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OZET

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde Yasayan Pelophylax sp. Tiirlerinden izole Edilen

Enterik Bakterilerdeki Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi ve Molekiiler Analizi

Bu calismada ¢evre kirliligi acisindan indikatdr organizmalar olarak bilinen
Pelophylax sp. cinsine ait kurbagalardan elde edilen, kloak orijinli enterik bakterilerde
antimikrobiyallere direng prevalansinin belirlenmesi ve molekiiler analizi amaglanmistir.
Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki alti ilin, (Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize
ve Artvin) farkli ekolojik kosullara sahip ii¢ istasyonundan geng, erkek ve disi olmak tizere
toplam 54 kurbaga bireyi yakalandi. Her kloakal siiriintii 6rneginden tiger adet, toplamda
160 bakteri izole edildi ve bakteri tiirleri biyokimyasal testler, otomatize sistem (VITEK 2)
ve matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu kiitle spektrometri (MALDI-TOF-MS)
yontemleri ile tanimlandi. Toplamda 160 susta 15 farkli cinse ait tiirler saptandi. On iki farkli
antibiyotige kars1t disk diflizyon yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik testleri yapildi.
Bakteri tiirlerinde en yiiksek diren¢ orani ampisilin ve sefazoline kars1 iken, en diisiik oran
kloramfenikol ve tetrasikline kars1 oldugu belirlendi. Antimikrobiyal direncin altinda yatan
mobil genetik elemanlardan siif 1 ve/veya sinif 2 integron gen kasetleri, kaynatma yontemi
ile DNA elde edilerek PZR yontemi ile tarandi. Suslarin birinde (E. coli, S1C2) Intl1 geni
pozitif, bos bir sinif 1 integron tespit edildi. Diren¢ geni taramalarinda sekiz susta blatewm,
dort susta blaskv geni pozitif olarak belirlendi, tetrasikline direngli iki susta tetA geni
saptandi. Kinolon direngli ti¢ sustan bir Klebsiella susunda (Klebsiella pneumoniae A1B1),
gyrA geninin Ser83Thr degisimi belirlendi. Ayrica iki Klebsiella susunda (Klebsiella
pneumoniae A1B1, Klebsiella oxytoca G1C3) parC geninde Glu84Val mutasyonu saptandi.
Plazmit aracili kinolon direng genleri tespit edilmedi. Farkli lokasyonlardan izole edilen
fekal koliform (E. coli) suslarinin klonal yakinliklar1 pulsed field gel elektroforezi ile
belirlendi. Pelophylax gibi kozmopolit bir tiiriin barsak mikrobiyotasindaki ¢oklu direngli
enterik bakterilerden bir susta sinif 1 integron varligmin tespit edilmesi ve bu genetik
elemanin bos dahi olsa, farkli g¢evrelerdeki bakterilerden antibiyotik direng genleri
yakalayarak ¢ogul direncli hale gelme ve bu genetik elemanlar1 kara ve su ekosistemlerinde
var olan diger bakterilere de aktarabilme potansiyelinin olmasi halk saglig1 i¢in bir risk

olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Antibiyotik direnci, integron, enterik bakteri, amfibi, ¢evre kirliligi
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ABSTRACT

Determination and Molecular Analysis of Antibiotic Resistance in
Enteric Bacteria Provided from Pelophylax sp. in Eastern Blacksea Region

The aim of this study was to molecular analyze the antimicrobial resistance in enteric
bacteria from cloacal swabs of a frog species, Pelophylax sp. regarded as an indicator for
environmental pollution. Fifty-four frog individuals were captured from six provinces
(Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize and Artvin) in the Eastern Blacksea Region of
Turkey. One hundred and sixty bacterial colonies from three of each cloacal swab cultures
were randomly picked, and the bacterial species were identified by biochemical tests,
automated systems (VITEK 2) and matrix assisted laser desorption ionization time of flight
mass spectrometry (MALDI-TOF-MS). Fifteen different genera were identified in 160
strains. Antimicrobial sensitivity tests were performed against 12 different antibiotics by
disk diffusion method. The highest rate of resistance was to ampicillin and cefazoline while
the lowest rate was against chloramphenicol and tetracycline in the bacterial species
individually. Class 1 and/or class 2 integron gene cassettes were screened by PCR method.
One of the strains (E. coli, S1C2) was positive for intl1 gene, which lacked a gene cassette,
indicating an empty class 1 integron. In the resistance gene analysis eight strains had blatem
and, four were positive for blasny. tetA gene was found in two tetracycline resistant strains.
In one Klebsiella strain (Klebsiella pneumoniae A1B1) of three quinolone-resistant strains,
the Ser83Thr substitution of the gyrA gene was detected. In addition, Glu84Val mutation
was detected in the parC gene in two Klebsiella strains (Klebsiella pneumoniae A1B1,
Klebsiella oxytoca G1C3). No plasmid-mediated quinolone resistance genes were detected.
The clonal relations between E. coli isolates from different locations were examined by
pulsed-field gel electrophoresis. Detection of the presence of class 1 integron in a strain of
multi drug resistant enteric bacteria in the intestinal microbiota of a cosmopolitan frog
species indicates that these animals might be a reservoire for the resistance genes, and
therefore their potential for the transfer of resistance genes to human pathogenic bacteria can

create a risk for public health.

Keywords: Antibiotic resistance, integron, enteric bacteria, amphibia, enviromental

pollution
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1. GIRIS ve AMAC

Antibiyotiklerin gereksiz kullanimi diinyada 6nemli saglik alani problemlerinden
biridir. Son yirmi yilda asir1 antibiyotik kullanimmnin sonucunda diren¢ gelisiminin hizla
artigr goriilmektedir. Antibiyotik direncini kontrol edebilmek ig¢in multidisipliner
aragtirmalarin hem klinik ve hem de pre-klinik degerlendirmelerle birlikte yapilmasi
onerilmektedir (Hosoglu, 2005).

Antibiyotik direnci sadece patojen bakterilerde degil, karasal ve sucul gevrelerde
yasayan ¢evre mikroorganizmalarinda da gosterilmistir (Ozgiimiis vd., 2007; Ozgiimiis vd.,
2009). Antimikrobiyal ajanlarin insan ve hayvanlarda yogun kullanimi sonucunda
bakterilerde antibiyotiklere diren¢ kodlayan genetik elemanlarin genetik transferi meydana
geldigi bilinmektedir. Bunun sonucunda direngli bakteriler segilerek yayilmaktadir
(Schwarz vd., 2001). Kommensal bakterilerin direng genlerinin bir rezervuari olabilecegi ve
bu genleri diger kommensal veya patojenik bakterilere aktarabilecegi diisliniilmektedir
(Gongalves vd., 2012; Silva vd., 2010). Dogal ortamlardaki antimikrobiyallere kars1 direngli
bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve direncin bakteri tiirleri arasinda yayilmasi insan ve hayvan
sagligi agisindan ¢ok 6nemlidir ve bu direnci kodlayan genlere sahip bakterilere farkli yagam
ortamlarinda rastlanmaktadir (Carroll vd., 2015). Antibiyotiklere direngli mikrobiyota
elemanlarinin yaban hayatinda ve uzak yerlerde yasayan insanlarda da arttigina dair raporlar
mevcuttur (Benavides vd., 2012; Pallecchi vd., 2012). Diinya Saglik Orgiitii Nisan 2015°te
antimikrobiyal direncin diinyanin her yerinde ortaya ¢iktigini, yeni direng mekanizmalarinin
kiiresel gapta yayildigini, kiiresel bir halk sagligi problemi haline geldigini ve biitiin devlet
sektorlerinin ve bilimsel topluluklarinin bu konuda harekete gecmesi gerektigini belirtmistir
(WHO, 2015a). Mayis 2015’te ise antimikrobiyal direng ile miicadele etmek i¢in kiiresel bir
eylem plani taslagi hazirlayarak 68. Diinya Saglik Asamblesi’ne sunmustur. Bu taslakta
antimikrobiyal direncin siirveyaninda bolgesel, ulusal ve kiiresel bilgilerin giiclendirilmesi

gerekliligi dikkati ¢ekmektedir (WHO, 2015b).

Amfibi tlirlerinin biyo-degiskenligin ve c¢evresel degisiklikleri gdsteren indikator
canlilar1 olabilecegi belirtilmektedir (Sewell ve Griffiths, 2009). Amfibiler, diinyada agik
okyanuslar, uzak okyanus adalar1 ve giiney ve kuzey kutbunun donmus bolgeleri hari¢ uygun
habitatin oldugu her yerde bulunur (Wells, 2007). Amfibiler hayat dongiilerinin ergin
evresinde karasal ortamda yasasalar da suya bagimlidir. Bu sebeple hem karasal hem de
sucul ortamlar1 kullandiklar1 i¢in bu alanlarda meydana gelen degisikliklerden direkt

1



etkilenirler (Mahaney, 1994; Watt ve Oldham, 1995; Hecnar, 1995; Shi, 2000). Bu
ozellikleri nedeniyle biyolojik indikator olarak kullanilmaktadirlar (Blaustein ve Wake,
1990; Wyman, 1990; Lips, 1998, Pollet ve Young, 2000). Bu ¢alismada kullanilan
Pelophylax sp. diger bir adiyla su kurbagalar1 olarak da bilinir, yaz aylarinin biiyiik bir
kismini suda gegirir. Yeterli nemin oldugu her alanda yasayabilir. Diinya iizerinde
Pelophylax cinsine ait 26 tiir bulunmakta olup Tirkiye’de 3 tliri mevcuttur. Bu tiirler
Pelophylax bedriagae, Pelophylax caralitanus ve Pelophylax ridibundus’ dur
(Amphibiaweb, 2021). Pelophylax sp. Tiirkiye uygun yasam ortami buldugu hemen hemen
her alanda yayilim gostermektedir (Basoglu, 1994).

Enterik  bakterilerin  (Enterobacteriaceae familyas1 {iyeleri), enfeksiyon
hastaliklarina yol acan zararli cinslerine rastlandigi gibi gida ve ilag endiistrilerinde
kullanilan yararli cinsleri de vardir. Bir¢cogu ise insan ve diger hayvanlarin normal bagirsak
florasini olusturan biiyiik bir bakteri ailesidir (Rock ve Donnenberg, 2014). Hayvanlarin
normal enterik mikroflorasi, zoonotik patojenlerle bulasabilecek antibiyotik direngli suslar
ve bu suslardaki direngli genlerinin bir rezervuarmi temsil eden indikator bakterilerdir
(Caprioli vd., 2000). indikatér bakterilerdeki antibiyotik direnci birgok yolla kazanilmis
olabilir. Antibiyotiklere diren¢ olusturmakta direng genlerinin kazanimi ve transferi bazi
konjugatif direng plazmitleri, transpozonlar ve integronlar gibi hareketli genetik elemanlar

vasitasiyla gergeklesir (Aminov, 2011).

Integronlar, genetik yapisina disaridan gen kasetlerinin eklenip orada ifade olmasina
izin veren genetik elemanlardir (Escudero vd., 2015). Gen kasetleri integronlar tizerinde
birleserek veya halkasal DNA olarak serbest halde bulunabilirler. Integronlar antibiyotik
direnci ile iliskilendirilmislerdir. Ozellikle Gram negatif patojenlerin antibiyotiklere
direncleri ile ilgili oldukga fazla calisma yapilmistir. Integron sistemi bakterilerde cok yonlii
gen kazanim sistemleri olarak tanimlanabilirler. Farkli evrimsel zaman dilimlerinde, birgok
farkli cevre ortaminda karsimiza ¢ikmakta, tiir ve soylar arasinda hareket etme yetenekleri
ile 6nem kazanmaktadir (Mazel, 2006). Cevresel O0rneklerden elde edilen integronlar,
antibiyotik kullanimi ve bu antibiyotiklerin yeryiiziindeki dagilimi hakkinda bizlere fikir
verebilecegi diisiiniilmektedir (Stalder vd., 2012).

Ulkemiz bolgesel antimikrobiyal direng siirveyan aglarindan birine iiyedir ve
Ozellikle iilke ¢apli klinik orijinli bakteriyel direng bilgileri diizenli olarak rapor edilmektedir

(Saghik Bakanligi, 2016). Fakat raporlarda ¢evre orijinli direng ile ilgili ¢ok sinirlt bilgiler
2



mevcuttur veya hi¢ bilgi bulunmamaktadir. Direngli bakterilerin ve genlerin insanlar
arasinda, hayvanlar arasinda ve insan, hayvan ve g¢evre arasinda yayilabildigi
diistiniilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, kozmopolit bir amphibi tiirii olan Pelophylax sp.’den
izole edilen enterik bakterilerin antibimikrobiyal direncinin molekiiler epidemiyolojisi ve

analizi amaclanmustir.



2.GENEL BILGILER

Cevresel direncin ortaya g¢ikmasindaki etmenler iki kisimda incelenebilir: 1)
antibiyotik kullanimi, onlara kars1 bakteriyel direng ve yayillma mekanizmalari ii) Sicak ve
soguk kanli hayvanlarin mikrobiyotalarindaki antibiyotik direncli bakterilerin g¢evreye

yayilmasi.
2.1. Antibiyotikler ve Diren¢ Mekanizmalari

Mantar veya bazi mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, mikroorganizmalarin ve
baska canlilarin gelismesini durduran ya da onlar1 dldiiren dogal veya sentetik maddelere
"antibiyotik" denir (Oner, 1992). Antibiyotik terimi, Yunanca “anti” yani “kars1” ve “bios”
yani “yasam” kelimelerinden tiiretilmistir. S6zliikdeki tanimiyla ‘bitkilerde, 6zellikle kiif
mantarlarinda bulunan, yapay olarak iiretilen bakteri ve diger mikroorganizmalarin
gelisimini durduran ya da onlar1 yok eden maddelerin ortak adidir’ (Aktuglu, 1997; Tungtan
ve Buharalioglu, 2005; Tiirkoglu, 2008).

Mikrobiyolojinin biiyiik atilim yaptig1 19. yiizyilin ikinci yarisinda, Louis Pasteur
bazi mikroorganizmalarin digerlerini 6ldiirdiigiinii gzlemlemistir. Daha sonra 1928 yilinda
Londra’da St Mary’s Hospital’da stafilokok varyantlar1 iizerinde ¢alisirken Alexander
Fleming, bir rastlanti sonucu kiiltiir ortamina bulagsmis bir kiif mantarinin ¢evresindeki
stafilokoklarin treyemediklerini, hatta oldiiklerini gozlemlemistir. Fleming, lireyen kiif
mantarlarinin Penicillinum tiirlinden olusundan yola cikarak, etkili maddeye ‘penicillin’
adim1 vermistir. Boylece ilk antibiyotik 1928 yilinda Sir Alexander Fleming tarafindan
kesfedilmistir (Aktuglu, 1997; Tiirkoglu, 2008).

Bununla birlikte, antibiyotiklerin etkinligi ve kolay erisimi de asir1 kullanimlarina
yol agmistir ve bazi bakteriler bunlara kars1 direng gelistirmistir. Diinya Saghk Orgiitii,
antimikrobiyal direncin artik gelecek i¢in bir tahmin degil, su anda diinyanin her bolgesinde
yasaniyor ve her yastan herkesi etkileme potansiyeline sahip "ciddi tehdit" olarak

siniflandirmigtir (WHO, 2014).
2.1.1. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikler bir¢ok kritere gore siniflandirilabilir. Giiniimiizde en yaygin bilimsel
simiflandirma etki giiglerine, etki mekanizmalarina ve kimyasal yapilarina gore yapilan

smiflandirmadir.



a. Antibiyotiklerin Etki Giiclerine Gore Smmflandirilmasi: Antibiyotikler,
mikroorganizmalar tizerindeki etki derecelerine gore iki gruba ayrilir. Bakteriyostatik
antibiyotikler, bakteri hiicrelerinin gelismesini veya liremesini Onler, boylece viicudun
savunma mekanizmalar1 tarafindan kolaylikla yok edilir. Tetrasiklinler, makrolid,
siilfonamidler, amfenikoller, linkozamidler, metronidazol ve mikonazol bu sekilde etki
gosteren antibiyotiklerdir. Bakterisid antibiyotikler ise; bakteri hiicresini yok eder ve
hiicrenin 6lmesine neden olur. Beta laktamlar (penisilinler, sefalosparinler, monobaktamlar,
karbapenemler, beta laktamaz inhibitorleri), polipeptidler, florokinolonlar, vankomisin,

rifampisin ve teikoplanin bakterisid etki gosteren antibiyotiklerdir (Akkan, 1997).

b. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarina Gore Simflandirilmasi: Antibiyotikler etki
mekanizmalarina gore 5 gruba ayrilir. i) bakteri hiicre duvar sentezini bozan ve litik
enzimleri aktive eden antibiyotikler, ii) sitoplazma membran permeabilitesini bozan
antibiyotikler, iii) ribozomlarda protein sentezini bozan antibiyotikler, vi) bakteri genetik
materyali lizerine etki yapan antibiyotikler v) bakteriyel antimetabolitlerdir. Bakteri hiicre
duvar sentezini bozan ve litik enzimleri aktive eden antibiyotikler; beta laktamlar
(penisilinler, sefalosparinler, monobaktamlar, karbapenemler), siklosein, ristosetin,
basitrasin, teikoplanin ve vankomisindir. Sitoplazma membran permeabilitesini bozan
antibiyotikler; polimiksinler, gramisidin, nistatin, amfoterisin B, kandisein, ketokonazal ve
diger antifungal imidazoller, flukonazol ve diger antifungal trizoller, hekzaklorofen ve
katyonik deterjanlardir. Ribozomlarda protein sentezini bozan antibiyotikler, tetrasiklinler,
aminoglikozitler, makrolidler, amfenikoller, linkozamidler ve fusidik asit olarak
smiflandirilabilir. Bakteri genetik materyali {izerine etki yapan antibiyotikler, DNA ve RNA
sentezini bozanlar olarak da bilinir, florokinolonlar, rifampisinler, nalidiksik asit,
metronidazol, aktinomisetler, mitomisinler, bleomisin, asiklovir, doksorubisin,
dounorubisin ve metotreksattir. Bakteriyel antimetabolitler ise siilfonamidler, siilfonlar,

PAS, izoniazid, etambutol ve trimetoprim’dir (Akkan, 1997).

c. Antibiyotiklerin Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirilmasi: Kimyasal yapilarina
gore antibiyotikler; beta laktamlar, fenikoller, siilfonamidler, tetrasiklinler, aminoglikozitler,
makrolidler, linkozamidler, polipeptidler, kinolonlar, nitrofuranlar, imidazoller ve

rifampisinler olarak siniflandirilirlar (Akkan, 1997).



2.1.2. Antibiyotiklerin Kullanim Alanlari

Son yillarda oldukga artan antibiyotik kullanimi, hayatimizin her alaninda karsimiza
cikmaktadir. Insan ve hayvan sagligi, besinlerin korunmasi, balik gibi sucul canlilarin
sagligi, gelisimi ve hastanelerde ve ilag endiistrisinde bilimsel arastirma faaliyetleri igin
antibiyotikler oldukca sik kullanilmaktadir. Ancak gereksiz ve bilingsiz antibiyotik
kullanimi, hem c¢evresel sorunlari meydana getirmekte hem de besin zinciri yoluyla
canlilarda, ciddi saglik problemleri olusturmaktadir. Tiim diinyada en ¢ok kullanilan ilaglar
arasindadir. Antibiyotikler, 0Ozellikle gelismekte olan {lkelerde asir1 ve yanlis

kullanilmaktadir (Hart, 1998).

1950’lerden beri antibiyotikler, yemlerde katki maddesi ve biiylimeyi gelistirici ve
enfeksiyonlar1 tedavi amaciyla ¢iftlik hayvanlarinda kullanilmaktadir (Fedesa, 2001;
Kemper, 2008). Antibiyotik kullaniminin amaci, hayvan giftliklerinde meydana gelen
hastaliklarin stiresini azaltmaktir (Kemper, 2008). Bu nedenle, hayvanlarin sagligini
korumak i¢in kullanilan antibiyotikler, kolay temin edilebilmektedir ve maliyetinin ucuz
olmast sebebiyle yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin, kiimes hayvanlarinda ortaya
c¢ikan hastaliklarla miicadele i¢in tavuk yemine antibiyotiklerin katildig1 bilinmektedir. Bu
antibiyotikler, hayvanlarin eti veya yumurtasi ile insanlara ulagsmaktadir. Antibiyotik
kullanim1 bilingsizce ve asirt yapildiginda, hayvanlarda sorunlara neden olan bakteri ve
mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi1 diren¢ kazanabilmektedir. Bunun sonucunda,
antibiyotik kalintilar1 besin zinciri yoluyla insanlara ve diger canlilara ulagmakta ve saglik

sorunlar1 olusturmaktadir.

Insan tibbinda antibiyotikler, ilaglar arasinda en biiyiik 3. gruptur ve tiim regetelenen
ilaglarin % 6’sindan fazlasini olusturur (Schwabe ve Paffrath, 2001). Antibiyotiklerin recete

orani ve regetesiz alinan miktar, {ilkeler arasinda farklilik gésterir (Molstad vd., 2002).

Su kiiltiiriinde antibiyotikler, aslinda terapatik ve profilaktik ajanlar olarak kullanilir.
Su kiiltiiriinde kullanilan antibiyotikler oksitetrasiklin, florfenikol, premiks, sarafloksasin,
eritromisin, siilfonamidler ve trimetroprim veya ormetroprimdir (Serrano, 2005; Kiimmerer,
2009). Balik ciftliklerinde uyulmasi gerekli kurallar yerine getirilmediginden dolay1 siklikla
hastaliklar meydana gelmekte ve biiyiik ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir. Baliklarin
bakteriyel hastaliklarinin tedavisinde en yaygin yoOntem, antibiyotikler ve bazi diger

kimyasallardir. Antibiyotiklerin asir1 kullanimi, standart antimikrobiyal uygulamalara kars1



direngli patojenlerin gelisimini de tesvik eder. Kullanilan antibiyotikler besin zinciri yoluyla

ya da su ekosistemi ile diger canlilar1 olumsuz etkiler.
2.1.3.Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci, bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar, onlar1 6ldiirmek i¢in
tasarlanmig ilaclari yenme yetenegini gelistirdiginde ortaya c¢ikar. Bu durum,

mikroorganizmalarin 6ldiiriilmedigi ve biiylimeye devam ettigi anlamini tasir.

Antibiyotige direngli mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi zor
hatta bazen imkansizdir. Cogu durumda, antibiyotige direngli enfeksiyonlar hastanede daha
uzun siire kalma, ek doktor ziyaretleri gerektirebilir bu durum olduk¢a maliyetlidir.
Antibiyotik direnci, viicudun antibiyotiklere karsi diren¢ kazandigi anlamina gelmez;

bakterilerin onlar1 6ldiirmek i¢in tasarlanmis antibiyotiklere karsi direngli hale gelmesidir.

Antibiyotik direnci; saglik, veterinerlik ve tarim sektérlerinin yani sira yasamin
herhangi bir bdliimiindeki insanlar1 etkileme potansiyeline sahiptir ve bu da onu diinyanin
en acil halk saglig1 sorunlarindan biri haline getirmektedir. ABD'de her yil en az 2,8 milyon
kisiye antibiyotige direngli bakteri veya mantarlar bulasmakta ve bunun sonucunda

35.000'den fazla insan 6lmektedir.

Hi¢ kimse direngli enfeksiyon riskinden tamamen kacamaz, ancak bazi insanlar
digerlerinden daha biiylik risk altindadir (6rnegin, kronik hastaliklar1 olan kisiler).
Antibiyotikler etkinliklerini kaybederse, enfeksiyonlar1 tedavi etme ve halk saglig
tehditlerini kontrol etme yetenegi kaybedilebilir. Eklem replasmanlari, organ nakilleri,
kanser tedavisi, diyabet, astim ve romatoid artrit, kronik hastaliklarin tedavisi gibi birgok

tibbi gelisme antibiyotik kullanarak enfeksiyonlarla savasma yetenegine baglhdir.

Penisilin’in kesfinden beri, yeni antibiyotiklerin kesfinin yani sira direng de
kesfedildi ve kabul edildi. Aslinda, mikroorganizmalar her zaman hayatta kalmanin ve yeni
ilaclara direnmenin yollarin1 aramaya devam edecektir. Gittik¢e daha fazla mikroorganizma
direnclerini birbirleriyle paylagsmakta ve bu durumda bizim i¢in isleri zorlastirmaktadir
(CDC, 2020).

Bir mikroorganizmanin ayni anda birden fazla antimikrobiyal ilaca direng
mekanizmast  gelistirebilir.  Bu  durum ‘capraz  direng’ olarak adlandirilir.
Mikroorganizmalarin birbirinden farkli yapi1 ve etki mekanizmasi olan birden fazla
antimikrobiyal ilaca direng gelistirmesine ‘¢oklu ilag direncliligi’ denir (Abbasoglu ve
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Cevikbag, 2011). 1970’lerden beri gelisen Gram negatif mikroorganizmalarin meydana
getirdigi direng sorunu giiniimiizde hala 6nemini korumaktadir. Bakteriyal direngli sorunu
en cok hastanelerde goriiliir; ¢linkii antimikrobiyal ila¢ kullaniminin en fazla oldugu yerler
hastanelerdir. Tiirkiye’de nozokomiyal infeksiyonlarda en sik diren¢ sorunu olusturan
mikroorganizmalar; Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, koagiilaz negatif stafilokoklar, enterokoklar, Enterobacter spp, ve
Acinetobacter spp.’dir (Keyik, 2013; Erbay, 2009).

Antimikrobiyal ilaclara direng ¢esitli sekilde olabilir: 1) dogal direng, i1) kazanilmis
direng iii) ¢evre ve kosullara bagli direng. Dogal direng, bazi antimikrobiyal ilaglar
bakterinin genetik 6zelligi sebebiyle bakteriyi etkilemez; bu 6zellik bakterinin dogal direnci
olarak tanimlanir. Ornek olarak; Gram negatif bakterilerde bulunan ampC beta laktamaz
veya Stenotrophomonas maltophilia’nin karbapeneme direngli olmasi1 verilebilir.
Kazanilmig direng, bakterideki genetik 6zelliklerin degisimi ile olusan direnctir, transpozon
veya plazmit DNA’sinda meydana gelen mutasyonlarla olur. Direngli bakteriler tarafindan
konjugasyon, transformasyon veya transdiiksiyonla meydana gelir. Cevre ve kosullara bagh
direng, oksijen basinci degisiklikleri, dokudaki pH degisiklikleri ve antimikrobiyal ilacin
infeksiyon bolgesine ulasamamasi gibi sebeplerle in vitro testlere yanit veren antimikrobiyal

ilaglarmn in vivo ortamda yanit vermemesi durumudur (Keyik 2013).
2.1.4. Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

a) Ila¢ Hedefinin Degismesi: Hedef bolge degisiklikleri genellikle bakteri geninin
kromozomunda meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanir. Ornegin; RNA polimerazda
meydana gelen hedef nokta mutasyonu sonucu rifampisine, DNA giraz mutasyonlarinda
meydana gelen hedef nokta mutasyonu sonucu da kinolonlara diren¢ olusur. Kinolon
direncinden sorumlu mutasyonlarin bir¢ogu giraz enzimini kodlayan genlerde meydana
gelir. Giiniimiizde en ¢ok bilinen kromozomal mutasyonlar gyrA alt iinitesindeki

mutasyonlardir (Lambert, 2005; Pazarli, 2010).

b) Alternatif Metabolik Yol Kullanimi: Bazi bakterilerde ilaca duyarli hedefe
gereksinimi ortadan kaldiracak yeni bir metabolik yol gelistirirler. Ornek olarak;
trimetoprim/sulfametoksazol kombinasyonu, bakterinin yasamsal 6nemi olan kromozomun
replikasyonunda rol oynayan enzimleri inhibe eder boylece bakteriler folat sentez etmek

yerine ortamdaki hazir folat1 alarak alternatif bir metabolik yol kullanirlar (Isik, 2008).



¢) Enzimatik Inaktivasyonu: Bazi mikroorganizmalar ilaci pargalayan, onlari
modifiye eden enzimler olusturur. Hem Gram negatifler hem de Gram pozitifler bu tip
enzimler sentezler. Ornek olarak; beta laktam grubu antibiyotikleri par¢alayan beta laktamaz
enzimi, aminoglikozit grubu antibiyotikleri inaktive eden fosforilaz, asetilaz ve adenilaz
enzimleri, kloramfenikolu inaktive eden asetil transferaz enzimi ve eritromisini inaktive

eden esteraz enzimi direng gelisiminde oldukc¢a 6nemli enzimlerdir (Isik, 2008; Oguz, 2013).

d) Hiicre Zar1 Permeabilitesinin Azalmasi: Antibiyotiklerin etkili olabilmesi igin
bakteri hiicresine girebilmesi gerekir. Gram negatif bakterilerde ilaglarin hiicre i¢ine girmesi,
dis membrandaki porin proteinler yardimi ile olur. Mutasyonlarla dis membrandaki
porinlerde meydana gelen degisim sonucu hiicre zar1 gecirgenligi azalir ve direngli suslar
olusur. Kinolon grubu antibiyotikler, Gram pozitif bakterilerde hiicre duvar ve sitoplazmik
membrani, Gram negatif bakterilerde ise bunlara ek olarak dig membran engelini de agmak

zorundadir.

e) Efliiks Pompasi ile lacin Disar1 Atilmasi: Bakterilerdeki aktif pompa sistemi
proteinlerinin asil gérevi besinlerin ve iyonlarmn hiicreye alinmasi, metabolik son tiriinlerin
ve zararli maddelerin hiicre disina atilmasi, bakterilerin birbirleri ve ¢evreleriyle olan
iliskilerini diizenlenmesidir. Bu proteinler, yapisal diizeyde sentezlendiklerinde bakterinin
dogal direncine katki saglar. Yiiksek diizeyde iretildiklerinde ise antibiyotikler,
dezenfektanlar ve ¢esitli boyalar gibi ¢cok sayida bilesige karst diren¢ olusumuna neden
olmaktadir (Coyne vd., 2011; Giirbulak vd., 2014).Antibiyotik gruplarina goére direng

mekanizmalar su sekildedir:

-Beta Laktamlara Direnc: Beta laktamlara direng dort yolla gelisir: i) beta laktamaz
enzimi nedeniyle ilacin inaktif olmasi, plazmit veya kromozom kaynakli gen aktarimi ile
beta laktamaz enzimi Tretilir. Genellikle OXA-51 ve ampC gen bdlgeleri ile aktarilir.
Molekiiler yapilarina ve islevsel 6zelliklerine gore A, B, C, D beta laktamaz seklinde
gruplandirilmistir. i) penisilin baglayan proteinlerde (PBP) meydana gelen degisikliktir. Bu
degisiklik ile ila¢ hedefe baglanamaz. Kromozomlarda meydana gelen mutasyon nedeniyle
olusur (Abbasoglu ve Cevikbas, 2011; Ciftci, 2011, Oztiirk, 2002). iii) efliiks pompa sistemi,
aktif pompa sistemleri yapisal olarak ifade edilir veya mutasyonla indiiklenir. Bu sistem
diizenleyici genler ile kontrol edilir. Diizenleyici genlerde meydana gelen mutasyonlar
sistemin fazla c¢alismasina ve ilaglarin disar1 atilmasina neden olur. Gram negatif

bakterilerde, outher membrane protein (OMP) ad1 verilen porin proteinleri ile beta laktamlar
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hiicre i¢ine alinir (Abbasoglu ve Cevikbas, 2011; Isik, 2008, Oguz, 2013). vi) enzimlerin
eksikligi veya olmayisi, penisilinler tarafindan tetiklenen otolitik aktivitenin azalmasi veya

tamamen ortadan kalkmasi ile olusan direnctir (Oztiirk, 2002).

-Aminoglikozitlere Diren¢: Aminoglikozit grubu antibiyotiklere diren¢ farkl
yollarla olabilir. Ribozomal 30S alt biriminde meydana gelen mutasyon sonucu olusan
degisiklik, kromozomal mutasyon ile i¢ ve dis zarda meydana gelen degisim ile ilacin hiicre
icine alinamamasi bunlardan ikisidir. Bir digeri, aminoglikozitler hiicre icine enerji
harcayarak taginir ve bu tasinmanin nedeni aminoglikozitlerin pozitif yiiklii olmasidir,
mutasyonlarla hiicrede yiik degisimi meydana gelirse direng gelisir. Son olarak da enzimatik
gerceklesen direng gosterilebilir, kromozomal veya plazmit kaynakli olabilir ve enzimlerin
yapisini degistirdiginden diren¢ meydana gelir. Enzim yapisin1 degistiren 3 grup enzim
vardir; bu enzimler: asetiltransferaz (AAC), adeniltransferazlar (ANT) ve fosfotransferazlar
(APH)’dir (Abbasoglu ve Cevikbas, 2011; Oztiirk, 2002).

-Kloramfenikollere Diren¢: Kloramfenikollere direnciin ana kaynagi kromozom ve
plazmitlerdir. Kromozom ve plazmit kontroliinde sentezlenen kloramfenikol asetiltransferaz
(CAT) enzimi iretilir. Bu enzim ilacta degisiklik yaparak ribozomun 50S alt birimine

baglanamasini engeller (Abbasoglu ve Cevikbas, 2011; Oztiirk, 2002).

-Makrolid, Linkozamid ve Streptogramin B Antimikrobiyal flaclara Direnc: Bu
gruptaki ilaclarin kimyasal yapilar1 farkli olsa da benzer mekanizmalar ile etki ederler.
Bundan dolay1 bu ilaglardan birinde diren¢ gdsteren genler bu gruptaki diger ilaglara da
direng gelistirebilir (Dinc vd., 2009). Bu ila¢ grubu Gram negatif bakterilerin dis zarindan
gecemedigi i¢in bu ilaglara dogal direnglidir (Abbasoglu ve Cevikbag, 2011). Bu ilag grubu
bakterilerin 23S rRNA ribozomal alt birimine baglanip protein sentezini inhibe eder. erm
genleri tarafindan kodlanan metilaz enzimleri ile veya efliiks pompa sistemi ile ilag etkisiz
hale getirilerek direng meydana gelir. Bunlardan en sik rastlanani enzim sentezi ile meydana

gelen direnctir (Durmaz vd., 2014).

-Glikopeptidlere Direnc: Glikopeptidler, Gram negatif bakterinin hiicre duvarindan
gecemedigi i¢in bu bakteriler dogal direnglidir. Enterokoklarda vankomisin direnci D-ala-
D-ala ligaz enziminin peptidoglikan molekiiliinin D-ala-D-ala yapisin1 degistirip
vankomisinin buraya tutunmasini engeller. Enterekoklarda vankomisin direngli 4 fenotip
belirlenmistir; vanA, vanB, vanC ve vanD’dir. Bu gen bolgeleri vankomisine direngte

etkilidir (Abbasoglu ve Cevikbas, 2011; Oztiirk, 2002).
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-Tetrasiklinlere Diren¢: Dogada en fazla karsilagilan direngtir. Hayvan yemlerine
katilmasi, 6zellikler hayvan iireticilerinin ¢ok sik kullanimi sonucu direng gelisimi oldukga
artmistir. Ribozomal direng ve efliiks pompasi ile direng gelisir. Gram negatif bakterilerde
direng mekanizmasinda Onemli olan tetA’dan tetE’ye kadar farkli direng genleri

belirlenmistir (Abbasoglu ve Cevikbas, 2011; Ciftci, 2011).

-Tigesiklinlere Diren¢: Aerob Gram pozitif, Gram negatif ve anaerob patojenlere
kars1 etkinlik gosteren bir antimikrobiyaldir. Ribozomal 30S alt birimlerine baglanarak
protein sentezini inhibe ederek etki gosterir. Tetrasiklinlerden farkli baglanma noktalari
bulunur bu nedenle TetM proteininden etkilenmez ve tetrasiklinlerden ¢ok daha etkili olur.
Direng gelisimi ise eflilks pompasi ve ribozomal koruma mekanizmalartyla meydana

gelmektedir (Abbasoglu ve Cevikbas, 2011; Calik, 2007).

-Kinolonlara Diren¢: Gram negatif bakterilere kinolon grubu ilaglar dis
membrandaki porinler vasitasiyla veya fosfolipitlerden difiizyon ile girmektedir. Kinolon
grubu ilaglara direng; kromozomal mutasyonla olur. Iki yolla gerceklesir; hedef enzimde

degisiklik olabilir veya ilacin hiicre ig¢ine girmesi azalir (Park vd., 2011).

-Rifampisinlere Diren¢: DNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimini kodlayan rpoB
gen bolgesinde meydana gelen kromozomal mutasyonlar ile direng¢ gelisir. Gram negatif
bakteriler dis zar nedeniyle dogal direnclidir. Aym1 zamanda mikobakterilerde de etki

gosterir (Abbasoglu ve Cevikbag, 2011; Yiice, 2001).

-Sulfonamid ve Trimetoprimlere Diren¢: Kromozom veya plazmit kaynakli olarak
gerceklesebilir. Kromozomal kaynakli direngte para-aminobenzoik asit (PABA)’y1 yiiksek
diizeyde sentezleyip folat metabolizmasinda siilfonamidlerin inhibasyonu gerceklesir.
Plazmit kaynakli direngte ise, siilfonamidlere diisiik afinite gosteren dihidropteroat (DHPS)
enzimi sentezlenir. Plazmit veya transpozon kontroliinde trimetoprime direngli
dihidrofolatreduktaz enziminin sentezlenmesi en fazla goriilen mekanizmadir (Abbasoglu ve

Cevikbas, 2011; Oztiirk, 2002).
2.1.5. Antibiyotik Direncinin Yayilmasi

Antibiyotik direncinin yayilmasi genelde yatay gen transferleri ile gerceklesir. Yatay
gen aktarimi, ayni jenerasyondaki bakteriler arasinda genetik materyalin birinden digerine

transfer edilmesidir ve bakteriler arasinda genetik ¢esitlilige yol agar (Domingues vd., 2012).
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Yatay gen transferi ile aktarilan DNA, konak olan bakteriye hareketli genetik elemanlar

araciliiyla taginir (Bennet, 2008).

Yabanci bir DNA’nin gen transferi ile kazanilmasi antimikrobiyal direncin
gelisiminde oldukg¢a 6nemlidir. Klinik uygulamalarda kullanilan ¢ogu antimikrobiyal ajan
dogal olarak ¢evrede cogunlukla da toprakta bulunur veya topraktan koken alir. Dogal olarak
antibiyotik diren¢ genlerini iceren bakteriler ¢evreyle iligkilidir ve hastane izolatlarinin
diren¢ genlerini kazanmasinda ¢evrenin 6énemli bir kaynaktir. Bu tiir genetik degisimler

antibiyotik direncinin yayilmasinda olduk¢a dnemlidir (Munita, 2016).

Hareketli genetik elemanlar, hareket etme yetenekleri sayesinde bakterilerde yaygin
olarak bulunur (Domingues vd., 2012). Bu elemanlar bakterinin genomunda ve bakterinin
patojenitesinde degisiklikler yapabilirler (Bennet, 2008). Hareketli elemanlar iki fakli
sekilde olabilir; bunlardan ilki konjugatif diren¢ plazmitlerdir. Bir bakteriden digerine
antibiyotik direncinin aktarilmasini saglar, digeri ise direng transpozonlaridir. Ayni hiicrede
bir genetik bolgeden digerine hareket edebilirler (Von Wintersdorff Christian vd., 2016). Bu
elemanlar bakteriyofajlar, plazmitler, transpozonlar, genomik adalar, integratif ve konjugatif
elementler, insersiyon sekanslari, integronlar ve kiigiik ters tekrarli doniistiiriilebilir
elementlerdir. Hareketli genetik elemanlarin yatay gen transferi patojen bakteriler arasinda

coklu ilag direncinin yayilmasina ve rekombinasyonuna neden olur (Domingues vd., 2012).

Bakteriler arasinda DNA transferi, konak¢inin antibiyotiklere ve/veya metallere
direng, patojenite, simbiyoz ve yeni substratlarin metabolizmasint saglayan genler
kazandirarak evrim ve adaptasyonda biiyiik dl¢lide katk: saglar. Yalnizca yeni substratlarin
kullanilmasiyla degil, ayn1 zamanda bakterilerin toksik ortamlarda gelismesine izin vererek
bir bakterinin uyumunu iyilestirebilir (Shintani, 2017). Prokaryotik organizmalarda
tanimlanan tic ana DNA transfer mekanizmas1 vardir: konjugasyon, transformasyon ve

transdiiksiyon.

2.1.5.1. Antibiyotik Direncinin Yayillmasinda Rol Oynayan Gen Aktarim

Mekanizmalari

Bakterilerde genetik maddenin degisimi 3 farkli mekanizma ile gerceklesir; 1)
transformasyon, bir hiicrenin ortama saldigi DNA’nin bagka bir hiicre tarafindan alinmasidir.
i) transdiiksiyon, verici hiicreye ait DNA’nin viriis araciligi ile aktarilmasidir. iii)
konjugasyon, bakteri hiicreleri arasindaki temasla verici hiicrede bulunan konjugatif

plazmitlerin kendini aktarmasidir.
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2.1.5.1.1. Transformasyon

Serbest haldeki DNA’nin alict hiicreye katilmast ve genetik degisiklik
olusturmasidir. Bir¢ok bakteri dogal olarak transforme olabilme yetenegindedir. Bakteri
DNA’s1 hiicre i¢risinde biiylik ve tek bir molekiil halindedir, hiicre liziz edildiginde, DNA
disariya cikabilir.

Bakterilerde transformasyon ilk olarak Frederick Griffith isimli bir Ingiliz bilim
adami tarafindan 1920°1i yillarda kesfedilmistir. Streptococcus pneumoniae’lar viicut
istilasini tasidig polisakkarit bir kapsiile bor¢ludur. Bu suslar S suslar olarak isimlendirilir.
Kapsiil tagimayanlar enfeksiyona neden olmaz. Bu suslar R suslaridir. Griffith’in yaptig
deneyde, S tipi suslarla enfekte ettigi fareler pndmokok enfeksiyonundan oliir. R suslari ile
enfekte olan fareler ise hayatta kalmaya devam eder. Isitilarak 6ldiiriilmiis S suslari ile canli
R suslar fareye verildiginde farenin enfeksiyon gegirdigi goriilmiistiir. Olii farelerden izole
edilen bakterilerin S tipinde oldugu goriilmiistiir. Boylece Griffith R hiicelerinin yeni bir tipe
doniistiiglinii diistinmiistiir ve bu genetik olay DNA’nin kesfi i¢in ¢ok dnemli bir basamak
olmustur. Daha sonra 1944 yilinda Avery ve arkadaslart pnomokoklardaki bu
transformasyonun kapsiil 6zelligi ile sinirli olamadigini ayn1 zamanda antibiyotik direnci ve

seker fermentasyonu gibi genetik 6zelliklerin de transforme olabildigini géstermistir.

Bakterilerin belirli suslar1 ve tiirleri transforme olabilme yetenegindedir, bu hiicrelere
kompetan denir. Yiiksek verimli dogal transformasyon yaptigi bilinen sadece birkag bakteri
vardir. Ornegin; Acinetobacter, Azotobacter, Bacillus, Streptococcus, Haemophilus,
Neisseria ve Thermus dogal kompetan bakterilerdir. Escherichia coli ve diger birgok Gram
negatif bakteri zay1f kompetandir. Yiiksek konsantrasyondaki kalsiyum iyonlar1 ile muamele
edilip birka¢ dakika sogutulduklarinda hiicreler transforme olabilir (Medigan ve Martinko,
2012).

Transformasyon yapacak olan DNA hiicre yiizeyine bir DNA baglanma proteini ile
baglanir, daha sonra organizmaya gore ¢ift zincirli veya zincirlerden biri niikleazlarla
pargalanarak tek zinciri iceri alinir. Hiicreye alinan DNA molekiilii kompetans spesifik bir
proteine baglanir; bu protein DNA molekiiliinii kromozoma ulasana kadar niikleaz
saldirilarindan korur. Kromozoma ulasinca bu gorevi RecA proteini alir. DNA molekiilii
rekombinasyonla alict hiicreye entegre olur, heterodubleks DNA molekiilii replikasyonu

sirasinda bir atasal bir de rekombinant DNA molekiilii olusur. Hiicre boliinmesinden sonra
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rekombinant DNA molekiilii transforme olmus hiicrede yer alir ve bu hiicre atasal hiicreden

genetik olarak farklilagsmistir (Medigan ve Martinko, 2012).
2.1.5.1.2. Transdiiksiyon

Yabanci DNA'nin bakteriofaj ad1 verilen bakteriyal viriislerin araciligi ile baska bir
hiicreye transferi ve genetik bilgi aktarimidir. DNA'y1 veren hiicre ile DNA'y1 alan hiicre
arasinda fiziksel temas gerektirmez. Bir faj, bakteri kromozomunu pargalayip kendi
DNA'sin1 ¢ogaltmak i¢in konak organizmay1 aract olarak kullanir (Harbottle vd., 2006).
Wisconsin-Madison Universitesi'nde Norton Zinder ve Joshua Lederberg tarafindan 1952'de
Salmonella’ da kesfedildi (Zinder ve Lederberg, 1952). Transdiiksiyon yalnizca bazi
bakterilerde  gergeklesebilir. Bunlar; Desulfovibrio, Escherichia, Pseudomonas,
Rhodococcus, Rhodobacter, Salmonella, Staphylococcus, Xanthobacter cinsleridir
(Medigan ve Martinko, 2012).

Konak genlerinin transferi iki sekilde gergeklesebilir; genellestirilmis transdiiksiyon,
verici hiicre genomunun bir parg¢asinin alict hiicreye litik veya lizojenik (1limli) bir faj
aracilifryla aktarilmasidir. Ozellesmis transdiiksiyon, sadece lizojenik fajlar araciligiyla

gerceklesebilir ve verici hiicreye yanlizca sinirlhi kisimlart alici hiicreye tasir (Balcazar,

2014).

Virlis enfeksiyonu olarak da adlandirilan litik dongiide, enfekte edici faj, konak
hiicreyi dldiiriir. Konak hiicreye enjeksiyonun hemen ardindan, faj genomu, konak¢i DNA'y1
parcalayan erken proteinleri sentezler ve faj hiicrenin kontroliinii ele gecirir. Faj daha sonra
yeni faj partikiillerini olusturmak igin gerekli olan proteinleri sentezlemek icin konakgi
hiicreyi kullanir. Kafa ve kiliflar ayr1 ayr birlestirilir, yeni genetik materyal bas kismina
paketlenir ve yeni yavru faj pargaciklart olusturulur. Bu siire¢ sirasinda, konak hiicreler faj
enzimleri tarafindan yavas yavas zayiflatilir ve sonunda patlayarak, ortama ortalama 100-

200 yeni faj salinur.

[liman veya viriilent olmayan enfeksiyon olarak adlandirilan lizojenik déngii de ise,
faj konak hiicreyi 61diirmez, bunun yerine onu uyku halindeyken bir si8inak olarak kullanir.
Faj DNA'sinin konak hiicreye enjeksiyonu sonrasinda, faj kodlu integrazlarin yardimiyla
kendisini konak genomuna entegre eder ve bu yapiya profaj ad1 verilir. Profaj genomu daha
sonra konak hiicre orada kaldig: siirece boliiniir ve yeni nesil iiretmek i¢in gerekli proteinleri

olusturmadigi i¢in konak genomu ile birlikte pasif olarak kopyalanir. Faj genomu genellikle
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nispeten kiiclik oldugundan, bakteriyel konaklar normalde bu islemden nispeten zarar

gormezler (Erez vd., 2017).
2.1.5.1.3. Konjugasyon

Bakteriyal konjugasyon bir genetik aktarim yolu olup, hiicrelerarasi temas ile
gerceklesir. Ik olarak 1946'da Lederberg ve Tatum tarafindan benzer Escherichia coli
suslar1 arasinda tanimlanmistir. Bu siiregcten sorumlu ajanin daha sonra kromozom iizerinde
F 'dogurganlik' faktorii adi verilen bir bolge oldugu bulunmustur. F faktorii kromozomdan
kesilip ¢ikarilabilecegi ve kromozom dis1 bir element veya plazmit olarak var olabilecegi
anlasilmigtir. Ayrica diger bakterilere kendi kendini aktarabilir ve kromozomu da birlikte

aktarabilir boylece konak¢inin DNA'sina rastgele entegre olabilmektedir (Frost, 2009).

Konjugasyon, fertilite faktorii veya seks faktorii (F) olarak adlandirilan halkasal bir
plazmit DNA ile gergeklestirilir. Eger hiicrede F plazmiti varsa F*, yoksa F olarak
isimlendirilir. F plazmiti, hiicre boliinmesi sirasinda kendi DNA’sin1 gogaltabilir. F plazmiti
iceren hiicre, bakteri yiizeyinde pili ad1 verilen, hiicrelerin birbirine yapigsmasini saglayan

yapilar1 sentezler. Bu yapilar sayesinde hiicre birbirine konjuge olur.

Konjugasyon F* ve F~ hiicreler arasinda gergeklesir. F* hiicre verici hiicredir, DNA’s1
replike olur ve yeni sentezlenen halkasal F molekiiliiniin kopyas1 F~ hiicrelere aktarilir. Alict
hiicre artik halkasal F genomuna sahip oldugu i¢in F~hiicreden F* hiicreye dénlismiistiir. F*
hiicreler diger F* hiicrelerle temas etmezler. Bu yiizden F* hiicreden F* hiicreye aktarim

gerceklesmez.

Bazen F hiicre kendi genomunda, insersiyon sekansi (IS elementleri) olarak
adlandirilan hareketli genetik elemanlari tasir. IS elementlerinin hem plazmit iginde hem de
kromozomda yer almasi crossing-overa (¢apraz gegis) yol acar. iki halkasal DNA arasinda
capraz gecis olmasi ile plazmitin bakteri kromozomuna entegrasyonu gerceklesir. Bu sekilde
bir entegrasyon gergeklestiginde F kendi DNA’s1 ile alict hiicredeki biitiin konak
kromozomunu da beraberinde transfer edebilir. Bazen F faktor konak kromozomuna entegre
olabilir. Bu yapiya ‘high frequency of recombination’ (Hfr) ismi verilir. Entegre olmus F
faktori bazen bir Hfr hiicresinin kromozomundan ayrilir ve bazen de birka¢ konak
kromozomuna ait geni beraberinde sitoplazmaya tasir. Bu yap1 F’ olarak isimlendirilir, bu
genleri alic1 bir hiicreye (F) aktarabilir. Boylece alict hiicre ayn1 genin iki kopyasini birden
igerebilir. Bu iki kopyadan biri bakteri kromozomu iizerindedir, digeri yeni aktarilan F’

faktoriinde yer alir (Griffiths vd., 2000). 15



2.1.5.2. Antibiyotik Direncinin Yayilmasinda Rol Oynayan Hareketli Elemanlar
2.1.5.2.1. Plazmitler

Plazmitler konak kromozomundan bagimsiz olarak replike olabilen genetik
elemanlardir. Viriislerden farkli olarak plazmitlerin hiicre disi1 formu bulunmaz. Plazmitlerle
kromozomlar arasindaki en dnemli fark ise, plazmitlerin zorunlu olmayan fakat cogunlukla
hiicreye avantaj saglayan Ozellikler kazandirmasidir. Bunlara 6rnek olarak; antibiyotik
direnci, viriilans faktorleri ve ekstra metabolik yetenekler sayilabilir. Zorunlu genler ise

kromozom iizerinde yer alir.

Plazmitler genellikle dairesel DNA molekiilleridir, ancak bazen dogrusal (Ornegin;
Borrelia ve Streptomyces’lerin plazmitleri) veya RNA'dan yapilmis plazmitler de mevcuttur.
Dogal plazmitlerin biiytikliikleri 1 kilobaz ile 1 megabaz arasinda degisir. Tek ya da ¢oklu
kopyalar halinde bulunabilirler, birka¢ yiiz gene kadar tasiyabilirler. Tipik bir plazmit
kromozomun %5’ inden daha kiigiiktiir. Hiicrelerden izole edildiginde plazmitler
siipersarmal yapidadir. Cogu plazmit bakterilerde yasar ve aslinda vahsi dogada bulunan
bakterilerin yaklagik %50'si bir veya daha fazla plazmit igerir. Plazmitler ayrica maya ve
mantar gibi daha yiiksek organizmalarda da bulunur (Medigan ve Martinko, 2012; Clark vd.,
2019).

Plazmitler gesitli mekanizmalarla yeni konaklara dahil edilebildiginden, olan bir
ekstra kromozomal DNA havuzu olarak kabul edilebilir. Ug¢ ana faktér plazmit
aragtirmasinin gelisimine katkida bulunmustur: i) genetik organizasyonu oldukga basittir, ii)
in vitro olarak kolay izole edilebilir ve manipiile edilebilirler iii) plazmitler vazgecilebilir
oldugundan, manipiilasyonlarinda meydana gelen olumsuz sonuglar goz ardi edilebilebilir

(Solar vd., 1998).

Plazmit siniflamasi, genelde uyumsuzluk (incompatibility=Inc grubu) gruplamasi ile
yapilir. Replikasyon mekanizmalar1 birbirine cok benzeyen iki plazmit ayni1 hiicrede birlikte
bulunamaz. Bunu test etmek i¢in, uyumsuzluk testinde kullanilan plazmit tasiyan standart
suslara bilinmeyen bir plazmiti transfer edilir. Ornegin F plazmiti IncFI grubundadir ve ayni
gruptaki ColV-K94 plazmiti ile uyumsuzdur. Konjugatif direng plazmiti olan R100 plazmiti
ayni konjugasyon ve transfer sistemine sahip olmasina ragmen, F plazmiti ile uyumludur.

R100 plazmiti IncFII grubundadir (Dale ve Park, 2004).
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Plazmit replikasyonu, oriV (vejetatif orijin) denilen sabit bir noktadan baslar. Ancak,
bazi plazmitlerin iki veya daha fazla alternatif orijine sahip olduklar1 bilinmektedir.
Replikasyon bu noktadan baslar ve her iki yonde ilerleyerek (bidirectional) dairesel yap1
olusana kadar devam eder. Plazmit replikasyonu detayli bir sekilde R100 ve ColEl

plazmitinde ¢alisilmigtir.

Cogu bakteri, plazmit kazanarak antibiyotiklere diren¢ saglamaktadir. Neredeyse
biitiin antibiyotik gruplarina kars1 plazmit kaynakli direng mevcuttur. Antibiyotik direng
genleri ¢esitlidir: plazmit kaynakli beta laktamazlar vasitasiyla penisilinlere direng,
gentamisin, streptomisin, amikasin vb. gibi aminoglikozit grubu antibiyotiklere direng,
tetrasiklin ve siilfanomidlere direng ve bu gibi bir¢cok antibiyotik direnci sayilabilir. Tabii ki
bunun yaninda, hastane enfeksiyonlarindan sorumlu olan ve antibiyotik diren¢ genlerini
kromozomunda tasiyan bakteri suslar1 da diren¢ konusunda 6nemli problemlerden biridir

(Dale ve Park, 2004).
2.1.5.2.2. Transpozonlar

Bir hiicrenin genomunda farkli yerlere hareket edebilen, ayn1 zamanda bir veya
birden fazla geni de beraberinde tasiyabilen hareketli elemanlardir. Ilk olarak 1940 yilinda
Barbara Mcclintock tarafindan misir bitkisinde kesfedilmistir. Transpozonlarin sebep
oldugu genomdaki degisiklikleri fark eden McClintock bu kesfiyle, 1983 yilinda Nobel
Bilim Odiilii almistir (Ravindran, 2012).

Transpozonlar bulunduklar1 genom igerisinde yer degistirebilecekleri ¢esitli diziler
icermektedirler. Yer degistirecekleri pozisyon i¢in sahip olduklari mekanizmalar1 kullanan
transpozonlar iki sinifa ayrilmaktadir. Bunlar; retrotranspozonlar ve DNA transpozonlaridir.
Retrotranspozonlar, bir RNA yoluyla kendini yeni bir pozisyona kopyala-yapistir
mekanizmasiyla kopyalarken, DNA transpozonlar1 kes-yapistir mekanizmasiyla hareket
eder (Agren ve Clark, 2018). Boylece, retrotranspozonlar sayilarinit DNA transpozonlarina
kiyasla arttirmis olurlar. Bununla iliskili olarak insan genomunda %?2’den daha az DNA

transpozonlarinin bulunmaktadir (Pray, 2008).

DNA transpozonlar, her iki ucunda yaklasik 9 ile 40 baz ¢ifti uzunlugunda ters
tekrarlardan olusur. Ters tekrarlarin gérevlerinden biri DNA transpozonlarin sigramalarini
saglayan transpozaz enzimleri tarafindan taninmaktir. Retrotranspozonlar ise, DNA

transpozonlardan farkli olarak tranpozaz kodlamak yerine RNA transkriptleri iiretirler ve
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RNA dizileri ters transkriptaz enzimiyle doniistiiriilerek hedef bolgeye yerlestirilmektedir
(Pray, 2008).

Antibiyotik direng genlerini igeren bazi transpozonlar, plazmitler aracilig ile
bakteriler arasinda direng aktarimina neden olabilmektedir (lyer vd., 2013; Van Hoek vd.,
2011). Gegmiste bakteriyel antibiyotik direnci ¢ok onemli degildi ancak gilinlimiizde kiiresel
bir sorun haline geldi (Van Hoek vd., 2011). Penisilinlere, aminoglikozitlere,
sefalosporinlere ve ¢ogu antibiyotige diren¢ (¢oklu ila¢ direnci) bakteriyel enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisini zorlastirmaktadir (Van Hoek vd., 2011; Roberts ve Mullany, 2011).
Bakterilerde antibiyotik direnci transpozonlar, integron ve plazmitlerde bulunan direng
genlerinin alinmasi yoluyla yayilmaktadir (Iyer vd., 2013). Clostridium difficile'nin hareketli
genetik elementleri kazanmasi ve en giiclii antibiyotiklere kars1 direng olusturma yetenegi
transpozonlarin dnemini gdstermektedir. Ayrica, vankomisine direng (van®), Enterococcus
tirleri arasinda transpozonlar araciligi ile aktarilir (Roberts ve Mullany, 2011). Bir
antibiyotik diren¢ geninin bir bakteriden diger bakterilere gecisi konjugatif transpozonlarla
gerceklesir (Bennet, 2008). Ornegin; konjugatif Tn916 ailesi, enterokoklarda antibiyotik
diren¢ genlerinin yaraticisidir (Graham vd., 2009). Antibiyotik direnci, Gram negatif
bakterilerin ¢ogunda kompozit transpozonlar tarafindan olusturulur (Liebert vd., 1999).
Bakteriyel antibiyotik direncinde (6zellikle Escherichia coli) en o6nemli kompozit
transpozonlar Tn903, Tn9, Tn10 ve Tn5'tir (Goryshin vd., 1998). Tn3, ampisiline direng
geninin tastyicisidir hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde bulunur (Dahlberg
ve Hermansson M, 1995). Gram negatif bakterilerde beta laktamaz genleri (blatem-1 gibi)
igerir (Gomez-Lus, 1998).

2.1.5.2.3. Integronlar

Integronlar, gene disaridan antibiyotik direng genlerinin eklenmesi ile orada ifade
olmasmi saglayan genetik elemanlardir. Ozellikle Gram negatif bakteriler arasinda
antibiyotik direncinin yayilmasinda rol almalartyla bilinirler (Gillings, 2014).
Hareketsizdirler ve hareketli elemanlar olan transpozon ve plazmitlerin iizerine
yerlesmislerdir. Integronlar antibiyotik diren¢ genlerinin tiirler igerisinde ve farkli tiirler
arasmnda yayilmasina aracilik ederler (Deng vd., 2015). Integronlar ilk olarak 1980'lerin
sonunda tanimlanmistir. Yapilan biyoinformatik analizlerle integron iceren bakteri
genomlarinin kismen veya tamaminin sekansi ile, integronlarin veya integraz genlerinin

genomun yaklasik %210-17" sini olusturduklarmi gozlemlemislerdir. Tanimlanan

18



integronlarin ¢ogu, insan klinik izolatlarinda belirlenmistir, ancak ayn1 zamanda su ve toprak

gibi bir¢ok klinik olmayan ortamda da bulunabilirler (Tennstedt vd., 2003).

-Integronlarin Yapisi: Integronlar ii¢ elementten olusur: integron iginde bolgeye 6zgii
rekombinasyon i¢in gerekli olan bir tirozin rekombinazi (integraz, intl geni tarafindan
kodlanan) kodlayan gen; integral tarafindan taninan bitisik rekombinasyon bdlgesi (attl); ve
integronda bulunan gen kasetlerinin verimli transkripsiyonu ve ekspresyonu igin gerekli
entegrasyon bolgesinin yukarisinda yer alan promotor bolgedir. Promotor tiim integron
smiflarinin bir parcast oldugu varsayilmasina ragmen, varligi ve aktivitesi hepsi icin

gosterilmemistir (Boucher vd., 2007).

Gen kasetleri, tek ve cogunlukla promotorsiiz bir gen ve bir rekombinasyon
bolgesinden (attC) olusan kiiciik mobil elementlerdir. Gen kasetleri, integrona entegre
edildiginde lineer halde, eksizyondan sonra veya bolgeye 6zgii rekombinasyondan 6nce,
serbestken dairesel formdadir. attC bolgesi (59-baz element olarak da isimlendirilir),
integraz tarafindan taninir ve bu bdlge ile integronun attl bolgesi arasinda rekombinasyon
gerceklesir, boylece integron yapisina gen kaseti eklenmis olur (Collis ve Hall, 1992).
Bilinen 194 gen kaseti identifiye edilmistir, bu gen kasetlerinin aminoglikozitlere, -

laktamlara, kinolonlara, kloramfenikol ve trimetoprim'e diren¢ genleri tasimaktadir (Maura

vd., 2009).

-Integronlarin Smiflandirilmasi: Bugiine kadar, intl genindeki dizilerdeki farkliliklarda
gore integronlar siniflandirtlmistir. Dort genel integron sinifi tanimlanmis, integron sinif 1-
4 siniflar olarak adlandirilanmistir. Sinif 1-3 ¢oklu direngli integron olarak bilinir, bu
integronlar rekombinasyon bolgeleri ile in vitro eksizyon ve entegrasyon ile gen kasetlerini
alma yetenegine sahiptir. integronlarla ilgili mevcut calismalarin ¢ogu sinif 1 integronlar
Gram negatif mikroorganizmalar lizerinde odaklanarak yiiriitmiistiir (Hall, 1999). Bunlardan
farkli olarak smif 4 integron, ilk olarak Vibrio cholerae’da tanimlanmis antimikrobiyal
diren¢ ve bakteriyal genom evriminde rol oynadigi sinirli kaynaklarla da olsa gosterilmistir
(Martin vd., 2008). Diger integron simiflar1 da antibiyotik direnci gen kasetleri icerebilir
ancak diinya ¢apinda yayginliklari fazla degildir (Nield vd., 2001).

a) Siif 1 integronlar

Siif 1 integronlar 5° korunmus bdlge (5°CS) ve 3 korunmus bolge (3°CS) ile gen
kasetlerinin yerlesmis oldugu variable region olarak adlandirilan degisken bir bolgeden

olusur (Guerra vd., 2003). 5’korunmus bolge temel olarak ii¢ yapi igerir; tirozin rekombinaz
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enzimini kodlayan integraz geni (intl), rekombinasyon bolgesi attl ve insert olan gen
kasetlerini ekspresyonunda gorevli promotor bdlge. 3’CS bolgesi ise qacEA1 olarak bilinen
defektif kuaterner amonyum direng geni ve sulfonamidlere direngten geni sull (Sekil 1) ve
ayrica streptomisin ve spektinomisin direncinden sorumlu aadAl gen kasetlerini igerir
(Partridge vd., 2001). Korunmus bolgeler arasindaki degisken bdlge ise antibiyotik direng
kasetlerinin girdigi 59 baz ¢iftlik attC gen bolgesidir.

E P P
intl] sull IorfS
< attl attC attC f
3 qacEA]
5" Korunmus » - 3' Korunmus
| bolee Degisken bolge bolge

| | | >

Sekil 1. Sinif 1 integronlarin genel yapisi (Drouin vd., 2002). P: promotor bélge. intll:
integraz geni. attl ve attC: rekombinasyon bolgesi. gacEAL: kuaterner amonyum
diren¢ geni. Sull: sulfonamid direng geni. orf5: fonksiyonu bilinmeyen gen.

Sinif 1 integronlar Tn21 gibi transpozonlar {izerinde tespit edilmistir ve prototip
olarak bilinirler (Rowe-Magnus ve Mazel, 2001). Siif 1 integronlar tek basina hareket
edemez, Tn21 integraz veya intll integrazin aracilik ettigi bolgeye 6zgii rekombinasyonlar
ile konjugatif plazmit ya da transpozon gibi hareketli elemanlar {izerinde tiir i¢i ya da tiirler
aras1 genetik materyali transfer edebilir. integronlar yaklasik % 9 bakteri genomunda
belirlenmistir, sinif 1 integronlar en yaygin olanidir, birgok ¢alismada klinik bakterilerde
rapor edilmistir. Bu klinik bakteriler cogunlukla; Acinetobacter, Pseudomonas, Salmonella,
Shigella, Escherichia, Aeromonas, Proteus, Burkholderia, Campylobacter, Enterobacter,
Citrobacter, Klebsiella, Mycobacterium, Serratia gibi Gram negatif bakterilerdir (Kargar
vd., 2014).

b) Simif 2 integronlar

Sinif 2 integronlar incelendiginde, sinif 1 integronun ile yaklasik % 50 homoloji
gosterir. Farkli olarak, 5’ korunmus bdlgesinde intl2, attl2 ve promotor bdlge bulunur. 3’

korunmus bolgesi sinif 1 integronlardan farklidir, sinif 2 integronlarda bu bolgede sul genleri
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yoktur (Xu vd., 2009). Cogunlukla Tn7 transpozonu iizerinde bulunurlar ve bes tns geni
icerir (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD ve tnskE). Bu genler, bakteri kromozomlar: igindeki tek bir
bolgeyi tercih ederek sinif 2 integronun hareketliligine aracilik eder yani kisaca transpozon
hareketlerinde gorevlidir (Senda vd., 1996). Sinif 2 integronlar yaygin olarak dihidrofolat
reduktaz (dhfr) gen kaseti icermektedir ve sirasiyla trimetoprime, streptomisine ve
streptomisin/spektinomisine direng saglayan dfrAl, sat2 ve aadAl gibi ii¢ klasik gen kasetleri
tasgimaktadir (Sekil 2) (Barlow ve Gobius, 2006).

Pc2D Pc2A Pc2B Pc2C

j I" r’ [" G; dfrA1 | sat2 aadA1 orfX
4J Pinti2 ' ' ' "

int2 - - ’ ' ' -
attI2 bolgesi Gen kasetleri dizisi

Sekil 2. Sinif 2 integronun genel yapisi (Jove vd., 2017). Pc: promotor bdlgesi. intl2: integraz
geni. attl: rekombinasyon bolgesi. dfrAl: dihidrofolat reduktaz gen kaseti. sat2:
streptomisin gen kaseti. aadAl: spektinomisin gen kaseti. orfX: fonksiyonu
bilinmeyen gen.

¢) Sinif 3 integronlar

Bu sinif integronlar ilk olarak 1993 yilinda Japonya'daki Serratia marcescens
izolatlarindan tanimlandi ve daha sonra Klebsiella pneumoniae susundaki blaces.-1 ile iliskili
oldugu bulundu (Arakawa vd., 1995). Smif 3 integronlar Tn402 transpozonu iizerinde yer
alir. Sinif 1 integronlara benzer sekilde transpozona ters sekilde yerlesirler. Sinif 3 integraz
geni intl3 intl1 % 60 oraninda homoloji gosterir. Sinif 3 integronlar integronlar arasinda en
az rastlanilmasina ragmen geliserek yeni tiirlere aktarildigi ve yeni direng kasetlerini bir
araya getirdigi goriilmektedir (Kaushik vd., 2017). Acinetobacter spp., Alcaligenes,
Citrobacter freundii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Salmonella spp. ve Serratia marcescens gibi sinirli mikroorganizmada

tanimlanmislardir (Mohammadalipour vd., 2017).
d) Simif 4 integronlar

Antibiyotik direnci ve patojenitenin Otesinde haricinde adaptasyon icin gerekli
genleri kodlayan ¢ok sayida gen kasetini barindiran simif 4 integron, ilk kez Vibrio
izolatlarinda tespit edilmistir (Shibata vd., 2003). Vibrio tiirlerinde trimetoprim ve

sulfametoksazol direncinden sorumludurlar (Kaushik vd., 2017). Bu integronlar hakkindaki
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bilgiler kisitlidir, sadece Vibrionaceae, Shewanella, Xanthomonas, Pseudomonad ve diger
proteobakterilerde tanimlanmistir (Clark vd., 2000). Bugiine kadar, kloramfenikol ve
fosfomisinlere kars1 direng kazandiran genleri bulunan gen kasetleri tasidiklar1 bilinmektedir

(Fluit ve Schmitz, 2004).
2.2. Enterobacteriaceae Ailesi

Enterobacteriaceae ailesi; bakterileri Protobacteria subesi, Gammaproteobacteria
siifina ait Enterobacteriaceae takimi i¢inde yer alir. Enterobacteriaceae tiyeleri birbirlerine
cok yakindir, genomlar: yiiksek derecede homoloji gosterir. Bu ailede 31 cins ve 100°den
fazla tiir bulunmaktadir. Ancak bazilar1 nadir olarak insandan izole edilebilir. Insan
patojenlerini igine alan cinsler Escherichia, Shigella, Proteus, Salmonella, Klebsiella,
Yersinia, Serratia, Enterobacter, Citrobacter, Hafnia, Providencia ve Edwardsiella’dur.
Bunlardan da ilk 9’u daha patojen, sik rastlananlaridir. Genel olarak %95 inden fazlasi

klinik 6neme sahiptir (Jahansson, 1999).

Enterobacteriaceae; kisa, yuvarlak uclu Gram negatif basillerdir. 2-3um’den
baslayip, silindir seklinde 6-7um’ye kadar giden uzunluga sahiptir. Genislikleri ise 0.5-
2um’yi bulmaktadir. Baz: tiirler peritris flagellasi ile hareketliyken, digerleri hareketsizdirler
(Klebsiella ve Shigella). Spor olusturmazlar (Paterson vd., 2004). Hemen hepsi fakiiltatif
anaerobdur, en iyi CO2’siz ortamda 35-37 °C ’de irerler. Ancak baz tiirler (Serratia ve
Yersinia) 1-5 °C gibi diisiik 1silarda da tireyebilirler. Glukozu fermente edebilirler, nitrati
nitrite indirgerler ve oksidaz negatiftirler. Farkli koloni morfolojileri gosterebilirler,
Klebsiella pneumoniae, fagositozdan koruyan ve aderansinda yardimci olan mukoid
polisakkarit kapsiiliinden dolay1 biiyiikk ve nemli koloniler olustururken E. coli ise jelozda
yuvarlak, hafif kabarik, diizgiin 1-2 mm ¢apinda S tipi koloni yapar. Enterobacter tiirleri
EMB Agar besiyerinde pembe mukoid, 3- 4mm ¢apinda koloniler olustururlar (Bilgehan,
1992).

Enterobacteriaceae tiyeleri; yara enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari,
gastroenterit, menenjit, pndmoni, septisemi ve hemolitik {iremik sendromu gibi ¢ok cesitli
hastaliklara neden olabilir. Hepsi ger¢ekten patojenik olarak kabul edilmez, bazilar firsatci
patojendir. Cevrede toprakta, suda, bitkilerde her yerde bulunurlar, ayrica hayvanlarin ve
insanlarin mide bagirsak sisteminde tespit edilmislerdir (Agostino ve Cook, 2016).

Escherichia coli ve enterokoklar gibi sicak ve sogukkanli hayvanlarin ve insanin normal
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mikrobiyota elemanlar1 kolaylikla diren¢ genlerini kazanarak transfer edebilir. Patojenik
bakteriler i¢in diren¢ genlerinin bir rezervuari olan bu kommensal bakteriler antimikrobiyal
direngteki degisimlerin bir indikatorii olarak kullanilabilir (Caprioli vd., 2000). Fekal
indikator bakterilerdeki antibiyotik direncinin bir¢ok akibeti vardir. Ornegin, E. coli ve
enterokoklar antibiyotiklere direng olusturmada insanin hastane kaynakli (nozokomiyal)

enfeksiyonlarinin etken patojenleri olarak daha etkili hale gelebilirler (Jett vd., 1994).
2.3. Cevre Orijinli Bakteriler ve Antibiyotiklere Diren¢

Antibiyotik direnci insanlar, hayvanlar ve ¢evre arasinda bakterlerin ve genlerin
yayilimi ile meydana gelen kiiresel bir saglik sorunudur. Bir¢ok bariyerin olmasina karsin,
bakteriler siirekli yeni diren¢ genleri kazanarak enfeksiyonlart dnleme ve tedavi etme

yetenegimizi giderek kisitlamaktadir (Larsson ve Flach 2021).

Antibiyotiklerin ana kaynaklar1 evler, hastaneler, saglik ocaklar1 (tedavi ve
kullanilmayan ilaglarin uzaklastirilmasi), kiimes hayvanlar1 ve ¢iftlik hayvanlar
yetistiriciligi (bliylime artiricilar1) ve ilag ireticileridir (Kulis vd., 2003; Tiirkdogan ve
Yetilmezsoy, 2009). Kanalizasyon, tibbi atiklar, endiistriyel aktiviteler, antibiyotik ve ilag
tiretimi, gida liretimi, ev geregleri, Uirlinler lizerine spreyleme, ¢iftlik hayvanlarmin tiretimi,
balik ¢iftlikleri gibi faaliyetler antibiyotiklerin bilinen temel kaynaklaridir. Ilag aktif
maddeleri ¢esitli yollarla ¢evreye girebilir. Insanlar ve hayvanlardan baslayan bu déngiide
ilag aktif maddeleri atiksulara, topraga, yeralt1 sularina ve yeterli aritim yapilmadigi takdirde
icme sularimiza kadar ulasabilir (Halling-Sorensen vd., 1998; Ternes, 1998; Daughton ve
Ternes, 1999). Bunun sonucunda sular ve diger ¢evre ortamlari kirlenebilir (Sekil 3). Bu
sekilde dogaya ulasan antibiyotiklerin bir kismi yar1 dmiirlerinin uzun olmasi nedeniyle uzun
yillar dogada bulunabilir. Aktif bilesikler hemen hemen hi¢ degismeden atiksu aritma
tesislerinden alic1 ortama desarj edilirler. Metobolitlerin biyolojik olarak hala aktif olmalari
durumunda da ortamdaki sucul organizmalar1 etkilemekte, ekosisteme ve insan sagligi

tizerine gercek bir tehdit olusturmaktadir (Halling-Sorensen vd., 1998).
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Sekil 3. Antibiyotiklerin ¢evreye giris ve dagitim yollar1 (Kiimmerer, 2010)

Sucul ortamda antibiyotiklerin varligi, bazi iilkelerde c¢alisilan pek ¢ok arastirmanin
konusunu olusturmaktadir. Otuzdan fazla antibiyotik maddesi, kanalizasyon giris ve ¢ikis
suyu Orneklerinde, ylizeysel sularda ve hatta yeraltt ve igme sularinda bulunmustur.
Antibiyotiklerin metabolitleri veya par¢alanma iriinleri, tarimsal olarak kullanilan alanlara
camur veya giibrenin uygulanmasiyla veya arazi iizerine dogrudan hayvan diskisiyla,
yiizeysel yagmurlar vasitasiyla veya yerkiirenin derin tabakalarinda sizmayla sucul ortama

ulagirlar. Bu yolla topraklar, sucul ortamin antibiyotik kirliliginin bir kaynagi olarak hareket
edebilir (Alder vd., 2001).

Canlilarin yasam alani olan ¢evrede gergeklesen bu degisimden etkilenmesi de
beklenen bir durumdur. Onceki arastirmalar, cesitli cevresel kaynaklarda antibiyotik
direncinin olusumunu anlamak i¢in vahsi hayvanlari hedef almistir (Poeta vd., 2007; Gilliver
vd., 1999; Bonnedahl vd., 2009). Insan etkisindeki ortamda yiyecek arayan vahsi
hayvanlarda, klinik olarak 6nemli antibiyotik direncine sahip bakteriler tarafindan kolonize
olur. Yaban hayatinda bu tiir bakterilerin olusumu, heniiz tam olarak anlagilmamis cesitli
biyolojik, ekolojik ve cografi faktorlerden etkilenir. Antibiyotik direncinin bulasmasinda

vahsi hayvanlarin roliinii anlamak ve halk saglig1 i¢in potansiyel riskleri degerlendirmek i¢in
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insan-hayvan-gevre iligskisine odaklanan yeni yaklasimlar gereklidir (Dolejska ve Literak,
2019).

Vahsi dogada antimikrobiyal direncin incelenmesi i¢in birgok hayvan tiirii insanla
iliskili ¢evrelere yakinlig1 nedeniyle tercih edilmis ve direng¢ genlerinin yayilimi agisindan
bir vektor olarak gorev yapip yapmadiklari incelenmistir (Gilliver vd., 1999; Cole vd., 2005;
Poeta vd., 2009). Hayvanlar ve insanlar antibiyotik direncinin st {iste ¢akisan
rezervuarlaridir. Bu nedenle hayvanlarda var olan antmikrobiyaller halk saglig1 ile yakindan

iligkilidir (Wegener, 2003).

Sigir, siit inekleri, kafes hayvanlari yiizeyel sularin ve yer alti sularinin fekal
kontaminasyonunun kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Fekal kontaminasoyun nedeniyle
antimikrobiyal direncli bakterileri i¢eren yiizey sularinin kontaminasyonu da giin gectikce
endigeleri artirmaktadir (Parveen vd., 2006). Ciftlik hayvanlarinin fekal kontaminasyon
vasitastyla direncgli genlerin kazanimina neden oldugu, temiz bir bdlgede yasan ve hayvan
atiklarina maruz kalanlar arasinda direng fenotipleri arasinda acik ara fark oldugu
belirlenmistir (Cole vd., 2005). Vahsi dogada etgil beslenen bir¢ok hayvan yiyecek ve
yagsama alani bulmak icin biiyiik mesafeler katetmekte, yasam alanlar1 ¢ogu zaman insan ve
diger hayvanlarin yakinlar1 oldugu i¢in yiyecekleri ortak kullanmaktadir. Bu nedenle de
yaban hayvanlarinin incelenmesinin direng faktorlerinin se¢imi ve yayilimi konusunda katki
sagladig1 rapor edilmektedir (Poeta vd., 2009). Antibiyotik direngli bakteri dinamiklerinde
yaban hayatinin 6nemli bir rol oynayabilecegi giderek daha fazla hipotezlense de, bu giine
kadarki veriler yetersiz kalmaktadir. Ciftlik hayvanlar1 sistemindeki sucul gevrelerde
yasayan kurbaga ve iribaslar, hayvan fegeslerinden gelen antimikrobiyal direncli bakterileri
sindirerek uzun siire tasiyabilirler (McDiarmid ve Altig, 1999; Minette, 1984).
Antimikrobiyal direngli bakterileri daha sonra yasam ortamlart olan su birikintilerine
tasiyabilirler. Boylece mikroorganizmalar diger hayvanlar ve insanlar tarafindan tekrar

kazanilabilir.
2.4. Pelophylax sp. ve Cevresel Indikator Ozelligi

Pelophylax tiirleri, Avrasya'da yaygin olan ve birkag tiirii Kuzey Afrika'ya kadar
uzanan bir kurbaga cinsidir. Bu cins, 1843'te Leopold Fitzinger tarafindan, Carl Linnaeus'un
Rana cinsinin kahverengi golet kurbagalarindan farkli oldugunu diistinmesiyle ortaya
¢ikmistir. Ranidae ailesi tiir sayist bakimindan oldukga genis bir alanda yayilim

gostermektedir. Orta ve Giliney Avrupa, Kuzey Afrika ve ayrica Bati Asya’da yayilim
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gosterir. Ulkemizde yasamak igin uygun ortamm oldugu genis bir alanda yasamini
siirdiirmektedir. Karadeniz Bélgesi, I¢ Anadolu’nun Dogu ve Kuzey béliimleri, Dogu ve
Giineydogu Anadolu Bolgelerinde dagilis gosterir. Genellikle gol, nehir, dere gibi sucul
alanlarda yasar (Basoglu vd., 1994).

Viicut boylar1 15 cm kadardir, kulak zarlar1 belirgindir, bas yanlarinda koyu renkli
seritler yoktur, sirt yanlarinda boyuna uzanan deri kivrimlart iyi gelismistir. Derileri
genellikle piirtiikliidiir (Baran vd., 2021). Erkek bireylerde agzin arka kisminda timpanal
zarin arkasinda gri renk dis ses keseleri bulunur. Genel olarak; ovalik alanlarda, suya yakin
bolgelerde yasarlar. Bitkilerin ¢ok oldugu sulak bolgeleri tercih ederler, sudan fazla
ayrilmazlar, yaklasildiginda suya ziplama hareketi yaparak saklanirlar. Bazen akintili
sularda da bulunurlar. Besinlerini bocek tiirleri teskil eder. Ticari 6nemleri de vardir. Deniz
seviyesinden 2500 m yiikseklige kadar rastlamak miimkiindiir (Budak ve Go¢gmen, 2008).
Kulak zarlar1 6nemli bir 6zellikleridir, arka bacaklar1 uzun, ayaklar1 perdelidir. Erkeklerin
dis ses keseleri mevcuttur. Erkek ve disileri ayirmada en belirgin 6zellik; erkek on
bacaklariin daha gii¢lii bir yapida olmasi, birinci parmaklarinda sigkinligin olmasidir. Farkli
renk tonlarina sahip olabilirler, sirt kisimlarinda yesilimsi gri, agik veya koyu kahverengi
olabilir, bu zemin iizerinde koyu lekeler goriiliir (Basoglu vd., 1994). Karin kisimlar1 kirli
beyaz veya sarimsi renkte, ekseriyetle kiigiik lekelidir. Alt tarafi kirmizimsi olanlara da
rastlanir. Ureme donemlerinde disiler sessizdir, erkekler ise oldukca seslidir. Ses keseleri

basin iki yan kisminda yer alir (Budak ve Gogmen, 2008).

Amphibiler 6zellikle de Ranidae iiyeleri kardiyovaskiiler ve bagigiklik sistemi olarak
oldukca gelismistir, yiiksek diizeyde kirlilik ve sehirlesme etkilerine dayanabilirler bu da
onlar1 iyi bir biyoindikator yapar (Manning ve Horton, 1982; Vershinin, 2008). Diinya
capinda son yillarda amphibi populasyonunda belirgin bir azalma s6z konusudur (Houlahan
ve Findlay, 2000). Bu azalmanin sebeplerinden biri de g¢evresel etmenlerdir (Carey ve
Bryant, 1995). Amfibiler, diinyadaki muhtemel en hassas canlilardandir. Cevresel
degisikliklere ¢cok cabuk tepki verirler, bu nedenle de ¢evrede insan faaliyetlerinin etkisini
gosteren bir indikator olarak kabul edilirler. Giiniimiizde diinyada yasayan yedi binin

tizerinde amfibi tiirii oldugu diistintilmektedir (Amphibiaweb, 2021).

Pelophylax sp. su kurbagalar1 olarak da bilinir. Yaz aylarinin ¢ogunu sudaki yasama
ortaminda gegirirler; yeterli nem oldugu siirece havuz kurbagalar1 kuru araziye kiyasla daha

stk bulunur. Pelophylax sp.’nin Tiirkiye'nin her yerinde yasayan tiirleri mevcuttur. (P.

26



ridibundus, P. bedriagae ve P. caralinatus) (Amphibiaweb, 2021). Amfibiler hayat
dongiilerinin ergin fazinda karasal habitatlarda yasasalar da, suya daima bagimlidirlar.
Beslenme, iireme, larval gelisme ve kis uykusu esnasinda sucul habitatlardan yararlanirlar.
Bu fizyolojik 6zellikleri amfibileri su ve toprak kirliliginin etkilerine kars1 daha duyarli hale
getirmektedir ve bu yiizden de biyolojik indikator olarak kabul edilmektedirler. Amfibilerin
biyoindikator olarak olarak kullanilmasi amfibi popiilasyon azalmasinin yogun bir sekilde
arttig1 1980 sonlarma kadar uzanmaktadir (Sewel ve Griffiths, 2009). Ozellikle kurbagalar
olmak iizere, amfibiler mikroorganizmalarca zengin olan camur ve topraklardaki su
birikintilerinde ve havuzlarda yasarlar. Hird vd. (1983) kurbaga ve iribaslardan E. coli ve
Salmonella arizonae tiirleri basta olmak tizere 29 Enterobacteriaceae tiirii izole etmislerdir.
Bunun yaninda, kurbagalardan insanlarda hastalik nedeni olabilien Gram-negatif bakteriler
(Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Aeromonas hydrophila ve Enterobacter
agglomerans) izole etmislerdir. Bu izolatlarda ise nalidiksit aside, rifampisine ve
streptomisine direng tespit edilmistir (Boman, 2000). Kurbaga ve iribaslar barsak floralari
direng genlerini sucul ¢evrelerden kazanabilirler. Dogada kurbaga ve iribaslar kaprofajiktir
(feces yiyen). Fegesin barsakta kalma siiresi uzadikca mikrobiyal sindirim o kadar
kolaylagsmaktadir (McDiarmid ve Altig, 1999; Minette, 1984). Ciftlik hayvanlar
sistemindeki sucul cevrelerde yasayan kurbaga ve iribaglar, hayvan feceslerinden gelen
antimikrobiyal direngli bakterileri sindirerek uzun miiddet tasiyabilirler. Antimikrobiyal
direngli bakteriler daha sonra gevreye (6rnegin, su birikintileri) tekrar geri donebilirler ve

ciftlik hayvanlari tarafindan bu mikroorganizmalar potansiyel olarak tekrar kazanilabilir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma, Mayis 2016 ile Ekim 2020 tarihleri arasinda Recep Tayyip Erdogan
Universitesi (RTEU), Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri Boliimii, Tibbi Mikrobiyoloji Ana
Bilim Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Recep Tayyip Erdogan Universitesi (RTEU),
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanligi tarafindan 2020/41 nolu karar ile onay alind1
(Ek 1). Tez ¢alismas1 RTEU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP, Rize,
Tiirkiye) tarafindan TSA-2016-526 numarali proje kodu arastirma projesi olarak desteklendi

ve deneylerde kullanilan sarf malzemeler ve kitler temin edildi.
3.1. Gerecler, Besiyerleri ve Kimyasallar
3.1.1. Geregler

Calismada kullanilan gerecler farkli firmalardan temin edildi. Mikrosantrifiij (Beckman
coulter), calkalayicili benmari (Memmert), 1sitic1 blok (HLC), inkiibator (WiseCube), derin
dondurucu (Bosch), -80°C derin dondurucu (New Brunswick Scientific Ultra Low
Temperature Freezer U570), -20°C derin dondurucu (Bosch), buzdolabi (Bosch), vorteks
(Velp Scientifica), hassas terazi (Ohaus), otomatik pipetler (Rainin), sogutmali santrifiij
(Hettich Rotina 380R), calkalamali inkiibator (IKA 40001), elektroforez tanki (Cleaver),
elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo Scientific), jel dokiimantasyon ve isleme sistemi (DNR
Bio-lImaging Systems, MiniLumi), polaroid kamera filmi yazicist (Sony), UV
transilliminatori (Vilber lourmat), manyetik karistirict (WiseStir), buz/kar makinesi
(Scotsman), termosyklirlar (Techne Genius, Applied Biosystems by Thermo Fisher
Scientific), pHmetre (Hanna), mikrodalga firin (Bosch), distile su cihazi1 (GFL), Pastor firini
(Ecocell), otoklav (WiseClave), Pulsed field gel elektroforezi (BioRad Chef-DRII), sinif 2
kabin (Mars safety class training institute), Vitek 2 sistemi (Biomerieux), spektrofotometre
(Perkin Elmer Lambda 25).

3.1.2. Laboratuvar Suslar1 ve Standart Suslar

Bu calismada, konjugasyon deneyleri igin alici hiicre olarak E. coli K-12 laboratuvar
susu J53-2 (F°, methionin ve prolin amino asitleri i¢in oksotrof ve rifampisine direngli, Dr.
Metin Otkun [Trakya Universitesi, Tip Fakiiltesi]’dan saglandi1 susu ve antimikrobiyal
duyarhilik testleri ve pulsed field jel elektroforezinde E. coli ATCC 25922 susu kontrol
olarak kullanildi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) deneylerinde integraz geni ve sinif 1

integron degisken bolge icin pozitif kontrol olarak E. coli KD39 (Ozgiimiis vd., 2009), sini1f
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2 integraz geni igin pozitif kontrol olarak E. coli ACC172 (Copur Cicek vd., 2014), tetA geni
icin pozitif kontrol olarak E. coli KD8 (Ozgiimiis vd., 2009), tetB geni i¢in pozitif kontrol
olarak E. coli KD27 (Ozgiimiis vd., 2009), TEM-tipi beta laktamaz geni i¢in pozitif kontrol
olarak Klebsiella pneumoniae TRE40 (Ozgiimiis vd., 2007), SHV-tipi beta laktamaz geni
icin pozitif kontrol olarak E. coli TRE73 (Ozgiimiis vd., 2007) suslar1 kullanild1.

3.1.3. Besiyerleri ve Ayraclar

Calismada kullanilan besiyerleri, kimyasal ve biyokimyasal maddeler degisik
firmalardan saglandi. Koyun kanli agar (RTA Lab), maya o6ziitii (Pronadisa), agar-agar
(Himedia), triple sugar iron agar (TSIA) (Or-Bak Lab), metilen mavisi (Mediko Kimya),
sodyum klorid (NaCl) (Sigma), sodyum hidroksit (NaOH) (Himedia), sodyum dodesil siilfat
(SDS) (Merck), metil kirmizis1 (Himedia), a-naphtol (Himedia), glacial asetik asit (Sigma),
hidroklorik asit (HCI) (Merck), potasyum hidroksit (KOH) (Himedia), gliserol (Merck),
orange red (Himedia), etil alkol (Merck), di-potasyum hidrojen fosfat (K2HPO4) (Himedia),
p-dimetilaminobenzaldehit (Himedia), amonyum Kklorid (NH4Cl) (Merck), di-sodyum
hidrojen fosfat (Na2HPO4) (Himeda), rifampisin (Kogak Farma), siikroz (Himedia), serum
fizyolojik (Tiirktipsan), laktoz buyyon (Merck), kalsiyum kloriir (CaClz) (Merck), trizma®
hidroklorid (Tris-HCI) (Himedia), trizma® base (Tris base) (Merck), tris asetat (Merck),
isoamil alkol (Merck), xylene cyanole (Sigma), molecular grade agaroz (Vivantis), etidyum
bromid (Amresco), isopropanol (Sigma), etilen diamintetra asetik asit (EDTA) (Merck),
deoksi niikleotit three fosfat (INTP) set (Biodyne), ampisilin sodyum tuzu (Sigma), Xbal
restriksiyon enzimi (Thermo scientific), 100 bp DNA Ladder (Vivantis), Taqg DNA
polimeraz (Biodyne), tripton (Pronadisa), Mueller Hinton agar (RTA lab), Mueller Hinton
broth (Himedia), eosine methylene blue (EMB) agar (RTA Lab), antibiyotik diskleri
(Oxoid), pepton (Pronadisa), Simmon’ s citrate agar (Or-Bak Lab), borik asit (Merck),
oligoniikleotit primerler (IDT, Ingiltere), D (+) glukoz (Riedel-de Haen), potasyum
dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Merck), lizozim (Sigma), proteinaz K (Merck), N-Lauryl
sarkozin sodyum tuzu (Sigma), pulsed field sertifikali agaroz (BioRAD), diisiik erime

sicaklikli agaroz (Lonza) firmalarindan saglandi.

a. Yumusak Agar (Transport Besiyeri): Laktoz buyyon iiretici firmanin Onerisi
dogrultusunda tartildi, icerisine % 0.7 olacak sekilde agar eklendi, 121 °C 1 atm basingta 15-
20 dk otoklavlandi, 1 mL olarak ependorflara dagitildi ve katilastirildi.
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b.Luria Bertani Broth ve Agar: % 1 tripton, % 0.5 maya 6ziiti % 0.5 NaCl (pH
7.4) distile su ile hazirlandi. Besiyeri pH’st sodyum hidroksit ile ayarlandi. Stvi besiyerine
istendiginde % 1.5 agar ilavesi ile LB agar yapildi ve 121 °C 1 atm basingta 15-20 dk

otoklavlandi.

c.indol Test Besiyeri: % 1.5 Polipepton, % 0.5 NaCl, pH 7.1 distile su ile hazirlandi.
Bir mL olarak tiiplere dagitilip otoklavlandi.

d.Metil kirmzisi/VogesProskauer (MR-VP) Besiyeri: % 0.7 Polipepton, % 0.5
glukoz, % 0.5 Ko:HPO4 (pH 6.9) oranlarinda distile su ile hazirlandi. Bir mL olarak tiiplere
dagitilip otoklavlandi.

e.Minimal Medyum (5X M9 medium): % 3 NaHPOs, % 1.5 KH2POs4, % 0.5
NH4CI, % 0.25 NaCl deiyonize su kullanilarak hazirlandi, otoklavlandi ve oda sicakliginda

saklandi.

f.Minimal Agar: Minimal agar yapmak i¢in (1 L), 800 mL deiyonize su, 15 gr agar
ilave edildi ve otoklavlandi. Agar karigimi 45-50 °C’ ye sogutuldu ve ayni sicakliga
ayarlanmig 200 mL 5X M9 minimal medyum eklendi ve iyice homojenize etmek igin
karistirildi. Karbon kaynagi olarak % 0.2 (v/v) filtreyle steril edilmis glukoz soliisyonu ilave
edildi. Organizmanin oksotrof oldugu maddelerden filtreyle steril edilmis amino asit
sollisyonlarindan 20 pg/mL olacak sekilde ilave edildi. Steril petri plaklarina dokiildi ve
kullanilana kadar 4 °C’ de sakland.

g.Kovac’s Aymraci: % 75 isoamil alkol, % 25 konsantre HCI, % 5 p-dimetil

aminobenzaldehit hazirlandi ve 4°C’ de saklandi.

h.Metil Kirmmzis1i Ayiract: % 0.02 metil kirmizisi, % 60 etil alkol (%95°lik)

oraninda deiyonize su ile hazirlandi ve 4 °C’ de saklandi.

1.Voges Proskauer Ayiraclari: Iki ayirag hazirlandi. 11k ayirag % 5 a-naphtol, %
100 etil alkol (% 95’ lik) oranlarinda hazirlandi; ikinci ayirag olarak % 40 KOH hazirlandi
ve 4 °C’ de saklandi.

j.Ampisilin: Uretici firmanin &nerisi dogrultusunda konjugasyon deneylerinde

kullanmak tizere 25 mg/mL’dan, besiyeri mL’sinde 10ug olacak sekilde hazirlandi.
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k.Rifampisin: Uretici firmanin (Kogak Farma) onerisi dogrultusunda konjugasyon
deneylerinde kullanmak tizere 42 mg/mL’dan besiyeri mL’sinde 150pg olacak sekilde

hazirlandi.

|.Proteinaz K: Ilk olarak Proteinaz K seyreltme tamponu hazirlandi. Proteinaz K
seyreltme tamponu: 0,7880 g Tris-HCI ve 0,011 g CaCl, tartilir ve 80 mL saf suda ¢6ziiniir.
Hacmi 100 mL’lik balon joje ile 100 mL’ye tamamlandiktan sonra otaklavlandi ve 4 °C’de
sakland1. Daha sonra Proteinaz K ¢ozeltisi 100 mg proteinaz K tartilip, 10 mL proteinaz K

seyreltme tamponunda ¢oziilerek, 500 L hacimlerde alikotlandi ve -20 °C’de saklandi.
3.1.4. Agaroz Jel Elektroforezi icin Soliisyonlar

a. TAE Elektroforez Tamponu: 50X konsantre olarak hazirlandi. % 24.2 Tris base,
% 5.71 glacial asetik asit, % 3.72 EDTA (pH~8.5) olacak sekilde deiyonize su kullanilarak
hazirlandi. pH ayarlamak i¢in, NaOH peletleri kullanildi. Calisma soliisyonu olarak distile
veya deiyonize su ile sulandirilarak 1X soliisyon kullanildi. Calisma soliisyonunda 40 mM

Tris-asetat, 2 mM EDTA igerik saglanmis oldu.

b.Etidyum Bromid Soliisyonu: 10 mg/mL (w/v) stok soliisyon olacak sekilde

deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Isik almayan ortamda muhafaza edildi.

€.10X Orange Red Soliisyonu (Yiikleme Tamponu): 50 mL i¢in; 20g siikroz
tartild1 40 mL dH20 igerisinde ¢oziildii. 100mg Orange G ¢ozeltiye eklenerek, ¢ozeltinin
hacmi 50mL’ye tamamlandi. Bir filtre yardimi ile steril edildi ve 1’er mL olacak sekilde

1.5mL’lik ependorflara dagitildi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

d. EDTA (0.5 M): 73.05 g etilen diamin tetra asetik asit (EDTA, MW: 292.2 g/mol)
tartilip distile su ile 500 mL’ye hazirlandi. Soliisyonun berraklasmasi i¢in manyetik
calkalayici tistliindeki soliisyona NaOH peleti ilave edildi ve iyice karistirildi. Soliisyonun
pH’s1 8.0’a ayarlanarak 121 °C’de 1 atm’de 30 dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda

saklandi.

e. Tris-HCI (1 M): Ticari Tris-HCI’den (MW:157.60 g/mol) 78.8 g tartilip distile su
ile 500 mL’ye hazirlandi. Soliisyonun pH’s1t HCl ile 7.5’e ayarlandi. Daha sonra 121 °C’de
1 atm’de 30 dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda saklandi.

. TE (TrissEDTA) Tamponu: 1 M Tris-HCI soliisyonundan son konsantrasyonu 10
mM Tris-HCl olacak sekilde (5 mL) alindi. 0.5 M EDTA soliisyonundan son konsantrasyonu
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1 mM EDTA olacak sekilde (1 mL) alindi. Ardindan distile su ile (494 mL) hacim 500

mL’ye tamamlandi1 ve oda sicakliginda saklandi.

g.10X TBE Tamponu: 108g Tris base ve 55 g Borik asit tartildi, 40 mL 0.5M EDTA
pH:8.0 igerisinde ¢oziildii, toplam hacim dH20 ile 1 L’ye tamamland.

3.1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢in Kullanilan Soliisyonlar

a.dNTP Karistmi: Mikrosantrifiij tiiplerine 100 mM’lik dATP, dGTP, dCTP, dTTP
stoklarindan 10’ar pL alinip 60 pL deiyonize suda ¢oziildii. Karisim vortekslenerek 10
mM’lik dNTP stok soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan karisim steril ependorf tiiplere 50

uL’lik hacimler halinde bdliindii ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklanda.

b.Primer Karisimi: Liyofilize haldeki primerler; iiretici firmanin talimatlarina
uygun olarak stok konsantrasyonlar1 100 pmol/uL olacak sekilde TE tamponu ile sulandirilip
stok soliisyonu hazirlandi. Santrifiij tiiplerine stok karistmdan her bir primer ¢ifti i¢in 10 pL
transfer edildi ve tizerine 90 uL steril enjeksiyonluk su eklenerek son konsantrasyonu 10
pmol/uL olan primer calisma stogu hazirlandi. Calisma stoklar1 kullanilincaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi.
3.1.6. Pulsed Field Gel Elektroforezi i¢in Kullanilan Soliisyonlar

a.Hiicre Siispansiyon Tamponu (HST): 100mM Tris-HCL, 100mM EDTA pH:8.0

olacak sekilde istenen miktarda hazirlandi ve 4 °C’de muhafaza edildi.

b.Hiicre Liziz Soliisyonu-1 (HLS-1): 50 mM Tris-HCL (pH 8.0), 50 mM EDTA
istenilen miktarda hazirlandi, kullanilacagi anda 2.5 mg/mL lizozim ve 1.5mg/mL proteinaz
K eklendi. 4 °C’de muhafaza edildi.

c.Hiicre Liziz Soliisyonu—2 (HLS-2): 0.5 M EDTA ve % 1 sarkozil igerecek sekilde
istenen miktarda hazirlandi, kullanim esnasinda 400 pg/mL proteinaz K eklendi ve 4 °C’de

muhafaza edildi.
3.2. Yontem
3.2.1. Arazi Cahismasi

Calismada yer alan, Pelophylax sp. bireyleri sekil 4’deki haritada gosterilen Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde yer alan alt1 ilin (Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin)
her biri birbirinden farkli ekolojik kosullara sahip ii¢ istasyondan (yerlesim yeri, ekolojik

habitat ve sanayi bolgesi) 6rnekleme yapilarak elde edildi.
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Sekil 4. Kurbagalarin yakalandigi iller ve lokasyonlar

10.05.2016 ile 30.07.2017 tarihleri arasinda yapilan arazi calismasinda, kurbaga
orneklerinin  yakalandigi  sehirler, lokasyonlar, koordinat bilgileri, o6rneklerin

isimlendirilmesi ve drneklendirmenin yapildig: tarihler tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 1. Sehir, lokasyon, koordinatlar, 6rneklerin isimlendirmesi ve drneklemenin yapildig: tarihler

SEHIR LOK LOKASYON KOORDINAT ORNEKLERIN TARIH
NO** ISIMLENDIRMESI*

ARTVIN 1 Artvin Borgka Karagol (ekolojik habitat) 41° 38' 66.59" N, 41° 85'59.09" E AlA A1B A1C AICR 28.07.2017
2 Artvin Hopa Sundura mah. (yerlesim yeri) 41° 22' 51 13" N, 41°26' 56.62" E A2A A2B A2B 28.07.2017
3 Artvin Hopa Nahseni mah. (sanayi bolgesi) 41° 23" 08.51" N, 42°24'58.22" E A3B A3B A3C 28.07.2017
GIRESUN 4 Giresun Tirebolu kiy1 (yerlesim yeri) 41° 00' 16.52" N, 38° 50'58.72" E GlA G1B G1C 25.07.2017
5 Giresun Espiye oto sanayi (sanayi bolgesi) 40° 56' 45.33" N, 38°43'15.38"E G2A G2B G2C 25.07.2017
6 Giresun Gobel yaylasi (ekolojik habitat) 40° 32" 38.68" N, 38°27'15.21"E G3AR G3A G3C 25.07.2017
ORDU 7 Ordu Fatsa (yerlesim yeri) 41° 02' 50.04" N, 37° 28'38.03" E OlA 01B O1C 26.07.2017
8 Ordu Turnasuyu deresi (ekolojik habitat) 40° 58' 30.58" N, 37°59'54.52" E 02A 02B 02C 26.07.2017
9 Ordu Kat1 Atik Tesisi (sanayi bolgesi) 40° 57' 28.90" N, 37° 56' 02.81" E 03C 03C03C 26.07.2017
RiZE 10 Rize Yaylacilar kdyii dere mevki (yerlesim yeri) 40° 58' 45.15" N, 40° 20' 32.60" E R1A R1B R1C 13.05.2016
11 Rize Ikizdere yolu (ekolojik habitat) 40° 53' 30.27" N, 40° 26' 09.45" E R2A R2B R2C 13.05.2016
12 Rize Engindere mah. (sanayi bolgesi) 41° 02' 35.10" N, 40° 34' 55.60" E R3B R3BR3B 26.07.2017
TRABZON 13 Trabzon Besikdiizii Kurbagali dere (yerlesim yeri) 41° 02' 5523"N,39°14'15.34"E T1ATIB T1B 27.07.2017
14 Trabzon Yomra (sanayi bolgesi) 40° 57" 47.61" N, 39° 50'30.88" E T2AT2BT2B T2C 29.10.2017
15 Trabzon Diizkdy yolu, Of (ekolojik habitat) 40° 52' 10.38" N, 40° 16'41.39"E T3C T3CT3C 29.10.2017
SAMSUN 16 Samsun Yenikoseli koyii (yerlesim yeri) 41° 13' 59.32" N, 36° 41'31.35" E S1A S1B S1C 25.07.2017
17 Samsun sanayi (sanayi bdlgesi) 41° 14' 26.92" N, 36° 24'43.36" E S2A S2B S2C 25.07.2017
18 Samsun Kizilirmak Deltasi Kug Cenneti 41° 40' 12.67" N, 36° 02' 05.82" E S3B S3C-S3C-S3C 26.07.2017

(ekolojik habitat)




*Suslarin isimlendirmesi: izolasyon yerinin adi: birinci harf. izolasyon yerinin tiirii: birinci
say1 (1-yerlesim, 2-ekolojik habitat 3-sanayi bolgesi). konakg¢inin cinsiyeti/yasi: ikinci harf
(A- erkek, B-disi, C-juvenil) ve ayn1 noktadaki izolatin seri numarasi: ikinci numara. R:
Rana sp. cinsine ait kurbagalar1 temsil etmektedir. **Lokasyon numaralar1 sekil 4 {izerinde
isaretlenmistir.

Pelophylax sp. populasyonlarina ait bireyler elle veya atrapla yakalandi. Her bir
ornekleme yerinde bulunan Pelophylax sp. tiirlerinin geng (juvenil) , erkek ve disi bireylerin
kloak agikligindan, aniis kismu saf temiz su ile yikandiktan sonra, steril nemli, pamuklu ve

ince uglu ekiivyonlar vasitasiyla 1-1.5 cm girilerek siiriintii 6rnegi alindi1 (Resim 1).

)

N .ol

R,

Resim 1. Pelophylax sp.’den kloakal siiriintii 6rneginin alinmasi (Orijinal Fotograf).

Her bir bireyin cinsiyet tayini dis ses kesesinin ve bas parmakta yastik seklinde
¢ikintinin olup olmamasina gore belirlendi. Dis ses kesesi ve yastik seklindeki ¢ikinti sadece
erkek bireylerde bulunmaktadir. ikincil eseysel karakterleri gdstermeyen ve boyut olarak

erginlerden daha kiigiik olanlar ise juvenil (geng birey) (Resim 2) olarak degerlendirilmistir.
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Resim 2. Yakalanmis juvenil Pelophylax sp. birey (Orijinal Fotograf)

Sonugta 18 siirlintli 6rnegi bakteriyal izolasyon i¢in kullanildi. Her bir siiriintii
orneginden iireyen en az ii¢ farkli koloni morfolojisi gosteren ve muhtemel koliform
koloniler alinarak ¢alismaya dahil edildi. Kloakal siiriintii 6rneklerinin laboratuvar ortamina
taginmasina kadarki siire i¢in transport besiyeri hazirlandi. Bir buguk mL’lik ependorf tiipler
icerisindeki bu besiyerine siiriintii 6rneginin pamuklu kismi batirilarak bir makas yardimai ile
ekiivyonun diger kismi kesildi ve kapag1 kapatildi, steril bir sekilde 6rneklerin laboratuvara

getirilmesi saglandi (Bilgehan, 1995).
3.2.2. Bakteri izolasyonu

Oda sicakliginda laboratuvara transfer edilen kloakal siiriintii 6rnekleri, laboratuar
ortaminda dnce zenginlestirme ve saklama amacli sivi LB besiyerine ekildi ve bir gece 37
°C’de calkalamali olarak inkiibasyona birakildi. Sivi kiiltiir 6rnekleri % 20 gliserolli
ortamda -80°C’lik derin dondurucuda daha sonraki bakteriyolojik ¢alismalar igin stoklandi.
Sivi 6rnekler Eosine Methylen Blue (EMB) agar besiyerine tek koloni yontemiyle ekim
yapildi ve bir gecelik inkiibasyon sonunda renkli ve renksiz koloniler muhtemel koliformlar
olarak saf kiiltiir elde etmek i¢in, steril kiirdan yardimuiyla replika olarak temiz bir EMB agar
besiyerine ekildi. Kiiltiir besiyerleri 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda
degerlendirmeye alindi. Koloni morfolojisi, Gram boyama yontemiyle boyanma 6zelligi ve
biyokimyasal testler (sitrati kullanma testi, {ire hidrolizi, Three Sugar Iron (TSI) agar

besiyerinde iireme 6zellikleri, metil kirmizisi testi, Voges Proskauer testi ve indol {iretme
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ozelligi) kullanilarak tanimlanmasi klasik mikrobiyolojik yontemlerle yapildi (Bilgehan,
1995). Test sonuglari, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ de belirtilen
biyokimyasal yontemlere dayali kriterlere gore degerlendirilerek, enterobakterilerin tiir

identifikasyonlar1 yapildi (Brenner, 1986).

On sekiz yasam ortami ve her yasam ortamindan iiger kurbaga 6rnegi ve her
kurbagadan iiger bakteri izolasyonu yapilarak toplamda 160 sus (iki sus Gram pozitif 6zellik
gostermesi nedeniyle ¢alismadan g¢ikarilmistir) ¢alismaya dahil edildi. Tanimlanan suslar
diger testleri yapmak tizere % 20 gliserol iceren sivi LB besiyerinde -20 °C’ de ve -80 °C’
lik derin dondurucuda stoklandz.

3.2.3. Biyokimyasal Testler

a.Indol Testi: indol testi, triptofan amino asitinden indol maddesinin iiretildiginin
tespit edilmesi amaciyla yapilir. Bakterinin indol iiretimi triptofanaz enzimi iirettigini
gosterir. Triptofanaz enzimi, pridoksal fosfat koenzimi varliginda triptofani indol, piruvik
asit ve amonyaga deamine eder ve bdylece Kovac’ s ayiract eklendiginde aldehit (p-
dimetilaminobenzaldehit) ile birleserek kiiltiirde kirmizi renkli bir kompleks olarak birikir
(Yuvd., 1985).

Test edilecek olan mikroorganizmalar EMB agarda saf olarak iiretildikten sonra, 1-2
koloni 2 mL indol buyyona ekildi vortekslenerek karistirildiktan sonra 35 °C’ de 18-24 saat
inkiibe edildi. Kiiltiire 0.5 mL Kovac’ s ayiraci damlatilarak salland1 ve ylizeyde pembe bir
halka olusumu gozlenenler indol pozitif, sar1 renk halka ise indol negatif olarak
degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak daha dnce identifikasyonu yapilmis bir E. coli susu,

negatif kontrol olarak Klebsiella pneumoniae ATCC700603 susu kullanildi.

b.Metil Kirnizis1 (MR) Testi: Bu test, glikozun fermentatif metobolize olmasi
sonucu besi yerinde organik asitlerin meydana gelmesi ve pH diismesini ortaya koymak i¢in
yapilir. Glukozun ayrisarak piruvik asite doniiglir. Piruvik asit metabolizmasi laktik asit,
asetik asit, formik asit ve suksinik asit gibi karisik asitlerin olugsmasini saglar. Ortam pH’s1
yaklasik 4.4’e diiser. Metil kirmizisi soliisyonu pH 6.0 da sar1 renk ve pH 4.4 den asagida
kirmizi renk gosterir. (Yu vd., 1985).

MR-VP buyyona (500 pL) test yapilacak olan bakteri ekimi yapild: ve tiipler 35 °C’
de 18-24 inkubasyona birakildi. Kiiltiire metil kirmizisi solusyonundan 3-4 damla damlatildi

ve iyice karigtirildi. Kiiltiirtin rengi kirmizi kalinca pozitif, sariya doniince negatif olarak
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degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir E. coli ATCC25922 susu,
negatif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir Klebsiella pneumoniae ATCC700603

susu kullanildi.

c.Voges Proskauer (VP) testi: Bu test, bakterilerin glikozu fermente edilerek,
butilen glikol olusumunun bir ara iriinii olan asetilmetilkarbinol’ @i (asetoin) meydana
getirme yetenegini tayinde kullanilir. Asetoin iiretim yolunu secen bakteriler butilen glikol,
etanol, asetoin ve organik asit gibi noétral iirlinler {retir. Atmosfer ortaminda, KOH
varhiginda, asetoin maddesi kirmizi renkli diasetile oksitlenir. a-naphtol ise bu reaksiyonu
hizlandirir (Yu vd., 1985).

MR-VP buyyona (500ul) testi yapilacak bakteriden ilave edildi ve 35 °C” de 18-24
saat enkiibe edildi. Kiiltiire 3-4 damla % 40’lik KOH damlatild1 daha sonra 6 damla a-
naphtol soliisyonu damlatildi. Tiipler iyice karistirildi ve havaya almasi icin kapaklari
acilarak 10-15 dk beklendi. Kirmizi renk olusumu pozitif, renk olusumunun olmamasi
negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir Klebsiella
spp susu, negatif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir E. coli ATCC25922 susu
kullanildi.

d.Sitrat Kullamm Testi: Bu test, bakterilerin besiyerlerine katilan sitrati karbon
kaynagi ve amonyum tuzlarmmi da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini
saptamada kullanilir. Bakteriler tarafindan sitratin ayrigmasi enzim sistemi tarafindan
gerceklestirilir. Organizmada sitrat1 hiicre ig¢ine alan enzim olan permeaz ve parcalayan
enzim olan sitrat liyaza sahipse Simmons sitrat agarda alkali bir reaksiyon meydana gelir ve

besiyerindeki bromtimol mavisi ayiracinin yesil rengi maviye doéner (Yu vd., 1985).

Yatik olarak tliplerde Simmons sitrat agar (pH 7.0) hazirland1 ya da hazir besiyerleri
(Or-Bak Lab) firmalardan temin edildi. Tiipiin yiizey kismina testi yapilacak bakteri 6ze
yardimi ile yayilarak ekim yapildi. Fazla miktarda inokiilim yanlhs pozitif sonug
verebileceginden dolay1 az sayida bakteri inokiile edilmesi hususunda dikkat edildi. Tiip
kapag1 gevsek sekilde kapatilarak 35 °C’ de 18-24 saat inkiibe edildi. Koyu Prusya mavisi
renge doniisen tiipler pozitif olarak, besiyerinin normal rengi olan yesil renk degismemis ise
negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak identifikasyonu yapilmis bir Klebsiella
spp susu, negatif kontrol olarak identifikasyonu yapilmig bir E. coli ATCC25922 susu
kullanildi.
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e.Triple Sugar Iron (TSI) Agarda Ureme Ozellikleri : Bu test; TSI agarda,
Enterobacteriaceae iiyelerinin glukoz ve laktoz veya siikrozu fermentatif olarak kullanip
kullanamadigi, hidrojen siilfiir ve karbondioksit gazi olusturup olusturamadig incelenmesi

amaciyla gerceklestirildi (Yu vd., 1985).

TSI agar yatik bir sekilde tiiplerde hazirlandi ya da hazir TSI agar besiyerine (Or-
Bak Lab) kulanildi. Test edilecek bakteriler TSI agar yiizeyine 6ze ile ekildi ve igne 6ze ile
besiyerinin dip kismina bakteriler inokiile edildi. Tiip kapag1 gevsek bir sekilde kapatilarak
35 °C’ de 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda yiizeyin ve dip kismin kirmiz1
renkte kalmasi ve yiizeyin kirmizi renkte kalmasi dip kismin sar1 renge donmesi laktoz
negatif, yiizeyin ve dip kismin sar1 renkte olmasi laktoz pozitif olarak degerlendirildi.
Besiyeri ile tiiplin cami arasindaki hava kabarciklar1 karbondioksit gazi iiretimi olarak
degerlendirildi. Ayrica besiyerinin renginin siyaha donmesi ve dip kisma ¢ékmesi H2S

pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995).
3.2.4. VITEK 2 Otomatize Sistemi ile Tamimlama

Biyokimyasal testlerle tanimlama yaninda VITEK 2 otomatize sistemi (Biomerieux,
Vitek 2) ile tekrar tanimlama yapildi. Biyokimyasal testler haricinde 160 susun 154 tanesi
VITEK 2 ile tekrar tanimlandi.

3.2.5. MALDI-TOF-MS Analizi ile Tanimlama

Yiizaltmis susta, biyokimyasal tertlerle ve VITEK 2 otomatize tiplendirme sistemi ile
tanimlanamayan alt1 sus, Acibadem Universitesi (Istanbul), Acibadem Labmed Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’ nda Maldi Biotyper Automation Control and Bruker Biotyper
software version 3.4 (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) cihazinda MALDI-TOF-MS

analizi ile cins ve tiir seviyesinde tanimlandi.
3.2.6. Antimikrobiyal Duyarhlik Deneyleri

Antimikrobiyal duyarlilik deneyleri The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing rehberine uygun olarak standart disk difiizyon yontemi ile yapilmistir
(EUCAST, 2016). Trimetoprim/sulfametoksazol (SXT, 1.25 ug/23 ug), streptomisin (S, 300
ug), gentamisin (GN, 10 ug), siprofloksasin (CIP, 5 pg), sulbaktam/ampisilin (SAM, 10/10
ug), imipenem (IMP, 10 ug), ampisilin (AMP, 10 pg), seftazidim (CAZ, 30 ng), sefazolin
(CZ, 30 pg), sefuroksim (CXM, 30 pg), tetrasiklin (TE, 10 pg) ve kloramfenikol (C, 30 ug)

olmak tizere 12 antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanildi. Bakteriler logaritmik tireme
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fazina kadar LB buyyonda iiretilerek, su veya steril serum fizyolojik ile 0.5 McFarland
bulaniklik serisine (% 1.175 BaCl2.2H20 ¢ozeltisinden 0.5 mL ile % 1 H2SO4 ¢ozeltisinden
99.5 mL kanstirilarak hazirlandi) uyacak sekilde sulandirildi (yaklasik 1,5 x 108
bakteri/mL). Do6rt milimetre kalinligindaki Mueller-Hinton agar (pH 7.2-7.4) besiyeri
plaklart hazirland1 ve besiyeri yilizeyi kurutuldu. Ucu pamuklu steril bir ekiivyon, bulanikligi
ayarlanmisg kiiltiire batirilarak bakteriler Mueller Hinton agar yiizeyine ekildi. Plaklar her
defasinda dondiiriilerek agar yiizeyinde ekim yapilmamis yer kalmamasina dikkat edildi, son
olarak ekiivyon, plagin kenarlarinda ¢epecevre gezdirilerek ekim islemi tamamlandi ve agar
yiizeyi tekrar kurutuldu. Buzdolabinda (4 °C) saklanan antibiyotik diskleri agar iizerine
yerlestirildi, diskler arasinda en az 24 mm olmasina dikkat edildi. Yiizelli mm’ lik petriler
en fazla 12, 100mm’ lik plaklara en fazla bes disk yerlestirildi. Diskler yerlestirildikten sonra
plaklarin kapaklar alt kisma gelecek sekilde ters g¢evrilerek, 35-36.5 °C’de 16-18 saat
inkiibasyona birakild1. inhibisyon smir1 ¢iplak gézle goriilebilir {iremenin bittigi ¢izgi olarak
kabul edildi. Inkiibasyondan sonra inhibisyon zon c¢aplart (mm) bir cetvel yardimi ile
olgiilerek bu antibiyotiklere kars1 hassasiyetleri EUCAST kriterlerine gore hassas (S), orta
hassas (I) ve direngli (R) olarak degerlendirildi (EUCAST, 2016). Direng sikligi
hesaplamalarinda orta hassas izolatlar hassas olarak kabul edildi. Testlerde kalite kontrolii
i¢in Escherichia coli ATCC25922 susu kullanildi.

3.2.7. Toplam DNA izolasyonu

Bakteriler 3-5 mL LB si1v1 besiyerine inokiile edildi ve 20 saat 37 °C’de sallayicili
inkiibatorde tiretildi. Kiiltiirtin 1.5 mL’si mikrosantrifiij tiipiine alinarak 13.000 rpm’de 1 dk
¢oktiiriildii. Siipernatant atildi ve pelet 1 mL deiyonize suda vortekslenerek ¢oziildii. Bu
yikama islemi 3 kez tekrarland1. Ugiincii kez vorteks yapildiktan sonra daha énce hiicreler
95 °C’de 10 dk isitilarak lizise ugratildi. Debris, 4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dk
santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Siipernatant temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinarak alikotlar
halinde PZR’da kalip DNA kaynag1 olarak kullanilmak iizere derin dondurucuda saklandi
(Ausubel vd., 1995).

3.2.8. PZRile integron Gen Kasetleri ve Diren¢ Genlerinin Taranmasi

a.Integron Gen Kasetlerinin PZR ile Taranmasi: PZR reaksiyonu i¢in suslarin
kaynatma metodu ile elde edilen DNA’lar kullanildi. Master mix hazirlama asamasinda
biitiin islemler buz lizerinde gerceklestirildi. Bilesenler -20 °C’den ¢ikartilip buz {izerinde

cozlinmeleri saglandi. PZR toplam 50 pL’lik hacimde hazirlandi, 200 pL’lik PZR tiiplerinde
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yapildi. Her bir primerden 10 pmol, 1X reaksiyon tamponu (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI,
pH 9.0, % 1 Triton-X-100), 0.2 mM her bir deoksiniikleotit trifosfat (ANTP; dATP, dGTP,
dCTP, dTTP), 1.5 mM MgCl2 ve 1 U Taq polimeraz kullanilarak reaksiyon karigimi
hazirlandi. PZR reaksiyonu i¢in kullanilan primerler tablo 3’ de gosterilmektedir. Her bir
PZR tiipiine master mix karigimdan 48 pL ve 2’ ser uL kalip DNA eklendi. Negatif kontrol
olarak master mix hazirlanirken kullanilan su, pozitif kontrol olarak E. coli KD39 (sinif 1
integron pozitif, siif 1 integron degisken bdlge pozitif) (Ozgiimiis vd. 2009) kullanildi.

Ornekler termal dongii cihazina yerlestirildi ve uygun programda (Tablo 3) ¢alistirildi.

Tablo 2. PZR reaksiyonunda kullanilan master mix bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Stok konsantrasyon Miktar (uL) 1X

Buffer 10X 5
dNTP mix 2.5 mM 1
MgCl; 25 MM 3

Primer 1 10 pmol/pL 0.5

Primer 2 10 pmol/puL 0.5

Taq polimeraz 5 U/uL 0.2

Steril deiyonize su 37.8
Kalip DNA 2
Toplam hacim 50

b.Beta Laktamaz ve Diger Diren¢ Genlerinin PZR ile Taranmasi: Beta laktamaz direng
genlerinin varliginin arastirtlmasi i¢in spesifik PZR ile TEM, SHV ve OXA genlerinin
tarandi. Diger direng genleri taranirken kendi icerisinde yapilan gruplandirma ile tetrasiklin
genleri; tetA, tetB, tetC, tetD ve tetE genleri tarandi. Kinolon direngli suslarda plazmit aracili
kinolon direncinin belirlenmesi i¢in; gnrA, gnrB, qnrS, gepA, aac(6’)-1b-cr genleri PZR ile

tarandi. Kromozomal kinolon direncinin belirlenmesi i¢in de gyrA ve parC genlerinin kismi
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PZR iiriinlerinin DNA dizi analizleri yapildi. PZR reaksiyonu i¢in kullanilan primerler tablo 3’ te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan oligoniikleotit primer dizileri ve amplikon biiyiikliikleri

Primer Ad1 Gen Primer Dizisi (5° = 3°) Uriin Biiyiikliigii Referanslar
(bo)

Intl1F Intl1 integraz GGTCAAGGATCTGGATTTGG 500bg (Machado vd., 2005)
IntI1R ACATGCGTGTAAATCATCGTC
IntI2F Intl2 integraz CACGGATATGCGACAAAAAGGT 740bg (Machado vd., 2005)
IntI2R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG
5°-CS Sinif 1 integron degisken bolge GGCATCCAAGCAGCAAG Degisken (Lévesque vd., 1995)
3’-CS AAGCAGACTTGACCTGA
hep51 Simnif 2 integron degisken bolge GATGCCATCGCAAGTACGAG Degisken (White vd., 2001)
hep74 CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA

TEM-F blatem ATGAGTATTCAACATTTCCG 857b¢ (Arlet vd., 1995)

TEM-R CCAATGCTTAATCAGTGAGG



1%

SHV-F

SHV-R

OXA-F

OXA-R

tet(A)-1

tet(A)-2

tet(B)-1

tet(B)-2

tet(C)-1

tet(C)-2

tet(D)-1

tet(D)-2

tet(E)-1

tet(E)-2

gnrAl

blasnv

blaoxa

tetA

tetB

tetC

tetD

tetk

gnrA

TTATCTCCCTGTTAGCCACC

GATTTGCTGATTTCGCTCGG

ACACAATACATATCAACTTCGC

AGTGTGTTTAGAATGGTGATC

GTAATTCTGAGCACTGTCGC

CTGCCTGGACAACATTGCTT

CTCAGTATTCCAAGCCTTTG

ACTCCCCTGAGCTTGAGGGG

GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC

CCTCTTGCGGGAATCGTCC

AAACCATTACGGCATTCTGC

GACCGGATACACCATCCATC

AAACCACATCCTCCATACGC

AATAGGCCACAACCGTCAG

ATTTCTCACGCCAGGATTTG

796b¢

885b¢

917b¢

396bg

589b¢

787be

278b¢

516bg

(Arlet vd., 1997)

(Lim vd., 2009)

(Guardabassi vd., 2000)

(Guardabassi vd., 2000)

(Schmidt vd., 2001)

(Marshall vd., 1983)

(Marshall vd., 1983)

(Robicsek vd., 2006)
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gnrA2

gnrB1

gnrB2

gnrS1

gnrS2

gyrAWR

gyrAWF

parCWR

parCWF
gepAF
gepAR
acclbR

acclbF

gnrB

gnrS

gyrA

parC

gepA

acc(6’)-1b-cr

GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

GGMATHGAAATTCGCCACTG?

TTTGCYGYYCGCCAGTCGA?

GCAAGTTCATTGAACAGGGT

TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

GCCATACCTACGGCGATACC

AAATCTGCCCGTGTCGTGGT

GCGAACGATTTCGGATCGTC

CTGAATGCCAGCGCCAAATT

AACTGCTTGAGCCCGTAGAT

GTCTACGCCATGGACCTCAC

CTGGAATGCCTGGCGTGTTT

TTGCGATGCTCTATGAGTGGC

264bg

428bg

344bg

168b¢

596bg

482bg

(Cattoir vd., 2007)

(Cattoir vd., 2007)

(Kim vd., 2009)

(Kim vd., 2009)

(Kim vd., 2009)

(Park vd., 2006)

M:AyadaC.H:AyadaCyadaT.Y:CyadaT.
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PZR karisimlar1 50 pL son hacim olacak sekilde; 1 iinite Tag DNA polimeraz I, 2 pL DNA, 5 pL 10X DNA polimeraz tamponu, 3 pL

1.5mM MgClz, 2.5 uL 1 mM dNTP mix ve 0.5 pL her bir primer stogu (10 pmol/uL) ve son hacim steril deiyonize su tamamlanarak hazirlandi.

PZR i¢in kullanilan amplifikasyon programlari tablo 4’ te belirtilmistir. Amplifikasyon tiriinleri % 1.5-2' lik agaroz jelde yiiriitiildi ve UV ile

goriintiilendi.

Asama

ik

denatiirasyon

Denatiirasyon

Baglanma

Tablo 4. Polimeraz zincir reaksiyonu amplifikasyon kosullari

Genler

Sicakhk®°C/Siire(dk/sn)/ Dongii

Intil

Intl2

94 (5dk)

94 (1dk)

57 (1dk)

Sinif 1 integron Sinif 2 blarem  blasny  blaoxa tetA tetB
degisken bolge integron
degisken bolge
94 (2dk) 94 (3dk) 94 94 96 94 94

(5dk)  (5dk)  (5dk) (3dk) (3dk)

94 (30sn) 94 (45sn) 94 94 96 94 94
(1dk)  (1dk)  (1dk)  (30sn)  (30sn)

56 (45sn) 55 (1dk) 55 55 60 58 55
(dk)  (1dk)  (1dk)  (1dk)  (1dK)

tet

C,D,E

94
(5dk)

94
(30sn)

56
(30sn)

anr

AB,S

95
(10dk)

95
(1dk)

54
(1dk)

parC

gyrA

94
(5dk)

94
(40sn)

54
(40sn)

qepA

96
(1dk)

96
(1dk)

60
(1dKk)

acc-6-
Ib-cr

94
(5dk)

94
(1dk)

54
(1dk)



1%

Uzama

Son uzama

Dongii sayis1

72 (1dK)

72 (10dk)

34

72 (2dK)

72 (5dk)

34

72 (2dk)

72 (5dk)

34

72
(1d)

72
(7dk)

34

72
(1dk)

72
(7dk)

34

72
(2dk)

72
(10dK)

35

72 72 72 72 72 72 72
(1dk)  (45sn)  (45sn)  (ldk)  (40sn) (1dk)  (1dKk)

72 72 72 72 72 72 72
(5dk)  (5dk)  (7dk)  (10dk)  (5dk)  (5dk)  (10dk)
34 34 29 35 35 30 30




c.Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilleme: Calismada PZR iirlinlerinin
yiriitiilmesinde % 2 agaroz ve elektrolit olarak Tris EDTA asetik asit tamponu (TAE, pH
8.4) kullanild1. Jele son konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir eklendi.
DNA’nin jel iizerinde izlenebilmesi i¢in ylikleme tamponu olarak Orange G bileseni
kullanildi. Orneklerin jelde dagilmamasi igin ilk etapta jel diisiik voltta yiiriitiildiikten sonra
elektroforez tankinin hizi 80-100 volt araligina ¢ikartildi (Ausubel vd., 1995). Bantlarin
biiytikliiklerinin belirlenmesi i¢in molekiiler agirlik standardi 100bp DNA ladder (Vivantis)
kullanildi. Olusan bantlar UV transilluminatdrde gozlendi ve jelin fotografi jel goriintiileme

cihazinda ¢ekildi ve degerlendirildi.
3.2.9. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)
PFGE uygulamasinda Durmaz vd. (2007)’ nin optimize ettikleri protokol izlendi.

a.Izolatlarin Hazirlanmasi: Daha énce tiir diizeyinde tanimlanmis ve -80 °C’ de
stoklanmis yapilmis olan bakteri suslarinin koyun kanl agar besiyerine tek koloni ekimi
yapildi. Etiivde 37 °C’ de 2024 saat kosullarda inkiibe edildi. Bir gecelik inkiibasyondan
sonra saflig1 kontrol edilerek tek koloniden tekrar Mueller Hinton agar besiyerine pasaj
yapildi. Bir gece inkiibasyona birakildi. Saf kiiltiir halinde {ireyen koloniler, plastik 6ze ile
toplanarak 2 mL HST i¢inde siispanse edildi. Hiicre stispansiyonu 11.200 rpm’ de 4 °C’ de
10 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda tistteki HST atildi. Peletin {izerine tekrar 1
mL soguk HST eklenerek kisa siireli vorteks yapildi. Bakteri yogunlugu, spektrofotometre
ile 590 nm’ de 1 absorbans ayarlandi. Bakteri siispansiyonu kisa siire i¢inde (5 dakika)

agaroza gomiilecek ise oda 1sisinda, gecikecek ise kirik buz iginde bekletildi.

b.izolatlarin Agaroza Gomiilmesi: HST icerisinde % 2’ lik diisiik erime 1s1l1 agaroz
hazirlandi. Hazirlanan agaroz 50 °C” lik 1s1 bloguna bekletildi ve % 10° luk SDS’den 1 mL
eklenerek pipetajlanarak kopiirmemesi i¢in 6zen gosterilerek karistirildi. Agaroz-SDS
karigimindan 100 pL ependorf tiiplere dagitilirak 50 °C deki 1s1 blogunda bekletildi. Bakteri
stispansiyonunda 100 pL alinarak 50 °C’ de tutulan ve igerisinde 100 uL diisiik erime 1s1li
agaroz-SDS bulunan tiipe eklendi. Birka¢ defa pipetaj yapildi. Hiicrelerin agaroz iginde
homojen dagilmas1 saglanarak bekletilmeden hiicre-agaroz-SDS karisimindan hava
kabarcig1 olmayacak sekilde agaroz kalibma 100 uL dagitildi. Kaliplar, 4 °C’ de agaroz
katilasincaya kadar 10 dakika bekletildi. Agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA
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hazirlanmasi i¢in 6nemlidir, erken parcalanmasi ve endoniikleaz aktivitesi azalir, agarozun

homojen katilagsmasi saglanir.

c.Agaroz Icindeki Hiicrelerin Parcalanmasi: Hiicre liziz solusyonu—1 (HLS-1)
hazirlandi. Ancak, lizozim ve proteinaz K pargcalama tamponunun igerisine kullanim
sirasinda eklendi. 5 mL’ lik steril kapakl: tiiplere 0.5 mL HLS—1 konuldu. Agaroz, kaliptan
cikarilarak lizis solusyonuna yerlestirildi. 37 °C’de 1.5 saat ¢alkamali su banyosunda
bekletildi. HLS—1 dokiilerek yerine hiicre liziz solusyonu—2 (HLS-2) konuldu. HLS-1’ de
oldugu gibi proteinaz K, parcalama tamponu igerisine kullanim sirasinda eklendi. 55 °C’ de

2.5 saat ¢alkamali su banyosunda bekletildi.

d.Agaroz Kahplarmm Yikanmasi: Tipler buz igerisinde 15 dakika bekletilerek
agaroz kalibinin katilagsmas1 saglandi. Sonra HLS-2 dikkatlice aspire edildi. Agaroz kalip
bulunan tiipe, 50 °C’ ye 1sitilmis olan steril ultra saf sudan 4 mL eklenerek 50 °C ¢alkamali
su banyosunda 15 dakika bekletildi. Su tamamen aspire edilerek yikama iglemi iki defa daha
tekrarlandi. Daha sonra agaroz kaliplari ii¢ defa (her biri 50 °C’de 15 dakika olmak {izere) 4

mL TE tamponuyla yikandi. Yikama sonrasinda agaroz kaliplarinin seffaflastigi gortildi.

e.Agaroz Kaliplar i¢indeki DNA’nin Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesilmesi:
Bir lam iizerine alinan agaroz kalib1 bistiirii yardimiyla Y4 oraninda kesilerek ependorflara
konuldu. Pargalardan biri 100 pL 1X Xbal tamponu igerisine konularak g¢alkamali su
banyosunda 37 °C’ de 10 dakika bekletildi. (Diger pargalar sonraki ¢alismalarda kullanilmak

tizere 1X TE tamponu igerisinde saklandi). Sonra siv1 aspire edildi.

Her agaroz kalib1 igin; 10 uLL 10X Xbal tamponu, 3 ul Xbal enzimi (20 U/6rnek), 87
uL steril saf su toplam hacim 100 pL olacak seklinde hazirlandi. Siire sonunda enzim
tamponu aspire edilerek yukarida anlatildigi gibi hazirlanan enzim karisimindan
ependorflara konulup calkamali su banyosunda 37 °C’ de 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon

sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.

f.Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi ve Kahiplarin Jele Yiiklenmesi: 0.5X TBE
iginde 100 mL % 1’ lik agaroz hazirlandiktan sonra 45-50 °C’ de su banyosunda bekletildi.
Agaroz dokiilecek kaset hazirlanarak su terazisi ile tamamen diizgilin oldugu kontrol edilmis
bir zemine konuldu. On bes disli taragin u¢ kismina enzimle kesilmis agaroz kaliplarinin her
biri yerlestirildi. Taragin iki kenar ve ortasindaki dislere kontrol susuna (E. coli
ATCC25922) ait kaliplar yiiklendi. Sicakligi yaklasik 45-50 °C olan agaroz, dikkatli bir

sekilde hava kabarcig1 olusturulmadan kaset i¢ine dokiildii. Oda 1s1sinda katilagincaya kadar
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bekletildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildi. Sonra agaroz kasetinin g¢ergeveleri ¢ikarilarak tabla
tizerindeki agaroz, igerisinde 1900-2000 mL 0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankina
yerlestirildi.

g.Elektroforez: CHEF DR Il sisteminde; baslangi¢ vurus siiresi 5 sn, bitis vurus
siiresi 30 sn, vurus acist 120° akim 6V/cm?, sicaklik 14 °C, siire 20 saat olacak sekilde

elektroforez kosullar1 belirlendi.

h.Sonucun Gézlenmesi ve Analizi: Belirtilen siire sonunda elektroforezden sonra
jel, etidyum bromiir igeren ultra saf su i¢ine alindi. 20 dakika boyanarak UV 1s1g1 altinda
goriintiilendi DNrBio-Imaging Systems ile DNA bant goriintiilerinin fotografi gekildi.
Resimler TIFF formatinda kaydedildi. BioNumerics (AppliedMaths, Inc., Belgika, 6.01
versiyon) yazilim sistemi kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde ii¢
adet bulunan kontrol susu yardimi ile resimler arasi normalizasyon yapildi. PFGE
profillerinin dendogrami olusturularak kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagh “Dice”
benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi. Tenover vd. (1997), tarafindan
gelistirilmis kriteler kullanilarak izolatlar ayni, yakin iligkili, muhtemel iliskili ve iligkisiz

olarak degerlendirildi.
3.2.10. Cift Disk Sinerji Testi (CDST) Yontemi ile GSBL Tayini

Ampisiline direncli bakterilerde GSBL iiretiminin fenotipik taranmasi i¢in, Jarlier
vd. (1988)’ in onerileri dogrultusunda CDST ile yapildi. GSBL {iretimi test edilecek
enterobakteriler gere¢ ve yontemin 3.2.6” sinda belirtildigi gibi bulaniklig: 0.5 McFarland
olarak ayarlanmis bakteri siispansiyonu Mueller Hinton agar besiyerine ekimi yapildi.
Petrinin merkezine amoksisilin/klavulanik asit (30pg) diski ve bu diskin 25-30mm uzagina
seftazidim (30ug) diski yerlestirildi. Agarlar 35 °C’ de 18-20 saatlik inkiibasyondan sonra
degerlendirmeye alindi. Seftazidim diskinin amoksisilin/klavulanik asit diskine dogru
belirgin olarak genislemesi ve iireme olan boliimlerde inhibisyonlarin goriilmesi GSBL
tiretimi olarak kabul edildi. Gerektiginde diskler arasi mesafe 20-25 mm’ ye indirilerek

yalanci negatiflik ihtimali bertaraf edildi.
3.2.11. Konjugasyon Deneyi

Plazmit DNA nin konjugasyon ile transfer deneyleri broth mating (sivida giftlesme)

prensibine dayanilarak, Ozgiimiis (2001) doktora tezinde kullandig1 yéntem dogrultusunda
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gerceklestirildi. Deneylerde verici hiicre olarak TEM ve SHV genleri igeren bakteri suslari,
alic1 hiicre olarak rifampisine direngli E. coli K12 J53-2 (met pro F* Rif") susu kullanildi.

Alict ve verici hiicrelerden tek koloni alinip, 3 mL LB broth besiyerine ekildi ve
calkalayicili inkiibatorde 37 °C’ de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda alic1 ve
verici hiicre slispansiyonundan esit hacimde (1:1) alinip, temiz bir tiipte karistirildiktan
sonra, 35-37 °C’ de 24 saat calkalamadan inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda transkonjugant
karisimlari vortekslendi ve segici besiyerlerine ekimleri yapildi. Transkonjugantlarin se¢imi
i¢in; daha 6nceden hazirlanmis olan alici hiicre E. coli J53-2” nin direngli oldugu rifampisin
(150 pg/ml), verici hiicrenin direngli oldugu ampisilin (50 pg/mL) eklenmis EMB agar
besiyerlerinin yiizeyine konjugasyon karigiminin 107 diliisyonundan otomatik pipet
yardimiyla 100 pL transfer edildi ve steril cam baget ile agar yiizeyine yayilarak 18-24 saat
inkiibasyona birakildi. Metalik mavi-yesil réfleli koloniler fenotipik olarak transkonjugant
olduklar1 diistiniilerek, secici EMB agarlara pasajlandi. Ayni fenotipte lireyen bakteri
kolonileri, 4 farkl igerikteki secici agarlara replika ekimleri yapildi:

Minimal Agar Besiyeri: Alict hiicre olan E. coli J53-2’ nin oksotrof oldugu methionin ve
prolin amino asitlerinden sadece birini i¢geren minimal agar.

Rifampisin ve Ampisilin Iceren Agar Besiyeri: 150 pg/mL rifampisin+50 pg/mL
ampisilin igeren EMB agar plagi.

Rifampisin Iceren Agar Besiyeri: 150 ug/mL rifampisin igeren EMB agar plagi.
Ampisilin iceren Agar Besiyeri: 50 ug/mL ampisilin igeren LB agar plag1.

Minimal agarda liremeyen, 2, 3 ve 4’te lireyen metalik yesil rofleli kolonilerin
transkonjugant olarak kabul edildi. Konjugasyon etkinliginin hesaplanmasi igin
konjugasyon karisimindan 6nce verici hiicrelerin canli bakteri sayimi yapildi. Bunun igin
verici hiicre kiiltiirlerinin 10" den 107 ye kadar diliisyonlar1 yapildi ve 10 ve 107
diliisyonlardan 100 pL alinip LB agara yayma ekimleri yapildi ve 37 °C’ de 18-24 saat

inkiibe edilerek kolonilerin sayimi yapildi. Canli bakteri sayisinin hesaplanmasi i¢in “Esitlik

1" kullanildi.
Canli Bakteri Sayisi (mL’de) = Agardaki Koloni Sayisi / Ekilen Miktar (mL) X Sulandirim Katsayisi

(Esitlik1)

50



Izolatlardaki konjugasyon etkinliginin belirlenmesi icin primer seleksiyon plaginda
tireyen transkonjugant kolonileri sayildi, mililitredeki transkonjugant sayisi belirlenerek

“Esitlik 2” yardimi ile konjugasyon etkinligi hesaplandi.

Konjugasyon Etkinligi = Transkonjugant Sayist (mL de) / Verici Hiicre Sayist (mL’de) (Esitlik2)
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4. BULGULAR
4.1. Enterobacteriaceae Izolatlarinin Tiir Tayinleri

Tez calismasinda; yapilan biyokimyasal testler, VITEK 2 ve MALDI-TOF-MS
analizleri sonucunda, 162 susun (iki sus Gram pozitif boyanma 06zelligi gosterdigi igin
calismadan ¢ikarildi); 68’ i Citrobacter, 25” i Enterobacter, 17’ si E. coli, 14’ i Raoultella,
13° 1 Klebsiella, 4’ i Aeromonas, 4° i Serratia, 4’ @ Hafnia, 3° i Kluyvera, 2’ si
Pseudomonas, 2’ si Sphingomonas, 1’ i Morganella, 1’ i Stenotrophomonas, 1’ i Pantoea,
1’ i Leclercia olarak belirlendi. Yapilan biyokimyasal testler haricinde VITEK 2 ile tiim
orneklerin tiplendirmesi dogrulandi, alti Ornegin tiplendirmesi, VITEK 2 ile

yapilamadigindan MALDI-TOF-MS analizi ile yapildi.

Tablo 5. Kurbagalardan izole edilen bakterileri tiirleri ve yiizde oranlari

BAKTERI TURLERI Say1 (Yiizde)
Citrobacter spp (C. freundii, C. braakii, C. amalonaticus) 68 (42.5%)
Enterobacter spp (E. amnigenus, E. asburiae, E. cloacae complex) 25 (15.6%)
Esherichia coli 17 (10.6%)
Raoultella spp (R. planticola, R. ornithnolytica) 14 (8.8%)
Klebsiella spp (Klebsiella spp, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae 13 (8.1%)
SSp pneumoniae)
Aeromonas spp (A. sobria, A. hydrophila, A. veronii) 4 (2.5%)
Serratia spp (S. fonticola, S. liquefaciens group) 4 (2.5%)
Hafnia (H. alvei) 4 (2.5%)
Kluyvera (K. cryocrescens) 3 (1.9%)
Pseudomonas (P. putida) 2 (3.3%)
Sphingomonas (S. paucimobilis) 2 (3.3%)
Morganella (M. morganii ssp sibonii) 1 (0.6%)
Stenotrophomonas (S. maltophilia) 1 (0.6%)
Pantoea 1 (0.6%)
Leclercia (L. adecarboxylata) 1 (0.6%)
160 (100%b)

52



Kurbaga orneklemesi ve bakteri identifikasyonu sonucunda toplam 160 sus elde
edildi. Bu suslardan 42 tanesi erkekler kurbagalardan, 58 tanesi disi kurbagalardan ve 60

tanesi de geng (juvenil) kurbagalardan izole edildi.
4.2. Antibiyotik Duyarhhik Testi

Antibiyotik duyarlilik testleri yaptiktan sonra, erkek kurbagalardan elde edilen 42
susun 34" {intin (% 80.9), disi kurbagalardan elde edilen 58 susun 41’ inin (% 70.6) ve geng
kurbagalardan alinan 60 susun 47’ sinin (% 78.3) ¢oklu ilaca (2 ya da daha fazla ilaca kars1

direnc) direncli oldugunu belirledi.
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Tablo 6. VITEK 2 ve MALDI-TOF-MS analizleri ile suslarin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik test sonuglari

12°]

Sus VITEK 2/MALDI-TOF-MS Antibiyotikler***

No Kodu* Sonu¢ Oranlarina Gore SXT S GN CIP SAM IMP AMP CAZ CZ CXM TE C
Tanimlama** 25 300 10 5 20 10 10 30 30 30 10 30

1. R1A1 %87 Citrobacter freundii S S S S S S R S S S S S
2. R1A2 %96 Citrobacter freundii S S S S S | R S | S S S
3. R1A5 %96 Citrobacter freundii S S S S S | R R R R S S
4, R1B1 %95 Citrobacter freundii S S S S S | R R R R S S
5. R1B2 %97 Citrobacter freundii S | I S I R R | R S S S
6. R1B4 %95 Citrobacter freundii S | S S R | R R | R S S
7. R1C1 %95 Enterobacter amnigenus S S S S S S S S R S S S
8. R1C2 %99 Enterobacter amnigenus S I S S S I I S R R S S
9. R1C3 %99 Enterobacter amnigenus S S S S S S S S I S S S
10. R2B3 %99 Citrobacter braakii S S S S S S R S | S S S
11. R2C1 Citrobacter ssp. S R S S R I R R R R S S
12. R2C2 Citrobacter ssp. S R R I R R R R R R S S
13. R2C3 %95 Escherichia coli S I S S R | R S R R S S
14, R2A1 %99 Citrobacter braakii S I S S S S R | R S S S
15. R2A2 %99 Citrobacter braakii S | S S S S S S | S S S
16. R2A3 %99 Citrobacter braakii S S S S S S | S | S S S
17. R3B2 %99 Enterobacter asburiae S S S S I | R S | S S S
18. R3B5 Enterobacter ssp. S S S S S S R S S S S S
19. R3B6 Citrobacter ssp. S S S S S S R S S S S S
20. R3B7 %95 Raoultella planticola S S S S S S R S S S S S
21. R3B8 %97 Enterobacter cloacae complex S S S S R I R S S S S S
22. R3B9 %95 Raoultella ornitnolytica S S S S I S R S I S S S

Enterobacter asburiae

23. R3B10 (MALDI-TOF-MS) S S S S R | R S S S S S
24. R3B11 Enterobacter ssp. S S S S I | R S S S S S
25. R3B12 %99 Escherichia coli S S S S S S | S S S S S




qS

26.

217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

39.

40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
47.
48.
49,
50.
51.
52.
53.
54.

T1A1l

T1A2
T1A3
T1B1
T1B2
T1B3
T1B4
T1B5
T1B6
T2Al
T2A2
T2A3
T2B3

T2B5

T2B6
T2C1
T2C2
T2C3
T3C1
T3C2
T3C3
T3C4
T3C5
T3C6
T3C7
T3C8
T3C9
AlAl
AlA2

Citrobacter freundii
(MALDI-TOF-MS)
Enterobacter ssp.
%98 Aeromonas sobria
%91 Raoultella ornitnolytica
%94 Serratia fonticola
Citrobacter ssp
Citrobacter ssp
Citrobacter ssp
Citrobacter ssp
Citrobacter ssp
Citrobacter ssp
Citrobacter ssp
Citrobacter ssp
Enterobacter asburiae
(MALDI-TOF-MS)
%095 Citrobacter freundii
%99 Citrobacter freundii
%89 Citrobacter freundii
%95 Citrobacter freundii
%99 Escherichia coli
%99 Escherichia coli
%99 Escherichia coli
%94 Klebsiella oxytoca
%97 Raoultella planticola
%91 Raoultella planticola
%96 Enterobacter cloacae complex
%95 Raoultella ornitnolytica
%95 Citrobacter freundii
%99 Citrobacter braakii
%99 Citrobacter braakii

(9p)
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99

55.
56.
S7.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.

AlA3
AlB1
AlB2
Al1B3
AlC1
AlC2
Al1C3
A2A1
A2A2
A2A3
A2B1
A2B2
A2B3
A2B4
A2B5
A2B6
A3B1
A3B2
A3B3
A3B4
A3B5
A3B6
A3C1
A3C2
A3C3
G1A1
G1A2
G1A3
G1B1
G1B2
G1B3

%99 Klebsiella oxytoca
%85 Klebsiella pneumoniae
%97 Citrobacter freundii
%93 Serratia liquefaciens group
%99 Hafnia alvei
%98 Serratia fonticola
%99 Hafnia alvei
Citrobacter spp
Citrobacter spp
Citrobacter spp
%99 Citrobacter freundii
%99 Citrobacter freundii
%95 Citrobacter koseri
%91 Klebsiella oxytoca
%99 Enterobacter amnigenus
%99 Klebsiella oxytoca
Pseudomonas spp
%99 Citrobacter freundii
%87 Sphingomonas paucimobilis
%94 Kluyvera cryocrescens
%99 Raoultella ornitnolytica
%97 Citrobacter braakii
%99 Citrobacter braakii
%98 Leclercia adecarboxylata
%99 Klebsiella oxytoca
%99 Enterobacter cloacae complex
Citrobacter spp
Enterobacter ssp
%98 Enterobacter cloacae complex
%98 Enterobacter cloacae complex
Enterobacter ssp
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LS

86.
87.
88.
89.
90.

91.

92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.

99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.

111.

112.

G1C1
G1C2
G1C3
G2A1
G2A2

G2A3

G2B1
G2B2
G2B3
G2C1
G2C2
G2C3
G3Al

G3A2

G3A3
G3AR1
G3AR?2
G3AR3

G3C1

G3C2

G3C3

O1A1

O1A2

O1A3

O1B1

01B2

0O1B3

%97 Citrobacter braakii
%95 Enterobacter cloacae complex
%95 Klebsiella oxytoca
%98 Enterobacter cloacae complex
%88 Enterobacter cloacae complex
%91 Klebsiella pneumoniae ssp.
pneumoniae
%96 Citrobacter freundii
%97 Citrobacter freundii
%97 Citrobacter freundii
%93 Citrobacter freundii
Citrobacter spp
Citrobacter spp
%99 Citrobacter braakii
Citrobacter braakii
(MALDI-TOF-MS)
%97 Citrobacter braakii
%99 Hafnia alvei
%99 Hafnia alvei
Morganella morgani ssp. sibonii
%93 Escherichia coli
%97 Escherichia coli
%99 Escherichia coli
%96 Enterobacter cloacae complex
%94 Raoultella ornitnolytica
%95 Raoultella ornitnolytica
%92 Pantoea sp.
Escherichia coli
(MALDI-TOF-MS)
Escherichia coli
(MALDI-TOF-MS)

OV OOUuLuLLLLLLOLOO O OO nunLw O O, umuwm

wn

nmw vu—-JTnN————umvun— — —JJVO—0IO— 0O OLUO-——Wwb

v Oun=——0m

—_——0unun-

VUL —VLuumuunmununmw m

wn

- O uLunvLunuunuumumw O OnmAaO-—wm

N OuOUuLnunuunmuomuuoumwmomuom

()

nw VNIV —VDIOVOOVDIO 0O OWIOOVDIOOXVO O DOWLWAOAD

o)

“wu u-TIxTuvV—uLOO——XOXV — VOX—OV—O0V0V 0O OVIO—L0—

A DOVOVOVOVOVOVOVDIOON U VDOV OUVDONVU O 00U AUAD

)

uwu ounuItTuvuoulxTun——00 — —OMWmIO—X0V—X0 0O OU—=—210WwW

wn

wW—2VXXVVIOVXOVOVDIOVOOVOUD — OVDIOVIU—T0VXVDO 0000 —

o)

O O—ULuunIdunooTnad Ou OuUunIdunudod n DIOn—W;m

(]

N OO ULLnOuLIOOLOLO O LB, O Ounnmwuouwm

(]

N OOLULLnOmLIOTOLOLO O LU, O Ounnmwunmuwm

wm




89

113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124,
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.

133.

134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.

O1C1
01C2
01C3
02A1
02A2
02A3
02B1
02B2
02B3
02C1
02C2
02C3
03C2
03C3
03C5
03C6
03C7
03C8
03C9

03C10
03C12

S1A1
S1A2
S1A3
S1B1
S1B2
S1B3
S1C1
S1C2
S1C3

%99 Raoultella planticola
%92 Kluyvera cryocrscens
%95 Raoultella planticola
%095 Citrobacter freundii
%95 Citrobacter freundii
%095 Citrobacter freundii
%93 Klebsiella oxytoca
%89 Citrobacter freundii
%86 Citrobacter amalonaticus
%94 Citrobacter freundii
%94 Citrobacter freundii
%94 Citrobacter freundii
Citrobacter spp
Citrobacter spp
Klebsiella spp
Citrobacter spp
%99 Raoultella planticola
%94 Kluyvera cryocrscens
Citrobacter spp
%99 Raoultella planticola
%97 Klebsiella pneumoniae ssp.
pneumoniae
%95 Citrobacter freundii
%99 Citrobacter freundii
%99 Citrobacter freundii
%98 Aeromonas hydrophila/caviae
%94 Aeromonas veronii
%93 Aeromonas veronii
%99 Escherichia coli
%99 Escherichia coli
%99 Escherichia coli
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143. S2A1 %99 Escherichia coli S R S S I I R I S S
144, S2A2 %99 Escherichia coli S I S S R I S R I S S
%89 Klebsiella pneumoniae ssp.
145. S2A3 pneumoniae 9 R S | S | R | R | S S
146. S2B1 %99 Enterobacter cloacae complex S I S S R R R S R R S S
147. S2B2 %85 Enterobacter cloacae complex S R S S R R R R R R S S
%99 Stenotrophomonas

148. S2B3 maltophilia S R R S R R R R R R | S
149. S2C1 %87 Sphingomonas paucimobilis S R R S R R R R R R I S
150. S2C2 %99 Klebsiella oxytoca S I S S S S R S I S S S
151. S2C3 %99 Klebsiella oxytoca S R I S S I R S I S S S
152. S3B1 %95 Escherichia coli S I S S S S S S I S S S
153. S3B2 %99 Pseudomonas putida R I S S R S R I R R S R
154. S3B3 %95 Escherichia coli S I S S R I R S R R S S
155. S3C1 %99 Enterobacter amnigenusl S S S S S S R S I S S S
156. S3C2 %91 Raoultella ornitnolytica S I S S R I R R R I S S
157. S3C3 %99 Enterobacter cloacae complex S I S S R I R I R S S S
158. S3C5 Citrobacter spp S R S S R R R R R R S S
159. S3C6 %99 Serratia liquefaciens group S S S S S S I S I I S S
160. S3C8 %86 Citrobacter braakii S R S S R I R S R R S S

Kontrol Escherichia coli ATCC25922 S S S S S S I S S S S S

*Sus kodu; izolasyon yerinin ad1: birinci harf. izolasyon yerinin tiirii: birinci say1 (1-yerlesim, 2-ekolojik habitat 3-sanayi bolgesi). konak¢inin
cinsiyeti/yast: ikinci harf (A- erkek, B-disi, C-juvenil) ve ayn1 noktadaki izolatin seri numarasi: ikinci numara. R: Rana sp. cinsine ait kurbagalari
temsil etmektedir. **VITEK 2/MALDI-TOF-MS sonug oranlarina gére tanimlama siitununda yiizde degeri verilmeyen bakteri suslari diisiik
ayrim nedeniyle cins ismiyle ifade edilmistir.*** SXT: trimetoprim/sulfametoksazol. S: streptomisin. GN: gentamisin. CIP: siprofloksasin.
SAM: sulbaktam/ampisilin. IMP: imipenem. AMP: ampisilin. CAZ: seftazidim. CZ: sefazolin. CXM: sefuroksim.TE: tetrasiklin. C:
kloramfenikol.



Bakterilerin identifikasyonu sonucunda en yiiksek sus sayisina sahip olan bes gruba
(Citrobacter, Enterobacter, E. coli, Raoultella ve Klebsiella) ait tiirlerinin antibiyotiklere
direng oranlar1 belirlenmistir. Antibiyotik duyarlilik testlerinde, 68 Citrobacter’ den 1 tanesi
trimetoprim/sulfametoksazole direngli, 21 tanesi streptomisine direngli, 3 tanesi gentamisine
direngli, 2 tanesi siprofloksasine direncli, 42 tanesi sulbaktam/ampisiline direncli, 25 tanesi
imipeneme direngli, 63 tanesi ampisiline direngli, 23 tanesi seftazidime direngli, 38 tanesi
sefazoline direncgli, 25 tanesi sefuroksime direngli olarak belirlenmis, tetrasiklin ve
kloramfenikole direncli olan Citrobacter susu belirlenememistir. 25 Enterobacter’ den 1
tanesi streptomisine direngli, 17 tanesi sulbaktam/ampisiline direngli, 11 tanesi imipeneme
direncli, 21 tanesi ampisiline direngli, 5 tanesi seftazidime direngli, 15 tanesi sefazoline
direngli, 11 tanesi sefuroksime direngli olarak belirlenmis, trimetoprim/sulfametoksazol,
gentamisin, siprofloksasin, tetrasiklin ve kloramfenikole direngli olan Enterobacter susu
belirlenememistir. 17 E.coli” den 1 tanesi trimetoprim/sulfametoksazole direngli, 2 tanesi
streptomisine direngli, 5 tanesi sulbaktam/ampisiline direngli, 1 tanesi imipeneme direngli,
13 tanesi ampisiline direngli, 2 tanesi seftazidime direncli, 9 tanesi sefazoline direngli, 3
tanesi sefuroksime direngli, 1 tanesi tetrasikline direngli olarak belirlenmis, gentamisin,
siprofloksasin, kloramfenikole direngli olan E. coli susu belirlenememistir. 14 Raoultella’
dan 1 tanesi trimetoprim/sulfametoksazole direngli, 1 tanesi streptomisine direngli, 5 tanesi
sulbaktam/ampisiline direngli, 2 tanesi imipeneme direngli, 14 tanesi ampisiline direngli, 3
tanesi seftazidime direngli, 7 tanesi sefazoline direncli, 2 tanesi sefuroksime direngli olarak
belirlenmis, gentamisin, siprofloksasin, tetrasiklin, kloramfenikole direngli olan Roultella
susu belirlenememistir. 13 Klebsiella’ dan 1 tanesi trimetoprim/sulfametoksazole direngli, 2
tanesi streptomisine direngli, 1 tanesi siprofloksasine direngli, 4 tanesi sulbaktam/ampisiline
direncli, 1 tanesi imipeneme direngli, 12 tanesi ampisiline direncli, 1 tanesi seftazidime
direncli, 5 tanesi sefazoline direncli, 1 tanesi sefuroksime, 1 tanesi tetrasikline direngli olarak

belirlenmis, gentamisin ve kloramfenikole direngli olan Klebsiella susu belirlenememistir.
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Tablo 7. Bakteri izolatlarinin antibiyotiklere direng oranlari

Bakteri Tiirleri (n)*

Antibiyotikler**

SXT S GN CIP SAM IMP AMP CAZ cz CXM TE C
Citrobacter spp (68) 1(1.5%) 21(30.9%) 3(4.4%) 2(2.9%) 42(61.8%) 25(36.8%) 63(92.6%) 23(33.8%) 38(55.9%) 25(36.8%) 0 0
Enterobacter spp (25) 0 1(4%) 0 0 17(68%)  11(44%)  22(88%)  5(20%) 15(60%)  11(44%) 0 0
Esherichia coli (17) 1(5.88%) 2(11.8%) 0 0 5(29.4%)  1(5.9%) 13(76.4%) 2(11.8%)  9(52.9%) 3(17.6%) 1(5.9%) 0
Raountella spp (14) 17.1%)  1(7.1%) 0 0 5(35.7%)  2(14.3%) 14(100%) 3(21.4%)  7(50%)  2(14.3%) 0 0
Klebsiella spp (13) 17.7%)  2(15.4%) 0 17.7%)  4(30.7%)  1(7.7%)  12(92.3%) 1(7.7%)  5(38.5%)  1(7.7%)  1(7.7%) 0
Aeromonas spp (4) 0 0 0 0 4(100%)  4(100%)  4(100%) 0 3(75%) 1(25%) 1(25%) 0
Serratia spp (4) 0 0 0 0 1(25%) 0 3(75%) 2(50%) 3(75%) 1(25%) 0 0
Hafnia spp (4) 0 0 0 0 4(100%)  1(25%)  4(100%)  1(25%)  4(100%)  3(75%) 0 0
Kluyvera spp (3) 1(33.3%) 0 0 0 0 1(33.3%)  3(100%) 0 3(100%)  2(66.6%) 0 0
Pseudomonas spp (2) 2(100%) 0 0 0 2(100%) 0 2(100%) 1(50%) 2(100%)  2(100%) 0 2(100%)



Sphingomonas spp (2) 0 1(50%) 1(50%) 0 2(100%) 2(100%) 2(100%) 1(50%) 2(100%) 2(100%) 0 0

Morganella spp (1) 0 0 0 0 1(100%) 0 1(100%) 0 1(100%)  1(100%)  1(100%) 1(100%)
Stenotrophomonas spp (1) 0 1(100%)  1(100%) 0 1(100%) 1(100%) 1(100%) 1(100%) 1(100%) 1(100%) 0 0
Pantoea spp (1) 0 0 0 0 0 1(100%) 0 0 0 0 0 0
Leclercia spp (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*Sus sayisi. ** SXT: trimetoprim/sulfametoksazol. S: streptomisin. GN: gentamisin. CIP: siprofloksasin. SAM: sulbaktam/ampisilin. IMP:
o Imipenem. AMP: ampisilin. CAZ: seftazidim. CZ: sefazolin. CXM: sefuroksim.TE: tetrasiklin. C: kloramfenikol.
N



Bakteri izolatlarinin bir veya daha fazla antibiyotige direng gosterip gostermediginin
degerlendirmesi yapilmis, higbir antibiyotige direnci olmayan suslar, tek bir antibiyotige
direng gosteren suslar, iki antibiyotige diren¢ gosteren suslar ve ti¢ veya daha fazla

antibiyotige kars1 direng gdsteren suslarin oranlar1 belirlenmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Tek, iki, ii¢ veya daha fazla antimikrobiyal direng gosteren bakteri izolatlarinin
sayisi/orani

Antibiyotik Direnci/ n*
Bakteri tiirleri

Antibiyotik Tek Iki Ug veya Daha
Direnci Antibiyotik Antibiyotik Fazla
Yok Direnci Direnci Antibiyotik

Direnci

Citrobacter spp 4/68 9/68 6/68 49/68

Enterobacter spp 1/25 6/25 3/25 15/25
Escherichia coli 2117 6/17 3/17 6/17
Raountella spp 0/14 5/14 4/14 5/14
Klebsiella spp 0/13 2/13 6/13 5/13
Aeromonas spp 0/4 0/4 0/4 4/4
Serratia spp 1/4 0/4 1/4 214
Hafnia spp 0/4 0/4 0/4 4/4
Kluyvera spp 0/3 0/3 0/3 3/3
Pseudomonas spp 0/2 0/2 0/2 212
Sphingomonas spp 0/2 0/2 0/2 2/2
Morganella spp 0/1 0/1 0/1 1/1
Stenotrophomonas spp 0/1 0/1 0/1 1/1
Pantoea spp 0/1 1/1 0/1 0/1
Leclercia spp 1/1 0/1 0/1 0/1

Toplam 9/160 29/160 23/160 99/160

*n: Toplam izolat sayis1
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4.3. PZR Testleri
4.3.1. Integron Gen Kasetleri

Polimeraz zincir reaksiyonu ile 160 sustan, Samsun ili Yenikoseli koytinde (yerlesim
yeri) yakalanan geng bir kurbagadan izole edilen bir E. coli susunda (E. coli, S1C2), integraz
geni (intll) tespit edildi. Molekiiler biiyiikligiiniin DNA ladder yardimi ile 500bp oldugu
goriildii ve DNA dizi analizi gergeklestirilerek kontrol edildi. Daha sonra degisken bolgenin
belirlenmesi i¢in 5°-CS, 3°-CS primerleri ile PZR reaksiyonu gergeklestirildi ve bu
integronun bos bir integron oldugu belirlendi (Sekil 5).

1500bp

Sekil 5. Integronlarin agaroz jel elektroforez analizi. 1: 100bp DNA ladder (Vivantis). 2: E.
coli KD39' da integraz geninin (intl1) PZR amplikonu (Ozgiimiis vd., 2009). 3: E.
coli KD39' da smif 1 integron'un degisken bdlgesinin PZR amplikonu (Ozgiimiis
vd., 2009). 4: E. coli S1C2'de integraz geninin (intl1) PZR amplikonu. 5: E. coli
S1C2' de smf 1 integron' un degisken bolgesine spesifik PZR analizi
(amplifikasyon yok). 6: bir integron-negatif kontrol susunda (E. coli ATCC25922)
integraz genine spesifik PZR analizi (amplifikasyon yok).
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4.3.2. Beta Laktam ve Diger Diren¢ Genleri

Ampisilin direngli suslarin blatem, blaskv ve blaoxa genlerine spesifik PZR
reaksiyonlar1 sonucu, sekiz susta blatem geni pozitif belirlendi. Bu suslardan dordii
Citrobacter (Citrobacter spp T1B4 ve T1B5, Citrobacter freundii susu T2C2, Citrobacter
braakii susu A1Al), ikisi E. coli (T3C2 ve S1C1), biri Hafnia alvei (A1C1) ve digeri
Serratia liquefaciens (A1B3) dir. Dort sus blasyv geni pozitif belirlendi. Bu suslarin dordi
de Citrobacter tiirline aittir (Citrobacter freundii R1B1, R1B4 ve T1A1, Citrobacter spp
03C3). blaoxa pozitif susa rastlanmadi (Tablo 9).

Tetrasikline direncli suslarda tet genlerine spesifik PZR ile; dort sustan (E. coli susu
S1C2, Klebsiella spp O3C5, Aeromonas sobria T1A3 ve Morganella morganii G3AR3) iki
tanesinin (E. coli susu S1C2 ve Klebsiella spp O3C5) tetA geni tasidigi belirlendi (Tablo 9).

Tablo 9. PZR ile direng geni tespit edilen suslar ve antibiyotik direng fenotipleri

Bakteri Susu* Antibiotik Diren¢ Fenotipi** Direnc¢ Geni
Citrobacter spp T1B4 AMP blaTtem
Citrobacter spp T1B5 AMP blaTtem

Citrobacter freundii T2C2 S, SAM, IMP, AMP, CXM blarem
Esherichia coli T3C2 AMP blatem
Citrobacter braakii A1A1 SAM, AMP, CAZ, CZ blatem
Serratia liquefaciens group A1B3 AMP, CZ blatem
Hafnia alvei A1C1 SAM, AMP, CZ, CXM blatem
Esherichia coli S1C1 AMP blatem
Citrobacter freundii R1B1 AMP, CAZ, CZ, CXM blasnv
Citrobacter freundii R1B4 SAM, AMP, CAZ, CXM blaskv
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Citrobacter freundii T1A1 SAM, IMP, AMP blasnv

Citrobacter spp O3C3 SAM, IMP, AMP blasnv
Klebsiella spp O3C5 AMP, TE tetA
Esherichia coli S1C2 SXT, S, AMP, CAZ,CZ, TE tetA

*Sus kodu; izolasyon yerinin adi: birinci harf. izolasyon yerinin tiiri: birinci say1 (1-
yerlesim, 2-ekolojik habitat 3-sanayi bolgesi). konak¢inin cinsiyeti/yasi: ikinci harf (A-
erkek, B-disi, C-juvenil) ve ayni noktadaki izolatin seri numarast: ikinci numara. R: Rana
sp. cinsine ait kurbagalar1 temsil etmektedir.** SXT: trimetoprim/sulfametoksazol. S:
streptomisin. GN: gentamisin. CIP: siprofloksasin. SAM: sulbaktam/ampisilin. IMP:
imipenem. AMP: ampisilin. CAZ: seftazidim. CZ: sefazolin. CXM: sefuroksim.TE:
tetrasiklin. C: kloramfenikol.

Kinolon direngli ii¢ susta gyrA ve parC genleri (Tablo 3) PZR ile ¢ogaltildi. Bu
genlerdeki mutasyonlar1 belirlemek amaciyla gerceklestirilen DNA dizi analizi islemleri
sonrasinda; Klebsiella pneumoniae A1B1 (Artvin ili Borgka Karagdl Golii'den yakalanan
disi kurbagada izole edildi) gyrA genlerinde 83. pozisyondaki serin amino asitinin treonine
(Ser83=>»Thr) degisimi belirlendi (Sekil 6a, Sekil 6b). Ayrica Klebsiella pneumoniae A1B1
(Artvin ili Bor¢ka Karagol Golii'den yakalanan disi kurbagada izole edildi) ve K. oxytoca
G1C3 (Giresun ili Tirebolu sahil seridinde yakalanan gen¢ kurbagadan izole edildi) parC
genlerinde 84. pozisyondaki glutamik asit amino asitinin valine (Glu84=>»Val) degisimi
belirlendi (Tablo 10).
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b)

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

MW119567

CABEELO010000003

247. nt
194. nt
aatctgococgtgtocgttggtgacgtaatocggtaaataccaccoctcatggtgatactgoocgtgtatgacaccattgtacgtatgg
K. AR ¥V ¥ 6 D V I 6 K Y HPHOGT DTSV Y D T I V R M
€5. za 83. aa
194. nt 247. nt 259. nt

aatcagcccgtgtcgttggtgacgtaatcggtaaataccacccgcacggcgactoccgcggtatacgacaccatcgtgogtatgg
K. AR WV ¥ 6 D V I 6 K Y HP HGD S5 A WV Y D T I V R M
b b b b w * & & & & & & & b s b b b - * & & & & & & b b

65. aa 83. aa

Sekil 6. a) Klebsiella pneumoniae A1BI1 susunda gyrA genindeki (GenBank no:
MW119567) niikleotit degisiminin gozlendigi DNA dizileme kromatogrami. b)
Klebsiella pneumoni A1B1 gyrA (GenBank no: MW119567) ve K. pneumoniae
NCTC8464 susunun gyrA genlerinin (GenBank no: CABEEL010000003) 248.
niikleotitleri ve 83. amino asitlerinin karsilastirmali analizi

Bu calismada gyrA icin belirlenen niikleotit sekans verileri, Pubmed/NCBI/GenBank

niikleotit sekans veri tabaninda (MW119566 ve MW119567) erisim numaralari ile

kaydedilmistir. Kinolona direngli Citrobacter koseri susunda A2B3 (Artvin ili Hopa

Sundura bolgesinde yakalanan bir disi kurbagadan izole edildi) gyrA ve parC genlerinde

farkli bir mutasyon belirlenememistir.
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Tablo 10. Kinolon direngli suslarda gyrA ve parC genlerindeki niikleotit degisimleriyle
birlikte kodladig1 amino asitlerdeki degisiklikler

Niikleotit degisimleriyle gerceklesen
aminoasit degisimleri

Bakteri Antibiyotik Direng
Susu* Fenotipi**
gyrA parC
Klebsiella ~ GN, CIP, IMP, AMP, Ser83->Thr Glug4->Val
pneumoniae CAZ,CZ,CXM
Al1B1
Klebsiella CIP, AMP, CZ
oxytoca
G1C3 Glug4->Val

*Sus kodu; izolasyon yerinin adi: birinci harf. izolasyon yerinin tiirli: birinci say1 (1-
yerlesim, 2-ekolojik habitat 3-sanayi bolgesi). konak¢inin cinsiyeti/yasi: ikinci harf (A-
erkek, B-disi, C-juvenil) ve ayn1 noktadaki izolatin seri numarast: ikinci numara. R: Rana
sp. cinsine ait kurbagalari temsil etmektedir.**SXT: trimetoprim/sulfametoksazol. S:
streptomisin. GN: gentamisin. CIP: siprofloksasin. SAM: sulbaktam/ampisilin. IMP:
imipenem. AMP: ampisilin. CAZ: seftazidim. CZ: sefazolin. CXM: sefuroksim.TE:
tetrasiklin. C: kloramfenikol.

4.4. Pulsed Field Jel Elektroforezi

Yiiz altmis sus icerisindeki 17 adet E. coli susunun PFGE metodu ile klonal
farkliliklart arastirilmis, toplam 17 sus Tenover kriterlerine gore % 92 iligkili bulunmustur.
Bu suslar kendi igerisinde iki kiime olup, 1. kiime (12 sus) 4 pulsotipe; 2. kiime (5 sus) ise 2

pulsotipe ayrilmistir (Sekil 7).

Birinci kiimede 4 ayr pulsotipe gore; Trabzon ekolojik habitata ait 3 6rnek (T3Cl1,
T3C2, T3C3) ve Rize sanayi bolgesine ait 6rnek (R3B12) yakin iliskili, Giresun ekolojik
habitata ait 2 6rnek (G3C1 ve G3C2) ve Samsun sanayi bolgesine ait drnek (S2A2) yakin
iligkili, Rize ekolojik habitata ait 6rnek (R2C3) ve Ordu yerlesim yerine ait 2 6rnek (O1B2
ve O1B3) yakin iligkili, Samsun sanayi bolgesine ait 6rnek (S2A1) ve Samsun yerlesim
yerine ait 6rnek (S1C1) yakin iliskili bulunmustur. Ikinci kiimede ise 2 ayr1 pulsotipte;
Samsun yerlesim yerine ait 6rnek (S1C2), Samsun ekolojik habitata ait 6rnek (S3B1) ve
Giresun ekolojik habitata ait (G3C3) Ornekler yakin iligkili, Samsun yerlesim yerine ait

ornek (S1C3) ve Samsun ekolojik habitata ait 6rnek S3B3) yakin iligkili bulunmustur.
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§ ? ‘§ Suslar  Antibiyotik direnc profilleri Ornekleme yeri

T3C1 AMP Trabzon Dizkdy way. Of (ekolojik habitat)
T3C2 AMP Trabzon Diizkdy way, Of (ekolojik habitat)
T3C3 AMP Trabzon Dizkéy way, Of (ekolojik habitat)
R3B12 . Rize Engindere mah. (sanayi bdlgesi)
G3Cl  SAM AMP, CAZ CZ CXM Giresun Gobel yaylast (ekolojik habitat)
G3C2  SAM AMP.CZ Giresun Gobel yaylast (ekolojik habitat)
S2A2 IMP,CZ Samsun Sanayi (sanayi bolgesi)

5 R2C3  SAM AMP CZ CXM Rize Ikizdere yolu (ekolojik habitat)

B 01B2 AmP Ordu Fatsa (verlegim yeri)
01B3  SAM AMP,CZ Ordu Fatsa (yerlegim yeri)
S2A1 S.CZ Samsun Sanayi (sanayi bolgesi)

— 1 S1C1 AMP Samsun Yenikseli koyi (verlegim veri)

S1C2  SXT,S.AMP,CAZ CZ TE Samsun Yeniksseli kovi (yerlegim veri)
S3B1 Samsun Kizilirmak Delta Kug Cenneti (ekolojik habitat)
G3C3 SAM, AMP, CZ Giresun Gbel yaylasi (ekolojik habitat)
S1C3 AMP Samsun Yenikdseli koyi (yerlegim veri)
S3B3 SAM. AMP, CZ, CXM Samsun Kizilirmak Delta Kug Cenneti (ekolojik habitat)

Sekil 7. Escherichia coli suslariin antibiyotik direng fenotipleri ve pulsed field jel elektroforezi profilleri. 1. kiime (T3C1'den S1Cl'e); 1.
Pulsotip (dort sus), 2. Pulsotip (li¢ sus), 3. Pulsotip (ii¢ sus), 4. Pulsotip (iki sus). 2. kiime (S1C2'den S3B3'e); 1. Pulsotip (ii¢ sus), 2.
Pulsotip (iki sus). *Sus kodu; izolasyon yerinin adi: birinci harf. izolasyon yerinin tiirii: birinci say1 (1-yerlesim, 2-ekolojik habitat 3-
sanayi bolgesi). konak¢inin cinsiyeti/yasi: ikinci harf (A- erkek, B-disi, C-juvenil) ve ayni noktadaki izolatin seri numarasi: ikinci
numara. R: Rana sp. cinsine ait kurbagalari temsil etmektedir.** SXT: trimetoprim/sulfametoksazol. S: streptomisin. GN: gentamisin.
CIP: siprofloksasin. SAM: sulbaktam/ampisilin. IMP: imipenem. AMP: ampisilin. CAZ: seftazidim. CZ: sefazolin. CXM:
sefuroksim.TE: tetrasiklin. C: kloramfenikol.



4.5. Cift Disk Sinerji Testi

Daha 6nce antibiyogram sonuglarinda seftazidim direncli olarak belirlenen 40 sugun
GSBL iiretimi CDST yontemi ile arastirildi. Suslardan hi¢ birinde GSBL {iretimine

rastlanmadi.
4.6. Konjugasyon Deneyi

Ampisiline direngli suslarda TEM-tipi ve SHV-tipi beta laktamaz genleri tagiyan 12
bakteride konjugatif diren¢ plazmiti varliginin aragtirilmasi igin yapilan sivida konjugasyon

deneyinde konjugatif plazmite rastlanmadi.
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5. TARTISMA

Antibiyotik direnci diinya ¢apinda 6nemli bir halk saglig1 problemi olmasina ragmen,
bu olgu cevreyle ilgili calismalarda biiyiik 6lgiide gozden kagmistir. Sucul c¢evrelerin,
antropojenik aktivitelerden dolay1 antibiyotik direncinin kazanilmasi ve yayilmasi agisindan
ideal gevreler olabilecegi ongoriilmektedir (Marti vd., 2014). Antibiyotikler antibiyotik
direncinin uyaranlaridir ve hareketli elemanlar araciligi ile kazanilabilirler (Rodriguez-Rojaz
vd., 2013). Antibiyotik ve diger kirleticilerin karisimi, direngli bakteriler ve onlarin
metabolitleri, islenmis ve islenmemis lagim sulari, hastane atiklari, akuakiiltiir atiklar1 ve
tarim desarjlart vasitasiyla sucul ortamlara ulagmaktadir. Boylece su ve ¢okeltilerin
antibiyotik diren¢ genlerinin transferinde, ekolojisinde ve evriminde direksiyon roliine sahip
oldugu disiiniilmektedir (Taylor vd., 2011). Cevrenin sadece su ve topraktan degil, ayni
zamanda bitkiler, hayvanlar ve onlarin iliskili oldugu mikroorganizmalardan olustugu
bilinmektedir. Birgok ¢alisma antibiyotiklere direngli bakterilerin yaban domuzu (Poeta vd.,
2007), kemirgenler (Gilliver vd., 1999) gibi memelilerden, kuslardan (Bonnedahl vd., 2009),
baliklardan (Silva vd., 2019) ve boceklerden (Kadavy vd., 2000) izole edildigini
gostermistir. Bu bakteriler insan atiklarindan veya insanla iligkili materyallere maruz kalarak

kazanilabilir veya bu hayvanlarin normal kommensal flora elemanlar1 da olabilir.

Amfibilerden 6zellikle kurbagalar su birikintilerinde ve mikroorganizmalarca zengin
toprak ve camur i¢inde yasarlar. Hird vd. (1983) kurbaga ve iribaslardan E. coli, Salmonella,
Citrobacter, Klebsiella, Proteus, Aeromonas, Enterobacter, Serratia, Hafnia, Providencia,
Morganella ve Yersinia tiirleri izole etmislerdir. Mevcut ¢alismada 15 farkli tiir izole edildi
fakat Salmonella, Proteus, Providencia ve Yersinia tiirlerine rastlanmadi. Calismada
tanimlanan Citrobacter (Ferranti vd., 2018), Enterobacter (Sheng vd., 2012), E. coli (Kaper
vd., 2004), Raoultella (Chun vd., 2014), Klebsiella (Sheng vd., 2012), Aeromonas (Spadaro
vd., 2014), Serratia (Aljorayid vd., 2016), Hafnia (Michalski vd., 2015), Kluyvera (Koroglu
vd., 2010), Pseudomonas (Hurley, 2019), Sphingomonas (Tai ve Velayuthan, 2014),
Morganella (Li vd., 2019), Stenotrophomonas (Kim vd., 2019), Pantoea (Asai vd., 2019) ve
Leclercia (Anuradha, 2014) tiirlerinin insan hastaliklarindan izole edildigi literatiirde
gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen suslarin ¢cogu Citrobacter cinsine aitti. Ciinkii
Citrobacter sp. genellikle gevrede bulunur, su kirliginin gostergesi olarak potansiyel bir
indikator gorevi goriir. Ayrica memeliler, kuslar, siiriingenler ve amfibiler de dahil olmak

tizere hastalikli hayvanin farkli organlarinda bulunabilir (Wang vd., 2000).
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Hacioglu ve Tosunoglu (2014) Tirkiye’de Kavak Deltasi’'nda (Canakkale)
yakaladiklar1 amfibi (semender ve kurbaga) ve siirlingen (kaplumbaga ve yilan) tiirlerinden
Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio, Citrobacter, Enterobacter, E. coli, Klebsiella,
Edwardsiella, Hafnia, Proteus, Providencia ve Pseudomonas tiirleri izole etmislerdir.
Bakteriler % 7-46 oranlarinda kullanilan antibiyotiklere karsi direngli bulunmuslardir. Bu
verilerin halk sagligr mikrobiyolojisi agisindan kayda deger oldugu diisiiniilebilir. Boman
(2000) yaptig1 ¢alismada kurbagalardan nalidiksik asit, rifampisin ve streptomisine direngli
koliform bakteriler izole etmislerdir. Bu tez ¢alismasindaki bakteri tiirlerinin bir ¢ogunun
ikiden fazla antibiyotik grubuna direngli olmasi, yani ¢ogul direng fenotipi gostermesinin
yaninda, seftazidim, imipenem, siprofloksasin, sulbaktam/ampisilin ve gentamisin gibi
klinik kullanimda olan antibiyotiklere %1-70 oraninda diren¢ gosterdiginin tespit edilmesi

bulunduklari ¢evrede insan kaynakl kirliligin bir gostergesi olabilir.

Antibiyotik duyarlilik deneylerinde sulbaktam ampisilin direngli suslardan ti¢
tanesinde TEM geni pozitif olarak belirlenmistir. Inhibitér direncinin varlig1 inhibitor
direngli TEM (IRT) beta laktamaz tiretimini akla getirmektedir. Ciinkii hastanelerde ve
glinliik kullanimda klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi beta laktamaz inhibitorii
kullanimut ile inhibitor direngli TEM-tipi enzimlerin iligkili oldugu goériilmiistiir (Chaibi vb.,
1999).

Her ne kadar istasyonlarda 6rnekleme yapilan kurbagalardan izole edilen bakterilerin
diren¢ oranlarinin istatistiki bir karsilastirmasi yapilmasa da, kurbaga ve iribaslarin barsak
florasiin sucul gevrelerden antimikrobiyal direng genlerini kazanabilecegi belirtilmektedir
(McDiarmid and Altig, 1999; Minette, 1984). Bu arastirmacilar dogada, kurbaga ve
iribaglarin koprofajik (feces yiyen) olarak yasadiklarini ve diski arttikca, yiyeceklerin

bagirsak kanalinda kalarak mikrobiyal sindirimin olusmasina izin verdigini belirtmislerdir.

Bu ¢alisma igin, ii¢ farkli lokasyondaki disi, erkek ve gen¢ bireylerin kloakal
stirlintiilerinden bakteri izole edilerek, "homojen" 6rnekleme elde edilmesi amaglanmustir.
Antimikrobiyal duyarlilik testleri yapildiktan sonra, erkek bireylerden elde edilen suslarin
% 80.9' unun, disi bireylerden elde edilen suslarin % 70.6' sinin ve geng bireylerden saglanan
suglarin % 78.3" iniin iki veya daha fazla antibiyotik grubuna kars1 direngli oldugu belirlendi.
En yiiksek diren¢ orami erkeklerden izole edilen suslardaydi. Bununla birlikte, direng
fenotipleri ve direng genleri incelendiginde gen¢ kurbagalardan izole edilen suslarin daha

fazla direng geni tasidigi belirlendi. Bunun nedeninin, kurbaga florasindaki bakterilerin
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yasamin erken evresinde gevresel adaptasyon i¢in daha fazla direng geni tasimaya ihtiyag
gosterirken, kurbaga erigkin forma geldiginde floranin tam olarak yerlesmesiyle bu genlere
ihtiya¢ duymayarak genleri yitirmesi olarak diistiniilebilir. Bu konunun daha fazla birey ve

flora bakterisinin incelenmesiyle genisletilmesi gerektigi kanisina varildi.

Sinif 1 integronlar Tn21 transpozonlarda tespit edilmistir (Grinsted vd., 1990). Sinif
2 integronlar Tn7 transpozon iizerinde yer alir, genellikle dihidrofolat rediiktaz (dhfr) gen
kasetleri tasir ve sirasiyla dfrAl, sat2 ve aadAl gibi trimetoprim, streptomisin ve
streptomisin/spektinomisine diren¢ saglayan ti¢ klasik gen kaseti tasir (Byrne-Bailey vd.,
2011). Cissell (2006) yiiksek lisans calismasinda sigirlarin erisebilecegi goletlerden elde
edilen E. coli' de diisiik prevalansta sinif 1 integron tespit etmistir. Bu havuzlarda yakalanan
amfibilerden izole edilen E. coli' de integron tespit edilmemistir. Bununla birlikte, sigir
icermeyen alanlardan olanlar da dahil olmak {izere, tiim izolatlarda tetrasiklin, kloramfenikol
ve siilfizoksazole direng gosterilmistir. Bu calismadan, E. coli' de antibiyotik direncinin
biiyiikbag hayvan iiretim sistemlerinin i¢indeki ve bitisigindeki ortamlarda yaygin oldugu
sonucuna varilmig, ancak bu direncin smf 1 integronlar1 ile iliskili olmadigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada bir susta (E. coli S1C2), bos olsa da (antibiyotik direng gen
kasetleri icermeyen) integron varliginin tespit edilmesi; bu bakterilerin ¢evredeki diger yakin
ve akraba tiir bakterilerden antibiyotik diren¢ genleri yakalayarak ¢ogul direncli hale gelme
ve bu genetik elemanlar1 kara ve su ekosistemlerinde var olan diger flora ve ¢evre orijinli

bakterilere de aktarabilme potansiyelinde olduklarini akla getirmektedir.

Farkli Enterobacteriaceae tiirlerinde tetrasikline direngli genler tetA ve/veya tetB' nin
iyi ifade edildigi ve dolayisiyla tetrasikline direng sagladig1 gosterilmistir (Ozgiimiis vd.,
2009). Bu ¢alismada yapilan PZR sonuglariyla iki susun (Klebsiella sp. O3C5 ve E. coli
S1C2) tetA genine sahip oldugu belirlendi. Su kokenli Enterobacteriaceae familyasindaki
tet genlerinin ekspresyonu, tetrasikline karsi yiliksek diizeyde direncle sonuglanabilir. Daha
onceki calismalar (Ozgiimiis vd., 2007), icme suyundan izole edilen tetrasikline direngli E.
coli suslarinda tetA aracili tetrasiklin direncinin yaygin oldugunu goéstermistir. Balik
ciftliklerinden izole edilen bakterilerle yapilan baska bir ¢aligmada, oksitetrasikline direngli
Yersinia ruckeri suslarinda tetA ve tetB genleri belirlenmistir (Balta vd., 2010). Koliform
patojenlerin, cesitli antibiyotik gruplarini nétralize etmek igin, direng plazmitlerinin yatay

gen transferi ile su ortamlarindaki bakteri popiilasyonlarindan direng genleri elde edebildigi
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rapor edilmektedir (Sandalli vd., 2010). Bu nedenle, su kokenli mikroorganizmalar insanlar

icin patojenik hale gelip antimikrobiyal tedavinin basarisini engelleyebilir.

Kinolon direnci Ui¢ yolla meydana gelir: i) DNA replikasyon hedef enzimlerinde
mutasyon (DNA giraz, topoizomeraz 1V), ii) plazmit aracili kinolon direnci (PMQR) (gnr
gen ailesi), iii) membrana bagli porin kaybi, ilacin efliiks pompasi ile atilmasi (enzimatik
modifikasyon geni acc- (6 ') - Ib-cr ve efliiks pompasi geni (qepA) (Jacoby, 2005; Hopkins
vd., 2005). Florokinolon direnci, genellikle DNA giraz ve topoizomeraz IV degisiklikleri ile
iligkilidir. Yapisal topoizomeraz degisiklikleri ile bu enzimin florokinolonlara afinitesinin
azalmasi, gyrA ve parC genlerinin kinolon diren¢ belirleme bolgelerindeki (QRDR)
mutasyonlardan kaynaklandigi gosterilmistir (Moon vd., 2010; Ruiz, 2003). Onceki
caligmalar, gyrA ve parC genlerinde ger¢eklesen QRDR mutasyonlarinin 248 ve 259/260
niikleotit pozisyonundaki Ser83 ile Asp87 degisimi sonuglanan gyrA mutasyonu ve 238/239
ve 250/251 niikleotit pozisyonundaki Ser80 veya Glu84 degisikligi sonuglanan parC
mutasyonu esas olarak florokinolon direncinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Cullen vd.,
1989; Villa vd., 1996). Bu ¢alismada, {i¢ susun (Tablo 10) siprofloksasine direngli oldugu
bulundu. Tirkiye'nin kuzeyindeki nehirlerden alinan su 6rnekleriyle yapilan bagka bir
caligmada, Tiirkiye'de ¢evresel kaynakli plazmit aracili kinolon direncinin ilk raporu olan
Klebsiella pneumoniae susunda (KD100) gnrS geni rapor edilmistir (Ozgiimiis vd., 2009).
Fakat bu c¢alismada qnr genlerine rastlanmadi. Bunun nedeni olarak, kurbagalarin
yakalandig1 ¢evrelerin antimikrobiyallerle daha az kontamine oldugu diisiiniilebilir. Bu ti¢
kinolona direngli susta, yeni amino asit degisiklikleri belirlenmedi. Bu ii¢ kinolon direngli
sustan bir Klebsiella susunda (Klebsiella pneumoniae A1B1) gyrA genlerinde 83.
pozisyondaki serin amino asitinin treonine degisimi belirlendi (Sekil 6a, Sekil 6b), iki
Klebsiella susunda (Klebsiella pneumoniae A1B1 ve K. oxytoca G1C3) parC genlerinde 84.
pozisyondaki glutamik asit amino asitinin valine (Glu84=>»Val) degisimi belirlendi. Diger
bir sus olan Citrobacter susunda (Citrobacter koseri A2B3) gyrA ve parC genlerinde
herhangi bir aminoasit degisikligine rastlanmadi. Bu susun gyrA’ ya gore oranla daha az
siklikla goriilen gyrB genindeki mutasyondan kaynaklanan dirence sahip olma olasiligi
vardir. Bu veriler, gyrA ve parC genlerindeki mutasyonlarin birikimi ile daha 6nce bildirilen
florokinolonlara direngteki artiglar arasindaki giiglii korelasyonu desteklemektedir (Webber
ve Piddock, 2001).
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Su kaynaklarinin digki ile kirlenmesi, insanlarin patojenlere maruz kalmasina neden
oldugu icin 6nemli bir halk sagligi sorunudur (Napier vd., 2017). Bu nedenle sular siirekli
mikrobiyolojik a¢idan izlenmeli ve uygun koruma onlemleri alinmalidir. Disk1 indikator
bakterileri, ¢cevre sularindaki kirliligi izlemek ve halk sagligi risklerini belirlemek icin
kullanilir (Griffith vd., 2009). Escherichia coli uzun siiredir diski kirliliginin bir gostergesi
olarak kullanilmaktadir (Geldreich, 1966). Bu ¢alismada PFGE analizi ile 17 E. coli susu
degerlendirildi. Klonal afiniteleri belirlendi ve suslarin kaynaklari izlendi. Bu analizlerde,
her biri birden farkl1 pulsotipler iceren iki farkli kiime tanimlandi. 1k kiimede; ilk pulsotip,
Trabzon Diizkdy yolu (ekolojik habitat) ve Rize Engindere ilgesinde (sanayi bolgesi)
kurbagalardan alinan suslar1 igermektedir; ikinci pulsotip, Giresun Gobel yaylasindaki
(ekolojik habitat) ve Samsun sanayisindeki (sanayi bolgesi) kurbagalardan alinan suslari
icermektedir; iiglincii pulsotip, Rize Ikizdere yolunda (ekolojik habitat) ve Ordu Fatsa'da
(yerlesim) kurbagalardan alinan susglari; dordiincii pulsotip, Samsun sanayisindeki (sanayi
bolgesi) ve Samsun Yenikoseli koyiindeki kurbagalardan alinan suslar1 igermektedir. ikinci
kiimede; ilk pulsotip, Samsun Yenikoseli koyii (yerlesim yeri), Samsun Kizilirmak Deltas1
Kus Cenneti (ekolojik habitat) ve Giresun Gobel platosundaki (ekolojik habitat)
kurbagalardan alinan suslar1 icermektedir; ikinci pulsotip, Samsun Yenikoseli kdyiinde
(yerlesim yeri) ve Samsun Kizilirmak Deltas1t Kus Cenneti'nde (ekolojik habitat) bulunan
kurbagalardan alinan suslar1 igermektedir. PFGE analizine gore, ¢ok farkli kokenlere sahip
E. coli suslar arasindaki benzerlik oldukg¢a yiiksek bulundu. Farkli bolgelerden toplanan
ornekler klonal afinite gosterdi. Orneklerin hem toplandiklari sehirlerin farkli olmasi hem
de ornek yeri olarak yerlesim, ekolojik habitat veya sanayi bolgesi olarak farkli derecelerde
insan kirliligine sahip alanlara ait olmasina ragmen, klonal yakinlik géstermis olmasi dikkat
cekicidir. Wang vd. (2019) yenilebilir kurbagalarindan ve tatlisu baliklarindan izole ettikleri
Laribacter hongkongensis suslarinda yiiksek diizeyde trimetoprim/sulfametoksazol,
tetrasiklin, siprofloksasin, levofloksasin ve streptomisin direnci tespit etmislerdir ve ayrica
suslarin %26’ sinda smif 1 integron varligi gostermislerdir. PFGE analizi ile kurbaga ve

balik izolatlar1 arasinda karsilikli genotipik iliski tespit etmislerdir.

Sonug olarak, iilkemizde kozmopolit bir tiir olarak bilinen Pelophylax tiiriinden izole
edilen Gram negatif basillerin (fermentatif ve/veya nonfermentatif) genel olarak
antibiyotiklere yiiksek oranda direngli olduklar1 goriildii. Kurbagalardan elde edilen bakteri
tirlerinin test edilen antibiyotik gruplarina oldukga direngli oldugu tespit edilmesine

ragmen, konjugatif plazmitler (Ornegin, PMQR) ve/veya integron gen kasetleri (&rn. kaset
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dizileri) bu tiir direngli suslarda tespit edilmedi. Bu tiir bakterilerde antibiyotik direng
gelisimi uzun vadede izlenmeli ve kozmopolit kurbaga tiirlerindeki mikroflora degisiklikleri
ve antimikrobiyallere direnci kodlayan hareketli genetik element icerigi acisindan
incelenmelidir. Boylece, hayvan mikroflorasindaki mikrobiyal populasyonlardaki evrimsel
degisiklikleri ve klinik olarak 6nemli antimikrobiyallere direnci kodlayan genetik elementler

acisindan insan mikroflorasiyla etkilesimi takip edilmelidir.

Orneklenen tiim ortamlarda yasayan erkek, disi ve geng kurbaga bireylerinde direncli
bakteriler mevcuttur. indikator bir tiir olan bu kurbagalardaki direncli bakterilerin varligmin
insan kaynakli kirliligin 6nemli bir gostergesi oldugu kanisina varildi. Bu direng¢ orani
molekiiler temelinde integron gen kasetleriyle paralellik gosterdigi tespit edilmese de bir
susta (E. coli S1C2) gosterilmis olmasi ve daha 6nemlisi; genotipik analizlerde birgok E.
coli (fekal koliform) susunun farkli yerlerde yasayan kurbagalardan izole edilmelerine
ragmen iligkili bulunmasi, belki de direng ve direncin altinda yatan diger faktorlerin, bakteri
tiirlerinin hayatta kalma yetenegini arttirdigi; cevrede bu suslarin generasyonlariin dolastigi
diisiiniilebilir. Ozellikle E. coli gibi daha ¢ok insan ve hayvan orijinli fekal koliformlarin
hastalandiric1 6zelliklerini kodlayan genler ve filogenetik siniflamasinin daha fazla
calismayla aydinlatilmasi gerektigi soylenebilir. Bunun igin direncin altta yatan genetik
mekanizmalarinin, mobil genetik elemanlarinin ve bu elemanlar tasiyan suslarin molekiiler
epidemiyolojilerinin yapilmasi ve analiz edilmesi, amfibi drneklemelerinin iilke ve hatta
kiiresel cergevede yayginlastirilarak, siirveyan caligmalari halinde degerlendirilmesi
onerilebilir. Bu ¢aligmadaki tiim bakteri gruplarmin da E. coli gibi genotipik yakinliklarin
ve hatta potansiyel viriilans faktorlerinin belirlenmesi ve yayilma yollarinin aydinlatilmasi

i¢cin daha fazla caligmaya ihtiyac oldugu acik bir gergektir.
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6.

SONUC ve ONERILER

10.05.2016-30.07.2017 tarihleri arasinda Dogu Karadeniz Bolgesindeki 6 ilden
(Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin) farkli ekolojik kosullara sahip ii¢
istasyondan (yerlesim yeri, ekolojik habitat ve sanayi bolgesi) 6rnekleme yapilarak, 160
sus izole edildi, bunlarin; 68’ i Citrobacter, 25’ i Enterobacter, 17’ si E. coli, 14’ i
Raoultella, 13’ i Klebsiella, 4’ it Aeromonas, 4’ i Serratia, 4° i Hafnia, 3’ i Kluyvera,
2’ si Pseudomonas, 2’ si Sphingomonas, 1’ i Morganella, 1’ i Stenotrophomonas, 1’ i
Pantoea, 1’ i Leclercia olarak belirlendi. Kurbaga rektal florasinda Citrobacter gibi
gevre sartlarina daha direngli bakterinin hakim oldugu, diger enterik bakterilerin de onu
takip ettigi goriildi.

Izole edilen suslarin antimikrobiyal duyarlilik testlerine gore, erkek kurbagalardan elde
edilen 42 susun 34'iiniin (% 80,9), disi kurbagalardan elde edilen 58 susun 41'inin (%
70,6) ve geng kurbagalardan alinan 60 susun 47'sinin (% 78,3) ¢oklu ilaca (2 veya daha
fazla antibiyotik grubuna Kars1 direngli) direncli oldugu belirlendi. Insan kaynakli
kirlenme ile meydana gelen antibiyotik direncinin belirlenmesi ve sucul karasal
ortamdaki canlilarin nasil etkiledigine dair daha fazla veri elde edilmesi gerektigi

kanisina varildu.

Antibiyotik direncine neden olan bazi direng genlerinin integronlar iizerinde olup
olmadig: arastirildi. Samsun ili Yenikoseli kdyiinde (yerlesim yeri) yakalanan geng bir
kurbagadan izole edilen bir E. coli susunda (E. coli, S1C2), integraz geni (intl) oldugu
tespit edildi. Integron tasidig1 belirlenen bu susun, integron degisken bolgesinin bos
oldugu belirlendi. Bos da olsa integron varligi direng genlerinin yakalanarak ¢evredeki

diger bakterilere aktarabilme potansiyelini gostermektedir.

Beta laktam direncgli suslarin sekizinde blarem geni, dort susta blashv geni oldugu

belirlendi. Suslarda blaoxa geni tespit edilmedi.
Tetrasikline direncli suslarin (n=4) iki tanesinin tetA geni tasidig: belirlendi.

Kinolon direngli suslardan {i¢ susun her birinde kromozomal mutasyonlar1 belirlemek
amaciyla gyrA ve parC genlerinde kismi DNA dizi analizi gerceklestirildi. Klebsiella
pneumoniae A1B1 (Artvin ili Bor¢ka Karagdl Golii'den yakalanan disi kurbagada izole
edildi) gyrA genlerinde 83. pozisyondaki serin amino asitinin treonine (Ser83=>»Thr)
degisimi belirlendi. Ayrica Klebsiella pneumoniae A1B1 (Artvin ili Borgka Karagdl
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10.

11.

12.

Goli'den yakalanan disi kurbagada izole edildi) ve K. oxytoca G1C3 (Giresun ili
Tirebolu sahil seridinde yakalanan geng kurbagadan izole edildi) parC genlerinde 84.

pozisyondaki glutamik asit amino asitinin valine (Glu84=» Val) degisimi belirlendi.

On yedi E. coli susunun PFGE metodu ile klonal farkliliklar: arastirildi ve % 92 iliskili
bulundu. Bu suslar kendi igerisinde iki kiime olup, 1. kiime (12 sus) 4 pulsotipe; 2. kiime
(5 sus) ise 2 pulsotipe ayrildi. Su kaynaklarinin digki ile kirlenmesi halk saglig1 i¢in dnem
arz etmesi nedeniyle, fekal koliformlarin klonal benzerlik analizinin halk saghigi

acisindan faydali olacagi diistiniilmektedir.
Seftazidime direngli 40 susta GSBL iiretimine rastlanmadi.

TEM ve SHV-tipi beta laktamaz genleri igeren 12 susta konjugasyon deneyleri ile
konjugatif plazmit varligi tarandi. Bakterilerin herhangi birinde konjugatif plazmit

belirlenmedi.

Ulkemizde kozmopolit bir tiir olarak bilinen Pelophylax’ tan izole edilen Gram negatif
basillerin genel olarak antibiyotiklere yiiksek oranda direnc¢li olduklar1 saptandi. Bu
caligmanin arazi ¢alismasit kismi genisletilerek sadece Dogu Karadeniz degil tiim
Tiirkiye hatta kiiresel bir g¢alisma planlanmasi yapilabilir. Amfibilerden yapilan
orneklemeler ile ¢evredeki antibiyotik direncini gosteren silirvayan ¢aligmalari

Onerilebilir.

Bu tiir 6rnekleme calismalar1 ile, hayvan mikrobiotasindaki bakteriler uzun vadeli
izlenebilir, tasidiklari direng genlerindeki degisimler ve hatta potansiyel viriilans
faktorleri degerlendirilebilir, klinik ve ¢evrenin etkilesimini aydinlatacak daha genis

caligmalar planlanarak veriler genisletilebilir.

Bu tez calismasinda elde edilen farkli bakteri gruplarina ait suslarda antibiyotik direng
genleri yani sira viriilans genleri taramasi da yapilarak, insanlarda da hastaliklara neden
olabilen bu bakteri tiirlerinin, “Tek Saglik” kavrami ¢ercevesinde ¢evrede ve insanlar

arasindaki yayilma yollar1 ve hastaliga neden olan faktorleri aydinlatilabilir.
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