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Amag: Hastalik etkeni bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasi 6nemli bir halk saghgi
sorunudur. Ancak, antibiyotiklere maruz kalmanin bakterilerde ézellikle uzun dénemde neden
oldugu etkiler ve bu durumun antibiyotik direngliliginin kazanilmasindaki rolii tizerine bilgilerimiz
halen sinirlidir. Her ne kadar, antibiyotik kullaniminin bakterilerde mutasyon hizini arttirdidi bili-
niyor olsa da, spontan mutasyonlarin spektrumu ve antibiyotik direngliligini arttirici etkisi kesin
degildir.

Yontem: Bu calismada, uzun dénemli diisiik dozda streptomisin uygulamasinin Klebsiella
aerogenes’de spontan mutasyon hizi ve spektrumuna etkisini arastirmak amaciyla mutasyon
biriktirme ve yeni nesil tiim genom dizileme teknikleri kullaniimistir.

Bulgular: Elde edilen sonuglar, streptomisin antibiyotiginin Klebsiella aerogenes bakterisinde
mutasyon hizini arttirdigini dogrulamaktadir.

Sonug: Bu ¢alisma ile antibiyotiklerin bakterilere yalnizca antibiyotigin hedefi olma ya da olmama
yéniinde bir segilimsel zorluk yaratmadigi ayni zamanda bakteri i¢in yararli olacak mutasyonlarin
hizini arttirarak da bakterilerin adaptasyonunu hizlandirdigi ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, Klebsiella aerogenes, streptomisin, mutasyon hizi,
mutasyon spektrumu, mutasyon biriktirme

ABSTRACT

Objective: Gaining resistance to antibiotics is a major public health problem. However, our
knowledge of the long-term effects of exposure to antibiotics, particularly on bacteria, and the
role of this in the acquisition of antibiotic resistance remains limited. Although the use of
antibiotics is known to increase the rate of mutation in bacteria, the spectrum of spontaneous
mutations and the effect of increasing antibiotic resistance is not certain.

Method: In this study, mutation accumulation and next generation whole genome sequencing
techniques were used to investigate the effect of long-term low dose streptomycin on spontaneous
mutation rate and spectrum in Klebsiella aerogenes.

Results: The results confirm that streptomycin antibiotic increases the rate of mutation in
Klebsiella aerogenes bacteria.

Conclusion: With this study, it has been shown that antibiotics not only cause a selective difficulty
for bacteria to or not to become the target of the antibiotic, but also increase the rate of
mutations that will be beneficial for the bacteria and accelerate the adaptation of the bacteria.

Keywords: Antibiotic resistance, Klebsiella aerogenes, Streptomycin, mutation rate, mutation
spectrum, mutation accumulation
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GiRiS

ilk kez penisilinin kesfinden birkag yil sonra tanimla-
nan antibiyotik direnci, tim diinyada 6nemi giderek
artan bir halk saghgi sorunu héaline gelmistir®?.
insan hastaliklarinin 6nlenmesinde ve hayvancilikta
antibiyotiklerin yaygin olarak kullaniminin bir sonu-
cu olarak, éldiricl olmayan antibiyotik konsantras-
yonlari ¢evrede yaygin olarak bulunmaktadir ve bu
durum bakterilerin antibiyotiklere karsi direng gelis-
tirmesinin yolunu acmistir*3-), Bakterilerin hori-
zontal gen transferi ya da yeni mutasyonlarla antibi-
yotiklere diren¢ kazandigi bilinmesine ragmen(©®),
uzun sireli ve distk doz antibiyotik maruziyetinin
neden oldugu etkiler ve antibiyotik direncinin kaza-
nilmasindaki rolt lzerine bilgilerimiz halen sinirli-
dir. Literatiirde yer alan galismalar, antibiyotik kulla-
niminin bakterilerde mutasyon hizini arttirdigini
gostermektedir”®, ancak mutasyon spektrumuna
etkileri ve antibiyotik direnci gelismesini saglayacak
mutasyonlarla olan iliskisi heniiz kesin olarak ortaya
konulamamistir.

Bugiin Klebsiella aerogenes olarak siniflandirilan
bakteriler, ilk kez Aerobacter aerogenes olarak bili-
nen turleri Enterobacter aerogenes olarak adlandi-
ran Hormanche ve Edwards® tarafindan
tanimlanmistir®®, Gram-negatif ve rod seklinde olan
K. aerogenes, suda, havada ve toprakta yaygin olarak
bulunan bir tlrdir. Ayni zamanda, insan ve hayvanla-
rin gastrointestinal kanalinda da normal mikrobiyo-
tanin bir elemani olarak yer almaktadir*?. Solunum
ve idrar yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi ve sepsis
etkeni olan K. aerogenes, 2000'li yillarin basindan
beri coklu ila¢ direncinin (MDR) gozlendigi insan
patojenlerinin (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter
sp.) arasina dahil edilmistir*1%, Genis spektrumlu
antibiyotiklerin yaygin olarak kullaniimasiyla c¢oklu
ilag direnci gosteren K. aerogenes gibi izolatlarin
ortaya c¢ikmasi arasinda bir iliski oldugu dusindl-
mektedir®.

Bu calismada, genis spektrumlu bir antibiyotigin
(streptomisin) uzun sireli ve o6ldarict olmayan
dozda uygulamasinin K. aerogenes'de mutasyon hizi
ve spektrumuna etkisini belirlemek amaglanmistir.
Streptomisin, cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin teda-
visinde kullanilan aminoglikozid sinifindan genis
spektrumlu bir ilagtir®>*), Gram pozitif ve Gram-
negatif bakterilere karsi etkilidir. Streptomyces griseus
bakterisinden koken alan streptomisin, bakteri hiic-
relerinde 16S rRNA alt birimine baglanarak protein
sentezinin engellenmesine neden olmaktadir ve lite-
ratlirde yer alan galismalarda bu etki mekanizmasiyla
uyumlu olarak, streptomisin direncinin ribozomal
proteinlerle iliskili genlerde (rpsD, rpsL gibi) ortaya
ctkan belirli mutasyonlarla iliskisi gosterilmistir>17),

Bugiine kadar, genis spektrumlu antibiyotiklerin
genom kararhhgi tGzerindeki etkilerini inceleyen calis-
malarin ¢ogunda raportor genler kullanilmigtir”:2),
Ancak bu deney sistemlerinin en bliylik dezavantaji
yalnizca bir ya da birkag¢ gen bolgesinin degerlendir-
meye alinmasi dolayisiyla genomda gerceklesen
diger mutasyonlarin belirlenememesidir*®. Buna ek
olarak, raportor sistemlerde elde edilen sonucun,
secilen bolgenin/bolgelerin igeriginden etkilenmis
olma olasiligr gbz éniinde bulundurulmalidirt®®),
Mutasyon biriktirme (Mutation Accumulation, MA)
ve yeni nesil tim genom dizileme (Next-generation
Whole Genome Sequencing, WGS) tekniklerinin
beraber kullanilmasi yukarida s6z edilen sinirlamalar
olmaksizin mutasyonlarin belirlenmesine olanak
saglamaktadir%22, Mutasyon biriktirme deney sis-
teminde, ayni atasal hiicreden olusturulan soy hatla-
ri, yinelenen popdlasyon dar bogazlarina (population
bottleneck) maruz birakilarak dogal secilim etkisinin
asgari dlizeyde tutulmasi amaglanir. Bu sayede
dogal secilimin, cok biyik etkilere sahip olabilecek
nadir mutasyonlar hari¢ olmak kaydiyla, tim mutas-
yonlari 6zendirmesi ya da yok etmesi 6nlenir ve her
hicre bélunmesinde mutasyonlar birikir1°-22),
Literatlirde farkl filogenetik gruplardan prokaryotik
ve Okaryotik mikroorganizmalarda bu yontem kulla-

nilarak mutasyon hizi ve spektrumu belirlenmistir
(7,19-22)
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Bu calismada, uzun sireli ve oldirici olmayan
dozda streptomisin uygulamasinin K. aerogenes’'de
genomik mutasyonlarin hizi ve molekdiler spektru-
muna etkisini karakterize etmek icin MA/WGS strate-
jisi kullanilmistir. Ayni atasal hiicreden koken alan 48
soy hatti olusturulmustur. Bu soy hatlarindan 24
tanesi kontrol grubu olarak antibiyotik icermeyen
ortamda yaklasik 1.000 nesil boyunca Uretilmistir.
Deney grubunu olusturan diger 24 soy hatti ise, kont-
rol grubuyla eszamanh olarak, 6ldurici olmayan
dozda streptomisin iceren ortamda yaklasik 1.000
nesil boyunca uretilmistir. Bu calismadan elde edilen
sonuglar, K. aerogenes’de genis spektrumlu bir anti-
biyotik olan streptomisinin spontan mutasyonlarin
hizi ve molekiiler spektrumu Uzerine etkileri hakkin-
da literatilre katkida bulunacaktir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma Klebsiella aerogenes Tindall ve ark. ATCC®
13048™ numarali sus kullanilarak yapilmistir. Calisma
boyunca tim kiltir asamalarinda ATCC tarafindan
onerilen sekilde nutrient broth (NB) (Cat no. 105443;
Merck) ve nutrient agar (NA) (Cat no.#105450;
Merck) kullanilmistir ve kaltiirler 30°C’de aerobik
kosullarda inkiibe edilmistir. Streptomisin stok ¢ozel-
tisi Ureticinin talimatlarina goére hazirlanmistir (Cat
no.#59137; Sigma-Aldrich). Streptomisin, minimum
inhibitor konsantrasyonunun ve bu ¢alismada uygu-
lanan 6ldirici olmayan dozun kontrol edilmesi icin
Andrews!?’den modifiye edilmis bir protokol kulla-
nilmistir: Klebsiella aerogenes sivi besiyeri kullanila-
rak yaklasik 18 saat calkalamali etiivde (O.D. 600
degeri >0.5 olana kadar) Uretilmistir. Kultir daha
sonra seri olarak seyreltilmistir ve yaklasik 1.000
hicre, farkl konsantrasyonlarda (0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10,
12.5, 25 ve 50 pug/mL) streptomisin iceren NA plakla-
rina ekilmistir. Uygun kosullarda, 24 saat inkiibe
edildikten sonra plaklardaki koloni sayisi hesaplan-
mistir. Bu deney 3 tekrar seklinde gerceklestirilmistir
ve 3 yinelemenin ortalamasindan 10 pg/mL strepto-
misin dozunun 6ldirici olmadigi dogrulanmistir.

Oldiriici olmayan dozda uygulanacak streptomisin
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miktarinin belirlenmesinden sonra, tek bir K. aerogenes
kolonisinden (ATCC 13048) 48 bagimsiz mutasyon
biriktirme (MA) hatti olusturulmustur. Olusturulan top-
lam 48 soy hattindan 24’ kontrol grubu olmak tzere,
tlm sure¢ boyunca antibiyotiksiz NA plaklarina ekilmis-
tir. Diger 24 soy hatti ise, deney grubu olarak tiim stire¢
boyunca 10 pg/mL streptomisin iceren NA plaklarina
ekilmistir. Her giin, her MA soy hattindan rastgele segi-
len bir koloni, taze besiyerine aktariimistir. Tim soy
hatlari yaklasik 1.000 hiicre bolinmesi gegirene kadar
mutasyon biriktirme sireci strdirtlmustir. Soy hatlari
ortalama 1.000 hiicre bdlinmesini tamamladiginda
rastgele secilen toplam 24 6rnek (12 adet kontrol
grubu ve 12 adet deney grubu o6rnegi) tim genom
dizileme igin hazirlanmistir. Genomik DNA izolasyonu
icin, her 6rnekten 5 ml sivi klttr hazirlanmistir. Sivi
kiilturlerin 3 ml’si DNA izolasyonu igin, 1 ml’si ise glise-
rol stok (%20) hazirlanmak icin kullaniimistir. DNA izo-
lasyonu, AMBRD Laboratuvarlar (Turkiye) tarafindan
uretilen bakteri DNA izolasyon kiti kullanilarak, Uretici
firmanin talimatlarina gére yapilmistir. Yeni nesil genom
dizileme icin genomik DNA o&rnekleri BGI Genomics
Ltd. Hong Kong'a gonderilmistir.

Firmadan “fastq” formatinda alinan okumalar, BWA
0.7.10(24) yazihmi kullanilarak referans genoma
(NCBI, NC_01563.1) haritalanmistir. Duplike okuma-
lar Picard Tools-1.141 ile belirlenerek analizlere dahil
edilmemistir. “GATK Best Practices” Onerileri takip
edilerek standart filtreler uygulanmistir ve “GATK
HaplotypeCaller” kullanilarak tek nikleotit mutas-
yonlari ve kiiclk insersiyon-delesyonlar belirlenmis-
tir@-27, Belirlenen tim mutasyonlar, “Integrated
Genomics Viewer” (IGV) uygulamasi kullanilarak gor-
sel olarak dogrulanmistir®® ve herhangi bir mutasyo-
nun belirlenmesiigin okumalarin %99 unun uzlagma-
st kriteri uygulanmistir®, Dogrulanan mutasyonlarin
fonksiyonel etkileri SnpEff (GNU, LGPLv3) yazilimi
kullanilarak belirlenmistir?®. Mutasyon hizi (p)
Kigukyildirim ve ark./nda® izlenen yontem kullanila-
rak, her bir soy hatti igin belirlenen mutasyon sayisi-
nin, ¢calismada analiz edilen dizinin (genom) biyuklG-
gu ve Ornegin gecirdigi hiicre bélinmesi sayisina
boélinmesiyle hesaplanmistir.
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BULGULAR

Mutasyon hizi: Soy hatlarinin her biri igin mutasyon
hizi, gézlenen mutasyon sayisinin, ¢alismada analiz
edilen dizinin blyUklGgl ve 6rnegin gecirdigi hiicre
bolinmesi sayisina boélinmesiyle hesaplanmistir.
Toplam 24 soy hatti icin analiz edilen ortalama DNA
uzunlugu yaklasik olarak 5.17 Mb’dir (her bir soy
hattinda genomun ortalama % 97.9’si analiz edilmis-
tir) ve 13’0 kontrol grubunda, 20’si deney grubunda
olmak Uzere toplam 33 tek nikleotit mutasyonu
tanimlanmistir.

Elde edilen sonuglara gore, 6ldiriici olmayan dozda
streptomisin iceren plaklarda uretilen (deney grubu)
soy hatlarinda belirlenen mutasyon hizi, antibiyotik
icermeyen ortamda Uretilen (kontrol grubu) soy hat-
larinda belirlenen mutasyon hizindan yaklasik 1.5 kat
yuksek bulunmustur (Tablo 1 ve Sekil 1). On iki kont-
rol grubu soy hattinda 13 tek niikleotit mutasyonu
tanimlanmistir, buna gore tek niikleotit mutasyonla-
rinin hizi ubs = 1.8 x 10%° (%95 Poisson gliven aralig|
0.96 ila 3.08 x 10%°) olarak hesaplanmistir. Kontrol
grubunda 6lglilen mutasyon hizi genom buyuklugi-
ne oranlandiginda, her hiicre bélinmesinde geno-
mik mutasyon hizi 0.0009 mutasyon olarak bulun-
mustur. On iki deney grubu soy hattinda ise 20 tek
nikleotit mutasyonu tanimlanmistir ve bu soy hatla-
rinda tek niikleotit mutasyonlarinin hizi ubs = 2.64 x
10 dur (%95 Poisson gliven arahg 1.61 ila 4.07 x
10™°) (Tablo 1). Deney grubunda 6lgiilen mutasyon hizi-
nin genom buyukligline oranlanmasiyla, her hiicre
bélinmesi icin mutasyon hizi 0.001 mutasyon/genom
olarak bulunmustur. Ancak, iki grupta gozlenen mutas-
yon hizlari arasinda istatiksel olarak anlamh bir fark
bulunamamistir (t-test, p=0.2).

Yirmi dort soy hattinda toplam 9 adet kiiglik insersi-
yon ve delesyon (indel) olayi (1-30 bg¢ boyutunda)
tanimlanmistir. On iki kontrol grubu soy hattinda bir
insersiyon ve iki delesyon tanimlanmistir ve kontrol
grubunda indel mutasyonlarinin hizi 4.16 x 10* ola-
rak hesaplanmistir. On iki deney grubu soy hattinda
ise bir insersiyon bes delesyon olmak lzere toplam

alti indel mutasyonu tanimlanmistir ve deney grubu
soy hatlarinda indel mutasyonlarinin hizi 7.92 x 10
bulunmustur (Tablo 1). insersiyon-delesyon olaylari-
nin hizi agisindan iki bagimsiz MA grubu arasinda
istatiksel olarak ©nemli bir fark bulunamamistir
(t-test, p= 0.44).

Mutasyon spektrumu: Kontrol grubunda 10 transis-

yon ve (¢ transversiyon (Transisyon/Tranversiyon
(Ts/Tv) orani= 10/3= 3.33), deney grubunda ise 13
transisyon ve yedi transversiyon (Ts/Tv orani=13/7=
1.86) oldugu bulunmustur. Kontrol ve deney grupla-
rinda belirlenen mutasyon spektrumlari arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur (x?>=3.47,
df=5, p=0.63). Her iki gruptada G/ C > A/ T yéniin-
deki toplam transisyon ve transversiyon mutasyonla-
rinin hizinin (kontrol grubunda 2.53 x 10'° ve deney
grubunda 2.41 x 10%°), A/ T > G/ C yonuindeki top-
lam transisyon ve transversiyon mutasyonlarinin
hizindan (kontrol grubunda 0.61 x 10 ve deney
grubunda 1.46 x 107 yiksek oldugu belirlenmistir
(Tablo 1 ve Sekil 1).

Tablo 1. Gozlenen mutasyon oriintiileri.

Kontrol Deney
grubu grubu

Analize dahil edilen ortalama genom biyukliGgli 5178270 5164065

Tek nikleotit mutasyonlari 13 20
Insersiyon-Delesyon mutasyonlari 3 6
Transisyon/Transversiyon orani 3.33 1.86
Sessiz (es anlamli) mutasyonlar 4 5
Es anlamli olmayan mutasyonlar 7 7
Kodlayici olmayan mutasyonlar 2 8
Tek niikleotit mutasyonlarinin hizi (x 10%°) 1.8 2.64
Insersiyon-Delesyon hizi (x 10'*%) 4.16 7.92

Mutasyonlarin fonksiyonel etkileri: Bu ¢alismada,

mutasyonlarin fonksiyonel etkileri referans genom
ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Kontrol gru-
bunda belirlenen 13 tek nikleotit mutasyonundan
ikisi, deney grubunda ise gozlenen 20 tek nikleotit
mutasyonundan sekizi kodlayici olmayan intergenik
bolgelerde meydana gelmistir (Tablo 1) ve bu mutas-
yonlardan bazilari ¢oklu mutasyonlardir. Gézlenen
tek niikleotit mutasyonlarinin genomda dagiliminin
rastgeleligi test edilmistir (Fisher's exact test, p=0.01)
ve beklenen ile gozlenen mutasyon dagilimlari ara-

159



3 #1 Kontrol grubu

Deney grubu

2

Mutasyon hizi
(bolge/hiicre béliinmesi x10710)

Y

AMilikiHaiiiIkhlinnnnntny
RN

AN

o <O O 0 & &

o <7 kP T ) ’\‘/:odo*@" ¢
v CrolSLF OV YO Yo L
*® € & €

Sekil 1. Kontrol grubu ve deney grubunda gézlenen spontan
mutasyon hizlari ve spektrumlari.
*bpsm: tek niikleotit mutasyonu

sinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu belir-
lenmistir. Kodlayici bélgelerde beklenen oranda
mutasyon goriilmezken (gozlenen: 23, beklenen: 29),
kodlayici olmayan bodlgelerde beklenenden daha
yuksek oranda mutasyon gézlenmistir (gézlenen: 10,
beklenen: 4). Kontrol grubunda belirlenen indel olay-
larinin tamami, deney grubunda ise belirlenen top-
lam alti indel olayindan dordinin kodlayici olmayan
intergenik bolgelerde meydana geldigi belirlenmistir
(Tablo 1). Gézlenen indel olaylarinin genomda dagili-
minin rastgeleligi test edilmistir (Fisher’s exact test,
p=0.015) ve beklenen ile gozlenen indel dagilimlari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu
belirlenmistir; kodlayici bolgelerde beklenen oranda
indel gbzlenmemistir (gozlenen: 2, beklenen: 8),
ancak kodlayici olmayan bolgelerde beklenenden
daha yiliksek oranda indel mutasyonu gozlenmistir
(gozlenen: 7, beklenen: 1).

Streptomisin uygulamasinin ilag¢ direnci ile iliskili
0zgll genlerde meydana gelen mutasyonlarla iliskisi-
ni belirlemek igin saptanan tiim mutasyonlarin fonk-
siyonel etkileri referans genom ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Fakat bu galismada, daha once
streptomisin direnciyle iliskisi gosterilmis olan ribo-
zomal proteinlerle iliskili genlerde (rpsD, rpsL gibi)
herhangi bir mutasyon belirlenmemistir®*®), Ancak,
deney grubuna dahil olan bir soy hattinda, MdtH
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coklu ilag direnci proteinini (multidrug resistance
protein) kodlayan mdtH geninde bir tek nlkleotit
mutasyonu belirlenmistir. Meydana gelen bu mutas-
yon MdtH proteinin 257. kodonunda yer alan 16sin
amino asidinin arjinin amino asidine dénisimiine
neden olmaktadir.

TARTISMA

Bu galisma, li¢ ay boyunca her giin tek hiicre darbo-
gazlarina maruz birakilmis 24 K. aerogenes (12 kont-
rol grubu ve 12 deney grubu) MA soy hattinda ortaya
cikan genomik mutasyonlari ve streptomisinin bu
slrecine katkisini degerlendirmistir. Bu c¢alismada
kullanilan mutasyon biriktirme ve tiim genom dizile-
me tekniklerinin kombinasyonuyla, kontrol ve deney
gruplarinda genom diizeyinde gergeklesen tim
mutasyonlar belirlenmistir. Elde edilen bulgular, diger
antibiyotiklerin ve antimikrobiyal araglarinin da
mutajenik etkilerini belirlemek igcin bu tekniklerin
gliclint ve yuksek ¢ozlin(rlGglini ortaya koymakta-
dir. Bu ¢alismada kullanilan deneysel tasarim, daha
once mutasyonlarin dogasini inceleyen ¢ok sayida
¢alismada basariyla kullaniimistir ve antibiyotiklerin
ya da diger cevresel faktorlerin mutasyon siireglerine
etkisinin degerlendirilmesinde kullanilabilirligi ve
yinelenebilirligi oldukca yliksektir(?1-2230),

Bu galismada, 6ldiriici olmayan dozda streptomisin
iceren plaklarda dretilen (deney grubu) soy hatlarin-
da belirlenen mutasyon hizinin (2.64x107° nikleotit/
hicre bolinmesi ya da 0.001 mutasyon/genom/
hicre bolinmesi), antibiyotik icermeyen ortamda
Uretilen (kontrol grubu) soy hatlarinda belirlenen
mutasyon hizindan (1.8x10%° niikleotit/hticre bolin-
mesi ya da 0.0009 mutasyon/genom/hiicre bolin-
mesi) yaklasik 1.5 kat ylksek oldugu bulunmustur
(Tablo 1 ve Sekil 1). Ek olarak, kontrol ve deney grup-
larinda olgtilen mutasyon hizlarinin, prokaryotik
organizmalarin kullanildigi dnceki ¢calismalarda belir-
lenen ortalama degerden 6nemli dl¢lide disik oldu-
gu belirlenmistir (ortalama deger: her hiicre boliin-
mesinde genom basina ortalama 0.003-0.004 mutas-
yon)®%3%9  Delesyon hizi, her iki grupta da insersiyon
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hizindan yiiksek bulunmustur, bu durum genel olarak
prokaryotlarda gozlenen delesyon egilimiyle
tutarhidir®32, Mutasyon spektumlari incelendiginde,
kontrol grubu ve deney grubunda belirlenen G/ C >
A / T yonindeki toplam transisyon ve transversiyon
mutasyonlarinin hizi, A/ T - G/ C yoniindeki toplam
transisyon ve transversiyon mutasyonlarinin hizin-
dan yuksek bulunmustur ve bu sonug evrensel AT
egilimi hipotezi ile uyumludur33),

Bu calismada elde edilen sonuglar, yabanil ve mutant
Escherichia coli suglarinin norfloksasin uygulamasina
verdigi yaniti ortaya koyan calismada rapor edilen
sonuglarla uyumludur ve antibiyotik maruziyetinin
dogal secilimle direng olusumunu tesvik etmedigi,
ancak spontan mutasyon hizini arttirarak adaptasyon
icin gerekli olan mutasyonlarin ortaya ¢ikma olasiligi-
ni arttirdigl sonucunu desteklemektedir?”). Hastane
kaynakli enfeksiyonlarda yaygin sekilde rastlanan bir
ajan olan K. aerogenes’in, adaptasyon yeteneginin
oldukca yuksek oldugu ve tedavi sirasinda beta-
laktam antibiyotiklere kolaylikla direng kazandigi
bilinmektedir?. Ozellikle, hastanede yatan hastalar-
dan izole edilen K. aerogenes suslari genellikle genis
spektrumlu antibiyotiklere karsi yiliksek dirence
sahiptir?®34, Bu nedenle, elde edilen sonuglar,
K. aerogenes’in, adaptasyon yeteneginin oldukca
yiksek oldugunu 6neren 6nceki calismalarla benzer-
dir ve gorece kisa olabilecek Ug ayhk sire zarfinda
streptomisin uygulamasinin MA soy hatlarinda neden
oldugu mutasyon hizi artisiyla da uyumludur.

Bakterilerde antibiyotik direnci, antibiyotigin enzi-
matik degradasyonu, hedef molekillerine (DNA)
baglanmasinin engellenmesi (hedef bolgenin degisi-
me ugramasi), hiicreye giris yaptigl porlarin (porin-
ler) azalmasi ya da kaybolmasi ve antibiyotigin hiicre
disina pompalanmasini saglayacak proteinlerinin ifa-
desinin artmasi olarak Ozetlenebilecek dort temel
mekanizma ile saglanmaktadir®. Onceki calismalar-
da, E. coli, P. aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae,
K. aerogenes ve Klebsiella pneumoniae gibi bakteri-
lerin membran porinlerinde meydana gelen fonksi-
yonel degisiklikler ya da porin kaybi yoluyla yapisal

olarak biribirinden farkli olan karbapenem, tetrasik-
lin, florokinolon, aminoglikozid ve kloramfenikol gibi
antibiyotiklere karsi diren¢ kazandiklari gosteril-
mistir®637, Ozellikle hastane enfeksiyonlarina etken
olan K. aerogenes ve K. pneumoniae tiirlerinde,
marRAB, acrAB-tolC ve ramA genlerinden ifade olan
proteinler araciligiyla antibiyotiklerin hiicre disina
akisinin saglamasinin g¢oklu ilag direnci fenotipine
katkida
Mutasyonlarla hiicre igi ilag konsantrasyonunun

bulundugu belirlenmigtir(3841),
duslk tutulmasini basaran bu bakterilerin tetrasik-
lin, kloroamfenikol, B-laktam ve kinolonlar gibi
yapisal olarak birbirinden farkhi molekillere karsi
yliksek direnc seviyesini kazanilabildigi bulun-
mustur®®43), Bu calismada ise, ilag direnci ile iliski-
lendirilebilecek bir adet tek niikleotit mutasyonu
deney grubundan bir soy hattinda tanimlanmistir
ve bu nedenle, belirlenen tek nikleotit mutasyon-
larindan yalnizca %5’nin (1/20) ilag direncinin segil-
mesiyle iliskili oldugu sonucuna varilabilir. Gozlenen
bu mutasyonun streptomisin direnciyle baglantisi-
nin kesin olarak ortaya konulabilmesi ancak biyo-
kimyasal ve genetik deney sonuglariyla desteklen-
mesiyle mimkindir ve bu g¢alismadan edinilen
sonuglar bu tdr ileri arastirmalar icin mantikli bir
baslangi¢ noktasi saglayacaktir.

Sonug olarak, bu calismada kullanilan MA/WGS stra-
tejisi, genomik baglamda, antibiyotiklerin ve diger
kimyasallarin mutasyon sirecine katkisini, raportor
yapilarla mimkun olmayan hassasiyette degerlendir-
mek icin glcli bir vyaklasim saglamaktadir.
Antibiyotiklerin ve antimikrobiyal ajanlarin etki sekil-
lerinin gesitlilik gdstermesi ve ayni zamanda farkli
bakteri turlerinin farkli DNA onarim mekanizmalarin-
da sahip olmalari nedeniyle, ancak benzer ¢alisma-
larla literatirin bu konuda zenginlesmesi, bu ve
benzeri calismalardan elde edilen sonuglarin genel-
lestirilmesini mimkiin hale getirecektir. Son olarak,
antibiyotiklerin dolayl sekilde, bakterilerde mutajen
gibi davranmasinin, antibiyotik tedavisi géren hasta-
larin hiicrelerinde DNA kararhhgi icin ne tip sonugla-
ra yol agacagi gelecek galismalar igin dnemli bir soru
olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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