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ONSOz

Agir metaller, dzgil agirhig 5 g/lcm®den daha yiiksek ve ana kaynagini
endustriyel atik sularin meydana getirdigi maddelerdir. Agir metal
katyonlari, birgok biyokimyasal reaksiyonda 6nemli rol oynamaktadir. Agir
metaller altmistan fazla metal icermekte ve bunlarin igerisinde; civa, krom,
nikel, kadmiyum, ¢inko, kobalt, kursun ve demir gibi metaller
bulunmaktadir.

Tavuklarda dezenfeksiyon amaciyla kullanilan dezenfektanlarin
(Ornegin; civali bilesikler) ve tavuklarda yem maddesi olarak kullanilan
hayvansal kokenli yemlerin (6rnegdin; balik icerikli tavuk yemleri) icerdigi
agir metallerin yuksek miktarlar vasitasiyla toksikasyon olusumu so6z
konusudur. Bu durum, dolayli olarak diger hayvanlari ve insanlari da
etkilemektedir.

En basit yasam formlarindan biri olan bakteriler de toksik metal
kontaminasyonunun oldugu birgok durumda ilk sekillenen yanit; mikrobiyal
aktivitenin blyuk oranda azalmasidir. Metal direnci gogunlukla antibiyotik
direncliligi ile iliskilidir. Bu direnglilik kromozomal olabildigi gibi plazmidlere
de bagl olabilir. Bu nedenle, bu tezde tavuklardan izole edilen Escherichia
coli suslarinda agir metal direncliliginin belirlenmesine ¢aligildi.

Bu c¢alisma konusunun belirlenmesinde ve c¢alismalarin
yurutilmesinde, yardim ve desteklerini esirgemeyen degerli danisman
hocam Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal
ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Mijgan IZGUR basta olmak (izere, tez
izleme komitesindeki hocalarim Ankara Universitesi Veteriner Fakuiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani Sayin Prof. Dr. K. Serdar DIKER ve
Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim
uyesi Prof. Dr. Ender YARSAN’a, calismalarim boyunca katkilarini
esirgemeyen Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali o6gretim Gyesi Sayin Prof. Dr. Mehmet AKAN’a, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal’nin degerli
ogretim Gyeleri Prof. Dr. Hakan YARDIMCl'ya, 6zellikle galismalarimda
bilgilerini ve emeklerini esirgemeyen Ankara Universitesi Veteriner
Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim uGyesi Dog. Dr. Barg
SAREYYUPOGLU'na, arastirma goérevlilerinden Dr. Aras. Gér. H. Kaan
MUSTAK’a, Ankara Universitesi Veteriner Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal’'nda doktora yapmakta olan Uzm. Bio. Yérilkk DIVANOGLU'na ve
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1.GIRIS

1.1. Tarihge

Escherichia coli ilk olarak Bacterium (Bacillus) coli commune (B. coli)
adiyla adlandiriimigtir. Bu adlandirma Castellani ve Chalmers tarafindan
ilk olarak 1919'da yapilmistir. Genus adi ise, 1885 yilinda bu organizmayi
ilk defa digkidan izole eden ve bir cocuk doktoru olan Theodor Escherich’e

atfen Escherichia coli olarak isimlendirilmistir (Barnes ve ark., 2008).

Escherichia coli tUm canllarin bagirsak florasinda bulunan bir
mikroorganizmadir. Kanatlilarda, bagirsak iceriginde koliform grubu
mikroorganizmalar  10°%-10® cfu/g, enterokoklar 10*-10° cfulg ve
stilforediktér bakteriler 10°-10* cfu/g miktarinda bulunmakta ve florayi
olusturmaktadirlar. Bu denge patojen etkenlerin yerlesmesi igin bir bariyer
teskil etmektedir (Amit-Romach ve ark., 2004; Bar-Shira ve Friedman
2006). Hasarli bir sindirim kanali ise, tavuklarin dogal savunma gucuni
azaltarak, firsatgi patojenlerin Uremelerine, buylUme geriligine ve
infeksiyonlara neden olmaktadir (Celik ve Agikgdz, 2006; izgir, 2002;
izglr, 2006). Bagirsakta bulunan E. coliler virilens ve antimikrobiyal
direng faktorleri agisindan rezervuar gorevi gormektedirler (Barnes ve ark.,
2008).

Kanatlilarda o6limle seyreden bir hastalikta; kalp, karaciger ve
dalaktan izolasyonu yapilan bakteri, ilk olarak Lignieres tarafindan, E. coli
ile iligskilendirilmistir. Tavuklarin transportu sirasinda kolera benzeri bir
hastaliktan dolayi sekillenen 6lumler sonucunda, Kkoliseptisemisinin ilk
tanimlamasi 1907 yilinda yaymlanmistir. lyi havalandirmanin kisitli
olmasi, soguk ve acglik durumlarinda meydana gelen direngsizlik
durumunda “Bacterium (Escherichia) coli” infeksiyonunun sekillenmekte
oldugu sonucu ortaya cikmistir. Enteritis ve paraliz ile kanatllarda
karakterize olan hastaliktan 1923 yilinda E. coli izolasyonu yapiimis, 1938

yilinda ise pullorum-benzeri bir hastaliktan dolayr ayni kiimeste bulunan



hayvanlarin %15-40’inda, 10 gunden daha az bir sure igerisinde Olum
g6zlenmistir. Bu kiimeste bulunan civcivlerde perikarditis, perihepatitis ve
karaciger Uzerinde beyaz noduller sekillenmis ve dokulardan da E. coli
izolasyonu yapilmigtir. 1938 ve 1965 arasinda koligrantiloma (Hjarre’s
hastaligi) ve E. colfnin neden oldugu diger hava kese yangisi, omfalitis,
panoftalmitis, peritonitis ve salpingitis infeksiyonlari da tanimlanmigtir
(Barnes ve ark., 2008; Din¢ Tosun, 2009).

Kanatlilarda Ozellikle Avian Patojenik Escherichia coli (APEC)
olarak adlandirilan patotip kolibasillozise neden olmaktadir. Ayni zamanda
kanatli sektorunde ekonomik kayiplara ve dlumlere neden olan, intestinal
veya ekstraintestinal olabilen, kronik bir infeksiyon meydana getirmektedir
(Barnes ve ark., 2008).

1.2. Etiyoloji

Escherichia coli, Bacteria aleminin, Proteobacteria bdlimi, Gamma
protobacteria sinifi, Enterobacteriales takimi, Enterobacteriaceae ailesi ve
Escherichia genusu icerisinde bulunan bir tarddr. Ayrica, bu genus
icerisinde birgok tur bulunmasina ragmen en 6nemli, yaygin ve patojen
olani E. colidir (Scheutz ve Strokbine, 2005).

Escherichia coli Gram-negatif, tamamen boya alan, spor
olusturmayan basil seklinde, genellikle 2-3 x 0.6 ym buayuklaginde bir
bakteridir. intrasellller organizmalar, ekstraselliler olanlardan biraz daha
kliguk boyutlardadir. Birgok sus ise hareketlidir ve peritrik flagellaya
sahiptir. E. coli aerobik ya da anaerobik olarak 18-44°C araliginda

ureyebilmektedir (izgur, 1981; izgir, 2002).

Escherichia coli karbonhidratlarin fermentasyonu sonucunda gaz
Uretebilmekte ve kanli agarda 24 saatte 37°C’de, konveks, dlizgln kenarli
ve renksiz koloniler meydana getirmektedir. MacConkey (MC) agar

Uzerinde laktoz pozitif parlak pembe renkli koloniler olustururken, Eosin-



methylen blue (EMB) agarda yesil metalik parlama veren Kkoloniler
meydana getirmektedir. E. coli, glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, gliserol,
ramnoz, sorbitol ve arabinoz gibi karbonhidratlarin fermentasyonu
sonucunda asit ve gaz Uretimine neden olmaktadir, ancak, ayni etki,
dekstrin, nisasta ve inositol i¢cin gecerli degildir (Barnes ve ark., 2008;
izglir, 2006; Senman, 2010).

E. colimin birgogu laktozu fermente etmektedir, ancak hidrojen
sulfir olusumu gézlenmemektedir. indol testi ve metil red ile pozitif
reaksiyon vermekte ve nitrati nitrite indirgemektedir. Voges-Proskauer,
Ureaz ve oksidaz testlerinde negatif sonug¢ verirken, katalaz testinde
pozitiflik gostermekte ve fermentatif bir bakteridir (Barnes ve ark., 2008;

izglir ve istanbulluoglu, 1983; izgir, 2002).

E. colinin sahip oldugu toksinler icerisinde enterotoksinler,
norotoksinler, endotoksinler ve sitotoksik nekrozan faktor (CNF) yer
almaktadir (Din¢g Tosun, 2009). Ancak APEC’ler, memeliler ve insanlarda
bulunan patojenik E. colilerden daha az toksijeniteye sahiptirler. APEC

Ozellikle enterotoksin Uretememektedir (Barnes ve ark., 2008).

E. coli, intestinal ve ekstraintestinal infeksiyonlara neden
olmaktadir. intestinal patojeniteye neden olan patotipler sekiz adet olarak
saptanmistir. Bunlar; EPEC-enteropatojenik E. coli, ETEC-enterotoksijenik
E. coli, EHEC-enterohemorajik E. coli, EaggEC-enteroagregatif E. coli,
EIEC-enteroinvazif E. coli, VTEC-verotoksijenik E. coli, sigir ve insanlarin
normal florasinda bulunan ancak insanlar igin yuksek patojenik olabilen
patotip; STEC-shiga toksin sentezleyen E. coli ve ayrica DAEC-diffuz
aderent E. coli patotiplerini icermektedir. E. col’nin diger suslar ise,
sindirim sisteminin disinda ayni o6zellikleri paylagsmaktadir ve ExPEC-
ekstraintestinal patojenik E. coli olarak adlandiriimaktadir. Ekstraintestinal
infeksiyona neden olan patotipler ise UPEC-Uropatojenik E. coli olarak

adlandirilan patotiptir ve uriner sistem infeksiyonuna neden olmaktadir.



Meningitis ve sepsis ile iligkili olan patotipe ise MNEC/BMEC adi
verilmektedir (Babacan, 2011; Din¢ Tosun, 2009; Janda ve Abbott, 2008).

1.3. Epidemiyoloji

Escherichia coli yaygin olarak bulunan bir bakteridir. Kanathlarin dogal
bagirsak florasinda 10° E. colilgram’a kadar gdzlenebilmektedir (Amit-
Romach ve ark., 2004; Bar-Shira ve Friedman 2006).

Geng¢ kanathlarin alt sindirim sisteminde daha ylksek duzeyde
bulunan E. coli faydali bakterilerdendir, Ureme ve gelismeye yardimci
olurken, Salmonella gibi diger bakterileri de baskilamaktadir. Ayrica E.
coli, sekal mukoza gibi alanlarda da kolonize olabilmektedir. Normal
tavuklarda bulunan bagirsak koliformu potansiyel patojenik serotipleri de
icermektedir. Bagirsakta bulunan E. coliler virilens ve antimikrobiyal
direng faktorleri agisindan rezervuar gorevi gormektedirler (Barnes ve ark.,
2008). E. colfnin primer ya da sekonder etken olarak bulundugu
tavuklarda kolibasillozis denilen infeksiydz bir hastalik gozlenmektedir
(Babacan, 2011; Cantekin, 2008). Geng tavuklar genellikle akut infeksiyon
sonucunda septisemiden 6lmektedirler, olgun tavuklar ise hastalida karsi
daha dayaniklidirlar ve septisemik lezyonlar sadece baslangi¢
asamasinda kalmaktadir. E. colilnin neden oldugu septisemik peritonitis
damizlik tavuklarda da onemli bir 6lum nedenidir (Dho-Moulin ve
Fairbrother, 1999; Gyles ve Fairbrother, 2010; Matsuda ve ark., 2010;
Robert ve Porter, 1998).

Patojenik E. colinin yumurtaya transferi yaygin olarak gézlenmekte
ve yuksek duzeyli civciv olimlerine neden olmaktadir. Yumurta
infeksiyonunun en 6nemli kaynagi, yumurta ylzeyine bulagarak igerisine
penetre olan fekal kontaminantlardir. Florokinolon direncli E. coliler klinik
acidan normal olan damizliklara vertikal yolla gegerek civcivlerde yuksek

dlzeyde 6lime neden olmaktadir (Barnes ve ark., 2008).



Koliform bakteriler kanatllarin digki ve altliklarinda bulunmaktadir.
Kanatli kiimeslerinde bulunan tozlar incelendigi zaman 10°-10° E. coli/g
bakteri icerdigi tespit edilmistir. Bu bakteriler uzun stre boyunca 6zellikle
de kuru hava kosullari altinda kalicilik gostermektedir. Kimes igerisinde
yem iceriklerinde az da olsa patojenik koliformlar ile kontaminasyon
olusumu s6z konusudur. Kimes igerisinde bulunan rodentlerin idrarlari da
patojenik koliformlar agisindan kaynak teskil etmektedir, ¢inkl farelerin
sindirim sistemleri bu etkenlerin yerlesimi agisindan oldukga elverislidir.
Patojenik serotipler kanatli kimeslerinde bulunan iyi sulari da kontamine
edebilirler. E. coli’'nin icme sularinda bulunmasi fekal bir kontaminasyon
olduguna isarettir ve infeksiy6z etkenin fekal-oral bulagsmasinin potansiyel

kaynag olarak gosterilmektedir (Barnes ve ark., 2008).

1.4. Tesghis

Teshis icin kolibasillozisin tipik lezyonlarindan E. coli izolasyon ve
identifikasyonu yapilmaktadir. Ornekler alinirken fekal kontaminasyonun
olmamasina dikkat edilmelidir. Alinan ornekler ile steril olarak galigilarak
eosin-methylene blue (EMB) ya da MacConkey (MC) agara ekilmelidir.
Ureyen koloniler E. coli ise, EMB agarda yesil metalik renkli diizgin
kenarli koloniler, MC agarda ise parlak pembe duzgun kenarli koloniler
meydana getirmektedir. Bakteriyoskopide ise, Gram negatif gomaklar yine
E. coliicin spesifik bir gorantudar. Kaltdr igin biyokimyasal testlerde glikoz,
maltoz, mannitol, ksiloz, gliserol, ramnoz, sorbitol ve arabinoz gibi
karbonhidratlarin fermentasyonu sonucunda asit ve gaz uretimine neden
olmaktadir, ancak, ayni etki, dekstrin, nisasta ve inositol i¢in gecerli
degildir. E. colimin bircogu laktozu fermente etmektedir, ancak hidrojen
sulfir olusumu gézlenmemektedir. indol testi ve metil red ile pozitif
reaksiyon vermekte ve nitrati nitrite indirgemektedir. Voges-Proskauer,
Ureaz ve oksidaz testlerinde negatif sonug¢ verirken, katalaz testinde
pozitiflik gostermekte ve fermentatif bir bakteridir. Serolojik teshis Ureyen
E. colimin antijenik 6zelliklerine gore yapilmaktadir (Barnes ve ark., 2008;
izglr, 2006).



1.5. Sagaltim ve Koruma

Escherichia coli yumurtalara diski ile kolaylikla bulasabilmekte ve
kimesler arasinda kolaylikla bulasma sekillenebilmektedir. Bu nedenle
oncelikle hijyen acgisindan iyi bir uygulama ve yonetim proseduiru
surdurtlmelidir. Koruma amaciyla, inaktive edilmis, canli, rekombinant -
mutant asilar ve pasif immunizasyon kullaniimaktadir. Kolibasillozisin ilk
tanimlandigr  1950’lerin ortasindan itibaren sagaltiminda, antibiyotik
tedavisi kullaniimaktadir. Antibiyotiklerin kullanimini takiben de paralel
sekilde direng sekillenmeye baglamaktadir (Barnes ve ark., 2008). Ancak,
bazi durumlarda koruyucu antibiyotik uygulamalari da yapilmaktadir.
Yetistirmede kontaminasyona neden olan kaynak ya da kaynaklar tespit
edilerek bunlardan kaynaklanan bulagmalar engellenmelidir. Ayrica, genel
hijyenik onlemlerin alinmasi, kimes temizligi ve dezenfeksiyon da
infeksiydz etkenin kimese girisinin engellenmesinde 6nem arz etmektedir
(zgur, 2002).

1.6. Kanatlilarda Antibiyotiklerin Kullanimi

Genellikle bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere
kargi sekillenen direncin giderek artmasi nedeni ile gelisigluizel olarak
antibiyotik kullaniimamasi gerekmektedir. Bu nedenle oncelikle hastalik
etkeninin teshis edilmesi ve infeksiydz ajana yonelik duyarli bir
antibiyotigin kullanilarak hastaligin tedavi edilmesi uygun olmaktadir.
(Arda, 2006a; izgur, 2002).

Spain ve Alm (2003), E. coli infeksiyonlarinda meydana gelen
antibiyotik direngliliginin buginuin toplumu igin giderek artan bir problem
oldugunu bildirmigtir. Son zamanlarda kullanilan antibiyotiklerin daha az
kullanilabilir duruma doénustigini ancak yine de antibiyotik direngli
patojenik bakterilere kargi kullanildiklarini buna ragmen tedavinin ¢ok zor

oldugunu ve daha pahali bir hale geldigini belirtmigtir. Ayrica, hayvan



hastaliklarinda antibiyotiklerin kullaniminin giderek artiginin antibiyotik

direncli bakterilerin gelismesine katkida bulundugunu bildirmistir.

1.6.1. Antibiyotik Direncinin Saptanmasi

Mikroorganizmalar c¢esitli ilaglara karsi direng sekillendirmektedirler.
Bunun nedeni kromozomal, ekstrakromozomal veya diger faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Antibiyotik direncinin konvansiyonel olarak tespitinde
esas alinan yodntem ise Kirby-Bauer yontemi olarak da bilinen disk
difizyon teknigidir. Bu test, Nutrient Buyyon’da Uretilen mikroorganizmanin
Mueller-Hinton agar Gzerinde, yayma ekim tarzinda ekim ile agarin Gzerine
cesitli  konsantrasyonlarda degisik antibiyotikleri iceren disklerin
yerlestiriimesi ve sonrasinda de@erlendirmesini esas almaktadir. Sire
sonunda diskler etrafinda inhibisyon zonlari meydana gelmekte cetvel ile
Olcllerek CLSI'nin belirlemis oldugu standart degerlendirme tablosu
uzerinde karsilastirma yapilarak duyarli (S), intermediate (1), ve direncgli (R)
olarak sonuglandiriimaktadir. Yine ayni yontemden faydalanilarak ¢ veya
daha fazla antibiyotik sinifina direngli bulunan bakteriler ¢coklu antibiyotik
direncgli olarak siniflandiriilmaktadir (Senman, 2010). Bunun disinda
antibiyotik diren¢ genlerinin hedef bdlgelerini igceren primerler ile direncin
tespitinde yararlanilan molekuler tekniklerden PCR metodu da gunumuizde
siklikla kullaniimaktadir (Arda, 2006a; Baquero ve ark., 2008, Jahed,
2012; Miles ve ark., 2006).

1.7. Agir Metaller ve Bakteriler

Agir metal, 6zgil agirigi 5 g/cm®den daha yiiksek olan metalleri ifade
etmektedir. Agir metallerin ana kaynagini ise endustriyel atik sular
meydana getirmektedir. Agir metal katyonlari kompleks bilesenlerden
meydana geldigi icin, bircok biyokimyasal reaksiyonda &6nemli rol
oynamaktadir. Agir metaller altmigtan fazla metal icermekte ve bunlarin

icerisinde; civa, krom, nikel, kadmiyum, ginko, kobalt, kursun ve demir gibi



metaller bulunmaktadir. Bazi agir metaller (Co, Cu, Fe, Mn, Ni ve Zn)
esansiyel metallerdir ve c¢esitli enzimlerin komponentleri olarak
elektrostatik etkilesimler vasitasiyla stabilize molekuller olarak goérev
almaktadirlar ve osmotik basingta regulator gorevi gormektedirler
(Abskharon ve ark., 2008; Sevgi, 2007). Birgok agir metal d-orbitalleri
tamamlanmamis gecis elementleridir ve bu orbitaller, redoks aktif ya da
aktif olmayan kompleks bilesenlerden agir metal katyonlarini
saglamaktadir (Shoeb, 2006). Ayrica, biyokimyasal reaksiyonlar igin
katalizor gorevi gorerek, bakterilerin hicre duvarinda bulunmaktadirlar.
Proteinlerin %50 kadarinin metalloproteinlerden olustugu tahmin edilmekte
ve proteinlerin yapisal kisminin Ugte birinde gorev almaktadirlar
(Degtyarenko, 2000). Buyume gereksinimi igin esansiyel agir metallere
cok dusuk duzeylerde ihtiya¢c bulunmaktadir. Diger bircok metal biyolojik
olarak dnemli bir role sahip degillerdir (6rnegin; Ag, Al, Cd, Au, Pb ve Hg),
ancak, esansiyel olmayan metaller arasinda yer almaktadirlar ve canli
organizmalar, Ozellikle de mikroorganizmalar igin toksik etkilidirler.
Toksisite sonucunda ise, oksidatif fosforilasyon ve osmotik dengenin
bozulmasi nedeni ile protein ve nikleik asitlerin konformasyonel yapisinda
bulunan dogal baglanma alanlarini esansiyel metaller yerine, esansiyel
olmayan metaller almaktadir. Esansiyel ve esansiyel olmayan metallerin
fazlaliginda ise, metaller hicre duvarina zarar vermekte, enzim
spesifitesini azaltmakta, hicresel fonksiyonlara zarar vermekte ve DNA'nin
yapisini bozmaktadirlar (Abskharon ve ark., 2008; Sevgi 2007).

En basit yasam formlarindan biri olan bakteriler, toksik agir
metallere karsi genomlarinda dogal olarak tolerans gelistirmektedirler.
Toksik metal kontaminasyonunun oldugu bir¢cok durumda ilk sekillenen
yanit; mikrobiyal aktivitenin buylk oranda azalmasidir. Ayrica, direng
mekanizmalari ¢ok yuksek dizeyde bulunan serbest metal iyonlarina karsi
koruma saglamamakta ve olumcul toksik etkileri de tespit edilmektedir
(Malakul ve ark. 1998).

Antimikrobiyal aktivite gosterimleri agisindan bazi agir metaller

incelendikleri zaman, mikroorganizmalarin enzim aktivitesini bozmalari



nedeni ile kullaniimaktadirlar. Agir metallerin bu etki tarzlari,
mikroorganizmalarda bulunan enzimlerin sudlfhidril (-SH) grubu ile
birlesmesi sonucunda ortaya cikmaktadir. Ornegin; agir metallerden Hg*?,
Ag®, Cu™ ve As tek baslarina ya da bilesikler olarak kullanildiklari zaman
mikrobiosidal, ve mikrobiostatik etki gdstermektedirler. Bakir sulfat (algisid
ve fungusid olarak balik hastaliklarinda) ve organik civa bilesiklerinden
olan gumus (%1 oraninda sulandirmasi, burun, bogaz, géz dezenfektani)
gibi agir metallerin antiseptik 06zelliklerinden de zaman zaman
faydalaniimaktadir (Arda, 2006a; Shoeb, 2006; Talat, 2000).

1.8. Antibiyotik ve Agir Metal Ortak Direnci

Bircok organizmada diren¢g genleri kromozomda, ekstrakromozomal
genetik elementlerde (plazmidler, epizomlar ve transpozonlar) ve bu
genetik alanlarda yer alabilen (integre olabilen) integronlarda
bulunmaktadir. Bu diren¢ gelisiminin gozlendigi bakteriler genellikle
toprakta, atik sularda ve su igeren alanlarda yer alirlar. Ancak, direngli
olan bu bakterilerin ¢evreye yayillmasindaki tek yol; insanlar, hayvan
populasyonlari ve igme sularinin elde edildigi yizey suyu kaynaklari dedil,
ayni zamanda dogal bakteriyel ekosistemlerdir. Bu organizmalardan E.
coli, kanatl tirlerinin saghgini ve dolayll olarak kanath endustrisini
ekonomik olarak olumsuz yonde etkileyen bir bakteri tiridir (Baquero ve
ark., 2008). Meydana getirdigi hastaligin tedavisinde ise, bilingsizce
kullanilan antibiyotik ddngust nedeni ile antibiyotiklere karsi direng
sekillenmesi s6z konusudur (Arda, 2006a). Bunun yani sira genetik olarak
tasidiklar bir ¢ok antibiyotik ve agir metal direnc genleri bakterilerin
icerisinde bulunduklarn kosullara daha dayanikli olmalarini saglarlar (Arda,
2006b; Baquero ve ark., 2008).
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1.9. Mikroorganizmalarda Kromozomal Direng

Metal direnci ¢ogunlukla antibiyotik direngliligi ile iligkilidir. Bu direnglilik
kromozomal olabildigi gibi plazmidlere de bagl olabilir, ayni zamanda
kromozom ya da plazmidlerin igerdikleri integron adi verilen gen

kasetlerinden de kaynaklanabilmektedir (Brunis ve ark., 2000).

Metal direnglilik mekanizmasi prokaryotik yasamda kisa surede
gelisir ve hemen hemen tum bakterilerde bulunmaktadir. Kromozomal ve
plazmidden kaynaklanan metal diren¢ sistemleri arasinda bazi farkhliklar
bulunmaktadir. Esansiyel metal diren¢ sistemleri genellikle kromozom
iceriklidir ve plazmid sistemlerinden daha komplekstir. Diger bir yandan,
plazmidlerce  kodlanan sistemler, genellikle toksik-iyon efluks
mekanizmalari ile saglanmaktadir. Bu da, iyon efluks mekanizmalarinin
plazmidlerden  kaynaklandigini  gostermektedir, c¢unkld  plazmidler
organizmalar arasinda hemen aktarilabilmekte ve sadece gerekli optimal

kosullara ihtiyaci bulunmaktadir (Brunis ve ark., 2000).

Bakteriyel plazmidler, Ag*, AsO,", AsO%, Cd**, Co*?, CrO%,, Cu*?
Hg™, Ni*%, Pb*%, Zn*? gibi toksik metal iyonlari icin direng sistemini
kodlamaktadir. Ayrica, bu direngliligin ¢evresel roluni ve molekiler
genetigini anlamak icin son yillarda birgok calisma yapilmistir. Toksik
metal  direngliliginin kromozomal  determinantlari bilinmektedir.
Kromozomal genlerden ve plazmidlerden kaynaklanan direnglilik
birbirinden ayrit edilmeli, cunkl bazi metallerde (6zellikle civa-arsenik ve
cinko-kadmiyum gibi), kromozomal ve plazmid determinantlan temel
olarak benzerdir (Shoeb, 2006).

1.10. Mikroorganizmalarda Plazmidler ve Direng

Direnclilik bazi bakterilerde ekstrakromozomal genetik elementler ile

konjugasyon ve transduksiyon vasitasiyla aktarilmaktadir (Elsas ve Bailey,
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2002). Bazi durumlarda ise belirli metal ve antibiyotiklerin direncliligi ayni

plazmidler ile iligkilidir (Brunis ve ark., 2000).

Johnson ve ark. (2005), direngli APEC suslarinin konjugatif plazmid
tasidiklarini bunun kanatlilardan insanlara aktarilabilir olduklarini ve
patojen bakterilerin plazmidleri Gzerinde bulundurduklari direng genlerinin
insan ve hayvan saghdi acgisindan hastalik kaynagi goérevi goérduguna
aciklamiglardir. Calismalarinda APEC’e ait olan 101-kb’lik onceki
isimlendirmesi IncF plazmidi olarak yapilan plazmidin sekans analizini
yaparak, APEC plazmid sekansini ilk kez tanimlamislardir. Sekiz gruptan
olusan; antibiyotik ve agir metal direncini, quarter amonyum bilegsiklerine
kargi gelisen direnci, tetrasiklin, sulfonamid, aminoglikozidler, trimetoprim
ve beta-laktam antibiyotiklerine karsi direnci kodlayan genleri icerisinde
barindiran bu plazmide pAPEC-02-R adini vermislerdir. pAPEC-0O2-R’nin
32-kb’lik transfer bolgesinin plazmid icermeyen bakteri suslarina
aktarilabildigi; bu bakterilerin insan ve hayvan saghgdi agisindan risk

faktort oldugu bildirmislerdir.

1.11. Mikroorganizmalarda integronlar ve Direng

Escherichia coli gibi enterik mikroorganizmalarda gézlenen, 6zellikle ¢oklu
antibiyotik direnci ve diger diren¢g mekanizmalari integronlar ile de iligkilidir.
integronlar genel olarak, integraz (int/1) genini ve antibiyotik direng gen
kasetlerini barindiran, integrasyon kaset alanlarini (attl) igceren ve agik
okuma kapilari (ORF) ile birleserek onlari fonksiyonel hale getiren genler
olarak tanimlanmaktadir. integronlarin tek basina horizontal gen transferi
yapmalari mimkuin degildir ancak, konjugatif plazmidler, transpozonlar ve
bakteriyofajlar araciligi ile bir bakteriden digerine aktarilabilme 6zellikleri
bulunmaktadir, bu da direng profilinin gelismesinde buyuk rol
oynamaktadir (Lapierre ve ark., 2008). Gram negatif bakterilerde dort sinif
kromozomal ve plazmid iligkili integron tespit edilmistir (Bass ve ark.,
1999).
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Sinif | integronlar, genel olarak qacEA1; quarter amonyum
bilesiklerine karsi diren¢g genini ve sul1; sulfonamid direng genini
icermektedirler. Bu genetik elementler, mikrobiyal genomlarin igerisinde
bulunan antimikrobiyal direncin genis bir alanda yer alan ¢oklu
lokuslarindan antibiyotik diren¢ genlerine baglanmasindan sorumludurlar.
Sinif | integronlar, genis bir konakgi araligi olan plazmidler igerisinde ya da
Tn21- Tn21 benzeri transpozon igerisinde yer alan, tamamlanmis ya da
kesilmis Tn402 transpozonunu icermektedir. identifiye edilmis bakteriyel
kultirlerde bulunan sinif | integronlarda buatan bir Tn402-benzeri
transpozon modulleri de bulunmakta ve agir metal direngliliginin yani sira
antibiyotik direngliligini de bir arada iceren Ozellikler sergilemektedir

(Nemergut ve ark., 2008; Roswarne ve ark., 2010).

Sinif 1l, Tn21 replikatif transpozonunu igermekte ve civa direng
genine (mer) burada da rastlanmaktadir. Ayrica varyant Tn27 transpozonu
bulunmakta ve bu transpozon Tn27’e benzemektedir. Ancak, kaset
icerisinde insersiyon ya da delesyon sekanslarini icermektedir. Tn27 ise,
integronunun igerisinde aadA71 gen kasetini tagimaktadir (Nemergut ve
ark., 2008). Kanath E. colileri izolatlari integronlar varliginda, c¢oklu
antibiyotik direnci ve bu direncin devamliligi sekillenmektedir. Bu nedenle
kanatli hastaliklarinin tedavisinde antibiyotik kullanimindan cekinilir hale

gelinmistir (Nemergut ve ark., 2008; Roswarne ve ark., 2010).

Sinif Il integronlar ise, diger sinifta bulunan integronlardan daha
farkli bir integraz enzimi bulundurmakta ve atipik rekombinasyon
bdlgelerini tagsimaktadir. Bu sinif integronlar B-laktam grup antibiyotiklere
karsi direng genlerini de bulundurmaktadir (Lapierre ve ark., 2008; Villa ve
Carattoli, 2005).

Sinif IV integronlar ise, degisik tirde bir cok gen kaseti icermektedir
ve Gram negatif bakterilerde fazla rastlanan konjugatif plazmidleri ve
transpozonlari igcererek horizontal gen transferine neden olmaktadirlar
(Lapierre ve ark., 2008).
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1.12. Mikroorganizmalarda Agir Metal Direng Mekanizmalari

Bir organizma, metal diren¢ sistemlerini gelistirirken, duyarli hicresel
komponentlerini korumaya ¢alismaktadir. Bunu, metal alimini kisitlayarak
ya da metallere duyarli hiicresel komponentleri azaltarak olusturmaktadir.
Bir mikroorganizmanin diren¢ oOl¢Usu birgok faktdre baglidir; metal alimi
icin mekanizmalarin sayisi ve tipi farkhdir. Bazi arastirmacilar,
mekanizmanin tek tip olarak ve bunu da intra- ya da ekstrasellller ayriima
(sequestrasyon) olarak klasifiye etmektedirler. Dogal diren¢ metaller veya
hicre membrani bilesenlerinde degisiklikler ile etkilesimi dnlemek igin,
hicresel bilesenlerde mutasyonel formlari alabilirler (Rouch ve ark., 1995).
Ancak, bazi arastirmacilara goére mikroorganizmalar bir ya da bir¢cok direng
mekanizmasinin kombinasyonuna sahiptir. Mikroorganizmalarda bulunan
metal diren¢ mekanizmalari asagida belirtildigi gibidir (Brunis ve ark.,
2000; Rouch ve ark., 1995). Bunlar:

1.121. Permeabilite bariyeri ile metallerin uzaklastiriimasidir.

1.12.2. Metalin hicreden/organizmadan aktif transport ile
uzaklastirilmasidir.

1.12.3. Metali proteine baglama ile intraselltler alikonulmasinin
saglanmasidir.

1.12.4. Ekstrasellller alikonulmanin saglanmasidir.

1.12.5. Dusuk toksik duzeydeki metalin enzimatik
detoksifikasyonunun saglanmasidir.

1.12.6. Hedef hucrelerin metal duyarlihdinin azaltilmasidir.

1.12.1. Permeabilite Bariyeri ile Metallerin Uzaklastiriimasi

Bakterilerin dogal formlarinda metal iyonlarini absorbe etme kabiliyeti
ekstrasellller polisakkarit katmanda tanimlanmistir ve metaller bakterilerin
hayati hucresel komponentleri ile iligski igerisindedirler. Bu yetenek
bakterilerin dis polisakkarit katmanlarina metal katyonlarinin tutunmasi igin

alan saglamaktadir. Bakterilerin bircogunda metalleri ekstrasellller olarak



14

baglama kabiliyeti saptanmistir. Klebsiella aerogenes, Pseudomonas
putida, Arthrobacter viscosus bunlara 6rnek olarak verilebilir. Dig
polisakkarit katmanin koruyuculugu sayesinde, Cd*? iceren buyyonlarda
bulunan Klebsiella aerogenes susu hayatta kalmaktadir. Ayrica ayni susun
dis polisakkarit katmani giderildiginde de Cd*?nin birikimi gdzlenmistir
(Brunis ve ark., 2000; Rouch ve ark., 1995).

Pseudomonas  spp.”de  Cu*?nin  periplazmik  baglanmasi
olustugunda direnclilik bir operonda bulunan dort gen tarafindan
kodlanmaktadir; copA, copB, copC ve copD. copA ve copB kismi bir direng

saglarken, copC ve copD Cu*?

ye tam bir diren¢ olusumu saglamaktadir.
copA ve copC proteinleri i¢ ve dis membran arasinda yer alirken, copB dis

membranda yer almaktadir (Brunis ve ark., 2000; Rouch ve ark., 1995).

1.12.2. Metallerin Hiicreden/Organizmadan Aktif Transport (Efluks) ile

Uzaklastiriimasi

Metal direnglilik sisteminde en buyuk kategoriyi aktif transport ya da efluks
sistemi igcermektedir. Mikroorganizmalar sitoplazmalarinda bulunan toksik
metalleri uzaklastirmak icin aktif  transport mekanizmasini
kullanmaktadirlar. Bu mekanizmalar kromozomal olarak ya da
plazmidlerce kodlanmaktadir. Esansiyel olmayan metaller, normal
besleyici transport sistemleri vasitasiyla hucre igerisine giris yaparlar,
ancak hizli bir sekilde de disari atilirlar. Bu efluks sistemleri ATPaz’a
bagimli olmadan da olusabilir ve ylksek dizeyde spesifik katyon veya
anyon atilmasini saglamaktadir. ATP bagimlihg ise, iyonofor antibiyotikler
ve eslesmeyen enerjinin  kullanimiyla goOsteriimektedir. Eglesmeme
durumunda ATP’nin olusumu katyon ve anyonlarin efluksunun azalmasi

ile sonug¢lanmaktadir (Brunis ve ark., 2000; Rouch ve ark., 1995).

Buna verilebilecek en iyi 06rnek; plazmidlerin kodladigi
Staphylococcus aureus ve E. colide bulunan ars operonu araciligi ile

olusan antimonit iliskili As*®, arsenit (As*®) direnci, S. aureus, Bacillus spp.
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ve Listeria spp.’de bulunan cad operonunca veya Alcaligenes
eutrophus’da bulunan czc operonunca kodlanan Cd*? direnci, ve S.
aureus’da bulunan cadA ve E. colide bulunan zntA vasitasiyla olusan Pb*?
direncidir (Brunis ve ark., 2000; Rouch ve ark., 1995).

1.12.3. Metali proteine baglama ile intraselliiler alikonulmanin

saglanmasi

intraselliler alikonulma, sitoplazma icerisinde biriken metalin esansiyel
hlcresel komponentlere etki etmesi ile sonuglanmaktadir. Bu mekanizma
ile Cd*?, Cu*? ve Zn*? birikimi gézlenmektedir. Bu sekilde meydana gelen
metal direncine iki 6rnek verilebilir; metallothinoein Ureten Synechococcus
spp. ve sisteinden zengin protein iceren Pseudomonas spp.’dir (Brunis ve
ark., 2000; Rouch ve ark., 1995).

1.12.4. Ekstraselliiler alikonulmanin saglanmasi

Metal direncinde ortaya konulan bu hipotez sadece bakteriler igin gecerli
iken, son zamanlarda mantarlar ve mayalar igin de gecerli hale gelmigtir.
Ornegin; Saccharomyces cerevisiae, fazla miktarda glutatyon salgilayarak
Ni*? absorbsiyonunu azaltmaktadir. Glutatyon, adir metallere affinite
gOstererek baglanmayi saglamaktadir. Mayalar, metilglioksal direng geni
tasimaktadirlar ve metalden zengin sivi besiyerlerinde ekstraselluler olarak
metal-glutatyon komplekslerinin olusumunu saglamaktadirlar. Toksik metal
bir komplekse baglandiginda direng sekillenmektedir ve hucre
membranindan iceriye girememektedir (Brunis ve ark., 2000; Rouch ve
ark., 1995).
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1.12.5. Dusuk toksik diizeydeki metalin enzimatik

detoksifikasyonunun saglanmasi

Diger mekanizmalar igerisinde de en c¢ok bilinen mekanizma budur. Hem
Gram pozitif (S. aureus, Bacillus spp.) hem de Gram negatiflerde (E. coli,
P. aeruginosa, Serratia marcescens ve Thiobacillus ferrooxidans) bu

diren¢ tanimlanmistir (Brunis ve ark., 2000; Rouch ve ark., 1995).

1.12.6. Hedef hiicrelerin metal duyarliliginin azaltiimasi

Bazi mikroorganizmalar, esansiyel hlcresel komponentlerinin
duyarhiligindaki  degisimler ile toksik metallerin varligina uyum
saglamaktadir; bdylece bir derece de olsa dogal olarak direng
olugmaktadir. Korunma, mutasyonlar araciligiyla saglanmakta, ancak
temel fonksiyonlarda degisiklik ya da metal inaktivasyonunun olusumu
sirasinda partiktler hicresel komponentlerin Uretiminde olusan artis
vasitasiyla meydana gelmemektedir. Yine DNA onarim mekanizmalari,
plazmid ve genomik DNA’ya sinirli da olsa bir korunma saglamaktadir.
Mikroorganizma, metal direng komponentleri vasitasiyla ya da duyarli
komponentlerin alternatif bir yolla kendi kendilerine bir korunma

olusturmaktadirlar (Brunis ve ark., 2000; Rouch ve ark., 1995).

1.13. Tavuklarda Sorun Olan Agir Metaller

Broylerlerde agir metallerin asiri kullanimi vicut dokularinda birikime
neden olmaktadir. Bu elementlerin oldukca yuksek dizeyde teratojenik,
karsinojenik ve mutajenik etkilerinin olabileceginden bahsedilmektedir.
Kanatli endustrisinde althklar, yUksek dizeyde nitrojen, fosfor ve
potasyum konsantrasyonlari igcermeleri nedeniyle oldukga o6nemlidir ve
gubre olarak kullanilirlar ancak ayni zamanda da agir metalleri
icermektedirler. Agir metallerin civcivler Uzerindeki etkileri ise; beslenme,

su icme, eselenme Uzerine olumsuz olarak tespit edilmistir (Rehman ve
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ark., 2012). Long ve ark. (2004), yaptiklari bir arastirma sonucunda agir
metal igceren diskinin sularda kolaylikla kontaminasyona neden oldugu

bildirilmislerdir.

Ping ve ark. (2008), agir metallerin toprak-bitki-bocek-tavuk
yiyecekleri zincirinin biyotransferini Pb/Zn madenciligi yapilan kontamine
sahada incelemiglerdir. Agir metallerin tavuklarda sirasi ile digki,
karaciger, kas ve kanda bulundugunu belirtmiglerdir. Kursun benzin
iceriginde katki maddesi olarak bulunmasinin yani sira hava, su ve
topraga karisarak, bitkilerin Uredigi bdlgelere ulagsmasi s6z konusu
olmustur. Kursun igeren boyalarin ¢atlaklarin kapatiimasinda kullanilmasi,
hayvanlarda bircok toksikozis vakasinin meydana gelmesine neden
olmustur (Henry ve Miles, 2001). Sipos ve ark. (2003), kursunun bdbrek,
karaciger ve vyumurta sarisinda biriktigini  bildirmislerdir. Kurgun
toksikasyonunun klinik belirtileri arasinda; yemi reddetme, anemi,
intestinal problemler ve bobrek fonksiyon bozukluklari gozlendigini
belitmiglerdir. Yiksek dizeyde kursuna maruz kalindiginda tavuklarin
karacigerlerinde siddetli periportal inflamasyon meydana geldigini

bildirmislerdir.

Kadmiyum, esansiyel olmayan bir metaldir ve disuk
konsantrasyonlarda dahi toksiktir. Kadmiyumun kontaminasyon kaynagi,
demir ile kaplanan metallerin asinmasi, maden ve maden eritme igslemleri,
kadmiyum-klorur Urtnlerinin atiklari ve gubrelenmis ekili meralarda kentsel
atik sularin kullaniimasidir. Kadmiyum dokulardan absorbe edildigi zaman
vucuda kabul edilebilir bir sure icerisinde dagilmaktadir, bu da broyler ve
hindilerin aksine 06zellikle yumurtaci ve damizliklarda maruz kalinmayi
minimal diuzeye indirgemektedir (Brunis ve ark., 2000; Henry ve Miles,
2001).

Kanatlilar igin civanin potansiyel kaynaklarindan biri, balik protein
konsantreleri ya da civanin fungusit olarak icerisinde kullanildigi yem
taneleridir. Balik, kontamine sudan aldigi metil-civay! ¢ok iyi bir sekilde

konsantre etmektedir. Civa ayni zamanda, hayvan yemlerinde protein
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kaynagi olarak kullanilan kanatli hayvanlarin tuylerine de gecebilmektedir
(Henry ve Miles, 2001). Civali dezenfektanlar, baliklarda kullanildiginda
¢cok fazla sorun teskil etmemektedir. Ancak, bu baliklar tavuk yemi olarak
kullanildiklarinda, tavuklarda civa birikimi s6z konusudur (Bass ve ark.,
1999).

Mangan, Ozellikle yumurtaci tavuklarda ©6nem tasimaktadir.
Yumurta kabugunun olusumunda; protein ve mukopolisakkaritlerin
kombinasyonundan meydana gelen organik matriks Uzerine kalsiyum
karbonat iyonlarinin depolanmasi rol oynamaktadir. iste bu organik
matriksi olusturan protein-mukopolisakkarit yapinin olusumunda gerekli
olan manganin yumurta kabugunun olusumundaki katkisi 6nemlidir
Manganin kanatli yemlerinde fazla kullanimi ise toksik etkilere neden

olmaktadir (Guicli Kocaoglu ve iscan, 2004).

Bakir da mangan gibi, esansiyel metallerdendir ve gesitli enzimlerin
komponentleri olarak gorev yapmaktadir (Abskharon ve ark., 2008). Yine
kanath rasyonlarinda Cu kullanimi bu havanlarin performansinda ve canli
agirlik artisina neden olmaktadir. Fazla kullanimlari ise toksik etki
gostermekte ve ilk etkileri tavuklarin karacigeri Uzerinde gbézlenmektedir
(Cinar ve Nizamlioglu, 2004). Veteriner alaninda dezenfeksiyon amaciyla
en ¢ok kullanilanlar arasinda ise formaldehit, iyot, klorlu bilesikler ve bakir

sulfat gelmektedir (Aarestrup ve Hasman, 2004).

Yukarida, kanatli hayvanlar Uzerindeki etkilerine deginilen agir
metallerin, direngliliklerine ait hedef gen bdlgeleri asagida belirtildigi
gibidir.

1.13.1. Kadmiyum - Kursun

Kadmiyum igin en énemli metal direng sistemi efluks pompasidir ayrica,

enzimatik detoksifikasyon disinda diger tum biyokimyasal direng

mekanizmalarini icermektedir. Hiicre igerisinde Cd*?, énemli hiicresel
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fonksiyonlari  etkileyen esansiyel proteinlerin  sulfhidril  gruplarina
baglanmaktadir ve genellikle E. coli DNA’sinin tek-iplikgiginde kirilmaya

neden olabilmektedir (Brunis ve ark., 2000).

En iyi tanimlanan Cd*? direnci, S. aureus’da bulunan cad sistemi ve
A. eutrophus’da bulunan czc sistemi ile plazmidlerce kodlanan efluks
sistemidir. Diger sistem ise, kromozomal olarak kodlanmaktadir. ilk yapilan
calismalarda, Cd*? direncinin plazmid-iligkili iki sekli oldugu tanimlanmistir.
Bunlardan birincisi, direngten sorumlu olan tek bir cad (cadA) lokusu
ikincisi ise, cadA ve cadB olarak iki lokustan olusmaktadir. Plazmid iliskili
ikinci sekil ise, yalnizca cadA yoklugunda sekillenen cadB’nin fenotipik
ekspresyonu ile direnglilikten sorumlu olan cadA’dir. Bu plazmid her iki
cadA ve cadC genlerini de icermektedir. S. aureus’da bulunan ve cadA’yi
iceren pl258’in sekans analizi iki ORF icermektedir, bunlardan biyuk olani
kadmiyum direncini meydana getiren cadA igin esansiyel olan bir proteini
kodlamakta, kuguk olani ise cadC proteinini kodlamaktadir. Ayrica hicre
icerisinden Cd*?yi uzaklastirarak efluks pompasi gibi gérev yapmak da
cadA’nin fonksiyonlarindandir. (Brunis ve ark., 2000; Silver ve Phung,
1996).

cadA (S. aureus’un pl258 plazmidi) ve homologu zntA (E. coli)
Pb*?yi transport edebilme kabiliyetine sahiptirler. Bu transport her iki
mikroorganizma icin de Pb*?ye karsi diren¢ olusumunu meydana
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getirmektedir. zntA geni igeren E. coli 200 uM Pb™yi tolere edebilirken, bu
gene sahip olmayan organizmanin gelismesi 100 nM’de kisittanmaktadir.
Ayrica, cadA’'da Pb*?ye karsi olusan direngte rol oynamaktadir ve Pb*?
vasitasiyla cad operonunun sonlanmasi cadC'yi baskilamaktadir (Brunis
ve ark., 2000). Rensing ve ark. (1997), yalnizca kadmiyum direncinden
sorumlu olan CadA proteininin ZntA ile %35 oraninda benzerlik
gosterdigini bildirmislerdir. Hynninen (2010), Cupriavidus metallidurans

bakterisi ile calisarak bu bakteride sadece Pb*?

ye ait pbr operonunda
pbrTRABCD ile calismistir. Ancak E. coli igin zntA geninin Zn*?, Cd*? ve
Pb*?ye karsi olusan direncten sorumlu oldugunu bildirmistir. Ayrica, bircok

olguda Zn*? ve Cd*" direng¢ mekanizmalarinin ayirt edilemediginden
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bahsetmis, ¢iinkli Zn*? ve Cd*? direncini ayni genlerin kodladigini
bildirmislerdir, bu goértslt; Talat, 2000°’de yaptigi tez c¢alismasinda

destekler nitelikte gorus bildirmistir.

1.13.2. Bakir

Bakteriyel efluks mekanizmasina diger bir Giglincli érnek ise esansiyel Cu*?
iyonlarinin disari atihmidir. Gram pozitif olan Enterococcus hirae’de cop
operonu tespit edilmis ve bu operon copA, copB, copY, copZ olarak dort
adet gen icermektedir. Bu genler kromozomal kdkenlidir (Brunis ve ark.,
2000; Cobine ve ark., 1999; Rouch ve ark., 1985). Ozellikle E. coli
plazmidlerince kodlanan direngte ise, pco operonunda bulunan yedi adet
pcoABCDRSE gorev almaktadir. pcoABCD’nin gen urunleri birbirlerine
benzerlik gostermekte, pcoA ve B genellikle eflukstan sorumludur, pcoC

ve D ise intrasellller olarak Cu*?®

yi baglamakta ve pcoE’nin goérevi tama
olarak bilinmemektedir. pcoR ve S pco operonunun regulasyonundan
sorumludurlar ve ayni zamanda pcoR direngten sorumlu tutulmaktadir

(Talat, 2000).

1.13.3. Mangan

Patzer ve Hantke (2001), E. colide Mn*? alimi ile bu metalin bircok
enzimde kofaktor olarak gorev yaptigini ve MntH’nin proton bagimli metal
transportunda bulundugunu bildirmislerdir. Yamamoto ve ark. (2011), Mn*?
duyarl transkripsiyon faktort olan MntR’nin E. coli'de homeostazisi regulle
ettigini bildirmiglerdir. Waters ve ark. (2011), manganin hucreler igin
onemli bir mikro-besin kaynagdi oldugunu, enzim kofaktora gibi islev
gordlgunu ve oksidatif strese kargl koruyucu oldugunu bildirmislerdir. Bu

bulgular; Patzer ve Hantke (2001)’nin gorisunu destekler niteliktedir.

Manganin asiri dizeyde bulunmasi toksik etkilerini ve hicrelere

verdigi zarar hakkinda ¢ok az bilgi bulundugunu, bakterilerin intraselltler
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mangan duzeyini transkripsiyon regulator sistemi; mntR ile kontrol
ettiklerini bildirmislerdir. E. coli K-12 ile yaptiklari ¢alismada mangan
transportunda mntH’nin, mangani baskilayici olarak mntS'nin (6nceden
rybA olarak bilinen kig¢lk bir RNA genidir) ve mangan igin effluks pompasi
genini kodlayan mntP’nin (dnceden yebN olarak bilinen bir gendir) varligini
ortaya koyarken, bu genlerin E. colide MntR vasitasiyla regule edildiklerini
bildirmislerdir. Ayrca, MntR’nin transkripsiyonda pirimer sensor gibi gorev
yaparak, mangan zararina karsi donustirict oldugunu da bildirmislerdir.
mntR’nin varhdini mikroarray ile E. coli K-12 sugsunda ortaya koymuslardir
(Waters ve ark., 2011).

1.13.4. Civa

Mikroorganizmalarda bulunan civa direnci enzimatik detoksifikasyon igin
en iyi ornektir. merA geni ise, civa reduktaz enzimi kodlamaktadir ve
genetik direnclilikte de rol oynamaktadir. Civa, enzim ve proteinlerin bir
bolimiini olusturan tiyole baglandigi igin toksiktir. Bazi bakteriler Hg*?
(mer) direng operonunda merABCTPR olarak bir seri geni icermektedir
(Brunis ve ark., 2000).

Civa reduktaz enzimi merA geni kodlamakta ve genetik direnclilige
neden olmaktadir (Abou-Shanab ve ark., 2007). Civa reduktaz, civa
iyonlari igin oldukga spesifik bir homodimerdir ve diger hi¢bir metali
rediukte edemez ve oksitleyemez. merB ise monomer bir enzim olan
organomerkuriyal liyaz'i kodlamaktadir. mer transport genleri ise merC,T
ve Pden olusmaktadir. Civanin transportunda merC’nin fonksiyonu ise
tam olarak acgiklanamamistir. Birgok calisma mer operonunda bulunan
merR genini incelemigtir. Bu gen, merR proteininin Uretimini regule
etmektedir. Bu protein, Hg*?nin varliginda pozitif olarak, yoklugunda ise
negatif olarak regulatdr gorev yapmaktadir (Brunis ve ark., 2000; Silver ve
Phung, 1996).
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1.14. Metal Direngliliginin Saptanmasi

Asiri miktarlarda alinimi mikroorganizmalarda toksik etkilere neden olan
agir metallere karsi bakteriyel direncin fenotipik olarak saptanmasinda
konvansiyonel yontemden, genotipik olarak saptanmasinda ise molekuler
yontemlerden faydalaniimaktadir (Abou-Shanab ve ark., 2007; Akinbowale
ve ark., 2007).

1.14.1. Konvansiyonel Yoéntem ile Fenotipik Direng¢ Profillerinin

Belirlenmesi

E. coli izolatlarinin agir metal direnglilik profillerinin fenotipik olarak
belirlenmesinde, CLSI'nin (Clinical and Laboratory Standarts Institute)
Disk Diflizyon teknigi modifiye edilerek MIC (Minimal inhibisyon
Konsantrasyon) degerlerinin tespit edilmesini esas alan bir ydntem
kullaniimaktadir. Bu yonteme goére direng profilleri arastirilan suslarin,
kontrol sus olan E. coli K-12’nin MIC degerinden daha yUksek bir ortamda
Uuremesi, incelenen suslarin agir metallere karsi direngli oldugunu

gOstermektedir (Akinbowale ve ark., 2007).

izgr ve istanbulluoglu (1983), hastalikli 66 adet tavuk bagirsak
iceriginden identifiye ettikleri E. coli izolatinda civa klortr ve gumus nitrat
agir metallerinin direngliligini arastirmislardir.  Civa-klorar direngliligi
acisindan incelenen E. coli suglarinin %6’s1 25 pg/ml, %9,1’i 12,5 yg/ml,
%38,2’si 6,25 pg/ml ve %50'si 3,12 pg/ml MIC degerlerini tespit
etmislerdir. Aarestrup ve Hasman (2004), Danimarka’da bulunan
ciftliklerden, bakir sulfat ve c¢inko klorir agir metal direngliliginin
incelenmesi igin yaptiklari bir arastirmada, 165 adet broylere ait digki
orneginden 51 adet E. coli identifikasyonu yapmiglardir ve bakir silfat
direncliligi agisindan inceledikleri E. coli suglarinin MIC degerlendirmesini

16-20 mM arasinda tespit etmislerdir.
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Kontrol sus olarak kullanilan E. coli K-12 ile yapilan ¢alismalarda
Akinbowale ve ark. (2007), MIC degerlerini; Kadmiyum-klorar dihidrat 100
pg/ml; Bakir-sulfat pentahidrat 200 ug/ml; Mangan-klorar dihidrat 1600
pg/ml; Kursun-nitrat 800 ug/ml olarak tespit etmiglerdir. Akkan (2009), MIC
degerlerini; kursun-nitrat 1600 ug/ml ve mangan-klorur dihidrat 1600 ug/ml

olarak tespit etmistir.

Abskharon ve ark. (2008), agir metallerin endustriyel atik sular
icerisinde kotu etkilere neden olan ana toksikasyon kaynaklari oldugunu
bildirmisler ve calismalarinda Misir'in Assiut sehrinde bulunan atik su
alanlarindan 12 adet E. coli susu izole etmislerdir ve suslarin meydana
getirdigi direncin fenotipik tayinini MIC degerlendirmesi ile mM cinsinden
yaparak; Cd" (4,4 mM) > Pb* (3,1 mM) > Cu*® (1,57 mM) direnc
siralamasi olusturmuglardir. Mergeay ve ark. (1985),’nin ¢evresel
orneklerden izole ettikleri E. colilerin agir metallerle olan iliskisini
arastirdiklarindan bahsetmisler ve MIC degerlendirmesini mM cinsinden
yaparak; Mn*? (20 mM) > Pb*? (5 mM) > Cu*? (1 mM) > Cd*? (0,5 mM) >

Hg*? (0,01 mM) direng siralamasi oldugunu agiklamislardir.

Karbasizaed ve ark. (2003), Iran Isfahan’da bulunan bir hastanede
bulunan saglikli insanlara ait digkilardan elde ettikleri fekal E. colflerin agir
metal direngliliginin MIC degerlendirmesini Cd*? 200 ug/ml, Pb*? 3200
ug/ml, Hg"? 54,3 pg/ml ve Cu*?1750 pg/ml olarak tespit etmislerdir.

1.14.2. Molekiiler Yontemler ile Genotipik Diren¢ Profillerinin

Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin sahip oldugu agir metal direncinin genotipik
profillerinin ortaya konulmasinda faydalanilan molekiler yontemler
arasinda; Polymerase Chain Reaction (PCR), Microarray, DNA - DNA
Hybridization, Restriction Fragment Lenght Polymorphisim (RFLP) ve

Semi quantitative reverse transcriptian-PCR (RT-PCR) bulunmaktadir
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(Abdelatey ve ark., 2011; Abou-Shanab ve ark., 2007; Waters ve ark.,
2011).

1.14.2.1. Kromozomal DNA’nin Saptanmasi

Total genomik DNA’da bulunan diren¢ genlerinin saptanmasi amaciyla,
mikroorganizmalarin DNA’sinin ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Agir
metal direncinin saptanmasi amaciyla klasik PCR ile ¢alisiimigtir (Abou-
Shanab ve ark., 2007). Spain ve Alm (2003), E. colide Cu*®yi efluks
mekanizmasi ile organizmadan uzaklastiran pco genlerinin plazmidlerce
kodlandigini, cut hedef geninin ise, kromozomal direngte rol aldigini
bildirmistir. Shoeb (2006), yaptigi tez c¢alismasinin sonucunda agir
metallere karsi sekillenen direncin dncelikle plazmid DNA’sinda
sekillendigi ve bunu takiben de kromozomda olustugu sonucuna varmistir.
Pco hedef gen bdlgesinin de plazmidlerce eksprese edildigini bildirmisler
ve Spain ve Alm (2003),'in gorisunu desteklemislerdir. Ayni arastirici
yaptigi calismada zntA hedef gen bodlgesini E. coli K-12 susunda
saptadigini aciklamigtir. Abdelatey ve ark. (2011), Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerde agir metal direncinin genomik DNA’da bulunmasi
Uzerine yaptiklari ¢calismalarinda; merA genini incelemis ve bu geni Gram
negatif bakterin Gram pozitiflere nazaran daha yuksek dizeyde eksprese
edebildiklerini bildirmiglerdir. Bass ve ark. (1999), Tn271 adinda buyuk bir
(19,7-kb’lik) sinif 1l replikatif transpozonunun civa direng operonunu (mer)
ve ayni zamanda ila¢g direncliligini de icerdigini bildirmislerdir.
Kanatlilardan izole ettikleri 100 E. coli susundan merA ile incelenen
izolatlarin 50 adedinde diren¢c geninin varligini ortaya koymuslardir.
Hobman ve ark. (2002), calismalarinda bu goértusu desteklemektedirler.
Waters ve ark. (2011), E. coli’nin genomik DNA’sI ile ¢alisarak mntR’nin

genomik baglanma alaninin tanimlandigini bildirmiglerdir.
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1.14.1.2. integronlarin Saptanmasi

Total genomik DNA’da Sinif | integron genlerinin saptanmasi amaciyla
intl1 hedef gen bodlgesine ait primer cifti ile klasik PCR incelenmesi

yapilmaktadir (Hobman ve ark., 2002).

Bass ve ark. (1999), klinik semptomlar gosteren kanatlilardan izole
ettikleri avian patojenik E. colflerde direng genlerini iceren sinif 1 integron
varhgini 280-bp’lik int/1 primeri ile incelemisler ve bu genin varhigini %63
oraninda saptamiglardir. Chen ve ark. (2011), Cin’de yaptiklari bir
calismada disgki ile kontamine olmus nehirlerin ylzeylerinden aldiklari
orneklerden 2,788 adet E. coli izole etmisler ve 500 adet izolati sinif 1
integron varligi agisindan 587-bp’lik int/1 primeri ile incelemislerdir ve bu

genin varligini %41 oraninda 206 adet susta saptamiglardir.

1.14.1.3. Plazmid izolasyonu ve Elde Edilen DNA’da Agir Metal

Direncinin Saptanmasi

Baker-Austin ve ark. (2006), agir metal ve antibiyotik diren¢ genlerinin,
plazmid, transpozon ve integron gibi ayni genetik alanlarda yer aldigini ve
bu sekilde gelistigini bildirmislerdir. Bu arastirmaci gibi; Bass ve ark.
(1999), Jhonson ve ark. (2004), Jhonson ve ark. (2005)'da integronlarin,

plazmid ve transpozonlarin direngten sorumlu oldugunu belirtmiglerdir.

Son yillarda molekuler tekniklerin gelismesi ile birlikte plazmid
DNA’sinin daha saf olarak elde edilmesi s6z konusu olmustur. Bu amacla;
Johnson ve ark. (2004), klinik olarak kolibasillozis semptomlari sergileyen
bir tavuktan E. coli izolasyonu yaparak buyuk-konjugatif 6zellikteki E. coli
pTJ100 R-plazmidi ile galismiglar ve buyukliguna 30-kb olarak tespit
etmislerdir. Abskharon ve ark. (2008), ¢oklu agir metal direnci tespit edilen
plazmid iligkili E. col’nin plazmid molekdl buayukligiund 27-kb ve 65-kb
arasinda tespit etmislerdir. Zolgharnein ve ark. (2007), iran kérfezinde

endustriyel alanlar ile iligski igerisinde bulunan cesitli su érneklerinde agir
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metal direngliligini ve plazmid varhigini arastirmislardir. Endustriyel atik
sulardan izole ettikleri bakterilerin %48, sedimentin %30 ve deniz suyunun
%22 plazmid oranina sahip olduklarini belitmisglerdir. Karbasizaed ve ark.
(2003), insanlara ait digkilardan elde ettikleri fekal E. col’lerde > 56,4-kb
ve 39,4-kb molekul buyukligine sahip plazmidler saptamiglardir ve
bunlarin profil olarak ¢ok benzer olduklarini ortay koymuslardir. Daini ve
ark. (2005), Ibadan Universite Hastanesinin klinik drneklerinden 22 adet
enterik E. coli, Klebsiella turleri (65), Proteus turleri (65), Salmonella tarleri
(2), Pseudomonas aeruginosa (39) ve Pseudumonas turleri (18) izole
etmiglerdir ve bu suslardan 6,6-kb ve 17,4-kb molekul buyukligunde bes
ayri plazmid profili elde etmislerdir. Direngli plazmidlerin en yaygin olarak

10,7-kb molekdl buyUkligune sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Talat (2000), domuzlardan izole ettigi E. colllerin plazmid
DNA’sinda pcoR primeri ile bakir direngliliginin varhgini arastirmis ve %61
oraninda bir sonug¢ elde etmigtir. Waters ve ark. (2011), mntR’'nin varligini
mikroarray ile E. coli K-12 susunda ortaya koymuslardir. Rensing ve ark.
(1997), yaptiklari bir calismada E. colide bulunan zntA geninin Zn*?, Cd*?
ve Pb*?ye karsi gelisen direnci eksprese ettigini bildirmislerdir. Rensing ve
ark. (1997), fenotipik olarak Cd**ye direnc tespit ettikleri E. colide,

plazmid Uzerinde zntA’nin eksprese edildigini bildirmislerdir.

Arastirmada, tavuk digkilarindan izole edilecek E. coli suslarinin
broyler tavuklarin sagaltiminda kullanilan antibiyotiklere kargi direncin
konvansiyonel olarak ve kumes dezenfeksiyonu amaciyla kullanilan
dezenfektanlarin igerdigi agir metallere karsi olusturduklari direncin
belirlenmesi amaclandi. Bu amagla izole ve identifiye edilen suslarin agir
metal direnglilikleri konvansiyonel ve PCR temelli molekuler teknikler ile
genetik dizeyde belirlendi. Bu tekniklerin standardizasyonu yapilarak elde

edilen bulgularla son yillardaki direnglilik profili ortaya konuldu.
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2. GEREG VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu ¢alismada, E. coli izolasyonu igin gerekli olan tavuk digki érnekleri 175
adet materyal 4 ayri entegre tesise ait kimeslerden steril kaplara toplandi

ve bu materyallerden izole edilen 105 E. coli sugu incelendi (Cizelge 2.1.).

Gizelge 2.1. incelenen digki érnekleri

Orneklerin Toplandidi Yerler Toplanan Ornek Sayisi izole Edilen E. coli
Sayisi
Entegre Tesis A 54 27
Entegre Tesis B 46 24
Entegre Tesis C 50 44
Entegre Tesis D 25 10
Toplam 175 105

2.1.2. Besiyerleri

Etken izolasyonu icin %10 defibrine koyun kani iceren Kanli Agar ile
identifikasyon amaciyla MacConkey Agar, Eosin Metilen Blue Agar (Difco),
Triple-Sugar-lron Agar (Merck), Metil Red, Voges Proskauer Medium
(Difco) ve izole edilen suslarin pasaji icin Nutrient Agar ve Nutrient Buyyon
(Oxoid) kullanildi. Suslardan plazmid izolasyonu ve DNA ekstraksiyonu
yapmak amaciyla Luria Bertoni Buyyon (LB), (Difco), izole edilen suslarin
saklanmasi amaciyla da %20 Gliserin (Merck) ilave edilmis Trypticase Soy
Broth (TSB, Oxoid)’dan yararlanildi (Arda, 1995; Arda, 2006a).
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Antibiyotik ve agir metal direnclilik profillerinin belilenmesinde
Mueller Hinton Agar (Merck), steril filtre (Whatmann, 0.2um capinda) ve
Mc Farland tip Ne: 0,5 (Remel) kullanildi.

2.1.3. Ayiraglar

MR testinin degerlendiriimesi icin Metil Red ayiraci (Merck), VP testinin
degerlendiriimesi amaciyla Voges Proskauer ayiraci (Merck) ve indol
testinin degerlendiriimesi amaciyla da Kovaks ayiraci (Merck) kullanildi
(Arda, 2006a).

2.1.4. Antibiyotik Diskleri

E. colilerin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesinde CLSI'nin énerdigi
hacimlerde Ciprofloxacin (5 mg/L, Cip, Oxoid), Gentamicin (30 mg/L,
Oxoid), Ceftazidime (30 mg/L, Oxoid), Vancomycin (30 mg/L, Oxoid),
Kanamycin (30 mg/L, Oxoid), Sulphametoxazol (25 mg/L, Oxoid)
antibiyotik diskleri secilmigtir (Cizelge 2.2.).

2.1.5. Kullanilan Agir Metaller

E. colinin metallere direncini belirlemek amaciyla kadmiyum-klorur dihidrat
(CdCl2.2H20), bakir-sulfat pentahidrat (CuS0O4.5H,0), kursun-nitrat
(Pb(NOs)), civa-klorir (HgCl;) ve mangan-klorir dihidrat (MnCl,.2H,0)
(Merck) kullanildr.

2.1.6. PCR’da Kullanilan Maddeler

PCR’da Etanol (%95’lik) (Merck), Tris Borik asit EDTA (TBE) (AppliChem),
10xPCR Buffer (Fermentas), 25 mM MgCl2 (Fermentas), 10 mM dNTP
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karisimi (Fermentas), Tag DNA polimeraz (Fermentas), Primerler
(Operon), DNA marker (100 bp) (Fermentas), Agarose (Prona), Ethidium

Bromide (Fermantas), 6xLoading Dye (Fermentas) kullanildi.

2.1.7. Plazmid izolasyonunda Kullanilan Maddeler

UltraClean™, Standard Mini Plasmid Prep Kit™ (MO BIO), Lambda
DNA/HindlIIl Marker, 2 (Fermentas) kullanildi.

2.1.8. PCR’da Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Bu calismada, hassas terazi (Scaltec sbc41), santrifij (Hettich), steril
kabin (laminar flow) (Bioair Instruments, Aura 2000, Mac), vorteks (Fine
Vortex), DNA Thermal Cycler (Biometra), Jel elektroforez cihazi ve gug
kaynaglr (Wealtec elite 3000 plus), UV transilliminatorlt bilgisayarli
goruntileme sistemi (Gene Genius, Syngene, Bio Imaging System),

Termal printer (Sony) kullanildi.

2.1.9. Standart Suslar

Calismada izole edilen suglarin identifikasyonu, MIC degerlendirmeleri icin
yapilan konvansiyonel testlerde, antibiyotik ve agir metal direnglilik
profillerinin belirlenmesi i¢in yapilan molekuler incelemelerde pozitif kontrol
olarak, Ankara Universitesi Veteriner Fakdltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal,

Karst Kultir Koleksiyonu’ndan saglanan E. coli K-12 susu kullanildi.
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2.2. Yontem

2.2.1. izolasyon ve identifikasyon

E. coli suslarinin izolasyonu igin toplanan orneklerden direkt olarak Kanli
Agar, MacConkey Agar ve Eosin Metilen Blue Agara ekimler yapilarak
37°C’de 18-24 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon sonrasi sekillenen
kolonilerin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri incelenerek (indol,
Metil Red, Voges Proskauer vb.) biyokimyasal &zelliklerine gore
identifikasyona gidildi. E. coli olarak tanimlanan suglar daha sonra
kullanilmak amaciyla %20 gliserinli TSB’de suspanse edilerek -20°C’de
saklandi (Arda, 2006a).

2.2.2. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testinde izolasyonu yapilan E. coli suglari CLSI'nin
(Clinical and Laboratory Standarts Institute) onerdigi Disk Diffuzyon
teknigine goére yapilmistir (CLSI documents M1000-S17). Buna gore,
suslar bir gece boyunca 37°C’lik etlivde Nutrient Buyyon'da Uretildi ve
McFarland tip Ne: 0,5 esas alinarak suslarin Mueller Hinton Agara 0,1 ml
yayma tarzinda ekimleri yapildi. Agar yuzeyi oda isisinda kuruduktan
sonra (5—10 dk) yuzeyine CLSI'nin dénerdigi tarzda Siprofloksasin (5 mg/L,
Cip, Oxoid), Gentamisin (30 mg/L, Oxoid), Seftazidim (30 mg/L, Oxoid),
Vankomisin (30 mg/L, Oxoid), Kanamisin (30 mg/L, Oxoid),
Sulfametoksazol (25 mg/L, Oxoid) antibiyotik diskleri yerlestirildi. Ekim
islemleri tamamlanan petriler 24 saat boyunca 37°C’lik etlive inkubasyon
icin birakildi ve antibiyotik direnclilikleri CLSI standartlarina gore
degerlendirildi (Cizelge 2.2.). Test sonucunda 3 veya daha fazla antibiyotik
sinifina direngli bulunan suslar ¢oklu antibiyotik direngli olarak belirlendi.
Bu testin sonucunda ayrica E. coli suslarinin fenotipik olarak, c¢oklu

antibiyotik direngliligi de degerlendirildi (Abskharon ve ark., 2008).
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Cizelge 2.2. CLSI'ya gore E. coli suguna ait Diren¢ Durumunun Degerlendirme Kiriterleri

Antibiyotik Direngli (R) Orta Duyarh (1) Duyarl (S)
Siprofloksasin (CIP) 15 mm 16-20 mm 21 mm
Gentamisin (CN) 12 mm 13-14 mm 15 mm
Seftazidim (CAZ) 14 mm 15-17 mm 18 mm
Vankomisin (VA) 17 mm 18-20 mm 21 mm
Kanamisin (K) 13 mm 14-17 mm 18 mm
Sulfametoksazol (RL) 13 mm - 14 mm

2.2.3. Agir Metal Direnglilik Testleri

Agir metal direncinin fenotipik profillerinin belirlenmesi igin konvansiyonel
yontemlerden, genotipik profillerinin  belirlenmesi i¢in de molekiler

yontemlerden faydalanildi.

2.2.3.1. Agir Metal Direngliliginin Fenotipik Profillerinin Belirlenmesi

Testler E. coli izolatlar ile CLSI'nin (Clinical and Laboratory Standarts
Institute) Disk Difuzyon teknigi modifiye edilerek agir metallerin direngliligi
incelendi. Buna gore, her sus icin bes farkli agir metalin ayri ayri minimal
inhibisyon konsantrasyonlari (MIC) hesaplandi. Bunun igin 12,5 ug/ml’den
6400 ug/mL’ye kadar konsantrasyonlarda Cd*?, Cu*?, Pb*?, Hg*? ve Mn*?
iceren agir metal tuz c¢ozeltileri Mueller-Hinton Agar kullanilarak
bakterilerin minimal inhibisyon konsantrasyonlari arastinidi. Metal
tuzlarinin sulu ¢ozeltileri besi ortamina steril filtre (Whatmann, 0.2um
¢apinda) araciligi ile sterilizasyon isleminden gecirilerek ilave edildi.
Secilen her bir agir metal igin c¢esitli dilisyonlarda agir metal iceren
Mueller-Hinton agar besiyerleri hazirlandi. Nutrient Agar'da saf olarak
ureyen E. colilerin tek kolonileri alinarak Nutrient Buyyon'a gegcildi ve
37°C’lik etiivde bir gece sire ile inkubasyona birakildi. Ureyen
kolonilerden McFarland tip Ne: 0,5 esas alinarak 2’ser uyl nokta ekimler

yapildi. Denenen bakteri susu kontrol organizma olarak kullanilan E. coli
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K-12’'nin MIC de@erinden daha yuksek bir ortamda UrlGyorsa direngli
sayildi (Akinbowale ve ark., 2007; Sevgi, 2007).

2.2.3.2. Agir Metal Direngliliginin Genotipik Profillerinin Belirlenmesi

Agir metal ve Sinif | Iintegrona ait genotipik direnglilik profillerinin
incelenmesi amaciyla PCR (Polymerase Chain Reaction) icin sirasiyla
ekstraksiyon, amplifikasyon, elektroforez ve goruntileme islemleri
gergeklestirildi. 105 E. coli susu Nutrient Agar'da aktive edildikten sonra
1,5 ml'lik ependorf tuplerin igerisinde 1 ml’lik LB Buyyon’a ekilerek 37°C’de
18 saat inkube edildi. inkubasyon sonrasi ependorf tiipler 5000 g’de 10 dk
santrifij edildi. Santrifij sonunda sUpernatant atilarak pelet kismi DNA

ekstraksiyonu igin kullanildi (Sambrook ve Russell, 2002).

Yuzbes E. coli susundan ekstrakte DNA’lar ile PCR
optimizasyonlarinda belirtilen yontemler vasitasiyla ¢alisildi, bdylelikle agir
metal direncgliligine ait hedef gen bdlgeleri; pcoR, merA, zntA ve mnitR
primer ciftleri ve ayrica, direng genlerini iceren sinif 1 integronlara ait

hedef gen bolgesi; intl1 primer cifti incelendi.

Ekstraksiyon

DNA ekstraksiyonunda ticari Fermentas GeneJET Genomik DNA
Purifikasyon kiti (Fermentas) kullanildi. Protokol olarak kit proseduru
icerisinde bulunan; Gram Negatif Bakteriler igin DNA Purifikasyonu
protokoll segcildi. Bu prosedire goére DNA ekstraksiyonu asagida

belirtildigi gibi yapildi.
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* Pelet, 180 pl digestion sollisyonu ile suspanse edildi. Daha sonra 20 pl
Proteinaz K sollsyonu eklendi ve vortekslendi. Lizis igin 56°C’de 30 dk
inkube edildi.

» 20 yl RNase A solisyonu eklendi ve vorteks yapilarak 10 dk oda isisinda
inkubasyona birakildi.

» 200 pl lizis solisyonu eklendi. Homojen bir karisim elde etmek igin 15
saniye vorteks yapildi.

* 400 pl %50’lik etanol eklendi ve vorteks yapildi.

* Hazirlanan lizat, spin column tiptne aktarildi.

* 6000 g'de 1 dk santriflj edildi. Koleksiyon tuplu atilarak yeni 2 ml’lik
koleksiyon tlpu takildi.

* 500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer | solisyonundan eklendi
8000 g’'de 1 dk santrifuj edildi. Koleksiyon tupu atilarak yeni koleksiyon
tipa takildi.

« 500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer |l solisyonundan
eklendi 12000 g'de 3 dk santriflj edildi. Koleksiyon tlupu atilarak, spin
column 1,5 ml’lik ependorfa takildi.

« 200 pl elution buffer eklendi ve 2 dk oda isisinda inkubasyonu takiben
8000 g’de 1 dk santrifuj edildi.

» Spin column atilarak 1,5 ml’lik ependorfa icerisinde saf DNA elde edildi.

Ekstraksiyonu yapilan DNA o6rnekleri amplifikasyon islemleri

yapilana kadar -20°C’de template DNA olarak kullaniimak Gzere saklandi.

Amplifikasyon

Primerler

Bu calismada, agir metal direngliliklerinin genotipik profillerinin
arastirimasi amaci ile NCBI-BLAST [http://www.ncbi.nim.nih.gov/] ve
Fast-PCR [http://primerdigital.com/fastpcr.html] Programlari kullanilarak;
integron, Civa, Bakir, Kadmiyum-Kursun ve Mangan igin yeni primer

dizaynlari (int/1-Bass ve ark. (1999), merA-Brown ve ark. (1986), Misra ve



34

ark. (1984); pcoR-Hall (2007); zntA- Liu ve ark. (2006), Rensing ve ark.
(1997) ve mntR-Yamamoto ve ark. (2011), Waters ve ark. (2011)
arastirmacilarinin belirtmis olduklari hedef gen bdlgelerini icermektedir)
yapildi. Agir metal ve integron primerleri elde edildikten sonra, DNA
ekstraksiyonu yapilan 105 adet E. coli susu DNA'larinin ng/pl miktarlari
spektrofotometre ile dlgulerek, amplifikasyonda kullanilacak olan template
DNA miktarlari ortaya konuldu. Kullanilan primerlerin baz dizileri, ilgili gen

bdlgeleri, trin uzunluklar ve kaynak bilgileri Cizelge 2.3.’de sunulmustur.

Cizelge 2.3. Primerlerin baz dizileri, baglandiklari spesifik gen boélgeleri, PCR urlnlerinin
uzunluklari.

Primer Sekans Hedef Urilin
Adi Gen Uzunlugu Kaynak Literatir

intl1 F 5-CCAACCGAACAGGCTTATGT-3’ intl1 460 bp Bu galismada
intl1 R 5-CCAAGCTCTCGGGTAACATC-3’
MntR F 5-CGCAGTTAGTGAACGTGGAA-3 mntR 403bp Bu galismada
MntRR | 5-AACAAACGAAAAGCGTCGAG-3’
MerA F 5-ATGAGCGCCTACACGGTATC-3’ merA 331bp Bu galismada
MerAR | 5- CTGGCATGGAGGCCAGTT-3
PcoRF | 5-AGGCTATCAGGCCGATCTCT-3’ pcoR 469bp Bu galismada
PcoRR | 5- CCAGACCAGGGACGAGATAA-3
ZntA F 5- GGCGTGAATCAGGTACAGGT-3 | zntA 431bp Bu galismada
ZntA R 5- CCTTCCAGTCGTTCACCAAT-3’

2.2.4. PCR Optimizasyonu

PCR karigimi her bir 6rnek igin 25 pl'lik final hacim olacak sekilde,
optimizasyon i¢in MgCl, miktarlari; 2,5, 3, 3,5 mM ve buna gore degdisen
PCR Water miktarlari ile asagdidaki gibi hazirlandi;

2,5 pyl 10 x PCR tamponu (Fermentas), 2,5, 3, 3,5 pl MgCl;
(Fermentas), 0,5 pl 10 mM dNTP (Fermentas) , 1 ul Primer F, 1 yl Primer
R (Operon), 0,3 pl Tag DNA Polimeraz (Fermentas) ve PCR water
(Fermentas) ile 23 ul'lik hacme tamamlandi. Bu karigimdan her bir tlipe 23
Ml konuldu ve Uzerine 2 pl 6rnege ait template DNA eklenerek toplam 25

Mllik final hacim hazirlandi.
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Sinif | integrona Ait Hedef Gen Bélgesi; intl1 Primerinin Baglanma,

Sicaklik ve Siire Optimizasyonu

Amplifikasyon igleminde elde edilecek goérintinin en spesifik bantlari
verebilmesi i¢in genel PCR amplifikasyon isleminden yola c¢ikilarak,
optimizasyon yapildi. Bunun igin 6ncelikle; 95°C’de 5 dk bekletilerek 6n
denatirasyon, 95°C'de 15 sn denatlrasyon, 60°C’'de 1 dk primer
baglanmasi, 72°C’de 45 sn ekstensiyon asamasini iceren 40 siklustan
olustu ve 72°C’de 7 dk bekletilerek son ekstensiyon agsamasi ile reaksiyon

tamamlandi.

Daha sonraki ¢alismalarda int/1 primeri igin, primer baglanma 1sisi
ve zamani 60°C’de 45 sn olarak sira ile 40, 35 ve 29 siklus olarak denendi,

sonug olarak en spesifik bant veren gorintu segildi.

Buradan elde edilen sonuglara gore, 105 E. coli susunda yukarida

aciklanan yontemlerle int/1 primerinin varligi arastirildi.

Agir Metal Direncliligine Ait Hedef Gen Béblgeleri Primerlerinin

Baglanma, Sicaklik ve Siire Optimizasyonu

Bu calismada da yukarida belirtildigi gibi; 95°C’de 5 dk bekletilerek on
denatirasyon, 95°C'de 15 sn denatlrasyon, 60°C’'de 1 dk primer
baglanmasi, 72°C’de 45 sn ekstensiyon asamasini iceren 40 siklustan
olustu ve 72°C’de 7 dk bekletilerek son ekstensiyon agsamasi ile reaksiyon

tamamlandi.

pcoR, merA primer ciftleri igin; primer baglanma asamasi 62°C’de

45 sn, toplam 40 siklus olarak c¢aligildi.

zntA, mntR primer ciftleri igin; primer baglanma asamasi 60°C’de 1

dk, toplam 40 siklus olarak ¢alisildi.
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Buradan elde edilen sonuglara gore, 105 E. coli susunda yukarida
aciklanan yontemlerle pcoR, merA, zntA ve mntR primerlerinin varligi

arastirildi.

Elektroforez

Amplifiye edilen her érnekten 10 pl alinip 2 pl 6xLoading Dye sollsyonu ile
karistirilarak, 20 cm’lik %1,5’luk agoroz (Prona) iceren 200 ml TBE
solisyonu ile hazirlanan jele yulklendi. Jeldeki birinci goze 4 pl DNA
Marker (Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus, Fermantas) konularak 160
Volt'ta 70 dk elektroforez islemi gerceklestirildi (Sambrook ve Russell,
2002).

Orneklerin Goriintiillenmesi

Biyo-goruntileme sistemi (Gene Genius, Syngene) kullanilarak jeldeki

bantlar goruntulendi.

2.2.5. Plazmid izolasyonu

Agir metal direngliligi saptanan E. coli suslarinda direnglilige neden
olabilecek plazmid izolasyonu igin UltraClean™, Standard Mini Plasmid
Prep Kit™ kullanildi. Bu kit prosedirinin temeli, yuksek tuz
konsantrasyonunda 30 dakikadan daha az bir slrede silikon birlestirici
Ozellik kullanilarak hizh santrifij ile plazmid DNA’sini, taze rekombinant

DNA kultarden kolonlarda tutarak yakalama yontemine dayanmaktadir.

izolasyonu gergeklestirmek icin Luria Bertoni Buyyon'da bir gece
inkube edilen tim E. coli suslari plazmid varliliklari yéninden

arastiriimistir.

Plazmid DNA’sinin ekstraksiyon islemi kullanilan kitin prosediriune

gOre asagida bildirildigi sekilde yapildi.
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e Luria Bertoni Buyyon’da bir gece uretilen kiltirden 2 ml alininarak
10,000 x g’de 1 dk santriflij edildi, sUpernatant atildi.

e Kalan bakteriyel pelet Gzerine 200 pl Solisyon 1 (hlcre suspansiyon
sollsyonu) eklendi ve tamamen homojen oluncaya kadar vortekslendi.

o Uzerine 250 pl Soliisyon 2 (hiicre lizis solisyonu) eklendi ve 4-6 defa
nazikce alt-Ust edilerek karistirildi. Vortekslenmedi. Clnkd bu durumda
Genomik DNA’da bulunmaktadir.

e Uzerine 350 pl Soliisyon 3 (baglayici soliisyon) eklendi sonucta tip
icerisinde bir bulaniklk olustu.

e 10,000 x g’de 1 dk boyunca santrifuj edildi.

e Supernatant, spin filtreye aktarildi. Dipte biriken beyaz pelet kisim
aktarilmadi.

e 10,000 x g'de 30-60 sn santrifijj edildi. Ustte biriken sivi dikkatlice atild|.

e Pelet kismin Uzerine 700 pl Soltusyon 4 (Yikama Solusyonu) eklendi.

e 10,000 x g’de 30-60 sn santriftij edildi.

o Ustte biriken sivi atildi. Onemli; 10,000 x g’de 1dk santrifiij edildi ve
geriye kalan yikama solUsyonu da uzaklastirildi.

e Spin filtre, 1,5 ml’lik diger bir eppendorfa dikkatlice aktarildi.

e Spin filtre membraninin merkezine 50 pl Solisyon 5 (Elusyon
Solusyonu) eklendi. 1 dk. oda isisinda bekletildi. 10,000 x g'de 1 dk
santrifuj edildi.

e Son asamada spin filtre atilarak uzaklastirildi ve eppendorf tipunde

plazmid DNA’sI toplandi.

Ekstraksiyonu yapilan Plazmid DNA ornekleri jel elektroforeze tabi

tutulmak Uzere -20°C’de saklandi.

Elektroforez

Amplifiye edilen her érnekten 10 pl alinip 2 pl 6xLoading Dye sollsyonu ile

karistirilarak, 20 cm’lik %1’lik agoroz (Prona) jele yuklendi. Plazmidlerin
elektroforez iglemi icin 0,5 X TAE (Tris Glasiyel asit EDTA) Buffer
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kullanildi. Jeldeki birinci géze 4 pl Lambda DNA/Hindlll Marker, 2
(Fermentas) konularak 150 Volt'ta 90 dk elektroforez islemi gerceklestirildi
(Sambrook ve Russell, 2002).

Orneklerin Goriintiillenmesi

Biyo-goruntileme sistemi (Gene Genius, Syngene) kullanilarak jeldeki

bantlar goruntulendi.

2.2.6. Plazmid DNA’sinda Agir Metal Varligi

Konvansiyonel olarak agir metal duyarlilik testinde MIC dederlerine gore
fenotipik dizeyde duyarli ve direngli olarak saptanan E. coli suslarinda,
yapilan plazmid izolasyonu sonrasi elde edilen plazmid DNA’larinda agir
metal diren¢ genlerinin varligi PCR ile arastinldi. Bu amacla daha 6nce

optimizasyonu yapilan dort adet agir metal primeri ile ¢aligildi.

merA, mntR, pcoR ve zntA primer ciftleri ile ekstrakte edilen ve
varhd jel elektroforezde saptanan plazmid DNA’lari agir metal direncliligi
acisindan incelendi. pcoR, merA primer ciftleri igin; primer baglanma
asamas! 62°C'de 45 sn, toplam 40 siklus olarak calisildi. zntA, mntR
primer ciftleri icin ise, primer baglanma asamasi 60°C’de 1 dk, toplam 40
siklus olarak c¢alisildi (Abou-Shanab ve ark., 2007; Hynninen, 2010;
Mergeay ve ark., 1985; Talat, 2000; Waters ve ark., 2011).

Elektroforez

Amplifiye edilen her érnekten 10 pl alinip 2 pl 6xLoading Dye sollsyonu ile
karistirilarak, 20 cm’lik %1’lik agoroz (Prona) jele yuklendi. Plazmidlerin
elektroforez iglemi icin 0,5 X TAE (Tris Glasiyel asit EDTA) Buffer
kullanildi. Jeldeki birinci géze 4 yl DNA Marker (Gene Ruler 100 bp DNA
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Ladder Plus, Fermantas) konularak 150 Volt'ta 60 dk elektroforez islemi

gerceklestirildi (Sambrook ve Russell, 2002).

Orneklerin Goriintiillenmesi

Biyo-goruntileme sistemi (Gene Genius, Syngene) kullanilarak jeldeki

bantlar goruntulendi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Tez kapsaminda toplam 175 adet digki 6rnegi E. coli izolasyonu igin
incelendi ve toplam 105 (%60,0) adet E. coli identifikasyonu yapildi,
identifikasyonda kullanilan biyokimyasal testler ve suslarin identifikasyon

sonuglari Cizelge 3.1.'de gdsterildi.

Cizelge 3.1. Escherichia coli identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler ve

sonuglari
Kullanilan Testler Testlerin Sonuglar

Katalaz +
Oksidaz -
indol +
Metil Red +
Voges-Proskauer -
Sitrat -
Triple-sugar-iron Agar (karbonhidrat ++/+
fermentasyonu; laktoz, sukroz, glukoz) Gaz +
olusumu
H,S -
Ure Testi -
O/F Testi Fermentatif
37°C’de hareketlilik testi +

3.2. Antibiyotik Duyarlilik Testlerine Ait Bulgulan

izole edilen 105 adet Escherichia coli susunun; 15 (%14,2)i
Siprofloksasin’e, 52 (%49,5)'i Gentamisin’e, 97 (%92,3)’i Seftazidim’e, 24
(%22,8)’0 Kanamisin’e, 1 (%0,9)’i Sulfametoksazol’e duyarli; 21 (%Z20)i
Siprofloksasin’e, 5 (%4,7)i Gentamisin’e, 1 (%0,9)i Seftazidim’e, 2
(%1,9)'i Kanamisin’e orta derecede duyarli; 69 (%65,7)'u Siprofloksasin’e,
48 (%45,7)i Gentamisin’e, 8 (%7,6)i Seftazidim'e, 105 (%100)’i
Vankomisin’e, 79 (%75,2)'u Kanamisin’e, 104 (%99,0)'u
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Sulfametoksazol’e direncli olarak bulundu (Cizelge 3.2.). Calismada ¢oklu
antibiyotik direncliligi de arastirildi. Kullanilan tum antibiyotiklere karsi
olusan ¢oklu direng 96 (%91,4) adet susta tespit edildi. 9 (%8,5) adet

susta ise ¢oklu antibiyotik direnci tespit edilmedi.

Cizelge 3.2. E. coli suslarinda antibiyotik duyarlilik test sonuclari

Kullanilan Duyarlilik (S) Oranlari Orta Derecede Direnclilik (R)
Antibiyotidin Adi (%) Duyarlilik (1) Oranlan (%)
Oranlari (%)

Siprofloksasin 15 (%14,2) 21 (%20) 69 (%65,7)
Gentamisin 52 (%49,5) 5 (%4,7) 48 (%45,7)
Seftazidim 96 (%91,4) 1 (%0,9) 8 (%7,6)
Kanamisin 24 (%22,8) 2 (%1,9) 79 (%75,2)
Vankomisin 0 0 105 (%100)

Silfametoksazol 1 (%0,9) 0 104 (%99,0)

3.3. Agir Metal Direnglilik Testlerine Ait Fenotipik Bulgular

izolasyonu ve identifikasyonu yapilan E. coli suslarina CdCl,.2H,0,
CuS04.5H,0, HgCly, Pb(NOs3), ve MnCl».2H,0 ile adir metal duyarlilik testi
ile MIC degerlendirmesi yapilarak, bu agir metallere karsi E. coli suslarinin
direnclilikleri fenotipik olarak arastirildi. Sonuglar; Cizelge 3.3.'de
gosterildi. Ayrica Sekil 3.1.’de agir metal duyarhlik testi goéruntileri

gorulmektedir.
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Cizelge 3.3. identifiye edilen 105 E. coli susunda agir metal duyarllik testi sonucunda

elde edilen MIC degerlerine ait fenotipik bulgular

Kullanilan agir metaller
Agir Metal CdCl2.2H,0 | CuS0..5H,0 HgCl» MnCl>.2H,O | Pb(NOs),
Konsantrasyonlari (Say1/%) (Sayi/%) (Sayi/%) (Sayi/%) (Sayi/%)
12,5 ug/ ml - - - - -
25 pg/ mi 59 (%24,8) - 59 (%56,1) - -
50 pg/ mi - - 43 (%40,9) - -
a
100 pg/ ml 31 (%29,5) - 3 (%2,8) - -
a
200 pg/ ml 15 (%14,3) - - - -
400 pg/ ml - 97 (%92,3) - - -
a

800 pg/ ml - 8 (%7,6) - - -
1600 pg/ml - - - 18 (%17,1) | 20 (%19,0)

a a
3200 pg/mi - - - 87 (%82,8) | 85 (%80,9)
6400 pg/ml - - - - -

Toplam 105 105 105 105 105

a: E. coli K-12 kontrol susuna ait agir metal konsantrasyon degerleri.

Ll

Sekil 3.1. Agir metal duyarlilik testi

edildigi Gremelerin goruntusa.

sonucunda MIC degerinin tespit
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3.4. Agir Metal Direngliliginde Rol Oynayan Sinif | integrona Ait
Genotipik Bulgular

Digki drneklerinden izolasyonu ve identifikasyonu yapilan E. coli
suslarinin kromozomal DNA’sinda Sinif | Integron varli§i genotipik olarak
arastirildi. Tasarlanan intl1 primer giftinin optimizasyonu igin dncelikle her
bir 6rnek 25 pl'lik final hacim olacak sekilde, MgCl, miktarlari; 2,5, 3, 3,5
mM ve daha sonraki galigmalarda, primer baglanma isisi ve zamani
60°C’de 45 sn olarak sira ile 40, 35 ve 29 siklus olarak denendi. Ayrica,
spektrofotometre ile DNA’larinin ng/ul miktarlari tespit edilen E. coli
suslarina ait bes ayri grup olusturuldu, bunun sonucunda da PCR miskleri
intl1 primer ¢ifti ve yeni dizayn edilen agir metal primer ciftleri i¢in de yine
bes ayri grupta calisildi. Elde edilen sonuglara gore ortalama 10 ng/pl
miktarindaki DNA'ya ait PCR miski ile ¢aligilarak, Sekil 3.2’de gosterilen

sonuglarda; en spesifik bant veren goérunta ¢galisma igin segildi.

2.5 mikrolitre 3 mikrolitre 3.5 mikrolitre 3.5 mikralitre
MgCl2, 35 siklus  MgCl2, 35 siklus  MgClZ, 35 siklus MgCI2, 29 siklus

Sekil 3.2. PCR’'da intl1 pozitif érnek goérunti. M: Marker (100 bp); 1.-
kontrol, 2. + kontrol, 3. Pozitiflik saptanan ornek.

*. Bu galismada baglanma, sicaklik ve slreye ait ve kullanilan MgCl;
miktarlarina yonelik yapilan PCR optimizasyonlari farkli zamanlarda

¢alisildi ve sonuglar bir sekil Gzerinde gosterildi.

Calismada integron ile iligkili olan intl1 geni toplam 105 adet E. coli
susunun 77 (%73,3)’sinde saptandi (Sekil 3.3.).
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intll 4S0kbp

Sekil 3.3. PCR’da int/1 drnek gorunta. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3- 4,6 - 9:
pozitif drnek goruntd; 5, 10: negatif 6rnek goruntt; M: Marker (100 bp);

3.5. Agir Metal Direnglilik Testlerine Ait Genotipik Bulgular

Digki 6rneklerinden izolasyonu ve identifikasyonu yapilan E. coli suslarinin
DNA’sI; Mangan, Civa, Bakir ve Kadmiyum-Kurgun direngliligi yontinden
PCR ile incelendi. Sirasi ile direnglilikte rol oynayan mntR, merA, pcoR,

zntA, genlerinin varligi Cizelge 3.4’de gosterildi.

Cizelge 3.4. PCR sonucunda hedef genlere goére pozitif gcikan agir metal direncli suslar

Sus sayisi mntR merA pcoR zntA
(Mn*?) (Hg"?) (Cu*?) (Cd*?/ Pb*?)
105 (%) 101 (%96,1) | 5(% 4,7) 7 (%6,6) 103 (% 98,0)

Calismada bakir direngliligi ile iligkili olan pcoR geni toplam 105
adet E. coli susunun 7 (%6,6)’sinde saptandi (Sekil 3.4.).

M 123 4567 63101112131415
=00 by [ —

pool 469 bp

Sekil 3.4. PCR’da pcoR o6rnek goéruntu. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3 - 13:
negatif drnek gorunta; 14, 15: pozitif drnek goruntt; M: Marker (100 bp);
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Calismada mangan direngliligi ile iligkili olan mntR geni toplam 105
adet E. coli susunun 101 (%96,1)’'inde saptandi (Sekil 3.5.).

by _\} — 1 r—~ 1 r 1 T 1|

mrtk: 403 bp

Sekil 3.5. PCR'da mntR 6rnek goruntu. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3 - 10:
pozitif drnek goruntl; M: Marker (100 bp).

Calismada kadmiyum ve kursun direncliligi ile iligkili olan zntA geni
toplam 105 adet E. coli susunun 103 (%98,0)'Uinde saptandi (Sekil 3.6.).

=zrnt2 4351 bp

Sekil 3.6. PCR’da zntA 6rnek goéruntl. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3 - 10:
pozitif drnek goruntl; M: Marker (100 bp).
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Calismada civa direncliligi ile iligkili olan merA geni toplam 105 adet
E. coli sugsunun 50 (%47,6)’sinde saptandi (Sekil 3.7.).

mers, 351 bp

Sekil 3.7. PCR'da merA 6rnek goruntu. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3, 4, 7:
pozitif érnek goriunta; 5, 6, 8 - 10: negatif 6rnek goéruntt; M: Marker (100
bp).

3.6. Plazmid izolasyonu Bulgulari

Toplam 105 adet E. coli susunun plazmid varliklari yoninden incelenmesi
amaciyla UltraClean™, Standard Mini Plasmid Prep Kit™ prosedurinden
yararlanildi. 105 susun 103 (%98,0)'Unde plazmid varligi tespit edildi.
Tespit edilen saf plazmid DNA’larinin dlculebilen 103 adedinde 10 kb’den
daha yuksek (%98,0) oldugu bulundu. 2 adet susta ise plazmid varligi
tespit edilemedi (Sekil 3.8.).

03 000 )

05
Kid by

%

Sekil 3.8. PCR’da plazmid DNA’sina sahip érneklerde pozitif gérintu
M: Marker (23 kb).
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3.7. Plazmid DNA’sinda Agir Metal Varligi

Bu amacgla MIC degerleri konvansiyonel olarak saptanmis olan, duyarli
olarak tespit edilen suglarda agir metal diren¢ geni varligina rastlanmadi.
Fenotipik olarak direncli suslarda ise, su sonuglar elde edildi: CdCl,.2H,0
icin 105 E. coli susunun; 15 adedinin 200 pg/ ml (%14,3) MIC degerine
sahip olduklari saptandi ve zntA primer cifti ile kadmiyum direng genlerinin
varligi arastirildi. Sonugta, 12 (%80,0) E. coli susunun plazmid DNA’sinda
direnc geni tespit edilirken, 3 (%20,0) E. coli susunun plazmid DNA’sinda

direng geni tespit edilemedi.

M- +1 23 4 36 78 9101112131415

A00 b R - e = 05 0 - -

ntd 431 bp

Sekil 3.9. zntA primeri ile Plazmid DNA’sinda kadmiyum direngliliginin

genotipik gosterimi. - : negatif kontrol; + : pozitif kontrol; 1-8, 12-15: pozitif

ornek goruntu; 9-11: negatif drnek goruntd; M: marker, 100 bp.

CuS04.5H,0 igin 105 E. coli susunun; 8 adedinin 800 ug/ ml (%7,6)
MIC degerine sahip olduklari saptandi ve pcoR primer ¢ifti ile bakir direng
genlerinin varh@i arastirildi. Sonugta, 3 (%37,5) E. coli susunun plazmid
DNA’sinda direng geni tespit edilirken, 5 (%62,5) E. coli susunun plazmid
DNA’sinda direng geni tespit edilemedi.
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pocol 469 by

Sekil 3.10. pcoR primeri ile Plazmid DNA’sinda bakir direngliliginin
genotipik gosterimi. - : negatif kontrol, + : pozitif kontrol; 1, 3, 5, 6, 8:

negatif drnek gorinta; 2, 4, 7: pozitif drnek goéruntt; M: marker, 100 bp.

HgCl; i¢in 3 adedinin 100 pg/ ml (%2,8), MIC degerine sahip
olduklari saptandi ve merA primer gifti ile civa diren¢ genlerinin varhgi
arastinildi. Sonugta, 2 (%66,6) E. coli susunun plazmid DNA’sinda direng
geni tespit edilirken, 1 (%33,3) E. coli susunun plazmid DNA’sinda direng

geni tespit edilemedi.

mers S=1 b

Sekil 3.11. merA primeri ile Plazmid DNA’sinda civa direngliliginin
genotipik gosterimi. - : negatif kontrol, + : pozitif kontrol; 1-3: pozitif drnek

gorinty; 2: negatif 6rnek goruntt; M: marker, 100 bp.

MnCl,.2H20 igin 87 adedinin 3200 ug/ ml (%82,8) MIC degerine
sahip olduklari saptandi ve mntR primer ¢ifti ile mangan direng genlerinin
varhgi arastirildi. Sonugta, 84 (%96,5) E. coli susunun plazmid DNA’sinda
diren¢ geni tespit edilirken, 3 (%3,4) E. coli susunun plazmid DNA’sinda

direng geni tespit edilemedi.



49

M-+ 12 3435 6 78 910

mntR 403 bp

Sekil 3.12. mntR primeri ile Plazmid DNA’sinda mangan direngliliginin

genotipik gosterimi. - : negatif kontrol, + : pozitif kontrol; 1-10: pozitif drnek

goriantu; M: marker, 100 bp.

Pb(NOs), icin 85 adedinin 3200 ug/ ml (%80,9) MIC degerine sahip
olduklari saptandi ve zntA primer cifti ile kursun direng genlerinin varligi
arastirildi. Sonugcta, 75 (%88,2) E. coli susunun plazmid DNA’sinda direng
geni tespit edilirken, 10 (%4,0) E. coli susunun plazmid DNA’sinda direng

geni tespit edilemedi.

M - +1 2 34 36 ¥ 8 810

SDth_} - s T § §

zrtd, 431 bp

Sekil 3.13. zntA primeri ile Plazmid DNA’sinda kursun direngliliginin
genotipik gosterimi. - : negatif kontrol, + : pozitif kontrol; 1-8: pozitif drnek

goriantd; 9-10: negatif drnek gorintu; M: marker, 100 bp.

Agir metal duyarlihk testi ve PCR sonucunda elde edilen bulgular

karsilastiriimal olarak Cizelge 3.5’de gdsterilmistir.



Cizelge 3.5. E. coli suslarinin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin karsilastiriimasi

sus sayisi (%) ve agir

tespit edilen sus sayisi (%)

Incelenen toplam E.coli Agir metal duyarlilik testi sonucunda MIC degerleri

tespit edilen sus sayisi (%)

Kromozomal DNA'da agir metal direnci

metaller
incelenen agdir metaller Hg Cu Cd Mn Pb merA mntR pcoR | zntA (Cd-
(Hg) (Mn) (Cu) Pb)
105 3 8 15 87 85 5 101 7 103
o,
(%) (%2,8) | (%7,6) | (%14,3) (%82,8) (%80,9) | (%4,7) | (%96,1) | (%6,6) | (%98,0)

Cizelge 3.6. Agir metal duyarlilik testi yapilarak MIC degerlerinde fenotipik olarak direncli bulunan E. coli suslarinin, ekstrakte edilen plazmid

DNA’larinda agir metal direngliligi

Plazmid DNA’sinda Tespit Edilen(+) / Edilmeyen (-) Direng Sonuglari + -
Plazmid DNA’da agir metal direnci merA (Hg) 2 (%66,6) 1 (%33,3)
tespit edilen sus sayisi (MIC mntR (Mn) 84 (%96,5) 3 (%3,4)
direnci tespit edilen E. coli
pcoR (Cu) 3 (%37,5) 5 (%62,5)
suslarinda calisiimistir)
o, o,
(Say! - %) Cd 12 (%80,0) 3 (%20,0)
ZntA Pb 75 (%88,2) 10 (%4,0)

50
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4. TARTISMA

Escherichia coli, bagirsak florasinda bulunan ayni zamanda intestinal ve
ekstraintestinal infeksiyonlara yol agan bir bakteridir. Yanlis ve yogun
antibiyotik kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan antibiyotik direngliligi son
yillarda koruma ve sagaltim amaciyla kullanim alanlari i¢in édnemli bir
sorun teskil etmektedir. Agir metaller, biyokimyasal reaksiyonlar igin
katalizor olarak bulunurken, bakterilerin hicre duvarinda ve proteinlerin
yapilarinda stabilize edici gorevleri de yapmaktadirlar. Agir metallerin
dogada ve Ozellikle de endustriyel alanlarda neden oldugu Kirlilik, bu
metallerin konsantrasyonu ve kullanilabilirligi dizeyinde mikrobiyal turleri
etkilemektedir. Bunun yani sira bircok organizmanin yasam dongusune
hem yararli hem de zararli etkileri bulunmaktadir. Bu ¢alismada toplam
175 broyler digki 6rnegdi incelendi ve 105 adet E. coli identifikasyonu

yapildi.

Bakterilerde meydana gelen antibiyotik direngliligi insan ve hayvan
saghg igin artan bir problemdir. Bass ve ark. (1999), tavuklarin trachea,
akciger, hava kesesi, karaciger ve dalaklarindan izole ettikleri yiz adet E.
coli susunda %27 kanamisin, %65 gentamisin direnci tespit etmislerdir.
Karbasizaed ve ark. (2003), insanlara ait digkilardan elde ettikleri fekal E.
colflerde %20 kanamisin, %13,3 gentamisin direnci tespit etmis ve ¢oklu
antibiyotik direngliligini %84,6 olarak saptamislardir. Grewal ve Tiwari
(1990), gida maddelerinden izole ettikleri 39 adet E. coli susunda %15,4
kanamisin direnci saptamiglardir. Abskharon ve ark. (2008), atik su
alanlarindan izole ettikleri E. colflerden ¢oklu agir metal direnci gdsteren
bir sugu E. coli ASU 7 olarak tanimlamiglar, antibiyogram testinde kontrol
sus olarak kullanmiglar ve bu susu; gentamisin duyarl, ceftazidime ve
vankomisin direngli olarak tespit etmiglerdir. Bu calismada, %79,0
kanamisin, %48,0 gentamisin ve %91,4 coklu antibiyotik direnci tespit
edildi. Gentamisin ve kanamisine kargl sekillenen direng, Bass ve ark.
(1999); Karbasizaed ve ark. (2003); Grewal ve Tiwari (1990),'nin sonuglari
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yonidnden incelendiginde daha yuksek dizeyde kanamisin direnci elde
edilirken, ortalama bir gentamisin direnci saptandi. Coklu antibiyotik
direnci ise Karbasizaed ve ark. (2003), elde ettigi sonugtan daha yuksek

dlzeyde tespit edildi.

Eiland (1981), bazi metallerin dusuk konsantrasyonunun
mikroorganizmalar i¢in hayati 6neme sahip oldugunu ifade etmigtir.
Proteinlerin yapisal kisminin Ugte birinde gbrev almasi onlarin yapisal
onemini belirlerken (Degtyarenko, 2000), gereginden fazla bulunmasi ise
organizma igin oldukga toksik etki yaratmaktadir (Franke ve ark., 2003).
Wood ve Wang (1983), genellikle agir metallerin mikroorganizmalarin
temel fonksiyon gruplarini bloke ettiklerini bildirmiglerdir. Starzecka ve
Bednarz (1993) ise, ¢evredeki agir metallerin mikroorganizmalarda cesitli
modifikasyonlara sebep oldugunu ortaya koymustur. izgir ve
istanbulluoglu (1983), hastalikli tavuklarin bagirsak igeriginden identifiye
ettikleri E. coli izolatlarinda civa klorir ve gimus nitrat agir metallerinin
direncliligini arastirmislar, civa-klorur direngliligi agisindan incelenen E. coli
suslarinin %6’s1 25 pg/ml, %9,1'i 12,5 pg/ml, %38,2’si 6,25 ug/ml ve
%50’si 3,12 ug/ml MIC degerlerini tespit etmiglerdir. Aarestrup ve Hasman
(2004), Danimarka’da bulunan ciftliklerden, bakir sulfat ve ¢inko klortr agir
metal direngliliginin incelenmesi icin yaptiklari bir arastirmada, bakir sulfat
direncliligi agisindan inceledikleri E. coli suglarinin MIC degerlendirmesini
mM cinsinden yaparak 16-20 mM arasinda tespit etmiglerdir. Bu
¢alismada civa klorur igin %56,1’i 25 ug/ml, %40,9’'u 50 pg/ml, %2,8’i 100
pgg/ml, oraninda MIC degerlendirmesi elde edildi. Civa-klorir MIC
degerleri, izgir ve istanbulluoglu (1983)’nun yaptigi calismada elde
ettikleri sonuglardan daha yuksek dizeyde tespit edildi, ancak Aarestrup
ve Hasman (2004), agir metallerin MIC degerlendirmesini mM olarak ifade

etmelerinden dolayi gerekli karsilastirma yapilamadi.

Bu calismada elde edilen antibiyotik duyarlilik test sonuglarinin Bass
ve ark. (1999); Karbasizaed ve ark. (2003); Grewal ve Tiwari (1990),’in
sonuglarindan yuksek olmasi ve agir metal direngliligine ait MIC

degerlerinin izgir ve listanbulluoglu (1983)nun elde ettikleri sonugtan
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yuksek olmasinin sebebi arastirmanin yapildigi yil itibariyle gunumize
kadar gelisen agir metal ve antibiyotik direnglilik profillerinin artis

gostermesinden kaynaklandigi dusunalda.

Abskharon ve ark. (2008), agir metallerin endustriyel atik sular
icerisinde kotu etkilere neden olan ana toksikasyon kaynaklari oldugunu
bildirmisler ve calismalarinda Misir'in Assiut sehrinde bulunan atik su
alanlarindan 12 adet E. coli susu izole etmigler ve suslarin meydana
getirdigi direncin fenotipik tayinini MIC degerlendirmesi ile mM cinsinden
yaparak; Cd"? (4,4 mM) > Pb" (3,1 mM) > Cu*® (1,57 mM) direnc
siralamasi olusturmuslardir. Mergeay ve ark. (1985), ¢evresel orneklerden
izole ettikleri E. colilerin agir metallerle olan iligkisini arastirmiglar ve MIC
degerlendirmesini mM cinsinden yaparak; Mn*? (20 mM) > Pb*? (5 mM) >
Cu*? (1 mM) > Cd* (0,5 mM) > Hg*? (0,01 mM) direnc siralamasi
olusturmuslardir. Bu galismada sonuglara gore yapilan direng siralamasi;
Mn*? (1600 pg/ml) = Pb*? (1600 pg/ml) > Cu*? (800 pg/ml) > Cd*? (200
ug/ml) > Hg™ (100 pg/ml) seklinde saptanmistir. Direng siralamasi
yoninden yapilan karsilastirmada Mergeay ve ark. (1985),nin
siralamasina uyumlu; Abskharon ve ark. (2008),’nin sonugclarina ise,

yaklasik bir sonug elde edilmigtir.

Karbasizaed ve ark. (2003), iran Isfahan’da bir hastanede bulunan
saglikli insanlara ait diskilardan elde ettikleri fekal E. colilerin agir metal
direncliliginin MIC degerlendirmesini Cd*? 200 pg/ml, Pb*? 3200 ug/ml,
Hg"? 54,3 pg/ml ve Cu™ 1750 pg/ml olarak tespit etmislerdir. Bu
calismanin sonuglarinda Cd*? (200 pg/ml) ve Pb*? (1600 pg/ml) icin elde
edilen MIC degerleri arastiricilarinkine yaklasik olarak bulundu. Buna
ragmen Hg™ (100 pg/ml) daha diisiik, Cu*® (800 pg/ml)In ise, daha
yuksek MIC degerlerine sahip oldugu tespit edildi.

Abskharon ve ark. (2008), Misirda bulunan atik su alanlarindan
izole ettikleri E. colflerde %67,7 Cd*?, %84,4 Pb*? direng ylizdesi elde
etmislerdir. Grewal ve Tiwari (1990) ise gida maddelerinden 39 adet E. coli

susu izole etmisler ve %94,9 Cd*?, %61,5 Hg*? direnci belirlemislerdir. Lin
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ve Olson (1995), su dagitim sistemleri Uzerindeki ¢alismalarindan izole
ettikleri E. coli suslarinin %62,0 Cu*? direngli oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismada Pb*? (80,9), Cd*? (%14,3), Cu*? (%7,6) ve Hg"? (%2,8) direnc
yuzdeleri saptandi, buna goére sonuglar; Abskharon ve ark. (2008),’nin
Pb*? direnclilik sonuclari ile uyum gdsterirken, Cd*? daha diisiik diizeyde;
Cu*? direnci, Lin ve Olson (1995),un sonuclarindan daha diisiik diizeyde;
Cd*? ve Hg* sonuclari ise, Grewal ve Tiwari (1990),’'nin belirlediginden

daha duslUk duzeyde tespit edildi.

Sipos ve ark. (2003), kursunun karaciger ve safra kesesi Uzerindeki
etkilerini gormek igin broyler tavuklarda yaptiklari ¢alismalarda gunluk
normal diyetlerine Pb*?yi Pb(CH3;COO), seklinde katarak karaciger ve
safra kesesini incelemigler, yuksek kursun konsantrasyonunun koleosistitis
sekillendirerek karacigere zarar verdigini, normal bilier dizeni bozdugunu
bildirmislerdir. Grewal ve Tiwari (1990), gida maddelerinden izole ettikleri
E. colilerde Cd*?, Ag*?, Hg*? ve As*?ye karsi olan direnci arastirmislar, en
fazla direnc oranini Cd*?ye karsi tespit etmislerdir ve bunun kanamisine
kargi sekillenen direngle uyumlu oldugu sonucuna varmiglardir. Bu
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calismada ise, kanamisine kargi bulunan direncin Cd“ye karsi tespit

edilen direngten daha ylksek diuzeyde oldugu tespit edildi.

Ping ve ark. (2009), agir metallerin toprak-bitki-bdcek-tavuk
yiyecekleri zincirinin biyotransferini Pb/Zn madenciligi yapilan kontamine
sahada incelemisler, agir metallerin tavuklarda sirasi ile diski, karaciger,
kas ve kanda bulundugunu ayrica agir metal birikiminde dokularin géz ardi
edilmemesi gerektigini, boceklerden ve bitkilerden tavuklara agir metal
aktariminin sinirh oldugunu belirtmiglerdir. Bu calismada sadece digki
kaynakli E. coli incelemesi vyapildidi icin bodyle bir kargilastirma

yapilamamistir.

Karbasized ve ark. (2003), agir metal ve antibiyotiklerle yaptiklari
¢alismalarin sonucunda E. colilerin bu iki parametreye karsi olan ortak
direncin pozitif bir korelasyona sahip oldugunu bildirmislerdir. Abskharon
ve ark. (2008),’da bu gorusu desteklemislerdir. Baker-Austin ve ark. (2006)
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ise antibiyotik ve agir metal direnci arasindaki ortak direncin her zaman
pozitif korelasyona sahip olmadiklarini bildirmigtir. Aarestrup ve Hasman
(2004), dezenfektanlarin icerdigi agir metallere karsi diren¢ olusturan E.
colinin bulundugu yerlerde bu maddeleri iceren dezenfektanlarin
kullanilmasi onlar1 etkisiz hale getirmekte ve dezenfeksiyon yetersiz
kaldigini bildirmiglerdir. Abou-Shanab ve ark. (2007), metal direncine
sahip olan Gram negatif bakterilerin horizontal gen transferi ile bakteriler
arasinda yayllma gosterdiklerini agiklamiglardir. Spain ve Alm (2003), bazi
agir metallerin esansiyel olmalarina kargin yuksek miktarlarinin bakteriler
icin toksik oldugunu agiklamislar ve sonug¢ olarak bu tarz direngli
bakterilerin c¢evresel olarak toksik metallerle kontamine alanlarin
temizliginde kullanilabilecegini ancak, agir metal ve antibiyotik direng
genlerini bir arada iceren ayni plazmidin bir diger Gram negatif bakteriye
aktarimi ile direngli bakterilerin seleksiyonunun meydana geldigini
bildirmiglerdir. Bunun sonucunda da direncli bakterilerin antibiyotik
sagaltimindan etkilenmedikleri, hastaliklarin nuks ettigi ve surt bazindaki

sagaltim galismalarinda ekonomik kayiplarin arttigini bildirmiglerdir.

Bu calismada, Abdelatey ve ark. (2011),'nin Misir’da, agir metaller
ve gen ekspresyonu analizi Uzerine yaptiklari ¢alismada metot kisminda
atifta bulunduklari; Dore ve ark. (2003); Nies ve ark. (1989); Rojas ve ark.
(2011); Trajanovska ve ark. (1997),’nin kaynaklarinda belirtilen agir metal
primerleri NCBI-BLAST Programinda incelendi ancak en ylksek diuzeyde
benzerligin gézlendigi gen bdlgelerinin E. coli susu ile ¢cok dusuk diuzeyde
benzerlige sahip oldugu gézlendi. Bu nedenle NCBI-BLAST ve Fast-PCR
Programlari kullanilarak E. coli susunda agir metal direncinde rol alan;
intl1, zntA, pcoR, merA ve mntR hedef gen bdlgelerine ait yeni primer
dizileri tasarlandi. Elde edilen bu primerler E. coli K-12 kontrol susu ve
diger identifiye edilen E. coli suglarinin agir metal direncliligin genotipik

olarak belirlenmesinde kullanildi.

Bu galismada, 105 E. coli susunun agir metal direncliligi ile iligkili
hedef gen bodlgeleri incelendi ve pcoR geni 7 (%6,6), mntR geni 101
(%96,1), zntA geni 103 (%98,0), merA geni ise 50 (%47,6) adet susta
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saptandi. Spain ve Alm (2003), E. colide Cu*?yi efluks mekanizmasi ile
organizmadan uzaklagtiran pco genlerinin plazmidlerce kodlandigini, cut
hedef geninin ise, kromozomal direngte rol aldigini bildirmistir. Shoeb
(2006), agir metallere karsi sekillenen direncin oOncelikle plazmid
DNA’sinda sekillendigi ve bunu takiben de kromozomda olustugu
sonucuna varmigtir. Pco hedef gen bolgesinin de plazmidlerce eksprese
edildigini  bildirmisler ve Spain ve Alm (2003),'in goérusunu
desteklemiglerdir. Ayni arastirici yaptigi ¢alismada zntA hedef gen
bdlgesini E. coli K-12 susunda saptadigini aciklamistir. Abdelatey ve ark.
(2011), Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde agir metal direncinin
DNA’da bulunmasi (zerine vyaptiklari ¢alismalarinda; merA genini
incelemis ve bu geni Gram negatif bakterin Gram pozitiflere nazaran daha
yuksek dlizeyde eksprese edebildiklerini bildirmiglerdir. Bass ve ark.
(1999), Tn21 adinda blayuk bir (19,7-kb’lik) sinif 1l replikatif
transpozonunun civa direng operonunu (mer) ve ayni zamanda ila¢
direncliligini de igerdigini bildirmislerdir. Kanatllardan izole ettikleri 100 E.
coli sugundan merA ile incelenen izolatlarin 50 adedinde diren¢ geninin
varligini ortaya koymuslardir. Hobman ve ark. (2002), calismalarinda bu
gorisu desteklemektedirler. Waters ve ark. (2011), E. coli DNA’s! ile
galisarak mntR’'nin  genomik baglanma alaninin  bulundugunun
tanimlandigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada, E. coli’ye ait agir metal direnci
diger calismalardaki PCR bulgularinda sayisal verilere ulagilamadigi igin,

sonuglar agisindan karsilastirma yapilamadi.

Bu calismada kullanilan susglarda, sinif 1 integron 460-bp’lik int/1
primeri ile arastinldi ve % 73,3 oraninda 77 adet susta varligi ortaya
konuldu. Bass ve ark. (1999), klinik semptomlar gosteren kanatlilardan
izole ettikleri avian patojenik E. colflerde direng genlerini igceren sinif 1
integron varhigini 280-bp’lik int/1 primeri ile incelemigler ve bu genin
varligini %63 oraninda saptamislardir. Chen ve ark. (2011), Cin’de
yaptiklari bir galismada diski ile kontamine olmus nehirlerin ylzeylerinden
aldiklar érneklerden 2,788 adet E. coli izole etmisler ve 500 adet izolati
sinif 1 integron varhgi agisindan 587-bp’lik int/1 primeri ile incelemiglerdir

ve bu genin varligini %41 oraninda 206 adet susta saptamislardir. Bu
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calismada saptanan oran, Bass ve ark. (1999),'nin sonuglarina yaklagik
bulunurken; Chen ve ark. (2011),’nin saptadigindan daha yuksek diuzeyde

oldugu ortaya kondu.

Baker-Austin ve ark. (2006), agir metal ve antibiyotik direng
genlerinin, plazmid, transpozon ve integron gibi, ayni genetik alanlarda yer
aldigini ve bu sekilde gelistigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada 10-kb ile 23-
kb molekll buyUkligu araligina sahip olan E. col’lerin plazmid orani
%98,0 olarak saptandi. Johnson ve ark. (2004), klinik olarak kolibasillozis
semptomlari sergileyen bir tavuktan E. coli izolasyonu yaparak buyuk-
konjugatif Ozellikteki E. coli pTJ100 R-plazmidi ile c¢alismiglar ve
bayuklagunt 30-kb olarak tespit etmiglerdir. Abskharon ve ark. (2008),
¢oklu agir metal direnci tespit edilen plazmid iliskili E. col’nin plazmid
molekdl buydkluguntd 27-kb ve 65-kb arasinda tespit etmiglerdir.
Zolgharnein ve ark. (2007), iran korfezinde endustriyel alanlar ile iligki
icerisinde bulunan cgesitli su o6rneklerinde agir metal direngliligini ve
plazmid varligini arastirmiglardir. Endustriyel atik sulardan izole ettikleri
bakterilerin %48, sedimentin %30 ve deniz suyunun %22 plazmid oranina
sahip olduklarini belirtmislerdir. Karbasizaed ve ark. (2003), insanlara ait
diskilardan elde ettikleri fekal E. col’lerde > 56,4-kb ve 39,4-kb molekdl
blayukligune sahip plazmidler saptamislardir ve bunlarin profil olarak gok
benzer olduklarini ortaya koymuslardir. Daini ve ark. (2005), Ibadan
Universite Hastanesinin klinik érneklerinden 22 adet enterik E. coli,
Klebsiella turleri (65), Proteus tlrleri (65), Salmonella tarleri (2),
Pseudomonas aeruginosa (39) ve Pseudumonas turleri (18) izole
etmiglerdir ve bu suslardan 6,6-kb ve 17,4-kb molekul buyukligunde besg
ayri plazmid profili elde etmislerdir. Direngli plazmidlerin en yaygin olarak
10,7-kb molekdl buyukligline sahip oldugunu bildirmiglerdir. Plazmid
molekdl buyudkliklerine ait bulgular karsilastirildiginda sonuglar, Johnson
ve ark. (2004); Abskharon ve ark. (2008), ve Karbasizaed ve ark.
(2003),’)nin  galismalarinda tespit ettiklerinden daha kiguk olarak

saptanirken; Daini ve ark. (2005),’nin sonucuna uyum gozlendi.
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Shoeb (2006), plazmid kaynakli efluks proteinlerinin pco geni
vasitasiyla eksprese edildigini ve bu genin kromozomda bulunan cut geni
ile homojiye sahip oldugunu bildirmigtir. Talat (2000), domuzlardan izole
ettigi E. colflerin plazmid DNA’sinda pcoR primeri ile bakir direngliliginin
varhgini arastirmis ve %61 oraninda bir sonug elde etmistir. Bu ¢alismada
varhgi arastirilan bakir direnci pcoR primeri ile kromozomal DNA'da %6,6,
plazmid DNA’sinda %37,5 oraninda tespit edildi ve Talat (2000),'in

sonuglarindan daha dusuk duzeyli bir direng belirlendi.

Patzer ve Hantke (2001), E. coli’nin Mn*?yi organizma igerisine
almasi ile bu metalin birgok enzimde kofaktor olarak goreve katildigini ve
MntH’nin proton bagimli metal transportunda bulundugunu bildirmislerdir.
Yamamoto ve ark. (2011), Mn*? duyarli transkripsiyon faktdrii olan
MntR’nin E. colide homeostazisi reglle ettigini bildirmislerdir. Waters ve
ark. (2011), mntR’nin varhgini mikroarray ile E. coli K-12 susunda ortaya
koymuslardir. Bu c¢alismada kromozomal DNA'da %96,1; plazmid
DNA’sinda %97,7 oraninda direng belirlendi. Ancak incelenen literatlr
bilgilerinde sayisal bir veriye ulasilamadigi icin gerekli kargilastirma

yapilamadi.

Hynninen (2010), Pb*? direncini arastirdi§i tez calismasinda E.
colide Zn*?* ve Cd*? direncini ayni genler kodladigindan dolayi bu agir
metallerde direng mekanizmalarinin ayirt edilemedigini bildirmigtir. Talat,
2000’de yaptigi tez ¢alismasi da bu gorusu desteklemektedir. Rensing ve
ark. (1999), yaptiklari bir calismada E. colide bulunan zntA geninin Zn*?,
Cd" ve Pb™ye karsi gelisen direnci eksprese ettigini bildirmislerdir.

+2)

Rensing ve ark. (1997), fenotipik olarak Cd“’ye direng tespit ettikleri E.
colide, plazmid Uzerinde zntA'nin eksprese edildigini bildirmislerdir. Bu
durum calismada elde edilen sonuglari 6zellikle Pb*? ve Cd*®ye karsi
DNA’da tespit edilen direnglilik yoninden desteklerken, plazmid DNA'sI

Uzerinde tespit edilen direnglilik agisindan desteklememistir.
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5. SONUG VE ONERILER

Tavuk digkilarindan izole edilen E. coli suslarinda agir metal direngliliginin
belirlenmesi amaciyla gercgeklestiriien bu calismada asagida belirtilen

sonuglara varildi.

Bu tez kapsaminda, planlandigi sekilde 175 materyalden 105

(%60,0) E. coli susunun izolasyon ve identifikasyonu gergeklestirildi.

incelenen suslarda antibiyotik duyarlilik testleri yapilarak, suslarin
farkh direng profillerine sahip olduklar saptandi. Yine antibiyotik duyarlilik
testi sonucunda coklu antibiyotik direncliligi olan 96 (%91,4) E. coli

susunun varhgi da belirlendi.

Suslarin agir metallere kargi direnglilik profilleri hem konvansiyonel
bir ydontem olan MIC degerinin tespiti ile fenotipik olarak, hem de bu direnci
kodlayan hedef gen bdlgelerine ait primerler vasitasiyla molekuler bir

yontem olan PCR ile genotipik olarak incelendi.

Sonu¢ olarak incelenen c¢esiti agir metallerin  direncinin
saptanmasinda fenotipik yontemler ile PCR teknigi uyumluluk
gOstermesine karsin, fenotipik olarak direncin saptanamadidi bazi
suslarda PCR teknigini ile direncin saptanmasi, molekuller galismalarin
daha ayrintili olarak sonug¢ almada yarar sagladigini ve her iki yontemin
birarada kullaniimasinin daha guvenilir bir sonug¢ elde etmek i¢in énemli

oldugunu ortaya koydu.

Bu sonuclara gore ilerideki ¢aligmalarda antibiyotik diren¢ genleriyle
metal direng genlerinin ayni plazmid tarafindan eksprese edilip edilmedigi,
ayni zamanda bu direng genlerinin aktarilip aktariimadiginin belirlenmesi

onemli olacaktir.
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OZET

Tavuk Diskilarindan izole Edilen Escherichia coli suslarinda Agir Metal
Direngliliginin Belirlenmesi

Bu calismada tavuk digkilarindan izole edilen Escherichia coli suslarinin, agir
metallere direncinin fenotipik ve genotipik olarak arastiriimasi amaclandi.

Calismada, identifiye edilen 105 adet E. coli susunda antibiyotik duyarlilik
testleri Kirby-Bauer ve agir metal direnclilik testleri MIC (Minimal inhibisyon
Konsantrasyon) ile fenotipik yontemleriyle arastirildi. Antibiyogram testi
sonucunda izolatlarin; 15 (%14,2)'i Siprofloksasin’e, 52 (%49,5)i Gentamisin’e,
97 (%92,3)i Seftazidime, 24 (%22,8)4G Kanamisin’e, 1 (%0,9)i
Sulfametoksazol’'e duyarli; 21 (%20)’i Siprofloksasin’e, 5 (%4,7)i Gentamisin’e, 1
(%0,9)'i Seftazidim’e, 2 (%1,9)'i Kanamisin’e orta derecede duyarli; 69 (%65,7)'u
Siprofloksasin’e, 48 (%45,7)i Gentamisin’e, 8 (%7,6)’i Seftazidim’e, 105 (%100)’i
Vankomisin’e, 79 (%75,2)u Kanamisin’e, 104 (%99,0)0 Silfametoksazol'e
direncli olarak bulundu. 105 E. coli sugsu MIC degerleri izolatlarin; Kadmiyum-
klortr dihidrat (CdCl,.2H,0) igin, 15 (%14,3)inde; kursun-nitrat (Pb(NO3), i¢in, 85
(%80,9)inde; bakir-silfat pentahidrat (CuS0,4.5H,0) icin, 8 (%7,6)inde; civa-
klortr (HgCly) igin, 3 (%2,8)Unde ve mangan-klorir dihidrat (MnCl,.2H,0) icin, 87
(%82,8)’sinde tespit edildi.

Diren¢c genlerini iceren Sinif | integron varliginin genotipik olarak
saptanmasi icin int/1 geni PCR teknigi kullanilarak; Kadmiyum-klorar dihidrat
(CdCl,.2H,0), kursun-nitrat (Pb(NOs),, bakir-siilfat pentahidrat (CuSQ0,4.5H,0),
civa-klorur (HgCl,) ve mangan-klorar dihidrat (MnCl,.2H,O) agir metal
direngliliginin genotipik olarak arastiriimasi icin sirasi ile zntA, pcoR, merA ve
mntR genlerinin varligi DNA’da ve izolasyonu yapilarak varligi tespit edilen
plazmid DNA’sinda PCR teknigi kullanilarak arastirildi.105 E. coli susunda PCR
ile DNA'da arastirilan intl1 geni 77 (%73,3) susta tespit edilirken, agir metal
direnclilik sonugclari ise, zntA geni 103 (% 98,0), pcoR geni 7 (%6,6), merA geni 5
(% 4,7) ve mntR geni 101 (%96,1) olarak saptandi. Plazmid izolasyonu ile E. coli
suslarinda plazmid varligi arastirildi ve DNA’larinin dlgtlebilen 103 adedinde 10
kb’den daha ylksek (%98,0) oldugu bulundu. 2 adet susta ise plazmid varhgi
tespit edilemedi. Agir metallerde MIC degerleri direncli tespit edilen suslarin,
plazmid DNA’larinda varligi PCR ile arastirildi; zntA geni 12 (%80,0) susta tespit
edilirken, 3 (%20,0) susta tespit edilemedi; pcoR geni 3 (%37,5) susta tespit
edilirken, 5 (%62,5) susta tespit edilemedi; merA geni 2 (%66,6) susta tespit
edilirken, 1 (%33,3) susta tespit edilemedi; mntR geni 85 (%97,7) susta tespit
edilirken, 3 (%3,4) susta tespit edilemedi.

Sonu¢ olarak incelenen cesitli agir metallerin direncinin saptanmasinda
fenotipik yontemler ile PCR teknidi uyumluluk géstermesine karsin, fenotipik
olarak direncin saptanamadigi bazi suslarda PCR teknigini ile direncin
saptanmasi, molekuler galismalarin daha ayrintili olarak sonu¢ almada yarar
sagladigini ve her iki ydntemin bir arada kullaniimasinin daha givenilir bir sonug
elde etmek igin 6nemli oldugunu ortaya koydu. Ayrica fenotipik olarak var olan
direncin her zaman DNA’'dan ve plazmid DNA’sindan eksprese edilemedigi
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Agir Metal Direnci, Escherichia coli, PCR, Tavuk
digkisi
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SUMMARY

Determination of heavy metal resistance in Escherichia coli strains isolated
from chicken feces

The aim of this study was to investigate phenotypic and genotypic resistance to
heavy metals in Escherichia coli isolated from chicken feces.

In the study, identified 105 E. coli strains antibiotic susceptibility test with
Kirby-Bauer and heavy metal resistant test with MIC (Minimum Inhibition
Concentration) were phenotypically investigated. As a result of antibiogram test;
susceptible rate was,15 (%14,2) to Ciprofloxacin, 52 (%49,5) to Gentamicin, 97
(%92,3) to Ceftazidime, 24 (%22,8) to Kanamycin, 1 (%0,9) to Sulphametoxazol,
intermediate rate was, 21 (%20) to Ciprofloxacin, 5 (%4,7) to Gentamicin, 1
(%0,9) to Ceftazidime, 2 (%1,9) to Kanamycin; resistance rate was, 69 (%65,7) to
Ciprofloxacin, 48 (%45,7) to Gentamicin, 8 (%7,6) to Ceftazidime, 105 (%100) to
Vancomycin, 79 (%75,2) to Kanamycin, 104 (%99,0) to Sulphametoxazol. 105 E.
coli strain MIC values were detected; for Cadmium-chloride dihydrate
(CdCl,.2H,0) 15 (%14,3), lead-nitrate (Pb(NO3),;) 85 (%80,9), copper-sulphate
pentahydrate (CuS0,4.5H,0) 8 (%7,6), mercury-chloride (HgCl,) 3 (%2,8) and
manganese-chloride dihydrate (MnCl,.2H,0) 87 (%82,8).

Class | Integron, which includes resistance genes, investigated with int/1
gene used PCR techniques; Cadmium-chloride dihydrate (CdCl,.2H,0), lead-
nitrate (Pb(NOs),), copper-sulphate pentahydrate (CuS0O,.5H,0), mercury-
chloride (HgCl,) and manganese-chloride dihydrate (MnCl,.2H,O) heavy metals
genotypic resistance in order to zntA, pcoR, merA, and mntR genes presence of
in the DNA and plasmid DNA, which was detected from making use of isolation,
were investigated by PCR. 77 (%73.3) strains were detected from 105 E. coli
strains intl1 gene in the DNA investigated by PCR; the results of heavy metal
resistance from zntA gene 103 (% 98,0), pcoR gene 7 (%6,6), merA gene 5 (%
4,7) and mntR gene 101 (%96,1) was detected. By isolation of plasmid from E.
coli strain investigated in the presence of plasmid and higher than 10 kb DNA can
be measured in number of 103 (98.0%) were found to be. 2 pieces in the strain
could not be determined in the presence of plasmid. MIC values of strains
resistant to heavy metals, in the presence of plasmid DNA was investigated by
PCR; zntA gene 12 (%80,0) strains were detected, 3 (%20,0) isolates could not
be determined; pcoR gene 3 (%37,5) strains were detected, 5 (%62,5) isolates
could not be determined; merA gene 2 (%66,6) strains were detected, 1 (%33,3)
isolates could not be determined; mntR gene 85 (%97,7) strains were detected, 3
(%3,4) isolates could not be determined.

As a result, the detection of phenotypic resistance to heavy metals
investigated a variety of methods to show compliance with the PCR technique,
but phenotypic resistance was detected by PCR determination of drug resistance
in some strains, making the result more beneficial for molecular studies and the
use of a combination of the two methods is important in order to obtain more
reliable results revealed. In addition, existing phenotypic expression of resistance
cannot be always identified DNA and plasmid DNA.

Key Words: Chicken feces, Escherichia coli, Heavy Metal Resistance,
PCR
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