BAKTERILERDE CESITLI ANTIBIYOTIK VE
KEMOTERAPOTIKLERE KARSI DIRENCLILIK
MEKANIZMASI

Demet ISCAN (¥)

Stilfonamid ve penisilinin bulunusu klinik hekimlikte yeni bir ¢cag acmig ve
infeksiy0z hastaliklarla savagta iyimserlige yol agcmistir. Bununla birlikte bu
ilaglarin kullanimlarinda salginlarin 6nlenmesi miimkiin olmusgsa da infeksiyo-
na neden olan ctkenlerin yarattig1 ciddi sorunlar halen giincelligini korumak-
tadir(43).

Yeni bir ajanin antimikrobiyel aktivitesi ile kez test edilirken ¢ogunlukta
"Duyarlilik" ve "Direnglilik" sozciikleri ile tanimlanir. {laglara karg1 direnclilik,
bir kemoterapétik ilacin etkisi altinda benzer hiicrelerin tiremesinin durdugu,
tahrib oldugu, inhibe oldugu kosullarda bir hiicrenin yasayabilme ve
¢ogalabilme bakimindan gecici veya stirekli bir kapasiteye sahip olmasidir.
Diger bir ifadeyle mikroorganizmalarin bir kemorapdtik maddeye karsi
duyarsizlasmasina "Direnclilik" ad1 verilir (40).

Capraz Direnc : Belli bir ilaca direngli olan mikroorganizmalar ortak bir
mekanizmaninin cikisiyle bir diger ilaca da direngli olabilirler. Boyle bir iligki
esasen kimyasal olarak ¢ok yakin yapida olan ilaglar arasinda vardir. Polimik-
sin B ile kolistin, eritromisin .ile oleandomisin ¢rneginde oldufu gibi. Bu
durum kimyasal yapi olarak benzemeyen ilaclar arasinda da bulunabilir.
Omegin, eritromisin ve linkomosin.

Mikroorganizmalar antibiyotiklerin varliginda yasamlarim siirdiirebilmek
icin ustaca deglgxkhklcr gelistirirler. Ilag direncinin mekanizmas, bir mikroor-
ganumadan digerine, bir ilactan diger ilaca da degisiklik gOstermektedir.
Omegin, pensilin G'ye direncli Staph. aureus suglar1 bu antibiyotigin uygula-
maya sokulmasindan hemen sonra ortaya ¢ikmistir. Nitekim bu direng penisi-
lin G'yi hidrolize ve inaktive eden bir enzim olan beta laktamizin bakteri
tarafindan olusturulmasinin bir sonucudur. Son yillarda Staph. aureusun
suslarinin tiim-beta-laktam antibiyotiklere yiiksek derecede direngli olduklar
saptanmugtir. Metisilline direncli bilinen bu mikrorganizmalar hastahanelerde
ozellikle antibiyotik kullaniminin ¢ok oldugu yogun bakim umtelermde gbze
carpar hale gelmigtir (10).

(*) Etlik Hay. Hast. Arast. Enst. Vet. Hek.
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Gonokoklar, ¢zellikle penisilin G'nin yogun olarak kullanildif1 alanlarda
son 20 yili agskin bir siirede penisilin G'ye yiiksek diizeyde diren¢ ka-
zannuglardir.

Bu durum muhtemelen ilacin hedef bolgeye girisini Onleyen dig membran
porin proteinlerdeki bir degisiklige bagh olarak gekillenmistir. Bununla birlikte
1974'de ilaci inaktive eden bir penisilinaz olugturan bir¢ok gonokok suslari
birden bire ortaya ¢ikmigtir. Bu suslar penisilin G'ye oldukca direnclidir ve bu
etkenlerle olusturulan infeksiyonlar, bu ila¢ yiiksek dozlarda kullanildiginda
bile tedavi edilememektedir. Pneumokoklarda penisilin G'ye eskiden beri
oldukc¢a duyarhidir.

Bununla birlikte 1978'de bu ilaca direncli suglar Kuzey Afrika'da meydana
cikmigtir. Benzer cesitte suglarda A.B.D.'de izole edilmigir. Bu suglann peni-
silin G icin hedef alanlar olan penisilin baglayan protein 1 ve 3'e degisiklik
olusturduklar ortaya konulmustur(10).

Antibiyotiklere kargi diren¢ gelismesi, bakterinin genetik yapisindaki
degismelerle sonu¢lanan mekanizmalardan herhangi birisinde etkili olabilir.
Mutasyon siklikla bunun nedeni olurken, antimikrobiyel ajanlara direng, ge-
netik materyalin bir bakteriden digerine "Transdiiksiyon", "Transformasyon"
veya "Konjugasyon" nakli yoluyla da kazamlabilir (17). Giiniimiizde eskiden
kullanilan birgok antimikrobiyel madde artik etkisizdir. Antimikrobik ajanlarin
dikkatsizce, gelisigiizel kullanimlan direngli mikroorganizma populasyonunun
etkili olmast, gelecekteki yararlar icin ciddi bir tehdit olugturmaktadir (43).

Klinik pratikte kullanilan antibiyotik ve diger ilaclara karsi kazanilmig
direncliligin genellikle ya kromozomal mutasyon ya da ekstra kromozomal
direng (genetik degisim) sonucu ortaya cikabilecegi kabul edilmektedir. Ancak
bazi mikroorganizmalarda genetik degismelerebagli olmaksizin da antimikro-
bik maddelere kars1 diren¢ goriilebilmektedir. Bu nedenle mikroorganizmalar-
daki diren¢ kazanma olgusu baglica iki grup altinda tammlanabilir (8).

1- Genetige bagh olmayan direng,
2- Genetige bagh olan direng,

a- Kromozomal mutasyon

b- Ekstra kromozomal direng

GENETIGE BAGLI OLMAYAN DIiRENC

Bir antimikrobiyel ajanin mikroorganizmay: etkilemesi i¢in, 0 mikroorga-
nizmanin metabolizmasimnin aktif durumda olmasi ve hedefin belirli olmasi ge-
reklidir. Bunu bir 6rnekle agikliyabiliriz. Mycobakterium tuberculosis viicuda
girdigi zaman vuciit savunmasi ile viriilens mikroorganizma karsilagir ve mik-
roorganizmalar ¢ogunlukla savunma sistemlerinin baskisi altinda kalir.
Sonugta tiiberkiiloz etkenleri lenf bezlerine ulasarak metabolizmast yavaglamig
halde yillarca canli kalabilir. Bu durumda uygulanacak tedavi de sonugsuz ka-
lacaktir. Ciinkidi bir mikroorganizmalarin metabolizmalari inaktiftir. Ancak
viicudun zayif diismesi ile bu denge bozulursa ve mikroorganizmalar aktif du-
ruma gegerse verilecek ilaca karsi duyarlilik baglayacaktir (8).
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GENETIGE BAGLI OLAN DIRENC

a) Kromozomal mutasyon

Bakteri hiicresinden protein yapimini kodlayan genetik bilgilerin DNA
molekiilleri tizerindeki diziliglerindeki degisiklikler veya niikleotidlerdeki baz-
larda olusan kimyasal bozulmalar, kopmalar, zedelenmeler gibi nedenlerle
olugan herhangi bir degisiklik mutasyon olarak adlandinlmigtir (4).

Intrinsik direng, dogal 6zelliklerinden dolay: olugan diren¢ hiicrenin daha
Onceki tiirlerinden miras kalan bir¢ok bakteri tiiriiniin sahip oldugu antimikro-
bik maddelere karsi olan direnci adlandirmada kullanilmaktadir (11). Bu
direng, organizmaya antimikrobik madde verildiginde vardir veya bir bakteri
bu direnci gelistirebilecek kapasiteye sahiptir. E.coli'nin Omp F porininin
gozenek capt daha az olan bazi antimikrobik maddeleri daha az gegiren Omp C
porini ile degistirilmesi dogal dirence bir Ornektir (9).

Gec¢miste mikroorganizmanin ilaca direncli susglarinin orijini konusu
tartigmalt olmustur. Diren¢li mikroorganizmalarin, ilacin organizma ile
kargilikli etkilesimi sonucu olugan fenotipik adaptasyon sonucu mu veya anti-
biyotigin bagimsiz mutanti sonucu mu olustufunu belirlemeye ydnelik
caligmalar yapilnugtir. Ilaca karsi direncliligin ilaca kargi de8isen duyarlilik so-
nucu olusan tesadiifi mutasyon esasina dayanan bir mekanizma ile oldugu
lizerinde goOris birligine varilmistir. lla¢ sadece duyarli mikroorganizmalar
tizerinde direncliligin devam etmesini saglayan secici bir ajan olarak gorev al-
maktadir.

Mutasyonlar, 10° - 10'° hiicre béliinmesinde bir siklikla sekillenmektedir.
Spesifik bir ilacin hedefi kadar ¢zel bir organizmanin mutasyon orani da ke-
moterapideki rasyonel yaklagim acgisindan 6nem tagir. Tiiberkiilozun kombine
tedavisinin bagarili sonug¢ vermesi buna giizel bir 0mektir. Tiiberkiiloz lezyon-
lart ile icindeki tiiberkiiloz basilleri tek bir ila¢ uygulandiginda direncli suglarin
ortaya cikigt icin imkan saglar. Bununla birlikte kombine tedavinin kul-
lanilmast ile ayni anda uygulanmus iki ilaca kars1 olugan direng¢ ¢ok diigiiktiir
(10" hiicre boliinmesinde bir ) (43).

Antibiyotige duyarli bakteri populasyonu ilaca nisbeten direncli bazi mu-
tantlart da icerir. Bu gibi mikrooganizmalar antibiyotik iceren vasatlarda
uiretildiklerinde izole edilebilir ve analizler bu suglann, ilacin yoklugunda kalict
olan genetik bir degismeye ugradigini gosterir. Ozel bir mikrobiyel ajana
diren¢ kazanan mikroorganizmalar bireysel bir ilacin kullanimi yaygin
oldugunda klinik olarak 6nemli hale gelirler. Duyarli suglar baskilanmig ve
direncli suglar eksilmemis olarak tirerler. Zaman i¢inde direncli mikroorganiz-
malar hakim hale gelirler. Bu prosese "seleksiyon" adi verilir (19, 43). Bir
ilaca karsi direng¢ olugturan mutasyonel degisiklikler ayn1 anda mikroorganiz-
manin patojenitesini etkileyen virtilens fakt6rlerini de degistirebilirler. Omegin
; Rifampine kendiliginden direng olusturan bazi Staph. aureus suslarinin ayni
zamanda daha az katalaz pozitif reaksiyon verdigi ve hayvanlarda daha az viru-
lent olduklar: bildirilmistir. Ancak, bu direncli suslarin ¢evrede fazla kalici
olmadiklar da belirtilmigtir. Neisseriae gonorrhoeae suglari (penisilin G'ye

- kars1 diisiik diizeyde diren¢ kazanmig olanlar) daha az patojenik olup genital
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sistemdeki primer infeksiyonlardan ender olarak yayilirlar. Fakat penisilinaz
olusturan Staph. aureuslarda oldugu gibi antibiyotige direncli mutantlarin
hepsi az virulant 0zellik tagimazlar (17).

RNA Mutasyon olugmasi, tabanlarin siralanmasindaki bir degisiklikle
mRNA molekiilleri tizerindeki taban ¢l¢iilerinin ve genetik sifrenin degisimine
neden olarak, tiretilmekte olan protein molekiiliiniin yapisina yanlig amino asit
girmesine yol acacaktir. Mutasyon, genin bir bolgesinde tek bir taban ciftini il-
gilendirebilir. Bu da birincisi bir taban ¢iftinin yerinde bagka bir taban ciftinin
olugmast, digeri genin bir bolgesinden bir taban ¢ikip bu bolgeye fazladan bir
taban ciftinin yerlesmesi seklinde yani bir veya birkag niikleotid ¢iftini kap-
sayabilir ki, buna "Nokta mutasyonu" adi verilir (41).

Mutasyonda genin bir bolgesinde birden fazla taban ¢ifti DNA yapisina gi-
rebilir yada DNA yapisindan ayrnilabilir. Bu mutasyon (yapidan ¢ikma ve
yaptya girme ) biciminde geriye doniis olasilif1 diisiiktiir ve fenotipe yansiyan
degisiklikler biyiik orandadir.Mutasyonlar sonucu meydana gelen yeni nesile
"Mutant" denir. Mutajen etki fiziksel ve kimyasal olabilir (4, 34, 36).

Fiziksel Mutagenler :

- UV iginlan

- diislik pH'lara maruz kalma

- notral pH derecelerinde 1s1tma

- X 1g1nlari

- manyetik alanda tutma

Kimyasal Mutagenler :

Taban analoglan (bir timin analogu olan 5-brom urasil-BU- ile adenin'e
benzeyen 2-aminopurin, DNA'daki timin yerine gecgebilirler ve A-T taban
ciftlerinin bulundugu yerlerde A-BU ciftleri olugabilir.

- Tabanlar degisikliklere' ugratan maddeler

- DNA yapisindaki tabanlar1 gideren maddeler

- Akridinler ve indirekt etkileyen mutajenler (ilaclar, hormonlar, fazla oksi-
jen...)

B- Ekstra Kromozomal Diren¢ (Genetik degisim)

Bakterilerde ila¢ direncini kontrol eden genetik sifre hem bakteri kromozo-
munda hemde ekstrakromozomal plazmidlerin DNA' sinda sekillenebilir.
Direng 0zelligi, direncli bir hiicreden duyarli bir hiicreye "transformasyon",
"transdiiksiyon", konjugasyon yolu ile nakledilebilir. Dogal kosullar altinda
bakteriler ender olarak kromozomal genlerini degistirirler. Bununla birlikte
plazmidler genetik bilginin yayilmasi ve tekrar diizenlenmesi icin ¢ok etkili ve
gliclii yollar olusturur. Plazmidler, bakteri yasami i¢in gerekli olmayan
Ozellikler ile ilgili genleri tagiyan ekstrakromozomal DNA molekiilleridir. Plaz-
midler baglica 3 yolla aktarilabilirler.

Transdiiksiyon : Genetik bir materyalin verici bir bakteriden alict bir
bakteriye fajlar aracilif1 ile nakledilmesidir (4). Bu islem protein kilifi i¢inde
birlesmis halde bakteriyel DNA taniyabilen bir bakteriyofajin miidahalesi ile
sekillenir. Bu genetik materyal ilag direnci icin bir gen iceriyorsa, yeni infekte
bir bakteri hiicresi bu ajana direngli hale gelebilir ve bu 6zelligi nesillerine
gecirebilir. Transdiiksiyon, penisilinaz i¢in kodlanan plazmidleri tagiyan bazi
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fajlara sahip Staph.aureus'un bazi suglart arasinda antibiyotik direncinin trans-
ferinde 6zellikle 6nemlidir (2.4,17).

Transformasyon : Genetik sifrenin bu yontemle nakli ¢evrede serbest
bulunan DNA'nin bakteriler i¢ine girigini kapsar (17). Bir mikroorganizma
kendisine DNA kompozisyonu yoniinden yakin olan diger bir mikroorganiz-
maya ait DNA segmentlerini i¢ceren bir ortamda iiretilirse bazi kolonilerin
degisik morfolojide oldugu ve bunlarin genetik materyali veren mikroorganiz-
manin orjinal kolonilerine benzedigi goriiliir (Pneumococ spp., Neisseriae
spp., Haemophilus influenza, Streptecocclar, Staphylococlar ve basilluslar
gibi).

Konjugasyon : Verici hiicre DNA'sinin tiimiiniin veya bir segmentinin
bu hiicrede bulunan 6zel bir seks pilusu aracilig ile alici hiicreye direkt
aktarilmast olayidir (4. 43). Bu olay simdilerde bir¢ok ilaca kargi direnci kod-
layan DN A'nin nakledilebildiginden dolay! antibiyotik direncinin yayilmasi
icin ¢ok 6nemli bir mekanizma olarak goriilmektedir. Konjugasyon ilk olarak
1959'da japonya'da 4 farkli antibiyotik sinifina direncli olan Shigella flexnei
tarafindan olugturulan basiller dizanteri salginindan sonra taninmigtir. Direng
hem Shigella hem de Enterobacteriaceae'nin duyarl suglarina kolaylikla nakle-
dilebilir. Nakledilebilen genetik materyal, plazmidlerde igerilen iki farkli DNA
dizisi setinden ibarettir(43). Ilk dizi setinde R- determinanti hakiki direnci kod-
lar ve direng determinant plazmid olarak adlandinlir. Omegin; aminoglikozid-
lere veya kloramfenikole karsi diren¢ durumunda R-determinanti ilaci inaktive
eden enzimlerin sentezini kodlar. Ikinci plazmid ise RTF (Rezistant Transfer
Faktor) olarak ifade edilir. Bakteriyel konjugasyon i¢in gerekli sifreleri igerir.
Bu plazmidlerin her ikiside bagimsiz olarak bulanabilir veya R-Faktoriini
olusturmak i¢in birlegebilirler (17, 43, 10).

BILINEN KROMOZOM DISI ELEMENTLER

1- Seks faktorii : (F faktori, Fertilite faktorii)

Kromozomu transfer ettirirler. Omegin; E. coli‘deki K12'de bulunan seks
faktori f'dir. Bu plazmidler kromozomal gen taransferi ve kendi transferlerini
de saglayabilen plazmidlerdir.

2- Col- Faktorii : (Kolisinojenik faktorler, Col-faktorler)

Konakgi bakteri hiicresinin kolisin yapimin saglayan faktorlerdir. Kolisin-
ler koliform bakterileri ¢ldiirticii etkiye sahip olan proteinlerdir.

3- Resistans (R) faktorleri : Bu faktorler konakg¢i hiicrenin antibiyo-
tikler gibi cesitli antimikrobik maddelere direncli hale gelmesini saglayan gen-
leri tagirlar. RTFve R determinantlarn diye aynlir.

4- Stafilokoklar'in Penisilinaz Plazmidleri :

Bu plazmidler hiicrenin kuvvetli penisilinaz yapmasini ve penisilin'e
direncli hale gelmesini saglarlar. R faktorlerden farki konjugasyon yolu ile
transfer yapamazlar. Fajlar aracilifi ile olusan transdiiksiyonla taginabilirler.

5- Salmonella tyhphi'nin F plazmidleri

6- Transpozonlar

7- Diger ekstra kromozomal elemetler
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1- Seks faktorii (F-faktorii, Fertilite faktorii) :

Enterobakteri'lerin antibiyotik direnclilik plazmidleri Oncelikle 2 sinifa
aynlirlar. Fit, Fi-» Fit ozelligi fertilite inhibisyonunun belirtilmesinde kul-
larulir.

F- Plazmid tasiyicisi ile F faktOriiniin aym konak¢i hiicrede bulundugu
zaman plazmidi inhibe etme 6zellifi kazanmasina "Fertilite inhibisyonu" denil-
mektedir (10). Fit ve Fi~ smifinin iiyeleri bazi Fi~ plazmidlerle ve F ile ayni
hiicrede bir arada bulunabilirler. Plazmidler aym grup i¢inde replike olmazlar
ve ayni konakge1 hiicre i¢inde bir digeri ile de uyumsuz oldugu sOylenmektedir
(31). Bu tiir plazmidlerde bu igin baskilayict protein yapimindan sorumlu iki
fin geni tarafindan organize edildigi bulunmugstur. F plazmidlerinde bu genler-
den birinin olmay1g1 transfer sisteminin stirekli caligmasina yol agcmigtir. Bu
genlerin fonksiyonel oldugu plazmidlerle F plazmidi birlikte ise F plazmidi
fertilite inhibisyonuna ugrar. Pili fermentasyonundan sorumlu tra genleri de
bulunmaktadir(tra A,B, C,E,F,G,K,..). Diger genler ise hiicresel ¢iftlerin
olusumu, transferin baglatilmast, transferin orjinalinde kesim, transfer, repli-
kasyon gibi iglevlerden sorumludurlar (41, 10).

F+ hiicreler : F faktori kapsarlar ancak F faktorleri bakteri sitoplaz-
masinda bagimsiz olarak bulunurlar. Bir hiicrede bir veya birden fazla kopyesi
bulunabilir. Akridin boylari F fakt6rlerinin replikasyonuna engel oldugu halde
DNA replikasyonunu etkilemezler. F+ x F- ve F+ x F+ konjugasyonlar fertil-
dir.

F- hiicreler : I¢lerinde F faktdrii bulunmayan konjugasyonda alici 6zellik
gosteren hiicrelerdir.

Hfr hiicreler : E. coli K 12 suglar arasinda yiiksek oranda rekombina-
syon yapabilen bakterilere Hir hiicreleri denilmektedir. F- hiicreler (F prime,
ara-verici hiicreler) Hfr ve {+ verici hiicreler arasinda yer alirlar (5). F faktorii
tagiyan hiicreler konjugasyon ve transdiiksiyon ile baska hiicreye
aktarnlabilirler. ‘

F tip transfer sistemi : Donor hiicrelerin tasidifi konjugatif F tipi plaz-
midler, karakteristik sa¢ benzeri piluslardan olugurlar (34). Verici hiicrenin
protein yapisindaki pili adli organeli sex pilisi diye adlandirilir. Deneysel
calismalar F plazmid transferi icin F pilisine gerek duyuldugunu bildirmistir
41).

Enterobakteriler dizisindeki tim konjugatif plazmidler, piluslari belirleme
kapasitesine sahiptir. Bunlar iki temel formda bulunurlar. 1- Biikiilebilir, 2-
Sert form. Piluslar, kalinlik bakimindan 6-11 nm. arasimnda bulunur. Uyum-
suzluk gruplarimn biiytk bir ¢cogunlugu (8-9 nm'lik), kalin, biikiilebilir pilus-
lan belirler. Buna kargm 6 nm'lik ince biikiilebilir piluslar az miktardaki grup-
larca (B, 11, 12, 1y, k) belirlenir. Cesitli gruplar kat1 piluslar kodlarlar (10).

F pilusunun yapisi hakkinda yogun ¢aligma yapilmamustir. F piluslari tek
bir komponent olan molekiiler agirligi 7200 dalton olan F pilin'inden
olugsmugtur. Piluslar i¢ tabakadan koken alirlar ve i¢-dig membran yapigsmasi
ile ilgili zarlardan uzarlar. F piluslariminin konjugasyonda alici verici hiicreler
arasindaki duvara temast tesis etmek icin P pilin alt iinitelerinin ayrigmasiyla
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geri ¢ekildikleri diigtiniilmektedir. Daha sonra F plazmidi tek bir DNA ipligi
seklinde verici hiicresinden alici hiicresine transfer olur (10).

H 11 plazmid pH H 1508 a tarafindan belirlenen H piluslar: 8§ nm. ¢apinda
olup, hiicre bagina ortalama miktarlar1 1-2 arasinda degisir. Proteinlerin analizi
H 11 plazmidleri iceren E. coli hiicrelerinde ve H pilus 0zel antikoru
kulamularak miiteakip immunoblotting ve polyakrilamid agar jel elektroforez ile
pH H 1508 a'dan kismen purifiye edilmis H pilus preperasyonlarinda
gerceklestirilmigtir.

F pili‘sine kars1 gelen hig bir kiiciik alt tinite identifiye edilmemistir. Bunun
yerine H pilusa 6zel antikor ile reaksiyon veren yaklasik 40.000 daltonluk
yliksek molekiiller agirliktaki polipeptit identifiye edilmistir. Bu protein, trans-
fer kusurlu mutantlan igeren E. coli hiicrelerinde mevcut degildir. Bu protei-
nin, H piluslarinin yapisi ile F piluslarinin yapisindan tamamen farkli oldugu
veya jel i¢inde goriliir durumda olmayan diisiik molekiiller agirlikli H pilin
molekiillerinin bir kiimesi temsil edip etmedigi kesin degildir. Muhtelif
uyusmazlik (Inc) gruplarimin plazmidlerince kodlanan piluslar spesifik bakte-
riyofajlar i¢in reseptOr gibi davranabilirler. H- pilus spesifik RNA faj1 (pil H)
Giiney Afrika'da lagimdan izole edilmistir. Pil H faji hem Inc HI 11 plazmidce
kodlanmig piluslarinin sap uzunlufunca absorbe edilen Inc H1 ve inc 11 plaz-
midlerini i¢ceren konakg¢ilarda plak olusumunun 1s1ya duyarl oldugu bildiril-
migtir. Bu gibi konakgilarda hiicrelerin 26 C'de inkiibasyonunudan sonra
plaklar olugsmustur. Fakat 37 C'de inkubasyondan sonra plaklari
olusmamustir. Inc H 1 plazmidlerininin transferi 1stya duyarli Inc H 11 plaz-
midleri ise 1s1ya duyarli degildir. Pilus, ¢ift flament yapisinda, iki paralel pro-
tein cubugu goriintisiindedir (10, 34).

Konjugasyon olusumunda, pili'nin yer almadi$1 durumlar da olabilir. Bazi
streptekok suglarinda pili formasyonu yerine resipiyent hiicre tarafindan bir
protein yapilmaktadir ve bu protein dondr hiicreyi kaplayarak hiicreler arasi
transferi saglamaktadir (34). Pilus'un hiicrelerinde nakli i¢in plazmid mutasyo-
nuna uyum saglamasi transfer ve spesifik faj adsorbsiyonu veya her ikisi ile de
engellenir. Ciftlerin birlesme formasyonu flamentdz DNA fajlari ve zinc iyon-
lar tarafindan bloke edilir.

F plazmidleri replikasyon genleri mutasyon sonucu fonksiyonel olmaktan
¢ikmuis, bir suga sokulduklar1 zaman "integratif baskilama" adi verilen bir feno-
mene neden olabilmektedir. F plazmidi replikasyon proteini kullansa da
Ozelikle hiicreler DNA replikasyonunda, baglamasindan sorumlu DNA gen
lirtintine gerek duyar ve kendi replikasyonunu baslatabilir. BOylece kromozo-
mal replikasyon olmadan plazmid kopyalanabilir.

F plazmid transferi (Hfr suslarinin olusumu) 4 basamakta olugsmaktadir.

- Verici-alici ¢iftlerin olusumu,

- DNA transferi i¢in hazirlik,

- DNA transferi,

- Fonksiyonel ve replike olabilen bir plazmidin resipiyent hiicrede
olusumu.

Resipiyent (verici) c¢iftlerin olugumda ilk adim, donOr ve resipiyent
hiicrelerden olusan ¢iftlerin saglanmasidir. Verici hiicrenin seks pilusu ile bu ig
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gergeklesir. Pili, tek bir proteinden meydana gelmis tubular yapidadir. Pili
icinde DNA'ya rastlanmamigtir. Bazi aragtiricilar seks pilusunun sadece
kasiimayi gerceklestirerek hiicrenin siki iligkisini saglama amaci tagidigim bil-

dirmiglerdir (Plazmid replikasyonu).

resipiyent

donér

Sekil 1

DNA transferi icin hazirlik, DNA transferi, F plazmidinde DNA mobiliza-
syonu, plazmidce sentezlenen bu proteinin plazmid genomunda bulunan trans-
fer orijini (Drit) adli genin bulundugu noktadaki ¢zel bir baz dizisini taniyarak
bir tek DNA iizerinde kesit olugturmast ile baslar. Burada tek bir DNA ipligi
kars1 hiicreye gegmekte ve DNA kendi tizerinde kopyalanmaktadir.
2- Col Faktori (Kolisinojenik faktérler, Col faktorleri)

Bakterilerde DNA'nin konjugasyonla alict hiicrelere aktarilmasini saglayan
ekstrakromozomal genetik elementlerdir. Kolisin sozciik anlami E. coli
tarafindan sentezlenen antibiyotik demektir. Kalitsal olarak kolisin yapma ye-
tenegine sahip olan bakteriler kolisinojenik olarak adlandinlirlar. Bazi col-
faktorleri kendini transfer edecek yetenekte degildir. F faktori veya Col
faktori ile transfer edilirler. Kendi kendine transfer yapabilen hiicrelere HFCT
(High-Freguency-Colicinogenic-Transfer) denir (23).

Kolisini spesifiye eden plazmidier 2 grupta toplanabilirler ;

Grup I plazmidler, nonkonjugatif olup agirliklart 5x10sdir.

Grup II plazmidler, konjugatif olup molekiiller agirliklart 50x10s dir (41).

Bazi col-plazmidleri birden fazla kolisin geni tagirlar. Kolisin V veya B'yi
kodlayan plazmidler konjugatif olup F benzeri pilus olustururlar. Col plazmid-
leri i¢inde en ¢ok bilineni Col E 1 olup rekombinant DNA ¢aligmalarinda kul-
lanilir. Kolisinlerin kimyasal yapilari lipopolisakkarid ve protein yapisindadir.
Antibakteriyel etkilerinden dolay: antibiyotiklere benzetilen kolisinler, protein
yapisinda olmalar1 ve antibakteriyel etkilerinin simurli bulunmasi ile antibiyotik-
lerden ayrilirlar. Kolisinlerin A'dan V'ye kadar harflerle isimlendirilen 24 tiiri
vardir (7,24).

Kolisinler kendilerine ¢zel bakteri yilizeyindeki reseptOrlere tutunarak
hiicreye girer ve etkilerler. Bazi bakteriosinler hiicreninin DNA, RNA ve pro-
tein sentezini, bazilan oksidatif fosforilasyonu bloke ederler.

Sekil 2— Col E 1 plazmidinin yapist

/ Col El plazmidin yapist
3
cea : kolisin E 1 yapisal geni

MM jnc  : RNA 1'i kodlayan bdlge
oriV : replikasyon orijini
rom : RNA 1 inhibasyon moddlatdra

mob : mobilizasyon proteinlerinin genleri
cer : oligemer ayrigma lokusu
exc : konjugal transfera direng

84



cea : kolisin E 1 yapisal geni

inc: RNA 1'i kodlayan bolge

oriV: replikasyon orijini

rom : RNA 1 inhibisyon modiilatorii

mob : mobilizasyon proteinlerinin genleri

cer : oligemer ayrigma lokusu

exc : konjugal transfere direng

3- Plazmidler (R faktorii)

Plazmidler (R faktorii) 2 6nemli tipte siniflandirilabilir.

A- Konjugatif plazmidler

B- Nonkonjugatif plazmidler

A- Konjugatif Plazmidler :

Bir hiicreden digerine kendi kendine nakledilebilir ve konjugasyon ile ilgili
bilgiler ve seks pilusu sentezi vardir. Konjugasyon sayesinde ilaca direngli
markerlerin transferi ile birlikte bulunan plazmidler R plazmidleri olarak bilinir
ve 2 belirgin komponente sahiptir (43).

1- RTF- Resistans transfer faktor : Konjugasyon islemini baglatir
ve kontrol eder. Transfer iglemini saglayan plazmidin tra bolgesidir.

R plazmidlerinin tra bolgesinde yap: geni bulunur ve aym bakteride F
faktori de bulundugu icin F piluslarinin olusumunu ve F faktoriiniin transferi-
ni inhibe ederler. Bu nedenle R plazmidleri fi olarak anilir. Bazi R plazmidleri
F piluslarindan antijenik yapilar farkli, Col-1 plazmidinin olusturdugu 1 pilus-
larina benzer pilus olugturur.

10 2 100 s
& B ees r—plazmidleri 50 eee  R-—plazmidleri
; LE X oo
= g3 T ee 30 o0
f=d eeeo e00
< eso e
- I oo
S 20
= . °

10
Sekil 3: R ve r plazmid DNA’siin molekiiler agirhgi

2- Resistans Determinat rD : Spesifik antimikrobiyel ajanlara karg: direng
saglayan bir veya birden fazla bagli genler serisidir. determinantlarda, Resis-
tans transfer faktorler bagimsiz replikonlar olup her biri kendi bakteri hiicresi
icinde replike olurlar. Konjugatif plazmidlerde pilus olusturmay1 ve transferi
saglarlar. R determinantlari, konjugasyonu baslatmak i¢in mevcut olan
RTF'nin varlifinda diren¢ olusturur. Bu sekildeki bir infeksiyoz ilag¢ direnci
ozellikle gram negatif basillerde 6nemlidir. Enterik bakteriler diginda, Pseudo-
monas, Vibrio, Campylobacter, Bacteriodes fragilis Neisseria gonorrhoeae,
Enterococcus faecalis, CI. perfiringens gibi bakterilerde degisik yapili konju-
gatif plazmidler bulunmustur.

Stafilokok'larda verici veya alici hiicrenin profaj taginmasina bagh olarak
bu profajmn hiicre yiizeyinde yapti§1 degisikliklerle faj aracilif1 ile konjugasyon
denilen mekanizma ile plazmid transferi gerceklestigi tarif edilmigtir.

Ilk kez Japonya'da 1957'de goriilen basiller dizanteri salginindan Shigella
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dysentheria suslarinin ayni anda kloramfenikol, streptomisin, stilfonilamid ve
tetrasiklin'e direncli hale geldiginde tanmnustir. Coklu ila¢ direnci halen
diinyada yaygindir. Bu olay bircok infeksiyonun bagariyla tedavisine engel ol-
maktadir (43). Boylece ilaca kars1 direng determinantlart bu giine dek strepto-
misin, stilfanilamid, kloramfenikol, tetrasiklin, neomisin, kanamisin, ampisi-
lin, furozolidona karg1 bulunmugtur. Normal barsak florasinin antibiyotiklerle
cevrili bulunmasi R plazmidlerini tasiyan organizmalarin gelismelerini kolay-
lagurirlar. Bu gibi organizmalan bagirsaklarinda bulunduran bireyler patojenik
tiirlerle infekte olduklarinda ilaca direncli saprofitler R plazmidlerini duyarli
patojenlere naklederler daha sonra antibiyotikler tedavi amaciyla kullanilirsa da
baslangictaki ilaca duyarli organizmanin yerini tamamen alirlar. Bu tip ilaca
diren¢ naklinin insanlarin sindirim sisteminde gekillendigine dair net klinik
bulgular vardir (12).

B- Nonkonjugatif Plazmidler : Kendi aralarinda nakletme igini
baslatamaz ve seks pilusunu kodlayamazlar. Yogunluk bakimindan konjugatif
plazmidlerden daha kiiciiktiirler ve 2'den fazla antibiyotik diren¢ genini ender
olarak kodlayabilirler. Nakilleri mobilizasyon iglemi yoluyla birlikte bulunan
konjugatif plazmidlerin araciligl ile olusturulur. Bu mekanizma R plazmidleri-
nin gonokok'a nakledildigi Neisseria gonorrhae'de olusmaktadir. Bu plazmid-
lerde tra bolgesi ve bunu tasiyan bakterilerde pilus olusumu yoktur.

Tablo - 1 Nonkonjugatif ve konjugatif R plazmizlerinin 6zellikleri

Nonkonjugatif Konjugatif
Buyuklugu 2-20 kb 30 kb
Tasiyabildigi direng genleri 1-2 10 kadar veya fazla

Hem konjugatif hem konjugatif olmayan plazmidler de transdiiksiyon ve
transformasyon yoluyla nakledilebilir. Stafilokok'lardaki tiim plazmidler non-
konjugatiftir. Buna penisilinaz plazmidi de denir. Yayilma sadece
transdiiksiyon ile olur. Bu plazmidler hiicrenin kuvvetli penisilinaz yapmasini
ve penisiline direncli hale gelmesini saglarlar. Stafilokokal penisilinaz plaz-
midleri beta laktamase enzimi i¢in determinantlar igerir. Eritromisin ve bazi
inorganik iyonlara kars1 diren¢ gibi genetik isaretleyicilerde bu plazmidler
lizerinde bulunabilirler. Fakat streptomisine, tetrasikline, kloramfenikol ve
makrolitlere olan direngte transdiik'te olabilir ve farkli plazmidler lizerinde bu-
lunabilir. Ilaca kargi diren¢ genlerinin ¢ogu transpozonlar lizerinde mevcuttur.
Plazmidler, bakteri hiicreleri i¢inde, ¢ift sarmalli bir DNA molekiiliinden
yapilmis kovalent olarak kapali, dairesel yapida intrasitoplazmik elementlerdir.
Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin bir cogunda bulunurlar. Plazmidler,
konak¢1 bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike olurlar ve kendi rep-
likasyonlarini yoneten genleri icerirler (10, 34). ‘

Genelde prokaryotik hiicrelerde bulunan plazmidler hiicre i¢in gerekli elem-
netler olmadi$1 gibi hiicre icin zararlh etkileri de bulunmayabilir. Plazmidlerde
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bakteriyel konakc¢ilarin olumsuz ¢evre sartlarinda bile, bulunup gelismesini
saglayan bir¢ok yararli fonsiyonlar yiiriitiliir. Bakteri hiicresi i¢cinde plazmid
DNA's1 kovalan olarak kapali ( ¢ ¢ ¢ = Covalenty closed circle) bulunurlar.

Ccc plazmid molekiillerinin ¢ogu ayrica kendi tizerlerinde kivrilip stiper sarmal
olustururlar. CCC plazmid molekiiliiniin niikleotid iplikciklerinden biri
koptugunda agik daire (open-circle) yapt olusur. Eger iki polintikleotid
iplik¢igi ayni-yakin bolgeden koparsa diiz molekiiler yapilar olusur (41 10).

Plazmidlerle DNA replikasyonu baglangigta kontrol edilirler, replikasyon
baslamasimn regiile edilmesinde asil rol plazmide aittir. Replikasyon orjin (ori)
noktasindan baslayip replikasyon ¢atali boyunca devam eder ve tekrar "ori"
noktasina gelince sona erer. ' :

Ayni uyusmazlik gruplarina ait plazmidler ¢cogunlukla ayni buyikliiktedir.
Bu nedenle bilinmeyen bir plazmid ile diger uyusmazlik gruplarna ait plazmid-
lerin biytikltklerinin kargilagtirilmasinin yapilmast her zaman uyumsuzluk
testlerine baslamadan Once yararli olmaktadir. Standart olarak bilinen
biiyiikliiklerin molekiiler agirlik markerlarim kullanarak yapilan agar-jel elekt-
roforez siklikla biiyiikltigiin saptanmasi i¢in kullanilmaktir.

Tim H plazmidleri yliksek molekiiller agirlikta olduklarindan ve bunlarin
agar jel elektroforez ile kismi saptanmasi gii¢ oldugundan Inc H 11 servisinde-
ki plazmidlerin biiyiikligiini saptamada X bal ile birlikte endoniiklease
siirlamasi kullamlmustir.

Elektron mikroskobik olarak veya agar jel elektroforez ile 6nceden saptanan
biiytikliiklerin hesaplanmasi, her zaman X- bal sirurlama pargalarinin toplan-
mast ile elde edilenden daha kiiciik bir biiyiikliik vermigtir.

1 megadalton= 1,54 kilobaz formiilii temeline dayanarak R 27 (112 mega-
dalton) un 172,5 kilobazlik bir biiyiikliige sahip olmasi beklenmistir. Gercekte
X-bal tasnifinde saptanan R 27, 182 kilobaz uzunluga sahiptir.

Benzer bir fenomen Inc H 11 plazmid pH H 1508 a ile gozlenmigtir. X bal
ve X hol tasnifleri kullamilarak agar-jel elektroforez ile bu plazmidin 100 mega-
daltonluk bir molekiiler agirlia sahip oldugu hesaplanmig ise de; pH H 1508
a'nin 208 kilobaz veya 135 megadalton'a esdeger bir molekiiler biiyiikliikte
oldugu saptanmistir.

Genelde, plazmid biiyiikliigliniin saptanmasinda kullanilan baglama frag-
mani ne kadar ¢ok ise toplam biiyiikliik o denli fazla sekilde goriilmektedir.
Molekiiller agirlik ile go¢ uzaklifr arasindaki ligiki 10-100 megadalton arasinda
dogrusal oldugundan, baglama fragmanlan biiyiik plazmidler i¢in molekiiler
biiytikliik hesaplamasinda daha ¢ok kesin karar vermeye yol acar (10).

Tablo - 2 Bazi Plazmidlerin Buyuklukleri (10, 41)

Plazmid k.b Buyuklagu (MD) Organizma
PBR 322 4.362 2.9 E. coli
Col E1 6.36 4.2 E. coli

F 95 63 E. coli

RP4 54 36 Pseudomonas
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Plazmidlerin Genel Ozellikleri : Antibiyotik direnclilik determinantlar
plazmidler tizerinde bulunur. :

Patojenik mikroorganizmalarnn viriilens 6zelliklerini belirleyen toksin ve
proteinler plazmidlerce kodlanabilir.

Kolisinler (antibakteriyel proteinler) plazmidlere kodlanabilir.

Dogada biriken sentetik kirleticileri par¢alayan enzim genleri tastyabilirler.

Gen klonlamada vektor olarak kullanilabilirler.

Tablo - 3 Bakteri plazmidleri tarafindan belirlenen 6zellikler

1- Direnglilik Ozellikleri a) Antibiyotik direngliligi

b) Agir metal-katyon direnliligi

c) Anyon direnliligi

d) Diger direnliliklerir (radyasyon,
faj, bakteriyosun gibi)

2- Metabolik Ozellikler a) Antibiyotikve bakteriyosin iiretim

b) Karbonhidrat metabolizmasi

c¢) Kompleks karbon bilesikleri ve halo-
jenli bilesiklerin metabolizmast

d) Diger ozellikler (sitrat kullanimi, timin
sentezi, pigmentasyon H S timi gibi.

3- Patojenite veya simbiyosis a) Antibiyotik direngliligi ve bakteriyo-
ile ilgili ozellikler sin iiretimi

b) Toksin iiretimi (enterotoksin, eksfolia-
tif toksin, ekzotoksin, deltaendoksin,
norotoksin gibi

¢) E. coli'de kolonizasyon antijenleri
(K88, K89, CFA 1, CFA II gibi)

d) Bitkilerde kok uru olugumu

e) Baklagillerde infeksiyonu ve doliilas-
yonu

g) Demir transportu

4- Konjugasyon ozellikleri a) F. Pilus ve spesifik fajlarina duyarlilik

b) Primaz aktivitesi

¢) Konjugatif olmayan plazmidlerde mo-
bilizasyon ’

d)Feremona tepki ve inhibasyonu

5- Replikasyon ve katilim ile (inkompatibilite, konak ¢evresi, kop
ilgili 6zellikler sayis1 gibi )
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Konjugatif plazmidler, konake! hiicreleri icinde cogalmalarnim saglamak icin
belirlenen 6zel fonksiyonlart kullandiklan gibi konjugatif transfer ve pilus
tiretimi gibi 0zel fonksiyonlar da kodlarlar. Sekerlerin veya diger bilesiklerin
metabolizmasi kadar antibiyotiklere ve metallere kargi diren¢ de plazmidler
tarafindan belirlenir.

R plazmidlerinin simifladinlmasinda uyusmazlik gruplari ile de ayirm
yapilabilmektedir. Iki veya fazla sayida plazmidin ayni konakci hiicrede stabil
kalitimi miimkiin degilse bu plazmidler inkompatibildir denir. Bir bakteri plaz-
midinin stabil katilim1 demek her bir yeni hiicrenin en az bir plazmid kazan-
mas! anlamindadir. Plazmidlerin konjugasyon, transformasyon ve
transdiiksiyon yoluyla plazmidlerden birinin igine girebilmesi ve seleksiyon
sonrasi plazmid ciftlerinin birlikte var olmasi i¢in plazmidlerin inkompatibilite
gruplan belirlenir. Enterobakteriaceae plazmidleri i¢in 30,stafilokok plazmidle-
ri i¢in (7- 13) farkli inkompatibilite grubu tanimlanmustir (10). Bu sayilar yeni
plazmidlerin bulunmasi ile artabilmektedir. Uyusmazlik gruplar plazmidin
direng genleri ile degil, replikasyon genleri ile ilgilidir.

4- Stafilokok plazmidleri : Bu plazmidler Staph. aureus suglarinda
penisilini parcalayan, etkisiz hale getiren penisilinaz enzimini yapan genleri
icerir. Bilinen stafilokok plazmidlerinden baslicalan penisilin plazmidleri ve
tetrasiklin plazmidleridir.

Penisilin plazmidleri ; bakterilerde penisilin par¢alayan penisilinaz en-
ziminin yapimim y6neten genleri icerir. Ayni plazmid tizerinde Eritromisin'e,
arsenat tuzlarina direng genleri birlikte bulunabilmektedir. Penisilinaz plazmidi
kolisin, F ve R fakt6rlerinden farklidir. Bu plazmid de bagimsiz replike olabi-
lir. Bunlann R faktorlerinden farki, konjugasyon ile transfer yapamazlar. Faj-
lar aracilig1 ile olugan transdiiksiyonla bir hiicreden digerine taginabilir. Son
zamanlarda ¢ok yonlii antibiyotik direnclilik tasiyan kiictik boyutlarda (40-60
kb) plazmidler identifiye edilmistir. Penisilin, agir metaller, aminoglikozidler
ve fusidik asit direnclilifinin bazi kombinasyonlar orta ¢l¢tideki plazmidlerce
taginir. I. sinif Stafilokok Plazmidleri ; 1-5 kb arasinda biiyiiklige sahiptirler.
Tetrasiklin, Kloramfenikol, Streptomisin, Kanamisin, Eritromisin grubunda
direnc olustururlar. II. ve IIL simf stafilokok plazmidleri; Gentamisin, Penisi-
lin, Trimetoprim, Kadmiyum, Kursun, Civa, Bizmut, agir metallere direng
olugmasinda rol oynarlar (25, 36, 2).

5- F° plazmidi : Salmonella typhi susunda dogal bulunan ve bakteriye
laktozu fermente etme yetenegi kazandiran bir genetik element oldugu
sOylenmektedir. Bu elementin kromozom yapisina giremedigi bildirilmigtir
(5).

6- Transpozonlar : Bakterilerle plazmid DNA miilekiillerinin herhangi
bir yerinde yapilarina girebilmekte ve yerlesim bolgelerini degistirebilmektedir.
Bu elementler; Basit, yapiya girme elementleri ve Transpozonlar'dir (41).

Basit yapiya girme elementleri sadece DNA yapisina giris fonksiyonunda
rol oynayan genleri icerir. Transpozonlar ise daha uzun DNA segmentleri olup
yapilart karmagiktir ve DNA i¢gine girmeyi sagliyan genlerden baska genleri de
icerebilirler. Diren¢ genleri saglayan genlerde bagka genleri de icerebilirler.
Direng genleri Plazmiden plazmide, Plazmidden kromozoma ve Plazmidden
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bakteriyofaja yer degistirebilir. Ampisilin, kloramfenikol, tetrasiklin, kanami-
sin, streptomisin, trimetoprim dahil olmak iizere en yararli antibiyotiklerin bir
kisminda direnci belirleyen genler transpozonlar tizerinde bulunur.

7- Diger ekstrakromozomal elementler : Virulan E. coli
suglarindan virulanstan sorumlu Oldiiriicti etkili bir toksin ve bir fakt6riin
dretimini yOoneten plazmid yapisindaki ekstrakromozomal elementler bulunmusg
ve Vir simgesi ile ifade edilmigtir. Bu plazmidler Salmonella, Shigella ve
E.coli suglarina aktarilabilmektedir (5). Pseudomonas aeruginosa (FF) ve Vib-
rio cholera'da (P) de seks faktOrlerinin bulundugu bildirilmigtir. Bundan
bagka E. coli'de hemolizin'(HLY) ve Enteroksin (Ent) produksiyonunu tayin
eden ekstrakromozomal genetik elementler saptanmustir.

PLAZMID IDENTIFIKASYON VE SINIFLANDIRILMASI :

Bu amagla uygulanan farkli metodlarla, plazmidlerin identifiye edilmesi
saglanir. Genetik teknikle transfer ve inkompatibilite (uyumsuzluk) zellikleri,
biyosimik ve kompozisyanlar1 biyofizik tekniklerle de molekiiller agirlik,
temel yap1 ve kompozisyonlar incelenir.

Plazmidlerin identifikasyonu ve siniflandiriimasinda c¢esitli teknikler bildi-
rilmigtir.

1- Genetik Teknikler :

a) Transfer

- Konjugasyon ve mobilizasyon

- Transdiiksiyon

- Transformasyon .

b- Inkompatibilite testi : Inkompatibilite, plazmid replikasyonu ve
plazmidlerin kardes hiicrelere dagilimlarimin kontrolii mekanizmalan ile ilgili-
dir. E8er iki veya fazla sayida plazmid ayni konak hiicrede sabit kalarak
kalittm1 miimkiin degilse bu plazmidler inkompatibildir.

2- Biyofiziksel ve Biyosimiksel Teknikler : Bu amacla Agar-jel
elektroforez, ultrasantrifiigasyon ve elektron mikroskobik analizlerden yarar-
lanilmaktadir.

a- Agar-jel elektroforez : Bu yontemle DNA saflagtirilir. Suglarda bu-
lunan plazmidlerin varhifi ve sayilar, biiytkliikleri belirlenir.

b- Ultrasantrifiigasyon : Bu yontemle sezyum klorid ve ethidyum bro-
mid kullanilarak kromozomal DNA ve plazmidlerin (izerindeki DNA'larin
dansiteleri belirlenir. Boylari ve sayilarinin belirlenmesi icin sakkaroz gra-
diend kullanilir. Santrifiigasyon ile bakteriden plazmidik DNA izole edilmesi
saglanir.

c- Elektron mikroskopi : Elektron mikroskopla incelemede plazmidik
DNA'nin ultrasantrifiigasyon ile molekiiler agirliklart 6lgiiliir. DNA
molekiillerinin suglardaki plazmid varlig1, longitudinal ve sirkiiler formlari in-
celendigi gibi plazmidlerin homolog veya hetero dubleks yapilari da incelenir.
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ANTIBIYOTIKLERE KARSI OLUSAN DIRENCLILIK
TURLERI

1- Antibiyotiklerin tahribi : Bazi organizmalar aktif ilac1 yikimlayan
enzimler sentezlerler. Buna 6mek olarak, penisilin G'ye direncli stafilokoklar
ilact yikimlayan bir beta laktamaz tiretirler. Diger beta laktamalar Gram negatif
comaklar tarafindan tiretilirler. Aminoglikozidlere direncli gram negatif bakte-
riler (bir plazmidin etkisiyle), ilaclar1 yikimlayan adenilasyon, forforilasyon
veya asetilasyon enzimlerini {iretirler. Gram negatif bakteriler eger kloramfeni-
kol asetiltransferaz iiretiyorlarsa kloramfenikole kars1 direncli olabilirler.

2- Permeabilite azalmasi : Bakteri hiicre duvarinin yari gecirgen
Ozelligi bir¢ok zararli maddenin gecisine engel olur. Omegin, Tetrasiklinler
duyarl1 bakteride birikim yaparlar ancak direngli bakterilerde birikmezler. Poli-
miksinlere direnglilik belki de ilaglara gecirgenligin degisimi ile yakindan ilgili-
dir.

3- Kompetatif inhibisyon : Bu tip direnclilik antibiyotikler kombine
kullanildiklarinda ortaya ¢ikar. Antibiyotik konsantrasyonu da oldukca -
onemlidir. Omegin, kloramfenikol ile makrolid grubu antibiyotiklerin konsant-
rasyonunda makrolitler 50 S ribozomal alt iinite ile birlesince kloramfenikol
birlesmez ve etkisiz kalir. ’

4- Mutasyon : Sagitim sirasinda antibiyotiklere direncli suglarin ortaya
¢ikist genellikle mutasyon sunucu olur.

5- R- faktorii : Mutant suglarda birkag antibiyotige karsi direnglilik bulu-
nabilir. BOyle bakteriler R faktoriini tagirlar. R faktoriiniin iki kismi vardir.
Biri ilaca kans direncliligi saglayan faktor, ikincisi ise bu direngliligi transfer
eden faktor.

Cesitli antibiyotiklere direcli olan Shigella ve Salmonella suglan antibiyotik-
lere duyarlt E.coli ile ayn1 ortamda {iretilirse R-faktori E.coli 'ye gecebilir. Bu
faktorii olan E.coli antibiyotikli ortamda tirer. Bu durumdan yararlanilarak
bakterilerde ¢esitli antibiyotiklere direngli R faktdriiniin varligi saglanabilir.

6- Ribozomal direng : Antibiyotiklere karsi direnglilikte, ribozomlarda
olusan kimyasal degismeler (asetilasyon, fosforilasyon, metilasyon, adenila-
syon gibi) anitibiyotiklerin etkisini stmrlandirir.

7- Antagonist madde sentezi : Bakterilerde antimikrobiyel maddelerin
ctkisini giderecek antagonist madde sentezinde artmalar olabilir. Bunlarda an-
tibiyotikleri etkisiz hale getirirler.

- 8- Antagonist etki : Bazi ilaclar kombine edildiklerinde birbirlerine zit
etkisi bulunurlar.
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Tablo- 4 Diren¢ mekanizmast

ANTIBAKTERIYEL DIRENCLILIK
ANTIBIYOTIKLER ETKI MEKANIZMASI
Betalaktamlar
Penisilin baglayict Hiicre duvan sentezinin B- laktam halkasinmn enzi-
protein inhibasyonu matik hidrolizi
Aminoglikozidler

30 S Ribozomal alt tinite ~ Degisik sentezlerin
inhibasyonu

Kloramfenikol

50 S Ribozomal alt tinite ~ Degisik sentezlerin
inhibasyonu

Tetrasiklin
30 B Ribozomal alt tinite ~ Degisik sentezlerin
inhibasyonu
Makrolitler
50 B Ribozomal alt @inite ~ Degisik sentezlerin
inhibasyonu
Sulfonomidler
Dihidropteroate sentetaz ~ Folik asit sentezinin
inhibasyonu
Trimethoprime
Dihidrofolat rediiktaz Folik asit sentezinin
inhibasyonu
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Enzim sentezi Asetiltransfe-
raz Fosfotransferaz Adenilt-
ransferaz

Asetilaz enzimi sentezi

Antibiyotiklerin aktif atilim1

RNA 'nin enzimatik metilas-
yonu, enzimatik inaktivas-
yonu

Hedef enziminin yapilma-
sinda degigim

Hedef enziminin yapilma-
smnda degisim

Kaynak : Levy ve ark. 1982



Tablo-5 Bakterilere karst diren¢g mekanizmasi

MEKANIZMA

AJANLAR

MIKROORGANIZMALAR

HUCRE ICINE GIRISIN ENGELLENMESI

HUCRE DUVARI-HUCRE MEMBRANI VE
TRANSFER SISTEMINDE DEGISIM

Aliniman azaltilmasi ve taginimin arttinlmasi
Membran enerjisinin inhibisyonu

Enzimatik degisim sonucu ilacin zayf transfportu
Sekerlerin transport sisteminin degigim

ILACLARIN ENZIMATIK INAKTIVASYONU

betalaktamaz

Asetilasyon, fosforrilasyon, niikleotidilasyon

Kloramfenikol asetiltransferaz

HEDEFIN DEGISMESI

23 S RNAnin metilosyan

DNA gyraz
RNA polimeraz

Penisilin Baglayici Proteinler

30 S ribozom

DEGISIK METABOLIK YOLLARLA DIRENC

Dihidrofolat rediiktaz

Dihidropteroat sentetaz

B- laktamlar

Aminoglikozidler

Kloramfenikol,
Trimetoprim

Tetrasiklin
Aminoglikozidler

Kloramfenikol
Fosfomisin

B - laktamlar

Aminoglikozidler

Kloramfenikol
Eritromisin
Klindamisin
Nalidiksik asit
Rifampin

Penisilin

Streptomisin

Trimetoprim

Trimetoprim

Sulfonamidler

Ps. acruginosa
Enterobakteriler

Ps. aeruginosa Serratia sp.

Str. faecalis

Ps. acruginosa

Enterobakteriler
Anaroblar

Pseudomonas sp.
Enterobakteriler

Staph. aureus
Enterobakteriler
Psendomonas sp.
H. influenza

Staph. aurcus
Streptecocus sp.
Enterobakteriler
Ps. aeruginosa
Staph. aureus
Enterobakteriler

Staph. aurcus
Staph. aureus

Enterobakteriler
Enterobakteriler

N. gonorrhoeae Str.
Pneumoniae Staph.

aureus Enterobakteriler

Enterobakteriler

Enterobakteriler

Enterobakteriler
Staph. aureus

Kaynak : Willet, P. H.

(1988)
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ILAC DIRENCININ MEKANIZMALARI

Direng, hiicredeki ilacin etkisinden kurtulmay: saglayan metabolizmasi
veya yapisinin genetik olarak kontrol edilmis 6zelliklerine baglidir. Mikroog-
ranizmalarin, antimikrobiyel bir ajanin inhibit6r etkisine direng
gostermelerinde etkili olan ¢esitli biyokimyasal mekanizmalar vardir. Bunlar;
Organizmanin ilaca gegirgenliginin azaltilmasi, direng¢li organizmalar
tarafindan tretilen enzimlerin inhibitor etkisi, ilacin reseptér kisminin
ozelliklerinde degisimler ve ilag icin antagonistik etkisi olan gerekli metabolit
sentezinin artmasinda oldugu gibi, kromozomal ila¢ direnci ¢cogunlukta mik-
roorganizmanin antibiyotik i¢ine gecisini engellemek i¢in hiicresel yapilarda
degisikliklere neden olur. R plazmidleri ile olusturan direng, ya hiicre permea-
bilitesindeki bir azalma ya da inhibit0riin enzimatik inaktivasyonunu kapsar.

Hiicre gecirgenliginin azaltilmasi; Antimikrobiyel ajanlara karsi
degistirilmis hiicre gecirgenligi, ilag i¢in spesifik reseptorlerdeki degismeleri,
hiicre membran: vasitasi ile aktif transport kapasitesi kaybini veya nonspesifik
bir gekilde permeabiliyeti etkileyen hiicre zarinin bir veya daha fazla kompo-
nentlerindeki yapisal degismeleri kapsar.

Gram negatif bakterilerin lipid iceren dig membrani, bir ¢ok antibiyotigin
hiicreye girisi i¢in etkili bir engel olusturur. Gegirgenlik engeli gram negatif
mikroorganizmalarn tiim tiirleri icin sabit degildir. Omegin; H. influenza ve
N. gonorrhoeae genellikle bir¢ok beta laktamaz enzimine duyarhidir. Ps. aeru-
ginosa spesifik antipseudomonal beta laktamlar digindakilere direnglidir. Bazi
klinik izolatlarda dig membran gecirgenligindeki degisiklikler bazi yeni beta
laktam antibiyotiklere diren¢ten sorumlu goriinmektedirler. Bu direng beta lak-
tamazin indiiksiyonu ile birlikte bulunanlardan farkli olarak beta laktamlar ve
aminoglikozidler arasindaki ¢apraz direnci kapsar ve dig membran porinindeki
bir degisiklikle birlikte bulunur.

Azalmis hiicre gegirgenligi tetrasiklinlere direngte en yaygin olarak
kargilagilan mekanizmadir ve bazi olgularda siilfonamid direncliliginin bir se-
bebidir. Tetrasikline kars1 bakteriyel direng, konake¢i bakteri hiicresindeki plaz-
midler tizerinde bulunan en az 4 farkli determinant tarafindan olusturulur.
Gram negatif miroorganizmalarda tetrasiklin direncini belirleyen genler
¢ogunlukla olmamakla beraber siklikla transpozon 10 tizerinde bulunur. Bu da
cesitli R plazmidlerinin bir komponentidir.

Ilacin enzimatik inaktivasyonu tipindeki direnci, yaygin olarak direncli or-
ganizmalann klinik izolatlarinda gdzlenmekte olup penisilin, kloramfenikol ve
aminoglikozidli antibiyotiklere direncteki primer mekanizmadir. Bu ajanlar icin
inaktive edici spesifik enzimler, R faktorlerini ve diger plazmidleri tagiyan
bircok bakteride sekillenir. Bakterilerde genel anlamda antibiyotiklere direng
mekanizmasi 4 gruba ayrlabilir (15).

1- Antibiyotigin bakteride hedefledigi molekiiliin degisiklige ugramasi,

2- Antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin engellenmesi,

3- Degisik metabolik yollar gelistirilmesi,

4- Bakterinin antibiyotigi inaktive edici enzim sentezlemesidir
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1- ANTIBIYQTIGIN BAKTERIDE HEDEFLEDIGI
MOLEKULUN DEGISIKLIGE UGRAMASI

Beta laktam antibiyotikler bilindigi gibi penisilinler, sefalosporinler ve diger
beta laktam antibiyotikler olarak simiflandirilir. Penisit:n'lere direncliligin
Transpeptidazlarin bakteri ¢eperindeki diger penisilin ~ glayan proteinlerin
ilaca ilgisinin azalmas, ilacin bakteri ¢eperindeki periplus - nik bogluga gimmesi-
nin zorlagmasi ve periplazmik boslukta toplanan ve hiicre digina salgilanan
beta laktamazlarla penisilinlerin hidrolize olmast ile gergeklestigi bildirilmistir
(15,9, 11).

Beta laktam antibiyotiklere olan direncin en 6nemli mekanizmasi, beta lak-
tam halkalarinin beta laktamazlar tarafindan hidrolize edilmesidir. Yakin za-
manlarda penisilin baglayici proteinler (PBP) arasindaki baglarin kopmasindan
olugan yeni diren¢ mekanizmalarn tanimlanabilmektedir. Beta laktamazlarin
siiflandirilmasinda Richmand ve Sykes'in Onerdi8i sistem engok kul-
larulandir. Bu sema, enzimleri 5 ayn alt gruba ayirir.

1. Simif enzimler : Sefalosporinaz'lar

2. Simf enzimler : Penisillinaz'lar

3. Simf enzimler : Genis spektrum icindeki penisilin ve sefalosporinle-
re zit etkilidirler. P- Chloromercuribenzoate'in inhibisyonuna direngli ve clo-
xacillinin inhibisyonuna duyarlidirlar.

4. Smif enzimler : 3'ci sinif enzimlerle aym yapilar gosterirler. Fakat
onlarin tersine Klokasilin inhibisyonuna direncli p-Chloramercuri benzoate in-
hibisyonuna duyarlidirlar.

5. Sinif enzimler : Bunlarin spektrumlari 2. smuf enzimlerinden daha
dar olan penisilinaz'lardir ve Klokasillin ve Karbenisilin'e duyarlidirlar.

Bu smiflamadaki enzimler plazmid kromozomal genetik temele sahiptirler
).

Sefalosporinler, bakterilerin salgiladigl beta-laktamazlara karsi ilacin
dayaniksiz olmasiyla, bakteri hiicre ¢eperinin sefalosporinlere ge¢irgenliginin
az olmasi ve bakteri ¢ceperinde sefalosporinlerin etkiledigi, penisilin baglayan
proteinlerin ilaca affinitesinin az olmasi ile meydana geldigi bildirilmigtir (21).
Sefalosporinler penisilinlere gore Staph. aureus'un salgiladi$i beta-
laktamazlara daha dayaniklidirlar. Beta-laktamazlar sadece penisilinleri
parcaladiklar i¢in gercek penisilinaz'lardir. Birinci kugak sefalosporinlerin
hepsi beta-laktamazlar tarafindan yikimlanirlar, Ikinci kugak sefalosprinler
beta-laktamazlar tarafindan daha az yikimlanur. Uglincii kusak sefalosporinler
ise bir¢oklarina dayaniklidir.

Enterobakteri'lerdeki enzimler hiicre i¢inde sentezlenir ve periplazmik
boslukta bulunurlar. Betalaktam'lar antibiyotigin girisi ve hedefine yoneligi
strasinda sitoplazmik membrana yerleserek antibiyotik molekiiltinii bozabilir-
ler. Enterobakteri'lerde aktif serin'e baglanan iki cesit betalaktamaz
tanimlanmigtir. TEM (temoniere) beta-laktamaz icin aktif serine yerlesme
bolgesi 45 tir. Kromozomal kokenli ampisilin hidrolize eden ampc beta-
laktamaz'in bolgesi 80'dir (11).

Betalaktam halkasinin bozulmasindan baska bu enzimlerin direng'teki
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bagka bir rolii'de, antibiyotik molekiiliini hidrolize etmekten Ote onlari
baglayarak periplazmik bosluk icinde tutulmasi: ve molekiiliin hedefi olan Pe-
nisilin baglayici proteinlere yeteri kadar ulastirlmamasidir.

Gram negatif bakterilerin dogal duyarlilifi belirgin olarak dis zarinin
yapisindan kaynaklanir. Bu konu yakin tarihlerde incelenmis ve ilag
molekiillerinin hidrofobik dogasi, biiytikliigi ve yiikiine gore porin kKanal-
larinin gegirgenliginin betalaktam antibiyotiklerinin etkinliklerine katkida bu-
lundugu ileri siirilmiistiir. Porinlerdeki degisiklikler yoluyla betalaktam anti-
biyotiklerine karsi gecirgenligin diigtirtildiigt goriilmiistiir. E.coli'nin Omp F
kanalinin dar olan OmpC ile yer degistirmesi gibi (10).

Staphylococcus aureus'un methicillin'e direncli suglan artan siklikla izole
edilebilmistir. Bu suglar, yiiksek molekiiler agirlikli olan Penisilin baglayici
protein'lere sahiptirler ve yiiksek methicillin konsantrasyonlarinda doyarlar.
Diger PBP'ler ise methicillin diigiik yogunlagsmalarinda dahi doyarlar (9,20).
D grubu streptekok'lar arasindaki direncinde PBP'lerle baglantili oldugu
soylenir. Genel olarak bu aile igindeki farkli tiirler, PBP'lerin baghligi ve
onlarin penisilinden etkilenme diizeyleri arasinda bir korelasyon gosterirler.
Yapilan bir caligmada Staph. aureus suslari methicillin ve oxacilline direncli
veya duyarlilifina gore gruplandirilmistir. Meticillin direncinde, beta-
laktamazin rolii betalaktamaz inhibitorleri ile test edilmig ve NaCl ilaveli be-
siyerleri kullanilmigtir. Methicillin ve oxacillin duyarlilifinin belirlenmesi stan-
dart disk diffiizyon ve agar dilusyon ile yapilmigtir. Methicillin, oxacillin ve
Penicillin G lizerinde 2 beta-laktamaz inhibit0riin etkisi Staph. aureus suglarn
ile test edilmistir (1-Clavulanic acid, 2-Sulbactam). Penicillin baglayan pro-
teinlerin saptanmasi i¢in yapilan testlerle, methicillin direncli Staph. aureus
suglarinin PBP 2a iiretmedikleri gosterilmistir (35).

E. coli K 12 mutantlanininin beta-laktam antibiyotiklere direncinin olusumu
ile ilgili yapilan bir calismada, E.coli'nin beta-laktam direngli mutantlan farkl
beta-laktam derivatlar kullanilarak secilmis ve betalaktam antibiyotiklere
diren¢ olugturan mekanizmalar ile ilgili ¢alismalarin tedavi sonrast meydana
¢ikabilecek direncli mutantlarinin 6nceden bilinmesi agisindan 6nem tasidigi
aciklanmustir (26).

2- ANTIBIYOTIGIN HUCRE ICINE GIRISININ
ENGELLENMESI

Aminoglycozide- aminocyclitol (AGAC) grubu antibiyotikler : Bu grup
arasinda; Streptomisin, neomisin, kanamisin, gentamisin, kasugamisin, spek-
tinomisin gibi antibiyotikler yer almaktadir. Bakterilerde aminoglikozidlere
kars1 direnc kisaca 3 mekanizma ile 6zetlenebilir (11, 16).

1. Ozel bir direng plazmidinin bakteri hiicresi i¢ine girmesi sonucu belirli
aminoglikozid tiirlerini inaktive eden enzim c¢egitlerinin salgilandig: bildiril-
migtir. Bu plazmidler ribozomlarda enzim sentezini saglayan genetik kodu
tagirlar. Salgilanan enzimler aminoglikozid'leri hidroksil veya amino gruplari
lizerinden ya adenillemek, asetillemek veya fosforile etmek suretiyle inaktive
ederler. Gentamisin ve kanamisin kismen farkli tipte 7 ¢esit enzimle inaktive
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edilir.

2. Kromozomal Mutasyon mikroorganizmalarin 30 S ribozomal alt birimle-
rinde, aminoglikozid molekiillerini bagliyan noktanin ilaca kars: affinitesinin
kaybolmasidir. Bu mekanizma streptomisin'e kargt direng meydana gelmesin-
de rol oynar.

3. Direng, bakteri hiicre ¢eperinde, aminoglikozid ilacin hiicre igine
taginmasim sagliyan aktif transport mekanizmasinin bozulmasma bagli olabilir.
Bu durumda ilag molekiilleri ribozomlara ulagamazlar ve antibakteriyel etki
azalir. Ps. acruginosa'da aminoglikozidlere diren¢ olusumu genelde bu meka-
nizma ile olur (27).

AGAC grubu antibiyotikleri degistiren enzimler 3 sinifa ayrilir. Bunlarda
Acetyltransferases (AAC), Adenyltransferases (ADD) ve Phosphotransferase
(APH)'dir. AGAC degistiren enzimlerin bu antibiyotiklerde direnci nasil
geligtirdikleri tam olarak bilinmemektedir. Arastiricilara gore, ilaca direngli en-
zimsel inaktivasyon igeren mekanizmalardan farkli olarak yalruz kiiclik miktar-
da AGAC antibiyotigi degistirilir. Bu da direncin hiicreye girmesi sirasinda an-
tibiyotigin degistirilmesi yolu ile bagarildig1 hipotezini One siirer. Yani belirli
bir AGAC antibiyotigine direncin ila¢ alinim orani ve degistirilme orani
arasindaki rekabetten kaynaklandi@i soylenmektedir. Eger ila¢ birikmesi ilag
degistiriminden ¢ok olursa etkin ila¢ ribozomlara erigir ve protein sentezi
durur. Tersi durumda ise ila¢ de8isimi ¢ok olacag i¢in antibiyotik protein sen-
tezini engellemeyecek ve direng olugacaktir. Aminoglikozidlere sonradan
kazanilmig direncin en yaygin bi¢imi plazmid kékenli aminoglikozid degistiren
enzimler yoluyla olugur. Bu enzimlerin bir ¢ogu transpozonlar tarafindan belir-
lenir. Dogasinda kendiliginden olusan direncin en 6nemli mekanizmasi yeter-
siz ila¢ taginmasidir ve bakteriler arasinda yaygin olarak olugur. Her zaman
belirli bir enzimin, belirli bir aminoglikozidde diren¢ olugturdugunu kesinlikle
sOylemek zordur. Ciinkii bir mikrobun direncinin fenotipini birkag etken bir-
den belirler.

Anaerobik bakteriler, streptokoklar zayif elektron tagimimina sahiptirler ve
kiiciik membran potansiyelleri vardir veya her ikisine de sahiptir. Bu nedenle
bu mikroorganizmalar genellikle aminoglikozidlere karsi dogal direng
gOsterirler.

Taginim yoklugu yoluyla kazanilan diren¢ genellikle Ps. acruginosa'nin
izolatlarinda ve daha az olarak Enterobakteri izolatlarinda goriiliir. Aminogli-
kozidler belli bir yogunluga gelen dek aminoglikozid biriktirmezler, diisiik
diizeydeki aminoglikozid direnci mutasyondan, transdiiksiyondan kaynaklanir
).

Diger bakteri tiirleri ; aminoglikozid direnclerini ya yetersiz elektron
tasgitnimina ya da membranlarin gegirgenlik potansiyellerinin azligina
bor¢ludurlar. Bu duruma genellikle, insanlarin veya hayvanlarin antibiyotik te-
davileri sirasinda rastlanir. Cok yavag gelisirler ve kii¢iik fenotip kolonileri
vardir (9, 11 ). Invitro laboratuvar deneylerinde ve hayvan modellerinden edi-
nilen bir deneyimle bu suglar biiytik olasilikla aminoglikozid tedavisinin biitiin
asamalarinda ortaya ¢ikabilirler ve tedavininin baganisizhiga diigmesinin nedeni
olabilirler. Gram negatif bakterinin dig membranindaki porinleri etkileyen mu-

97



tasyonlar aminoglikozidlere diren¢ olusmasina neden olabilir, fakat bu lipopo-
lisakkarit degisikliginden veya eslesmemis elektron tagimimindan veya memb-
ran potansiyelinden kaynaklanan direng¢ten daha az yaygin olan bir mekaniz-
madir. Streptomisin'e olan ribozomal direng, ribozom 30 S alt {initenin S-12
proteinindeki bir veya iki aminoasit degisimini icerir. Bu mutasyonlar yiiksek
diizeyde tek asamali dirence neden olurlar. Ozellikle Ps. acruginosa ve Strep-
tococcus feacalis'te oldugu gibi. Son yillarda yapilan bir caligmada; Staph. au-
reus ile Staph. epidermidis arasinda aminoglikozid direncini belirleyen plaz-
midlerin konjugatif transferi aragtinlmigtir. Bu caligmada Stafilokok'larin
gentamisin direncinin insidensinden artig oldufu, bakteriler arasinda konjuga-
tif plasmid transferini etkileyen faktorlerin oldugu bulunmustur. Bunlar 1s1,
pH, hiicre dansitesi ve dondr-resipiyent hiicre oranlar gibi faktorlerdir (3).

Kasugamisin direnci : Kasugamisin 70 S ribozomunun 30 S alt
linitesini etkileyen aminglikozid bir antibiyotiktir. Protein sentezini inhibe
eder. Fakat fenotip baskilamaya veya yanlig dizilmeye neden olmaz. Direncin
sebebi mutasyondur. Bu mutasyon ribozomal proteinde degil, 16 S ribozomal
RNA' da sekillenir. Kasugamisin direnci 16 S RNA' min 3' ucuna yakin
AACCUG siralamiginda 2 adenin rezidiisiiniin metile edilememesiyle birlikte
bulunur. Bu degisme ilacin ribozoma baglanmasini Gnler.

E. coli ile yapilan bir calismada E. coli' K 12 susunun antibiyotik
direncliligi ve enterotoksijenitesinin transfer edilebilmesi ile ilgili ¢aligma
yapilmustir. Antibiyotik direnglilik ve enterotoksin tiretimi i¢in kodlanan gene-
tik bilgilerin ¢aligilan suglarda ayni plazmidde lokalize oldugu belirlenmisgtir.
Antibiyotik direnclilikte streptomisin, tetrarsiklin'e kargt 1s1ya duyarh ve 1s1ya
diren¢li enterotoksin tiretebilen E.coli 710 B 5 susu ile bu ¢alismanin
yapildig bildirilmistir (14). E.coli suglarina karsi direncliligin tetrasiklin, klo-
ramfenikol, kanamisin ve ampisillin'e kars1 oldukca yiiksek oldugu ve ¢oklu
direnci giindemde oldugu bildirilmigtir. Bir ¢alismada fotosentetik bir bakteri
olan Ectothiorhodospina spp. streptomisin'e direncli genleri tagiyan plazmidle-
rin saptanmasinda santrifiigasyon, agar-jel elektroforez kullanilmasi ile bu
bakterilerin pDG 1 plazmidleri saptanmig, hetero dubleks analizinde
restriiksiyon enzimleri ile kesilip izole edilen pargalar saflastirilip kromotogra-
fik yontemle saptanip elektron mikroskopta incelendigi bildirilmistir (13).

Hayvanlardaki klinik salmonellozis olgularinda ¢zellikle 3 salmonella sero-
tipi 6nem tagir. S. dublin' in ilag direngliligi yiiziinden giiclii komplikasyonla-
ra neden oldugu bildirilmistir. S. chlorea suis infeksiyonlart ile ilgili yapilan
bir ¢aligmada tetrasiklinlere diren¢ goriilmiis, S.typhimurium'da ise hayvan-
lardaki komplikasyonlan yaninda insanlar icin et ve et urtinleri tiiketimi
acisindan tehlike olusturdugu bildirilmigtir. Ayrica tetrasiklin'lere kargi direng
S.dublin ve S. typhimurium suslarnin yiizdesinde artis gbzlenmistir (19).

Ingiltere'de yapilan bir caligmada, Salmonellallarin antimikrobiyel
direngliligi incelenmis, kullanilan antibiyotiklerin diisiik yogunluklarinda di-
rencin arttif1, yliksek yogunluklarinda bu orani yariya yakin azaldigi bildiril-
migtir. Direngli suglarin oram 1986'da pik yaparak yiikselmis sonra da diisiis
gOstermigtir. Bu durumun streptomisin'e duyarli olan DT 204 C faj tipinin
yiikselmesi ile ilgili oldugu bildirilmistir (46).
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Tetrasiklin'lerin direnci yavas ve ¢ok asamali olur. Bir tetrasiklin'e direncli
olan mikroorganizma diger tetrasiklin'lere de direncli olur. Ancak, diger tetra-
siklin'lere direncli olan Staph. aureus suglarinin minosiklin'e duyarli olmasi
gibi istisnalar da bulunmaktadir. Tetrasiklin'lere diren¢ olusumu 2 mekanizma
ile gergeklesir.

1. Bakterilerinin sitoplazma membraninda bulunan ve hiicre i¢ine aktif
transportu saglayan proteinin yapisindaki bozulmaya baglanir. Bu durumda
minosiklin 6rnegi gibi fazla lipofilik olanlar basit difiizyonla bakteri i¢ine gire-
bilen tetrasiklin'lere kargi direng¢ olusmayabilir. Ancak diger tetrasiklin'lere
kars1 belirgin direng olusur.

2. Tetrasiklin'leri inaktive eden enzimlerin salgilanmasi baglagicta duyarli
olan bakteri, ilacla kargilagti1 zaman, indiiklenme sonucu enzim salgilanmasi
nedeni ile direncli duruma gelir. Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganiz-
malarda tetrasiklin'e diren¢ plazmidlerce saglanir. Transpozon Tn. 10 ile
taginan tetrasiklin direnci Gram negatif bakterilerdeki bir ¢ok diren¢ plazmidle-
rinde bulunur (27). E.coli en az 5 farkli tetrasiklin geninin direncinin belirlen-
mesi ile hiicre duvarninda yer alan 3 yeni protein sentezledigi ve bu proteinlerin
tetrasiklinin hiicre i¢inde girisini engelleyen transport sistem olugturduklari bil-
dirilmistir. Tetrasiklin'lere direngli olan Str. pneumoniae ve bazi Staph. aureus
suslari, minosiklin ve doksisilin'e duyarli olabilir. Doksisilin bazi Bacteriodes
tiirlerinde etkilidir. Son yillarda DNA-DNA hibrizasyonu temeline dayanarak
Gram pozitif ve Gram negatif acrobik ve anaerobik bakteri tiirlerinde 12'den
fazla sinifa ait tetrasikline direncli determinantlar identifiye edildigi bildiril-
migtir (29). Bu determinantlar A dan E'ye kadar olan siniflar Enterobakteri ai-
lesi tyelerinde , L, M, N, siniflarindakiler ise gram pozitif organizmalar
tanimlanmig ve Tet A, Tet B, Tet C gibi adlar verilmistir (29). Tetrasiklinlerin
yem katkist olarak kullanilmasi ile tetrasikline direngli E. coli suslarinin izole
cdildigi bildirilmistir. Gegen yillarda patojenik E.coli suglar arasinda Strepto-
misin, sulfonilamid, tetrasiklin ve kloramfenikol grubu antibiyotiklere direncin
arttig bildirilmigtir. I¢inde tetrasiklin bulunan yemlerin kullamildig: ¢iftliklerde
yapilan incelemelerde CI. perfiringens'e tetrasiklin direncinin yiiksek oldugu
bildirilmistir(45). Genetik ¢caligmalarda direncli suglarin 3'linde tetrasiklin di-
rencini kodlayan R-plazmidleri saptanmugtir (16).

Yapilan bir ¢calismada evcil hayvanlardan izole edilen Campylobacter jejuni
izolatlarinin antimikrobiyel duyarlilif1 incelenmistir. Biitiin izolatlarmin anti-
mikrobiyel duyarlili1 incelenmigtir. Biitiin izolatlar eritromisin, gentamisin,
furazolidon ve kanamisine duyarli bulunmustur. Bu izolatlarda tetrasiklin di-
renci % 7, Nalidiksik asit direnci % 8, ampisilin direnci % 37 ve
siilfometatoksol-trimetoprim ve sefalotin direnci % 100 bulunmusgtur (1). Tet-
rasiklin direncinin mekanizmasi ile ilgili molekiiler ¢alismalar yapildigi ve
SDS-PAGE (sodyum dedosil siilfat-poliakrilamid gel elektrophoresis) ve oto-
radiografik yontemleriyle polipeptitlerin ayrildidi, ayrica ribozomlardan tet-A,
tet-B'lerin total proteinlerin HPLC yontemiyle belirlendigi bildirilmistir (17,
32). Aerobik Gram negatif bakteriler tarafindan meydana getirilen infeksiyon-
larin Oncelikli tedavisinde aminoglikozid grubu ajanlar tercih edilir. Bu
ilaglarin fazla dozunda ototoksisite nefrotoksisite ve direncli bakteriler meyda-
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na gelmektedir. Tetrasikline direnclilik arttikca aminoglikozidlerin
duyarlihi@inda artig goriilmstiir. Tetrasiklin direngli izolatlarda aminoglikozid-
lerin diisiik konsantrasyonlarinda dahi etkili antimikrobiyel aktivite saglandigi
bildirilmigtir (33).

Kloramfenikol'e direng, enzimlerle inaktive edilerek olugur. Plazmid
kokenli kloramfenikol direnci, kloramfenikol asctiltransferaz (CAT) yoluyla
inaktivasyon sonucu olugsmaktadir. Enterobakteriler'de plazmid kokenli
birkag c¢esit CAT bulunmustur ve bunlar katalitik ¢zellikleri, elektroforetik ha-
reketlilik ve antijenitelerine gore tamumlanirlar. Gram negatif bakterilerde plaz-
mid'de kodlanan en az 3 tip kloramfenikol asetiltransferaz enzimi vardir. Tip
I, Tip II ve Tip I olarak adlandirtlir. Tip I enziminin Proteus mirabilis'te Tip
I enzimlerine Haemophilus influenzae ve Bacterioides fragilis'te Tip III enzi-
minin ise Streptokok ve diger Gram pozitif bakterilerde kodlanan CAT enzim-
lerinden ibaret oldugu bildirilmistir (10, 11). Enzimatik olmayan kloramfeni-
kol direnci Gram negatif bakterilerde goriliir. E. coli'de kloramfenikole
diren¢ gosteren plazmidlerin ¢cogu CAT i¢inde olmasina ragmen en azindan
bir plazmid kokenli enzimsel olmayan diren¢g mekanizmasi tammlanmigtir. Son
yillarda bu ¢esit kloramfenikol direncininin molekiil yapisint ¢cdzmeye yonelik
caligmalar yapilmakta oldugu bildirilmistir (11, 16, 27). Kloramfenikol'e
diisiik diizeydeki direncin, hiicre zarindaki ilacin periplazmik bogluga ulagmak
icin kullandig1 porinlerin mutasyon yolu ile kaybolmast sonucu meydana
geldigi bildirilmistir (5, 10).

Makrolitler : Bu grup i¢inde Eritromisin, Oleandomisin, Spiramisin gibi
antibiyotikler bulunmaktadir. Makrolit grubu antibiyotikler, protein sentezinin
inhibisyonuna ve duyarli bakterilerin 50 S Ribozomal alt tiniteyi baglayan bak-
teriyostatik etkisi ile gruplandirilir. Makrolit grubu antibiyotiklere direnclilik;
dogal izolatlarda metilasyon ile olugur. Bircok Gram negatif bakterilerde bu
ilaglara dogal diren¢ vardir. Ciinkd bunlarin dis membranlart gecirgen
degildir. Fakat bu arada Bakteriodes Spp.'ler Linkomisin ve Klindamisin'e
duyarli bulunmustur. Staphylococcus aureus ve Streptecoccos Spp. gibi Gram
pozitif ve Bacteriodes Spp. gibi Gram negatif bakterilerde bu grup antibiyotik
direnglilik R plazmidlerince olugsmaktadir. Bacillus lincheniformis, Str. pneu-
moniac gibi tiirlerde makrolitlere direnglilikte kromozomal direnglilik bulun-
dugu bildirilmigtir. Str. pyogenes'e makrolit diren¢ determinanti Eritromisin
ve Linkomisin tarafindan olusturulmustur (11, 16).

Eritromisin direnci .: Eritromisine diren¢ 50 S ribozomal alt
tinitesindeki degisimle birlikte gekillenir. E.coli ve diger bazi tiirlerde bu
degisim 50 S alt iinitesinin spesifik proteininden olusur. Bununla birlikte
Staph. aureus'un direngli suslarinda ilacin baglanmasit 23 S ribozomal
RNA'daki spesifik adenin dizisinin dimetilasyonu ile bloke edilir. Plazmid
aracilikli ribozomal RNA metilasyonu Staph. aureustaki bu tip eritromisin di-
rencinden sorumludur. Eritromisin direngliligi ile ilgili insanlarda agiz Strepto-
koklar tizerinde yapilan bir ¢alismada dig tedavisi yapilan amoxycillin ve erit-
romisin direncinin olmasi bu hastalarda infektif endokarditis riskinin varligini
ortaya koymustur (31).

Fusidik asit steroid bir antibiyotiktir. G faktor protein'e bagh fonksiyonlar

100



inhibe ederek bakterilerin protein sentezini engelleyebilir. Fusidik asidin G
faktore baglanmasi G-Faktor-GDP komplekse baglanmasini sabitlestirdigi ve
aminoacyl tRNA'nin ribozoma baglanmasini engelledi8i sOylenir. Enterobak-
terilerde fusidik asid'e kargt kazanilmigi diren¢ goriilmtistiir. Bu ya kromozo-
mal mutasyonlardan veya plazmidlerden kaynaklanabilir. Kromozomal muta-
syonlar cesitli G faktorlere sahiptirler ki fusidik aside olan plazmid kokenli
direncin yapisi tam olarak heniiz anlagilamamuigtir. Bircok plazmidin fusidik
aside direng gosterebildigi ve fusidik aside direnc gosteren genin ayni zamanda
tip I CAT (kloramfenikol asetiltransferase)'a da diren¢ gosterdigi
sOylenmektedir (11, 16).

Kinolon grubu ; Antibiyotik etkinligi DNA fonksiyon ve sentezini en-
gelleyen kinolon grubuna direng ile ilgili yapilan bir ¢alismada, Norfloxacin'e
E. coli K 12 izolatlarininin diisiik diizeyde direng olugturdugu sOylenmistir.
Nor A, Nor B ve Nor C olarak bildiren bu mutantlar 3 tipte simiflandiriinustir.
Nor A DNA gyrase'in A subunitinde gyr. A lokusunda mutasyon ile
sonuclanir. Nor B kinolon ve diger mikrobiyel ajanlara (cefoxitin, kloramfeni-
kol, tetrasikline) diisiik diizeyde direng¢ gosterir. Nor C ise, Norfloxacin ve
ciprotloxocin'e diigiik duyarllhk gosterir fakat hidrofobik kinolonlar gibi nali-
diksik asit ve rosoxacin'in hidrofobik ant1b1yot1kler boya ve deter_yanlara
yiiksek duyarlilik gosterdigi s6ylenmektedir (11, 22).

3. DEGISIK METABOLIK YOLLAR GELISTIRILME
MEKANIZMASI :

Mikroorganizmalar, ilacin inhibisyon reaksiyonundan etkilenmeyen degisik
bir metabolik yol gelistirebilirler. Ormegin bazi stilfonamid direncli bakteriler
ckstraselliiler PABA' ¢ gerek duymazlar ancak memeli hiicreleri gibi hiicreler
folik asit yapiminda kullanabilirler. Siilfonamid ve Trimetoprim direnci bu me-
kanizma kapsamindadir.

Siilfonamidler : Bu ilaca kargi olusan direng, bir bakteride para amino
benzoik asit (PABA) sentezinin artmasina, bakteri hiicre membraninin folik
aside karst permeabilitesininin artmasina bagli olabilecegi gibi, Dihidropteroate
sentetaz (DHPS)'in siilfonamidlere affinitesinin azalmasina bagl da olabil-
mektedir (16). Siilfonamidler’ e direng folik asit biyosentezinde gerekli olan
dihidropteroat sentetaz enziminin sentezlenmesi ile saglanir. Plazmid kont-
roliinde 2 farkli DHSP enzimi olusturabilir. Siilfonamidler'le kromozomal
diren¢ kontrolunda olan direng ile olusturulan enzimler isiya direncli iken,
plazmid 1s1ya duyarlidir. E.coli'de plazmidin kodladig: siilfonamid'e direncgli
DHPS enziminin, normal enzimlere gore stilfonamidlere yaklagik 1000 kez
daha az baglandi81 s0ylenmektedir. Plazmid kontroliindeki stilfonamid direnci
Gram negatiflerde yaygindir. Staph. aureus'a ise eritromisin ile birlikte
stilfonamidlere diren¢ saglayan bir R plazmidinin bilindigi s6ylenmistir (16,

101



Sekil- 4 Trimetoprim ve Sulfonamid direncliligi

DHPS (dihydropteroate synthase)

PABA ;
Sulph. PL (Plazmid)
(DHPS-PL) \Q< (DHPS-CS% CS (Kromozom)
Pterin-Sulp
Dihidropteroic acid
I
/ Dihidrofolic acid (DHFR-PL)

TP (DHFR-CS) N\

Tetrahydrofolic ac;I

Trimetoprim : Bu gruba karst olusan direnclilik Trimetoprime direncli
dihidrofolatrediiktaz (DHFR) enziminin olugmasi ile saglanir. Bu enzim folik
asit sentezi icin gereklidir. Trimethoprime direncin plazmidlerce saglandig bi-
linmektedir. Plazmidlerin kodladigi trimethoprim direncinin en az 3 farkli
DHFR enziminin etkisiyle olugtugu bildirilmektedir. Bunlarin sagladifi direng
diizeylerinin farkli oldugu ve bazi suslarda hem kromozomal hem de plazmid
kontrolu ile direncli DHFR enzimlerinin birlikte bulundugu bildirilmigtir. Thi-
metoprim'in enterokok'lara karst duyarlilifimin belirlenmesi giictiir. Entero-
kok'larn sulfonamidlere dogal diren¢ gosterdigi s6ylenmektedir (11, 16)

4 - BAKTERILERININ ANTIBIYOTIGI INAKTIVE
EDEN ENZIMLER SENTEZLENMESI :

Beta laktam antibiyotiklere ve Kloromfenikol'e diren¢ olusumunda, bu an-
tibiyotikleri inaktive eden enzimlerin sentezlenmesi 6nemli mekanizmalardan
biridir. Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasini hidrolize ederek penisilin ve
sefalosporinleri inaktive ederler. Bakterilerin olusturdugu beta-laktamaz, ge-
netik olarak bakteri kromozomu veya bir plazmid tarafindan kodlanabilir.
Bir¢ok Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerle, mikobakteri cinsindeki bak-
teriler beta-laktamaz olusturmaktadir. Gram pozitiflerinin sentezledigi beta-
laktamazlar hiicre digt salgilanan, plazmidlerce kodlanan, indiiklenebilen en-
zimlerdir. Penisilinlere etkili olup sefalosporinlere az etkilidir. Staph. aureus
beta laktamazlari, penisilin ve ampisilini yiiksek derecede, meticillin, oksasi-
lin, kloksasilinini az hidrolize ederler. Aerob, anaerob Gram negatif bakterile-
rin beta-laktamazlar ise periplazmik boslukta yer alir. Hiicre duvanndaki por-
lardan gegen antibiyotigi inaktive ederek, sitoplazma membranindaki
PBP'lerle birlesmelerini engellerler. Enterobacteriaceae serratia, citrobacter,
providencia gibi bazi enterobakteri cinslerinde ve pseudomonas cinsinde
indiiklenebilen beta-laktamazlar bulunmustur. Bu enzimler, penisilinleri, 1. ve
2. kusak sefalosporinleri hidrolize ederler ve bakteride yiiksek konsantrasyon-
lardaki antibiyotige kars1 diren¢ olugtururlar.

Enterobakteri tiyelerinde plazmidlerce kodlanan bir diizinenin iizerine beta-
laktamaz saptanmustir. Bunlar icinde sik goriilen enterobakteri ailesindeki plaz-
midlerin % 75 - 80'ini olugturan TEM-1 betalaktamazidir ve Tn 4 transpozo-
nunda tasinir. Bu beta-laktamaz N. gonorrhaece, H. influenza, Ps.

102




acruginosa'da bulunabilir.

Kadmiyum, Civa, Organik civa bilegikleri, arsenat, antiseptik
ve dezenfektan maddeler : Bu gruptaki dirence ¢ogunlukla Staph. au-
reus'ta rastlanir. Omegin, kadmiyuma direnc sagliyan plazmidler yalniz Staph.
aurcus'a bulunur. Bu plazmidlerde Kadmiyum direnci ile ilgili en az 2 gen
vardir (Cad A, Cad B). Bu genlerdeki direncin mekanizmas! kadmiyum ve
¢inkonun bakteri hiicresinden disart atilimi seklindedir. Plazmiddeki kad-
miyum direng¢ genleri, bircok plazmiddeki beta-laktamaz genleri ile birlikte bu-
lunur. Organik civa bilegiklerindeki direncte organomerkiiriiyalliaz enzimi rol
oynar. Bu enzim, karbon-civa bagmni ayirir. Olusan (Hg++) civa rediiktaz en-
zimi ile metalik civaya dondstiriliir. Arsenat direnci plazmide baglidir. Staph.
aureus ve Gram negatif ¢comaklarda gortlir. Akriflavin, ethidium bromiir,
dort degerli amonyum bilesikleri gibi maddelere direng, bu maddelerin disa
atilmalari ile saglanir (16, 25).

EPIDEMIYOLOJIK GORUSLER

Antibiyotige direnglilik ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilir. Bu nedenle ant-
tibiyotiklerin secimi antibiyotiklere duyarli veya direncli bakterilerin ayrimlari
g0z Oniinde tutalarak yapilmalidir. Transpozon ve kromozomal olarak plaz-
midlerce aracilif1 ile miimkiin olan direng ¢esitlerinin ¢zellikler epidemiyoloji
yoniinden dikkate alinmasi gerekmektedir. Antibiyotiklere karg1 direnclilik
farkli epidemiyolojik acilardan degerlendirilmektedir. Bunlar da; Tiir epide-
miyolojisi, Plazmid epidemiyolojisi ve Gen epidemiyolojisidir (18).

- Tiir epidemiyolojisi (Anatomik ve fizyolojik ¢zellikleri)

- Identifikasyon

- Kimyasal tiplendirme

- Serotiplendirme

- Lizotiplendirme

- Plazmid Epidemiyolojisi (Plazmidlerin tranfer ¢zellikleri)

Genetik diizeyde :

- K 88, K 99 antijenleri gibi

- Toksinler

- Antibiyotik direnclilik

- Uyumsuzluk

Biyofiziksel diizeyde

- Molekdiiler agirlik (boyut)

- DNA kismu (restriksiyon)

Gen Epidemiyolojisi (genlerin transpozisyon ozellikleri)

Genetik diizeyde :

- Antibiyotik direnglilik

- Toksinler

- Biyofiziksel diizeyde :

- Heterodublex ve sekanslarin belirlenmesi
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