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OZET

CEVRE ENTEROKOKLARINDA L INKOZAM IDLERE

INAKT IVASYON YOLUYLA D iIRENC
Emine HLIR BAS

Yiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Dangmani: Dog. Dr. Biilent BOZDGAN
2011, 86 sayfa

Bu calsmada Enterococcus faeciumhDU1 swunda tespit edilen linkozamid
direncinin mekanizmasinin belirlenmesi ve trandémpiti amaclanntir. Gots’
testiyle linkozamidlere direncin inaktivasyon yolayoldusu tespit edilmitir.
Cevreden izole edileBnterococcus faeciuMDU1 suunda linkozamidlere direng
sglayanlinA, linB, Inu(C)ve Inu(D) genlerinin varig PCR yoluyla argiriimig
ve linB geni igin bu sgun pozitif old@gu saptanngtir. Direng geniEnterococcus
faecalis JH2-2 sguna konjugasyonla aktarilgmve transkonjugantlarinin PFGE
profili analizi sonucu plazmidik bir gegioldugu disinudlmdstar. Invers PCR
yontemi kullanilarakinB geninin tGzerinde bulun@u genetik elemanin tespitine
calgiimigtir. Invers PCR ile elde edilen amplikonun DNA damnaliz sonucu
Enterococcus faeciumnADUL izolatindaki linB geninin Gzerinde bulungu
genetik elemanin, daha dnEmaterococcus faecalide tanimlannmy olan pEF418
plazmidi ile sekans homolojisi gostegdibelirlenmitir. Konfirmasyon amaciyla
pEF418 plazmidine 6zgu genlerinterococcus faeciurADUL izolatinda varf
spesifik primerlerle PCR yapilarak ve amplikon gedtanarak arduriimis ve
dogrulanmstir.

Sonugc olarak ¢evre sundan ilk kez linkozamidlerin inaktivasyonunagbalireng
tespit edilmg ve simdiye dek yalnizca insanda ve hayvanda enfeksgtkeni olan
swlarda gorulen nukleotidiltransferazlarin  ¢evreslaunda da olabilegg
gOsterilmitir. Bu genin transfer edilebilir bir plazmid Uzedie olmasi enfeksiyon
etkeni olan sglara gegjini ve direncin yayginkgmasini kolaylgtiracaktir.

Anahtar sozcukler: E. faecium, E. faecalidinkozamid, makrolid, streptogramin,
linA, linB, Inu(C), Inu(D) antibiyotik direnci
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ABSTRACT

RESISTANCE TO LINCOSAMIDES BY INACTIVATION AMONG
ENVIRONMENTAL ENTEROCOCCUS

Emine HLIR BAS

M.A. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Billent BOZID@N
2011, 86 pages

The aim of this study was to determine the mecharut lincosamide resistance
of Enterococcus faeciuPADUL strain. Transferability of lincosamide reaiste
was also tested. Lincosamide inactivation of tliais was determined by Gots’
test. Presence of lincosamide inactivation geives, IinB, Inu(C) and Inu(D)
genes in ADU1 strain was tested and this strain feasd positive forlinB.
Transferability of inactivation gene tBnterococcus faecaligH2-2 strain was
investigated by conjugation. Analysis of transcoajot’'s PFGE profile indicated a
a plasmidic transfer of resistance. Inverse PCRhatetvas used to determine the
genetic environment ofinB gene. Sequence analysis of amplicon obtained by
inverse PCR indicated thdinB gene was carried on a previously described
plasmid, pEF418. Using specific primers for pEF4188plicons were obtained
and sequence analysis confirmed that ADU1 carigsii8.

Lincosamide inactivation genes were reported presfioonly in strains isolated

from human and animal samples. To the best of aomdedge for the first time

we showed presence of a lincosamides inactivatemegn an environmental
sample. As a result presence of nucleotidyl traasts gene in environmental
isolates was confirmed with our study. The factt tthés gene is carried on a
transferable plasmid indicates the possibility wic dissemination of this gene in
the environment.

Key words: E. faecium, E. faecalidincosamides, macrolides, streptogramins,
linA, linB, Inu(C), Inu(D) antibiotic resistance
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1. GiRiS
1.1. Enterokoklar

Enterokok terimi ilk defa 1899'da Fransa’da Thidirtdarafindan kullaniingtir.
Ayni yiIl MacCallum ve Hastings daha sonradan hetikoliir enterokok oldgu
anlgilan Micrococcus zymogeneslini verdikleri endokardite yol agan bir bakteri
tanimlamglardir. 1906’da Andrewes ve Horder, endokarditli bastadan izole
ettikleri bakteriyi Streptococcus faecalislarak tanimlamtir (Murrray, 1990).
Streptokoklar 1919 yilinda Brown tarafindan kagia@a yaptiklari hemoliz tipine
gore alfa, beta, gama hemolitik olarak ilk defdaesisatik olarak siniflandirilngir
(Brown, 1919). R. Lancefield, 1933 yilinda stremlari hiicre duvarinda
bulunan polisakkarit C maddesinden yararlanaralsipitasyon testi ile A'dan
V'ye kadar gruplandirmgtir (Lancefield, 1933). Sherman ise streptokoklari;
hemoliz, Greme derecesi ve o0zellikleri, biyokimyasizellikleri ve antijen
yapilarina gore, piyojen, laktik, viridans streptélar ve enterokoklar olarak 4
gruba ayirmygtir (Sherman, 1937)S. faecalis ve S. faecium Streptococcus
genusundan ggsik bir genetik yapiya sahip olmalari nedeniyle fatkr genusa
alinmalarini ilk kez 1970 yillinda Kalina dnestiti (Kalina, 1970). Schleifer ve
Kilpper-Balz 1984'te S. faecalis ve S. faecim streptokoklardan ayrilarak
Enterococcuscinsine aktariimasini dnergterdir. Daha sonra bu cins icindeki
bakteriler E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. avium, Essediflavus, E.
alodoratus, E. hirae, E. gallinarum, E. mundhi,rgffinosus, E. pseudoavium, E.
flavescens, E. dispar, E.sulfureus, E. sacchamlgti E. columbaege E. cecorum
gibi ¢ssitli turlere ayriimsglardir (Facklam, 1998).

Enterokoklar cevresartlarina son derece dayanikl bakterilerdir. Gdnir pH
spektrumunda dreyebilirler. Uygun olmayan temizljdekontaminasyon ve
dezenfeksiyon) kallarinda canliliklarini strdirebilirler, bu da tidde hastane
ortaminda kalici olmalarini gar. Birgok epidemiyolojik ¢casima enterokoklarin
hastane ortaminda insandan insangilsa;alisanlarinin elleri aracg ile veya
kontamine arac gereg ile yaygan gostermitir (Simerkan, 2002).

Son 20 yildir metisilin direnci nedeniyle en t&kli mikroorganizma sayilas.
aureus yerini; hem dg@al direncli yapisiyla, hem de hospitalizasyon, geni
spektrumlu antibiyotik kullanimi ve gon bakim dnitesi ihtiyacindaki agtn



beklenen sonucu olarak enterokoklara birgkmi Bu haliyle enterokoklar
maalesef tip dinyasinin ana problemlerinden hiniayia adaydir.

1.1.1. Mikrobiyoloijileri

Enterokoklar tekli, ikili ya da kisa zincirler hatle gortlen, fakultatif anaerob,
Gram pozitif koklardir. Mikroskopik olarak streptk tdrlerinden ayirt
edilemezler. Bazen Gram pozitif kokobasieklinde gortlebilirler. Katalaz
negatiftirler, fakat bazi kdkenlerinde ‘pseudo taga’ yapimi vardi{Ruoff vd.,
1990).

Buglne kadar 35 tip enterokok tanimlagim: Ama klinik olarak en énemli iki
patojenE. faecalisve E. faeciundur. Sekil 2.1. E. faecalidn elektron mikroskop
goriuntist yer almaktadiTim enterokok enfeksiyonlarinin %80’inden bu iki
mikroorganizma sorumluduE. avium, E. casseliflavus, E. flavescens, Eauisir

E. raffinosus, E. gallinarurme E. mundhidaha az siklikla insanlarda enfeksiyona
neden olufCelik ve Alhan, 2008).

Sekil 1.1.Enterococcus faecalia elektron mikroskop gérintisi

Kaynak: http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/&micoccus_faecalis Photo
by:Pete Wardell / CDC



Enterokoklar 10-45°C'de Ureyebilen, %6,5 NaCl'lutaonlarda Uremeyi
surdurebilen, 60°C’de 30 dakika canli kalabilen eskilini hidrolize edebilen
bakterilerdir. Ayrica pH 9,6'da, %40 safra tuzuree besiyerinde Ureyebilirler.
Fakultatif anaerob bakterilerdir. Sitokrom enzimleolmadgindan katalaz
negatiftirler. Glikozdan gaz ofturmazlar. Kanli jelozda enterokok kolonileri
biyukce, gri, parlak, Wulu gérinimde olup alfa, beta hemolitik ya da non-
hemolitiktirler. E. cecorum, E. columbae E. saccharolyticuslisinda kalan tim
kokenler PYR (pirolidonil betanaftilamid) maddesiriidrolize ederler. E.
flavescens, E. casseliflavus E. gallinarumgibi bazi kdkenler hareketlidirleE.
faecalis, E. faeciutan tersine %0.04 telllrit iceren ortamda Urer garaa siyah
koloniler yaparlar. (Yildirim, 2007).

1.1.2. Epidemiyolojileri

Insanlarda, esas olarak gastrointestinal floradainmodlari nedeni ile gerek
hastane gerekse hastanesi dortamda endojen kaynaklh enfeksiyonlara yol
acmaktadirlarinsanlarda dgumdan hemen sonra kolonize olmaktaBirfaecalis
diger enterokok turlerine goresttida daha yuksek oranda bulunmaktadir. Hastane
ortaminda bulunan steteskop, kapi togmaatak, komidin gibi cansiz maddeler
Uzerinde wuzun siUre yayabilmektedir. Direncli enterokoklarin yayilimina
elektronik termometreler de yardim edebilir. Bu exalé enterokoklar gerek cansiz
maddeler aracig ile gerekse gdik personeli ile hastadan hastaygitarak
hastane enfeksiyonu etkeni olarak salginlara yeabimektedir. Son yillarda
yapilan epidemiyolojik caimalar, enterokoklarin hastadan hastaya ve hatta
hastaneler arasi yayllabilmesinde bu bakterilerormal ba&irsak florasinda
bulunmasinin temel risk faktori olglunu gosternstir (Butler, 2006).

Enterokok enfeksiyonlarinin %60’ nozokomiyaldiru Benfeksiyonlarin yarisi
yogun bakim Unitelerinde gorilmektedir. Enterokokldd@(Centers for Disease
Control and Prevention)tarafindan 1990-1992 yillarindaE. coli ve
stafilokoklardan sonra 3. sik gorulen nozokomiy#tea olarak bildirilmgtir.
BuUtin nozokomiyal enfeksiyonlarin %210'unda, baktaterin %9'unda ve
nozokomiyal Uriner sistem enfeksiyonlarinin yakia %16’sinda etkendirler
(Holm ve Mascini, 1999).



Lactococcus, Aerococcus, Pediococauges Leuconostoctirleri gibi bazi Gram
pozitif, katalaz negatif koklarda da benzer o6z&likbulunur (Cizelge 2.1.).
Lactococcusre Aerococcugdrleri grup D antiserumu ile reaksiyon vermemeleri
Pediococcusre Leuconostodirleri de PYR negatif olmalari ile enterokoklardan
ayrilirlar (Durmaz, 2008).

Cizelge 1.1. Gram pozitif katalaz negatif koklafienotipik 6zellikleri

g
C —
e 2 5 g 3|3
ins : o _ =
g g3 5 | 258|553
= ) { S 2 [7]
s ER2IE | % |g | ¢ |pl|FE s
> LOo o 4 > S < D w T T
Enterococcus | S-R - + + + + + D
Streptococcus| S - skl + -* - D D -
Lactococcus S - + + D + D + .
Leuconostoc R + - - D + D D -
Pediococcus R - - + D - D - -
Gemella S - D + - - - - -
Vagococcus S - + + + + D + +

PYR: L-pyrrolidonyl-3-naphthylamidel AP : Lésin aminopeptidaz yapimi,
D: Degisken,S: Duyarli,R: Direncli

*Bazl beta-hemolitik streptokoklar %6,5 NaCl’ de ree ** Grup A
streptokoklarda gortlebilir. Kaynak: (Ulusoy ve Ust, 2004).



1.1.3. Bazi enterokok turlerinin 6zellikleri

E. faecalis Gastrointestinal flora Gyesidir.@z, hepatobiliyer sistem ve vajinadan
da izole edilmitir. insan kaynakli enfeksiyonlardan en sik sorumlu amiirdir.

Ayrica caitli hayvanlarda da bulunur. Uriner infeksiyonsiida yara, periton
sivisi, derin pelvik apse, endokardit ve kan kidtimden de izole edilngiir. Beta
hemolitiktir ve %6,5’luk NaCl ve pH 9,6'da Urer.

E. faecium Insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminderurl Yiyecek,
sebze ve yemlerden de izole ediitini iki biyotipi vardir. E. faecalis’e gére
antimikrobiyallere daha direnclidir. Alfa hemolitikve %6,5'luk NaCl, pH 9,6'da
urer.

E. durans Siit ve kuru gidadan izole edilgtit. insan ve hayvanda nadiren
bagirsak ve Uriner sistemden izole edigtir. Alfa hemolitiktir. %6,5’luk NaCl ve
pH 9,6’da Urer. 5@C’de lremez.

E. avium Kuslar, tavuk, kopek gibi hayvanlardan izole editini insan
gastrointestinal sistem florasinin da bir parcasidpandisit, otit ve beyin
apselerinden izole edilgtir. Alfa hemolitiktir ve %6,5’'luk NaCl'de Uremesi
zayiftir. H,S Uretir, pigment yapmaz.

E. casseliflavus Bitki ve toprakta bulunur. Vankomisine direnclidimsanda
firsatci infeksiyonlar yapabilirler. %6,5'luk Na®E pH 9,6'da Urer. Hareketlidir,
sari pigment yapatr.

E. gallinorum: Evcil kuslarin gastrointestinal sisteminde bulunuinsanda
hemodiyalizli bir hastadan da izole ediftii. Vankomisine direnclidir. Koyun
kanl agarda hemoliz yapmaz ancak at kanli agama bemoliz yapabilir.
%6,5’luk NaCl ve pH 9,6’da urer. Hareketlidir, pigmt yapmaz.

E. hirae: Domuz ve tavuklarda bulunur. Onceden atifikfaeciumoldugu kabul
edilirdi. Hemoliz yapmaz. 10-48 arasinda Ureyebilir. %6,5'luk NaCl ve pH'9,6
da urer (Brrie ve Christou, 1990).



Cizelge 1.2. Enterokok tirlerinin biyokimyasalfi®yolojik 6zellikleri (Yayla, 2007)

Grup, Tar
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E avium

E gilvus
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E Pallens

E pseudoavium
E raffinosus

E saccarolyticus
Enterococcus sp.
Grup Il

E. faecalis

E. faecium

E. casseliflavus
E. gallinarum

E. mundtii

E.haemoperoxidus

Enterococcus sp.
Grup Il

E dispar

E durans

E hirae

E ratti

E villorum

Grup IV

E asini

E cecorum

E sulfurous

E phoeniculicola
Enterococcus sp.
Grup V

E columbae

E canis

E moraviensis

Grup D Safraeskulin %6,5 NaCl 10°C'de 45°C'de LAP PYR Hareket
antijen agarda Ureme 'de Ureme

+ o+ o+,

+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

o+ o+ o+ o+ oy

+ o+ o+ + o+ o+ o+

+ o+ o+ + +

o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ + o+

treme

+ o+

+ o+ o+ o+

+

treme

+

+ o+ o+ + + + + + + o+ + + +

+ O

+ + 4+ + + + + 7t

+ + + + + + w4+ + + + + 4+

+

+

+ 4+ 0+ 4+ F

T r o+ o+ o+ o+

+ + + + +

Sari
pigment

ADH HIP
- D
- D
- +
- +
+ +
+ -
+ -
+ +
+ -
+ +
+ -
+ D
+ D
+ -
+ D
+ -
- +
- +

GLU

+ +
R S 4+ +++ T

+ + + +

+

+ + + +

+ o+

MNT

L U

+ o+ + +

SA URETIMI

SORB ARB SBLT RAF SUK PRV

+ o+ o+ o+ o+

+

+ + + + +

- + +
+ + +
+ + +
+ + +
- + +
+ + +
+ + -
- + +
- + +
D+ -
+ + D
+ + -
+ + -
- + -
- + -
+ + +
+ + -
+ + +
+ + -
+ +
- + +
+ + +
- D +
- + +

MGP

O

+ O+




Cizelge 1.2.'de LAP: 16sin aminopeptidaz; PYR: Lapfidonyl-B-naphthylamide;
ADH: arjinin dihidrolaz; HIP: hippurat hidrolizi; B3J: glukoz; MNTL: mannitol;
SORB: sorboz; ARB: arabinoz; SBTL: sorbitol; RARffmoz; SUK: slkroz;
PRV: piriivat; MPG: metil-a-D-glukopiranozit;zayif pozitif; D: degisken’i ifade
etmektedir.

1.1.4. Enterokoklarin Neden Oldgu Enfeksiyon Hastaliklar

Uriner sistem enfeksiyonlari: Uriner sistem enfeksiyonlari enterokoklarin yol
actgl klinik hastahklarin en sik gorilen tipidir ve ikik mikrobiyoloji
laboratuvarinda izole edilen enterokoklarin en kdynas idrar kultirleridir
(Moellering, 2005). Enterokoklarin etken ofluiriner sistem enfeksiyonlarinin
¢ogu nozokomiyaldir ve ggunlukla Uriner Kkateterizasyon ile birlikte bulunur.
Ozellikle yapisal bozukigu veya tekrarlayan uriner sistem enfeksiyonu olan
hastalarda siktir (Murray, 1998). Enterokoklar hastle yatmayan genc,ghali
kadinlarda komplike olmamisistit gibi Uriner enfeksiyonlarin %5’inden azini
olusturur (Soyletir ve Cerikgioglu, 2002).

Endokardit: Enterokoklar viridens streptokoklar \&taphylococcus aurewsn
sonra Ucilinct en sik rastlanan infektif endokartkerdir (Willke vd., 2002).
Enterokoklar bakteriyel endokarditlerin ytizde 5iab’olustururlar (Moellering,
2005). Enterokok endokarditi sut cocuklarinda rdidir cocuklarda bazen
gorulebilir. Erkeklerde ve 50 ydizeri popilasyonda daha siktir. Siklikla etken
faecalisdir. Vakalarin ¢cgunda altta yatan bir kalp kapak hasialreya prostetik
kapak bulunmakla beraber, enterokoklar normal kiapdl da enfeksiyona yol
acabilirler. ilag baimlilarinda %5-53 oraninda etken olabildikleri gidginistir
(Murray, 1998 ; Willke vd., 2002). Hastalik cerratulla ya da mantpulasyonlarla
gastrointestinal sistemden veya ggolukla da genitodriner infeksiyon ve
genitolriner bdlgeye tibbi gi#im uygulanmasindan kaynaklanir. En sik aort ve
mitral kapak tutulur. Enterokoklar genellikle subabkakteriyel endokardite neden
olurlar (Moellering, 2005).

Bakteriyemi: Enterokok bakteriyemisi enterokok endokarditindeaha sik
gorulen bir enfeksiyondur ve sigligiderek artmaktadir. Endokardit hastang di
kaynakli enterokok bakteriyemilerinin 1/3'Unde ddrken nozokomiyal
bakteriyemilerde endokardit orani %1’in altinda@durray, 1998).



Karin ici ve pelvik enfeksiyonlar: Enterokoklar karin ici ve pelvik
enfeksiyonlarda siklikla katk aerob ve anaerobik floranin bir parcasi olarak
bulunurlar. Ancak bu enfeksiyonlardaki rolii tamaldir. Bu enfeksiyonlarda
¢ogu zaman enterokoklara etkisi olmayan antimikrolaklarla yapilan tedavi ile
basarili sonu¢ almak mumkin olstur (Willke vd., 2002). Bununla birlikte
enterokoklarin nefrotik sendrom ya da sirozlu Hastde ayaktan sirekli periton
diyalizi gbren hastalarda peritonit ygptive sezeryan sonrasi apseye neden
olduklari bilinmektedir (Murray, 1998).

Yara ve yumusak doku enfeksiyonlari: Enterokoklar nadiren derin doku
enfeksiyonlarina yol acarlar. Siklikla cerrahi yaeafeksiyonlari, dekibitus
Ulserleri ve diyabetik ayak enfeksiyonlarinda atinidinik ¢rneklerden Gram
negatif basil ve anaerob bakteriler ile birlikteolz edilebilirler. Ancak bu
olgularda enterokoklarin klinik 6nemini gerlendirmek karin ici apselerinde
oldugu gibi zordur (Moellering, 2005).

Menenijit: Enterokok menenijiti genellikle santral sinir sistede anatomik bir
defekt, dnceden gecirilmibeyin ameliyatl ya da kafa travmasi gibi faktdrer
varliginda gorular. Ayrica bakteriyemi diizeyi yiksek okmdokardit, AIDS ve
akut l6semi gibi hastalarda bazen enterokoklaraglibamenenijitler
gorulebilmektedir (Erglu vd., 2003). Egkinlerde bildirilen olgularin ¢gu
enterokokal endokarditi veya Uriner sistem infeksily olan, beyin cerrahisi ile
ilgili giri sim uygulanan ya da immun sistemi baskilanimastalardir (Cetinkaya
Sardan, 2002).

Pediatrik enfeksiyonlar: Bakteriyolojik olarak konfirme edilngineonatal sepsis
ve menenijit olgularinin %13'Unde enterokoklarin eetkoldwgu bildirilmistir.
Dusuk dazum agirligl, erken dgum, bairsak rezeksiyonu veya gir abdominal
cerrahi girgimler ve sefalosporin grubu antibiyotik tedavilerenidgzan ya
grubunda enterokokal sepsis gatii icin 6nemli risk faktorleridir (Cetinkaya
Sardan, 2002).

1.1.5. Virulans Faktorleri

Genel olarak enterokokla§. aureus, S. pyogengii mikroorganizmalar kadar
intrinsik virulansa sahip gddir. Klasik bir virulans faktorii olmamasinagrmaen
enterokoklarin ¢cok sayida antimikrobiyal ajana wigte olmasi, geni spektrumlu



antibiyotik tedavisi alan hastalarda sgenalarina ve g@mlmalarina imkan

taniyarak siperinfeksiyonlara yol agmalarina neddémaktadir (Moellering,

2005). Cakmalarda enterokokal bakteriyemilerde %42-68 oramimdortalite

bildirilse de bu hastalarin ileri derecedsklin olmasi ve ggunda polimikrobiyal

bakteriyemi bulunmasi nedeniyle, enterokoklarin taliedeki rolleri tam olarak
tespit edilememektedir (Edmond vd., 1995). Bazisgalarda da enterokoklarin
mortalitedeki rolleri % 31-37 oraninda saptagtmiKreft vd., 1992).

Sitolizin: Salginlardan izole edilei. faecalissuslarinda %60'a varan siklikta
saptanabilen bir virllans faktorudir. Hemolitik Bike tagimaktadir. Sitolizin
kodlayan gen bolgesi plazmid Uzerinde ya da bajdgerkromozoma entegre
olarak bulunabilmektedir. Toksik aktivitesi ile lifte, cok sayida Gram pozitif
bakteriyi etkileyebilen bakteriyosin olarak ddev gordigi gosterilmgtir. Toksin
insan ile at kanh agarlarda hemolitik aktivitey@higpken, koyun eritrositlerinde
etkili olmaysi klinik laboratuvarlarda tanisal acidan 6nemli kzelliktir
(Gultekin, 2004).insanlarda patojen olan enterokokslau arasinda, sitolizin
Uretenlerin oraninin, patojen olmadi digiinilen sglardan fazla oldgu
gOsterilmitir (Tailor vd., 1993).

Agregasyon Faktoru: Birgok Ozelligi ile bakterinin virtlansina katkida
bulunmaktadir. Bir ylizey proteinidir. Etkin alice werici hiicre birlgmesini
sglayarak plazmid transferini kolayfarmaktadir. Ayni zamanda bakterilerin
agregasyonunu da @ayarak virilansa katkida bulunmaktadir. Agregasyon
faktor, enterokoklara kalp kapaklari ve bdbrektedphiicrelerine b#anma,
endokardit ve driner sistem infeksiyonu glirma yetengni sagslamaktadir.
Ozellikle katater infeksiyonlarind&. faecalisizolasyonuE. faecium’a gore daha
fazladir (Gultekin, 2004).

Jelatinaz (Proteaz): Bu enzim jelatin, kollajen, kazein, hemoglobin, s,
fibrinojen gibi biyolojik olarak aktif peptidleri grcalayabilen bir ekstraselltler
cinko-endopeptidazdir. Hastanede yatanlarla topakindireyler arasinda fecesten
izole edilen enterokoklar arasinda jelatinaz Urigtim farkli  oldugu
disinidlmektedir (Kanemitsu, 2001)E. faecium swlarinin neden oldgu
endokardit ve nozokomial infeksiyonlarda proteaetitminin daha fazla oldiu
bulunmuytur (Jett vd., 1994).
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Ekstraselller Superoksit: E. faecalisswlarinin blyiuk ¢gunlugu ve baziE.
faeciumturleri tarafindan sentezlenmektedir. Stperoksitlg@roteinler, nikleik
asit ve lipidler gibi biyolojik yapilar Uzerinde hep edici etkileri vardir.
Siperoksit Uretiminin bakterinin yam siresini uzagil gosterilmgtir (Gultekin,
2004).

Ekstraselller Yuzey Proteini: ilk kez E. faecalistiirlerinde tanimlanan bu buyik
ylzey proteininin kompleks bir yapilanmasi buluntadk. Karboksil ucu hiicre
duvarina tutunmayi gharken, proteinin i¢ kisminda tekrarlayan Unitetgralgan
ve molekile uzayip kisalabilme 6zgilikazandiran bdlge bulunmaktadir. Bu
proteinin bakterinin immidn yanittan keagu kolaylgtirdigi distindlmektedir
(Gultekin, 2004).

Kapsuler Polisakkarid Antijeni: Enterokok polisakkarid antijeni, hiicre duvarl,
beta-D glikoz 1 fosfat, teikoik asit ve tetrahetgdikan komponentlerinden gjur.
Enterokok virtlansinin yanisira infeksiyona skammdiinttede roll vardir vesia
calismalarinda argirilmaktadir (Gultekin, 2004).

Antibiyotik Direnci: Nozokomiyal enterokokal infeksiyonlarin kabaca iki
basamakl bir yol izle@i soylenebilir. Oncelikle hastanin hastaneye syadian
kisa bir stire sonra intestinal florada bulunanibardtik direncli, sitolitik toksin
olusturma gibi virtlans 6zelliklerine sahip gar, antibiyotik kullanimi sonucu
duyarli sglarin ortadan kalkmalari ile birlikte sayica artrteake sonrakigamada,
hastalarin bir kisminda gastrointestinal floradaayriaklanan bu silar doku
invazyonuna neden olmaktadir. Virtlans faktérlamsanda bulunan antibiyotik
direnci sglarin intestinal florada secilip galmasini kolaylstirirken, sitolitik
toksin ve jelatinaz gibi faktorler de doku invazyom kolaylatirmaktadir
(Gultekin, 2004).

1.2. Antibiyotikler

Sozliklere gore Yunancanti (karsl) ve bios (yasam) s6zciuklerinden tiretilen
antibiyotik s6zciu, yine sozluklerdeki tanimlamasiyla 6zellikle ki&ntarlarinda
bulunan ya da yapay olarak Uuretilen, bakteri vgedimikroorganizmalarin
gelisimini durduran ya da onlarn yok eden maddeleriraloradidir. Antibiosis
s6zcigl ise, yine sozluklerdeki tanimlamasina gore, “Mdoganizmalar
arasindaki karthk tir (Aktu glu, 1997; Tungtan ve Buharagiio, 2005).
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1.2.1. Antibiyotiklerin Tarihcesi

Mikrobiyolojinin en buyuk atihmini yapsi 19. yuzyilin ikinci yarisinda,
mikroorganizmalarin ~ g@mltimda  yararlanilabilecek  potansiyele  sahip
olabileceklerini ilk diglinen Pasteur ve Joubert oktur. Steril idrarda iyi tGreyen
sarbon basillerinin dier bakterilerle kirlenmgi idrarda Ureyemediklerini ve
sonunda olduklerini saptayan strtemacilar, bu go6zlemlerinin nedenlerini
deneysel olarak ortaya cikarmak istgerdir. Pasteur ve Joubert’in, gir
bakterilerle kirlenmi idrara kargtirilan sarbon basillerinin deney hayvanlarinda
hastalik olgturamadgini ortaya koymalari, enfeksiyonlarin antibiyotitée
sgzaltimi alanindaki ilk adimlari ofturmustur (Chambers, 2001).

1935 yilinda Domagh enfeksiyon hastaliklarinin nmodekemoterapisini
sulfonamidlerle bgatmis ve prontosil Gizerinde yagt calsmalardan 6tiri 1938
yilinda Nobel 6dulini kazanghr. Stlfonamid ¢ hizla gelgmis, 10 yil iginde
5400 dgisik sulfonamid tirevinin sentezi yapilgnonemli bir bolima de klinikte
denenmgtir. Penisilinin Klinikte ilk denengii 1942 yihina kadar silfonamidler
antibakteriyel kemoterapinin en etkili ilaci olang&ygin bicimde kullanilmglardir
(Aktuglu, 1997).

Londra’da St Mary’s Hospital'da stafilokok varyaantl Gzerinde ¢cajmalar yapan
Alexander Fleming, bir rastlanti sonucu kiltir ortaa bulamig bir kif
mantarinin  cevresinde stafilokoklarin treyemedikler tersine dlduklerini
gormistir. Bu mantarin  kdltar filtratlari, deneysel endglonlarda bircok
bakteriye kayi gucli bicimde etkin bulunmgu ve Fleming, Ureyen Kkif
mantarlarinin Penicillium tirtinden olgundan esinlenerek, etkili maddeye
‘penicillin’ adini vermgtir. 1940 yilinda Oxford Universitesi Tip Fakiiltesien
Florey, Chain ve Abraham penisilinin farelerde stlwulan streptokok
enfeksiyonlardaki yiiksek etkigini deneysel olarak kanitlagmive sonuclarini
Mayis 1940’da yayinlangiardir (Aktuglu, 1997).

1939 vyilindan bgdayarak 1943 vyilina kadaActinomycetestirleri Uzerinde
calgmalar yapan Waksman ve arkgldai, sonunda, Streptomyces griseus
kaltirlerinden streptomisin adini verdikleri bir due elde etmlerdir. 1944
yihinda sgaltim alanina giren bu antibiyotik, birgok Gram fibze Gram negatif
mikroorganizma yanindMycobacteriurlara kagi da ¢ok etkili olmgtur. Uzun
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ve yipratict Il. Dinya Sagénin geni insan Kkitlelerine yayéh tuberkuloz
hastalginin denetim altina alinmasinda buyuk katkisi aaeptomisin, 6zellikle
Gram negatif mikroorganizmalarda ycobacteriurhlarda giderek artan direng
gelismesine yol agng) sonugta, etkingini giderek yitirmi ve daha dar alanlarda
daha bilin¢li olarak kullaniimaya Banmstir. II. Dinya Savg’nin sonlarina
dogru streptomisinkloramfenikol ve klortetrasiklin bulunmue giiniimize kadar
ylzlerce antimikrobiyal ajan literatlire kazandingim (Chambers, 2001).

1.2.2. Antibiyotiklerin Siniflandiriimalari

Antibiyotikleri gesitli kriterlere gore siniflandirmak mamkdndur. Awigotikler,
mikroorganizmalar Uzerindeki etki derecelerine,i etlekanizmalarina, kimyasal
yapilarina ve farmakokinetik 6zelliklerine goére alknlzere cgtli sekillerde
siniflandirilabilirler.  Vicut sivilarinda ajturduklari  konsantrasyonlarda,
mikroorganizmalar Uzerindeki etki derecelerine gobakteriyostatikler ve
bakterisidler olmak utzere ikjekilde siniflandirilirlar (Ulusoy, 1999), (Akglu,
1997).

Enfeksiyonlarin antimikrobiyallerle tedavisinde sha uygun ila¢c secimi ve

kullanimina bglidir. Tedavi planlanirken hastga sebep olan patojeni ve onun
ilag duyarhlgini gosterenn vitro veriler de 6nem tar ancak ilacin yapisi ve etki
mekanizmalari ile ilgili bilgi olmaksizin sadede vitro verilere dayandirilan

tedavi baarisizlikla sonucglanir. Bu nedenle antimikrobiykci seciminde etki

mekanizmasi (farmakodinamik) ve ilacin vicuttakirgkati (farmakokinetik)

kritik 6nem tgir (Abdel-Rahman ve Kearns, 2004).

1.2.3. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari

Antimikrobik maddeler bgica be mekanizma ile antimikrobik etki
gosterirler(Saduyu H, 1993):

1. Hicre duvari sentezini durdurma,

2. Huiicre zariglevini bozma,

3. Mikroorganizmanin protein sentezini bozma,

4. Mikroorganizmanin nukleik asit sentezini inhdtene,
5. Antimetabolik etki
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1.2.3.1 Hucre duvarinin sentezini 6nleyerek veya litik enznleri aktive ederek
Uremeyi durduranlar

B-laktam antibiyotikler (penisilinler, sefalosporn), glikopeptidler (vankomisin,
teikoplanin), novobiosin, basitrasin, sikloserinbigiantimikrobik maddeler bu
mekanizma ile etkili olurlar (Saluyu H, 1993).

Hucre duvari bakterinin batirgtini koruyan, bélinme ve galmasini sglayan
kismidir. Hicre duvarl murein denilen bir polimalegkten olusmaktadir. Bu
madde bir mukopolisakkarit olan lineer peptidogtikaincirlerinin yan dallarla
birbirine ba&lanmasi sonucu ofur. Bu tabaka Gram pozitif bakterilerde kalin
olup 50-100 peptidoglikan molekil tabakasindarsuwiuGram negatif bakterilerde
peptidoglikan tabaka daha ince ve esnek olup 1-Rkiibtabakasindan yapihdir
ve bunun dinda da bir lipopolisakkarit-lipoprotein yapih iidi bir tabaka
bulunmaktadir. Bakteri hiicre duvaris drtamdan aktif transportla alinan suda
¢6ziinmg pek ¢cok maddenin yikseftihiicre ici osmotik basinca kardirenip
bakterinin butinlgint koruyarak parcalanmasina engel olur. Hiicre rduve
sentezi dgisik basamaklar halinde ajur; murein sentezinde en az 3@itenzim
gorev alir ve sentez dort basamakta gergekle

1. Heksozlarin 6nci nukleotidlere dgtiiriilerek aktive edilmesi gkanir.
2. Pentapeptid yan zinciri glup NAM (N-asetil muramik asit)’a eklenir.
3. Peptidoglikan zinciri transpeptidasyon ve tradiksgilasyon yoluyla olgur.

Vankomisin, basitrasin, sikloserin gibi antibiydék bu gamaya kadarki olaylarda
inhibisyon yaparak etkili olurlar. Orga glikopeptitler hiicre duvari 6nci
maddeleri D-alanil-D-alanin ile kompleks yaparalp@oglikan sentezini bozar.
Basitrasin bakteri hiicre duvari sentezi igcin esabdsamak olan lipid profosfatin
defosforilasyonunu inhibe eder (basitrasin ayritapzmik membran lzerine
bozucu etki yapar).

4. Capraz bglanma (transpeptidasyon): Yapica bir kafese beneelyécre
duvarinda peptidoglikan zincirlerin arasinda dglé&aolusacaktir. Transpeptidaz
enziminin aktif serin bdlgesi, alanin yerine onura@su gibi davranan penisilin
molekuiline geri déngiimstiz birsekilde b&lanir. Sonucta bir B&ka NAM’a bazli
pentapeptitle peptit & olusamaz ve capraz peptit gar ile kafes benzeri duvar
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olusumu durmyg olur. Duvar yapiminda etki gdsteren transpeptidaz,
karboksipeptidaz ve  endopeptidaz adli  bu enzimlerpenisilinle
baglanabildiklerinden PBP (penisilin Bkyan proteinler) denir. PBP’lere
baglanan antibiyotikler bu enzimleri inhibe eder, ciurfklaktam antibiyotiklere
baglanan enzim (PBP) kendi substratinglaaamaz, béylece duvar sentezi durur.
Bu sekilde enzimleri inhibe olan bakteri bolinemez,igehez veya deforme olur
(Opal ve Pop-Vicas, 2010).

1.2.3.2. Huicre zarinin fonksiyonunu bozanlar

Sitoplazma zari mikroorganizma icin gerekli maddelalis ortamdan difiizyon
veya aktif transportla alingh osmotik bir engeldir. Buraya etkili antibiyotikle
sitoplazma zarinin gecirgegilni arttirip sitoplazma icindeki genellikle ufak
molekillt bilsiklerin (aminoasitler, nikleotitler, potasyum)sam c¢ikmasina
neden olup mikroorganizmanin 6limine neden olumBar. maddeler Uremesi
tamamlanmy mikroorganizmalara da etkili olurlar. Orie katyonik deterjan
etkisi yapan polimiksinler bakteri hiicre zarindakosfolipidlerin fosfat
bolumleriyle birlair, kendi molekdllerinin lipofilik bolimunu hicre az
lipidlerine yerlatirir ve bunlari bozar. Sonugta mikroorganizmanegiggenlgi
artar, osmotik denge bozulur ve hicre igedisarn sizar. Polimiksinler, nistatin,
amfoterisin B, imidazoller bu mekanizma ile etkilurlar (Stratton, 1996).

1.2.3.3. Protein sentezini etkileyenler

Aminoglikozidler (streptomisin, neomisin, kanamisigentamisin, tobramisin,
amikasin), tetrasiklinler, kloramfenikol, makrokl (eritromisin, azitromisin,
klaritromisin, roksitromisin), linkozamidler (linkoisin, klindamisin) busekilde
etki ederler. Bu grup antibiyotikler bakteri ribamtarinda protein sentezini inhibe
ederek etkili olurlar. Bunlarin bir kismi bakterile ribozomlari ile birlgip orada
m-RNA tarafindan yonetilen protein sentezini boaarlMemeli hicrelerindeki
ribozomlar (80S) bakterilerdekinden farkhh ofglundan bunlar memeli
hlcrelerindeki protein sentezini bozmazlar. Bu giaglar ribozomlarda farkl
etkilere neden olurlar. Bu etkiler;
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-Kodon okumada hata aionasi
- Aminoasid-tRNA nin ribozom mRNA kompleksinegte@nmasini inhibe etmesi
- Aminoasid-tRNA’nin peptidiltransferaz merkezingslanmasinin engellenmesi

-Sentezlenen peptidin  protein sentezi tamamlanmaéaken ribozomdan
ayrilmasina neden olmagklindedir

1.2.3.4. Nikleik asit sentezini bozanlar

Rifampin, nalidiksik asit ve ger kinolonlar (ofloksasin, siprofloksasin,
norfloksasin, pefloksasin), nitrofuranlar, vidamabi asiklovir, griseofulvin,

nitroimidazole tdrevleri (metronidazole, tinidazolernidazole) busekilde etki

ederler. Bu grup antibiyotikler DNA (Deoksiribongéit asit) sentezini veya
DNA’dan mRNA sentezini bozarak etki gosterirler. Buupta memeli hiicresinin
cekirdezini etkileyen sitotoksik ilaclar vardir ve bir kismimdr tedavisinde
kullanilirlar (antineoplastikler-mitomisin, aktinasin, doksorubisin vd.). Memeli
hiicreleri Uzerinde fazla toksik olmayan rifamismbee kinolonlar antibiyotik

olarak kullanilirlar Edmond vd., 1999

1.2.3.5. Antimetabolitler

Bu grupta sulfonamidler, INH (izoniazit), ethambutalihidrofolat rediiktaz
inhibitorleri  (trimethoprim, primetamin), 5- fluosttozin bulunmaktadir.
Antimetabolitler yapica normal substratlara benaeenzimlerin tGzerindeki etkin
yerler icin onlarla yagirlar. Bunlar bakterilerin metabolizmasi icin gdidkazi
maddelerin sentezini bozarlar (Oztiirk, 1997).

1.2.4. Antibiyotik Direnci

Tarih boyunca, insanlar ve mikroorganizmalar ameirsiiregelen bir saya
olmustur. Calar boyunca 6nce veba, sitma, tiberkiloz ve samlboldlV (Human
Immunodeficiency Virus) virisi milyonlarca insarastalanmasina ve 6lmesine
neden olmgtur. 1928’lerde penisilinin Alexander Fleming tarafan kefinden
sonra antibakteriyel ilag gelmi ivme kazanmy ve gerek antibakteriyel ajanlarin
etkisi ile gerekse hijyen ve temiz su kaynaklahi ¢paska etkenlerin katkisi ile bu
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savg insanglunun lehine donmgidr (Tenover, 200H Bununla birlikte
penisilinin kullanima girdii 1940’1 yillardan itibaren bakteriyel diren¢ de
gindeme gelmngtir. Antimikrobiyal ajanlarin kullanimi arttikca ing de artngi
bu durum yeni ilaglarin lgéini zorunlu hale getirngtir. Kesfedilen her yeni ilaca
da hizla diren¢ galimi sorunun giderek biyimesine neden ajtau (Tenover,
2006; Krause, 1992

Normal dozda antimikrobiyal ajan verilmesinegmaen mikroorganizmanin
O0lmemesi ya da Uremesinin baskilanmamasi durumumibiyetiklere direng
gelisimi, bu bakteriye de direncli bakteri denir. Bakyel direncin gunlik
yasamda sorun olmasinin bircok nedeni vardir. Onaglildirencli bakteriler
arasinda yer alan stafilokoklar, enterokoklaK]ebsiella pneumoniaeve
Pseudomonadirleri hastanelerde yaygin enfeksiyon etkeni akakagimiza
cikmaktadir Edmond vd., 1999 Bakteriyel diren¢ tedavi karisizliklarina da
neden olmaktadir. Bu durum 6zellikle kritik gt bakim hastalarinda daha pahali
antibiyotik kullanimlarini gerektirmekte, hastanegats slresinin uzamasi,
morbidite ve mortalitede astile sonuclanabilmektedirMilazimaslu L, 2000.
Direncli bakterilerin yayginkanasi hastanede olgu gibi toplumda da enfeksiyon
kontrol ©nlemlerinde sorunlara yol acmaktadir. Kdinbnemi olan MRSA
(metisilin direncliS .aureusve GSBL (gersd spektrumlu beta-laktamaz) tretEn
coli gibi bakterilere toplum kokenli enfeksiyonlardaa dsik rastlanmaya
baglanmstir (Chambers, 2001; Woodford vd., 200&pn olarak diren¢ gslimi
ekonomik agidan bakilg@inda hastane maliyetlerini de arttirmaktadir (Mc@aw
2001). Antibiyotik direnci ashinda evrimin ve baktegenetginin dogal bir
ifadesidir (Opal ve Pop-Vicas, 2010). dik etkenler kalitsal bakteri
potansiyelinin artmasina ve yayllmasina katkidaifoud. Bu etkenler arasinda en
onemlileri antibiyotik tuketiminde agil uygunsuz antibiyotik kullanimi, gida
endustrisinde ve ger alanlarda yaygin ve kontrolsiiz antibiyotik kallai, yggun
bakim Unitelerinin artma ve immin sistemi bozujmiastalarin sayisindaki
artglardir (Tenover, 2006

1.2.4.1. Antibiyotiklere direng gelsim mekanizmalari

Bakterilerin antibiyotiklere olan direnci ikiye ayir: dogal direng ve kazanilmi
direnc. Da@al direng bakterilerin kromozomal direncidir. Ogive Gram negatif
bakteriler hiicre yapilarindan dolay! vankomisingsalodirenclidirler. Benzer
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sekilde zorunlu anaeroblar aminoglikozidlere, milkagha beta-laktam
antibiyotiklere genetik olarak direnclidir (Opal #®p-Vicas,2010).

Kazaniimg diren¢g farkli mekanizmalar ile antibiyotik baskisaltinda
gelismektedir. En sik rastlanan mekanizma nokta mutdayionsonucu
nikleotidlerde olgan deisimlerdir. Bu deisiklikler “mikroevolisyoner
degsisimler” olarak adlandirilir. Mutasyonlar bakteri ygyandeki antibiyotiklerin
hedef bglanma yerindeki d&siklikler ya da enzimatik substrat gigikligi ile
sonuclanmaktadir. Nokta mutasyonlari @ine geniletiimis spektrumlu beta-
laktamazlarin gediminden sorumludur Kuyucu, 2007).Direnc¢ gelgiminde bir
diger mekanizma ise “makroevolisyonerggenler” olarak adlandirilan ve
bakterinin geni DNA segmentlerindeki genomik diizenlemelerdir. Bu
duzenlemeler bakteriyel kromozom ya da plazmidinbdilgesindeki gegiDNA
bélimlerinin bir dger bélgesine inversiyon, duplikasyon, insersiyogledyon ya
da transpozisyonyeklinde olmaktadir. Bakteriyel genomdaki bu dizerdéer
integron, transpozon ve insersiyon sekanslari kladlandirilan 6zel genetik
elemanlar aracgh ile gerceklgir (Lupski, 1987. Ucguncii genetik dgsim
mekanizmasl ise bakterinin yabanci DNA'y1 plazmidibakteriyofajlar, ciplak
DNA parcalari ya da ger bakteriden transpoze genetik eleman olarak girtne
vertikal gecs) almasidir. Dy ortamdan alinan yabanci DNA mikroorganizmanin
genetik dgiskenligine ve antimikrobiyal ajan baskisi altinda secilimesheden
olmaktadir Medeiros, 199Y.

Normal sartlarda da mikroorganizma ortaminda her zaman abirkadet
kendiliginden diren¢ geni tgyan bakteri bulunabilir. Direncli bakteriler ilaigarli

bakteriler arasinda diren¢ geni transferi olabiliBu ortama antibiyotik
eklendginde duyarl bakteriler 6lirken, antibiygé direngli az sayidaki bakteri
yasar ve ¢c@alir. Antibiyotik kullanimi devam ederse direndgliskrin sayisi artar.
Antibiyotik yoklugunda ise bir iki kgak sonra kendifiinden duyarli bakteriler
tekrar ortaya gikar ve bir sire sonra koloni tekramtibiyotge duyarli hale gelir
(Opal ve Pop-Vicas, 2010). Antibiyotik diren¢ gemkedinildikten sonra bu genler
bakteriler arasinda transformasyon, trasdiksiyompnjugasyon ya da
transpozisyon aracgi ile nakledilebilir. Konjugasyonda bakteriler bilerine

kisa DNA parcaciklarini gegcirirler. Bu olay, ggk bakteri turleri arasinda
olabilir. Transformasyonda ise bakteris dortamdan ciplak DNA almaktadir.
Trandiksiyonda ise bakteri, bakteriyofaj tarafinéafekte edilir ve direnc genini
kazanir. Transpozisyonda ise transpozonlar derglem kasetleri tayan DNA
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bélgelerinin plazmid ya da bakteriyofajlar aragilile bgka bir bakteriye iletimi
s6z konusudur@ndmanvd., 2007;Lupski, 1987.

Kendiliginden mutasyonlar ya da genetik seéiris sonucu gefien antibiyotik
direncinde bsglica mekanizmalar Cizelge 1.3.’de gorilmektedir.

Cizelge 1.3. Antibiyotiklere direng ggiin mekanizmalariNlcManus, 199y

Diren¢ Mekanizmasi Etkiekli

Enzimatik Inaktivasyon | Antibakteriyel ajani inaktive eden enzimin etkisir
degistirilmesi (Stafilokoklarda eritromisin diren¢
veya beta-laktamazlar);

Gegcirgenligin Degismesi | Dis membran protein kanallarinin  yapisinda
degisiklik sonucu antibiyotiklerin hiicreye gginin
onlenmesiE.colrde OmpF dgisikli gi);

Hedef Degisikli gi Antibakteriyel ajanin hicrede @andgl hedef
proteinin yapisinin digsmesi (Pndmokoklard
penisilin-b&layici protein 2b d&sikligi sonucu
gelisen penisilin direnci);

152

Aktif Effluks flacin hicre icine girmesinden sonra aktif atilimjini

saglayan pompa sistemleri (Kinolon direnci)

Enzimatik  inaktivasyon:  Bu  mekanizma B-laktam  antibiyotikler,
aminoglikozidler, kloramfenikol ve makrolidlerde émlidir. Beta-laktamazlar en
onemli enzim grubunu ofturmaktadir. Ayrica aminoglikozidleri modifiye eden
enzimler (asetilizasyon, adenilizasyon fosforiligas), kloramfenikol asetil
transferaz ve makrolidleri inaktive eden esteradarbu mekanizma ile gedin
direncten sorumludur.

Beta-laktamazlar: Beta-laktam grubu antibiyotikleenisilin kafinden 60 yil
gecmesine @men gunimuizde de pek cok hagsal tedavisinde ilk segenek
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olmaya devam eden en dnemli antibiyotik gruplaalusturmaktadir. Bu grupta
penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve ofmktam (aztreonam) yer
almaktadir. Beta-laktam grubu antibiyotiklere digemukarida anlatilan 4 yol ile de
gelismektedir. Ancak bu yollar arasinda en dnemlisi taktamaz Uretimidir
(McManus, 199Y. Penisilinin geltiriimesinden sonraki yillarda 6ncelikle ilk
beta-laktamaz olan penisilinaz sentezleyen staditdc tim dinyaya yayilrghir.
1960’ yillardan sonra ise sefalosporinlerinsfkele Gram negatif basillerde
bulunan beta-laktamazlar yayilarak 6nemli bir diremekanizmasi haline
gelmistir. Onceleri sadece Gram negatifler ile sinirlakabu enzimler beta-laktam
siniflarinin gemesi ve kullanimin daha da yayggn@asi sonucu daha fazla
organizmada ve daha fazlasitte goraliur hale gelngtir (Medeiros, 200). Beta-
laktamazlar kromozomal ya da plazmid kontrolindatesdenirler. Plazmidler
kromozom dyI genetik elemanlar olup direncin yayillmasinda ¢wemlidirler.
Gram negatif bakterilerde diren¢ genleri plazmidéeacilgl ile konjugasyonla
yayllmaktadir icManus, 1997 Medeiros, 200). Gram pozitif bakterilerde beta-
laktamazlar ekzoenzim olarak hicre sida salgilanirken, Gram negatif
bakterilerde enzim periplazmik Hakta bulunur. Bu nedenle Gram negatif
bakterilerde az miktarda enzim bile antibiyotikiertkisiz hale getirilmesi icin
yeterli olmaktadir l(ivermore, 1995.

Gecirgenligin degismesi: Baslangicta sadece Gram pozitif bakterilere 6zgu
oldugu sanilan bu diren¢ mekanizmasinin son yillardanGreegatiflerde de
oldugu saptanmgtir. Bakterinin d¢ membraninda bulunan ve antibiyotiklerin
(6zellikle penisilin grubu) hicre igine girmesinaggayan porin proteinlerinin
yapilarinin mutasyonlar sonucu giignesi ya da kaybi sonucu direng
gelismektedir. Ozellikle beta-laktam antibiyotiklere ehic geliminden
sorumludur. Tedavi sirasinda aminoglikozidlere varbkpenemlere de bu
mekanizma ile diren¢ ggimi bildirilmektedir (Opal ve Pop-Vicas, 2010).

Antibiyotik hedefinde degisiklik: Antibiyotigin bakteride hedefi olan yapilarda
gelisen mutasyonlar sonucu gan direncg turidar. Makrolidler, linkozamidler ve
streptograminlere diren¢ gghninde antibiyotiklerin hedefi olan ribozomal
yapilarda dgisim olmaktadir. Kisaca ML$S (Makrolid, Linkozamid,
Streptogramin B) direnci olarak adlandirilan bred¢S. aureus, S. sanguis, B.
fragilis gibi bakterilerde ge§mektedir (Opal ve Pop-Vicas, 2010). Bengekilde
ribozomal dgisiklikler tetrasiklin, aminoglikozid, ketolid ve okzolidinonlarda
da bildiriimektedir. Hicre duvari sentezini baskda glikopeptidlere direng
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gelisiminde de peptidoglikan prekirsorlerinin yapilaakid desisiklik énemlidir.
Ozellikle entrokoklarda glikopeptid direnci bgekilde gelimektedir ve genin
diger Gram pozitif bakterilere gmmasinda transdiiksiyon mekanizmasi etkilidir
(Dutka-Malen vd., 1996). Hedef enzimlerdezsgiklik seklinde gelgebilen direng
turd beta-laktam antibiyotiklerde gorulmektedir.topiazma membraninda yer
alan penisilin bglayici proteinlerin yapisindaki gasiklikler basta S. pneumoniae
olmak Uzere Gram pozitif bakterilerde gorilen biredc tlridir. PBP’lerin
yapisindaki dgsiklikler S. aureusve E. faeciunda indiklenebilen tirde olup
beta-laktam antibiyotik kullanimi sirasinda uydrillmektedir (Tenover, 2006).
Kinolon direnci ise DNA giraz geninde meydana gelpnutasyon sonucu
gelismektedir. Sulfonamidlere direng ggininden sorumlu genler bakterinin folik
asit sentezinde goérev alan ve antibigwti etki ettigi dihidropteorat sentetaz,
trimetoprim direncinde ise dihidrofolat rediktaz zenlerinin yapilarinin
degismesine neden olmaktadir (Opal ve Pop-Vicas, 2010).

Etkin effluks (Atim pompalarl); Gram negatif bakterilerdeki tetrasiklin, bazi
Gram pozitif bakterilerde gaekn makrolid ve streptogramif®. aeruginosala
beta-laktam ve stafilokoklarda ggin kinolon direncinden etkin atim pompalari
sorumludur. Bu sistemler benzemeyen bircok molekéha eder ve gari atar.
Bakterilerde bu tiir pompalar yaygin olarak buluntadk. Orngin E. colide
250'den fazla pompa geni vardirghover 2006; Opal ve Pop-Vicas, 2010).

1.25. MLS Grubu Antibiyotikler;  Makrol idler, Linkozamidler,
Streptograminler

Makrolid, linkozamid ve streptograminler farkli ydp olmalarina amen benzer
etki mekanizmalarina ve ortak diren¢ mekanizmasalaip olduklari icin ayni
grupta incelenirler ve MLS grubu antibiyotikler cdé adlandirilirlar.

Bu grup antibiyotikler bakteri ribozomunun 50S aftitesine bglanarak protein
sentezinin elongasyon safhasinda etkili olarak draldl protein sentezini inhibe
ederler. Bunun sonucunda zincir sonlanir ve prageimezi geri dorsiiimli olarak

durur. Gram negatif basiller dmembranin hidrofobik bikékleri gecirmemesi

nedeniyle ribozomlari bu antibiyotiklere hassas agma rgmen dgal olarak

direnclidirler. (Balaban, 2008)
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1.2.5.1. Makrolidler

1952'de Streptomyces eritreusen elde edilen eritromisin ile gyan makrolid
grubu antibiyotikler; gunimuizde de gk yan etkiye sahip olmalar gens
etkinlik, yiksek doku ve serum duizeyleri ile hatamemini strdirmektedir. 1952
yilinda eritromisinin kullaima girmesinden sonra, 1980 ile 1990ay1 arasnda
2. kwsak eritromisin turevleri roksitromisin, Klaritroniis azitromisin kullanima
girmistir. Antimikrobiyal ajanlara gegen diren¢ sonucu gidli enfeksiyonlarn
tedavisinde yeni antibiyotiklerin getirilme gereksinimi ortaya i&mistir. Bu
sure¢ sonunda makrolidlerin yeni bingini olusturan yarisentetik bir antibiyotik
grubu olan ketolidler gfiirilmi stir.

Telitromisin bu yeni ailenin ilk Gyesidi(Aydin, 2007) Sekil 1.2!de 14 uyeli
makrolidlerden eritromisin, klaritromisin, 15 Uyefiakrolid azitromisin ve bir ketolid
olan telitromisinin yer almaktadir.

A ERITROMISIN KLARITROMISIN

& T‘{(C Ha),
CH,CH; k. m
5 CH3
P CH,
o—7~\-OH
CH,
c AZITROMISIN

Sekil 1.2.Makrolid ve ketolidlerin yapilar§ener vd., 2005.)
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Yapl ve etki mekanizmalar Makrolidler >2 amino veya dgal sekerlerin dgisik
buyukluklerdeki lakton halkalarina glanmasiyla olgmaktadir( Leclercq, 2002).

Icerdikleri lakton halkassaysina gore makrolidler suflandirildiginda 14 tyeli
(eritromisin, roksitromisin, klaritromisin, diritraisin, fluritromisin), 15 UGyeli
(azitromisin), 16 Uyeli (spiramisin, josamisin, rakamisin, rokitamisin,
miokamisin) gruplara ayimaktadr. (Cizelgel.3.) Tum makrolidler bakterilerde
protein sentezini geri dogiimli olarak inhibe ederek bakteriyostatik etki éeter

Cizelgel.4. Makrolidlerin siniflandiriimastifnger, 2008)

Makrolid Turu Dogal Yari sentetik
Eritromisin Roksitromisin
14 karbonlu Oleandomisin Diritromisin
Klaritromisin
15 karbonlu Azitromisin
Josamisin
Spiramisin Rokitamisin
16 karbonlu Tilosin Miokamisin
Midekamisin Tilmikosin
Kitasamisin

Sekil 1.2.de 14 uyeli makrolidlerden eritromisin, Klaritrogm, 15 Gyeli makrolid
azitromisin ve bir ketolid olan telitromisinin yaimaktadir.

Makrolidler yiksek intraselliler konsantrasyonasipriintraselliler patojenlerin
tedavisinde yarér sonuclar vermektedir. Halen oldukca yérdir antibiyotik
olmasina rgmen, Ozellikle gastrointestinal irritasyoninsl etki spektrumu,
gastrik asit insitabilitesi, uygunsuz doz, az veyda absorbsiyon ve doku
penetrasyonu ve nispetenis& yar omur gibi dezavantajlanxdan dolay
eritromisin, yerini azitromisin ve klaritromisin lgi yeni makrolid antibiyotiklere
birakmaktaar (Aydin, 2007).
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1.2.5.2. Linkozamidler

Ik olarak 40 yil kadar 6nce kullanima giren linkogelerin ilk iki Gyesi
linkomisin ve klindamisindir. Gram pozitif mikrooagizmalar ve anaerob
mikroorganizmalara etkin olan bu ilaglar bazi milea@ma ve protozoonlara kar
da etkilidirler. Linkozamidler antibakteriyel spektn ve etki mekanizmasi
acisindan eritromisin ile benzerlik gdsterirlernkomisin kimyasal yapi olarak
prolin amino asidi ile kikurtli amino oktoz molekiilin olgturdusu bir amin
olup, bu yapida hidroksil grubu yerine klor atomerlgstiriimesi ile klindamisin
elde edilmgtir (Sekil 1.3.).

Linkomisin Klindamisin
CH, o
H | H CHs / | CH,
o B N H |
HQHW | CH, H—u|:—01
A H
I|_I I!ICONH H | |CONH e
H g
8] 0 i o 0 o
OH H L.
H SCH,
H
H OPO,H,; i OP;C?
317

Sekil 1.3. Linkomisin ve klindamisinin yapilari

Kaynak:
(http://wvww.bmb.leeds.ac.uk/mbiology/ug/ugteach/ieuibiotics/protein.html)

1.2.5.3. Streptograminler

Dogal olarak Streptomyces spden sentezlenen streptograminler MLS ailesine
dahil antibiyotiklerdir. Yapisal olarak birbirletiy iliskisiz iki grup molekilden
olustuklari icin diger antibiyotikler arasinda 6zel bir yerleri var¢ekil 1.4.).S.
aureus ve KNS (koagulaz negatif stafilokokldgre metisilin ve eritromisin
duyarliligina bal olmaksizin tek bgarina bakteriyostatik etkili iken iki grup
molekul birlikte sinerjik etkili olarak bakterisiti@tki gosterirler (Leblebicigiu
vd., 2003).
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Streptogramin A Streptogramin B

Sekil 1.4. Streptogramin A ve B’nin yapilari
Kaynak: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Shtegramin_A.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:StreptogramB_ (general_structure).png

1.2.5.4. Makrolid-Linkozamid-Streptogramin Direnci

Bircok Gram negatif bakteri (Enterobacteriaceae, Pseudomonatsirleri,
Acinetobacter sp.MLSg antibiyotiklere d¢ membranlarinin gecirgen olmamasi
nedeniyle intrinsik olarak direnclidir.

MLS tipi direng esas olarak ti¢ mekanizma ile greli

1. Antibiyotigin hedefinde dgsiklik olmasi
2. Antibiyotigin inaktive edilmesi
3. Antibiyotigin aktif olarak dg¢ari pompalanmasi (aktif effluks )

Makrolidlerde kagi ana direnc mekanizmasi RNA metilazlarin vadir. Cizelge

1.4’de MLS direncinin mekanizmasi yer almaktadir. Ribozomuh $ alt

birimindeki 23 S RNA’sindaki 2058 no’lu adenin loivetilaz enzimi ile metillenir
veya dimetillenir ve busekilde deismis hedefe makrolidler @anamaz. Bu

linkozamid ve streptogramin capraz direncine deenedlur. Bu dirence ML$S

direnci adi verilir. Gram pozitif koklarda bu enizimsentezi yapisal veya
indiklenebilir karakterdedir. Plazmid veya transmadarda kodlanabilmektedir
(Oztiirk, 1997).



Cizelge 1.5. MLS direncinin mekanizmasi (http:/tfthg.washington.edu/marilynr/)
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Inaktivasyon Enzimleri (19)

rRNA metilaz
(32) Effluks (16)

Esteraz (2) Lizis (2) Transferaz (11) 4 Fosforildy
erm(A), (B), | mefA),me(B), erg(A), (B) vgh(A), (B) Inu(A),(B),(C),(D),(F) | MPh&),(B)(C).(D)
(©), (D), (B),

(F), (G), (H), | msKA),(C),(D) vat(A), (B), (C)
(N), (0), (Q), vat(D), (E), (F)
(R). (8), (1), | @A),
L), (V), (W),

Imr(A)
(X), (Y), (2),

(30), (31), (32),
(33), (34), (35),
(36), (37), (38),
(39), (40), (41)

srm(B), tic(C),

ole(B), (C)
Isa(A), (B),

vgaA),(B).(C)
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Antibiyoti gin hedefinde deisiklik olmasi (Ribozomal metilasyon): 1956
yilinda eritromisinin tedavide kullanimindan hemsonra stafilokoklara kar
direng¢ ortaya c¢ikmgtir (Weisblum, 1995a). Biyokimyasal cghalar
antibiyotiklere kagi direnc geimine hedef ribozomlardaki metilasyonun neden
oldugunu gostermiir, bu durum makrolidler, linkozamidler ve stregtamin B,
sb6zde ML$ fenotipine kagi capraz direng gseinesine neden olmaktadir
(Weisblum, 1995b). Daha sonra Mi.$enotipi ¢cok sayida mikroorganizmada
rapor edilen erm (eritromisin ribozom metilaz) genindeki varyasyenl
kodlanmgtir (Roberts vd., 1999). Eritromisin direncli sttekok sylari ilk kez
Ingiltere’de 1959 yilinda ve Kuzey Amerika’da 196@inda rapor edilmtir
(Lowbury ve Hurst, 1959; Dixon, 1968)Simdiye kadar, = makrolid ve
linkozamidlere kay en yaygin diren¢ gelm mekanizmasi olarak ribozomal
metilasyon goérilmektedir.

Patojenik bakterilerde, Erm proteinleri olgwrems biuyik ribozomal (50S)
subtinit parcasi olan 23S rRNA'daki adenini dimetillA2058 nikleotidi 23S
ribozomal RNA'nin korunmgl V bélgesinde bulunmaktadir, bu durum MLS
antibiyotiklerinin bglanmasinda anahtar rol oynamaktadir. Metilasyonim b
sonucu olarak, eritromisinin hedefe glmnmasi engellenmektedir. Makrolidler,
linkozamidler ve streptogramin B’nin 23S rRNA’dakigslanma yerlerinin
ortismesi bu 3 sinif antibiygie kagl capraz direng gelinesine neden olmaktadir.
Gram pozitif tirler, spiroketler ve anaeroblar garéen birgcok mikroorganizma
¢esidi Erm metilazi Gretmektedirler (Weisblum, 1995a).

Simdiye kadar yaklgk olarak 4lerm geni oldgu bildirlmistir (Roberts vd.,
1999). (Cizelge 1.5.) Patojenik bakterilerde, bltdder ¢cgunlukla plazmid ve
transpozonlara aittir, bunlar kendi kendine transfdilebilmektedir. Tanimlamada
artan karmgikligi 6nlemek icin bir isimlendirme sistemi ggirilmistir. Erm
genlerinin aminoasit sekans orani <%80 sonucunae gfarkli harflerle
tanimlamasi vardir. Bu yeni isimlendirme Erm proie¢ kagilik geleceksekilde
erm genlerini 21 sinifa ayirmaktadir. Patojenik mikigemizmalarda dért major
sinif belirlenmgtir, bunlar ermA), erm(B), erm(C), ve erm(F)'dir. (Weisblum,
1995a; Roberts vd., 1999erm(A) ve erm(C) tipik olarak stafilokok gen
siniflaridir. erm(B) genleri daha ¢ok streptokok ve enterekoklarégaevm(F)
genleriBacteroidegirleri ve dger anaerobik bakterilerde yaygindir (Roberts vd.,
1999).



27

Cizelge 1.6rRNA metilaz genleri (http://faculty.washington.éaharilynr/)

Protein Genlcerigi . Gen
Sinif Adi Gen Ad %DNAHor(rioIgjisi TPIazmld, Bankasi
ranspozon
A Erm(A) | erm(A) ermA) 83% Tr554 X03216
ermTR) AF002716
B Erm(B) | erm(B) erm/AM) 98%-100% | Tri545 X52632
ermAM) pAM B-1 Y00116
ermAM) pAM77 K00551
erm(B) Tn917 M36722
erm(B) pAD2 M11180
erm(B) pTE44 NC_003528
erm(B) AJ294530
ermAMR) U86375
ermBC) pIP1527, M19270
erm(P),erm(BP) plP402 U18931
erm(IP) pIP501 X72021
ermZ), erm(BZ1), Tn5398 AF109075
erm(BZ2)
u48430,
erm pLEM3 X82819
erm(2) pBT233, X64695,
pMD101 X66468
erm(80) pTE80 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
X82668
erm(C) pSES6 X82665,
X82667
erm(C) pSES5 Y09001
erm(C) pSES4a Y09002
ermC) pSE20 U35228
ermC) pSES21 Y09003
J3356
erm(C) DOX7 U36911
erm(IM) pIM13 M13761
erm(M) pNE131 M12730
erm(M) pPV141 U82607
erm(M) pPV42 AF019140
D Erm(D) | erm(D) ermD) 97%-99% pBD90 M29832
erm(J) pBA423 L08389
ermK) M77505
E Erm(E) | ermE) | ermE) 99% 282331' X51891
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Cizelge 1.6rRNA metilaz genleri (Devam)

sinif Protein | Gen Adi % DﬁeAnl-Ii%?rerIIojisi Plazmid, Gen
Adi Transpozon Bankasi
ermE2) M11200
F Erm(F) | erm(F) ermF) 98%-100% pBF4 M14730
erm(F) TM351 M17124
pBI106,
erm(FS) ThA551 M17808
erm(FU) Kromozomal | M62487
G Erm(G) | erm(G) | erm(G) 99% pBD370 M15332
ermG) Tn7853 L42817
H Erm(H) | erm(H) car(B) p0OJ159 M16503
I Erm(l) erm(l) mdn{A) ND
N Erm(N) | erm(N) | tir(D) X97721
o] Erm(O) | erm(O) | Irm 84% pLST391 M74717
srm(A) AJ223970
Q Erm(Q) | ermQ) | erm(Q) Kromozomal | L22689
ermR) M11276,
R Erm(R) ermR) AY623658
S Erm(S) | erm(S) erm(SF) 100% pET23 M19269
tir (A) P45439
T Erm(T) erm(T) erm(GT) 85%-99% pGT633 M64090
Kromozomal | AY89413
ermLF) pLME300 AJ488494
U ErmU) | erm(U) Imr(B) pPZ303
V Erm(V) ermV) erm(SV) U59450
W Erm(W) | erm(W) | myn(B)
X Erm(X) erm(X) erm(CD),erm(A) pNG2 )'\él535172§ !
99%-100%
erm(Y) Tn5432 U21300
pAP2 NC_005206
Y Erm(Y) erm(Y) erm(GM) pMS97 AB014481
Z Erm(2) ermZ) srm(D) ND
30 Erm(30) | erm(30) | pikR1 Kromozomal | AF079138
31 Erm(31) | erm(31) | pikR2 Kromozomal | AF079138
32 Erm(32) | erm(32) | tir(B) Kromozomal | AJO09971
33 Erm(33) | erm(33) AJ313523
34 Erm(34) | erm(34) AY234334
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 | AY154657
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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MLSg diren¢ ekspresyonunda farkliliklar: MLSg'nin ekspresyonu yapisal veya
induklenebilir olabilir. indtiklenebilir direngte, bakteriler metilaz kodlayaan
inaktif mMRNA Uretirler. mMRNA sadece makrolid indékicisinin varlginda aktive
olabilmektedir. Buna kadik, yapisal ekspresyonda, indikleyici olmadanifakt
mRNA metilazi Uretilmektedirindiiksiyon, metilaz icin yapisarm genindeki
zayiflatici etkinin varkiyla ilgilidir. erm(C) durumundaki translasyon zayiflamasi
modeline gore ve ayrica muhteneein(A) ve erm(B) faktorlerinin durumuna gore,
induiksiyon transkripsiyondan sonra ghektadir (Weisblum, 1995b).

Indiikleyicinin bulunmasi mRNA’nin yeniden diizenlesine neden olmaktadir,
bu durum ribozomlarda metilaz kodlayan sekanslaranslasyonuna olanak
salar. Sylar induklenebilirerm geni barindiran inddkleyicilere direnclidir fakat
makrolid ve linkozamidlerin indukleyici olmayanlaa kagl hassas kalmaktadir.
Indiiksiyonun spesifitesinde genetik altyapi ve bajee cevre rol almaktadir.

Uygulamada, stafilokok ve streptokok/enterekokldddaakterize belirli tirlerde

oncelikli erm gen dgilimi olmasi, indiklenebilir ML direncinin bir ka¢ major

fenotipini gz 6nline alinmasina neden olmaktadir.

Bu nedenle, induklenebilir makrolid direncindelrKlihk kompleks fenotiplere
yol acabilmektedir. Buna ksihik, metilazin yapisal olarak Uretimi genellikle
MLSg ilaclarina kagi ylksek duzeyli capraz direng gosteren fenotipler
vermektedir.

Stafilokoklarda MLS g diren¢ ekspresyonu: Stafilokoklardaerm(A) ve erm(C)
faktorleri predominanttir (Lina vd., 1999&rm(A) genleri daha cok metisiline
direncli sylarda yaygindir ve transpozonlarla géammaktadir, oysa eritromisin
direncinden sorumlu olaerm(C) genleri daha ¢ok metisiline duyarliskrda
yaygindir ve plazmidlerle kstanmaktadir.indiiklenebilir ekspresyon faktorleri
benzerdir, ML$ antibiyotiklere direncleri farklidir ¢unki antilmyiklerin
indikleme kapasiteleri de farklidir. 14-15 halkalan makrolidler, direncli olan
swlarda indikleyicidir. Buna karlik, 16 halkali makrolidler, ticari olarak mevcut
linkozamidler ve streptogramin B’ler indukleyiciambk aktif kalamamaktadirlar.

Streptokok ve enterekoklarda MLS; direng ekspresyonu:erm(B) sinifina ait
genlerin yayginfii ve erm(A) sinifinin alt kimesi olarerm(TR), streptokok ve
enterekoklarda ribozomal metilasyonla @o direncglerin biyldk gunlugunun
nedenidir. indiiklenebilir gen ekspresyonu, stafilokoklarda fiadeneotipler
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olusmasini sglar; bu fenotipler eritromisine yiksek veya stk direng,
klindamisine ise duyarlilik veya diren¢ gosterilimesneden olur. Fenotipler ve
onlarin genotipleri arasindaki korelasyon hala aldmamstir. p-hemolitik
streptokok, @iz streptokoklari,S. pnémoniave enterekoklarindan afan caitli
streptokok turlerinde induklenebilirerm(B)  gen ekspresyonu mevcuttur.
Klindamisin ve 16 halkali makrolidler dahil MSgrup Uyelerinin bir ¢gunda,
ErmB metilaz Uretiminin gdtli derecelerde indukleyicileri vardir (Horinouchd.,
1983). Haberci genlerdeki flizyonun azalmasini igeéneliiksiyon ¢akmalarinda,
MLSg fenotipleri makrolidlere ve linkozamidlere karyiksek dizeyli ¢capraz
direncle karakterizedir. Bunlar daha ¢ok pnémokaldabelirlenmgtir ve sik sik
induklenebildikleri gosterilngtir (Rosato vd., 1998; Rosato vd., 1999; Zhong, vd.
1998). Yapisal fenotip vakalarinda benzgrkilde makrolid ve linkozamid
kullanilamamaktadirerm(B) icerenS. pndmoniain diger sylari klindamisine
duyarl iken 14-15 ve 16 halkali makrolidlere digergorulmektedir. Eritromisin
ve klindamisin arasinda bir antagonizma olmasik gt disk difizyon testinde
yapildg gibi, indiklenebilir metilaz Gretimini gostermekir.

B-hemolitik streptokoklard&@rm(TR) geni yaygindir fakaB. pndmonsularinda
nadirdir (Kataja vd., 1999; Syrogiannopoulos vdlQ2). Genin mevcut olmasiyla
indUklenebilir  eritromisin  direnci  diik MIC (Minimal Inhibitory
Concentration)=1-8 mg/l ve yuksek MIC=11-28 mg/lzeljierde ekpresyonu
yapiimaktadir, oysa 16 halkali makrolid ve klindamiaktif kalmaktadir. Ayrica
eritromisin ve klindamisin arasinda antagonizmaugld gosterilmgtir.  Yine,
yapisal ML$ direnci,erm gen sinifina bakmaksizin, makrolid ve linkozanrielle
¢capraz direng gefimine neden olmaktadir.

Hedef mutasyonu

23S rRNA: In vitro E. coli mutant seleksiyonunda eritromisine yiiksek oranda
diren¢g olmasi, bu antibiy@in ribozoma bglanma yerinin belirlenmesi igin
onemli olmaktadir. Turlere Bh olarak, bakteriler 23S rRNA kodlayan bir ile
birka¢c rrn’ (rRNA operon)’ye sahiptir. Genel olargbatojenlerde 1 veya 2 rrn
kopya mutasyon gozlemlengtir ve her kopya mutasyon stanaktadir.
Mycobacterium aviunve Helicobacter pylorisularinda klaritromisin direncinin
blyik cg@unlugundan bu mekanizma sorumludur (Vester ve Douthwaid@1).
Benzer mutasyonlaifreponema pallidumve Propionibacteriumtirlerinde de
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gOsterilmitir. Son zamanlarda klinik slar ve laboratuvar mutasyonla.
pndmoniada tanimlanmytir (Tait-Kamradt, 2000).

Aktif effluks: Gram negatif bakterilerde, makrolidler gibi, kromodarla
kodlanan pompalar hidrofobik bii&lere kagl intirinsik dirence katkida
bulunmaktadir. Gram pozitif organizmalarda, maktalirenci iki sinif pompanin
aktif effluks yapmasiyla kazanilmaktadir, bu porapaATP-bglayan super
ailesinin (ABC = ATP-Binding-Cassette) ve major &gbstirici stper ailesinin
(MFS= Major Facilitator Super Family) tyeleridir.

Buglne kadar stafilokoklarda makrolid direnciniglsgan effluks proteinleri,
plazmidlerle tainan msi(A) genleriyle kodlannmg ABC tagtyicilaridir. msi(A)

direnci orjinal olarak stafilokok epidermidisde ileinmistir ve daha sonré.

aureusu da iceren bircok stafilokok turlerinde de bulumtur. ABC

tastyicilarinin  fonksiyonu icin ATP gerekmektedir ve embranin sitozolik
yuzeyinde kanal okumu igin iki membran bolgesi ve iki ATP glanma bolgesi
sekillenmigtir. msqA) geni ABC talyicisinin iki ATP bglanma bdlgesini
olusturan proteini kodlamaktadir. MsrA pompasinin traambran bilgeninin
yapisi bilinmemektedir (Ross vd., 1990).

Effluks sisteminin multikomponent yapida ofgu gorilmektedir, 14-15 halkali
makrolidlere ve tip B streptograminlere spesifikliids pompalarinin okumu
msi(A) ve kromozomal genlerle olmaktadir (Ross, 1990)diiklenebilir
ekspresyonla direng gercefeektedir. Eritromisin ve dier 14- 15 halkah
makrolidler indukleyicidir, fakat streptogramin Bdukleyici dgildir. Bu nedenle,
eritromisinle induksiyonundan sonrasku sadece streptogrmin B’ye direnclidir.
Klindamisin ne indukleyicidir ne de pompa icin stibftir ve boylece siar bu
antimikrobiyallere tamamen duyarlidir. Beklegidgibi, yapisal mutasyonlar hem
eritromisine hem de streptogramin B'ye direnglitlikat klindamisine tamamen
duyarli kalmaktadir. Bu fenotip MLgS induklenebilir fenotiplerden cift-disk
diftizyon testi kullanilarak kolayca ayirtedilehiliou eritromisin ve klindamisin
arasinda etkilgmin az old@gunu gdstermektedir. Bu belirleyici koagulaz negatif
stafilokoklarda yaygindir veS. aureusin metisiline duyarl sgarinda artny
oldugu bulunmgtur. Avrupa’da yapilan son c¢atnalarda insidansi % 13 olarak
bildirilmi stir (Schmitz vd., 2000).
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msiA) geni streptokoklarda bulunamagtm. Streptokok cinsinde, effluks
pompasinmef@) geni kodlamaktadir ve b8. pneumoniage S. pyogenediger
streptokok turleri (quz streptokoklari, grup C ve G streptokoklarSteeptococcus
agalactiag, ve enterokoklarin klinik izolatlarinda bulungtur. Orjinal mefA)
geniS. pyogenede bildirilmistir (Tait-Kamradt vd., 1997).

Mef(A) proteini MFS ailesine aittir ve membrani k2z ge¢cmektedir. Effluks,
proton hareket giclyle yapiimaktadir ve sadece d4l% halkali makrolidleri
etkilemektedir. Eritromisin indiksiyonundan soniiéeb16 halkali makrolidlere
veya streptograminlere direnc yoktur. Direng 14 1% halkali makrolidlerle
indiklenmektedir fakat @er makrolidler ve klindamisinle induklenmemektedr.
pneumoniae, S. pyogenesya S. agalactiaeswlari me{A) bulundurmaktadir.
Bunlar digiuk ve orta dizeyde makrolidlere kar MIC ile Klaritromisine,

azitromisine ve eritromisine direnggamaktadir.mef{A) genleri konjugasyonla
S. pyogenese S. pneumoniaarasinda transfer edilmektedir 8e pneumonidde

transpozonlarla tsnmaktadir (Santagatii 2000%. pneumoniges. pyogeneseya

S. agalactiaeswslarindaerm(B) ve mefA) gen kombinasyonlari bulunrgiur. Bu

sular MLSg fenotipe sahiptir (McGee, 2001). Cizelge 1.6.'dHluks ve

inaktivasyon genleri gortlmektedir.



Cizelge 1.7. Effluks ve inaktivasyon genleri

(http://faculty.washington.edu/marilynr/)
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4

Direncg Profili Protein Gen adi | Genigerigi Plazmid/ Gen
adi % DNA transpozon Bankasi
Homolojisi
ATP Baglayicilar
Linkomisin Car(A) car(A) carA) p0J158 M80346
Eritromisin Msr(A) msr(A) mstA) pUL5054 X52085
98%-100%
Streptogramin B mMsISA) pEP2104
ms(SA’) pMS97 AB013298
msi(B) M81802
Msr(C) msr( C) msfC) 96% | Kromozomal| AY004350
AF313494
AJ243209
Msr(D)a | msr( D) Mel Tn1207.2 AF227521
98%-100%
SA318993,
AF274302
orf5 Tnl207.1 AF227520
Linkomisin Lsa(A) Isa IsgA) Kromozomal | AY4225127
abc-23
Lsa(B) orf3 IsaB) pSCFS1 AJ579365
Oleandomycin Ole(B) |ole(B) olgB) pALOR26E | L36601
Oleandomycin Ole(C) |ole(C) ol¢ C) L06249
Spiramycin Srm(B) | srm(B) srniB) pKC514 X63451
Tylosin TIr(C) tlc(C) tic(C) M57437
Streptogramin A Vga(A) |vga(A) vga pIP524 M90056
Streptogramin A Vga(A)LGvga(A)LC | vga DQ823382
Linkomisin
Streptogramin A Vga(B) |vga(B) vg#B) pIP1633 U82085
Streptogramin A Vga(C) |vga(C) vgéC) pKKS825 FN377602
MajorKolayla stiricilar
Linkomisin Lmr(A) Imr(A) Imr(A) pLST21 X59926
Eritromisin Mef(A) mef(A) mefA) p53-6 U70055
90%-100%
mefA) Tn1207.1 AF227520
mefA) Tn1207.2 AF227521
mefA) AY064721,
AY064722
AY071835,
AY071836
mef{E) pAT15-5 u83667
mef{E) Kromozomal | AF274302,
AF376746
Eritromisin me{B) pP286 FJ196385




34

Cizelge 1.7. Effluks ve inaktivasyon genl@ievam)

Direng Profili |Protein | Gen | Genigerigi Plazmid/ Gen Bankasi
ad adi % DNA transpozon
Homolojisi
Esterazlar
Eritromisin Ere(A) | ere(A) | eréA) pl1100, pAT63 M11277
92%-100%
pLQ1723 AF099140
AF326209
AF512546 2
Eritromisin Ere(B) | ere(B) | eréB) 99% |plP1527 A15097
erdB) pAT72 X03988
Liyazlar
Streptogramin B| Vgb(A) vgb(A) | vgb plP524 M20129
Streptogramin B| Vgb(B) vgb(B) | vglB) plP1714 AF015628
Linkomisin Lnu(A) |Inu(A) | lin(A) plP856
lin(A) pIP855 M14039
Linkomisin Lnu(B) |Inu(B) | lin(B) pVMM25 AJ238249
Linkomisin Lnu(C) | Inu(C) MtnLNU AY928180
Linkomisin Lnu(D) | Inu(D) EF452177
Linkomisin Inu(F) | Inu(F) AJ561197,
EU118119
Inu(G) DQ836009
Streptogramin Al Vat(A) | vat(A) |vat pIP680 LO7778
Streptogramin Al Vat(B)|vatB) | vatB) pIP52 U19459
Streptogramin Al Vat C)|vaf{C) |vat(C) plP1714 AF015628
Streptogramin Al Vat(D)| vatD) | sa(A) pAT15, pAT421 L12033,
AF368302
Streptogramin Al Vat(E)|vat(E) |sa(G) 99% AF139725,
AF229200
safG) AF153312
vat(E) NC_004566
vat(E-3) AF242872
vat(E-4) AY043211
vat(E-5) AY043209
vat(E-6) AY043210
vat(E-7) AY043212
vat(E-8) AY043213
Streptogramin Al Vat(F) | vat(F) AF170730
Fosforilazlar
Makrolidler Mph(A) | mph(A) | mph(A) 99% | pTZ3519 D16251
mpHK) pGE64 U36578
Makrolidler Mph(B) | mph(B) | mph(B) pTZ3714, pTZ3723| D85892
Makrolidler Mph(Q | mph(C) | mph(BM) pMS97 AB013298
100%
mphC) pSR1 AF167161
Makrolidler Mph(D)| mphD) | mph(D) AB048591
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2. KAYNAK OZETLER I/KURAMSAL TEMELLER

Linkozamidler, makrolidler ve streptograminlerle rlisie ayni antibiyotik
grubunda anilirlar. Kimyasal yapilari farkli olam antibiyotiklerin bir arada
gruplanmasinda  etki  mekanizmalarinin ~ bengerli yaninda  direng
mekanizmalarinin gapraz olarak bu ¢ grup antiblyde etkilemesi sayilabilir.

Her ne kadar metilaza gla capraz direng yayginsa da bu ila¢ gruplarinaiiézg
diren¢ mekanizmalari da mevcuttur. Linkozamidlemole direnc sglayan
mekanizmalardan en Onemlisi bu antibiyotiklerin ievaik inaktivasyonudur.
Bugtine dek tanimlanan enzimlerin hepsi linkozamalaikleotidil grubu aktaran
niikleotidil transferaz enzimleridirilk tanimlanan enzimlerStaphylococcus
haemolyticuBM4610 veStaphylococcus aureldM4611 sylarinda bulunmgive

14 aminoasit farkhfii gosteren bu enzimlerin sirasifleA ve linA’ adi verilen
genler tarafindan kodlangigosterilmitir (Brisson-Noel 1986). Daha sonra ige
faecium HM1025, S. agalactiae UCN36 veS. uberisswlarinda sirasiyldinB,
Inu(C) ve Inu(D)genleri bulunmgtur (Bozdogan 1999, Achard 2005, Petinaki
2008). Linkozamidlere dgal direngli olanE. coli X1D61 sgundan isdinF geni
karakterize edilnstir (Heir vd.,2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Besiyerleri

3.1.1.1. MHA (Mueller-Hinton agar) (Oxoid )

Kurutulmuws Sigir Ekstrakti 300g
Kazein Hidrolizat 17,59
Nisasta 1,59
Agar 179

38 g besiyeri 1000 ml distile suya ilave ediliptiériis, pH deeri 7,3+0,1'e
ayarlanmgtir. Otoklavda 12%C'de 15 dakika steril edilgi otoklav sonrasi 45—
50°C'ye s@utulup steril petri kutularina dokulngtiir.

3.1.1.2. BHIA (Brain heart infusion agar) (Oxoid)

Beyin Ekstrakti 125¢g
Kalp Ekstrakti 50¢9
Pepton 10.0g
D (+) glikoz 209
Sodyum Klortr 50¢
Di Sodyum Fosfat 259
Agar 10.0g

47 g besiyeri 1000 ml distile suya ilave ediliptiémis, pH deeri 7,4+0,2'ye
ayarlanmgtir. Otoklavda 123C'de 15 dakika steril edilgi otoklav sonrasi 45—
50°C'ye sgutulup steril petri kutularina dokulngtiir.
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3.1.1.3. BHIB (Brain heart infusion broth) (Oxoid)

Beyin Ekstrakti 125¢g
Kalp Ekstrakti 509
Pepton 10.0¢g
D (+) glikoz 20g
Sodyum Klorur 509
Di Sodyum Fosfat 25¢

37 g besiyeri 1000 ml distile suya ilave ediliptigriis, pH deeri 7,4+0,2 ‘ye
ayarlanmgtir. Otoklavda 12%C'de 15 dakika steril edilgyi otoklav sonrasi 45—
50°C'ye s@utulup steril petri kutularina dokalngiir.

3.1.2. Kullanilan Ayiraclar, Solusyonlar, Kitler, Testler

3.1.2.1. DNA ektraksiyonu i¢in hazirlanan solusyoulr, kitler

EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) (0,25 M)

Disodium EDTA-2HO 93,05¢g

EDTA 800 ml distile suya ilave edilip eritilg)iNaOH ile pH’1I 8,0’e ayarlandiktan
sonra 1000 ml'ye tamamlanip otoklavda %2tle 15 dakika steril edilrtir.

Tris (1 M)
Tris Base 1219

Tris base 800 ml distile suda eritignie yaklgik olarak 60 ml HCI ilave edilerek
pH'I 7,6'ya ayarlandiktan sonra 1000 ml'ye tamampantoklavda 12%C'de 15
dakika steril edilmijtir.

TES

50 ul 1 M Tris pH 8,0; 25ul 0.25 M EDTA pH 8,0; 70Qu % 50’lik sukroz, 5
ml'ye tamamlayacak kadar su eklenerek gtarimistir.
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% 10’luk SDS (sodium dodecyl sulphateyoliisyonu
10 g SDS tartiing, 100 ml distile su ile eriyene kadar kgunlmistir.
Lizozim Stok Soltusyonu (100mg/ml)

100 mg lizozim tartiinyg ve 1ml distile su ile pipetleme yoluyla eriyenekde
karstiriimigtir.

Proteinaz K (10mg/ml)
10 mg proteinaz K tartilrpive 1 ml distile suda eritilngtir.
Na-Asetat (3M)

40,83 g Na Asetat tartilmb0 ml distile su ile kastiriimis, glasiyel asetik asitle
pH'1 5,2'ye ayarlanip distile su ile 100ml'ye tamkammistir.

InstaGene Matrix
Bio-Rad firmasindan DNA ekstraksiyonu i¢in hazirtkimin edilmgtir

3.1.2.2. PFGE (Pulsed Field Jel Elektroforezi) icithazirlanan soltisyonlar

PIV sollisyonu

1 M NaCl ve 10 mM Tris hidroklorid kagtirlimis ve pH 7,6 olacakekilde
ayarlanmgtir.

Low melting agar
200 g agar tartilmgidistile su ile 10 ml'ye tamamlanarak,sdilk 1sida eritilmstir.
Lizis sollisyonu

6 mM Tris hidroklorid (pH 7,6), 1 M NaCl, 100 mM HIA (pH 7,5), 0,5% Brij
58, 0,2% deoxycholate, 0,5% sodium lauroyl saregsi® mg/l RNase (DNase
free), 3mg/ml lizozim kastirilarak hazirlannstir.
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ESP ( EDTA, Sodium lauroyl sarcosine, Proteinaz K$ollsyonu

0,5 M EDTA (pH 9 — 9,5), 1% sodium lauroyl sarcasie 50 mg/l proteinaz K
karistirilarak hazirlanngtir.

TE ( Tris, EDTA) solisyonu
10 mM Tris hidroklorid (pH 7,5) ve 0,1 mM EDTA katrilarak hazirlannstir.
TBE (Tris, Borik Asit, EDTA) sollsyonu

10x TBE (Stok Solusyon): 121, 10 g Tris Base, 64,B8rik asit ve 5,849 EDTA
karstirilarak distile su ile hacim 1000 ml'ye tamamlagme 12£C'de 15 dakika
steril edilmitir. pH 8,0’e ayarlanarak buzdolabinda saklagimi

0,5x TBE (Kullanma Solusyonu): 50 ml 10x TBE ve 950distile su kastirilip
kullanma solusyonu hazirlangtir.

3.1.2.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu icin Eppendorf Masteslgy gradient ve TECHNE
TC-312 markali cihazlar kullanilgtir.

Reaksiyonun gerceldmesi icin Tag DNA polimeraz (5U), 25 mM MgL 10X
Taq Buffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,300 mM KCI), 100 mM deoksiniikleotid
trifosfat (ANTP) seti (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)l&ailmistir.

3.1.2.4. Elektroforez

Elektroforez §lemi Thermo marka elektroforez tankinda, gorinti@degiemi
Vilber Lourmat marka gortintileme cihazinda gerggicigmi stir.

Elektroforez jelinin hazirlanmasi: assas terazide. 2garoz tartilip, 500 ml'lik bir
sise icerisine konulmgtur. Ardindan 100 ml dl¢ilen TBE solUsyonsise
icerisindeki agarozun uUzerine ilave edilerek, §animis ve sonra mikrodalga
firnda yaklaik 3-5 dk. kaynatilan kagim, cgme suyu altinda 40-50°C’ye kadar
sogutulmustur. Halen sivi halde olan kamm, jel kalibinin icerisine yawaa,
kabarcik birakmayacakekilde dokilmg ve igerisine yikleme kuyucuklarini
olusturacak olan taraklar yesdtrilerek, 15-20 dk. oda Isisinda gsmnaya
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birakilimstir. Sgzutulan jel, kaliptan cikarilarak, elektroforez tawk dikkatlice
yerlestirilmi stir.

3.1.2.5. API 20 strep galeri kiti

Mikrobiyolojik olarak E. faecium ADU1 swunun karakterizasyonu ve
tanimlanmasi icin biyokimyasal 6zellikleriyle stari tanimlayan bir sistem olan
bioMérieux firmasindan temin edilen API 20 Strefegékiti kullaniimstir.

3.1.3. Kullanilan Sular

Enterococcus faeciurADUL swu Blyluk Menderes Nehri sulama kanallarindan
alinan oOrnekten izole edilgtir. Enterococcus. faecaligH2-2 veMicrococcus
luteus9341 sylari ise ADU BLTEM kolleksiyonundan temin edilrtir.

3.1.4. Kullanilan Primerler

Cizelge 3.1. Kullanilan primerler ve dizilimleri

Primerler Primer Sekanslari5° —»p 3’ Refeans
pEF418 R ACA CCA GTC GAA ATG AATTT (Lourdes vd., 2007)
pEF418 F AGG AAT ATC AAG TAA TTC ATG

AAA GT
linAR GAGCTTCTTTTG AAATACATG G (Petinaki vd., 2008)
linA F GTA TTA ACT GGA AAA CAG CAA

AG
linB R AAG GCTAATTTCTTT TTC AAG (Petinaki vd., 2008)
linB F TAC AGC TTG TAT GAT GTAATG G
InuC R TTC ATC AAACTC GTATCC CAG (Petinaki vd., 2008)
InuC F AAC CAG ATT TTC CAATTT GC
InuD R GCATAATAACCT TAC GTC ATG (Petinaki vd., 2008)
InuD F GAA AAT GAG ATT GAC ATT TGG
Ori-pEF481 R | GCT ACAATAATC ACATCC TG (Petinaki vd., 2008)
Ori-pEF481 F | ATC GAC GAT GTT AAT ATA AG
INVLINB1 GTT CCA CAA ACA ATA GGT AG Bu calsma
INVLINB2 TAG TGA ATA GGA GAG TAA CG
AadE R GTA GAA TCT GGT TCA GAT G Bu calsma
AadE F GAT TTAGTACTTTCT TTAGC
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3.2. YOntem
3.2.1.E. faeciumADU1 Susunun Mikrobiyolojik Karakterizasyonu
3.2.1.1E. faeciumADU1 swunun biyokimyasal 6zellikleriyle tanimlanmasi

Mikrobiyolojik olarak sgun karakterizasyonu ve tanimlanmasi icin biyokinayas
Ozellikleriyle sylari tanimlayan bir sistem olan APl 20 Strep galé&iii
kullanilmistir. Testler sonucunda reaksiyonlarin pozitif veyagatif olmasina
bagli ¢ikan sonuglar bilgisayar programindaki analenkina yazilmtir.

3.2.1.2. E. faecium ADU1l swunun antibiyotik hassasiyet dgerlerinin
Olgulmesi

Disk diflizyon testi: E. faeciumADUL swunun ¢aitli antibiyotiklere direnci disk
diftizyon yontemiyle incelenmtir. 0,5 McFarland bakteri solusyonu hazirlagmi
ve 4 mm yiksekfiinde dokilen Muieller Hinton besiyerine swab yargiai
yayilmis, etlivde 5 dakika kurutulduktan sonra antibiyofigkteri yerlestirilmi stir.
16-18 saatlik inkubasyondan sonra inhibisyon zordatvel yardimiyla milimetre
olarak dlculmgtur. Eser inhibisyon zonu yoksa ger disk ¢api olan 6 mm olarak
belirlenmitir.

Agar dilusyon yoluyla MIK de gerlerinin tespiti: 128mg/l ile 0.03 mg/I deerleri
arasindaki konsantrasyonlarda antibiyotik iceren elldn Hinton besiyerleri
hazirlanmg ve Steers’ gereci ile bakteriden (Multipoint intator) 1d cfu/ml
ekilmis ve 16-18 saat sonra buyimelegeendirilmistir. Bakterinin ¢cgalmadgi
en kicuk antibiyotik konsantrasyonu MIK gei olarak kabul edilntir. E.
faeciumADU1 swunun 10 antibiyotik icin MIK dgerleri belirlenmitir.

3.2.1.3. Linkozamid inaktivasyon testi

Gots’ testi ile inaktivasyon vapgh test edilmgtir. Indikator bakteri olarak
Micrococcus luteugullaniimsstir. BHI agar Gizerine disk diflizyon testi yaparigib
0,5 McFarlandM. luteusinoktle edilmgtir. Etivde 10-15 dakika kurutulduktan
sonra 2 pg klindamisin iceren antibiyotik diski lyesinin ortasina konmytur.

Daha sonra test edilmek istenen bakteriler cizgiinla petri kenarindan
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antibiyotik diskine d@ru cizgi seklinde ekilmjtir. Antibiyotik etkisiyle oluyan
inhibisyon zonunda, test edilen bakterilergee inaktive eden enzim
sentezliyorlarsa bir kicilme sdzkonusu olur. Cunkéktivasyon etkisiyle o
bblgede antibiyotik kalmagindanM. luteusgogalabilir.

3.2.2E. faeciumADU1 Swu ile Yapilan Molekiiler Calismalar
3.2.2.1.Total DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu icin gggidaki yontem uygulanngtir:

-1,5 ml'lik ependorf tupline alinan gecelik kultirdk. 12.000 rpm’de santrifuj
edilmigtir.

-Pellet 100ul TES eklenip homojenize edilgtir.

-10ul lizozim eklenmg ve 37 °C’de 1 saat bekletilgtir.

-20 ul 0,25 M EDTA eklenip kastirilarak tzerine tekrar 121 % 10'luk SDS
eklenmi ve karstirilmistir.

-1,5ul Proteinaz K eklenip kagtiriimis ve 37 °C’de 30 dk. bekletilstir.
-15ul Na-Asetat (3 M pH 5,0) eklengmie 65°C’de 20 dk. bekletilrtir.

-100 pl Fenol-Kloroformizoamilalkol eklenip 13.000 rpm’de 10 dk'da +4 °€'d
sanriflj edilmgtir.

-Ust sivi yeni bir ependorfa alinip tizerine 10@zopropanol eklenngtir.
-Bulut olusuncaya dek vortekslengtir.

-13.000 rpm’de 30 dk. santriflij edilgtir.

-Ust sivi atilip kuruyuncaya kadar bekletigtini

-Pellet kuruduktan sonra 30 TE eklenmitir.
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3.2.2.2. ADU1 susunda linkozamid inaktivasyon genlerinin aranmasi
linA, linB, InuC, InuDigin spesifik primerlerle PCR yapilgtir.

Bir sonraki basamakta; gotucuda muhafaza edilgwe pargalanngiolan bakteri
hicreleri ¢ikartihp, 12.000 rpm’'de 3 dakika sdiifriedilmis ve mixlerle birlikte
calisilacak olan steril kabine alingtir. Ardindan 0,2 mL’lik tipler, érnek adedi
kadar numaralandirilip, iclerine hazirlanilan Mdgig'ten 28'er pl ilave
edilmistir. Daha sonra, santrifiij edilen 6rneklerin supéant kisimlarindan gr
pl alinip, ilgili tiplere eklenngive aizlar sikica kapatilngtir. Hazirlanan tipler
daha sonra termal dénguleme cihazina yuklenip, ram@nmstir. Program
basamaklariggidaki tabloda gosterildi gibidir:

Cizelge 3.2. PCRsiemine ait 1s1l dongi ve stire diyagrami

Basamak Dongu Sayisi Sicaklik Sdresi
Bekletme 1 94°C 5 dk.
Denaturasyon 94°C 1 dk.
Baglanma 35 50°C 1 dk.
Uzama 72°C 1 dk.
Bekletme 1 72°C 5 dk.
Bekletme 1 4°C oo dkK.

Termal dongileme cihazlarinda PGieinleri tamamlanan drnekler; elektroforez
(yuratme) icin laboratuvarin ger bir bolimine alinngtir.

Elektroforez icin 6rneklerin yiklenmesi: 1/6'likeddtroforez boyasindan (loading
dye) pipetin ucuna 4 pul alinip, daha sonra eldeleediPCR Grlnleriyle
karistiriimistir. Olusturulan kargimdan 10 ul alinarak, jeldeki uygun pozisyondaki
kuyucuza yuklenmitir.

Elektroforez: Hazirlanmgiolan jele, istenilen drnekler ve markerlarin yimkési
yapildiktan sonra, elektroforez tankinin k@&pakapatilip, elektrotlar uygun
pozisyonlara bganarak, 100 Volt (V)'luk akimda 30 dk. yurattlgtar.
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Goruntlleme: 30 dk.'lik elektroforez zamaninin ad#an elde edilen jel, dikkatli
bir sekilde etidyum bromirde 15 dk. boyamaya yatigtmi Sire sonunda
boyanan jel, bilgisayara pa durumdaki transilluminatér cihazindaki uygun
odacga yerlatirilerek, ultraviyole $1g1 altinda fot@raflanip, dgerlendirilmistir.

3.2.2.3linB geninin transfer edilebilirli gi

linB geninin mobil bir genetik eleman Uzerinde olup &t konjugasyon
yontemiyle belirlenmeye calimistir. Bu amagclaEnterococcus faecaligH2-2
alici s olarak kullanilmg, Enterococcus faeciurADUL1 izolatindan linkozamid
direng karekterini alip alamagikonjugasyon yontemiyle test ediktir. Her iki
bakteri de BHI broth igerisine inokile edignive bir gecelik inkibasyona
birakiimstir. Gecelik inkiibasyonun ardindan alicgtam 500 pl, verici sgtan 500

pl alinarak steril eppendorf tupl icine kongmwe 5 dakika 10000 rpm hizda
cevrilmistir. Supernatan atilmive pellet 200 pl besi yerinde homojen hale
getirilip BHI agar Uzerine ekilngiir 37°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
Ureyen bakteri toplulgu tzerine bir miktar steril distile su konularakeggardimi
karstirihp, pipet yardimiyla toplanarak transkonjudanh secimi igin
antibiyotikli besiyerine yayilmak tzere alingtr (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. E. faeciumADUL verici syu ile E. faecalisJH2-2 alici ssunun BHI
agar uzerine inokile edilgdurumu
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Enterococcus faeciumPADUL izolatinin eritromisin direnci sadigi bilinmektedir.
E. faecali®e linkozamid direncinin gegini gostermek, bu enterokok tirl
linkozamidlere d@al direncli old@gu icin zordur. E. faecalis linkozamidlere
inaktivasyonla dgl hicre igerisinde yeterince antibiyotik toplanmadicin
direnclidir. Bu nedenle ADU1 sunun eritromisine direncli olmasi, JH2-2'nin ise
hassas olmasindan faydalangmm Eritromisin direncini almy JH2-2 sglarinda
linkozamid inaktivasyonu aranarak gggiolup olmadgi test edilmgtir.

Antibiyotikli secici besiyerinde uUreyen transkonguny kolonileri isimlendirilerek
tekrar ayni antibiyotikleri iceren besiyerinde sgtfrma icin ekilmglerdir. Bunun
sonucunda toplam 10 adet transkonjugant koloni&ssaulmistir. Saf kolonileri
elde edilm§ olan transkonjugantlarin linkozamid inaktivasyeomdaki deisimi
gozlemek amaciyla Gots’ testi yapihtm. Bunun igin indikatér bakteri olarak
Micrococcus luteu®341 kullaniimgtir. BHI agar lizerine disk diflizyon testi yapar
gibi 0,5 McFarland M. luteus inokule edilmgtir. Etivde 10-15 dakika
kurutulduktan sonra 2 pg klindamisin iceren antiidy diski besiyerinin ortasina
konmuwtur. Daha sonra test edilmek istenen transkonjudzaitteriler petri
kenarindan antibiyotik diskine g ¢izgiseklinde ekilmitir.

Antibiyotik etkisiyle olwan inhibisyon zonunda, test edilen bakterilggere
inaktive eden enzim sentezliyorlarsa bir kicllmezketiusu olur. ClUnki
inaktivasyon etkisiyle o bélgede antibiyotik kalmgddanM. luteuscogalabilir.

3.2.2.4. Transkonjugantlarin analizi

Transkonjugantlarda linB geninin aktariminin dogrulanmasi

Elde edilen 10 adet transkonjugariite8 geni PCR yoluyla arangtir. Bunun igin
transkonjugantlardan InstaGene Matrix (Bio-Rad) iBNA ekstraksiyonu
yapilmstir. Islem akgi Sekil 3.2.’deki gibigerceklgmistir.
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izole edilen bakteri kolonisi 1ml steril distile gerisinde siispanse ediltir,
12000 rpm’de 1 dk. santifurdjlenip sipernatantattir,

Pellet Gizerine manyetik katiricida kargtirilan InstaGene Matrix kitinden 100 pl
eklenmitir,

56°C’de 20 dk. bekletilngir,
Sire sonunda slUspansiyon yuisek hizda 10 sn. statakistir,
Ependorf 100 °C’'de 8 dk. bekletilstir,
Daha sonra 10 sn. yuksek hizda vortekslgtimi

12000 rpm’de 3 dk santrifilj edilgi

PCR’da kullanima hazir hale gektii.

Sekil 3.2.InstaGene Matrix (Bio-Rad) ile DNA ekstraksiyorgamalari

Aktarilan mobil genetik elemanin Pulsed Field Jel Eektroforezi ile test
edilmesi

E. faecalisJH2-2 direngli hale gelginden gecen mobil elemanin plazmid veya
transpozon olup olmagh PFGE yapilarak test edilgtir. E. faecalisJH2-2 ve
direncli hale gelmi transkonjugantin agar icinde izole edgnidNA’sI Sfil ve
Smalenzimleri tarafindan kesilerek PFGE cihazinda filnadstur.

Bunun i¢in; Bir dnceki giin 5ml BHI broth besi yegiekilmi ve 37°C’de inkiibe
edilmis enterokoklar santrif(ij edilip ayni miktarda PIVI&yonunda homojenize
edilmistir. PIV icindeki bakteri solisyonundan 100 pl gn100 pl %2 lik agarla
karstirlmis (low melting agar) ve kalip icine konup kagri@asi beklennstir.

Katilasan plug eppendorf tlpl icerisine korgnwe 1 ml lizis sollsyonu
eklenmitir. Bir gece (8-16 saat) 37°C’de inklbe edildikteonra sollisyon
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alinms yerine 1 ml ESP solisyonu ilave edimie bir gece 50°C’'de inkube
edilmistir. Ertesi gun pluglar her seferinde 30’ar dakdtaak lizere en az ¢ kez
TE solUsyonuyla yikanmive 4°C’de depo edilrgiir. Smalenzimi ile kesilmek
Uizere yeni bir eppendorf tlpl icerisine kogmamal buffer ile yikanng) 200 pl
distile su, 25 pl buffer ve 2 ul enzim ilave ediipsaat 30°C’de inkube edilgtir.

Enzimle kesilmg pluglar %1’lik agaroz jeli icerisine konmwe % 0,5'lik TBE
solisyonu icerisinde CHEF DR lll cihazinda elektrefzi yapiimgtir. 22 saatlik
elektroforez igin initial time 5 final time 20 progmi kullaniimgtir.

Invers PCR yoOntemi ile linB geninin Uzerinde bulunduu genetik elemanin
tespiti

linB genini icerdgi bilinen Enterococcus faeciurADU1L izolati igin Nucleotide
Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ildinB dizisi sorgulanmgtir (Sekil 3.3.).
Buna gore Bozdogan ve arkalfainin 1999 yilinda yayinladiklainB gen dizisi
alinarak invers PCR igin uygun primer dizayn ed§tmi{Bozdasan vd., 1999)

Sekil 3.3.’de sari renkle belirtilen boldi@B gen dizisini gostermektedir. Bu bélge
referans alinarakEnterococcus faeciunADUL izolatinin Uzerinde bulungu
bdlgenin tespiti icin invers PCR primeri dizayn leditir. Bu primerler kirmizi
bold karakterle belirtilen dizilerden seciktit. Bu primerler INVLINB1 ve
INVLINB2 olarak isimlendirilmitir. INVLINB1 primerinin reverse komplementi
alinmstir. Olustrulan primerler gagida belirtildigi gibidir.

INVLINB1 : 5 — GTT CCA CAAACAATAGGT AG -3

INVLINB2 : 5’ — TAG TGA ATA GGA GAG TAACG -3
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LOCUS AJ238249 944bp DNA linear B CT 24-APR-1999
DEFINITION Enterococcus faeci um | i nBgene for nucleotidyltransferase.
ACCESSION AJ238249

VERSION AJ238249.1 Gl1:4688827

KEYWORDS | i nB gene; nucleotidyltransferase.

SOURCE Ent er ococcus faeci um
ORGANISM Ent er ococcus faeci um
Bacteria;Firmicutes;Lactobacillales;Enterococcacea e;Enterococcus

REFERENCE 1
AUTHORS Bozdogan, B., Berrezouga,L., Kuo,M.S., Yurek,D.A., Farley,K.A.,
Stockman,B.J. and Leclercq,R.

TITLE A new resistance gene, | i nB, conferring resistance to
lincosamides by nucleotidylation in Enterococcus fa ecium HM1025
JOURNAL  Antimicrob. Agents Chemother. 43 (4), 9 25-929 (1999)
PUBMED 10103201

REFERENCE 2 (bases 1 to 944)
AUTHORS  Leclercq,R.
TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitted (17-APR-1999) Leclercq R., Mi crobiology, CHU Cote de
Nacre, Av Cote de Nacre, Caen, 14000, F RANCE
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..944
/organism="Enterococcus faeciu m"

/mol_type="genomic DNA"
/strain="HM1025"

/db_xref="taxon: 1352"

gene 127..930
/gene=" I'inB"

CDS 127..930
/gene=" linB"
/function="nucleotidylation of lincosamide antibiotics"
/experiment=experimental evide nce, no additional detail
recorded"”
/codon_start=1
ftrans|_table= 11
/product="lincosamide nucleoti dyltransferase"
Iprotein_id=" CAB41414.1 "
/db_xref="G1:4688828"
/db_xref="GOA: QowWVvY4
/db_xref="UniProtKB/TrEMBL: QowWvY4

ORIGIN
1 CTACCTATTG TTTGIGGAAC ATGATGATGC GGGGCATAAC ATCTGTACGA AAAATATTAA

61 TTTAGGTTTG TAGAGATTTT GAGTTGCCAC AATAACTA AA AGATATTTAC ATGAAAGGGT
121 GAAGAAATGT TAAAACAAAA AGAATTAATT GCAAACGT TA AGAATCTTAC TGAGTCAGAT
181 GAACGAATTA CAGCTTGTAT GATGTATGGA TCGTTTAC CA AAGGAGAAGG TGACCAATAC
241 TCTGATATAG AGTTCTATAT ATTTTTGAAA CATAGTAT AA CCTCGAACTT TGATTCATCC
301 AACTGGTTGT TTGACGTAGC TCCGTACTTG ATGCTTTA TA AAAATGAGTA CGGAACAGAG
361 GTAGTTATTT TTGATAATCT TATACGTGGG GAATTTCA TT TCCTTTCTGA AAAAGATATG
421 AACATAATCC CCTCGTTTAA AGATTCAGGT TATATTCC TG ATACGAAGGC TATGCTTATT
481 TACGATGAAA CAGGGCAATT AGAAAATTAT TTATCAGA GA TAAGTGGTGC AAGACCAAAT
541 AGACTTACTG AAGAAAATGC TAATTTTTTG TTGTGTAA TT TCTCTAATCT ATGGTTGATG
601 GGAATCAACG TTCTAAAAAG AGGAGAATAT GCTCGTTCAT TAGAACTCTT ATCACAACTT
661 CAAAAAAATA CACTACAACT TATACGTATG GCAGAAAA AA ATGCTGATAA TTGGCTAAAC
721 ATGAGTAAAA ACCTTGAAAA AGAAATTAGC CTTGAAAA TT ATAAAAAATT TGCAAAGACC
781 ACTGCTCGAT TAGATAAGGT AGAATTATTT GAAGCCTA TA AAAATTCTTT GCTATTAGTT
841 ATGGATTTGC AAAGTCACCT TATTGAACAA TACAACTT AA AAGTTACACA TGACATTTTA
901 GAAAGATTGT TGAATTACAT TAGTGAATAG GAGAGTAACGTTAT

Sekil 3.3. Nucleotide Blast (http://www.ncbi.nim.ngov/) ile linB dizisi
sorgulama sonucu
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Daha sonrdinB geni icerisinden kesmeyen restriksiyon enzimlelirtenmis ve
Enterococcus faeciurADUL1 izolatinin total DNA’sI bu enzimlerle restsiyona
birakiimstir. Bu amagl&coRIve Hindlll enzimleri kullaniimgtir.

Restriksiyon glem basamaklari sirasiyku sekilde gerceklgmistir; 10 ul total
DNA, 7 pl steril distile su, 1 pl enzim ve 2 pl @nzbuffer ependorf icerisine
alinip 37°C’'de 1 saat inklibasyona birakgtmi Restriksiyonun ardindan bu 20
pllik karsimin 5 pl'si ile elektroforez yapilmgtir. Kesim glemini dasruladiktan
sonra geriye kalan 15 pl'lik restriksiyon kamina 85 pl steril distile su eklengni
ve etanol presipitasyonu yapikir. Bu amacla volume/volume olacagkkilde
100 pl fenol-kloroform-izoamil alkol eklenerek +48€ 13000 rpm'de 5 dk.
santrifuj yapiimgtir. Santrifuj sonrasinda ust kisim yeni ependopidrine alinip
tizerine it hacimde 100 pl isopropanol ve hacmin 1/10'u kad® Sodyum
Asetat (pH:5,2) eklenerek -20°C’de yarim saat hadtlkten sonra +4°C’de 20 dk.
13000 rpm’'de santrifllj edilrglir. Sonra Ust faz atilarak tzerine 200 pl %70’lik
etanol eklennsi ve +4°C’de 13000 rpm’de 5 dk. santrifuj yapgmiist faz atilip
alkoli uzaklatirihp kurutulan pellet Gzerine 17 pl steril distisu eklenerek
ligasyon glemine balanmstir.

Ligasyon sleminde, 17 pl restriksiyonu yapilsnDNA 6rnesi, 1 pl T4 DNA ligaz
enzimi ve 2 ul ligaz buffer ependorf icerisine ghryaklagik 16°C'de 3 saatlik
inkiibasyonun ardindan tekrar presipitasyon adimgedsstirilmi stir.

Presipitasyonun ardindan Invers PCR icin halkasadhazir hale gelen érneklerin
INVLINBL ve INVLINB2 primerleri kullanilarak  amplikasyonlari
gergeklatirilmi stir. Bu PCR igin reaksiyon kallari olarak 35 siklus 94°C’de 30
sn, 50°C’de 30 sn ve 72 °C’de 1 dk olarak kullamtm

Invers PCR ile elde edilen amplikdmB geninin Uzerinde bulungu genetik
elemanin tespiti igin ¢ift yonli DNA dizi analiziapilmak lizere Macrogen
(Korea) firmasina gonderilrtir.

Sekans analizi sonuclari GenBankasi (BLAST) ile sikatirilarak
degerlendirilmigtir.
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linB geninin pEF418 plazmidi Uzerinde yer alip alngad tespit etmek amaciyla
pEF418 plazmidine ait replikasyon orjinini gatabilecek primerler temin
edilmistir. Bu primerler;

Ori-pEF481-F: ATC GAC GAT GTT AAT ATA AG 103
Ori-pEF481-R: GCT ACA ATAATC ACATCC TG 844

Ayrica buna ek olarak pEF418 plazmidinde bulunamiEaayeni tarafindan
kodlanan aminoglikozid direng geni vaimin argtiriimasi icin de bu bdlgeyi
¢ogaltacak primerler temin edilgtir. Bu primerler;

aadE-F: GAT TTAGTACTT TCT TTAGC
aadE-R: GTA GAATCT GGT TCAGAT G

Elde edilen bulgular sonucu taranilan makalelerdeardes Garcia-Migura ve
arkadalar tarafindan 2007 yilinda yayinlangmgalsmada transfer edilebilir

referans olarak alinip temin ediltir. Bu primerler;
pEF418-F: AGG AAT ATC AAG TAA TTC ATG AAA GT 694
pEF418-R: ACA CCA GTC GAA ATG AAT TT 258

invers PCR ile elde edilen amplikon IleB geninin Gzerinde bulungu genetik
elemanin tespiti icin ¢ift yonli DNA dizi analizosrasi, daha éndénterococcus
faecalis de tanimlanny olan pEF418 plazmidi ile sekans homolgjisi
goOsterdginden temin edilen primerlerle PCR’lari yapiggm. Bu amacla Gen
Bankasindan pEF418 plazmid sekans! Uzerinden fraghmigytkltkleri ve dizayn
edilen primerlerin dgruluklari konfirme edilmtir.
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4. BULGULAR

4.1 E. faecium ADUl swunun biyokimyasal 06zellikleriyle
tanimlanmasi

Mikrobiyolojik olarak sgun karakterizasyonu ve tanimlanmasi icin biyokinayas
Ozellikleriyle sylari tanimlayan bir sistem olan APl 20 Strep galé&iii
kullanilmistir ve ADU1 sgu E. faeciumolarak tanimlannstir.

Cizelge 4.1. ADU1 ssunun biyokimyasal 6zellikleri ve identifikasyonnci
kullanilan kit API 20 Strep (bioMérieux) sonuglar

izolat
Adi
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4.2. E. faecium ADU1 Susunun Antibiyotik Hassasiyet De&zerlerinin
Olgulmesi

4.2.1. Disk Diflizyon Testi

E. faeciumADU1 swunun Mueller-Hinton agar lzerinde yapilan disk zfin
testi sonucunda eritromisine, klindamisine, pirBme, ampisiline, penisiline,
doksisiklin ve tetrasikline ve norfloksasine dirBngzankomisin, teikoplanin,
gentamisin, rifampisin ve kloramfenikole hassasugldbulunmgtur. Sinir dger
olarak CLSI (Clinical and Laboratory Standardsitngt) degerleri kullaniimstir.
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Cizelge 4.2. ADU1 stunun disk diflizyon testi ile antibakteriyellere duyliklar
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4.2.2. Agar Dilusyon Yoluyla MIC De&serlerinin Tespiti

E. faeciumADU1 swunun Mueller-Hinton agar ile 10 antibiyotik icin Kl
degerleri belirlenmgtir. Sus eritromisin, klindamisin, siprofloksasin, tetragikve

ampisiline direcli bulunurken rifampisin, vankommsiteikoplanin, kloramfenikol,
ve gentamisine hassas bulurgtom (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. ADU1 stunun agar dillisyon yoluylantibakteriyellere duyarliliklari
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4.2.3.Linkozamid inaktivasyon Testi

BHI agar ile yapilan Gots’ testi ile inaktivasyorarkigl test edilmgtir. Sekil
4.1.’de goruldgu gibi indikator bakteriMicrococcus luteusk. faeciumADU1
swsunun antibiyotgi inaktive ettgi bdlgede ¢galmistir.

Klindamisin diski

Sekil 4.1. Gots’ testi sonucu gdrilen zonlar

Klindamisin diski inokule edilerM. luteusigin inhibisyon zonu olgturmustur.
Test edilen dort enterokok gindanE. faeciumADUL ve kontrol sgu pozitif
sonug¢ verirken gier iki enterokok sgu klindamisin diskiyleM. luteusicin olusan
inhibisyon zonunu etkilememive negatif olarak deerlendirilmistir.
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4.3.E. faeciumADU1 Swu ile Yapilan Molekiiler Calismalar
4.3.1. Total DNA Ekstraksiyonu

Sekil 4.2’ de goruldgiu gibi Total DNA ekstraksiyonu sonucundia faecium
ADUL1 swunda en az 3 plazmid vailitespit edilmgtir. Bu plazmidlerden blyuk
olani yaklaik 30 kb iken dger iki plazmidden buyuk olani 7kb civarindadir.
Ekstraksiyonda RNA’ ya katlik gelen bolge icinde daha parlak olarak gézlenen
band ise yine plazmid olarak gelendirilmis olup yaklgik 2kb civarindadir.

Marker Total DNA

Plazmid 1

Kromozom

Plazmid 2

Plazmid 3

Sekil 4.2.E. faeciumADUL1 swunda total DNA ekstraksiyonu sonucunda gérilen
plazmidler
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4.3.2. LinkozamidInaktivasyon Genlerinin Aranmasi

Sekil 4.3.’de gorildgu gibi E. faeciumADUL swundalinA, 1linB, InuC, InuDigin
spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda yalnlird pozitif cikmstir.

M A AKPAKN B BKP BKN C CKRCKN D DKP DK

Sekil 4.3. E. faeciumADU1 swunda linA, linB, Inu(C), Inu(D) icin spesifik
primerlerle yapilan PCR gorintlsu

M —> marker,

A - linA primerleriyle ADU1 syu,

AKPve ANP linA icin sirasiyla pozitif ve negatif kontroller,

B — linB primerleriyle ADU1 syu,

BKP ve BKN —» linB icin sirasiyla pozitif ve negatif kontroller,

C — Inu(C) primerleriyle ADU1 suu,

CKPve CKN — Inu(C) icin sirasiyla pozitif ve negatif kontroller,
D — Inu(D) primerleriyle ADU1 syu,

DKP ve DKN > Inu(D) igin sirasiyla pozitif ve negatif kontroller
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4.3.3 linB Geninin Transfer Edilebilirli gi

linB geninin mobil bir genetik eleman lzerinde olup atgini anlamak igin
Enterococcus faecaligH2-2 alici sy olarak kullaniimg, Enterococcus faecium
ADUL1 izolatindan linkozamid direng karekterini algdamadg konjugasyon
yontemiyle test edilngtir. Enterococcus faecalidH2-2 sgu rifampisin ve flzidik
aside direncli eritromisine ise duyarhdi. faeciumADUL ise rifampisin ve
flzidik aside hassastir. Konjugasyonun sonucurfdangisin (100 mg/l), flzidik
asit (50 mg/l) ve eritromisin (10 mg/l) iceren hesinde sadece transkonjugantlar
dremgtir. Flzidik asit ve rifampisin direnci kromozomadldugu igin bu
direnclerin transferi s6z konusugileir.

Sekil 4.4. Eritromisin, rifampisin ve flzidik asitéren secici besi yerinde 48
saatlik inkubasyondan sonra treyen transkonjugantla
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Ureyen transkonjugantlarin linkozamid inaktivasywnidaki dgisimini gbzlemek
amaclyla Gots’ testi yapilgtir. Bunun icinindikator bakteri olaralicrococcus
luteus 9341 kullaniimgtir. Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7'de yapilan Gots’ testleri son
linkozamid inaktivasyonlari gerlendirilmistir. Kontrol amagliE. faeciumADU1
ve E. faecalisIH2-2'de test edilmgtir.

Sekil 4.5.'de secilen transkonjugantlardan 4 targ&itilmektedir. Klindamisin
diski inokule edilerM. luteusigin inhibisyon zonu olgturmustur. Test edilen 1, 2,
3 ve 4 no'lu transkonjugantlar inaktivasyon yoluydirenc gelimine neden
olmustur.

Sekil 4.5. Secilen 1, 2, 3 ve 4 numaral transkoapitarda Gots’ testi uygulamasi
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Sekil 4.6.’da klindamisin diski inokule edileM. luteusigin inhibisyon zonu
olusturmustur. Test edilen 5, 6, 7 ve 8 nolu transkonjugantiaktivasyon yoluyla
direng gelsimine neden olmgiur.

Sekil 4.6. Segilen 5, 6, 7 ve 8 numarall transkoapitarda Gots’ testi uygulamasi

Sekilde 4.7'de secilen transkonjugantlardan 2 tamesalici sg olarak kullanilan
E. faecalis JH2-2 ile verici sg olarak kullanilanE. faecium ADU1 izolat
gorulmektedir. Klindamisin diski inokule edileM. luteusigin inhibisyon zonu
olusturmuwstur. Test edilen 9 ve 10 numaral transkonjugantlaktivasyon
yoluyla direng gelimine neden olmgtur. E. faecalisJH2-2 sgunun konjugasyon
oncesi inaktivasyona neden olm@adwerici s olanE. faeciumADUL1 izolatinin
ise konjugasyon oncesi inaktivasyon yoluyla diresaieip oldgu gérilmektedir.
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Sekil 4.7. Segilen 9 ve 10 numarali transkonjugaddaveE. faeciumADUL ile E.
faecalisJH2-2 sglarinda Gots’ testi uygulamasi

4.3.4. Transkonjugantlarin Analizi
4.3.4.1.Transkonjuganlarda linB geninin aktariminin dogrulanmasi

Elde edilm§ olan 10 adet transkonjugantiaB geni PCR yoluyla arangive
bunlardan 9 tanesind@B geni pozitif bulunmstur (Sekil 4.8.).

Sekil 4.8. Secilmi olan 9 adet transkonjugantda gorulie amplikonlari
M: Marker, N: Negatif kontrol 1, 2, 3, 4, 5, 6,8,,9: Transkonjugantlar
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4.3.4.2. Aktarilan mobil genetik elemanin pulsed @&ld jel elektroforezi
(PFGE) ile test edilmesi

E. faecalisJH2-2 sgyu direncli hale geldginden gegcen mobil elemanin plazmid
veya transpozon olup olma&iPFGE yapilarak test edilgtir.

PFGE elektroforezi sonucunda elde edilen prafigedaki gibidir Sekil 4.9.).1ki
transkonjugantla alici suarasinda bariz bant farki bulunmamasi plazmidik bi
geck ihtimalini ortaya c¢ikartnstir.

Sekil 4.9. PFGE profilleri
A: Transkonjugant 9,
B: Transkonjugant 10,

M: Alici sws E. faecalisJH2-2
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4.3.4.3. Invers PCR ydntemi ilelinB geninin Gzerinde bulundysu genetik
elemanin tespiti

linB geni icerisinde belirlenen ve geni kesmeyen fesyron enzimleri olafEcoRl
ve Hindlll ile Enterococcus faeciurADUL izolatinin total DNA'sI restriksiyona
birakiimstir.

Enzim olarak kullanilarEcoRI ve Hindlll restriksiyonlu Grinlerderdindlll ile
yapilan inverse PCR sonucu yaklka 2500 bazlik bir fragman elde ediktit
(Sekil 4.12.).EcoRlile ise amplikon elde edilemegtir.

M  Hindlll EcoRI \Y

Sekil 4.10. EcoRlve Hindlll kesimi ve ligasyon sonrasi yapilan inverse PCR
sonucu

M: Pst DNA Marker
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linB geninin Gzerinde bulungu genetik elemanin tespiti igin ¢ift yonli DNA dizi
analizi yapilmak uzere Macrogen (Korea) firmasibadgriimg olan Invers PCR
ile elde edilen amplikonun sekans analizi sonucgtaenBankasi (BLAST) ile
karsilastirilarak deerlendirilmistir (Sekil 4.11. veSekil 4.12.). Dgerlendirme
sonunda Enterococcus faeciumADU1 izolatindaki linB geninin Uzerinde
bulundi@gu genetik elemanin, daha onEaterococcus faecaligle tanimlanmy
olan pEF418 plazmidi ile sekans homolojisi gostgrdelirlenmistir.
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Sekil 4.11. INVLINB1 ve INVLINB2 primerleriyle ¢@altilarak sekans analizine
gonderilen Hindlll amplikonundan elden edilen sekawonucunun GenBankasi
(BLAST) ile kasilastirimasi
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Sekil 4.12. INVLINB1 ve INVLINB2 primerleriyle ¢@altilarak sekans analizine
gonderilen Hindlll amplikonundan elden edilen sekaonucunun Gen Bankasi
(BLAST) ile kaslilastiriimasi
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Sekans analizi sonucunda elde edilen diag@aki gibidir.

>inv-invBl
AGAACGAGCGCATCAATGAGTTGATTGAATTTATCCGCAAGAACAAATTC
CGCACCTTAGAATATGATGATAAGCTTACTTGATCAATGTGTTGACCATA
TACTATCTATCAATAAAACGAATATCGAAATCCAAAAGGGAAATTTTACT
TCTTGGTGGGAGAACAAAACGTTACAAGATAATTTTGAACTGGCAGAAAA
CAAGAAACTCCTTAAAGAAATAGGAAGGTTGTCTTATGCAGCAAAACGTA
GTTCAAACTGGTCAAATAAAGTAGAAAAAAGTAAATATGGAACAACAAAT
TCTGGTTCAAAACTGGATAAGGGTTATGTTGGACATAAGGCTGCAAAAGC
GATGAAACGTGCCAAAAATATTGAGTCAAGACATCAGGAAGCCGTTTTAC
AAAAATCAGAACTGCTCCACAACATTGAACAATATGATGACTTAAAAATT
TCACCACTTGAATTTCACAAAGAGTGCTTAATAGAAGCGAATGATTTATC
ATTGTCTTATGGAGATAAAGAAGTATGCAGTAATCTTAATTTCAGAGTCA
ATATTGGTGATAGAGTTGCCATTATCGGAAAAAATGGGAGTGGTAAGTCT
AGTATCCTAAAATTGATTAATGGAGATGATATTAAATTTACCGGAAATTT
TATGCTAGCAAGTGGACTAAAAATTTCTTATATTTCGCAAGATACTTCAT
ATTTAAAAGGTAATCTATCTGAATTTGCCTATAATAATAAGATCGATGAA
ACTCTATTTAAAACGATTCTTCGTAAACTGGATTTTAATAGAGAGCAGTT
TGATAAGAACATGGTGGATTTTAGTGCTGGTCAGAAAAAGAAAGTACTAA
TTGCTAAAAGCCTTTGTGAAAGTGCACATTTGTATATATGGGATGAGCCA
TTGAACTATATTGATATTCTTCACGTATCCAAATGNNNNNGAATNANGNN

>i nv-i nvB2
NNNGNTNTNTGGNNTNTTATCAGCATACCTCAGTTTTTCAAAAAACAGCG
AAGCCTATGGATATGTTCCCGTCTACCGATAGTGCAAAAAGTGTCGTGGA
TATGTTTCCGAGAACGGACATACACAAATGACATTCATTCTGTCCTCTCA
ATCCATGTGGAAGCAGTATGTCTGTTAACAAGAAAATAATTATTGTTCGT
CCTGACGAGTTGTTAGACTCGAAAAGGATAAACATCATTTTTAGAACCGG
TAGCCGATTTTTGGCTAGCGGTTTTTTGGGCTCTTTGGCAAATAGTGGTG
ATTGAATCTCGCGCTATCCTATGGAAAACCGCCTTGTGTGAGGGGCTGCG
AGACCGCTTCGATCCTAGAATTGCTGAAGCACGAATCTAGCGTCACTCAC
ATTTCATCTTTTGACGTAGCTGAGACAAGGTGTTTTTCTTCGATCCGCTA
GTGGTTAATCTCTTTTTGGTGCAAATATGGTTTAGAATTTCTTTGCATGG
CTTAAGGGAGTGGAGAATCGGATATTAGTAGGATTTACATCCACAGATAA
AAATAGGCTTGATTTTAACAGCGAAACTAAAATACCCTACTTAAATGAAG
TGATAGATTAGATGTTGGGTTGTTAGGAGATGCTTAAAAATCCTATGCAA
TCAATAGTTTTTAGTGTTTGTTGACTTGATCCCTAAATCGCCTGAGTACT
AAACGTTGAGTGTGTCTGCTTACTGTCACTAGCCAGTAAGTGAGACTGTA
GTTAATCTCTCATTTTCCCCAGTATTATGTTGAAAATAGCCATGAAGCGA
TTATTTCTAAAGAGTTATTTTTGCAGGCTCAAGAAGAAATTTATCGGAGA

AGTAATATCTACACAGGAGAAGGCAAGAACAAAAGAATTTATAGTAGCAA
GTACGCTTTAAGTGCCATCACCTTCTGTGGATATTGTGGCGATATTTATA

Sekil 4.13. INVLINB1 ve INVLINB2 primerleriyle ¢@altilarak sekans analizine
gonderilen Hindlll amplikonundan elden edilen sekanalizi sonucu
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linB geninin pEF418 plazmidi Uzerinde yer alip alngad tespit etmek amaciyla
pEF418 plazmidine ait replikasyon orjinini gatabilecek primer, pEF418
plazmidinde bulunan aadE geni tarafindan kodlamameaglikozid diren¢ geni
varliginin aratirilmasi igin bu bolgeyi ggaltacak primer ve elde edilen bulgular
sonucu taranan makalelerden Lourdes Garcia-Mig@waark. tarafindan 2007
yilinda yayinlanmy calsmada transfer edilebilir plazmidler kisminda yeanal
pPEF418 plazmidi icin verilen primer sekansi da rafs olarak alinip PCR’lar
gerceklatirliimi stir. Bu amacgla Gen Bankasindan pEF418 plazmid sekan
tizerinden fragment blyuklikleri ve dizayn edileim@rlerin d@ruluklari aagida

goruldizu gibi konfirme edilmgtir.

Enterococcus faecaliplazmid pEF418, partial sequence

GenBankasi: AF408195.1

LOCUS AF408195 15890 bp DNA linear B
DEFINITION Enterococcus faecalis plazmid pEF418, p
ACCESSION AF408195
VERSION  AF408195.1 Gl:15667874
KEYWORDS
SOURCE  Enterococcus faecalis
ORGANISM  Enterococcus faecalis
Bacteria;Firmicutes;Lactobacillales;Ente
REFERENCE 1 (bases 1 to 15890)
AUTHORS Gentry-Weeks,C.R., Keith,J.M., Estay,M.T.
TITLE A resident plazmid of Enterococcus faecal
I1S1216V elements, aminoglycoside and linc
and a putative ABC transporter gene with
Streptococcus pneumoniae macrolide efflux
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 15890)
AUTHORS Gentry-Weeks,C.R., Keith,J.M., Estay,M.T.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (10-AUG-2001) Microbiology, Col
1300 Centre Street, Fort Collins, CO 80
FEATURES Location/Qualifiers source
/organism="Enterococcus faecal
/mol_type="genomic DNA"
/strain="418"
/db_xref="taxon: 1351"
Iplazmid="pEF418"
/note="resident plazmid"

gene 198..761/gene="repA"
CDS 198..761
/gene="repA"

/note="similar to RepA of the
pLKS of Lactobacillus plantaru
/codon_start=1/product="putati

CT 11-JAN-2007
artial sequence.

rococcaceae;Enterococcus

and Pikis,A.

is 418 contains multiple
osamide resistance genes,
similarity to the

pump gene

and Pikis,A.

orado State University,
523, USA

1..15890
is"

phage resistance plasmid
m NGRI0101"
ve replication protein"

Sekil 4.14.1inB geninin Uzerinde bulungu E. faecalissisundan izole edilen

pEF418 plazmidinin dizi analizi
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/protein_id=" AAL05545.1 "
/db_xref="Gl:15667875"

Jtranslation="MSNEIVKYHHELNTIPLRKFTPVEMNLFFSIVSRMRD VGDKKVQ
FTFEQLKDLSNYKATANVRFIDDLETTYDKLMDLRFGRRSADGLQRERRNAKID
GKADIPFAEIQVHEKALPLLNNLEEWVRYSLQQFNELESSYSKTMFRIRKKGFA
YFSKEDFHELLDIPKRVLLQSFKSTIK"
repeat_region 724..1533
/mobile_element="insertion seq uence:l1S1216V variant"
gene 793..1479
/gene="tnpA"
CDS 793..1479
/gene="tnpA"
/note="similar to transposase of IS1216V"
/codon_start=1
ftrans|_table= 11
/product="putative transposase "
/protein_id=" AALO5546.1 "
/db_xref="GIl:15667876"

/translation="MTMNHFKGKQFQQDVIIVAVGYYLRYNLSYREVQEIL YDRGINV
SHTTIYRWVQEYGKLLYQIWKKKNKKSFYSWKMDETYIKIKGKWHYDARGILTL
DIWLRKKRDTQAAYAFLKRLVKQFDEPKVVVTDKAPSITSAFKKLKEQGRFEHRT
IKYLNNLIEQDHRPVKRRNKFYRSLRTASTTIKGMEAIRGLYKKTRKE&GHRSVCT

EIKVLLGIPA"

CDS 1850..2719

/note="similar to OrfX of Tn54 05 from Staphylococcus

aureus”

/codon_start=1

ftransl_table= 11

/product="unknown"

Iprotein_id=" AAL05547.1 "

/db_xref="Gl:15667877"

/translation="MVDNIIKSVAEKLSSLSYIEGIVLGGSRARGTHTEDS DIDIGIY
YNSESFDINTINQFATKLDDEHRNNLVVPPGAWGDWINGGGWLVINGIYRIMBL
RVEQIMKDTEHGIVTANYQTGHPHGYISAMYRGELAISKILYAKNESIKBEJAETY
PNALQKSLVNFFMFEAGFSLMFVKANSGTDDKYYIAGHVFRIVSCLN@WNAYC
INEKKAIKLLETFEHKPEKYTEKVNHIFEVLGISLFECYDMTEKLYNEVNMEEINN

FLNEESSDERKQI"

CDS 2700..3434

/note="similar to OrfY of Stap hylococcus intermedius"

/codon_start=1

/transl_table= 11

/product="unknown"

/protein_id=" AAL05548.1 "

/db_xref="Gl:15667878"

ftranslation="MKENKYDDNIFFQKYSQMSRSQKGLAGAGEWETLKKMPDFKGKRVLDLGCGYGWHCIYAME
NGASSVVGVDISHKMLEVAKGKTHFPQIEYECCAIEDVDF

NMMDIPGMADEMRRPMMLIVSAKKKM"

gene 3467..4330
/gene="aadE"

CDS 3467..4330
/gene="aadE"
/note="streptomycin resistance protein; similar to
streptomycin adenyltransferase of Staphylococcus
intermedius, aminoglycoside 6- adenylyltransferase of
Enterococcus faecalis, and ami noglycoside

Sekil 4.14.1inB geninin tzerinde bulungu E. faecalissisundan izole edilen
pEF418 plazmidinin dizi analizi (Devam)
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adenyltransferase of Enterococcu s faecium”
/codon_start=1
/transl_table= 11
/product="putative aminoglycos ide 6-adenylyltansferase”
/protein_id=" AAL05549.1 "

/db_xref="Gl:15667879"

[/translation="MRSEKEMMDLVLSLAEQDERIRIVTLEGSRANINIPK DEFQDYD
ITYFVSDIEPFISNDDWLNQFGNIIMMQKPEDMELFPPEEKGFSYLMIYRBIDLT
LLPLEELDNYLKGDKLIKVLIDKDCRIKRDIVPTDIDYHVRKPSAREYDCNEFWNV
TPYVIKGLCRKEILFAIDHLNQILRFELLRMMSWKVGIKTEFSLSVGKNWKYID
EDLWNRLLSTYRMDSYENIWKSLFICHQLFREVSKEVAELLGFDY PEMGKNED

MYKKYVENDYF"

CDSs 4374..4901

/note="similar to adenine phos ophoribosyltransferase of

Thermotoga maritima and Bacill us halodurans"

/codon_start=1

/transl_table= 11

/product="putative adenine pho sphoribosyltransferase"

[protein_id=" AAL05550.1 "

/db_xref="Gl:15667880"

ftranslation="MESTDVINEIRGILPRNSIGKYDLLTIFTHKTVFDKI VKVLSLD

FQNKVDYVAAPEAIGWILGTAIAKELGVGFIGVRKGDKLPYAKEEISTBY SGQD

KSFEISKSSIVRNKRVLIVDDWIETGSQMKALIALLEKLDCSIIGLATIGDINEVTQ
KWIDSSFVAYIGSNI"

CDSs 5114..5842
/note="similar to streptomycin 3"-adenylyltransferase
Staphylococcus aureus and the spectinomycin resistance
protein from Staphylococcus au reus transposon Tn554"
/codon_start=1
/transl_table= 11
/product="putative spectinomyc in adenyltransferase"
/protein_id=" AAL05551.1 "

/db_xref="Gl:15667881"

ftranslation="MLIGVYLYGSAVMGGLRMNSDVDILVITNQSLSEKTR RNLTNRL
MLISGKIGNIKDMRPLEVTVINQKDIVPWHFPPKYEFMYGEWLREQRBESEYD
PDLAILLAQLRKNSINLLGPKATEVIEPVPMTDIRKAIKESLPGLIASINGERNVIL
TLARMWLTASTGEIRSKDLAAEWAIPQLPDEHATLLNKAREAYLGEG®GEMESEV

AELVNHMKKSIESSLNIQLPFRIV"

CDS complement(6362..6820)

/transl_table= 11

/product="unknown"

[protein_id=" AAL05560.1 "
/db_xref="Gl:15667890"

ftranslation="MMTMCPRCLELYSEIWSKPCCKCADKTIPVDIELINV VQMLLTR

GFDVSYATCYPDKEQGEIEAMEIEIHFRELYPQALFDGLPPDWIVIDEYFBKVLD

EPVDILTCAIEYRFEESIHIQKDIAISNLE TWLEEKDPQSCRAILTLAGF"
CDS 6458..6790

/codon_start=1

ftrans|_table= 11

/product="unknown"

/protein_id=" AAL05552.1 "

/db_xref_="G 1:15667882"

Sekil 4.14.1inB geninin Uzerinde bulungiu E. faecalissisundan izole edilen
pEF418 plazmidinin dizi analizi (Devamy
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[translation="MDALFKSIFDCTCK<DINRFIKNLTAKNWVFVNYNPV RWETIKES
LRIQFPKVNLNFHSFDLTLFFIWVTSGIRYIEASSEQHLNDIDEFNINRNGAFTT

RLRPNFTV"
CDS 7909..9393

/note="ATP-binding protein; pu tative macrolide efflux

genetic assembly; similar to A BC transporter ATP-
binding

protein of Lactococcus lactis subsp. lactis"

/codon_start=1

/transl_table= 11

/product="putative ABC transpo rter”

/protein_id=" AAL05553.1 "

/db_xref="Gl:15667883"

ftranslation="MSLINVSNLTFSYEGSYDNIFENVSFQIDTDWKLGFI GRNGRGK
TTFLNLLLGKYAYSGNISSTVKFEYFPYDVEDKSLYTIEVMKSICTECHIBREIS
LLDVQEDALYRPFNTLSNGEQTKVLLAALFLTASCFLLIDEPTNHLDIDNXRQNYL
KRKKGFILVSHDRSLLDQCVDHILSINKTNIEIQKGNFTSWWENKTL@ERNENKK
LLKEIGRLSYAAKRSSNWSNKVEKSKYGTTNSGSKLDKGYVGHKAAMACNIKER
HQEAVLQKSELLHNIEQYDDLKISPLEFHKECLIEANDLSLSYGDKEMGHRVNI
GDRVAIIGKNGSGKSSILKLINGDDIKFTGNFMLASGLKISYISQDTSYGKLSEFA
YNNKIDETLFKTILRKLDFNREQFDKNMVDFSAGQKKKVLIAKSLCESAWDEPL

NYIDIFSRIQIEKMILEYCPTLLFVEHDDA FCNNICTKNINLGL"
CDS 9447..10250
/note="similar to lincosamide nucleotidyltransferase of

Enterococcus faecium”
/codon_start=1

ftrans|_table= 11
/product="putative lincosamide nucleotidyltransferase"
/protein_id=" AAL05554.1 "

/db_xref="Gl:15667884"

ftranslation="MLKQKELIANVKNLTESDERITACMMYGSFTKGEGDQYSDIEFY
IFLKDSITSNFDSSNWLFDVAPYLMLYKNEYGTEVVIFDNLIRGEFHFKBENIIP
SFKDSGYIPDTKAMLIYDETGQLENYLSEISGARPNRLTEENANFLLCNKA MGI
NVLKRGEYARSLELLSQLQKNTLQLIRMAEKNADNWLNMSKNLEKEYSIKERKT

TARLDKVELFEAYKNSLLLVMDLQSHLIEQ YNLKVTHDILERLLNYISE"
CDS 11346..11759
/codon_start=1
/transl_table= 11
/product="unknown"
Iprotein_id=" AAL05555.1 "

/db_xref="Gl:15667885"

/translation="MTAINKLLAGGNNMIKTLEENIHAVIGETTEYQISEI NTLLDEK
QKELIKLANKGQDYEYLVDEIDEMRDKRQTLLVEDASLSGENERINBRERKFR

TLEYDDKLVRKIIQNVKVYEDHFVIAFKPG IEMEI"
CDS 12141..12722
/note="similar to OrfX of Stap hylococcus intermedius"
/codon_start=1
/transl_table= 11
/product="unknown"
/protein_id=" AALO5556.1 "

/db_xref="Gl:15667886"

ftranslation="MVGNVIQIVTEKLSSLPFIEGIVLGGSRARSTHTENS DIDIGIY

Sekil 4.14.1inB geninin Uzerinde bulungw E. faecalissusundan izole edilen
pEF418 plazmidinin dizi analizi (Devam)



YNSDSFDLTAINQIATELDDENRNNLVVPPGAWGDWVNGGGWLVINGEBWD
RVEQIIKDTEQGIVTANYQTGHPHGYISAMYRGELAISKILYAKNESLEERQAEIY
PTALKKSLMNFFIFEAEFARPDQRNKWQYH WHY"
gene complement(12655..13092)
/gene="tnpA"
CDs complement(12655..13092)
/gene="tnpA"
/note="TnpA; similar to putati ve transposase of
Enterococcus faecalis"
/codon_start=1

/transl_table= 11
/product="transposase"
/protein_id=" AAL05559.1 "

/db_xref="Gl:15667889"

ftranslation="MFKKGLFNPSDLPMKGKRKPNGHQERRGKQAFRRSIHREKDYS
QFSNEFGHLEGDTIVGLKHKSAVITLVERLSKVIITLKPCGRQAIDIENKHWFESV
PKNLFKSITFDCGKEFSNWKQISNANDIAI YFADPVARIQLQI"
repeat_region 13248..14056
/mobile_element="insertion seq uence:IS1216V variant"
CDS 13316..14002
/note="similar to transposase of Lactococcus lactis"
/codon_start=1
/transl_table= 11
/product="putative transposase
/protein_id=" AAL05557.1 "
/db_xref="Gl:15667887"

[translation="MTMNHFKGKQFQQDVIIVAVGYYLRYNLSYREVQEIL YDRGINV
SHTTIYRWVQEYGKLLYQIWKKKNKKSFYSWKMDETYIKIKGKWHYDARALTL
DIWLRKKRDTQAAYAFLKRLVKQFDEPKVVVTDKAPSITSAFKKLKEQYGFEHRT
IKYLNNLIEQDHRPVKRRNKFYRSLRTASTTIKGMEAIRGLYKKTRKEGRSVCT
EIKVLLGIPA"
repeat_region 14510..15317
/mobile_element="insertion seq uence:1S1216V variant"
gene complement(14563..15249)
/gene="tnpA"
CDs complement(14563..15249)
/gene="tnpA"
/note="similar to transposase of Enterococcus faecium"
/codon_start=1
/transl_table= 11
/product="putative transposase
/protein_id=" AAL05558.1 "
/db_xref="Gl:15667888"

ftranslation="MTMNHFKGKQFQQDVIIVAVGYYLRYNLSYREVQEIL YDRGINV
SHTTIYRWVQEYGKLLYQIWKKKNKKSFYSWKMDETYIKIKGKWHYDARALTL
DIWLRKKRDTQAAYAFLKRLVKQFDEPKVVVTDKAPSITSAFKKLKEQGFEHRT
IKYLNNLIEQDHRPVKRRNKFYRSLRTASTTIKGMEAIRGLYKKTRKE&GRSVCT

EIKVLLGIPA"

Sekil 4.14.1inB geninin Uzerinde bulungu E. faecalissisundan izole edilen

pEF418 plazmidinin dizi analizi (Devam)
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ORIGIN

1 ccaagggaatgacgcttttatctacatcgttttgtctgttt

61 tttatctacatcgttttgtctgtttgtacattgaattagta
121 agatdi@iataaacagatattitgtatticataacgtctgt
181 aaggaggtattttaaatatgtctaatgaaatcgtaaagtat
241 ttccgttgcgaaaatttacaccagtcg
301 tgcgtgatgtaggtgataaaaaagtacaatttacattcgag
361 attataaagcaactgcaaatgttcgattcatagatgattta
421 taatggatttacgttttggtagaagaagtgctgacggtttg
481 tatttaatcaatttaaaatcgacggaaaagctgatattcct
541 atgaaaaagccttacccttacttaataatcttgaagaatgg
601 agttcaatgaattagaaagcagttattcaaaaacaatgttt
661 gaaccaaaggtttcgcttatttttcaaaagaagactttcat
721 aaagggttctgttgcaaagttttaaatctactatcaaataa
781 atagcaggaggaatgacgatgaatcattttaaaggaaagca
841 attgt-{fECOIBG0E o ctatcticgttataaccttagcta
901 ttatatgatcgtggcattaacgtttctcatacgacgattta
961 ggcaaactactctatcaaatttggaaaaagaaaaataaaaa
1021 atggatgaaacgtacatcaaaattaaaggaaaatggcatta
1081 gcagatggtttaaccttggatatttggttacgtaaaaaacg
1141 gcttttcttaagcggttagtgaagcagtttgatgaaccgaa
1201 gccccctctattacaagtgcctttaagaaactaaaagaata
1261 gaacatcgtaccattaaatacctgaataatttgattgaaca
1321 agacgcaataaattctatcgaagtttacgcactgcctctac
1381 gccattcgaggattatataagaaaacccgaaaagaaggcac
1441 tgtactgaaatcaaggtattattgggaatcccagcttaaat
1501 tttattctttatttaaaactttgcaacagaaccttttaatc
1561 atcgcaaaaagctcttgttaaagatttattcaagggatatg
1621 aaaggatcgacttctgcttggaacgttatttttaaaccatg
1681 tttaaaggctattgaaaagacttcatctaatcagcagaggt
1741 gttttaactatcttttgtgaaattaaaaaaattataaatat
1801 tttggcttggaatttttacagcagtgaatcgataaaaggag
1861 tattattaaatcagtagcagagaaattatcctctctgtctt
1921 aggtggttcacgtgcaaggggcacccatacagaggattcgg
1981 ttacaattcagaatcatttgacataaatactattaatcaat
2041 tgagcatagaaataaccttgttgtacctcccggagcatggg
2101 cggatggttagtcataaacgggtatcatgtggatttaattt
2161 ggaacaaataatgaaagatacagagcacggaattgttactg
2221 tccccatggttatattagtgcaatgtatcgaggagaattag
2281 tgctaagaatgaaagcttatgcgaattaaaaaaacaggcag
2341 gcagaaaagtttagttaacttttttatgtttgaagcagggt
2401 agcaaattcgggaacagacgataaatattatattgcgggtc
2461 atgtttaaatcaagtgttatttgcatgtaataatgcttatt
2521 tataaaactgcttgaaacttttgaacataaacctgaaaaat
2581 tatttttgaagtactcggtatctcactttttgaatgctacg
2641 taatgaagtgaatgaaattgtatcggagataaataactttt
2701 tgaaagaaaacaaatatgatgataatatattttttcaaaaa
2761 cgcagaaaggactggctggtgcgggagaatgggagactttg
2821 ttaagggtaagcgtgtgcttgatttaggatgcggcetatgga
2881 tggaaaacggtgcttcctctgtagtaggtgttgatatttct
2941 caaaaggaaaaacccattttccacagattgaatatgaatgc
3001 atttcccagaggagagctttgatgtaatactaagttcgcett
3061 actatgagaatttaataaaaaagatatataggatgctgaag
3121 ttacagttgaacatcctgtttttactgctcatggaacacaa
3181 aaggagaaatactgcatttcccggtggacaattattattat
3241 tgtttttggaagaaaaggttacaaaatatcatagaacactg
3301 tgctttcaaatagttttataataaatcagattgtggagcca
3361 tggatattccggggatggcggatgaaatgcgacgcccaatg

Sekil 4.14.1inB geninin tzerinde bulungu E. faecalissisundan izole edilen

pEF418 plazmidinin dizi analizi (Devam)

atctacatcgttttgtctg

c
atctcttgtgcgagtaaga
catcatgaattaaatacaa
ttctctatcgtatcaagaa
caattaaaagatttaagca
gaaacaacgtatgacaaat
caacgtgaacgttttgttt
tttgctgaaatacaagttc
gtgcgctattctctccaac
cgattactaaaacaataca

ggtagaataatagaaaaag
atttcagca
tcgtgaagttcaagaaatc
tcgttgggtgcaagaatat
atccttttattcatggaaa
tttgtatcgagccatcgat
ggacacacaagcagcctat
ggttgtagtcacagataaa
cggcttttatcaagggaca
agaccatcgtccagtaaag
cacgattaaaggcatggaa
tctcttcgggttttcggte
catagataccgtaagggat
taatctagaaaatcagtac
tgtggaataggatacccag
ttagcaaaatgaatggtaa
ataaaaagacaattgataa
gttgagtagaagcaaaaga
catgcttgatggtagataa
atatagaaggtattgtttt
atatagatatcggcatcta
tcgctacaaagctggatga
gtgattggattaatggcgg
tacgtgatattaaacgtgt
ccaattatcagactgggca
cgattagcaaaatactata
aaacttatcccaatgcttt
tctetttaatgtttgtaaa
atgttttcgtatagtttc
gtatcaacgaaaagaaagc
ataccgagaaggtaaatca
acatgaccgagaagcttta
taaacgaggagagttcaga
tacagtcaaatgagtcgct
aaaaagatgctacctgatt
tggcactgtatatatgcga
cataaaatgctcgaagtag
tgtgccatagaagatgtgg
gcgtttcattatgtagcag
gctggtggcaatttagttt
gactggtattataacgaaa
gagggcaaacggacagcta
accacatatctaaatacac
cagccgccagagaacatga
atgctgattgtatcggcaa
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3481 agaaatgatggatttagtactttctttagcagaacaggatg aacgtattcgaattgtgac
3421 aaaagaagatgtaataatatagaaaaaataaacgaggagta tgtaaatgagatcagaaaa
3541 ccttgaggggtcacgcgcaaatattaatatacctaaagatg aatttcaggattatgatat
3601 tacatattttgtaagtgatatagaaccgtttatatctaatg atgactggcttaatcaatt
3661 tgggaatataataatgatgcaaaagccggaggatatggaat tattcccacctgaagaaaa
3721 gggattttcctatcttatgctatttgatgattacaataaaa ttgatcttaccttattgcc
3781 cttggaagagttagataattacctaaagggcgataaattaa taaaggttctaattgataa
3841 agattgtagaattaaaagggacatagttccgactgatatag attatcatgtaagaaagcc
3901 aagcgcaagggagtatgatgattgctgcaatgaattttgga atgtaacaccttatgttat
3961 taaaggattgtgccgcaaagagatactgtttgcaatcgatc atctgaaccagattctacg
4021 gtttgaactacttaggatgatgtcgtggaaggttgggataa agacagaattttcattaag
4081 tgttgggaaaaattataagtatattaacaaatacattgatg aagatctatggaatagatt
4141 attatctacatatcgcatggattcctatgaaaatatttgga agtcattatttatatgcca
4201 ccaattgttcagggaagtgtccaaagaggtagcagaactac tggggtttgattatccaga

Sekil 4.14.1inB genini tgiyan pEF418 plazmidinin dizi analizi

Buna gore pEF418 plazmid sekansi Uzerinde;

- ile gosterilen primerler Lourdes GarciagMia ve ark. tarafindan 2007
yihnda yayinlanmy calsmadan referans alinarak kullanilan primerlerdirklgsk
bliyukligii 461 baz ciftlik bdlgedir. Calmada verilen primerler reverse
komplement olarak veril@inden sekans Uzerinde reverse komplementleri alknar
isaretlenmytir.

Sari renk ile gosterilen aadE isimli primerler “aaglycoside adenyltransferase”
genini ¢c@altan primer ciftidir. Yaklaik buyukligt 528 baz ciftlik bélgedir.

- ile gosterilen ori-pEF418 isimli primer pEF418 plazmidinin
replikasyon orjinini ¢@altmak icin dizayn edilngi olan primer ciftidir. Yaklak
buyukligt 726 baz ciftlik bolgedir.

pEf418 plazmid sekansi Uzerinde dizayn edilen plienéle aradaki bdlgelerinde
varoldysunu gdstermek amaciyla,

ori-pEF418R ile aadF (849-3491 arasi bolge ~2642 bp
ori-pEF418F ile pEF418F (103-719 arasi bolge ~61)6 e

ori-pEF418R ile pEF418F (258-848 arasi bolge ~5pPsbklinde kullaniimgtir
(Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. linB geninin pEF418 plazmidi Uzerinde yer alip alngaul tespit
etmeye yonelik dizayn edilen primerlerle yapilarRP¢& elektroforez sonucu

FI ile gosterilen dizinde ori-pEF418R ile aadFnperleri kullanilarak 849-3491
arasli ~2642 bp bolge galtiimak istenmitir. Ancak primerlerin dizayninda ve
genlerin siralaginda Gen Bankasindan referans alinarak elde egile418
sekansi icerisinden hedeflenen ~2642 bp ‘lik bédgegaklaik 2000 bp’lik bolge
cogaltilabilmistir. FIlI ile gosterilen dizinde ori-pEF418R ile pEEBF primerleri
kullanilarak 258-848 arasi ~590 bp’lik bdlgegatilmistir.  FlIl ile gdsterilen
dizinde ise ori-pEF418F ile pEF418F primerleri nlilmstir ve 103-719 arasi
~616 bp’lik bolge c¢galtiimistir.

linB geninin pEF418 plazmidi Gzerinde yer alip alngaal tespit etmeye yonelik
dizayn edilen primerlerle yapilan PCR ve elektreforsonucu,linB geninin
pEF418 plazmidi Uzerinde yer aibelirlenmitir. Ancak sekansi verilen pEF418
plazmidinden farkli bolgeleri oldw distinilmektedir ¢inkd ggaltilan bolgenin
2640 olmasi gerekirken yaki 2000 bazlik fragman @altiimistir. Cagaltilan
bolgede olmasi gereken orfX, orfY ve transpozazlagemde bir delesyon
olabilecgi ve bunun da sekans analiziyle bulunabifgckisinilmutar.
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5. TARTISMA VE SONUC

Enfeksiyon hastaliklari tarih boyunca en dnemlinbliiedeni olmgiardir. Fakat

20. yuzyildan itibaren antibiyotiklerin enfeksiyohastaliklarinin tedavisinde
kullaniimaya bglanmasiyla kalp-damar hastaliklari ve kanser efmfeks

hastaliklarinin yerini almtir. Ne var ki antibiyotiklerin kullaniima girmedg/

antibiyotiklere direncli mikroorganizmalarin ortaygkmasi ve yayginianasi

sorunu ortaya cikmgir. Antibiyotiklere direng mekanizmalarinin ortaiganmasi

ve diren¢ yayiliminin izlenmesi mikrobiyolojinin émli alanlarindan biri haline
gelmistir.

Gram pozitif etkenlerin tedavisinde linkozamid guubantibiyotikler de
kullaniimaktadir. En yaygin linkozamid direng meizamasi 23S rRNA
metilasyonudur ve MLS grubu antibiyotiklere capradirenc sglar.
Linkozamidlere izole diren¢ glmyan mekanizmalardan en ©nemlisi ise bu
antibiyotiklerin enzimatik inaktivasyonudur. Bugudek tanimlanan enzimlerin
hepsi linkozamidlere nikleotidil grubu aktaran radkldil transferaz enzimleridir.
iIk tamimlanan enzimleBtaphylococcus haemolyticB$14610 veStaphylococcus
aureusBM4611 sglarinda bulunmgive bu enzimlerin sirasiylanA ve linA’ adi
verilen genler tarafindan kodlagdigosterilmgtir. Daha sonra isénB, Inu(C) ve
Inu(D) velinF genleri bulunmstur. (Cizelge 5.1.).

Cizelge 5.1.Linkozamid diren¢ genlerinin bulugdwsylar ve izole edildii yerler

Izole Edildigi Yer
Klinik 6rnekler

Gen Adi Bulunan Su
linA S. haemolyticuBM4610

(Brisson-Noel, 1986)

S. aureu8M4611

linB
(Bozdogan, 1999)

E. faeciunHM1025

Klinik érnekler

(Heir vd., 2004)

Inu(C) S. agalactiadJCN36 Klinik érnekler
(Achard, 2005)

Inu(D) S. uberidJCN42 Hayvan orng
(Petinaki, 2008).

lin(F) E. coliX1D61 Klinik érnekler

Linkozamidleri inaktive eden genlerin izole olarbdk bakteride bulunmasi L
fenotipi denilen yalnizca linkozamidlere direng glsgan,
streptograminlere ise hassasiyetin koryhdhbir fenotip ortaya ¢ikmaktadir. Daha

makrolidlere ve
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once vyapilan c¢almalar linkomisin ve klindamisine ribozomun ve
ndkleotidiltransferaz enzimlerinin affinitelerinrid oldugunu ortaya koymgiur.
Klindamisine olan affinitenin ribozoma olan affieden daha az olmasinin
direncin ortaya cikmasi ve tespit edilmesinde Zorutaya cikartabilmektedir.
Hem disk difizyon hem de MIK yontemleriyle direngspitinde klindamisin
yerine linkomisin kullaniimasinin inaktivasyona gha L fenotipinin ortaya
konmasinda daha etkili olabileesimdiye dek yapilan caimalarla ortaya
konmustur. Klinik kullaniminin daha yaygin olmasi neddaiyklindamisinin
hasssasiyet belirleme testlerinde tercih edilmasinaktivasyona kg direncin
tespitinde hatali negatif sonuclarin ¢ikma olgmii artirmaktadirinaktivasyona
bagl linkozamid direnci ilk olarak insanlardan izodglilen stafilokok sglarinda
tespit edilmitir. Linkozamidlere diren¢ genlerinden birisi olému(D) ise mastit
etkeni olarak sitten izole edil& uberissuisunda bulunmgtur. Sonug olarak hem
insanda hem de hayvanlarda bu direng fenotipinmldgindan daha yaygin
oldugu gosterilmgtir. Ozellikle veteriner hekimlikte linkomisinin devi amaciyla
yaygin kullanimi linkozamidlere direncin yayilmagandnemli bir faktér olabilir.
Bu calsmada izole edilen suise cevre drnginden, Menderes nehir suyundan
izole edilen bir sgtur. Ulssabildigimiz kaynaklarda yapiimiz taramalara gore
daha once linkozamidlere inaktivasyon yoluyla diregevre sglarinda rapor
edilmemitir.  Bu fenotipin  ¢evre 0Orneklerinde gorulmesi dice geninin
yaylilabilirligi acisindan oldukca 6nemlidir. Orya ve arkadglarinin su ve toprak
orneklerinden izole ettikleri 57 enterokok sguarasinda inaktivasyona gia
direncin %10'dan fazla oldw gordimigtir. Bu calsma cevre o6rneklerinde
enterokoklar arasinda bu tip direncin ortaya cikandgladigini gostermtir.
Oryasin ve arkadglarinin izole et suslardan birisi olanE. faeciumADU1
izolatinda linB geninin bulunmasi bu direng geniningeli sylar arasinda da
yaygin olabilecgini distindirmigtir (Oryain E., 2008).

inaktivasyon genlinB’nin transfer edilebilirlgi tizerine yapilan deneylerde bu
geninE. faecalisJH2-2 syuna aktarilabildii gosterilmitir. Konjugasyon yoluyla
transfer edilen linkozamid direncinin ¢k@ antibiyotik direng 06zellikleriyle
birlikte gectigi gorulmisir. Yapilan ileri argtirmalarsalinB geninin plazmid
Uzerinde oldgunu ve dger direng genleriyle birlikte gandigi gosterilmgtir. Bu
diren¢ genleri arasinda aminoglikozid diren¢ genlamakrolid direng genleri
bulundwu gosterilmtir. invers PCR yontemiyle yapilan sekansspahisi isdinB
geninin daha 6nce kismi olarak sekanslgnpmiF418 plazmidi Uzerinde olgunu
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gOstermgtir. Konjugasyonla aktarilabilir bir plazmid olanEp418’in direng
genlerinin yayiliminda énemli olgu agikardir.

Cevre, hayvan ve insanlardan izole edilen Orneklaebpit edilen ve transfer
edilebilir olanlinB geninin giderek daha fazla yaygigdaas distinulmektedir.
Ozellikle bu cakmayla gosterildii gibi cevre 6rneklerinde olmasi bu genin ve
beraberinde bulungw diger direng genlerinin kolaylikla slar arasinda transferi
antibiyotik direncinin yayllmasinda 6nemlidir. Bwrkuda daha gegislrvey
calismalari yapiimasi inaktivasyona ghalinkozamid direncinin sglar arasindaki
yayllimi ve genelde antibiyotik direncinin yayilnmagaki 6neminin ortaya
konmasi acgisindan 6nemli olacaktir.
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