T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
MIKROBIYOLOJI (TIP) ANABILIM DALI

FARKLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN CTX-M-15 URETEN
ESCHERICHIA COLI iZOLATLARININ PLAZMID REPLIKON
TIiPLERi VARLIGI YONUNDEN iNCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Cagla AZIZOGLU

Danmisman

Dog. Dr. Cemil KUREKCI
Dr. Ozlem UNALDI

HATAY-2020



T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
MIKROBIYOLOIJI (TIP) ANABILIM DALI

FARKLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN CTX-M-15 URETEN
ESCHERICHIA COLI iZOLATLARININ PLAZMID REPLIKON
TiPLERI VARLIGI YONUNDEN iNCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Cagla AZIZOGLU

Danisman

Dog. Dr. Cemil KUREKCI

Dr. Ozlem UNALDI

Bu tez, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigii
Birimi tarafindan 19.YL.018 nolu proje olarak desteklenmistir.

HATAY-2020



T
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
MIKROBIYOLOIJI (TIP) ANABILIM DALI

FARKLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN CTX-M-15 URETEN
ESCHERICHIA COLI iZZOLATLARININ PLAZMIiD REPLIKON
TIPLERI VARLIGI YONUNDEN INCELENMESI

Yiiksek Lisans Tezi

Cagla AZIZOGLU

Bu tez asagida isimleri yazili tez jiirisi tarafindan 24/01/2020 glinii s6zlu olarak

yapilan tez savunma sinavinda oybirligi ile kabul edilmistir.

Tez Jiirisi: Jiri Bagkani: Dog. Dr. Cemil KUREKCI Q:_W

Uye: Prof. Dr. Burgin OZER % \

Uye: Dog. Dr. Aycan GUNDOGDU - ﬂ

Uye: Dog. Dr. Sevda PEHLIVANLAR ONEN

Uye: Dr. Ozlem UNALDI@?

Bu tez, Enstitiimtiz Mikrobiyoloji (T1p) Anabilim Dali’nda hazirlanmastir,

Prof. Dr. Ibrahim Halil CERCI
Enstitiisti Mudiirt



TESEKKUR

Lisansiistii e8itimim siiresince bilgisi ve tecriibesini benimle paylasan, hayata
olan pozitif tutumu ile basaracagima inandiran ve arastirmamin her asamasinda
yanimda olarak destegini esirgemeyen degerli bilim danismanim Sayin Dog. Dr. Cemil
KUREKCT’ye tiim igtenligimle ¢ok tesekkiir ediyorum. Tez arastirmamda Pulsed Field
Jel Elektroforezi analizlerinde ve sonuglarin yorumlamasinda yardimlarini esirgemeyen
ikinci damismanim Saym Dr. Ozlem UNALDI’ya cok tesekkiir ediyorum. Tez
calisgmam siiresince ihtiya¢ duydugum zamanlarda laboratuvarlarinin olanaklarindan

faydalanmami saglayan Sayin Prof. Dr. Burcin OZER’e ¢ok tesekkiir ediyorum.

Laboratuvar c¢aligmalarimda yardimlarini esirgemeyen Ogretim gorevlisi
Giilsiim Pektang Sengiil’e tesekkiir ediyorum. Caligmamin ¢esitli asamalarinda bana
destek olan tekniker Fatma Altun Kalkan’a ve ayni sicak ortami paylagtigim tim

arkadaglarima tesekkiir ediyorum.

Umudumu yitirdigim anlarda varliklariyla bana gii¢ veren, beni cesaretlendiren,
her sevincime her derdime ortak olan, canima can katan 6gretmen arkadaglarim Selda
iCiL’e, Ozlem ALTUNDAG’a, Giiler KEREMOGLU ALIR’a ve Simge Eda

DOKUYUCU’ya sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.

Son olarak, her zaman bana kars1 sonsuz sevgilerini ve desteklerini hissettiren
sevgili annem Hiilya AZIZOGLU, sevgili babam Ali AZIZOGLU, sevgili kardesim
Vecihe AZIZOGLU, sevgili kardesim Deniz AZIZOGLU, sevgili kardesim Mithat
AZIZOGLU’na ve canim ailemin tiim bireylerine yanimda olduklar1 icin sevgi ve

saygilarimi sunuyor, tim benligimle tesekkiir ediyorum.



ICINDEKILER

Kabul ve Onay
TESEKKUR
ICINDEKILER
SEKILLER DiZziNi
CIZELGELER DIZINI
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI
OZET
ABSTRACT
1. GIRIS
1.1. Escherichia coli
1.2. B-Laktam Antibiyotikler
1.3. B-Laktam Antibiyotik Direnci
1.4. GSBL Plazmidleri
2. GENEL BILGILER
3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.2. Calismada Kullanilan Besiyerleri ve Hazirlanislari
3.2.1. Kanl1 Agar
3.2.2. Mueller Hinton Agar
3.3.Calismada Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler
3.4. Calismada Kullanilan Antibiyotikler
3.5. Calismada Kullanilan Cihazlar
3.6. Yontem
3.6.1. Bakteri izolatlari
3.6.2. Izolatlarin Hazirlanmasi
3.6.3. Bakteri izolatlarmin Total Genomik DNA’smin Izolasyonu
3.6.4. PZR ile E. coli Teyidi
3.6.5. Fenotipik Testler ile GSBL Aktivasyonunun Saptanmasi
3.6.6. blactx-m Gen Varliginin PZR ile Belirlenmesi
3.6.7. Antibiyotik Direng¢ Profilleri
3.6.8. PFGE
3.6.9. Filogenetik Alt Tiplerin PZR ile Belirlenmesi
3.6.10. fosA3 Geninin Varliginin Belirlenmesi
3.6.11. PZR Tabanli Replikon Tiplemesi
3.6.12. Istatistik
4. BULGULAR
4.1. uspA Geni ile E. coli Tiir Diizeyinde Dogrulamasi
4.2. Fenotipik GSBL Aktivitesi
4.3. blactx-m Geninin PZR Metodu ile Belirlenmesi
4.4. Clermont PZR Alt Tip Belirleme Sonuglari
4.5. Antibiyotik Duyarlilik Sonuglari
4.6. PFGE Analizi Sonucu
4.7. Fosfomisin Varliginin Arastirilmasi
4.8. Plazmid Replikon Tipleri Sonuglari
5. TARTISMA

I
Il
v
Vi
Vil
VI



6. SONUC
7. KAYNAKLAR
OZGECMIS

37
38
44



SEKILLER DiZINi

Sayfa No

Sekil 3.1. E. coli’nin kanli agardaki gOrintiimuii ..........cccevverieevieseesesieseese e seese e 13

Sekil 4.1. UspA genin PZR jel elektroforez gorintlisti...........ccvrveriiiviiieniniiniciicc e 22
Sekil 4.2. Antibiyotik diskleri etrafinda olusmus zon ¢aplarinin MH besiyerinde

GOTUNUIMITL ..veiivieiic st sre e s re e sne e ene e 23

Sekil 4.3. blactx-m geninin PZR jel elektroforez gorintiisii........cccvevvevvereeieesieeseerieseennn 23

Sekil 4.4. Clermont PZR jel elektroforez gortintlisti .........cccoeevvrveiiiiiiiieiieiseeseec e 24

Sekil 4.5. Klinik drneklerden soyutlanan blactx-m-15 pozitif E. coli izolatlarinin

antimikrobiyal direng profilleri, PFGE bant profilleri ve filogenetik agacta

(0] 1< 8111 F OO PP PRPPRPTRRPRN 26
Sekil 4.6. fosA3 geninin PZR jel elektroforez gorintlisti ........c.covvvevrenierienenesesesesenes 27
Sekil 4.7. Plazmid replikon tipleri PZR jel elektroforez gorintiisii............covvvrvererivernene. 30

VI



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa No
Cizelge 3.1. Calismada kullanilan GSBL iireten E. coli izolatlart ..........cccecvvvviveiinennnne, 13
Cizelge 3.2. UspA geni i¢in hazirlanan PZR Kari$imi .........c.cccoovviiiiiiniiiiei e 14
Cizelge 3.3. uspA geni i¢in PZR 151l dongii kosullart ...........ccceviiiiiiiiniiieiie e, 15
Cizelge 3.4. blactx-m geni i¢in hazirlanan PZR Karigimi.........cccceevveveiiiesieesesie e 16
Cizelge 3.5. blactx-m geni igin PZR 151l dongii KOSULLArT .........coeviiriiiiiinincsccccies 17
Cizelge 3.6. Filogenetik alt tipleri i¢in kullanilan primer sekanslari..........c.cccovceviiiennnnnn. 18
Cizelge 3.7. Filogenetik analiz i¢in hazirlanan multipleks PZR karigimi ...........ccccooveenee 18
Cizelge 3.8. Filogenetik analiz i¢in PZR 1511 dongili kosullart ...........ccccvveiieiiiiiicinnnnn 18
Cizelge 3.9. f0sA3 geni igin hazirlanan PZR Kari$imi .........ccccovviinininieienese e 19
Cizelge 3.10. fosA3 geni i¢in PZR 151l dongli KoSullart ..........ccocevvviiniiinrnnene e 19
Cizelge 3.11. PBRT kiti kullanilarak belirlenebilen replikon tipleri, amplikon boyutlari ve
Inc grup dagilimlart....... ... 20
Cizelge 3.12. PZR 1s1 dongiisii replikon tiplemesi amplifikasyon parametreleri ................ 20
Cizelge 4.1. GSBL iireten E. coli izolatlarinin plazmid replikon tip profilleri.................... 28
Cizelge 4.2. Calismada PZR ile saptanan plazmid replikon tiplerinin dagilima ................. 31

Vil



CLSI
DNA
°C

gr
HMKU
GSBL
kb

Hg

ul

mi
PFGE
pMol
PZR
RNA

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Baz cifti

Clinical Laboratory Standarts Institute
Deoksiriboniikleik asit

Derece Santigrat

Gram

Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Genislemis Spektrumlu -Laktamaz
Kilo baz

Mikrogram

Mikrolitre

Mililitre

Pulsed Field Jel Elektroforezi
Pikomol

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Riboniikleik asit

VIl



OZET

Farkh Kaynaklardan Izole Edilen CTX-M-15 Ureten Escherichia coli
zolatlarimin Plazmid Replikon Tipleri Varhgi Yoniinden Incelenmesi

Genislemis spektrumlu pB-laktamaz (GSBL) tireten Escherichia coli’ler son yillarda
klinik orneklerden artan oranda izole edilmektedir. Hayvansal kaynakli gidalarin ve su
kaynaklarinin GSBL ireten E. coli ile kontamine olmasindan dolayr bu kaynaklarin insan
enfeksiyonlart igin bir rezervuar olabilecegi bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda, 41 adet
CTX-M-15 pozitif ve epidemiyolojik yonden iliskisiz E. coli izolatinin barmdirdiklar:
plazmid replikon tiplerinin varlig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile arastirilmistir.
Buna ilaveten, tiim izolatlarin fenotipik fosfomisin direng varligi ve fosfomisin direncinden
sorumlu plazmid aracili fosA3 geninin varligi arastirilmistir. izolatlar Tiirkiye’de daha
onceki yillarda yapilan ¢alismalarda farkli kaynaklardan [tavuk eti ve ¢ig siit, slirk peyniri,
atik su (aritma ve Asi Irmagi)] izole ve karakterize edilmistir. Calismaya dahil edilen insan
Klinik (n=8) izolatlar1 ise; blactx-m-15 varligi, klonal iliskileri ve antimikrobiyal direng
profilleri yoniinden bu ¢alismada karakterize edilmislerdir. Calismanin sonucunda, higbir
izolatta fenotipik fosfomisin direncine ve fosA3 geninin varligina rastlanilmamistir.
Incelenen 30 adet replikon tipi igerisinde toplamda 12 replikon tipinin (FIA, FIB, FIBKN,
FIL, X1, A/C, U, N, HI2, 12, [1a ve I1y) varligina rastlanilmistir. Bulunan replikon tipleri
arasinda FIA, FIB, FIB KN ve FII’'nin varligi kaynaklar arasinda istatistiksel olarak
anlamli oranda farklilik gostermistir. FII replikon tipi toplamda 22 izolatta rastlanilmig
olup, su ve tavuk eti izolatlarinda diger izolatlara gore istatistiksel olarak anlamli oranda
(P<0,05) daha yaygin oldugu tespit edilmistir. FIB replikon tipine tavuk eti, su ve klinik
orneklerden soyutlanan izolatlarin %36.6’sinda rastlanilmis olup ¢ig siit ve peynir
orneklerinden elde edilen izolatlarda rastlanilmamistir. Benzer olarak, FIA replikon tipine
su ve klinik Orneklere ait izolatlarin %?29.2°sinde rastlanilmis olup, diger izolatlarda
varligina rastlanilmamistir. Ancak, bu sonuglardan farkli olarak, FIB KN replikon tipine
sadece ¢ig siit (n=6) ve Siirk peynirine ait izolatlarda (n=4) rastlanilmistir (P=0,001).
Sonug olarak, incelenen izolatlarin ¢ogunda birden fazla replikon tipinin var oldugu ve
kaynaklar arasinda replikon tiplerinin istatistiksel olarak farkli oldugu ortaya koyulmustur.

Anahtar Kelimeler: E. coli, CTX-M-15, Plazmid, GSBL



ABSTRACT

Investigation of the Presence of Plasmid Replicone Types Among
CTX-M-15 Producing Escherichia coli Isolates from different Sources

Recently, extended spectrum B-lactamase (ESBL) producing Escherichia coli has
been frequently reported from human clinical samples. Foods of animal origin and water
sources are found to be contaminated with this bacteria and is thefore recognised as
possible reservuar. In this thesis, a total of 41 CTX-M-15 positive and epidemologically
unrelated E. coli isolates were examined for the presence of plasmid replicon types by
polymerase chain reaction (PCR). In addition, all the isolates were screened for the
presence of phenotypic fosfomycin resistance and the plasmid-mediated fosA3 gene. The
isolates included in the current study were obtained from various sources [chicken meat
and raw milk, Stirk cheese, waste water (wwtp and Asi River)] and were already
characterized. Human clinical isolates (n=8) were characterized for the presence of blacTx-
m-15 gene, clonal relationships and antimicrobial resistance profiles in this study. As a
result, none of the isolate were found to be resistant to fosfomycin and FosA3 gene was not
found in any isolate. Among the 30 replicon types examined, a total of 12 replicon types
(FIA, FIB, FIBKN, FII, X1, A/ C, U, N, HI2, 12, I1a and I1y) were found. The presence of
FIA, FIB, FIB KN and FIl among the replicon types found showed a statistically
significant difference between the sources. FIl replicon type was found in 22 isolates in
total, and it was found that water and chicken meat isolates were statistically significantly
more common (P<0.05) than other isolates. FIB replicon type was found in %36.6 of the
isolates from chicken meat, water and clinical samples, but not in isolates from raw milk
and cheese samples. Similarly, the FIA replicon type was found in %29.2 of the isolates of
water and clinical samples, and its presence was not found in any other isolates. However,
unlike these results, FIB KN replicon type was found only in raw milk (n = 6) and Surk
cheese isolates (n=4) (P = 0.001). To sum up, the majority of isolates harbored more than
one replicon types and replicon types differed statistically amonst the source of isolates.

Key words: E. coli, CTX-M-15, Plasmid, ESBL



1. GIRIS
1.1. Escherichia coli

Thedor Escherich tarafindan 1885 yilinda ¢ocuk diskisindan izole edilen bakteri
once Bacterium coli commune olarak isimlendirilmis (Lehmann 1893), daha sonra
Castellani ve Chalmers tarafindan 1919 yilinda Escherichia coli olarak adlandirtlmistir
(Castellani ve Chalmers 1919).

E. coli’lerin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri yapilan c¢alismalar ile
aydimnlatilmis (Wilson ve Miles 1964) ve ilk kapsamli hali Orskov tarafindan 1984 yilinda
aciklanmistir (Orskov 1984). Buna gore; E. coli’lerin Gram negatif, sporsuz, hareketli veya
hareketsiz, peritrik flagellaya sahip, aerobik ve anaerobik atmosferde lireme Ozelligine
sahip olduklar1 belirtilmistir (Orskov 1984). Bu temel 6zelliklerinden dolay1 E. coli’ler
taksonomik olarak Enterobacteriaceae ailesi igerisinde siniflandirilmiglardir (Wilson ve

Miles 1964).

E. coli’ler insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsaklarinda normal flora elemani
olarak kolonize olurlar ve suslarinin ¢ogunun patojenik olmadigi bildirilmistir. Bunun
yaninda, E. coli’lerin K2 vitamini sentezleyerek ve bagirsaklarin patojenik bakterilerle
kolonizasyonunu onleyerek konakgilarina yarar sagladigi bildirilmistir (Reid ve ark. 2001,
Bentley ve Meganathan 1982). Fakat patojenik 6zelliklere sahip E. coli’lerin insanlarda
yara enfeksiyonlarindan daha ciddi sistemik enfeksiyonlara kadar farkli hastalik
tablolarinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu oldugu belirtilmektedir (Giir ve ark. 2008, Kaper
ve ark. 2004). E. coli’lerin sebep oldugu ciddi sistemik enfeksiyonlar arasinda insanlarda
uriner sistem enfeksiyonlari, septisemi ve menenjit gibi ekstraintestinal hastaliklar

sayillmaktadir (Miiller ve ark. 2016).

E. coli'ye bagl toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlarin tedavi igin p-laktam,
florokinolon, aminoglikozit ve trimetoprim-sulfametoksazol grubu antibiyotikler siklikla
kullanilirlar (Pitout 2012). Fakat E. coli B-laktamlar dahil pek ¢ok antibiyotige kars1 direng
kazanmalar1 nedeniyle bu enfeksiyonlarin tedavisi ciddi bir problem haline geldigi son
yillarda artan oranda bildirilmektedir (Livermore 2008, Pitout 2010). Cogul antibiyotik

direncinin gelismesi nedeniyle; enfeksiyonlarin tedavi siireleri uzamakta ve buna bagh



olarak; hastane kalis siirelerinde, morbidite ve mortalite oranlarinda da artislar
gozlenmektedir (Perez ve ark. 2007, Pitout 2010, Rupp ve Paul 2003).

1.2. p-Laktam Antibiyotikler

B-laktam antibiyotikler, bir p-laktam halkasinin cekirdegi ile tanimlanir (Page
1984) ve bes grup igerisinde siniflandirilirlar: penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler,
monobaktamlar ve B-laktamaz inhibitérleri (klavulanat, sulbaktam ve tazobaktam)’dir
(Essack 2001). B-laktam antibiyotikleri, penisilin baglayici proteinler (PBP'ler) olarak
adlandirilan enzimleri etkisiz hale getirir ve peptidoglikan biyojenezini bozar (Tipper ve
Strominger 1965). Bu PBP'ler; bakteri hiicre membraninda bulunur ve penisilinlere
kovalent baglanmak yolu ile transpeptidazlar, karboksipeptidazlar olarak islev gormektedir
(Georgopapadakau 1993, Kelly ve ark. 1986, Massova ve Mobashery 1998).

B-laktam grubu antibiyotiklerin kullaniminin tiim antibiyotikler i¢inde %60'lik bir
paya sahip oldugu bildirilmistir (Livermore ve Woodford 2006). Ayrica, PB-laktam
antibiyotik sinifinda bulunan antibiyotik ajanlar, veteriner hekimliginde de siklikla tercih
edilen ve kullanilan antibiyotiklerdir. Ornegin; Almanya’nin tiiketiciyi koruma ve gida
giivenligi ofisinden (Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit) alinan
verilere gore; Almanya’da veteriner hekimliginde en fazla B-laktam grubu antibiyotiklerin
kullanildig1 ve yillik kullanimin 450 ton civarinda oldugu bildirilmistir (Michael ve ark.

2017).

1.3. pB-Laktam Antibiyotik Direnci

Bakteriler genel olarak ii¢ yolla p-laktam antibiyotiklere karsi direng
gelistirmektedirler; i) Hiicre iginde B-laktamlarin konsantrasyonunun azaltilmasi: Porin
kayb1 (antibiyotiklerin hiicreye girisinin engellenmesi) veya efflux mekanizmasi
(antibiyotiklerin disar1 atilimi) ile meydana gelmektedir, ii) PBP’lerde meydana gelen
mutasyonlardan kaynakli degisimler, iii) f-laktamaz enzimlerinin iiretilmesidir (Livermore
1995, Poole 2004).



Gram negatif bakteriler arasinda B-laktamaz enzimlerinin {iretimi B-laktam grubu
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelisiminin en dnemli ve en yaygin mekanizmasidir (Harris
2015). B-laktamazlar, B-laktam halkasini pargalayarak etki gosterirler (Yu ve ark. 2006).
Farkli alternatifler sunulmus olmasina ragmen (Hall ve Barlow 2005) B-laktamazlar
geleneksel olarak kabul gormiis 2 sekilde siniflandirilmaktadirlar: bunlar i) Ambler

siiflandirmasi ve ii) Bush-Jacoby-Mederios fonksiyonel siniflandirmasidir.

Ambler molekiiler seviyeye dayali siniflamanin ilk temelini 1980 senesinde atmistir
(Ambler 1980). Ambler siiflandirmasinda enzimin molekiiler homolojisi esas alinip A, C
ve D serin B-laktamazlar ve sinif B metallo-p-laktamazlar olarak 4’e ayrilir (Bush ve ark.
1995, Ambler 1980). A smifi serinler penisilinazlari, B simifi metallo enzimleri, C sinifi
serinler sefalosporinazlar1 ve D smifi oksasilini hidrolize edebilen serin [-laktamazlari
kapsar (Rice ve ark. 2003). Bush-Jacoby siniflandirmasina gore ise B-laktamazlar: 2be
(TEM- ve SHV- tiirevleri) ve 2d (OXA- tiirevleri) olmak {izere iki alt grupta yer almaktadir
(Bush ve Jacoby 2010).

B-laktamazlar i¢inde genislemis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL), ilk defa 1983
yilinda kesfedilmis ve oksi-imino-sefalosporinleri hidrolize etme kabiliyetine sahip bir
enzim grubudur (Knothe ve ark. 1983, Paterson ve Bonomo 2005). GSBL’ler genellikle -
laktamaz inhibitorlerine (6rnegin, klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam) Kkarsi
duyarhdir fakat 3. jenerasyon sefalosporinler (sefotaksim, seftazidim, seftriakson,
sefuroksim ve sefepime) ve monobaktamlara (6rnegin aztreonam) karsi direnglidirler
(Paterson ve Bonomo 2005, Shaikh ve ark. 2015). GSBL’ler ile iliskili pek ¢ok hastane
kaynakl1 salginlar ve toplumla iliskili hastaliklar diinya genelinde artan oranda rapor
edilmistir. Yapilan calismalarda, hayvan ve insan klinik numunelerinden soyutlanan
sefalosporin direngli Enterobacteriaceae izolatlarinda GSBL’nin varligi en yaygin dirence
aracilik eden mekanizma olarak bildirilmistir (Day ve ark. 2019, van Hoek ve ark. 2015,
Zhang ve ark. 2018).

Bugiine kadar 300°den fazla alt tipten olusan GSBL enzimleri belirlenmistir
(Bonnet 2004). Bunlar arasinda, aminoasit dizilimi karsilastirmalarina dayanarak TEM
(Hasta ismi: Temoneira), SHV (Sulfhydryl Variable), CTX-M (Cefotaximase—Munich),
PER (Pseudomonas Extended Resistance), VEB (Vietnam ESBL), GES (Guyana ESBL),
TLA (Tlahuicas isimli Hindistan kabilesi), BES (Brezilya ESBL), SFO-1 (Serratia



fonticola) ve OXA (Oxacillin) siklikla g¢alisilan ve tizerinde durulan GSBL enzimleridir
(Paterson ve Bonomo 2005, Naas ve ark. 2008).

GSBL varyantlar1 temel olarak bla genleri tarafindan kodlanan B-laktamazlardaki
mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Cornista ve ark. 2019). Calismalar, en yaygin
dort tiir B-laktamaz geninin blatem, blashv, blactx-m ve blaoxa oldugu ve bu enzimlerden
elde edilen varyantlarin yeni baskin GSBL'leri olusturdugu sonucuna varmistir (Barguigua
ve ark. 2011).

CTX-M enzimleri 1989’da kesfedilmis (Bauernfeind ve ark. 1992) ve ilk olarak
Alman ve Italyan hastalardan izole edilen E. coli suslarinda karakterize edilmislerdir
(Barthélémy ve ark. 1992, Bauernfeind ve ark. 1996). CTX-M enzimlerine sahip E. coliler
cogunlukla iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve bakteriyemi olmak iizere, hastane ve toplum
kaynakli enfeksiyonlarla iliskilendirilmistir (Woodford ve ark. 2009, Pitout ve ark. 2005,
Lewis ve ark. 2007, Canton ve ark. 2008).

Genetik iligkilerine dayanarak, CTX-M enzimleri alt1 gruba (CTX-M-1, -2, -8, -9
ve -25 ve KLUC grubu) ayrilir (Bonnet 2004, D’Andrea ve ark. 2013). Genel olarak,
KLUC grubu, Kluyvera georgiana gibi bakteri tiirlerinde kromozomal genler tarafindan
dogal olarak kodlanan CTX-M enzimlerini igerir (Po ve ark. 2017). Bu varyantlar arasinda
ozellikle CTX-M-15 enzimi CTX-M-1 grubu igerisindeki CTX-M-3’ten koken aldigi
bildirilmistir (Chong ve ark. 2011). Bu varyant1 kodlayan gen ilk olarak 2001 yilinda
Hindistan’da rapor edilmistir (Chong ve ark. 2011) ve bugiinden sonra 6zellikle toplum
kaynakli enfeksiyonlarda baskin varyant olarak karsimiza ¢ikmustir (Pitout ve Laupland
2008, Coque ve ark. 2008, Arpin ve ark. 2009). Ayrica iilkemizde goriilen ii¢ ayr1 cografi
bolgeden toplanan {iriner sistem enfeksiyonundan izole edilmis GSBL iireten E. coli’lerin

%90.2’sini CTX-M-15 enzimi meydana getirmektedir (Azap ve ark. 2010).

1.4. GSBL Plazmidleri

Plazmidler, konak¢r genomdan bagimsiz olarak kopyalanan bakterilerde bulunan
deoksiriboniikleik asit (DNA)'lerin ekstrakromozomal elementleridir. Direng genleri i¢eren
plazmidlerin yatay transferi, antimikrobiyal direncin dagilmast i¢in Onemli bir

mekanizmadir (Carattoli 2013). GSBL genlerinin bakteriler arasinda yayiliminda hareketli



elementlerin, 6zellikle plazmidler, 6nemli oldugu yapilan ¢aligmalarda ortaya koyulmustur

(Michael ve ark. 2015).

Klinik olarak 6nemli GSBL genlerini tasiyan plazmidler genellikle 50 ile 200
kilobaz (kb) arasindadir. GenBank'ta blactx-m genlerini barindiran tam sekansi yapilmis E.
coli plazmitleri arasinda IncF, N, N2, 11, HI2, L / M, A/ C, K, X4, U ve RCR plazmit
aileleri bulunmaktadir (Carattoli 2011, Carattoli 2013). GSBL-iireten E. coli'nin IncF
plazmidlerini biiyiik 6lglide barindirdigi bilinmektedir (Carattoli 2009, Coque ve ark.
2008). IncF plazmidleri, bir¢ok direng ve viriilans belirleyicisinin yayilmasiyla iliskili
onemli bir plazmid ailesidir (Villa ve ark. 2010). Bunlar genellikle >100 kb boyutunda
diisiik kopya sayili plazmitlerdir ve ¢ogalmanin baslatilmasini tesvik eden birden fazla
replikon (FIl, FIA ve FIB) tasirlar (Villa ve ark. 2010). Diinya ¢apinda insan kaynakli
Enterobacteriaceae arasinda en yaygin blactx-m varyanti olarak kabul edilen blactx-m-15’in
yayginlagsmasi, ozellikle IncFIl plazmidleri ile iliskilendirilmistir (Nicolas-Chanoine ve
ark. 2012, Novais ve ark. 2007).

Bu ¢alisma igin; Tiirkiye’de daha once yapilan ¢alismalarda tavuk eti ve ¢ig siit
(Kiirekci ve ark. 2019), siirk peyniri (Kiirekci ve ark. 2016), atik su ve Asi Irmagi (Kiirekci
ve ark. 2017) gibi farkli kaynaklardan izole edilen CTX-M-15 enzimine sahip klonal
olarak iligkili olmayan E. coli’ler segilmistir. Buna ilaveten; iki farkli {niversite
hastanesinden elde edilen GSBL pozitif E. coli’ler de ¢alismaya dahil edilmistir. Klinik
izolatlardan soyutlanan GSBL pozitif E. coli’lerin karakterizasyonu daha dnce yapilmadigi
icin, ilk olarak bu izolatlar klonal iligkileri, fenotipik antimikrobiyal direng¢ profilleri,

GSBL enzim varlig1 yoniinden incelenmislerdir.

Calismanin ana amaci; yukarida bahsi gegcen kaynaklardan soyutlanan ve CTX-M-
15 pozitif bulunan 41 adet E. coli izolatinin barindirdiklart plazmid replikon tiplerinin
tespit edilmesidir. Ayrica; tiim izolatlarda fosfomisin antibiyotigine kars1 fenotipik direng
varhigt ve fosfomisin direncinden sorumlu plazmid aracili fosA3 geninin varligi

arastirilmagstir.



2. GENEL BILGIiLER

Hindistan'da yapilan bir ¢alismada, {i¢ hastanedeki klinik Orneklerden toplanan
ticiincii kusak sefalosporinlere direngli 98 E. coli izolatin 72 tanesinin (%73) blactx-m-15
genini tasidig1 ve bu genleri tasiyan izolatlarin %31'inin insersiyon sekansi (IS) yirmi altt

ile iligkili oldugu gosterilmistir (Ensor ve ark. 2006).

Oteo ve ark. (2009) Ispanya Madrid’te 2004-2008 yillar1 arasinda iiriner sistem
enfeksiyonlarinda fosfomisin tiiketiminin %350 arttigini, bunun sonucunda; GSBL pozitif
bulunan izolatlarda fosfomisin direncinin %2,2'den %21,7'ye yiikseldigini bildirmislerdir.
Buna ilaveten, aragtirmacilar, incelenen 26 izolattan 24'{iniin blactx-m-15 genini tagidigin

ve 025b-ST131-filogrup B2 klonal kdkenine ait oldugunu belirlemislerdir.

Cin'in Guangdong Eyaletinde, 2006 ve 2010 yillar1 arasinda farkli evcil hayvan
hastanesine getirilen kedi ve kopeklerden soyutlanan 323 E. coli izolatin 29’unun (%9.0)
fosA3 genini tasidigi bulunmustur. Buna ilaveten, foSA3 pozitif olan tiim izolatlarin ayni

zamanda blactx-m genini de tasidigi bulunmustur (Hou ve ark. 2012).

Fransa’da Aralik 2006’dan Nisan 2010’a kadar kedi ve kopeklerden elde edilen 518
E. coli izolatindan 19’unun (%3.7) GSBL genine sahip oldugu bildirilmistir. Incelemeye
tabii tutulan 14 adet blactx-m geninin IncF incompatibility grup iizerinde lokalize oldugu
bulunmustur (Dahmen ve ark. 2013).

Damborg ve ark. (2015) yaptiklari ¢aligmada Danimarka'nin Kopenhag kentinde
halka acik parklardan toplanan 209 adet kopek digkisi orneginden 5 adet sefotaksime
direngli E. coli izole etmislerdir. izolatlarin bir tanesi disinda hepsi laktoz pozitif olup iki
farkli CTX-M enzimi (CTX-M-1; n=3 ve CTX-M-15; n=2) barindirmaktadir. Ayrica
aragtirmacilar, ayni 6rnekten alinan genetik olarak farkli iki E. coli izolatinda IncFIB /'Y

ve tiplenemeyen plazmidler tizerinde blacTtx-m-15 genlerini bulmuslardir.

Upadhyay ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢aligmada Kuzeydogu Hindistan'da 252 klinik
izolatta GSBL prevalansint %40.8 (103/252) oraninda bulmuslardir. 88 1s1l islem gormiis
(kek, tatl ve dondurma) ve ¢ig (sebze ve et) gida izolatlarinda ise; GSBL prevalansini
%31.8 (28/88) oraninda bulmuslardir. Klinik ve gida izolatlarinda sirasiyla %56.3 (58/103)
ve %53.5 (15/28) oraninda blactx-m-15 geninin varligi tespit edilmistir. blactx-m-15

genlerinin klinik ve gida izolatlarinda Incll ve FII replikon tiplerinde tasindig:



saptanmistir. Bunun yaninda ISEcpl elementleri hem klinik (n=37) hem de gida

izolatlarinda (n=8) blacTtx-m-15ile iliskilendirilmistir.

Zurfluh ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada Isvigre’de bir gdlden toplanan ve
blactx-m-15  genini  bulunduran Enterobacteriaceae izolatlarinin (n=81), bu geni
konjugasyon yoluyla transfer edilebildigini rapor etmislerdir. Izolatlarin 32'sinde (% 39.5)
sadece blactx-m-15 bulunduran plazmidin transferi gozlenmistir. Bu plazmidler arasinda en
sik rastlanan replikon tiplerinin IncF tipi plazmitler oldugu (n=12), bunu I1 (n=8), K (n=3)

ve R (n=1) plazmitlerinin takip ettigini bildirmislerdir.

Jackson ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢calismada ABD’de saglikli evcil hayvanlardan
(155 kopek ve 121 kedi) koken alan ¢ogul ilag direngli 36 adet E. coli izolatinin %94'tinde
(34/36) en az bir plazmid replikon tipi varligi rapor edilmistir. Dort adet E. coli izolatin 5
farkl1 replikon tipi varligi saptanirken ve izolatlarin gogunlugunun (n=14) 3 farkli replikon
tipi igerdigini saptamislardir. Arastirmacilar, dokuz replikon tipi (FIA, FIB, FII, 12, A/ C,
U, P, Il ve HI2) arasinda FIB, FII, I2°nin en yaygin replikon tipleri oldugunu
belirtmislerdir.

Xie ve ark. (2016) yaptiklar ¢alismada Cin'in Shenzhen eyaletinde et tiriinlerinden
elde ettikleri 55 sefotaksime direngli E. coli izolati arasinda 37’sinin blactx-m genini
bulundurdugunu, blactx-m-1 grubunun ise en yaygin tip oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
fosfomisin direncini kodlayan fosA3 genini, 12 izolatta belirlemislerdir. Arastirmacilar, 15
izolattan blactx-m genlerinin aktarilabilir oldugunu, IncIl ve FII'nin en yaygin replikonlar

oldugunu gostermislerdir.

Kiirekei ve ark. (2016) yaptiklar calismada; Tiirkiye’de 87 Siirk peynir 6rneginden
toplam 12 adet (%13.5) sefotaksime direngli E. coli izole etmislerdir. Bu izolatlarin Pulsed
Field Jel Elektroforezi (PFGE) sonuglarma gore; 8 farkli klonal kdkene ait olduklari
bulunmustur. GSBL pozitif E. coli izolatlarinin 11 adetinde blactx-m-15 geninin varhigi

saptanmistir.

Day ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢aligmada Birlesik Krallik, Hollanda ve Almanya’dan
353 GSBL pozitif E. coli izolatin1 arastirmig ve bu izolatlar arasinda 158 farkli sekans tipi
(ST) tanmimlamiglardir. Arastirmacilar, blactx-m-1’in en yaygin GSBL geni (132/353,
%37.4) oldugu ve insan izolatlarinda blactx-m-15’in (87/353, %24.6) en yaygin GSBL geni
oldugunu belirtmislerdir.



Lyimo ve ark. (2016) yaptiklari calismada Kuzey Tanzanya'da igme suyu
kaynaklarindan izole edilen ¢ogul antibiyotik direngli 31 E. coli izolatinda Inc plazmid
replikon grubuna ait 11 farkli replikon tipi (11, FIC, P, FIIA, A/ C, FIB, FIA, H12, K/ B,
B / O ve N) tespit etmislerdir. N, H12, FIB ve FIA replikon tiplerinin, blacTx-m-15 genleri
ile baglantili oldugunu belirtmislerdir. Ayrica arastirmacilar, izolatlarin %49'unda en sik

rastlanan IncF (FIA, FIB, FIC ve FIIA) plazmid replikon tiplerini saptamislardir.

Kiirekci ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢calismada; Hatay’da Asi (Orontes) Nehri ve atik
su aritma tesisinden izole edilen 54 adet sefotaksime direncli GSBL iireten E. coli izolatim
karakterize etmislerdir. Bu izolatlardan 14’tniin (%25.9) dort yaygin klonal tipe; 40
izolatin ise tekli tipe ait oldugunu saptamislardir. Ayrica aragtirmacilar, blactx-m-15 genini

(n=36) baskin olarak tespit etmislerdir.

Cao ve ark. (2017) yaptiklari ¢aligmada Cin’de idrar 6rneklerinden elde edilen 465
GSBL pozitif E. coli izolatinin 57’sinin fosfomisine karsi fenotipik diren¢li oldugunu
tanimlamiglardir. Fosfomisin direngli izolatlarin 51'i (%89.5) fosA3 genini ve bir izolatin
da fosAl genini tasidigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar, 50 izolattan fosA3 genlerinin

transfer edilebilecegini, FIl ve I1'in en yaygin plazmit tipleri oldugunu gostermistir.

Giedraitiené ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada Litvanya’da toplam 158 GSBL
pozitif E. coli klinik izolati arasinda 117 adetinin (%74.1) ¢ogul antibiyotik direngli
oldugunu tespit etmislerdir. blactx-m-15"in bu izolatlar (n=31, %50.8) arasinda en yaygin
gen oldugunu gostermislerdir. Ayrica arastirmacilar, dort izolatta (%23.5) birden fazla
replikon tipi tespit etmis ve CTX-M-15 iireten ST131 E. coli izolatlarinda FII ve HI1

replikon tiplerini tanimlamiglardir.

Kanamori ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada; ABD’de yedi Kuzey Karolina Halk
Hastanesi’nden 63 ¢ogul antibiyotik direngli E. coli izolatin1 arastirmislardir. H30RX alt
klonuna sahip izolatlarin (n=27; %69) CTX-M-15 enzimini iirettigini ve siklikla FIA ve

FIB plazmid replikon tiplerini i¢erdigini saptamiglardir.

Ben Yahia ve ark. (2018) yaptiklar1 calismada; Tunus’ta yabani kuslardan elde
edilen 111 digki 6rneginin 12’sinde (%10.81) GSBL pozitif E. coli saptamuslardir. izolatlar
arasinda 7 farkli plazmid profili tespit etmislerdir. Arastirmacilar, blactx-m-15 genini iireten
11 izolatta IncFlIl, FIA, FIB ve W replikonlarini bulmuslardir. Ayrica HI2, A/ C, P, 11 ve

X plazmid replikon tiplerinin varligini da bildirmislerdir.



Kiirekci ve ark. (2019) yaptiklari calismada Hatay’da; 60 adet ¢ig tavuk eti
orneginin 52'sinde (%86.6) ve 62 tank siit 6rneginin 14'tinde (%22.6) GSBL pozitif E. coli
tespit etmislerdir. PFGE analizi %85 benzerlige gore, 66 izolatta 49 ayri restriksiyon profili
ortaya koymus ve izolatlarin %62.3"liniin, blactx-m genini tagidigini gostermislerdir. Bunlar
arasinda CTX-M-1'in ¢ig tavuk eti izolatlarinda %28.3 (n=15) oraninda bulundugunu;
CTX-M-15’in ise tank siitii izolatlarinda (n=9) baskin GSBL tipleri oldugunu rapor

etmislerdir.

Abbas ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada Pakistan Faisalabad’ta evcil hayvan ve
hayvan sahiplerinden 105 diski 6rnegi toplanmis ve 73 izolatta (%69.5) GSBL pozitif E.
coli varligimmi tespit etmislerdir. Cogul ilag¢ direncini %31.5 (23/73) oraninda saptamis,
blacTx-m geninin en yaygin GSBL iireten genotip (19/23; %82.6) oldugunu bulmuslardir.
Ayrica arastirmacilar; 23 GSBL iireten E. coli’de, baskin olarak IncFII (n=14) ve FIA
(n=8) plazmit replikon tiplerinin varligin1 géstermis ve bu izolatlardan 21’inde farkli

klonal grup tanimlamislardir.

Adenipekun ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢calismada Giineybat1 Nijerya Lagos’ta ¢ogul
ila¢ direngli insan (n=243) ve hayvansal gida kokenli izolatlarda (n=211) B-laktamaz
direncini  kodlayan genleri ve plazmid replikonlarin1 karakterize etmislerdir.
Aragtirmacilar, dort B-laktamaz kodlayan gen (blacmy, blactx-m, blaoxa ve blaTtem) tespit
etmislerdir, ¢ogul ila¢ direncli E. coli’de sirasiyla insanlardan (n = 48) ve hayvanlardan (n
= 96) elde edilen 13 ve 17 farkli replikon tanimlamuslardir. FIB ve X2 replikon tipleri insan
izolatlarindan esit sayilarda (2/48; her biri %4.2) tespit edilmis ve Y replikon tipinin
hayvanlarda (16/96; %16.7) yaygin olarak bulundugunu saptamislardir.



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Hatay Mustafa Kemal Universitesi (HMKU), Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii (BAP) 19.YL.018 numarali proje ile desteklenmistir.

3.1. Gerec¢
3.2. Calismada Kullanilan Besiyerleri ve Hazirlanislar
3.2.1. Kanh Agar

Hazir besi yerinden (MERCK, Almanya) 40 gram (gr) tartilarak, 1000 mililitre (ml)
distile suda homojen bir bigimde ¢éziinmesi saglanmistir. Otoklavda 121 derece santigrat
(°C) 15 dakika (dk) stiresinde sterilize edilmistir. Hazirlanan besi yeri yaklasik 45°C’ye
kadar sogutulmustir. Daha sonra igerisine %5 oraninda koyun kani ilave edilmistir ve steril
petri kaplarina dokiilerek katilagsmaya birakilmistir. Kullanima hazir hale getirilen besi

yerleri, +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

3.2.2. Mueller Hinton Agar

Hazir toz besi yerinden (MERCK, Almanya) 34 gr tartilarak, 1000 ml distile suda
homojen bir bicimde c¢oziinmesi saglanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk siiresinde
sterilize edilmistir. Hazirlanan besi yeri yaklasik 45°C’ye kadar sogutulmustur. Daha sonra
steril petri kaplarina dokiilerek katilasmaya birakilmistir. Kullanima hazir hale getirilen

besi yerleri, +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

3.3. Cahismada Kullamlan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Genejet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, Litvanya)
PBRT 2.0 Kit (Diatheva, Italya)

6X DNA Loading Buffer (Thermo Scientific, Litvanya)

Red Safe Niikleik Asit Boyama Soliisyonu (Intron Biotechnology, Kore)
10X TBE Electrophoresis Buffer (Thermo Scientific, Litvanya)

GeneRuler 100 baz ¢ifti (bg) Ladder (Thermo Scientific, Litvanya)
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Agarose (SIGMA, Almanya)
Ependorf Tiipleri (Isolab, Almanya)
Oze (Looplast, Italya)

Steril tampon Swab (Cultiplast, italya)

Strip tiipler (Axygen, Amerika Birlesik Devletleri)

Petri kaplari (Isolab, Almanya)

Giivenlik kabini class II (Metisafe, Tiirkiye)

Elektroforez cihazi (Cleaver Scientific, Birlesik Krallik)
Isitic1 blok (Benchmark, ABD)

Vitek 2 Otomatize Sistemi (bioMerieux, Fransa)

AST-326 kartlar1 (bioMerieux, Fransa)

Nuclease icermeyen su (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Dream Tag PZR Master mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)

DNA belirtegleri (100 bg ve 1 kb) (Thermo Fisher Scientific, ABD)

3.4. Cahsmada Kullanilan Antibiyotikler

Amoksisilin/klavulanik asit (30 mikrogram (ug) (Bioanalyse, Tiirkiye)
Aztreonam (30 pg) (Bioanalyse, Tiirkiye)

Fosfomisin (200 pg) (Bioanalyse, Tiirkiye)

Seftazidim (30 ug) (Bioanalyse, Tiirkiye)

Sefotaksim (30 ug) (Bioanalyse, Tiirkiye)

Seftazidim/klavulanik asit (40 ug) (Bioanalyse, Tiirkiye)

Sefotaksim/klavulanik asit (40 ug) (Bioanalyse, Tiirkiye)
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3.5. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi (A&D Super Hybrid Sensor FZ-500i, Japonya)
Otoklav (ALP MCY-40 LDP, Japonya)

Inkiibatdr (Lab Companion, ABD)

Vorteks (Scilogex, ABD)

Mikropipetler (Thermo Scientific, Litvanya)

-80 derin dondurucu (Wisd UniFreez U700, Kore )

+4 buzdolabi (Criyo UST 800, Cin)

Santrifiij Cihaz1 (Benchmark, MyFuge Mini, ABD)

PZR termal 1sitict (Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler, ABD)
Jel goriintiileme cihazi (Quantum Vilber Lourmat, Fransa)
Distile su cihazi (ELGA Purelab Option-Q, Almanya)
McFarland yogunluk 6lger (Biosan, Letonya)

Multiscan GO uDrop Plate (Thermo Scientific, Finlandiya)

3.6. Yontem
3.6.1. Bakteri izolatlar

Farkli gida kaynaklarindan (¢ig siit, tavuk eti ve peynir), su kaynaklarindan (sehir
atik suyu ve Asi irmagi suyu) ve insan klinik 6rneklerinden toplam 43 adet GSBL {ireten E.
coli bu galismaya dahil edilmistir. Orneklerin kaynaklarina gére dagilimi Cizelge 3.1°de
verilmisti. HMKU Hastanesinden ve Kayseri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinden saglanan klinik numunelerden soyutlanmis GSBL pozitif E. coli
izolatlarinin karakterizasyonlar1 HMKU, Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 08/08/2019 tarih ve 26 nolu karari ile yapilmstir.
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Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan GSBL iireten E. coli izolatlart

Cig Siit  Siirk Peyniri Tavuk Eti Su* Klinik# (n=10)
(n=9) (n=8) (n=8) (n=8) ]
ME-5 P-5 TE-5 H-2 MKU19/01
ME-13 P-14 TE-6 H-5 MKU19/02
ME-15 P-24 TE-15 H-19 MKU19/03
ME-20 P-33 TE-22 H-68 MKU19/04
ME-28 P-46 TE-37 H-85 MKU19/05
ME-40 P-81 TE-40 H-110 MKU19/06
ME-51 P-85 TE-52 H-139 MKU19/07
ME-53 P-86 TE-54 H-141 MKU19/08
ME-59 - - - MKU19/09

- - - - MKU19/10

"H-2, H-5, H-68 ve H-141 numarali izolatlar Asi Irmagi’ndan elde edilmistir. H-19, H-85, H-110 ve H-139
numarali izolatlar Hatay Sehir Aritma Merkezi’ne gelen atik sulardan elde edilmistir.

# MKU19/01-MKU19/05 numarali izolatlar Kayseri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanelerinden bu
calisma icin verilmistir. MKU19/06-MKU19/10 numaral izolatlar HMKU Hastanesinden bu ¢alisma igin
verilmigtir.

3.6.2. izolatlarin Hazirlanmasi

Gliserol igeren sivi ortaminda -80°C’de saklanan saf kiiltiirler kanli agara ekimleri

yapilmistir ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.1. E. coli’nin kanli agardaki goriintimii
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3.6.3. Bakteri izolatlarinin Total Genomik DNA’sin izolasyonu

Calismada kullanilan bakterilerin total genom DNA’s1 ticari DNA izolasyon Kiti
kullanilarak izole edilmistir. Izolasyonun ardindan orneklerin DNA konsantrasyonlar
spektrofotometrik yontemle Multiscan GO pDrop Plate cihazinda 260 ve 280
nanometredeki absorbanslart hesaplanarak Ol¢lilmistiir. A260/A280 oraninin 1,8-2.0
arasinda olan DNA’lar ideal saflikta kaliteli DNA olarak degerlendirilip polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) asamalarinda kullanilmustir.

3.6.4. PZR ile E. coli Teyidi

Calismada toplam on adet klinik kaynaklardan soyutlanan E. coli izolatindan elde
edilen DNA 6rnegi bu tiire 6zgii “universal stres protein (uspA)” geni varligi yoniinden
konvensiyonel PZR ile incelenmistir (Chen ve Griffiths 1998). Bunun igin uspA gen
bolgesine  spesifik  primerler (F-5° CCGATACGCTGCCAATCAGT ve R-5
ACGCAGACCGTAGGCCAGAT) kullanilmistir. PZR reaksiyonu igin hazirlanan karigim
ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de belirtilmistir. Buna ilaveten, amplifikasyon 1s1 dongiisii
bilgileri de Cizelge 3.3’te verilmistir. Calismaya negatif kontrol igin DNA ve riboniikleik
asit (RNA) icermeyen su dahil edilmistir. Pozitif DNA 6rnegi olarak E. coli ATCC 25922
susundan elde edilen DNA ¢alismaya dahil edilmistir.

Cizelge 3.2. uspA geni i¢in hazirlanan PZR karigim

PZR reaksiyon karisimi (Konsantrasyon) Hacim (ul)

Master Mix 12.5
Primer F (20 pikomol (pMol) 0,3
Primer R (20 pMol) 0,3
DNA 1
DNA/RNA igermeyen Su 10,9
Toplam Hacim 25
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Cizelge 3.3. UspA geni i¢in PZR 1s1l dongii kosullar1

Adim Sicaklik (°C)  Siire (dakika) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 5 1
Denatilirasyon 94 2

Baglanma 70 1 30
Uzama 72 1

Son Uzama 72 10 1

PZR iirtinleri %1.5’lik agaroz jelde elektroforez ile analiz edilmistir. Amplifikasyon
triinlerinin  jel tizerinde olusturduklart bantlarin  ultraviole (UV) 1s1k altinda
goriintiilenmesini saglamak i¢in agaroz jel igerisine redsafe soliisyonu %]1,5 oraninda
eklenmistir. Amplifikasyon biiyiikliiklerinin belirlenebilmesi i¢in, molekiiler DNA
belirtegleri (100 b¢ ve 1 kb) kullanilmistir. Amplifikasyon {irtinlerinin jel iizerinde
hareketleri yatay elektroforez cihazinda 40 dk siiresince 120 volt elektrik akimi
uygulanarak gergeklestirilmistir. Elektroforez siiresinin bitiminde DNA bantlarinin varlig:

UV 151k altinda jel goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir.

3.6.5. Fenotipik Testler ile GSBL Aktivasyonunun Saptanmasi

Klinik numunelerden soyutlanan E. coli izolatlarimin (n=10) GSBL aktivitesi
fenotipik testler (kombine disk ve gift disk sinerji) kullanilarak “Clinical Laboratory
Standards Institute” (CLSI 2015) kriterlerine gore belirlenmistir. Kanli agar tizerinde saf
kiiltiirleri hazirlanan bakterilerin slispansiyonlar1 McFarland 0,5 bulanikligina gore
ayarlanmigtir. Bakteri siispansiyonlar1 Mueller Hinton (MH) agar yiizeyine steril swap
yardim1 ile ekilmistir. Antibiyotik diskleri (sefotaksim, seftazidim, aztreonam,
amoksisilin/klavulanik asit, sefotaksim/klavulanik asit ve seftazidim/klavulanik asit) 2
santimetre araliklar ile agar {izerine yerlestirilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan
sonra, diskler etrafinda olusan zon ¢aplar1 bir cetvel yardim ile 6l¢iildii ve sonuglar CLSI
kriterlerine gore degerlendirildi. Kombine disk yontemine gore; seftazidim/klavulanik asit
ve sefotaksim/klavulanik asit disklerinin etraflarindaki zon, klavulanik asit igermeyenler ile
kiyaslandiginda 5 milimetreden biiyiikk ise GSBL aktivitesi bakimindan pozitif olarak

degerlendirilmistir. Cift disk sinerji yontemine gore; amoksisilin/klavulanik asit ile
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sefotaksim, seftazidim ve aztreonam diskleri etrafindaki zonlarda birbirlerine dogru
genisleme veya hilal seklinde bir inhibisyon alaninin olusmas1 GSBL aktivitesi bakimindan

pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.6.6. blacTx-m Gen Varhgmin PZR ile Belirlenmesi

GSBL pozitif olarak bulunan klinik E. coli izolatlarinda, blactx-m gen varliginmn
tespiti i¢cin PZR yontemi kullanilmistir. blactx-v gen bolgesine 6zgii primerler (F: 5°-
CCAGAATAAGGAATCCCATG-3* ve R: 5-GCCGTCTAAGGCGATAAAC-3’)
kullanilmigtir ve toplam reaksiyon soliisyonunun hacmi 50 mikrolitre (ul) olacak sekilde
hazirlanmistir. Karigiminin igerigi Cizelge 3.4’te bildirilmistir. Amplifikasyon islemi 1s1
dongili cihazinda onceki g¢aligmalarda bildirilen sicakliklarda yapilmistir ve dongiiler
Cizelge 3.5’te verilmistir (Ahmed ve ark. 2007). Calismaya negatif kontrol icin DNA ve
RNA igermeyen su dahil edilmistir. Pozitif DNA 6rnegi olarak daha onceki ¢alismada
izole edilen ve blactx-m varligi bilinen E. coli susundan elde edilen DNA c¢alismaya dahil
edilmistir. Amplifikasyon sonrasi elde edilen iirinlerin goriintiilenmesi 3.6.4.’te anlatildig

gibi yapilmustir.

PZR sonucunda 945 bg¢ boyutunda iiriin elde edilen 6rnekler CTX-M alt varyantini
belirlemek icin sanger sekanslama islemi yapilmistir. Sanger sekanslama icin gerekli
sekanslama ekipmanlart HMKU biinyesinde olmadigindan bu islem hizmet alim ydntemi
ile yapilmistir. DNA dizi sekanslamasi (¢ift yon) sonucunda elde edilen niikleotid dizileri
online BLAST programu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) kullanilarak

Gen bankasinda kayith dizilerle karsilastirilmistir.

Cizelge 3.4. blacrx-m geni i¢in hazirlanan PZR karigimi

PZR reaksiyon karisimi (Konsantrasyon) Hacim (ul)

Master Mix 25
Primer F (20 pMol) 0,6
Primer R (20 pMol) 0,6
DNA 1
DNA/RNA i¢ermeyen Su 22,8
Toplam Hacim 50
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Cizelge 3.5. blactx-m geni igin PZR 1s1l dongii kosullari

Adim Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 13 dk 1
Denatiirasyon 95 30 saniye (sn)

Baglanma 56 30 sn 35
Uzama 72 30 sn

Son Uzama 72 10 dk 1

3.6.7. Antibiyotik Direng Profilleri

CTX-M-15 enzim varyant1 yoniinden pozitif oldugu belirlenen E. coli izolatlarinin
(n=8) antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in VITEK 2 otomatize sistemi ve AST-
326 karti kullanilmigtir. AST-326 Kkartlar1 piperasilin/tazobaktam, seftazidim, sefepim,
aztreonam, amikasin, gentamisin, netilmisin, tobramisin, siprofloksasin, levofloksasin,
tigesiklin, meropenem, imipenem, kolistin ve trimetoprim/sulfametaksazol antibiyotiklerini
icermektedir. Sonuglar “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”
(EUCAST) standartlari temel alinarak degerlendirilmistir ve sistem tarafindan direng
profili “intermediate” olarak tanimlanan antibiyotiklerin aktivitesi bu ¢alisma i¢in duyarl

olarak kabul edilmistir.

Calismaya dahil edilen tiim CTX-M-15 pozitif E. coli izolatlarin (n=41) fosfomisin
antibiyotigine kars1 direng profilleri disk diflizyon metodu ile belirlenmistir. Calismada
kullanilan diskler 200 pg fosfomisin ve 50 pg glikoz-6-fosfat icermektedir. Deney 3.6.5°de
anlatildigr sekliyle yapilmistir ve diskler etrafindan olusan zonlarin caplart bir cetvel
yardimi ile Olgiilmiistiir. Elde edilen degerler CLSI (2018) kriterlerine gore

degerlendirilmistir.

3.6.8. PFGE

Klinik kaynaklardan soyutlanan ve CTX-M-15 varyant1 yoniinden pozitif bulunan 8
adet E. coli susunun klonal yakinliklart PFGE yéntemi kullanilarak belirlenmistir. HMKU
blinyesinde PFGE i¢in gerekli ekipman olmadigindan islem Tirkiye Halk Sagligi
Kurumu’ndan hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. Analiz i¢cin Durmaz ve ark. (2009)

tarafindan belirtilen yontemin kullanildig: bildirilmistir.
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3.6.9. Filogenetik Alt Tiplerin PZR ile Belirlenmesi

GSBL iireten ve blactx-m-15 genini barindiran E. coli izolatlarinin (n=8) filogenetik
tipleri (A, B1, B2 ve D) Clermont ve ark. (2000) tarafindan bildirilen protokol kullanilarak
multipleks PZR ile belirlenmistir. Calismada Clermont ve ark. (2000) tarafindan bildirilen
primerler (chuA, yjaA ve TspEC4) kullanilmis ve amplifikasyon kosullar1 ile birlikte
Cizelge 3.6, 3.7, 3.8’de belirtilmistir. Sonuglar Clermont ve ark. (2000) tarafindan

belirtildigi gibi analiz edilmis ve degerlendirilmistir.

Cizelge 3.6. Filogenetik alt tipleri i¢in kullanilan primer sekanslari

P{;rr?li)rln Primer Sekansi (5°-3”) g(r)r;flltlllfczg?)
chuA- F GACGAACCAACGGTCAGGAT 279
chuA-R TGCCGCCAGTACCAAAGACA

yj:aA- F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211
yjaA- R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

TSpE4C-F GAGTAATGTCGGGGCATTCA 159
TSpE4C- R CGCGCCAACAAAGTATTACG

Cizelge 3.7. Filogenetik analiz i¢in hazirlanan multipleks PZR karigimi

PZR reaksiyon karisimi (Konsantrasyon) Hacim (ul)
Master Mix 12.5

Primer chuA-F (20 pMol) 0,3

Primer chuA R (20 pMol) 0,3

Primer yjaA-F (20 pMol) 0,3

Primer yjaA-R (20 pMol) 0,3

Primer TspE4C-F (20 pMol) 0,3

Primer TspE4C-R (20 pMol) 0,3

DNA 1
DNA/RNA igermeyen Su 9,7

Toplam Hacim 25

Cizelge 3.8. Filogenetik analiz i¢in PZR 1s11 dongii kosullari

Adim Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 4 dk 1
Denatiirasyon 94 5sn

Baglanma 57 20 sn 30
Son Uzama 72 5 dk 1
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3.6.10. fosA3 Geninin Varhgimin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen tiim izolatlarda (n=41) fosA3 geninin varligi PZR ile

arastirtlmistir. PZR ¢alismasi i¢in Hou ve ark. (2012) tarafindan bildirilen primerler (F-5’
GCGTCAAGCCTGGCATTT ve R-5’RGCCGTCAGGGTCGAGAAA) kullanilmistir.
PZR karisimlar1 ve amplifikasyon 1sil dongiileri sirasiyla Cizelge 3.9 ve 3.10°da

verilmisgtir.

Cizelge 3.9. fosA3 geni i¢in hazirlanan PZR karigimi

PZR reaksiyon karisimi (Konsantrasyon) Hacim (ul)
Master Mix 12.5

Primer F (20 pMol) 0,25

Primer R (20 pMol) 0,25

DNA 1

DNA/RNA i¢ermeyen Su 11

Toplam Hacim 25

Cizelge 3.10. fosA3 geni icin PZR 1s1l déngii kosullari

Adim Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatiirasyon 95 30sn

Baglanma 57,5 30 sn 35
Uzama 72 30 sn

Son Uzama 72 10 1

3.6.11. PZR Tabanh Replikon Tiplemesi

Plazmid replikon tiplerinin belirlenmesi daha onceki c¢aligmalarda bildirilen

multipleks PZR yontemi kullanilarak arastirilmistir (Carattoli ve ark. 2005, Carattoli 2009,

Couturier ve ark. 1988, Garcia-Fernandez

ve ark. 2008, Garcia-Fernandez ve ark. 2012,

Villa ve ark. 2010, Villa ve ark. 2012). Bu ¢alisma igin ticari olarak hazir PBRT 2.0 kit

kullanilmistir. Kit igerisinde 8 ayri multipleks PZR karisimi (M1-MS8) bulunmaktadir, bu
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multipleks PZR karisimlan igerdikleri replikon tipleri ve amplifikasyon parametreleri

sirastyla Cizelge 3.11 ve 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.11. PBRT Kkiti kullanilarak belirlenebilen replikon tipleri, amplikon boyutlar1 ve Inc grup

dagilimlari

Replikon Tipi Amplikon Inc Grup
boyutu (bg)

HI1 534 IncHI1

HI2 298-308 IncHI2

HIB-M 570 Not assigned

FIB-M 440 Not assigned

I1la 159 Inclla

11y 161 Inclly

12 316 Incl2

M 741 IncM

L 854 IncL

K 190 IncK

B/O 159 IncB/O

A/C 418 IncA/C

N 514 IncN

N2 177 IncN2

w 242 IncW

P1 345 IncP1-alpha

T 750 IncT

u 843 IncU

R 248 Not assigned

X1 370 IncX1

X2 376 IncX2

X3 284 IncX3

X4 172 IncX4

FIA 462 IncF

FIB 683 IncF

Fll 288-292 IncFll

FIIS 259-260 IncFIIS

Flik 142-148 IncFllk

FIB KN 631 IncFIIK

FIB KQ 258 IncFIIK

Cizelge 3.12. PZR 1s1 dongiisii replikon tiplemesi amplifikasyon parametreleri

Adim Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 10 1
Denatiirasyon 95 1dk

Baglanma 60 30 sn 30
Uzama 72 1dk

Son Uzama 72 5dk 1
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3.6.12. istatistik

Calisma sonucunda elde edilen degerler % olarak verilmistir. Calismada gruplar
arasindaki veri farkliliklar1 ki-kare testi ile degerlendirilmistir. Verilerin istatistiksel analizi
SPSS 18.0 paket programi (PASW Inc., Chicago. IL. USA) kullanilarak yapilmis ve
p<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. uspA Geni ile E. coli Tiir Diizeyinde Dogrulamasi

Klinik 6rneklerden soyutlanan E. coli’lerin tiir spesifik uspA gen profileri PZR
yontemi ile ¢alisilmistir. PZR sonuglari incelendiginde tiim izolatlarda beklenen boyutta
(884 bg) bir amplikon elde edilmistir (Sekil 4.1).

1000 be

884 be

Sekil 4.1. UspA genin PZR jel elektroforez goriintiisii (M: 100 bg¢’lik marker, 1-10 pozitif
ornekler, 11: pozitif kontrol, 12: negatif kontrol)

4.2. Fenotipik GSBL Aktivitesi

Klinik E. coli izolatinin (n=10) adet GSBL aktivitesi hastanelerde Vitek2 otomatize
bakteri tanimlama sistemi ile belirlenmistir. Ancak, bu izolatlarin ¢alismaya dahil
edilebilmesi i¢cin GSBL aktiviteleri uluslararas: standartlar tarafindan onerildigi sekilde
tekrardan belirlenmistir. Fenotipik testlerin (¢ift disk sinerji ve disk kombinasyon)

sonucuna gore tiim izolatlarin GSBL pozitif oldugu dogrulanmustir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Antibiyotik diskleri etrafinda olusmus zon ¢aplarinin MH besiyerinde gériinimii

4.3. blactx-m Geninin PZR Metodu ile Belirlenmesi

Fenotipik analiz sonuglarina gére GSBL pozitif bulunan klinik izolatlarin tiimiinde,
PZR c¢alismasinda blactx-m geni ile uyumlu 945 be biiyiikliigiinde bant belirlenmistir. DNA
sekans analizi sonucunda; 10 adet izolattan 8 tanesinin CTX-M-15 varyantini tagidigi, buna
ilaveten 2 tanesinin CTX-M-3 varyantini tasidigi bulunmustur. blactx-m-15 geni tagiyan

izolatlar ¢alismanin devaminda kullanilmistir.

o8 108 11810

Sekil 4.3. blacTx-m geninin PZR jel elektroforez goriintiisii (M: Marker, 1-10: Ornekler, 11: Pozitif Kontrol,
12: Negatif Kontrol)
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4.4. Clermont PZR Alt Tip Belirleme Sonuglari

Klinik o6rneklerden soyutlanan izolatlarin 6 tanesi filogenetik grup Bl olarak

belirlenirken, iki tanesinin D grubunda oldugu bulunmustur (Sekil 4.4).

1000 bg ==

500 bg ——s

Sekil 4.4. Clermont PZR jel elektroforez goriintiisii (M: Marker, 1-8: 6rnekler, 9: Negatif Kontrol)

4.5. Antibiyotik Duyarhhk Sonuclar:

Klinik orneklerden soyutlanan ve sekans analizi sonucunda blactx-m-15 genini
tasidigni  belirlenen  izolatlarin  (n=8)  antibiyotik  duyarlilk test sonuglar
degerlendirildiginde; izolatlarin tiimiiniin beklenildigi {izere piperasilin, seftazidim,
sefepim ve aztreonam antibiyotiklerine karsi direngli olduklar1 saptanmistir (Sekil 4.5).
Buna ilaveten, piperasilin/tazobaktam’a karsi bes adet izolatta direng tespit edilmistir.
Aminoglikozid grubu antibiyotiklerden netilmisine, tobramisine gentamisine ve amikasine
kars1 sirasiyla alt1 (%75), alti (%75), bes (%62,5) ve bir izolatta (%12,5) direng tespit
edilmistir. Kinolon grubu antibiyotiklerden siprofloksasine %75 ve levofloksasine %37,5
oranlarinda  direngli  oldugu  goriilmiistiir.  Incelenen  izolatlarn  %37,5’i
trimetoprim/siilfametaksazol’e kars1 direngli bulunurken tigesikline kars1 yalnizca bir adet
izolatta direng tespit edilmistir. Ancak hicbir izolatta imipenem, meropenem ve Kolistin

direnci saptanmamaistir.

CTX-M-15 pozitif izolatlarin %75’inde ¢ogul antibiyotik direnci (ii¢ veya daha
fazla farkli siniftan antibiyotige karsi direng) saptanmistir. Ayrica ¢alismaya dahil edilen
(n=41) higbir izolatta disk diflizyon testi sonucuna gore; fosfomisine karsi direng tespit

edilmemistir.
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4.6. PFGE Analiz Sonucu

Klinik &rneklerden soyutlanan 8 adet blacTx-m-15 pozitif E. coli’nin xbal enzimi
kullanilarak PFGE yontemi ile klonal yakinliklari incelenmistir. %80 benzerlik oranina
gore tiim izolatlar birbiri ile klonal olarak iliskisiz (tekli tip) oldugu bulunmustur (Sekil
4.5).
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2 2 g lzolat ID  Hastane/Sehi

Fenotipik Direng

B0 B 0 L B2 Wr 0 MKU29/03 MKU/Hatay

11 1B 11D MKU19/05 Erciyes/Kayseri
(1] B0 B ) e VIKU19/10  Erciyes/Kayseri
LN R N o8 B MKU19/08 Erciyes/Kayseri
e ol Y 1m e MKU19/09 Erciyes/Kayseri

] MKU19/02 MKU/Hatay
~ LB LUl B e MVKU19/01 MKU/Hatay
R BRI I 5 MKU19/04 Erciyes/Kayseri

PRL, TPZ, CAZ, FEP, ATM, AK, CN, NET, TOB, CIP
PRL, CAZ, FEP, ATM

PRL, CAZ, FEP, ATM, CN, NET, TOB

PRL, TPZ, CAZ, FEP, ATM, CN, NET TOB, CIP, LEV, SXT
PRL, TPZ, CAZ, FEP, ATM, CN, NET, TOB, CIP, SXT
PRL, TPZ, CAZ, FEP, ATM, NET, TOB, CIP, LEV, TGC
PRL, CAZ, FEP, ATM, CIP, LEV

PRL, TPZ, CAZ, FEP, ATM, CN, NET, TOB, CIP, SXT

Sekil 4.5. Klinik 6rneklerden soyutlanan blactx-m-15 pozitif E. coli izolatlarinin antimikrobiyal direng profilleri, PFGE bant profilleri ve filogenetik agagta gosterimi.

9¢

Antibiyotiklerin kisaltmasi; PRL: Piperasilin; TPZ: Piperasilin/Tazobaktam; CAZ: Seftazidim; FEP: Sefepim; ATM: Aztreonam; AK: Amikasin; CN: Gentamisin;

NET: Netilmisin; TOB: Tobramisin; CIP: Siprofloksasin; LEV: Levofloksasin; TGC: Tigesiklin; SXT: Trimetoprim/Siilfametaksazol.



4.7. Fosfomisin Varhgimmin Arastirilmasi

PZR deneyinde pozitif kontrol 6rneginde beklenilen boyutta (282 bg) fosA3 genine
ait bant elde edilmistir, fakat blactx-m-15 pozitif E. coli izolatlarinin hicbirinde (n=41)

fosA3 genine rastlanilmamustir (Sekil 4.6).

500 bg —=

Sekil 4.6. fosA3 geninin PZR jel elektroforez goriintiisii (M: 100 b¢’lik marker, 1: negatif kontrol, 2: pozitif
kontrol, 3-10 klinik 6rnekler)

4.8. Plazmid Replikon Tipleri Sonuclari

Aragtirma kapsamina dahil edilen 41 adet CTX-M-15 pozitif E. coli izolatinin PZR
sonucunda 36 adet izolat incelenen replikon tiplerinin bazilar1 yoniinden pozitif bulundu.
Bes adet izolatta (gig siit; n=2, siirk peyniri; n=2 ve tavuk eti; n=1) herhangi bir PZR
bantina rastlanilmadi. Izolatlarin barindirdiklari replikon tipleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
PZR metodunda pozitif kontrolden elde edilmis bant profilleri ve bir drnekten elde edilmis
bantlar Sekil 4.7’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. GSBL iireten E. coli izolatlarinin plazmid replikon tip profilleri

Kaynak 1zolat ID Replikon Tipi
ME-5 nd”
ME-13 FIB KN
ME-15 nd”

> ME-20 o

g ME-28 FIB KN, U

o ME-40 FIB KN

< ME-51 FIB KN, HI2, I2, U
ME-53 FIB KN, FIB, FlI
ME-59 FIB KN
P-5 FIB KN
P-14 FIB KN, FII

% P-24 nd*

£

= P-33 Ila, U

E; P-46 FIB KN

= P-81 nd”

” P-85 FIL, Ilo, HI2, 12, U
P-86 11 o, FIB KN
TE-5 Fil
TE-6 Fll

& TE-15 FII, A/C, 1l

< TE-22 Fll

E TE-37 FIL, Ilg, 12, U

é TE-40 FIl, FIB, N
TE-52 nd”
TE-54 FIL, Ila
H-2 FIL, FIA, FIB, Iy
H-5 FIl, FIA, FIB, Ily
H-19 FIA, FIB, X1

@ H-68 FIl, FIA, FIB

= H-85 FIL FIA, FIB, [l

? H-110 FIl, FIA, FIB
H-139 FIl, FIA, FIB
H-141 FIl, FIA, FIB
MKU19/01 FIA, FIB
MKU19/02 Iy

. MKU19/03 Fll, FIB

E/ MKU19/04 FII, FIA, X1

= MKU19/05 Fll, FIB

< MKU19/08 FIA, FIB, Ila
MKU19/10 FIl, FIB
MKU19/09 FIl, FIA, FIB

* Tanimlanmus replikon tipi bulunamamgtir.
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PZR sonucuna gore; toplamda 12 farkli plazmit replikon tipi (FIA, FIB, FIB KN,
Fll, X1, A/C, U, N, HI2, 12, I1a ve Il1y) bulunmustur (Cizelge 4.1). Plazmit replikon
tiplerinin dagilimu sirasiyla; FII 22 (%53,6), FIB 15 (%36,6), FIA 12 (%29,2), FIB KN 10
(%24,4), 11 9 (%21,9), U 5 (%12,2), 12 3 (%7,3), 11y 3 (%7,3) , X1 2 (%4,9), HI2 2
(%4,9), N bir (%2,4), ve A/C bir (%2,4) oldugu goriilmiistiir. Tespit edilen plazmit
replikon tiplerinin izolatlarin elde edildigi kaynaklara gore dagilimi Cizelge 4.2°de

Ozetlenmistir.

Plazmid replikon tiplerinin dagilimini igeren Cizelge 4.2 incelendiginde FIA, FIB,
FIB KN ve FII bulundurma bakimindan kaynaklar arasinda istatistiksel a¢idan 6nemli
farkliliklarin ortaya ¢iktigini (P<0,05), ancak X1, A/C, U, N, HI2, 12, I1a ve I1y replikon
tipleri arasinda herhangi bir istatistiki farkin gdzlenmedigi goriilmektedir. FII replikon tipi
tim kaynaklardan elde edilen toplam 22 izolatta tespit edilmistir. En fazla tavuk eti (7/8)
ve su (7/8) drneklerinde bulunurken, en az ¢ig siit (1/9) ve siirk peyniri (2/8) drneklerinde
rastlanilmistir  (P=0,001). Klinik izolatlarin ise %62,5’inde bu replikon tipine

rastlanilmistir ve bu deger diger kaynaklardan istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir.

Calismada izolatlarin %36,6 ve %29,2°sinin sirasiyle FIB ve FIA’ya ait bant
olusturduklart bulunmustur. FIB replikon tipi su (n=8), klinik (n=6) ve tavuk eti (n=1)
izolatlarinda rastlanirken, ¢ig siit ve siirk peyniri izolatlarinda rastlanilmamistir (P<0.001).
FIA replikon tipine ise su izolatlarinin tiimiinde rastlanirken, klinik izolatlarin sadece dort

tanesinde rastlanilmistir (P<0.001). Diger izolatlarda FIA replikon tipi bulunmamustir.

FIB KN replikon tipine sadece ¢ig siit (n=6) ve siitk peyniri (n=4) izolatlarinda
rastlanmilmis olup, diger kaynaklardan elde edilen izolatlarda bu replikon tipine

rastlanilmamistir (P=0,001).

I1a replikon tipi tiim kaynaklardaki toplamda 9 adet izolatta bulunmustur. En fazla
tavuk eti (n=3) ve siirk peyniri (n=3) Orneklerinde bulunurken, ¢ig siit, su ve klinik

orneklerde birer adet izolatta mevcut oldugu gézlenmistir (P>0,5).

Diger replikon tipleri ¢ok az sayida izolatta var olduklar1 bulunmustur. Bunlardan U
ve 12 replikon tiplerine ¢ig siit, slirk peyniri ve tavuk eti izolatlarinda rastlanirken, su ve

klinik izolatlarda rastlanilmamistir (P>0,5).
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Incelenen izolatlar arasinda I1y (n=3) ve X1 (n=2) yalnizca su ve klinik izolatlarda

bulunmustur, diger kaynaklardaki izolatlarda bu replikon tiplerine rastlanilmamistir
(P>0,5).

HI2 replikon tipine (n=2) sadece ¢ig siit ve siirk peynirinden elde edilen birer adet
izolatta rastlanilmis olup, diger kaynaklardan elde edilen izolatlarda rastlanilmamistir
(P>0,5). Son olarak, N ve A/C replikon tipleri sadece tavuk etinden elde edilen bir adet

izolatta bulunmustur.
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Sekil 4.7. Plazmid replikon tipleri PZR jel elektroforez goriintiisii (L:Marker; M1-M8 pozitif kontrol ve
bantlarin karsiligi genler sekilde belirtilmistir; 1-8: M-1 izolatina ait PZR amplikon sonuglari, pozitif bulunan
bantlar belirtilmistir.)
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Cizelge 4.2. Caligmada PZR ile saptanan plazmid replikon tiplerinin dagilimi

Plazmid Replikon Tipleri n (%)

Kaynak
Ila HI2 12 N FIA FIB I1y AlC U X1 FIB KN Fll

Cig Siit (n=9) 1 (%11,1) 1 (%11,1) 1 (%11,1) . a B B B 2 (%22,2) . 6 (%66,6) 1 (%11,1)?
Siirk Peyniri (n=8) 3 (%37,5) 1 (%12,5) 1 (%12,5) 3 _a a B B 2 (%25) . 4 (%50) 2 (%25)
Tavuk Eti (n=8) 3 (%37,5) - 1(%125)  1(%12,5) -2 1 (%12,5) - 1(%125) 1 (%12)5) - b 7 (%87,5)°
Su (n=8) 1 (%12,5) - _ i 8 (%100)° 8 (%100)° 2 (%25) - _ 1 (%12,5) b 7 (%87,5)°
Klinik (n=8) 1 (%12,5) - . . 4 (%50)° 6 (%75)° 1 (%12,5) B B 1 (%12,5) b 5 (%62,5)®
Toplam (n=41) 9 (%21,9) 2 (%4,9) 3(%7,3) 1(%2,4) 12 (%29,2) 15 (%36,6) 3(%7,3) 1 (%2,4) 5(%12,2) 2 (%4,9) 10 (%24,4) 22 (%53,6)

ab.¢ Ay siitunda bulunan veriler i¢in farkli harfler istatistiksel olarak farkin oldugunu gostermektedir .



5. TARTISMA

Calismaya 8 adet tavuk eti, 9 adet ¢ig siit, 8 adet siirk peyniri, 8 adet su (aritma ve
Asi Irmagi) ve 8 adet insan klinik izolat1 olmak itizere toplamda 41 GSBL pozitif CTX-M-
15 direten E. coli izolat1 dahil edilmis ve izolatlarinin barindirdiklar1 plazmid replikon
tiplerinin varlhigr aragtirllmistir. Calismada klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarindan alinan

ve CTX-M-3 pozitif bulunan iki adet izolat ¢alisma dis1 birakilmustir.

Plazmid replikon tiplerinin belirlenmesinden 6nce, klinik 6rneklerden soyutlanan
GSBL pozitif ve E. coli olarak tanimlanan izolatlarin karakterizasyonlar1 yapilmistir.
Otomatize sistemlerin (6rnegin; VITEK ve Phoenix) bakterileri tiir diizeyinde
tanimlamalarindaki basarilari klinik mikrobiyologlar tarafindan sorgulanmis ve bazen
“false” identifikasyona neden olduklari rapor edilmistir (Bahge ve ark. 2019, Gupta ve ark.
2019). Bu nedenle E. coli’yi tir diizeyinde tanmimlamadaki spesifitesi daha Onceki
calismalarda ispat edilmis “umiversal stress proteini” kodlayan gen bdlgesine 0zgii
primerler (uspA) kullanilarak PZR metodu ile dogrulama yapilmistir (Chen ve Griffiths
1999).

Her ne kadar otomatize sistemler klinik izolatlarda GSBL’nin varligin1 tanimlamak
i¢in siklikla kullaniliyor olsalarda, bu sistemlerin dogrulugu sorgulanmaktadir. Ornegin;
Leverstein-van Hall ve ark. (2002) yaptiklar1 bir ¢alismada ¢ogul ilag direncine sahip 74
adet E. coli ve Klebsiella spp. suslarinda E-test, VITEK2 ve Phoenix otomatize
sistemlerinin GSBL’y1 tanimlamadaki dogrulugunu incelemislerdir. Yapilan ¢alismada, E-
testin dogrulugu %94 oraninda bulunurken, VITEK2’nin dogrulugu %78, ve phoenix %89
olarak belirlenmigtir (Leverstein-van Hall ve ark. 2002). Bu nedenle galismaya dahil
edecegimiz klinik izolatlarin GSBL olduklarindan kesin emin olmak i¢in uluslararasi kabul
gormiis fenotipik testler (double disk ve disk sinerji) kullanilmistir ve tiim E. coli izolatlari

bu test sonuglarina gére GSBL pozitif olduklar1 belirlenmistir (CLSI 2018).

PZR sonrasi sekanslama sonuglarina gore 10 adet izolattan 8 (%80) tanesinin CTX-
M-15 tasidigi, buna ilaveten 2 tanesinin (MKU suslar1) CTX-M-3 (%20) tasidig
bulunmustur. Her ne kadar bu ¢alismaya dahil edilen sus sayis1 sinirli olsa da, daha 6nceki

yillarda yapilan ¢aligmalarin sonuglari ile uyumlu bulunmustur. Ornegin; 130 adet dublike
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olmayan {igiincii nesil sefalosporinlere direngli E. coli ve K. pneumonia susunun 115
tanesinin GSBL oldugu disk kombinasyon metodu ile konfirme edilmis, ve E. coli’lerin
%73 niin blacTx-m tasidigi PZR ile saptanmustir, sonraki detayli incelemelerde PZR pozitif
bulunan tiplerinin CTX-M-15 oldugu bulunmustur (Ensor ve ark. 2006). Bundan sonraki
yillarda yapilan ¢alismalarda da buna benzer sonuglar rapor edilmistir. Giir ve ark. (2008)
yaptiklar1 ¢aligmada iiriner sistemden izole edilen GSBL pozitif E. coli suslarmin genetik
mekanizmalarini incelemislerdir. Bu suslarin %80.8’inin CTX-M-15 iirettigi, %15.4’tinlin
CTX-M-3 iirettigi ve bir adet izolatinda CTX-M-1 yoniinden pozitif oldugu belirlenmistir.
Buna ilaveten, son yillarda yapilan bir ¢alismada 120 adet klinik 6rneklerden soyutlanmig
E. coli izolatinin 108 tanesinde blactx-m geninin varligina rastlanmis ve bu pozitif bulunan
orneklerin 90 tanesinde CTX-M-15 bulunmus oldugu 6 tanesinde CTX-M-16, 6 tanesinde
CTX-M-9, ve 6 tanesinde CTX-M-1 bulundugu bildirilmistir (Tutun ve ark. 2019). Klinik
orneklerde oldugu kadar, hayvansal orneklerde de CTX-M-15 pozitif E. coli’lerin
izolasyonu siklikla bildirilmeye baglanmistir. Son yillarda yapilan bir ¢alismada; hayvansal
orneklerden (tavuk eti ve ¢ig inek siitii) izole edilen 66 adet GSBL iireten E. coli izolatinin
%62.3"liniin blactx-m genini tasidigi gosterilmistir. Bunlar arasinda CTX-M-1'in tavuk
etinden soyutlanan izolatlarda %28.3 (n=15) baskin GSBL varyanti oldugu bulunurken,
CTX-M-15’in ise tank siitli 0rnekleri arasinda en yaygin varyant oldugunu saptanmigtir

(Kiirekci ve ark. 2019).

PFGE; bakterilerin tiir i¢inde klonal yakinliklarini belirlemede altin standart olarak
kabul edilen bir metottur (Durmaz ve ark. 2007, WHO 2005, Tiire ve Altinok 2013). CTX-
M-15 pozitif bulunan E. coli izolatlarinin klonal yakimliginin belirlenmesi i¢in PFGE
yapilmistir. PFGE sonuglarimiz incelenen 8 adet E. coli izolatinin %80 benzerlik oranina
gore birbiri ile klonal olarak iliskisiz oldugunu gostermistir. Reuland ve ark. (2013)
yaptiklar1 bir ¢alismada CTX-M-15-iireten E. coli'lerin farkli klonal komplekslere ait
oldugunu ortaya koymustur.

Calismada incelenen 8 adet GSBL {ireten E. coli izolatinin ¢ogul direncgli oldugu
belirlendi. Calismamizda incelenen suslarin aminoglikozid grubu antibiyotiklere ve
kinolon grubu antibiyotiklere yiliksek oranda direngli olduklar1 bulunmustur. Calisilan
izolatlarin hepsinin CTX-M-15 pozitif olmasi ve sayisinin az olmasi yapilan diger

calismalarin sonuglar ile birebir kiyaslama olanagina imkan vermemektedir. Fakat, elde
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edilen sonuglar iilkemizde klinik 6rneklerden soyutlanan GSBL pozitif E. coli’ler iizerinde
yapilan diger ¢alismalar ile kiyaslandiginda uyumlu oldugu bulunmustur. Ornegin; Giir ve
ark. (2008) klinik 6rneklerden soyutlanan 457 adet E. coli’nin %26’sinin GSBL iirettigini
ve kan izolatlarinda CTX-M-15 enzimlerinin varligint %69.4 oraninda bulmuslardir. Bu
izolatlar arasinda imipenem direnci saptamamiglardir. Ancak, Hazirolan ve ark. (2018)
insan fekal 6rneklerinden soyutladiklar1 461 adet GSBL iireten E. coli izolatinda amikasin
ve gentamisine kars1 direng saptamazken, izolatlarin siprofloksasin direnci %31,2 ve
trimetoprim/siilfametaksazol direncide %33,3 olarak rapor etmislerdir. Calismamizda
trimetoprim/siilfametaksazole GSBL iireten E. coli suslarinda %37,5 oraninda direng
saptanirken; tigesikline karsi sadece bir adet izolatin direncli oldugu gozlenmistir. Bu
sonuclar lilkemizde son yillarda yapilan c¢alismalarin sonuglar1 ile benzerlik
gostermektedir. Ornegin; Mengeloglu ve ark. (2013) gesitli klinik 6rneklerden soyutlanan
100 adet GSBL iireten E. coli’ler iizerinde yaptiklari ¢alismada, izolatlarin tigesikline
duyarlilik oran1 %97 olarak bulunmustur. Calismada higbir izolatta imipenem, meropenem
ve kolistin direnci bulunmamistir. Ulkemizde yapilan diger calismalarda da karbapenem
antibiyotiklerine karsi klinik 6rneklerden soyutlanmig GSBL ireten E. coli izolatlarinda

direng tespit edilmemistir (Hazirolan ve ark. 2018, Giir ve ark. 2008).

Bizim g¢alismamizda disk difiizyon test sonucuna gore higbir izolat fosfomisine
kars1 direngli bulunmamustir. Buna ilaveten, tiim izolatlarda PZR metodu ile fosA3 geninin
varhig@i arastirilmisg fakat bu gene higbir izolatta rastlanilmamistir. Bu tez calismasinda
tilkemizde farkli kaynaklardan izole edilmis CTX-M-15 pozitif E. coli izolatlarinda fosA3
geninin varhigmin arastirildigr ilk ¢alisma olma ozelligini barindirmaktadir. Daha 6nceki
yillarda yapilan ¢aligmalarda; blacTx-m-15 genini tagiyan E. coli izolatlarinin fosA3 genini de
tasidiklari bulunmustur. Ornegin; Xie ve ark. (2016) Cin’de satilan et drneklerinden izole
edilen ve sefotaksime kars1 direngli 55 adet E. coli izolatinin 12 tanesinde fosA3 geninin
pozitif oldugunu rapor etmislerdir. Son yillarda yapilan bir diger ¢aligma ise; insan idrar
orneklerinden izole edilen 465 adet GSBL pozitif E. coli izolatinin %87,7 sinin fosfomisin
antibiyotigine karsi duyarli bulmuglardir (Cao ve ark. 2017). Aym ¢alismada, fosfomisine
kars1 direngli bulunan 57 adet izolatin %8&9,5’inde fosA3 geninin varlig1 saptanirken, 55
izolatin da blacTtx-m pozitif (blactx-m-15; =26, blactx-m-14; N=22, blactx-m-3; N=4 ve 3’iinde

blactx-m-123) oldugu saptanmistir. Yapilan konjugasyon deneyleri sonucunda blactx-m ve

34



fosA3 genlerinin birlikte tasindigi rapor edilmistir ve sonu¢ olarak bu genlerin ayni

konjugatif plazmitler tizerinde tasindigi sonucuna ulasilmigtir (Cao ve ark. 2017).

Literatiirde farkli kaynaklardan (gida, hayvansal, klinik ve su) elde edilen GSBL
pozitif E. coli izolatlariin plazmit replikon tiplerini ve bu genlerin mobilizasyonlarina
iliskin pek ¢ok calisma olmasina ragmen, iilkemizde bu yonde yapilmis c¢alismalar ¢ok
sinirlidir. Bu baglamda, farkli kaynaklardan elde edilen blactx-m-15 genine sahip E. coli
izolatlarinin replikon tipleri iilkemizde ilk defa ¢alisilmigtir. Calismamizda inceledigimiz
suslarda Inc plazmid replikon grubuna ait 12 replikon tiirii (FIA, FIB, FIBKN, FII, X1,
A/C, U, N, HI2, I2, I1a ve I1y) bulunmustur. Calismada bes adet izolatin ise hig¢bir plazmid
replikon tipini icermedigi gorlilmiistiir. Tez calismasindaki sonuglara benzer olarak, Lyimo
ve ark. (2016) yaptiklari ¢alismada da su kaynaklarindan izole edilen 31 adet E. coli
izolatlarmda bulunan Inc plazmid replikon grubuna ait N, HI2, FIB ve FIA replikon
tiplerinin blactx-m-15 genleri ile baglantili oldugunu belirtmislerdir. Yapilan ¢alismalarda
blactx-m-15 geninin genel olarak konjugative plazmitler araciligi ile tasindigi ortaya konmus
olsa da, az oranda bu genin kromozomal oldugu rapor edilmistir (Goniillii ve ark. 2008,
Carattoli 2009, Carattoli 2011, Zhao ve Hu 2013). Dolayisi ile bu plazmid rastlanmayan
izolatlarda da dirence aracilik eden genin kromozomal olmasi ihtimali bulunmaktadir. Bu
calismada maddi imkanlar dahilinde plazmit replikon tipleri sadece PZR ile
belirlenebilmis, fakat blactx-m-15 geninin konjugasyon yolu ile aktarilip aktarilamadigi ve
aktariliyor ise bunda rol oynayan plazmitlerin genetik yapilarmin aydnlatiimasi
yapilamamigtir. Ancak elde edilen PZR sonuglarinin detayli incelemesinde suslarin elde
edildigi kaynaga bagli olarak replikon tiplerinin varlig1 agisindan bazi anlamli farkliliklarin

oldugu bulunmustur.

Yurtdisinda yapilan ¢aligmalarda GSBL genlerinin tasinmasinda 50 kb ve 200 kb
araligindaki biiyiikliikte pek ¢ok plazmitin sorumlu oldugu bildirilmistir. Bunlar arasinda
IncF, N, N2, 11, HI2, L/M, A/C, K, X4 ve U bulunmaktadir (Carattoli 2013, Carattoli
2011). GSBL tiiriine gore degismekle birlikte Enterobactericealar igerisinde en fazla IncF
plazmidlerinin varlig1 rapor edilmistir. Ornegin; Coque ve ark. (2008) ve Partridge ve ark.
(2011) yaptiklart ¢aligmalarda CTX-M-15’in yayiliminda IncFII plazmidinin biiyiik rol
oynadigimi rapor etmislerdir. Baraniak ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada CTX-M-3’iin
Polonya ve Dogu Avrupa iilkelerinde daha ¢ok IncN plazmidleri tarafindan yayildigini
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gostermiglerdir. CTX-M-65"in Cin’de yayiliminda ise F33:a-:b- tip plazmidin rol oynadigi
rapor edilmistir (Deng ve ark. 2011). Ispanya ve Ingiltere’de yapilan ¢alismalarda CTX-M-
14’1in yayiliminda ise IncK plazmidinin rol oynadigi bulunmustur (Valverde ve ark. 2009,
Cottell ve ark. 2011, Dhanji ve ark. 2012, Stokes ve ark. 2012). Agyekum ve ark. (2016)
klinik 6rneklerden izole ettikleri GSBL iireten E. coli izolatlarinda blactx-m-15 geninin
cogunlukla (n=18) IncFII/FIA/FIB ¢oklu replikon plazmidi {izerinde, iki adet izolatta
FIA/FIB plazmidi tizerinde ve bir adet izolatta da FIA plazmidi lizerinde lokalize oldugunu
bulmuslardir. Bu ¢alismada FII/FIA/FIB replikon tipleri su ve Klinikten soyutlanan
izolatlarda diger Orneklere oranla daha fazla bulunmustur. FII replikon tipine tiim
kaynaklardaki izolatlarda rastlanilmasina ragmen ¢ig siit ve slirk peyniri 6rneklerinde
istatistiksel olarak daha az gézlenmistir. Zurfluh ve ark. (2015) yaptiklari bir ¢alismada; bir
go6lden toplanan ve blactx-m-15 genini barindiran 81 E. coli izolatinin 32 tanesinin bu geni
konjugasyon yoluyla transfer edilebildigini rapor etmislerdir. Ayni caligmada; genin
transferinde rol oynayan plazmidler arasinda en sik rastlanan replikon tiplerinin IncF tipi
plazmitler oldugu (n=12), bunu I1 (n=8), K (n=3) ve R (n=1) plazmitlerinin takip ettigini
bildirmislerdir. Lyimo ve ark. (2016) yaptiklar1 calismada ise; su kaynaklarindan izole
edilen 31 adet E. coli izolatinda Inc plazmid replikon grubuna ait 11 tip (11, FIC, P, FlIA,
A/ C, FIB, FIA, H12, K/ B, B/ O ve N) tamnmlanmigs N, HI2, FIB ve FIA replikon
tiplerinin  blactx-m-15 genleri ile baglantili oldugunu belirtmislerdir. Ayni ¢alisma
icerisinde, izolatlarin %49'unda en sik rastlanan IncF tipi (FIA, FIB, FIC ve FIIA) plazmid
replikonlarin1 saptamislardir. Su ve klinik 6rneklere ilaveten, Kuzey Kenya'da yapilan bir
calismada; kopeklerden izole edilen ve blactx-m-15 genini barindiran izolatlarda IncFII
plazmidi baskin olarak bulunmustur (Albrechtova ve ark. 2012). Ancak, Almanya’da
sigirlardan elde edilen ve GSBL iireten E. coli izolatlarinda blactx-m-15 geninin Incll ile
iligkili oldugu rapor edilmistir (Rodriguez ve ark. 2014). Bu tez ¢alismasinda Incll1, HI1,
X1 plazmid replikon tipine az sayida izolatta rastlanilmis olsa da, K, P, Y, FIC ve R
replikon tiplerine rastlanilmamistir. Son olarak, ¢ig siit ve siirk peynirinden elde edilen
izolatlarda ise FIB KN replikon tipinin varligi gézlenmistir, bu replikon tipine diger

kaynaklarda rastlanilmamustir.

36



6. SONUC

CTX-M-15 iireten E. coli’lerin son yillarda farkli kaynaklardan, 6zellikle de Klinik
orneklerden, siklikla rapor ediliyor olmasi ile, bu GSBL tipini kodlayan genlerin
bulundugu konjugatif plazmidler arasinda bir iliski oldugu bulunmustur. Sonug olarak;
toplam 41 adet GSBL iireten blactx-m-15 pozitif E. coli izolatinin barindirdiklar1 plazmid
replikon tipleri belirlenmistir. Plazmid replikon tipleri incelendiginde izolatlarin
cogunlugunda birden fazla plazmid replikon tipinin var oldugu goriilmiistiir. Kaynaklarina
gore plazmit replikon tiplerinin varlig1 ayrica degerlendirildiginde plazmid replikon tipleri
ve kaynaklar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin bulundugu goriilmiis olup,
tilkemizde insan klinik vakalarina hayvansal gida 6rneklerinden bulagin 6nemli derecede

olmadig1 spekiilasyonu ¢alisma sonucuna gore yapilabilir.
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