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OZET

ermTR GENININ ERITROMISINE HASSAS Streptococcus pyogenes NZ131
ve Staphylococcus aureus RN4220 SUSLARINDAKI ETKILERININ
INCELENMESI

Erman ORYASIN

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Damismani: Dog¢. Dr. H. Halil BIYIK
II. Danisman: Dog. Dr. Biilent BOZDOGAN
2012, 111 sayfa

ermTR geni Ozellikle streptokoklarda makrolidlere direng saglayan en yaygin
genlerden biridir. ermTR klonlanarak hassas suslardaki etkisi gézlenmemistir. Bu
caligmanin amaci izogenik durumda ermTR geninin etkisini gostermektir. Simdiye
kadar sadece sekans benzerligi ile tanimlanmug ermTR etkisi hakkinda bilgi
saglamistir. e?mTR’ nin makrolid duyarliligi {izerindeki etkisini gérmek igin bu
zamana kadar klonlama yapilamamustir.

ermTR geni regiilator bolgesi dahil edilerek ve hari¢ tutularak pUC18 plazmidi
icerisine klonlanmis ve sonrasinda pJIM2246 plazmidine subklonlanmustir.
pJIM2246 igerisinde regiilatér bolgeli veya bolgesiz rekombinant plazmidler
Streptococcus pyogenes NzZ131 ve Staphylococcus auerus RN4220 suslarina
transformasyon yoluyla aktarilmistir. ermTR genini alan suslarin MLS grubu
antibiyotiklere  hassasiyeti  0.5pug/ml  eritromisin  ile  indiiklenerek ve
indiiklenmeden Sl¢lilmiistiir.

Bu calisma diger metizlazlar ile ErmTR metilaz1 arasinda iki ana fark ortaya
koymustur. i) ErmTR tarafindan saglanan eritromisin direncinin diizeyi diistiktiir.
i) ErmTR metilasyonu ile olusan klindamisin (Linkomisin) direncinin diizeyi
makrolidlerden daha yiiksek saptanmistir. ermA ve ermB gibi diger metilazlar
siirekli sentez halindeyken linkomisine ve makrolidlere yiiksek diizey direng
saglamaktadir. Bu metilazlar 23S rRNA ‘nin 2058. pozisyonundaki adenini
metillemektedirler. Ayrica bu pozisyonlardaki mutasyonlar da yiiksek diizey
dirence neden olmaktadir. ErmTR ‘nin metilasyon bdlgesinin belirlenmesi igin
ileri ¢caligmalar gerekmektedir. ErmTR 23S rRNA ‘nin 2058. pozisyonu disindaki
diger baska bir bolgeyi metilleme olasig1 ongorilmiistir.

Anahtar sozciikler: erm7R, makrolid direnci, metilasyon, regiilator bolge, MIK,
indiiksiyon






ABSTRACT

EFFECTS OF ermTR GENE IN ERYTHROMYCIN SUSCEPTIBLE
Streptococcus pyogenes NZ131 and Staphylococcus aureus RN4220

Erman ORYASIN

Ph. D. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. H. Halil BIYIK
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Biillent BOZDOGAN
2012, 111 pages

ermTR is one of the most common gene that confers resistance to macrolides
especially in Streptococcus. The effect of ermTR was never shown in isogenic
conditions. The purpose of the present study was to show the effect of ermTR in
isogenic conditions by cloning ermTR and transferring this gene to a Gram
positive bacteria. Total DNA was extracted from S. pyogenes C1 and was used for
amplification of ermTR gene. Modified primers with addition of restriction sites
were used to simplify cloning. Amplicons as well as pUC18 were restricted than
mixed and ligated. Transformants were selected after electrotransformation of E.
coli DH10B and DB10 on selectif media. Recombinant plasmids were purified,
restricted and subcloned in a shuttle plasmid pJIM2246 and were used for
transformation of E. coli DH10B. Recombinant pJIM2246 plasmids with ermTR
gene were introduced to E. faecalis JH2-2, S. aureus RN4220 and S. pyogenes
NZ131by electroporation.

MICs for E. coli and S. aureus transformed with ermTR gene. The construct
contained no regulatory region to see the effect of ErmTR methylase continuously
synthesized.

This study showed two main differences between ErmTR and other methylases. i)
Level of erythromycin resistance conferred by ErmTR remains low. ii)
Lincomycin resistance level conferred by ErmTR methylation is higher than
macrolide. Other methylases ermA, ermB confer high level of macrolide resistance
and high level lincomycin resistance if the synthesis is permanent. These
methylases methylates adenine at position 2058 of 23S rRNA. Also mutations at
that position confer high level resistance. Further studies are necessary to
determine methylation site of ErmTR. ErmTR may methylate an other site than
A2058 at 23S rRNA.

Key words: ermTR, macrolide resistance, methilation, regulatory region, MIC,
induction
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1. GIiRiS

1.1. Streptokoklar

Streptokoklar dogada c¢ok yaygin olarak bulunan mikroorganizmalardir. Hem
insanlarda hem de hayvanlarda gesitli irinli hastaliklara neden olurlar. Bir kismi

normal saglikli kisilerin florasinda bulunurken bazilari1 da enfeksiyon etkenidir.

[k kez 1874 yilinda Billroth yara ve erizipel lezyonlarmin piiriilan eksudalarinda
zincir yaparak tireyen koklari tanimlamis ve Fehleisen 1882- 1883°de bu
bakterilerin saf kiiltiiriinii elde ederek, goniilliilerde erizipel olusturmustur.
Rosenbach (1884) ise, “S. pyogenes” olarak isimlendirmistir. Brown (1919), kanli
agardaki aktivitelerine gore streptokoklar: alfa (a), beta () ve gama (y) hemolitik
diye ayirmistir (Bisno vd., 2000; Koneman vd., 1992; Mandell vd., 2005). G.R.
Dick (1924), kizil hastaliginin, hemolitik streptokok infeksiyonu oldugunu
bildirmistir. Rebecca Lancefield presipitasyon ve Griffith agliitinasyon
yontemleriyle streptokoklarin immiinolojisini aragtirmiglar ve Lancefield (1933)
patojen streptokoklari, hiicre duvarinda bulunan karbonhidrat antijenlerine gore,

cesitli serolojik gruplara ayirmistir (Kayser vd., 2005; ,Lehman vd., 2007).
1.1.1. Simiflandirma

Streptokoklar, hemoliz olusturma, biyokimyasal ozellikler ve immunolojik
karakterler olmak tizere ii¢ genel kritere gore simflandirilmuslardir. Bu Kriterleri
temel alan arastirmacilarin  adlariyla Brown, Sherman ve Lancefield

siiflandirmasi olarak ti¢ siniflandirma bulunmaktadir (Mandell vd., 2005).



1.1.1.1. Brown Siniflandirmasi

Brown, streptokoklar kanli agarda olusturdugu hemoliz tipine gore ii¢ gruba
ayirmustir. Bunlar:

B-hemoliz olusturanlar: Kolonileri g¢evreleyen eritrositlerin tamamen erimeleri

sonucu belirgin ve seffaf bir hemoliz zonu olustururlar.

a-hemoliz olusturanlar: Kolonileri ¢evreleyen eritrositlerin kismi hemolizi sonucu

yesilimsi bir renk meydana getirirler.

Hemoliz olusturmayanlar: Besiyerindeki eritrositleri eritmezler.

Bunlar igerisinde daha ¢ok B-hemoliz olusturan streptokoklar insan ve hayvanlarda

infeksiyon meydana getirirler (Wilke Topgu vd., 2002; Koneman vd., 1999).

1.1.1.2. Sherman Siniflandirmasi

Sherman streptokoklari yiiksek 1s1 ve pH derecelerinde iiremeleri, hemoliz yapma
ve biyokimyasal 6zelliklerine gore Piyojenik, Viridans, Laktik Streptokoklar ve
Enterokoklar olarak dort gruba ayirmistir (Mandell vd., 2005).

1.1.1.3. Lancefield Siniflandirmasi

Streptokoklarin gruplandirilmasi hiicre duvarinda bulunan C polisakkarit maddesi
ile bu maddeye karsi tavsanlardan elde edilen bagisik serum arasindaki
presipitasyon reaksiyonuna gore A'dan V'ye kadar harfler ile gosterilen serolojik
gruplara ayrilmistir. A, B, C, D, F ve G gruplarn genellikle insanlarda sik
enfeksiyon etkenidirler. Hemoliz yapmayan ve a- hemoliz yapan streptokoklar
yeterli  antijen  farkliligi  gOsteremedikleri  i¢in  serolojik  olarak

gruplandirilamamiglardir (Forbes vd., 2002; Ruoff vd., 2003).



1.1.2. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Streptokoklar tek tek koklarin veya diplokoklarin yan yana gelmesinden olusan,
tek bir hat boyu Dbdliindiiklerinde ve bdliinen koklar birbirlerinden
ayrilmadiklarinda, kisa veya uzun zincirler halinde bulunan mikroorganizmalardir.

Sporsuz ve hareketsizdirler. Anilin boyalari ile kolay boyanirlar, gram pozitiftirler.

1.1.3. Epidemiyolojisi

A grubu B-hemolitik Streptokoklar (AGBHS) 6zellikle 5-15 yas arasi ¢ocuklarda
goriilen bakteriyel farenjit ve tonsillitin en yaygin rastlanan etkeni olmakla
birlikte, her yas grubunda infeksiyonlara neden olabilir. Insanlarin i¢ ice yasama
egilimi gosterdigi ve asemptomatik farinks tasiyiciliginin arttigi kis aylari, bu
infeksiyonlarin en sik goriildiigii mevsimdir. Ust solunum yolu (USY)’ndaki
mikroorganizmalar, ¢evreye damlaciklar araciligi ile yayildigr gibi, direk fiziksel
temas ile de bulasabilir. Bu nedenle ayn aile i¢inde veya toplu yasanan yerlerde
kolaylikla yayilir. Epidemiler diginda deri tasiyicilign yaygin degildir (Mandell,
2005).

1.1.4. Streptokoklarin Yaptig1 Hastaliklar

Irinli (siipiiratif) ve irinsiz (non-siipiiratif) olarak asagida belirtilen gesitli

hastaliklar meydana getirirler (Bisno, 2000; Koneman, 1992; Winn, 2006).

o Anjin, tonsilit ve farenjit: Ozellikle A Grubu p-Hemolitik Streptokoklar
(AGBHS) 'lar olmak iizere C Grubu p-Hemolitik Streptokoklar (CGBHS) ve G
Grubu p-Hemolitik Streptokoklar (GGBHS) 'lar da farenjit yapar. Bogaz ve bas
agrisi, ates, 16kositoz ve lenf bezlerinde biiyiime goriiliir. Cerahatli ve cerahatsiz

cesitli komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir.



. Siniizit, otitis media ve mastoidit yapabilirler.

o Menenjit ve beyin absesi meydana getirebilirler.

. Peritonsiller abseleri gozlenebilir.

. Solunum yolunun diger infeksiyonlar1 (larenjit, trakeit ve pndmoni)

olusabilir. BHS pnémonileri hizli ilerleyici ve ciddi bir klinik tablo gelistirir.

. Septisemi ve buna bagli osteomiyelit, artrit ve sellillit siiptiratif

komplikasyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir.

. Kizil: Eritrojenik toksin olusturan streptokokla meydana gelir. Cene ve agiz
cevresi disinda, kulak arkasinda baslayan dokiintiiler gézlenir. Dil papillalar1 genis

ve kurudur (cilek dili). Hastalar iyilestikten sonra deri kavlamasi goriilebilir.

. Streptokokal pyoderma (Deri infeksiyonlari):

a- Selliilit: Deri alti dokusunun AGBHS'larla meydana gelen infeksiyonudur.
Lenfanjit ve lokal lenfadenopati gelisebilir.

b- Erizipel (Yilancik): Deri ve derialtt dokularmin lenfanjitli bir hastaligidir.
Kirmizi, lokal 1s1s1 yiikselmis ve agrisiz deri lezyonu, normal deriden keskin bir
sinirla ayrilmigtir. Burun tzeri ve her iki yanakta olmak iizere, ¢ogunlukla
yiizdedir.

c- Impetigo ve fronkiiloz: Yiizeysel deri lezyonudur. AGBHS vezikiiler dokiintiisii

pstiillesir, lizeri kabukla ortiiliir. Fronkiiloz, kil follikiillerinin iltihabidir.

Deri veya yara infeksiyonlarinda, menstiirel tampon kullanimiyla iliskili
olmaksizin, stafilokokal toksik sok sendromuna benzer belirtiler gosteren S.
pyogenes gozlenmis ve toxic schok-like syndrome (TSLS) seklinde

isimlendirilmistir. Bu toksinler ayr1 etki mekanizmalarina sahiptir.



. Puerperal ates (Lohusalik atesi): AGBHS ve CGBHS'larin endometriumu

infekte etmesiyle olusan, asepsinin yetersiz oldugu donemlerde goriilen hastaliktir.

. Fokal infeksiyonlar: Streptokoklar, fokal infeksiyonlarn en &nemli

etkenlerindendir.

. Miisterek infeksiyon etkeni olan streptokoklar: Difteri, grip, bogmaca ve

tiiberkiilozda siiperinfeksiyon yapabilir.

1.1.5. Streptokoklarin Tedavisi ve Diren¢ Mekanizmalari

Streptokok infeksiyonlarinin tedavisinde oral ya da parenteral penisilin tiirevleri
ilk secenek olarak kullanilmaktadir. Penisilin kullanilamadiginda, alternatif
olabilecek antibiyotiklere karsi gelisen direng, ayri bir sorun olusturmaktadir.
Bakteriyel tonsilit ve farenjitlerin erken tedavisi morbiditeyi azaltmakla birlikte
esas onemli olan akut romatizmal ates (ARA) ve akut glomerulonefrit (AGN) gibi

ciddi komplikasyonlar1 6nlemektir (Mandel, 2005).

Bugiine kadar yapilan yayinlarda in-vitro penisilin direncine rastlanmamistir.
Penisilin allerjisi olanlarda eritromisin ve diger makrolidler siklikla
kullanilmaktadir. 1950'lerin sonlarinda ilk eritromisin direncinin bildirilmesinden
sonra giderek makrolid direncinde artis goriilmiistiir. Eritromisin direnci farkli
mekanizmalarla gelisebilmektedir. Bakteride erm (ermA, ermB, ermC, ermTR)
geni tarafindan kodlanan metil transferazin ribozomal baglanma bdlgesinde
sagladig1 degisiklikle makrolid, linkozamid ve streptogramin-B (MLSg) grubu
antibiyotiklerin hedefe baglanmasi engellenir (MLSg fenotipi). MLSg tipi direng,
in-vitro deneylerde eritromisin ve klindamisine direncin saptandigi konstitiitif
(KMLSg) tipte olabilir veya indiiklenebilmektedir (IMLSg). Ayrica bakteride mef-
A geninin kodladig1 bir membran proteini ile 14-15 iiyeli makrolidler hiicre disina
pompalanabilmekte (M fenotipi) ve bu direngten linkozamid ve streptograminler
etkilenmemektedir (Varaldo, 1999; Bemer-Melchior, 2000).



Telitromisin ketolid smifi antibiyotiklerin ilk iiyesidir ve eritromisinin
semisentetik tiirevidir. Ketolidler yap1 olarak 14 iiyeli makrolid grubundan
gelistirilmistir. Makrolidlere benzer sekilde bir makrolaktom halkasi igerir. Bu
halkanin figiincli pozisyonunda yer alan L-cladinose sekeri yerine keto grubu
eklenmesi ile ketolidler olusturulmustur. Keto grubu stafilakoklarda ve
streptokoklarda MLSg direncinin indiiklenmesini Onler. Telitromisin 50 S
rRNA'nin yanisira 30 S rRNA'ya da etkilidir. MLSg direncine yol acan
ribozamlara baglanma orani ise 20 kat daha fazladir. Bu farklilik makrolide
direncli suslara karsi telitromisinin daha giiclii etkinlik gostermesini saglar.
KMLSg tipi dirence sahip AGBHS'larda etkili degilken, IMLSg ve M
fenotipindeki direngten etkilenmez. Akut tonsillofarenjit, akut siniizit, toplum
kokenli pnoémoni ve kronik obstriitif akciger hastaligi (KOAH) akut

alevlenmelerinin tedavisinde endikedir (Bozdogan, 2003, Gonzales, 2005).

1.1.6. Onemli infeksiyon Etkeni p-Hemolitik Streptokoklar ve Ozellikleri

1.1.6.1. A grubu B-Hemolitik streptokoklar (Streptococcus pyogenes)

AGBHS akut farenjitin en siklikla rastlanan bakteriyel etkeni olup, kutanéz ve
sistemik infeksiyonlardan da siklikla izole edilir ve yol agtig1 akut romatizmal ates
(ARA) ve akut glomerulonefrit (AGN) nedeniyle tibb1 6nemi biiyiiktiir (Koneman,
1992; Forbes, 2002).

AGBHS'lar 6zellikle 5-15 yas arast cocuklarda goriilen bakteriyel farenjit ve
tonsillitin en yaygin rastlanan etkeni olmakla birlikte, her yas grubunda
infeksiyonlara neden olabilir. Insanlarin i¢ i¢e yasama egilimi gosterdigi ve
asemptomatik farinks tasryiciliginin arttigr kis aylari, bu infeksiyonlarin en sik

goriildiigli mevsimdir.



1.1.6.2. B grubu p-Hemolitik streptokoklar (Streptococcus agalactiae)

Streptococcus agalactiae, gram pozitif diplokoklar olup, koyun kanli agarda gri-
beyaz koloniler olusturur. Kolonileri ¢evreleyen hemoliz zonu olduk¢a dardir.
Nadiren hemoliz olugturmazlar ya da a-hemoliz yaparlar. Anaerobik ortamda oranj
pigment {retimleri tipiktir. Streptococcus agalatiae tarafindan firetilen ve 1siya
dayanikli bir protein olan Christie, Atkins, Munc-Peterson faktorii (CAMP
faktorii), Staphylococcus aureus’un drettigi B-lizinin koyun kanli agarda

olusturdugu hemolize sinerjik etki yapar.

BGBHS’lar, siklikla farenks, gastrointestinal sistem (GIS) ve vajen florasinda
bulunurlar. 15-45 yas arasi kadinlarin vajen florasinda daha siklikla goriiliirler
(%5-40). Sayilar1 menstruasyon oncesi ve gebelik sirasinda (%25-40) artar (Ruoff,
2003).

1.1.6.3. C grubu pB-Hemolitik streptokoklar

CGBHS’lar esas olarak evcil hayvanlarin, kuslarin, tavsanlarin patojeni olup
insanlarda nadiren infeksiyon etkenidirler ve nazofarenks, deri ve genital sistemin
normal florasinda bulunabilirler. Bu grup icinde 4 tir yer almaktadir;
Streptococcus dysagalactiae, S. equisimilis, S. zooepidemicus, S. equi. Bunlardan
S. equisimilis, insan infeksiyonlarindan en siklikla izole edilen tiirdiir (Winn,
2006).

1.1.6.4. G grubu pB-Hemolitik streptokoklar

GGBHS’lar, Lancefield grup G antijenlerine ilaveten, diger streptokoklarda
bulunan bazi antijenlere de (protein T, M tipleri, polisakkarit) sahiptirler ve S.
pyogenes tarafindan salgilanan streptolizin O’ya benzer bir hemolizin {retirler. Bu
yiizden GGBHS ile infekte kisilerde, anti streptolizin O titresinde artig saptanir
(Winn vd., 2006).



1.2. Stafilokoklar

Stafilokoklar, ilk olarak 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlanmis ve 1880°1i
yillarda bu mikroorganizmalarin yiizeyel siipiiratif inflamasyona, septisemi ve
pyemiye yol agabilecegi agiklanarak patojeniteleri vurgulamis ve ayni yil Pasteur
tarafindan sivi besi yerinde iretilmistir. Staphylococcus terimi Grekge staphyle
(iztim salkimi) kelimesinden tiiretilmistir ve bu karakteristik 6zelliklerinden
dolay1 1882 yilinda Ogston tarafindan bu mikroorganizmalar “Staphylococcus”

olarak isimlendirilmistir (Bannerman vd., 2003).

1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan Penisilinin kesfedilip 1941 yilinda
klinikte kullanilmaya baslanmasiyla stafilokok enfeksiyonlarinin seyri degismistir.
Fakat 1944 yilima gelindiginde ilk kez Kirby tarafindan penisilinaz iireten
stafilokoklar bildirilmis, 1960’11 yillarin sonunda ise gerek hastanelerden gerek
toplumdan izole edilen suslarin %80’den fazlas1 penisiline direngli hale gelmistir.
1959 yilinda klinik kullanima sunulan ve penisilinaza direngli ilk semisentetik
antimikrobiyal ajan olan metisiline kars1 1961 yilinda ilk direncli S. aureus suslari
bildirilmistir. Bunu 1970’1li yillarda yaygin olarak kullanilan bir¢ok antibiyotige
(klindamisin, kloramfenikol, tetrasiklinler, makrolidler, rifampin, aminoglikozidler
ve trimetoprim-sulfametoksazol) direng gelismesi izlemistir. Antibiyotiklere ¢oklu
direng gosteren MRSA suslar1 1980°lerin sonlarinda ve 1990’l1 yillarda tiim
diinyaya yayilmis ve hastanelerde en sik rastlanan nozokomiyal patojenler

arasinda yerini almistir (Schmitz ve Jones, 1997).

Staphylococcus aureus giintimiizde de en yaygin hastane enfeksiyonu nedenidir,
Ozellikle hastane pndmonisi, cerrahi yara enfeksiyonu ve kalp damar sistemi

enfeksiyonlarina neden olurlar (Panlilio vd., 1992; Waldvogel, 2000).



1.2.1. Simiflandirma

Stafilokoklar Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin 1986 yilindaki
baskisinda Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus cinsleri ile birlikte
“Micrococcacae” ailesi iginde simiflandirilmustir.  Molekiiler tekniklerin
gelismesiyle birlikte daha sonra yapilan DNA-ribozomal RNA hibridizasyonlari,
16S rRNA sekans analizleri gibi genetik ¢aligmalar ve kemotaksonomik analizler
(hiicre duvar1 kompozisyonu, hiicresel yag asitleri gibi) aslinda bu
mikroorgnizmalarin birbirlerinden farkli olduklarmi gdstermis ve tek bir aile
icinde toplanmamasi gerektigini ortaya koymustur. Bu calismalar planokoklar ve
stafilokoklarin  Bacillus/Lactobacillus/Streptococcus grubu iyeleri ile yakin
filogenetik iliski icinde olduklarin1 gostermistir (Koneman, 1997). Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology’nin yeni baskisinda stafilokoklar Firmicutes
subesi, Bacilli smifinda, Bacillales takimindaki Staphylococcaceae ailesi iginde

Genus I olarak simiflandirilmustir (Garrity, 2000).

Gilinimiizde Staphylococcus genusunda 35 tir ve 17 alt tiir saptanmigtir
(Bannerman vd., 2003). Stafilokok tiirleri DNA/DNA iligkileri ve fenotipik
ozelliklerine gore en az dort grup altinda toplanabilirler;

Staphylococcus epidermidis grubunda; S.epidermidis, S.capitis, S.warneri,
S.haemolyticus, S.hominis ve S.saccharolyticus tiirleri, Staphylococcus
saprophyticus grubunda; S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus tiirleri,
Staphylococcus simulans grubunda; S. simulans, S. carnosus tiirleri,
Staphylococcus sciure grubunda; S. sciure, S. lentus tiirleri yer almaktadir. S.
aureus, S.auricularis, S. intermedius, S. hyicus ve S. caseolyticus herhangi bir
gruba sokulamamuis tiirlerdir. 35 tiir saptanmis olmasina karsin insanlardaki
stafilokok enfeksiyonlarindan birinci sirada S. aureus izole edilmektedir. Firsatgi
patojenler olan S. epidermidis ve S. saprophyticus da siklikla enfeksiyona sebep
olurlar . Daha nadiren S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. saccharolyticus,
S. cohnii ve S. simulans da firsatg1 enfeksiyonlara neden olmaktadir (Waldvogel,
2000).
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1.2.2. Morfoloji,Boyanma ve Biyokimyasal Ozellikleri

Stafilokoklar; hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz pozitif, Gram pozitif
koklardir. S. aureus subs. anaerobius ve S. saccarolyticus disindaki tiirler
fakiiltatif anaerobdur. Bu iki tiir anaerob ortamlarda iirer ve fakiiltatif anaerob olan
diger tiirlerin aksine ¢ogunlukla katalaz negatiftirler. Stafilokoklarm, sporsuz
olmalarina ragmen kuruluga dayanikliliklar1 fazladir. Kapsiilsiizdiirler ve en tipik
iiremeleri kanli agardadir. Optimal iireme 1silar1 30-37 °C ve pH degerleri de 7-
7.5°tir. Kolonileri; yuvarlak, diizgiin, kabarik, mat, S tipinde olup; S. aureus
kokenlerinin ¢ogunda sar1 pigment ve beta hemoliz goriiliir. Bu hemoliz; koyun,
insan veya at kanli agarda ortaya ¢ikabilir ve uzun siireli inkiibasyonlarda daha
belirgin hale gelir. S. epidermidis ve S. saprophyticus’un bazi kokenlerinde de sari
veya turuncu pigment ile hemoliz goriilebilir. Bu organizmalar; mikroskopik
olarak; tek tek, ikili, tetrat seklinde veya kisa zincirler halinde dizilim
gosterebilirler (Waldvogel, 2000).

Stafilokoklar, % 10 ve daha az NaCl igeren ortamlarda iireyebilirler. Basta glikoz
olmak tizere bircok karbonhidrati fermentatif olarak pargalar ve son iriin olarak
laktik asit meydana getirirler. Gaz olusturmazlar. Lizostafine duyarli, lizozime
direnglidirler. Mannitole etkileri degisken olup ozellikle S. aureus bu sekere
etkilidir. Bu yilizden mannitol fermentasyonu bu bakteriyi digerlerinden ayirmada
kullanilan bir 6zelliktir. S. saprophyticus da novobiyosine direngli olmasi ile diger
stafilokoklardan ayrilir (Hajek, 1996).

S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirmak i¢in koagiilaz, mannitol fermentasyonu
ve deoksiriboniikleaz testleri kullanilir. Bu testlerin pozitif sonug vermesi,

bakterinin S. aureus oldugunu gosterir.
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1.2.3. Epidemiyolojisi

S. aureus’un dogal kaynagi insandir. Yenidogan doneminde S. aureus kdkenleri,
gbbek ¢evresi, perianal bolge, deri ve bazen de gastrointestinal sistemde kolonize
olurlar. Bundan sonraki dénemde ise daha ¢ok burunda kolonize olurlar. Saglikl
erigkinlerde kolonizasyon orani, % 10-20’si kalic1 olmak {izere % 30-50 arasinda

degismektedir (Waldvogel vd., 2000).

Bakterinin etken oldugu hastane infeksiyonlarinda en 6nemli kaynak, hastalar
veya hastane personelinin burun tasryiciligidir. S. aureus; basta burun olmak tizere
aksiller bolge, vajen, farinks veya yarali deri bolgelerinde infeksiyon olusturmadan
kolonize olabilir. Bu sekilde burun mukozasi veya deride kolonize olan bakteri,
kiiciik bir travma sonrasi kana veya derin dokulara yayilir ve viriilans faktorleri ile
konak savunma mekanizmalarinin etkilerine bagli olarak ciddiyeti degisen

infeksiyonlar olusturur (CDC, 2002).
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1.3. Antibiyotikler

19. yiizyilin ikinci yarisinda, mikrobiyolojinin en biiyiik atilimini yapan, steril
idrarda 1iyi lireyen sarbon basillerinin diger bakterilerle kirlenmis idrarda
ireyemediklerini ve sonunda oOldiiklerini saptayan Pasteur ve Joubert, bu
gbzlemlerinin nedenlerini deneysel olarak ortaya c¢ikarmak istemislerdir. Bu
aragtirmacilar, diger bakterilerle kontamine idrara karistirilan sarbon basillerinin
deney hayvanlarinda hastalik olusturamadigini ortaya koymalari, enfeksiyonlarin
antibiyotiklerle tedavisi alanindaki ilk adimlari olugturmustur (Chambers vd.,
2001).

Stafilokok varyantlari {izerinde ¢aligmalar yapan Alexander Fleming, bir rastlanti
sonucu kiiltiir ortamina bulagsmis bir kiif mantarmin ¢evresinde stafilokoklarin
iireyemediklerini, tersine Oldiiklerini gormiistiir. Bu mantarin kiiltiir filtratlari,
deneysel enfeksiyonlarda bir¢ok bakteriye karsi gii¢lii bi¢imde etkin bulunmus ve
Fleming, tireyen kiif mantarlarinin Penicillinum tiiriinden olusundan esinlenerek,
etkili maddeye ‘penicillin’ adin1 vermistir. 1940 yilinda Oxford Universitesi Tip
Fakiiltesi’'nden Florey, Chain ve Abraham penisilinin farelerde olusturulan
streptokok enfeksiyonlardaki yiiksek etkinligini deneysel olarak kanitlamis ve
sonuclarint Mayis 1940°da yaymlamislardir. 1939 yilindan baslayarak 1943 yilina
kadar Actinomycetes tiirleri lizerinde c¢alismalar yapan Waksman ve arkadaslari,
sonunda, Streptomyces griseus kiiltiirlerinden streptomisin adini verdikleri bir
madde elde etmislerdir. 1944 yilinda kullanima giren bu antibiyotik, bircok gram
pozitif ve gram negatif mikroorganizma yaninda Mycobacterium ’lara karsi da ¢ok
etkili olmustur. II. Diinya Savasi’nin genis insan kitlelerine yaydigi tiiberkiiloz
hastaliginin denetim altina almmasinda biiyiik katkis1 olan streptomisin, 6zellikle
gram negatif mikroorganizmalarda ve Mycobacterium ’larda giderek artan direng
gelismelerine yol agmis, sonugta, etkinligini giderek yitirmis ve daha dar alanlarda
daha bilingli olarak kullanilmaya basglanmigtir. II. Diinya Savasi’nin sonlaria
dogru streptomisin ve kloramfenikol bulunarak, giiniimiize kadar yiizlerce

antimikrobiyal ajan literatiire kazandirilmistir (Chambers vd., 2001).
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1.3.1. Antibiyotiklerin Simiflandirilmalari

Antibiyotikler, = mikroorganizmalar  {izerindeki  etki  derecelerine, etki
mekanizmalarina, kimyasal yapilarina ve farmakokinetik 6zelliklerine gore ¢esitli

sekillerde smiflandirilabilirler.

Enfeksiyonlarin antimikrobiyallerle tedavisinde basari uygun ila¢ se¢imi ve
kullanimina baglidir. Tedavi planlanirken hastaliga sebep olan patojeni ve onun
ilag duyarlili@ini gosteren in vitro veriler de dnem tasir ancak sadece in vitro
verilere dayandirilan tedavi basarisizlikla  sonuglanabilir.  Bu nedenle
antimikrobiyal ila¢ se¢iminde etki mekanizmasi (farmakodinamik) ve ilacin
viicuttaki hareketi (farmakokinetik) kritik 6nem tasimaktadir (Abdel-Rahman ve
Kearns, 2004).

Bakterilerin sadece tiremelerini durduranlar igin “bakteriyostatik”; bakterilerin
Olimiine neden olanlar i¢in ise “bakterisidal” etkili antibiyotik terimleri
kullanilimaktadir. Giiniimiizde mikroorganizma hiicresini olusturan degisik yapilar
tizerinde farkli mekanizmalarla etki ederek o organizmanin {ireyip ¢ogalmasin
engelleyebilen ya da dlimiine neden olan ¢ok sayida gerek statik gerekse sidal
etkili antimikrobiyal ilag kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin bazilar1 bakteri hiicre
duvarinin yapimini, bazilar1 hiicre zarinin yapimini ya da zarin fonksiyonlarini
engelleyerek; bazilar1 protein sentezinin yapi taslari olan ribozomlari, bazilar ise
onun yeni nesiller vermesinde en énemli olusumlari olan niikleik asitlerini hedef
alarak etkilerini gosterirler. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore genel
olarak; hiicre duvar1 sentezini inhibe edenler, protein sentezini inhibe edenler,
niikleik asit sentezini inhibe edenler ve hiicre zarinin fonksiyonunu degistirenler

olarak smiflandirilirlar (Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1: Antibiyotiklerin etki mekanizmasina gore siniflandirilmasi.

Hiicre duvari sentezini

inhibe edenler

Beta-laktamlar

e Penisilinler

o Beta-laktamaz inhibitorleri

o Sefalosporinler

o Karbapenemler

e Monobaktamlar
Glikopeptidler

e Vankomisin

e Teikoplanin
Sikloserin
Basitrasin

Fosfomisin

Protein sentezini inhibe

edenler

30S ribozomal alt iiniteyi etkileyenler
e Aminoglikozitler
e Tetrasiklinler

50S ribozomal alt iiniteyi etkileyenler
o Kloramfenikol
e Makrolidler
e Linkozamidler
e Fusidik asit

e Puromisin

Niikleik asit sentezini

inhibe edenler

DNA sentezini inhibe edenler
e Siilfonamidler ve trimetroprim
e Kinolonlar

RNA sentezini inhibe edenler

Hiicre zarinin
fonksiyonunu

degistirenler

Polimiksinler
Polienler

Azoller
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1.3.1.1. Hiicre duvarimn sentezini inhibe edenler

B-laktam antibiyotikler (penisilinler, sefalosporinler), glikopeptidler (vankomisin,
teikoplanin), basitrasin, sikloserin gibi antimikrobik maddeler bu mekanizma ile

etkili olurlar.

Hiicre duvar1 bakterinin biitiinliigiinii koruyan, boliinme ve ¢ogalmasini saglayan
kismidir. Hiicre duvart murein denilen bir polimer bilesikten olusmaktadir. Bu
madde bir mukopolisakkarit olan lineer peptidoglikan zincirlerinin yan dallarla
birbirine baglanmasi sonucu olusur. Bu tabaka gram pozitif bakterilerde kalin olup
50-100 peptidoglikan molekiil tabakasindan olusur. Gram negatif bakterilerde
peptidoglikan tabaka daha ince ve esnek olup 1-2 molekiil tabakasindan yapilidir
ve bunun disinda da bir lipopolisakkarit-lipoprotein yapili ikinci bir tabaka
bulunmaktadir. Bakteri hiicre duvari, dig ortamdan aktif transportla alinan suda
¢oziinmis pek ¢ok maddenin yiikselttigi hiicre i¢i osmotik basinca karsi direnip
bakterinin biitiinligiinii koruyarak parcalanmasina engel olur. Hiicre duvarinin
sentezi degisik basamaklar halinde olugur; murein sentezinde en az 30 ¢esit enzim

gorev alir ve sentez dort basamakta gergeklesir:

1. Heksozlarin 6ncii niikleotidlere doniistiiriilerek aktive edilmesi.

2. Pentapeptid yan zinciri olusup NAM (N-asetil muramik asit)’a eklenmesi.

3. Peptidoglikan zincirinin transpeptidasyon ve transglikozilasyonla olusmasi.
Vankomisin, basitrasin, sikloserin gibi antibiyotikler bu agamaya kadarki olaylarda
inhibisyon yaparak etkili olurlar. Ornegin glikopeptitler hiicre duvari 6ncii
maddeleri D-alanil-D-alanin ile kompleks yaparak peptidoglikan sentezini bozar.
Basitrasin bakteri hiicre duvari sentezi igin esas bir basamak olan lipid profosfatin
defosforilasyonunu inhibe eder (basitrasin ayrica sitoplazmik membran {izerine
bozucu etki yapar).

4. Capraz baglanma (transpeptidasyon): Yapica bir kafese benzeyen hiicre
duvarinda peptidoglikan  zincirlerin arasinda da baglar olugmaktadir.

Transpeptidaz enziminin aktif serin bolgesi, alanin yerine onun analogu gibi
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davranan penisilin molekiiliine geri doniisiimsiiz bir sekilde baglanir. Sonugta bir
baska NAM’a bagl pentapeptitle peptit bagi olusamaz ve ¢apraz peptit baglar ile
kafes benzeri duvar olusumu durmus olur. Duvar yapiminda etki gdsteren
transpeptidaz,  karboksipeptidaz ve endopeptidaz enzimleri  penisilinle
baglanabildiklerinden bunlara penisilin baglayan proteinler (PBP) denir. PBP’lere
baglanan antibiyotikler bu enzimleri inhibe eder, ¢iinkii B-laktam antibiyotiklere
baglanan enzim (PBP) kendi substratina baglanamaz, bdylece duvar sentezi durur.
Bu sekilde enzimleri inhibe olan bakteri boliinemez, gelisemez veya deforme olur

(Opal ve Pop-Vicas, 2010).

1.3.1.2. Protein sentezini inhibe edenler

Aminoglikozidler (streptomisin, neomisin, kanamisin, gentamisin, tobramisin,
amikasin), tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolidler (eritromisin, azitromisin,
klaritromisin, roksitromisin), linkozamidler (linkomisin, klindamisin) bu sekilde
etki ederler. Bu grup antibiyotikler bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe
ederek etkili olurlar. Bunlarin bir kismi bakteri ribozomlar: ile birleserek mRNA
tarafindan yonetilen protein sentezini bozarlar. Memeli hiicrelerindeki ribozomlar
(80S) bakterilerindekinden farkli oldugundan bunlar memeli hiicrelerindeki
protein sentezini bozmazlar. Bu grup ilaglar ribozomlarda farkli etkilere neden
olmaktadirlar. Bu etkiler;
o Aminoasitlerin aktivasyonunu yani tRNA’ya baglanmasini inhibe etme,
o mRNA’nin ribozomlara baglanmasini veya aminoasil-tRNA bilesiginin
ribozom mRNA kompleksine baglanmasini inhibe etme,
o Peptidil transferaz etkinligini azaltarak peptid baglar1 olusumunu inhibe
etme,
o mRNA {izerindeki kodonlarm, tRNA’lar tarafindan yanlis okunmasina
neden olma
seklinde siralanabilir (Lina G vd., 1999).
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1.3.1.3. Niikleik asit sentezini inhibe edenler

Rifampin, nalidiksik asit ve diger kinolonlar (ofloksasin, siprofloksasin,
norfloksasin, pefloksasin), nitrofuranlar, vidarabin, asiklovir, griseofulvin,
nitroimidazole tiirevleri (metronidazole, tinidazole, ornidazole) bu sekilde etki
ederler. Bu grup antibiyotikler DNA (Deoksiriboniikleik asit) sentezini veya DNA
sentezi altinda yapilan mRNA sentezini bozarak etki gosterirler. Bu grupta memeli
hiicresinin ¢ekirdegini etkileyen sitotoksik ilaglar vardir ve bir kismi timor
tedavisinde kullanilirlar (antineoplastikler-mitomisin, aktinomisin, doksorubisin
vd.). Memeli hiicreleri iizerinde fazla toksik olmayan rifamisinler ve kinolonlar

antibiyotik olarak kullanilirlar (Edmond vd., 1999).

1.3.1.4. Hiicre zarimmn fonksiyonunu degistirenler

Sitoplazma zar1 mikroorganizma igin gerekli maddelerin dis ortamdan difiizyon
veya aktif transportla alindigi osmotik bir engeldir. Buraya etkili antibiyotikler
sitoplazma zarmin gecirgenligini arttirip sitoplazma icindeki genellikle ufak
molekiillii bilesiklerin (aminoasitler, niikleotitler, potasyum) disar1 g¢ikmasina
neden olup mikroorganizmanin Sliimiine neden olurlar. Bu maddeler iiremesi
tamamlanmis mikroorganizmalara da etkili olurlar. Ornegin katyonik deterjan
etkisi yapan polimiksinler bakteri hiicre zarindaki fosfolipidlerin fosfat
bolimleriyle birlesir, kendi molekiillerinin lipofilik bdliimiinii hiicre zar1
lipidlerine yerlestirir ve bunlar1 bozar. Sonugta mikroorganizmanin gegirgenligi
artar, osmotik denge bozulur ve hiicre igerigi disar1 sizar. Polimiksinler, nistatin,

amfoterisin B, imidazoller bu mekanizma ile etkili olurlar (Stratton, 1996).
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1.3.2. Antibiyotik Direnci

Tarih boyunca, insanlar ve mikroorganizmalar arasinda bir savas siiregelmistir.
Caglar boyunca veba, sitma, tiiberkilloz ve son olarak HIV (Human
Immunodeficiency Virus) viriisii milyonlarca insanin hastalanmasina ve dlmesine
neden olmustur. 1928’lerde penisilinin Alexander Fleming tarafindan kesfinden
sonra antibakteriyel ila¢ gelisimi ivme kazanmis ve gerek antibakteriyel ajanlarin
etkisi ile gerekse hijyen ve temiz su kaynaklar1 gibi bagka etkenlerin katkisi ile bu
savas insanoglunun lehine donmiistiir. Antibiyotik direnci ilk kez, bu ilaglarin en
cok kullanildig1 yerler olan hastanelerde saptanmugtir. Siilfonamid direngli
Streptococcus pyogenes 1930’larda bir askeri hastanede ortaya ¢ikmustir. Penisilin
direngli Staphylococus aureus, 1940’larda baslayan penisilin kullanimindan kisa
bir siire sonra Londra hastanelerinden bildirilmistir. Benzer sekilde, strepromisinin
kullanimindan ¢ok kisa bir siire sonra Mycobacterium tuberculosis bu ilaca karsi
direng gelistirmistir. Birden c¢ok ilaca karsi ilag gelisimi ge¢ 1950’ler ve erken
1960’larda enterik bakteriler arasinda (Escherichia coli, Shigella ve Salmonella)
ortaya cikmistir. Bu suslar, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde klinik sorunlar
yaratmig ve tedavi maliyetlerini arttirmiglardir. Giderek artan antibiyotik
kullanimina bagh olarak diren¢ sikligi hizla artis gostermis, antibiyotiklerin

kontrolsiiz kullanilmas1 bu durumu siiriiklemistir (Tenover, 2006)

Mikroorganizmalarin antimikrobiklere karsi gosterdigi “direng dogal (intrinsik)”
ve “kazanilmis (genotipik, kalitsal) diren¢” diye iki ana bolimde ele alinabilir.
Dogal direncin temelinde mikroorganizmalarin metabolik olarak inaktif fazda
bulunmasi veya ilacin etki mekanizmasina uygun hedef yapilarin bulunmamasi
vardir. Kazanilmis antibiyotik direnci ya mikroorganizma kromozomunda olusan
mutasyonlarla ya da transpozan, plazmid veya integron araciligiyla direng geninin
duyarli mikroorganizmalara aktarilmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Antimikrobiklere
kars1 gelisen direng esas olarak bu yolla olmakta ve genetik degisim sonunda

seleksiyonla direngli kokenler ortaya ¢ikip yayilmaktadir.
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Normal dozda antimikrobiyal ajan verilmesine ragmen mikroorganizmanin
O0lmemesi ya da iiremesinin baskilanamamasi durumuna ‘antibiyotiklere direng
gelisimi’, bu bakteriye de ‘direncli bakteri’ denir. Bakteriyel direncin giinlikk
yasamda sorun olmasmin bircok nedeni vardir. Oncelikle, direncli bakteriler
arasinda yer alan stafilokoklar, enterokoklar, Klebsiella pneumoniae ve
Pseudomonas tiirleri hastanelerde yaygin enfeksiyon etkeni olarak karsimiza
cikmaktadir (Edmond vd., 1999). Bakteriyel direng, tedavi basarisizliklariyla
ozellikle kritik yogun bakim hastalarinda daha pahali antibiyotik kullanimlarini
gerektirmekte, hastanede yatis siiresinin uzamasi, morbidite ve mortalitede artis ile
sonuclanabilmektedir. Direngli bakterilerin yayginlasmasi hastanede oldugu gibi
toplumda da enfeksiyon kontrol onlemlerinde sorunlara yol agmaktadir. Klinik
Oonemi olan MRSA (metisilin direngli S .aureus) ve GSBL (genis spektrumlu beta-
laktamaz) tireten E. coli gibi bakterilere toplum kokenli enfeksiyonlarda da sik

rastlanmaya baslanmistir (Chambers, 2001; Woodford vd., 2004).

Antibiyotik direnci aslinda evrimin ve bakteri genetiginin dogal bir ifadesidir
(Opal ve Pop-Vicas,2010). Cesitli etkenler kalitsal bakteri potansiyelinin
artmasina ve yayilmasina katkida bulunur. Bu etkenler arasinda en onemlileri
antibiyotik tiiketiminde artig, uygunsuz antibiyotik kullanimi, gida endiistrisinde
ve diger alanlarda yaygin ve kontrolsiiz antibiyotik kullanimi, yogun bakim
Uinitelerinin artma ve immiin sistemi bozulmus hastalarin sayisindaki artiglardir

(Tenover, 2006).

1.3.3. Antibiyotiklere Diren¢ Gelisim Mekanizmalari

Gectigimiz yillarda ve giiniimiizde direng¢ mekanizmasinin anlasilmasi
biyokimyasal 6zellikli bir konu halinde ‘bakterilerde ilaca direng nasil
gelismektedir?” sorusuna cevaplar aramaktadir. Bakterilerde antibiyotiklere direng
mekanizmast biyokimyasal ve genetik yollarla olmaktadir. Cizelge 1.2 ’de
antibiyotik diren¢ mekanizmasinin biyokimyasal ve genetik yollar1 6zetlenmistir

(Dzidik vd., 2008).
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Cizelge 1.2: Antibiyotik direncinin biyokimyasal ve genetik yollar1.

Antibiyotik Direncinin Biyolojisi

Biyokimyasal Yollar Genetik Yollar

Antibiyotik Inaktivasyonu Mutasyonlar
* hidroliz Spontan mutasyonlar
*  grup transferi hipermutasyonlar
* redoks tepkimesi Adaptiv mutajenler

Hedef Modifikasyonu Horizontal Gen Transferi

Peptidoglikan yapisinda * Plazmidler
Protein yapisinda * Transpozonlar (konjugativler)

DNA yapisinda integronlar

Effluks pompasi ve Dis
membran gecirgenligindeki
degisimler

Enzimatik
Inaktivasyon

Bir mikroorganizmanin antibiyotigin Oldiiriicii (bakerisid) veya ¢ogalmasin
onleyici (bakteriyostatik) etkisinden korunabilme kapasitesi “direng” olarak
tanimlanabilir. Bakterilerde antibiyotik direncinin olusumunda birka¢ mekanizma

soz konusudur:

Antibiyotigi inaktive eden enzimler yoluyla: Cogu antibiyotikler hidrolitik
kimyasal baglara duyarhidir (6rnegin esterler ve amidler). Bazi enzimler bu
baglarin koparilmasiyla antibiyotiklerin aktivitelerini kaybetmelerine neden
olurlar. Bu enzimler bakteriler tarafindan iiretilir ve bakteri igerisinde antibiyotik
zenginlesemeden inaktif hale getirilir. Klasik hidrolitik amidazlar penislinin f3-
laktam halkasini kiran B-laktamazlar ve sefalosporinlerdir. Cogu Gram negatif ve
pozitif bakterilerde bu enzimler iiretilir ve simdiye kadar 200°den fazla B-laktamaz
tanimlanmustir (Dzidik vd., 2008).
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Gram pozitif bakterilerin B-laktamazlari ekzoenzimlerdir ve antibiyotikleri dig
ortamda hidrolize ederler. Gram negatif -laktamazlar ise periplazmik bolgede
etkin olmaktadirlar. Porlardan gecen antibiyotigi inaktive ederek etki gdsterirler

(Sekil 1.1).

Porin
@ Antibiyotik kanah
Hiicre dis membrani
(LPS)
s s 5
B-laktamaz CZ;Q Periplazmik bosluk

&
oopuononanoenone L sonononen Sitoplazmik
R T s

Sekil 1.1: Antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu.

Kromozomal [-laktamazlar konstitiitif (yapisal) enzimlerdir. Penisilinaz,
sefalosporinaz ve genis spektrumlu B-laktamazlar bu grup enzimlerdir. Ortamda f-

laktam bulunmadiginda da sentezlenmektedirler.

Hedef Modifikasyonu: Hedefin modifikasyonu ile antibiyotige duyarliligin
degisimi olarak ifade edilebilir. Antibakteriyel ajanin hiicrede baglandigi hedef
proteinin yapisi veya protein disindaki yapilar degisebilmektedir (pndmokoklarda
penisilin-baglayici protein 2b degisikligi sonucu gelisen penisilin direnci).

Antibiyotigin bakteride hedefi olan yapilarda gelisen mutasyonlar sonucu olusan
direng tiirtidiir. Makrolidler, linkozamidler ve streptograminlere direng gelisiminde
antibiyotiklerin hedefi olan ribozomal yapilarda degisim olmaktadir. Kisaca MLSg
(makrolid, linkozamid, streptogramin B) direnci olarak adlandirilan bu direng S.
aureus, S. sanguis, B. fragilis gibi bakterilerde gelismektedir (Opal ve Pop-
Vicas,2010). Benzer sekilde ribozomal degisiklikler tetrasiklin, aminoglikozid,

ketolid ve oksazolidinonlarda da bildirilmektedir. Hiicre duvart sentezini
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baskilayan glikopeptidlere direng gelisiminde de peptidoglikan prekiirsorlerinin
yapilarindaki degisiklik énemlidir. Ozellikle entrokoklarda glikopeptid direnci bu
sekilde gelismektedir ve genin diger gram pozitif bakterilere tasinmasinda
transdiiksiyon mekanizmasi etkilidir (Dutka-Malen vd., 1996). Hedef enzimlerde
degisiklik seklinde gelisebilen direng tiirii beta-laktam antibiyotiklerde
goriilmektedir. Sitoplazma membraninda yer alan penisilin baglayici proteinlerin
yapisindaki degisiklikler basta S. pneumoniae olmak ftizere gram pozitif
bakterilerde goriilen bir direng tiiriidiir. PBP’lerin yapisindaki degisiklikler S.
aureus ve E. faecium’da indiiklenebilen tiirde olup beta-laktam antibiyotik
kullanimu sirasinda uyarilabilmektedir (Tenover, 2006). Kinolon direnci ise DNA
giraz geninde meydana gelen mutasyon sonucu gelismektedir. Sulfonamidlere
diren¢ gelisiminden sorumlu genler bakterinin folik asit sentezinde gérev alan ve
antibiyotigin etki ettigi dihidropteorat sentetaz, trimetoprim direncinde ise
dihidrofolat rediiktaz enzimlerinin yapilarinin degismesine neden olmaktadir (Opal

ve Pop-Vicas,2010).

Effluks Pompasi ve Dis Membran Gegirgenligindeki Degisim: Bakterinin dis
membraninda bulunan ve antibiyotiklerin hiicre i¢ine girmesini saglayan porin
proteinlerinin yapilarinin mutasyonlar sonucu degismesi ya da kayb1 sonucu direng
gelismektedir. Ozellikle beta-laktam antibiyotiklere direng gelisiminden
sorumludur. Tedavi sirasinda aminoglikozidlere ve karbapenemlere de bu
mekanizma ile direng gelisimi bildirilmektedir (Opal ve Pop-Vicas, 2010). Gram
negatif bakterilerdeki tetrasiklin, bazi gram pozitif bakterilerde gelisen makrolid
ve streptogramin, P. aeruginosa’da beta-laktam ve stafilokoklarda gelisen kinolon
direncinden etkin atim pompalari sorumludur. Bu sistemler birbirlerine
benzemeyen bir¢ok molekiilii fark eder ve disar1 atar. Bakterilerde bu tiir pompalar
yaygin olarak bulunmaktadir. Ornegin E. coli'de 250°den fazla pompa geni vardir
(Tenover, 2006; Opal ve Pop-Vicas, 2010).
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Enzim inaktivasyonu: Bu mekanizma B-laktam antibiyotikler, aminoglikozidler,
kloramfenikol ve makrolidlerde 6nemlidir. Beta-laktamazlar en 6nemli enzim
grubunu olusturmaktadir. Ayrica aminoglikozidleri modifiye eden enzimler
(asetilasyon, adenilasyon fosforilasyon), kloramfenikol asetil transferaz ve
makrolidleri inaktive eden esterazlar da bu mekanizma ile gelisen direncten
sorumludur.

Beta-laktamazlar: Beta-laktam grubu antibiyotikler penisilin kesfinden 60 yil
gecmesine ragmen giliniimiizde de pek cok hastaligin tedavisinde ilk secenek
olmaya devam eden en 6nemli antibiyotik gruplarimi olusturmaktadir. Bu grupta
penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktam (aztreonam) yer
almaktadir. Beta-laktam grubu antibiyotiklere diren¢ yukarida anlatilan 4 yol ile de
gelismektedir. Ancak bu yollar arasinda en 6nemlisi beta-laktamaz {iretimidir
(McManus, 1997). Penisilinin gelistirilmesinden sonraki yillarda oncelikle beta-
laktamaz olan penisilinaz sentezleyen stafilokoklar tiim diinyaya yayilmistir.
1960’11 yillardan sonra ise sefalosporinlerin kesfi ile Gram negatif basillerde
bulunan sefalosporinazlar yayilarak Onemli bir diren¢ mekanizmasi haline
gelmistir. Onceleri sadece Gram negatifler ile siirli kalan bu enzimler beta-laktam
siniflariin gelismesi ve kullanimin daha da yayginlagsmasi sonucu daha fazla
organizmada ve daha fazla gesitte goriiliir hale gelmistir (Medeiros, 2007). Beta-
laktamazlar kromozomal ya da plazmid kontroliinde sentezlenirler. Plazmidler
kromozom dis1 genetik elemanlar olup direncin yayilmasinda ¢ok onemlidirler.
Gram negatif bakterilerde direng genleri plazmidler araciligi ile konjugasyonla
yayilmaktadir (McManus, 1997; Medeiros, 2007). Gram pozitif bakterilerde beta-
laktamazlar ekzoenzim olarak hiicre digina salgilanirken, Gram negatif
bakterilerde enzim periplazmik boslukta bulunur. Bu nedenle Gram negatif
bakterilerde az miktarda enzim bile antibiyotiklerin etkisiz hale getirilmesi igin

yeterli olmaktadir (Livermore, 1995).
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1.4. MLS Grubu Antibiyotikler; Makrolidler, Linkozamidler,

Streptograminler

Makrolid, linkozamid ve streptograminler farkli yapida olmalarina ragmen benzer
etki mekanizmalarina ve ortak diren¢ mekanizmasina sahip olduklar i¢in aym

grupta incelenirler ve MLS grubu antibiyotikler olarak adlandirilirlar.

Makrolidler, linkozamidler ve streptograminler (streptogramin B) ribozama
baglanarak bakteri ¢ogalmasini inhibe eden 6nemli ilag¢ gruplaridir. MLSg grubu
antibiyotikler 6zellikle gram pozitif bakteriler {izerine etkilidirler. Gram negatif
basiller dis membranin hidrofobik bilesikleri ge¢irmemesi nedeniyle ribozomlari
bu antibiyotiklere hassas olmasina ragmen MLS grubu antibiyotiklere dogal olarak

direnclidir.

1.4.1. Makrolidler

Eritromisin, eritromisin A, B ve C olarak {i¢ antibiyotigin bir karisimi halinde
Filipinlerden izole edilen ve Streptomyces erytreus tarafindan tretilen dogal bir
antibiyotiktir. Yapilar1 benzer bu antibiyotiklerden eritromisin A, 1952 yilinda
Lilly Research Laboratories tarafindan saflagtirilmis ve “Ilotycin” adiyla terapotik
ilag olarak kullanmilmistir. Ayni yillarda Haight ve Finland, pnomokoklar,
enterokoklar ve stafilokoklarda, multistep selection ile in vitro olarak,
Staphylococcus aureus infeksiyonunun tedavisinde ise in vivo eritromisine direng
gelisimini  bildirmiglerdir. Eritromisine direngli suslar ayrica karbomisin,
spiramisin, oleandomisin ve streptogramine de direncli olarak bulunmustur
(Bozdogan, 2004). Sekil 1.2.’de 14 iiyeli makrolidlerden eritromisin, klaritromisin,

15 iiyeli makrolid azitromisin ve bir ketolid olan telitromisinin yer almaktadir.
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Eritromisin AZitrtimis.in ——
(14 iiyeli) N (15 iiyeli) o "\

HO
3

OH

Josamisin
(16 iiyeli)

Sekil 1.2: Makrolid ve ketolidlerin molekdiler yapilari.

Yap: ve etki mekanizmalari: Makrolidler iki veya daha fazla amino ya da dogal
sekerlerin degisik biiyiikliklerdeki lakton halkalarina baglanmasiyla olugsmaktadir
(Leclercg, 2002). Icerdikleri lakton halkasi sayisina gdre makrolidler
siiflandirildiginda 14 iyeli (eritromisin, roksitromisin, Klaritromisin, diritromisin,
fluritromisin), 15 {yeli (azitromisin), 16 iiyeli (spiramisin, josamisin,
midekamisin, rokitamisin, miokamisin) gruplara ayrilmaktadir (Cizelge 1.3). Tiim
makrolidler bakterilerde RNA bagimli protein sentezini geri doniisiimlii olarak
inhibe ederek bakteriyostatik etki ederler. Bu etkinliklerini 70S ribozomun 50S
sub-iinitesine baglanarak ayni yere t-RNA molekiiliiniin baglanmasin1 ve peptid

zincirinin uzamasini dnleyerek saglarlar.



26

Cizelge 1.3: Makrolidlerin siniflandirilmasi

14 karbonlu 15 karbonlu 16 karbonlu

Josamisin

) o Spiramisin

Eritromisin o
Dogal o Tilosin

Oleandomisin . .
Midekamisin

Kitasamisin

Roksitromisin Rokitamisin

Yarn sentetik Diritromisin Azitromisin Miokamisin
Klaritromisin Tilmikosin

Makrolidler yiiksek intraselliiler konsantrasyona erisip intraselliiler patojenlerin
tedavisinde yararli sonuglar vermektedir. Halen oldukca yararli bir antibiyotik
olmasina ragmen, Ozellikle gastrointestinal irritasyon, smirli etki spektrumu,
gastrik asit insitabilitesi, uygunsuz doz, az veya orta absorbsiyon ve doku
penetrasyonu ve nispeten kisa yart Omiir gibi dezavantajlarindan dolay1
eritromisin, yerini azitromisin ve klaritromisin gibi yeni makrolid antibiyotiklere
birakmaktadir.

Global degerlendirme calismalar streptokoklar arasinda direng oranlarinda artis
oldugunu gostermektedir. Antibiyotik kullanimi, makrolidler gibi antibiyotikler ile
digerlerinin ¢oklu ilag direngli suslarda daha giicliilerin secimiyle patojenik
bakteriler arasinda antibiyotik direnciyle korole oldugu goriilmektedir.
Makrolidlerin kullanimiyla, makrolid direncindeki artma da paralel olarak
diinyada ortaya ¢ikmaktadir.

Uzak dogu tilkelerinde makrolid direncinin dagilimi oldukga yiiksektir. Bununla
birlikte, birbirlerinden 6nemli 6l¢giide farkli olan komsu tilkelerde, diger faktorlerle

birlikte, makrolid kullanimiyla  direng  gelisimide  farkli  oranlarda

gelisebilmektedir. Ornegin, makrolid direnci birbirlerine omsu olan Birlesik
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Devletler ’de %36 ‘iken Kanada’da %10; Slovakya’da %30 ‘iken Cek
Cumhuriyeti’'nde %8; Yunanistan’da %29 ‘ken Tiirkiye’de %2, Fransa’da %58

‘ken Almanya’da %17 olarak belirlenmistir.

Sekil 1.3 ‘de gosterildigi gibi, streptokoklarda makrolid direng¢ oranlari, Asya’da,
Gliney Avrupada, Bati Avrupa’nin bazi iilkelerinde ve Birlesik Devletler’de
oldukga yiiksekken, Kuzey Avrupa, Rusya, Giiney Amerika’da ve Avusturalya’da
oldukea diisiiktiir (Bozdogan ve Appelbaum, 2004).

Eastern Europe, Central Europe and Russia

Northern Europe Hungary 42-43%, Croatia 37% , Romania 33%
Qcmany 17%, UK 9%, Slovakia 30% , Bulgaria 29% , Poland 14%,
Finland 7%, Norway 4% Czech 8%, Russia 3%

Asia

Taiwan 92%
South Korea 88%
Japan 78%

North America e b
United States 30-37% 4
Mexico 25-31%
Canada-Qucbec 20%
Canada 10% 1‘%
Africa
South Africa 61%
Ivory Coast 53%
Tunisia 33%
Southern Euro, oal 119
South and Central Y France 58%, mlpyezwa %, ir i 14[0//.
America Spain 29-37%, Greece 29% s )h

Venezucela 23%
Argentina 10%
Panama 15% Chile
9%

Brazil 5%

Kenya<1% ) /

Portugal %16, Turkey 3%

Sekil 1.3: Streptococcus pneumoniae ‘deki makrolid direncinin diinyadaki

dagilima.

Streptokoklardaki ana makrolid diren¢ mekanizmasi bir mef geni ile kodlanan
efluks mekanizmasi1 veya erm genleri ile ribozomal metilasyona bagli makrolid
hedefindeki modifikasyon ile bazende ribozomal proteinlerdeki (L4-L22) veya
23S rRNA ‘daki mutasyonlarla iligkilidir.
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1.4.2. Linkozamidler

Ik olarak 40 yil kadar &nce kullanima giren linkozamidlerin ilk iki {yesi
linkomisin ve klindamisindir. Gram pozitif mikroorganizmalar ve anaerob
mikroorganizmalara etkin olan bu ilaglar bazi mikoplazma ve protozoonlara kars
da etkilidirler. Linkozamidler antibakteriyel spektrum ve etki mekanizmasi
acisindan eritromisin ile benzerlik gdsterirler. Linkomisin kimyasal yap1 olarak
prolin amino asidi ile kiikiirtlii amino oktoz molekiiliiniin olusturdugu bir amin
olup, bu yapida hidroksil grubu yerine klor atomu yerlestirilmesi ile klindamisin

elde edilmistir (Sekil 1.4).

Linkomisin Klindamisin

CH
H IJH TH’ / ?H] CH, /

HO—C B g |
HCSHM | C.H, H_T—@
& H
I X!ICONH C —{eon &
H
OHF—O, i H o0,
OH H -
H SCH, g
H OPO,H, T opo:]
3412

Sekil 1.4: Linkomisin ve klindamisinin molekiiler yapilar1 (Kaynak:
http://www.bmb.leeds.ac.uk/mbiology/ug/ugteach/icu8/antibiotics/protein.html)

1.4.3. Streptograminler

Dogal olarak Streptomyces spp. 'den sentezlenen streptograminler MLS ailesine
dahil yari-sentetik antibiyotiklerdir. Yapisal olarak birbirleriyle iliskisiz iki grup
molekiilden olustuklar1 igin diger antibiyotikler arasinda &zel bir yerleri vardir
(Sekil 1.5).


http://www.bmb.leeds.ac.uk/mbiology/ug/ugteach/icu8/antibiotics/protein.html

29

Streptogramin A Streptogramin B
\
0 N—

N
o /J/(N — M
e, 0 0= | 0 RN/—&O )
0
AN 0 0 0 ) HN® 04<0—0 VN
J\/\) CH Efo NH H
A Ao (0 °
CHy CHy

Sekil 1.5: Streptogramin A ve B’nin molekiiller yapilar1 (Kaynak:
http://en.wikipedia.org/wiki/Streptogramin)

S. aureus ve KNS (koagiilaz negatif stafilokoklar)’lere metisilin ve eritromisin
duyarliligina bagli olmaksizin tek baslarina bakteriyostatik etkili iken iki grup
molekiil birlikte sinerjik etkili olarak bakterisidal etki gosterirler (Leblebicioglu
vd., 2003).

1.4.4. Makrolid-Linkozamid-Streptogramin Direnci

Makrolidlerin ribozama baglanmasi sentezlenen peptidin stabilizasyonunu bozar
ve olugsan peptidin protein sentezi daha tamamlanmadan Once serbest
birakilmasina neden olur. Birgok gram negatif bakteri (Enterobacteriaceae,
Pseudomonas tiirleri, Acinetobacter sp.) MLSg antibiyotiklere dis membranlarinin

gecirgen olmamasi nedeniyle intrinsik olarak direnglidir.
MLS tipi direng esas olarak {i¢ mekanizma ile gelismektedir:
i) Hedef bolge degisikligi (ribozamal metiliasyon, mutasyon),

ii)  Efluks pompasi (Antibiyotigin aktif olarak disart pompalanmasi)

iii)  Antibiyotigin inaktive edilmesi
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En yaygin diren¢ mekanizmasi ise erm genleriyle kodlanan metilazlar araciligi ile
olusur. Makrolidlerde karsi ana diren¢ mekanizmasi RNA metilazlarin varhigidir.
Bu metilazlar 23S ribozomal RNA’ nin 2058 nolu adenin bazini metillerler.
Ribozomda olusan bu metilasyon makrolid, linkozamid ve streptogramin B grubu
antibiyotikler arasinda c¢apraz dirence sebep olurlar. Bu dirence MLSg direnci ad1
verilir. Bu direncin nedeni ise metilasyon sonucu MLSg grubu antimikrobiyallerin
ribozoma baglanmasinin inhibe edilmesidir. Cizelge 1.4.’de MLSg direncinin

mekanizmasi yer almaktadir.



Cizelge 1.4: MLS direncinin mekanizmasi (http://faculty.washington.edu/marilynr/)
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Inaktivasyon Enzimleri (19)

rRNA metilaz (32) | Effluks (16)

Esteraz (2) Lizis (2) Transferaz (11) Fosforilaz (4)
erm (A), (B), mef(A),mef(B), |ere(A), (B) | vgb(A)(B) |Inu(A)(B),(C),(D)(F) | mph(A),(B)(C),D)
(C). (D), (E), msr(A),(C),(D) vat(A), (B), (C)

(F), (G), (H), car(A), vat(D), (E), (F)
(N), (0), (Q), Imr(A)

(R), (5), (T), srm(B), tlc(C),

(U), (V), (W), ole(B), (C)

(X), (Y), (2), Isa(A), (B),

(30), 31), (33), vga(A),(B),(C)

(32),(33), 34),

(35), (36), (37),

(38),(39), (40), (41)

31



http://faculty.washington.edu/marilynr/

32

Her sene tanimlanan metilazlara yenileri eklenmektedir. Baslangigta harflerle
tanimlanan bu metilazlar alfabedeki harflerin bitmesi nedeni ile son zamanlarda
rakamlarla isimlendirilmektedir. Bugiine kadar 41 adet metilaz belirlenmistir

(http://faculty.washington.edu/marilynr/).

ermA ve ermC genleri en c¢ok stafilokoklarda, ermB geni enterokoklarda ve
streptokoklarda goriilmektedir. ermTR geni ise Streptococcus pyogenes susunda
ilk kez tanimlanmis olup bu tiirdeki en yaygin metilaz grubunu olusturmaktadir.
Erm metilazinin sentezi ortamda makrolidlerin bulunmasiyla indiiklenebilir.
Genellikle 14 ve 15 iiyeli makrolidler, 16 {iyeli makrolidlere gore direnci daha ¢ok
indiiklerler. Stafilokoklarda linkozamidler direnci indiiklemezler. Direncin
indiiklenmesi protein sentez asamasinda yani translasyon asamasinda gerceklesir.
Eritromisin baglanmasiyla mRNA ’da konformasyonal degisiklikler olusur ve
daha 6nce ikincil RNA yapisinda ribozomun ulagsamadigi RBS (ribosome binding

side) artik ribozomun baglanabilecegi hale gelir (Sekil 1.6).

RBS1 LP RBS2 erm(B)i
=  HEEEE = N
RES2
mRNA’ nin ErmB Al
sentezlenmeyen hali __Lp_m ( !
EBS1 erm(B)
erm(B)c
= (D)
REST LP1 RBS2 LP2 RBS3 erm(TR)I
LP1 RBS2
mRNA’ nin ErmTR l | xBs3 (C2)
sentezlenmeyen hali ) < l_. i
RBS1 Lp2 erm(TR)

Sekil 1.6: Regulator bolgeler. Bu sekilde, ermB geninin indiiklenebilir ve
konstitiitif regulator bolgeleriyle ermTR ’nin indiiklenebilir regiilatér bolgesi

gosterilmistir (Bozdogan ve Appelbaum, 2004).


http://faculty.washington.edu/marilynr/
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1.4.4.1. Antibiyotigin hedefinde degisiklik olmas1 (23S rRNA metilasyonu ve

mutasyona bagh direnc):

Makrolidlere en yaygin direng tipi 23S rRNA’nmn V nolu bdlgesinde bulunan
2058. pozisyonundaki adenine bir metil grubunun di-metilasyon yada mono-
metilasyon yoluyla eklenmesi sonucu geligir. Metilasyona bagli olarak 23S rRNA
yapist degisir (Sekil 1.7). 23S rRNA’ nin V nolu boélgesi peptidil transferaz
merkezinin (PTC) yapisint olusturur. PTC, P bolgesine baglanmis olan tRNA’nin
tasidig1 peptidin, A bolgesine baglanan tRNA’nin tasidigt yeni amino aside
translokasyonla aktarildig1 yerdir. Metilazlar erm genleri (erythromycin resistance

methylase) ile kodlanirlar.

2062 C-G  Asite (2451-2452)
Substitution €-G A
2059 A U
2058 Substitution G
Methylation A A
Substitution p C
a\A‘ A
x (A)- G
’ C :
SG‘.A(l;:} GG GCU G....
s bl s " | ]
3....CUCU CC._ CGG U..
AU C . 2610, 2611 A L
LY Substitution C
AN, 754 G =
A T G T
Substitution U
G A C C
v U U U, GA G
65, U, U, AfAy A
"% A Uy U
e " Gg.cu®
AG_G e
CC G (2584-2585) U G

Sekil 1.7: 23S rRNA’ da peptidil transferaz merkezinin (PTC) yapisi. Dirence
neden olan mutasyon (substitisyon) noktalar1 yuvarlak igine alinmistir. Il ve V
nolu bdlgelerin birbirleriyle iliskide oldugu bazlar alti ¢izilerek gosterilmistir.
Aminoasid ve peptid tasiyan transfer RNA’larin peptidil transferaz merkezinde

baglandig1 A (aminoasil) ve P (peptidil) bolgeleri alt1 gizilerek gosterilmistir.
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V. bolgedeki 2058, 2059, 2610, 2611 nolu bazlardaki nokta mutasyonlar1 ve 2058
nolu bazin metilasyonu makrolid direnci olugmasina neden olur. 2062 nolu bazin
mutasyonu 16 atomlu makrolidlere ve 2. bolgedeki 754 nolu bazin degismesi ise

makrolid ve ketolidlere direng gelismesine neden olur (Bozdogan ve Appelbaum,
2004).

Ribozomal metilasyon makrolidler yaninda linkozamid ve streptogramin B grubu
ilaclara da direng¢ gelismesine neden olur bu nedenle bu direng fenotipine ‘MLSg
fenotipi’ denir. MLSg grubu olarak adlandirilan bu antibiyotiklerin ribozom
iizerindeki baglanma yerlerinin yakin olmasi ¢apraz direncin nedeni olarak
bildirilmistir. ~ Metilazlarin =~ A2058  bazim1  metillemesiyle  ribozomda
konformasyonel degisiklikler olusur ve bu antibiyotiklerin ribozoma baglanmasi

engellenir.

Erm genlerinin ifadesi konstitiitif veya indiiklenebilir olabilir. Eritromisin
direncinin indiiklenebilirligi ilk olarak Weisblum ve arkadaglar1 tarafindan
gosterilmistir (Weisblum 1995). Eger direng konstitiitif ise Erm metilaz1 siirekli
sentezlenir ve sus makrolid, linkozamid ve streptogramin B antibiyotiklerine
direngli olur. Indiiklenebilir diren¢ oldugunda ise sus linkozamid ve 16 iiyeli
makrolidlere hassas fakat eritromisin, klaritromisin ve azitromisinin dahil oldugu

14- ve 15- iiyeli makrolidlere ise direngli olurlar.

Antibiyotiklerin indiikleme 6zellikleri bakteriden bakteriye degisebilir. Ornegin 14
ve 15 iiyeli makrolidler stafilokoklarda iyi indiikleyicidirler. Streptokoklarda ise
ermB geninin ifadesi eritromisin ve azitromisin yaninda linkozomidlerde de
indiiklenebilirler. Sekil 1.4’de goriildiigi gibi, antibiyotiklerin indiikleme 6zelligi,
antibiyotiklerin yapisi, genlerin regiilator bolgesi gibi farkl faktorlere bagh olarak
degisebilir. indiiklenebilir ermC geninin mRNA’sinda lider peptid ve birbirleriyle

eslesen ve hairpin olusturabilen segmentler bulunmaktadir.
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Regiilator bolge olarak adlandirilan bu bolgede 19 aminoasidlik peptid (lider
peptid) kodlayan ORF mevcuttur. Indiiksiyon olmadiginda erm genini ribozoma
baglayan bolgesi (RBS) hairpin i¢inde kaldiginda ribozom mRNA’ya baglanamaz

ve Erm proteininin sentezi gergeklesemez (Bozdogan ve Appelbaum, 2004).

Erm metilazlar1 genellikle yiiksek diizeyde direng saglamalarina karst ErmTR "nin
sagladig1 MIK diizeyi diisiiktiir. Eritromisin ile indiiklendikten sonra bile makrolid
direng diizeyi yiikselmez. Oysa erm(A), erm(B) ve erm(C) ile indiiksiyondan sonra
yiiksek diizey direng gelisir. ermTR ile ise eritromisin ile indiiksiyondan sonra
makrolidlere  direncin  artmadigi  fakat klindamisine direncin  arttig1

gozlemlenmistir (Syrogiannopoulos, 2003).

Simdiye kadar yaklasik olarak 41 erm geni oldugu bildirilmistir (Roberts vd.,
1999). (Cizelge 1.5) Patojenik bakterilerde, bu faktorler ¢ogunlukla plazmid ve
transpozonlara aittir, bunlar kendi kendine transfer edilebilmektedir. Tanimlamada
artan karmasikligi onlemek igin bir isimlendirme sistemi gelistirilmistir. Erm
genlerinin amino asit sekans orami <%80 sonucuna gore farkli harflerle
tanimlamas1 vardir. Bu yeni isimlendirme Erm proteinine karsilik gelecek sekilde
erm genlerini 21 simifa ayirmaktadir. Patojenik mikroorganizmalarda dort major
sinif belirlenmistir, bunlar erm(A), erm(B), erm(C), ve erm(F)’dir. (Weisblum,
1995; Roberts vd., 1999). erm(A) ve erm(C) tipik olarak stafilokok gen siiflaridir.
erm(B) ve erm(TR) genleri daha ¢ok streptokok ve enterekoklarda ve erm(F)
genleri Bacteroides tiirleri ve diger anaerobik bakterilerde yaygindir (Roberts vd.,
1999).
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Cizelge 1.5: rRNA metilaz genleri (http://faculty.washington.edu/marilynr/)

Protein Gen Igerigi Plazmid, Gen
Simf Gen Ad1
Ad1 % DNA Homolojisi ~ Transpozon Bankasi
A Erm(A) erm(A) erm(A) %83 Tn554 X03216
erm(TR) AF002716
B Erm(B) erm(B) erm(AM) %98-100  Tn1545 X52632
erm(AM) pPAMB-1 Y00116
erm(AM) pAM77 K00551
erm(B) Tno17 M36722
erm(B) pAD2 M11180
erm(B) pTE44 NC_003528
erm(B) AJ294530
erm(AMR) u86375
erm(BC) pIP1527, M19270
erm(P), erm(BP) pIP402 U18931
erm(IP) pIP501 X72021
erm(Z), erm(BZ1), Tn5398 AF109075
erm(BZ2)
erm pLEM3 X82819
erm(2) pBT233,pMD101 X64695
erm (80) pTE8O AF08045
C ErmC erm(C) erm(C) 99%100% pE194 V01278
erm(C) pT48 M19652
erm(C) pE5 M17990
erm(C) pJR5 L04687
erm(C) pA22 X54338
erm(C) pSES6 X82665-68
erm(C) pSES5 Y09001
erm(C) pSES4 Y09002
erm(IM) pIiM13 M13761
erm(M) pNE131 M12730
erm(M) pPV141 U82607

erm(M) pPV42 AF019140




Tablo 1.5: rRNA metilaz genleri (Devam)
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St Protein  Gen Gen Igerigi Plazmid, Gen
Ad1 Ad1 % DNA Homolojisi Transpozon Bankasi
D Erm(D) erm(D) erm(D) 97%99% pBD90 M29832
erm(J) pBA423 L08389
erm(K) M77505
E Erm(E) erm(E) erm(E) 99% pUC31, plJ43 X51891
erm(E2) M11200
F Erm(F) erm(F) erm(F) 98%100% pBF4 M14730
erm(F) Tn4351 M17124
erm(FS) pBI106,Tn4551 M17808
erm(FU) Kromozomal M62487
G Erm(G) erm(G) Erm(G) 99% pBD370 M15332
erm(G) Tn7853 L42817
H Erm(H) erm(H) car(B) pOJ159 M16503
| Erm(l) erm(l) mdm(A) ND
N Erm(N) erm(N) tir(D) X97721
Erm(0) erm(O) Irm 84% pLST391 M74717
srm(A) AJ223970
Q Erm(Q) erm(Q) erm(Q) Kromozomal L22689
R Erm(R) erm(R) erm(R) M11276,
Erm(S) erm(S) erm(SF) 100% pET23 M19269
tir(A) P45439
T Erm(T) erm(T) erm(GT) 85%-99% pGT633 M64090
erm(LF) pLME300 AJ488494
U Erm(U) erm(U) Imr(B) pPZ303
\% Erm(V) erm(V) erm(SV) U59450
W Erm(W) erm(W) myr(B)
X Erm(X) erm(X) erm(CD),erm(A) %99  pNG2 M36726
erm(Y) Tn5432 U21300
pAP2 NC005206
Y Erm(Y) erm(Y) erm(GM) pMS97 AB014481
z Erm(Z) erm(Z) srm(D) ND
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Tablo 1.5: rRNA metilaz genleri (Devam)

S Protein Gen Ady Gen licerigi Plazmid, Gen
Ad1 % DNA Homolojisi ~ Transpozon Bankasi
30 Erm(30) erm(30) pikR1 Kromozomal AF079138
31 Erm(31) erm(31) pikR2 Kromozomal AF079138
32 Erm(32) erm(32) tlr(B) Kromozomal AJ009971
33 Erm(33)  erm(33) AJ313523
34 Erm(34)  erm(34) AY 234334
35 Erm(35) erm(35) AF319779
36 Erm(36) erm(36) erm(MT) AF462611
37 Erm(37)  erm(37) Kromozomal Z74025
38 Erm(38)  erm(38) Kromozomal AY 154657
39 Erm(39) erm(39) Kromozomal AY487229
40 Erm(40)  erm(40) Kromozomal AY570506
41 Erm(41) erm(41) Kromozomal EU177504
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1.4.42. MLSgdiren¢ ekspresyonunda farkhiliklar.

MLSg’nin ekspresyonu yapisal veya indiiklenebilir olabilir. mRNA sadece
makrolid indiikleyicisinin varliginda aktive olabilmektedir. Buna karsilik, yapisal
ekspresyonda, indiikleyici olmadan aktif mRNA metilazi iretilmektedir.
Indiiksiyon, metilaz igin yapisal erm genindeki zayiflatict etkinin varligiyla
ilgilidir. erm(C) durumundaki translasyon zayiflamasi modeline gore ve ayrica
muhtemel erm(A) ve erm(B) faktorlerinin durumuna gore, indiiksiyon

transkripsiyondan sonra olugsmaktadir (Weisblum vd., 1995).

Indiiksiyonun spesifitesinde genetik altyap1 ve bakteriyel ¢evre rol almaktadr.
Uygulamada, stafilokok ve streptokok/enterekoklarla karakterize belirli tiirlerde
oncelikli erm gen dagilimi olmasi, indiiklenebilir MLSg direncinin bir kag major
fenotipini goz Oniine alinmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, indiiklenebilir
makrolid direncindeki farklilik kompleks fenotiplere yol acabilmektedir. Buna
karsilik, metilazin yapisal olarak iiretimi genellikle MLSg ilaglarina kars1 yiiksek

diizeyli ¢capraz direng gosteren fenotipler vermektedir.

1.4.4.3. Stafilokoklarda MLSg direnci

Stafilokoklarda erm(A) ve erm(C) faktorleri predominanttir (Lina vd., 1999).
erm(A) genleri daha ¢ok metisiline direngli suslarda yaygindir ve transpozonlarla
karsilanmaktadir, oysa eritromisin direncinden sorumlu olan erm(C) genleri daha
cok metisiline duyarli suglarda yaygindir ve plazmidlerle kargilanmaktadir.
Indiiklenebilir ekspresyon faktérleri benzerdir, MLSg antibiyotiklere direngleri
farklidir ¢ilinkii antibiyotiklerin indiikleme kapasiteleri de farklidir. 14-15 halkali
olan makrolidler, direngli olan suslarda indiikleyicidir. Buna karsilik, 16 halkali
makrolidler, ticari olarak mevcut linkozamidler ve streptogramin B’ler indiikleyici

olarak aktif kalamamaktadirlar.
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1.4.4.4. Streptokok ve enterekoklarda MLSg direnci

erm(B) sinifina ait genlerin yaygiligi ve erm(TR), streptokok ve enterekoklarda
ribozomal metilasyonla olugan direnglerin biiylik c¢ogunlugunun nedenidir.
Indiiklenebilir gen ekspresyonu, stafilokoklarda farkli feneotipler olusmasini
saglar; bu fenotipler eritromisine yiiksek veya diisiik direng, klindamisine ise
duyarlilik veya diren¢ gosterilmesine neden olur. Fenotipler ve onlarin genotipleri
arasindaki korelasyon hala anlasilamamistir. B-hemolitik streptokok, agiz
streptokoklari, S. pneumoniae ve enterekoklarindan olusan gesitli streptokok
tirlerinde indiiklenebilir erm(B) gen ekspresyonu mevcuttur. Klindamisin ve 16
halkali makrolidler dahil MLSg grup iyelerinin bir ¢ogunda, ErmB metilaz
tretiminin ¢esitli derecelerde indiikleyicileri vardir (Horinouchi vd., 1983).
Haberci genlerdeki fiizyonun azalmasini iceren indiiksiyon calismalarinda, MLSg
fenotipleri makrolidlere ve linkozamidlere karsi yiliksek diizeyli ¢apraz direngle
karakterizedir. Bunlar daha c¢ok pnomokoklarda belirlenmistir ve sik sik
indiiklenebildikleri gosterilmistir (Rosato vd., 1998; Rosato vd., 1999; Zhong vd.,
1999). Yapisal fenotip vakalarinda benzer sekilde makrolid ve linkozamid
kullanilamamaktadir. erm(B) igeren S. pnémonia’nin diger suslar klindamisine
duyarli iken 14-15 ve 16 halkali makrolidlere direngli gortilmektedir. Eritromisin
ve klindamisin arasinda bir antagonizma olmasi, agik cift disk difiizyon testinde

yapildigi gibi, indiiklenebilir metilaz iiretimini gostermektedir.

B-hemolitik streptokoklarda erm(TR) geni yaygindir ve tek bir S. pnomoni susunda
bulunmustur (Kataja vd., 1999; Syrogiannopoulos vd., 2001). Genin mevcut
olmasiyla indiiklenebilir eritromisin direnci diisik MIK (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) 1-8 mg/mL ve yiiksek MIK 11-28 mg/mL diizeylerde
ekpresyonu yapilmaktadir, oysa 16 halkali makrolid ve klindamisin aktif
kalmaktadir. Ayrica eritromisin ve klindamisin arasinda antagonizma oldugu
gosterilmistir. Yine, yapisal MLSg direnci, erm gen sinifina bakmaksizin,

makrolid ve linkozamidlere ¢apraz direng gelisimine neden olmaktadir.
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1.4.45. Aktif effluks pompasi

Gram negatif bakterilerde, makrolidler gibi, kromozomlarla kodlanan pompalar
hidrofobik bilesiklere karsi intirinsik dirence katkida bulunmaktadir. Gram pozitif
organizmalarda, makrolid rezistansi iki sinif pompanin aktif effluks yapmasiyla
kazanilmaktadir, bu pompalar ATP-baglayan siiper ailesinin (ABC = ATP-
binding-cassette) ve major kolaylastiric siiper ailesinin (MFS= major facilitator

super family) tiyeleridir.

Bugiine kadar stafilokoklarda makrolid direncini saglayan effluks proteinleri,
plazmidlerle taginan msr(A) genleriyle kodlanmis ABC tasiyicilaridir (Ross vd.,
1990). msr(A) direnci orjinal olarak Staphylococcus epidermidis ‘de belirlenmistir
ve daha sonra S. aureus’u da igeren bir¢ok stafilokok tiirlerinde de bulunmustur.
ABC tastyicilarinin fonksiyonu i¢in ATP gerekmektedir ve membranin sitozolik
ylizeyinde kanal olusumu i¢in iki membran bolgesi ve iki ATP baglanma bolgesi
sekillenmistir. msr(A) geni ABC tasiyicisinin iki ATP baglanma bdlgesini
olusturan proteini kodlamaktadir. MsrA pompasinin transmembran bileseninin

yapisi bilinmemektedir.

Effluks sisteminin multikomponent yapida olup, 14-15 halkali makrolidlere ve tip
B streptograminlere spesifik effluks pompalarinin  olusumu msr(A) ve
kromozomal genlerle olmaktadir (Ross vd., 1990). Indiiklenebilir ekspresyonla
direng gerceklesmektedir. Eritromisin ve diger 14- 15 halkali makrolidler
indiikleyicidir, fakat streptogramin B indiikleyici degildir. Bu nedenle,
eritromisinle indiiksiyonundan sonra suslar sadece streptogrmin B’ye direnclidir.
Klindamisin ne indiikleyicidir ne de pompa i¢in substrattir ve bdylece suslar bu
antimikrobiyallere tamamen duyarlidir. Beklendigi gibi, yapisal mutasyonlar hem
eritromisine hem de streptogramin B’ye direnclidir fakat klindamisine tamamen
duyarli kalmaktadir. Bu fenotip MLSg indiiklenebilir fenotiplerden c¢ift-disk
difiizyon testi kullanilarak kolayca ayirtedilebilir, bu eritromisin ve klindamisin

arasinda etkilesimin az oldugunu gostermektedir.
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Bu belirleyici koagulaz negatif stafilokoklarda yaygindir ve S. aureus’un
metisiline duyarli suslarinda artmis oldugu bulunmustur. Avrupa’da yapilan son

caligmalarda insidansi % 13 olarak bildirilmistir (Schmitz vd., 2000).

msr(A) geni streptokoklarda bulunamamustir. Streptokok cinsinde, effluks
pompasini mef(A) geni kodlamaktadir ve bu S. pneumoniae ve S. pyogenes, diger
streptokok tiirleri (agiz streptokoklari, grup C ve G streptokoklar ve Streptococcus
agalactiae), ve enterokoklarin klinik izolatlarinda bulunmustur. Orjinal mef(A)

geni S. pyogenes’de bildirilmistir (Tait-Kamradt vd., 2000).

MefA proteini MFS ailesine aittir ve membran1 12 kez ge¢mektedir. Effluks,
proton hareket giicliyle yapilmaktadir ve sadece 14 ve 15 halkali makrolidleri
etkilemektedir. Eritromisin indiiksiyonundan sonra bile, 16 halkali makrolidlere
veya streptograminlere diren¢ yoktur. Diren¢ 14 ve 15 halkali makrolidlerle
indiiklenmektedir fakat diger makrolidler ve klindamisinle indiiklenmemektedir. S.
pneumoniae, S. pyogenes veya S. agalactiae suslart mef(A) bulundurmaktadir.
Bunlar diisiik ve orta diizeyde makrolidlere karsi, MIK ile Klaritromisine,
azitromisine ve eritromisine direng saglamaktadir. mef(A) genleri konjugasyonla
S. pyogenes ve S. pneumoniae arasinda transfer edilmektedir ve S. pneumoniae’de
transpozonlarla tasinmaktadir (Santagatii vd., 2000). S. pneumoniae, S. pyogenes
veya S. agalactiae suslarinda erm(B) ve mef(A) gen kombinasyonlari
bulunmustur. Bu suslar MLSg fenotipe sahiptir (McGee vd., 2001). Cizelge 1.6

’da effluks ve inaktivasyon genleri goriilmektedir.
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Cizelge 1.6: Efluks ve inaktivasyon genleri (http://faculty.washington.edu/marilynr/)

Gen Icerigi %

Direnc Profili Protein Gen adi DNA Plazmid/ Gen
ad1 - transpozon Bankas
Homolojisi
ATP Baglayicilar
Linkomisin Car(A) car(A) car(A) p0OJ158 M80346
Eritromisin Msr(A) msr(A)  msr(A) %98-100  pUL5054 X52085
msr(SA) pEP2104
msr(SA’) pMS97 AB013298
msr(B) M81802
Msr(C) msr(C) msr(C) 96%  Kromozomal = AY004350
. AF313494
Streptogramin B AJ243209
Msr(D)a  msr(D) Mel %98-100 Tn1207.2 AF227521
SA318993,
AF274302
orf5 Tn1207.1 AF227520
) o Lsa(A) Isa Isa(A) Kromozomal  AY4225127
Linkomisin
Lsa(B) orf3 Isa(B) pSCFS1 AJ579365
Ole(B ole(B ole(B ALOR26E L36601
Oleandomycin ®) ®) 8) P
Ole(C) ole C) ole( C) L06249
Spiramycin Srm(B) srm(B) srm(B) pKC514 X63451
Tylosin TIr(C) tlc(C) tlc(C) M57437
Vga(A) vga(A) vga pIP524 M90056
. DQ823382
Streptogramin A Vga(A)LC vga(A)LC vga Q82338
Vga(B) vga(B) vga(B) pIP1633 U82085
Vga(C) vga(C) vga(C) pKKS825 FN377602
Major Kolaylastiricilar
Linkomisin Lmr(A) Imr(A) Imr(A) pLST21 X59926
Mef(A) mef(A)  mef(A) %90-100 p53-6 U70055
mef(A) Tn1207.1 AF227520
mef(A) Tn1207.2 AF227521
Eritromisin mef(A) AY064721-22
mef(E) pAT15-5 U83667
mef(E) Kromozomal AF274302
mef(B) pP286 FJ196385
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Tablo 1.6: Effluks ve inaktivasyon genleri (devami)

Gen Icerigi %

Direnc Profili Protein Gen ad1 DNA Plazmid/ Gen
adi Homolojisi transpozon Bankasi
Esterazlar
Ere(A) ere(A) ere(A) %92-100 pl1100,pAT63 M11277
Eritromisin pLQ1723 AF099140
Ere(B) ere(A)  ere(B) %99 pIP1527 A15097
ere(B) pAT72 X03988
Liyazlar
. Vgb(A) vgb(A) vgb(A) plP524 M20129
Streptogramin B
Vgb(B) vgh(B) vgh(B) plP1714 AF015628
Lnu(A) Inu(A) lin(A) plP856
lin(A) pIP855 M14039
Lnu(B) Inu(B) lin(B) pVM25 AJ238249
Linkomisin Lnu(C) Inu(C) MtnLNU AY928180
Lnu(D) Inu(D) EF452177
Lnu(F) Inu(F) AJ561197
Lnu(G) Inu(G) DQ836009
Vat(A) vat(A) vat(A) pIP680 LO7778
Vat(B) vat(B) vat(B) pIP52 U19459
Vat(C) vat(C) vat(C) pIP1714 AF015628
Streptogramin A Vat(D) vat(D) sat(A) pAT15 L12033
Vat(E) vat(E) sat(G) AF139725
vat(E-3) AF242872
vat(E-4) AY043211
vat(E-5) AY043209
vat(E-6) AY043210
vat(E-7) AY043212
vat(E-8) AY043213
vat(F) AF170730
Fosforilazlar
Mph(A) mph(A)  mph(A) %99 pTZ3519 D16251
mph(K) pGE64 U36578
Makrolidler Mph(B) mph(B) mph(B) pTZ3714 D85892
Mph(C) mph(C)  mph(BM) pMS97 ABO013298
mph(C) pSR1 AF167161
Mph(D) mph(D) mph(D) AB048591
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1.4.5. erm(TR) Metilaza

ermTR geni ilk olarak S. pyogenes tiirinde bulunmustur. ermTR geni dejenere
primerler kullanilarak ¢ogaltilmis ve sekans analizi yapilmistir. Gen bankasiyla
karsilagtirildiginda en yakin homoloji ermA (82.5%) ile bulunmustur. Yazarlar da
PCR ile ¢ogalttiklar1 bu genin bir metilaz oldugu ve makrolidlere direng sagladig
cikarimimi yapmuglardir (Seppala vd., 1998). ermTR geni mRNA’sinda ermA
genine benzer sekilde metilaz geni Oncesinde kodlayan 2 bolge (ORF)

bulunmaktadir. Bu genlerin 15 ve 19-amino asid igeren lider peptidleri kodladigi

Y

varsayilmaktadir (Sekil 1.8).

RBES1 L[” RBS2 ermi ]3 }]
= I = m——
RBS2
mRNA"nin ErmB Al
sentezlenmeyen hali - I'P_rll l ( :
RES1 ermiB)
erm(Bic
= m— 5)
RBS1 LP1 RBS2 LP2 RBS3 erm(TR)
= — - (C)
tp1 [l RBS2 .
mRNA' nin ErmTR rlll "|I] RBS3 ©D
sentezlenmeyen hali J | -
RBS1 LP2 ermn(TR)

Sekil 1.8: erm genlerine ait lider peptidler. Lider peptidler ok ile gosterilmistir.

Giovanetti ve arkadaglart (2002), 12294bp biiyiikliigiinde ermTR igeren bir
fragmani sekanslamis ve gen bankasina gondermistir (FM162351) . Bu sekansta

yalnizca 1 lider peptid vardir ve 41 amino asiden olusmaktadir.
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Bu uzun lider peptidin ikinci pargasi daha Once tanimlanan lider peptid 2 ile
homoloji gostermektedir (Fines vd., 2001). Giovanetti ve arkadaglarinin

sekansladigit ermTR geninin regulator bolgesinin ikincil yapist Sekil 1.9 ‘da

gosterildigi gibidir.
G
G
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@
%, .8
o0 0
e®0O o0
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° o 22 - Asskkl/mol
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@ o 00,
@0 -/\9.4kkal/mol 00
00 0T
o0 900G
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0000 00000CCOCOOCOOOOOOOOO O...ﬂ..\\\.O.. o0
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N 329

251 273 295

Sekil 1.9: ermTR mRNA’sinin regiilator bolgesinin ikincil yapisi.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ilk kez 1874 yilinda Billroth zincir yaparak iireyen koklari tanimlanus ve
Fehleisen 1883’de bu bakterilerin saf kiiltiiriinii elde etmistir. Rosenbach, 1884
yilinda bu bakterileri ““S. pyogenes” olarak isimlendirmistir. Brown (1919), kanl
agardaki aktivitelerine gore streptokoklart alfa (o), beta () ve gama (y) hemolitik
diye ayirmistir (Bisno vd., 2000; Koneman vd., 1992; Mandell vd., 2005). G.R.
Dick (1924), kizil hastaliginin, hemolitik streptokok infeksiyonu oldugunu
bildirmistir. Rebecca Lancefield presipitasyon ve Griffith agliitinasyon
yontemleriyle streptokoklarin immiinolojisini aragtirmiglar ve Lancefield (1933)
patojen streptokoklari, hiicre duvarinda bulunan karbonhidrat antijenlerine gore,

cesitli serolojik gruplara ayirmistir (Kayser vd., 2005; ,Lehman vd., 2007).

Stafilokoklar, ilk olarak 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlanmis ve 1882
yilinda Ogston tarafindan bu mikroorganizmalar “Staphylococcus” olarak

isimlendirilmistir (Bannerman vd., 2003).

1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan Penisilinin kesfedilip 1941 yilinda
klinikte kullanilmaya baglanmasiyla stafilokok enfeksiyonlarinin seyri degismistir.
1959 yilinda klinik kullanima sunulan ve penisilinaza direngli ilk semisentetik
antimikrobiyal ajan olan metisiline kars1 1961 yilinda ilk direngli S. aureus suslari
bildirilmistir. Bunu 1970’1li yillarda yaygin olarak kullanilan bir¢ok antibiyotige
(klindamisin, kloramfenikol, tetrasiklinler, makrolidler, rifampin, aminoglikozidler
ve trimetoprim-sulfametoksazol) direng gelismesi izlemistir. Antibiyotiklere ¢oklu
direng gosteren MRSA suslar1 1980°lerin sonlarinda ve 1990’l1 yillarda tiim
diinyaya yayilmis ve hastanelerde en sik rastlanan nozokomiyal patojenler

arasinda yerini almistir (Schmitz ve Jones, 1997).
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Stafilokok varyantlar1 lizerinde caligmalar yapan Alexander Fleming, Penicillinum
kiiltiir filtratlarinin, birgok bakteriye karsi giiclii bi¢imde etkin bulmus ve etkili
maddeye ‘penicillin® adin1 vermistir. 1943 yilinda Actinomycetes tiirleri iizerinde
caligmalar yapan Waksman ve arkadaslari, Streptomyces griseus Kkiiltiirlerinden
‘streptomisin’ adin1 verdikleri bir madde elde etmislerdir. 1944 yilinda kullanima
giren bu antibiyotik, bircok gram pozitif ve gram negatif mikroorganizma yaninda

Mycobacterium ’lara karsi da ¢ok etkili olmustur. (Chambers vd., 2001).

19. yiizyilin ikinci yarisinda, Steril idrarda iyi iireyen sarbon basillerinin diger
bakterilerle kirlenmis idrarda iireyemediklerini ve sonunda oldiiklerini saptayan
Pasteur ve Joubert, bu gozlemlerinin nedenlerini deneysel olarak ortaya ¢ikarmak
istemiglerdir. Bu arastirmacilar, diger bakterilerle kontamine idrara karistirilan
sarbon basillerinin deney hayvanlarinda hastalik olusturamadigini ortaya
koymalari, enfeksiyonlarmn antibiyotiklerle tedavisi alanindaki ilk adimlart

olusturmustur (Chambers vd, 2001).

Staphylococcus aureus giintimiizde de en yaygin hastane enfeksiyonu nedenidir,
ozellikle hastane pnomonisi, cerrahi yara enfeksiyonu ve kalp damar sistemi

enfeksiyonlarina neden olmaktadirlar (Panlilio vd., 1992; Waldvogel vd., 2000).

Stafilokoklar; hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz pozitif, Gram pozitif
koklardir. Kapsiilsiizdiirler ve en tipik tiremeleri kanl agardadir. Optimal {ireme
1silar1 30-37 °C ve pH degerleri de 7-7.5’tir. Kolonileri; yuvarlak, diizgiin, kabarik,
mat, S tipinde olup; S. aureus kékenlerinin ¢ogunda sar1 pigment ve beta hemoliz
goriiliir. Bu hemoliz; koyun, insan veya at kanli agarda ortaya ¢ikabilir ve uzun
stireli inkiibasyonlarda daha belirgin hale gelir. S. epidermidis ve S.
saprophyticus’un bazi kokenlerinde de sar1 veya turuncu pigment ile hemoliz
goriilebilir. (Waldvogel vd., 2000). Giintimiizde Staphylococcus genusunda 35 tiir

ve 17 alt tiir saptanmustir (Bannerman vd., 2003).
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Bakterilerin sadece tremelerini durduranlar igin “bakteriyostatik”; bakterilerin
Olimiine neden olanlar i¢in ise “bakterisidal” etkili antibiyotik terimleri
kullanilmaktadir. Giinlimiizde mikroorganizma hiicresini olusturan degisik yapilar
tizerinde farkli mekanizmalarla etki ederek o organizmanin {ireyip ¢ogalmasin
engelleyebilen ya da dlimiine neden olan ¢ok sayida gerek statik gerekse sidal
etkili antimikrobiyal ilag kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin bazilar1 bakteri hiicre
duvarmin yapimini, bazilar1 hiicre zarinin yapimini ya da zarin fonksiyonlarini
engelleyerek; bazilar1 protein sentezinin yapi taslar1 olan ribozomlari, bazilar1 ise
onun yeni nesiller vermesinde en énemli olusumlar1 olan niikleik asitlerini hedef
alarak etkilerini gosterirler. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore genel
olarak; hiicre duvari sentezini inhibe edenler, protein sentezini inhibe edenler,
niikleik asit sentezini inhibe edenler ve hiicre zarinin fonksiyonunu degistirenler

olarak siniflandirilirlar (Opal ve Pop-Vicas, 2010).

Antibiyotik direnci ilk kez, bu ilaglarin en ¢ok kullanildig1 yerler olan hastanelerde
saptanmustir. Siilfonamid direngli Streptococcus pyogenes 1930’larda bir askeri
hastanede ortaya ¢ikmugtir. Penisilin direngli Staphylococus aureus, 1940’larda
baglayan penisilin kullanimindan kisa bir siire sonra Londra hastanelerinden
bildirilmistir. Benzer sekilde, strepromisinin kullanimindan ¢ok kisa bir siire sonra
Mycobacterium tuberculosis bu ilaca karsi direng gelistirmistir. Birden ¢ok ilaca
kars1 ilag gelisimi ge¢ 1950’ler ve erken 1960’larda enterik bakteriler arasinda
(Escherichia coli, Shigella ve Salmonella) ortaya ¢ikmistir (Koren, 1997, Tenover,
2006)

Cesitli etkenler kalitsal bakteri potansiyelinin artmasina ve yayilmasina katkida
bulunur. Bu etkenler arasinda en Onemlileri antibiyotik tliketiminde artis,
uygunsuz antibiyotik kullanimi, gida endiistrisinde ve diger alanlarda yaygin ve
kontrolsiiz antibiyotik kullanimi, yogun bakim iinitelerinin artma ve immiin

sistemi bozulmusg hastalarin sayisindaki artiglardir (Tenover, 2006).
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Eritromisin, eritromisin A, B ve C olarak {i¢ antibiyotigin bir karigimi halinde
Filipinlerden izole edilen ve Streptomyces erytreus tarafindan iiretilen dogal bir
antibiyotiktir. Yapilar1 benzer bu antibiyotiklerden eritromisin A, 1952 yilinda
Lilly Research Laboratories tarafindan saflastirilmis ve “Ilotycin” adiyla terapotik
ilag olarak kullamlmustir. Ayni yillarda Haight ve Finland, pndmokoklar,
enterokoklar ve stafilokoklarda, multistep selection ile in vitro olarak,
Staphylococcus aureus infeksiyonunun tedavisinde ise in vivo eritromisine direng
gelisimini  bildirmislerdir. Eritromisine direngli suslar ayrica karbomisin,
spiramisin, oleandomisin ve streptogramine de direngli olarak bulunmustur

(Bozdogan ve Appelbaum, 2004).

ermA ve ermC genleri en ¢ok stafilokoklarda, ermB geni enterokoklarda ve
streptokoklarda goriilmektedir. ermTR geni ilk olarak S. pyogenes tiiriinde
bulunmustur. ermTR geni dejenere primerler kullanilarak ¢ogaltilmis ve sekans
analizi yapilmistir. Gen bankasiyla karsilastirildiginda en yakin homoloji ermA
(82.5%) ile bulunmustur (Seppala vd., 1998).

Simdiye kadar yaklasik olarak 41 erm geni oldugu bildirilmistir (Roberts vd.,
1999).

msr(A) geni streptokoklarda bulunamamustir. Streptokok cinsinde, effluks
pompasini mef(A) geni kodlamaktadir ve bu S. pneumoniae ve S. pyogenes, diger
streptokok tiirleri (agiz streptokoklari, grup C ve G streptokoklar ve Streptococcus
agalactiae), ve enterokoklarin klinik izolatlarinda bulunmustur. Orjinal mef(A)

geni S. pyogenes’de bildirilmistir (Tait-Kamradt vd., 1997).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri, Plazmid ve Biiyiime Ortamlar

Bu calismada kullanilan Streptococcus pyogenes C1 susu Marche Polytechnic
University Medical School (Ancona, Italya)’dan Assos. Prof. Eleonora
Giovanetti’den, Streptococcus pyogenes NZ131, Staphylococcus aureus RN4220,
Escherichia coli DH10B, Escherichia coli DB10, E. coli vektorii pUC18 ve gram
pozitif mekik vektdr pJIM2246 Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma

Laboratuvart Epidemiyoloji Birimi koleksiyonundan temin edilmistir.

Streptococcus pyogenes C1, Streptococcus pyogenes NZ131, Staphylococcus
aureus RN4220, Escherichia coli DH10B ve Escherichia coli DB10 %15 gliserol

iceren besiyerinde -20 °C’de muhafaza edilmislerdir.

Streptococcus pyogenes C1 ve Streptococcus pyogenes NZ131 bakterileri, %5
koyun kanli Brain Heart Infusion Agar (BHIA) besiyerinde 37 °C’de anaerobik jar
icerisinde tretilmistir. Staphylococcus aureus RN4220, Escherichia coli DH10B
ve Escherichia coli DB10 bakterileri, BHIA besiyerinde 37 °C’de tiretilmislerdir.

3.1.2. Stok Antibiyotiklerin ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.1.2.1. Ampisilin (100 mg/ml)

Istenen hacim igin gereken miktarda ampisilin tartilarak saf suda ¢oziiliir.
Bakteriyel filtreden (0.2 pum) gegirilerek steril bir sekilde ependorf tiiplerine

paylastirilir ve -20 °C’de muhafaza edilir. Besiyerine istenilen son konsantrasyon

elde edilebilecek sekilde ilave edilir.
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3.1.2.2. Kloramfenikol (100 mg/ml)

Istenen hacim i¢in gereken miktarda kloramfenikol tartilarak % 96’lik etil alkol
icerisinde c¢oziiliir. Bakteriyel filtreden (0.2 pm) gegirilerek steril bir sekilde
ependorf tiiplerine paylastirilir ve -20 °C’de muhafaza edilir. Besiyerine istenilen
son konsantrasyon elde edilebilecek sekilde ilave edilir.

3.1.2.3. Klindamisin (10 mg/ml)

Istenen hacim icin gereken miktarda klindamisin tartilarak saf suda ¢oziiliir.
Bakteriyel filtreden (0.2 pum) gegirilerek steril bir sekilde ependorf tiiplerine
paylastirilir ve -20 °C’de muhafaza edilir. Besiyerine istenilen son konsantrasyon

elde edilebilecek sekilde ilave edilir.

3.1.2.4. 3 M Na-asetat (pH 5.3)

Hazirlanmak istenen hacimde, 3 M olacak sekilde Na-asetat tartilir ve manyetik
karigtirict tlizerinde bir miktar saf suda ¢oOziiliir. Glasial asetik asit ile pH’si
ayarlanir ve saf su ile istenen hacme tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra oda

sicakliginda muhafaza edilir.

3.1.2.5. 10X TBE Tamponu (pH 8.0)

Bilesenler Miktar
Tris-baz 121,10 ¢
Borik asit 61,839
EDTA 5849

Distile su ile hacim 1000 ml ‘ye tamamlanarak Manyetik karistirici iizerinde
coziilerek ve otoklav yapilarak sterilize edilir. Kullanim konsantrasyonu olan 1

litre 0.5 X yapmak i¢in 50 ml 10X TBE alinarak tizerine 950 ml saf su ilave edilir.
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3.1.3. Kimyasallar

Caligmada kullanilan kimyasal malzemeler ile DNA modifiye edici enzimler
(DNA kesme enzimleri, RNaz, DNA ligaz, Alkalin fosfataz), taq DNA polimeraz
ve antibiyotikler ile diger kimyasal malzemeler Fermentas, AppliChem, Kogak
Farma, Merck, Difco, Oxoid ve eczanelerde satilan ticari preparatlardan satin

alinmustir.

3.2. Laboratuar Metotlar1

3.2.1. ermTR Geninin pUC18 Vektorii I¢erisine Klonlanmasi

3.2.1.1. ermTR geninin amplifikasyonu icin modifiye primerlerin dizayn

edilmesi

Dr. Giovanetti ve arkadaglar1 (2002) tarafindan c¢alisilmis ermTR igeren S.
pyogenes C1 susu Dog. Dr. Biilent BOZDOGAN’a gonderilmistir. S. pyogenes C1
susundan ermTR genini klonlamak amaciyla hem lider peptidli hemde lider peptidi

icermeyen fragmentleri ¢ogaltacak primerler dizayn edilmistir.

S. pyogenes C1 ’e ait ermTR geninin baz dizileri incelenerek metilaz geninin
amplifikasyonu i¢in uygun primer bolgeleri belirlenmistir. Dizi iizerindeki primer
bolgeleri Sekil 3.1.°de sar1 renk ile belirtilmistir. PCR iiriinliniin vektorlere
ligasyonunu kolaylastirmak amaci ile yapiskan ug agiga ¢ikacak sekilde Primer FI-
Forward ve Fll-Forward’in ucuna Pstl (5'-CTGCAG-3"), Primer Reverse’iin

ucuna Xbal endoniikleazina ait tanima dizileri (5'-TCTAGA-3") ilave edilmistir.



4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121

Sekil 3.1: Giovanetti ve arkadaslar1 2002 tarafindan gen bankasina génderilen FM162351 nolu ermTR sekansi. Sekilde FT ile ifade
edilen sekans bolgesi lider peptidli, FII ile gosterilen bolge ise lider peptidi igermeyen ermTR sekansidir. Dizayn edilen modifiye

primerler sar1 renk ile gosterilmistir. Mor renkli olarak belirtilen kisimlar Pstl restriksiyon enzim kesim bolgesini, Agik mavi ile

tcaattctatcaactcgtcccacgttgaagcagcaattctgatgacgtattgtggtttgg
acaaggaataataggagtcaaccacaacatgtagtggtttgagtacgaaaattgggtcaa

aaacaggctaaaaaataccgttttttgacccttttaa-aaatagggcatttgacagatgacat

ttgatgtttcggtattaaaaatccatagggtgaggtagattagcacagaactttattgaa
tagagaaattaaaagtgatataatcagttgcataaggaggagttaaatatgtgtacatgt
attgcagtagtagatattactttatctcatttataatgaaaaaaattaaaggaggtaaag
gtatgggtatgttttctatatttgttattgagagatttcattatcaaccaaaccaaaaat

aattggttataatgagctcttaagattagttcattaa-ataaccggcaaggagaaggttataa

tgaaacagaaaaacccgaaaaatacgcaaaatttcattacatctaaaaagcatgtaaagg
aaatattaaaatatacgaatatcaataaacaagataaaataatagaaattgggtcaggaa
aaggacattttaccaaggaacttgtggaaatgagtcaacgggtgaatgctatagagattyg
atgaaggtttatgtcatgccacgaaaaaagcagttgaaccttttcagaatataaaagtta
ttcatgaggatattttgaagtttagctttcctaaaaatacagactataaaatatttggta
atattccctacaatattagtactgatattgtaaaaaagattgcttttgatagtcaagcga
aatatagctaccttattgtagagaggggatttgctaaaaggttgcaaaatacccaacgag
ctttaggtttgctgttaatggtggaaatggatataaaaattcttaaaaaagtgccacgag
catattttcaccctaagcctaatgtagattctgtattgattgtacttgaaaggcataaac
catttattttaaagaaggactacaaaaagtatagatttttcgtttataaatgggtaaaca
gggaatatcatgttctttttactaaaaatcaattaagacaggtgctgaagcatgcgaatg
ttactgatcttgataaattatccaatgaacaatttttgtctgttttcaatagttacaaat

tatttcaataaattaaaaataattaagcgttctctaactttaagagaacgtetagattcttaatctta

ttacattgaaaaatgcattctattattttcaattattatgatataacataactatcattt
tacttatttgcatatttgcacgaaaatatagttatcgacgactattctgataatagcaac
taatatagtcaatgataactcaaaatttattgatatagtaggtatatgtgcaactaatta

belirtilen sekans bolgesi ise Xbal restriksiyon enzim kesim bolgesini gostermektedir.

795 be
Fll

1095 be
Fl
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Primerlerin uglarina ilave edilen endoniikleazlar, gen bdlgesi igerisinde tanima
bolgesine sahip olmamasi ve vektér DNA’lar iizerindeki ¢oklu klonlama
bolgesinde (MCS) kesim yapan enzimlerden olmalar1 gibi énemli unsurlar goz
oniinde bulundurularak segilmistir. Bu kriterler goz iiniinde bulundurularak dizayn
edilen ve ermTR geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizileri Sekil 3.2.’de

verilmistir.

Primer FI- Forward : 5’-AACTGOREBAAATAGGGCATTTGACAGATGACAT-3"

LYJ\_i_/\ _/
~

/ Cogaltilacak DNA bolgesi ile

Fazlalik Pstl hibritlenecek forward primer sinir dizileri

\fLV_I\/ —" N

Primer FIl- Forward : 5’-AABHGOMBATAACCGGCAAGGAGAAGGTTATA-3’

Cogaltilacak DNA bolgesi ile
hibritlenecek reverse primer sinir dizisi Fazlalik

N BamHlI
Ve — A ¢

Primer Reverse : 5°>-GCGTTCTCTAACTTTAAGAGAACGTCTAGATT-3"

Sekil 3.2: ermTR genini klonlamak amaciyla amplifikasyonda kullanilacak primer
dizileri.

3.2.1.2. Streptococcus pyogenes C1 susundan total DNA ekstraksiyonu

S. pyogenes C1 bakterisi %5 koyun kami agar iceren BHI Agar besiyerinde
anaerobik jarla 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek iiretilmistir. Uretilen bakteriden
InstaGene Matrix DNA izolasyon kiti ile total DNA izole edilmistir. Instagene
Matrix DNA izolasyon kiti i¢in uygulanan protokol asagida belirtildigi gibidir.
e Steril 1.5 ml’lik ependorf tiipii igerisine 1 ml steril suda, S. pyogenes C1
bakterisinden birkag koloni alinarak siispanse edilmistir.

e 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant atilmigtir.
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Pellet iizerine 200 pl InstaGene matrix kit soliisyonundan eklenerek pellet

siispanse edildikten sonra 56 °C ‘de 15-30 dk. inkiibe edilmistir.

10 saniye yiiksek hizda vortekslendikten sonra ependorf tiipii 100 °C ‘lik 1s1
blogunda veya su banyosunda 8 dk. bekletilmistir.

Tekrar 10 saniye yiiksek hizda vortekslenen ependorf tiipii, 12000 rpm’de 2-
3 dk. santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi olusan siipernatant DNA igerigi olarak PCR i¢in hazir hale

gelmistir. Amplifikasyon i¢in kullanildiktan sonra -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.1.3. PCR programlama ve PCR reaksiyonunun hazirlanmasi

Primerlerin kalip DNA’ya yapistig1 sicaklik (T,=Annealing Temperature), primer
uzunluklar1 dikkate alinarak her iki primer i¢in de ayr1 ayr1 hesaplanmustir.

Primerlerin T, degerleri Tn= 2(A+T) + 4(G+C) formiilii kullanarak
hesaplanmistir. Bu hesaplamaya gore Ty, degerleri (kalip iplige 6zgii olan alti ¢izili

diziler) Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Primerlerin Tm degerlerinin gosterilmesi.

Primer Ismi Primer Dizisi (5' - 3") Tm Degeri
FI-Forward AACTGCAGAAATAGGGCATTTGACAGATGACAT 68
Fll-Forward ~ AACTGCAGATAACCGGCAAGGAGAAGGTTATA 68
Reverse GCGTTCTCTAACTTTAAGAGAACGTCTAGATT 68

Bu durumda annealing (baglanma) sicakligi her iki primer i¢in de 60 °C alinmuistir
(Baglanma sicakligi hesaplanan T, degerinin asagisinda alinmaktadir). T
hesaplanirken her iki primerde de kalip DNA ile homoloji gosteren ve alt1 ¢izili
olarak verilen diziler hesaba katilmistir. Ciinkii diger dizilerin kalip DNA iizerinde

komplementeri olmadigindan birinci dongiide sarkik olarak kalacaklardir.
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Dolayisiyla tim baz dizileri dikkate alinarak Tp degerleri hesaplansaydi
primerlerin kalpp DNA’ya yapigmasi miimkiin olmazdi. Iste bundan dolayr Ty,
degerleri hesaplanirken bu diziler hesaba katilmamustir.

ermTR genini hem lider peptidli hemde lider peptidsiz olarak ¢ogaltmak igin
kullanilan  thermal cycler programi ¢izelge 3.2°de belirtildigi  gibi

gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2: ermTR geninin S. pyogenes Cl1 DNA’sindan ¢ogaltilmast igin

kullanilan Thermal Cycler programau.

Grup Numarasi Sicakliklar Siire Dongii Sayisi
1 94 °C 4 dk. 1
94 °C 45 sn.
2 60 °C 45 sn. 35
72°C 90 sn.
3 72°C 10 dk. 1
4 10°C © 1

PCR reaksiyonu miimkiin oldugu kadar steril sartlarda ve U.V. ile steril edilmis
steril hava kabininde, en son enzim ilave edilecek sekilde hazirlanmustir.
Reaksiyonda, standart tag DNA polimeraz enzimi kullanilmistir. ermTR geninin
amplifikasyonu i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu bilesenleri Tablo 3.3.°de
verilmistir.

PCR reaksiyonu, Cizelge 3.3 ‘de 1.5 ml’lik DNaz, RNaz free ependorf tiipiinde
hazirlanmig ve 50 ul’lik hacimlerde 0.2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alikotlanarak
daha oOnce programlanmigs olan thermal cycler cihazinin 6rnek bloguna

yerlestirilerek cihaz caligtirilmistir.
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Cizelge 3.3: ermTR geninin S. pyogenes C1 DNA’sindan ¢ogaltilmast igin

hazirlanan PCR reaksiyonu bilesenleri.

icerik Stok Alman Miktar Son
Konsantrasyon Konsantrasyon

Taq Buffer 10X 5ul 1X
MgCl, 25 mM 4 ul 2mM
dNTP 10 mM 1 ul 0.2mM
ermTRFI / ermTRFII 100 pmol/ul 0.2 ul 0.4 pmol
ermTRR 100 pmol/pl 0.2 ul 0.4 pmol
Taqg Polimeraz 50/ul 0.3 ul 0.03 U/ul
S. pyogenes C1
DNA’s1 2 ul -
Deionize steril su - 37.3 ul -
TOPLAM - 50 ul -

3.2.1.4. PCRiiriinlerinin elektroforezi

PCR programi tamamlandiktan sonra reaksiyon iirliniine 5:1 oraminda yiikleme
tamponu ilave edilmis ve hafifce pipetaj yapilarak homojenize hale getirilmistir.
Elde edilen karisim, markir DNA ile birlikte % 1’lik agaroz jelin kuyularina
dikkatli bir sekilde yiiklenmis ve 100 V’da 30 dakika siireyle elektroforeze tabi
tutulmustur. Pozitif amplifikasyon goriilen amplikonlar klonlama islemi i¢in -20

°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.5. pUC18 iceren Escherichia coli DHI10B susundan plazmit

ekstraksiyonu

E.coli’den, pUC18 plazmid DNA’st GeneJET™ Plazmid Miniprep Kit

(Fermentas) kullanilarak asagida belirtilen protokol uygulanarak elde edilmistir.
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e BHI broth besiyerinde 100 pg/ml iretilen pUCI18 iceren E.coli DH10B
bakterisi steril mikrosantrifiij tiipiine 1.5 ml aktarilmis ve 13000 rpm’de 5
dk. oda sicakliginda santrifiij yapilmustir.

e Siipernatant atilarak pellet {izerine 250 pl Resiispansiyon soliisyonundan
eklenmis ve homojenize hale getirilmistir.

e Uzerine 250 pul Lizis soliisyonundan eklenerek ependorf tiipii 4-5 kez alt iist
edilerek karigtirilmstir,

e Uzerine 350 ul Nétralizasyon soliisyonundan eklenmis ve ependorf tiipii 4-5
kez alt iist edilerek karistirildiktan sonra 13000 rpm’de 5 dk. oda
sicakliginda santrifiij edilmistir.

o Santrifiij sonrast hiicre yikintilar1 ve kromozomal DNA’y1 iceren pelletli
kisima dokunmadan, dikkatlice siipernatantli kisim pipet yardimiyla alinmig
ve kit ile verilen filtreli ependorfa aktarilmistir. 1 dk. 13000 rpm’de oda
sicakliginda santrifiij edilmistir.

o Koleksiyon tiipiinde biriken sivi kisim atilmig ve filtreli kisim {izerine 500
pl Yikama soliisyonu eklenerek 1 dk. 13000 rpm’de oda sicakliginda
santrifiij edilmistir. Bu islem bir kez daha tekrarlanmustir.

¢ Koleksiyon tiipiinde biriken si1v1 kisim atilarak filtreli ependorf bos olarak 1
dk. 13000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilmistir.

e Filtreli kisim yeni bir steril ependorf tiipii igerisine yerlestirilerek alkoliin
uzaklagmasi igin 37 °C’lik etiivde 5 dk. bekletilmis ve tizerine 50 pl Elution
sollisyonundan eklenip 2 dk. oda sicakliginda bekletildikten sonra, 13000
rpm’de 2 dk. santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonras1 filtreli kisim atilmis ve ependorf tiipii icerisinde biriken
saf plazmid DNA’s1 gelecek caligmalarda kullanilmak iizere -20 °C’de

saklanmigtir.

Cogaltilan ermTR amplikonunun klonlanmasi igin segilen pUC18 plazmid

vektoriiniin yapisi1 Sekil 3.3 ‘de gosterildigi gibidir.
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EcoRI
Sacl
Kpnl
Smal
BamHI
Xbal
Sall
Pstl
Sphl
HindIIl

Sekil 3.3: pUC18 plazmidinin yapisi (2686 bg).

pUCI18 plazmid vektoriinde ampisilin direng geni ve E. coli lac (laktoz)
operonundan B-galaktozidaz'in a-komplementini (amino-terminal pargasini)
kodlayan lacZ geni bulunmaktadir. Bu gen i¢ine ag¢ik okuma gercevesini (open
reading frame -ORF-) bozmayacak sekilde restriksiyon endoniikleaza ait tanima
dizileri yerlestirilerek olusturulan ‘¢oklu klonlama bdlgesi’ enzim aktivitesine
zarar vermez. Bu 6zelligi ile pUC18 vektorii f-galaktozidaz'in karboksiterminal
pargasint kodlayan konakg¢i E. coli hiicreleriyle birlikte kullanilir. Ayri ayri
olduklarinda aktivite géstermeyen bu iki parga bir araya geldiginde aktif bir enzim
olusturur. B-galaktozidaz, kromogenik ve laktoz analogu bir madde olan X-gal'i
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside) parcalayarak mavi renkli bir madde
olusumu saglandigindan, X-gal 'li plaklarda bu 6zellikteki bakteriler mavi renkli
goriiniirler. Coklu klonlama bdlgesi igine yapilan klonlamada B-galaktozidaz'in a-
komplementi sentezlenemedigi i¢in (gen inaktive edildiginden), ayni ortamda

rekombinant plazmiti tagiyan bakteriler beyaz renkli koloni olustururlar.
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3.2.1.6. pUC18 plazmidi ile klonlanacak lider peptidli (FI) ve lider peptidsiz

(FII) ermTR genlerini iceren amplikonlarin restriksiyonu

Izolasyonu yapilan pUC18 plazmid DNA’s1 ile restriksiyon kesim yerleri eklenmis
modifiye primerler ile ¢ogaltilan lider peptidi iceren (FI) ve icermeyen (FII)
ermTR geni amplikonlar1 Pstl ve BamHI endoniikleaz enzimleri ile kesilerek diiz
zincir (dogrusal) haline getirilmistir. ermTR genini ¢ogaltmak i¢in kullanilan
primerlere klonlamay1 daha kolay ve dogru yonde yapabilmek amaciyla eklenen
Pstl ve BamHI endoniikleazlar1 genom {izerinde sirasiyla 5-CTGCAG-3', 5'-
GGATCC-3' dizilerini taniyan ve DNA’y1 keserek yapiskan ug¢ olusturan
enzimlerdir. pUC18 plazmid DNA’sinin Pstl ve BamHI endoniikleazlari ile kesim
reaksiyonu bilesenleri Cizelge 3.4.de, FI ve FII fragmanlarmi igeren
amplikonlarin Pstl ve BamHI endoniikleazlar ile kesim reaksiyon bilesenleri ise
Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da verilmistir. Amplikonlarin her biri i¢in ayr1 bir

plazmid restriksiyon reaksiyonu kurulmustur.

Cizelge 3.4: pUC18 plazmid DNA’sinin Pstl ve BamHI endoniikleazlari ile kesim

reaksiyonu bilesenleri

Icerik Aliman Miktar
pUC18 plazmid DNA’s1 10 ul
Fast Digest Buffer 2 ul
Pstl 1 ul
Xbal 1 ul
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) 1 ul
Deionize Su Sul

TOPLAM 20 ul
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Pstl ve BamHI kesim uglarina sahip olacak pUCI8 vektorii, uglar uyumlu
olmadigi i¢in plazmidin kendi ic¢inde ligasyon yapmasi miimkiin olmasa da
reaksiyon sirasindaki olasi biitlin alternatiflerin dnlenmesi i¢in reaksiyona Calf

Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) eklenmis ve 5’ uglar1 defosforile edilmistir.

Cizelge 3.5: Lider peptidi iceren (FI) ermTR geni amplikonunun Pstl ve BamHI

endoniikleazlari ile kesim reaksiyonu bilesenleri

Icerik Aliman Miktar
Lider Peptidli (FI) ermTR geni amplikonu 10 pl
Fast Digest Buffer 2 ul
Pstl 1 ul
Xbal 1 ul
Deionize Su 6 ul
TOPLAM 20 ul

Cizelge 3.6: Lider peptidi icermeyen (FII) ermTR geni amplikonunun Pstl ve

BamHI endoniikleazlari ile kesim reaksiyonu bilesenleri

icerik Alinan Miktar
Lider Peptidsiz (FIl) ermTR geni amplikonu 10 pl
Fast Digest Buffer 2 ul
Pstl 1 ul
Xbal 1 ul
Deionize Su 6 ul

TOPLAM 20 pl
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Cizelge 3.4, 3.5 ve 3.6 ‘da belirtilen kesim reaksiyonlar1 37 °C’de yaklagik 30
dakika inkiibe edildikten sonra 5’er pl’leri alinarak DNA markiri ile %1 w/v’lik
agaroz jelde incelenmistir. Geriye kalan reaksiyon {iriinleri presipitasyon ile
saflagtirilmistir.  Presipitasyon reaksiyonu ig¢in asagida belirtilen protokol

uygulanmstir.

e Geriye kalan 15 pl’lik restriksiyon iriinii iizerine 85 pl steril distile su
eklenerek hacim 100 pl’ye ¢ikarilmistir.

e 100 pl’lik restriksiyon {iriinii iceren hacim icerisine hacim/hacim olacak
sekilde yani 100 pl Fenol:Kloroform:izoamilalkol (24:25:1) eklenmis ve
karigtirildiktan sonra, 13000 rpm’de +4 °C’de 5 dk. santrifiij edilmistir.

o Santriflij sonrasi olusan iist seffaf faz yeni bir ependor igerisine dikkatlice
alimir. Bu asamada klonlanmak istenen amplikonun restriksiyon
reaksiyonundaki iist faz ile klonlanacagi vektore ait iist faz birlestirilmistir.

e Uzerine 1/10 hacimde 20 pl 3 M Na Asetat (pH:5.2) eklenip karistirildiktan
sonra, ayni hacimde 220 pl %100’liik isopropanol eklenip karistirilmis ve
20 dk. -20 °C’de bekletilmistir. Inkiibasyon sonras1 13000 rpm’de +4 °C’de
20-30 dk. santrifiij edilmistir.

o Dikkatli bir sekilte iist sivi atilarak pellet iizerine 300 pl %70’lik etanol
eklenmis ve 13000 rpm’de +4 “C’de 5 dk. santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonrasi1 iist sivi atilarak pellet kuruduktan sonra ligasyon

reaksiyonu igin 17 pl steril distile suda ¢oziilmiistiir.

3.2.1.7. pUC18 plazmidi ile klonlanacak lider peptidli (FI) ve lider peptidsiz

(FII) ermTR genlerini iceren amplikonlarin ligasyonu

Ligasyona hazir hale getirilen ve presipitasyon asamasinda birlestirilmis pUC18
vektorii ile amplikonlar i¢in uygulanan ligasyon reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.7

ve Cizelge 3.8’de gosterilmistir.



64

Cizelge 3.7: Restriksiyonlar1 yapilmis ve presipitasyon asamasinda birlestirlmis
Lider peptidi igeren (FI) ermTR geni amplikonu ile pUC18 vektdrii i¢in

ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Icerik Alnan Miktar
Lider Peptidli (FI) ermTR geni + pUC18 plazmidi 17 ul
T4 DNA Ligaz Buffer 2 ul
T4 DNA Ligaz 1 ul
TOPLAM 20 ul

Lider peptidi igeren (FI) ermTR geni amplikonu ile pUCI8 vektorii i¢in igin
uygulanan ligasyon reaksiyon islemi ayni sekilde lider peptidi icermeyen (FII) ile

pUCI18 vektori karigimi igin de Cizelge 3.8’de belirtildigi sekilde uygulanmustir.

Cizelge 3.8: Lider peptidi icermeyen (FII) ermTR geni amplikonu ile pUC18

vektorii icin ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Icerik Almman Miktar
Lider Peptidsiz (FIl) ermTR geni + pUC18 plazmidi 17 pl
T4 DNA Ligaz Buffer 2ul
T4 DNA Ligaz 1 ul
TOPLAM 20 ul

Elde edilen ligasyon reaksiyonlar1 16 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Daha sonra
ligasyon iriinleri i¢in daha oOnce agiklandigi sekilde presipitasyon islemi
uygulanarak enzim ve diger kimyasallar gibi inhibitorlerden armdirtlmistir. Son
olarak ligasyon karisimi E. coli DH10B bakterisine transferde kullanilmak tizere
10 pl steril distile su ile sulandirilmig ve transformasyona kadar -20 °C’de

saklanmigtir.
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3.2.1.8. Elektrokompetan E. coli DH10B hiicrelerinin hazirlanmasi

Kompetan bakteri olusturmada kullamilan E. coli DH10B bakterisi, asagida
belirtilen protokol uygulanarak kompetan hale getirilmis ve ligasyon reaksiyon
tiriinii ile elektrotransformasyonda kullanilmak {izere hazir hale getirilmistir. E.
coli DHI0B bakterisinden kompetan hiicre eldesi asagida belirtildigi sekilde
gergeklestirilmistir.

e E. coli DHI0B ekilmis plaktan tek bir koloni alinarak 5 ml BHI (Brain-
Heart Infusion) broth besiyerine inokiile edilerek 37 °C’de gecelik kiiltiire
birakilmustir.

e Ertesi giin 50 ml BHI broth igeren tiipe, 1 ml gecelik kiiltiirden inokiile
edilmis ve 37 "C’de yaklasik 3 saat inkiibe edilerek OD600 ‘deki absorbans
degeri OD 0.6-0.8 oluncaya kadar inkiibe edilmistir (sonraki tiim islemler
soguk zincirde siirdiiriildii).

e Absorbansi 0.6-0.8¢e erisen 50 ml bakteri kiiltiiriinii igeren tiip 5000 rpm’de
10 dakika +4 °C’de santrifiij edilmistir.

e Ust sivi uzaklastirlarak pellete 10 ml soguk steril distile su eklenerek
homojenize edilmis ve +4 °C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek tist
sivi atilarak, pellet iizerine tekrar 10 ml steril soguk distile su eklenip +4
°C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

e Ust s1v1 uzaklastirilarak 10 ml soguk %10 gliserol iceren steril distile sudan
eklenmis, karistirlldiktan sonra +4 °C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij
sonrasi Uist s1v1 atilmuistir.

e Uzerine tekrar 10 ml soguk %10 gliserol igeren steril distile sudan eklenerek
karigtinnlmis ve +4 °C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiyj edilip, iist sivi
atilmistir.

o Pellet iizerine %10 gliserol igeren steril distile sudan 1 ml eklendikten sonra
hafif pipetaj ile homojenize hale gelen hiicreler, 100 ul’lik boliimlere
ayrilarak kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.
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3.2.1.9. Ampisilin-Xgal-IPTG secici besiyerinin hazirlanmasi

Plaklarda rekombinantlarmn tespiti i¢in mavi-beyaz koloni sec¢imine dayal
besiyerinin hazirlanmasi igin gerekli olan plak sayisina yetecek kadar besiyeri
tartilip hazirlanarak otoklavlanmistir. Besiyeri igerisine pUC18 vektoriinde yer
alan ampisilin direnci ile ayrim i¢in 100 pg/ml olacak sekilde ampisilin ilave
edilmistir. lacZ geninin insert alip almamasina gore mavi-beyaz renk olusturmasi
ozelligi i¢in ortama %2’lik X-gal ’den 2.5 pl/ml ve IPTG’den 5 pl/ml olacak
sekilde ilave edilip besiyeri sisesi iyice karistirildiktan sonra petrilere 20 ‘ser ml

olarak dagitilmistir.

3.2.1.10. Ligasyon iiriinlerinin elektrotransformasyonu

Lider peptidli (FI) ve lider peptidsiz (FII) ermTR genini tasiyan amplikonlarla ayri
ayr1 ligasyonu yapilan pUCI8 vektoriinden 10 ul, hazirlanan E. coli DH10B
kompetan hiicrelerinden ise 100 pl almarak aymi tiipte birlestirilmis ve

elektrotransformasyon kiivetine alinmustir (Sekil 3.4).

Kompetan hiicre
ve ligasyon iiriini
karigimi

Sekil 3.4: Kompetan hiicreler ile ligasyon iiriinlerinin transformasyon kiivetine
aktarilmasi. 10 pl ligasyon tirtinii ile 100 pl kompetan hiicreyi igeren
karistim 0.2 mm ¢apli elektrotransformasyon kiiveti igerisine okla

gosterildigi yere gelecek sekilde aktarilmistir.
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Daha sonra elektrotransformasyon kiiveti Sekil 3.5 ’te gosterilen elektroporator
cihazina (Cellject Duo - Thermo) yerlestirilmis ve kapasitanst 15 uF’e, reziztans

335Q’a ve voltaj 2.5 KV’a getirilip elektrik soku verilmistir.

Sekil 3.5: Elektroporator cihazi.

Elektrik sokundan hemen sonra cihazdan alinan kiivet igerisine 1 ml BHI broth
eklenerek steril bir ependorf tiipii igerisinde 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi her bir transformasyon igin segici Ampisilin-
Xgal-IPTG igeren besiyerine 50 ve 200 ‘er ul’lik hacimler halinde yayma ekim
yapilmigtir. Ertesi gilin segici besiyeri iizerinde iireyen mavi-beyaz koloniler

degerlendirmeye alinmigtir.

3.2.1.11. insert alan rekombinan plazmidleri iceren kolonilerin secimi ve

dogrulanmasi

Normalde pUCI18 plazmidini barindiran E. coli'ler, ampisilin-Xgal-IPTG igeren
besiyerinde ireyerek mavi koloni olustururlar. Bu klonlama plazmitinde
restriksiyon kesim bolgeleri lacZ gen bolgesi iizerindedir ve hedef DNA
fragmaninin bu bolgeye eklenmesi enzimin transkripsiyonunu durduracagindan,

bu durumda E.coli kolonileri beyaz renkte olacaktir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6: Plaklarin incelenmesi. A-) Hi¢ vektor icermeyen bakteriler segici

besiyerinde iireyememistir. B-) Yalnizca vektorii igeren bakteriler
secici besiyerinde mavi renkli koloniler olustururlar. C-) insertli
vektorii iceren bakteriler segici besiyerinde beyaz renkli koloniler

seklinde iiremislerdir.

Beyaz kolonilerden plazmid ekstraksiyonu igin segilmis ve 100 pg/ml ampisilin
iceren BHI broth besiyerinde 37 °C’de inkiibe edilerek gelistirilmistir. Tiipte
iireyen transformantlardan daha 6nce belirtildigi sekilde plazmid ekstraksiyonu
yapilmustir. Plazmid pUCI18 vektorii igerisine klonlamak i¢in kullandigimiz Pstl
ve Xbal enzimleriyle Kesilerek, elektroforezi yapilmis ve plazmid ile insert
incelenmistir.

Ayrica ermTRFI, ermTRFIl (Forward) ve ermTRR (Reverse) primerleri
kullanilarak pUC18 igerisindeki insert PCR ile ¢ogaltilmaya ¢alisilmigtir. PCR igin
0.2 ul‘lik tiiplere 30 pl dagitilacak sekilde PCR miksi hazirlanip dagitilmistir. Her
tiip icerisine beyaz kolonilerden bir tanesi petri iizerinde yeri numaralandirilarak
almmis ve tlipte homojenize edilmistir. PCR sonras1 amplikonlar % 1°lik agaroz
jelde yuriitiilmiis ve amplikon biiyiikliikleri degerlendirilmistir.

Simdiye kadar gergeklestirilen tiim islemler sekil 3.7 *da dzetlenmistir.



S. pyogenes C1 susundan .
Total DNA ekstraksiyonu — 5 PCR o Restriksiyon

Presipitasyon
Ligasyon
Presipitasyon
E. coliDH10B ‘ye E. coliDH10B ‘ye
aktarilms Transformasyon aktarilmis
pUC18 + FII pUC18 + FI
1saat37°C

Ampisilin, X-gal, IPTG A.mpisilin, X-gal, IPTG
igeren Secici besiyeri Iceren Secici besiyeri

Sekil 3.7: Lider peptidi iceren (FI) ve icermeyen (FII) ermTR genlerinin pUC18 plazmidine klonlanmasi.
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3.2.2. pUCI18 icinde insert Tasiyan Rekombinan Plazmidlerin pJIM2246

ile Fiizyonu

pUCI18 yalnizca Gram negatif bakterilerde c¢ogalabilecegi i¢cin Gram pozitif
bakterilerde ermTR geninin ekspresyonu i¢in yeterli degildir. Bu nedenle FI ve FlI
fragmanini tagiyan pUC18 plazmidi, pJIM2246 plazmidi ile flizyonu yapilmistir
Yapisi sekil 3.8 *de gosterildigi gibidir.

Xbal
Xhol
Sacl
EcoRI
BssHII
Gsul
Spel
BamHI
Smal
Pstl
EcoRV
Sall

EcoRI ori G’(—)

ori Gr(+)

Sekil 3.8: pJIM2246 plazmidinin temsili yapisi. Coklu klonlama bdlgesine
yerlestirilen insert cat (kloramfenikol asetil transferaz) promotdorii

altinda ifade edilmektedir.

pJIM2246 plazmidi, hem E. coli ’de hemde gram pozitif bakteriler olan
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ve Streptococcus pyogenes ’de
¢ogalabilen bir plazmidtir. Fiizyonu gerceklestirmek amaciyla ermTR genini
klonladigimiz pUC18 vektori ile pJIM2246 vektorii igin restriksiyon, ligasyon ve

transformasyon iglemleri uygulanmistir.
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3.2.2.1. pUC18 icinde insert tasiyan rekombinan plazmidlerin ve pJIM2246

plazmidinin restriksiyonu

Lider Peptidli (FI) ve lider peptidi igermeyen (FII) ermTR genini ayr ayr igeren
pUCI18 vektortii ile fiizyonu yapilacak olan pJIM2246 mekik (shuttle) vektoriiniin
kesim reaksiyonlar1 Cizelge 3.9, ve 3.10 ‘da belirtildigi sekilde gergeklestirilerek
37 °C’de yaklasik 30 dakika inkiibe edilmislerdir. Insert tasiyan herbir rekombinan
pUCI18 plazmidi i¢in ayr1 bir pJIM2246 vektorii restriksiyona birakilmistir.
Reaksiyon kurulurken yapiskan uglarin kendi icinde ligasyon yapmasini ve
reaksiyon sirasindaki olasi biitiin alternatiflerin onlenmesi i¢in reaksiyona alkalen
fosfataz (CIAP) eklenmis ve 5” uglar1 defosforile edilmistir.

Sekil 3.9 “de restriksiyon islemi sematize edilerek gosterilmistir.

Cizelge 3.9: Icinde insert tastyan pUC18 plazmid DNA’larinin  EcoRI

endontikleazi ile kesim reaksiyonu bilesenleri

Icerik Alman Miktar
Insert igeren pUC18 plazmid DNA’s1 10 ul

Fast Digest Buffer 2 ul

EcoRlI 1 pl

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) 1 ul

Deionize Su 6 ul

TOPLAM 20 pl
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Cizelge 3.10: Fiizyon yapilacak olan pJIM2246 plazmid DNA ‘smin EcoRI

endoniikleazi ile kesim reaksiyonu bilesenleri

Icerik Alnan Miktar
pJIM2246 plazmid DNA’s1 10 pl

Fast Digest Buffer 2 ul

EcoRl 1 ul

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) 1 ul

Deionize Su 6 ul

TOPLAM 20 ul

Vektorler kesildikten sonra 5’er pl’leri alinarak DNA markirt ile %1 w/v’lik
agaroz jelde incelenmistir. Geriye kalan reaksiyon {iriinleri presipitasyon ile
saflastirilmigtir.  Presipitasyon reaksiyonu daha oOnce belirtilen protokol

uygulanarak gerceklestirilmistir.

FI/FlI cat
.»/_——7
~
EcoRI EcoRl Gram +
pUC18 + FI/FII pJIM2246
EcoRI ECOR[
D

bla

Gram -

Sekil 3.9: Insert tasiyan pUC18 plazmidi ve fiizyon yapilacak olan pJIM2246

plazmidinin EcoRl ile restriksiyonunun sematize gosterilmesi.
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3.2.2.2. Fiizyon plazmidlerinin ligasyonu

Alkol presipitasyonu sirasinda fenol agamasinda iist fazlarin ayni ependorf tiipii
icerisinde birlestirilerek karistirilan restriksiyon Triinleri T4 ligaz enzimi ile
Cizelge 3.11 ‘de belirtildigi miktarlarda bilesenler kullanilarak ligasyon
yapilmistir. Lider peptidi igeren ve icermeyen ermTR geni icin hazirlanan,

pJIM2246 vektorii ile fiizyon iglemleri her biri i¢in ayr1 ayr1 yapilmstir.

Cizelge 3.11: Insert iceren pUC18 vektorii icin ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Icerik Alinan Miktar
Insert iceren (FI ve/veya FII) pUCI18 plazmidi 17 pl
T4 DNA Ligaz Buffer 2ul
T4 DNA Ligaz 1 ul
TOPLAM 20 pul

Hazirlanan reaksiyonlar 16 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Daha sonra ligasyon
tirtinleri igin daha once agiklandig1 sekilde presipitasyon islemi uygulanarak enzim
ve diger kimyasallar gibi inhibitdrlerden arindirlmistir. Son olarak ligasyon
karisimi E. coli DH10B bakterisine transferde kullanilmak tizere 10 ul steril distile

su ile sulandirilmis ve transformasyona kadar -20 °C’de saklanmistir.

3.2.2.3. Fiizyon plazmidlerinin elektrotransformasyonu

Icinde insert tagtyan rekombinan pUCI18 ile filizyon icin ligasyonu
gerceklestirilmis vektorleri elektrotransformasyon E. coli DH10B kompetan
hiicrelerine aktarilmistir. Bu islem i¢in ligasyonu yapilmis fiizyon plazmidlerinden
10 pl, kompetan hiicrelerden ise 100 pl alinmis ve -elektrotransformasyon

kiivetinde birlestirilmiglerdir.
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Elektroporator cihazina (Cellject Duo - Thermo) yerlestirilen kiivet, cihazin
kapasitans1 15 pF’e, reziztans 335Q’a ve voltaj 2.5 KV’a getirilmesiyle elektrik
soku verilmistir. Elektrik sokundan hemen sonra cihazdan alinan kiivet igerisine 1
ml BHI broth eklenerek steril bir ependorf tiipii icerisinde 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi her bir transformasyon igin segici
ampisilin (100 pg/ml) ve kloramfenikol (10 pg/ml) iceren BHI agar besiyerine 50
ve 200 ‘er pl’lik hacimler halinde yayma ekim yapilmistir. Ertesi giin segici

besiyeri lizerinde iireyen koloniler secilerek degerlendirmeye alinmustir.

3.2.2.4. Fiizyon plazmidini iceren kolonilerin secimi

Ampsilin (100 pg/ml) ve kloramfenikol (10 pg/ml) iceren BHI agar besiyerinde
iireyen kolonilerden secilmis ve bu antibiyotikleri iceren BHI broth besiyerinde 37
°C’de inkiibe edilerek gelistirilmistir. Tiipte {ireyen transformantlardan daha 6nce
belirtildigi sekilde plazmid ekstraksiyonu yapilmistir. Plazmidlerin flizyonu igin
kullanilan EcoRI enzimiyle Kkesilerek, elektroforezi yapilmis ve plazmidler ayri
ayr1 incelenmistir. Restriksiyon sonrasi elektroforez goriintiisiinde insert igeren
Rekombinan pUCI18 ve pJIM2246 biiyiikliiklerine bakilarak jel {izerinde ayri ayri
goriildiigiinde istenilen dogrulukta olduklarma karar verilmistir. Dogrulanmasi
yapilan plazmidleri igeren bakteriler {iretilip ileri ¢calismalarda kullanilmak tizere -
20 °C ’de stoklanmugtir.

Bu asamaya kadar fiizyon plazmidini olusturmak igin gergeklestirilen restriksiyon,
ligasyon, transformasyon ve secici besiyerinden kolonilerin se¢imine dayali

basamaklarin tiimii sekil 3.10 ‘da 6zetlendigi sekilde gergeklestirilmistir.
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E. coliDH10B ‘ye Plazm.id
aktarilmis ekstraksiyonu > Restriksiyon
pUC18 + FI/FII

/ EcoRI \

pUC18 + FI / F1I pJIM2246

Presipitasyon
v
E. coliDH10B ‘ye aktarilmsg ligasyon
pUC18 + FI /FII + pJIM2246
Presipitasyon
Plazmid ekstraksiyonu yoluyla T r anSf orm asyon
dogrulama
\L 1saat37 °C
100 pg/ml Ampisilin

10 pg/ml Kloramfenikol
iceren BHI Agar

Sekil 3.10: Fiizyon plazmidi olusturma basamaklari.

3.2.3. ermTR Genini ig:eren Fiizyon Plazmidlerinin E. coli DB10, E. faecalis
JH2-2, S. aureus RN4220 ve S. pyogenes NZ131 Bakterilerine

Aktarilmasi

E. coli DH10B, ermTR geninin izogenik kosullarda etkisinin gzlemlenebilmesi
icin yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle regiilator bdlgesi olan ve regiilatdr bolgesi
olmayan ermTR genini igeren pUCI18 plazmidi ile fizyonu gerceklestirilmis
pJIM2246 plazmidleri eritromisin ve klindamisine hassas E. coli DB10, E. faecalis
JH2-2, S. aureus RN4220 ve S. pyogenes NZI131‘e aktarilarak etkisi
gbzlemlenmistir.

E. coli DB10, E. faecalis JH2-2, S. aureus RN4220 ve S. pyogenes NZ131

bakterileri i¢in kompetan hiicre eldesi daha dnce belirtildigi gerg¢eklestirilmistir.
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ermTR genini iceren fiizyon plazmidlerinin elektrotransformasyon yoluyla
aktarimlar1 i¢in elektroporator cihazina kapasitans 15 pF’e, reziztans 335Q’a ve
voltaj 2.5 KV’a ayarlanarak elektrik soku verilmistir. Elektrik sokundan hemen
sonra cihazdan alinan kiivet icerisine 1 ml BHI broth eklenerek steril bir ependorf
tiipii icerisinde 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonrasi her bir farkli bakteri transformasyonu igin segici besiyeri
hazirlanmigtir. E. coli DB10 i¢in ampisilin (100 pg/ml) ve kloramfenikol (10
pg/ml) iceren BHI agar besiyerine 50 ve 200 ‘er pl’lik hacimler halinde yayma
ekim yapilmustir. E. faecalis JH2-2 ve S. aureus RN4220 i¢in kloramfenikol (10
pg/ml) iceren BHI agar besiyerine ekim yapilmistir. S. pyogenes NZ131 i¢in ise
kloramfenikol (10 pg/ml) iceren %5 koyun kanli BHI agar besiyerine ekim

yapilarak transformantlarin se¢imi gerceklestirilmistir.

3.2.4. MiK (Minimal inhibisyon Konsantrasyonu) Degerlerinin Belirlenmesi

Bir mikroorganizmanin gdzle goriilebilir olarak iiremesinin inhibe oldugu en
diisiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonu MIK olarak belirlenir. Antimikrobiyal
ajanlarm  MIK  degerlerinin  tespit edilmesi igin diliisyon ydntemleri
kullanilmaktadir. Diliisyon testlerinde, antimikrobiyal ajanin diliisyonlarini igeren
mikroplak kuyucuklarinda ya da agar ylizeyinde liremenin gozle goriilebilir olmasi
temel alinir. Bu tez calismasinda MIK degerlerinin tespiti i¢in mikrodiliisyon MIK
yontemi uygulanmigtir.

Regiilator bolgesi olan ve regiilator bolgesi olamayan ermTR geniyle transforme
edilen E. coli DB10, E. faecalis JH2-2, S. aureus RN4220 ve S. pyogenes NZ131
bakterileri MIK degerlerinin belirlenmesi icin ele alinacaktir. Tiim MIiK
konsantrsyonlart i¢in indiiksiyonlu veya indiiksiyonsuz olarak 0.5 pg/ml
eritromisin ve klindamisin 6lgiilerek kullamlnustir. MiK degerleri eritromisin, ve
klindamisin i¢in belirlenmistir. Regiilator bolgenin indiiksiyon yapist i¢in oldugu
kadar regiilatorsiiz bdlge bulunan transformanlar iginde indiikleyici olarak

klindamisin ve eritromisin kullanmilmis, MiK degerleri regiilator bolge bulunan ve
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bulunmayan ermTR geni ile transforme olmus E. coli DB10, E. faecalis JH2-2, S.
aureus RN4220 ve S. pyogenes NZ131 suslar igin belirlenmistir.

CLSI onerileri dogrultusunda 24 saatlik bakteri kiiltiiriindeki kolonilerden 0.5
McFarland bulanikligina esit olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanip son
inokiilim konsantrasyonu 5x10° cfu/ml olacak sekilde, 1/100 oraninda
sulandirlmstir. S. pyogenes NZ131 i¢in tiim islemler % 3 at kanmi1 (Horse blood
Laked-Sigma) igeren MH broth igerisinde gergeklestirilmistir. Steril U tabanli
plaklara 50 ul Mueller-Hinton siv1 besiyeri konmustur. ilk kuyucuga 256 pg/ml
antibiyotik igeren ¢ozeltiden 50 pl konulup, antibiyotiklerin konsantrasyonlari
128-0.06 pg/ml olacak sekilde seri sulandirimlar1 yapilmistir. Fiizyon plazmidini
iceren her bir transformant icin MIK &l¢iim mikroplagi hazirlanirken bir seride
klindamisin, ikinci seride eritromisin ve tglincii seride ise her bir kuyucuga 0.5
pg/ml eritromisin ilave edilmis klindamisin igeren antibiyotik diliisyonu
hazirlanmistir. Daha sonra antibiyotik igeren kuyucuklara 5 pul bakteri
stispansiyonu eklenip 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis ve gozle tireme goriilmeyen
en diisiik antibiyotik konsantrasyonlar1 MiK olarak saptanmistir. Tiim testlerde

ilgili referans bakteri kontrol susu olarak kullanilmigtir.

3.2.5. Eritromisin — Klindamisin Cift Disk Testi

Eritromisin (15ug) ve klindamisin (2pug) diskleri % 5 koyun kani igeren Mueller-
Hinton Agarda birbirinden 15-20 mm uzakliga yerlestirilerek fenotipik 6zellikleri
arastirilmistir. Inkiibasyondan sonra klindamisin zonunda kiitlesme gériilmeyen
mikroorganizmalar klindamisine duyarli, klindamisin diskinin eritromisin diskine
bakan kenarindaki zonda bir kiitlesme olmasi ‘‘D’’ zonu olarak, yani
indiiklenebilir (IMLSB) klindamisin direnci gosterir olarak tanimlanmustir. Sadece
eritromisin direngli, klindamisin hassas ve klindamisin zonunun eritromisin
yoniinde kiitlesme yoksa M fenotipi, hem eritromisin hem de klindamisin direngli

olanlar konstitiitif (KMLSB) fenotip olarak tanimlanmustir.
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4. BULGULAR

41. S. pyogenes C1 Susundan Total DNA Ekstraksiyonu ve

Klonlanacak ermTR Fragmanlarinin Cogaltilmasi

S. pyogenes C1 susundan hedeflenen bolgelerin ¢ogaltilmasi igin InstaGene Matrix
total DNA ekstraksiyon kiti ile yapilan DNA ekstraksiyonu sonrasi istenilen

bolgelerin amplifikasyonu i¢in modifiye primerlerle PCR islemi uygulanmustir.

Bu amagla kullanilan kendi dizayn ettigimiz ermTRFI ile ermTRR primerleri
ermTR genini regiilator bolgeyi de igerecek sekilde, ermTRFII ile ermTRR
primerleri ise ermTR genini regiilator bolgesi olmadan ¢ogaltmak igin
kullanilmigtir. Regiilator bolgeyi iceren (FI) ermTR geni sekanst 1120 be,
regiilator bolgeyi icermeyen (FII) ermTR geni sekansi ise 810 bg ‘lik uzunluktadir.

PCR kosullar1 olarak thermal cycler cihazina baslangi¢ ayrilmast 94 °C ‘de 4 dk,
ayrilma 94 ° C ‘de 45 sn, baglanma 60 °C ‘de 45 sn, uzama 72 ° C’de 90 sn ve son
uzama ise 72 °C ‘de 10 dk olarak kurulmus ve 35 dongii gerceklestirilmistir.

PCR i¢in 0.2 ml‘lik tiiplere 50 pl dagitilacak sekilde PCR miksi hazirlanmis ve S.
pyogenes C1 susunun total DNA ‘s1 ile yukarda belirtilen kosullarda
amplifikasyon gerceklestirilmistir. Lider peptidi iceren (FI) ve lider peptidi
icermeyen (FII) ermTR geninin PCR ile ¢ogaltilmasindan sonra elde edilen

elektroforez goriintiisii Sekil 4.1 ‘de gdsterilmistir.
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1095 b¢
795 b¢

Sekil 4.1: ermTR geninin regiilatér bolgeyi igeren (FI) ve icermeyen (FII)

kisminin PCR ile ¢ogaltilmasindan sonraki elektroforez goriintiisii.

Sekil 4.1 ‘de goriildiigii gibi regiilatdr bolgeyi iceren (FI) fragmani 1095 bg ve
regiilator bolgeyi icermeyen (FII) fragmani ise 795 bg biiyiikliigiinde ¢ogaltilmis

ve pUCI18 vektoriine klonlanmaya hazir hale gelmistir.

4.2. Cogaltilan ermTR Fragmanlarimn pUC18 Vektoriine Ligasyonu

ve Elektrotransformasyonu

Her iki fragmani ¢ogaltmak i¢in dizayn edilen primerlere dogru ve kolay sekilde
klonlamay1 saglamak i¢in forward primerlerine Pstl ve reverse primerlerine ise
Xbal restriksiyon enzimlerinin taniyacagi kesim bolgeleri eklenmistir.
Fragmanlarin klonlanacagi pUCI18 vektorii de ayni enzimlerle kesilmis ve

yapiskan uglarin olusturulmasiyla ligasyon islemi uygulanmstir (Sekil 4.2).



FI .
pUC18 pUCIS Fll

Sekil 4.2: Regiilator bolgeyi iceren (FI) ermTR geni fragmana ile regiilatér bolgeyi
icermeyen (FII) ermTR geni fragmami ayr1 ayr1 pUCI8 vektori ile
ligasyonu yapilmistir.

Her bir ermTR geni fragman1 (FI ve FII) ayr1 ayr1 pUC18 vektorii ile ligasyona
tabi tutulmus ve sonrasinda elektrotransformasyon yoluyla E. coli DH10B

bakterisine transforme edilmistir.

4.3. Tnserti Alan Kolonilerin Se¢imi ve Dogrulanmasi

Transformasyon sonrasi istenilen insertleri iceren rekombinan plazmidlerin
bulundugu koloniler ampisilin-Xgal-IPTG igeren segici besiyerinde mavi beyaz
koloni ayrimu teknigi ile seg¢ilmislerdir. Segici ortamda ampisilin konsantrasyonu
100 pg/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Buna gore hi¢ vektor icermeyen bakteriler
secici besiyerinde {ireyememistir. Yalnizca vektorii igeren bakteriler segici
besiyerinde mavi renkli koloniler olusturmus, insertli vektorii iceren bakteriler

secici besiyerinde beyaz renkli koloniler seklinde {iremislerdir (Sekil 4.3).
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Insert almamus Insert almig

Sekil 4.3: Ampisilin-Xgal-IPTG igeren segici besiyerinde mavi beyaz koloni

ayrimi.

Ampisilin-Xgal-IPTG igeren segici besiyerinde iireyen beyaz kolonilerden
secilmis ve plazmid ekstraksiyonu i¢in 100 pg/ml ampisilin igeren 2 ml BHI broth
besiyerine ekilerek 37 “C’de inkiibe edilmistir. Tiipte gelisen hiicrelerden daha
once belirtildigi sekilde plazmid ekstraksiyonu yapilmistir. Rekombinan plazmid
Pstl ve Xbal restriksiyon enzimleriyle kesilip, elektroforezi yapilarak plazmid ve

insert incelenmistir (Sekil 4.4).

M pUC18 FI Fll

11500
5077
2838
1700

1159
1095

Wil

Sekil 4.4: pUCI18 igerisine klonlanmis ermTR fragmanlarinin restriksiyon analizi
ile gosterilmesi. M ile gosterilen kisim lambda-Pstl markiridir. pUCI18
ile isimlendirilmis kisimda insert icermeyen vektor, FI ile gosterilen
kisim pUCI18 vektorii igerisinde regiilator bolgeyi igeren fragmani, FII
ile gosterilen kisimda ise pUC18 vektorii igerisinde regiilatér bolgeyi
icermeyen fragmani gostermektedir.
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Sekil 4.4 ‘de goriildiigii gibi pUCI18 vektorii igerisine klonlamak amaciyla
kullanilan enzimlerle, plazmid ekstraksiyonu sonrasi kesim yapilmis ve insert ile
plazmid agiga cikartilarak dogrulama yoluna gidilmistir. FI ile gosterilen kisimda
tam beklenildigi gibi 1095 bg¢’lik bir insert, FII ile gdsterilen kisimda ise 795 bg
‘lik bir insert oldugu goriilmiistiir. pUCI18 ile gosterilen ksimda ise linear hale

gelmis yaklasik 2.7 kb ‘lik vektor goriilmistiir.

Ayrica ermTRFI, ermTRFII (Forward) ve ermTRR (Reverse) primerleri
kullanilarak pUC18 igerisindeki insert PCR yoluyla ¢ogaltilmis ve rekombinan
plazmidi igeren koloninin dogrulugu teyit edilmistir. Plazmidin restriksiyon
yoluyla dogrulanmasi i¢in secilen koloni ekilmis ve iiredikten sonar InstaGene
Matrix DNA izolasyon kiti ile DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra dizayn
ettigimiz primerlere ile PCR reaksiyonu kurulmustur. PCR sonrasi elektroforezde
beklenen biiyiikliikte goriilen bant klonlamanin konfirmasyonunu saglamistir

(Sekil 4.5).

FI fragmani
FII fragmamn

Sekil 4.5: pUCI18 vektorii igerisine klonlanmis FI ve FII fragmanlarinin PCR ile
cogaltilmasi.
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44, pUC18 Iicinde 1Insert Tasiyan Rekombinan Plazmidlerin
pJIM2246 ile Fiizyonu

pUC18 vektorii yalnmizca Gram negatif bakterilerde c¢ogalabilecegi igin Gram
pozitif bakterilerde ermTR genlerinin ekspresyonu i¢in yeterli degildir. Bu nedenle
FI ve FIlI fragmanlarii tasiyan pUCI18 plazmidleri, pJIM2246 plazmidi ile
fiizyonu yapilmistir. pJIM2246 plazmidinin secici markir antibiyotik diren¢ geni
cat (kloramfenikol asetil transferaz) oldugundan segici ortam besiyerinde

kloramfenikol kullanilmistir.

Bu amagla her iki plazmid EcoRI ile kesilmis ve ligasyon islemi sonrasi
elektrotransformasyon yoluyla ligantlar E. coli DH10B bakterisine transforme
edilmislerdir. Transformasyon sonrasi 1 saat 37 °C’de stvi BHI brothda iiretilen
transformantlar 100 pg/ml ampisilin ile 10 pg/ml kloramfenikol igeren segici
besiyerine yayilmigs ve ertesi giin bu ortamda gelisen kolonilerden alinarak

dogruluklar1 plazmid analizi ile gdsterilmistir (Sekil 4.6).

be

11500
5077
2838
1700
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Sekil 4.6: Fiizyon islemi sonrasi plazmidlerin fiizyon i¢in kullanilan restriksiyon
enzimi ile kesilmesi ile her iki vektoriin aciga ¢ikartilmasi. 1 numarali
kisimda yalmizca pJIM2246, 2 numarali kistmda pUCI18, 3 numarali
kisimda iginde FI fragmanimi tasiyan pUCIS8 ile flizyonu yapilmis
pJIM2246, 4 numarali kisimda ise iginde FII fragmanini tagiyan pUC18
plazmidi ile filizyonu yapilmis olan pJIM2246 plazmidleri
goriilmektedir. Markir olarak lambda-Pstl kullanilmustir.
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4.5. Fiizyon Plazmidlerinin Eritromisin ve Klindamisine Hassas E.
coli DB10, E. faecalis JH2-2, S. aureus RN4220 ve S. pyogenes
NZ131 Bakterilerine Aktarilmasi

E. coli DH10B, ermTR geninin izogenik kosullarda etkisinin gézlemlenebilmesi
icin yetersiz kaldigindan dolay1 fiizyon plazmidleri eritromisin ve klindamisine
hassas E. coli DB10, E. faecalis JH2-2, S. aureus RN4220 ve S. pyogenes NZ131
bakterilerine elektrotransformasyon ile aktarilarak segici agar besiyerlerinden
koloniler secilmistir. Segilen kolonilerden PCR yoluyla ermTR genlerinin varlig:
arastirllmis ve uygun biiyiikliikkte bant veren transformantlar stoklanarak ileri

caligmalar i¢in saklanmuistir.

4.6. MIK Degerlerinin Belirlenmesi

MIK degerleri, eritromisin, klindamisin ve 0.05 pg/ml eritromisin ile indiiklenmis
klindamisin igin regiilatér bolge bulunan ve bulunmayan ermTR genini tasiyan
flizyon plazmidi ile transforme olmus E. coli DB10, E. faecalis JH2-2, S. aureus
RN4220 ve S. pyogenes NZ131 bakterileri icin ayr1 ayr 6lciilmiistiir. Olgiimler
icin CLSI kriterlerine uygun olacak sekilde U tabanli 96 kuyucuklu mikropleyt
plaginda mikrodiliisyon yontemi ile gergeklestirilmistir. ermTR genini igermeyen
referans bakteriler (E. coli DB10, E. faecalis JH2-2, S. aureus RN4220 ve S.
pyogenes NZ131) kontrol olarak kullanilmustir.

4.6.1. E. coli DB10 icin MIK degerlerinin belirlenmesi

Regiilator bolgeyi iceren ve igermeyen ermTR genini tasiyan flizyon plazmidi,
eritromisin ve klindamisine hassas E. coli DB10 bakterisine transformasyon
yoluyla aktarilmis ve mikrodilisyon MIK 6lgiimii yoluyla degerleri tespit
edilmigtir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1: ermTR genleri aktarilmis E. coli DB10 bakterisinde MIK &lgiim

degerleri.
Klindamisin
+
Klindamisin ] o Eritromisin
Eritromisin
(0.05 pg/ml)
E. coli DB10 8 <0.06 0.5
E. coli DB10 i¢inde ermTR+rb > 256 > 256 16
E. coli DB10 iginde ermTR > 256 > 256 8

Tablo 4.1 ‘de goriildiigii gibi regiilator bolgeyi iceren (ermTR+rb) plazmidin
aktarildigi E. coli DB10 bakterisinde klindamisin igin MiK degeri 256 pug/ml ‘nin
{izerinde, eritromisin igin MIK degeri ise 16 pg/ml olarak bulunmustur.
Eritromisin ile indiiklendigi zaman ise klindamisin MIK degeri yine 256 w/ml ‘nin
tizerinde oldugu gorillmistiir. Regiilator bolgeyi igermeyen ermTR geninin
aktarildigi E. coli DB10 bakterisinde klindamisin igin MiK degeri 256 pug/ml ‘nin
{izerinde, eritromisin icin MIK degeri ise 8 pg/ml olarak bulunmustur. Eritromisin
ile indiiklendigi zaman ise klindamisin MiK degeri yine 256 u/ml ‘nin iizerinde
oldugu goriilmistiir. Kontrol olarak kullanilan ve ermTR genine sahip olmayan E.
coli DB10 bakterisinde MIK degerleri klindamisin igin 8 pg/ml, eritromisin igin
0.5 pg/ml ve eritromisinle indiiklenmis klindamisin i¢in ise 0.06 pg/ml’nin altinda

Olclilmiistiir.

Kontrol bakterisine gore eritromisin icin MIK degeri regiilatér bolgeyi igeren
(ermTR+rb) ermTR geni aktarildiginda 32 kat, regiilator bolgeyi igermeyen ermTR
geninin aktarildiginda 16 kat artis oldugu goriilmiistiir. Klindamisin i¢in MIK
degeri ermTR+rb ve ermTR genleri i¢in 32 ‘ser katin lizerinde arttiklan
goriilmistiir. 0.05 pg/ml eritromisin ile indiiklenmis klindamisin igin regiilator
bolge bulunan ve bulunmayan ermTR geninin aktarildigi durumda MIK degeri

kontrole gore 4266 katin {izerinde arttig1 goriilmiistiir.
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4.6.2. E. faecalis JH2-2 icin MiK degerlerinin belirlenmesi

Regiilator bolgeyi iceren ve igermeyen ermTR genini tasiyan flizyon plazmidi,
eritromisin ve klindamisine hassas E. faecalis JH2-2 bakterisine transformasyon

yoluyla aktarilmis ve mikrodiliisyon MIK 6l¢iimii yoluyla degerleri tespit
edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2: ermTR genleri aktarilmus E. faecalis JH2-2 bakterisinde MIK 6l¢iim

degerleri.
Klindamisin
+
Klindamisin Eritromisin
Eritromisin
(0.05 pg/ml)
E. faecalis JH2-2 4 <0.06 2
E. faecalis JH2-2 icinde ermTR+rb >256 >256 32
E. faecalis JH2-2 icinde ermTR >256 >256 8

Tablo 4.2 ‘de gorildiigi gibi regiilator bolgeyi iceren (ermTR+rb) ermTR geninin
aktarildig1 E. faecalis JH2-2 bakterisinde klindamisin i¢in MiK degeri 256 pg/ml
‘nin iizerinde, eritromisin i¢in MIK degeri ise 32 pg/ml olarak bulunmustur.
Eritromisin ile indiiklendigi zaman ise klindamisin MiK degeri yine 256 p/ml ‘nin
tizerinde oldugu goriilmiistiir. Regiilator bolgeyi igermeyen ermTR geninin
aktarildig1 E. faecalis JH2-2 bakterisinde klindamisin i¢in MiK degeri 256 pg/ml
‘nin {izerinde, eritromisin icin MIK degeri ise 8 pg/ml olarak bulunmustur.
Eritromisin ile indiiklendigi zaman ise klindamisin MiK degeri yine 256 p/ml ‘nin
lizerinde oldugu goriilmiistiir. Kontrol olarak kullanilan ve ermTR genini
icermeyen E. faecalis JH2-2 bakterisinin MIK degerleri klindamisin igin 4 pg/ml,
eritromisin i¢in 2 pg/ml ve eritromisinle indiiklenmis klindamisin i¢in ise 0.06

pg/ml’nin altinda 6l¢tilmiistiir.
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Kontrol bakterisine gére eritromisin igin MIK degeri regiilatér bdlgeyi iceren
(ermTR+rb) ermTR geni aktarildiginda 16 kat, regiilator bolgeyi igermeyen ermTR
geninin aktarildiginda 4 kat artis oldugu goriilmiistiir. Klindamisin icin MIK
degeri ermTR+rb ve ermTR genleri i¢in 64 katlik artigin iizerinde olduklar
goriilmiistiir. 0.05 ug/ml eritromisin ile indiiklenmis klindamisin i¢in regiilator
bolge bulunan ve bulunmayan ermTR geninin aktarildigi durumda MIK degeri

kontrole gore 4266 katin iizerinde artt1g1 goriilmiistiir.

4.6.3. S. aureus RN4220 icin MiK degerlerinin belirlenmesi

Regiilator bolgeyi iceren ve igermeyen ermTR genini tagiyan flizyon plazmidi,
eritromisin ve klindamisine hassas S. aureus RN4220 bakterisine transformasyon
yoluyla aktarilmis ve mikrodiliisyon MIK &l¢iimii yoluyla degerleri tespit
edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3: ermTR genleri aktarilmis S. aureus RN4220 bakterisinde MIK &l¢iim

degerleri.
Klindamisin
+
Klindamisin ] o Eritromisin
Eritromisin
(0.05 pg/ml)
S. aureus RN4220 0.5 <0.06 1
S. aureus RN4220 icinde ermTR+rb >256 >256 64
S. aureus RN4220 icinde ermTR 256 256 32

Cizelge 4.3 ‘de goriuldugu gibi regiilator bolgeyi igeren (ermTR+rb) ermTR
geninin aktarildigi S. aureus RN4220 bakterisinde klindamisin i¢in MiK degeri
256 pg/ml ‘nin {izerinde, eritromisin igin MIK degeri ise 64 pg/ml olarak
bulunmustur. Eritromisin ile indiiklendigi zaman ise klindamisin MIK degeri yine
256 w/ml ‘nin iizerinde oldugu goriilmiistiir. Regiilator bolgeyi icermeyen ermTR

geninin aktarildigi S. aureus RN4220 bakterisinde klindamisin i¢in MIK degeri
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256 pg/ml, eritromisin igin MIK degeri ise 32 pg/ml olarak bulunmustur.
Eritromisin ile indiiklendigi zaman ise klindamisin MIK degeri 256 w/ml oldugu
goriilmiistiir. Kontrol olarak kullanilan ve ermTR genini igermeyen S. aureus
RN4220 bakterisinin MiK degerleri klindamisin igin 0.5 pg/ml, eritromisin igin 1
ug/ml ve eritromisinle indiiklenmis klindamisin i¢in ise 0.06 pg/ml’nin altinda

Olciilmiistiir.

Kontrol bakterisine gore eritromisin icin MIK degeri regiilatér bdlgeyi iceren
(ermTR+rb) ermTR geni aktarildiginda 64 kat, regiilator bolgeyi igermeyen ermTR
geninin aktarildiginda 32 kat artis oldugu goriilmiistiir. Klindamisin i¢in MIK
degeri ermTR+rb aktarildiginda 512 katin iizerinde ve yalnizca ermTR geni
aktarildiginda ise 512 kathik artis gorilmistir. 0.05 pg/ml eritromisin ile
indiiklenmis klindamisin i¢in regiilatér bolge bulunan (ermTR+rb) ermTR geni
aktarildiginda 4266 katin iizerinde, regiilator bolge bulunmayan ermTR geninin

aktarildig1 durumda MIK degeri kontrole gore 4266 kat arttig1 goriilmiistiir.

4.6.4. S. pyogenes NZ131 icin MIK degerlerinin belirlenmesi

Regiilator bolgeyi iceren ve igermeyen ermTR genini tasiyan flizyon plazmidi,
eritromisin ve klindamisine hassas S. pyogenes NZ131 bakterisine transformasyon
yoluyla aktarilmis ve mikrodiliisyon MIK &lciimii yoluyla degerleri tespit
edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4: ermTR genleri aktarilmis S. pyogenes NZ131 bakterisinde MiK

Olciim degerleri.

Klindamisin
+
Klindamisin ] o Eritromisin

Eritromisin

(0.05 pg/ml)
S. pyogenes NZ131 <0.06 <0.06 0.25
S. pyogenes NZ131iginde ermTR+rb 4 >128 8
S. pyogenes NZ131 icinde ermTR 128 128 8
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Cizelge 4.3 ‘de gorildigi gibi regilator bolgeyi igceren (ermTR+rb) ermTR
geninin aktarildig1 S. pyogenes NZ131 bakterisinde klindamisin i¢in MiK degeri 4
pg/ml, eritromisin i¢in MIK degeri ise 8 pg/ml olarak bulunmustur. Eritromisin ile
indiiklendigi zaman ise klindamisin MIK degeri yine 128 p/ml ‘nin iizerinde
oldugu goriilmiistiir. Regiilator bolgeyi icermeyen ermTR geninin aktarildigi S.
pyogenes NZ131 bakterisinde klindamisin icin MIK degeri 128 pg/ml, eritromisin
icin MIK degeri ise 8 pg/ml olarak bulunmustur. Eritromisin ile indiiklendigi
zaman ise klindamisin MIK degeri 128 p/ml oldugu goriilmiistiir. Kontrol olarak
kullanilan ve ermTR genini icermeyen S. pyogenes NZ131 bakterisinin MIK
degerleri klindamisin i¢in >0.06 pg/ml, eritromisin i¢in 0.25 pg/ml ve

eritromisinle indiiklenmis klindamisin i¢in ise 0.06 pg/ml’nin altinda Sl¢iilmiistir.

Kontrol bakterisine gore eritromisin icin MIK degerinde regiilatdr bolgeyi igeren
(ermTR+rb) ve icermeyen ermTR geni aktarildiginda 32 kat artis oldugu
goriilmiistiir. Klindamisin igin MIK degeri ermTR+rb aktarildiginda 66 Kat,
yalnizca ermTR geni aktarildiginda ise 2133 katlik artig gériilmiistiir. 0.05 pg/ml
eritromisin ile indiiklenmis klindamisin i¢in regiilatér bolge bulunan (ermTR+rb)
ermTR geni aktarildiginda 2133 katin iizerinde, regiilator bolge bulunmayan
ermTR geninin aktarildigi durumda MIK degeri kontrole gére 2133 kat arttig

gorilmistiir.

4.7. Eritromisin — Klindamisin Cift Disk Testi

S. pyogenes NZ131 bakterisine regiilator bolgeyi iceren (ermTR+rb) ve igermeyen
ermTR geni aktarildiktan sonra fenotipik o6zellikleri Eritromisin (15pg) ve
klindamisin (2pg) diskleri % 5 koyun kani iceren Mueller-Hinton Agarda
birbirinden 15-20 mm uzakliga yerlestirilerek arastirilmistir (Sekil 4.7).



Sekil 4.7: Eritromisin direng fenotipi. A ile gosterilen sekilde regiilator bolgeyi
iceren (ermTR+rb) ermTR geninin aktarildigi S. pyogenes NZ131
bakterisinin eritromisin-klindamisin ¢ift disk testi ile verdigi fenotip
goriilmektedir. B ile gosterilen kisimda ise regiilator bolgeyi icermeyen
ermTR geninin aktarildigi S. pyogenes NZ131 bakterisindeki fenotip

goriilmektedir.

Sekil 4.7 ‘den de anlagilacagi gibi A ile gosterilen kisimda regiilatdr bolgeyi igeren
(ermTR+rb) ermTR geninin aktarildigi ermTR genini igeren S. pyogenes NZ131
bakterisinde eritromisinin indiikleyebildigi yere kadar, klindamisin zonu icerisinde
bir lireme goriilmektedir. Sekilde B ile gosterilen regiilatdr bdlgeyi igermeyen
ermTR geni aktarilmig S. pyogenes NZ131 bakterisinde ise klindamisin zonu

igerisinde tamamen bir lireme goriillmektedir.

4.7.1. Eritromisinden baska diger Makrolidlerle fenotipin incelenmesi

Eritromisin — Klindamisin ¢ift disk testi, eritromisin yerine 15 iiyeli bir makrolid
tiyesi olan azitromisin ile ketolid grubu bir makrolid olan telitromisin ile de
denenmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.8: Azitromisin i¢in direng fenotipi. Sekilde A ile gosterilen kisimda
regiilator bolgeyi iceren (ermTR+rb) ermTR geninin aktarildigi S.
pyogenes NZ131 bakterisinin azitromisin-klindamisin ¢ift disk testi ile
verdigi fenotip goriilmektedir. B ile gosterilen kisimda ise regiilator
bolgeyi icermeyen ermTR geninin aktarildigi S. pyogenes NZ131

bakterisindeki fenotip goriilmektedir.

A ile gosterilen kisimda regiilator bolgeyi iceren (ermTR+rb) ermTR geninin
aktarildigi ermTR genini igeren S. pyogenes NZ131 bakterisinde azitromisinin
indiikleyebildigi yere kadar, klindamisin zonu igerisinde bir ireme goriilmektedir.
Sekilde B ile gosterilen regiilator bolgeyi icermeyen ermTR geni aktarilmig S.
pyogenes NZ131 bakterisinde ise klindamisin zonu igerisinde tamamen bir {ireme

gorlilmektedir.

Sekil 4.9: Telitromisin i¢in direng fenotipi.
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Sekilde A ile gosterilen kisimda regiilator bolgeyi igeren (ermTR+rb) ermTR
geninin aktarildigi S. pyogenes NZ131 bakterisinin telitromisin-klindamisin ¢ift
disk testi ile verdigi fenotip goriilmektedir. B ile gdsterilen kisimda ise regiilator
bolgeyi igermeyen ermTR geninin aktarildigi S. pyogenes NZ131 bakterisindeki

fenotip goriilmektedir.

A ile gosterilen kisimda regiilator bolgeyi igeren (ermTR+rb) ermTR geninin
aktarildigi ermTR genini iceren S. pyogenes NZ131 bakterisinde telitromisinin
indiikleyici etkisinin olmadigi goriilmektedir. Sekilde B ile gosterilen regiilator
bolgeyi icermeyen ermTR geni aktarilmisg S. pyogenes NZ131 bakterisinde ise
klindamisin zonu igerisinde sadece telitromisinin etkili olamadig1 diger kisimda

iireme goriilmektedir.
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5.  TARTISMA ve SONUC

Enfeksiyon hastaliklari tarih boyunca en 6nemli 6lim nedeni olmuslardir. Fakat
20. ylizyildan itibaren antibiyotiklerin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaya baslanmasiyla kalp-damar hastaliklari ve kanser, enfeksiyon
hastaliklarinin yerini almistir. Ne var ki antibiyotiklerin kullanima girmesiyle
antibiyotiklere direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ve yayginlagmasi
sorunu ortaya ¢ikmigtir. Antibiyotiklere diren¢ mekanizmalarinin ortaya konmasi
ve diren¢ yayiliminin izlenmesi mikrobiyolojinin énemli alanlarindan biri haline

geslmistir.

erm genleriyle, S. pneumoniae eritromisine ve Kklaritromisine (14 iyeli
makrolidlere) ve Azitromisin (15 iiyeli makrolidlere) direngli olmaktadir. Eger
diren¢ mekanizmasi indiiklenebilir ise, bu bakteriler klindamisine duyarl
olmaktadir. Bununla birlikte, tedavide klindamisin kullanimi  giivenli
olmamaktadir, ¢linkii klindamisin pnomokoklarda direnci indiiklemektedir.
Telitromisin gibi ketolidler, direnci indiiklemezler ve ermB ile meydana gelmis
enfeksiyonun tedavisinde kullanimi giivenlidir. Ayrica ¢ok az bir orandaki
suslarda, ermB ile telitromisine direng gelismistir. ermB geni tarafindan kodlanan
metilazlar ve bazi ermTR genleri S. pyogenes’e karsi telitromisinin aktivitesini
degistirir. Sonug olarak bazi genlerin S. pneumoniae ‘e ve S. pyogenes ’e karsi

etkileri tam olarak aydinlatilamamuistir.

Erm metilazlar1 arasinda ermA, ermB ve ermC en c¢ok calisilanlaridir. Ancak
ermTR metilazlar1 ¢ok az ¢alisilmistir. Diger metilazlardan farkli olarak ermTR de
iki 6nemli nokta vardir:
a)ermTR ile gergeklesen direng diizeyi yiiksek degildir: diger metilazlar igin
>128mg/L olan MIK degeri bu metilazda 4mg/L’ dir.
b) Eritromisinle indiiksiyonda eritromisin direnci artmazken linkomisin direnci

artar. (Syrogiannopoulos vd., 2003)
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ermTR geni, PCR ile varlig: tespit edilmis ve streptokoklarda en yaygin makrolid
diren¢ mekanizmasidir. Fakat izogenik ortamda bu genin makrolid hassasiyetine
etkisi caligitimamistir. Calismamiz fenotipik olarak diger erm genlerinden farkli
olan ErmTR metilazinin etkisinin izogenik olarak caligildig ilk ¢alisma olma

ozelligi gostermektedir.

Bu calisma ile ozellikle asagida belirtilen bagliklar altinda yatan sorular

aydinlatilmaya calisilmistir.

i) ermTR geninin makrolid hassasiyeti {izerindeki etkisi

i) ermTR geni regiilator bolgesinin etkisinin anlagilmasi

iii)  Regiilator bolgeli ve bolgesiz ermTR genlerinin aktarilmasiyla elde edilen
MIK diizeylerinin degerlendirilmesi

iv)  ermTR ‘nin bir diren¢ mekanizmasi olup olmadigi

Fines (2001) ve arkadaslar1 antibiyotik baskisi altinda ermTR geninin regiilator
bolgesinde mutasyon olusturmus ve bu bolge eritromisine ve klindamisine hassas
E. coli DB10 bakterisine aktarmislardir. Mutantlarda Slgiilen MIK degerlerinde
klindamisinde 128 katin iizerinde bir artis gdzlenirken, eritromisin MIK degerinde
bir degisiklik olmamustir. Ayrica, eritromisin duyarliligi 1 pg/ml ve klindamisin
duyarlilig1 0.03 ug/ml olan S. pyogenes UCNI1 klinik izolatinda, 0.12 ile 1 ug/ml
‘lik konsantrasyonlarda klindamisin baskisi uygulanmistir. Bu baski sonucunda
klindamisin MIK degeri 64 pg/ml olurken, eritromisinin degeri degismemistir.
Fines ve arkadaslar1 regiilator bolgedeki meydana gelen degisiklikleri incelemis

fakat bu degisikliklerin etkileri {izerine ¢alismamiglardir.

Syrogiannopoulos ve arkadaslart (2003), ermTR geni igeren S. pneumoniae
izolatlarinda indiiksiyonlu ve indiiksiyonsuz eritromisin, klindamisin ve
miyokamisin MIK degerlerine bakmiglardir. Buna gore herhangi bir indiiksiyon
olmadan yapilan &lgiimde bu ii¢ antibiyotik i¢in MIK degerleri diisiik
bulunmustur. Yalnizca eritromisin ile indiiksiyon sonrasinda klindamisin MIK

degerinin oldukea fazla oranda arttig1 bulunmustur.
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Bizim ¢aligmamizda ise herhangi bir antibiyotik baskis1 uygulanmadan izogenik
olarak regiilator bolgeyi iceren ve icermeyen ermTR geni ayr ayr1 E. coli DB10,
E. faecalis JH2-2, S. aureus RN4220 ve S. pyogenes NZ131 suslarina aktarilarak
eritromisin, klindamisin ve 0.05 pg/ml eritromisinle indiiklenmis klindamisin i¢in
MIK degerleri olciilmiistiir. Cizelge 4.1, 4.2, 43 ve 4.4 ‘de goriildiigii gibi
klindamisin MIK degerleri oldukg¢a yiiksek oranda artarken, eritromisin MiK
degerlerindeki artig diisiik kalmistir. Ayrica S. pyogenes NZ131 susunda regiilator
bolgeyi icermeyen (konstitiitify ermTR geni icin yapilan MIK 6lgiimiinde,
regiilatdor bolgeyi iceren susa gore daha c¢ok oranda klindamisin MIK artisi
saptanmistir. Bu susta regiilator bolgeyi iceren ve icermeyen ermTR genleri igin
yapilan dl¢iimlerde eritromisin MIK degerlerinin aym oldugu ve diisiik kaldig

gOrilmiistiir.

Calismamiz ErmTR ile diger ErmA ve ErmB gibi metilazlar arasinda iki ana fark
ortaya koymustur.
1) ErmTR ’nin sagladigi eritromisin direng diizeyi diisiiktiir.

ii) Klindamisine direng diizeyi makrolidler i¢in sagladig1 direngten daha fazladir.

ErmA ve ErmB ‘nin 23S rRNA ‘daki 2058. pozisyondaki adenini metillemeleri
yiiksek diizey eritromisin direnci saglamaktadir. Bu metilazlarda yalnizca siirekli
sentez halinde klindamisine yiiksek diizey diren¢ goriilmektedir. O halde, ErmTR
farkli direng fenotipi gosterdiginden A2058 disinda bir bazi metilleme olasiligt
ileri galigmalarla gosterilmelidir. Krillov ve arkadaslarmin (1997) c¢alismasinda
peptidil transferaz merkezi iizerinde etkilenen bdlgelerde hangi antibiyotiklere

direng gelistigi gosterilmistir (Sekil 5.1.).



96

Ant, Bla, Cam, Ani! Ant, Bla, Bru, Tox, Vir

G, Vir Car® Gni, Nur® Tyl* Vir
3 9
Bcru?'Cum. C'ur. u-ala . -e® 5
cl. Tyl. Vir u A A LA . .
o -0 . “ipia o s
. . . LEVH . .-
Cli, Gri. Lin, Tyl” Vir @ o l.@ A- .55 G *-

Ani. Bru, Cam. Car, Cel, 200~ . = : > ’ ¢4 * :: '.‘2400
Cli, Gri® Tyl. Tox. Vif* 0, iy A0 s
. —-
Ani® Bru. Cam' Car. Cel. c-a e s
Cli. Gri? Lin. Tyl, Vir* &-9 Ani, Cel. Chi, .

\O@;@@

5'0--00--‘.-.0’0. \
Iiregsnn i gy 60
3‘0.0...'.0.c s
‘AU,
Car, Tyl, Vir ——
.
U
G\€G \\\. 2585
ACAN o0 AA
G \CUG %
*c G _M
// . ™ Bru
Ant. Bru, Ve \
Gri, Vir G-o- Bru® Cam, Car, Cel. Ch.
GA- U Gri, Lin, Tyl, Vir
a .-
C Bru, Cam, Car,
D47, G Tod Ty, Vie
Car o—w

Sekil 5.1. : Peptidil transferaz merkezinin ikincil yapisi.

ErmTR ’nin, ErmA ve ErmB metilazlarindan farkli olarak eritromisine diisiik
diizeyde, klindamisine ise yiiksek diizeyde direng gostermesi 2058. pozisyon
disinda Krillov ve arkadaslarinin (1997) Sekil 5.1 ‘de goriildiigii gibi peptidil
transferaz merkezi tizerinde belirttigi 2451. pozisyondaki adeninin metillenmesi
durumunu olast kilmaktadir. Daha ileri ¢alismalarla bu bolgedeki metilasyonun

kanit1 aranmalidir.

Calismamiz genel olarak S. pyogenes ile iliskili olan ve bu bakterilerde daha
siklikla rastlanan ermTR geninin izogenik kosullardaki etkisinin arastirildig: ilk
calisma olmasi 6zelligi yaninda, etkisinin S. aureus, E. faecalis i¢in gozlendigi ilk
calisma olmasiyla da ayri bir 6nem tasimaktadir. Fines ve arkadaslari (2001)
ermTR regiilatér bolgesinde olusturduklart mutasyonun etkisini yalnizca
eritromisin ve klindamisine hassas E.coli DB10 susunda ve S.pyogenes UCNL1 ve

UCNS5suglarinda denemislerdir.
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Jalava ve arkadaglar1 (2001), diger makrolidlere direngli suslarda dahil olmak
lizere, cesitli Gram pozitif bakterilere karsi telitromisinin kullanilabilirligini
gostermiglerdir. Bu ¢aligmaya gore telitromisin MIK ‘lerini yalmizca konstitutif
ermB direng genini tasiyan S. pyogenes suslari i¢in yiliksek bulmuslardir.
Konstitutif ermB direng genine sahip S. pyogenes suslarinin dagiliminin diisiik
oldugu ilkelerde telitromisinin giivenli bir sekilde kullanilabilecegini

vurgulamislardir.

Calismamizda elde ettigimiz diger bir ¢ikt1 ise ketolid grubundan olan telitromisin
ile yaptigimiz ¢ift disk testi ile géze carpmaktadir. Sekil 4.9 B kisminda goriildiigii
gibi regiilatér bolgeyi icermeyen yani sentezin siirekli (konstitutif) oldugu
durumda telitromisinin klindamisin direncini indiikleyici etkisinin olmadig1 ve
ermTR  direng genine sahip S. pyogenes bakterilerinde tedavide

kullanilabileceginin gostergesi olmustur.

Bu tez galismasinda eritromisin diren¢ geni olan ermTR geninin regiilator bolgeli
ve bolgesiz etkisi gozlemlenmis ve buna gorede, eritromisin direnci diisiik
diizeyde kalirken klindamisin direncinin oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Bu durumdan yola ¢ikilarak kurulan hipoteze gére ErmTR metilazi 23S rRNA nin
V no’lu domaininde bulunan 2058. pozisyondaki adeninden farkli olarak bagka bir
bolgeyi metilleme olasiligt mevcuttur. Bu durumun agikliga kavusturulmasi ve

bilim diinyasina sunulmasi i¢in daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi dnerilmektedir.
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