1. GİRİŞ
Escherichia coli hem hayvan hem de insanların normal bağırsak florasında bulunan kommensal bir mikroorganizmadır. Patojenik suşlarının insanlarda gastroenterit, idrarla yolu enfeksiyonları, menenjit, peritonit ve septisemi gibi intestinl ve ekstra intestinal hastalıklara neden olabildiği bildirilmiştir (Kaper ve ark, 2004). Kanatlı hayvanlarda ise ekstraintestinal enfeksiyonlara sebep olan E. coli’ler Avian Patojenik E. coli (APEC) olarak bilinirler ve kanatlı hayvanlarda hem primer hem de sekonder hastalık etkeni olarak kanatlı sektöründe ekonomik önemi olan enfeksiyonlara sebep olurlar.  Etkenin gıda kaynaklı enfeksiyonlara yol açması ve zoonotik potansiyele sahip olması halk sağlığı açısından önem arzetmektedir. Kolibasillozis yüksek morbidite ve mortaliteye neden olarak pek çok ülkede önemli ekonomik kayıplara sebep olmaktadır. E. coli’nin en önemli giriş yolu üst solunum sistemidir. Bu yolla vücuda giren bakteri akciğer, hava kesesi, dalak, karaciğer, kalp gibi diğer organlara yayılarak generalize enfeksiyonlara neden olmaktadır (Nolan ve ark, 2013). 

Antimikrobiyel maddeler kanatlı yetiştiriciliğinde enfeksiyöz hastalıkların tedavisi amacıyla kullanılmakla birlikte zaman zaman koruyucu amaçlı içme sularına ya da yemlere katılarak uygulanmaktadır. Böylece hayvanlarda olduğu kadar insanlarda da hastalığa neden olabilecek antibiyotik dirençli bakterilerin yayılması için uygun ortam hazırlamaktadır. Son yıllarda hayvansal gıdalardan geçebilecek antibiyotik dirençli bakterilerin insanlarda neden olabileceği sağlık sorunları ile iligili toplum bilinci artmıştır. Özellikle hayvansal kaynaklardan izole edilen bakterilerde tespit edilen antimikrobiyel direnç önem kazanmış ve sahada yapılan çalışmalar antimikrobiyel duyarlılığı hedef almaya başlamıştır (Nolan ve ark, 2013).  

İntegronlar bakteriyel genomlarda yaygın olarak bulunan ekzojen genlerin etkili bir şekilde yakalanmasını ve ekspresyonunu sağlayan çok yönlü gen toplama sistemleridir. Bunlar, genomik kompleksite, fenotipik çeşitlilik ve adoptif bağışıklığı şekillendiren eski öğelerdir. Son zamanlarda, antibiyotik direnç genlerinin edinimi, ekspresyonu ve yayılmasında önemli bir rollerinin bulunduğu bilinmektedir. İntegronlar tarafından devam eden tehditleri değerlendirmek onların kökenleri ve evrimsel tarihini anlamayı gerektirir. Bununla birlikte, klinik bağlamlarda ilk keşfinden beri, integronların bakteriyel genomların ortak bir bileşeni olduğu ve uzun bir evrimsel geçmişe sahip oldukları ortaya çıkmıştır. Evrimsel süreçte antibiyotik kullanımı ile birlikte direnç genlerini taşıyan integronlar artık Gram-negatif patojenlerin çoğunda mevcuttur ve özellikle de Gram negatif bakteriyel patojenler arasında, antibiyotik direncinin yayılmasında rolleri ile bilinirler. Son on yılda, doğal ortamlarda integron çeşitliliğinin araştırılması, bunların antibiyotiğe dirençli patojenlerin ilginç bir özelliğinden daha fazlası olduklarını, fakat bakteriyel adaptasyon ve genom evriminde daha genel ve önemli bir role sahip olduklarını göstermiştir (Gillings, 2014). APEC konusunda önemli bir sorun, kolibasillozis kontrolünü güçleştiren antibiyotik dirençli izolat sayısının gün geçtikçe artmasıdır. APEC’lerde antimikrobiyal ilaç direncinde integronların rolünün ortaya konulmasını sağlayacak epidemiyolojik çalışmalara ihtiyaç bulunmaktadır. Yurdumuzda şu anki bilgilerimize göre kanatlı iç organlarından izole edilmiş olan APEC’lerin antibiyotik dirençliliğinin ve integron profillerinin birlikte incelendiği bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmanın amacı, solunum sistemi şikayeti bulunan İntegronların broyler tavukların iç organlarından izole edilen APEC’lerde varlığını incelemek ve bu mikroorganizmalardaki antimikrobiyal dirence olan katkılarını değerlendirmektir.

2. GENEL BİLGİLER
2.1. Kolibasillozis ve Önemi

Sindirim sistemi florasının büyük bir çoğunluğunu oluşturan E. coli’ler patojenik ve kommensal olmak üzere iki büyük gruba ayrılır. Patojenik grubu iki patotip: diyarejenik (DEC) ve ekstraintestinal E. coli (ExPEC) E. coli’ler oluşturmaktadır. Kanatlı hayvanlarda ExPEC tarafından neden olunan en önemli hastalık tablosu kanatlı patojenik Escherichia coli’ler (APEC) tarafından neden olunan kolibasillozudur. APEC, tüm dünyada olduğu gibi yurdumuzda da kanatlı hayvan endüstrisinde sistemik enfeksiyonlar oluşturarak ciddi ekonomik kayıplara neden olmaktadırlar. E. coli esas olarak solunum sistemi yolu ile kanatlı vücuduna girmekte ve bu yol ile diğer organlara (akciğer, hava keseleri, karaciğer, kalp, dalak) yayılarak septisemik enfeksiyonlara sebep olmaktadır. Bir E. coli izolatının APEC olarak tanımlanabilmesi için karekteristik kolibasillozis lezyonlarından izole edilmesi gerekmektedir (Kunert Filho ve ark, 2015).

Hem yurdumuzda hem de dünyada yapılan araştırmalarda kolibasillozis kanatlı hayvanlar üzerine en sık rapor edilen hastalıktır ve kanatlı hayvan endüstrisinde önemli ekonomik kayıplara sıklıkla neden olmaktadır. İngiltere kesimhanelerinde yapılan bir çalışmada, hastalıktan dolayı tüketime uygun bulunmayan Broyler karkaslarının %43’ünün kolibasillozisin karakteristik özelliklerini göstermesinden dolayı imha edildiği belirtilmiş ve kolibasillozisten kaynaklanan kayıpların miktarı, imhanın diğer nedenleri ya da taşımadan kaynaklanan diğer kayıplar ile kıyaslandığında yıllık olarak 5 ya da 6 milyon Euro olduğu raporlanmıştır (Yogaratnam, 1995). Yurdumuzda kolibasilozisin kanatlı hayvanlar üzerindeki ekonomik etkilerini ortaya koyan bir çalışma şu anki bilgilerimize göre bulunmamaktadır.

2.1.1. Kolibazillozisin Tarihçesi
Koliseptiseminin ilk tanımlanması tavukların taşınma esnasında kolera benzeri bir hastalıktan ölmesi üzerine yapılan çalışmaya dayanan bir yayında 1907 yılında açıklanmıştır. O zamanki şartlar altında etken “Bacterium (Escherichia) coli” olarak tanımlanmış ve etkenin bağırsağı terk ederek açlık, susuzluk, soğuk ve kötü havalandırma gibi kötü koşullar altında hayvanların direnci zayıflayınca virülent olarak tavuklarda hastalığa neden olduğu düşünülmüştür. Kuşlarda görülen enfeksiyöz astım ve felç hastalığında 1923 yılında E. coli izole edilmiştir. 1938 yılında aynı kuluçkahaneden gelen civcivlerde 10 günlükten küçük yaşta pullorum benzeri bir hastalık %15-40 arasında kayba neden olmuş ve civcivlerde perikarditis, perihepatitis ve karaciğerde beyaz renkli odaklar olduğu bildirilmiş ve bu organlardan yapılan ekimler sonucunda E. coli izole edilmiş ve uygun olmayan kuluçka makinalarından çıkan civcivlerde zayıflamaya neden olduğu ve onların enfeksiyona duyarlılığını artırdığı görüşü öne sürülmüştür. 1938 ve 1965 yılları arasında koligranüloma ve hava kesesi yangısı, artritis, parmak apseleri, omfalitis, panoftalmitis, peritonitis ve salpingitis de E. coli’nin rolü belirlenmiş ve enfeksiyonların aşılama ya da doğal viral enfeksiyonu takiben oluştuğu saptanmıştır (Barnes ve ark, 2008).
2.1.2. APEC’lerin Zoonotik Riski

Zoonotik risk endişesi, kanatlı ve insan ExPEC’leri arasındaki virulens genlerinin ve bulundukları filogenetik grupların benzer olmasından kaynaklanmaktadır (Manges ve Johnson, 2012). APEC suş O1:K1:H7’nin genom sekansı, bu suşun insan üropatojenik (UPEC) ve yenidoğan menejiti ile ilgili E. coli (NMEC) suşları ile oldukça benzer olduklarını ortaya koymuştur (Johnson ve ark, 2007). İnsan ve tavuk hastalıklarından izole edilen ExPEC ile ilgili başka bir çalışma da, farklı filogenetik gruplara ait olmalarına rağmen, bu izolatların zoonotik potansiyele sahip olabileceğini göstermiştir (Johnson ve ark, 2008). 

Bununla birlikte, tüm ExPEC suşlarının zoonotik potansiyeli yoktur. Ancak, insanlarda hastalığa neden olan ExPEC’lerin zoonotik potansiyellerinin incelenmesi sonucunda, insanlardan izole edilen suşların, kolibasillozisli tavukları enfekte edebileceği gösterilmiştir (Tivendale ve ark, 2010). Başka bir çalışma da insanlarda hastalığa neden olan UPEC ve kanatlılarda kolibasillozisden izole edilen APEC’lerin aynı virulens genlerine sahip olduklarını göstermiştir (Zhao ve ark, 2009). Son yıllarda yapılan bir çalışmada tavuk bağırsak ve etlerinden izole edilmiş olan filogenetik grup B2’ye ait olan E. coli’lerin insanlarda üriner sistem enfeksiyonlarında (UTI) klinik belirtilere neden olabileceği bildirilmiştir. Buna ilaveten, farklı kaynaklardan (insan UTI, kanatlı eti, sağlıklı kanatlı) izole edilmiş olan B2 filogenetik grubuna dâhil olan E. coli’lerin yüksek virulens profiline sahip oldukları bildirilmektedir (Jakobsen ve ark, 2012). 
2.1.3. Etiyoloji

E. coli Gram negatif, aside dirençli olmayan, uniform boyanan, spor oluşturmayan, 0,6x3,0 µm ebatlarında çomak şekilli ve çoğu suşu peritirik flagellaları ile hareketlidir. E. coli optimum 18-44oC’de ürer. MacConkey agarda parlak pembe, EMB agarda ise, koyu yeşil siyah metalik parıldamalı koloniler görülür. E. coli pek çok şekerden (glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, gliserol, ramnoz, sorbitol ve arabinozdan) asit ve gaz oluşturur. E. coli indol üretir, metil red pozitiftir ve nitratı nitrite indirger. Voges Proskauer ve oksidaz negatiftir. Kanatlı E. coli izoletları da diğer kaynaklardan izole edilenler ile benzer biyokimyasal özelliklere sahiptir. Önceleri dulsitol ve salisin fermentasyonu gibi bazı biyokimyasal özelliklerin APEC ile ilişkili oldukları düşünülmüş, ancak gerçekte bu özelliklerin suşların virülensinden çok serotipleri ile ilişkili olduğu sonucuna varılmıştır (Barnes ve ark, 2008).

Somatik “O” antijenleri lipopolisakkarit özelliğinde olup, ısıya dirençli yüzey antijenleridir. Bu yüzey antijenleri ile hazırlanan spesifik O antiserumları kullanılarak makroaglutinasyon ve mikroaglutinasyon testleri ile ortaya konulur. Kapsüler ve fimbrial antijenlere sahip E. coli izolatlarında bu antijenler somatik “O” antijenlerinin belirlenmesinde güçlüklere neden olduğundan, izolatların 120oC’de 2 saat ısıtıldıktan sonra teste tabi tutulması önerilir. Kapsüler “K” antijenleri %2 oranında polimerik asitler içeren şekerlerdir ve bunlar virülensle ilişkilidirler. Hücre yüzeylerinde bulunurlar, O aglutinasyonunu engellerler ve 100oC’de 1 saat ısıtma ile uzaklaştırılırlar. Flagellar “H” antijenlerini çalışmak için izolatlarlar hareketi artıran koşullar altında üretilmelidir. H antijenleri E. coli izolatlarının antijenik identifikasyonlarında sık kullanılmazlar ve patojenite ile ilişkili değildirler ve 100oC’de ısı ile yıkımlanabilen proteinlerdir. Fimbrial “F” antijenleri (pilus antijenleri) hücrelere bağlanmada önemlidirler ve bakterilerin üreme ortamlarına bağlı olarak sentezlenirler. Fimbrialar ortamda D-mannoz varlığında aglutinasyon yapıp yapmamalarına bağlı olarak mannoz duyarlı ve mannoz dirençli olarak sınıflandırılırlar (Barnes ve ark, 2008).

2.1.4. Kanatlı Patojenik E. coli
Bu patotip broyler ve yumurtacı tavuklarda kolibasillozis olarak bilinen ekstraintestinal enfeksiyonların etiyolojik etkenidir.  Kolibasillozis yüksek morbidite ve mortaliteye neden olarak pek çok ülkede önemli ekonomik kayıplara sebep olmaktadır. E. coli’nin en önemli giriş yolu üst solunum sistemidir. Vücuda giren bakteri iç organlara yayılarak generalize enfeksiyonlara neden olmaktadır (Nolan ve ark, 2013). 

Kanatlı hayvanlarda enfeksiyona neden olan E. coli’ler farklı organlarda lokalize olmaktadır:

Omphalitis ve sarı kesesi enfeksiyonu: Tavuklarda ilk günlerde görülen ölümlerin en yaygın sebebi omphalitisdir (Resim 1a). Yumurtaların fekal kontaminasyona oldukça duyarlı olduğu düşünülür. Bakteri bağırsaktan kana geçebilir, yumurta sarısını enfekte edebilir. Göbek bölgesinde ödem, eritem, kabuklanma ve şişme omfalitisin klinik belirtileridir (Resim 1b) (Nolan ve ark, 2013).
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Resim 1.  Omphalitis a. Beş günlük bir civcivde omphalitisin klinik belirtileri b. Omphalitis ve peritonitis (Kunert Filho ve ark, 2015).
Sellulitis: Karın ve but bölgesinin derialtı yangısı sellülitis olarak isimlendirilir (Resim 2a). Selülitisin belirgin bir klinik belirtisi yoktur ancak hayvan kesildiği zaman fark edilebilir. Hastalık yüzeysel deri lezyonları ile karekterizedir (Resim 2b) (Nolan ve ark, 2013).
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Resim 2. Sellulitis a. Abdomen üzerinde kazeöz eksudat birikimi. b. Deri lezyonları (Kunert Filho ve ark, 2015).
Şiş kafa sendromu (SHS): Periorbital bölgenin ve yakınındaki derialtı dokuların akut veya subakut yangısı ile karekterizedir (Resim 3a). İlk SHS Güney Afrika’da bildirilmiştir. Deri altında bakteri üremesi sonucunda yangı oluşur bunu avian pneumovirus ve enfeksiyöz bronşitis gibi viral hastalıklar izler (Resim 3b) (Nolan ve ark, 2013).
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Resim 3.  Siş Kafa Sendromu a. Sellülitise bağlı başın şişmesi b. Derialtı dokularda bakteri üremesi sonucu gelişen yangı (Kunert Filho ve ark, 2015).
Akut vaginitis: Bu bozukluk özellikle hindilerde çiftleşmeden sonra akut ve öldürücü vaginitis şeklinde gelişir (Nolan ve ark, 2013).
Salpingitis/Peritonitis: Salpingitis E. coli tarafından oviduktun yangısı olarak bilinmektedir. Salpingitis ovidukt ve hava keselerinin enfeksiyonu veya sistemik bir enfeksiyon ile ilgili olabilir. Asemptomatik enfeksiyon farkedilmeyebilir fakat embriyonik mortalitede artış ve yumurta veriminde düşme vardır. Peritonitis vücut boşluğunda yangısal eksudat birikmesi ile karekterizedir (Nolan ve ark, 2013).

Orşitis ve epididymitis: Dişilerdeki salpingitise benzer, erkelerdeki genital bölge enfeksiyonu orşitis ile sonuçlanır. Testisler E. coli enfeksiyonuna bağlı olarak hacimleri artmış, sertleşmiş ve yangılanmıştır (Nolan ve ark, 2013).

Koliseptisemi: Koliseptisemisi broyler ve yumurtacı tavuklarda yüksek morbidite ve mortaliyete neden olmaktadır. Mortalite sekonder olarak mikoplazma veya viral hastalıkların bulunmasına bağlı olarak artmaktadır. Dünyada en sık görülen serotipler O1, O2 ve O78’dir. O2 ve O78 kolibasillozis vakalarının %80’de görülmektedir. Son yıllarda kolibasillozis ile ilgili en önemli problem genellikle tedavi amacı ile uygun olmayan antibiyotiklerin kullanılması sebebi ile gelişen antibiyotik direncidir. Bununla birlikte son yıllarda kullanılan aşılarda yeterli koruma sağlayamadığından broylerler, yumurtacı tavuklar ve hindiler hastalıktan sıklıkla etkilenmekte ve bu durum tüm dünyada kanatlı endüstrisinde büyük kayıplara sebep olmaktadır. Hastalık akut septisemi, subakut ve granülomatöz yangı ile karekterizedir. Miyokard damarlarının ekilenmesine bağlı perikarditis görülür. Perikard şişmiş ve fibrin eksudat birikmiştir (Nolan ve ark, 2013).

Koliseptisemi genellikle kanatlıların ölümüne sebep olabilir, eğer kanatlılarda ölüm olmaz ise E. coli immun sistemin çok da etkili olamadığı göz, beyin, kemikler/synovia gibi yerlere yayılabilir. Osteomyelitis femur, thoracolumbar vertebra ve humerus gibi kemiklerde sıklıkla görülür. Uzun kemiklerde en çok etkilenen kısımı proksimal epiphysisdir. Osteomyelitis makroskobik olarak da kolaylıkla gözlemlenebilen bir bulgudur. Arthritis sıklıkla görülür ve genellikle tenosynovitis ile birliktedir. Komşu dokularda da yangı mevcuttur. Yangı özellikle yüzeysel ve derin göğüs kaslarında, omuz eklemi veya humerusun üst kısmında büyük miktarlarda eksudat varlığı ile kendini gösterir. Kanatlılarda göğüs omurlarının yangılanmasına bağlı olarak gelişen ankilozan spondilitise yol açan ilerleyen felç gözlemlenir (Nolan ve ark, 2013).

Solunum sistemi formu: Dört ve dokuz haftalık yaştaki tavuklar yavaş yavaş septisemi oluşturabilen kronik solunum sistemi hastalığı (CRD) gelişimine yatkındır. APEC suşlarının kan dolaşımına en önemli giriş yolu solunum sitemi özellikle akciğer ve hava keseleridir. E. coli solunum sistemi mukozası yaralanmasından sonra kan dolaşımına girer, tracheal epitelyumun desiliasyonuna ve burada yüksek mukus üretimine neden olur. Kan akımına katılan bakteri tüm vücuda yayılarak kanatlı hayvanı enfekte eder. Kolifomlar ile kontamine tozların inhalasyonu sonucu duyarlı kanatlıların enfeksiyonu görülür. Hastalığın bu formunda septisemiye bağlı olarak pek çok organda generalize enfeksiyonu takiben hava kesesi yangısı gözlemlenir. Hastalığın erken belirtisi bakterinin inhalasyonuna bağlı olarak gelişen hava kesesi yangısıdır. Airsakkulitisi takiben perikarditis (Resim 4a), perihepatitis (Resim 4b) ve septisemi gelişir (Mellata ve ark, 2013). 
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Resim 4.  Koliseptisemi. a. Perikarditis: perikardial hava keselerinde fibrosis ve eksudat b. Yaygın enfeksiyona bağlı perihepatitis (Kunert Filho ve ark, 2015).
Koligranuloma (Hjarre’s hastalığı): Broyler, yumurtacı ve hindileri etkileyen sistemik kolibasillozisin nadir görülen bir formudur. Nadir görülmekle birlikte, kanatlıları etkilediği zaman mortalite %75’e kadar çıkabilir. Hastalık karaciğer, duodenum, sekum, bağırsak gibi iç organlarda granülomların görülmesi ile karekterizedir  (Resim 5). Koligranülomadaki karekteristik lezyonlar löykoza benzemektedir (Nolan ve ark, 2013). 
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Resim 5.  Hjarre hastalığında sekal ve mezenterik granülomlar (Kunert Filho ve ark, 2015).
2.1.5. Kolibasillozisin Epidemiyolojisi

Kanatlılarda E. coli’nin en önemli kaynağı hayvanların sindirim kanalıdır. Bağırsakta bulunan E. coli’lerin %10-15’inin potansiyel olarak patojenik serotiplere ait serotipler oldukları belirlenmiştir. E. coli tozlar aracılığı ile çok kolayca taşınabilir (Oyetunde ve ark, 1978). Bu bakteriler gıda ve içme suyunda da bulunabilir. Ayrıca E.coli etkenlerinin dışkılarda fazla oranda bulunması nedeniyle oluşan yumurta bulaşmalarında, mikroorganizmanın kuluçkalanma esnasında fazla miktarda üremesine ve dolayısıyla çıkımdan sonraki ilk dönemde ölümler şekillenebilmektedir. Eğer kuluçkada özellikle de çıkım makinesinde kontaminasyonlar oluşmuşsa, ölüm düzeyleri artmaktadır (Jordan ve Pattisson, 1996).

Kanatlılarda ve diğer hayvanlarda patojen E. coli’lerin pek çok özelliği ortaktır. Bu nedenle kanatlı suşları antibiyotik direnci ve virülens özelliklerini kodlayan genler ve plazmidlerin bir kaynağı olabilirler (Lafont ve ark, 1987). Benzer antibiyotik direnç durumları bu kanatlı hayvanlar ile çalışan insanlardan izole edilen E. coli’lerde görülmekle birlikte, kimi olgularda spesifik suşlar, kanatlı hayvanlar ve işçiler arasında ortaktır. Bu bulgular dirençli organizmalar ya da plazmidlerin kanatlılardan insanlara geçişinin yaygın olduğunu göstermektedir (Van den Bogaard ve ark, 2001). 

2.1.6. APEC’nin Virulens Faktörleri

E. coli suşlarının enfeksiyon yeteneği, bakterinin konakçıda adezyon ve çoğalmasına imkan veren spesifik genler tarafından kodlanan virülans faktörleri tarafından kolaylaştırılmaktadır. Bu nedenle, patojenik ve nonopatojenik (AFEC, avian fekal E. coli) izolatları ayırt etmek önemlidir. Yapılan çalışmalarda en az 5 virülans faktörüne sahip izolatlar patojenik (APEC) olarak ve 5'ten az virülans faktörüne sahip izolatlar fekal olarak (AFEC) sınıflandırılmıştır (Johnson ve ark, 2008).  

Ekstraintestinal E. coli’lerde saptanmış olan virülens faktörlerinin bir kısmı kanatlılardan izole edilen E. coli izolatlarında da bildirilmiştir. APEC izolatlarının sahip olduğu en önemli virülens faktörleri arasında adezinler (fimbrialar, afimbrial adezinler, hemaglutininler), aerobaktin demir elde etme sistemi, serumun bakterisidal etkilerine karşı dirençlilik, toksinler, invazinler, hemolizin, hareketlilik, kapsüler antijen, kolisin V plazmidi, kongo red ile boyanma ve asit toleransı bildirilmektedir.

Adezinler: E. coli enfeksiyonunun oluşturulması için bakteriler tarafından epitelyum dokusuna yapışma önemli bir adımdır ve hem komensal hem de patojenik suşların bir özelliğidir (Amabile de Campos ve ark, 2005). Bu bakteriyel bağlanmaya ve bakterinin konak epitelyum dokularına yakın temasta kalmasını sağlar. Piluslu ve ve pilus olmaksızın gerçekleşen adezyonlar APEC'in iki önemli adezyon özelliğini içerir. Fimbraie tip1 (F1) ve P-pilus, piluslu yapışmaların ısıya duyarlı hemaglutinin (tsh) ve curli fimbrialar ise pilus içermeyen yapışmaları oluşturur (Lynne ve ark, 2007). Piyelonefrit ile ilişkili pilus (pap), internal organlara yapışır ve enfeksiyonun sonraki aşamalarında ortaya çıkar ve sıcaklığa duyarlı hemaglutinin (tsh) geni hava keselerine kolonizasyonda rol oynar (Ewers ve ark, 2004).

Demir Kazanımı: APEC’lerin demir eksikliği bulunan ortamlarında hayatta kalmalarını sağlayan hem ve siderofor sistemleri demir kazanım sistemleridir. Hem sistemi, demirin doğrudan alınmasını sağlarken, siderofor sistemi, dolaylı demir alımında rol oynar (Gao ve ark, 2012). ExPEC suşları arasında, salmochelinlerin biyosentezi ve taşınması patojenite adaları (PAI) ile ColV veya ColBM virülans plazmidleri üzerinde yer alan genler tarafından gerçekleştirilmektedir (Fischbach ve ark, 2006).
Serum Direnci: APEC suşları, komplemente karşı bakteriyel direnç ile ilişkilidir. Buna lipopolisakkarit (LPS), kapsül, colV kolisin ve dış zar proteinleri gibi bakteriyel yüzey yapılarının aracılık ettiği bilinmektedir. Bu yapıların bazıları, memeli E. coli izolatlarında da bulunmuştur. Bu durum hem kanatlı hem de memeli E. coli suşlanın benzer serum direnç mekanizmalarına sahip olabileceğini düşündürmüştür. Mellata ve ark (2013), serum direncinin APEC suşları tarafından patojenezde kullanılan mekanizmalardan biri olduğunu bildirmiştir. Serum direncinde rol oynayan genler arasında serum sağkalımını arttırır (iss), kolisin-V operonunun yapısal genleri (cvi/cva), dış zar proteini (ompA) ve transfer proteini (traT) bulunur (Ideses ve ark, 2005).

Toksinler: APEC ile ilişkili iki toksin geni vakumlu ototransporter toksin (vat) geni ve ısıya dayanıklı enteroagregatif toksin (astA) geni araştırmada sıklıkla incelenmektedir. vat geni, APEC suşları tarafından eksprese edilen bir vakumlama toksinini kodlar. APEC suşları tarafından sergilenen bir patojenite adasına aittir. Urosepsis ilişkili virülans faktöründe oldukça korunmuş ve sıkı bir şekilde düzenlenmiştir (Nichols ve ark, 2016). astA geni, enteroaggregatif E. coli (EAEC) suşları tarafından üretilen ısıya dayanıklı bir toksin genidir. Aynı zamanda diarrheagenic E. coli'nin diğer sınıflarında de bulunur ve diğer enteropatojenlerin patogenezinde iyi bir rol oynamaktadır. İlk önce bir çocuğun dışkısında tespit edilmiştir ve insanlarda ishali tetiklediği gösterilmiştir, ancak domuz yavruları ve buzağılarla da ilişkilidir (Ménard ve Dubreuil, 2002).

Invazinler: APEC'in patogenezinde yer alan iki hayati istila, ibeA (beyin epitelyumunun istilası) geni ve gimB (yeni doğmuş menenjitle ilişkili genetik ada) genidir. ibeA geni hem APEC hem de yeni doğan menenjitine neden olan E. coli'lerin patogenezinde yer alır ve genomik ada gimA'da bulunur (Cortes ve ark, 2008). 

Hemolizin: E. coli’ler alfa ve beta hemolizin sentezler. Alfa-hemolizin konak hücre proteinlerini hasara uğratır. İnsanlar ve memeli hayvanlarda ekstraintestinal enfeksiyonlara neden olan E. coli’lerin patogenezisinde hemolizin’in eritrositleri parçalayarak etkenlerin demir ihtiyacını sağlamasında önemli bir virülens özelliği olduğu düşünülmektedir (Orskov ve Orskov, 1985).

Hareket: Nadir olarak hareketsiz suşlar izole edilmesine rağmen çoğu APEC suşunun peritrik flagellaları sayesinde hareketli oldukları belirlenmiştir. Flagellasız bir APEC mutantının kullanıldığı çalışmalarda tavuk bağırsak ve trake hücrelerine bu suşun bağlanmasında azalma olduğu belirlenmişlerdir. Bu nedenle flagellanın mukus tabakasını geçerek adezyonun oluşmasında bir özellik olduğunu ve ayrıca kolonizasyon ve invazyon açısından önemli olduğu da tespit edilmiştir (La Ragione ve ark, 2000).

 Kapsüler Antijen: K1 kapsül antijeninin varlığı APEC izolatlarında belirlenmiş ve etkenlerin enfeksiyon yapma yeteneği açısından önemli bir virülens faktörü olduğu gösterilmiştir (Bree ve ark, 1989).

Kolisin V plazmid: Çoğu APEC izolatının kolisin V geni (ColV) taşıyan plazmidlere sahip oldukları belirlenmiştir. Aerobaktin demir elde etme sistemini kodlayan genlerin de tamamının bu plasmidlerde yerleşik olduğu gösterilmiştir (La Ragione ve Woodward, 2002).

Kongo red ile boyanma: Çoğu virülent kanatlı E. coli izolatları, Kongo Red ile boyanma özelliğindedir. Bu ilişki kesin olmasa da eğer izolatlar Kongo Red ile boyanıyorsa invazif oldukları düşünülmektedir (Berkhoff ve Vinal, 1986).

Asit Toleransı: APEC izolatlarının in-vitro testlerde kanatlı hayvanlar için patojen olmayan E. coli’lere nazaran aside karşı dirençli oldukları gösterilmiştir. Bu özelliğin APEC’lerin kanatlıların asidik sindirim sisteminde hayatta kalabilmesine yardımcı olduğu düşünülmektedir (La Ragione ve Woodward, 2002).

2.1.7. Kolibasillozisde Semptomlar ve Nekropsi Bulguları

Tipik semptom görülmemektedir. Durgunluk, iştahsızlık ve tüylerde kabarma gözlenebilir. Akut formlar genellikle septisemi ile seyretmektedir ve mortalite artışı gözlenir. Artritis formunda topallık ve şişmiş ağrılı sıcak eklemler dikkat çeker. E. coli'nin neden olduğu semptomlar, morbidite ve mortalite hastalığın ortaya çıkışı hayvanların yaşlarına göre değişmekte, solunum sistemi üzerine etkili olanlar çoğunlukla genç yaştaki hayvanlarda semptom oluşturmaktadırlar. Morbidite %50 iken, mortalite %5-10'a kadar ulaşabilmektedir (Nolan ve ark, 2013).

Nekropside karaciğer ve dalağın yeşilimsi renkte ve büyümüş olması dikkat çekicidir. Bazen karaciğer, bağırsak ve mezenteryumda bağırsaklar ve karaciğerde çeşitli büyüklükte tüberküloz lezyonlarına benzer, lökoz ve marek ile karışabilen tümöral oluşumların geliştiği görülmektedir. Hayvanların büyük bir çoğunluğunda bağırsaklarda enterit tablosu ve yeşilimsi ishal dikkat çekmekte, bağırsakların kalınlaştığı ve ödemli olduğu görülmektedir. Kötü bakım, besleme ve stres faktörlerinin fazla olmasıyla daha da şiddetli seyredebilir. Hastalığın nekrotik enteritis, salmonellozis, koksidiozis enfeksiyonlarıyla benzer yönleri olduğundan ayırıcı tanının dikkatli yapılması gerekmektedir (Nolan ve ark, 2013).

2.1.8. Kolibasillozisde Teşhis

İntestinal patojenik Gram negatif bakterilerin üretilmesinde kullanılan besi yeri Eosin–Methylene Blue agar (EMB)’dır.  Bu besiyerinde eosin Y ve methylene blue boyaları laktoz veya sakkarozun fermentasyonunu göstermek için kullanılan indikatörlerdir. Bakteri laktozu fermente eder. Methylene blue Gram pozitif bakterilerin üremesini inhibe eder. Bazı enterobakteriler veya koliformlar sakkarozu laktozdan daha hızlı fermente edebilir. E. coli kolonileri genellikle laktozun hızlı fermentasyonuna bağlı olarak ortası koyu renkli metalik yeşil refle vermektedir, Salmonella gibi diğer enterobakteriler laktoz veya sakkarozu fermente etmediklerinden renksiz koloniler oluşturmaktadırlar. MacConkey (MAC) agar da özellikle Gram pozitif bakterilerin üremesini inhibe eden diğer bir besiyeridir. İçerisinde kristal viyole ve safra tuzları bulunmaktadır. MAC’da üreyen laktozu fermente eden bakteriler pembe-kırmızı renkli koloniler oluştururlar. Laktozun fermentasyonu sonucu asit üretilir ve bu kolonilerin renkli olmasını sağlar. Eğer MAC’da üreyen koloniler açık pembe ise bakteri laktozu fermente edebiliyordur (Mossel ve ark, 1962).

E. coli’yi identifiye etmenin bir başka yolu da onu diğer patojenlerden ayıran biyokimyasal özellikleridir. En önemli biyokimyasal özelliklerinden birisi şekerlerin (glikoz, maltoz, mannoz, mannitol, ksiloz, gliserol, rhamnoz, arabinoz, sorbitol) fermentasyonundan sonra asit ve gaz üretimidir. Hareket, lizin ve indol üretimi, Metil Red pozitifdir. Oksidaz, Voges–Proskauer testi, sitrat kullanımı, üre hidrolizi, jelatinin erimesi, H2S üretimi negatifdir. E. coli’nin en temel özelliği glikozun fermentasyonu sonucu asit ve gaz üretmesidir. Laktozun glikoz ve galaktoza ayrışması galaktosidaz enziminin varlığına bağlıdır. Bu enzim E. coli’nin Salmonella spp. ve Shigella spp.’den ayrımında kullanılır (Nolan ve ark, 2013).

E. coli’ler patojenik özelliğe sahip çok sayıda serogruba sahiptir ve antijenik özelliklerine göre sınıflandırılmaktadır. Günümüzde E. coli’yi sınıflandırmak için somatik antijen (O), flagellar antijen (H) ve kapsüler antijen (K) yüzey antijenlerine göre serogruplara ayrılmış modifiye Kauffman şeması kullanılmaktadır. E. coli’nin O:H:K antijenlerine göre 150-200 arasında serotipinin olduğu bilinmektedir. Kolibasiloz ile ilişkili en yaygın serogruplar O1, O2 ve O78'dir ve bunların prevalansı çiftlik ve ülkeler arasında değişmektedir (Hancock ve ark, 2008). Bununla birlikte, serogruplar suşların virülansını yansıtmaz ve bu nedenle serotipleme yararlı bir tanı aracı olarak kullanılamaz (Ewers ve ark, 2004).

E. coli, büyük çeşitlilik gösteren kommensal ve patojenik suşlardan oluşur ve bu mikroorganizmaların gen kümelerinin kombinasyonu ile filogenetik gruplarda sınıflandırılması E. coli patogenezini ve onların konakları ile olan ilişkilerinin anlaşılması açısından önemlidir (Croxen ve ark, 2013). E. coli genomik yapısının anlaşılması, farklı filogruplara ait suşların, izolasyon kaynağı ile ilişkili olabileceğini göstermiştir (Clerment ve ark, 2013).  2000 yılının başlarından bu yana (Clerment ve ark, 2000), PZR kullanılarak filogenetik tipleme, basitliği ve hızı nedeniyle yaygın bir şekilde kullanılmaya başlanmış, bu da virülent suşların (B2 veya D) ve kommensal soyların (A ve B1) ayrılmasına olanak sağlamıştır. Bu yöntem 2013 yılında geliştirilmiş olan PZR kullanılarak yapılan filogenetik tiplendirme ile yedi phylogroup (A, B1, B2, C, D, E ve F) ayırd edilmiştir. Filogenetik karakterizasyon E. coli popülasyonunun suşlar ve hastalık arasındaki ilişkisinin anlaşılması açısından önemli bir araçtır (Clerment ve ark, 2013; Mellata ve ark, 2013).

2.1.9. Kolibasillozis’de Kullanılan Antibiyotikler ve Gelişen Antibiyotik Direnci
ExPEC’ler ile ilgili bir diğer önemli sorun tedavi amacı ile antimikrobiyal ilaçların kullanılmasıdır. Hayvansal üretimde antibiyotiklerin sıklıkla ve gelişigüzel kullanılmaları pek çok ilaca karşı ciddi antibiyotik direnç gelişimine sebep olmaktadır. Bu gerçek, insan ve hayvan sağlığı ile ilgili büyük endişelere yol açmaktadır (Mulvey ve ark, 2009). Sefalosporinler, kinolonlar, tetrasiklinler ve trimethoprim-sulfamethoksazole kanatlı çiftliklerinde en çok kullanılan antibiyotiklerdir dolayısı ile ExPEC suşlarında en çok bu ilaçlara karşı direnç gelişimi görülmektedir (Pitout, 2012). Antibiyotiklere karşı direnç gelişimi yıllardır bildirilmektedir. Çünkü hayvan dışkısı çiftliklerde gübre olarak kullanılabilmekte ve bu durum da çevresel E. coli’lerde antibiyotik direnci gelişmesine katkı sağlamaktadır (Diarra ve ark, 2009). 

Tüm hayvancılık sektöründe sığır, domuz, koyun, keçi ve kümes hayvanlarının tüm üretim aşamalarında antibiyotikler kullanılmaktadır. Hayvansal üretiminde kullanılan bu antibiyotikler terapötik, profilaktik ve büyüme hızlandırıcılar gibi farklı kullanım alanlarına da sahiptir. Ama kontrolsüz antibiyotik kullanımı hem insan hem hayvan sağlığı için sorunlara neden olabilir. İnsan sağlığı açısından bu riskleri nedeniyle, antibiyotik kullanımını 2000 yılında AB ülkeleri büyümeyi destekleyici kullanımı için sınırlarlandırırken, 2006 yılında tamamen büyümeyi destekleyici olarak kullanımını yasaklamışlardır. Türkiye'de de aynı tarihten itibaren büyüme faktörü olarak kullanımı yasaklanmıştır. Avrupa Birliği tarafından kabul edilen bu tedbir ticari kanatlı endüstrisi üzerinde büyük etki yaratmıştır çünkü böylece kolibasillozis etkeni E. coli ve nekrotik enteritis etkeni Clostridium perfringens gibi mikroorganizmaların sayısı artmıştır. Kanatlı üretiminde ekonomik kayıplar bağırsak sağlığı bozulmuş kanatlıların kötüleşen sağlığı nedeniyle halen yüksektir. Avrupa Birliği tarafından yapılan bu uygulama, hayvanlardan izole edilen mikroorganizmalarda bakteriyel dirence karşı etkili olmuş ve hayvansal izolatlarda antibiyotik direnci azalmıştır. Ama bu olumlu durumun insanlarda antibiyotik direnci üzerine etkisi beklenildiği kadar olmamıştır. Bazı araştırmacılar çiğ veya az pişmiş et yeme alışkanlığının hala canlı etkenlerin yayılmasını ve direnicin aktarılmasına katkıda bulunabileceğini bildirmektedir. 

Ticari kanatlı endüstrisinde kullanılan başlıca antibiyotikler laktam (penisilinler, amoksisilin, seftiofur), aminoglikozid (streptomisin, gentamisin, neomisin, spektinomisin); makrolid (eritromisin, tilosin, spiramisin, kitasamicina, tilmicosin); linkozamit (lincomisin); pleuromutilin (tiamulin, kloramfenikol, florfenikol); tetrasiklin (tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin); folat inhibitörleri (sülfonamidler, trimetoprim); polimiksin B; kinolon (oksolinik asit, nalidiksik asit); florokinolonlardır (flumequine, enrofloxacin, difloxacin). Antimikrobiyaller hep kolibasilloz salgınlarını tedavi etmek için kullanılır olmuştur, ancak kullanılabilirlik, etkili ilaçlar ve yeni ilaçların eksikliği nedeniyle düşmüştür. Antimikrobiyal ilaç kullanmadan önce, hastalığa neden olan suş izole edililip suş duyarlılık testi yapılmalıdır. Bu yöntemin tedavi etkisiz antibiyotikler kullanımını engelleyerek gereksiz direnç oluşumunun önlemesine katkısı bulunmaktadır (Kunert Filho ve ark, 2015).

Tetrasiklinler, florokinolonlar ve sulfonamidler broyler sürülerinde E. coli enfeksiyonlarının tedavisinde en çok kullanılan antibiyotiklerdir. Bu nedenle en çok bu antibiyotiklere karşı direnç gözlemlenmişir. Çin’de 10 farklı çiftlikten izole edilen 71 E. coli izolatının %80’inden fazlasında florokinolonlar, nalidixic asid, tetrasiklinler karşı direnç görülmüştür (Yang ve ark, 2004). Bununla birlikte Brezilya’da sellülitis vakalarından izole edilmiş olan APEC’lerin 15 antibiyotiğe karşı duyarlılıkları incelenmiş, izolatların %30’undan azında kullanılan antibiyotiklere karşı direnç bulunduğu tespit edilmiştir. Aynı çalışmada en yüksek direnç tetrasikline ve sulfonamidlere karşı sırası ile %70 ve %60 oranlarında belirlenmiştir (Barbieri ve ark, 2013). Brezilya’da yapılan başka bir çalışmada ise çevresel kaynaklardan izole edilen 109 E. coli’nin 14 antibiyotiğin en az birine karşı duyarlılıklarının incelenmesi sonucunda izolatlarda %9-78 gibi değişen oranlarda direnç belirlenmiştir. En yüksek direnç kinolon ve tetrasiklinlere karşı %75 gibi yüksek oranlarda görülürken, çoğu izolat amphenicollere karşı %68.8 oranında duyarlı bulunmuştur (Carvalho ve ark, 2015). Yurdumuzda 2018 yılında yapılan bir çalışmada 150 E. coli izolatının %73.3’ü amoksisilin/ampisiline, %68.7’si tetrasikline,   %63.4’ü enrofloksasine, %60.7’si trimethoprime/Sulfamethoksazol, %58.0’i siprofloksasine, %50.0’si neomisine, %39.3’ü gentamisine,    %30.7’si  florfenikole, %28.7’si  doksisikline, % 18.0’i gentamisine, %15.3’ü   kolistine dirençli olduğu bildirilirken;  izolatların %66.7 (100 izolat)’ü çoklu dirençli olması dikkat çekici idi (Ocak ve ark, 2018).  

2.2. Antibiyotik Direncinin Moleküler Genetiği

Hem hayvanlar hem de insanlar için bakterilerin neden olduğu çok çeşitli bulaşıcı hastalıkların tedavisinde kullanılan antibiyotikler mikroorganizmaları öldüren veya büyümelerini engelleyen bileşikler olarak bilinmekle birlikte 20. yüzyılda tıp ve insanlığa en büyük katkılardan biri olarak kabul edilmiştir. Penisilinin keşfedilmesiyle antibiyotikler kullanılmaya başlanmış ve tıpta yıllarca önemli bir yere sahip olmuştur Bununla birlikte, son zamanlarda, hem beşeri hem de veterinerlik alanında bakteriyel hastalıkların tedavisinde mevcut antibiyotiklerin kötüye kullanımı, mikroplarda antibiyotik direncinin artmasına yol açmakta ve bu durum bakteriyel enfeksiyonun gelecekteki tedavisi için bir ikilem oluşturduğundan, antimikrobiyal direncin, şu anda en çok dikkat çeken konulardan biri olduğu düşünülmektedir. Yapılan çalışmalarda antibiyotik direncinin geniş çapta çeşitli mikroorganizmalara yayıldığı ve genişlediğini bildirilmiş, bu da sonuç olarak bakteriyel aracılı hastalıklarda artan sayıda klinik başarısızlığa neden olacağı ve bu durumun da küresel halk sağlığı açısından önemli olduğu rapor edilmektedir (Hussein ve ark, 2009; Xu ve ark, 2011a).

Antibiyotiklere dirençli bakterilerin sayısının hızla artması, kullanılmakta olduğumuz antibiyotiklerin yakın zamanda etkisiz kalması anlamına gelmektedir. Özellikle son zamanlarda patojen bakterilerde antibiyotik dirençli olanlarının sayısının çok yüksek olması bakterilerin geliştirdiği direnç mekanizmalarının çok iyi anlaşılmasını gerektirmekte ve yeni antimikrobiyal ajanların bulunmasını zorunlu hale getirmektedir.

Antibiyotik olarak kullanılan maddeler, kendilerine direnç geliştirme yeteneği olan bakteri toplulukları üzerinde kuvvetli seçici bir baskı uygulamaktadır. Bir mikroorganizmanın hayatta kalabilmesi, bulunduğu ortamlarda çevresel şartlardaki değişikliklere adapte olabilme kapasitesine bağlıdır. Mikrobiyal evrimin olabilmesi için, genetik değişim şarttır. Antimikrobiyal direncin ortaya çıkması ve yaygınlığından nokta mutasyonları, büyük bir DNA segmentinin yeniden düzenlenmesi, yabancı bir DNA segmentinin kazanılması gibi bir dizi direnç mekanizması sorumludur. 
Nokta mutasyonları:  Nokta mutasyonları bakteri topluluklarında genetik değişkenlik mekanizmalardan en önemlilerinden birisi olup; küçük evrimsel değişiklik olarak da tanımlanmakta ve bir nükleotid baz çiftinde meydana gelebilmektedir. Bu mutasyonlar antimikrobiyal ajanın aktivitesini engelleyecek hedef bağlanma yerlerini değiştirebilir ve bu tür mekanizmalar, düşük bir sıklıkta genetik mutasyonla sağlanmaktadır. Örneğin beta laktamaz genlerinin (TEM-1, SHV-1) kritik bölgelerinde oluşan nokta mutasyonları geniş spektrumlu yeni beta laktamazların gelişimine katkı sağlamış olabilir (Medeiros, 1997). 

Büyük bir DNA segmentinin yeniden düzenlenmesi: Transpozonlar veya insersiyon dizilimleri olarak bilinen spesifik genetik elementler aracılığı ile gerçekleştirilmektedirler (Gold ve Moellering, 1996).

Yabancı bir DNA segmentinin kazanılması: Direnç genlerinin vertikal transfer veya horizontal aktarım yoluyla edinimi, antimikrobiyal direncin geniş dağılımı ve yayılımı için önemli bir katkı olarak kabul edilmiştir. Bu mekanizma, plazmid, bakteriofaj veya transpoze edilebilir genetik elementler gibi ekstrakromozomal mobil genetik elementler aracılığı ile gerçekleşen yabancı bir DNA segmentinin kazanılmasıdır. Antibiyotik direnç (R) geni bir kez geliştikten sonra bu direnç transformasyon, transduksiyon, konjugasyon veya transpozisyon ile bakteriler arasında yayılır (Lupski, 1987).

Antibiyotik direncinin gelişimi transpozon ve konjugatif plazmidler gibi birçok doğal hareketli elemanın keşfine neden olmuştur. Antibiyotik direncinin moleküler genetiğinin gelişmesinde plazmidlerin,    yer değiştirebilen genetik elementlerin (insersiyon sekansları, transpozonlar, mutator fajlar, integronlar, gen kasetleri) roller vardır (Srivastava, 2013).

2.2.1. Plazmidler

Plazmidler antibiyotik direncinin moleküler genetiğinin gelişmesinde önemli rolleri olan yapılardır. Genel olarak, kendi kendilerine ve bağımsız olarak çoğalabilen, 4-400 kilobazlık sirküler yapıya sahip, çift sarmallı DNA içeren ekstrakromozomal yapılardır. Bir plazmid konakçı bakteri içinde sürekliliğini sağlayacak genlere ve bir replikasyon orijinine sahip olmalıdır (Thompson, 1986).

Antibiyotik direncinin hızla yayılmasına yol açabilen plazmidler bunu birkaç şekilde (bir mikroorganizmanın tek bir klonunun mutasyon geçirmesi veya bir plazmidi kazanması) sağlayabilir. Meydana gelen bu dirençli mikroorganizma belirli yerlere özellikle iyi adapte olabilmesini sağlayan genlere sahiptir ve böylece yayılabilme yeteneğine sahip olmuş olur. Plazmidlerdeki direnç genleri transpozonlar, integronlar, gen kasetleri gibi küçük mobil genetik elementler içine yerleşebilir ve bazen direnç topluluğundaki diğer direnç genleri ile bağlantılı kromozomlara ya da plazmidlere geçebilirler. Böylece ilişkisiz pek çok ilaca karşı eş zamanlı çoklu ilaç direci gelişebilir (Courvalin, 1994). 

2.2.2. Yer  Değiştirebilen  Genetik  Elementler

Bu elementler bir kromozomdan diğerine, aynı kromozom üzerinde bir bölgeden başka bir yere, kromozom ile plazmid veya iki plazmid arasında yer değiştirebilen, kendinin transferini sağlayabilen küçük, lineer ve çift iplikçikli DNA sekanslarıdır.

Yer değiştirebilen genetik elementlere prokaryotik ve ökaryotik organizmalarda fazlaca rastlanmaktadır. Yer değiştirebilen genetik elementler, ilk defa, 1940 yılında Barbara McClintock tarafından mısır bitkisi genetiği üzerinde yaptığı çalışmalar sırasında saptanmıştır. Sonradan, bakteri, maya, diğer bazı ökaryotiklerde de varlığı bildirilmiştir. Bakterilerin yeni karakterler kazanmasında ve yeni mutasyonların oluşmasında etkinlikleri fazla olan transposable elementler başlıca 4 grup altında toplanmaktadırlar (Arda, 2011).

2.2.2.1. İnsersiyon sekansları 

İnsersiyon sekansları  ya da IS elementler yaklaşık 750-1500 bp uzunlukta ve transpozonlardan daha basit bir yapı karakteri göstermektedirler. Elementlerin türlerine göre değişmek üzere, iki ucunda 10-40 bp kadar olan ve tersine tekrarlanan sekanslar  bulunmaktadır. IS elementlerinin iki ucunda lokalize olan tersine tekrarların arasında, bu elementlerin DNA üzerinde yer değiştirmesinde rolü olan ve elementlerin sınırlarını iyi belirleyen transpozisyon enzimini kodlayan transpozas geni bulunur (Şekil 1) (Arda, 2011).
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Şekil 1. Bir IS elementinin yapısı (Arda, 2011).
E. coli kromozomunda ve plazmidlerinde değişik yerlere lokalize olmuş birçok IS elementlerine rastlanmıştır. Bunlar bakteride, olumlu veya olumsuz sonuçlar oluşturan değişikliklere yol açmaktadırlar. Özellikle, IS elementleri arasında rekombinasyonların meydana gelmesi ve bir plazmiddeki IS elementinin kromozom veya diğer bir plazmide transfer olması böyle değişiklikleri daha da arttırmaktadır. IS elementleri, transpozonların iki ucunda da bulunabilirler. IS elementlerine plazmidlerde de fazlaca rastlanılmaktadır (Arda, 2011).

2.2.2.2. Transpozonlar (Tn)

Transpozonlar, IS elementlerine oranla, daha büyük ve komplike bir özellik gösterirler. Yapılarında, transpozas geninden ayrı olarak özel marker genleri (antibiyotiklere, kemoterapötiklere, metallere dirençlilik, vs) taşırlar. Transpozonların yapısı, temel karakterleri bakımından, IS elementlerine benzerlik gösterir. Transpozonlar iki ucunda tersine tekrar (IR), bunları dıştan çevreleyen direkt tekrar (DR) ve ortada da transpozas geni ayrıca başka diğer özel marker genleri de bulunmaktadır (Şekil 2) (Arda, 2011).
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Şekil 2. Bir transpozonun yapısı (Arda, 2011).
    Eğer transpozonların iki ucunda IS elementi bulunuyorsa bunlara genel olarak kompozit transpozonlar adı verilir. Eğer, iki uçta, IR ve DR sekansları varsa bunlara veya Tn3 benzeri transpozonlar denilmektedir.

    Transpozonlar üzerinde bulunduğu genomda yeni rekombinasyonlar için hareketli hedef bölgeler oluştururlar. Böylece, aynı veya ayrı yerlerde, biri bakteride ve diğeri de plazmidde, veya iki ayrı uygun hedef bölgeler arasında, karşılıklı rekombinasyonlar için uygun bölgeler sağlandığı gibi yer değiştirme olanağı da meydana getirilir. Plazmidlerde bulunan transpozonlar, plazmidin kromozomla da birleşmesine neden olabilmektedirler.

Transpozonlar, aynı zamanda plazmidle konakçı kromozomu arasında da hareket ettiklerinden, tek veya çoğul direnç genlerini de birbirlerine aktarabilirler. Böylece, direnç genlerinin yayılmasına neden olurlar.

Transpozonlar, çoğu antibiyotiklere ve kimyasal maddelere karşı dirençlilik genleri taşıdıklarından bir plazmid veya kromozomda bulunan transpozonlar mikroorganizmalara tek veya multiple dirençlilik kazandırırlar.

IS elementleri ve transpozonlar:

*birer replikon değildirler. Yani, bakteri içinde bağımsız olarak replike olamazlar. Çünkü, replikasyon orijini sekanslarına sahip değildirler. Bakteri ve plazmid DNA'sı dışında da bir etkinlikleri yoktur. 

*genom üzerinde veya plazmidlerde devamlı yer değiştirdiklerinden mutasyonlara da neden olmaktadırlar (Arda, 2011).

2.2.2.3. Mu fajı 

Bir transpozon gibi bakterinin kromozomu üzerinde yer değiştirebilir ve çeşitli yerlere girebilen bu faj bir E. coli'ye fajıdır. Böyle durumlarda mutasyonlar meydana gelmektedir. E. coli 'de mutasyon meydana getirmek için kullan bu Mu fajı aynı zamanda  "dev transpozon" olarak da bilinmektedir (Arda, 2011).

2.2.2.4. İntegronlar

Antibiyotik direncinin gelişimi ile beraber transpozon ve konjugatif plazmidler gibi birçok doğal hareketli elemanlar keşfedilmiştir. Bu elemanların karşılaştırılmalı dizi analizleri sonucunda integronların varlığı ortaya çıkarılmıştır. İntegronlar bir veya daha fazla direnç geni ve mobil elementlerdeki direnç genlerini yakalayabilen, belirli bir yerde lokalize olmuş ve bu bölgeye spesifik rekombinasyon sistemleri için bir gen içeren mobil genetik elementlerdir (Stokes ve Hall, 1989). 

Çoğunlukla plazmidler tarafından taşınan veya bir transpozon içinde yer aldığı bilinen integronların (Mazel, 2006), “antibiyotiklere dirençli bakterilerin” ortaya çıkmasına da katkıda bulunduğu düşünülmektedir. Çin, şu anda antibiyotik kullanımının en kötü olduğu bölgelerden biri olarak kabul edilmektedir, hem klinik hem de veterinerlik tedavisi de dahil olmak üzere yıllık antibiyotik reçetesi, kişi başına 140 grama yaklaşmıştır bu miktar kabaca Birleşik Krallık'takilerden 10 kat daha yüksek olduğu tahmin edilmektedir (Xu ve ark, 20011b) .
Stokes ve Hall (1989)’un ilk yayınından bu yana, gen kasetleri için eksizyon (kesip çıkarma) ve entegrasyon (bütünleşme) dahil olmak üzere, integronların moleküler mekanizması ve hareketliliği, takip eden yıllarda araştırılmış ve doğrulanmıştır (Mazel, 2006). Dahası, klinik mikroorganizmalarda ortaya çıkması ve antimikrobiyal dirençte oynadığı rol yaygın olarak çalışılmıştır (Fluit ve Schmitz, 2004; Boucher ve ark, 2007).
İntegronlar; halkasal gen kasetlerini eklenmesi ve kazanılması için bölge spesifik rekombinasyonu kullanma yeteneği ile diğer bütün genetik elementlerden ayrılmaktadır. Bu DNA elemanları antibiyotik direnç genlerinin bölgeye özgül rekombinasyon aracılığı ile bakteri içine entegrasyonunu sağlamaktadır. İntegronların kendi kendilerine hareket etme yetenekleri olmamakla birlikte, bakteriyel genom içerisinde gen kasetlerini transpozon veya plazmidler aracılığı ile aktarabilme yetenekleri bulunmaktadır ve bakteri türleri arasında hızla yayılımlarını artıran plazmid ve transpozonlar üzerinde taşınırlar (Collis ve Hall, 1992). 

İntegronlar, genomun bir bölgesinden başka bir bölgeye kendini transfer edemezer. Bu yüzden; birleşik transpozonlar, plazmidler veya insersiyon dizileri ile bağlantılıdırlar. Bu sayede integronların hareketliliği sağlanmaktadır ve gen kasetleri üzerinde bulunan antibiyotik direnç genlerinin türler arasında ya da tür içinde transferi gerçekleşebilir (Boucher ve ark, 2007). İntegronlar, fonksiyonel genleri içeren gen kasetlerini yakalayabilen ve yapılarına ilave edebilen, hücredeki diğer genlerin ekspresyonunu engellemeden eksprese olabilen bir populasyondaki birçok birey arasında taşınabilen ve bu nedenle de bakterilerin evriminde önemli rol oynayan yapılardır  (Michael ve ark, 2004).

2.2.4.1. Tarihçe
Genlerin farklı kromozomal bölgeler arasında hareket edebileceği ilk kez 1940’lı yıllarda McClintock tarafından gösterilmiş ve yaklaşık 30 yıl sonra bakteride transposal elementlerin keşfi ile hareketli genetik elemanların varlığı bilim adamları tarafından bildirilmiştir (Arda, 2011).

2.2.4.2. Yapısı

İntegronlar, bir integraz geni tarafından kodlanan, gen kasetleri (att) ve gen kasetleri için bir entegrasyon bölgesinden oluşan genetik elemanlardır.  İntegraz, gen kasetlerini integron içine eksize eder ve birleştirir, ancak integronların kendileri mobil değildir. İki integron grubu bilinmektedir: direnç integronları ve super integronlar. 

İntegronlar plazmid veya transpozonun bir parçası olabilir. Bir integronun gerekli bileşenleri yere spesifik rekombinasyon için gerekli enzimleri kodlayan 5’korunmuş zincirde bir integron geni, bitişiğinde gen kasetleri için reseptör yeri ve gen kasetlerinin ekspresyonu için uygunca yönlendirilmiş bir promotordan oluşur. İntegronlar, her ikisi de 5’-korunmuş bölgede lokalize olan iki spesifik bölge içermektedir. Bunlar integraz geni (intI) ve attI bölgesidir. Bu iki element integrona, bölge spesifik rekombinasyonu katalizleyen intI geni tarafından gen kasetlerinin eklenmesine ve çıkarılmasına olanak tanır (Collis ve ark, 1998).  

Bir integron genellikle bir integraz geninin ve bir proksimal primer rekombinasyon bölgesinin (attI) varlığıyla tanımlanır (Şekil 3) (Partridge ve ark, 2009; Xu, 2011a). IntI integrazlarının amino asit dizileri integronları sınıflara bölmek için kullanılmıştır. intI1 taşıyanlar "sınıf 1", intI2 taşıyanlar "sınıf 2", intI3 taşıyanlar "sınıf 3" olarak isimlendirilmişlerdir.  intI1, intI2 ve intI3 ilk olarak mobil genetik elementler ile birlikte ve intI4 ve diğerleri de kromozomal integronlar ile ilişkili olarak tanımlanmıştır. attI ve / veya attC bölgeleri arasındaki IntI katalizeli rekombinasyon, kasetlerin araya girmesi veya çıkarılması ile sonuçlanır. 

İntegraz üç tip rekombinasyon bölgesini tanır: attI1, attC ve ikincil bölgeler. Bir integronun yapısında:

intI geni: Tirozin bölge spesifik rekombinazların bir üyesi olan bir integrazı kodlar. intI, birincil rekombinasyon bölgesi “attI” ve ikincil hedef “attC” arasında rekombinasyona aracılık eder.

attI bölgesi: İntegrona katılan genler için rekombinasyon bölgesi veya birleştirme bölgesi olarak görev almaktadır (Recchia ve Hall, 1995). 
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Şekil 3. attI1 bölgesinin yapısı: attI1 bölgesininın temel kısmı basit bölge, güçlü bağlanma bölgesi ve araya giren dizi tarafından oluşturulur (Deng ve ark, 2015b).
attC bölgesi: Tekli açık okuma kalıpları veya gen kasetleri ile bağlantılı olduğu bulunmuştur. attC bölgesi genellikle, gen entegrasyonlarında gözlenmesi gerekmeyen, gen kasetleri olarak adlandırılan bir yapıdaki tek bir ORF ile ilişkilidir, ancak bir kez integronun parçası haline gelirler (Şekil 4) (Hall ve ark, 1999).
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of ORF-11 or a change in distance to the aac(6’)-1b7
sequence had a less dramatic effect. So, the
translation of TIR-deficient gene cassettes may
benefit substantially from the presence of the TIR
of ORF-11 [117].

INTEGRASE

The integrases of integrons belonging to classes 1—
3 are named IntI1-3, but the naming of integrases
after Intl4 is confusing. The designations IntI5
and Intl6 were used for different integrases
[67,68,71,73]. The naming system used by Rowe-
Magnus circumvents this problem. Intl4 is now
called VchIntIA, whereas, for example, the integ-
rase of V. metschnikovii is called VmelntIA [68].
Integron integrases belong to the tyrosine
recombination family. This family of enzymes is
characterised by the presence of invariant RHRY
amino-acids in the conserved motifs called box 1
and box 2. In addition, three other motifs, poss-
ibly involved in secondary structure, were iden-
tified and ralled natchec T_TIT 1101 while a lvcine

@ httpsy//acels-cdn.com/S1198743X14626173/1-52.0-51198743X14626173-main.pdf?_tid=6ab105b3-ac2b-41dd-9afa-147ee10d73968acdnat=...

Fig. 3. Schematic presentation of the affI1 site. The essen-
tial part of the atfll site is formed by the simple site, the
strong binding site and the intervening sequence. For
details see Hall ef al. [123].
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LH consensus

LH simple site RH simple site
Fig. 4. Schematic presentation of an atfC site. The vertical
arrow indicates the recombination point. The core site
sequences of the simple sites are boxed. For details see text
and Hall ef al. [123].

are part of the LH consensus sequence, which is
more or less equivalent to the LH simple site
(Fig. 4) [122,123]. For the secondary sites, a con-
sensus sequence Ga/tT has been defined [123].
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Şekil 4. attC bölgesinin yapısı. Dikey ok rekombinasyon noktasını gösterir (Deng ve ark, 2015b).
2.2.4.3. Sınıflandırma

İntegronlar direnç ve süper integron olmak üzere iki önemli gruba ayrılır: Antibiyotik ve dezenfektanlara karşı direnci kodlayan gen kasetleri taşıyan kromozom veya plazmidler üzerinde bulunabilen integronlar direnç integronlarıdır. 

Direnç integronlarındaki bilinen tüm gen kasetleri, antibiyotiklere veya dezenfektanlara karşı direnci kodlarlar. Bu integonlar transpozonlarda, plazmidlerde ve bakteriyel kromozomda bulunur. Direnç integronları, yiyecek de dâhil olmak üzere çok çeşitli kaynaklardan gelen izolatlarda bulunmuştur. Direnç integronları bugüne kadar ıntI dizilerindeki farklılıklardan gözönüne alınarak 5 integron sınıfı tanımlanmıştır (Shrivastava , 2013). Çoklu ilaç dirençli integron (RI'lar) olarak bilinen 1-3 arası integronlar aynı gen kasetlerini benzer rekombinasyon platformları vasıtasıyla alabilirler ve bu integronlarda entegrasyon rekombinasyon bölgeleri aracılığı ile gerçekleşir (Hall ve ark, 1999). Halen, integronlar üzerinde mevcut olan çalışmaların çoğu Gram-negatif mikroorganizmalara odaklanarak, sınıf 1 integron üzerinde gerçekleştirilmiştir (Deng ve ark, 2015a).

Süper integronlarda bulunan gen kasetleri ise çeşitli farklı fonksiyonları kodlar. On kasetten daha azının mevcut olduğu direnç integronlarının aksine süper integronlar bakteri kromozomunda bulunur ve 100'den fazla gen kaseti taşıyabilir. Birçok tür, türe özgü süper integronlar barındırırken, özel dirençli integronlar çeşitli türlerde bulunabilir. Direnç integronlarındaki gen kasetleri muhtemelen super integronlardan kaynaklanmıştır. Son yıllarda, çeşitli yeni gen kasetleri tanımlanmıştır. Bunların çoğu sefalosporinler ve karbapenemler gibi daha yeni antibiyotiklere karşı direnci kodlamaktadır (Fluit ve Schmitz, 2004).

Sınıf 1 İntegronlar: Sınıf 1 integronlar, iki ayrı promotor olan P1 (PANT) ve P2’yi içermektedir. Beş farklı P1, iki farklı P2 promotor bölgesi bulunmaktadır. Sınıf I integronlar üzerinde en çok çalışılan ve klinik izolatlar arasında antibiyotik direncinin yayılımı ile en çok ilişkili olan integronlardır. Son bir kaç yıl içerisinde yeni birçok antibiyotik direnç gen kaseti tanımlanmıştır. Türler arasında birçok direnç gen kastlerini horizontal olarak aktarabilme yeteneğine sahip integronlar, Enterobacteriaceae türleri arasında çoklu ilaç direncini yaymada önemli rol oynamaktadır. Sınıf 1 integronlar içerisinde şimdiye kadar 60’dan fazla farklı antibiyotik direnç geni gösterilmiştir (Recchia ve Hall, 1995). Bir integron içerisinde beş farklı gen kasedi yer alabilmekte ve çoğul ilaç direncine neden olmaktadır (Leverstein-van Hall, 2002). Sıklıkla aynı bakteri hücresi içerisinde birden fazla integron bulunabilmektedir. Bu durum, bu gen kasetlerinin çok yüksek oranda aktarımının olduğunun bir kanıtıdır (Cooper, 1997).

İntegronlar, sekanslanmış bakteri genomlarının yaklaşık %9'unda bulunmuştur. Klinik bakteriler arasında sınıf 1 integronlar en yaygın olarak görülen integronlardır ve ve sayısız araştırmanın odağı olmaya devam etmektedir (Labbate ve ark, 2009). Sınıf 1 integronların Tn402 benzeri transpozonlarla doğrudan bağlantılı olduğu ve Tn3 transpozon familyası (Tn21 veya Tn1696) ile ilişkili olduğu kabul edilir ve sınıf 1 integronlar kendiliğinden hareket edemez (Recchia ve Hall, 1997; Rowe-Magnus ve Mazel, 2001). Anti-mikrobiyal direncin geniş dağılımına ve yayılmasına katkıda bulunan ortak bir sınıf olarak, sınıf 1 integron çeşitli mikroorganizmalarda çalışılmış, görülme sıklığı ve yaygınlığı genellikle %22 ila 59 arasında değişmekle birlikte Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Mycobacterium, Providencia, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Stenotrophomonas ve Vibrio gibi pek çok klinik Gram negatif bakterilerde tanımlanmıştır (Rowe Magnus ve Mazel, 2001; Abigial ve ark, 2009; Partridge ve ark, 2009; Xu ve ark, 2009;  Xu ve ark, 2011a). Çin’de yapılan çalışmalarda 2001–2006 yılları arasında P. aeruginosa dışındaki E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter spp. ve Enterobacter cloacae gibi diğer Gram-negatif bakterilerde sınıf 1 integronların yaygın olarak bulunduğu bildirilmektedir (Xu ve ark, 2011a; Deng ve ark, 2015a).

 Sınıf 1 integron antimikrobiyal direncin dağılımı ve yayılmasında rolü Gram negatif mikroorganizmalarda iyi bir şekilde tanımlanmıştır. Sınıf 1 integonları, çeşitli direnç gen kasetleri ile ilişkilidir, ancak çoğu interon, streptomisin-spektinomisin direncini kodlayan bir aadA direnç belirleyicisi içerir. Trimetoprim direnci belirleyicileri de sık sık tespit edilir (Fluit ve Schmitz, 2004; Mazel, 2006). Bu şaşırtıcı değildir, çünkü trimetoprim sülfometoksazol, sıklıkla kullanılan terapötik bir kombinasyon olmuştur (Fluit ve Schmitz, 2004). İnsan enfeksiyonlarında rol alan bakterilerden izole edilen Sınıf 1 interonlar de sıklıkla β-laktam direncini kodlayan gen kasetlerini barındırır (Şekil 5) (Mazel, 2006). Corynebacterium glutamicum'dan streptomisin/spektinomisin direnci ile ilişkili 29 kb plazmid pCG4 tepit 1998 yılında edilmesi Gram pozitif bakteriler arasında sınıf 1 integron bulunduğunun kanıtı olarak kabul edilmektedir (Nesverave ark, 1998). Bugüne kadar Corynebacterium, Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Aerococcus ve Brevibacterium dâhil olmak üzere pek çok Gram-pozitif bakteride aadA ve dfrA gen kasetleri sınıf 1 integronlar üzerinde bildirilmiştir (Deng ve ark, 2015b).
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Şekil 5. Sınıf 1 integronun görünümü. Gen kasetlerinin transkripsiyonu için P1 promoter, genellikle inaktif olan P2 ikinci promoter, integraz geni int, entegrasyon bölgesi attI1, kuaterner amonyum bileşiği direncini kodlayan kısmen silinmiş gen qacE,  sulphonamid direnci sull, bilinmeyen işlev orf5,  qacE △ ve sull genlerinin P promoterleri, integraz tarafından tanınan gen kasetindeki attC dizisi (Deng ve ark, 2015b).
Sınıf 2 İntegron: Sınıf 1 integronunun organizasyonuna benzer şekilde, sınıf 2 integronunun, bu tür transposonlarda bulunan rekombinasyon bölgesi attI2'nin ve promotör Pc'nin her ikisini de taşıyan Tn7 transpozon familyası (Tn7 ve bunun türevleri, örneğin Tn1825, Tn1826 ve Tn4132) ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir (Xu ve ark, 2009). Bu 3′ korunmuş bölgesi (3′-CS) sınıf 2 integronun bakteriyel kromozomlar içindeki bir bölgeye hareketliliğini sağlayan 5 tns geni (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD and tnsE) içerir. Tipik bir intI2 geninin amino asit dizilerinin homolojisinin, intIl'e kıyasla %50'den az olduğu bildirilmiştir (Deng ve ark, 2015b). Bununla birlikte, sınıf 2 integonları dfrA1, sat1 ve aadA1 gibi sınıf 1 ile aynı gen kasetlerini paylaşır. Sınıf 2 integronlar dihidrofolat redüktaz (dfrA1), streptotrisin asetiltransferaz (satl) ve trimetoprim, streptothrisin ve streptomisin / spectinomisin'e direnç kazandıran aminoglikozid adeniltransferaz (aadA1) dahil olmak üzere bir dizi gen kasetlerini içerir (Xu ve ark, 2009). Bununla birlikte, son on yılda, kasetlerin ve direnç genlerinin yeni düzenlemeleri tanımlanmış ve bir sınıf 2 integron içinde kendi promotörünü içeren bir eritromisin esteraz geni (ereA) tanımlanmıştır (Biskri ve Mazel, 2003). Sınıf 2 integonlar Acinetobacter, Enterobacteriaceae, Salmonella ve Psuedomonas gibi bazı Gram negatif organizma türlerinde, sınıf 1 integron ile karşılaştırıldığında düşük oranlarda bulunduğu bildirilmiştir (Crowley ve ark, 2008; Ozgumus ve ark, 2009). 2001–2005 yılları arasında Çin’de yapılan bir çalışmada sınıf 2 integronların P. aeruginosa, E. coli, E. faecalis, Proteus vulgaris ve Proteus mirabilis gibi bakteri türlerinde düşük oranlarda (%5.7) tespit edildiği bildirilmiştir (Xu ve ark, 2009). Daha önceki çalışmalarda bildirilen sınıf 2 integronlarının farklı yapılarının özeti aşağıda verilmiştir (Şekil 6) (Deng ve ark, 2015b).
___________________________________________________________________________İsim          Genler                      No                                          Kaset Dizisi
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Şekil 6. Daha önceki çalışmalarda bildirilen 2. sınıf integrons farklı yapılarının özeti (Deng ve ark, 2015b).

Sınıf 3 İntegron: Sınıf 3 integron sınıf 2 integron ile karşılaştırıldığında benzer bir yapıya sahiptir olmakla birlikte, IntI1 ve IntI3 toprak/tatlı su proteobakteri grubunda, IntI2 ise deniz γ-proteobakteri grubunda bulunmaktadır. Bu integron sınıfı ilk olarak 1993'te Japonya'da Serratia marcescens izolatlarından tanımlandı ve daha sonra Klebsiella pneumoniae blaGES-geni ile ilişkili olduğu bulundu. Acinetobacter spp., Alcaligenes spp., Citrobacter freundii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Salmonella spp. ve Serratia marcescens olmak üzere birkaç mikroorganizmada tespit edilmiş ve IMP-1 metalo-beta-laktamaz enzimi ile ilişkili olduğu saptanmıştır (Arakawa ve ark, 1995; Rowe Magnus ve ark, 2001). Bununla birlikte, son zamanlarda E. coli'de IncQ plazmidi içinde blaGES-1 içeren bir sınıf 3 integronu tanımlanmıştır (Collis ve ark, 2002). Sınıf 3 integron veteriner izolatlarının %7'side bulunduğu bildirilmiştir (Rowe-Magnus ve ark, 2001).

Sınıf 4 ve Sınıf 5 İntegronlar: Çok sayıda gen kaseti barındıran sınıf 4 integron ilk olarak Vibrio izolatlarında tespit edilmiştir (Shibata ve ark, 2003). Farklı bir integron türü olarak, sınıf 4 integron ilk olarak Vibrio cholerae'nin küçük kromozomunda tanımlanmış ve birçok γ-proteobakteriyel genomun ayrılmaz bir bileşeni olduğu saptanmıştır (Martin ve ark, 2008) aynı zamanda Vibrio türleri ile ilgili çalışmalar sınırlı olmasına rağmen sınıf 4 integronların hem antimikrobiyal direnç hem de bakteriyel genom evrimi konusunda önemli rol oynadığı kabul edilmektedir. Sınıf 4 integronlar Vibrionaceae, Shewanella, Xanthomonas, Pseudomonad gibi proteobakterilerde tanımlanmıştır (Rowe-Magnus ve Mazel, 2001). Bugüne kadar, sınıf 4 integronlarının kloramfenikol ve fosfomisine karşı direnç sağlayan gen kasetlerini taşıdığı bulunmuştur (Fluit ve Schmitz, 2004). 

Sınıf 4 ve Sınıf 5 integronlar Vibrio türlerinde trimetoprim direncinin gelişiminde rol oynamaktadır. Sınıf 4 ile V. cholera'da STX elementinin bir bileşeni olarak ve sınıf 5 V. salmonicida'da bir plazmid üzerinde taşınan bileşik bir transpozonun bir parçası olarak bulunmaktadır (Shrivastava, 2013). Bu integron sınıfları da antibiyotik dirençli gen kasetleri içerebilir, ancak dünya çapındaki prevalansı daha düşüktür (Nield ve ark, 2001).

2.2.4.4. Hareketlilik

Klinik organizmalarda yaygın olarak bulunduğu bildirilen, transpozonlar veya plazmidler gibi mobil DNA elementleriyle ilişkili integronların hareketliliği klinik olarak antibiyotik direncinin ana nedenlerinden birisi olduğu kabul edilmiştir. Mevcut integronların (çoğunlukla sınıf 1 integron) potansiyel olarak mobil bir genetik yapı olduğu düşünülmekte ve genellikle mobil olan gen kasetlerini içerdiği için konjugatif aracılı transferin kolaylaştıran plazmitler üzerinde bulunduğu tespit edilmiştir. İntegron sistemi, mikroorganizmaların gen kasetlerini dahil etmelerini ve doğru ekspresyon yoluyla onları fonksiyonel proteinlere dönüştürmelerini sağlayan doğal bir yakalama sistemi ve montaj platformudur. Her bir benzersiz ORF, yeni bir gen kaseti tipi olarak yapılandırılabilir ve kaset oluşumunu yöneten mekanizmanın şifresini çözmek için hayati öneme sahiptir.  Sonuç olarak, doğal olarak devasa gen kaset havuzuyla integron, sonuçta seçici basınca hızlı adaptasyona izin veren ve sonuçta konağa artan uyum ve avantaj sağlayacak olan fonksiyonel gen kasetlerini değiştirme ve depolama potansiyeline sahip olabilir (Mazel, 2006). Bununla birlikte konjugatif plazmitler, transpozonlar, insersiyon sekansları ve genomik adalar dahil olmak üzere mobil genetik elemanlar, potansiyel olarak, bakteriler arasında paylaşılacak olan integronlar için büyük rezervuarlar ve büyük genetik havuz olabilir (Rowe Magnus ve Mazel, 2001). Gen kasetlerinden hareketlilik sayesinde, integronlar antibiyotiklere dirençli genlerin bakteriler arasında yayılmasında ve değişmesinde anahtar rol oynar (Nemergut ve ark, 2008). Klinik vakaların yanı sıra, çevresel mikroorganizmalardan kaynaklanan integronlar hakkında çok sayıda yayının varlığı, gözlenen yüksek dizi çeşitliliği ve bu kasetler tarafından kodlanan direnç dışındaki çeşitli fonksiyonel ürünler hakkında, integronların genom içindeki eski genetik element olduğunu ve önemli bir süre boyunca evrim ve adaptasyonda kritik bir rol oynadıklarını gösterir (Collis, 1993).

2.2.4.5. Epidemiyoloji

1999 yılına kadar çok az yayında integronların epidemiyolojisi hakkında bilgi verilmişti bununla birlikte bu raporlarda özellikle Enterobacteriaceae familyasında sınıf 1 integronların antibiyotik direncine katkıda bulundukları integronların dünyada yaygın olabileceği sonucuna varıldı (Fluit ve Schmitz, 1999). Bu bilgi şimdi çok sayıda başka yayınla desteklendi ve genişletildi. Bununla birlikte, diğer integron sınıfları hakkında bilgi yetersizdir (Deng ve ark, 2015a). 

Sınıf 1 integonlar, çeşitli direnç gen kasetleri ile ilişkilidir, ancak çoğu integron, streptomisin-spektinomisin direncini kodlayan bir aadA direnç genini içerir. Trimetoprim direnci belirleyicileri de sıklıkla saptanmaktadır. Ancak, bu durum şaşırtıcı değildir, çünkü trimethoprim sülfometoksazol, sıklıkla kullanılan terapötik bir kombinasyondur. İnsan enfeksiyonlarında yer alan bakterilerden izole edilen Sınıf 1 integronları ayrıca beta-laktam direncini kodlayan gen kasetlerini de barındırır. Birçok yayında integron içeren izolatların, bir integrondan yoksun izolatlarla karşılaştırıldığında antibiyotiklere daha dirençli olma eğiliminde olduğu bildirilmiştir (Girlich ve ark, 2000; Severino ve Magalhaes, 2002). Avrupa'daki 23 merkezden elde edilen sekiz türe ait 867 izolatın analizi, çoklu direncin bu türlerde bir integron varlığı ile anlamlı şekilde ilişkili olduğunu göstermiştir (Leverstein-van Hall ve ark, 2002).

Çiftliklerdeki sığır ve insandan izole edilen enterohaemorajik E. coli'deki sınıf 1 integronları ile antibiyotik direnci arasındaki bir bağlantı bulunduğu gözlemlenmiştir (Van Den Bogard ve ark, 2001). Benzer şekilde, başka bir çalışmada, E. coli O157: H7 ve diğer shiga toksin üreten E. coli serotiplerinde sınıf 1 integronlarının varlığı gösterilmiştir (Zhao ve ark, 2001). 

İntegron taşıyan izolatlar genellikle çok dirençlidir, oysa integron içermeyen izolatlar antibiyotiklere karşı daha hassastır. İntegron taşıyan izolatlar, sığırlardan, kümes hayvanlarından, kedi-köpeklerden, atlardan, ve insanlardan izole edilmiştir (Fluit ve Schmitz, 1999; Fluit ve Schmitz, 2004).

Sınıf 2 integronlarının epidemiyolojisi hakkında çok az şey bilinmektedir. Bu sınıf Acinetobacter izolatlarında bildirilmiştir (Seward ve Towner, 2002). Sınıf 2 integonları sıklıkla aadA1, dfrA1 ve entegre gen kasetlerine sahiptir (Ploy ve ark, 2000). Sınıf 1 integonları, bir sınıf 2 integronu (Ploy ve ark, 2000) barındıran Acinetobacter izolatlarında bulunabilir ve bu fenomen Shigella sonnei için de tanımlanmıştır (McIver ve ark, 2002). Genellikle sınıf 1 ve sınıf 2 integronlar ayrı izolatlarda bulunur (Seward ve Towner, 2002). 

2.2.4.6. Klinik önemi

İntegronlar özellikle Gram negatif bakterilerde antibiyotik direncinin yayılımından sorumludur. İntegronlar farklı Gram negatif izolatlar arasında yaygın olmaları ve birçok direnç gen kasetlerini ekleme, çıkarma ve yerlerini değiştirme yeteneklerinin bulunması hastane ortamındaki bakterilerde çoklu ilaç direncinin yayılımına neden olmaktadır. Bu durum, birçok geniş spektrumlu antimikrobik ilacın kullanımını hem toplum bazında kısıtlayarak direnç problem ile başa çıkmayı zorlaştırmaktadır (Radstorm ve ark, 1994; Arakawa ve ark, 1995). Antibiyotik direnç genlerinin horizontal yolla aktarımı klinik bakteri izolatlarında antibiyotik direncinin hızla yayılmasına yol açmaktadır. Bunlar integrona ait integraz tarafından gen kasetlerinin alınması, integron tarafından taşınması, daha büyük transpozonlara yayılması ve integronları içeren konjugatif plazmidlerin farklı bakteri türleri arasında integron gen kasetleri arasında hareketi şeklinde sayılabilmektedir. Bu nedenle klinik Gram negatif bakteri izolatları arasında integron içinde gen kasetlerine ait antibiyotik direnç genlerinin taşınması beklenen bir sonuçtur (Arakawa ve ark, 1995). Bu durum fenotipik olarak duyarlı suşların integrona bağlı rekombinasyon yolu ile klinikte kullanılan antimikrobik ilaçlara karşı direnç gelişiminde genetik bir kaynak olmalarını sağlamaktadır (Rowe-Magnus ve ark, 2002). İntegronların hastane ortamındaki kaynaklarının neler olduğu tam olarak bilinmemektedir. Hastaneye yeni yatan hastaların %20’sinin integron taşıyan bir izolata sahip olduğunu gösteren bir çalışma, toplumun potansiyel bir kaynak olabileceğini düşündürmektedir (Leverstein-van Hall, 2002). Ayrıca çiftlik hayvanlarından izole edilen bakterilerde tespit edilen sınıf 1 integronlar ile antibiyotik direnci arasındaki ilişkiyi gösteren birçok çalışma bulunmaktadır (El-Saedy ve ark, 2016). Şimdiye kadar sınıf 1 integronlar sığır, tavuk, balık ve köpeklerden izole edilen bakterilerde saptanmış ve bunun yanı sıra çevresel kaynaklardan da tespit edilmişlerdir (Wright, 2011).
   ABD’de yapılan çalışmalar, 10 yıl boyunca izole edilen Salmonella suşları arasında birbirinden farksız integron profillerinin olduğunu ve bu nedenle integron yapılarının epidemiyolojik bir gösterge olarak kullanılabileceğini işaret etmektedir (Ribot ve ark, 2002). Dizi analizi çalışmaları, klinikte yaygın kullanılmamalarına rağmen, integronlar arasında streptomisin ve spektinomisin direncini taşıyan genlerin yüksek oranda olduğunu ortaya koymaktadır (Maguire ve ark, 2001). Bu nedenle, integronların restriksiyon analizi tespiti, salgın suşlarının epidemiyolojik ayrımın yapılması açısından değer taşımaktadır. Salgın suşlarının belirlenmesi amacıyla integronların moleküler epidemiyoloji çalışmalarında kullanımı, diğer moleküler yöntemlere göre daha avantajlıdır.
2.2.3. Gen kasetleri

Önceki raporlara göre, integronların değişken bölgesinde yer alan kasetler bazen integron yapısında bulunmazlar (Crowley ve ark, 2008). Gen kasetleri spesifik kesip çıkarma ve birleşme yoluyla, iki rekombinasyon alanı (attI ve attC) arasına entegre edilir ve böylece integronun bir parçası olurlar (Xu ve ark, 2011a). Gen kasetleri bir kodlama dizisine sahip olmasına rağmen, genellikle sistemin mobil bileşenini oluşturan promotorlardan yoksun olduğu bulunmuştur ve çoğu kaset eşsiz attC bölgeleri ile karakterize olan 130'dan fazla farklı antibiyotik direnç geni ile antibiyotiklere karşı direnci kodlayan geniş bir antibiyotik yelpazesini kapsar (Rowe-Magnus ve Mazel 2001, Xu ve ark, 2009). Bu kasetler bilinen antibiyotik sınıflarının çoğuna (tüm β-laktamları, tüm aminoglikozitleri, kloramfenikolleri, streptotrisini, trimetoprim, rifampin, eritromisin, kinolonları, fosfomisinvs.) karşı direnç kazandırır (Mazel, 2006). Sonuç olarak bölgeye özgül rekombinasyon mekanizması ile antibiyotik direnç genlerinin kendilerine entegre olmasını sağlayan ve doğal ekspresyon vektörleri olan integronların yaygın olarak bulunması ve türler arasında horizontal geçişlerinin özellikle plazmid ve transpozonlar aracılığı ile gerçekleşmesi, birinci derecede kullanımda olan antibiyotiklerin tedavideki etkinliklerini azaltmaktadır.
Tablo 1. Önemli mobil genetik eleman grupları  
	Eleman
	Hareket Tipi
	Eleman
	Genetik Özellikler

	Bakteriyofaj
	Hücrelerarası hareket
	Faj DNA
	Bakteriyofajın kapsidinde bulunan DNA yeni bir bakteri hücresine nakledilir ve DNA'sına dâhil edilir.

	Konjugatif 
	Hücrelerarası hareket
	Plazmidler
	Çoğalma, yayılma, aktarma, mobilizasyon ve stabilizasyonu kodlayan genlere sahip dairesel kendiliğinden çoğalan DNA molekülleri.

	
	
	Bütünleşen ve konjugatif elementler
	Belirli özellikleri kodlayan bir veya birkaç gene ek olarak entegrasyon, eksizyon, regülasyon ve konjugasyon için genler içerir.

	Yer değiştirebi
len 
	Hücre içi
	İnsersiyon Sekansları
	Yalnızca transpozisyon için gerekli fonksiyonları kodlar.

	
	
	Transpozonlar (konjugatif olmayanlar)
	Transpozisyonu şifreleyen genlere ek olarak spesifik özellikleri şifreleyen bir veya birkaç genden oluşur.

	
	
	İntegronlardaki gen kasetleri
	Bir integraz geni tarafından kodlanan, gen kasetleri ve gen kasetleri için bir entegrasyon bölgesinden oluşan genetik elemanlardır


3. GEREÇ ve YÖNTEM
3.1. Gereç

3.1.1. İzolasyon Materyali 
Çalışma materyalini, 2018 (Haziran-Aralık) yılında, Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Kanatlı Hayvan Hastalıkları Teşhis Laboratuvarı’na kolibasillozis şüphesi ile getirilen, Ross 308 ve Cobb ırkı 16-41 günlük yaş aralığında 135 broyler tavuğun nekropsileri sırasında aseptik olarak alınan iç organ (kalp, akciğer, karaciğer) örnekleri oluşturdu. Klinik olarak hayvanlarda perikardit, peritonit, perihepatit, hava kesesi yangısı, artrit görüldü. Materyal alınan kanatlı hayvanların tedavi amacı ile son bir hafta içerisinde terapötik amaçlı antimikrobiyal madde kullanılmamış olmasına özen gösterildi.
3.1.2. Referans Suşlar
E. coli ATCC 25922 suşu antibiyotik duyarlılık testinde kalite kontrol suşu olarak ve E. coli izolatlarının moleküler olarak E. coli olduklarının doğrulanması için yapılan olan polimeraz zincir reaksiyonlarında (PZR) pozitif kontrol olarak ve Enterococcus faecalis ATCC 29212 suşu da PZR’da negatif kontrol olarak suşu olarak kullanıldı.

3.1.3. Besiyerleri

Toplanan örneklerden E. coli izolasyon ve identifikasyonu amacıyla Kanlı Agar (KA), Eosin-Methylene Blue Agar (EMB), izolatların antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesinde Nutrient Broth (NB), Mueller-Hinton Agar (MHA), izolatların saklanmasında ise %20 gliserinli Brain Heart Infusion Broth (BHIB) kullanıldı.
3.1.3.1. Kanlı agar (Merck 1.10886)

Besiyeri 40 g tartıldı üzerine 1 litre saf su eklendi, mikrodalga fırında agar eritildi. Karışımın pH’sı 7.2±0.2 ayarlanarak otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 45-50ºC'ye kadar soğutulup %5-7 oranında steril insan kanı ilave edildi ve petrilere döküldü. 
3.1.3.2. Eosin methylene blue agar (Merck 1.01347)

Besiyeri 36 g tartıldı üzerine 1 litre saf su eklendi, mikrodalga fırında agar eritildi. Karışımın pH’sı 7.2±0.2 ayarlanarak otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize edildi. Otoklav sonrasında 45-50ºC'ye soğutulup petrilere döküldü. 

3.1.3.3. Mueller-Hinton agar (Merck 1.05437)

Besiyeri 38 g tartıldı üzerine 1 litre saf su eklendi, mikrodalga fırında agar eritildi. Karışımın pH’sı 7.2±0.2 ayarlanarak otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize edildi. Otoklav sonrasında 45-50ºC'ye soğutulup petrilere döküldü. 

3.1.3.4. Brain hearth infusion broth (Oxoid-CM1135) (%20 gliserinli) 

Besiyeri 3.7 g tartıldı, üzerine 80 ml saf su ve 20 ml gliserin eklendi, mikrodalga fırında agar eritildi. Karışımın pH’sı 7.2±0.2 ayarlandı, 1.5 ml’lik ependorf tüplerin hepsine besiyeri dağıtıldı. Otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize edildi (Mohan ve ark, 2007).

3.1.3.5. Nutrient broth (Merck 1.05443)
Besiyeri 8 g tartılarak 1 litre distile suda çözdürüldü. Karışımın pH’sı 7.0±0.2 ayarlandı tüplere 5’er ml olacak şekilde dağıtılıp otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize edildi. 
3.1.4. Ayıraç ve Boyalar
3.1.4.1. Oksidaz ayıracı (Oxoid, BR 64)
Üreyen bakterilerin oksidaz aktivitelerinin belirlenebilmesi amacı ile kullanıldı. Kullanıma hazır olarak temin edilen oksidaz test kiti buzdolabında (2-8°C) saklandı.

3.1.4.2. Gram boyama seti (Merck-111885)

İzolatların Gram boyanma morfolojilerinin belirlenebilmesi amacı ile kullanıldı. Ticari olarak temin edilen Gram boyama seti oda ısısında tutuldu. 
3.1.5. Antibiyotik Diskleri 

İzolatların antibiyotik duyarlılık testinde ampisilin (AMP, 10 µg), tetrasiklin (TE, 30 µg), trimetoprim sulfametoksazol (SXT, 1.25/23.75 µg), siprofloksasin (CIP, 5 µg), gentamisin (G, 10 µg), florfenikol (FF, 30 µg), kolistin sülfat (CS, 50 µg) olmak üzere hepsi oxoid marka toplam 7 antibiyotik kullanıldı. Diskler kullanıma kadar buzdolabında saklandı. 

3.1.6. PZR

3.1.6.1. Solusyon ve boyalar

3.1.6.1.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) buffer

10X TBE stok solüsyonu

Tris Base  [tris (hydroxymethyl)aminomethane] ……….……………………………..108 g

Borik Asit………………………………………………………………………………55 g

EDTA………………………………………………………………………………….. 7.5 g

Sekiz yüz ml distile suda eritildi. Daha sonra hacim 1000 ml’ye tamamlandı. pH: 8.0’e ayarlayıp 121°C’de 15 dk otoklav edildi. Oda ısısında saklandı.

0.5X TBE kullanma solüsyonu

10X TBE........................................................................................................................ 50 ml
Distile su......................................................................................................................... 950 ml
Karıştırılarak solüsyon hazırlandı. Hazırlanan bu solüsyon, hem agaroz hazırlamada hem de elektroforez tankı içerisinde kullanıldı.

3.1.6.1.2. Yükleme tamponu (Loading Buffer) (6X) (ThermoFisher R0611)
Agaroz jele örnek yüklemek amacı ile karışım toplam 6 µl (1 µl yükleme tamponu 5 µl amplikon) olacak şekilde kullanıldı. Ticari olarak temin edirek buzdolabında saklandı. 

3.1.6.1.3. MgCl2, Taq DNA polimeraz, 10X Taq buffer, dNTP Set 

25 mM MgCl2, Taq DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 500 mM KCl), 100 mM deoksinükleotid trifosfat (dNTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas) kullanıldı. 

3.1.6.1.4. Primerler

E. coli izolatlarının tür düzeyinde identifikasyonun doğrulanabilmesi için tüm E. coli suşlarında bulunan üniversal stres protein geni olan “uspA” geni varlığı, tüm izolatlarda PZR ile incelendi.  Üniversal stres proteini (usp) 13.5 kDa ağırlığında sitoplazmik bir proteindir. Isı şoku, ozmotik basıncın artması, ortamda bulunan besinin azalması, toksik etkenler bu proteinin sentezini artırır. E. coli üniversal stres proteinini kodlayan gen olan uspA E. coli kromozomunda lokalize olmuştur (Chen ve Griffiths, 1998). Çalışmada izole edilen APEC’lerde integron varlığı int genlerinin integraza özgü fragmanlarının PZR ile amplifikasyonu ile tespit edildi. Çalışmada kullanılan primerlerin sekansları, ürün uzunlukları, kaynakları Tablo 2’de verilmiştir.
Tablo 2. Primerler sekansları, ürün uzunlukları, kaynakları 

	Primer 
	Hedef (Gen)
	Dizi (5’-3’)
	Tm
(oC)
	Ürün Uzunluğu (bp)
	Kaynak

	uspF

uspR
	Üniversal stres protein geni (usp)
	CCTCCCGCACGATGATC

TCCACGCATCGTCAGGC
	59.5

62.5
	884
	Chen ve Grifﬁths, 1998

	int1F

int1R
	Sınıf 1, 2, 3 integraz genleri

(int)


	CCTCCCGCACGATG ATC

TCCACGCATCGTCAGGC
	57.6

57.6
	280
	Bass ve ark, 1999

	int2F

int2R
	
	TTATTGCTGGGATTAGGC

ACGGCTACCCTCTGTTATC
	51.4

56.7
	233
	Goldstein ve ark, 2001

	int3F

int3R
	
	AGTGGGTGGCGAATGAGTG

TGTTCTTGTATCGGCAGGTG
	58.8

57.3
	600
	


3.1.6.1.5. Kullanılan cihazlar

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), 96 örnek kuyucuklu Boeco (USA) marka kademeli termal döngüleme cihazında, elektroforez VWR marka, 64 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankında, görüntüleme Vilber Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka görüntüleme cihazında gerçekleştirildi.
3.1.6.1.6. Agaroz jel
İki gr agaroz tartılarak üzerine 100 ml 0.5X Buffer ilave edilerek karıştırıldı ve mikrodalga fırında 3-5 dk kaynatıldı. Homojenize halde olan karışım 40-50°C’ye kadar soğutuldu. 100 µl agaroz içerisine 7 µl Safe View (ABM, Canada) boyası ilave edilerek, 20 cm’lik yatay jel elektroforez tablasına döküldü. Dökülen agaroz üzerine elektroforez tarağı takılarak, jelin katılaşması için 30 dakika beklenildi. Bu süre sonunda taraklar jele zarar vermeden çıkartıldı.  

3.1.6.1.7.  Elektroforez 

Jel elektroforez tablası elektroforez tankına yerleştirildikten sonra, elektroforez tankının içerisine 0.5x TBE tampon solüsyonu jelin 1 mm üstüne gelecek kadar ilave edildi. Elde edilen amplifikasyon ürünlerinden 6 µl alınarak, 1 µl 6X loading dye ile karıştırıldı. Bu karışımın hepsi jele yüklendi. DNA örnekleri 100 voltta 45 dakika elektroforez işlemine tabi tutuldu.

3.1.6.1.8.  Görüntüleme 

Jeldeki örnekler bilgisayarlı UV transillüminatör kutusu içine yerleştirilerek görüntülendi. Görüntüleme işleminden sonra amplikon uzunlukları Tablo 2’de bildirildiği şekilde değerlendirildi.

3.1.6.1.9. Marker

Marker olarak 50 bp ve 100 bp’lik (Fermentas®) DNA Ladder kullanıldı.

3.2. Yöntem

3.2.1. Bakteri İzolasyon ve İdentifikasyonu
Steril koşullarda alınan iç organ örneklerinden E. coli izolasyonu için alınan iç organlardan EMB agara ekimler yapıldı. 37°C’de 24 saatlik inkübasyon sonrasında petriler üreme açısından değerlendirildi.  Bakterilerin fenotipik özelliklerinin değerlendirilmesinde üreme özellikleri ve koloni morfolojileri dikkate alındı. İzolatların tanımlanmasında EMB ve kanlı agarda üremeleri, Gram boyama, oksidaz testi kullanıldı. EMB agarda metalik yeşil refle veren, Gram negatif çomak şekilnde, oksidaz negatif koloniler E. coli olarak değerlendirildi (Mohan ve ark, 2007). İzolatlar DNA izolasyonu yapılıncaya kadar -20°C’de BHIB’a alınarak saklandı. 

3.2.2. Antibiyotik Duyarlılık Testi
Genotipik olarak E. coli olduğu doğrulanan izolatlara Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü (CLSI, 2011)’nün önerdiği şekilde Kirby-Bauer disk diffüzyon yöntemi kullanılarak antibiyotik duyarlılık testi yapıldı. Bunun için izolatlar NB’da canlandırıldıktan sonra bakteri kültürü %0.9’luk NaCl içinde 0.5 McFarland (1×108 kob/ml) bulanıklığına eşit olacak şekilde ayarlandı. 1×108 kob/ml konsantrasyondaki bakteriden 0.1 ml alınarak sıvap ile MHA yayıldı. Besiyeri kuruduktan sonra antibiyotik diskleri agar yüzeyi ile temas edecek şekilde ve aralarındaki mesafe 24 mm’den yakın olmayacak biçimde petrilere yerleştirildi. Daha sonra 35±2ºC’de 18±2 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonunda her bir izolat için disk etrafındaki inhibisyon zon çapları ölçülerek CLSI (2011) ve Comite de I’Antibiogramme de la Societe Française de Microbiologie (CA-SFM, 2007)’nın belirlediği değerlendirme kriterlerine dayanılarak duyarlı (S) orta derecede duyarlı (I) ve dirençli (R) olarak yorumlandı. Antibiyotik duyarlılık testinde ise kalite kontrol suşu olarak da E. coli ATCC 25922 suşu kullanıldı. 

Antibiyotik duyarlılık testlerinde yörede kanatlı hayvan hastalıklarının tedavisinde en çok kullanılan 7 antimikrobial aileye (penisilin, tetrasiklin, kinolonlar, folat yolu inhibitörleri, aminoglikozidler, fenikol, polimiksin) ait 7 antibiyotik (ampisilin, tetrasiklin, siprofloksasin, trimethoprime/Sulfamethoksazol, gentamisin, florfenikol, kolistin sülfat)  kullanıldı. Kullanılan antibiyotiklerin adı, disk içerikleri,  etki mekanizmaları ve değerlendirme kriterleri Tablo 3’de gösterilmiştir. 

Tablo 3. Antibiyotikler, disk içerikleri, etki mekanizmaları ve değerlendirme kriterleri

	Antibiyotik adı
	Disk içeriği 
	Grubu (Etki Mekanizması)
	Antibiyogram Yorum

<R       ≥S   

	Ampisilin
	10 µg 
	Penisilin
(Hücre duvarı sentezini inhibe eder)
	13-17 (CLSI, 2011)

	Tetrasiklin
	30 µg 
	Tetrasiklin 

(Protein Sentezi, 30 S inhibitörü)
	11-15 (CLSI, 2011)

	Trimethoprime/Sulfamethoksazol
	1.25/2375µg
	Folat yolu inhibitörü 

(Folat sentezini inhibe eder)
	10-16 (CA-SFM, 2007)

	Siprofloksasin
	5  µg 
	Kinolon 

(DNA giraz enzimini inhibe eder)
	15-21(CLSI, 2011)

	Florfenikol 
	30 µg 
	Fenikol 

(Protein sentezi)
	15-19 (CA-SFM, 2007) (Pasteurella spp.)

	Gentamisin
	10 µg 
	Aminoglikozid 

(Protein sentezi)
	12-15 (CLSI, 2011)

	Kolistin Sülfat
	50 µg 
	Polimiksin 

(Lipopeptid)
	15-15 (CA-SFM, 2007)


3.2.3. DNA İzolasyonu ve Saflık Kontrolleri ve Miktar Tayinleri
İzole edilen suşlardan total DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®) kullanılarak üretici firmanın önerdiği şekilde aşağıdaki gibi gerçekleştirildi:

200 μl bakteri süspansiyonu 400 μl lizis solüsyonu ile karıştırıldı. 65ºC’de 5 dakika inkübe edildi. 600 μl kloroform ilave edilerek karıştırıldı ve 10.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Presipitasyon solüsyonu, 720 μl steril distile su ile 80 μl 10x konsantre solüsyonu ile karıştırılarak hazırlandı. Santrifüjden sonra üst sıvı yeni bir tüpe aktarılarak 800 μl presipitasyon solüsyonu ilave edildi. 10.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Üst sıvı uzaklaştırıldıktan sonra, pelete 100 μl 1.2 M NaCl ilave edilerek vortekslendi. 300 μl soğuk etanol ilave edilerek 10 dakika -20 ºC’de DNA’nın presipitasyonu sağlandı. 10.000 rpm’de 3 dakika santrifüj edildi. Üstteki etanol dökülerek pelet %70’lik soğuk etanol ile yıkandı. DNA 100 μl steril distile suda çözdürülerek iyice karıştırıldı. Her bir PCR reaksiyonu için 2 µl template DNA kullanıldı.
İzolatlardan elde edilen genomik DNA’lar bütünlükleri bakımından agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildikten sonra, saflık kontrolleri ve miktar tayinleri Nonadrop (Maestro) ile yapıldı. Cihaz ile DNA’ların 260 nm ve 280 nm’deki absorbansları hesaplandı (OD260 ve OD280) ve bu değerler arasındaki oran kullanılarak DNA’nın saflığı kontrol edildi. OD260/OD280 oranının 1.8-2.0 arasında olması DNA’nın saf olduğunu, bu aralıktan daha aşağıda olması RNA kontaminasyonu olduğunu ve bu aralıktan daha yukarıda olması da protein kontaminasyonu olduğunu göstermektedir (Turner ve ark, 2004). 
3.2.4. PZR 
PZR amplifikasyon, elektroforez ve görüntüleme olmak üzere üç aşamada gerçekleştirildi.   İzolatların çalışma materyali olarak kullanılabilmesi için öncelikle E. coli olup olmadıkları moleküler olarak da spesifik primerler (usp: üniversal stres protein geni) kullanılarak gerçekleştirilen PZR ile doğrulandı. Moleküler olarak E. coli oldukları doğrulanan izolatlar çalışma materyal olarak ayrıldı. Bu izolatların DNA ekstraksiyonları yapılarak integron profillerinin incelenmesinde yine PZR kullanıldı. 
Tüm PZR reaksiyonlarında mastermiskler aşağıdaki gibi hazırlandı:

Bir örnek için PZR amplifikasyonu 30 μl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon çözeltisi için 1X, MgCl2 için 2 mM, dNTP için 0.2 mM, primer (her biri için) için 0.4 pmol, Taq DNA polymerase 1.5 U olacak şekilde gerçekleştirildi. Kullanılan malzemeler ve volümleri Tablo 4.’de belirtilmiştir. 

Tablo 4. Mastermiksin hazırlanma oranları

	Malzeme (Konsantrasyon)
	İstenen Son Konsantrasyon
	10 örnek (μl)

	Buffer (10X)
	1 X
	30

	MgCl2 (25 mM)
	2 mM
	24

	dNTP (10 mM)
	0.2 mM
	6

	Primer-F (100 pmol)
	0.4 pmol
	1.2

	Primer-R (100 pmol)
	0.4 pmol
	1.2

	Taq Polimeraz (5 U)
	0.3 μl/ 50 μl
	1.8

	dH2O
	Son miktara tamamlanır
	235.8


Mastermiksler hazırlandıktan sonra 0.2 mL’lik tüpler, örnek adedi kadar numaralandırılıp, içlerine 28’er μl hazırlanılan master miksden ilave edildi. Daha sonra, ekstraksiyonu yapılan DNA’dan 2’şer μl alınıp, ilgili tüplerin içerine eklendi ve ağızları sıkıca kapatıldı. Hazırlanan tüpler daha sonra termal döngüleme cihazlarına yüklenip, programlandı. Bunun için DNA amplifikasyonu termal döngü cihazında (Boeco, Almanya); 94°C’de 5 dk. başlangıç denatürasyonu takiben; 30 siklus 94°C’de 15 sn. denatürasyon, 58°C (usp), 56°C (int1, int3) ve 50°C (int2) 15 sn. bağlanma,72°C 30 sn. uzama ve 72 °C’de 7 dk. son uzama ile gerçekleştirildi. Amplifikasyon sonrasında elde edilen amplikonlar Safe View (ABM, Kanada) ilave edilmiş %2’lik agaroz jel elektroforezde yürütüldü. Bu genlere özgü DNA bantları UV transiluminatör yardımıyla görüntülenerek Tablo 2’de belirtildiği şekilde değerlendirildi.
3.2.5. İstatistiksel analiz

İstatistiksel analiz için SPSS paket programı kullanıldı. İntegronların varlığı ve antibiyotik direnci arasındaki ilişkiyi karşılaştırmak için Ki-Kare (χ2) testi kullanıldı. Sonuçlar %95’lik güven aralığında, P <0.05 olan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemli kabul edildi.
3. BULGULAR
4.1. İzolasyon ve İdentifikasyon 

4.1.1. Fenotipik
Çalışmada ticari bir işletmenin kanatlı hayvan hastalıklarına teşhis laboratuvarına kolibasillozis şüphesi ile getirilen 135 kolibasillozisli broyler tavuğun iç organlarının (kalp, akciğer, karaciğer) incelenmesi sonucunda, kanlı ve EMB agarlarda referans suşla (E. coli ATCC 35150) benzer görünümdeki (Resim 6) bakteri kolonileri seçilerek toplam 112 (%82.9) E. coli şüpheli izolat elde edildi. 

[image: image12.png]Sayfayi ziyaret et Resmi goruntale

$/Li®
e
k 0 gorantile

Tigii gorseller





Resim 6. E. coli ATCC 35150 suşunun EMB ve kanlı agardaki görünümü.
EMB agarda metalik yeşil refle veren, kanlı agarda küçük gri renkli hemolizsiz koloniler oluşturan, Gram negatif çomak şekilnde, oksidaz negatif izolatlar E. coli olarak değerlendirildi.

4.1.2. Genotipik
İzole edilen 112 izolatın uspA geni varlığı yönünden incelenmesi sonucunda, izolatların hepsinin bu geni taşıdıkları, dolayısı ile E. coli oldukları genotipik olarak belirlendi (Resim 7). 
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Resim 7. usp PZR: E. coli izolatlarının jel elektroforez görüntüleri. 1. E. coli ATCC 25922 (Pozitif  kontrol) 2. E. coli saha izolatı 3. Negatif Kontrol (E. faecalis ATCC 25912 suşu) M: Marker (100 bp DNA Ladder).
4.2. Antibiyotik Duyarlılık Testi 
Yüz on iki E. coli izolatının %70.5 (79/112)’i ampisiline, %68.8 (77/112)’i tetrasikline,   %58.9 (66/112)’u trimethoprime/Sulfamethoksazol, %54.5 (61/112)’i siprofloksasine, %39.3 (44/112)’ü florfenikole, %37.5 (42/112)’i gentamisine,    %15.2 (17/112)’si kolistin sülfata dirençli tespit edildi. 
İzolatlardan %14.2 (16/112)’si kullanılan tüm antibiyotiklere duyarlı iken; %12.5 (14/112)’i bir, %8.9 (10/112)’u iki antibiyotiğe dirençli idi. Çalışmada izolatların 7 antimikrobiyal aileye ait 7 antibiyotiğe karşı direnç profilleri incelendi. En az üç veya daha fazla antimikrobiyel ajan sınıfına karşı dirençlilik belirlendiği durumlarda bakteriler çoklu antibiyotik dirençli (MDR) olarak kabul edildiler (Bywater ve ark, 2006).  Buna göre izolatların %64.3 (72/112)’ü çoklu dirençli idi. İzolatların %11.6 (13/112)’sı üç, %14.3’ü (16/112) dört, %10.7 (12/112)’si beş, %25.0 (28/112)’si altı, %2.7 (3/112)’si yedi antimikrobiyal aileye dirençli durumdaydı (Tablo 5, Şekil 7).

Tablo 5. APEC izolatların antibiyotiklere duyarlılık ve direnç durumları
	Antibiyotik Grubu 


	Antibiyotik adı
	E. coli (n=112)

	
	
	S
n     (%)
	I
n   (%)
	R
n  (%)

	Penisilin
	Ampisilin 
	32 (28.6)
	1 (0.9)
	79 (70.5)

	Tetrasiklin
	Tetrasiklin
	31 (27.7)
	4 (3.6)
	77  (68.8)

	Folat yolu inhibitörü
	Trimethoprime Sulfamethoksazol
	46 (41.1)
	0 (0.0)
	66 (58.9)

	Kinolon
	Siprofloksasin
	45 (40.2)
	6 (5.4)
	61 (54.5)

	Fenikol
	Florfenikol
	65 (58.0)
	3 (2.7)
	44 (39.3)

	Aminoglikozid
	Gentamisin
	62 (55.4)
	8 (7.1)
	42 (37.5)

	Polimiksin
	Kolistin Sülfat
	49 (43.8)
	46 (41.0)
	17 (15.2)
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Şekil 7. APEC izolatların antibiyotiklere duyarlılık ve direnç oranları.
Tablo 5’de de görüldüğü gibi incelenen izolatlar en fazla penisilin grubu antibiyotiklere dirençli bulunurken bunu sırası ile tetrasiklin, folat yolu inhibitörleri, kinolonlar, aminoglikozidler, fenikoller ve ve lipopeptidler izledi. Antibiyotik dirençli izolatların fenotipik olarak toplamda 33 tane antibiyotik direnç fenotipi taşıdığı tespit edildi (Tablo 6).
Tablo 6. İzolatların antibiyotik direnç fenotipleri

	Direnç Fenotipi
	İzolat Sayısı
	Direnç Fenotipi
	İzolat Sayısı
	Direnç Fenotipi
	İzolat Sayısı

	TE
	2
	TE, AMP
	2
	AMP,SXT, CIP, K,CT
	1

	CT
	3
	TE, AMP, FFC
	3
	T,AMP,SXT, CIP, FFC
	3

	AMP
	5
	TE,AMP, SXT
	6
	AMP,SXT, CIP,FFC,G
	1

	CIP
	3
	TE, SXT,FFC
	1
	T,AMP,SXT,FFC,G
	1

	FFC
	1
	TE,AMP,CIP
	2
	T,AMP,CIP,FFC,G
	2

	TE, CT
	1
	TE, SXT,CT
	1
	T,AMP,SXT, CIP, G
	4

	SXT, CIP
	1
	TE,AMP, SXT,CIP
	9
	T,AMP,SXT,CIP, FFC,CT
	1

	CIP, CT
	1
	AMP, SXT,CIP,G
	1
	T,AMP,SXT, CIP,FFC,G
	22

	TE, CIP
	1
	TE,AMP, SXT,FFC
	3
	T,AMP,SXT, CIP, CT,G
	4

	AMP, SXT
	2
	TE,AMP,CIP, FFC
	2
	T,AMP,SXT,FFC,CT,G
	1

	TE, G
	2
	TE,AMP, SXT,CIP
	1
	T,AMP,SXT,CIP,FFC,CT,G
	3


4.3. İntegron Varlığı
İzolatların %52.7 (59/112)’si integron taşıyor iken; %47.3 (53/112)’ü integron taşımıyordu. İzolasyonu yapılan 112 E. coli’nin integron tarama çalışmaları sonunda izolatların %46.4 (52/112)’ünün yalnızca sınıf 1, %1.8 (2/112)’inin yalnızca sınıf 2, %4.5 (5/112)’inin hem sınıf 1 hem de sınıf 2 integronu birlikte taşıdığı tespit edildi (Resim 8, Şekil 8, Tablo 7).
[image: image15.png]H ©-
EKLE
Y
Yapistir
pano 5

1

2"
3-
5

TASARM  GEGISLER  ANIMASYONLAR
= E)Duzen~
B sifirla
Yeni
Slayt -
Slaytlar Yaz Tipi

SLAYT GOSTERISI

Sunu1 [Uyumluluk Modu] - PowerPoint

GOZDEN GEGIR ~ GORUNUM

Yerlestir

Gizim

Paragraf

? @® - & X

Oturum ag
i Bul
35 Degistir -
[ Seg~
Diizenleme ~
v X
4
© Diz dolgu
Gradyan dolgu
Resim veya doku dolgusu
Desen dolgusu
Arka plan resimlerini gizle
Renk
Saydamiik | %0 B
ES

¥ | Tumune Uygula





Resim 8. E. coli izolatlarının taşıdıkları integron sınıflarının agaroz jeldeki görüntüsü. 1. Pozitif Kontrol (int1 pozitif sekanslanmış saha izolatı, 280 bp)  2. int1 pozitif saha izolatı 3. Pozitif Kontrol (int2 pozitif sekanslanmış saha izolatı, 233 bp)  4. İnt2 pozitif saha izolatı M: 50 bp moleküler marker.
Tablo 7. E. coli izolatlarının taşıdıkları integron sınıflarının dağılımı
	İntegron Sınıfı
	n (%)
	n (%)

	Yalnızca Sınıf 1
	52 (46.4)
	59 (52.7)

	Yalnızca Sınıf 2
	2 (1.8)
	

	Sınıf 1+Sınıf 2
	5 (4.5)
	

	Sınıf 3
	0 (0.0)
	

	İntegron taşımayan izolat sayısı
	53 (47.3)
	53 (47.3)


n=112
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Şekil 8. E. coli izolatlarının taşıdıkları integron sınıflarının oranları.
Çalışma sonuçlarının toplu sunumu Tablo 8’de gösterilmiştir. 
4.4. Antimikrobiyal Direnç ve İntegron Profillerinin Karşılaştırılması

Çalışmada antimikrobiyal dirençli 96 izolata ait 33 antimikrobiyal direnç profili tespit edilmiştir. Her bir direnç fenotipine ait izolat sayıları ve bunların taşıdıkları integron sınıfları aşağıda verilmiştir (Tablo 89.
Tablo 8. İzolatların antibiyotik direnç fenotipleri ve taşıdıkları integron sınıfları
	
	Direnç Fenotipi
	İzolat Sayısı
	İntegron taşıyan izolat sayısı
	İntegron Sınıfı

	
	
	
	
	Yalnız 1
	Yalnız 2
	1+2

	1
	TE
	2
	0
	0
	0
	0

	2
	CT
	3
	1
	1
	0
	0

	3
	AMP
	5
	3
	2
	0
	1

	4
	CIP
	3
	0
	0
	0
	0

	5
	FFC
	1
	0
	0
	0
	0

	6
	TE, CT
	1
	0
	0
	0
	0

	7
	SXT, CIP
	1
	0
	0
	0
	0

	8
	CIP, CT
	1
	0
	0
	0
	0

	9
	TE, CIP
	1
	0
	0
	0
	0

	10
	AMP, SXT
	2
	2
	2
	0
	0

	11
	TE, G
	2
	0
	0
	0
	0

	12
	TE, AMP
	2
	2
	1
	0
	1

	13
	TE, AMP, FFC
	3
	2
	2
	0
	0

	14
	TE,AMP, SXT
	6
	4
	4
	0
	0

	15
	TE, SXT,FFC
	1
	1
	1
	0
	0

	16
	TE,AMP,CIP
	2
	0
	0
	0
	0

	17
	TE, SXT,CT
	1
	1
	1
	0
	0

	18
	TE,AMP, SXT,CIP
	9
	9
	7
	1
	1

	19
	AMP, SXT,CIP,G
	1
	0
	0
	0
	0

	20
	TE,AMP, SXT,FFC
	3
	2
	2
	0
	0

	21
	TE,AMP,CIP, FFC
	2
	0
	0
	0
	0

	22
	TE,AMP, SXT,CIP
	1
	1
	1
	0
	0

	23
	AMP,SXT, CIP, K,CT
	1
	1
	1
	0
	0

	24
	T,AMP,SXT, CIP, FFC
	3
	2
	2
	0
	0

	25
	AMP,SXT, CIP,FFC,G
	1
	1
	1
	0
	0

	26
	T,AMP,SXT,FFC,G
	1
	1
	1
	0
	0

	27
	T,AMP,CIP,FFC,G
	2
	0
	0
	0
	0

	28
	T,AMP,SXT, CIP, G
	4
	4
	3
	0
	1

	29
	T,AMP,SXT,CIP, FFC,CT
	1
	0
	0
	0
	0

	30
	T,AMP,SXT, CIP,FFC,G
	22
	16
	15
	0
	1

	31
	T,AMP,SXT, CIP, CT,G
	4
	2
	1
	1
	0

	32
	T,AMP,SXT,FFC,CT,G
	1
	1
	1
	0
	0

	33
	T,AMP,SXT,CIP,FFC,CT,G
	3
	3
	3
	0
	0

	
	96
	59
	52
	2
	5


Bu çalışmada antibiyotik duyarlı izolatların hiç birisinde integron tespit edilmemiş iken; antibiyotik direncine sahip izolatların %61.4 (59/96)’ü; çoklu dirençli olmayan izolatların %33.3  (8/24)’ü; çoklu dirençli izolatların ise %70.8 (51/72)’i integron taşıyordu.

Çalışmada integronların varlığı/yokluğu ile antibiyotik direnci arasındaki ilişkiyi karşılaştırmak için Ki-Kare (χ2) testi kullanıldı (Tablo 9). 
Tablo 9. İntegronların varlığı/yokluğu ve antibiyotik direnci arasındaki ilişki

	
	
	İntegron var
	İntegron yok
	χ2
	P Değeri
	Sonuç

	AMP
	Direnç var
	56
	23
	35.66
	0.001
	***Önemli

	
	Direnç yok
	3
	30
	
	
	

	TE
	Direnç var
	51
	26
	18.16
	0.001
	***Önemli

	
	Direnç yok
	8
	27
	
	
	

	SXT
	Direnç var
	52
	14
	43.96
	0.001
	***Önemli

	
	Direnç yok
	7
	39
	
	
	

	CIP
	Direnç var
	39
	22
	6.81
	0.01
	**Önemli

	
	Direnç yok
	20
	31
	
	
	

	FF
	Direnç var
	30
	14
	6.99
	0.01
	**Önemli

	
	Direnç yok
	29
	39
	
	
	

	G
	Direnç var
	31
	11
	12.04
	0.001
	***Önemli

	
	Direnç yok
	28
	42
	
	
	

	CS
	Direnç var
	10
	7
	0.30
	0.61
	Önemli Değil

	
	Direnç yok
	49
	46
	
	
	


İntegron pozitifliği trimethoprime/Sulfamethoksazol (P<0.001), ampisilin (P<0.001), tetrasiklin (P<0.001), gentamisin (P<0.001), florfenikol (P<0.01) ve siprofloksasin (P<0.01) dirençli izolatlarda anlamlı olarak yüksek olduğu tespit edilirken; kolistin sülfat dirençli izolatlarda integron pozitifliği önemli değildi. 
Çalışma verilerinin toplu sunumu Tablo 10’da gösterilmiştir.
Tablo 10. İzolatların antibiyotik dirençlilik ve integron taşıma durumları
	İzolat

No
	AMP
	TE
	SXT
	CIP
	FFC
	G
	CT
	İntegron
	İzolat

No
	AMP
	TE
	SXT
	CIP
	FFC
	G
	CT
	İntegron

	
	
	
	
	
	
	
	
	1
	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	1
	2

	1
	
	R
	
	
	
	
	
	
	
	49
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	I
	

	2
	
	R
	
	
	
	
	
	
	
	50
	R
	R
	R
	
	
	
	R
	I
	

	3
	
	
	
	
	
	
	R
	I
	
	51
	R
	R
	R
	
	R
	
	
	
	

	4
	R
	
	
	
	
	
	
	
	
	52
	R
	R
	R
	
	R
	
	
	I
	

	5
	R
	
	
	
	
	
	
	I
	
	53
	R
	R
	
	R
	R
	
	
	
	

	6
	
	
	
	R
	
	
	
	
	
	54
	R
	
	R
	R
	
	R
	R
	I
	

	7
	R
	
	
	
	
	
	
	
	
	55
	R
	R
	R
	R
	R
	
	
	I
	

	8
	
	
	
	R
	
	
	
	
	
	56
	R
	
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	9
	
	
	
	
	R
	
	
	
	
	57
	R
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	

	10
	
	
	
	R
	
	
	
	
	
	58
	R
	R
	R
	
	R
	R
	
	I
	

	11
	
	
	
	
	
	
	R
	
	
	59
	R
	R
	
	R
	R
	R
	
	
	

	12
	R
	
	
	
	
	
	
	I
	
	60
	R
	R
	
	R
	R
	R
	
	
	

	13
	R
	
	
	
	
	
	
	I
	II
	61
	R
	R
	R
	R
	
	R
	
	I
	

	14
	
	
	
	
	
	
	R
	
	
	62
	R
	R
	R
	R
	
	R
	
	I
	II

	15
	
	R
	
	
	
	
	R
	
	
	63
	R
	R
	R
	R
	
	R
	
	I
	

	16
	
	
	R
	R
	
	
	
	
	
	64
	R
	R
	R
	R
	
	R
	
	I
	

	17
	
	
	
	R
	
	
	R
	
	
	65
	R
	R
	R
	R
	R
	I
	
	I
	

	18
	
	R
	
	R
	
	
	
	
	
	66
	R
	R
	R
	R
	R
	
	R
	
	

	19
	R
	
	R
	
	
	
	
	I
	
	67
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	
	

	20
	
	R
	
	
	
	R
	
	
	
	68
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	21
	R
	R
	
	
	
	
	
	I
	
	69
	R
	R
	R
	R
	
	R
	R
	
	II

	22
	R
	
	R
	
	
	
	
	I
	
	70
	R
	R
	R
	R
	
	R
	R
	
	

	23
	R
	R
	
	
	
	
	
	I
	II
	71
	R
	R
	R
	R
	
	R
	R
	
	

	24
	
	R
	
	
	
	R
	
	
	
	72
	R
	R
	R
	R
	
	R
	R
	I
	

	25
	R
	R
	
	
	R
	
	
	I
	
	73
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	26
	R
	R
	R
	
	
	
	
	
	
	74
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	27
	
	R
	R
	
	R
	
	
	I
	
	75
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	28
	R
	R
	
	R
	
	
	
	
	
	76
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	29
	R
	R
	
	
	R
	
	
	I
	
	77
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	
	

	30
	R
	R
	R
	
	
	
	
	I
	
	78
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	II

	31
	R
	R
	R
	
	
	
	
	I
	
	79
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	32
	R
	R
	R
	
	
	
	
	I
	
	80
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	
	

	33
	R
	R
	R
	
	
	
	
	I
	
	81
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	
	

	34
	R
	R
	
	
	R
	
	
	
	
	82
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	35
	R
	R
	R
	
	
	
	
	
	
	83
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	36
	
	R
	R
	
	
	
	R
	I
	
	84
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	37
	R
	R
	
	R
	
	
	
	
	
	85
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	38
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	I
	
	86
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	39
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	
	II
	87
	R
	R
	R
	
	R
	R
	R
	I
	

	40
	R
	
	R
	R
	
	R
	
	
	
	88
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	
	

	41
	R
	R
	R
	
	R
	
	
	I
	
	89
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	
	

	42
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	I
	
	90
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	43
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	I
	
	91
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	44
	R
	R
	
	R
	R
	
	
	
	
	92
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	45
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	I
	
	93
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	
	I
	

	46
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	I
	
	94
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	I
	

	47
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	I
	II
	95
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	I
	

	48
	R
	R
	R
	R
	
	
	
	I
	
	96
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	R
	I
	


5. TARTIŞMA 
Kanatlı Patojenik E. coli’lerin neden olduğu kolibasillozis, özellikle tavuk etinin insan tüketimi için önemli bir protein kaynağı olduğu dünya genelinde kanatlı endüstrisi için ciddi bir tehdittir. Hastalığın global bir doğası vardır ve neden olan patojen, konakçı, mikro-çevre ve iklim gibi farklı faktörlerden etkilenebilecek aşırı bir genetik çeşitliliğe sahiptir. APEC izolatlarının özellikle ilaç direncine bağlı genetik özelliklerinin incelenmesi, hastalık için önleyici tedavi protokollerini geliştirmek için araştırılmakta ve gün geçtikçe bu konuya olan ilgi artmaktadır. Evrimsel süreçte antibiyotik kullanımı ile birlikte direnç genlerini taşıyan integronlar artık Gram negatif patojenlerin çoğunda mevcuttur ve antibiyotik direncinin yayılmasında rolleri ile bilinirler. Son on yılda, doğal ortamlarda integron çeşitliliğinin araştırılması, bunların antibiyotiğe dirençli patojenlerin ilginç bir özelliğinden daha fazlası olduklarını, fakat bakteriyel adaptasyon ve genom evriminde daha genel ve önemli bir role sahip olduklarını göstermiştir (Gillings, 2014). Yurdumuzda şu anki bilgilerimize göre kanatlı iç organlarından izole edilmiş olan APEC’lerin antibiyotik dirençliliğinin ve integron profillerinin birlikte incelendiği bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmanın amacı, solunum sistemi şikayeti bulunan Broyler tavukların iç organlarından izole edilen APEC’lerde integronların varlığını değerlendirmek ve bu mikroorganizmalardaki antimikrobiyal dirence katkılarını belirlemektir.

Bu çalışmada kolibasillozisli broyler tavukların iç organlarından %82.9 (112/135) E. coli izolasyonu yapıldı. Materyallerin %17.5 (23/135)’inde E. coli izole edilememesinin muhtemel iki sebebi olabilir. İlk olarak, bu örneklerin alındığı kanatlı hayvanlara hastalığın başlangıcından sonra doğrudan E. coli'nin izolasyonunu engelleyebilecek olan antibiyotikler kullanılmış olabilir ya da bazı durumlarda, incelenen tavuklar viral bir solunum sistemi hastalığı (örn. IBV) nedeniyle ölmüş olabilirler.
Kanatlı hayvanlarda tedavi veya koruyucu amaçla antibiyotik kullanımı, hayvanlarda patojen bakteriler arasında direncin seleksiyonuna neden olması nedeniyle, enfeksiyonların tedavisinde sorunlara neden olmakla birlikte; özellikle zoonotik bakterilerde direnç gelişimi, primer olarak tedavi başarısızlıkları ile sonuçlanan bir halk sağlığı problemi olarak da karşımıza çıkabilmektedir. Hayvanlardaki dirençli zoonotik veya flora bakterileri insanlara sadece direkt yolla bulaşmaz, ayrıca hayvansal besin maddeleri yoluyla da bulaşabilir. Bu mikroorganizmaların insanlara bulaşması sonucunda da endojen florada dirençli bakteriler yerleşir ve bu mikroorganizmaların neden oldukları enfeksiyonların tedavileri oldukça güçtür. Her ne kadar tavuklar gıda maddesi olarak tüketilirken iç organların çıkarılıyor olması, etlerin pişirilerek yenmesi, gastro intestinal floradaki bakterilerin çoğunun mide asiditesine duyarlı olmaları tavuklardan insanlara bu flora bakterilerinin bulaşmasını sınırlasa da, hayvansal üretim yerleri veya çiftliklerde çalışan kişilerde yapılan çalışmalarda, hayvan kaynaklı suşların bu kişilerin gerek floralarından ve gerekse de enfeksiyon etkenleri arasından izole edilebildiğini göstermiştir (Kabir, 2010).

Tetrasiklinler, kinolonlar, penisilinler ve sulfonamidler broyler sürülerinde E. coli enfeksiyonlarının tedavisinde en çok kullanılan antibiyotiklerdir. Bu nedenle en çok bu antibiyotiklere karşı direnç gözlemlenmektedir (Zhao ve ark, 2005). Antibiyotik direnci bakımından ülkeler ve bölgeler arasında da farklılıklar bulunmaktadır. Kanatlı hayvanlardan izole edilen APEC’lerde antimikrobiyal direnç profillerindeki farklılıklar her coğrafi bölgedeki antimikrobiyal ilaç kullanım alışkanlıklarının farklı olmasından kaynaklanabilir. 

Bu çalışmada APEC izolatlarında en yüksek oranda direnç (%70.5) penisilin grubu antibiyotiklerden olan ampisiline karşı belirlendi. Ampisilin direncini Jamaika’da %43.0 (Tricia ve ark, 2006), İran’da %66.2 (Rahimi, 2013),  Bangladeş’de %58.0 (Akond ve ark, 2009) ve %87.5 (Rahman ve ark, 2008) olarak bildirilmiştir. Görüldüğü gibi APEC izolatlarında yüksek ampisilin direnci bizim çalışmamızda olduğu kadar dünyada yapılan diğer çalışmalarda da bildirilmektedir. Son yıllarda beta laktam grubu antibiyotiklerin kanatlı hayvanlarda hastalıkların tedavisinde aşırı ve uygun olmayan dozlarda kullanılmaya başlanması bu direncin gelişmesine sebep olmuş gibi görünmektedir. 

Benzer şekilde tetrasiklin grubu antibiyotiklere yüksek direnç, dünyada yapılan diğer çalışmalarda da bildirilmiştir. Salehi ve Bonab (2006) İran’da APEC’lerde %94 tetrasiklin direnci bildirmişlerdir. Yine İran’da yapılan başka bir çalışmada %91 tetrasiklin direnci tespit edilmiştir (Momtaz ve ark, 2012). Bu çalışmada tetrasiklin direnci %59.9 oranında tespit edildi. Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin geniş spektrumlu olmaları ve toksik etkilerinin düşük olması dolayısıyla kanatlı yetiştiriciliğinde yaygın olarak yem katkı maddesi, koruyucu ve hastalıkları tedavi edici amaçlarla kullanıldıkları bilinmektedir. Bu durum tetrasiklin grubu antibiyotiklere yüksek oranda direnç görülmesini açıklamaktadır. Bakterilerde tetrasiklin direnci genellikle plazmidlerle ilgilidir (Prescot ve ark, 2000). 

ExPEC suşları 1990'ların sonlarına kadar kullanılan ampisilin ve sulfametoksazol trimetoprim gibi antibiyotiklere karşı çok hassas idi (Mellata, 2013). Ancak, ExPEC’ler bu yılların sonu itibariyle bu tür sefalosporinler, kinolonlar ve SXT gibi birçok ilaca son derece dayanıklı hale gelmiştir (Pitout, 2012). Tayland’da APEC izolatlarının %26.7’sinde SXT direnci bulunduğunu bildirirlerken (Mooljuntee ve ark, 2010),  İran’da kanatlı etlerinde izole ettikleri E. coli’lerde trimethoprim direncini %29, sulfamethoksazol direncini %45.6 olarak bildirmişlerdir (Momtaz ve ark, 2012). Brezilya’da yapılan bir çalışmada karkastan izole edilen 205 izolatın geniş spektrumlu beta laktamaz ürettikleri belirlenmiş ve bu izolatların trimethoprim sulfamethoksazole karşı dirençleri %58.3 olarak bildirilmiştir (Koga ve ark, 2015). Bu çalışmada da, folat yolu inhibitörü olan SXT direnci %58.9 gibi yüksek oranlarda bulunmakla birlikte; dirençlilik sıralamasına baktığımızda penisilin ve tetrasiklin grubu sonra geldiği görülmektedir. 

İran’da yapılan bir çalışmada siprofloksasin direnci %67 olarak bildirilmiştir (Rahimi, 2013). Bu çalışmada ise kinolon grubu antibiyotiklerden olan siprofloksasin direnci %54.0 oranında olduğu görülmüştür. Kinolon grubu antibiyotiklere karşı direnç hızlı bir şekilde, hatta tedavi esnasında bile gelişebilmektedir (Jakobs, 2005). Bu nedenle kinolon grubu antibiyotiklere direncin takip edilmesi halk sağlığı açısından da büyük önem taşımaktadır. Hayvanlarda ve insanlarda çok çeşitli enfeksiyonlara neden olan E. coli’lerde kinolon direnç gelişimine neden olan başlıca faktörler kromozomal mutasyonlar ve plazmidler ile aktarılan direnç genleridir. 
Bu çalışmada APEC izolatları arasında florfenikol direnci %39.4 olarak tespit edildi. İran’da yapılan bir çalışmada APEC izolatları arasında florfenikol direncinin %62.3 olduğu bildirmektedir (Rahimi ve ark, 2013). 

APEC izolatlarında aminoglikozid grubu antibiyotiklere karşı direncin incelendiği çalışmalarda yine farklı sonuçlar bildirilmektedir. İran’da kolibasillozisli broyler tavuklardan izole edilen E. coli suşlarının antibiyotik dirençlilikleri üzerine yapılan çalışmalarda gentamisin direncini %12.0 (Sabefar ve ark, 2008), yine İran’da yapılan başka bir çalışmada %52.0 olduğu raporlanmıştır (Rahimi, 2013). Tricia ve ark (2006) ise E. coli izolatlarında gentamisin direnci bulunmadığını bildirmektedirler. Bu çalışmada gentamisin direnci %37.5 olarak saptanmıştır. 

Bu çalışmada en düşük direnç kolistin sülfata karşı %15.2 oranında görüldü.  Kolistin sülfat günümüzde insanlarda E. coli enfeksiyonlarının tedavisinde başarılı bir şekilde kullanılmaktadır. Bu nedenle, şu anda bu ialaca karşı direnç düşük düzeylerde olmasına rağmen; pratikte kanatlı endüstriside bu ilacın tedavi ya da başka amaçlarla kullanılmasından kaçınılması gerekmektedir. 
Çalışmadaki tüm izolatların %14.3 (16/112)’si kullanılan tüm antibiyotiklere duyarlı iken; %85.7 (96/112)’sinde en az bir antibiyotik direnci tespit edildi. İzolatların %12.5 (14/112)’i bir, %8.9 (10/112)’u iki antibiyotiğe dirençli iken;  %64.3 (72/112)’ü çoklu dirençli idi. İzolatların %11.6 (13/112) ’sı üç, %14.3 (16/112) ’ü dört, %10.7 (12/112)’si beş, %25 (28/112)’ i altı, %2.7 (3/112)’si yedi antimikrobiyal aileye dirençli durumdaydı. Benzer bulgular diğer çalışmalarda da bildirilmektedir (Salehi ve Bonab, 2006; Rahman ve ark, 2008; Rahimi, 2013). Özellikle gelişmekte olan ülkelerde çiftlik hayvanlarında MDR suşların sayısının artmış olması endişe vericidir ve patojenik olan bu izolatların antimikrobiyal dirençliliklerinin izlenmesi gerektirmektedir.  

Bakteriler arasında antibiyotik direnç genlerinin yayılması enfeksiyöz hastalıklarda artan bir sorundur. Pekçok antibiyotik direnç geni çeşitli bakteri türleri arasında aktarılabilen plazmid, transpozon veya son yıllarda giderek dikkat çeken integronlar gibi transfer edilebilir elementler üzerine lokalize olmuşlardır. Antibiyotik dirençli bakterilerde ortaya çıkan dirençli genler, antibiyotik dirençli suşların seçilmesine neden olmaktadır. Tavukların gerek intestinal sistemlerinde bulunan gerekse hastalığa sebep olan dirençli bakterilerin yakın temas sonucu diğer çiftlik hayvanlarına bulaşabileceği gibi besin yoluyla insanlara da bulaşabileceği de bilinmektedir (Kabir, 2010). 

İnsanlardan ve hayvanlardan izole edilen E. coli'de antimikrobiyal direncin çeşitli mekanizmaları tanımlanmıştır ve integronlar çoklu ilaç dirençli E. coli'nin ortaya çıkmasında ve yayılmasında anahtar rol oynamaktadır (Saenz ve ark, 2004). İntegronlar antibiyotik direnç determinantlarını kodlayan, belirli gen kasetlerini entegre etme veya taşıma yeteneğine sahip genetik elemanlardır (Hall ve ark, 1999). İntegraz genindeki farklılıklara dayanarak integronlar birkaç ailede sınıflandırılır ve Enterobacteriaceae'de en sık saptanan sınıf 1 ve 2'dir (Partridge ve ark, 2009). Bu genetik elementler insanlardan ve pek çok hayvan türünden izole edilen kommensal ve patojenik E. coli’lerde bildirilmiştir (Partridge ve ark, 2009). Bu çalışmada APEC izolatlarının %54.5 (61/112)’i integron taşıyor iken [%48.2 (54/112)’si yalnızca sınıf 1, %1.8 (2/112)’i yalnızca sınıf 2, %4.5 (5/112)’i hem sınıf 1 hem sınıf 2]; %45.5 (51 izolat)’i integron taşımıyordu. İzolatların hiç birisi sınıf 3 integron taşımıyordu. İtalya'da yapılan bir çalışmada kümes hayvanlarından elde edilen 299 APEC izolatının sınıf 1 ve sınıf 2 integron varlığı PZR ile incelenmiş ve 167 izolat APEC izolatlatının %55.9’unun integron taşıdığı bildirilmiştir. Bunların %49.8 (149 izolat)’inin sınıf 1 integron, %10.4 (31 izolat)’ünün sınıf 2 integron, %4.3 (13 izolatın)’ünün de sınıf 1 ve sınıf 2 integronu birlikte taşıdığı bildirilmiştir (Cavicchio ve ark, 2015). Mısır’da yapılan bir çalışmada APEC izolatlarının %69.2 (9/13)’sinin sınıf 1 integron, %38.4 (5/13)’ünün sınıf 3 integron taşıdığı bildirilirken sınıf 2 integron tespit edilememiştir (El-Saedy ve ark, 2016). Yine Mısır’da yapılan bir çalışmada, bu çalışmadakine paralel bir şekilde, araştırmacılar integron sınıf 1'i % 29.3 ve sınıf 2'yi %3.4 tespit etmiş ancak sınıf 3'ü bulamadıklarını bildirmişlerdir (Awad ve ark, 2016). Broylerden izole edilen E. coli’lerde sınıf 1 ve sınıf 2 integronların bulunma sıklığı Mısır’da %46.6 (34/73 izolat) ve %9.6 (7/73 izolat) (Ahmed ve ark, 2013), Litvanya’da ise % 18.5 (5/27) ve % 3.7 (1/27)  (Povilonis ve ark, 2010), Amerika’da %66 (66/100), 14% (14/100) ve her iki integronun birlikte bulunma oranının da 11% (11/100) (Goldsteinve ark, 2001) olarak tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmadaki integron pozitifliği oranları, sınıf 1 olanlara göre sınıf 2 integronun düşük oranlarda bulunmasının yanı sıra her iki integron sınıfının eşzamanlı varlığı, önceki çalışmalarla tutarlıdır.
Birçok patojenik ve kommensal organizma, çeşitli antibiyotiklere maruz kalması nedeniyle pekçok ilaca dirençlidir. Çoğu zaman, bu antimikrobiyal direnç, plazmidler üzerinde meydana gelen veya bakteri kromozomuna entegre olan integronlar tarafından kodlanır. İntegronlar genellikle Enterobacteriaceae familyasındaki bakteri cinsleriyle ilişkilendirilir (Goldstein ve ark, 2001). İntegronlar -laktamlar, tetrasiklinler, trimetoprim, aminoglikozidler, kloramfenikol gibi antibiyotiklere karşı direnç kodlayan gen kasetlerini taşıyabilme veya entegre edebilme yeteneklerine sahiptirler. Sınıf 1 integronlar Tn21 gibi transpozonlar üzerinde tespit edilmişlerdir ve prototip sayılırlar (Rowe-Magnus ve Mazel, 2001). Sınıf 1 integronun yapısında bir 5'- ve 3'- korunmuş segment (5'-CS ve 3'-CS) ve bir de değişken bölge vardır. 5'-korunmuş segment intI geni (integraz) ve insert olan gen/genlerin ekspresyonu için kullanılan bir promotor bölgeden oluşur (Stokes ve Hall, 1989). 3'- korunmuş segment defektif kuaterner amonyum direnç geni qacEΔ1 ve sülfonamidlere direnç sağlayan sulI geni içerir. İki korunmuş bölge arasında bulunan değişken bölge antibiyotik direnç gen kasetlerinin girmesi için rekombinasyon yeridir. Bu yüzden rekombinasyon mekanizmasına katılan ve 59-baz çifti (bç) eleman olarak bilinen attC geni içerir. 

Sınıf 2 integronlar ise Tn7’de bulunmuş olup, dihidrofolat redüktaz gen kaseti içermektedir (Stokes ve Hall, 1989) ve sırasıyla trimetoprime, streptotrisine ve streptomi- sin/spektinomisine direnç sağlayan dfrA1, sat2 ve aadA1 gibi üç klasik gen kaseti taşımaktadır (Hansson ve ark, 2002). Sınıf 1 ve sınıf 2 integronların hayvanlardan izole edilen koliform bakterilerde taşınabildiği rapor edilmiştir (Goldstein ve ark, 2001; El-Saedy ve ark, 2016).

Çalışmamızın sonuçları, integron kaynaklı trimethoprime/Sulfamethoksazol, beta laktam, tetrasiklin, aminoglikozid direncinin, bu antimikrobiyallere direncin altında yatan önemli bir mekanizma olduğunu göstermektedir. Bununla birlikte, integron barındırmayan bazı izolatların da daha düşük oranlarda olmakla birlikte trimethoprime/Sulfamethoksazol, beta laktam, tetrasiklin, aminoglikozid karşı dirençli olduğu da görülmüştür. Bu bulgu, diğer moleküler direnç mekanizmaları (plazmid, transpozon, vs.) ve diğer yazarlar tarafından tanımlandığı gibi integronlarda bulunan gen kasetlerinin ekspresyonunun eksikliği ile açıklanabilir (Nogrady ve ark, 2006; Kim ve ark, 2007). Bununla birlikte, bu gözlemi desteklemenin yanı sıra, integronların kromozomal veya plazmidik lokalizasyonunun belirlenebilmesi için daha ileri çalışmalar yapılması gerekmektedir. 
İntegronlar ve gen kasetleri, birincil direnç kaynağı olarak tanımlanmıştır ve antimikrobiyal direnç genlerinin rezervuarları olarak işlev gördüklerinden şüphelenilmektedir. Daha önce yapılan çalışmalarda trimetoprim-sülfametoksazol (Guerra ve ark, 2003; Chang ve ark, 2007), ampisilin ve kloramfenikol (Chang ve ark, 2007;  Wang ve ark, 2008), gentamisin, sulfametoksazol, tetrasiklin ve trimethoprim (Chang ve ark, 2007) gibi bazı ilaçlara direnç ile integron taşıma ilişkilendirilmiştir. Bu çalışmada izolatların antibiyotik dirençleri ile integron taşıma potansiyelleri arasında doğru bir orantı olduğu tespit edildi. Şöyle ki çoklu dirençli olmayan izolatların %33.3  (8/24)’ü; çoklu dirençli izolatların ise %70.8 (51/72)’i integron taşıyordu.
Kanatlı hayvanlarda görülen antibiyotik direnci plazmitler veya çeşitli kromozomal elementler yoluyla bulaşabilirler ve bu yolla taşınan direnç genleri insanlara bulaşabilir. Bu nedenle, APEC enfeksiyonlarının tedavisinde kullanılan antibiyotiklerin halk sağlığı açısından da önemi gün geçtikçe artmaktadır. Yörede kolibasillozis tedavisinde sık kullanılan antibiyotiklere karşı direncin ortaya çıkması, giderek artan bir halk sağlığı sorunu olarak karşımıza çıkacaktır, çünkü hayvanlar kadar insanlar da çoklu ilaç dirençli E. coli’ler tarafından meydana getirilen enfeksiyonları kapma potansiyel riski taşımaktadır. 

6. SONUÇ ve ÖNERİLER
Bu çalışmada kolibasillozisli broyler tavukların iç organlarından %82.9 E. coli izolasyonu yapılması materyal alınan işletmelerde solunum sistemi hastalıklarının epidemiyolojilerinde E. coli’nin önemli bir role sahip olduğunu göstermektedir.
E. coli’nin fenotipik olarak identifikasyonu pratik ve kolay olmakla birlikte etkenin tür düzeyinde kısa sürede identifiye edilebilmesine olanak sağlayan moleküler yöntemler de identifikasyonda kullanılabilir.
APEC izolatlarının ampisiline, tetrasikline,   trimethoprime/Sulfamethoksazol, siprofloksasine, florfenikole, gentamisine direnç oranları yüksektir. Bu nedenle APEC’lerin neden oldukları enfeksiyonların tedavisinde kullanılmaları doğru bir seçenek olarak görünmemektedir. 
Bu çalışmada izolatların %64.3’ü çoklu dirençli idi.  Materyal alınan işletmelerde tavuk iç organlarından izolasyonu yapılan APEC’lerde çoklu antibiyotik dirençli izolat sayısının fazla olması yöremiz açısından önemli bir direnç probleminin bulunduğunu göstermektedir. 
Antibiyotiklerin gelişigüzel ve uygunsuz olarak kullanılmalarına bağlı olarak duyarlı mikroorganizmaların yerini dirençli olanlar almakta ve MDR hastalıklarda tedavi seçeneklerini sınırlandırmaktadır.  Patojen mikroorganizmaların antibiyotiklere karşı çoklu direnç özelliklerinin artması, trimethoprime/Sulfamethoksazol, ampisilin, tetrasiklin ve gentamisin gibi antibiyotik gruplarının insan enfeksiyonlarının da tedavisinde kullanılıyor olması ilerde insan hastalıklarının tedavisinde kullanılabilecek antibiyotikleri sınırlandırabilir.  Bu nedenle bilinçsiz antibiyotik kullanımının önüne geçilmesi kadar sıkı biyogüvenlik önlemlerinin alınması, doğru yönetim, etkin aşılama programlarının uygulanması gibi stratejiler çiftlik hayvanlarında kolibasillozisin azaltılmasına katkıda bulunacaktır. APEC izolatları arasında çoklu antibiyotik dirençli olan izolatların bulunması, hem insan sağlığı hem de kanatlı hayvan endüstrisini etkileyen önemli bir sağlık sorunudur.
İntegronlar antibiyotik direnç determinantlarını kodlayan, belirli gen kasetlerini entegre etme veya taşıma yeteneğine sahip genetik elemanlardır. Bu çalışmada izolatların %54.5’i integron taşıyor iken (%48.2’si yalnızca sınıf 1, %1.8’i yalnızca sınıf 2, %4.5’i hem sınıf 1 hem de sınıf 2); %45.5’i integrona sahip değildi. Genel olarak Enterobacteriaceae'de en sık saptanan integron sınıfı olan sınıf 1 integron bu çalışmada da en sık saptanan integron sınıfı oldu.
İntegron pozitifliği trimethoprime Sulfamethoksazol, ampisilin, tetrasiklin, gentamisin, florfenikol ve siprofloksasin dirençli izolatlarda anlamlı olarak yüksek olduğu tespit edildi. Trimethoprime Sulfamethoksazol, ampisilin, tetrasiklin ve gentamisin kanatlı hayvan hastalıklarının tedavisinde en sık kullanılan antimikrobiyaller arasında oldukları için Türkiye'deki kanatlı endüstrisi için bir endişe kaynağıdır. 
Bu çalışmada çoklu dirençli olmayan izolatların %33.3’ü çoklu dirençli izolatların ise %70.8’inin integron taşıması izolatların antibiyotik dirençleri ile integron taşıma potansiyelleri arasında doğru bir orantı olduğu ortaya koydu. Çoklu dirençli izolatların büyük bir çoğunluğunun integron taşıması bunların potansiyel direnç alıcı haline gelmesi bakımından önem taşıdığını göstermektedir.
Direnç genlerinin transferinde yer alan integronların ortaya konulmasına odaklanan çalışmalar, yalnızca direnç mekanizmalarının daha iyi anlaşılması için değil, aynı zamanda antimikrobiyallerin kullanım politikalarının geliştirilmesi için de faydalı bilgiler sağlayabilir. APEC’lerdeki antimikrobiyal direncin ve altta yatan genetik mekanizmaların izlenmesi hem hayvan hem de insan sağlığı için gereklidir. Bu yüzden antibiyotiklerin yayılma mekanizmalarını ortaya çıkarabilecek daha kapsamlı epidemiyolojik çalışmaların yapılmasına ihtiyaç vardır.
Bu çalışmada, integronların APEC izolatlarının antimikrobiyal ilaçlara karşı direncinde önemli rol aldığı saptanmasına rağmen, tüm antimikrobiyal ajanlara dirençli izolatlarda integron bulunmadığı tespit edildi. Bakterilerde integronların yokluğunda antibiyotiklere direnç varlığı, izolatların integron olmayan diğer direnç mekanizmaları veya integron olmayan elementler tarafından kodlanan dirençle donatıldığını gösterir. Direnç genlerinin transferinde yer alan integronların oluşumuna odaklanan çalışmalar, yalnızca direnç mekanizmalarının daha iyi anlaşılması için değil, aynı zamanda antimikrobiyallerin kullanım politikalarının geliştirilmesi için de faydalı bilgiler sağlayabilir.
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