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ANTIBIYOTIK DIRENCI ve MOLEKULER BiYOLOJIK
YONTEMLER

Serhat UNAL

Bakteriyolojide, klinik érnelderden bakterinin izole edilmesi, iiretilmesi ve degisik
antibiyotiklere duyarlihfin in-vitro belirlenmesi giiniimiizde en ¢ok kullandan direng
saptama teknifidir. Son yillarda klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarmda niikleik asit
saptamaya dayanan tekniklerle gergeklestirilen genotipik yaklagimlar giindeme
gelmigtir, Genotip ozelliklerinin belirlenmesinin diginda antibiyotik direnci tespitinde
bu yaklagimlann alternatif olarak giindeme gelmesinin nedeni laboratuvar tamda
oldugu gibi niikleik agit saptamaya yonelik yéntemlerin bazi énemli avantajlara sahip
olmasidir. Bu avantajlarin basinda iiretilmesi méimkiin olmayan veya zor olan mikroor-
ganizmalara ait bilgilerin kisa siirede almabilmesi gelmektedir.

Antibiyotik direncinin belirlenmesinin infeksiyon hastaliklannda esas olarak iki
amaci vardir:

I- Hasiaya verilecek antibiyotik tedavisinin uygunlugunun belirlenmesi

2- Epidemiyolojik takiplerin yapilabilmesi.

Yeni bir susg ile salgin olmadikca bakteri cinsi ve tipinin erken dénemde tayin edil-
mest antibiyotik direng profili hakkinda 6n fikic verebilir. Bu yonii de katilarak klinik
mikrobiyelojide genotipik yaklasimlarn iki ana grupta toplama miimkiindiir:

I- Epidemiyolojik tiplendirme

II- Antibiyotik direng geninin saptanmasi.

I- Epidemiyolojik tiplendirme

Epidemiyolojik tiplendirmenin yukanda bahsedilen amaglara hizmet edebilmesi
icin bakteri tipinin sahip oldugu fenotipik direng patefninin 6énceden bilinmesi gerekli-
dir. Bakteri tiplendirmesinin amaci bir salgin sirasinda epidemiyolojik baglantisi olan
izolatlarin aymt koékenden kaynak alip almadifim genetik olarak ispatlamaktir. DNA
fingerprint'leri ya da profilleri, belli bir klondan koken almg izolatlar i¢in dzgiil olan ve
degisik boyutlardaki DNA molekiillerinden (plazmid veya kromozomal) olusan patern-
leri temsil ederler. Giinlimiizde, epidemiyolojik acidan iligkili olan organizmalan
ayirdetmek amaciyla cok sayida ydntem denenmektedir.

IT- Antibiyotik direng genlerinin saptanmasi

Klasik bakteri izolasyon yontemlerinin en Onemli sorunu veterince hizli
olamamalaridir. Ornek ahindiktan sonra iiremenin olabilmesi igin belli bir zamana
ihtiyac vardir. Aynca tanumlama islemleri ve duyarlilik testleri de ancak subkiiltiirlerde
yapilabilmektedir. Bu da ikinci bir ireme zamamni gerektirmektedir. Ureme zamam
bakterilere gore degigmekte, drnegin piyojenik bir infeksiyonda stafilokoklar igin 24-48
saat iken tiberkiilozda bu stire 4-6 haftaya kadar uzamaktadir. Ayrica bazm
mikroorganizmalan ise bu yapay ortamlarda tretmek hi¢ miimkiin olmamaktadir.
Molekiiler biyoloji tekniklerinin geligmesi, bakterilerde direng mekanizmalannim daha
iyi anlasilmas: ve direng genlerinin tamnmas:, igleviglerinin anlagilmasi genotipik
yaklagimlar glindeme getirmigtir.

Genotipik yaklagimlarmn bu alanda gergeklestirilebilmesi igin antibiyotik direcin-
den sorumlu genin niikleik asit dizgesi bilinmelidir. Gitniimiizde agapida érneklert veri-
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len antibiyetik direncinden sorumiu kromeozom veya plazmid tizerinde ¢ok sayida gen
tantmlanmus ve bunlann dizgeleri, direncten sorumlu bilgeleri ortaya gikarthmigtir. Kli-
nik tantda kullamlan niikleik asit saptamaya yonelik yontemlerde oldugu gibi antibiyo-
tik direng geninin saptanmasinda da iki ana teknik uygulamadadir; hibridizasyon ve in-
vitro niikleik asit amplifikasyon teknikleri. Yukarda bahsedildigi gibi isaretli niikieik
asit kullamlarak gergeklestirilen hibridizasyon teknilkderinin klinik Ornekten direkt
uygnlamalaninda duyarliliklar yetersiz kalmaktadir, Ancak giintimiizde M.tuberculosis
gibi gec dreyen ajanlarin sivi besiyerlerindeki kiiltiirleri erken dénemde direngten so-
rumlu genin saptanmasina olanak vermektedirler, Direkt Idinik trnekte direng geninin
saptanmasinda niikleik amplifikasyon yintemleri 6nemli bir kullamm potansiyeline sa-
hiptir. Niikleik asid amplifikasyon teknikleri biitiin bu avantajlarma ragmen, halen rutin
klinik kullanima girebilecek, sorunsuz uygulanabilecek teknikler degillerdir.

PCR ile saptanabilen antibiyotik direng genleri:

1- Stafilokoklarda metisilin direncinin tespiti.

2. M.uberculosiste rpoB geni: Rifampisin  direnciden sorumlu nokta
mutasyonlarin saptanmasr: PCR sonrast SSCP uygulanmasi.

3. Gram-pozitif bakierilerde eritromisin direng genleri: S.aureus'da ErmA, E.co-
li'de ErmBC ve B.sphaericus'da ErmG gen bolgelerinin dejenere primerler ile ampli-
fikasyonu,

4- TEM geni tajiyan plazmidierin saptanmasy: N.gonorrhoeae'da penisilinaz,
yaptminin tespiti.

5- Aminoglikozid diren¢ genleri: Aminoglikozid-modifiye eden enzim (AAC,
APH, ANT) bolgelerinin saptanmast.

6- TEM enzimlerinin (TEM-1, TEM-2) yapimindan sorumlu plazmid bdlgeleri;
Gram negatif enterik bakterilerde "extended-spectrum" beta-laktamaz yapiminun tespiti.

Bugiine kadar beta-laktam, aminoglikozid, tetrasiklin, glikopeptidler, kloramfeni-
kol, makrolidler, trimetoprim ve agir metal direng genleri dahil olmak fizere ¢ok sayida
direng¢ geni ve bunlara dzgiil problar tariflenmigtir. Ancak bu primer ve prob setlerinin
fenotipik yontemlere alternatif olarak kullamilabilmelert her organizma ve antimikrobi-
yal ajan icin uygun degildir. Ornegin enterik bakterilerin ¢ogu indiiklenebilir kromozo-
mal ampisilin direng genine sahiptir. Sonug olarak diren¢ geninin saptanmas: klinik ola-
rak duyarli veya direncli mikroorganizmanm saptanmasinda faydali olmaz, Ancak
direng geninin mRNA'smin kantitatif saptanmasi ile bu problemler ¢oziilebilir.
Glintimtizde bu yaklagmmlardan klinikte uygulanabilirlifi en uygun olam stafilokoklarda
mecA geninin direkt klinik drnekten saptanmasidir. Antibiyotik direnci diginda genoti-
pik yaklagimlar daha az olarak antiviral, antifurigal ve antiparaziter direng genlerinin
saptanmasinda da uygulanmaktadir.
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