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YUKSEK LiSANS TEZi

iDRAR YOLU ENFEKSiYQNLAR}NDAN iZOLE EDiLFiN'
Enterobacteriaceae’lerde ANTIBIYOTIK DIRENC GENLERININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

HUSAM MAHDi SALEH ALSHABBANI

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Elif SEVIM

Bu tez calismasinda idrar yolu enfeksiyonlarma sebep olan klinik FEnterobacteriaceae
izolatlarinda beta laktam ve kinolon antibiyotiklerine karsi direng olusumunu saglayan
genlerin belirlenmesi ve bu genlerin konjugatif plazmitler {izerinde aktarilabilirliginin
gdsterilmesi amaclandi. Idrar Yolu Enfeksiyonu sikayeti ile bagvuran hastalardan alian idrar
orneklerinden kiiltiir yontemleri ile izole edilmis ve Vitek-2 otomatize sistem ile tanimlanmis
yetmis Gram-negatif Enterobacteriaceae izolat1 Eyliil-Aralik 2018 tarihleri arasinda Kirsehir
Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarindan
temin edildi. Gergeklestirilen antibiyogram testleri sonucunda 13 Enterobacteriaceae
izolatinin ¢oklu ilag direncine sahip oldugu tespit edildi ve bu izolatlar ¢calismaya dahil edildi.
[zolatlarm molekiiler tanimlanmasi 16S rRNA gen dizileri kullanilarak gergeklestirildi. Beta-
laktam antibiyotiklerine diren¢ saglayan plazmit aracili B-laktamaz (blatem, blasuv, blactxmi,
blactx.m2, blaoxa.1, blaper.1) ve kinolon antibiyotiklerine direngsaglayan plazmit aracili
kinolon direng genleri (aac(6')-Ib-cr, gnrA, gnrB, gnrS) PCR yardimi ile belirlendi. Direng

genlerinin transfer edilebilirligini belirlemek i¢cin konjugasyon deneyleri gerceklestirildi.

X



Molekiiler tanimlama sonucunda izolatlar Proteus mirabilis (Pr3, 6, 8, 9, 11 ve 17),
Citrobacter koseri (Pr4 ve Pr5), E. coli (Pr10, 12 ve 13), Proteus sp. (Pr19) ve Klebsiella
pneumoniae (Pr20) olarak tanimlandi. izolatlarin tamaminin ¢oklu ilag direncine sahip oldugu
tespit edildi. Enterobacteriaceae izolatlarmin timi (%100) B-laktam, B-laktam/p-laktamaz
inhibitorii, kinolon ve siilfonamid grubu antibiyotikler olan ampisilin, sulbaktam/ampisilin,
nalidiksik asit ve trimethoprim/siilfametoksazol antibiyotiklerine direngli oldugu tespit edildi.
Izolatlardaki plazmit aracili direng genlerinin varligi incelendiginde, izolatlarin tiimiiniin
(%100) blactxmi ve aac(6')-Ib-cr genleri bakimmdan pozitif oldugu tespit edildi. Izolatlarin
%851 blatem, %38’1 blactxmz, %8’1 blasyy pozitif bulundu. Higbir izolatda blapxa.1 ve
blapgr.1 genleri tespit edilemedi. Konjugasyon denyleri sonucunda, Proteus mirabilis Pr17
izolatinin konjugatif bir plazmit icerdigi belirlendi. PCR ¢alismalar gdstermistirki; blatgm,
blactxmi1, gnrA ve aac(6')-1Ib-cr direng genleri ve Smif-1 integron gen kaset yapisiin bu
konjugatif plazmitte tasinmaktadir. Halk sagligi acisindan ilimizde molekiiler yontemler ile
antibiyotik direncinin gosterilmesi, direng mekanizmasinin anlasilmasi ve direngli bakterilere
karsi etkin korunma ve kontrol Onlemlerinin gelistirilmesinde yardimec1 olacag

diisiiniilmektedir.
Temmuz 2022, 77 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Enterobacteriaceae, plazmit aracili B-laktamazlar, plazmit aracili

kinolon direnci, konjugatif plazmit
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

Molecular Characterization of Antibiotic Resistance Genes in

Enterobacteriaceae Isolated From Urinary Tract Infections (UTI)

HUSAM MAHDI SALEH ALSHABBANI

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Molecular Biology and Genetic Department

Supervisor: Prof. Dr. Elif SEVIM

In this thesis, it was aimed to determine the genes that cause resistance to beta lactam and
quinolone antibiotics in clinical Enterobacteriaceae isolates that cause urinary tract infections
and to show the transferability of these genes on conjugative plasmids. Seventy Gram-
negative Enterobacteriaceae isolates, which were identified with the Vitek-2 automated
system and isolated by culture methods from the urine samples taken from the patients who
applied with the complaint of Urinary Tract Infection, were obtained from the Medical
Microbiology Laboratory of Kirsehir Ahi Evran University Training and Research Hospital
between September and December 2018. As a result of antibiogram tests, 13
Enterobacteriaceae isolates were found to have multidrug resistance and these isolates were
included in the study. Molecular identification of isolates was performed using 16S rRNA
gene sequences. Plasmid-mediated B-lactamase (blatgm, blasny, blactxmi, blactxmz, blaoxa-
1, blaper.1) that provides resistance to beta-lactam antibiotics and plasmid-mediated quinolone
resistance genes (aac(6)-Ib-cr, gnrA, gqnrB, gnrS) were determined by PCR. Conjugation
experiments were performed to determine the transferability of resistance genes. As a result of
molecular identification, the isolates were identified as Proteus mirabilis (Pr3, 6, 8,9, 11 and

17), Citrobacter koseri (Pr4 and Pr5), E. coli (Pr10, 12 and 13), Proteus sp. (Pr19) and

Xii



Klebsiella pneumoniae (Pr20). All of the isolates were found to have multidrug resistance. All
Enterobacteriaceae isolates were found to be resistant to ampicillin, sulbactam/ampicillin,
nalidixic acid and trimethoprim/sulfamethoxazole antibiotics, which are B-lactam, -lactam/[3-
lactamase inhibitor, quinolone and sulfonamide group antibiotics, respectively. When the
presence of plasmid-mediated resistance genes was examined, it was determined that all of
the isolates (100%) were positive for blactx.m and aac(6')-1b-cr genes. 85%, 38% and 8% of
the isolates were positive for blatpm, blacrxmz and blasyy gene, respectively. The blaoxa-i
and blaper.1 genes were not detected in the isolates. As a result of conjugation experiments, it
was determined that Proteus mirabilis Pr17 isolate contained a conjugative plasmid. PCR
studies have shown that; the resistance genes blarem, blactxmi, gnrA and aac(6')-1b-cr and
the Class-1 integron gene cassette structure are carried in this conjugative plasmid. In terms of
public health, it is thought that demonstrating antibiotic resistance with molecular methods in
our province will help to understand the mechanism of resistance and to develop effective

prevention and control measures against resistant bacteria.
July 2022, 77 Pages

Keywords:  Enterobacteriaceae, plasmid-mediated [-lactamases, plasmid-mediated

quinolone resistance, conjugative plasmid
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1. GIRIS

Antibiyotiklere kars1 bakterilerin gelistirdikleri Antimikrobiyal Direng diinya ¢apinda 6nemli
bir sorundur. Sadece antimikrobiyal direng degil, ayn1 zamanda belirli bakterilerde ¢oklu ilag
direncinin gelismesi, onemli ve tehlikeli bir durumdur. Mevcut tedaviler basarili olmazsa, bu
bakterileri tedavi etmek icin kullanilan sinirli sayida yeni antimikrobiyaller iiretilmektedir.
Antimikrobiyal direng genleri plazmitler, transpozonlar ve integronlar aracilig1 bir bakteriden

digerine aktarilabilirler (Aslam ve dig., 2018).

Bakteriyel antibiyotik direnci, hastaliklarin tedavisinde problemi dahada kétiilestirdigi igin
klinik bir endise kaynagidir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda coklu ilaca direngli
bakteriler ile savagmak i¢in yeni ilaglara kolayca erisilemedigi icin artan bir endise sebebidir.
Gram negatif ¢oklu ila¢ direncli hastane patojenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin

morbidite ve 6liim oranlar yiiksektir (Vyankatesh ve dig., 2018).

Enterobacteriaceae ailesinde insanda enfeksiyon etkeni olarak siklikla izole edilen bir¢ok
bakteri tiirii yer almaktadir (Bilgehan, 2000). Bu ailede yer alan mikroorganizmalarin, insanda
septisemi, menenjit, cerrahi yara enfeksiyonlari, pndmoni, idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi
hemen her doku ve organi tutan enfeksiyonlarin biiyiik bir kismindan sorumlu oldugu
bildirilmistir. Enterobacteriaceae ailesindeki Onemli cinsler: Escherichia, Klebsiella,
Salmonella, Shigella, Citrobacter, Enterobacter, Proteus, Yersinia, Morganella, Serratia ve

Providencia olarak siralanmaktadir (Pitout ve Loupland, 2008).

Hastane kokenli klinik 6rneklerden en sik izole edilen Enterobacteriaceace ailesinde yer alan
E. coli, K. pneumoniae ve Proteus cinsi bakterilerdir. E. coli, Escherichia cinsinin en 6nemli
ve en sik goriilen tiiriidiir. Sepsiste en sik izole edilen Gram negatif bakteridir. Toplum ve

hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonunun etkenidir (Doyle ve Schoeni, 1984).

K. pneumoniae, insan sagligi acisindan ¢ok Onemli olan nozokomiyal, iist solunum yolu,
iiriner sistem ve yara enfeksiyonlarinin olugsmasinda rol alan firsat¢i bir patojendir (Bilgehan,
2000). K. pneumoniae iiriner sistem ve nozokomiyal enfeksiyonlara yaygin olarak neden olan

bakteriler siralamasinda E. coli ’den sonra ikinci siradadir (Aladag ve Durak, 2007). K.



pneumoniae insan kalin barsaginda ve {iist solunum yollarmin normal florasinda %5-10
oraninda bulunmaktadir. Ust solunum yolu ve diski florasinda bulunabilen K. pneumoniae
bakterileri, bulunduklar yerde uygun kosullarin olugsmasi veya yerlerini degistirerek diger
organ ve sistemlere yerlesmeleri halinde bircok hastaliklara neden olurlar (Jacoby ve dig.,

1997).

Proteus cinsindeki bakteriler ise genel olarak insan barsak florasinda, lagim sularinda,
kokmus organik maddelerde ve kirli sularda bulunurlar. Profeus cinsi bakteriler 6zellikle
iriner sistem enfeksiyonlar1 basta olmak iizere yara yeri enfeksiyonlari, organ apseleri,

pndmoni ve septisemi olgularindan siklikla izole edilirler (Koneman ve dig., 2006).

Enterobactericeae ailesinde yer alan bakteriler arasinda beta-laktamlar, kinolonlar,
karbapenemler ve aminoglikozidlere direncin hizli yayilimi, enfeksiyon hastaliklarinda
o6nemli bir problemdir (Sanders ve Sanders, 1992). Antibiyotiklerin kontrolsiiz ve yanlis
kullanimi; direng oranlari, tedavi maliyeti ve tedavi basarisizliginda ¢ok ciddi artiglara neden
olmustur (Llor ve Bjerrum, 2005; Allerberger ve dig., 2009). Ozellikle direngli gram-negatif
enterik bakteriler, son yillarda sadece hastane kaynakli degil, toplum kaynakh
enfeksiyonlarda da bir sorundur. Ozellikle direng genlerinin plazmitler ile aktarilabilir olmasi
ve bu plazmitler {izerinde ¢ok sayida antibiyotik diren¢ geninin bir arada bulunabilmesi,
direncin hizla yayilmasi yaninda, bircok antibiyotigin de klinik kullanimdan kaldirilmasina

neden olmustur (Giir ve Unal, 2001).

1.1. Amacg

Tim Diinya’da oldugu gibi iilkemizde de direngli Enterobacteriaceae sikliginda artis
goriilmekte olup, bu artis klinikte olduk¢a biiyiikk bir problem olusturmaktadir.
Enterobacteriaceae tiirlerinde bulunan beta-laktamaz enzimi beta-laktam antibiyotiklerini
hidrolize ederek bircok antibiyotige kars1 dirence sebep olmaktadir. Ozellikle genislemis
spektrumlu B-laktamaz (GSBL) iireten bu mikroorganizmalar hayati tehdit edici
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu enfeksiyonlarin biiyiik cogunlugunu sepsis, iriner
sistem, solunum yolu enfeksiyonlar1 olmak {iizere, intraabdominal enfeksiyonlar, yara yeri
enfeksiyonlart ve menenjit olusturmaktadir. Direngli hale gelen bakterilerin olusturduklari

enfeksiyonlar uzun siirmekte ve daha fazla bireye bulasabilmektedir. Antibiyotik direnci,



Ozellikle hatali antibiyotik kullaniminin sonucu olarak artan mutasyonlar veya disardan alinan

direng¢ genleriyle olugsmaktadir.

Bu tez calismasinin amaci; Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Egitim ve Arastirma
Hastanesinde, ¢esitli klinik orneklerden izole edilen Enterobacteriace lyelerindeki beta
laktam ve kinolon grubu antibiyotiklerine kars1 diren¢ gelisimini saglayan genlerin tespiti, bu

genlerin konjugatif plazmitler tizerinde olup olmadiginin belirlenmesidir.

1.2. Onem

Antibiyotik direnci hastanede yatis ve tedavi siiresini uzatan, prognozu olumsuz yonde
etkileyen ve saglik harcamalarinda ciddi artisa neden olan 6nemli bir problemdir. Direncin
hizli ve dogru bigimde saptanmasi direncli bakterilerin toplum ve hastane ortaminda
yayiliminin engellenmesi bakimindan 6nemlidir. Molekiiler yontemler antibiyotik direncinin
gosterilmesi, diren¢ mekanizmasinin anlasilmasi ve direngli bakterilere karsi etkin korunma

ve kontrol 6nlemlerinin gelistirilmesi asamalarinda 6nemli katkilar saglamaktadir.

Antibiyotik diren¢ genlerinin moniterizasyonu hastane (nozokomiyal) ve toplum kaynakli
enfeksiyonlarin yayilimi hakkinda olduk¢a net bilgiler vermektedir. Yapilacak c¢aligma
sonucunda hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarda direng genlerinin yayilim
mekanizmas1 aydinlatilmis olacagindan, direng genlerinin yayilimmin engellenmesi
konusunda yeni fikirler gelistirilebilecektir. Ayn1 zamanda bu veriler hekimlerin antibiyotik
regeteleme ve hastayr bilgilendirme asamalarinda da yardimci olacaktir. Bu yeni fikirler
dogrultusunda biiyiik sorun olarak goriilen toplum kaynakli diren¢ genlerinin artiginin 6niine

gecebilecek stratejilerin olusturulmasi saglanabilcektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Idrar Yolu Enfeksiyonlar1

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), her yil diinya ¢apinda 150 milyon insani etkileyen en yaygin
bakteriyel enfeksiyonlardan bazilaridir. IYE, idrar yolu sisteminin bobrekler, mesane ve iiretra
gibi farkli organlarini etkileyebilir. Klinik olarak, IYE'lar1 komplike olmayan veya komplike
olarak kategorize edilirler. Komplike olmayan IYE'ler tipik olarak saglikli olan ve yapisal
veya nérolojik iiriner sistem anormallikleri olmayan bireyleri etkiler; bu enfeksiyonlar alt IYE
(sistit) ve iist IYE (piyelonefrit) olarak ayrilir. Kadin cinsiyeti, gecirilmis bir IYE, cinsel
aktivite, vajinal enfeksiyon, diyabet, obezite ve genetik yatkinlik gibi birkag risk faktorii sistit
ile iliskilidir. Komplike 1YE'lar1 ise yapisal ve nérolojik iiriner sistem bozukluklarmin ve
immun sistemi bozacak altta yatan bir hastaliga bagh olarak gelisen enfeksiyonlardir. Bobrek
yetmezligi, bobrek transplantasyonu, tiimorler, kalict veya aralikli kateter uygulamasi gibi

bozuklarlar komplike IYE’larina &rnek verilebilir (Flores-Mireles ve dig., 2015).

Idrar yolu enfeksiyonu insidansi bayanlarda erkeklere gére daha fazladir. Saglikli bayanlarm
%35’i hayatlarmin bazi evrelerinde IYE semptomlar: ile karsilasmistir. Her yil kadinlarin

yaklasik % 5'i agrili idrar yapma sorunu ¢ekmektedir (Dhanalakshmi ve Selvi, 2013).

Hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilerin yan1 sira bazi mantarlar tiirleride IYE
neden olurlar. IYE'larmin en sik goriilen etkeni iiropatojenik Escherichia coli (UPEC) 'dir.
Bunun yanisira, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus
faecalis, B Grubu Streptokok (GBS), Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve Candida spp. gibi ajanlarda IYE da yaygin olarak izlenir (Okojie
ve Omorokpe, 2018).

2.1.1. Bakteriyel idrar Yolu Enfeksiyonu Etkenleri

Idrar ve idrar yollar1 normalde steril ortamlardir ve bakteri, viriis ve mantar igermezler. Kii¢iik
organizmalar, genellikle sindirim sisteminden gelen bakteriler {iretranin agiklifina yapisip

¢ogalmaya basladiginda idrar yolu enfeksiyonlar: olusur. idrar yolu enfeksiyonlarina neden



olan bakterileri baglica iki grup altinda siniflandirabiliriz. Birinci grup olan Gram-negatif
enterik bakteriler grubu idrar yolu enfeksiyonlarinda en sik rastlanan mikroorganizmalardir.
Hem komplike olmayan hem de komplike idrar yolu enfeksiyonuna neden olan en 6nemli
bakteri {iropatojenik Escherichia coli (UPEC)’dir. Enterik bakteri grubunda yer alan
Klebsiella sp., Proteus sp, Enterobacter ve Pseudomonas sp. gibi bakteriler I[YE’inda siklikla
izole edilen diger mikroorganizmalardir (Sekil 2.1). Gerek komplike, gerekse komplike
olmayan idrar yolu enfeksiyonlarinda neredeyse ayni etkenler rol oynamakla beraber
komplike olmayan [YE'arinda UPEC'yi prevalansta Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
saprophyticus, Enterococcus faecalis, grup B Streptococcus (GBS), Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Candida spp. takip etmektedir.
Komplike IYE'lar1 i¢inse UPEC'den sonra Enterococcus spp., K. pneumoniae, Candida spp.,
S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa ve Grup B Streptokokuslar (GBS) gelmektedir
(Svanborg ve Godaly, 1997; Komala ve Kumar, 2013; Flores-Mireles ve dig., 2015).

1%

3%, 2%, 1%
1| %

il UPEC

[ K. pneumoniae

S. saprophyticus
|| Enterococcus spp.
I cBs

B P mirabilis

I P aeruginosa

B S. aureus

[ Candida spp.

Komplike iYE etkenleri

Komplike olmayan iYE etkenleri

Sekil 2.1. idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan patojenler (Flores-Mireles ve dig., 2015).

2.1.2. Bakteriyel idrar Yolu Enfeksiyonu Etkenlerinin Viriilans Faktorleri

Idrar yolu enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmalarin birgok viriilans faktdriine sahip
olduklart literatiirlerde belirtilmistir. Bu faktorlere yapisma faktorleri (P, tip-1, S, Dr fibria),
toksinler (LPS, hemolizin) ve aerobaktinler drnek olarak verilebilir. Idrar yolu enfeksiyonu
patogenezinde yapisma en dnemli ve ilk olaydir. IYE periiiretral kontaminasyon ile baslar,

mikroorganizmalar iiretraya kolonize olurlar ve daha sonra mesaneye gog¢ ederler. Yapigma



olaymin gergeklesebilmesi i¢in mikroorganizmalarin pili ve flajella gibi yapilara sahip olamsi
gerekmektedir. Gram negatif bakterilerde bulunan lipopolisakkarit yapimin (LPS) lipit A
kismi1 toksik, inflamatojenik ve immiinomodiilatér Ozelliklere sahiptir. LPS, CD-14
reseptoriinii tastyan belirli konake1 hiicrelere baglanir ve bir enflamatuar yanit ortaya cikarir.
Ayrica tiropatojenik E. coli konukgu hiicre zarinda kolestrol agisindan zengin domainlere
baglanabilen a-hemolizin proteinini yiiksek konsantrasyonda salgilar. Bu, hiicrelerde gbzenek
olusumuna neden olur ve hiicrelerin bakteriler tarafindan demir ve besin alimin1 kolaylastiran
lizisini gelistirir. Diger bir viriilans faktorii ise aerobaktin proteinidir. E. coli'nin aerobik
metabolizma ve cogalma olaylarin1 gergeklestirebilmesi i¢in demire gereksinim duyar.
Serbest demir icin rekabet edebilme 0Ozelligi iiriner sistemin disindaki bir¢ok enfeksiyon
modelinde 6nemli bir viriilans faktorii olarak tanimlanmistir. E. coli'de iki adet demir alimi
mekanizmasi tespit edilmistir: biri hidroksamat tipi siderofor olan aerobaktin proteini digeri
ise katekol tipi siderofor olan enterokelin proteinidir. Demir baglamanin kantitatif katkis1 ya
da bu maddenin aktif oldugu patogenetik siirecteki evre belirlenmemistir. Fakat idrar yolu
enfeksiyonuna sahip hastalardan alinan izolatlarda artmis aerobaktin iiretimi goézlenmistir

(Svanborg ve Godaly, 1997; Flores-Mireles ve dig., 2015).

2.1.3. Bakteriyel idrar Yolu Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Giiniimiizde I1YE o6zellikle gelismis iilkelerde artmasi nedeniyle degil, ayn1 zamanda etken
patojenlerin rutinde kullanilan bir¢ok antibiyotige karsi ¢oklu ila¢ direnci gelistirdiklerinden
dolay1 gercek bir problem teskil etmektedirler. Antibiyotiklere kars1 direng, IYE etkeni
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia ve Pseudomona dahil
olmak iizere bircok bakteride tespit edilmistir (Zenati ve dig., 2014). Idrar yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde bircok antibiyotik kullanilmaktadir. En sik tercih edilen
antibiyotikler kinolonlar, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorlii kombinasyonlar, trimetoprim-
siilfametoksazol (TMP-SMZ), nitrofurantoin, fosfomisin, ikinci ve {igiincli kusak oral

sefalosporinlerdir.

Enterobacteriaceae ailesi lyeleri hem toplum hem de hastane kaynakli idrar yolu
enfeksiyonlarinin (IYE'ler) en sik nedenidir. IYE’larinin tedavisinde ampirik antibiyotik
secimi, coklu ilaca direngli Enterobacteriaceae enfeksiyonlarindaki artigdan dolay1 daha da
zorlasmigdir. IYE ampirik antibiyotik tedavisinin se¢cimi bu nedenle siklikla

Enterobacteriaceae'nin duyarlilik profillerine baghidir (Khawcharoenporn ve dig., 2013). Bir



antibiyotige kars1 direng oran1 % 20’yi gectigi zaman o antibiyotik ampirik olarak
kullanilmamalidir. Ampirik tedavide kullanacagimiz antibiyotikleri secerken iilkemizde hatta

bolgemizde direng oranlarini iyi bilmemiz gereklidir (Tasbakan, 2014).

2.2. Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler mikroorganizmalarin biiyiimesini durduran ya da 6ldiiren biyolojik kaynakli ya
da sentetik olarak elde edilen ¢ok etkili biyoaktif maddelerdir (Saygi ve dig., 2012). Penisilin
1928 yilinda Sir Alexander Fleming tarafindan kesfedilen ilk antibiyotiktir. Bu kesif biiyiik
bir ¢igir agmis ve penisilinin kesfinden sonra antibiyotik kesifleri hizlanmigdir. Bir ¢ok
mantar ve bakteriden iretilen antibiyotikler kesfedilmistir (Tablo 2.1) (Aktuglu, 1997,
Tiirkoglu, 2008).

Tablo 2.1. Antibiyotiklerin yillara gore kesfedilmesi.

Yillar Kesfedilen Antibiyotikler

1930 Penisilin, Siilfonamit, Gramisidin
1940 Streptomisin, Basitrasin, Sefalosporinler, Kloramfenikol, Klorotetrasiklin
1950 Eritromisin, Vankomisin, Kanamisin

1960 Nalidiksik asit, Gentamisin, Klindamisin
1970-80  Tobramisin, Sephamisin, Minosiklin, Florokinononlar
2000 Streptogramin, Daptomisin

Insanlik tarihinin en dnemli buluslarindan olan antibiyotikler, basta uygunsuz ve gereksiz
kullanimlar1 sonucu gelisen direng nedeniyle 6nemli oranda etkilerini kaybetmiglerdir.
Antimikrobik maddelere karsi gelisen direng giinlimiizde biitlin insanligi tehdit edecek
diizeyde ¢ok 6nemli bir sorundur (Oztiirk, 2008). Birgok faktdr bakterilerde antibiyotik
direncine neden olabilir. Bunlardan en 6nemlisi bilingsiz antibiyotik kullanimidir. Biligli
antibiyotik kullanimi, bulasict hastaliklarin  kontrol altina alinmasina ve Oliimlerin
azaltilmasina yardimci olur. Ancak biligsiz ve yetersiz antibiyotik kullanimi 6nemli
sorunlardandir. Birinci basamak saglik hizmetlerinde, antibiyotiklerin, o0zellikle genis
spektrumlu antibiyotiklerin asir1 kullanimi, ilaglarin etkinliginin azalmasina, direngli
bakterilerin popiilasyon prevalansinin artmasina ve yeni enfeksiyonlarm ortaya ¢ikmasina

biiyiik 6l¢iide katkida bulunur. (Choi ve dig., 2012).

Giinlimiizde bakteriler arasindaki antimikrobiyal direnc, kiiresel bir halk sagligi sorunu haline
gelmistir. Antimikrobiyal direngli bakterilerin gelismesini ve yayilmasini énlemek i¢in 6nemli

miidahalelere ragmen, oranlar hizla artmaya devam etmektedir. Antibiyotik direncinden



etkilenen cografi alanlarin sayisi hizla artmakta ve bununla birlikte antibiyotik direncinin
ekonomik etkileri de hizla biiyiimektedir. Antimikrobiyal direngli bakteri enfeksiyonlari,
antimikrobiyal duyarli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlardan ¢ok daha yiiksek &liim
oranlari, daha uzun hastanede kalma siireleri ve daha yiiksek saglik harcamalar1 ile

iligkilendirilmigtir (D'Agata ve dig., 2008).

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin dldiiriicii veya liremeyi durdurucu etkisine
kars1 koyabilme yetenegidir. Direng gelisimi ve yayillimi genellikle gereksiz ve uygunsuz
antibiyotik kullanimma baglanmakla birlikte, 1940’11 yillarda antibiyotiklerin kullanilmadig:
bazi adalarda toprak ve diski orneklerinde tetrasiklin ve streptomisine direngli bakteriler
bulundugu; antibiyotik direncinin yalnizca yaygin antibiyotik kullanimi sonucu degil,
bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarinda yasamim siirdiirmek i¢in kullandigi savunma
stirecinin bir parcasi oldugu da belirtilmektedir. Ancak antibiyotiklerin yogun sekilde
kullanima girmesi ile birlikte yillar i¢inde ¢ogul direngli mikroorganizmalar ortaya ¢ikmis ve
bunlarla olusan enfeksiyonlarm sagaltiminda biiyiikk sorunlar yasanmaya baslanmistir.
Gilinlimiizde tiim diinyada bir yandan hizla yeni ilaglar gelistirilmekte iken, 6te yandan
bunlara siiratle diren¢ kazanan mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlar bildirilmekte ve

sorunun boyutlar1 giderek biiytimektedir (Yiice, 2001).

2.3. Direncin Orijini

Bir grup veya tiir olarak bakteriler, herhangi bir belirli antimikrobiyal maddeye kars1 mutlaka
tek tip duyarli veya direngli degildir. Direng seviyeleri, ilgili bakteri gruplari i¢inde biiyiik
Ol¢iide degisebilir. Duyarlilik ve direng genellikle minimum inhibitér konsantrasyonun
(MIC), bakterilerin biiyiimesini dnleyecek minimum ila¢ konsantrasyonunun bir fonksiyonu
olarak Olgiiliir. Duyarlilik aslinda ayni bakteri tiirlerine karsi verilen herhangi bir ilag i¢in
ortalama MIC'lerin bir araligidir. Bir tiir i¢in bu ortalama MIC, araligin direngli kismindaysa,
tiriin o ilaca kars1 dogal dirence sahip oldugu kabul edilir. Bakteriler ayrica diger ilgili
organizmalardan direng genleri alabilir ve direng seviyesi tiirlere ve edinilen genlere bagh

olarak degisir (Martinez, 2014).
2.3.1. Dogal Direng

Bakterilerin yapisal 6zellikleri bu tiir bir dirence sebep olur. Bakterilerin ilacin hedefi olan

yapiy1 tagimamalar1 veya ilacin yapisal bir 6zellikten dolayr hedefine ulagamamasimin bir
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sonucu olarak ortaya c¢ikar. Ornegin Gram-negatif bakteriler vankomisini dis zardan
gecirmezler, dolayistyla Gram-negatif bakteriler dogal olarak vankomisine direnclidir. Benzer
sekilde, L-formu bakterilerin hiicre duvari olmayan formlaridir. Mycoplasma ve Ureaplasma
gibi hiicre duvarma sahip olmayan bakteriler beta-laktam antibiyotiklere karsi direnclidir

(Tenover, 1996).

2.3.2. Kazamilmis Direng

Kazanilmig direng, direng saglayan genetik materyallerin transformasyon, transdiiksiyon ve
konjugasyon (tiimii yatay gen transferi olarak adlandirilir) araciligi ile edinilmesi veya
bakterilerin kendi kromozomal DNA’larinda mutasyonlar olusturulmasi ile saglanir. Kazanim
gecici veya kalict olabilir. Diren¢ genlerinin plazmit aracili edinimi, dig genetik materyalin
elde edilmesi i¢in en yaygin yoldur; bakteriyofaj kaynakli edinim olduk¢a nadirdir. Aglik,
UV, radyasyon ve kimyasallar bakteriler {izerinde strese sebep olur. Bu stres genetik
mutasyonlarin (yer degistirme, delesyon) yaygin sebebidir. Antimikrobiyal dirence yardimci
olan mutasyonlar genellikle sadece birka¢ gen tipinde meydana gelir. Bunlar ila¢ hedef
proteinlerini kodlayan, ila¢ transporter proteinlerini kodlayan, ilac transporter proteinlerinin
regiilatorlerini kodlayan ve antibiyotik-modifiye edici enzimleri kodlayan genlerdir. Ek
olarak, antimikrobiyal diren¢ kazandiran bir¢ok mutasyon, bunu organizma igin bir maliyetle
yapar. Ormnegin, Staphylococcus aureus'ta metisilin direncinin kazanilmasinda bakterinin
biiyiime hiz1 6nemli 6l¢iide azalir. Antimikrobiyal direncin biiyiik bilmecesi, ila¢ kullaniminin
direncin artmasma yol ac¢masidir. Diisiik veya ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
antimikrobiyallerin kullanilmast bile, ardigik bakteri nesillerinde yiiksek diizeyde direng
secimine yol acgabilir, mutasyon oranmi ve diger antimikrobiyal ajanlara diren¢ kazanma
yetenegini artirabilir ve mobil genetik elementlerin hareketini tesvik edebilir (Reygaert,

2018).

2.4. Antibiyotik Direncinin Mekanizmasi

Antimikrobiyal direng mekanizmalar1 dort ana kategoriye ayrilir: (1) Ilag alinimimin
sinirlandirilmasi; (2) ilag hedefinin modifiye edilmesi; (3) ila¢ inaktivasyonu/modifikasyonu;
(4) Aktif pompa sisteminin aktivasyonu (Ilacin digar1 atilmasi) (Sekil 2.2). Dogal direng, ilag
almiminin  smirlandirilmasi, ilag inaktivasyonu ve efflux-pompa sisteminin aktivasyonu

mekanizmalarini; kazanilmis direng ila¢ hedefinin modifiye edilmesi, ila¢ inaktivasyonu ve



efflux-pompa sisteminin aktivasyonu mekanizmalarimi kullanabilir. Yapidaki farkliliklar
nedeniyle, Gram-pozitif bakteriler ile karsilastirildiginda Gram-negatif bakteriler tarafindan
kullanilan mekanizma tiirlerinde farkhiliklar vardir. Gram-negatif bakteriler dort ana
mekanizmanin  hepsinden yararlanirken, Gram-pozitif bakterilerde ilag aliniminin
sinirlandirilmasi daha az yaygindir (LPS dis zarina sahip degildir) ve belirli ila¢ efflux-pompa
sistemleri i¢in kapasiteye sahip degildirler (Mahon ve dig., 2014).

O fla¢ Almmmin
Aktif pompa sistemi ile Siurlandirimasi
ilacin disar1 atihm

Tlag inaktivasyonu/ .

modifikasyonu

o” ¢

ilac Hedefinin Modifiye Edilmesi

0@

) Antiviyotik
Sekil 2.2. Bakterilerde antibiyotik direng mekanizmalari (URL-1).

2.4.1. fla¢ Ahmiminin Simirlandirilmasi

Antimikrobiyal bilesikler etki edecekleri hedef bolgelerine ulasmak icin neredeyse her zaman
bakteri hiicresine erigimleri gereklidir. Antimikrobiyal ajanlarin hiicre igine almiminda
bakteriyel dogal yapilardan dolay1 fark vardir. Lipopolisakkarit tabakasinin Gram-negatif
bakterilerdeki yapisit ve islevleri, belirli tiirdeki molekiillere karsi bir bariyer saglar. Bu
durum, antimikrobiyal ajan gruplarina karsi1 Gram-negatif bakterilere dogal direng verir.
Gram-pozitif bakterilerin bir dis zar1 yoktur ve ilag erisimini kisitlamak o kadar yaygin
degildir. Gram-negatif bakterilerdeki porin kanallar1 genellikle hidrofilik molekiillere erigime

izin verir. Porin degisikliklerinin ila¢ alimin1 sinirlayabilecegi iki ana yol vardir: mevcut porin
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sayisinda azalma ve porin kanalimin segiciligini degistiren mutasyonlar. Enterobacteriaceae
iiyelerinin porin sayisini azaltmasi (ve bazen belirli porinlerin {iretimini tamamen durdurmast)
nedeniyle direngli hale geldigi bilinmektedir. Bu mekanizma karbapenemlere karsi
Pseudomonas aeruginosa’da (B-laktam antibiyotikler), aminoglikozitlere ve kinolonlara kars

birgok Gram-negatif bakteride tanimlanmistir (Reygaert, 2018).

2.4.2. Tla¢ Hedefinin Modifiye Edilmesi

Bakteri hiicresinde antimikrobiyal ajanlarin hedefi olabilecek birden fazla bilesen vardir ve bu
ilaglara diren¢ saglamak icin bakteriler tarafindan degistirilebilecek pek c¢ok hedef vardir.
Hedef bolge degisiklikleri genellikle kromozomlar iizerindeki genlerde meydana gelen
mutasyonlardan ve antimikrobiyal ila¢ varliginda yogun baskidan kaynaklanir. Hedef
yapisindaki degisiklikler f-laktam, kinolon, glikopeptid, makrolid, tetrasiklin ve rifampisine

kars1 direng gelisiminde 6nemlidir (Beceiro ve dig., 2013).

2.4.3. Tlac Inaktivasyonu/Modifikasyonu

Antibiyotiklerin inaktivasyonu hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilerde goriiliir.
Bakteri enzimleri antibiyotiklerin belirli bir bolgesine asetil, adenil veya fosfat gruplari ekler
ve onlar1 kimyasal olarak degistirip modifiye eder. Kimyasal olarak degisen antimikrobiyal
ajanlar hedef bdlgeye baglanamaz hale gelir. Ornegin, makrolidlerde fosforilasyon meydana
gelirken, aminoglikozitlerde asetilasyon/ adenilasyon veya fosforilasyon meydana gelir.
Ayrica bakteriyel enzimler antibiyotiklere dogrudan baglanir ve antibiyotikleri (penisilinlere
kars1 B-laktamazlar ve sefalosporinler gibi) parcalayarak inaktive eder (Abushaheen ve dig.,
2020).

2.4.4. Aktif Pompa Sistemi (ilacin Disar1 Atilmasi)

Cogu bakteri birgok farkli tipte aktif pompa sistemine ve aktif pompa sistemi ig¢in
kromozomal olarak kodlanmig genlere sahiptir. Bazilar1 yapisal olarak ifade edilir ve digerleri
belirli ¢evresel uyaranlar altinda veya uygun bir substrat mevcut oldugunda indiiklenir veya
asir1 ifade edilir Normalde aktif pompa sistemi proteinleri toksik maddelerin hiicre digina
atiliminda, besinlerin ve iyonlarin hiicreye aliniminda gorev yaparlar. Aktif pompa sistemleri
kinolonlar, makrolidler, azalid ve streptograminler, kloramfenikol ve B-laktamlara direngte de

etkilidir ve pek ¢ok bakteride bulunur (Yiice, 2001; Kayis, 2019).
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2.5. Beta-laktamazlar (p-Laktamazlar)

B-laktam antibiyotikler, c¢esitli Gram-negatif ve Gram-pozitif enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan, bakterisidal aktiviteleri ve diisiik toksisiteleri nedeniyle bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde alerjisi olan hastalar disinda en popiiler antibakteriyel ajanlardir. Bu ajanlar,
diinya antibiyotik pazarmin >%65'ini temsil etmektedir. Beta-laktam antibiyotikler, ortak
olarak beta-laktam halkast adi verilen temel bir yapiy1r paylasirlar. p-laktam halkasi
antibakteriyel etkinlikten sorumludur. B-laktam antibiyotikler penisilinler, sefalasporinler,
karbapenemler, monobaktamlar, B-laktam+f-laktamaz inhibitorleri olmak iizere 5 grupta

incelenirler (Sekil 2.3) (Poole, 2004;Balsalobre ve dig., 2019).

o 0
I
R—C—NH R— C—NH
LY
y/ 2N
0/ \COOH 0/ 2 C—R
Penisilinler Sefalosporinler
O
I R
H—C—N\H g\' s
g—N SNz
N 7 Hp
g SO,H o s
C=0
Monobaktamlar '
OH
Karbapenemler

Sekil 2.3. B-laktam antibiyotiklerin yapisi (Poole, 2004).

B-laktam ilaglara direng tiim genel mekanizmalar yoluyla meydana gelir fakat bakterilerin (-
laktam ilaglara kars1 kullandigi en yaygin diren¢ mekanizmasi sentezledikleri B-laktamaz
enzimleri tarafindan antibiyotiklerin hidrolizidir. B-laktamazlar beta-laktam halkasinin amid
bagini hidroliz ederek halkanin agilmasina neden olurlar ve B-laktam ilaglarini etkisiz hale
getirirler. B-laktamaz {iretimi, Gram-negatif bakterilerin -laktam ilaglara kars1 kullandig1 en
yaygin mekanizmadir. Penisilin ve sefalosporin ilaglarina karst en Onemli direng

mekanizmasidir (Bush ve Jacoby, 2010; Reygaert, 2018).

Bunun yanisira bakteriler B-laktam antibiyotiklerin hedefi olan Penisilin Baglayan

Proteinlerde (PBP) modifikasyon meydana getirerek ilacin baglanmasini engelleyebilirler.
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ikinci olarak B-laktam ilaglarini efflux pompalari ile hiicre digma cikarirlar. flag almiminin
sinirlandirilmasi da B-laktam antibiyotiklere kars1 gelistirilen bir diger diren¢c mekanizmasidir

(Kumar ve Schweizer, 2005).

Beta-laktamaz enzimleri, bakteri kromozomunda bulunabilir. Ayni1 zamanda plazmit ve
transpozonlar yoluyla da edinilebilir. Enterobacteriaceae ailesinin iiyesi birgok gram negatif
bakteri kromozomal B-laktamaz genlerine sahiptir. Plazmitle tasinan p-laktamaz genleri en
yaygin olarak Enterobacteriaceae'de bulunur, ancak Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium gibi bazi gram pozitif bakteri tiirlerinde de bulunabilir

(Schultsz ve Geerlings, 2012).

Ik p-laktamaz enzimi E. coli’de karakterize edildi. Bu emzim ampC geni tarafindan
kromozomal olarak kodlanir. Bu gen, yapisal olarak diisiik bir seviyede ifade edilir, ancak
mutasyonlar, genin asirt ekspresyonu ile sonuglanabilir. AmpC [-laktamazlar en c¢ok
penisilinlere ve baz1 birinci kusak sefalosporinlere karsi etkilidir. Ayrica cesitli bla genleri (B-
laktamaz genleri) tasiyan bir¢ok plazmit kaynakli B-laktamaz vardir. Bu B-laktamazlar ikici ve
ticlincii kusak sefalosporinlere direng sagliyorlarsa, Genis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL)
olarak adlandirilirlar. Plazmit aracili GSBL, TEM, SHV, CTX-M ve OXA enzim ailelerinin
iyelerini igerir. Bu emzimler igerisinde en genis grup, yaygin olarak E. coli'de, ozellikle de
IYE izolatlarinda bulunan CTX-M'lerdir. GSBL iireticileri ayn1 zamanda birden fazla ilag
sinifina direngli olabilir, ancak genellikle B-laktamaz inhibitorlerine duyarlidir (Reygaert,

2018).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerleri

Calismada farklh firmalardan temin edilen bir¢ok besiyerleri ve kimyasal madde kullanildi.
Calisgmada kullanilan besiyerlerinden EMB (Eosine Methylen Blue) Agar, Mueller Hinton
Agar (MHA), Mueller Hinton Broth (MHB), Bakteriyolojik Agar, Luria-Bertani Broth ve
Agar (LB) Merck (Almanya) firmasindan temin edildi. Molekiiler ¢aligsmalarda kullanilan Taq
DNA polymerase (recombinant, S5U/ul), dNTPmix (10 mM), 50X TAE Buffer, DNA Gel
Loading Dye (6X) ve Etidyum bromiir Soliisyonu (10 mg/ml) ThermoFisher Scientific (USA)
firmasindan, Taq DNA Polymerase Master Mix RED (2X) enzimi Ampliqon (Denmark)
firmasindan, Agarose CondaLab (Ispanya), 100 bp DNA ladder TransGen Biotechnology
(Cin) firmasindan temin edildi. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri Bioanalyses
(Tiirkiye) firmasindan temin edildi. Calismada kullanilan diger kimyasallar; sodyum kloriir
(NaCl), di-sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO.), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO.),
amonyum Kkloriir (NH4Cl), D(+) glukoz monohidrat ve ampicillin sodium salt Merck
(Almanya) firmasindan temin edildi. Konjugasyon calismalarinda kullanilan rifampisin

Sanofi firmasindan temin edildi.

3.1.2. Rekombinant ve Standart Suslar

Calismada, rifampisin direngli E. coli J53-2 susu (F~ met pro Rif*) konjugasyon deneylerinde
alic1 hiicre olarak kullanildi. E. coli ATTC 25922 susu antibiyogram calismalarinda kontrol
olarak kullanildi.

3.1.3. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Bu calisma Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Arastirma
Laboratuvar1 alt yapist kullanilarak gergeklestirildi. Calismada kullanilan cihazlar Tablo

3.1°de verildi.
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Tablo 3.1. Caligmada kullanilan cihazlar.

Makina/techizat adi Markasi Model
Otoklav JSR JSAC 60
Calkalamali1 Su Banyosu Memmert WNB22
Distile Su Cihazi GFL 2001/4
Inkiibator Memmert Model 55
Vorteks Scilogex MX-S
Magnetik Karistirict Scilogex MS-H-S
Analitik Terazi Ohaus AV 264C
pH metre Hanna HI2211-02
Blok Isitic1 Boeco DBI
Mikrosantrifiij Sigma Sigma 1-14
Thermocycler BioRad T-100
Horizontal Mini Jel Elektroforez Techne Tecne B2
ve Gii¢ kaynagi

UV translimiinator Daihan WUV-L50
No-Frost Buzdolabi Vestel NF620P
Derin Dondurucu Vestel DDP-S1101 W
Mikrodalga Firin Vestel MW 20-MV
Sinif-1 Steril Kabin Arma

3.1.4. Cahismada Kullamlan Primerler

Calismada ¢oklu antibiyotik diencine sahip 13 Enterobacteriaceae izolatimin molekiiler
karakterizasyonlarinin gerceklestirilmesinde ve antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesinde
PCR teknigi kullanildi. PCR c¢aligmalari i¢in gerekli olan primerler Sentebiolab (Ankara,
Tiirkiye) firmasindan temin edildi. Kullanilan primer ciftleri ve 6zellikleri Tablo 3.2’de

verilmigtir.

3.1.5. Enterobacteriaceae izolatlar

Calismada kullanilan Enterobacteriaceae izolatlar1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarindan temin edildi. Bu tez
calismast icin Eyliil- Aralik 2018 tarihleri arasinda Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar stoklarindan 70 bakteri izolat1 alindi.
Bu izolatlar cesitli kliniklerden gelen idrar 6rneklerinden kiiltlir yontemleri ile izole edilmis
ve VITEK® 2 otomatik sistem (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) ile Gram-negatif
Enterobacteriaceae iiyesi olarak tamimlanan izolatlardir. Gergeklestirilen antibiyogramlar
sonucunda 13 bakteri izolatinda ¢oklu ilag¢ direncine sahip oldugu tespit edildi ve bu izolatlar
caligmaya dahil edildi. Coklu ilaca direncgli 13 Enterobacteriaceae izolatlarinin tanimlanmasi

ayrica 16S rRNA gen dizileri kullanilarak gerceklestirildi.
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan primerler

‘; = é')‘ E o ~ E 7 ~_~
23 E 3w g EY RLE
= & @ =R
16S 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1500 5 120
rRNA 1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT
TEM Fwd AGTATTCAACATTTYCGTGT 047 s 60
Rev TAATCAGTGAGGCACCTATCTC
Fwd ATGCGTTATATTCGCCTGTG 60
SHV Rev TTAGCGTTGCCAGTGCTC 843 >6
Fwd GCGTGATACCACTTCACCTC 30
CTX-MI ¢y TGAAGTAAGTGACCAGAATC 260 33
Fwd TGATACCACCACGCCGCTC 30
CTE. Rev TATTGCATCAGAAACCGTGGG 32 33
PER1 Fwd ATGAATGTCATCACAAAATG o i3 60
Rev TCAATCCGGACTCACT
Fwd TTTTCTGTTGTTTGGGTTTT 45
OXA-1 ey TTTCTTGGCTTTTATGCTTG 427 >0
Simif-1 intll F ACATGTGATGGCGACGCACGA - s 60
integron infll R ATTTCTGTCCTGGCTGGCGA
Simf-2 intl2 F CACGGATATGCGACAAAAAGGT ey s 60
integron 2 R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG
A Fwd AGAGGATTTCTCACGCCAGG heo b 60
q Rev TGCCAGGCACAGATCTTGAC
B Fwd GGMATHGAAATTCGCCACTG 264 s 30
q Rev TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
S Fwd GCAAGTTCATTGAACAGGGT 3 s 45
qnr Rev TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
aac(6’)-  Fwd TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 152 s 45
Ib-cr Rev CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
3.2. YONTEM

3.2.1. izolatlarin Molekiiler Tanimlanmasi

3.2.1.1. 16S rRNA Gen Dizilerinin Elde Edilmesi

Molekiiler tanimlamada en yaygin olarak kullanilan molekiiler markir 1.5 kb uzunlugundaki

16S rRNA genidir. Organizmalar1 simiflandirmak i¢in kullanilan 16S rRNA geni ilk kez Carl

Woese tarafindan 1987’deuygulanmistir. 16S rRNA geni ribozomlarin yap1 ve fonksiyonunda

hayati rol oynayan 16S rRNA molekiiliinii kodlar ve bu nedenle biitiin canli organizmalarda

bulunur (Janda ve Abbott, 2007).

izole edilen 13 Enterobacteriaceae izolatin genomik DNA'larinin ekstraksiyonu icin

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, ABD) kullamldi. Uretici firmanin 6nerileri
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dogrultusunda izole edilen genomik DNA’lar 16S rRNA genlerinin ¢ogaltilmasi icin
kullanildi.

16S rRNA geni (yaklagik 1500 bp) 27F ve 1492R primer ¢iftleri kullanilarak amplifiye edildi
(Tablo 3). 16S rRNA geni son konsantrasyonda; 1XTaq DNA polimeraz buffer, 1.5 mM
MgCl,, 200 uM dNTPmix, 1.5 pmol/ul 27F ve 1492R primerlerinden, 1.5 U Taq DNA
polimeraz enziminde olacak sekilde hazirlandi. Herbir 6rnek igin izole edilen 50 ng/pl
genomik DNA'’lardan reaksiyonlara 2 pl ilave edildi. Son hacim steril mili-Q water ile 50
ul’ye tamamlandi (Sevim ve Sevim, 2019). PCR reaksiyonlar1 Thermalcycler cihazinda 1
dongii 94°C’de 3dk, 36 dongii 94°C’de 45 sn., 55°C’de 45 sn ve 72°C’de 2 dk., 1 dongii
72°C’de 5 dk. olacak sekilde gergeklestirildi. PCR islemi sonucunda elde edilen PCR iiriinleri
etidyum bromiir iceren %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve U.V 15181 altinda
goriintiilendi. Elde edilen PCR fragmentlerinin DNA dizin analizleri BMLabosis (Ankara,

Turkiye) Laboratuvarlarina gonderilerek hizmet alimi karsiliginda gerceklestirildi.

3.2.1.2. Veri Analizi

Elde edilen ham diziler BioEdit programu ile diizenlendi ve izolatlarinin yakindan iliskili
oldugu bakteri tiirleri ile yiizde benzerlikleri NCBI GenBank veri tabaninda BLAST taramasi
yapilarak gerceklestirildi (Altschul ve dig., 1990; Hall, 1999).

3.2.1.3. GenBank Kabul Numaralari

Izolatlar i¢in 16S rRNA gen dizileri, GenBank veri tabaninda depolandi. Izolatlarin GenBank
Kabul Numaralar1 Pr3 i¢in OL597923, Pr4 i¢in OL597924, Pr5 i¢in OL597925, Pr6 igin
OL597926, Pr8 icin OL597927, Pr9 ig¢in OL597928, Prl0 igin OL597929, Prll igin
OL597930, Prl12 i¢in OL597931, Pr13 i¢in OL597932, Pr17 ig¢in OL597933, Prl9 igin
OL597934 ve Pr20 i¢in OL597935 olarak numaralandirildi.

3.2.2. Antibiyotik Duyarlilik Testleri ve Fenotipik GSBL Tespiti

Enterobacteriaceae izolatlarmin antibiyotik duyarhilik profilleri Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemine gore belirlendi (Wayne, 2015). Ampisilin (10 pg), amoksisilin/klavulanik asit
(20/10 pg), piperasilin/tazobaktam (110/10 pg), seftriakson (30 pg), seftazidim (30 pg),
sefotaksim (30 upg), sefoperazon dahil antibiyotik ajanlar (30 pg), sefuroksim (30 pg),
sefaklor (30 pg), sefoksitin (30 pg), sefepim (30 pg), gentamisin (10 pg), amikasin (30 pg),
aztreonam (30 pg), siprofloksasin (5 pg) ), nalidiksik asit (30 pg), ofloksasin (10 pg)
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antibiyotik diskleri Enterobacteriaceae izolatlarinin antibiyotik diren¢ paternlerini saptamak
icin kullanildi. Antibiyogram sonucunda elde edilen zon caplar1 CLSI kriterlerine gore

yorumland1 (CLSI, 2016). Kontrol susu olarak E.coli ATCC 25922 kullanildu.

GSBL fiireten izolatlar, Ceftazidim (30pg), Ceftriaxone (30png), Cefotaxime (30pg),
Aztreonam (30pg) ve Amoksisilin-klavulanat (20/10mg) diskleri kullanilarak Double Disc
Synergy Test (DDST) (CLSI, 2016) ile tespit edildi. Sonuglar CLSI kriterlerine gore
yorumlandi (CLSI, 2016). Kontrol susu olarak E.coli ATCC 25922 kullanildi.

3.2.3. Coklu Antibiyotik Diren¢ Fenotipi (MARP) ve Coklu Antibiyotik Direnc indeksi
(MARI)

Coklu ilaca direngli Enterobacteriaceae izolatlarmin ¢oklu antibiyotik direng fenotipi
(MARP) ve coklu antibiyotik direng indeksi (MARI) tespit edildi. izolatlarn MAR indeksi
(MARTI) daha 6nce agiklandigi gibi asagidaki matematiksel denklem kullanilarak hesapland
(Fadare ve Okoh, 2021).

MAR indeks = b/c

Burada bakteri tiirlerinin direncgli oldugu antibiyotiklerin toplami "b", bakteri tiirlerine karst
kullanilan antibiyotiklerin toplami ise "c¢" ile gosterili. MARI degerinin 0.2'den yiiksek
olmasi o bolgede yogun bir antibiyotik kullaniminin oldugunu ve Antimikrobiyal direncin

cogalma riskinin yiiksek oldugu bir ortami1 gosterir.

3.2.4. Antibiyotik Direnc¢ Genlerinin Tespit Edilmesi

Enterobacteriaceae izolatlarmmda Simif-1 integron varligi, PB-laktamaz ve kinolon direng
genlerinin varligi PCR ile belirlendi. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primer ¢iftleri Tablo
3.2’de verilmistir. Izolatlardan total DNA izolasyonu Kaynatma metoduna gore

gergeklestirildi (Ausubel ve dig., 1995).

3.2.4.1. Genis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL)

Calismamizda blatpm, blasvy, blacrx-m (grup 1 ve 2), blapxa-1 ve blapgr-; olmak lizere B-
laktamaz diren¢ genlerinin varligi PCR yardim ile tespit edildi (Iraz ve dig., 2015). PCR

reaksiyonlart i¢in kullanilan primer ¢iftlerinin sekanslari, Tm sicakliklari (anneling time),

18



PCR reaksiyonu icin gerekli olan uzama siireleri (extension time) ve c¢ogaltilan fragment

biiytiikliikleri Tablo 3.2°de verilmistir.

Tiim reaksiyonlar 2XPCR Master Mix (Amplicon, Danimarka)’ten 12.5 pl, 10 pmol/pl
konsantrasyondaki primer ¢iftlerinden 0.5 pl icerecek sekilde hazirlanmustir. Izole edilen total
DNA’dan 5 pl reaksiyona eklenmis ve son hacim 25 pl’ye steril mili-Q water ile
ayarlanmigtir. PCR reaksiyonlar1 thermalcycler cihazinda 1 dongii 94°C’de 3dk, 36 dongii
94°C’de 45 sn., Tm sicakliginda’de 45 sn ve 72°C’de gerekli olan uzama siiresi, 1 dongi
72°C’de 5 dk. olacak sekilde gergeklestirildi. PCR islemi sonucunda elde edilen PCR iiriinleri
etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve U.V 15181 altinda
goriintiilendi. PCR fragmentleri markir DNA ile karsilastirilarak genlerin varlig: tespit edildi.

3.2.4.2. Kinolon ve Aminoglikozid Diren¢ Genleri

Calismamizda aac(6')-1b-cr aminoglikozid diren¢ geninin ve gnrA, gnrB ve gnrS kinolon
diren¢ genlerinin varligt PCR yardimi ile tespit edildi (Marchisio ve dig., 2015). PCR
reaksiyonlar i¢in kullanilan primer ciftlerinin sekanslari, Tm sicakliklari (anneling time),
PCR reaksiyonu i¢in gerekli olan uzama siireleri (extension time) ve ¢ogaltilan fragment

biiytiikliikleri Tablo 3.2°de verilmistir.

Tiim reaksiyonlar 2XPCR Master Mix (Amplicon, Danimarka)’ten 12.5 pl, 10 pmol/pl
konsantrasyondaki primer ciftlerinden 0.5 pl igerecek sekilde hazirlandi. izole edilen total
DNA’dan 5 pl reaksiyona eklendi ve son hacim 25 pl’ye steril mili-Q water ile ayarlandi.
PCR reaksiyonlar1 thermalcycler cihazinda 1 dongii 94°C’de 3dk, 36 dongii 94°C’de 45 sn.,
Tm sicakliginda’de 45 sn ve 72°C’de gerekli olan uzama siiresi, 1 dongii 72°C’de 5 dk.
olacak sekilde gergeklestirildi. PCR iglemi sonucunda elde edilen PCR iiriinleri etidyum
bromiir iceren %1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve U.V 15181 altinda goriintiilendi.

PCR fragmentleri markir DNA ile karsilastirilarak genlerin varligi tespit edildi.

3.2.4.3. Simif-1 ve Simif-2 Integronlarin Varlig

Calismada Enterobacteriaceae izolatlarinda Smif-1 ve Simif-2 integronlarin varhigt PCR
yardimu ile belirlendi. Korunmus integraz bolgeleri (intll ve intl2) Sinif-1 ve Sinif-2 integron
varhiginm aragtirilmasinda  kullamldi  (Ploy ve dig., 2000). Integraz bdlgelerinin
cogaltilmasinda kullanilan primerler Tablo 3’de verilmistir. PCR reaksiyonlari i¢in kullanilan

primer ciftlerinin sekanslari, Tm sicakliklar1 (anneling time), PCR reaksiyonu i¢in gerekli
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olan uzama siireleri (extension time) ve cogaltilan fragment biiyiikliikleri Tablo 3.2’de

verilmistir.

Standart PCR’lar 25uL son hacimde yapildi. Son hacimde 1 x PCR Mastermix tamponu, 0.2
pmol/ul her bir primerden ve 5 pL total DNA olarak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon
kosullari: 95°C’de 3 dk. ilk denetiirasyon, 35 dongii 95°C’de 45sn., primer baglanma
sicakliginda 45 sn., 72°C’de 1dk., son sentez 1 dongii 72°C 5 dk olacak sekilde
gergeklestirildi. PCR islemi sonucunda elde edilen PCR iiriinleri etidyum bromiir igeren
%1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitildi ve U.V 15181 altinda gortintilendi. PCR

fragmentleri markir DNA ile karsilastirilarak integraz genlerin varligi tespit edildi.

3.2.5. Direncin Aktarilabilirligi

Direng genlerinin tiim Enterobacteriaceae izolatlarinda konjugatif plazmitlerde yer alip
almadig1 Broth mating metodu kullanilarak konjugasyon testleri ile belirlendi (Muzslay ve
dig., 2017). Alict hiicre olarak rifampisin direngli E.coli J53-2 (F, pro, met, RifR) susu
kullanildi. Hem donér hem de alici hiicreler, gece boyunca Luria Bertani Broth (LB) iginde
bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiirler 1:1 oraminda E. coli J53-2 hiicresi ile
kanigtirlldt  ve 18 saat boyunca calkalamasiz ortamda 37°C’de inkiibe edildi.
Transkonjugantlar, Rifampisin (150 pg/ml) ve ampisilin (50 pg/ml) iceren LB Agar plakalar

iizerinde segildi.

Transkonjugant hiicrelerin antibiyotik duyarlilik paternleri Kirby-Bauer disk difiizyon

yontemi, GSBL iiretimleri Double Disc Synergy Testleri (DDST) ile belirlendi.

Transkonjugant hiicreler Rifampisin (150 ug/ml) ve ampisilin (50 pg/ml) iceren 3 ml LB
Broth besiyerlerinde calkalamali ortamda 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonucunda hiicreler santrifiij ile toplandi ve plazmit izolasyonlar1 GeneJet Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda
gerceklestirildi. Transkonjugantlardaki p-laktamaz ve kinolon diren¢ genleri Tablo 3.2°de
verilen primerler vasitasiyla PCR reaksiyonlar gerceklestirilerek tespit edildi. PCR
reaksiyonlarinda transkonjugant hiicrelere ait izole edilen plazmitler kalip DNA olarak
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Enterobacteriaceae izolatlarimn Tanimlanmasi

Calismaya dahil edilen ¢oklu ilag direncine sahip olan 13 Enterobacteriaceae izolat1 Kirsehir
Ahi Evran Universitesi, Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarina cesitli
kliniklerden gelen idrar 6rneklerinden izole edildi. izolatlarin izole edildigi hasta drneklerine

dair demografik ve klinik 6zellikler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Coklu ilag direngli Enterobacteriaceae izolat1 saptanan olgularin demografik ve klinik
ozellikleri.

izolat Yas/Cinsiyet Klinik/Servis Ornek
Pr3 3/K CHS Servis Idrar
Pr4 1/K CHS Klinigi Idrar
Pr5 58/E Uroloji Klinigi Idrar
Pr6 46/K Uroloji Klinigi Idrar
Pr8 67/K Nefroloji Servis Idrar
Pr9 78/K Uroloji Servis Idrar
Pr10 85/K Uroloji Servis Idrar
Pril 7/E CHS Klinigi Idrar
Pri2 89/K Uroloji Servis Idrar
Pr13 81/K EHKM Servis Idrar
Pr17 78/E EHKM Servis Idrar
Pr19 64/E EHKM Servis Idrar
Pr20 3/E CHS Klinigi Idrar

K: Kadm, E: Erkek, CHS: Cocuk Saghg1 ve Hastaliklari, EHKM: Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji

[zolatlar Vitek2 otomatik sistem sonuglari ve 16S rRNA gen dizilerinin NCBI GenBank veri
tabanindan yakin iligkili oldugu bakteri tiirleri ile yiizde benzerlikleri karsilagtirilarak
tanimlandi. Tir tayininin gergeklestirilmesinde yilizde benzerlik oran1 %97 ve iizerinde kabul
edildi. NCBI GenBank taramalar1 sonucunda Pr3, Pr6, Pr8, Pr9, Prll ve Prl7 izolatlar
Proteus mirabilis olarak, Pr10, Pr12 ve Prl13 izolatlar1 E.coli olarak, Pr4 ve Pr5 izolatlan
Citrobacter koserii olarak, Pr19 izolati Proteus sp. olarak ve Pr20 izolati K. pneumoniae

olarak tanimland1 (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. izolatlarin yakindan iliskili oldugu bakteri tiirleri ile yiizde benzerlikleri

izolat Benzer oldugu bakteriler GenBank No Or(tol/lf)m ¢ Bel(lf/f: ; lik
Prl Proteus mirabilis strain R8 0L629216.1 99 98.96
Proteus mirabilis strain F12 0L629193.1 99 98.95
Proteus mirabilis strain M2 0L629230.1 99 98.95
Proteus mirabilis strain R3 0L629211.1 99 98.89
Pr4 Citrobacter koseri strain SCAID URN1-2019 CP052059.1 100 100
Citrobacter koseri strain FDAARGOS 287 CP022073.2 100 100
Citrobacter koseri strain AR_0024 CP0267009.1 100 100
Citrobacter koseri strain FDAARGOS 393 CP023527.1 100 100
Pr5 Citrobacter koseri strain SCAID URN1-2019 CP052059.1 100 100
Citrobacter koseri strain FDAARGOS 287 CP022073.2 100 100
Citrobacter koseri strain AR_0024 CP026709.1 100 100
Citrobacter koseri strain FDAARGOS 393 CP023527.1 100 100
Pr6 Proteus mirabilis strain RS 0L629213.1 100 99.72
Proteus mirabilis strain R1 0L629209.1 100 99.72
Proteus mirabilis strain F6 0L629187.1 100 99.72
Proteus mirabilis strain F3 0L629184.1 100 99.72
Pr8 Proteus mirabilis strain R4 0L629212.1 100 99.86
Proteus mirabilis strain F6 0L629187.1 100 99.86
Proteus mirabilis strain R7 0L629215.1 100 99.76
Proteus mirabilis strain R1 0L629209.1 100 99.76
Pr9 Proteus mirabilis strain F3 0L629184.1 100 99.86
Proteus mirabilis strain ALK419 KC456549.1 99 99.86
Proteus mirabilis strain R14 0L629222.1 100 99.78
Proteus mirabilis strain R7 0L629215.1 99 99.78
Pr10 Escherichia coli strain EcPF7 CP054232.1 100 99.85
Escherichia coli strain SCU-182 CP054372.1 100 99.85
Escherichia coli strain SCU-115 CP054368.1 100 99.85
Escherichia coli strain EC78E MT453873.1 100 99.85
Prl1 Proteus mirabilis strain M2 0L629230.1 100 99.71
Proteus mirabilis strain R18 0L629226.1 100 99.71
Proteus mirabilis strain R14 0L629222.1 100 99.71
Proteus mirabilis strain R13 0L629221.1 100 99.71
Pr12 Escherichia coli strain EcCPF7 CP054232.1 100 99.06
Escherichia coli strain SCU-182 CP054372.1 100 99.06
Escherichia coli strain SCU-115 CP054368.1 100 99.06
Escherichia coli strain SCU-122 CP051714.1 100 99.06
Prl3 Escherichia coli strain EcCPF7 CP054232.1 100 99.71
Escherichia coli strain SCU-182 CP054372.1 100 99.71
Escherichia coli strain SCU-115 CP054368.1 100 99.71
Escherichia coli strain EC78E MT453873.1 100 99.71
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Pr17 Proteus mirabilis strain R18 0L629226.1 100 99.93

Proteus mirabilis strain R14 0OL629222.1 100 99.86
Proteus mirabilis strain R8 OL629216.1 100 99.86
Proteus mirabilis strain F16 OL629197.1 100 99.86
Pr19 Proteus penneri strain ALK416 KC456546.1 100 100
Proteus sp. YCG13 JF775412.1 100 100
Bacterium RB5-FF-25 JX827722.1 100 99.93
Proteus sp. Dahp2 HQI116442.1 100 99.93
Pr20 Klebsiella pneumoniae strain CCFM8369 KJ803926.1 100 99.22
Klebsiella pneumoniae strain F42 MZ389300.1 100 99.22
Klebsiella pneumoniae strain E19 MZ389299.1 100 99.22
Klebsiella pneumoniae strain M2-2-5 MW375526.1 100 99.22

4.2. Enterobacteriaceae izolatlarinda Antibiyotik Direnc Profili

Enterobacteriaceae izolatlarinin timii (%100) p-laktam, p/B-laktamaz inhibitorii, kinolon ve
sulfonamid grubu antibiyotikler olan ampisilin, sulbaktam/ampisilin, nalidiksik asit ve
trimetoprim/sulfametoksazol antibiyotiklerine direncglidir. Bu direnci sirasiyla % 61.5 ile
siproflaksasin ve oflaksasin, % 46 ile gentamisin, %38 ile sefaklor, %23 ile ampisilin-
klavulanik asit, seftriakson, seftazidim, sefotaksim, sefiksim, sefoperazon ve aztreonam, %15
ile piperasilin-tazobactam, sefuroksim ve sefepim, % 7.5 ile sefoksitin antibiyotikleri takip
etmektedir. Izolatlarin hicbiri karbapenem grubu antibiyotikler olan meropenem ve
imipeneme karsi direncli degildir. Ayrica hicbir izolatda amikasin direnci tespit edilmedi.
Antibiyotik direng profilleri incelendiginde E.coli Pr10, Pr12 ve Prl13 izolatlar1 en direncli
izolatlardir. E. coli Pr10 izolat1 test edilen 22 antibiyotigin 16’sma, Pr12 ve Prl3 izolat: ise
18’ine direnglidir (Tablo 4.3). Coklu ilag direncine sahip 13 izolatin MAR indekleri
incelendiginde; Pr3, Pr4, Pr5, Pr11 ve Pr20 izolatlarmin 0.18, Pr9 ve Pr19 izolatlarinin 0.27,
Pr6 izolatinin 0.31, Pr8 ve Prl7 izolatlarmin 0.36, Pr13 izolatinin 0.72, Pr10 ve Prl2
izolatlarinin ise 0.81 degerinde oldugu tespit edildi. Yapilan inceleme sonucunda 5 izolatin
(Pr3, Pr4, Pr5, Prl1, Pr20) MAR indeksisinin 0.2 den diisiik oldugu (%38), 8 izolatin ise
MAR indeksisinin 0.2 den yiiksek oldugu (%62) tespit edildi (Tablo 4.3). Yapilan Cift Diskli
Sinerji testi sonucunda Pr10, Pr12 ve Pr13 izolatlarin1t GSBL iirettigi tespit edildi (Tablo 4.3,
Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Cift Diskli Sinerji Testi pozitif izolatlarm gorliintiisii. A: E.coli Pr10 izolati, B: E.coli Pr12 izolati, C: E.coli
Pr13 izolat1.

Enterobacteriaceae izolatlarinda goriilen direng profilleri incelendiginde en yaygin direng
profili 13 izolatin 5’inde (%38) goriilen ampisilin, sulbaktam/ampisilin, nalidiksik asit ve
trimethoprim/sulfametaksazol direng profilidir. izolatlarda gdzlenen diger direng profilleri

Tablo 4.4’de verilmisdir.

Tablo 4.4. izolatlarin antibiyotik direng profilleri.

Gozlenen fenotip sayisi /
(Gozlenen izolatlar)

%

Direngli olunan antibiyotik paternleri

Direngli olunan
antibiyotik sayisi

AMP, SAM, NA, SXT 4 5/(Pr3, Pr4, Pr5, Pril, Pr20) 38
AMP, SAM, NA, SXT, CIP, OFX 6 2/ (Pr9, Pr19) 15
AMP, SAM, NA, SXT, CIP, OFX, GN 7 1/ (Pr6) 8
AMP, SAM, NA, SXT, CIP, OFX, GN, CEC 8 2/ (P8, Prl7) 15
AMP, AMC, TPZ, SAM, CRO, CAZ, CTX, CFM, CEP, L/ (Pr13) .
CEC, ATM, GN, CIP, OFX, NA, SXT

AMP, AMC, SAM, CRO, CAZ, CTX, CFM, CEP, CXM, ¢ L/ (Pr10) .
CEC, FOX, FEP, ATM, GN, CIP, OFX, NA, SXT

AMP, AMC, TPZ, SAM, CRO, CAZ, CTX, CFM, CEP, ¢ L/ (Pr12) .

CXM, CEC, FEP, ATM, GN, CIP, OFX, NA, SXT

AMP: Ampisilin, AMC: Amoksisilin-Klavunolik Asit, TPZ: Piperasilin-Tazobaktam, SAM: Siilbaktam Ampisilin, CRO: Seftriakson, CAZ:
Seftazidim, CTX: Sefotaksim, CFM: Sefiksim, CEP: Sefoperazon, CXM: Sefuroksim, CEC: Sefaklor, FOX: Sefoksitin, FEP: Sefepime,
ATM: Aztreonam, GN: Gentamisin, AK: Amikasin, CIP: Siproflaksasin, OFX: Ofloksasin, NA: Nalidiksik Asit, SXT: Trimethoprim-
Siilfamrtaksazol,

4.3. Enterobacteriaceae izolatlarinda Antibiyotik Diren¢ Genleri

Coklu ilag¢ direncine sahip Enterobacteriaceae izolatlarinda var olan direng profillerine gore
tasidiklar1 plazmit aracili direng genleri arastirildi. izolatlarin tiimii en az bir beta-laktam
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grubu antibiyotige kars1 direncli oldugu igin, tiim izolatlar GSBL genlerinin varlig1 agisindan
incelendi. Enterobacteriaceae izolatlarinin hepsinde blactxm; geni varligit %100 oraninda
tespit edildi. [zolatlarin 11’inde (% 85) blatem, 5’inde (% 38) blactxa, 1’inde (% 8) blasyy
geni tespit edilirken, blapxa-1 ve blapgr.1 genleri higbir izolatda tespit edilemedi (Tablo 4.3,

Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Amplifiye olmus GSBL genlerinin agaroz jel goériintiisii. M: Markir (100 bp DNA Markiri, TransGen
Biotek), 1: Pr-3, 2: Pr-4, 3: Pr-5, 4: Pr-6, 5:Pr-8, 6: Pr-9, 7:Pr -10, 8: Pr-11, 9:Pr-12, 10: Pr-13, 11: Pr-17, 12: Pr-19, 13: Pr-20. A: blatewm, B:
bl{lsﬂv, C: bldcrx.Ml, D: blactxme genlerini géstermektedir.
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Izolatlarmn tiimii en az bir kinolon grubu antibiyotige kars1 direngli oldugu i¢in, tiim izolatlar
kinolon diren¢ genlerinin varligi acisindan incelendi. Kinolon diren¢ genlerinin varligi
acisindan incelendiginde, tiim izolatlarin (%100) aac(6’)-ib-cr geni igerdigi, 5 (%38.5)
izolatin ise gnrA geni igerdigi tespit edildi. Calismadaki higbir izolatda gnrS ve gnrB geni
tespit edilemedi (Tablo 4.3, Sekil 4.3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil 4.3. Amplifiye olmus kinolon direng genlerinin agaroz jel goriintiisii. A: aac(6”)-ib-cr genlerinin amplifiye
PCR fragmentleri, M: Markir (100 bp DNA Markiri, TransGen Biotek), : Pr-3, 2: Pr-4, 3: Pr-5, 4: Pr-6, 5:Pr-8, 6: Pr-9, 7:Pr -10, 8: Pr-11,
9:Pr-12, 10: Pr-13, 11: Pr-17, 12: Pr-19, 13: Pr-20. B: qnrA genlerinin amplifiye PCR fragmentleri. 1:Pr8, 2: Pr-10, 3: Pr-12, 4: Pr-17, 5:Pr-
19, M: Markir (100 bp DNA Markuri, TransGen Biotek).

Calismada direng geni profilleri incelendiginde; 3 izolatta (% 23) goriilen blartgm-blactx-mi-
aac(6’)-1b-cr ve yine 3 izolatta goriilen (%23) blarem-blactxmi-blacrxmr-aac(6’)-1b-cr
profilleri en sik rastlanan direng profillerdir. Bu direng profillerini sirast ile 2 (%15) izolatda
goriilen blatpm-blactxmi- aac(6’)-1b-cr-gnrA direnci ve yine 2 (%15) izolatta goriilen blatpym-
blacrx.mi-blactxmp-aac(6’)-1b-cr-gnrA direng gen profilleri takip etmektedir (Tablo 4.5).
Diger direng geni profilleri Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.5. Coklu ilag direngli Enterobacteriaceae izolatlarinda direncin genotipik 6zellikleri.

Direnc genleri Say1 izolatlar Yiizde (%)
blacrxn, aac(6’)-1b-cr 1 Pr3 8
blactxmi, aac(6’)-1b-cr, gnrA 1 Pr19 8
blaren, blacrxw, aac(6’)-1b-cr 3 Pr6, Pr9, Pr11 23
blaTEM, blaCTx_Ml, blaCTx_Mz, aac(6 ,)-lb-CV 3 Pr4, PI'S, Pri13 23
blartgy, blactxa, aac(6’)-1b-cr, gnrA 2 Pr8, Pr17 15
blaTEM, blaSHv, blaCTX»Mla aac(6 ’)-lb-C}” 1 Pr20 8
blarpy, blacrxan, blactxaa, aac(6’)-1b-cr, gnrA 2 Pr10, Pr12 15

4.4. Stmf-1 ve Simf-2 Integronlarin Belirlenmesi

Calismada c¢oklu antibiyotik direncine sahip Enterobacteriaceae izolatlarindaki Smif-1 ve
Sinif-2 integron varligi incelendi. Proteus mirabilis Pr3, Pr6 ve Prl7, E. coli Pr10, Pr12 ve
Pr13 ve K. pneumoniae Pr20 izolatlarin Sinif-1 integron varligi tespit edildi. Proteus mirabilis

Pr8 izolatinda ise hem Sinif-1, hemde Smif-2 integron varligi tespit edildi (Tablo 4.3).

4.5. Aktarilabilir Diren¢ Genlerinin Tespiti

Direncin aktarilabilirliginin tespiti igin gerceklestirilen konjugasyon deneyleri sonucunda
Proteus mirabilis Pr17 izolatinin konjugatif plazmite sahip oldugu ve bu plazmit iizerinde
blatem, blactxmi, blactxma, gnrA ve aac(6’)-1b-cr genlerini ve Smif-1 integron gen kaseti
yapisini tasidigr tespit edildi. Pr17 izolatinin konjugatif plazmitini tasiyan transkonjugant E.
coli J53-2 hiicresinin antibiyotik direng¢ profili incelendiginde yaban tip hiicre ile ayn1 profili

gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.6).
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5. TARTISMA ve SONUC

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), her y1l diinya ¢apinda 150 milyon insan1 etkileyen en yaygin
bakteriyel enfeksiyonlardan biridir. Her yas grubunda ve cinsiyette goriilebilen idrar yolu
enfeksiyonlari, 6zellikle anatomik nedenlerle kadinlarda daha sik goriiliir. Kadinlar igin
yasam boyu IYE gegirme riski yiizde 50'den fazladir. Ulkemizde idrar yolu
enfeksiyonlarindan etkilenen hasta sayisi ve maliyet agisindan herhangi bir istatistiksel veri
bulunmamakla birlikte, yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde, IYE sikayeti ile 10.5
milyon hasta ayaktan poliklinik (tim ayaktan ziyaretlerin %0.9'unu olusturur) ve 2-3 milyon
hasta acil servis ziyareti yapmaktadir. Saglik hizmetleri maliyetleri ve tedavi dahil olmak
izere bu enfeksiyonlarin toplumsal maliyetleri, yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde yilda

yaklagik 3,5 milyar dolardir (Foxman, 2014; Flores-Mireles ve dig., 2015).

Idrar yolu enfeksiyonlarindan izole edilen bakteri spektrumu ¢ok genistir ve hem Gram
pozitif, hemde Gram negatif patojenleri icerir. Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas
spp., Proteus spp., Enterobacter spp. ve Citrobacter spp. siklikla IYE’larindan izole edilen
bakterilerdir (Foxman, 2014; Flores-Mireles ve dig., 2015). Son zamanlarda Avrupa basta
olmak iizere bircok Asya iilkesi ve Amerika’da yapilan ¢alismalarda IYE patojenlerinin
epidemiyolojisinde, Gram negatif tiirler icin benzer epidemiyolojik patojen profillerinin
oldugu belgelendi. Bu calismalarda, IYE'nin yaygin nedenleri olarak Escherichia coli, K.
pneumoniae, K. oxytoca, Proteus mirabilis ve diger Enterobacteriaceae tiirlerinin 6nemini bir
kez daha ortaya koyuldu. Gergeklestirilen bu tez c¢aligmasinin sonuglari da literatiir ile
uyumludur. Caligmamizda IYE etkenleri olarak Gram negatif Enterobacteriaceae ailesi
igerisinde bulunan E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis ve Citrobacter koseri bakterileri

izole edilmistir.

Kiiresel siirveyans calismalarindan biri olan SMART (The Study for Monitoring
Antimicrobial Resistance Trends) programinda 51 {ilke 179 bdlgeden alman veriler ile
gergeklestirilen bir ¢aligmadir. Bu ¢alismanin sonucunda 2009-2011 yillari arasinda idrar yolu
enfeksiyonlartyla iligkili en yaygin bes Gram negatif bakteri %44.3 ile E.coli, %11.8 ile K.

pneumoniae, % 5.4 ile P. aeruginosa, % 4.6 ile Proteus mirabilis ve % 2.5 ile E. cloacae
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olarak tanimland:i (Hoban ve dig., 2012; Morrissey ve dig., 2013). Ulkesel bir siirveyans
caligmasi olan Druti (The Drug Resistant Urinary Tract Infection) 2012-2013 yillar1 arasinda
Fransa’da gerceklestirildi. Calismada IYE semptomlar: ile hastaneye basvuran 1539 kadin
incelenmis, 538’1 ¢calismaya dahil edilmis ve 398’inin idrar kiiltiirlerinde pozitif iireme oldugu
tespit edilmistir. Toplamda 421 bakteri izole edilmis ve en yaygin 4 patojen % 82.8 ile E. coli,
%4.3 ile P. mirabilis, % 2.1 ile K. pneumoniae, % 1.8 ile C. koseri olarak tanimlanmistir
(Rossignol ve dig., 2017). Literatiir incelendiginde IYE calismalarinda en sik izole edilen
bakterilerin Enterobacteriaceae iiyeleri oldugu gozlemlenmektedir (Qiao ve dig., 2013;
Azargun ve dig., 2018; Yagel ve dig., 2018; Goyal ve dig., 2019; Mohamed ve dig., 2020).
Gergeklestirilen caligmalar gostermektedirki; Bu tez calismasindaki sonuglara benzer sekilde
idrar yolu enfeksiyonu etkenleri olarak E. coli, K. pneumoniae ve P. mirabilis siklikla izole

edilen bakterilerdir.

Ulkemizde de gergeklestirilen calismalardan bir kaci incelendiginde de bu tez calismasina
benzer sekilde sonuglari tespit edildigi gdzlemlendi. Uciincii basamak bir hastanenin klinik
mikrobiyoloji laboratuvarina 1 Aralik 2014 - 1 Ekim 2016 tarihleri arasinda gonderilen idrar
orneklerinden yapilan incelemede en sik izole edilen IYE etkenlerinin E. coli, K. pneumoniae
ve P. mirabilis oldugu tespit edilmistir (Mert ve dig., 2020). Aym sekilde Cilburunoglu ve
dig. (2020) yaptiklar1 bir diger c¢alismada Ocak 2018-Ocak 2019 tarihleri arasinda
Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen 2447 orta akim idrar 6rneginde en sik izole edilen idrar yolu enfeksiyon

etmenlerinin E. coli ve K. pneumoniae oldugu tespit edilmistir.

Antibiyotiklerin kullanim siklig1 ve hatta dozajlar1 ve uygulama siireleri iilkeden iilkeye,
bolgeden bolgeye ve hatta bir dereceye kadar lokasyona bagli olarak biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Bu durum, direngli paternlerin ortaya ¢ikmasinda biiyiik farkliliklara yol
acmistir. Bu nedenle, antimikrobiyal direngteki egilimleri diizenli olarak incelemek ve

raporlamak 6nemlidir ve direncin azaltilmasina katki saglar (Jena ve dig., 2017).

Idrar yolu enfeksiyonlarmin tedavisinde antibiyogram test sonuglarinin zaman almasi nedeni
ile antibiyotikler siklikla hastalara ampirik olarak baslanmaktadir. Son zamanlarda amprik
tedavilere karsi giderek artan oranda tespit edilen direng gelisimi 6nemli bir sorundur ve
tedavideki bagariyr 6nemli Olgiide diigirmektedir. Antibiyotik direng konusu goz Oniine
alindiginda ampirik tedavi i¢in secilen antibiyotik olduk¢a onemlidir. Tedavide antibiyotik
seciminin basarili bir sekilde yapilabilmesi i¢in calisilan bolge ve hastanenin antibiyotik
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duyarlilik sonuglarinin bilinmesi ve belirli araliklar ile izlenmesi ¢ok 6nemlidir. Idrar yolu
enfeksiyonlarmin tedavisinde beta laktamlar, trimetoprim/siilfametoksazol ve siproflaksasin
en sik kullanilan ajanlardir (Mert ve dig., 2020; Cilburunoglu ve dig., 2020; Karadeniz ve
Hamidi, 2021).

IYE tedavisinde antibiyotiklerin yanlis ve asir1 kullanimi antibiyotik segici baskisina neden
olur. Bu durum c¢oklu ilaca direngli bakterilerin hizla artmasini ve yayilmasini beraberinde
getirir. Giiniimiizde, idrar yolu enfeksiyonlarinda siklikla izole edilen Enterobacteriaceae
iiyelerinde birgok antibiyotige duyarliligin azaldigi gozlemlenmektedir. Bu sert durum
klinikte yaygin olarak goriilmektedir ve bu durum artan hastane maliyetine, hastanede kalis
sliresinin uzamasina ve ayrica tekrarlayan tedavi basarisizligina yol acabilmektedir (Pitout ve
dig., 1997; Jena ve dig., 2017). IYE kaynakl1 ¢oklu ilaca direngli izolatlar diinya ¢apinda
giderek artmaktadir ve bu birgok Tllkede ciddi bir sorundur. Gergeklestirilen bu tez
calismasinda izolatlarmin tiimii (%100) kullanilan ampisilin, sulbaktam/ampisilin, nalidiksik
asit ve trimetoprim/siilfametoksazol antibiyotiklerine direngli olarak tespit edildi. Bu direnci
sirastyla % 61.5 ile Siproflaksasin ve Oflaksasin, % 46 ile gentamisin, %38 ile Sefaklor, %23
ile Ampisilin-Klavulanik asit, Seftriakson, Seftazidim, Sefotaksim, Sefiksim, Sefoperazon ve
Aztreonam, %15 ile Piperasilin-Tazobactam, Sefuroksim ve Sefepim, % 7.5 ile Sefoksitin
antibiyotikleri takip etmektedir. Caligmada tespit edilen antibiyotik diren¢ oranlar lilkemizde

ve diinyada gerceklestirilen birgok ¢aligma ile uyumludur.

Druti iilkesel siirveyans calismasinda (The Drug Resistant Urinary Tract Infection-Fransa)
idrar yolu enfeksiyon etkeni 421 bakteri izole edilmis ve E. coli % 82.8 orani ile en yaygin
patojen olarak tespit edilmistir. Calismada gerceklestirilen antibiyogram testleri sonucunda
diren¢ oranlart incelendiginde; 331 E.coli izolatinin % 38’inin amoksasiline, % 18.1’inin
trimetoprim/siilfametoksazole, % 8.7’sinin amoksisilin-klavunolik asite, %5.4 {iniin nalidiksik
asite, % 5.1’inin ofloksasine ve % 1.9’unun siproflaksasin, sefuroksim, sefotaksim ve

seftazidim antibiyotiklerine direngli oldugu tespit edilmistir (Rossignol ve dig., 2017).

Literatiir incelendiginde; IYE etkeni gram negatif basillerde trimetoprim/siilfametoksazol,
beta-laktam, kinolon ve aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi yiiksek oranda direng
gelisiminin mevcut oldugu gozlemlendi. Direncli bakterileri i¢eren yayinlar hemen hemen
diinyanin her yerinden rapor edilmektedir (Hoban ve dig., 2012; Khawcharoenporn ve dig.,
2013; Machisio ve dig., 2015; Qiao ve dig., 2013; Zeynudin ve dig., 2018; Mohamed ve dig.,
2020).
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Ulkemizde yapilan calismalar incelendiginde IYE etkeni gram negatif basillerde en sik
rastlanan diren¢ trimetoprim/siilfametoksazol, beta-laktam, kinolon ve aminoglikozid grubu
antibiyotiklere karsidir. igan ve Hanc1 (2020) yaptiklar1 ¢alismada Temmuz 2014-Temmuz
2018 tarihleri arasinda Erzurum Paladoken Sehir Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 4
yillik periodta yogun bakimda yatan hastalardan gonderilen 910 idrar 6rneginden kiiltiirler
gerceklestirmis ve 113 gram negatif bakteri izole etmislerdir. Izole edilen
mikroorganizmalarin dagilimi1 ve gram negatif bakterilerin antibiyotiklere direng oranlarinin
incelenmesi sonucunda; E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp., P. aeruginosa ve Acinetobacter
spp. bakterilerini en sik izole edilen etkenler olarak tanimlamuislardir. E. coli, Klebsiella spp.
etkenlerinin direng oranlar1 incelendiginde en yiiksek direncin beta-laktam, kinolon,
aminoglikozid ve trimetoprim/siilfametoksazol antibiyotiklerine karsi oldugunu tespit

etmislerdir.

Gergeklestirilen bir diger calismada Hacettepe Universitesi Ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi
yatakli servis ve polikliniklerinden 01.01.2012-31.12.2015 tarihleri arasinda mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen 4421 idrar Orneginin kiiltlir ve antibiyogram sonuclar
degerlendirilmistir. Yapilan calismada Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp. en sik
rastlanan etkenlerdir. Antibiyogram sonuglar1 beraber degerlendirildiginde en yiiksek direncin
ampisilin = (%75.1), sefazolin (%59), ampisilin-sulbaktam (%49.7), trimetoprim-
stilfametoksazol (%45.2), sefiksim (%33.1), seftriaksona (%31.4), piperasilin tazobaktama
kars1 (%23.2), siprofloksasin (%21.1) ve amikasine (%16.2) kars1 saptandig1 goriilmektedir
(Komiirliioglu ve dig., 2018).

Gergeklestirdigimiz bu tez ¢aligmasinda rehberlerde idrar yolu enfeksiyonlarmin ampirik
tedavisinde kullanim1 Onerilen trimetoprim/siilfametoksazole, beta-laktam ve kinolon grubu
antibiyotiklere kars1 direng belirlenmistir. Literatiirler incelendiginde hem iilkemiz, hemde
diinya ¢apinda bu diren¢ paternlerinin artigi gézlemlenmektedir. Tedavi segeneklerinde bu
direncin gozden gegirilmesi ve duyarli olunan diger antibiyotiklerin kullanilmasi

Onerilmektedir.

Idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotikler arasinda B-laktamlar, &nemli
toksisitelerinin olmamasi nedeniyle en yaygin olarak tercih edilen kemoterapotik ajanlardir.
Kullanilan tiim sistemik antibiyotiklerin %50'sinden fazlasin1 olustururlar (Jena ve dig.,

2017).
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Beta-laktam ajanlara kars1 Enterobacteriaceae grubunda, antimikrobiyal direncin baslica araci
B-laktamaz {liretme yetenegidir. Bu enzimler, GSBL’lar1 ve pAmpC'yi igerir (Fadere ve Okoh,
2021). Gergeklestirilen bu tez calismasinda da Tablo 4.3'de belirtildigi {izere izolatlarin GSBL
enzimlerine sahip olma yetenekleri oldukca endise vericidir. [zolatlarda tespit edilen blacrx-mi

(% 100) ve blatpm (%40) genleri, tanimlanan en yaygin iki GSBL tipidir.

Giiniimiize kadar genislemis spektruma sahip bir¢ok beta-laktamaz enziminin varligi tespit
edildi. Bunlardan biride 1990’larin baslarinda tanimlanan CTX-M enzimleridir. 1980'lerde en
yaygin GSBL'ler TEM ve SHV iken, 21. ylizyilin basindan beri CTX-M tipleri daha baskin
hale gelmistir (Girlich vd., 2020). CTX-M grubunda CTX-M1 tipi en yaygin goriilen tiptir ve
Italya (Giani ve dig., 2017), Misir (Mohamed ve dig., 2020), Hindistan (Singh ve dig., 2012),
Isvigre (Lartigue ve dig., 2007), Suudi Arabistan (Al-Agamy ve dig., 2014), Suriye (Ibrahim
ve dig., 2015), Pakistan (Khan ve dig., 2010) ve Cin'de (Shi ve dig., 2015) oldukc¢a yaygindir.

Mohommed ve dig. (2020) yilinda Misir’da gergeklestirdikleri bir calismada IYE etkeni 311
Enterobacteriaceae’de GSBL tanmimlamislardir. CTX-M1 % 81.6 orami ile tanimlanan en
yaygmn GSBL’dir ve bunu TEM (% 60.7) enzimi takip etmektedir. Brezilya’da
gerceklestirilen bir diger calismada IYE etkeni olarak 472 Enterobacteriaceae iiyesi izole
edilmis ve GSBL igerigi yoniinden taranmigtir. Caligmanin sonucunda en yaygin GSBL %
80.5 orani ile CTX-M1 olarak tespit edilmis ve bunu % 52.7 ile TEM tipi beta-laktamaz takip
etmigtir (Abreu ve dig., 2013). SMART programinda Kuzey Amerika ve Avrupa'da 2009—
2010 yillarinda, IYE'li hastanede yatan hastalardan 4004 Gram negatif basil toplanmis ve
Enterobacteriaceae iiyesi bakteriler izole edilmistir. Calismada direngli izolatlarin beta-
laktamaz genleri arastirilmis ve izolatlarda baskin B-laktmaz geninin CTX-M B-laktamazlar
oldugu bunu sirasiyla TEM veSHYV tipi B-laktamazlarin takip ettigi tespit edildi (Hoban ve
dig., 2012). Idrar yolu enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen ¢oklu ilag direncine sahip 13
Enterobacteriaceae izolatinda gerceklestirilen bu tez calismasinda CTX-M1 tipi GSBL
direncinin en yaygin diren¢ geni oldugu ve izolatalarin tiimiinde (%100) var oldugu tespit
edildi. Bu sonuglar gostermektedir ki; gerek gergeklestirilen bu tez calismasi olsun, gerekse
diinya capinda gerkceklestirilen ¢alismalar da olsun beta-laktamaz direngli IYE etkenlerinde
en sik rastlanan GSBL enzimleri CTX-M ve TEM tipidir. Bu bulgular, CTX-M tipi
GSBL'lerin bugiine kadarki en yaygin ve global olarak baskin GSBL genotipleri oldugu
gergegiyle uyumludur.
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Gergeklestirilen tez calismasinda blacrx-mi geninin tiim izolatlarda ve blargm geninin ise 11
izolatta tespit edilmesine ragmen izolatlarin sadece 3’ fenotipik olarak GSBL pozitif
bulundu. GSBL'nin fenotipik tanimlamasi, enzimin klavulanik asit tarafindan inhibisyonuna
dayanir. Klavulanik asitin inhibe edici etkisi maskelendigi durumlarda GSBL fenotipik olarak
tespit edilemeyebilir. Klavulanik asidin inhibitdr etkisinin maskelenebilecegi durumlar
arasinda direng saglayan birden fazla enzimin bir arada bulunmasi, 6rnegin ESBL + AmpC
tipi enzimler, hiicre zarlarinin goézeneklerindeki degisiklikler ve beta laktamaz inhibitorleri
icin diistik afiniteye sahip TEM ve SHYV tipi beta laktamazlardir. Ayrica aynit mikroorganizma
tarafindan farkli tipte beta-laktamazlarin (TEM, SHV, CTX-M, OXA) {iretilmesi hatali
fenotipik sonuglara yol acgabilir (de Oliveira ve dig., 2010). Benzer sonuclar literatiirde
Sanguinetti ve dig. (2003), Yazdi ve dig. (2012), Gautam ve dig. (2019) caligmalarinda da
mevcuttur. Caligmamizin sonuglari incelendiginde Pr3 ve Pr 19 izolatlar1 hari¢ fenotipik
GSBL negatif olan tiim izolatlarda birden fazla f-laktamaz enzimin oldugu goriilmektedir. Bu

durum fenotipik GSBL’nin inhibe edici etkisini maskeledigi yoniinde diisiiniilmektedir.

GSBL negatif izolatlar ile karsilastirildiginda, GSBL pozitif izolatlarin (Pr10, 12 ve 13) ikinci
ve tgclincli kusak sefalosporinlere direngli olduklar1 gézlendi. Bu durum pozitif izolatlarin
yiiksek afiniteye sahip beta laktamaz enzimlerini igerdiklerini diiglindiirmektedir. Ayni
zamanda GSBL pozitif izolatlarin gentamisin, siproflaksasin, ofloksasin, nalidiksit asit ve
trimethoprim siilfametaksazol gibi B-laktam olmayan antibiyotiklere karst onemli Olgiide
yiikksek oranda diren¢ icerdigi goriildii. Bunun nedeni muhtemelen GSBL genlerinin bir
organizmadan digerine kolayca aktarilabilmesini saglayan bir plazmit iizerinde yer almasi ve
diger antimikrobiyal siniflara direng saglayan genlerinde bu plazmitler izerinde bulunmasi ve

beraber aktarilmasindan dolayidir.

Calismamizda E. coli Pr10, Pr12 ve Pr13 nolu izolatlar MARI en yiiksek olan izolatlardir.
Coklu ila¢ direncine sahip bu izolatlar ile gelisecek olan bir enfeksiyon hastaliginda tedavi
icin segilebilecek antibiyotiklerin oldukca kisith oldugu direkt gbze c¢arpmaktadir.
Konjugasyon calismalarinda bu izolatlarda konjugatif bir plazmit bulunmasi umut verici
olmasina ragmen tasidiklart diren¢ genlerinin konjugatif olmayan plazmitler iizerinde

beraberce tagindigimi diisiindiirmektedir.

Calismamizda tiim izolatlarda aac(6°)-1b-cr geni pozitif olarak tespit edildi. Bes izolatda gnrA
geni tespit edilirken, hicbir izolatta gnrB ve gnrS geni tespit edilemedi. Kinolon direngli
Enterobacteriaceae izolatlariin varligr diinya capinda giderek daha fazla rapor edilmektedir.
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Cogu calisma, gnr genlerine kiyasla daha yiiksek bir aac(6’)-1b-cr tagima orani gostermistir

(Domokos ve dig., 2016; Szabo ve dig., 2018; Azargun ve dig., 2018).

Calismamuzin  sonuglar1 incelendiginde I1YE etkeni Enterobacteriaceae izolatlarinda
florokinolonlarin ve p-laktamazlarin yiiksek oranda (%100) bir arada bulundugu
goriilmektedir. GSBL iireticileri genellikle florokinolonlar gibi diger antibiyotiklere
direnglidir. Aynt mobil genetik elementlerde GSBL ve bazi florokinolon direngli genlerin
varligi, B-laktamlara ve florokinolonlara karsi birlikte direncin nedenidir (Azargun ve dig.,
2018). Sonuglarimiz, literatiirde gergeklestirilmis diger caligmalar ile benzer olarak GSBL
iireten izolatlarda florokinolonlara direncinin 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugunu gosterdi. GSBL
iireten Enterobacteriaceae liyeleri arasindaki ¢oklu ilag direnci durumu olduk¢a énemli olup,

tedavi seceneklerini sinirlar.

gnr genleri AmpC B-laktamazlar, GSBL'ler ve karbapenemazlar ile iliskilidir ve ¢oklu ilag
direnci saglayan aymi konjugatif plazmit iizerinde tasmirlar (Iabadene ve dig., 2008).
Enterobacteriaceae izolatlar arasinda gnrA geni ile CTX-M1, CTX-M9, CTX-M14, CTX-
M-15, TEM-116, SHV-7, SHV-12, SHV-27 ve VEB-1 arasindaki giiclii bag bir¢ok ¢alismada
gosterildi (Nazic ve dig., 2005; Lavigne ve dig., 2006; Azargun ve dig., 2018).

Calismamizda gerceklestirilen konjugasyon deneyleri sonucunda, P. mirabilis Pr17 izolatinda
konjugatif bir plazmit varligi tespit edildi. Konjugatif plazmit iizerinde taginan genler
arastirildiginda yabantipte bulunan blatgwm, blactxmi, gnrA, aac(6’)-1b-cr genlerinin tiimiiniin
ve Smif-1 integron gen kaseti yapisinin konjugatif plazmit {izerinde oldugu tespit edilidi.
Literatiir incelendiginde aac(6’)-Ib-cr geni, GSBL ve gnr genlerinin ¢ok direngli
Enterobacteriaceae izolatlarinda konjugatif plazmitlerde (IncL/M) simif-1 integron
kasetlerinin igerisinde tanimlandigr goriildii (Jiang ve dig., 2008; Kang ve dig., 2009).
Calismamizda elde edilen konjugatif plazmitin gerceklestirilecek ileriki caligmalar ile tiim
DNA dizin analizi gerceklestirilecektir. Elde edilecek olan sekanslarin analizi ile tespit edilen

direng¢ genlerinin integron gen kaseti icerisinde bulunup bulunmadig tespit edilecektir.

Sonug olarak; Calismamizda IYE olarak izole edilen 13 Enterobacteriaceae izolatinda CTX-
M1 tipi B-laktamaz ve aac(6’)-1b-cr (plazmit aracili kinolon direnci) genlerinin en yaygin
diren¢ genleri oldugu tespit edildi. E£.coli Pr10, Pr12 ve Pr13 izolatlarinin en yiiksek MAR
indeksine sahip olduklar1 ve fenotipik olarak GSBL {irettikleri tespit edildi. P. mirabilis Pr17

izolatinin konjufatif bir plazmit icerdigi tespit edildi. Konjugatif plazmit iizerinde blatgm,
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blacrx-mi, qnrA, aac(6’)-1b-cr genlerinin tiimiiniin ve Smif-1 integron gen kaseti yapisinin
bulundugu tespit edildi. IYE'lerden izole edilen Enterobacteriaceae'de B-laktamlara ve
florokinolonlara direng oranmi yiiksek olarak tespit edildi. Halk sagligi i¢in tehdit edici bir
durum olan antibiyotik diren¢ sorunu diisiiniildiigiinde; ¢alismamiz bu direncin tiim yonleri ile
aydinlatilmasinda ¢ok 6nemlidir. Boélgemizde farkli antibiyotiklere direncin artmasi ve ¢oklu
ilaca direncli suslarin ortaya ¢ikmasi, hem toplumda hem de hastanede daha iyi siirveyans ve

iyi hijyen ve antibiyotik uygulamalarina yol agmalidir.
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EKLER

EK-1. 16S RNA Gen Dizileri

Proteus mirabilis Pr3 16S rRNA Gen Dizisi
TGCGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGA
GCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGA
AACGGTGGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCA
CTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGAC
GATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATG
CCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGAT
AAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
CACGCAGGCGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATC
TGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTACAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCGTGGACAAAGAGTGACGC
TCAGCTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAA
ATGATGTCGATTCCGAGGTTGTGGTTATGAACTGCGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAAT
CGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGA
CATCCAGCGAATCCTTTAGAGATAGAGGTGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGT
GCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGT
CTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
CGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGTGTAGCTTAACCTTCGGGATTGGCGCTACCACT
TTGATCA
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Citrobacter koseri Pr4 16S rRNA Gen Dizisi
GCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTG
ATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAA
GAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTG
GGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT
ACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAG
AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC
GGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT
CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAC
GCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTGGCAGAGATGCCTTGGTGCCTT
CGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCA
AAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCC
CTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCG
AGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC
ATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTA
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Citrobacter koseri Pr5 16S rRNA Gen Dizisi
AAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCC
TGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCA
AAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGG
TGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA
GTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGC
AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATC
CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGG
TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCA
ACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTGGCAGAGATGCCTTGGTGCC
TTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACT
CAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGG
CCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCG
CGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTA
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Proteus mirabilis Pr6 16S rRNA Gen Dizisi
GCTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGG
AGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGG
CTAATACCGCAAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGAT
GAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCAACGATCTCTAG
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
ATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAA
TACCCTTGTCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
CGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTG
GTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTC
GATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCC
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGC
GAATCCTTTAGAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTT
GTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAG
TCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCA
GAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT
GGGTTGCAAAAGAAGTAGTGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTAC
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Proteus mirabilis Pr8 16S rRNA Gen Dizisi
GCAGGCGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGAC
GAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTG
GAAACGGTGGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTG
CACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCA
ACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGT
GATAAGGTTAATACCCTTGTCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGC
ATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGA
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTG
TAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTA
AATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCT
TGACATCCAGCGAATCCTTTAGAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATA
AAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAG
TAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACC
ACTTG
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Proteus mirabilis Pr9 16S rRNA Gen Dizisi
ATGGCGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGAC
GAGCGGCGGAGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGG
AAACGGTGGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGC
ACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCA
ACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGT
GATAAGGTTAATACCCTTGTCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGC
ATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGA
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTG
TAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTA
AATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCT
TGACATCCAGCGAATCCTTTAGAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATA
AAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAG
TAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAG

51



E. coli Pr10 16S rRNA Gen Dizisi
CAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCCGA
TGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCAAACGTCGCAGACCAAAGAG
GGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGG
TAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC
GCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAAT
TCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTT
CCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA
ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCG
AAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGG
GAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAG
GAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
ACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGA
GCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAG
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Proteus mirabilis Pr11 16S rRNA Gen Dizisi
GCTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGG
ATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT
GTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTT
AATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGGAGGGTGCCAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCA
GGCGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAAC
TGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGT
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATG
TCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCA
GCGAATCCTTTAGAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAGCGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCC
TTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCG
TAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGA
TCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG
GGAGTGGGTTGCAAAAG

53



E. coli Pr12 16S rRNA Gen Dizisi

GCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCCG
ATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAA
GAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTG
GGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTAC
TTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCG
GGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTGAGGCGTGGCT
TCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTTGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCACAGATGAGAATGTGCCTTCT
GGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTCTCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCTCGAACTCAAA
GGAGACAGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCAC
TACGACCAGGGCTACACACCTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAG
AGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCAT
GAAGTCGGAATCGCTGGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCT
TCGGGAGGGCGCT
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E. coli Pr13 16S rRNA Gen Dizisi
GCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCCG
ATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCAAACGTCGCAGACCAAAGA
GGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGG
GTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGG
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGG
CGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTT
TCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGG
GCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAA
TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGC
CCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCT
TCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCG
GGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAA
GGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCT
TACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAG
AGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCAT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGGCC
TTGGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAG
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Proteus mirabilis Pr17 16S rRNA Gen Dizisi
GGCATGCGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTG
ACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTAC
TGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCT
TGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGG
CAACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG
CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAG
GTGATAAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAAT
TGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGAC
TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCG
TTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAC
TCTTGACATCCAGCGAATCCTTTAGAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGA
TAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCA
TAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGG

56



Proteus pennari Pr19 16S rRNA Gen Dizisi
CTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGAAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGG
CTAATACCGCATGACGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCGCTATCGGA
TGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGAGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTA
GCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTG
TATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAAGTTA
ATACCTTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAG
GCGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACT
GGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAG
CGGATCCTTTAGAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTT
TGTTGCCAGCGCGTGATGGCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTA
GTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATC
AGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG
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Klebsiella pnemoniae Pr20 16S rRNA Gen Dizisi

CATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTG
AGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATA
CCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCC
CAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCAACGATCCCTAGCTGGT
CTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACC
TTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTC
TGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAG
CTAGAGTCTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTG
GAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTG
GAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGGTGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTT
TCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCC
AGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACCTGCTACAATGGCATATA
CAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTAAGTCGTAGTCCGGAT
TGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTGGGAATCGCTGGTAATCGTAGATCAGAATGCT
ACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGC
AAAAGAAGTAGTTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCACTTG

58



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi HUSAM MAHDI SALEH ALSHABBANI
Dogum Yeri
Dogum Tarihi
Uyrugu OT.C. M Diger:
Egitim Bilgileri
Lisans
Universite Al-Qadisiyah Universitesi
Fakiilte Fen Fakiiltesi
Bolimii Biyoloji
Mezuniyet Yili 2015
Yiiksek Lisans
Universite Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Enstitii Adi Fen Bilimleri Enstitiisii
Anabilim Dal Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Programi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Mezuniyet Tarihi 2022
Doktora
Universite
Enstitii Adi
Anabilim Dal
Programi Program Adi
Mezuniyet Tarihi
Makale ve Bildiriler

1. Alshabbani, H.M.S., Milletli Sezgin, F., Sevim, E. Molecular Characterization of
Antibiotic Resistance Genes in Enterobacteriaceae Isolated From Urinary
Tract Infections (UTI). 9. Uluslararas1 Tip ve Saglik Bilimleri Aragtirmalar
Kongresi, 18-19 Mart 2022. (Online-S6zli Sunum).

59






