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ONSOZ

Diinyada ve Tirkiye’de kanatli endiistrisinde c¢ok biiyiik verim kayiplarina neden olan
Escherichia coli , gida kaynakli infeksiyon ve toksikasyonlarda da cok fazla karsimiza
cikmaktadir. E. coli infeksiyonlari, hem etlik pili¢ iiretimini hem de insan saghigmni tehdit
etmesi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. £.coli’nin hayvanlarda neden oldugu infeksiyon
ve insanlarda toksikasyonlarmmdan korunmak amaciyla, Tirkiye’deki etlik pilig
populasyonunun bu etkenin varlig1 yoniinden incelenmesi gerekmektedir.

E. coli infeksiyonlar1 kanath yetistiriciliginde diisilk performans, kilo kaybi, yumurta
iretiminin gecikmesi ve mortalite ile sonuglanan biiyilk ekonomik kayiplar meydana
getirmektedir. Bu nedenle sagaltim yontemlerinin etkili ve hizli bir sekilde belirlenmesi 6nem
arz etmektedir. Epidemiyolojik verilenin bulunmamasi nedeniyle tedavilerde kullanilacak
antibiyotiklerin se¢imi rastgele yapilmaktadir. Tiirkiye’de Avian Pathogenic Escherichia coli
(APEC) suslarinin antibiyotik direnglilik durumlarmin iyi bilinmesi yararli olacaktir. Boylece,
avian kolibasilloz vakalarinda etkin tedavi zaman kaybetmeden gerceklestirilebilecektir.

Bu tez g¢alismasinda tavuklardan izole edilen E. coli suslarinin, kanath tedavisinde sik
kullanilan amoksisilin, trimetoprim-sulfametoksazol, eritromisin, enrofloksasin, doksisilin,
florfenikol ve tetrasiklin antibiyotik direngliklerinin fenotipik olarak saptanmasi ve tetrasiklin
direncinin genotipik diizeyde incelenmesi amaglanmustir.

Tez konumun belirlenmesinde ve yiiriitilmesinde bana yol gdsteren, yardim ve ilgilerini
esirgemeyen danisman hocam saym Prof. Dr. Hakan YARDIMCI ve tez izleme komitesi
hocalarim saym Prof. Dr. Mehmet AKAN ve sayin Prof. Dr. Haluk CELIK e, Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Baskan1 sayin Prof. Dr. K. Serdar DIKER ve &gretim iiyeleri saymn Prof. Dr.
Miijgan iZGUR, saym Prof.Dr. Omer M. ESENDAL, molekiiler ¢alismalarimda destegini
esirgemeyen saym Dog. Dr. Baris SAREYYUPOGLU na, emekli dgretim iiyeleri saym Prof.
Dr. Nejat AYDIN ve saym Prof. Dr. Jale PARACIKOGLU’ na, Aras. Gor. Dr. H. Kaan
MUSTAK ’a, Laboratuar ¢ahsmalarimda yardimlarini aldigim Aras. Gor. Dr. Biilent BAS ve
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali arastirma gorevleri,
Doktora ve Yiiksek Lisans 6grencileri ve idari personeline; 6nce benim bu giinlere gelmemde
biliylik emegi gecen rahmetli annecigime ve sevgili aileme; ve her zaman yanimda olup
destegini esirgemeyen sevgili esim Doktor Zohreh KAGHAZI’e tesekkiirii borg bilirim.
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GIRiS

Escherichia coli, insan, memeli hayvanlar ve kanatli hayvanlarin bagsta
gastrointestinal sistem olmak iizere mukozal yiizeyleri kaplayan bakteriyel
mikrofloranin en énemli iiyelerinden biridir (Izgiir, 2006). E. coli lerin hepsi patojen
degildir, ancak bunlarmn biiylik bir cogunlugunun gidalarin fekal kontaminasyonu
neticesinde diinya capinda siklikla goriilen gida zehirlenmelerine ya da gida kdkenli
salginlara neden olduklar1 bildirilmistir. Bagirsak kokenli koliformlarm %10-151ik
bir kismmin diinya ¢apinda goriilen hastaliklara neden olduklar1 belirtilmistir (Jawetz

ve ark. 1984; Levine 1987; Barnes ve Gross 1997; Fairbrother ve Nadeau 2006).

E. coli suglar1 memeli hayvanlar ve kuslarda solunum, sindirim ve lirogenital
sistem hastaliklar1, yara infeksiyonlari, pneumoni, mastitis ve sistemik infeksiyonlara
neden olmaktadirlar. Insanlarda zaman zaman menenjit gibi 6liimciil hastaliklarin
yaninda iiriner sistem infeksiyonlari, septisemi, diyare salginlarma neden olduklar:
belirlenmistir. Biitlin yeni doganlarda kolibasillozis sebebi olabilen etken, sigir ve
koyunlarda koliseptisemisi ve koliform mastitise; kedi ve kopeklerde koliseptisemisi,
pyometra ve Uriner sistem infeksiyonlarma; atlarda kolibasillozis ve pyometraya;
domuzlarda koliseptisemisi, kolibasillozis, 6dem, meningitis ve mastitislere;
kanatlilarda omphalitis, sar1 kesesi yangisi, koliseptisemisi, hava kesesi yangisi,
seliilitis, enteritis, salpingitis, epikarditis ve koligranulomaya neden olur.
Glinlimiizde kanatli hayvanlarda E. coli infeksiyonlar1 en 1iyi bilinen
hastaliklardandir. Kolibasillozis, kanatli hayvanlar iizerine yapilan arastirmalarda en
sik rapor edilen hastaliktir. Bununla birlikte kanath endiistrisinde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Son yillarda gida kaynakli E. coli, 6zellikle O157:H7
serotipinin gastrointestinal hastalik salgmlarma neden oldugu siklikla bildirilmistir

(Gross, 1994; Armstrong ve ark, 1996; Daini ve ark, 2005).

Antibiyotikler, kanathi {retiminde biiyiime destekleyici olarak ya da
infeksiyoz hastaliklar1 kontrol altma almak amaciyla olduk¢a yaygin bicimde

kullanilmaktadir. Antimikrobiyal ilaglari bilingsiz ve yanlis kullanimi, bakterilerin



antimikrobiyal diren¢ kazanmasinin en O6nemli nedeni olarak gosterilmektedir
(Okeke ve ark, 1999; Moreno ve ark, 2000). Ayrica, bilingsiz antibiyotik tedavisi ile
veteriner hekimlik ve beseri hekimlikte antibiyotiklere diren¢li mikroorganizmalarin
ortaya ¢ikmasi, seleksiyonu ve yayilmasi s6z konusudur (Neu 1992; Witte 1998).
Bunun kanit1 olarak antibiyotiklere diren¢li E. coli’lerin yiyecekler veya infekte
hayvanlardan direkt temas vasitasiyla insanlara ge¢mesi gosterilmistir (Van den

Bogaard ve ark, 2001; Schroeder ve ark, 2002).

Diinyanm farkli yerlerinde hem insan hem de hayvan orijinli olmak {izere,
ozellikle ¢coklu antibiyotik direngli E. coli suslar1 izole edildigi bildirilmistir. Normal
bagirsak florasinda bulunan ve ¢oklu antibiyotik direnclilik O6zelligine sahip
patojenik olmayan E. coli suslari, patojen etkenler i¢in direng genlerinin en 6nemli
rezervuari olarak gdsterilmistir (Osterblad ve ark 2000). Hayvan kokenli direngli E.
coli suglarinin, insanlara bulasarak insanlarda da direngli etkenlerin gelismesine
neden oldugu bildirilmistir (Marshall ve ark 1990).Kanatlilarin kesim iglemi
esnasinda bagirsaklardan kaynakli direngli E. coli suslarmin ¢ogu zaman karkasi
kontamine etmesi ile Direngli suslarin insanlara gecisinin, iliskili oldugu
belirtilmistir (Lakhotia ve Stephens 1973; Bensink ve Botham 1983; Turtura ve ark,
1990). Son yillarda yapilan ¢aligmalarla, veteriner hekimlikte bilingsiz ve asir1
antibiyotik kullanimi nedeniyle, direncli bakteri suslarinin gelisimi ve 6zellikle farkli
bakteri tiir ve cinsleri arasinda plazmid aracili direng aktarimi siklikla vurgulanmastir

(Davies, 1994).

Antimikrobiyal ajanlara kars1 kazanilmis ¢oklu direng 6zelligine sahip E. coli
suslarinin neden oldugu infeksiyonlarda hastalik ve 6liim oranlar1 artmakta, buna
bagl olarak saglik maliyetlerinde de ciddi bir artis sekillenmektedir (Gupta ve ark,
2001; Akond, 2009).

1.1.Tarihge

Etken, ilk olarak Theodor Escherich (1989) tarafindan 1885 yilinda yeni dogan

bebeklerin digkilarindan izole edilerek Bacterium coli commune olarak tanimlanmas,



daha sonraki yillarda ise glinlimiizde kullanilan ismi ile Escherichia coli olarak
adlandirilmistir. Giinlimiizde 16 S ribozomal RNA iinitesindeki benzerlige gore
yapilan Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin ikinci baskisindaki
siniflandirmada E. coli, Proteobacteria boliimiinde, Gammaproteobacteria sinifinda,
Enterobacteriales takiminda, Enterobacteriaceae familyasinda Escherichia cins adi

altinda yer almaktadir (Garrity 2005, Senman, 2010 ).

Lignieres adli arastirmaci tarafindan 1894 yilinda yapilan ¢alismada, dlen
kanatlilarm kalp, karaciger ve dalagindan E. coli izolasyonu ilk defa rapor edilmistir.
Bunun ardindan c¢esitli kanath tiirlerinde 1894-1922 yillar1 arasinda benzer
infeksiyonlar bildirilmistir. Koliseptiseminin ilk tanimlanmasi, 1907 yilinda
tavuklarda gozlenen bir hastaligin arastirilmasi sonucunda gergeklesmistir. Bu
calisma da etken “Bacterium (Escherichia) coli olarak tanimlanmistir ve tavuklarda
etkenin kotlii kosullar altinda, hayvanlarin direnci zayiflayimnca hastaliga neden
oldugu disliniilmiistiir. Bunun yaninda 1938 yilinda ayni kuluckahaneden gelen
civcivlerde perikarditis, perihepatitis ve karacigerde beyaz renkli odaklar oldugu
gozlemlenen bir hastalikla karsilasilmis, yapilan ekimlerde E. coli izole edilmistir.
Civcivlerde %15-40 oraninda kayba neden olan bu hastalikla ilgili yapilan
arastirmalarda uygun olmayan kulugka makinalarindan ¢ikan civcivlerde, etkenin
zayiflamaya neden oldugu ve infeksiyona duyarliligi arttirdigi goriisii One
striilmiistiir. 1938 ve 1965 yillar1 arasinda koligraniiloma ve hava kesesi yangisi,
artritis, parmak apseleri, omfalitis, panoftalmitis, peritonitis ve salpingitis olgularinda
E. coli’nin rolii belirlenmis ve infeksiyonlarin agilama ya da dogal viral infeksiyonu

takiben olustugu saptanmistir (Barnes ve Gross, 1997).

Ik olarak 1930’lu yillarda siilfonamidlerin kullanilmas: ile birlikte
mikroorganizmalara karst kemoterapi baslamig, bunu 1940’larda penisilinlerin
kullanim1 ve 1940’11 yillarin ortalarinda streptomisinlerin kullanimi takip etmistir.
Penisilinin mikroorganizmlara karsi tedavide kullanilmasinin ardindan bu maddenin
bircok bakteriye karsi etkili olmasina ragmen bazi bakterilerde etkisiz oldugu
belirlenmis ve bu durum antibiyotik direnci olarak tanimlanmistir. Bunun ardindan

1950 yillarinda hastane kaynakli Staphylococcus aureus salgmlarinda etkenlerin



penisiline direngli, gonokok kokenli salginlarda ise etkenlerin penisiline duyarli
olmasmna ragmen, siilfonamidlere karsi diren¢li olduklart belirlenmistir. Kimi
bakterilerin penisilinaz adi verilen 6zel enzimler iireterek penisilinin etkisinden
korunduklar1 gézlenmistir. Buna bagh olarak gelisen diren¢ durumunda penisilinler
etkisiz kaldigindan 1960’larda penisilinaza dayanikli penisilinler gelistirilerek
kullanilmaya baslanmistir. Ayrica sefalosporinler, karbapenemler, sefamisin ve
fluorokinolonlar gibi yeni antibiyotiklerde bu direngli bakterilere karsi kullanilmaya
baslanmistir. Bunlarinda yaygin kullanimi sonrasinda o6zellikle 1990°hh yillarda
vankomisin gibi direng gelisiminin miimkiin olmadig1 diisiiniilen antibiyotiklere dahi
direng gelistigi gézlemlenmistir. Bu donem kimi arastiricilar tarafindan antibiyotik
sonrast donem olarak adlandirilmaktadir. (Barliett ve Froggatt., 1995; Durupmar,

2001).

1.2 Escherichia coli’nin Etiyolojisi

Escherichia coli Gram negatif 6zellikte, 1.1-1.5 x 2.0-6.0 um boyutlarinda, ¢omak
sekilli ve fakiiltatif anaerobik bir bakteridir. Peritrik flagellaya sahip olduklarindan
hareketlidirler ancak hareketsiz suslarinda izole edildigi bildirilmistir. Kanli agar,
nutrient agar ve Enterobactericeae tiirleri i¢in diferensiyel ve selektif olan
besiyerlerinde 37°C’de 24 saat i¢cinde gozle goriilebilir S tipi koloniler olustururlar.
Nutrient buyyonda 37°C’de 24 saatte bulaniklik yaparak tirerler. E. coli bir¢ok
karbonhidrati1 (laktoz, mannitol, glukoz) asit ve gaz olusturarak fermente eder.
Laktozu ayristirdigi icin MacConkey agarda pembe renkli koloniler, EMB agarda ise
parlak yesil (metalik refle) goriinlimde koloniler sekillendirirler. Bazi suslar1 kanl
agarda hemoliz olusturabilirler (Diker ve Istanbulluoglu, 1980; Paton ve Paton

1998).

Escherichia cinsinde yer alan ve biyokimyasal testlerle E. coli’ den ayrilan
diger tiirler E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii ve E. vulgaris ’tir. (Arda ve ark,
1992). ancak E. coli bunlar arasinda en yaygini ve en 6nemlisidir. (Winn ve ark,

2006).



Indol ve Metil Red (MR) testlerinde pozitif; ancak iire, Voges Preskauer
(VP), H,S ve sitrat testlerinde negatif sonug verir. Oksidaz testi negatif sonu¢ veren
E. coli nitratlar1 nitritlere indirgeyebilir. E. coli antijenleri ilk olarak Kauffmann
(1947)’m yaptig1 calismayla ortaya konmustur. Bakterinin son derece karmasik olan
antijenik yapis1 Ozellikle patojen suslarda 6nem tasimaktadir. Bunlar somatik (O)
antijeni, kapsiiler (K) antijenleri, flagellar (H) antijenleri ve fimbrial (pilus)
antijenleridir. Somatik “O” antijeni aglutinasyon testi ile agiga c¢ikarilabilir, ancak
kapsiiler ve flagellar antijene sahip suslarda 1s1 uygulamasindan (50°C 24 saat veya
200°C 2 saat) sonra aglutinasyon uygulanmalidir. Bazi “O” antijenleri diger
mikroorganizmalarin antijenleriyle ayni kimyasal ve serolojik yapida olabilir. Bu
durumda iki bakteri arasinda capraz reaksiyon sekillenir. Flagellar (H) antijeni
flagella yapisinda bulunan flagellin proteininin gesitliligine baglh olarak farkliliklar
gosterir. Somatik antijenin tersine 1stya dayaniksizdirlar ve aglutinasyonla

belirlenebilirler (Arda ve ark, 1989; Nataro ve Kaper 1998; Paton ve Paton 1998).

Fimbria (pilus) antijenleri, E. coli’nin dig ylizeyinde, uzanti1 seklindeki
yapinin i¢inde bulunan protein karakterindeki yapilardir. Ayn1 zamanda bu yapilar
fimbrialarin seks pilusu disindaki piluslarinda bulunan ve bakterinin bagirsak epitel
hiicrelerine adhezyonunu saglayarak viriilens 0Ozelligi kazandiran antijenlerdir.
Fimbria antijenleri hemaglutinasyon 6zelliklerine gore 2 grupta incelenirler. Tip-I
antijenlerinin hemaglutinasyon yetenekleri mannoz ile inhibe edilebilir ve bu tip
antijenlere F1 adi da verilir. Tip-II antijenleri ise, mannoza diren¢lidir (MR).
Patojenik olmayanlar da dahil olmak {izere biitiin E. coli suslarmm ortak 6zelligi
fimbria geninin bulunmasidir. Diger bir¢ok mukozal patojende oldugu gibi E. coli de
infeksiyon i¢in gerekli su stratejiyi izler: (1) mukozal alanda kolonilesme, (11)
konagin savunmasini yikma, (11) ¢ogalma ve (1v) konaga zarar verme. ishale yol
acan E. coli suslarmin en belirgin niteligi, bagirsagin kendi florasiyla besinler i¢in
verilen rekabet ve peristaltik hareketlere ragmen intestinal mukozal ylizeyde
koloniler olusturabilmesidir. £. coli suslar1 intestinal hastaliklar1 olusturabilme
yeteneklerine gore 6 serolojik sinifa ayrilmislardir. Bunlar: Enterotoksijenik E. coli

(ETEC), Avian patojenik E.coli (APEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC),



Enterohemorajik E. coli (EHEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Diffuz-Adherent E.
coli (DAEC) ve Entero-Agregativ E. coli (EAEC)’dir (Nataro ve Kaper 1998).

Termal inaktivasyon 1sis1 siireye bagli olarak E. coli sayisin1 %90 oraninda
azaltir. Suslarin ¢ogu 60°C’de 30 dk’da, 70°C’de ise 2 dk’da inaktive olur.
Organizmalar diisiik 1s1 ve dondurulmus ortamlarda uzun siire canl kalabilir. Ureme
pH 4,5’den asagida ve 9,0’dan yukarida inhibe olur. Uremeyi inhibe etmek igin
organik asitler inorganik asitlerden daha etkilidir. Ortamda %8,5 tizerindeki tuz

yogunlugu iiremeyi baskilar (Himathongkham ve ark, 2000).

1.3 Tavuklarda Escherichia coli Infeksiyonlar

Diinyada ve Tiirkiye’de kanatli endiistrisinde ¢ok biiylik verim kayiplarina neden
olan Escherichia coli, gida kaynakli infeksiyon ve toksikasyonlarda da ¢ok fazla
karsimiza ¢ikmaktadir. E. coli infeksiyonlari, hem etlik pili¢ iiretimini hem de insan
sagligini tehdit etmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Beery ve ark 1985, Best
ve ark 2003).

E. coli suslar1 memeli ve kuslarda solunum, sindirim ve lirogenital sistem
hastaliklari, yara infeksiyonlari, pneumoni, mastitis ve sistemik infeksiyonlara neden
olurlar. Biitiin yeni doganlarda bir gastrointestinal sistem hastaligt olan
kolibasillozise neden olan etken, sigir ve koyunlarda koliseptisemisi ve koliform
mastitise;kedi ve kopeklerde koliseptisemisi, pyometra ve Tlriner sistem
infeksiyonlarina; atlarda kolibasillozis ve pyometraya; domuzlarda koliseptisemi,
kolibasillozis, 6dem, meningitis ve mastitislere; kanatlilarda omphalitis, sar1 kesesi
yangisi, koliseptisemi, hava kesesi yangisi, seliilitis, enteritis, salpingitis, epikarditis
ve koligranulomaya neden olur. Fakiiltatif anaerobik bir bakteri olan E. coli insan

kolon mikroflorasinin da dominant bir iiyesidir (Izgiir, 2006; Paton ve Nataro1998).

Patojenik E. coli suslari, kanathlarda genellikle solunum sistemi
infeksiyonlarina yol acarlar ve hastalik 0Ozellikle gen¢ broilerlerde sekillenir.

Tavuklardan en ¢ok izole edilen serogruplar O1, 02, O35 ve O78’ dir (Sojka ve



Carnaghan 1961; Beery ve ark, 1985, Gross 1994, Dho ve Fairbrother 1999, Best ve
ark, 2003, Gulhan 2003).

Kanathi hayvanlarda E. coli infeksiyonlarinda farkli klinik tablolar ile
seyreden semptomlar ortaya c¢ikmaktadir. Genellikle yogun yetistirme yapilan
isletmelerde diger infeksiyonlar1 takiben sekonder olarak E. coli’nin infeksiyona
katilmas1 sonucu ortaya ¢ikan aerosakkulitis ve Ozellikle hava keselerinde fibrindz
kalinlasmalarm goriildiigii ve buna ek olarak perikarditis ve perihepatitisin de
rastlanildig1 bir solunum sistemi kolibasillozisi’nin sekillendigi bildirilmistir. Ayrica
genglerde goriilen ve solunum sistemi kolibasillozisi, omfalitis veya sinovitislerin
komplikasyonu olarak ortaya c¢ikan ve hafif bir asitesle karakterize koliseptisemisi
sekillenmektedir. Benzer sekilde oOzellikle abdominal boslukta infeksiyonun
yogunlagmasiyla genital form adi verilen bir klinik forma ek olarak E. coli ile iliskili
olarak artritisler ve sinovitisler, nadirende olsa koligranuloma (Hjarre hastalig1) adi
verilen ve karin boslugunda karsilagilan lezyonlar nedeniyle tiimoral hastaliklarla
karigabilen bir form goriilebilmektedir. Ayrica embriyonal 6liimler, yumurtadan yeni
cikmis civcivlerde ise omfalitis ve yumurta sar1 kesesi yangisi gibi E. coli’nin neden
oldugu klinik formalara kanathi hayvanlarda siklikla rastlanilmaktadir (Barnes ve

Gross 1997; Blanco ve ark., 1998; Izgiir 2002; Delicato ve ark., 2003).

1.4. Tiirkiye’de Tavukculuk ve Ulke Ekonomisindeki Yeri

Tirkiye’de modern anlamda tavukgulugun gelismesi, 1930 yilinda Merkez
Tavukguluk Arastrma Enstitiisii’'niin  kurulmast i¢in gerekli ilk yatirimlarla
baslamigtir. Tavukguluk sektoriiniin lilkemizde gelistirilmesi amaciyla, bu enstitii
tarafindan 1952 yilinda ytliksek verimli tavuk wklarindan civcivler ithal edilmis,
ancak bakim kosullar1 yeterince saglanamadigindan istenilen sonug¢ elde
edilememistir. Ardindan ilk hibrid wklar 1963’te ithal edilmis, 1968’de disa
bagimliligin 6niine gecmek i¢in ithalata son verilerek yerli hibrid irklar gelistirilmesi
amaciyla caligmalara baslanmistir. Elde edilen verimlerin, yabanci wk verimlerinin
gerisinde kalmasi sebebiyle tavuk ithalatina 1980 yilinda yeniden baslatilmis, entegre

tesis, ekipman, yem katki maddeleri ve asi-ila¢ sektorii de hizla geliserek tavukculuk



bir sektdr haline gelmistir. Tirkiyede tavukculuk, son yillarda biiyiime hizini

olduk¢a arttrmistir (Reis, 2005).

Cizelge 1.1. 2000-2010 Yillar1 Arasinda Kanathi Eti Uretim-Tiiketim Miktarlar1
(BESD-BIR, 2011)

Koy ve Yum. [Toplam | Kisi
Pili¢ eti Hindi eti |Tavuklari ve |[Kanath |Uretim |...
Yillar |- .. P e i Niifus [Basina
Uretimi Uretimi Diger Kan. eti [Eti Artisi .y
Uretimi Uretimi Titketim
(ton) (ton) (ton) (ton) (%) (1000) | (kg/yi)
2000 662.096 23.265 67.021 752.382 | 14,68 | 67.896 11,05
2001 592.567 38.991 41.813 673.371 | -10,50 | 68.838 9,60
2002 620.581 24.582 60.043 705.206 4,73 | 69.770 10,01
2003 768.012 34.078 51.255 853.345 | 21,01 | 70.692 11,94
2004 940.889 46.248 58.295 1.045.432 | 22,51 | 71.610 14,44
2005 978.400 53.530 52.850 1.084.780 | 3,76 | 72.520 14,53
2006 945.779 45.750 40.250 1.031.779 | -4,89 | 73.423 13,81
2007 1.012.000 33.000 55.000 1.100.000 | 6,61 | 70.586 15,23
2008 1.170.000 35.000 57.000 1.262.000 | 14,73 | 71.517 16,94
2009 1.250.000 30.000 60.000 1.340.000 | 6,18 | 72.561 17,33
2010 1.430.000 30.000 60.000 1.520.000 | 13,01 | 73.613 19,13

Diinya iiretimi ile kiyaslandiginda tiirkiye, tavuk eti ve tavuk yumurtasi
iretiminin her birinde 11. sirada yer almistir FAO (2009). (Food and Agriculture
Organization) 2009 y1l1 verilerine gore ise Tiirkiye ; diinyada tavuk eti iiretiminde 10.
sirada, yumurta {iretiminde ise 11. sirada yer almistir. Kanath sektoriinde 2010 yili
verilerine gore; Toplam 10.410 kulugkahane, kombina-kesimhane, damizlik, etlik ve
yumurtaci isletme mevcuttur. Uretim isletmelerinde 1.657 danuzlik kiimes, 11.623
ticari etlik kiimes, 3.162 ticari yumurtact kiimes olmak tizere toplam 16.442 adet
kiimes bulunmaktadir. Mevcut isletme ve kiimeslerde kapasite kullanim oraninin

%80-85 civarmda oldugu tahmin edilmektedir (Civaner,2007).

1.5. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar

Direng, bir bakterinin antibiyotigin ¢ldiriicii (bakterisid) veya ¢ogalmasini 6nleyici
(bakteriyostatik) etkisinden korunabilme kapasitesidir. Diren¢ mikroorganizma,

antibiyotik, cevre ve konak ya da ayni anda bunlarin tiimiiyle iligkilidir. Direncli sus



virulans1 duyarli kokenlerden daha az olabilir. Diren¢ mekanizmalarin1 dogal
(intrinsik), primer ve sekonder (kazanilmig) olarak smiflandirmak miimkiindiir

(Durupiar, 2001; Yiice, 2001).

Dogal direng, kromozomal genler tarafindan eksprese edilir ve bir bakteri
tiirlinlin ttim hiicrelerinde goriiliir. Tir 6zelligi olarak ila¢ hedefi olan yapiy1 tasimaz
veya yapisal bir 6zellikten dolay1 ilag hedefine ulasamaz. Gram negatif bakterilerin,
vankomisin, rifampisin ve makrolid-linkozamid-streptogramin (MLS) grubu
antibiyotiklere diren¢ gostermesi dogal direng olarak tanimlanabilir. Vankomisinin
dis membrandan gecememesi ile rifampisin ve MLS grubu olan antibiyotiklerin ise
hidrofobik olmasi sebebiyle dogal diren¢ olugmaktadir (Yiice, 2001; Alekshun ve
Levy, 2007).

Primer direng, uzun yillar kullanilan antibiyotik sonucu direngli tiirlerin
ortaya ¢ikmasini ifade eder. Bir mikroorganizma tiirlinlin bir kismmin bazi
antibiyotiklere diren¢li, bir kisminin ise duyarli olmasini gosterir. Sekonder
(kazanilmig) direng ise belirli tedaviler sirasinda seleksiyon veya spontan
mutasyonlarla bakterinin eskiden duyarli oldugu bir antibiyotige direncli hale
gelmesidir. Bu tiir diren¢ Kromozomal, plazmid, transpozon aracili olabilir.
Streptomisin, aminoglikozid, eritromisin, linkomisine kars1 bu tir direncin

goriilebilecegi ancak bu tip dirence sik rastlanilmadigi bildirilmistir ( Murray, 1997).

Capraz direng; bazi mikroorganizmalarm, belli bir ilaca karsi direngli
gosterirken ayni veya benzer mekanizma ile etki eden diger ilaglara kars1 da direngli
olmast hali olarak tanimlanabilir. Eritromisin-oleandomisin ve tetrasiklin-
oksitetrasiklin gibi antibiyotikler 6rnek olarak gosterilmistir. Ancak bu durumun
nadiren yapisal iligkisi olmayan ilaglar arasinda da olusabilecegide bildirilmistir.
Eritromisin-linkomisin arasindaki ¢apraz direng buna Ornek olarak verilebilir.
Herhangi bir tetrasikline direncli bakterinin diger tetrasiklin tiirevi antibiyotiklere de
direngli oldugu ancak doksisiklin ve minosiklinin bu genellemenin disinda oldugu
bildirilmistir (Yiice, 2001, Asai ve ark., 2005; Fluit ve ark., 2005, Cantekin ve ark.,
2007).
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Coklu antibiyotik direngliligi en cok Gram negatif enterik bakterilerde
saptanmistir.  E.  coli'nin  maruz kaldig1 tetrasiklin ve kloramfenikol
konsantrasyonunun artmasinin; penisilin, sefalosporin, rifampin, nalidiksik asit ve
kinolonlara diren¢ gelisimini saglayan mutasyonlara sebebiyet verdigi tespit
edilmistir. Bundan yola ¢ikarak ¢oklu direngliligi temsil eden lokus belirlenmis ve
sisteme ¢oklu diren¢ sistemi (MAR) adi verilmistir. Bununla ilgili yapilan bir
arastrmada marA lokusunun eksikliginin E. coli’nin c¢oklu direngliligi

olusturmasina engel oldugu bildirilmistir (Speer ve ark., 1992).

Cesitli hayvan tiirlerinin bulundugu 5 ayri ¢iftlikte yapilan bir arastirmada
fekal orneklerden 555 adet E. coli susu izole edilmis, antibiyotik dagilimlar ile ilgili
epidemiyolojik bir ¢alisma ylriitiilmiistiir. Koruyucu amagli yemlere antibiyotik
katilan siirtilerde, katilmayanlara gore E. coli izolatlarinda daha yiliksek oranda ¢oklu
antibiyotik direnci gdzlenmistir. En sik karsilasilan direng gelistiren antibiyotiklerin;
dihidrostreptomisin, sulfonamid ve tetrasiklinler oldugu belirlenmistir (Mercer ve
ark., 1971). Diger bir ¢calismada ise, 1.104 kanath hayvandan klinik 6rnek ¢alisiimas,
izole edilen E. coli suslar1 ¢oklu antibiyotik direncliligi bakimindan test edilmis ve
32 adet sus ampisilin, gentamisin, sulfamethoksazol, tetrasiklin ve nalidiksik asite
diren¢li bulunmustur (Altekrusu ve ark., 2002). Yine 1967 yilinda yapilan bir
calismada, tetrasikline direngli E. coli’lerin transfer edilebilir direng belirleyicilerine
sahip oldugu (R-faktor), bunun yalnizca tetrasiklin i¢in olabilecegi gibi diger ilaglar
icin de mimkiin olabilecegi  bildirilmistir  (Franklin, 1967). Diisiik
konsantrasyonlarda tetrasiklin  bulunduran ortamlarda yapilan E. coli
inkubasyonundan kisa bir siire sonra hiicresel bir diren¢ gelisimi gozlenmistir (Speer

ve ark., 1992).

1.6. Kanath Hayvan Yetistiriciliginde Antibiyotik Kullanim

Hayvan yetistiriciliginde antibiyotikler, 1949 yilina kadar biiyiik 6l¢iide hastaliklarin
tedavi ve kontroliinde kullanilmaktayken, kanatlilar iizerinde yapilan bir deneme
sirasinda tesadiifen deneme hayvanlarinda biliyiime artisinin gozlenmesi ile ¢iftlik
hayvanlarinda biiyiitme faktorii olarak kullanilmaya baslanmistir (Aydin ve Kogak,
1999). Bu siiregte antibiyotikler ve kemoterapotikler yem katki maddesi olarak, hem
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hayvan sagligini korumak hem de biiyiitme faktorii amach kullanilmaktadir. Bu
yaygin kullanimm ©6niine gecmek icin ilk adim 1969 yilinda isve¢ Komitesi
tarafindan atilmis ve antibiyotiklerin biiylitme faktorii olarak kullanilmasma
simirlandirma getirmistir. Hemen ardindan 1970’lerin baslarinda da Avrupa Birligi
tarafindan c¢esitli antibiyotik ruhsatlar1 gecgici olarak yiriirlikten kaldirilmastir.
Ayrica 1990’lerin sonlarinda antibiyotiklere direngli bakteriler ortaya ¢cikmis, Avrupa
Birligi, kanatli hayvan yetistiriciliginde antibiyotik kokenli biiyiitme faktorii
kullannmin1 genis Olgiide yasaklamistir. Tiirkiye’de ise, antibiyotik biiylitme

faktorlerinin suya karistirilarak verilmesi disinda diger uygulamalarin tiimii yasaklanmistir

(Anadon ve Martinez- Larrafiaga, 1999; Casewell ve ark., 2003; Tuncer, 2007).

Cizelge 1.2. Yillara Gore Antibiyotik Biiylitme Faktorlerinin Yasaklanmasi (Tuncer,
2007)

YIL ULKE KARAR

1969 Isveg Antibiyotik biiyiitme faktorleri bilimsel olarak yasaklandi

Antibiyotik biiylitme faktorlerinde gegici sinirlandirmalar

1970 Avrupa Birligi
baslad:

1970 Ingiltere Penisilin ve tetrasiklin yasaklandi

1971 Avrupa Birligi | Tetrasiklin yasaklandi

) Tetrasiklin ve antibiyotik bilyiitme faktorlerinin bir kismi
1971 Isveg
yasaklandi

1986 Isveg Antibiyotik biiyiitme faktdrlerinin tiimii yasakland:

1997 Avrupa Birligi | Avoparcin yasaklandi
1998 Hollanda Olaquindox yasaklandi

] Virginamycin ve antibiyotik bilylitme faktérlerinin tiimii
1998 Danimarka
yasaklandi

1988 Isvigre Antibiyotik biiyiitme faktorlerinin tiimil yasaklandi

Tylosin phosphate, zinc bacitracin, spiramycin,
virginiamycin yasaklandi

Tylosin phosphate, zinc bacitracin, spiramycin,
virginiamycin yasaklandi

01.01.2006 | Avrupa Birligi | Antibiyotik biiyiitme faktdrlerinin tiimii yasaklandi

1988 Avrupa Birligi

1999 Ingiltere

21.01.2006 | Tirkiye Antibiyotik biiyiitme faktorlerinin tiimil yasaklandi
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Yetistiricilikte et iretiminin arttirilmasi; diisiik verimli yerli hayvanlarin
kiiltiir wklar1 ile 1slahi, mevcut hayvanlarin bakim ve beslenme kosullarinin
tyilestirilmesi  ve  verim  arttirict  maddelerin  kullanilmas1  yollariyla
gergeklestirilebilir.  Kiiltiir wrklar1 ile yerli hayvanlarin 1slaht olduk¢a uzun zaman
alan bir yoldur. Bakim ve besleme kosullarinin iyilestirilmesi, lireticinin egitimi,
yem-lriin fiyat iligkisi ve hiikiimetin ekonomik politikalarina bagli olmakla birlikte
yine zaman alici, ayrica siirekliligi kuskuludur. Bu durumda verim arttirici
maddelerin kullanim1 6n plana ¢ikmaktadir (Arpacik, 1999; Sarica, 1999; Tuncer ve
ark. 1999).

Verim arttiricilar grubunda degerlendirilen yem katki maddeleri, sindirim
sistemi hastaliklarina neden olan patojen mikroorganizmalarin iiremelerine engel
olmak ve hayvanimn sindirim sistemi mikroflorasini yararli mikroorganizmalar lehine
cevirerek hayvanin besin maddelerinden daha yiiksek diizeyde yararlanmasina
olanak saglamak amaclarina yonelik olarak kullanilmaktadr. (Kantarci, 2000;
Kiiciikersan ve Giiltekin, 2001; Onen¢ ve Kaya, 2001). Alman ilaglar bobrek ve
karaciger olmak iizere cesitli organ ve dokularda birikmektedirler. Boyle {iriinleri
tiikketen insanlarda tirtindeki antibiyotik ¢esit ve miktarma bagl olarak hafif alerjiden
baslayip anafilaktik soka kadar gidebilen, olumsuz etkiler gozlenmistir. Yine
antibiyotik kullanimi sindirim sistemindeki patojen mikroorganizmalarla beraber
faydali mikroorganizmalarin da 6liimiine neden olmaktadir (Yndestad ve Underdal,

1977; Nouws, 1981; Kaya ve Sahal, 1989; Sarica, 1999; Doyle, 2006).

Kalmt1 yoniinden antibiyotiklerin diger farmakolojik etkili maddelere gore
daha oOnemli oldugu belirtilmektedir. Bunun nedenleri, hayvanlara Ongoriilen
dozlardan fazla ila¢ verilmesi ve 6zellikle de ila¢ uygulanan hayvanlarm ilacin yasal
bekletme siiresine uyulmadan kesime sevk edilmesi olarak ifade edilmektedir. Bunun
sonucunda, antibiyotiklerin tamamen metabolize olmamasi veya viicuttan tamamen
atilmamasina baglh olarak, hayvanlarin doku ve organlar1 ile bunlardan elde edilen
hayvansal gidalarda antibiyotik kalintis1 bulunabilmektedir (Mussman, 1975; Kaya
ve Sahal, 1989, Shane, 1999 Doyle, 2006). Diinya Saglik Orgiitii (WHO), yayinladig:
bir raporda(2011) antibiyotiklerin etlik piliclerde gelismeyi ve yemden yararlanmay1
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uyarmak amaciyla hatali kullanimi1 sonucu, bir¢ok mikroorganizmanin kullanilan
antibiyotiklere kars1 giderek diren¢ kazandigi ve bilingsiz kullanimm devam etmesi
durumunda da insanlarda bogaz ve kulak iltihaplarina karsi antibiyotiklerin eskisi
kadar etkili olamayacagi bildirilmektedir (Whitlock, 1986; Arda ve ark., 1992; Aydin
ve Kocak, 1999; Kirkpmar ve Erkek, 2000, Choct, 2003).

Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirabilmek i¢in, yem katki maddesi olarak
kullanilan antibiyotik ve kemoterapotiklerin tedavi amach kullanilmayan ve
bagirsaktan emilmeyen 6zellikte olmasina dikkat edilmesi onerilmektedir. Bununla
birlikte antibiyotiklerin kullanimlarindaki ¢ekinceler alternatif uygulamalarin

arastirilmasina yol agmustir (Alp ve Kahraman, 1996; Demirel ve Giirbiiz, 1999).

Avrupa toplulugunun aldig: kararlara paralel olarak Tiirkiye’de de etlik pili¢
karma yemlerinde antibiyotik kdkenli bazi biiylimeyi uyaric1 yem katki maddelerinin
kullanimlar1 Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi'nca 30 Haziran 1999 tarihi
itibartyla yasaklanmis, sadece izine baglh olarak tedavi edici amag¢lh ‘ilag’ olarak
kullanimlarina karar verilmistir (Demirel ve Giirbiiz, 1999). Resmi Gazete’de
19.01.2005 tarih ve 25705 sayiyla yayinlanan “Canli Hayvanlar ve Hayvansal
Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarn Kalintilarinin izlenmesi i¢in Alinacak
Onlemlere Dair Yonetmelik” esaslarma gore iilkesel kalint1 izleme plani
uygulanmaktadir. Hayvan tiiri veya gida c¢esidine gore aranacak maddeler ve
incelenecek 6rnek sayis1 96/23/EC sayili AB direktifi ile uyumlu olarak hazirlanarak,
bakanlik tarafindan Ankara ve Izmir i1 Kontrol Laboratuarlar1 ile Etlik, Bornova ve
Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiileri kalint1 izlemede yetkili kilimmugtir

(Can ve Celik, 2008).

Son yillarda arastirmacilar, antibiyotiklere alternatif olabilecek dogal ve
gelismeyi hizlandirict madde arayisi igine girmislerdir. Bu amacla probiyotikler,
organik asitler ve enzimlerin alternatif olarak kullanimi giincellik kazanmistir

(Kiigiikersan, 2002).
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1.7 Tetrasiklin Diren¢ Mekanizmalar: ve Genleri

Tetrasiklinler, adlarmi lineer sekilde birbirleriyle baglantili dort halkadan meydana
gelen kimyasal yapilarindan almislardir. Protein sentezinin baslangic kademesinde
pasif difiizyonla bakteri hiicresine girerek 30S ribozomal alt iinitesine baglandigi ve
protein sentezini inhibe ederek antibakteriyel etkilerini bu yolla gdsterdikleri
bilinmektedir. Kendi aralarinda capraz diren¢ gosterirler. (Chopra ve ark, 1992;

Chopra, 1994; Klein ve Cunha, 1995; Schnappinger ve Hillen, 1996).

Tetrasiklinlerin  etkilerinin bircok Gram pozitif ve Gram negatif
mikroorganizma ile Chlamydophila spp., Mycoplasma spp., Ricetsia spp. ve
protozoonlara kars1 gosterdigi belirtilmistir (Van den Bogaard ve ark, 2001; Schwarz
ve Chaslus-Dancla, 2001). E. coli, antibiyotik diren¢ genlerini ekstrakromozomal
genetik elementler araciligi ile canlilar i¢in patojen olan hem Gram pozitif bakterilere
(Enterococcus faecalis, Streptococcus lactis, Streptococcus agalactiae, Bacillus
thuringiensis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus), hem de Gram negatif
bakterilere (Salmonella spp., Yersinia pestis) aktarmaktadir. Dolayisi ile antibiyotik
direngli bakteri tiirlerinde artislar olma ihtimali s6z konusudur (Mercer ve ark, 1971;
Tenover, 2001). Son yillarda, kanathlarda tespit edilen E. coli ve buna bagl
infeksiyonlarda direng gelistirip gelistirmediklerinin bilinmesi 6nem kazanmistir. Bu
konuda tavuk yetistiriciligi izerine sinirh sayida aragtirma mevcuttur (Yang ve ark,

2004).

Tetrasiklinler, ¢ogunlukla oral olarak direkt yeme katilarak ya da aerosol
olarak kullanilmakta, 06zellikle rolitetrasiklinler ve doksisiklin ise parenteral
kullanimda tercih edilmektedir. Gelismeyi nasil arttirdigi tam olarak bilinmemekle
birlikte bagirsak florasinda bulunan mikroorganizmalarin vitamin sentezlemesini
sagladig1 bunun da patojen mikroorganizmalarin yerlesmesini azalttigr ve gida
maddelerinin absorpsiyonunu arttirdigi diistiniilmektedir (Chopra ve Roberts, 2001).
Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin (tetrasiklin, oksitetrasiklin ve klortetrasiklin) genis
spektrumlu olmalar1 ve toksik etkilerinin diisiik olmasi dolayisiyla kanath

yetistiriciliginde yaygin olarak kullanildiklar1 bildirilmistir. Bu nedenle tavuk etinde
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tetrasiklin kalintilarmin saptanmasi 6nem tasimaktadir (Cooper ve ark, 1998;

Furusawa, 2000).

Tetrasiklin diren¢ genleri i¢in ilk nomenklatiir 1989 yilinda yayimlanarak,
yeni genlerin tespit edilmesiyle 1999 yilinda giincellenmistir (Levy ve ark, 1989;
Levy ve ark, 1999). Tetrasiklinlere direng, ya efluks sistemini ya da ribozomal
korumay1 kodlayan genler wvasitasiyla olustugu bildirilmis ve bunun yanisira
enzimatik inaktivasyon ile de diren¢ olustugu belirlenmistir (Levy, 1988; Levy,
1992; Roberts, 1994; Taylor ve Chau, 1996).

E. coli’de tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetl ve tetY genleri tespit edilmistir
(Chopra ve Roberts, 2001). Sistemi en iyi anlagilan tetrasiklin diren¢ geni tefB
olmustur. TerB, tetR(B) repressor proteinini kodlayan gen zet(R) geninden transkripte
olmaktadir. Tetrasiklinin yoklugunda, fefR(B) iki operator bdlgeye dimer olarak
baglanmakta ve bu baglanmanin tet(B) ve fefR(B)’nin transkripsiyonunu engelledigi

disiiniilmektedir (Speer ve ark, 1992, Lapierre ve ark., 2008).

Yapilan son ¢alismalara kadar higbir E. coli plazmidinin birden fazla tipte tet
geni tagimadigi diisiiniilmiis, daha sonra tek et geni tastyan Gram negatif izolatlarin
coklu plazmidler iizerinde kaldigi, bunun da laktozu fermente eden koliformlarin
%3,5 oraninda iki farkli tet geni tasimasma yol ac¢tig1 bildirilmistir. Yapilan
calismada %?26 tetrasiklin direncli izolatlarin fetD ve fetE’yi bir arada tasidigi
kanitlanmistir. 7etG ve tefl genleri ise Gram negatif bakterilerde saptanamamistir

(Speer ve ark, 1992).

1.8. Escherichia coli’lerde Antibiyotik Direncinin Tespiti

Hayvan yetistiriciliginde gereginden fazla, kontrolsiiz ve yanlis antibiyotik kullanim1
sonucu antibiyotik direncinde artis gozlenmis, bu durumun tespiti i¢in direngli
bakterilerin ve diren¢ genlerinin saptanmasinda cesitli yontemler gelistirilerek
kullanilmistir. Bu yontemler arasinda en sik kullanilami disk diffuzyon yontemidir.

Son zamanlarda bunun yaninda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) direncli
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plazmidlerin ~ saptanmast ve profillendirilmesi amaciyla yogun olarak

kullanilmaktadir (Miles ve ark, 2006).

Disk diffuzyon yontemi ile antibiyotik direnc tespiti yapilirken izole edilen E.
coli’ler 18-24 saat inkube edilip 5 ml %0.9’lu steril su iginde 0.5 MacFarland
standardina uygun hale getirilmektedir. Miiller Hinton agara bu kiiltiirden ekimler
yapilarak, diren¢ durumuna bakilacak antibiyotikleri igeren diskler yerlestirilir.
Yaklasik 16-18 saat, 37°C’de inkubasyondan sonra olusan zon caplar1 dl¢iiliir ve
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)‘a gore degerlendirilir (Okoli ve
ark, 2005; Miles ve ark., 2006).

E. coli suslarinin direng tespitinde son donemlerde siklikla kullanilan PCR,
hedeflenen spesifik DNA’nin, secilen primerler ve amplifikasyon sartlarinda
cogaltilmasiyla gergeklestirilir. Bu anlamda bir¢ok PCR protokolii kullanilabilir.
Ayni zamanda antibiyotik direncliligine sebep olan nokta mutasyonlarin tespitinde de
PCR kullanilabilir. Bunun yaninda Multipleks PCR’in, ayni anda cok sayida
tetrasiklin diren¢ geninin varligini ortaya koymak agisindan Onemli oldugu

bildirilmistir (Ng ve ark., 2001; Arts ve ark., 2001).

Tetrasiklin direncinin genotipik olarak incelendigi pek ¢ok calisma
bulunmaktadir.Miles ve ark.,(2006), kanath hayvanlarla yaptiklar1 ¢alismada, izole
ettikleri fekal E. coli’lerde tetB ve/veya tetD varligmm1 ortaya koyduklarini
bildirmisler, tetrasiklin direng mekanizmasini ortaya koymak icin tetrasikline 6zgii
primerleri kullanarak ¢aligmay1 yaptiklarmi belirtmislerdir. (Guerra ve ark., 2003).
PCR ile yaptiklar1 calismada tetA, tetB ve tetG genleri yoniinden kanatlh, sigir ve
domuz digki 6rneklerinden izole ettikleri E. coli’leri incelemis ve %66 tet(A), %42

tet(B) ve %<1 tet(G) genlerini tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Bu tez ¢aligsmasinda, tavuklara ait deri ve i¢ organ 6rneklerinden izole edilen
E. coli suslarmnin, kanath tedavisinde sik kullanilan amoksisilin, trimetoprim-

sulfamethaksol, eritromisin, enrofloksasin, doksisilin, florfenikol ve tetrasiklin
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antibiyotik direngliklerinin fenotipik olarak saptanmasi ve tetrasiklin direncinin

genotipik diizeyde incelenmesi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

2.1.1. Ornekler

Calismada, Ankara ve Bolu illerinden 2009-2010 tarihleri arasinda Et ve Balik
Kurumu Sincan Kombina Kesimhanesi’'ne gelen tavuklardan toplanan toplam 493
tavuk ornegi ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Kanathi Hayvan Hastaliklar1 Rutin Teshis Laboratuvari’na gonderilen 7 tavuktan

saglanan toplam 500’er karaciger, kalp ve deri 6rnekleri materyal olarak kullanildi
2.1.2. Referans Suslar

Kontrol amaciyla kullanilan E. coli ATCC 25922 susu, tetrasikline duyarh E. coli
susu (N/A-DHS alpha E. coli), E. coli 1909-pRT11-tetB ve E. coli 1912-pSL18-tetA
suslar1 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 kiiltiir

koleksiyonundan saglanmistir.

2.1.3. Besiyerleri ve Soliisyonlar

Toplanan 6rneklerden izolasyon amaciyla Tryptic Soy Broth (Difco, 0370-17-3) ve
% 7 kanli blood Agar (Oxoid, CMS55) kullanild. izole edilen etkenlerin
identifikasyonu amaciyla ise MacConkey Agar (Merck, V960465-735), Eozine-
Metilen Blue Agar (Oxoid, CM0069), Triple-Sugar-Iron Agar (Merck, VM858915-
212), Metil Red-Voges Proskauer Medium (DIFCO, 0016), suslar1 saklamak
amactyla %20 oraninda Gliserin (Merck, 4094) ilave edilmis Tryptic Soy Broth
(Difco, 0370-17-3), PCR da kalip DNA olarak kullanilacak niikleik asitlerin
ekstraksiyonu amaciyla etkenlerin tekrar aktivasyonunda Tryptic Soy Agar (ADSA
Micro 1-200) ve plazmid izolasyonu i¢in Luria Broth (Sigma, 13522-250G)

kullanilmastir.
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PCR analizlerinin yapilmasi amaciyla kullanilan kimsayal maddeler bunlar :-
Etanol (%95°1ik) (Merck, Almanya )

Tris Borat EDTA (TBE) (AppliChem, Almanya)

Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya)

10xPCR Buffer (Fermentas, Litvanya)

25 mM MgCl, (Fermentas, Litvanya)

Primerler (Fermentas, Litvanya)

25 mM dNTP set (Fermentas, Litvanya)

DNA marker (100 bp) (Fermentas, Litvanya)

Agarose (prona agarose, basica le) (Fermentas, Litvanya)
Etidyum bromiir (Fermentas, Litvanya)

Ticari kit (K0512, Fermentas, Litvanya)

6xLoading dye (Fermentas, Litvanya)

2.1.4. Kullanmilan Cihazlar

2.1.5. PCR Cihaz ve Ekipmanlari

Elektroforez Gii¢ Kaynagi: Elektroforez uygulamalarinda gilic kaynagi olarak
Wealtec marka Elite 300 Plus (Taiwan) zaman ayarh gii¢ kaynagi kullanildi.

Hassas Terazi: Soliisyonlarm  hazirlanmasmnda  kullanilan  kimyasallarin

tartilmasinda Scaltec SBC41 model (Almanya) hassas terazi kullanild.

Jel Elektroforez Cihazi: Jel elektroforez ve RFLP analizlerinde minigel yatay jel
elektroforez cihazi (Minnie Submarine Agarose Gel Unit, Model HE 33, ABD)
kullanildi.

pH Metre: Hazirlanan soliisyonlarin pH’larinm 6l¢iilmesi ve ayarlanmasinda Orion

marka (420A, ABD) pH metre kullanilda.
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Santrifiij: Orneklerin santrifiij asamalarinda Hettich marka (Micro 22R, Almanya)

sogutmali santrifiij kullanildi.

Steril Kabin (Laminar Flow): DNA eldesi ve PCR mikslerinin hazirlanmasi

islemleri steril kabinde (Aura 2000 M.A.C., Bio Air inst., italya) gerceklestirildi.

Thermal Cycler: Komplementer DNA (cDNA) eldesi ve sonrasinda gergeklestirilen
amplifikasyon, enzimatik kesim igslemlerinde Genius marka (Techne) thermal cycler

kullanildz.

UV-Transilluminator: Bilgisayarli goriintiileme sistemi (Gene Genius, Syngene,

Bio Imaging System, Ingiltere) kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1 i¢ Organ Ornekleri ve Deriden E. coli izolasyon ve
Identifikasyonu

Bu c¢alismada, Ankara ve Bolu illerinden Et ve Balik Kurumu Sincan Kombina
Kesimhanesi’ne gelen tavuklara ait orneklerden (kalp, karaciger ve deri) izole ve
identifiye edilen 500 adet E. coli susu degerlendirildi. Tavuklardan alinan nekropsi
materyalinden, mezbahalardan alman i¢ organlardan ve deriden Oncelikle Tryptic
Soy Broth’a (Difco, 0370-17-3) gegilerek 18-24 saat 37° C’lik etiivde inkube edilerek
elde edilen kiiltiirler sirasiyla MacConkey Agara (Merck, V960465-735), Eozine-
Metilen Blue Agara (Oxoid, CM0069) gecildi. Etiivde 24 saat bekletildikten sonra
MacConkey Agar’da tireyen laktoz pozitif koloniler ve Eozin-metilen blue agarda
gozlenen laktoz pozitif, metalik rofle veren koloniler E. coli yoniinden incelendi.
Bunun i¢in indol, metil red, voges-proskauer, simon sitrat, Triple-sugar-iron agarda
sekerleri fermentasyon, gaz olusumu ve H,S olusumu, iire testi, 37°C’de hareketlilik
testi, katalaz testi, oksidaz testi ve oksidasyon-fermentasyon (O/F testi) testleri

yapildi . Escherichia coli olarak identifiye edilen suslardan %5-10 koyun kanli agara
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(Oxoid, CM55) gegildi, 18-24 saatlik 37° C’de inkubasyonun ardindan %20’lik
Gliserin (Merck, 4094) ilave edilen TSB’de -20° C’de diger testlerde kullanilmak
iizere donduruldu. Kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanilda.

2.2.2. Biyokimyasal Testler

Gram boyama: Preparat hazirlandi, kurutuldu, fiziksel olarak tespit edildi. Jansiyana
moru ile 2-3 dk boyandi, hafif akan su ile yikandi. Lugol solusyonu ile 1-2 dk
muamele edildi, hafif akan su ile yikandi. Alkol ile dekolare edildi (bu islem alkol
renksiz akincaya kadar devam etti), hafif akan su ile yikandi. Sulu fuksin_ile 30 sn
boyandi, hafif akan su ile yikandi, kurutuldu, 100’lik ojektifinde bakildi. Kirmizi,
comak sekilli bakteriler Gram negatif olarak degerlendirildi.(Bilgehan, 2004).

Hareket muayenesi: Izole edilen etkenlerin hareket muayenelerinin yapilmasi
amaciyla oncelikle lam tizerine bir damla FTS (Fizyolojik tuzlu su) kondu ve kati
kiiltiirden koloni alinarak FTS igerisinde siispanse edildi. Uzeri temiz bir lamelle
kapatilarak 40’lik objektifte incelendi. Ayrica muayenenin teyidi amaciyla kati
kiiltiirden alinan bir 6ze dolusu koloni Nutrient Broth (NB)’a gecilip iyice siispanse
edildikten sonra 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda bir damla
swv1 kiiltiirden alinarak lam iizerine koyuldu ve iizeri lamelle kapatildi. Hazirlanan
preparat 40’lik objektifte incelendi. Boylelikle hareket muayeneleri izole edilen
bakterilerin hem kati kiiltlirlerinden hemde sivi kiiltiirlerinden yapilarak incelendi

(Bilgehan, 2004).

TSI’ya ekim: izole edilen etkenlerin identifikasyonunda kullanilmak iizere glikoz,
sukroz ve laktoz fermentasyonlari, H,S olusumu ve gaz olusumunun
degerlendirlimesi amaciyla etkenler TSI’a ekilerek inkiibasyon sonrasinda bu testler
yoniinden degerlendirildi. Saf kiiltiirden igne uclu 6ze ile bir miktar koloni alinip TSI
agarin dip kismindan baglamak iizere yilizeyine dogru siirterek c¢izgi seklinde ekim
yapild1 ve 37- °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda normal kirmizi
olan besi yeri sarims1 bir renk almasi, gaz olusunun goriilmesi ve siyahlagmanin

olmamasi pozitif olarak kabul edildi (Bilgehan, 2004).
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Indol testi : Nutrient broth’da 37 °C de 24 saat inkiibasyonu sonucunda tireyen kiiltiir
iizerine kovaks ayiracit damlatildi ve birka¢ saniye igerisinde olusan kirmizi halka

pozitif olarak kabul edildi. (Bilgehan, 2004).

Metil Red-Voges Proskauer Testi (MR-VP): Glikoz ayrismasi sonucu olusan asit
iirlinlerin saptanmasinda MR testi, notral tiriinlerin saptanmasinda VP testi kullanilda.
Deney amaciyla iki adet NB’a saf kiiltiirden ekim yapild1 ve 37 °C’de 24 saat inkiibe
edildi. Siire sonrasinda tiiplerden birisine MR ayiraci, digerine ise VP ayiraci
damlatildi. MR damlatilan tiipin kirmiz1 renge donmesi , VP ayiract damlatilan
tiipiin sar1 renkte kalmas1 E. coli acisindan pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan,

2004).

Sitrat testi : Saf kiiltiirden bir miktar 6zeye alinarak Simons Sitrat besiyerine ekim
yapild1 ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda orjinal yesil rengin
degismemesi E. coli yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 2004).

Ureaz testi : Ure iceren yari1 kat1 besi yerine saf kiiltiirden ekim yapildi ve 37 °C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda sar1 rengin degismemesi E. coli

yoniinden pozitif olarak degerlendirildi. (Bilgehan, 2004).

2.2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testi

Testler E. coli izolatlar1 ile CLSI’nin 6nerdigi disk diflizyon teknigine gore yapildi.
Buna gore, bir gece 37° C’lik etiivde Nutrient Buyyonda iiretilen suslardan 0.1 ml
Miiller-Hinton Agara (Oxoid, CM337) yayma tarzinda ekilerek, lizerlerine yine
CLSI’nin o6nerdigi hacimlerde amoksisilin (10 pg, Oxoid), enrofloksasin (5 pg,
Oxoid), eritromisin (15 pg, Oxoid), doksisilin (30 pg, Oxoid), florfenikol (30 nug,
Oxoid), tetrasiklin (30 pg, Oxoid) ve trimetoprim-siilfametaksol (25 pg, Oxoid)
diskleri yerlestirildi. Bakteriler 24 saat 37° C’de inkube edildikten sonra bu
antibiyotiklere direnglilikleri yoniinden incelendi. Tetrasiklin direngliliginin yanisira
E. coli’nin ¢oklu antibiyotik direnci fenotipik olarak degerlendirildi (Miles ve ark.,

2006)



23

Degerlendirmeler yapilirken CLSI (2007)’nin E. coli i¢in belirledigi birimler dikkate

alind1

Cizelge 2.1. CLSI’ye gore E. coli’'nin Direng Durumlar1

Antibiyotik
Direncli Orta Duyarh Duyarhi

Tetrasiklin <14 15-18 >19
Trimetoprim-sulfa <10 11-15 >16
Amoksisilin <13 14-17 >18
Eritromisin <13 14-22 >23
Doksisilin <12 13-15 >16
Florfenikol <14 15-18 >19
Enrofloksasin <15 16-20 >21

2.2.4. PZR Teknigi

2.2.4.1. DNA Eldesi (Ekstraksiyon)

Bu amacla kaynatma yontemi kullanildi. Triptic Soy Agar’dan elde edilen 24 saatlik
kiiltlirlerden 1-2 koloni 6ze yardimiyla alinip 500 pl steril distile suda slispanse
edildi. Daha sonra 50 ul PCR tiiplerine almarak iyice karistirildi. Thermal cycler
(Techne Genius) i¢ine yerlestirildi. 99° C’de 10 dakika tutularak 1 siklus
tamamlatildi. 1000 devirde 2 dakika santrifiij edilip analizde kullanilacak DNA
template elde edildi (Wilkes ve ark., 2005; Sunde ve Normstrom, 2006)

2.2.4.2. Primerlerin Sulandirilmasi

Primerler 20 bazlik olup, 100 pmol/ul olarak hesaplanarak dietil polikarbonath su ile
sulandirilmistir. Bu amagla; primer miktar1 ve molekiiler agirliklar1 esas alimmus,
Sulandirma Oran1 = Primer Miktari/Molekiiler agirlik olarak hesaplanmistir. Cizelge
4’te tetB ve tetA direng genlerini saptamak icin kullanilan primerler ve

sulandirmalar1 belirtilmistir.
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Cizelge 2.2. PZR analizinde kullanilan primerler ve sulandirma miktarlari

Primerin . . o Amplikon
Ad Primerin Ac¢ik Dizisi Biiyiikliigii Kaynak
PRIMER | 5’- TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG-3’
1 TETBF
- 210 bp
PRIMER | 5°- GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG-3’ )
2 TETBR K“mlfl
- e ark.,
PRIMER | 5- GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC-3’ Y004
3 TETAF 659 b
PRIMER | 5°- CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG-3’ P
4 TETAR

*: 100uM standart DNA yogunlugunu elde etmek i¢in sulandirma miktars.

2.2.4.3. PZR

Tet A ve tet B genlerinin tespiti i¢in ortak bir PCR karigimi hazirlandi. Bu karisim
asagidaki tabloda gosterildigi miktarlarda karistirilarak 25 ul’lik  hacimde
hazirlanmistir. Bu bilesenler test tlipiine en yliksek konsantrasyondan baslayarak

konulmustur (Bryan ve ark., 2004; Kumai ve ark., 2004; Miles ve ark., 2006).

Cizelge 2.3. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan karisim

10XPCR Buffer 2,5l
dNTP karisimi 0,5 nl
Primer F 0.125 pl
Primer R 0.125 pl
MgCl, 2l
Taq polimeraz 0.2 ul
Distile Su 17.55 nl
Template DNA 2l
TOPLAM 25 ul

Amplifikasyon kosullarini, 94° C’de 3 dakika 6n denatiirasyon asamasini takiben, 30

siklusluk 94° C’de 45 saniye denatiirasyon, 55° C’de 45 saniye primer baglanmasi,
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72° C’de 1 dakika ekstensiyon ve 72° C’de 7 dakikalik final ekstensiyon asamalar1
olusturdu (Blake ve ark., 2003).

2.2.4.4. Elektroforez

Agaroz jel elektroforezi icin %1,5’lik 200 ml jel (Prona) hazirlandi. Hazirlama
sirasinda 3 mg agaroz jel 200 ml 0,5xTBE ile karistirildi. Iyice eritildikten sonra
icerisine 8 pl etidyum bromiir ilave edilerek donduruldu (Bryan ve ark., 2004, Kumai

ve ark., 2004, Miles ve ark., 2000) .

PZR iirtinleri jel elektroforezinde 180 V’da 60 dakika boyunca kosturuldu.
Her g6z basma 10 pl iirtin eklendi. Cikan sonuglar ultraviyole 151k altinda
incelenerek fotograflar1 ¢ekildi. Degerlendirmede, 100 bp’lik marker (Fermetas,
SM0243) kullanildi. tetA icin 210 bp, tetB igin 659 bp’lik bantlar olarak
degerlendirildi (Bryan ve ark., 2004 ; Kumai ve ark., 2004 ; Miles ve ark., 2006 ;
Auerbach ve ark.,2007).

2.2.5. Istatistiksel Degerlendirme

E. coli izolatlarmn tetrasiklin direngliliginin belirlenmesinde kullanilan disk
difiizyon metodu ile PCR test bulgular1 istatistiksel olarak ki kare (chi square)
yontemi ile degerlendirildi (Guerra ve ark., 2003).
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Bu tez ¢alismasinda 500 tavugun karaciger, kalp ve deri 6rnekleri toplandi. Toplanan
bu 1500 materyallerden, laboratuar calismalar1 sonucunda, Et ve Balik Kurumu
Sincan Kombina Kesimhanesi’nden gelen Orneklerden 206 adet ve Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kanath Hayvan
Hastaliklar1 Rutin Teshis Laboratuvari’na gonderilen 6rneklerden 7 adet olmak iizere
toplam 213 E. coli izole ve identifiye edildi. E. coli’lerin organlara gore dagilimai;
deriden 35 (% 7.0), karacigerden 108 (% 21.6) ve kalpten 70 (% 14.0) adet olarak

tespit edildi. I¢ organlara gdre izolasyon oranlar1 Cizelge 3.1°da belirtilmistir.

Cizelge 3.1. i¢ organlara gore izolasyon miktarlari.

Alman icorganlar Toplanan Ornek | izole edilen | izolasyon
Sayisi E.coli Sayisi Oranlan (%)
KARACIGER 500 108 21.6
KALP 500 70 14.0
DERI 500 35 7.0
TOPLAM 1500 213 14.2
3.2. Antibiyotik Duyarhlik Testi Bulgular

Tavuklar i¢ organlarindan izole edilen toplam 213 adet E. coli susunun disk
diffiizyon yontemleri ile antibiyotiklere duyarliliklar1 belirlendi

Izole edilen 213 E. coli susunun 155 (%68.1)‘inin tetrasikline, 192 (%90.1)*sinin
trimetoprim-sulfametaksozole, 150 (%70.4)‘sinin amoksisiline, 145 (%68.1)‘inin
eritromisine, 179 (%84)‘unun doksisikline, 42 (%19.7)‘sinin florfenikole, 171
(%80.3)‘inin ise enrofloksasine direnc¢li oldugu saptandi. Bu 213 E. coli susunun 14
(%6.5) inin (%1.0) sinin

(%6.1)‘sinin amoksisiline, 61 (%28)‘inin eritromisine ve 5 (%2.3)‘unun doksisikline

tetrasikline, 2 trimetoprim-sulfametaksozole, 13

orta derecede duyarli oldugu saptandi. Duyarliliklarina bakildiginda, 213 E. coli
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susunun 54(%25.3)‘inin tetrasikline, 19 (%8.0)‘sinin trimetoprim-sulfametaksozole,
50 (%23.5)‘sinin amoksisiline, 7 (%2.3)‘inin eritromisine, 29 (%13.6)‘unun
doksisikline, 171 (%80.2)‘sinin florfenikole, 42 (%19.7)‘inin ise enrofloksasine
duyarli oldugu saptandi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Izole edilen E. coli suslarinm diger antibiyotiklere olan direng

durumlari.

Antibiyotik Direncli (%) Orta Duyarl (adet) Duyarli(adet)
Tetrasiklin 145 (68.1) 14 54
Trimetoprim- 192 (90.1) 2 19
sulfamatakzol
Amoksisilin 150 (70.4) 13 50
Eritromisin 145 (68.1) 61 7
Doksisiklin 179 (84) 5 29
Florfenikol 42 (19.7) - 171
Enrofloksasin 171 (80.3) - 42
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Cizelge 3.3. izole edilen suslarm antibiyogram sonuglar1
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TE: Tetrasiklin, SXT: Trimetoprim-sulfametaksozole, AML :Amoksisilin,
E :Eritromisin, DO: Doksisiklin, FFC: Florfenikol, ENR: Enrofloksasin
R: Direngli, S: Duyarly, I: Intermediate

E.coli suslarmm birden fazla antibiyotiklere direngliligi Tablo 3.4.
gosterilmisitr.  Antibiyotik direncgliligi bulgularma gore, suslarin %8.92°si 3
antibiyotige, %27.23’1 4 antibiyotige, %31.92’si 5 farkli antibiyotige, %24.88’1 6
antibiyotige ve %4.22’si test edilen tiim antibiyotiklere diren¢li oldugu bulundu. Bu
bulgu tavuklardan izole edilen E.coli suslarinda ¢oklu antibiyotik direncinin yiiksek

oldugunu gosterdi.
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Tablo.3.4. Antibiyotiklere direngli bulunan 213 E.coli susunun ¢oklu direng dagilimi

Antibiyotik sayisi (¢oklu direng)

Direngli sus sayist (%)

1

0 (0)

6 (2.81)

19 (8.92)

58 (27.23)

68(31.92)

53 (24.88)

2
3
4
5
6
7

9 (4.22)

3.3. PCR Bulgulan

Yapilan PCR islemi sonucunda tetd (sekil 3.2) ve tetB (sekil 3.3)’ye spesifik

amplifikasyon iirlinleri agaroz jel elektroforezi sonrasinda olusan bantlar yoniinden

incelendi ve goriintiilendi. Tavuklarin i¢ organ 6rneklerinden izole edilen 213 adet E.

coli susunun, 145 susunda tetA, 120 susunda tetB ve 86 susunda ise hem tet4 hem de

tetB genlerinin varhigi tespit edildi(sekil 3.1). Calismada, 34 susta ise herhangi bir

direng saptanamadi.

Sekil 3.1. Tetrasiklin direnci saptanan izolatlarda direng genlerin dagilim1

TetA TetA+TetB

TetB
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M12 3 4 5678 910111213 1415161718 19 2021 22 M

210 hp

71N\

Sekil 3.2. tetA pozitif ornekler M:100 bp DNA agirlik markeri, 1.Negatif kontrol
(DNA igcermeyen PCR karigimi), 2. Pozitif Kontrol (7etA4 geni igeren E. coli susu) 3-

22: drnekler.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 M

—-\Eﬁgl;f/""ﬂ

Sekil 3.3. fetB yoniinden pozitif 6rnekler; M:100 bp DNA agirlik markeri, 1.Negatif
kontrol (DNA igermeyen PCR karisimi), 2. Pozitif Kontrol (7etB geni igeren E. coli

susu) 3-13: ornekler

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Disk diflizyon metodu ile tetrasiklin direngliligi gosteren izolatlarin 34 tanesi harig
tamaminda fetA ve/veya tetB geni saptandi. Tetrasiklin direngli izolatlarin
belirlenmesinde molekiiler yontemin (PCR) konvansiyonel (fenotipik) yonteme (disk

difiizyon metodu) gore spesifite ve sensitivitesi %100 olarak belirlendi.
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4. TARTISMA

Antibiyotiklerin gereksiz ve diizensiz kullanimi ile antibiyotiklere karsi direng
gelisimi arasinda paralellik oldugu yapilan cesitli calismalarla ortaya konmustur.
Diinya’da ve Tirkiye’de giderek artan antimikrobiyal diren¢ problemi gerekli
durumlarda hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin zamanla etkisiz
kalmasina neden olmaktadir. Buna paralel olarak hastaliklarin tedavisinde sorunlar
meydana gelmekte, verim kaybi1 ve yiiksek mortalite sonucu ekonomik kayiplar
artmaktadir. Bu nedenle bakteriyel infeksiyonlarda hastaligin tanisinda ve bu
hastaliga kars: kullanilabilecek en uygun antibiyotigin se¢iminde mikrobiyolojik
verilerin degerlendirilmesi onemlidir (Garner ve ark., 1988; Masterton, 2000).
Hayvanlarda ila¢ kullaniminin diizensiz ve fazla miktarda olmasi, ayrica arimma
stirelerine dikkat edilmeden kesime sevk edilmesi gibi durumlar s6z konusu oldugu
siirece, bunlardan saglanan gidalarda ila¢ kalintilarinin bulunmasi ve degisik
diizeylerde tiiketiciye ge¢cmesi kacmilmaz bir olgudur. Gida giivenligi kapsaminda
degerlendirildiginde, halk saglig1 agisindan da c¢esitli risklerin ortaya c¢iktig1
belirtilmistir (Can ve Celik 2008). Bu nedenlerden dolayi, kanatlilarda infeksiyonlara
neden olan bakteriyel etkenlerin izolasyonu, bunlarin antibiyotiklere duyarliliklarinin
uygun testlerle belirlenmesi ve tedavinin bu testlerin sonuglar1 degerlendirilerek
uygulanmasi biiyliik 6nem arz etmektedir. Bu tez ¢aligmasinda kanatli hayvanlardan
E. coli izolasyonu ve izole edilen bu suslarin 6zellikle insan ve hayvan saghgida
yaygin kullanilan ¢esitli antibiyotiklere karsi duyarhiliklarinin belirlenmesine

calisiimastir.

Bu tez kapsaminda yapilan calismada incelenen 500’er adet karaciger, kalp ve
deri orneginden, sirasiyla 108 (%21.6), 70 (%14.0) ve 35 (%7.0) adet E. coli
izolasyonu gerceklestirildi. Calismada orneklenen toplam 1500 materyalin 213
(%14.2)’tinde E. coli izole edildi. Bulgular incelendiginde en yiiksek izolasyon
oranimnin karaciger 6rneklerinden oldugu, bunu kalp ve deri materyallerinin izledigi
goriildii. Burada karacigerin histolojik yapisit nedeniyle kanin gegisi sirasinda kan
icinde bulunan mikroorganizmalar bu organda daha fazla tutulmaktadir. Bu nedenle

de karacigerden diger organlara gore daha fazla etken izolasyonu olabilecegi



35

diistiniilmektedir. Cook ve ark. (2012) 187 deri 6rneginden 77 tanesinde (%41) E.
coli izole ve identifiye etmislerdir. Altalhi ve ark. (2010) 119 6rnekten 37 adet (%
31) Gomis ve ark. (2001) ise, 237 ornekten 82 adet (% 34.6) E. coli izole ve
identifiye etmislerdir. Kili¢ ve ark. (2007) 100 6rnekten 48 tanesinde (%48) E. coli
izole ve identifiye etmiglerdir. Mumtaz ve ark. (2012) 360 6rnekten 57 tanesinde (%
15.8) E. coli izole ve identifiye etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda diger yapilan
calismalara gore daha diistik oranda E. coli izolasyonu gergeklestirilmistir. Bunun en
onemli nedeninin yapilan bu tez calismasinda hastalik varliginin olup olmamasina
bakilmaksizin mezbahada kesilen tavuklardan rastgele oOrnek alinmasi oldugu

diistiniilmiistiir.

Tezde toplam 213 E. coli izolatinin disk difiizyon yontemi ile antibiyotik
direngliliklerinin ~ belirlenmesinde  tetrasiklin,  trimetoprim-sulfametaksozol,
amoksisilin, eritromisin, doksisiklin, florfenikol, enrofloksasin kullanildi. izole
edilen 213 E. coli susunun 145 (%68.1)‘inin tetrasikline, 192 (%90.1)‘sinin
trimetoprim-sulfametaksozole, 150 (%70.4)‘sinin amoksisiline, 145 (%68.1)‘inin
eritromisine, 179 (%84)‘unun doksisikline, 42 (%19.7)‘sinin florfenikole, 171
(%80.3)‘inin ise enrofloksasine direncli oldugu saptandi. Bu sonuglar
degerlendirildiginde en yiiksek direncin trimetoprim-sulfametaksozole (%90.1)’e
kars1 oldugu, bunu sirasiyla doksisiklin, enrofloksasin, tetrasiklin, amoksisilin ve
eritromisin direncinin izledigi, en diisiik direncin ise florfenikol direnci oldugu
goriilmektedir. Gomis ve ark. (2001) E. coli suslarinin eritromisine %61.0,
tetrasikline %65.2, doksisikline %65.2 oraninda direncgli oldugunu, enrofloksasine ise
tamamen duyarli olduklarmni tespit etmislerdir. Kaya ve ark. (2007), E. coli suslarinin
amoksisiline direnglilik oraninin % 45 civarinda oldugunu bildirmislerdir Akond ve
ark. (2009), E. coli suslarmin tetrasikline %52 oraninda direngli oldugu saptanmustir.
Al-Ghamdi ve ark. (1999), E. coli suslarinin tetrasikline %99.1 oraninda direngli
oldugu saptanmistir. Al-Agamy (2012), E. coli suslarmin tetrasikline %85,
doksisikline % 83, trimetoprim-sulfametaksozole % 62 oraninda direngli oldugu
saptanmistir. Mercer ve ark. (1971), E. coli suslarinin tetrasikline %52.8 oraninda
direngli oldugu saptanmistir. Aggad ve ark. (2010), E. coli suslarinin trimetoprim-

sulfametaksozole %70, enrofloksasine %45 oraninda diren¢li oldugu saptanmustir.
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Dai ve ark. (2008) E. coli suslarinin enrofloksasine %80.2, doksisikline %75
oraninda direncli oldugunu tespit etmislerdir. Miles ve ark., (20006), izole ettikleri E.
coli’lerde enrofloksasine % 29.4, tetrasikline % 82.4 oraninda diren¢ oldugunu
bildirmislerdir. Diarra ve ark. (2007), E. coli suslarinin tetrasikline % 68.5,
amoksisiline % 61.4, trimetoprim-sulfametaksozole % 5.8 oraninda diren¢ oldugunu
bildirmiglerdir. Li ve ark. (2007), E. coli suslarmn florfenikole % 29, trimetoprim-
sulfametaksozole %100 ve enrofloksasine % 83 oraninda diren¢ oldugunu
bildirmislerdir. Genel olarak bulgulara bakildiginda antibiyotik direncinin yiiksek
oldugu goze carpmaktadir. Tiirkiyede kolayca ulasilabilen antibiyotik sayismin
coklugu ve bunlarm kullanimindaki organizasyon ve yonerge eksikligi gz oniinde
bulunduruldugunda, karsilagilan yiiksek direng ve suslarda rastlanilan c¢oklu
antibiyotik direnci tahmin edilebilir bir durumdur. Bilingsiz antibiyotik tedavisi,
profilaksiyi saglamak i¢in antimikrobiyal ajanlarin gereginden fazla kullanilmasi
kanatlilarda goriilen E. coli’nin olusturdugu antibiyotik direngliligi ve c¢oklu
direngliligi agiklayabilir. Arastirilan antibiyotiklerden florfenikole karsi direncin
(%19.7) nispeten daha diisilk olmas1 kanatlilarda bu antibiyotiklerin kullaniminin

yaygin olmamasi nedeniyle diisiik diizeylerde kalmis olabilir.

Bu bulgularm bir kismi tez bulgular ile benzer oranlar olmasina ragmen bazi
oranlarda farkliliklar gdozlemlenmistir. Kanath hayanlardan izole edilen E. coli‘lerde
enrofloksasine kars1 direng genellikle diisiik diizeyde bulunurken, sadece Dai ve ark.
(2008) bu tez verilerine yakm bir oranda (% 80.2) bulunmustur. Bu durum
enrofloksasin igeren antibiyotiklerin, Tiirkiye‘de yetistiriciler tarafindan gerek tedavi
gerekse koruyucu olarak cok yogun sekilde kullanilmasindan kaynaklanabilir.
Calismaya konu olan antibiyotiklerin kullanmildig1 antibiyogram testi sonuglarmin
iilkeden iilkeye hatta bolgesel olarak farklilik gostermesi normaldir. Bu direng
paternleri bakterilerin orjinine gore, ayrica antibiyotik se¢imine ve antibiyotikle
maruz kalma siire ve diizeyine gore de degisiklik gosterebilir. Ozellikle enrofloksasin
gibi insan saghginda da kullanilan antibiyotiklere karsi yiiksek oranda direng
gelisimi bu direngli izolatlarin insanlara da gegisi nedeniyle halk saghigi acgisindan

Onem arz etmektedir.
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Tez kapsaminda gercgeklestirilen caligmalarda tavuklardan izole edilen E. coli
suslarinda tetrasiklin direncinin PZR ile molekiiler tanisinda tet4 ve tetB genleri
arastirildi. Tavuklarin i¢ organ 6rneklerinden izole edilen 213 adet E. coli susunun,
145 (%68.1)’inde tetd, 121 (%56.4)’inde ise tetB geni saptandi. Izolatlarin 86
(%40.4)’unda ise fetA ve tetB genleri birlikte tespit edildi. Mumtaz ve ark. (2012) 57
tetrasiklin direngli izolatin 30 (% 53.63) tanesinde tetA ve tetB genleri birlikte
saptanmistir. Diarra ve ark. (2007) 104 tetrasiklin direngli izolatin 76 tanesinde
(%73.1) tetA ve 59 tanesinde (%56.7) tetB genleri tespit edilmistir. Toplam 31 susta
(% 29.8) tetA ve tetB genleri birlikte tespit edildi . Guerra ve ark. (2003) . PZR ile
tetA, tetB ve tetG genleri yoniinden kanatli, sigir ve domuz diski 6rneklerinden izole
ettikleri E. coli’leri incelemis ve %66 fetA, %42 tetB ve %<1 tetG genlerini tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Al-Agamy‘nin (2012) yaptig1 bir ¢aligmada 18 tetrasiklin
direngli izolatin 17 tanesinde (% 94.4) tetB genleri tespit etmistir. Koo ve Woo’nun
(2011) 121 tetrasiklin direngli E.coli izolatlarinin 64 tanesinde (%52.9) tetA ve 50
tanesinde (%41.3) tetB genleri tespit edilmistir. Toplam 2 susta (% 1.6) tetA ve tetB
genleri birlikte tespit edilmistir. Tetrasiklin direng genlerinin bu sekilde yiiksek
oranda belirlenmesi tetrasiklin grubu antibiyotiklerin hem hayvan hem de insan

sagliginda yaygin olarak kullanilmasiyla aciklanabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada 6zelikle de kesimhanedeki tavuklardan E. coli izolasyon oranmin
yiiksek (% 42.6, Toplam 500 tavuktan 213 izolat) bulunmasi, gerek isletmelerde E.
coli infeksiyonlarmin kontroliinlin 6nemini ve gerek direngli etkenlerin
yayllmasidaki rolii diisliniildiiginde de halk saghgi acisindan olusturabilecegi

riskleri gostermektedir.

E. coli infeksiyonlarindan siipheli hayvanlardan izole edilen etkenlerin ¢esitli
antibiyotiklere duyarlilik sonuclar1 degerlendirildiginde, genel olarak antibiyotiklerin
coguna kars1 yiiksek direnglilik belirlendiginden, bu antibiyotiklerin kanatl hayvan
sagliginda kullannominin kontrollii bir sekilde yapilmasi, muhakkak surette hastalik
etkenleri saptanarak izolatlara yapilacak antibiyogram testleriyle en uygun
antibiyotigin belirlenerek antibiyotik tedavilerinin dikkatli bir sekilde uygulanmasi

gerekliligi bir kez daha ortaya konmustur.

Tez kapsaminda tavuklardan izole edilen E. coli’lerin tetrasiklinlere karsi
direncinin fenotipik olarak Disk Diflizyon Teknigi ve molekiiler olarak da fetd ve
tetB genlerinin PCR ile saptanarak belirlenmesine dayanmistir. Tetrasikline direngli
izolatlar her iki teknikle de ayni oranda saptanmasi nedeniyle disk difuzyon
tekniginin teshis laboratuvarlarinda uygulanabilirligi daha yiliksek bulunmakla
birlikte molekiiler yontemin de uygun altyapiyr iceren laboratuvarlarda tani hizini

artirmasi1 nedeniyle faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Tavuklardandan izole Edilen Escherichia coli Suslarimn Cesitli Antibiyotiklere

Direngcliliginin Saptanmasi

Bu tez c¢alismasinda, kanatli hayvanlardan E. coli izolasyonu ve izole edilen bu suslarin
ozellikle insan ve hayvan saghiginda yaygm kullanilan g¢esitli antibiyotiklere karsi
duyarhiliklarinin belirlenmesi amaclandi. Ayrica tetrasiklin direncinden sorumlu genler olan

tetA ve tetB genleri molekiiler olarak arastirild.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismada incelenen 1500 adet karaciger, kalp ve deri
orneginden, sirasiyla 108 (%21.6), 70 (%14.0) ve 35 (%7.0) adet E. coli izolasyonu
gerceklestirildi. Bu tez ¢aligmasinda 6rneklenen toplam 1500 materyalin 213 (%14.2)’linde
E. coli izole edildi. Tezde toplam 213 E. coli izolatinin disk difizyon yontemi ile antibiyotik
direngliliklerinin belirlenmesinde tetrasiklin, trimetoprim-sulfametaksozol, amoksisilin,
eritromisin, doksisiklin, florfenikol, enrofloksasin kullanild1. zole edilen 213 E. coli susunun
145 (%68.1)‘inin  tetrasikline, 192 (%90.1)sinin trimetoprim-sulfametaksozole, 150
(%70.4)‘sinin amoksisiline, 145 (%68.1)‘inin eritromisine, 179 (%84.0)‘unun doksisikline,
42 (%19.7)‘sinin florfenikole, 171 (%80.3) inin ise enrofloksasine direngli oldugu saptandi).
Tetrasiklin direngliliginin yanisira E. coli’nin ¢oklu antibiyotik direnci fenotipik olarak

degerlendirildi.

Tez kapsaminda gergeklestirilen caligmalarda tavuklardan izole edilen E. coli
suslarinda tetrasiklin direncinin PZR ile molekiiler tanmisinda tet4 ve tetB genleri arastirildi.
Tavuklarm i¢ organ orneklerinden izole edilen 213 adet E. coli susunun, 145 (%68.1)’inde
tetd, 120 (%56.4)’inde ise tetB geni saptandi. Izolatlarin 86 (%40.4)’unda ise tetd ve tetB
genleri birlikte tespit edildi.

Yapilan tez c¢alismasi kapsamunda kanatli hayvanlardan izole edilen E. coli
suslarinda sahada yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere karsi yliksek oranda direng
belirlendi.

Tetrasikline direngli izolatlar her iki teknikle de ayni oranda saptanmasi nedeniyle

disk difuzyon tekniginin teshis laboratuvarlarinda uygulanabilirligi daha yiiksek bulunmakla
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birlikte molekiiler yontemin de uygun altyapiy1 i¢eren laboratuvarlarda tani hizini artirmasi

nedeniyle faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: antibiyotik direnci, Escherichia coli, izolasyon, tavuk.
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SUMMARY

Detection of Resistance of Escherichia coli Strains Isolated from Chickens

to Different Antibiotics

In this study, isolation of E. coli from the poultry and investigation of antibiotic
sensitivity of the isolates to the various antibiotics, especially used in human and veterinary
medicine administrations. Besides, tet4 and tetB genes, responsible of tetracycline resistance

are investigated by the molecular methods.

In this study performed in the thesis; 500 liver, heart and skin samples are
investigated and E. coli is isolated 108 (%21.6), 70 (%14.0) and 35 (%7.0), respectively. A
total of 1500 materials are sampled in the study and in 213 of them E. coli were isolated. In
the study, discs of tetracycline, trimethoprim-sulfamethoxazole, amoxicillin, eritromycin,
doxycycline, florfenicol, enrofloxacin are used for the determination of antibiotic resistance
of the total of 213 E. coli isolates. It is determined that in 213 E. coli isolates, 145 (%68.1) is
resistant to tetracycline, 192 (%90.1) to trimethomprim-sulfamethoxazole , 150 (%70.4) to
amoxicillin, 145 (%68.1) to eritromycin, 179 (%84) to doxiycyline, 42 (%19.7) to

florfenicol, and 171 (%80) to enrofloxacin.

In this thesis, tet4 and tetB genes are investigated for the molecular diagnosis of
tetracycline resistance by PCR in E. coli strains which are isolated from chickens. Results
indicated that of the 213 E. coli isolates from internal organs of chicken, 145 (%68.1)
harbored fetA gene and 120 (%56.4) harbored fetB gene, and in 86 (%40.4) of the isolates,
tetA and tetB gene detected together.

E. coli isolates, which are isolated from the poultry is highly resistant to the
antibiotics, is commonly being used in the field. Unconscious usage of the antibiotics and
application of antibiotics which don’t base on any isolation and antibiogram tests, is thought

to be the reason of this situation.

The resistance in isolates to tetracycline was determined with the both methods at the

same rate so that disk diffusion method is found more practical for the diagnostic
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laboratories, besides the molecular methods are also beneficial because of increasing the

speed of diagnosis when it is practiced in the suitable substructure laboratories.

Key words: antibiotic resistance , Escherichia coli, isolation, chicken.
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