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TESEKKUR
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calismamin sekillenmesinde ve nihai haline ulasmasinda degerli katkilart bulunan
saygideger jiiri iiyelerim Dog. Dr. Dilek YALCIN’a ve Dog¢. Dr. Ebru COTELI’ye
tesekkiir ederim.
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KERIMOGLU’na tesekkiirlerimi ictenlikle sunarim. Yeni ¢alismalarla hizmette olmak

timidiyle.
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Antibiyotik direnci, diinya capinda Onemli bir halk sagligi sorunu olup,
Escherichia coli suslarinin gida kaynakli patojen olarak rolii giderek artmaktadir. Bu
calismada, Kirsehir ilindeki yerel market ve kasaplardan toplanan 100 adet kiyma
orneginden 30 adet E. coli izolat1 elde edilmistir. Orneklerin &n zenginlestirmesi TSB
besiyerinde yapilmis ve izolasyonlar MacConkey ve EMB agarlarda gergeklestirilmistir.
Izolatlarin E. coli oldugu, fizyolojik ve biyokimyasal testler (indol, metil red, Voges-
Proskauer, Simmons sitrat) ve Gram boyama ile dogrulanmistir. Kesin tani i¢in ise
MALDI-TOF MS yontemi kullanilmis ve tiim izolatlar (%100) E. coli olarak
tanimlanmistir.Elde edilen izolatlarda proteaz ve lipaz aktiviteleri test edilmis, bazi
izolatlarin bu enzimleri tirettigi bulunmustur. Hemoliz testlerinde izolatlarin %46.7’si
kanli agarda hemolitik aktivite gostermistir. Antibiyotik duyarlilik testlerinde tim
izolatlar ampisiline diren¢li bulunmus, bazi izolatlar diger antibiyotiklere karsi orta
duyarlilik veya diren¢ gostermistir. MAR indeksi analizleri, bazi izolatlarin c¢oklu
antibiyotik direnci (MDR) tasidigini ortaya koymustur. Biyofilm testlerinde 30 izolatin
14’tinde (%46.7) biyofilm olusumu gdzlenmis, bunlarin bazilar giiclii, bazilar1 orta ve
zayif biyofilm gelistirmistir. UV-VIS spektrofotometrik yontemle yapilan biyofilm
analizinde segilen 5 izolatin tamami biyofilm pozitif bulunmustur. Sitotoksisite
testlerinde Artemia salina larvalar farkli E. coli konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve
LCso degerleri 23.00 — 129.37 pg/mL araliginda dagilmaktadir. Patojenite testleri ise
%100 mortaliteye yol agarken, larvalarda morfolojik ve fizyolojik bozulmalar tespit
edilmistir. Bu bulgular, kiymadan izole edilen E. coli suslarinin antibiyotik direncli,
enzim lretici, biyofilm olusturabilen ve yliksek patojeniteye sahip oldugunu gostermekte;
halk sagligi agisindan tasidigi riski ve antibiyotik direng profillerinin izlenmesinin
Onemini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, gida patojeni, antibiyotik direnci, toksijenite,

patojenite.



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

ISOLATION OF ESCHERICHIA COLI FROM MINCED MEAT AND
INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE PROFILES
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Antibiotic resistance is significant public health issue globally, with Escherichia
coli strains playing increasingly important role as foodborne pathogens. This successful
study obtained 30 E. coli isolates from 100 samples collected from local markets and
butcher shops in Kirsehir province. Preliminary enrichment of the samples was performed
on TSB, and isolations were carried out on MacConkey and EMB agars. The isolates
were confirmed as E. coli using current biochemical tests and Gram staining. MALDI-
TOF MS was used for diagnosis, and all isolates were identified as E. coli. Protease and
lipase activity was tested in the isolates, and some isolates were definitively found to
possess these enzymes. Hemolysis tests showed that 46.7% of the isolates exhibited
hemolytic activity on blood agar. Antibiotic exchange tests revealed that all isolates were
ampicillin-resistant, with some showing moderate or severe resistance to other antibiotics.
MAR index analyses reveal that some isolates exhibit multidrug resistance. In biofilm
tests, biofilm formation was observed in 14 out of 30 isolates, some developing strong
biofilms, others moderate and weak. Biofilm analysis using UV-VIS spectrophotometric
methods, all 5 selected isolates showed biofilm-positive temperatures. Cytotoxicity tests,
Artemia salina larvae were exposed to different E. coli compartments, and LCso values
ranged from 23.00 to 129.37 pg/mL. Pathogenicity tests resulted in 100% mortality, while
morphological and resistant deterioration was detected in the larvae. These findings
demonstrate that E. coli strains isolated from curling are antibiotic-resistant, enzyme-
producing, biofilm-forming, and highly pathogenic; highlighting the public health risks
and the increasing prevalence of antibiotic resistance profiles.

Key Words: Escherichia coli, foodborne pathogen, antibiotic resistance, toxigenicity,

pathogenicity.
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1. GIRIS

Et, insan beslenmesinde en degerli protein kaynaklarindan biridir ve ayn1 zamanda
yag, B vitamini kompleksi, A ve D vitaminleri, bol miktarda demir, ¢inko ve diger
mineralleri igermektedir. Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Et, Hazirlanmig Et Karisimlari ve Et
Uriinleri  Tebligine gore; c¢ig etler, farkli sekillerde islenerek cesitli {iriinlere
dontstiirilmektedir. Biiyilikbas, kiiclikbags veya kanatli hayvan karkas etlerinin
kemiklerinden ayrilarak kiyma makinesinden gegirilmesi ile elde edilen iiriin ‘kiyma’
olarak tanimlanmistir (TGK, 2019). Kiyma besleyici, pratik ve cesitli sekillerde
kullanilabilir olmasi yoniinden en ¢ok tiiketilen et iirlinli olarak karsimiza ¢ikarken

beraberinde bir¢ok problemi de getirmektedir.

Mikrobiyal kontaminasyon ve bozulma riskine karsi en hassas iglenmemis et
tirtinlerinden birisi olan kiyma 6zellikle yiiksek su aktivitesi, azotlu bilesikler ve pH gibi
kimyasal ve fizyolojik 6zellikleri nedeniyle hizla bozulmaya meyilli olup, bu durum halk
sagligr agisindan potansiyel bir tehdit olusturabilmektedir. Taze et, kiyma makinesinden
gegirilirken, etin i¢ dokularindaki hiicre i¢i suyun disariya ¢ikmasi, mikroorganizmalar
i¢in ideal bir beslenme ortami saglamaktadir. Ortaya ¢ikan sivinin dis ortama gegmesiyle
birlikte mikroorganizmalar, etin yiizeyine yayilmakta ve bdylece iriin yapisinda

mikrobiyal bozulmalara neden olmaktadir.

Kesim o6ncesinde hijyenik kosullarda bulunan saglikli hayvanlarin etleri, kesim
islemi sonrasinda mikrobiyal kontaminasyona acik hale gelmektedir. Ozellikle
parcalama, soyma ve ayirma gibi mekanik islemler sirasinda; diski, deri, personel temasi,
ekipman ve aletler baslica kontaminasyon kaynaklar1 olarak mikroorganizmalarin ete

bulagmasina neden olabilmektedir.

Et ve et Urlinleri Uretim zincirinin farkli basamaklarinda meydana gelen
kontaminasyonlar, patojen mikroorganizmalarin yayilimi i¢in kritik bir zemin
olusturmaktadir (Sekil 1). Uretim asamasindaki mikrobiyal yiik; ¢iftlik kosullar1, hayvan
pazarlari, lojistik siirecler, mezbahadaki uygulamalar ve mevsimsel degiskenler gibi
temel faktorlerin etkisi altindadir (Sabla ve ark., 2021). Bunlara ek olarak; deri yiizme,
parcalama ve ayirma gibi spesifik proses basamaklari, kullanilan alet ve ekipmanlarin
durumu ile personel hijyeni, kontaminasyon riskini dogrudan artiran unsurlar olarak 6ne

cikmaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Risk degerlendirme basamaklari (Ebel ve ark., 2004).

Mikroorganizmalar, 6zellikle gida kaynakli bakteriler, gida giivenligi i¢in en
biiyiik tehdittir ve bu mikroorganizmalar veya toksinleri ile kirlenmis hayvansal kaynakli
tirtinlerin tiilketiminden sonra insanlarda enfeksiyonlara veya zehirlenmelere neden
olmaktadir (Hemalata ve Virupakshaiah, 2016). Hayvansal kaynakli gidalarda,
Salmonella, Siga toksini iireten Escherichia coli (STEC), Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes ve Staphylococcus aureus gibi patojenik (hastaliga neden olan) bakteriler
hastaliga yol agmaktadir. Et kiyma islemi sirasinda patojenler mevcutsa, etin yilizeyinin
daha biiyiik bir kism1 zararli bakterilere maruz kalmaktadir. Ayrica, kiyma iglemi ylizeyde
bulunan bakterilerin etin her yerine karismasina neden olmaktadir. Mezbahalardaki kotii
uygulamalar, kontaminasyon veya tehlikeli atik sularin olusumu yoluyla insan sagligi i¢in
risk olusturabilmektedir. Glivenli uygulamalar, karkaslarin digk: ile kontaminasyonunu
en aza indirir ve mezbahalarda ve gida iiretiminde gidalarin hijyenik bir sekilde islenmesi
kontaminasyonu azaltabilmektedir (McMillan ve ark., 2019). E. coli, saglikli bireylerde
bol miktarda bulunmasi ve Gram-negatif enterik bakteriler {izerinde antibiyotik
kullaniminin uyguladigi secici baskiy1r gosterme yetenegi nedeniyle, hayvancilikta
antimikrobiyal direng i¢in siklikla bir gézlemci mikroorganizma olarak kullanilmaktadir.
E. coli 'de bulunan diren¢ mekanizmalari, dogrudan temas, et tiiketimi veya dolayl olarak

cevre yoluyla insanlara yayilabilmektedir (Nguyen ve ark., 2015). Bu diren¢ normalde



farkli cinslere ait olabilen diger bakterilerle yatay gen transferi yoluyla kazanilmaktadir.
Ek olarak, diren¢ genetik mutasyonlar nedeniyle de ortaya ¢ikabilmektedir. Coklu ilag
direngli (MDR) bakteriler genellikle, antibiyotik diren¢ genlerini almalarini ve
toplamalarin1 saglayan integronlarin ve gen kasetlerinin varligiyla kolaylastirilan bir
direng genleri repertuarina sahiptir (McMillan ve ark., 2019). Escherichia coli, normal
bagirsak mikrobiyotasinin bir iiyesidir, ancak bazi suslar viriilans genleri tasir ve viriilans
genlerine bagli olarak enterik veya ekstraintestinal patojenler olarak siniflandirilir

(Donnenberg, 2013).

E. coli, insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda yaygin olarak bulunan gram negatif
bir bakteridir. Gidalarda digki kontaminasyonunun bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Li ve ark., 2021; Yang ve ark., 2022). E. coli suslarinin ¢ogu patojenik
degildir, ancak birkaci ¢ok patojeniktir ve sulu ve kanli ishale neden olur; E. coli 0157:H7,
hemorajik kolit (HC), hemolitik iiremik sendrom (HUS) ve trombotik trombositopenik
purpura gibi yasami tehdit eden hastaliklarla iligskilendirilmistir (Rahman ve ark., 2017).
Bu tiir ellerde ve diger yiizeylerde yasayabilmekte ve gidalara kolayca aktarilmaktadir
(Ayamah ve ark., 2021).

E. coli ’nin et ve et iriinlerinden olusan gidalar1 kontamine ettigi bulunmustur
(Abebe ve ark., 2020). Gida kaynakli salginlarin, bu iiriinlerin, hazirlanmasi ve
pazarlanmasi sonucu meydana geldigi bilinmektedir (Oje ve ark., 2018). Diinya ¢apinda,
E. coli enfeksiyonlarmin tedavisi, ilaca direngli suslarin artan yayginligi nedeniyle
karmasik hale gelmistir (Sabaté ve ark., 2008). E. coli suslarinda antibiyotige karsi

bulunan yeni direng, tiiketicilerin saglig1 i¢in ciddi bir tehdittir (Trojan ve ark., 2016).

E. coli suslari, antimikrobiyal diren¢ genlerini edinme ve aktarma konusunda
oldukga yeteneklidir (Jouini ve ark., 2009; Koo ve W00, 2011). E. coli 'nin diger bakteri
tirleriyle genetik materyal aligverisinde bulundugu gosterilmistir ve bu bakterinin,
insanlarda hastaliga neden olan gegici bakteriyel patojenlere antibiyotik diren¢ genlerini
gecirmesi mimkiindiir (Alexander ve ark., 2010). E. coli gida iiriinlerinde kolonize
olabilmekte ve antimikrobiyal direng genleri gelistirebilmektedir (Jouini ve ark., 2009).
Antibiyotik direnci (Antimicrobial Resistance, AMR), Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
kiiresel bir halk sagligi krizi olarak tanimlanmakta olup, O6zellikle gram-negatif
bakterilerde ¢oklu ilag direnci (MDR) oranlarinin artmasi ciddi endise yaratmaktadir

(WHO, 2023).



Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarin morbidite ve mortalitesini ve ekonomik
etkisini en aza indirmek i¢in uzun yillardir insan ve veteriner hekimliginde
kullanilmaktadir. Ancak, E. coli bir veya daha fazla antibiyotige direng¢ gelistirmistir ve
bu durum halk sagligi endiselerini artirmistir. Antibiyotiklerin gelisigiizel ve artan
kullanimi, direngli bakterilerin yiiksek oranda bulunmasiyla baglantilidir. Ornegin,
antibiyotiklerin hayvanlar1 beslemek i¢in uzun siireler boyunca diisik dozlarda
kullanilmasi, besin zincirindeki diger bakterilere karsi antibiyotik direncinin yayilmasina

neden olabilmektedir (Lima ve ark., 2017).

Bir dizi ekolojik alanda (tarim, hayvanlar ve insanlar) antibiyotik ve diger
antimikrobiyal ajanlarinin kullanimi, direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina yol
agcmaktadir (Karabasil ve ark., 2025). Hayvancilikta antibiyotiklerin uzun siireli kullanimi
ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde antibiyotiklerin yanlis kullanimi, hayvanlarda
antibiyotige direngli E. coli suslarinin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Antibiyotikler
hastaliklarin tedavisinde ve Oliim oraninin azaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Ancak bakteriler bu antibiyotiklere karsi etkili diren¢ mekanizmalar1 gelistirmistir.

Gida kaynakli enfeksiyonlar, antibiyotiklere diren¢ kazanmis gida kaynakli
bakteriyel patojenlerin artigi nedeniyle giderek daha sorunlu hale gelmektedir. Bu durum,
tilketicilerde tedavisi zor ve karmasik enfeksiyonlara yol agabilmektedir. Kiimes
hayvanlar1 ve sigir eti dahil olmak iizere ¢esitli gidalarda antibiyotik direncgli bakteriyel
patojenlerin varligi artmaktadir. Bu konu 6nemli 6l¢iide incelenmis olsa da, et ve et
uriinleri isletmelerinde AMR'nin ortaya ¢ikmasini kolaylastirmadaki potansiyel rolii

nedeniyle antibiyotik kullanimi en tartismali konu olmustur.

Gida zinciri baglaminda AMR'yi ele almak i¢in etkili risk azaltma stratejileri,
ulusal ve uluslararas1 diizeylerde sektorler arasi is birliginin tesvik edilmesine
dayanmaktadir. Ulusal diizeyde veterinerlik alaninda, insan sagligi i¢in kritik 6neme
sahip antibiyotikler de dahil olmak iizere veterinerlik ilaglarinin onaylanmasi ve kontrolii
i¢in diizenleyici bir ger¢eve olusturulmasi gerekmektedir. izlenebilirlik ve gdzetimin
entegre edilmesi, antimikrobiyal diren¢ sorununun basariyla ele alinmasi igin biiyiik
onem tasimaktadir. Ciftliklerde ve mezbahalarda hastalik onleme (etkili asilarin
kullanimi1) ve iyi hijyen uygulamalar1 gibi biyogiivenlik onlemleri yoluyla hayvanlar

iyilestirmek hayvansal gida iiretim sistemlerinde antibiyotik ihtiyacini azaltmaktir.
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Sekil 2. Antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasinin sonuglart ve 6nleme
stratejileri (Kurc¢ubi¢ ve ark., 2025).

Antimikrobiyal diren¢ genlerini gida kaynakli patojenlerde dahil olmak tizere
diger tiirlere aktarabilen patojen olmayan mikroorganizmalarin yayginligindan
kaynaklanmaktadir. Direnci kodlayan genler, farkli bakteriler arasinda ve ayrica yatay
gen transferi (yani, transformasyon, konjugasyon ve transdiiksiyon) yoluyla gida ve
insanlardaki bakterilere bulasabilmektedir (Verraes ve ark., 2013). Ilag¢ direncinin kdkeni
yalnizca {iretimle smirli tutulamaz, ¢iinkii gida zincirinin kendisi de direng
tiretebilmektedir. Gida iiretiminde biyositlerin yaygin kullaniminin (dezenfektanlar,
koruyucular ve diger kimyasallar veya gida dagitim zinciri boyunca uygulanan ¢evre ve
islem kosullar1) olusturdugu baskinin, mikrobiyal popiilasyonlarin gecici direng
gelistirerek secici bagisiklik baskisindan kagmak i¢in adaptasyona yonlendirdigi
gosterilmistir (Capita ve Alonso-Calleja, 2012; Handel ve ark., 2013).



Bircok gida, 6zellikle hayvansal kokenli olanlar ve kanalizasyon kirliligine maruz
kalan gidalar, patojenlerin insanlara yayilmasinda arag¢ olarak kabul edilmistir (ICMSF,
2006). Bu nedenle, bu ¢alisma Kirsehir’deki yerel market ve kasaplardan alinan kiyma
orneklerinden E. coli ’yi, izole etmeyi, tanimlamay1 ve karakterize etmeyi amaglamistir.
Kiymadan elde edilen E. coli 'de bulunan viriilans 6zelliklerini, direng profillerini ve

genetik belirtecleri kapsamli bir sekilde degerlendirmektir.

1.1. Amag

Mevcut tez calismasi, kasaplardan alinan kiymalardan izole edilen E. coli
suslarinda bulunan viriilans 6zellikleri, toksijenite, patojenite potansiyeli ile birlikte
antibiyotik diren¢ profillerinin degerlendirilmesi ve gida giivenligi ile halk sagligi
acisindan risk olusturan direng mekanizmalarini analiz etmeyi hedeflemektedir. E. coli
'mnin gida kokenli hastaliklara yol agma potansiyelini degerlendirmek ve halk sagligi
tizerindeki etkilerini analiz etmektir. Tarim ve veterinerlik alaninda antibiyotik kullanim
Onerilerinin gdzden gegirilmesi ve boylece direng sorununu 6nlemeye yonelik stratejilerin
gelistirilmesidir. Toplumda E. coli ve genel olarak gida giivenligi konusunda farkindalik
olusturmak, insanlar1 bilgilendirmek ve giivenli gida tiiketimi konusunda egitmektir. Elde
edilen verilerin akademik ve endiistriyel arastirmalar igin bir temel olusturmasi, boylece
E. coli aragtirmalarina yonelik literatiire katkida bulunmaktir. Bu hedefler dogrultusunda,
gida giivenligi ve antibiyotik direnci sorunuyla miicadelede 6nemli bir role sahip olmasi

amaclanmaktadir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Mevcut tez ¢calismasi ile ilgili daha 6nce yapilan ¢calismalar gegmisten giliniimiize
incelenmis ve elde edilmis bulgu ve sonuclar arastirilan konu etrafinda yeniden

degerlendirilmesi yapilmistir.

E. coli, Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram-negatif, fakiiltatif anaerob bir
bakteri olup insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde normal flora iiyesi olarak
bulunabilmektedir. Bununla birlikte bazi suslar, sahip olduklar1 6zgiil virtilans faktorleri
nedeniyle patojen Ozellik gostererek ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Patojen E.
coli suslari; enterotoksijenik (ETEC), enterohemorajik (EHEC/STEC), enteropatojenik
(EPEC), enteroinvaziv (EIEC), enteroagregatif (EAEC) ve difliz adezyon gosteren
(DAEC) gruplar altinda siniflandirilmaktadir. Bu gruplar arasinda 6zellikle Shiga toksin
tireten E. coli (STEC), insan saglig1 agisindan yiiksek risk olusturmakta ve gida kaynakli
salginlarla iligkilendirilmektedir (Kolodziejek ve ark., 2022).

Insanlarda E. coli enfeksiyonlar1 baslica gastrointestinal sistem hastaliklariyla
kendini gostermektedir. EHEC suslari, kanli ishal ve hemorajik kolite neden olabilmekte,
ozellikle ¢ocuklar ve yaslilarda hemolitik iiremik sendrom (HUS) gibi hayati tehdit eden
komplikasyonlara yol agabilmektedir. HUS patogenezinde, Shiga toksinlerinin (Stx1 ve
Stx2) bobrek endotel hiicrelerinde protein sentezini inhibe ederek hiicresel hasara neden
olmast énemli rol oynamaktadir. Bunun yani sira E. coli, {iriner sistem enfeksiyonlari,
neonatal menenjit, septisemi ve yara enfeksiyonlari gibi ekstraintestinal enfeksiyonlardan
da sorumlu tutulmaktadir (Elbarbary ve ark., 2025). Hayvanlarda ise E. coli
enfeksiyonlart Ozellikle gen¢ hayvanlarda enteritis, ishal ve septisemi seklinde
goriilmektedir. Ruminantlar, 6zellikle sigirlar, STEC suslari i¢in dogal rezervuar olarak
kabul edilmekte ve genellikle asemptomatik tasiyict durumundadir. Bu durum, patojen E.
coli ’nin gida zinciri araciligiyla insanlara taginmasinda 6nemli bir halk sagligi riski

olusturmaktadir (Ayenew ve ark., 2021).

Kiyma gibi et iriinlerinden izole edilen E. coli suslarinin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time
of Flight Mass Spectrometry) yontemi giiniimiiz mikrobiyoloji laboratuvarlarinda hizli ve
giivenilir bir yaklasim olarak kullanilmaktadir. Bu yontem, izolasyon sonrasi elde edilen
bakteriyel kolonilerden protein profilini dlgerek karakteristik kiitle spektrumlari olusturur

ve referans veri tabaniyla karsilagtirarak tiir tanimlamasi yapmaktadir. Crespi ve ark.
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(2025) yapmis olduklar1 ¢aligmada Arjantin’de kiyma Orneklerinden izole edilen 266
bakteri susundan 97’si MALDI-TOF ile E. coli olarak dogrulanmistir; bu dogrulama,
geleneksel biyokimyasal testlere kiyasla daha hizli ve spesifik sonuclar sagladigi
calismada raporlanmistir (Crespi ve ark., 2025). Ayrica farkli cografi bolgelerde yapilan
caligmalarda kiyma ve diger et tiriinlerinden izole edilen E. coli suslarinin MALDI-TOF
MS ile yiiksek giivenilirlikte tanimlanabildigi bildirilmistir (Khater ve ark., 2021). Bu
teknik, gida kaynakli patojenlerin tespitinde 6zellikle hizli geri bildirim gerektiren halk

saglig1 izleme programlarinda tercih edilmektedir (Jadhav ve ark., 2018).

E. coli ’nin patojenitesi biiyiik 6l¢iide sahip oldugu viriilans faktérlerine baglidir.
Shiga toksinleri, enterohemolizin (hlyA), adezinler, fimbrial yapilar, proteazlar, lipazlar
ve biyofilm olusturma yetenegi bu faktorler arasinda yer almaktadir. Enterohemolizin,
RTX (repeats in toxin) toksin ailesine ait olup hiicre membraninda porlar olusturarak
eritrositlerin  lizisine ve doku hasarina neden olmaktadir. Ozellikle EHEC
(Enterohemorrhagic Escherichia coli) suslarinda sik goriilen bu faktor, bakterinin

sitotoksik etkisini artirmaktadir (Pakbin ve ark, 2021).

E. coli suslarinda tanimlanan gesitli proteazlar, konak dokularin yikimina katki
saglayarak kolonizasyonu ve invazyonu kolaylastirmaktadir. Lipaz aktivitesi ise hiicre
zarinin bitiinliigiinii bozarak bakterinin yayilimin1 desteklemekte ve sitotoksisiteyi
artirmaktadir. Bu enzimatik virtilans faktorlerinin, 6zellikle ekstraintestinal patojen E.

coli (ExPEC) suslarinda 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir (Suleiman, 2024).

Biyofilm olusumu, E. coli ’nin ¢evresel kosullara, dezenfektanlara ve
antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmasini saglayan kritik bir adaptasyon mekanizmasidir.
Biyofilm tireten suslarin gida isleme ylizeylerinde ve hayvansal {iriinlerde daha uzun siire
canli kalabildigi ve bu durumun gida kaynakli enfeksiyon riskini artirdig: gosterilmistir.
Ayrica biyofilm yapisi, viriilans genlerinin ekspresyonunu artirarak patojeniteyi

giiclendirmektedir (Sasoon ve ark., 2025).

Tiim bakteriler, hastalik gelistirmek i¢in belirli viriilans faktorlerine sahiptir.
Viriilans faktorleri, bakterilerin konakg¢iy1 hiicresel diizeyde kolonize etmesine yardimci
olan molekiillerdir. Viriilans faktorleri yiizeye bagli, salgilanan veya hiicre i¢i olabilmekte

ve hastaligin patogenezinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Sharma ve ark., 2017).



Tuzlu su karidesi olan Artemia salina, kisa yasam dongiisii, kolay elde
edilebilmesi ve c¢evresel stres faktorlerine karst duyarliligt nedeniyle toksisite ve
patojenite testlerinde yaygin olarak kullanilan bir model organizmadir. Bu yaklasimla test
edilen toksik ajanlarin Artemia tizerindeki akut oldiiriictiliik etkisi dlgiilerek bakteri veya
toksinlerin potansiyel viriilans1 hakkinda 6n bilgi elde edilebilir (Banti ve Hadjikakou,
2021). Ozellikle mikrobiyal viriilans calismalarinda, Artemia ’lar farkli bakteriyel
patojenlere karsi enfeksiyon modeli olarak da kullanilmuistir; 6rnegin E. coli, Vibrio
vulnificus ve Pseudomonas aeruginosa gibi bakteri tiirlerinin Artemia {izerindeki
oldiirticti etkisi incelenmis ve bakteriyel viriilansa bagimli olarak canli organizma
mortalitesini artirdig1 gosterilmistir (Lee ve ark., 2014). Bu tiir modeller, gida kaynakli
patojen E. coli izolasyonlarmin toksin iiretme potansiyeli ve patojenite derecesi hakkinda

hizla degerlendirme yapilmasina olanak tanimaktadir.

Genelde gida kaynakli E. coli izolasyonlarinda viriilans genlerinin varligi
molekiiler yontemlerle gosterilse de, Artemia gibi canli model organizmalarda
fonksiyonel etkinliginin degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Ertas ve ark.,
2013). Boylece, kiymadan izole edilen E. coli suslarinin toksijenite ve patojenite
profillerini sadece genotipik gostergelerle degil, canli organizmalarda mortalite
oranlariyla da degerlendirmek miimkiin olur. Bu yaklasim, 6zellikle 6n ¢aligma veya
toksin etki derecesi hakkinda hizli bilgi gerekildiginde tercih edilmektedir (Banti ve
Hadjikakou, 2021; Lee ve ark., 2014).

Elde edilen sonuglar, E. coli izolatlarinin belirli konsantrasyonlarda A. salina
larvalarinda mortaliteye neden olabildigini gostermektedir. Bu durum, ozellikle
gidalardan izole edilen suslarin yalnizca gastrointestinal sistemle sinirlt kalmayip, farkl
biyolojik sistemler iizerinde de stres olusturabilecek potansiyele sahip oldugunu
diistindiirmektedir. Literatiirde Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan
lipopolisakkarit (LPS) yapisinin sucul organizmalarda toksik etki olusturabilecegi
bildirilmektedir (Raetz ve ark., 2007). Bu baglamda gdzlenen mortalitenin, bakteriyel

endotoksin varligi ile iligkili olabilecegi degerlendirilmektedir.

Antibiyotikler hem insanlarda hem de hayvanlarda bulasici hastaliklar1 tedavi
etmek ic¢in siklikla kullanilmaktadir (Granowitz ve Brown, 2008). Son zamanlarda,
hayvanlarda antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimi halk sagligi i¢in biiylik bir endise

haline gelmistir. Hayvansal tirinlerin hasat edilmesinden veya pazarlanmasindan 6nceki



geri ¢ekilme siirelerinin goz ardi edilmesi nedeniyle, antibiyotik kalintilar1 artik halk
saglig1 i¢in yiikselen bir bagka endise kaynagidir (Adzitey, 2020). Hayvansal gidalardaki
antibiyotik kalintilar1 antibakteriyel direng gelisimi arttirmaktadir. Gidalarda antibiyotige
direngli gida kaynakli patojenlerin varligi, insanlarda gastrointestinal rahatsizliklara yol
acabilmektedir (Hossain ve ark., 2022). Diger yandan, antibiyotige direngli patojenler,
geni dikey ve yatay iletim yoluyla diger mikroorganizmalara aktarabilmektedir
(Granowitz ve Brown, 2008; Javadi ve Khatibi, 2017) ve bu da antibiyotiklere direngli

patojenlerin yayilmasina neden olabilmektedir.

Yapilan c¢alismalar, gida zincirinde ¢ok c¢esitli kaynaklardan g¢oklu direngli
bakteriyel patojenlerin ortaya ¢iktigini gostererek hem veterinerlik hem de insan sagligi
sektorlerinde antibiyotiklerin dogru kullanimina olan ihtiyact artirmistir (Abolghait ve
ark., 2020; Algammal ve ark., 2020; Enany ve ark.,2020). ilaca direngli patojenler,
tedavisi zor hastaliklara, artan 6liim oranlarina ve mali yiike neden olabilmektedir.
Ayrica, Diinya Saglik Orgiitii, ilaca direngli patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlar
bliyiik bir kiiresel halk sagligi krizi olarak degerlendirmektedir. Ciinkii etkili
antibiyotiklerin kesfi, bakterilerin antibiyotik direncindeki artisla ayni hizda

ilerlememistir (de Mesquita Souza Saraiva ve ark., 2022).

Lechner ve ark. (2020) direngli bakterilerin hayvansal kaynaklardan dogrudan
temas, dolayli olarak ise gida veya su (gevre) yoluyla insan popiilasyonuna
bulasabilecegini bildirmistir. Bunlar arasinda en baskin et kaynaklar1 olarak kiimes
hayvanlari, domuzlar ve sigirlar da yer almaktadir. Antibiyotik direnci, antibiyotiklerin
cogunlukla daha az direngli bakteriyi 6ldiirmesi, daha direngli bakterilerin ise rekabet

olmadan ¢ogalmasi ve direng saglayan genlerini aktarmasi nedeniyle gelismektedir.

Parvin ve ark. (2020)’nin yapmis olduklar1 c¢alismada Banglades'teki bes
megakentte dokuz siipermarketin 40 satis noktasindan toplam 113 dondurulmus tavuk eti
ornegi satin alinmig ve E. coli 'nin izolasyonu ve identifikasyonu, kiiltirel ve
biyokimyasal 6zelliklerin yani sira Polymerase Chain Reaction (PCR) testine dayanarak
yapilmigtir. Orneklerin %76.1'inin E. coli igin pozitif oldugunu, bunlarin %86'sinin
genisletilmis spektrumlu beta- laktamaz (ESBL) iireticisi oldugunu gostermistir. Yiiksek
direngli olarak oksitetrasiklin (%93) ve amoksisilin (%91.9) i¢in gézlemlenmistir, bunu
ampisilin (%89.5), trimetoprim-siilfametoksazol ve pefloksasin (%88.4) ve tetrasiklin
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(%84.9) izlemistir. En 6nemlisi, izolatlarin %89.6's1 karbapenemlere direngli oldugu

gozlemlenmistir.

Baghani ve ark. (2019) tarafindan yiiriitiilen calismada iran’da y1l boyunca toplam
41 s181r eti ve 41 tavuk eti 6rnegi toplanmistir. Orneklerden tetrasiklin ve siprofloksasin
ekstrakte edilmistir ve dolayli rekabet¢i enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) ile
test edilmistir. Genel olarak, sigir etinin %100'i ve tavuk eti orneklerinin %95'inden
fazlas1 siprofloksasin i¢in pozitif bulunmustur. Tavuk eti 6rneklerinden sadece birinde
siprofloksasin konsantrasyonu maksimum kalint1 sinirindan (MRL) yiiksek bulunmustur.
Siprofloksasin i¢in sigir eti 6rneklerinin hi¢biri MRL'yi asmamustir. Tetrasiklin i¢in sigir
etinin %751 ve tavuk eti Orneklerinin %58'1 pozitif bulunmustur. Tiim oOrneklerde
tetrasiklin konsantrasyonlart MRL'den diisiik ¢ikmistir. Tavuk eti 6rneklerinde her iki
antibiyotigin de sigir eti Orneklerine gore daha yiiksek seviyelerde oldugu ortaya
cikmustir.

Sarkar ve ark. (2023), ABD'in Tennessee eyaletinde, ciftci pazarlarinda
"antibiyotiksiz" olarak pazarlanan sigir etindeki tetrasiklin, siilfonamid ve eritromisin
kalintilarint Olgtiikleri bir c¢aligma yiriitmislerdir. Tim sigir eti orneklerinin bu
antibiyotiklerin ~ kalintilari1  igerdigini  bulmuslardir.  Tetrasiklin ~ kalintisinin
konsantrasyonu %51.75 pg/kg iken, siilfonamid ve eritromisin kalintilart igin
konsantrasyonlar sirasiyla 3.50 ng/kg ve 3.67 pg/kg bulunmustur. AMR’in yayilmasina
yol agan olaylar zinciri, etkili nedenler olarak tanimlanabilmektedir. AMR ile iliskili

birincil mikroorganizmalardan biri E. coli ‘dir.

Dsani ve ark. (2020) tarafindan Gana’nin Biiyiikk Accra bolgesindeki ¢ig etler
tizerinde yapilan bir ¢alismada gentamisin (%97) ve siprofloksasin (%92) i¢in yiiksek
duyarlilik oranlar bildirilmistir, ancak 6rneklerin %17'sinin sefuroksime direngli oldugu
ve bla TEM geninin vakalarin %4'linde tespit edildigi belirtilmistir. Kassem ve ark.
(2020) Liibnan'da ¢ig kiymadan izole edilen E. coli izolatlarinin %1.7'sinin sefotaksime,
%2.5'inin ise gentamisine direngli oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, izolatlarin %5.8'i
kanamisine, %30'u ise streptomisine direncliydi; ancak tiim izolatlar amoksisilin-

klavulanik asit ve imipeneme duyarli kalmigtir.

Musuka ve ark. (2025) tarafindan yakin zamanda yapilan bir inceleme Giiney
Afrika sigir eti deger zincirinde, antimikrobiyal etken maddelerinin asir1 ve yanlis

kullaniminin, kusurlu tiretim uygulamalarinin, gayri resmi piyasa yapilarinin ve yetersiz
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cevre yonetiminin, AMR'nin artan tehdidine 6nemli 6l¢iide katkida bulundugunu ortaya
koymaktadir. Bu durum, gida giivenligini ve halk sagligini tehdit eden direncli
patojenlerin ortaya ¢ikmasini ve yayilmasini kolaylastirmistir. Antimikrobiyal etken
maddelerinin diizenleyici denetimini ve yOnetimini iyilestirme potansiyeline sahip,
entegre bir "Tek Saglik" yaklasimina acil ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadir. Altyap1 ve
kapasitenin iyilestirilmesi ve piyasalarin resmilestirilmesi, sigir eti endiistrisinin ve gida

giivenliginin siirdiirtilebilirliginin saglanacagi acil ¢oziimler gerektirmektedir.

Kumar ve ark. tarafindan 2024 yilinda yapilan aragtirmaya gore, antibiyotiklere
direngli bakterilerdeki artis, kontamine gida tiiketiminden kaynaklanan hastalik
sayisindaki artiga katkida bulunmustur. Dahasi, gidalardaki antibiyotik kalintilari, alerjik
reaksiyonlar, hepatotoksisite, mutajenite, kanserojenite, toksik etkiler, nefropati ve
antibakteriyel diren¢ gelisimi dahil olmak {izere bir dizi olumsuz etkiyle
iliskilendirilmistir. Sonug olarak, antibiyotik direncgli bakteriler ve bulasici hastaliklar,
tedavi basarisizligi, hastalik siiresinin uzamasi, saglik harcamalarinin artmasi ve 6lim
oranlarinin yiikselmesi risklerini artirir ve kamu sagligi sistemlerine 6nemli bir yiik
olusturmaktadir (Founou ve ark., 2018). Tedavi gecikmeleri veya basarisizliklari, etkili
antibiyotiklere sinirli erisim, tedavi sirasinda ilaca direngli suslarin devam etmesi ve
direng genlerinin bir arada bulunmas1 ve artan viriilans1 gibi faktorler toplu olarak bu

sorunu daha da kotiilestirmektedir.

Madhup ve ark. (2021) tarafindan yapilan arastirmada, et 6rneklerindeki en bol
mikroorganizma E. coli idi. Ayrica, ilagc MDR'si en yaygin olarak E. coli 'de goriilmistiir
ve ampisilin, siprofloksasin ve gentamisine direng gostermistir. Hayvancilik
endiistrisinde antibiyotiklerin daha kontrollii kullanim1 ve et saticilarinda daha hijyenik
bir ortam gereklidir. Et 6rneklerinde E. coli tespit edilirse, (diisiik) gida hijyeninin bir
gostergesi olarak kullanilabilir ve E. coli 'nin AMR suslarmin varligi insanlarda

enfeksiyon riskini gostermektedir.

Gweshe ve ark. (2020) tarafindan yiiriitiilen diger bir ¢alismada 32 sigir polonisi
dilimi, 32 sigir burger koftesi ve 32 fermente siit drneginden olusan 96 numune elde
edilmistir. E. coli 6rneklerin 20'sinde (%21) bulunmus olup, resmi (%13) pazara gore
gayri resmi (%29) pazarda daha yaygin olarak gorilmistiir. E. coli izolatindan 20
izolattan 6's1 (%30) Shiga toksin iireten E. coli iken geri kalan1 (%70) viriilans genleri

acisindan negatifti. E. coli 'nin baskinlig: et {rtinlerinde (%25) oldugu belirlenmistir.
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Toplam E. coli sayilar1 resmi ve gayri resmi pazarlar arasinda 6nemli olgiide farkli
olmadigr gorilmistir. Tim E. coli izolatlart MDR idi, AM direng yaygmligi
Stilfametoksazol i¢in %25'ten Penisilin ve Eritromisin i¢in %100'e kadar degismistir.
Gidalarda E. coli varlig1 disk1 kontaminasyonunu ve diger enterik patojenlerin muhtemel
varligint gostermektedir. Gidalarda viriilans ve AMR E. coli suslarinin varligi gida
giivenligini ve halk sagligini tehdit etmektedir. Her iki sektdrden (resmi ve gayri resmi)
gelen hazir tiiketime yonelik hayvansal iirtinler, diizeltici onlemler ongoriilmedigi ve

alinmadig1 takdirde AMR E. coli tiirlerinin yayilmasina yol agabilmektedir.

Adzitey (2020) Gana’daki Wa mezbahalarindan almis oldugu 50 karaciger, 50
bobrek ve 50 etten olusan toplam 150 sigir eti 6rnegi incelemistir. E. coli insidansi
karacigerde en yiiksek (%98) bulmustur, bunu bébrek (%92) ve et (%88) izlemistir. izole
edilen E. coli teikoplanine karsi yiiksek direngliydi (%97.78). Amoksisilin/klavulanik
asit, seftriakson, kloramfenikoll, siprofloksasin, gentamisin ve
stilfametoksazol/trimetoprim igin >%80 duyarlilik gézlemlenmistir. Coklu antibiyotik
direng (MAR) indeksi 0.11 (bir antibiyotige direncli) ile 0.56 (bes antibiyotige direngli)

arasinda degismistir. Izolatlarin %26.66'sinda ¢oklu ilag direnci gézlemlenmistir.

Adzitey ve ark. (2021) tarafindan yapilmis olan diger bir ¢alismada ise incelenen
200 et drnegin %38'inde E. coli pozitif bulunmustur. Ozellikle, E. coli ¢ig sig1ir etinde en
yiiksek (%80) ve tiiketime hazir domuz etinde en diisiik (%0) seviyede bulunmustur. Bu
calismada, %50.1'inin MAR indeksi 0.3 ile 0.7 arasindaydi; bu da E. coli izolatlarinin
cogunun antibiyotiklere ve bunlarin kullanimina maruz kalan kaynaklardan izole edildigi
anlamina gelmektedir. E. coli 'nin ¢ok daha yiiksek bir yilizdesi ¢oklu ilag direnci
sergilemistir. Iki, ii¢, on ve sekiz E. coli izolat1 sirasiyla alti, bes, dort ve ii¢ farkli
antimikrobiyal smifina direncliydi. Cig etlerden, tiikketime hazir etlerden ve/veya
cevrelerinden elde edilen ¢oklu ilag direngli E. coli izolatlar1 Zhou ve ark., (2022) ve
Parvin ve ark., (2020) tarafindan da bildirilmistir .

Cordero-Lopez ve ark., (2025) tarafindan Meksika'nin Hidalgo eyaletindeki
Huasca de Ocampo kasabasinda satilan 10 adet kiyma 6rneginden izole edilen E. coli
MAR indeksleri 0.33 — 1.00 arasinda degismis, bazi izolatlar 12 farkli antibiyotige kars1
direng gostererek MAR indeksi 1.0 olarak raporlanmistir. Bu, et iiriinlerinde hem yiiksek

diizey antibiyotik maruziyeti hem de giiglii bir direng profili ortaya koymaktadir.
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Kiymadan izole edilen E. coli suslarinin antibiyotiklere direngli olmasi, halk
sagligr acisindan kritik bir dneme sahiptir. Antibiyotik direngli E. coli *nin gida kaynakli
bulagmasi, enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirarak hem bireysel hem de toplumsal saglik
agisindan sorun teskil etmektedir. Ozellikle kiyma gibi ¢ig tiiketilebilecek veya yanlis
pisirildiginde bakteri barindirabilecek iiriinlerde antibiyotik direng genleri tasiyan E. coli
varlig1, bu bakterilerin insanlara gegisini ve direng genlerinin insan mikroflorasinda veya
patojenlerde yayilmasini kolaylastirir. Bu durum; uygun antibiyotik tedavisinin basarisini
disiiriir, hastanede yatis siiresini uzatir ve daha yiiksek tedavi maliyetlerine yol agar.
Ayrica direngli E. coli suslari, direng genlerini yatay gen transferi ile diger bakteri
tiirlerine aktararak daha genis bir antibiyotik diren¢ havuzu olusturabilir ve toplumda
¢oklu ilag direnci sorununu tetikleyebilir. Cesitli aragtirmalarda et iriinlerinden izole
edilen E. coli ’nin genis bir antibiyotik direncine sahip oldugunu ve bunlarin potansiyel
bir halk sagligi riski olusturdugunu gostermistir. Bu nedenle hijyenik gida isleme
uygulamalarinin iyilestirilmesi, antibiyotik kullaniminin sinirlandirilmast ve direng

izleminin giiclendirilmesi kritik 6neme sahiptir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kiyma Orneklerinin Toplanmasi
Aragtirmada kullanilan kiyma ornekleri Kirsehir ilinde faaliyet gosteren market
ve kasaplardan satin alinmistir. Toplanan 100 adet dana kiyma 6rnekleri steril posetler
icerisinde alinarak soguk zincirde ayn1 giin igerisinde Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Tibbi Biyoloji laboratuvarina getirilmis ve analiz edilinceye kadar +4 °C’de buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Standart Bakterilerin Temini

Bu arastirmada, pozitif kontrol olarak Escherichia coli ATCC 8739, negatif grup
olarak Salmonella typhimurium ATCC 14028 kullanilmistir. Tiim standart suslar Kirgehir

Ahi Evran Universitesi, Tibbi Biyoloji laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.3. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Besiyerlerinin tamamu {iretici firmalarinin tarifi tizerine hazirlanmistir.

3.1.3.1. izolasyon Besiyerleri
Tryptic Soy Agar (TSA) Besiyerinin Hazirlanmasi
Tryptic Soy Agar hazirlanirken 40 g TSA’ya (Merck, Germany) 1000 mL distile
su eklenip ¢ozdiiriilmiistiir. 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Onceden
pastor firnda 180 °C’de steril edilmis cam petrilere eklenip 37 °C’de 24-48 saat

kontaminasyon kontrolii i¢in etiive kaldirilmistir.

Trypticase Soy Broth (TSB) Besiyerinin Hazirlanmasi
Tryptic Soy Broth hazirlanirken 30 g TSB’ye (Merck, Germany) 1000 mL distile
su eklenip ¢ozdiiriilmiistiir. Tiiplere 4’er mL eklenerek 121 “C’de 15 dakika otoklavda

steril edildi. 37 "C’de 24-48 saat kontaminasyon kontrolii i¢in etiive kaldirilmistir.

Eosin Metilen Mavisi (EMB) Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Eosin Metilen Mavisi Agar hazirlanirken 36 g EMB’ye 1000 mL distile su eklenip
¢ozdiiriilmiistiir. 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Onceden pastér firmda
180 °C’de steril edilmis cam petrilere eklenip 37 "C’de 24-48 saat kontaminasyon

kontrolii i¢in etiive kaldirilmstir.
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MacConkey Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

MacConkey agar hazirlanirken 50 g MacConkey agara 1000 mL distile su eklenip
¢ozdiiriilmiistiir. 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Onceden pastdr firnda
180 °C’de steril edilmis cam petrilere eklenip 37 “C’de 24-48 saat kontaminasyon

kontrolii i¢in etiive kaldirilmistir.

3.1.3.2. identifikasyon Besiyerleri
Tributyrin Agar (TAB) Besiyerinin Hazirlanmasi
Tributyrin Agar hazirlanirken 20 g agar tizerine 10 mL/L tributyrin eklenerek 990
mL distile su ile ¢ozdiirilmistiir. 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildikten sonra
steril petri kaplarina dokiilmiistiir. 37 °C’de 24-48 saat kontaminasyon kontrolii igin etiive

kaldirilmistir.

Skim Milk Agar (SMA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Skim Milk Agar hazirlanirken 20 g agar 1000 mL distile su ile ¢dzdiiriilmustiir.
121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildikten sonra steril petri kaplarina dokiilmiistiir.

37 °C’de 24-48 saat kontaminasyon kontrolii i¢in etiive kaldirilmistir.

Simmons Citrate Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Bilesimi:

Magnezyum stilfat 0.2¢g
Amonyum di hidrojen fosfat 029
Tuz (NaCl) 590
Sodyum amonyum fosfat 08¢
Tribazik sodyum sitrat 290
Brom timol mavisi 0.08 g
Agar 15¢

Hazirlanan karisimdan 23 g tartilarak ve 1 L saf su ile ¢oziilmiistiir. Silizgeg
kagidindan siiziilmistiir. pH’s1 7.1 £0.2 ayarlanmistir. Test tiiplerine 10 — 15 mL kadar
dagitilmigtir. Tiipler otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklavlamadan
sonra tiipler yatik olarak katilastirtlmistir. 37 *C’de 24-48 saat kontaminasyon kontrolii

i¢in etlive kaldirilmustir.
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Metil Red- Voges Proskauer (Clark-Lubs) Besiyeri Hazirlanmasi

Bilesimi:

Polipepton 790
Glukoz 5¢
K2HPO4 59
Distile su 1L

Karisim yapilacak maddeler hafifce 1sitilip suda eritilmistir. Stizgec kagitlarindan
stiziilmiistiir. pH’s1 6.9’a ayarlanmistir ve 1 L’ye tamamlanmistir. Miktar1 5’er mL olacak
sekilde steril tiiplere taksim edilip 121 °C’de 15 dakika otoklavladiktan sonra 37 *C’de

24-48 saat kontaminasyon kontrolii i¢in etiive kaldirilmistir.

3.1.3.3. Biyofilm Uretiminde Kullanilan Besiyeri
Luria Bertani Broth Salinity (LBBS)

Bilesimi:

Tripton 109
Maya Ekstrakti 59

NaCl 20 g

Hazirlanan karisimdan 35 g tartilip 1 L distile su igerisinde ¢ozdiirildikten sonra
steril tiiplere ayrilarak 121 “C’de 15 dakika steril edilmistir. Kontaminasyon kontrolii i¢in
37 °C’de 24-48 saat etiive kaldirilmustir.

Kongo Red Agar (CRA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Kongo Red Agar hazirlanirken 37 g kalp beyin infiizyonu, 15 g agar, 50 g
sakkaroz, 0.8 g Kongo kirmizisi eklendi 1000 mL distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir. 121 °C’de
15 dakika otoklavda steril edildikten sonra steril petri kaplarina dokilmiistiir. 37 °C’de

24-48 saat kontaminasyon kontrolii i¢in etiive kaldirilmistir.
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3.1.3.4. Calismada Kullanilan Ayiraglar
indol Ayiraci (Kovaks) Ayiraci
Bilesimi:
p-Dimetilaminobenzaldehit 10g

Izoamil alkol 150 mL
HCI ( Konsantre) 50 mL
Metil Red Ayiraci

Bilesimi:

Metil Red 0.050 g
Etil Alkol (% 95 “lik) 150 mL
Distile su 100 mL

3.1.4. Cahsmada Kullanilan Antibiyotik Disklerinin Temin Edilmesi

Calismada kullanilan izolatlarin antibiyogram testi i¢in kullanilan antibiyotik

diskleri Bioanalyse (Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. On Zenginlestirme

Laboratuvara getirilen kiyma 6rneklerinden steril sekilde (1:10) oraninda TSB’da

On zenginlestirme i¢in 24 saat boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir.

3.2.2. E. coli ’nin izolasyonu

Steril bir 6ze ile TSB’da zenginlestirilmis kiyma 6rneginden alindi ve E. coli *nin
tanimlanmasi i¢in ayirici ortam olarak MacConkey agar plakalarina tek koloni diisecek
sekilde ekildi ve 24 saat boyunca 37 °C'de inkiibe edildi. Iyi se¢ilmis oldugu varsayilan
tipik koloniler TSB’a alinarak 24 saat boyunca 37 °C'de inkiibe edildi. Segici ortam Eosin
Methylene Blue (EMB) Agar'da tek koloni diisecek sekilde ekildi ve 24 saat boyunca 37
°C'de inkiibe edildi. Morfolojik olarak tipik koloniler metalik parlaklik {ireten safligina
inanilan E. coli kolonileri elde edildi. Elde edilen koloni TSB alinarak 24 saat boyunca
37 °C'de inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra besin agarina (TSA) tek koloni
diisecek sekilde ekildi. Iyi izole edilmis bir koloni segildi ve biyokimyasal dogrulama igin

kullanildi.

3.2.3. izole Edilen E. coli 'nin Biyokimyasal Testlerle Dogrulanmasi

Biyokimyasal testler i¢in, 30 adet izole E. coli izolatlarinin TSB’de iireyen 24-48
saatlik taze kiiltiirlerinden almmustir. Indol, Metil kirmizisi, Voges-Proskauer (VP) ve
Sitrat (IMViC) testleri gibi testler, test drneklerinde E. coli varligini dogrulamak igin
yapilmustir. Triptofan kullanimi (indol testi) i¢in pozitif (kirmiz1 halka), Metil kirmizisi
i¢in pozitif, sitrat kullanimi i¢in negatif (yesil egik) ve Voges-Proskauer (VP) testi i¢in
negatif olan koloniler, E. coli pozitif olarak kabul edilmistir (Quinn ve ark., 2002). Ayrica,
bakteri kolonisinin Gram boyama islemi yapilmistir (Cheesbrough, 2005).

3.2.4. izolatlarin Matris Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Ucus
Siiresi (MALDI-TOF) Yontemiyle Tanimlanmasi

Izolatlar, 37 °C'de 16-24 saat boyunca TSA iizerinde biiyiitiilmiistiir. Koloni
materyali steril bir pipet ucuyla toplanmistir ve MALDI hedef plakasina ince bir film
halinde yayilmistir. Hava ile kurutulduktan sonra, her numune 0,5 pL matris ¢6zeltisi (o-
Siyano-4-hidroksisinnamik asit, CHCA) ile kaplanmistir ve kurumaya birakilmistir.
Spektrumlar, MALDI Biotyper sistemi (Bruker Daltonik, Bremer, Almanya) ile elde
edilmistir ve referans veritabaniyla (Bruker Daltonik) karsilastirilmistir. Calismada

yapilan MALDI-TOF MS analizleri Kirsehir Ahi Evran Universitesi Bilimsel Arastirma
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Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen SAG.A4.25.001 nolu proje
kapsaminda desteklenmis olup, analizler ise Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki
Saglig1 Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Tablo 1. MALDI-TOF skor degerleri.
Skor Tanmimlama Sembol Renk

1.700 ... 1.999 Olast tiir diizeyinde tanimlama (+)

3.2.5. izole Edilen E. coli ’nin Proteaz Testi

30 adet E. coli izolatlarinin TSB’de {ireyen 24-48 saatlik taze kiiltiirlerinden skim
milk agar besiyerine her izolatdan birer 6ze dolusu spot ekim yapilmistir. 37 °C’de 24-48
saat inkiibasyon sonrasinda besiyerleri gozle incelenmistir. Izolatlarin olusturdugu zon

miktarmma gore 4+, 3+, 2+, + ve - olarak proteinaz aktiviteleri degerlendirilmistir

(Bilgehan, 2009).

3.2.6. izole Edilen E. coli *nin Lipaz Testi

30 adet E. coli izolatlarinin TSB’de iireyen 24-48 saatlik taze kiiltiirlerinden
tributyrin agar besiyerine her izolattan birer 6ze dolusu spot ekim yapilmistir. 37 °C’de
24-48 saat inkiibasyon sonrasinda besiyerleri gozle incelenmistir. izolatlarm olusturdugu

zon miktarina gore 4+, 3+, 2+, + ve - olarak lipaz aktiviteleri degerlendirilmistir

(Bilgehan, 2009).

3.2.7. Izole Edilen E. coli *nin Hemoliz Testi

Test edilecek E. coli suslar1 TSB besiyerinde 37 “C'de 24 saat iiretilmistir. Her bir
kiiltiirden %5 insan kani igeren kanli agar petrilerine ¢izgi ve spot ekim yapilarak 37 “C'de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Suslarin hemolitik aktiviteleri bakteri etrafinda olusan
berrak zon cap1 olgiilerek kayit edilmistir. Inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi
etrafindaki saydam zon hemoliz aktivitenin gostergesi olarak kabul edilmistir (Brenden
ve Janda, 1987).

3.2.8. izole Edilen E. coli ’lerin Farkli Antibiyotiklere Duyarhliklarinin Disk
Difiizyon Yontemiyle Belirlenmesi

Kiymadan izole edilen 30 adet E. coli izolatlarinin Tryptic Soy Broth (TSB)’de

24-48 saat inkiibasyonu sonrasi taze kiiltiirlerinden steril swap ile Tryptic Soy Agar
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(TSA)’ya siiriilerek ekim yapilmigtir. Disklerin yerlestirilmesinin ardindan plaklar 37
°C’de 2448 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi disklerin etrafinda olusmus zonlarm
olgiimleri yapilarak degerlendirilmistir. Inkiibasyon sonrasi disk etrafinda olusan
inhibisyon zonlar1 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020) kriterlerine
gore yorumlandi. Coklu antibiyotik diren¢ (MDR) izolatlari, iic veya daha fazla
antibiyotige diren¢ gosteren izolatlar olarak kabul edildi (Magiorakos ve ark., 2012).

Tablo 2. Antibiyogram testinde kullanilan antibiyotik diskleri.

1 Ampisilin (AM-10 10 pg)
2 Amoksisilin (AMC-30 20/10 ug)
3 Kanamisin (K-30 30 ug)
4 Aztreonam (ATM-30 30 pg)
5 Sefiksim (CFM-55 pg)

6 Sefaleksin (CL-30 30 pg)
7 Sefotaksim (CTX-30 30 pg)
8 Kolistin (CT-10 10 ug)

9 Seftazidim (CAZ-30 30 ug)
10 Enrofloksasin (ENR-5 5 ug)
11 Seftriakson (CRO-30 30 pg)
12 Gentamisin (CN-10 10 pg)
13 Nalidiksik asit (NA-30 ug)
14 Oksitetrasiklin (T-30 30 pg)
15 Streptomisin (S-10 10 ug)

Tablo 3. E. coli i¢in Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti (CLSI)’niin 6nerdigi
antibiyotik zon ¢ap1 siir degerleri(mm) (CLSI,2020).

Ampisilin (AM-10 10 pg) 17 14-16 13
Amoksisilin (AMC-30 20/10 pg) 18 14-17 13
Kanamisin (K-30 30 pg) 18 14-17 13
Aztreonam (ATM-30 30 pg) 21 18-20 17
Sefiksim (CFM-5 5 ug) 19 16-18 15
Sefaleksin (CL-30 30 pg) 15 - 14
Sefotaksim (CTX-30 30 ug) 26 23-25 22
Kolistin (CT-10 10 pg) - - -

Seftazidim (CAZ-30 30 pug) 21 - 20
Enrofloksasin (ENR-55 pg) 21 17-20 16
Seftriakson (CRO-30 30 pg) 23 20-22 19
Gentamisin (CN-10 10 pg) 18 15-17 14
Nalidiksik asit (NA-30 pg) 19 14-18 13
Oksitetrasiklin (T-30 30 pg) 19 15-18 14
Streptomisin (S-10 10 ug) 15 12-14 11

*Kolistin i¢in disk difiizyon yontemi dnerilmediginden duyarlilik sinir degerleri verilmemistir (CLSI, 2020).
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Ayrica ¢oklu antibiyotik direnci (MAR) indeksi, Krumperman (1983) formiilii
kullanilarak hesaplandi; burada “a”, belirli bir izolatin direngli oldugu antibiyotiklerin

sayisini, “b” ise test edilen antibiyotiklerin toplam sayisini temsil etmektedir.
MAR indeksi = a/b

a = Izolatin direng gdsterdigi antibiyotik say1s1

b = izolata test edilen toplam antibiyotik sayis1

Tablo 4. MAR skor degerleri (Krumperman, 1983).

MAR degeri Yorum
<0.2 Diisiik riskli kaynak
>0.2 Yiiksek antibiyotik baskisi olan ortam
>05 Coklu antibiyotik direnci (MDR) gostergesi

3.2.9. izole Edilen E. coli ’lerde Biyofilm Olusumunun Arastiriimasi

Bu ¢aligmada kiyma orneklerinden izole edilen toplam 30 adet Escherichia coli
izolat1 arasindan, hemolitik aktivite gosteren ve ayni zamanda lipaz ve proteinaz tiretimi
pozitif bulunan 5 izolat ileri analizler i¢in secilmistir. Bu izolatlar, potansiyel olarak daha
yiiksek viriilans oOzellikleri sergileyebilecekleri diisiiniilerek biyofilm olusturma
kapasitesi, sitotoksisite (Artemia salina testi), ve patojenite agisindan degerlendirilmistir.
Boylece, viriilans faktorleri pozitif olan izolatlarda toksijenite, patojenite ve biyofilm

olusumu arasindaki iliskinin daha net ortaya konmas1 amaglanmustir.

Biyofilm olusumu, Victoria ve ark. (2021) metoduna gore spektrofotometre
kiivetinde UV-VIS Spektroskopide 570 nm’de absorbans 6lgliimiine uyarlanmis formu ile
yapilarak ve Freeman ve ark. (1989) tarafindan tanimlanan Kongo Red Agar yontemiyle

degerlendirilmistir.

3.2.9.1. izole Edilen E. coli izolatlarinda Biyofilm Gelisiminin Kongo Red
Agar Yontemiyle Belirlenmesi

Hazirlanmig ve sterilizasyon testi yapilmis kongo red agarlara, TSB’da 37 “C’de
tireyen 24-48 saatlik 30 adet E. coli taze kiiltiirlerinden ekim yapilmis ve biyofilm
gelisimini test etmek icin 37 “C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonrasi besiyerleri tek tek gozle degerlendirilerek koyu kirmizi renk olusturanlar (3+),
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kirmizi renk olusturanlar (2+), pembe renk olusturanlar (+), beyaz kalanlar (-) olarak

degerlendirilmistir.

3.2.9.2. izole Edilen E. coli izolatlarinda Biyofilm Gelisiminin UV-VIS
Spektrofotometre ile Belirlenmesi

Biyofilm gelisiminin degerlendirilmesinde (Victoria ve ark., 2021) tanimladigi
metodun formunda farklilik yapilarak spektrofotometre kiivetlerinde biyofilm gelisimi
incelenmistir. Izole edilen E. coli izolatlar1 37 “C'de 18 saat boyunca Luria Bertani
besiyerinde bliyiitiilmiis ve kiiltiirler seyreltilmistir (1:10). 190 ml LB igeren her kiivete
100 ul'lik kiiltiir eklenerek 37 °C'de 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrast kiivet igerigi bosaltilip steril distile su ile yikanmistir. Tiipler ters pozisyonda
kuruma kagidina birakilip kurutulduktan sonra 2 ml %2100 metanol (Sigma-Aldrich) 15
dakika sabitlenmistir. Metanol bosaltilip 2 ml %0.1°lik kristal viyole ile boyanip 30
dakika bekletilmistir. Sonrasinda tiipler steril distile su ile yikanip tekrar kurutma
kagidina ters pozisyonda kurumaya birakilmistir. Kurutulduktan sonra 2 ml %96 etanol
eklenerek biyofilm olusumu Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tibbi Biyoloji
laboratuvarinda bulunan Thermo Fisher Scientific-Evolution™60S marka UV-VIS

Spektrofotometre ile 570 nm’de optik yogunluk 6l¢iilerek belirlenmistir.

- OD < 0.17 = negatif

- 0.17 — 0.34 = zayif pozitif
- 0.35 - 0.68 = orta pozitif
- > 0.68 = giiglii pozitif

3.2.10. Artemia salina Kullanilarak Toksisite Testi

Artemia toksisite testi, biyolojik aktif bilesiklerin genel toksisite potansiyelini
degerlendirmek amaciyla yaygin olarak kullanilan hizli ve ekonomik bir biyotesttir. Bu
calismada Artemia salina kullanilarak bes izole edilmis E. coli susunun farkl
konsantrasyonlardaki sitotoksik etkileri, standart tuzlu su karidesi 6ldiiriicii biyolojik test
protokolii (Meyer ve ark., 1982) izlenerek degerlendirilmistir. Deney canlilarinin elde
edilmesi amaciyla oncelikle, A. salina yetistirme kiti (MEC) laminer akish bir kabin
igerisine yerlestirilmis ve hava motoru baglanmistir (Sekil 3). Deniz suyu hazirlamak igin
38 g deniz tuzu 1 L damitilmis su igerisinde ¢oziilerek otoklavlanmistir. Hazne icerisine
koyulan otoklavlanmis 500 mL yapay deniz suyuna 0.01g A. salina yumurtalari

birakilmistir. Otoklavlanmig yapay deniz suyu igerisindeki A. salina canlilari, 25 “C'de
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48 saat hava ve 1s1kli bir ortamda bekletildikten sonra yumurtalar1 ¢atlayarak disari
cikmiglardir.

Sekil 3. Artemia salina yetistirme kiti.

Calismada kullanilacak olan alt1 E. coli izolat1 37 “C'de 24 saat boyunca TSB’da
taze inkiibe edilmis ve 10.000 rpm'de 15 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi
steril 22-um milipore filtre kullanilarak siiziilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda
gerceklestirilen her seyreltme, A. salina ’lar {izerinde test edilmis yedi konsantrasyon
tiirtine sahip olacak sekilde 1000, 750, 500, 250, 125, 62.5 ve 31.25 ug/mL ve kontrol
olarak ayarlanmistir. Daha sonra, bu tiiplerin her birinin i¢erisine on A. salina eklenmistir.
Icerisinde A. salina bulunan tiipler 28 °C'de 24 saat boyunca yedi farkli bakteri
siispansiyonu konsantrasyonuna (31.25, 62.5, 125, 250, 500, 750 ve 1000 pg/mL) maruz
birakilmistir. Otoklavlanmis yapay deniz suyunun igerisinde on A. salina tiipti negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Pozitif kontrol grubu igin ise E. coli ATCC 8739 susu
kullanilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda canli ve 6lii larvalar sayilmis ve mortalite
yiizdeleri hesaplanmistir. Elde edilen mortalite verileri kullanilarak %350 6ldiiriicti
konsantrasyon (LCso) degeri belirlenmistir. LCso hesaplamasinda iki konsantrasyon
arasinda kalan %50 mortalite degeri i¢in sonuglarindan elde edilen doz—yanit verilerine

probit analizi uygulanmistir (Finney, 1971). Artemia biyotesti, bitki ekstraktlar1 ve dogal
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tirtinlerin biyolojik aktivitelerinin 6n taramasinda yaygin olarak kullanilan giivenilir bir

yontemdir (Meyer ve ark., 1982; Carballo ve ark., 2002).

3.2.11. Artemia salina Kullanmilarak Patojenite Testi

Toksisite testinde kullanilmis olan E. coli izolatlarindan geriye kalan natant kismi1
steril bir sekilde alinarak patojenite testi i¢in kullanilmistir. 1 mL’sinde 5x10® CFU/mL
ve 4x10® CFU/mL mikroorganizma bulunan 2 ayr1 siispansiyon hazirlanarak bunlar 2 mL
otoklavlanmis yapay deniz suyu ve 2 mL TSB bulunan tiiplere eklenmistir. Icerisine 10
adet canli A. salina eklenerek tiipler 28 °C'de 24 saat gbzlem altinda tutulmustur. Negatif
kontrol grubu olarak otoklavlanmis yapay deniz suyu igerisinde 10 adet canli A. salina
kullanilmigtir. Pozitif grup i¢in ise E. coli ATTC 8739 susu kullanilmistir. 24 saat
bekletildikten sonra, canli ve 6lii A. salina sayisi biiyiiteg yardimiyla sayilmistir. Ayrica

mikroskop altinda makroskobik degisimler incelenmistir.

3.2.12. istatiksel Analiz

Sitotoksik aktivitenin degerlendirilmesinde Artemia salina larvalari ilizerinde
gerceklestirilen Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) sonuc¢larindan elde edilen doz—yanit
verilerine probit analizi uygulanmistir (Finney, 1971). Probit analizi, biyolojik deney
verilerinin istatistiksel olarak modellenmesinde, 6zellikle doz—yanit iliskisinin
dogrusallastirilmasinda ve LCso degerinin hesaplanmasinda yaygin bigimde kullanilan bir
yontemdir. Analiz 6ncesinde, negatif kontrol grubunda (deniz suyu) gozlemlenen spontan

mortalite Abbott (1925) formiilii uygulanarak ham 6liim yiizdelerinden ayristirilmistir:

Diizeltilmis Mortalite (%) = [(Ham Mortalite % — Kontrol Mortalite %) / (100 —
Kontrol Mortalite %)] x 100

Bu diizeltme, test maddesinin gergek sitotoksik etkisinin ortam kaynaklh
6liimlerden arindirilarak dogru bigimde tahmin edilmesini saglamaktadir (Abbott, 1925).
Probit doniisiimiinde matematiksel tanimsizliga yol acan %0 ve %100 mortalite degerleri,
Finney (1971) tarafindan Onerilen u¢ deger diizeltmesiyle sirasiyla %5 ve %95 olarak

yeniden kodlanmistir (n = 10 i¢in).

Diizeltilmis mortalite yiizdeleri, standart normal dagilimin kiimiilatif yogunluk
fonksiyonunun tersi (®') araciligiyla probit degerlerine doniistiiriilmiistiir (Probit =

@ !(p) + 5). Her izolat i¢in logie(doz) — probit deger c¢iftleri lizerinde en kiiclik kareler
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yontemiyle lineer regresyon uygulanmis (Probit = a x logio[Doz] + b) ve LCso degeri

Probit = 5 kosulu ¢oziilerek elde edilmistir:
LCso=10"[(5 —b)/ a]

LCso degerleri i¢in %95 giiven araliklar Fieller (1944) yontemiyle, regresyonun
artik ortalama kareler hatas1 (MSE) ve kareler toplam1 (SxX) kullanilarak hesaplanmigtir
(df =n — 2 =5; to.25,5 = 2.571). Regresyon modelinin uyum 1iyiligi R? katsayisi ile
degerlendirilmis; R* > 0.95 degeri kabul edilebilir doz—yanit dogrusal uyumu igin
yeterlilik 6l¢iitli olarak benimsenmistir. Toksisite siniflandirmasi Meyer ve ark. (1982)
kriterlerine gore yapilmistir: LCso < 100 pg/mL yiiksek sitotoksik, 100-500 pg/mL orta
sitotoksik, 500-1000 pg/mL disiik sitotoksik, > 1000 pg/mL sitotoksik degil. Tim
hesaplamalar @' i¢in Akima—Moshier rasyonel yaklasimi kullanilarak yazarlar

tarafindan uygulanmaistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Bakterinin izolasyonu

Bu ¢alismada Kirsehir ilindeki yerel market ve kasaplardan alinan 100 adet kiyma
orneklerinden elde edilen 30 adet E. coli susu kullanilmistir. Toplanan 6rnekler 6n
zenginlestirme i¢in TSB igerisinde 24 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. ilk izolasyonlar
MacConkey Agar besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekilerek 37 °C'de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besi ortamlarindaki laktoz pozitif 6zellik gosteren
(laktoz fermentorleri) pembe koloniler belirlenip, 24 saat siireyle 37 °C’de TSB besi

ortamlarina alinarak inkiibe edilmistir (Sekil 4).

Sekil 4. Izole edilen E. coli’nin MacConkey agardaki koloni morfolojisi.

E. coli oldugu fizyolojik ve biyokimyasal testlerle belirlenen TSB besiyerindeki
kiiltiirler ikinci olarak selektif besiyeri olan EMB’ye ¢izgi ekim yontemiyle ekilerek 37
°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra besiyerinde yesil
metalik parlak koloniler belirlenmistir (Sekil 5). TSB besiyerine alinarak 24 saat siireyle
37 °C’de inkiibe edilmistir.
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Sekil 5. Izole edilen E. coli’nin EMB agardaki koloni morfolojisi.

izolatlarin secimleri yapilirken koloni morfolojileri, fizyolojik ve biyokimyasal
testler uygulanmistir. Biitiin bu testler E. coli ATCC 8739 referans susu icin de yapilmis
ve izolatlarin sonuglar: ile mukayese edilmistir. Bu testlerden indol pozitif, metil red
pozitif, simmons citrate negatif ve VVoges-Proskauer negatif sonug veren ornekler E. coli
pozitif olarak tespit edilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. A) Voges-Proskauer pozitif kontrol negatif suslar

B) Metil red testi pozitif kontrol ve negatif suslar
C) indol testi pozitif kontrol ve negatif suslar

D) Simmons citrate testi pozitif kontrol ve negatif suslar

Biyokimyasal testleri yapilan izolatlar i¢in ayrica gram boyamalar1 yapilarak

cubuk seklinde pembe renkli gram negatif koloni morfolojisine sahip E. coli olduklari

tespit edilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Izole edilen E. coli’nin mikroskop (1000X) gériintiisii.

Mikrobiyolojik muayeneleri gerceklestirilerek E. coli oldugu belirlenen TSB
besiyerindeki izolatlar TSA besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekilerek 24 saat 37 “C'de
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra izolatlarin tanimlamalarinin yapilmasi

ve ¢alismalarda kullanilabilmelerin i¢in stoklar1 hazirlanip -20 °C'de muhafaza edilmistir.

4.1.2. izolatlarin MALDI-TOF MS ile Tamimlanmasi

Tanimlama islemi i¢in, TSA besiyerine tek koloni diisiirme yontemiyle ekilmis 24
saatlik taze E. coli izolatlar1 kullanilmistir. Calismada yapilan MALDI-TOF MS
analizleri Kirsehir Ahi Evran Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen SAG.A4.25.001 nolu proje kapsaminda
desteklenmis olup, analiz i¢in génderilen Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki Saglig
Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarinda gercgeklestirilmistir. Analiz

sonuglarina gore tanimlanan; 30 adet izolatin hepsi (%100) E. coli olarak tanimlanmaistir.
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Tablo 5. E. coli izolatlarinin MALDI-TOF sonuglari.

1K Escherichia coli
2K Escherichia coli
3K Escherichia coli
5K Escherichia coli
7K Escherichia coli
8K Escherichia coli
9K Escherichia coli
10K Escherichia coli
11K Escherichia coli
12K Escherichia coli
13K Escherichia coli
14K Escherichia coli
16K Escherichia coli
17K Escherichia coli
18K Escherichia coli
19K Escherichia coli
20K Escherichia coli
21K Escherichia coli
22K Escherichia coli
23K Escherichia coli
24K Escherichia coli
25K Escherichia coli
26K Escherichia coli
27K Escherichia coli
28K Escherichia coli
29K Escherichia coli
30K Escherichia coli
31K Escherichia coli
32K Escherichia coli
33K Escherichia coli

4.1.3. zolatlarin Proteinaz ve Lipaz Aktiviteleri

Calismamizda kullandigimiz 30 adet E. coli izolatlarin proteinaz aktivitesi i¢in
yapilan test sonucuna gore izolatlarin 5°i (16.7) 4+ yiiksek derecede, 10’u (%33.3) 3+
orta derecede, 8’1 (%26.7) 2+ diistik derecede proteinaz aktivitesi gosterirken 7°si (%23.3)

proteinaz aktivitesi gostermemistir. Sekil 8’de proteaz aktivitesi pozitif ve negatif olan
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suglar gosterilmistir. Lipaz aktivitesi i¢in yapilan test sonucuna gore izolatlarin 15’i
(%50) 2+ diisiik derecede lipaz aktivitesi gosterirken 15’1 (%50) lipaz aktivitesi
gostermemistir. Pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 8739 susu, negatif kontrol olarak ise
Luria Bertani Broth kullanilmustir.

Sekil 8. E. coli izolatlarinin Skim Milk ve Tributyrin agarlarda sirasiyla proteaz ve lipaz
aktivitesi.
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Tablo 6. izolatlarda proteaz ve lipaz aktivitesi®.

1 4+ 2+
2 3+ -
3 2+ -
4 - -
5 3+ -
6 2+ -
7 3+ 2+
8 2+ -
9 2+ 2+
10 4+ 2+
11 — -
12 3+ -
13 - -
14 3+ 2+
15 2+ 2+
16 — -
17 4+ -
18 3+ 2+
19 — 2+
20 3+ 2+
21 4+ 2+
22 4+ 2+
23 — 2+
24 3+ 2+
25 2+ 2+
26 - 2+
27 3+ -
28 2+ -
29 2+ -
30 3+ -

8Proteinaz ve Lipaz Aktivitesi: 4+ = Yiiksek Derecede Var 3+ = Orta Derecede Var 2+ = Diisiik Derecede Var, —= Yok

4.1.4. izolatlarin Hemoliz Test Sonuclar

Test edilen E. coli izolatlarinin 14 (%46.7)’4 kanh agarda hemolitik aktivite
gostermistir. Yontem olarak spot ekim (Sekil 9) yan: sira izolatlarin kanl agara ¢izgi
seklinde ekimleri yapilip etraflarinda olusan seffaflik incelenmistir (Sekil 10).
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Sekil 9. E. coli suslarinda spot ekimde olusan hemoliz.

Sekil 10. E. coli suslarinda ¢izgi ekimde olusan hemoliz.
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4.1.5. izolatlarin Antibiyotik Duyarhhklar:

Bu ¢alismada, kiyma 6rneklerinden izole edilen toplam 30 adet E. coli izolatinin
antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Antibiyotik duyarlilik
sonugclari, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020) tarafindan 6nerilen
kriterler dogrultusunda degerlendirilmistir. E. coli izolatlar1 antibiyotik duyarlilik
sonuglari; ¢alismaya alinan E. coli izolatlarinin disk diflizyon yoOntemiyle yapilan
antibiyogram test sonuglarina gore ampisiline %100 direngli bulunmustur. Amoksisiline
kars1 %93.33 duyarli, %6.67 orta duyarli bulunmustur. Kanamisine karsi %40 duyarl,
%43.33 orta duyarli ve %16.67 bulunmustur. Izolatlarm %100’ii Aztreonama duyarl
bulunmustur. Sefiksime %93.33 duyarli, %3.33 orta duyarli ve 9%3.33 direncli
bulunmustur. Sefaleksine ise %30 duyarli, %56.67 orta duyarli ve %13.33 direngli
bulunurken sefotaksime %86.67 duyarli, %10 orta duyarli ve %3.33 direngli
bulunmugtur. CLSI (2020)’da kolistin referans degerleri disk difiizyon ydnteminde
tamimlanmamustir. Izolatlar seftadizime karst %96.67 duyarli ve %3.33 direngli
bulunmustur. Enrofloksasine karst %3.33 duyarli, %90 orta duyarli ve %6.67 direngli
bulunurken seftriaksona kars1 %10 duyarli, %86.67 orta duyarli ve %3.33 direngli oldugu
bulunmustur. Gentamisin ise %10 duyarh, %63.33 orta duyarli ve %26.67 direngli
bulunmustur. Nalidiksik aside %20 duyarli, %76.67 orta duyarli ve %3.33 direncli oldugu
saptanmigtir. Oksitetrasikline kars1 %23.33 duyarli, %46.67 orta duyarli ve %30 direngli
bulunurken streptomisin kars1 ise %13.33 duyarli, %66.67 orta duyarli ve %20 direngli

olduklar1 saptanmistir.

Tablo 7. E. coli izolatlarinin antibiyotiklere duyarli sus sayilari ve yiizde oranlart

[n(%)].

Ampisilin 0 0 30(%100) 30
Amoksisilin 28(%93,33) 2(%6,67) 0 30
Kanamisin 12(%40) 13(%43,33) 5(%16,67) 30
Aztreonam 30(%100) 0 0 30
Sefiksim 28(%93,33) 1(%3,33) 1(%3,33) 30
Sefaleksin 9(%30) 17(%56,67) 4(%13,33) 30
Sefotaksim 26(%86,67) 3(%10) 1(%3,33) 30
Kolistin - - - 30
Seftazidim 29(%96,67) 0 1(%3,33) 30
Enrofloksasin 1(%3,33) 27(%90) 2(%6,67) 30
Seftriakson 3(%10) 26(%86,67) 1(%3,33) 30
Gentamisin 3(%10) 19(%63,33) 8(%26,67) 30
Nalidiksik asit 6(%20) 23(%76,67) 1(%3,33) 30
Oksitetrasiklin 7(%23,33) 14(%46,67) 9(%30) 30
Streptomisin 4(%13,33) 20(%66,67) 6(%20) 30
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Tablo 8. E. coli izolatlarinin segilen antibiyotiklere goére duyarlilik durumlari.

Antibiyotik No

Sus
No

15

14

13

12

11

10

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30
R:Direngli,l:OrtaDuyarli,S:Duyarli,1.Ampisilin,2. Amoksisilin,3.Kanamisin,4.Aztreonam,5.Sefiksim,6.Sefaleksin, 7.Sefotaksim,

8.Kolistin,9.Seftazidim,10.Enrofloksasin,11.Seftriakson,12.Gentamisin,13.Nalidiksik asit,14.Oksitetrasiklin, 15.Streptomisin
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35

H Duyarli

M Orta Duyarh

m Direngli

Sekil 11. Antibiyotiklere direngli, orta duyarli ve duyarli sus sayisi.

Tablo 9. E. coli izolatlarinin MAR indeksi sonuglari (Krumperman, 1983).

Sus No MAR indeksi Yorum

3 0.2 Diisiik riskli kaynak

5 0.26 Diisiik riskli kaynak

6 0.73 Coklu antibiyotik direnci (MDR)

gostergesi

9 0.2 Diisiik riskli kaynak

13 0.2 Diisiik riskli kaynak

14 0.4 Yiiksek antibiyotik baskisi olan ortam
23 0.2 Diisiik riskli kaynak

MAR indeksi sonucuna gore 5 adet izolat antibiyotiklerin nadiren kullanildig:
cevresel veya dogal kaynakli diisiik riskli kaynak olarak degerlendirilmistir. MAR indeksi
0.4 olan izolat birden fazla antibiyotik sinifinda direngli oldugu igin yiiksek antibiyotik
baskisi olarak degerlendirilirken ayrica Adzitey ve ark. (2020) degerlendirdigi gibi 0.4 ve
tizeri MAR indeksi goriilen izolatlar insan diskis1 kontaminasyonu iliskili olabilecegi

seklinde degerlendirilmistir. MAR indeksi 0.4'in altinda olanlar insan diskisi
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kontaminasyonu ile iliskili degildir olarak degerlendirmislerdir (Adzitey ve ark., 2020).
6 numarali izolatta ise MDR gostergesi tespit edilmistir.

4.1.6. izolatlarn Biyofilm Test Sonuclar

Calismada izolatlara biyofilm testi tiim izolatlara kongo red agar yontemi ile
yapilirken yapilan testler sonucunda en gii¢lii biyofilm olusumu goézlenen 5 izolat
secilerek UV-VIS spektroskopik yontemi ¢alismamiza uyarlanarak biyofilm testi yapilip
calismaya secilen 5 izolat ile devam edilmistir. Kongo red agar yontemiyle yapilan test
sonuglarina gore 14 (%46.66) izolatta biyofilm olusumu gozlenirken 16 (%53.33) izolatta
biyofilm olusumu gozlenmemistir. Biyofilm olusumu gézlenen 14 izolattan 8 (%57.1)
izolat giiclii biyofim, 4 (%28.6) izolat orta derecede biyofilm olusumu gozlenirken 2

(%14.3) izolatta ise zayif biyofilm olusumu gozlemlenmistir.

Sekil 12. Kongo red agar yontemiyle biyofilm testinde siyah renk koloni
morfolojisiyle pozitif sonug (3+).
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Sekil 13. Kongo red agar yontemiyle biyofilm testinde pembe renk koloni
morfolojisiyle negatif sonug ().

Tablo 10. E. coli izolatlarinin biyofilm derecesi tablosu (%).

Biyofilm Siddeti Kongo Red Agar Yontemiyle (N=30)
- N=16 (%53.33)
+ N=2 (%6.67)
2+ N=4 (%13.33)
3+

N=8 (%26.67)

(=) : Biyofilm negatif (+) : Zayif biyofilm (2+) : Orta derede biyofilm (3+) : Gii¢lii biyofilm
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Tablo 11. Kongo Red Agar biyofilm testine gore izolatlarin biyofilm olusturma giigleri.

izolat No Kongo Red Agar Yontemiyle
1 3+
2 +
3 3+
4 _
5 —
6 2+
7 +
8 _
9 2+
10 3+
11 -
12 -
13 3+
14 -
15 2+
16 -
17 3+
18 -
19 2+
20 -
21 3+
22 3+
23 -
24 -
25 -
26 3+
27 -
28 -
29 -
30 -
S.S 3+

S.S: E. coli ATCC 8739 standart susu

En giiglii biyofilm olusumu goriilen 5 izolat i¢in UV-VIS spektroskopi yontemiyle
yapilan biyofilm test sonuglarina gore 5 (%100) izolatta biyofilm pozitif bulunurken
negatif bulguya rastlanmamustir. Izolatlardan 2 (%40) tanesi orta derecede biyofilm

gelistirirken 3 (%60) tanesi giiclii biyofilm gelistirmistir.
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Sekil 14. E. coli izolatlarinda biyofilm olusumunun spektrofotometre ile
belirlenmesi.

Tablo 12. Biyofilm olusumunun spektrofotometre kullanilarak degerlendirilmesi.

izolat No Absorbans Degeri (OD570) Biyofilm Derecesi
1K 0.669 Orta Derece
10K 0.680 Giiglii
17K 2.257 Giiglii
21K 0.546 Orta Derece
22K 1.492 Giiglii

E. coli (+) 0.680 Giiglii

Staphylococcus
epidermidis 0.002 Negatif

)

OD < 0.17 = negatif , 0.17 — 0.34 = zay1f pozitif, 0.35 — 0.68 = orta pozitif, > 0.68 = gii¢lii pozitif
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Negatif kontroliin esit ve altinda absorbans verenler "negatif", gii¢lii biyofilm
olusturdugu bilinen pozitif kontroliin esit ve lizerinde absorbans verenler "giiglii", her iki
kontrol grubu arasinda absorbans verenler "orta derece" olarak degerlendirilmistir
(Victoria ve ark. 2021).

Sekil 15. E. coli izolatlarinda biyofilm olusumu sonrasi kristal viyole ile
boyanan orneklerin spektrofotometre kiivetindeki goriiniimii.

A) Negatif kontrol numune (S. epidermidis)
B) Kér numune (Metanol)
C) Biyofilm olusturan izolat numune

D) Pozitif kontrol numune (E. coli ATCC 8739)
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4.1.7. Sitotoksisite Test Sonuclar:

Calismada kullanilan A. salina’larin kistleri 25 °C 'de 48 saat hava ve 1s1kl1 bir
ortamda inkiibe edildikten sonra kistlerin a¢ildig1 ve serbest yiizebilen Artemia ’larin elde
edildigi gozlenmistir. (Sekil 16). Elde edilen A. salina’larin biiyiik ¢ogunlugunun aktif
yizme davranig1 sergiledigi ve morfolojik olarak normal gelisim gosterdigi tespit
edilmistir. Sitotoksisite analizlerinde yalnizca canli, aktif ve fototaktik yanit veren

bireyleri kullanilmistir (Sekil 17).

Sekil 16. Artemia salina’nin yumurtadan gikist.
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Sekil 17. Artemia salina "nin goriintiisii.

Tablo 13°de, Artemia salina Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) sonuglarina gore
alt1 E. coli susunun tiimii test kosullarinda sitotoksik aktivite sergilemistir. Probit analizi
ile elde edilen LCso degerleri 23.00 — 129.37 ng/mL araliginda dagilmaktadir (Tablo 14).
Bu degerlerin biiyiik ¢ogunlugu, Meyer ve ark. (1982) tarafindan belirlenen yiiksek
sitotoksisite esigi olan 100 pg/mL'nin altinda kalmakta olup s6z konusu izolatlarin giiclii

bir sitotoksik potansiyele sahip olduguna isaret etmektedir.

Regresyon modellerinin uyum iyiligi incelendiginde, 10K (R? = 0.9796), 17K (R?
= 0.9805), 22K (R? = 0.9766) ve ATCC 8739 (R? = 0.9723) izolatlarinda R* > 0.97
degerleri elde edilmis; bu durum doz—yanit iligkisinin probit modeliyle giiclii bigimde
aciklandigini ortaya koymaktadir. 1K (R? = 0.8799) ve 21K (R? = 0.8461) izolatlarinda
gozlemlenen gorece diisiik R? degerleri, s6z konusu izolatlarin doz—yanit egrisinin tam
dogrusal bir oriintii izlemedigine ve biyolojik degiskenligin daha belirgin olduguna isaret
etmektedir. Nitekim 21K izolatinda 750 pg/mL konsantrasyonunda (%80) gozlemlenen
mortalite oraninin, 500 pg/mL konsantrasyonundaki degerin (%90) altinda seyretmesi,
muhtemelen deneysel varyasyondan kaynaklanan lokal bir doz—yanit tutarsizligina isaret

etmekte ve bu durum regresyon uyumunu olumsuz etkilemektedir.
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Tablo 13. E. coli izolatlarinin sitotoksisite aktiviteleri (Olii Sayis1).

A. salina Oliim Oram (%) (n=10)

Kontrol
o %10 %20 %10 %30 %20 %10
Mortalitesi (%0)
Konsantrasyon E. coli
1K 10K 17K 21K 22K
(ng/mL) ATCC 8739 (+)
%100 %100 %100 %100 %100 %100
1000 pg/mL
10 10 10 10 10 10
%90 %100 %100 %80 %90 %100
750 pg/mL
9 10 10 8 9 10
%80 %90 %90 %90 %90 %100
500 pg/mL
8 9 9 9 9 10
%70 %80 %80 %70 %80 %90
250 pg/mL
7 8 8 7 8 9
%60 %70 %70 %60 %70 %80
125 pg/mL
6 7 7 6 7 8
%60 %60 %60 %50 %60 %70
62,5 pg/mL
6 6 6 5 6 7
%50 %50 %50 %50 %50 %060
31,25 pg/mL
5 5 5 5 5 6
Kontrol (Deniz %10 %20 %10 %30 %20 %10
suyu) (pg/mL) 1 2 1 3 2 1

Tabloda verilen degerler, Artemia salina bulunan ortama belirli konsantrasyonlardaki izole edilen E. coli 'lerin uygulanmasi sonucunda
goézlemlenen ham mortalite yiizdelerini gostermektedir. Pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 8739 susu, negatif kontrol olarak deniz
suyu kullanilmigtir. Her konsantrasyon i¢in n = 10 A. salina larvasi test edilmistir. Koyu renk ile vurgulanan degerler LCso hesabina

esas interpolasyon bolgesini (Abbott-diizeltmeli %38—%62 mortalite araligr) gostermektedir.

17K izolat1 en disiik LCso degerini (48.35 pg/mL; 95% CI: 35.38-66.08)
sergileyerek test edilen klinik izolatlar arasinda en yiiksek sitotoksik aktiviteyi
gostermistir. Bunu sirasiyla 1K (59.75 pg/mL), 22K (62.92 pg/mL) ve 10K (63.33
ug/mL) izolat izlemistir. Bu dort izolatin LCso degerleri 100 pg/mL esiginin belirgin
bicimde altinda kalarak yiiksek sitotoksik smifinda yer almaktadir. Giiven araliklarinin
bu izolatlar icin gorece dar olmasi, LCso tahminlerinin istatistiksel giivenilirligini

desteklemektedir.

21K izolati, 129.37 ug/mL (95% CI: 67.92-246.41) LCso degeriyle diger klinik

izolatlardan belirgin bi¢cimde ayrigmakta ve orta sitotoksik sinifina girmektedir. Bu
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izolatin genis giiven araligi, yiiksek tahmin belirsizligine ve diisiik regresyon uyumuna
(R?=10.8461) paralel olup s6z konusu susun sitotoksik potansiyelinin digerlerine kiyasla
anlaml 6l¢ilide zayif olduguna isaret etmektedir. Bu farklilik, 21K izolatinin diger klinik
izolatlardan viriilans faktorii icerigi veya toksin iiretim kapasitesi bakimindan ayristigini
diistindiirmekte; ancak bu hipotezin aydinlatilmasi molekiiler karakterizasyon

calismalarini gerektirmektedir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan E. coli ATCC 8739, 23.00 pg/mL (95% CI:
14.02—-37.13) LCso degeriyle test edilen tiim suslar arasinda en diisiik LCso degerine sahip
olmustur. Referans susun klinik izolatlardan daha giiclii sitotoksik aktivite sergilemesi,
deneyin i¢ gegerlilik kriterini kargilamakta ve pozitif kontroliin beklenen davranisiyla

ortismektedir.

Tablo 14. E. coli izolatlarinda LCso degerleri (ng/mL).

Sus n LCso (ng/mL) 9% Giiven R?
Arahig1 (ng/mL)
1K 10 59.75 28.21 —126.58 0.8799
10K 10 63.33 47.56 —84.32 0.9796
17K 10 48.35 35.38 —66.08 0.9805
21K 10 129.37 67.92 — 246.41 0.8461
22K 10 62.92 46.26 — 85.59 0.9766
E. coli ATCC
- 10 23 14.02 - 37.13 0.9723

LCso degerleri, Abbott (1925) kontrol mortalite diizeltmesi uygulanmis verilerden probit analizi yontemiyle hesaplanmistir (Finney,
1971). Probit doniisiimii igin %0 ve %100 degerleri sirastyla %5 ve %95 olarak diizeltilmistir (n = 10). Regresyon denklemi Probit =
a x logio(Doz) + b bi¢iminde kurulmug; LCso = 10°[(5 — b)/a] formiiliiyle hesaplanmistir. 95% giiven araliklari Fieller (1944)
yontemiyle elde edilmistir (to.o2s,s = 2.571). Toksisite siniflandirmast Meyer ve ark. (1982) kriterlerine géredir: LCso < 100 pg/mL:
yiiksek sitotoksik; 100-500 pg/mL: orta sitotoksik.

Incelemeler ve sayimlar mikroskop altinda gerceklestirilmistir (Sekil 18). 24 saat
icinde 6len A. salina ’larda incelemeler sonucunda dibe c¢oktiikleri ve morfolojik
bozukluklarin meydana geldigi goriilmistir. Bas kismmda sekil bozukluklarinin
meydana gelmesi, gozlerinin par¢alanmasi, gozleri tizerinde yer alan sap uzantilarin
parcalanmasi ve yer yer kopmasi, uzuvlarinin hasar gérmesi ve pargalanmasi gibi viicut
biitinliigiinde bozulmalar, renk degisimleri, bagirsak bolgesinin kararmasi incelemeler

sonucunda belirlenmistir.
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KONTROL

250 pg/mL 500 pg/mL

y

1000 pg/mL

Sekil 18. Sitotoksisite testi sonucunda A. salina ’lardaki morfolojik
degisimler.
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4.1.8. Patojenite Test Sonuclari

Patojenite test sonucuna gore 24 sonrasinda, canli ve 6lii A. salina sayisi biiyiiteg
yardimiyla sayilmistir. Ayrica mikroskop altinda morfolojik degisimler incelenmistir.
Deneme ve kontrol gruplari karsilastirilarak mortalite oranlari ve morfolojik bozulmalar
incelenmistir. Incelemeler sonucunda 5x10® CFU/mL ve 4x108 CFU/mL mikroorganizma
bulunan 2 ayr siispansiyonda, 24 saat itibariyle kontrol grubuna kiyasla belirgin bir
mortalite artis1 gozlemlenmistir. Kontrol grubunda mortalite izlenmemesine karsin,
deneme gruplarinda %100 oraninda 6lim meydana gelmistir. Bu durum, gozlenen letal
etkinin ¢alismamizda izole edilen E. coli suslarina bagli oldugunu gostermektedir.
Mortaliteye ek olarak, larvalarda cesitli fizyolojik ve morfolojik degisiklikler tespit
edilmistir. Patojenitenin ilerlemesi ile birlikte larvalarin yiizme aktivitelerinde belirgin
bir yavaslama ve dibe ¢cokme davranisi ortaya ¢ikmistir. Morfolojik incelemede, A. salina
’larin 6zellikle bagirsak bolgesinde opaklasma, viicut biitiinliigliniin belirgin 6zelligini
kaybetme gibi yapisal degisiklikler gozlemlenmistir (Sekil 19). Bazi larvalarda viicut
yiizeyinde seffafligin azalmasi, karin bolgesinde kararma, dokularda sisme ve uzuv
kopmalar1 tespit edilmistir. Elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde
kullanilan iki ayri slispansiyondaki E. coli izolatlarmin A. salina tizerinde belirgin bir

patojenik profile sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Deneme gruplarinda %100 mortalite, kontrol grubunda ise mortalite
gozlenmemesi nedeniyle gruplar arasinda patojenite agisindan belirgin bir fark oldugu

degerlendirilmistir.
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<2

KONTROL

5x10® CFU/mL 4x10® CFU/mL

Sekil 19. Patojenite testinde A. salina ’larda goriilen morfolojik degisimler.
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Tablo 15. E. coli izolatlarinin A. salina tizerindeki 24 saatlik patojenite etkisi.

Grup Ml (CF%c;fnL) Lf:gélla;ag;:m ?2221)1 ((2)4112) e
Kontrol (-) Deniz suyu - 10 10 0 0
Kontrol (+)  E. coli ATCC8739 4x108 10 0 10 100
izolat 1K E. coli 4x108 10 0 10 100
izolat 10K E. coli 4x108 10 0 10 100
izolat 17K E. coli 4x108 10 0 10 100
izolat 21K E. coli 4x108 10 0 10 100
izolat 22K E. coli 4x108 10 0 10 100
Kontrol (+)  E. coli ATCC8739 4x108 10 0 10 100
Kontrol (-) Deniz suyu - 10 10 0 0
izolat 1K E. coli 5x108 10 0 10 100
izolat 10K E. coli 5x108 10 0 10 100
izolat 17K E. coli 5x108 10 0 10 100
izolat 21K E. coli 5x108 10 0 10 100
izolat 22K E. coli 5x108 10 0 10 100
4.2. Tartisma

Escherichia coli izolatlar1 siklikla hayvansal kaynakli gidalar1 kontamine eder;
aragtirmamizda, bu mikroorganizma test edilen 100 kiyma 6rneginin 30'unda (%30) tespit
edilmis ve izolatlarin ¢ogu antibiyotiklere coklu diren¢ gostermistir. Bu calismada,
MALDI-TOF yontemi kullanilarak kiymadan izole edilen E. coli izolatlarmin viriilans
ozellikleri (proteaz, lipaz, hemoliz ve biyofilm olusumu) ile Artemia salina iizerindeki
sitotoksisite/patojenite etkileri degerlendirilmis; ayn1 zamanda antibiyotik direng

profilleri ve ¢oklu antibiyotik diren¢ (MAR) indeksi ortaya konmustur.

Son yillarda ve insan yasaminda hayvansal protein igeren kolayca hazirlanabilen
kiymalarin tiiketiminde biiyilik dl¢iide artis s6z konusu olmustur. Heybet ve ark., (2024)
tarafindan yapilan ¢alismada 50 kiyma 6rneginde %28 E. coli izole edilmis olup bu oranin
bizim ¢alismamizdan nispeten daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Crespi ve ark. (2025)
tarafindan yapilan ¢alismada 109 kiyma orneginden 97 adet E. coli izole edilmis olup
ayrica sonuglar MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi dogrulanmistir. Mevcut ¢alismada,

calismamizin sonucundan daha yiiksek bir sonu¢ bulunmustur.

Bu calismada kiymadan izole edilen E. coli suslarinin MALDI-TOF MS ile
tanimlanmas1 hizli ve etkin bir yontem olarak dogrulanmistir. MALDI-TOF MS’in
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referans veri tabaniyla karsilastirma yaparak kisa siirede tiir tanimlamasi saglayabilmesi,
geleneksel biyokimyasal testlere gore Onemli bir avantaj sunmaktadir (Kaynar
Mursaloglu ve Numanoglu Cevik, 2021). Benzer sekilde, diger calismalarda MALDI-
TOF MS’in, Enterobacteriaceae’nin i¢inde bulundugu karmasik mikrobiyal ortamlarda
bile E. coli ’yi yiiksek dogrulukla tanimladigi bildirilmis; bu sonuglar 6zellikle fenotipik
testlerde goriilebilecek yanilgilarin azaltilmasina katki saglamistir (Rodrigues ve ark.,
2016). Bu baglamda MALDI-TOF MS’in biyokimyasal yontemlerle karsilagtirildiginda
yiiksek duyarlik ve 6zgiilliik sagladigl, tanimlanan suslarin genotipik dogrulamalarla da

uyumlu oldugu gosterilmistir (Rodrigues ve ark., 2016).

Elabbasy ve arkadaglarinin (2021) yiiriittiigii caligma, kesimhane ortaminda ve
s1gir karkaslarindan izole edilen E. coli suslarinin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasinin
yalnizca tiir belirlemekle kalmayip ayn1 zamanda c¢oklu antibiyotik diren¢ profili ve
viriilans  6zelliklerini  degerlendirmisleridir. Ayrica c¢alisma, MALDI-TOF MS
profillerinin farkli E. coli suslar1 arasindaki iliski ve ayirimi ortaya koyabildigini,
ozellikle de birbirine yakin iliskili izolatlarla iliskili olmayan izolatlar arasindaki ayirimi

gosterebildigini bildirmistir (Elabbasy ve ark., 2021).

Kiyma orneklerinde yiiksek E. coli kontaminasyon oraninin, bu iriinlerin
kontaminasyona yol agabilecek iiretim siireclerinden kaynaklanabilecegi ortaya
koymustur. Kiyma 6rneklerinde E. coli *nin yayginligi iiretim zincirinde daha iyi hijyenik
uygulamalara ihtiyag duyuldugunu diistindiirmektedir. Kabul etmek gerekir ki, ¢ig
kiymanin hijyenik uygulamalarini ve olas1 kontaminasyon kaynaklarini siirdiiriilebilir bir
sekilde degerlendirmek zor olabilir. Bir¢ok iilkede saglikli ve hijyenik gidalar lizerine
yapilan c¢aligmalarda E. coli 'nin gida zehirlenmesinde onemli bir nedeni oldugu

gosterilmistir (Momtaz ve Jamshidi 2013).

Biyofilm olusturma kapasitesi, E. coli suslarinin ¢evresel stres kosullarina karst
dayanikliligini artiran en énemli viriilans dzelliklerinden biridir. Onceki ¢alismalarda,
¢oklu antibiyotik direngli (MDR) E. coli suslarimin biiyiik bir bliimiiniin ayn1 zamanda
biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu rapor edilmistir (Sasoon ve ark., 2025).
Biyofilm yapisi, bakterileri hem dezenfektanlara hem de antibiyotiklere karsi koruyarak
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm matriksi igerisine niifuzunu sinirlandirmaktadir. Bu
nedenle biyofilm olusturabilen suslarda antibiyotik diren¢ fenotiplerinin giiglenmesi

beklenen bir durumdur. Gida isletmelerinde yiizey kontaminasyonunun kalict hale
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gelmesi de biiylik 6l¢iide bu biyofilm yapisinin varligiyla iliskilendirilmektedir (Tao ve
ark., 2022).

E. coli, gesitli ortamlarda biyofilm olusturabilen en yaygin bakterilerden biri
olarak tanimlanmistir. Biyofilm olusturma kapasitesi, hem ¢evresel baglamlarda hem de
konak organizmalar i¢inde E. coli 'nin kaliciligini ve hayatta kalmasini1 artirabilir. Ek
olarak, konagin bagisiklik tepkilerine kars1 koruma saglarlar. Bizim ¢alismamizda toplam
30 adet E. coli izolati, modifiye kongo kirmizisi agar besiyeri kullanilarak ve
spektrofotometre yontemi kullanilarak biyofilm olusturma yetenekleri agisindan
degerlendirildi. Arastirmamizda, iki farkli metodoloji kullanilarak degerlendirilen E. coli
'deki biyofilm olusumu yiizdesi oldukg¢a benzer sonuglar vermistir. Bulgularimiz, E. coli
izolatlarinda Kongo kirmizist yontemi kullanilarak biyofilm olusum oranlarini
belgeleyen Skyberg ve ark. (2007) ve Rodrigues ve ark. (2019) ile biiyiik 6l¢iide
ortlismektedir.

Barilli ve ark., (2020) yapmis olduklar1 ¢calismadan (domuz, tavuk, sigir eti ve
kiyma dahil) izole edilen 182 E. coli susunun biyofilm olusturma kapasitesi incelenmistir.
izolatlarin yaklasik %251 biyofilm yapabilmekte olup, biyofilm genleri ve antibiyotik
diren¢ profilleri incelenmistir. Biyofilmler, patojenleri hijyen ve sterilizasyon
islemlerinden koruyarak c¢apraz kontaminasyonda Onemli bir rol oynamaktadir.
Biyofilmler, her tiirlii cansiz veya canli yiizeyde olusabilir ve gida, denizcilik, toprak ve

biyomedikal alanlarda ciddi sorunlara yol agabilmektedir.

Analiz sonuglarina gore, kiymadan izole edilen E. coli suslarinin belirli bir
yiizdesinin biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugu saptanmistir. Literatiirde, et ve
kiyma 6rneklerinden izole edilen E. coli suslarinin yaklagik %40—70’inin biyofilm pozitif
oldugu bildirilmektedir. Bu pozitif izolatlarin ¢ogunlugunun zayif veya orta diizey
biyofilm iireticisi oldugu, daha sinirl bir kisminin ise giiclii biyofilm olusturma yetenegi

sergiledigi rapor edilmistir (Wang ve ark., 2013; Amini ve ark., 2017).

Elde edilen bulgular, kiymadan izole edilen E. coli suslarinin 6nemli bir
boliimiiniin ~ biyofilm  olusturabildigini  gdstermektedir.  Biyofilm  olusumu,
mikroorganizmalarin gida isleme ortamlarinda yiizeylere tutunmasini kolaylastirmakta ve
cevresel stres faktorlerine karsi direng kazanmalarina olanak saglamaktadir. Bu durum,

biyofilm olusturan E. coli suglarinin temizlik ve dezenfeksiyon uygulamalarina karsi daha

52



direngli hale gelmesine ve gida zincirinde persistan kontaminasyon kaynagi

olusturmalarina neden olabilmektedir (Wang ve ark., 2013).

Ayrica biyofilm olusumunun, E. coli *de antibiyotik direnci ve viriilens faktorleri
ile iliskili olabilecegi bildirilmektedir. Bu baglamda, biyofilm pozitif izolatlarin varligi
yalnizca gida bozulmasi agisindan degil, ayn1 zamanda halk saglig1 riski acisindan da
Oonem tagimaktadir. Kiyma gibi ¢ig veya az pismis tiiketilebilen iirlinlerde biyofilm
olusturan E. coli suglarinin bulunmasi, bu mikroorganizmalarin gida ortaminda uzun siire

canli kalabilmesine ve ¢apraz kontaminasyon riskinin artmasina yol agabilir (Amini ve

ark., 2017).

Gida kaynakli E. coli izolatlarinda biyofilm olusturma kapasitesinin yani sira,
E.coli izolatlarinin patojenite potansiyelini belirleyen diger 6nemli faktorler arasinda
hemolitik aktivite ile lipaz ve proteinaz gibi ¢esitli ekstraseliiler enzimlerin iiretimi yer
almaktadir. Biyofilm olusumu bakterilerin ¢evresel dayanikliligini ve gida isleme
ortamlarinda kaliciligin1 artirirken, bu viriilans faktorleri konak dokulara zarar verme
potansiyelini dogrudan etkilemekte ve gida kaynakli E. coli izolatlarinin insan sagligi
acisindan olusturdugu riski daha da artirmaktadir. Hemolitik aktivite ile lipaz ve proteinaz
gibi ekstraseliiler enzimlerin tiretimi, E. coli suglarinin viriilans ve patojenite potansiyelini
belirleyen temel faktorler arasinda yer almaktadir. Bu enzimler, konak dokulara zarar
verme, besin maddelerini hidrolize etme ve enfeksiyon siirecinde bakterinin hayatta

kalmasini kolaylastirma gibi 6nemli roller listlenmektedir.

Bu ¢alismada etten izole edilen E. coli izolatlarinin hemolitik aktivite, lipaz ve
proteinaz liretim potansiyelleri degerlendirilmis ve elde edilen bulgular, bakterilerin
viriillans Ozellikleri agisindan 6nemli sonuglar ortaya koymustur. Hemolitik aktivite,
bakterilerin eritrositleri lizise ederek konak dokulara zarar verme ve enfeksiyon siirecinde
konak savunma mekanizmalarii agma potansiyelini yansitan Onemli bir viriilans

faktorudur.

Hemoliz testi sonuglari, bazi E. coli izolatlarinin eritrositleri lizise ugratabilme
kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Literatiirde Ozellikle B-hemolitik E. coli
suslarinin, enterotoksin ve hemolizin gibi viriilans faktorleri ile iliskili oldugu ve bu
suslarin daha yiiksek patojenite potansiyeli tagidig: bildirilmektedir (Ochoa ve Contreras,

2011). Calismamizda gozlenen hemolitik aktivite, bu suslarin gida yoluyla bulagmasi
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durumunda saglik sorunlarina yol acabilecek potansiyel risk olusturdugunu

disiindiirmektedir.

Hemolitik aktivite, E. coli 'nin viriilans faktorlerini degerlendirmek i¢in fenotipik
bir belirteg olarak islev gérme potansiyeline sahiptir. Yapilan arastirmalar sonucunda E.
coli ’nin sirastyla %37.03, %100, %44.6 ve %53.3 izolatlarda yiiksek oranda hemolizin
tretttigini bildiren Fakruddin ve ark. (2013), Malik ve ark. (2012), Al-Saiedi ve Al-
Mayah (2014) tarafindan elde edilen bulgularla ¢alismamizda bulunan 30 izolattan 14
(%46.67) izolatta hemolitik aktivite ortiistiigli goriilmektedir. Farkli tipte hemolizinlerin
iretimi, bagirsak ve bagirsak dis1 hastaliklardan kaynaklanan E. coli 'ye siklikla katkida

bulunmustur.

Calismalarda alfa hemoliz (hlyA) geni tespit edilen izotlalarin varligi gida
kaynakl1 virtilansla iliskilendirilmektedir (Nahla ve ark., 2023).Hemoliz pozitif ve negatif
suslarin et triinlerindeki dagilimi ¢alismada raporlanmis olmakla birlikte dagilimlarin
yiizdelik detaylar1 caligmalar arasinda degismektedir; bazi ¢aligmalarda hemolitik gen
tastyan suslar kiymada uygulanabilir oranda saptanmistir(Nahla ve ark., 2023; He ve ark.,
2025).

E. coli 'nin lipaz ve proteaz enzimleri bakterinin metabolik kapasitesini ve
cevresel uyumunu gostermektedir; bazi suslar proteolitik veya lipolitik aktivite
sergileyerek besin kaynaklarini kullanmaktadir. Bu aktivitelerin varligi hem ¢evresel
adaptasyon hem de belirli patogenez mekanizmalarina katki saglamaktadir. E. coli lipaz

calismalar1 enzimin pH tercihi ve substrat 6zgiilliigiine dair 6zellikler bildirmistir.

Lipaz aktivitesi, patojen bakterilerin konak dokulardaki lipidleri hidrolize ederek
yayilimini, gida ortamlarinda kaliciligin1 ve patojenite potansiyelini artiran énemli bir
viriilans faktoriidiir. Lipaz aktivitesi agisindan degerlendirildiginde, izolatlarin bir
kisminin tribiitirin agar lizerinde belirgin hidroliz zonlar1 olusturdugu gézlemlenmistir.
Lipazlar, bakterilerin lipit yapili hiicre membranlarin1 ve gidalardaki yag fraksiyonlarini
parcalayarak hem besin elde etmesini hem de konak dokularina penetrasyonunu
kolaylastirmaktadir. Gida kaynakli E. coli izolatlarinda lipaz iiretiminin, 6zellikle et
tirtinlerinde bakterinin ¢evresel dayanikliligini artirdigi daha 6nce rapor edilmistir (Chand
ve ark., 2022). Bu durum, g¢alismamizda lipaz pozitif bulunan izolatlarin gida
ortamlarinda daha uzun siire canli kalabilme potansiyeline sahip oldugunu

gostermektedir.
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Proteolitik aktivite varligi, koloninin c¢evresinde olusan hidroliz zonlar ile
gosterilir; bu zonlarin genisligi izolatlarin ekstraselliiler proteaz iretim potansiyelinin bir

gostergesidir.

Gundogan ve ark. (2006) yapmis olduklari arastirmada kiyma ve et tiriinlerinden
izole edilen E. coli suslarinin bir kisminda proteolitik aktivite saptamustir: E. coli
izolatlarinin yaklasik %21.2’si proteaz aktivitesi gostermistir ki bu bulgu kiyma kaynakl
E. coli ’lerde proteolitik potansiyelin varligini desteklemektedir. Bu sonug, E. coli ’nin
yalnizca bir kontaminasyon gostergesi olmadigini, aym1 zamanda protein yapilari
parcalayabilen enzimler iiretme kapasitesine sahip olabilecegini gostermektedir.
Proteolitik aktivite, gidada organik yapiy1 bozarak raf 6mriinii kisaltma ve enzim-bagiml
kalite bozulmasina yol agma potansiyeline sahiptir. Ozellikle kiyma gibi proteince zengin
ortamlarda, bu tiir enzimatik aktiviteler bozulmayi1 hizlandirabilir ve organoleptik

ozelliklerde olumsuz etki yaratabilir.

Kiyma ve benzeri et iiriinlerinde E. coli 'nin lipaz ve proteaz aktiviteleri iiriin
kalitesi, raf omrii ve gida giivenligi degerlendirmesinde dogrudan etkili olabilir; bu
nedenle hem mikrobiyolojik kontaminasyon hem de enzimatik aktiviteler izlenmelidir.
Calismalar kiymada proteolitik ve lipolitik bakterilerin belirli diizeylerde bulundugunu
ve bu aktivitelerin iiriin bozulmasinda rol oynadigin1 gostermistir (Can ve ark., 2017,
Sharma ve ark., 2007)

Proteaz aktivitesi ise bazi E. coli izolatlarinda belirgin olup ortam ve fermentasyon
kosullarina bagli olarak degiskenlik gostermektedir; iiretim ve aktiviteler casein gibi
protein substratlar1 kullanilarak saptanmistir. Proteazlar, patojenin hayatta kalmasina ve
bagisiklik sisteminden kagmasina yardimet olan viriilansta 6nemli bir rol oynamaktadir
(Nanda ve Nayak, 2020). Kiymadan izole edilen E. coli suslarinda proteinaz aktivitesinin
varlig1, bakterilerin konak dokulardaki proteinleri parcalayarak besin elde etme ve
dokulara zarar verme potansiyelini gostermektedir. Bu ozellik, E. coli ’nin patojenite

kapasitesini artiran 6nemli bir viriilans faktoriidiir.

Proteinaz (proteaz) aktivitesi, c¢alismamizda skim milk agar {izerinde
degerlendirildiginde, baz1 E. coli izolatlarinin kazein hidrolizi gergeklestirebildigi
belirlenmistir. Proteazlar, konak proteinlerini pargalayarak bakterinin invazyon
yetenegini artiran onemli viriilans faktorleri arasinda yer almaktadir. Literatiirde proteaz

iretiminin, epitel bariyer biitiinligliniin bozulmasina ve inflamatuvar yanitin
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tetiklenmesine katki sagladigi bildirilmektedir (Pukatzki ve ark., 2002). Bu baglamda,
proteinaz pozitif izolatlarin daha yiliksek patojenite potansiyeline sahip oldugu ortaya

konulmustur.

Hemoliz, lipaz ve proteinaz aktivitelerinin birlikte degerlendirilmesi,
calismamizdaki E. coli izolatlarinin yalnizca antibiyotik direnci ag¢isindan degil, ayni
zamanda c¢oklu viriilans faktorleri agisindan da risk olusturdugunu ortaya koymaktadir.
Ozellikle bu enzimlerin biyofilm olusturan suslarda daha sik gozlenmesi, biyofilm-
virlilans iliskisini desteklemektedir. Biyofilm matriksi i¢inde iiretilen bu enzimler, hem
bakterinin g¢evresel streslere karsi korunmasini saglamakta hem de konak hiicrelerle

etkilesimini giiclendirmektedir (Flemming ve ark., 2016).

Bu caligmada A. salina kullanilarak yapilan sitotoksisite ve patojenite testleri,
izolatlarin viriilans diizeylerini degerlendirmede etkili bir yontem sunmustur. Artemia,
toksisite arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan diisiik maliyetli bir model
organizmadir ve patojenlerin lrettigi toksinlere duyarlidir (Rodriguez-Molina ve ark.,
2020). Calismamizda MDR ve gii¢lii biyofilm ireticisi E. coli suslarinin Artemia
larvalarinda daha yiiksek mortaliteye yol agmasi, bu suslarin sadece direncli degil ayn1
zamanda yiiksek virlilans potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde,
literatiirde de proteaz, lipaz ve diger viriilans faktorlerinin Artemia mortalitesini artirdigi

rapor edilmistir (Rodriguez-Molina ve ark., 2020).

Literatiirde proteaz ve lipaz gibi hidrolitik enzimlerin Artemia larvalarinda doku
biitiinligiinli bozarak mortaliteyi artirdigi bildirilmistir (Rodriguez-Molina ve ark., 2020).
Calismamizda hemoliz, lipaz, proteinaz ve biyofilm pozitif E. coli izolatlarinin Artemia
mortalitesini daha hizli artirmasi, bu enzimlerin toksisite ve patojenite mekanizmalarinda

rol oynadigini desteklemektedir.

Calismamizda, farkli E. coli izolatlarmin A. salina {izerindeki etkileri arasinda
belirgin heterojenite gozlenmistir. Bazi izolatlar, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamli mortalite artis1 gostermis; bu da bu izolatlarin liretmis olabilecekleri toksik
tirlinlerin veya viriilans faktorlerinin model canlilar Gizerinde letal etki yaratabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu sonug, A. salina letalite testinin toksik ajanlarin &6n
degerlendirmesi i¢in gilivenilir bir ara¢ oldugunu vurgulayan ¢aligsmalardaki bulgularla

paralellik arz etmektedir (Banti ve Hadjikakou, 2021).
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Uygulanan 4x108 ve 5x108 CFU/mL konsantrasyonlarinda 24 saat sonunda %100
mortalite gdzlenmistir. Bu nedenle doz-yanit iligkisi olusturulamamis ve LCso degeri
hesaplanamamustir. Elde edilen sonuglar izolatlarin A. salina iizerinde yiiksek derecede
patojenik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Uygulanan iki doz arasinda mortalite
acisindan belirgin bir fark gozlenmemistir. LCso degerinin belirlenebilmesi i¢in daha

diisiik konsantrasyonlarda ek dozlarin uygulanmasi gerekmektedir.

Bu ¢alismada elde edilen A. salina letalite test sonuglari, kiymadan izole edilen E.
coli suslarmin genel toksisite potansiyelini ortaya koymus ve model organizma iizerine
etkisinin degerlendirilmesinde A. salina’nin etkinligini desteklemistir. A. salina larvalari,
acil toksisite degerlendirmelerinde yaygin olarak kullanilan ve 24 saatlik mortalite
Ol¢timii ile toksik etkiyi hizli ve diisiik maliyetle belirleyen bir biyolojik test sistemi
olarak kabul edilmektedir. Bu metodun avantajlar1 arasinda basit protokol, diisiik maliyet
ve yiksek tekrarlanabilirlik yer almaktadir ki bu bulgular giincel metodolojik

degerlendirmelerle de uyumludur (Salay ve ark., 2024)

Artemia iizerindeki mortalite oranlarinin, bakterilerin biyofilm kapasitesi ile
iligkili olabilecegi diisliniilmektedir. Ciinkii biyofilm iireten suslarda toksik metabolitlerin
salmimi1 daha yiiksektir ve bu durum Artemia’da akut toksisite belirtilerine neden olabilir.
Bu bulgu, gida kaynakli E. coli ’nin ¢evresel dayanikliligi ile viriilansinin birlikte

degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Metodolojik agidan, ¢aligmada antibiyotik duyarlilik testleri, biyofilm kantitatif
Olgtimleri ve Artemia mortalite analizlerinin birlikte kullanilmasi ¢ok yonli bir
degerlendirme saglamaktadir. Benzer sekilde, gida kaynakli bakterilerde AMR
degerlendirmelerinin biyofilm kapasitesi ve toksisite sonuglariyla birlestirilmesi gerektigi
literatiirde de vurgulanmaktadir (Tao ve ark., 2022; Somda ve ark., 2023). Bununla
birlikte Artemia testlerinde bakteri yogunlugu, tuzluluk, sicaklik gibi parametrelerin

mortalite sonuglarini etkileyebilecegi unutulmamalidir.

Calismada degerlendirilen izolatlarin antibiyotik diren¢ profilleri dikkate
alindiginda, ozellikle ¢oklu antibiyotik direngli (MAR) E. coli suslarinin, A. salina
tizerinde daha yiiksek mortalite oranlari ile iligkili olabilecegi goriilmektedir. Antibiyotik
direnci, bakterilerin cevresel stres faktorlerine adaptasyon yeteneginin bir gostergesi
olarak kabul edilmekte ve direng genlerini tasiyan suslarin metabolik esnekliklerinin daha

yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bu durum, direngli izolatlarin toksik metabolit iiretme
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veya model organizmalar iizerinde biyolojik etki olusturma potansiyelini

artirabilmektedir (Poirel ve ark., 2018; VVan Boeckel ve ark., 2019).

Etten izole edilen E. coli suslarinda antibiyotik direncinin yayginligi, halk sagligi
acgisindan 6nemli bir risk olusturmaktadir. Gida zinciri araciligiyla insanlara taginabilen
direngli bakteriler, enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmakta ve antibiyotik direncinin
toplumda yayilmasina katki saglamaktadir. Bu baglamda, A. salina testinde gozlenen letal
etkiler, yalnizca toksisite agisindan degil, ayn1 zamanda potansiyel patojenite ve direng

Ozellikleriyle birlikte degerlendirilmesi gereken bir risk gdstergesi olarak ele alinmalidir
(WHO, 2023).

Bu bulgular genel olarak degerlendirildiginde, gida kaynakli E. coli suslarinin
antibiyotik direncinin tek bagina bir risk olmadigini; biyofilm iiretimi ve canli model bazli
viriilans sonuglartyla birlikte degerlendirildiginde risk seviyesinin ¢ok daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Ozellikle MDR ve biyofilm olusturan suslarin Artemia iizerinde
belirgin patojenite gostermesi, bu bakterilerin gida zincirinde insan sagligi i¢in ciddi bir

tehdit oldugunu desteklemektedir (Elbehiry ve ark., 2025; Sasoon ve ark., 2025).

Kiymadan izole edilen E. coli ¢alismalarinda izolatlarin ¢ok biiyiik kismi en az bir
antibiyotige direng gosterirken alt gruplarda coklu ilag direncli (MDR) oranlari
degismektedir. Siklikla diren¢ goriilen antibiyotikler ¢alismalarda yiiksek oranda
trimethoprim-siilfametoksazol,  tetrasiklin, streptomisin  ve ampisilin  direnci
raporlanmistir; drnegin Nekouei ve ark., (2018) yapmis olduklar1 arastirmada hazir
tikketim kirmizi et 6rneklerinden izole edilen suslarda bu ajanlara karsi direng sikliklari

strastyla ~80%, ~73% ve ~67% olarak bulunmustur.

Diinya genelinde gida patojenlerinde antibiyotik direncinin giderek artmasi,
ozellikle ¢oklu ilag direngli (MDR) E. coli suslarinin yayginlasmasiyla birlikte halk
sagligini tehdit etmektedir (Elbehiry ve ark., 2025). Et ve et iiriinlerinden izole edilen E.
coli suslarinda %25-30 arasinda MDR oranlar1 bildirildigi ve bu suglarin 6zellikle
tetrasiklin ve ampisilin gibi yaygimn kullanilan antibiyotiklere karsi yiiksek direng
gosterdigi raporlanmistir (Elbehiry ve ark., 2025). Bizim ¢alismamizdada tiim izolatlar
direncli bulunmustur. Her caligmanin bdlgesi ve ornekleme/analiz yontemleri farkli

oldugundan direng frekanslari arasinda varyasyon gézlenmektedir.
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Stavroulaki ve ark. (2022) Yunanistan’in Girit pazarindan rastgele elli dort ¢ig et
(s1g1r eti, tavuk ve domuz eti kas, karaciger ve bobrekleri) toplayarak dort grup antibiyotik
(stilfonamitler-SAs, tetrasiklinler-TCs, streptomisinler-STr ve kinolonlar-QNLS)
kullanarak antibiyotik direng¢ seviyelerini belirlemislerdir. ELISA yonteminden elde
edilen sonuclara gore, et drneklerinin sadece %2'si antibiyotiksiz, %2'sinde 4 antibiyotik
tespit edilmis olup Orneklerin biiyiik ¢ogunlugunda (%87) 2 ila 3 antibiyotik tespit

edilmistir.

Zelalem ve ark. (2019) tarafindan yapilan c¢alisma, Etiyopya'daki et ve et
iirinlerinden izole edilen bazi bakteriyel patojenlerin yaygmligimi ve AMR profilini
degerlendirmeyi amaclamistir. Veriler, 7828 et Ornegi igeren toplam 27 orijinal
calismadan alinmig ve sistematik incelemeye ve meta-analize dahil edilmistir. Veri
analizi, sigir eti, koyun, ke¢i ve diger hayvan etlerinde E. coli O157:H7 yayginliginin
sirastyla %6, %6, %3 ve %21 oldugunu ortaya koymustur. E. coli O157:H7 igin mezbaha,
kasap diikkani1 ve pazardaki yayginlik sirastyla %5, %6 ve %8'dir. Bakteriyel izolatlar
secilen ilaclara kars1 farkli AMR profilleri gdstermistir. Sonug, bakteriyel patojenlerin
kiimilatif yaygiliginin diger iilkelerle karsilastirildiginda nispeten yliksek oldugunu ve

sektorde et giivenligini saglamak i¢in bir miidahalenin 6nerildigini gostermektedir.

Kassem ve ark., (2020) yapmis olduklari ¢alismada perakende kiyma tliketiminin
antibiyotik direngli E. coli maruziyeti olusturdugu riskine dair degerlendirmeler
yapilmistir; 6rnegin kiyma tiizerinde yapilan risk degerlendirmeleri direngli E. coli
maruziyetini ortaya ¢ikarmistir. Calismalar perakende, isleme ve satict hijyen durumunun
kontaminasyon diizeyini ve MDR suslarin yayilmasini etkiledigini raporlamistir; belirli
calismalarda perakende satislarin izolatlarin MDR olma olasiligini artirdigi bildirilmistir
(Abdel-Atty ve ark., 2023). Bir¢ok ¢alisma, et {irlinlerinden izole edilen direngli suslarin
hayvansal antibiyotik uygulamalariyla iliskili oldugunu one siirerek hayvanlarda
antibiyotik kullaniminin kontroliinii 6nermistir; bu baglamda ¢aligmalar diizenleme ve
gozetim gagrisi yapmistir (Abdel-Rhman ve ark., 2015; Nekouei ve ark., 2018; Sornsenee
ve ark., 2021)

Bu calismada disk diflizyon yoOntemiyle belirlenen antibiyotik duyarlilik
sonuglarina ek olarak, izolatlarin MAR indeksleri hesaplanmis ve birgok izolatin 0.2 nin
tizerinde MAR degerine sahip oldugu belirlenmistir. MAR indeksinin 0.2’den yiiksek

olmasi, s6z konusu bakterilerin antibiyotiklerin yogun ve kontrolsiiz kullanildig:
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ortamlardan kaynaklandigin1 gostermekte ve bu izolatlarin yiiksek riskli direng profiline

sahip oldugunu diistindlirmektedir.

Calismamizda ampisilin, tetrasiklin ve gentamisin gibi yaygin kullanilan
antibiyotiklere kars1 saptanan yiiksek direng oranlari, MAR indeks sonuclariyla birlikte
degerlendirildiginde, izolatlarin 6nemli bir kisminin ¢oklu antibiyotik direnci tasidigini
ortaya koymaktadir. Literatiirde, gida kaynakli E. coli izolatlarinin en yiiksek direnci B-
laktam grubu antibiyotiklere karsi gosterdigi siklikla bildirilmektedir. Tiirkiye’de
gerceklestirilen genis ¢apli bir ¢alismada, gida kokenli E. coli suslarmin %60-90
oraninda ampisilin ve amoksisiline direnc¢li oldugu belirlenmistir (Y1lmaz ve ark., 2025).
Bu calismada elde edilen yiiksek MAR indeksleri, s6z konusu direng egilimleriyle

uyumludur.

Tetrasiklin direncinin gida patojenlerinde en yaygin goriilen direng tiirlerinden
biri oldugu ¢esitli ¢calismalarda ortaya konmustur. Banglades’te sokak gidalarindan izole
edilen E. coli suslarinda yiiksek MAR indeksleri ile birlikte tetrasiklin direncinin yaygin
oldugu bildirilmis ve bu durum antibiyotigin hayvancilikta uzun siireli ve yaygin
kullanimina baglanmistir (Chowdhury Meem ve ark., 2024). Calismamizda tetrasiklin
direnci ile yiikksek MAR indeksleri arasindaki uyum, gida zincirinde bu antibiyotige kars1

artan secilim baskisini desteklemektedir.

Giincel kiiresel antibiyotik direng raporlarinda da ampisilin ve tetrasiklin
direncinin tiim bolgelerde yiiksek oranlarda seyrettigi, buna karsin karbapenemler ve bazi
ticlincii kusak sefalosporinlerin daha diisiik diren¢ oranlariyla 6ne ciktigi ifade
edilmektedir (WHO, 2025). Bu calismada sefalosporinlere karsi gozlenen degisken
diren¢ diizeyleri ve buna eslik eden MAR indeksleri, kiiresel direng artis egilimiyle

paralellik gdstermektedir.

Antibiyotiklere kars1 diren¢ oranlariyla birlikte yiiksek MAR indeksine sahip
izolatlarin varlig1 gida giivenligi acisindan 6nemli bir halk saglig1 riski olusturmaktadir.
Bu durum, gida kaynakli E. coli izolatlarmin ¢oklu antibiyotik diren¢ genlerini
tagiyabilecegini ve bu direnclerin gida zinciri yoluyla yayilabilecegini gostermektedir.
Ozellikle yaygin kullanilan antibiyotiklere karsi yiiksek direng ve MAR indekslerinin

birlikte saptanmasi, mevcut tedavi se¢eneklerini sinirlandirmaktadir.
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Genel olarak degerlendirildiginde, bu calismada belirlenen antibiyotik direng
profilleri ve MAR indeks sonuglari hem bolgesel hem de kiiresel literatiirle uyum
gostermekte olup, kiymadan izole edilen E. coli suslarinin énemli bir kisminin ¢oklu
antibiyotik diren¢ potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu bulgular, gida
zincirinde direngli bakterilerin halk saglig1 agisindan olusturdugu riski vurgulamakta ve

antibiyotik kullanim politikalarinin yeniden diizenlenmesi gerekliligini desteklemektedir.

Antibiyotik direng profilleri, gida kaynakli E. coli izolatlarinin antibiyotiklere
kars1 diren¢ durumunu tanimlarken; bu izolatlarin gida isleme ortamlarinda uzun siire
canli kalabilmesini saglayan faktorler de biiylik onem tasimaktadir. Bu baglamda
biyofilm olusturma kapasitesi, diren¢ gelisimi ve gida giivenligi acisindan 6nemli bir

viriilans 6zelligi olarak degerlendirilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligmanin bulgulari, gida kaynakli E. coli suslarinin ¢oklu ilaca
direng, biyofilm {retimi ve viriilans Ozelliklerinin Artemia-temelli sitotoksiste ve
patojenite testleri ile birlikte izlenmesi desteklemektedir. Gida giivenligi i¢in sadece
antibiyotik diren¢ taramasi yapilmasi yeterli degildir; biyofilm ve viriilans profilleri de
diizenli olarak degerlendirilmelidir. Bu yaklasim hem zoonotik bulas yollarin1 hem de
cevresel persistansi anlamak agisindan 6nemlidir. Bu nedenle gelecekteki aragtirmalarin
Tek Saglik (One-Health) yaklasimiyla antibiyotiklere direng, biyofilm ve toksisiteyi
biitiinciil bir sekilde incelemesi gerekmektedir (Tao ve ark., 2022; Somda ve ark., 2023).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma kapsaminda gida kaynakli E. coli izolatlarinin antibiyotik direng
profilleri, biyofilm olusturma kapasiteleri, hemoliz, lipaz ve proteinaz aktiviteleri ile A.
salina lizerinde patojenite etkileri biitlinciil bir yaklasimla degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular, gida zincirinde yer alan E. coli suslarinin yalnizca antibiyotik direnci agisindan
degil, ayn1 zamanda ¢oklu viriilans 6zellikleri bakimindan da 6nemli bir halk saglig1 riski

olusturdugunu ortaya koymustur.

Disk difiizyon yontemiyle elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari, izolatlarin
ozellikle ampisilin, tetrasiklin ve gentamisin gibi yaygin kullanilan antibiyotiklere kars1
yiiksek direng gosterdigini ortaya koymustur. Bu durum, gida kaynakli E. coli suslarinin
birinci basamak tedavi seceneklerini sinirlayabilecek bir direng rezervuari olusturdugunu
diisiindiirmektedir. Antibiyotik direncinin yayginligi, gida iiretimi ve hayvancilikta

antibiyotik kullanimina bagl etkisini agik¢a yansitmaktadir.

Biyofilm analizleri, izolatlarin 6nemli bir bdliimiiniin biyofilm olusturma
kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Biyofilm tireten suslarin antibiyotiklere ve
cevresel stres faktorlerine karsi daha direncli oldugu bilinmektedir. Bu baglamda
biyofilm olusumu, gida isleme yiizeylerinde kalict kontaminasyonun ve antibiyotik

direncinin devamliliginda kritik bir rol oynamaktadir.

Viriilans faktorleri acisindan yapilan degerlendirmelerde, bazi izolatlarin
hemolitik aktivite, lipaz ve proteinaz tiretme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bu
enzimler, konak dokularinda hasara yol agabilen, bakterinin invazyon ve yayilimini
kolaylagtiran 6nemli patojenite gostergeleridir. Enzim pozitif suslarin, ayni zamanda
biyofilm olusturma egilimi gostermesi, viriilans ve ¢evresel dayaniklilik arasinda giiclii

bir iligski oldugunu ortaya koymustur.

A. salina kullanilarak gergeklestirilen patojenite testleri, izolatlarin biyolojik
etkilerinin degerlendirilmesinde etkili bir model sundugunu gostermistir. Ozellikle
antibiyotik direngli, biyofilm olusturan, lipaz, proteinaz ve hemolitik aktiviteye sahip E.
coli suglarinin Artemia larvalarinda daha yiiksek mortaliteye neden olmasi, bu
bakterilerin toksik ve patojenik potansiyelini desteklemektedir. Bu bulgu, Artemia
modelinin gida kaynakli bakterilerin viriilans degerlendirilmesinde pratik ve giivenilir bir

biyotest araci1 oldugunu géstermektedir.
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Bu ¢alismada E. coli ’nin % 30 oraninda bulunmasi kiymada bu organizmanin
varlig1 halk sagligi1 agisindan bir sorun teskil edebilir ve bazi 6rneklerde ¢oklu ilag direncli
(MDR) suslar bulunmustur. Mevcut tez ¢alismasi, Kirsehir’de piyasaya siiriilen kiymada
E. coli 'nin varligina dair yapilan ilk ¢alismadir ve elde edilen verilerin patojenik E. coli

'nin kiiresel epidemiyolojisi hakkindaki bilgilere katkida bulunmasi beklenmektedir.

Yiiksek MAR indeksi, E. coli *nin sadece gida kaynakli patojen olmaktan 6te
insanlara direkt veya indirekt yolla direng genlerini tasimada potansiyel bir ara¢ oldugunu
gostermektedir: MAR degeri yliksek izolatlar, tedavi seceneklerini daraltabilir ve gida
kaynakli enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirabilir. Gidalardan izole edilen MDR (multi-
drug resistant) suslar, gida tiiketimi ile birlikte gastrointestinal kolonizasyon ve sistemik

enfeksiyon riskini artirabilir.

Genel olarak elde edilen sonuglar, kiymadan izole edilen E. coli izolatlarinin ¢oklu
antibiyotik direnci, biyofilm diretimi ve enzimatik viriilans faktorleri ile birlikte
degerlendirildiginde, insan saglig1 agisindan ciddi bir tehdit olusturdugunu agikca ortaya
koymaktadir. Bu c¢aligmadan elde edilen bulgular dogrultusunda asagidaki oOneriler

sunulmaktadir:

1. Gida giivenligi izleme programlarinda, antibiyotik direng testlerinin
biyofilm ve viriilans analizleriyle birlikte rutin olarak degerlendirilmesi onerilmektedir.
Sadece antibiyotik duyarlilik testleri, patojenite riskini tam olarak yansitmak igin yeterli
degildir.

2. Ampisilin ve tetrasiklin gibi yaygin kullanilan antibiyotiklerin, gida
kaynakli enfeksiyonlarin tedavisindeki etkinligi yeniden gozden gegirilmeli ve

antibiyotik kullanim politikalar: giincellenmelidir.

3. Gida iiretim ve isleme alanlarinda biyofilm olusumunu 6nleyici hijyen ve
sanitasyon stratejileri giiclendirilmelidir. Ozellikle biyofilm iireten E. coli suslarinmn

yiizeylerde kalicilig1 dikkate alinmalidir.

4. A. salina ile yapilan patojenite testleri, etik, ekonomik ve pratik avantajlar
nedeniyle gida kaynakli bakterilerin viriilans degerlendirilmesinde alternatif bir 6n

tarama yontemi olarak kullanilabilir.
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S. Gelecek ¢aligmalarda, antibiyotik direnci ve biyofilm iiretimi ile enzimatik
viriilans faktorleri arasindaki molekiiler iliskilerin (6rnegin gen ekspresyon diizeyleri)

incelenmesi Onerilmektedir.

6. Ayrica, yesil sentezli antimikrobiyal ajanlar ve alternatif kontrol
stratejilerinin (bitkisel ekstraktlar, nanopartikiiller vb.) direngli ve biyofilm olusturan E.
coli suslar1 iizerindeki etkilerinin arastirilmas: gida giivenligi acisindan Onem

tasimaktadir.

Sonug olarak, bu c¢alismada kiymadan izole edilen E. coli suslarinin gida
zincirinde ¢ok boyutlu bir risk profiline sahip oldugunu ortaya koymakta ve antibiyotik
direnci, biyofilm olusumu ve viriilans faktorlerinin birlikte degerlendirilmesinin gida

giivenligi ve halk saglig1 agisindan kritik 6nem tagidigini vurgulamaktadir.

65



66



6. KAYNAKLAR

Abbott, W.S. (1925). A method of computing the effectiveness of an insecticide. Journal
of Economic Entomology, 18(2), 265-267.

Abdel-Atty, N. S. ., Abdulmalek, E. M. ., Taha, R. M. ., Hassan, A. H. ., & Adawy, A. A.
(2023). Predominance and Antimicrobial Resistance Profiles of Salmonella and E.
coli From Meat and Meat products. Journal of Advanced Veterinary
Research, 13(4), 647-655.

Abdel-Rhman, S. H., Khalifa, S. M., Galil, K. H. a. E., & Barwa, R. M. (2015). Prevalence
of Toxins and Antimicrobial Resistance among E. coli Isolated from Meat.
Advances in Microbiology, 05(11), 737-747.

Abebe, E., Gugsa, G., & Ahmed, M. (2020). Review on major food-borne zoonotic
bacterial pathogens. Journal of Tropical Medicine, 2020, Article 4674235.

Abolghait, S. K., Fathi, A. G., Youssef, F. M., & Algammal, A. M. (2020). Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) isolated from chicken meat and giblets
often produces staphylococcal enterotoxin B (SEB) in non-refrigerated raw chicken
livers. International journal of food microbiology, 328, 108669.

Abudoleh, S. M., & Mahasneh, A. M. (2017). Anti-quorum sensing activity of substances
isolated from wild berry associated bacteria. Avicenna Journal of Medical
Biotechnology, 9(1), 23-30.

Adzitey, F. (2020). Incidence and antimicrobial susceptibility of Escherichia coli isolated
from beef (meat muscle, liver and kidney) samples in Wa Abattoir, Ghana. Cogent
Food & Agriculture, 6(1).

Adzitey, F., Assoah-Peprah, P., Teye, G. A., Somboro, A. M., Kumalo, H. M., &
Amoako, D. G. (2020). Prevalence and Antimicrobial Resistance of Escherichia
coli Isolated from Various Meat Types in the Tamale Metropolis of Ghana.
International journal of food science, 2020, 8877196.

Adzitey, F., Huda, N., & Shariff, A. H. M. (2021). Phenotypic Antimicrobial
Susceptibility of Escherichia coli from Raw Meats, Ready-to-Eat Meats, and Their
Related Samples in One Health Context. Microorganisms, 9(2), 326.

Alexander, T. W., Inglis, G. D., Yanke, L. J., Topp, E., Read, R. R., Reuter, T., &
McAllister, T. A. (2010). Farm-to-fork characterization of Escherichia coli
associated with feedlot cattle with a known history of antimicrobial use.
International journal of food microbiology, 137(1), 40-48.

67



Algammal, A. M., Mabrok, M., Sivaramasamy, E., Youssef, F. M., Atwa, M. H., El-
Kholy, A. W., Hetta, H. F., & Hozzein, W. N. (2020). Emerging MDR-
Pseudomonas aeruginosa in fish commonly harbor oprL and toxA virulence genes
and blatem, blactx-m, and tetA antibiotic-resistance genes. Scientific reports, 10(1),
15961.

Al-Saiedi, R.L., & Al-Mayah, A.A. (2014). Pathogenicity Testing of Several APEC
Isolates Obtained from Naturally Infected Broiler Birds Reared in
Basrah. International Journal of Poultry Science, 13, 374-378.

Amini, K., Salehi, T. Z., Nikbakht, G., & Ranjbar, R. (2017).
Molecular characterization and biofilm formation of Escherichia coli isolated from
meat and meat products. Iranian Journal of Veterinary Research, 18(3), 172-176.

Ayamah, A., Sylverken, A. A., & Ofori, L. A. (2021). Microbial load and antibiotic
resistance of Escherichia coli and Staphylococcus aureus isolated from ready-to-
eat (RTE) kebab sold on a university campus and its environs in Ghana. Journal of
Food Quality, 2021, Article 8622903.

Ayenew, H. Y., Mitiku, B. A., & Tesema, T. S. (2021). Occurrence of Virulence Genes
and Antimicrobial Resistance of E. coli O157:H7 Isolated from the Beef Carcass of
Bahir Dar City, Ethiopia. Veterinary medicine international, 2021, 8046680.

Baghani, A., Mesdaghinia, A., Rafieiyan, M., Soltan Dallal, M. M., & Douraghi, M.
(2019). Tetracycline and ciprofloxacin multiresidues in beef and chicken meat
samples using indirect competitive ELISA. Journal of Immunoassay and
Immunochemistry, 40(3), 328-342.

Bagumire, A. & Karumuna, R. (2017). Bacterial contamination of ready-to-eat meats
vended in highway markets in Uganda. Afr. J. Food Sci., 11(6): 160-170.

Banti, C. N., & Hadjikakou, S. K. (2021). Evaluation of Toxicity with Brine Shrimp
Assay. Bio-protocol, 11(2), e3895.

Barilli, E., Vismarra, A., Frascolla, V., Rega, M., & Bacci, C. (2020). Escherichia coli
Strains Isolated from Retail Meat Products: Evaluation of Biofilm Formation
Ability, Antibiotic Resistance, and Phylogenetic Group Analysis. Journal of food
protection, 83(2), 233-240.

Bilgehan, H. (2009). Klinik Mikrobiyolojik Tani. Baris Yayinlar: Fakiilteler Kitabevi.

Brenden, R., & Janda, J. M. (1987). Detection, quantitation and stability of the beta

haemolysin of Aeromonas spp. Journal of medical microbiology, 24(3), 247-251.

68



Can, H. Y., & Elmali, M. (2017). Seasonal Distribution and Virulence Properties of
Escherichia coli O157, Escherichia coli 0157:H7 Isolated from Minced Meat and
Traditional Cheese Samples. Kocatepe Veterinary Journal, 10(4), 256-263.

Capita, R., & Alonso-Calleja, C. (2012). Antibiotic-Resistant Bacteria: A Challenge for
the Food Industry. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 53(1), 11-48.

Carballo, J. L., Hernandez-Inda, Z. L., Pérez, P., & Garcia-Gravalos, M. D. (2002). A
comparison between two brine shrimp assays to detect in vitro cytotoxicity in
marine natural products. BMC Biotechnology, 2, 17.

Chand, R., Neelam, K., & Singh, D. (2022). Lipase production and its role in virulence
of foodborne pathogens. Journal of Food Safety, 42(3), e13001.

Cheesbrough, M. (2005). District Laboratory Practice in Tropical Countries (2nd ed.).
Cambridge: Cambridge University Press.

Chowdhury Meem, F., Shourove, J. H., Raihan, T., Azad, A. K., & Islam, G. R. (2024).
Antibiotic resistance of ESBL-producing E. coli and other gram-negative bacteria
isolated from street-vended foods in Bangladesh. Journal of Microbiology,
Biotechnology and Food Sciences, 13(6), €9429.

Clinical and Laboratory Standards Institute. (2020). Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing (30th ed., CLSI supplement M100). Clinical and
Laboratory Standards Institute. https://www.nih.org.pk/wp-
content/uploads/2021/02/CLS1-2020.pdf

Cordero-Lopez, A. P., Vega-Sanchez, V., Martinez-Juarez, V. M., Olave-Leyva, J. |.,
Anda, F. R. G., & Reyes-Rodriguez, N. E. (2025). Antimicrobial Resistance of

Escherichia coli Isolated from Ground Beef in Huasca de Ocampo, Hidalgo,

Mexico. Tropical Animal Science Journal, 48(1), 75-82.

Crespi, E., Ghiglione, B., Blanco Crivelli, X., Cundon, C., Figueroa Espinosa, R.,
Penzotti, P., Nuske, E., Broglio, A., Ambros, L., Rumi, M. V., Albarellos, G., D
Conza, J., & Bentancor, A. (2025). Analysis of Escherichia coli isolated from
minced meat: Implications for public health in Tierra del Fuego, Argentina. Revista
Argentina de Microbiologia, 57(4), 399-407.

69


https://www.nih.org.pk/wp-content/uploads/2021/02/CLSI-2020.pdf?utm_source=chatgpt.com
https://www.nih.org.pk/wp-content/uploads/2021/02/CLSI-2020.pdf?utm_source=chatgpt.com

de Mesquita Souza Saraiva, M., Lim, K., do Monte, D. F. M., Givisiez, P. E. N., Alves,
L. B. R., de Freitas Neto, O. C., Kariuki, S., Janior, A. B., de Oliveira, C. J. B., &
Gebreyes, W. A. (2022). Antimicrobial resistance in the globalized food chain: A
One Health perspective applied to the poultry industry. Brazilian Journal of
Microbiology, 53(1), 465-486.

Donnenberg, M. (2013). Escherichia coli: Pathotypes and principles of pathogenesis.
Academic Press.

Dsani, E., Afari, E. A., Danso-Appiah, A., Kenu, E., Kaburi, B. B., & Egyir, B. (2020).
Antimicrobial resistance and molecular detection of extended spectrum [3-lactamase
producing Escherichia coli isolates from raw meat in Greater Accra region, Ghana.
BMC Microbiology, 20(1), 126.

Ebel, E., Schlosser, W., Kause, J., Orloski, K., Roberts, T., Narrod, C., Malcolm, S.,
Coleman, M., & Powell, M. (2004). Draft risk assessment of the public health
impact of Escherichia coli O157:H7 in ground beef. Journal of Food Protection,
67(9), 1991-1999.

Elabbasy, M. T., Hussein, M. A., Algahtani, F. D., Abd EI-Rahman, G. I., Morshdy, A.
E., Elkafrawy, I. A., & Adeboye, A. A. (2021). MALDI-TOF MS based typing for
rapid screening of multiple antibiotic resistance E. coli and virulent non-O157
Shiga toxin-producing E. coli isolated from the slaughterhouse settings and beef
carcasses. Foods (Basel, Switzerland), 10(4), 820.

Elbarbary, N. K., Rhouma, N. R., Abdelhafeez, M. M., Maher, A., Sherkawy, H. S.,
Nageeb, H. M., Hadad, G., ElI-Hawary, S. F., Hassan, W. S., Darwish, W. S., &
Shaala, E. K. A. (2025). Escherichia coli O157:H7 prevalence in Upper Egypt:
Impacts on food safety and human health, with a protection trial using natural
antibacterial Piper cubeba. World Journal of Microbiology & Biotechnology,
41(11), 453.

Elbehiry, A., Marzouk, E., Abalkhail, A., Edrees, H. M., Ellethy, A. T., Almuzaini, A.
M., Ibrahem, M., Almujaidel, A., Alzaben, F., & Algrni, A. (2025). Microbial food
safety and antimicrobial resistance in foods: A dual threat to public health.
Microorganisms, 13(7), 1592.

70



Ema, F. A, Arif, M., Islam, M. A., & Khatun, M. M. (2018). Isolation and identification
of duck egg-borne bacteria and their antibiogram profile. Journal of Advanced
Veterinary and Animal Research, 5(2), 110-116.

Enany, M. E., Algammal, A. M., Nasef, S. A., Abo-Eillil, S. A. M., Bin-Jumah, M., Taha,
A. E., & Allam, A. A. (2019). The occurrence of the multidrug resistance (MDR)
and the prevalence of virulence genes and QACs resistance genes in E. coli isolated
from environmental and avian sources. AMB Express, 9(1), 192.

Ertas, N., Gonulalan, Z., Yildirim, Y., Karadal, F., Abay, S., & Al, S. (2013). Detection
of Escherichia coli O157:H7 using immunomagnetic separation and mPCR in
Turkish foods of animal origin. Letters in Applied Microbiology, 57(4), 373-379.

Fakruddin, M., Mazumdar, R. M., Chowdhury, A., & Mannan, K. S. (2013). A
preliminary study on virulence factors & antimicrobial resistance in extra-intestinal
pathogenic Escherichia coli (EXPEC) in Bangladesh. The Indian Journal of
Medical Research, 137(5), 988-990.

Fieller, E. C. (1944). A fundamental formula in the statistics of biological assay and some
applications. Quarterly Journal of Pharmacy and Pharmacology, 17, 117-123.

Finney, D. J. (1971). Probit analysis (3. baski). Cambridge University Press.

Flemming, H. C., Wingender, J., Szewzyk, U., Steinberg, P., Rice, S. A., & Kjelleberg,
S. (2016). Biofilms: An emergent form of bacterial life. Nature Reviews
Microbiology, 14(9), 563-575.

Frank, C., Werber, D., Cramer, J. P., Askar, M., Faber, M., an der Heiden, M., Bernard,
H., Fruth, A., Prager, R., Spode, A., Wadl, M., Zoufaly, A., Jordan, S., Kemper, M.
J., Follin, P., Miiller, L., King, L. A., Rosner, B., Buchholz, U., ... HUS
Investigation Team (2011). Epidemic profile of Shiga-toxin-producing Escherichia
coli 0O104:H4 outbreak in Germany. The New England Journal of Medicine,
365(19), 1771-1780.

Freeman, D. J., Falkiner, F. R., & Keane, C. T. (1989). New method for detecting slime
production by coagulase negative staphylococci. Journal of Clinical Pathology,
42(8), 872-874.

Founou, L. L., Founou, R. C., & Essack, S. Y. (2018). Antibiotic resistance in the food
chain: A developing country-perspective. Journal of Infectious Diseases and

Treatment.

71



Gaulin, C., Levac, E., Ramsay, D., Dion, R., Ismail, J., Gingras, S., & Lacroix, C. (2012).
Escherichia coli O157:H7 outbreak linked to raw milk cheese in Quebec, Canada:
Use of exact probability calculation and casecase study approaches to foodborne
outbreak investigation. Journal of Food Protection, 75(5), 812-818.

Granowitz, E. V., & Brown, R. B. (2008). Antibiotic adverse reactions and drug
interactions. Critical Care Clinics, 24(2), 421-xi.

Gundogan, N., Devren, A., & Citak, S. (2006). Incidence, protease activity and antibiotic
resistance of Escherichia coli and Serratia marcescens isolated from meat, chicken
and meatball samples. Archiv fiir Lebensmittelhygiene, 57(4), 113-117.

Gweshe, W. M., Muteveri, T., Gufe, C., Marumure, J., & Hodobo, T. C. (2020).
Antimicrobial-resistant Shiga-toxin producing Escherichia coli isolated from
ready-to-eat meat products and fermented milk sold in the formal and informal
sectors in Harare, Zimbabwe. Journal of Pure and Applied Microbiology, 14(2),
1157-1165.

Héndel, N., Schuurmans, J. M., Brul, S., & ter Kuile, B. H. (2013). Compensation of the
metabolic costs of antibiotic resistance by physiological adaptation in Escherichia
coli. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 57(8), 3752-3762.

He, Y., Wang, Y., He, Y., Hu, H., Hu, Y., Hua, Q., Wu, Y., Li, D., & Liu, Z. (2025).
Unraveling the antibacterial mechanism of eucalyptol against Escherichia coli
0157:H7 through transcriptomics and its application in beef broth. International
Journal of Food Microbiology, 448, 111580.

Hemalata, V. B., & Virupakshaiah, D. B. (2016). Isolation and identification of food
borne pathogens from spoiled food samples. International Journal of Current
Microbiology and Applied Sciences, 5, 1017-1025.

Heybet, Z., Ozkaya, Y., Gundog, D. A., Gungor, C., & Onmaz, N. E. (2024). Animal-
originated foods as potential sources of multidrug-resistant diarrheagenic E. coli
pathotypes in Kayseri, Tiirkiye. Food Control, 164, 110586.

Hodgson, E., & Levi, P. E. (2000). Modern toxicology. McGraw-Hill Companies.

Hossain, M. T., Rafig, K., Islam, M. Z., Chowdhury, S., Islam, P., Haque, Z., Samad, M.
A., Sani, A. A., Ferdous, M. R. A,, Islam, M. R., Ahmed, N., Hossen, M. 1.,
Khasruzzman, A. K. M., Bhuiyan, M. K. J., & Hossain, M. T. (2022). A survey on
knowledge, attitude, and practices of large-animal farmers towards antimicrobial
use, resistance, and residues in Mymensingh division of Bangladesh. Antibiotics
(Basel, Switzerland), 11(4), 442.

72



International Commission on Microbiological Specifications for Foods. (2006).
Microorganism in foods, microbial ecology of food commodities (2. baski). Kluwer
Academics/Plenum Publishers.

Jadhav, S. R., Shah, R. M., Karpe, A. V., Morrison, P. D., Kouremenos, K., Beale, D. J.,
& Palombo, E. A. (2018). Detection of foodborne pathogens using proteomics and
metabolomics-based approaches. Frontiers in Microbiology, 9, 3132.

Jarantow, S. W., Pisors, E. D., & Chiu, M. L. (2023). Introduction to the use of linear and
nonlinear regression analysis in quantitative biological assays. Current Protocols,
3(6), e801.

Jaroni, D., Ravishankar, S., & Juneya, V. (2010). Microbiology of ready-to-eat foods. In
A. Hwang & L. Huang (Eds.), Ready-to-eat foods: Microbial concerns and control
measures (s. 1-6). CRC Press.

Javadi, A., & Khatibi, S. A. (2017). Effect of commercial probiotic (Protexin®) on
growth, survival and microbial quality of shrimp (Litopenaeus vannamei). Nutrition
& Food Science, 47(2), 204-216.

Jouini, A., Ben Slama, K., Saenz, Y., Klibi, N., Costa, D., Vinué, L., Zarazaga, M.,
Boudabous, A., & Torres, C. (2009). Detection of multiple-antimicrobial resistance
and characterization of the implicated genes in Escherichia coli isolates from foods
of animal origin in Tunis. Journal of Food Protection, 72(5), 1082-1088.

Kanagasabhapthy, M., Yamazaki G, Ishida A, Sasaki H, Nagata S. (2009). Presence of
quorum-sensing inhibitors-like compounds from bacteria isolated from the brown
alga Colpomenia sinusoa. Letters in Applied Microbiology, 49(5), 573-579.

Karabasil, N., Mirkovi¢, M., Vi¢i¢, 1., Peri¢, 1., Zlatkovi¢, N., Lukovié, B., & Gaji¢, 1.
(2025). Antimicrobial resistance in diverse ecological niches—One Health
perspective and food safety. Antibiotics, 14(5), 443.

Kassem, I. I., Nasser, N. A., & Salibi, J. (2020). Prevalence and loads of fecal pollution
indicators and the antibiotic resistance phenotypes of Escherichia coli in raw
minced beef in Lebanon. Foods, 9(11), 1543.

Khater, D. F., Lela, R. A., El-Diasty, M., Moustafa, S. A., & Wareth, G. (2021). Detection
of harmful foodborne pathogens in food samples at the points of sale by MALDT-
TOF MS in Egypt. BMC Research Notes, 14(1), 112.

Kochakkhani, H., Dehghan, P., Moosavi, M.H. and Sarmadi, B. (2016). Occurrence,

molecular detection and antibiotic resistance profile of Escherichia coli O157:H7

73



isolated from ready-to-eat vegetable salads in Iran. Pharmaceutical Sciences, 22(3),
195-120.

Kolodziejek, A. M., Minnich, S. A., & Hovde, C. J. (2022). Escherichia coli O157:H7
virulence factors and the ruminant reservoir. Current Opinion in Infectious
Diseases, 35(3), 205-214.

Koo, H. J., & Woo, G. J. (2011). Distribution and transferability of tetracycline resistance
determinants in Escherichia coli isolated from meat and meat products.
International Journal of Food Microbiology, 145(2-3), 407-413.

Krumperman, P. H. (1983). Multiple antibiotic resistance indexing of Escherichia coli to
identify high-risk sources of fecal contamination of foods. Applied and
Environmental Microbiology, 46(1), 165-170.

Kumar, V., Ahire, J. J., & Taneja, N. K. (2024). Advancing microbial food safety and
hazard analysis through predictive mathematical modeling. The Microbe, 2,
100049.

Kurcéubi¢, V. S., Munji¢, M. D., Dmitri¢, M. P., Zivkovié, S., Staji¢, S. B., & Tomasevic,
I. (2025). Bacterial antimicrobial resistance in meat products—Current concepts.
Foods, 14(16), 2792.

Lechner, I., Freivogel, C., Stark, K. D. C., & Visschers, V. H. M. (2020). Exposure
pathways to antimicrobial resistance at the human-animal interface—A qualitative
comparison of Swiss expert and consumer opinions. Frontiers in Public Health, 8,
345.

Lee, M. N,, Kim, S. K., Li, X. H., & Leg, J. H. (2014). Bacterial virulence analysis using
brine shrimp as an infection model in relation to the importance of quorum sensing
and proteases. The Journal of General and Applied Microbiology, 60(5), 169-174.

Li, X., Rensing, C., Vestergaard, G., Arumugam, M., Nesme, J., Gupta, S., Brejnrod, A.
D., & Serensen, S. J. (2022). Metagenomic evidence for co-occurrence of
antibiotic, biocide and metal resistance genes in pigs. Environment International,
158, 106899.

Lima, C. M., Souza, I. E. G., dos Santos Alves, T., & Leite, C. C. (2017). Antimicrobial
resistance in diarrheagenic Escherichia coli from ready-to-eat foods. Journal of
Food Science and Technology, 54(11), 3612—-3619.

Madhup, S. K., et al. (2021). Prevalence of pathogenic bacteria in meat products and their
antimicrobial resistance pattern. Annals of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine, 4(1), 13-19.

74



Magiorakos, A. P., Srinivasan, A., Carey, R. B., Carmeli, Y., Falagas, M. E., Giske, C.
G., Harbarth, S., Hindler, J. F., Kahlmeter, G., Olsson-Liljequist, B., Paterson, D.
L., Rice, L. B., Stelling, J., Struelens, M. J., Vatopoulos, A., Weber, J. T., &
Monnet, D. L. (2012). Multidrug-resistant, extensively drug-resistant and pandrug-
resistant bacteria: An international expert proposal for interim standard definitions
for acquired resistance. Clinical Microbiology and Infection, 18(3), 268-281.

Malik, S., Verm, A. K., Kumar, A., Gupta, M. K., & Sharma, S. D. (2012). Incidence of
calf diarrhea in cattle and buffalo calves in Uttar Pradesh, India. Asian Journal of
Animal and Veterinary Advances, 7(10), 1049-1054.

McCollum, J. T., Williams, N. J., Beam, S. W., Cosgrove, S., Ettestad, P. J., Ghosh, T.
S., Kimura, A. C., Nguyen, L., Stroika, S. G., Vogt, R. L., Watkins, A. K., Weiss,
J. R., Williams, I. T., & Cronquist, A. B. (2012). Multistate outbreak of Escherichia
coli O157:H7 infections associated with in-store sampling of an aged raw-milk
Gouda cheese, 2010. Journal of Food Protection, 75(10), 1759-1765.

McLaughlin, J. L., Rogers, L. L., & Anderson, J. E. (1998). The use of biological assays
to evaluate botanicals. Drug Information Journal, 32(2), 513-524.

McMillan, E. A., Gupta, S. K., Williams, L. E., Jové, T., Hiott, L. M., Woodley, T. A.,
Barrett, J. B., Jackson, C. R., Wasilenko, J. L., Simmons, M., Tillman, G. E,,
McClelland, M., & Frye, J. G. (2019). Antimicrobial resistance genes, cassettes,
and plasmids present in Salmonella enterica associated with United States food
animals. Frontiers in Microbiology, 10, 832.

Meyer, B. N., Ferrigni, N. R., Putnam, J. E., Jacobsen, L. B., Nichols, D. E., &
McLaughlin, J. L. (1982). Brine shrimp: A convenient general bioassay for active
plant constituents. Planta Medica, 45(5), 31-34.

Mokhtar, A., & Karmi, M. (2021). Surveillance of food poisoning Escherichia coli
(STEC) in ready-to-eat meat products in Aswan, Egypt. Egyptian Journal of
Veterinary Sciences, 52(6), 41-50.

Momtaz, H., & Jamshidi, A. (2013). Shiga toxin-producing Escherichia coli isolated from
chicken meat in Iran: Serogroups, virulence factors, and antimicrobial resistance
properties. Poultry Science, 92(5), 1305-1313.

Kaynar Mursaloglu, P., & Numanoglu Cevik, Y. (2021). Microbiological evaluation of
ready-to-eat foods by conventional methods and MALDI-TOF MS. Journal of the
Hellenic Veterinary Medical Society, 72(2), 2825-2832.

75



Musuka, G., Machakwa, J., Mano, O., Iradukunda, P. G., Gashema, P., Moyo, E.,
Nsengimana, A., Manhokwe, S., Dhliwayo, T., & Dzinamarira, T. (2025).
Antimicrobial resistance and its impact on food safety determinants along the beef
value chain in Sub-Saharan Africa—A scoping review. Tropical Medicine and
Infectious Disease, 10(3), 82.

Nahla, E., Mostafa, A., & Hala, A. (2023). Assessment and evaluation of bacteriological
hazards from critical points in meat shops concerning some toxigenic and biofilm-
forming bacteria. Assiut Veterinary Medical Journal, 69(176), 65-75.

Nanda, A., & Nayak, S. (2020). Virulence factors and drug resistance of gastrointestinal
Escherichia coli isolated from different animals. Indian Journal of Animal Health,
59(2), 159-168.

Nekouei, O., Checkley, S., Waldner, C., Smith, B. A,, Invik, J., Carson, C., Avery, B.,
Sanchez, J., & Gow, S. (2018). Exposure to antimicrobial-resistant Escherichia coli
through the consumption of ground beef in Western Canada. International Journal
of Food Microbiology, 272, 41-48.

Nguyen, V. T., Carrique-Mas, J. J., Ngo, T. H., Ho, H. M., Ha, T. T., Campbell, J. I.,
Nguyen, T. N., Hoang, N. N., Pham, V. M., Wagenaar, J. A., Hardon, A., Thai, Q.
H., & Schultsz, C. (2015). Prevalence and risk factors for carriage of antimicrobial-
resistant Escherichia coli on household and small-scale chicken farms in the
Mekong Delta of Vietnam. The Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 70(7),
2144-2152.

Nithya, C., Aravindraja, C., & Pandian, S. K. (2010). Bacillus pumilus of Palk Bay origin
inhibits quorum-sensing-mediated virulence factors in Gram-negative bacteria.
Research in Microbiology, 161(4), 293-304.

Ochoa, T. J., & Contreras, C. A. (2011). Enteropathogenic Escherichia coli infection in
children. Current Opinion in Infectious Diseases, 24(5), 478-483.

Oje, O. J., Ajibade, V. A., Fajilade, O. T., & Ajenifuja, A. (2018). Microbiological
analysis of RTE foods vended in mobile outlet catering units from Nigeria. Advance
Journal of Food Science and Technology, 5(1), 15-19.

Pakbin, B., Briick, W. M., & Rossen, J. W. A. (2021). Virulence factors of enteric
pathogenic Escherichia coli: A review. International Journal of Molecular
Sciences, 22(18), 9922.

76



Parvin, M. S., Talukder, S., Ali, M. Y., Chowdhury, E. H., Rahman, M. T., & Islam, M.
T. (2020). Antimicrobial resistance pattern of Escherichia coli isolated from frozen
chicken meat in Bangladesh. Pathogens (Basel, Switzerland), 9(6), 420.

Poirel, L., Madec, J. Y., Lupo, A., Schink, A. K., Kieffer, N., Nordmann, P., & Schwarz,
S. (2018). Antimicrobial resistance in Escherichia coli. Microbiology Spectrum,
6(4), 10.1128/microbiolspec.arba-0026-2017.

Pukatzki, S., Kessin, R. H., & Mekalanos, J. J. (2002). The human pathogen Vibrio
cholerae uses a type VI secretion system to infect amoebae. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 99(23), 15220-15225.

Quinn, P. J., Carter, M., Markey, B., & Carter, G. (2002). Clinical veterinary
microbiology. Elsevier Health Sciences.

Rahman, M. A., Rahman, A. K. M., Islam, M. A., & Alam, M. M. (2017). Antimicrobial
resistance of Escherichia coli isolated from milk, beef and chicken meat in
Bangladesh. Bangladesh Journal of Veterinary Medicine, 15(2), 141-146.

Raetz, C. R., Reynolds, C. M., Trent, M. S., & Bishop, R. E. (2007). Lipid A modification
systems in gram-negative bacteria. Annual Review of Biochemistry, 76, 295-329.

Rodrigues, N. M. B., Bronzato, G. F., Santiago, G. S., Botelho, L. a. B., Moreira, B. M.,
Da Silva Coelho, 1., De Souza, M. M. S., & De Mattos De Oliveira Coelho, S.
(2016). The Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) identification versus biochemical tests: A study
with enterobacteria from a dairy cattle environment. Brazilian Journal of
Microbiology, 48(1), 132-138.

Rodrigues, S. V., Laviniki, V., Borges, K. A., Furian, T. Q., Moraes, H. L. S,
Nascimento, V. P., & Salle, C. T. P. (2019). Biofilm formation by avian pathogenic
Escherichia coli is not related to in vivo pathogenicity. Current Microbiology,
76(2), 194-199.

Rodriguez-Molina, D., Gonzalez-Munoz, M. J., & Ramos-Cormenzana, A. (2020).
Artemia salina as a model for toxicity and pathogenicity assessment. Ecotoxicology
and Environmental Safety, 188, 109888.

Sabaté, M., Prats, G., Moreno, E., Ballesté, E., Blanch, A. R., & Andreu, A. (2008).
Virulence and antimicrobial resistance profiles among Escherichia coli strains
isolated from human and animal wastewater. Research in Microbiology, 159(4),
288-293.

77



Sabla, R. F., Usui, M., Tamura, Y., & Abd-Elghany, S. M. (2021). Prevalence of colistin-
resistant Escherichia coli harbouring mcr-1 in raw beef and ready-to-eat beef
products in Egypt. Food Control, 119, 107436.

Salay, G., Lucarelli, N., Gascon, T. M., Carvalho, S. S., Veiga, G. R. L. D., Reis, B. D.
C.A A, &Fonseca, F. L. A. (2024). Acute toxicity assays with the Artemia salina
model: Assessment of variables. Alternatives to Laboratory Animals: ATLA, 52(3),
142-148.

Sarkar, S., Souza, M. J., Martin-Jimenez, T., Abouelkhair, M. A., Kania, S. A., & Okafor,
C. C. (2023). Tetracycline, sulfonamide, and erythromycin residues in beef, eggs,
and honey sold as “antibiotic-free” products in East Tennessee (USA) farmers’
markets. Veterinary Sciences, 10(4), 243.

Sasoon, A., Nikkhahi, F., Javadi, A., Sabzi, S., Deilamani, M. O., Kiaheyrati, N.,
Karampour, A., Peymani, A., & Fardsanei, F. (2025). Biofilm formation and
antibiotic resistance genes of Escherichia coli from poultry farms and clinical
samples. Veterinary Medicine and Science, 11(5), €70510.

Secim, Y., & Ucar, G. (2017). Evaluation of the desserts, which are hosmerim, cheese
halva, Kunafah produced in Turkish cuisine-in aspect of tourism. International
Journal of Social and Economic Research, 3(5), 1478-1484.

Serwecinska, L. (2020). Antimicrobials and antibiotic-resistant bacteria: A risk to the
environment and to public health. Water, 12(12), 3313.

Sharma, A. K., Dhasmana, N., Dubey, N., Kumar, N., Gangwal, A., Gupta, M., & Singh,
Y. (2017). Bacterial virulence factors: Secreted for survival. Indian Journal of
Microbiology, 57(1), 1-10.

Silva, V., Nunes, J., Gome, S. A., Capita, R., Alonso-Calleja, C., Pereira, J. E., Torres,
C., Igrejas, G., & Poeta, P. (2019). Detection of antibiotic resistance in Escherichia
coli strains: Can fish commonly used in raw preparations such as sushi and sashimi
constitute a public health problem? Journal of Food Protection, 82(7), 1130-1134.

Sivakumar, M., Abass, G., & Vivekanandhan, R. (2021). Extended-spectrum beta-
lactamase (ESBL) producing and multidrug-resistant Escherichia coli in street
foods: A public health concern. Journal of Food Science and Technology, 58(4),
1247-1261.

Skyberg, J. A., Siek, K. E., Doetkott, C., & Nolan, L. K. (2007). Biofilm formation by
avian Escherichia coli in relation to media, source and phylogeny. Journal of
Applied Microbiology, 102(2), 548-554.

78



Somda, N. S., Tankoano, A., Métuor-Dabiré, A., Kaboré¢, D., Bonkoungou, J. O. L.,
Kpoda, D. S., Sambe-Ba, B., Dabir¢, Y., Saba, C. K. S., Ouoba, I. L., Sawadogo-
Lingani, H., & Savadogo, A. (2023). A systematic review and meta-analysis of
antibiotic resistance of foodborne pathogenic bacteria in West Africa between 2010
and 2020. Journal of Food Protection, 86(3), 100061.

Sornsenee, P., Chimplee, S., Arbubaker, A., Kongchai, S., Madimong, H., &
Romyasamit, C. (2021). Occurrence, antimicrobial resistance profile, and
characterization of extended-spectrum p-lactamase—producing Escherichia coli
isolates from minced meat at local markets in Thailand. Foodborne Pathogens and
Disease, 19(3), 232-240.

Spencer, K. C. (2005). Modified atmosphere packaging of ready-to-eat foods. In J. H.
Han (Ed.), Innovations in food packaging (pp. 185-203). Elsevier.

Stavroulaki, A., Tzatzarakis, M. N., Karzi, V., Katsikantami, I., Renieri, E., Vakonaki,
E., Avgenaki, M., Alegakis, A., Stan, M., Kavvalakis, M., Rizos, A. K., &
Tsatsakis, A. (2022). Antibiotics in raw meat samples: Estimation of dietary
exposure and risk assessment. Toxics, 10(8), 456.

Suleiman, R. Z. (2024). A comparative approach to understanding bacterial
pathogenicity: The role of enzymatic and hemolytic virulence factors. Journal of
Medical Genetics and Clinical Biology, 1(6), 150-161.

Tao, Q., Wu, Q., Zhang, Z., Liu, J., Tian, C., Huang, Z., Malakar, P. K., Pan, Y., & Zhao,
Y. (2022). Meta-analysis for the global prevalence of foodborne pathogens
exhibiting antibiotic resistance and biofilm formation. Frontiers in Microbiology,
13, 906490.

Tiirk Gida Kodeksi. (2019). Tiirk Gida Kodeksi et, hazirlanmig et karisimlar: ve et
viriinleri tebligi (Teblig No: 2018/52). Resmi Gazete (Say1: 30670, 29 Ocak 2019).

Trojan, R., Razdan, L., & Singh, N. (2016). Antibiotic susceptibility patterns of bacterial
isolates from pus samples in a tertiary care hospital of Punjab, India. International
Journal of Microbiology, 2016, 9302692.

Wang, H., Ye, K., Wei, X., Cao, J., Xu, X., & Zhou, G. (2013). Occurrence, antimicrobial
resistance and biofilm formation of Escherichia coli isolated from meat. Food
Control, 31(2), 344-350.

World Health Organization. (2023). Red and processed meat in the context of health and
the environment: Many shades of red and green: Information brief. World Health

Organization.

79



World Health Organization. (2025). Global antibiotic resistance surveillance report
2025. World Health Organization.

Van Boeckel, T. P., Pires, J., Silvester, R., Zhao, C., Song, J., Criscuolo, N. G., Gilbert,
M., Bonhoeffer, S., & Laxminarayan, R. (2019). Global trends in antimicrobial
resistance in animals in low- and middle-income countries. Science, 365(6459),
eaaw1944.

Verraes, C., Van Boxstael, S., Van Meervenne, E., Van Coillie, E., Butaye, P., Catry, B.,
De Schaetzen, M.-A., Van Huffel, X., Imberechts, H., Dierick, K., Daube, G.,
Saegerman, C., De Block, J., Dewulf, J., & Herman, L. (2013). Antimicrobial
resistance in the food chain: A review. International Journal of Environmental
Research and Public Health, 10(7), 2643-2669.

Victoria, V. M., Rocio, C., Silvina, E., Inés, E. A., & Lia, P. N. (2021). Biofilm formation
by LEE-negative Shiga toxin-producing Escherichia coli strains. Microbial
Pathogenesis, 157, 105006.

Yang, S., Deng, W., Liu, S., Yu, X., Mustafa, G. R., Chen, S., He, L., Ao, X,, Yang, Y.,
Zhou, K., Li, B., Han, X., Xu, X., & Zou, L. (2020). Presence of heavy metal
resistance genes in Escherichia coli and Salmonella isolates and analysis of
resistance gene structure in E. coli E308. Journal of Global Antimicrobial
Resistance, 21, 420-426.

Yilmaz, A., Beyzi, E., Kiilahci, M. B., & Citak, S. (2025). Hayvansal gidalardan izole
edilen Escherichia coli ve Klebsiella spp. bakterilerinin genisletilmis spektrumlu
beta laktamaz iiretimi ve g¢oklu antibiyotik direngliliginin belirlenmesi. Gazi
Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi, 6(2), 330-342.

Younis, K. M., Usup, G., & Ahmad, A. (2015). Secondary metabolites produced by
marine Streptomyces as antibiofilm and anti-quorum sensing inhibitor of
uropathogen Proteus mirabilis. Environmental Science and Pollution Research,
23(5), 4756-4767.

Zelalem, A., Sisay, M., Vipham, J. L., Abegaz, K., Kebede, A., & Terefe, Y. (2019). The
prevalence and antimicrobial resistance profiles of bacterial isolates from meat and
meat products in Ethiopia: A systematic review and meta-analysis. International
Journal of Food Contamination, 6(1), 1.

Zhou, L., Lin, Z., Zhou, H., Ma, J., Lin, L., Zheng, H., Wang, Y., Wu, Z., Dong, H., Jiang,
Y., Yang, Y., Tang, B., & Yue, M. (2022). Antimicrobial resistance and genomic

characterization of Escherichia coli from pigs and chickens in Zhejiang, China.

80



Zhou, T. (2010). Methods of estimating LC50. In Numerical comparisons of bioassay
methods in estimating LC50 (s. 5-30). Kansas State University.

81



82



EK-1
iTHENDICATE RAPORU

+" iThenticate Page 2 of 100 - Intagrity Overview submission 1D trmzeid:=3117:578554920

10% Overall Similarity

The combined total of all matches, including overlapping sources, for each database.

Filtered from the Report

+ Bibliography

» Quoted Text

¢ Cited Text

+  Small Matches (less than 15 words)
» Abstract

¢ Methods and Materials

Exclusions
+ 1 Excluded Match

Top Sources

5% p Internetsources
9% Mg Publications
0% & Submitted works (Student Papers)

Integrity Flags
1 Integrity Flag for Review
Our system’s algorithms look deeply at a document for any inconsistencies that
F Hidden Text would set it apart from a normal submizsion. If we notice something strange, we flag
31 suspect characters on 1 page T IR

Text is altered to blend into the white background of the document. A Flag is not necessarily an indicator of a problem. However, we'd recommend you
focus your attention there for further review.

+ iThenticate  eage 2 of 100 - Integrity overview Submission 1D trn-oid::3117:578554920

83



84



EK-2

KiTAP BOLUMU KABUL MEKTUBU-1

Sn. Stieda Nur Kerimoglu

"SerGiven Yayinevi” tarafindan 2024 Aralik ayinda yayimlanacak olan, “Biyolojik Bilimlerde Giincel Yaklagimlar ve Arastirmalar - Aralik 2024" isimli,
birbirinden bagimsiz bélimlerden olusacak kitap igin yazmis oldugunuz, “Gida Patojeni Olan Escherichia coli ve Iklim Degisikligi” bashikli yazimzin editér
degerlendirmesi tamamlanmis, Kabul edilerek yayinlanmasina karar verilmistir.

“Seriiven Yayinevi Universitelerarasi Kurul Baskanhg (UAK)'nin Dogentlik Bagvuru Sartlannda belirttigi tanima gére "Taninmis Uluslararas: Yayinevi”
statiisiindedir. UAK s&z konusu tanimi su sekilde yapmistir: "Taminmis Uluslararas: Yayinevi: En az bes yil uluslararasi diizeyde diizenli faaliyet yiiriiten,
yayimladig: kitaplar diinyanin bilinen Giniversitelerinin kataloglarinda yer alan ve ayni alanda farkl yazarlara ait en az 20 kitap yayimlamis olan yaymnevi“dir.

(btto//www uakgov tr/?g=node/S5H#2018N)

Ayni zamanda akademisyen yazarlarimizca yayinevimize sikhikla basvuruldugu Gzere, “Akademik Tesvik Odenegi” yénetmeliginde belirtilen tanima gére
bes (5) yil sartini saghyor olup, kuruldugu 2001 yilindan itibaren uluslararasi dizeyde, dizenli basim ve 20’ den fazla Glkede dagitim faaliyetlerini
yuritmektedir. 17 Ocak 2020 tarihinde giincellenmis Akademik Tesvik Yonetmeligi'ndeki tanima gore de tim temel alanlarda “Taninmig Uluslararas:
Yayinevi” statiisindedir. “Akademik Tegvik Odenegi Yénetmeliginde Degisiklik Yapilmasina Dair Yonetmelik” (17 Ocak 2020, Resmi Gazete Sayi: 31011,
Karar Sayisi: 2043) yayimlanmistir. Adi gecen Yonetmelikte 3. maddenin 1. fikrasinin (1) Uo:gﬂ “duzenli faaliyet yiriiten”, ibaresinden sonra gelmek
izere “Turkce digindaki dillerde” ibaresi eklenmistir. Yayinevimizin “TURKCE DISINDAKI DILLERDE” tiim temel alanlarda en az 20 (YIRMI) adet yayini
bulunmaktadir.

"Seriiven Yayinevi" 2001 yilinda kurulmus olup, kurulusundan bu yana diizenli faaliyet yiiritmektedir. Yayinevimiz 1300'tin Gzerinde kitap yayimlamustir.
Seriiven Yayinevi tarafindan yayimlanan kitaplar Princeton Universitesi, Columbia Universitesi, Harvard Universitesi, Oxford Universitesi, Halle Wittenberg
Universitesi, Toronto Universitesi, Britanya Universitesi, Stanford Universitesi, Kaliforniya Universitesi, Duke Universitesi, Chicago Universitesi ve Amerika
Birlesik Devletleri Kongre Kiitiiphanesi gibi diinyanin 8nde gelen Giniversite ve kamu kiitiphanelerinin kataloglarinda yer almaktadir.

Cansin Cansu Selin Temana

Genel Yayin Yonetmeni

SERUVEN

YAYINEVI
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“Sertven Yayinevi" tarafindan 2025 Aralik ayinda yayimlanacak olan, “International Compilation of Research and Studies in Chemistry - December 2025"
isimli, birbirinden bagimsiz bélimlerden olusacak kitap icin yazmis oldugunuz, “USING ESSENTIAL OILS AS SUSTAINABLE FOOD PRESERVATIVES: THEIR
CHEMICAL STRUCTURE AND SAFETY CONSIDERATIONS” basghkli yazinizin editdér degerlendirmesi tamamlanmig, Kabul edilerek yayinlanmasina karar
verilmistir.
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“SerGven Yayinevi Universiteleraras: Kurul Baskanhg (UAK)'nin Docentlik Basvuru Sartlarinda belirttigi tanima goére "Taninmis Uluslararas: Yayinevi
statistindedir. UAK 58z konusu tamimi su sekilde yapmustir: "Taminmis Uluslararas: Yayinevi: En az bes yil uluslararas: diizeyde dizenli faaliyet yiriiten,
yayimladig: kitaplar diinyanin bilinen Gniversitelerinin kataloglarinda yer alan ve ayni alanda farkli yazarlara ait en az 20 kitap yayimlamis olan yaymnevi“dir.

(btto:/fwww uak.govir/2g=node/3S#2013N)
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A u Ayni zamanda akademisyen yazarlarimizca yayinevimize siklikla basvuruldugu izere, “Akademik Tesvik Odenegi” yonetmeliginde belirtilen tanima gére
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Yayinevi” statiisindedir. “Akademik Tesvik Odenegi Yonetmeliginde Degisiklik Yapiimasina Dair Yonetmelik” (17 Ocak 2020, Resmi Gazete Sayi: 31011,
Karar Sayisi: 2043) yayimlanmistir. Adi gegen Yonetmelikte 3. 3&&0.:.5 1. fikrasinin (1) bendine “dizenli faaliyet yiiriiten”, ibaresinden sonra gelmek
tizere “Turkge digindaki dillerde” ibaresi eklenmistir. Yayinevimizin “TURKCE DISINDAKI DILLERDE” tiim temel alanlarda en az 20 (YIRMI) adet yayini

S8 &

3 bulunmaktadir. >
()
() “seriiven Yayinevi" 2001 yilinda kurulmus olup, kurulusundan bu yana diizenli faaliyet yiiritmektedir. Yayinevimiz 1300'in Gzerinde kitap yayimlamistir. ()
) o Seriiven Yayinevi tarafindan yayimlanan kitaplar Princeton Universitesi, Columbia Universitesi, Harvard Universitesi, Oxford Universitesi, Halle Wittenberg ﬁ(u
C Universitesi, Toronto Universitesi, Britanya Universitesi, Stanford Universitesi, Kaliforniya Universitesi, Duke Universitesi, Chicago Universitesi ve Amerika vy
) Birlesik Devletleri Kongre Kitiphanesi gibi dilnyanin 6nde gelen iiniversite ve kamu kitiphanelerinin kataloglaninda yer almaktadir. pv

Eda ALTUNEL ()
Genel Yayin Yonetmeni ﬂ v
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attended the 2™ Munzur International Scientific Research and lhnovation Congress
held on July 24-26, 2025 / Tunceli, Turkiye
with an oral presentation entitled
INVESTIGATION OF THE ANTBACTER L EFFECT OF SILVER

NANOPARTICLES OBTAINED FROM THYMUS SERPYLLUM
ON THE FOOD PATHOGEN ESCHERICHIA COLI

ASSOC, PROF, DR, OZLEM OLGER
Member of Organizing Committee
www.ubakkongre,com
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