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1. ÖZET 

Kan Kültürlerinden İzole Edilen Escherichia coli Suşlarında İntegron Gen 

Kasetlerinin Moleküler Karakterizasyonu 

Antibiyotiklerin insan sağlığında çok önemli rol oynadıkları bilinmektedir. Fakat 

yanlış ve aşırı kullanılmaları sonucu dirençli bakterilerin artışına ve direnç genlerinin 

hızlı bir şekilde yayılması ile beraber pek çok bakterinin çoklu antibiyotik dirençli 

olmasına yol açmaktadır. Kazanılan bu direnç plazmid, transpozon ve integron gibi 

çeşitli hareketli genetik elemanlarla bakteriler arasında yayılmaktadır. İntegronlar 

birçok antibiyotik direnç determinantını kodlayan, belirli gen kasetlerini taşıma veya 

entegre olma yeteneğine sahip genetik elemanlardır.  

Bu çalışmada Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi Farabi Hastanesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Eğitim ve Hizmet Laboratuvarı’na Ocak - Aralık 2014 tarihleri arasında 

gönderilen kan kültüründen izole edilen 112 E. coli izolatında integron gen kaset varlığı 

ve içerdiği direnç paternlerinin belirlenmesi, ayrıca integronların aktarılmalarında rol 

oynayan konjugatif plazmidlerin varlığının belirlenmesi ve bu plazmidlerin 

incompatibility (Inc) gruplarının replikon tiplendirme yöntemiyle gruplandırılması 

amaçlanmıştır. 

Bu amaçla 112 E. coli izolatında sınıf 1 integrona ait integraz gen bölgesinin 

belirlenmesi için intI1 genine özgü primerler kullanılarak polimeraz zincir reaksiyonu 

(PZR) işlemi gerçekleştirildi. Buna göre 112 E. coli izolatının 51’i (%45.5) intI1 pozitif 

olarak saptandı. Sınıf 2 integrona ait integraz gen bölgesinin belirlenmesi için intI2 

genine özgü primerler kullanılarak yapılan PZR işlemi sonucu 112 E. coli izolatının 7’si 

(%6.3) intI2 pozitif olarak belirlendi. Sınıf 1 ve sınıf 2 integron varlığının belirlenmesi 

amacıyla yapılan PZR reaksiyonu sonucu 112 izolatın 38’inde (%33.9) sınıf 1 integron 

varlığı belirlenirken 13 izolatın boş integron içerdiği belirlendi. Sınıf 2 integron için 112 

izolatın 7’sinde (%6.3) sınıf 2 integron varlığı belirlendi. 

Sınıf 1 integron içeren 38 izolata yapılan sekans analizi sonucu trimetoprim ve 

streptomisin-spektinomisin direncinden sorumlu dfrA7, dfr17-aadA5, dfrV, dfrA1-

aadA1 ve dfrA12-aadA2 olarak adlandırılan 5 tip gen kaseti belirlendi. Sınıf 2 integron 

amplifikasyonu sonucunda pozitif bulunan 7 izolatın yapılan sekans analizi sonucu 
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dfrA1-sat2-aadA1 ve dfrA1-sat2-aadA30 olarak belirtilen 2 tip gen kaseti bulundu. 14 

izolatın sekans analiz sonuç verileri elde edilemedi. 

Konjugasyon deneyleri sıvıda çiftleşme yöntemiyle gerçekleştirildi. Sınıf 1 ve 

sınıf 2 integron içeren 45 izolatın donor olarak kullanıldığı konjugasyon deneylerinde 

35 E. coli J53-2 transkonjugantı elde edildi. Konjugasyon etkinliklerinin 10
-6

 ve 10
-10

 

arasında oldukları belirlendi. 

Otuzbeş transkonjuganttaki plazmitlerin Inc gruplarının belirlenmesi amacıyla 

yapılan PZR reaksiyon sonucuna göre 6 plazmidin (%17) IncN, 1 plazmidin de (%3) 

IncQ pozitif olduğu belirlendi. Hiçbir transkonjugantta IncP ve IncW gruplarına ait 

plazmide rastlanmadı. 

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, gen kaseti, integron, konjugasyon, plazmit, 

Polimeraz zincir reaksiyonu   
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2. SUMMARY 

Molecular Characterization of Integron Gene Cassettes in Escherichia coli Strains 

Isolated from Blood Cultures 

Antibiotics are known to play a very important role in human health. However, 

incorrect and excessive use leads to multiple antibiotic resistance of many bacteria and 

the rapid spread of resistance genes. 

These resistance genes are spreading among bacterial species with various mobile 

genetic elements such as plasmids, transposons and integrons. Integrons are known 

genetic elements that encode many antibiotic resistance determinants and have the 

ability to carry or integrate specific gene cassettes. 

In this study, identification of the presence of integron gene cassette and its 

resistance patterns in 112 E. coli isolates isolated from blood cultures sent to Farabi 

Hospital Medical Microbiology Training and Service Laboratory of Karadeniz 

Technical University between January and December 2014, and determination of the 

resistance patterns of the conjugative plasmids involved in the transfer of integrons, and 

the incompatibility (Inc) groups of these plasmids were grouped by replicon typing 

method. 

Polymerase chain reaction (PCR) was performed by using intI1 gene specific 

primers to identify the integron gene region of the class 1 integron in the 112 E. coli 

isolates. Based on PCR results, in 51 (45.5%) of the 112 E. coli isolates were detected 

positive for intI1. For the identification of the integrase gene region of the class 2 

integron, in 7 of the 112 E. coli isolates (6.3%) were identified as intI2 positive using 

intI2 gene specific primers. It was determined that 13 isolates contained empty 

integrons while class 1 integron presence was detected in 38 (33.9%) of the 112 isolates 

resulting from the PCR reaction to determine the presence of class 1 and class 2 

integron.  In 7 (6.3%) of 112 isolates class 2 integrons were present. 

Sequence analysis of 38 isolates with class 1 integron revealed 5 types of gene 

cassettes called dfrA7, dfr17-aadA5, dfrV, dfrA1-aadA1 and dfrA12-aadA2, which are 

responsible for resistance to trimethoprim and streptomycin-spectinomycin resistance. 

Sequence analysis of 7 isolates found to be positive for class 2 integron amplification 
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revealed two types of gene cassettes identified as dfrA1-sat2-aadA1 and dfrA1-sat2-

aadA30. Sequence analysis results of 14 isolates could not be obtained. 

Conjugation experiment was performed based on the principle of broth mating 

method. Of the 45 E. coli having class 1 and class 2 integron tested, 35 (78%) of them 

were found to be conjugated to the recipient cell (E. coli J53-2 met pro Rif
R
) and 

conjugation efficiency was ranged from 10
-6

 to 10
-10

. 

PCR amplification for the identification of Inc groups in the 35 transconjugant 

containing conjugated plasmid resulted in IncN in 6 (17%) isolates, IncQ in 1 (3%) 

isolates. And no isolates were found in IncP and IncW. 

Key Words: Escherichia coli, gene cassette, integron, conjugation, plasmid, 

polymerase chain reaction  
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

Enfeksiyon hastalıkları 1900’lü yıllarda dünyanın önde gelen ölüm nedenlerinden 

biri olarak bilinmekteydi (1). Yirminci yüzyılın ilk yarısında antibiyotiklerin keşfi ve 

üretimi, tıp alanında başarılara yol açmıştır ve antibiyotikler modern tıbbın temelini 

oluşturmuştur (2). Antimikrobiyal ajanların kullanımı mortalite ve morbidite oranlarını 

düşürmekle beraber özellikle çocuk ölümlerinde azalma, yaşam süresinin uzaması, 

invaziv cerrahi ve kemoterapi gibi tedaviler için çok önemli hale gelmiştir (3). 

Antimikrobiyallerin aşırı kullanımları sonucu gelişen antimikrobiyal direnç 21. 

yüzyılda önemli halk sağlığı sorunlarından biri haline gelmiştir (4). Antibiyotiklerin 

bilinçsiz olarak kullanılması dirençli bakterilerin ortaya çıkmasına ve bu bakterilerin 

yayılmalarına neden olmaktadır. Bu nedenle antimikrobiyal ilaçların zamanında ve 

etkili bir şekilde kullanılması direncin önlenmesinde önemli rol oynamaktadır (5). Yeni 

antibakteriyal ilaçların kullanıma girmesiyle birlikte toplumda yeni ilaçlara dirençli 

bakteriler tarafından oluşturulan enfeksiyonların sayısı gittikçe artmaktadır. 

Bakterilerde görülen ve yayılabilen bu direnç, çeşitli mekanizmalar sonucu ortaya 

çıkmaktadır. Direnç, bazı bakterilerde doğal olarak bulundurduğu özelliklerinin sonucu 

olarak görülürken; bazılarında ise kromozomal mutasyonlar veya plazmid, transpozon 

ve integron gibi hareketli genetik elemanlar aracılığıyla ekstrakromozomal yapılarla 

ortaya çıkmaktadır (6). 

Bazı antibiyotik direnç mekanizmaları doğal olarak bakterilerde bulunur ve yatay 

gen aktarımı (YGA) ile kolayca diğer bakteriyel patojenlere aktarılabilirler. Yatay gen 

aktarımında rol oynayan hareketli genetik elemanlar (HGE) bakterinin genom boyutu ve 

patojenite gibi özelliklerinde değişikliklere yol açmaktadırlar. Bakteriler YGA’ya 

dirençli olmak için birçok mekanizmaya sahip olsalar da HGE’ler bakteriyel 

evolüsyonda önemli rol oynarlar ve yeni, değişen ekolojik nişlere adaptasyonda büyük 

katkı sağlarlar (7). 

Antibiyotik direncinin yayılımına zıt olarak yeni antimikrobiyal ilaç keşfinin ve 

klinik araştırmaların uzun sürmesi, son zamanlarda sadece birkaç yeni antimikrobiyal 

ajanın kullanımı için onay verilmesi gibi durumlara bağlı olarak yeni antimikrobiyal 

maddelerin geliştirilmesi konusunda sorunlar yaşanmaktadır. Bu sorunlar enfeksiyon 

hastalıkları tedavisinde kullanılan antibiyotik seçeneklerini kısıtlamaktadır (8). 
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Enterobacteriaceae’larda plazmid kaynaklı konjugasyon ana YGA 

mekanizmalarından biridir ve konjugatif plazmidlerin sıklıkla aktarılmaları çoklu ilaç 

direnç genlerinin ortaya çıkmasına sebep olmaktadır (4). Bakterilerin bu 

mekanizmalarla direnç kazanmaları tedavinin planlanmasında ciddi sorunlara yol 

açmaktadır. Bu nedenle direncin yayılmasında rol oynayan ve HGE’lerdan olan R-

plazmidleri ve içerdikleri integron gen kasetlerinin sahip oldukları direnç paternlerinin 

belirlenmesi büyük önem arz etmektedir. 

Bu çalışmada Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi Farabi Hastanesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Eğitim ve Hizmet Laboratuvarı’nda kan kültürlerinden izole edilmiş E. 

coli izolatlarında integron gen kaset varlığı ve içerdiği direnç paternlerinin belirlenmesi, 

ayrıca integronların yayılımında rol oynayan konjugatif plazmitlerin varlığının 

belirlenmesi ve bu plazmidlerin incompatibility (Inc) gruplarının replikon tiplendirme 

yöntemiyle gruplandırılması amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Escherichia coli 

4.1.1. Morfoloji Özellikleri 

Escherichia coli, ilk kez 1885 yılında Escherich adında bir araştırmacı tarafından 

infantların dışkısından izole edilmiş ve Bacterium coli olarak tanımlanmıştır. 

Sonrasında ise izole eden kişinin adı verilerek Escherichia coli olarak adlandırılmıştır. 

E. coli, Enterobacteriaceae familyası içerisinde yer alır ve kuşların, memelilerin normal 

bağırsak florasında bulunan 2-6 μm boyunda, 1-1.5 μm eninde, düz, uçları yuvarlak 

gram negatif bir basildir. Etrafında yer alan kirpikleri sayesinde yavaş bir hareket 

yeteneğine sahiptir. Bazı izolatlarında kapsül veya mikrokapsül bulunmaktadır (9, 10). 

4.1.2. Kültür ve Biyokimyasal Özellikleri 

Fakültatif anaerob bakterilerden olan E. coli, 15-45°C’de üreyebilmesine rağmen 

optimal üreme sıcaklıkları 37°C’dir. Ortalama pH 7-7.2’de, buyyon ve jeloz gibi genel 

besiyerlerinde kolayca ürer. Buyyon ve peptonlu suda yoğun üreme gösterir ve homojen 

bulanıklık yapar. Agar yüzeyinde genellikle 2-3 mm çapında parlak, düzgün kenarlı, 

konveks, gri-beyaz renkte S tipi koloniler oluşturur. Tekrarlanan pasajlarda ise kaba-

mat ve granüler R tipi koloniler oluşturur. Özellikle idrar yolu enfeksiyonundan (İYE) 

soyutlanan bazı E. coli kökenleri kanlı agarda hemoliz yapabilirler. Kapsüllü suşlar ise 

mukoid koloniler oluşturabilirler. Şekerleri ve diğer karbonhidratları asit ve gaz 

oluşturarak parçalarlar. İçinde laktoz ve eozin metilen mavisi bulunan eozin metilen 

blue (EMB) agarda mavi-yeşil parlaklık veren koloniler oluştururken, McConkey ve 

Salmonella-Shigella (SS) agarda pembe-kırmızı koloniler oluştururlar (8, 9, 10). E. 

coli’nin IMVIC olarak bilinen biyokimyasal özellikleri (Triptofandan indol oluşturma, 

Metil kırmızısı testi, Voges Proskauer testi, sitratı kullanma) (+ + – –) olarak gösterilir. 

Ayrıca oksidaz negatif olup üreyi parçalayamaz. Bazı kökenleri dışında hidrojen sülfür 

(H2S) oluşturamaz, ancak sisteinli besiyerinde az miktarda H2S yaptıkları saptanmıştır. 

Katalaz pozitif, potasyum siyanür testi negatiftir (9, 10). 

E. coli dış etkilere oldukça dayanıklı bir bakteridir. 55°C’de 1 saat, 60°C’ de 20-

30 dk, oda ısısında uzun süre canlı kalabilme özelliğine sahiptir. Soğuğa dirençli ve 

dezenfektanlara karşı dirençsiz olmaları diğer özellikleridir. E. coli’nin O (somatik), H 
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(kirpik), K (kapsül) antijenleri bulunmaktadır. O antijenlerine göre gruplara, H ve K 

antijenleriyle de serotiplere ayrılır (9, 11). 

4.1.3. Doğal Ortamı 

E. coli kuşların ve memelilerin normal bağırsak florasında bulunur. Burada diğer 

flora bakterileri ve organizma ile bir denge içinde kaldığı sürece hastalık oluşturmaz. 

Normal koşullarda kokuşmada (putrefaksiyon) rol oynar, fermentasyonun 

düzenlenmesinde ve besinlerin sindirilmesi ile ilgili bazı hususlarda yardımcı olur. 

Ancak bazı E. coli suşları insanlar ve hayvanlar için patojen olup bağırsak hastalıklarına 

neden olabilir. Bağırsak kanalı dışına çıkıp diğer dokulara yerleşmeleri ve çeşitli klinik 

tablolara yol açmaları sık görülen durumlardır (12). 

4.1.4. Klinik Önemi 

Özellikle idrar yolları, safra kesesi, periton ve meninkslere ulaşan E. coli önemli 

hastalıklara yol açar. Yeni doğanlarda, yaşlılarda bazı hastalıkların terminal 

dönemlerinde, immunsüprese durumlarda, venöz ve üretra kateterizasyonları gibi 

organizmanın savunma gücünün azaldığı durumlarda koliform bakterilerin dokulara ve 

kana yayılması için gerekli koşullar ortaya çıkabilir (12). E. coli’nin neden olduğu 

hastalıkları, gastrointestinal sistem (GİS) enfeksiyonları ve diğer doku enfeksiyonları 

olarak iki gruba ayırabiliriz. Daha çok diyare sendromu şeklinde ortaya çıkan GİS 

enfeksiyonları, E. coli’nin ‘‘O’’ grubu tarafından meydana getirilirler. Küçük 

çocuklarda ortaya çıkan ishaller daha çok kreşlerde salgınlar şeklinde görülür. Erişkinler 

çoğu kez hasta çocuklardan enfekte olurlar. Turist diyaresinden sorumlu etkenin 

enteropatojenik E. coli suşları olduğu bilinmektedir. Ağır ishal olgularında bu suşlar 

çocukların ince bağırsaklarında hatta duodenumda bol sayıda bulunmaktadırlar. Değişik 

mekanizmalarla ishale neden olan E. coli’lerin Enterotoksijenik E. coli (ETEC), 

Enterohemorajik E. coli (EHEC), Enteroinvazif E. coli (EIEC), Enteropatojenik E. coli 

(EPEC), Enteroagregatif E. coli (EAEC) ve Difüz aderens E. coli (DEAC) olmak üzere 

6 tipi tanımlanmıştır (12, 13, 14). 

4.2. Antibiyotik Direnci 

Antibiyotikler insanlarda bakteriyel menenjit, endokardit, deri, idrar yolu ve daha 

birçok bakteriyel enfeksiyonların tedavisinde kullanılan ve şimdiye kadar geliştirilen en 

iyi ilaçlar arasındadır (15). Antibiyotiklerin keşfinden kısa bir süre sonra bakterilerin 
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antibiyotiklere karşı dirençli hale gelebilecekleri bilinmekteydi (16). Antibiyotiklere 

karşı gelişen bu direnç klinisyenlerin, araştırmacıların, politikacıların ve genel olarak 

halkın dikkatini çekmiştir (17). Enfeksiyonlara neden olan bakterilerin, tedavide yaygın 

olarak kullanılan antibiyotiklere karşı dirençli hale gelmelerinden dolayı antibiyotik 

direnci küresel bir halk sağlığı sorunu haline gelmiştir. Tüm dünyada gelişen antibiyotik 

direnci enfeksiyon hastalıklarında hastalık süresinin uzamasına ve ölümcül sonuçlara 

yol açmaktadır (17). Son 70 yıldır aşırı antibiyotik kullanımına bağlı olarak sadece 

hastane ortamındaki bakterilerde değil çevresel ortamlarda yer alan bakterilerdede 

antibiyotiklere karşı direnç hızlı bir şekilde gelişmektedir (18).  

Direnç gelişiminin insanlarda ve hayvanlarda antibiyotiklerin aşırı veya yalnış 

kullanımı ile ilişkili olduğu bilinmektedir (19). Antimikrobiyal direnç denildiğinde 

aklımıza doğal direnç ve kazanılmış direnç olmak üzere iki fenotip gelmektedir. Bu 

mekanizmalardan doğal direnç, bakteri kromozomunun doğal olarak yapısında bulunan 

genler tarafından oluşan bir direnç fenotipidir. Gram negatif bakterilerde bulunan 

AmpC β-laktamaz ve bazı çoklu ilaç dirençli efluks sistemi örnek olarak verilebilir (20). 

Direnç fenotipinde mutasyonlara bağlı olarak gelişen birçok biyokimyasal mekanizma 

vardır. Bunlardan ilki bazı antibiyotiklerin bağlanacağı hedef bölgeleri kodlayan gen 

dizilerinde mutasyon meydana gelmesidir. Rifampisin ve florokinolonlara dirence 

neden olan RpoB and DNA topoizomeraz enzimlerini kodlayan genlerde mutasyon 

olması bu duruma örnek olarak gösterilebilir. Diğer bir mekanizma ise antibiyotiklerin 

hücre içine alımında görevli olan efluks pompa sisteminin mutasyon ile modifiye 

edilmesidir. Örnek olarak Pseudomonas aeruginosa daki OprD porin yokluğu veya 

ekspresyonundaki azalma, karbapenem grubu antibiyotiklerin hücre duvar 

geçirgenliğini azaltmasına yol açması verilebilir (21).  

Kazanılmış direnç ise bakterinin yapısal veya düzenleyici genlerinde mutasyon 

olması veya plazmit, bakteriyofaj, transpozon ve diğer hareketli genetik elemanlar 

aracılığıyla yabancı bir direnç geninin bakteriye girmesi ile oluşur. Kazanılmış direnç 

çeşitli mekanizmalarla gerçekleşmektedir. Bu mekanizmalar;  

1. İlacın hedefinde değişiklik olması: Penisilin bağlayan proteinlerin değişimi 

β-laktamlara karşı direnç oluşmasına, ribozomal hedefin değişimi 

aminoglikozit, makrolit, linkozamitlere karşı direnç gelişmesine, değişmiş 
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enzimatik hedef ise sulfonamid, trimetoprim, rifampin, kinolon direncinin 

oluşmasına yol açar. 

2. Sentezlenen enzimle ilacın inaktive veya modifiye edilmesi: β-laktamaz, 

asetilaz, adenilaz ve fosforilaz gibi aminoglikozitleri modifiye eden enzimler 

ve kloramfenikol asetil transferaz gibi enzimlerin ilacı inaktive veya modifiye 

etmesine bağlı olarak direnç kazanılabilir. 

3. Hücreye giren veya biriken ilaç miktarının azalması 

a. Geçirgenliğin (permeabilite) azalması, 

b. Antibiyotiğin alım ve transport sisteminin zayıflığı veya yokluğu, 

c. Aktif pompalama ile ilacın dışarı atılması gibi nedenlerden dolayı direnç 

gelişebilir (22). 

4.3. Yatay Gen Aktarımı ile Antibiyotik Direncinin Yayılımı 

Yatay gen aktarımı (YGA) aynı jenerasyondaki bakteriler arasında genetik 

materyalin transferi olarak adlandırılır ve bakteri popülasyonunda genetik çeşitliliğe yol 

açar (23). Yatay gen transferi ile aktarılan yabancı DNA konak bakteri içinde hareketli 

genetik elemanlar aracılığıyla mobilize olurlar (24). Yabancı DNA’nın YGA 

aracılığıyla kazanılması antimikrobiyal direnç gelişiminde önemlidir. Klinik 

uygulamalarda kullanılan çoğu antimikrobiyal ajan doğal olarak çevrede çoğunlukla da 

toprakta bulunur veya topraktan köken alır. Doğal olarak antibiyotik direnç genlerini 

içeren bakteriler çevreyle ilişkili oldukları için hastane kökenli izolatların bu direnç 

genlerini kazanmasında çevrenin verimli bir kaynak olduğunu düşündüren güçlü 

kanıtlar vardır. Bu genetik değişim antibiyotik direncinin yayılmasında önemli rol 

oynamaktadır (25). 

Hareketli genetik elemanlar (HGE) konak genom arasında fiziksel olarak hareket 

etme kapasitesine sahip olduklarından dolayı bakteri popülasyonunda yaygın olarak 

bulunurlar (23). Bu genetik elemanlar bakterinin genom boyutunda ve bakteri 

patojenitesinde değişikliklere sebep olarak bakterilerin genomunun değişimine yol 

açarlar (24). HGE’ler iki şekilde karşımıza çıkabilir. Bunlardan ilki bir bakteriden 

diğerine antibiyotik direncinin aktarılmasında görevli konjugatif direnç plazmidleri ve 

direnç transpozonları, diğeri ise aynı hücrede bir genetik bölgeden diğerine hareket 
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etmekte görevli elemanlardır (26). Bu elemanlar plazmidler, bakteriyofajlar, genomik 

adalar, integratif ve konjugatif elementler, insersiyon sekansları, transpozonlar, 

integronlar ve küçük ters tekrarlı dönüştürülebilir elementlerdir. Hareketli genetik 

elemanların yatay gen transferi patojen bakteriler arasında çoklu ilaç direncinin 

yayılması ve rekombinasyonun ortaya çıkmasına neden olur (23). 

4.3.1. Antibiyotik Direncinin Yayılmasında Rol Oynayan Yatay Gen Aktarım 

Mekanizmaları 

Antibiyotik direnç genlerinin yayılmasında çeşitli yatay gen aktarım 

mekanizmaları bulunmaktadır. Bu mekanizmalar konjugasyon, transformasyon, 

transdüksiyon olarak adlandırılır (26).  

4.3.1.1. Konjugasyon 

Bakteriyel konjugasyon, hücreler arasında doğrudan temas gerektiren ve plazmid, 

konjugatif transpozon gibi mobilize olabilen DNA moleküllerinin verici hücreden alıcı 

hücreye aktarılmasını sağlayan genetik değişim mekanizmasıdır. İlk kez E. coli’nin 

farklı suşları arasındaki DNA transferini tanımlamak için önerilmiştir (27, 28).  

Günümüzde, konjugasyon teknikleri hemen hemen tüm kültür edilebilen gram 

negatif bakterilerde kullanılmış, bunun yanında bazı gram pozitif bakterilerde de rapor 

edilmiştir (29). E. coli’deki konjugasyon ve gen transferi, fertility faktör veya seks 

faktörü (F) olarak adlandırılan sirküler bir plazmit DNA tarafından gerçekleştirilir. Eğer 

bir hücre F plazmiti taşıyorsa F
+
, taşımıyorsa F

-
 olarak adlandırılır. F plazmitleri, 

plazmitlere birçok önemli özellik kazandıran yaklaşık 100 gen içerirler. Bu özellikler: 

1. F plazmit, hücre bölünmesi sırasında kendi DNA’sını çoğaltabilir. 

2. F plazmit taşıyan hücre, bakteri hücre yüzeyinde bulunan ve hücrelerin birbirine 

yapışmasını sağlayan pili denilen yapıları sentezler. Bu sayede iki hücre birbirine 

konjuge olur. 

3. F
+
 ve F− hücreler arasında konjugasyon olabilir. Konjugasyon meydana geleceği 

zaman F
+
 hücre verici hücre olarak görev yapar. F plazmit DNA’sı replike olur ve 

yeni sentezlenen sirküler F molekülünün kopyası F− hücrelere aktarılır. Alıcı hücre 

artık sirküler F genomuna sahip olduğu için F−’den F
+
’ya dönüşmüştür. 

4. F
+ 

hücreler daima diğer F
+ 

hücrelerle temastan kaçınırlar. Bu yüzden F plazmitler F
+
 

hücreden F
+
 hücreye aktarılmazlar. 
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5. Bazen F hücre kendi genomunda, insersiyon sekansı (IS elementleri) olarak 

adlandırılan hareketli genetik elemanları taşıyabilir. Bu IS elementleri konak 

kromozomu içinde bir yerden başka bir yere veya kromozom ve plazmit arasında 

hareket edebilir. IS elementlerinin hem plazmit içinde hem de kromozomda 

bulunması crossing-over (çapraz geçiş) olayına yol açar. İki sirküler DNA arasında 

çapraz geçiş olması plazmitin bakteri kromozomuna entegre olmasına neden olur. 

Entegrasyon gerçekleştiği zaman F kendi DNA’sı ile alıcı hücredeki bütün konak 

kromozomunuda transfer edebilir. Bazen F faktör konak kromozomuna entegre 

olabilir. Bu yapı “high frequency of recombination” (Hfr) olarak adlandırılır.  

6. Entegre olmuş F faktör bazen bir Hfr hücresinin kromozomundan ayrılır ve bazı 

nadir durumlarda birkaç konak kromozomuna ait genlerle birlikte sitoplazmaya geri 

döner. F’ olarak adlandırılan bu değiştirilmiş F taşıdığı bu konakçı genleri alıcı bir 

hücreye (F
-
) aktarabilir. Böylece alıcı hücre aynı genin iki kopyasını içermektedir. 

Bu iki kopyadan biri bakteri kromozomu üzerinde diğeri ise yeni aktarılan F’ 

faktöründe bulunmaktadır (30). 

Relaksaz, konjugasyonda önemli bir proteindir. Çünkü kısa DNA sekansı olarak 

adlandırılan ve bir plazmitin konjugal olarak aktarılması için gerekli, cis formunda olan 

tek DNA sekans dizisini tanımaktadır. Relaksaz konjugasyonun başlangıç ve bitiş 

aşamalarını katalizler. Diğer bir deyişle verici hücredeki oriT’nin ayrılmasını katalizler. 

Sonuç olarak aktarılacak olan DNA zinciri üretilir ve alıcı hücreye taşınan DNA'nın son 

ligasyonu konjuge plazmit olarak yeniden oluşturulur (31). 

4.3.1.2. Transformasyon 

Doğal transformasyon verici hücre tarafından serbest bırakılan serbest DNA'nın 

bir alıcı hücre tarafından alınıp genomun bir parçası haline gelmesi olarak adlandırılır. 

İlk kez 1928'de Frederick Griffith tarafından Streptococcus pneumoniae’da yapılan bir 

deneyde bu suşun doğal transformasyon yaptığı gösterilmiştir.  

Birçok bakteri çevreden DNA’yı almak için fiziksel olarak hazır bir hale gelmesi 

gerekmektedir. Competence (uyumluluk) olarak adlandırılan bu durumda bakteri 

DNA’yı alır ve bu DNA’yı genomunun bir parçası haline getirir. DNA’nın hücreye 

alımı üç safhada gerçekleştirilir. Bu safhalar çift iplikli DNA’nın (dsDNA) alıcı hücre 

duvarına bağlanması, DNA zincirinin tek iplik (ssDNA) haline getirilmesi için 
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parçalanması ve tek ipliğin hücre içine aktarılmasıdır (32). Eğer tek iplikli DNA 

genoma entegre olursa, bakteri genetik rekombinasyon sayesinde doğal olarak 

transform edilmiş olur. Bazı bakteriler doğal olarak transformasyon için uyumludurlar 

(33). En az 60 bakteri türünün transformasyon için doğal olarak uyumlu olduğu 

tanımlanmıştır. Streptococcus pneumoniae, Helicobacter pylori, Neisseria gonorrhoeae 

ve Acinetobacter baylyi bu bakterilere örnek olarak verilebilir (34, 35). 

4.3.1.3. Transdüksiyon 

Transdüksiyon, bağımsız olarak çoğalabilen bakteriyofaj veya fajlar aracılığıyla 

DNA’nın bakterilere aktarılmasıyla oluşan genetik değişim mekanizmasıdır. Bu 

mekanizmada enfekte eden bir faj, bakteri kromozomunu parçalayıp kendi DNA'sını 

çoğaltmak için konağı aracı olarak kullanır (36). Transdüksiyon olayı iki şekilde 

karşımıza çıkabilir. Bunlardan genelleştirilmiş transdüksiyon, verici hücre genomunun 

bir parçasının alıcı hücreye ya litik ya da lizojenik (ılımlı) bir faj aracılığıyla 

aktarılmasıdır. Özelleşmiş transdüksiyon ise yalnızca lizojenik fajlar aracılığıyla verici 

hücreye ait birkaç spesifik genin alıcı hücreye aktarılmasıdır (37). 

Litik siklusta, litik faj üretken olan bir safhaya girer. Bu safhada faj genomu 

replike olur, faj kapsiti ve kuyruk proteinleri bakteriyal hücre mekanizmalarını 

kullanılarak sentez edilir. Sonrasında faj genomu yeniden oluşmuş faj parçalarının içine 

yerleşir ve bu yapılar bakteri lizisi sonucu serbest kalırlar. Lizojenik siklusta, lizojenik 

bir faj genomu bakteri kromozomuna entegre olur (profaj) ve latent veya dormant bir 

şekilde kalır. (c) Pseudo siklusta ise faj genomu konak hücreye aktarılır fakat bu 

hücrede uygun koşullar olmadığı için (besin eksikliği) genom replike olmadan hücrede 

kalır. Yeniden uygun koşullar sağlandığında replike olmamış preprofaj ya litik siklusa 

ya da lizojenik siklusa uğrayarak yaşamına devam eder (38). 

4.3.2. Yatay Gen Aktarılmasında Rol Oynayan Hareketli Elemanlar 

4.3.2.1. Plazmidler 

Plazmidler bakterilerde yaygın olarak bulunan ekstrakromozomal genetik 

elementlerdir. Bu DNA molekülleri, bakteri kromozomuna kıyasla nispeten küçüktürler. 

Boyutları birkaç kilobaz olacağı gibi 150 kb’den daha büyük boyutlara da sahip 

olabilirler. Plazmitler genellikle sirküler yapıdadır ancak Borrelia ve Streptomyces’lerin 

bazı türlerinde lineer halde bulunurlar. Plazmitler antibiyotik direnç genleri gibi konakçı 
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bakteri için yararlı genleri taşırlar. Plazmitler direnç gen belirleyicilerini taşımalarının 

yanında Hg
+2 

gibi metal iyonlarına, klorhekzidin veya kuaterner amonyum bileşikleri 

gibi bazı antiseptik/dezenfektan bileşiklere ve hatta UV ışınlarına karşı direnç genleri 

taşıyabilirler (39). Birçok direnç plazmiti konjugatif, yani hücreden hücreye DNA 

aktarımını, özellikle de kendi transferini teşvik etmek için gerekli olan fonksiyonları 

kodlarlar. Diğer plazmitler ise hücrede bulunan konjugatif bir plazmit tarafından 

desteklendiklerinde mobilize olabilirler. 

Genel olarak, mobilize olabilen plazmitler iki hücrenin hücre-hücre temasında rol 

oynayan genlerden yoksundurlar. Ancak kendi DNA’larının aktarılmaları için gerekli 

olan genleri kodlarlar. İki hücrenin teması konjugatif plazmitler aracılığla gerçekleşir. 

Dolayısıyla, mobilize olabilen direnç plazmitleri, direnç geni dahil olmak üzere bazı 

genleri kodlayan, nispeten 10 kb’den daha küçük iken, konjugatif plazmitler, 30 kb ya 

da 100 kb’den daha büyük plazmitlerdir (24). 

Bir plazmitin replikasyonu temel olarak plazmitin mutlak kopya sayısını ve farklı 

konakta ve büyüme koşullarındaki stabilitesini belirler. Kopya sayısının belirlenmesi 

plazmit populasyon biyolojisinde önemlidir çünkü kopya sayısı ne kadar yüksek olursa 

replikasyon olasılığı da o kadar yüksek olur. Böylece evrim diğer plazmitleri ortaya 

çıkarmak için bir plazmitin kopya sayısını arttırma eğiliminde olacaktır (40).  

Plazmit replikonları bir veya daha fazla replikasyon orjini (ori) ve Rep proteinleri 

gibi birkaç düzenleyici elemanlardan oluşurlar ve DNA fragmanının 4 kb’lık bölgesine 

yerleşirler. Ayrıca plazmitler, DNA replikasyonuna yardımcı olan birkaç temel gene de 

sahiptirler. Bakteri plazmit replikasyonunun moleküler mekanizması, E. coli 

kromozomunun replikasyon orijinine benzerlik gösterir.  

Plazmit Replikasyon Mekanizmaları 

Plazmitlerde replikasyon vejetatif replikasyon orjini oriV olarak bilinen bölgede 

başlamaktadır. Plazmitlerde teta tip, rolling circle ve strand displacement (iplik 

yerdeğiştirme) replikasyon olmak üzere 3 çeşit replikasyon mekanizması 

bulunmaktadır. Bazı teta tip replikasyon yapan plazmitler tekrarlı DNA sekansları veya 

iteron adı verilen 20 bp’lık DNA tekrarlarını içerirler. Bu DNA tekrarları replikasyon 

başlatıcı protein olan Rep proteinine bağlanarak replikasyonu başlatırlar. Replikasyon 

kontrol mekanizması yaygın olarak iki iteron içeren plazmit olan pPS10 ve R6K’da 
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çalışılmıştır. ColE1 ailesi plazmitleri diğer bir teta tip replikasyon yapan 

plazmitlerdendir. Bu plazmitlerin çoğalması kesinlikle bir antisens RNA ile kontrol 

edilir (41). Rolling-circle replikasyon mekanizması bazı küçük çok kopyalı plazmitlerde 

bulunur. Bu plazmitlere örnek olarak stafilokoklarda identifiye edilmiş pT181 (Inc14), 

pC194 (Inc8), pMV158 (Inc11), pUB110 (Inc13) plazmitleri verebiliriz (42). Benzer 

plazmitler Bacillus ve Actinobacteria’larda da bulunmaktadır (43, 44). 

Plazmitler replikasyon şekilleri ve bir bakteride yaşamlarını sürdürme 

durumlarına göre incompatibility (Inc) – uyumsuzluk grupları içinde kategorize edilirler 

(45). Plazmit uyumsuzluğu, iki plazmitin aynı bakteri hücresinde birkaç nesilde stabil 

olarak birlikte bulunamaması olarak ifade edilir. Genellikle yakından ilişkili olan 

plazmitler uyumsuz olma eğilimindedirler. İki plazmitin uyumsuz olmasının en önemli 

sebebi her iki plazmitin de aynı özgüllüğü olan Rep proteini ya da kontrol elemanları 

olan bir replikasyon mekanizmalarına sahip olmalarıdır (46). Inc gruplarında 

replikasyon benzerliğinden dolayı aynı Inc grup plazmitleri aynı bakteri hücresinde 

bulunamazlar (47, 48). Plazmitlerin identifikasyonu ve sınıflandırılmasında kullanılan 

Inc grupları konjugatif plazmitlerle ilişkilidir. Inc gruplarında yer alan plazmitlerin 

direnç genlerinin yayılmasında önemli rolleri vardır (48, 49). Konjugatif olduğu bilinen 

birçok plazmid incompability grubu vardır (50). Genetik benzerlik ve pilus yapılarına 

göre Inc grup plazmitler 4 grupta incelenir. İlk grup IncF-benzeri konjugatif plazmit 

olarak adlandırılır ve IncF, IncS, IncC, IncD ve IncJ gibi plazmit gruplarını kapsar. 

İkinci grup IncP-benzeri konjugatif plazmit grubudur ve IncP, IncU, IncM, IncQ ve 

IncW gruplarını içermektedir. Üçüncü grup plazmitler IncP plazmit grubuyla benzerlik 

gösterirler fakat farklı pilus yapılarına sahiptirler. Bu gruptaki plazmitler Ti plazmit 

grubu olarak adlandırılırlar ve IncX, IncH, IncN ve IncT plazmitleri içerirler. Dördüncü 

grup IncI grup ise IncP plazmitler ile genetik benzerliği olan fakat kendine özgü pilus 

özellikleri olan plazmitlerdir. IncI, IncB ve IncK gruplarından oluşur. İlk iki grupta yer 

alan plazmitler özellikle klinik izolatlarda birçok ilaç direncinin konjugatif 

aktarılmasında rol oynar. İlk konjugatif plazmitler olan 100 kb IncF ve 60 kb RK2 

(IncP) plazmitleri tamamen sekanslanmıştır. Gram negatif bakteriler için prototipik 

plazmit sistemleri olarak bilinirler (51). 

Hem insan hem de hayvanlarda direnç genleri asıl olarak IncF, IncI, IncN, 

IncA/C, IncL/M ve IncK plazmit ailesi üyeleri tarafından aktarılmaktadır. Bunlardan 
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IncF grubuna ait plazmitler daha az çeşit bakteri türleri arasında yayılmaları nedeniyle 

dar konak spektrumlu, IncA/C ve IncN gruplarına ait olan plazmitler ise daha geniş 

bakteri popülasyonları arasında yayılmalarından dolayı geniş spektrumlu olarak da 

adlandırılırlar. Dar ve geniş spektrumlu plazmitler direnç genleri kazanma eğilimleri ve 

Enterobacteriaceae üyeleri arasında hızlıca yayılma yeteneklerine sahiptirler (52). 

Epidemik plazmitlerdeki antimikrobiyal direnç belirleyicileri, yüksek riskli klonlara 

seçici bir avantaj sağlar ve muhtemelen dirençli hale gelmeleri ve yayılmalarında 

önemli rol oynarlar (53). Patojen bakterilerde yer alan plazmitler ile direnç genlerinin 

yayılması tüm dünyada β-laktamlar, kinolonlar, aminoglikozitler, tetrasiklinler, 

sulfonamidler ve birçok diğer antibiyotiklere karşı direnç gelişmesine sebep olur (27). 

4.3.2.2. Transpozonlar 

Transpozonlar, bir hücrenin genomunda farklı yerlere hareket edebilen sıçrayıcı 

gen sistemi olarak adlandırılan elemanlardır. Yapılarındaki farklılık, genetik ilişkiler, 

transpozisyon mekanizması ve taşıdıkları direnç genlerinin çeşitlerine göre farklı yapıda 

bulunabilirler (26). Transpozonlar genellikle Enterobacteriaceae ailesindeki klinik 

dirençten sorumludur (54). 

Transpozonlar, insersiyon sekansları (IS elementleri), transpoze olabilen 

bakteriyofajlar olarak adlandırılan küçük elemanları kapsarlar ve plazmitlere veya 

konak kromozomuna entegre olabilirler. Rekombinasyonda rol oynayan terminal tekrar 

dizileri vardır ve spesifik genom bölgelerinden bir transpozonu eklemek veya çıkarmak 

için gerekli olan bir proteini (örneğin, transposaz veya rekombinaz) tanırlar. 

Transpozonlar konjugasyon, transformasyon veya transdüksiyon yoluyla aktarılırlar 

(örneğin, MRSA'da bulunan mecA geni) ve kromozomlardaki genlerden daha hızlı 

yayılır. Konjugatif transpozonlar plazmitlerin özelliklerine sahiptirler ve endojen 

plazmitlerin bir mikroorganizmadan diğerine transfer edilmelerine yardımcı olabilirler 

(55). 

4.3.2.3. İntegronlar 

İntegronlar, antibiyotik direnç gen kasetlerini içeren bu yüzden direnç 

determinantlarının yakalanması, yayılımı ve rekombinasyonunda rol oynayan mobil 

genetik elemanlardır (15). Genellikle hareketsizdirler ve sıklıkla transpozon ve plazmit 

gibi hareketli genetik elemanlar üzerine yerleşmişlerdir. İntegronlar çoğunlukla 
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antibiyotik direnç genlerinin tür içi ve türler arasında yayılmalarına aracılık ederler (56). 

İlk kez 1989’da Ruth M. Hall ve Christina M. Collis tarafından rapor edilmelerinin 

ardından ilerleyen yıllarda integronların hareketliliği ve gen kasetlerinin integrasyon ve 

eksizyonlarının da dahil olduğu moleküler mekanizmaları araştırılmış ve 

doğrulanmıştır. Son on yıldır integronların klinik mikroorganizmlardaki varlıkları ve 

antibiyotik direncinde rol oynadıkları ile ilgili birçok çalışma yapılmıştır (23). 

Biyoinformatikçiler yaptıkları çalışmalarda integron içeren bakteri genomunun bir 

kısmını veya tamamını sekansladıklarında integronların veya integraz genlerinin 

genomun yaklaşık %10-17’sini oluşturduklarını analiz etmişlerdir. İntegronların çoğu 

başlangıçta insan klinik izolatlarında tanımlanmalarına rağmen şimdilerde su ve toprak 

gibi klinik olmayan ortamlarda da varlıkları gösterilmiştir (57). 

İntegronların Yapısı 

Sınıf 1 İntegronların Yapısı 

Sınıf 1 integronlar genel olarak korunmuş bölgeler olan 5’korunmuş bölge (5’CS) 

ve 3’ korunmuş bölge (3’CS) ile gen kasetlerinin yerleşmiş olduğu variable region (VR) 

olarak adlandırılan değişken bir bölge içerirler (58). 5’korunmuş bölge temel olarak 3 

yapı içerir. Bu yapılar tirozin rekombinaz enzimini kodlayan integraz gen (intI), attI 

olarak bilinen rekombinasyon bölgesi ve insert olan gen veya gen kasetlerinin 

ekspresyonunda görevli olan bir promotor bölgeden (P) oluşur. 3’CS bölgesi ise 

qacE∆1 olarak adlandırılan defektif kuaterner amonyum direnç geni ve sulfonamidlere 

dirençten sorumlu olan sulI geni içerirler. Bu iki korunmuş bölge arasında bulunan 

değişken bölge ise çeşitli antibiyotik direnç kasetlerinin girdiği 59 baz çiftlik attC gen 

bölgesi içerir. Bu bölge rekombinasyonun olduğu bölgedir (59).  

 

Şekil 1. Sınıf 1 integronun yapısı (60). 
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Ayrıca sınıf 1 integronlar MITE olarak adlandırılan minyatür ters tekrarlı 

transpoze olabilen elemanlar, tniR, tniQ, tniB, tniA genlerini içeren Tn402 transpozon, 

mercury direnç transpozon taşıyan mer operon bölgesi ve IS olarak adlandırılan 

transpoze olabilen eleman bölgelerini de içermektedir (61). 

Sınıf 2 İntegronların Yapısı 

Sınıf 2 integronların yapısına baktığımız zaman sınıf 1 integronlara benzer yapılar 

görülmektedir. 5’ korunmuş bölgesinde sınıf 1 integronlardaki aynı fonksiyona sahip 

intI2, attI2 ve bir promotor bölge (P) yer alır. 3’ korunmuş bölgesinde sınıf 1 

integronlardan farklı olarak sul genlerini içermezler. Genellikle Tn7 transpozon 

üzerinde bulunduklarından tnsE genlerini içermektedirler. Sınıf 2 integronlar yaygın 

olarak dfrA1, sat2 ve aadA1 direnç gen kasetlerini içermektedirler (62). 

 

Şekil 2. Sınıf 2 integronun yapısı (60). 

 

Gen Kasetleri 

Gen kasetleri integronların değişken bölgelerine attI ve attC olarak adlandırılan 

rekombinasyon bölgelerinden girerler ve integronların bir parçası haline gelirler (57). 

Antibiyotik direnci taşıdığı bilinen en az 130 farklı gen kaseti identifiye edilmiştir. Gen 

kasetlerinde bulunan direncin β laktam, aminoglikozit, kloramfenikol, streptotrisin, 

trimetoprim, rifampin, eritromisin, kinolon, fosfomisin, linkomisin ve antiseptik olan 

kuaterner amonyum bileşikleri olduğu bilinmektedir (63). 

İntegronların Sınıflandırılması 

İntegronlar bazı bakteri türlerinde bulunan, gen kasetleri olarak adlandırılan küçük 

hareketli elemanları yakalama kapasitesine sahip genetik yapılardır (64). Eskiden 

integronlar 2 major grup altında incelenmiş, direnç integronları ve süper integronlar 

olarak adlandırılmıştır. Direnç integronları çoğunlukla antibiyotik ve dezenfektanlara 

karşı direnç genlerini içeren gen kasetlerini taşırlar. Bu integronlar ya kromozom ya da 
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plazmit üzerinde yerleşmiş olabilirler. Süper integronlar ise büyük kromozomlara 

yerleşmiş integronlar olarak bilinirler ve birçok fonksiyona sahip gen kasetlerini 

içerirler. Üç sınıf direnç integronları bilinmektedir. Bunlar sınıf 1, sınıf 2 ve sınıf 3 

olarak adlandırılmaktadır. Çoğu direnç integronları sınıf 1 integron sınıfına aittir. Süper 

integronlar Geobacter sulfurreducens, Listonella pelagia, Nitrosomonas europaea, 

Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas spp., Pseudomonas 

stutzeri, Shewanella oneidensis, Shewanella putrefaciens, Treponema denticola, Vibrio 

anguillarum, Vibrio cholerae, Vibrio fischerii, Vibrio metschnikovii, Vibrio mimicus, 

Vibrio parahaemolyticus ve Xanthomonas campestris türlerinde tanımlanmıştır (65). 

İntegronlar ilk önce antibiyotik direnç genlerinin yayılmasında rol oynamaları 

nedeniyle klinik çalışmalarda keşfedilmiş ve büyük ölçüde bu alanda çalışılmıştır. Bu 

çalışmalarda sınıf 1, sınıf 2 ve sınıf 3 olarak bilinen 3 sınıf integron tanımlanmıştır. 

Daha sonraları diğer integronlara ait integraz genleri (intI4, 5, 6, 7 ve 8) farklı 

çevrelerden izole edilmiş ve böylece yeni integron sınıfları keşfedilmiştir. Günümüzde 

sekans analizleri sayesinde çevresel örneklerden yüzlerce integrona ait integraz genleri 

tespit edilmiştir (66). 

 

Sınıf 1 İntegronlar 

Sınıf 1 integronlar yaygın olarak gram negatif bakterilerde bulunur ve bu 

integronlarda 60 tane gen kaseti identifiye edilmiştir (67). Sınıf 1 integronlar Tn21 gibi 

transpozonlar üzerinde tespit edilmişlerdir ve prototip sayılırlar (59). Tn21 

transpozonlar büyük konjugatif plazmitler üzerinde bulunurlar (68). Sulfonamid 

direncinden sorumlu sul1 ve streptomisin ve spektinomisin direncinden sorumlu 

aadA1gen kasetlerini içerirler (69). Klinik suşlarda yapılan çalışmalarda sınıf 1 

integronların en yaygın bulunan integron sınıfı oldukları ve antibiyotik direncinin 

yayılmasında sorunlara yol açtıkları gösterilmiştir (23). Sınıf 1 integronlar 

Acinetobacter, Vibrio, Aeromonas, Proteus, Burkholderia, Alcaligenes, Campylobacter, 

Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Mycobacterium, Pseudomonas, Serratia, 

Salmonella, Shigella ve Escherichia gibi gram negatif bakterilerde rapor edilmiştir (70). 
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Sınıf 2 İntegronlar 

Sınıf 2 integronlar çoğu kez replike olmayan Tn7 transpozon ailesi ile ilişkilidir 

(71). Tn7 transpozonlar 14 kb’lık bakteri transpozonudur ve hücrede spesifik bir bölge 

bulunduğu zaman transpozisyon mekanizmasını aktive ederler (72). Tn7 transpozonları 

hücreye transpoze olacakları zaman konjugatif plazmitleri tercih ederler. Bu 

transpozonlar diğer bakteriyel transpozonlar gibi antibiyotik direnç genlerini taşırlar 

(73). Tn7’nin integronu ve sınıf 1 integron benzer organizasyonlara sahiptir ve üç tane 

direnç gen kaseti taşırlar. Bunlar trimetoprim direncinden sorumlu dihidrofolat redüktaz 

(dfrA1), streptotrisin direncinden sorumlu streptotrisin asetil transferaz (sat2) ve 

streptomisin/spektinomisin direncinden sorumlu aminoglikozit adenil transferaz 

(aadA1) gen kasetleridir (71). Sınıf 2 integronlar Salmonella, Acinetobacter, 

Escherichia, Shigella, Aeromonas ve Morganella’da bulunmuştur (70). 

Sınıf 3 İntegronlar 

Sınıf 3 integronlar Tn402 transpozonlar tarafından yakalanırlar. Sınıf 1 

integronlarda olduğu gibi transpozona ters oryantasyonda yerleşirler. Sınıf 3 integraz 

geni (intI3) sınıf 1 integraz genine (intI1) %60 oranında benzerlik gösterir. Sınıf 3 

integronlar integron sınıfları arasında en az bulunmalarına rağmen hızla gelişmekte, 

yeni türlere aktarılmakta ve yeni direnç kasetleri kazanmaktadırlar (74). Sıklıkla 

Serratia, Klebsiella, Escherichia, çevresel Enterobacter, Acinetobacter spp., 

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Alcaligenes xylosoxidans ve son 

zamanlarda Citrobacter türlerinde karakterize edilmişlerdir (75). 

Sınıf 4 ve Sınıf 5 İntegronlar 

Sınıf 4 ve sınıf 5 integronlar kapsamlı olarak çalışılmamıştır ve 

Enterobacteriaceae’nın herhangi bir üyesinde bugüne kadar rapor edilmemiştir. Sınıf 4 

integronlar Vibrio türlerinde trimetoprim ve sülfametoksazol (SXT) direncinden 

sorumludurlar ve integratif ve konjugatif elemanlar içinde taşınırlar. Sınıf 5 integron ise 

transpozonun bir parçası olan Vibrio salmonicida pRSV1 plazmitinde tespit edilmiştir 

(74). 

İntegronlarda yer alan gen kasetleri hareketli yapılar olmalarına rağmen bazı 

kombinasyonları integronlarda sabit halde bulunurlar. Sınıf 1 integronlardaki dfrA17-
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aadA5, dfrA1-aadA1 ve dfrA12-orfFaadA2 gen kasetleri ile sınıf 2’deki dfrA1-sat1-

aadA1 gen kasetleri örnek olarak verilebilir (76). 

Tüm bu sınıflandırmanın yanı sıra integronlar içeriklerine göre hareketli ve 

kromozomal integronlar olarak iki farklı gruba da ayrılırlar. Kromozomal integronlar 

sayıları 0 ila 100 arasında değişen ve genellikle antimikrobiyal direnç içermeyen gen 

kasetlerini taşıyabilirler. Kromozomal integronların aksine sınıf 1 integron gibi hareketli 

integronlar ise belirli sayıda gen kasetleri içerirler ve sıklıkla antimikrobiyal direncin 

yayılmasında görev alırlar (58). Kromozomal integronlar bulundukları bakteri 

genomunun çok büyük bir bölümünü oluşturabilirler. Vibrio cinsinde bulunan ve süper 

integron olarak adlandırılan yapılar 200’den fazla gen kasetini bulundurabilirler. Bu 

konu ile ilgili yapılan en iyi çalışma Vibrio cholerae’ya ait süper integronlardır. Bu 

integronlar yaklaşık 175 kaset içerir ve genomun %3’ünü oluştururlar. Kromozomal 

integronların klinikle alakalı bakterilerle olan ilişkileri aktarılabilir elemanlar veya 

konjugatif plazmitler aracılığıyla sağlanır. Bu olay aynı ve farklı türler arasında 

integronların aktarılmasına ve bu integronların hareketli integronlar olarak 

sınıflandırılmasına olanak sağlar (77). 

 



 

22 

 

5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Gereç 

5.1.1. Çalışma Grubu 

Bu çalışmada Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi Farabi Hastanesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Eğitim ve Hizmet Laboratuvarı’na Ocak - Aralık 2014 tarihleri arasında 

gönderilen 107 hastaya ait kan kültüründen izole edilen 112 E. coli izolatı kullanıldı. 

Her hastadan izole edilen ilk izolat ve 4 hafta veya daha uzun süre arayla izole edilen 

ikinci izolat farklı epizot kabul edilerek çalışmaya dahil edildi (78). 

5.1.2. Araç ve Gereçler 

Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı ve Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı’na ait 

37°C’lik etüv (Memmert BM 600, Almanya), biyogüvenlik kabini (Class II Safety 

Cabinet, Powtech, Türkiye), biyogüvenlik kabini (Clean Air, Hollanda), 4°C buzdolabı 

(Profilo), -20°C derin dondurucu (Bosch, Almanya), UV spektrofotometre (Eppendorf, 

ABD), -80°C derin dondurucu (New Brunswic Scientific mod U570 premium, Thermo, 

ABD), pastör fırını (Nüve, Türkiye), vorteks (Isolab), dikey model otoklav (Kermanlar, 

Türkiye), çalkalayıcı su banyosu (Memmert GFL 1086, Almanya), çalkalayıcı inkübator 

(N-biotek, Kore), pH metre (Hanna, Romanya), manyetik karıştırıcı (Stuart, Türkiye), 

mikrodalga fırın (Beko, Türkiye), buz makinesi (Scotsman AF 80, İtalya), terazi (KERN 

& SOHN GmbH, Almanya), hassas terazi (Sartorius Laboratory, Almanya), deiyonize 

su cihazı (Barnstead, Türkiye), bunsen beki, santrifüj (BECKMAN COULTER, ABD), 

santrifüj (Eppendorf, Almanya), santrifüj (Sigma, Almanya), termal döngü cihazı 

(Techne, İngiltere), elektroforez tankı (OWL electrophoresis system, ABD), UV 

illüminatör (UUP, ABD), MALDI-TOF MS (Microflex™, BRUKER, Almanya), 

Phoenix™ 100 (Becton Dickinson diagnostic instrument systems, Sparks, Md, ABD) 

cihazları kullanıldı. Sarf malzeme olarak; 1.5 mL’lik santrifüj tüpleri, 0.2 mL’lik PZR 

tüpleri (Isolab, Almanya), pipet ucu (10 µL, 100 µL, 1000 µL), otomatik pipet (10 μL, 

20 μL, 100 μL, 1000 μL), deney tüpleri, 250 mL' lik erlenmayer, 50 mL’lik mezür, cam 

balon joje, 50 mL’lik ve 15 mL’lik falkon tüpler, kaynatma kabı, jel dökümantasyon 

tepsisi ve taraklar, Oak Ridge tüpleri kullanıldı. 
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5.1.3. Kimyasallar 

dATP (deoksi adenin trifosfat), dGTP (deoksi guanozin trifosfat), dCTP (deoksi 

sitozin trifosfat), dTTP (deoksi timidin trifosfat) (Sibenzyme, Almanya), primerler 

(Invitrogen, ABD), master mix bileşenleri (Promega, ABD), tris (Amresco, ABD), 

sodyum hidroksit (NaOH) (Merck, Almanya), fosfat tamponlu tuz (PBS, Sigma-

Aldrich, ABD), gliserol (Riedel-de Haen, Hollanda), 1 kb DNA marker (Qiagen, 

Almanya), agar (Acumedia, ABD), agaroz (Quantum, Yeni Zellanda), gram boyama 

seti (GBL, Türkiye), 100bp DNA marker (Biomatik, ABD), bromfenol mavisi, ksilen 

siyanol, glukoz, etidyum bromür, sodyum dodesil sülfat (SDS), sefadeksG-50, IPTG 

(isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside), X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl β-D-

Galactopyranoside) (Sigma-Aldrich, ABD), potasyum asetat (AppliChem, Almanya), 

glasiyal asetik asit (Merck, Almanya), rifampisin (RIF, Türkiye), trimetoprim (Sigma-

Aldrich, ABD), ampisilin (Sigma-Aldrich, ABD) kullanıldı. 

5.1.4. Besiyerleri 

Çalışmada bakterilerin üretilmesinde koyun kanlı agar (Salubris, Türkiye), Eozine 

Metilen Blue agar (EMB) (Oxoid, İngiltere), Luria Bertani broth (LB broth) (Lab M, 

İngiltere) kullanıldı. 

Konjugasyon deneylerinde Luria Bertani agar (LB), 100 µg/mL ampisilin, 300 

µg/mL rifampisin, 25 µg/mL trimetoprim içeren LB agar kullanıldı. 

5.1.5. Çözeltiler 

5.1.5.1. Master Mix İçin Kullanılan Çözeltiler 

dNTP mix: 

Mikrosantrifüj tüplerine 100 mM’lık dATP, dGTP, dCTP, dTTP stoklarından 

10’ar µL alınıp 360 µL deiyonize suda çözüldü. Karışım vortekslenerek 2.5 mM’lık 

dNTP stok solüsyonu hazırlandı. Hazırlanan karışım steril ependorf tüplere 250 µL’lik 

hacimler halinde bölündü ve kullanılıncaya kadar -20°C’de muhafaza edildi. 

Primer mix: 

Liyofilize haldeki primerler; üretici firmanın talimatlarına uygun olarak stok 

konsantrasyonları 100 pmol/µL olacak şekilde steril distile su ile sulandırılıp stoklar 
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hazırlandı. Santrifüj tüplerine stok karışımdan her bir primer çifti için 20 µL transfer 

edildi ve üzerine 180 µL steril enjeksiyonluk su eklenerek son konsantrasyonu 10 

pmol/µL olan primer çalışma stoğu hazırlandı. Çalışma stokları kullanılıncaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi. 

5.1.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi İçin Kullanılan Çözeltiler 

50X TAE Tamponu: 

Bir beher içerisine 242 g Tris Base ve 500 mL distile su koyulup Tris Base 

çözülüne kadar manyetik karıştırıcı ile karıştırıldı. Karışıma 57.1 mL glasiyal asetik asit 

ve 100 mL 0.5 M EDTA eklenerek karışım berraklaşana kadar karıştırıldı. Karışımın 

son hacmi distile su ile 1 L’ye tamamlandı. Stok solüsyon oda sıcaklığında muhafaza 

edildi. Çalışmada 1X’lik TAE tamponu kullanıldı. 

Yükleme Tamponu: 

Yükleme tamponu hazırlamak için; 250 mg bromfenol mavisi, 250 mg ksilen 

siyanol, 30 mL gliserol bir miktar distile su içinde karıştırıldıktan sonra karışım 1.5 

mL’lik santrifüj tüplerine 1 mL olacak şekilde dağıtıldı ve kullanılıncaya kadar -

20°C’de saklandı. 

Etidyum Bromür: 

Etidyum bromür 50 mg tartılarak 10 mL distile su ile manyetik çalkalayıcı 

üzerinde homojenize edildi. Son konsantrasyonu 5 mg/mL olan karışım koyu renkli cam 

şişeye koyulup oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

5.1.5.3. Plazmit DNA İzolasyonunda Kullanılan Çözeltiler 

Solüsyon I: 50 mM glukoz 

25 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

10 mM EDTA (pH 8.0) 

Bütün malzemeler deiyonize su ile hazırlandı. 121°C’de 1 atm basınçta 20 dk 

otoklavlandıktan sonra filtre ile steril edilen glukoz eklendi ve 4°C’de saklandı. 
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Solüsyon II: 0.2 N NaOH 

% 1 SDS 

Her deney aşamasında steril deiyonize su ile taze olarak hazırlandı. 

Solüsyon III: 5 M potasyum asetat (30 mL) 

Glacial asetik asit (5.75 mL) 

Steril distile su (14.25 mL) 

Hazırlanan solüsyon 121°C’de 1 atm basınçta 20 dk otoklavlandıktan sonra oda 

sıcaklığında muhafaza edildi. 

DNA Binding Resin ve Guanidin Çözeltisi 

23.64 g Guanidin 

2.5 mL 1 M Tris.HCl (pH 7.0) 

2 mL 0.5 M EDTA 

Malzemeler karıştırıldı ve hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlanarak guanidin 

solüsyonu hazırlandı. Diatomaceous earth (diatom toprağı) 3 saat boyunca distile su ile 

yıkanarak konsantrasyonu 250 mg/mL olacak şekilde DNA binding matriksi hazırlandı. 

Bu karışımdan 1 mL alınıp 50 mL guanidin solüsyonuna eklendi ve 4°C’de saklandı. 

0.5 M EDTA 

Üretici firmanın önerisi doğrultusunda 73.05 g etilen diamin tetra asetik asit 

(EDTA, MW: 292.2 g./mol) tartılıp distile su ile 500 mL’ye hazırlandı. Solüsyonun 

berraklaşması için manyetik çalkalayıcı üstündeki solüsyona NaOH peleti ilave edildi 

ve iyice karıştırıldı. Solüsyonun pH’sı 8.0’a ayarlanarak 121°C’de 1 atm’de 30 dk 

otoklavda steril edildi. Sterilizasyon işleminden sonra solüsyon oda sıcaklığında 

saklandı. 

1 M Tris-HCl  

Ticari Tris-HCl’den (MW:157.60 g./mol) 78.8 g tartılıp distile su ile 500 mL’ye 

hazırlandı. Solüsyonun pH’sı HCl ile 7.5’e ayarlandı. Daha sonra 121°C’de 1 atm’de 30 

dk otoklavda steril edildi. Sterilizasyon işleminden sonra solüsyon oda sıcaklığında 

saklandı.  
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TE (Tris/EDTA) Tamponu 

1 M Tris-HCl solüsyonundan son konsantrasyonu 10 mM Tris-HCl olacak şekilde 

(5 mL) alındı. 0.5 M EDTA solüsyonundan son konsantrasyonu 1 mM EDTA olacak 

şekilde (1 mL) alındı. Ardından distile su ile (494 mL) hacim 500 mL’ye tamamlandı. 

Solüsyon çalışmalarda kullanılıncaya kadar oda sıcaklığında saklandı. 

5.2. Yöntem  

5.2.1. İzolatların İdentifikasyonu ve Antibiyotik Duyarlılık Testleri 

Çalışmaya dahil edilen tüm örnekler %5 koyun kanlı agar (Salubris, Türkiye) ve 

EMB agara (Oxoid, England) inoküle edilerek 35± 2ºC’de bir gece inkübe edildi. EMB 

agarda pembe-kırmızı, metalik röfle yapan, kanlı agarda düzgün 2-3 mm çapında laktoz 

pozitif E. coli olduğu düşünülen şüpheli kolonilerden gram boyama yapıldı. Gram 

negatif basil olduğu belirlenen kolonilere oksidaz testi yapıldı. Enterobacteriaceae 

ailesine ait olduğundan şüphelenilen oksidaz negatif, gram negatif basillere ait koloniler 

konvansiyonel yöntemlere ek olarak MALDI-TOF MS cihazında tür düzeyinde 

tanımlandı. Üretici firmanın önerileri doğrultusunda Phoenix identification/ 

antimicrobial susceptibility testing (ID/AST) (Becton Dickinson Diagnostic Instrument 

Systems, Sparks, Md, USA) otomotize mikrobiyoloji sisteminde antimikrobiyal 

duyarlılık testleri çalışıldı. E. coli olarak tiplendirilen izolatlar DNA izolasyonu 

yapılıncaya kadar %15 gliserol içeren LB broth besiyerinde -80ºC’de saklandı. 

5.2.2. Moleküler Yöntemler  

5.2.2.1. DNA İzolasyonu  

Hücre duvar ve membran parçalama prensibine dayanan kaynatma metodu 

yöntemi ile DNA izolasyon işlemi gerçekleştirildi (79). Tür düzeyinde tanımlama 

yapıldıktan sonra -80ºC’de saklanmış olan E. coli izolatları çıkartılıp EMB besiyerine 

ekilerek aerobik koşullarda 37ºC’de 20-24 saat inkübe edildi. Saflığından emin olunan 

kolonilerden tek koloni alınıp 3 mL LB broth besiyerine ekim yapıldı ve 37ºC’ye 

ayarlanmış çalkalayıcı su banyosunda 200 rpm’de bir gece inkübe edildi. Üreyen 

kültürün 1.5 mL’si steril ependorf (1.5 mL) tüplere transfer edilerek mikrosantrifüjde 

10000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatant kısmı döküldü ve peletin üzerine 1 mL 

steril distile su eklenip vortekslendi. 5000 rpm’de 5 dk çöktürme işlemi gerçekleştirildi. 
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Süpernatant döküldü ve peletin üzerine 1 mL steril distile su eklenip vortekslendi. 

Süpernatant döküldükten sonra peletin üzerine 1mL steril distile su eklendi ve bakteri 

süspansiyonu 95ºC’de 15 dk kaynatıldı. Kaynatma işleminin ardından bakteri 

süspansiyonu 13000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatant kısmından 200 µL alınıp 

PZR tüplerine eklendi. İzole edilen DNA’lar çalışılıncaya kadar -20ºC’de muhafaza 

edildi. 

5.2.2.2. Master Mix Hazırlanması 

Master mix aşamasında kullanılan bileşenler ve miktarları Tablo 1’de belirtildi. 

 

Tablo 1. PZR reaksiyonunda kullanılan master mix bileşenleri ve miktarları 

Reaksiyon bileşenleri  Stok konsantrasyon Miktar (μL) 1X 

Buffer 5X 10 

dNTP mix  2.5 mM 1 

MgCl2 25 mM 3 

Primer 1 10 pmol/μL 1 

Primer 2 10 pmol/μL 1 

Taq polimeraz  5 U/μL 0.2 

Steril deiyonize su  31.8 

Template (Kalıp DNA)   2 

Toplam hacim   50 

 

Master mix hazırlama aşamasında bütün işlemler buz üzerinde gerçekleştirildi. 

Tablo 1’de belirtilen bileşenler -20ºC’den çıkartılıp buz üzerinde çözünmeleri sağlandı. 

Çözündükten sonra tüpler kısa bir süre vortekslenerek master mix bileşenleri 1.5 mL’lik 

ependorf tüpe transfer edildi. Hazırlanan master mix karışımı 30 sn vortekslendikten 

sonra santrifüj işlemi yapıldı. Her bir PZR tüpüne (0.2 mL’lik) 48 μL master mix 

karışımı ve 2’şer μL DNA eklendi. Negatif kontrol olarak su, pozitif kontrol olarak ise 

daha önceden her gen için pozitif olan bakteri DNA’sı kullanıldı. Örnekler termal döngü 

cihazına yerleştirildi ve uygun programda çalıştırıldı. 
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5.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

PZR reaksiyonunda E. coli izolatlarının kaynatma metodu ile elde edilen 

DNA’ları kullanıldı. Antibiyotik direncinin yayılımında rol oynayan integronların 

varlığı araştırıldı. Pozitif kontrol olarak daha önceden integron varlığı belirlenmiş E. 

coli KD39 (sınıf 1 integron pozitif) ve E. coli hec15 (sınıf 2 integron pozitif) suşları 

kullanıldı. 

İntegraz ve İntegron Gen Varlığının Belirlenmesi 

E. coli izolatlarındaki sınıf 1 ve sınıf 2 integron varlığının araştırılması için 

kullanılan primerler Tablo 2’de gösterildi. Çalışmada uygulanan PZR reaksiyon 

koşulları literatür önerileri doğrultusunda gerçekleştirildi (80, 81). 

 

Tablo 2. PZR deneylerinde kullanılan oligonükleotid primerler 

Primer Nükleotid dizisi (5’ 3’) 
Hedef Gen 

Bölgesi 
Referans 

IntI-1F 

IntI-1R 

GGTCAAGGATCTGGATTTGG 

ACATGCGTGTAAATCATCGTC 

Sınıf 1 integron 

integraz geni (intI1) 
80 

IntI-2F 

IntI-2R 

CACGGATATGCGACAAAAAGGT 

GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

Sınıf 2 integron 

integraz geni (intI2) 
80 

5’-CS 

3’-CS 

GGCATCCAAGCAGCAAG 

AAGCAGACTTGACCTGA 

Sınıf 1 integron 

değişken bölge 
80 

hep51 

hep74 

GATGCCATCGCAAGTACGAG 

CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA 

Sınıf 2 integron 

değişken bölge 
81 

 

 

5.2.3. İzolatlardaki İntegronlarda Bulunan Gen Kasetlerinin Analizleri 

İzolatlardaki integraz gen varlığının belirlenmesinde 500 bp uzunluğundaki sınıf 1 

integraz gen bölgesi için intI-1F ve intI-1R; 740 bp uzunluğundaki sınıf 2 integraz gen 

bölgesi için ise intI-2F ve intI-2R primerleri kullanıldı. İntegraz gen pozitif çıkan 

örneklerde integron taraması yapıldı. Bu amaçla integronların değişken bölgelerinin 

çoğaltılmasında sınıf 1 integron için 5’CS ve 3’CS, sınıf 2 integron için ise hep51 ve 

hep74 primerleri kullanıldı (Tablo 2). PZR reaksiyonu için termal döngü cihazında 

kullanılan koşullar Tablo 3’de belirtildi. 
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Tablo 3. PZR reaksiyon koşulları 

Aşama Sıcaklık (°C) Süre (dk) Döngü sayısı 

İlk denatürasyon 94 5  1 

Denatürasyon 94 1  

30 Bağlanma 55 1  

Uzama 72 1  

Son uzama  72 10  1 

 

5.2.4. Agaroz Jel Elektroforez Aşaması ve Jelin Görüntülenmesi  

Jelin Hazırlanması 

Çalışmada kullanılan %2’lik agaroz jelin hazırlanması için; 1 g agaroz tartıldı ve 

50 mL TAE tamponu eklenerek mikrodalga fırında agaroz eriyene kadar çözüldü. Su 

banyosunda bekletilerek sıcaklığı 55°C’ye ayarlanan jele son konsantrasyonu 0.5 

µg/mL olacak şekilde etidyum bromür eklendi. Jel tablası düz bir zemin üzerine 

yerleştirildi ve içersine jel tarağı koyuldu. Jel düzeneğe döküldü ve katılaşması için oda 

sıcaklığında bekletildi. 

Örneklerin Agaroz Jele Yüklenmesi 

Tarak katılaşan agaroz jelden dikkatli bir şekilde çıkarıldı ve jel içinde TAE 

tamponu bulunan yatay elektroforez tankına yerleştirildi. DNA’nın kuyucuktan 

çıkmaması ve örneğin jel üzerinde izlenebilmesi için yükleme tamponu kullanıldı. 10 

µL PZR ürünü ve 3 µL yükleme tamponu karıştırılarak jel kuyucuklarına yüklendi. 

Örneklerin jelde dağılmaması için ilk etapta jel düşük voltta yürütüldükten sonra 

elektroforez tankının hızı 80-100 volt aralığına çıkartıldı. Oluşan bantlar UV 

transilluminatörde gözlendi ve jelin fotoğrafı jel görüntüleme cihazında çekildi. 

5.2.5. İzolatlardaki İntegronların Klonlanması 

5.2.5.1. PZR Ürünlerinin Temizlenmesi 

PZR ürünlerinin temizlenmesi için High Pure PCR Clean up Micro Kit (Roche, 

Almanya) kullanıldı. Kit protokolüne göre; 

 PZR işlemi sonucunda PZR ürün hacmi ddW ile 100 µL’ye tamamlandı. 

Üzerine 400 µL bağlama solüsyonu eklenip vortekslendikten sonra tüp 

santrifüj edildi. 
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 Filtreli tüp toplama tüpü içine yerleştirildi. Pipet yardımıyla hazırlanan 

karışım filtreli tüp içine transfer edilip 8000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Filtreli tüp çıkartılıp toplama tüpündeki sıvı boşaltıldı ve filtreli tüp tekrar 

yerine yerleştirildi. Aynı tüp içine 400 µL yıkama solüsyonu eklendi ve 8000 

g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Filtreli tüp çıkartılıp toplama tüpündeki sıvı boşaltıldı ve filtreli tüp tekrar 

yerine yerleştirildi. 300 µL yıkama solüsyonu eklendi ve 8000 g’de 1 dk 

santrifüj edildi. 

 Filtreli tüp çıkartılıp toplama tüpündeki sıvı boşaltıldı ve filtreli tüp tekrar 

yerine yerleştirildi. Maksimum hızda 1 dk santrifüj edildi. 

 Filtreli tüp çıkartıldı ve temiz bir 1.5 mL’lik ependorf tüpe yerleştirildi. 

Tüpler alkolün tamamen uzaklaşması için ağzı açık bir şekilde 50°C’de 15-20 

dk bekletildi. 

 Filtreli tüpün tam ortasına gelecek şekilde tüplere 20 µL elüsyon tamponu 

eklendi ve tüpler 8000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

Temizlenmiş ürünler %0.8’lik agaroz jelde 3 µL olacak şekilde yürütüldü ve 

fotoğrafları çekildi. 

5.2.5.2. pGEM-T Easy Vektör Sistemine Ligasyon Aşaması 

Kit protokolüne göre ligasyon karışımı Tablo 4’de verilen oranlarda hazırlandı.  

 

Tablo 4. Ligasyon aşamasında kullanılan bileşenler ve miktarları  

Bileşenler 

Standart 

Reaksiyon 

(µL) 

Pozitif 

Kontrol 

(µL) 

2X Rapid Ligation Buffer,T4 DNA Ligase 5  5  

pGEM-T or pGEM-T Easy Vector (50 ng) 1  1  

PZR ürünü 3  - 

Kontrol Insert DNA - 2  

T4 DNA Ligase (3 Weiss units/ µL) 1  1  

Final hacim için steril deiyonize su 10  10  

 

Hazırlanan karışım 1 saat oda sıcaklığında bekletildi. 
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5.2.5.3. Kompetan Hücre Hazırlanması ve Transformasyonu 

Kompetan Hücre Hazırlanması 

 E. coli JM 109 suşundan 5 mL bir gecelik kültür hazırlandı. 

 % 0.2 glukoz içeren LB broth içine bir gecelik kültürden 1/100 oranında 

eklendi ve çalkalamalı su banyosunda inkübe edildi. OD 600’da ilk ölçüm 

yapıldı. Ardından yarım saat veya birer saat aralıklarla OD ölçümü yapıldı. 

 Bakteri yoğunluğu OD 600’de 0.3-0.5 olana kadar bakteri üremesi devam 

ettirildi. 

 Uygun yoğunluğa ulaşan kültür steril oak ridge tüplerine ya da steril falkon 

tüplerine aktarıldı ve 4°C’de 10000 rpm’de 10 dk santrifüj edildi. 

 Oak ridge tüpler buz üzerine yerleştirildi. Süpernatant dikkatli bir şekilde 

atılıp pelet 0.5-1 mL TSS Buffer ile süspanse edildi. 

 Kompetan hücre hazırlandıktan sonra ependorf tüplere 100 µL hacimlerde 

olacak şekilde bölündü ve -80°C’de saklandı. 

Transformasyon İşlemi 

 Ligasyon aşamasından sonra 100 µL kompetan hücre üzerine 5 µL ligasyon 

karışımından eklendi. Ependorflar el ile hafifçe tüplerin dış çeperlerine 

vurulurak karıştırıldı ve buz üzerinde ortalama 40 dk bekletildi. 

 Ardından tüpler 42°C’de 2 dk bekletildi. Süre sonunda tüp kıpırdatılmadan 

tek hamlede buz üzerine alındı. 

 Tüpler 2.5-3 dk buzda bekletildi. 

 Transformasyon işlemi sonrası hücreler 0.9 mL 20 mM glukozlu LB broth 

içerisine ilave edildi. Tüpler 37°C’de 110 rpm’de 1 saat inkübe edildi. 

 İnkübasyon işleminin ardından hücreler 1.5 mL ependorf tüplere aktarıldı ve 

tüpler 14000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Süpernatant atıldı. Peletler tüpün dibinde kalan sıvı ile pipet yardımı ile 

resüspanse edildi. 
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LB agar (100 µg/mL ampisinli) plakları üzerine 40 µL izopropil-β-D-

tiyogalaktopiranozit (IPTG) (100 mM) ve 40 µL X-gal (20 µg/mL) plağın 4-5 noktasına 

damlatıldı ve baget ile tüm plak yüzeyine yayıldı. Plakların kuruması için 10 dk 

bekletildi. 

 Resüspanse edilmiş bakterilerden tüpte kalan hacmin hepsi LB agar (100 

µg/mL ampisinli) yüzeyine baget ile yayma ekim yapıldı ve plaklar 37°C’de 

bir gece inkübe edildi. 

5.2.5.4. Klonların Seçilmesi ve Plazmit DNA İzolasyonu  

İnkübasyon sonrası mavi-beyaz koloni seçimi yapıldı. Beyaz koloniler sarı pipet 

ucu ile alındı ve 3 mL LB broth (ampisilinli) içeren tüplere aktarıldı. Tüpler 37°C’de 

150 rpm’de bir gece inkübe edildi. 

Plazmit DNA İzolasyonu 

 Transforme edilmiş hücre plaklarından (beyaz kolonilerden) bir koloni alınıp 

3 mL LB broth (100 µg/mL ampisilinli) besiyerinde bir gece inkübe edildi. 

 Üreyen kültür 1.5 mL’lik steril ependorf tüplere aktarıldı ve tüpler 12000 

g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Süpernatant atıldı ve pelet üzerine 100 µL Solüsyon I eklendi. Tüpler pelet 

iyice çözülene kadar vortekslendi ve vorteks işleminin ardından 5 dk oda 

sıcaklığında bekletildi. 

 Tüplerin üzerine taze hazırlanmış 200 µL Solüsyon II eklendi. Tüpler el ile 

yavaşça alt-üst ederek (8-10 kez) karıştırıldı ve buzda 5 dk bekletildi.  

 Tüplere 150 µL Solüsyon III eklendi (Solüsyon III buzda bekletilmiş 

olmalıdır). Tüpler el ile yavaşça alt-üst ederek karıştırıldı ve 3-5 dk buzda 

bekletildi. 

 Tüpler 4°C’de 12000 g’de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatanttan kısmından 

500 µL alınıp steril başka bir ependorf tüpe aktarıldı. 

 Tüplerin üzerine 500 µL DNA bağlama rezini eklenip tüpler hafifçe alt-üst 

edildi. 
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 Karışımdan 600 µL alınıp kolon içeren tüplere aktarıldı. Kolon içeren 

toplama tüpleri 4°C’de 12000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Toplama tüpleri içindeki sıvı boşaltıldı ve kolon üzerine 500 µL yıkama 

solüsyonu eklenip tüpler 12.000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 İşlem sonrası quick spin yapılarak alkol artığı uzaklaştırıldı. 

 Kolonlar steril ependorf tüpler içine aktarıldı. Alkolün tamamen uzaklaşması 

için ependorflar ağzı açık şekilde 50°C’de 15-20 dk bekletildi. 

 50°C’de bekletilmiş elüsyon solüsyonundan 50 µL eklenip 2-3 dk bekletildi. 

 Tüpler 12000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 İzole edilen plazmitler kullanılıncaya kadar -20°C’de saklandı. 

Plazmitler % 0.8’lik agaroz jelde yürütüldü. Her kuyucuğa 2 µL yükleme 

tamponu ve 2 µL plazmit yüklendi. Jel 50 V’da 40 dk yürütüldükten sonra UV ışık 

kaynağında görüntülendi ve fotoğrafı çekildi (82). 

5.2.6. Plazmit DNA’ların Sekans Analizleri 

Sekans analiz işlemleri KTÜ Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalında 

Genetik Analizör 3130 DNA dizi analizi cihazında (Applied Biosystems, ABD) 

gerçekleştirildi.  

Sekans Reaksiyon Aşaması 

Örnekler ABI Prism Big DyeTM Terminatör Reaksiyon Kiti ile döngü sekansı 

için hazırlandı. Bu amaçla Tablo 5’de verilen bileşenler örnek sayısına göre 

belirlendikten sonra uygun hacimlerde karıştırıldı ve PZR tüplerine bölündü. Plazmit 

DNA’lar jelde marker ile yürütüldükten sonra reaksiyona koyulacak plazmit DNA 

miktarı sekans işlemlerinde kullanılan markırdaki bant yoğunluğuna göre belirlendi. 

Karışım Tablo 5’de belirtilen miktarlar doğrultusunda toplam hacim 10 µL olacak 

şekilde hazırlandı. Örnek sayısına göre herbir tüpte 2.82 µL karışım olacak şekilde 

bölündü. DNA miktarı değişken olduğu için, reaksiyon başına düşen DNA ve su miktarı 

toplam hacim 10 µL olacak şekilde hesaplanıp reaksiyona ilave edildi. Pozitif kontrol 

olarak daha önceden sekansı yapılmış örnek kullanıldı. 
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Tablo 5. DNA sekans reaksiyonunda kullanılan bileşenler ve miktarları 

Bileşenler Stok Konsantrasyonu 1X Miktar (µL) 

Big dye reaksiyon karışımı 2.5X 1 

Sekanslama tamponu 5X 1.5 

Primer F 10 pmol/ µL 0.5 

Steril deiyonize su  Değişken 

Kalıp DNA  Değişken 

Toplam reaksiyon hacmi  10 

 

 

Reaksiyonda 96°C’de 2 dk ilk denatürasyondan sonra 96°C’de 15 sn 

denatürasyon, 50°C’de 15 sn primer birleşmesi, 60°C’de 2 dk uzama ve 4°C’de 20 dk 

son uzama işlemlerinden oluşan 25 döngü uygulandı. 

Sefadeks Kolon Hazırlanması ve Örneklerin Kolondan Geçirilmesi 

50 mL’lik falkon tüp içine 1 g sefadex-G50 ve 15 mL enjeksiyonluk su eklendi. 

Sefadeks iyice çözünene kadar tüp yavaş bir şekilde karıştırıldı. Kullanmadan önce tüp 

en az 30 dk +4°C’de bekletildi. Filtreli kolonların her birine 600 µL sefadeks eklendi ve 

tüpler 850 g’de 2 dk santrifüj edildi. Kolonlar dikkatli bir şekilde alınıp temiz bir 

ependorf tüpe yerleştirildi. Sekans reaksiyonundan çıkan örnekler sefadeks kolonun tam 

orta kısmına kolonu zedelemeden bırakıldı. Tüpler 850 g’de 5 dk santrifüj edildikten 

sonra kolondan geçirilen örnekler sekans cihazına yerleştirildi. 

Sekans işlemi sonucunda ChromasPro programı yardımıyla örneklere ait 

kromotogram dosyaları alındı ve örneklere ait DNA dizileri çıkartıldı. Bu DNA dizileri 

BLAST (http://www. ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ve CLUSTALW2 (http://www.ebi.ac. 

uk/Tools/msa/clustalw2) programları kullanılarak analiz edildi (83). 

5.2.7. İntegron İçeren İzolatlarda Konjugasyon Deneyi ile Plazmit DNA Transferi  

Plazmit DNA’nın transfer deneyleri broth mating (sıvıda çiftleşme) prensibine 

dayanılarak gerçekleştirildi (84, 85). Deneylerde verici hücre olarak integron içeren E. 

coli izolatları, alıcı hücre olarak E. coli J53-2 (met pro Rif
R
) izolatı kullanıldı. 

Alıcı ve verici hücrelerden tek koloni alınıp 3 mL LB broth besiyerine ekildi ve 

çalkalayıcı inkübatörde 37°C’de 18-24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonunda alıcı ve 
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verici hücre süspansiyonundan eşit hacimde (1:1) alınıp temiz bir tüpte dikkatli bir 

şekilde birleştirildikten sonra 37°C’de 20 saat çalkalamadan inkübe edildi. İnkübasyon 

sonunda transkonjugant karışımları vortekslendi ve uygun besiyerlere ekimleri yapıldı. 

Bu amaçla alıcı hücrenin dirençli olduğu rifampisin (300 µg/mL) ve verici 

hücrenin dirençli olduğu (içerdiği integron direnç kasedine göre) trimetoprim (25 

µg/mL) veya streptomisin (100 µg/mL) antibiyotikleri içeren LB agar besiyerleri 

kullanıldı. Transkonjugant karışımı vortekslendikten sonra 10
-1

 dilüsyondan 100 µL, 

direk transkonjugant karışımdan 100 µL alınıp primer seleksiyon için 300 µg/mL 

rifampisin ve 25 µg/mL trimetoprim içeren LB agar plağına yayma ekim yapıldı. 

Plaklar 37°C’de 18-24 saat inkübe edildi. Primer seleksiyon plaklarında üreyen 

koloniler alınıp aşağıda belirtilen plaklara replika ekimleri gerçekleştirildi: 

Plak 1: 300 µg/mL rifampisin ve 25 µg/mL trimetoprim içeren LB agar 

Plak 2: 300 µg/mL rifampisin içeren LB agar 

Plak 3: 25 µg/mL trimetoprim içeren LB agar 

Primer seleksiyon plağı, Plak 1, 2 ve 3’de üreyen kolonilerin transkonjugant 

oldukları kabul edildi ve plaklar parafilm ile kapatıldıktan sonra çalışılıncaya kadar 

4°C’de bekletildi. 

5.2.7.1. Verici İzolatların Canlı Bakteri Sayısının Hesaplanması 

Verici hücrelerin LB agara ekimleri yapıldıktan sonra agardan tek koloni alınıp 3 

mL LB broth içeren tüplere ekimleri yapıldı ve 37°C’de 18-24 saat inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda tüpler vortekslendikten sonra kültürlerin 10
-1

’den 10
-7

’ye kadar 

dilüsyonları yapıldı ve 10
-6

 ve 10
-7

 dilüsyonlardan 100 µL alınıp LB agara yayma 

ekimler yapıldı. Plaklar 37°C’de 18-24 saat inkübe edildi ve koloni sayımı yapıldı.  

Canlı bakteri sayısının hesaplanmasında aşağıdaki formül kullanıldı. 

Canlı Bakteri Sayısı (mL’de) = Agardaki Koloni Sayısı / Ekilen Miktar (mL) X 

Sulandırım Katsayısı 
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5.2.7.2. Konjugasyon Etkinliğinin Hesaplanması 

İzolatlardaki konjugasyon etkinliğinin belirlenmesi için primer seleksiyon 

plağında üreyen transkonjugant kolonileri sayılıp mL’deki miktarı hesaplandı ve 

aşağıdaki formül kullanılarak konjugasyon etkinliği hesaplandı. 

Konjugasyon Etkinliği = Transkonjugant Sayısı (mL’de) / Verici Hücre Sayısı 

(mL’de) 

5.2.8. Transkonjugantlardan Plazmit DNA İzolasyonu 

Transkonjugantlardan plazmit DNA izolasyonu gerçekleştirmek için 

transkonjugant plaklardan 2 koloni seçilip antibiyotik içeren 3mL LB broth besiyerine 

ekim yapıldı. Kültürler 37°C’de 200 rpm’de çalkalamalı inkübatörde 18-24 saat inkübe 

edildi. Daha önceden belirtilen alkali lizis yöntemi ile plazmit DNA izolasyonu 

gerçekleştirildi. 

5.2.9. Transkonjugantlarda İntegron Varlığının PZR ile Doğrulanması 

Transkonjugantlarda integron varlığının doğrulanması için transkonjugantlardan 

izole edilen plazmit DNA’lar 1/10 dilüe edilerek PZR reaksiyonu için kalıp olarak 

kullanıldı. Daha önceden intI1 ve intI2 genleri için kullanılan master mix reaksiyon 

bileşenleri ve koşulları kullanılarak PZR reaksiyonu gerçekleştirildi. 

5.2.10. Konjugatif Plazmitlerin Incompatibility (Uyumsuzluk) Gruplarının 

Belirlenmesi 

Direnç genlerinin yayılmasında önemli rolleri olan incompatibility (uyumsuzluk) 

(Inc) gruplarının belirlenmesi için “replicon typing” yöntemiyle Inc gruplarına özgü 

primerler kullanılarak PZR reaksiyonu gerçekleştirildi. Inc gruplarına ait primerler ve 

annealing sıcaklıkları Tablo 6’da verildi. intI1 ve intI2 genleri için kullanılan master 

mix reaksiyon bileşenleri kullanıldı.  

 

  



 

37 

Tablo 6. Inc gruplarının belirlenmesinde kullanılan primerler (86)  

Inc 

grup 
Bölge Nükleotid dizisi (5’ 3’) 

Ürün 

Uzunluğu 

(bp) 

Bağlanma 

Sıcaklığı 

(°C) 

IncN 
rep 1 

rep 2 

AGTTCACCACCTACTCGCTCC 

CAAGTTCTTCTGTTGGGATTC 
164 55 

IncP 
oriT 1 

oriT 2 

CAGCCTCGCAGAGCAGGAT 

CAGCCGGGCAGGATAGGTGAAGT 
110 57 

IncQ 
oriT 1 

oriT 2 

TTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGC 

GCCGTTAGGCCAGTTTCTCG 
191 57 

IncW 
oriT 1 

oriT 2 

TCTGCATCATTGTAGCACC 

CCGTAGTGTTACTGTAGTGG 
317 51 
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6. BULGULAR 

6.1. İzolatların Antibiyotik Duyarlılıkları 

Klinik kan örneklerinden izole edilen 112 E. coli izolatının antibiyotik 

duyarlılıkları Phoenix™ 100 cihazı ile belirlendi. Çalışmaya dahil edilen izolatların 

antibiyotik duyarlılık sonuçları Tablo 7’de gösterilmiştir. 
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Çalışmada kullanılan 112 E. coli izolatından sınıf 1 ve sınıf 2 integron pozitif 

bulunan 45 izolatın çeşitli antibiyotiklere karşı duyarlılıkları disk difüzyon yöntemi ile 

belirlendi. İzolatların antibiyotik duyarlılık sonuçları Tablo 8’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 8. Sınıf 1 ve sınıf 2 integron pozitif E. coli izolatlarının antibiyotik duyarlılık 

sonuçları 

Sıra No İzolat Kodu 
Antibiyotikler 

AMP STR TET NAL CHL 

1 TEC002 S S S S S 

2 TEC004 S S S S S 

3 TEC005 S S S S S 

4 TEC006 S S S S S 

5 TEC007 S S S S S 

6 TEC008 S R R R I 

7 TEC010 S R S R S 

8 TEC012 S R S S S 

9 TEC014 S S S S S 

10 TEC015 S R S I S 

11 TEC020 S S S S S 

12 TEC021 S R R R R 

13 TEC023 S R R R I 

14 TEC025 S R R R I 

15 TEC026 R R R R S 

16 TEC027 R R R S S 

17 TEC033 R I S R S 

18 TEC034 R I R R S 

19 TEC037 R S R R S 

20 TEC043 R S S R S 

21 TEC045 R S S I S 

22 TEC055 R R R R R 

23 TEC057 R R R R S 

24 TEC060 R S R R S 

25 TEC064 R S R S S 

26 TEC067 R R S S S 

27 TEC071 R S R R S 

28 TEC072 R R R S R 

29 TEC075 R S R R S 

30 TEC076 R R R R S 

31 TEC078 R R R R R 

32 TEC081 R R R S R 

33 TEC082 R R R R S 

34 TEC083 S R R R S 

35 TEC085 R R R R S 
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Tablo 8 (devamı) Sınıf 1 ve sınıf 2 integron pozitif E. coli izolatlarının antibiyotik 

duyarlılık sonuçları 

Sıra No İzolat Kodu 
Antibiyotikler 

AMP STR TET NAL CHL 

36 TEC088 R R R S R 

37 TEC090 R R R R S 

38 TEC091 R R S R R 

39 TEC095 R I R R S 

40 TEC104 R R R R S 

41 TEC105 R R R R S 

42 TEC106 R R R R S 

43 TEC108 R R R S R 

44 TEC113 R S R R S 

45 TEC114 R R R S R 
 

AMP: Ampisilin, STR: Streptomisin, TET: Tetrasiklin, NAL: Nalidiksik asit, CHL: 

Kloramfenikol. 

 

6.1.1. İzolatların Antibiyotiklere Direnç Oranları 

Çalışmaya dahil edilen 112 E. coli izolatının çeşitli antibiyotiklere karşı direnç 

oranları Şekil 3’de gösterilmiştir (Orta duyarlı izolatlar dirençli olarak kabul edildi). 

 

 

Şekil 3. Çalışmaya dahil edilen E. coli izolatlarının antibiyotik direnç oranları 

(Kısaltmalar Tablo 7’de gösterilmiştir). 

 

Sınıf 1 ve sınıf 2 integron pozitif bulunan 45 izolatın çeşitli antibiyotiklere karşı 

direnç oranları Şekil 4’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4. Sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren E. coli izolatların antibiyotik direnç oranları. 

AMP: Ampisilin, STR: Streptomisin, TET: Tetrasiklin, NAL: Nalidiksik asit, 

CHL: Kloramfenikol. 

 

6.2. PZR Yöntemiyle İntegraz Genlerinin ve İntegron Varlığının Belirlenmesi 

Çalışmaya dahil edilen 112 E. coli izolatından kaynatma metodu ile DNA 

izolasyonları gerçekleştirildi. Sınıf 1 ve sınıf 2 integronun integraz gen bölgelerine ait 

spesifik primerler kullanılarak integraz gen varlığı araştırıldı. İntegraz gen pozitif çıkan 

örneklerde sınıf 1 ve sınıf 2 integron değişken bölgelerine ait spesifik primerler 

kullanılarak integron varlığı belirlendi. 

6.2.1. intI-1 Gen Amplifikasyonu 

Sınıf 1 integrona ait integraz gen bölgesinin belirlenmesi için intI-1 genine özgü 

primerler kullanılarak amplifikasyon işlemi gerçekleştirildi. Buna göre 112 E. coli 

izolatının 51’i (%46) intI-1 geni pozitif olarak saptandı. 

6.2.2. intI-2 Gen Amplifikasyonu 

Sınıf 2 integrona ait integraz gen bölgesinin belirlenmesi için intI-2 genine özgü 

primerler kullanılarak amplifikasyon işlemi gerçekleştirildi. Buna göre 112 E. coli 

izolatının 7’si (%6) intI-2 geni pozitif olarak saptandı. 
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6.2.3. Sınıf 1 İntegron Amplifikasyonu 

Sınıf 1 integron varlığının belirlenmesi için 5’CS ve 3’CS primerleri kullanılarak 

yapılan amplifikasyon sonucu toplam 112 E. coli izolatının 38’inde (%33.9) sınıf 1 

integron varlığı saptandı. Kalan 13 (%11.6) izolatın boş integron içerdikleri belirlendi. 

6.2.4. Sınıf 2 İntegron Amplifikasyonu 

Sınıf 2 integron varlığının belirlenmesi için hep51 ve hep74 primerleri 

kullanılarak yapılan amplifikasyon sonucunda 112 E. coli izolatının 7’sinde (%6.3) sınıf 

2 integron varlığı saptandı. 

İzolatlarda tespit edilen sınıf 1 ve sınıf 2 integronların agaroz jeldeki amplikonları 

Resim 1’de görülmektedir. 

 
Resim 1. Bazı izolatlardaki sınıf 1 ve sınıf 2 integron amplikonlarının agaroz jel 

elektroforez görüntüsü. 1: 100 bp DNA marker (Invitrogen, ABD), 2: 

Sınıf 1 integron TEC002, 3: Sınıf 1 integron TEC064, 4: Sınıf 1 

integron TEC078, 5: Sınıf 1 integron TEC091, 6: Sınıf 1 integron 

TEC005, 7: Sınıf 1 integron TEC015, 8: Sınıf 1 integron TEC057, 9: 

Sınıf 1 integron TEC064, 10: Sınıf 1 integron TEC064, 11: Sınıf 2 

integron TEC004, 12: Sınıf 2 integron TEC012, 13: Sınıf 2 integron 

TEC026. 

 

Toplam 112 E. coli izolatına ait integrona spesifik PZR sonuçları Tablo 9’da 

gösterilmiştir. 
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Tablo 9. İntegrona spesifik PZR sonuçları 

Sıra No İzolat Kodu intI-1 geni intI-2 geni Sınıf 1 integron Sınıf 2 integron 

1 TEC001 - - - - 

2 TEC002 + - + - 

3 TEC003 - - - - 

4 TEC004 - + - + 

5 TEC005 + - + - 

6 TEC006 + - + - 

7 TEC007 + - + - 

8 TEC008 + - + - 

9 TEC009 - - - - 

10 TEC010 + - + - 

11 TEC011 - - - - 

12 TEC012 - + - + 

13 TEC013 - - - - 

14 TEC014 + - + - 

15 TEC015 + - + - 

16 TEC016 - - - - 

17 TEC017 - - - - 

18 TEC018 - - - - 

19 TEC019 - - - - 

20 TEC020 + - + - 

21 TEC021 + - + - 

22 TEC022 - - - - 

23 TEC023 + - + - 

24 TEC024 - - - - 

25 TEC025 + - + - 

26 TEC026 - + - + 

27 TEC027 - + - + 

28 TEC028 - - - - 

29 TEC029 + - - - 

30 TEC030 - - - - 

31 TEC031 + - - - 

32 TEC032 - - - - 

33 TEC033 - + - + 

34 TEC034 + - + - 

35 TEC035 - - - - 

36 TEC036 - - - - 

37 TEC037 + - + - 

38 TEC038 + - - - 

39 TEC039 - - - - 

40 TEC040 - - - - 

41 TEC041 - - - - 

42 TEC042 - - - - 

43 TEC043 + - + - 

44 TEC044 - - - - 
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Tablo 9 (devamı) İntegrona spesifik PZR sonuçları 

Sıra No İzolat Kodu intI-1 geni intI-2 geni Sınıf 1 integron Sınıf 2 integron 

45 TEC045 + - + - 

46 TEC046 + - - - 

47 TEC047 - - - - 

48 TEC048 - - - - 

49 TEC049 - - - - 

50 TEC050 - - - - 

51 TEC052 - - - - 

52 TEC053 - - - - 

53 TEC054 + - - - 

54 TEC055 + - + - 

55 TEC056 - - - - 

56 TEC057 + - + - 

57 TEC058 + - - - 

58 TEC059 + - - - 

59 TEC060 + - + - 

60 TEC061 - - - - 

61 TEC062 + - - - 

62 TEC063 - - - - 

63 TEC064 + - + - 

64 TEC065 - - - - 

65 TEC066 + - - - 

66 TEC067 + - + - 

67 TEC068 - - - - 

68 TEC069 - - - - 

69 TEC070 - - - - 

70 TEC071 + - + - 

71 TEC072 + - + - 

72 TEC074 - - - - 

73 TEC075 + - + - 

74 TEC076 + - + - 

75 TEC077 - - - - 

76 TEC078 + - + - 

77 TEC080 - - - - 

78 TEC081 - + - + 

79 TEC082 + - + - 

80 TEC083 + - + - 

81 TEC084 - - - - 

82 TEC085 + - + - 

83 TEC086 - - - - 

84 TEC087 + - - - 

85 TEC088 - + - + 

86 TEC089 - - - - 

87 TEC090 + - + - 

88 TEC091 + - + - 



 

50 

Tablo 9 (devamı) İntegrona spesifik PZR sonuçları 

Sıra No İzolat Kodu intI-1 geni intI-2 geni Sınıf 1 integron Sınıf 2 integron 

89 TEC092 + - + - 

90 TEC093 - - - - 

91 TEC094 - - - - 

92 TEC095 + - - - 

93 TEC096 - - - - 

94 TEC097 - - - - 

95 TEC098 - - - - 

96 TEC099 - - - - 

97 TEC100 - - - - 

98 TEC101 + - + - 

99 TEC102 + - + - 

100 TEC103 + - + - 

101 TEC104 - - - - 

102 TEC105 + - + - 

103 TEC106 - - - - 

104 TEC107 + - - - 

105 TEC108 - - - - 

106 TEC109 + - - - 

107 TEC110 + - + - 

108 TEC111 + - + - 

109 TEC112 - - - - 

110 TEC113 - - - - 

111 TEC114 + - + - 

112 TEC115 - - - - 

+: PZR sonucu pozitif, -: PZR sonucu negatif 

 

6.3. İntegron İçeren İzolatlarda İntegron Gen Kasetlerinin Analizi  

Çalışmaya dahil edilen 112 E. coli izolatında sınıf 1 ve sınıf 2 integron varlığı 

saptanan 45 izolattaki gen kaset içerikleri sekans analiz yöntemiyle belirlendi. 

6.3.1. Sınıf 1 ve Sınıf 2 İntegronlara Ait Gen Kasetlerinin Belirlenmesi 

38 izolatın içerdiği sınıf 1 integronlara yapılan sekans analizi sonucu trimetoprim 

ve streptomisin-spektinomisin dirençlerinden biri veya ikisinden sorumlu dfrA7, dfr17-

aadA5, dfrV, dfrA1-aadA1 ve dfrA12-aadA2 olarak adlandırılan 5 tip gen kaseti 

belirlendi. 38 izolatın 7’sinin yaklaşık 800 bp uzunluğunda sınıf 1 integron içerdiği 

belirlendi. Bu 7 izolattaki 5 integronun dfrA7, 2 integronun dfrV gen kaseti içerdikleri 

saptandı. 20 izolattan 18 izolatın yaklaşık 1800 bp uzunluğunda dfr17-aadA5, 1 

integronun dfrA1-aadA1 ve 1 integronun da dfrA12-aadA2 gen kasetini içerdikleri 
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belirlendi. Sınıf 1 integron içeren 11 izolatın (TEC002, TEC005, TEC010, TEC015, 

TEC020, TEC043, TEC055, TEC057, TEC072, TEC078 ve TEC091) sekans verileri 

elde edilemedi.  

Sınıf 2 integron pozitif 7 izolattaki integronların sekans analizi sonucu dfrA1-

sat2-aadA1 ve dfrA1-sat2-aadA30 olarak belirtilen 2 tip gen kaseti bulundu. Sınıf 2 

integron içeren izolatlardaki integronları yaklaşık 2500 bp uzunluğunda oldukları 

belirlendi. Toplam 7 izolattan 2 izolatın dfrA1-sat2-aadA1, 2 izolatında dfrA1-sat2-

aadA30 gen kasetlerini içerdikleri gösterildi. Sekans analizleri sonucu sınıf 2 integron 

içeren 3 izolatın (TEC012, TEC033 ve TEC081) sekans verileri elde edilemedi. 

Sınıf 1 ve sınıf 2 integronlara ait gen kaset içerikleri Tablo 10’da gösterilmiştir. 

Tablo 10. Sınıf 1 ve sınıf 2 integron pozitif izolatların ve içerdikleri integronların 

özellikleri 

Sıra No 
İzolat 

Kodu 

Plazmit 

Adı 

İntegron 

sınıfı 

İntegron büyüklüğü 

(yaklaşık olarak) bp 
Gen kaseti 

1 TEC004 pAR38 Sınıf 2 2500 dfrA1-sat2-aadA1 

2 TEC006 pAR2 Sınıf 1 850 dfrA7 

3 TEC007 pAR3 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

4 TEC008 pAR4 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

5 TEC014 pAR6 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

6 TEC021 pAR9 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

7 TEC023 pAR10 Sınıf 1 800 dfrA7 

8 TEC025 pAR11 Sınıf 1 1800 dfrA1-aadA1 

9 TEC026 pAR40 Sınıf 2 2500 dfrA1-sat2-aadA1 

10 TEC027 pAR41 Sınıf 2 2500 dfrA1-sat2-aadA30 

11 TEC034 pAR12 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

12 TEC037 pAR13 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

13 TEC045 pAR15 Sınıf 1 800 dfrV 

14 TEC060 pAR18 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

15 TEC064 pAR19 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

16 TEC067 pAR20 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

17 TEC071 pAR21 Sınıf 1 800 dfrA7 

18 TEC075 pAR23 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

19 TEC076 pAR24 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

20 TEC082 pAR26 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

21 TEC083 pAR27 Sınıf 1 2000 dfrA12-aadA2 

22 TEC085 pAR28 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

23 TEC088 pAR44 Sınıf 2 2500 dfrA1-sat2-aadA30 

24 TEC090 pAR29 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

25 TEC095 pAR31 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

26 TEC104 pAR32 Sınıf 1 800 dfrV 

27 TEC105 pAR33 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 
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Tablo 10 (devamı) Sınıf 1 ve sınıf 2 integron pozitif izolatların ve içerdikleri 

integronların özellikleri 

Sıra No 
İzolat 

Kodu 

Plazmit 

Adı 

İntegron 

sınıfı 

İntegron büyüklüğü 

(yaklaşık olarak) bp 
Gen kaseti 

28 TEC106 pAR34 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

29 TEC108 pAR35 Sınıf 1 800 dfrA7 

30 TEC113 pAR36 Sınıf 1 1800 dfr17-aadA5 

31 TEC114 pAR37 Sınıf 1 800 dfrA7 

 

6.4. Konjugasyon Deneyleri  

Sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren izolatlarda konjugasyon deneyleri sıvıda 

çiftleşme yöntemiyle gerçekleştirildi. Sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren 45 izolatın donor 

olarak kullanıldığı konjugasyon deneylerinde 35 adet E. coli J53-2 transkonjugantı elde 

edildi. Konjugasyon etkinliklerinin 10
-6

 ve 10
-10

 arasında oldukları belirlendi. 

Konjugasyon etkinliği sonuçları Tablo 11’de gösterilmiştir. 

Transkonjugantlardan izole edilen plazmitlerin agaroz jelde görüntülenen zayıf 

sinyalli bant yoğunlukları büyüklük hesaplanmasına izin vermedi. Fakat jeldeki 

lökalizasyonları plazmitlerin >100 kb olabileceğini düşündürmektedir. 

Tablo 11. Sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren izolatların konjugatif plazmit içerikleri ve 

transkonjugantların konjugasyon etkinlikleri 

Sıra No Verici İzolatlar Transkonjugantlar 
Konjugasyon 

Etkinliği 

1 E. coli TEC004 E. coli J53-2 (pTEC004) > 4x10
-10

 

2 E. coli TEC006 E. coli J53-2 (pTEC006) > 5x10
-10

 

3 E. coli TEC008 E. coli J53-2 (pTEC008) 1.7x10
-8

 

4 E. coli TEC010 E. coli J53-2 (pTEC010) 6.4x10
-8

 

5 E. coli TEC012 E. coli J53-2 (pTEC012) 0.24 x10
-8

 

6 E. coli TEC014 E. coli J53-2 (pTEC014) 1.4 x10
-9

 

7 E. coli TEC015 E. coli J53-2 (pTEC015) 5.4x10
-8

 

8 E. coli TEC020 E. coli J53-2 (pTEC020) 1.8x10
-8

 

9 E. coli TEC021 E. coli J53-2 (pTEC021) 7.9x10
-9

 

10 E. coli TEC023 E. coli J53-2 (pTEC023) 4.2x10
-9

 

11 E. coli TEC025 E. coli J53-2 (pTEC025) 1.3x10
-7

 

12 E. coli TEC026 E. coli J53-2 (pTEC026) 0.3x10
-7

 

13 E. coli TEC027 E. coli J53-2 (pTEC027) 1.8 x10
-9

 

14 E. coli TEC034 E. coli J53-2 (pTEC034) 1.5x10
-8

 

15 E. coli TEC037 E. coli J53-2 (pTEC037) 4.7x10
-7

 

16 E. coli TEC045 E. coli J53-2 (pTEC045) 1.3x10
-9

 

17 E. coli TEC060 E. coli J53-2 (pTEC060) 9.2x10
-9

 

18 E. coli TEC064 E. coli J53-2 (pTEC064) 2.9x10
-8
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Tablo 11 (devamı) Sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren izolatların konjugatif plazmit 

içerikleri ve transkonjugantların konjugasyon etkinlikleri 

Sıra No Verici İzolatlar Transkonjugantlar 
Konjugasyon 

Etkinliği 

19 E. coli TEC067 E. coli J53-2 (pTEC067) 2x10
-9

 

20 E. coli TEC075 E. coli J53-2 (pTEC075) 0.6x10
-7

 

21 E. coli TEC076 E. coli J53-2 (pTEC076) 1.8x10
-8

 

22 E. coli TEC081 E. coli J53-2 (pTEC081) 4.6x10
-8

 

23 E. coli TEC082 E. coli J53-2 (pTEC082) 3x10
-8

 

24 E. coli TEC083 E. coli J53-2 (pTEC083) 1x10
-7

 

25 E. coli TEC085 E. coli J53-2 (pTEC085) 7.5x10
-6

 

26 E. coli TEC088 E. coli J53-2 (pTEC088) 0.4x10
-7

 

27 E. coli TEC090 E. coli J53-2 (pTEC090) 0.4x10
-7

 

28 E. coli TEC091 E. coli J53-2 (pTEC091) 1.1x10
-8

 

29 E. coli TEC095 E. coli J53-2 (pTEC095) 0.8x10
-6

 

30 E. coli TEC104 E. coli J53-2 (pTEC104) 1.9x10
-8

 

31 E. coli TEC105 E. coli J53-2 (pTEC105) 0.9x10
-8

 

32 E. coli TEC106 E. coli J53-2 (pTEC106) 1.3x10
-8

 

33 E. coli TEC108 E. coli J53-2 (pTEC108) 1.6x10
-7

 

34 E. coli TEC113 E. coli J53-2 (pTEC113) 2.9x10
-7

 

35 E. coli TEC114 E. coli J53-2 (pTEC114) 10
-7

 

 

 

6.5. Transkonjugantlarda İntegron Varlığının Belirlenmesi 

35 transkonjuganttan elde edilen plazmid DNA’larının kalıp olarak kullanıldığı 

integrona spesifik PZR reaksiyonu sonucu tüm transkonjugantların intI-1 ve intI-2 

genlerini içerdikleri gösterildi. Böylece bu integronların konjugatif plazmid üzerinde 

taşındıkları gösterildi. 

6.6. Konjugatif Plazmitlerin Uyumsuzluk Gruplarının Belirlenmesi 

35 transkonjuganttaki plazmidlerin Inc gruplarının belirlenmesi amacıyla yapılan 

PZR reaksiyon sonucuna göre 6 plazmidin (%17) IncN, 1 plazmidin de (%3) IncQ 

pozitif olduğu belirlendi. Hiçbir transkonjugantta IncP ve IncW gruplarına ait plazmide 

rastlanmadı. Konjugatif plazmitlerin Inc gruplarına ait bilgiler Tablo 12’de 

gösterilmiştir. 
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Tablo 12. Konjugatif plazmidlerin Inc grupları 

Sıra 

No 
Transkonjugant Adı İntegron/Gen kaseti Inc grup 

1 E. coli J53-2 (pTEC004) Sınıf 2 / dfrA1-sat2-aadA1 IncN 

2 E. coli J53-2 (pTEC010) 
Sınıf 1 / Sekans verileri elde 

edilemedi 

IncN 

3 E. coli J53-2 (pTEC015) 
Sınıf 1 / Sekans verileri elde 

edilemedi 

IncN 

4 E. coli J53-2 (pTEC034) Sınıf 1 / dfr17- aadA5 IncN 

5 E. coli J53-2 (pTEC060) Sınıf 1 / dfr17- aadA5 IncN 

6 E. coli J53-2 (pTEC075) Sınıf 1 / dfr17- aadA5 IncN 

7 E. coli J53-2 (pTEC026) Sınıf 2 / dfrA1-sat2-aadA1 IncQ 

 

Resim 2 ve Resim 3’de Inc-spesifik PZR amplikonları görülmektedir. 

 

Resim 2. IncN spesifik PZR amplikonlarının agaroz jel elektroforez görüntüsü. 1: 

100 bp DNA marker, 2: Negatif kontrol, 3: E. coli J53-2 (pTEC004), 4: 

E. coli J53-2 (pTEC034), 5: E. coli J53-2 (pTEC075), 6: E. coli J53-2 

(pTEC010), 7: E. coli J53-2 (pTEC060), 8: E. coli J53-2 (pTEC015). 

 

 

Resim 3. IncQ spesifik PZR amplikonlarının agaroz jel elektroforez görüntüsü. 1: 

100 bp DNA marker, 2: Negatif kontrol, 3: E. coli J53-2 (pTEC006), 4: 

E. coli J53-2 (pTEC008), 5: E. coli J53-2 (pTEC091), 6: E. coli J53-2 

(pTEC106), 7: E. coli J53-2 (pTEC113), 8: E. coli J53-2 (pTEC114), 9: 

E. coli J53-2 (pTEC026). 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Septisemi gibi gram negatif bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlar önemli 

mortalite ve morbidite nedenlerinden biridir (87). Özellikle kan kültürlerinden 

bakterilerin izolasyon aşaması genellikle acil antimikrobiyal tedavi gerektiren ciddi bir 

invaziv enfeksiyon göstergesidir. Kan kültürlerinden en sık izole edilen bakterilerin 

başında E. coli gelmektedir (88). Antibiyotik direnci insan sağlığını ciddi olarak 

etkileyen bir durumdur. Özellikle klinik laboratuvarlarda dirençli bakterinin doğru bir 

şekilde saptanması ve antimikrobiyallere karşı direncin belirlenmesi, klinisyenin 

vereceği antibiyotik tedavisi açısından önem arz etmektedir (89). 

Bu çalışmaya Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi Farabi Hastanesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Eğitim ve Hizmet Laboratuvarı’na Ocak - Aralık 2014 tarihleri arasında 

gönderilen kan kültüründen izole edilen 112 E. coli izolatı dahil edilmiştir. Bu 

izolatların ampisilin/sulbaktam direnci %62.5, aztreonam %43.8, sefazolin %58.0, 

sefepim %40.2, sefoperazon/sulbaktam %22.3, sefoksitin %17.9, seftazidim %35.7, 

seftriakson %48.2, siprofloksasin %35.7, ertapenem %0.9, gentamisin %25, 

levofloksasin %34.8, piperasilin/tazobaktam %18.8 ve trimetoprim/sülfametoksazol 

%53.6 olarak bulunmuştur. Amikasin, imipenem ve meropeneme karşı direnç 

bulunmamıştır. İngiltere’de Abernethy ve ark.’nın (90) yaptıkları çalışmada kan 

kültürlerinden izole edilen E. coli izolatlarında çeşitli antibiyotiklere duyarlılık oranlarıı 

siprofloksasine %80.0, trimetoprime %60.0, gentamisine %90.0 ve 

piperasilin/tazobaktama %80.0 olarak saptamışlardır. Yılmaz ve ark.’nın (91) kan 

kültürlerinden izole ettikleri E. coli izolatları ile yaptıkları çalışmada ampisilin direncini 

%84.3, amikasin direncini %4.5, aztreonam direncini %48.3, seftazidim direncini 

%58.5, sefoksitin direncini %21.5, seftazidim direncini %45.1, 

trimetoprim/sülfametoksazol direncini %62.0 piperasilin/tazobaktam direncini %39.8 

olarak belirlerken, imipenem ve meropeneme karşı direnç saptamamışlardır. Gündoğdu 

ve ark.’nın (92) yaptıkları çalışmada ampisilin sulbaktama %95.0, siprofloksasine 

%67.8, gentamisine %48.0, trimetoprim/sülfametoksazole %78.0, 

piperasilin/tazobaktam’a %40.7 ve amikasin, imipenem ve ertapeneme düşük oranlarda 

direnç belirlemişlerdir (%3.4, %5.1 ve %3.4). Çalışmamızda yüksek oranlarda bulunan 

ampisilin ve trimetoprim/sülfametoksazol direncinin Yılmaz ve Gündoğdu’nun 

çalışmaları ile uyumlu olarak yüksek oranlarda saptanırken imipenem ve meropeneme 
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karşı Gündoğdu ve ark.’nın çalışmasında olduğu gibi direnç belirlenmemiştir. 

Gündoğdu ve ark. düşük oranlarda olsada amikasin ve imipeneme direnç 

belirlemişlerdir. Çalışma verilerimiz aksine Öksüz ve ark. (93) çalışmalarında en 

dirençli antibiyotikleri trimetoprim/sülfametaksazol ve amoksisilin klavulonik asit 

(%34.2 ve %26.9) olarak belirlemişlerdir. En duyarlı antibiyotikleri %4.9’luk oranla 

imipenem ve amikasin olarak saptamışlardır. Kim ve ark.’nın (94) 1456 izolat ile 

yaptıkları çalışmada çalışmamız ile uyumlu olarak imipenem direncini %0.2 olarak 

saptarken, ampisilini %63.4’lik oranla en dirençli antibiyotik olarak belirlemişlerdir. 

Barati ve ark. (95) çalışmalarında imipenem ve amikasini %2.5’lik oranla en duyarlı, 

ampisilini ise %87.5’lik oranla en dirençli antibiyotik olarak bildirmişlerdir. 

Çalışmamızda aminopenisilinlere ve trimetoprim/sülfametoksazole yüksek oranda 

direnç tespit edilmiştir. Bunun nedeni olarak yüksek oranda direnç saptanan 

antibiyotiklerin oral formlarının bulunması ve özellikle toplum kaynaklı 

enfeksiyonlarda kullanılmasının olabileceği düşünülmektedir (91). Ayrıca hastaneler 

antibiyotik kullanımının yoğun olduğu birimlerdir. Antibiyotik baskısı altında dirençli 

organizmaların ortaya çıkışı ve yayılışı daha hızlı olmaktadır (96). Ülkemizde ve farklı 

coğrafik bölgelerde yapılan çalışmalarda E. coli izolatlarında farklı antibiyotik 

gruplarına karşı değişen oranlarda direnç gelişiminin olduğu gözlenmektedir. 

Antibiyotik direnç profilleri hastaneden hastaneye farklılık gösterebileceği gibi aynı 

hastanede klinikler arasında bile farklı direnç profilleri görülebilmektedir. 

Antimikrobiyallere direnç gelişim sıklığı, hastanenin yapısı, hastaların özellikleri, 

hastanedeki invaziv girişim sıklığına göre değişmektedir. Bu nedenle her hastanenin 

kendi direnç profilini bilmesi ve kendi antibiyotik kullanım politikasını geliştirmesi 

önemlidir (97). 

Çalışmada integron içeren izolatlarda çeşitli antibiyotiklere karşı direnç oranları 

ampisiline, streptomisine ve tetrasikline karşı %66.6, gentamisine %40.0, 

trimetoprim/sülfometoksazola %97.8, nalidiksik asite %64.4 ve kloramfenikola %26.6 

olarak belirlenmiştir. Kargar ve ark.’nın (98) integron içeren izolatlar ile yaptıkları 

çalışmada çalışma verilerimiz ile uyumlu olarak yüksek oranlarda 

trimetoprim/sülfametoksazol (%79.7), streptomisin (%76.8), nalidiksik asit (%66.6) ve 

tetrasiklin (%59.4) direnci saptarken düşük oranda kloramfenikol direnci (%14.4) 

belirlemişlerdir. Murshed ve ark. (99) çalışma verilerimiz ile uyumlu olarak sefaleksin, 
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ko-trimetoksazol, gentamisin, kloramfenikol, tetrasiklin, nalidiksik asit ve ampisilin 

direnç oranlarını sırasıyla %79.0, %75.0, %54.0, %50.0, %77.0, %83.0 ve %96.0 olarak 

belirlemişlerdir. Jones ve ark. (100) integronlar ile yaptıkları çalışmada çalışma 

verilerimiz aksine çok yüksek oranlarda ampisilin (%100), sefaleksin ve streptomisin 

(%89.0), kanamisin ve kloramfenikol (%84.0), gentamisin ve tetrasiklin (%79), 

nalidiksik asit ve amikasin (%68.0) dirençlerini saptamışlardır. İspanya’da 2010 yılında 

yapılan bir çalışmada (101) direnç oranları ampisiline %54.8, nalidiksik asite %40.1, 

gentamisine %14.9, streptomisine %47.4, tetrasikline %35.5, 

trimethoprim/sulfametoksazole %35.5 ve kloramfenikole direnç bizim çalışmamızda 

olduğu gibi düşük oranlarda bulunmuştur (%11.1). Ampisilin, nalidiksik asit, 

trimethoprim/sülfametoksazol ve tetrasiklinler hem klinik hem de veterinerlikte sıklıkla 

kullanılan antimikrobiyal ajanlardır (102). Çalışmadaki sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren 

izolatların direnç fenotipleri incelendiğinde klinikte sıklıkla kullanılan bu 

antibiyotiklere karşı yüksek oranlarda direnç oluştuğu görülmektedir. Sınıf 1 ve sınıf 2 

integronların trimetoprim (dfr) ve streptomisin (aad) direncinden sorumlu gen 

bölgelerini içerdikleri bilinmektedir. Ayrıca sınıf 1 integronların yapıları incelendiğinde 

3’korunmuş bölgelerinde sulfonomid direncinden sorumlu sul1 gen bölgesi 

bulunmaktadır (103). Literatürde integronların antimikrobiyal direnç ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (104). Karşılaşılan yüksek trimetoprim ve streptomisin direnç oranlarının 

integronların yapısında bulunan bu gen bölgelerinden kaynaklanabileceği 

düşünülmektedir. 

Enterobacteriaceae’lardaki çoklu ilaç direncinin integronlarda taşınan farklı 

antimikrobiyal direnç genleriyle ilişkili olduğu bilinmektedir (105). Özellikle sınıf 1 ve 

sınıf 2 integronların farklı gram negatif izolatlar arasında yaygın olarak bulunmaları ve 

farklı direnç paternlerini içeren farklı gen kasetlerini ekleme, çıkarma ve yer değiştirme 

özellikleri hastanede çoklu ilaç direncinin yayılmasına yol açmaktadır (106, 107). 

Çalışmada intI-1 ve intI-2 genleri sırasıyla %46 ve %6 olarak belirlenirken sınıf 1 ve 

sınıf 2 integron oranları %33.9 ve %6.3 olarak saptandı. Sınıf 1 ve sınıf 2 integronlarda 

saptanan prevalansın diğer çalışmalarla nispeten uyumlu oldukları tespit edildi. Çin’de 6 

yıllık bir sürede 111 klinik E. coli izolatında multipleks PZR ile sınıf 1 ve sınıf 2 

integronun integraz genlerinin bakıldığı çalışmada IntI1 ve intI2 oranlarını %85.5 ve 

%3.6 (108) olarak bulmuşlardır. Benzer olarak Essen Zandbergen ve ark. (109) E. 
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coli’lerde sınıf 1 integronları %76, sınıf 2 integronları ise %43 oranında saptamışlardır. 

Ülkemizde klinik izolatlarda integron varlığı ve antibiyotik direnç paternlerinin 

belirlenmesi ile ilgili çalışmalar mevcuttur. Özellikle hastane kaynaklı salgınlara neden 

olan izolatlarda direncin belirlenmesi önem arz etmektedir (110, 111). Çalışma 

verilerimizle uyumlu olarak Çiçek ve ark. (112) 2014 yılında sınıf 1 ve sınıf 2 integron 

varlığını araştırdıkları çalışmada intI1 varlığını %26.1, intI2 gen varlığını ise %4.1, 

Sandallı ve ark. (113) E. coli’ninde içinde bulunduğu gram negatif klinik izolatlarda 

yaptıkları çalışmada toplam 111 izolatın 32’sinin sınıf 1 integron (%28.8) ve 2 izolatın 

sınıf 2 integron (%0.9) içerdiklerini belirlemişlerdir. Klinik izolatlarda integron 

varlığına bakıldığında sınıf 1 integronların sınıf 2’den daha yüksek oranlarda bulunduğu 

belirlenmiştir. Gram negatif bakteriler arasında yaygın olarak bulunan sınıf 1 

integronların çoklu ilaç direnci ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Klinikte çoklu ilaç 

direnç genlerinin primer kaynağı olarak tespit edilmişlerdir ve mikrobiyal popülasyonda 

antimikrobiyal direnç genlerinin rezervuarı olarak bilinmektedirler. Hastanelerde çoklu 

ilaç dirençli izolatlardaki direncin yüksek oranlarda bulunan integronlarla horizontal 

olarak benzer veya farklı izolatlara yayılması enfeksiyon tedavisinde kullanılacak 

antibiyotiklere karşı hızlı bir şekilde direnç gelişmesine, bununla beraber tedavide 

başarısızlıklara yol açacağını düşünmekteyiz. 

Antibiyotik direnci yalnızca klinikte değil veterinerlikte de küresel bir sorun 

haline gelmiştir. Özellikle antibiyotik direncinin yayılmasında rol oynayan hareketli 

genetik elemanlardan olan integronlar dikkat çekmektedir. Vahşi kuş türleri içme 

sularında ve çevrede fekal kirlenmede önemli rol oynamaktadır. Sacristan ve ark.’nın 

(104) bu konuda yaptıkları çalışmada sınıf 1 integron varlığını %31.2 olarak 

bulmuşlardır. Cocchi ve ark.’nın (114) insan ve çiftlik hayvanlarından izole ettikleri 120 

E. coli izolatında sınıf 1 ve 2 integron varlığını inceledikleri çalışmada çalışma 

verilerimize uyumlu olarak sınıf 1 ve sınıf 2 integron varlığını %36.6 ve %3.3 olarak 

belirlemişlerdir. Torre ve ark.’nın (115) domuzlardan izole edilen kommensal E. coli 

izolatlarıyla yaptıkları çalışmada, çalışmamız ve literatür verilerinin aksine sınıf 2 

integron varlığını (%47.5) sınıf 1 integronlardan (%33.8) daha yüksek oranlarda 

bulmuşlardır. Bu araştırmacılar çalışmalarında izolatların antibiyotiklere duyarlılık 

profillerini vermedikleri için integronlarla direnç fenotipleri arasında ilişki kuramadık. 

Çalışmamızda sınıf 1 integron varlığını yüksek oranlarda bulmamız, izolatların direnç 
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fenotipinde yüksek oranlarda görülen trimetoprim/sülfametoksazol direncinin sınıf 1 

integronların yapısında bulunan sul genlerine bağlı olarak geliştiğini düşündürmektedir. 

Antibiyotik direncinin yayılımında önemli rol oynayan integronlar ile farklı 

kaynaklardan izole edilmiş E. coli izolatlarıyla ilgili birçok çalışma mevcuttur. Bu 

çalışmalarda, insan kaynaklı (116, 117) hayvan kaynaklı (118, 119), akarsular (120, 

121) sağlıklı insanlar (122, 123) ve besin kaynaklı (124) örnekler kullanılmıştır. Hayvan 

kaynaklı E. coli’ler ile ilgili yapılan çalışmada (119) çalışmamız verileriyle uyumlu 

olarak sınıf 1 integron ve sınıf 2 integron oranlarını %54.5 ve %9 olarak 

belirlemişlerdir. Araştırmacılar akarsulardan (121) izole edilen E. coli’lerde sınıf 1 

integron oranını %69.1 olarak saptamışlar ve sınıf 1 integronların yapısında bulunan sul 

genlerine bağlı olarak çalışmamızda olduğu gibi yüksek oranda SXT direnci 

bulmuşlardır. Çalışma verilerimizin aksine hayvan kaynaklı E. coli’ler (118) ile yapılan 

çalışmada sınıf 2 integron oranı (%47.5) sınıf 1’den (%33.8) daha yüksek bulunmuştur. 

Bu çalışmada sınıf 1 integronların düşük oranlarda bulunmasının coğrafik bölgedeki 

farklılık, örneklem sayısı veya direnç genlerinin farklı transpoze olabilen elemanlar ile 

taşınabileceğinden kaynaklandığı düşünülebilir. Ayrıca çevre, direnç genleri için önemli 

bir kaynaktır. Çevrede antibiyotik üreten organizmaların klinik patojen izolatlarda 

bulunan direnç genlerinin kaynağı olduklarına dair teoriler mevcuttur. Bu nedenle 

antibiyotik direnç genleri taşıyan çevresel bakterilerin integronlar gibi hareketli genetik 

yapılarla kliniğe taşınması halk sağlığında önemli bir sorun oluşturacağı 

düşünülmektedir (125). 

Çalışmamızda intI gen pozitif bulunan izolatlarda integronların değişken bölgesini 

amplifiye etmek için 5’CS ve 3’CS primerleri kullanılarak yapılan PZR reaksiyonları 

sonucu 13 izolatın boş integron içerdikleri belirlenmiştir. Literatürde boş integron içeren 

izolatlarda muhtemelen çok büyük bir gen kasetinin olmasının ve bu gen kasetlerinin 

amplifiye edilememesinden kaynaklandığını belirten çalışmalar mevcuttur (63, 126, 

127). Ayrıca boş integron içeren izolatlarda sınıf 1 integronların 3’korunmuş 

bölgelerinin eksik olması veya erken stop kodon varlığının bu integronların amplifiye 

edilememelerine sebep olabileceğide düşünülmektedir (128). Çalışmada 13 izolatta 

hiçbir gen kaseti bulunmadığı için bu integronlar boş integron olarak adlandırılmaktadır. 

İntegronların içerdikleri gen kasetleri ile ilgili İspanya’da 2008 yılında yapılan bir 

çalışmada 100 sağlıklı insan dışkısından izole edilen E. coli izolatının 29’unda sınıf 1 ve 
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2 integron varlığını saptamışlar ve bu integronların içerdikleri gen kasetlerini 

belirlemişlerdir. Gen kaset analizleri sonucu sınıf 1 integronlarda dfrA1 + aadA1, 

aadA, dfrA17 + aadA5, dfrA7, dfrA5, dfrA1 ve dfrA12 + orfF + aadA2 olmak üzere 7 

farklı tipte gen kaseti belirlemişlerdir (129). Trimetoprim direncinden sorumlu dfrA 

genlerinin hem klinik hem de kommensal E. coli’deki varlıkları literatürde verilmiştir 

(130, 131). Ayrıca bazı araştırmacılar trimetoprim direncinden sorumlu dfrA1 gen 

kasetlerini yaygın olarak hayvan ve insanlardan izole edilmiş E. coli’lerde 

saptamışlardır (132, 133, 134). Hastane kaynaklı izolatlar ile yapılan ve çalışma 

verilerimize benzer olarak Çiçek ve ark. (112) çalışmalarında yaygın olarak dfrA1, 

dfrA5, dfrA7, dfrA17, aadA1, aadA5 ve sat2 gibi gen kasetlerini bulmuşlardır. Gram 

negatif bakterilerde yapılan çalışmada Sandallı ve ark.’nın yaptıkları sekans analizleri 

sonucunda çalışmamızla uyumlu olarak aadA1, aadA2, aadA5, dfrA1, dfrA5, dfrA7 ve 

dfrA17 gibi gen kaset tiplerini belirlemişlerdir. Ayrıca dfrA17 benzeri yeni bir gen 

kaseti bulmuşlarlardır (113). Çalışmamız verileri aksine Mengeloğlu ve ark.’nın (135) 

2014 yılında Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa izolatlarında 

integron varlığını araştırdıkları çalışmada bu izolatların (aacC1-aadA1 ve aac (3)-1) ve 

(blaOXA-30-aadA1ve blaOXA-11-cmlA7) olarak adlandırılan farklı gen kasetlerini 

içerdiklerini belirlemişlerdir. İlk kez P. aeruginosa izolatında tanımlanan blaOXA-11-

cmlA7 kaseti literatüre kazandırılmıştır. Mengeloğlu ve ark.’nın bu çalışmalarında grup 

1 okzasilinaz enzimlerini kodlayan blaOXA-11 ve blaOXA-30 geninin bulunması fenotipik 

olarak beta laktamlara direnç sağlarken, cmlA7 geni kloramfenikol direncinden 

sorumludur. Benzer şekilde Türkiye’de P. aeruginosa izolatlarıyla yapılan çok merkezli 

bir çalışmada yaygın olarak sınıf 1 integron varlığı saptanmış ve integron sekans analizi 

sonucu aadA1, aac(3)-Id-orf-aac(3”)-Ia, aac(3)-Ie-blaoxa10-aadA1, aadA6, aac(6’)-I-

orf-aadA2 tipte çalışma verilerimizden farklı gen kasetleri bulunmuştur (79). 

Çalışmalardada görüldüğü gibi farklı türlerdeki bakterilerde farklı antibiyotiklere 

fenotipik olarak direnç olması içerdiği gen kaset türlerininde farklı olmasını 

sağlamaktadır. Bu dirençlerin integronlar üzerinde taşınması bu farklı direnç 

kasetlerinin diğer türlere de yayılabileceğini düşündürmektedir. E. coli’ler çevre 

izolatlarda fekal kirlenmenin bir göstergesi olarak karşımıza çıkmaktadır. Özellikle 

çevresel kaynaklı E. coli’lerde direnç genlerinin yayılmasında rol oynayan integronlarla 

ilgili bölgemizde çalışmalar mevcuttur. Özgümüş ve ark.’nın su kaynaklı E. coli’ler ile 
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yaptıkları çalışmada çalışmamızla uyumlu olarak dfr1-aadA1 ve dhfrA17-aadA5 gen 

kasetlerini içeren sınıf 1 integron varlığını belirlemişlerdir (110). Aynı çalışma 

grubunun sulardan izole ettikleri gram negatif bakterilerle yaptıkları çalışmada sınıf 1 

ve sınıf 2 integronlarda çalışmamızla uyumlu olarak dfrA1, dfrA7, dfrA17, aadA1, 

aadA5 gen kasetlerinin yanında farklı olarak dfrA16, dfr2d ve blaOXA-30, sat1 olarak 

adlandırılan gen kasetlerini belirlemişlerdir. Ayrıca Citrobacter koseri izolatında ilk kez 

dfrA16 olarak adlandırılan gen kasetini göstermişlerdir (85). Nehirler çoklu ilaç dirençli 

Enterobacteriaceae için bir alan oluşturmaktadırlar ve bu alanlar çevredeki antibiyotik 

direnç belirleyicileri için rezervuar olabilir. Sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren 

Enterobacteriaceae’ların sularda yaygın olarak bulunması ve taşıdıkları direnci önce 

çevreye ardındanda insan patojenlerine bulaştırmalarının insan sağlığında tehdit 

oluşturabileceğini düşündürtmektedir.  

Çalışmamızda izolatlara ait gen kasetlerinin boyutları PZR reaksiyonu sonucu jel 

elektroforez sisteminde marker kullanılarak belirlenmiş ve boyutları hakkında yaklaşık 

bir sonuç verilmiştir. Sekans reaksiyon sonucunda çıkan DNA dizileri BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ve CLUSTALW2 (http://www.ebi.ac. 

uk/Tools/msa/clustalw2) programları kullanılarak analiz edilmiştir. Analiz sırasında gen 

kasetlerinin boyutlarını bu programda tam olarak hesaplamak mümkündür. Fakat 

çalışmamızda kullanılan Genetik Analizör 3130 DNA dizi analizi cihazında (Applied 

Biosystems, ABD) tek yönlü (tek primer) sekans işleminde iyi bir okuma olursa 

yaklaşık 800 bp’lik bir bölge sekans edilebiliyordu. Örneğin 1800 bp’lik bir gen kaseti 

için çift yönlü sekans (hem forward hem revers primer kullanılarak) yapıldığı 

düşünülürse yaklaşık 1600 bp’lik bir bölgenin sekansı gerçekleştirilmiş olacaktı. Arada 

kalan 200 bp’lik bölge için yeniden o bölgeye spesifik primer dizayn edilip tekrar 

sekans işleminin yapılması gerekmekteydi. Yeni primerler temin edilemediğinden 

dolayı elimizdeki olanaklarla gen kasetlerinin boyutları yaklaşık bir değer olarak 

verilmiştir. 

Sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren izolatların sekans analizleri gerçekleştirilmeden 

önce bu integronlara ait PZR ürünleri pGEM-T Easy Vektör sistemlerine klonlandıktan 

sonra transformasyon aşaması gerçekleştirilmiştir. Transformasyondan sonra seçilen 

klonlardan plazmit DNA’lar izole edilmiştir. İzole edilen plazmit DNA’ların sekans 

analizleri gerçekleştirilmiştir. Ancak sınıf 1 integron içeren 11 izolatın ve sınıf 2 
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integron içeren 3 izolatın sekans analizleri gerçekleştirilememiştir. Sekansı yapılamayan 

örneklerin bant uzunluklarına bakıldığında yaklaşık 1800-3100 bp arasında değiştiği 

gözlenmiştir. Örneklerin klonlanması esnasında pGEM-T Easy Vektör sistemine ilave 

olarak pMini klonlama sistemi de kullanılmıştır. Bu örneklerin sekans analiz verilerinin 

elde edilemeyişinde birçok faktörün etkili olabileceğini düşünmekteyiz. Bunlardan biri 

klonlamanın gerçekleşmemiş olabileceğidir. Nitekim yaptığımız çalışmada plazmit 

izolasyonunda aynı klona ait 3 farklı koloniden yapılan plazmit izolasyonunda farklı 

plazmit bant profilleri gözlenmiştir. Gözlenen plazmitlerinde tam olarak boyutları 

hesaplanamamıştır. Genetik Analizör 3130 DNA dizi analiz cihazının kapillerinin eski 

olmasının da sekans sonuçlarını etkileyebileceğini düşünmekteyiz. 

Bakteriyal konjugasyon mekanizmaları yatay gen transfer mekanizmalarından biri 

olmakla birlikte özellikle konjugatif plazmitler aracılığıyla antibiyotik direnç 

paternlerinin aktarılmasında önemli rolleri vardır (136). İntegron içeren izolatlarda 

direncin konjugatif bir plazmid ile aktarılıp aktarılmadığının belirlenmesi için 

konjugasyon deneyleri yapıldı. Bu amaçla F
-
 özellikte olan, metiyonin ve prolin 

aminoasitlerini sentez edemeyen bir E. coli K-12 suşu olan J53-2 kullanıldı. Bu suş 

kromozomal olarak rifampisine dirençlidir. Konjugasyon deneylerine başlamadan önce 

bu suşun direnç profili antibiyogram testleri yapılarak doğrulandı. Literatürde yapılan 

çalışmalarda konjugasyon deneylerinde E. coli J53-2’ye aktarılmış transkonjugantların 

seçilmesinde kullanılan antibiyotik miktarları farklı oranlarda verilmiştir (84, 85). 

Çalışmamızda 35 adet E. coli J53-2 transkonjugantı elde edildi ve bu izolatların 

konjugasyon etkinliklerinin düşük oldukları (10
-6

 ve 10
-10

) belirlendi. Çalışma 

verilerimizin aksine Çiçek ve ark.’nın (112) yaptıkları çok merkezli bir çalışmada sınıf 

1 integron içeren 49 E. coli izolatının 2’sinde konjugasyon etkinliği 10
-6

 ve 10
-2 

arasında 

olan konjugatif plazmid belirlemişlerdir. Gönüllü ve ark. (137) E. coli’ler ile yaptıkları 

çok merkezli bir çalışmada yine çalışma verilerimiz aksine yüksek konjugasyon 

etkinliğine sahip (10
-3

-10
-4

) konjugatif plazmid belirlemişlerdir. Çalışmamıza göre 

çoklu ilaç direncinin yayılmasında rol oynayan integronların düşük konjugasyon 

etkinliğine sahip plazmidler üzerinde taşınmasının, hastanemizde direncin yayılmasında 

bu plazmidlerin çok büyük bir tehdit oluşturmayacağını düşündürmektedir. 

Plazmidlerin direnç genlerinin yayılmasında önemli rol oynadıkları bilinmektedir. 

Bu yüzden plazmidlerin identifikasyonu ve sınıflandırılması özellikle konjugatif 
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plazmidlerin yayılmasında rol oynayan Inc grup plazmidlerin karakterizasyonu bu 

açıdan dikkat çekmektedir. Yapılan çalışmada elde edilen transkonjugantların 6’sının 

IncN ve 1 transkonjugantında IncQ plazmid grubuna ait olduğu belirlendi. Çalışmamız 

verileri aksine Almanya’da Tennstedt ve ark.’nın (57) yaptıkları çalışmada atık su 

arıtma tesislerinden antibiyotik direnci taşıyan plazmidler izole edilmiş ve bu 

plazmidlerden 6 tanesinde sınıf 1 integron ile ilişkili gen kasetlerinin kendi kendine 

tranfer olabilen IncP grubuna ait oldukları saptanmıştır. Wu ve ark. (138) toplam 501 E. 

coli izolatında sulfonamid direnç geni taşıyan plazmidlerin prevalansını ve 

karakterizasyonunu belirledikleri çalışmada 109 izolatın direnç geni taşıdıklarını 

belirlemişler ve konjugasyon deneyi ile de 57 izolatın 42’sinde direnç geninin 

konjugatif plazmid ile aktarıldığını göstermişlerdir. Bu konjugatif plazmitlerin Inc 

gruplarına baktıklarında FII, FIB, I1, FIA, B/O, FIC, N, HI1 ve X1 olarak adlandırılan 9 

farklı Inc grup belirlemişlerdir. Ülkemizde bu alanda yapılan çalışmalar oldukça 

kısıtlıdır. Gönüllü ve ark.’nın E. coli’de yaptıkları çalışmada genişlemiş spektrumlu beta 

laktamaz enzimini kodlayan genleri belirlemişler ve bu genlerin aktarılmasında 18 

konjugatif plazmitin rol oynadığını bulmuşlardır. Bu plazmitlerden 1 tanesinin yaklaşık 

65 kb uzunluğunda ve IncF1 grubuna ait olduğu, diğer 17 plazmitin yaklaşık 140 kb 

uzunluğunda büyük plazmitler olduklarını ve IncFII grubuna ait olduklarını 

belirlemişlerdir (137). IncP ve IncN grup plazmidler, geniş bir konak aralığı sunan ve 

etkili konjugatif plazmidlerin bulunduğu gruplar olarak bilinmektedirler (139). 

Çalışmamızda sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren izolatların bu plazmit gruplarında 

bulunması klinikte çoklu ilaç direncinin çok çeşitli bakteri türlerine yayılmasında önem 

arz etmektedir. Ayrıca Inc gruplarının belirlenmesi amacıyla yapılan deneylerde 

elimizde Inc gruplarına ait pozitif kontroller bulunmadığı için bant uzunluklarımızı 100 

bp’lık markıra göre değerlendirdik ve literatür verileri ile karşılaştırdık. Normalde 

plazmitlerin Inc gruplarının belirlenmesi için 5 multipleks 3 basit PZR işleminin 

gerçekleştirilmesi için 18 çift primer dizayn edilmiştir. Buna göre FIA, FIB, FIC, HI1, 

HI2, I1-Ig, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F ve FIIA olmak üzere Inc grup 

tiplendirilmesi yapılmaktadır. Bizim elimizde klinikte de yaygın olarak bulunan Inc 

gruplarına ait (IncP, IncN, IncQ ve IncW) primerler bulunduğu için çalışmamızı bu 

primerler ile gerçekleştirdik. Çalışma sonuçlarımıza göre bu verilerin ilerleyen 

çalışmalarımız için ön bilgi oluşturacağını düşünmekteyiz. 
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Sonuç olarak bu çalışmada antibiyotik direncinin yayılmasında rol oynayan 

hareketli genetik elemanlardan olan integronların içerdikleri gen kasetleri belirlenmiş 

oldu. Hastaneler antibiyotik kullanımının yoğun olduğu birimlerdir. Çalışmada çoklu 

ilaç dirençli izolatlarda bulunan gen kasetlerinin çevre orjinli izolatlarda da görülmesi 

bu direncin horizontal olarak yayıldığını göstermektedir. Ayrıca direncin aktarılmasında 

rol oynayan integronların bazılarının konjugatif plazmitler üzerinde yerleşmeleri direnç 

genlerinin aktarılmasında önem arz etmektedir. Ülkemizde konjugatif plazmitlerin 

gruplandırılmasında rol oynayan Inc grup tipleme ile ilgili veriler kısıtlıdır. Çalışmamız 

bütün bu yönlerin aydınlatılmasına olanak sağlamış olup literatüre bu yönüyle yeni 

veriler kazandıracağını düşünmekteyiz. 

 

 



 

65 

 

8. SONUÇ ve ÖNERİLER  

Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi Farabi Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji 

Eğitim ve Hizmet Laboratuvarı’na Ocak-Aralık 2014 tarihleri arasında gönderilen 107 

hastaya ait kan kültüründen izole edilen 112 E. coli izolatında integron gen kaset varlığı, 

dirence neden olan gen kasetlerinin direnç paternlerinin belirlenmesi ve integronların 

yayılımında rol oynayan konjugatif plazmitlerin tiplendirilmesi amacıyla yapılan bu 

çalışma sonucunda aşağıdaki veriler elde edilmiştir. 

1. Kan örneklerinden izole edilen 112 E. coli izolatının ampisilin/sulbaktam 

direnci %62.5, aztreonam %43.8, sefazolin %58, sefepim %40.2, 

sefoperazon/sulbaktam %22.3, sefoksitin %17.9, seftazidim %35.7, 

seftriakson %48.2, siprofloksasin %35.7, ertapenem %0.9, gentamisin %25, 

levofloksasin %34.8, piperasilin/tazobaktam %18.8 ve trimetoprim/ 

sülfametaksazol %53.6 olarak bulundu. Amikasin, imipenem ve meropeneme 

karşı direnç bulunmadı. 

2. Sınıf 1 integron varlığı için 112 E. coli izolatının 51’ i (%46) intI-1 pozitif 

olarak belirlendi ve 38’inde (%33.9) sınıf 1 integron varlığı saptandı. Kalan 

13 (%11.6) izolatın boş integron içerdikleri belirlendi. 

3. Sınıf 2 integron varlığı için 112 E. coli izolatının 7’ si (%6) intI-2 pozitif 

olarak saptandı ve 7’sinde (%6.3) sınıf 2 integron varlığı saptandı. 

4. Otuzsekiz izolatın taşıdığı sınıf 1 integronların sekans analizleri sonucu 

trimetoprim ve streptomisin-spektinomisin direncinden sorumlu dfrA7, dfr17-

aadA5, dfrV, dfrA1-aadA1 ve dfrA12-aadA2 olarak adlandırılan 5 tip gen 

kaseti belirlendi. 11 izolatın taşıdığı sınıf 1 integronların sekans verileri elde 

edilemedi. 

5. Sınıf 2 integron amplifikasyonu sonucunda pozitif bulunan 7 izolatın 

integronlarının sekans analizi sonucu dfrA1-sat2-aadA1 ve dfrA1-sat2-

aadA30 olarak belirtilen 2 tip gen kaseti bulundu. Sınıf 2 integron içeren 3 

izolatın taşıdığı integronların sekans analiz verileri elde edilemedi. 

6. Yapılan konjugasyon deneylerinde sınıf 1 ve sınıf 2 integron içeren 45 

izolatın donor olarak kullanıldığı konjugasyon deneylerinde 35 adet E. coli 
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J53-2 transkonjugantı elde edildi. Transkonjugantların konjugasyon 

etkinliklerinin 10
-6

 ve 10
-10

 arasında oldukları gösterildi. 

7. Otuzbeş transkonjuganttaki plazmitlerin Inc gruplarının belirlenmesi 

amacıyla yapılan PZR reaksiyon sonucuna göre 6 plazmitin (%17) IncN, 1 

plazmitin de (%3) IncQ pozitif olduğu belirlendi. Hiçbir transkonjugantta 

IncP ve IncW gruplarına ait plazmite rastlanmadı. 

Hastanemiz kan örneklerinden izole edilen E. coli izolatlarında direncin 

yayılmasında önemli rol oynayan integronların E. coli izolatlarında integron gen kaset 

varlıkları ve içerdikleri direnç paternleri belirlendi. Ayrıca integronların 

aktarılmalarında rol oynayan konjugatif plazmitlerin varlıkları belirlendi ve bu 

plazmitlerin Incompatibility (Inc) grupları replikon tiplendirme yöntemiyle 

gruplandırıldı. Direncin yayılması, enfeksiyon tedavisinde sorunlara yol açmakta ve 

doğru antimikrobiyal tedavi seçilmesini etkilemektedir. Dirence neden olan genetik 

elemanların belirlenmesi klinisyenlerin enfeksiyon tedavisinde doğru antimikrobiyal 

tedavi vermesinde yönlendirici olacak yaklaşımlara katkı sağlayacaktır. 
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