TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI MiKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

KAN KULTURLERINDEN IZOLE EDILEN
Escherichia coli SUSLARINDA INTEGRON
GEN KASETLERININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Ahu REIS

DOKTORA TEZIi

Prof. Dr. Ali Osman KILIC

TRABZON - 2017



ONAY
Bu Tez Doktora Tezi Standartlarina Uygun Bulunmustur
Prof. Dr. Faruk AYDIN
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Bagkan

oL

Karadeniz Teknik Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali Doktora ogrencisi Ahu Reis’in hazirladigi ‘Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen
Escherichia coli Suglarinda Integron Gen Kasetlerinin Molekiiler Karakterizasyonu’
baslikli tez KTU Lisansiistii Egitim - Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin ilgili maddeleri
uyarinca kapsam ve bilimsel kalite yoniinden degerlendirilerek Doktora Tezi olarak

- kabul edilmistir.
Danmisman Prof. Dr. Ali Osman KILIC 7% ZQ 'M_—-—

Doktora Sinaw1 Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Ali Osman KILIC (7% KL potec

Prof. Dr. Nese KAKLIKKAYA (AT
4% af D

Prof. Dr. Osman Birol 0ZGUMUS S ¥ <

Prof, Dr. Fetiye KOLAYLI louyt,

Dog. Dr. Celal Kurtulus BURUK

4 ,j

Tarih: / /2017

Bu tez KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulw’nun ..../.../.... tarih ve

say1l1 karariyla onaylanmustr.

................................

Prof. Dr. Ali Osman KILIC

Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirii



BEYAN

Bu tez calismasimin KTU Saghk Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kilavuzu
standartlarina uygun olarak yazildigini, tezin akademik ve etik kurallara bagli kalinarak
gercgeklestirilmis 6zgilin bir bilimsel arastirma eseri oldugunu, tezde yer alan ve bu tez
caligmasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi, kaynaklarin
kaynaklar listesinde yer aldigini, tezin ¢alisilmasi ve yazimi asamalarinda patent ve telif

haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

21.08.2017
Ahu REIS



Ithaf

Calismalarimda her zaman yamimda olan ve varliklariyla beni mutlu eden

sevgili esim Fatih REIS ve ogullarim Berkay ve Ismail Asaf REIS e ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince her konuda destek, hosgorii ve anlayisini benden
esirgemeyen, calismalarimiz boyunca bilgi ve tecriibelerini paylasarak bana yol
gosteren sevgili danigman hocam Prof. Dr. Ali Osman KILIC’a, Anabilim Dali
Baskanimiz Prof. Dr. Faruk AYDIN’a, bolim hocalarimiz Prof. Dr. Nese
KAKLIKKAYA, Do¢. Dr. Giilgin BAYRAMOGLU, Do¢. Dr. Kurtulus BURUK ve
Yrd. Dog. Dr. Esra OZKAYA’ya hosgérii ve bilimsel paylasimlari igin tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca bana giivenip bilimsel ¢alismalarda yer almama katkida
bulunan ve akademik anlamda gelismemi saglayan sevgili hocam Prof. Dr. Ilknur
TOSUN’a destekleri i¢in tesekkiir ederim. Lisans ve doktora egitimim siiresince
destegini hep lizerimde hissettigim, her konuda kapisin1 calmaktan ¢cekinmeyecegim ve
calisma hayatim boyunca tiim bilgi ve deneyimlerini eksiksiz olarak benimle paylasan
cok degerli hocam Prof. Dr. Osman Birol OZGUMUS hocama ve tezimi titizlikle
okuyarak verdigi oneriler i¢in Prof. Dr. Fetiye KOLAYLI’ya tesekkiir ederim.

DNA dizi analizi ¢aligmalarimda bilgi ve teknik imkanlarini benimle paylasan
Prof. Dr. Ersan KALAY’a, Yrd. Dog. Dr. Bayram TORAMAN’a ve Tibbi Biyoloji

Anabilim Dal1 diger 6gretim tiyelerine tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca gerek bilimsel gerekse manevi desteklerini benden
esirgemeyen ve yanimda olan sevgili dostlarim-boliim arkadaslarim Ars. Gor. Giilsen
ULUCAM ATAY, Ars. Gor. Merve CORA, Ars. Gor. Inci DURUKAN ve Ars. Gor.
Enis Fuat TUFEKCI’ye tesekkiir ederim. Tecriibelerinden faydalandigim doktora
ogrencisi Sana TABBOUCHE, Mujib ABDULKADIR ABDURRAHMAN ve yiiksek
lisans Ogrencisi Mona KHORSHIDTALAB’a tesekkiir ederim. Desteklerini benden

esirgemeyen anneme, babama ve kardeslerime tesekkiir ederim.

En zor zamanlarimda bana her konuda destek oldugu ve anlayisla yaklastig1 icin
hayatimin vazgecilmez parcalar1 olan sevgili esim Fatih’e ve canim ogullarim Berkay
ve Ismail Asaf’a tesekkiir ederim. Egitim ve is hayatim boyunca siirekli destegini
gordiiglim, bu zor zamanlarimda hep yanimda olan ve tez ¢alismami bitirmemde bana

sonsuz destek veren Nilgiin ve Ismail REIS’e ¢ok tesekkiir ederim.



Prof. Dr. Ali O. KILIC yonetimindeki bu tez ¢alismasina TDK-2015-5335 sayil: proje
ile destek sagladig i¢in Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.

Ahu REIS
Trabzon, 2017



ICINDEKILER DIZIiNi

ONAY

BEYAN

ITHAF

TESEKKUR

ICINDEKILER DIZIiNi

TABLOLAR DIiZiNi

SEKILLER DIiZiNi

RESIMLER DIiZINi
KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DiZIiNi
1. OZET

2. SUMMARY

3. GIRIS ve AMAC

4. GENEL BILGILER

4.1. Escherichia coli

4.1.1. Morfoloji Ozellikleri

4.1.2. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri
4.1.3. Dogal Ortanu

4.1.4. Klinik Onemi

4.2. Antibiyotik Direnci
4.3. Yatay Gen Aktarimi ile Antibiyotik Direncinin Yayilimi

4.3.1. Antibiyotik Direncinin Yayilmasinda Rol Oynayan Yatay Gen Aktarim

Mekanizmalari

4.3.2. Yatay Gen Aktarilmasinda Rol Oynayan Hareketli Elemanlar

4.3.2.1. Plazmidler
4.3.2.2. Transpozonlar
4.3.2.3. Integronlar

5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg

5.1.1. Calisma Grubu
5.1.2. Arag ve Geregler

Sayfa

Vil

viii

0 O 00 N N N N o wok X

[EY
o

11
13
13
16
16
22
22
22
22



5.1.3. Kimyasallar

5.1.4. Besiyerleri

5.1.5. Cozeltiler

5.1.5.1. Master Mix i¢in Kullanilan Cozeltiler

5.1.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi I¢in Kullanilan Cézeltiler

5.1.5.3. Plazmit DNA Izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

5.2. Yontem

5.2.1. Izolatlarin Identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarlilik Testleri
5.2.2. Molekiiler Yontemler

5.2.2.1. DNA izolasyonu

5.2.2.2. Master Mix Hazirlanmasi

5.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

5.2.3. Izolatlardaki integronlarda Bulunan Gen Kasetlerinin Analizleri
5.2.4. Agaroz Jel Elektroforez Asamasi ve Jelin Goriintiilenmesi
5.2.5. izolatlardaki Integronlarin Klonlanmasi

5.2.5.1. PZR Uriinlerinin Temizlenmesi

5.2.5.2. pGEM-T Easy Vektor Sistemine Ligasyon Asamasi
5.2.5.3. Kompetan Hiicre Hazirlanmas1 ve Transformasyonu
5.2.5.4. Klonlarin Segilmesi ve Plazmit DNA Izolasyonu

5.2.6. Plazmit DNA’larin Sekans Analizleri

5.2.7. Integron Igeren Izolatlarda Konjugasyon Deneyi ile Plazmit DNA
Transferi

5.2.7.1. Verici Izolatlarin Canli Bakteri Sayisinin Hesaplanmasi
5.2.7.2. Konjugasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

5.2.8. Transkonjugantlardan Plazmit DNA Izolasyonu

5.2.9. Transkonjugantlarda Integron Varliginin PZR ile Dogrulanmasi

5.2.10. Konjugatif Plazmitlerin Incompatibility (Uyumsuzluk) Gruplarinin
Belirlenmesi

6. BULGULAR

6.1. Izolatlarin Antibiyotik Duyarliliklar:

6.1.1. izolatlarin Antibiyotiklere Diren¢ Oranlari

6.2. PZR Yontemiyle Integraz Genlerinin ve integron Varligmin Belirlenmesi
6.2.1. intl-1 Gen Amplifikasyonu

6.2.2. intl-2 Gen Amplifikasyonu

23
23
23
23
24
24
26
26
26
26
27
28
28
29
29
29
30
31
32
33

34
35
36
36
36

36
38
38
45
46
46
46



6.2.3. Smif 1 integron Amplifikasyonu

6.2.4. Simif 2 integron Amplifikasyonu

6.3. Integron Igeren Izolatlarda integron Gen Kasetlerinin Analizi
6.3.1. Simif 1 ve Simif 2 Integronlara Ait Gen Kasetlerinin Belirlenmesi
6.5. Transkonjugantlarda Integron Varligimin Belirlenmesi

6.6. Konjugatif Plazmitlerin Uyumsuzluk Gruplarinin Belirlenmesi
7. TARTISMA ve SONUC

8. SONUC ve ONERILER

9. KAYNAKLAR

10. ETIK KURUL ONAYI

11. OZGECMIS

Vi

47
47
50
50
53
53
55
65
67
81
82



vii

TABLOLAR DIZIiNI

Sayfa
Tablo 1. PZR reaksiyonunda kullanilan master mix bilesenleri ve miktarlar 27
Tablo 2. PZR deneylerinde kullanilan oligoniikleotid primerler 28
Tablo 3. PZR reaksiyon kosullari 29
Tablo4. Ligasyon asamasinda kullanilan bilesenler ve miktarlari 30
Tablo5. DNA sekans reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari 34
Tablo 6. Inc gruplarinin belirlenmesinde kullanilan primerler (86) 37

Tablo7. Calismada kullanilan E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarlilik
sonuglari 39

Tablo8. Simif 1 ve smif 2 integron pozitif E. coli izolatlariin antibiyotik
duyarlilik sonuglar 44
Tablo 9. Integrona spesifik PZR sonuglar 48

Tablo 10. Simif 1 ve smif 2 integron pozitif izolatlarin ve icerdikleri
integronlarin 6zellikleri o1

Tablo 11. Siif 1 ve smf 2 integron igeren izolatlarin konjugatif plazmit

icerikleri ve transkonjugantlarin konjugasyon etkinlikleri 52



viii

SEKILLER DIZiNi
Sayfa
Sekil 1.  Sinif 1 integronun yapisi 17
Sekil 2.  Sinif 2 integronun yapisi 18

Sekil 3.  Calismaya dahil edilen E. coli izolatlarinin antibiyotik direng oranlari 45
Sekil 4.  Sinif 1 ve smif 2 integron igeren E. coli izolatlarin antibiyotik direng

oranlar1 46



RESIMLER DiZiNi
Sayfa
Resim 1. Baz izolatlardaki sinif 1 ve sinif 2 integron amplikonlarinin agaroz
jel elektroforez goriintiisii 47

Resim 2. IncN spesifik PZR amplikonlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii 54

Resim 3. IncQ spesifik PZR amplikonlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii o4



Kisaltmalar

BLAST
bp
CS
°C
dNTP
dk
DNA
EMB
EtBr
Inc
LB
MHB
PBS
PZR
rpm
TE
uv
IPTG

Formiiller

NacCl
NaOH

Simgeler

ng
pL
M
mg
mM

KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DiZiNi

Basic Local Alignment Search Tool
Base pair (baz ¢ifti)
Conserved region

Santigrat derece
Deoksiniikleotidtrifosfat
Dakika

Deoksiriboniikleik Asit
Eozin Metilen Blue Agar
Etidyum Bromiir
Incompatibility

Luria Bertani

Mueller Hinton broth

Fosfat Tampon Soliisyonu
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Revolutions Per Minute

Tris EDTA

Ultraviyole

Izopropil p-D-1-tiyogalaktopiranosid

Sodyum Kloriir
Sodyum Hidroksit

Mikrogram
Mikrolitre
Molarite
Miligram

Milimolar



1. 0ZET

Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen Escherichia coli Suslarinda integron Gen

Kasetlerinin Molekiiler Karakterizasyonu

Antibiyotiklerin insan sagliginda ¢ok 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir. Fakat
yanlis ve asir1 kullanilmalar1 sonucu direncgli bakterilerin artisina ve direng genlerinin
hizli bir sekilde yayilmasi ile beraber pek ¢ok bakterinin ¢oklu antibiyotik direncli
olmasina yol agmaktadir. Kazanilan bu direng plazmid, transpozon ve integron gibi
cesitli hareketli genetik elemanlarla bakteriler arasinda yayilmaktadir. Integronlar
bir¢cok antibiyotik diren¢ determinantini kodlayan, belirli gen kasetlerini tasima veya

entegre olma yetenegine sahip genetik elemanlardir.

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi T1bbi
Mikrobiyoloji Egitim ve Hizmet Laboratuvari’na Ocak - Aralik 2014 tarihleri arasinda
gonderilen kan kiiltiiriinden izole edilen 112 E. coli izolatinda integron gen kaset varligi
ve icerdigi direng paternlerinin belirlenmesi, ayrica integronlarin aktarilmalarinda rol
oynayan konjugatif plazmidlerin varhigmin belirlenmesi ve bu plazmidlerin
incompatibility (Inc) gruplarinin replikon tiplendirme yontemiyle gruplandirilmasi

amagclanmistir.

Bu amagla 112 E. coli izolatinda sinif 1 integrona ait integraz gen bolgesinin
belirlenmesi i¢in intll genine 6zgii primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) islemi gergeklestirildi. Buna gore 112 E. coli izolatinin 51’1 (%45.5) intll pozitif
olarak saptandi. Sinif 2 integrona ait integraz gen bolgesinin belirlenmesi igin intl2
genine 6zgii primerler kullanilarak yapilan PZR islemi sonucu 112 E. coli izolatinin 7’si
(%6.3) intl2 pozitif olarak belirlendi. Sinif 1 ve sinif 2 integron varliginin belirlenmesi
amaciyla yapilan PZR reaksiyonu sonucu 112 izolatin 38’inde (%33.9) sinif 1 integron
varlig1 belirlenirken 13 izolatin bos integron icerdigi belirlendi. Sinif 2 integron igin 112

izolatin 7°sinde (%6.3) smif 2 integron varlig1 belirlendi.

Sinif 1 integron iceren 38 izolata yapilan sekans analizi sonucu trimetoprim ve
streptomisin-spektinomisin direncinden sorumlu dfrA7, dfrl7-aadA5, dfrV, dfrAl-
aadAl ve dfrAl12-aadA2 olarak adlandirilan 5 tip gen kaseti belirlendi. Sinif 2 integron

amplifikasyonu sonucunda pozitif bulunan 7 izolatin yapilan sekans analizi sonucu



dfrAl-sat2-aadAl ve dfrAl-sat2-aadA30 olarak belirtilen 2 tip gen kaseti bulundu. 14

izolatin sekans analiz sonug verileri elde edilemedi.

Konjugasyon deneyleri sivida ciftlesme yontemiyle gergeklestirildi. Simif 1 ve
siif 2 integron iceren 45 izolatin donor olarak kullanildigr konjugasyon deneylerinde
35 E. coli J53-2 transkonjugant elde edildi. Konjugasyon etkinliklerinin 10° ve 107

arasinda olduklar belirlendi.

Otuzbes transkonjuganttaki plazmitlerin Inc gruplarinin belirlenmesi amaciyla
yapilan PZR reaksiyon sonucuna gore 6 plazmidin (%17) IncN, 1 plazmidin de (%3)
IncQ pozitif oldugu belirlendi. Higbir transkonjugantta IncP ve IncCW gruplarina ait

plazmide rastlanmadi.

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

Polimeraz zincir reaksiyonu



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 intll 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 intll. 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 intl2 positive using
intl2 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, dfrAl-aadAl and dfrAl2-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



revealed two types of gene cassettes identified as dfrAl-sat2-aadAl and dfrAl-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?) and

conjugation efficiency was ranged from 107 to 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



3. GIRIS ve AMAC

Enfeksiyon hastaliklar1 1900°1i yillarda diinyanin 6nde gelen 6liim nedenlerinden
biri olarak bilinmekteydi (1). Yirminci ylizyilin ilk yarisinda antibiyotiklerin kesfi ve
tiretimi, tip alaninda basarilara yol agmistir ve antibiyotikler modern tibbin temelini
olusturmustur (2). Antimikrobiyal ajanlarin kullanimi1 mortalite ve morbidite oranlarini
diisiirmekle beraber Ozellikle ¢ocuk Oliimlerinde azalma, yasam siiresinin uzamasi,

invaziv cerrahi ve kemoterapi gibi tedaviler i¢in ¢ok 6nemli hale gelmistir (3).

Antimikrobiyallerin asir1 kullanimlar1 sonucu gelisen antimikrobiyal direng 21.
yiizyilda 6nemli halk sagligi sorunlarindan biri haline gelmistir (4). Antibiyotiklerin
bilingsiz olarak kullanilmasi direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina ve bu bakterilerin
yayilmalarina neden olmaktadir. Bu nedenle antimikrobiyal ilaglarin zamaninda ve
etkili bir sekilde kullanilmasi direncin dnlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (5). Yeni
antibakteriyal ilaglarin kullanima girmesiyle birlikte toplumda yeni ilaglara direngli
bakteriler tarafindan olusturulan enfeksiyonlarin sayis1 gittikge artmaktadir.
Bakterilerde goriilen ve yayilabilen bu direng, ¢esitli mekanizmalar sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Direng, bazi bakterilerde dogal olarak bulundurdugu 6zelliklerinin sonucu
olarak goriiliirken; bazilarinda ise kromozomal mutasyonlar veya plazmid, transpozon
ve integron gibi hareketli genetik elemanlar araciligiyla ekstrakromozomal yapilarla

ortaya ¢ikmaktadir (6).

Baz1 antibiyotik direng mekanizmalar1 dogal olarak bakterilerde bulunur ve yatay
gen aktarimi1 (YGA) ile kolayca diger bakteriyel patojenlere aktarilabilirler. Yatay gen
aktariminda rol oynayan hareketli genetik elemanlar (HGE) bakterinin genom boyutu ve
patojenite gibi oOzelliklerinde degisikliklere yol agmaktadirlar. Bakteriler YGA’ya
direngli olmak i¢in bircok mekanizmaya sahip olsalar da HGE’ler bakteriyel
evoliisyonda 6nemli rol oynarlar ve yeni, degisen ekolojik niglere adaptasyonda biiyiik
katki saglarlar (7).

Antibiyotik direncinin yayilimina zit olarak yeni antimikrobiyal ila¢ kesfinin ve
Klinik arastirmalarin uzun siirmesi, son zamanlarda sadece birka¢ yeni antimikrobiyal
ajanin kullanimi i¢in onay verilmesi gibi durumlara bagl olarak yeni antimikrobiyal
maddelerin gelistirilmesi konusunda sorunlar yasanmaktadir. Bu sorunlar enfeksiyon

hastaliklar1 tedavisinde kullanilan antibiyotik se¢ceneklerini kisitlamaktadir (8).



Enterobacteriaceae’larda  plazmid  kaynakli  konjugasyon ana YGA
mekanizmalaridan biridir ve konjugatif plazmidlerin siklikla aktarilmalar1 ¢oklu ilag
direng genlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (4). Bakterilerin bu
mekanizmalarla diren¢ kazanmalar1 tedavinin planlanmasinda ciddi sorunlara yol
acmaktadir. Bu nedenle direncin yayilmasinda rol oynayan ve HGE’lerdan olan R-
plazmidleri ve icerdikleri integron gen kasetlerinin sahip olduklari direng paternlerinin

belirlenmesi biiylik 6nem arz etmektedir.

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Egitim ve Hizmet Laboratuvari’nda kan kiiltiirlerinden izole edilmis E.
coli izolatlarinda integron gen kaset varligi ve i¢erdigi direng paternlerinin belirlenmesi,
ayrica integronlarin yayiliminda rol oynayan konjugatif plazmitlerin varliginin
belirlenmesi ve bu plazmidlerin incompatibility (Inc) gruplarmin replikon tiplendirme

yontemiyle gruplandirilmasi amaglanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Escherichia coli
4.1.1. Morfoloji Ozellikleri

Escherichia coli, ilk kez 1885 yilinda Escherich adinda bir arastirmaci tarafindan
infantlarin  diskisindan izole edilmis ve Bacterium coli olarak tanimlanmistir.
Sonrasinda ise izole eden kisinin adi verilerek Escherichia coli olarak adlandirilmistir.
E. coli, Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alir ve kuslarin, memelilerin normal
bagirsak florasinda bulunan 2-6 um boyunda, 1-1.5 um eninde, diiz, uglar1 yuvarlak
gram negatif bir basildir. Etrafinda yer alan kirpikleri sayesinde yavas bir hareket

yetenegine sahiptir. Bazi izolatlarinda kapsiil veya mikrokapsiil bulunmaktadir (9, 10).
4.1.2. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Fakiiltatif anaerob bakterilerden olan E. coli, 15-45°C’de iireyebilmesine ragmen
optimal iireme sicakliklart 37°C’dir. Ortalama pH 7-7.2°de, buyyon ve jeloz gibi genel
besiyerlerinde kolayca iirer. Buyyon ve peptonlu suda yogun lireme gosterir ve homojen
bulaniklik yapar. Agar yiizeyinde genellikle 2-3 mm ¢apinda parlak, diizgiin kenarls,
konveks, gri-beyaz renkte S tipi koloniler olusturur. Tekrarlanan pasajlarda ise kaba-
mat ve graniiler R tipi koloniler olusturur. Ozellikle idrar yolu enfeksiyonundan (IYE)
soyutlanan bazi E. coli kokenleri kanli agarda hemoliz yapabilirler. Kapsiillii suslar ise
mukoid koloniler olusturabilirler. Sekerleri ve diger karbonhidratlar1 asit ve gaz
olusturarak parcalarlar. icinde laktoz ve eozin metilen mavisi bulunan eozin metilen
blue (EMB) agarda mavi-yesil parlaklik veren koloniler olustururken, McConkey ve
Salmonella-Shigella (SS) agarda pembe-kirmizi koloniler olustururlar (8, 9, 10). E.
coli’nin IMVIC olarak bilinen biyokimyasal 6zellikleri (Triptofandan indol olusturma,
Metil kirmizist testi, Voges Proskauer testi, sitratt kullanma) (+ + — —) olarak gosterilir.
Ayrica oksidaz negatif olup iireyi pargalayamaz. Baz1 kokenleri disinda hidrojen siilfiir
(H2S) olusturamaz, ancak sisteinli besiyerinde az miktarda H,S yaptiklar saptanmistir.

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

E. coli dis etkilere oldukga dayanikli bir bakteridir. 55°C’de 1 saat, 60°C’ de 20-
30 dk, oda 1sisinda uzun siire canli kalabilme 6zelligine sahiptir. Soguga direncgli ve

dezenfektanlara karsi direngsiz olmalar1 diger 6zellikleridir. E. coli’nin O (somatik), H



(kirpik), K (kapsiil) antijenleri bulunmaktadir. O antijenlerine gore gruplara, H ve K
antijenleriyle de serotiplere ayrilir (9, 11).

4.1.3. Dogal Ortami

E. coli kuslarin ve memelilerin normal bagirsak florasinda bulunur. Burada diger
flora bakterileri ve organizma ile bir denge icinde kaldig1 siirece hastalik olusturmaz.
Normal kosullarda kokusmada (putrefaksiyon) rol oynar, fermentasyonun
diizenlenmesinde ve besinlerin sindirilmesi ile ilgili bazi hususlarda yardimci olur.
Ancak bazi E. coli suslar1 insanlar ve hayvanlar i¢in patojen olup bagirsak hastaliklarina
neden olabilir. Bagirsak kanali disina ¢ikip diger dokulara yerlesmeleri ve ¢esitli klinik

tablolara yol agmalari sik goriilen durumlardir (12).
4.1.4. Klinik Onemi

Ozellikle idrar yollari, safra kesesi, periton ve meninkslere ulasan E. coli énemli
hastaliklara yol agar. Yeni doganlarda, yaslilarda bazi hastaliklarin terminal
donemlerinde, immunsiiprese durumlarda, vendz ve Tliretra kateterizasyonlar1 gibi
organizmanin savunma giicliniin azaldig1 durumlarda koliform bakterilerin dokulara ve
kana yayilmasi i¢in gerekli kosullar ortaya ¢ikabilir (12). E. coli'nin neden oldugu
hastaliklar1, gastrointestinal sistem (GIS) enfeksiyonlar1 ve diger doku enfeksiyonlari
olarak iki gruba ayirabiliriz. Daha c¢ok diyare sendromu seklinde ortaya ¢ikan GIS
enfeksiyonlari, E. coli'nin ‘O’ grubu tarafindan meydana getirilirler. Kiigiik
cocuklarda ortaya ¢ikan ishaller daha ¢ok kreslerde salginlar seklinde goriiliir. Erigkinler
¢ogu kez hasta ¢ocuklardan enfekte olurlar. Turist diyaresinden sorumlu etkenin
enteropatojenik E. coli suslar1 oldugu bilinmektedir. Agir ishal olgularinda bu suslar
cocuklarin ince bagirsaklarinda hatta duodenumda bol sayida bulunmaktadirlar. Degisik
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 Difiiz aderens E. coli (DEAC) olmak iizere
6 tipi tanimlanmistir (12, 13, 14).

4.2. Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler insanlarda bakteriyel menenjit, endokardit, deri, idrar yolu ve daha
bircok bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ve simdiye kadar gelistirilen en

iyi ilaglar arasindadir (15). Antibiyotiklerin kesfinden kisa bir siire sonra bakterilerin



antibiyotiklere karsi direngli hale gelebilecekleri bilinmekteydi (16). Antibiyotiklere
kars1 gelisen bu diren¢ klinisyenlerin, arastirmacilarin, politikacilarin ve genel olarak
halkin dikkatini ¢ekmistir (17). Enfeksiyonlara neden olan bakterilerin, tedavide yaygin
olarak kullanilan antibiyotiklere karsi direngli hale gelmelerinden dolay1 antibiyotik
direnci kiiresel bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir. Tiim diinyada gelisen antibiyotik
direnci enfeksiyon hastaliklarinda hastalik siiresinin uzamasina ve 6liimciil sonuglara
yol agmaktadir (17). Son 70 yildir asir1 antibiyotik kullanimina bagli olarak sadece
hastane ortamindaki bakterilerde degil cevresel ortamlarda yer alan bakterilerdede

antibiyotiklere kars1 direng hizli bir sekilde gelismektedir (18).

Diren¢ gelisiminin insanlarda ve hayvanlarda antibiyotiklerin asir1 veya yalnis
kullanimi ile iligkili oldugu bilinmektedir (19). Antimikrobiyal diren¢ denildiginde
aklimiza dogal diren¢ ve kazanilmis diren¢ olmak iizere iki fenotip gelmektedir. Bu
mekanizmalardan dogal direng, bakteri kKromozomunun dogal olarak yapisinda bulunan
genler tarafindan olusan bir direng fenotipidir. Gram negatif bakterilerde bulunan
AmpC B-laktamaz ve bazi ¢oklu ilag direngli efluks sistemi drnek olarak verilebilir (20).
Diren¢ fenotipinde mutasyonlara bagli olarak gelisen bircok biyokimyasal mekanizma
vardir. Bunlardan ilki bazi antibiyotiklerin baglanacagi hedef bolgeleri kodlayan gen
dizilerinde mutasyon meydana gelmesidir. Rifampisin ve florokinolonlara dirence
neden olan RpoB and DNA topoizomeraz enzimlerini kodlayan genlerde mutasyon
olmasi bu duruma 6rnek olarak gosterilebilir. Diger bir mekanizma ise antibiyotiklerin
hiicre i¢ine aliminda gorevli olan efluks pompa sisteminin mutasyon ile modifiye
edilmesidir. Ornek olarak Pseudomonas aeruginosa daki OprD porin yoklugu veya
ekspresyonundaki azalma, karbapenem grubu antibiyotiklerin hiicre duvar

gecirgenligini azaltmasina yol agmasi verilebilir (21).

Kazanilmis direng ise bakterinin yapisal veya diizenleyici genlerinde mutasyon
olmast veya plazmit, bakteriyofaj, transpozon ve diger hareketli genetik elemanlar
araciligiyla yabanci bir direng geninin bakteriye girmesi ile olusur. Kazanilmis direng

cesitli mekanizmalarla gergeklesmektedir. Bu mekanizmalar;

1. T1lacin hedefinde degisiklik olmasi: Penisilin baglayan proteinlerin degisimi
B-laktamlara karst diren¢ olusmasina, ribozomal hedefin degisimi

aminoglikozit, makrolit, linkozamitlere karsi diren¢ gelismesine, degismis



enzimatik hedef ise sulfonamid, trimetoprim, rifampin, kinolon direncinin

olugsmasina yol agar.

2. Sentezlenen enzimle ilacin inaktive veya modifiye edilmesi: p-laktamaz,
asetilaz, adenilaz ve fosforilaz gibi aminoglikozitleri modifiye eden enzimler
ve kloramfenikol asetil transferaz gibi enzimlerin ilaci inaktive veya modifiye

etmesine bagli olarak direng kazanilabilir.
3. Hiicreye giren veya biriken ila¢c miktarinin azalmasi
a. Gegirgenligin (permeabilite) azalmasi,
b. Antibiyotigin alim ve transport sisteminin zayifligi veya yoklugu,

c. Aktif pompalama ile ilacin digar1 atilmasi gibi nedenlerden dolay1 direng
gelisebilir (22).

4.3. Yatay Gen Aktarimi ile Antibiyotik Direncinin Yayilimi

Yatay gen aktarimi (YGA) ayni jenerasyondaki bakteriler arasinda genetik
materyalin transferi olarak adlandirilir ve bakteri popiilasyonunda genetik ¢esitlilige yol
acar (23). Yatay gen transferi ile aktarilan yabanci DNA konak bakteri iginde hareketli
genetik elemanlar araciligiyla mobilize olurlar (24). Yabanci DNA’nin  YGA
araciligiyla kazanilmasi antimikrobiyal direng gelisiminde Onemlidir. Klinik
uygulamalarda kullanilan ¢ogu antimikrobiyal ajan dogal olarak ¢evrede ¢ogunlukla da
toprakta bulunur veya topraktan koken alir. Dogal olarak antibiyotik diren¢ genlerini
iceren bakteriler cevreyle iliskili olduklar1 i¢in hastane kokenli izolatlarin bu direng
genlerini kazanmasinda c¢evrenin verimli bir kaynak oldugunu diislindiiren giiclii
kanitlar vardir. Bu genetik degisim antibiyotik direncinin yayilmasinda 6nemli rol

oynamaktadir (25).

Hareketli genetik elemanlar (HGE) konak genom arasinda fiziksel olarak hareket
etme kapasitesine sahip olduklarindan dolay: bakteri popiilasyonunda yaygin olarak
bulunurlar (23). Bu genetik elemanlar bakterinin genom boyutunda ve bakteri
patojenitesinde degisikliklere sebep olarak bakterilerin genomunun degisimine yol
acarlar (24). HGE’ler iki sekilde karsimiza c¢ikabilir. Bunlardan ilki bir bakteriden
digerine antibiyotik direncinin aktarilmasinda gorevli konjugatif diren¢ plazmidleri ve

direng transpozonlari, digeri ise aym hiicrede bir genetik bdlgeden digerine hareket
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etmekte gorevli elemanlardir (26). Bu elemanlar plazmidler, bakteriyofajlar, genomik
adalar, integratif ve konjugatif elementler, insersiyon sekanslari, transpozonlar,
integronlar ve kii¢iik ters tekrarli doniistiiriilebilir elementlerdir. Hareketli genetik
elemanlarin yatay gen transferi patojen bakteriler arasinda c¢oklu ilag direncinin

yayilmasi ve rekombinasyonun ortaya ¢ikmasina neden olur (23).

4.3.1. Antibiyotik Direncinin Yayilmasinda Rol Oynayan Yatay Gen Aktarim

Mekanizmalar

Antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinda ¢esitli yatay gen aktarim
mekanizmalart bulunmaktadir. Bu mekanizmalar konjugasyon, transformasyon,

transdiiksiyon olarak adlandirilir (26).
4.3.1.1. Konjugasyon

Bakteriyel konjugasyon, hiicreler arasinda dogrudan temas gerektiren ve plazmid,
konjugatif transpozon gibi mobilize olabilen DNA molekiillerinin verici hiicreden alici
hiicreye aktarilmasini saglayan genetik degisim mekanizmasidir. Ik kez E. coli’nin

farkli suslar1 arasindaki DNA transferini tanimlamak i¢in 6nerilmistir (27, 28).

Giinlimiizde, konjugasyon teknikleri hemen hemen tiim kiiltlir edilebilen gram
negatif bakterilerde kullanilmig, bunun yaninda bazi1 gram pozitif bakterilerde de rapor
edilmistir (29). E. coli’deki konjugasyon ve gen transferi, fertility faktor veya seks
faktori (F) olarak adlandirilan sirkiiler bir plazmit DNA tarafindan gercgeklestirilir. Eger
bir hiicre F plazmiti tasiyorsa F*, tasimiyorsa F~ olarak adlandirlir. F plazmitleri,

plazmitlere bir¢ok dnemli 6zellik kazandiran yaklagik 100 gen igerirler. Bu 6zellikler:

1. F plazmit, hiicre boliinmesi sirasinda kendi DNA’sin1 ¢ogaltabilir.

2. F plazmit tastyan hiicre, bakteri hiicre ylizeyinde bulunan ve hiicrelerin birbirine
yapismasini saglayan pili denilen yapilart sentezler. Bu sayede iki hiicre birbirine
konjuge olur.

3. F" ve F hiicreler arasinda konjugasyon olabilir. Konjugasyon meydana gelecegi
zaman F" hiicre verici hiicre olarak gorev yapar. F plazmit DNA’s1 replike olur ve
yeni sentezlenen sirkiiler F molekiiliiniin kopyas1 F~ hiicrelere aktarilir. Alic1 hiicre
artik sirkiiler F genomuna sahip oldugu igin F’den F"ya déniismiistiir.

4. F hiicreler daima diger F* hiicrelerle temastan kaginirlar. Bu yiizden F plazmitler F*

hiicreden F* hiicreye aktarilmazlar.
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5. Bazen F hiicre kendi genomunda, insersiyon sekansi (IS elementleri) olarak
adlandirilan hareketli genetik elemanlar1 tasiyabilir. Bu IS elementleri konak
kromozomu iginde bir yerden bagka bir yere veya kromozom ve plazmit arasinda
hareket edebilir. IS elementlerinin hem plazmit i¢inde hem de kromozomda
bulunmasi crossing-over (¢apraz gecis) olayma yol agar. iki sirkiiler DNA arasinda
capraz gecis olmasi plazmitin bakteri kromozomuna entegre olmasina neden olur.
Entegrasyon gerceklestigi zaman F kendi DNA’s1 ile alict hiicredeki biitiin konak
kromozomunuda transfer edebilir. Bazen F faktor konak kromozomuna entegre
olabilir. Bu yap1 “high frequency of recombination” (Hfr) olarak adlandirilir.

6. Entegre olmus F faktor bazen bir Hfr hiicresinin kromozomundan ayrilir ve bazi
nadir durumlarda birka¢ konak kromozomuna ait genlerle birlikte sitoplazmaya geri
doner. F’ olarak adlandirilan bu degistirilmis F tasidigi bu konaker genleri alict bir
hiicreye (F") aktarabilir. Boylece alict hiicre ayni genin iki kopyasini icermektedir.
Bu iki kopyadan biri bakteri kromozomu iizerinde digeri ise yeni aktarilan F’
faktoriinde bulunmaktadir (30).

Relaksaz, konjugasyonda onemli bir proteindir. Ciinkii kisa DNA sekans1 olarak
adlandirilan ve bir plazmitin konjugal olarak aktarilmasi i¢in gerekli, cis formunda olan
tek DNA sekans dizisini tanimaktadir. Relaksaz konjugasyonun baglangic ve bitis
asamalarini katalizler. Diger bir deyisle verici hiicredeki oriT’nin ayrilmasini katalizler.
Sonug olarak aktarilacak olan DNA zinciri iiretilir ve alic1 hiicreye taginan DNA'nin son

ligasyonu konjuge plazmit olarak yeniden olusturulur (31).
4.3.1.2. Transformasyon

Dogal transformasyon verici hiicre tarafindan serbest birakilan serbest DNA'nin
bir alic1 hiicre tarafindan alinip genomun bir pargast haline gelmesi olarak adlandirilir.
Ik kez 1928'de Frederick Griffith tarafindan Streptococcus pneumoniae’da yapilan bir

deneyde bu susun dogal transformasyon yaptigi gosterilmistir.

Bircok bakteri ¢evreden DNA’y1 almak i¢in fiziksel olarak hazir bir hale gelmesi
gerekmektedir. Competence (uyumluluk) olarak adlandirilan bu durumda bakteri
DNA’y1 alir ve bu DNA’y1 genomunun bir pargas: haline getirir. DNA’nin hiicreye
alimi ii¢ safthada gerceklestirilir. Bu safthalar ¢ift iplikli DNA’nin (dsDNA) alic1 hiicre
duvarina baglanmasi, DNA zincirinin tek iplik (ssDNA) haline getirilmesi igin
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parcalanmasi ve tek ipligin hiicre igine aktarilmasidir (32). Eger tek iplikli DNA
genoma entegre olursa, bakteri genetik rekombinasyon sayesinde dogal olarak
transform edilmis olur. Bazi bakteriler dogal olarak transformasyon i¢in uyumludurlar
(33). En az 60 bakteri tiiriniin transformasyon i¢in dogal olarak uyumlu oldugu
tanimlanmistir. Streptococcus pneumoniae, Helicobacter pylori, Neisseria gonorrhoeae

ve Acinetobacter baylyi bu bakterilere 6rnek olarak verilebilir (34, 35).
4.3.1.3. Transdiiksiyon

Transdiiksiyon, bagimsiz olarak cogalabilen bakteriyofaj veya fajlar araciligiyla
DNA’nin bakterilere aktarilmasiyla olusan genetik degisim mekanizmasidir. Bu
mekanizmada enfekte eden bir faj, bakteri kromozomunu pargalayip kendi DNA'sin1
¢ogaltmak i¢in kona@i araci olarak kullanir (36). Transdiiksiyon olayi iki sekilde
karsimiza ¢ikabilir. Bunlardan genellestirilmis transdiiksiyon, verici hiicre genomunun
bir pargasmin alict hiicreye ya litik ya da lizojenik (1limli) bir faj araciligryla
aktarilmasidir. Ozellesmis transdiiksiyon ise yalmzca lizojenik fajlar araciligiyla verici

hiicreye ait birkag spesifik genin alici hiicreye aktarilmasidir (37).

Litik siklusta, litik faj tiretken olan bir safthaya girer. Bu safhada faj genomu
replike olur, faj kapsiti ve kuyruk proteinleri bakteriyal hiicre mekanizmalarini
kullanilarak sentez edilir. Sonrasinda faj genomu yeniden olugmus faj pargalarinin igine
yerlesir ve bu yapilar bakteri lizisi sonucu serbest kalirlar. Lizojenik siklusta, lizojenik
bir faj genomu bakteri kromozomuna entegre olur (profaj) ve latent veya dormant bir
sekilde kalir. (c) Pseudo siklusta ise faj genomu konak hiicreye aktarilir fakat bu
hiicrede uygun kosullar olmadig: i¢in (besin eksikligi) genom replike olmadan hiicrede
kalir. Yeniden uygun kosullar saglandiginda replike olmamis preprofaj ya litik siklusa

ya da lizojenik siklusa ugrayarak yasamina devam eder (38).
4.3.2. Yatay Gen Aktarilmasinda Rol Oynayan Hareketli Elemanlar
4.3.2.1. Plazmidler

Plazmidler bakterilerde yaygin olarak bulunan ekstrakromozomal genetik
elementlerdir. Bu DNA molekiilleri, bakteri kromozomuna kiyasla nispeten kiigtiktiirler.
Boyutlar1 birkag kilobaz olacagi gibi 150 kb’den daha biiyiikk boyutlara da sahip
olabilirler. Plazmitler genellikle sirkiiler yapidadir ancak Borrelia ve Streptomyces’lerin

bazi tiirlerinde lineer halde bulunurlar. Plazmitler antibiyotik direng genleri gibi konakg¢1
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bakteri i¢in yararli genleri tasirlar. Plazmitler direng gen belirleyicilerini tagimalarinin
yaninda Hg+2 gibi metal iyonlarina, klorhekzidin veya kuaterner amonyum bilesikleri
gibi bazi antiseptik/dezenfektan bilesiklere ve hatta UV 1sinlarina karsi direng genleri
tasiyabilirler (39). Birgok direng plazmiti konjugatif, yani hiicreden hiicreye DNA
aktarimini, ozellikle de kendi transferini tesvik etmek icin gerekli olan fonksiyonlari
kodlarlar. Diger plazmitler ise hiicrede bulunan konjugatif bir plazmit tarafindan
desteklendiklerinde mobilize olabilirler.

Genel olarak, mobilize olabilen plazmitler iki hiicrenin hiicre-hiicre temasinda rol
oynayan genlerden yoksundurlar. Ancak kendi DNA’larinin aktarilmalari igin gerekli
olan genleri kodlarlar. iki hiicrenin temasi konjugatif plazmitler araciligla gerceklesir.
Dolayisiyla, mobilize olabilen direng plazmitleri, direng geni dahil olmak iizere bazi
genleri kodlayan, nispeten 10 kb’den daha kiigiik iken, konjugatif plazmitler, 30 kb ya
da 100 kb’den daha biiyiik plazmitlerdir (24).

Bir plazmitin replikasyonu temel olarak plazmitin mutlak kopya sayisini ve farkli
konakta ve biliylime kosullarindaki stabilitesini belirler. Kopya sayisinin belirlenmesi
plazmit populasyon biyolojisinde 6nemlidir ¢iinkii kopya sayis1 ne kadar ytiksek olursa
replikasyon olasilig1 da o kadar yiliksek olur. Boylece evrim diger plazmitleri ortaya

¢ikarmak i¢in bir plazmitin kopya sayisini arttirma egiliminde olacaktir (40).

Plazmit replikonlar1 bir veya daha fazla replikasyon orjini (or1) ve Rep proteinleri
gibi birkag¢ diizenleyici elemanlardan olusurlar ve DNA fragmaninin 4 kb’lik bolgesine
yerlesirler. Ayrica plazmitler, DNA replikasyonuna yardimci olan birkag temel gene de
sahiptirler. Bakteri plazmit replikasyonunun molekiiller mekanizmasi, E. coli

kromozomunun replikasyon orijinine benzerlik gosterir.
Plazmit Replikasyon Mekanizmalar:

Plazmitlerde replikasyon vejetatif replikasyon orjini oriV olarak bilinen boélgede
baslamaktadir. Plazmitlerde teta tip, rolling circle ve strand displacement (iplik
yerdegistirme) replikasyon olmak T{izere 3 c¢esit replikasyon —mekanizmasi
bulunmaktadir. Bazi teta tip replikasyon yapan plazmitler tekrarlit DNA sekanslar1 veya
iteron adi verilen 20 bp’lik DNA tekrarlarini igerirler. Bu DNA tekrarlar replikasyon
bagslatic1 protein olan Rep proteinine baglanarak replikasyonu bagslatirlar. Replikasyon

kontrol mekanizmas1 yaygin olarak iki iteron igeren plazmit olan pPS10 ve R6K’da
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calistlmigtir.  ColE1l ailesi plazmitleri diger bir teta tip replikasyon yapan
plazmitlerdendir. Bu plazmitlerin ¢ogalmasi kesinlikle bir antisens RNA ile kontrol
edilir (41). Rolling-circle replikasyon mekanizmasi bazi kii¢iik ¢ok kopyali plazmitlerde
bulunur. Bu plazmitlere 6rnek olarak stafilokoklarda identifiye edilmis pT181 (Inc14),
pC194 (Inc8), pMV158 (Incll), pUB110 (Inc13) plazmitleri verebiliriz (42). Benzer
plazmitler Bacillus ve Actinobacteria’larda da bulunmaktadir (43, 44).

Plazmitler replikasyon sekilleri ve bir bakteride yasamlarimi siirdiirme
durumlarina gore incompatibility (Inc) — uyumsuzluk gruplari iginde kategorize edilirler
(45). Plazmit uyumsuzlugu, iki plazmitin ayn1 bakteri hiicresinde birka¢ nesilde stabil
olarak birlikte bulunamamasi olarak ifade edilir. Genellikle yakindan iligkili olan
plazmitler uyumsuz olma egilimindedirler. Iki plazmitin uyumsuz olmasimnin en énemli
sebebi her iki plazmitin de aymi 6zgiilliigi olan Rep proteini ya da kontrol elemanlari
olan bir replikasyon mekanizmalarina sahip olmalaridir (46). Inc gruplarinda
replikasyon benzerliginden dolayr aym1 Inc grup plazmitleri ayni1 bakteri hiicresinde
bulunamazlar (47, 48). Plazmitlerin identifikasyonu ve siniflandirilmasinda kullanilan
Inc gruplart konjugatif plazmitlerle iliskilidir. Inc gruplarinda yer alan plazmitlerin
direng¢ genlerinin yayilmasinda 6nemli rolleri vardir (48, 49). Konjugatif oldugu bilinen
bircok plazmid incompability grubu vardir (50). Genetik benzerlik ve pilus yapilarina
gore Inc grup plazmitler 4 grupta incelenir. ilk grup IncF-benzeri konjugatif plazmit
olarak adlandirilir ve IncF, IncS, IncC, IncD ve Inc) gibi plazmit gruplarini kapsar.
Ikinci grup IncP-benzeri konjugatif plazmit grubudur ve IncP, IncU, IncM, IncQ ve
IncW gruplarim igermektedir. Ugiincii grup plazmitler IncP plazmit grubuyla benzerlik
gosterirler fakat farkli pilus yapilara sahiptirler. Bu gruptaki plazmitler Ti plazmit
grubu olarak adlandirilirlar ve IncX, IncH, IncN ve IncT plazmitleri igerirler. Drdiincii
grup Incl grup ise IncP plazmitler ile genetik benzerligi olan fakat kendine 6zgii pilus
ozellikleri olan plazmitlerdir. Incl, IncB ve IncK gruplarindan olusur. ilk iki grupta yer
alan plazmitler o6zellikle klinik izolatlarda bir¢cok ilag direncinin konjugatif
aktarilmasinda rol oynar. Ilk konjugatif plazmitler olan 100 kb IncF ve 60 kb RK2
(IncP) plazmitleri tamamen sekanslanmistir. Gram negatif bakteriler i¢in prototipik

plazmit sistemleri olarak bilinirler (51).

Hem insan hem de hayvanlarda direng genleri asil olarak IncF, Incl, IncN,

IncA/C, IncL/M ve IncK plazmit ailesi iiyeleri tarafindan aktarilmaktadir. Bunlardan
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IncF grubuna ait plazmitler daha az cesit bakteri tiirleri arasinda yayilmalari nedeniyle
dar konak spektrumlu, IncA/C ve IncN gruplarina ait olan plazmitler ise daha genis
bakteri popiilasyonlar1 arasinda yayilmalarindan dolayr genis spektrumlu olarak da
adlandirilirlar. Dar ve genis spektrumlu plazmitler direng genleri kazanma egilimleri ve
Enterobacteriaceae iiyeleri arasinda hizlica yayilma yeteneklerine sahiptirler (52).
Epidemik plazmitlerdeki antimikrobiyal diren¢ belirleyicileri, yiiksek riskli klonlara
secici bir avantaj saglar ve muhtemelen diren¢li hale gelmeleri ve yayilmalarinda
onemli rol oynarlar (53). Patojen bakterilerde yer alan plazmitler ile direng genlerinin
yayllmasi tim diinyada p-laktamlar, kinolonlar, aminoglikozitler, tetrasiklinler,

sulfonamidler ve bir¢ok diger antibiyotiklere kars1 direng gelismesine sebep olur (27).
4.3.2.2. Transpozonlar

Transpozonlar, bir hiicrenin genomunda farkli yerlere hareket edebilen sigrayici
gen sistemi olarak adlandirilan elemanlardir. Yapilarindaki farklilik, genetik iliskiler,
transpozisyon mekanizmasi ve tasidiklart direng genlerinin ¢esitlerine gore farkli yapida
bulunabilirler (26). Transpozonlar genellikle Enterobacteriaceae ailesindeki Kklinik

direngten sorumludur (54).

Transpozonlar, insersiyon sekanslar1 (IS elementleri), transpoze olabilen
bakteriyofajlar olarak adlandirilan kii¢iik elemanlar1 kapsarlar ve plazmitlere veya
konak kromozomuna entegre olabilirler. Rekombinasyonda rol oynayan terminal tekrar
dizileri vardir ve spesifik genom bolgelerinden bir transpozonu eklemek veya ¢ikarmak
icin gerekli olan bir proteini (O0rnegin, transposaz veya rekombinaz) tanirlar.
Transpozonlar konjugasyon, transformasyon veya transdiiksiyon yoluyla aktarilirlar
(6rnegin, MRSA'da bulunan mecA geni) ve kromozomlardaki genlerden daha hizli
yayilir. Konjugatif transpozonlar plazmitlerin ozelliklerine sahiptirler ve endojen
plazmitlerin bir mikroorganizmadan digerine transfer edilmelerine yardimci olabilirler

(55).
4.3.2.3. integronlar

Integronlar, antibiyotik direng gen Kkasetlerini igeren bu yiizden direng
determinantlarinin yakalanmasi, yayilimi ve rekombinasyonunda rol oynayan mobil
genetik elemanlardir (15). Genellikle hareketsizdirler ve siklikla transpozon ve plazmit

gibi hareketli genetik elemanlar iizerine yerlesmislerdir. Integronlar g¢ogunlukla
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antibiyotik direng genlerinin tiir i¢i ve tiirler arasinda yayilmalarina aracilik ederler (56).
Ik kez 1989°da Ruth M. Hall ve Christina M. Collis tarafindan rapor edilmelerinin
ardindan ilerleyen yillarda integronlarin hareketliligi ve gen kasetlerinin integrasyon ve
eksizyonlarmin da dahil oldugu molekiiler mekanizmalar1 arastirilmis ve
dogrulanmistir. Son on yildir integronlarin klinik mikroorganizmlardaki varliklari ve
antibiyotik direncinde rol oynadiklari ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir (23).
Biyoinformatikgiler yaptiklar1 ¢alismalarda integron igeren bakteri genomunun bir
kismin1 veya tamamini sekansladiklarinda integronlarin veya integraz genlerinin
genomun yaklasik %10-17’sini olusturduklarini analiz etmislerdir. Integronlarin ¢ogu
baslangigta insan klinik izolatlarinda tanimlanmalarina ragmen simdilerde su ve toprak

gibi klinik olmayan ortamlarda da varliklar1 gosterilmistir (57).
Integronlarin Yapisi
Siif 1 integronlarin Yapisi

Sinif 1 integronlar genel olarak korunmus bolgeler olan 5’korunmus bolge (5°CS)
ve 3 korunmus bodlge (3°CS) ile gen kasetlerinin yerlesmis oldugu variable region (VR)
olarak adlandirilan degisken bir bolge igerirler (58). 5’korunmus bolge temel olarak 3
yap1 igerir. Bu yapilar tirozin rekombinaz enzimini kodlayan integraz gen (intl), attl
olarak bilinen rekombinasyon bdlgesi ve insert olan gen veya gen kasetlerinin
ekspresyonunda gorevli olan bir promotor boélgeden (P) olusur. 3’CS bolgesi ise
gacEA1 olarak adlandirilan defektif kuaterner amonyum direng geni ve sulfonamidlere
direngten sorumlu olan sull geni igerirler. Bu iki korunmus bolge arasinda bulunan
degisken bolge ise ¢esitli antibiyotik diren¢ kasetlerinin girdigi 59 baz giftlik attC gen
bolgesi icerir. Bu bolge rekombinasyonun oldugu bdlgedir (59).

5' Korunmus Bdlge Insert Olmus Kasetler 3' Korunmus Bélge
52 |qacEAT)| 11
. acE!
Smuf 1 Integron r ’_. 9 Su
intll.F intl1.R 5'-cs | & 8 ?cs sul.F sul.R
—_— —_— m L] —

Sekil 1. Smif 1 integronun yapist (60).
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Ayrica smif 1 integronlar MITE olarak adlandirilan minyatiir ters tekrarl
transpoze olabilen elemanlar, tniR, tniQ, tniB, tniA genlerini igeren Tn402 transpozon,
mercury diren¢ transpozon tasiyan mer operon bolgesi ve IS olarak adlandirilan

transpoze olabilen eleman bolgelerini de icermektedir (61).
Sinif 2 integronlarin Yapisi

Sinif 2 integronlarin yapisina baktigimiz zaman sinif 1 integronlara benzer yapilar
gorilmektedir. 5> korunmus bolgesinde sinif 1 integronlardaki ayni fonksiyona sahip
intl2, attl2 ve bir promotor boélge (P) yer alir. 3’ korunmus bolgesinde simif 1
integronlardan farkli olarak sul genlerini igermezler. Genellikle Tn7 transpozon
tizerinde bulunduklarindan tnsE genlerini icermektedirler. Sinif 2 integronlar yaygin

olarak dfrAl, sat2 ve aadA1 direng gen kasetlerini igermektedirler (62).

P
Sinif 2 Integron ’-.

attl2

- .
aadA.F aadA.R % TnsE-Tn7
—»

aadAt
Kaset tnskE genes

Sekil 2. Siif 2 integronun yapisi (60).

-
int2.R  int2.F
—»

Gen Kasetleri

Gen kasetleri integronlarin degisken bolgelerine attl ve attC olarak adlandirilan
rekombinasyon bolgelerinden girerler ve integronlarin bir parcast haline gelirler (57).
Antibiyotik direnci tasidigi bilinen en az 130 farkli gen kaseti identifiye edilmistir. Gen
kasetlerinde bulunan direncin [ laktam, aminoglikozit, kloramfenikol, streptotrisin,
trimetoprim, rifampin, eritromisin, kinolon, fosfomisin, linkomisin ve antiseptik olan

kuaterner amonyum bilesikleri oldugu bilinmektedir (63).
Integronlarin Siniflandiriimasi

Integronlar baz1 bakteri tiirlerinde bulunan, gen kasetleri olarak adlandirilan kiigiik
hareketli elemanlar1 yakalama kapasitesine sahip genetik yapilardir (64). Eskiden
integronlar 2 major grup altinda incelenmis, direng integronlar1 ve siiper integronlar
olarak adlandirilmistir. Direng integronlari ¢ogunlukla antibiyotik ve dezenfektanlara

kars1 direng genlerini igeren gen kasetlerini tasirlar. Bu integronlar ya kromozom ya da
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plazmit tizerinde yerlesmis olabilirler. Siiper integronlar ise biiyiikk kromozomlara
yerlesmis integronlar olarak bilinirler ve birgok fonksiyona sahip gen kasetlerini
icerirler. U¢ smif direng integronlar1 bilinmektedir. Bunlar smif 1, simf 2 ve smif 3
olarak adlandirilmaktadir. Cogu direng integronlar1 sinif 1 integron sinifina aittir. Siiper
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 tiirlerinde tanimlanmistir (65).

Integronlar ilk dnce antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinda rol oynamalari
nedeniyle klinik ¢alismalarda kesfedilmis ve biiyiik dl¢iide bu alanda ¢alisiimistir. Bu
calismalarda smif 1, smif 2 ve simif 3 olarak bilinen 3 smif integron tanimlanmaistir.
Daha sonralar1 diger integronlara ait integraz genleri (intl4, 5, 6, 7 ve 8) farkli
cevrelerden izole edilmis ve bdylece yeni integron siniflart kesfedilmistir. Glintimiizde
sekans analizleri sayesinde ¢evresel 6rneklerden yiizlerce integrona ait integraz genleri

tespit edilmistir (66).

Siif 1 integronlar

Sinif 1 integronlar yaygin olarak gram negatif bakterilerde bulunur ve bu
integronlarda 60 tane gen kaseti identifiye edilmistir (67). Sinif 1 integronlar Tn21 gibi
transpozonlar lizerinde tespit edilmiglerdir ve prototip sayilirlar (59). Tn2l
transpozonlar bliyliik konjugatif plazmitler {izerinde bulunurlar (68). Sulfonamid
direncinden sorumlu sull ve streptomisin ve spektinomisin direncinden sorumlu
aadAlgen kasetlerini igerirler (69). Klinik suslarda yapilan ¢alismalarda simif 1
integronlarin en yaygin bulunan integron sinifi olduklart ve antibiyotik direncinin
yayllmasinda sorunlara yol agtiklar1 gosterilmisticr (23). Smf 1 integronlar
Acinetobacter, Vibrio, Aeromonas, Proteus, Burkholderia, Alcaligenes, Campylobacter,
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Mycobacterium, Pseudomonas, Serratia,

Salmonella, Shigella ve Escherichia gibi gram negatif bakterilerde rapor edilmistir (70).
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Sinif 2 integronlar

Sinif 2 integronlar ¢cogu kez replike olmayan Tn7 transpozon ailesi ile iligkilidir
(71). Tn7 transpozonlar 14 kb’lik bakteri transpozonudur ve hiicrede spesifik bir bolge
bulundugu zaman transpozisyon mekanizmasini aktive ederler (72). Tn7 transpozonlari
hiicreye transpoze olacaklart zaman konjugatif plazmitleri tercih ederler. Bu
transpozonlar diger bakteriyel transpozonlar gibi antibiyotik diren¢ genlerini tasirlar
(73). Tn7’nin integronu ve sinif 1 integron benzer organizasyonlara sahiptir ve {i¢ tane
direng gen kaseti tasirlar. Bunlar trimetoprim direncinden sorumlu dihidrofolat rediiktaz
(dfrAl), streptotrisin direncinden sorumlu streptotrisin asetil transferaz (sat2) ve
streptomisin/spektinomisin  direncinden sorumlu aminoglikozit adenil transferaz
(aadAl) gen Kkasetleridir (71). Smuf 2 integronlar Salmonella, Acinetobacter,

Escherichia, Shigella, Aeromonas ve Morganella’da bulunmustur (70).
Siif 3 integronlar

Simif 3 integronlar Tn402 transpozonlar tarafindan yakalanirlar. Sif 1
integronlarda oldugu gibi transpozona ters oryantasyonda yerlesirler. Sinif 3 integraz
geni (intl3) smif 1 integraz genine (intll) %60 oraninda benzerlik gosterir. Sif 3
integronlar integron siniflar1 arasinda en az bulunmalara ragmen hizla gelismekte,
yeni tiirlere aktarilmakta ve yeni direng kasetleri kazanmaktadirlar (74). Siklikla
Serratia, Klebsiella, Escherichia, c¢evresel Enterobacter, Acinetobacter spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Alcaligenes xylosoxidans ve son

zamanlarda Citrobacter tiirlerinde karakterize edilmislerdir (75).
Sinif 4 ve Simf 5 integronlar

Smif 4 ve smif 5 integronlar kapsamli olarak calisitimamistir ve
Enterobacteriaceae’nin herhangi bir iiyesinde bugiine kadar rapor edilmemistir. Sinif 4
integronlar Vibrio tiirlerinde trimetoprim ve siilfametoksazol (SXT) direncinden
sorumludurlar ve integratif ve konjugatif elemanlar i¢inde taginirlar. Sif 5 integron ise
transpozonun bir pargasi olan Vibrio salmonicida pRSV1 plazmitinde tespit edilmistir
(74).

Integronlarda yer alan gen kasetleri hareketli yapilar olmalarina ragmen bazi

kombinasyonlar1 integronlarda sabit halde bulunurlar. Sinif 1 integronlardaki dfrA17-
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aadAb5, dfrAl-aadAl ve dfrAl2-orfFaadA2 gen kasetleri ile sinif 2’deki dfrAl-satl-
aadAl gen kasetleri 6rnek olarak verilebilir (76).

Tim bu smiflandirmanin yani sira integronlar igeriklerine gore hareketli ve
kromozomal integronlar olarak iki farkli gruba da ayrilirlar. Kromozomal integronlar
sayilar1 0 ila 100 arasinda degisen ve genellikle antimikrobiyal direng igermeyen gen
kasetlerini tasiyabilirler. Kromozomal integronlarin aksine sinif 1 integron gibi hareketli
integronlar ise belirli sayida gen kasetleri igerirler ve siklikla antimikrobiyal direncin
yayilmasinda gorev alirlar (58). Kromozomal integronlar bulunduklar1 bakteri
genomunun ¢ok biiyiik bir boliimiinii olusturabilirler. Vibrio cinsinde bulunan ve siiper
integron olarak adlandirilan yapilar 200°den fazla gen kasetini bulundurabilirler. Bu
konu ile ilgili yapilan en iyi ¢aligma Vibrio cholerae’ya ait siiper integronlardir. Bu
integronlar yaklasik 175 kaset igerir ve genomun %3’iinii olustururlar. Kromozomal
integronlarin klinikle alakali bakterilerle olan iliskileri aktarilabilir elemanlar veya
konjugatif plazmitler araciligiyla saglanir. Bu olay ayni ve farkli tiirler arasinda
integronlarin  aktarilmasina ve bu integronlarin hareketli integronlar olarak

smiflandirilmasina olanak saglar (77).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1. Cahisma Grubu

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi T1ibbi
Mikrobiyoloji Egitim ve Hizmet Laboratuvari’na Ocak - Aralik 2014 tarihleri arasinda
gonderilen 107 hastaya ait kan kiiltlirlinden izole edilen 112 E. coli izolat1 kullanildi.
Her hastadan izole edilen ilk izolat ve 4 hafta veya daha uzun siire arayla izole edilen

ikinci izolat farkli epizot kabul edilerek ¢alismaya dahil edildi (78).
5.1.2. Arag ve Gerecgler

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na ait
37°C’lik etiiv (Memmert BM 600, Almanya), biyogiivenlik kabini (Class II Safety
Cabinet, Powtech, Tiirkiye), biyogiivenlik kabini (Clean Air, Hollanda), 4°C buzdolab1
(Profilo), -20°C derin dondurucu (Bosch, Almanya), UV spektrofotometre (Eppendorf,
ABD), -80°C derin dondurucu (New Brunswic Scientific mod U570 premium, Thermo,
ABD), pastor firmi (Niive, Tiirkiye), vorteks (Isolab), dikey model otoklav (Kermanlar,
Tiirkiye), ¢alkalayici su banyosu (Memmert GFL 1086, Almanya), ¢alkalayici inkiibator
(N-biotek, Kore), pH metre (Hanna, Romanya), manyetik karistirict (Stuart, Tiirkiye),
mikrodalga firin (Beko, Tiirkiye), buz makinesi (Scotsman AF 80, Italya), terazi (KERN
& SOHN GmbH, Almanya), hassas terazi (Sartorius Laboratory, Almanya), deiyonize
su cihaz1 (Barnstead, Tiirkiye), bunsen beki, santrifiij (BECKMAN COULTER, ABD),
santrifiij (Eppendorf, Almanya), santrifiij (Sigma, Almanya), termal dongi cihazi
(Techne, Ingiltere), elektroforez tanki (OWL electrophoresis system, ABD), UV
illiminatér (UUP, ABD), MALDI-TOF MS (Microflex™, BRUKER, Almanya),
Phoenix™ 100 (Becton Dickinson diagnostic instrument systems, Sparks, Md, ABD)
cihazlart kullanildi. Sarf malzeme olarak; 1.5 mL’lik santrifiij tipleri, 0.2 mL’lik PZR
tiipleri (Isolab, Almanya), pipet ucu (10 pL, 100 pL, 1000 pL), otomatik pipet (10 pL,
20 pL, 100 uL, 1000 pL), deney tiipleri, 250 mL' lik erlenmayer, 50 mL’lik meziir, cam
balon joje, 50 mL’lik ve 15 mL’lik falkon tiipler, kaynatma kabi, jel dokiimantasyon
tepsisi ve taraklar, Oak Ridge tiipleri kullanildi.
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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 bilesenleri (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, Tiirkiye), 100bp DNA marker (Biomatik, ABD), bromfenol mavisi, ksilen
siyanol, glukoz, etidyum bromiir, sodyum dodesil siilfat (SDS), sefadeksG-50, IPTG
(isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl B-D-
Galactopyranoside) (Sigma-Aldrich, ABD), potasyum asetat (AppliChem, Almanya),
glasiyal asetik asit (Merck, Almanya), rifampisin (RIF, Tiirkiye), trimetoprim (Sigma-
Aldrich, ABD), ampisilin (Sigma-Aldrich, ABD) kullanildi.

5.1.4. Besiyerleri

Caligsmada bakterilerin tiretilmesinde koyun kanli agar (Salubris, Ttirkiye), Eozine
Metilen Blue agar (EMB) (Oxoid, ingiltere), Luria Bertani broth (LB broth) (Lab M,
Ingiltere) kullanilds.

Konjugasyon deneylerinde Luria Bertani agar (LB), 100 pg/mL ampisilin, 300
pg/mL rifampisin, 25 pg/mL trimetoprim i¢eren LB agar kullanildi.

5.1.5. Cozeltiler
5.1.5.1. Master Mix I¢in Kullamilan Cézeltiler
dNTP mix:

Mikrosantrifiij tiiplerine 100 mM’lik dATP, dGTP, dCTP, dTTP stoklarindan
10’ar uL alinip 360 pL deiyonize suda ¢oziildii. Karisim vortekslenerek 2.5 mM’lik
dNTP stok soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan karisim steril ependorf tiiplere 250 pL’lik

hacimler halinde boliindii ve kullanilincaya kadar -20°C’de muhataza edildi.
Primer mix:

Liyofilize haldeki primerler; {iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak stok

konsantrasyonlart 100 pmol/uL olacak sekilde steril distile su ile sulandirilip stoklar
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hazirlandi. Santrifiij tiiplerine stok karisimdan her bir primer ¢ifti icin 20 pL transfer
edildi ve tizerine 180 pL steril enjeksiyonluk su eklenerek son konsantrasyonu 10
pmol/uL olan primer ¢alisma stogu hazirlandi. Calisma stoklar1 kullanilincaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi.
5.1.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi Icin Kullanilan Cozeltiler

50X TAE Tamponu:

Bir beher igerisine 242 g Tris Base ve 500 mL distile su koyulup Tris Base
¢oOziiliine kadar manyetik karistirici ile karistirildi. Karigima 57.1 mL glasiyal asetik asit
ve 100 mL 0.5 M EDTA eklenerek karigim berraklasana kadar karistirildi. Karigimin
son hacmi distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Stok soliisyon oda sicakliginda muhafaza

edildi. Calismada 1X’lik TAE tamponu kullanildi.

Yiikleme Tamponu:

Yiikleme tamponu hazirlamak i¢in; 250 mg bromfenol mavisi, 250 mg ksilen
siyanol, 30 mL gliserol bir miktar distile su i¢inde karistirildiktan sonra karigim 1.5
mL’lik santrifiij tiiplerine 1 mL olacak sekilde dagitildi ve kullanilincaya kadar -
20°C’de saklanda.

Etidyum Bromiir:

Etidyum bromiir 50 mg tartilarak 10 mL distile su ile manyetik g¢alkalayici
tizerinde homojenize edildi. Son konsantrasyonu 5 mg/mL olan karisim koyu renkli cam

siseye koyulup oda sicakliginda muhafaza edildi.

5.1.5.3. Plazmit DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler
Soliisyon I: 50 mM glukoz
25 mM Tris-HCI (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)

Biitlin malzemeler deiyonize su ile hazirlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dk

otoklavlandiktan sonra filtre ile steril edilen glukoz eklendi ve 4°C’de saklandi.
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Soliisyon I1: 0.2 N NaOH
% 1 SDS

Her deney asamasinda steril deiyonize su ile taze olarak hazirlandi.
Soliisyon III: 5 M potasyum asetat (30 mL)

Glacial asetik asit (5.75 mL)

Steril distile su (14.25 mL)

Hazirlanan soliisyon 121°C’de 1 atm basingta 20 dk otoklavlandiktan sonra oda

sicakliginda muhafaza edildi.
DNA Binding Resin ve Guanidin Cozeltisi
23.64 g Guanidin
2.5 mL 1 M Tris.HCI (pH 7.0)
2mL0.5MEDTA

Malzemeler karistirildi ve hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlanarak guanidin
sollisyonu hazirlandi. Diatomaceous earth (diatom topragi) 3 saat boyunca distile su ile
yikanarak konsantrasyonu 250 mg/mL olacak sekilde DNA binding matriksi hazirlandi.

Bu karisgtimdan 1 mL alinip 50 mL guanidin soliisyonuna eklendi ve 4°C’de saklandi.
0.5MEDTA

Uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda 73.05 g etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA, MW: 292.2 g./mol) tartilip distile su ile 500 mL’ye hazirlandi. Soliisyonun
berraklagmasi i¢in manyetik calkalayict iistlindeki soliisyona NaOH peleti ilave edildi
ve iyice karistirildi. Soliisyonun pH’s1 8.0’a ayarlanarak 121°C’de 1 atm’de 30 dk
otoklavda steril edildi. Sterilizasyon isleminden sonra soliisyon oda sicakliginda

saklandi.
1M Tris-HCI

Ticari Tris-HCI’den (MW:157.60 g./mol) 78.8 g tartilip distile su ile 500 mL’ye
hazirlandi. Soliisyonun pH’s1 HCl ile 7.5’e ayarlandi. Daha sonra 121°C’de 1 atm’de 30
dk otoklavda steril edildi. Sterilizasyon isleminden sonra soliisyon oda sicakliginda

saklandi.
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TE (TrissEDTA) Tamponu

1 M Tris-HCI soliisyonundan son konsantrasyonu 10 mM Tris-HCI olacak sekilde
(5 mL) alindi. 0.5 M EDTA soliisyonundan son konsantrasyonu 1 mM EDTA olacak
sekilde (1 mL) alindi. Ardindan distile su ile (494 mL) hacim 500 mL’ye tamamlandi.

Soliisyon ¢alismalarda kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklandi.
5.2. Yontem
5.2.1. izolatlarin identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarlihk Testleri

Calismaya dahil edilen tiim 6rnekler %5 koyun kanli agar (Salubris, Tiirkiye) ve
EMB agara (Oxoid, England) inokiile edilerek 35+ 2°C’de bir gece inkiibe edildi. EMB
agarda pembe-kirmizi, metalik réfle yapan, kanh agarda diizgiin 2-3 mm ¢apinda laktoz
pozitif E. coli oldugu disiiniilen siipheli kolonilerden gram boyama yapildi. Gram
negatif basil oldugu belirlenen kolonilere oksidaz testi yapildi. Enterobacteriaceae
ailesine ait oldugundan siiphelenilen oksidaz negatif, gram negatif basillere ait koloniler
konvansiyonel yontemlere ek olarak MALDI-TOF MS cihazinda tiir diizeyinde
tammlandi.  Uretici firmamin  &nerileri  dogrultusunda  Phoenix  identification/
antimicrobial susceptibility testing (ID/AST) (Becton Dickinson Diagnostic Instrument
Systems, Sparks, Md, USA) otomotize mikrobiyoloji sisteminde antimikrobiyal
duyarlilik testleri ¢alisildi. E. coli olarak tiplendirilen izolatlar DNA izolasyonu

yapilincaya kadar %15 gliserol igeren LB broth besiyerinde -80°C’de saklandi.
5.2.2. Molekiiler Yontemler
5.2.2.1. DNA izolasyonu

Hiicre duvar ve membran parcalama prensibine dayanan kaynatma metodu
yontemi ile DNA izolasyon islemi gerceklestirildi (79). Tiir diizeyinde tanimlama
yapildiktan sonra -80°C’de saklanmis olan E. coli izolatlar1 ¢gikartilip EMB besiyerine
ekilerek aerobik kosullarda 37°C’de 20-24 saat inkiibe edildi. Safligindan emin olunan
kolonilerden tek koloni alinip 3 mL LB broth besiyerine ekim yapildi ve 37°C’ye
ayarlanmis calkalayici su banyosunda 200 rpm’de bir gece inkiibe edildi. Ureyen
kiiltiirtin 1.5 mL’si steril ependorf (1.5 mL) tiiplere transfer edilerek mikrosantrifiijde
10000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant kism1 dokiildii ve peletin {izerine 1 mL
steril distile su eklenip vortekslendi. 5000 rpm’de 5 dk ¢oktiirme islemi gerceklestirildi.
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Stipernatant dokiildii ve peletin tlizerine 1 mL steril distile su eklenip vortekslendi.
Stipernatant dokiildiikten sonra peletin iizerine ImL steril distile su eklendi ve bakteri
siispansiyonu 95°C’de 15 dk kaynatildi. Kaynatma isleminin ardindan bakteri
stispansiyonu 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismindan 200 pL alinip
PZR tiiplerine eklendi. izole edilen DNA’lar ¢alisilincaya kadar -20°C’de muhafaza
edildi.

5.2.2.2. Master Mix Hazirlanmasi

Master mix asamasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 1’de belirtildi.

Tablo 1. PZR reaksiyonunda kullanilan master mix bilesenleri ve miktarlari

Reaksiyon bilesenleri Stok konsantrasyon Miktar (uL) 1X

Buffer 5X 10
dNTP mix 2.5mM 1
MgCl, 25 mM 3
Primer 1 10 pmol/pL 1
Primer 2 10 pmol/pL 1
Taqg polimeraz 5 U/uL 0.2
Steril deiyonize su 31.8
Template (Kalip DNA) 2
Toplam hacim 50

Master mix hazirlama asamasinda biitlin islemler buz iizerinde gerceklestirildi.
Tablo 1’de belirtilen bilesenler -20°C’den ¢ikartilip buz {lizerinde ¢éziinmeleri saglandi.
Coziindiikten sonra tiipler kisa bir siire vortekslenerek master mix bilesenleri 1.5 mL’lik
ependorf tiipe transfer edildi. Hazirlanan master mix karisimi 30 sn vortekslendikten
sonra santrifiij islemi yapildi. Her bir PZR tiiptine (0.2 mL’lik) 48 pL master mix
karisimi ve 2’ser uL DNA eklendi. Negatif kontrol olarak su, pozitif kontrol olarak ise
daha dnceden her gen icin pozitif olan bakteri DNA’s1 kullanild1. Ornekler termal déngii

cthazina yerlestirildi ve uygun programda ¢alistirildi.
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5.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR reaksiyonunda E. coli izolatlarinin kaynatma metodu ile elde edilen
DNA’lar1 kullanildi. Antibiyotik direncinin yayiliminda rol oynayan integronlarin
varlig1 aragtirildi. Pozitif kontrol olarak daha onceden integron varligi belirlenmis E.
coli KD39 (smif 1 integron pozitif) ve E. coli hecl5 (sinif 2 integron pozitif) suslar
kullanildi.

Integraz ve integron Gen Varhigimin Belirlenmesi

E. coli izolatlarindaki simif 1 ve smf 2 integron varliginin arastirilmasi igin
kullanilan primerler Tablo 2’de gosterildi. Calismada uygulanan PZR reaksiyon
kosullari literatiir onerileri dogrultusunda gergeklestirildi (80, 81).

Tablo 2. PZR deneylerinde kullanilan oligoniikleotid primerler

Hedef Gen
Primer Niikleotid dizisi (5’2 3°) Referans
Bolgesi

Intl-lIF  GGTCAAGGATCTGGATTTGG Sinif 1 integron 80
Intl-1R  ACATGCGTGTAAATCATCGTC integraz geni (intl1)

Intl-2F CACGGATATGCGACAAAAAGGT Sinif 2 integron

Intl-2R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG integraz geni (intl2) %0
5’-CS GGCATCCAAGCAGCAAG Sinif 1 integron

3’-CS AAGCAGACTTGACCTGA degisken bolge 80
hep51 GATGCCATCGCAAGTACGAG Sinif 2 integron 81
hep74 CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA degisken bolge

5.2.3. izolatlardaki Integronlarda Bulunan Gen Kasetlerinin Analizleri

Izolatlardaki integraz gen varliginin belirlenmesinde 500 bp uzunlugundaki sinif 1
integraz gen bolgesi i¢in intl-1F ve intl-1R; 740 bp uzunlugundaki smif 2 integraz gen
bolgesi igin ise intl-2F ve intl-2R primerleri kullanildi. Integraz gen pozitif ¢ikan
orneklerde integron taramasi yapildi. Bu amacla integronlarin degisken boélgelerinin
cogaltilmasinda smif 1 integron i¢in 5’CS ve 3’CS, smif 2 integron igin ise hep51 ve
hep74 primerleri kullanild1 (Tablo 2). PZR reaksiyonu igin termal dongii cihazinda
kullanilan kosullar Tablo 3’de belirtildi.
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Tablo 3. PZR reaksiyon kosullar1

Asama Sicaklik (°C) Siire (dKk) Dongii sayisi
[k denatiirasyon 94 5 1
Denatiirasyon 94 1

Baglanma 55 1 30
Uzama 72 1

Son uzama 72 10 1

5.2.4. Agaroz Jel Elektroforez Asamasi ve Jelin Goriintiilenmesi
Jelin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan %2’lik agaroz jelin hazirlanmasi i¢in; 1 g agaroz tartildi ve
50 mL TAE tamponu eklenerek mikrodalga firinda agaroz eriyene kadar ¢oziildii. Su
banyosunda bekletilerek sicakligi 55°C’ye ayarlanan jele son konsantrasyonu 0.5
ug/mL olacak sekilde etidyum bromiir eklendi. Jel tablasi diiz bir zemin iizerine
yerlestirildi ve igersine jel taragi koyuldu. Jel diizenege dokiildii ve katilagsmasi i¢in oda

sicakliginda bekletildi.
Orneklerin Agaroz Jele Yiiklenmesi

Tarak katilasan agaroz jelden dikkatli bir sekilde cikarildi ve jel icinde TAE
tamponu bulunan yatay elektroforez tankina yerlestirildi. DNA’nmin kuyucuktan
citkmamasi ve 0rnegin jel {lizerinde izlenebilmesi icin yiikleme tamponu kullanildi. 10
pL PZR frinii ve 3 pL yiikkleme tamponu karistirilarak jel kuyucuklarma ytiklendi.
Orneklerin jelde dagilmamasi icin ilk etapta jel diisiik voltta yiiriitiildiikten sonra
elektroforez tankinin hizi 80-100 volt araligina ¢ikartildi. Olusan bantlar UV

transilluminatérde gozlendi ve jelin fotografi jel goriintiilleme cihazinda ¢ekildi.
5.2.5. izolatlardaki Integronlarin Klonlanmasi
5.2.5.1. PZR Uriinlerinin Temizlenmesi

PZR iiriinlerinin temizlenmesi i¢in High Pure PCR Clean up Micro Kit (Roche,
Almanya) kullanildi. Kit protokoliine gore;

e PZR islemi sonucunda PZR f{iriin hacmi ddW ile 100 pL’ye tamamlandi.
Uzerine 400 pL baglama soliisyonu eklenip vortekslendikten sonra tiip

santrifiij edildi.
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e Filtreli tiip toplama tiipli icine yerlestirildi. Pipet yardimiyla hazirlanan
karisim filtreli tiip igine transfer edilip 8000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Filtreli tiip ¢ikartilip toplama tiiplindeki siv1 bosaltild1 ve filtreli tiip tekrar
yerine yerlestirildi. Ayni tiip igine 400 puL yikama soliisyonu eklendi ve 8000
g’de 1 dk santrifiij edildi.

e  Filtreli tiip c¢ikartilip toplama tiipiindeki sivi bosaltild1 ve filtreli tiip tekrar
yerine yerlestirildi. 300 uL yikama soliisyonu eklendi ve 8000 g’de 1 dk
santrifiij edildi.

e  Filtreli tiip cikartilip toplama tiipiindeki sivi bosaltild1 ve filtreli tiip tekrar
yerine yerlestirildi. Maksimum hizda 1 dk santrifiij edildi.

e Filtreli tiip ¢ikartildi ve temiz bir 1.5 mL’lik ependorf tiipe yerlestirildi.
Tiipler alkoliin tamamen uzaklasmasi i¢in agzi agik bir sekilde 50°C’de 15-20
dk bekletildi.

e Filtreli tiipiin tam ortasina gelecek sekilde tiiplere 20 pL eliisyon tamponu

eklendi ve tiipler 8000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Temizlenmis iiriinler %0.8’lik agaroz jelde 3 pL olacak sekilde yiiriitiildi ve

fotograflari ¢ekildi.
5.2.5.2. pGEM-T Easy Vektor Sistemine Ligasyon Asamasi

Kit protokoliine gore ligasyon karisimi Tablo 4°de verilen oranlarda hazirlandi.

Tablo 4. Ligasyon asamasinda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Standart Pozitif

Bilesenler Reaksiyon Kontrol
(uL) (uL)

2X Rapid Ligation Buffer,T4 DNA Ligase 5 5
pGEM-T or pGEM-T Easy Vector (50 ng) 1 1
PZR tiriinii 3 -
Kontrol Insert DNA - 2
T4 DNA Ligase (3 Weiss units/ pL) 1 1
Final hacim i¢in steril deiyonize su 10 10

Hazirlanan karigim 1 saat oda sicakliginda bekletildi.
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5.2.5.3. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi ve Transformasyonu

Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

E. coli JM 109 susundan 5 mL bir gecelik kiiltiir hazirlandi.

% 0.2 glukoz igeren LB broth igine bir gecelik kiiltiirden 1/100 oraninda
eklendi ve c¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi. OD 600°da ilk 6l¢iim

yapildi. Ardindan yarim saat veya birer saat araliklarla OD o6lgiimii yapildi.

Bakteri yogunlugu OD 600°de 0.3-0.5 olana kadar bakteri iiremesi devam
ettirildi.
Uygun yogunluga ulasan kiiltiir steril oak ridge tiiplerine ya da steril falkon

tiiplerine aktarildi ve 4°C’de 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Oak ridge tiipler buz lizerine yerlestirildi. Siipernatant dikkatli bir sekilde
atilip pelet 0.5-1 mL TSS Buffer ile siispanse edildi.

Kompetan hiicre hazirlandiktan sonra ependorf tiiplere 100 pL hacimlerde

olacak sekilde boliindii ve -80°C’de saklandi.

Transformasyon Islemi

Ligasyon asamasindan sonra 100 pL kompetan hiicre {izerine 5 pL ligasyon
karisimindan eklendi. Ependorflar el ile hafifce tiiplerin dis ¢eperlerine

vurulurak karistirild1 ve buz iizerinde ortalama 40 dk bekletildi.

Ardindan tiipler 42°C’de 2 dk bekletildi. Siire sonunda tiip kipirdatilmadan

tek hamlede buz tizerine alindi.
Tiipler 2.5-3 dk buzda bekletildi.

Transformasyon islemi sonrasi hiicreler 0.9 mL 20 mM glukozlu LB broth

igerisine ilave edildi. Tiipler 37°C’de 110 rpm’de 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon isleminin ardindan hiicreler 1.5 mL ependorf tiiplere aktarild1 ve

tiipler 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Stipernatant atildi. Peletler tiipiin dibinde kalan sivi ile pipet yardimi ile

resilispanse edildi.
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LB agar (100 pg/mL ampisinli) plaklari tizerine 40 pL izopropil-p-D-
tiyogalaktopiranozit (IPTG) (100 mM) ve 40 pL X-gal (20 pg/mL) plagin 4-5 noktasina
damlatildi ve baget ile tiim plak yiizeyine yayildi. Plaklarin kurumasi i¢in 10 dk
bekletildi.

e Resiispanse edilmis bakterilerden tiipte kalan hacmin hepsi LB agar (100
ug/mL ampisinli) yiizeyine baget ile yayma ekim yapildi ve plaklar 37°C’de
bir gece inkiibe edildi.

5.2.5.4. Klonlarin Secilmesi ve Plazmit DNA izolasyonu

Inkiibasyon sonras1 mavi-beyaz koloni se¢imi yapildi. Beyaz koloniler sar1 pipet
ucu ile alind1 ve 3 mL LB broth (ampisilinli) i¢eren tiiplere aktarildi. Tiipler 37°C’de
150 rpm’de bir gece inkiibe edildi.

Plazmit DNA izolasyonu

e Transforme edilmis hiicre plaklarindan (beyaz kolonilerden) bir koloni alinip

3 mL LB broth (100 ng/mL ampisilinli) besiyerinde bir gece inkiibe edildi.

e Ureyen kiiltiir 1.5 mL’lik steril ependorf tiiplere aktarildi ve tiipler 12000
g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant atild1 ve pelet {lizerine 100 pL Soliisyon I eklendi. Tiipler pelet
iyice ¢oziilene kadar vortekslendi ve vorteks isleminin ardindan 5 dk oda

sicakliginda bekletildi.

e Tiiplerin iizerine taze hazirlanmig 200 pL Soliisyon II eklendi. Tiipler el ile

yavasea alt-list ederek (8-10 kez) karistirild1 ve buzda 5 dk bekletildi.

e Tiiplere 150 pL Soliisyon III eklendi (Soliisyon III buzda bekletilmis
olmalidir). Tiipler el ile yavasga alt-iist ederek karistirildi ve 3-5 dk buzda
bekletildi.

e Tiipler 4°C’de 12000 g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatanttan kismindan
500 pL alip steril bagka bir ependorf tiipe aktarildi.

e Tiplerin lizerine 500 pnL DNA baglama rezini eklenip tiipler hafifce alt-iist
edildi.
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e Karnisimdan 600 pL alinip kolon igeren tiiplere aktarildi. Kolon igeren

toplama tiipleri 4°C’de 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Toplama tiipleri igindeki sivi bosaltildi ve kolon iizerine 500 pL yikama

soliisyonu eklenip tiipler 12.000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
e Islem sonras1 quick spin yapilarak alkol art11 uzaklastirildi.

e Kolonlar steril ependorf tiipler i¢ine aktarildi. Alkoliin tamamen uzaklagmasi

i¢in ependorflar agz1 agik sekilde 50°C’de 15-20 dk bekletildi.
e  50°C’de bekletilmis eliisyon soliisyonundan 50 uL eklenip 2-3 dk bekletildi.
e Tiipler 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
e Izole edilen plazmitler kullanilincaya kadar -20°C’de saklandu.

Plazmitler % 0.8’lik agaroz jelde yiuriitildi. Her kuyucuga 2 pL yiikleme
tamponu ve 2 pL plazmit yiiklendi. Jel 50 V’da 40 dk yiiriitiildiikten sonra UV 151k
kaynaginda goriintiilendi ve fotografi ¢ekildi (82).

5.2.6. Plazmit DNA’larin Sekans Analizleri

Sekans analiz islemleri KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda
Genetik Analizér 3130 DNA dizi analizi cihazinda (Applied Biosystems, ABD)
gergeklestirildi.

Sekans Reaksiyon Asamasi

Ornekler ABI Prism Big DyeTM Terminatdr Reaksiyon Kiti ile dongii sekansi
icin hazirlandi. Bu amacla Tablo 5’de verilen bilesenler o6rnek sayisina gore
belirlendikten sonra uygun hacimlerde karistirildi ve PZR tiiplerine boliindii. Plazmit
DNA’lar jelde marker ile yiiriitiildiikten sonra reaksiyona koyulacak plazmit DNA
miktar1 sekans iglemlerinde kullanilan markirdaki bant yogunluguna gore belirlendi.
Karisim Tablo 5’de belirtilen miktarlar dogrultusunda toplam hacim 10 pL olacak
sekilde hazirlandi. Ornek sayisina gore herbir tiipte 2.82 uL karisim olacak sekilde
boliindii. DNA miktar1 degisken oldugu igin, reaksiyon basina diisen DNA ve su miktari
toplam hacim 10 pL olacak sekilde hesaplanip reaksiyona ilave edildi. Pozitif kontrol

olarak daha dnceden sekans1 yapilmis 6rnek kullanildi.
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Tablo 5. DNA sekans reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Stok Konsantrasyonu  1X Miktar (uL)
Big dye reaksiyon karigimi 2.5X 1
Sekanslama tamponu 5X 1.5
Primer F 10 pmol/ pLL 0.5

Steril deiyonize su Degisken
Kalip DNA Degisken
Toplam reaksiyon hacmi 10

Reaksiyonda 96°C’de 2 dk ilk denatiirasyondan sonra 96°C’de 15 sn
denatiirasyon, 50°C’de 15 sn primer birlesmesi, 60°C’de 2 dk uzama ve 4°C’de 20 dk

son uzama islemlerinden olusan 25 doéngii uygulanda.
Sefadeks Kolon Hazirlanmasi ve Orneklerin Kolondan Gegirilmesi

50 mL’lik falkon tiip i¢ine 1 g sefadex-G50 ve 15 mL enjeksiyonluk su eklendi.
Sefadeks iyice ¢oziinene kadar tiip yavas bir sekilde karistirildi. Kullanmadan 6nce tiip
en az 30 dk +4°C’de bekletildi. Filtreli kolonlarin her birine 600 pL sefadeks eklendi ve
tipler 850 g’de 2 dk santrifiij edildi. Kolonlar dikkatli bir sekilde alinip temiz bir
ependorf tiipe yerlestirildi. Sekans reaksiyonundan ¢ikan 6rnekler sefadeks kolonun tam
orta kismina kolonu zedelemeden birakildi. Tiipler 850 g’de 5 dk santrifiij edildikten

sonra kolondan geg¢irilen 6rnekler sekans cihazina yerlestirildi.

Sekans islemi sonucunda ChromasPro programi yardimiyla Orneklere ait
kromotogram dosyalar1 alind1 ve 6rneklere ait DNA dizileri ¢ikartildi. Bu DNA dizileri
BLAST (http://www. ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ve CLUSTALW?2 (http://www.ebi.ac.

uk/Tools/msa/clustalw2) programlari kullanilarak analiz edildi (83).
5.2.7. Integron iceren izolatlarda Konjugasyon Deneyi ile Plazmit DNA Transferi

Plazmit DNA’nin transfer deneyleri broth mating (sivida ¢iftlesme) prensibine
dayanilarak gerceklestirildi (84, 85). Deneylerde verici hiicre olarak integron igeren E.

coli izolatlar1, alict hiicre olarak E. coli J53-2 (met pro Rif®) izolat: kullanildu.

Alict ve verici hiicrelerden tek koloni alinip 3 mL LB broth besiyerine ekildi ve

calkalayici inkiibatdrde 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda alic1 ve
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verici hiicre siispansiyonundan esit hacimde (1:1) alinip temiz bir tiipte dikkatli bir
sekilde birlestirildikten sonra 37°C’de 20 saat ¢alkalamadan inkiibe edildi. inkiibasyon

sonunda transkonjugant karisimlar1 vortekslendi ve uygun besiyerlere ekimleri yapildi.

Bu amagla alici hiicrenin direngli oldugu rifampisin (300 pg/mL) ve verici
hiicrenin direncli oldugu (igerdigi integron diren¢ kasedine gore) trimetoprim (25
pg/mL) veya streptomisin (100 pg/mL) antibiyotikleri igeren LB agar besiyerleri
kullanildi. Transkonjugant karigimi vortekslendikten sonra 10 diliisyondan 100 pL,
direk transkonjugant karigimdan 100 pL almip primer seleksiyon i¢in 300 pg/mL
rifampisin ve 25 pg/mL trimetoprim iceren LB agar plagina yayma ekim yapildi.
Plaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Primer seleksiyon plaklarinda tireyen
koloniler alinip asagida belirtilen plaklara replika ekimleri gergeklestirildi:

Plak 1: 300 pg/mL rifampisin ve 25 pg/mL trimetoprim igeren LB agar
Plak 2: 300 png/mL rifampisin i¢eren LB agar
Plak 3: 25 pg/mL trimetoprim igeren LB agar

Primer seleksiyon plagi, Plak 1, 2 ve 3’de iireyen kolonilerin transkonjugant
olduklart kabul edildi ve plaklar parafilm ile kapatildiktan sonra calisilincaya kadar
4°C’de bekletildi.

5.2.7.1. Verici Izolatlarin Canh Bakteri Sayisinin Hesaplanmasi

Verici hiicrelerin LB agara ekimleri yapildiktan sonra agardan tek koloni alinip 3
mL LB broth igeren tiiplere ekimleri yapildi ve 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiipler vortekslendikten sonra kiiltiirlerin 10" den 10'7’ye kadar
diliisyonlar1 yapildi ve 10° ve 107 diliisyonlardan 100 uL almp LB agara yayma
ekimler yapildi. Plaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi ve koloni sayimi yapildi.

Canli bakteri sayisinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi.

Canl1 Bakteri Sayis1 (mL’de) = Agardaki Koloni Sayis1 / Ekilen Miktar (mL) X

Sulandirim Katsay1s1
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5.2.7.2. Konjugasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

izolatlardaki konjugasyon etkinliginin belirlenmesi igin primer seleksiyon
plaginda iireyen transkonjugant kolonileri sayilip mL’deki miktar1 hesaplandi ve

asagidaki formiil kullanilarak konjugasyon etkinligi hesaplandi.

Konjugasyon Etkinligi = Transkonjugant Sayis1 (mL’de) / Verici Hiicre Sayisi
(mL’de)

5.2.8. Transkonjugantlardan Plazmit DNA izolasyonu

Transkonjugantlardan  plazmit DNA  izolasyonu gerceklestirmek ig¢in
transkonjugant plaklardan 2 koloni segilip antibiyotik iceren 3mL LB broth besiyerine
ekim yapildi. Kiiltiirler 37°C’de 200 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde 18-24 saat inkiibe
edildi. Daha oOnceden belirtilen alkali lizis yontemi ile plazmit DNA izolasyonu

gerceklestirildi.
5.2.9. Transkonjugantlarda Integron Varhgimin PZR ile Dogrulanmasi

Transkonjugantlarda integron varliginin dogrulanmasi i¢in transkonjugantlardan
izole edilen plazmit DNA’lar 1/10 diliie edilerek PZR reaksiyonu igin kalip olarak
kullanildi. Daha onceden intll ve intl2 genleri igin kullanilan master mix reaksiyon

bilesenleri ve kosullar1 kullanilarak PZR reaksiyonu gerceklestirildi.

5.2.10. Konjugatif Plazmitlerin Incompatibility (Uyumsuzluk) Gruplarinin

Belirlenmesi

Diren¢ genlerinin yayilmasinda énemli rolleri olan incompatibility (uyumsuzluk)
(Inc) gruplarmin belirlenmesi i¢in “replicon typing” yontemiyle Inc gruplarina 6zgii
primerler kullanilarak PZR reaksiyonu gerceklestirildi. Inc gruplarina ait primerler ve
annealing sicakliklar1 Tablo 6’da verildi. intll ve intl2 genleri igin kullanilan master

mix reaksiyon bilesenleri kullanildi.
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Tablo 6. Inc gruplarinin belirlenmesinde kullanilan primerler (86)

Inc Uriin Baglanma
grup Bolge Niikleotid dizisi (5’ 3°) Uzunlugu Sicakh@
(bp) O

IncN repl AGTTCACCACCTACTCGCTCC 164 55
rep2 CAAGTTCTTCTGTTGGGATTC

IncP OI’!T 1 CAGCCTCGCAGAGCAGGAT 110 57
oriT2 CAGCCGGGCAGGATAGGTGAAGT

IncQ or!T 1 TTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGC 191 57
oriT2 GCCGTTAGGCCAGTTTCTCG

IncW oriTl TCTGCATCATTGTAGCACC 317 51
oriT2 CCGTAGTGTTACTGTAGTGG
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6. BULGULAR
6.1. izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklar:

Klinik kan orneklerinden izole edilen 112 E. coli izolatinin antibiyotik
duyarliliklar1 Phoenix™ 100 cihaz: ile belirlendi. Calismaya dahil edilen izolatlarin

antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 7’de gosterilmistir.
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Calismada kullanilan 112 E. coli izolatindan sinif 1 ve smif 2 integron pozitif
bulunan 45 izolatin ¢esitli antibiyotiklere kars1 duyarliliklar: disk diflizyon yontemi ile

belirlendi. izolatlarin antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8. Siif 1 ve siif 2 integron pozitif E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarlilik

sonugclari
. Antibiyotikler
Sira No Izolat Kodu AMP STR TET NAL  CHL

1 TECO002 S S S S S
2 TEC004 S S S S S
3 TECO005 S S S S S
4 TEC006 S S S S S
5 TECO007 S S S S S
6 TECO008 S R R R I
7 TECO010 S R S R S
8 TECO012 S R S S S
9 TECO014 S S S S S
10 TECO015 o R S I S
11 TECO020 S S S S S
12 TECO021 S R R R R
13 TEC023 S R R R I
14 TECO025 S R R R I
15 TECO026 R R R R S
16 TECO027 R R R S S
17 TECO033 R I S R S
18 TECO034 R I R R S
19 TECO037 R S R R S
20 TEC043 R S S R S
21 TEC045 R S S I S
22 TECO055 R R R R R
23 TECO057 R R R R S
24 TEC060 R S R R S
25 TEC064 R S R S S
26 TECO067 R R S S S
27 TECO071 R S R R S
28 TECO072 R R R S R
29 TECO075 R S R R S
30 TECO076 R R R R S
31 TECO078 R R R R R
32 TECO081 R R R S R
33 TEC082 R R R R S
34 TECO083 S R R R S
35 TECO085 R R R R S
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Tablo 8 (devami) Smuf 1 ve smif 2 integron pozitif E. coli izolatlarinin antibiyotik
duyarlilik sonuglari

. Antibiyotikler
Sira No Izolat Kodu AMP STR TET NAL  CHL
36 TECO088 R R R S R
37 TEC090 R R R R S
38 TEC091 R R S R R
39 TEC095 R | 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. izolatlarin Antibiyotiklere Diren¢ Oranlari

Calismaya dahil edilen 112 E. coli izolatinin ¢esitli antibiyotiklere kars1 direng
oranlar1 Sekil 3’de gosterilmistir (Orta duyarli izolatlar direncli olarak kabul edildi).

% Diren¢ Oram
100 +

80
60
40
20

0

Antibiyotikler

Sekil 3. Calismaya dahil edilen E. coli izolatlarinin antibiyotik direng oranlari
(Kisaltmalar Tablo 7’de gosterilmistir).

Smif 1 ve smif 2 integron pozitif bulunan 45 izolatin ¢esitli antibiyotiklere karsi

direng oranlar1 Sekil 4’de gosterilmistir.
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o, 1 .
1g’0D_lren‘? Orani B E. coli (n:45)

90 -

80 -

70 - 66,6 66,6 66,6 64,4

60 -

50 -

40 -

30 - 26,6

B

10 -

0 T . . ; ,Antibiyotikler
AMP STR TET NAL CHL

Sekil 4. Sinif 1 ve simif 2 integron igeren E. coli izolatlarin antibiyotik direng oranlari.
AMP: Ampisilin, STR: Streptomisin, TET: Tetrasiklin, NAL: Nalidiksik asit,
CHL: Kloramfenikol.

6.2. PZR Yontemiyle integraz Genlerinin ve Integron Varhiginin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen 112 E. coli izolatindan kaynatma metodu ile DNA
izolasyonlar1 gergeklestirildi. Sinif 1 ve sinif 2 integronun integraz gen bolgelerine ait
spesifik primerler kullanilarak integraz gen varligi arastirildi. Integraz gen pozitif gikan
orneklerde smif 1 ve sinif 2 integron degisken bdlgelerine ait spesifik primerler

kullanilarak integron varlig1 belirlendi.
6.2.1. intl-1 Gen Amplifikasyonu

Sinif 1 integrona ait integraz gen bolgesinin belirlenmesi i¢in intl-1 genine 6zgii
primerler kullanilarak amplifikasyon iglemi gergeklestirildi. Buna gore 112 E. coli

izolatinin 51°1 (%46) intl-1 geni pozitif olarak saptandi.
6.2.2. intl-2 Gen Amplifikasyonu

Sinif 2 integrona ait integraz gen bolgesinin belirlenmesi i¢in intl-2 genine 6zgii
primerler kullanilarak amplifikasyon iglemi gergeklestirildi. Buna gore 112 E. coli

izolatinin 7’si (%6) intl-2 geni pozitif olarak saptandi.
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6.2.3. Siif 1 integron Amplifikasyonu

Simif 1 integron varliginin belirlenmesi i¢in 5°CS ve 3’CS primerleri kullanilarak
yapilan amplifikasyon sonucu toplam 112 E. coli izolatinin 38’inde (%33.9) simif 1

integron varligi saptandi. Kalan 13 (%11.6) izolatin bos integron igerdikleri belirlendi.
6.2.4. Siif 2 integron Amplifikasyonu

Simif 2 integron varligmin belirlenmesi i¢in hep51 ve hep74 primerleri
kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucunda 112 E. coli izolatinin 7’sinde (%6.3) sinif

2 integron varligi saptandi.

Izolatlarda tespit edilen smif 1 ve smif 2 integronlarin agaroz jeldeki amplikonlari

Resim 1’°de goriilmektedir.

123456 78 910111213

Smif 1 integron

Resim 1. Bazi izolatlardaki smif 1 ve sinif 2 integron amplikonlarinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii. 1: 100 bp DNA marker (Invitrogen, ABD), 2:
Siif 1 integron TEC002, 3: Smif 1 integron TEC064, 4: Siuf 1
integron TECO078, 5: Sinif 1 integron TEC091, 6: Sinif 1 integron
TECO005, 7: Smif 1 integron TECO015, 8: Smif 1 integron TEC057, 9:
Smif 1 integron TEC064, 10: Sinif 1 integron TEC064, 11: Smf 2
integron TEC004, 12: Sinif 2 integron TECO012, 13: Sif 2 integron
TECO026.

Toplam 112 E. coli izolatina ait integrona spesifik PZR sonuglart Tablo 9’da

gosterilmistir.
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Tablo 9. integrona spesifik PZR sonuglari

SiraNo Izolat Kodu intl-1geni intl-2 geni Smif | integron  Smmif 2 integron

1 TECO001 - - - -

2 TECO002 + - + -

3 TECO003 - - - -
4 TECO004 - + - +

5 TECO005 + - + -

6 TECO006 + - + -

7 TECO007 + - + -

8 TECO008 + - + -

9 TECO009 - - - -
10 TECO010 + - + -
11 TECO011 - - - -
12 TECO012 - + - +
13 TECO013 - - = -
14 TECO014 + - + -
15 TECO015 + - + -
16 TECO016 - - - -
17 TECO017 - = - -
18 TECO018 - - - -
19 TECO019 - - - -
20 TECO020 + - + -
21 TECO021 + - + -
22 TEC022 - - - -
23 TECO023 + - + -
24 TEC024 - - - -
25 TEC025 + - + -
26 TEC026 - + +
27 TECO027 - + - +
28 TECO028 - - - -
29 TEC029 + - - -
30 TECO030 - - - -
31 TECO031 + - - -
32 TECO032 - - - -
33 TECO033 - + - +
34 TECO034 + - + -
35 TECO035 - - - -
36 TECO036 - - - -
37 TECO037 + - + -
38 TECO038 + - - -
39 TECO039 - - - -
40 TECO040 - - - -
41 TECO041 - - - -
42 TEC042 - - - -
43 TEC043 + - + -
44 TECO044 - - - -
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Tablo 9 (devami) Integrona spesifik PZR sonuglari

SiraNo Izolat Kodu intl-1geni intl-2 geni Smif | integron Smif 2 integron

45 TECO045 + - + -
46 TECO046 + - - -
47 TECO047 - - - -
48 TECO048 - - - -
49 TECO049 - - - -
50 TECO050 - - - -
o1 TECO052 - - - -
52 TECO053 - - - -
53 TECO054 + - - -
54 TECO055 + - + -
55 TECO056 - - - -
56 TECO057 + - + -
57 TECO058 + - -
58 TECO059 + - - -
59 TECO060 + - + -
60 TECO061 - - - -
61 TEC062 + - - -
62 TECO063 - - - -
63 TECO064 + - + -
64 TECO065 - - - -
65 TECO066 + - - -
66 TECO067 + - + -
67 TECO068 - - - -
68 TECO069 - - - -
69 TECO070 - - - -
70 TECO071 + - + -
71 TECOQ72 + - + -
72 TECO074 - - - -
73 TECO75 + - + -
74 TECO076 + - + -
75 TECO77 - - - -
76 TECO078 + - + -
77 TECO080 - - - -
78 TECO081 - + - +
79 TEC082 + - + -
80 TECO083 + - + -
81 TECO084 - - - -
82 TECO085 + - + -
83 TECO086 - - - -
84 TECO087 + - - -
85 TECO088 - + - +
86 TECO089 - - - -
87 TECO090 + - + -
88 TECO091 + - + -
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Tablo 9 (devami) Integrona spesifik PZR sonuglari

SiraNo Izolat Kodu intl-1geni intl-2 geni Smif 1 integron  Siif 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

+
1

+
1

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. Integron iceren izolatlarda Integron Gen Kasetlerinin Analizi

Calismaya dahil edilen 112 E. coli izolatinda sinif 1 ve sinif 2 integron varligi

saptanan 45 izolattaki gen kaset igerikleri sekans analiz yontemiyle belirlendi.
6.3.1. Simif 1 ve Simif 2 Integronlara Ait Gen Kasetlerinin Belirlenmesi

38 izolatin igerdigi sinif 1 integronlara yapilan sekans analizi sonucu trimetoprim
ve streptomisin-spektinomisin direnglerinden biri veya ikisinden sorumlu dfrA7, dfr17-
aadA>5, dfrV, dfrAl-aadAl ve dfrAl2-aadA2 olarak adlandirilan 5 tip gen kaseti
belirlendi. 38 izolatin 7’sinin yaklasik 800 bp uzunlugunda smif 1 integron igerdigi
belirlendi. Bu 7 izolattaki 5 integronun dfrA7, 2 integronun dfrV gen kaseti igerdikleri
saptandi. 20 izolattan 18 izolatin yaklasik 1800 bp uzunlugunda dfrl7-aadA5, 1
integronun dfrAl-aadAl ve 1 integronun da dfrAl2-aadA2 gen kasetini icerdikleri
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belirlendi. Sinif 1 integron igeren 11 izolatin (TEC002, TEC005, TEC010, TECO015,
TECO020, TEC043, TECO055, TEC057, TECO072, TEC078 ve TEC091) sekans verileri

elde edilemedi.

Smif 2 integron pozitif 7 izolattaki integronlarin sekans analizi sonucu dfrAl-
sat2-aadAl ve dfrAl-sat2-aadA30 olarak belirtilen 2 tip gen kaseti bulundu. Sif 2
integron igeren izolatlardaki integronlari yaklasik 2500 bp uzunlugunda olduklar
belirlendi. Toplam 7 izolattan 2 izolatin dfrAl-sat2-aadAl, 2 izolatinda dfrAl-sat2-
aadA30 gen kasetlerini i¢erdikleri gosterildi. Sekans analizleri sonucu sinif 2 integron

iceren 3 izolatin (TEC012, TEC033 ve TEC081) sekans verileri elde edilemedi.
Sinif 1 ve siif 2 integronlara ait gen kaset igerikleri Tablo 10°da gdsterilmistir.

Tablo 10. Simif 1 ve sinif 2 integron pozitif izolatlarin ve igerdikleri integronlarin

ozellikleri
Izolat  Plazmit Integron Integron biiyiikliigii .
Sira No Kodu Adi smglﬁ (yakglaslk OIZ;lak) %; Gen kaset

1 TEC004 pAR38  Simif2 2500 dfrAl-sat2-aadAl
2 TEC006 pAR2  Simif'l 850 dfrA7

3 TEC007 pAR3  Simif'l 1800 dfrl7-aadA5

4 TEC008 pAR4  Simif'l 1800 dfr17-aadA5

5 TEC014 pARG6 Sinif 1 1800 dfr17-aadA5

6 TEC021 pAR9  Simif'l 1800 dfr17-aadA5

7 TEC023 pAR10 Smmifl 800 dfrA7

8 TEC025 pAR11 Smfl 1800 dfrAl-aadAl

9 TEC026 pAR40  Smf?2 2500 dfrAl-sat2-aadAl
10 TEC027 pAR41  Smf?2 2500 dfrAl-sat2-aadA30
11 TEC034 pAR12 Smfl 1800 dfr17-aadA5
12 TEC037 pAR13 Smfl 1800 dfr17-aadA5
13 TEC045 pAR15 Smf'l 800 dfrv

14 TEC060 pAR18 Smf'l 1800 dfr17-aadA5
15 TEC064 pAR19 Smfl 1800 dfr17-aadA5
16 TEC067 pAR20 Smf'l 1800 dfr17-aadA5
17 TEC071 pAR21  Smfl 800 dfrA7

18 TEC075 pAR23  Smf'l 1800 dfr17-aadA5
19 TEC076 pAR24  Smf'l 1800 dfr17-aadA5
20 TEC082 pAR26  Simif'1 1800 dfr17-aadA5
21 TEC083 pAR27 Simif'1 2000 dfrAl2-aadA2
22 TEC085 pAR28  Simif 1 1800 dfrl7-aadA5
23 TEC088 pAR44  Simif?2 2500 dfrAl-sat2-aadA30
24 TEC090 pAR29 Simif'l 1800 dfrl7-aadA5
25 TEC095 pAR31 Simfl 1800 dfrl7-aadA5
26 TEC104 pAR32 Simifl 800 dfrv

27 TEC105 pAR33  Simif'l 1800 dfr17-aadA5
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Tablo 10 (devami) Simif 1 ve simf 2 integron pozitif izolatlarin ve igerdikleri
integronlarin 6zellikleri

Izolat Plazmit Integron Integron biiyiikliigii .
Sira No Kodu Adi sinifi (yaklasik olarak) bp Gen kaseti
28 TEC106 pAR34  Simif 1 1800 dfr17-aadA5
29 TEC108 pAR35 Smifl 800 dfrA7
30 TEC113 pAR36  Smifl 1800 dfr17-aadA5
31 TEC114 pAR37 Smmifl 800 dfrA7

6.4. Konjugasyon Deneyleri

Smif 1 ve smif 2 integron igeren izolatlarda konjugasyon deneyleri sivida

ciftlesme yontemiyle gerceklestirildi. Siif 1 ve sinif 2 integron i¢eren 45 izolatin donor

olarak kullanildig1 konjugasyon deneylerinde 35 adet E. coli J53-2 transkonjuganti elde

edildi. Konjugasyon etkinliklerinin 10° ve 10™ arasinda olduklari belirlendi.

Konjugasyon etkinligi sonuglar1 Tablo 11°de gosterilmistir.

Transkonjugantlardan izole edilen plazmitlerin agaroz jelde goriintiilenen zayif

sinyalli bant yogunluklar1 biiyiiklik hesaplanmasmna izin vermedi. Fakat jeldeki

l6kalizasyonlar1 plazmitlerin >100 kb olabilecegini diigsiindiirmektedir.

Tablo 11. Sinif 1 ve sinif 2 integron igeren izolatlarin konjugatif plazmit igerikleri ve
transkonjugantlarin konjugasyon etkinlikleri

Sira No  Verici izolatlar Transkonjugantlar KOE?tJlLJi?l?isgion
1 E. coli TEC004 E. coli J53-2 (pTEC004) > 4x10™
2 E. coli TEC006 E. coli J53-2 (pTEC006) > 5x10™
3 E. coli TEC008 E. coli J53-2 (pTECO008) 1.7x10°
4 E. coli TEC010 E. coli J53-2 (pTEC010) 6.4x10®
5 E.coli TEC012 E.coli J53-2 (pTEC012)  0.24 x10°®
6 E.coli TEC014 E.coli J53-2 (pTEC014) 1.4 x10?
7 E. coli TEC015 E. coli J53-2 (pTEC015) 5.4x10°®
8 E. coli TEC020 E. coli J53-2 (pTEC020) 1.8x10°
9 E. coli TEC021 E. coli J53-2 (pTEC021) 7.9x10°
10 E. coli TEC023 E. coli J53-2 (pTEC023)  4.2x107
11 E. coli TEC025 E. coli J53-2 (pTEC025) 1.3x107
12 E. coli TEC026  E. coli J53-2 (pTEC026) 0.3x10”
13 E. coli TEC027 E.coli J53-2 (pTEC027) 1.8 x10?
14 E. coli TEC034  E. coli J53-2 (pTEC034) 1.5x10°®
15 E. coli TEC037 E. coli J53-2 (pTEC037)  4.7x10”
16 E. coli TEC045 E. coli J53-2 (pTEC045) 1.3x10°°
17 E. coli TEC060 E. coli J53-2 (pTEC060) 9.2x10”
18 E. coli TEC064 E. coli J53-2 (pTEC064) 2.9x10°®

52



Tablo 11 (devami) Simif 1 ve smuf 2 integron igeren izolatlarin konjugatif plazmit

icerikleri ve transkonjugantlarin konjugasyon etkinlikleri

. - Konjugasyon
Sira No Verici Izolatlar Transkonjugantlar Etkinligi
19 E. coli TEC067 E. coli J53-2 (pTECO067) 2x10~
20 E. coli TECO075 E. coli J53-2 (pTECOQ75) 0.6x10”
21 E. coli TECO076 E. coli J53-2 (pTECO76) 1.8x10°®
22 E. coli TEC081 E. coli J53-2 (pTECO081) 4.6x10°
23 E. coli TEC082 E. coli J53-2 (pTEC082) 3x10°
24 E. coli TEC083 E. coli J53-2 (pTECO083) 1x107
25 E. coli TEC085 E. coli J53-2 (pTECO085) 7.5x10°®
26 E. coli TEC088 E. coli J53-2 (pTECO088) 0.4x10”
27 E. coli TEC090 E. coli J53-2 (pTEC090) 0.4x10”
28 E. coli TEC091 E. coli J53-2 (pTEC091) 1.1x10°®
29 E. coli TEC095 E. coli J53-2 (pTECO095) 0.8x10°
30 E. coli TEC104 E. coli J53-2 (pTEC104) 1.9x10°®
31 E. coli TEC105 E. coli J53-2 (pTEC105) 0.9x10°
32 E. coli TEC106 E. coli J53-2 (pTEC106) 1.3x10°®
33 E. coli TEC108 E. coli J53-2 (pTEC108) 1.6x10°7
34 E. coli TEC113 E. coli J53-2 (pTEC113) 2.9x10”
35 E. coli TEC114 E. coli J53-2 (pTEC114) 10”7

6.5. Transkonjugantlarda integron Varhigimin Belirlenmesi

35 transkonjuganttan elde edilen plazmid DNA’larinin kalip olarak kullanildig:
integrona spesifik PZR reaksiyonu sonucu tiim transkonjugantlarin intl-1 ve intl-2
genlerini igerdikleri gosterildi. Boylece bu integronlarin konjugatif plazmid iizerinde

tasindiklar1 gosterildi.
6.6. Konjugatif Plazmitlerin Uyumsuzluk Gruplarimin Belirlenmesi

35 transkonjuganttaki plazmidlerin Inc gruplarinin belirlenmesi amaciyla yapilan
PZR reaksiyon sonucuna gore 6 plazmidin (%17) IncN, 1 plazmidin de (%3) IncQ
pozitif oldugu belirlendi. Higbir transkonjugantta IncP ve IncW gruplarina ait plazmide
12°de

rastlanmadi. Konjugatif plazmitlerin Inc gruplarina ait bilgiler Tablo

gosterilmistir.
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Tablo 12. Konjugatif plazmidlerin Inc gruplar

S’;l;)a Transkonjugant Adi Integron/Gen kaseti Inc grup

1  E.coliJ53-2 (pTEC004)  Smif2/dfrAl-sat2-aadAl IncN

5 E. coli 53-2 (pTEC010) Simuf 1 /Selfans ve_rllerl elde IncN
edilemedi

3 E. coli 53-2 (pTEC015) Simf 1 /Selfans ve_rllerl elde IncN
edilemedi

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

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

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

7  E.coliJ53-2 (pTEC026)  Simif 2 / dfrAl-sat2-aadAl IncQ

Resim 2 ve Resim 3’de Inc-spesifik PZR amplikonlar1 goriilmektedir.

| AR S B e i

IncN IncN

Resim 2. IncN spesifik PZR amplikonlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1:
100 bp DNA marker, 2: Negatif kontrol, 3: E. coli J53-2 (pTECO004), 4:
E. coli J53-2 (pTEC034), 5: E. coli J53-2 (pTECO075), 6: E. coli J53-2
(pTECO10), 7: E. coli J53-2 (pTECO060), 8: E. coli J53-2 (pTEC015).

12 3 43567 8§29

200 bp

Resim 3. IncQ spesifik PZR amplikonlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1:
100 bp DNA marker, 2: Negatif kontrol, 3: E. coli J53-2 (pTECO006), 4:
E. coli J53-2 (pTECO008), 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 (pTECO026).

54



7. TARTISMA ve SONUC

Septisemi gibi gram negatif bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlar 6nemli
mortalite ve morbidite nedenlerinden biridir (87). Ozellikle kan kiiltiirlerinden
bakterilerin izolasyon asamasi genellikle acil antimikrobiyal tedavi gerektiren ciddi bir
invaziv enfeksiyon gostergesidir. Kan kiltlirlerinden en sik izole edilen bakterilerin
basinda E. coli gelmektedir (88). Antibiyotik direnci insan sagligini ciddi olarak
etkileyen bir durumdur. Ozellikle klinik laboratuvarlarda direngli bakterinin dogru bir
sekilde saptanmasi ve antimikrobiyallere kars1 direncin belirlenmesi, klinisyenin

verecegi antibiyotik tedavisi agisindan 6nem arz etmektedir (89).

Bu calismaya Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi T1bbi
Mikrobiyoloji Egitim ve Hizmet Laboratuvari’na Ocak - Aralik 2014 tarihleri arasinda
gonderilen kan kiltiiriinden izole edilen 112 E. coli izolati dahil edilmistir. Bu
izolatlarin 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/siilfametoksazol
%53.6 olarak bulunmustur. Amikasin, imipenem ve meropeneme karsi direng
bulunmamustir. Ingiltere’de Abernethy ve ark.’nin (90) yaptiklari calismada kan
kiiltirlerinden izole edilen E. coli izolatlarinda ¢esitli antibiyotiklere duyarlilik oranlarn
siprofloksasine  %80.0,  trimetoprime  %60.0,  gentamisine  %90.0  ve
piperasilin/tazobaktama %80.0 olarak saptamislardir. Yilmaz ve ark.’nin (91) kan
kiiltirlerinden izole ettikleri E. coli izolatlar ile yaptiklari ¢alismada 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/siilfametoksazol direncini %62.0 piperasilin/tazobaktam direncini %39.8
olarak belirlerken, imipenem ve meropeneme karsi direng saptamamislardir. Giindogdu
ve ark.’nin (92) yaptiklar1 ¢alismada ampisilin sulbaktama %95.0, siprofloksasine
%67.8, gentamisine %48.0, trimetoprim/siilfametoksazole %78.0,
piperasilin/tazobaktam’a %40.7 ve amikasin, imipenem ve ertapeneme diisiik oranlarda
direncg belirlemislerdir (%3.4, %5.1 ve %3.4). Calismamizda yiliksek oranlarda bulunan
ampisilin  ve trimetoprim/siilfametoksazol direncinin  Yilmaz ve Giindogdu’'nun

calismalari ile uyumlu olarak yiiksek oranlarda saptanirken imipenem ve meropeneme
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karsi Giindogdu ve ark.’nin calismasinda oldugu gibi direng belirlenmemistir.
Gilindogdu ve ark. diisik oranlarda olsada amikasin ve imipeneme direng
belirlemislerdir. Calisma verilerimiz aksine Oksiiz ve ark. (93) c¢alismalarinda en
direngli antibiyotikleri trimetoprim/siilffametaksazol ve amoksisilin klavulonik asit
(%34.2 ve %26.9) olarak belirlemislerdir. En duyarli antibiyotikleri %4.9’luk oranla
imipenem ve amikasin olarak saptamislardir. Kim ve ark.’nin (94) 1456 izolat ile
yaptiklar1 ¢alismada ¢alismamiz ile uyumlu olarak imipenem direncini %0.2 olarak
saptarken, ampisilini %63.4’lik oranla en direncli antibiyotik olarak belirlemislerdir.
Barati ve ark. (95) caligmalarinda imipenem ve amikasini %2.5’lik oranla en duyarli,
ampisilini ise %87.5’lik oranla en direngli antibiyotik olarak bildirmislerdir.
Calismamizda aminopenisilinlere ve trimetoprim/siilfametoksazole yliksek oranda
direng tespit edilmistir. Bunun nedeni olarak yiiksek oranda diren¢ saptanan
antibiyotiklerin oral formlarinin  bulunmast ve Ozellikle toplum kaynakli
enfeksiyonlarda kullanilmasinin olabilecegi diistiniilmektedir (91). Ayrica hastaneler
antibiyotik kullaniminin yogun oldugu birimlerdir. Antibiyotik baskist altinda direngli
organizmalarin ortaya ¢ikis1 ve yayilist daha hizli olmaktadir (96). Ulkemizde ve farkli
cografik bolgelerde yapilan calismalarda E. coli izolatlarinda farkli antibiyotik
gruplarma karst degisen oranlarda direng gelisiminin oldugu gozlenmektedir.
Antibiyotik diren¢ profilleri hastaneden hastaneye farklilik gdsterebilecegi gibi ayni
hastanede klinikler arasinda bile farkli direng profilleri goriilebilmektedir.
Antimikrobiyallere diren¢ gelisim sikligi, hastanenin yapisi, hastalarin 6zellikleri,
hastanedeki invaziv girisim sikligina gére degismektedir. Bu nedenle her hastanenin
kendi diren¢ profilini bilmesi ve kendi antibiyotik kullanim politikasini gelistirmesi

onemlidir (97).

Calismada integron igeren izolatlarda cesitli antibiyotiklere karsi direng oranlari
ampisiline, streptomisine ve tetrasikline karst %66.6, gentamisine %40.0,
trimetoprim/siilfometoksazola %97.8, nalidiksik asite %64.4 ve kloramfenikola %26.6
olarak belirlenmistir. Kargar ve ark.’nin (98) integron iceren izolatlar ile yaptiklar
calismada  c¢alisma  verilerimiz  ile  uyumlu olarak  yiiksek  oranlarda
trimetoprim/siilfametoksazol (%79.7), streptomisin (%76.8), nalidiksik asit (%66.6) ve
tetrasiklin (%59.4) direnci saptarken diisiik oranda kloramfenikol direnci (%14.4)

belirlemislerdir. Murshed ve ark. (99) calisma verilerimiz ile uyumlu olarak sefaleksin,
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ko-trimetoksazol, gentamisin, kloramfenikol, tetrasiklin, nalidiksik asit ve ampisilin
direng oranlarini sirasiyla %79.0, %75.0, %54.0, %50.0, %77.0, %83.0 ve %96.0 olarak
belirlemislerdir. Jones ve ark. (100) integronlar ile yaptiklar1 ¢alismada ¢alisma
verilerimiz aksine ¢ok yiiksek oranlarda ampisilin (%100), sefaleksin ve streptomisin
(%89.0), kanamisin ve kloramfenikol (%84.0), gentamisin ve tetrasiklin (%79),
nalidiksik asit ve amikasin (%68.0) direnclerini saptamislardir. ispanya’da 2010 yilinda
yapilan bir ¢alismada (101) diren¢ oranlar1 ampisiline %54.8, nalidiksik asite %40.1,
gentamisine %14.9, streptomisine %47.4, tetrasikline %35.5,
trimethoprim/sulfametoksazole %35.5 ve kloramfenikole diren¢ bizim c¢alismamizda
oldugu gibi disiik oranlarda bulunmustur (%11.1). Ampisilin, nalidiksik asit,
trimethoprim/siilfametoksazol ve tetrasiklinler hem klinik hem de veterinerlikte siklikla
kullanilan antimikrobiyal ajanlardir (102). Calismadaki sinif 1 ve sinif 2 integron igeren
izolatlarin  diren¢ fenotipleri incelendiginde klinikte siklikla kullanilan bu
antibiyotiklere kars1 yiiksek oranlarda direng olustugu goriilmektedir. Sinif 1 ve sinif 2
integronlarin trimetoprim (dfr) ve streptomisin (aad) direncinden sorumlu gen
bolgelerini icerdikleri bilinmektedir. Ayrica sinif 1 integronlarin yapilar1 incelendiginde
3’korunmus bdlgelerinde sulfonomid direncinden sorumlu sull gen bdlgesi
bulunmaktadir (103). Literatiirde integronlarin antimikrobiyal direng ile iliskili oldugu
gosterilmistir (104). Karsilasilan yiiksek trimetoprim ve streptomisin direng oranlarinin
integronlarin  yapisinda bulunan bu gen bolgelerinden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Enterobacteriaceae’lardaki ¢oklu ilag direncinin integronlarda tasinan farkli
antimikrobiyal direng¢ genleriyle iliskili oldugu bilinmektedir (105). Ozellikle sinif 1 ve
siif 2 integronlarin farkli gram negatif izolatlar arasinda yaygin olarak bulunmalar1 ve
farkli direng paternlerini iceren farkli gen kasetlerini ekleme, ¢ikarma ve yer degistirme
Ozellikleri hastanede ¢oklu ilag direncinin yayilmasina yol agmaktadir (106, 107).
Calismada intl-1 ve intl-2 genleri sirasiyla %46 ve %6 olarak belirlenirken sinif 1 ve
siif 2 integron oranlart %33.9 ve %6.3 olarak saptandi. Sinif 1 ve smif 2 integronlarda
saptanan prevalansin diger caligmalarla nispeten uyumlu olduklar tespit edildi. Cin’de 6
yillik bir siirede 111 klinik E. coli izolatinda multipleks PZR ile smnif 1 ve simif 2
integronun integraz genlerinin bakildig1 ¢aligmada Intll ve intl2 oranlarimi %85.5 ve
%3.6 (108) olarak bulmuslardir. Benzer olarak Essen Zandbergen ve ark. (109) E.
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coli’lerde siif 1 integronlart %76, sinif 2 integronlari ise %43 oraninda saptamiglardir.
Ulkemizde klinik izolatlarda integron varli§i ve antibiyotik direng paternlerinin
belirlenmesi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Ozellikle hastane kaynakli salginlara neden
olan izolatlarda direncin belirlenmesi O6nem arz etmektedir (110, 111). Calisma
verilerimizle uyumlu olarak Cigek ve ark. (112) 2014 yilinda sinif 1 ve simif 2 integron
varligint arastirdiklar1 ¢alismada intll varligini %26.1, intl2 gen varhigini ise %4.1,
Sandall1 ve ark. (113) E. coli’ninde iginde bulundugu gram negatif klinik izolatlarda
yaptiklar1 ¢aligmada toplam 111 izolatin 32’sinin sinif 1 integron (%28.8) ve 2 izolatin
smif 2 integron (%0.9) icerdiklerini belirlemislerdir. Klinik izolatlarda integron
varligina bakildiginda sinif 1 integronlarin sinif 2°den daha yiiksek oranlarda bulundugu
belirlenmistir. Gram negatif bakteriler arasinda yaygin olarak bulunan simif 1
integronlarin ¢oklu ila¢ direnci ile iligkili oldugu bilinmektedir. Klinikte c¢oklu ilag
direng¢ genlerinin primer kaynagi olarak tespit edilmislerdir ve mikrobiyal popiilasyonda
antimikrobiyal diren¢ genlerinin rezervuari olarak bilinmektedirler. Hastanelerde ¢oklu
ila¢ direngli izolatlardaki direncin yiiksek oranlarda bulunan integronlarla horizontal
olarak benzer veya farkli izolatlara yayilmasi enfeksiyon tedavisinde kullanilacak
antibiyotiklere karsi hizli bir sekilde direng gelismesine, bununla beraber tedavide

basarisizliklara yol agacagini diisiinmekteyiz.

Antibiyotik direnci yalnizca klinikte degil veterinerlikte de kiiresel bir sorun
haline gelmistir. Ozellikle antibiyotik direncinin yayilmasinda rol oynayan hareketli
genetik elemanlardan olan integronlar dikkat ¢ekmektedir. Vahsi kus tiirleri igme
sularinda ve gevrede fekal kirlenmede onemli rol oynamaktadir. Sacristan ve ark.’nin
(104) bu konuda yaptiklari g¢alismada smif 1 integron varligimi %31.2 olarak
bulmuslardir. Cocchi ve ark.’nin (114) insan ve ¢iftlik hayvanlarindan izole ettikleri 120
E. coli izolatinda simf 1 ve 2 integron varhigini inceledikleri ¢alismada g¢alisma
verilerimize uyumlu olarak sinif 1 ve sinif 2 integron varligimi %36.6 ve %3.3 olarak
belirlemislerdir. Torre ve ark.’nin (115) domuzlardan izole edilen kommensal E. coli
izolatlartyla yaptiklar1 calismada, calismamiz ve literatlir verilerinin aksine sinif 2
integron varligmi (%47.5) smif 1 integronlardan (%33.8) daha yiiksek oranlarda
bulmuglardir. Bu arastirmacilar calismalarinda izolatlarin antibiyotiklere duyarlilik
profillerini vermedikleri i¢in integronlarla diren¢ fenotipleri arasinda iligki kuramadik.

Caligmamizda sinif 1 integron varligimi yiliksek oranlarda bulmamiz, izolatlarin direng
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fenotipinde yiiksek oranlarda goriilen trimetoprim/siilfametoksazol direncinin siif 1
integronlarin yapisinda bulunan sul genlerine bagl olarak gelistigini diisiindiirmektedir.
Antibiyotik direncinin yayiliminda o6nemli rol oynayan integronlar ile farkli
kaynaklardan izole edilmis E. coli izolatlariyla ilgili bir¢ok calisma mevcuttur. Bu
caligmalarda, insan kaynakli (116, 117) hayvan kaynakli (118, 119), akarsular (120,
121) saglikli insanlar (122, 123) ve besin kaynakli (124) 6rnekler kullanilmistir. Hayvan
kaynakli E. coli’ler ile ilgili yapilan ¢alismada (119) ¢alismamiz verileriyle uyumlu
olarak smif 1 integron ve smif 2 integron oranlarmi %54.5 ve %9 olarak
belirlemislerdir. Arastirmacilar akarsulardan (121) izole edilen E. coli’lerde sinif 1
integron oranini %69.1 olarak saptamiglar ve sinif 1 integronlarin yapisinda bulunan sul
genlerine bagli olarak ¢alismamizda oldugu gibi yiiksek oranda SXT direnci
bulmuslardir. Calisma verilerimizin aksine hayvan kaynakli E. coli’ler (118) ile yapilan
calismada smif 2 integron orani (%47.5) smif 1’den (%33.8) daha yiiksek bulunmustur.
Bu caligmada smif 1 integronlarin diisiik oranlarda bulunmasinin cografik bolgedeki
farklilik, 6rneklem sayis1 veya diren¢ genlerinin farkli transpoze olabilen elemanlar ile
taginabileceginden kaynaklandig: diisliniilebilir. Ayrica ¢evre, direng genleri i¢in 6nemli
bir kaynaktir. Cevrede antibiyotik iireten organizmalarin klinik patojen izolatlarda
bulunan diren¢ genlerinin kaynagi olduklarina dair teoriler mevcuttur. Bu nedenle
antibiyotik direng genleri tagiyan ¢evresel bakterilerin integronlar gibi hareketli genetik
yapilarla klinige tasinmast halk sagliginda Onemli bir sorun olusturacagi

diistiniilmektedir (125).

Calismamizda intl gen pozitif bulunan izolatlarda integronlarin degisken bolgesini
amplifiye etmek i¢cin 5’CS ve 3’CS primerleri kullanilarak yapilan PZR reaksiyonlar
sonucu 13 izolatin bos integron igerdikleri belirlenmistir. Literatiirde bos integron igeren
izolatlarda muhtemelen ¢ok biiyiik bir gen kasetinin olmasmim ve bu gen kasetlerinin
amplifiye edilememesinden kaynaklandigini belirten caligmalar mevcuttur (63, 126,
127). Ayrica bos integron igeren izolatlarda siif 1 integronlarin 3’korunmus
bolgelerinin eksik olmasi veya erken stop kodon varligimin bu integronlarin amplifiye
edilememelerine sebep olabilecegide diistiniilmektedir (128). Calismada 13 izolatta

hicbir gen kaseti bulunmadigi i¢in bu integronlar bos integron olarak adlandirilmaktadir.

Integronlarin igerdikleri gen kasetleri ile ilgili Ispanya’da 2008 yilinda yapilan bir

calismada 100 saglikli insan diskisindan izole edilen E. coli izolatinin 29’unda sinif 1 ve
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2 integron varligini saptamiglar ve bu integronlarin icerdikleri gen kasetlerini
belirlemislerdir. Gen kaset analizleri sonucu smif 1 integronlarda dfrAl + aadAl,
aadA, dfrAl7 + aadAb, dfrA7, dfrA5, dfrAl ve dfrA12 + orfF + aadA2 olmak iizere 7
farkli tipte gen kaseti belirlemislerdir (129). Trimetoprim direncinden sorumlu dfrA
genlerinin hem klinik hem de kommensal E. coli’deki varliklar literatiirde verilmistir
(130, 131). Ayrica bazi arastirmacilar trimetoprim direncinden sorumlu dfrAl gen
kasetlerini yaygin olarak hayvan ve insanlardan izole edilmis E. coli’lerde
saptamiglardir (132, 133, 134). Hastane kaynakli izolatlar ile yapilan ve calisma
verilerimize benzer olarak Cigek ve ark. (112) caligmalarinda yaygin olarak dfrAl,
dfrA5, dfrA7, dfrAl7, aadAl, aadA5 ve sat2 gibi gen kasetlerini bulmuslardir. Gram
negatif bakterilerde yapilan calismada Sandalli ve ark.’nin yaptiklari sekans analizleri
sonucunda ¢alismamizla uyumlu olarak aadAl, aadA2, aadA5, dfrAl, dfrA5, dfrA7 ve
dfrA17 gibi gen kaset tiplerini belirlemislerdir. Ayrica dfrAl7 benzeri yeni bir gen
kaseti bulmuslarlardir (113). Calismamiz verileri aksine Mengeloglu ve ark.’nin (135)
2014 yilinda Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda
integron varligini arastirdiklar1 ¢aligmada bu izolatlarin (aacCl-aadAl ve aac (3)-1) ve
(blaOXA-30-aadAlve blaOXA-11-cmlA7) olarak adlandirilan farkli gen kasetlerini
icerdiklerini belirlemislerdir. Ik kez P. aeruginosa izolatinda tanimlanan blaOXA-11-
cmlA7 kaseti literatiire kazandirilmistir. Mengeloglu ve ark.’nin bu ¢aligmalarinda grup
1 okzasilinaz enzimlerini kodlayan blapxa-11 Ve blaoxa-s0 geninin bulunmasi fenotipik
olarak beta laktamlara direng saglarken, cmlA7 geni kloramfenikol direncinden
sorumludur. Benzer sekilde Tiirkiye’de P. aeruginosa izolatlariyla yapilan ¢ok merkezli
bir calismada yaygin olarak sinif 1 integron varligi saptanmis ve integron sekans analizi
sonucu aadAl, aac(3)-1d-orf-aac(3”)-la, aac(3)-le-blaoxal0-aadAl, aadA6, aac(6’)-I-
orf-aadA2 tipte c¢alisma verilerimizden farkli gen kasetleri bulunmustur (79).
Calismalardada goriildiigii gibi farkli tiirlerdeki bakterilerde farkli antibiyotiklere
fenotipik olarak diren¢ olmasi igerdigi gen kaset tiirlerininde farkli olmasim
saglamaktadir. Bu direnglerin integronlar iizerinde taginmasi bu farkli direng
kasetlerinin diger tiirlere de yayilabilecegini diisiindiirmektedir. E. coli’ler ¢evre
izolatlarda fekal kirlenmenin bir gostergesi olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ozellikle
cevresel kaynakli E. coli’lerde direng genlerinin yayilmasinda rol oynayan integronlarla

ilgili bolgemizde galismalar mevcuttur. Ozgiimiis ve ark.’nin su kaynakli E. coli’ler ile
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yaptiklar1 ¢alismada ¢alismamizla uyumlu olarak dfrl-aadAl ve dhfrAl7-aadA5 gen
kasetlerini igeren sinif 1 integron varligini belirlemislerdir (110). Ayni calisma
grubunun sulardan izole ettikleri gram negatif bakterilerle yaptiklar1 ¢alismada siif 1
ve smif 2 integronlarda c¢alismamizla uyumlu olarak dfrAl, dfrA7, dfrAl7, aadAl,
aadA5 gen kasetlerinin yaninda farkli olarak dfrA16, dfr2d ve blaOXA-30, satl olarak
adlandirilan gen kasetlerini belirlemiglerdir. Ayrica Citrobacter koseri izolatinda ilk kez
dfrA16 olarak adlandirilan gen kasetini gostermislerdir (85). Nehirler ¢oklu ilag direngli
Enterobacteriaceae igin bir alan olusturmaktadirlar ve bu alanlar ¢evredeki antibiyotik
diren¢ belirleyicileri i¢in rezervuar olabilir. Smif 1 ve smif 2 integron igeren
Enterobacteriaceae’larin sularda yaygin olarak bulunmasi ve tasidiklari direnci 6nce
cevreye ardindanda insan patojenlerine bulastirmalarinin insan sagliginda tehdit

olusturabilecegini diistindiirtmektedir.

Calismamizda izolatlara ait gen kasetlerinin boyutlart PZR reaksiyonu sonucu jel
elektroforez sisteminde marker kullanilarak belirlenmis ve boyutlar: hakkinda yaklasik
bir sonu¢ verilmistir. Sekans reaksiyon sonucunda ¢ikan DNA dizileri BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) ve  CLUSTALW2  (http://www.ebi.ac.
uk/Tools/msa/clustalw2) programlari kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sirasinda gen
kasetlerinin boyutlarin1 bu programda tam olarak hesaplamak miimkiindiir. Fakat
calismamizda kullanilan Genetik Analizor 3130 DNA dizi analizi cihazinda (Applied
Biosystems, ABD) tek yonlii (tek primer) sekans igleminde iyi bir okuma olursa
yaklasik 800 bp’lik bir bolge sekans edilebiliyordu. Ornegin 1800 bp’lik bir gen kaseti
icin ¢ift yonlii sekans (hem forward hem revers primer kullanilarak) yapildig:
diisiintiliirse yaklasik 1600 bp’lik bir bolgenin sekansi gerceklestirilmis olacakti. Arada
kalan 200 bp’lik bolge i¢in yeniden o bolgeye spesifik primer dizayn edilip tekrar
sekans isleminin yapilmasi gerekmekteydi. Yeni primerler temin edilemediginden
dolayr elimizdeki olanaklarla gen kasetlerinin boyutlar1 yaklagik bir deger olarak

verilmistir.

Sinif 1 ve sinif 2 integron igeren izolatlarin sekans analizleri gerceklestirilmeden
once bu integronlara ait PZR iiriinleri pPGEM-T Easy Vektor sistemlerine klonlandiktan
sonra transformasyon asamasi gergeklestirilmistir. Transformasyondan sonra segilen
klonlardan plazmit DNA’lar izole edilmistir. Izole edilen plazmit DNA’larin sekans

analizleri gergeklestirilmistir. Ancak siif 1 integron iceren 11 izolatin ve simif 2
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integron iceren 3 izolatin sekans analizleri gergeklestirilememistir. Sekans1 yapilamayan
orneklerin bant uzunluklarma bakildiginda yaklasik 1800-3100 bp arasinda degistigi
gozlenmistir. Orneklerin klonlanmasi esnasinda pGEM-T Easy Vektor sistemine ilave
olarak pMini klonlama sistemi de kullanilmistir. Bu 6rneklerin sekans analiz verilerinin
elde edilemeyisinde bir¢ok faktoriin etkili olabilecegini diistinmekteyiz. Bunlardan biri
klonlamanin gergeklesmemis olabilecegidir. Nitekim yaptigimiz ¢aligmada plazmit
izolasyonunda ayni klona ait 3 farkli koloniden yapilan plazmit izolasyonunda farkli
plazmit bant profilleri gozlenmistir. Go6zlenen plazmitlerinde tam olarak boyutlari
hesaplanamamistir. Genetik Analizér 3130 DNA dizi analiz cihazinin kapillerinin eski

olmasinin da sekans sonuglarini etkileyebilecegini diisiinmekteyiz.

Bakteriyal konjugasyon mekanizmalari yatay gen transfer mekanizmalarindan biri
olmakla birlikte 6zellikle konjugatif plazmitler araciligiyla antibiyotik direng
paternlerinin aktarilmasinda &nemli rolleri vardir (136). Integron iceren izolatlarda
direncin konjugatif bir plazmid ile aktarilip aktarilmadiginin belirlenmesi igin
konjugasyon deneyleri yapildi. Bu amacla F 6zellikte olan, metiyonin ve prolin
aminoasitlerini sentez edemeyen bir E. coli K-12 susu olan J53-2 kullanildi. Bu sus
kromozomal olarak rifampisine direnglidir. Konjugasyon deneylerine baglamadan 6nce
bu susun direng profili antibiyogram testleri yapilarak dogrulandi. Literatiirde yapilan
calismalarda konjugasyon deneylerinde E. coli J53-2’ye aktarilmig transkonjugantlarin
secilmesinde kullanilan antibiyotik miktarlar1 farkli oranlarda verilmistir (84, 85).
Caligmamizda 35 adet E. coli J53-2 transkonjuganti elde edildi ve bu izolatlarin
konjugasyon etkinliklerinin diisik olduklari (10° ve 107 belirlendi. Calisma
verilerimizin aksine Cicek ve ark.’nin (112) yaptiklari ¢ok merkezli bir ¢aligmada sinif
1 integron igeren 49 E. coli izolatinin 2’sinde konjugasyon etkinligi 10° ve 102 arasinda
olan konjugatif plazmid belirlemislerdir. Goniillii ve ark. (137) E. coli’ler ile yaptiklari
cok merkezli bir ¢alismada yine c¢alisma verilerimiz aksine yiiksek konjugasyon
etkinligine sahip (10°3-10%) konjugatif plazmid belirlemislerdir. Calismamiza gore
coklu ila¢ direncinin yayilmasinda rol oynayan integronlarin diigiik konjugasyon
etkinligine sahip plazmidler {izerinde tasinmasinin, hastanemizde direncin yayilmasinda

bu plazmidlerin gok biiyiik bir tehdit olusturmayacagini diisiindiirmektedir.

Plazmidlerin direng genlerinin yayilmasinda énemli rol oynadiklart bilinmektedir.

Bu yiizden plazmidlerin identifikasyonu ve smiflandirilmasi 6zellikle konjugatif
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plazmidlerin yayilmasinda rol oynayan Inc grup plazmidlerin karakterizasyonu bu
acidan dikkat ¢cekmektedir. Yapilan ¢alismada elde edilen transkonjugantlarin 6’sinin
IncN ve 1 transkonjugantinda IncQ plazmid grubuna ait oldugu belirlendi. Calismamiz
verileri aksine Almanya’da Tennstedt ve ark.’min (57) yaptiklar1 ¢alismada atik su
aritma tesislerinden antibiyotik direnci tasiyan plazmidler izole edilmis ve bu
plazmidlerden 6 tanesinde sinif 1 integron ile iliskili gen kasetlerinin kendi kendine
tranfer olabilen IncP grubuna ait olduklar1 saptanmistir. Wu ve ark. (138) toplam 501 E.
coli izolatinda sulfonamid diren¢ geni tasiyan plazmidlerin prevalansim ve
karakterizasyonunu belirledikleri ¢aligmada 109 izolatin diren¢ geni tasidiklarini
belirlemigler ve konjugasyon deneyi ile de 57 izolatin 42’sinde direng geninin
konjugatif plazmid ile aktarildigini gostermislerdir. Bu konjugatif plazmitlerin Inc
gruplarina baktiklarinda FII, FIB, I1, FIA, B/O, FIC, N, HI1 ve X1 olarak adlandirilan 9
farkli Inc grup belirlemislerdir. Ulkemizde bu alanda yapilan ¢alismalar oldukga
kisithidir. Goniillii ve ark.’nin E. coli’de yaptiklar1 ¢alismada genislemis spektrumlu beta
laktamaz enzimini kodlayan genleri belirlemisler ve bu genlerin aktarilmasinda 18
konjugatif plazmitin rol oynadigini bulmuslardir. Bu plazmitlerden 1 tanesinin yaklasik
65 kb uzunlugunda ve IncF1 grubuna ait oldugu, diger 17 plazmitin yaklasik 140 kb
uzunlugunda biiyiik plazmitler olduklarini ve IncFII grubuna ait olduklarini
belirlemislerdir (137). IncP ve IncN grup plazmidler, genis bir konak araligi sunan ve
etkili konjugatif plazmidlerin bulundugu gruplar olarak bilinmektedirler (139).
Calisgmamizda smif 1 ve smif 2 integron igeren izolatlarin bu plazmit gruplarinda
bulunmas: klinikte ¢oklu ilag direncinin ¢ok ¢esitli bakteri tiirlerine yayilmasinda énem
arz etmektedir. Ayrica Inc gruplarmin belirlenmesi amaciyla yapilan deneylerde
elimizde Inc gruplarina ait pozitif kontroller bulunmadig i¢in bant uzunluklarimizi 100
bp’lik markira gore degerlendirdik ve literatiir verileri ile karsilagtirdik. Normalde
plazmitlerin Inc gruplarimin belirlenmesi i¢in 5 multipleks 3 basit PZR isleminin
gerceklestirilmesi icin 18 ¢ift primer dizayn edilmistir. Buna gore FIA, FIB, FIC, HI1,
HI2, 11-Ig, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F ve FIIA olmak iizere Inc grup
tiplendirilmesi yapilmaktadir. Bizim elimizde klinikte de yaygin olarak bulunan Inc
gruplarina ait (IncP, IncN, IncQ ve IncW) primerler bulundugu i¢in ¢alismamizi bu
primerler ile gergeklestirdik. Calisma sonuglarimiza gére bu verilerin ilerleyen

¢alismalarimiz i¢in 6n bilgi olusturacagini diisiinmekteyiz.
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Sonu¢ olarak bu calismada antibiyotik direncinin yayilmasinda rol oynayan
hareketli genetik elemanlardan olan integronlarin igerdikleri gen kasetleri belirlenmis
oldu. Hastaneler antibiyotik kullaniminin yogun oldugu birimlerdir. Calismada ¢oklu
ilag direngli izolatlarda bulunan gen kasetlerinin ¢evre orjinli izolatlarda da goriilmesi
bu direncin horizontal olarak yayildigini gdstermektedir. Ayrica direncin aktarilmasinda
rol oynayan integronlarin bazilarinin konjugatif plazmitler iizerinde yerlesmeleri direng
genlerinin aktarilmasmnda énem arz etmektedir. Ulkemizde konjugatif plazmitlerin
gruplandirilmasinda rol oynayan Inc grup tipleme ile ilgili veriler kisitlidir. Calismamiz
biitlin bu ydnlerin aydinlatilmasina olanak saglamis olup literatiire bu yoniiyle yeni

veriler kazandiracagini diisiinmekteyiz.
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8. SONUC ve ONERILER

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji

Egitim ve Hizmet Laboratuvari’na Ocak-Aralik 2014 tarihleri arasinda gonderilen 107

hastaya ait kan kiiltiiriinden izole edilen 112 E. coli izolatinda integron gen kaset varligi,

dirence neden olan gen kasetlerinin diren¢ paternlerinin belirlenmesi ve integronlarin

yayiliminda rol oynayan konjugatif plazmitlerin tiplendirilmesi amaciyla yapilan bu

calisma sonucunda asagidaki veriler elde edilmistir.

1.

Kan orneklerinden izole edilen 112 E. coli izolatinin 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/
stilfametaksazol %53.6 olarak bulundu. Amikasin, imipenem ve meropeneme

karsi1 diren¢ bulunmadi.

Sinif 1 integron varligr igin 112 E. coli izolatinin 51° i (%46) intl-1 pozitif
olarak belirlendi ve 38’inde (%33.9) sinif 1 integron varligi saptandi. Kalan

13 (%11.6) izolatin bos integron igerdikleri belirlendi.

Sinif 2 integron varligi igin 112 E. coli izolatinin 7° si (%6) intl-2 pozitif

olarak saptandi ve 7’sinde (%6.3) siif 2 integron varligi saptandi.

Otuzsekiz izolatin tasidigi smif 1 integronlarin sekans analizleri sonucu
trimetoprim ve streptomisin-spektinomisin direncinden sorumlu dfrA7, dfr17-
aadAb5, dfrV, dfrAl-aadAl ve dfrAl2-aadA2 olarak adlandirilan 5 tip gen
kaseti belirlendi. 11 izolatin tagidigi sinif 1 integronlarin sekans verileri elde

edilemedi.

Smif 2 integron amplifikasyonu sonucunda pozitif bulunan 7 izolatin
integronlarmin sekans analizi sonucu dfrAl-sat2-aadAl ve dfrAl-sat2-
aadA30 olarak belirtilen 2 tip gen kaseti bulundu. Sinif 2 integron igeren 3

izolatin tasidig1 integronlarin sekans analiz verileri elde edilemedi.

Yapilan konjugasyon deneylerinde smif 1 ve smf 2 integron iceren 45

izolatin donor olarak kullanildigi konjugasyon deneylerinde 35 adet E. coli
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J53-2 transkonjuganti elde edildi. Transkonjugantlarin konjugasyon

etkinliklerinin 10 ve 10™° arasinda olduklari gdsterildi.

7. Otuzbes transkonjuganttaki plazmitlerin Inc gruplarinin  belirlenmesi
amaciyla yapilan PZR reaksiyon sonucuna gore 6 plazmitin (%17) IncN, 1
plazmitin de (%3) IncQ pozitif oldugu belirlendi. Higbir transkonjugantta

IncP ve IncW gruplarina ait plazmite rastlanmada.

Hastanemiz kan Orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinda direncin
yayilmasinda 6nemli rol oynayan integronlarin E. coli izolatlarinda integron gen kaset
varliklart  ve igerdikleri diren¢ paternleri belirlendi. Ayrica integronlarin
aktarilmalarinda rol oynayan konjugatif plazmitlerin varliklar1 belirlendi ve bu
plazmitlerin Incompatibility (Inc) gruplart replikon tiplendirme yoOntemiyle
gruplandirildi. Direncin yayilmasi, enfeksiyon tedavisinde sorunlara yol a¢gmakta ve
dogru antimikrobiyal tedavi secilmesini etkilemektedir. Dirence neden olan genetik
elemanlarin belirlenmesi klinisyenlerin enfeksiyon tedavisinde dogru antimikrobiyal

tedavi vermesinde yonlendirici olacak yaklasimlara katki saglayacaktir.
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