ANKEM Derg 7 (No.3):196-204(1993)

POSTANTIBIYOTIK ETKI VE BAKTERILERDE
ANTIBIYOTIKLERE KARSI TOLERANS

Kurtulug TORECH

Postantibiotic effect and antibiotic tolerance in bacteria.

Cok defa infeksiyon etkeninin duyarh veya direngli olmas: basitligine indirgedigimiz
antibiyoterapide, aslinda, antibiyotik ile etken mikroorganizma arasindaki iligkileni etkileyen ¢ok
saywda faktdr vardir. Burada bu fakidrlerden sadece ikisi, postantibiyotik etki ve bakterilerde
antibiyotik tolerans tizerinde durulacaktr,

POSTANTIBIYOTIK ETKI

Postantibiyotik etki (PAE), bir antibiyotifin iremeyi durduran konsanirasyonlarina maruz
birakilan bir bakterinin, antibiyotik ortamdan uzaklagtmldiktan sonra hemen antibiyotife maruz
kalmamg bakteri gibi iiremeye baglayamamasina yol agan kalici antibiyotik etkisidir, Birgok
antibiyotik-bakteri karsilagmalarmda antibiyotik ortamdan yok edilse de irthibisyan etkisi bir stire
daha devam eder. Antibiyotie maruz kalan bakierinin tiremesinin antibiyotikle temas ctmemis
bakterinin tireme hizina erigmesi igin bir siire gegmesi gerekir. PAE bu siire ile dlgiilen bir etkidir.
Bu nedenle literatiirde "kalict baskilayicr etki”, "kaher antibiyotik etkisi”, "post-MIC etki", "neka-
hat periyodu” gibi gesitli deyimler de 6nerilmig ancak yaygin olarak kullanilan deyim PAE olmus-
tur,

PAE ilk defa 1944'de penisilinle temas etmig bir stafilokok kiltiriiniin penisilinaz ile an-
tibiyotifin tahrip edilmesinden ancak 1-3 saat sonra normal tiremesine baglayabilmesinin gdzlen-
mesi ile farkedilmigtir(2). Onceleri daha ok beta-laktam antibiyotikler ve Gram pozitif koklar ara-
sinda bir etkilegim gibi ele alinan PAE'nin yeni antibiyotikler ve Gram negatif bakteriler arasmda
da gozlenmesi, olugturulan hayvan deneyi modellerinde in-vive olarak da saptanmasi antibiyotera-
pide doz aralarmin belirlenmesinde dikkate alimmas: gerekeceini diigiindiirmilg ve 1980'lere dog-
12 gok sayida ¢aligmada konu edilmesine yol agmugur. Halen de antibiyotiklerle ilgili periyodikler-
de en sik rastlanan ¢alisma konulanindan birini olugturmaktadur.

Bir antibiyotifin bir bakteriye in-vitro PAE'sini saptatmak igin en gok kullanilan yéntem lo-
garitmik tireme fazmdaki bakteri kitltiiriiniin MIC'un 1-10 kau antibiyotikle 1-3 saat temasta bira-
kilmasi, antibiyotigin uzaklagtrlmasi, antibiyolifin uzaklagtirldig: andaki canh bakteri sayisimin
10 katna ¢ikmas: (1 log, artmasy) igin gereken siirenin saptanmas: (T) ve bu silreden antibiyotik-

le temas etmemis konfrel kiiltiiriindeki bakteri sayisinm 10 kat artmasi igin gercken siirenin (C)
gikanimasidir(5). Bu nedenle in-vitro PAE
PAE=T-C

formiilii ile belirlenir. Bu belirlemede bakierinin tiredifi uygun besiyeri ve kiiltiir kogullanm saj-
lamak, 105-107 cfu/int iceren logaritmik fazda koritrol ve deney kiiltlirTerini hazirlamak, bunlarda
canli bakteri sayiman: yapmak ve deney kiiltliriine istenilen konsantrasyonda antibiyotik ilave edip
istenilen stire bekletmek deneyin ilk adunidir. Deney killtiiriine antibiyotigin ilave edildigi zaman
t=0 kabul edilir. Istenilen temas siiresi gegtifiinde deney tilpiindeki antibiyotigin uzaklastiriimas:
igin gok defa; (a)ya birkag defa bakterilerin santrifijjle gokiiiriilerek antibiyotiksiz besiyerinde tek-
rar silspanse edilmesi, veya (b) kiiltiiriin yilz ya da bin defa sulandinilarak antibiyotigin de bu oran-
da dilite edilmesi tercih edilir. Kontro] kiiltiirime de ayni islemler uygulanir, Bu iglem sonunda
canli bakteri saytmu yapihr ve belirli aralarla canl: bakteri sayim: yapilarak iglem sonundaki say1-
nin 10 kat artmasi igin gegen slire saptanir. Kontrol ve deney kiiltiirleri igin gereken zaman farki o
antibiyotigin kullanian MIC kat: konsantrasyonda kullamlan temas siiresinde o bakteride olugtur-
dugu PAE! verir. - )

Ashinda antibiyotikle temas etmig kiiltiirdeki bakterilerin hepsi PAT siiresi kadar bir zaman
baskilanip sonra normal kiiltitrdek: gibi {iremeye baglamazlar. Bazilan daha erken, bazilari daha
geg bolimmeye baglar ve giderek normal jenerasyon siiresini tekrar kazamirlar, Yapilan deneyler
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bakteri sayis1 10 kat arttigmda konirol kiilttirindeki tireme hiznm elde edildigini gisterdifinden
PAE'i dlgmek igin kontrol ve deney kiltiirlerinde bakteri sayisinm 10 kat artmasi igin gecen sii-
relerin farki kullanihr(55).

In-vitro PAE belirlenmesinde antibiyotifi uzaklagtrmak igin enzim inaktivasyonu, kontrol
ve deney kiiltiirlerindeki bakteri miktarini dlemek igin canh bakteri sayimmndan bagka optik dansi-
te(47), bakteri iginde ATP diizeyi 6lgiml(32), Bactec NR 730 kan kiilririi cihazmnda otomatik GV
(growth value) degeri slglimil(14), filaman olugturan bakteri oram(31) gibi bagka yontemler de
bnerilmistir. Bu ySntemlerin tarigmasi bir bagka yazirmzda verilmistir(51), Antibiyotiklerin kalici
etkisini beliflemek igin PAE yerine "mean recovery time" ofarak tarif ettikleri bagka digiitler ileri
siirenler de vardir(34).

In-vitro PAE blgiimlerinde alinan sonuglarda bazi faktdrlerin etkisi gorilir. En snemli ki
faktér bakterinin maruz kaldiff: antibiyotik konsantrasyonu ve temas stiresidir. Konsantrasyon ge-
nellikle MIC'in kati olarak ifade edilir ve bir bakieri kendisine PAE gosteren bir antibiyotigin bir
smura kadar daha yiiksek konsantrasyonlarma maruz kaldifinda daha uzun PAE siiresi saptanar.
Ornegin beta-lakiam antibiyotiklerin S.aureus's PAE'si antibiyotik konsantrasyonu 6-10 MIC'e
kadar arttrilinca giderek uzar ve en yilksek deffere varir. Daha yiiksek antibiyotik konsantrasyonu
kullantidhinda da bu deger asilmaz(5). Sadece rifampisin bu kurala aykiri davranir ve konsantras-
yon artumildrkga daha uzun PAE siireleri elde edilir(5,55). Bakteri belli bir antibiyotik konsantras-
yonuna defigik sireler maruz brrakildigmda da benzer bir sonug almir ve silre 4-8 saate kadar uza-
tildikea daha yitksek PAE deferleri elde edilir; fakat PAE belli bir temas stiresinde maksimal de-
gere erigir, siire daha uzatlinca bu defer arimaz. Ozellikle kinolonlarm yitksek konsantrasyonlar-
da (10 x MIC) 5 dakika gibi kisa siire temasinin bakteride optimal PAE olugturabildigi bildirilmis-
tir(41).

PAE in-vivo olarak da goriiliir. Esasen konuya pratik bir 8nem kazandiran yonii in-vivo da
goriilmesi ve bu gekilde daha aralikh doz uygulamalarmi miimkiin kilmasidir. Bir antibiyotigin bir
bakteriye in-vivo PAE'sini 6lgmek igin engok kullamlan yontem siklofosfamid 1le ndtropenik hale
getirilmig farelerin kullanldag fare budu yontemidir(5). Bunun igin ¢ok sayida farenin buduna
bakteri injekie edilir. Birkag saat sonra serumda ya da infeksiyon yerinde 1-2 MIC clde edilecek
miktarda tek doz antibiyotik injekte edilir. Belirli aralarla birkag fare Sldiiritlir, budlar: homojeni-
ze edilir ve canli bakteri sayimi yapilir, Bu arada dldilritlen farelerde hig degilse MIC altina diige-
ne kadar serumda veya homojenizatta antibiyotik konsantrasyonu da saptanmalidir. Dogal olarak
deneyde antibiyotik verilmeyen kontrol fareler de kullanshr. Deney farelerine antibiyotik uygulan-
dif1 zaman 1=0 olarak kabul edilerek antibiyotik konsantrasyonunun MIC altina diigmesi i¢in ge-
gen siire M, deney farelerinin budunda M zamaninda saptanan canli bakteri sayismn 10 kat
(1 log,,) artmasi igin gegen siire T, kontrol farelerde bakteri sayrsimn 10 kat artmas: igin gegen sii-
re C olarak gosterildiginde in-vivo PAE

PAE=T-C-M
formiilt ile saptanir.

Goriildiigi gibi in-vivo PAE'yi slgmek oldukea zordur ve bir antibiyotik-bakteri ¢ifti igin
50'nin iizerinde fare kullamilmasins, titiz bir cahgmayn gerekiirir. In-vivo PAR'yi belirlemek igin
tavsan menenjit medeli(44), sigan endokardit medeli(24) kobay pnémoni modeli(27), tavsan sirt
derisi altma doku kafesleri yerlegtirme y6ntemi(37) gibi gesitli yéntemler de denenmigtir.

PAE'nin saptandij deneylerin hemen hepsinde antibiyotik kiiltlirden ya da dokudan tam
vzaklagtinlamamakta ve MIC'un gok alinda da olsa ortamda bir miktar aniibiyotik kalmaktadur.
Bu sub-MIC antibiyotik miktarimn sonucu etkilemedigini bildiren yaymnlarn{43) yaninda daha
uzun PAE saptanmasma yol aglifmn bildiren yaymlar da vardir. Bu yaymlarda sub-MIC'daki anti-
biyotijtin bakteri tiremesine etkisiz ya da az etkili olmasina kargilik dnceden MIC iistiinde antibi-
yotikle temas etmis ve dolayisiyla PAE siiresi icinde bulunan bakterilerin duyarkhmin arttigl, or-
tamda sub-MIC'da da olsa rezidii antibiyotik bulunmasimin daha uzun PAE elde edilmesine neden
oldugu gosterilmigtir(39,36,59). S.aureus ve yeni bir asilireido-penisilin olan aspoksisilinin kul-
lanildigs bir galigmada farelerde dokudaki konsantrasyon MIC altina digtiiginde rezidi
antibiyotik penisilinazla makiive edilirse PAE stiresinin bir miktar kisaldify, dolayisiyla in-vive
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dlgiilen PAE'nin bir kismunin dokudaki sub-MIC'daki antibiyotikten ileri geldiji gosterilmis-
tir(39).

PAE'nin hangi mekanizma ile clugtufu tam olarak anlagilmig degildir. MIC tizerindeki
antibiyotik konsantrasyonu ile temas stiresinde antibiyotigin bakteride bir reseptérle birlesmesinin
oldiirlicd olmayan fakat tiremeyi durduran bir etki gistermesi, ortamdan antibiyotik uzakiagtirildr-
Einda da bu reseptSrden ayrilana kadar iremenin inhibisyonunun devam etmesi ileri stiriilen bir
goriigtiir(5). Beta-laktam antibiyotiklerin PAE gisterdikleri Gram pozitif koklarda PBP'lere sag-
lam bir sekilde baglanmasi ve kolay ayrlmamasi, buna kargihk PAE gostermedikleri Gram nega-
tif gomaklarda kiigiik bir proteine gevsek olarak baglamp kolay aynlmas: da bu goriigii destek-
ler(13). Ancak aminoglikozidlerin ribozomlara kalici olarak baglanmasina ragmen bir siire sonra
PAE'nin sonlanmast, sogukta eritromisinin ribozomlardan ayritmasina ragmen S preumoniae
iizerindeki PAE'nin devam etmesi bu gériigle agiklanamayan Orneklerdir(10). Kinolonlarda PAE
stresimin antibiyotikle temas etmig bakteride DNA sentezinin normale dénmesi icin gereken siire
oldugiu gésterilmistir(16).

Cesitli bakieri-antibiyotik giftlerinde ve defigik ¢aliymalarda farkli sonuglar ahnabilmckle
beraber belirli antibiyotik gruplarinin Gram pozitif ve negatif bakterilere PAE géstermeleri konu-
stinda baz1 genellemeler yapilabilir. Ornegin, bazi ayricaliklasla, beta-laktamlar ve vankomisin gi-
bi hiicre duvarmin sentezini inhibe eden antibiyotikler Gram pozitif koklar tizerine PAE gisterir
fakat Gram negatif comaklara gostermezler; aminoglikozidler, tetrasiklin, kloramfenikol, rifam-
pin, eritromisin, klindamisin, kinolonlar gibi protein, RNA veya DNA sentezini inhibe eden anti-
biyotikler ise hem Gram pozitif koklar, hem Gram negatif comaklar igin PAE gdsterir. Bu arada
imipenem, difer beta-laktam antibiyotiklerin aksine, P.aeruginosa lizerine de bakteri yogunlugu-
nun digiik oldugu durumlarda PAE gostermekte, fakat bu etki bakteri yogunlugu artinca azalmak-
ta veya kaybolmaktachr(38).

PAE silresi iginde bakterinin liremesinin yavaslamasmdan bagka etkiler de gonilir. Orne-
Ein bu donemde l5kositlerin bakteriyi 61diiriici etkisi artar (postantibiotic leukocyt enhancement,
PALE}(33,41). Trombositlerin salgiladigi bir protein antibiyotiklerin §.aureus'a gosterdigi
PAE'yi arttirir(58). PAE stiresinde E.colfnin hemolitik aktivitesi baskilanir(17). PAE siiresi i¢in-
deki bakterilere diger antibiyotiklerin sldiirici etkisi azalir(3,55).

Penisilin ve ampisilinin in-vitro PAE gésterdikleri S.preumoniae igin in-vivo PAE sap-
tanmamasi(6) digmda diger antibiyotik-bakieri ¢iftleri igin in-vivo PAE siiresi genellikle in-vitro
PAE'den daha uzundur(8,36,58).

Aside direncli bakterilerle az ¢ahigimg olmasma ragmen PAE'nin bu grup bakteriler igin
de s8z konusu oldufn, bir ¢aligmada isoniazidin M tuberculosis icin 2 ginlik PAE gostermesi ile
saptanmugtr(1). PAE antifungal ilaglar ve mantarlar igin de gegerlidir. Mantartar stz konusu olun-
ca postantifungal etki (PAFE) deyimi kullamlir, Cesitli maya tlirleri igin amfoterisin B'nin 3-10
saatlik PAFE gdsierdigi, mikokonazol ve ketokonazol ile ise hig veya ¢ok az PAFE saptandig bil-
dirilmistir. 5-fluorisitozinin C.albicans izerine konsantrasyon ve siireye bagimh PAFE gosterdi g
saptanmigtir(46). ‘

Antibiyotik kombinasyonlart PAE y6niinden antagonist, indifferent veya sinerjist etkili
olabilirler, Omegin teikoplanin fiisidik asifle kombine edildiginde PAE siiresi kisalir(7). Trime-
toprim ve rifampin kombinasyonu ise indifferent elki g8sterir(5). Amikasin {le seftazidim, sefiri-
akson veya piperasilinin kombine edilmesi P.aeruginosa ve S.marcescens i¢in(26) ve E faccali,
igin(25) sinerjist PAE gostermistir. 10 mg/l konsantrasyonda penisilin veya gentamisinin bir E fa-
ecalis sugu igin sirasi ile 2.4 saat ve 0.5 saatlik PAE gosterdifi bir galismada, bu iki antibiyotik
bir arada kullamuldiinda hem bakterisidal etkinin arttigi, hem PAEnin 5.9 saate ¢iktif1 saptanmig-
tr(57). Mesilinamun ampisilin, aztreonam, seftazidim, piperasilin ile kombinasyonunun da PAE
siiresini ok uzattify gosterilmistir(20).

Endokardit gibi infeksiyonlar veya nistropenik hastalardaki infeksiyonlar gibi bakterisid et-
kinin arandigt durumlar diginda bakierinin infeksiyon odagndaki firemesinin durdurulmas: viicut
savunma mekanizmalarmn etkisi ile bakteri saysinm azalmasi sonucu tedaviyi saglayabilmekte-
dir. Bu gibi hallerde eger kullanilan antibiyotik etken bakieriye PAE gostermiyorsa baganli bir 1e-
davi igin infeksiyon odaginda antibiyotifin hep MIC dstiinde bulunmasimin saglanmass gerekir,
Eger antibiyotifin etken bakieriye PAE'si varsa, bir sonraki dozun uygulanmas: igin, antibiyotik
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konsantrasyonu MIC'nun altina diigdiikten sonra PAE siiresi kadar daha beklenebilir, Yani dozlar
arast "MIC'nun iistiinde kalinan siire + PAE siiresi” olarak agilabilir, Hayvan dencyleri bu diigtn-
ceyi dogrulamaktadir. Ornegin sefazolinle PAE gostermedigi E.coli infeksiyonunun tedavisi igin
iki doz arasmdaki siirenin en az % 90'mda MIC fistiinde antibiyotik kensantrasyonu saglamak
gerekirken, PAE gosterdifii S.aurens infeksiyonunun tedavisi igin iki doz arasindaki siirenin
% 50-60'mnda MIC iistiinde kalmak yeterli olmaktadir(18).

Insanlardaki infeksiyonlarda yapian az sayidaki ¢ahgmalar da bir infeksiyonda etken iize-
rine PAE'si olan bir antibiyotikle yapilan tedavide doz aralannin agilabilecegini gostermis-
tir(15,28). Ornegin ciddi infeksiyonlarda sisomisinin 6-8 saatte bir uygulanmas: devaml infilzyo-
nu kadar iyi sonug vermistir{9). Hemen biitiin bakterilere PAE gosteren aminoglikosidlerin daha
seyrek dozlar halinde uygulanmas: hem tedaviyi saglayacak, hem daha az nefrotoksik ve muhte-
melen daha seyrek ototoksik yan etkiye neden olacak gibi gériilmektedir(40).

Bunun yaninda antibiyotigin MIC {istii konsantrasyonlan ile temas etmis bakterilerin
antibiyotik uzaklagtirildiktan sonra bir siire hig iireyemedikleri bir lag (gizli gelisme) donemine
girdikleri, filaman sekilleri aldiklar, PAE siiresinin sonuna dogru ise gok siiratli bslinerck kisa
bir siirede canli bakteri sayismdaki 10 kat artipn sagladiklar: (Grmegin kontrol kiiltiiriinde jeneras-
yon stiresi 38.7 dakika olan bir S.aureus’un 4xMIC siprofloksasin ile 1 saat temas ettifi deneyde
lag fazmdan sonra PAE siiresinin sonuna dogru jenerasyon siiresinin 9,3 dakikaya indigi) bildiril-
mis ve doz aralarmn belirlenmesinde MIC tizerinde kalinan siireye PAE stiresinin degil, lag fazi-
nin siiresinin eklenmesinin daha uygun olacags ileri siirtilmistiir(23).

PAE konusunda iilkemizde ¢ok az caligma yapilmigtir. Benim erigebildifim 2 ¢alismadan
birinde Gisrdal ve ark(19) ortamda 5 mM Mg"" bulunmasimn ofloksasinin PAE stiresini yar: yan-
ya ksaltugm, digerinde Germeyan{11) siprofloksasinin K.preumoniae suglar1 tizerine PAE'sinin,
konsantrasyonun 1xMIC ile 25xMIC arasinda arttinlmasi veya temas siiresinin 1-3 saat arasmda
arttinlmas: ile 0.2 saatten 4.2 saate kadar uzadigin bildirmistir.

BAKTERILERDE ANTIBIYOTIKLERE KARSI TOLERANS

Bakterilerde antibiyotik toleransi, bir bakterinin antibiyotifin 8ldilriicti etkisine daha daya-
mkl olmasi, bagka bakteri tiirlerine ya da aym tiirden bagka suglara bakterisid etkili bir antibiyoti-
#in toleran bakteriye sadece bakteriyostatik etkd gostermesidir.

Tolerans olayi, genellikle beta-laktam antibiyotiklerde MIC'un hemen istiindeki
antibiyotik konsantrasyonlannda bakterinin élmesine kargilik ¢ok daha yitksek konsantrasyonlarda
bakteri 6liirniiniin azalmas: scklindeki Eagle fenomeninden, bir bakterinin firemesinin inhibe oldu-
Eu antibiyotik konsanirasyenundan daha yiiksek konsantrasyonlarda inhibisyon cikisinin kaybolup
fireyebilmesi geklindeki paradoksal antibiyotik etkisinden, bazi bakterilerde antibiyotigin bakteri-
sid konsantrasyonlarmda killtiirdeki bakterilerin binde birden azinm canli kaldift persistans ola-
ymdan farklh bir olaydir (Bak 50). Bir bakterinin bir antibiyotifie toleran olmasiyla duyarh veya
diren¢li olmas arasinda da bir iliski yoktur. Duyarls bir bakieri diigiik olan MICun hemen iistiin-
deki antibiyotik konsanirasyonlarinda tlityorsa duyarli ve toleranssiz, MIC'un birgok kat1 konsant-
rasyonda Slmiivorsa duyarl fakat toleran; direngli bir bakteri esasen yiiksek olan MIC'un hemen
iistiindeki konsantrasyonlarda 8liiyorsa direngli fakat toleranssiz, yitksek MIC'un da birgok kat1
konsantrasyonda élmiiyorsa direngli ve toleran demektir(21).

Bir bakteri susunun bakterisid etkili bir antibiyotige toleran olup olmadifi logaritmik tire-
me fazndaki kiiltire MIC'un 8-10 kat konsantrasyonda antibiyotik ilavesinden sonra periyodik
olarak canli bakteri sayumt yapilarak zaman-6lim grafiginin ¢izilmesi ile anlagilir, Toleran bakte-
rilerde canli bakteri sayis1 yavas bir gekilde azalirken toleranssiz bakterilerde canl bakteri sayisi
siiratle azalir. Ancak toleransi belirtemede en uygun yéntem olan bu igtemin iki énemli dezavanta-
j1 vardir, Birinci dezavantaj pratik olmamasi, laboratuvara ig ve masral yitkit getirmesidir. Ikinci
dezavantaji ise yBniemin standardize edilmemis obmas, ¢esitli suglar birbirine gore daha az, yada
daha fazla toleran olarak derecelendirmek miimkiin olsa da, bir suga ne zaman toleran denecegi ve
toleransin derccesi konusunda bir 8li¢iit bulunmamasidir(52). Cok sayida sugla yapilan bir duyarlik
deneyinde disk etrafinda hi¢ inhibisyon zonu olugmamasi ile gok genig zon olusmas: arasmda ge-
sitli genislikte zonlar olugmasi, ya da MIC belirlenmesinde ¢ok diigiik ile ¢ok yiiksek konsaniras-
yonlar arasinda her konsantrasyonun MIC olarak saptanabilmesi gibi tolerans belirlenmesi igin ¢i-
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zilen élilm-zaman grafifinde de ¢ok yatik ve ¢ok dik efriler arasinda her egimde egri elde edilir.
Ancak duyarhik deneylerinde dokuda erisilen antibiyotik konsantrasyonuna gore sugun duyarh ve-
ya direngli olarak kabul edilmesini saglayan sinir defierler belirlendigi halde tolerans i¢in belirli
standartlar belirtenmis degildir.

Laboratuvarda toleran suglarin daha kolay belirlenmesi i¢in dnerilen ve birgok ¢alismada
kullamlan bir yéntem MIC'un 32 kat: antibiyotik konsantrasyonunda 24 saatte inokulumdaki bak-
terilerin % 0.1'inden fzzlasmm canli kaldiginn g8sterilmesidir(21,48). MIC belirlenmesinde ayar-
It bir inokulum kullamilirsa 24 saat sonra lreme olmayan (MIC) altnc tiipten (32xMIC) belirli
miktar kat1 besiyerlerine yayilir ve olugan koloni sayisindan inokulumdaki bakterilerin % (1.1'in-
den fazlasmm canli kalip kalmadif (% 99.9'unun veya daha azimmn 81diigii) kolayca hesaplanabi-
1ir(50). Bu yontem, 24. saatteki bir kesiti gbstermesi, bu 24 saat i¢inde bakteri 6limtiniin ¢ok ya-
vag seyreitifi toleran susiarla bakterilerin bltyiik cofunlugunun gabuk 5litigli fakat bir kasmunm 24
saatte de canli kaldif: (persistan oram yiiksek), toleran sayilmamas: gereken suglar ayirmamasma
ragmen pratik olusu nedeniyle gok sik olarak kullamilmaktadir. Bu yontemde MIC iistindeki
antibiyotik konsanirasyonlarinda siiratle 6lmesine ragmen yiiksek konsantrasyonlarda dliimiin
azaldif1 Eagle fenomeni de sonuglar1 yanultabilir. Baz: aragticilar tolerans igareti olarak 24 saalte
canl kalan bakteriler igin = % 0.1'den farkh oranlar kullamlmakta, Srnefin streptokoklar icin 24
saat sonra = % 0.15(35,54), stafilokoklar igin 2 % 0.2(12,54) canh bakteri sayisim gecerli say-
maktadirlar.

Tolerans: belirlemek igin kalip gikarma (replica plating), MIC'un 5-10 kan MIC'da 5-6 sa-
atte 6len bakteri orammn saptanmasma dayanan ve bir glin iginde sonug veren ydntemler(52) de
tarif edilmis fakat bunlar da yeterince standardize edilememigtir.

Tolerans bakterinin genetik bir §zelligidir, bir bakterinin toleran olmasi genetik sifresinde
kayithdir. Transformasyon ile bu Szellik toleran §prewnoniae suglanndan toleran olmayan
suglara aktanlabilir. Toleran olma Szeliiginin direnglilik 6zelligi ile beraber veya tek bagina aktan-
labilmesi iki dzellifin farkl genetik lokuslarda kodlandigim gostermektedir(30). Enterokok susla-
rinda penisiline toleransin intrinsik oldugu kabul edilmesine ve antibiyotiklerin ¢ok kullanidag
iilkelerde hemen biitiin enterokok suglarinin penisiline toleran bulunmasina ragmen antibiyotik
kullamilmamus bir toplumdan elde edilen suslarm toleranssiz oldugu, bu suglar arahkh olarak peni-
siline karslagtinlimea tolerans kazandifi ve kazanilmsg toleransin genetik olarak jenerasyondan
jenerasyena gectigi, artik penisilinsiz ortamda da bu suglarm toleran olma dzelliklerini kaybetme-
digi saptanmugtir{60). Bir bagka ¢aligmada 135 viridans streptokok sugundan 15'% (% 11) penisiline
toleran iken penisilinin artan konsantrasyonlarina maruz birakilmas: ile 51 sug daha toleran hale
gegmig ve toleran sus sayisi 66'ya (% 49) ¢ikmustir(54). Aymi caligmada ayni yontemle dogal ola-
rak birinin toleran oldugu 20 S.qureus susunda ilave bir sugta, birinin toleran oldugu 17 koagulaz
negatif stafilokok sugunda ilave 2 sugta, hig toleran sug bulunmayan 17 hemelitik streptokok susu-
nun 3'inde penisiline tolerans olusturulabilmis, 5 S.preumoniae sugunda toleran olana rastlanma-
g ve tolerans indilklenememistir,

Toleran bir sug beta-laktam antibiyotiklerin 8ldtiriicii etkisine olduBu gibi, bu antibiyotik-
lerin etkist ile hiicre duvarn eriyen bir bakterinin canhlifim muhafaza etmesi milmkiin olmayaca-
gindan, eritici (litik) etkisine de direngli olmalidirlar, Nitekim bakierilerde antibiyotik toleransinm
ilk saptamigt baz1 S preimoniae suglarinin penisilinle lizise wframadifimin gézlenmesi ile miim-
kiln olmustur(49). Bakterilerin beta-laktam antibiyotiklerce eritilmesinde kendi litik enzimleri
(otolizinleri) ol oynar, Bu enzim aktivitesi azalmmg veya kaybolmug lyt mutantlar aniibiyotik et-
kisi ile 8liir fakat erimezler. Toleran baklerilerde zorunlu olarak otolizin aktivitesinin de azalmasi
tolerans: saglayan genetik mekanizmanm otolitik aktiviteyi de kontrol ediyor olmasi ile agiklan-
maktadmr(21).

Bakterilerde tolerans dendifinde yukarida agiklanan ve bir tirlin bazi suglarmda, kiiltiirlin
iginde bulundugu fizyolojik kogullardan bagimsiz olarak bulunan tolerans anlasilir. Bunun yanin-
da biitlin bakterilerde ya da bir bakteri tiiriiniln biitiin suglarmda antibiyotiklerin éldtiriicii etkisine
daha direngli, yani toleran olmasim saglayan belirli fizyolojik kosullar vardir. Bu kosullar altinda
ortaya gikan toleransa fenotipik tolerans denir. Ornegin beta-laktam antibiyotikler iiremekte olan
bakterilere bakterisid etkilidir. Bakterinin tiremesinin durdugu stasyoner fazdaki ya da iiremenin
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cok yavagladifs kogullardaki bakteriler beta-laktam antibiyotiklere fenotipik tolerans gosterirler,
Imipenem diier beta-laktamlardan farkh olarak tremesi yavaglamig, hatta iiremeyen bakterilere de
ldiirilcii etkili olan, kendisine fenotipik tolerans gériilmeyen bir antibiyotiktir. Bakterisid antibi-
yotiklerin tiremeyen bakteriler fizerine éldiiriicii etkilerinin mukayesesi i¢in belirli bir siire besin-
siz birakilan killtiirlerde canli bakterilerin en az % 90'mu 6ldiiren en diigilkk konsantrasyon (MnBC)
veya 10 MIC antibiyotik konsantrasyonunda 24 saate bakterinin % 10'unun canli kalmas igin be-
sinsiz birakilmas: gereken en kisa siireyi (tolerans penceresi) belirleme gibi yontemler gelistiril-
migtir (Bak 50). Genetik toleranstan farkl bir mekanizmaya dayanmakla beraber, biitiin difer
olaylar gibi, fenotipik toleransin da belirli kogullarda bakterinin belirhi davranlar gdstermesini
saglayan genetik ternelleri vardir, Omegin Bordetella pertussis'in virulan (vir'} suglarmm penem-
ler diginda beka-laktam antibiyotiklere fenotipik tolerans gostermesi vir gen lokusu ile ilgili-
dir(53). Avirulen (vir) suglarda 2 saat kadar olan jenerasyon siiresi vir* suglarda 6 saate kadar uza-
mughr ve bu gen lokusu muhtemelen hiicre duvar hidrolazlarim da kontrol etmekte, vir* suglarda
otolizinleri inhibe ederek hiicre duvari degradasyonunu yavaslatmakta, bu etkileri ile virulan
B .pertussis suglarmda fenotipik toleransimn ortaya gikmasint saglamaktadir.

Biitiin bakterilerde fenotipik toleransa yol a¢an iiremenin yavaglamas: veya durmas: kosu-
lunun yaminda bazi §zel kosullar bazt bakteri tiirlerinde [enotipik toleransa yol agmaktadir.
S.aureus, S.preumoniae, B grubu streptokoklar, E.coli diigikk pH'da; E faecalis serum, lipotai-
koik asit, kardiolipin veya Forssman antijeni varhfmda; G grubu ve viridans streptokoklar ve
L.monocytogenes koyu inokulum kullamldigimda fenotipik tolerans gsterirler(21).

Fenotipik tolerans bakterilerde genetik toleransin saptanmasinda bazi kangikhklara yol ag-
makta ve literatiirde gok farkli sonuglar bildirilmesine neden olmaktadir Bir tiirde tolerans aran-
masinda logaritmik iireme fazinda olmayan kiiltiirler veya o tiir i¢in fenofipik toleransa yol agan
tzel kosullardaki kiiliiirler kullanilirsa suglarin hepsi veya pek ¢ofunun toleran olarak belirlenme-
st dogaldir, Nitekim S.aureus suglarinda penisitinlere ¢ok kere % 30 - % 70 arasinda tolerans
saptamirken literatiirde % O ile % 100 arasinda, B grubu streptokoklarda % 4 - % 80 arasinda,
5 pyogenes'de % 16 - % 92 arasinde degigen sonuglara rastlanmaktadir(21,54),

Bakterilerde antibiyotik tolerans: genelde beta-laktam antibiyotikler ve hiicre duvan sente-
zini inhibe eden diger bakterisid antibiyotiklerle Gram pozitif bakieriler arasinda saptanan bir
olaydur. Stafilokok ve streplokoklarda, enterckoklarda, lakiobasillerde, L.monocylogenes, C perf-
ringens ve B.subtilis'de antibiyotik toleransi bildirilmistir. Antibiyotiklerin fazla kullamlmas: to-
leran suglarm seleksiyonunu saglamakia ve toleran olmayan suglarda tolerans: indiiklemektedir.
Hastanede alman infeksiyonlarda etkenin toleran olmasi, hastanede kalig siiresi uzadikga bdyle
suglarla infekie olma olasilif) artmaktadir (Kaynak igin bak 50).

Bu konuda yaptifimiz bir galigmada metisiline direngli 50 S.aureus (MRS A) sugundan se-
fazolin, sefoperazon, sefotaksim, sefiriakson ve vankomisine in-vitro duyarli bulunanlarda bu an-
tibiyotiklere tolerans aranmgtir(43). Bilindigi gibi MRS A suglan difer beta-laktam antibiyotiklere
in-vitro deneylerde duyarh bulunabilmekte, fakat MRS A suglaria olan infeksiyonlarin bu antibiyo-
tiklerle tedavisi basarilamadif igin bu suglarin difer beta-laktam antibiyotiklere duyarligr ¢ok de-
fa laboratuvarca raporlara yazilmamaktadir, Bu calismada da 50 MRSA susunun tamami vanko-
misine duyarl bulunurken 26-31'1 denenen 4 scfalosporine duyarl igareti MIC degerleri vermigtir.
Duyarh MIC degerleri alman suglarda 24 saatte en az % 99.9 dliime neden olan konsantrasyon
MBC olarak saptanmig ve MBC/MIC > 32 olan suglar, daha sonra 6liim-zaman grafigi incelenece-
Einden "olas toleran” olarak kabul edilmigtir. Olas: toleran kabul edilen suglarm § x MIC antibi-
yotik konsantrasyonunda éliim-zaman grafifi ¢izilmig ve 24 saatte inokulumdaki bakierilerin bin-
de birinden fazlas: canli kalmigsa (canh bakteri sayisindaki azalma 3 logg'dan azsa) sug yiiksck
derecede toleran, canli sayimda azalma 3-5 log,, ise az toleran, daha azsa toleranssiz olarak kabul
edilmistir. Bu duromda tamami vankomisine duyarli olan 50 MRSA sugunun 19'u olas: toleran,
bunlarm 4'ii yitksck derecede, 4 az toleran olarak bulunmugtur. 50 MRSA susundz sefalosporin-
lere in-vitro duyarly, olas: toleransly, yiiksek derecede toleransh ve az toleransh bulunan sug sayr-
lar: seftriakson igin sirasiyla 28, 7, 6 ve 1; sefotaksim igin 28, 15, 7 ve 3; sefoperazon igin 26, 9, 5
ve 1; sefazolin igin 31, 6, 4 ve 1 olarak saptanmgtir,
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Gram negatif bakterilerde tolerans olayma rastlanmadif, bilinen tek olayin laboratuvarda
elde edilen toleran bir E.coli mutanti oldugu(29) bildirilmesine ragmen, daha sonra MBC/MIC
oram ile ¢esitli Gram negatif bakterilerin degisik antibiyotiklere toleran bulundugunu ileri sliren
yaymiar da vardrr. Omegin septisemili hastalardan Kanada'da izole edilen 941 Gram negatif go-
mak seklinde bakterinin antibiyotik duyarhig ile ilgili bir caligmada kloramfenikole suglarm %
3.3'iniln, TMP/SMZ'a % 1.4'tiniin, gesitli beta-laktam antibiyotiklere ve aminoglikosidlere % 0.1-
% 3'iiniin toleran (MBC/MIC=32) oldufu bildiritmistir(4). Bu suglarmn 6lim-zaman grafikleri ¢i-
zilmediginden sonuglan kesin kabul etmek zordur, Virulan B.pertussis sugunun penemler digin-
daki sntibiyotiklere toleran bulurimasi yavag liremesi sonucu ortaya gikan fenotipik toleranstan
kaynaklanmaktadir(33).

Toleransimn klinik Snemini tam olarak belirlemek i¢in daha birgok ¢aligmaya gercksinim
vardir. Endokardit, meninjit, osteomiyelit, derin doku abseleri gibi infeksiyenlarda ya da badigik-
lik yetersizlifii olan ve nitropenik olan hastalarda kullanilan antibiyotifin bakterisid etkili olmas:
istenir. Etken olan bakteri toleran ise bakterisid etki saflanamayacak, tedavi olumsuz etkilenecek-
tir. Nitekim enterokok endokarditinde bir beta-laktam antibiyotikle birlikte bir aminoglikosidin
kullam!masmm manhfmda enterokcklarin beta-laktamlara toleran olmasi da yatar. Toleran bakte-
rilerle olugan infeksiyonlann daha zor tedavi edilebildigi ¢egitli hayvan modelleri ile gésteritmis-
tir. Tavgan endokardit modelinde kalp kapakgiklan travmatize edilmis tavganlarda énce penisilin,
sonra penisiline toleran olan ve olmayan S.senguis suglan injekie edilince toleran sugla tavsanla-
rin % 63'iinde, toleran olmayan sugla % 9'unda endokardit gelismigtir(22}). Bir diger ¢aligmada to-
leran olmayan S.sanguis sugu ile olusturulan endokarditli 23 tavgamin 10'u 5 ginliik penisilin ile
tedavi edilebilmigken, toleran susla infekte edilen 36 tavsann higbiri tedavi edilememistir(3). To-
leran olan ve olmayan S.qureus suglan ilc hayvanlarda olusturulan endokardit ve piyelonefrit de-
neyleri de toleran suglarla olan infeksiyonlarm tedavisinin daha zor oldugunu géstermistic (Bak
52).

Insanlarda da toleran suglarla olan infeksiyonlann tedaviye daha az cevap verdigini bildi-
ren gahigmalar vardir(21). Toleran S.aureus suslart ile olusan bakteriyemi olgulannda tedaviye
cevabmn toleran olmayan suslardaki gibi olmasina kargilik, toleran suglarla olusan endokardit olgu-
larimda atesin daha uzun stirdilEll, yogun bakima daha sik gereksinim dogdugu, daha fazla kompli-
kasyon gortildigi bildirilmistir(42).

Bu bulgular bakierilerde antibiyotiklere karst tolerans bulunmasinin klinik Snemi oldugu-
nu desteklemektedir. Ancak endokardit, derin doku infeksiyonlari, intraseliiler tireyen bakterilerle
olugan infeksiyonlarda bakterilerin genellikle yavag liremesi, bakteri yogunlugunun ¢ok fazla ola-
bilmesi veya fagositler i¢indeki diigiik pH gibi nedenlerle birgok bakteride esasen fenotipik tole-
ransin oriaya ¢ikmasi da genetik toleransla beraber dilgiinilimesi gereken bir olaydir.
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