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ONSOZ

Son yillarda kiiresel bir saglik sorunu haline gelen antibiyotik direnci,
antibiyotik kullanimina bagli olarak artan bir ivmede seyretmektedir. Ayrica direngli
suslar insan, hayvan ve gevre arayiiziinde eskisine oranla ¢ok daha yiiksek bir
hareketlilikle yayilmaktadir. Bu nedenle Tek Saglik yaklasimimi benimsemek
bulasic1 hastaliklardan kaynaklanan kiiresel sagliga yonelik tehditleri azaltmak ig¢in

biiytiik bir 6neme sahiptir.

Aragtirmada, Ankara ilindeki ¢ocuk parklarindan izole edilen ve
identifikasyonu yapilan Escherichia coli suslarmin antibiyotiklere karsi direng

durumlarinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Calismamin her asamasinda sahip oldugu bilgi ve tecriibelerini benden
esirgemeyen, arastirmalarim sirasinda bana yol gosteren, anlayis ve sevgi dolu
yaklasimlartyla beni her zaman motive eden, sevgili hocam ve danigsmanim Saymn

Dog. Dr. Banu KASKATEPE’ye, tiim Anabilim Dal1 personeline,

T.C. Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel Midiirliigti, Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlar1 Daire Baskanlii’na, ¢alismalarim esnasinda her zaman yanimda

olan arkadasim Pmar KUL’a

Yasamimin her déoneminde bana her konuda destek olan canim annem, babam

ve kardesime tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Antimikrobiyal direng, bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etme yetenegimizi
tehdit eden kiiresel bir halk saglig: sorunudur. Ciddi enfeksiyonlara neden olan ve bir
zamanlar birkag farkli antibiyotik sinifiyla basarili bir sekilde tedavi edilebilen ¢ogu
bakteri, giiniimiizde ¢ogu antibiyotige karsi direng kazanmistir. Baz1 bolgelerde ise
¢ogu bakteride bu ilaglarin neredeyse hepsine direng gelismistir (Collignon ve
McEwen, 2019).

Enfeksiyon hastaliklari, diinya capinda savaslardan sonra ikinci Oliim
nedenidir. Diinya ¢apinda 6liime neden olan bu bulasici hastaliklar arasinda akut alt
solunum yolu enfeksiyonlari, HIV/AIDS, ishal, tiiberkiiloz ve sitma baskindir. 21.
yiizyihn ilk on yilinda, pndmokok, enterokok, stafilokok, Plasmodium falciparum ve
Mycobacterium  tuberculosis de dahil olmak iizere bir dizi O6nemli
mikroorganizmanin direngli suslarinin ortaya ¢ikmasiyla, daha once hi¢ olmadigi

kadar genis 6lgekli bir tehditle kars1 karsiya kalinmistir (Fauci, 2001).

Antimikrobiyal ilaglarin dogru olmayan kullanimi, direncin ortaya ¢ikmasinda
onemli bir itici giictiir. Dogru olmayan enfeksiyon kontrolii, ¢evresel kontaminasyon
ve enfekte insan ve hayvanlarin cografi hareketi direngli bakterilerin ve genlerinin
lokal ve global olarak yayilmasini artiran faktorlerdir (McEwen ve Collignon, 2017).
Antimikrobiyal direng ile ilgili temel endise, ortamdaki direncin, bulasici hastaliklara
yol agan tedavi edilemez klinik patojenlere (6rnegin, yatay gen transferi yoluyla)
doniisecegi korkusudur (Tamhankar ve Lundborg, 2019). Diinya capinda, yilda
yaklasik 700.000 o6liim dogrudan antibiyotige direngli bakteriyel enfeksiyonlara
atfedilmektedir. Kesin rakamlar tam olarak 6ngoriilemese de, 2050 yilina kadar yilda

10 milyon 6liime yiikselecegi one siiriilmektedir (Cabrera-Pardo ve ark., 2019).



Antimikrobiyal diren¢ (AMR); Uluslararas1 Para Fonu (IMF), G8 zirvesi,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Diinya Bankasi da dahil olmak iizere tiim 6nemli
ekonomik ve politik organlar tarafindan 21. yiizyilin en biyiik Kiiresel Saglik
sorunlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Hepsi, antimikrobiyal direncin ortaya
cikmasina, kazanilmasia ve yayilmasina katkida bulunan biitiin parametrelerin ele

alinmas1 gerektigini desteklemektedir (Hernando-Amado ve ark., 2019).

Birlesmis Milletler Antimikrobiyal Diren¢ Genel Kurulu Yiiksek Diizeyli
Toplantisinin 2016 Siyasi Beyani, diinyanin antimikrobiyal direng ile miicadelesinde
bir doniim noktas1 olmus Ve kiiresel anlamda acil eylem cagrisinda bulunulmustur.
Kiiresel Eylem Planinin baglatilmasindan bu yana, en az 100 {ilke Ulusal
Antimikrobiyal Diren¢ Eylem Planlarini gelistirmistir. Bu planlarin uygulanmasinda
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Diinya Hayvan Saghig Orgiitii (OIE), Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO), ve Kodeks Alimentarius destek vermektedir (Bryan-Wilson, 2016).

Hayvansal kokenli bakterilerde antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasinin ve
yayilmasinin dogrudan etkisi, hayvanlarin tedavisinde kullanilan antimikrobiyallerin
etkinliginin kaybidir ancak direncin yayilmasi, halk sagligi tizerinde olumsuz etkileri
olan yerel bir gida giivenligi sorununa yol agabilmektedir (Laxminarayan ve
ark.,2013).

Antibiyotiklerin kullanildig1r her yerde direngli bakteri rezervleri ve direng
genleri vardir. Bunlar arasinda toplum ve hastaneler ayrica hayvanlar, ciftlikler ve su
tirtinleri yetistirme ortamlar1 bulunmaktadir. Su, toprak, vahsi yasam ve diger bircok
ekolojik ortamda biiyiik direng rezervleri antimikrobiyallerin fazla sayida ve yanlis
kullanimi yiiziinden meydana gelmektedir. Bu direng rezervleri kanalizasyon, ilag
endustrisi atiklart ve ¢iftliklerden gelen giibre akist nedeniyle global olarak
yayilmaktadir (Collignon ve McEwen, 2019). Hastaneler antibiyotik kullanimi igin
“sicak nokta” dir ve sadece antibiyotik yayilmasinda degil, ayni zamanda
antibiyotige direngli bakterilerin ¢evreye salinmasinda da O6nemli bir rol

oynamaktadir (Lien ve ark., 2017).



Kiiresel captaki cevresel degisiklikler, niifus artist ve uluslararasi ticaretin
artmasi, insanlarin, patojenlerin ve hayvansal iiriinlerin genis capta ve ¢ok hizli
hareket etmesine neden olmustur. Bu hareket, insan ve hayvan saghigimn tehdit eden
direngli enfeksiyon ajanlarmi izlemek ve kontrol etmek konusunda zorluklar
yaratmaktadir (Conrad ve ark., 2009). Tek Saglik; insanlarin, hayvanlarin ve
ekosistemlerin sagliginin baglantili oldugunu kabul ederek, disiplinler arasi ve
sektorler arasi isbirligini savunmaktadir (Hasler ve ark., 2014). Tek Saglik, bulasici
hastalik ajanlarmin ortaya ¢ikmasina ve tekrarlanmasina yol agan siirecler hakkinda
bilgi veren ayrica insan, biyolojik ¢esitlilik ve ekosistem sagligin1 kapsayan,
antimikrobiyal ~diren¢  dinamikleri ve epidemiyolojinin incelenmesi  ve

yorumlanmasidir (Tamhankar ve Lundborg, 2019).

Enfeksiyon ajanlarinin yayilmasini kolaylagtiran faktorler arasinda ulusal ve
uluslararas1 seyahat ve ticaret, yoksulluk, yetersiz konut, kontrolsiiz schirlesme,
dogru olmayan enfeksiyon kontrolii, kotii su kaynaklari, yetersiz temizlik, tarimda
kullanilan kimyasal atiklar, gevresel kirlenme ve iklim degisikligi bulunmaktadir.
Diren¢ sorununun karmasikligi ve ekolojik yapr dikkate almmarak Tek Saglik gibi

disiplinleraras1 bir yaklagimi1 uygulamak gerekmektedir.

Antimikrobiyal diren¢ tiim {ilkeleri etkilemesine ragmen, dirence yanit
konusunda iilkeler esit donanima sahip degildir. Dolayisiyla ulusal planlarin her
tilkenin kendi ihtiyaclar1 ve kapasitelerine gore ayarlanmasi gerekmektedir. Daha
yiiksek bir hastalik yiikii ve antimikrobiyal direng riski ile karsi karsiya olan birgok
diisiik ve orta gelirli tilkenin saglik tesisleri, ¢iftlikler, okullar, haneler ve toplum
ortamlarinda temel su, sanitasyon ve hijyen iyilestirmesi gerekmektedir. Saglik
tesislerinde, ¢iftliklerde, gida ve yem tiretiminde enfeksiyon 6nleme ve kontroliinii
artirmak; atitk yonetimi ve g¢evre korumasmi iyilestirmek alinacak onlemlerden

bazilaridir (Bryan-Wilson, 2016).



Saglik kelimesi insanlar, hayvanlar ve ekosistemin uyumlu bir sekilde bir arada
yasamasini ifade etmektedir. Tek Saglik kavrami ise; insanlarin, hayvanlarin ve
ekosistemin sagliginin, sektorler ve disiplinler arasi olarak kabul edilmesi ve
paylasilmasi gerektigi lizerinde durur. Bu nedenle, Tek Saglik kritik agidan 6nemli
bazi enfeksiyon hastaliklarindan ve zoonotik hastaliktan daha fazlasi olarak
goriilmelidir. Tek Saglik, gida giivenligi, biyogesitlilik, ekonomik refah ile fiziksel
ve zihinsel iyi olma durumunu tam olarak kapsayan; ekosistem ile hayvanlar ve
insanlar arasinda sebep ve sonucun kapsamli sekilde baglantili oldugunu vurgulayan
bir saglik paradigmasidir (Evans ve Leighton, 2014). Tek Saglik, insan ve hayvan
saghigini, gida giivenligini ve gilivenilirligini, yoksullugu ve hastaliklarin gelistigi
cevreleri tehdit eden komplike zorluklari vurgulamak icin biitiinsel bir vizyonu

temsil etmektedir (Higcan, 2017).

Tek Saglik sinerjiktir. Ciinkii odag1 hastaliklar degil; insan ve hayvan saglig
sistemlerini  giiclendirmektir. Bu sinerjinin saglanabilmesi igin, isbirligini ve
isbirligini gelistirmekle ilgili her disiplinin farkli hedeflerini ve yonetim ilkelerini

desteklemektedir (Barrett ve Osofsky, 2013).

Tek Saglik, 2015 yilinda yapilan G7 Saghik Bakanlar1 Toplantisi, 2016 BM
Genel Kurulu, ve 2016 Milletler Toplulugu Saglik Bakanlari Toplantis1 da dahil
olmak iizere onemli iist diizey siyasi toplantilarda konu olmustur. Diinyanin bir¢ok
tilkesinde Kanada, Kenya, Banglades, Ruanda, Pakistan ve Hindistan dahil olmak
tizere ulusal Tek Saglik programlart olusturulmustur. Dogu Afrika, Orta Dogu,
Giliney Asya ve Avrupa gibi bolgelerde Bolgesel Tek Saglik platformlart da
kurulmustur (Khan ve ark., 2018). Tek Saglik programlar1 ve platformlar1 sektorler
arasindaki iletisimi tesvik etmekte ve koordinasyonu artirmaktadir. Bircok tilkede
antimikrobiyal diren¢ ve antimikrobiyal kullanim izleme sistemleri kurularak;
antimikrobiyallerin veterinerlik alaninda kullaniminin  diizenlenmesi, biiylime
destekgileri olarak kullanimi konusunda bilinglenme, veterinerlik alaninda tibbi
acidan onemli antimikrobiyallerin kullaniminin azalmasi ve antimikrobiyal direng
konularinin agik bir sekilde degerlendirilmesine katki saglamistir (McEwen ve

Collignon, 2017). DSO, biiyiimeyi tesvik etmek amaciyla antimikrobiyal



kullaniminin  sona ermesi gerektigini savunmaktadir. Uygulama Avrupa'da
yasaklanmis ayrica ABD (Amerika Birlesik Devletleri) ve Kanada’da kullanimdan
kaldirilmistir. Diinya Hayvan Saghig Orgiitii (OIE) verilerine gére, hayvanlarda
antimikrobiyal kullanim bildiren 146 {ilkenin %41'inin antimikrobiyal biiylime
destekleyicilerinin kullanimina izin verdigi goriilmektedir. Bu oran 2012'de 151
iilkenin %51'i olarak bildirilmistir. izin verilen ilaglar arasinda DSO tarafindan
insanlar i¢in kritik 6neme sahip olan (kolistin, florokinolonlar ve makrolidler) ¢esitli

maddeler bulunmaktadir (McEwen ve Collignon, 2017).

Zoonozlarin ortaya ¢ikma oranlar1 20. ylizyilin ortalarindan bu yana 6nemli
Olclide artmustir. 1940'tan beri insanlarda ortaya ¢ikan 335 enfeksiyoz hastaligin
%60"'mdan fazlasi zoonotiktir. Ortaya ¢ikan bu zoonozlardan neredeyse dortte {igli
yaban hayatindan kaynaklanmigtir (Barrett ve Osofsky, 2013). Bu nedenle, evcil
hayvanlar, yaban hayati ve eklembacaklilar toplum i¢in su anda 6nemli olan bulasici
hastaliklarin ¢ogunun 6nemli bir pargasidir. Hizla artan insan niifusunu igin ihtiyag
duyulan sanayi, tarim ve ticaret ile birlikte kirsal ve kentsel arayiliz 6nemli 6l¢iide
genislemistir. Boylece patojenlerin ve kirleticilerin insanlar ve hayvanlar arasindaki
hareketi hizlanmistir. Ayrica, insan kaynakli toksinlerin ve kimyasallarin artisi
hayvan popiilasyonlarini ve topluluklarini ciddi sekilde etkilemistir (Conrad ve ark.,
2009).

Insanlarda antibiyotik kullanimini azaltmakla kalmayrp aym1 zamanda gida
hayvanlart ve su tirlinleri yetistiriciliginde kullanilan antibiyotik miktarlar1 kontrol
altina alinip 6nemli 6l¢iide disiiriiliirse, bu insan saghigi sektoriinde onemli bir etki
yaratacaktir. Ayrica, hayvanlarin ve kisilerin tiikettikleri suya ve atiklarina da
bakilmalidir, ¢iinkii su kaginilmaz olarak direngli bakterilerle kontamine olacak ve bu
su insanlar ve hayvanlar tarafindan tiiketilecektir (Higcan, 2017). Bununla birlikte
cevresel orneklerden bakteri izolasyonu ve diren¢ durumlarinin belirlenmesi direncin

ongoriilmesi konusunda katki saglayacaktir.

Tek Saglik yaklasimi, sadece bulasici hastalik salginlarina yanit siiresini

azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda bu tiir hastaliklarin ortaya ¢ikmasini 6ngérme ve



onleme konusunda da onemlidir. Ayrica hastalik gdzetimi ve yanitini iyilestirebilir,
saglik sistemlerini gili¢lendirebilir, halk sagligi miidahalelerini iyilestirebilir, saglik
ve c¢evre anlayisimizi gelistirmek i¢in yeni arastirma yollarim1 yonlendirebilir, asi
gelisimini 1iyilestirebilir, koruma ¢abalarini giiclendirebilir, egitim sistemlerini
canlandirabilir ve Onlenebilir felaketlerin  biiyiikk ekonomik sonuglarindan

kaginilmasinda dnemli bir yol gosterici olabilir (Barrett ve Osofsky, 2013).

Cocuklar, ergen ve yetiskinlerden daha savunmasizdir bu nedenle ¢ocuk
6liimlerinin en az {icte ikisi enfeksiyonlarla ilgilidir. Cocukluk c¢agi enfeksiyonlarina
neden olan bakteriler arasindaki direngli suslarin sayisindaki artig, klinik sonuglari
daha da kotiilestirebilir ve antibiyotikleri etkisiz hale getirebilir. Gelismekte olan
iilkelerden alinan hastane verileri, yenidogan enfeksiyonlarina neden olan
patojenlerde (yasamin ilk 28 giiniinde) Diinya Saglik Orgiitii tarafindan onerilen
ampisilin ve gentamisin rejimine direncin yaygin oldugunu gostermektedir.
Escherichia coli'nin %50'si gentamisine, %60-70'i ampisiline direnglidir. Direng
ayrica, gelismekte olan iilkelerde hastane serilerinden bildirilen erken baslangicli,
muhtemelen anne tarafindan edinilmis yenidogan enfeksiyonlarinda da bir sorundur

(Laxminarayan ve ark., 2013).

Cocuklar oyun parklarinda toprakla ve oyun aletleriyle olduk¢a temas
halindedirler. Bu temas sonucu direngli bakterilere maruz kalabilmektedir. Yapilan
literatiir taramasinda Tiirkiye’de ¢ocuk parklarindaki toprak ve oyun aletlerinden
izole edilen antibiyotik direngli E. coli suslari iizerine bir ¢alisma olmadigi

gorilmiistiir.

Bu c¢alisma kapsaminda; Ankara’nin ¢esitli ¢ocuk parklarindan alinan
orneklerden izole edilen E. coli izolatlarmin antimikrobiyal direncinin belirlenmesi
ve bazi direng genlerinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir. Boylece
oyun parklarindaki mevcut antimikrobiyal diren¢ durumu, patojenlerin sahip oldugu
direng genlerinin ortaya konmasi ve direncin yorumlanmasi agisindan 6nemli bir

calisma olacaktir.



1.1. Escherichia coli

1884'te Alman mikrobiyolog ve cocuk doktoru Theodor Escherich, bebek
bagirsak mikroplari, sindirim ve hastaliktaki rolleri iizerine bir ¢alisma baslatmis ve
bu calisma sirasinda, Bakterium coli komiinii adin1 verdigi, ancak simdi E. coli

olarak bilinen hizli biiyiiyen bir bakteri kesfetmistir (Blount, 2015).

E. coli, Enterobacterales takimi iiyelerinden biri olup ¢ogunlukla hareketli,
spor olusturmayan, yaklasik olarak 1,0-3,0 um uzunlugunda ve 0,5 pm capinda
Gram negatif bir basildir. Insan kolon florasindaki baskin fakiiltatif anaeroptur.
Organizma tipik olarak bebek gastro-intestinal kanalinda dogumdan sonraki saatler
iginde kolonize olur ve konakg¢inin yasaminin geri kalaninda karsilikli yarar saglar.
Bununla birlikte, bazi E. coli suslar1 spesifik viriilans faktorleri edinerek yeni
ortamlara uyum saglama ve hastalik olusturma yetenekleri edinmislerdir (Stenutz ve
ark., 2006; Welch, 2006).

Zayiflatilmis ya da bagisikligi baskilanmis konakgida veya gastrointestinal
bariyerler ihlal edildiginde, E. coli'nin normal "patojenik olmayan" suslari bile
enfeksiyona neden olabilmektedir. Saglikli bireyler bile, hastalik olusturma
yetenegini gelistiren, iyi adapte olmus bazi E. coli suslari tarafindan enfeksiyona
duyarli olabilir. Patojenik E. coli'ye bagh enfeksiyonlar mukozal yiizeylerle sinirlt
olabilmekte veya viicutta yayilabilmektedir. Patojenik E. coli; (i) idrar yolu
enfeksiyonu, (ii) sepsis / menenjit ve (iii) enterit olmak tizere 3 tip enfeksiyona sebep

olmaktadir (Nataro ve Kaper, 1998).

Dogada, E. coli esas olarak memeli bagirsak mikrobiyomunun bir bileseni
olmakla birlikte; kuslarin, siiriingenlerin ve baliklarin bagirsak mikrobiyomlarinda da
bulunmaktadir. Ayrica toprak, su, bitkiler ve gidalarda da bulunmaktadir (Collignon
ve McEwen, 2019).



Birgok E. coli, hayvanlarin ve insanlarin bagirsaginda kommensaller gibi
goriiliir. Ancak bunlar firsat¢1 patojenler olabilirler ya da diger bakteri tiirlerine
diren¢ olusturan genetik elemanlar1 aktarabililer. Antimikrobiyal direng, hem
hayvanlar hem de insanlarda enfeksiyon etkeni olarak izole edilen E. coli
izolatlarinda hizla artan bir sorun olsa da, ozellikle gelismekte olan {ilkelerde
insanlardaki enfeksiyonlardan elde edilen izolatlar ile ilgili daha ¢ok veriye
ulasilabilmektedir. Insanlar genellikle gidalar ve yetersiz aritilmis igme suyu yoluyla
E. coli'ye maruz kalmaktadir (Collignon ve McEwen, 2019). Bu nedenle, gida isleme
ve ¢evre kosullarinda bilinen baglica patojenleri izlemek ve kontrol etmek onemlidir

(Ding ve ark., 2017).

1.1.1. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Cogu E. coli susu, 15-48 °C sicaklik araliginda gelisebilmekle birlikte optimal
sicaklik araligi 37-42 °C° ve optimal pH 5.5-8.0 araligindadir (Welch, 2006). Glikoz
ya da diger karbonhidratlar1 kullanarak fermantasyon yoluyla asit ve gaz tiretebilirler.
Ayrica nitratlar nitritlere indirgeyebilir ve E. coli‘nin indol ve metil kirmiz1 testi
pozitiftir. Suslarin ¢ogu hidrojen siilfiir, sitrat, iireaz ve oksidaz negatiftir. E. coli,
Salmonella ve Shigella’dan esas olarak laktozu fermente etme yetenegi ile ayrilir.
Kommensal suslarin metabolik yeteneklerinde patojenik suslardan farkli oldugu bazi
durumlar vardir. Kommensal E. coli suslar1 genellikle sorbitolii kullanma &zelligi
gosterirken, patojenik E. coli O157: H7 susu sorbitol kullanmaz (Welch, 2006).

1.1.2. Antijen Yapilar ve Tiplendirilmeleri

E. coli’nin siniflandirilmasi, bakterilerin yiizeyinde bulunan antijenik yapilarin
cesitliliginden kaynaklanmaktadir. Kaufmann, serotiplendirme igin ilk semayi
gelistiren kisidir ve bu serotiplendirme E. coli nin somatik (O), flagella (H) ve kapsiil
(K) antijen tiirlerine gore yapilmaktadir. O antijeni lipopolisakkarit yapidadir ve 1siya

direngli yiizey antijenidir. 1945 yilinda Kauffmann ve Vahlne kapsiil antijenini



belirtmek i¢in K antijeni kavramini ortaya atmistir. K antijeni, N-asetil neuramik asit
yapisindadir ve toplamda 60 farkli K antijeninin varligi belirtilmistir. Hareket
Ozelligi bulunan E. coli suslarinda H antijenleri bulunmaktadir. Bugiine kadar
toplamda 56 H antijeni saptanmistir. Fimbrial (F) antijenler, proteinéz molekiiler
yapilar1 tam olarak bilinmeden 6nce K antijenleri olarak kabul edilmis; daha sonraki
yillarda kendi yapilarinin ortaya ¢ikmasiyla F antijeni olarak isimlendirilmislerdir

(Omerovic ve ark., 2017).

1.1.3. Virulans ve Patojenite Faktorleri

E. coli'nin dogal yasam alani, sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin
gastrointestinal sistemidir. Cogu sus zararsiz simbiyot olarak var olmasina ragmen,
hayvanlarda ve insanlarda cesitli hastaliklara neden olabilecek bir¢ok patojenik E.
coli susu bulunmaktadir. Patojenik E. coli suslari, saglikli bireylerin enterik
florasinda baskin olanlardan farklidir, ¢ilinkii viriilans faktorlerini eksprese etme
olasiliklar1 daha yiiksektir. Bu viriilans faktdrleri normal konakei fizyolojisini

bozmakta ve hastaligi ortaya ¢ikarmaktadir (Donnenberg ve Whittam, 2001).

Lipopolisakkarit: Lipopolisakkarit (LPS), tim Gram negatif bakterilerde
bulunan dis zarinin 6nemli bir bilesenidir. Farkli organizmalarda bulunan LPS
molekiilleri farkli kimyasal bilesimlere, biyolojik aktivitelere ve potansiyele sahip
oldugu i¢in LPS'nin konakg1 tizerindeki etkileri, kaynagina ve kimyasal bilesimine
bagl olarak degisir. Ayrica, LPS'nin olduk¢a degisken O-antijen bileseni, viriilans1
da etkileyebilecek biyolojik 6zelliklere sahiptir (Donnenberg, 2014).

Kapsiiller: Kapsiiller, Enterobacterales takimi arasinda yaygmndir. Bazi
kapstillerin, bakterilere fagositozdan ve serumun 06ldiiriicii etkisinden kagma yetenegi
kazandirdiga bilinmektedir. Ornegin, yenidogan sepsisli ve menenjitli hastalardan
izole edilen birgok E. coli susu tarafindan iretilen K1 Kkapsiili, kan-beyin

bariyerinden gecerken bakteriyel hayatta kalma ile iligskilendirilmistir. E. coli'nin K2



ve K15 kapsiilleri idrar yolunun kolonizasyonu i¢in 6nemlidir ve E. coli'nin K54

kapsiilii sistemik enfeksiyonlar igin 6nemlidir (Donnenberg, 2014).

Adezinler: Mikrobiyal patojen olusumunda kabul goren goriislerden birisi de,
patojenin konake1 hiicrelere ilk yapismasinin hastalik i¢in gerekli bir sart oldugudur.
Ayrica, yapisma spesifik olmayan "yapiskanligin" bir sonucu degildir. Her iki hiicre
negatif yiikten kaynaklanan elektrostatik itme kuvvetinin istesinden gelmek igin
mikrobiyal adezinlere ihtiya¢ duyar ve pili ve dis zar proteinleri de dahil olmak tizere
cesitli adezinler iretirler. Bazi durumlarda, yiizeyde bulunan karbonhidratlar da
yapiskan Ozelliklere sahip olabilir. Bakteriler, rastgele faz varyasyonlarna yanit
olarak ayni anda birgok farkli adezin tiretebilmektedir (Donnenberg, 2014).

E. coli'nin Tip 1 fimbrialari, canli ve cansiz yiizeylere bakteriyel yapismaya
aracilik eden, enfekte olmus konakgilarda biyofilm olusumuna ve kolonizasyona yol
acan filamentli ylizey organelleridir. Patojenlerin konakg¢i hiicrelere yapismasi
enfeksiyon olusturmak i¢in ilk adimdir; bu nedenle tip 1 fimbrialarin E. coli kaynakli

enfeksiyonlara katkida bulundugu gosterilmistir (Chen ve ark., 2014).

Ekzotoksinler: Toksinler, enfeksiyon sirasinda bakterilerin = dokulara
yayllmasimna katkida bulundugundan, sitotoksisiteyi ve notrofillere duyarsizligi
arttirdigr i¢in enfeksiyon sirasinda ¢ok 6nemli bir rol oynarlar (Sarowska ve ark.,
2019).

1.1.4. Epidemiyoloji

Patojenik E. coli suslar1 enfeksiyon durumunda genellikle ti¢ klinik sendrom
gosterir: (i) enterit; (ii) idrar yolu enfeksiyonu; (iii) sepsis/menenjit. Bu bakteriler,
virlilans faktorlerini kodlayan genetik faktorler edinmedikge, komensal olarak
kalirlar. Enterotoksinleri kodlayan bakteriyofaj ya da plazmid DNA's1 alan suslar
viriilan hale gelir. Bagirsak hastaliklarina neden olan E. coli arasinda, iyi

tanimlanmus alt1 patotip vardir: enteropatojenik E. coli (EPEC), diffuzadheziv E. coli
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(DAEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC),
enterohemorajik E. coli (EHEC), enteroagregatif E. coli (EAEC). Bu patotipler,
bakterilerin farkli mekanizmalarla hastalik olusturmasma neden olan viriilans

Ozelliklerine sahiptir (Stenutz ve ark., 2006).

Ekstraintestinal patojenik E. coli (ExPEC) suslari; idrar yolu, kan dolagimi,
prostat ve bagirsak dis1 bolgelerde enfeksiyonlara neden olabilecek ¢ok yonli
bakterilerdir. Genellikle insanlarin (ve diger hayvanlarin) bagirsak mikrobiyotasinda
bir bolge isgal ederek ekstraintestinal enfeksiyonlara neden olmak i¢in ortaya
cikarlar (Manges ve ark., 2019). NMEC (Yenidogan Menenjite neden olan E. coli),
Gram negatif bakteriyel menenjitin ana nedenidir. Son yillarda, ¢oklu ilaca direngli
NMEC suslarinda 6nemli bir artis gézlenmistir. Saglikli kuslarin bagirsak
mikroflorasinda bulunan ek bir hayvan patotipi olan APEC (Avian Patojenik E. coli),
birkag kus tlirtindeki ekstraintestinal hastaliklardan sorumludur. Son ¢aligmalar
APEC ve ExPEC'in serogruplarinda benzerlikler ve gida kaynakli hastaliklara neden
olan virtilans faktorlerinin oldugunu gostermektedir. Fakat, APEC'in insanlarda

hastaliga neden olma kapasitesi heniiz dogrulanamamistir (Allocati ve ark., 2013).
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Cizelge 1.1 E. coli’nin patojenik tiirleri (Allocati ve ark., 2013).

Patotip Hastaliklar Semptomlar Viriilans faktirleri
Enterik E.coli
EPEC Cocuklarda ishal Eusma, sulu 1shal Bfp, Intimin, LEE
EHEC Hemorajik kolit, HUS ~ Kanli 1shal Shiga toksinleri,
Intimin, Bfp
ETEC Turist diyaresi Kusma, sulu 1shal LT ve ST toksinler,
CFA'lar
EAEC Cocuklarda ishal Mukuslu 1shal ve AAFler,
kusma sitotoksinler
DAEC Cocuklarda alout 1shal — Sulu ishal, Daa, ATDA
tekrarlayan IYE
EIEC Sigelloz benzen Sulu 1shal; dizanteri  Shiga toksini,
hemolizin, Hilcresel
invazyon, Ipa
ATEC Crohn hastalig ile Ealic1 bagirsak Tip 1 fimbria
iligkili iltthabi
Ekstraintestinal E. coli (ExPEC)
TPEC Diigiik IYE ve Prvelonefnit, sistit TiplveP
sistemik enfeksiyonlar fimbrialan; AAFler,
hemolizin
NMEC Yenidogan menenjit Alout menenjit, 5 fimbria; K1
Sepsis kapsiilia
APEC Gada kaynakly hastalik - TiplveP
kaynagi fimbrialan; K1
kapsiilia

Bfp: demet olusturan pili

CFA: kolonizasyon faktorii antijeni

IYE: idrar yollar1 enfeksiyonu
LT: labil toksin

LEE: enterosit etkinliginin odag: HUS: hemolitik tiremik sendrom
AAF: agregatif yapigsma fimbria Daa: diffiiz adezin

AIDA: daginik yapisma ile iliskili adezin Ipa: Invazyon plazmid antijeni
ST: stabil toksin

1.1.4.1. ETEC (Enterotoksijenik E. coli)

ETEC suslan ilk olarak domuz yavrularinda diyare hastaliginin nedeni olarak

kabul edilmistir. Hastalik halen yenidogan hayvanlarda oliimciil enfeksiyona neden

olmaya devam etmektedir. ETEC galismalar1 ilk olarak domuz yavrularindan alinan

ornekler ile yapilmigtir. Boylece hastalik mekanizmasi agikliga kavusmustur (Nataro

ve Kaper, 1998)
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Gelismekte olan {ilkelerdeki 5 yasin altindaki ¢ocuklarda ETEC olim
nedenlerinden biridir. Bagisiklik kazanmayan bireylerde, bazen mide bulantisi,
kusma ve karin agrilar ile birlikte kisa diski ataklar1 olarak ortaya ¢ikan ve turist
diyaresi olarak bilinen bir durum gelistirebilir. Seyahat edenlerde goriilen diyare
olmasi tropik iilkelere giden insanlarin %60'mi1 etkiler ve bunlarin %20-40'1 ETEC
nedeniyle olusmaktadir (Percival ve Williams, 2013).

ETEC'nin konakg: tizerindeki patojen etkilerini baslatabilmesi i¢in, bakterilerin
once ince bagirsakta epitel hiicrelerinin mukozal yiizeyine yapismasi gerekmektedir.
ETEC icin ¢ok sayida kolonizasyon faktorii tanimlanmistir. Bu yapisma siirecinin
olduke¢a karmasik oldugunu diistindiirmektedir. Yapisma siireci fimbrialar ve spesifik
baglayici1 reseptorler araciligiyla meydana gelmektedir. ETEC hiicreye yapistiktan
sonra salinan toksinler hiicre hasarimi tetikleyebilir. ETEC suslar1 1siya dayanikli
toksin (ST) adi verilen kisa bir polipeptit zincirli toksin ve 1stya dayaniksiz toksin
(LT) adi verilen biiyiik bir oligometrik, enterotoksin tiretir. Hem ST (STa ve STb )
hem de LT (LT-I ve LT-1I) toksinleri iki antijenik tipe sahiptir (Percival ve Williams,
2013).

1.1.4.2. EIEC (Enteroinvaziv E. coli)

EIEC suslarinin ince ve kalin bagirsak mukoz membranina tutunabilmek igin,
enterositlere penetre olmalar gerekir. Kan ve lenf sisteminde endotoksin olusturarak
koliseptisemiye neden olmaktadirlar. Komplement sistem ve fagositozdan kapsiilleri
yardimiyla Kurtularak patojen 6zellik gosterirler. EIEC suslari hareketsiz, laktoz ve
lizin dekarboksilaz negatif 6zellik gosterirler (Omerovic ve ark., 2017). Shigella'dan
temel olarak EIEC'in glikoz ve ksiloz fermente etmesiyle ayirt edilebilirler. Shigella
gibi, EIEC de siddetli karin kramplari, ates, tenesmus, mukus ve kan icerebilen
kiiglik hacimli diskilarin sik sik gecisi ile dizanteriye ilerleyebilen sulu diyareye

neden olabilmektedir (Donnenberg, 2014).
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1.1.4.3. EPEC (Enteropathogenic E. coli)

Diyareye neden olan en eski E. coli tiirii olarak bilinmektedir. EPEC tiiriiniin
en Onemli virillans faktorii adherens oOzelligine sahip olmasidir. Shiga toksin
tretemezler. Gelismekte olan iilkelerde yeni doganlarda siddetli ishale sebep
olmaktadirlar. EPEC enfeksiyonunda diisiik ates, sulu diyare ve kusma
goriilmektedir. Salginlar bebek bakim iinitelerinde ortaya ¢ikmaktadir. Insan, sigir
ve domuzlar bu bakteriyle enfekte olmaktadirlar. EPEC, baslica insandan insana
bulasarak yayilmakta, fakat c¢ok az olarak kontamine su ve gidalarla da
bulasabilmektedir (Ugar ve Yoriik, 2015).

EPEC enfeksiyonlarinin ayirt edici ozelligi, hastalardan veya enfekte
hayvanlardan alinan bagirsak oOrneklerinde goriilebilen ve hiicre kiiltlirtinde
cogaltilabilen baglanma efekti (the attaching-and-effacing (A/E)) histopatolojisidir.
Bu fenotip, membran mikrovilluslarinda epitel hiicrelere yapisarak bagirsakta hasara
neden olmaktadir (Nataro ve Kaper, 1998). EPEC'de A/E lezyonu olusumu, tip III
salgilama sistemi T3SS'yi kodlayan LEE genlerine baghdir. LEE genleri bakteriler
ile konakg1 hiicre arasinda yakin bir baglanmaya izin vermektedir. Konakg1 hiicresel
stiregleri bozan ve gastrointestinal semptomlar: indiikleyen efektor proteinler, LEE
patojenite adasinda bulunan genler tarafindan kodlanmaktadir (Smith ve Fratamico,
2017).

1.1.4.4. EHEC (Enterohemorajik E. coli)

EHEC, diinya ¢apinda bir¢ok biiyiik gida kaynakli salgin sonucu ortaya ¢ikan
bir patojendir. Tiim yas gruplarinda kanli ve kanli olmayan ishale ve hemolitik
tiremik sendroma (HUS) neden olabilmektedir. EHEC ile iliskili en kotii sohretli E.
coli serotipi, Kuzey Amerika, Avrupa ve Japonya'da birkag biiyiik hastalik salginina
neden olan O157: H7'dir. Shiga toksini veya verositoksin (VT) olarak da bilinen

giiclii sitotoksin EHEC'nin en 6nemli viriilans faktoriidiir. Bu toksin daha 6nce Shiga
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benzeri toksin (SLT) olarak biliniyordu, ancak ¢ok sayida raporlandiktan sonra artik
Shiga toksin isimlendirmesi kullanilmaktadir (Kaper, 1998)

E. coli O157: H7 enfeksiyonlarinin toplam vaka sayisi, Salmonella veya
Campylobacter spp. gibi diger enterik patojenlerden daha diistiktiir fakat E. coli
0157: H7'nin sebep oldugu hastaliklar daha yiiksek hastanede yatis siiresi ve 6liim
oranlarina neden olmustur. Cogu vaka, kanli olmayan ishal ile baslar ve daha fazla
komplikasyon olmadan kendi kendine diizelir. Bununla birlikte, bazi hastalar 1-3 giin
icinde kanl ishale veya HC (hemorajik kolit)'ye ilerler. HC hastalarinin %5-10'unda
hastalik yasami tehdit eden doku bozuklugu, HUS veya trombositopenik purpuraya
(TTP) ilerleyebilmektedir. E. coli O157: H7, Amerika Birlesik Devletleri'nde
HUS'un en yaygin nedeni olarak bilinmektedir. Cocuklar ve yashlar yiiksek risk
altindadir. Enfeksiyonda kullanilan spesifik bir tedavi yoktur ve antibiyotik kullanim1
kontrendike olabilir. Esas olarak tedavi, semptomlarin siiresini smirlamak ve

sistemik komplikasyonlart dnlemek i¢in destekleyicidir (Lim ve ark., 2010).

Shiga toksin 1 (stxl), Shiga toksin 2 (stx2), intimin ve plasmid kapli
enterohemolizin E. coli 0O157:H7’nin patojenitesinde etkili olan viriilans
faktorleridir. Shiga-1 toksinler, HUS ve HC’nin patogenezinde en etkili olan
faktordiir. Shiga toksin insan kolonu ve duedonumu igin sitotoksik etki

gostermektedir (Ertas ve ark., 2013)

1.1.4.5. EAEC (Enteroagregatif E. coli)

EAEC, 1987 yilinda tanimlanmistir. ABD’de, Nataro ve arkadaslar1 E. coli’nin
Hep-2 (human epitelyal tip 2) hiicrelerine yapisma 6zelligini inceleyerek yapismayi
agregatif ve diffuz (ger¢ek) yapisma olarak iki kategoriye ayirmiglardir. EAEC,
genleri plazmid kaynakli olan agregatif yapisma fimbrialarinin (AAF) varligr ile
kalin bagirsaktaki enterositlere yapisabilir. Patojenitenin son asamasinda mukozal

astarin zarar gormesinden sorumlu olan sitotoksin salgilanir. Agregatif ozelligi
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bulunan E. coli’leri tanmimlamak amaci ile arastirmacilar EAEC seklinde

isimlendirmislerdir (Omerovic ve ark., 2017; Percival ve Williams, 2013)

EAEC, akut ve kronik sulu ishal, ates, bulanti, kusma, karin agris1 ve kanh
ishal gibi ¢esitli klinik 6zellikler gosterir. EAEC 6zellikle kalict ¢ocukluk dénemi
ishali ile iligkilidir (Estrada-Garcia ve ark., 2013). Brezilya ve Afrika’da yapilan
arastirmalar, EAEC ile iliskili kalic1 ishalin yetersiz beslenmeyle baglantili oldugunu
gostermektedir. EAEC, cocuklarda diyare olmadiginda bile bagirsak iltihabi ile
bliylime eksikliklerinin ve entelektiiel gelisimin azalmasinin bir nedeni olarak
goriilmektedir. Bu gozlemler, patojenik EAEC'nin bagirsaktan sitokin salinimini
indiikledigi gergegi ile uyumludur. Bu tiir siirekli mukozal yaralanma, bagirsak
gecirgenligini artirabilir ve yetersiz besin asimilasyonuna neden olabilir. Buna
karsilik, yetersiz beslenme enfeksiyonu daha da kolaylastirir ve EAEC'nin neden
oldugu hastalik yiikiinii arttirarak enfeksiyon, yetersiz beslenme ve gelisimsel

bozukluk dongiistinii devam ettirir (Estrada-Garcia ve ark., 2013).

1.1.4.6. DAEC (Diffuz Adheziv E. coli)

DAEC grubunun tipik 6zelligi Hep-2 hiicrelerine yapismasidir, ancak EAEC'de
goriindiigiinden daha dagmik bir yapidadir. DAEC i¢in patojenik mekanizmalar
belirsizdir. DAEC, ince bagirsagin enterositlerinde daginik baglanma Ornegi
olusturur ve buna, bozulmay: hizlandiran faktore ve karsinoembriyonik antijenle
ilgili hiicre yapigsmasi molekiiliine ait reseptorlere baglanan afimbrial ve fimbrial
adezyonlar aracilik eder. Sat olarak bilinen bir toksin, gecirgenligi artirarak siki
kavsaklarda DEAC lezyonlarinda rol oynar (Percival ve Williams, 2013). Bir¢ok
DAEC, serogrup O1, 02, 021 ve O75’e aittir. DAEC serotipleri 1-5 yasindaki
cocuklarda inatg¢1 diyareye sebep olur ( Ugar ve Yoriik, 2015).
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1.1.4.7. E. coli’nin Diren¢ Gelistirme Mekanizmalari

Beta-laktamlar antibiyotikler: Beta-laktam direncinin ana mekanizmasi
antibiyotik modifiye edici beta-laktamazlardir. Kromozomal beta-laktamazlar E.
coli'ye Ozgiidiir. Diger beta-laktamazlar, genetik elementler yoluyla bir bakteriden
digerine aktarilabilir ve yiiksek seviyede ila¢ direnci saglayabilir. Beta-laktamazlar
icin iki siniflandirma semasi vardir. Ambler sistemi, amino asit sekanslarina dayanan
enzimleri dort ana gruba ayirir. Bush-Jacoby sistemi, enzimleri islevselliklerine gore

ti¢ ana grup ve birden fazla alt grupta siniflandirir (Fleece ve ark., 2018).

Beta-laktamazlar, penisilinlere ve sefalosporinlere direng
kazandirmaktadirlar. Ayrica Gram negatif bakterilerde ¢oklu ila¢ direncinin dnemli
bir nedenidir. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar ti¢lincii ve dordiincii kusak
sefalosporinler ve monobaktamlar dahil olmak iizere bir¢ok antibiyotige direng
kazandirmaktadirlar. CTX-M-1 diinyada tanimlanan en yaygin tiiriidiir. Ayrica CTX-
M-15 en ¢ok tanimlanan varyanttir. Avrupa'da, CTX-M-14 ve CTX-M-15 tipleri
insanlar arasinda yaygin olarak dagilmistir. Buna karsilik, CTX-M-1 varyanti

hayvanlar arasinda en yaygin olanidir (Allocati ve ark., 2013)

Karbapenem antibiyotikler: Antimikrobiyal spektrumlarinin genis olmasi
ayrica AmpC ve GSBL enzimlerine dayanikli olmalart nedeni ile ¢ok ilaca direngli
Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda ilk sirada kullanilmaktadirlar. Son yillarda
karbapenem kullanimina paralel olarak artan GSBL ve AmpC oranlart sonucunda,
karbapenemleri hidrolize eden beta-laktamazlarin sayisinin da arttig1 gézlemlenmistir
(Ocal, 2012).

Florokinolon antibiyotikler: Florokinolonlara direng mekanizmalari; (i) ilag
hedeflerinde meydana gelen degisiklikler, (ii) akis pompalari yoluyla ilag
birikimindeki azalma, (iii) antibiyotik modifikasyonu ve ila¢ hedefine erisimin
kisitlanmas1 olarak 4 tiirdiir. Genel olarak, iist diizey florokinolon direnci, birkag

gende birden fazla mutasyon oldugunda ortaya cikar. En yaygin ve klinik olarak
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anlamli diren¢ mekanizmasi, hedef enzimler DNA giraz1 ve topoizomeraz IV'teki tek

nokta mutasyonlaridir (Fleece ve ark., 2018).

1.2. Aminoglikozid Antibiyotikler

Aminoglikozidler ilk olarak 1944'te Streptomyces griseus'tan Waksman ve
arkadaglar1 tarafindan kesfedilmistir. Cogu aminoglikozid, Streptomyces veya
Micromonospora cinsinin aktinomisetleri tarafindan {iretilen dogal ya da
semisentetik antibiyotiklerdir. Streptomyces cinsinden yari sentetik tiirevler olan
amikasin, netilmisin, dibekasin, isepamisin ve arbekasin ‘-micin’ olarak
adlandirilirken, Micromonospora (neomisin, tobramisin, paramomisin) cinsinden
gelenler ‘-mycin’ olarak isimlendirilmektedir (Jana ve Deb, 2006). ilk aminoglikozid
streptomisin, tiiberkiiloz tedavisinde ve daha sonra Gram negatif bakterilerle beraber

enfeksiyon tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmistir (Doi ve ark., 2016).

Aminoglikozid antibiyotikler; katyonik, bazik, giiclii polar 6zellik gosteren
bilesiklerdir. Suda iyi ¢Oziiniirler, lipitlerde nispeten c¢oziinmezler ve asidik
ortamlardan ziyade bazik ortamlarda antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler.
Aminoglikozidler bagirsaktan olduk¢a az absorbe olurlar ve kan beyin bariyerine
zayif niifuz etmektedirler. Aminoglikozidlerin katyonik olmasi antimikrobiyal
aktivitelerine katkida bulunmaktadir. Pozitif yiikleri nedeniyle, bakteri hiicre
duvarmin negatif yiiklii lipopolisakaritini ve DNA, RNA ve fosfolipitler gibi ¢esitli
hiicre i¢i ve hiicre zar1 anyonik molekiillerini baglayabilirler. Fakat, fizyolojik
pH'daki pozitif yiikleri ayn1 zamanda toksisitelerine (nefrotoksisite, ototoksisite ve
noromiiskiiler blokaj) katkida bulunmaktadir (Jana ve Deb, 2006)

1.2.1. Antimikrobiyal Aktivite Mekanizmasi

Aminoglikozidler, bakterilerin 30S ribozomal alt birimini olusturan 16S

rRNA'nin aminoagil-tRNA tanima bdlgesine (A-bolgesi) baglanir. Bu baglanma,
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protein sentezinin inhibisyonuna ve ardindan hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Doi ve
ark., 2016). Ozellikle acrobik, Gram negatif bakterilere karsi aktiftirler ve bazi Gram
pozitif organizmalara kars1 sinerjik etki gostermektedirler (Hu ve ark., 2013). Ayrica
aminoglikozidler, Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda gegici deliklerin
olusmasi ve normal gegirgenlik fonksiyonunun bozulmasina yol agmaktadir (Leggett,

2014).

1.2.2. Aminoglikozidlere Karsi Diren¢ Gelistirme Mekanizmalari

Aminoglikozid antibiyotiklere kars1 direng gelistirme mekanizmalar 3 tiirdiir;

i) Asetiltransferazlar, fosfotransferazlar ve adenililtransferazlar gibi modifiye edici
enzimlerin tiretilmesi,

i) Ribozomal proteinlerde ya da 16S rRNA'da mutasyon ve 16S rRNA
metiltransferaz ile hedefin modifikasyonu,

iii) Disg zar gecirgenliginin azalmasi ya da aktif akim pompasinin aktivasyonu
seklindedir (Hu ve ark., 2013).

1.2.2.1. Aminoglikozid Modifiye Edici Enzimlere Bagh Direng

Aminoglikozid modifiye edici enzimler (AME) genellikle ¢oklu direng
elementleri iceren plazmidlerde bulunmaktadirlar. Aminoglikozidlerin iiretiminden
sorumlu olan aktinomisetler, yatay gen transferi yoluyla bu enzimlerin yayilmasini
saglayabilir. 100'den fazla AME tanimlanmistir ve aminoglikozid c¢ekirdek
iskeletinin etrafindaki farkli pozisyonlarda bulunan asetilat, fosforilat veya adenilat
amino ya da hidroksil gruplarina gore li¢ gruba ayrilmistir. Bu modifikasyonlar,
ilacin hedefi i¢in baglanma afinitesini azaltir ve antibakteriyel potens kaybina yol
acar. Bu li¢ AME ailesi arasinda aminoglikozid N-asetiltransferazlar (AAC),
aminoglikozid  O-niikleotidiltransferazlar ~ (ANT) ve aminoglikozid O-
fosfotransferazlar (APH) bulunur (Krause ve ark., 2016).
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Cizelge 1.2 Aminoglikozidlerin direng fenotipleri (Cohen ve ark. 2017)

Diren¢ Mekanizmas: Isim Direng Fenotipi
AAC(3") Gentamisin, Tobramisin
N-Asetiltransferazlar AAC(6°)-1 Amikasin, Tobramisin
AAC(67)-11 Gentamisin, Tobramisin
O-Niikleotidil transferazlar ANT(2")-1 Gentamisin, Tobramisin
ANT(3")-1 Streptomisin
O-Fosfotransferazlar APH(3)-IIT Amikasin
APH(37)-1V Amikasin

a. Asetiltransferazlar (AAC)

AAC enzim ailesi, aminoglikozid asetiltransferin bolgesel Ozgiilliigiine
dayanan dort ana alt siniftan olusmaktadir: aac(1’), aac(2’), aac(3’) ve aac(6’). Bu
enzimler hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde bulunmaktadir.
Genellikle genis bir aminoglikozid direng profili gostermektedir. AAC'ler, en biiyiik
aminoglikozid diren¢ enzimleri ailesini olusturmaktadir ve birgogu kromozom olarak

kodlanmis ¢ok sayida aac(6’) homologuna sahiptir (Shakya ve Wright, 2007).

AAC enzim ailesi bulundugundan beri, ailenin 70 iiyesi tanimlanmistir. Gram
negatif bakteriler arasinda siklikla goriilen aac(6’)-1 enzimi amikasin, netilmisin ve
tobramisin direncine, aac(3)-lla gentamisin, tobramisin ve netilmisin direncine
neden olmaktadir ayrica aac(3)-1 enzimi gentamisini modifiye etmektedir (Krause
ve ark., 2016).

b. Fosfotransferazlar (APH)

AME'lerin en biiyiik ikinci grubu fosfotransferazlardir. Bu enzim grubu,
aminoglikozidlerde bulunan hidroksil gruplarinin ATP'ye bagl fosforilasyonunu
katalize ettikleri i¢in kinazlar gibi davranirlar. APH enzimleri fonksiyonel ve yapisal
olarak oOkaryotlarda bulunan serin, treonin ve tirosin kinazlara benzemektedir

(Krause ve ark., 2016). Ailenin tiim {iyeleri kanamisin ve neomisin direncine yol
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acmaktadir, ayrica ailenin g¢esitli liyeleri amikasin ve gentamisin B dahil olmak iizere
cesitli diger aminoglikozid antibiyotikler iizerinde etkili olabilmektedir (Krause ve
ark., 2016).

C. Niikleotidil transferazlar (ANT)

ANT'ler aminoglikozid inaktive edici enzimlerin en kiigiik smifin1 temsil
etmektedir. Gentamisin ve tobramisin gibi klinik olarak 6nemli aminoglikozidlerin
her ikisi de ANT(") ile modifiye edilir. Bu enzimi kodlayan gen, patojenik bakteriler
arasinda yaygin bir sekilde dagilir ve lokal prevalansi, farkli klinik ortamlarda
aminoglikozid kullanimi ile agikga goriilebilmektedir. Bugiine kadar 10 ANT tiirti
belirlenmistir. Bunlar hem kromozomal olarak hem de plazmidle kodlanmis
enzimlerdir. Adenililtransferazlari kodlayan ant(2") ve ant(3") genleri, direngli Gram
negatif organizmalardaki genetik elemanlarda siklikla taimlanmaktadir. ant(4'),

ant(6) ve ant(9) genleri ayrica plazmidlerde bulunmaktadir (Jana ve Deb, 2006)

1.2.2.2. Ribozomal Direng¢

Aminoglikozid direncine yol acan hedef bolge modifikasyonu, 16S rRNA
metiltransferazlarin etkisi ile meydana gelmektedir. Bu enzimler, spesifik rRNA
niikleotid kalintilarini, aminoglikozidlerin hedeflerine etkili bir sekilde baglanmasini
engelleyecek sekilde modifiye ederler (Krause ve ark., 2016). 2003 yilinda 16S
rRNA metilazlar iireten Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae’nin
klinik suslar1 rapor edilmistir. Bu enzimlerin, amikasin, tobramisin ve gentamisin
gibi Kklinik olarak etkili aminoglikozidlere karsi yiiksek derecede direng sagladigi
bulunmustur (Doi ve Arakawa, 2007).
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1.2.2.3. D1 Zar Geg¢irgenliginin Azalmasi ve Aktif Akim Pompalari

Aminoglikozidler, bakterilerin dis zari ile etkilesime girerek ve hiicre zari
permeabilitesini bozarak etki gostermektedirler. Gram negatif bakterilerde hiicre zari,
peptidoglikan igeren periplazma ve dis zardan olusan ikinci bir fosfolipid ¢ift
katmani icerir. Bu ¢ok katmanli hiicre zar bir bariyer gorevi goriir ve Gram negatif
bakteriler i¢in aminoglikozidlere karsi dogal bir diren¢ mekanizmasi saglar.
Katyonik, hidrofilik yapilarindan &tiiri  aminoglikozidlerin  fosfolipid  ¢ift-
katmanindan dogrudan diflizyon yerine porin kanallar1 yoluyla bakteri i¢ine girdigi
diistiniilmektedir. Bakteriler en distaki lipopolisakkaritlerinin degistirilmesi veya
porin kanallarinin gegirgenliginin azalmasi yoluyla aminoglikozidlere direngli hale
gelebilir. Dig zar, aminoglikozidler gibi yabanci molekiillerden Gram negatif
bakterilere karsi koruma saglayan bir savunma hatti gorevi goriir. Dig zarin disa
bakan yarisi negatif yik tasir ve katyonik aminoglikozidleri c¢eken seker ile
fonksiyonel hale getirilmis fosfolipitlerden olusur (Garneau-Tsodikova ve Labby,
2016).

Kimyasal bir bilesigi hiicre digina ¢ikarabilen kompleks bakteriyel aktif akim
pompalar1 antimikrobiyal dirence neden olabilir. Kromozomda kodlanan pompalar,
baz1 bakteri tiirlerinin belirli bir antibiyotige karsi dogal direncini acgiklayabilir. 5
biiyiik aktif akim pompa ailesi vardir: The Major Facilitator Siiper Ailesi (MFS), The
Resistance-Nodulation-Celldivision Ailesi (RND), The Small Multidrug Resistance
Aile (SMR), The ATP-Binding Cassette Ailesi (ABC) ve The Multidrug And Toxic
Compound Extrusion Ailesi (MATE) (Munita ve ark., 2016).

Bu bes smif icinde RND ailesi baskin smiftir. RND ailesi i¢inde aktif akim
pompalar1 Gram negatif organizmalarla sinirhidir ve ii¢ ana bilesenden olusur: RND
pompasi, bir dis membran faktorii (OMF) ve bir periplazmik membran fiizyon
proteini (MFP). Bu 1ii¢ protein birlikte sistemle iliskili RND pompasi ¢esitli
antibiyotik, boya ve iyonlar1 etkili bir sekilde pompalayabilir (Shakya ve Wright,
2007).
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1.2.3. Aminoglikozidlerin Farmakolojik Ozellikleri

Aminoglikozidler genellikle 30-60 dakikalik bir siire boyunca intravendz
olarak uygulanmaktadir. Kas i¢ine tam emilim ile verilebilir; ancak polar yapilari
nedeniyle gastrointestinal sistem emilimi minimaldir. Streptomisin hari¢ plazma
proteinlerine ¢ok az baglanmaktadirlar. Cogu viicut sivisinda yeterli aminoglikozid
konsantrasyonlar1 elde edilebilir, ancak epitel doku sivisina penetrasyon, serum
konsantrasyonlarinin %32-54" arasinda degiskenlik gostermektedir.
Aminoglikozidler, gbéz dokular1 dahil olmak {izere kan-BOS ve kan-beyin
bariyerlerini zayif bir sekilde gecerler. Ote yandan, aminoglikozidler oncelikle
glomeriiler filtrasyon yoluyla degismeden elimine edildiginden, idrar
konsantrasyonlar1 ilag uygulamasini takiben 1 saat i¢inde pik plazma seviyelerini 25-
100 kat agsmaktadir. Yarilanma omiirleri 2-4 saat arasinda degismektedir. Obezite,
yas, renal fonksiyon bozuklugu gibi parametreler ile iligkili olarak yari omiirleri
degismektedir (Leggett, 2014; Mistik, 2000).

1.2.4. Aminoglikozidlerin Klinik Kullanimlari

Aminoglikozidler, 6ncelikle aerobik, Gram negatif bakterilerin neden oldugu
karin, idrar yolu, cilt ve yumusak doku, kemik, serviks, kan, akcigerler ve kalbin
ciddi enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan giiglii bir antibiyotik grubudur. Genel
olarak, gentamisin, tobramisin ve amikasin benzer durumlarda birbirinin yerine
kullanilabilir. Bunlardan gentamisin, Gram negatif aeroblara karsi diisiik maliyeti ve
glivenilir aktivitesi nedeniyle en sik kullanilan aminoglikozid antibiyotiktir.
Amikasin, diger aminoglikozidlere direngli bakterilere kars1 kullanildiginda 6zellikle
etkilidir, ¢iinkii kimyasal yapist onu inaktive edici enzimlere daha az duyarli hale

getirmektedir (Towne, 2014; Jana ve Deb, 2006).

Aminoglikozidler enfektif endokardit durumda Gram pozitif bakterilere karsi
bakterisidal etkiyi arttirmak igin [B-laktam antibiyotiklerle sinerjik olarak

kullanilmaktadir. Ayrica, aminoglikozidlerin bazilari, bagirsaklarin ameliyat icin
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hazirlanmast  ve hepatik ensefalopatinin  ileri asamasmin tedavisine ek

kullanilmaktadir (Towne, 2014).

Yapilan c¢alisma kapsaminda; Ankara’nin c¢esitli ¢ocuk parklarindan alinan
toprak ve siriintii 6rneklerinden izole edilen E. coli izolatlariin antimikrobiyal
direncinin belirlenmesi ve bazi direng genlerinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi

amaglanmistir.
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2. GEREC ve YONTEMLER

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi (Sartorius)

Vorteks

Otoklav (Hirayama)

Etiiv (Heraus)

Mikroskop (Leica)

Derin Dondurucu (Esco)

Santrifiij

Mikrodalga firin

Termal dongii cihazi (Geneamp PCR System 9700, Thermo Fisher)
Elektroforez tanki (EC300XL, Thermo Fisher)

Jel gériintiileme cihaz1 (ChemiDoc MP, BIO RAD)

2.1.2. Besiyerleri

Cizelge 2.1. Eozin Metilen Mavisi Agar (EMB) (Clarkson Lab) Besiyeri Kimyasal

Igerigi.

Bilesen Miktar (g/L)
Enzymatic Digest of Gelatin 10,0
Lactose 10,0
Beef Extract Dipotassium Phosphate 2,0
Lactose Eosin Y 0,4
Peptone Methylene Blue 0,065
Agar 15,0

SonpH: 7.1 £0.2
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1000 mL saf su iginde 37,5 g besiyeri igerigi siispanse edilmistir. Besiyerinin
tamamen ¢Oziinmesi igin sik sik ¢alkalayarak kaynatilmis ve 121 °C’de 15 dakika
otoklavda steril edilmistir. 45 °C’ ye sogutulduktan sonra petri kaplarina 25 mL
dokiilmiistiir. Petrilere dokiilen besiyerleri donduktan sonra etiivde bekletilmis ve

sterilite kontrolleri yapilmistir.

Cizelge 2.2. Mueller Hinton Agar (MHA) (VWR) Besiyeri Kimyasal Igerigi.

Bilesen Miktar (g/L)
Beef extract 2,0
Acid hydrolysate of cascin 17,5
Starch 1,5
Agar 17,0

Son pH: 7,3+0,2

1000 mL distile su icerisinde besiyeri karisimindan 38 g tartilip kaynatilmis ve
pH ayarlandiktan sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. 45 °C’ ye
sogutulduktan sonra petrilere 25 mL dokilmistiir. Petrilere dokiilen besiyerleri
donduktan sonra 37 °C sicaklikta etiivde bekletilmis ve sterilite kontrolleri

yapilmistir.

Cizelge 2.3. Mueller Hinton Broth (MHB) (MERCK) Besiyeri Kimyasal Igerigi.

Bilegen Miktar (g/L)
Infusion from meat 2,0
Casein hydrolysate 17,5
Starch 1,5

Son pH: 7,4+0,2

1000 mL distile su igine besiyeri karisimindan 21 g tartilip kaynatilmis ve pH
ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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Cizelge 2.4. Indol Besiyeri kimyasal igerigi.

Bilesen Miktar (g/L)

Tryptophan 1,0

NaCl 5,0

Broth 8,0

Distile su 1000 ml
Son pH: 7,2

Hassas terazide tartimlari aliman maddelerin 1000 mL distile su igerisinde
¢cOziinmesi saglanmis ve pH ayarlandiktan sonra tiiplere 3’er mL dagitilarak 121

°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 2.5. MR-VP Besiyeri Kimyasal Icerigi.

Bilesen Miktar (g/L)

Peptone 5,0

K, HPO, 5,0

Distilled water 1000 mL
Son pH:7,5

Tartimlar1 alinan maddeler 1000 mL distile suda hafifge 1sitilarak eritilmis,
pH’1 7.5° e ayarlandiktan sonra 5 g glikoz ilave edilerek karistirilmis ve tiiplere

1,5’er mL dagitilarak 121 °C’ de otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 2.6. Simmons Sitrat Agar (OXOID) Besiyeri Kimyasal Igerigi.

Bilesen Miktar (g/L)
Magnesium sulphate 0,2
Ammonium dihydrogen phosphate 0,2
Sodium ammonium phosphate 0,8
Sodium citrate, tribasic 2,0
Sodium chloride 5,0
Bromothymol blue 0,08
Agar 15,0

SonpH 7,0+0,2
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Besiyeri karisimindan 23 g tartilip 1000 mL distile suda ¢oziinmesi saglanmis,
pH ayarlandiktan sonra tiiplere 5 mL ilave edilerek otoklavda 121 °C’* de 15 dakika

steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra yatik olacak bi¢imde dondurulmustur.

Cizelge 2.7. U¢ Demirli Sekerli Besiyeri (OXOID) Besiyeri Kimyasal Igerigi.

Bilesen Miktar (g/L)
Lab-Lemco’ powder 3,0
Yeast extract 3,0
Peptone 20,0
Sodium chloride 5,0
Lactose 10,0
Sucrose 10,0
Glucose 1,0
Ferric citrate 0,3
Sodium thiosulphate 0,3
Phenol red 0,024
Agar 12,0

Son pH 7,4 £ 0,2

Besiyeri karisimindan 65 g tartilarak ve 1000 mL distile suda ¢oziinmesi
saglanmistir. pH ayarlandiktan sonra tiiplere 5 mL ilave edilmis otoklavda 121 °C’ de
15 dakika steril edilmistir. Otoklavdan g¢iktiktan sonra yari yatik olacak bigimde

dondurulmustur.

2.1.3. Kullanilan Boyalar ve Kimyasal Cozeltiler

2.1.3.1. Boyalar

Kristal Viyole Soliisyonu (Bilgehan, 2002)
Safranin Soliisyonu (Bilgehan, 2002)
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2.1.3.2. Kimyasal Malzemeler

*Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (%0.85)
NaCl 850
Distile su 1000 mL

8,5 g sodyum Kkloriir tartilarak 1000 mL distile suda ¢ozildi. 121 °C’ de

otoklavda steril edilmistir.

*Kovacs Ayiraci (Merck)
*%15’ lik gliserin

*Metil Red
Metil Red 0,049
Etanol 40 mL
Distile su 100 mL
*Alfa Naftol
Alfa naftol 59
Saf etil alkol 100 mL
*KOH
KOH 409
Distile su 100 mL

*Dimetil siilfoksit, DMSO
*PCR Master Miks (2X)
10x PCR buffer
25 mM MgCI2
2,5 mM dNTP
Taq DNA polimeraz
Distile su
*6 x Yiikleme boyasi (Loading Dye)
*100 kb DNA Ladder
*Primer ciftleri

*Enjeksiyonluk su (DNaz- RNaz icermeyen distile su)
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*TBE Tampon (Tris, EDTA, Borik asit)
*Agaroz (SeaKem Lonza)

*Etidyum bromid

2.1.4. Referans Antibiyotikler

Siprofloksasin (Oxoid)
Ampisilin (Oxoid)

Aztreonam (Oxoid)
Trimetoprim/Sulfametoksazol (Oxoid)
Piperasilin/Tazobaktam (Oxoid)
Amikasin (Oxoid)

Streptomisin (Bioanalyse)
Tobramisin (Oxoid)

Gentamisin (Oxoid)

Sefotaksim (Oxoid)

Seftazidim (Oxoid)

Ertapenem (Oxoid)

Imipenem (Oxoid)

Meropenem (Oxoid)

2.2. Yontem

2.2.1. E. coli’nin izolasyonu ve Saklanmasi

Calismada kullanilmak tizere, Ankara’ daki farkli ¢cocuk parklarindan toprak ve
stiriintii 6rnekleri alinmustir. 140 farkl parktan toprak 6rnekleri ve 176 farkli parktan
kaydirak, salincak, donme dolap, tahterevalli ve diger oyuncaklarindan toplam 414
stiriintii 6rnegi MHB besiyeri igerisine alinmigtir. Toprak ve siiriintii olarak alinan

toplam 554 6rnek laboratuvara getirilerek 24 saat inkiibe edilmistir.
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2.2.2.5. Sitrat Testi (Citrat Test)

Sitratlart karbon kaynagi olarak kullanan bakterilerin incelenmesinde

kullanilan bu test i¢in Simmons Citrate Agar besiyeri kullanilmistir (Bilgehan 2002).

Bakteri kiiltiiriinden Simmons Citrate Agar besiyerine ekim yapilarak 37°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Sitrati kullanma yetenegine sahip bakteriler besiyerinde
mavi renk olusturmaktadir. Renk degisiminin olmamasi test sonucunun negatif

oldugunu gostermektedir (Bilgehan 2002).

2.2.2.6. Uc Sekerli Demirli Besiyeri (Triple Sugar Iron Agar)

Gram negatif bakterilerin glikoz, laktoz ve siikroz {izerindeki etkilerini

belirleme ayrica H,S olusturup olusturmadiklarini arastirma temeline dayanir

(Bilgehan, 2002).

Saf kiiltiirden alinan koloninin TSI agara ekimi yapilarak ve 37 °C’ de 24 saat
inkiibe edilmistir. Laktoz ve siikrozu pargalamayan fakat glikozu fermente eden
bakteriler dipte sar1 renk ve yatikta kirmizi renk olustururlar. Laktozu, siikrozu veya
her iki sekeri de fermente edebilen bakteriler dipte ve yatikta sar1 renk olustururlar.
Sar1 renk olusumu gozlenen tiiplerde bulunan bakteriler laktoz, siikroz ve glikoz
pozitif kabul edilmistir. Seker fermentasyonu sonucu gaz olusumu meydana geldiyse

besiyerinin yukar1 dogru itilmesi Ve besiyerinin yer yer parcalanmasi gozlemlenir.
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HCCA (%50 ACN ve % 2.5 TFA karisiminda 12.5 mg/mL HCCA) matris ¢ozeltisi
ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen kurumaya birakilmigtir. MALDI ¢elik
plakast MALDI TOF MS'ye yiiklenmis ve sistem, lineer pozitif iyon moduyla ve
2.000-20.000 Da kiitle araliginda mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in optimize
edilmis yontemle c¢alistirilmustir. Iyon kaynagi olarak 337 nm'de 60 Hz azot lazeri
kullantlmistir. Spektrumlart elde etmek ig¢in, her numunenin 6l¢iimiinde 40 paket
240'dan olusan lazer darbeleri gergeklestirilmistir. Her 6rnek icin iic ¢alisma

yapilmis ve en yiiksek puana sahip okuma dikkate alinmustir.

2.2.3. E. coli izolatlarinda In Vitro Antibiyotik Duyarhhklarinin Arastirilmasi

Elde edilen tiim izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri, European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) onerileri dogrultusunda, Kirby-
Bauer disk diflizyon yontemi ile yapilmistir. Bakteri kolonileri 6ze yardimiyla
almarak steril 2 mL fizyolojik su igeren tiiplerde 0.5 McFarland bulanikligina
ayarlanmistir. McFarland 0.5 bulanikligina ayarlanan bakteri siispansiyonundan steril
ekiivyon ile Mueller Hinton Agar besiyerinin yiizeyine uygun sekilde yayilmustir.
Tiim plaklar 37°C’de 18 saat inkiibe edildikten sonra plaklardaki zon ¢aplari kumpas
ile olcililmiistiir. Zon ¢ap1 sonuglart EUCAST’in 6nerdigi yorumlama kriterlerine
uygun olarak degerlendirilmistir. Streptomisin i¢in CLSI’mm 6nerdigi yorumlama
kriterleri dikkate alinmistir. Kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 susu

kullanilmistir.

Suslarin antibiyotik duyarliligini belirlemek igin; Siprofloksasin (CIP;5ug),
Ampisilin (AMP;10ug), Aztreonam (ATM;30ug) Trimetoprim/Sulfametoksazol
(SXT;25ug), Piperasilin/Tazobaktam  (TPZ;36ug), Amikasin  (AK;30ug),
Streptomisin  (STR;10ug), Tobramisin (TOB;10ug), Gentamisin (CN;10ug),
Sefotaksim (CTX;5ug), Seftazidim (CAZ;10pg), imipenem (IPM;10ug), Ertapenem
(ETP;10ug), Meropenem (MEM;10 pg) diskleri kullaniimustir.
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2.2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Elde edilen bakteri DNA’smndan 2 pl DNA alinmig, 15 pl PCR karigimu ile

karistirilarak 1s1 dongii cihazina yliklenmistir. PCR i¢in kullanilan primerler dizileri

ve amplifikasyon {iriin biiyiikliikleri Cizelge 2.8 ’de, reaksiyon karisimi ve miktarlari

Cizelge 2.9 ’de ve 1s1 dongli kosullart Cizelge 2.10 ’da verilmistir.

Cizelge 2.8. PCR i¢in Kullanilan Primerler.

Gen Primer ismi | Primer B¢ | Referans
aac(6’)-Ib | AAC(6")-IF | TATGAGTGGCTAAATCGAT 395 | (Ploy ve
AAC(6")-IR |CCCGCTTTCTCGTAGCA ark., 1994)
aac(3’)- | AAC(3")-IIF |GCCGACTGGCACTGTGATGGGATA | 359
IIa C (Aggen ve
AAC(3")-IIR | TGCAATGCGGTAACGGAGTTTAGC ark., 2010)
G
aac(3’)- | AAC(3)- CTCGAAGATGGGCCACTTGGACTG | 367
IV IVF ATC (Aggen ve
AAC(3)- AACTCGGCAAGATGCAGCGTCGTG ark., 2010)
IVR
aph(3')- | APH(3")-VIF |CGGAAACAGCGTTTTAGA 716 | (Noppe-
"1 APH(3')-VIR | TTCCTTTTGTCAGGTC Leclereq ve
ark., 1999)
ant(3’)-I | ANT(3")-IF |GTGGATGGCGGCCTGAAGCC 526 | (Sandvang
ANT(3°)-IR |ATTGCCCAGTCGGCAGCG ‘1;9"7"}1“
ant(2’)-Ia | ANT(2)-IF | ATGCGCTCACGCAACTGGTC 749 | (Dubois ve
ANT(2) IR | GCATATCGCGACCTGAAAGC ark., 2008)
Cizelge 2.9 PCR Karigimi.
10x PCR buffer 2,5
25 mM MgClI2 2,5
2,5mM dNTP 2
Taq DNA polimeraz 0,5
Primer F (10pmol/pl) 1
Primer R (10pmol/pl) 1
Kahp DNA 2
Distile su 3,5
Toplam hacim 15
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Her bir gen bolgesinin amplifikasyonunda pozitif kontrol olarak daha 6nce
DNA dizi analizi ile varligt dogrulanmig DNA ornekleri kullanilmistir. Negatif

kontrol olarak ise steril distile su kullanilmstir.

Cizelge 2.10. PCR Dongii ve Parametreleri.

Basamak Sicakhk Siire Dingii sayisi
[Ik denatiirasyon 94 °C 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Baglanma 52°C 30 saniyc 35
Uzama 72°C 45 saniye

Son uzama 72°C 7 dakika 1

2.2.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR islemi sonrasi olusan iriinler, agaroz jel elektroforezi ydntemi ile
degerlendirilmistir. 100 mL 1X TBE tamponu igerisine 2 ¢ agaroz eklenerek
mikrodalga firinda iyice eritilmistir. Jel sicakligi 60°C’ye geldiginde etidyum bromiir
¢ozeltisi 0.5 mg/L olacak sekilde eklenip, iyice karistirildiktan sonra jel kabina
dokiilerek donmasi beklenmistir. Jel, elektroforez tankina yerlestirilerek yiizeyini
gecinceye kadar 1 X TBE c¢ozeltisiyle doldurulmustur. Bas ve sondaki kuyucuga
DNA ladder (marker), diger kuyucuklara 5’er ul PCR {irlinii yiiklenmistir. Biitiin
ornekler yiiklendikten sonra elektroforez iinitesinin kapagi kapatilmis ve 90 dakika
boyunca 120 V akima tabi tutularak yiiriitme islemi gergeklestirilmistir. Yiiriitme
islemi tamamlandiktan sonra jel goriintiileme cihazinda jelin fotografi ¢ekilmistir.
llgili genin varligi, beklenilen biiyiikliikte amplifikasyon iiriinii bantiin elde edilip

edilmemesine gore degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. izolatlarin identifikasyonu

Calismada Ankara ilindeki 140 farkli ¢ocuk parkindan toprak 6rnekleri ve 176
farkli ¢ocuk parkindan kaydirak, salincak ve diger oyuncaklarindan toplam 414
stiriintii 6rnegi almmistir. Alinan toplam 554 6rnekten 40 tanesi EMB agarda tipik
metalik parlaklik veren koloniler olusmustur. Bu kolonilere yapilan Gram boyama
sonucunda mikroskopta Gram negatif basiller oldugu gézlenmistir. Ayrica IMVIC
testleri +,+,-,- olan ve TSI besiyerinde laktoz pozitif oldugu belirlenen kolonilerin E.
coli oldugu kabul edilmistir. E. coli oldugu dogrulanan izolatlar MALDI-TOF

yontemiyle de dogrulanmustir.

Cizelge 3.1. MALDI TOF MS Yontemi ile Elde Edilen Sonuglar.

Ornek Numaras: Organizma Puan Degeri
(en iyi eslesme)
1 E. coli 2.208
2 E. coli 2270
3 E. coli 2.083
4 E. coli 2.479
5 c. coli 2.476
6 T coli 2.171
7 E. coli 2.169
8 E. coli 2.353
9 E. coli 2.381
10 E. coli 2.238
11 E. coli 2.350
12 E. coli 2.396
13 E. coli 2.322
14 E. coli 2.223
15 E. coli 2.162
16 E. coli 2.165
17 E. coli 1.997
18 E. coli 2.215
19 E. coli 2.472
20 T coli 2.246
21 E. coli 2.481
22 E. coli 2.319
23 E. coli 2.287
24 E. coli 2.457
25 E. coli 2.475
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Cizelge 3.1. MALDI TOF MS Yontemi ile Elde Edilen Sonuglar (devam).

Ornek Numaras: Organizma Puan Degeri
(en iyi eslesme)
26 E. coli 2.232
27 E. coli 2.215
28 E. coli 2.103
29 E. coli 2.096
30 E. coli 2.320
31 E. coli 2.437
32 E. coli 2.287
33 E. coli 2.290
34 E. coli 2.183
35 E. coli 2.491
36 E. coli 2.548
37 E. coli 2.172
38 E. coli 2.330
39 E. coli 2.309
40 E. coli 2.282
Standart sus E. coli ATCC 25922 2.330

3.2. Antibiyotik Duyarhhiklarinin Belirlenmesi

Calismadan elde edilen 40 tane E. coli izolatinin antibiyotik duyarlilik
sonuglart Cizelge 3.2°de verilmistir. Buna gore siprofloksasin %87.5 (35), ampisilin
%81 (32), aztreonam %97.5 (39), trimetoprim/sulfametoksazol %85 (34),
piperasilin/tazobaktam %95 (38), amikasin %97.5 (39), streptomisin %17.5 (7),
gentamisin %5 (2), sefotaksim %97.5 (39), seftazidim %97.5 (39), ertapenem %100
(40), imipenem %2100 (40), meropenem %100 (40) olarak duyarlilik oranlari
bulunmustur. Orta duyarlilik oranlar1 incelendiginde en yiiksek orta duyarlilik
oranlart; streptomisin %70 (28), tobramisin %95 (38) ve gentamisin %90 (36) olarak
bulunmustur (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 Tiim Izolatlarin Antibiyotik Duyarlilik Sonuglar1

Antibiyotik Direncli (%) Orta Duyarh (%)
Duyarh(%)

Siprofloksasin 2 (%5) 3 (%7.5) 35 (%87.5)
Ampisilin 7 (%17.5) 1 (%2.5) 32 (%81)
Aztreonam - 1 (%2.5) 39 (%97.5)
Trimetoprim/Sulfametoksa 6 (%15) - 34 (%85)
zol
Piperasilin/Tazobaktam - 2 (%5) 38 (%95)
Amikasin - 1 (%2.5) 39 (%97.5)
Streptomisin 5(%12.5) 28 (%70) 7 (%17.5)
Tobramisin 2 (%5) 38 (%95) -
Gentamisin 2 (%5) 36 (%90) 2 (%5)
Sefotaksim 1 (%2.5) - 39 (%97.5)
Seftazidim 1 (%2.5) - 39 (%97.5)
Ertapenem - - 40 (%100)
imipenem - - 40 (%100)
Meropenem - - 40 (%100)

S: duyarly; I: Orta duyarli; R: direngli
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Toplam 140 farkli parktan alinan toprak orneklerinden izole edilen 17 tane E.
coli izolatinin duyarlilik oranlan Cizelge 3.4’de verilmistir. Buna gore duyarlilik
oranlari sirastyla; siprofloksasin %94.2 (16), ampisilin %88.3 (15), aztreonam %100
(17), trimetoprim/sulfametoksazol %94.2 (16), piperasilin/tazobaktam %2100 (17),
amikasin %94.2 (16), streptomisin %17.6 (3), gentamisin %11.7 (2), sefotaksim
%100 (17), seftazidim %100 (17), ertapenem %100 (17), imipenem %100 (17),
meropenem %2100 (17) olarak saptanmistir. Orta duyarlilik oranlari incelendiginde en
yiiksek orta duyarlilik oranlari; streptomisin %64.7 (11), tobramisin %2100 (17) ve
gentamisin %88.3 (15) i¢in belirlenmistir (Cizelge 3.4).

178 farkli parktan kaydirak, salincak ve diger oyun aletlerinden alinan toplam
414 surintii 6rnegi sonucu elde edilen 23 tane E. coli izolatinin duyarlilik oranlari
Cizelge 3.5’de verilmistir. Buna gore duyarlilik oranlari sirasi ile; siprofloksasin
%82.6 (19), ampisilin %73.9 (17), aztreonam %95.7 (22),
trimetoprim/sulfametoksazol %78.2 (18), piperasilin/tazobaktam %91.3 (21),
amikasin %2100 (23), streptomisin %17.4 (4), sefotaksim %95.7 (22), seftazidim
%95.7 (22), ertapenem %100 (23), imipenem %100 (23), meropenem %100 (23)
olarak bulunmustur. Orta duyarlilik oranlar ise sirasiyla; siprofloksasin %8.7 (2),
ampisilin  %4.3 (1), aztreonam %4.3 (1), piperasilin/tazobaktam %8.7 (2),
streptomisin %73.9 (17), tobramisin %91.3 (21), gentamisin %91.3 (21) olarak
belirlenmistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.4 Topraktan Elde Edilen izolatlarin Antibiyotik Duyarlilik Sonuglari

Antibiyotik
Siprofloksasin
Ampisilin
Aztreonam

Trimetoprim/Sulfametoksazol

Piperasilin/Tazobaktam
Amikasin

Streptomisin
Tobramisin

Gentamisin

Sefotaksim

Seftazidim

Ertapenem

Imipenem

Meropenem

Direncli (%)

2 (%11.7)

1 (%5.8)

3 (%17.6)

S: duyarly, I: Orta duyarli, R: direngli

Orta
Duyarl(%)
1 (%5.8)

1(%5.8)

11 (%64.7)
17 (%100)
15 (%88.3)

Duyarh (%)

16 (%94.2)
15 (%88.3)
17 (%100)
16 (%94.2)

17 (%100)
16 (%94.2)
3 (%17.6)

2 (%11.7)
17 (%100)
17 (%100)
17 (%100)
17 (%100)
17 (%100)

Cizelge 3.5 Siiriintiilerden Elde Edilen izolatlarin Antibiyotik Duyarlilik Sonuglar

Antibiyotik
Siprofloksasin
Ampisilin
Aztreonam

Trimetoprim/Sulfametoksazol

Piperasilin/Tazobaktam
Amikasin

Streptomisin
Tobramisin

Gentamisin

Sefotaksim

Seftazidim

Ertapenem

Imipenem

Meropenem

R (0/%)

2 (%8.7)
5(%21.8)

5(%21.8)

2 (%8.7)
2 (%8.7)
2 (%8.7)
1 (%4.3)
1(%4.3)

S: duyarly, I: Orta duyarli, R: direngli

I (n/%)

2 (%8.7)
1 (%4.3)
1 (%4.3)
2 (%8.7)
17 (%73.9)
21 (%91.3)
21 (%91.3)

S (/%)

19 (%82.6)
17 (%73.9)
22 (%95.7)
18 (%78.2)

21 (%91.3)
23 (%100)
4 (%17.4)

22 (%95.7)
22 (%95.7)
23 (%100)
23 (%100)
23 (%100)

Calismada izole edilen toplam 40 izolatin %35 (14)’i en az bir antibiyotige

direncli olarak belirlenirken, iki veya daha fazla antibiyotige direng orani ise %12.5

(5) olarak tespit edilmistir.
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3.3. Genotipik Test Sonuclari

Calismada elde edilen E. coli izolatlarinin aminoglikozid antibiyotiklerden
streptomisin, gentamisin ve tobramisine orta duyarli bulunmasi ve amikasine
duyarlilik zon ¢aplarinin ise orta duyarlilik sinirinda olmasi nedeni ile aminoglikozid
direnci genotipik olarak da arastirilmistir. Bu amacgla aac (6°)-1b, aac(3’)-1la,
aph(3°)-VI, ant(3°)-1, aac(3’)-1V, ant(2’)-1a genlerinin taramasi yapilmstir.

Cizelge 3.6 E. coli kokenlerinde AME genlerinin dagilimi
Aminoglikozid modifiye edici enzim (AME) genlerinin
dagilim

NE;“;:H aac (§°)-Ib  aac(3’')-Ila  aph{3’')-FT antf3')-I  aac(3’)- IV  antf2’)-Ia
1 N N N P N N
2 N N N P N N
3 P N N P N N
4 N N N P N N
5 N N N P N N
] N N N P N N
7 P N N P N N
& N N N P N N
o N N N P N N
10 P N N P N N
11 P N N P N N
12 N N N P N N
13 N N N P N N
14 N N N P N N
15 N N N P N N
16 N N N P N N
17 N N N P N N
18 N N N P N N
19 N N N P N P
20 N N N P N N
21 N N N P N N
22 N N N P N N
23 N N N P N N
24 P N N P N N
25 N N N P N N
26 N N N P N N
27 N N N P N N
28 N N N P N N
20 P N N P N N
3o P N N P N N
il N N N P N N
az N N N P N N
k] N N N P N N
k) N P N P N N
as N N N P N N
a6 N N N P N N
a7 N P N P N N
is P N N P N N
ao P N N N N N
40 P N N P N N

N: Negatif , P: Pozitif
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Cizelge 3.8 Aminoglikozidlerin direng durumu ve AME genleri dagilimi

Amineoglikezit Antibivotikler
AK | STR | TroB |

GV

gilimn

Aminoglikozid modifive edici enzim (AME) genlerinin da

aac (6°)-Ib | aac({3’)-Ila | aph(3°)-VT | arnt(3’)-1 | aac(3’)-IV |

ant(2’)-Ta

P el el el el el el el Il el el el el el el e e e e R R R

el el el Tl al el el e el e e e R R R R

P el el alal el Aalal A el Al el L al a  e a aia h  Ea e Ra R /]

nwwmnununnnERnnnnnnnnnnnunnnnunnnnunnnnn nnnnn
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4. TARTISMA

Penisilinin kesfinden bu yana ¢ok sayida bakteri, antibiyotik kullanimina
antimikrobiyal direng gelistirme ve bu direng Ozelliklerini aktarma yetenekleri ile
cevap vermistir. Antimikrobiyallerin artan tiiketimi ve uygunsuz kullanimlari direng
gelisimini hizlandiran faktorler arasinda gosterilmektedir. Ayrica, ¢oklu ilaca direncgli
tiirlerin ortaya ¢ikmasinda ve yayilmasinda, uluslararasi turizm, iilkeler arasi gog¢ ve

is seyahati 6nemli rol oynamaktadir (Allocati ve ark., 2013).

Antibiyotik direnci, hastalar i¢in artan morbidite ve mortaliteye neden olan ve
ayrica saglik bakim sistemlerinin finansal maliyetlerinin artmasiyla sonuglanan ¢ok
yonlii bir saglik sorunudur. Antibiyotige direngli bakteriler, insanlarda, ¢esitli hayvan
konakgilarinda ve ¢evrede bulunmakta ve bu rezervuarlarin her biri antibiyotik
direncinin epidemiyolojisine katkida bulunmaktadir (Chatterjee ve ark., 2018).
Cevre, antimikrobiyal direncin yayilmasinda énemli bir rol oynayan antimikrobiyal
diren¢ genlerinin sinirsiz bir rezervuardir. E. coli ¢evresel bakterilerden diger direng
genlerini alabilmekte ve tersine direng genlerini farkli habitatlardaki potansiyel
patojenlere yayma o6zelligi gostermektedir. Birgok c¢alisma, hastane atik sularinda
antibiyotik direng genlerinin belediye kanalizasyon sistemlerine ve cevreye
yayilmasina katkida bulunan ¢ok direngli suslarin varligin1 bildirmistir (Allocati ve
ark., 2013). Cok cesitli antibiyotiklere direng¢ saglayan bir enzim olan ve ilk defa
2008'de Yeni Delhi’de bulunan NDM-1 geni tespit edildikten sonra medikal turizmin
bir sonucu olarak once Ingiltere'de daha sonra uzak Norve¢ takim adalarinda
tamimlanmustir (White ve Hughes, 2019). Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV),
sempanzelerde bulunan yakindan iligkili bir simian immiin yetmezlik virlisiinden
(SIV) gelismistir. HIV, edinilmis bagisiklik yetmezligi sendromuna (AIDS) neden
olmaktadir ve ortaya ¢ikmasindan bu yana insan popiilasyonlarinda pandemik

oranlara dontismiistiir (Barrett ve Osofsky, 2013).

Calisgmamizda Mayis-Eyliil 2019 tarihleri arasinda Ankara ilindeki 140 farkli

cocuk parkindan toprak ornekleri ve 176 farkli ¢ocuk parkindan kaydirak, salincak,
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donme dolap, tahterevalli ve diger oyuncaklar olmak tiizere 414 siiriintii 6rnegi,
toplamda 554 Ornek almmistir. Bu Orneklere Gram boyama, indol, metil
kirmizisi/Voges Proskauer, sitrat ve ii¢ sekerli demirli besiyeri (TSI) testleri
uygulanmis ve 40 (%14) tane E. coli izolat1 elde edilmistir. Ayrica elde edilen
izolatlarin E. coli oldugu MALDI TOF MS yontemi ile dogrulanmistir. Farkli
kaynaklardan E. coli izolasyonu ile ilgili literatiirde ¢esitli calismalar bulunmaktadir.
Belgika'da Holvoet ve arkadaslar1 (2013) marul tiretim ortamlarindan marul fideleri,
toprak, sulama suyu ve marul yapraklari dahil olmak tizere 738 numune toplayarak
473 (%64) E. coli izolati elde etmislerdir. Umeh ve arkadaslar1 (2007) yaptiklart
caligmada, kagit paralar iizerinde arastirma yapilmis ve %80 oraninda E. coli varlig
tespit edilmistir. Yilmaz ve arkadaglart (2014) Erzurum ilinde 11 ilkogretim
okulunun tuvaletlerinde yaptiklari ¢alismada alinan toplam 150 siiriintii 6rneklerinin
54’tinden (%36) E. coli izole etmislerdir. Tiirkseven ve Erbas (2019) ise izmir
ilindeki 4 farkli lise tuvaletlerinden alinan 147 siiriintii 6rneginden 46 tane (%31.2)

E. coli izolat1 elde etmislerdir.

Calismamizda elde edilen 40 tane E. coli izolatinin direng oranlari:
siprofloksasin %5 (2), ampisilin  %17.5 (7), streptomisin  %12.5 (5),
trimetoprim/siilfametoksazol %15 (6), tobramisin %5 (2), gentamisin %5 (2),
sefotaksim %2.5 (1), seftazidim %2.5 (1) olarak bulunmustur. Aztreonam,
piperasilin/tazobaktam, amikasin, ertapenem, imipenem, meropenem
antibiyotiklerinde ise diren¢ saptanamamustir. Ayrica izolatlarin en yiiksek orta
duyarlilik oranlar1 sirasiyla: tobramisin %95 (38), gentamisin %90 (36) ve
streptomisin %70 (28) olarak belirlenmistir. Siriintii 6rneklerinden elde edilen
izolatlardaki direng oranlari toprak orneklerinden elde edilen izolatlara gore daha

yiiksek bulunmustur.

Ryu ve arkadaslarinin (2012) Seul, Kore'deki balik pazarlarindan satin aldiklar
2663 deniz iriinii 6rneginden toplam 179 (%6.7) E. coli izolat1 elde edilmistir.
Direng oranlari; tetrasiklin %30.7, ampisilin %6.7, streptomisin %12.8 ve sefalotin
%11.7 olarak bulunmustur. Vietnam’da 2 hastanenin daha sonra dogadaki su

kaynaklarma karisacak olan atik sulari iizerine yapilan g¢alismada hastanelerden
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toplam 265 E. coli izole edilmistir. Izolatlarin direng oranlari; ko-trimoksazol %70,
seftriakson %45, gentamisin %37, seftazidim % 35, siprofloksasin %26 olarak
bulunmustur (Lien ve ark., 2017). Incelenen bu ¢alismalarda; farkl: iilkelerden elde
edilen ¢evresel E.coli izolatlarinin sahip oldugu antibiyotik diren¢ oranlarindaki
farkliligim  antibiyotiklerin O  iilkedeki kullanim sikligina baghi  oldugu

distiniilmektedir.

Ulkemizde ise Istanbul’da deniz otobiisii, otobiis, vapur ve trenden yolcularmn
elle temas ettikleri ¢esitli ylizeylerden alinan 6rneklerden 166 E. coli izole edilmistir.
Izolatlarin direng yiizdeleri; ampisilin %61, tetrasiklin %50, siprofloksasin %38,
trimetoprim/sulfametoksazol %27, gentamisin %27, amikasin %19, aztreonam %8,
seftazidim %8, tobramisin %8 olarak saptanmistir (Tiritoglu, 2009). Izmit
Korfezi’ndeki 9 istasyondan 23 deniz suyu 6rnegi alinarak izole edilen 8 E. coli susu
trimetoprim/sulfametoksazole %62.5, tetrasikline %50, gentamisine %50, amikasine
%12.5, kanamisine %37.5 oraninda direngli olarak bulunmustur (Vural ve Akgin,
2011). Yapilan literatiir taramasinda g¢ocuk parklarinda yapilan bir calismaya
rastlanmamasina ragmen, buldugumuz sonuglar ile kismi paralel ¢aligmalar olan atik
sular, toplu tasima araglari, hayvan c¢iftlikleri, paralar, okul tuvaletlerinde yapilan
caligmalarda da E. coli bulunma durumu benzerlik gostermektedir. Ayrica her ne
kadar elde edilen direng yiizdeleri farkli olsa da bu ¢alismalarda da en yliksek direng
oranlart  calismamizla  benzer  sekilde  ampisilin,  siprofloksasin  ve

trimetoprim/sulfametoksazol i¢in elde edilmistir.

Cevresel izolatlardan farkli olarak gaita ya da siiriintii 6rneklerinden elde edilen
E. coli’lerdeki direng oranlar ile ilgili yaptigimiz literatiir aragtirmasinda da yine en
yiksek diren¢ elde edilen antibiyotiklerin ampisilin, siprofloksasin ve
trimetoprim/sulfametoksazol oldugu ve benzer diren¢ oranlart elde edildigi
gbzlemlenmistir. Kirikkale Yiiksek Ihtisas Hastanesinde yapilan calismada on ay
boyunca basvuran hastalarin gaita Orneklerinden izole edilen 150 tane E. coli
izolatinin antibiyotik direng oranlari, ampisilin %46.67 (70),
trimetoprim/siilfametoksazol ~ %25.33  (38), siprofloksasin  %15.33  (23),
piperasilin/tazobaktam %8 (12), gentamisin %6.67 (10) olarak saptanmistir (Siiziik
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ve ark., 2015). Hindistan, Ujjain’den rastgele segilen 30 koyden 3-14 yas arasi
cocuklarin digki orneklerinden (n = 529) E. coli izole edilmistir. Calismada
antibiyotik direng¢ oranlari; tetrasiklin %37, ampisilin %37, piperasilin/tazobaktam
%2, siprofloksasin %8, gentamisin %4, amikasin %5 olarak belirlenmistir (Shakya
ve ark., 2013). Cek Cumhuriyeti'nde farkli yaslardaki ¢ocuklardan rektal siiriintii
ornekleri alinarak yapilan ¢alismada 6 haftalik 275 gocuktan toplam 177 E. coli, 6-17
yas arasi 253 ¢ocuktan toplam 205 E. coli izole edilmistir. 6 haftalik ve 6-17 yas
aras1 ¢ocuklarda direng oranlar1 siras1 ile ampisilin %28 ve %17, tetrasiklin %18 ve
%12, streptomisin %14 ve %10, siilfametoksazol/trimetoprim %7 ve %3,
siprofloksasin %1 ve %0, gentamisin %1 ve %0 olarak saptanmistir (Literak ve ark.,
2011).

2000 ve 2004 yillar1 arasinda yapilan ¢alismada idrar yolu enfeksiyonu tanisi
ile gonderilen idrar orneklerinden 457 E. coli susu izole edilmis ve gentamisin
direncinin %3.8’den %16.5’e, tobramsin direncinin %5.8’den %31.2’ye, amikasin
direncinin  %0’dan %4.4’e, ampisilin direnci %50.5’den %63.4’e yiikseldigi
saptanmigtir (Kaya ve ark., 2006). Ak¢am ve arkadaglari (2004) idrar yolu
enfeksiyonu tanisi ile gonderilen idrar 6rneklerinden izole edilen 129 toplum kokenli,
120 hastane kokenli E. coli izolatinin antibiyotik duyarliliklari arastirmislardir.
Toplum kokenli suslarda gentamisin %3.1 oraninda direngli olarak; hastane kokenli
suslarda gentamisin %14.2 oraninda direngli olarak bulunmustur. Giindiiz ve
arkadaglar1 (2008) idrar yolu enfeksiyonu teshisi konan 1361 cocuga ait idrar
orneklerini incelemigler ve bunlarin 267 (%19.6) tanesinin E. coli oldugu
belirlemislerdir. Direng oranlar;; gentamisine %]11.3, ampisiline %66.9,
trimetoprim/siilfametoksazole % 47.3 olarak bulunmus ve amikasine karsi direng
saptanamamustir. Yapilan baska bir ¢alismada klinik olarak idrar yolu enfeksiyonu
tanist alan hastalardan alman 1947 idrar 6rneginin 301’inde ilireme saptanmis ve
255’inin E. coli (%84.17) oldugu tespit edilmistir. E. coli izolatlarinin gentamisin ve
amikasin direng oranmi sirast ile %19.3 ve %0.3 ve trimetoprim/siilfametoksazole

%25.9 olarak bulunmustur (Saglam ve ark., 2012).
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Bu caligmalar incelendiginde Tiirkiye’de ki hastanelerden izole edilen toplum
kokenli E. coli izolatlarindaki antibiyotik direncinin ¢evreden izole edilen E. coli
direncinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada streptomisin
gentamisin ve tobramisin i¢in sirasiyla %70, %90 ve %95 orta duyarlilik orani
saptanirken, amikasinde bu oran %2.5 olarak bulunmustur. Amikasinde direng
durumu saptanamamistir ancak zon c¢aplarina bakildiginda duyarliligin simirda

oldugu gozlenmektedir.

Aminoglikozid antibiyotiklerin yaygin kullanimi1 sonucunda, modifiye edici
enzimler araciligiyla direng gelismektedir ve tedavide basarisizliklar meydana
gelmektedir. Gram negatif bakterilerde aminoglikozidlere karsi gelisen direng

cografik bolgeye, hastaneden hastaneye ayrica ililkeden {ilkeye farklilik
gostermektedir (Kiigiikates ve ark., 2007).

Calismamizda ¢ocuk parklarindan izole edilen E. coli izolatlarmin antibiyotik
direng profillerine ek olarak bu dirence neden olan genlerin de arastirilmasi
hedeflenmistir. izolatlarimizin biiyiik cogunlugunda streptomisin, gentamisin ve
tobramisin orta duyarlilik orani belirlendigi igin g¢alismamizin genetik analiz
boliimiinde aminoglikozid antibiyotiklere karsi olusan diren¢ genleri PCR metodu ile
arastirilmistir. aac (6°)-1b (%27.5), aac(3’)-lla (%5), aph(3’)-VI (%0), ant(3’)-1
(9%97.5), aac(3’)-1V (%0), ant(2’)-1a (%2.5) genleri lizerine ¢alisma yapilmistir. Elde
edilen sonuglara gore ¢ocuk parklarindan izole edilen suslar arasinda ant(3’)-1 geni
en yliksek oranda bulunmustur. Bu sonuglar, izolatlarirmizdaki en yaygin
aminoglikozid modifiye edici enzimlerin niikleotidil transferazlar olduklarini
gostermektedir. En sik olarak aac(6’)-1b ve ant(3’)-1 birlikteligi goriilmiistiir. Bazi
izolatlarrmizda AME go6zlense de bu izolatlarda aminoglikozid direncinin
gozlenmemesi direng geninin ifadelenmedigini gostermektedir. Ancak bu
izolatlardaki diren¢ geninin baska bakterilere de aktarilabilecegi ya da bu genlerin

ifadelenebilecegi unutulmamalidir.

Abdelgader ve arkadaslari'nin (2018) tavuk ciftliklerinde yaptigi ¢aligmada
Hartum, Sudan’dan 250 adet (130 E. coli izolat) ve Nanjing, Cin'den 250 adet (120
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E. coli izolat) rektal siiriintii 6rnegi toplanmistir. Cin’den elde edilen izolatlarin
direng oranlar1 ampisilin %75.2, eritromisin %65.2, sefotaksim %46, tetrasiklin %80,
siprofloksasin %46, gentamisin %41.6 olarak bulunmustur. Sudan’da direng oranlar1
ampisilin - %29.2, eritromisin  %33.6, sefotaksim %33.6, tetrasiklin 9%54.4,
siprofloksasin %50, gentamisin %33.6 olarak bulunmustur. Cin’de yiiksek miktarda
antibiyotik kullanimi nedeni ile direng oraninin Sudan’a goére yiiksek oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica gentamisine %34 ve %37 orta direng oranlar1 bulunmasina

ragmen her iki iilkede de aac3-I11 geni tespit edilmemistir.

Belaynehe ve arkadaslarmin (2017) yaptigi calismada  dort farkli sigir
ciftliginden alinan 405 fekal 6rnekten 247 E. coli izolati elde edilmistir. Direng
oranlar1; %56.3 streptomisin, %12.15 tetrasiklin, %7 ampisilin, %5.7 kloramfenikol,
ve % 0.8 trimetoprim/siilfametoksazol tespit edilmistir. AME genleri aph(3°)- Ib %
46, aac(3’)-IVa % 34.5, aac(3’)-lla % 22.3, aac(6’)- Ib % 15.1, ant(3)- la % 7,2
geni tasidig tespit edilmistir.

Cin’in Hebei sehrinde, 46 biiyiik olgekli ciftlikten toplam 111 E. coli izolati
toplanmigtir. Streptomisine %97.3, gentamisine %95.5, amikasine %46.0 ve
spektinomisine %22.5 oraninda direng saptanmistir. Genomik analizde %41.4
ant(3")-la, %31.5 aac(3)-lla, %26.1 aac(6')-lb, 13.5% aph(3')-lla sonucu elde
edilmistir (Zhang ve ark., 2014).

Leblebicioglu ve arkadaslart (1998) yaptiklart ¢alismada aminoglikozid
(amikasin, netilmisin, gentamisin, tobramisin) antibiyotiklerden herhangi birine kars1
direngli oldugu saptanan Gram negatif 50 susu diren¢ mekanizmalar1 agisindan
incelemisler ve en sik rastlanan enzimler olarak ant(2”)-1 (%54) ve aac(6’)-1 (%72)’i
saptamiglardir. Over ve arkadaslarmim (2001) yaptig1 ¢alismada 696 aminoglikozid
direngli Gram negatif basilin en yaygin aminoglikozid diren¢ mekanizmalar1 aac(3)-
I, aac(6’)-1 ve ant(2”’)-1 olarak saptanmistir. Bizim ¢alisgmamizda da benzer sekilde

en yaygin AME’ ler ant(3”)-1V ant(2”)-1 ve aac(6°)-1 olarak belirlenmistir.
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Gentamisinin fazla kullanildigi tlkelerde ant(2”) ve aac(3) enzimleri sik
gozlemlenmistir. Amikasinin yaygin olarak kullanildig: iilkelerde ise aac(6’) enzimi

siklikla bulunmaktadir (Giir, 1997).

Diren¢ yiizdeleri Kkarsilastirildiginda ise ¢evreden elde edilen E. coli
izolatlarinda aminoglikozid antibiyotiklere kars1 diren¢ durumu tetrasiklin, ampisilin,
trimetroprim/sulfametaksazol’e kiyasla diisiik olmasina karsin gittikge artan bir

oranda seyrettigi saptanmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alismada Tek Saglik Kavrami goz Oniine alinmis ve gevre-insan-
hayvan iliskisinin giin gectikce arttigr diisiiniilerek; ¢ocuk parklarindan alinan
ornekler {izerinde arastirma yapilmasinin antibiyotik direncinin ve diren¢ genlerinin
yayiliminit izlemek ve insan sagligi riskini analiz etmek agisindan 6nemli olacagi
diistiniilmiistiir. Ayrica yapilan literatiir taramasinda ¢ocuk parklar iizerinde diregli
bakterilere yonelik c¢alisma yapilmadigi belirlenmistir. Klinik olmayan ortamlarda
antibiyotik direncinin ekolojik roliiniin daha iyi anlasilmasi, direncin ortaya ¢ikisini

ve gelecekteki durumunu 6nceden belirleyerek 6nlemeye yardimci olabilir.

Calismada ¢ocuk parklarindan toprak ve siiriintii Ornekleri alinmis ve bu
ornekler 24 saat inkiibe edildikten sonra EMB agara ekimi yapilmustir. Inkiibasyon
sonucu EMB agarda yesil metalik rofle veren koloniler IMVIC ve TSI agar testine
tabii tutulmustur. IMVIC sonucu ++-- olan ve TSI agarda laktoz pozitif olarak
belirlenen suslarm E. coli oldugu belirlenmistir. Ayrica MALDI TOF MS ile

izolatlarin E. coli oldugu dogrulanmistir.

E. coli oldugu kanitlanan orneklere EUCAST kriterli dogrultusunda;
siprofloksasin, ampisilin, aztreonam, trimetoprim/sulfametoksazol,
piperasilin/tazobaktam, amikasin, streptomisin, tobramisin, gentamisin, sefotaksim,
seftazidim, ertapenem, imipenem, meropenem antibiyotikleri kullanilarak disk
difiizyon testi uygulanmistir. En yiiksek direng oranlar1 ampisilin (%17.5),
trimetoprim-siilfametoksazol (%15) ve streptomisine (%12.5) e karsi belirlenmistir.
Ayrica siirlintii 6rneklerinden elde edilen izolatlardaki direng¢ oranlar1 toprak
orneklerinden elde edilen izolatlara gore daha yiiksek bulunmustur. Tobramisin,
gentamisin ve streptomisin antibiyotiklere karsi sirasiyla %95, %90, %70 orta
duyarlilik tespit edilmistir. Bu yiiksek orta duyarlilik degerleri nedeniyle elde edilen
E. coli izolatlarina aac(6°)-1b, aac(3’)-1la, aph(3’)-VI, ant(3’)-1, aac(3’)-1V, ant(2’)-
la gen taramasi yapilmistir. Elde edilen sonuglarda direng yiizdeleri yiiksek olmasa

da bazi izolatlarda farkli aminoglikozid modifiye edici enzimler belirlenmis ancak
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fenotipik olarak diren¢ gozlenmemistir. Her ne kadar fenotipik olarak bu bakterilerde
direng gozlenmese de bu genlerin var oldugu, ileride ifadelenebilecegi ve en 6nemlisi

dogada diger bakterilere aktarilabilecegi unutulmamalidir.

Bir yandan, devam eden ve yeniden ortaya ¢ikan bulasici hastaliklarla
miicadele ederken diger yandan antibiyotik direnci gibi sorunlara aranan ¢oziimler,
bilim ve teknolojinin olast tiim olanaklarint kapsayan sektorler arasi igbirligi ve
calismay1 gerektirmektedir. Tek Saglik, antibiyotik direnci konusunun mutlak bir
pargast olmalidir. Ayrica antibiyotik kullanimi ve antibiyotik direncine karsi
stratejilerin belirlenmesi ve bu stratejilerin dogru ve etkin bir sekilde uygulanmasi

Onemlidir.
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OZET

Ankara’da ki Cocuk Parklarindan izole Edilen Escherichia coli izolatlarinda
Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

Yapilan calismada Ankara’nin gesitli ¢ocuk parklarindan alman 6rneklerden izole
edilen E. coli izolatlariin antibiyotik direncinin belirlenmesi ve direng durumunun
molekiiler yontemlerle dogrulanmas1 amaglanmistir.

Izole edilen 40 E. coli izolatinin antibiyotik duyarlilik testleri, EUCAST &nerileri
dogrultusunda yapilmistir. Suslarin antibiyotik duyarliligin1 belirlemek i¢in; Siprofloksasin,
Ampisilin, Aztreonam, Trimetoprim/Sulfametoksazol, Piperasilin/Tazobaktam, Amikasin,
Streptomisin, Tobramisin, Gentamisin, Sefotaksim, Seftazidim, Ertapenem, Imipenem,
Meropenem antibiyotikleri kullanilmigtir.

Calismamizda E. coli izolatlarinin direng oranlari; siprofloksasin %5, ampisilin %17,
trimetoprim/sulfametoksazol %15, streptomisin %12.5, tobramisin %5, gentamisin %5,
sefotaksim %2.5, seftazidim %2.5 olarak saptanmustir. Orta duyarlilik oranlar1 ise; %95
tobramisin, %90 gentamisin ve %70 streptomisin olarak bulunmustur.

Orta duyarlilik oranlarinin aminoglikozid antibiyotiklerde yiiksek oranda olmasi
nedeni ile aminoglikozid direnci genotipik olarak arastirilmistir. Bu amagla aac (6°)-1b,
aac(3’)-lla, aph(3’)-VI, ant(3’)-1, aac(3’)-IV, ant(2’)-la genlerinin taramasi yapilmistir.
Izolatlarimizin %27.5’inde aac(6’)-1b, %’ 5inde aac(3’)-11a, %97.5’inde ant(3’)-1, %2.5’inde
ant(2’)-1a geni tespit edilmistir. Ayrica aph(3’)-VI ve aac(3’)-1V genleri higbir izolatimizda
tespit edilememistir.

Bu ¢aligma ile Tiirkiye’de ilk kez ¢ocuk parklarindan E. coli varhig: tespit edilmistir.
Calisma sonucunda, ¢ocuk parklarindan izole edilen direngli E. coli suslarinin halk saghigi
agisindan potansiyel bir risk olusturabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Soézciikler: Aminoglikozid Modifiye Edici Enzimler, Antibiyotik Direnci,
Escherichia coli, Tek Saglik.
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SUMMARY

Determination of Antibiotic Resistance in Escherichia coli Isolates Isolated from
Children Parks in Ankara

In this study, it was aimed to determine the antibiotic resistance of E. coli isolates
isolated from samples taken from various children's parks of Ankara and to confirm the
resistance status by molecular methods.

Antibiotic susceptibility tests of 40 isolated E. coli isolates were performed in
accordance with EUCAST recommendations. To determine the antibiotic susceptibility of
strains; Antibiotics of ciprofloxacin, Ampicillin, Aztreonam,
Trimethoprim/Sulfamethoxazole,  Piperacillin/Tazobactam,  Amikacin,  Streptomycin,
Tobramycin, Gentamicin, Cefotaxime, Ceftazidime, Ertapenem, Imipenem, Meropenem.

In our study, the resistance rates of E. coli isolates; ciprofloxacin 5%, ampicillin 17%,
trimethoprim / sulfamethoxazole 15%, streptomycin 12.5%, tobramycin 5%, gentamicin 5%,
cefotaxime 2.5%, ceftazidime 2.5%. Medium sensitivity rates are; It was found as 95%
tobramycin, 90% gentamicin and 70% streptomycin.

Aminoglycoside resistance has been genotypically investigated because of its high
sensitivity in aminoglycoside antibiotics. For this purpose, aac(6)-1b, aac(3')-1la, aph(3")-
VI, ant(3')-I, aac(3")-1V, ant(2')-la genes scanned. Gene was detected in 27.5% of our
isolates aac(6')-1b,' 5% aac(3')-11a, 97.5% ant (3)-1, 2.5% ant(2")-la gene. Also, aph(3')-VI
and aac(3")-1V genes could not be detected in any of our isolates.

In this study, the presence of E. coli was detected for the first time in Turkey
playground. As a result of the study, it has been revealed that resistant E. coli strains isolated
from children's parks can pose a potential risk for public health.

Keywords: Aminoglycoside Modifying Enzymes, Antibiotic Resistance, Escherichia coli,
One Health.
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