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1. OZET

Klebsela pneumoniae ve Escherichia coli Suslarinda Genislemis Spektrumlu Beta-

laktamaz Genlerinin Klonlanmas

Amac: Bu calismada, kan kiltlrlerinde dretilmis, fenotipik testler ve PZR ile farkli
genislemis spektrumlu beta laktamazlar Urettigi belirlenmis klinik Klebsiella pneumoniae ve

Escherichia coli izolatlarindaki blacrx-m, blasqv, blarem genlerinin klonlanmasi amaclanmistir.

Y ontem: Calismaya, Dokuz Eylul Universitesi Hastanesinde 2004 yilinda kan kiltirlerinden
izole edilen toplam 21 E. coli ve K. pneumoniae susu alindi. Suslarda blacrx-u, blagqy, blarew
varligr PZR ile aragtirildi. Aralarindan farkli GSBL' ler Ureten alti izolat segildi ve bu izolatlar
klonlama c¢alismalarina alindi. Klonlama icin T/A klonlama yapan "InsTAclone™ PCR
Cloning Kit" kullanildi. Dogru genlerin klonlandigimin anlasiimasi amaciyla koloni PZR
yapildi. Klonlanan genin varligim gostermek icin dizi analizi 6nces klonlardan plazmid
izolasyonu yapildi. Secilen suslardan blacrx.m, blasqy, blarem genlerinin niikleotid dizilerinin

belirlenmes igin dizi analizi yaptirild.

Bulqular ve Sonug: Calismaya alinan toplam 21 susta GSBL pozitifligi saptandi. PZR

sonucu CTX-M-1 pozitif olan suglarin sayisi 18, TEM pozitif olan suslarin sayisi 11, SHV
pozitif olan suslarin sayisi 9 olarak saptandi. Segilen izolatlardaki bla genlerinin klonlanmast
sonucunda, PZR urunini alan vektorlerde lacZ geni inaktive edildigi icin LB agarda laktoz
negatif, beyaz koloniler; PZR Urinuni almayan vektorlerde ise laktoz pozitif mavi koloniler
olustu. Koloni PZR ile klonlarin aktarilan gen agisindan pozitif oldugu bulundu. Dizi analizi
sonuglarina gore CTX-M klonlarinda CTX-M-3 ve CTX-M-15, SHV klonlarinda SHV-5 ve
SHV-12 ve TEM klonlarinda ise TEM-1 bulundu. Sonuglarimiza gore GSBL Ureten TEM

klonlarinin segiminde basarisiz olundugu dustnuldd.

Anahtar Kelimeler: Klonlama, GSBL, PZR




2.3 UMMARY

Cloning of the Extended Spectrum Beta-lactamases of Klebsiella pneumoniae and
Escherichia coli Strains

Objective: To perform cloning of blacrx.m, blagyy and blagm genes which are found in
extended spectrum beta-lactamases Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli strains

isolated from blood cultures.

Methods: Twenty one K. pneumoniae and E. coli strains isolated from blood cultures at
Dokuz Eylul University Hospital in 2004 were taken in to the study. blacrx.m, blagsy, blarem
presence was sought by PCR. Six isolates producing different ESBL types were selected
among these isolates and these strains were taken in to the cloning studies. InsT Aclone™
PCR Cloning Kit was used for T/A cloning. Colony PCR was performed to ascertain that the
correct genes was cloned. Plasmid extraction was performed to reveal the presence of cloned
genes before sequencing. Sequencing was performed on both strands to determine nucleotide

sequences of blactx.u, blagywy, blarem genesfrom selected strains.

Results and Conclusion: ESBL pattern was detected in 21 strains in our study. According to

the result of specific PCR for bla genes, eighteen isolates had blactx.m, nine isolates had
blagyv and eleven of them had blameu.. Asaresult of cloning, vectors with PCR product which
had inactive lacZ gene produced lactose negative, lucid colonies on LB agar. On the other
hand vectors without PCR product produced lactose positive, blue colonies on LB agar.
Clones were found positive for the transfered genes. The sequence analysis revealed that;
CTX-M-3 and CTX-M-15 were found in the CTX-M clones, SHV-5 and SHV-12 were found
in the SHV clones and TEM-1 were found in the TEM clones. According to the results, there
was afailurein selecting of TEM clones producing GSBL.

Key Words: Gene Cloning, ESBL, PCR



3. GIRIS VE AMAC

Gram negatif mikroorganizmalar hastane kaynakli infeksiyonlar basta olmak tzere idrar yolu
infeksiyonlari, yara yeri infeksiyonlari, pnémoni, bakteriyemi ve sepsis gibi ciddi klinik
tablolara yol agmaktadir (1). Bu infeksiyonlarin tedavisinde genellikle beta laktam
antibiyotikler tek basina veya diger grup antibiyotiklerle kombine olarak kullamlmaktadir.
Ancak son zamanlarda bu antibakteriyel ajanlarin yaygin kullammina bagli olarak beta-
laktam antibiyotiklere diren¢ oranlar1 ve bu dirence bagli tedavi basarisizliklar: artmaktadir
(2,3). Gram negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere kars: diren¢ gelisiminde sorumlu
mekanizmalar icinde en 6nemlisi bakterilerin Urettigi beta-laktamaz enzimleridir (4).

Son yirmi yillik dénemde birgok yeni beta-laktam antibiyotik gelistirilmis ancak tedaviye
giren her yeni antibiyotikle birlikte bu antibiyotige karsi dirence neden olan yeni beta-

laktamaz gruplar: da ortaya ¢ikmistir (5).

Enterik bakterilerde bulunan plazmid kaynakl1 beta-laktamazlar (TEM-1, TEM-2 ve SHV-1)
baslangigta penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidrolize edebilen enzimler iken
sonralart bu enzimleri kodlayan genlerde ortaya ¢ikan mutasyonlar sonucu Genislemis
Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL) adh verilen ve son kusak sefalosporinleri hidrolize
edebilen beta-laktamazlar ortaya cikmistir (6,7). GSBL'ler, Klebsiella pneunoniae ve
Escherichia coli basta olmak Uizere siklikla Enterobacteriaceae Uyelerinde gorulmektedir (8).
Y apisal 6zellikler ve evrimsel iliskiler agisindan GSBL’ler TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB,
GES/IBC, TLA, BES, OXA olmak Uzere dokuz farkli grup iginde siniflandirilmaktacdir (9).
Ulkemizde Enterobacteriaceae Uyelerinde en sk TEM, SHV, CTX-M tipi enzimler
gOzlenmektedir (10, 11, 12).

Beta-laktamazlar arasinda CTX-M tipi GSBL' lerin prevalans: 1995 den beri hizla artmakta ve
Ozellikle toplum kokenli Enterobacteriaceae Uyelerinde giderek blyuyen bir sorun olarak
karsimiza gikmaktadir (8).

GSBL'lerin tanimlanmasi ve tiplendirilmes ile ilgili en 6nemli sorun Ozellikle hastane
kokenli izolatlarin birden fazla GSBL'yi aym anda Uretmeleridir (13,14). Bu nedenle
antibiyogram, izodektrik odaklama gibi fenotipik yontemlerin sonuclariyla hangi tip
GSBL'nin dretildigine karar vermek hemen hemen imkansizdir (5,15,16). Oysa ki GSBL
yayiliminin engellenmesindeki ilk basamak toplum veya hastane kdkenli izolatlarda hangi tip

GSBL'nin hakim oldugu, yayilma hiz1 ve yollarinin anlasiimasidir. Bunun igin de dncelikle



izolatlarin igerdigi GSBL tipleri dogru olarak tammlanmalidir. Son yillarda Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve dizi analizi gibi molekuler yontemlerin bu soruna biyik olglide ¢bzim
getirmesine ragmen, tek basamakli PZR ve ardindan dizi analizi uygulamasi aynm aileden
birden fazla GSBL Uretildiginde yanlis veya yetersiz sonu¢ vermektedir. Bu nedenle de
oncelikle bakterilerin Urettigi GSBL’lerin ayriimas: gerekmektedir. Bu agidan, beta laktamaz
genlerinin klonlanmasi, ardindan dizi analizi uygulanmasi yeglenen yontemdir.

Onceki yillarda Dokuz Eylil Universites Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali'nda GSBL'ler ile ilgili ¢esitli caligmalar yapilmustir. Ancak bu enzimlerin klonlanmasi
ile ilgili calismalar hentiz yapilmamstir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda kan kulturlerinde
uretilmis, fenotipik testler ve PZR ile farkli genislemis spektrumlu beta laktamazlar Urettigi
belirlenmis klinik Klebsella pneumoniae ve Escherichia coli izolatlarindaki blacx.m blatem

blasw genlerinin klonlanmas: amaglanmaktadir.



4. GENEL BIiL GILER

Antibiyotik direnci gerek toplum gerekse hastane kokenli infeksiyonlarin tedavisinde giderek
artan bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (17).

1939'da penisilinler saf olarak elde edilmis ancak hemen ardindan 1940'da Abraham ve
Chain E. coli'de penisilini pargalayan penisilinazi bulmustur. 1944 yilinda, Kirby,
Staphylococcus aureus suslarinda plazmid kaynakli penisilinaz enzimini elde etmistir (4,5).
Ardindan birgok yeni antibiyotik gelistirilmis ancak bakteriler bulunan her antibiyotige farkl

bir mekanizma ile direng gelistirmeyi basarmistir (5).

Beta-laktam antibiyotikler ginimuzde infeksiyon tedavisinde en sik kullamlan antibakteriyel
gjanlardir. Ancak bu durum bu gruba kars: gelisen direnci de arttirmaktadir. Gram negatif
bakterilerin beta-laktam direncinde 6nde gelen mekanizma beta-l1aktamaz Uretimidir (18).
Beta-laktamazlar, penisilinler, sefalosporinler ve benzeri beta-laktam antibiyotikleri hidroliz
eden ve bu antibiyotiklere direng gelisimine neden olan enzimlerdir (4). Beta-laktamazlar
arasinda klinik agidan en 6nemli grup genislemis spektrumlu beta-laktamazlardir. Giniimuize
kadar 500’ U askin GSBL bildirilmistir (19).

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, sefamisinler hari¢ tim sefalosporinleri, penisilinleri
ve aztreonami inaktive eden enzimlerdir (20). Bu beta-laktamazlar, Grup 2b’de yer aan ve
penisilin turevleri ile dar spektrumlu sefalosporinleri pargalayan enzimlere gore daha genis
spektrumlu olduklar1 ic¢in bu sekilde adlandiriimaktadirlar. GSBL’ ler Bush grup 2be’de yer
almaktadir (Tablo-1). GSBL’ler klavulanik asit, tazobaktam ve daha az oranda sulbaktam gibi
beta-laktamaz inhibitdrlerine duyarhidir. Sefamisinler ve karbapenemler GSBL’lerden
etkilenmezler (5).

GSBL'ler iki gruba ayrilmaktadir:

1-TEM ve SHV tirevi GSBL'ler

2- TEM ve SHV dis1 GSBL'ler (CTX-M ailes, PER 1- 2, OXA ailes, VEB-1, GES-1)

Ik GSBL 1983 yilinda Almanya da bir K. pneumoniae susunda bildirilen SHV-2'dir (21).
Gunumuze kadar gecen yillar icerisinde ise dnce Avrupa Ulkeleri, bunlar: takiben ABD ve
Asya llkelerinde farkli GSBL' ler treten K. pneumoniae ve E. coli suglart bildirilmistir (22).
Klinik izolatlar arasinda GSBL prevalans: ve hakim GSBL tipi Ulkeden Ulkeye, hastaneden
hastaneye ve hatta aym hastanenin servisleri arasinda degismektedir (23).



4.1. Beta-laktam Grubu Antibiyotikler Ve Etki Mekanizmalari

Beta-laktam grubu antibiyotikler (penisilin, sefalogporinler, monobaktamlar, karbapenemler
ve beta-laktamaz inhibitorleri) ginuimiizde 6zellikle hastane infeksiyonlarimn tedavisinde en
sik kullamilan antibakteriyel ajanlardir. Ancak bu durum bu gruba kars: gelisen direnci de
arttrmaktadir (18).

Tum betalaktam antibiyotiklerde, dort Gyeli ortak bir betalaktam halkasi bulunur.
Monobaktamlar hari¢ bu halkaya ikinci bir halka eklenmis durumdadir (Sekil 1) (24,25).
Penisilin ve benzerlerinde bu iki halkali yapiya 6-amino penisilanik asit (6-APA),
sefalosporinlerde ise 7-amino sefalosporanik asit (7-ASA) adi verilir (Sekil 1) (24).
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Sekil 1. Beta-laktam gjanlarin kimyasal yapisi (24)

Beta-laktam antibiyotikler hiicre duvar sentezini inhibe eden bakterisidal gjanlardir (25). Beta-
laktam antibiyotikler, bakteri hiicre duvarinda transpeptidasyonu engelleyerek peptidoglikan



sentezini inhibe ederler. Bu antibiyotikler yapisal benzerlikler nedeniyle transpeptidasyon
islemini yiriten enzimlere baglanirlar. Bu enzimler penisiline ve benzeri beta-laktamazlara
ilgilerinden dolay1 Penisilin Baglayan Protein (PBP) olarak adlandirilirlar. Beta-laktam
gjanlarinin baglanmasi ile PBP ler ve dolayisiyla peptidoglikan sentezinin son basamag: olan
transpeptidasyon inhibe olur. Ayrica antibiyotigin etkis ile bakteri hiucrelerinde murein
hidrolaz ad1 verilen otolitik enzimler de aktive olarak peptidoglikar parcalarlar (26). Cesitli
beta-laktam ganlarin bakteri hiicresinde bulunan degisik PBP lere olan afiniteleri farklidir
(27).

Beta-laktamaz inhibitorleri ise beta-laktamazlar ile birlesip, geri donlsimsiiz bir agil-enzim

kompleksi olusturarak beta-laktamaz enziminin aktivitesini yok eder (26).

4.2. Beta—laktam Grubu Antibiyotiklere Direng Gelisimi

Bakteriler dort temel yolla beta-laktam ajanlarin bakterisidal etkisinden korunurlar (24,28).
Bunlar;

1. Beta-laktam antibiyotiklerin hedefi olan penisilin baglayan proteinlerdeki degisimler veya
bakterinin disuk afiniteli yeni bir PBP yapmasi

2. Hucre icgine gegisi saglayan Dig Membran Proteinleri’nin kaybi1 veya ekspresyonunda
azalma

3. Antibiyotigin hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasini engel leyen aktif pompa sistemleri

4. Beta-laktamaz Uretimidir.

Beta-laktamaz enzimleriyl e inaktivasyon, beta-laktam antibiyotiklere kars: direng gelisiminde,
Ozellikle Gram-negatif bakterilerin en sik kullandigi mekanizmadir. Beta-laktamaz genleri
kromozom, plazmid, transpozon ya da integronlar da bulunabilir. Sabit bir diizeyde
uretilebildikleri gibi, indiklenebilir 6zellikte de olabilirler (28).

4.3. Beta—L aktamaz Yapia Ve Siniflandirilmas

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki siklik amid bagini pargalayan, boylelikle beta
laktam grubu antibiyotiklerin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir. PBP'ler ve birgok
beta-laktamaz, aktif bolgelerinde serin aminoasidi bulunan "serin proteazlar" ailesinin
Uyesidirler. Bu enzimler, beta-laktam halkasim pargalayarak bir agil-enzim kompleks
olustururlar. Deagilasyon basamaginin hizi, PBP ile beta-laktamazlar arasindaki temel



farklilig: olusturur. PBP nin yapisi su molekuill ile kolayca hidroliz olmayaizin vermez ve

sonucta beta-laktamazlara oranla PBP’ ler cok daha yavas deagilasyona ugrar (4,24).

Beta-laktamazlar, heterojen bir grup protein olmalarinin yam sira, bazi yapisal benzerlikler

de tagirlar. Bu enzimlerin simflamasinda genellikle iki yontem 6n plana ¢ikmigtir. Ambler

siniflamasinda, beta-laktamazlar aminoasit dizgilerinin benzerligine gore dort simifa

ayrilirlar (6). A, C ve D siniflart serin beta-laktamazlardan olusurken; B sinifi, aktivite igin

cinko iyonuna gereksinim duyan metallo beta-laktamazlardir. Bush-Jacoby-Medeiros

siniflamast ise enzimlerin cesitli fonksiyonel ¢zellikleri, substrat ve inhibitor profilleri

dikkate alinarak yapilmistir ve dort anagrup ile gesitli alt gruplardan olusur (4,24) (Tablol).

Tablo 1: Fonks yonel ve molekuler dzelliklerine gore beta-laktamazlarin siniflandiriimas

FonksyonellMolekiler | - - " .
Grup* S Oncelikli Substrat Ornek Enzimler
Kromozomal ve plazmid kdkenli AmpCi
1 C Sefalosporinler tipi enzimler (CMY -3b, Smar, FOX-1-5,
LAT-1-4 vb)
2a A Penisilinler Gram(+) bakterilerin penisilinazlar
Penisilinler,
2b A _ TEM-1, TEM-2, SHV-1
Dar spektrumlu Sefalosporinler
Penisilinler,sefamisinler hari¢ TEM ve SHV tlrevi GSBL'ler, (TEM-
- A sefalosporinler,monobaktamlar  [1-160, SHV-1-100)
e
PER-1-2, VEB-1-3, CTX-M-1-54, GES;
1-9
2br A Penisilinler IRT 1-28, SHV-10 ve 26, TRC-1
2C A Penisilinler, karbenisilin PSE-1, PSE-3-4, SAR-1
2d D Oksasilin, Penisilinler OXA tipi enzimler (OXA-1-82)
be A Sefalosporinler Proteus vulgarisin induklenebilir betg
laktamazi
of A Penisilinler, Sefalosporinler, E. cloaca€ nin NMC-A ve IMI-1'i ve S.
Karbapenemler, monobaktamlar  [marcescens' in Sme-1-2 enzimleri
3 B Karbapenemler dahil bircok beta [Degisik tirlerce Oretilen IMP-1-23,
laktam (monobaktamlar harig) VIM-1-14
4 ? Penisilinler Burkholderia cepacia’ mn penisilinaz

* Bush-Jacoby-M edeiros siniflandirmasina gore

** Ambler stniflandirmasina gore



4.3.1. A Sinifi Beta-Laktamazlar

A sinif1 betarlaktamazlar, aktif bolgelerinde bir serin molekilt bulunan, birgcogu klavulanik
asit ile inhibe olan, genelde plazmid gibi hareketli genetik elemanlarca kodlanan
enzimlerdir. A sinif1 beta-laktamazlar, aktif bolgelerinde 3 adet ortak motife sahiptir. Bu
motifler, beta-laktamlar: substrat baglayaci cebe sabitleyecek kompleks hidrojen baglarim
olusturur. Aktif bdlgelerinde bulunan Serinzo-Xaa-Xaa-Lizingy (Szo-Xaa-XaaK37), Seringse-
Agpartatizi-Asparaginiz;  (Sizo-Disi-Nis2)  (SDN  ilmigi)  ve  Lizin/Arginingss-
Treonin/Seringss-Glisinzs (K/R2za-T/Spas-Gose) motifleri beta-laktam ajanlarinin baglanmasi
ve hidroliz edilmesi icin gerekli yapilardir (24).

Subgrat baglayici cepte Ser 70 ve Ala 237 amino asitlerinin NH gruplar tarafindan
olusturulan oksianyon deligi beta-laktamazlarin katalizinin gerceklestigi bolgedir. 160-179
arasi aminoasitlerden olusan omega halkasi bu sinifa 6zgtidir. Bu halkada yer alan korunmusg
Glu 166 aminoasidi kataliz isleminde yer air. Arg 164 ve Asn 179 omega halkasinin
sinrlarint belirler. Beta-laktamaz aktivitesi sirasinda Ser 70 beta-laktam halkas: ile ester bagi
olusturan nukleofilik gruptur. Ug boyutlu yapida korunmus motiflere cok yakin olarak
bulunan su molekuli ise bu ester bagim hidrolize eder ve inaktif penisilloil veya sefalosporil

mol ekl tinuin ayrilmasini saglar (24).

Enterobacteriaceae tyelerinde en sik rastlanan A simifi beta-laktamazlar, TEM-1 ile SHV-
1'dir. Bu enzimler temel olarak penisilinazdirlar ve sefalosporinlere kars: etkinlikleri azdir.
Bu enzimler, giiniimuzde birgok hastanede yaygin olarak rastlanan GSBL’ lerin atalaridir.
GSBL'ler, birinci kusak sefalosporinler ve genis spektrumlu penisilinlerin yam sirg,
oksiimino sefalosporinleri ve aztreonami hidroliz edebilen, klavulanik asit ile inhibe olan
beta-laktamazlardir. Sefamisin  grubu sefalosporinlere  (sefoksitin, sefotetan) kars:
etkisizdirler (TEM-52 hari¢). TEM ve SHV tiurevi enzimlerde GSBL fenotipi kazanma
acisindan bes aminoasit bolgesi 6nem tagimaktadir: Gly 238, Ala 237, Arg 164, Asp 179 ve
Asp 104. Bu aminoasit gruplart enzimin aktif bolgesinde yer alan, ona sekil veren
gruplardir. Ozellikle 238. pozisyondaki Gly'in Ser, Ala veya Asp ile degisimi, TEM ve
SHV tipi GSBL’lerde sik rastlanan bir durumdur (24).



43.1.1. TEM veSHV Turevi Grup A Enzimler
43.1.1.1. TEM Grubu Enzimler

Gram negatif bakterilerde en sik karsilasilan beta-laktamazdir. E. coli’de gorilen ampisilin
direncinin yaklasik %90'1 TEM-1 Uretiminden kaynaklanmaktadir. Ilk plazmid aracil1 beta
—laktamaz olan TEM-1, 1965'de Temonieraisimli bir hastarun kan kilttiriinden izole edilen
E. coli susunda saptanmustir (29). TEM-1, penisilinleri ve dar spektrumlu sefolosporinleri
hidrolize etmektedir. TEM-1'in ilk tirevi olan TEM-2, orijinal beta-laktamazdan tek bir
aminoasit degisimi (GIN39Lys) ile ayrilir (5,30). 1989’ da bildirilen TEM-3, GSBL fenotipi
gosteren ilk TEM tipi beta-laktamazdir. GSBL 0zelligindeki TEM beta-laktamazlar
Glul04Lys ya da Serl64His, Gly238Ser ve Glu240Lys aminoasit yer degisimlerine
sahiptirler (5).

TEM tipi beta-laktamazlar en sik E. coli ve K. pneumoniae da bulunurken Enterobacter
aerogenes, Morgenella morganii, Proteus mirabilis, Providencia rettgeri ve Salmonella
spp. gibi Enterobacteriaceae Uyelerinde de gosterilmistir (5). TEM tipi GSBL’ler,
Enterobacteriaceae’ ye ait olmayan gram negatif bakterilerde de gortlmektedir. Ornegin,
bir P. aeruginosa susunda TEM-42, bir Capnocytophaga ochracea susunda ise TEM -17
varligr gosterilmistir (31,32).

43.1.1.2. SHV Grubu Enzimler

Enterobacteriaceae Uyelerinde stk olarak bulunan bir diger penisilinaz SHV-1 ilk kez
1972’de PIT-2 olarak Pitton tarafindan tamumlanmistir (29,33). SHV-1'in su anki
adlandiriimast  "sulfhydryl variable'dan gelmektedir (29). SHV-1, K. pneumoniae
izolatlarimn gogunda kromozomal olarak kodlanmirken E. coli de plazmid kaynaklidir (5).
SHV-1, K. pneumoniae tirlerinde de plazmid aracili ampisilin direncinin yaklasik
%20'sinden sorumludur (5). SHV-1'i kodlayan genin aktarilabilir (transposable) bir
elementinin bir pargasi olduguna dair hipotez olmasina ragmen kanitlanamamistir (5).
GSBL fenotipindeki SHV varyantlarimin gogu 238. pozisyonda glisinin serin ile yer
degistirilmesi ile karakterizedir. SHV-5 ile iliskili varyantlarinin birkaginda ise 240.
pozisyonda glutamat lizin ile yer degistirmistir. Gly238Ser ve Glu240Lys aminoast yer
degisimleri TEM tipi GSBL’lere benzer etkilere yol agmaktir. 238. pozisyondaki serin
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seftazidim hidrolizi ile; 240. pozisyondaki lizin sefotaksim hidrolizi ile iligkilidir (5). SHV-
38, kabapenem hidroliz aktivitesi olanilk SHV turevidir (34).

SHV tipi GSBL’ler K. pneumoniae suslarindan baska E. coli, Citrobacter diversus ve P.
aeruginosa suslarinda da bulunmustur (5).

4.3.1.1.3. Inhibitér Direncli Beta-laktamazlar

TEM-1, TEM-2, SHV-1 ve bunlarin genislemis spektrumlu tirevieri, klavulanik asit gibi
beta-laktamaz inhibitorlerine duyarl: iken beta-laktamaz inhibitorlerinin etkisine direncli
TEM ve SHV tirevi enzimler de bulunmaktadir. Inhibitorlere direngli enzimlerin gogu
TEM-1 turevidir (Inhibitor Resistant TEM; IRT’ler) (24). inhibitor direngli TEM tipi beta-
laktamazlar esas olarak klinik E. coli izolatlarinda ve bazi K. pneumoniae, K. oxytoca, P.
mirabilis, Citrobacter freundii, Shigella sonnel ve E. cloacae suslarinda da bulunmustur
(5,35).

Sadece tek bir SHV tirevi inhibitor direncli enzim (SHV-10) taumlanmustir (24). Bu
enzim, SHV-5"den farkl1 olarak ek bir aminoasit yer degisimi (Gly130Ser) icermektedir (5).

Inhibitor direncli enzimlerin saptanmalarinin glic olmas: nedeniyle gercek sikliklarinin,
belirtilenden daha fazla oldugu distintlmektedir (24).

4.3.1.2. TEM ve SHV Dis1 Grup A Genislemis Spektrumlu Enzimler

Literatirde TEM ve SHV ailesine ait olmayan birgcok A simifi betalaktamaz da
bildirilmistir (29). Bunlardan en 6nemlileri CTX-M ve PER grubu (PER-1, PER-2)

enzimlerdir (5).
4.3.1.2.1. CTX-M Grubu GSBL'ler

Plazmid aracili GSBL'lerin yeni bir grubu olan CTX-M (sefotaksimazlar), 1990’11 yillarin
baslarinda Almanya da, daha sonra Fransa ve Arjantin’de bildirilmistir (36). CTX-M tipi
beta-laktamazlar E. coli, Enterobacter spp., S. marcescens, Proteus spp., K. pneumoniae,
Salmonella spp., C. freundii, Vibrio cholerae, Providencia stuartii ve S. sonnel gibi

Enterobacteriacae turlerinde saptanmustir (35).

Ulkemizde yapilan calismalar, 6zellikle Enterobacteriaceae tyelerinde bu enzimlerin sik
olarak bulundugunu gostermektedir (37-41). Bircok TEM ve SHV tirevi GSBL’ nin aksine
CTX-M grubu beta-laktamazlar, sefotaksim ve seftriaksonu, seftazimden daha iyi hidroliz
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eder (42). Ancak, CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-19, CTX-M-27 gibi yeni baz: turevler
ise seftazidime kars1 yuksek dirence sahiptir (20,38). CTX-M-2 grubunun tyesi olan Toho-
1 enzimi klavulanat ile inhibisyona tazobaktamdan daha duyarlidir. Fakat diger birgok
CTX-M enzimleri tazobaktam ile, klavulanik asit ile oldugundan daha kolay inhibe olurlar
(42).

Sefotaksimazlarin 5 mgjor grup (CTX-M-1,-2,-8,-9,-25) ve bunlarin alt gruplari olmak
Uzere yaklasik 50" den fazla tipi vardir (19,16).

Grupl (CTX-M-1)—CTX-M-1,-3,-10,-11,-12,-15,-22,-23,-28,-29,30

Grup2 (CTX-M-2)—CTX-M-2,-4,-5,-6,-7,-20, Toho-1

Grup3 (CTX-M-8)—CTX-M-8

Grup4 (CTX-M-9)—CTX-M-9,-13,14,-16,-17,-18,-19,-21,-27, Toho-2

Grup5 (CTX-M-25)—CTX-M-25,-26
CTX-M tipi enzimler, grup icinde % 94’ ten fazla; gruplar arasinda ise % 90 veya daha az
aminoasit benzerligi gosterirler (16,20,42). Bu enzimlerden CTX-M-3 ve CTX-M-15
Ulkemizde de gssitli Enterobacteriaceae Uyelerinde (E. coli, S sonnei, K. pneumoniae)
gosterilmistir (38,39,40,41). CTX-M-3'den tek bir aminoasit yerdegisimi (Asp240Gly) ile
farklilik gosteren CTX-M-15, ilk kez Hindistan ve Japonya da bildirilmis ve daha sonra
Kanada, Rusya, Bulgaristan, Polonya, Fransa ve Turkiye de de gosterilmistir (42).

CTX-M tipi enzimleri diger GSBL’lerden ayiran Onemli bir ozellik, toplum kokenli
izolatlarda hizla yayiliyor olmasidir. CTX-M enzimleri, K. pneumoniae ve E.coli tlrlerinin
neden oldugu hastane kokenli infeksiyonlarla sinirli degildir. Bu enzimler ginumuizde,
hastane dis1 GSBL yayiliminin en 6nemli etkenidir (20).

Plazmid kokenli CTX-M tipi enzimlerin yayilhimindan IS elemanlar: (ISEcpl, 1S903) ve
integronlar gibi hareketli elemanlar sorumludur (36). ISEcpl gibi hareketli elemanlarla olan

iliskileri bu enzimlerin toplumda bakteriler arasindaki hizli yayilimim agiklamaktadir (20).
4.3.1.2.2. PER Grubu GSBL'ler

Ozellikle Ulkemizde nonfermentatif bakterilerde seftazidimi hidrolize eden bir GSBL olarak
dikkati ceken PER-1 enzimi, ilk kez bir Turk hastadan izole edilen bir P. aeruginosa
susunda saptanmistir (43). Daha sonra tlkemizde Acinetobacter spp.ve S typhimurium gibi
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izolatlarda da tespit edilmis ve P.aeruginosa’da % 23.7, Acinetobacter spp.’de % 62’ ye
varan oranlarda saptanmistir (44). Fransa, italya ve Belgika gibi Avrupa ulkelerinin yan
sra Guney Kore'den de gssitli suslarda PER-1 varligi bildirilmistir. Dokuz Eylul
Universitesi Hastanesinde 1998-2003 yillar arasinda izole edilen 289 seftazidime direncli
Gram negatif bakterinin incelendigi ¢alismada P. aeruginosa suslarinin % 46.2'sinde, A.

baumannii suslarinin % 35.9’undablaper.1 gosterilmistir (45).

PER-1 ile % 86 oraninda aminoasit homolojis gosteren PER-2; Giiney Amerika da S.

typhimurium, Enterobacter spp., K. pneumoniae ve V. cholerae da tammmlanmustir (46).

TEM ve SHV tirevi olmayan A sinifi beta-laktamazlarin diger 6énemli tyeleri; VEB-1,
BES-1, IBI-1 ve IBI-2 olarak sayilabilir. VEB-1, bir integronca kodlandig: gosterilen ilk A
sinif1 beta-laktamazdir. Integron tizerinde bulunan diger beta-laktamazlar arasinda IBC-1 ve
bazi PSE, OXA ve CARB tirevleri sayilabilir (24).

Karbapenemler, genellikle A sinifi beta-laktamazlarin etkisine dayaniklidir. Ancak Sme-1,
Sme-2, NMC-A, IMI-1 ve KPC-1 gibi bazi A simifi enzimler karbapenemleri de hidroliz
edebilirler (24).

4.3.2. B Sinif1 Beta- Laktamazlar

Aktif bolgelerinde serin bulunan simf A, C ve D’den farkli olarak B sinif1 beta-laktamazlar,
metallo-enzimlerdir ve aktiviteleri igin ¢inko veya diger metal iyonlarina gereksinim
duyarlar. Bunun sonucu olarak, EDTA gibi selasyon yapicit ajanlar aktivitelerini inhibe
eder. Birkag istisna hari¢ tum B sinifi beta-laktamazlar, sefamisinler ve karbapenemler dahil
bircok beta-laktam gjana karsi dirence neden olur. Bu beta-laktamazlar, klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam gibi inhibitorlerden etkilenmezler. Aztreonam bu enzimlerin

hidrolizine dayanklidir ancak bir inhibitor gibi davranmaz (24,25).

B sinifi metallo-beta-laktamazlar: kodlayan genlerin dizgileri birbirine cok benzemese de
(aminoasit benzerligi; % 17-37), Ug boyutlu yapilart benzerdir. M etallo-beta-laktamazlarin
cogu kromozomal kaynaklidir. Sabit bir diizeyde eksprese edilebildikleri gibi, bazilar1 da
Ornegin PCM-1 (Burkholderia cepacia), induklenebilir 6zelliktedir (24,35).

Yukarida da belirtildigi gibi, onceleri bu grupta sadece kromozomal enzimlerin varlig:

bilinirken, 1991’ de Japonya da P. aeruginosa ve S. marcescens suslarinda plazmid kokenli

13



bir metallo-beta-laktamaz (IMP-1) saptanmus; daha sonralar: tim dunyada tlkemizde de
integron kokenli IMP ve VIM ailesi Gyeleri bildirilmistir (47-52).

Yayginliklart nedeniyle klinik agidan en Onemli metallo beta-laktamazlar, P.
aeruginosa’ nin IMP ve VIM tipi beta-laktamazlaridir. Imipeneme direncli P. aeruginosa

suslarinin yaklasik %20’ sinin metallo- beta-laktamazlara sahip oldugu bildirilmistir (25).

B sinif1 beta-laktamazlar 3 dt gruba ayrilir (35). B1 at grubu igersinde Bacillus cereus un
Urettigi metallo-beta-laktamaz 11 (Bcll), Bacteriodes fragilisin Urettigi CcrA, Burkholderia
cepacia mn PCM-1, Chryseobacterium meningosepticum'dan BlaB beta-laktamazi,
Chryseobacterium indologenes'in Urettigi IND-1, baz1 P. aeruginosa, Acinetobacter spp., S
marsescens, K.pneumoniae suslarinin Urettigi IMP tipi beta-laktamazlar ve P.aeruginosa
izolatlarimn drettigi VIM grubu beta-laktamazlar yer almaktadir. B2 alt grubunda
Aeromonas spp. tarafindan Uretilen Cpha, ImiS ve CphA2 gibi beta-laktamazlar ve Serratia
fonticola’ min Urettigi Sth-1 beta-laktamazi yer alir. B3 at grubunda ise Stenotrophomonas
maltophilia’ mn Urettigi L1, C. meningosepticum un Urettigi GOB, Legionella gormanii’ nin
urettigi FEZ-1 ve Janthinobacterium lividum'nun Urettigi THIN-B beta laktamazlar
bulunmaktadir (47,53,54).

4.3.3. C Sinifi1 Beta- Laktamazlar

Ambler C sinif1 beta-laktamazlar (Bush-Jacoby-Medeiros Grupl beta-laktamazlar) da serin
bata-laktamazlar olup kromozomal ya da plazmid kokenli olabilirler. Bu beta-laktamazlar

esas olarak sefalosporinazlardir (35).
4.3.3.1. Kromozomal AmpC Tipi Beta-laktamazar

Kromozoma ampC geni tarafindan kodlanan, bu nedenle AmpC tipi enzimler olarak da
adlandirilan ve Salmonella spp., K. pneumoniae hari¢ tim Gram negatif basillerde bulunan
beta-laktamazlardir (24). Ozellikle C. freundii, Enterobacter spp., M. morganii, P.

aeruginosa ve S. marscescens kromozoma AmpC tipi beta-laktamazlar igerir (35,25).

AmpC tipi beta-laktamazlar: yiiksek miktarda Ureten bakteriler penisilinlere, beta-laktamaz
inhibitorlerine, sefoksitine, seftazidime, seftriaksona ve sefotaksime direnclidir (25). Bu
enzimler yapisal ¢zellikleri nedeniyle klavulanik asit ve sulfonlarin beta-laktam halkalarina

baglanamazlar ve bu nedenle de beta-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmezler (3).
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Karbapenemler Gizerine etkileri son derece az olmasina karsin, bu enzimlerin asir1 tretimi,
dis membran porin degisiklikleri gibi bir diger mekanizma ile birlestiginde karbapenem
direncine yol agabilmektedir (35,55).

Grup 1 enzimlerin gogu induklenebilir niteliktedir. Y ani ortamda bir beta-laktam ajan varsa
salinirlar. Beta-laktamaz indiksiyonu icin bakteri hiicresinde ampC, ampD, ampG ve ampR
olmak Uzere dort islevsel gen bulunmalidir (3,56). E.coli’de ampR bulunmadig: igin bu
turde induklenebilir kromozomal enzimler gorilmez (35).

Normal sartlarda, klinik olarak dnem tasiyan Gram negatif suslardaki C sinif1 beta-laktamaz
Uretimi kontrol altindadir. Bu Uretimin baskilanmas: ve ekspresyonu, hiicre duvar sentezi ve
yikime ile iligkilidir. Bu mekanizmalar en ¢ok Enterobacter spp. turlerinde calisilmustir.
ampC’ nin ekspresyonunda, transkripsiyonel bir diizenleyici olan AmpR, hem baskilayici hem
de aktive edici bir rol tstlenir. AmpR, normal durumda hticre duvar sentezinde yer alan UDP
MurNac-pentapeptid ile etkilesim halindeyken baskilayici islev gorir, ampC'yi aktive
edemez. Hicre duvar yikim triint olan anhidro-Mur NAc-tripeptid yiksek konsantrasyonlara
ulastiginda AmpR ile UDP MurNac-pentapeptid birbirinden ayrilir ve AmpR bir aktivator
olarak gorev yapar. AmpC ekspresyonu baslar. Bazi beta-laktam gjanlar, etkileri sonucu
Oonemli miktarda anhidro-MurNac-tripeptid salimmina neden olarak ampC ekspresyonun
artmasini saglar. Bu tdr bir indiiksiyon durumunda, sadece antibiyotik ortamda oldugu Slirece

yuksek dizeyde beta-laktamaz Uretimi sdz konusudur (24).

Sirekli yiuksey diuzey AmpC beta-laktamaz Uretimi, cogunlukla ampD genindeki mutasyon
sonucu gelisir. Bu mutasyonun sonucu olarak, hiicre icinde stirekli yiiksey diizeyde anhidro-
MurNac-tripeptid bulunmakta ve bu durum da, AmpR’ nin ampC transkripsyonunu aktive
etmesine neden olmaktir. Sirekli AmpC dretimi, ampR geninin delesyonu sonucu da
gorulebilir. Ancak bu durumda tretim genellikle disuk diizeyde kalmaktadir (24,57).

4.3.3.1. Plazmid Kokenli AmpC Tipi Beta-laktamazar

Plazmid kokenli aktarilabilir AmpC tipi beta-laktamazlar, kromozoma AmpC beta-laktamaz

genlerinin plazmidlere transfer olmasi ile gelismistir (58).

Plazmid kaynakli C sinifi enzimler, bircok Gram negatif tirde ve dinyanin birgok yerinde
bildirilmistir. Bu tr enzimler daha ¢ok K. pneumoniae, E. coli, E. aerogenes, Salmonella
spp., P. mirabilis, M. morganii ve K. oxytoca gibi suslarda saptanmstir (18,35,59).
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Ozellikle AmpC tipi enzim asir1 Gretimi dis membran porin kaybi veya bir diger beta-
laktamazin sentezi gibi ek bir mekanizma ile birlestirildiginde enzimlerin etki spektrumlar:
iyice genislemektedir. Ornegin, plazmid kokenli ACT-1 betalaktamazint Ureten K.
pneumoniae suslarinda 42 kDa luk bir dis membran proteinin kaybi, imipenem direncine yol
acmaktadir (55).

Aminoasit benzerliklerine ve kokenlerine gore plazmid kdkenli AmpC tipi beta-laktamazlar
bes gruba ayrilmaktadir (35,59).

1. C-1 grubu: C. freundii’ nin kromozomal AmpC enziminden kdken aan gcogu CMY ve LAT

grubu enzimler

2. C-2 grubu: Aeromonas turlerinin kromozoma AmpC enziminden kdken alan CMY-1,
CMY-8, CMY-9, CMY-11, MOX-1, MOX-2, FOX enzimleri

3. C-3 grubu: E. cloacae€ min kromozomal enziminden koken almus ACT-lve MIR-1

enzimleri
4. C-4 grubu: M. morganii’ den koken alan DHA-1 ve DHA-2 enzimleri

5. C-5grubu: Hafnia alvei’nin kromozomal AmpC enziminden kdken almis ACC-1 enzimi
(11,42).

4.3.4. D Sinifi1 Beta-L aktamazlar

D sinifi beta-laktamazlar, serin proteazlar olup, oksasilini hizla hidroliz edebilme
yetenegindedirler. Oksasilini  hidroliz edebilen beta-laktamazlar (OXA), daha c¢ok
Enterobacteriaceae Uyelerinde ve P.aeruginosa’da saptanmistir. OXA enzimleri penisilin,
kloksasilin, oksasilin ve metisilin direncine neden olur (5,24). Bu beta-laktamazlar klavulanik
asitle gok az inhibe olmalarina ragmen, NaCl ile gugli bir sekilde inhibe olmaktadir (25).

A ve D grubu beta-laktamazlarin primer ve sekonder aminoasit dizilimleri farkli olsa da, Ug
boyutlu yapilar: benzerdir (60). Her iki grup da serin beta-laktamazlardir (24).

D grubu enzimler arasinda klinik olarak Onem tasiyan iki grup, OXA tipi genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar ve OXA tipi karbapenemazlardir. Her ik grup da serin beta-
laktamazlardir (61). OXA-2, OXA-10-11, OXA-14, OXA-16-17, OXA-19, OXA-28, OXA-
32, OXA-35 GSBL karakterindedir (19). Bunlarin buyik kismi ilk kez Glkemiz kaynakl:
suslardabildirilmistir (62,63)
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Daha ¢ok A. baumanii suslarinda karbapenemaz niteligindeki OXA beta-laktamazlarina sik
rastlamimaktadir (61). OXA-23-27, OXA-40, OXA-48-51, OXA-55, OXA-58, OXA-64-66,
OXA-68-71, OXA-75-78 karbenemleri hidrolize eden tirevlerdir (64,65,66). Turkiye den
bildirilen OXA-69 beta-laktamazi hastanemiz suslarinda gosterilmistir (64).

Aminoast dizilerinin benzerligine gore 3 at gruba ayrilan bu enzimlerin; aralarinda
Turkiye'nin de bulundugu cesitli Avrupa ulkeerinden, Singapur, Cin gibi uzakdogu
ulkelerinden, Arjantin ve Guney Afrika gibi birbirinden gok farkl1 cografik bolgelerden izole
edilmis suglarda saptanmalari, 6nemlerini arttirmaktacir (60,64).

4.4. Antibiyotik Direng Genlerinin Yayihm Yollari

Antibiyotikleri inaktive eden veya hedefi degistiren enzimlerle ilgili genler, konjugasyon,
transformasyon, transdiksiyon gibi mekanizmaar araciligiyla bir mikroorganizmadan
digerine gegebilirler (4). Gen transferinde, verici hiicre toplam DNA’ sinin bir bolimuni veya
tamamini alici hiicreye aktararak alici hiicrenin rekombinant hiicre haline donusmesine neden
olur (67).

4.4.1. Transformasyon

Baz1 bakteri turleri, ortamda bulunan verici hiicre tarafindan birakilmis lineer, tek iplikli,
ciplak DNA parcalarim uygun kosullar altinda, hiicre igine aabilme yetenegine sahiptir. Bu
genler homolog rekombinasyonla kromozoma entegre olur (68). Burada 6nemli olan alic
hiicrenin 6z ligidir. Alict hiicre, gevresinde bulunan DNA parcalarini igine aabilmek igin
hiicre duvarinda bazi degisiklikler meydana getirmek zorundadir. Huicre bolinmesinin belli
bir doneminde yapilan bazi proteinler (kompetans faktoril) araciligiyla hiicre gegirgenligi
degistirilmekte; hicre bu islem sonucu, belli buyuklikte olmasi kosuluyla, DNA parcalarint
icine alabilme Ozelligine kavugsmaktadir. Hucre igine alinan DNA parcasi rekombinasyon
yoluyla hticre kromozomuna katilmakta, yeni genetik 6zellikler bu yolla kazamlmaktadir (67).

Ornegin Streptococcus pneumoniae, mozaik PBP genlerini bu yolla kazanir (4).

4.4.2.Transduksiyon

Genetik bilginin bir bakteriden digerine bakteriyofaj aracilig: ile tasinmasina transdiiksiyon

denir. Viruslar araciligi ile konak hticre genlerininin transferi iki sekilde meydana gelir (69).
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4.4.2.1. Gend (Kisttlanmamg) Transdiksiyon

Bu tip transdiksiyonda, fajlarin enfekte ettikleri konak kromozomu Uzerindeki genlerin

yaklasik olarak esit sansla alici bakterilere tasinabilmesi sbz konusudur.

Fa bakteri hiicre duvarina tutunarak DNA’simi hiicre igine birakir. Bakteriyel DNA faj
enzimlerince pargalamirken, faj DNA’si kopyalanir, faj kilif proteinleri de hiicresel enzimler
araciligiyla sentezlenir. Faj DNA’st ve kilif proteinleri bir araya getirilerek yeni fajlar
olusturulurken bakteriye ait DNA pargaciklarindan bazilari faf DNA’st iginde yer alr.

Hucrenin parcalanmas ile ortama salinan fajlar diger hiicreleri infekte eder (67).
4.4.2.2. Ozellesmis (Kisitlr) Transdiiksyon

Bakteriyofa) girdigi bakteri hicresinin kromozomunun hep aym noktasina yapisip
buttinlestigi icin ayrilirken her zaman aym DNA parcasimi yeni girdigi bakteriye aktarir.
Ozellesmis transdiiksiyon yapabilen fajlarin en 6nemlisi, E. coli’'nin | fajidir. Bu durumda
transdiiksiyon, gal (galaktoz) veya bio (biotin) genleri ile simrlanmustir. Transdiksiyonun
bu genlerle sinirli kalmasinin nedeni; | fajimn her zaman E. coli kromozomunda bu iki gen

arasandaki att "attachment"” denilen yerden girmesidir (68,69).

4.4.3. Konjugasyon

Konjugasyon, hiicre hiicre temasi ile genetik bilginin bir bakteriden digerine transferidir (69).
Konjugasyon konjugatif plazmidler, konjugatif transpozonlar gibi ¢esitli genetik elemanlar
araciligiyla gergeklesmektedir (70). Konjugatif plazmidlerin prototipi F plazmididir. Verici
hiicre F* hiicre olarak, alict hiicre ise F hiicre olarak adlandiriimaktachr (68). F plazmid
Uzerindeki genetik bilgi seks pilusu sentezleme yetenegi gibi bakteri hiicresinin verici hiicre
olmasi igin gerekli faktorleri saglamaktadir. Pilus, konjugasyon sirasinda iki hiicre arasinda
temas kurar (Sekil 2) (71). Konjugatif plazmidlerin bir tipi olan R (direng) plazmidieri
antibiyotik direng genlerini ve plazmidin transferi igin gerekli genleri tagimaktadir (Sekil 3b)
(72).

Konjugasyonu kontrol eden genler plazmidin tra bolgesinde yer alir (Sekil 3a ve b) (68).
Relaksozom adi verilen bir nukleoprotein kompleks plazmidin ¢zel baz dizisine sahip
transfer orjininin (oriT) tek zincirinde bir kirik/centik olusturur (72). Centik, donen halka
"rolling circle" replikasyonunu baslatir ve donen halkanin lineer kolu pilus iginde kars: tarafa
dogru hareket eder. Diger iplik verici hiicrede kalir. Bu iki iplik DNA replikasyonu icin kalip
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gorevi gorur. Transfer devam ederken verici ve alict hicrede tamamlayici DNA iplikleri

sentezlenir (Sekil 2) (68).

Bakterival F

lasmid
keomozon  Dlasmi e

Pilus|kisahr

F plasmidin tgk bir ipliginde
nik olysturulur

F' hilcreddn F hiicreye
bir ipligjn transfer

Her tek ipligin tamamlayic
ipli@ s¢ntezlenir

DM A transten ve|sentext tamamlamir
Hucreler avnlhir

F Hiicre F'Hucre
ia)

Sekil 2. Konjugasyon iglemi ile plazmid DNA’ min transferi (68)
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Sekil 3. @ E. coli F plazmidinin genetik haritas.. Sayillar plazmid uzunlugunu
gostermektedir. tra, transfer islemleri; ori T, transfer orjini; inc, incompatibilite grup; rep,
replikasyon islemleri; ori S, replikasyon orjini. Sar1 ile gosterilen bolgeler bakteriyel
kromozoma entegre olarak, farkli Hfr suslarinin olusmasina neden olan yer degistirebilen
genetik elementler, b) Tipik bir R plazmidi (68)

F plazmidi serbest ya da kromozoma entegre olabilir. Kromozoma entegre olmus F
plazmide sahip olan ve etkin bir genetik rekombinasyon gosteren bakteriyel suslar Hfr
(High frequency of recombination=Y uksek siklikta rekombinasyon yapabilen) olarak
adlandirilir. Plazmid, kromozomun parcas: oldugu icin Hfr suslarinda konjugasyon, konak
hiicre kromozomunun transferine yol agmaktadir (Sekil 4) (68,71).
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Sekil 4. F plazmidinin kromozoma girisi IS elementlerinin bulundugu cesitli spesifik

bolgelerde olur. Sekildeki F plazmidinin giris yeri olan 1S3, kromozomal genler pro ve lac
arasindadir. OK, transfer orijinini (oriT) gostermektedir (68)

4.4.4. Hareketli Elemanlar

Beta-laktamaz genleri yukarida szt edilen mekanizmalari kullanarak bir mikroorganizmadan
digerine gecebilirler. Beta-laktamaz genleri, bakteri kromozomunda veya plazmid,
transpozon, integron gibi hareketli genetik elemanlarin Gzerinde de yer aabilir. Hareketli
elemanlar, direncli genlerin yayillimlarim kolaylastirmakta ve dnemli tedavi sorunlarina yol
acmaktadir (4,20).

4441. Plazmidler

Plazmidler, kendi kendini esleyebilen, kromozom dig1 genetik elemanlardir. Birgok plazmid
sirkiler yapidadir. Buyukluk olarak 1500-400.000 baz cifti arasinda degisir. Blyuk
plazmidler (20-120 kb) direncg ile ilgili genetik bilgiyi kodlayabilir. Plazmid Uzerinde
cogunlukla antibiyotik direng genleri, virulans genleri ve plazmidin kendi replikasyonu ve
aktarimu icin gerekli proteinler kodlanir (Sekil 3) (73). Plazmidler, genellikle icinde
bulundugu bakteriye kazandirmis olduklar: 6zellikler goz oniine alinarak adlandirilirlar (F
plazmidi, R plazmidi vs) (Sekil 3).
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4.4.4.2. Transpozonlar ve Kat:lam Dizleri (I S=Insertion Sequences)

Bakterilerin genomunda Transpozon ve IS olarak adlandirilan yer degistirebilen hareketli
genetik elemanlar bulunmaktadir (68). Plazmidlerden farkl: olarak kendi replikasyonlariigin
genetik bilgiye sahip olmadiklarindan bagimsiz cogalamazlar.

IS elemanlarindan daha blyik olan transpozonlar, genellikle yapilarinda transpozisyon
islemi icin gerekli olan genlerin yam sira gesitli antibiyotik diren¢ genlerini de tasirlar
(Sekil 5) (24). Plazmid kokenli beta-laktamazlar, tetrasklin direng genleri ve aminoglikozid
yapisint  degistiren enzimler gibi birgok direng geni adinda transpozonlar iginde
bulunmaktadir. Transpozonlar, genis konak ozgulltkleri nedeni ile diren¢ genlerinin degisik
turler arasinda aktariminda da 6nemlidir (4).

Transpozonlar U¢ sinifta incelenebilmektedir:

= Kompozit transpozonlarin her iki ucunda bir IS eleman: bulunmakta ve terminal

tekrarlar ya direkt tekrar ya datersine tekrar seklinde yerlesmislerdir.

= Tn3 benzeri transpozonlarin her iki ucunda 35-58 baz ciftinden olusan ve
tekrarlanan DNA dizileri bulunmaktadir. Bunlarda IS eleman yoktur.

» Bazi trangpozonlarda ise herhangi bir 1S eleman veya tekrarlanan DNA dizileri
bulunmaz (68).

152
e

- -
(&)
n

15501 IS50R
Tno
X fan _str  bleo

. - — — ——ta

=]

Sekil 5. Transpozisyon yapabilen elemanlardan 1S2 ve Tn5. Kirmizi oklar tersine

tekrarlanan dizileri gostermektedir.( Tnp, transpozaz enzimini kodlayan DNA dizisi) (68)
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Tn5, solunda ve saginda IS50L ve IS50R elementlerini iceren kompozit bir transpozondur.
IS50L, mavi carpi konulan yerde anlamsiz mustasyona sahip oldugundan bagimsiz olarak
transpozisyon yapamaz. Tn5, Antibiyotik direng genleri (kan, str, bleo) tasir (68).

IS elemanlarinin iki ucunda tekrarlanan (IR; inverted repeat) ve birbirinin komplementeri
olan kisa DNA dizileri ile, ortasinda da kendisinin yer degistirmesini (transpozisyonu)
saglayan diziler bulunur. Yer degistirmede etkili olan faktor ortada bulunan ve transpozas
olarak adlandirilan enzimin sentezini kodlayan DNA dizileridir (Sekil 5). IS elemanlar:
oldukca kisadir. Uzunlugu 2000 baz ¢iftini gegmez (68,69).

Transpozonlar ve IS elemanlari, genom Uzerinde farkli noktalara girebilir ve girme
noktalarinda gen ekspresyonunu degistirebilir. Bir gene baglanarak gegici bir siire genin
inaktif olmasina neden olabilir ya da bulunduklar: bélgedeki veya civarindaki genleri aktive
edebilirler (68).

4.4.4.3. Integronlar

Direnc genleri ile ilgili bir diger genetik eleman da integrondur (4). Integronlar, integraz
kodlayan bir gen ile gen kasetlerini iceren yapilardir. Integraz enzimi sayesinde gen kasetleri
hedef diziye entegre olur (74,75). Direng integronlar1 (RI) ve super integronlar (SI) olmak
Uzere iki grup integron vardir. Direng integronlar: genellikle transpozonlar, plazmidler ve
bakteriyel kromozomda bulunmaktadir. Direng integronlarindaki gen kasetleri antibiyotiklere
ya da dezenfektanlara karsi diren¢ kazandirir. Siper integronlar bakteriyel kromozoma
yerlesmistir. Super integronlardaki gen kaset sayisi direncli integronlardaki gen kaset
sayisindan daha fazladir (75).

Integronlar cok yaygin genetik elemanlar olup kendi baslarina hareketli degildir. Ancak gen
kasetlerini ve 6zellikle de antibiotik direng genini igeren gen kasetlerini yapilarina entegre
edebilmeleri nedeniyle antimikrobial direng yayiliminda énemli rol oynamaktadir (74).

4.5. Beta-laktamazlarin Tamimlanmasinda K ullanmilan Y 6ntemler

Beta-laktam antibiyotikler, gerek toplum gerekse hastane kaynakl: infeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan antibakteriyel ajanlarin basinda gelmektedir. Ozellikle Gram-negatif bakterilerde
beta-laktam antibiyotiklerde 6nde gelen direng mekanizmasi, beta-laktamaz Uretimidir.
Klinikte sk kullamlan genis spektrumlu beta-laktamlara dirence yol agmasi nedeniyle
GSBL'ler, en Onemli betalaktamaz gruplarindan biridir. Bu sebepten dolayr beta
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laktamazlarin belirlenmesi ve tammmlanmasi ¢ok dnemlidir. Bu enzimlerin kesin tammlanmast
yalmzcadizi analizi ile mumkundur. Ancak klinik laboratuvarlarda tarama amaciyla 6ncelikle

basit beta-laktamaz saptama ve tiplendirme testleri yapilmaktadir (76).

4.5.1. Fenotipik Tarama Ve Dogrulama Testleri

Enterobacteriaceae Uyelerinde GSBL varligint gostermek ve dogrulamak igin gesitli fenotipik
yontemler kullamimaktadir (77).

CLSI Onerilerine gore, K. pneumoniae, K.oxytoca ve E. coli igin disk diflizyon yontemiyle
sefotaksm (30pg), seftriakson (30pg), seftazidim (30pg), aztreonam (30ug) veya
sefpodoksime (10ug) karst duyarliligin azaldigimin saptanmasi halinde dogrulama testleri
uygulanmalidir (Tablo 2) (78). Tarama icin birden fazla antimikrobik ilag kullamlmasi testin
duyarliligim artirir (78).

Tablo 2. GSBL’ler icin taramatesti olarak onerilen inhibisyon zon degerleri (78)

Antibiyotik Inhibisyon zonu (mm)

K. pneumoniae, K.oxytoca Proteus mirabilis
ve E. coli
Sefotaksim £ 27 £ 27
Seftriakson £25 -
Seftazidim £ 22 £ 22
Sefpodoksim £ 17 £22
Aztreonam £27 -

GSBL i¢in kullanilan fenotipik dogrulama testleri klavulanik asit ve indikator sefalosporin
ve/veya monobaktam arasindaki sinerjinin gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Bu testler,
GSBL'leri beta laktamaz inhibitérlerinden etkilenmeyen AmpC tipi enzimlerden ayirt
etmektedir.

Dogrulama amaciyla degisik yontemler tammlanmistir. Bunlardan en sik kullarmilanlars;
klavulanik asit iceren kombinasyon disklerinin kullammu, ¢ift disk sinerji yontemi ve E-test
yontemidir (79,80).
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4.5.1.1. Klavulanik Asit Iceren Kombinasyon Disklerinin Kullanzmu

Bu amagla klavulanik asit iceren ve icermeyen seftazidim ve sefotaksim diskleri kullanlir.
Agar disk diftizyon yontemi uygulandiktan sonra klavulanik asit igeren ve icermeyen disklerin
etrafindaki inhibisyon zonlar: olculerek karsilastirilir. Kombinasyon diskleri etrafindaki zon,
klavulanik asit icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla 5 mm veya daha fazla ise, izolat
GSBL dretimi agisindan pozitif kabul edilmektedir (78).

4.5.1.2. Cift Disk Sinerji Yontemi

Bu yontemde test edilecek mikroorganizma Mueller-Hinton agar besyerine homojen olarak
yayilmaktadir (66). Amoksisilin klavulanat (20 + 10 pg) igeren disk plagin merkezine,
seftazidim (30 pg) diski amoksisilin - klavulanat  diskinden 25-30 mm uzaga
yerlestirilmektedir. Farkl1 bir oksiimino-sefalosporin iceren disk (tercihen sefotaksim (30 pg))
ise zit tarafa yerlestirilir. Plak 37°C'de bir gece inkube edilir. inkibasyondan sonra
sefalosporin etrafindaki inhibisyon zonunun amoksisilin klavulanat diskine dogru genislemesi
veya arada bakteri Gremedigi bir sinerji alamnin bulunmas;, GSBL varligim gostermektedir
(76). Testin duyarlilig: disklerin arasindaki uzakligin 20 mm ye indirgenmesiyle artirilabilir
(80).

4.5.1.3. E test Yontemi

Bir tarafinda seftazidim gradienti diger tarafinda seftazidim-klavulunat gradienti iceren E
testleri GSBL saptamak icin kullanilabilir. Seftazidim MIiK degerinin seftazidim klavulanat
MIK degerine oram > 8 ise GSBL varligin gostermektedir (76,79).

4.5.1.4. Fenotipik GSBL Testlerinin Sorunlarz

Indiiklenebilir AmpC beta-laktamaz tasiyan tirler: Indiklenebilir AmpC kromozomal
enzimlere sahip Enterobacteriaceae Uyelerinde GSBL'leri saptamak daha zordur. AmpC
beta-laktamazlar klavulanik asitle inhibe edilemez ve CLSI dogrulama testleri ile GSBL
tanimlanmasim maskel eyebilir (79).

AmpC yapan izolatlarda GSBL saptanmasi i¢in sefepimin kullanildigi modifiye ¢ift disk
sinerji testi uygulanmaktadir (81).

K. oytoca: K. oytoca izolatlarinin % 10-20's yine sinif A bir betalaktamaz olan K1

kromozomal beta-laktamazini fazla Uretirler. Bunlar sefpodoksime ve siklikla sefotaksime
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direncli fakat seftazidime direngli degildir. Bu izolatlarda, sefotaksimli yada sefepimli
klavulanat sinerji testleri pozitif sonug verebilir. Bunun sonucunda K1 kromozomal beta-
laktamaz Ureten izolatlar GSBL uUretenlerle karistirilabilir (79).

Acinetobacter, P. aeruginosa ve S. maltophilia gibi nonfermentatif tirler icin yukarida

bdirtilen yontemler kullamilamaz (79).
4.5.15. Izoelektrik Odaklama

[zoelektrik odaklama yontemi genel olarak proteinlerin izoelektrik noktasim belirlemek igin
kullanilmaktadir (82). Bu amagla organik asit ve baz karisimi ile bir pH gradienti hazirlamr ve
jele yayilir. Bu jele bir protein ¢ozeltis ilave edilince; protein, pl (izoelektrik nokta) degerine
esit pH'a gelinceye kadar go¢ eder. Boylece farkli pl olan proteinler birbirinden ayrilabilir
(82).

Bircok betarlaktamaz benzer izoelektrik noktalarina sahiptir ve bu ylzden ginimizde
izoelektrik odaklama yontemi ile ayrim guclesmistir (15).

Cift disk sinerji testiyle GSBL paterni gorilmesi ve izoelektrik odaklama gibi fenotipik
yontemler tek baslarina beta-laktamaz genlerinin saptanmasinda yeterli degildir. Fenotipik

yontemler yanlis pozitif sonuca neden olabilir (83).

45.2. Molekller Yontemler

Beta-laktamaz genlerinin belirlenmesinde molekiler biyolojik yontemler dnerilmektedir. Bu
amagla, oligotiplendirme, PZR, PZR-REA, PZR-SSCP ve klonlama gibi yontemler
kullanilmaktadir (15).

Dizi analizi, bakterilerdeki spesifik beta-laktamaz genlerinin belirlenmesi icin altin standarttir.
Bir bakteri farklit GSBL’ ler tretebilmektedir. Bu gibi durumlarda multipleks PZR-dizi analizi
islemlerine gerek duyulmaktadir. PZR-REA, oligotiplendirme gibi yontemler genellikle
GSBL'lerin yalnizca bir tipini belirlemektedir (15).

4.5.2.1 Oligotiplendirme

Beta-laktamazlarin tammlanmasinda ilk molekuler yontem oligotiplendirme yontemidir. Bu

yontem, oligonuikleotid problar ile nokta mutasyonlarin: saptanmasina dayanir (84).
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45.2.2PZR

PZR nikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu igin gelistirilmis bir sistemdir. Hedef
DNA/ RNA'min selektif olarak amplifikasyonuna imkan vermektedir. Polimeraz zincir
reaksiyonu bir gesit in vitro klonlamadir. Fakat DNA polimeraz enzimi yardim: ile genomun
tamam degil, spesifik bolgelerin kopyalanmas: gergeklestirilmektedir (85). PZR yontemi
bazi GSBL’ler 6rnegin PER igin tek bagina kullanabilmektedir. Ancak beta-laktamaz
tiplendirilmesinde PZR genellikle baska yontemlerle beraber uygulanmalidir.

4.5.2.3 PZR-SSCP

Single strand conformation polymorphism (SSCP) yontemi, yiksek ayrimli denatiire olmayan
poliakrilamid jelde mutasyon igeren ve dogal tip tek sarmalli DNA'min farkli hareketlilik
gostermesi temeline dayanmaktadir (86,87). Bu yontem blasyy  genindeki spesifik
lokasyonlarda tek baz mutasyonunu belirlemek icin kullanmlmstir. Y éntemde oligonikleotid
primerler kullamlarak 475 bp amplimerler olusturulmakta ve Pstl restriksiyon enzimi ile
kesilmektedir. SHV-1,-2,-3,-4 ve -7 beta-laktamaz genleri kesilen amplimerlerin farkl:
elektroforetik hareketliligi ile tammlanabilir (5).

4524 PZR-REA (Restriksyon Enzm Analiz= Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP))

PZR-REA, PZR sonrasi elde edilen DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesilerek DNA
parcalarinin agaroz jelde biyukliklerine gore ayrildiktan sonra etidyum bromid ile boyanarak
degerlendirilmesine dayanir (80,88).

Bu yontemin avantaji cok az DNA ile ¢alisilmasi, kisa siirede sonug vermes ve radyoaktif
madde kullanilmamasidir. Y ontemin dezavantgjlari ise genomda ortaya c¢ikan dogal

mutasyonlarin kesim bolgelerini degistirebilmes ve bazen kismi kesimlerin olmasidir (88).
4.5.2.5 Klonlama ve Dizi Analiz

GSBL yayiliminin engellenmesindeki ilk basamak toplum veya hastane kokenli izolatlarda
hangi tip GSBL’nin hakim oldugu, yayilma hizi ve yollarinin anlasilmasidir. Bunun igin de
oncelikle izolatlarin igerdigi GSBL tipleri dogru olarak tanimlanmalidir. Son yillarda PZR ve
dizi analizi gibi molekuler yontemlerin bu soruna buytk 6lglide ¢dzUm getirmesine ragmen,

tek basamakli PZR ve ardindan dizi analizi uygulamas: aym aileden birden fazla GSBL
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uretildiginde yanlis veya yetersiz sonu¢ vermektedir. Bu nedenle de ¢ncelikle bakterilerin
urettigi GSBL’lerin ayrilmas: gerekmektedir. Aym organizmada SHV veya TEM tipi beta-
laktamazlarin farkli varyantlar: bir arada bulanabilmektedir. E. coli’'deki TEM-1 veya K.
pneumoniae’ daki SHV-1 gibi hem genis spektrumlu beta-laktamaz ile hem de genislemis
spektrumlu bir baska beta-laktamazin da bir arada oldugu durumlar olabilmektedir. Bu
durumda, GSBL'yi saptayabilmek icin klonlama, ardindan dizi anadizi yapmak
gerekmektedir. Ancak dizi analizi zaman alic1 ve paha1 bir yontemdir. Gunimuz sartlarinda
ancak rutin dig1 uygulamalarda beta laktamaz genleri klonlanmakta, ardindan dizi analizi

uygulanmaktadir.

4.6. GEN KLONLAMA

Gen Klonlama Teknolojisi “*Rekombinant DNA Teknolojisi’’ olarak da adlandiriimakta olup
genetik bilginin (DNA) bir organizmadan ayn: ya da farkl: tire ait diger bir organizmaya
aktarimim kapsar. Klonlama, istedigimiz bir genin konak hiicre tarafindan gogaltiimasi
olayidir (69,85).

Gen klonlamanin genel olarak asamalar1 asagidaki gibidir:

(i Hucrelerden DNA izole edilir. istenilen gen PZR ile gogaltilir.

U PZR drunleri, vektdr ya da tasiyict molekil adi verilen diger DNA molekdilleri ile
birlestirilir. Icine yeni bir DNA pargast sokulmus olan vektor, bir rekombinant DNA
mol ekl tdr.

U Kendi DNA' st ile birlikte, Gzerinde yabanct DNA molekilun tagiyan vektortin olusturdugu
rekombinant DNA molekili, bir konak hiicreye aktarilir. Rekombinant molekil konak hiicre
icerisinde kendini esler.

U Konak hiicre kendisini eslerken, rekombinant DNA molekdlleri de yavru hiicrelere geger ve

her biri klonlanmig DNA dizisinin kopyalarin tagiyan konak hiicre toplulugu olusur (69).

46.1. Vektorler

DNA parcalar: klonlama icin bakteri hiicresine dogrudan giremezler. Ancak bir DNA pargas
bir vektor ile birlestirilirse, konaga girebilir ve orada kendini esler. Gergekte vektorler tagiyict
DNA molekilleridir ve DNA parcalarinin alict hiuicreye aktarimasim saglarlar. Bir DNA
molekultnun vektor olarak gorev yapabilmes igin bazi 6zellikleri tasimas: gerekmektedir
(69).
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1. Ahc hicrenin kromozomundan bagimsiz olarak kendisini ve tasidigi DNA
mol ekl tinu gogaltabilmelidir. Replikasyon orijini olmalidir.

2. Ona diger hicreler arasindan segilebilmesini saglayacak 0zelligi kazandiran bir gen
(belirleyici bir marker) tasimalidhr. Bu, bir antibiyotik direng geni veya konak hticrede
olmayan bir enzime ait gen olabilir.

Konaktan kolay izole edilebilir olmalidir.
4. Vektor Uzerindeki restriksiyon enzimlerinin sadece bir kirilma bolgesi olmalidir yani

tek ve 6zel bir restriksiyon endontikleaz kesim bolgesi bulundurmalidir.

Cssitli buyuklUkteki DNA pargalarim klonlamasini saglayan ¢ok sayida vektor (plazmid
vektorler, bakteriyofaj vektorler, kosmid vektorler vs.) kullamlimaktadir.

4.6.1.1. Plazmid Vektorler

Ilk gelistirilen vektorler genetik olarak degisiklige ugratiimis plazmidlerdir. Plazmidler,
yaygin olarak kullamlan, ancak nisbeten kigik DNA parcaarinin klonlanmasina olanak
saglayan vektorlerdir. Plazmidler, bakteride bulunan ekstra kromozomal, cift iplikli ve
halkasal yapidaki DNA molekilleridir ve bakteri iginde bagimsiz olarak eslenebilirler. Bir
konak hlicreye sadece bir plazmid girmesine ragmen, plazmid kendisinin ¢ok sayida
kopyasimi olusturacak sekilde cogalir. Bu tur bir plazmid, vektdr olarak kullanildiginda,
klonlanmig DNA’'nin ¢ok sayida kopyasimn olusmasim saglar. Vektor olarak kullamlan
plazmidler, bazi restriksiyon enzimleri icin sinirli sayida uygun enzim kesim bolgesini ve
plazmidi tasiyan konak hiicreleri ayirt eimeye yarayan belirleyici genleri tasiyacak sekilde
degisiklige ugratilirlar (69).

Genetik muhendisligi ile olusturulmus birgok plazmid vektor vardir ve bu vektorler
kendilerini igeren konaklarin belirlenmesini kolaylastiran bazi Ozelliklere sahiptirler (Sekil
6)(69,89). Ornegin bu calismada gosterilen ve Sekil 6'da gosterilen pTZ57R/T plazmid
vektor sistemi, bakterilerde ampisilin ve mavi/beyaz koloni segiciligine gore ayirim
yapmaktadir. Plazmid Uzerinde bulunan ampisilin direng geni duyarli kompetan hiicrede
(6rnegin IM107) bulunmadigindan ampisilinli besiyerinde sadece bu plazmidi tasiyan
bakteriler Ureyebilmektedir (69,89).
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Sekil 6. pTZ57R/T plazmidi (89)

Benzer sekilde farkli plazmid vektor sistemlerinde baska direng genleri de (kanamisin)
kullamlabilmektedir (90). Mavi/ beyaz segiciliginde beyaz koloniler genellikle hedef DNA
iceren plazmidleri gosterirken, mavi koloniler DNA ile birlesmeden ligasyona ugramis
plazmidleri gosterirler. Mavi/ beyaz koloni taramasinda lac™ genotipini belirlemek icin X-Gal
ve IPTG birlikte kullamimaktadir. PTG (izopropil-beta-D-tiyogalaktopiranozid) lacZ
represorini inaktive eder, beta-galaktozidaz sentezini uyarir. X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-
indol beta-D-galaktozid), mavi renk olusturan beta-gaaktozidaz enziminin kromojenik
substratidir.

Plazmid tzerinde lacZ geni bulunmaktadir. Hedef DNA, plazmid icine yerlestiginde bu gen
inaktive olmakta, X-gal ve IPTG eklenerek hazirlanmis besiyerinde hedef DNA iceren
plazmidler beyaz koloniler olustururken, ligasyon basamaginda hedef DNA’nin

eklenemedigi plazmidleri igeren bakteriler mavi koloniler olusturmaktadir (91).

4.6.2. Klonlama Yontemleri

PZR urdnlerinin klonlanmasinda en az t¢ yontem vardir:
i T/A klonlama
U Y apiskan ug olusturan restriksiyon enzimlerini kullanarak yapilan klonlama

U KUt ug olusturan regtriksiyon enzimlerini kullanarak yapilan klonlama
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Bu islemlerde kullanilan restriksiyon endoniikleazlari bakterilerden izole edilmektedir.
Bakteriyi istila eden viral DNA’y1 pargalayarak, virus infeksiyonunu onledigi ya da kisitladigi
icin bu ismi amiglardir. Restriksiyon enzimleri 6zgul ve "palindromik™ DNA dizilerini
tanirlar ve her iki DNA zincirini bu dizilerden keserler (69,85). Zaten bu enzimlerin klonlama
icin 6nemli olmaarinin nedeni, DNA’y1 her zaman 6zgul bolgelerden kesebilmeleridir (85).
Bazi restriksiyon enzimleri cift iplikli DNA’y1 kit-ug olusturacak sekilde; bazilar: ise
yapiskan-ug olusturacak sekilde keser (69)

4.6.2.1. Yapiskan Uclu "' Sticky-end" Klonlama

Bu yontemde, PZR drunleri ve klonlanlama vektori klonlamadan ©nce restriksiyon
enzimleriyle kesilmelidir. Restriksiyon enzimlerinin bazilar1 (6rnegin EcoR1, HindlIll,
BamHI), DNA parcalarinin ucunda uzanan tek zincirli kuyruklar (yapiskan uclar) olusturacak
sekilde DNA’y1 keserler (Sekil 7) (69).

*Emml

op claatTtC 3 0H

3 oH CTTAHG °p

>P G|3'oH “plaAaTTC 3on
3'0H CTTAA|[5 I 5's

Sekil 7. EcoR1 Redtriksiyon enzim kesimi (EcoRI enzimi DNA’da 6 bazlik bolgeden ve G/A
arasindan karsilikli (asimetrik) olarak keser) (69)

DNA pargalarimn ucunda uzanan tek zincirli kuyruklar (yapiskan-uglar) diger DNA
zincirindeki tamamlayict (komplementer) olan tek zincirli kuyruklar ile tekrar birlesebilir.
Farkl iki kaynaktan elde edilen bu tir DNA parcalari uygun kosullarda bir araya getirilirse
hidrojen baglar: ile komplementer yapiskan uglarin birlesmesi sonucu rekombinant molekuller
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olusur. Bu asamada DNA ligaz, DNA parcalarim kovalen bag ile birlestirerek rekombinant
DNA molekdlleri olusturur (69).

4.6.2.2. Kit Uglu "'Blunt-end"" Klonlama

Smal, Haelll, Alul gibi restriksiyon enzimleri ise DNA’nin her iki ipligini ayni noktadan
keserler. iki DNA ipliginin aymi baz ciftinden kesildigi durumlarda kiit uglu DNA parcalar:

olusur (Sekil 8) (92,93).
claavage site Seker-fOSfat bag1
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Sekil 8. Redriksiyon enzim kesmi (Hae Il v e Alu | kit uglu; digerleri yapiskan uclu kesim
bolgeleri olusturmaktadir) (93)

4.6.2.3. T/IA Klonlama

T/A klonlama, PZR urdnlerinin klonlanmasinda kullanilan en basit ve en etkin yontemdir

(94). T/A klonlama sistemlerinin diger klonlama sistemlerine gore baslica avantaji basamak
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sayisimin daha az olmasi, dolayisiyla maliyetinin daha disik ve daha kolay uygulanabilir
olmasidir. Bu yontemde restriksiyon endontikleaz enzimlerine gerek duyulmamaktadir (95).

PZR asamasinda genelikle Tag DNA polimeraz kullaniimaktadir. Tag DNA polimeraz 3'-5'
ekzoniikleaz aktivitesine sahip olmayan, ayrica PZR sirasinda amplifiye olan DNA
molekillerinin 3" uglarina adenin (A) nukleotidi eklenmesiyle sonuglanan terminal
deoksintkleotid transferaz (TdT) aktivitesine sahip olan bir enzimdir (94,89). Bu nedenle,
Taq DNA polimeraz ile ¢gogaltilan PZR Urdnlerinin cogu 3' ucunda bir A uzantis tasir (94).

Buna karsin, Pfu DNA polimeraz terminal transferaz aktivitesi gostermez. 3'-5' ekzonukleaz
aktivitesine sahiptir. Kut uglu PZR Urtnleri olusturur. Ancak, kit uclu DNA parcalari daTaq
DNA polimeraz ve dATP ile kisa bir inkiibasyondan sonra, 3'-A ucuna sahip olan ¢ift iplikli
DNA molekulline donusturulebilir (94).

Bu sekilde elde edilen 3'-A uzantisina sahip ¢ift iplikli PZR Grtnleri, komplementeri olan
3-T uzantili bir vektdre klonlanabilir. Bdyle vektorler genellikle T vektor olarak
adlandiriimaktadir. T vektor ve PZR drdnlerinin komplementer uglari DNA ligaz enzimi ile
birlestirilerek rekombinant DNA molekulleri olusturulur (Sekil 9)(94).

GGATACTAAGACTGT AACTGAGA...AAGATTACGA GAGGTACG

CCTATGATTCTGAC ATTGACTCT TTCTAATGC TCTCCATGC
Vektor PZR Grint Vektor

Sekil 9. A uzantisina sahip cift iplikli PZR trtnt ile T uzantili vektor (94)

Sekil 9'da Tag DNA polimeraz ile hazirlanan PZR Urinu kirmizi renkte gosterilmektedir.
Uriin, 3' ucunda A niikleotidine sahiptir. Vektor kollar: ise T ile sonlanmustir. Boylece PZR
Urdndn 3'-A uzantilar: ile T vektorin 3'-T uzantilart arasindaki uyum, T-vektor icine Taq ile
amplifiye edilmis PZR Urtnlerinin direk ligasyonunu saglamaktadir (94).

T/A klonlamanin basmaklar: Sekil 10’ da 6zetlenmistir.
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Kalip DNA

PZR (Taqg DNA
polimerazile)

PZR Urini

|

Jelden Purifikasyon

T-Vektor

T4 DNA Ligaz

|

Transforme Edilecek Konak Hicreler

Sekil 10. TA klonlamanmn sematik olarak asamalari (94)

4.6.21.1. T/IA Klonlamada PZR Ur iiniiniin Vektoér icine Klonlanmasi (''DNA

Ligasyon'' Asamasi)

Klonlanacak DNA (PZR uruna), vektordeki hedef bdlgeye DNA ligaz enzimi ile baglanir.
DNA ligaz enzimleri, polintkleotid zincirlerinden birinin 5' ucuyla diger polipeptid zincirinin
3' ucu arasinda kovalen bag olustururlar. Bu enzimler, 5' ucunda bir fosfat grubuna sahip olan

dsDNA molekdltnin bir ipligindeki kirilmayr onarir. DNA ligaz enzimleri fosfat grubunun




aktifleserek 3'-OH'’a baglanmas igin adenilatlanmig bir ajana gereksinim duyarlar. Bu islem
icin E. coli enzimi NAD" kullanir, ¢ok yaygin kullamlan bakteriyofaj T4 enzimi ise ATP
kullanir. Restriksiyon enzim reaksiyonun tam tersine, ligazlar yapiskan uclarin tutunmus
ciftindeki kirik olan fosfodiester baglar: agigin kapatmada etkilidir (91,92).

4.6.2.1.2. Transformasyon Basamagi

Rekombinant DNA molekillerinin konak hicrelere aktariimas: islemi genel olarak olarak
transformasyon olarak adlandiriimaktadir (69).

Vektor olarak plazmidlerin (6rnegin pTZ57R/T) kullamldigr durumlarda aict hiicre olarak bu
plazmidlerin girebilecegi uygun konak E. coli hicres secilir. Vektor ve PZR Grininin
birlesmesinden olusan rekombinant DNA molekillerinin konak hiicrelere aktariminda
kimyasal, fiziksel, flizyon ve viral teknikler kullanilmaktadir. Genellikle bakteri hiicrelerine
gen aktariminda bakteri hucrelerinin DNA molekilini hiicre igine aabilme yeteneginden
yararlanilmaktadir. Soguk CaCl, ¢Ozeltisinde bekletilmis E. coli huicreleri kisa bir siire yuiksek
181 sokuna maruz birakilarak, kompetan (dis ortamdan DNA molekilu aabilme yeteneginde)
hale getirilmekte ve yabanct DNA’ nin bu hiicreler tarafindan alinmast saglanmaktadir (91).

Transformasyon sonucunda higbir plazmid icermeyen E. coli 'ler, istenilen gen dizilerini
icermeyen plazmidleri tasiyan E. coli 'ler ve istenilen gen dizilerini igeren plazmid vektori
tasiyan E. coli 'ler olusabilir.

4.6.3. Rekombinant Molekllt Tastyan Konak Hicrelerin Segilmes

Istenilen geni tasiyan plazmidli E. coli kolonilerini digerlerinden ayirmak, gen aktarma
tekniginin en 6nemli bir asamasint olugturmaktadir. Bunu saglamak icin, koloni segimi,
koloni hibritleme, immunolojik yontemle saptama gibi yontemler kullarilabilir.

4.6.3.1. Koloni Segimi

Transforme bakteriler ampisilin, X-Gal ve IPTG igeren ortama aktarilarak bakterilerin
tremesi saglamir. Eger klonlanan gen, plazmidin beta-galaktozidaz (lac Z) geni igine girmisse
bu gen inaktive edildiginden enzim sentezlenemedigi icin X-Gal'1 ayristiramaz ve koloniler

renksiz (beyaz) olarak gorulir. Klonlama ve transformasyon islemi sonunda bu tir koloniler
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(lak-, ampl) secilmektedir. Eger beta-galaktozidaz geni inaktive olmamissa sentezlenen

enzim, X-Gal'l ayristirarak koloni etrafinda mavi renk meydana getirir (lak+, amp’ direncli
koloniler) (91).

Gen transferinin dogrulugunu anlamak amaciyla besiyerinde treyen kolonileriden beyaz
olanlar1 segilerek hedef DNA’ya yonelik PZR’lar1 yapilir. Boylece transformant koloniler
tespit edilir. Bazi durumlarda beyaz kolonilerden yapilan PZR' larin sonucu negatif ¢ikabilir.
PZR saflagtirma isleminin basarisiz olmasi, distk antibiyotik konsantrasyonu, vektor DNA
oramnin PZR Urunine kiyasla daha yuksek olmasi "nonrekombinant” kolonilerin elde
edilmesine neden olabilir (90).

4.6.4. Klonlanmis Genin Nukleotid Dizisinin Saptanmas

DNA dizi analizi DNA’ nin niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina gelmektedir. Nikleotid
dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik gelistirilmistir. Bunlar Maxam-Gilbert kimyasal
degradasyon yontemi ile Sanger'in dideoksi enzimatik yontemidir (96).

a) Maxam-Gilbert Yontemi: DNA parcast bir ucundan P32 ile isaretlenir. Bu isaretlenen
DNA pargas: dort 6rnek olarak bolunir. Her ornege, DNA'da ki bazlardan birisini tahrip
edecek sekilde bir kimyasal madde eklenir. Daha sonra, piperidin kullanilarak, hasarlanmig
niikleotidlerin bulundugu yerlerden DNA yapisi fosfodiester baglarindan kirilir. Boylece P32
ile isaretlenmis kisali-uzunlu parcaar elde edilmis olur. Daha sonra elektroforez ve
otoradyografi ile sonug ainmaktadir (96).

b) Sanger DNA Dizi Analiz Yontemi: En sik kullanilan Sanger'in yontemi olup, asimetrik
amplifikasyon ile elde edilmis tek iplikgili DNA; DNA polimeraz enzimi ile
dideoksinukleotidler (ddNTP) ve biri radyoaktif olarak isaretlenmis dNTP kullanilir. Ortama
radyoaktif P32, S35 veya P33 eklenir. isaretleme primerlerle yapilabilecegi gibi, ortama
eklenen dNTPlerden birisinin radyoaktif olmasi da yeterlidir. Burada en Onemli nokta
ddNTP'lerin (ddTTP, ddCTP, ddGTP, ddATP) eklenmesidir. ddNTP lerin dNTPlerden
farklilig1 deoksiribozun 3' noktasinda hidroksil grubunun bulunmamasidir. Sentezlenen DNA
zincirine, DNA polimerazlar aracilig: ile baglanabilirler. Bu baglanma 5' trifosfat gruplar:
araciligi ile olur. Fakat, 3' hidroksil grubunun olmamasi nedeniyle, ardindan gelen dNTP'ler
ile fosfodiester baginin olusmast engellenir. Dogal olarak DNA zincirinin daha fazla uzamasi
imkansiz hale gelir (96).
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DNA pargasindaki niukleotid dizisinin tayini igin, her biri ayri tiplerde olmak Uzere 4
reaksiyon seti hazirlanir. Her tupte tek zincirli bir DNA kalibi (dizisi belirlenecek olan DNA),
uygun bir primer, DNA polimeraz, dort niikleotid ve oransal olarak daha az miktarda dort tip
ddNTP lerden sadece biri bulunur. DNA sentezi olurken, DNA polimeraz, arada sirada,
uzayan DNA zincirin yapisina nukleotidlerin yam sira ddNTP leri de sokar. Bu nikleotid
analogu 3' hidroksil grubu icermedigi icin bir sonraki nukleotid ile 3' bagi olusturamaz. Bu
nedenle DNA sentezi sonlanir. Her bir tlpte uzunluklar: birbirlerinden birer nikleotid farkl:
olan degisik uzunluklardaki DNA molekulleri birikir. Her bir reaksiyon tlptindeki érnekler jel
elektroforezine yan yana yuklenerek tuplerdeki DNA pargalar: birbirlerinden ayrilir.
Parcalarin jel Uzerinde gorunimleri saglandiginda merdivene benzer bantlar seris ortaya
cikar. Dizi asagidan yukari dogru okunarak baz dizilimi gerceklestirilen DNA kalibinmin

tamamlayicisinin 5' den 3' ne dogru niikleotid dizisi belirlenmis olur (69).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. izolatlar

Calismaya, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakltes Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda 2004 yilinda kan kulttrlerinden izole edilen ve GSBL Ureten toplam 21
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae susu arasindan farklit GSBL' ler Ureten alt1 izolat

secildi ve bu izolatlar klonlama galismalarina alindt.

5.2. Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerleri

1.0.5M Na;EDTA (Sigma E5134) (pH 8.0)

186.12 g disodyum etilen diamin tetra asetat-2H,O 800 ml distile su icinde karistirilarak
eritildi. NaOH kullamlarak pH 8.0' e ayarlandi. Hacim bir litreye distile su ile tamamland:.

2. Tris-Borik asit-EDTA (TBE 10X)

108 g Tris (Sigma T1503), 55 g borik asit (Applichem A2940), 900 ml distile su iginde
¢Ozuldu. 40 ml 0.5 M N&EDTA (Sigma E5134) (pH 8.0) eklendi ve hacim bir litreye distile

su ile tamamland:.
3. TE Tamponu (pH 8.0)

10 ml 1 M Tris (pH 8.0) ve 2 ml 0.5 M Na&EDTA (pH 8.0) 800 ml distile su ile karistirildi.
pH 8.0’e ayarlandi. Hacmi 1 litreye tamamlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavland: ve oda
sicakliginda saklandh.

4. Ampisilin

Mililitresinde 25 mg olacak sekilde 10 ml’ lik stok ampisilin solusyonu hazirlamak igin 0,25 g
ampisilin tartilch. 10 ml steril su ile karistirild. Birer ml’ lik alikotland: ve -20°C’ ye kaldurildi.

5. Ampisilinli Luria Bertani (LB) Agar (50 pg/ml-100 pg/ml)
3.5 g LB agar (Sigma L2897) 100 ml’'ye digtile su ile tamamlandi. 121 °C’'de 15 dakika
otoklavlandi. 50-55 °C’ye kadar sogutulup, icine ampisilin eklendi. 50 pg/ml ampisilin icin
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100 ml’ye 200 pl, 100 pg/ml ampisilin igin 100 ml’ye 400 pl ampisilin (25 mg/ml) eklendi.
Plaklar +4°C’ ye kaldir1ldh.

6. Ampisilinli LB Sivi Besiyeri

2 g LB siv1 besiyeri (Sigma L3022) 100 ml’ye distile su ile tamamlandi. 121°C’de 15 dakika
otoklavlandi. 50-55°C’ye kadar sogutulup, icine ampisilin eklendi. 50 pug/ml ampisilin icin
100 ml’ye 200 pl, 100 pg/ml ampisilin igin 100 ml’ye 400 pl ampisilin (25 mg/ml) eklendi.

7. Terrific Broth (TB)

TB, plazmid tasiyan E. coli hucrelerini gogaltmak amaciyla kullanilan yiksek oranda
zenginlestirilmis bir besiyeridir. LB sivi besiyerine kiyasla daha fazla pepton ve maya 6zditu
eklenmesi yliksek oranda plazmid elde edilmesini saglamaktadir. TB, bu calismada TEM

klonlarindan plazmid eldesi igin LB sivi besiyeri yerine kullanilmistir.

200 ml TBigin

LB siv1 besiyeri 19

Maya 0z(ti 3849

Dipotasyum fosfat 1889

Monopotasum fosfat 044 g tartildi ve 200 ml digtile suda ¢ozuldi. 0.8 ml

glisorol (%100’ [uk) eklendi. 121°C’ de 15 dakika otoklavland:.

8. X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactopyranoside) (Fermentas R0402)
Mililitresinde 20 mg olacak sekilde 5 ml’lik stok X-gal solusyonu hazirlamak igin 0,1gram X-
gal tartildi. Bes ml N-dimetilformamid eklendi. Steril mikrosantrifjj tuplerine birer mililitre
olarak alikotland:. -20°C’ de saklandh.

9. IPTG (isopropyl — 3-D-thiogalactopyranoside) (Fermentas R0391)

Mililitresinde 24 mg olacak sekilde 50 ml’lik stok IPTG solusyonu hazirlamak igin 1,2 gram
IPTG tartildi. 50 ml distile su eklendi. Filtrasyon ile steril edildi. Steril mikrosantrifij
tiplerine birer mililitre olarak dikotlandi. +4°C’ de saklandh.

10. Etidyum Bromid (Applichem A11511)

Etidyum Bromid 05¢g

Distile su 100 ml

0.5 g etidyum bromid 100 ml distile suda ¢ozuldu. Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile
kapland:.
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11. Liyofilize Escherichia coli JM 107 Bakterilerin (Fermentas M0109) Hazirlanmast

Liyofilize E. coli JM107 bulunan sisenin icine 0.5 ml LB sivi besiyeri eklendi ve iyice
karistirildi. LB ve kanl1 agarlara 20 ser pl ekim yapildi. Stoklamak igin sivi besiyerindeki
stigpansiyondan 100 pl beyin kalp sivi besiyerine ilave edildi ve gliserol (% 50) eklenerek -
20°C'ye kaldirildi. Ayrica ertes giin kanli ve LB agarlarda Ureyen kolonilerden de stok

kdlttrler hazirlandi.

5.3. PZR VeDizi Analizi icin Kullamlan Onciiller
Calismalarda kullanilan dncul dizileri Tablo 3ve Tablo 4’ de gosterilmistir.

Tablo 3. PZR andizi igin kullamlan onciller

Onciiller Urin Kaynakl ar
Buyukliizl

CTX-1-5- CCCATGGTTAAAAAATCACTG -3 891 97
CTX-1-5- CCGTTTCCGCTATTACAAAC -3
CTX-2-5- ATGATGACTCAGAGCATTCGC -3 893 97
CTX-2-5- TCGCTCCATTTATTGCATCA -3
CTX-8-5- ATGTTAATGACGACAGCCTGTG -3 689 97
CTX-8-5-CCGGTTTTATCCCCGACA -3
CTX-9-5- GTG ACA AAG AGA GTG CAA CGG -3 856 98
CTX-9-5-ATGATT CTC GCC GCT GAA GCC -3
TEM-A-5-ATAAAATTCTTGAAGACGAAA-3 1080 99
TEM-B-5-GACAGTTACCAATGCTTAATC-3
SHV-A-5- GGG TTATTCTTATTT GTC GC-3 930 98
SHV-B-5- TTA GCG TTG CCA GTG CTC-3




Tablo 4. Dizi analizi igin kullanilan 6nctller

Onciiller Oncil dizileri (5'-3") Konsantrasyon |Tm
M13F-pUC-F(-46) GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA 10 pmol/pl 58.6°C
M13F-pUC-R(-46) | GAGCGGATAACAATTTCACACAAGG |10 pmol/pl 55.7°C
TEM-S1-F TACACTATTCTCAGAATGACT 10 pmol/pl 5400
TEM-2-R TTCTGTGACTGGTGAGTACT 10 pmol/pl 56°C
SHV-S(LE) CAGATCGGCGACAACGTCAC 10 pmol/pl 56.0°C
SHV-S2(LA) GTGACGTTGTCGCCGATCTG 10 pmol/pl 63.0°C

5.4. [lzolatlarin Genislemis Spektrumlu Beta-laktamaz Uretiminin

Saptanmas

Izolatlarda GSBL varligimin saptanmast amaciyla CLS| tarafindan Onerilen tarama ve
dogrulama testleri kullamlmistir (78). Dogrulama amaciyla kombine disk yontemi
uygulanmistir. Bu amagla test edilecek organizma Mueller-Hinton agar besiyerine (Oxoid,
Ingiltere) homojen olarak yayildi. Clinica and Laboratory Standarts Ingtitute (CLSI)
Onerilerine gore sefotaksim (30 pg) ile sefotaksim kalvulanat (30 + 10 pg), seftazidim (30 pg)
ile seftazidim klavulunat (30 + 10 pg) diskleri karsilikli olarak yerlestirildi (76). Plak 37°C’ de
bir gece inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra kombinasyon diskleri etrafindaki zon, klavulanik
asit icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla 5 mm veya daha fazla ise, izolat GSBL Uretimi
acisindan pozitif olarak kabul edildi (78).

5.5. GSBL'lerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ile Saptanmasi

5.5.1. DNA Eldes

Izolatlarin hangi tip GSBL yaptiklarim belirlemek amaciyla blacrx.w, blatem, blagsv PZR
yapildi. Bu amagla suslardan DNA eldesi igin, 500 pl distile su bulunan mikrosantrifdj tipleri
icinde 2- 3 bakteri kolonisi siispanse edildi. Kaynatilmis suda 15 dakika bekletildi. 10.000
romde 5 dakika santrifije edildi. Ust kismlar yeni steril tiplere ainarak PZR
reaksiyonlarinda kalip olarak kullamld: (100).
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5.5.2 PZR (Polimeraz Zincir Reaksyonu) Uygulamas

E. coli ve K. pneumoniae suslarinin DNA ekstraksiyonlar: yapildiktan sonra Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) asamasina gegildi. Suslarin CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9,
TEM, SHV PZR'lar1 yapildi.

55.21.CTX-M-1 PZR

Her bir 6rnek icin PZR tiplerine, buz tstiinde toplam hacim 50 pl olacak sekilde asagidakiler

konuldu.
Master mix
10x Tag Tamponu 1x 5ul
dNTP stok sollisyon 200uM (4x25pumol) 4ul
(Fermentas R0181, Litvanya)
MgCl, 1.5mM 3ul
CTX1A primeri 20 pmol 1
CTX1B primeri 20 pmol 1l
Taq DNA polimeraz 2U 0.4 ul
(Fermentas EP0402, Litvanya)
dH,O 30.6 pl
DNA 5 pl (/20 sulandirilmus)
|5 d6ngu programe
94 °C—3dakika on denatiirasyon
94°C—1dakika denatiirasyon
48°C—1dakika  birlesme P 30dongi P Tml: 49.1°C Tm2: 49.5°C
72°C—2dakika  uzama
72°C—20 dakika son uzatma
55.22.CTX-M-2 PCR
Master mix
10x Tag Tampon 1x 5ul
dNTP stok sollisyon 200uM (4x25pumol) 4ul
MgCl, 1.5mM 3ul
CTX2A primeri 20 pmol 1
CTX2B primeri 20 pmol 1l
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Taq DNA polimeraz 2U 0.4 pl
dH.0O 30.6 ul

DNA 5 pl (/20 sulandirilmus)

| d6ngil programe

94 °C—3dakika on denatiirasyon
94°C—1dakika denatiirasyon
50°C—1dakika  birlesme P 30 dongli P Tm1:51.7°C Tm2:56°C
72°C—2dakika  uzama
72°C—10 dakika son uzatma
55.23.CTX-M-8 PCR
Master mix
10x Tag Tampon 1x 5ul
dNTP stok sollisyon 200uM (4x25pumol) 4ul
MgCl, 1.5mM 3ul
CTXB8A primeri 20 pmol 1
CTX8B primeri 20 pmol 1l
Taq DNA polimeraz 2U 0.4 pl
dH,O 30.6 ul
DNA 5 pl (/20 sulandirilmus)
|5 d6ngu programe
94 °C—3dakika on denatiirasyon
94°C—1dakika denatiirasyon
50°C—1dakika birlesme P 30 déngli P Tm1:51.8°C Tm2:56°C
72°C—2dakika  uzama
72°C—10 dakika son uzatma
55.24. CTX-M-9 PCR
Master mix
10x Tag Tampon 1x 5ul
dNTP stok sollisyon 200uM (4x25pumol) 4ul
MgCl, 1.5mM 3ul



CTX9A primeri
CTX9B primeri

Taq DNA polimeraz
dH,O

DNA

|5 d6ngu programe

94 °C—3dakika
94°C—1dakika
52 °C—1dakika
72°C—2dakika

72°C—10 dakika

5525.TEM PZR

Master mix

10x Taqg Tampon
dNTP stok sollisyon
MgCl,

TEM-A primeri
TEM-B primeri

Taq DNA polimeraz
dH-0O

DNA

|5 d6ngu programe

94 °C—3dakika
94°C—1dakika
42°C—1dakika
72°C—2dakika

72°C—20 dakika

55.2.6. SHV PZR

Master mix

10x Taqg Tampon
dNTP stok sollisyon

20 pmol
20 pmol
2U

306 i

5 pl (/20 sulandirilmus)

On denatlrasyon

denattirasyon

birlesme
uzama

0N uzatma

30 dongu

1x

200uM (4x25pumol)
1.25 mM

20 pmol

20 pmol

25U

31 pl

5 pl (/20 sulandirilmus)

On denatlrasyon

denattirasyon

birlesme
uzama

0N uzatma

P 30 dongl

1x
200uM (4x25pumol)

1

1l
0.4 ul

b Tm1:52.2°C Tm2:60.1°C

5ul
4 ul
2.5ul
1u
1l
0.5 pl

b Tm1:42.6°C Tm2:48.5°C

5ul
4 ul



MgCl, 1.25 mM 2.5l

SHV-A primeri 20 pmol 1l
SHV-B primeri 20 pmol 1pl
Taq DNA polimeraz 25U 0.5 pl
dH.O 31 pl
DNA 5 pl (/20 sulandirilmus)
|5 d6ngu programe
94 °C—3dakika on denatiirasyon
94°C—1dakika denatiirasyon
47°C—1dakika  birlesme P 30 déngli P Tm1:47.7°C Tm2:50.3°C
72°C—2dakika  uzama
72°C—20 dakika son uzatma

1.1.1. 5.5.3 Agaroz Jel Elektroforezi ve PZR Urunlerinin Gor tintilenmesi

PZR sonuglarint gorebilmek icin %2’lik jel hazirlandi. Bunun igin 40 ml Tris-Borik asit-
EDTA (TBE 1X) (pH:8) icine 0.8 g agaroz (PegLab 35-1020)eklenerek mikrodalga firinda
eritildi. Icine 3 pl etidyum bromid (5mg/ml) eklendi. Taraklar1 hazirlanmus kaliba dokuldu.
Jel donduktan sonra tarak cikarilarak jel, elektroforez tankina yerlestirildi. iki pl jel
yukleme tamponu (Fermentas R0611, Litvanya) ve 10 pl PZR Urind karstirillarak her
kuyucuga 12 pl yiklendi. Ayrica bant buyuklagini gorebilmek amaciyla bir kuyuya da
marker (100bp DNA ladder) (Fermentas SMO241, Litvanya) konuldu. Jd 1X TBE
tamponu (Tris-Borik asit-EDTA, pH: 8) icinde 120 volt uygulanarak 45 dakika yurutildi
ve adindan ultraviyole aydinlaticida (BIO-1D++, Almanya) incelenerek bantlar

gorunttlendi.

5.6. PZR Urunlerinin Agaroz Jelden Saflastirilmas

Klonlama da PZR Grdninun safligi 6nemli oldugu igin dncelikle PZR Grininu saflagtirma
islemi yapildi. Bunun igin jelden DNA ekstraksiyon kiti kullamildi (Fermentas K0513,
Litvanya). Uretici firmann 6nerileri dogrultusunda asagidaki sekilde islem gergeklestirildi.

U Agaroz jelde drtn yuratildikten sonra, DNA bantlart UV Uzerinde bistiri ile kesildi.
Bantlarin etrafindaki jel mimkin oldugunca triine dokunulmadan uzaklastirildi. Daha sonra

Urdin hassas tart1 kullanilarak tartildi ve mikrosantrifdj tiplerine aktarildi.



U Agaroz jelden DNA ekstraksiyonu icin jelin hacminin 1/2 s kadar TBE yogun tuz iceren

dontisttirme tamponu, 42

eritmek amaci ile 55°C’ de 5 dakika su banyosunda bekletil di.

kat1 kadar Binding Tampon (Baglama ¢ozeltisi) eklendi. Agarozu

U Agaroz eridikten sonra silika toz stispansiyonu ilave edildi. Bununigin 2.5 ug DNA’ya 5 pl
silika toz stuspansiyonu konuldu (Eger DNA 2.5 pg'dan fazla ise her 1ug DNA fazlaligina
karsilik 2 pl silika ilave edildi). 55°C’de 5 dakika su banyosunda bekletildi. Her 2 dakikada
bir vorteks karistiricida 4-5 saniye tutuldu.

U Bu karisim 5 saniye 13000 rpm’ de santrifdjj edildikten sonra tist kisim atildi. 500 pl soguk
yikama tamponu eklendikten sonra vorteks karistiricida 5-6 saniye tutuldu. 5 saniye 13000
rpm’ de santrifij edildi. Ust kisim atildh. Bu islem Ug kez tekrarlandi. Her yikamada dipteki
¢Ozeltinin tamamen ¢ozinmes saglandi. Son yikamadan sonra, Ust kisim uzaklastirildi.

U Cokeltinin kurumasi igin havada yaklasik 10-15 dakika beklendi.

0 Coketi 20 pl steril distile su ile siispanse edildi. 55°C’'de 5 dakika tutulduktan sonra 30
saniye 13000 rpm’de santrifij edildi. Ust kisim yeni bir tipe alindi. Bu islem iki kez
tekrarlandh.

5.7. PZR Uriuninin Klonlanmasi

Klonlamaigin InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas K1214) kullanld:.

Bu kit TA klonlama icin kullanilmaktadir. 3'-A uzantisina sahip amplifiye ¢ift iplikli PZR
drdnleri komplementeri olan 3-T wuzantili vektére klonlanmaktadir. Vektor ve PZR
drdnlerinin komplementer uclart DNA ligaz enzimi ile birlestirilerek rekombinant DNA

molekulleri olusturulur (89).
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Pdil 127
Adel, Bsahl 230

Alol 2748

Pdml 2564

Gsul 2054
Ecod31l 2036
Eam11051 1964

BseYl 1380
Cail 1487

Sekil 11. pTZ57R Klonlama Vektori (89)

Sekanslanacak PZR Urunl vektorin lacZ geni icindeki Coklu Klonlama Bolgesi (MCYS)
"Multiple Cloning Sites" igine girmektedir (Sekil 10) (89).

Kitinigerisinde

- Vektor pTZ57R/T

. TADNA Ligaz

- 5X Ligasyon Tamponu

- Kontrol PZR Fragmenti

- Kontrol DNA

- Vektor pTZ57R DNA

- dH-0

- TransformAid™ Bakteriyel Transformasyon Sistemi:
o C-Besiyeri
o T-Cozdtisi (A)
o T- Cozeltis (B) bulunmaktadir (86).
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5.7.1. Ligasyon

Ligasyon basamaginda T4 DNA Ligaz enzimi kullanilmaktadir. Bu enzim diger ligazlardan
farkli olarak ATP kullamir ve az da olsa kit uglu trtnleri de birbirine baglama 6zelligine
sahiptir. Ligasyonda plazmitin T bazi eklenmis agik uclari ile PZR trinunin A bazi eklenmis
uclar karsilikli gelerek yapisir. Uygun ortamin olusturulmas: ve T4 DNA Ligazin ATP
kullanabilmes amaciyla ortama ligazin kendi tamponu konur. Ligaz enzimi ile vektor ve
hedef DNA’min 5'P ve 3'OH gruplari kovalen olarak baglanir.

Ligasyon etkinliginde dnemli faktorlerin basinda PZR Griinun safligi gelmektedir. PZR Grini
yeterli oranda saf ise PZR Urtini ligasyon reaksiyonunda kullamlabilir. Saflastirilmams PZR
drdnlerinin kullanimi klonlama veriminin diismesine neden olur. Ligasyon i¢in uygun DNA
parcalar: agaroz jelden saflastirma, ultrafilitrasyonla ya da kromotografi ile hazirlanabilir. Bu
calismada jelden saflastirma yontemi kullanid mastir.

Ligasyonun etkinliginde kritik 6nem tasiyan bir baska faktor PZR Urtinlerinin 3' sonlarina
eklenen T nikleotidi miktaricir. Bu nedenle PZR amplifikasyonun uzama basamag: 70-72°C
de 20-30 dakika olacak sekilde ayarlanmaktadir. Bu islem genellikle 3-4 kat daha ylksek
duzeyde rekombinant kolonilerin elde edilmesini saglamaktadir. Ligasyonun etkinligini
etkileyen bir baska faktor ise ligasyon reaksiyonundaki vektor/klonlanacak olan gen parcasi
"insert" oramdir. Bu oran, yaklasik 1/3 olmalidir (86).

Ligasyon Reaksiyonu

PZR tuplerine asagidaki malzemeler sirasiyla konuldu.

Ligasyon Karisimi Miktar
Vector pTZ57R/T,(0.165ug,0.18pmol) 3ul
Saflagtirilmig PCR Urind (yaklasik0.54pmol) 4ql

5x Ligasyon Tampon 6ul
dHZO 16pl
T4 DNA ligaz, 5u 1yl
Toplam 10ul

15°C’ de 18 saat bekletildi.



5.7.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasu

Transformasyon ©Onces besyerlerinin hazirlanmis olmasi gerekmektedir. Bu amagla
ampisilinli ve ampisilinsiz LB agar ve sivi besiyerleri sayfa 38 ve 39 da belirtildigi sekilde

hazirland.
5.7.3. Transfor masyon Islemi
5.7.3.1. Kompetan Bakteri Kiltirlerinin Hazrrlanmas

U Kompetan bakteri stogundan (E. coli IM107) LB plaga ekim yapilarak bir gece (16-18
saat) 37°C de inkiibe edildi. Her transformasyon igin 1.5 ml TransformAid™ C-Besiyeri
de ayn: siirdlerde 37°C’ de tutularak 1sitil dh.

U Bir gece boyunca etiivde bekleyen LB agar plaklarinda treyen bakterilerden birkag
koloni steril 6zeyle 1.5 ml C-Besiyeri'ne ilave edildi. Kultir hafifce karistirilarak
stispanse edildi ve tiipler 37°C’ de etiivde calkalanarak 2 saat inkiibe edildi (86).

5.7.3.2. Bakteri Kiultlrtiinden Bakterilerin Hazrlanmas

i iki ml TransformAid™ C-Besiyeri'ne E. coli JM107 kompetan bakteri kolonileri
inokule edildi. Tup etiivde 37°C'de sirekli 200 rpm devirde calkalanarak 16-18 saat
bekletildi.

U Her transformasyon reaksiyonu icin ayrica 1.5 ml TransformAi
37°C' de 16-18 saat tutularak 1sitildh.

U Her 1.5 ml C-Besiyeri’ne 0.15 ml 16-18 saat etlivde bekleyen kultiirden eklendi. Tlpler
37°C de etlivde calkalanarak 20 dakika bekletildi (86).

d™ C-Besiyeri de

5.7.3.3. Transformasyon Igin Gerekli Besiyerlerinin Hazrrlanmas

Her ligasyon uUrtini igin 2-3 ampisilinli LB-agar hazirlandi. Besiyerlerinin her birine ekimden
30-45 dakika 6nce, dnceden hazirlanmis olan 40 pl IPTG (24 mg/ml) ve 40 pl X-ga (20
mg/ml) eklendi ve plak Uzerine yayildi. Besiyerleri IPTG ve X-Gal’in igine gegmes igin ters
bekletildi.

5.7.3.4. Transformasyon

i LB-ampisilin agar plaklar en az 20 dakika 37 °C’ de bekletildi.
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U Her bir transformasyon igin 500 pl T-solusyon-(A) ve 500 pl T-solusyon-(B)

karistirilarak TransformAid™

T-Besyeri hazirlandi. T-Besyeri buz tizerinde bekletildi.

i Kompetan bakteri kilturlerinin hazirlanmasi basamaginda elde edilen ve 37°C'de
tutulmakta olan sivi besiyerindeki kiltlirler 2 saatin sonunda +4°C de 1 dakika santrif(j
edildi.

i Ust kisim atildi ve 300 pl T-Besiyeri eklenerek slispanse edildi. Bes dakika buzda
bekletildi.

(i Tekrar +4°C de 1 dakika santrifiij edildi. Ust kissm atildi ve 120 pl T-Besiyeri eklenerek
suispanse edildi.

U Slispansiyon 5 dakika buzda bekletildi.

U Her bir steril mikrosantrifij tUpl igerisine, stispanse edilmis 50 pl kompetan hticre
stispans yonu eklendi. Bes dakika buzda bekletildi.

U Kontrol transformasyonu igin; kontrol ligasyon trtintinden 2 pl bir steril mikrosantrifuj
tUplne ilave edildi.

U Ligasyon urlnlerinden 2.5 pl diger mikrosantrifij tiplerine konularak 2 dakika buzda
bekletildi.

iU IPTG ve X-Ga iceren ampisilinli LB besyerlerine kontrolden 100 pl, diger
transformasyon tiplerinden klonlama etkinligini degerlendirme amaciyla 200ul, 100pl,
50ul ekim yapildi. 37 °C de bir gece (16-18 saat) bekletildi (86).

5.7.3.5 Transforme Olmus Bakterilerin Segimi

Plazmidin beta-galaktozidaz (lac Z) geni igine klonlanan genin girmes ile bu gen inaktive
edildiginden transforme bakteriler ampisilin ve X-Gal igceren ortama aktarildiginda Urer;

ancak, enzim sentezlenemedigi igin X-Gal'1 ayristiramaz ve koloniler renksiz (beyaz) olarak

gorultr. Klonlama ve transformasyon islemi sonunda bu tir koloniler (lak-, amp)

secilmektedir. Eger beta-galaktozidaz geni inaktive olmamissa sentezlenen enzim, X-Gal'i

aynistirarak koloni etrafinda mavi renk meydana getirir (lak+, amp' direngli koloniler). Bunlar
plazmidi (vektoru) almis ancak klonlama gergeklesmemis olan bakterilerdir.

Bu calisma da, klonlama islemleri sonucunda lac Z repressoru inaktive eden IPTG ve X-Gal
(kromojenik B-galaktozidaz substrati) kullamlarak klonlanan PZR Grlni iceren bakteri

kolonileri renksiz, seffaf ("beyaz koloni"); icermeyenler mavi gorinumleri ile ayirt edildi.

50



Plazmid vektor ampisilin direng geni de tasidig: igin koloni secimi amaciyla kullanilacak
besiyerlerine ayrica ampisilin de eklendi.

Besiyeri Uzerine yayilan IPTG (lac Z represorini inaktive eder) ve X-Gal (beta-galaktozidaz
enziminin substrat)) maddeleri ile hedef bolgeyi iceren koloniler beyaz, icermeyenler ise mavi
renkte goruldi. Bunun yan sira plazmid ampisilin direng geni tasidig: igin sadece plazmide
sahip koloniler ampisilinli besiyerinde tredi.

Transformasyon sonrasi LB agarlarin fotograflar: cekildi ve olusan koloniler sayilds,
kolonilerin pasajlar1 yapildi. Farkli oranlarda ekim yapilan besyerlerindeki beyaz koloniler
sayilarak transformasyon verimliligi de hesaplandi.

Beyaz koloni sayisi X 100

Transformasyon verimliligi (%):
TUm koloni sayist

5.7.4 Klonlanmanin Dogrulanmas Amaciyla Kolonileden PZR ile blacrx-m, blarem,

blagyy' nin Saptanmasi

Gen transferinin dogrulugunu anlamak amaciyla transforme bakteri kolonileri kullamlarak
PZR ile klonlanan bla geni arastirildi. Ampisilinli besiyerinde treyen kolonileriden beyaz
olanlar1 steril kurdan yardimiyla segilerek PZR’lar1 yapildi. BOylece transformant koloniler
tespit edildi. Bu koloniler steril kirdanla alinarak 900 pl beyin kalp sivi besiyeri igeren
mikrosantrifj tUplerine inokule edildi. inokulasyondan sonra bir gece 37 °C’de bekletildi.
Uzerlerine 100 pl % 50’ lik steril gliserol eklenerek -80 °C’ ye kaldirildi. Her bir sustan tg klon
stoklandt.

CTX-M-1 klonlarindan CTX-M-1 PZR, TEM klonlarindan TEM PZR, SHV klonlarindan
SHV PZR calisildi. PZR Urlnleri -20°C’ de saklanch.

5.8. Plazmid DNA Eldes

Klonlanan genin varligim gosterecek dizi analizi dnces klonlardan plazmid izolasyonu
yapildi. Bu amagla "GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit" (Fermentas, Litvanya) kullanildi ve
asagida belirtilen islem basamaklar1 uygulandi:

CTX-M-1, SHV ve TEM klonlarindan ikisi segilerek plazmid ekstraksiyonu yapild.
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CTX-M-1ve SHV klonlariigin
U 50 pg/ml ampisilin igceren LB sivi besiyerleri hazirlandh.
U Steril cam tuplere tiger ml ampisilinli LB sivi besiyeri aktarildi.
(i Iclerine plaklardan secilen koloniler inokule edildi.
(i 16 saat 37°C’ de bekletildi.

TEM klonlariigin
U 50 pg/ml ampisilin igeren Terrific Broth (TB) sivi besiyeri hazirlandi.
U Steril cam tuplere 5’ er ml ampisilinli TB aktarildi.
(i Iclerine plaklardan secilen koloniler inokule edildi.
(i16 saat 37 °C’ de bekletildi.
Daha sonra bu sivi kilttrlerden plazmid DNA eldesi igin "GeneJET ™ Plasmid Miniprep
Kit" kullanildh.
U Kdltarler 8.000 rpm’ de 2 dakika santrifiij edilerek tst kisim atildi.
U 250 pl Resilispansyon CoOzetisi eklendi. Pellet tamamen ¢oziinene kadar vorteks
karistiricida suispanse edildi.
U 250 pl Lizis Cozdtisi eklendi. TUp 4- 6 kez at Ust edilerek karistirild.
U 350 ul Notraizasyon Cozeltisi eklendi. Tlp 4- 6 kez alt Ust edilerek karistirild.
12.000 rpm’de 5 dakika santrifUj yapildi.
i Ust kism bir baska tip (toplama tupl) icerisine yerlestirilmis Genelet™ spin
kolonlarina aktarildi. 11.000 rpm’de 1 dakika santrifllj yapildi. Toplama tlpinun igerigi
atild.
(i GeneJet™ spin kolonuna 500 ul Yikama Tamponu eklendi. 11.000 rpm’de 60 saniye
santrifdj yapildi. Toplama tupundn igerigi atildi. 500 pl Yikama Tamponu kullanarak
yikama proseduirii tekrar edildi.
U Silika membranm kurutmak amaciylatekrar 11.000 rpm’ de 1 dakika santriftij yapild.
(i Son basamaktan sonra GeneJet™ spin kolonu 1.5 ml’lik yeni bir mikrosantrifij tiipiine
yerlestirildi. 50 pl elisyon tamponu eklendi. 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. 11.000
rpm’de 2 dakika santrifdlj yapilarak kolon atildi. Mikrosantriflij tpindeki saflastirilmig
plazmid DNA -20°C’ de saklandh.
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U Plazmid ekstraktlart % 0.8'lik agaroz jelde 120 voltta 1 saat yurituldu ve U.V. 151k

kaynag: yardimiyla gortntilendi. Aynmi jelde A DNA/Hind III (Fermentas ,Litvanya),

molekuler buyuklUklerin belirlenmes amaciyla kullamldi.

5.9. Klonlardan M 13F-pUC-F, M 13F-pUC-R Primerleri ile PZR

Plazmid DNA’simi elde ettigimiz iki CTX-M klonunun jel ekstraktlarindan M13 primerleri
kullanillarak PZR yapildi. M 13 primerleri kullamlarak hem hedef DNA hem de plazmide ait

bir kisim dizi incelenmektedir.

M 13/pUC-F(-46)

5-GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3'

M 13/pUC-R(-46),

5-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3'

59.1. M13 PZR

Master mix

10x Taqg Tampon

dNTP stok sollisyon

MgCl,

M13F-pUC-F

M13F-pUC-R

Taq DNA polimeraz

dH,O

|5 d6ngu programe

94 °C—3dakika
94°C—1dakika
54°C—1dakika
72°C—2dakika

72°C—10 dakika

1x 5ul
200uM (4x25pumol) 4ul
1.5mM 3ul
20 pmol 1l
20 pmol 1l
2U 0.4 ul
30.6 pl
On denatlrasyon
denattirasyon
birlesme P 30 déngli P Tm1:58.6 °C Tm2:55.7°C
uzama
son uzatma
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5.10. DNA Dizi Analizi

Segilen suslardan blagix.m blaem blas, genlerinin nikleotid dizilerinin belirlenmesi icin dizi
analizi yaptirildi. Dizi analizi islemi Macrogen-Gtiney Kore firmasinca gergeklestirildi. Dizi
analizi igin kullanilan primerler Tablo-4' de gosterilmektedir.

66-23, 94-10 numarali CTX-M-1 klonlarinin plazmid ekstraktlarina, M 13F-pUC-F, M13F-
pUC-R ve CTX-M-1 primerleri ile gift yonlU olarak dizi analizi uygulandi. Boylelikle toplam
8 dizgi elde edildi.

155-2, 200-1 numarali SHV klonlarimn plazmid ekstraktlarina, M 13F-pUC-F, M13F-pUC-R,
SHV-S(LE)-F, SHV-S2(LA)-R, SHV-F, SHV-R primerleri ile gift yonli olarak dizi analizi
uyguland:. Boylelikle toplam 12 dizgi elde edildi.

91-3, 94-7 numarali TEM klonlarinin plazmid ekstraktlarina, M13F-pUC-F, M13F-pUC-R,
TEM-S1-F, TEM-S2-R, TEM-F, TEM-R primerleri ile cift yonlu olarak dizi analizi
uyguland:. Boylelikle toplam 12 dizgi elde edildi.

Dizi analizi sonuglar ¢esitli referans dizgileriyle Clustal X programinda, aminoasit dizileri ise
Mega 3.1 programu kullanilarak karsilastirildi.

Neighbour Joining yontemi ve Kimura-2 parametre dizeltmes uygulanarak ise filogenetik
agaclar: elde edildi.



6. BULGULAR

6.1. Kombine Disk Ydnteminin Sonuclari

Calismaya alinan toplam 21 susta GSBL pozitifligi saptandi.

Sekil 12. GSBL paterni gosteren bir K. pneumoniae susu

6.2. PZR Sonuclari

PZR sonucu CTX-M-1 pozitif olan suslarin sayisi 18, TEM pozitif olan suslarin sayisi 11,
SHV pozitif olan suslarin sayist 9 olarak saptandi (Tablo 5). CTX-M, TEM ve SHV tipi beta-
laktamazlar: bir arada tasiyan 4 K. pneumoniae, CTX-M ve TEM beta-laktamaz: tasiyan 7 K.
pneumoniae ve 4 E. coli, CTX-M ve SHV beta-laktamazi tasiyan 2 K. pneumoniae susu
bulunmaktadr.

CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 gruplarina ait beta-laktamazlar ise saptanmad:.

Tablo 5. PZR sonucu CTX-M, SHV ve TEM pozitif olan suglar

CTX-M | SHV TEM
E.coli (9) 9 - 4
K.pneumoniae (12) | 9 9 7
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6.3. PZR Urinlerinin Klonlanmas

6.3.1. Transforme Olmus Bakterilerin Segilmesi

PZR Grdntini alan vektorlerde lacZ geni inaktive edildigi icin laktoz negatif, beyaz koloniler;
PZR 0rinini amayan vektorlerde ise laktoz pozitif mavi koloniler olusmustur.

Transformasyon sonrasi elde edilen koloni goruntileri Sekil 13’ de gosterilmistir.

Sekil 13. Mavi ve beyaz kolonilerin gorinimui

6.3.2. Transformasyon Verimliligi

Transformasyon sonrasi farkli oranlarda ekim yapilan besiyerlerindeki beyaz koloniler
sayillarak transformasyon verimliligi hesaplandi. Transformasyon verimliligi Tablo 6'da
gosterilmektedir.

Tablo 6. Transformasyon verimliligi

Klon | Klonlanan Transformasyon
no gen verimliligi
1 66 blactx-m % 73
2 94 blactx-m % 67.4
4 200 blagwv % 82.5
5 91 blarem %72.6
6 94 blaTem % 75
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6.3.3. Klonlanmanmin Dogrulanmass Amaciyla Kolonilerden PZR ile blacrx-m, blarewm,

blagyy' nin Saptanmasi

Dogru genlerin klonlandiginin anlasilmas: amaciyla koloni PZR yapildi.

CTX-M-1 klonlarindan blactx.m-1 PZR, TEM klonlarindan blarem PZR, SHV klonlarindan
blasiv PZR calisildi. Klonlarin aktarilan gen agisindan pozitif oldugu bulundu. Sonuglar Sekil
14,15,16’ da gosterildi.

891bp

Sekil 14. 66-23, 94-10 numarai klonlarin CTX-M-1 PZR sonrasi bant goruntileri.
M: DNA marker-100bp (Fermentas SM0241), P.k: Pozitif kontrol, N.k: Negatif kontrol.
Pozitif kontrol ile ayni hizada 891 bp buyukluginde bantlar elde edildi. 66-23 ve 94-10

numaral1 klonlar aktarilan gen agisindan pozitif bulunarak dizi analizi uygulamasi igin segildi.
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Sekil 15. 91-3, 94-7 numarali klonlarin  Sekil 16. 200-1, 155-2 numarali klonlarin
TEM PZR jel gorintts. SHV PZR jel goruntisi.

Pozitif kontrol ile aym hizada yaklagik  Poztif kontrol ile aym hizada 930 bp
1000 bp buytkltgiunde bantlar elde edildi. buydklGigtinde bantlar elde edildi.

91-3 ve 94-7 numard: klonlar aktarilan  200-1 ve 155-2 numarali klonlar aktarilan
gen agisindan pozitif bulunarak dizi  gen agisindan pozitif bulunarak dizi analizi

analizi uygulamasi igin secildi. uygulamasi igin secildi.

6.4. Klonlardan Elde Edilen Plazmidlerin bla Gen Urinleri Aciandan

incelenmesi

LB Broth ve Terrific Broth kltlrleri ile yapilan kolonilerden “GeneJET™ Plasmid Miniprep
Kit” kullamlarak plazmid DNA elde edildi.

CTX-M Kklonlarindan iki tanesinin(66-23, 94-10), SHV klonlarindan iki tanesinin (155-2, 200-
1) ve TEM klonlarindan iki tanesinin (91-3, 94-7) plazmid DNA' lar1 elde edildi.

Plazmid bant biyukltklerinin CTX-M icin yaklasik 3777 bp (2886 bp (vektor)+ 891 bp
(klonlanmig gen drdint)), SHV igin 3816 bp (2886 bp (vektor)+ 930 bp (klonlanmis gen
ardnd)), TEM icgin 3966 bp (2886 bp (vektdr)+ 1080 bp (klonlanmis gen Grtnd)) olmas
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beklenmektedir. Bant buyukligine bakilarak klonlanan genlerden plazmid elde edilip
edilmedigi sonucuna varild: (Sekil 17,18,19). Sekil 17’ de uygun buyiklikteki bantin yan: sira
diger bantlarin gorilmesinin nedeni plazmidlerin lineer, sirkiler ve siiper heliks olmak tizere
t¢ formda bulunabilmesidir. J& Uzerinde siper heliks DNA’lar daha ileride lokalizasyona
sahip olmaarina ragmen digerleri baslangi¢ noktasina yakin bulunurlar.

M 6623 94-10

23130008

> =
'

P bp 66-23-2 94-10-2

3777 - -
N

W 66-23-3 94-10-3

Sekil 17. plazmid DNA/CTX-M, M: marker (Fermentas
SM0101, AHind I11-2)

66-23 ve 94-10 CTX-M klonlart igin yaklasik 3777 bp (2886 bp (vektdr)+ 891 bp (klonlanmis
gen Urdnd)) buyukltgiinde olan bantlar segilerek jelden ekstraksiyon yapildi (Sekil 17).
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Sekil 18. plazmid DNA/SHV, M: marker (Fermentas SM0101, AHind 111-2)

155-2 ve 200-1 SHV klonlar igin yaklasik 3816 bp (2886 bp (vektdr)+ 930 bp (klonlanmig
gen Urtint)) buydkligtinde bantlar secilerek jelden ekstraksiyon yapildi (Sekil 18).

~—— 01-3 01-3 947 947

Sekil 19. plazmid DNA/TEM, M: marker (Fermentas SM0101, AHind 111-2)
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91-3 ve 94-7 TEM klonlar1 igin 3966 bp (2886 bp (vektor)+ 1080 bp (klonlanmis gen Uriindy))
buytkluglinde bantlar segilerek jelden ekstraksiyon yapild: (Sekil 19).

Plazmid DNA’ s agaroz jelden saflastirma yapildiktan sonra ekstraktlardan CTX-M-1, SHV,
TEM PZR cdigildL.

Pk 66-23-3 94-10-3 66-23-2 94-10-3

Sekil 20. CTX-M-1 PZR jel goriintiisi €Kil 21. SHV PZR jel goruntusi

CTX-M-1 PZR sonucunda pozitif kontrol ile aym hizada 891 bp biyukliginde bantlar elde
edildi (Sekil 20). SHV PZR sonucunda pozitif kontrol ile aym hizada 930 bp buyukligiinde
bantlar elde edildi (Sekil 21).
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Sekil 22. TEM PCR jel goriintiisii

TEM PZR ile calgilan 91-3 ve 94-7 numarali klonlarda 1080 bp buyiklugiinde bant
gozlenmediginden bu klonlarin Terrific Broth kilturleri yapilarak islemler tekrarland: (Sekil
22).

M 91-3 94-7 91-3 94-7
M Pk 91-3 94-7

St

23130

3966 [3)

il 23. plazmid DNA/ TEM
5 P Sekil 24. TEM PZR jel gorintiisii

91-3 ve 94-7 TEM klonlar igin 3966 bp (2886 bp (vektor)+ 1080 bp (klonlanmis gen Uruindy))
buytkluglinde bantlar segilerek jelden ekstraksiyon yapildi (Sekil 23). Plazmid DNA’st
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agaroz jelden saflastirma yapildiktan sonra ekstraktlardan TEM PZR yapildi ve TEM PZR
sonucunda pozitif kontrol ile aym hizada 1080 bp buyikltginde bantlar elde edildi (Sekil 24).

6.5. Klonlardan M 13F-pUC-F, M 13F-pUC-R Primerleri ile PZR

Plazmid DNA’simi elde ettigimiz iki CTX-M klonunun jel ekstraktlarindan M 13 primerleri
kullanmlarak PZR yapildi. Sonuglar Sekil 25,26’ da gosterilmektedir.

: M'_ 66-23 94-10 M 66-23-3 94-10-3 66-23-2 94-10-2 p.k

2313 bp'
66-23-2 94 10-2

— 66233 94-10-3

Sekil 25. plazmid DNA/ CTX-M Sekil 26. M13 PZR jel goriintiisi

M13 primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda pozitif kontrol ile aynm hizada yaklasik
1000 bp buytiklGgiinde bantlar elde edildi (Sekil 26).
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6.6. DNA Dizi Analizi

Dizi analizi sonuclarn cesitli referans dizgileriyle Clustal X ve Mega 3.1 programinda
karsilastirilmustir.

6.6.1. CTX-M Klonlar1

66-23, 94-10 numarali CTX-M-1 klonlarinin plazmid ekstraktlarina, M 13F-pUC-F, M13F-
pUC-R ve CTX-M-1A, CTX-M-1B primerleri ile ¢ift yonli olarak dizi analizi uyguland.
Dizi analizi sonuglarinin CTX-M referans dizgileriyle Clustal X programinda karsilastirilmasi
sonucu; 66-23 numarai susun CTX-M-3 ile 94-10 numara susun CTX-M-15 ile % 100
oramnda uyumlu oldugu belirlendi.

Sekil 27 ve 28de 66-23 ve 94-10 numard:i suslara ait DNA dizi analizi sonucu
gorulmektedir. Gelen dizi analizi sonucuna ait nukleotid dizileri Gzerinde M13F-pUC-F/ R
primerleri kirmizi, CTX-M-1A/ 1B primerleri mavi renkte gorilmekte olup arada kalan alti
cizili kissm CTX-M-3 veya CTX-M-15 ile % 100 uyumlu oldugu belirlenmis bolgeyi
gostermektedir. Sekil 29 ve 30'da dizi hizalama "alignment” sonuclar1 ve bu dizilerin yer
aldig: filogenetik agag gosterilmektedir.

Tablo 7. CTX-M dizi andizi i¢in kullanmlan oncller

66-23/ 94-10 Onciiller
CTX-1A-F 5'- CCCATGGTTAAAAAATCACTG -3’
CTX-1B-R 5'- CCGTTTCCGCTATTACAAAC -3

M13F-pUC-F(-46) | GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA

M13F-pUC-R(-46) | GAGCGGATAACAATTTCACACAAGG

66-23
M M13F-pUC-F

GCCAGGGTTTTCCCAGT CACGA
ATTCGAGCT CGGTACCT CGCGAATGCATCTAGATTCCCATGGT TAAAAAA
TCACT GCGCCAGT TCACGCT GAT GGCGACGGCAACCGTCACCCTGITGI T
AGGAAGT GT GCCGCT GTAT GCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTG
CCGAATTAGAGCGGCAGT CGGGAGGCAGACT GGGTGTGGCATTGATTAAC
ACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCT TTGCGAT
GT'GCAGCACCAGT AAAGT GAT GGCCGCGECCCCAEGT GCTGAAGAAAAGT G
AAAGCGAACCGAATCTGTTAAAT CAGCGAGT TGAGATCAAAAAATCTGAC
CTTGITAACTATAAT CCGATTGCGGAAAAGCACGT CAATGGGACGATGIC
ACT GGCTGAGCT TAGCGCGGECCGOGCT ACAGTACAGCGATAACGT GGCGA
TGAATAAGCTGATTGCT CACGT TGGCGGECCCGECTAGCGT CACCGCGTTC
GCCCGACAGCT GGGAGACGAAACGT TCCGT CTCGACCGT ACCGAGCCGAC




GI'TAAACACCGCCAT TCCGGGCGAT CCGCGT GATACCACT TCACCTCGGG
CAATGGCGCAAACT CTGCGGAAT CT GACGCT GGGTAAAGCATTGGGECGAC
AGCCAACGGGECGCAGCT GGTGACAT GGAT GAAAGGCAATACCACCGGTGC
AGCGAGCATTCAGGCTGGACT GCCTGCTTCCTGGGT TGT GGGGGATAAAA
CCGGECAGCGGT GACTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCA
AAAGATCGT GCGCCCCTGATTCTGGTCACTTACTTCACCCAGCCTCAACC
TAAGGCAGAAAGCCGT CGCGATGTATTAGCGT CGGCGECTAAAATCGTCA
CCGACGGTTTGTAATAGCGGAAACGGAAT CGGATCCCGGECCCGT CGACT

GCAGAGGCCTGCATGCAAGCT TTCCCTATAGT GAGT CGTATAGAGCT GGCG

CCTTGTGAAATTGITATCCGCTC
M13F-pUC-R

Sekil 27. 66-23 numarali susa ait DNA dizi analizi sonucu gelen niikleotid dizisi. M13F-pUC-

F/ R primerleri kirmizi, CTX-M-1A/ 1B primerleri mavi renkte goralmektedir. Alti gizili

kisim CTX-M-3 dizisine karsilik gelmektedir.

94-10

M13F-pUC-F

GCCAGGGTTTTCCCAGT CACGA
TACCT CGCGAATGCATCTAGATTCCCATGGT TAAAAAAT CACT GCGCCAG
TTCACGCT GAT GGCGACGGCAACCGT CACGCTGT TGT TAGGAAGT GTGCC
GCTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACT TGCCGAATTAGAGC
GGCAGT CGGGAGGCAGACT GGGT GT GGCATTGATTAACACAGCAGATAAT
TCGCAAATACTTTATCGT GCTGATGAGCGCT TTGCGATGTGCAGCACCAG
TAAAGT GAT GGCCGECGECCCCAEGET GCTGAAGAAAAGT GAAAGCGAACCGA
ATCTGTTAAATCAGCGAGI TGAGATCAAAAAATCTGACCTTGT TAACTAT
AATCCGATTGCGGAAAAGCACGT CAAT GGGACGAT GTCACT GGCTGAGCT
TAGCGCGECCGCGCTACAGT ACAGCGATAACGT GGCGAT GAATAAGCTGA
TTGCTCACGT TGGECGECCCCECT AGCGT CACCGCGT TCGCCCGACACGCT G
GGAGACGAAACGT TCCGT CTCGACCGT ACCGAGCCGACGT TAAACACCGC
CATTCCGGGCGAT CCGCGT GATACCACT TCACCTCGGGCAATGGCGCAAA
CTCTGCGGAAT CTGACGCT GGGTAAAGCAT TGGECGACAGCCAACGEECG
CAGCT GGTGACAT GGAT GAAAGGCAATACCACCGGT GCAGCGAGCATTCA
GGCTGGACT GCCTGCTTCCTGGGT T GT GGEGGATAAAACCGGCAGCGGT G
GCTATGGCACCACCAACGATATCGCGGT GATCT GGCCAAAAGATCGI GCG
CCCCTGATTCTGGTCACTTACT TCACCCAGCCT CAACCTAAGGCAGAAAG
CCGTCCCGATGTATTAGCGT CGGCGECTAAAAT CGTCACCGACGGTTTGT
AATAGCGGAAACGGAAT CGGATCCCGEGEGECCCGT CGACT GCAGAGGCCTGC
ATGCAAGCTTTCCC
CCTTGTGAAATTGITATCCGCTC

M13F-pUC-R

Sekil 28. 94-10 numarali susa ait DNA dizi analizi sonucu gelen niikleotid dizisi. M13F-pUC-

F/ R primerleri kirmizi, CTX-M-1A/ 1B primerleri mavi renkte gosterilmektedir. Alti gizili

kissm CTX-M-15 dizisine karsilik gelmektedir.
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66-23-94-10 alignment

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

X92506 1] CTX-M-1
Y10278.1|CTX-M-3
AY044436 | CTX-M-15
DEU-66-23]

DEU-94-10]
X92507 . 1] CTX-M-2
AF189721.1]CTX-M-8
16357504_6336-7211]CTX-M-9
AF518567CTX-M-25

X92506 .1 CTX-M-1
Y10278.1|CTX-M-3
AY044436 [ CTX-M-15
DEU-66-23]

DEU-94-10]
X92507 . 1] CTX-M-2
AF189721.1]CTX-M-8
16357504_6336-7211]CTX-M-9
AF518567CTX-M-25

X92506 .1 CTX-M-1
Y10278.1]|CTX-M-3
AY044436 | CTX-M-15
DEU-66-23]

DEU-94-10]
X92507 1] CTX-M-2
AF189721.1]CTX-M-8
16357504_6336-7211]CTX-M-9
AF518567CTX-M-25

X92506.1]CTX-M-1
Y10278.1|CTX-M-3
AY044436 | CTX-M-15
DEU-66-23]
DEU-94-10]
X92507 1] CTX-M-2
AF189721.1]CTX-M-8

16357504_6336-7211|CTX-M-9 .

AF518567]CTX-M-25

X92506 .1 CTX-M-1
Y10278.1|CTX-M-3
AY044436 [ CTX-M-15
DEU-66-23]

DEU-94-10]
X92507 . 1] CTX-M-2
AF189721.1]CTX-M-8
16357504_6336-7211]CTX-M-9
AF518567CTX-M-25
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Sekil 29. E. coli blactx.m gen bolgeS| iciniki calisma susu ve yedi GenBank dizisinin
aminoasit dizilerinin CTX-M-1 dizisine gore hizalanmis sekli

ALINTADNSQ
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0i|Y10278.1|CT%M-3
94| gi|DEU-66-23]
0i|AY044436|CTX-M-15

Il\gi|DEU-94-10|
0i[X92506.1|CTX-M-1

a4 0i[X92507.1|CTX-M-2

—I 016357504 6336-7211|CTX-M-9

| GilAF189721.1|CTX-M-8
100 GilAF518567|CTXM-25

100

0.05

Sekil 30. E. coli klonlarindan izole edilen CTX-M betalektamaz enzimine ait 876
nikleotidlik dizilerin Neighbour Joining yontemi ve Kimura-2 parametre dizeltmesyle

uygulanarak elde edilen filogenetik agag.

6.6.2. SHV Klonlar1

155-2, 200-1 numarali SHV klonlarimn plazmid ekstraktlarina, M 13F-pUC-F, M13F-pUC-R,
SHV-S(LE)-F, SHV-S2(LA)-R, SHV-F, SHV-R primerleri ile ¢ift yonli olarak dizi analizi
uygulandi. Dizi analizi sonuglarimin SHV referans dizgileriyle Clustal X programinda
karsilastirilmas: sonucu; 155-2 numarali susun SHV-5 ile 200-1 numarali susun SHV-12 ile
% 100 oramnda uyumlu oldugu belirlendi.

Sekil 31 ve 32'de 1552 ve 200-1 numard: suslara ait DNA dizi analizi sonucu
gorulmektedir. Gelen dizi analizi sonucuna ait nukleotid dizileri Gzerinde M13F-pUC-F/ R
primerleri mavi, SHV-S(LE)/ S2(LA) primerleri kirmizi, SHV-F/ R yesil renkte gorilmekte
olup arada kalan alt1 cizgili kissm SHV-5/ SHV-12 ile % 100 uyumlu oldugu belirlenmis
bolgeyi gostermektedir. Sekil 33 ve 34'de dizi hizalama "alignment” sonuclar: ve bu dizilerin
yer adig1 filogenetik agag gosterilmektedir.

Tablo 8. SHV dizi analizi icin kullanilan 6nculler

155-2/ 200-1 Onciiller

M13F-pUC-F(-46) | GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA

M13F-pUC-R(-46) | GAGCGGATAACAATTTCACACAAGG

SHV-S(LE)-F SCAGATCGGC GACAACGTCAC3Z

SHV-S2(LA)-R S5GTGACGTTGTCGCCGATCTG3
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155-2

AACGCCC
ATGTATTGIG
GCTGGCGGTA

GITATGCGTT

TTCT
ATATTCGCCT

M13F-pUC-F

GCCAGGGT TTTCCCAGTCACGA

TTACTCGCCT
GIGTATTATC

TTATCGGCCT
TCCCTGITAG

TCACTCAAGG
CCACCCTGCC

CACGCCAGCC

CGCAGCCGCT

TGAGCAAATT

AAACTAAGCG

AAAGCCAGCT

GICGEGEECCGC

GIAGGCATGA

TAGAAATGGA

TCTGECCAGC

GGCCGCACGC

TGACCGCCTG

GCGCGCCGAT

GAACGCTTTC

CCATGATGAG

CACCTTTAAA

GITAGIGCTCT

GCGGCGCAGT

GCTGGECECGEG

GIGGATGCCG

GITGACGAACA

GCTGGAGCGA

AAGATCCACT

ATCGCCAGCA

GGATCTGGIG

GACTACTCGC

CGGTCAGCGA

AAAACACCTT

GCCGACGGCA

TGACGGTCGG

CGAACTCTGC

GCCGCCGCCA

TTACCATGAG

CGATAACAGC

GCCGCCAATC

TACTACTGEC

CACCGICGGC

GGCCCCCCAG

GATTGACTGC

CTTTTTGCGC

CAGATCGECG

ACAACGTCAC

CCGCCTTGAC

CGCTGGGAAA

CGGAACTGAA

TGAGGCGCTT

CCCGGCGACG

CCCGCGACAC

CACTACCCCG

GCCAGCATGG

CCGCGACCCT

GCGCAACCTG

CTGACCAGCC

AGCGTCTGAG

CGCCCGITCG

CAACGGCAGC

TGCTGCAGIG

GATGGIGGAC

GATCGGGTCG

CCGGACCGTT

GATCCGCTCC

GIGCTGCCGG

CGGECTGGIT

TATCGCCGAT

AAGACCGGAG

CTAGCAAACG

GGGTGCGCGC

GGGATTGICG

CCCTGCTTGG

CCCGAATAAC

AAAGCAGAGC

GCATTGIGGT

GATTTATCTIG

CGGGATACGC

CGGCGAGCAT

GGCCGAGCEA

AATCAGCAAA

TCGCCGGEGAT

CGECGCGEECG

CTGATC

GGCCCGCAGC

ACCTCGCAGG

CGIaCCEaEEC

TAAGCCGEC
GATATGACTG

GGI'GGCCAECG
GCGGCGGCAT

CGCGTTATCC
CGGAAAGA

CCTTGTGAAATTGITATCCGCTC

M13F-pUC-R

Sekil 31. 155-2 numarali susa ait DNA dizi analizi sonucu gelen nikleotid dizisi. M13F-pUC-
F/ R primerleri mavi, SHV-S(LE)/ S2(LA) primerleri kirmizi, SHV-F/ R yesil renkte
gosterilmektedir. Alti Gizili kissm SHV-5 dizisine karsilik gelmektedir.

200-1

GCCAGGGTTTTCCCAGI CACGA
GGGATGATAAGT TTATCACCACCGACTAT TTGCAACAGTI GCCAACGCC TT
CTTTACTCGCCTTTATCGGCCTTCACT CAAGCGATGTATTGTGGT TATGCGI TATATTCGCCTGTGTATTA
TCTCCCT GI TAGCCACCCT GCCGCT GECGEGT ACACGCCAGCCCGCAGCCCCTTGAGCAAATTAAACAAAG
CGAAAGCCAGCT GTCGGGECCGOGT AGGCATGAT AGAAAT GGAT CT GGCCAGCGGECCGCACGCT GACCGECC
TGGCGOGCCGATGAACGCT TTCCCATGAT GAGCACCT TTAAAGTAGT GCTCTGCGGCGCAGT GCTGGECGC
GGGTGGATGCCGGT GACGAACAGCT GGAGCGAAAGAT CCACTATCGCCAGCAGGATCTGGTGGACTACTC
GCCGGTCAGCGAAAAACACCT TGCCGACGGECAT GACGGT CGACGAACT CTGOCGCCGCCGCCATTACCATG
AGCGATAACAGCGCCGCCAAT CT GCTGCT GGCCACCGT CGGCGECCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGC
GCCAGAT CGCCGACAACGT CACCCGCCTTGACCGCT GGGAAACGGAACT GAAT GAGGCGCT TCCCGGCGA
CGCCCGCGACACCACTACCCCGGECCAGCAT GECCGOGACCCT GCGCAAGCT GCTGACCAGCCAGCGICTG
AGCGCCCGT TCGCAACGGCAGCT GCTGCAGT GGAT GGT GGACGAT CGGGT CGCCGGACCGT TGAT CCGCT
CCGTGCT GCCGECGEECTGGT TTAT CGCCGATAAGACCGGAGCTAGCAAGCGGEGEGT GCGCGCGEGATTGT
CGCCCTGCTTGGCCCGAATAACAAAGCAGAGCGCATTGT GGTGAT TTAT CT GCGGGATACGCCGEGECGAGC
ATGCCCGAGCGAAAT CAGCAAAT CGCCGGGATCGGECGCGECECTGATC GCCG
GCGGT GGCCGCECGCGT TAT COGGECCCGCAGCACCT CGCAGECGT GCCGEECGAT AT GACT GGCGECGEGEC

CCTTGTGAAATTGITATCCGCTC
M13F-pUC-R

Sekil 32. 200-1 numarali susa ait DNA dizi analizi sonucu gelen nikleotid dizisi. M13F-pUC-
F/ R primerleri mavi, SHV-S(LE)/ S2(LA) primerleri kirmizi, SHV-F/ R yesil renkte
gosterilmektedir. Alti gizili kissm SHV-12 dizisine karsilik gelmektedir.
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155-2-200-1 alignment

SHV-1]gb|EF035567.1]
SHV-5]emb | X98104 1]
DEU-200-1-shv|
SHV-12] gb | EF035556. 1]
DEU-155-2-shv|
SHV-2|emb | X53433_1]

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

SHV-1]gb|EF035567 1]
SHV-5]emb | X98104 1]
DEU-200-1-shv|
SHV-12] gb | EF035556. 1]
DEU-155-2-shv |
SHV-2|emb | X53433_1]

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

SHV-1]gb|EF035567 1]
SHV-5]emb | X98104 1]
DEU-200-1-shv|
SHV-12] gb | EF035556. 1]
DEU-155-2-shv|
SHV-2|emb | X53433_1]

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

SHV-1]gb|EF035567 1]
SHV-5emb | X98104 1]
DEU-200-1-shv|
SHV-12] gb | EF035556. 1]
DEU-155-2-shv|
SHV-2|emb | X53433_1]

#gi
#gi
#gi
#gi
#gi
#gi

SHV-1]gb|EF035567 1]
SHV-5]emb | X98104 1]
DEU-200-1-shv|
SHV-12] gb | EF035556. 1]
DEU-155-2-shv |
SHV-2|emb | X53433_1]

MRYIRLCIIS LLATLPLAVH ASPQPLEQIK LSESQLSGRV GMIEMDLASG RTLTAWRADE

Sekil 33. K. pneumoniae, E. coli blagy gen bolgesi icin iki calisma susu ve dort GenBank
dizisinin aminoasit dizilerinin SHV-1 dizisine gore hizalanmis sekli
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9 | gi|SHV-5|emb|X98104.1|
35 | gilDEU-155-2-shy{
| gi|DEU-200-1-shv|
88 | gi|SHV-12|gb|EF035556.1
gi|SHV-2|emb|X53433.1|
gilSHV-1|gb|EF035567.1]

0.0005

Sekil 34. K. pneumoniae klonlarindan izole edilen SHV beta-laktamaz enzimine ait 861
nikleotidlik dizilerin Neighbour Joining yontemi ve Kimura-2 parametre dizeltmesyle

uygulanarak elde edilen filogenetik agag.
6.6.3. TEM Klonlar1

91-3, 94-7 numarali TEM klonlarinin plazmid ekstraktlaring, M 13F-pUC-F, M13F-pUC-R,
TEM-S1-F, TEM-S2-R, TEM-F, TEM-R primerleri ile cift yonlu olarak dizi analizi
uygulandi. Dizi andizi sonuglarimn TEM referans dizgileriyle Clustal X programinda
karsilastirilmasi sonucu; TEM-1 ile % 100 oramnda uyumlu oldugu ve aktif bélgede herhangi
bir degisiklik olmadig: belirlendi.

Sekil 35 ve 36'da 91-3 ve 94-7 numaral: suglara ait DNA dizi analizi sonucu gorulmektedir.
Gelen dizi analizi sonucuna ait niikleotid dizileri Gizerinde M13F-pUC-F/ R primerleri mavi,
TEM-S(F)/ S2(R) primerleri kirmizi, TEM-F/ R yesil renkte gortilmekte olup arada kalan alti
Gizgili kissm TEM-1 ile % 100 uyumlu oldugu belirlenmis bolgeyi gostermektedir. Sekil 37
ve 38'de dizi hizalama "alignment” sonuclart ve bu dizilerin yer aldig1 filogenetik agag
gosterilmektedir.

Tablo 9. TEM dizi analizi i¢in kullarmlan onculler

91-3/94-7 Onciiller

M13F-pUC-F(-46) | GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA

M13F-pUC-R(-46) | GAGCGGATAACAATTTCACACAAGG

TEM-SF 5'TACACT ATT CTCAGA ATGACT 3

TEM-S2-R STTCTGT GACTGGTGA GTACT 3
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91-3

GGATCCTAGA
GCCGCAGECG
CAACGGAAAT

GGGC
TTAGACGTCA
CTAAATACAT
ATATTGAAAA
TGCGCCATTT

ACGCACGAAT
TACCGTGGAC
TGCTCATCAG
CTCGTGATAC
GGIGGCACTT
TCAAATATGT
AGGAAGAGTA

GAGGGCCGAC
AGGAACGTCG
CTCAGTATTG
GCCTATTTTT
TTCGGGGAAA
ATCCGCTCAT
TGAGTATTCA

M13F-pUC-F

GCCAGGGT TTTCCCAGTCACGA

AGGAAGCAAA
TGCTGACGCT
CCCGCTCCAC
ATAGGTTAAT
TGTGCGCGGA
GATACAATAA
ACATTTTCGT

GCTGAAAGGA
TCATCAGAAG
GGITT

GICATGATAA
ACCCCTATTT
CCCTGGTAAA
GI'CGCCCTTA

ATCAAATTTG
GGCACTGGTG

TAATGGITTC
GITTATTTTT
TGCTTCAATA
TTCCCTTTTT

TGCCTTCCTG

TTTTTGCTCA

CCCAGAAACG

CTGGTGAAAG

TAAAAGATGC

TGAAGATCAG

TTGGGTGCAC

GAGTGGGTTA

CATCGAACTG

GATCTCAACA

GCGGTAAGAT

CCTTGAGAGT

TTTCGCCCCG

AAGAACGTTT

TCCAATGATG

AGCACTTTTA

AAGITCTGCT

ATGIGGIGCG

GIATTATCCC

GIGITTGACGC

CGGGCAAGAG

CAACTCGGTC

GCCGCATACA

CTATTCTCAG

AATGACTTGG

TTGAGTACTC

ACCAGT CACA

GAAAAGCATC

TTACGGATGG

CATGACAGTA

AGAGAATTAT

GCAGTGCTGC

CATAACCATG

AGTGATAACA

CTGCTGCCAA

CTTACTTCIG

ACAACGATCG

GAGGACCGAA

GGAGCTAACC

GCTTTTTTGC

ACAACATGGEG

GGATCATGTA

ACTCCCCTTG

ATCGITGGGA

ACCGGAGCTG

AATGAAGCCA

TACCAAACGA

CGAGCGIGAC

ACCACGATCGC

CTGCAGCAAT

GGCAACAACG

TTGCGCAAAC

TATTAACTGG

CGAACTACTT

ACTCTAGCTT

CCCGGCAACA

ATTAATAGAC

TGGATGGAGG

CGGATAAAGT

TGCAGGACCA

CTTCTGCGCT

CGGCCCTTCC

GGCTGECTGG

TTTATTGCTG

ATAAATCTGG

AGCCGGTGAG

CGIGGGICTC

GCGGTATCAT

TGCAGCACTG

GGGCCAGATG

GIAAGCCCTC

CCGTATCGTA

GITATCTACA

CGACGGGGAG

TCAGGCAACT

ATGGATGAAC

GAAATAGACA

GATCGCTGAG

ATAGGT GCCT

CACT

ATATATACTT
CCTTTTTGAT
AGACCCCGAA

TAGATTGATT
AATCTCATGA
AACGATTTAG

TAAAACTTCA
CCAAAATCCC
GAGACACCGA

CCTTGTGAAATTGITATCCGCTC

M13F-pUC-R

TTTTTAATTT
TTAACGTGAG
TGAACATCAA

AGACC
AAAAGGATCT
TTTTCGITCC
CGATGCCCTC

AAGITTACTC
AGGTGAAGAT
ACTGAGCGTC
ACCTCCATCC

Sekil 35. 91-3 numarali susa ait DNA dizi analizi sonucu gelen nikleotid dizisi. M13F-pUC-
F/ R primerleri mavi, TEM-S(F)/ S2(R) primerleri kirmizi, TEM-F/ R yesil renkte
gosterilmektedir. Alti gizgili kissm TEM-1 dizisine karsilik gelmektedir.
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94-7
M13F-pUC-F
GCCAGGGTTTTCCCAGI CACGA
CAAAGCT GAAAGGAATCAAAT TTGGCCGCAGECGT ACCGT GGACAGGAACGTCGT GCTGA
CGCTTCATCAGAAGGGCACT GGT GCAACGGAAAT TGCTCAT CAGCTCAGTATTGCCCGCT
CCACGGTTT GGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGT
TAATGTCATGATAATAATGGT TTCT TAGACGT CAGGT GGCACT TTTCGGGGAAAT GTGCG
CGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGATACA
ATAACCCTGGTAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTT
TCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGA
AACCCTGGT GAAAGT AAAAGAT GCTGAAGAT CAGT TGGGTGCACGAGT GGGTTACATCGA
ACTGGATCTCAACAGCGGT AAGATCCTTGAGAGT TTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAAT
GATGAGCACTTTTAAAGI TCTGCTATGT GGT GCGGTATTAT CCCGT GI' TGACGCCGGEECA
AGAGCAACT CGGT CGCCGCATACACTATTCT CAGAATGACTTGGT TGAGTACT CACCAGT
CACAGAAAAGCAT CTTACGGATGGCAT GACAGT AAGAGAAT TATGCAGT GCTGCCATAAC
CATGAGT GATAACACTGCTGCCAACTTACT TCT GACAACGAT CGGAGGACCGAAGGAGCT
AACCGCTTTTTTGCACAACAT GGGGGATCAT GTAACT CGCCTT GATCGT TGGGAACCGGA
GCTGAAT GAAGCCATACCAAACGACGAGCGT GACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAAC
AACGT TGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAAT
AGACT GGAT GGAGGCGGATAAAGT TGCAGGACCACT TCT GCGCTCGECCCT TCCGECTGG
CTGGTTTATTGCTGATAAAT CTGGAGCCGGT GAGCGT GGGT CTCGCGGTATCATTGCAGC
ACT GGGGCCAGAT GGTAAGCCCT CCCGTATCGTAGTTAT CTACACGACGGGGAGT CAGGC
AACTATGGATGAACGAAAT AGACAGAT CGCTGAGATAGGTGCCTCACT
CAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTA
ATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACG
TGAGI TTTCGT TCCACT GAGCGT CAGACCCCGAAAACCGATTTAGGAGACACCGATGAACA
CCTTGITGAAATTGITATCCGCTC

| M13F-pUC-R

Sekil 36. 94-7 numarali susa ait DNA dizi analizi sonucu gelen nikleotid dizisi. M13F-pUC-
F/ R primerleri mavi, TEM-S(F)/ S2(R) primerleri kirmizi, TEM-F/ R yesil renkte

gosterilmektedir. Alti gizgili kissm TEM-1 dizisine karsilik gelmektedir.
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91-3-94-7 alignment

#gi | TEM-1]gb|EF035622_1] MSIQHFRVAL IPFFAAFCLP VFAHPETLVK VKDAEDQLGA RVGYIELDLN SGKILESFRP
#Qi [TEM=2]emMbJAI251946 . 1] - oo oo ooeem e ceoe e e Ke oo oo e
#EIDEU-91-3] e e e i ..
#OTIDEU=94-7] e e e i ..

#gi | TEM-1]gb|EF035622.1] EERFPMMSTF KVLLCGAVLS RVDAGQEQLG RRIHYSQNDL VEYSPVTEKH LTDGMTVREL
#O [ TEM=2[@MBJAI251946 . 1] - o oo e ee e oo e e e .
#OE[DEU-91-3] e e e i ..
#OTIDEU-94-7] i e e i ..

#gi | TEM-1]gb|EF035622.1] CSAAITMSDN TAANLLLTTI GGPKELTAFL HNMGDHVTRL DRWEPELNEA IPNDERDTTM
#QE[TEM=2[@MBJAI251946 . 1] - o oo oo o eee oo e e e e e
#OEIDEU-91-3] e e e i ..
#OTIDEU=-94-7] i e e i lill.

#gi | TEM-1]gb|EF035622.1] PAAMATTLRK LLTGELLTLA SRQQLIDWME ADKVAGPLLR SALPAGWFIA DKSGAGERGS
#Q[TEM=2[@MDIAI251946 . 1] - oo oo oo oo oo ot e e e e e
#EIDEU-91-3] e e e i il
#OTIDEU=-94-7] e e e i ..

#gi | TEM-1]gb|EF035622.1] RGIIAALGPD GKPSRIWIY TTGSQATMDE RNRQIAEIGA SLIKHW*
#OH [TEM=2]@mMbJAI251946 . 1] - oo oo oo o ie o e e e
#OI[DEU-91-3] e e i i ..
#TIDEU-94-7] e e i i ..

Sekil 37. E. coli blarem gen bolgesi igin iki calisma susu ve iki GenBank dizisinin
aminoasit dizilerinin TEM-1 dizisine gore hizalanmis sekli

Oi[TEM-1|gb|EF035622.1]
| gilDEU-94-7|
‘ gilDEU-91-3)
gi[TEM-2|emb|AJ251946.1]

0.001

Sekil 38. E. coli klonlarindan izole edilen TEM beta-laktamaz enzimine ait 861 nikleotidlik
dizilerin Neighbour Joining yontemi ve Kimura-2 parametre diizeltmesiyle uygulanarak elde
edilen filogenetik agag.

Ozet olarak klonlama deneylerinin sonucunda CTX-M klonlarinda CTX-M-3 ve CTX-M-15,
SHV klonlarinda SHV-5 ve SHV-12 ve TEM klonlarinda ise TEM-1 bulundu (Tablo 10).
Sonuclarimiza gore GSBL Ureten TEM klonlarinin seciminde basarisiz olundugu distntil do.

Tablo 10. Dizi analizi sonuglarina gére GSBL tipleri

Sus No CTX-M

66-23 (E. coli) CTX-M-3

94-10 (E. coli) CTX-M-15
SHV

155-2 (K. pneumoniae) SHV-5

200-1 (K. pneumoniae) SHV-12
TEM

91-3 (E. coli) TEM-1

94-7 (E .coli) TEM-1
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{. TARTISMA

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, genis spektrumlu penisilinleri, monobaktamlar: ve
sefamisinler hari¢ sefalosporinleri hidroliz edebilen enzimlerdir (8). GSBL'ler, gram negatif
bakterilerde bulunan temel beta-latamazlarin yapisal genlerindeki mutasyonlar ile ortaya
cikmustir (7). Klebsiella spp. ve E.coli’ lerde daha sik bulunmakla birlikte Salmonella spp. ve
Shigella spp. de dahil, bir cok enterik bakteride bildirilmistir (38,101,102).

GSBL tasiyan bakterilerin sikligi genellikle yogun bakim servislerinde kullamlan genis
spektrumlu penisilin veya sefaosporinlerin kullanimi ile dogru orantilidir. GSBL Ureten
suslarla olusan salginlar, daha ¢ok hastanede uzun sire kalanlarda, operasyon gegirenlerde,
arteriyel ve Uriner kateteri olanlarda ve 6zellikle yogun bakim servislerindeki hastalarda
olusmaktadhr (8). Ozellikle hastane kaynakl: infeksiyonlarda sik olarak bulunan bu enzimlerin
yayginlig: ve hizla yayilimi 6nemli bir tedavi sorunu olusturmaktadir. Genel olarak tlkemizde
hastane infeksiyonu etkeni E.coli ve Klebsiella’larda GSBL pozitiflik oram % 30 dolayindadir
fakat bu oran bazi hastane yogun bakim servislerinde % 50-60’ lara gikmaktadir (103,104).
GSBL Ureten etkenlerin prevalans: Ulkemizde de dahil olmak Uzere tum dinyada artis
gostermektedir (5). GSBL olusturan izolatlarin orani, Ulkeden Ulkeye, bolgeden bdlgeye,
hastaneden hastaneye, hatta aym hastaneninde g¢esitli birimler arasinda farkliliklar
gostermektedir. Bu farklilik lokal epidemiyolojik faktorlere, genel infeksiyon kontrol
onlemlerine ve antibiyotik kullanim politikalarina baglanmaktadir.

Hastanemizde 05.2002-04.2004 tarihleri arasinda kan Kkdltirlerinden izole edilen
mikroorganizmalarin incelendigi bir calismada, E. coli suslarinda ilk yil GSBL oram % 12
iken ikinci yil % 23 e ulastigr saptanmugtir (23). Ayni tarihler arasinda hastane kokenli idrar
yolu enfeksiyonu etkeni E. coli’lerde GSBL orammn % 17 artis gosterdigi belirlenmistir
(105).

Son yillarda, TEM ve SHV tlrevlerine ek olarak CTX-M grubu enzimlerin tim dinyada bu
arada Ulkemizde de yayildigi gordlmektedir. 2002-2003 yillarinda yedi farkli merkezde
toplanmig GSBL Ureten izolatlarla yapilan ¢alismada, CTX-M tipi enzim sikliginin E. coli
izolatlarinda % 76, K .pneumoniae izolatlarinda % 83, Enterobacter izolatlarinda ise % 50
oldugu gozlenmistir (10). Aktas ve ark. (106) ise E.coli izolatlarimn % 100 Unde,
K.pneumoniae izolatlarinin ise % 47’ sinde CTX-M tipi enzim varligim beirlemislerdir. Aym

calismada E.coli’ lerdeki en yaygin enzim tipinin CTX-M, K.pneumonia€' de ise SHV tirevleri
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oldugu gosterilmistir. Ulkemizde simdiye kadar CTX-M-2, CTXM-3 ve CTX-M-15 enzim
tipleri saptanmustir (10,12,38,41).

2005 yilinda ise Gur ve arkadaslarimin yaptigi Hitit ¢alismasinda merkezimizde % 79
oraninda blacrym pozitifligi saptanmustir. Calismada incelenen Hacettepe Universitesi Tip
Fakiitesi' nde bu oran % 60, istanbul Universites Capa Tip Fakiiltes’nde % 57, Akdeniz
Universitesi Tip Fakultesi’'nde % 70, Marmara Tip Fakiltes ‘nde % 75 ve ibni Sina
Hastanesi’ nde ise % 72 olarak belirlenmistir (37).

Enterobacteriaceae Uyelerinde GSBL varligint gostermek ve dogrulamak igin gesitli fenotipik
yontemler kullanilmaktadir (77). CLSI Onerilerine gore, K. pneumoniae, K.oxytoca ve E. coli
icin disk difuzyon yoOntemiyle sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam veya
sefpodoksime karsi duyarliligin  azaldigimin  saptanmasi  halinde dogrulama testleri
uygulanmalidir (78). Dogrulama amaciyla klavulanik asit iceren kombinasyon disklerinin
kullanim, gift disk sinerji yontemi ve E-test gibi degisik yontemler kullamlImaktadir (79,80).
Birgok laboratuvarda rutin olarak GSBL taramasi yapilmamakta ve rutin yontemler ile GSBL
pozitif suslar her zaman yakalanamamaktadir. Fenotipik testler yalmzca GSBL varligint
gostermektedir (5). Izoelektrik odaklama beta-laktamaz tammlanmas: icin geleneksel
olmasina ragmen bu yaklagim benzer izoelektrik odak noktasina sahip olan GSBL' ler arasinda
ayrnmi glclestirmektedir (5). Izoelektrik odaklama yontemi proteinlerin izoelektrik noktasin
belirlemek icin kullamlmaktadir (82). Birgok beta-laktamaz benzer izoelektrik noktalarina
sahiptir ve bu yuzden giinimuzde izoelektrik odaklama yontemi ile ayirim mumkin degildir
(15).

Cift disk sinerji testiyle GSBL paterni gorilmesi ve izoelektrik odaklama gibi fenotipik
yontemler tek bagslarina beta-laktamaz tipinin belirlenmesinde yeterli degildir.

Beta-laktamaz genlerinin belirlenmesinde molekiler biyolojik yontemler dnerilmektedir. Bu
amacla, oligotiplendirme, PZR-SSCP, PZR-REA ve klonlama gibi yodntemler
kullanilmaktadir (15). Beta-laktamazlarin tamimlanmasinda ilk molekiler yontem olan
oligotiplendirme TEM-1 ve TEM-2 arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilmistir. Bu yontemde
nokta mutasyonlarint belirlemek igin tasarlanan olignukleotid problar kullanidlmstir. blarewm
genindeki alti pozisyonda gergeklesen mutasyonu belirleyen ek oligonikleotid problar
gelistirilerek bir takim klinik izolatlarda birkag yeni TEM varyant: belirlenmistir (5).
PZR-SSCP yontemi, yuksek ayrimli denattire olmayan poliakrilamid jelde mutasyon iceren ve
dogal tip tek sarmalli DNA’ nin farkli hareketlilik gostermesi temeline dayanmaktadir (86,87).
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Bu yontem blagw genindeki spesifik lokasyonlarda tek baz mutasyonunu belirlemek icin
kullanilmigtir (5). PZR-REA, PZR sonrasi elde edilen DNA’ nin restriksiyon enzimleri ile
kesilerek DNA parcalarinin agaroz jelde buyukluklerine gore ayrildiktan sonra etidyum
bromid ile boyanarak degerlendirilmesine dayanir (80,88). Y 0ntemin dezavantajlari genomda
ortaya ¢ikan dogal mutasyonlarin kesim bolgelerini degistirebilmesi ve bazen kismi
kesimlerin olmasidir (88).

PZR, bir ¢esit in vitro klonlamadir. Spesifik hedef DNA dizilerinin c¢ogaltiimasi
gerceklestirilmektedir. PZR yontemi bazi GSBL’lerin tiplendirilmesinde tek basina
kullanabilmesine ragmen genellikle baska yontemlerle beraber uygulanmalidir. PZR tabanl:
testlerin avantaj1 daha hizli olmasidir (69,85).

Bircok calismada beta-laktamazlarin tammmlanmasinda tek basamakli PZR ve ardindan dizi
analizi uygulamasi yapilmistir. 2005 yilinda Cezayir’ de bir hastanede yapilan ¢aligmada 16
GSBL pozitif E. coli susunun Urettigi beta-laktamazlarin tanimlanmasinda PZR ve dizi analizi
yapilmgtir. Suslarin TEM'le birlikte ya CTX-M-3 (n=3) ya da CTX-M-15 (n=13) tipi beta-
laktamaz tasidig1 saptanmustir (107). Y unanistanda yapilan arastirmada ise SHV-5 en baskin
GSBL tipi olarak gozlenmistir (108). ingiltere York Hastanesinde yapilan arastirmada
toplanan GSBL Ureten 22 Enterobacteriaceae izolatimn urettigi TEM, SHV ve CTX-M
genleri PZR ve dizi analizi ile belirlenmistir (109).

Son yillarda genellikle GSBL tiplendirilmesinde PZR ve dizi analizi gibi molekller yontemler
kullamimasina ragmen tek basamakli PZR ve ardindan dizi analizi uygulamas: ayn: aileden
birden fazla GSBL Uretildiginde yanlis veya yetersiz sonu¢ vermektedir. Bu nedenle de
oncelikle bakterilerin Urettizgi GSBL’ lerin ayrilmasi gerekmektedir.

Bir izolat icin klonlama yontemi en az 3 gin, PZR ortdama 4-5 saat ve dizi andizi ise
yaklasik 2 hafta slirmektedir. Klonlama ve ardindan dizi analizi yapilarak bir izolat basina
sonucun alinmasi ortalama 70YTL, PZR ve ardindan dizi analizi yapilarak sonucun alinmasi
ortalama 35YTL olmaktadir. Daha uzun sireli ve daha yuksek maliyetli olmasina ragmen
klonlama yontemi, hedef genin pek ¢ok 6zdes kopyasinin Uretilmesini saglamaktadir yani bir
susa ait ¢cok sayida klon elde edilmektedir. Ayni organizmada SHV veya TEM tipi beta-
laktamazlarin farkli varyantlar: bir arada bulanabilmektedir. E. coli’deki TEM-1 veya K.
pneumoniae’ daki SHV-1 gibi hem genis spektrumlu beta-laktamaz ile hem de genislemis
spektrumlu bir baska beta-laktamazin da bir arada oldugu durumlar olabilmektedir. Bu
durumda, GSBL'yi saptayabilmek icin klonlama, ardindan dizi anadizi yapmak
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gerekmektedir. Ayrica klonlama sonrasi sbz konusu gen Urunleri izole edilebilir ve
arastirmalarda  kullanilabilir. GUnimiz sartlarinda ancak rutin dist uygulamalarda beta
laktamaz genleri klonlanmakta, ardindan dizi analizi uygulanmaktadir.

Soge ve ark. (110), yaptiklar bir galismada CTX-M-1 PZR sonucu pozitif ¢gikan 2 K.
pneumoniae izolatinin CTX-M  beta-laktamaz genini pCR-T7/NT-TOPO  vektoriine
klonlamuslardir. T7 ileri ve geri primerleri ile dizi anaizi uygulanmustir. Iki K. pneumoniae
izolatinda CTX-M-15 tipi betalaktamaz saptanmustir. Paterson ve ark. (12), araarinda
Tarkiye' nin de oldugu 7 Ulkeden toplanan ve GSBL Ureten K. pneumoniae. izolatlarinin
icerfdikleri beta-laktamaz tiplerini arastirmiglardir. Beta-laktamaz genleri, pCR 2.1-TOPO
vektorine klonlanmigtir. Cy5-isaretli M13 geri ve M13 ileri primerleri ile dizi analizi
uygulanmustir. Tirkeye' den toplanan dokuz izolat arasindan bir izolatin TEM 1B, SHV-5 ve
CTX-M-2, U¢ izolatin TEM-2, SHV-1, PER; bir izolatin TEM-2, SHV-2, PER; 1 izolatin ise
SHV-5 ve PER urettigi belirlenmistir.

Ulkemizde klonlama calismalart genellikle Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
yapilmamaktadir. Bu tez galismasi ile Anabilim Daimizda ilk kez beta-laktamaz genleri
klonlanmigtir. Kan kultirlerinde Gretilmis, fenotipik testler ve PZR ile farkli genislemis
spektrumlu  beta laktamazlar Urettigi belirlenmis klinik K. pneumoniae ve E. coli
izolatlarindaki blacx-m, blaem blasw genlerinin klonlanmasini hedefledigimiz ¢alismamizda
T/A klonlama yapan ‘‘InsTAclone™ PCR Cloning Kit”’ kullamlmistir. T/A klonlama
sisteminin diger klonlama sistemlerine gore avantajlart maliyetinin daha disiik ve daha kolay
uygulanabilir olmasidir. 3-A uzantisina sahip ¢ift iplikli PZR Urtnleri, komplementeri olan
3'-T uzantili bir vektore klonlanmaktadir. T vektor ve PZR Urtinlerinin komplementer uclar:
DNA ligaz enzimi ile birlestirilerek rekombinant DNA molekilleri olusturulmaktadir (94).
Klonlama vektori olarak plazmid pTZ57R kullamimugstir. Sekanslanacak DNA fragmentleri
vektoriin lacZ geni icindeki Coklu Klonlama Bolgesi icine girmektedir. pTZ57R/T plazmid
vektor sistemi, bakterilerde ampisilin ve mavi/beyaz koloni segiciligine gore ayirim
yapmaktadir (89). Mavi/ beyaz seciciliginde beyaz koloniler genellikle hedef DNA igeren
plazmidleri gosterirken, mavi koloniler DNA ile birlesmeden ligasyona ugramis plazmidleri
gosterirler. Mavi/ beyaz koloni taramasinda lac+ genotipini belirlemek icin X-Gal ve IPTG
birlikte kullamImaktadir. Plazmid Uzerinde lacZ geni bulunmaktadir. Hedef DNA, plazmid
icine yerlestiginde bu gen inaktive olmakta, X-gal ve IPTG eklenerek hazirlanmig
besiyerinde hedef DNA igceren plazmidler beyaz koloniler olustururken, ligasyon
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basamaginda hedef DNA’min eklenemedigi plazmidleri iceren bakteriler mavi koloniler
olusturmaktadir (91). Bu calisma da, klonlama islemleri sonucunda lac Z repressori inaktive
eden IPTG ve X-Gal kullanlarak klonlanan PZR Griinu igeren bakteri kolonileri beyaz koloni;
icermeyenler ise mavi gorinimleri ile ayirt edilmistir. Gen transferinin dogrulugunu anlamak
amaciyla transforme bakteri kolonileri kullamilarak PZR ile klonlanan bla geni arastiriimas,
klonlanmig genin nikleotid dizilerinin saptanmasi amaciyla dizi analizi yaptirilmistir. Dizi
analizi sonuglarinin gesitli referans dizgileriyle Clustal X programinda, aminoasit dizilerinin
ise Mega 3.1 programinda karsilastirilmas: sonucunda CTX-M klonlarinda CTX-M-3 ve
CTX-M-15, SHV Kklonlarinda SHV-5 ve SHV-12 ve TEM Kklonlarinda ise TEM-1
bulunmustur. TEM-1 genislemis spektrumlu betalaktamaz enzimi olmadigindan
sonuglarimiza gore GSBL ureten TEM klonlarinin segiminde basarisiz olundugu gorilmaistar.
Bu durumda ana susun birden fazla TEM tipi beta-laktamaz Urettigi, bunlarin en az birinin
TEM-1 digerinin ise genislemis spektrumlu beta-laktamaz oldugu PZR trtinuiniin klonlanmasi
ile segilen klonlarin ise sadece blargw-1 icerdigi distnulebilir.

Sonug olarak beta-laktamaz genlerin tammlanmasinda, klonlama ve ardindan dizi analizi
yapiimaktadir. Klonlama, spesifik DNA bolgelerinin - elde edilebilmesi, detayl
tanimlanabilmesi, genomik yapi ve fonksiyon calismalart igin gereklidir. Ancak ucuz
olmamasi ve en az iki guin gecikmesi nedeniyle rutin olarak uygulanamamaktadir. Buna karsin
genislemis spektrumlu beta-laktamazlarin tip tayinlerinin yapilmasinda siklikla klonlama
uygulamasina gerek duyulmaktadir. Biz de bu calismamizda, Anabilim Dalimizda ilk kez
farkli geniglemis spektrumlu beta laktamazlar Ureten klinik Klebsiella pneumoniae ve
Escherichia coli izolatlarindaki blacrx.m, blagyy,  blarew genlerinin  klonlanmasin
gerceklestirdik. Bu calismada GSBL genlerinin Anabilim Dalimizda klonlanabilmes,
bunlar ve benzeri enzimlerle ilgili tammlama calismalarinin dogru olarak yapilmasina

olanak saglayacaktir.
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