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Yiksek Lisans
OZET
“Escherichia coli GENOTIPLERININ PFGE ILE BELIRLENMESI”

Sevda ALTINTAS

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Balikeilik Teknolojisi Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. ilhan ALTINOK
2017, 44 Sayfa

Bu calismada, Trabzon ve Rize illerindeki tatli sularda bulunan 7 farkli gokkusag: alabaligi
tesisinin giris—¢ikisindaki su ve sedimentten izole edilen 75 Escherichia coli izolatlarinin
eritromisin (ereA ve ereB geni) ve florfenikol (florR geni) direngliliklerine gore genotipik yaninin
degisip degismedigi belirlenmistir. Bu baglamda genomik DNA’lar Xbal ve Apal restriksiyon
enzimleri ile kesilerek pulse field jel elektroforez (PFGE)’de yiiriitilmiistir. Xbal enzimi ile
kesildikten sonra yapilan PFGE analizi sonucunda genomik DNA’larinin benzerlik oranlar1 %93
baz alindiginda 4 temel kiimede (X1-X4) gruplandirilmistir. Bu sonuglara gore tiim izolatlar arasi
benzerlik oranlar1 %79.1 olup, TASWG 0411, TASSC 0811, TASSC 0211, SURWG 1010 ve
AASG 0810 suslar1 diger gruplardan ayrildiginda geri kalan suslarin benzerlik oranlar1 %85.1
olmaktadir. Apal enzimi ile kesildikten sonra yapilan PFGE analizi sonucunda caligilan suslar 4
temel kiimede (A1-A4) gruplandirilmistir. Al kiimesi en biiyiik kiime olup biinyesinde toplam
suslarin %351’ini barindirmaktadir. Antibiyotik diren¢ genlerine bakilan E. coli izolatlarinda en
fazla ereB direng geni belirlenirken ereA, ereB ve florR geni varliklari ile PFGE genotipi arasinda

bir iligkiye rastlanmamugtir.

Anahtar Kelimeler: E. coli, PFGE, Kesici Enzim, Antibiyotik Diren¢ Geni.
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Master Thesis

SUMMARY

GENOTYPING of Escherichia coli BY PFGE
Sevda ALTINTAS
Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheris Technolqu Program
Supervisor: Prof. Dr. [lhan ALTINOK
2017, 44 Pages
In the present study, 75 Escherichia coli isolated from seven different fish farms located in
Trabzon and Rize. Water and sediment samples were taken from water inlet and outlet. Isolates
were screened in the presence of erythromycin (ereA and ereB) and florfenicol (floR) genes.
Potential relationship between antibiotic resistance genes and Pulse Field Gel Electrophoresis
(PFGE) profile was determined. For this purpose, genomic DNA of the strains was digested with
Xbal and Apal restriction enzymes separately and run on the PFGE. Based on 93% similarity ratio,
strains were grouped in 4 clusters (X1-X4) after cutting with Xbal. The similarity ratios among all
isolates were 79.1%, and when TASWG 0411, TASSC 0811, TASSC 0211, SURWG 1010 and
AASG 0810 strains of were separated from the other groups, similarity ratio was increased to
85.1%. Similar to Xbal restriction enzyme profile, after digesting bacterial DNA with Apal, strains
separated in 4 clusters (A1-A4). Largest cluster was Al and it contained 51% of the strains. It was
determined that the most common antibiotic resistance gene was ereB followed by ereA and floR.
There was relationship was found between presence of antibiotic resistance genes and PFGE

profile.

Key Words: E. coli, PFGE, Restriction Enzyme, Antibiotic Resistance Gene.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Su, insanlar tarafindan; tarim arazilerinin sulanmasi, igme suyu, turizm, ulagim,
enerji ve su driinleri yetistiriciligi gibi faaliyetlerde kullanilmaktadir (Egemen ve Sunlu,
1996). Suyun bu gibi faliyetler ig¢in kullanimi sularda kirlilik ve bakteri olusumu gibi
sonuglar1 da beraberinde getirmektedir. Tatli sularda bakteri varlig1 Kirlilikle olusabilecegi
gibi dogal olarak birgok bakteri de su ortaminda bulunabilmektedir.

Su ortaminda bulunan toplam koliform bakteri sayilar1 bazen su kirliligini ya da
kirlenme derecesini belirlemek icin de kullanilmaktadir. Bu organizmalar diski
kontaminasyon indikatorleri kadar kesin degildir, ¢iinkii bircogu toprakta ve suda
yasayabilir ve ¢ogalabilir. Akarsulardan alinan bir numunede yiiksek sayida fekal koliform
bakteri bulunursa, mutlaka insan kokenli olmasa da yakin zamanda diski
kontaminasyonunun oldugunu géstermektedir (Anonim, 2017a).

Koliform bakteriler yasadiklari dogal kaynaklar ile digki, toprak, su ve bitki Ortiisii
gibi yerlere bagli olarak degisimler gostermektedir. Bu grubun en Onemli &zelligi
yasadiklar1 ortamlara sik1 sikiya bagli olmalaridir (Munsuz ve Unver, 1995). Bu nedenle
koliform gruplart suyun kalitesinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli indikator
organizmalardir. Nitekim bu grup i¢inde yer alan organizmalardan patojen (hastalik yapici)
olanlar oldugu gibi patojen olmayanlar1 da mevcuttur. Iglerinde en belirgin olan
Escherichia coli olup, bu bakterilerin patojen formu oldugu gibi patojen olmayan formuda
vardir. E. coli’nin patojen olmayan formu su kirliliginin tespitinde yararl bir indikatordiir.
Bu nedenle herhangi bir su ortaminda E. coli belirlenirse bu ortama kanalizasyon karistig1
anlamma gelmektedir. E. coli karistigi ortamda dogal olarak 15-20 giinde kendiliginden
kaybolmaktadir (Lugal Goksu, 2003).

Diski kokenli gram negatif basiller (¢ubuk sekilli bakteriler) tiim sicakkanh
hayvanlarin sindirim kanallarinda bulunmaktadir ve ¢ogu patojenik degildir. Ozellikle
bagirsaklarda bulunan bu bakteriler besinlerin ayristirilmasinda olduk¢a 6nemlidir. Ayrica
K, E ve bazi1 B vitaminlerinin sentezinde de 6nemli rol oynamaktadir (Heperkan, 2007).
Bagirsaklarda bulunan ozellikle E. coli’lerin bagirsak kanalindan ¢ikip diger organlara

yerlesmesi sonucunda da hastaliklar meydana gelmektedir ve su iiriinleri yetistiriciliginde



cevre sartlarinin uygunsuzlugundan dolayr bir¢cok hastalik olusmaktadir. Hastaliklarin
tedavisinde genellikle antibiyotik ve kimyasallar kullanilmaktadir. Su {riinleri
yetistiriciliginde hastaliklara karsi oksitetrasiklin, florfenikol, sarafloksasin, eritromisin,
stilfonamidler ve trimetroprim gibi birgok antibiyotik kullanilmaktadir (Topal vd., 2015).

Bu antibiyotiklerin ¢ogu yeme karistirilarak verilmektedir. Yemin bir kism1 baliklar
tarafindan tiiketilse de tiiketilmeyen kisim ya suda ¢Ozilinlir ya da dibe ¢oker.
Yetistiricilikte kullanilan ilaglar ortamda uzun siire kalabilmekte, ortamdaki bakteriler
kullanilan antibiyotiklere karsi diren¢ kazanabilmektedir. Genellikle diisiik tozlarda
antibiyotiklerin uzun siire kullanilmasi veya tavsiye edilen siireden daha uzun bir siire
antibiyotiklerin kullanilmasi gibi nedenlere bagli olarak direngleri artar ve buna bagh
olumsuz sonuglar gozlenebilecegi gibi (Altinok, 2016; Lugal Goksu, 2003) kullanilan bu
antibiyotikler besin zinciri yoluyla ya da su ekosistemiyle diger canlilar1 da olumsuz yonde
etkilemektedir (Topal vd., 2015).

Su fdriinleri yetistiriciliginde hastaliklarinin tedavisi sirasinda antimikrobiyal
maddeler cevresindeki suya salinmaktadir. Eritromisin ve diger makrolidlere direng
genellikle ribozomal hedef bolge degisiklikleri ile meydana gelmektedir. Eritromisin
esterazlar E. coli'den izole edilmektedir ve antibiyotigin lakton halkasini hidrolize ederek
etki gostermektedirler. Bu direng plazmidle aktarilmaktadir. Kloramfenikol asetiltransferaz
ise gram (+) ve gram (-) bakterilerin kloramfenikol direncinden sorumludur. Enzim
plazmid veya kromozomlar iizerinde olabilen genler tarafindan sentezlenmektedir (Ertiirk,
2010).

Bakterilerin kazandigi direng neticesinde meydana gelen degisikler ve genetik
cesitliligi  belirlemek amaciyla molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Giinlimiizde
molekiiler biyolojide hizli ilerlemenin biiyiik kismi, DNA molekiillerini ayirma, ¢ogaltma
ve goriintiileme yeteneklerine baglidir. Bu amagla kullanilan en yaygin teknik standart
agaroz jel elektroforezidir. DNA molekiillerinin konvansiyonel jel elektroforezi, DNA'y1
kat1 bir matriste (diger bir deyisle agaroz veya poliakrilamid) yerlestirerek ve molekiilleri,
statik bir elektrik alan1 altinda jelden gog ettirmek suretiyle gergeklestirilir. 100 ile 200 baz
cifti (bp) ile 50 kilobaz ¢ifti (kb) arasindaki DNA fragmanlar1 geleneksel jel elektroforez
teknikleri ile rutin olarak ayrilmasina ragmen 50 kb ciftinin {izerindeki molekiillerin
bliytlikligli nedeniyle jellerin ayirma giicii yetersiz kalmaktadir. Kullanilan jeller ¢ok diisiik
agaroz konsantrasyonlar1 nedeniyle oldukca kirilgandir ve ¢ogu uygulama igin ayirma

yeterli olamamaktadir (Gardiner, 1991).



Pulse field jel elektroforez (PFGE)'nin gelisimiyle birlikte rutin olarak ayrilabilen ve
analiz edilebilen DNA molekiillerinin biiyiikliigii iki misli artmistir. Bu artig, daha nce
yapilmis zahmetli arastirmalar1 basitlestirmesi ve miimkiin olan en fazla sayida yeniligi
ortaya koydugu i¢in molekiiler biyolojide biiyiilk 6nem tagimaktadir. Tiim organizmalari
bakteri ve viriislerden memelilere kadar bir¢ok kullanimi alanini1 kapsamaktadir (Gardiner,
1991). PFGE yontemi DNA'nin hazirlanmasini, DNA'nin ender kesici bir kesim enzimi
kullanarak ayrilmasini, fragmanlarin PFGE tarafindan ayrilmasini ve bantlama
modellerinin gorsellestirilmesi ve yorumlanmasini gerektirir (Kaufmann, 1998).

Bu ¢alismada, Trabzon ve Rize illerindeki tatl sularda bulunan 7 farkli gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tesisinin giris—¢ikisindaki su ve sedimentlerinden izole
edilen E. coli izolatlarinin genotipik analizinin Xbal ve Apal enzimleri kullanilarak PFGE

yontemiyle belirlenmesi amaglanmustir.

1.2. Enterobacteriaceae Familyasi

Enterobacteriaceae, Salmonella ve Escherichia coli gibi tinlii hastalik etkenlerini de
iceren biiyiik bir bakteri ailesidir. Insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda ¢ok sayida aerobik,
gram negatif ve spor olusturmayan bakteriler bulunmaktadir. Morfoloji, boyama, tireme ve
diger Ozellikleriyle benzerlik gosteren bu mikroorganizmalar Enterobacteriaceae
familyasinda toplanmaktadir. Bu familyanin i¢inde enfeksiyon hastaliklarima yol agan
zararl tiirleri olabilecegi gibi gida ve ilag endiistrilerinde kullanilan yararli tiirleri de
vardir. Bazi tiirler organik maddelerin dogada ¢iirlimesine yardim ederken, bircogu da
insan ve diger hayvanlarin normal bagirsak florasinda bulunmaktadir (Anonim, 2016b;
Ardavd., 1992).

Entereobacteriaceae familyasi igerisinde insan ve hayvan bagirsak florasinda stirekli
olarak bulunanlar bazen bagirsak florasinda yer alan ve bir kisim da bitkilerde bulunan
heterojen bir grup bakteri bulunur. Entereobacteriaceae familyasi bakteriler yaklasik 0,3-
1,0 um eninde ve 1,0-6,0 um boyunda olup ¢cogunlugu hareketli bazilar1 ise hareketsiz diiz
gram negatif ¢omak biciminde olmalaridir. Endospor olusturmazken genel besiyerlerinde
kolayca ¢ogalabilirler. Fermantatif metabolizmalar1 var olup glikozu parcalayarak asit ve
birgogu gaz da olusturabilirler. Katalaz pozitif, tiimiinde oksidaz negatiftir (Bilgehan,
2000). Familya da yer alan mikroorganizmalarin bir kism1 6rnegin E. coli hem bagirsak

kanalinin normal florasini olustururken hem de bazi enfeksiyonlara neden olabilmektedir



(Arda vd., 1992). Bagirsaklardaki Enterik bakterilerin arasinda E. coli tiirii basta gelir.
Acrobik bakterilerin %80'nini olustururken diskidaki miktari 10® E. coli/gram'dir (Anonim,
2016Db).

1.3. Escherichia coli

Escherichia coli, pediyatrist ve bakteriyolog olan Theodor Escherich tarafindan
bebek digkisinda ince kisa gubuklar seklinde izole edilip 1885 yilinda Bacterium coli
commune adiyla yaymlanmistir. 1954 yilina kadar Escherichia coli olarak
tanimlanamamistir (Croxen vd., 2013). Insanlarin bir giinde diski yoluyla viicudundan

atilan E. coli (Sekil 1) bakteri sayis1 100 milyar ile 10 trilyon arasindadir (Anonim, 2016c¢).

Sekil 1. E. coli’nin mikroskop goriintiisii (URL-1, 2017).

Escherichia coli memelilerin ve kuslarin bagirsak florasinda bulunup ve burada diger
flora bakterileri ve organizma ile bir denge altinda kaldig: siirece hastalik yapmaz. Belirli
kosullar altinda E. coli insan ve hayvanlar i¢in patojen olup gerek yangi gerekse siirgiin
seklinde ortaya cikan bagirsak hastaliklarina etken olabilir. Bagirsak kanallarindan ¢ikip
diger dokulara yerlesmeleri ve c¢esitli klinik tablolara yol agmalar1 sik goriinen
durumlardandir. Ozellikle idrar yollar1 safra kesesi ve safra yollar1 akciger periton ve
menenjlere ulasan E. coli bakterileri 6nemli hastaliklara yol agabilir. Bunlarin en tinlisi
sayilan O157:H7 adli serotip kanli ishale ve 6liime yol agabilmektedir (Bilgehan, 2000).

Escherichia coli tiirii iginde biiyiik bir ¢esitlilik vardir. E. coli tiirii iginde farkli
Ozelliklere sahip olan, "sus" olarak adlandirilan ¢esitli tipler vardir. Bunlar1 birbirinden

farkl kilan kiiciik mutasyonlar olabilecegi gibi biitiin bir genin, hatta pek ¢ok genin, varligi



veya yoklugu olabilir. Bu genler bakteriofaj, transpozon veya plazmitlerde bulunur ve
bunlar bagka bakteri tiirlerinden E. coli'ye iletilmis olur (Anonim, 2016c).

1.3.1. Mikrobiyolojik Ozellikler

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasina bagli Escherichia cinsi iginde yer
alan gram negatif ¢gomaklardir (Anonim, 2016d). E. coli yaklasik olarak 2-6 pm boyunda
ve 1,0-1,5 pm eninde diiz uglar1 yuvarlak comakgik (cubuk) seklinde, oksidaz negatif,
hareketli ve sporsuz bakterilerdir. Hareketsiz suslar1 da mevcuttur. Fakiiltatif anaerop
nutrient agar, kanli agar ve enterobakterilerin diferensiyel ve selektif besi yerlerinde
(MacConkey, EMB agar, vs) 37°C’de 24 saate gozle goriilebilir S tipi koloniler
olustururlar. MacConkey agarda pembe, EMB agarda metalik rengi veren koloniler
olustururlar. Gram negatif ve bakteriyolojik boyalarla kolayca boyanabilirler. Etraflarinda
kapsiil maddeleri bulunmakla beraber organizmada bagirsak digindaki yerlerde soyutlanan
kokenlerin ¢cogunda kapsiil ya da mikrokapsiil bulunur. E. coli buyyon ve jeloz gibi besi
yerlerinde kolayca tireyebilirler (Bilgehan, 2000).

Escherichia coli 60°C’de yaklasik 30 dk, oda 1s1sinda uygun ortamlarda uzun siire
canli kalabilme 6zelligiyle oldukca direncli bir bakteridir. Ayrica soguga kars1 direngli iken
dezenfektanlara karsi direngliligi yoktur. Malagit yesili, brillant yesili ve fiiksin gibi
boyalar, safra, safra tuzlari, sodyum siilfat gibi maddelere c¢ogalmalarini inhibe eder
(Bilgehan, 2000).

1.3.2. Antijen Yapilar ve Tiplendirilmesi

Escherichia coli bakterilerinde O (somatik), H (kirpik) ve K (kapsiil) antijenleri
bulunur. O antijeni alkol ve kaynatmaya kars1 direngli formole kars1 direngsiz olmasiyla
birlikte somatik, 1s1ya dayanikli lipopolisakkarit yapisinda bir antijendir. H antijeni, protein
yapisinda olup hareketli kokenlerde bulunurlar. Bu antijen formole kars1 direngli olurken
kaynatma ve alkole kars1 dayaniksizdir. K antijeni kapsiil niteligindedir ve polisakkarit
yapisindadir. Istya kars1 dayanikli olup 100°C’de iki saat kaynatilmasi sonucunda ortadan
kaldirabilirler. E. coli bakterilerinde 6zel fimbria antijenleri de bulunabilir (Bilgehan,
2000).



1.3.3. Patogenez

Escherichia coli ishal, septisemis menenjit ve idrar yolu enfeksiyonu gibi kliniksel
semptomlar olustururlar. Ishale neden olan E. coli, fakli hastaligin tiiriine bagh olarak
farkl1 pulsotip olarak boliinebilmektedir (Stenutz vd., 2006).

Enterotoksik E. coli (ETEC) adi altinda bagirsakta enterotoksinler olusturan ve bu
toksinlerin etkisi ile hafiften agir koleriform siirgiinlere kadar siirgiinler olusturan bagirsak
patojeni E. coli’ler toplanirlar. Enteroinvasive E. coli (EIEC), daha ¢ok c¢ocuklarda, fakat
ayni zamanda yetiskinlerde de dizanteriform siirgiinlerine yol acan E. coli bakterileri bu
grupta toplanir. Bunlar enterotoksin yapmazlar. Enterohemorajik E. coli suslar1 (EHEC),
cocuklarda akut ishali takip eden, akut bobrek yetmezligi, trombositopeni ve hemolitik
anemiyle seyreden “hemolitik iiremi sendromu”nun etkenidirler. Enteropatojen E. coli
(EPEC) daha ¢ok siit ¢ocuklarinda goriiliir ve bu grup i¢indekilerin ¢ogu antibiyotiklere
kars1 ¢coklu direnglere sahip serovarlar yer alir (Bilgehan, 2000).

1.4. Su Uriinleri Yetistiricilizinde Kullamlan Antibiyotikler

Antibiyotikler insanlar bagsta olmak {izere biitiin canlilarda ve 50 yil1 agkin bir stiredir
su {rilinleri yetistiriciliginde antibiyotik kullanilmaktadir. Su {irlinleri yetistiriciliginde
antibiyotik kullanimi bakteriyel hastalilara paralel bir sekilde artmistir. Birgok veteriner
antibakteriyellerin su iriinleri yetistiriciliginde kullanilma potansiyeli vardir ve antibiyotik
kullanimut iilke ve cografyalara bagli olarak farklilik gostermektedir (Inglis, 2000; Altinok,
2016).

Yogun olarak bakteriyel hastaliklar kiiltiir sistemlerinde sik sik goriilir ve bu
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in ¢esitli antibiyotikler kullanilmaktadir. Dolayisiyla,
antibiyotiklerin su iriinleri yetistiriciliginde kullanim1, suda bulunan bakterilerin direncin
artmasma katkida bulunabilmektedir (Anonim, 1997). Su iriinleri yetistiriciliginde

kullanilan baz1 antibiyotikler Tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1. Su iiriinleri yetistiriciliginde kullanilan bazi antibiyotikler

Antimikrobiyel

Antimikrobiyellerin agiklamalari
siiflar

Balik yetistiriciliginde kullanilan tek makrolid eritromisindir. Gram-
pozitif bakterilere kars1 aktiftir ve bakteriyel bobrek hastalig
(Renibacterium salmoninarumun) ve streptokok enfeksiyonlarinda
kullanilir. Yeme karistirilarak verilmektedir (Anonim, 1997).

Bunlar kloramfenikol, tiamfenikol ve florfenikol gibi genis spektrumlu
antibiyotiklerdir. Kloramfenikol tifo tedavisi gibi énemli ila¢ kullanim
alanlar1 vardir. Bircok lilkede su iirlinleri yetistiriciliginde kullanimi
yasaklansa da diger iilkelerde kullaniomi devam etmektedir.
Fenikoller Klonamfenikoliin baslica cevresel tehlikesi, ila¢g direncini arttirma
potansiyelidir. Tiamfenikol ve florfenikol Japonya ve Avrupa'nin bazi
bolgelerinde su iiriinleri yetistiriciliginde kullanim i¢in gelistirilmistir.
Bunlar kloramfenikol ile ayn1 grupta olmasina karsin kloramfenikoliin
yan etkilerine sahip degildir (Anonim, 1997).

Bu grubun en yaygin kullanilan1 oksitetrasiklin olup bazi bolgelerde
chlortetracycline ve doksisiklin de kullanilmaktadir. Su firlinleri
yetistiriciliginde en yaygin kullanilan antibiyotik Oksitetrasiklin’dir.
Oral veya banyo yoluyla uygulanmaktadir. Nispeten ucuzdur. Baliklar
Tetrasiklinler | ve kabuklu hayvanlarda Aeromonas ve Vibrio spp gibi ¢ok ¢esitli
Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere karsi etkilidir. Cok yaygin
olarak kullanilmasi veya uygun olmayan sartlarda kullanilmasindan
dolay1 birgok bakteriyel izolatlar, oksitetrasikline karsi direng
kazanmistir (Capone vd., 1996; Smith, 1996; Altinok, 2016).

Bu ilaglar tek basina kullanilabilir, ancak trimetoprim veya ormetoprim
ile beraber daha sik kullanilirlar. Furunkulosis, enterik kizilagiz
Siilfonamidler | hastaligi ve vibriosis gibi hastaliklart kontrol etmek igin kullanilirlar ve
genellikle yeme karistirilarak kullanilirlar (Samuelsen vd., 1994;
Capone vd., 1996).

Makrolidler

Su ortaminda hastaliklara kars1 bilingsizce kullanilan antibiyotikler ¢cevrede bulunan
bakterilerin diren¢ kazanmasimma neden olmaktadir. Patojenlere karsi kullanilan
antibiyotiklerin ya diigiikk dozlarda uzun siire kullanilmasi ya da tavsiye edilen zamandan
daha uzun siire kullanilmasi gibi etkenlerden dolay:1 bakterilerde diren¢ olugmaktadir
(Altinok, 2016).

Antibiyotiklere karsi direng iki sekilde olusmaktadir. Dogal direnclilik, bazi
bakterilerin dogal yapilar1 nedeniyle antibiyotiklere diren¢ gostermesidir ve genellikle
yapisal ve biyokimyasal oOzellikler sayesinde bakterinin dogasina bagli olarak
olusmaktadir. Kazanilmis direng ise asir1 ve bilingsiz antibiyotik kullanimina bagli olarak
duyarli olan bakterilerde sonradan olusmasidir. Kazanilmis direng, antibiyotik

inaktivasyonu sonucu gelisen direng, hedef molekiiliin degismesi sonucu gelisen direng,



aktif pompa sistemleri ve hiicre duvari degisimi sonucu gelisen direng, diger mekanizmalar
sonucu gelisen direng olmak iizere 4 grup altinda toplanabilmektedir (Ciftci ve Aksoy,
2015). Yatay gen aktarimi genellikle konjiigatif plazmidler, fajlar ve transpozonlar gibi
mobil genetik elementler tarafindan ger¢eklesmektedir (Capkin vd., 2015).

1.5. Molekiiler Yontemler

Escherichia coli'nin ¢esitli ortamlarda hayatta kalma kabiliyeti genis genetik
cesitlilige atfedilebilir, ¢ilinkii yiiksek genetik ¢esitlilik genellikle tiirlerin degisik ortamlara
uyumunu ve gevresel degisikliklere karsi direncini gelistirir. Bugiine kadar tamamlanmis
22 E. coli genom dizisine dayanarak, E. coli tiirleri igerisinde en az 42.500 gen ailesi
bulundugu tahmin edilmektedir. Alttiirlerde veya sus seviyesinde, E. coli'nin muazzam
genetik ¢esitliligi, cok sayida farkli E. coli genotipinin varligi ile kendini gostermektedir
(Goto and Yan, 2011).

Akuakiiltiir ortaminda problemleri ¢6zmek amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR), Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE), Enterobacterial Repatitive Intragenic
Consensus Element (ERIC-PZR), Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP),
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD), Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi
(AFLP), Multipleks (Coklu) PZR ve In Situ Hibridizasyon gibi bircok yontem
gelistirilmistir (Goto and Yan, 2011; Tire ve Altinok, 2013; Tenover vd., 1995).

1.5.1. Pulsed-Field Gel Electroforez (PFGE)

Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE), molekiiler tipleme yontemlerinin "altin
metodu" olarak diisiiniilmektedir (Olive ve Bean, 1999). PFGE, farkli bakteri soylari ile
ilgili yiiksek ayrimci giicleri ile diger bir¢ok biyokimyasal ve molekiiler tipleme
yontemlerinden {istiin oldugu kanitlanmis genotiplendirme yontemidir (Nameghi, 2007).

Schwartz vd. (1982), 50 kb'den biiyiikk DNA molekiillerinin iki alternatif elektrik
alan1 kullanarak ayrilabilecegi kavramini ortaya atti. PFGE yontemi; agaroz igine gomiilii
haldeki bakteriden, yapisal biitiinliigli bozulmadan izole edilen kromozomun, restriksiyon
enzimi (RE) ile kesim profilinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Durmaz vd., 2007).

Geleneksel jel elektroforesizi statik bir alan kullanip, 50 kb’a kadar olan DNA



fragmentlerini ayristirabilirken, PFGE fragmentleri 10 megabaz biyiikligiindeki
fragmentleri ayrigtirabilmektedir (Kaufmann, 1998).

Pulse field jel elektroforezi (PFGE) periyodik olarak bir jel matrisi yoniinii degistiren
bir elektrik alan1 uygulayarak biiyiik DNA molekiillerinin ayrilmasi i¢in kullanilan énemli
bir tekniktir. PFGE, ¢ok sayida bakteri karakterize etmek i¢in yaygin olarak uygulanmistir
(Félix vd., 2012).

Bir PFGE sisteminde, bazi1 sicaklik diizenleme araglar1 bulunan bir jel kutusu,
elektrik alanlarim1 kontrol etmek i¢in bir anahtarlama birimi, bir sogutucu ve bir gii¢

kaynag1 temel bilesenlerinden olugmaktadir (Sekil 2).

Sekil 2. Pulse Field Gel Electrophorez sistemi goriintiisii

PFGE icin, bakteri izolatlar1 sivi veya kati ortamda g¢ogaltilir, erimis agaroz ile
birlestirilir ve kiigiik kaliplara dokiiliir. Gomiilii bakteriler yerinde deterjan-enzim lizizine
tabi tutulur ve seyrek olarak kesen bir restriksiyon endoniikleaz enzimi (RE) ile kesilebilir.
Icerisinde bakteri DNA’s1 bulunduran agaroz jele Yyerlestirilir ve 6nceden belirlenmis
araliklarla akim polaritesinin degistirildigi bir cihazda elektroforez islemine tabi tutulur.
Darbeli alan, 10 ila 800 kb arasinda degisen c¢ok biiyiikk molekiiler uzunlukta DNA
fragmanlarmin net bir sekilde ayrilmasini saglar. Elektroforetik modeller, jellerin
etiidiiylim bromiir (EtBr) gibi bir flroresan boya ile boyandiktan sonra goriintiilenir. Veri
analizi, Applied Math, Bio-Rad, BioSystematics, Media Cybernetics veya Scanalytics'den
temin edilebilen bir dizi ticari yazilim paketinin herhangi birini kullanarak yapilabilir

(Olive ve Bean, 1999).
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PFGE ayrimlari, c¢esitli molekiiler ve ¢evresel degiskenlere duyarlidir. Temel
degiskenler DNA'min molekiiler 06zellikleri DNA konsantrasyonu, enzim miktari,
inkiibasyon siiresi, hiicre konsantrasyonu, yikama, kesici enzimin 6zelligi enzim veya
tamponun kalitesi, voltaj ve pulse zamani, sicaklik gibi bir¢ok faktér PFGE goriintiistinti
etkilemektedir (Basim ve Basim, 2000).

Bu yontem birgok alanda kullanimi1 mevcuttur. Bunlardan bazilar1 agagidaki gibidir.

e PFGE teknigi, aymi tiirdeki farkli suslar arasindaki iliskinin derecesini

belirlemede olduk¢a yararli bir metottur.

e Biiyiik DNA molekiillerinin ¢oziimii i¢cin PFGE tekniklerinin ortaya ¢ikmasi
bakteriyel genomlar i¢in yeni bir analiz yaklagimi saglamaktadir. Farkl
enzimleri kullanarak elde edilen DNA pargalarinin PFGE's1, bakteriyel genomun
az sayidaki biiyiikk parcaya hizli bir sekilde coziimlenmesi i¢in giliclii bir
tekniktir.

e PFGE, genom boyutu tahmininde ve kromozomal haritalarin olusturulmasinda
etkili bir yontem oldugu ve ayrica bakteri tiirlerinin karakterizasyonu igin yararlt
oldugu kanitlanmistir. PFGE teknolojisi, genom boyutunun dogru bir sekilde
tahmin edilmesi ve g¢esitli prokaryotik organizmalarin fiziksel haritalarinin
olusturulmasi igin paha bigilemez bir metottur.

e PFGE genom karakterizasyonu i¢in giiclii bir aragtir ve 180'den fazla bakteri
kromozomunun fiziksel haritasinin olusturulmasinda giiclii bir metottur.

e PFGE, radyasyona bagli DNA hasar1 ve onarimu tespitinde kullanilir.

e PFGE, restriksiyon haritalama, bireysel restriksiyon fragmentlerinin tespiti, gen
ekleme ve fonksiyonel gen haritalama gibi konularda kullanishdir (Basim ve
Basim, 2000).

Bu teknigin 6nemli bir avantaji, genom boyutunun Olciilebilme kolayligi, daha 6nce
baska tekniklerle dl¢iildiigiinde hataya neden olan bir parametredir. PFGE ve restriksiyon
endoniikleaz kesimin kullanimmin Onemli bir sonucu, fiziksel bir haritanin
olusturulmasidir. PFGE'nin genel uygulamalari, tiim kromozomlarin ayrilmasi, kromozom
bolgelerinin genis 6lgekli kisitlama haritalamasi ve klonlamada bir yardimci olarak DNA
pargasinin saflastirilmasinda kullanilabilir. PFGE, klonlama i¢in ¢ok biiyiik fragmanlarin
hassas se¢imini kolaylastiracaktir ve biiyiik bir kromozomal boélgenin hizli analizini saglar.
PFGE, ozellikle bakterilerin, memelilerin, parazit protozoonlarinin ve funguslarin

bozulmamis kromozomal DNA'larinin pargalanmis genomlar1 dahil olmak iizere ¢esitli
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kaynaklardan gelen genis DNA molekiillerinin analizinde son derece gii¢lii oldugunu
kanitlanmistir (Basim ve Basim, 2000).

PFGE, hem biiyiik hem de kiicik DNA molekiillerinin boyut ¢oziinlirligiint
arttirmak icin OFAGE (ortogonal alan alternasyonlu jel elektroforezi), FIGE (alan ters
cevirme jel elektroforezi), TAFE (¢apraz alternatif alan elektroforezi), RGE (Rotasyonlu
jel elektroforezi) ve CHEF (kontur-kenetlenmis homojen elektrik alan jel elektroforezi)
gibi ¢esitli araglar kullanilmistir (Basim ve Basim, 2000).

Carle vd. 1986°de, iki alanin 180° araliklarla ayrildigi daha basit bir sistem olan Alan
ters ¢evirme jel elektroforezi (FIGE) gelistirdiler. FIGE, tek boyutlu bir elektrik alaninin
periyodik olarak tersine ¢evrilmesine dayanan 6zel darbeli alan jel elektroforezi teknigidir
(Heller, 1994). Capraz alternatif alan elektroforezi (TAFE) formu, daha biiyiik darbeli alan
tekniklerinin dezavantajlart olmaksizin, biiyilk DNA fragmanlarinin basit, kullanigh bir
bicimde ayrilmasini saglar. TAFE'de jel dikey olarak yonlendirilir ve basit bir dort elektrot
dizisi jel diizleminde degil 6n ve arka tarafina yerlestirilir. TAFE, 1,600 kilobaz parcasina
kadar parcalarin ayrilmasi igin kullanilir (Basim ve Basim, 2000). Rotasyonlu jel
elektroforezi (RGE), Southern 1987'de, Ingiltere'de elektrotlar kapaliyken jelini iki ayar
acist arasinda dondiiren yeni bir PFGE sistemi tarif etmektedir. RGE'de elektrik alani
tekdiizedir ve bantlar diizdiir, ¢linkii sadece bir takim elektrot kullanilir. RGE, zaman ve
voltaj artisim1 gerceklestirmeyi kolaylastirir. RGE, tek bir homojen alan kullanir ve elektrik
alanmin yoniini, jel ile kesintili ve periyodik olarak jel dondiirerek degistirir. CHEF,
biiyiik kromozomal DNA'y1 ayirmada en etkili yontemlerden biridir (Doi vd., 1992).
CHEEF, altigen kontur etrafinda esit araliklarla yirmi dort nokta elektrotu vardir. CHEF ile
7.000 kb'ye kadar molekiiller ayrilabilmektedir (Sekil 3).

FIGE TAFE

Sekil 3. PFGE'nin yaygin olarak kullanilan tiirleri (URL-2).
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Tenover vd. (1995), PFGE tarafindan iretilen DNA parcacitk modellerini
yorumlamak ve bunlar1 epidemiyolojik olarak yararli bilgilere doniistiirmek igin
mikrobiyologlarin PFGE kaliplarin1 nasil karsilastiracagini ve rasgele genetik olaylarin
kaliplar1  nasil  degistirebilecegini  bilinmesi  gerekmektedir. PFGE kaliplarinin
yorumlanmasi igin Kkriterler gelistirilmistir (Tablo 2). Ayni tiire ait suslardaki PFGE
profillerindeki farkliliklar, kullanilan kesim enzimlerinin tanimlama bolgelerindeki nokta
mutasyonlarina bagl olabilecegi, kromozom tiizerinde delesyon, insersion veya inversiyon
gibi yeniden diizenlenmeler de bu farkliliklarin nedeni olabilmektedir. Bu yeniden
diizenlemeler, 1S elementler, entegre plazmidler ve profajlar tarafindan
desteklenebilmektedir (Aleksandra vd., 2005).

Tablo 2. PFGE kaliplarini1 yorumlama kriterleri (Tenover vd., 1995).

Salgin Sus ile Salgin Sus ile
Kategori Arasindaki Genetik | Fark Gosteren | Epidemiyolojik Yorum
Fark Sayisi Bant Sayisi
Ayni 0 0 Izolat, salgmin bir pargasidir.
Yakin Iliskili 1 1-3/2-3 Izolat salginla yakin iligkilidir.
Olast Iliskili 2 4-6 Izolat salginla olas1 iliskilidir.
Fark >3 >7 Izolat salginla iliskili degildir.

Tenover vd. (1995), genetik olaylarin PFGE profilleri tizerindeki etkilerini asagidaki
sekilde aciklamiglardir.

Restriksiyon bolgesi olusturulmasina neden olan nokta mutasyonu: Yeni profilde,
salgin profildeki mevcut bir bant olmayacak yerini salgin profildeki bulunmayan iki yeni
daha kiiciik fragmana birakacaktir. iki kii¢iik par¢anin boyutlarinin toplami, daha biiyiik
parcanin boyutu kadar olmalidir. Bu degisim, ii¢ bant profilinin farkli olmasma neden

olmaktadir (Sekil 4 B)

Restriksiyon bolgesi kaybina neden olan nokta mutasyonu: Yeni profilde, salgin
profilde bulunmayan iki kiiciik parcanin birlesmesiyle daha biiyiik fragmana sahip yeni bir
bant olusacaktir. Bu degisim, {i¢ bant profilinin farkli olmasina neden olmaktadir (Sekil 4
C).

Varolan bir restriksiyon bolgesine DNA eklenmesi: Yeni profilde, salgin profiliyle

ayni sayida banda sahip olacak, ancak kiiclik bir banda sahip olmayacak ve daha biiyiik
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boyutta yeni bir bant olacaktir. Bu degisim, genellikle iki farkli bant bir bant olmaktadir

(Sekil 4 D).
Bir parcadan DNA'nin delesyonu: Yeni profilde
goziikiirken bir bant daha kii¢iik goriilmektedir (Sekil 4 E).

salgin susla aymi sayida bant

400 kb fragmanda  Restriksiyon yeri 50 kb bélgenin
dedisme yok kazanma kaybetme insersiyonu delesyonu
N
s | —— o T, e o
onuglanan
fragman(lar) 400 2508150 600 450 350
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kb
600 s %
S00 | o — — ———
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Sekil 4. Genetik olaylarin PFGE bant profillerine yansimasi: A) kontrol, B) salgin

sus profili, C) yeni bir restriksiyon bélgesinin olusmasi, D) bir restriksiyon
bolgesinin kaybolmasi, E) DNA parcasinin insersiyonu. DNA pargasinin
delesyonunu “O” kaybedilen bandi, “*” kazanilan bandi ifade etmektedir
(Tenover vd., 1995).

1.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu belirli bir gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan bir
tekniktir (Altinok ve Kurt, 2003). Cogaltilan bolgeler genellikle 150-3,000 baz cifti (bp)

uzunlugundadir

(McPhearson vd., 1991). PZR ii¢c basamaktan olusmaktadir. flk déngiide

DNA 95°C’ye kadar 1sitilarak ¢ift zincirin denatiire olmasi saglanir; daha sonra sicaklik 55-

65°C’ye diisiiriilerek primerlerin komplementer olduklar1 hedef DNA dizisine kaynasmasi

saglanir; Taq polimeraz kalip zinciri kullanarak her primeri 5'—3’yOniine uzatir ve

boylece her iki yonde kalip dizinin sonuna kadar iki zincir sentezlenmis olur. Bu
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basamaklar 28-35 kez tekralanir ve her dongiide primerler arasinda bolge defelarca
cogaltilir (Allison, 2014).

1.5.3. Restriksiyon Enzimleri

Restriksiyon enzimleri (veya restriksiyon endoniikleazlari) restriksiyon bolgesi
olarak adlandirilan, ¢ift zincirli DNA molekiilii izerindeki olduke¢a kisa ve 6zgiil olan bazi
dizileri tanirlar ve enzimin tipine bagli olarak DNA’y1 bu tanima bolgelerinden veya baska
yerlerden kirarlar. Restriksiyon endoniikleazlar ii¢ biiyiik sinifta toplanmaktadir. Tip 1l
Restriksiyon enzimleri DNA'y1 ¢ok spesifik bir sekilde pargalamaktadir. Genellikle DNA
analizi ve genetik miihendisligi i¢in kullanilan Tip II kisitlama enzimleri, bir DNA
molekiiliinii kestigi benzersiz bir niikleotid dizisine sahiptir. Restriksiyon endoniikleazlarin
isimlendirilmesi, harf ve rakamlardan olusan bir sistemle kesfedildikleri organizmalarin
adina uygun olarak yapilmaktadir. Ornegin EcoRI, Escherichia coli (R susu)’dan elde
edilmistir. Bu isimlendirmede Eco, organizmanin cins isminin ilk harfi ile tiir isminin ilk
iki harfinden; R ise sus tipinden gelmektedir, I ise bu enzimin bu organizmada kesfedilen
1. enzim oldugunun gostermektedir. Bugiine kadar 3.000’in iizerinde Tip Il restriksiyon
endoniikleaz izole edilerek karakterize edilmistir. Molekiiler biyologlarin kullanimi
amaciyla, 250’den fazla Tip II restriksiyon endoniikleaz ise ticari olarak bulunmaktadir

(Allison, 2014; Altinok ve Kurt, 2003).



2. YAPILAN CALISMALAR

Plaj suyu numunelerinden izole edilen Escherichia coli izolatlar1 PFGE ile analiz
edildiginde ¢evresel replikasyonu isaret eden, 9 6rnekleminin 4'tinde ¢ok sayida izolat igin
ayn1 PFGE profilleri bulundu. 16S rRNA gen dizilimi, APl 20E biyokimyasal testi ve B-
glukuronidaz aktivitesine gore su 6rneklerinden alinan klon dis1 izolatlarin %82'si E. coli,
%16's1 da digki koliformlar1 olarak tanimlandi. Bu klonal olmayan izolatlar, dogrudan
aritilmamig kanalizasyon ve marti pisliklerinden elde edilen izolatlara benzer sekilde ¢esitli
PFGE profilleri olusturdugu belirlendi (McLellan vd., 2001).

Teksas-Meksika simirindaki Rio Grande Nehri ile iliskili sulama kanallar1 ve
¢okeltilerdeki belirli bolgelerden 4 aylik 6rnekleme sonucu E. coli elde edildi. Elli E. coli
izolatt PFGE kullanilarak genotiplendirildi. On bir farkli lokasyonda toplanan &rnekler
arasinda farkli E. coli genotipleri tespit edildi. Ardisik aylarda elde edilen bazi izolatlarda
benzer genotipik profillerin olustugu belirlendi (Lua vd., 2004).

Teksas'ta bulunan Waco Goli ve Belton Goli'nden on bir numune alma
istasyonundan dokuz aylik 6rneklemede toplam 650 su numunesi toplandi. Toplanan su
numunelerinden elde edilen ve stoklanan 631 E. coli izolatinin 412'si E. coli i¢in pozitif
olmustur. Sudan izole edilen E. coli’lerin PFGE genotip ¢esitliligine dayanarak, E. coli'nin
incelenen su govdelerinde dominant popiilasyonlar1 temsil ettigine dair cok az kanit
bulunmustur (Casareza vd., 2007).

12 aylik bir ¢alismanin ardindan giiney California, ABD'nin orta Santa Ana Nehri
(MSAR) havzasindaki boyunca dere ve kanallardan yiizey sulari ve sedimentten elde
edilen 600 E. coli izolatin prevalans, genetik cesitlilik ve antimikrobiyal direngliligi
belirlendi. Dere ve kanallar boyunca, E. coli'nin yiizey sulari ile karsilastirildiginda
sedimentte daha yaygin olarak bulundugu tespit edildi. Kentsel ¢ikis kaynakli E. coli ile
tarimsal kaynakli E. coli arasinda herhangi bir iliski bulunamazken, PFGE ile saptanan E.
coli genotipleri, kentsel akis kaynaklarina gore tarimsal kaynaklarda daha az cesitlilik
gosterdigi belirlendi. PFGE ayrica, ylizey sularindaki E. coli popiilasyonlarinin genetik
cesitliliginin sedimentte oldugundan daha fazla oldugunu gosterdi. Bu, sediment i¢indeki
izolatlarin klonal popiilasyonlarla egemen olabilecegini diisiindiirmektedir (Ibekwe vd.,
2011).
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Kiyma, sucuk, hindi ve kuyu suyu numunelerinden alinan E. coli izolatlarinin
genetik ¢esitliligi, Xbal ile kesilmis kromozomal DNA, PFGE ile incelendi. E. coli
izolatlari, polimeraz zincir reaksiyonu-kisitlama fragmani uzunluk polimorfizmi (PZR-
RFLP) ile elde edilen ve gesitli fliC geni ve toksik viriilans belirtegleri eksprese ederek
farkli serotiplere smiflandirildi. Kesim profilleri, farkli serotiplerin izolatlar1 arasinda
yiikksek derecede polimorfizm ve ayni serolojik gruba ait suslar arasinda yakin iligki
gosterdi. Buna ek olarak, aym viriilans belirleyicilerine sahip bazi bakteri tiirleri farkli
PFGE tipleri sergiledi. Elde edilen sonuglar, PFGE analizinin potansiyel olarak patojen E.
coli suslar1 arasindaki klonal dogay1 ve genetik farkliliklari ortaya koyan giiclii bir arag
oldugunu gostermektedir (Badri vd., 2009).

Idrar yolu enfeksiyonlu ¢ocuklarin idrar &rneklerinden toplamda 90 E. coli susu izole
edildi ve disk diflizyon yontemi kullanilarak antibiyotik duyarlilig1 test edildi. Bu suslarin
molekiiler epidemiyolojisini incelemek amaciyla genomik kaliplart i¢in PFGE kullanildi.
PFGE'de E. coli soylarindan genetik olarak altmis bes profil goriildii. Cizilen dendrograma
dayanarak ornek modeller iki gruba ayrildi. Birinci grupta otuz yedi profile sahip altmis
ornek bulunurken, bu grupta elli 6rnegin en az benzerlige sahip oldugu belirlendi. Ikinci
grupta yirmi sekiz profile sahip otuz izolat icermektedir ve iki 6rnek disindaki biitiin
izolatlar farklilik gostermektedir. PFGE yonteminin yiiksek ayrim giicii, antibiyotik ile
karsilastirildiginda ve elde edilen profillere gére ve bu profillerin yiiksek ¢esitliligine gore,
aragtirtlan popiilasyonda hicbir epidemik UPEC saptanmad: (Farshad vd., 2011)

Hastalardan (6 6rnek), gidalardan (kiymadan 18 izolat ve ¢ig siitten alt1 izolat) ve
dana diskisindan (31 izolat) izole edilen E. coli (0157:H7)’nin genomik DNA PFGE ve
plazmid DNA analizi karakterize edildi. Kromozomal DNA'nin Xbal ile kesiminden sonra,
14 ila 19 arasinda ayirt edilebilir banttan (30 ile 1000 kb arasinda degisen) olusmustur.
Bazi bantlarin incelenen biitiin E. coli (0157:H7) izolatlariyla ortak oldugu bulundu.
Endoniikleaz Xbal ile kesimi yapildiktan sonra 61 izolattan PFGE tarafindan 21 farkli
genomik profil olusturuldu. Kiyma izolatlar1 arasinda bes farkli profil tespit edildi,
bunlardan bir tanesi 1993 yilinda ABD’nin Kuzeybat1 Pasifik’te bir salgindan izole edilen
13 kiyma izolatiyla iligkilendirildi. Washington ve Wisconsin'den bes buzagi izolatinin
PFGE profili, bu salginla ayni1 oldugu diisiiniilen salginin kiyma profilleriyle ayni oldugu
belirlendi (Meng vd., 1995).

Subat 2004'ten Mart 2005'e kadar, 140 gida isleyicilerinin elleri ve burun delikleri
(92), cig siit (24) ve minas freskal peyniri (24) E. coli varlig1 agisindan analiz edildi. Kirk
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yedi E. coli susu elde edildi ve peynir kontaminasyonlarinin olas1 kaynaklarini aragtirmak
icin Xbal kesimini takiben PFGE’den elde edilen DNA macrorestriksiyon kaliplari ile
karsilastirildi. PFGE genotiplendirmesine dayanarak, bir isleyici elinden alinan gidalardan
ve ¢ig siitten izole edilen bes soydan izole edilen bir sus, peynirden alt1 susla 6zdes veya
yakindan iliskiliydi, bu durumlarda, peynirlerde E. coli kontaminasyonunun olast kaynagi
oldugunu diislindiirmektedir. Burun deliklerinden izole edilen higbir sus, peynirlerde veya
siit suslarinda bulunan suslarla iliskili degildi. Sonuglar, suslar arasinda yiiksek cesitlilik

gosterdi (Compos vd., 2009).

2.1. Materyal

2.1.1. Ornek Temini

Bu ¢aligmada, 2010.117.001.3 nolu proje kapsaminda 2013 yilinda Su Uriinleri
Yiik. Miih. Ertugrul TERZI’nin doktora ¢alismasi igin Dogu Karadeniz
Bolgesi’ndeki Rize ve Trabzon illerinde tatl suda yetistiriciligi yapilan 7 farkh
gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss) isletmesinden Mayis 2010-Nisan 2011
tarihleri arasinda isletmelerin giris ve ¢ikisindaki su ve sedimentten iki ayda bir

yapilan 6rneklemelerden izole edilen 75 E. coli izolati kullanilmustir.

2.2. Metot

2.2.1. Calismada Kullamlan Solusyonlar

Calismada kullanilan kimyasal soliisyonlar asagidaki sekilde hazirlanmistir.

Lizis Tampon (50 mM Tris: 50 mM EDTA, %1 Sarkosil): 500 ml i¢in pH’s1 8 olarak
ayarlanan 50 ml 1 M Tris, 100 ml 0.5 M EDTA ve 100 ml %10 Sarkosil behere koyularak
ultrapure su ile 500 m1’ye tamamlandi.

EDTA: 05 M 1 L i¢in 36,53 gr tartilip saf su ile tamamlanarak pH 8 olarak
ayarlandi.

TRIS: 1 M 250 ml i¢in 30,25 gr tartilip saf su ile tamamlanarak pH 8 olarak

ayarlandi.
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Hiicre Siispansiyon Tampon (100 mM Tris:100 mM EDTA, pH 8.0): 500 ml i¢in pH
8 olarak ayarlanan 50 ml Tris ve 100 ml EDTA behere koyularak ultrapure su ile
tamamlandi

%10’luk Sarkosil (N-Lauroylsarcosine, Sodium salt)

TE Tampon (10 mM Tris: 1 mM EDTA, pH 8.0): pH 8 olarak ayarlanan 10 ml 1 M
Trisve 1 ml 0.5 M EDTA beher igerisine koyularak 500 ml’ye ultrapure su ile tamamlandi.

10X TBE Hazirlama: 250 ml igin; beher i¢ine 27 gr Trizma, 13,75 gr Borik Asit
tartildi ve 10 ml 0.5 M EDTA (pH 9) eklenip 250 ml ye saf su ile tamamlanip +4°C’ye
koyuldu.

2.2.2. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Escherichia coli suslar arasindaki antibiyotik direng farkliliklarini tespit etmek
amaciyla kaynatma yontemiyle DNA izalasyonu yapildi. Bu amagla izolatlar -80°C’de stok
kiiltiir ortamindan ¢ikartilip oda sicakliginda bekletildikten sonra steril 6ze yardimiyla TSA
agara ekilerek 37°C’de 12 saat inkiibasyona birakildi. Saf olarak iireyen koloniler dze
yardimiyla 0.5’lik mikrosantrifiij tiiplerine 200 pl ultrapure su icerisine koyuldu, ornekler
voltekslendi (BioCote stuart). Daha sonra 100°C’de 10 dk kaynatildi. Bu islem bittikten
sonra drnekler 1500 X g’de 3 dk santrifiij edildikten sonra -20°C’de saklandh.

E. coli izolatlarinin florR, ereA ve ereB direng genlerinin varligi PZR ile belirlendi.
PZR isleminde kaynatma yontemiyle elde edilen DNA’lar kullanildi. PZR karigimi igin
buz igerisinde 25 pl i¢in 5 pl tampon, 3 pl magnezyum kloriir (MgCl), 1 pl ANTP, 2 pl
Primer (Tablo 3), 2 ul DNA, 11,8 pl ultrapure su, 0,2 pl Taq polimeraz hazirlanarak Tablo
4’de verilen protokoliine gore PZR basamaklari uygulandi. PZR isleminden sonra 6rnekler
0.5X TAE (Tris-Acetate EDTA) tampon sisteminde %1’lik agaroz jel iizerinde 110 W
siddetinde 1 saat yiiriitiildii. Sonrasinda jel goriintiileme analiz cihazinda (Kodak Gel Logic
200 Imaging System) goriintiileme iglemi yapildi.
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Tablo 3. PZR reaksiyonunda kullanilan primerler

Fragment Annealing

Primer | Sekans (5'-3") uzunlugu | Referens sicaklig

(bp) _ ()
ereA-f | AACACCCTGAACCCAAGGGACG 420 %‘éﬂ'rs\fe'd‘l’ne .
ereA-r | CTTCACATCCGGATTCGCTCGA (1985)
ereB-f | AGAAATGGAGGTTCATACTTACC 546 Arthur vd. 59
ereB-r | ACATATAATCATCACCAATGGCA (1986)
Flor-f | TATCTCCCTGTCGTTCCAG 399 Van vd. 50
Flor-r | AGAACTCGCCGATCAATG (2008)

Tablo 4. Antibiyotik direng¢ genleri belirlenirken kullanilan PZR protokol

PCR Basamaklar1 Sicaklik (°C) Stire Dongui Sayisi
Birinci Denaturasyon 94 45sn 1
Denaturasyon 94 25sn

Tutunma (Annealing) - 50sn 30
Uzama (extension) 72 50sn

Son Uzama 72 5 dk 1

*florR (53°C), ereA (57°C), ereB (53°C)

2.2.3. Pulsed-Field Gel Electroforez (PFGE) Asamalari

Asagidaki Sekil 5’te PFGE’in asamalar1 siralanmistir. Bakterilerin saf koloniler
seklinde ¢ogaltilmasi, siispansiyonu, bloklanmasi, yikama, liziz, RE kesim, elektroforez,

goriintlileme ve analiz kisimlarindan olusmaktadir.
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Sekil 5. PEGE'nin pratik asamalar1

2.2.3.1. Plug Hazirlama

Pluglar hazirlanmadan bir giin 6nce -80°C’de stoklanmis olan bakteriler Tryptic Soy
Agar (TSA)’ya ekilerek 37°C’de 12 saat inkiibasyona birakildi. TSA’da ¢ogalan
bakterilerin koloni, renk ve sekillerine incelenerek safliklar1 belirlendi. Saf olarak {ireyen
koloniler 6ze yardimiyla alinarak 300 ml hiicre siispansiyon tamponu (100 mM Tris: 100
mm EDTA, pH 8.0) igerisinde homojenize edildi. Bakterilerin yogunluklar
spektrofotometrede (Shimadzu, Uv-2550 UV-Visible Spectrophotometer) 610 nm dalga
boyunda 0.8-1.0 olarak ayarlandi.1.5 ml mikrosantrifiij tiipii i¢ine yogunluklar1 ayarlanan
bakteri siispansiyonundan 400 pl koyulup igerisine 20 pl Proteinaz K (20 mg/ml stok)
eklendi. Ayrica 6nceden hazirlanan ve 55°C’de stabil halde tutulan %1.2’lik diisiik erime
1s1l1 agarozdan 400 ml mikrosantrifiij tiipiine eklendi ve bakteri soliisyonu pipet yardimiyla
esit miktarda karistirildiktan sonra agaroz kaliplarina dokiilerek +4°C’de ortalama 5 dk
bekletilerek sogutuldu. Daha sonra her bir falkon tiip igerisine yaklasik 10 ml proteoliziz
[10 ml lizis tampon, 25 ul Proteaz K (20 mg/ml stok) her bir tiip i¢in] koyularak hazirlanan
kalip jeller aktarildi. Proteoliziz igerisindeki jeller 55°C, 110 rpm’de 2 saat inkiibasyona
birakildi. DNA bloklarmni enzim ve deterjan atiklarindan arindirmak amaciyla 55°C, 110
rpm’de her 15 dakikada bir 2 kez ultrapure su ve 2 kez TE ile yikandi. Yikama islemi

bittikten sonra drnekler TE tampon icerisinde kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edildi.
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2.2.3.2. Enzimle Kesim

DNA bloklar1 PFGE kuyucuklarinin boyutuna gore kesildikten sonra igerisinde
ultrapure su olan 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplere aktarildi ve +4°C’de 1 saat bekletildi.
Sonrasinda tiip igindeki su bosaltilarak tekrar icerisine ultrapure su koyularak +4°C’de bir
saat bekletildikten sonra tiip igerisindeki su bosaltilip kesim islemi igin Tablo 5’e goére
hazirlanan 50 U Xbal veya Apal (enzim ¢ozeltisinden 200 pl koyularak) 37°C, 80 rpm’de
bir gece birakildi.

Tablo 5. Xbal veya Apal enzimleri i¢in prosediir

Enzim 5pul
Tampon 20 pl
BSA* 2 ul
dH,O 173ul

* Her iki enzim igin farkli BSA kullanildi. Xbal i¢in D, Apal igin A

2.2.3.3. Pulsed Field Gel Elektroforezi (PFGE) Islemi

Onceden hazirlanan ve +4°C’de bekletilen Tris Borate EDTA (TBE) ¢ozeltisinden
120 ml alinip tiipe aktarildi ve iizerine 2280 ml saf su eklenerek hem jel hem de
elektroforez i¢cin TBE bufer1 hazirlandi.

PFGE (Biometra) (%0,9) igin 2,7 gr Pulsed Field Certified Agarozdan tartilip i¢ine
300 ml TBE tampon konularak eritildi. Jel donduktan sonra enzimle kesilen drneklerin
yiiklemesi yapilarak PFGE cihazina yerlestirildi. Yaklasik 30 dk beklettikten sonra 19 saat,
13°C’de, 180 Voltta, 120° acida ve 5 saniye araliklarla 0.5X TBE tampon igerisinde
kosturuldu. Hemen arkasindan bantlar1 daha iyi goriintiilenebilmesi i¢in 21 saat, 10°C’de,

130 Voltta, 120° acida siirekli olarak tekrar kosturuldu.

2.2.3.4. Goriintiileme

Elektroforez islemi bittikten sonra jel 60 pl/ml Etidiyiim bromiir (10 mg/ml)
igerisinde 30 dk 100 rpm’de boyandiktan sonra suyu bosaltildi ve i¢ine saf su eklenerek 10
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dk daha yikandi. Sonrasinda jel goriintiileme cihazinda (Kodak Gel Logic 200 Imaging

System) goriintiilendi

2.2.3.5. Analiz

Bant profilleri Bionumerics Gel Compar II (Uygulamali Matematik, Sint-Martens-
Latem, Belgika) ile analiz edildi. Farkli izolatlarin bant desenleri arasindaki benzerlikler,
%2.5 tolerans ve %1 optimizasyon ile Zar benzerlik katsayisi kullanilarak hesaplandi.
Dendrogram, kiime analizi [aritmetik ortalama (UPGMA) ile agirliksiz ¢iftler grubu
yontemi] kullanilarak olusturuldu. Yazim ydntemlerinin ayrimei indisleri (DI), Hunter ve

Gaston (1988) tarafindan gelistirilen formiile dayanilarak hesaplandi



3. BULGULAR

3.1. Antibiyotik Diren¢ Genlerin Sonuclar:

Yedi farkli ¢iftlikten 2010 yilinin mayis ayinda baslayip 2011 yilinin nisan ayina
kadar iki ayda bir yapilan Orneklemelerden elde edilen 75 E. coli izolatinin su ve
sedimenteki prevelanslari; suda en fazla E. coli DM ve SUR ciftliklerinde %19,5 iken en
az AA ve TAS iftliklerinde %9,75, sedimentte en fazla E. coli ER, TAS ve TA
ciftliklerinde %17;6 en az ise SUR ¢iftliginde %8,8 olarak tespit edildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Su ve sedimentten izole edilen E. coli prevelansi

Ornekleme sonucu elde edilen E. coli’lerin eritromisin (ereA ve ereB geni) ve
florfenikol (florR geni) direng genlerine bakildi. Buna gore giris-¢ikis suyundan izole
edilen E. coli’lerde olusan direng genleri sediment giris-¢ikisindan daha fazla oldugu ve en
fazla direng geni ise ereB olarak tespit edildi (Tablo 6).
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Tablo 6. Su girisi (WG), su ¢ikisi (WC), sediment giris (SG), sediment ¢ikis (SC)

noktasinda izole edilen E. coli’lerin antibiyotik diren¢ genleri

Antibiyotik Diren¢ Genleri
Ornek Noktasi Izolat Sayisi FlorR EreA EreB
WG/WC 20/21 3/5 -2 5/4
SG/SC 16/18 4/1 -/1 1/7

Calismada toplam 75 E. coli izolatindan 33 (%44) E. coli izolati en az bir antibiyotik
diren¢ geni bulundururken, 42 (%56) E. coli izolatinda herhangi bir direng geni
bulunamamistir. 33 E. coli izolatinin 13 (%39,39) izolat florR’a, 3 (%9,1) izolat ereA ve
17 (%51,51) izolatin ereB direng genine sahip oldugu belirlendi. florR direng geni en fazla
DM isletmesinde, ereB direng geni TA isletmesinde, ereA direng geni ise sadece ii¢
isletmede tespit edildi (Sekil 7). Yapilan PZR islemi neticesinde florR, ereA ve ereB

direng genlerinden en fazla direng geni ereB olarak tespit edildi (Sekil 8).

m DM
mER
=AA
ETA
mTAS

= SUR
IR

florR ereB ereA

Antibiyotik Diren¢ Genleri

Sekil 7. E. coli izolatlarinin antibiyotik direng genleri
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Sekil 8. PZR goriintiisii, M: Marker, A: ereA, F: florR

3.2. PFGE Sonuglar

Toplamda 75 E. coli susu ¢alisilmistir. Bu suslardan 13t DM, 13’ ER, 7’si IR, 151
TAS, 5’1 TA, 11’1 AA ve 11’1 de SUR giftliklerinden izole edilmistir.

Yedi farkli balik ¢iftliginden farkli zamanlarda su ve sedimentten izole edilen 75
farkli E. coli susunun Xbal enzimi ile kesildiken sonra yapilan PFGE analizi sonucunda
genomik DNA’larmin benzerlik oranlari %93 baz alindiginda 4 temel kiimede (X1-X4)
guruplandirilmistir ve Sekil 9°da bant profillerinin karsilagtirilmasi i¢in jel iizerinde

kosturulan E. coli suslarinin gériintiileri verilmistir.
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Sekil 9. E. coli suslarinin Xbal restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi
sonucu olusan bant profilleri

Bu sonuglara gore tiim izolatlar arasi1 benzerlik oranlar1 %79,1 olup, TASWG 0411,
TASSC 0811, TASSC 0211, SURWG 1010 ve AASG 0810 suslar1 diger gruplardan
ayrildiginda geri kalan suslarin benzerlik oranlart %85,1 olmaktadir. Ilk X1 kiimesinde
toplamda 25 sus bulunmakta olup toplam suslarin %33’{inii barindirmaktadir. Bu kiimede
DM ciftliginden 5, ER ciftliginden 5, IR ¢iftliginden 1, TAS c¢iftliginden 5, TA c¢iftliginden
1, AA ciftliginden 3, SUR ciftliginden de 5 sus bulunmaktadir. X2 kiimesinde suslarin
%44 bulunmaktadir. Bu suslardan 6’s1 DM ciftliginden, 7’si ER c¢iftliginden, 3’4 IR
ciftliginden, 4’1 TAS ¢iftliginden, 3’1 TA ¢iftliginden, 7°si AA ¢iftliginden ve 3’1 de SUR
ciftliginden izole edilmistir. Ugiincii kiimede suslarin %16’s1 vardir ve bu suslardan 2’si
DM iftliginden, 1’1 ER iftliginden, 3’ IR ciftliginden, 3’4 TAS g¢iftliginden, 1’1 TA
ciftliginden ve 2’si de SUR giftliginden izole edilmistir. Bu kiimede AA susu yoktur. En
sonuncu kiime (X4) ise en kiigiik kiime olup, biinyesinde suslarin %7’ sini
barindirmaktadir. Bu suslarin iici TAS, biri SUR ve digeri de AA ciftliginden E.
coli’lerden olusmaktadir (Sekil 10).
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N R [ CONI PERE JURS S (IR R O
ERWG 0211 36
SURWC 1010 FloF 41
DMWG 1010 FloF 43
DMSG 1010 FlorF 45
ERWC 1010 46
s SURWG 1210 66
1 AASC 1010 EraB 314
= TASC 1210 FlorF 22
SUEWC 0211 33
SURWG 0411 617
ERWG 12101 EraB 16
SURWG 0211 32
N TASSC 0411 416
TASSC 1010 Erab 612
DMWC 0510 612
IRSG 0510 616
ERWG 1210 FloF 15
ERWC 1210 EraA 17
o AAWG 1210 €ra8 23
TAWG 0211 EaB  FloF 2-10
DMSG 0211 35
TASC 0411 411
AAWE 0411 413
TASSG 0411 415
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Sekil 10. E. coli suslarinin Xbal enzimi ile kesimi sonrasi elde edilen
dendrogram
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E. coli suslarmin kromozomal DNA’simin Apal restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesimi sonucunda olusan Ornekleri PFGE ile analiz edilmistir ve Sekil 11’de bant
profillerinin karsilastirilmasi i¢in jel tizerinde kosturulan E. coli suslarinin goriintiileri

verilmistir.

Sekil 11. E. coli suglarmin Apal restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim
sonucu olusan bant profilleri

75 farkli E. coli susunun Apal enzimi ile kesildikten sonra yapilan PFGE analizi
sonucunda genomik DNA’larinin benzerlik oranlar1 %93,4 baz alindiginda 4 temel kiimede
(Al-A4) guruplandirilmistir. A1 kiimesinde en biyiikk kiime olup biinyesinde toplam
suslarin %51 ini barindirmaktadir. Bu suslardan 10°u DM ciftliginden, 9’u ER ¢iftliginden,
1’1 IR ¢iftliginden, 5’1 TAS ¢iftliginden, 2’si TA c¢iftliginden, 6’s1 AA ¢iftliginden ve 5’1 de
SUR ciftliginden izole edilmistir. A2 kiimesinde suslarin %21°1 vardir. Bu suslar arasinda
1 DM, 3 ER, 3 IR, 5 TAS, 1 TA ve 3 SUR ciftliklerinden izole edilen E. coli suslari
bulunurken, bu kiimede AA c¢iftliginden sus bulunmamaktadir. A3 kiimesi suslarin %25’ini
barindirarak ikinci en bliyiik kiimeyi olusturmaktadir. Bu kiimede 2 DM, 1 ER, 4 IR, 5
TAS, 1 TA, 3 AA ve 3 SUR ciftliklerinden izole edilen suslar bulunmaktadir. En son
kiimede (A4) ise sadece birer tane AA ve IR suglar1 bulunmaktadir (Sekil 12).
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4. TARTISMA

Farkli bolgelerdeki birgok sularda, bitkilerde veya hastanelerde E. coli’nin genetik
cesitliligine bakilmasina ragmen tatli sularda ki alabalik isletmelerinin giris ve ¢ikis sular
ile sedimentlerinden izole edilen E. coli’nin PFGE ile analizi ilk defa bu calismada
yapilmistir. Bu nedenle calisma Karadeniz Bolgesinde bulunan gokkusagi alabaligi
tesislerinin girig-¢ikis su ve sedimentlerinde biriken E. coli suslarinin genetik ¢esitlilikleri
ve tesislerde kullanilan antibiyotiklere karsi yatkinliklarimi tespit etmeye yardimci
olmaktadir. Ayrica alinan Orneklerin mevsimsel olmasi doénem donem kullanilan
antibiyotiklere kars1 etkilerini de belirlemeyi saglamaktadir.

Su iriinleri yetistiriciliginde, bakteriyel balik hastaliklarinin tibbi tedavisi sirasinda
antimikrobiyal maddeler ¢evresindeki suya salinmaktadir. Balik giftliklerinde ve ¢evredeki
su ortamlarinda, su Uriinleri yetistiriciliginde kullanilan antimikrobiyallere karsi direngli
bakteri sikligi goriilmektedir (Capkin vd., 2015). E. coli ve Salmonella gibi enterik
bakteriler su ortaminda, ozellikle de subtropikal ortamlarda hayatta kalabilir ve
¢ogalabilmektedir (Desmarais vd., 2002; Baudart vd., 2000; Maule, 2000).

Escherichia coli’lerin hastaliklara karsi kullanilan bir¢ok antibiyotige karsi
direnglilik gosterdigi belirlenmistir. Bu baglamda, igme suyundan izole edilen birgok
antibiyotige direngli Escherichia coli soylarinin, aminoglikozit, tetrasiklin ve trimetoprim
stilfametoksazole direng gosteren ARG'leri tasidiklari bulunmustur (Cernat vd., 2007).
Koliform bakterilerde en yaygin direng geni tetA, sul2, blacrxm: Ve blarey izlenirken
(Terzi, 2010), Giiney California, ABD'nin orta Santa Ana Nehri (MSAR) havzasi boyunca
dere ve kanallardan yiizey sular1 ve sedimentten elde edilen 600 izolatin %24'i (144 izolat)
birden fazla antimikrobiyal ajana direng gostermistir. Coklu direnglerin ¢ogunun, kentsel
akistan gelen girdilerle iligkili oldugu ve antifibrikler, rifampisin, tetrasiklin ve eritromisin
icerdigi tespit edilmistir (Ibekwe vd., 2011)

Tanzanya ve Pakistan’da bulunana balik ¢iftliklerindeki su, sediment ve baliklardan
izole edilen bakterilerdeki antibiyotik diren¢ genlerini arastirilmis ve izolatlar, su trtinleri
yetistiriciliginde ve hayvancilikta kullanilan ¢esitli antimikrobik maddelere karsi direng
genlerinin mevcudiyeti agisindan incelendi. Bunun neticesinde tetrasikline ait tetA ve tetG
genleri, amoksisiline ait blargym geni, streptomisine ait strA ve strB genleri, kloramfenikole

ait catl geni ve eritromisine ait mefA geni belirlenmistir (Shah vd., 2012)
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Florfenikol, kloramfenikol ile iliskili insan sagligi riskine sahip olmayan
kloramfenikoliin sentetik, florinlenmis bir analogudur. 1980'lerden beri Asya'da su iirtinleri
yetistiriciligi i¢in kullanilmaktadir (Keyes vd., 2000). Florfenikol ve kloramfenikole direng
kazandiran flo geni daha 6nce Photobacterium piscicida ve Salmonella enterica serovar
Typhimurium DT104'te tanimlanmstir. Florfenikol bakteriyostatiktir. Son zamanlarda da
E. coli’lerde ortaya ¢ikmistir. Florfenikol mekanizmasi, bakteriyel ribozomun 50S alt-
birimine baglanarak bakteri protein sentezinin bozulmasina neden olur (White vd., 2000).

1997-1998 yillarinda isalli buzagilarindan elde edilen 48 E. coli iizerinde ¢alisma
yapildi. Hem kloramfenikol hem de florfenikol direngli 41'i kapsayan ishalli buzagilardan
alinan 48 adet E. coli izolati, hem flo hem de cmlA genlerinin varligi agisindan test edildi.
Florfenikol MIC'lerin >16 pg/ml oldugu 44 izolattan 42'si, flo geni i¢in PZR yoluyla flo
geni pozitif olarak bulundu. Florfenikol MIC'lerin < 8 ug/ml oldugu tiim E. coli izolatlari
flo gen igin negatif bulundu. On iki E. coli izolati cmlA i¢in pozitif ve 12'nin tamaminda
kloramfenikol MIC'ler >32 pg/ml olarak tespit edildi. Buna ek olarak sekiz izolat hem flo
hem de cmlA i¢in pozitif olarak bulunurken bu izolatlar i¢in hem florfenikol hem de
kloramfenikol MIC'ler >64 pg/ml olarak belirlendi (White vd., 2000). Bu ¢alismada 33
E.coli izolatinin 13 (%39,39)’linde florR’a kars1 direng geni tespit edildi.

Makrolid grubu antibiyotiklerinden olan eritromisin 1952°de Staphylococcus aureus
bakterisinden elde edilen bir antibiyotiktir ve Avrupa'da da genis bir yelpazede
enfeksiyonlara kars1 kullanilmaktadir. Ozellikle Staphylococcus ve Streptococcus tiirlerine
bagli olan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan 6nemli antibiyotiklerdendir. Son yillarda,
eritromisine kars1 oldukca direngli Escherichia coli suslart bildirildi ve makrolid
antibiyotiklerini inaktive eden enzimler de tarif edildi. Makrolidlerin ana yapisinda
makrosiklik lakton halkasi ile buna eklenmis sekerlerden olusmaktadir. Icerdikleri lakton
halka sayisina gore makrolidler siniflandirildiginda eritromisin 14 {yeli bir makrolid
halkasina sahiptir. Bakteriyel ribozomlarda 50S alt birimine baglanarak bakteriyel protein
sentezini inhibe ederler, translasyon ve ribozom akiimiilasyonunu onlerler. Makrolidlerden
farkli olarak 30S alt birim olusumunu da inhibe etmektedirler. Esteraz veya fosfotransferaz
gibi inaktivasyon enzimleri de direngte rol oynamaktadir (Aydin, 2007; O’hara and
Yamamoto, 1996).

Escherichia coli'de inaktivasyon ile eritromisine yiiksek seviyede direng saglayan
pIP1527 plasmidinin ereB geninin niikleotid dizisi belirlendi. Modifiye eritromisin yapisi,

kiitle spektrometresi, kizilotesi spektrofotometri ve 13C niikleer manyetik rezonansi igeren



32

fiziko-kimyasal teknikler ile belirlendi. Elde edilen veriler ereA (Ounissi and Courvalin,
1985), ereB gibi bir eritromisin esteraz't kodladigim1 gésterdi. Iki izozimin amino asit
dizilerinin karsilastirilmasi, istatistiksel olarak anlamli bir homoloji ortaya koymadi
(Arthur vd., 1986).

ereA, ereB ve ermAM ile ilgili niikleotid dizilerinin dagilimi, Enterobacteriaceae
ailesinin 112 susu eritromisine direngli koloni hibridizasyonu ile incelendi. Eritromisin
esterazlari tip I ve II'yi kodlayan ereA ve ereB genleri, 14 {iyeli makrolidler eritromisin ve
oleandomisin inaktive eden suslarda tespit edildi. Bu antibiyotiklere inaktivasyona
direnmekte olan 52 susun hepsi ereA (n = 23), ereB (n = 23) veya her iki prob (n = 6) ile
tespit edildiginden, sadece bu direng fenotipini olusturan iki gen sinifi sorumludur. Bir
streptokokkal rRNA metilaz kodlayan ermAM geni, Escherichia colimin 21 susu ve
Klebsiella suslarinin iki susunda saptandi. Cok sayida susun (n = 18) hem bir eritromisin
esteraz tip Il hem de bir rRNA metilaz iirettigi bulundu. ereB ve ermAM arasindaki
fiziksel bag, genlerin kod sentezlenmesinden sorumlu oldugu belirtildi (Arthur vd., 1987).
Yapilan bagka bir ¢alismada plazmid {izerinde bulunan genetik bilgi, Escherichia coil
BM694'e aktarildi ve bu sus kullanilarak modifiye edilmis antibiyotik izole edildi ve yapisi
belirlendi. Direng, antibiyotigin lakton halkasini hidroliz eden bir eritromisin esterazin
tiretimini icermektedir. E. coli BM2195 antibiyotiklerin inaktivasyonu ile eritromisine
oldukga direnclidir. Modifiye antibiyotigin yapisin fiziko-kimyasal tekniklerle belirledi ve
edilen sonuglara gore E. coli BM2195'in antibiyotik lakton halkasini hidroliz eden bir
eritromisin esteraz liretmesiyle eritromisine direngli oldugu tespit edildi (Barthelemy vd.,
1984). Makrolidleri amino asidin 2’-hidroksil grubu fiizerine fosfat sokarak makrolidleri
inaktive eden makrosiklik ¢ekirdegin lakton halkasini ve fosfotransferazlar (tip I ve tip 1I)
hidrolize eden enzimler (ereA ve ereB) Enterobacteriaceae familyasinin iiyelerinde oldugu
bildirildi (Sutcliffe vd., 1996).

10 Subat 1997 ile 10 Subat 1999 yillar1 arasinda Helenik Antibiyotiklere Direngli
Solunum Yolu Patojeni Arastirmasina kayitli 2,448 Yunanli bebek ve yeni yiirlimeye
baslamis bebeklerden S. pneumoniae igin nazofaringeal kiiltiirler yapildi. Ornekler 2 ile 23
aylik cocuklardan ayakta tedaviyle ve Orta - Giiney Yunanistan’in gesitli bolgelerindeki 14
g¢ocuk hekimi 6zel biirolarindan elde edildi S. pneumoniae suslarinin izolasyonu,
belirlenmesi, duyarlilik testi ve serotiplendirmesi yapildi. incelenen 2,448 ¢ocugun toplam
781 S. pneumoniae izolatmin 137'si (%18) eritromisine direngli idi. Bunlarin %67.9'u

ermB geni ve %29.2'sinde ise mefA gen drilinleriydi. 137 eritromisine direngli S.
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pneumoniae izolatinin 4'inde (%2.9) ne ermB geni ne de mefA geni bulunamadi
(Syrogiannopoulos vd., 2001). Staphylococcus sppnamely, ermA ve ermC genlerinde en
baskin olan erythromycin direnci belirleyici genlerin karsilastirmali bir analizi
gerceklestirildi. Altmis eritromisine direngli Staphylococcus spp. izolatinin 24" kus, 36's1
Klinik izolat olarak test edildi. Elde ettikleri sonuglara gére, ermC geninin, en baskin direng
belirleyici geni oldugu, ermC geninin goriisiine karsin ermA geni tlizerindeki prevalansini
gostermektedir (Khan vd., 1999).

Bu calisma elde edilen verilere gore ciftliklerin su ve sedimentlerindan izole edilen
E. coli’lerin, ereA ve ereB direng genlerine sahip oldugu, en az ereA diren¢ geni
bulunurken en fazla ereB direng geni oldugu tespit edildi.

PFGE metodu gegmis yillarda Staphylococccus aereus, Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Solmonella enterica, Listeria monocytogenes ve Lactococcus
garvieae gibi bakteriyel patojenlerin tiplendirilmeleri i¢in kullanilmistir. PFGE, molekiiler
metotlar ile karsilastirildiginda nispeten daha giivenilir ve yiiksek ayirt edebilme giiciine sahip
gliclii bir metottur (Ttire, 2012).

Farkli c¢alismalarda PFGE i¢in kullanilan kosullar farklilik gostermektedir.
Elektroforetik kosullardaki farkliliklar, ayni DNA preparati i¢in elde edilen profillerde
belirgin farkliliklara neden olabilmektedir. Kromozomal DNA'y1 kesmek i¢in kullanilan
kesim enzimleri farkli ¢alismalarda da farklidir. Birden fazla enzim kullanmak, teknigin
ayrimer giiclinii 6nemli Olglide arttirmaktadir. Restriksiyon enzimlerinin ve kullanilan
elektroforetik  kosullarin  6nemli  farkliliklart nedeniyle, bugiine kadar farkh
laboratuvarlarda calisanlar tarafindan elde edilen PFGE profillerinin karsilastirilmasinin
zor oldugu kanitlanmistir (Wassenaar vd., 2000).

PFGE'de DNA fragmanlar1 iiretmek i¢in en énemli efektor olan restriksiyon enzimi
spesifik bir niikleotit dizisi tanir ve her bakteri i¢in spesifiktir. Bu ¢alismada Xanthomonas
badrii bakterisinden izole edilmis ve E. coli izolatlarmin 5°...TVCTAGA...3’,
3"...AGATCAT...5" DNA’sindaki niikleotid dizisini taniyan Xbal enzimi ile Acetobacter
pasteurianus bakterisinden izole edilmis ve E. coli izolatlarmin 5°...GGGCCVC...3’,
3"...CACCGGG...5" DNA’sindaki niikleotid dizisini taniyan Apal enzimi kullanilmigtir
(New England BioLabs; Nameghi, 2007).

PFGE yonteminin  yiiksek aymm  glici  antibiyotik  direnglilikleriyle
karsilastirildiginda profillerin yiiksek ¢esitliligini gostermektedir. PFGE, ayni tiiriin farkl

bireyleri arasinda iligkilerin derecelendirilmesinde fayda saglamaktadir. Motifiye edilen
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protokol farkli yerlerden alinan 6rneklerin PFGE sonuglarinin karsilagtirilmasina da olanak
saglamaktadir.

Genotiplendirme yontemleri, duyarlilik, kullanilabilirlik, ¢ogaltilabilirlik, hizlilik,
kullanim kolaylig1 ve maliyet gibi bir dizi 6lgiit temelinde karsilastirilabilir. En 6nemli
ozelliklerden biri, teknigin ayirt edici giiciidir (Wassenaar and Newell, 2000). PFGE,
farkli bakteri suslar ile ilgili yiiksek ayrimecilik giiciiyle, diger ¢ogu biyokimyasal ve
molekiiler tipleme yontemlerinden {istiin oldugu kanitlanmis genotiplendirme yontemidir.
Bununla birlikte, yontem ¢ok zaman alic1 ve tiim prosediir dort giin siirebilir. Bu, ¢ok
sayida izolati analiz etme kabiliyetini azaltabilir. Ayrica, gelismis ekipman gerektiren
pahali bir yontemdir (Olive ve Bean,1999). PFGE'nin ve DNA fragmanlarini jel {izerinde
karsilagtiran diger yontemlerin en biiylikk dezavantaji ise reaktifler ve kosullar
standartlastirllmis  olsa bile farkli laboratuvarlarda elde edilen sonuclarin
karsilagtiritlmasinin zor olmasidir (Enright vd., 2000).

Kuyu sulari (43), klinik 6rnekler (47) ve gesitli gidalardan (40) izole edilen 130 E.
coli ornekleriyle genetik cesitlilik, bazi antibiyotiklere duyarlilik ve plazmit profilleri
yoniinden yaptigr c¢alisma neticesinde PFGE sonuglart %80 benzerlik oranina gore
degerlendirildiginde; E. coli suslari, 16 alt tiple temsil edilen 101 farkli pulsotipe ayrildi.
Analiz edilen 43 su izolat1 arasinda 30 farkli pulsotip ve alt1 alt tip goriiliirken; 40 gida
susu 32 farkli pulsotipe ve alt1 alt tipe, 47 klinik i1zolat ise 39 farkli pulsotip ve dort alt tipe
ayrildi. Restriksiyon profilleri degerlendirildiginde tiim suslar arasinda yiiksek oranda
genetik cesitlilik goriildii (Uysal, 2012).

2013 ve 2014 yillarinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 Bakteriyoloji Laboratuvarina gonderilen ve iireptisin 6n tanilar1 olan ve
fenotipik olarak otomatize edilmis olarak tanimlanan hastalarin kan kiiltiirlerinden ve
idrarindan 70 E. coli susu izole edildi. PFGE analizinde, E. coli izolatlarinin DNA's1 Xbal
enzimi ile kesiminden sonra 13 ile 25 arasinda degisen farkli sayida fragmana sahip
profiller tespit edilmistir. PFGE sonuglarinda 70 E. coli susunun %80'den fazla benzer
olmasi nedeniyle 65 farkli pulsotip elde edilmistir (Giray vd., 2016).

Onbir farkli lokasyonda toplanan ornekler arasinda farkli E. coli genotipleri tespit
edildi ve birbirini takip eden aylarda elde edilen izolatlarin benzer genotip model
gosterdikleri belirlenmistir (Lu vd., 2004). Sudan izole edilen E. coli’lerin PFGE genotip
cesitliligine dayanarak, E. coli'nin incelenen su govdelerinde dominant popiilasyonlart

temsil ettigine dair ¢ok az kanit bulunmustur (Casareza vd., 2007). Dere ve kanallar
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boyunca, E. coli'nin yiizey sular ile karsilastirildiginda sedimentte daha yaygin olarak
bulundugu tespit edildi. Kentsel ¢ikis kaynakli E. coli ile tarimsal kaynakli E. coli arasinda
herhangi bir iliski bulunamazken, PFGE ile saptanan E. coli genotipleri, kentsel akis
kaynaklarina gore tarimsal kaynaklarda daha az ¢esitlilik gosterdigi belirlendi (Ibekwe vd.,
2011).

Bu ¢alismada 2010 - 2011 yillar1 arasinda izole edilen 75 farkli E. coli izolatlarinin
PFGE sonuglar incelenmistir. Genotiplendirme yapilirken Tenover kriterleri kullanimi
oldukga faydali olmustur. Her iki enzim kesimi sonucunda bakteri izolatlar1 4 grup altinda
toplanmistir. Xbal enzimiyle kesim yapildiktan sonra PFGE analizi sonucunda genomik
DNA’lariin benzerlik oranlart %93 baz alindiginda bakterileri izolatlarinin arasindaki
benzerlikler %79 olmustur. Apal enzimiyle kesim yapildiktan sonraki PFGE analizi
sonucunda genomik DNA’larinin benzerlik oranlart %93,4 baz alindiginda 4 temel kiimede
guruplandirilmigtir. Yapilan ¢alisma neticesinde E. coli’lerde benzerlik olmasina ragmen
higbiri ayni degildir. Bu farkli sonuglar, farkli bolgedeki E. coli suslarmin yiiksek
cesitliligini gostermektedir. Nokta mutasyonlari, DNA'nin eklenmesi ve silinmesi gibi
rastgele genetik olaylar PFGE profillerini degistirebilir. Bu olaylar belirlenen bantlarin
varligi veya yoklugu ile gosterilmektedir. Bununla birlikte, laboratuvar yontemlerinin
teknik zorluklari, gézlemlenen bu ¢esitlerin bir diger nedeni olarak kabul edilebilir. Ayrica
laboratuvar kurulumu ve ekipmanlari, bilinmeyen sebepler, ¢alisma esnasinda meydana
gelen kesintiler, dikkat dagimikligi, kisisel sorunlar gibi nedenlerde bagli olabilmektedir
(Farshad vd., 2011).



5. SONUC

Bu galismada 2010 ve 2011 yillar1 arasinda farkli ciftliklerden elde edilen E. coli
izolatlarinin genotiplendirilmesi amaciyla PFGE metodu motifiye edilerek kullanilmstir.
Bir¢ok ¢alismada Xbal restriksiyon enzimi kullanilirken ¢alismamizda Xbal ve Apal olmak
tizere iki ayri1 restriksiyon enzimi ile kesim yapilmistir

Xbal restriksiyon enzim kesimi sonucunda suslarin olusturduklart bant profilleri
UPGMA kiimeleme analizi incelendiginde, genomik DNA’larinin benzerlik oranlari %93
baz alinarak 4 temel kiimede (X1-X4) guruplandirilmistir. Bu sonuglara gore tiim izolatlar
arasi benzerlik oranlar1 %79,1 olup, TASWG 0411, TASSC 0811, TASSC 0211, SURWG
1010 ve AASG 0810 suslar1 diger gruplardan ayrildiginda geri kalan suslarin benzerlik
oranlart %85,1 olmaktadir. X1 kiimesinde toplamda 25 sus bulunmakta olup toplam
suslarin %33’linii barindirmaktadir. X2 kiimesi ise suslarin %44’{inii barindirmaktadir.
Ugiincii kiimede suslarm %16’s1 vardir ve bu grupta AA grubuna ait sus bulunmamaktadir.
X4 kiimesi ise en kiiciik kiime olup, biinyesinde suslarin %7’sini barindirmaktadir

Apal restriksiyon enzim kesimi sonucunda suslarin olusturduklar1 bant profilleri
UPGMA kiimeleme analizi incelendiginde; DNA’larinin benzerlik oranlar1i %93,4 baz
alindiginda 4 temel kiimede (A1-A4) guruplandirilmistir. En biliylik kiime A1l olup
blinyesinde toplam suslarin %51 in1 barindirmaktadir. A2 kiimesinde suslarin %21°1 vardir
ve bu kiimede AA ciftliginden sus bulunmamaktadir. A3 kiimesi suslarin %25’ini
barindirarak ikinci en biiylik kiimeyi olustururken A4 kiimesinde sadece AA ve IR suslari
bulunmaktadir.

75 E. coli susunun hepsine florR, ereA ve ereB karsi antibiyotik direnglerine
bakilmis suslarin genel olarak 42 (%56)’si direng geni olusturmazken 33 (%44)’i direng
geni barimdirmaktadir. Biitiin isletmelere bakildigin da ise en fazla ereB direng geni olarak
tespit edilmistir.

Farkli 6rnek yerden elde edilen ¢ok sayida izolat, ayn1 6rnekleme tiirii ve 6rnekleme
zaman cercevesi genetik cesitlilik gosterdi. Bu genis cesitlilik cesitliliginin ardinda olasi
aciklamalar izolatlar tamamen farkli kaynaklardan kaynaklanmis olabilir. Ancak E. coli'nin

bir alt kiimesinde bile 6nemli genotip ¢esitliligi bulunmaktadir.



6. ONERILER

Tath sulardaki isletmelerde ilk defa yapilmis olmasi ve literatiire saglayacag: katki
nedeniyle bir temel olusturma niteligindedir.

Cevresel kirleticilere maruz kalma ve besin kompozisyonundaki degisiklikler,
isletmelerde hastaliklara karsi kullanilan antibiyotikler bazi organizmalarda antibiyotik
direncine neden olabilmektedir. Bu nedenle Ozellikle isletmelerde hastalik olusmadan
kullanilan antibiyotikler veya tedavi asamasinda uzun siire antibiyotik kullanimindan
kacinilmalidir. Antibiyotik kullanimi yerine probiyotikli besinlerle beslenilerek bagisiklik
sistemi gii¢lendirilebilir.

PFGE sirasinda numunelerin zayif hazirlanmasi, hatali elektroforez kurulumu,
uygunsuz gecis zamani veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu nedeniyle sorunlar
ortaya cikabilmektedir. PFGE islemi yapilirken bantlarda kotli  goriintiilerin
engellenebilmesi i¢in dikkat edilmelidir. PFGE asamasinda dikkatli olunmasi daha net
goriintli elde edilmesini saglamaktadir.

DNA ekstraksiyonu i¢in 6nemli olan lizis asamasinin dikkatli yapilmasi gerekir.
Yetersiz lizis enzimle kesim jelde kotii goriintiilere neden olabilmektedir. Agaroz PFGE
kalibina dokiiliirken uygun sicaklikta olmali ve dokiildiigiinde olusan hava kabarciklar
dikkatli bir sekilde alinmalidir. Ayrica cihaz ¢alisirken programlar arasi geciste cihazin
durdurulup olusan hava kabarciklarinin alinmasi goriintiilerin parlak ve net géziikmesini
saglamaktadir. Caligma esnasinda elektrik kesintilerine karsin mutlaka giic kaynaklari
kullanilmaldir.

PFGE metodu yapilan ¢calismalarda her calismaci icin farkl bir protokol gelistirildigi
i¢in karsilastirilmalarin yapilmasi zor olmaktadir. Bununla birlikte, yontem ¢ok zaman alici
ve tiim prosediir dort giin gibi bir siire siirmektedir. Bu, ¢ok sayida izolati analiz etme
kabiliyetini azaltabilir. Ayrica, gelismis ekipman gerektiren pahali bir yontemdir.
restriksiyon enzimlerinin maliyeti de bu yontemin bir dezavantaji sayilmaktadir.

PFGE yonteminin yiiksek ayirim giicliyle de antibiyotiklere kars1 direngle
karsilastirildiginda profillerin yiiksek ¢esitliliginde gostermektedir. PFGE ile ayn1 tiiriin
farkli bireyleri arasinda iliskilerin derecelendirilmesinde fayda saglamaktadir. Motifiye
edilen protokol farkli yerlerden alinan 6rneklerin PFGE sonuglarinin karsilastirilmasina da

olanak saglamaktadir.
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