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OZET

Antibiyotiklerin kullanima girmesiyle birlikte, direng artamaya baglamig ve infeksiyon hastaliklarinin tedavisi daha
problemli hale gelmistir. Direncin hizli ve dogru olarak saptanmasi, direng gelisimi ve yayilmasinin onlenmesinde kritik
dneme sahiptir. Birgok bakteride direncin saptanmasinda fenotipik yontemler kullanilmakla birlikte, yavas iireyen bakterilerde
oldugu gibi bazi spesifik mikoorganizmalarda fenotipik yontemler yetersiz kalmaktadir. Bu mikroorganizmalardaki direncin
saptanmast ve takibinde kullanilabilecek hizli ve dogru sonuglar verebilen molekiiler metotlar bulunmaktadir. Molekiiler
yontemler, direncin saptanmas: ve tanimlanmast yaninda, direncli klonlarin yayilmasinn takibinde de yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. Boylece direncin gelisimi ve yayilmasinin durdurulmasina yardimct olmaktadirlar.

Anahtar sézciikler: ilag direnci, metisilin direngli Staphylococcus aureus, molekiiler yontemler, Mycobacterium tuberculo-
sis, vankomisine direngli enterokoklar

SUMMARY
Effect of Molecular Microbiology to Prevent Development of Drug Resistance

In parallel to use of antibiotics, drug resistance has begun to increase and treatment of the infectious diseases becomes
more problematic. Rapid and accurate determination of the drug resistance is very critical to prevent drug resistance and
control the resistant strains. Although phenotypic methods have been performed to determine drug resistance in many mic-
roorganisms, these methods are failuring to determine resistance in some specific microorganism such as slow growing bacte-
ria. There are many molecular methods which are rapid and accurate for determination of drug resistance and performing
active surveillance for these microorganisms in a variety of healthcare populations. In addition to detection and identification
of drug resistance, molecular methods are widely used to follow spreading ways of the drug resistant clones. By this way these
methods help to stop both development and distribution of drug resistance.

Keywords: drug resistance, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, molecular methods, Mycobacterium tuberculosis,
vancomycin resistant enterococci

Antibiyotiklerin infeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanima girmesiyle birlikte
direngli suglarda artis olmus, bunun sonucu
olarak tedavide zorluklar kaginilmaz hale gel-
mistir. Direncin ortaya ¢ikmasinda hatali antibi-
yotik kullanimlar1 kadar, laboratuvar yéntemle-
rindeki yetersizlikler de 6nemli rol oynamakta-
dir. Direncin belirlenmesinde ge¢ kalinmasi
veya dogru olarak ortaya konulamamasi duru-
munda, direngli suslara bagh infeksiyonlarin
tedavisi ve kontrolii sorun haline gelmektedir.
Sorunlarin {izerinden gelinmesinde direncin
mekanizmasi ve yayilma yollarinin belirlenme-

sinin biiytik 6nemi vardir. Bu noktada molekii-
ler yontemlerin biiyiik katkilar1 olmaktadir.
Molekiiler yontemlerin direncin énlenmesinde-
ki etkinligi iki ana bashk altinda incelenebilir.
1) Direncin kisa siirede ve dogru olarak belirlen-
mesi. 2) Direncin yayilmasmin énlenmesi.

1) Direncin kisa siirede ve dogru olarak belir-
lenmesi

flag direncinin saptanmasindaki gecikme
infeksiyonlarin mortalite, morbidite ve bulasi
tizerine oldukca 6nemli etkilere sahiptir. Klinik
onemi olan bakterilerin biiyiik bir kisminda
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direng, fenotipik yontemlerle saptanabilmekte-
dir. Ancak, fenotipik yontemlerle direng saptan-
mas1 bazi mikroorganizmalarda ge¢ sonug ver-
mekte, bazilarinda ise var olan direng fenotipik
yontemlerle dogru olarak ortaya konulamamak-
tadir. Molekiiler yontemlerle direng belirleme
caligmalari, fenotipik yontemlerin yetersiz kal-
dig1 mikroorganizmalar iizerine yogunlasmisgtir.
Basta Plasmodium falciparum ve Plasmodium vivax
olmak tizere parazitler, viriisler (hepatitit B viru-
su, Human immunodeficiency virus, Influenza
tip A gibi) ve bakterilerde direncin belirlenme-
sinde molekiiler yotemlerle ilgili calismalar
bulunmaktadir. Bu yazida, {izerinde fazlaca
aragtirmalar yapilarak klinik yararlar ortaya
konulmus olan, bakterilerle ilgili calismalara yer
verilecektir.

Bakterilerle ilgili direng belirleme ¢alisma-
larinin basinda, Mycobacterium tuberculosis susla-
rindaki izoniazid (INH) ve rifampisin (RIF)
direncini belirlemeye yonelik uygulamalar gel-
mektedir. Tiberkiiloz basillerinde ila¢ direncini
belirlemede kullanilan standart proporsiyon
yontemi, otomatize kiiltiir sistemleri kullanildi-
ginda bile, kiiltiirde basil tiretildikten sonra 7-12
gin igerisinde sonug verebilmektedir®!7),
Gecikme stiresi 6zellikle ¢ogul ilaca direngli
(CID) ve yaygmn ilag direncli (extremly drug
resistance, XDR) M.tuberculosis suslarinin yayil-
mast agisindan 6nemli sorunlar olusturmakta-
dir. Bu asamada molekiiler yontemler 6nemli
katki saglamaktadir. M.tuberculosis suslarindaki
ilag¢ direncini saptamak amaciyla kat1 faz hibri-
dizasyon testleri (INNO-LiPA RIF TB, GenoType
MTBDR, microarray), DNA dizi analizi, poly-
merase chain reaction single-strand confirmati-
on polymorphism analysis (PCR-SSCP), hetero-
dupleks analizi, pyrosequencing, mutasyona
6zgii primer ile amplifikasyon, gercek zamanl-
polimeraz zincir (PZR) reaksiyonu ve amplifi-
kasyon {iirliniin mutasyona 6zgii restriksiyon
enzimle analizi gibi ¢cok sayida molekiiler teknik
kullanilmaktadir. Bu yontemler, kiiltiirde tiretil-
mis olan basiller yaninda, dogrudan mikrosko-
pisi pozitif klinik 6rneklere de uygulanabilmek-
tedir. Mikroskopisi pozitif olan drneklere uygu-
landiklarinda o6rneklerin % 97’sinde 1-2 giin
icerisinde sonug alinabilmekte; rifampisin ve
izoniazid direngli suslar, sirasiyla % 96-99 ve
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% 84-94 oranlarinda dogru olarak saptanabil-
mekte; yontemlerin 6zgiilliigii ise % 99’un {ize-
rinde bulunmaktadir®?". Molekiiler yontemle-
rin RIF ve INH direncini belirlemede fenotipik
yontemlerle uyum oranlart % 90 ve iizerinde
olmaktadir®®. Kiiltiirtinde M.tuberculosis tire-
mis klinik 6rneklerde LiPA testinin RIF direncli
suslar saptamadaki duyarlilig1 % 95, dzgiilliigii
% 99.6, pozitif prediktif degeri % 93, negatif pre-
diktif degeri % 99.7 ve sonuglarin klasik yon-
temlerle uyumu % 99 olarak bildirilmistir?.
DNA microarray yontemiyle RIF direngli susla-
rin % 95’1, INH direngli suslarin % 80’den fazlast
12 saat iginde saptanabilmekte; ayrica bu yon-
temle klinik 6rnekten bakterinin saptanmasi, tiir
tayini ve viriilans geninin ayn1 anda belirlenme-
si de mumkiin olabilmektedir®®. Geleneksel
yontemlerde kiiltiir ve duyarlilik testleri igin
gerekli olan siire, molekiiler yontemlerin kulla-
nilmasiyla 6nemli Sl¢iide kisalmaktadir. Yapilan
bir aragtirmada; mikroskopisi pozitif olan biitiin
Klinik drneklerde rpoB genindeki mutasyonlarin
sapanmasina yonelik molekiiler testler kullanil-
diginda; CID suslarmin saptanma siiresi ortala-
ma 6 hafta azalms, kiiltiir ve duyarlilik testleri-
ne gore uygun tedaviye baslama siiresi ortalama
51 giin daha erken olmustur®®. Fenotipik ve
molekiiler yontemler arasinda saptanan yiiksek
orandaki uyum, bu ydntemlerin, uygun tiiber-
kiiloz tedavisine kisa siirede baglanilmasi igin
yararli olacagini gostermektedir.

Staphylococcus aureus’larda metisilin diren-
cini saptamada “Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI)'nin 6nerdigi sefoksi-
tin disk diftizyon testi yaninda Vitek 2 sefoksitin
tarama ve Vitek 2 oksasilin duyarlilik testi gibi
fenotipik yontemler olmakla birlikte; direngten
sorumlu mecA geninin molekiiler ydntemlerle
arastirilmasi referans yodntem olarak kabul
edilmektedir®. Metisilin direngli S.aureus
(MRSA) tastyicilarinin kisa stirede saptanarak,
gerekli dnlemlerin biran 6nce alinmasi, direngli
suglara bagli infeksiyonlarin yayilmasinin engel-
lenmesi bakimindan énemlidir. Molekiiler yon-
temlerle 1-2 saat icerisinde metisilin direnci
yaninda, stafilokok tiirleri arasindan S.aureus
ayrimi da yapilabilmektedir®. Tasiyicilarda
MRSA taramak i¢in gelistirilmis olan ticari bir
molekiiler test ile yapilan kapsamli ¢calismada;



ozgillik ve duyarlilik sirasiyla % 95 ve % 85
olarak saptanmig ve yontemin saglik merkezle-
rindeki MRSA aktif siirveyansi igin hizl, basit
ve glivenilir oldugu ortaya konulmustur®.
Vankomisine direncgli enterokoklar (VRE),
Ozellikle immun sistemi baskilanmig hastalarda
ciddi infeksiyonlara yol ag¢maktadirlar.
Enterokoklarda alt1 tip kazanilmig direng tanim-
lanmustir. Bunlardan yalnizca vanA ve daha az
olarak vanB dominat olup, digerleri nadirdir.
VanA ve vanB genlerini bulunduran suslar yiik-
sek diizeyde vankomisine direng gosterirken,
vanC genini bulunduranlarda (Enterococcus galli-
narum ve E.casseliflavus) diisiik diizeyde direng
gozlenmektedir. Plazmit veya transpozonlar
tizerinde bulunan vankomisin direncinden
sorumlu genler, enterokoklar ve diger bakteriler
arasinda lateral veya vertikal yolla transfer edi-
lerek hizla yayilabilmektedir®. Rutin yontem-
lerle VRE saptanmasi 4-5 giin gibi uzun zaman
almakta, bu siire igerisinde tasiyicilar direngli
suslar1 yeni bireylere ve c¢evreye bulastirmaya
devam etmektedirler. Gecikmenin giderilmesin-
de molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir.
Yapilan bir arastirmada miiltipleks polimeraz
zincir reaksiyon (PZR) yontemi kullanilarak,
30-48 saat icerisinde vanA ve vanB tasiyan VRE
suslarinin saptanmasi miimkiin olabilmis;
miiltipleks-PZR yontemiyle VRE taranmasinin
ve her yeni izole edilen suslarin molekiiler yon-
temlerle tiplendirilmesinin hastanelerdeki VRE
kontrol programina eklenmesinin 6nemi
vurgulanmistir®. Molekiiler yontemler klinik
orneklerde VRE taranmasinda siireyi kisaltmak-
la birlikte 6zgiilliikk ve duyarlhilik diistiktiir®2.
Enterokoklarda tedavinin yonlendirilmesi baki-
mindan vankomisin direng tipinin belirlenmesi
onemlidir. VanA pozitif suslarda vankomisin
yaninda teikoplanine de direng gozlenirken;
vanB tastyan suslar teikoplanine duyarhdirlar
ve bu suslara bagh infeksiyonlarin tedavisinde
gentamisinle birlikte teikoplanin kullanilabil-
mektedir. Miiltipleks PZR yontemiyle vankomi-
sin direnci, direncin tipi, makrolit ve aminogli-
kozitlerin etkinligi belirlenebilmektedir®.
Bunlara ilave olarak &zellikle kritik klinik
orneklerden ftiretilen Streptococcus pneumoniae
suslarindaki orta ve yiiksek diizey penisilin
direncinin kisa stirede saptanmasinda basarili
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sonuclar veren (duralilik % 96) “seminested”-
PZR®, Gram pozitif koklarda makrolit direnci-
nin saptanmasinda kullanilan miiltipleks-PZR®,
genislemis spektrumlu beta-laktamazlara diren-
cin saptanmasinda kullanilan miiltipleks PZR
ve dizi analiz yontemleri™ gibi ¢alismalar da
bulunmaktadir.

2) Direncin yayiliminin 6nlenmesi

Kullanilan antibiyotiklerin ¢ogunluguna
kars1 direngten sorumlu genlerin, siklikla disar-
dan alinan mobil genetik elementlerle iligkili
olduklari bilinmektedir. Aktarilabilir ila¢ direnci
ilk olarak ellili yillarin sonlarinda saptanmigtir.
O tarihten beri direng genlerini tasiyan ¢ok say1-
da plazmit ve transpozon tanmimlanmistir.
Plazmitlerin tizerinde ¢ogunlukla bir veya daha
fazla antibiyotige diren¢ genleri bulunmak-
tadir@®. Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae
izolatlarindaki AmpC beta-laktamazlar plazmit
iizerinde tasinmakta ve direncin yayilmasinda
plazmitin horizontal transferi ©nemli rol
oynamaktadir™?. Genislemis spektrumlu beta-
laktamazlar (6rnek: blaTEM/CTX-M/SHV)
konjugatif plazmitler tizerinde tasinmakta, kon-
jugasyon ve integronlar aracihg: ile Entero-
bacteriaceae iiyeleri arasinda yayilabilmektedir-
ler®. TEM beta-laktamazlar ayrica Pseudomonas
aeruginosa, Haemophylus influenzae ve Neisseria
gonorrhoeae arasinda da transfer edilebilmekte-
dir™. Enterokoklardaki glikopeptid, aminogli-
kozit ve tetrasiklin direnci plazmit veya trans-
pozon aracili konjugasyonla yayilmaktadir®?.
E faecalis’deki konjugatif transpozon iizerinde
bulunan vanA geninin, S.aureus’un bazi suslari-
na transfer edilebildigi gosterilmistir. Vanko-
misin direngli S.aureus izolatlarmin, {izerinde
vanA direng genini tastyan Tn1546 transpozunu
bulunduran coklu direngli konjugatif plazmit
igerdikleri bulunmustur®. Plazmitler tizerinde
farkli direng genlerinin kiimelesmis olmasi, bak-
teriler arasinda ¢ogul direncin yayilmasinda
onemli rol oynamaktadir. Direng¢ plazmitleri;
konjugasyon, transdiiksiyon veya transformas-
yonla duyarli olan alici bakterilere horizontal
olarak aktarildiginda, onlarda da bir veya daha
fazla antibiyotige kars1 direncin olusumuna yol
agmaktadirlar®.

Molekiiler tiplendirme yontemleriyle



cogul ilaca direngli M.tuberculosis, glikopeptidle-
re direngli enterokoklar, MRSA, genislemis
spektrumlu beta-laktamaz iireten E.coli ve
K.pneumoniae suslari, florokinolon direngli
P.aeruginosa ve E.coli suslari, karbapenem direng-
li Paeruginosa ve gogul ilaca direngli Acinetobacter
baumannii gibi patojenlerin herhangi bir merkez,
hastane, sehir, bolge veya tilke icinde veya tilke-
ler arasindaki yayginlik derecesi, direncli klon-
larin yayilma yollar1 ve kaynag1 hakkinda bilgi
edinilebilmektedir. Bunlara ilave olarak, bakte-
rilerdeki direng genlerinin horizontal veya verti-
kal yayilim1 anlagilabilmektedir.

Temel olarak bakterilerdeki antibiyotik
direnci iki yolla yayilmaktadir: a) Direngli soyla-
rin klonal yayilmasiyla (vertikal yol), b) Direng
geninin bakteriler arasinda aktarilmasiyla (hori-
zontal)®?. Bu durumu anlayabilmek i¢in izolat-
lar arasinda kromozomal ve direngten sorumlu
ekstrakromozomal genler yoniinden iligkiye
bakilir. Direngli bakteriler klonal yonden iliskili
olmadiklar1 halde, ortak diren¢ geni bulunduru-
yor ise diren¢ yayilmasimin horizontal; eger her
iki yontemle iligkili bulunuyor ise klonal yay1-
limla oldugu kabul edilir®. Herhangi bir hasta-
ne veya toplumdaki direngli suglarm oran1 yiik-
sek, buna karsin direngli suslar arasindaki klo-
nal iligki diisiik ise, direng¢ nedeni olarak, susla-
rin klonal yayilmas: degil, diren¢ geninin hori-
zontal aktarilmas: diistintilmelidir. Bu bilgiler,
hastanelerde ve toplumda direngli klonlarin
yayillma derecesini anlamak ve kontrol altmna
almada yararli olmaktadir®.

Direngli klonlarin yayilmasmin énlenme-
sinde geleneksel infeksiyon kontrol 6nlemlerine
ilave olarak molekiiler tiplendirme yontemleri-
nin uygulamaya girmesinin biiyiik katkilar
olmustur. Tayvan’da bir iiniversite hastanesin-
deki MRSA infeksiyonlarmin kaynag: ve kontrol
onlemlerinin etkinligini denetlemek amaciyla
saglik personeli ve hastalardan {iretilen MRSA
suslarinin  “pulsed-field gel electrophoresis”
(PFGE) ile tiplendirmesi yapilmus, iki predomi-
nant genotip saptanmis, tasiyicilarin topikal
mupirosin ile tedavi edilmesiyle nozokomiyal
MRSA infeksiyonlarinda yaridan daha fazla
azalma kaydedilmistir®. Bir kulak burun bogaz
servisinde 10 giin i¢inde ortaya ¢ikan ve yedi
kisiyi etkileyen penisiline direngli Streptococcus
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pneumoniae (PRSP) salgini, PFGE yontemiyle
dogrulanmis ve uygulanan etkili kontrol énlem-
leriyle direngli suslarin yayilmas: kontrol altina
alinabilmigtir®.

Sonug; molekiiler yéntemler direncin sap-
tanmasi ve yayilimimin sinirlandirilmas: agama-
larinda infeksiyon hastaliklarma biiyiik katki
saglamaktadir. Giinlimiizde, tiiberkiiloz basille-
rinde CID direncinin erkenden saptanmasi ve
direngli klonlarin yayilma yollarinin belirlenme-
sinde, molekiiler yontemlerin yarari kabul edilir
hale gelmistir. Diger bakterilerdeki uygulamala-
rin giderek yayginlasacagi beklenmektedir.
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