Tiirk Mikrobiyol Cem Derg (2010) 40 (2): 97 - 108
© 1993 Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti | Turkish Microbiyological Society
ISSN 0258-2171

OZGUN ARASTIRMA

*Deniz Suyu Kokenli Koliformlarda
Sinif 1 ve Simif 2 Integron Gen Kasetleri ve
Antibiyotik Direncinin Karakterizasyonu

Class 1 and Class 2 Integron Gene Cassettes and
Characterization of Antibiotic Resistance in Coliforms of
Sea Water Origin

Feyza Colakoglu', Osman Birol Ozgiimiis'?, Cemal Sandall',
Elif Celik Sevim', Sengiil Alpay Karaoglu'

Rize Universitesi 'Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji ve Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvart,
*Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Rize

*Bu ¢aligma XIX. Ulusal Biyoloji Kongresi’nde (23-27 Haziran 2008 Trabzon) poster olarak sunulmustur.

OZET

Amag: Bu calismada Karadeniz'in dogu sahilinden izole edilen 43 koliform bakterideki antibiyotik direncinin
molekiiler karakterizasyonu amaglandi.

Gereg ve Yontem: Suslarin disk difiizyon metoduyla ¢esitli antibiyotiklere direngleri tarandi. Ampisiline direngli
suslarda TEM tipi B-laktamaz geni, sinif 1 ve sinif 2 integron gen kasetleri ve tetrasikline direncli suslarda tetrasiklin
direng determinantlart polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirildi. Plazmid transformasyon deneyleri ist sok
metoduyla yapild.

Bulgular: On yedi (%39.5) susun bir veya daha fazla sayida antibiyotige direngli oldugu bulundu. Bir ampisiline
direngli Escherichia coli’nin TEM-1 tip [-laktamaz geni icerdigi ve tetrasikline direncli suslar arasinda tet(B)
geninin yaygin oldugu tespit edildi. Bir E. coli susu 2.0-kb sinif 1 integron, diger bir E. coli susunun ise 2.2-kb
sinif 2 integron tasidigi ve DNA dizi analizi ile sinif 1 ve sinif 2 integronlarin sirastyla blaOXA-30 — aadAl ve
dfrAl-sat2-aadA gen kasetlerini icerdigi gosterildi. Ampisiline, tetrasikline ve streptomisine karst direncglerin
transfer edilebilir ozellikler oldugu bulundu.

Sonug: Deniz ortaminda, antibiyotiklere direngli koliformlarin bulunmast halk ve ¢cevre sagligi acisindan risk
tasryabilir ve bu ¢alisma, deniz suyundan izole edilmis koliformlarda sinif 1 ve sinif 2 integronlarin géosterildigi
ilk calisma olmasi acisindan onemlidir.

Anahtar Kelimeler: Deniz suyu, koliform bakteriler, sinif 1 ve sinif 2 integronlar.
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SUMMARY

Objective: The aim of this study was molecular characterization of the antibiotic resistance in 43 coliforms
isolated from the east coastal zone of Black Sea, Turkey.

Materials and Methods: All strains were screened for resistance to certain antibiotics by disk diffusion method.
TEM-type B-lactamase gene in ampicillin-resistant strains, class 1 and class 2 integron gene cassettes and
tetracycline resistance determinants in tetracycline-resistant strains were investigated by polymerase chain
reaction. Plasmid transformation experiments were performed by heat shock method.

Results: We found that 17 (39.5%) strains were resistant to one or more antibiotics. One ampicillin-resistant
Escherichia coli strain harbored a TEM-1 type B-lactamase gene. tet(B) gene was common among tetracycline-
resistant strains. One E. coli strain carried a 2.0-kb class 1 integron, and one E. coli carried a 2.2-kb class
2 integron. DNA sequencing results demonstrated that class 1 and class 2 integrons contained blaOXA-30-aadAl
and dfrAl-sat2-aadA gene cassette arrays, respectively. Resistance to ampicillin, tetracycline or streptomycin
was transferable traits.

Conclusion: We are of the opinion that there are antibiotic resistance determinants in coliforms of human origin
in marine environment, carrying a risk for public and environmental health. To our knowledge, this is the first

report for class 1 and class 2 integrons in coliform bacteria isolated from sea water in Turkey.

Key Words: Sea water, coliform bacteria, class I and class 2 integrons.

GIRIS

Klinik ortamlar olmamalarina ragmen, okyanus
sularinda, sahillerde, nehirlerde, yiizey sular1 ve
cokeltilerinde, gollerde ve igme sularinda anti-
biyotiklere kars: direncli bakteriler tespit edil-
mistir (1). Insan tibb1 ve veterinerlikte antibiyo-
tiklerin yogun kullanimlari, bakteriler {izerinde
secici bir baski olugturmakta ve bu baskinin an-
tibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasina ve yayil-
masina neden olduguna inanilmaktadir (2).

Cevre kokenli direnc genlerinin takibinde tetra-
sikline kars1 diren¢ oranimin anahtar role sahip
olmasi, ozellikle veterinerlikte ve ziraatta bu
antibiyotigin sik kullanimindan kaynaklanmak-
tadir. Akilc1 olmayan regeteler, uygunsuz kulla-
nim ve antibiyotik artiklarinin ¢evreye karisma-
sindan dolay1 antibiyotiklere kargi hem ¢evresel
hem de klinik kokenli bakterilerdeki artan di-
rencin, toplum saghigini tehdit eden tibbi sorun-
lar olarak karsimiza ¢iktig1 bilinmektedir (3).
Antibiyotik diren¢ genleri, diren¢ (R) plazmid-
leri, transpozonlar ve integronlarin horizontal
transferleri vasitastyla aktarilir ve kazanilir (4).
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Beta-laktamlarin klinik kullanima girmesinin en
onemli sonuglarindan biri de plazmid aracili
B-laktamazlarin yayilmasidir. Plazmid aracili
B-laktamazlardan en sik bulunani TEM-1 dir.
TEM-1 geni (blargy.,) Tn3 transpozonuyla tagi-
nir ve Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin %
20-60’ma yayilmis durumda oldugu rapor edil-
mektedir (5).

Integronlar; tetrasiklinler, trimetoprim, aminog-
likozidler, kloramfenikol ve hatta B-laktamlar
gibi antibiyotiklere kars1 diren¢ kodlayan gen
kasetlerini tasiyabilme veya entegre edebilme
yeteneklerine sahiptirler. Sinif 1 integronlar
Tn2/ gibi transpozonlar iizerinde tespit edilmig-
lerdir ve prototip sayilirlar (6). Sinif 1 integro-
nun yapisinda bir 5'- ve 3'- korunmusg segment
(5'-CS ve 3'-CS) ve bir de degisken bolge vardir
(7,8). 5'-korunmus segment intl geni (integraz)
ve insert olan gen/genlerin ekspresyonu i¢in
kullanilan bir promotor bolgeden olusur (7). 3'-
korunmus segment defektif kuaterner amonyum
diren¢ geni gacEAI ve siilfonamidlere direng
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saglayan sull geni icerir. ki korunmus bolge
arasinda bulunan degisken bolge antibiyotik di-
ren¢ gen kasetlerinin girmesi i¢in rekombinas-
yon yeridir. Bu yiizden rekombinasyon meka-
nizmasina katilan ve 59-baz cifti (b¢) eleman
olarak bilinen a#tC geni icerir. Siif 2 integron-
lar ise Tn7’de bulunmus olup, dihidrofolat re-
diiktaz gen kaseti icermektedir (7,9) ve sirasiyla
trimetoprime, streptotrisine ve streptomi-
sin/spektinomisine diren¢ saglayan dfrAl, sat2
ve aadAl gibi li¢ klasik gen kasetleri tagimakta-
dir (10). Sinif 1 ve sinif 2 integronlarin, gidalar-
dan, sulama kanallarindan ve nehirlerden izole
edilen koliform bakterilerde tasinabildigi rapor
edilmigtir (4,11-14). Ancak, fiziksel 6zellikleri
bakimindan hayatta kalabilmenin zor oldugu or-
tamlar olarak bilinen deniz ve okyanuslarmn in-
san kaynakli kirlenmeye maruz kalmis sularin-
dan izole edilen koliform bakterilerdeki antibi-
yotik diren¢ durumu ve molekiiler mekanizma-
lar ile ilgili detayli calismalara rastlanmamugtir.
Bu calismada, Dogu Karadeniz’in insan kay-
nakl kirlenmeye maruz kalmis kiyilarindan izole
edilmig koliform bakterilerdeki antibiyotik di-
rencinin molekiiler analizleri yapildi. Bunun ya-
ninda, integron gen kaset igerikleri tarand1 ve bu
genetik yapilarin molekiiler yapilar aydinlatildi.

GEREC VE YONTEM

Koliform bakteriler. Rize ili sahilinde dokuz
istasyondan Kasim 2000 ile Agustos 2001 ara-
sinda 10 ay boyunca ayda bir kere deniz suyu
ornegi toplandi. Deniz suyu Ornekleri Lactose
Peptone Water (Oxoid, Ingiltere) besiyerine eki-
lerek fakiiltatif anaerop iireme takip edildi. Izo-
le edilen fakiiltatif anaerop gram-negatif koli-
formlar, Rize Universitesi’nin Mikrobiyoloji ve
Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvari
Bakteri Koleksiyonu’nda %20 gliserol ortamin-

da -35°C’de, yapilmasi planlanan c¢aligmalar
icin stoklandi. Calisma yapilacagi zaman, bak-
teriler Nutrient agar (Merck, Almanya) besiye-
rinde canlandirildi ve biyokimyasal reaksiyon-
larina gore tiir seviyesinde tanimlamalar1 ve
dogrulamalar1 yapildi (15).

Antimikrobik duyarhlik ve cift disk sinerji
(CDS) testleri. Koliform bakteriler ve transfor-
mantlarin antimikrobik duyarlilik testleri "Cli-
nical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)"rehberindeki standart disk difiizyon me-
toduyla yapildi. Sonuglar, ayn1 rehberdeki stan-
dart zon capi Ol¢iitleriyle mukayese edilerek yo-
rumlandi (16). Duyarlilik testlerinde ampisilin
(10 pg), gentamisin (10 pg), amikasin (30 pg),
netilmisin (10 pg), kanamisin (30 pg), strepto-
misin (10 pg), tetrasiklin (30 pg), kloramfenikol
(30 pg), nalidiksik asit (30 pg), sulfametoksazol
(100 pg) ve trimetoprim (5 pg) standart antibi-
yotik diskleri (Oxoid, Ingiltere) kullanildi. Sul-
fametoksazol (100 pg) diskinin inhibisyon zon
caplarinin degerlendirilmesi Blahna ve arkadas-
larinin (17) calismasinda belirtilen referans de-
gere (R <12 mm) gore yapildi. Escherichia coli
ATCC 25922 susu kalite kontrol susu olarak
kullanild.

Suglardaki genislemis spektrumlu B-laktamaz
(GSBL) enzimi varlifina, CDS testi ile standart
disk difiizyon metodu kullanilarak, Mueller-
Hinton agar (Merck, Almanya) besiyeride bakil-
d1 (16,18). Seftazidim antibiyotik diski (30 pg)
(Oxoid, Ingiltere) etrafindaki inhibisyon zonu-
nun amoksisilin-klavulanik asit diski (20 pg/10
pg) (Oxoid, Ingiltere) tarafindan artirilmasi
muhtemel GSBL varligin1 gosterdi. Dr. George
A. Jacoby (Lahey Clinic, Massachusetts, USA)
tarafindan hediye edilen Escherichia coli 153-2
(SHV-3 tip GSBL enzimi kodlayan pUDI18
plazmidi iceriyor) susu, CDS testlerinde GSBL
pozitif kontrol olarak kullanildi.
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Plazmid izolasyonu ve transformasyon deneyi.
Toplam plazmid DNA’lar alkalen ekstraksiyon
metodu ile antibiyotiklere direncli suglardan
izole edildi ve kompetan E. coli IM101 (RecA’)
hiicrelerine 1s1 goku metoduyla aktarildi (19,20).
Transformantlar 50 pg/ml ampisilin (Fisher Sci-
entific, ABD) iceren Luria-Bertani (LB) agar
(%1 tripton, %0.5 sodyum kloriir, %0.5 maya
oziitli, %1.5 agar; pH 7.4) besiyerinde secildi.
Secici besiyerinde iireyen transformantlarin, 50
pg/ml ampisilin (Fisher Scientific, New Jersey,
ABD) iceren LB sivi1 besiyerine tekrar ekimleri
yapildi. Ureyen bakterilerden tekrar plazmid
DNA’lart saflagtirilarak 0.5 pg/ml etidiyum bro-
miir (Sigma-Aldrich, Missouri, ABD) iceren
%0.7’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve UV transil-
liiminatoriinde incelendi.

Antibiyotik direnc¢ genleri ve integronlar icin
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR). Koli-
formlar ve transformant suslar 3 ml LB s1v1 be-
siyerine ekildiler ve 37°C’de 20 saat ¢alkalana-
rak enkiibe edildiler. Stv1 bakteri kiiltiiriiniin 1.5
ml’si mikro-santrifiigasyonla ¢oktiiriildii. Sii-
pernatant atildiktan sonra ¢okelti 500 pl steril
deiyonize su ile yeniden ¢oziildii. Hiicreler daha
sonra 10 dk kaynatilarak parcalandi. Tekrar
mikro-santrifiigasyonla coktiiriildii ve siiperna-
tantin 1 pl’si tiim PZR deneylerinde kalip DNA
kaynag1 olarak kullanildi. Tiim PZR reaksiyon-
larinda MBI Fermentas’in (Vilnius, Litvanya)
Tag polimeraz enzimi, niikleotidler ve tamponlari
kullanildi. Is1 dongiileri Mastercycler Personal
thermal cycler (Eppendorf, ABD)’da yapild:.

Ampisiline direngli suslarda TEM-tipi -lakta-
maz genleri, Arlet ve Philippon’un (21) tarif et-
tigi gen ici OT1/OT2 primerleri (Tablo 1), reak-
siyon karigimi ve dongii parametreleri kullanila-
rak arastirildi. Tetrasikline direncli suslarda
tet(A), tet(B) ve tet(C) genleri Tablo 1’de goste-
rilen primer c¢iftleri kullanilarak tarandi. Ampli-
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fikasyonlarin reaksiyon kompozisyonlari ve
dongii parametreleri Aarestrup ve arkadaglarinin
(22) tariflerine gore yapildi. Tablo 1’de listele-
nen integron spesifik primerler (5°-CS/3’-CS ve
hep51/hep74), antibiyotiklere direncli suglarda-
ki siif 1 ve sinif 2 integronlarin degisken bol-
gelerini ¢ogaltilmak icin kullanildi. Reaksiyon
kompozisyonlart ve dongii parametreleri sinif 1
integronlar icin Lévesque ve arkadaslarinin (8),
simuf 2 integronlar icin White ve arkadaglarinin
(23) tariflerine gore yapildi. Amplifikasyon
tiriinleri daha sonra 0.5 pg/mL etidiyum bromiir
(Sigma-Aldrich, ABD) iceren %1’lik agaroz jel-
de yiiriitiildii ve UV 15181 altinda incelendi.

DNA dizi analizi ve biyoinformatik. Integron-
larin degisken bolgelerinin PZR iiriinleri QI-
AQuick® Purification Kits (QIAgen, Ingiltere)
kullanilarak agaroz jelden saflagtirildilar ve
pGEM-T Easy vector (Promega, ABD) plazmi-
dine iiretici firmanin onerileri dogrultusunda
klonlandilar. Elde edilen rekombinant plazmid-
ler, sekans analizi icin Macrogen Enstitiisiine
(Seul, Kore) gonderildi. pPGEM-T plazmid vek-
toriiniin DNA dizisine komplementer iki liniver-
sal primer (SP6/T7 promotor primerler) kullani-
larak klonlanmis fragmanlarin DNA dizileri belir-
lendi. Tablo 1°’de DNA dizisi verilen OT3/0OT4
primerleri ile Arlet ve arkadaglarinin (24) tarif et-
tigi reaksiyon karisimi ve dongii parametreleri
kullanilarak TEM-tipi B-laktamaz genlerinin ta-
mami ¢ogaltildi. Saflastirilip temizlenen ampli-
konlar OT3/OT4 primerleri ile birlikte DNA dizi-
lerinin belirlenmesi i¢cin Macrogen Enstitiisiine
(Seul, Kore) gonderildiler. Elde edilen niikleotid
dizileri ve varsayilan proteininin amino asit dizi-
lerinin http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
sitesindeki BLAST (The Basic Local Align-
ment Search Tool) analizi ve http://www.ebi.
ac.uk/clustalw/ sitesindeki ClustalW (Multiple
Sequence Alignment) programlari kullanilarak
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Tablo 1. PZR deneylerinde kullanilan oligoniikleotid primerler

Primer Hedef Niikleotid dizisi Amplikon (b¢) Kaynak
OT-1 . 5’- TTGGGTGCACGAGTGGGTTA -3’

blargy (gen i) 504 21
OT-2 5’- TAATTGTTGCCGGGAAGCTA -3’
OT-3 5'- ATGAGTATTCAACATTTCCG -3

blatgy (tam gen) 857 24
OT-4 5'- CAATGCTTAATCAGTGAGG -3'
tet(A)-1 . 5’- GTAATTCTGAGCACTGTCGC -3’

tet(A) geni 917 22
tet(A)-2 5’- CTGCCTGGACAACATTGCTT -3’
tet(B)-1 5’- CTCAGTATTCCAAGCCTTTG -3’

tet(B) geni 375 22
tet(B)-2 5’- ACTCCCCTGAGCTTGAGGGG -3’
tet(C)-1 5’- GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC -3’

tet(C) geni 506 22
tet(C)-2 5’- CCTCTTGCGGGAATCGTCC -3’
5’-CS Sintf 1 integron 5’- GGCATCCAAGCAGCAAG -3’ "
3’-CS degisken bolge 5’- AAGCAGACTTGACCTGA -3’
hep51 Sinuf 2 integron 5’- GATGCCATCGCAAGTACGAG -3’ 23
hep74 degisken bolge 5’- CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA -3’

GenBank veritabanindaki diger niikleotid dizi-
leri ve proteinlerinin amino asit dizileriyle kar-
silastirilarak biyoinformatik analizleri yapildu.

Niikleotid dizisi giris numarasi. Bu ¢aligmada
tespit edilen sinif 1 integron ve sinif 2 integron-
larin niikleotid dizileri EMBL ve GenBank veri-
tabaninda depolandilar ve sirasiyla EF543148
ve EF543147 giris numaralar: alindi.

BULGULAR

Deniz suyu orneklerinden 39 Escherichia coli,
iki Enterobacter cloacae, bir Klebsiella pne-
umoniae ve bir Citrobacter koseri olmak iizere
43 koliform bakteri izole edildi. Kirk ii¢ koli-
form susunun 17’si test edilen 10 antibiyotigin
en az bir veya daha fazlasina direncli bulundu.
Geri kalan bakteriler (%60.5) biitiin antibiyotik-
lere hassas olarak tespit edildi.

Izole edilen 43 koliformdaki antimikrobik di-
reng siklig1 Sekil 1°de gosterilmektedir. En yiik-
sek direnc insidansi tetrasikline (%?23.2) karsi
olmakla birlikte, bunu ampisilin (%20), sulfa-
metoksazol (%11.6), streptomisin (%9.3) ve
kloramfenikol (%4.6) takip etti. En diisiik di-

ren¢ orani trimetoprime (%?2.3) karst saptandi.
Nalidiksik aside ve streptomisin hari¢ diger
aminoglikozidlere (gentamisin, kanamisin ve
amikasin) diren¢ tespit edilmedi. Antibiyotik di-
renci tagiyan deniz izolatlarinin antibiyotik di-
reng fenotipleri ise Tablo 2’de goriilmektedir.

TEM-tipi B-laktamaz geni (blag,,), 11 ampisili-
ne direncli E. coli suslart ve Citrobacter koseri
susunda arandi. Enterobacter ve Klebsiella cins-
leri ampisiline dogal direncli olduklarindan bu
suslarda direng genlerine bakilmadi. E. coli sus-
larmdan bir tanesinde (E. coli FD3) PZR ile 504 bg
TEM-tipi B-laktamaz geni (blag,,) tespit edildi
(Sekil 2). DNA dizi analizi genin blargy, ol-
dugunu gosterdi. BLAST analizi genin varsayi-
lan amino asit translasyonunun GenBank’ta de-
polanmis diger blargy., genlerinin amino asit
translasyonu ile %100 benzerlik gosterdigini
saptadi. Polimeraz zincir reaksiyonu ile bla gy
geni tespit edilmeyen diger ampisiline direngli
suslarda CDS testi negatif bulundu ve suslarin
GSBL iiretmedigi anlasildu.

Suslarda tet(B) geninin yaygin oldugu belirlen-
di. Tetrasikline direng¢li 10 susun yedisi fe#(B)
geni agisindan PZR ile pozitif saptandr (375 bg
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Tablo 2. Karadeniz’den izole edilen antibiyotiklere direngli koliform bakterilerin fenotipik ve genotipik karakterizasyonlari.

Sus Tiir Direng fenotipi® Transformant fenotipi tet tipi® TEM-tipi gen* Gen kaset sirasi
FDI E. coli AMP

FD3 E. coli AMP, TE AMP TE tet(B) blargy.

FD6 E. coli AMP, TE tet(B)

FD7 E. coli TE tet(B)

FD8b | E. coli AMP, TE, C, SMZ &)

FD8bA | E. coli AMP, TE, C, S, SMZ ) blagx a-30-aadA1
FDI12 E. coli AMP

FDI13a | E. coli AMP, TE, S AMPTE S tet(B)

FD18 E. coli TE tet(B)

FD19 | E.coli AMP, TE, TMP, S, SMZ tet(B) Afr A sat2-ands
FD29 K. pneumoniae | AMP

FD39 E. coli SMZ

FD44 E. cloacae AMP

FD45 C. koseri AMP

FD51 E. coli SMZ

FD52a E. coli TE tet(B)

FD54 E. coli TE, S &)

*AMP: ampisilin; TE: tetrasiklin; C: kloramfenikol; S: streptomisin; TMP: trimetoprim; SMZ: sulfametoksazol.

°(-), tet(A), tet(B) ve tet(C) yok.
‘Transformantta da TEM-spesifik PZR pozitif.
“Yalnizca E. coli ve Citrobacter koseri suglarinda bakild.

iriin) (Sekil 2). tet(A) veya tet(C) aracili tetra-
siklin direnci tespit edilmedi. Transformasyon
deneyi ile iki E. coli susunda aktarilabilir antibi-
yotik direnci gosterildi. Bu suslar antibiyotik di-
reng paternlerinin (AMP-TE ve AMP-TE-S) ta-
mamini transformasyon deneyinde hassas bir E.
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Sekil 1. Deniz suyundan izole edilmis 43 koliformda
antimikrobiyallere direncin toplam siklig1.
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coli K-12 susuna aktardi (Tablo 2). Polimeraz
zincir reaksiyonu ile transformantlarda da tet(B)
geni ve blargy,, genleri tespit edildi. Bu sonug-
lar direng fenotiplerinin plazmid aracili genetik
ozellikler oldugunu gostermektedir.

M 1 2 3 4

el
—
v
e
-
-
e
e

)
£

Sekil 2. Integronlar ve direng genlerinin PZR analizi. Sira
M: 100 bp DNA Ladder (Promega, ABD); Sira 1: smif 1
integron (E. coli FD8bA); Sira 2: sinif 2 integron (E. coli
FD19); Sira 3: tet(B) amplikon; Sira 4: bla ., amplikon
(E. coli FD3).
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Sekil 3. Calismada tespit edilen sinif 1 (GenBank giris numarast EF543148) (A) ve sinif 2 (GenBank giris numarasi
EF543147) (B) integronlara sokulmus gen kaset siralarinin sematik gosterimi. Siyah yuvarlaklar 59-b¢ elamanlari, beyaz yu-

varlaklar ise art/ bolgelerini temsil etmektedir.

Birer E. coli suslarinda sinif 1 (E. coli FD8bA)
ve smif 2 (E. coli FD19) integron saptand1 (Se-
kil 2). 2013-b¢’lik sinif 1 integronun (GenBank
giris numarast EF543148) iki gen kaseti tagidigi
(Sekil 3) ve DNA dizi analizine gore ilki
blagy 3o gen kaseti olup, ampisiline ve 1. kusak
sefalosporinlere diren¢ saglayan genis-spekt-
rumlu bir b-laktamaz kodladigi bulundu. Bu ge-
nin yanindaki bolgede bir aadAl gen kaseti bu-
lundugu ve aminoglikozid 3°-(9)-O-adeniltrans-
feraz enzimi kodladig1 anlasildi. Bu enzim
streptomisin/spektinomisine direng saglamakta-
dir. Bu integronun kaset sirasi (blagxa.s-aa-
dAl)onceden rapor edilmis klinik veya gida ori-
jinli Shigella flexneri (GenBank giris numarala-
r1 DQ923619 ve AY574195) ve Salmonella en-
terica serovar Typhimurium’da (GenBank giris
numaralar1 DQ861642 ve AY534545) tespit edi-
lenlerle %100 benzerlik gostermektedir.

Tespit ettigimiz 2224 bg-smif 2 integron (Gen-
Bank giris numarast EF543147) ise li¢ gen ka-
seti tasimaktadir (Sekil 3). DNA dizi analizine
gore ilki dfrAl geni olup, dihidrofolatrediiktaz
enzimi kodlamaktadir ve trimetoprime direng
saglamaktadir. Ikincisi sar2 genidir ve streptot-
risin asetiltransferaz enzimi kodlamaktadir ve

streptotrisin antibiyotigine direnc¢ saglamakta-
dir. Ugiincii gen kaseti aadA genidir ve aminog-
likozid adeniltransferaz A enzimi kodlamaktadir
ve streptomisin/spektinomisine direng sagla-
maktadir. Bu integronun kaset sirast (dfrAl-
sat2-aadA) onceden rapor edilmis klinik orijinli
Shigella tiirii (GenBank giris numaralari
AY 639870 ve AY140652) ve Vibrio cholerae’da
(GenBank giris numarast AB199789) tespit edi-
lenlerle %100 benzerlik gostermektedir.

TARTISMA

Ulkemizde, toplum ve hastane kokenli koliform
bakterilerde yiiksek diizey antibiyotik direnci
ile ilgili raporlar mevcuttur (25,26). Atik sular,
lagim, dereler ve icme sular1 gibi sucul ¢evre-
lerdeki bakterilerde de insan tibbr ve veteriner-
likte kullanilan bazi antibiyotiklere kars1 direng
rapor edilmesine ragmen, molekiiler mekaniz-
malar1 ve ekolojileri iizerine sistematik ¢alisma-
lar bulunmamaktadir. Ayrica, deniz ekosiste-
mindeki fekal orijinli bakterilerde ortaya cikan
antibiyotik direnci {izerine sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. Ozgiimiis ve arkadaslar1 (27) bu
calismanin yapildig1 bolgede halkin kullandigi
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icme sularindan (musluk ve piar sular1) izole
ettikleri ¢ogul antibiyotik direncli fekal koli-
formlardaki antibiyotik direncinin, hareketli ge-
netik elemanlar olan konjugatif R plazmidleri,
transpozonlar ve integronlar tarafindan tasindi-
gin1 tespit etmislerdir. Ayni arastirmacilar bol-
gedeki nehir sularindan izole edilen Enterobac-
teriaceae ailesi iiyesi koliform bakterilerde sinif
1 ve sinif 2 integronlarin yaninda, ¢ogul antibi-
yotik direngli birgok susun bu direnci hareketli
genetik elemanlar vasitasiyla yayabilecegini
gostermislerdir (14). Bu bilgiler 15181nda mev-
cut ¢alisma, integron veya benzer genetik yapi-
lar vasitasiyla antibiyotiklere direncli bakterile-
rin nehir, dere veya diger su akimlar1 vasitasiyla
denizlere ulasarak, rekreasyon amacl kullanilan
veya hayvansal besin kaynagi olan deniz eko-
sistemlerine de diren¢ genlerini yayabilecegi ih-
timalini arastirmaktadir. Deniz ortaminin oligot-
ropik sartlarinda kiyisal bolgeler besin niteligin-
deki maddelerce zengin atik sularin ve akimla-
rin girdileri nedeniyle besleyici maddeler aci-
sindan zengindir. E. coli Ayrica, Karadeniz’in
tuzluluk derecesi (yaklasik 18.5 ppt) ise olduk-
ca azdir (28). Boyle ortamlar bakteri populas-
yonlarinin hayatta kalabilme sanslar1 agisinda
pratikte uygun cevrelerdir.

Enterik bakterilerdeki plazmid aracili enzimler
arasinda en sik rastlanilanin TEM-1 oldugu ra-
por edilmektedir (29,30). Bu enzime ampisiline
direngli klinik E. coli kdkenlerinin yaklagik
%50’sinde rastlanmaktadir (31,32). A sinif -
laktamaz enzimi olan TEM-1 tip B-laktamaz,
siklikla nokta mutasyonlarina maruz kalarak
substrat araligin genisletmektedir (33). Ulke-
mizdeki saglikli insanlarin bagirsak floralarin-
dan izole edilen E. coli’lerde de gosterilmistir
(34). Bu calismada TEM-1 tip B-laktamaz, sahil
sularindan izole edilen bir koliformda tespit
edildi ve bu bulgunun yorede yasayan halkin
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saglig1 acisindan bir tehdit olusturabilecegini
diisiindiirdii. Calismamizda, GSBL-negatif sug-
larin biiyiik olasilikla kromozomal B-laktamaz-
lar1 vasitasiyla ampisiline direng sagladig1 kani-
sina varildi. Genellikle biiylik miktarlarda Am-
pC tip B-laktamaz iiretimi, susu ampisiline ve 1.
kusak sefalosporinlere direncli hale getirebil-
mektedir (35). Ulkemizde yapilan son calisma-
larda GSBL’nin Tiirkiye’deki hastane izolati
Gram-negatif bakterilerde énemli bir sorun ola-
rak karsimiza ¢iktigi rapor edilmektedir (36).
Yogun antibiyotik baskisi altinda bu genin mu-
tasyonlar vasitasiyla kolayca evrimlegerek
substrat araligini1 genisletmesi miimkiin olabilir.
Bunu kanitlayabilmek i¢in ¢evre kokenli bakte-
rilerin ve icerdikleri diren¢ genlerinin molekii-
ler epidemiyolojilerinin izlenmesi ve konuyla
ilgili farkl disiplinlerin calismalarina veritabani
olusturacak bilgilerin sistematik bir bicimde yo-
rumlanmasi gerektigine inanmaktayiz. Ozellikle
sucul ortamlardaki antibiyotik artiklarinin ve
metabolitlerinin miktarlar1 ve ekosistemdeki
bakteri populasyonlart iizerindeki etkilerinin ay-
dinlatilmas1 gerekmektedir. Cevre bakterilerin-
deki diren¢ evriminin molekiiler mekanizmala-
riyla ilgili sinirlt sayida ¢aligma bulunmaktadir.
Song ve arkadaslar1 (37) derin denizin yaklasik
on bin yillik soguk katman sedimanlarinin me-
tagenomik kitapliklarinda TEM-tipi B-laktamaz
geni belirlediklerini rapor etmislerdir. Arastiri-
cilar, "antibiyotik diren¢ genlerinin b-laktamlar
gibi antibiyotiklerin modern klinik kullanimla-
rina cevap olarak evrimlestigi" hipotezine karsi
cikmaktadirlar. Yani, bakterilerdeki B-laktam
direncinin modern antibiyotik ¢agindan 6nce
ortaya cikmig olabilecegi hipotezini dnermekte-
dirler. Ancak, biz bu hipotezin dogrulanmasinin
karasal ve sucul ekosistemlerdeki bakteriyal po-
pulasyonlarda yapilacak daha kapsamli ve cesit-
li molekiiler calismalarla desteklenmesi gerekti-
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gine inanmaktayiz. Deniz bakterilerinde ortaya
cikan antibiyotik direncinin insanlar ve ekosis-
tem lizerine olan etkilerini aydinlatmak i¢in ol-
gunun molekiiler biyolojik ve evrimsel meka-
nizmalarinin aydinlatilmasma ve bu konularda
daha fazla bilgiye ihtiya¢ oldugunu diisiinmek-
teyiz. Onceki bir ¢calismamizda bu bolgedeki ic-
me sularindan izole edilen fekal koliformlarda
blargy., gen tasiyiciligt tespit edilmistir (38).
Sagirtict bir bicimde, bu bakterilerin bazilarinda
blargy., gen varligl gosterilmesine ragmen, izo-
elektrik fokuslama teknigi kullanildiginda bak-
terilerde fenotipik olarak TEM-1 enzim {iretimi
dogrulanmamistir. Sonuclar, muhtemelen bakteri-
lerin kullanmaya gerek duymadigi cevrelerde ba-
z1 genlerini eksprese etmedigini ima etmektedir.

Brezilya’daki ii¢ plajdan izole edilen enterobak-
terilerde yiiksek diizeyde antibiyotik direncine
rastlanmistir. Direng siklig1 ampisilin icin %14,
sulfametoksazol icin %12, tetrasiklin i¢in %9
ve kloramfenikol icin %1 olarak belirlenmistir
(39). Direng oranlart bizim ¢alismamizdakiler-
den daha azdir. Calismamizdaki antibiyotiklere
duyarl suglarin, vahsi veya evcil hayvan bagir-
sag1 kokenli olma ihtimalleri yiiksektir. Ciinkii
sucul ortamlardan izole edilen cogul antibiyotik
direncli koliform bakterilerin insan bagirsagi
kaynakli olma ihtimalinin ¢ok yiiksek oldugu
rapor edilmistir (40). Buna ragmen, solar iiltra-
viyolenin dogal sularin dekontaminasyonunda
onemli katkisinin oldugu da bilinmektedir (41).

Tetrasiklin grubu antibiyotikler insan enfeksi-
yonlarinin tedavisinde ve profilaksisinde kulla-
nilmaktadir. Ayrica, veterinerlikte ve kiiltiir ba-
lik¢iligindaki bakteri enfeksiyonlarinin kontro-
liinde de tercih edilen gruplardandir. Enterobac-
teriaceae ailesi liyelerinde farkli bircok tet geni
belirlenmistir. Bu grup bakterilerde en sik rast-
lanan tet genleri tet(A) ile tet(E) arasindaki si-

niflardir (42). Guardabassi ve arkadaglar1 (43)
tet(A) ve tet(B) genleri tarafindan saglanan tet-
rasikline diren¢ mekanizmalarinin, sucul ve kli-
nik orijinli Acinetobacter baumannii suslarinda
yaygin oldugunu rapor etmislerdir. Ozgiimiis ve
arkadaglar1 (27) ise Rize yoresindeki halkin kul-
landig1 igme sularindan izole ettikleri E. coli
suslarinda da fet(A) ve tet(B) genlerinin yaygin
oldugunu belirlemislerdir. Mevcut calismada ise
ayn1 bolgedeki deniz suyundan izole edilen tet-
rasikline direncli koliformlarda yaygin genin
sadece tet(B) oldugu saptandi. Tetrasiklin, oksi-
tetrasiklin ve klortetrasikline karsi direng sagla-
yan tet(A) genine nazaran tet(B) geninin ek ola-
rak doksisikline karsi da direng sagladigi bilin-
mektedir (44). Diger tetrasikline direngli suglar
(tet(A) veya tet(B) tespit edilmeyen) alternatif
tet genlerinden (O6rnegin; tet(D) ve tet(E) veya
eflilks mekanizmalar1 kodlayan diger genler)
kaynaklanan dirence sahip olabilirler. Entero-
bacteriaceae ailesi iiyelerinde farkli tet genleri
vasitastyla saglanan diger bir diren¢ mekanizma-
st olarak "ribozomal korunma" da gosterilmistir
(45). Bulgularimizin bolgedeki balik ciftlikleri
ve kiiltiir balik¢iligindaki balik hastaliklar1 uz-
manlart ve halk saglig: takipgileri tarafindan de-
gerlendirilmesinin yararh olacagi kanisindayiz.

Integron gen kasetleri tasiyan deniz kokenli sus-
larin tespit edilmesinin epidemiyolojik olarak
ilgin¢ ve kayda deger bir bulgu olduguna inan-
maktay1z. Ayrica, igme sularindan izole edilen
E. coli suglart iizerinde yapilmis onceki calis-
mamizda, dfrAl-aadAl (GenBank giris numa-
ralart DQ875875 ve DQ875876) ve dfrAl7-aa-
dAS (GenBank giris numaras1 DQ875874) gen
kasetleri tagiyan simif 1 integronlar gosterilmis-
tir (27). Diger taraftan, Ozgiimiis ve arkadaglari
(46) aynm bolgedeki hastane enfeksiyonlarindan
izole edilmis Pseudomonas aeroginosa susla-
rinda siif 1 integronlara entegre olmus yeni an-
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tibiyotik diren¢ geni kasetleri tespit etmislerdir.
Cevre veya klinik ortamlarda diren¢ genlerinin
bakteriler arasinda siirekli paylasildigi ve genler
arasindaki genetik rekombinasyonun yeni direng
genlerini ortaya ¢ikardig1 kamsindayiz. Ulkemiz-
deki benzer ¢alismalar, antibiyotiklere direncin
evrimi ve hareketli antibiyotik diren¢ determi-
nantlarinin molekiiler epidemiyolojisi gibi konu-
larin yeni oldugunu gostermektedir. Bu genetik
yapilar1 tasityan elemanlarin, toplum ve hastane
kokenli bakterilerin klinik ortamlarinin izlenme-
si, gidalar, icme sulari, yitkanma ve rekreasyon
amach kullanilan su rezervleri gibi cevresel or-
tamlarinin takibi, antibiyotiklerin kontrollii kulla-
nim1 ve bu antibiyotiklerin cevreye karismalari-
nin kontrolii i¢in siirveyans ¢alismalar1 gerektigi-
ni onermekteyiz. Patojen bakteriler arasinda anti-
biyotik direncinin yayilmast en dnemli toplum
saglig1 problemlerinden biridir. Bu calismadaki
duyarl suslarin direncli olanlardan daha fazla ol-
masi antibiyotik direncinin deniz kokenli bakteri-
lerdeki boyutunun korku verici olmadigint dii-
stindiirmektedir. Fakat dogal sucul cevrelerde ya-
sayan, antibiyotiklere direncli patojenlerin veya
kommensal bakterilerin, antibiyotiklere duyarl
olanlarina nazaran her zaman daha fazla secici
avantaja sahip oldugu unutulmamalidir.

Bu calismada rapor edilen integron gen kaset
yapilarinin diinya genelinde diger ¢alismalarda-
ki klinik orijinli bakterilerde de gosterilmis ol-
masl, belki de, "farkli cevre kdkenli mikroorga-
nizmalar arasinda ortak bir genetik havuzun na-
sil paylasildigin1" gostermektedir.
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