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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

IDRAR YOLU ENFEKSIYON ETKENI E.coli iZOLATLARINDA
FOSFOMISIN DIRENC GENLERININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Funda YAG
Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Tip Anabilim Dah

Damsman: Do¢. Dr. Fikriye Milletli SEZGIN

IYE, iiriner {irotelyumun inflamasyonu olup idrar kesesinde asemptomatik
bakteriyel kolonizasyon tablosundan sepsise kadar ulasabilen ciddi diizeyde mortalite ve
morbiditeye sebebiyet verebilen genel bir terimdir. IYE’de goriilen semptomlararasinda
poliiiri, pollakiiri, diziiri, urgency, piyiiri, ates ve bobrek agrisi bulgularindan bir veya
birden fazlasi birlikte gézlenebilmektedir. E.coli toplum kaynakli iiriner infeksiyonlarinda
ve nozokomiyal tiriner sistem infeksiyonlarinda sorumlu tutulmaktadir. Antibiyotik direnci
ve bu direncin yayilimi tiim diinyada saglik alaninda oldukga endise verici bir durumdur.
Idrar yolu enfeksiyonlarnin tedavisinde fosfomisin antibiyotigi yeniden giindeme
gelmistir. Bu Caligsmada, idrar yolu enfeksiyon etkeni E.coli izolatlarinda fosfomisin
direngli genlerinin molekiiler karakterizasyonu amaglanmistir. Bu dogrultuda Ahi Evran
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarmma gelen idrar
orneklerinden izole edilen 24 fosfomisin direncli E.coli izolat1 dahil edilmistir.

[zolatlarin tiir tayini ve antibiyotik duyarhilik calismalar1 Vitek 2 Compakt
(bioM¢érieux, Fransa) otomatize sistemi ve disk difiizyon yontemleri ile ger¢eklestirilmistir.
Caligmaya dahil edilen E.coli izolatlarinda fosfomisin direncinden sorumlu oldugu bilinen
plazmit kaynakli fosA, fosA3, fosB, fosC, fosC2, fosX genleri spesifik primerler

kullanilarak PCR yardimu ile taranmistur.
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E.coli izolatlarmin ayrica beta-laktam ve kinolon grubu antibiyotiklerine karsi
direncten sorumlu olan blarem, blaswy, blaoxa-1, blaprer-1, blaces, blaves, blactx-m, gnrA,
gnrB, gnrS, aac-(6")-1b-cr genlerin ve Sinif-1 ve Sinif-2 integron varligi spesifik primerler
kullanilarak PCR yardimi ile taranmistir. izolatlarm Klonal iliskileri REP PCR yardimu ile
calistlmistir. izolatlardan elde edilen konjugatif ve transformant plazmitlerin replikasyon
orijinleri PCR-temelli replikasyon orijini belirleme yontemine gore gerceklestirilmistir.

Fosfomisin direncini belirlemek i¢in yapilan PCR iglemi sonucunda 24 6rnekten 1
(FF25)’i fosA3 geni bakimindan pozitif bulunmustur. Orneklerin 11’inde blarem, 6’sinda
blaoxa-1, 3’tinde blasnv geni varhigi tespit edilmistir. blactx.m geni igin yapilan PCR
sonucunda Uriinler dizin analizine gonderilmis ve 14 pozitif sonucun hepsinin CTX-M15
grubuna ait oldugu tespit edilmistir. izolatlarin hicbirinde blaper-1, blaces, blaves genleri
tespit edilememistir. E.coli izolatlarinin 6’s1 gnrB ve gnrS, 9’u aac-(6')-1b-cr geni igerdigi
tespit edilmistir. izolatlarin higbiri qnrA geni icermemektedir. Sinif-1 ve Simf-2 integron
icerikleri arastirildiginda; izolatlarin 3’tiniin Smif-1, 5’inin de Smif-2 integron icerdikleri
tespit edilmistir.

Yapilan konjugasyon ¢aligmalar1 sonucunda 24 bakteri izolatinin 1’inin konjugatif
plazmit tasidig1 tespit edilmistir. Transformasyon deneyleri sonucunda da 2 izolatin
fosfomisin direncinin plazmit lizerinde tasidigi tespit edilmistir. Transformant plazmitlerin
fosfomisin direng¢ genleri tanimlanamamustir.

Calismada elde edilen epidemiyolojik veriler ve literatlir arastirmalar1 sonucu
fosfomisin antibiyotigi alternatif ajan olarak kullanilma girmesi ile direng orani
yiikselmeye baglamistir. Bu ¢alisma direncin hem iilkemizde hem de diinyada yayiliminin
belirlenmesinde olduk¢a 6nemli ipuglar1 verecektir. Ayni zamanda bundan sonra yapilacak

olan ¢alismalar i¢in ¢ok 6nemli bir veri tabani olacaktir.

Mart 2021, 63 sayfa

Anahatar Kelimeler: E.coli izolati, Plazmit Aracili Fosfomisin Direnci, Gen Degisimi,
fosA, fosA3, fosB, fosC, fosC2, fosX blatem, blasnv, blaoxa1, blarer1, blaces, blaves,
blactx-m, qnrA, gnrB, gnrS, aac-(6')-1b-cr, Smif-1 ve Smif-2 integron, Transformasyon,

Konjugasyon, Replikasyon Orjini, Klonal iliski; Rep Pcr.
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SUMMARY
M.Sc. THESIS

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF FOSFOMYCIN RESISTANCE
GENES in E. coli ISOLATES

Funda YAG
Kirsehir Ahi Evran University Institute of
Health Sciences Department of
Molecular Medicine
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fikriye Milletli SEZGIN

Urinary tract infection is a general term that is an inflammation of the urinary
urothelium that can cause serious mortality and morbidity, ranging from asymptomatic
bacterial colonization in the bladder to sepsis. Among the symptoms seen in Urinary tract
infection, one or more of the symptoms of polyuria, pollakiuria, dysuria, urgency, pyuria,
fever and kidney pain can be observed together. E.coli has been blamed for community-
acquired urinary infections and nosocomial urinary tract infections. Antibiotic resistance
and the spread of this resistance is a very worrying situation in the health field all over the
world. Fosfomycin antibiotic has come to the fore again in the treatment of urinary tract
infections. In this study, molecular characterization of fosfomycin resistant genes in E.coli
isolates of urinary tract infection was aimed. Accordingly, 24 fosfomycin resistant E.coli
isolates isolated from urine samples coming to Ahi Evran University Training and
Research Hospital, Microbiology Laboratory were included.

Species identification and antibiotic susceptibility studies of isolates were carried
out with the automated system of Vitek 2 Compact (bioMérieux, France) and disk
diffusion methods. The plasmid-derived fosA, fosA3, fosB, fosC, fosC2, fosX genes, which
are known to be responsible for the phosphomycin resistance in the E.coli isolates included
in the study, were screened with the aid of PCR using specific primers. E.coli isolates are
also responsible for resistance to beta-lactam and quinolone group antibiotics, blartem,
blashv, blaoxa-1, blaper-1, blaces, blaves, blactx-m, gnrA, gqnrB, gnrS, aac-(6")-ib-cr The
presence of aac-(6')-1b-cr genes and Class-1 and Class-2 integron were screened with the
aid of PCR using specific primers. Clonal relationships of isolates were studied with the
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help of REP PCR. The replication origins of conjugative and transformant plasmids
obtained from the isolates were determined according to the PCR-based replication origin
determination method.

As a result of the PCR procedure to determine the phosphomycin resistance, 1
(FF25) of 24 samples was found positive for the fosA3 gene. The presence of blatem, gene
in 11, blaoxa-1, in 6 and blasxv gene in 3 were detected. As a result of PCR for the blacTx-
M gene, the products were sent to index analysis and all 14 positive results were found to
belong to the CTX-M 15 group. No blarer-1, blaces, blaves genes were detected in any of
the isolates. It was determined that 6 of E. coli isolates contain qnrB and gnrS, 9 of them
contain aac-(6')-1b-cr gene. None of the isolates contain the gnrA gene. When Class-1 and
Class-2 integron contents are researched; It was determined that 3 of the isolates contain
Class-1 and 5 of them contain Class-2 integron.

In conjugation and transformation situations that caused genetic changes in
bacteria, transformation and conjugation experiment was performed on 24 bacterial isolate
samples. According to the experimental findings, one of the samples was identified as
transconjugant and both were transformant bacteria.

As a result of the epidemiological data obtained in the study and literature
researches, the resistance rate started to increase with the use of fosfomycin antibiotic as an
alternative agent. This study will give very important clues in determining the spread of
resistance both in our country and in the world. It will also be a very important database for

future studies.

March 2021, 63 Pages.

Key words: E.coli Isolate, Fosfomycin Resistance fosA, fosA3, fosB, fosC, fosC2,
fosX bIaTEM, blaSHv, bIaOXA.l, b|apER.1, b|aGEs, bIaVEB, b|ac'|'x.|\/|, anA, anB, anS, aac-(6’)-zb-

cr, Class-1 and Class-2 Integron, Transfornation, Conjugation, Origin of Replication, Clonal

relationship;RepPcr
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1. GIRIS

Uriner sistem enfeksiyonlar1 (USE) tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de
oldukca sik karsilagilan ve 6nemli bir morbidite nedeni olan enfeksiyonlardir (Kdken ve
ark., 2008; Oteo ve ark., 2010). USE tedavisinde sik kullanilan beta - laktama, beta —
laktam / beta - laktamaz inhibitér kombinasyonuna, trimetoprim - silfametoksazola,
kinolonlara ve aminoglikozidlere karsi direng, hizli bir artis gostermektedir. Bu hizli
direng gelisimi sebebiyle yeni antibiyotiklere ihtiya¢ duyulmustur (Tekin ve ark., 2012).
Bir fosfonik asit tiirevi olan fosfomisin, tek doz kullanim avantaji, yan etkisinin az olmas1
ve Enterobacteriaceae’larda direng oranmnin diisiik olmasi sebebiyle komplike olmayan
USE tedavisinde alternatif olarak tercih edilecek antibiyotiklerden biri olmustur (Falagas
ve ark., 2010).

Fosfomisin,  Streptomyces fradiae, Streptomyces viridochromogenes ve
Streptomyces wedmorensis tdrlerinin  fermentasyon Urtnid  olup fosfoenolpiruvat
analogudur. Bakteri hlicre duvarini olusturan peptidoglikan tabakasi, N-asetil glikozamin
ve N-asetil muramik asidin (NAMA) birbirini takip eden birimlerinin pentapeptid capraz
baglar1 ile baglanmasi sonucu olusmaktadir. Bakterinin hiicre duvar sentezinde ilk
basamak sitoplazmada gerceklesmekte ve bu basamak, Uridin difosfat (UDP)-NAG’mn 3°-
hidroksil grubundan inorganik fosfatin ayrilmasi ile fosfoenol piruvattan gelen enol
piruvatin UDP-NAG’a eklenmesini icermektedir. Bu reaksiyon, E.coli gibi bakterilerde
gerekli temel bir sitoplazmik enzim olan UDP-NAG enol piruvil transferaz (MurA) enzimi
tarafindan katalize edilir. MurA enziminin inaktivasyonu, peptidoglikan sentezini
engelleyerek hiicresel butiinligiin kaybolmasma ve bakterinin ozmotik par¢alanmasina yol
acmaktadir. Fosfomisin, MurA enziminin sistein kalintisma geri donlisimsuz olarak
kovalent yolla baglanmakta, bdylece MurA enzimini inhibe ederek UDP-NAMA
olusumunu Onlemekte ve antibakteriyel etkinligini, peptidoglikan tabakasmin sentezini

engelleyerek gostermektedir (Baylan, 2010)

Kimyasal yapis1 ve etkiledigi bOlgenin farkliligi nedeniyle fosfomisinin diger
antibakteriyel ajanlar ile arasinda capraz diren¢ yoktur ya da cok nadir gelismektedir
(Greenwood, 2003; Yao, 2007; Patel, Balfour, Bryson, 1997). Gelismis Ulkelerde uzun
slredir yaygin olarak klinik kullanimda olan fosfomisine kars1 bakterilerde direng gelisimi,
halen nadir izlenmektedir. Diren¢ mekanizmalari, ¢ogunlukla kromozomal kaynakli veya

ender olarak plazmid aracilidir (Yao, 2007; Mert, 2006; Falagas, 2007; Patel, Balfour,
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Bryson, 1997; Afsar, Gonul, Sener, Turker, 2005). Kromozomal mutasyonlarin Gogu,
ilacin hiicre i¢ine taginmasini saglayan bakteriyel proteinleri kodlayan yapisal ve
dizenleyici genlerde olmaktadir. Bu mutasyonlar, bakterilerin iki temel transport
mekanizmasi olan L-alfa-gliserofosfat ve heksoz fosfat sistemlerinin bozulmasma yol
acarak fosfomisinin, bakteri hiicresi igine gecisini azaltmakta ve hedef bdlgeye ulasmasini
engellemektedir (Kumar ve ark, 2009; Yao, 2007; Mert, 2006; Falagas, 2007; Patel,
Balfour, Bryson, 1997; Afsar, Gonul, Sener, Turker, 2005). Fosfomisine direngli mutantlar,
fosfomisin tasinmasinda bozukluga yol agan Ozellikle kromozomal glpT mutasyonlarina
bagl olarak antibiyotik tedavisi sirasinda spontan ortaya ¢ikmaktadir. G6F tarafindan
indiklenen heksoz fosfat transport sisteminde hasar olusan diren¢li mutantlar, daha ziyade
in vitro ortamda yuksek siklikta (Kumar ve ark, 2009; Yao, 2007; Mert, 2006) ortaya
cikmaktadir. In vivo olusan direng ise genellikle L-alfa-gliserofosfat transport
mekanizmasmin kaybiyla iligkilidir. Baz1 tiirlerde izlenen plazmid aracili direng ise, ilact
inaktive eden enzim Uretimi ile iliskili olup bu durum Kkatalitik bir konjugasyonla
sonuglanmakta, bakteri tirleri arasinda cografik bolgelere bagli olarak yayilim
gostermektedir (Greenwood, 2003; Yao, 2007; Mert, 2006; Patel, Balfour, Bryson, 1997,
El Zoeiby, Sanschagrin, Levesque, 2003). Plazmidle kodlanmis glutatyon S-transferaz
enzimleri olan FosA ve FosB, fosfomisin direncinde rol oynar. Enterobacteriaceae ve
Pseudomonas spp. Uyeleri arasinda fosA geni, oldukca yaygm olarak bildirilmektedir
(Greenwood, 2003; Patel, Balfour, Bryson, 1997). S.aureus, Bacillus subtilis gibi gram-
pozitif bakterilerde fosB, Mesorhizobium loti ve Listeria monocytogenes gibi bakterilerde
ise fosX genleri, fosfomisin direncindeki rolleri acisindan detayli olarak calisilmistir
(Kumar ve ark, 2009). Bu ¢alismada Uriner sistem drneklerinden elde edilen fosfomisin
direncli E. coli izolatlarinin genotipik yapilar1 belirlenerek, diren¢ mekanizmalarinda
plazmid aracili fosfomisin direng genleri fosA, fosA3, fosB, fosC, fosC2, fosX genlerinin
etkisi olup olmadiginin tespiti amaclanmistir.

2.GENEL BILGILER

2.1. E.Coli

Escherichia coli, 1855 yilinda Escherich adinda bir arastirmaci tarafindan ilk kez
infantlarm diskisindan izole edilip, Bacterium coli olarak tanimlanmistir. izole eden
kiginin adi1 verilmis ve E. coli olarak adlandirilmistir (Baron ve ark., 1994; Bilgehan,
1992).
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Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasi ¢ubuk seklinde olup Gram-negatif
bir bakteri olarak adlandirilmaktadir. Aerop ve fakultatif anaerob olup 15-45 °C de
iireyebilmekle birlikte optimal iireme 1silar1 37 °C’dir. Bakteri ¢ogunlukla insanlar ve
sicakkanli hayvanlarm alt bagirsak yolunda yasar ve genellikle diski veya idrar yoluyla
disariya atilir (Jang ve Ark, 2017).

E. coli’ler Buyyon ve jeloz gibi genel besiyerlerinde ortalama pH 7-7,2’de hemen
iirerler. Buyyon ve peptonlu suda yogun lireme sonucu homojen bulaniklik meydana
getirirler. Agarda genellikle 2-3 mm ¢apinda parlak, diizgiin kenarli, konveks, gri-beyaz
renkte S tipi koloniler olustururlar. Devam eden pasajlarda ise kaba, mat ve granuler R tipi

koloniler meydana getirirler.

Bazi kokenler, 6zellikle idrar yolu infeksiyonlarindan izole edilen E. coli’ler kanl
agarda hemoliz olusturabilirler. Kapsiilli suslar ise mukoid koloniler olusturmaktadirlar. E.
coli’ler sekerleri ve diger karbonhidratlar1 asit ve gaz olusturarak parcalarlar. Laktoza olan
etkisi ile gaz olusturmasi, Shigella tiirleri basta olmak {izere diger barsak bakterilerinden
aymrmmi agisindan 6nemli etkisi vardir. Bu nedenle pratikte laktoz negatif bakterilerden
ayirt edilmesi icin iginde laktoz ve bir ayira¢ bulunan gesitli besiyerleri kullamilir. I¢inde
laktoz ve eozin metilen mavisi bulunan Eosin Metilen Blue (EMB) agarda ve icinde laktoz,
sodyum sulfit, diyament fiiksin iceren Endo agarda mavi- siyah yesilimsi parlaklik veren
koloniler meydana getirirken, McConkey ve Salmonella-Shigella (SS) agarda kirmizi
koloniler olusturmaktadirlar (Baron ve ark., 1994; Ryan ve ark.,, 1994). ). E. coli
bakterilerinin IMVIC olarak bilinen biyokimyasal &zellikleri (Triptofandan indol
olusturma, Metil kirmizisi testi, Voges Proskauer testi, sitrat1 kullanma) (+ + — —) olarak
gosterilmektedir.Oksidaz negatif olup (Ureyi parcalayamazlar. Hidrojen sulfir (H2S)
olusturamazlar, ancak bazi tiirleri sisteinli besiyerinde az miktarda H2S olusturmaktadir.

Katalaz pozitif, potasyum siyandr testi negatiftir (Baron, Peterson ve Finegold, 1994).

2.1.1. E.coli’nin Epidemiyolojisi ve Virtlans 6zellikleri

Insanda hastahiga neden olan Escherichia coli’ler 6 guruba ayrilmustir;

e Enterotoksijenik E.coli
e Enterohemorajik E.coli
e Enteroinvazif E.coli

e Enteropatojenik E.coli
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e Enteroagregatif E.coli

e Diffiiz adezif E.coli

E.coli'nin yasam alani olarak insan ve hayvanlarin barsaklarinin bilinmesine
ragmen, insan ve hayvanlarm biitiin organ ve dokularinda infeksiyon meydana
getirmektedir (Koneman, Allen, Janda, Schreckenberger ve Winn,1999). Barsaklardaki
gram-negatif aerobik bakterileri E.coli’ler meydana getirmektedir (Gir, 2000). Uriner
infeksiyonlarinda %80, nozokomiyal iiriner sistem infeksiyonlarinda ise %50 E.coli
bulunmaktadir (Gales, Sader, Jones, 2002; Nicolas ve Chanoine,1997). Uriner sistemde
meydana gelen bakteriyel infeksiyonlar; asemptomatik bakteritriden, semptomatik sistit
ve pyelonefrite kadar kadar gesitleri goriilmektedir (Hosgor ve ark., 2000). Uropatojenik
suslarla olusan idrar yolu infeksiyonlar ile enteropatojenik suslarla olusan ishaller E.coli’
nin toplum kaynakli infeksiyonlarda en yaygin gozlenen seklidir (Joklik ve ark., 1984).
Yetigkinlerde ve yaslilarda gozlenen toplum kokenli bakteriyel enfeksiyonlarin en sik
nedenlerinden biride E.coli’nin bakteriyemi ve yeni dogan menenjiti pndmonilerde de
etken olmasidir (Eisenstein ve Zaleznik, 2000). Nozokomiyal enfeksiyonlarda en buyiik
etken E.coli’dir. Nozokomial sepsislerin yaklasik %15’inde etkili olan E.coli’ nin neden
oldugu enfeksiyonlar arasinda; cerrahi alan enfeksiyonlari, intraabdominal abseler
nozokomiyal pnémoni ve peritonit bulunmaktadir. E.coli’nin neden oldugu enfeksiyonlar
sekonder bakteriyemi ile birlikte bulunmaktadir. Sik izole edilen bakteriler ise, santral
sinir sistemi operasyonlar1 sonrasi olusabilen nozokomial gram-negatif basil menenjitinde

izole edilen enfeksiyonlardir (Wagenlehner ve Naber, 2000; Rozenberg ve Visser, 1999).

2.1.2. E.coli Enfeksiyonlar

Insan sebepli infeksiyonlar genellikle assendan infeksiyonlardir. Uretra ve
mesanenin infekte olmasma sebep olan bakteridir (Uretrit, sistit). Bobreklerin infekte
olmasi infeksiyonun yukariya ilerledigi bazi vakalarda gorilmektedir (pyelonefrit). Bu
nedenle bobrekte ciddi doku hasart meydana gelmektedir. Sepsis gelismesi, enfeksiyonun
sinirlandirilamamasi ya da tedavi edilememesi durumlarinda ortaya ¢ikmaktadir (Salyers,
Whitt, 1994). Kateterizasyon veya liriner sisteme yapilan diger girigimler sonucu olusan
enfeksiyonlar hastane kaynakli infeksiyonlardir. Hastane kaynakli enfeksiyonlar
kateterizasyon veya iiriner sisteme yapilan diger girisimler genellikle sekonder olarak
bakteremiye neden olabilmektedirler (Salyers ve Whitt, 1994; Paradisi, Corti ve Mangani,
1998). Sekonder bakteremiden sonrasinda mortalite riski artmaktadir (Koksal, 1999).
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2.1.3. Tedavisi

Uriner sistem enfeksiyonlar1 (USE)’nm %75-90 nin etkeni E.coli *dir. Tedavide en
stk kullanilan antibiyotikler, siprofloksasin, fosfomisin, nitrofurantoin, trimetoprim-
sulfametoksazol (TMP-SMZ) beta-laktam grubu Uyeleridir. Fakat strekli artan direng
oranlar1 nedeniyle tedavi olanaklar1 azalmaktadwr. Amerika enfeksiyon Hastaliklar1
Dernegi'nin USE tedavi rehberinde TMP-SMZ’nin diren¢ prevelansmin %10-20’den
asagida oldugu bolgelerde ampirik tedavi icin kullanilabilecegi ifade edilmektedir. USE
tedavisinde yer alan diger bir tedavi se¢eneginde kullanilacak ilag ise kinolon grubudur.
Fakat sirekli kullanimlarinin bakterilerdeki kinolon diren¢ oranlarmi arttirdigint ve
normal floray1 ortandan yok ederek C. difficile enfeksiyonuna sebep oldugu bilinmektedir.
Basit iriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde nitrofurantoin veya fosfomisin

tedavisinde 1iyi geri doniislerin alindigi vurgulanmaktadir (Panos ve ark., 2006).

E.coli’nin bagirsak florasinda bulunan bir bakteri olmasi nedeniyle E.coli’den
korunma zordur. Bagirsak enfeksiyonlarindan korunmanin en etkin yolu besin ve sularin,
se¢imi, hazirlanmasi ve tiiketimi sirasinda hijyen ve sanitasyon kurallarma dikkat
edilmesidir. E.coli enfeksiyonlarina karsi bagisiklik kazanarak korunma s6z konusu
degildir (Erdem, 1999; Brooks ve ark., 2010; Kayser ve ark., 2005).

2.1.4. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar

E.coli’nin diren¢ ortaya koymasi, 1960’larin sonlarinda ampisilin ve diger
aminopenisilinlere kars1 hastane enfeksiyonlarma karsin tedavisinde glcliklere sebebiyet
vermistir (Sanders, 1992). 1965 yilinda ilk kez izole edilmis Ampisiline direncli E.coli
suslaridir. Direnci saglayan beta laktamaza TEM-1 adi verilmistir (Datta ve
Kontomichaos, 1965). Kullanimda olan genis spektrumlu beta-laktamlarin etkisine direng
yanit1, genis spektrumlu beta laktamazlar olan TEM-1, onun varyantt TEM-2 ve SHV-1
enzim sentezi ortaya c¢ikarmustir. SHV-1 K. Pneumoniae’da genellikle kromozomal,
E.coli’de ise genellikle plazmidik olarak bulunmaktadir (Kliebe, Nies, Meyer, 1985).
Gram-negatif bakteri enfeksiyonlar1 i¢in olduk¢a fazla kullanilan genislemis spektrumlu
sefalosporinlere (oksiimino sefalosporinler, tigiincii kusak sefalosporinler) karsin, 1980’li
yillarda GSBL enzimine ulagilmigtir. GSBL Almanya’da ilk kez 1983 yilinda K.
pneumoniae susunda tanimlanan bir SHV-2 enzimidir (Kliebe, Nies, Meyer, 1985). Bu
enzim daha sonra E.coli ve diger Enterobactericeae familyasinda gézlenmis sonra pek ¢ok

cesitli GSBL enzimi tanimlanmistir (Sirot, 1995). E.coli’de direng problemi her gegen giin
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artmaktadir. Beta laktam antibiyotiklere karsi direng gelismesinde; beta laktamaz enzimi
sentezi yapimi ve bakteri i¢ine antibiyotik girisinin azalmasi iki asil diren¢ mekanizmasi
gorulmektedir (Akaln, 1999). Ulkemizde nozokomiyal enfeksiyon etkeni E.coli
suslarinda geniglemis spektrumlu beta laktamaz yapimi oranmi % 0-27 arasinda farkl
oranlarda karsimiza ¢ikmaktadir. Plazmid kontroliinde sentezlenen bu enzime sahip olan
bakteriler; sefotaksim, seftazidim, seftriakson ve aztreonama direnclidirler (YUcesoy,
Yulug, Kocag6z, 2000).

2.2. Fosfomisin

Fosfomisin, ilk kez 1969 yilinda Ispanya’da Streptomyces kiiltiirlerinden elde edilmis
ve Onceleri fosfonomisin olarak adlandirilmistir (Schito, 2003). Fosfomisin, metisiline
direncli Staphylococcus aureus, glikopeptid duyarli veya direncli enterokok ve gram-
negatif pek ¢ok patojeni igeren genis bir antibakteriyel spektruma ve hizli bir bakterisidal
etkiye sahiptir (Baylan, 2010). Fosfomisin, diisitk molekiil agirlikli bir fosfonik asit tiirevi
olup, bu 06zelligi proteinlere neredeyse hi¢ baglanmadigini gosterir. Fosfomisin, bilinen
herhangi bir antibakteriyel maddeyle kimyasal olarak ilgisi olmayan essiz bir antibiyotiktir.
Kimyasal formiilii C3H704P.C4H11NO3 seklindedir ve kimyasal yapis1 Sekil 1.’de
gosterilmistir (Michalopoulos ve ark., 2011).

Fosfomisinin oral olarak kullanilabildigi iki formiilasyon vardir, bunlar fosfomisin
trometamol ve fosfomisin kalsiyumdur. Fosfomisin trometamol, sentetik olarak
hazirlanmig, biyoyararlanimi olan ¢oziinebilir bir tuzdur. Fosfomisin kalsiyuma kiyasla
emilimi daha kolay oldugu i¢in oral yoldan uygulanmada tercih edilen formiilasyon
fosfomisin trometamoldur. Fosfomisinin oral formiilasyonu disinda, intravendz olarak
kullanilabilen fosfomisin disodyum formiilasyonu da vardwr (Michalopoulos ve ark.,

2011).
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Sekil 1. Fosfomisinin kimyasal yapis1 (Michalopoulos ve ark., 2011’dan)
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2.2.1. Etki Mekanizmasi

Fosfomisin,  Streptomyces fradiae, Streptomyces viridochromogenes ve
Streptomyceswedmorensis tlrlerinin fermentasyon urunu olup fosfoenolpiruvat analogudur
(Greenwood, 2003). Bakteri hiicre duvarmi olusturan peptidoglikan tabakasi, N-asetil
glikozamin ve N-asetil muramikasidin (NAMA) birbirini takip eden birimlerinin
pentapeptid capraz baglari ile baglanmasisonucu olugsmaktadir. Bakterinin hucre duvar
sentezinde ilk basamak sitoplazmada gergeklesmekte ve bu basamak, uridin difosfat
(UDP)-NAG’1n 3’-hidroksil grubundaninorganik fosfatin ayrilmasi ile fosfoenol piruvattan
gelen enol piruvatin UDP-NAG’a eklenmesini igermektedir. Bu reaksiyon, E.coli gibi
bakterilerde gerekli temel bir sitoplazmik enzim olan UDP-NAG enol piruvil transferaz
(MurA) enzimi tarafindan katalize edilir. MurA enziminin inaktivasyonu, peptidoglikan
sentezini engelleyerek hiicresel bitlnligin kaybolmasina ve bakterinin ozmotik
par¢alanmasma neden olmaktadir (Kumar ve ark., 2009). Fosfomisin, MurA enziminin
115. sistein kalintisina geri doniisiimsiiz olarak kovalent yolla baglanmakta, boylece MurA
enzimini inhibe ederek UDP-NAMA olusumunu Onlemekte ve antibakteriyel etkinligini,
peptidoglikan tabakasinin sentezini engelleyerek gostermektedir (Baylan,2010).

2.2.2. Antibakteriyel Aktivitesi

Fosfomisin, kendine 6zgii farmakolojik Ozellikleri ve terapotik araligiyla genis
antimikrobiyal spektruma sahip olup alt USE tedavisinde Onerilen spesifik bir
antibiyotiktir (Garau, 2008). Fosfomisin, metisiline direncli Staphylococcus aureus
(MRSA) ve glikopeptidlere duyarli veya direngli Enterococcus spp. gibi gram pozitif ve
birgok antibiyotige direngli Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Proteus, Salmonella
cinslerine ait tdirler ile E. coli gibi gram negatif patojenlerin ¢oguna karsi, hizli bakterisidal
aktiviteye sahiptir (Patel ve ark., 1997; Minassian ve ark.,1998; Greenwood, 2003; Afsar
ve ark., 2005; Falagas ve ark., 2007; Goker ve ark., 2007; Falagas ve ark., 2008; Koken ve
ark., 2008; Hosbul ve ark., 2009). Gram negatif basillere kars1 (Pseudomonas aeruginosa
suslar1 harig), gram pozitif koklardan daha etkilidir. In vitro ¢aligmalarda,fosfomisinin bir
grup beta-laktam antibiyotikler, aminoglikozidler ve diger bazi ajanlar ile birlikte
kullanilmasinin; solunum, dolasim ve iiriner sistem enfeksiyonlarinin bakteriyel
etkenlerine karsi sinerji olusturdugu gosterilmistir (Neuman, 1984; Greenwood, 2003;
Falagas ve ark., 2008). Benzer sekilde Acinetobacter baumannii fosfomisine direncli
olmakla birlikte aminoglikozidlerle kombine edilmesi,bu etkene karsi sinerjistik etki

yaratabilmektedir (Greenwood, 2003;Falagas ve ark., 2008). Pseudomonas, Morganella
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morganii ve Staphylococcus saprophyticus izolatlarinin sirasiyla %40, %80 ve %20’sinin
fosfomisine direngli oldugu belirtilmektedir (Yao ve ark., 2007). Minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK), MiK50ve MIK90 degerleri, P. aeruginosa icin sirasiyla 32 ve 64
g/ml; S. aureus i¢in ise 8 ve 16pg/ml’dir. Bacteroides fragilis ve diger Listeria tlrlerinden
farkli olarak L. monocytogenes de fosfomisine direnclidir (Falagas ve ark., 2008).

Fosfomisin bilesiklerinin bakteri hiicresine girisi, ¢ogu Enterobacteriaceae yesi
bakteride glukoz-6-fosfat (G6F) tarafindan indiklenir (Greenwood, 2003). Fosfomisinin
deneysel enfeksiyonlardaki etkinligi, G6F’nin es zamanli uygulanmasiyla artirilmasgtir,
G6F, glikolizin gergeklestigi yerlerde hiicre i¢inde mevcuttur; ancak doku i¢indeki igerigi
genellikle diistiktiir. Ayrica G6F, serum veya beyin omurilik sivisi (BOS)’nda mevcut
degildir ve muhtemelen enfeksiyon bolgelerinde suboptimal diizeydedir. In vitro duyarlilik
test materyaline 25 pg/ml G6F eklendiginde fosfomisinin etkinligi biiyiik oranda artmakta,
bu etkinlik in vivo etkinlige yaklasmakta ve in vivo ve in vitro aktiviteler arasindaki
korelasyon daha iyi olmaktadir. Bu ylizden duyarlilik testlerinde, 25 pg/ml G6F eklenmis
agar ve buyyon diltisyon yontemleri tavsiye edilmektedir (Greenwood, 2003; Yao ve ark.,
2007). Disk diflizyon yonteminde kullanilan 200 pg fosfomisin trometamin diski ayni
zamanda 50 pg/ml G6F icermektedir (Barry ve ark., 1993; Yao ve ark., 2007; CLSI, 2008).

Trometamin tuzunun fosfomisine yakin bir molekiiler agirhiga sahip olmasi
sebebiyle, fosfomisin trometamin, in vitro duyarlilik testlerinde diger tiirevlerinin yarisi
kadar aktivite gostermektedir (Greenwood, 2003). Fosfomisinin in vitro aktivitesi, ayrica
test materyali ve ortam kosullarindan etkilenmektedir. Alkali pH’da ve glukoz, fosfat ve
sodyum Klorid varliginda etkinlik azalmakta; dolayisiyla antibiyotik duyarlilik testlerinde
kullanilan besiyerlerinin igeriklerine bagli olarak farkli sonuglar elde edilebilmektedir.
Basit besleyici buyyon veya agarda gozlenen inhibisyon konsantrasyonlari, genellikle
Mueller-Hinton (MH) besiyerindekinden daha diisiiktiir (Greenwood, 2003; Yao ve ark.,
2007).

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterlerine gore, disk difiizyon
yonteminin 50 pg GO6F igeren 200 pg fosfomisin diski kullanilarak Enterococcus cinsinden
sadece E. faecalis’in, Enterobacteriaceae ailesinden ise sadece E. coli’nin idrar 6rnegi
izolatlarmin fosfomisin duyarliliginin belirlenmesi i¢in kullanim1 6nerilmektedir. E. coli ve
E. faecalis izolatlar1 i¢in fosfomisin trometamin diskinin inhibisyon zon ¢ap1 < 12 mm ise
direncli, 13-15 mm ise orta duyarli ve > 16 mm ise duyarl olarak degerlendirilir. E. coli ve

E. faecalis izolatlar1 i¢in direnci belirleyen es deger MiK smir degeri, CLSI kriterlerine
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gore > 256 pg/ml olanlar direngli, < 64 pg/ml olanlar ise duyarh olarak kabul edilir.
Fosfomisinin MiK degerleri, 25 mg/L G6F ilavesi yapilmis MH kullanilarak yalnizca agar
dilisyon yontemiyle saptanmalidir. Sivi mikrodiliyon yontemi kullanilmamalidir.
Sonuglar 35°C’de normal atmosferik ortamda 18-20 saatlik inkiibasyondan sonra
degerlendirilmektedir (CLSI, 2017).

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
kriterlerine gore ise; disk difiizyon yonteminin, 50 pg GO6F iceren 200ug fosfomisin diski
kullanilarak Enterobacteriaceae ailesine iiye tiirlerden yalnizca E. coli’nin fosfomisin
duyarliliginm belirlenmesi igin kullanim1 &nerilmektedir. Diger tiirler i¢in MIK metotlar1
kullanilmalidir. MHAda 0,5 McFarland standardi kullanilarak 35 + 1°C 1s1 araliginda ve
normal atmosfer kosullarinda 18 + 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda gerceklestirilen disk
diftizyon duyarhlik testinde, E. coli igin fosfomisin diskinin inhibisyon zon ¢ap1 < 24 mm
ise direngli ve > 24 mm ise duyarh olarak degerlendirilir. Inhibisyon zonu igerisinde, zonu
tamamen kaplamayacak sekilde bakteri liremesi varsa thmal edilmeli ve dis zon dikkate
alinmalidir. Enterobacteriaeceae ailesine uye tirler ve Staphylococcus spp. izolatlari i¢in
direnci belirleyen es deger MiK smir degeri, EUCAST kriterlerine gore > 32 pg/ml olanlar
direngli, < 32 pg/ml olanlar ise duyarl olarak kabul edilir. EUCAST a gore bu tiirler i¢in
fosfomisin duyarliligmnm belirlenmesinde referans yontem agar diliisyon ydntemidir. MIK
degeri belirlenirken besiyerinde 25 mg/L. G6F olmas1 gerekmektedir. Sonuglar, 35 + 1°C
1s1 araligimda ve normal atmosfer kosullarinda 18 + 2 saatlik inkiibasyondan sonra
degerlendirilmektedir, (EUCAST, 2018).

Trometamin tuzu, komplike olmayan alt USE olan eriskinlerde oral 3 g tek doz
olarak degisik ticari isimler altinda, giiniimiizde Ingiltere, Italya, Ispanya, Isveg, Isvicre,
Fransa, Belcika, Hollanda, Avustralya, Almanya, Portekiz, Brezilya, Amerika Birlesik
Devletleri, Meksika, Israil, Finlandiya, Kanada ve Giiney Afrika gibi birgok gelismis
iilkede ruhsatli olarak kullanilmaktadir (Warren ve ark., 1999; Greenwood, 2003).

2.2.3. Diren¢ Mekanizmasi

Fosfomisin direnci {i¢ mekanizma ile iligskili olup bunlardan ikisi kromozom
tizerinde yer alirken, tigiinciisii ise plazmid kokenlidir (Etienne ve ark., 1989). Fosfomisine
kars1 bakteriyel direng; siklikla kromozomal olarak kodlanmis transport sistemleri glpT
ve/veya uhpT'nin inaktivasyonu ya da bu transport sistemlerin regiilasyonunda gorevli
genler uhpA, cyaA ve ptsl’in inaktivasyonu, antibiyotik hedefi olan MurA enziminin

inaktivasyonu ve daha az olarak da plazmidlerce kodlanan fosfomisin modifiye edici
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enzimler sebebiyle olusmaktadir (Horii ve ark., 1999; Beharry ve Palzkill, 2005;
Castaneda-Garcia ve ark., 2013).

2.3. Genler

2.3.1. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL)

Beta-laktamazlar kromozomal ya da plazmit kontroliinde sentezlenirler. Plazmitler
kromozom dis1 genetik elemanlar olup direncin yayillmasinda 6nemlidirler. Gram negatif
bakterilerde diren¢ genleri plazmitler araciligi ile konjugasyonla yayilmaktadir (Somer,
2010).

Gram pozitif bakterilerde beta-laktamazlar ekzoenzim olarak hiicre disina
salgilanirken, gram negatif bakterilerde periplazmik boslukta bulunurlar. Bu nedenle gram
negatif bakterilerde az miktarda enzim bile antibiyotiklerin etkisiz hale getirilmesi igin
yeterli olmaktadir (Livermore, 1995).

GSBL’ler, oksiimino-sefalosporinleri benzilpenisiline esit ya da %10 daha fazla
hidroliz edebilen, aktif bolgelerinde serin iceren, plazmidlerle kodlanan, klavulanik asit,
sulbaktam ya da tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri ile inhibe olan enzimlerdir
(Martinez-Martinez ve ark., 1996).GSBL’lerin biiyiik kismi, gendeki belli bir bolgede
nokta mutasyonu ile karakterize TEM ve SHV enzim tiirevlerinden olusmaktadir
(Livermore1995; Black ve ark., 2005). Bunlarin disinda CTX-M ve OXA ile heniz
gruplandirilamayan birgok enzim ailesi de mevcuttur. Giiniimiizde 214 TEM, 186 SHV,

86 CTX-M ve 19 OXA tiri beta-laktamaz vardir (Paterson ve Bonomo, 2005).

2.3.2. SHV Grubu

Ik kez Klebsiella pneumoniae'de (K. pneumoniae) tanimlanan ve ailenin
tanimlayicis1 olan SHV-1 enzimi, genis spektrumlu penisilinlere karsi direngten
sorumludur (Livermore, 1995). SHV-2 ise, 1983’de Almanya’da K.ozaenae’den izole
edilmistir. SHV-1"den farklilagan bir beta-laktamazdir, plazmidle tasinir, yeni jenerasyon
sefalosporinler ve sefotaksime karsi direngten sorumludur (Knothe, Shah ve Krcmery,
1983).

2.3.3. TEM Grubu

Gram-negatif bakterilerde en sik rastlanan ve ilk TEM tiirevi enzim TEM-1"dir.
Ampisilini; karbenisilin, oksasilin ya da sefalotinden daha fazla hidroliz eder, genis
spektrumlu sefalosporinlere az etkilidir ve klavulanik asit ile inhibe olur (Paterson ve

Bonomo, 2005). TEM-1, E. Coli’de ampisilin, H. /nfluenza ve N.gonorrhoea’de ampisilin
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ve penisilin direncinden sorumludur, penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidroliz
edebilir (Ben-Ami ve ark., 2016). TEM-1’den bir aminoasitin yer degistirmesi sonucu
TEM-2 olusmustur. TEM-3 ise GSBL fenotipi gosteren ilk TEM turevidir (Sturenburg ve
Mack, 2003). TEM ailesi daha ¢ok E. coli, K. pneumoniae ve Proteus mirabilis (P.
mirabilis) ‘de saptanmustir. Gliniimiizde 214 TEM grubu enzim izole edilmistir (Paterson
ve Bonomo, 2005).

2.3.4. PER Grubu

Bu enzim grubu, TEM ve SHV tipi GSBL ile %25 oraninda homoloji gosterir
(Bauernfeind ve ark., 1996). Ik kez Fransa’da bir Tiirk hastadan izole edilen P.
Aeruginosa susunda bulunmustur (Nordmann ve ark., 1963). Daha sonraki yillarda
Tiirkiye’deki nozokomiyal Acinetobacter spp. izolatlarinin %46’sinm ve P. Aeruginosa
izolatlarinin %11’inin PER-1 tirettigi bulunmustur (Vahaboglu ve ark., 1968). Penisilin ve
sefalosporinleri hidroliz eder, klavulanik asit ile inhibe olur (Neuhauser ve ark., 2003).

2.3.5. OXA Grubu

Daha ¢ok P. Aeruginosa’da bulunmakla birlikte diger gram-negatif bakterilerde de
saptanmustir (Weldhagen, Poirel ve Nordmann, 2003). Bu enzim grubunun dar spektrumlu
olanlar1i OXA-1’den OXA-10’a kadar olanlardir ve substrat olarak oksasilin ve
kloksasilini kullanirlar. Ampisilin ve birinci kusak sefalosporinlere direng, oksiimino-
sefalosporinlere ise zayif direng gosterirler. Diger GSBL’lerden farkli olarak ayrica
seftazidime yiksek diizeyde dirence neden olurlar (Hall ve ark., 1963). Bu enzim
genlerinin biiyiik bir kismi1 transpozon, plazmid ya da integron kontroliindedir (Nordmann
ve Guibert, 1998). ilk genis spektrumlu OXA enzimi iilkemizde izole edilen OXA-11"dir,
P. Aeruginosa susunda bulunmustur (Hall ve ark., 1963). Ulkemizle birlikte Fransa’da da

bu enzimler sik bulunmaktadir.

2.3.6. CTX-M Grubu

Plazmid aracili beta—laktamazlara ait bu yeni aile, substrat olarak sefotaksimi tercih
eder ve seftazidimi dirence yol agmayacak sekilde hidroliz ederler. Bu enzimler biiyiik
olasilikla Kluvyera ascorbata’nin kromozomal AmpC beta-laktamazindan kdken almustir,
basta E. Coli ve Salmonella typhimurium olmak (zere bircok Enterobacteriaceae lyesinde
saptanmiglardir (Bradford, 2001). En yaygin olanlari CTX-M-14, CTX-M-3, CTX-M-
2’dir. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygin kullanimmin bu enzimlerin ortaya

¢ikisinda rol oynadigi diistiniilmektedir (Bonnet, 2004). TEM ve SHV grubu enzimler daha
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¢ok hastane kokenli infeksiyonlarda tespit edilirken,toplum kdékenli GSBL Ureten Griner
sistem enfeksiyonlarma neden olan E. Coli izolatlarinda CTX-M grubu enzim saptanir
(Pitout ve ark., 2005).

2.3.7. Diger GSBL’ler

Herhangi bir beta-laktamazin nokta mutasyonundan olusmayan, plazmid ve
integron aracili A smifi beta laktamazlar bulunmustur (Bonnet ve ark., 2000; Silva ve ark.,
2000). Bunlardan VEB-1; PER-1 ve PER-2 ile belli oranda (%38) homoloji gosterir.
Seftazidim, sefotaksim ve aztreonama direng gosterirler, klavulanik asit ile inhibe olurlar.
GES, BEL, PER, TLA IBC gibi diger tipleri diinyanin degisik bolgelerinde yaygin olarak
bulunmaktadir (Castanheira ve ark.,2004; Lebessi ve ark., 2003).

2.3.8. Fosfomisin Direng Genleri

Plazmidle kodlanmis glutatyon S-transferaz enzimleri olan FosA ve FosB,
fosfomisin direncinde rol oynar. Enterobacteriaceae ve Pseudomonas spp. uyeleri arasinda
fosA geni, oldukca yaygin olarak bildirilmektedir (Greenwood, 2003, Pastel ve ark., 1997).

FosA3 geni diisiik olusumlu antimikrobiyal direng¢ genidir. FosA3 geni, Dogu Asya
iilkelerinde fosfomisine direngli izolatlarda siklikla tanimlanan bir tiir plazmid aracili

fosfomisin direng (PMFR) genidir (Hou ve digerleri, 2012; Lee ve digerleri, 2012).

FosC2 direng geni de fosA3 direng geni gibi ilk olarak Japonya’da GSBL iireten
klinik E. Coli izolatlarinda tanimlanmistir (Wachino ve ark. 2010). Class I integronlarda,
farkli direng genleri ile birlikte fosC2 direng geni tanimlanmustir. Yapilan ¢alismalarda bir
plazmid icinde fosC2, dfrAl7 ve aadA5 genlerini tasiyan bir class I integronunun ve ¢oklu
ilag direncli (MDR) plazmidlerde fosC2 ve blalMP-34 genlerinin varhigi gosterilmistir
(Wachino ve ark. 2010; Wang ve ark., 2015). Bu veriler fosC2 geninin antibiyotiklere kars1
yanit olusturmak icin, integronlar araciligi ile sonradan kazanildigmi gosterir (Yang ve
ark., 2017).

FosX, fosA ve fosB enzimleri ile iliskili, Mn+2 bagimli bir epoksit hidrolazdir ve
oksiran halkasini kirmak i¢in su kullanir. FosX enzimleri Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum ve Brucella melitensis’te bulunur (Castaneda-Garcia ve ark. 2013).

Enzimatik inaktivasyon diren¢ mekanizmasi, fosfomisinin epoksit halkasmin
enzimatik bolinmesiyle ya da fosfonat grubunun fosforilasyonuyla etkisizlestirilmesine
dayanmaktadir. Kovalent modifikasyonlarla fosfomisini inaktive eden c¢esitli

metalloenzimler; fosfonat kinazlar (FomA ve FomB), tiyol transferazlar, glutatyon
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fosfomisin (FosA), L-sistein-fosfomisin (FosB), ATP fosfomisin (FosC) ve su-fosfomisin
(FosX)“dir (Suarez ve ark., 1991, Woodyer ve ark., 2006, Fillgrove ve ark., 2003).

Smif-1 ve Smuf-2 integron Integronlar, antibiyotik direncini kodlayan gen
kasetlerini iceren, hareketli, transpozon benzeri genetik elemanlardir. Integronlarin yeni bir
bakteriye transferi ya da direng genlerini kodlayan gen kasetlerinin insersiyonu, ¢oklu
antibiyotik direngli suslarin ortaya ¢ikmasina yol ag¢maktadir.Bu gen Kkasetlerinin
insersiyon ya da delesyonu, integraz ailesine bagli bolgeye 6zel rekombinazlar araciligiyla
olmaktadir (Dolapg¢1 ve Ark., 2010).

2.3.9. Kinolon Grubu Direng¢ Genler

Kinolon grubu antibiyotiklere yaygm olarak kullanilmalar1 nedeniyle hastane
kaynakli izolatlarin yani sira toplum kaynakl izolatlardada diren¢ oranlarinda belirgin artig
gbzlenmekte, Ulkemiz icin deneysel tedavide givenilirliklerini yitirmek tizere olduklari
bildirilmektedir (Dindar, Willke ve Sénmez, 2008). aac(6°)-1b geni kanamisin, tobramisin
ve amikasin direncine neden olan biraminoglikozit asetiltransferazi kodlamaktadir. Bu
genin bir varyant1 olan aac(6’)-1b-cr geni ise, aac(6’)-1b’den Trpl02 Arg ve Aspl79 Tyr
farklilig1 gostermektedir. Enzim bu sekilde siprofloksasini asetilleme yetisi kazanmaktadir.
gnr ve aac(6’)-lb-cr aymi hiicrede birlikte bulunduklarinda gnr’nin yalniz basmna
yaptigindan dort kat daha fazla MIK artis1 olusmakta, duyarlilik bakimindan klinik direng
smirma (1 pg/ml) yaklasilmaktadir. Bunun yanisira aac(6’)-1b-cr’nin yalniz bulunmasi,
siprofloksasine maruz kalma durumunda olusacak kromozomal mutasyon sikligini
arttirmaktadir (Robicsek ve ark., 2006).

Avrupa’daki ¢alismalarda (Karah, 2008; poirelve ark., 2006; Chenve ark., 2006),
genellikle gnrS ve gnrB genleri baskin gériilmekle birlikte, ingiltere’de yapilmis olan bir
calismada (Corkill ve ark., 2005), gnrA geni, Ispanya’da yapilmis olan bir ¢alismada
(Lavilla ve ark.,2005) ise, gnrAl geni yiiksek oranda belirlenmistir. Tiirkiye’de E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlartyla yapilan calismalara bakildiginda, gqnrA’nin, gnrS ve gnrB
genlerine gore daha yiiksek oranda goriildiigii, qnrS ve gqnrB genlerinin ise birbirine yakin
oranlarda goriildiigii gbzlenmektedir (Pazarl ve ark., 2017).

3. MATERYAL VE METOT

“E.Coli  Suslarinda  Fosfomisin  Direncinin ~ Molekiler = Maknizmasinin
Karakterizasyonu” adh klinik arastirmasi Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi

Klinik Arastirmalar Etik Kurulunca alinan 2019-02/16 nolu kararina gére yapilmistir.
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3.1. Calismada Kullanilan Besiyerleri, Vektorler ve Primerler
In vitro ortamda E. coli izolatin tiir izolasyon ayrimmi yapabilmek icin Eosin

Methylene-blue Lactose Sucrose Agar (EMB) kullanilmistir.

Izolatlarm fosfomisine kars1 duyarhihig: Kirby — Bauer disk difiizyon yontemi ile
EUCAST onerileri dogrultusunda MHA besiyeri kullanilarak yapildi. Izolatlarin DNA ve
plazmit izolasyon asamalarinda LB (Luria-Bertani) Broth besiyeri kullanildi. Konjugasyon
deneylerinde gerekli antibiyotikleri iceren EMB ve Minimal Agar besiyerleri
kullanilmigtir  Transformasyon deneylerinde 32 pg/ml fosfomisin igeren LB Agar
besiyerleri kullanilmigtir. Klonlama deneylerinde 50 pg/ml ampisilin igeren LB Agar

besiyeri kullanilmagtir.

Calismada Konjugasyon deneylerinde E. coli J3-2 (Riff) hiicresi, Transformasyon
deneylerinde ise E. coli DH5a hiicreleri kullanilmistir. Klonlama vektorii olarak Thermo
Scientific firmasindan temin edilen CloneJET PCR firiinii klonlama Kiti ve igerisinde

bulunan pJET1.2/blunt vektori kullanilmistir.
Calismada kulanilan primerler Tablo 2’de verilmistir.

3.2. Bakterilerin Tammmlanmas1 ve Antibiyotik Direng Profillerinin
Belirlenmesi

Mikrobiyoloji laboratuvarma gelen klinik ornekler rutin olarak %5 koyun kanh
agar (bioMérieux, Fransa) ve EMB (bioMéricux, Fransa) agara ekildi. Ekim yapilan petri
plaklar1 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra iireyen koloniler
degerlendirildi. Ureyen kolonilerden Enterobacteriaceae ailesi bakterilerinin tir
diizeyinde tanimlanmasi i¢in Vitek MS (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile

caligild.

Caligmaya dahil edilen izolatlarilarin fosfomisin direnci ilk olarak Vitek 2 Compact
(bioMérieux, Fransa) sistemi ile belirlendi. Ardindan disk difiizyon yontemi ile
antimikrobiyal diren¢ durumu dogrulandu.

3.2.1. Vitek 2 Compact (bioMériux, Fransa) Otomatize Sistemi

Enterobacteriaceae izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testleri AST N325 kartlar1
kullanarak {iretici firma Onerileri dogrultusunda Vitek 2 Compact (bioMérieux, Fransa)

otomatize sistemi ile ¢alisildi
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Izolatlar %5 koyun kanli agarda (redikten sonra 0,5 McFarland standart
bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandi, iretici firma Onerileri dogrultusunda
kartlar ve siispansiyonlar cihaza yerlestirildi. Her kart liyofilize olarak antimikrobiyallerin
farkli konsantrasyonlarini ve besiyeri olarak da Mueller-Hinton buyyon (MHB) icermekte
ve AST N325 kartlar1 mikrodiliisyon tekniginin kisaltilmig ve kiigiiltiilmiis bir sekliyle
diliisyon yaparak MIK degerini belirlemektedir. Tiim kartlar; 35,5 £ 1 °C’de cihazin
inklbatorinde inkube edildi. Her kart 15 dakikada bir cihaz tarafindan karusel denen
inkiibatore almip ve reaksiyonlarin okunmasi i¢in optik sisteme transfer edildi. Tim
inkiibasyon periyodu boyunca 15 dakikada bir cihaz tarafindan bilgiler toplandi. TUm
okunan degerler kaydedilerek, en ge¢ 18 saat iginde sonu¢ alindi. Son olarak da
antibiyogram kartlarinda saptanan fosfomisin sonuglar1 disk diflizyon yontemi ile

dogrulandi.

3.2.2. Disk Difuizyon Yontemi

Bakterilerin fosfomisine karst duyarhiligi Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile
EUCAST oOnerileri dogrultusunda MHA kullanilarak yapildi. Steril, 15 cm c¢aplh petri
plaklarma 4 mm kalinliginda besiyeri olacak sekilde MHA dokiildii ve kullanilincaya
kadar buzdolabinda +4 °C ‘de sakland.

Kiiltiir plaklarinda saf koloni halinde tiremis olan bakteri kolonilerinden steril 6ze
ile bir miktar alimarak steril serum fizyolojik igerisinde 0,5 McFarland bulaniklik
saglanacak sekilde siispanse edildi. Bu siispansiyondan steril ekiivyon ile MHA besiyeri
iizerine ekim yapildi. Plaklarin kurumasindan sonra fosfomisin 200 pg (Oxoid, ingiltere)
antibiyotik diski petri plaginin ortasina gelecek sekilde yerlestirildi. Petri plaklar1 37 °C ‘de
18-24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra inhibisyon zon ¢aplar1 6lgiildii. Elde edilen
sonuglar, Tablo 1’ de verilen E. coli izolatlar1 igin EUCAST tarafindan onerilen zon ¢aplarina

gore yorumlandi.

Tablo 1: Fosfomisin Antibiyotik Zon Cap1

Antibiyotik Duyarli (S) Direncli (R)

Fosfomisin (200 pg) >24 mm <24mm
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3.3. E. coli izolatlarindan DNA Ekstraksiyonu

Enterobacteriaceae izolatlarindan kaynatma yoluyla DNA ekstraksiyonu yapildi.

DNA ekstraksiyonu icgin ilk olarak LB Agar besiyerine pasajlanan bakteriler, 37°C’de bir

gece inkiibe edildi. Ureyen bakterilerden bir 6ze dolusu alinip, 500 pl steril distile su igeren

mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Homojenizasyon i¢in vorteks islemi yapildi ve homojen

bir suspansiyon elde edildikten sonra, mikro santrifiij tiipleri 15 dk siiresince 100°C’ye

ayarli su banyosunda kaynatildi. Daha sonra tiipler 14.800 rpm’de 10 dk. Santriflij edildi

ve siipernatant kisim yeni bir tiipe aktarildi. Siipernatant kisim tiim PCR islemlerinde kalip

DNA olarak kullanildi. Elde edilen DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi

(Sevim, 2005).

3.4. Fosfomisin Direngli E. coli suslarimin Diren¢ Genlerinin ve Integron Gen

Kasetlerinin Tespiti

Fosfomisin direncli 24 E. coli izolatin tasidigi direng genlerinin ve integron gen

kasetlerinin belirlenmesi i¢in Tablo 2’de verilen primerler yardimi ile PCR islemleri

gercgeklestirildi.
Tablo 2: Calismada Kullanilan Primerler ve Ozellikleri
Hedef Gen Primer ismi Sekans (5°-3”) Fagment Tm (°C) Kaynak
(bp)

FosA fosA Fwd ATCTGTGGGTCTGCCTGTCGT 271 59,5 Li vd., 2015
fosA Rev ATGCCCGCATAGGGCTTCT

FosA3 fosA3 Fwd GCGTCAAGCCTGGCATTT 282 57,5 Li vd.,2015
fosA3 rev GCCGTCAGGGTCGAGAAA

FosB fosB Fwd CAGAGATATTTTAGGGGCTGACA 312 51 Fu vd., 2016
fosB Rev CTCAATCTATCTTCTAAACTTCCTG

FosC fosC Fwd GGGTTACATGCCCTTGCTCA 354 59 Fu vd., 2016
fosC Rev AACCCGCACAACGACAGATG

FosC2 fosC2 fwd TGGAGGCTACTTGGATTTG 217 50,5 Li vd., 2015
fosC2 Rev AGGCTACCGCTATGGATTT

FosX fosX fwd TGTCCCTCACCTTCGACTCT 131 55 Bivd., 2017
fosX Rev TTGCTGGTCTGTGGATTTGC

parA-parB HIL Fwd GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 471 60 Carattoli vd., 2005
HIL Rev TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA

iterons HI2 Fwd TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 644 60 Carattoli vd., 2005
HI2 Rev GGCTCACTACCGTTGTCATCCT

RNAI 11 Fwd CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139 60 Carattoli vd., 2005
11 Rev TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT

ori, X Fwd AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 376 60 Carattoli vd., 2005
X Rev TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC

repA,B,C L/M Fwd GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 785 60 Carattoli vd., 2005
L/M Rev CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG

repA N Fwd GTCTAACGAGCTTACCGAAG 559 60 Carattoli vd., 2005
N Rev GTTTCAACTCTGCCAAGTTC

iterons FIA Fwd CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462 60 Carattoli vd., 2005
FIA Rev GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG

repA FIB Fwd GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 702 60 Carattoli vd., 2005
FIB Rev CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT

repA W Fwd CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 242 60 Carattoli vd., 2005
W Rev GGTGCGCGGCATAGAACCGT

repA Y Fwd AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 765 60 Carattoli vd., 2005
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Y Rev GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT

iterons P Fwd CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 534 60 Carattoli vd., 2005
P Rev TCACGCGCCAGGGCGCAGCC

repA2 FIC Fwd GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262 60 Carattoli vd., 2005
FIC Rev TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT

repA A/C Fwd GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 465 60 Carattoli vd., 2005
A/C Rev ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT

repA T Fwd TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 750 60 Carattoli vd., 2005
T Rev CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC

repA Flls Fwd CTGTCGTAAGCTGATGGC 270 60 Carattoli vd., 2005
Flls Rev CTCTGCCACAAACTTCAGC

RNAIl/repA Freps Fwd TGATCGTTTAAGGAATTTTG 270 52 Carattoli vd., 2005
Frepe REV GAAGATCAGTCACACCATCC

RNAI K/B Fwd GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 160 60 Carattoli vd.,2005
K Rev TCTTTCACGAGCCCGCCAAA

RNAI K/B Fwd GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 159 60 Carattoli vd., 2005
B/O Rev TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA

TEM TEM Fwd AGTATTCAACATTTYCGTGT 847 50 Iraz vd., 2015
TEM Rev TAATCAGTGAGGCACCTATCTC

SHV SHV Fwd ATGCGTTATATTCGCCTGTG 843 56 Hanson vd, 2002
SHV Rev TTAGCGTTGCCAGTGCTC

CTX-M Fwd TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 544 55 Edelstein vd., 2003
Rev CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

GES GES Fwd ATGCGCTTCATTCACGCAC 863 57 Iraz vd., 2015
GES Rev CTATTTGTCCGTGCTCAGGA

VEB VEB Fwd GATAGGAGTACAGACATATG 914 55 Kiratisin vd, 2008
VEB Rev TTTATTCAAATAGTAATTCCACG

OXA-1 OXA-1 Fwd TTTTCTGTTGTTTGGGTTTT 427 50 Coque vd, 2008
OXA-1 Rev TTTCTTGGCTTTTATGCTTG

PER1 PER1 Fwd ATGAATGTCATCACAAAATG 927 48 Kiratisin vd, 2008
PER1 Rev TCAATCCGGACTCACT

Simif-1 integron 5’-CS Fwd GGCATCCAAGCAGCAAG n 50 Levesque vd, 1995
3’-CS Rev AAGCAGACTTGACCTGA

Swif-II integron  hep51 GATGCCATCGCAAGTACGAG n 58 White vd, 2001
hep74 GGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA

qnrA gnrA Fwd AGAGGATTTCTCACGCCAGG 580 59 Yang vd., 2013
gnrA Rev TGCCAGGCACAGATCTTGAC

qnrB gnrB Fwd GGMATHGAAATTCGCCACTG 264 56 Yang vd., 2013
gnrB Rev TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA

qnrS gnrS Fwd GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428 56 Yang vd., 2013
gnrS Rev TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

Aminoglikozit TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482 59 Park vd., 2006

asetiltransferaz

aac(6’)-1b-cr F

aac(6’)-1b-cr R

CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

PCR reaksiyonlar1 50 pl son hacimde 1X Taq DNA polimeraz buffer, 1,5 mM
MgCl2, 250 uM dNTPmix, 0,2 pmol/ul her bir primerden, 1U Taq DNA polimeraz olacak

sekilde ayarlandi. Hazirlanan PCR reaksiyonlar1 Thermo Cycler Cihazma yerlestirilerek

PCR parametreleri belirlenerek PCR islemi gergeklestirildi. PCR parametreleri genlerin

biiytikligii ve Tm sicakliklar1 géz Oniline alinarak belirlendi (Tablo.3) PCR ddnglsu;
95°C°de 3 dk. ik denetiirasyon, daha sonra 36 defa 95 °C’de 45 sn. denatiirasyon, Tm

sicakliklarmda 45 sn. baglanma, 72°C’de fragment uzunluklar1 kadar siire verilerek uzama

basamaklar1 gerceklestirilmistir. Daha sonra 72°C’de 5 dk. Son uzama basamagi

gerceklestirilerek PCR reaksiyonlar1 tamamlanmastir.
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Tablo 3: Calismada Kullanilan Genlerin Biiytikliikleri, Tm’leri ve Uzama Sureleri

Tm Gen biiyiikliigii Uzama basamagi

(bp) suresi
FosA 59 271 30 sn.
FosA3 56 282 30 sn.
FosB 59 312 45 sn.
FosC 59 354 45 sn.
FosC2 55 217 30 sn.
FosX 58 131 30 sn.
TEM 50 847 1 dk.
OXA-1 50 519 45 sn.
SHV 56 843 1dk
GES 57 863 1 dk.
PER 48 927 1dk
CTX-M 55 544 45 sn.
VEB 55 542 45 sn.
Simif-1 integron 50 N 7 dk.
Simif-11 integron 57 N 7 dk.
gnrA 56 580 50 sn.
gnrB 56 264 50 sn.
gnrS 56 428 50 sn.
aac(6”)-Ib-cr 56 482 50 sn.
REP-PCR 48 N 5 dk.
parA-parB (HI1) 60 471 30 sn.
iterons (HI2) 60 644 30 sn.
RNAI (11-14) 60 139 30 sn.
ori , (X) 60 376 30 sn.
repA,B,C (L/M) 60 785 30 sn.
RepA (N) 60 559 30 sn.
Iterons (FIA) 60 462 30 sn.
RepA (FIB) 60 702 30 sn.
RepA (W) 60 242 30 sn.
repA (Y) 60 765 30 sn.
Iterons (P) 60 534 30 sn.
repA2 (FIC) 60 262 30 sn.
repA (A/C) 60 465 30 sn.
repA (T) 60 750 30 sn.
repA (FlIs) 60 270 30 sn.
RNAIl/repA (F) 52 270 30 sn.
RNAI (K) 60 160 30 sh.
RNAI (BIO) 60 159 30 sh.

PCR islemi sonrasinda PCR iiriinleri etidyum bromiir igeren %]1'lik agaroz (fos
genleri icin %?2'lik agaroz jeli kullanilmistir) jeline yiliklenmislerdir. 1X TAE buffer
icerisinde 130 V'da 30’dk elektroforez islemine tabi tutulmus ve gogaltilan fragmentler

U.V 15181 altinda goriintiilenmiglerdir.

Calismada fosfomisin direngli E. coli izolatlarinda PCR yardimi ile belirlenen

CTX-M geninin DNA dizi analizinin gergeklestirilmesi i¢in PCR iiriinleri CloneJet PCR
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urund klonlama kiti (Thermo Scientific) kullanilarak pJET1.2/blunt vektoriine {iretici
firmanin Onerileri dogrultusunda klonlanmistir. Olusturulan rekombinant vektdr CaCl
metodu ile kompotent hale getirilmis E. coli DHSa hiicrelerinin igerisine transformasyon
yolu ile aktarilmistir. Hiicreler 50 pg/ml ampisilin iceren LB agar petrilerine yayilarak ve
37°C’de bir gece inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda petrilerde olusan
kolonilerden 10 tane segilip 50 pg/ml ampisilin igeren LB broth besiyerlerinde ¢alkalamali
inkiibat6rede inkiibasyona tabi tutulmustur. Uremenin oldugu orneklerden gene spesifik
primerler vasitasiyla yapilan Koloni PCR sonrasinda dogru klonlar tespit edilmistir. E. coli
DH5a hiicresi negatif kontrol olarak kullanilmis ve tespit edilen dogru klonlardan Plazmit
miniprep kiti kullanilarak rekombinant plazmitler elde edilerek ve DNA dizilerinin tespiti

icin Macrogen firmasma gonderilmistir.

3.5. Bakteriyal Genotipleme

3.5.1. REP-PCR

Fosfomisin direncli 24 E.coli izolatinin genotipik gesitliligini belirlemek i¢in DNA
finger printing yontemlerinden REP-PCR analizi kullanilmistir. Repl ve Rep2 primerleri
ile gerceklestirilen PCR islemi son hacim 50 pL ‘de olacak sekilde; 1X Taq DNA
polimeraz buffer, 1.5 uM MgCI2, 250 uM dNTP mix, 1 pmol/ml herbir primerden, 2.5 U
Taq DNA polimeraz olacak sekilde hazirlandi. Izolatlarm kaynatma DNA’larmdan
reaksiyonlara SuL. eklenerek reaksiyonlar hazirlanmistir. Reaksiyonlar Thermo Cycler
cihazina yerlestirilerek Tablo 3’de verilen TM ve uzama siireleri kullanilarak PCR islemi
gergeklestirilmistir. PCR islemi sonrasinda PCR firiinleri etidyum bromiir igeren %1'lik
agaroz jeline yiikklenmislerdir. 1X TAE buffer igerisinde 130 V'da 30 dk elektroforez
islemine tabi tutulmus ve cogaltilan fragmentler U.V 15181 altinda goriintiilenmislerdir.
Izolatlarin ¢ogaltilan fragmentleri incelenerek, izolatlar arasindaki var olan ve olmayan
fragmentlerden bir matrix olusturulmustur. Olusturulan matrix MEGA 6.0 programinda

UPGAMA metodu kullanilarak dendograma dontistiiriilmiistiir.

3.6. Plazmit Aracih Fosfomisin Direncinin Belirlenmesi

3.6.1. Konjugasyon

Plazmit aracili fosfomisin direng genlerinin konjugatif bir plazmit iizerinde olup
olmadigi broth mating procediiriine gore gergeklestirilen konjugasyon deneyleri ile

belirlenmistir. PCR islemleri sonucunda Fos genlerinden birini veya birka¢ini igeren
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izolatlar verici hicre (donor) olarak ve rifampisin direncgli E. coli J53-2 izolat1 ise alict
hiicre (recipient) olarak kullanilmistir (Sevim, 2005).

Verici ve alict hiicreler antibiyotik icermeyen 3ml LB buyyona ekimleri yapilarak
calkalayici bir inkiibatérde 37 “C’de bir gece inkiibe edilmislerdir. Verici ve alic1 hiicreleri
iceren kiiltiirler esit hacimde (1:1) karistirdiktan sonra 37 “C’ bir gece sallanmadan inkiibe
edilmigslerdir (Sevim, 2005).

Transkonjugantlarin seleksiyonu igin alici hiicre E.coli J53-2’nin direngli oldugu
rifampisin ( 150ul/ml ) ve verici hiicrenin direngli oldugu 32 pg/ ml fosfomisin
antibiyotigi eklenmis EMB agar yiizeyine konjugasyon karisimmm 1071 dillisyonundan
otomatik pipet yardimiyla 100 pl damlatilmis ve streil cam baget ile agar yuzeyine
yayilarak 18-24 saat 37°C’de inklbe edilmistir. Metalik mavi-yesil rofleli koloniler
fenotipik olarak transkonjugant olarak varsayilip, transkojugantlarin se¢ilimi i¢in 4 farkl

icerige sahip EMB ve Minimal Agara replika ekimleri gerceklestirilmistir (Sevim, 2005).

Agar 1 :Alict hiicre olan E.coli J53-2 ‘nin oksotrof oldugu methionin ve prolin

amino asitlerinden sadece birini iceren minimal agar.

Agar 2 : 150ul/ml rifampisin (resipientin direngli oldugu antibiyotik) +32 pg/ml

fosfomisin (dénoriin direnglioldugu antibiyotik) iceren EMB agar plagi.
Agar 3: 150 pul/ml rifampisin iceren EMB agar plagi.
Agar 4: 32 pug/ml fosfomisin igeren EMB agar plag.

Dort farkli agara yapilan replika ekimler 37°C’de 1 gece inkiibe edilemis ve Agar
1’ de Uremeyen, Agar 2,3 ve 4’te Ureyen fenotipik olarakmetalik yesil rofleli kolonilerin
transkonjugant olduklarina karar verilmistir. Transkonjugantlardan tekrar plazmid DNA’
lar1 izole edilerek plazmit transferleri dogrulanmistir. Konjugasyon etkinliginin hesap
edilmesinde gereken  canli  verici hiicre sayisinin ~ bulunmasi icin
onceden10~> 1076 ve 10~ "diliisyonlar1 yapilarak 100 ul’si LB agar yiizeyine damlatild1
ve steril cam baget yardimiyla yayilarak ekildi. Ureyen bakteri kolonileri sayilarak
bulunan deger, ekilen miktar (ml) ile sulandirim katsayis1 ¢arpimina asagidaki formiil

kullanilarak oranlandi ve canli bakteri sayisi belirlenmistir (Sevim, 2005).

o Canli Bakteri Sayis1 (ml’de) = Agardaki Koloni Sayisi / Ekilen Miktar (ml) X
Sulandirim Katsayisi
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Verici izolatlarin konjugasyon etkinliginin hesab1 i¢in ilk izolasyon plaklarindaki
transkonjugant kolonileri sayild1 ve mililitredeki transkonjugant sayis1 hesaplanarak verici
hiicre kiiltlirlerinin  mililitresindeki hiicre sayisina, asagidaki formiil kullanilarak

oranlanmistir (Sevim, 2005).
o  Konjugasyon Etkinligi = Transkonjugant Sayist (ml’de) /Verici Hiicre Sayist

3.6.2. Plazmit izolasyon Kkiti

Transkonjugant E.coli izolatlarinin plazmit izolasyonlart GeneJET plasmid
Miniprep Kit (Thermo Scientific, KO0502) kullanilarak firetici firmanmn Onerileri
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Izole edilen plazmitlerin tagidig:1 fosfomisin ve diger
direng genlerinin tespiti Bolim 3.4 te verilen “Fosfomisin direngli E.coli izolatlarmin
Direng Genlerinin ve Integron Gen Kasetlerinin Tespiti” bashig: altinda verilen primerler

ve PCR reaksiyonlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.7. PCR Tabanh Plazmit Replikasyon Orjini Belirleme

Transkonjugant hucrelerdeki plazmitlerin tiplendirilmesi PCR-tabanh replikon tipi
prosediirii kullanilarak gergeklestirildi (Carattoli vd., 2005).Bu metotta var olan 18 gift
primer, 5 multipleks ve 3 simpleks PCR kullanilarak, ana uyumsuzluk grubu olan FIA,
FIB, FIC, HI1, HI2, I1-I,, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F ve FIIA replikonlar1
tanimlanmistir. Plazmit gruplarmin belirlenmesi i¢in kullanilacak primerler Tablo 2’de
verilmistir. Calismada bu spesifik primerler kullanilarak 5 multipleks ve 3 simpleks PCR
gerceklestirilmistir. Birinci multipleks PCR’da HI1, HI2 ve I1-I, replikonlari, ikinci
multipleks PCR’da X, L/M ve N, ii¢lincii multipleks PCR’da W,FIA ve FIB replikonlari,
dordiincti multipleks PCR’da P, Y ve FIC replikonlar1 ve besinci multipleks PCR’da ise T,
A/C ve FIIA replikonlar1 ¢cogaltilmaya calisilmistir. Multipleks PCR’lar haricinde K, B/O
ve FIIA replikonlar1 gene spesifik dizayn edilen simpleks PCR’lar ile cogaltilmustir.

Reaksiyonlar 25 pl son hacimde gerceklestirilmistir. Izolatlardan plasmid FIIA-
simpleks PCR harig, tiim PCR fragmentlerinin ¢ogaltilmas1 i¢in gereken amplifikasyon
dongiisti; 1 defa 94°C’de 5 dk., 30 defa 94°C’de 1dk., 60°C’de (FIIA i¢in 52°C) 30sn.,
72°C’de 1dk., son uzama basamagi ise 1 defa 72°C’de 5 dk. Olacak sekilde
gerceklestirilmigtir. PCR iirlinleri %1 ‘lik etidyum bromiir i¢eren agaroz jelde 1XTAE
buffer icerisinde elektroforez yardimi ile yiiriitiilmiis ve U.V 15181 altinda goriintiilenmistir.

Istenilen biiyiikliikteki bantlarin varligma gére pozitif veya negatif sonuclar elde edilmistir.
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3.8. Veri Analizi

Calismada elde edilen CTX-M geni DNA sekanslar1 Bioedit programinda iglenmis
ve yakin iliskili oldugu sekanslar ile benzerlik yiizdeleri NCBI GenBank veri tabanindan
BLAST yapilarak gerceklestirilmistir (Altschul et al. 1990). Rep-PCR verileri fasta
formatinda bantlarn varligma ve yoklugunu gore bir matriks seklinde yapilmistir.
Olusturulan matrix MEGA-X programinda UPGAMA metodu kullanilarak analizi
gergeklestirilmistir (Kumar ve ark. 2018).
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4. BULGULAR

Bu Calismada, Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastrma Hastanesi,
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen idrar orneklerinden izole edilen 24 fosfomisin direngli
E.coli izolatlarin farkli grup antibiyotiklere karsi direng profilleri belirlenerek, fosfomisin
antibiyotiginin direncinin aktarilabilirligive izolatlarin Klonal iliskileri rep-PCR yardimu ile
cahisilmustir. 1zolatlardan elde edilen konjugatif ve transformant plazmitlerin replikasyon
orijinleri PCR-temelli replikasyon orijini belirleme yontemine gore gergeklestirilmistir.

4.1. Idrar Orneklerinin Toplandig Servisler

Ahi Evran Universitesi Egitim Arastrma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarma
cesitli servis hastalarindan gonderilen idrar 6rneklerinde fosfomisin direngli olan 24 E.coli
izolat1 galismaya dahil edilmistir. Bu izolatlarmm 9’u Uroloji,6’s1 3. Basamak yogun bakim
unitesi,5’i nefroloji, 3’0 dahiliye, 1’1 ise acil servis iinitelerinden izole edilmistir.
Fosfomisin direncli E.coli izole edilen idrar 6rneklerinin 10°u kadin, 14 ise erkek
hastalardan alinmistir (Tablo 4).

Tablo 4: Fosfomisin direncli E.coli izolatlarm toplandig: servis ve 6zellikleri

Klinik Ornek Yas Cinsiyet rep-PCR
grup
FF1 Uroloji Servisi Idrar 55 Erkek 2
FF2 Uroloji Servisi Idrar 53 Erkek 1A
FF3 Uroloji Servisi Idrar 50 Erkek 4A
FF4 Uroloji Servisi Idrar 54 Erkek 4A
FF5 Uroloji Servisi Idrar 49 Erkek 4B
FF6 Uroloji Servisi Idrar 53 Erkek 4B
FF7 Uroloji Servisi Idrar 59 Kadmn 2
FF8 Uroloji Servisi Idrar 60 Kadmn 4B
FF9 Uroloji Servisi Idrar 58 Kadmn 5
FF10 3.Basamak YBU Idrar 62 Kadin 1A
FF11 3.Basamak YBU Idrar 61 Kadin 3
FF12 3.Basamak YBU Idrar 66 Kadm 5
FF13 3.BasamakYBU Idrar 72 Kadm 2B
FF14 3.Basamak YBU Idrar 71 Erkek 2B
FF15 3.Basamak YBU Idrar 73 Erkek 3
FF17 Nefroloji Servisi Idrar 59 Erkek 4B
FF18 Nefroloji Servisi Idrar 49 Erkek 3
FF19 Nefroloji Servisi Idrar 58 Erkek 4B
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FF20 Nefroloji Servisi Idrar 60 Kadmn 2

FF21 Nefroloji Servisi Idrar 61 Kadmn 1A
FF22 Dahiliye Servisi Idrar 54 Erkek 1A
FF23 Dahiliye Servisi Idrar 53 Erkek 1A
FF24 Dahiliye Servisi Idrar 58 Kadmn 1B
FF25 Acil Servisi Idrar 63 Erkek 1B

4.2. Tzole Edilen E. coli’lerin Antibiyotik Duyarhliklar

Idendifikasyonlar1 yapilan toplam fosfomisin direngli 24 E.coli izolat1 17 farkh
antibiyotik maddeye kars1 hassasiyetleri disk diffiizyon metodu kullanilarak belirlenmistir.
Izole edilen E.coli izolatlarindan 22 tanesi (% 92) (¢ ve Uzeri antibiyotige kars1 direngli
olup coklu ilag direnci tasimaktadir. izolatlardan FF3 11 antibiyotige, FF15 ise 13
antibiyotige kars1 gosterdikleri dire¢ oranlari ile en fazla direng tasiyan izolatlardir.
Fosfomisine direngli olan 24 izolatdan 21 (% 87.5) tanesi ampisiline (AM), 15 (%62.5)
tanesi Trimethoprim Siilfametaksazole (SXT), 12 (% 50) tanesi Gentamisine (GN), 10
(41.6) tanesi Amoksisilin Klavunolik Asite (AMC) ve Seftriaksona (CRO), 9 tanesi
(%37.5) Siproflaksasine (CIP), 8 (% 33.3) tanesi Sefuroksime (CXM), 7 (%29) tanesi
Tazobaktam Piperilik Asite (TPZ) ve Seftazidime (CAZ), 6 (%25) tanesi Sefiksime
(CFM), 3 (%12.5) tanesi Sefoksitin (FOX) ve Amikasine (AK) ve 2 (% 8) tanesi
Netilmisin (N) antibiyotigine kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. Izolatlardan hepsinin
karbapenem grubu antibiyotiklerden Ertapeneme (ERT), Meropeneme (MEM) ve
Imipeneme (IMP) kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir. E.coli izolatlarmm standart disk
diffizyon testleri ile elde edilen antimikrobiyal test sonuglar1 ve direng yiizdeleri Tablo 5

(a,b)’de verilmistir.

Tablo 5a: Antibiyotik Direng Yizdeleri.
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Tablo 5b: E.coli izolatlarmin Standart Disk Diffiizyon Testleri ile Elde Edilen

Antimikrobiyal Test Sonuglar1 (Izolatlar FF ve sirali rakamlar kullanilarak kodlanmustir).
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4.3. Fosfomisin direncli E. coli izolatlarinin Antibiyotik Diren¢ Genlerinin
belirlenmesi

Calismaya dahil edilen E.coli izolatlarinda fosfomisin direncinden sorumlu oldugu
bilinen plazmit kaynakli fosA,fosA3, fosB, fosC, fosC2, fosX genleri spesifik primerler
kullanilarak PCR yardimu ile taranmstir. Fosfomisin direncini belirlemek i¢in yapilan PCR
islemi sonucunda 24 6rnekten 1 (FF25)’i fosA3 geni bakimindan pozitif bulunmustur(Sekil
2) (Tablo 6).

Sekil 2. fosA3 geni PCR (rini agaroz jel elektroforez gortintiisii. M: DNA markir (Trans, 100 bp
plus DNA ladder), 1: FF25 izolat1 fosA3 geni.

E.coli izolatlarinin beta-laktam ve antibiyotiklerine karsi direngten sorumlu olan
blatem, blasnv, blaoxa1 ve blaper-1 varlig: spesifik primerler kullanilarak PCR yardimu ile
taranmustir. Orneklerin 11°inde blatem, 6’sinda blaoxa-1, 3’linde blasnv geni varlig: tespit

edilmistir(Sekil 3a. Ve 3b.) (Tablo 6).
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M1234 567 8910 111213141516 17

(Sekil 3a.)
M12 3

(Sekil 3b.)

Sekil 3 (a, b). blatem, blaoxa-1, blasny genleri PCR runi agaroz jel elektrofez gorintdleri. M:
DNA markir (Trans, 100 bp plus DNA ladder), blatem geni gorintaleri (1-11); 1: FF2, 2: FF4,
3:FF5, 4:FF8, 5:FF10, 6:FF11, 7:FF15, 8:FF22, 9:FF23, 10:FF24, 11:FF25, blaoxa-1 genleri
goruntileri (12-17) ; 12:FF6, 13:FF9, 14:FF13, 15:FF14, 16:FF15, 17:FF18, blasuv genleri
goruntileri (1-3);1:FF2, 2:FF15, 3:FF21.

Orneklerde diger blactx-m gen iceriklerinin tespiti i¢in yapilan PCR sonucunda
tirtinler dizin analizine gonderilmis ve 14 pozitif sonucun hepsinin CTX-M15 grubuna ait

oldugu tespit edilmistir. Izolatlarm higbirinde blapgr-1 genleri tespit edilememistir. (Tablo
6).

43



1234 5678910111213 14M

Sekil 4: blactx-m geni PCR Uriini agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: DNA markir (Trans, 100
bp plus DNA ladder). blactx-m geni gorintuleri (1-14 ) ; 1:FF3, 2:FF6, 3:FF8, 4:FF9, 5:FF10,
6:FF13, 7:FF14, 8:FF15, 9:FF18 ,10:FF20 ,11:FF21, 12:FF22, 13:FF23, 14:FF25

Kinolon grubu antibiyotiklerine karsi plazmit aracili direngten sorumlu olan gnrA,
gnrB, gnrS, aac-(6')-ib-cr genlerin varhigi spesifik primerler yardimi ile taranmustir. .
E.coli izolatlarinm 6’s1 gnrB ve gnrS, 9’u aac-(6')-ib-cr geni icerdigi tespit edilmistir.

Izolatlarm hicbiri gnrA geni icermemektedir. (sekil 5), (sekil 6), (Tablo 6).

Sekil 5 : aac-(6")-1b-crgeninin PCR iiriinii agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: DNA markar
(Trans, 100 bp plus DNA ladder). aac-(6')-ib-cr genleri (1-9 ); 1:FF2, 2:FF3, 3:FF10,4: FF13,
5:FF14, 6:FF15,7:FF18, 8:FF21,9:FF25.
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Sekil 6: gnrB ve gnrS genlerinin PCR iiriinii agaroz jel elektroforez goriintiisti. M: DNA markir
(Trans, 100 bp plus DNA ladder).qnrB genleri (1-6); 1:FF2, 2:FF3, 3:FF10, 4:FF15, 5:FF18,
6:FF21, gnrS genleri (7-12) ; 7:FF2, 8:FF3, 9:FF10, 10:FF15, 11:FF18, 12: FF21.

Smif-1 ve Smif-2 integronlarin varlig: spesifik primerler kullanilarak PCR yardim1
ile taranmist1. Sinif-1 ve Smif-2 integron icerikleri arastirildiginda; izolatlarin 3’tinde (FFS8,
FF20, FF23) Sinif-1 integron tespit edilmistir. Smif-2 integron icerigi higbir izolatta tespit
edilememistir. (sekil 7 ), ( tablo 6).

Sekil 7: Sinif-1 integronlarin genlerinin PCR Uriinli agaroz jel elektroforez goriintiisi. Markir
O’GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus
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Tablo 6:Fosfomisin Direngli E. coli izolatlarmin Antibiyotik Direng Genleri

'a S
< G
E £ 7 9
= X = =
% o & s :l:' > E < m %) e Eﬂ Eﬂ
— < o Q O < X o ) 9 o
: & & & g g & E 5 & ¥ G 5 & &5 & E Z
FFL - - - - - - - - - - - - - - - - -
FF2 - - - - - - + - + - - - + + +
FF3 - - - - - - - - - - CTX- - + + +
M15
FF4 - - - - - - + - - - - - - - -
FF5 - - - - - - + - - - - - - - -
FF6 - - - - - - - + - - CTX- - - - -
M15
FF7 - - - - - - - - - - - - - - -
FF8 - - - - - - + - - - CTX- - - - -
M15
FF9 - - - - - - - + - - CTX- - - - -
M15
FF10 - - - - - - + - - - CTX- - + o+ +
M15
FF11 - - - - - - + - - - - - - - -
FF12 - - - - - - - - - - - - - - -
FF13 - - - - - - - + - - CTX- - - - +
M15
FF14 - - . . . . . + . . CTX- - . . +
M15
FF15 - - . . . . + o+ + - CTX- - + o+ +
M15
FF17 - - . . . . . . . . - . . . .
FF18 - - - - - - - + - - CTX- - + + +
M15
FF19 - - - - - - - - - - - - - - -
FF20 - - - - - - - - - - CTX- - - - -
M15
FF21 - - - - - - - - + - CTX- - + + +
M15
FF22 - - - - - - + - - - CTX- - - - -
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M15

FF23 - - - - - - + - - - CTX- - - - - +
M15

FF24 - - - - - - +

FF25 - - - - + - + - - - CTX- - - - +
M15

4.4. Plazmit Aracih Fosfomisin Direncinin Belirlenmesi

Fosfomisin direncgli 24 E. coli izolatinda fosfomisin direng genlerinin aktarilabilir
bir plazmit iizerinde olup olmadig1 konjugasyon deneyleri ile arastirilmistir. Konjugasyon
deneyi sonucunda E. coli FF25 izolatmin fosA3 genini 107 etkinlikle transfer ettigi tespit
edilmistir. Belirlenen konjugatif plazmit pFF25 olarak isimlendirildi. Konjugasyon
sonucunda transkonjugant E. coli J53-2 (FF25) hiicrede fosA3 genini yanisira blatewm,

blactx-m1s, aac(6’)-1b-cr genlerininde bulundugu tespit edilmistir (Tablo 7).

Konjugasyon deneyleri sonucunda negatif ¢ikan fosfomisin direngli 23 izolatin
fosfomisin direncini plazmit {izerinde tasiyrp tasimadigi transformasyon deneyleri ile
belirlenmistir. Yapilan transformasyon deneyleri sonucunda E. coli FF21 izolatinin
fosfomisin direncini plazmit (izerinde tasidigi tespit edilmistir. Belirlenen plazmit pFF21
olarak isimlendirilmistir. Hem yabantip hiicrede hemde transformant hiicrede taranilan
higbir fosfomisin direng geni tespit edilememistir. Fakat blasnv, aac(6’)-ib-cr ve gnrS

direnc genleri transformant plazmit tizerinde tespit edilmistir (Tablo 7).

Tablo 7: Plazmit Aracili Fosfomisin Direng Genlerinin Tespiti

Yaban Yaban izolatin  Aktarilabilir tipi ~ Aktarilabilir ~ Aktarilabilir direng Etkinligi

izolat Direng Genleri izolatlar Genleri
blaSHV,
blaCTX-M15, . blaSHV, gnrS,
FF21 Transformasyon ~ E.coli DH5a d 10
gnrs, gnrB, (FF21) aac(6!)-1b-cr
aac(6’)1b-cr
Blatem,
blaCTX Blatem, blaCTX-
a - .
FF25 Konjugasyon E.coli J53-2  \15.a¢(6°)-1b-cr, 107
M15,a¢(6’)-1b- (FF25)
fosA3
cr, fosA3
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4.5. Rep-PCR

Izolatlarm Klonal iligkileri rep-PCR yardimu ile ¢aligilmustir. Yapilan dendogram
sonucunda fosfomisin direngli E. coli izolatlarmmn 5 grupta toplandigi goriilmektedir.
Ozellikle Grup 1A’da yer alan F22 ve F23 izolatlar1 ve Grup 2’de yer alan F13 ve F14
izolatlarinm ayni klonal benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir. izolatlarin klonal iliskileri
Sekil 8’de yer alan dendogramda gosterilmektedir. Klonal iliskileri belirlenen fosfomisin

direncli E. coli izolatlarinin hangi servislerden izole edildigi Tablo 4’de verilmistir.
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N
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Sekil 8 : izolatlarmn rep-PCR analizi
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4.6. Pcr Tabanh Replikasyon Orjini Belirleme

Izolatlardan elde edilen konjugatif pFF25 ve transformant pFF21 plazmitlerinin
replikasyon orijinleri  PCR-temelli replikasyon orijini belirleme ydntemine gore
gergeklestirilmistir. Yapilan PCR islemi sonucunda pFF25 plazmitinin IncF replikasyon
orjinine sahip oldugu tespit edildi (Sekil 9).

800 bp
500 bp
300 bp

Sekil 9: Konjugatif pTc25’imn PCR-tabanli replikasyon orjini. M1: multipleks 1. reaksiyon (HI1,
HI2, 11), M2: multipleks 2. reaksiyon (X, L/M, N), M3: multipleks 3. reaksiyon (FIA, FIB, W),
M4: multipleks 4. reaksiyon (Y, P, FIC), M5: multipleks 5. reaksiyon (A/C, T, FllAs), S1: F
simpleks reaksiyon, S2: K simpleks reaksiyon, S3: B/O simpleks reaksiyon.

Transformason deneyleri sonucunda fosfomisin direnci tasidigini belirledigimiz

diger bir plazmit olan pTf21’in replikasyon orjini IncL/M olarak tepit edilmistir (Sekil 10).

800 bp
500 bp
300 bp

Sekil 10: Transformant pTf21’in PCR-tabanli replikasyon orjini. M1: multipleks 1. reaksiyon (HI1,
HI2, 11), M2: multipleks 2. reaksiyon (X, L/M, N), M3: multipleks 3. reaksiyon (FIA, FIB, W),
M4: multipleks 4. reaksiyon (Y, P, FIC), M5: multipleks 5. reaksiyon (A/C, T, FllAs), S1: F

simpleks reaksiyon, S2: K simpleks reaksiyon, S3: B/O simpleks reaksiyon.
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5. TARTISMA

Enterobacteriaceae izolatlariin antibiyotik direncinde diinya ¢apinda bildirilen ciddi
bir artis s6z konusudur (Falagas ve ark., 2016). Bu direngli, GSBL iireten ve karbapenem
direncli Enterobacteriaceae (CRE) izolatlari, mortalite oranlarinin yiiksek oldugu ciddi
enfeksiyonlara sebep olmakta ve tedaviyi gii¢lestirilmistirdir (Lee ve ark., 2012; Liu ve ark.,
2012). Antibiyotik direnclerindeki artis ve kullanilabilecek yeni aktif bilesiklerin olmayisi,
eski antibiyotikleri bir alternatif tedavi araci olarak kullanmaya neden olmustur (Falagas ve
ark., 2016). MDR Enterobacteriaceae izolatlarinin neden oldugu, tedavi edilmesi zor iiriner
sistem enfeksiyonlarmin tedavisinde fosfomisin kullanimi, kanitlanmis etkinli§i nedeniyle

tekrar giindeme gelmistir (Veve ve ark., 2016; Zhanel ve ark., 2016).

Fosfomisin direncli Enterobacteriaceae izolatlariyla son 10 yilda yapilan ¢alismalarda
en sik izole edilen fosA alt tipi fosA3 geni olarak raporlanmistir (Yang ve ark., 2017). ilk
olarak Wachino ve ark. (2010)’nin Japonya’da GSBL iireten klinik E. coli izolatlartyla
yaptiklar1 ¢calismada % 1,04 oraninda foSA3 pozitifligi bildirilmistir. Daha sonra fosfomisin
direncli izolatlar ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde Hou ve ark. (2012)’nin Cin’de hasta ve
sagliklt evcil hayvanlardan izole ettikleri E. coli izolatlarinda % 9; Lee ve ark. (2012)’nin
Giiney Kore’de GSBL iireten E. coli ve K. pneumoniae izolatlariyla yaptiklar1 ¢alismada
GSBL dreten E. coli izolatlarinda % 3,03 ve GSBL iireten K. pneumoniae izolatlarinda %]1,1;
Ho ve ark. (2013)’nin Hong Kong’ta klinik 6rneklerden izole ettikleri E. coli izolatlarinda
%33,3; Jiang ve ark. (2015)’nin Cin’de KPC veya GSBL iireten K. pneumoniae izolatlari ile
yaptiklar1 ¢alismada KPC {ireten izolatlarda %33,8 ve GSBL iireten izolatlarda %8,8; Tseng
ve ark. (2015)’nin Tayvan’da GSBL iireten E. coli izolatlar1 ile yaptiklar1 ¢alismada %2,75;
Xiang ve ark. (2015)’nin Cin’de KPC {ireten K.pneumoniae izolatlariyla yaptiklari1 ¢galismada
%77 ve Mendes ve ark. (2016)’nin Portekiz’de E. coli izolatlar1 ile yaptiklari ¢alismada %2,3;
Cao ve ark. (2017)’nin Cin’de tiiriner E. coli izolatlar1 ile yaptiklar1 ¢aligmada %89,5; yine
Tseng ve ark. (2017)’nin Tayvan’da CR-KP izolatlartyla yaptiklari calismada %71,4 oraninda
fosA3 pozitifligi saptanmistir. Bizim ¢alismamizda ise fosfomisin direngli izolatlarin %4,8
fosA3 yonunden pozitif olarak belirlenmistir. Calismamizin sonucu Dogu Asya iilkeleri ile
kiyaslandiginda, buldugumuz fosSA3 geni pozitifligi oranmin diisiik oldugu gorilmiistiir.
Bunun nedeni Dogu Asya iilkelerinde ¢iftlik hayvanlari ile evcil hayvanlarin fosA3 geni
tastyan Enterobacteriacecae izolatlari i¢in rezervuar haline gelmis olmasidir. (Yao ve ark.,
2016). Dogu Asya iilkelerindeki beslenme aligkanliklar1 ve sokaklarda satilan et iiriinleri bu
ulkelerde fosA3 genini tagiyan plazmidlerin evcil hayvanlar ve insanlar arasindaki iletimini

kolaylagtirmig ve direng yayilimini hizlandirmis olabilir.
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Konjugasyon deneyleri sonucunda negatif ¢ikan fosfomisin direngli 23 izolatin
fosfomisin direncini plazmit iizerinde tasiyip tasimadigi transformasyon deneyleri ile
belirlenmisti. Yapilan transformasyon deneyleri sonucunda E. coli FF21 izolatinin
fosfomisin direncini plazmit iizerinde tasidigi tespit edilmistir. Fakat hem yabantip
hiicrede hemde transformant hiicrede taranilan hi¢cbir fosfomisin direng geni tespit
edilememistir. Bu izolatlarin transformant hiicrede ¢ikmamasi sonucu plazmitlerin
hepsinin sekans analizi yapilarak izolatin hangi fosfomisin genine direncinin oldugu

bulunabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

E.coli izolatlarinda Fosfomisin direncini belirlemek i¢in yapilan PCR islemi
sonucunda 24 ornekten 1 (FF25)’i fosA3 geni bakimindan pozitif bulunurken ,
hicbirinde fosA , fosB , fosC , fosC2 ve fosX genlerinin pozitifligi saptanmamustir.
Orneklerin 11’inde blarem, 6’sinda blaoxa1, 3’iinde blasniv geni varhigi tespit
edilmistir. blactxm geni igin yapilan PCR sonucunda iiriinler dizin analizine
gonderilmis ve 14 pozitif sonucun hepsinin CTX-M15 grubuna ait oldugu tespit
edilmistir (Makrogen, Hollanda). izolatlarin higbirinde blaper-1, blaces, blaves
genleri tespit edilememistir.

E.coli izolatlarinin 6’s1 gnrB ve gnrS, 9’u aac-(6")-ib-cr genlerini icerdigi tespit
edilmistir. Izolatlarin hicbiri gnrA geni icermemektedir.

Smif-1 ve Smif-2 integron igerikleri arastirildiginda; izolatlarin 3’iiniin Sinif-1,
Smif-2 integron igerigi higbir izolatta tespit edilememistir.

Yapilan konjugasyon c¢aligmalar1 sonucunda 24 bakteri izolatinin 1’inin konjugatif
plazmit tasidigr tespit edilmistir. Transformasyon deneyleri sonucunda da
fosfomisin direncinin plazmit iizerinde tasidigi tespit edilmistir. Transformant
plazmitlerin fosfomisin direng genleri tanimlanamamustir.

Calismada elde edilen epidemiyolojik veriler ve literatiir aragtirmalari sonucu
fosfomisin antibiyotigi alternatif ajan olarak kullanilma girmesi ile diren¢ orani
yiikselmeye baslamistir.

Bu ¢alisma direncin hem iilkemizde hem de diinyada yayiliminin belirlenmesinde
olduk¢a onemli ipucglar1 verecektir. Ayn1 zamanda bundan sonra yapilacak olan

calismalar i¢in ¢ok dnemli bir veri tabani olacaktir.
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