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OZET

Bu calismada Trabzon’un 10 deresinden izole edilen koliformlardaki antibiyotik
direncinin molekiiler karakterizasyonu ve smif 1 integron gen kaset tasiyiciligi arastirildi.
Toplam 183 izolatin antimikrobiyal hassasiyet testleri disk diflizyon ve agar diliisyon
yontemiyle yapildi. Ampisilin, streptomisin, trimetoprim, tetrasiklin ve kloramfenikole karsi
strastyla %58, %51.9, %24, %28.4 ve %12.5 oraninda dirence rastlandi. On iki (%6.5) farkh
filogenetik orijinli koliformda molekiiler biiyiikliikleri 52 ile >147 Kbp arasinda degisen
kendini transfer edebilen diren¢ plazmitleri tespit edildi. Ampisilin, tetrasiklin, trimetoprim,
streptomisin ve nalidiksik asit direncgleri transfer edilebilen direngler arasindaydi. Transfer
edilebilir nalidiksik asit direncine gnrS geni aracilik etti ve Tiirkiye’de ¢evre orijinli bakteride
gosterilen ilk plazmit aracili kinolon direnci olarak belirlendi. On dort susta PZR ile (%7.6)
siif 1 integron tespit edildi ve bazilarinin plazmit tizerinde kodlandig: tespit edildi. Sinif 1
integronlarin DNA dizi analizleri integronlan dfrAl, dfr2d, dfrA7, dfrAl6, dfrAl7, aadAl,
aadA>5, blapxa-3o gibi gen kasetleri tasidigini gosterdi. dfrA16 geni tasiyan bir sinif 1 integron
ilk defa bir Citrobacter koseri izolatinda bulundu. Tetrasiklin direnci dogal c¢evrelerde
antibiyotik direncinin moniterazizasyonunda kullanilan anahtar bir belirtectir. Toplam 52
tetrasikline direngli koliformda PZR ile tetd, tetB ve tetC genleri tarandi ve sekiz susta
(%15.3) tetA, on (%19.2) susta tetB ve bir (%1.9) susta her iki gen tespit edildi. Trabzon’daki
derelerin ¢ogul ilag direngli enterik bakterilerin ve ¢evrede antimikrobiyal direng
determinantlari i¢in bir rezervuari olabilecegi kanisindayiz. Halk sagligi agisindan gercek risk

direng genlerinin ¢evre bakterilerinden insane patojenlerine transferidir.

Anahtar Kelimeler: Dere sulari, enterik bakteriler, ¢ogul antibiyotik direnci, sinif 1 integron

gen kasetleri.



ABSTACT

In this study, the molecular mechanisms of antibiotic resistance and carriage of class 1
integron in coliforms isolated from ten rivers in northern region of Turkey were investigated.
A total of 183 isolates were tested for antimicrobial susceptibility by disk diffusion and agar
dilution methods. Resistance to ampicillin, streptomycin, trimethoprim, tetracycline, and
chloramphenicol was detected in 58%, 51.9%, 24%, 28.4%, and 12.5%, respectively. Twelve
(6.5%) phylogenetically distant organisms were detected to harbor self-transmissible plasmids
ranging 52 to >147 kb in sizes. Resistances to ampicillin, tetracycline, trimethoprim,
streptomycin, and nalidixic acid were commonly transferable traits. Transferable nalidixic
acid-resistant strains harbored gnrS gene, which was the first report of plasmid-mediated
quinolone resistance in bacteria of environmental origin in Turkey. Fourteen coliforms
harbored class 1 integrons, and some of them were located on transferable plasmids.
Sequence analyses of variable regions of the class 1 integrons showed that coliforms harbored
various gene cassettes, dfrAl, dfr2d, dfrA7, dfrA16, dfrA17, aadAl, aadAS5, blaoxa-30. A gene
cassette array, dfrA16 has been demonstrated for the first time in a Citrobacter koseri isolate.
Tetracycline resistance has been used as the key determinant to monitor resistance genes in
natural environments. A total of 52 tetracycline-resistant enterobacteria were screened for the
carriage of fetd, tetB and tetC genes by PCR. We are of the opinion that rivers in Trabzon
may act as receptacle for the multi-drug resistant enterobacteria and can serve as reservoirs of
the antimicrobial resistance determinants in the environment. The actual risk to public health

is the transfer of resistance genes from the environmental bacteria to human pathogens.

Key Words: River waters, enterobacteria, multi-drug antibiotic resistance, class 1 integron

gene cassettes.
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1. GIRIS

Antibiyotik direnci nehirler dahil farkli sucul ¢evrelerde tanimlanmistir (ASH ve ark.,
2002). Antimikrobiyal maddelerin tibbi tedavi, ziraat ve hayvan bakimi gibi faaliyetler
sonucu cevreye katilmalari bakteri popiildsyonlart iizerine baski yapmaktadir (COL ve
O’CONNOR, 1987).

Degisik cevrelerde ortaya ¢ikan ¢cogul antibiyotik direncli bakteri suslari dnemli bir halk
saglhigr sorunudur. Bu durumun genellikle antimikrobiyal ilag diren¢ determinantlarinin
transferi vasitastyla meydana geldigi rapor edilmektedir. Bu olaya integron, transpozon veya
direng plazmitleri gibi genetik yapilarin aracilik ettigi belirtilmektedir (RECCHIA ve HALL,
1995; CARATTOLI, 2001; ROWE-MAGNUS ve MAZEL, 2002). Integronlar bolgeye-
spesifik rekombinasyon ve bir ekspresyon sistemi igeren genetik yapilardir. Tekli veya
gruplar halinde mobil direng gen kasetlerini entegre edebilme yetenegindedirler (HALL ve
COLLIS, 1995). Bu yapilar kromozomda bulunabilecekleri gibi transpozon ve plazmitlerde
de taginabilmektedir (HALL ve STOKES, 1993).

En sik rapor edilenleri sinif 1 integronlardir ve koliform bakteriler arasinda antibiyotik
direncinin yayilmasina katkida bulunduklar1 belirtilmektedir (FLUIT ve SCHMITZ, 2004).
Smif 1 integronlar civa direnci transpozonu Tn2/ gibi transpoze olabilen yapilarda
gosterilmiglerdir (GRINSTED ve ark., 1990). Sinif 1 integronlar Enterobacteriaceae liyesi
klinik izolatlarinda (LEVERSTEIN-VAN HALL ve ark., 2001), gidalardan izole edilen
bakterilerde (SUNDE, 2005) ve ayrica sucul cevrelerden de (ROE ve ark., 2003) izole
edilmektedirler, fakat nehir veya dere gibi sucul ortamlar1 arastiran c¢ok simirli ¢alisma
(PETERSEN ve ark., 2000; MUKHERJEE ve CHAKRABORTY, 2006) vardir.

Sucul habitatlarda antibiyotik direncinin arastirilmasi fekal kokenli bakterilerle ilgilidir.
Ciinkii, bu bakteriler kirlilik gostergesi olarak kullanilirlar ve enfeksiyon hastaliklariyla
yakindan iligkilidirler (JONES ve ark., 1986).

Tiirkiye’de sucul koliformlarda integronlar ve diren¢ plazmitleri ile ilgili sinirh sayida
calisma vardir (OZGUMUS ve ark., 2007a). Bu c¢alismada, sinif 1 integron ve direng
plazmitleri igeren sucul Enterobacteriaceae familyasi iiyesi bakterilerin ¢evrede antibiyotik
direncinin bir rezervuart olup olmadigi epidemiyolojik olarak incelenmistir. Tiirkiye nin en
zengin dogal igme suyu kaynaklarina sahip kuzey bolgesinde yapilan bu ¢alisma ile ilk olarak
nehirlerden izole edilen enterik bakterilerdeki antibiyotik direncinin molekiiler

karakterizasyonu detaylandirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Su ve Hayat

Biitlin yasamsal olaylar i¢in gerekli olan suyun, igerisinde zararli kimyasal maddeleri ve
patojen mikroorganizmalari icermeyecek dzellikte insanlara saglanmasi gerekmektedir. Insan
ve sanayi kuruluslarmin atiklarmin uzaklastirilmasinda da sudan yararlanilir. Bunlarin
insanlarin toplu yasadigi bolgelerden uzaklastirilarak zararsiz duruma getirilmesi gerekir.
Baz1 bolgelerde lagim atiklar1 dogrudan akarsulara, denize, hatta gollere akabilmesi
miimkiindiir. Bu gibi elverisgsiz alt yapiya sahip olan bolgelerde ylizeysel ve yeralti sulari
kolayca kirlenmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 1999 yil1 anlatimia gére, diinyada
icme suyu ve yiyeceklere hastalik etkeni mikroorganizmalarin bulasi nedeniyle 5 yasin altinda

2 milyon ¢ocuk yasamini yitirmektedir (TIBBETS, 2000).

2.2. Sularin Kirlenme Nedenleri ve Kaynaklar:

Su kaynaklarimin kirlenmesine neden olan kaynaklar ve etmenler baglica dort grupta
toplanabilir:

1- Sinai atiklarin neden oldugu Kkirlilik: Bir takim sanayi kuruluslarinin atiklarinin
sebep oldugu kirliliktir (TARCHER, 1991).

2- Kentsel atiklarin neden oldugu Kkirlilik: Kirlenme etkenlerinin basinda lagim ve
c¢opler gelir (GULER ve COBANOGLU, 1994).

3- Tarimsal cahismalarin neden oldugu Kirlilik: Kimyasal ve hayvansal giibreler,
boceklerle savasmakta kullanilan bir takim kimyasal zehirler (GULER ve COBANOGLU,
1994).

4- Biyolojik Kkirlilik: Sularda bulunan canli organizma Kkirliligine biyolojik kirlilik
denmektedir (GULER ve COBANOGLU, 1994).

2.3. Su Kirliligini Gosteren Indikatér Organizmalar ve Koliform Bakteriler

Bu organizmalar koliform bakteriler 6zellikle Escherichia coli, Streptococcus faecalis
ve Gram pozitif ¢omakg¢ik olan Clostridium perfringes sporlaridir. Indikatér organizmalar
genelde sularin digki kirlenmesine ugradigini ve sularda enfeksiyon etkeni olan hastalik

olusturan mikroorganizmalarin olas1 varliginin izi olarak kabul edilir.



2.4. Cevre Bakterileri ve Antibiyotikler
Antibiyotikler dogaya cesitli yollarla yayilirlar (Sekil 1).
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Sekil 1. Farmasotiklerin ¢evredeki akibeti (KUMMERER, 2004).

Insan ya da hayvanlara verilen antibiyotikler idrar ya da diski yoluyla kanalizasyon
sistemlerine karisir. Bu antibiyotikler farmakolojik 6zelliklerine gore ya yapilarini aynen
korurlar ya da yikilarak lagim sularma karigirlar (HALLING-SORENSEN ve ark., 1998).
Veterinerlik sahasinda veya hayvan yetistiriciliginde biiylime arttirict olarak kullanilan
antibiyotiklerin bir kismi1 bu hayvanlar tarafindan giibre olarak disar1 atilir. Antibiyotikler
tarimda da kullanilir. Bu kullanilan antibiyotiklerin bir kismi kalint1 olarak topraga gecer ve
yeralti sularina karisir. Bu sekilde lagima, topraga ve diger cevresel birimlere karisan
antibiyotikler parcalanmazsa veya ortadan kaldirilmazsa yiizey ve yeralt1 sularina, dolayli
olarak da igme sularina karigabilirler (RALOFF, 1998). Bu kirlenmeye bagh olarak 6zellikle
musluk suyundaki antibiyotik yogunlugu c¢evredeki antibiyotik direncinin belirlenmesinde
odak noktast olmustur. Musluk suyunda da bu bilesiklerin goriilmesinin baslica nedeni
antibiyotigin suyun islenmesi sirasinda suya bulagmasi ve igme suyu saglanirken meydana

gelen kirlenmelerdir (HEBERER ve ark., 1998).



2.5. Cevre Bakterileri Arasinda Diren¢ Yayilim

Antibiyotik direnci sadece hastalik olusturan bakterilerde bulunmaz. Karasal ve sucul
cevrelerde yasayan cevre organizmalarinda da mevcuttur.

Halk sagligi icin temel tehlike diren¢ ve hastalik olusturan genlerinin ¢evre
bakterilerinden insan patojeni bakterilere ve bu patojenlerden de hastalik olusturmayanlara
aktarilmasidir. Direng genlerinin direngli bakteriler arasinda bir ekosistemden digerine
tasindi81 birgok arastirmada belgelendirilmistir. Igme suyu ve banyo suyu, insanlarda direncli
bakterilerin kazanilmasi i¢in kaynak olarak gosterilebilir (KRUSE, 1999).

Patojen bakteriler arasindaki antibiyotik direncinin yayilmasi biiyiik 6l¢iide konjugatif

DNA transferiyle meydana gelmektedir (WATERS, 1999).

2.6. Antibiyotik Direncinin Transferi ve Integronlar

Gilinlimiizde tiim diinyada bir yandan hizla yeni ilaglar gelistirilmekteyken, 6te yandan
bunlara siiratle diren¢ kazanan mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlar bildirilmekte ve
sorunun boyutlar1 giderek biliylimektedir (COHEN, 1992; TENOVER ve HUGLES, 1996).

Antibiyotik direnci dogal, kazanilmis ve capraz direng olarak 3 cesitte siniflandirilabilir.
Bakteriler, antibiyotiklere dogal olarak direngli olabilirler. Bu tiir diren¢ bakterinin temel
ozelligidir ve ila¢ kullanimu ile iliskisi yoktur. Kromozomal antibiyotik direnci bakteri
kromozomunda kendiliginden olusan mutasyonlar sonucu ortaya cikar. Kromozom dist
direng, cesitli yollarla aktarilan plazmit, transpozon ve integron denilen genetik elemanlara
bagl bir direng cesididir.

Plazmitler, bakterilerde antibiyotik uygulamasindan da once var olan ve kromozomdan
bagimsiz olarak ¢ogalabilen kromozom dist DNA segmentleridir. Direng etkenleri bir veya
birka¢ antimikrobiyal ilaca ve agir metallere kars1 direng genleri tasiyan plazmitlerdir. Plazmit
genleri, genellikle ilaclar1 parcalayan enzimlerin {iretilmesinden sorumludurlar.
Transpozonlar, bakteri kromozomunun degisik yerlerine yerlesebilen veya kromozomdan
plazmite, plazmitten plazmite, plazmitten DNA veya bakteriyofaja aktarilabilen, kendi
kendilerini ¢ogaltamayan, o nedenle kromozomda, plazmitte veya bakteriyofajda bulunan
DNA dizileridir. Diren¢ genlerini tasiyan genetik icerigi ve plazmitler bir bakteriden diger
bakteriye transdiiksiyon, transformasyon, konjugasyon ve transpozisyon gibi mekanizmalarla

aktarilirlar.



Kromozom veya plazmit iizerindeki direng genleri, bakterinin béliinmesiyle yavru
hiicrelere aktarilir ki buna vertikal gec¢is denir. Bu gene sahip hiicrelerin ¢ogalmasi ile de
direncli susun ve diren¢ genlerinin yayilimi gerceklesir. Buna da klonal yayilim denir.
Plazmitler konjugasyon ile de horizontal olarak aktarilabilirler (BROOKS ve ark., 1995).

Cogul ilag direncli plazmitlerin evoliisyonu genellikle antibiyotik direng
determinantlarinin =~ bolgeye  spesifik  entegrasyonuyla meydana gelmektedir. Bu
rekombinasyon, integron denilen fakli bir DNA ailesi tarafindan olusturulmaktadir.
Integronlar antibiyotik diren¢ determinantlarini kodlayan, belirli gen kasetlerini entgre etme
veya tagima yetenegine sahip genetik elemanlardir. Plazmitler veya transpozonlar tarafindan
tasindiklarindan  dolayr giiglii  bir antibiyotik secici  baskisi, antibiyotik direng
determinantlarinin taginmasina ve yayilimina neden olmaktadir (DAVIES, 1994). Smif 1
integronun yapisinda (Sekil 2) bir 5'- ve 3'- korunmus segment (5'-CS ve 3'-CS) ve bir de
degisken bolge vardir (STOKES ve HALL, 1989; LEVESQUE ve ark., 1995). 5'-korunmus
segment intl geni (integraz) ve insert olan gen/genlerin ekspresyonu i¢in kullanilan bir
promoter bolgeden olusur (STOKES ve HALL, 1989). 3'-korunmus segment defektif
kuaterner amonyum diren¢ geni quaEAI ve siilfonamide direng saglayan sull geni icerir. Iki
korunmus bolge arasinda bulunan degisken bdlge antibiyotik direng gen kasetlerinin girmesi
icin rekombinasyon yeridir. Bu yiizden rekombinasyon mekanizmasia katilan ve 59-bp
eleman ollarak bilinen a##C geni igerir. Smif 1 integronlar Tn2/ gibi transpozonlar iizerinde
tespit edilmiglerdir ve prototip sayilirlar (GRINSTED ve ark., 1990). Sinif 2 integronlar
Tn7’de bulunmus olup, dihidrofolat rediiktaz gen kaseti icermektedir (FLING ve
RICHARDS, 1983; STOKES ve HALL, 1989). Caligmalar integron yapilarinin diinyadaki
cesitli hastanelerdeki infeksiyon etkeni Enterobacteriaceae iiyesi tiirlerinde (MARTINEZ-
FREIJO ve ark., 1999; LEVERSTEIN-van HALL ve ark, 2001; van LOON ve ark., 2004),
non-fermentatif Gram negatif aerob bakterilerde (TURTON ve ark., 2005; FONSECA ve ark.,
2005; OZGUMUS ve ark.,, 2007b) ve genislemis-spektrumlu p-laktamaz iireten
enterobakterilerde (SOMPOLINSKY ve ark., 2005) siklikla ortaya ¢iktigini ve cogul
antibiyotik direncinden sorumlu olduklarini géstermistir. Caligilan integronlarin ¢ogu simdiye
kadar antibiyotik direng¢ genlerinin ortaya ¢ikma oranina ve yayilimina katkida bulunan klinik
kokenli bakterilerde belirlenmistir. Fakat sularda (TENNSTEDT ve ark., 2003) ve
yiyeceklerde (SINGH ve ark., 2005) bulunan, insan (INFANTE ve ark., 2005) veya hayvan
diskist kokenli (ABBOTT ve ark., 2005) koliformlardaki sikligi hakkindaki caligmalar ise

seyrek de olsa son zamanlarda yapilmaktadir.
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Sekil 2. integronlarm genel yapisi. Oklar transkripsiyon ydnlerini gostermektedir. Farkli
promoterlerin  (P) yerlesimi ve yoni gosterilmektedir. GTTRRRY, gen kasetlerinin
biitiinlesmesi i¢in integronun 'croosing-over' noktasidir. 59-bp elemanlariyla birlikte girmis bir
kaset, siyah bar olarak gosterilmektedir (LEVESQUE ve ark., 1995).

Roe ve ark (2003) sulama kanallar1 ve c¢okeltilerinden izole ettikleri E. coli’lerin
%13’linde sinif 1 integron yapilari gostermisler, cogul antibiyotik direngli bu suslarda dort
farkli yap1 ve dizide integron gen kasetlerini tespit etmislerdir. Park ve ark. (2003) Kore’de
sucul cevrelerden izole ettikleri koliformlarda yiliksek miktarda sulfametoksazol,
aminoglikozid ve [-laktam direncine rastlamislar, suslarin %53,6’sinin ¢ogul direngli
oldugunu saptamiglardir. Suslarin %24’linde ise int/l genini pozitif bulmuslardir. Sinif 1
integron tastyan bu suslarda dfrAS, dfrA7, dfrA12, dfrA17, aaA2, aaAS5 ve aad(3') olmak iizere
integronla tasman yedi farkli antibiyotik diren¢ geni tespit etmislerdir. Ilging olarak,
Waturangi ve ark. (2003) Endonezya’da dogada serbest yasayan kertenkele tiirlerinden izole
ettikleri 28 E. coli susunda %75 tetrasikline, %71,4 streptomisine, %67,9 siilfametoksazole,
%64,3 ampisiline diren¢ belirlerken, bu hayvanlardan izole ettikleri £. coli susunda ise
PCR’la 2 farklh yapida smif 1 integron varligi tespit etmislerdir. DNA dizi analizi sonucu
integronlar iizerinde dfrA, dfrA5 ve aadAl olmak iizere 3 farkli integrona 6zel antibiyotik

diren¢ genleri saptamislardir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Bakteri Suslari, Rekombinant Suslar, Standart Suslar ve Kontrol Plazmitler

Calismada, Trabzon ilinin dogusundaki 10 dereden bir yil i¢inde (Aralik 2003 — Kasim
2004) her ay bir kere alinan dere suyu ornegi kiiltiirlerinin fermentasyon gozlenen tiiplerinden
Eosine Methylene Blue (EMB) agar (Merck, Almanya) plaklarina alt kiilttirleri yapilip, farkli
morfolojideki (koloni tipi, laktoz olumlu veya olumsuz, réfleli veya renkli) enterik bakteri
kolonilerinin rasgele alinarak tiir tayinleri yapilmis ve —35°C’de %20 gliserol ortaminda
stoklanmig toplam 183 koliform bakteri susu kullanildi. Suglar, mevcut projenin
arastiricilarindan Ali SEVIM’in yiiksek lisans tezindeki bakteri koleksiyonundan saglanmustir
(SEVIM, 2005).

Calismada, konjugasyon deneyleri i¢in alict hiicre olarak E. coli K-12 laboratuar susu
J53-2 [F" met pro Rif', Prof. Dr. Metin Otkun’dan (Trakya Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Edirne) saglanmistir] ve antimikrobiyal
hassasiyet deneyleri i¢in E. coli ATCC 25922 susu kontrol olarak kullanildi. Plazmit
biiytikliiklerinin tahmin edilebilmesi i¢in E. coli V517 susundan (MACRINA ve ark., 1978)
izole edilen plazmitler ve Dr. Luca Guardabassi’den (Department of Veterinary
Microbiology, The Royal Veterinary and Agricultural University, Denmark) saglanan E. coli
R39 susundan izole edilmis plazmit DNA markorleri kullanildi. Sinif 1 integronlarin
tespitinde kullanilan polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PZR) pozitif kontrol olarak pCEml
plazmit DNA’s1 Prof. Dr. Andreas Schlueter’den (Fakultdt fiir Biologie, Lehrstuhl fiir
Genetik, Universitit Bielefeld, Bielefeld, Deutschland) saglanmistir.

3.2. Antimikrobiyal Hassasiyet Testleri

3.2.1. Disk Difiizyon Testi

Enterobacteriaceae familyasina ait 183 enterobakteri susunun (88 Escherichia coli, 35
Klebsiella pneumoniae, 12 K. oxytoca, 23 Enterobacter spp., 20 Citrobacter koserii, 3 C.
freundii ve 2 Proteus vulgaris) antimikrobiyal duyarlilik testleri Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2003a)’de belirtilen standart agar disk diflizyon metodu ile
yapildt ve CLSI kitapgigindaki hassasiyet kriterleri ile karsilagtirilarak yorumlandi.
Kullamlan diskler (Oxoid, Ingiltere) tetrasiklin (TET), 30 pg; nalidiksik asid (NAL), 30 pg;
gentamisin (GEN), 10ug; ofloksasin (OFX), 5 pg; neomisin (NE), 30 pg; netilmisin (NET),
30 pg; kanamisin (KAN), 30 pg; streptomisin (STR), 10 pg; ampisilin (AMP), 10 ug;



amikasin (AMK), 30 pg; trimetoprim (TMP), 5 ng; kloramfenikol (CHL), 30 pg. Bakteriler
niitrient agarda (Merck, Almanya) canlandirilip, titresi 0.5 MacFarland bulanikligina
(vaklagik 1,5 x 10° CFU/mL) ayarlandiktan sonra, dort milimetre kalinligindaki Mueller-
Hinton agar (Merck, Almanya) besiyeri plaklarina yiizeysel ekimleri yapildi. Diskler
yerlestirildikten sonra plaklar 35°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyondan
sonra inhibisyon zon caplar1 dlgiilerek bu antibiyotiklere kars1 hassasiyetleri CLSI (2003a)
kitap¢igindaki kriterlere gore hassas (H), orta hassas (OH) ve direngli (D) olarak
degerlendirildi. Direng siklig1 hesaplamalarinda orta hassas izolatlar hassas olarak kabul

edildi.

3.2.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Tayini

Antibiyotiklerin (ampisilin, tetrasiklin, trimetoprim, streptomisin, nalidiksik asit,
gentamisin ve amikasin) transkonjugant ve transformantlara MIK’leri CLSI’da (CLSI,
2003b) belirtilen standart yonteme goére mikrodiliisyon ile yapildi ve degerlendirildi.
Antibiyotiklerin toz halindeki etken maddeleri (Sigma, ABD) ticari firmalardan saglandi.

Uremenin gozlendigi ilk kuyucuktan énceki diliisyon MIK olarak belirlendi.

3.3. Transfer Edilebilir Antibiyotik Direnci

3.3.1. Konjugasyon

Suslarin tagidig1 antibiyotik direncinin aktarilabilirligi sivida konjugasyon deneyleriyle
test edilerek belirlendi (RICE ve ark., 1990). Plazmit aktarim deneylerinde verici hiicre
olarak, kullanilan antibiyotiklere direncli enterobakteri izolatlari, alic1 hiicre olarak E. coli K-
12 sus J53-2 (F° met pro Rif') kullanildi. Verici ve alici hiicreler bir gece sallayicili
inkiibatorde Luria-Bertani (LB) siv1 besiyeri (%] tripton, %0.5 maya oziitii, %0.5 NaCl, pH
7.4) kullanilarak tretildi. Esit hacimlerde karistirildi ve sallanmadan bir gece inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda konjugasyon karisiminin 10~ ve 10 sulandirimlar 150pg/mL
rifampisin (Hoecst, Almanya) + 30ug/mL ampisilin, tetrasiklin, streptomisin, nalidiksik asit,
gentamisin, amikasin ve 25ug/mL trimetoprim iceren EMB agara yiizeyel ekimleri yapildi ve
bir giin inkiibasyona birakildi. Elde edilen transkonjugantlarin (rifampisine ve kullanilan
antimikrobiyala direngli) antibiyotiklere kars1 hassasiyetleri disk difiizyon testi (CLSI, 2003a)
ile arastirildi. Direngli oldugu antibiyotikler, icerdigi plazmidin o antibiyotige karsi direng

determinantlarini kodladigini gosterdi.



3.3.2. Transformasyon

Ampisiline direngli 137 ve tetrasikline direngli 52 susu olmak {izere 189 susdan total
plazmit DNA preparasyonlarinin E. coli K-12 susu DHS5a (RecA") ile yapilan plazmit DNA
transformasyonu protokollerde tarif edildigi sekilde soguk CaCl,’lii ortamda 1s1 soku ile veya
kompetan E. coli K-12 DHS5a hiicrenin kullanildig1 elektroporatdér (BioRad, ABD)
kullanilarak, elektroporasyon yontemiyle (AUSUBEL ve ark., 1995) yapildi (AUSUBEL ve
ark., 1995).

3.4. Plazmid DNA ve Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR) icin Toplam DNA
izolasyonu

Bakteri suslarindan transkonjugantlarindan ve transformantlarindan plazmit DNA
saflagtirma iglemleri icin alkali lizis mini-preparasyon yontemi (AUSUBEL ve ark., 1995)
kullanildi. Polimeraz zincir reaksiyonlari i¢in kullanilan kalip DNA eldesi i¢in bakteri suslari
3 mL LB siv1 besiyerine inokiile edildi ve 20 saat 37° C’ de sallayicili inkiibatérde (GFL,
Almanya) iretildi. Kiiltiiriin 1,5 mL’si Eppendorf tiipine alinarak 13.000 rpm’de 5 dk
coktiiriildi. Cokelti stvisinin {istli atildi ve ¢okelti 500 pL iyonsuz suda ¢oziildii. Hiicreler
95°C’ de 10 dk 1sitilarak pargalandi. Dipteki artik, 13.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek
¢oktiiriildii. Ust kistmim 1 pL’si PCR’ da kalip DNA kaynagi olarak kullanilda.

3.5. Oligoniikleotid Primer Ciftleri ve PZR’ler
Smif 1 integronlarin ve tetrasikline karsi diren¢ determinantlarinin belirlenmesinde

kullanilan primerler Tablo 1’de gosterilmektedir.



Tablo 1. PCR analizlerinde kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Primer Hedef Gen DNA dizisi Referans

5'-CS Smif 1 integron 5-GGCATCCAAGCAGCAAG-3' Levesque ve ark.
3'-CS degisken bolge 5“AAGCAGACTTGACCTGA-3' (1995)

tet(A)-1 tetd geni 5'-GTAATTCTGAGCACTGTCGC-3" Aarestrup ve ark.
tet(A)-2 5'-CTGCCTGGACAACATTGCTT-3" (2003)

tet(B)-1 tetB geni 5'—-CTCAGTATTCCAAGCCTTTG-3" Aarestrup ve ark.
tet(B)-2 5'-“ACTCCCCTGAGCTTGAGGGG-3’ (2003)

tet(C)-1 tetC geni 5'-GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC-3" Aarestrup ve ark.
tet(C)-2 5'-CCTCTTGCGGGAATCGTCC-3’ (2003)

qnrA-1A . 5’-TTCAGCAAGAGGATTTCTCA-3’ Wu ve ark.
qnrA-1B gnrd geni 5-GGCAGCACTATTACTCCCAA-3’ (2007)
qnrB-CS-1A . 5’-CCTGAGCGGCACTGAATTTAT-3’ Wu ve ark.
qnrB-Cs-1B 4B geni 5’-GTTTGCTGCTCGCCAGTCGA-3’ (2007)

qnrS-1A . 5’-CAATCATACATATCGGCACC-3’ Wu ve ark
qnrS-1B gnrs geni 5-TCAGGATAAACAACAATACCC-3°  (2007)

3.5.1. Simf 1 integron-Spesifik PZR

Smif 1 integronlarin PZR tanimlanmasinda kullanilan oligoniikleotidler Tablo 1’de
gosterilmektedir. Standart PCR’lar 50uL hacimde yapildi. Bes mikro-litre 10 x PCR tamponu
(100mM Tris-HCI (pH 8.8), 500mM KCl, 15mM MgCl,, %1 Triton X-100), SuL 10 x
deoksiniikleotid trifosfat karisimi (her biri 2mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), 2uL her bir
primer kaynagi (25pmol/uL) (5’-CS/3’-CS), 34ulL armik iyonsuz su, 1uL 7ag DNA
polimeraz ve 1uL kalip DNA olarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Cogaltim i¢in dongi
kosullart: 5 dk 94°C, 1 dk 55°C, 3 dk 72 °C (bir dongii); 15 sn 94°C, 30 sn 55°C, 3 dk 72°C
(24 dongii) ve son sentez 5 dk 72 °C (bir dongili) (SUSAN ve HILARY-KAY, 1999). PZR
tirtinleri i¢in % 1 yogunlugunda olacak sekilde agaroz jel hazirlandi. Mikrodalga firininda
¢Oziinmesi saglandi. Soguduktan sonra jele 0.5 ug/mL etidiyum bromdir ilave edildi. 40 Volt
dogru akimda 0,5 — 3 saat yiriitiildi. Ultraviyole 15181 altinda smif 1 integron DNA

amplikonlar1 gdzlendi ve goriintiileme sistemi (UVP, DigiDoc-IT, Ingiltere) ile goriintiilendi.

3.5.2. Tetrasikline Diren¢ Genlerine Spesifik PZR

tetA, tetB ve tetC genleri Tablo 1’de gosterilen tetrasiklin direng belirleyicilerine 6zgii
primerler kullanilarak PZR ile tarandi. Tepkime olusumu ve dongii degiskenleri
AARESTRUP ve ark. (2003)’nin tanimlar1 ile yapildi. Standart PZR’ler 50uL hacimde
yapildi. Bes mikro-litre 10 x PZR tamponu (100mM Tris-HCI (pH 8.8), 500mM KCI, 15mM
MgCl,, %1 Triton X-100), SuL 10 x deoksiniikleotid trifosfat karisimi (her biri 2mM dATP,
dCTP, dGTP ve dTTP), 2uL her bir primer kaynagi (25pmol/pL), 34uL arinik iyonsuz su,
1uL Tag DNA polimeraz ve 1uL kalip DNA olarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Cogaltim
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i¢cin dongii kosullari: 2 dk 94°C, 1 dk 55°C, 3 dk 72 °C (bir dongii); 15 sn 94°C, 30 sn 55°C, 3
dk 72°C (24 dongii) ve son sentez 5 dk 72 °C ve en son olarak 4-10°C’de saklama seklinde
kullanildi. PZR iriinleri i¢in % 1 yogunlugunda olacak sekilde agaroz jel hazirlandi.
Mikrodalga firininda ¢6ziinmesi saglandi. Soguduktan sonra jele 0,5 pg/mL etidiyum bromiir
ilave edildi. 40 Volt dogru akimda 0.5 — 3 saat yiiriitiildii. Ultraviyole 15181 altinda fet DNA
amplikonlar1 gdzlendi ve gériintiilleme sistemi (UVP, DigiDoc-IT, Ingiltere) ile gériintiilendi.

tetA ve tetB spesifik PZR’ler sirasiyla 917 bp ve 375 bp {iriin vermektedir.

3.5.3. Plazmit Aracih Kinolon Direncinin PZR ile Tayini

Kinolon direngli transkonjugant ve transformantlarda gnrA, gnrB ve gnrS genleri Tablo
1’deki primerler kullanilarak tarandi. Standart PZR’ler 50uL hacimde yapildi. Bes mikro-litre
10 x PZR tamponu (100mM Tris-HCI (pH 8.8), 500mM KCl, 15mM MgCl,, %1 Triton X—
100), SuL 10 x deoksiniikleotid trifosfat karigimi (her biri 2mM dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP), 2uL her bir primer kaynagi (25pmol/uL), 34ulL armik iyonsuz su, 1uL 7ag DNA
polimeraz ve 1pL kalip DNA olarak reaksiyon karigimi hazirlandi. Cogaltim i¢in dongii
kosullart: 2 dk 94°C, 1 dk 55°C (gnr4 igin) veya 1 dk 60°C (gnrB ve gnrS i¢in), 1 dk 72 °C
(34 dongii) ve son sentez 5 dk 72 °C ve en son olarak 4-10°C’de saklama seklinde kullanildi.

3.6. Sif 1 Integron Amplikonlarinin Klonlanmasi

Tam integron genlerinin ¢ogaltildig1 PZR iirtinleri, pPGEM-T klonlama vektdriine iiretici
firmanin (Promega, ABD) dnerileri dogrultusunda ligasyonu saglandi ve E. coli K—12 JM101
(recA") kompetan hiicrelerine aktarildi. Aktarim sonras1 hiicreler, ampisilin, IPTG (Sigma,
ABD) ve X-gal (Sigma, ABD) igeren segici LB agara ekilerek mavi/beyaz koloni olusumuna
bakild1 ve beyaz kolonilerden plazmit saflastirilarak pozitif klonlar belirlendi (AUSUBEL ve
ark., 1995). Izole edilen bu plazmitler Eco Rl (NEB, Ingiltere) restriksiyon enzimi ile
kesilerek ayrica dogrulandi. Pozitif oldugu dogrulanan plazmitleri iceren rekombinant
hiicreler tekrar biiyiitiilerek plazmit DNA saflastirma kiti kullanilarak DNA dizi analizi i¢in

tekrar izole edildi.

3.7. Simif 1 Integronlarin DNA Dizi Analizi ve GenBank Giris Numaralari
PZR iirlinlerinin DNA dizisi i¢in, bu {iriinleri igeren, klonlanmig rekombinant plazmitler
Macrogen (Seul, Kore) firmasina gonderilerek {iniversal primerleri (T7 ve SP6) yardimu ile

sekansi belirlendi. Elde edilen dizi verileri daha 6nceden tanimlanan integronlara ait dizi
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verileri ile karsilastirilarak benzerlik oranlari1 belirlendi. Bu amacla, National Center for

Biotechnology Information (NCBI) sitesinde (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kullanimi bedava

olan BLAST arastirma programi igindeki ileri QBLAST sistemi, European Bioinformatics
Institute sitesindeki (http://www.ebi.ac.uk/) CLUSTALW, University of British Columbia
Bioinformatics  Centre  sitesindeki  (http://bioinformatics.ubc.ca/) CLUSTALX, vb.

programlarindan yararlanildi. Biyoinformatigi yapilan smif 1 integron DNA dizileri NCBI
sitesi altindaki Banklt: GenBank Submission by WWwW

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Banklt/) sitesi kullanilarak GenBank’a gonderildi ve

biyoinformatik verilerin hemen serbest birakilmasi istendi. Biitiin alinan GenBank giris

numaralar1 ve bilgileri raporun “EKLER” boliimiinde verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Antimikrobiyal Hassasiyet Testi Sonuclari

Identifikasyonlar1 yapilan Enterobacteriaceae familyasma ait 183 susun 12 farkli
grup antimikrobiyal maddelere karsi hassasiyetleri hassas (H), orta hassas (OH) ve direngli
(D) olarak Tablo 2’de gosterilmektedir (SEVIM, 2005). Diren¢ siklig1 hesaplamalarinda

orta hassas izolatlar hassas olarak kabul edildi.

Tablo 2. Antibiyogramlar.

Izolat  prir TET NAL GEN OFX NE NET KAN STR CHL AMP AMK TMP

No

KDI1 EN OH H OH H OH H OH H H D H OH
KD2 EC H H H H OH H H H H D H H
KD3 CK H H H H OH H H H H D H H
KD4 CK D H H H OH H H H H D H H
KD5 EN H OH H H OH H H H H D H H
KD6 EC H H H H OH H OH H H D H OH
KD7 KP H H H H OH H H H H D H OH
KD8 EC D H H H OH H H D D D H D
KD9 EC D H H H OH H H H H D H D
KD10 CK D H H H OH H H H H D H H
KDI1 EN H H H H OH H H H H D H H
KD12 EC D H H H OH H H H H D H H
KD13 CK H H H H OH H H H H D H OH
KD14 EC H H H H OH H H H H D H H
KD15 EN H H H H OH H H H H D OH OH
KD16 EC H H H H OH H H H H D H H
KD17 EC D H H H OH H H D H D OH OH
KD18 CF H H H H OH H H H H OH H H
KDI19 EC OH H D H H H D D H H OH H
KD20 EN OH H H H OH H H H H D OH H
KD21 EC H H H H OH H H H H D H H
KD22 KP H H H H OH H H H H D H H
KD24 EN H H H H OH H H H H D H H
KD25 EC D H H H OH H H H H D H H
KD26 EN D H H H H H H OH H D H D
KD27 EC D H H H H H H H H D H D
KD28 EC H H H H H H H H H D H H
KD29 EN H H H H OH H OH H H D H OH
KD30 EC H H H H OH H H H H D H H
KD31 EN H H H H OH H H H H D H OH
KD32 EC OH H D H D H OH D H OH D H
KD33 EN OH H D H D H OH H H D H OH
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KD34
KD35
KD36
KD37
KD38
KD39
KD40
KD41
KD42
KD43
KD44
KD45
KD46
KD47
KD48
KD49
KD50
KD51
KD52
KD53
KD54
KD55
KD55a
KD57
KD58
KD59
KD60
KD61
KD62
KD63
KD64
KD65
KD66
KD67
KD68
KD69
KD70
KD71
KD72
KD73
KD74
KD75
KD76
KD77
KD78
KD79
KDS80
KD81
KDS&2

EC
EC
EC

EC
EC
EC
EC
CK
EC
CK
EC
EC
CK
EC
EC
EC

EC
CK
EC
EC
KO
EN
CK
EC
EC
CK
EC
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KP
CK
KO
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KDI52 EC

EC
EN
EC
KP
EC
KP
PV
KP

EC

KD166 CF
KD169 KP
KDI170 EC
KDI171

KD174 EC
KD175 KP
KD176 CK
KD177 EC
KD178 KP
KD179 KP
KDI180 EC
KD181 KP
KD182

KD183 EC
KDI184 EC
KDI185 KO
KDI186 EC
KD187 KP

KD164 EC
KD167

KDI136 EC
KDI137

KDI138 KP
KDI39 KP
KD140 EC
KDI141

KD143 KP
KDI144 EN
KD145

KDI46 KP
KDI50 EC
KDI153 CK
KDI154 EN
KDI155 EC
KD156 KP
KDI157 EN
KDI158 CK
KDI159 EN
KD160 EC
KDI161

KD162

KDI163 KO
KD165

KD151

KDI35
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KDI88 EC H H H H OH H H H H OH H H
KD189 EC D D H H H H OH D D D H D
KDI90 KP H H D H D D OH D H D D H
KDI191 PV D H H H OH H H H D D H D

EC: Escherichia coli, KP: Klebsiella pneumoniae, KO: Klebsiella oxytoca, EN: Enterobacter spp., CK: Citrobacter koseri,
CF: Citrobacter freundii, PV: Proteus vulgaris, TET: Tetrasiklin, NAL: Nalidiksik asit, GEN: Gentamisin, OFX:
Ofloksasin, NE: Neomisin, NET: Netilmisin, KAN: Kanamisin, STR: Streptomisin, CHL: Kloramfenikol, AMP:
Ampisilin, AMK: Amikasin, TMP: Trimetoprim. H: Hassas, OH: Orta hassas, D: Direngli.

Calismada, 183 susun antibiyotiklere diren¢ oranlar1 tespit edilmistir. Tablo 3’de

antibiyotiklere direngli sus sayis1 goriilmektedir.

Tablo 3. Antibiyotiklere direngli koliform izolat sayilari.

Tiir* Say1 Antibiyotiklere** Direncli Suslarin Sayisi (n)
(m) AMP TET GEN NE NET KAN AMK STR CHL OFX NAL TMP

EC 88 47 25 40 50 24 18 16 53 9 6 17 18
KP 35 35%xx 7 13 14 7 10 7 16 5 1 5 9
KO 12 12%%*% 2 2 4 3 4 1 6 1 1 1 4
EN 23 23%#x 3 7 8 4 5 4 5 2 0 2 3
CK 20 17 11 13 9 5 5 4 13 4 0 4 8
CF 3 0 2 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0
PV 2 2 2 1 1 0 1 1 1 2 1 1 2
Toplam 183 66 52 77 85 41 44 34 95 23 9 30 44
)

*EC: Escherichia coli, KP: Klebsiella pneumoniae, KO: Klebsiella oxytoca, EN: Enterobacter spp., CK: Citrobacter
koseri, CF: Citrobacter freundii, PV: Proteus vulgaris,

** Kisaltmalar i¢in Tablo 2’nin dipnotuna bakiniz.

*** Dogal (intrinsic) direngli olduklarindan, ampisiline direng orani belirlenirken hesaba katilmad.

Ampisiline kars1 diren¢ orani hesaplanirken ampisiline dogal olarak (intrinsic) direncgli
olan K. pneumoniae, K. oxytoca ve Enterobacter spp. suslar1 dikkate alinmamistir (Tablo 3).
Dolayisiyla direng yiizdesi E. coli, Citrobacter spp.ve Proteus spp. suslariin toplam sayisi
(N=66) kullanilarak belirlenmistir. En yiiksek diren¢ oram1 % 58 ile B-laktam grubundaki
ampisiline karsi belirlenmistir. Diger diren¢ dagilimi aminoglikozidler arasinda % 51,9
streptomisine, % 46,4 neomisine, % 42 gentamisine, % 22,4 netilmisine, % 18,5 amikasine ve
% 24 kanamisine kars1 diren¢ gozlenmistir. Tetrasiklinlerden % 28,4 tetrasikline direng
gozlenirken, farkli bir antibiyotik grubu olarak % 24 oraninda trimetoprime direng
saptanmistir. Kinolon grubunda % 16,3 nalidiksik aside ve % 4,9 oranla ofloksasine karsi
direng tespit edilmistir. Kloramfenikole karsi ise % 12,5 oraninda direng tespit edilmistir.
Sekil 3’de suslarin antibiyotiklere karsi toplam direng oranlar1 goriilmektedir. On (% 5,4) sus
(KD18, KDI111, KD112, KD132, KD136, KD137, KD177, KD180, KD183 ve KDI188)

testlerde kullanilan biitiin antibiyotiklere hassas bulundu (Tablo 2).
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Sekil 3. 183 susda toplam antibiyotik diren¢ sikligi. Kisaltmalar i¢in Tablo 2’nin dipnotuna
bakiniz.
Suslarin %57,9°u (106 sus) 3 ve daha fazla antibiyotige kars1 direngli olarak belirlendi.

Bu suslar ¢cogul ilag direncli olarak nitelendirildi.

4.2. Transfer Edilebilir Antibiyotik Direnci

4.2.1. Transfer Edilebilir Ampisilin Direnci

Yiizotuz yedi ampisiline direncli susun (Klebsiella spp. ve Enterobacter spp. dahil) ve
verici olarak kullanildig1 konjugasyon deneylerinde 10 farkli transkonjugant elde edildi.
Boylece 10 susta transfer edilebilir ampisilin direnci oldugu belirlendi. Bunun yaninda
beraber transfer edilen (co-transfer) antibiyotik direngleri de tespit edildi. Sonuglar Tablo 4’te
gosterilmistir. Ayrica transkonjugantlardan (R suslar) izole edilen, molekiiler biiyiikliikleri
40Kbp ile >150 Kbp (1000 MDa = ~1500 Kbp) arasinda degisen konjugatif plazmidler,

orijinal suslarin tasidiklariyla karsilastirmali olarak Sekil 4 ve 5° de agikg¢a goriilmektedir.
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Tablo 4. Aktarilabilir ampisilin direnci tastyan suslar.

Sus Tiir Direnc¢ fenotipi*

KD 17 Escherichia coli TET, STR, AMP

KD 18 Citrobacter freundii  AMP

KD 42 Citrobacter koserii  TET, GEN, NE, NET, KAN, STR, AMP

KD 48 Escherichia coli TET, NAL, GEN, OFX, NE, NET, KAN, STR, AMP, TMP
KD 55 Escherichia coli TET, NAL, GEN, NE, KAN, STR, AMP, TMP

KD 60 Escherichia coli AMP, TMP

KD 66 Citrobacter koserii  GEN, NE, STR, AMP

KD 73 Escherichia coli GEN, NE, NET, AMP, STR, AMK

KD 84 Klebsiella oxytoca TET, GEN, OFX, NE, NET, KAN, STR, AMP, TMP

KD 171 Proteus vulgaris TET, NAL, OFX, NE, KAN, STR, CHL, AMP, AMK, TMP

* Bold isaretli olanlar direncinin aktarilabilir oldugunu gostermektedir. Kisaltmalar i¢in Tablo 2’nin dipnotuna
bakiniz.

Ampisiline direng, suslardaki [-laktamaz enzimi iiretiminin bir gostergesidir.
Kromozomal veya plazmit aracili olan bu enzimleri kodlayan genlerin antibiyotik baskisi
altinda nokta mutasyonlariyla kisa zamanda evolusyona ugradigi, sonucta substrat araliginin
genisledigi bilinmektedir (genislemis spektrumlu P-laktamazlar). Bu da [B-laktam grubu
antibiyotiklerin klinik kullanimlarini ciddi 6l¢iide kisitlamaktadir. Sinif A tipi B-laktamazlar
olarak bilinen plazmit aracili enzimler genellikle klinik orijinli bakterilerde siklikla
rastlanmaktadir ve aminoglikozid, tetrasiklin, trimetoprim veya kloramfenikol gibi bagka
antibiyotik gruplarina karsi diren¢ determinantlarini da beraberinde tasidigi (co-transfer)

bilinmektedir.
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Sekil 4. Transkonjugantlardan izole edilmis, transfer edilebilir ampisilin direnci tasiyan
konjugatif plazmidler. M1, E. coli V517 (Plazmit marker [Kbp]); 1, KD84; 2, R"(KD84); 3,
KD171; 4, R"(KD171); 5, KDI18; 6, R (KD18); 7, KD73; 8, R (KD73); 9, KD42; 10,
R (KD42); M2, E. coli R39 (Plazmit marker [MDa]).

Sekil 5. Transkonjugantlardan izole edilmis, transfer edilebilir ampisilin direnci tastyan
konjugatif plazmidler. M1, E. coli V517 (Plazmit marker [Kbp]); 1, KD66; 2, R"(KD66); 3,
KD17; 4, R'(KD17); 5, KD48; 6, R"(KD48); 7, KD60; 8, R (KD60); M2, E. coli R39
(Plazmit marker [MDa]).

4.2.2. Transfer Edilebilir Tetrasiklin Direnci
Elli iki tetrasikline direncli susun olarak verici olarak kullanildigi konjugasyon testi

sonucunda 9 susun aktarilabilir tetrasiklin direnci tasidigi belirlenmistir. Boylece 9 susun
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tetrasikline kars1 aktarilabilir dirence sahip oldugu belirlendi. Bunun yaninda beraber transfer
edilen (co-transfer) antibiyotik direncleri de tespit edildi. Sonuglar Tablo 5’te gdsterilmistir.
Ayrica transkonjugantlardan izole edilen, molekiiler biiytikliikleri 50 Kbp ile >150 Kbp
arasinda degisen konjugatif plazmidler (R" suslar), orijinal suslarin tasidiklaryla

karsilastirmali olarak Sekil 6’da agikca goriilmektedir.

Tablo 5. Tetrasikline diren¢ kodlayan konjugatif plazmitleri iceren suslar.

Sus Tiir Direnc¢ fenotipi*
KD 8  Escherichia coli TET, STR, CHL, AMP, TMP
KD 39 Escherichia coli TET, GEN, NE, NET, STR, AMP, TMP, AMK

KD 42 Citrobacter koserii TET, GEN, NE, NET, KAN, STR, AMP
KD 84 Klebsiella oxytoca TET, GEN, OFX, NE, NET, KAN, STR, AMP, TMP

* Bold isaretli olanlar direncinin aktarilabilir oldugunu gostermektedir. Kisaltmalar igin
Tablo 2’nin dipnotuna bakiniz.

Sekil 6. Transkonjugantlardan izole edilmis, transfer edilebilir tetrasiklin direnci tagiyan
konjugatif plazmidler. M1, E. coli V517 (Plazmit marker [Kbp]); 1, KD42; 2, R (KD42); 3,
KD84; 4, R"(KD84); 5, KD88; 6, R"(KD88); M2, E. coli R39 (Plazmit marker [MDa]).

4.3. Plazmit DNA Transformasyonlari

4.3.1. Ampisiline Diren¢ Kodlayan Non-Konjugatif Plazmitler

Ampisiline direngli 137 susdan saflastirilan toplam plazmit preparasyonlarinin E. coli
susu DH5a ile yapilan plazmit DNA transformasyonu sonucunda 19 transformant elde edildi.

Bu da 19 susun ampisiline direng kodlayan non-konjugatif plazmitler icerdigini gosterdi. Elde
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edilen R" transformantlarin test edilen antibiyotiklere kars1 hassasiyetleri disk difiizyon testi
ile aragtirildi. Direngli oldugu antibiyotikler icerdigi plazmidin o antibiyotige karsi direng
determinantlarini kodladigini gosterdi. Sonuclar Tablo 6’da gosterilmistir. Ampisiline direngli
suslarin tasidigi, molekiiler biiyiikliikleri 2 Kbp ile 10 Kbp arasindaki farkli non-konjugatif
direng plazmitleri (R") Sekil 7°de goriilmektedir.

Tablo 6. Ampisiline diren¢ kodlayan non-konjugatif plazmitleri iceren suslar.

Sus Tiir ismi Direng fenotipi*

kodu

KD 5 Enterobacter spp. AMP

KD 9 Escherichia coli TET, AMP, TMP

KD 16 Escherichia coli AMP

KD 21 Escherichia coli AMP

KD 34 Escherichia coli GEN, NE, NET, KAN, STR, AMP, AMK

KD 36 Escherichia coli TET, NAL, GEN, OFX, NE, NET, STR, CHL,
AMP, AMK, TMP

KD 39 Escherichia coli TET, GEN, NE, NET, STR, AMP, TMP

KD 70 Klebsiella oxytoca NET, STR, AMP, TMP

KD 74 Escherichia coli GEN, NE, STR, AMP

KD 94 Enterobacter spp. GEN, CHL, AMP, TMP

KD 95 Citrobacter koserii TET, GEN, AMP, TMP

KD 100  Klebsiella pneumoniae  TET, NAL, GEN, OFX, NE, KAN, STR, AMP,
AMK

KD 104  Escherichia coli TET, NE, STR, CHL, AMP

KD 106 Klebsiella pneumoniae ~ NE, STR, AMP

KD 145  Escherichia coli NAL, GEN, OFX, STR, AMP, TMP

KD 167  Escherichia coli TET, CHL, AMP

KD 170  Escherichia coli NE, STR, CHL, AMP, TMP

KD 171  Escherichia coli GEN, STR, AMP, AK

KD 189  Escherichia coli TET, NAL, STR, CHL, AMP, TMP

* Bold isaretli olanlar transformantlardaki direnci gostermektedir. Kisaltmalar igin Tablo
2’nin dipnotuna bakiniz.
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Sekil 7. Transformantlardan izole edilmis, ampisiline diren¢ kodlayan non-konjugatif
plazmidler. M1, E. coli V517 (Plazmit marker [Kbp]); 1, R+(KD5); 2, R+(KD9); 3, R+(KD16);
4, R'(KD21); 5, R"(KD34); 6, R (KD36); 7, R(KD39); 8, R (KD70); 9, R"(KD74); 10,
R (KD94); 11, R"(KD95); 12, R (KD100); 13, R (KD104); 14, R"(KD106); 15, R (KD145);
16, R"(KD167); 17, R (KD170); 18, R(KD171); 19, R (KD189); M2, E. coli R39 (Plazmit
marker [MDa)).

4.3.2. Tetrasikline Diren¢ Kodlayan Non-Konjugatif Plazmitler

Tetrasikline diren¢li 52 susdan saflastirilan toplam plazmit preparasyonlarinin E. coli
susu DH5a (RecA") ile yapilan plazmit DNA transformasyonu sonucunda 4 transformant elde
edildi. Bu da 4 susun tetrasikline diren¢ kodlayan non-konjugatif plazmitler igerdigini
gosterdi. Elde edilen R" transformantlarin test edilen antibiyotiklere kars1 hassasiyetleri disk
difiizyon testi ile arastirildi. Direngli oldugu antibiyotikler icerdigi plazmidin o antibiyotige
kars1 diren¢ determinantlarini kodladigin1 gosterdi. Sonuglar Tablo 7°de gosterilmektedir.
Tetrasikline direncgli suslarin tasidigi, molekiiler biiyiikliikleri 4 Kbp ile 10 Kbp arasindaki

non-konjugatif plazmitler Sekil 8’de goriilmektedir.

Tablo 7. Tetrasikline diren¢ kodlayan non-konjugatif plazmitleri iceren suslar.

Sus Tiir ismi Direnc fenotipi*

kodu

KD 43 Escherichia coli TET, GEN, STR, AMP

KD 55 Escherichia coli TET, NAL, GEN, NE, KAN, STR, AMP, TMP

KD 100 Klebsiella pneumoniae  TET, NAL, GEN, OFX, NE, KAN, STR, AMP, AMK
KD 134  Escherichia coli TET, GEN, NE, NET, KAN, STR, AMK

* Bold isaretli olanlar transformantlardaki direnci gostermektedir. Kisaltmalar i¢in Tablo 2’nin dipnotuna
bakiniz.
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Sekil 8. Transformantlardan izole edilmis, tetrasikline diren¢ kodlayan non-konjugatif
plazmidler. 1, E. coli V517 (Plazmit marker [Kbp]); 2, R'(KD55); 3, R'(KD100); 4,
R"(KD43); 5, R"(KD134); 6, E. coli R39 (Plazmit marker [MDa]).

4.4. Suslarin Simif 1 integron Tasiyicihklar

Tarama sonunda 14 (% 7,6) susta (Tablo 8) ¢esitli molekiiler biiyiikliikte sinif 1 integron
gen kaseti tespit edildi (Sekil 9). Suslarin integron biiytikliikleri (Kbp) ve antibiyotik direng
fenotipi Tablo 8’de gosterilmektedir. Diger 170 susda simif 1 integrona spesifik PZR’ler

negatifti.

0 11 12 13 14

I <

Sekil 9. 5'-CS ve 3'-CS primerleriyle smif 1 integronlarin degisken bolgelerinin PZR
amplifikasyonlari. M: 1 Kbp DNA Ladder (MBI Fermentas, USA); 1: KDS§; 2: KD36; 3:
KD39; 4: KD46; 5: KD48; 6: KD54; 7: KD61; 8: KD62; 9: KD65; 10: KD84; 11: KD145; 12:
KD171; 13: KD187; 14: KD191.

Simif 1 integron farkli enterik bakteri tiirlerinde tespit edildi. Escherichia coli,
Citrobacter koseri, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus vulgaris gibi farkli
tiirlerin bu gen kasetlerini tasidigi belirlendi. Bu suslar Escherichia coli KDS, E. coli KD36,
E. coli KD39, E. coli KD46, E. coli KD48, E. coli KD54, Citrobacter koseri KD61, E. coli
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KD62, Klebsiella pneumoniae KD65, Klebsiella oxytoca KD84, E. coli KD145, Proteus

vulgaris KD171, Klebsiella pneumoniae KD187 ve Proteus vulgaris KD191 olarak belirlendi.

Tablo 8. Sinif 1 integron tasiyan suslarin 6zellikleri.

Integronun
.. cpe er as . . Yaklasik
%
Sus Tiir Antibiyotik diren¢ fenotipi biiyiikliigii
(Kbp)
KD8 Escherichia coli TET, STR, CHL, AMP, TMP 0,7
i . TET, NAL, GEN, OFX, NE, NET, STR, CHL,
KD36  Escherichia coli AMP, AMK, TMP 2,0
KD39  Escherichia coli TET, GEN, NE, NET, STR, AMP, TMP, AMK 1,6
KD46  Escherichia coli ¥f/ﬁ)’ NAL, GEN, OFX, NET, KAN, STR, AMP, 0,7
- . TET, NAL, GEN, OFX, NE, NET, KAN, STR,
KD48  Escherichia coli AMP, TMP 1,6
- . TET, NAL, GEN, OFX, NE, NET, KAN, STR,
KD54  Escherichia coli CHL, AMP, TMP 0,6
KD61 Citrobacter koseri GEN, STR, AMP, TMP 0,7
KD62  Escherichia coli TET, GEN, NE, STR, AMP, TMP 0,7
KD65  Klebsiella pneumoniae TET, GEN, NE, STR, CHL, AMP, TMP 1,6
KD84  Klebsiella oxytoca ¥E/E)’ GEN, OFX, NE, NET, KAN, STR, AMP, 1,6
KD145 Escherichia coli NAL, GEN, OFX, STR, AMP, TMP 1,6
. TET, GEN, NAL, OFX, NE, KAN, STR, CHL,
KDI171 Proteus vulgaris AMP, AMK, TMP 1,6
KD187 Klebsiella pneumoniae TET, STR, AMP, TMP 0,7
KDI191 Proteus vulgaris TET, NE, CHL, AMP, TMP 1,6

* Kisaltmalar i¢in Tablo 2’nin dipnotuna bakiniz.

4.5. tet Genlerinin PZR ile Tiplendirilmesi

184 susun 52°si (26 E. coli, 9 Klebsiella spp., 2 Enterobacter sp., 13 Citrobacter sp., ve

2 Proteus sp.) (%28.4) tetrasikline direnglidir. Bu suglar tet4, tetB ve tetC gen tasiyiciligi

acisindan PZR ile tarandi. Sadece tet4 ve tetB genleri ¢cogaltildi (Sekil 10). Tarama sonuglari

Tablo 9’da gosterilmektedir. Higbir susta feC geni belirlenmedi.
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Sekil 10. Tetrasiklin diren¢ determinantlarinin PZR analizi. M, 100bp DNA Ladder (Promega,
ABD); 1, tet4 amplikon; 2, tetB amplikon.

Smif 1 integron tasiyan 14 susta yiiksek oranda tetrasikline direng dikkati ¢ekmektedir.
Tablo 9’da bu suslardaki tetrasikline direncin molekiiler tiplendirmesi verilmektedir.
Tetrasikline direngli ve integron igeren iki Proteus vulgaris susunda (KD171 ve KD191)

taradigimiz ti¢ direng genine de rastlanmadi.

Tablo 9. Sinif 1 integron tasiyan 14 susta fef genlerinin tipleri.

Sus Tiir Antibiyotik direnc fenotipi* tet geni
KD8 Escherichia coli TET, STR, CHL, AMP, TMP tetA
KD36 Escherichia coli TET, NAL, GEN, OFX, NE, NET, STR, tetB
CHL, AMP, AMK, TMP
Escherichia coli TET, GEN, NE, NET, STR, AMP, TMP, tetB
KD39 AMEK
KD46 Escherichia coli TET, NAL, GEN, OFX, NET, KAN, STR, tetA
AMP, TMP
KDA48 Escherichia coli TET, NAL, GEN, OFX, NE, NET, KAN, ftetA, tetB
STR, AMP, TMP
KD54 Escherichia coli TET, NAL, GEN, OFX, NE, NET, KAN, tetB
STR, CHL, AMP, TMP
KD61  Citrobacter koseri GEN, STR, AMP, TMP -
KD62  Escherichia coli TET, GEN, NE, STR, AMP, TMP tetB
KD65  Klebsiella pneumoniae  TET, GEN, NE, STR, CHL, AMP, TMP tet4
: TET, GEN, OFX, NE, NET, KAN, STR, tetA
KD84  Klebsiella oxytoca AMP, TMP
KD145 Escherichia coli NAL, GEN, OFX, STR, AMP, TMP -
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KD171 Proteus vulgaris

KD187
KDI191 Proteus vulgaris

Klebsiella pneumoniae

TET, GEN, NAL, OFX, NE, KAN, STR,
CHL, AMP, AMK, TMP

TET, STR, AMP, TMP
TET, NE, CHL, AMP, TMP

?

tetA
?

* Kisaltmalar i¢in Tablo 2’nin dipnotuna bakiniz; ?, tetA, tetB veya tetC belirlenmedi; —, tetrasikline hassas suglar.

4.6. Integronlarin Biyoinformatik Analizi

Calismada izole edilen dokuz adet simif 1 integrona “GenBank Accession Number”
(=Gen Bankas1 Girig Numarasi) alind1 (Tablo 10 ve EK’ler). Diger iki integron tipi (dfrA1-
aadAl ve dfrAl7-aadA5) onceki bir ¢galismamizda (OZGUMUS ve ark, 2007) tespit edilen

integronlarla ayn1 veriye sahip oldugu i¢in o yayindaki GenBank giris numaralar1 (DQ875876
ve DQ875874) refere edildi (Tablo 11).

Tablo 10. Sinif 1 integron igeren suslar.

Antibiyotik” diren¢ Biiyiiklik Gen kaset NCBI Giris
Sus Organizma
fenotipi (Bp) “array” No.*
KD8 E. coli %];:/[% STR, CHL, AMP, 769 dfrA7 EU339236
TET, NAL, GEN, OFX,
KD36 E. coli NE, NET, STR, CHL, 2013 blaoxaso-aadAl  EU339234
AMP, AMK, TMP
) TET, GEN, NE, NET, ,
KD39 E. coli STR. AMP, TMP, AMK 1586 dfrAl-aadAl -
TET, NAL, GEN, OFX,
KD46 E. coli NET, KAN, STR, AMP, 769 dfrA7 EU250576
TMP
TET, NAL, GEN, OFX,
KD48  E. coli NE, NET, KAN, STR, 1663 dfrAl7-aadAS5 -
AMP, TMP
TET, NAL, GEN, OFX,
KD54 E. coli NE, NET, KAN, STR, 561 dfr2d EU339233
CHL, AMP, TMP
KD61 ;f;?; ‘Z."wte’" GEN, STR, AMP, TMP 741 dfiAl6 EU158182
. TET, GEN, NE, STR,
KD62 E. coli AMP, TMP 769 dfrA7 EU250577
Klebsiella TET, GEN, NE, STR, b
KD63 pneumoniae CHL, AMP, TMP 1586 dfrdl-aaddl i
Klobsiell TET, GEN, OFX, NE,
KD84 eostettd NET, KAN, STR, AMP, 1586  dfidl-aadAl b
oxytoca
TMP
KD145 E. coli NAL, GEN.-OEX. STR. 1663 dfidi7-aadas <

AMP, TMP
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TET, GEN, NAL, OFX,

kpi71 © e NE, KAN, STR, CHL, 1586  dfrdl-aadAl >
viLgarts AMP, AMK, TMP
KD187 K. . TET, STR, AMP, TMP 769 dfrA7 EU339235
pneumoniae
KDI191 P. vulgaris ?5};’ NE, CHL, AMP, 1586 dfrAl-aadAl 2
*QGirig numaralari NCBI/GenBank veritabani igindir

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nuccore&itool=toolbar).

“ Kisaltmalar i¢in Tablo 2’nin dipnotuna bakiniz;

" Niikleotid olarak dfi:41- aadAl gen kaset array’l ile aym (GenBank Giris # DQ875876).
¢ Niikleotid olarak dfiA17- aadAS5 gen Kaset array’l ile ayni (GenBank Giris # DQ875874).

Suslarin igerdigi alt1 farkli yapidaki sinif 1 integronlar dfi ve aadA genlerinin alellerini
ve tlirevlerini iceren gen kaset “array”lar1 seklinde sinif 1 integronlarin yapisia girdikleri
belirlendi (Sekil 11). Dfr tiirevi genler dihidrofolat rediiktaz enzimi kodlamaktadir ve
trimetoprim antibiyotigine diren¢ saglamaktadir. AadA tiirevi genler ise aminoglikozid adenil
transferaz enzimi kodlamaktadir ve streptomisin/spektinomisin antibiyotiklerine direng
saglamaktadir. blapxa-zo gen kaseti (=blapxa-1) P-laktamaz kodlamaktadir ve ampisilin gibi
dar spektrumlu B-laktam antibiyotiklere direng saglamaktadir.

DfrA16 gen kaseti iceren 741 bp’lik bir sinif 1 integron (GenBank Giris# EU158182)
literatiirde ilk olarak bir Citrobacter koseri izolatinda (KD61) bu ¢aligmada gosterildi. Ayrica
dfrA7 igeren 769 bp’lik bir sinif 1 integron da (GenBank Girig# EU339235) ilk olarak bir K.
pneumoniae susunda (KD187) bu ¢alismada gosterildi.

28



i1 | am || drA7 A _oeeent | sun [ >
<[imit | et () anat [ aasar [ M) quecar | suir

intt 1 | an Gm-ﬁnm-m aadAT l gacEAt | sulf

intf 1 | attf O dfr2d | gacEAT | sult

inti1 | attt () areass [ A qecear| sun [ >
e .| aadas | | queeat |surr

Sekil 11. Calismada belirlenen siif 1 integronlarin sematik gen yapilar1 ve antibiyotik direng
genlerinin ekspresyon yonleri. intll, simf 1 integron integraz gen; aftl, smif integron
rekombinasyon yeri (59 baz eleman); gacEA1, kuaterner amonyum iyonuna direng geni; sull,
stilfonamide direng geni.

4.7. integron Tasiyan Diren¢ (R) Plazmitleri

Suslarin  E. coli C600 transkonjugantlarina ve total plazmitlerinin kullanildig
transformasyonlardan elde edilen E. coli JM101 transformantlarina uygulanan integron-
spesifik PZR sonuglarina gore integron iceren suslarin yedi tanesinin R plazmitlerinin
(konjugatif veya non-konjugatif) smif 1 integron tasidiklari tespit edildi. Agar diliisyon
yonteminin kullanildig1 deney sonuglarina gore, bazi antibiyotiklerin (ampisilin, tetrasiklin,
trimetoprim, streptomisin, nalidiksik asit, gentamisin ve amikasin) bu suslara kars1 MIK leri
Tablo 11°de gosterilmektedir. Tablo 11°e gore suslar yiikksek MIK degerleriyle (MiK, 32 -
>2048 ng/mL) antibiyotiklere kars1 direng¢ saglamaktadirlar.

Escherichia coli KD48 susunda belirlenen plazmit aracili nalidiksik asit direnci (MIK,
128ug/ml) plazmit aracili kinolon direnci agisindan PZR ile tiplendirildi. gnr4, gnrB ve gnrS
genleri tarandi. Escherichia coli KD48’deki kinolon direncinin gnrS geni tarafindan
kodlandig1 tespit edildi. Bu sonug, cevre bakterilerinde Tiirkiye’de belirlenen ilk plazmit

aracili kinolon direncini gostermektedir.
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Tablo 11. Smif 1

antibiyotiklerin MIK degerleri ve plazmitlerinin molekiiler 6zellikleri.

integron tagiyan transformant ve transkonjugantlara kars1i bazi

R" E. R" R" E. coli K-12 JM101 veya C600 suslarina karsi
.. coli K- Antibiyotik hiicrelerdeki baz antibiyotiklerin MiK (pg/mL) degerleri
Verici 12 direng fenotipi® lazmit(ler)
p AMP TET TMP STR NAL GEN AMK
susu® (Kbp)
, TET®, STR, CHL, d
E. coli KDS C600 AMP. TMP >147 >2048 128 05 05 05 05 0.5
TET, NAL, GEN,
. OFX, NE, NET,
E. coliKD36  JMI101 STR. CHL. AMP. 6.7 >2048 0.5 16 05 05 05 0.5
AMK, TMP
TET, GEN, NE,
E. coliKD39  C600 NET, STR, AMP, >147 >2048 128 512 05 05 05 0.5
TMP, AMK
TET, NALS,
. GEN, OFX, NE,
E. coliKD48  C600 NET, KAN, STR. 88, 80 >2048 0.5 512 512 128 1024 05
AMP, TMP
. TET, GEN, OFX,
gef’SZHIZDM C600 NE, NET, KAN, ;1142’1 “147 2048 64 64 05 05 05 05
Y STR, AMP, TMP ’
. NAL, GEN, OFX,
E. coliKD145  JMI101 STR. AMP. TMP 7.3 >2048 05 512 05 05 05 0.5
TET, GEN, NAL,
P. vulgaris OFX, NE, KAN, >147, >147,
KD171 C600 STR. CHL, AMP. 81, >2048 0.5 512 256 0.5 2048 32
AMK, TMP
5'60801’ Kz RIF - <05 <05 <05 <05 <05 <05 <05
ool K2 . . <05 <05 <05 <05 <05 <05 <05

* €600, konjugasyon alicisi; JM101, transformasyon alicist.

“ Kisaltmalar i¢in Tablo 2’nin dipnotuna bakiniz; RIF, rifampisin.

» Kalin yazilmis antibiyotik kisaltmalar1 direncin plazmit aracili oldugunu gostermektedir.

¢ Plazmit aracili nalidiksik asit direnci gnrS geni tarafindan kodlanmaktadir.

¢ Kalin yazilmislar kendini transfer edebilen plazmitlerdir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Cogul ilag direngli bakteri sayisindaki artig diinya ¢apinda énemli bir saglik sorunudur.
Ozellikle klinik arenada tedavide kullamlacak yeni antibiyotiklerin sayisindaki azlik bu
problemi alevlendirmektedir. Sucul g¢evrelerdeyse antibiyotiklere bakteriyal direnc sikligi
fazla 1ilgi c¢ekmemektedir. Bu c¢alismada, iilkemizin kuzey bolgesindeki on nehrinde
antibiyotiklere direngli koliformlar incelendi. Onceki ¢alismalarimiz (ALPAY-KARAOGLU
ve ark., 2007; OZGUMUS ve ark., 2007a) bolgedeki halkin kullanimindaki i¢gme sularinin
klorlama gibi islemlerden ge¢mesine ragmen, ¢ogul ilag direncgli koliformlarla kirlendigini
gostermistir. Dogal c¢evrelerde antibiyotik direngli mikroorganizmalarin  genellikle
antropojenik kaynakli oldugu rapor edilmistir (HU ve ark., 2008).

Y1l boyunca yapilan Orneklemelerde, c¢oklu-tiip fermentasyon teknigi ile yapilan
deneylerin sonucuna gore biitiin nehirlerde en yiiksek fekal koliform sayilari (en muhtemel
say1, >1110 CFU/mL) tespit edilmistir (SEVIM, 2005). Calisma sonuglar1 nehirlerimizde
ciddi bir antropojenik kirlenmenin oldugunu gostermektedir. Muhtemelen bu kirlenme,
nehirlerin etrafindaki yogun insan yerlesimlerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica bir¢ok evin
lagim atiklart bu derelere desarj edilmektedir. Bu yiizden ¢ogu izolat yiiksek antibiyotik
direnci sergilemektedir. Bununla birlikte Toroglu ve ark. (2005), Tiirkiye’nin giineyinden
izole ettikleri koliformlarin %40’ 1inda ¢cogul antibiyotik direnci gostermislerdir. Diger taraftan,
Pathak ve Gopak (2008), islenmis icme sularinda E. coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp. ve
Citrobacter sp. gibi koliformlar belirlemiglerdir. Bu c¢alismada da nehir sularinda aymi
koliform paterni tespit edildi. Hindistan’da yapilan bir ¢alismada (PATHAK ve GOPAK,
2008) insan digkis1 ve igme sularindan izole edilen fekal koliformlarda kanamisin, nalidiksik
asit, tetrasiklin ve trimetoprime kars1 direng tespit edilmistir. Benzer bir sekilde, Urdiin’deki
igme suyu kaynaklarindan izole edilen E. coli’lerde yiiksek dilizeyde ampisilin,
trimetoprim/sulfametoksazol, gentamisin ve tetrasiklin direnci belirlenmistir (SHEHABI ve
ark., 2006). Bununla birlikte, tespit ettigimiz biitiin sinif 1 integron igeren suslar
sulfametoksazole diren¢li bulunmusglardir (bilgiler gosterilmedi). Zira sulfametoksazol
stilfonamid grubu bir antibiyotik olup, sinif 1 integron menseli olan su// gen {iriinii vasitasiyla
dirence neden olmaktadir (HALL ve COLLIS, 1995). Sonuc¢larimiz son iki yazarin
calismalariyla uyumludur.

Calismamizda, aminoglikozid grubu antibiyotiklere (streptomisin, gentamisin, neomisin,

netilmisin, kanamisin ve amikasin) %52’lere kadar varan diren¢ orami suslarda siif 1
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integron olabilecegini akla getiren bir veridir. Tablo 3’den de anlasilacagi {izere, cogu klinik
kullanimda olan antibiyotik gruplarina karsi ortaya ¢ikan bdylesine yiiksek direng¢ oranlari
Trabzon’daki bu derelerin 6zellikle antropojenik kirlenmeye maruz kaldiginin en 6nemli
gostergelerinden biri oldugu kanisindayiz. Ornekleme zamaninda yaptigimiz gozlemler bu
hipotezi dogrulamistir. Zira ¢ogu evsel atigin derelere bir sekilde ulastigi ve yogun mikrobiyal
kontaminasyona yol actig1 diisiiniilmektedir.

Ampisiline ve diger antibiyotik gruplarina kars1 koliformlarda yiiksek diizeyde direncin
ortaya cikmasi cevrede insan etkisinin olabilecegini gostermektedir (ANDERSEN ve
SANDA, 1994). Calismamizda ampisiline kars1 yiiksek orandaki direng (%58) Cin (HU ve
ark., 2008), Avustralya (WATKINSON ve ark., 2007) ve Hindistan (PATHAK ve GOPAK,
2008)’daki arastirma sonuglariyla uyumluluk gostermektedir. Koksal ve ark. (2007)’nin
Tiirkiye’de yaptiklart bir g¢alismada cok daha diisiik seviyede direng orani (%48)
belirlemiglerdir. Ampisiline direng, genellikle suslardaki B-laktamaz enzimi iiretiminin bir
gostergesidir. Kromozomal veya plazmit aracili olan bu enzimleri kodlayan genlerin
antibiyotik baskisi altinda nokta mutasyonlariyla kisa zamanda evolusyona ugradigi, sonucta
substrat araliginin genisledigi bilinmektedir (genislemis spektrumlu p-laktamazlar).
Genislemis spektrumlu B-laktamaz {ireten organizmalar biitiin B-laktamlara karst direngli
rapor edildiginden dolay1, B-laktam grubu antibiyotiklerin klinik kullanimlarini ciddi 6l¢iide
kisitlanmaktadir. Sinif A tipi B-laktamazlar olarak bilinen plazmit aracili enzimler genellikle
klinik orijinli bakterilerde siklikla rastlanmaktadir ve aminoglikozid, tetrasiklin, trimetoprim
veya kloramfenikol gibi baska antibiyotik gruplarmma karsi direng determinantlarini da
beraberinde tasidig1 (co-transfer) bilinmektedir (LIVERMORE, 1995; OZGUMUS ve ark.,
2008). Plazmit aracil1 antibiyotik direnci (kromozomal direngten farkli olarak) cabuk yayilim
gostermeleri ve yiiksek inhibitér konsantrasyonu ile dirence neden olduklart igin,
antimikrobik kemoterapdtiklerin kullaniminda problemlere neden olmaktadir. Cevre orijinli
bakterilerde bu konuda ¢ok fazla aragtirma bulunmamaktadir. Verilerimiz, ampisiline direncli
bakterilerin bu enzim tipleri agisindan taranmasinin gerekli oldugunu diistindiirmektedir.
Fakat projemizin asil odaklandigi konu B-laktamaz tiplendirmesinden ¢ok, ilging genetik
yapilar olan integron gen kasetlerinin varligi ve ayrmtili genetik haritalarinin ortaya
cikarilmasidir. Beta-laktamaz arastirmasi ayr1  bir altyapt ve deneysel arkaplan
gerektirdiginden bu konu gelecek bir zamana birakilmstir.

Mikrobiyal ekolojide transfer edilebilir antibiyotik direncinin, o6zellikle su orijinli

bakterilerde insanlarin dahil oldugu ekolojik dengeleri nasil etkileyeceginin, arastirilmasi
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gereken konularin basinda geldigine inanmaktayiz. Trabzon yoresindeki 10 su akiminda
rastlanan transfer edilebilir dirence aracilik eden genetik yapilar yakin ve akraba tiirlerde
kolayca  ekspres  olabilmektedir. Bu  ozellik  direng  genlerinin  yayilimini
kolaylastirabilmektedir. Transkonjugant ve transformantlara karsi antibiyotiklerin yiiksek
MIK degerleri nehir koliformlarmin antibiyotik diren¢ determinantlar1 icin iyi bir havuz
olabilecegini diisiindiirmektedir ve bu havuzun transpozon ve/veya integronlar gibi hareketli
genetik yapilar icerebilecegi, hatta mevcut bakterilerle insan patojenleri arasinda antibiyotik
diren¢ elemanlarinin paylasilabilecegi diisiiniilmektedir. Sonuc¢larimiz Hindistan’daki
nehirlerde yapilan c¢alismalarla (MUKHERJEE ve CHAKRABORTY ve ark., 2007) ve
Giliney Afrika’daki arastirmalarla (BIYELA ve ark., 2004) epidemiyolojik olarak benzerlik
gostermektedir.

Bir E. coli susu (KD48)’nun E. coli C600 transkonjugant1 yiiksek diizey nalidiksik asit
direnci gosterdi (128 pg/mL). Bu susta PZR ile plazmit aracili gnrd, gnrB ve gnrS genleri
tarand1 ve dirence gnrS geninin sebep oldugu tespit edildi. Plazmit aracili kinolon direncinin
diisiik diizey dirence neden oldugu rapor edilmektedir (NORDMANN ve POIREL, 2005),
fakat Latin Amerika’da izole edilmis baz1 suslarm 128 pg/mL MIK diizeyinde nalidiksik
aside diren¢ sagladigi bildirilmistir (CASTANHEIRA ve ark., 2007). Bu suslarda yiiksek
diizey dirence c¢oklu kopyali plazmitlerin ve asir1 gen ekspresyonunun neden oldugu ve
boylece yiiksek MIK degerlerine sebep oldugu énerilmektedir. Bizim susumuzda da bu gibi
bir mekanizmanin olabilecegi diisliniilmektedir.

Non-konjugatif direng plazmitlerinin direncin yayiliminda direkt bir katkisinin olmadigi
bilinmektedir. Fakat bu gibi genomlarin tasidigi genetik yapilarin hizli evolusyonu ve
cevredeki baskilara verdikleri hizli cevap goz Oniine alindiginda, bu tiir plazmitleri iceren
suslarin tagidig1 baska bir konjugatif plazmit ile rekombinasyona ugrayarak sekonder bir yolla
tasmabilecegi unutulmamalidir (OZGUMUS ve ark., 2005). Iste burada iki genomun
birbirleriyle rekombinasyonunu saglayan genetik yapilar, integronlari da tasidigi bilinen
transpozon yapilaridir. Mikrobiyal genetigin bu ilging genetik yapilari, antibiyotik direncinin
molekiiler epidemiyolojisinin c¢alisilmasinda takip edilmesi gerekli genetik elemanlardir.
Bunun yaninda, non-konjugatif plazmitler birlikte bulundugu konjugatif bir plazmitle bir
hiicreden digerine mobilizasyon mekanizmasiyla aktarilabilmektedir. Bodylece direng
epidemiyolojisi ve direncin onlenmesiyle ilgili ¢aligmalar i¢in yararh bilgiler saglanmaktadir

(OZGUMUS ve ark., 2002).
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Cevresel suslarimizdaki yaklasik %8 integron icerigi, diinyada klinik suslardaki integron
icerme oranlarina sahip raporlarla karsilastirildiginda distktiir, fakat sinirli sayida yapilan
cevre calismalart raporlari ile uyumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bu prevalans, sulama
kanallar1 ve sedimanlarinda %16 oraninda sinif 1 ve sinif 2 integron igeren E. coli’lerin izole
edildigi calismadan (ROE ve ark., 2003) ve Urdiin’deki i¢me sularindan izole edilen E.
coli’lerin %36’sinda gosterildigi calismadan (SHEHABI ve ark., 2006) azdir. Calismamiz
Mukherjee ve Chakraborty (2007) tarafindan rapor edilen simif 1 ve 2 integron tasiyan R
plazmitleriyle ilgili ¢aligmasindaki bulgularla benzerlik gostermektedir. Integronlarin R
plazmitleriyle tasinmasi antibiyotik direncinin horizontal yayilimina genis Olgiide katki
saglamaktadir. Bu da sucul ortamlar ve klinik ortamlar gibi farkli seviyede antibiyotik
baskilarinin oldugu c¢evrelerde c¢ogul direncin kazanilmasiyla ilgili mekanizmalarin
aydinlatilmasina 6nemli bilgiler saglamaktadir. Sinif 1 ve/veya smif 2 integronlar klinik E.
coli izolatlarinda (SOLBERG ve ark., 2006), insan ve hayvan kaynakli direngli koliformlarda
(VAN ESSEN-ZANDERBERGEN ve ark., 2007), non-koliform patojen bakterilerde
(CHANG ve ark., 2007), insan digkisindan izole edilen E. coli’lerde (PHONGPAICHIT ve
ark., 2008), gidalardan izole edilen bakterilerde (SUNDE, 2005), kuslarla tasinan patojen E.
coli’lerde (KIM ve ark., 2007) ve sucul cevrelerde (ROE ve ark., 2003) gosterilmistir.
Antropojenik kirlenmeye maruz kalmis Trabzon derelerinden izole edilen koliformlardaki
stif 1 integronlar1 farkli enterik bakteri tiirlerinin (Escherichia coli, Citrobacter koseri,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus vulgaris) tasidigi tespit edildi (Tablo 11).
Sonuglar halk saglig1 a¢isindan diisiindiiriictidiir. Trabzon yoresindeki 10 derenin rekreasyon
veya igme suyu amagh kullanimlarinda bu veriler géz oniine alinmalidir.

Ug koliformda dfi47 gen kaseti tastyan 767 bp’lik integron belirlendi. Bu gen kasetleri
nehir suyundan izole edilmis K. prneumoniae suslarinda ilk kez gozlenmistir. Ayrica, bir
Citrobacter koseri izolatinda ilk kez dfrA16 gen kaseti (GenBank giris numarast EU158182)
tastyan 741 bp’lik bir simif 1 integron tespit edildi. Bu iki sonucun epidemiyolojik 6nemi
vardir.

Cevre bakterilerindeki antibiyotik direncinde indikatdr olarak kullanilan antibiyotik
genellikle tetrasiklin olup, moniterizasyonda bu antibiyotige karsi direncin oransal verileri
kullanilir. Ciinkii insan tibbi, veterinerlik ve bitki ziraatindaki enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde ve c¢iftlik tavuklarinda biiylime arttirici olarak kullaniminda flora ve c¢evre
bakterileri bol miktarda tetrasikline maruz kalmaktadir. Bu da bakteriyel populasyonlardaki

antibiyotik diren¢ evrimini hizlandirmaktadir (CHOPRA ve ROBETS, 2001). Enterik
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bakterilerde tetrasikline karsi direncin tiplendirilmesinde genellikle A-E arasindaki siniflar
taranmaktadir fakat fetd, tetB ve tetC genleri tetrasikline direncli Enterobacteriaceae
familyasinda sik rastlanmaktadir. Tablo 10°da bu suslardaki tetrasikline direncin
tiplendirilmesi verilmektedir. Elli iki tetrasikline direncli izolat arasinda yalnizca tetA ve tetB
aracili dirence yaklasik ayn1 oranda (%32.6) rastlandi ve ¢ogunun R plazmitleri iizerinde
tasindig tespit edildi. Ug direng geninin tespit edilemedigi diger suslarda ve integron igeren
suslarda baska genlerin neden olabilecegi (tetD, tetE, tetG, tetK, tetL, tetO, tetM, tetP(A),
tetQ, tetS veya tetX gibi enterik bakterilerde ender goriilen determinantlar), efliiks
mekanizmasi veya dis membran kompozisyonlarindaki modifikasyonlar vasitasiyla direng
kazanabilecegi diistiniilmektedir. Tetrasikline direncgli ve integron iceren iki Proteus vulgaris
susunda (KD171 ve KD191) taradigimiz ii¢ diren¢ genine de rastlanmadi. Ayn1 bdlgede igme
sularindan izole edilen fekal koliformlart kullanarak yaptigimiz baska bir ¢alismada
(OZGUMUS ve ark., 2007) tetA aracili direncin yaygin oldugu gosterilmistir. Diger bir
calismamizda (Colakoglu F., Ozgumus O.B., Sandalli C., Alpay-Karaoglu S., Class 1 and
class 2 integrons in antibiotic resistant coliforms isolated from seawater. Turkish J Med Sci,
hakem incelemesinde) bolgedeki deniz suyundan izole edilmis tetrasikline direngli E.
coli’lerde tetB aracili direncin yaygin oldugu gosterilmistir. zet4 ve tetB genlerinin her ikisi de
efliiks mekanizmasi kodlamaktadir ve hem insan hem de hayvan orijinli enterik bakterilerde
en sik rastlanan tetrasikline diren¢ mekanizmalar1 arasindadir (DOMINGUEZ ve ark., 2002;
LANZ ve ark., 2003). Tetrasiklin, oksitetrasiklin ve klortetrasikline kars1 direng saglayan fetA
geninin tersine tetB ek olarak doksisikline karsi da direng saglar. tet4 ve tetB bulnduklari E.
coli’lerin orijinine gore degisebilir. tetB’ye Kore’de yeni doganlarin barsak mikrobiyotasinda
sik rastlanirken, fetD geni Cin’deki deniz balik ¢iftliklerinde sik rastlanmaktadir (DANG ve
ark., 2007). Danimarka’da bir balik ¢iftligindeki aeromonadlarda tet4 aracili tetrasiklin
direncinin baskin oldugu rapor edilmistir ve konjugatif R plazmitleriyle tet4 arasinda
oksitetrasiline direncli izolatlar arasinda baglanti kurulmustur (SCHIMDT ve ark., 2001).

Balik patojeni Enterobacteriaceae liyesi bakterilerdeki tetrasikline direncin molekiiler
analizinin, bir¢cok balik ¢iftliginin ve deniz balik ¢iftliklerinin bulundugu ydremizde enterik
bakterilerin neden oldugu balik hastaliklarinin tedavi protokollerinde temel bilgi ve etkili
stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunacagi kanisindayiz.

Farkli tiirdeki Enterobacteriaceae ailesinde integronlarin varligi cevre orijinli
bakterilerde direng genlerinin transferi ve yayilimi, bunun yaninda insan normal

mikrobiyotasina diren¢ tasinimi agisindan onem tasimaktadir. Sonuglarimiz integronlarin
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sucul enterik bakteriler arasinda yaygin oldugunu gostermektedir. Bu bakterilerin antibiyotik
direng determinantlarinin rezervuarlar1 olabilecegi ve ¢evrede bakteriyel antibiyotik direng

genlerini yayabilecegi kanisindayiz.
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6. ONERILER

Trabzon derelerinden izole edilen koliformlarda yiiksek oranda antibiyotik direncine
rastlanmistir. Literatiir taramasi, antibiyotik diren¢ oranlarmin diinyadaki orneklerinin
cogundan fazla oldugunu gostermistir. Yiiksek diren¢ orani, bakterilerin insan kaynakl
olabilecegini isaret etmektedir. Lokal yonetimlerin gerekli onlemleri almasi i¢in bu
konuya dikkatleri ¢ekilmelidir.

Icme suyu olarak kullanilan derelerin ¢ogul direngli patojenleri igerme olasili1 yiiksek
oldugundan, halk saglig1 takipgilerinin acilen Onlem stratejilerini belirlemesi ve
gelistirmesi gerekmektedir. Suyla bulasan bakteriyal patojenlerin salgin yaptig1 ve cogul
antibiyotik direngli olanlarinin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavilerinde problemler
yasandig1 bilinen bir gercektir. Plazmit aracili antibiyotik direncinin ¢evre bakterilerinden
insan patojenlerine transferi miimkiindiir. Bu da halk sagligin1 tehtid eden baska bir ciddi
sorundur.

Ampisilin ve tetrasiklin gibi hem insan tedavisinde hem de hayvan ve bitki ziraatindaki
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan, bir indikatdr mahiyetindeki bu antibiyotiklere karsi
belirlenen yiiksek diren¢ orani, bakteriyal populasyonlarin kirlilige verdigi onemli bir
cevap olarak diisiiniilebilir.

Antibiyotiklere karst ortaya cikan diren¢ oranlarinin takibi ulusal strateji haline
getirilmeli, yurt capinda cevredeki bakteriyal populasyonlarda ortaya ¢ikan antibiyotik
direng oranlari ve mekanizmalarinin moniterizasyonu molekiiler epidemiyolojik
yontemlerle siirveyan edilmelidir (gelismis iilkelerin ¢ogunda bakanliklar ¢apinda ciddi
siirveyan calismalar1 vardir ve bu c¢alismalarin diren¢ evolusyonunun yavaslatilmasi i¢in
degerli bilgiler sagladig1 bilinmektedir). Konu, halk sagligi merkezleri, Saglik Bakanlig1
ve Universiteler ticgeninde kollaboratif olarak incelenmeli, tartisilmali ve ¢6ziim Onerileri
getirilmelidir.

Igme sulariyla ilgili yaptigimiz bélgesel ¢alismalarda da bazi noktalarda hem sehir sebeke
hem de bazi pmar sularindan izole ettigimiz koliform bakterilerde yiliksek oranda ve
transfer edilebilir antibiyotik direncine, bunun yaninda sinif 1 integron gen kasetlerine
rastland1 (OZGUMUS ve ark., 2007a). Bu bulgular derelerde de benzer genetik yapilara

rastlama olasiliginin yiiksek oldugunu isaret etmektedir.
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Klinik dis1 bakteriler olarak bu koliformlarda rastlanan yaklasik %8’lik integron
tastyiciliginin halk saglig1 agisindan biiyiik risk tasidigi asikardir. Derelerin antropojenik
atiklarla (kanalizasyon desarjlar1) kontaminasyonu engellenmelidir.

Fekal koliformlarin (E. coli) antibiyotik direng¢ analizi gibi fenotipik yontemler diginda,
genotipik yontemlerle tiplendirilmesinde “bakteriyal iz takibi (Bacterial Source
Tracking)” i¢in kullanilan yontemlerle (ERIC-PZR [Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus Sequence Repeats-PZR], BOX-PZR, Ribotiplendirme veya PFGE [Pulsed
Field Gel Electrophoresis] analizi gibi yontemler) bakterilerin insan, evcil hayvan veya
yabanil hayvanlarin barsaklarindan kaynaklandigi tespit edilebilir. Proje sonuglarimizin
makale haline getirildigi yayminda (OZGUMUS ve ark., 2009) integron igeren E.
coli’lerde BOX-PZR yontemiyle parmak izi analizi yapildi.

Integronlar bakterilerde 6zellikle aminoglikozidlere, trimetoprime, kloramfenikole ve
sulfanomidlere kars1 diren¢ genleri tasidigi i¢in klinik kullanimdaki bir¢cok antibiyotigin
kullaniminda problemlere yol agmaktadir. Ozellikle hastanelerdeki nozokomiyal
etkenlerde ortaya c¢ikmasi tedavide giicliiklere neden olmaktadir. Cevre bakterilerinde
integronlarin  konjugatif diren¢ plazmitleri tarafindan taginmasi, antibiyotik direng
genlerinin ¢evreden insan patojenlerine aktarilma olasiligmi artirmaktadir. Calismamiz
integronlarin konjugatif plazmitlerin bazilarinda tasindigini géstermistir.

DfrA16 gen kaseti igeren 741 bp’lik bir sinif 1 integronun (GenBank Giris# EU158182)
literatiirde ilk olarak bir Citrobacter koseri izolatinda (KD61) gosterilmesi, ayrica dfrA7
iceren 769 bp’lik bir smif 1 integronun da (GenBank Giris# EU339235) ilk olarak bir K.
pneumoniae susunda (KD187) bu calismada gosterilmesi, yalnizca yogun antibiyotik
baskilarinin oldugu hastane ortamlarinin degil derelerin dahi diren¢ genleri agisindan
onemli bir kaynak olabilecegini gostermektedir. Bu genetik determinantlarin bagka
bakterilere, oradan da insan florasina ve patojenlerine ulasabilecegi gercegi goz ardi
edilmemelidir. “Akan su kir tutmaz” atasozii arkasina saklanmadan dere ve nehirlerimizin
ev ve hastane kanalizasyonu veya fabrika desarjlar ile kirletilmemesi gerekmektedir.
Yaptigimiz saha gezisinde su 6rnekleri alinan biitiin derelerimizin bu gibi atiklarla yogun
bir sekilde kontamine edildigini gozledik.

Klinik dis1 bir bakteri olmasina ragmen, bir Escherichia coli susunda (KD48) belirlenen
plazmit aracili nalidiksik aside direng, yine derelerin yogun antropojenik
kontaminasyonunu gostermektedir. Ayrica bu sonug Tiirkiye’de ilk olarak ¢evresel orijinli

bir bakteride plazmit aracili kinolon direncinin varligin1i gostermektedir (yayinda
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belirtildi). Normalde klinik bir bakteride gézlenmesi daha muhtemel olan bu tiir sira dis1
direncin bir ¢evre bakterisinde ortaya ¢ikmasi epidemiyolojik anlamda diislindiiriicii olup,
iilke capinda acilen antibiyotik diren¢ evrimi ile ilgili tedbirlerin alinmasi gerekliligini
gostermektedir. Zira birgok enfeksiyon hastaligiin tedavisinde siklikla kullanilan kinolon
grubuna kars1 bakteriyel direng stratejilerinin iilke capinda molekiiler epidemiyolojik
yontemlerle izlenmesi gerektigini diisiinmekteyiz. Arastirma grubumuz projenin sagladigi
altyapt imkanlariyla bu caligmalar1 hem c¢evre hem de klinik orijinli bakterilerde devam
ettirecek bilgi, teknoloji ve yetigsmis bilim insanina sahip olmustur.

Cevresel ve klinik bakterilerdeki antibiyotik direncinin molekiiler karakterizasyonu ve
epidemiyolojisinin lilke ¢apinda takibinin, direncin onlenmesi i¢in yapilacak diger temel

ve klinik ¢aligmalara 6nemli katkilar saglayacagi kanisindayiz.
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(b1laOXA-30) and aminoglycoside adenyltransferase A (aadAl) genes,
complete cds.
ACCESSION EU339234
VERSION EU339234.1 GI:164429814
KEYWORDS .
SOURCE Escherichia coli
ORGANISM Escherichia coli
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae; Escherichia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2013)
AUTHORS Ozgumus,0.B., Sandalli,C., Sevim,A., Celik-Sevim,E. and Sivri,N.
TITLE Class 1 and class 2 integrons and plasmid-mediated antibiotic
resistance in coliforms isolated from ten rivers in northern Turkey
JOURNAL J. Microbiol. 47 (1), 19-27 (2009)
PUBMED 19229487
REFERENCE 2 (bases 1 to 2013)
AUTHORS Ozgumus,0.B., Sandalli,C., Sevim,A., Celik-Sevim,E. and Sivri,N.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (08-DEC-2007) Department of Biology, Faculty of Arts and
Sciences, Rize University, Milli Piyango Egitim Kampusu, Rize
53100, Turkey
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2013
/organism="Escherichia coli"
/mol type="genomic DNA"
/strain="KD36"
/isolation source="river"
/db_xref="taxon:562"
repeat region 1..2013
/mobile element="integron:class 1"
misc recomb 1..103
/note="59 bp element"
misc feature 96..103

48



gene

CDS

misc

misc

gene

CDS

misc
misc
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

recomb

recomb

recomb

recomb

ggcatccaag
cgatgttacg
aattgttagce
tacatatcaa
catcaacaga
tactttacga
cgcaaatggc
aaataataga
ggaacagcaa
aaataaccca
gaaatcaaga
aaagtagctt
acaatctccc
atctgggata
ccttacaaaa
ttgtgtccgce
aaaatgcgat
caacccttca
cggcgcccct
actcaactat
gtacatttgt
ctggttacgg
ttggaaactt
gttgtgcacg
gaatggcagc
ctggctatct

/note="attI site"

168..998
/gene="blaOXA-30"
168..998

/gene="blaOXA-30"
/note="beta-lactamase;
/codon_start=1

/transl table=11
/product="oxacillinase"
/protein id="ABY55282.1"

/db xref="GI:164429815"
/translation="MKNTIHINFAIFLIIANIIYSSASASTDISTVASPLFEGTEGCF
LLYDASTNAEIAQEFNKAKCATQMAPDSTFKIALSLMAFDAEIIDQKTIFKWDKTPKGM
EIWNSNHTPKTWMQOFSVVIWVSQEITOKIGLNKIKNYLKDEDYGNQDEFSGDKERNNGLT
EAWLESSLKISPEEQIQFLRKIINHNLPVKNSAIENTIENMYLSDLGYSTKLYGKTGA
GFTANRTLONGWFEGFIISKSGHKYVEFVSALTGNLGSNLTSSIKAKKNAITILNTLNL"
1017..1024

/note="0XA-30 inverse core site"

1100..1107

/note="aadAl recombination core site"

1111..1902

/gene="aadAl"

1111..1902

/gene="aadAl"
/note="nucleotidyltransferase;
streptomycin and spectinomycin”
/codon_start=1

/transl table=11
/product="aminoglycoside adenyltransferase A"

/protein id="ABY55283.1"

/db_xref="GI:164429816"
/translation="MREVVIAEVSTQLSEVVGVIERHLEPTLLAVHLYGSAVDGGLKP
HSDIDLLVTVTVRLDETTRRALINDLLETSASPGESEILRAVEVTIVVHDDIIPWRYP
AKRELQFGEWQRNDILAGIFEPATIDIDLAILLTKAREHSVALVGPAAEELFDPVPEQ
DLFEALNETLTLWNSPPDWAGDERNVVLTLSRIWYSAVTGKIAPKDVAADWAMERLPA
QYQPVILEARQAYLGQEEDRLASRADQLEEFVHYVKGEITKVVGK"

1903..1910

/note="aadAl inverse core site"

1957..1964

/note="recombination core site"

confers resistance to beta-lactam"

confers resistance to

cagcaagcgc
cagcagggca
cgttaaaatt
cttcgctatt
tatctctact
tgcatccaca
accagattca
tcagaaaacc
tcatacacca
aaaaattgga
cttctctgga
aaaaatttca

gttacgccgt
gtcgccctaa
aagcccttta
tttttaataa
gttgcatctc
aacgctgaaa
actttcaaga
atattcaaat
aagacgtgga
ttaaataaaa
gataaagaaa
ccagaagaac

ttgatgttat
ggcgaacccg
acttattatg
tatctacagc
aggaactgaa
caataaagca
acttatggca
ccccaaagga
tgttgtttgg
tctcaaagat
attaacagaa
cctgcgtaaa

gggtcgatgt
aacaaagttg
ccaaaccaat
ttgcaaatat
cattatttga
ttgctcaatt
tcgcattatc
gggataaaac
tgcaattttc
tcaagaatta
gaaacaacgg
aaattcaatt
aaaacaccat

ggagcagcaa
gagcctcatt
aaaaacacaa
agcgccagtg
ggttgttttt
aagtgtgcaa
tttgatgcgg
atggagatct
gtttcgcaag
tttgattatg
gcatggctcg
attattaatc

agttaaaaac
tagtacaaaa
cggatggttt
acttacagga
caccattcta
atcaagtcgg
tatttcaaac
cagaggtagt
acggctccgce
tgaccgtaag
cggcttcccce
acgacatcat
gcaatgacat
tgctgacaaa

tcagccatag
ctgtatggga
gaagggttta
aacttggggt
aacacactaa
gacggccaaa
gttaaacatc
tggcgtcatc
agtggatggc
gcttgatgaa
tggagagagc
tccgtggegt
tcttgcaggt
agcaagagaa

49

aaactggtgc
ttataagcaa
cgaatttaac
atttataaaa
agcaagcttt
atgagggaag
gagcgccatc
ggcctgaagc
acaacgcggc
gagattctcc
tatccagcta
atcttcgagc
catagcgttg

agagaacatg
aggattcaca
atcaggacat
atcaagcata
aatctaatgg
tggctcccect
tggtgatcgc
tcgaaccgac
cacacagtga
gagctttgat
gcgctgtaga
agcgcgaact
cagccacgat
ccttggtagg

tatctatcag
gcaaatagaa
aaatatgttt
aaagccaaga
caaaatcgcc
cgctggcgcet
cgaagtatcg
gttgctggcc
tattgatttg
caacgacctt
agtcaccatt
gcaatttgga
cgacattgat
tccagcggceg



1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
//

GenBank: E

Escherichia coli isolate KD46 class 1 integron dihydrofolate

gaggaactct
acgctatgga
tcccgecattt
tgggcaatgg
tatcttggac
cactacgtga
agccgacgcc
gctcacagcc

U250576.1

ttgatccggt
actcgccgcece
ggtacagcgc
agcgcctgcece
aagaagaaga
aaggcgagat
gcttcgcggce
aaactatcag

tcctgaacag
cgactgggct
agtaaccggc
ggcccagtat
tcgcttggcecce
caccaaggta
gcggcttaac
gtcaagtctg

gatttatttg
ggcgatgagc
aaaatcgcgce
cagcccgtca
tcgcgcgcag
gtcggcaaat
tcaagcgtta
ctt

aggcgctaaa
gaaatgtagt
cgaaggatgt
tacttgaagc
atcagttgga
aatgtctaac
gatgcactaa

reductase type | (dfrA7) gene, complete cds

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

repea
misc
gene

CDS

misc feature

ORIGIN

EU250576

769 bp

DNA

linear

tgaaacctta
gcttacgttg
cgctgccgac
tagacaggct
agaatttgtt
aattcgttca
gcgcataatt

BCT 02-MAR-2009

Escherichia coli isolate KD46 class 1 integron dihydrofolate
complete cds.

reductase type I

EU250576

EU250576.

(dfrA7) gene,

1 GI:160714713

Escherichia coli
Escherichia coli

Bacteria;

Proteobacteria;

Enterobacteriaceae;
1 (bases 1 to 769)

Ozgumus, 0.B.,

Sandalli,C.,

Gammaproteobacteria;

Escherichia.

Sevim,A.,

Celik-Sevim, E.

Enterobacteriales;

and Sivri,N.

Class 1 and class 2 integrons and plasmid-mediated antibiotic

resistance in coliforms isolated from ten rivers in northern Turkey
J. Microbiol.

19229487

47

2 (bases 1 to 769)

Ozgumus, O0.B.,

Direct Submission

Submitted (27-0CT-2007)
Sciences,

53100,

e

t region

Rize University,
Turkey

(1),

Sandalli,C.,

19-27

Location/Qualifiers

1..769

Sevim,A.,

(2009)

Department of Biology,
Milli Piyango Egitim Kampusu,

/organism="Escherichia coli"
/mol type="genomic DNA"

/isolate="KD46"
source="river"
/db_xref="taxon:562"

/isolation

1..769

Celik-Sevim, E.

/mobile element="integron:class 1"

feature 1..97
/note="5"' conserved region"
119..592

/gene="dfrA7"

119..592

/gene="dfrA7"
/note="DFRA7"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="dihydrofolate reductase type I"
/protein id="ABX47160.1"
/db xref="GI:160714714"

and Sivri,N.

Faculty of Arts and

Rize

/translation="MKISLISATSENGVIGNGPDIPWSAKGEQLLFKALTYNQWLLVG
RKTFDSMGVLPNRKYAVVSRKGISSSNENVLVFPSIETALQELSKITDHLYVSGGGQI
YNSLIEKADIIHLSTVHVEVEGDINFPKIPENFNLVFEQFFLSNINYTYQIWKKG"
738..769

/note="3"' conserved region"
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

//

GenBank: E

Escherichia coli

ggcatccaag
cgatgttacg
gaaaatttca
cccatggtca
ccttgttgga
agtgtcgagg
aatcgctttg
aatctacaat
ggttgaaggt
gttttttttg
tccagcacca
gcgcaaaagt
cactaagcac

U339233.1

cagcaagcgc
cagcagggca
ttgatttctg
gcaaaaggtg
aggaaaacat
aaaggaattt
caagaactat
agtcttattg
gatatcaatt
tctaatataa
gtcgctgecgce
attccataaa
ataattgctc

gttacgccgt
gtcgccctaa
caacgtcaga
agcagttact
ttgactctat
caagctcaaa
cgaaaattac
aaaaagcaga
ttcctaaaat
attacacata
tccttggaca
accacaactt
acagccaaac

gggtcgatgt
aacaaagtta
aaatggcgta
ctttaaagcg
gggtgttctt
tgaaaatgta
agatcattta
tataattcat
tccagagaat
tcagatttgg
gtttttaagt
aaaaactgcc
tatcaggtca

strain KD54 class 1

ttgatgttat
gccattacgg
atcggtaatg
ctcacatata
ccaaatcgaa
ttagtctttc
tatgtctctg
ttgtctactg
ttcaatttgg
aaaaaaggct
cgcggtttta
gctgaactcg
agtctgctt

integron dihydrofolate

reductase type 2 (dfr2d) gene, complete cds

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

repea

gene

CDS

ORIGIN

EU339233

561 bp

DNA

linear

ggagcagcaa
gggttgaatt
gccctgatat
atcagtggct
aatatgcagt
cttcaataga
gtggcggtca
ttcacgttga
tttttgagca
aacaagtcgt
tggttttgct
gcgttagatg

BCT 02-MAR-2009

Escherichia coli strain KD54 class 1 integron dihydrofolate
complete cds.

reductase type 2

EU339233

EU339233.

(dfr2d)

gene,

1 GI:164429812

Escherichia coli
Escherichia coli

Bacteria;

Proteobacteria;

Enterobacteriaceae;
1 (bases 1 to 561)

Ozgumus, 0.B.,

Sandalli,C.,

Gammaproteobacteria;

Escherichia.

Sevim,A.,

Celik-Sevim, E.

Enterobacteriales;

and Sivri,N.

Class 1 and class 2 integrons and plasmid-mediated antibiotic

resistance in coliforms isolated from ten rivers in northern Turkey
J. Microbiol.

19229487

47

2 (bases 1 to 561)

Ozgumus, 0.B.,

Direct Submission

Submitted (08-DEC-2007)
Rize University,

(1),

Sandalli,C.,

19-27

Location/Qualifiers

Sevim,A.,

(2009)

Department of Biology,
Milli Piyango Egitim Kampusu,

/organism="Escherichia coli"
/mol type="genomic DNA"

source=

/db_xref="taxon:562"

Sciences,
53100, Turkey
e 1..561
/strain="KD54"
/isolation_
t region 1..561

river"

Celik-Sevim, E.

/mobile element="integron:class 1"

165..401

/gene="dfr2d"

165..401

/gene="dfr2d"

/note="DFR2D;

/codon_start=1

/transl table=11
/product="dihydrofolate reductase type 2"
/protein id="ABY55281.1"
/db xref="GI:164429813"

/translation="MNEGKNEVSTSAAGRFAFPSNATFALGDRVRKKSGAAWQGRIVG

WYCTTLTPEGYAVESESHPDSVQIYPMTALERVA"

51

and Sivri,N.

Faculty of Arts and

Rize

confers resistance to trimethoprim"



61
121
181
241
301
361
421
481
541

//

GenBank: E

Citrobacter koseri isolate KD61 class 1 integron dihydrofolate

ggcatccaag
cgatgttacg
ttgccgagcect
atgaggtcag
tgggggatcg
actgcacaac
tccagattta
cgcctgacgg
cttcgccgcece
actatcaggt

U158182.1

cagcaagcgc
cagcagggca
ggcgataacc
tacttcagct
cgtacgcaag
acttacccct
tcccatgact
ccaaatcatg
cgctgagcta
caagtctgct

gttacgccgt
gtcgccctaa
taaaacatta
gctggccggt
aagtctggcg
gaaggctacg
gcgcttgaac
cggcaccgtc
attcgttaga
t

gggtcgatgt
aacaaagttg
aaaagaggtt
tcgcattccc
ctgcttggca
ccgtcgagtce
gggtggcctg
cacagcccaa
tgcactaagc

reductase (dfrA16) gene, complete cds

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

repea
misc
gene

CDS

misc

EU158182

741 bp

DNA

ttgatgttat
ggcttcacca
tgaaatgaat
atcaaacgcc
ggggcgcatt
cgaatctcac
aagtcacggt
ctagtcgctc
acataattgc

linear

ggagcagcaa
gagtatcaag
gaaggaaaaa
acgtttgcct
gtcgggtggt
ccagactcag
tgaaatgcac
cagcggatgg
tcacagccaa

BCT 04-MAR-2009

Citrobacter koseri isolate KD61 class 1 integron dihydrofolate

reductase

EU158182

EU158182.

(dfrAl6) gene,

1 GI:157956074

Citrobacter koseri
Citrobacter koseri

Bacteria;

Proteobacteria;

Enterobacteriaceae;
1 (bases 1 to 741)

Ozgumus, O0.B.,

Sandalli,C.,

complete cds.

Gammaproteobacteria;

Citrobacter.

Sevim,A.,

Celik-Sevim, E.

Enterobacteriales;

and Sivri,N.

Class 1 and class 2 integrons and plasmid-mediated antibiotic

resistance in coliforms isolated from ten rivers in northern Turkey
J. Microbiol.

19229487

47

2 (bases 1 to 741)

Ozgumus, O0.B.,

Direct Submission

Submitted (16-SEP-2007)
Sciences,

53100,

e

t region

feature

feature

Rize University,
Turkey

(1),

Sandalli,C.,

19-27

Location/Qualifiers

1..741

Sevim,A.,

(2009)

Department of Biology,
Milli Piyango Egitim Kampusu,

/organism="Citrobacter koseri"
/mol type="genomic DNA"

/isolate="KD61"
/isolation source="river"
/db_xref="taxon:545"

Celik-Sevim, E.

1..741

/mobile element="integron:class 1"
1..116

/note="5"' conserved segment"
117..590

/gene="dfrAle"

117..590

/gene="dfrAle"

/note="DFRA16;

/codon_start=1

/transl table=11
/product="dihydrofolate reductase"
/protein id="ABW06431.1"
/db_xref="GI:157956075"

and Sivri,N.

Faculty of Arts and

Rize

confers resistance to trimethoprim"

/translation="MKLSLMAAKSKNGIIGNGPDIPWSAKGEQLLFKAITYNQWLLVG
RKTFESMGALPNRKYAVVTRSNFSTNDEGVMVESSIQDALINLEEITGHVIVSGGGET
YKSLISKVDTLHISTVDIERDGDIVFPEIPDTFKLVFEQDFESNINYCYQIWQKS"
591..741

52



ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

//

GenBank: E

Escherichia coli isolate KD62 class 1 integron dihydrofolate

ggcatccaag
cgatgttacg
agttatcact
catggagcgc
tagttggacg
taactcgctc
atgccttaat
tatacaaaag
gagatggaga
atttcgagtc
caatctgacc
taacctccgg
actatcaggt

U250577.1

/note="3"

cagcaagcgc
cagcagggca
aatggctgcecce
caaaggcgag
caaaactttt
taatttttct
aaatttagag
cttgatttcc
catagttttt
taacattaac
tccggcectact
cagttgaggc
caagtctgct

gttacgccgt
gtcgccctaa
aagtcgaaga
caacttctat
gagtcaatgg
acgaatgatg
gaaatcacgg
aaagtagata
cctgaaatcc
tattgttatc
gtcacctttt
gggcgttaga
t

conserved segment"

gggtcgatgt
aacaaagtta
acggtattat
ttaaggcaat
gcgctctecce
agggtgtaat
gtcatgttat
ctttgcatat
cagatacatt
aaatctggca
tttgcggtgg
tgcactaagc

ttgatgttat
actcgaggga
cggtaatgga
tacatataat
aaatcgaaag
ggttttctcc
cgtttctggt
ttcaacagtc
caagttggta
aaagagttaa
agctgcaaaa
acataattgc

reductase type | (dfrA7) gene, complete cds

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

repea
misc
gene

CDS

EU250577

769 bp

DNA

linear

ggagcagcaa
gaaatcgtga
ccagatattc
caatggcttt
tatgcagttg
tcaattcagg
ggtggtgaaa
gacatcgagc
tttgagcaag
caagcgcctg
aaggcgccat
tcacagccaa

BCT 02-MAR-2009

Escherichia coli isolate KD62 class 1 integron dihydrofolate
complete cds.

reductase type I

EU250577

EU250577.

(dfrA7)

gene,

1 GI:160714715

Escherichia coli
Escherichia coli

Bacteria;

Proteobacteria;

Enterobacteriaceae;
1 (bases 1 to 769)

Ozgumus, 0.B.,

Sandalli,cC.,

Sevim,A.,

Gammaproteobacteria;
Escherichia.

Celik-Sevim, E.

Enterobacteriales;

and Sivri,N.

Class 1 and class 2 integrons and plasmid-mediated antibiotic

resistance in coliforms isolated from ten rivers in northern Turkey
J. Microbiol.

19229487

47

2 (bases 1 to 769)

Ozgumus,0.B.,

Direct Submission

Submitted (27-0CT-2007)

(1),

Sandalli,C.,

19-27

Sevim,A.,

(2009)

Department of Biology,
Milli Piyango Egitim Kampusu,

/organism="Escherichia coli"

/isolation source="river"

Celik-Sevim, E.

/mobile element="integron:class 1"

conserved region"

Sciences, Rize University,
53100, Turkey
Location/Qualifiers
e 1..769
/mol type="genomic DNA"
/isolate="KD62"
/db_xref="taxon:562"
t region 1..769
feature 1..97
/note="5"
119..592

/gene="dfrA7"

119..592

/gene="dfrA7"
/note="DFRA7"
/codon_start=1
/transl table=11

/product="dihydrofolate reductase type

/protein id="ABX47161.1"

53

™

and Sivri,N.

Faculty of Arts and

Rize



misc
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

//

GenBank: E

Klebsiella

feature

/db xref="GI:160714716"
/translation="MKISLISATSENGVIGNGPDIPWSAKGEQLLFKALTYNQWLLVG
RKTFDSMGVLPNRKYAVVSRKGISSSNENVLVFPSIETALQELSKITDHLYVSGGGQTI
YNSLIEKADITIHLSTVHVEVEGDINFPKIPENFNLVFEQFFLSNINYTYQIWKKG"
738..769

/note="3' conserved region"

ggcatccaag
cgatgttacg
gaaaatttca
cccatggtca
ccttgttgga
agtgtcgagg
aatcgctttg
aatctacaat
ggttgaaggt
gttttttttg
tccagcacca
gcgcaaaagt
cactaagcac

U339235.1

cagcaagcgc
cagcagggca
ttgatttctg
gcaaaaggtg
aggaaaacat
aaaggaattt
caagaactat
agtcttattg
gatatcaatt
tctaatataa
gtcgctgcgce
attccataaa
ataattgctc

pneumoniae

gttacgccgt
gtcgccctaa
caacgtcaga
agcagttact
ttgactctat
caagctcaaa
cgaaaattac
aaaaagcaga
ttcctaaaat
attacacata
tccttggaca
accacaactt
acagccaaac

strain

gggtcgatgt
aacaaagtta
aaatggcgta
ctttaaagcg
gggtgttctt
tgaaaatgta
agatcattta
tataattcat
tccagagaat
tcagatttgg
gtttttaagt
aaaaactgcc
tatcaggtca

KD187

ttgatgttat
gccattacgg
atcggtaatg
ctcacatata
ccaaatcgaa
ttagtctttc
tatgtctctg
ttgtctactg
ttcaatttgg
aaaaaaggct
cgcggtttta
gctgaactcg
agtctgcectt

class

ggagcagcaa
gggttgaatt
gccctgatat
atcagtggct
aatatgcagt
cttcaataga
gtggcggtca
ttcacgttga
tttttgagca
aacaagtcgt
tggttttgct
gcgttagatg

1 integron

dihydrofolate reductase type | (dfrA7) gene, complete cds

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

repea
misc
gene

CDS

EU339235

769 bp

DNA

linear

reductase type I (dfrA7) gene, complete cds.
EU339235
EU339235.1 GI:164429817

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Bacteria;

Proteobacteria;
Klebsiella.

Enterobacteriaceae;
1 (bases 1 to 769)

Ozgumus, 0.B.,

Sandalli,cC.,

Sevim,A.,

Gammaproteobacteria;

Celik-Sevim, E.

BCT 02-MAR-2009
Klebsiella pneumoniae strain KD187 class 1 integron dihydrofolate

Enterobacteriales;

and Sivri,N.

Class 1 and class 2 integrons and plasmid-mediated antibiotic

resistance in coliforms isolated from ten rivers in northern Turkey
J. Microbiol.
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Escherichia coli isolate Rs5a class 1 integron dihydrofolate
reductase (dhfr1) and aminoglycoside-3'-adenylyltransferase
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Escherichia coli isolate Rs411b class 1 integron dihydrofolate
reductase (dhfr17) and aminoglycoside-3'-adenylyltransferase
(aadA5) genes, complete cds
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