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Farklı Kaynaklardan İzole Edilen CTX-M-15 Üreten Escherichia coli 

İzolatlarının Plazmid Replikon Tipleri Varlığı Yönünden İncelenmesi 

 

 

Genişlemiş spektrumlu β-laktamaz (GSBL) üreten Escherichia coli’ler son yıllarda 

klinik örneklerden artan oranda izole edilmektedir. Hayvansal kaynaklı gıdaların ve su 

kaynaklarının GSBL üreten E. coli ile kontamine olmasından dolayı bu kaynakların insan 

enfeksiyonları için bir rezervuar olabileceği bildirilmiştir. Bu tez çalışmasında, 41 adet 

CTX-M-15 pozitif ve epidemiyolojik yönden ilişkisiz E. coli izolatının barındırdıkları 

plazmid replikon tiplerinin varlığı polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile araştırılmıştır. 

Buna ilaveten, tüm izolatların fenotipik fosfomisin direnç varlığı ve fosfomisin direncinden 

sorumlu plazmid aracılı fosA3 geninin varlığı araştırılmıştır. İzolatlar Türkiye’de daha 

önceki yıllarda yapılan çalışmalarda farklı kaynaklardan [tavuk eti ve çiğ süt, sürk peyniri, 

atık su (arıtma ve Asi Irmağı)] izole ve karakterize edilmiştir. Çalışmaya dahil edilen insan 

klinik (n=8) izolatları ise; blaCTX-M-15 varlığı, klonal ilişkileri ve antimikrobiyal direnç 

profilleri yönünden bu çalışmada karakterize edilmişlerdir. Çalışmanın sonucunda, hiçbir 

izolatta fenotipik fosfomisin direncine ve fosA3 geninin varlığına rastlanılmamıştır. 

İncelenen 30 adet replikon tipi içerisinde toplamda 12 replikon tipinin (FIA, FIB, FIBKN, 

FII, X1, A/C, U, N, HI2, I2, I1α ve I1γ) varlığına rastlanılmıştır. Bulunan replikon tipleri 

arasında FIA, FIB, FIB KN ve FII’nın varlığı kaynaklar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı oranda farklılık göstermiştir. FII replikon tipi toplamda 22 izolatta rastlanılmış 

olup, su ve tavuk eti izolatlarında diğer izolatlara göre istatistiksel olarak anlamlı oranda 

(P˂0,05) daha yaygın olduğu tespit edilmiştir. FIB replikon tipine tavuk eti, su ve klinik 

örneklerden soyutlanan izolatların %36.6’sında rastlanılmış olup çiğ süt ve peynir 

örneklerinden elde edilen izolatlarda rastlanılmamıştır. Benzer olarak, FIA replikon tipine 

su ve klinik örneklere ait izolatların %29.2’sinde rastlanılmış olup, diğer izolatlarda 

varlığına rastlanılmamıştır. Ancak, bu sonuçlardan farklı olarak, FIB KN replikon tipine 

sadece çiğ süt (n=6) ve Sürk peynirine ait izolatlarda (n=4) rastlanılmıştır (P=0,001). 

Sonuç olarak, incelenen izolatların çoğunda birden fazla replikon tipinin var olduğu ve 

kaynaklar arasında replikon tiplerinin istatistiksel olarak farklı olduğu ortaya koyulmuştur.  

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

 

 

 

Investigation of the Presence of Plasmid Replicone Types Among 

CTX-M-15 Producing Escherichia coli Isolates from different Sources 

 

 

Recently, extended spectrum β-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, Sürk 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, I2, I1α and I1y) were found. The presence of 

FIA, FIB, FIB KN and FII among the replicon types found showed a statistically 

significant difference between the sources. FII 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
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1. GİRİŞ 

1.1.  Escherichia coli 

Thedor Escherich tarafından 1885 yılında çocuk dışkısından izole edilen bakteri 

önce Bacterium coli commune olarak isimlendirilmiş (Lehmann 1893), daha sonra 

Castellani ve Chalmers tarafından 1919 yılında Escherichia coli olarak adlandırılmıştır 

(Castellani ve Chalmers 1919). 

E. coli’lerin morfolojik ve biyokimyasal özellikleri yapılan çalışmalar ile 

aydınlatılmış (Wilson ve Miles 1964) ve ilk kapsamlı hali Orskov tarafından 1984 yılında 

açıklanmıştır (Orskov 1984). Buna göre; E. coli’lerin Gram negatif, sporsuz, hareketli veya 

hareketsiz, peritrik flagellaya sahip, aerobik ve anaerobik atmosferde üreme özelliğine 

sahip oldukları belirtilmiştir (Orskov 1984). Bu temel özelliklerinden dolayı E. coli’ler 

taksonomik olarak Enterobacteriaceae ailesi içerisinde sınıflandırılmışlardır (Wilson ve 

Miles 1964). 

E. coli’ler insan ve sıcakkanlı hayvanların bağırsaklarında normal flora elemanı 

olarak kolonize olurlar ve suşlarının çoğunun patojenik olmadığı bildirilmiştir. Bunun 

yanında, E. coli’lerin K2 vitamini sentezleyerek ve bağırsakların patojenik bakterilerle 

kolonizasyonunu önleyerek konakçılarına yarar sağladığı bildirilmiştir (Reid ve ark. 2001, 

Bentley ve Meganathan 1982). Fakat patojenik özelliklere sahip E. coli’lerin insanlarda 

yara enfeksiyonlarından daha ciddi sistemik enfeksiyonlara kadar farklı hastalık 

tablolarının ortaya çıkmasından sorumlu olduğu belirtilmektedir (Gür ve ark. 2008, Kaper 

ve ark. 2004). E. coli’lerin sebep olduğu ciddi sistemik enfeksiyonlar arasında insanlarda 

üriner sistem enfeksiyonları, septisemi ve menenjit gibi ekstraintestinal hastalıklar 

sayılmaktadır (Müller ve ark. 2016).  

E. coli'ye bağlı toplum ve hastane kökenli enfeksiyonların tedavi için β-laktam, 

florokinolon, aminoglikozit ve trimetoprim-sulfametoksazol grubu antibiyotikler sıklıkla 

kullanılırlar (Pitout 2012). Fakat E. coli β-laktamlar dahil pek çok antibiyotiğe karşı direnç 

kazanmaları nedeniyle bu enfeksiyonların tedavisi ciddi bir problem haline geldiği son 

yıllarda artan oranda bildirilmektedir (Livermore 2008, Pitout 2010). Çoğul antibiyotik 

direncinin gelişmesi nedeniyle; enfeksiyonların tedavi süreleri uzamakta ve buna bağlı 
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olarak; hastane kalış sürelerinde, morbidite ve mortalite oranlarında da artışlar 

gözlenmektedir (Perez ve ark. 2007, Pitout 2010, Rupp ve Paul 2003). 

 

1.2. β-Laktam Antibiyotikler 

β-laktam antibiyotikler, bir β-laktam halkasının çekirdeği ile tanımlanır (Page 

1984) ve beş grup içerisinde sınıflandırılırlar: penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, 

monobaktamlar ve β-laktamaz inhibitörleri (klavulanat, sulbaktam ve tazobaktam)’dir 

(Essack 2001). β-laktam antibiyotikleri, penisilin bağlayıcı proteinler (PBP'ler) olarak 

adlandırılan enzimleri etkisiz hale getirir ve peptidoglikan biyojenezini bozar (Tipper ve 

Strominger 1965). Bu PBP'ler; bakteri hücre membranında bulunur ve penisilinlere 

kovalent bağlanmak yolu ile transpeptidazlar, karboksipeptidazlar olarak işlev görmektedir 

(Georgopapadakau 1993, Kelly ve ark. 1986, Massova ve Mobashery 1998). 

β-laktam grubu antibiyotiklerin kullanımının tüm antibiyotikler içinde %60'lık bir 

paya sahip olduğu bildirilmiştir (Livermore ve Woodford 2006). Ayrıca, β-laktam 

antibiyotik sınıfında bulunan antibiyotik ajanlar, veteriner hekimliğinde de sıklıkla tercih 

edilen ve kullanılan antibiyotiklerdir. Örneğin; Almanya’nın tüketiciyi koruma ve gıda 

güvenliği ofisinden (Bundesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit) alınan 

verilere göre; Almanya’da veteriner hekimliğinde en fazla β-laktam grubu antibiyotiklerin 

kullanıldığı ve yıllık kullanımın 450 ton civarında olduğu bildirilmiştir (Michael ve ark. 

2017).  

 

1.3.  β-Laktam Antibiyotik Direnci 

Bakteriler genel olarak üç yolla β-laktam antibiyotiklere karşı direnç 

geliştirmektedirler; i) Hücre içinde β-laktamların konsantrasyonunun azaltılması: Porin 

kaybı (antibiyotiklerin hücreye girişinin engellenmesi) veya efflux mekanizması 

(antibiyotiklerin dışarı atılımı) ile meydana gelmektedir, ii) PBP’lerde meydana gelen 

mutasyonlardan kaynaklı değişimler, iii) β-laktamaz enzimlerinin üretilmesidir (Livermore 

1995, Poole 2004). 
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Gram negatif bakteriler arasında β-laktamaz enzimlerinin üretimi β-laktam grubu 

antibiyotiklere karşı direnç gelişiminin en önemli ve en yaygın mekanizmasıdır (Harris 

2015). β-laktamazlar, β-laktam halkasını parçalayarak etki gösterirler (Yu ve ark. 2006). 

Farklı alternatifler sunulmuş olmasına rağmen (Hall ve Barlow 2005) β-laktamazlar 

geleneksel olarak kabul görmüş 2 şekilde sınıflandırılmaktadırlar: bunlar i) Ambler 

sınıflandırması ve ii) Bush-Jacoby-Mederios fonksiyonel sınıflandırmasıdır. 

Ambler moleküler seviyeye dayalı sınıflamanın ilk temelini 1980 senesinde atmıştır 

(Ambler 1980). Ambler sınıflandırmasında enzimin moleküler homolojisi esas alınıp A, C 

ve D serin β-laktamazlar ve sınıf B metallo-β-laktamazlar olarak 4’e ayrılır (Bush ve ark. 

1995, Ambler 1980). A sınıfı serinler penisilinazları, B sınıfı metallo enzimleri, C sınıfı 

serinler sefalosporinazları ve D sınıfı oksasilini hidrolize edebilen serin β-laktamazları 

kapsar (Rice ve ark. 2003). Bush-Jacoby sınıflandırmasına göre ise β-laktamazlar: 2be 

(TEM- ve SHV- türevleri) ve 2d (OXA- türevleri) olmak üzere iki alt grupta yer almaktadır 

(Bush ve Jacoby 2010). 

β-laktamazlar içinde genişlemiş spektrumlu β-laktamazlar (GSBL), ilk defa 1983 

yılında keşfedilmiş ve oksi-imino-sefalosporinleri hidrolize etme kabiliyetine sahip bir 

enzim grubudur (Knothe ve ark. 1983, Paterson ve Bonomo 2005). GSBL’ler genellikle β-

laktamaz inhibitörlerine (örneğin, klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam) karşı 

duyarlıdır fakat 3. jenerasyon sefalosporinler (sefotaksim, seftazidim, seftriakson, 

sefuroksim ve sefepime) ve monobaktamlara (örneğin aztreonam) karşı dirençlidirler 

(Paterson ve Bonomo 2005, Shaikh ve ark. 2015). GSBL’ler ile ilişkili pek çok hastane 

kaynaklı salgınlar ve toplumla ilişkili hastalıklar dünya genelinde artan oranda rapor 

edilmiştir. Yapılan çalışmalarda, hayvan ve insan klinik numunelerinden soyutlanan 

sefalosporin dirençli Enterobacteriaceae izolatlarında GSBL’nin varlığı en yaygın dirence 

aracılık eden mekanizma olarak bildirilmiştir (Day ve ark. 2019, van Hoek ve ark. 2015, 

Zhang ve ark. 2018). 

Bugüne kadar 300’den fazla alt tipten oluşan GSBL enzimleri belirlenmiştir 

(Bonnet 2004). Bunlar arasında, aminoasit dizilimi karşılaştırmalarına 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 
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fonticola) ve OXA (Oxacillin) sıklıkla çalışılan ve üzerinde durulan GSBL enzimleridir 

(Paterson ve Bonomo 2005, Naas ve ark. 2008).  

GSBL varyantları temel olarak bla genleri tarafından kodlanan β-laktamazlardaki 

mutasyonlar nedeniyle ortaya çıkmaktadır (Cornista ve ark. 2019). Çalışmalar, en yaygın 

dört tür β-laktamaz geninin blaTEM, blaSHV, blaCTX-M ve blaOXA olduğu ve bu enzimlerden 

elde edilen varyantların yeni baskın GSBL'leri oluşturduğu sonucuna varmıştır (Barguigua 

ve ark. 2011). 

CTX-M enzimleri 1989’da keşfedilmiş (Bauernfeind ve ark. 1992) ve ilk olarak 

Alman ve İtalyan hastalardan izole edilen E. coli suşlarında karakterize edilmişlerdir 

(Barthélémy ve ark. 1992, Bauernfeind ve ark. 1996). CTX-M enzimlerine sahip E. coli’ler 

çoğunlukla üriner sistem enfeksiyonları ve bakteriyemi olmak üzere, hastane ve toplum 

kaynaklı enfeksiyonlarla ilişkilendirilmiştir (Woodford ve ark. 2009, Pitout ve ark. 2005, 

Lewis ve ark. 2007, Canton ve ark. 2008). 

Genetik ilişkilerine dayanarak, CTX-M enzimleri altı gruba (CTX-M-1, -2, -8, -9 

ve -25 ve KLUC grubu) ayrılır (Bonnet 2004, D’Andrea ve ark. 2013). Genel olarak, 

KLUC grubu, Kluyvera georgiana gibi bakteri türlerinde kromozomal genler tarafından 

doğal olarak kodlanan CTX-M enzimlerini içerir (Po ve ark. 2017). Bu varyantlar arasında 

özellikle CTX-M-15 enzimi CTX-M-1 grubu içerisindeki CTX-M-3’ten köken aldığı 

bildirilmiştir (Chong ve ark. 2011). Bu varyantı kodlayan gen ilk olarak 2001 yılında 

Hindistan’da rapor edilmiştir (Chong ve ark. 2011) ve bugünden sonra özellikle toplum 

kaynaklı enfeksiyonlarda baskın varyant olarak karşımıza çıkmıştır (Pitout ve Laupland 

2008, Coque ve ark. 2008, Arpin ve ark. 2009). Ayrıca ülkemizde görülen üç ayrı coğrafi 

bölgeden toplanan üriner sistem enfeksiyonundan izole edilmiş GSBL üreten E. coli’lerin 

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

 

1.4.  GSBL Plazmidleri 

Plazmidler, konakçı genomdan bağımsız olarak kopyalanan bakterilerde bulunan 

deoksiribonükleik asit (DNA)'lerin ekstrakromozomal elementleridir. Direnç genleri içeren 

plazmidlerin yatay transferi, antimikrobiyal direncin dağılması için önemli bir 

mekanizmadır (Carattoli 2013). GSBL genlerinin bakteriler arasında yayılımında hareketli 
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elementlerin, özellikle plazmidler, önemli olduğu yapılan çalışmalarda ortaya koyulmuştur 

(Michael ve ark. 2015).  

Klinik olarak önemli GSBL genlerini taşıyan plazmidler genellikle 50 ile 200 

kilobaz (kb) arasındadır. GenBank'ta blaCTX-M genlerini barındıran tam sekansı yapılmış E. 

coli plazmitleri arasında IncF, N, N2, I1, HI2, L / M, A / C, K, X4, U ve RCR plazmit 

aileleri bulunmaktadır (Carattoli 2011, Carattoli 2013). GSBL-üreten E. coli'nin IncF 

plazmidlerini büyük ölçüde barındırdığı bilinmektedir (Carattoli 2009, Coque ve ark. 

2008). IncF plazmidleri, birçok direnç ve virülans belirleyicisinin yayılmasıyla ilişkili 

önemli bir plazmid ailesidir (Villa ve ark. 2010). Bunlar genellikle >100 kb boyutunda 

düşük kopya sayılı plazmitlerdir ve çoğalmanın başlatılmasını teşvik eden birden fazla 

replikon (FII, FIA ve FIB) taşırlar (Villa ve ark. 2010). Dünya çapında insan kaynaklı 

Enterobacteriaceae arasında en yaygın blaCTX-M varyantı olarak kabul edilen blaCTX-M-15’in 

yaygınlaşması, özellikle IncFII plazmidleri ile ilişkilendirilmiştir (Nicolas-Chanoine ve 

ark. 2012, Novais ve ark. 2007). 

Bu çalışma için; Türkiye’de daha önce yapılan çalışmalarda tavuk eti ve çiğ süt 

(Kürekci ve ark. 2019), sürk peyniri (Kürekci ve ark. 2016), atık su ve Asi Irmağı (Kürekci 

ve ark. 2017) gibi farklı kaynaklardan izole edilen CTX-M-15 enzimine sahip klonal 

olarak ilişkili olmayan E. coli’ler seçilmiştir. Buna ilaveten; iki farklı üniversite 

hastanesinden elde edilen GSBL pozitif E. coli’ler de çalışmaya dahil edilmiştir. Klinik 

izolatlardan soyutlanan GSBL pozitif E. coli’lerin karakterizasyonu daha önce yapılmadığı 

için, ilk olarak bu izolatlar klonal ilişkileri, fenotipik antimikrobiyal direnç profilleri, 

GSBL enzim varlığı yönünden incelenmişlerdir. 

Çalışmanın ana amacı; yukarıda bahsi geçen kaynaklardan soyutlanan ve CTX-M-

15 pozitif bulunan 41 adet E. coli izolatının barındırdıkları plazmid replikon tiplerinin 

tespit edilmesidir. Ayrıca; tüm izolatlarda fosfomisin antibiyotiğine karşı fenotipik direnç 

varlığı ve fosfomisin direncinden sorumlu plazmid aracılı fosA3 geninin varlığı 

araştırılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

Hindistan'da yapılan bir çalışmada, üç hastanedeki klinik örneklerden toplanan 

üçüncü kuşak sefalosporinlere dirençli 98 E. coli izolatın 72 tanesinin (%73) blaCTX-M-15 

genini taşıdığı ve bu genleri taşıyan izolatların %31'inin insersiyon sekansı (IS) yirmi altı 

ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Ensor ve ark. 2006). 

Oteo ve ark. (2009) İspanya Madrid’te 2004-2008 yılları arasında üriner sistem 

enfeksiyonlarında fosfomisin tüketiminin %50 arttığını, bunun sonucunda; GSBL pozitif 

bulunan izolatlarda fosfomisin direncinin %2,2'den %21,7'ye yükseldiğini bildirmişlerdir. 

Buna ilaveten, araştırmacılar, incelenen 26 izolattan 24'ünün blaCTX-M-15 genini taşıdığını 

ve O25b-ST131-filogrup B2 klonal kökenine ait olduğunu belirlemişlerdir. 

Çin'in Guangdong Eyaletinde, 2006 ve 2010 yılları arasında farklı evcil hayvan 

hastanesine getirilen kedi ve köpeklerden soyutlanan 323 E. coli izolatın 29’unun (%9.0) 

fosA3 genini taşıdığı bulunmuştur. Buna ilaveten, fosA3 pozitif olan tüm izolatların aynı 

zamanda blaCTX-M genini de taşıdığı bulunmuştur (Hou ve ark. 2012).  

Fransa’da Aralık 2006’dan Nisan 2010’a kadar kedi ve köpeklerden elde edilen 518 

E. coli izolatından 19’unun (%3.7) GSBL genine sahip olduğu bildirilmiştir. İncelemeye 

tabii tutulan 14 adet blaCTX-M geninin IncF incompatibility grup üzerinde lokalize olduğu 

bulunmuştur (Dahmen ve ark. 2013). 

Damborg ve ark. (2015) yaptıkları çalışmada Danimarka'nın Kopenhag kentinde 

halka açık parklardan toplanan 209 adet köpek dışkısı örneğinden 5 adet sefotaksime 

dirençli E. coli izole etmişlerdir. İzolatların bir tanesi dışında hepsi laktoz pozitif olup iki 

farklı CTX-M enzimi (CTX-M-1; n=3 ve CTX-M-15; n=2) barındırmaktadır. Ayrıca 

araştırmacılar, aynı örnekten alınan genetik olarak farklı iki E. coli izolatında IncFIB / Y 

ve tiplenemeyen plazmidler üzerinde blaCTX-M-15 genlerini bulmuşlardır.  

Upadhyay ve ark. (2015) yaptıkları çalışmada Kuzeydoğu Hindistan'da 252 klinik 

izolatta GSBL prevalansını %40.8 (103/252) oranında bulmuşlardır. 88 ısıl işlem görmüş 

(kek, tatlı ve dondurma) ve çiğ (sebze ve et) gıda izolatlarında ise; GSBL prevalansını 

%31.8 (28/88) oranında bulmuşlardır. Klinik ve gıda izolatlarında sırasıyla %56.3 (58/103) 

ve %53.5 (15/28) oranında blaCTX-M-15 geninin varlığı tespit edilmiştir. blaCTX-M-15 

genlerinin klinik ve gıda izolatlarında IncI1 ve FII replikon tiplerinde taşındığı 
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saptanmıştır. Bunun yanında ISEcp1 elementleri hem klinik (n=37) hem de gıda 

izolatlarında (n=8) blaCTX-M-15 ile ilişkilendirilmiştir. 

Zurfluh ve ark. (2015) yaptıkları çalışmada İsviçre’de bir gölden toplanan ve 

blaCTX-M-15 genini bulunduran Enterobacteriaceae izolatlarının (n=81), bu geni 

konjugasyon yoluyla transfer edilebildiğini rapor etmişlerdir. İzolatların 32'sinde (% 39.5) 

sadece blaCTX-M-15 bulunduran plazmidin transferi gözlenmiştir. Bu plazmidler arasında en 

sık rastlanan replikon tiplerinin IncF tipi plazmitler olduğu (n=12), bunu I1 (n=8), K (n=3) 

ve R (n=1) plazmitlerinin takip ettiğini bildirmişlerdir. 

Jackson ve ark. (2015) yaptıkları çalışmada ABD’de sağlıklı evcil hayvanlardan 

(155 köpek ve 121 kedi) köken alan çoğul ilaç dirençli 36 adet E. coli izolatının %94'ünde 

(34/36) en az bir plazmid replikon tipi varlığı rapor edilmiştir. Dört adet E. coli izolatın 5 

farklı replikon tipi varlığı saptanırken ve izolatların çoğunluğunun (n=14) 3 farklı replikon 

tipi içerdiğini saptamışlardır. Araştırmacılar, dokuz replikon tipi (FIA, FIB, FII, I2, A / C, 

U, P, I1 ve HI2) arasında FIB, FII, I2’nin en yaygın replikon tipleri olduğunu 

belirtmişlerdir. 

Xie ve ark. (2016) yaptıkları çalışmada Çin'in Shenzhen eyaletinde et ürünlerinden 

elde ettikleri 55 sefotaksime dirençli E. coli izolatı arasında 37’sinin blaCTX-M genini 

bulundurduğunu, blaCTX-M-1 grubunun ise en yaygın tip olduğunu tespit etmişlerdir. Ayrıca 

fosfomisin direncini kodlayan fosA3 genini, 12 izolatta belirlemişlerdir. Araştırmacılar, 15 

izolattan blaCTX-M genlerinin aktarılabilir olduğunu, IncI1 ve FII'nin en yaygın replikonlar 

olduğunu göstermişlerdir. 

Kürekci ve ark. (2016) yaptıkları çalışmada; Türkiye’de 87 Sürk peynir örneğinden 

toplam 12 adet (%13.5) sefotaksime dirençli E. coli izole etmişlerdir. Bu izolatların Pulsed 

Field Jel Elektroforezi (PFGE) sonuçlarına göre; 8 farklı klonal kökene ait oldukları 

bulunmuştur. GSBL pozitif E. coli izolatlarının 11 adetinde blaCTX-M-15 geninin varlığı 

saptanmıştır. 

Day ve ark. (2016) yaptıkları çalışmada Birleşik Krallık, Hollanda ve Almanya’dan 

353 GSBL pozitif E. coli izolatını araştırmış ve bu izolatlar arasında 158 farklı sekans tipi 

(ST) tanımlamışlardır. Araştırmacılar, blaCTX-M-1’in en yaygın GSBL geni (132/353, 

%37.4) olduğu ve insan izolatlarında blaCTX-M-15’in (87/353, %24.6) en yaygın GSBL geni 

olduğunu belirtmişlerdir. 
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Lyimo ve ark. (2016) yaptıkları çalışmada Kuzey Tanzanya'da içme suyu 

kaynaklarından izole edilen çoğul antibiyotik dirençli 31 E. coli izolatında Inc plazmid 

replikon grubuna ait 11 farklı replikon tipi (I1, FIC, P, FIIA, A / C, FIB, FIA, H12, K / B, 

B / O ve N) tespit etmişlerdir. N, H12, FIB ve FIA replikon tiplerinin, 𝑏𝑙𝑎CTX-M-15 genleri 

ile bağlantılı olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca araştırmacılar, izolatların %49'unda en sık 

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

Kürekci ve ark. (2017) yaptıkları çalışmada; Hatay’da Asi (Orontes) Nehri ve atık 

su arıtma tesisinden izole edilen 54 adet sefotaksime dirençli GSBL üreten E. coli izolatını 

karakterize etmişlerdir. Bu izolatlardan 14’ünün (%25.9) dört yaygın klonal tipe; 40 

izolatın ise tekli tipe ait olduğunu saptamışlardır. Ayrıca araştırmacılar, blaCTX-M-15 genini 

(n=36) baskın olarak tespit etmişlerdir.   

Cao ve ark. (2017) yaptıkları çalışmada Çin’de idrar örneklerinden elde edilen 465 

GSBL pozitif E. coli izolatının 57’sinin fosfomisine karşı fenotipik dirençli olduğunu 

tanımlamışlardır. Fosfomisin dirençli izolatların 51'i (%89.5) fosA3 genini ve bir izolatın 

da fosA1 genini taşıdığını tespit etmişlerdir. Araştırmacılar, 50 izolattan fosA3 genlerinin 

transfer edilebileceğini, FII ve I1'in en yaygın plazmit tipleri olduğunu göstermiştir. 

Giedraitienė ve ark. (2017) yaptıkları çalışmada Litvanya’da toplam 158 GSBL 

pozitif E. coli klinik izolatı arasında 117 adetinin (%74.1) çoğul antibiyotik dirençli 

olduğunu tespit etmişlerdir. blaCTX-M-15’in bu izolatlar (n=31, %50.8) arasında en yaygın 

gen olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca araştırmacılar, dört izolatta (%23.5) birden fazla 

replikon tipi tespit etmiş ve CTX-M-15 üreten ST131 E. coli izolatlarında FII ve HI1 

replikon tiplerini tanımlamışlardır. 

Kanamori ve ark. (2017) yaptıkları çalışmada; ABD’de yedi Kuzey Karolina Halk 

Hastanesi’nden 63 çoğul antibiyotik dirençli E. coli izolatını araştırmışlardır. H30RX alt 

klonuna sahip izolatların (n=27; %69) CTX-M-15 enzimini ürettiğini ve sıklıkla FIA ve 

FIB plazmid replikon tiplerini içerdiğini saptamışlardır. 

Ben Yahia ve ark. (2018) yaptıkları çalışmada; Tunus’ta yabani kuşlardan elde 

edilen 111 dışkı örneğinin 12’sinde (%10.81) GSBL pozitif E. coli saptamışlardır. İzolatlar 

arasında 7 farklı plazmid profili tespit etmişlerdir. Araştırmacılar, blaCTX-M-15 genini üreten 

11 izolatta IncFII, FIA, FIB ve W replikonlarını bulmuşlardır. Ayrıca HI2, A / C, P, I1 ve 

X plazmid replikon tiplerinin varlığını da bildirmişlerdir. 
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Kürekci ve ark. (2019) yaptıkları çalışmada Hatay’da; 60 adet çiğ tavuk eti 

örneğinin 52'sinde (%86.6) ve 62 tank süt örneğinin 14'ünde (%22.6) GSBL pozitif E. coli 

tespit etmişlerdir. PFGE analizi %85 benzerliğe göre, 66 izolatta 49 ayrı restriksiyon profili 

ortaya koymuş ve izolatların %62.3'ünün, blaCTX-M genini taşıdığını göstermişlerdir. Bunlar 

arasında CTX-M-1'in çiğ tavuk eti izolatlarında %28.3 (n=15) oranında bulunduğunu; 

CTX-M-15’in ise tank sütü izolatlarında (n=9) baskın GSBL tipleri olduğunu rapor 

etmişlerdir. 

Abbas ve ark. (2019) yaptıkları çalışmada Pakistan Faisalabad’ta evcil hayvan ve 

hayvan sahiplerinden 105 dışkı örneği toplanmış ve 73 izolatta (%69.5) GSBL pozitif E. 

coli varlığını tespit etmişlerdir. Çoğul ilaç direncini %31.5 (23/73) oranında saptamış, 

blaCTX-M geninin en yaygın GSBL üreten genotip (19/23; %82.6) olduğunu bulmuşlardır. 

Ayrıca araştırmacılar; 23 GSBL üreten E. coli’de, baskın olarak IncFII (n=14) ve FIA 

(n=8) plazmit replikon tiplerinin varlığını göstermiş ve bu izolatlardan 21’inde farklı 

klonal grup tanımlamışlardır. 

Adenipekun ve ark. (2019) yaptıkları çalışmada Güneybatı Nijerya Lagos’ta çoğul 

ilaç dirençli insan (n=243) ve hayvansal gıda kökenli izolatlarda (n=211) β-laktamaz 

direncini kodlayan genleri ve plazmid replikonlarını karakterize etmişlerdir. 

Araştırmacılar, dört β-laktamaz kodlayan gen (blaCMY, blaCTX-M, blaOXA ve blaTEM) tespit 

etmişlerdir, çoğul ilaç dirençli E. coli’de sırasıyla insanlardan (n = 48) ve hayvanlardan (n 

= 96) elde edilen 13 ve 17 farklı replikon tanımlamışlardır. FIB ve X2 replikon tipleri insan 

izolatlarından eşit sayılarda (2/48; her biri %4.2) tespit edilmiş ve Y replikon tipinin 

hayvanlarda (16/96; %16.7) yaygın olarak bulunduğunu saptamışlardır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma Hatay Mustafa Kemal Üniversitesi (HMKÜ), Bilimsel Araştırma 

Projeleri Koordinatörlüğü (BAP) 19.YL.018 numaralı proje ile desteklenmiştir. 

3.1. Gereç  

3.2. Çalışmada Kullanılan Besiyerleri ve Hazırlanışları 

3.2.1. Kanlı Agar 

Hazır besi yerinden (MERCK, Almanya) 40 gram (gr) tartılarak, 1000 mililitre (ml) 

distile suda homojen bir biçimde çözünmesi sağlanmıştır. Otoklavda 121 derece santigrat 

(°C) 15 dakika (dk) süresinde sterilize edilmiştir. Hazırlanan besi yeri yaklaşık 45°C’ye 

kadar soğutulmuştır. Daha sonra içerisine %5 oranında koyun kanı ilave edilmiştir ve steril 

petri kaplarına dökülerek katılaşmaya bırakılmıştır. Kullanıma hazır hale getirilen besi 

yerleri, +4°C’de buzdolabında saklanmıştır. 

 

3.2.2. Mueller Hinton Agar 

 

Hazır toz besi yerinden (MERCK, Almanya) 34 gr tartılarak, 1000 ml distile suda 

homojen bir biçimde çözünmesi sağlanmıştır. Otoklavda 121°C’de 15 dk süresinde 

sterilize edilmiştir. Hazırlanan besi yeri yaklaşık 45°C’ye kadar soğutulmuştur. Daha sonra 

steril petri kaplarına dökülerek katılaşmaya bırakılmıştır. Kullanıma hazır hale getirilen 

besi yerleri, +4°C’de buzdolabında saklanmıştır. 

 

3.3.  Çalışmada Kullanılan Kimyasal ve Sarf Malzemeler 

Genejet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, Litvanya) 

PBRT 2.0 Kit (Diatheva, İtalya)  

6X DNA Loading Buffer (Thermo Scientific, Litvanya) 

Red Safe Nükleik Asit Boyama Solüsyonu (Intron Bıotechnology, Kore) 

10X TBE Electrophoresis Buffer (Thermo Scientific, Litvanya) 

GeneRuler 100 baz çifti (bç) Ladder (Thermo Scientific, Litvanya) 
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Agarose (SIGMA, Almanya) 

Ependorf Tüpleri (Isolab, Almanya) 

Öze (Looplast, İtalya) 

Steril tampon Swab (Cultiplast, İtalya) 

Strip tüpler (Axygen, Amerika Birleşik Devletleri) 

Petri kapları (Isolab, Almanya) 

Güvenlik kabini class II (Metisafe, Türkiye)  

Elektroforez cihazı (Cleaver Scientific, Birleşik Krallık) 

Isıtıcı blok (Benchmark, ABD) 

Vitek 2 Otomatize Sistemi (bioMerieux, Fransa) 

AST-326 kartları (bioMerieux, Fransa) 

Nuclease içermeyen su (Thermo Fisher Scientific, ABD)  

Dream Taq PZR Master mix (Thermo Fisher Scientific, ABD) 

DNA belirteçleri (100 bç ve 1 kb) (Thermo Fisher Scientific, ABD) 

 

3.4.  Çalışmada Kullanılan Antibiyotikler 

Amoksisilin/klavulanik asit (30 mikrogram (µg) (Bioanalyse, Türkiye) 

Aztreonam (30 µg) (Bioanalyse, Türkiye)  

Fosfomisin (200 µg) (Bioanalyse, Türkiye) 

Seftazidim (30 µg) (Bioanalyse, Türkiye)   

Sefotaksim (30 µg) (Bioanalyse, Türkiye) 

Seftazidim/klavulanik asit (40 µg) (Bioanalyse, Türkiye) 

Sefotaksim/klavulanik asit (40 µg) (Bioanalyse, Türkiye) 
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3.5. Çalışmada Kullanılan Cihazlar 

Hassas Terazi (A&D Super Hybrid Sensor FZ-500i, Japonya) 

Otoklav (ALP MCY-40 LDP, Japonya) 

İnkübatör (Lab Companion, ABD) 

Vorteks (Scilogex, ABD) 

Mikropipetler (Thermo Scientific, Litvanya) 

-80 derin dondurucu (Wisd UniFreez U700, Kore ) 

+4 buzdolabı (Criyo UST 800, Çin) 

Santrifüj Cihazı (Benchmark, MyFuge Mini, ABD)  

PZR termal ısıtıcı (Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler, ABD) 

Jel görüntüleme cihazı (Quantum Vılber Lourmat, Fransa) 

Distile su cihazı (ELGA Purelab Option-Q, Almanya) 

McFarland yoğunluk ölçer (Biosan, Letonya) 

Multiscan GO µDrop Plate (Thermo Scientific, Finlandiya) 

 

3.6. Yöntem 

 3.6.1. Bakteri İzolatları 

Farklı gıda kaynaklarından (çiğ süt, tavuk eti ve peynir), su kaynaklarından (şehir 

atık suyu ve Asi ırmağı suyu) ve insan klinik örneklerinden toplam 43 adet GSBL üreten E. 

coli bu çalışmaya dahil edilmiştir. Örneklerin kaynaklarına göre dağılımı Çizelge 3.1’de 

verilmiştir. HMKÜ Hastanesinden ve Kayseri Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Hastanesinden sağlanan klinik numunelerden soyutlanmış GSBL pozitif E. coli 

izolatlarının karakterizasyonları HMKÜ, Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik 

Kurulu’nun 08/08/2019 tarih ve 26 nolu kararı ile yapılmıştır.  
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Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan GSBL üreten E. coli izolatları 

Çiğ Süt 

(n=9) 

Sürk Peyniri 

(n=8) 

Tavuk Eti 

(n=8) 

Su* 

(n=8) 

Klinik≠ (n=10) 

ME-5 P-5 TE-5 H-2 MKÜ19/01 

ME-13 P-14 TE-6 H-5 MKÜ19/02 

ME-15 P-24 TE-15 H-19 MKÜ19/03 

ME-20 P-33 TE-22 H-68 MKÜ19/04 

ME-28 P-46 TE-37 H-85 MKÜ19/05 

ME-40 P-81 TE-40 H-110 MKÜ19/06 

ME-51 P-85 TE-52 H-139 MKÜ19/07 

ME-53 P-86 TE-54 H-141 MKÜ19/08 

ME-59 - - - MKÜ19/09 

- - - - MKÜ19/10 

*H-2, H-5, H-68 ve H-141 numaralı izolatlar Asi Irmağı’ndan elde edilmiştir. H-19, H-85, H-110 ve H-139 

numaralı izolatlar Hatay Şehir Arıtma Merkezi’ne gelen atık sulardan elde edilmiştir.  
≠ MKÜ19/01-MKÜ19/05 numaralı izolatlar Kayseri Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanelerinden bu 

çalışma için verilmiştir. MKÜ19/06-MKÜ19/10 numaralı izolatlar HMKÜ Hastanesinden bu çalışma için 

verilmiştir.  

 

3.6.2. İzolatların Hazırlanması 

Gliserol içeren sıvı ortamında -80°C’de saklanan saf kültürler kanlı agara ekimleri 

yapılmıştır ve 37°C’de bir gece inkübasyona bırakılmıştır.  

 

 

Şekil 3.1. E. coli’nin kanlı agardaki görünümü 
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3.6.3. Bakteri İzolatlarının Total Genomik DNA’sının İzolasyonu 

Çalışmada kullanılan bakterilerin total genom DNA’sı ticari DNA izolasyon kiti 

kullanılarak izole edilmiştir. İzolasyonun ardından örneklerin DNA konsantrasyonları 

spektrofotometrik yöntemle Multiscan GO µDrop Plate cihazında 260 ve 280 

nanometredeki absorbansları hesaplanarak ölçülmüştür. A260/A280 oranının 1,8-2.0 

arasında olan DNA’lar ideal saflıkta kaliteli DNA olarak değerlendirilip polimeraz zincir 

reaksiyonu (PZR) aşamalarında kullanılmıştır. 

 

3.6.4. PZR ile E. coli Teyidi 

Çalışmada toplam on adet klinik kaynaklardan soyutlanan E. coli izolatından elde 

edilen DNA örneği bu türe özgü “universal stres protein (uspA)” geni varlığı yönünden 

konvensiyonel PZR ile incelenmiştir (Chen ve Griffiths 1998). Bunun için uspA gen 

bölgesine spesifik primerler (F-5’ CCGATACGCTGCCAATCAGT ve R-5’ 

ACGCAGACCGTAGGCCAGAT) kullanılmıştır. PZR reaksiyonu için hazırlanan karışım 

ve miktarları Çizelge 3.2’de belirtilmiştir. Buna ilaveten, amplifikasyon ısı döngüsü 

bilgileri de Çizelge 3.3’te verilmiştir. Çalışmaya negatif kontrol için DNA ve ribonükleik 

asit (RNA) içermeyen su dahil edilmiştir. Pozitif DNA örneği olarak E. coli ATCC 25922 

suşundan elde edilen DNA çalışmaya dahil edilmiştir.  

 

Çizelge 3.2. uspA geni için hazırlanan PZR karışımı  

PZR reaksiyon karışımı (Konsantrasyon) Hacim (µl) 

Master Mix  12.5 

Primer F (20 pikomol (pMol) 0,3 

Primer R (20 pMol) 0,3 

DNA 1 

DNA/RNA içermeyen su  10,9 

Toplam Hacim 25 
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Çizelge 3.3. uspA geni için PZR ısıl döngü koşulları 

Adım Sıcaklık (oC) Süre (dakika) Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon 94 5 1 

Denatürasyon 94 2  

30 Bağlanma 70 1 

Uzama 72 1 

Son Uzama 72 10 1 

 

PZR ürünleri %1.5’lik agaroz jelde elektroforez ile analiz edilmiştir. Amplifikasyon 

ürünlerinin jel üzerinde oluşturdukları bantların ultraviole (UV) ışık altında 

görüntülenmesini sağlamak için agaroz jel içerisine redsafe solüsyonu %1,5 oranında 

eklenmiştir. Amplifikasyon büyüklüklerinin belirlenebilmesi için, moleküler DNA 

belirteçleri (100 bç ve 1 kb) kullanılmıştır. Amplifikasyon ürünlerinin jel üzerinde 

hareketleri yatay elektroforez cihazında 40 dk süresince 120 volt elektrik akımı 

uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Elektroforez süresinin bitiminde DNA bantlarının varlığı 

UV ışık altında jel görüntüleme cihazı ile görüntülenmiştir. 

 

3.6.5. Fenotipik Testler ile GSBL Aktivasyonunun Saptanması 

Klinik numunelerden soyutlanan E. coli izolatlarının (n=10) GSBL aktivitesi 

fenotipik testler (kombine disk ve çift disk sinerji) kullanılarak “Clinical Laboratory 

Standards Institute” (CLSI 2015) kriterlerine göre belirlenmiştir. Kanlı agar üzerinde saf 

kültürleri hazırlanan bakterilerin süspansiyonları McFarland 0,5 bulanıklığına göre 

ayarlanmıştır. Bakteri süspansiyonları Mueller Hinton (MH) agar yüzeyine steril swap 

yardımı ile ekilmiştir. Antibiyotik diskleri (sefotaksim, seftazidim, aztreonam, 

amoksisilin/klavulanik asit, sefotaksim/klavulanik asit ve seftazidim/klavulanik asit) 2 

santimetre aralıklar ile agar üzerine yerleştirilmiştir. 37 oC’de 24 saat inkübasyondan 

sonra, diskler etrafında oluşan zon çapları bir cetvel yardımı ile ölçüldü ve sonuçlar CLSI 

kriterlerine göre değerlendirildi. Kombine disk yöntemine göre; seftazidim/klavulanik asit 

ve sefotaksim/klavulanik asit disklerinin etraflarındaki zon, klavulanik asit içermeyenler ile 

kıyaslandığında 5 milimetreden büyük ise GSBL aktivitesi bakımından pozitif olarak 

değerlendirilmiştir. Çift disk sinerji yöntemine göre; amoksisilin/klavulanik asit ile 
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sefotaksim, seftazidim ve aztreonam diskleri etrafındaki zonlarda birbirlerine doğru 

genişleme veya hilal şeklinde bir inhibisyon alanının oluşması GSBL aktivitesi bakımından 

pozitif olarak değerlendirilmiştir. 

 

3.6.6. blaCTX-M Gen Varlığının PZR ile Belirlenmesi  

GSBL pozitif olarak bulunan klinik E. coli izolatlarında, blaCTX-M gen varlığının 

tespiti için PZR yöntemi kullanılmıştır. blaCTX-M gen bölgesine özgü primerler (F: 5’-

CCAGAATAAGGAATCCCATG-3’ ve R: 5’-GCCGTCTAAGGCGATAAAC-3’) 

kullanılmıştır ve toplam reaksiyon solüsyonunun hacmi 50 mikrolitre (µl) olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Karışımının içeriği Çizelge 3.4’te bildirilmiştir. Amplifikasyon işlemi ısı 

döngü cihazında önceki çalışmalarda bildirilen sıcaklıklarda yapılmıştır ve döngüler 

Çizelge 3.5’te verilmiştir (Ahmed ve ark. 2007). Çalışmaya negatif kontrol için DNA ve 

RNA içermeyen su dahil edilmiştir. Pozitif DNA örneği olarak daha önceki çalışmada 

izole edilen ve blaCTX-M varlığı bilinen E. coli suşundan elde edilen DNA çalışmaya dahil 

edilmiştir. Amplifikasyon sonrası elde edilen ürünlerin görüntülenmesi 3.6.4.’te anlatıldığı 

gibi yapılmıştır.  

PZR sonucunda 945 bç boyutunda ürün elde edilen örnekler CTX-M alt varyantını 

belirlemek için sanger sekanslama işlemi yapılmıştır. Sanger sekanslama için gerekli 

sekanslama ekipmanları HMKÜ bünyesinde olmadığından bu işlem hizmet alım yöntemi 

ile yapılmıştır. DNA dizi sekanslaması (çift yön) sonucunda elde edilen nükleotid dizileri 

online BLAST programı (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) kullanılarak 

Gen bankasında kayıtlı dizilerle karşılaştırılmıştır. 

 
Çizelge 3.4. blaCTX-M geni için hazırlanan PZR karışımı  

PZR reaksiyon karışımı (Konsantrasyon) Hacim (µl) 

Master Mix  25 

Primer F (20 pMol) 0,6 

Primer R (20 pMol) 0,6 

DNA 1 

DNA/RNA içermeyen su 22,8 

Toplam Hacim 50 
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Çizelge 3.5. blaCTX-M geni için PZR ısıl döngü koşulları 

Adım Sıcaklık (oC) Süre  Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon 95 13 dk 1 

Denatürasyon 95 30 saniye (sn)  

35 Bağlanma 56 30 sn 

Uzama 72 30 sn 

Son Uzama 72 10 dk 1 

  

3.6.7. Antibiyotik Direnç Profilleri 

CTX-M-15 enzim varyantı yönünden pozitif olduğu belirlenen E. coli izolatlarının 

(n=8) antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesi için VİTEK 2 otomatize sistemi ve AST-

326 kartı kullanılmıştır. AST-326 kartları piperasilin/tazobaktam, seftazidim, sefepim, 

aztreonam, amikasin, gentamisin, netilmisin, tobramisin, siprofloksasin, levofloksasin, 

tigesiklin, meropenem, imipenem, kolistin ve trimetoprim/sulfametaksazol antibiyotiklerini 

içermektedir. Sonuçlar “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” 

(EUCAST) standartları temel alınarak değerlendirilmiştir ve sistem tarafından direnç 

profili “intermediate” olarak tanımlanan antibiyotiklerin aktivitesi bu çalışma için duyarlı 

olarak kabul edilmiştir. 

Çalışmaya dahil edilen tüm CTX-M-15 pozitif E. coli izolatların (n=41) fosfomisin 

antibiyotiğine karşı direnç profilleri disk difüzyon metodu ile belirlenmiştir. Çalışmada 

kullanılan diskler 200 µg fosfomisin ve 50 µg glikoz-6-fosfat içermektedir. Deney 3.6.5’de 

anlatıldığı şekliyle yapılmıştır ve diskler etrafından oluşan zonların çapları bir cetvel 

yardımı ile ölçülmüştür. Elde edilen değerler CLSI (2018) kriterlerine göre 

değerlendirilmiştir.  

  

3.6.8. PFGE 

Klinik kaynaklardan soyutlanan ve CTX-M-15 varyantı yönünden pozitif bulunan 8 

adet E. coli suşunun klonal yakınlıkları PFGE yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. HMKÜ 

bünyesinde PFGE için gerekli ekipman olmadığından işlem Türkiye Halk Sağlığı 

Kurumu’ndan hizmet alımı ile gerçekleştirilmiştir. Analiz için Durmaz ve ark. (2009) 

tarafından belirtilen yöntemin kullanıldığı bildirilmiştir. 
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3.6.9. Filogenetik Alt Tiplerin PZR ile Belirlenmesi  

GSBL üreten ve blaCTX-M-15 genini barındıran E. coli izolatlarının (n=8) filogenetik 

tipleri (A, B1, B2 ve D) Clermont ve ark. (2000) tarafından bildirilen protokol kullanılarak 

multipleks PZR ile belirlenmiştir. Çalışmada Clermont ve ark. (2000) tarafından bildirilen 

primerler (chuA, yjaA ve TspEC4) kullanılmış ve amplifikasyon koşulları ile birlikte 

Çizelge 3.6, 3.7, 3.8’de belirtilmiştir. Sonuçlar Clermont ve ark. (2000) tarafından 

belirtildiği gibi analiz edilmiş ve değerlendirilmiştir.  

 
Çizelge 3.6. Filogenetik alt tipleri için kullanılan primer sekansları 

Primerin 

İsmi 
Primer Sekansı (5’-3’) 

Amplikon  

Boyutu (bç)  

chuA- F 

chuA- R 

GACGAACCAACGGTCAGGAT 

TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
279 

yjaA- F 

yjaA- R 

TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 

ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 
211 

TspE4C-F 

TspE4C- R 

GAGTAATGTCGGGGCATTCA 

CGCGCCAACAAAGTATTACG 
152 

 
 

 

Çizelge 3.7. Filogenetik analiz için hazırlanan multipleks PZR karışımı  

PZR reaksiyon karışımı (Konsantrasyon) Hacim (µl) 

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 içermeyen su 9,7 

Toplam Hacim 25 

 

 

Çizelge 3.8. Filogenetik analiz için PZR ısıl döngü koşulları  

Adım Sıcaklık (oC) Süre  Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon 94 4 dk 1 

Denatürasyon 94 5 sn  

30 Bağlanma 57 20 sn 

Son Uzama 72 5 dk 1 
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3.6.10.  fosA3 Geninin Varlığının Belirlenmesi 

Çalışmaya dahil edilen tüm izolatlarda (n=41) fosA3 geninin varlığı PZR ile             

araştırılmıştır. PZR çalışması için Hou ve ark. (2012) tarafından bildirilen primerler  (F-5’ 

GCGTCAAGCCTGGCATTT ve R-5’RGCCGTCAGGGTCGAGAAA) kullanılmıştır.     

PZR karışımları ve amplifikasyon ısıl döngüleri sırasıyla Çizelge 3.9 ve 3.10’da 

verilmiştir.  

 
Çizelge 3.9. fosA3 geni için hazırlanan PZR karışımı  

PZR reaksiyon karışımı (Konsantrasyon) Hacim (µl) 

Master Mix  12.5 

Primer F (20 pMol) 0,25 

Primer R (20 pMol) 0,25 

DNA 1 

DNA/RNA içermeyen su 11 

Toplam Hacim 25 

 

Çizelge 3.10. fosA3 geni için PZR ısıl döngü koşulları 

Adım Sıcaklık (oC) Süre  Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon 95 5 dk 1 

Denatürasyon 95 30 sn  

35 Bağlanma 57,5 30 sn 

Uzama 72 30 sn 

Son Uzama 72 10 1 

 

 

3.6.11. PZR Tabanlı Replikon Tiplemesi 

Plazmid replikon tiplerinin belirlenmesi daha önceki çalışmalarda bildirilen 

multipleks PZR yöntemi kullanılarak araştırılmıştır (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 çalışma için ticari olarak hazır PBRT 2.0 kit 

kullanılmıştır. Kit içerisinde 8 ayrı multipleks PZR karışımı (M1-M8) bulunmaktadır, bu 
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multipleks PZR karışımları içerdikleri replikon tipleri ve amplifikasyon parametreleri 

sırasıyla Çizelge 3.11 ve 3.12’de verilmiştir. 

 
 

Çizelge 3.11. PBRT kiti kullanılarak belirlenebilen replikon tipleri, amplikon boyutları ve Inc grup 

dağılımları  

Replikon Tipi Amplikon 
boyutu (bç) 

Inc Grup 

HI1 534 IncHI1 

HI2 298-308 IncHI2 

HIB-M 570 Not assigned 

FIB-M 440 Not assigned 

I1α 159 IncI1α 

I1γ 161 IncI1γ 

I2 316 IncI2 

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 

FII 288-292 IncFII 

FIIS 259-260 IncFIIS 

FIIk 142-148 IncFIIk 

FIB KN 631 IncFIIK 

FIB KQ 258 IncFIIK 

 

Çizelge 3.12. PZR ısı döngüsü replikon tiplemesi amplifikasyon parametreleri 

Adım Sıcaklık (oC) Süre  Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon 95 10 1 

Denatürasyon 95 1 dk 

30 Bağlanma 60 30 sn 

Uzama 72 1 dk 

Son Uzama 72 5 dk 1 
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3.6.12. İstatistik 

Çalışma sonucunda elde edilen değerler % olarak verilmiştir. Çalışmada gruplar 

arasındaki veri farklılıkları ki-kare testi ile değerlendirilmiştir. Verilerin istatistiksel analizi 

SPSS 18.0 paket programı (PASW Inc., Chicago. IL. USA) kullanılarak yapılmış ve 

p<0.05 değerleri anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1.  uspA Geni ile E. coli Tür Düzeyinde Doğrulaması 

Klinik örneklerden soyutlanan E. coli’lerin tür spesifik uspA gen profileri PZR 

yöntemi ile çalışılmıştır. PZR sonuçları incelendiğinde tüm izolatlarda beklenen boyutta 

(884 bç) bir amplikon elde edilmiştir (Şekil 4.1). 

 

 

Şekil 4.1. UspA genin PZR jel elektroforez görüntüsü (M: 100 bç’lik marker, 1-10 pozitif 

örnekler, 11: pozitif kontrol, 12: negatif kontrol) 

 

 

4.2. Fenotipik GSBL Aktivitesi 

Klinik E. coli izolatının (n=10) adet GSBL aktivitesi hastanelerde Vitek2 otomatize 

bakteri tanımlama sistemi ile belirlenmiştir. Ancak, bu izolatların çalışmaya dahil 

edilebilmesi için GSBL aktiviteleri uluslararası standartlar tarafından önerildiği şekilde 

tekrardan belirlenmiştir. Fenotipik testlerin (çift disk sinerji ve disk kombinasyon) 

sonucuna göre tüm izolatların GSBL pozitif olduğu doğrulanmıştır (Şekil 4.2). 

 

 

 

 

1000 bç 

884 bç 
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Şekil 4.2. Antibiyotik diskleri etrafında oluşmuş zon çaplarının MH besiyerinde görünümü 

 

4.3. blaCTX-M Geninin PZR Metodu ile Belirlenmesi 

Fenotipik analiz sonuçlarına göre GSBL pozitif bulunan klinik izolatların tümünde, 

PZR çalışmasında blaCTX-M geni ile uyumlu 945 bç büyüklüğünde bant belirlenmiştir. DNA 

sekans analizi sonucunda; 10 adet izolattan 8 tanesinin CTX-M-15 varyantını taşıdığı, buna 

ilaveten 2 tanesinin CTX-M-3 varyantını taşıdığı bulunmuştur. blaCTX-M-15 geni taşıyan 

izolatlar çalışmanın devamında kullanılmıştır. 

  

Şekil 4.3. blaCTX-M geninin PZR jel elektroforez görüntüsü (M: Marker, 1-10: Örnekler, 11: Pozitif Kontrol, 

12: Negatif Kontrol) 

250 bç 

500 bç 

1000 bç 
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4.4. Clermont PZR Alt Tip Belirleme Sonuçları 

Klinik örneklerden soyutlanan izolatların 6 tanesi filogenetik grup B1 olarak 

belirlenirken, iki tanesinin D grubunda olduğu bulunmuştur (Şekil 4.4).  

 

 
 
Şekil 4.4. Clermont PZR jel elektroforez görüntüsü (M: Marker, 1-8: örnekler, 9: Negatif Kontrol) 

 

4.5. Antibiyotik Duyarlılık Sonuçları 

Klinik örneklerden soyutlanan ve sekans analizi sonucunda blaCTX-M-15 genini 

taşıdığı belirlenen izolatların (n=8) antibiyotik duyarlılık test sonuçları 

değerlendirildiğinde; izolatların tümünün beklenildiği üzere piperasilin, seftazidim, 

sefepim ve aztreonam antibiyotiklerine karşı dirençli oldukları saptanmıştır (Şekil 4.5). 

Buna ilaveten, piperasilin/tazobaktam’a karşı beş adet izolatta direnç tespit edilmiştir. 

Aminoglikozid grubu antibiyotiklerden netilmisine, tobramisine gentamisine ve amikasine 

karşı sırasıyla altı (%75), altı (%75), beş (%62,5) ve bir izolatta (%12,5) direnç tespit 

edilmiştir. Kinolon grubu antibiyotiklerden siprofloksasine %75 ve levofloksasine %37,5 

oranlarında dirençli olduğu görülmüştür. İncelenen izolatların %37,5’i 

trimetoprim/sülfametaksazol’e karşı dirençli bulunurken tigesikline karşı yalnızca bir adet 

izolatta direnç tespit edilmiştir. Ancak hiçbir izolatta imipenem, meropenem ve kolistin 

direnci saptanmamıştır. 

CTX-M-15 pozitif izolatların %75’inde çoğul antibiyotik direnci (üç veya daha 

fazla farklı sınıftan antibiyotiğe karşı direnç) saptanmıştır. Ayrıca çalışmaya dahil edilen 

(n=41) hiçbir izolatta disk difüzyon testi sonucuna göre; fosfomisine karşı direnç tespit 

edilmemiştir.  

1000 bç 

500 bç 
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4.6. PFGE Analiz Sonucu 

Klinik örneklerden soyutlanan 8 adet blaCTX-M-15 pozitif E. coli’nin xbaI enzimi 

kullanılarak PFGE yöntemi ile klonal yakınlıkları incelenmiştir. %80 benzerlik oranına 

göre tüm izolatlar birbiri ile klonal olarak ilişkisiz (tekli tip) olduğu bulunmuştur (Şekil 

4.5). 



 

 

2
6

 

 

Şekil 4.5. Klinik örneklerden soyutlanan blaCTX-M-15 pozitif E. coli izolatlarının antimikrobiyal direnç profilleri, PFGE bant profilleri ve filogenetik ağaçta gösterimi. 

Antibiyotiklerin kısaltması; 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/Sülfametaksazol.  
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4.7. Fosfomisin Varlığının Araştırılması 

PZR deneyinde pozitif kontrol örneğinde beklenilen boyutta (282 bç) fosA3 genine 

ait bant elde edilmiştir, fakat blaCTX-M-15 pozitif E. coli izolatlarının hiçbirinde (n=41) 

fosA3 genine rastlanılmamıştır (Şekil 4.6). 

 

 

Şekil 4.6. fosA3 geninin PZR jel elektroforez görüntüsü (M: 100 bç’lik marker, 1: negatif kontrol, 2: pozitif 

kontrol, 3-10 klinik örnekler) 

 

 

4.8. Plazmid Replikon Tipleri Sonuçları 

Araştırma kapsamına dahil edilen 41 adet CTX-M-15 pozitif E. coli izolatının PZR 

sonucunda 36 adet izolat incelenen replikon tiplerinin bazıları yönünden pozitif bulundu. 

Beş adet izolatta (çiğ süt; n=2, sürk peyniri; n=2 ve tavuk eti; n=1) herhangi bir PZR 

bantına rastlanılmadı. İzolatların barındırdıkları replikon tipleri Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

PZR metodunda pozitif kontrolden elde edilmiş bant profilleri ve bir örnekten elde edilmiş 

bantlar Şekil 4.7’de gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

500 bç 
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Çizelge 4.1. GSBL üreten E. coli izolatlarının plazmid replikon tip profilleri 

Kaynak  Izolat ID Replikon Tipi 
Ç

iğ
 S

ü
t 

(n
=

9
) 

ME-5 nd* 

ME-13 FIB KN  

ME-15 nd* 

ME-20 I1 α  

ME-28 FIB KN, U 

ME-40 FIB KN  

ME-51 FIB KN, HI2, I2, U 

ME-53 FIB KN, FIB, FII   

ME-59 FIB KN  

S
ü

rk
 P

ey
n
ir

i 
(n

=
8

) 

P-5 FIB KN  

P-14 FIB KN, FII  

P-24 nd* 

P-33 I1α, U 

P-46 FIB KN  

P-81 nd* 

P-85 FII, I1α, HI2, I2, U 

P-86 I1 α, FIB KN 

T
av

u
k

 E
ti

 (
n

=
8

) 

TE-5 FII  

TE-6 FII  

TE-15 FII, A/C, I1α 

TE-22 FII  

TE-37 FII, I1α, I2, U 

TE-40 FII, FIB, N 

TE-52 nd* 

TE-54 FII, I1α 

S
u

 (
n
=

8
) 

H-2 FII, FIA,  FIB, I1γ 

H-5 FII, FIA,  FIB, I1γ 

H-19 FIA,  FIB, X1 

H-68 FII, FIA,  FIB 

H-85 FII, FIA,  FIB, I1α 

H-110 FII, FIA,  FIB 

H-139 FII, FIA,  FIB 

H-141 FII, FIA,  FIB 

K
li

n
ik

 (
n
=

8
) 

MKÜ19/01 FIA, FIB 

MKÜ19/02 I1 γ 

MKÜ19/03 FII, FIB 

MKÜ19/04 FII, FIA,  X1 

MKÜ19/05 FII, FIB 

MKÜ19/08 FIA,  FIB, I1α 

MKÜ19/10 FII, FIB 

MKÜ19/09 FII, FIA,  FIB 

* Tanımlanmış replikon tipi bulunamamıştır.   
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 PZR sonucuna göre; toplamda 12 farklı plazmit replikon tipi (FIA, FIB, FIB KN, 

FII, X1, A/C, U, N, HI2, I2, I1α ve I1γ) bulunmuştur (Çizelge 4.1). Plazmit replikon 

tiplerinin dağılımı sırasıyla; FII 22 (%53,6), FIB 15 (%36,6), FIA 12 (%29,2), FIB KN 10 

(%24,4), I1α 9 (%21,9), U 5 (%12,2), I2 3 (%7,3), I1γ 3 (%7,3) , X1 2 (%4,9), HI2 2 

(%4,9), N bir (%2,4), ve A/C bir (%2,4) olduğu görülmüştür. Tespit edilen plazmit 

replikon tiplerinin izolatların elde edildiği kaynaklara göre dağılımı Çizelge 4.2’de 

özetlenmiştir. 

Plazmid replikon tiplerinin dağılımını içeren Çizelge 4.2 incelendiğinde FIA, FIB, 

FIB KN ve FII bulundurma bakımından kaynaklar arasında istatistiksel açıdan önemli 

farklılıkların ortaya çıktığını (P˂0,05), ancak X1, A/C, U, N, HI2, I2, I1α ve I1γ replikon 

tipleri arasında herhangi bir istatistiki farkın gözlenmediği görülmektedir. FII replikon tipi 

tüm kaynaklardan elde edilen toplam 22 izolatta tespit edilmiştir. En fazla tavuk eti (7/8) 

ve su (7/8) örneklerinde bulunurken, en az çiğ süt (1/9) ve sürk peyniri (2/8) örneklerinde 

rastlanılmıştır (P=0,001). Klinik izolatların ise %62,5’inde bu replikon tipine 

rastlanılmıştır ve bu değer diğer kaynaklardan istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır.  

Çalışmada izolatların %36,6 ve %29,2’sinin sırasıyle FIB ve FIA’ya ait bant 

oluşturdukları bulunmuştur. FIB replikon tipi su (n=8), klinik (n=6) ve tavuk eti (n=1) 

izolatlarında rastlanırken, çiğ süt ve sürk peyniri izolatlarında rastlanılmamıştır (P<0.001). 

FIA replikon tipine ise su izolatlarının tümünde rastlanırken, klinik izolatların sadece dört 

tanesinde rastlanılmıştır (P<0.001). Diğer izolatlarda FIA replikon tipi bulunmamıştır.  

FIB KN replikon tipine sadece çiğ süt (n=6) ve sürk peyniri (n=4) izolatlarında 

rastlanılmış olup, diğer kaynaklardan elde edilen izolatlarda bu replikon tipine 

rastlanılmamıştır (P=0,001).  

I1α replikon tipi tüm kaynaklardaki toplamda 9 adet izolatta bulunmuştur.  En fazla 

tavuk eti (n=3) ve sürk peyniri (n=3) örneklerinde bulunurken, çiğ süt, su ve klinik 

örneklerde birer adet izolatta mevcut olduğu gözlenmiştir (P>0,5).  

Diğer replikon tipleri çok az sayıda izolatta var oldukları bulunmuştur. Bunlardan U 

ve I2 replikon tiplerine çiğ süt, sürk peyniri ve tavuk eti izolatlarında rastlanırken, su ve 

klinik izolatlarda rastlanılmamıştır (P>0,5).   
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İncelenen izolatlar arasında I1γ (n=3) ve X1 (n=2) yalnızca su ve klinik izolatlarda 

bulunmuştur, diğer kaynaklardaki izolatlarda bu replikon tiplerine rastlanılmamıştır 

(P>0,5). 

HI2 replikon tipine (n=2) sadece çiğ süt ve sürk peynirinden elde edilen birer adet 

izolatta rastlanılmış olup, diğer kaynaklardan elde edilen izolatlarda rastlanılmamıştır 

(P>0,5). Son olarak, N ve A/C replikon tipleri sadece tavuk etinden elde edilen bir adet 

izolatta bulunmuştur.  

 

 

Şekil 4.7. Plazmid replikon tipleri PZR jel elektroforez görüntüsü (L:Marker; M1-M8 pozitif kontrol ve 

bantların karşılığı genler şekilde belirtilmiştir; 1-8: M-1 izolatına ait PZR amplikon sonuçları, pozitif bulunan 

bantlar belirtilmiştir.) 



 

 

3
1

 

Çizelge 4.2. Çalışmada PZR ile saptanan plazmid replikon tiplerinin dağılımı  

Kaynak 

Plazmid Replikon Tipleri n (%) 

I1α HI2 I2 N FIA FIB I1γ A/C U X1 FIB KN FII 

Çiğ Süt (n=9) 1 (%11,1) 1 (%11,1) 1 (%11,1) - -a -a - - 2 (%22,2) - 6 (%66,6)a 1 (%11,1)a 

Sürk Peyniri (n=8) 3 (%37,5) 1 (%12,5) 1 (%12,5) - - a -a - - 2 (%25) - 4 (%50)a 2 (%25)a 

Tavuk Eti (n=8) 3 (%37,5) - 1 (%12,5) 1 (%12,5) - a 1 (%12,5)a - 1 (%12,5) 1 (%12,5) - -b 7 (%87,5)b 

Su (n=8) 1 (%12,5) - - - 8 (%100)c 8 (%100)b 2 (%25) - - 1 (%12,5) -b 7 (%87,5)b 

Klinik (n=8) 1 (%12,5) - - - 4 (%50)b 6 (%75)b 1 (%12,5) - - 1 (%12,5) -b 5 (%62,5)ab 

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) 

a, b, c Aynı sütunda bulunan veriler için farklı harfler istatistiksel olarak farkın olduğunu göstermektedir .  
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5. TARTIŞMA 

Çalışmaya 8 adet tavuk eti, 9 adet çiğ süt, 8 adet sürk peyniri, 8 adet su (arıtma ve 

Asi Irmağı) ve 8 adet insan klinik izolatı olmak üzere toplamda 41 GSBL pozitif CTX-M-

15 üreten E. coli izolatı dahil edilmiş ve izolatlarının barındırdıkları plazmid replikon 

tiplerinin varlığı araştırılmıştır. Çalışmada klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarından alınan 

ve CTX-M-3 pozitif bulunan iki adet izolat çalışma dışı bırakılmıştır.  

Plazmid replikon tiplerinin belirlenmesinden önce, klinik örneklerden soyutlanan 

GSBL pozitif ve E. coli olarak tanımlanan izolatların karakterizasyonları yapılmıştır. 

Otomatize sistemlerin (örneğin; VİTEK ve Phoenix) bakterileri tür düzeyinde 

tanımlamalarındaki başarıları klinik mikrobiyologlar tarafından sorgulanmış ve bazen 

“false” identifikasyona neden oldukları rapor edilmiştir (Bahçe ve ark. 2019, Gupta ve ark. 

2019). Bu nedenle E. coli’yi tür düzeyinde tanımlamadaki spesifitesi daha önceki  

çalışmalarda ispat edilmiş “universal stress proteini” kodlayan gen bölgesine özgü 

primerler (uspA) kullanılarak PZR metodu ile doğrulama yapılmıştır (Chen ve Griffiths 

1999).  

Her ne kadar otomatize sistemler klinik izolatlarda GSBL’nin varlığını tanımlamak 

için sıklıkla kullanılıyor olsalarda, bu sistemlerin doğruluğu sorgulanmaktadır. Örneğin; 

Leverstein-van Hall ve ark. (2002) yaptıkları bir çalışmada çoğul ilaç direncine sahip 74 

adet E. coli ve Klebsiella spp. suşlarında E-test, VITEK2 ve Phoenix otomatize 

sistemlerinin GSBL’yi tanımlamadaki doğruluğunu incelemişlerdir. Yapılan çalışmada, E-

testin doğruluğu %94 oranında bulunurken, VITEK2’nin doğruluğu %78, ve phoenix %89 

olarak belirlenmiştir (Leverstein-van Hall ve ark. 2002). Bu nedenle çalışmaya dahil 

edeceğimiz klinik izolatların GSBL olduklarından kesin emin olmak için uluslararası kabul 

görmüş fenotipik testler (double disk ve disk sinerji) kullanılmıştır ve tüm E. coli izolatları 

bu test sonuçlarına göre GSBL pozitif oldukları belirlenmiştir (CLSI 2018). 

PZR sonrası sekanslama sonuçlarına göre 10 adet izolattan 8 (%80) tanesinin CTX-

M-15 taşıdığı, buna ilaveten 2 tanesinin (MKÜ suşları) CTX-M-3 (%20) taşıdığı 

bulunmuştur. Her ne kadar bu çalışmaya dahil edilen suş sayısı sınırlı olsa da, daha önceki 

yıllarda yapılan çalışmaların sonuçları ile uyumlu bulunmuştur. Örneğin; 130 adet dublike 
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olmayan üçüncü nesil sefalosporinlere dirençli E. coli ve K. pneumonia suşunun 115 

tanesinin GSBL olduğu disk kombinasyon metodu ile konfirme edilmiş, ve E. coli’lerin 

%73’nün blaCTX-M taşıdığı PZR ile saptanmıştır, sonraki detaylı incelemelerde PZR pozitif 

bulunan tiplerinin CTX-M-15 olduğu bulunmuştur (Ensor ve ark. 2006). Bundan sonraki 

yıllarda yapılan çalışmalarda da buna benzer sonuçlar rapor edilmiştir. Gür ve ark. (2008) 

yaptıkları çalışmada üriner sistemden izole edilen GSBL pozitif E. coli suşlarının genetik 

mekanizmalarını incelemişlerdir. Bu suşların %80.8’inin CTX-M-15 ürettiği, %15.4’ünün 

CTX-M-3 ürettiği ve bir adet izolatında CTX-M-1 yönünden pozitif olduğu belirlenmiştir. 

Buna ilaveten, son yıllarda yapılan bir çalışmada 120 adet klinik örneklerden soyutlanmış 

E. coli izolatının 108 tanesinde blaCTX-M geninin varlığına rastlanmış ve bu pozitif bulunan 

örneklerin 90 tanesinde CTX-M-15 bulunmuş olduğu 6 tanesinde CTX-M-16, 6 tanesinde 

CTX-M-9, ve 6 tanesinde CTX-M-1 bulunduğu bildirilmiştir (Tutun ve ark. 2019). Klinik 

örneklerde olduğu kadar, hayvansal örneklerde de CTX-M-15 pozitif E. coli’lerin 

izolasyonu sıklıkla bildirilmeye başlanmıştır. Son yıllarda yapılan bir çalışmada; hayvansal 

örneklerden (tavuk eti ve çiğ inek sütü) izole edilen 66 adet GSBL üreten E. coli izolatının 

%62.3'ünün blaCTX-M genini taşıdığı gösterilmiştir. Bunlar arasında CTX-M-1'in tavuk 

etinden soyutlanan izolatlarda %28.3 (n=15)  baskın GSBL varyantı olduğu bulunurken, 

CTX-M-15’in ise tank sütü örnekleri arasında en yaygın varyant olduğunu saptanmıştır 

(Kürekci ve ark. 2019). 

PFGE; bakterilerin tür içinde klonal yakınlıklarını belirlemede altın standart olarak 

kabul edilen bir metottur (Durmaz ve ark. 2007, WHO 2005, Türe ve Altınok 2013). CTX-

M-15 pozitif bulunan E. coli izolatlarının klonal yakınlığının belirlenmesi için PFGE 

yapılmıştır. PFGE sonuçlarımız incelenen 8 adet E. coli izolatının %80 benzerlik oranına 

göre birbiri ile klonal olarak ilişkisiz olduğunu göstermiştir. Reuland ve ark. (2013) 

yaptıkları bir çalışmada CTX-M-15-üreten E. coli'lerin farklı klonal komplekslere ait 

olduğunu ortaya koymuştur.  

Çalışmada incelenen 8 adet GSBL üreten E. coli izolatının çoğul dirençli olduğu 

belirlendi. Çalışmamızda incelenen suşların aminoglikozid grubu antibiyotiklere ve 

kinolon grubu antibiyotiklere yüksek oranda dirençli oldukları bulunmuştur. Çalışılan 

izolatların hepsinin CTX-M-15 pozitif olması ve sayısının az olması yapılan diğer 

çalışmaların sonuçları ile birebir kıyaslama olanağına imkan vermemektedir. Fakat, elde 
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edilen sonuçlar ülkemizde klinik örneklerden soyutlanan GSBL pozitif E. coli’ler üzerinde 

yapılan diğer çalışmalar ile kıyaslandığında uyumlu olduğu bulunmuştur. Örneğin;  Gür ve 

ark. (2008) klinik örneklerden soyutlanan 457 adet E. coli’nin %26’sının GSBL ürettiğini 

ve kan izolatlarında CTX-M-15 enzimlerinin varlığını %69.4 oranında bulmuşlardır. Bu 

izolatlar arasında imipenem direnci saptamamışlardır. Ancak, Hazırolan ve ark. (2018) 

insan fekal örneklerinden soyutladıkları 461 adet GSBL üreten E. coli izolatında amikasin 

ve gentamisine karşı direnç saptamazken, izolatların siprofloksasin direnci %31,2 ve 

trimetoprim/sülfametaksazol direncide %33,3 olarak rapor etmişlerdir. Çalışmamızda 

trimetoprim/sülfametaksazole GSBL üreten E. coli suşlarında %37,5 oranında direnç 

saptanırken; tigesikline karşı sadece bir adet izolatın dirençli olduğu gözlenmiştir. Bu 

sonuçlar ülkemizde son yıllarda yapılan çalışmaların sonuçları ile benzerlik 

göstermektedir. Örneğin; Mengeloğlu ve ark. (2013) çeşitli klinik örneklerden soyutlanan 

100 adet GSBL üreten E. coli’ler üzerinde yaptıkları çalışmada, izolatların tigesikline 

duyarlılık oranı %97 olarak bulunmuştur. Çalışmada hiçbir izolatta imipenem, meropenem 

ve kolistin direnci bulunmamıştır. Ülkemizde yapılan diğer çalışmalarda da karbapenem 

antibiyotiklerine karşı klinik örneklerden soyutlanmış GSBL üreten E. coli izolatlarında  

direnç tespit edilmemiştir (Hazırolan ve ark. 2018, Gür ve ark. 2008). 

Bizim çalışmamızda disk difüzyon test sonucuna göre hiçbir izolat fosfomisine 

karşı dirençli bulunmamıştır. Buna ilaveten, tüm izolatlarda PZR metodu ile fosA3 geninin 

varlığı araştırılmış fakat bu gene hiçbir izolatta rastlanılmamıştır. Bu tez çalışmasında 

ülkemizde farklı kaynaklardan izole edilmiş CTX-M-15 pozitif E. coli izolatlarında fosA3 

geninin varlığının araştırıldığı ilk çalışma olma özelliğini barındırmaktadır. Daha önceki 

yıllarda yapılan çalışmalarda; blaCTX-M-15 genini taşıyan E. coli izolatlarının fosA3 genini de 

taşıdıkları bulunmuştur. Örneğin; Xie ve ark. (2016) Çin’de satılan et örneklerinden izole 

edilen ve sefotaksime karşı dirençli 55 adet E. coli izolatının 12 tanesinde fosA3 geninin 

pozitif olduğunu rapor etmişlerdir. Son yıllarda yapılan bir diğer çalışma ise; insan idrar 

örneklerinden izole edilen 465 adet GSBL pozitif E. coli izolatının %87,7’sinin fosfomisin 

antibiyotiğine karşı duyarlı bulmuşlardır (Cao ve ark. 2017). Aynı çalışmada, fosfomisine 

karşı dirençli bulunan 57 adet izolatın %89,5’inde fosA3 geninin varlığı saptanırken, 55 

izolatın da blaCTX-M pozitif (blaCTX-M-15; n=26, blaCTX-M-14; n=22, blaCTX-M-3; n=4 ve 3’ünde 

blaCTX-M-123) olduğu saptanmıştır. Yapılan konjugasyon deneyleri sonucunda blaCTX-M ve 
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fosA3 genlerinin birlikte taşındığı rapor edilmiştir ve sonuç olarak bu genlerin aynı 

konjugatif plazmitler üzerinde taşındığı sonucuna ulaşılmıştır (Cao ve ark. 2017).  

Literatürde farklı kaynaklardan (gıda, hayvansal, klinik ve su) elde edilen GSBL 

pozitif E. coli izolatlarının plazmit replikon tiplerini ve bu genlerin mobilizasyonlarına 

ilişkin pek çok çalışma olmasına rağmen, ülkemizde bu yönde yapılmış çalışmalar çok 

sınırlıdır. Bu bağlamda, farklı kaynaklardan elde edilen blaCTX-M-15 genine sahip E. coli 

izolatlarının replikon tipleri ülkemizde ilk defa çalışılmıştır. Çalışmamızda incelediğimiz 

suşlarda Inc plazmid replikon grubuna ait 12 replikon türü (FIA, FIB, FIBKN, FII, X1, 

A/C, U, N, HI2, I2, I1α ve I1γ) bulunmuştur. Çalışmada beş adet izolatın ise hiçbir plazmid 

replikon tipini içermediği görülmüştür. Tez çalışmasındaki sonuçlara benzer olarak, Lyimo 

ve ark. (2016) yaptıkları çalışmada da su kaynaklarından izole edilen 31 adet E. coli 

izolatlarında bulunan Inc plazmid replikon grubuna ait N, HI2, FIB ve FIA replikon 

tiplerinin blaCTX-M-15 genleri ile bağlantılı olduğunu belirtmişlerdir. Yapılan çalışmalarda 

blaCTX-M-15 geninin genel olarak konjugative plazmitler aracılığı ile taşındığı ortaya konmuş 

olsa da, az oranda bu genin kromozomal olduğu rapor edilmiştir (Gönüllü ve ark. 2008, 

Carattoli 2009, Carattoli 2011, Zhao ve Hu 2013). Dolayısı ile bu plazmid rastlanmayan 

izolatlarda da dirence aracılık eden genin kromozomal olması ihtimali bulunmaktadır. Bu 

çalışmada maddi imkanlar dahilinde plazmit replikon tipleri sadece PZR ile 

belirlenebilmiş, fakat blaCTX-M-15 geninin konjugasyon yolu ile aktarılıp aktarılamadığı ve 

aktarılıyor ise bunda rol oynayan plazmitlerin genetik yapılarının aydınlatılması 

yapılamamıştır. Ancak elde edilen PZR sonuçlarının detaylı incelemesinde suşların elde 

edildiği kaynağa bağlı olarak replikon tiplerinin varlığı açısından bazı anlamlı farklılıkların 

olduğu bulunmuştur.  

Yurtdışında yapılan çalışmalarda GSBL genlerinin taşınmasında 50 kb ve 200 kb 

aralığındaki büyüklükte pek çok plazmitin sorumlu olduğu bildirilmiştir. Bunlar arasında 

IncF, N, N2, I1, HI2, L/M, A/C, K, X4 ve U bulunmaktadır (Carattoli 2013, Carattoli 

2011). GSBL türüne göre değişmekle birlikte Enterobactericealar içerisinde en fazla IncF 

plazmidlerinin varlığı rapor edilmiştir. Örneğin; Coque ve ark. (2008) ve Partridge ve ark. 

(2011) yaptıkları çalışmalarda CTX-M-15’in yayılımında IncFII plazmidinin büyük rol 

oynadığını rapor etmişlerdir. Baraniak ve ark. (2002) yaptıkları çalışmada CTX-M-3’ün 

Polonya ve Doğu Avrupa ülkelerinde daha çok IncN plazmidleri tarafından yayıldığını 
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göstermişlerdir. CTX-M-65’in Çin’de yayılımında ise F33:a-:b- tip plazmidin rol oynadığı 

rapor edilmiştir (Deng ve ark. 2011). İspanya ve İngiltere’de yapılan çalışmalarda CTX-M-

14’ün yayılımında ise IncK plazmidinin rol oynadığı bulunmuştur (Valverde ve ark. 2009, 

Cottell ve ark. 2011, Dhanji ve ark. 2012, Stokes ve ark. 2012). Agyekum ve ark. (2016) 

klinik örneklerden izole ettikleri GSBL üreten E. coli izolatlarında blaCTX-M-15 geninin 

çoğunlukla (n=18) IncFII/FIA/FIB çoklu replikon plazmidi üzerinde, iki adet izolatta 

FIA/FIB plazmidi üzerinde ve bir adet izolatta da FIA plazmidi üzerinde lokalize olduğunu 

bulmuşlardır. Bu çalışmada FII/FIA/FIB replikon tipleri su ve klinikten soyutlanan 

izolatlarda diğer örneklere oranla daha fazla bulunmuştur. FII replikon tipine tüm 

kaynaklardaki izolatlarda rastlanılmasına rağmen çiğ süt ve sürk peyniri örneklerinde 

istatistiksel olarak daha az gözlenmiştir. Zurfluh ve ark. (2015) yaptıkları bir çalışmada; bir 

gölden toplanan ve blaCTX-M-15 genini barındıran 81 E. coli izolatının 32 tanesinin bu geni 

konjugasyon yoluyla transfer edilebildiğini rapor etmişlerdir. Aynı çalışmada; genin 

transferinde rol oynayan plazmidler arasında en sık rastlanan replikon tiplerinin IncF tipi 

plazmitler olduğu (n=12), bunu I1 (n=8), K (n=3) ve R (n=1) plazmitlerinin takip ettiğini 

bildirmişlerdir. Lyimo ve ark. (2016) yaptıkları çalışmada ise; su kaynaklarından izole 

edilen 31 adet E. coli izolatında Inc plazmid replikon grubuna ait 11 tip (I1, FIC, P, FIIA, 

A / C, FIB, FIA, H12, K / B, B / O ve N) tanımlanmış N, HI2, FIB ve FIA replikon 

tiplerinin blaCTX-M-15 genleri ile bağlantılı olduğunu belirtmişlerdir. Aynı çalışma 

içerisinde, izolatların %49'unda en sık rastlanan IncF tipi (FIA, FIB, FIC ve FIIA) plazmid 

replikonlarını saptamışlardır. Su ve klinik örneklere ilaveten, Kuzey Kenya'da yapılan bir 

çalışmada; köpeklerden izole edilen ve blaCTX-M-15 genini barındıran izolatlarda IncFII 

plazmidi baskın olarak bulunmuştur (Albrechtova ve ark. 2012). Ancak, Almanya’da 

sığırlardan elde edilen ve GSBL üreten E. coli izolatlarında blaCTX-M-15 geninin IncI1 ile 

ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Rodriguez ve ark. 2014). Bu tez çalışmasında IncI1, HI1, 

X1 plazmid replikon tipine az sayıda izolatta rastlanılmış olsa da, K, P, Y, FIC ve R 

replikon tiplerine rastlanılmamıştır. Son olarak, çiğ süt ve sürk peynirinden elde edilen 

izolatlarda ise FIB KN replikon tipinin varlığı gözlenmiştir, bu replikon tipine diğer 

kaynaklarda rastlanılmamıştır.  
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6. SONUÇ 

CTX-M-15 üreten E. coli’lerin son yıllarda farklı kaynaklardan, özellikle de klinik 

örneklerden, sıklıkla rapor ediliyor olması ile, bu GSBL tipini kodlayan genlerin 

bulunduğu konjugatif plazmidler arasında bir ilişki olduğu bulunmuştur. Sonuç olarak; 

toplam 41 adet GSBL üreten blaCTX-M-15 pozitif E. coli izolatının barındırdıkları plazmid 

replikon tipleri belirlenmiştir. Plazmid replikon tipleri incelendiğinde izolatların 

çoğunluğunda birden fazla plazmid replikon tipinin var olduğu görülmüştür. Kaynaklarına 

göre plazmit replikon tiplerinin varlığı ayrıca değerlendirildiğinde plazmid replikon tipleri 

ve kaynaklar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılıkların bulunduğu görülmüş olup, 

ülkemizde insan klinik vakalarına hayvansal gıda örneklerinden bulaşın önemli derecede 

olmadığı spekülasyonu çalışma sonucuna göre yapılabilir.   
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