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ÖNSÖZ 
 
 
Ağır metaller, özgül ağırlığı 5 g/cm3’den daha yüksek ve ana kaynağını 
endüstriyel atık suların meydana getirdiği maddelerdir. Ağır metal 
katyonları, birçok biyokimyasal reaksiyonda önemli rol oynamaktadır. Ağır 
metaller altmıştan fazla metal içermekte ve bunların içerisinde; civa, krom, 
nikel, kadmiyum, çinko, kobalt, kurşun ve demir gibi metaller 
bulunmaktadır. 
 

Tavuklarda dezenfeksiyon amacıyla kullanılan dezenfektanların 
(Örneğin; civalı bileşikler) ve tavuklarda yem maddesi olarak kullanılan 
hayvansal kökenli yemlerin (örneğin; balık içerikli tavuk yemleri) içerdiği 
ağır metallerin yüksek miktarları vasıtasıyla toksikasyon oluşumu söz 
konusudur. Bu durum, dolaylı olarak diğer hayvanları ve insanları da 
etkilemektedir.  
 

En basit yaşam formlarından biri olan bakteriler de toksik metal 
kontaminasyonunun olduğu birçok durumda ilk şekillenen yanıt; mikrobiyal 
aktivitenin büyük oranda azalmasıdır. Metal direnci çoğunlukla antibiyotik 
dirençliliği ile ilişkilidir. Bu dirençlilik kromozomal olabildiği gibi plazmidlere 
de bağlı olabilir. Bu nedenle, bu tezde tavuklardan izole edilen Escherichia 
coli suşlarında ağır metal dirençliliğinin belirlenmesine çalışıldı. 
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1.GİRİŞ 

1.1. Tarihçe 

Escherichia coli ilk olarak Bacterium (Bacillus) coli commune (B. coli) 

adıyla adlandırılmıştır. Bu adlandırma Castellani ve Chalmers tarafından 

ilk olarak 1919’da yapılmıştır. Genus adı ise, 1885 yılında bu organizmayı 

ilk defa dışkıdan izole eden ve bir çocuk doktoru olan Theodor Escherich’e 

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

 

 Escherichia coli tüm canlıların bağırsak florasında bulunan bir 

mikroorganizmadır. Kanatlılarda, bağırsak içeriğinde koliform grubu 

mikroorganizmalar 106-108 cfu/g, enterokoklar 104-106 cfu/g ve 

sülforedüktör bakteriler 103-104 cfu/g miktarında bulunmakta ve florayı 

oluşturmaktadırlar. Bu denge patojen etkenlerin yerleşmesi için bir bariyer 

teşkil etmektedir (Amit-Romach ve ark., 2004; Bar-Shira ve Friedman 

2006). Hasarlı bir sindirim kanalı ise, tavukların doğal savunma gücünü 

azaltarak, fırsatçı patojenlerin üremelerine, büyüme geriliğine ve 

infeksiyonlara neden olmaktadır (Çelik ve Açıkgöz, 2006; İzgür, 2002; 

İzgür, 2006). Bağırsakta bulunan E. coli’ler virülens ve antimikrobiyal 

direnç faktörleri açısından rezervuar görevi görmektedirler (Barnes ve ark., 

2008). 

 

Kanatlılarda ölümle seyreden bir hastalıkta; kalp, karaciğer ve 

dalaktan izolasyonu yapılan bakteri, ilk olarak Lignieres tarafından, E. coli 

ile ilişkilendirilmiştir. Tavukların transportu sırasında kolera benzeri bir 

hastalıktan dolayı şekillenen ölümler sonucunda, koliseptisemisinin ilk 

tanımlaması 1907 yılında yayımlanmıştır. İyi havalandırmanın kısıtlı 

olması, soğuk ve açlık durumlarında meydana gelen dirençsizlik 

durumunda ‘’Bacterium (Escherichia) coli’’ infeksiyonunun şekillenmekte 

olduğu sonucu ortaya çıkmıştır. Enteritis ve paraliz ile kanatlılarda 

karakterize olan hastalıktan 1923 yılında E. coli izolasyonu yapılmış, 1938 

yılında ise pullorum-benzeri bir hastalıktan dolayı aynı kümeste bulunan 
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hayvanların %15-40’ında, 10 günden daha az bir süre içerisinde ölüm 

gözlenmiştir. Bu kümeste bulunan civcivlerde perikarditis, perihepatitis ve 

karaciğer üzerinde beyaz nodüller şekillenmiş ve dokulardan da E. coli 

izolasyonu yapılmıştır. 1938 ve 1965 arasında koligranüloma (Hjarre’s 

hastalığı) ve E. coli’nin neden olduğu diğer hava kese yangısı, omfalitis, 

panoftalmitis, peritonitis ve salpingitis infeksiyonları da tanımlanmıştır 

(Barnes ve ark., 2008; Dinç Tosun, 2009). 

 

Kanatlılarda özellikle Avian Patojenik Escherichia coli (APEC) 

olarak adlandırılan patotip kolibasillozise neden olmaktadır. Aynı zamanda 

kanatlı sektöründe ekonomik kayıplara ve ölümlere neden olan, intestinal 

veya ekstraintestinal olabilen, kronik bir infeksiyon meydana getirmektedir 

(Barnes ve ark., 2008).  

 

 

1.2. Etiyoloji 

Escherichia coli, Bacteria aleminin, Proteobacteria bölümü, Gamma 

protobacteria sınıfı, Enterobacteriales takımı, Enterobacteriaceae ailesi ve 

Escherichia genusu içerisinde bulunan bir türdür. Ayrıca, bu genus 

içerisinde birçok tür bulunmasına rağmen en önemli, yaygın ve patojen 

olanı E. coli’dir (Scheutz ve Strokbine, 2005). 

 

Escherichia coli Gram-negatif, tamamen boya alan, spor 

oluşturmayan basil şeklinde, genellikle 2-3 × 0.6 µm büyüklüğünde bir 

bakteridir. İntrasellüler organizmalar, ekstrasellüler olanlardan biraz daha 

küçük boyutlardadır. Birçok suş ise hareketlidir ve peritrik flagellaya 

sahiptir. E. coli aerobik ya da anaerobik olarak 18-44oC aralığında 

üreyebilmektedir (İzgür, 1981; İzgür, 2002).  

 

Escherichia coli karbonhidratların fermentasyonu sonucunda gaz 

üretebilmekte ve kanlı agarda 24 saatte 37oC’de, konveks, düzgün kenarlı 

ve renksiz koloniler meydana getirmektedir. MacConkey (MC) agar 

üzerinde laktoz pozitif parlak pembe renkli koloniler oluştururken, Eosin-
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methylen blue (EMB) agarda yeşil metalik parlama veren koloniler 

meydana getirmektedir. E. coli, glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, gliserol, 

ramnoz, sorbitol ve arabinoz gibi karbonhidratların fermentasyonu 

sonucunda asit ve gaz üretimine neden olmaktadır, ancak, aynı etki, 

dekstrin, nişasta ve inositol için geçerli değildir (Barnes ve ark., 2008; 

İzgür, 2006; Şenman, 2010). 

 

E. coli’nin birçoğu laktozu fermente etmektedir, ancak hidrojen 

sülfür oluşumu gözlenmemektedir. İndol testi ve metil red ile pozitif 

reaksiyon vermekte ve nitratı nitrite indirgemektedir. Voges-Proskauer, 

üreaz ve oksidaz testlerinde negatif sonuç verirken, katalaz testinde 

pozitiflik göstermekte ve fermentatif bir bakteridir (Barnes ve ark., 2008; 

İzgür ve İstanbulluoğlu, 1983; İzgür, 2002). 

 

E. coli’nin sahip olduğu toksinler içerisinde enterotoksinler, 

nörotoksinler, endotoksinler ve sitotoksik nekrozan faktör (CNF) yer 

almaktadır (Dinç Tosun, 2009). Ancak APEC’ler, memeliler ve insanlarda 

bulunan patojenik E. coli’lerden daha az toksijeniteye sahiptirler. APEC 

özellikle enterotoksin üretememektedir (Barnes ve ark., 2008).  

 

E. coli, intestinal ve ekstraintestinal infeksiyonlara neden 

olmaktadır. İntestinal patojeniteye neden olan patotipler sekiz adet olarak 

saptanmıştır. 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, sığır ve insanların 

normal florasında bulunan ancak insanlar için yüksek patojenik olabilen 

patotip; STEC-shiga toksin sentezleyen E. coli ve ayrıca DAEC-diffuz 

aderent E. coli patotiplerini içermektedir. E. coli’nin diğer suşları ise, 

sindirim sisteminin dışında aynı özellikleri paylaşmaktadır ve ExPEC-

ekstraintestinal patojenik E. coli olarak adlandırılmaktadır. Ekstraintestinal 

infeksiyona neden olan patotipler ise UPEC-üropatojenik E. coli olarak 

adlandırılan patotiptir ve üriner sistem infeksiyonuna neden olmaktadır. 
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Meningitis ve sepsis ile ilişkili olan patotipe ise MNEC/BMEC adı 

verilmektedir (Babacan, 2011; Dinç Tosun, 2009; Janda ve Abbott, 2008). 

 
 
1.3. Epidemiyoloji  

 

Escherichia coli yaygın olarak bulunan bir bakteridir. Kanatlıların doğal 

bağırsak florasında 106 E. coli/gram’a kadar gözlenebilmektedir (Amit-

Romach ve ark., 2004; Bar-Shira ve Friedman 2006). 

 

 Genç kanatlıların alt sindirim sisteminde daha yüksek düzeyde 

bulunan E. coli faydalı bakterilerdendir, üreme ve gelişmeye yardımcı 

olurken, Salmonella gibi diğer bakterileri de baskılamaktadır. Ayrıca E. 

coli, sekal mukoza gibi alanlarda da kolonize olabilmektedir. Normal 

tavuklarda bulunan bağırsak koliformu potansiyel patojenik serotipleri de 

içermektedir. Bağırsakta bulunan E. coli’ler virülens ve antimikrobiyal 

direnç faktörleri açısından rezervuar görevi görmektedirler (Barnes ve ark., 

2008). E. coli’nin primer ya da sekonder etken olarak bulunduğu 

tavuklarda kolibasillozis denilen infeksiyöz bir hastalık gözlenmektedir 

(Babacan, 2011; Cantekin, 2008). Genç tavuklar genellikle akut infeksiyon 

sonucunda septisemiden ölmektedirler, olgun tavuklar ise hastalığa karşı 

daha dayanıklıdırlar ve septisemik lezyonlar sadece başlangıç 

aşamasında kalmaktadır. E. coli’nin neden olduğu septisemik peritonitis 

damızlık tavuklarda da önemli bir ölüm nedenidir (Dho-Moulin ve 

Fairbrother, 1999; Gyles ve Fairbrother, 2010; Matsuda ve ark., 2010; 

Robert ve Porter, 1998). 

 

Patojenik E. coli’nin yumurtaya transferi yaygın olarak gözlenmekte 

ve yüksek düzeyli civciv ölümlerine neden olmaktadır. Yumurta 

infeksiyonunun en önemli kaynağı, yumurta yüzeyine bulaşarak içerisine 

penetre olan fekal kontaminantlardır. Florokinolon dirençli E. coli’ler klinik 

açıdan normal olan damızlıklara vertikal yolla geçerek civcivlerde yüksek 

düzeyde ölüme neden olmaktadır (Barnes ve ark., 2008). 
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Koliform bakteriler kanatlıların dışkı ve altlıklarında bulunmaktadır. 

Kanatlı kümeslerinde bulunan tozlar incelendiği zaman 105-106 E. coli/g 

bakteri içerdiği tespit edilmiştir. Bu bakteriler uzun süre boyunca özellikle 

de kuru hava koşulları altında kalıcılık göstermektedir. Kümes içerisinde 

yem içeriklerinde az da olsa patojenik koliformlar ile kontaminasyon 

oluşumu söz konusudur. Kümes içerisinde bulunan rodentlerin idrarları da 

patojenik koliformlar açısından kaynak teşkil etmektedir, çünkü farelerin 

sindirim sistemleri bu etkenlerin yerleşimi açısından oldukça elverişlidir. 

Patojenik serotipler kanatlı kümeslerinde bulunan iyi suları da kontamine 

edebilirler. E. coli’nin içme sularında bulunması fekal bir kontaminasyon 

olduğuna işarettir ve infeksiyöz etkenin fekal-oral bulaşmasının potansiyel 

kaynağı olarak gösterilmektedir (Barnes ve ark., 2008). 

 

 
1.4. Teşhis 
 

Teşhis için kolibasillozisin tipik lezyonlarından E. coli izolasyon ve 

identifikasyonu yapılmaktadır. Örnekler alınırken fekal kontaminasyonun 

olmamasına dikkat edilmelidir. Alınan örnekler ile steril olarak çalışılarak 

eosin-methylene blue (EMB) ya da MacConkey (MC) agara ekilmelidir. 

Üreyen koloniler E. coli ise, EMB agarda yeşil metalik renkli düzgün 

kenarlı koloniler, MC agarda ise parlak pembe düzgün kenarlı koloniler 

meydana getirmektedir. Bakteriyoskopide ise, Gram negatif çomaklar yine 

E. coli için spesifik bir görüntüdür. Kültür için biyokimyasal testlerde glikoz, 

maltoz, mannitol, ksiloz, gliserol, ramnoz, sorbitol ve arabinoz gibi 

karbonhidratların fermentasyonu sonucunda asit ve gaz üretimine neden 

olmaktadır, ancak, aynı etki, dekstrin, nişasta ve inositol için geçerli 

değildir. E. coli’nin birçoğu laktozu fermente etmektedir, ancak hidrojen 

sülfür oluşumu gözlenmemektedir. İndol testi ve metil red ile pozitif 

reaksiyon vermekte ve nitratı nitrite indirgemektedir. Voges-Proskauer, 

üreaz ve oksidaz testlerinde negatif sonuç verirken, katalaz testinde 

pozitiflik göstermekte ve fermentatif bir bakteridir. Serolojik teşhis üreyen 

E. coli’nin antijenik özelliklerine göre yapılmaktadır (Barnes ve ark., 2008; 

İzgür, 2006). 



6 
 

1.5. Sağaltım ve Koruma 

 

Escherichia coli yumurtalara dışkı ile kolaylıkla bulaşabilmekte ve 

kümesler arasında kolaylıkla bulaşma şekillenebilmektedir. Bu nedenle 

öncelikle hijyen açısından iyi bir uygulama ve yönetim prosedürü 

sürdürülmelidir. Koruma amacıyla, inaktive edilmiş, canlı, rekombinant - 

mutant aşılar ve pasif immunizasyon kullanılmaktadır. Kolibasillozisin ilk 

tanımlandığı 1950’lerin ortasından itibaren sağaltımında, antibiyotik 

tedavisi kullanılmaktadır. Antibiyotiklerin kullanımını takiben de paralel 

şekilde direnç şekillenmeye başlamaktadır (Barnes ve ark., 2008). Ancak, 

bazı durumlarda koruyucu antibiyotik uygulamaları da yapılmaktadır. 

Yetiştirmede kontaminasyona neden olan kaynak ya da kaynaklar tespit 

edilerek bunlardan kaynaklanan bulaşmalar engellenmelidir. Ayrıca, genel 

hijyenik önlemlerin alınması, kümes temizliği ve dezenfeksiyon da 

infeksiyöz etkenin kümese girişinin engellenmesinde önem arz etmektedir 

(İzgür, 2002).  

 

 
1.6. Kanatlılarda Antibiyotiklerin Kullanımı 
 

Genellikle bakteriyel infeksiyonların tedavisinde kullanılan antibiyotiklere 

karşı şekillenen direncin giderek artması nedeni ile gelişigüzel olarak 

antibiyotik kullanılmaması gerekmektedir. Bu nedenle öncelikle hastalık 

etkeninin teşhis edilmesi ve infeksiyöz ajana yönelik duyarlı bir 

antibiyotiğin kullanılarak hastalığın tedavi edilmesi uygun olmaktadır. 

(Arda, 2006a; İzgür, 2002).  

 

 Spain ve Alm (2003), E. coli infeksiyonlarında meydana gelen 

antibiyotik dirençliliğinin bugünün toplumu için giderek artan bir problem 

olduğunu bildirmiştir. Son zamanlarda kullanılan antibiyotiklerin daha az 

kullanılabilir duruma dönüştüğünü ancak yine de antibiyotik dirençli 

patojenik bakterilere karşı kullanıldıklarını buna rağmen tedavinin çok zor 

olduğunu ve daha pahalı bir hale geldiğini belirtmiştir. Ayrıca, hayvan 
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hastalıklarında antibiyotiklerin kullanımının giderek artışının antibiyotik 

dirençli bakterilerin gelişmesine katkıda bulunduğunu bildirmiştir.  

 

 
1.6.1. Antibiyotik Direncinin Saptanması 

 

Mikroorganizmalar çeşitli ilaçlara karşı direnç şekillendirmektedirler. 

Bunun nedeni kromozomal, ekstrakromozomal veya diğer faktörlerden 

kaynaklanmaktadır. Antibiyotik direncinin konvansiyonel olarak tespitinde 

esas alınan yöntem ise Kirby-Bauer yöntemi olarak da bilinen disk 

difüzyon tekniğidir. Bu test, Nutrient Buyyon’da üretilen mikroorganizmanın 

Mueller-Hinton agar üzerinde, yayma ekim tarzında ekim ile agarın üzerine 

çeşitli konsantrasyonlarda değişik antibiyotikleri içeren disklerin 

yerleştirilmesi ve sonrasında değerlendirmesini esas almaktadır. Süre 

sonunda diskler etrafında inhibisyon zonları meydana gelmekte cetvel ile 

ölçülerek CLSI’nın belirlemiş olduğu standart değerlendirme tablosu 

üzerinde karşılaştırma yapılarak duyarlı (S), intermediate (I), ve dirençli (R) 

olarak sonuçlandırılmaktadır. Yine aynı yöntemden faydalanılarak üç veya 

daha fazla antibiyotik sınıfına dirençli bulunan bakteriler çoklu antibiyotik 

dirençli olarak sınıflandırılmaktadır (Şenman, 2010). Bunun dışında 

antibiyotik direnç genlerinin hedef bölgelerini içeren primerler ile direncin 

tespitinde yararlanılan moleküler tekniklerden PCR metodu da günümüzde 

sıklıkla kullanılmaktadır (Arda, 2006a; Baquero ve ark., 2008, Jahed, 

2012; Miles ve ark., 2006). 

 

 

1.7. Ağır Metaller ve Bakteriler 
 

Ağır metal, özgül ağırlığı 5 g/cm3’den daha yüksek olan metalleri ifade 

etmektedir. Ağır metallerin ana kaynağını ise endüstriyel atık sular 

meydana getirmektedir. Ağır metal katyonları kompleks bileşenlerden 

meydana geldiği için, birçok biyokimyasal reaksiyonda önemli rol 

oynamaktadır. Ağır metaller altmıştan fazla metal içermekte ve bunların 

içerisinde; civa, krom, nikel, kadmiyum, çinko, kobalt, kurşun ve demir gibi 
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metaller bulunmaktadır. Bazı ağır metaller (Co, Cu, Fe, Mn, Ni ve Zn) 

esansiyel metallerdir ve çeşitli enzimlerin komponentleri olarak 

elektrostatik etkileşimler vasıtasıyla stabilize moleküller olarak görev 

almaktadırlar ve osmotik basınçta regülatör görevi görmektedirler 

(Abskharon ve ark., 2008; Sevgi, 2007). Birçok ağır metal d-orbitalleri 

tamamlanmamış geçiş elementleridir ve bu orbitaller, redoks aktif ya da 

aktif olmayan kompleks bileşenlerden ağır metal katyonlarını 

sağlamaktadır (Shoeb, 2006). Ayrıca, biyokimyasal reaksiyonlar için 

katalizör görevi görerek, bakterilerin hücre duvarında bulunmaktadırlar. 

Proteinlerin %50 kadarının metalloproteinlerden oluştuğu tahmin edilmekte 

ve proteinlerin yapısal kısmının üçte birinde görev almaktadırlar 

(Degtyarenko, 2000). Büyüme gereksinimi için esansiyel ağır metallere 

çok düşük düzeylerde ihtiyaç bulunmaktadır. Diğer birçok metal biyolojik 

olarak önemli bir role sahip değillerdir (örneğin; Ag, Al, Cd, Au, Pb ve Hg), 

ancak, esansiyel olmayan metaller arasında yer almaktadırlar ve canlı 

organizmalar, özellikle de mikroorganizmalar için toksik etkilidirler. 

Toksisite sonucunda ise, oksidatif fosforilasyon ve osmotik dengenin 

bozulması nedeni ile protein ve nükleik asitlerin konformasyonel yapısında 

bulunan doğal bağlanma alanlarını esansiyel metaller yerine, esansiyel 

olmayan metaller almaktadır. Esansiyel ve esansiyel olmayan metallerin 

fazlalığında ise, metaller hücre duvarına zarar vermekte, enzim 

spesifitesini azaltmakta, hücresel fonksiyonlara zarar vermekte ve DNA’nın 

yapısını bozmaktadırlar (Abskharon ve ark., 2008; Sevgi 2007). 

 

 En basit yaşam formlarından biri olan bakteriler, toksik ağır 

metallere karşı genomlarında doğal olarak tolerans geliştirmektedirler. 

Toksik metal kontaminasyonunun olduğu birçok durumda ilk şekillenen 

yanıt; mikrobiyal aktivitenin büyük oranda azalmasıdır. Ayrıca, direnç 

mekanizmaları çok yüksek düzeyde bulunan serbest metal iyonlarına karşı 

koruma sağlamamakta ve ölümcül toksik etkileri de tespit edilmektedir 

(Malakul ve ark. 1998). 

 

 Antimikrobiyal aktivite gösterimleri açısından bazı ağır metaller 

incelendikleri zaman, mikroorganizmaların enzim aktivitesini bozmaları 
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nedeni ile kullanılmaktadırlar. Ağır metallerin bu etki tarzları, 

mikroorganizmalarda bulunan enzimlerin sülfhidril (-SH) grubu ile 

birleşmesi sonucunda ortaya çıkmaktadır. Örneğin; ağır metallerden Hg+2, 

Ag+, Cu+2 ve As tek başlarına ya da bileşikler olarak kullanıldıkları zaman 

mikrobiosidal, ve mikrobiostatik etki göstermektedirler. Bakır sülfat (algisid 

ve fungusid olarak balık hastalıklarında) ve organik civa bileşiklerinden 

olan gümüş (%1 oranında sulandırması, burun, boğaz, göz dezenfektanı) 

gibi ağır metallerin antiseptik özelliklerinden de zaman zaman 

faydalanılmaktadır (Arda, 2006a; Shoeb, 2006; Talat, 2000). 

 

 
1.8. Antibiyotik ve Ağır Metal Ortak Direnci 
 

Birçok organizmada direnç genleri kromozomda, ekstrakromozomal 

genetik elementlerde (plazmidler, epizomlar ve transpozonlar) ve bu 

genetik alanlarda yer alabilen (integre olabilen) integronlarda 

bulunmaktadır. Bu direnç gelişiminin gözlendiği bakteriler genellikle 

toprakta, atık sularda ve su içeren alanlarda yer alırlar. Ancak, dirençli 

olan bu bakterilerin çevreye yayılmasındaki tek yol; insanlar, hayvan 

populasyonları ve içme sularının elde edildiği yüzey suyu kaynakları değil, 

aynı zamanda doğal bakteriyel ekosistemlerdir. Bu organizmalardan E. 

coli, kanatlı türlerinin sağlığını ve dolaylı olarak kanatlı endüstrisini 

ekonomik olarak olumsuz yönde etkileyen bir bakteri türüdür (Baquero ve 

ark., 2008). Meydana getirdiği hastalığın tedavisinde ise, bilinçsizce 

kullanılan antibiyotik döngüsü nedeni ile antibiyotiklere karşı direnç 

şekillenmesi söz konusudur (Arda, 2006a). Bunun yanı sıra genetik olarak 

taşıdıkları bir çok antibiyotik ve ağır metal direnç genleri bakterilerin 

içerisinde bulundukları koşullara daha dayanıklı olmalarını sağlarlar (Arda, 

2006b; Baquero ve ark., 2008). 
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1.9. Mikroorganizmalarda Kromozomal Direnç 

 

Metal direnci çoğunlukla antibiyotik dirençliliği ile ilişkilidir. Bu dirençlilik 

kromozomal olabildiği gibi plazmidlere de bağlı olabilir, aynı zamanda 

kromozom ya da plazmidlerin içerdikleri integron adı verilen gen 

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

 

Metal dirençlilik mekanizması prokaryotik yaşamda kısa sürede 

gelişir ve hemen hemen tüm bakterilerde bulunmaktadır. Kromozomal ve 

plazmidden kaynaklanan metal direnç sistemleri arasında bazı farklılıklar 

bulunmaktadır. Esansiyel metal direnç sistemleri genellikle kromozom 

içeriklidir ve plazmid sistemlerinden daha komplekstir. Diğer bir yandan, 

plazmidlerce kodlanan sistemler, genellikle toksik-iyon efluks 

mekanizmaları ile sağlanmaktadır. Bu da, iyon efluks mekanizmalarının 

plazmidlerden kaynaklandığını göstermektedir, çünkü plazmidler 

organizmalar arasında hemen aktarılabilmekte ve sadece gerekli optimal 

koşullara ihtiyacı bulunmaktadır (Brunis ve ark., 2000). 

 

Bakteriyel plazmidler, Ag+, AsO2
+, AsO3

4
-, Cd2+, Co+2, CrO2-

4, Cu+2, 

Hg+2, Ni+2, Pb+2, Zn+2 gibi toksik metal iyonları için direnç sistemini 

kodlamaktadır. Ayrıca, bu dirençliliğin çevresel rolünü ve moleküler 

genetiğini anlamak için son yıllarda birçok çalışma yapılmıştır. Toksik 

metal dirençliliğinin kromozomal determinantları bilinmektedir. 

Kromozomal genlerden ve plazmidlerden kaynaklanan dirençlilik 

birbirinden ayrıt edilmeli, çünkü bazı metallerde (özellikle civa-arsenik ve 

çinko-kadmiyum gibi), kromozomal ve plazmid determinantları temel 

olarak benzerdir (Shoeb, 2006). 

 

 

1.10. Mikroorganizmalarda Plazmidler ve Direnç 

 

Dirençlilik bazı bakterilerde ekstrakromozomal genetik elementler ile 

konjugasyon ve transdüksiyon vasıtasıyla aktarılmaktadır (Elsas ve Bailey, 
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2002). Bazı durumlarda ise belirli metal ve antibiyotiklerin dirençliliği aynı 

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

 

Johnson ve ark. (2005), dirençli APEC suşlarının konjugatif plazmid 

taşıdıklarını bunun kanatlılardan insanlara aktarılabilir olduklarını ve 

patojen bakterilerin plazmidleri üzerinde bulundurdukları direnç genlerinin 

insan ve hayvan sağlığı açısından hastalık kaynağı görevi gördüğünü 

açıklamışlardır. Çalışmalarında APEC’e ait olan 101-kb’lik önceki 

isimlendirmesi IncF plazmidi olarak yapılan plazmidin sekans analizini 

yaparak, APEC plazmid sekansını ilk kez tanımlamışlardır. Sekiz gruptan 

oluşan; antibiyotik ve ağır metal direncini, quarter amonyum bileşiklerine 

karşı gelişen direnci, tetrasiklin, sülfonamid, aminoglikozidler, trimetoprim 

ve beta-laktam antibiyotiklerine karşı direnci kodlayan genleri içerisinde 

barındıran bu plazmide pAPEC-O2-R adını vermişlerdir. pAPEC-O2-R’nin 

32-kb’lik transfer bölgesinin plazmid içermeyen bakteri suşlarına 

aktarılabildiği; bu bakterilerin insan ve hayvan sağlığı açısından risk 

faktörü olduğu bildirmişlerdir.  

 

 

1.11. Mikroorganizmalarda İntegronlar ve Direnç 
 

Escherichia coli gibi enterik mikroorganizmalarda gözlenen, özellikle çoklu 

antibiyotik direnci ve diğer direnç mekanizmaları integronlar ile de ilişkilidir. 

İntegronlar genel olarak, integraz (intI1) genini ve antibiyotik direnç gen 

kasetlerini barındıran, integrasyon kaset alanlarını (attI) içeren ve açık 

okuma kapıları (ORF) ile birleşerek onları fonksiyonel hale getiren genler 

olarak tanımlanmaktadır. İntegronların tek başına horizontal gen transferi 

yapmaları mümkün değildir ancak, konjugatif plazmidler, transpozonlar ve 

bakteriyofajlar aracılığı ile bir bakteriden diğerine aktarılabilme özellikleri 

bulunmaktadır, bu da direnç profilinin gelişmesinde büyük rol 

oynamaktadır (Lapierre ve ark., 2008). Gram negatif bakterilerde dört sınıf 

kromozomal ve plazmid ilişkili integron tespit edilmiştir (Bass ve ark., 

1999). 
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Sınıf I integronlar, genel olarak qacE∆1; quarter amonyum 

bileşiklerine karşı direnç genini ve sul1; sülfonamid direnç genini 

içermektedirler. Bu genetik elementler, mikrobiyal genomların içerisinde 

bulunan antimikrobiyal direncin geniş bir alanda yer alan çoklu 

lokuslarından antibiyotik direnç genlerine bağlanmasından sorumludurlar. 

Sınıf I integronlar, geniş bir konakçı aralığı olan plazmidler içerisinde ya da 

Tn21- Tn21 benzeri transpozon içerisinde yer alan, tamamlanmış ya da 

kesilmiş Tn402 transpozonunu içermektedir. İdentifiye edilmiş bakteriyel 

kültürlerde bulunan sınıf I integronlarda bütün bir Tn402-benzeri 

transpozon modülleri de bulunmakta ve ağır metal dirençliliğinin yanı sıra 

antibiyotik dirençliliğini de bir arada içeren özellikler sergilemektedir 

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

 

Sınıf II, Tn21 replikatif transpozonunu içermekte ve civa direnç 

genine (mer) burada da rastlanmaktadır. Ayrıca varyant Tn21 transpozonu 

bulunmakta ve bu transpozon Tn21’e benzemektedir. Ancak, kaset 

içerisinde insersiyon ya da delesyon sekanslarını içermektedir. Tn21 ise, 

integronunun içerisinde aadA1 gen kasetini taşımaktadır (Nemergut ve 

ark., 2008). Kanatlı E. coli’leri izolatları integronlar varlığında, çoklu 

antibiyotik direnci ve bu direncin devamlılığı şekillenmektedir. Bu nedenle 

kanatlı hastalıklarının tedavisinde antibiyotik kullanımından çekinilir hale 

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

 

Sınıf III integronlar ise, diğer sınıfta bulunan integronlardan daha 

farklı bir integraz enzimi bulundurmakta ve atipik rekombinasyon 

bölgelerini taşımaktadır. Bu sınıf integronlar β-laktam grup antibiyotiklere 

karşı direnç genlerini de bulundurmaktadır (Lapierre ve ark., 2008; Villa ve 

Carattoli, 2005). 

 

Sınıf IV integronlar ise, değişik türde bir çok gen kaseti içermektedir 

ve Gram negatif bakterilerde fazla rastlanan konjugatif plazmidleri ve 

transpozonları içererek horizontal gen transferine neden olmaktadırlar 

(Lapierre ve ark., 2008). 
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1.12. Mikroorganizmalarda Ağır Metal Direnç Mekanizmaları 

 

Bir organizma, metal direnç sistemlerini geliştirirken, duyarlı hücresel 

komponentlerini korumaya çalışmaktadır. Bunu, metal alımını kısıtlayarak 

ya da metallere duyarlı hücresel komponentleri azaltarak oluşturmaktadır. 

Bir mikroorganizmanın direnç ölçüsü birçok faktöre bağlıdır; metal alımı 

için mekanizmaların sayısı ve tipi farklıdır. Bazı araştırmacılar, 

mekanizmanın tek tip olarak ve bunu da intra- ya da ekstrasellüler ayrılma 

(sequestrasyon) olarak klasifiye etmektedirler. Doğal direnç metaller veya 

hücre membranı bileşenlerinde değişiklikler ile etkileşimi önlemek için, 

hücresel bileşenlerde mutasyonel formları alabilirler (Rouch ve ark., 1995). 

Ancak, bazı araştırmacılara göre mikroorganizmalar bir ya da birçok direnç 

mekanizmasının kombinasyonuna sahiptir. Mikroorganizmalarda bulunan 

metal direnç mekanizmaları aşağıda belirtildiği gibidir (Brunis ve ark., 

2000; Rouch ve ark., 1995). Bunlar: 

 

1.12.1. Permeabilite bariyeri ile metallerin uzaklaştırılmasıdır. 

1.12.2. Metalin hücreden/organizmadan aktif transport ile 

uzaklaştırılmasıdır. 

1.12.3. Metali proteine bağlama ile intrasellüler alıkonulmasının 

sağlanmasıdır. 

1.12.4. Ekstrasellüler alıkonulmanın sağlanmasıdır. 

1.12.5. Düşük toksik düzeydeki metalin enzimatik 

detoksifikasyonunun sağlanmasıdır. 

1.12.6. Hedef hücrelerin metal duyarlılığının azaltılmasıdır. 

 
1.12.1. Permeabilite Bariyeri İle Metallerin Uzaklaştırılması 

Bakterilerin doğal formlarında metal iyonlarını absorbe etme kabiliyeti 

ekstrasellüler polisakkarit katmanda tanımlanmıştır ve metaller bakterilerin 

hayati hücresel komponentleri ile ilişki içerisindedirler. Bu yetenek 

bakterilerin dış polisakkarit katmanlarına metal katyonlarının tutunması için 

alan sağlamaktadır. Bakterilerin birçoğunda metalleri ekstrasellüler olarak 
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bağlama kabiliyeti saptanmıştır. Klebsiella aerogenes, Pseudomonas 

putida, Arthrobacter viscosus bunlara örnek olarak verilebilir. Dış 

polisakkarit katmanın koruyuculuğu sayesinde, Cd+2 içeren buyyonlarda 

bulunan Klebsiella aerogenes suşu hayatta kalmaktadır. Ayrıca aynı suşun 

dış polisakkarit katmanı giderildiğinde de Cd+2’nin birikimi gözlenmiştir 

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

 

Pseudomonas spp.’de Cu+2’nin periplazmik bağlanması 

oluştuğunda dirençlilik bir operonda bulunan dört gen tarafından 

kodlanmaktadır; copA, copB, copC ve copD. copA ve copB kısmi bir direnç 

sağlarken, copC ve copD Cu+2’ye tam bir direnç oluşumu sağlamaktadır. 

copA ve copC proteinleri iç ve dış membran arasında yer alırken, copB dış 

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

 

 

1.12.2. Metallerin Hücreden/Organizmadan Aktif Transport (Efluks) İle 
Uzaklaştırılması 

 

Metal dirençlilik sisteminde en büyük kategoriyi aktif transport ya da efluks 

sistemi içermektedir. Mikroorganizmalar sitoplazmalarında bulunan toksik 

metalleri uzaklaştırmak için aktif transport mekanizmasını 

kullanmaktadırlar. Bu mekanizmalar kromozomal olarak ya da 

plazmidlerce kodlanmaktadır. Esansiyel olmayan metaller, normal 

besleyici transport sistemleri vasıtasıyla hücre içerisine giriş yaparlar, 

ancak hızlı bir şekilde de dışarı atılırlar. Bu efluks sistemleri ATPaz’a 

bağımlı olmadan da oluşabilir ve yüksek düzeyde spesifik katyon veya 

anyon atılmasını sağlamaktadır. ATP bağımlılığı ise, iyonofor antibiyotikler 

ve eşleşmeyen enerjinin kullanımıyla gösterilmektedir. Eşleşmeme 

durumunda ATP’nin oluşumu katyon ve anyonların efluksunun azalması 

ile sonuçlanmaktadır (Brunis ve ark., 2000; Rouch ve ark., 1995). 

 

Buna verilebilecek en iyi örnek; plazmidlerin kodladığı 

Staphylococcus aureus ve E. coli’de bulunan ars operonu aracılığı ile 

oluşan antimonit ilişkili As+5, arsenit (As+3) 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+2 direnci, ve S. 

aureus’da bulunan cadA ve E. coli’de bulunan zntA vasıtasıyla oluşan Pb+2 

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

 

 

1.12.3. Metali proteine bağlama ile intrasellüler alıkonulmanın 
sağlanması 
 

İntrasellüler alıkonulma, sitoplazma içerisinde biriken metalin esansiyel 

hücresel komponentlere etki etmesi ile sonuçlanmaktadır. Bu mekanizma 

ile Cd+2, Cu+2 ve Zn+2 birikimi gözlenmektedir. Bu şekilde meydana gelen 

metal direncine iki örnek verilebilir; metallothinoein üreten Synechococcus 

spp. ve sisteinden zengin protein içeren Pseudomonas spp.’dir (Brunis ve 

ark., 2000; Rouch ve ark., 1995). 

 

 

1.12.4. Ekstrasellüler alıkonulmanın sağlanması 
 

Metal direncinde ortaya konulan bu hipotez sadece bakteriler için geçerli 

iken, son zamanlarda mantarlar ve mayalar için de geçerli hale gelmiştir. 

Örneğin; Saccharomyces cerevisiae, fazla miktarda glutatyon salgılayarak 

Ni+2 absorbsiyonunu azaltmaktadır. Glutatyon, ağır metallere affinite 

göstererek bağlanmayı sağlamaktadır. Mayalar, metilglioksal direnç geni 

taşımaktadırlar ve metalden zengin sıvı besiyerlerinde ekstrasellüler olarak 

metal-glutatyon komplekslerinin oluşumunu sağlamaktadırlar. Toksik metal 

bir komplekse bağlandığında direnç şekillenmektedir ve hücre 

membranından içeriye girememektedir (Brunis ve ark., 2000; Rouch ve 

ark., 1995). 
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1.12.5. Düşük toksik düzeydeki metalin enzimatik 

detoksifikasyonunun sağlanması 
 

Diğer mekanizmalar içerisinde de en çok bilinen mekanizma budur. Hem 

Gram pozitif (S. aureus, Bacillus spp.) hem de Gram negatiflerde (E. coli, 

P. aeruginosa, Serratia marcescens ve Thiobacillus ferrooxidans) bu 

direnç tanımlanmıştır (Brunis ve ark., 2000; Rouch ve ark., 1995). 

 

 

1.12.6. Hedef hücrelerin metal duyarlılığının azaltılması 
 

Bazı mikroorganizmalar, esansiyel hücresel komponentlerinin 

duyarlılığındaki değişimler ile toksik metallerin varlığına uyum 

sağlamaktadır; böylece bir derece de olsa doğal olarak direnç 

oluşmaktadır. Korunma, mutasyonlar aracılığıyla sağlanmakta, ancak 

temel fonksiyonlarda değişiklik ya da metal inaktivasyonunun oluşumu 

sırasında partiküler hücresel komponentlerin üretiminde oluşan artış 

vasıtasıyla meydana gelmemektedir. Yine DNA onarım mekanizmaları, 

plazmid ve genomik DNA’ya sınırlı da olsa bir korunma sağlamaktadır. 

Mikroorganizma, metal direnç komponentleri vasıtasıyla ya da duyarlı 

komponentlerin alternatif bir yolla kendi kendilerine bir korunma 

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

 

 

1.13. Tavuklarda Sorun Olan Ağır Metaller  

Broylerlerde ağır metallerin aşırı kullanımı vücut dokularında birikime 

neden olmaktadır. Bu elementlerin oldukça yüksek düzeyde teratojenik, 

karsinojenik ve mutajenik etkilerinin olabileceğinden bahsedilmektedir. 

Kanatlı endüstrisinde altlıklar, yüksek düzeyde nitrojen, fosfor ve 

potasyum konsantrasyonları içermeleri nedeniyle oldukça önemlidir ve 

gübre olarak kullanılırlar ancak aynı zamanda da ağır metalleri 

içermektedirler. Ağır metallerin civcivler üzerindeki etkileri ise; beslenme, 

su içme, eşelenme üzerine olumsuz olarak tespit edilmiştir (Rehman ve 
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ark., 2012). Long ve ark. (2004), yaptıkları bir araştırma sonucunda ağır 

metal içeren dışkının sularda kolaylıkla kontaminasyona neden olduğu 

bildirilmişlerdir. 

 

Ping ve ark. (2008), ağır metallerin toprak-bitki-böcek-tavuk 

yiyecekleri zincirinin biyotransferini Pb/Zn madenciliği yapılan kontamine 

sahada incelemişlerdir. Ağır metallerin tavuklarda sırası ile dışkı, 

karaciğer, kas ve kanda bulunduğunu belirtmişlerdir. Kurşun benzin 

içeriğinde katkı maddesi olarak bulunmasının yanı sıra hava, su ve 

toprağa karışarak, bitkilerin ürediği bölgelere ulaşması söz konusu 

olmuştur. Kurşun içeren boyaların çatlakların kapatılmasında kullanılması, 

hayvanlarda birçok toksikozis vakasının meydana gelmesine neden 

olmuştur (Henry ve Miles, 2001). Sipos ve ark. (2003), kurşunun böbrek, 

karaciğer ve yumurta sarısında biriktiğini bildirmişlerdir. Kurşun 

toksikasyonunun klinik belirtileri arasında; yemi reddetme, anemi, 

intestinal problemler ve böbrek fonksiyon bozuklukları gözlendiğini 

belirtmişlerdir. Yüksek düzeyde kurşuna maruz kalındığında tavukların 

karaciğerlerinde şiddetli periportal inflamasyon meydana geldiğini 

bildirmişlerdir.  

 

Kadmiyum, esansiyel olmayan bir metaldir ve düşük 

konsantrasyonlarda dahi toksiktir. Kadmiyumun kontaminasyon kaynağı, 

demir ile kaplanan metallerin aşınması, maden ve maden eritme işlemleri, 

kadmiyum-klorür ürünlerinin atıkları ve gübrelenmiş ekili meralarda kentsel 

atık suların kullanılmasıdır. Kadmiyum dokulardan absorbe edildiği zaman 

vücuda kabul edilebilir bir süre içerisinde dağılmaktadır, bu da broyler ve 

hindilerin aksine özellikle yumurtacı ve damızlıklarda maruz kalınmayı 

minimal düzeye indirgemektedir (Brunis ve ark., 2000; Henry ve Miles, 

2001).  

 

Kanatlılar için civanın potansiyel kaynaklarından biri, balık protein 

konsantreleri ya da civanın fungusit olarak içerisinde kullanıldığı yem 

taneleridir. Balık, kontamine sudan aldığı metil-civayı çok iyi bir şekilde 

konsantre etmektedir. Civa aynı zamanda, hayvan yemlerinde protein 
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kaynağı olarak kullanılan kanatlı hayvanların tüylerine de geçebilmektedir 

(Henry ve Miles, 2001). Civalı dezenfektanlar, balıklarda kullanıldığında 

çok fazla sorun teşkil etmemektedir. Ancak, bu balıklar tavuk yemi olarak 

kullanıldıklarında, tavuklarda civa birikimi söz konusudur (Bass ve ark., 

1999).  

 

Mangan, özellikle yumurtacı tavuklarda önem taşımaktadır. 

Yumurta kabuğunun oluşumunda; protein ve mukopolisakkaritlerin 

kombinasyonundan meydana gelen organik matriks üzerine kalsiyum 

karbonat iyonlarının depolanması rol oynamaktadır. İşte bu organik 

matriksi oluşturan protein-mukopolisakkarit yapının oluşumunda gerekli 

olan manganın yumurta kabuğunun oluşumundaki katkısı önemlidir 

Manganın kanatlı yemlerinde fazla kullanımı ise toksik etkilere neden 

olmaktadır (Güçlü Kocaoğlu ve İşcan, 2004). 

 

Bakır da mangan gibi, esansiyel metallerdendir ve çeşitli enzimlerin 

komponentleri olarak görev yapmaktadır (Abskharon ve ark., 2008). Yine 

kanatlı rasyonlarında Cu kullanımı bu havanların performansında ve canlı 

ağırlık artışına neden olmaktadır. Fazla kullanımları ise toksik etki 

göstermekte ve ilk etkileri tavukların karaciğeri üzerinde gözlenmektedir 

(Çınar ve Nizamlıoğlu, 2004). Veteriner alanında dezenfeksiyon amacıyla 

en çok kullanılanlar arasında ise formaldehit, iyot, klorlu bileşikler ve bakır 

sülfat gelmektedir (Aarestrup ve Hasman, 2004).  

 

Yukarıda, kanatlı hayvanlar üzerindeki etkilerine değinilen ağır 

metallerin, dirençliliklerine ait hedef gen bölgeleri aşağıda belirtildiği 

gibidir.  

 

 

1.13.1. Kadmiyum - Kurşun 

 

Kadmiyum için en önemli metal direnç sistemi efluks pompasıdır ayrıca, 

enzimatik detoksifikasyon dışında diğer tüm biyokimyasal direnç 

mekanizmalarını içermektedir. Hücre içerisinde Cd+2, önemli hücresel 
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fonksiyonları etkileyen esansiyel proteinlerin sülfhidril gruplarına 

bağlanmaktadır ve genellikle E. coli DNA’sının tek-iplikçiğinde kırılmaya 

neden olabilmektedir (Brunis ve ark., 2000). 

 

 En iyi tanımlanan Cd+2 direnci, S. aureus’da bulunan cad sistemi ve 

A. eutrophus’da bulunan czc sistemi ile plazmidlerce kodlanan efluks 

sistemidir. Diğer sistem ise, kromozomal olarak kodlanmaktadır. İlk yapılan 

çalışmalarda, Cd+2 direncinin plazmid-ilişkili iki şekli olduğu tanımlanmıştır. 

Bunlardan birincisi, dirençten sorumlu olan tek bir cad (cadA) lokusu 

ikincisi ise, cadA ve cadB olarak iki lokustan oluşmaktadır. Plazmid ilişkili 

ikinci şekil ise, yalnızca cadA yokluğunda şekillenen cadB’nin fenotipik 

ekspresyonu ile dirençlilikten sorumlu olan cadA’dır. Bu plazmid her iki 

cadA ve cadC genlerini de içermektedir. S. aureus’da bulunan ve cadA’yı 

içeren pI258’in sekans analizi iki ORF içermektedir, bunlardan büyük olanı 

kadmiyum direncini meydana getiren cadA için esansiyel olan bir proteini 

kodlamakta, küçük olanı ise cadC proteinini kodlamaktadır. Ayrıca hücre 

içerisinden Cd+2’yi uzaklaştırarak efluks pompası gibi görev yapmak da 

cadA’nın fonksiyonlarındandır. (Brunis ve ark., 2000; Silver ve Phung, 

1996). 

 

cadA (S. aureus’un pI258 plazmidi) ve homoloğu zntA (E. coli) 

Pb+2’yi transport edebilme kabiliyetine sahiptirler. Bu transport her iki 

mikroorganizma için de Pb+2’ye karşı direnç oluşumunu meydana 

getirmektedir. zntA geni içeren E. coli 200 µM Pb+2’yi tolere edebilirken, bu 

gene sahip olmayan organizmanın gelişmesi 100 nM’de kısıtlanmaktadır. 

Ayrıca, cadA’da Pb+2’ye karşı oluşan dirençte rol oynamaktadır ve Pb+2 

vasıtasıyla cad operonunun sonlanması cadC’yi baskılamaktadır (Brunis 

ve ark., 2000). Rensing ve ark. (1997), yalnızca kadmiyum direncinden 

sorumlu olan CadA proteininin ZntA ile %35 oranında benzerlik 

gösterdiğini bildirmişlerdir. Hynninen (2010), Cupriavidus metallidurans 

bakterisi ile çalışarak bu bakteride sadece Pb+2’ye ait pbr operonunda 

pbrTRABCD ile çalışmıştır. Ancak E. coli için zntA geninin Zn+2, Cd+2 ve 

Pb+2’ye karşı oluşan dirençten sorumlu olduğunu bildirmiştir. Ayrıca, birçok 

olguda Zn+2 ve Cd+2 direnç mekanizmalarının ayırt edilemediğinden 
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bahsetmiş, çünkü Zn+2 ve Cd+2 direncini aynı genlerin kodladığını 

bildirmişlerdir, bu görüşü; Talat, 2000’de yaptığı tez çalışmasında 

destekler nitelikte görüş bildirmiştir. 

 

 

1.13.2. Bakır 
 

Bakteriyel efluks mekanizmasına diğer bir üçüncü örnek ise esansiyel Cu+2 

iyonlarının dışarı atılımıdır. Gram pozitif olan Enterococcus hirae’de cop 

operonu tespit edilmiş ve bu operon copA, copB, copY, copZ olarak dört 

adet gen içermektedir. Bu genler kromozomal kökenlidir (Brunis ve ark., 

2000; Cobine ve ark., 1999; Rouch ve ark., 1985). Özellikle E. coli 

plazmidlerince kodlanan dirençte ise, pco operonunda bulunan yedi adet 

pcoABCDRSE görev almaktadır. pcoABCD’nin gen ürünleri birbirlerine 

benzerlik göstermekte, pcoA ve B genellikle eflukstan sorumludur, pcoC 

ve D ise intrasellüler olarak Cu+2’yi bağlamakta ve pcoE’nin görevi tama 

olarak bilinmemektedir. pcoR ve S pco operonunun regülasyonundan 

sorumludurlar ve aynı zamanda pcoR dirençten sorumlu tutulmaktadır 

(Talat, 2000).  

 
 

1.13.3. Mangan  
 

Patzer ve Hantke (2001), E. coli’de Mn+2 alımı ile bu metalin birçok 

enzimde kofaktör olarak görev yaptığını ve MntH’nin proton bağımlı metal 

transportunda bulunduğunu bildirmişlerdir. Yamamoto ve ark. (2011), Mn+2 

duyarlı transkripsiyon faktörü olan MntR’nin E. coli’de homeostazisi regüle 

ettiğini bildirmişlerdir. Waters ve ark. (2011), manganın hücreler için 

önemli bir mikro-besin kaynağı olduğunu, enzim kofaktörü gibi işlev 

gördüğünü ve oksidatif strese karşı koruyucu olduğunu bildirmişlerdir. Bu 

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

 

Manganın aşırı düzeyde bulunması toksik etkilerini ve hücrelere 

verdiği zarar hakkında çok az bilgi bulunduğunu, bakterilerin intrasellüler 
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mangan düzeyini transkripsiyon regülatör sistemi; mntR ile kontrol 

ettiklerini bildirmişlerdir. E. coli K-12 ile yaptıkları çalışmada mangan 

transportunda mntH’nin, manganı baskılayıcı olarak mntS’nin (önceden 

rybA olarak bilinen küçük bir RNA genidir) ve mangan için effluks pompası 

genini kodlayan mntP’nin (önceden yebN olarak bilinen bir gendir) varlığını 

ortaya koyarken, bu genlerin E. coli’de MntR vasıtasıyla regüle edildiklerini 

bildirmişlerdir. Ayrca, MntR’nin transkripsiyonda pirimer sensör gibi görev 

yaparak, mangan zararına karşı dönüştürücü olduğunu da bildirmişlerdir. 

mntR’nin varlığını mikroarray ile E. coli K-12 suşunda ortaya koymuşlardır 

(Waters ve ark., 2011).  

 

 
1.13.4. Civa  

 

Mikroorganizmalarda bulunan civa direnci enzimatik detoksifikasyon için 

en iyi örnektir. merA geni ise, civa redüktaz enzimi kodlamaktadır ve 

genetik dirençlilikte de rol oynamaktadır. Civa, enzim ve proteinlerin bir 

bölümünü oluşturan tiyole bağlandığı için toksiktir. Bazı bakteriler Hg+2 

(mer) direnç operonunda merABCTPR olarak bir seri geni içermektedir 

(Brunis ve ark., 2000). 

 

 Civa redüktaz enzimi merA geni kodlamakta ve genetik dirençliliğe 

neden olmaktadır (Abou-Shanab ve ark., 2007). Civa redüktaz, civa 

iyonları için oldukça spesifik bir homodimerdir ve diğer hiçbir metali 

redükte edemez ve oksitleyemez. merB ise monomer bir enzim olan 

organomerkuriyal liyaz’ı kodlamaktadır. mer transport genleri ise merC,T 

ve P’den oluşmaktadır. Civanın transportunda merC’nin fonksiyonu ise 

tam olarak açıklanamamıştır. Birçok çalışma mer operonunda bulunan 

merR genini incelemiştir. Bu gen, merR proteininin üretimini regüle 

etmektedir. Bu protein, Hg+2’nin varlığında pozitif olarak, yokluğunda ise 

negatif olarak regülatör görev yapmaktadır (Brunis ve ark., 2000; Silver ve 

Phung, 1996).  
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1.14. Metal Dirençliliğinin Saptanması 

 

Aşırı miktarlarda alınımı mikroorganizmalarda toksik etkilere neden olan 

ağır metallere karşı bakteriyel direncin fenotipik olarak saptanmasında 

konvansiyonel yöntemden, genotipik olarak saptanmasında ise moleküler 

yöntemlerden faydalanılmaktadır (Abou-Shanab ve ark., 2007; Akinbowale 

ve ark., 2007). 

 

 

1.14.1. Konvansiyonel Yöntem ile Fenotipik Direnç Profillerinin 
Belirlenmesi 
 

E. coli izolatlarının ağır metal dirençlilik profillerinin fenotipik olarak 

belirlenmesinde, CLSI’nın (Clinical and Laboratory Standarts Institute) 

Disk Difüzyon tekniği modifiye edilerek MIC (Minimal İnhibisyon 

Konsantrasyon) değerlerinin tespit edilmesini esas alan bir yöntem 

kullanılmaktadır. Bu yönteme göre direnç profilleri araştırılan suşların, 

kontrol suş olan E. coli K-12’nin MIC değerinden daha yüksek bir ortamda 

üremesi, incelenen suşların ağır metallere karşı dirençli olduğunu 

göstermektedir (Akinbowale ve ark., 2007).  

 

İzgür ve İstanbulluoğlu (1983), hastalıklı 66 adet tavuk bağırsak 

içeriğinden identifiye ettikleri E. coli izolatında civa klorür ve gümüş nitrat 

ağır metallerinin dirençliliğini araştırmışlardır. Civa-klorür dirençliliği 

açısından incelenen E. coli suşlarının %6’sı 25 µg/ml, %9,1’i 12,5 µg/ml, 

%38,2’si 6,25 µg/ml ve %50’si 3,12 µg/ml MIC değerlerini tespit 

etmişlerdir. Aarestrup ve Hasman (2004), Danimarka’da bulunan 

çiftliklerden, bakır sülfat ve çinko klorür ağır metal dirençliliğinin 

incelenmesi için yaptıkları bir araştırmada, 165 adet broylere ait dışkı 

örneğinden 51 adet E. coli identifikasyonu yapmışlardır ve bakır sülfat 

dirençliliği açısından inceledikleri E. coli suşlarının MIC değerlendirmesini 

16-20 mM arasında tespit etmişlerdir. 
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Kontrol suş olarak kullanılan E. coli K-12 ile yapılan çalışmalarda 

Akinbowale ve ark. (2007), MIC değerlerini; Kadmiyum-klorür dihidrat 100 

µg/ml; Bakır-sülfat pentahidrat 200 µg/ml; Mangan-klorür dihidrat 1600 

µg/ml; Kurşun-nitrat 800 µg/ml olarak tespit etmişlerdir. Akkan (2009), MIC 

değerlerini; kurşun-nitrat 1600 µg/ml ve mangan-klorür dihidrat 1600 µg/ml 

olarak tespit etmiştir. 

 

Abskharon ve ark. (2008), ağır metallerin endüstriyel atık sular 

içerisinde kötü etkilere neden olan ana toksikasyon kaynakları olduğunu 

bildirmişler ve çalışmalarında Mısır’ın Assiut şehrinde bulunan atık su 

alanlarından 12 adet E. coli suşu izole etmişlerdir ve suşların meydana 

getirdiği direncin fenotipik tayinini MIC değerlendirmesi ile mM cinsinden 

yaparak; Cd+2 (4,4 mM) > Pb+2 (3,1 mM) > Cu+2 (1,57 mM) direnç 

sıralaması oluşturmuşlardır. Mergeay ve ark. (1985),’nın çevresel 

örneklerden izole ettikleri E. coli’lerin ağır metallerle olan ilişkisini 

araştırdıklarından bahsetmişler ve MIC değerlendirmesini mM cinsinden 

yaparak; Mn+2 (20 mM) > Pb+2 (5 mM) > Cu+2 (1 mM) > Cd+2 (0,5 mM) > 

Hg+2 (0,01 mM) direnç sıralaması olduğunu açıklamışlardır. 

 

Karbasizaed ve ark. (2003), İran Isfahan’da bulunan bir hastanede 

bulunan sağlıklı insanlara ait dışkılardan elde ettikleri fekal E. coli’lerin ağır 

metal dirençliliğinin MIC değerlendirmesini Cd+2 200 µg/ml, Pb+2 3200 

µg/ml, Hg+2 54,3 µg/ml ve Cu+2 1750 µg/ml olarak tespit etmişlerdir. 
 

 

1.14.2. Moleküler Yöntemler ile Genotipik Direnç Profillerinin 

Belirlenmesi 
 

Mikroorganizmaların sahip olduğu ağır metal direncinin genotipik 

profillerinin ortaya konulmasında faydalanılan moleküler yöntemler 

arasında; Polymerase Chain Reaction (PCR), Microarray, DNA - DNA 

Hybridization, Restriction Fragment Lenght Polymorphisim (RFLP) ve 

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

2011).  

 

 
1.14.2.1. Kromozomal DNA’nın Saptanması 

 

Total genomik DNA’da bulunan direnç genlerinin saptanması amacıyla, 

mikroorganizmaların DNA’sının ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Ağır 

metal direncinin saptanması amacıyla klasik PCR ile çalışılmıştır (Abou-

Shanab ve ark., 2007). Spain ve Alm (2003), E. coli’de Cu+2’yi efluks 

mekanizması ile organizmadan uzaklaştıran pco genlerinin plazmidlerce 

kodlandığını, cut hedef geninin ise, kromozomal dirençte rol aldığını 

bildirmiştir. Shoeb (2006), yaptığı tez çalışmasının sonucunda ağır 

metallere karşı şekillenen direncin öncelikle plazmid DNA’sında 

şekillendiği ve bunu takiben de kromozomda oluştuğu sonucuna varmıştır. 

Pco hedef gen bölgesinin de plazmidlerce eksprese edildiğini bildirmişler 

ve Spain ve Alm (2003),’in görüşünü desteklemişlerdir. Aynı araştırıcı 

yaptığı çalışmada zntA hedef gen bölgesini E. coli K-12 suşunda 

saptadığını açıklamıştır. Abdelatey ve ark. (2011), Gram pozitif ve Gram 

negatif bakterilerde ağır metal direncinin genomik DNA’da bulunması 

üzerine yaptıkları çalışmalarında; merA genini incelemiş ve bu geni Gram 

negatif bakterin Gram pozitiflere nazaran daha yüksek düzeyde eksprese 

edebildiklerini bildirmişlerdir. Bass ve ark. (1999), Tn21 adında büyük bir 

(19,7-kb’lik) sınıf II replikatif transpozonunun civa direnç operonunu (mer) 

ve aynı zamanda ilaç dirençliliğini de içerdiğini bildirmişlerdir. 

Kanatlılardan izole ettikleri 100 E. coli suşundan merA ile incelenen 

izolatların 50 adedinde direnç geninin varlığını ortaya koymuşlardır. 

Hobman ve ark. (2002), çalışmalarında bu görüşü desteklemektedirler. 

Waters ve ark. (2011), E. coli’nin genomik DNA’sı ile çalışarak mntR’nin 

genomik bağlanma alanının tanımlandığını bildirmişlerdir. 

 

 
 
 



25 
 

1.14.1.2. İntegronların Saptanması 

 

Total genomik DNA’da Sınıf I İntegron genlerinin saptanması amacıyla 

intI1 hedef gen bölgesine ait primer çifti ile klasik PCR incelenmesi 

yapılmaktadır (Hobman ve ark., 2002).  

 

Bass ve ark. (1999), klinik semptomlar gösteren kanatlılardan izole 

ettikleri avian patojenik E. coli’lerde direnç genlerini içeren sınıf 1 integron 

varlığını 280-bp’lik intI1 primeri ile incelemişler ve bu genin varlığını %63 

oranında saptamışlardır. Chen ve ark. (2011), Çin’de yaptıkları bir 

çalışmada dışkı ile kontamine olmuş nehirlerin yüzeylerinden aldıkları 

örneklerden 2,788 adet E. coli izole etmişler ve 500 adet izolatı sınıf 1 

integron varlığı açısından 587-bp’lik intI1 primeri ile incelemişlerdir ve bu 

genin varlığını %41 oranında 206 adet suşta saptamışlardır. 

 
 
1.14.1.3. Plazmid İzolasyonu ve Elde Edilen DNA’da Ağır Metal 

Direncinin Saptanması 
 

Baker-Austin ve ark. (2006), ağır metal ve antibiyotik direnç genlerinin, 

plazmid, transpozon ve integron gibi aynı genetik alanlarda yer aldığını ve 

bu şekilde geliştiğini bildirmişlerdir. Bu araştırmacı gibi; Bass ve ark. 

(1999), Jhonson ve ark. (2004), Jhonson ve ark. (2005)’da integronların, 

plazmid ve transpozonların dirençten sorumlu olduğunu belirtmişlerdir.  

 

Son yıllarda moleküler tekniklerin gelişmesi ile birlikte plazmid 

DNA’sının daha saf olarak elde edilmesi söz konusu olmuştur. Bu amaçla; 

Johnson ve ark. (2004), klinik olarak kolibasillozis semptomları sergileyen 

bir tavuktan E. coli izolasyonu yaparak büyük-konjugatif özellikteki E. coli 

pTJ100 R-plazmidi ile çalışmışlar ve büyüklüğünü 30-kb olarak tespit 

etmişlerdir. Abskharon ve ark. (2008), çoklu ağır metal direnci tespit edilen 

plazmid ilişkili E. coli’nin plazmid molekül büyüklüğünü 27-kb ve 65-kb 

arasında tespit etmişlerdir. Zolgharnein ve ark. (2007), İran körfezinde 

endüstriyel alanlar ile ilişki içerisinde bulunan çeşitli su örneklerinde ağır 
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metal dirençliliğini ve plazmid varlığını araştırmışlardır. Endüstriyel atık 

sulardan izole ettikleri bakterilerin %48, sedimentin %30 ve deniz suyunun 

%22 plazmid oranına sahip olduklarını belirtmişlerdir. Karbasizaed ve ark. 

(2003), insanlara ait dışkılardan elde ettikleri fekal E. coli’lerde > 56,4-kb 

ve 39,4-kb molekül büyüklüğüne sahip plazmidler saptamışlardır ve 

bunların profil olarak çok benzer olduklarını ortay koymuşlardır. Daini ve 

ark. (2005), Ibadan Üniversite Hastanesinin klinik örneklerinden 22 adet 

enterik E. coli, Klebsiella türleri (65), Proteus türleri (65), Salmonella türleri 

(2), Pseudomonas aeruginosa (39) ve Pseudumonas türleri (18) izole 

etmişlerdir ve bu suşlardan 6,6-kb ve 17,4-kb molekül büyüklüğünde beş 

ayrı plazmid profili elde etmişlerdir. Dirençli plazmidlerin en yaygın olarak 

10,7-kb molekül büyüklüğüne sahip olduğunu bildirmişlerdir.  

 

Talat (2000), domuzlardan izole ettiği E. coli’lerin plazmid 

DNA’sında pcoR primeri ile bakır dirençliliğinin varlığını araştırmış ve %61 

oranında bir sonuç elde etmiştir. Waters ve ark. (2011), mntR’nin varlığını 

mikroarray ile E. coli K-12 suşunda ortaya koymuşlardır. Rensing ve ark. 

(1997), yaptıkları bir çalışmada E. coli’de bulunan zntA geninin Zn+2, Cd+2 

ve Pb+2’ye karşı gelişen direnci eksprese ettiğini bildirmişlerdir. Rensing ve 

ark. (1997), fenotipik olarak Cd+2’ye direnç tespit ettikleri E. coli’de, 

plazmid üzerinde zntA’nın eksprese edildiğini bildirmişlerdir. 

 

Araştırmada, tavuk dışkılarından izole edilecek E. coli suşlarının 

broyler tavukların sağaltımında kullanılan antibiyotiklere karşı direncin 

konvansiyonel olarak ve kümes dezenfeksiyonu amacıyla kullanılan 

dezenfektanların içerdiği ağır metallere karşı oluşturdukları direncin 

belirlenmesi amaçlandı. Bu amaçla izole ve identifiye edilen suşların ağır 

metal dirençlilikleri konvansiyonel ve PCR temelli moleküler teknikler ile 

genetik düzeyde belirlendi. Bu tekniklerin standardizasyonu yapılarak elde 

edilen bulgularla son yıllardaki dirençlilik profili ortaya konuldu. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Gereç 

2.1.1. Örneklerin Toplanması 
 

Bu çalışmada, E. coli izolasyonu için gerekli olan tavuk dışkı örnekleri 175 

adet materyal 4 ayrı entegre tesise ait kümeslerden steril kaplara toplandı 

ve bu materyallerden izole edilen 105 E. coli suşu incelendi (Çizelge 2.1.). 

 
Çizelge 2.1. İncelenen dışkı örnekleri  
 
Örneklerin Toplandığı Yerler Toplanan Örnek Sayısı İzole Edilen E. coli 

Sayısı 

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 için %10 defibrine koyun kanı içeren Kanlı Agar ile 

identifikasyon amacıyla MacConkey Agar, Eosin Metilen Blue Agar (Difco), 

Triple-Sugar-Iron Agar (Merck), Metil Red, Voges Proskauer Medium 

(Difco) ve izole edilen suşların pasajı için Nutrient Agar ve Nutrient Buyyon 

(Oxoid) kullanıldı. Suşlardan plazmid izolasyonu ve DNA ekstraksiyonu 

yapmak amacıyla Luria Bertoni Buyyon (LB), (Difco), izole edilen suşların 

saklanması amacıyla da %20 Gliserin (Merck) ilave edilmiş Trypticase Soy 

Broth (TSB, Oxoid)’dan yararlanıldı (Arda, 1995; Arda, 2006a).  
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 Antibiyotik ve ağır metal dirençlilik profillerinin belirlenmesinde 

Mueller Hinton Agar (Merck), steril filtre (Whatmann, 0.2μm çapında) ve 

Mc Farland tüp №: 0,5 (Remel) kullanıldı.  

 

2.1.3. Ayıraçlar 

MR testinin değerlendirilmesi için Metil Red ayıracı (Merck), VP testinin 

değerlendirilmesi amacıyla Voges Proskauer ayıracı (Merck) ve indol 

testinin değerlendirilmesi amacıyla da Kovaks ayıracı (Merck) kullanıldı 

(Arda, 2006a). 

 

 

2.1.4. Antibiyotik Diskleri 

E. coli’lerin antibiyotik direnç profillerinin belirlenmesinde CLSI’nın önerdiği 

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 seçilmiştir (Çizelge 2.2.). 

 

2.1.5. Kullanılan Ağır Metaller 

 

E. coli’nin metallere direncini belirlemek amacıyla kadmiyum-klorür dihidrat 

(CdCl2.2H2O), bakır-sülfat pentahidrat (CuSO4.5H2O), kurşun-nitrat 

(Pb(NO3)2), civa-klorür (HgCl2) ve mangan-klorür dihidrat (MnCl2.2H2O) 

(Merck) kullanıldı. 

 

2.1.6. PCR’da Kullanılan 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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karışımı (Fermentas), Taq DNA polimeraz (Fermentas), Primerler 

(Operon), DNA marker (100 bp) (Fermentas), Agarose (Prona), Ethidium 

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

 

2.1.7. Plazmid İzolasyonunda Kullanılan Maddeler 

 

UltraClean™, Standard Mini Plasmid Prep Kit™ (MO BIO), Lambda 

DNA/HindIII Marker, 2 (Fermentas) kullanıldı. 

 

2.1.8. PCR’da Kullanılan Cihaz ve Ekipmanlar 

 

Bu çalışmada, hassas terazi (Scaltec sbc41), santrifüj (Hettich), steril 

kabin (laminar flow) (Bioair Instruments, Aura 2000, Mac), vorteks (Fine 

Vortex), DNA Thermal Cycler (Biometra), Jel elektroforez cihazı ve güç 

kaynağı (Wealtec elite 3000 plus), UV transillüminatörlü bilgisayarlı 

görüntüleme sistemi (Gene Genius, Syngene, Bio Imaging System), 

Termal printer (Sony) kullanıldı. 

 

 
2.1.9. Standart Suşlar 
 

Çalışmada izole edilen suşların identifikasyonu, MIC değerlendirmeleri için 

yapılan konvansiyonel testlerde, antibiyotik ve ağır metal dirençlilik 

profillerinin belirlenmesi için yapılan moleküler incelemelerde pozitif kontrol 

olarak, Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, 

Kürsü Kültür Koleksiyonu’ndan sağlanan E. coli K-12 suşu kullanıldı. 
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2.2. Yöntem 

2.2.1. İzolasyon ve İdentifikasyon 

E. coli suşlarının izolasyonu için toplanan örneklerden direkt olarak Kanlı 

Agar, MacConkey Agar ve Eosin Metilen Blue Agar’a ekimler yapılarak 

37°C’de 18-24 saat inkubasyona bırakıldı. İnkubasyon sonrası şekillenen 

kolonilerin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri incelenerek (İndol, 

Metil Red, Voges Proskauer vb.) biyokimyasal özelliklerine göre 

identifikasyona gidildi. E. coli olarak tanımlanan suşlar daha sonra 

kullanılmak amacıyla %20 gliserinli TSB’de süspanse edilerek -20°C’de 

saklandı (Arda, 2006a). 

 

 

2.2.2. Antibiyotik Duyarlılık Testleri 

 

Antibiyotik duyarlılık testinde izolasyonu yapılan E. coli suşları CLSI’nın 

(Clinical and Laboratory Standarts Institute) önerdiği Disk Diffuzyon 

tekniğine göre yapılmıştır (CLSI documents M1000-S17). Buna göre, 

suşlar bir gece boyunca 37oC’lik etüvde Nutrient Buyyon’da üretildi ve 

McFarland tüp №: 0,5 esas alınarak suşların Mueller Hinton Agara 0,1 ml 

yayma tarzında ekimleri yapıldı. Agar yüzeyi oda ısısında kuruduktan 

sonra (5–10 dk) yüzeyine CLSI’nın önerdiği 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), 

Sülfametoksazol (25 mg/L, Oxoid) antibiyotik diskleri yerleştirildi. Ekim 

işlemleri tamamlanan petriler 24 saat boyunca 37oC’lik etüve inkubasyon 

için bırakıldı ve antibiyotik dirençlilikleri CLSI standartlarına göre 

değerlendirildi (Çizelge 2.2.). Test sonucunda 3 veya daha fazla antibiyotik 

sınıfına dirençli bulunan suşlar çoklu antibiyotik dirençli olarak belirlendi. 

Bu testin sonucunda ayrıca E. coli suşlarının fenotipik olarak, çoklu 

antibiyotik dirençliliği de değerlendirildi (Abskharon ve ark., 2008). 
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Çizelge 2.2. CLSI’ya göre E. coli suşuna ait Direnç Durumunun Değerlendirme Kriterleri 

Antibiyotik Dirençli (R) Orta Duyarlı (I) Duyarlı (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 

Sülfametoksazol (RL) 13 mm - 14 mm 

 
 

2.2.3. Ağır Metal Dirençlilik Testleri 
 

Ağır metal direncinin fenotipik profillerinin belirlenmesi için konvansiyonel 

yöntemlerden, genotipik profillerinin belirlenmesi için de moleküler 

yöntemlerden faydalanıldı. 

 

 

2.2.3.1. Ağır Metal Dirençliliğinin Fenotipik Profillerinin Belirlenmesi 
 

Testler E. coli izolatları ile CLSI’nın (Clinical and Laboratory Standarts 

Institute) Disk Difüzyon tekniği modifiye edilerek ağır metallerin dirençliliği 

incelendi. Buna göre, her suş için beş farklı ağır metalin ayrı ayrı minimal 

inhibisyon konsantrasyonları (MIC) hesaplandı. Bunun için 12,5 μg/ml’den 

6400 μg/mL’ye kadar konsantrasyonlarda Cd+2, Cu+2, Pb+2, Hg+2 ve Mn+2 

içeren ağır metal tuz çözeltileri Mueller-Hinton Agar kullanılarak 

bakterilerin minimal inhibisyon konsantrasyonları araştırıldı. Metal 

tuzlarının sulu çözeltileri besi ortamına steril filtre (Whatmann, 0.2μm 

çapında) aracılığı ile sterilizasyon işleminden geçirilerek ilave edildi. 

Seçilen her bir ağır metal için çeşitli dilüsyonlarda ağır metal içeren 

Mueller-Hinton agar besiyerleri hazırlandı. Nutrient Agar’da saf olarak 

üreyen E. coli’lerin tek kolonileri alınarak Nutrient Buyyon’a geçildi ve 

37oC’lik etüvde bir gece süre ile inkubasyona bırakıldı. Üreyen 

kolonilerden McFarland tüp №: 0,5 esas alınarak 2’şer µl nokta ekimler 

yapıldı. Denenen bakteri suşu kontrol organizma olarak kullanılan E. coli 
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K-12’nin MIC değerinden daha yüksek bir ortamda ürüyorsa dirençli 

sayıldı (Akinbowale ve ark., 2007; Sevgi, 2007). 

 

 

2.2.3.2. Ağır Metal Dirençliliğinin Genotipik Profillerinin Belirlenmesi 

 

Ağır metal ve Sınıf I İntegrona ait genotipik dirençlilik profillerinin 

incelenmesi amacıyla PCR (Polymerase Chain Reaction) için sırasıyla 

ekstraksiyon, amplifikasyon, elektroforez ve görüntüleme işlemleri 

gerçekleştirildi. 105 E. coli suşu Nutrient Agar’da aktive edildikten sonra 

1,5 ml’lik ependorf tüplerin içerisinde 1 ml’lik LB Buyyon’a ekilerek 37°C’de 

18 saat inkube edildi. İnkubasyon sonrası ependorf tüpler 5000 g’de 10 dk 

santrifüj edildi. Santrifüj sonunda süpernatant atılarak pelet kısmı DNA 

ekstraksiyonu için kullanıldı (Sambrook ve Russell, 2002).  

 

Yüzbeş E. coli suşundan ekstrakte DNA’lar ile PCR 

optimizasyonlarında belirtilen yöntemler vasıtasıyla çalışıldı, böylelikle ağır 

metal dirençliliğine ait hedef gen bölgeleri; pcoR, merA, zntA ve mntR 

primer çiftleri ve ayrıca, direnç genlerini içeren sınıf 1 integronlara ait 

hedef gen bölgesi; intI1 primer çifti incelendi.  

 

 

Ekstraksiyon 

 

DNA ekstraksiyonunda ticari Fermentas GeneJET Genomik DNA 

Purifikasyon kiti (Fermentas) kullanıldı. Protokol olarak kit prosedürü 

içerisinde bulunan; Gram Negatif Bakteriler için DNA Purifikasyonu 

protokolü seçildi. Bu prosedüre göre DNA ekstraksiyonu aşağıda 

belirtildiği gibi yapıldı. 
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• Pelet, 180 µl digestion solüsyonu ile süspanse edildi. Daha sonra 20 µl 

Proteinaz K solüsyonu eklendi ve vortekslendi. Lizis için 56oC’de 30 dk 

inkube edildi.  

• 20 µl RNase A solüsyonu eklendi ve vorteks yapılarak 10 dk oda ısısında 

inkubasyona bırakıldı. 

• 200 µl lizis solüsyonu eklendi. Homojen bir karışım elde etmek için 15 

saniye vorteks yapıldı. 

• 400 µl %50’lik etanol eklendi ve vorteks yapıldı. 

• Hazırlanan lizat, spin column tüpüne aktarıldı. 

• 6000 g’de 1 dk santrifüj edildi. Koleksiyon tüpü atılarak yeni 2 ml’lik 

koleksiyon tüpü takıldı. 

• 500 µl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer I solüsyonundan eklendi 

8000 g’de 1 dk santrifüj edildi. Koleksiyon tüpü atılarak yeni koleksiyon 

tüpü takıldı. 

• 500 µl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer II solüsyonundan 

eklendi 12000 g’de 3 dk santrifüj edildi. Koleksiyon tüpü atılarak, spin 

column 1,5 ml’lik ependorfa takıldı. 

• 200 µl elution buffer eklendi ve 2 dk oda ısısında inkubasyonu takiben 

8000 g’de 1 dk santrifüj edildi.  

• Spin column atılarak 1,5 ml’lik ependorfa içerisinde saf DNA elde edildi. 

 

Ekstraksiyonu yapılan DNA örnekleri amplifikasyon işlemleri 

yapılana kadar -20°C’de template DNA olarak kullanılmak üzere saklandı. 

 
 
Amplifikasyon 

 

Primerler 

 

Bu çalışmada, ağır metal dirençliliklerinin genotipik profillerinin 

araştırılması amacı ile NCBI-BLAST [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/] ve 

Fast-PCR [http://primerdigital.com/fastpcr.html] Programları kullanılarak; 

İntegron, Civa, Bakır, Kadmiyum-Kurşun ve Mangan için yeni primer 

dizaynları (intI1-Bass ve ark. (1999); merA-Brown ve ark. (1986), Misra ve 
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ark. (1984); pcoR-Hall (2007); zntA- Liu ve ark. (2006), Rensing ve ark. 

(1997) ve mntR-Yamamoto ve ark. (2011), Waters ve ark. (2011) 

araştırmacılarının belirtmiş oldukları hedef gen bölgelerini içermektedir) 

yapıldı. Ağır metal ve integron primerleri elde edildikten sonra, DNA 

ekstraksiyonu yapılan 105 adet E. coli suşu DNA’larının ng/µl miktarları 

spektrofotometre ile ölçülerek, amplifikasyonda kullanılacak olan template 

DNA miktarları ortaya konuldu. Kullanılan primerlerin baz dizileri, ilgili gen 

bölgeleri, ürün uzunlukları ve kaynak bilgileri Çizelge 2.3.’de sunulmuştur.  

 
Çizelge 2.3. Primerlerin baz dizileri, bağlandıkları spesifik gen bölgeleri, PCR ürünlerinin 
 uzunlukları.  
 

Primer 

Adı 

Sekans Hedef  

Gen 

 Ürün 

Uzunluğu 

 
Kaynak Literatür 

intI1 F 

intI1 R 

5’-CCAACCGAACAGGCTTATGT-3’ 

5’-CCAAGCTCTCGGGTAACATC-3’ 

 intI1 460 bp Bu çalışmada 

MntR F 

MntR R 

5’-CGCAGTTAGTGAACGTGGAA-3’ 

5’-AACAAACGAAAAGCGTCGAG-3’ 

 mntR 403bp Bu çalışmada  

MerA F 

MerA R 

5’-ATGAGCGCCTACACGGTATC-3’ 

5’- CTGGCATGGAGGCCAGTT-3’ 

 merA 331bp Bu çalışmada 

PcoR F 

PcoR R 

5’-AGGCTATCAGGCCGATCTCT-3’ 

5’- CCAGACCAGGGACGAGATAA-3’ 

 pcoR 469bp Bu çalışmada 

ZntA F 

ZntA R 
5’- GGCGTGAATCAGGTACAGGT-3’ 
5’- CCTTCCAGTCGTTCACCAAT-3’ 

 zntA 431bp Bu çalışmada 

 
 

2.2.4. PCR Optimizasyonu 

 

PCR karışımı her bir örnek için 25 µl’lik final hacim olacak şekilde, 

optimizasyon için MgCl2 miktarları; 2,5, 3, 3,5 mM ve buna göre değişen 

PCR Water miktarları ile aşağıdaki gibi hazırlandı; 

 

2,5 μl 10 x PCR tamponu (Fermentas), 2,5, 3, 3,5 μl MgCl2 

(Fermentas), 0,5 μl 10 mM dNTP (Fermentas) , 1 μl Primer F, 1 μl Primer 

R (Operon), 0,3 μl Taq DNA Polimeraz (Fermentas) ve PCR water 

(Fermentas) ile 23 μl’lik hacme tamamlandı. Bu karışımdan her bir tüpe 23 

μl konuldu ve üzerine 2 μl örneğe ait template DNA eklenerek toplam 25 

μl’lik final hacim hazırlandı. 
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Sınıf I İntegrona Ait Hedef Gen Bölgesi; intI1 Primerinin Bağlanma, 

Sıcaklık ve Süre Optimizasyonu 

 

Amplifikasyon işleminde elde edilecek görüntünün en spesifik bantları 

verebilmesi için genel PCR amplifikasyon işleminden yola çıkılarak, 

optimizasyon yapıldı. Bunun için öncelikle; 95oC’de 5 dk bekletilerek ön 

denatürasyon, 95oC’de 15 sn denatürasyon, 60oC’de 1 dk primer 

bağlanması, 72oC’de 45 sn ekstensiyon aşamasını içeren 40 siklustan 

oluştu ve 72oC’de 7 dk bekletilerek son ekstensiyon aşaması ile reaksiyon 

tamamlandı.  

 

Daha sonraki çalışmalarda intI1 primeri için, primer bağlanma ısısı 

ve zamanı 60oC’de 45 sn olarak sıra ile 40, 35 ve 29 siklus olarak denendi, 

sonuç olarak en spesifik bant veren görüntü seçildi.  

 

Buradan elde edilen sonuçlara göre, 105 E. coli suşunda yukarıda 

açıklanan yöntemlerle intI1 primerinin varlığı araştırıldı. 

 

 

Ağır Metal Dirençliliğine Ait Hedef Gen Bölgeleri Primerlerinin 

Bağlanma, Sıcaklık ve Süre Optimizasyonu 

 

Bu çalışmada da yukarıda belirtildiği gibi; 95oC’de 5 dk bekletilerek ön 

denatürasyon, 95oC’de 15 sn denatürasyon, 60oC’de 1 dk primer 

bağlanması, 72oC’de 45 sn ekstensiyon aşamasını içeren 40 siklustan 

oluştu ve 72oC’de 7 dk bekletilerek son ekstensiyon aşaması ile reaksiyon 

tamamlandı.  

 

pcoR, merA primer çiftleri için; primer bağlanma aşaması 62oC’de 

45 sn, toplam 40 siklus olarak çalışıldı. 

 

 zntA, mntR primer çiftleri için; primer bağlanma aşaması 60oC’de 1 

dk, toplam 40 siklus olarak çalışıldı. 
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Buradan elde edilen sonuçlara göre, 105 E. coli suşunda yukarıda 

açıklanan yöntemlerle pcoR, merA, zntA ve mntR primerlerinin varlığı 

araştırıldı. 

 
Elektroforez 

 

Amplifiye edilen her örnekten 10 μl alınıp 2 μl 6xLoading Dye solüsyonu ile 

karıştırılarak, 20 cm’lik %1,5’luk agoroz (Prona) içeren 200 ml TBE 

solüsyonu ile hazırlanan jele yüklendi. Jeldeki birinci göze 4 μl DNA 

Marker (Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus, Fermantas) konularak 160 

Volt’ta 70 dk elektroforez işlemi gerçekleştirildi (Sambrook ve Russell, 

2002). 

 

 
Örneklerin Görüntülenmesi 
 

Biyo-görüntüleme sistemi (Gene Genius, Syngene) kullanılarak jeldeki 

bantlar görüntülendi. 

 
2.2.5. Plazmid İzolasyonu 
 

Ağır metal dirençliliği saptanan E. coli suşlarında dirençliliğe neden 

olabilecek plazmid izolasyonu için UltraClean™, Standard Mini Plasmid 

Prep Kit™ kullanıldı. Bu kit prosedürünün temeli, yüksek tuz 

konsantrasyonunda 30 dakikadan daha az bir sürede silikon birleştirici 

özellik kullanılarak hızlı santrifüj ile plazmid DNA’sını, taze rekombinant 

DNA kültürden kolonlarda tutarak yakalama yöntemine dayanmaktadır. 

 

İzolasyonu gerçekleştirmek için Luria Bertoni Buyyon’da bir gece 

inkube edilen tüm E. coli suşları plazmid varlılıkları yönünden 

araştırılmıştır. 

 

Plazmid DNA’sının ekstraksiyon işlemi kullanılan kitin prosedürüne 

göre aşağıda bildirildiği şekilde yapıldı.  
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 Luria Bertoni Buyyon’da bir gece üretilen kültürden 2 ml alınınarak 

10,000 x g’de 1 dk santrifüj edildi, süpernatant atıldı. 

 Kalan bakteriyel pelet üzerine 200 µl Solüsyon 1 (hücre süspansiyon 

solüsyonu) eklendi ve tamamen homojen oluncaya kadar vortekslendi. 

 Üzerine 250 µl Solüsyon 2 (hücre lizis solüsyonu) eklendi ve 4-6 defa 

nazikçe alt-üst edilerek karıştırıldı. Vortekslenmedi. Çünkü bu durumda 

Genomik DNA’da bulunmaktadır.  

 Üzerine 350 µl Solüsyon 3 (bağlayıcı solüsyon) eklendi sonuçta tüp 

içerisinde bir bulanıklık oluştu.  

 10,000 x g’de 1 dk boyunca santrifüj edildi.  

 Süpernatant, spin filtreye aktarıldı. Dipte biriken beyaz pelet kısım 

aktarılmadı.  

 10,000 x g’de 30-60 sn santrifüj edildi. Üstte biriken sıvı dikkatlice atıldı. 

 Pelet kısmın üzerine 700 µl Solüsyon 4 (Yıkama Solüsyonu) eklendi.  

 10,000 x g’de 30-60 sn santrifüj edildi. 

 Üstte biriken sıvı atıldı. Önemli; 10,000 x g’de 1dk santrifüj edildi ve 

geriye kalan yıkama solüsyonu da uzaklaştırıldı. 

 Spin filtre, 1,5 ml’lik diğer bir eppendorfa dikkatlice aktarıldı. 

 Spin filtre membranının merkezine 50 µl Solüsyon 5 (Elusyon 

Solüsyonu) eklendi. 1 dk. oda ısısında bekletildi. 10,000 x g’de 1 dk 

santrifüj edildi. 

 Son aşamada spin filtre atılarak uzaklaştırıldı ve eppendorf tüpünde 

plazmid DNA’sı toplandı.  

Ekstraksiyonu yapılan Plazmid DNA örnekleri jel elektroforeze tabi 

tutulmak üzere -20oC’de saklandı. 

 

Elektroforez 
 

Amplifiye edilen her örnekten 10 μl alınıp 2 μl 6xLoading Dye solüsyonu ile 

karıştırılarak, 20 cm’lik %1’lik agoroz (Prona) jele yüklendi. Plazmidlerin 

elektroforez işlemi için 0,5 X TAE (Tris Glasiyel asit EDTA) Buffer 
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kullanıldı. Jeldeki birinci göze 4 μl Lambda DNA/HindIII Marker, 2 

(Fermentas) konularak 150 Volt’ta 90 dk elektroforez işlemi gerçekleştirildi 

(Sambrook ve Russell, 2002). 

 
 

Örneklerin Görüntülenmesi 
 

Biyo-görüntüleme sistemi (Gene Genius, Syngene) kullanılarak jeldeki 

bantlar görüntülendi. 

 

 
2.2.6. Plazmid DNA’sında Ağır Metal Varlığı 
 

Konvansiyonel olarak ağır metal duyarlılık testinde MIC değerlerine göre 

fenotipik düzeyde duyarlı ve dirençli olarak saptanan E. coli suşlarında, 

yapılan plazmid izolasyonu sonrası elde edilen plazmid DNA’larında ağır 

metal direnç genlerinin varlığı PCR ile araştırıldı. Bu amaçla daha önce 

optimizasyonu yapılan dört adet ağır metal primeri ile çalışıldı. 

 

merA, mntR, pcoR ve zntA primer çiftleri ile ekstrakte edilen ve 

varlığı jel elektroforezde saptanan plazmid DNA’ları ağır metal dirençliliği 

açısından incelendi. pcoR, merA primer çiftleri için; primer bağlanma 

aşaması 62oC’de 45 sn, toplam 40 siklus olarak çalışıldı. zntA, mntR 

primer çiftleri için ise, primer bağlanma aşaması 60oC’de 1 dk, toplam 40 

siklus olarak çalışıldı (Abou-Shanab ve ark., 2007; Hynninen, 2010; 

Mergeay ve ark., 1985; Talat, 2000; Waters ve ark., 2011). 

 

 

Elektroforez 
 

Amplifiye edilen her örnekten 10 μl alınıp 2 μl 6xLoading Dye solüsyonu ile 

karıştırılarak, 20 cm’lik %1’lik agoroz (Prona) jele yüklendi. Plazmidlerin 

elektroforez işlemi için 0,5 X TAE (Tris Glasiyel asit EDTA) Buffer 

kullanıldı. Jeldeki birinci göze 4 μl DNA Marker (Gene Ruler 100 bp DNA 
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Ladder Plus, Fermantas) konularak 150 Volt’ta 60 dk elektroforez işlemi 

gerçekleştirildi (Sambrook ve Russell, 2002). 

 

 

Örneklerin Görüntülenmesi 

 

Biyo-görüntüleme sistemi (Gene Genius, Syngene) kullanılarak jeldeki 

bantlar görüntülendi. 
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3. BULGULAR 

3.1. İzolasyon ve İdentifikasyon Bulguları  
 

Tez kapsamında toplam 175 adet dışkı örneği E. coli izolasyonu için 

incelendi ve toplam 105 (%60,0) adet E. coli identifikasyonu yapıldı, 

identifikasyonda kullanılan biyokimyasal testler ve suşların identifikasyon 

sonuçları Çizelge 3.1.’de gösterildi. 

 
Çizelge 3.1. Escherichia coli identifikasyonunda kullanılan biyokimyasal testler ve 

sonuçları 

Kullanılan Testler Testlerin Sonuçları 

Katalaz  + 

Oksidaz  - 

İndol  + 

Metil Red + 

Voges-Proskauer - 

Sitrat - 

Triple-sugar-iron Agar (karbonhidrat 
fermentasyonu; laktoz, sukroz, glukoz) Gaz 
oluşumu 

+/+/+ 

+ 

H2S - 

Üre Testi - 

O/F Testi Fermentatif 

37oC’de hareketlilik testi + 

 

 
3.2. Antibiyotik Duyarlılık Testlerine Ait Bulguları 
 

İzole edilen 105 adet Escherichia coli suşunun; 15 (%14,2)’i 

Siprofloksasin’e, 52 (%49,5)’i Gentamisin’e, 97 (%92,3)’i Seftazidim’e, 24 

(%22,8)’ü Kanamisin’e, 1 (%0,9)’i Sülfametoksazol’e duyarlı; 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 duyarlı; 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)’ü 
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Sülfametoksazol’e dirençli olarak bulundu (Çizelge 3.2.). Çalışmada çoklu 

antibiyotik dirençliliği de araştırıldı. Kullanılan tüm antibiyotiklere karşı 

oluşan çoklu direnç 96 (%91,4) adet suşta tespit edildi. 9 (%8,5) adet 

suşta ise çoklu antibiyotik direnci tespit edilmedi. 

 

 
Çizelge 3.2. E. coli suşlarında antibiyotik duyarlılık test sonuçları 

Kullanılan 

Antibiyotiğin Adı 

Duyarlılık (S) Oranları 

(%) 

Orta Derecede 

Duyarlılık (I) 

Oranları (%) 

Dirençlilik (R) 

Oranları (%) 

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) 

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

 

 
3.3. Ağır Metal Dirençlilik Testlerine Ait Fenotipik Bulgular 

 

İzolasyonu ve identifikasyonu yapılan E. coli suşlarına CdCl2.2H2O, 

CuSO4.5H2O, HgCl2, Pb(NO3)2 ve MnCl2.2H2O ile ağır metal duyarlılık testi 

ile MIC değerlendirmesi yapılarak, bu ağır metallere karşı E. coli suşlarının 

dirençlilikleri fenotipik olarak araştırıldı. Sonuçlar; Çizelge 3.3.’de 

gösterildi. Ayrıca Şekil 3.1.’de ağır metal duyarlılık testi görüntüleri 

görülmektedir. 
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Çizelge 3.3. İdentifiye edilen 105 E. coli suşunda ağır metal duyarlılık testi sonucunda 

elde edilen MIC değerlerine ait fenotipik bulgular 
 

Ağır Metal 

Konsantrasyonları 

Kullanılan ağır metaller 

CdCl2.2H2O 

(Sayı/%) 

CuSO4.5H2O 

(Sayı/%) 

HgCl2 

(Sayı/%) 

MnCl2.2H2O 

(Sayı/%) 

Pb(NO3)2 

(Sayı/%) 

12,5 µg/ ml - - - - - 

25 µg/ ml 59 (%24,8) - 59 (%56,1) - - 

50 µg/ ml - - 43 (%40,9) 

a 

- - 

100 µg/ ml 31 (%29,5) 

a 

-  3 (%2,8) - - 

200 µg/ ml 15 (%14,3) - - - - 

400 µg/ ml - 97 (%92,3) 

a 

- - - 

800 µg/ ml - 8 (%7,6) -  - - 

1600 µg/ml - - - 18 (%17,1) 

a 

20 (%19,0) 

a 

3200 µg/ml - - - 87 (%82,8) 85 (%80,9) 

6400 µg/ml - - - - - 

Toplam 105 105 105 105 105 

a: E. coli K-12 kontrol suşuna ait ağır metal konsantrasyon değerleri. 

 

 
Şekil 3.1. Ağır metal duyarlılık testi sonucunda MIC değerinin tespit 

edildiği üremelerin görüntüsü. 
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3.4. Ağır Metal Dirençliliğinde Rol Oynayan Sınıf I İntegrona Ait 

Genotipik Bulgular 
 

Dışkı örneklerinden izolasyonu ve identifikasyonu yapılan E. coli 

suşlarının kromozomal DNA’sında Sınıf I İntegron varlığı genotipik olarak 

araştırıldı. Tasarlanan intI1 primer çiftinin optimizasyonu için öncelikle her 

bir örnek 25 µl’lik final hacim olacak şekilde, MgCl2 miktarları; 2,5, 3, 3,5 

mM ve daha sonraki çalışmalarda, primer bağlanma ısısı ve zamanı 

60oC’de 45 sn olarak sıra ile 40, 35 ve 29 siklus olarak denendi. Ayrıca, 

spektrofotometre ile DNA’larının ng/µl miktarları tespit edilen E. coli 

suşlarına ait beş ayrı grup oluşturuldu, bunun sonucunda da PCR miskleri 

intI1 primer çifti ve yeni dizayn edilen ağır metal primer çiftleri için de yine 

beş ayrı grupta çalışıldı. Elde edilen sonuçlara göre ortalama 10 ng/µl 

miktarındaki DNA’ya ait PCR miski ile çalışılarak, Şekil 3.2’de gösterilen 

sonuçlarda; en spesifik bant veren görüntü çalışma için seçildi. 

 

 
Şekil 3.2. PCR’da intI1 pozitif örnek görüntü. M: Marker (100 bp); 1.- 

kontrol, 2. + kontrol, 3. Pozitiflik saptanan örnek.  

*: Bu çalışmada bağlanma, sıcaklık ve süreye ait ve kullanılan MgCl2 

miktarlarına yönelik yapılan PCR optimizasyonları farklı zamanlarda 

çalışıldı ve sonuçlar bir şekil üzerinde gösterildi. 

 

Çalışmada integron ile ilişkili olan intI1 geni toplam 105 adet E. coli 

suşunun 77 (%73,3)’sinde saptandı (Şekil 3.3.). 
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Şekil 3.3. PCR’da intI1 örnek görüntü. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3- 4 , 6 - 9: 

pozitif örnek görüntü; 5, 10: negatif örnek görüntü; M: Marker (100 bp);  

 

 
3.5. Ağır Metal Dirençlilik Testlerine Ait Genotipik Bulgular 

 

Dışkı örneklerinden izolasyonu ve identifikasyonu yapılan E. coli suşlarının 

DNA’sı; Mangan, Civa, Bakır ve Kadmiyum-Kurşun dirençliliği yönünden 

PCR ile incelendi. Sırası ile dirençlilikte rol oynayan mntR, merA, pcoR, 

zntA, genlerinin varlığı Çizelge 3.4’de gösterildi. 

 
Çizelge 3.4. PCR sonucunda hedef genlere göre pozitif çıkan ağır metal dirençli suşlar 

Suş sayısı mntR 

(Mn+2) 

merA 

(Hg+2) 

pcoR 

(Cu+2) 

zntA 

(Cd+2 / Pb+2) 

105 (%) 101 (%96,1) 5 (% 4,7) 7 (%6,6) 103 (% 98,0) 

 

 

Çalışmada bakır dirençliliği ile ilişkili olan pcoR geni toplam 105 

adet E. coli suşunun 7 (%6,6)’sinde saptandı (Şekil 3.4.). 

 

 
Şekil 3.4. PCR’da pcoR örnek görüntü. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3 - 13: 

negatif örnek görüntü; 14, 15: pozitif örnek görüntü; M: Marker (100 bp);  
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Çalışmada mangan dirençliliği ile ilişkili olan mntR geni toplam 105 

adet E. coli suşunun 101 (%96,1)’inde saptandı (Şekil 3.5.). 

 

 
Şekil 3.5. PCR’da mntR örnek görüntü. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3 - 10: 

pozitif örnek görüntü; M: Marker (100 bp). 

 

Çalışmada kadmiyum ve kurşun dirençliliği ile ilişkili olan zntA geni 

toplam 105 adet E. coli suşunun 103 (%98,0)’ünde saptandı (Şekil 3.6.). 

 

 
Şekil 3.6. PCR’da zntA örnek görüntü. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3 - 10: 

pozitif örnek görüntü; M: Marker (100 bp). 
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Çalışmada civa dirençliliği ile ilişkili olan merA geni toplam 105 adet 

E. coli suşunun 50 (%47,6)’sinde saptandı (Şekil 3.7.). 

 

 
Şekil 3.7. PCR’da merA örnek görüntü. 1: - kontrol; 2 + kontrol; 3, 4, 7: 

pozitif örnek görüntü; 5, 6, 8 - 10: negatif örnek görüntü; M: Marker (100 

bp). 

 

 

3.6. Plazmid İzolasyonu Bulguları 

 

Toplam 105 adet E. coli suşunun plazmid varlıkları yönünden incelenmesi 

amacıyla UltraClean™, Standard Mini Plasmid Prep Kit™ prosedüründen 

yararlanıldı. 105 suşun 103 (%98,0)’ünde plazmid varlığı tespit edildi. 

Tespit edilen saf plazmid DNA’larının ölçülebilen 103 adedinde 10 kb’den 

daha yüksek (%98,0) olduğu bulundu. 2 adet suşta ise plazmid varlığı 

tespit edilemedi (Şekil 3.8.).  

 

 
Şekil 3.8. PCR’da plazmid DNA’sına sahip örneklerde pozitif görüntü 

M: Marker (23 kb).  



47 
 

3.7. Plazmid DNA’sında Ağır Metal Varlığı 

 

Bu amaçla MIC değerleri konvansiyonel olarak saptanmış olan, duyarlı 

olarak tespit edilen suşlarda ağır metal direnç geni varlığına rastlanmadı. 

Fenotipik olarak dirençli suşlarda ise, şu sonuçlar elde edildi: CdCl2.2H2O 

için 105 E. coli suşunun; 15 adedinin 200 µg/ ml (%14,3) MIC değerine 

sahip oldukları saptandı ve zntA primer çifti ile kadmiyum direnç genlerinin 

varlığı araştırıldı. Sonuçta, 12 (%80,0) E. coli suşunun plazmid DNA’sında 

direnç geni tespit edilirken, 3 (%20,0) E. coli suşunun plazmid DNA’sında 

direnç geni tespit edilemedi.  

 

 
Şekil 3.9. zntA primeri ile Plazmid DNA’sında kadmiyum dirençliliğinin 

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

örnek görüntü; 9-11: negatif örnek görüntü; M: marker, 100 bp.  

 

CuSO4.5H2O için 105 E. coli suşunun; 8 adedinin 800 µg/ ml (%7,6) 

MIC değerine sahip oldukları saptandı ve pcoR primer çifti ile bakır direnç 

genlerinin varlığı araştırıldı. Sonuçta, 3 (%37,5) E. coli suşunun plazmid 

DNA’sında direnç geni tespit edilirken, 5 (%62,5) E. coli suşunun plazmid 

DNA’sında direnç geni tespit edilemedi.  
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Şekil 3.10. pcoR primeri ile Plazmid DNA’sında bakır dirençliliğinin 

genotipik gösterimi. - : negatif kontrol, + : pozitif kontrol; 1, 3, 5, 6, 8: 

negatif örnek görüntü; 2, 4, 7: pozitif örnek görüntü; M: marker, 100 bp.  

 

HgCl2 için 3 adedinin 100 µg/ ml (%2,8), MIC değerine sahip 

oldukları saptandı ve merA primer çifti ile civa direnç genlerinin varlığı 

araştırıldı. Sonuçta, 2 (%66,6) E. coli suşunun plazmid DNA’sında direnç 

geni tespit edilirken, 1 (%33,3) E. coli suşunun plazmid DNA’sında direnç 

geni tespit edilemedi. 

 

 
Şekil 3.11. merA primeri ile Plazmid DNA’sında civa dirençliliğinin 

genotipik gösterimi. - : negatif kontrol, + : pozitif kontrol; 1-3: pozitif örnek 

görüntü; 2: negatif örnek görüntü; M: marker, 100 bp. 

 

MnCl2.2H2O için 87 adedinin 3200 µg/ ml (%82,8) MIC değerine 

sahip oldukları saptandı ve mntR primer çifti ile mangan direnç genlerinin 

varlığı araştırıldı. Sonuçta, 84 (%96,5) E. coli suşunun plazmid DNA’sında 

direnç geni tespit edilirken, 3 (%3,4) E. coli suşunun plazmid DNA’sında 

direnç geni tespit edilemedi. 
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Şekil 3.12. mntR primeri ile Plazmid DNA’sında mangan dirençliliğinin 

genotipik gösterimi. - : negatif kontrol, + : pozitif kontrol; 1-10: pozitif örnek 

görüntü; M: marker, 100 bp.  

 

Pb(NO3)2 için 85 adedinin 3200 µg/ ml (%80,9) MIC değerine sahip 

oldukları saptandı ve zntA primer çifti ile kurşun direnç genlerinin varlığı 

araştırıldı. Sonuçta, 75 (%88,2) E. coli suşunun plazmid DNA’sında direnç 

geni tespit edilirken, 10 (%4,0) E. coli suşunun plazmid DNA’sında direnç 

geni tespit edilemedi. 

 

 
Şekil 3.13. zntA primeri ile Plazmid DNA’sında kurşun dirençliliğinin 

genotipik gösterimi. - : negatif kontrol, + : pozitif kontrol; 1-8: pozitif örnek 

görüntü; 9-10: negatif örnek görüntü; M: marker, 100 bp. 

 
Ağır metal duyarlılık testi ve PCR sonucunda elde edilen bulgular 

karşılaştırılmalı olarak Çizelge 3.5’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 3.5. E. coli suşlarının fenotipik ve genotipik özelliklerinin karşılaştırılması 

İncelenen toplam E.coli 

suş sayısı (%) ve ağır 

metaller 

Ağır metal duyarlılık testi sonucunda MIC değerleri 

tespit edilen suş sayısı (%) 

Kromozomal DNA’da ağır metal direnci 

tespit edilen suş sayısı (%) 

İncelenen ağır metaller Hg Cu Cd Mn Pb merA 

(Hg) 

mntR 

(Mn) 

pcoR 

(Cu) 

zntA (Cd-

Pb) 

105 
(%) 

3 

(%2,8) 

8 

(%7,6) 

15 

(%14,3) 

87 

(%82,8) 

85 

(%80,9) 

5 

(%4,7) 

101 

(%96,1) 

7 

(%6,6) 

103 

(%98,0) 

 

Çizelge 3.6. Ağır metal duyarlılık testi yapılarak MIC değerlerinde fenotipik olarak dirençli bulunan E. coli suşlarının, ekstrakte edilen plazmid 
DNA’larında ağır metal dirençliliği 

Plazmid DNA’sında Tespit Edilen(+) / Edilmeyen (-) Direnç Sonuçları  + - 

Plazmid DNA’da ağır metal direnci 

tespit edilen suş sayısı (MIC 

direnci tespit edilen E. coli 

suşlarında çalışılmıştır)  

(Sayı - %) 

merA (Hg) 2 (%66,6) 1 (%33,3) 

mntR (Mn) 84 (%96,5) 3 (%3,4) 

pcoR (Cu) 3 (%37,5) 5 (%62,5) 

 

zntA 

Cd 12 (%80,0) 3 (%20,0) 

Pb 75 (%88,2) 10 (%4,0) 
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4. TARTIŞMA 

 

Escherichia coli, bağırsak florasında bulunan aynı zamanda intestinal ve 

ekstraintestinal infeksiyonlara yol açan bir bakteridir. Yanlış ve yoğun 

antibiyotik kullanımına bağlı olarak ortaya çıkan antibiyotik dirençliliği son 

yıllarda koruma ve sağaltım amacıyla kullanım alanları için önemli bir 

sorun teşkil etmektedir. Ağır metaller, biyokimyasal reaksiyonlar için 

katalizör olarak bulunurken, bakterilerin hücre duvarında ve proteinlerin 

yapılarında stabilize edici görevleri de yapmaktadırlar. Ağır metallerin 

doğada ve özellikle de endüstriyel alanlarda neden olduğu kirlilik, bu 

metallerin konsantrasyonu ve kullanılabilirliği düzeyinde mikrobiyal türleri 

etkilemektedir. Bunun yanı sıra birçok organizmanın yaşam döngüsüne 

hem yararlı hem de zararlı etkileri bulunmaktadır. Bu çalışmada toplam 

175 broyler dışkı örneği incelendi ve 105 adet E. coli identifikasyonu 

yapıldı. 

 

Bakterilerde meydana gelen antibiyotik dirençliliği insan ve hayvan 

sağlığı için artan bir problemdir. Bass ve ark. (1999), tavukların trachea, 

akciğer, hava kesesi, karaciğer ve dalaklarından izole ettikleri yüz adet E. 

coli suşunda %27 kanamisin, %65 gentamisin direnci tespit etmişlerdir. 

Karbasizaed ve ark. (2003), insanlara ait dışkılardan elde ettikleri fekal E. 

coli’lerde %20 kanamisin, %13,3 gentamisin direnci tespit etmiş ve çoklu 

antibiyotik dirençliliğini %84,6 olarak saptamışlardır. Grewal ve Tiwari 

(1990), gıda maddelerinden izole ettikleri 39 adet E. coli suşunda %15,4 

kanamisin direnci saptamışlardır. Abskharon ve ark. (2008), atık su 

alanlarından izole ettikleri E. coli’lerden çoklu ağır metal direnci gösteren 

bir suşu E. coli ASU 7 olarak tanımlamışlar, antibiyogram testinde kontrol 

suş olarak kullanmışlar ve bu suşu; gentamisin duyarlı, ceftazidime ve 

vankomisin dirençli olarak tespit etmişlerdir. Bu çalışmada, %79,0 

kanamisin, %48,0 gentamisin ve %91,4 çoklu antibiyotik direnci tespit 

edildi. Gentamisin ve kanamisine karşı şekillenen direnç, Bass ve ark. 

(1999); Karbasizaed ve ark. (2003); Grewal ve Tiwari (1990),’nin sonuçları 
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yönünden incelendiğinde daha yüksek düzeyde kanamisin direnci elde 

edilirken, ortalama bir gentamisin direnci saptandı. Çoklu antibiyotik 

direnci ise Karbasizaed ve ark. (2003), elde ettiği sonuçtan daha yüksek 

düzeyde tespit edildi. 

 

Eiland (1981), bazı metallerin düşük konsantrasyonunun 

mikroorganizmalar için hayati öneme sahip olduğunu ifade etmiştir. 

Proteinlerin yapısal kısmının üçte birinde görev alması onların yapısal 

önemini belirlerken (Degtyarenko, 2000), gereğinden fazla bulunması ise 

organizma için oldukça toksik etki yaratmaktadır (Franke ve ark., 2003). 

Wood ve Wang (1983), genellikle ağır metallerin mikroorganizmaların 

temel fonksiyon gruplarını bloke ettiklerini bildirmişlerdir. Starzecka ve 

Bednarz (1993) ise, çevredeki ağır metallerin mikroorganizmalarda çeşitli 

modifikasyonlara sebep olduğunu ortaya koymuştur. İzgür ve 

İstanbulluoğlu (1983), hastalıklı tavukların bağırsak içeriğinden identifiye 

ettikleri E. coli izolatlarında civa klorür ve gümüş nitrat ağır metallerinin 

dirençliliğini araştırmışlar, civa-klorür dirençliliği açısından incelenen E. coli 

suşlarının %6’sı 25 µg/ml, %9,1’i 12,5 µg/ml, %38,2’si 6,25 µg/ml ve 

%50’si 3,12 µg/ml MIC değerlerini tespit etmişlerdir. Aarestrup ve Hasman 

(2004), Danimarka’da bulunan çiftliklerden, bakır sülfat ve çinko klorür ağır 

metal dirençliliğinin incelenmesi için yaptıkları bir araştırmada, bakır sülfat 

dirençliliği açısından inceledikleri E. coli suşlarının MIC değerlendirmesini 

mM cinsinden yaparak 16-20 mM arasında tespit etmişlerdir. Bu 

çalışmada civa klorür için %56,1’i 25 µg/ml, %40,9’u 50 µg/ml, %2,8’i 100 

µg/ml, oranında MIC değerlendirmesi elde edildi. Civa-klorür MIC 

değerleri, İzgür ve İstanbulluoğlu (1983)’nun yaptığı çalışmada elde 

ettikleri sonuçlardan daha yüksek düzeyde tespit edildi, ancak Aarestrup 

ve Hasman (2004), ağır metallerin MIC değerlendirmesini mM olarak ifade 

etmelerinden dolayı gerekli karşılaştırma yapılamadı. 

 

Bu çalışmada elde edilen antibiyotik duyarlılık test sonuçlarının Bass 

ve ark. (1999); Karbasizaed ve ark. (2003); Grewal ve Tiwari (1990),’in 

sonuçlarından yüksek olması ve ağır metal dirençliliğine ait MIC 

değerlerinin İzgür ve İstanbulluoğlu (1983)’nun elde ettikleri sonuçtan 
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yüksek olmasının sebebi araştırmanın yapıldığı yıl itibariyle günümüze 

kadar gelişen ağır metal ve antibiyotik dirençlilik profillerinin artış 

göstermesinden kaynaklandığı düşünüldü. 

 

Abskharon ve ark. (2008), ağır metallerin endüstriyel atık sular 

içerisinde kötü etkilere neden olan ana toksikasyon kaynakları olduğunu 

bildirmişler ve çalışmalarında Mısır’ın Assiut şehrinde bulunan atık su 

alanlarından 12 adet E. coli suşu izole etmişler ve suşların meydana 

getirdiği direncin fenotipik tayinini MIC değerlendirmesi ile mM cinsinden 

yaparak; Cd+2 (4,4 mM) > Pb+2 (3,1 mM) > Cu+2 (1,57 mM) direnç 

sıralaması oluşturmuşlardır. Mergeay ve ark. (1985), çevresel örneklerden 

izole ettikleri E. coli’lerin ağır metallerle olan ilişkisini araştırmışlar ve MIC 

değerlendirmesini mM cinsinden yaparak; Mn+2 (20 mM) > Pb+2 (5 mM) > 

Cu+2 (1 mM) > Cd+2 (0,5 mM) > Hg+2 (0,01 mM) direnç sıralaması 

oluşturmuşlardır. Bu çalışmada sonuçlara göre yapılan direnç sıralaması; 

Mn+2 (1600 µg/ml) = Pb+2 (1600 µg/ml) > Cu+2 (800 µg/ml) > Cd+2 (200 

µg/ml) > Hg+2 (100 µg/ml) şeklinde saptanmıştır. Direnç sıralaması 

yönünden yapılan karşılaştırmada Mergeay ve ark. (1985),’nın 

sıralamasına uyumlu; Abskharon ve ark. (2008),’nın sonuçlarına ise, 

yaklaşık bir sonuç elde edilmiştir.  

 

Karbasizaed ve ark. (2003), İran Isfahan’da bir hastanede bulunan 

sağlıklı insanlara ait dışkılardan elde ettikleri fekal E. coli’lerin ağır metal 

dirençliliğinin MIC değerlendirmesini Cd+2 200 µg/ml, Pb+2 3200 µg/ml, 

Hg+2 54,3 µg/ml ve Cu+2 1750 µg/ml olarak tespit etmişlerdir. Bu 

çalışmanın sonuçlarında Cd+2 (200 µg/ml) ve Pb+2 (1600 µg/ml) için elde 

edilen MIC değerleri araştırıcılarınkine yaklaşık olarak bulundu. Buna 

rağmen Hg+2 (100 µg/ml) daha düşük, Cu+2 (800 µg/ml)’ın ise, daha 

yüksek MIC değerlerine sahip olduğu tespit edildi.  

 

Abskharon ve ark. (2008), Mısır’da bulunan atık su alanlarından 

izole ettikleri E. coli’lerde %67,7 Cd+2, %84,4 Pb+2 direnç yüzdesi elde 

etmişlerdir. Grewal ve Tiwari (1990) ise gıda maddelerinden 39 adet E. coli 

suşu izole etmişler ve %94,9 Cd+2, %61,5 Hg+2 direnci belirlemişlerdir. Lin 
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ve Olson (1995), su dağıtım sistemleri üzerindeki çalışmalarından izole 

ettikleri E. coli suşlarının %62,0 Cu+2 dirençli olduğunu bildirmişlerdir. Bu 

çalışmada Pb+2 (80,9), Cd+2 (%14,3), Cu+2 (%7,6) ve Hg+2 (%2,8) direnç 

yüzdeleri saptandı, buna göre sonuçlar; Abskharon ve ark. (2008),’nın 

Pb+2 dirençlilik sonuçları ile uyum gösterirken, Cd+2 daha düşük düzeyde; 

Cu+2 direnci, Lin ve Olson (1995),un sonuçlarından daha düşük düzeyde; 

Cd+2 ve Hg+2 sonuçları ise, Grewal ve Tiwari (1990),’nin belirlediğinden 

daha düşük düzeyde tespit edildi. 

 

Sipos ve ark. (2003), kurşunun karaciğer ve safra kesesi üzerindeki 

etkilerini görmek için broyler tavuklarda yaptıkları çalışmalarda günlük 

normal diyetlerine Pb+2’yi Pb(CH3COO)2 şeklinde katarak karaciğer ve 

safra kesesini incelemişler, yüksek kurşun konsantrasyonunun koleosistitis 

şekillendirerek karaciğere zarar verdiğini, normal bilier düzeni bozduğunu 

bildirmişlerdir. Grewal ve Tiwari (1990), gıda maddelerinden izole ettikleri 

E. coli’lerde Cd+2, Ag+2, Hg+2 ve As+2’ye karşı olan direnci araştırmışlar, en 

fazla direnç oranını Cd+2’ye karşı tespit etmişlerdir ve bunun kanamisine 

karşı şekillenen dirençle uyumlu olduğu sonucuna varmışlardır. Bu 

çalışmada ise, kanamisine karşı bulunan direncin Cd+2’ye karşı tespit 

edilen dirençten daha yüksek düzeyde olduğu tespit edildi.  

 

Ping ve ark. (2009), ağır metallerin toprak-bitki-böcek-tavuk 

yiyecekleri zincirinin biyotransferini Pb/Zn madenciliği yapılan kontamine 

sahada incelemişler, ağır metallerin tavuklarda sırası ile dışkı, karaciğer, 

kas ve kanda bulunduğunu ayrıca ağır metal birikiminde dokuların göz ardı 

edilmemesi gerektiğini, böceklerden ve bitkilerden tavuklara ağır metal 

aktarımının sınırlı olduğunu belirtmişlerdir. Bu çalışmada sadece dışkı 

kaynaklı E. coli incelemesi yapıldığı için böyle bir karşılaştırma 

yapılamamıştır. 

 

Karbasized ve ark. (2003), ağır metal ve antibiyotiklerle yaptıkları 

çalışmaların sonucunda E. coli’lerin bu iki parametreye karşı olan ortak 

direncin pozitif bir korelasyona sahip olduğunu bildirmişlerdir. Abskharon 

ve ark. (2008),’da bu görüşü desteklemişlerdir. Baker-Austin ve ark. (2006) 
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ise antibiyotik ve ağır metal direnci arasındaki ortak direncin her zaman 

pozitif korelasyona sahip olmadıklarını bildirmiştir. Aarestrup ve Hasman 

(2004), dezenfektanların içerdiği ağır metallere karşı direnç oluşturan E. 

coli’nin bulunduğu yerlerde bu maddeleri içeren dezenfektanların 

kullanılması onları etkisiz hale getirmekte ve dezenfeksiyon yetersiz 

kaldığını bildirmişlerdir. Abou-Shanab ve ark. (2007), metal direncine 

sahip olan Gram negatif bakterilerin horizontal gen transferi ile bakteriler 

arasında yayılma gösterdiklerini açıklamışlardır. Spain ve Alm (2003), bazı 

ağır metallerin esansiyel olmalarına karşın yüksek miktarlarının bakteriler 

için toksik olduğunu açıklamışlar ve sonuç olarak bu tarz dirençli 

bakterilerin çevresel olarak toksik metallerle kontamine alanların 

temizliğinde kullanılabileceğini ancak, ağır metal ve antibiyotik direnç 

genlerini bir arada içeren aynı plazmidin bir diğer Gram negatif bakteriye 

aktarımı ile dirençli bakterilerin seleksiyonunun meydana geldiğini 

bildirmişlerdir. Bunun sonucunda da dirençli bakterilerin antibiyotik 

sağaltımından etkilenmedikleri, hastalıkların nüks ettiği ve sürü bazındaki 

sağaltım çalışmalarında ekonomik kayıpların arttığını bildirmişlerdir.  

 

Bu çalışmada, Abdelatey ve ark. (2011),‘nın Mısır’da, ağır metaller 

ve gen ekspresyonu analizi üzerine yaptıkları çalışmada metot kısmında 

atıfta bulundukları; Dore ve ark. (2003); Nies ve ark. (1989); Rojas ve ark. 

(2011); Trajanovska ve ark. (1997),’nın kaynaklarında belirtilen ağır metal 

primerleri NCBI-BLAST Programında incelendi ancak en yüksek düzeyde 

benzerliğin gözlendiği gen bölgelerinin E. coli suşu ile çok düşük düzeyde 

benzerliğe sahip olduğu gözlendi. Bu nedenle NCBI-BLAST ve Fast-PCR 

Programları kullanılarak E. coli suşunda ağır metal direncinde rol alan; 

intI1, zntA, pcoR, merA ve mntR hedef gen bölgelerine ait yeni primer 

dizileri tasarlandı. Elde edilen bu primerler E. coli K-12 kontrol suşu ve 

diğer identifiye edilen E. coli suşlarının ağır metal dirençliliğin genotipik 

olarak belirlenmesinde kullanıldı. 

 

 Bu çalışmada, 105 E. coli suşunun ağır metal dirençliliği ile ilişkili 

hedef gen bölgeleri incelendi ve pcoR geni 7 (%6,6), mntR geni 101 

(%96,1), zntA geni 103 (%98,0), merA geni ise 50 (%47,6) adet suşta 
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saptandı. Spain ve Alm (2003), E. coli’de Cu+2’yi efluks mekanizması ile 

organizmadan uzaklaştıran pco genlerinin plazmidlerce kodlandığını, cut 

hedef geninin ise, kromozomal dirençte rol aldığını bildirmiştir. Shoeb 

(2006), ağır metallere karşı şekillenen direncin öncelikle plazmid 

DNA’sında şekillendiği ve bunu takiben de kromozomda oluştuğu 

sonucuna varmıştır. Pco hedef gen bölgesinin de plazmidlerce eksprese 

edildiğini bildirmişler ve Spain ve Alm (2003),’in görüşünü 

desteklemişlerdir. Aynı araştırıcı yaptığı çalışmada zntA hedef gen 

bölgesini E. coli K-12 suşunda saptadığını açıklamıştır. Abdelatey ve ark. 

(2011), Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde ağır metal direncinin 

DNA’da bulunması üzerine yaptıkları çalışmalarında; merA genini 

incelemiş ve bu geni Gram negatif bakterin Gram pozitiflere nazaran daha 

yüksek düzeyde eksprese edebildiklerini bildirmişlerdir. Bass ve ark. 

(1999), Tn21 adında büyük bir (19,7-kb’lik) sınıf II replikatif 

transpozonunun civa direnç operonunu (mer) ve aynı zamanda ilaç 

dirençliliğini de içerdiğini bildirmişlerdir. Kanatlılardan izole ettikleri 100 E. 

coli suşundan merA ile incelenen izolatların 50 adedinde direnç geninin 

varlığını ortaya koymuşlardır. Hobman ve ark. (2002), çalışmalarında bu 

görüşü desteklemektedirler. Waters ve ark. (2011), E. coli DNA’sı ile 

çalışarak mntR’nin genomik bağlanma alanının bulunduğunun 

tanımlandığını bildirmişlerdir. Bu çalışmada, E. coli’ye ait ağır metal direnci 

diğer çalışmalardaki PCR bulgularında sayısal verilere ulaşılamadığı için, 

sonuçlar açısından karşılaştırma yapılamadı. 

 

Bu çalışmada kullanılan suşlarda, sınıf 1 integron 460-bp’lik intI1 

primeri ile araştırıldı ve % 73,3 oranında 77 adet suşta varlığı ortaya 

konuldu. Bass ve ark. (1999), klinik semptomlar gösteren kanatlılardan 

izole ettikleri avian patojenik E. coli’lerde direnç genlerini içeren sınıf 1 

integron varlığını 280-bp’lik intI1 primeri ile incelemişler ve bu genin 

varlığını %63 oranında saptamışlardır. Chen ve ark. (2011), Çin’de 

yaptıkları bir çalışmada dışkı ile kontamine olmuş nehirlerin yüzeylerinden 

aldıkları örneklerden 2,788 adet E. coli izole etmişler ve 500 adet izolatı 

sınıf 1 integron varlığı açısından 587-bp’lik intI1 primeri ile incelemişlerdir 

ve bu genin varlığını %41 oranında 206 adet suşta saptamışlardır. Bu 
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çalışmada saptanan oran, Bass ve ark. (1999),’nın sonuçlarına yaklaşık 

bulunurken; Chen ve ark. (2011),’nın saptadığından daha yüksek düzeyde 

olduğu ortaya kondu. 

 

Baker-Austin ve ark. (2006), ağır metal ve antibiyotik direnç 

genlerinin, plazmid, transpozon ve integron gibi, aynı genetik alanlarda yer 

aldığını ve bu şekilde geliştiğini bildirmişlerdir. Bu çalışmada 10-kb ile 23-

kb molekül büyüklüğü aralığına sahip olan E. coli’lerin plazmid oranı 

%98,0 olarak saptandı. Johnson ve ark. (2004), klinik olarak kolibasillozis 

semptomları sergileyen bir tavuktan E. coli izolasyonu yaparak büyük-

konjugatif özellikteki E. coli pTJ100 R-plazmidi ile çalışmışlar ve 

büyüklüğünü 30-kb olarak tespit etmişlerdir. Abskharon ve ark. (2008), 

çoklu ağır metal direnci tespit edilen plazmid ilişkili E. coli’nin plazmid 

molekül büyüklüğünü 27-kb ve 65-kb arasında tespit etmişlerdir. 

Zolgharnein ve ark. (2007), İran körfezinde endüstriyel alanlar ile ilişki 

içerisinde bulunan çeşitli su örneklerinde ağır metal dirençliliğini ve 

plazmid varlığını araştırmışlardır. Endüstriyel atık sulardan izole ettikleri 

bakterilerin %48, sedimentin %30 ve deniz suyunun %22 plazmid oranına 

sahip olduklarını belirtmişlerdir. Karbasizaed ve ark. (2003), insanlara ait 

dışkılardan elde ettikleri fekal E. coli’lerde > 56,4-kb ve 39,4-kb molekül 

büyüklüğüne sahip plazmidler saptamışlardır ve bunların profil olarak çok 

benzer olduklarını ortaya koymuşlardır. Daini ve ark. (2005), Ibadan 

Üniversite Hastanesinin klinik örneklerinden 22 adet enterik E. coli, 

Klebsiella türleri (65), Proteus türleri (65), Salmonella türleri (2), 

Pseudomonas aeruginosa (39) ve Pseudumonas türleri (18) izole 

etmişlerdir ve bu suşlardan 6,6-kb ve 17,4-kb molekül büyüklüğünde beş 

ayrı plazmid profili elde etmişlerdir. Dirençli plazmidlerin en yaygın olarak 

10,7-kb molekül büyüklüğüne sahip olduğunu bildirmişlerdir. Plazmid 

molekül büyüklüklerine ait bulgular karşılaştırıldığında sonuçlar, Johnson 

ve ark. (2004); Abskharon ve ark. (2008), ve Karbasizaed ve ark. 

(2003),’nın çalışmalarında tespit ettiklerinden daha küçük olarak 

saptanırken; Daini ve ark. (2005),’nın sonucuna uyum gözlendi. 
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Shoeb (2006), plazmid kaynaklı efluks proteinlerinin pco geni 

vasıtasıyla eksprese edildiğini ve bu genin kromozomda bulunan cut geni 

ile homojiye sahip olduğunu bildirmiştir. Talat (2000), domuzlardan izole 

ettiği E. coli’lerin plazmid DNA’sında pcoR primeri ile bakır dirençliliğinin 

varlığını araştırmış ve %61 oranında bir sonuç elde etmiştir. Bu çalışmada 

varlığı araştırılan bakır direnci pcoR primeri ile kromozomal DNA’da %6,6, 

plazmid DNA’sında %37,5 oranında tespit edildi ve Talat (2000),’ın 

sonuçlarından daha düşük düzeyli bir direnç belirlendi. 

 

Patzer ve Hantke (2001), E. coli’nin Mn+2’yi organizma içerisine 

alması ile bu metalin birçok enzimde kofaktör olarak göreve katıldığını ve 

MntH’nin proton bağımlı metal transportunda bulunduğunu bildirmişlerdir. 

Yamamoto ve ark. (2011), Mn+2 duyarlı transkripsiyon faktörü olan 

MntR’nin E. coli’de homeostazisi regüle ettiğini bildirmişlerdir. Waters ve 

ark. (2011), mntR’nin varlığını mikroarray ile E. coli K-12 suşunda ortaya 

koymuşlardır. Bu çalışmada kromozomal DNA’da %96,1; plazmid 

DNA’sında %97,7 oranında direnç belirlendi. Ancak incelenen literatür 

bilgilerinde sayısal bir veriye ulaşılamadığı için gerekli karşılaştırma 

yapılamadı. 

 

Hynninen (2010), Pb+2 direncini araştırdığı tez çalışmasında E. 

coli’de Zn+2 ve Cd+2 direncini aynı genler kodladığından dolayı bu ağır 

metallerde direnç mekanizmalarının ayırt edilemediğini bildirmiştir. Talat, 

2000’de yaptığı tez çalışması da bu görüşü desteklemektedir. Rensing ve 

ark. (1999), yaptıkları bir çalışmada E. coli’de bulunan zntA geninin Zn+2, 

Cd+2 ve Pb+2’ye karşı gelişen direnci eksprese ettiğini bildirmişlerdir. 

Rensing ve ark. (1997), fenotipik olarak Cd+2’ye direnç tespit ettikleri E. 

coli’de, plazmid üzerinde zntA’nın eksprese edildiğini bildirmişlerdir. Bu 

durum çalışmada elde edilen sonuçları özellikle Pb+2 ve Cd+2’ye karşı 

DNA’da tespit edilen dirençlilik yönünden desteklerken, plazmid DNA’sı 

üzerinde tespit edilen dirençlilik açısından desteklememiştir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Tavuk dışkılarından izole edilen E. coli suşlarında ağır metal dirençliliğinin 

belirlenmesi amacıyla gerçekleştirilen bu çalışmada aşağıda belirtilen 

sonuçlara varıldı. 

 

Bu tez kapsamında, planlandığı şekilde 175 materyalden 105 

(%60,0) E. coli suşunun izolasyon ve identifikasyonu gerçekleştirildi. 

 

İncelenen suşlarda antibiyotik duyarlılık testleri yapılarak, suşların 

farklı direnç profillerine sahip oldukları saptandı. Yine antibiyotik duyarlılık 

testi sonucunda çoklu antibiyotik dirençliliği olan 96 (%91,4) E. coli 

suşunun varlığı da belirlendi. 

 

Suşların ağır metallere karşı dirençlilik profilleri hem konvansiyonel 

bir yöntem olan MIC değerinin tespiti ile fenotipik olarak, hem de bu direnci 

kodlayan hedef gen bölgelerine ait primerler vasıtasıyla moleküler bir 

yöntem olan PCR ile genotipik olarak incelendi. 

 

Sonuç olarak incelenen çeşitli ağır metallerin direncinin 

saptanmasında fenotipik yöntemler ile PCR tekniği uyumluluk 

göstermesine karşın, fenotipik olarak direncin saptanamadığı bazı 

suşlarda PCR tekniğini ile direncin saptanması, moleküler çalışmaların 

daha ayrıntılı olarak sonuç almada yarar sağladığını ve her iki yöntemin 

birarada kullanılmasının daha güvenilir bir sonuç elde etmek için önemli 

olduğunu ortaya koydu.  

 

Bu sonuçlara göre ilerideki çalışmalarda antibiyotik direnç genleriyle 

metal direnç genlerinin aynı plazmid tarafından eksprese edilip edilmediği, 

aynı zamanda bu direnç genlerinin aktarılıp aktarılmadığının belirlenmesi 

önemli olacaktır. 
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ÖZET 
 

Tavuk Dışkılarından İzole Edilen Escherichia coli suşlarında Ağır Metal 
Dirençliliğinin Belirlenmesi 
 
Bu çalışmada tavuk dışkılarından izole edilen Escherichia coli suşlarının, ağır 
metallere direncinin fenotipik ve genotipik olarak araştırılması amaçlandı.  
 

Çalışmada, identifiye edilen 105 adet E. coli suşunda antibiyotik duyarlılık 
testleri Kirby-Bauer ve ağır metal dirençlilik testleri MIC (Minimal İnhibisyon 
Konsantrasyon) ile fenotipik yöntemleriyle araştırıldı. Antibiyogram testi 
sonucunda izolatların; 15 (%14,2)’i Siprofloksasin’e, 52 (%49,5)’i Gentamisin’e, 
97 (%92,3)’i Seftazidim’e, 24 (%22,8)’ü Kanamisin’e, 1 (%0,9)’i 
Sülfametoksazol’e duyarlı; 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 duyarlı; 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)’ü Sülfametoksazol’e 
dirençli olarak bulundu. 105 E. coli suşu MIC değerleri izolatların; Kadmiyum-
klorür dihidrat (CdCl2.2H2O) için, 15 (%14,3)’inde; kurşun-nitrat (Pb(NO3)2 için, 85 
(%80,9)’inde; bakır-sülfat pentahidrat (CuSO4.5H2O) için, 8 (%7,6)’inde; civa-
klorür (HgCl2) için, 3 (%2,8)’ünde ve mangan-klorür dihidrat (MnCl2.2H2O) için, 87 
(%82,8)’sinde tespit edildi. 

 
Direnç genlerini içeren Sınıf I İntegron varlığının genotipik olarak 

saptanması için intI1 geni PCR tekniği kullanılarak; Kadmiyum-klorür dihidrat 
(CdCl2.2H2O), kurşun-nitrat (Pb(NO3)2, bakır-sülfat pentahidrat (CuSO4.5H2O), 
civa-klorür (HgCl2) ve mangan-klorür dihidrat (MnCl2.2H2O) ağır metal 
dirençliliğinin genotipik olarak araştırılması için sırası ile zntA, pcoR, merA ve 
mntR genlerinin varlığı DNA’da ve izolasyonu yapılarak varlığı tespit edilen 
plazmid DNA’sında PCR tekniği kullanılarak araştırıldı.105 E. coli suşunda PCR 
ile DNA’da araştırılan intI1 geni 77 (%73,3) suşta tespit edilirken, ağır metal 
dirençlilik sonuçları ise, zntA geni 103 (% 98,0), pcoR geni 7 (%6,6), merA geni 5 
(% 4,7) ve mntR geni 101 (%96,1) olarak saptandı. Plazmid izolasyonu ile E. coli 
suşlarında plazmid varlığı araştırıldı ve DNA’larının ölçülebilen 103 adedinde 10 
kb’den daha yüksek (%98,0) olduğu bulundu. 2 adet suşta ise plazmid varlığı 
tespit edilemedi. Ağır metallerde MIC değerleri dirençli tespit edilen suşların, 
plazmid DNA’larında varlığı PCR ile araştırıldı; zntA geni 12 (%80,0) suşta tespit 
edilirken, 3 (%20,0) suşta tespit edilemedi; pcoR geni 3 (%37,5) suşta tespit 
edilirken, 5 (%62,5) suşta tespit edilemedi; merA geni 2 (%66,6) suşta tespit 
edilirken, 1 (%33,3) suşta tespit edilemedi; mntR geni 85 (%97,7) suşta tespit 
edilirken, 3 (%3,4) suşta tespit edilemedi. 

 
Sonuç olarak incelenen çeşitli ağır metallerin direncinin saptanmasında 

fenotipik yöntemler ile PCR tekniği uyumluluk göstermesine karşın, fenotipik 
olarak direncin saptanamadığı bazı suşlarda PCR tekniğini ile direncin 
saptanması, moleküler çalışmaların daha ayrıntılı olarak sonuç almada yarar 
sağladığını ve her iki yöntemin bir arada kullanılmasının daha güvenilir bir sonuç 
elde etmek için önemli olduğunu ortaya koydu. Ayrıca fenotipik olarak var olan 
direncin her zaman DNA’dan ve plazmid DNA’sından eksprese edilemediği 
belirlendi. 

 
Anahtar Kelimeler: Ağır Metal Direnci, Escherichia coli, PCR, Tavuk 
dışkısı 
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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 
(CdCl2.2H2O) 15 (%14,3), lead-nitrate (Pb(NO3)2) 85 (%80,9), copper-sulphate 
pentahydrate (CuSO4.5H2O) 8 (%7,6), mercury-chloride (HgCl2) 3 (%2,8) and 
manganese-chloride dihydrate (MnCl2.2H2O) 87 (%82,8). 

 
Class I Integron, which includes resistance genes, investigated with intI1 

gene used PCR techniques; Cadmium-chloride dihydrate (CdCl2.2H2O), lead-
nitrate (Pb(NO3)2), copper-sulphate pentahydrate (CuSO4.5H2O), mercury-
chloride (HgCl2) and manganese-chloride dihydrate (MnCl2.2H2O) 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 intI1 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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