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Hayvan kokenli salmonella ve shigella suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci ve
integron sikhgi.

OZET

Bu ¢alismada, Ankara ve ¢evresinde yasayan kanath ¢iftlik hayvanlarindan ve barinaklarda
yasayan kopeklerden izole edilen, Enterobactericeae familyasindan olan salmonella ve
shigella’nin temel antibiyotik gruplara direnglilik 6zellikleri belirlendi. Hedef bolgeye
uygun olarak tasarlanan primerler ile integron yapilari incelendi. Calismada yiiksek oranda
streptomisine ve sulfonamide direng saptandi. Salmonella suslarinin %47.1°1 streptomisine
ve %50’sinin sulfonamide direngli oldugu ortaya konuldu. Shigellalarin ise %53.6’sinin
streptomisine %46.4’i sulfonamide direngli oldugu saptandi. Salmonellalarda ¢oklu direng
oran1 %32.35,shigellalarda ise %32.14 olarak bulundu. Salmonella suglarinin %35.29 unda
ve Shigella suslarinin %35.71’inde smif 1 integraz geninin varligi bulunmustur. Calisma

sonucunda integron varlig1 ile ¢oklu antibiyotik direnci arasinda iliski saptanmustir.

Anahtar kelimeler: ¢oklu antibiyotik direnci, integron, hayvan, salmonella, shigella



Multiple antibiotic resistance and integrons of salmonella and shigella from animals

ABSTRACT

In this study, resistance profiles of Salmonella and Shigella strains, isolated from chickens
and dogs around Ankara region, multiple antibiotic resistance to particular antibiotic
groups has investigated. With the primers which are designed for the specific regions,

class I and class II integron structures has been studied.

High resistance to streptomycin and sulfonamid has been detected. 47.1% of salmonella
strains has been resistant to streptomycin and %50 to sulfonamid, and 53.6% of shigella
strains has been resistant to streptomycin and 46.4% to sulfonamid. %32.35 of salmonella
and 32.14 of shigella has multiple antibiotic resistance. 35.29% of salmonella and

35.71% of shigella strains contains class 1 integrase gene.

It was concluded that, there is a relation between integron presence and multiple antibiotic

resistance.

Key words: multiple antibiotic resistance, integron , salmonella, shigella, animal
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1.GIRIS

Gerek hayvan ve gerekse insanlarin Enterobactericeae familyasindan olan, Salmonella ve
Shigella infeksiyonlarina karsi etkili agilarin bulunmamasi, bu etkenlerden ileri gelen
infeksiyonlarin farkli yollarla tedavi edilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu sekildeki
infeksiyonlarin tedavisinde basta florokinolonlar olmak tizere aminoglikozidler,
makrolidler ve beta laktamlar kullanilmaktadir. Son yillarda bu antibiyotiklerin
kullaniminda biiyiik bir artis goriilmektedir. Yogun antibiyotik  kullanimi, bakteri
populasyonlar1 iizerinde selektif baski olusturarak insan ve hayvanlarda direngli bakteri
oraninin artmasina neden olmaktadir. Bugiin i¢in, bakteriyel infeksiyonlarda karsilasilan en
onemli sorun antibiyotik direncidir. Diren¢ genlerinin kazanilmasinda ve yayilmasinda
etkili mekanizmalardan birisi hareketli genetik elemanlarla taginmadir. Bu genetik
elemanlardan plazmidler, konjugatif transpozonlar ve konjugatif plazmidlerde tasinan
transpozonlar, diren¢ genlerinin bakteriler arasindaki horizontal yayilimindan

sorumludurlar.

Son zamanlarda, hareketli elemanlarca tasinan direng¢ genlerinin kazanilmasini saglayan ve
coklu antibiyotik direngliliginden sorumlu dogal gen ekspresyon elemanlar1 olan
integronlar ve gen kasetleri tammmlanmistir. Gen kasetlerinin bir integrondan ayirilarak ayn
veya farkli bir tiirden bakterinin integronuna veya bakteriler arasinda transfer olmak {izere
bir transpozona girme yetenegini bilmek 6nemlidir. Boyle bir genetik transfer, eger yeni
konak patojenik bir bakteriyse ve giren gen antibiyotik direncliligi tasiyorsa 6zellikle 6nem

tasimaktadir.

Caligmadaki amag, Enterik bakterilerden olan salmonella ve shigellanin uygulamadaki
antimikrobiyal maddelere kars1 molekiiler diizeydeki diren¢ mekanizmalarinin, direnglilik
epidemiyolojilerinin belirlenmesi ve yeni antimikrobiyal stratejilerin gelistirilmesi igin

gerekli temel bilgilerin saglanmasidir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Salmonella: Salmonellalar genel olarak 2.0-5.0 um boyunda 0.7-1.5 pm eninde basil
seklinde peritrik kirpikleri araciligi ile hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz, gram negatif aerop
ve ya fakiiltatif anaerob ve 20-40°C ler arasinda lireyebilen bir bakteridir. Genellikle S tipi
koloniler yaparlar. M koloni olusturan tiirleride vardir (Salmonella schottmuelleri).
Bunlarin M antijenlerinin bulundugu ve anti O ayrica anti H serumlar ile aglutinasyonu
engelledikleri bilinmektedir. Uygunsuz ortamlarda iireyen salmonellalar R koloniler de

yaparlar.

Karbonhidratlardan,laktoz,sakkaroz,adenitol ve salisine etki etmezler ve bu sekilde diger
bakterilerden ayirt edilirler. H,S yaparlar (Salmonella parathypi A harig). IMVIC testi, iire
negatif, ONPG deneyi negatif, lizin ve ornitin dekarboksilaz testleri gruplara gore degisik
Ozellikler gosterir. Is1, kuruluk, giin 15181 ve antiseptiklere duyarl fakat soguk ortamlara,
baz1 boyalara(malasit yesili gibi) ve nemli ortamlara ¢ok direnglidirler. Ayrica Sodium
deoxycholate koliform bakterilerin {iremesini azaltmasina ragmen salmonella ve
shigellalarin tiremesini etkilemez.Antijenik yap1 olarak somatik (O),kirpik (H),ve yiizeysel

(Vi,M,Fimbria) antijenleri bulunur.

Atlarda ve koyunlarda salmonellalardan ileri gelen yavru atmalar, domuz paratifosu ve
kanatlhilarin pullorum-tifo hastaliklar1 olarak Ozetlenebilir. Atlarda salmonella abortusu,
atlarda yavru atma ile karakterize olan bu infeksiyon genellikle sporadik oOzellikledir.
Domuz paratifosu; akut, subakut ve kronik seyredebilen oldukc¢a 6nemli bir infeksiyondur.
Kanathlarin pullorum-tifo hastaligi; Salmonella pullorum’dan ileri gelen infeksiyonlar
civcivlerin beyaz ishali diye adlandirilmaktadirlar. Salmonella gallinarum’dan ileri gelen

infeksiyon ise kanatli tifosu olarak bilinen septisemik seyirli infeksiyoz bir hastaliktir.

Somatik (O)Antijeni:Biitiin salmonellalarda bulunur.Bu antijen protein ve lipidlere baglh
olan bir polisakkarit olup hapten 6zelligindedir.Bu,polisakkarite bagli 3-4 monosakkaritin
olusturdugu oligosakkarit gruplar1 6zgiil antijeniklik 6zelligini olusturur. Isiya, alkole ve
asitlere direnglidir.Formol etkisiyle aktivitesini kaybeder.Bu ozellikleri serolojik testler

icin 0zgll antijenlerin hazirlanabilmesini saglar.



Kirpik (H) Antijeni: Hareketli olan bakterilerde bulunur. Protein yapisinda 1s1, alkol, asit
ve proteolitik fermentlerin etkisiyle pargalanir. Formole direnglidir. Bu ozelligi ile
serolojik testlere antijen siispansiyonu hazirlanir. H antijeni spesifik faz veya faz 1 antijeni
ve nonspesifik ve ya faz 2 antijeni ad1 verilen 2 antijenik 6zellik gosterir. Faz 1 antijenleri

a, b, ¢ diye adlandirilirken faz 2 antijenler 1, 2, 3 diye adlandirilir.

Vi Antijeni: Somatik antijenin yapisinda glikolipid yapisinda bir antijendir.Biitiin
salmonellalarda bulunmaz. Vi antijeni O antiserumu ile agliitinasyonu engelledigi i¢in 60
derecede 1 saat 1sitilan bakteri Vi antijenini kaybederek O antiserumu ile agliitinasyon

verebilir.

M Antijeni: Mukoid koloni yapan bakterilerde bulunur. O antiserumu ile agliitinasyonu

engelledigi i¢in 100°C’de 2.5 saat 1sitilarak etkisi giderilebilir.

Fimbria(Pilus) Antijeni: Formole dayamikli fakat 100°C’de 30 dakikada kaybolan bir

antijendir. Kendi spesifik antiserumu ile agliitinasyon yapar.

Salmonellalarda ¢esitli antijenik degisiklikler goriilebilir. Bunlar; OH ‘dan O degisikligi,
faz degisikligi, vi antijen varyasyonu, S-R degisikligi, O antijen degisikligi gibidir.

Enterobacteriaceae ailesindeki Salmonelleae kabilesinde bulunan salmonella cinsinin
siiflandirimi ¢ok karmasiktir. Salmonella cinsinde iki tiir yer alir: Salmonella entérica ve
Salmonella bongori. Salmonella entérica tiirli ise 6 alttiire ayrilir: entérica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae ve indica. Salmonella cinsindeki bakterilerde bugiine kadar
yaklagik 2400 serotip tanmimlanmustir. S. entérica subsp enterica'nin 1300 kadar serotipi
vardir. Insan ve sicakkanli hayvanlardan izole edilen serotipler bu alttiire aittir. S.
enterica’nin diger alttiirleri ve S. bongori'de bulunan serotipler ise sogukkanli hayvanlarda
ve ¢evrede bulunan serotiplerdir (Old 1998). Bu cinsin smiflandirma ve adlandirilmast

defalarca degistirilmistir.

Karisikligi 6nlemek igin CDC' nin de onerisi ile S. entérica subspecies entérica iginde
yeralan serotiplerin tiir adlar1 gibi adlandirilma aligkanhigi siirmektedir. Ornegin,

S.entérica, entérica serotip Typhi yerine Salmonella serotip Typhi veya Salmonella Typhi ,
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hatta kisaca Typhi seklinde kullanilmasi, bu arada serotip isminin biiylik harfle baslamasi

ama italik yazilmamasi kabul edilmektedir.

2.2.Shigella: Enterobacteriaceae familyas:1 {iiyesidir. Gram (-), hareketsiz, sporsuz,
kapstilsiiz, fakiiltatif anaerop, oksidatif ve fermentatif metabolizmalar1 bulunan, insanlar
icin patojen Ozellik gosteren bir basildir. Bu bakterinin bulunmasi ve ilk defa tanimlanmasi
Japon bilim adami Kiyoshi Shiga tarafindan yapilmustir. Shigella cinsi bakteriler (O)
somatik antijen yapilar1 ve mannitol {lizerine etkilerine gore A, B, C, D diye gruplara
ayrilir. Bu gruplar; Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii ve Shigella
sonnei 'dir. Shigella’lar hareketsiz olmakla beraber sadece Tip —1 fimbria bulunan
S. flexneri *de hareket goriiliir. Shigella’lar hareketsiz olmalar1 ile salmonella’lar dan
ayrilirlar. Diger bagirsak bakterilerine etki gosteren bacteriosin yaparlar. Bakteri
parcalandigi zaman lipoprotein yapisinda ve endotoksin 6zelligi gosteren (O) somatik
antijeni agiga ¢ikar. Shigellalar dan sadece S. dysenteriae bulundugu ortama ekzotoksin
salgilar. Shigellalar kalin barsak mukoza epitelinde 6dem, bol mukus salinmasi, abseler ve
ilserasyonlar meydana getirirler. Bu bakteriler, sulu, nemli ve giin 1s1¢indan uzak
ortamlarda uzun siire canl kalabilirken ytiksek 1s1, giin 15181 ve antiseptiklere direngsizdir.

Shigella etkenleri 6zellikle insanlar ve bazi maymunlar i¢in hastalik etkenidirler. Bu
canlilarda genellikle ishal ve dizanteri olustururlar. Hayvanlarda nadiren infeksiyon yapan
bu etkenlerden 6zellikle kdpek, kedi ve sigirlarda bazi olgularda S.flexneri’ye rastlanmustir.
Shigella enfeksiyonlar1 diinyada ve iilkemizde bakteriyel ishalin en sik goriilen nedenidir.
Kramp tarzinda karin agrilari, tenesmus ve kanli mukuslu ishalle kendini gosteren klasik
basilli dizanteri hastaligini olustururlar. Shigella’lar oldukc¢a viriilan enterik patojenlerdir,
ozellikle epidemi durumlarinda yiliksek 6liim oranlarina neden olurlar. Hastalik 6zellikle
yaz aylarinda daha fazla goriilmektedir. En ¢ok 1-5 yaslarn arasindaki cocuklar
etkilenmektedir. Shigella enfeksiyonlar1 fekal-oral yolla bulagmaktadir. Mide asidine
direncli oldugundan hizla ince barsak bosluguna gecerek ¢ogalmaya baslamakta daha sonra
kolon duvarina invaze olmaktadir. Mukozal iilserasyonlar, hemorajik inflamatuar eksuda,

ates, kramp tarzinda karin agrilar1 ve kanli ishal meydana getirmektedirler.

2.3.Antibiyotik: Bakterilerin ¢ogalmasini1 engelleyen(bakteriyostatik) ya da bakterileri
oldiiren(bakteriyosidal) biyolojik kaynakli veya sentetik olarak elde edilen maddelerdir
(Corvalin 1994).



Infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antibiyotikler son 50 yilda onemli faydalar
saglamiglar ve eskiden Oliimciil oldugu bilinen ¢ogu hastaligin tedavisi i¢in vazgecilmez
unsurlar haline gelmiglerdir. Ancak antibiyotiklerin uzun zaman ve bazen gereksiz yere
kullanilmalar1 sonunda mikroorganizmalarin ilaglara kars1 direng kazanmalar1 son yillarda

cagdas tibbin en 6nemli problemi olarak ortaya ¢ikmistir.

2.4.Antibiyotiklerin Siiflandirilmasi

2.4.1.Etki giiclerine gore:

Viicut sivilarinda olusturduklart konsantrasyonlarda, mikroorganizmalar iizerindeki etki

derecelerine gore iki gruba ayrilir.

Bakteriyostatikler: Bunlar bakteri hiicrelerinin gelismesini veya liremesini
Onlerler. Gelismesi ve iiremesi duran bakteriler, viicudun savunma mekanizmalari
tarafindan kolaylikla yok edilirler. Bakteriyostatik etki giicliniin gostergesi “Minimum

Inhibitér Konsantrasyon = MIK”dir.

° Tetrasiklinler
° Makrolitler
° Silfonamidler

. Amfenikoller

Bakterisidler: Bunlar bakteri hiicresini dolaysiz olarak yok ederler. Bakterisid etki

gliciiniin gostergesi “Minimum Bakterisid Konsantrasyon =MBK”dir.

. Beta-Laktamlar:
. Florokinolonlar
° Vankomisin



2.4.2.Etki mekanizmalarina gore;

Bakteri hiicre duvar sentezini bozan ve litik enzimleri aktive edenler:

° Beta-Laktamlar

° Vankomisin

Ribozomlarda protein sentezini bozanlar:

° Makrolidler

. Tetrasiklinler
o Aminoglikozidler
° Amfenikoller

Bakteri genetik materyali {izerine etki yapanlar (DNA ve RNA sentezini bozanlar):

. Florokinolonlar (Akkan 1997)



2.5.Temel Antibiyotik Gruplar:

2.5.1.Beta laktamlar

Molekiiliiniin antibakteriyel etkisinden sorumlu c¢ekirdek kisminda betalaktam halkasi
iceren antibiyotiklere betalaktam antibiyotikler veya kisaca betalaktamlar adi verilir.
Betalaktam halkast biri azot, ii¢li karbon olan 4 {iyeli doymus bir halkadir. Penisilin ve
Ampisilin beta-laktam grubunda en bilinen 6rnektir, duyarli bakterilerin murain'den olusan

hiicre duvarimi etkileyerek bakterisid etki gosterir.

2.5.2.Makrolidler

Bakterilerde RNA bagimli protein sentezini geri donlismlii olarak inhibe ederek
bakteriyostatik etki ederler.Bu etkinliklerini 70S ribozomun 50S altiinitesine baglayarak
aynt yere tRNA baglanmasini ve peptid zincirinin uzamasini Onleyerek saglarlar.

Eritromisin en bilinen 6rnegi olup, gram (+) kok ve basillere kars1 giiglii etkinlik gosterir.

2.5.3.Tetrasiklinler

Tetrasiklinler bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe etmek suretiyle bakteriostatik
etki olustururlar. Bakteri hiicresi i¢ine girdikten sonra ribozomlarmn 30 S alt birimine
baglanirlar ve boylece 50S alt birimlerinin akseptor noktasina aminoasil transfer RNA'nin
baglanmasin1 bloke ederler ve peptid zincirine aminoasid eklenmesini olanaksiz duruma
getirirler. Tetrasiklinler oldukca fazla sayida ve c¢esitli gruplardan bakterilere ve ayrica
riketsiyalara, klamidyalara, spiroketlere, mikoplazmalara, leptospiralara ve bazi

protozoonlara karsi etkilidirler.



2.5.4. Amfenikoller

En bilindik 6rnegi kloramfenikoldiir. Kloramfenikol, gram (+) kok, aerob ve anaerob gram
(+) basiller, gram (-) bakterilerin ¢oguna karsi duyarlidir. Enterik bakteri grubuna karsi
etkinligi degiskendir. Kloramfenikol, bakteri ribozomlarinin 50S alt birimine baglanarak
peptidil transferaz enzimini bloke eder ve bdylece protein sentezini tersinir sekilde inhibe

ederler.

2.5.5.Aminoglikozidler

Bakteri ribozomlarinin 30S alt birimine baglanarak, ribozomlarda protein sentezini inhibe
eder ve m-RNA'nin tasidigr genetik kodun yanlis okunmasina neden olurlar. Bunlara en
duyarli olan bakteri grubu gram (-) aerobik basillerdir. Aminoglikozidler, penisilinler ve
sefalosporinler ile gecimsizlik gosterirler, kimyasal olarak birlesip birbirlerini inaktive

ederler. Streptomisin, gentamisin ve kanamisin aminoglikozid grubu antibiyotiklerdendir.

2.5.6. Trimetoprim - Sulfametoksazol (tmp-smx)

Ko-trimoksazol olarak da bilinir. Sulfametoksazol (SMX), bir sulfonamiddir.
Sulfonamidler para-animo-benzoatin folik aside modifikasyonunu kompetitif olarak inhibe
ederler. Trimetoprim (TMP), bakteriyel dihidrofolat rediiktazi kompetitif olarak inhibe
eden bir diaminopirimidin'dir. Her iki ila¢ tek baslarina kullanildiginda goriilmeyebilecek

olan sinerjistik bakterisid etkiye yol agarak bir¢ok gram (+) ve (-) bakterileri etkiler.

Genel bir kural olarak, TMP-SMX'un i¢indeki iki antibakteriyel ilacin maksimum
sinerjistik etkinligi, her iki ilaca da duyarli olan bakteri tiirleri iizerinde meydana gelir.

Etkinligin belirlenmesinde TMP'e duyarlilik daha 6nemlidir.



2.5.7.Kinolonlar

Florokinolon en bilinen 6rnegi olup tamamen sentetik olan bu grubun ilk {iyesi nalidiksik
asiddir. Kinolonlar, DNA-giraz enzimini inhibe ederek bakterisid etki gosterirler.
Kinolonlarin etkisine maruz kalan bakteriler boliinemezler, anormal sekilde uzayip oSliirler.
Daha c¢ok gram (-)’ ler olmak {izere gram (+) bakterilerde de etkilidirler (Anonim 2009,
http://kbb.uludag.edu.tr/antibiyotik05.htm).

2.6.Antibiyotiklere kars: diren¢ mekanizmalari

Diren¢ (Rezistans): Patojen mikroorganizma veya susun, ilacin kullanildigr doz
araliginda, serumda meydana getirdigi konsantrasyon diizeyinde ilag tarafindan

etkilenmemesi demektir.

Tarihteki ilk diren¢ mekanizmasi 1940' 1 yillarin ortalarinda penisilinin yaygin bicimde
kullanima girmesi sonucu Staphylococcus aureus suslarinda penisilinazlarin varligiyla
saptanmistir. 1946 yili 6ncesi hastanede izole edilen S. aureus suslarinin %90' indan fazlasi
penisiline duyarli iken, 1952 yilinda suslarin %75' i direncli olarak saptanmustir. 1960' Ir
yillarin sonunda penisiline direngli suslarin topluma yayilmasi ve tiim izolatlarin
%90'mdan fazlasinin penisiline diren¢ kazanmasi hayal kirikligina neden olmustur.
Sonraki yillarda bulunan her yeni antibiyotigin kullanima girmesinin ardindan, belirli bir
siire sonra bakterilerin direng gelistirmesi degismez bir kural haline gelmistir. 1980 lerde
genis spektrumlu sefalosporinler ve 1990'larda ise florokinolonlar gelistirilmistir, ancak
giiniimiizde Acinetobacter baumanii, Burkholderia cepacia, Enterecoccus faecium gibi

bakteriler bu antibiyotiklere de direng gelistirmislerdir (Derzef 2005).



2.7.Antibiyotik duyarhlik testleri (Antibiyogramlar)

Gilinlimiizde halen direngli organizmalarin saptanmasinda antibiyotik duyarlilik testleri
kullanilmaktadir. In vitro antibiyotik duyarlilik testleri, bir bakteriyel patojenin bir
antibiyotigin tedavi sirasinda ulasilan in vivo diizeylerine duyarli olup olmadiginin

degerlendirilmesi amaciyla uygulanmaktadir.

Antimikrobik ilaglara karsi duyarlilik bircok yontem ile saptanabilmektedir. Rutin
laboratuvarlarda uygulanan testlerle genellikle ilaglarin inhibitor (bakteriyostatik) aktivitesi

degerlendirilir. Bu amagla uygulanan yontemler;

Kat1 veya sivi besiyerlerinde seyreltme (diliisyon) yontemleri
Disk difiizyon yontemi

(Jorgensen 1997, Giilay 1999)

Seyreltme yontemlerinde standart bakteri toplulugu, iki katli diliisyonlar seklinde degisen
yogunluklarda antimikrobik ajan ile karsilastirilir. Inkiibasyon siiresi sonunda gozle
gorliniir liremeyi engelleyen en diisiik antimikrobik ila¢ yogunlugu saptanir. Buna
Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) denir ve (mg/L) seklinde ifade edilir. MIK
degerinin duyarliligt m1 yoksa direnci mi temsil ettigini belirlemek ic¢in, bulunan
konsantrasyon duyarlilik sinir1 adi verilen bir deger ile karsilastirilir. MiK, bu smirdan
diisiik ise mikroorganizma s6z konusu ajana “duyarli” olarak degerlendirilir. Bunun

disinda “orta” ve “direncli” kategorileri de bulunur.

Duyarlilik sinirlari, sagaltim sirasinda ulasilan serum ve doku diizeyleri ile, duyarlilik
ozelligi kesin olarak bilinen bakterilerin MIK degerleri gbéz 6niine almarak
belirlenmektedir. Her antimikrobik ajan i¢in bakteri tiiriine gore de degisen ayr1 bir sinir
deger s6z konusudur. Genel olarak sagaltimin basarisi icin MiK degerinin serum diizeyine
(Cmax) kiyasla 4-16 kez diisiik olmasi istenmektedir (Craig 1998). Seyreltme temeline
dayanan testler kantitatif sonu¢ verdigi i¢in yeglenmektedir. Sivi besiyerindeki seyreltme
yontemleri, tiipte uygulaniliyorsa makro (tiip) diliisyon, mikrodiliisyon plaklarinda

uygulaniyorsa mikrodiliisyon olarak adlandirilir (Jorgensen 1997).
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Diger bir yontem olan disk diflizyon yonteminde ise; belirli bir miktar antibiyotik

emdirilmis kagit diskler, test mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun

yayildig1 agar plaklar1 yiizeyine yerlestirilir. Boylece diskteki antibiyotik agarin igerisine

gittikce azalan miktarlarda yayilir ve bakteriye etkili oldugu diizeylerde iiremeyi engeller.

Bunun sonucunda disk c¢evresinde bakterilerin iiremedigi dairesel bir inhibisyon alam

olusur (inhibisyon zonu). Inhibisyon zonunun ¢ap1, bakterinin duyarlilig: ile direkt olarak

iligkilidir. Her antibakteriyel icin standart degerler vardir. Disk etrafinda inhibisyonun

goriilmemesi, bakterinin o antibakteriyele kars1 direncli oldugunu gdsterir. Bu alanin gap1

Olciilerek duyarli (S), orta duyarl (I) ve direngli (R) olacak sekilde duyarlilik dereceleri

belirlenir.

Cizelge 1: Calismada Kullanilan Antibiyotiklerin Etki Ve Direng¢ Mekanizmalart;

ETKI DIRENC
ANTIBIYOTIiK HEDEF YERI MEKANIZMASI | MEKANIZMASI
HUCRE DUVARI
Peptidoglikandaki

Beta laktamazlar ve

BETA LAKTAMLAR Transpeptidaz/Transglikozidaz capraz enzimlerin
PBP mutantlart
blokaj1
) ) o ] Capraz baglanma D-Ala_D-Ala’nin
L. Peptidoglikan ve Lipid II’nin D- .
VANKOMISIN icin gerekn tekrar
Ala-D-Ala Ucu

substratin ayrilmas1 | programlanmasi

PROTEIN SENTEZi
. Protein sentezi RNA

MAKROLIDLER Peptidiltransferaz,Ribozom

blokaji metilasyonu,efluks

.. o Protein sentezi

TETRASIKLINLER Peptidiltransferaz ) Efluks

blokaj1

. . . o Protein sentezi flacin enzimatik

AMINOGLIKOZIDLER | Peptidiltransferaz ) ]

blokaj1 modifikasyonu
DNA REP./TAMIRI

. DNA replikasyonu | ilag direncine giraz

FLOROKINOLONLAR | DNA Giraz )

blokaj1 mutasyonlart.
(Walsh 2000)
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2.8.Antibiyotik direncinin molekiiler genetigi

Genetik degisim mikrobiyal evrimin olabilmesi igin gereklidir. Bir mikroorganizmanin
yasami c¢evresel sartlardaki degisikliklere adapte olabilme kapasitesine baglidir.
Antimikrobiyal ajanlar kendilerine diren¢ gelistirme yetenegi olan bakteri topluluklari

tizerinde kuvvetli secici bir baski uygularlar.

Genetik degiskenlik ¢esitli mekanizmalarla meydana gelebilir. Kiiciik evrimsel degisiklik
olarak tanimlanan nokta mutasyonlar1 bir niikleotid baz c¢iftinde meydana gelebilir. Bu
mutasyonlar antimikrobiyal ajanin aktivitesini engelleyecek hedef baglanma yerlerini
degistirebilir.Mesela eskibeta laktamaz genlerinin ( TEM-1, SHV-1) kritik bolgelerindeki
nokta mutasyonlari yeni ve genis spektrumlu beta laktamazlarin gelisiminden sorumlu
olabilir (Medeiros 1997). Bakterilerde goriilebilen diger bir genetik degisiklik ise biiyiik bir
DNA segmentinin yeniden diizenlenmesidir. Bakteri genomundaki biiylik bir segmentde
gerceklesen bu yeniden diizenlenme,genomun kalan kismindan bagimsiz olarak hareket
edebilen transposon’lar veya insersiyon dizilimleri olarak bilinen spesifik genetik

elementler aracilig1 ile gerceklestirilebilir (Gold 1996).

Bakteri kromozomunun veya plazmidinin bir bolgesinden biiyilik bir DNA segmentinin bir
diger yere inversiyon, duplikasyon, insersion, delesyon veya transpozisyon ile taginarak
yerlestirilebilir. Bakterilerdeki diger bir degisiklik ise plazmidler, bakteriofajlar, yalin
DNA dizilimleri veya transpoze edilebilir genetik elementler aracilii ile gerceklesen
yabanci bir DNA segmentinin kazanilmasidir. Ekstrakromozomal elementlerden yabanci
DNA’nin kazanilmasi antimikrobiyal ajanlara maruz kalma sonucu ortaya cikan segici
baskinin iistesinden gelmede organizmanin yetenegine katkida bulunur. Bu

mekanizmalarla her hangi bir antimikrobiyal ajana direng gelisebilir.

Ornegin, vankomisine direncli S.aureus yada ¢ok ilaca direncli Yersinia pestis gibi.
Antibiyotik direng (R) geni bir kez gelistikten sonra bu diren¢ transformasyon,
transduksiyon, konjugasyon veya transpozisyon ile bakteriler arasinda yayilir (Lupski

1987).
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2.8.1.Plazmidler

Plasmidler, 4-400 kilobazlik sirkiiler , ¢ift sarmalli DNA igeren ekstrakromozomal genetik
elementlerdir. Bagimsiz ve kendi kendilerine ¢ogalabilirler. Replikasyon igin bir orijine ve
konakg1 bakteri i¢inde siirekliligini saglayacak genlere ihtiyaclar1 vardir. Bazi plasmidler
ozellikle biiyiik olanlar konjugatiftir (R plasmidler). Konjugatif plasmidlerin ayrica
kendilerinin transferini saglayacak ilave genlere de ihtiyaglar1i vardir. Bazi kiiciik
plasmidler birlikte var oldugu konjugatif plazmidin konjugasyon aparatini1 kullanarak kendi
transferlerini gerceklestirebilirler. Bir bakteride belirli bir plasmidin birden fazla kopyast
olabilecegi gibi farkli birden fazla plasmid de aymi bakteride olabilir. Ancak bir biri ile
yakin iligkisi olan plasmidler genellikle ayni bakteride olmazlar. Plasmidler bakterilere
antibiyotik direnci yaninda bakterinin viriilansin1 ve metabolik kapasitesini degistirebilecek

ozelliklerde kazandirabilirler (Thompson1986).

Plasmidler antibiyotik direncinin hizla yayilmasina yol acabilirler. Bu yayilim1 birkag yolla
yapabilirler. Belirli bir organizmanin tek bir klonunun mutasyon gecirmesi veya bir
plasmidi kazanmasi ile direngli hale gelebilir. Meydana gelen bu direncli organizma belirli
yerlere Ozellikle iyi adapte olabilmesini saglayan genlere sahiptir ve bdylece genisce
yayilabilme yetenegi bulunur. Plasmidlerdeki direng¢ genleri kiigilk mobil genetik
elementler (transposonlar, integronlar, gen kasetleri gibi) i¢ine yerlesebilir ve bazen direng
toplulugundaki diger direng genleri ile baglantili plasmidlere veya kromozomlara
gecebilirler. Bu sekilde bir biri ile iligskisiz birden fazla ilaca karsi es zamanli direng

gelisebilir (coklu ilag direnci) (Courvalin 1994).

2.8.2. Transpoze edilebilir genetik elementler

Mobil genetik elemanlar ,ayni1 veya farkli kromozom veya plasmid de kromozomun bir

yerinden diger bir yere hareket edebilen elementlerdir. Transposon’lar (2-20 kb

bliyiikliigiinde) ve insersiyon sekanslar1 (araya girebilen dizilimler 0.2-6 kb biiyiikliiglinde)

olarak adlandirilan iki tip transpoze edilebilir genetik eleman vardir.
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Bu elemanlar kendi kendilerine replike olamazlar, ancak kromozomla veya plasmidle

beraber replike olabilirler. Her ikisi de bagimsiz bir {inite olarak yer degistirebilirler.

Hem insersiyon sekanslart hem de transposonlar kendi sinirlarinda ters donmiis kisa DNA
tekrarlar1 igerirler. Tersine donmiis tekrarlar, kromozom veya plasmidin transpozisyonu
icin gereklidir. Transpozisyon genellikle replikatiftir ve hedefin duplikasyonuna neden
olur. Baz1 transposonlar bir bakterideki kromozomdan bir digerine direkt olarak gegebilir
(konjugatif transposon). Konjugatif transposonlar gram pozitif bakterilerdeki kromozomal

direncin transferinden sorumludur (Georgopapadakou 2003).

2.8.3.Integronlar ve mobil gen kasetleri

Integronlar belirli bir yere lokalize bir veya daha fazla direng geni ve mobil elementlerdeki
(gen kasetleri) direng genlerini yakalayabilen, yere spesifik rekombinasyon sistemleri i¢in
bir gen iceren mobil genetik elementlerdir. Integronlar farkli yaprya sahiptir. Plasmid veya
transposonun bir pargast olabilir. Bir integron’un gerekli bilesenleri yere spesifik
rekombinasyon i¢in gerekli enzimleri kodlayan 5’korunmus zincirde bir integron geni,
bitisiginde gen kasetleri i¢in reseptdr yeri ve gen kasetlerinin ekspresyonu i¢in uygunca
yonlendirilmis bir promotordan olusur. En iyi bilinen integron familyasina 6rnek olarak

sulfonamid direncinden sorumlu dihidropteroate sentetazi kodlayan sull geni verilebilir.

Gen kasetleri bir veya daha fazla gen ve her bir genin 3’ ucunda 57-141 baz ¢iftlik integraz
spesifik rekombinasyon bdlgesi bulundurur. Tanimlanmis olan en az 50 gen kaseti vardir.

Gen kasetleri transposonlarin bir pargasi olmalarina ragmen transposon degillerdir.
Tersinir tekrarlar1 veya transpozisyon fonksiyonlar1 yoktur. integronlar i¢indeki korunmus

kaset dizilimleri farkli plasmidlerdeki integronlar arasinda kaset degisimine sebep olabilir.

Boylece direng genlerinin yayilmasinda etkilidirler (Georgopapadakou 2003, Collis 1995).
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Cizelge 2: Antibiyotik Direncinde Rol Oynayan Genetik Elemanlarin Ozellikleri

GENETIK DIRENC
GENEL KARAKTERLER o
ELEMAN ETKENLERI(ORNEKLER)
(1->100kb)arasinda
PLAZMID degisen,konjugatif,hareket R Faktoru,Coklu direng
yetenegi olan
INSERSIYON Kiiciik(<2.5kb)ters tekrarlar
o IS1,IS3,1S4...
SEKANSLARI igerir.(Transpozon)
) . Insersiyon sekanslartyla
BIRLESIK
ve/veya ters tekrarlarla Tn 5:Kan,Bleo,Str
TRANSPOZON
cevirilidir.
Biiyiik(>5kb)kii¢iik ters
KOMPLEKS
tekrarlarla Tnl ve Tn3 :B-Laktamaz
TRANSPOZON
cevrili(transpozon,rekombinaz)
KONJUGATIF _
Kendi kendine transfer olabilir. | Tn 916:Tet ve Mino
TRANSPOZON
TRANSPOZE Kromozoma eklenebilen v
. u
BAKTERIYOFAJ | bakteriyel virus.
Gen kasetlerinin edilmesini ve
yayilmasini kolaylastirir.Coklu | Sinif 1:MDR efluks pompalari(Qac)b
. diren¢ geninin ekspresyonu Sinif 2:Tmp,Strp,Str
INTEGRON ¥e presy P51
icin;integraz, baglanma Sinif 3:Karbanapen
bolgeleri ve transkripsiyon Sinif 4:Vibrio spp.Siiper-integron
elementlerini tanimlar.
(Alexhun 2007)

2.9.Antibiyotik direncinin simiflandirilmasi

. Dogal direng

o Kazanilmis direng
a) Mutasyona bagl kazanilmis direng
b) Direng geninin alinmasina bagli kazanilmis direng (Plazmid veya transpozon).
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2.9.1.Dogal diren¢:Temelinde mikroorganizmalarin metabolik olarak inaktif fazda
bulunmasi veya ilacin etki mekanizmasma uygun hedef yapilarin bulunmamasi vardir.
Ornegin; Mycobacterium tuberculosis'in kalsifiye odaklarda metabolizmasi yavaslamis
olarak uzun siire canli kalabilmesi ve bunun sonucunda antitiiberkiiloz ilaclara direncli
olmas1 verilebilir. Bir diger ornek hiicre duvari olmayan mikoplazmalarin betalaktam

antibiyotiklere olan direncidir.

2.9.2. Kazanilmis direng

a) Mutasyona bagli kazanilmis direng; Bu sekilde rezistansa yol agan mutasyon olay1
bakterinin ilag ile temasina baglh degildir. (Ilacin nadiren mutajenik 6zelligi olmasi
hali hari¢) ve arada bir neden sonug iligkisi bulunmaz. Mutasyon bakteride
genellikle spontan olarak olusmaktadir. Ilagla temasta olan ve olmayan iki bakteri
populasyonunda mutasyon sikliginin genellikle ayn1 oldugunu gosteren gozlemler
vardir. Spontan mutasyonun bakteride bir kusak boyunca hiicre basina siklig1 10-5-
10-10 oranindadir. Kromozomal mutasyonla olugan kazanilmis direng tek veya ¢ok

asamada olusabilir.

- Bir asamali mutasyon (one step mutation): Antibakteriyel ilagla bir veya birkag
temastan sonra birden ve ileri derecede bir rezistans olugur. Mesela,Streptomisin ile
tedaviye baglandiktan 3-4 giin gibi kisa bir siire sonra, liriner kanalda iltihaba neden
olan bazi bakterilerin, bu arada Haemophilus influenzae'nin streptomisine karst ileri
derecede rezistans hale geldigi saptanmistir. Rifampin'e kars1 E.coli ve S.aureus'ta

bu tipte bir rezistans olusur.

- Cok asamali mutasyon (multiple step mutation): Rezistans yavas olarak, derecesi
gittik¢e artan bir bi¢imde olusur. Buna penisilin tipi rezistans da denir. Bu tipteki
rezistansin gelismesi igin DNA molekiiliinde farkli yerlerdeki genlerde birbirini
izleyen bir dizi mutasyon olaymin meydana gelmesi gerekmektedir. Penisilinlere ve

tetrasiklinlere kars1 bu tip rezistans olusabilir.
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Sadece kromozomal mutasyonla meydana gelen rezistansin terapdtik sorun olusturan
baslica Ornekleri sunlardir: Rifampisin, izoniazid vaya nalidiksik aside rezistans ve

S.aureus'ta metisiline kars1 resiztans.

b) Diren¢ geninin alinmasina bagl kazanilmis diren¢ (Plazmid veya transpozon

araciligiyla) gesitli sekillerde meydana gelebilir.

Plazmidlerin bagka hiicreden veya ortamdan hiicreye transferinde rol oynayan

mekanizmalar;

Transduksiyon: Bakteriyofajlar (bakteri viriisleri) rezistans plazmidinin tasiyiciligini
(vektorliigiinii) yapar. Bakteri i¢ine giren bakteriyofaj onun R plazmidini, kendisinin viral
protein kilifi i¢ine alir ve boliinerek plazmidin kopyasini igeren ¢ok sayida yavru
bakteriyofaj olusturur. Sonugta bakteri hiicresi patlar ve ortama R plazmidi igeren yiizlerce
yeni bakteriyofaj sacilir. Bunlarda ayn1 veya farkl tiirden diger bakterileri infekte ederler

ve onlari rezistan duruma getirirler.

Konjugasyon:Rezistan bakteri, duyarli bakteriyle sitoplazma kopriisii olusturur ,R

plazmidlerinden biri duyarl hiicreye gecer ve onu rezistan yapar.

Transformasyon:Bakterinin lizisi sonucu ortama dokiilmiis R plazmidleri veya DNA

kirintilar1 duyarh bakteri tarafindan alinir, rezistan duruma geger.

2.9.2.1. Kazanilmis direncin ortaya cikmasindaki fenotipik mekanizmalar

Enzimatik inhibisyon:

- Betalaktamazlar: betalaktam antibiyotiklere karsi olusan direncin 6nemli kismindan
sorumlu olan enzimlerdir. Betalaktam halkasindaki amid bagini parcgalayarak
antibiyotigi inaktive ederler. Kromozomal veya nonkromozomal genler tarafindan
kodlanan ¢ok sayida betalaktamaz bulunmaktadir. Gram(-) bakteriler, gram(+)

bakterilere oranla daha fazla ¢esitte betalaktamaz iiretebilirler. Bu bakterilerde ¢cogu
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betalaktamazin {retimi plazmidlerle kontrol edilir.Gram(+) bakteriler arasinda
stafilokoklar  betalaktamaz  olusturan major patojenlerdir.  Stafilokokal
betalaktamazlar baslica penisilinleri hidrolize ederler. Yapimini saglayan genler

kiictik plazmid ve transpozonlar iizerinde bulunurlar.

Aminoglikozid  direncini  diizenleyen  enzimler: =~ Aerob  bakterilerin
kromozomlarinda, plazmidlerinin iizerinde veya transpozonlarinin iizerinde
bulunan genler tarafindan sentezlenen bazi enzimler araciligi ile aminoglikozid
direnci olugmaktadir. Bu enzimler N-asetilasyon, O-niikleotidilasyon ve O-
fosforilasyon reaksiyonlarimi katalize ederek diren¢ olustururlar. Aminoglikozidin
enzimatik degisimi sitoplazmik membranda transport sirasinda meydana gelir.
Ornegin, enterik bakterilerde aminoglikozid direncinin yayilmasinda en énemli rolii
plazmid iizerinde aminoglikozid diren¢ geni tasiyan K.pneumoniae oynamaktadir.
Bu genellikle Ant2 genidir ve hem diger suslara hem de diger enterik bakteri
tiirlerine iletilir. Yakin zamanda enterokoklarda da plazmide bagimli aminoglikozid
direncinde artma saptanmistir. Bu durumun klinik 6nemi ise bu direncin
betalaktamaz direnci ile birlikte aktarilmast ve bu durumun da iki grup
antibiyotigin ciddi enterokok infeksiyonlarinda kombine kullanimi sonucu elde

edilen sinerjik etkinin ortadan kalkmasidir.

Kloramfenikol asetiltransferaz: Gram(+) ve gram(-) bakterilerin kloramfenikol
direncinden sorumludur. O-asetilasyon yaparak antibiyotigi inaktive eder. Enzim

plazmid veya kromozomlar iizerinde olabilen genler tarafindan sentezlenir.

Eritromisin esteraz: Eritromisin ve diger makrolidlere direng genellikle ribozomal
hedef bolge degisiklikleri ile meydana gelmesine ragmen yakin zamanlarda birkag
tane substrat inaktive edici enzim tanimlanmustir. Eritromisin esterazlar E.coli'den
izole edilmistir. Antibiyotigin lakton halkasini hidrolize ederek etki gosterirler. Bu

diren¢ plazmidle aktarilabilir.
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2.9.2.2.Hiicre ¢eperinin ilaca permeabilitesinin ve ila¢ alminin azalmasi

Penisinlere ve kloramfenikole diren¢ olugsmasinin bazi sekilleri bu mekanizma ile olur ve
gram(-) bakterilerde 6nemli bir permeabilite bariyeri dis duvardaki poruslardir. Poruslari
tagityan porin proteinlerinin sentezinin bozulmasi ve membranda sayisinin azalmasi

permeabilite azalmas1 mekanizmalarindan birisi olabilir.

Ozgiin porin kaybina neden olan mutasyonlar betalaktam antibiyotiklere olan direncin
artmasindan sorumludur. Porin yapiminin kaybi tedavi sirasinda gelisen aminoglikozid ve
karbapenem direncine de neden olabilir. Mesela E.coli'de plazmidle aktarilan dis membran

protein degisikligi sonucu ortaya c¢ikan kloramfenikol direnci gosterilmistir.

Aminoglikozidler ve tetrasiklinler gibi primer etki yeri ribozomlar olan ilaglarin
sitoplazmaya girebilmeleri i¢in sitoplazmik membram aktif transpotla asmalar1 gerekir.
Baz1 mutantlarda gereken enerji liretiminde olusan degisiklik nedeniyle bu aktif transportta
blokaj meydana gelir.

(Anonim 2009, http://www.infeksiyon.org/Detail.asp?ctg=10&Article=188,2009)

2.9.2.3.Efluks pompalari: Efluks pompasi, direngcte Onemi giderek anlasilan bir
diizenektir.Efluks pompalari, aligveris tipi bir tepkimeyle igeri proton alarak, antibiyotikler
dahil, ¢ok sayida yabanci ,gerekli olmayan, sitotoksik ve metabolizma iiriiniinii hiicreden

uzaklastirir. Efluks tastyicilar biitiin hiicrelerde yogun miktarlarda bulunur.

Mesela, E. coli genomunun %10’u 250’den ¢ok efluks pompasi geninden olusmaktadir.
Fark edebildikleri molekiillerin ¢ok sayida olmasi nedeniyle, efluks pompalar1 dizgesinin
yapisal ve edinilmis direngte oldukca Onemli oldugu diisiiniilmektedir. Cogul efluks

pompalari, yapisal olarak birbirine benzemeyen, birgok molekiilii fark eder.
Bu ‘cogul ozgil’ oOzellik pompalar arasinda oOrtiismeler yaratir. Bdylece, bir bakteri

hiicresinde ayni1 antibiyotigi disar1 atabilen ¢ok sayida pompa bulunabilir. Efluks

pompalari, diger direng diizenekleriyle sinerji i¢inde calisir. Ornegin, gram(-) basillerde,
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betalaktamazlar ve efluks pompalari, peri-plazmik araliktaki betalaktam derisimini birlikte

azaltir.

Efluks pompalar1 normalde denetim altindadir. Pompalarin diizenleyici genlerinde olusan
mutasyonlar, efluks pompalarinin asir1 yapimiyla sonuglanabilir. Ayrica, pompalari
‘tanidiklar1’ molekiillerin yani sira, antibiyotikleri de disar1 atabilir duruma getirir . Etkenin
bir antibiyotikle karsilagsmasi, pompalarin denetim dizgelerinde mutasyon gelismis
bakterilerin secilimine yol agabilir. Gelecekte direngli bakteri enfeksiyonlarinda tedavi, bu
pompalarin  engellenebilmesiyle  olduk¢a  iliskili  olacaktir =~ (Anonim 2009,

http://www.guncelpediatri.com/eng/sayilar/17/18p7-190.df).

2.9.2.4.1lacin  hiicre icindeki hedefine baglanmasimin azalmas1 ve enzim

substitiisyonu:

-Ribozomal hedef yerinde degisiklik

Tetrasiklin, makrolid, linkozamid, aminoglikozid ve streptograminler gibi bazi
antibiyotiklere kars1 gelisen direncte ribozomal baglanma yerlerinde meydana gelen
degisikligin rolii vardir. Streptograminler i¢in en az sekiz metilaz enzimi tarafindan 50S
ribozomal alt iinitenin 23S parcaciginda bulunan adeninlerin dimetillenmesi ile bu
degisiklik ortaya c¢ikar. Sonucta antibiyotik ribozom iizerinde hedef bolgeye baglanamaz.
Gram (+) bakterilerde ve ureaplasma, mycoplasma, campylobacter ve neisseria'larda
bulunan tetM gen iiriinleri tetrasiklinlerin ribozoma baglanmasini dnlerler. 30S alt iinitede

bulunan S12 proteininde olusan mutasyon aminoglikozidlere direng gelisiminde rol oynar.

-Hiicre duvari prekorsorlerinde degisiklik

Glikopeptid antibiyotikler peptidoglikan prokiirsorlerinin ucunda yer alan D-alanil D-
alanin'e baglanarak hiicre duvar1 prokiirsorlerinin hiicre duvarina katilmasini engeller.
Enterokoklarda goriilen vankomisin direnci, vankomisine olan direng ve teikoplanine olan
duyarlilik veya dirence gore A, B ve C olmak iizere lige ayrilir. E.faecium ve E.faecalis’te

goriilen yiiksek seviyedeki vankomisin ve teikoplanin direnci simif A direng olarak
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adlandirilir. Direngten sorumlu olan vanA geni plazmidler iizerinde yer alir ve E.faecium
tarafindan diger gram (+) bakterilere aktarilabilir. Bu genin iirlinii olan indiiklenebilir bir
protein olan D-alanil D-alanin ligaz benzeri fonksiyona sahiptir ve D-alanil D-laktat
yapisinda hiicre duvari prokiirsorlerinin sentezini saglar. Bu prokiirsorlerin glikopeptid
antibiyotiklere ilgisi daha azdir. Stmif B vankomisin direnci olan E.faecium ve E.faecalis
suslar1 vankomisine direngli, teikoplanine ise duyarhidir. Bu diren¢ geni yine plazmid
tizerinde bulunan vanB geni tarafindan olusturulur ve diger enterokok tiirlerine aktarilir.
E.gallinorum ve E.casseliflavus izolatlarinda goriilen sinif C vankomisin direncinde ise
diisiik seviyede vankomisin direnci ile birlikte teikoplanine duyarlilik vardir. Bu direng

kromozomal genler tarafindan meydana getirilir.

Hedef enzim degisikligi

-Betalaktamlar: Betalaktam antibiyotikler kovalent olarak sitoplazmik membranda bulunan
PBP'lere (Penicillin Binding Proteins) baglanirlar. Boylece peptidoglikan sentezini
engellerler. Bu nedenle PBP'lerde meydana gelen degisiklikler betalaktam direnci meydana
getirir. Betalaktam direnci olan gram(+) lere, ya PBP nin antibiyotige ilgisi azalmis ya da
az miktarda PBP yapilmaktadir. S.aureus ve E.faecium suglarinda ortamda bulunan
antibiyotikle indiiklenebilen ve betalaktamlara daha az ilgi gosteren PBP'ler
bulunmaktadir. S.pneumonia’da PBP degisikligi ile direng gelistirir. Penisiline direngli
olduklar1 halde sefalosporinlere duyarhdirlar. Betalaktamaz olusturmayan penisiline
direngli N.meningitidis, N.gonorrhoeae ve H.influenza suslari penisilin baglama
yetenekleri diisiik PBP'ler sentezlemektedir. P.aeruginosa hem gegirgenligi azaltarak hem

de diisiik afineteli PBP'ler sentezleyerek betalaktam direnci olusturabilmektedir.

- Sulfonamidler ve trimetoprim: Sulfonamidin baglanmasina direncli dihidropteroat,
trimetoprimin baglanmasyna direngli dihidrofolat rediiktaz enzimi yapimu ile direng

gelistirilir. Bu direng plazmid veya kromozoma bagimli olarak meydana gelebilir.

- Kinolonlar: DNA giraz enziminin ilaca diislik afineteli mutantlarinin olusturulmasi
ile diren¢ gelisimi saglanir. Enzimin gryA geni tarafindan sentezlenen iki A

subuniti ve gryB geni tarafindan sentezlenen iki B subuniti bulunmaktadir. Bu iki
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gen lokusunda meydana gelebilen mutasyonlara bagli olarak kinolonlara diregli
enzim  sentezi  olmaktadir  (Anonim 2009, http://www.infeksiyon.org

/Detail.asp?ctg=10&Article=188).

2.10.Coklu Antibiyotik Direnci

Enfeksiyonlar1 dnleyebilmek adina mikroorganizmalara kars1 yillar boyunca miicadeleler
verildi. Ancak, her ne kadar pek ¢ok basar1 elde edildiyse de miicadele heniiz tam
anlamiyla bitmis degildir. Ciinkii ne zaman yeni bir antibiyotik gelistirilse, o antibiyotige
kars1 neredeyse ayni hizda diren¢ gelismektedir.Tiim bu gelismeler ¢ogul ilaca direcli

mikroorganizmalar kavramini ortaya ¢ikarmistir.

Betalaktam, aminoglikozid, makrolid, florokinolon, tetrasiklin, kloramfenikol veya
sulfonamid gruplarindan 3 veya daha fazlasina karsi direng¢ saptanan suslar ¢ogul ilaca

direngli olarak kabul edilir.

Cogul direng sorununun ortaya ¢ikmasiyla birlikte, gelisen hastane enfeksiyonu hizlarinda,

maliyette, mortalite ve morbiditede artis olmaktadir

2.10.1. Cogul Ila¢ Direnci (CID) Gésteren Mikroorganizmalara Ornekler;

o Metisiline Direngli Staphylococcus Aureus (MRSA)

. Vankomisine Direngli Enterokok (VRE)

o Gram(-) Basiller , Esherichia Coli, Klebsiella Spp., Enterobacter Spp.,
Pseudomonas Spp., Acinetobacter Spp. (Anonim 2006, http://www.cdc.gov/ncidod
/dhqgp/pdf/ar/mdroguideline2006.pdf).

Bakterilerde ¢oklu direng iki mekanizmadan birinin ger¢eklesmesiyle ortaya ¢ikmaktadir;
Birincisi,bu bakteriler her hiicrede her biri farkli ilaca dayanikli olmasini kodlayan belli
genleri kazanmislardir. Ikinci olarakta efluks pompalarini kodlayan genlerin ifadelerinin

artmasiyla gergeklesir.
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Bakteriyel antibiyotik direnci, kendi kendine ya da sonradan edilinen mekanizmalarla
kazanilabilmektedir. I¢sel mekanizmalar , konak¢inin kromozomunda dogal olarak olusan
genlerde tammlanmstir.Ornegin, gram (-) bakterideki AmpC betalaktamaz ve bir ¢ok
MDR efluks sistemleri gibi.

Edilinen mekanizmalar ise plazmidlerde, bakteriyofajlarda, transpozonlarda ve diger
hareketli genetik materyallerde tasinan antibiyotik diren¢  transfer belirtegleri ile
hedeflenen genlerdeki mutasyonlar1 icerir. Genellikle bu degisim transdiiksiyon
(bakteriyofajlarla), konjugasyon(plasmid ve konjugatif transpozonlarla) ve transformasyon
(kromozomal DNA nin kromozomunun kaynasmasi, plazmidler ve ya diger oli
organizmalarin DNA lar1 seklindedir. Her ne kadar organizmalardaki gen transferleri ayni
cins i¢inde yaygin olsada bu islem c¢ok farkli cinslerdede gozlenmektedir Farkli

mekanizmalara dayanan cok fazla direng genleri vardir (Collis 1995).

Ureten Organizmalar, buradaki diren¢ birkag enzimin iiretimini gerektirmektedir,ve bu
enzimleri kodlayan genler vancomisin ortaya ¢iktiktan sonra evrimlesmislerdir.
Hakikattande vancomisine direngli genlerde enterokoklarin klinik izolatlar1 vancomisin

iireten streptomycetlerle homolog olduklar1 saptanmustir.

Cevredeki mikroorganizmalar ve toprak, bazi direng genleri cevredeki bakterilerin
kromozomlarinda bulunmustur. Cok klasik bir durum olaran Enterik bakterilerdeki ampC
geni.Bu genler yakin zamanda kazanildiklarina dair higbir isaret géstermemektedirler ve
buda bize E.Coli deki ampC geninde induksiyon mekanizmasi yok ve patojen

salmonellalarda ampC geni tamamen bulunmamaktadir.

Bu baglamda toprakta yasayan rastgele bir streptomyces ve akraba suslarinin
arastirilmasinda %60-%100’1 test edilen bir ka¢ antibiyotige direncgli c¢iktilar arastirma
sonucunda ortamda yiiksek miktarda antibiyotik varligi saptandi.Buna ragmen bazen
toprakta antibiyotik miktari cok az olabilmektedir. Son g¢aligmalar antibiyotikleri besin

olarak kullanan mikroorganizmalarin varligini saptamislardir.

R plazmidleri genellikle cok fazla direng genleri igerir;bakterinin konake1 suslarinda stabil

sekilde muhafaza edilir ve etkin bir sekilde komsu ilaca duyarl hiicrelere transfer edilir.
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Ilag direngli genler plazmidlerden eksprese olursa etkili oldugu gdzlemlenmistir. Dikkat
edilmelidir ki bu tip bircok gen genelde tek R plasmidi {izerinde goriiliir. Boylelikle ¢oklu
ilag direngleri tek bir duyarl bakteriye transfer edilir ve bu sekilde kullanilabilir. 1950
lerde R plasmidleri Japonya’da kesfedildiginde, bunlarin birgogu uzun zaman dncede beri

zaten tetrasiklin, kloramfenikol, ve sulfonamidler i¢in direng genleri icermekteydi.

Plazmidlerin sekanslanmasi artik bu olusumun nasil meydana geldigini gostermektedir.
Onceki jenerasyon R plazmidlerinde goriildiigii iizere genlerinin ¢ogu transpozon
pargalaridir. Bu pargalar genleri DNA nin her bdlgesine kolaylikla ulastirabilmektedir.
Ornegin; R100 plazmidinde Tn21’ler 6zellikle transpozonlarm dikkate deger, biiyiik,
kompleks ve ¢oklu ornekleridir. R plasmidlerindeki ¢ogu direng¢ genlerinin hepsinde tek
olan 59 baz 3-sekans dizi etiketinin bulunmasi integronun kesfine imkan vermistir. Son
yillarda, klinik materyallerdeki Enterobacteriacea  familyasi ve pseudomonaslar’da
gosterilmistir. Bagimsiz olarak plazmidlerde veya transpozon (Tn21) ailesinin bir bolimi
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Temperate fajlarinkine benzeyen integraz geni (int) ve
baglanmada rol oynayan site specific rekombinasyon sistemleri bulunmaktadir.
Integrondaki integraz enzimi i¢in kodlanan gen , direng genlerinin gii¢lii bir promotordan
entegresini katalizlemektedir. Bir kere entegre olunca direng geni etiketlenir boylece baska
integrona kolaylikla gecebilir, belkide diren¢ genlerinden olusan farkli setler icerir. Yiiksek
hareketli olmalarmma ek olarak diren¢ genleri integrona gegtiklerinde tek bir operonda

organize olurlar.

Tn21 o6rneginde bulunan entegrasyon, ¢oktan sulfonamid direng¢ geni sull ve ¢oklu ilag
efflux geni gaCE ‘nin kesik (ucu) versiyonunu igermektedir. Bu iki gen veya gaCE geni
aminoglikozid direng geni aadAl’ i 6zel bir entegrasyon alani olan attl’de entegre etmistir.
Bir entegrasyonun igerebilecegi maksimum direng geni sayisit sekizdir. Ayrica bu
bilesimlerin bir ¢ogu tiim entegrasyon yapisinin yerini degistirmek i¢in enzimatik sistem
tasir. Bunlara ilaveten entegrasyon genelde Tn2l1 gibi daha biiyiilk bir transposon’a
konulur. Tn21 direng genlerinin tiim dizilerin farkli plasmidler aralarinda gezmesine ve
plasmidler ile kromozomlar arasinda gezmelerine olanak saglar. Modern entegrasyonlarin
evrimleri net olmamakla beraber buna benzer bir mekanizma bulunmaktadir. Bu

mekanizma Vibrio Cholerae’nin i¢indeki bir¢ok genin montajini insa eder.
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Giiniimilizde bir¢ok entegrasyonun yapilarinin ISCR elementi adi verilen bir downstream
yapisi ile ilgili olduklari bulunmustur. Bu element transposaz enzimi geni icermektedir.
Gorlinen odur ki alisilagelmeyen, agik uglu bir yer degistirme islevinde fonksiyon
gostermekte, cesitli direng genlerini giiclendirmekte ve bunlar1 entegrasyon yapisina yakin

bir yere ulastirip gérevini bitirmektedir (Nikaido2009).

2.10.2. Coklu Direncte Effluks Sistemleri

Efluks pompa sistemleri transport proteinlerinden olusur. Duyarli ve direngli tiim
bakterilerde, hatta mantar ve protozoonlarda da bulunur. Ozellikle metabolik artik ya da
gereksiz ve zararli maddeleri disar1 atar. Pompa geni bir operonun pargasidir, antibiyotigi
ya da hedefini modifiye etmez. Bu gen kromozomal, indiiklenebilir veya plazmidik
olabilir. Pompa sistemi, ekspresyon diizenleyici bir gen kontrolunda calisir. Pompa
substrat1 spesifik tek bir antibiyotik, farkli siniflardan bir ¢ok antibiyotik veya biyosidler
(dezenfektan, antiseptik ve koruyucular) olabilir. Antibiyotik disar1 pompalaninca
bakteride hiicre i¢i antibiyotik diizeyi diiser, ribozom antibiyotik etkisinden korunur ve
protein yapimi yani bakteri tiremesi devam eder. Substratlardan herhangi biri ile karsilasma
sonucu pompa sistemi indiiklenirse, diizenleyici gende mutasyon ile pompa proteinlerinin
asirt iiretimi baglayabilir. Sonu¢ bir ya da birden ¢ok substrata diren¢ seklindedir

(MDR/mar fenotipi).

Gelisen diren¢ diisiik diizeylidir fakat bir mutasyon baska mutasyonlar: tetikleyebildigi
icin, genellikle diizenleyici gen mutasyonunun ardindan hedef molekiil degisikligi,
permeabilite azalmasi gibi diger bir mutasyon daha gelisir ve direng diizeyi katlanarak
artar. En Onemli pompa sistemleri bes grup’da toplanabilir: MFS(Major Facilitator
Superfamily), ABC(ATP Binding Casette Superfamily), SMR(Small multidrug resistance
family),MATE(Multidrug and Toxin Extrusion) ve Gram negatif bakterilerde yaygin olan
RND (resistance-nodulation-division) (Bal 2006).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal: Calismada kullanilan materyaller Ankara ili ve gevresindeki tavukguluk
isletmelerinede ve kiiclik hayvan barmaklarinda yasayan kanath ¢iftlik hayvanlarindan ve
kopeklerden alindi. Ayrica, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalina ve Kliniklerine getirilen hayvan materyallerindende yararlanildi.Calisma
kapsamindaki hayvanlardan taze digki toplandi veya ekiivyonlar vasitasiyla rektal siiriintii

ornekleri alindi. Toplanan materyaller en gec 3 saat i¢inde islendi.

Besi yerleri:

XLD agar ( Xylose lysine desoxycholate agar)Merck

DCA agar (Deoxycholate Citrate Agar)Merck

CLED Agar (Cystine Lactose Electrolyte Deficient Agar) Merck
TSB(Tryptone Soya Broth) Merck

Mueller-Hinton Broth, Merck

Antibiyotikler:
Ampisilin  (Oxoid), Streptomisin (Oxoid), Gentamisin (Oxoid), Kanamisin (Oxoid),

Eritromisin (Oxoid), Ciprofloksasin (Oxoid), Nalidiksik asit (Oxoid), Kloramfenikol
(Oxoid), Tetrasiklin (Oxoid), Sulfonamid (Oxoid).

Soliisyonlar:

10X TBE (Tris, Borik asit, EDTA)

21,6 g Tris(amnesco) , 11 g Borik asit(merck), 1,86 g EDTA(Merck) 200 mL distile suda

¢Oziilmiis ve pH 8,3’e ayarlanmistir
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Agaroz Jel (%1.5) (Sigma)

Plazmid DNA nin yiiriitiilmesi i¢in kullanilmigtir

Ornek Yuikleme Tamponu (Loading Buffer)

%0,25 Brom fenol mavisi(amresco) ve %10 gliserol(amresco) ile hazirlanan stoktan uygun

hacime distile su ilavesiyle hazirlanmigtir

Ylritme Tamponu (Running Buffer)

10X TBE’den 20 kat sulandirilarak hazirlanmistir

Boyama Sollsyonu (Staining, Ethidium Bromdir)

1 g EtBr(Sigma) 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanan stok ¢ozeltiden son hacim

10 mg/mL olacak sekilde hazirlanir

Boyayi Geri Alma solusyonu (Destaining)

Boyama sonrasi EtBr’nin fazlasi uygun hacimdeki 1 mM MgSO4 ile

gerceklestirilmistir

3.2.Yontem:

3.2.1.Shigella Izolasyonu ve identifikasyonu

Toplanan hayvan digkilarinin kanli agar, XDL agar ve DCA agara ekimleri yapildi1.37°C’de
18-24 saat inkiibe edildiktensonra; kanli agarda: 2-3 mm c¢apinda nemli koloniler ,XLD
agarda: kirmiz1 renkte koloniler, DCA agarda: renksiz goriiniimde olan, en baskin koloniler

secildi ve toplandi.
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Toplanan kolonilere ayrica biyokimyasal olarak TSI, H,S, Hareket, Ureaz, Lizin
dekarboksilasyonu testleri yapildi. izole edilen suslar Brain-Heart infiizyon buyyon i¢inde
-20°C’de saklandh.

Biyokimyasal testler sonucu shigella identifikasyonu asagidaki gibidir.

TSI Dip sari, ylizey kirmiz1 (Asit/Alkali); glukozdan gaz olusturmazlar.
H,S Negatif
Hareket Negatif
Ureaz aktivitesi Negatif

Lizin dekarboksilasyonu  Negatif

3.2.2.Salmonella izolasyonu ve identifikasyonu

Toplanan hayvan diskilarindan kanli agara, CLED agara,XDL agara ve DCA agar
besiyerlerine ekimler yapildi. Besiyerleri aerobik ortamda 35-37° C’de 18-24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iireme goriilen indikatorlii besiyerlerindezki koloni
Ozellikleri incelenerek,kanli agarda nemli 2-3 diametre ¢apinda, CLED laktozu fermente
edemeyen, XLD’de kirmizi, DCA’da ise renksiz koloniler segildi.Polivalent O ve H

antiserumu ile aglutinasyonu ile salmonella tiirlerinin polivalent O ile aglutine oldu.

Biyokimyasal olarak asagidaki testler yapilmustir.

TSI glukoz (asit olusumu) Pozitif
TSI laktoz Negatif
TSI sukroz Negatif
Ure hidrolizi Negatif
Beta galaktozidaz reaksiyonu Negatif
Indol reaksiyonu Negatif
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3.2.3Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

Enterobactericeae familyasindan olan salmonella ve shigella suslarmin antimikrobiyal
duyarliliklar1, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2006, M31-A2 ) prosediiriine uygun olarak, kiiciik modifikasyonla

agar-dilusyon yontemi ile incelendi.

Ozetle; incelenen susa ait birkag koloni Mueller-Hinton buyyona ekilerek aerobik ortamda
2-6 saat iiretildi. Siire sonunda bakteri yogunlugu steril tuzlu su ile McFarland bulaniklik
standart1 0.5’e ayarland1 (yaklasik 1.5 x 108 cfu/ml). Bakteri siispansiyonu steril tuzlu su
ile 1/10 oraninda dilue edildi (yaklasik 107 cfu/ml).

Antibiyotiklerin iki katli sulandirmalarin1 igeren Mueller-Hinton agara, hazirlanan bakteri
siispansiyonundan replikatdr vasitasiyla 2 pl miktarinda ekimler yapildi.inokulumun
kurumasi i¢in oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Kiiltiirler aerobik ortamda 16-20 saat
inkube edildi. Besiyerinde iiremenin gériilmedigi en diisiik dilusyon MIK olarak belirlendi.
Tiim testlerde Escherichia coli ATCC 25922 ve Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

suslar1 kontrol olarak kullanildi.

Calismada; Ampisilin,streptomisin,gentamisin,kanamisin,eritromisin,siprofloksasin,nalidiks
ik asit, tetrasiklin ve kloramfenikol’iin 0.125-512pg/ml,sulfametoksazoliin 1-1024pg/ml
arasindaki iki kathi diliisyonlar1 incelenmistir. Suslarin duyarli ve direngli olarak
belirlenmelerinde asagidaki esik degerleri temel alinmistir. (Clinical and Laboratory

Standards Instutute, 2006, M100-S16).

Beta-laktam Grubu: Ampisilin direngli > 32pg/ml duyarli <8ug/ml orta duyarl
16pg/ml.

Aminoglikozid Grubu: Streptomisin direngli > 64ug/ml duyarhh <32ug/ml.

Gentamisin direncli > 16pg/ml, duyarli 4pg/ml orta duyarli 8ug/ml. Kanamisin
direncli > 64pg/ml duyarli <8ug/ml.
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Makrolid Grubu: Eritromisin diren¢li > 8ug/ml, duyarli <0.5pg/ml orta duyarh 1-
2pg/ml.

Florokinolon Grubu: Siprofloksasin direngli > 4pg/ml duyarli <1pg/ml orta duyarl
2ug/ml.
Nalidiksik asit: diren¢li > 32pg/ml duyarl <8ug/ml orta duyarli 16pg/ml.

Tetrasiklin Grubu: direngli > 16pug/ml duyarli <4ug/ml orta duyarl 8pug/ml.
Kloramfenikol : direngli > 32pug/ml duyarli <8ug/ml orta duyarh 16pug/ml.

Siilfonamid Grubu: Siilfametoksazol direngli > 512pg/ml duyarli <256pg/ml.

3.2.4.integronlarin Saptanmasi:

Enterobactericeae familyasindan olan salmonella ve shigella izolatlarindan integronlarin ve
gen kasetlerinin saptanmasi i¢in, siif 1 integraz geni intll ve sinif 2 integraz geni intl2’yi

hedef alan PCR uygulamalar1 yapildi.

IntI1 pozitif suslar1 saptamak igin kullanilan HS463a ve HS464 primerleri ile intI2 pozitif
suslar1 saptamak icin kullanilan RB201 ve RB202 primerleri agagida gosterilmistir.

HS463a 5’-CTGGATTTCGATCACGGCACG-3’
HS464 5’-ACATGCGTGTAAATCATCGTCG-3’

RB201 5’-GCAAACGCAAGCATTCATTA-3’
RB202 5’-ACGGATATGCGACAAAAAGG-3’

PCR 2ul 6rnek DNA, 1.0uM her bir primer, 200uM dNTP’ler, 10mM Tris HCI, 1.5mM
MgCl12 50mM KCl ve 1U Taq polimeraz igeren 25pl reaksiyon karigiminda, 94°C 30 sn,
65°C (intl1) veya 62°C (intI2) 30 sn ve 72°C 45 sn 30 siklusluk kosullarda uygulanmustir.

PCR firtinleri agaroz jel elektroforezden sonra ethidium bromid ile boyand: (Barlow 2004).
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4.ARASTIRMA BULGULARI:

Ankara ili ve ¢evresindeki tavukcguluk isletmelerinden ve kiigiikk hayvan barinaklarinda
yasayan kopeklerden; ayrica, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalina ve Kliniklerine getirilen hayvanlardan toplanan digski ve rektal siiriintii

orneklerinden 34 salmonella ve 28 shigella susu izole edildi.

izole edilen suslar fenotipik &zelliklerine gore identifiye edildi. Ampisilin, siprofloksasin,
nalidiksik asit, eritromisin, gentamisin, kanamisin, tetrasiklin, streptomisin ve
kloramfenikoliin 0.125-512 pg/mL, sulfametoksazoliin 1-1024 pg/ml arasindaki iki kath
konsantrasyonlarmin izole edilen salmonella ve shigella suslar1 icin MIK degerleri agar
dilisyon yontemi ile incelendi. Materyal ve Yontem boliimiinde verilen esik degerleri
temel alinarak, duyarli ve direngli sus sayilart belirlendi. Calismada kullanilan
antibiyotiklere direngli salmonella ve shigella  suslarmin sayilar1 Cizelge 3°de

gosterilmistir.

Cizelge 3: Calismada Kullanilan Antibiyotiklere Direngli Salmonella Ve Shigella Sus

Sayilari
SALMONELLA(34) SHIGELLA(28)

AMP 11(32,4) 10(35,7)
& STR 16(47,1) 15(53,6)
;:; GEN 0 0
g KAN 8(23.5) 7(25,0)
& ERi 14(41,2) 13(46,4)
E cip 6(17,69) 6(21,4)
> NAL 8(23,5) 8(28,6)
.; KLO 0 0

TET 14(41,2) 15(53.6)

SUL 17(50) 13(46,4)

amp, ampisilin; str, streptomisin; gen, gentamisin; kan, kanamisin; eri, eritromisin;

cip, siprofloksasin; nal, nalidiksik asit; tet, tetrasiklin; sul, sulfametaksazol
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Salmonella suslarinda; sulfametaksazol,streptomisin,eritromisin ve tetrasikline yiiksek
diizeyde,ampisilin,kanamisin, siprofloksasin ve nalidiksik asite orta diizeyde direng

saptandi. Kloramfenikol ve gentamisine direngli Salmonella susu bulunmadi.
Shigella suslarinda; streptomisin, tetrasiklin, eritromisin, sulfametaksazole yiiksek
diizeyde, ampisilin, kanamisin,nalidiksik asit ve siprofloksasine orta diizeyde direng

saptand1. Kloramfenikol ve gentamisine direngli Shigella susu bulunamadi.

Salmonella suslarinin direngli oldugu antibiyotikler ve ¢oklu direnglilik 6zellikleri Cizelge

4 de gosterilmistir.
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Cizelge 4 Salmonella Suglarinin Direnglilik Profilleri

TUR AMP | STR | GEN [ KAN [ ERI | CiP | NAL | KLO | TET | SUL | C.D | INT1
Salmonella(34)
1 r r r r r r r 6(7) +
2 r r r r r r 5(6) +
3 r r r r r 5 +
4 r r r r r 5 +
5 r r r r 4 +
6 r r r r r 4(5) +
7 r r r r 4 +
8 r r r r 4 +
9 r r r 3
10 r r r 3 +
11 r r r 3 +
12 r r r 3 +
13 r r 2
14 r r 2
15 r r 2
16 r r 2
17 r r r 2(3) +
18 r r 2
19 r T T 2(3)
20 r r 2
21 r r 2
22 r r r r 2(3)
23 r 2
24 r r r 2(3)
25 r r 2
26 r r 2
27 r r r 2(3)
28 r r r 2(3)
29 r r 2
30 r 1
31 r 1
32
33
34
TOPLAM 11 16 0 8 14 6 8 0 14 17

Incelenen 34 salmonella susunun 12si (%35.29) 3 veya daha fazla antibiyotik grubuna

direncli bulundu.
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Bir salmonella susu toplamda 6 antibiyotik grubuna (incelenen 7 antibiyotige)direnglilik
gosterdi. Salmonella suglarinin 3’1 5 antibiyotik grubuna,4’{i 4 antibiyotik grubuna direngli

bulundu. Suglarda 4°ii ise 3 antibiyotik grubuna direncli bulundu.

Coklu direng profiller arasinda en cok yer alan antibiyotikler sirasiyla sulfametoksazol,

tetrasiklin, eritromisin, streptomisin oldu.
Shigella suslarinin direngli oldugu antibiyotikler ve ¢oklu direnclilik 6zellikleri Cizelge 5

de gosterilmistir.Incelenen 28 shigella susunun 9’u (%32.14) 3 veya daha fazla antibiyotik

grubuna direngli bulundu.
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Cizelge 5 Shigella Suslarinin Direnglilik Profilleri

TUR AMP | STR | GEN | KAN | ERI | CIP | NAL | KLO | TET | SUL | C.D. | INT1
Shigella(28)
1 r r r r r r r r 6(8) +
2 T r r r r 5 +
3 r r r r r 5 +
4 r r r r r r 5(6) +
5 r r r r r 5 +
6 r r r r r r 5(6) +
7 r r r r T 4(5) +
8 r r T r 4 +
9 r r r r r 4(5) +
10 r r r r 2(4)
11 r 203)
12 r 2
13 r 2
14 r 2
15 r r 2(3) +
16 r r 2
17 r r 2
18 r 2
19 r 2
20 r r T 2(3)
21 r 2
22 2
23 r T 2(3)
24 r T 1(2)
25 T 1
26 1
27
28
TOPLAM 10 15 0 7 13 6 8 0 15 13
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Integron Sikliklar:

Incelenen 34 Salmonella susundan 12’sinde 28 Shigella susundan 10 tanesinde Smif 1
integron varlig1 saptamistir.

Salmonella ‘da 4 ve iizeri antibiyotik grubuna direng gosteren suslarin timiinde sinif 1
integron saptandi. Ayrica 3 antibiyotik grubuna diren¢ gosteren 3 salmonella susundada

siif 1 integron saptandi.
Shigella’da 4 ve iizeri antibiyotik grubuna direng gosteren suslarin tiimiinde sinif 1
integron saptandi. Integron saptanan salmonella suslarmin tiimiinde sulfametoksazol,

9unda streptomisin,7sinde eritromisin ve tetrasiklin,6sinda ampisilin direnci goriildii.

Integron saptanan shigella suslarinin tiimiinde sulfametoksazol,9’unda tetrasiklin ve

streptomisin, 8’inde eritromisin , 6’sinda ampisilin direnci bulundu.

Cizelge 6 Salmonella Ve Shigella Suslarinda Coklu Direng ve Integron Sayilar:

Coklu Direngli integron
Salmonella(34) 11 12
Shigella(28) 9 10
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5.TARTISMA VE SONUC

Infeksiyon hastaliklarnin tedavisinde antibiyotikler son 50 yilda onemli faydalar
saglamiglar ve eskiden Oliimciil oldugu bilinen ¢ogu hastaligin tedavisi i¢in vazgegilmez
unsurlar haline gelmislerdir. Giinlimiizde tiiberkuloza yol acanlar da dahil olmak iizere
bakterilerin ¢ogunda yaygin bir ilag direnci s6z konusudur ve baz1 bakteriler mevcut hig bir
antibiyotikle ortadan kaldirilamamakta, dolayisiyla bu bakterilerle ortaya ¢ikan hastaliklar
da etkin tedavi edilememektedir. Bakterilerde ila¢ direnci, bakteri genetigi ve dogal
seleksiyona bagli olarak gelisebilen bir siirectir, ancak yaygin ve bilingsiz antibiyotik

kullanim1 bu stireci gereginden fazla hizlandirmaktadir.

Bu caligma , Ankara ili ve cevresindeki tavukculuk isletmelerinden ve kiiciik hayvan
barinaklarinda yasayan kopeklerden, ayrica Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalina ve Kliniklerine getirilen hayvanlardan toplanan diski ve
rektal stiriintii 6rneklerinden 34 salmonella ve 28 shigella susu izole edilerek, suslarin
antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin molekiiler agidan tanimlanmasi ve literatiire temel

bilgi saglanmasi agisindan 6nemli oldugu diisiiniilerek yapildi.

Bu calismada Salmonella ve Shigella suslarinda streptomisin ve sulfonamide yiiksek direng
gelisimi gozlemlendi. Nikaido (2009) yaptig1 calismada da, benzer sonuglar elde etmistir,
kullandig1 izolatlarda en ¢ok sulfadiazin, tetrasiklin, streptomisin ve ampisiline direng

gelistiginden bahsetmistir.

Tavuk diskilarindan izole ve identifiye edilen salmonella suslarinin antibiyotiklere
duyarliliklar ile ilgili bir ¢alismada, Boynukara ve Aydin (1990), 33 Salmonella susunun
ampisiline %42.4, tetrasikline %39.3, streptomisine %30.3 duyarli; eritromisine ise %100
direncli olduklarin1 tespit etmislerdir. Bu calismada farkli olarak 34 salmonella susunun
ampisiline ,tetrasikline ve streptomisine duyarliliklarinda artis,eritromisin direncinde ise

yiiksek oranda diislis gézlemlenmistir.

Aragtirma bulgularina yakin olarak Ellerbroek (2009) tavuk digkilarindan yaptigi

calismalarinda tavuklardan izole edilen salmonella suslarinin %57.3i sulfametoksazol,
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%40.7 si ampisilin, %27.0 si kanamisin, %36.0 s1 streptomisin, ve %28 to nalidiksik aside

direncli bulunmustur.

Calismada incelenen tiim suglarda gentamisin ve kloramfenikole direng saptanmamustir.
Bununla birlikte 34 Salmonella susunun 3’iinde (%8.8) ve 28 Shigella susunun 2’sinde

(%7.1) uygulanan tiim antibiyotiklere kars1 duyarlilik gézlenmistir.

Bundan farklt olarak Rodriguez (2008) yaptigi calismada Salmonella serotiplerinde
incelenen tiim suslar siprofloksasine duyarlidir. %31°1 ise denenen tiim antibiyotiklere
duyarhidir. Bu ¢alisma ile karsilastirildiginda, suslardaki duyarliligin bilingsiz antibiyotik

kullanimina bagli olarak zamanla ciddi bir bigimde azaldig1 sonucuna varilmistir.

Rodriguez (2008)’in ¢alismasinda Salmonella suslarin %13’liilk kismi ise bu 6 ilacin
hepsine direngliydi. Buda diren¢ genlerinin kolaylikla yayilabilmesi agisindan tehdit

olusturmaktadir.

Betalaktam, aminoglikozid, makrolid, florokinolon, tetrasiklin, kloramfenikol veya
sulfonamid gruplarindan 3 veya daha fazlasina karsi direng saptanan suslar coklu ilaca
direngli olarak kabul edilir. Calismada incelenen 34 Salmonella susundan 12 sinde ,28
Shigella susundan 9 unda c¢oklu antibiyotik direnci bulunmustur. Kullanilan tim
antibiyotiklere direngli olan sus saptanmamustir. Bu ¢calismaya paralel olarak, Dione (2009)
yaptig1 arastirmada salmonella izolatlarin biiylik kismini iki ve ya daha fazla antibiyotige

direncli bulunmustur.

Ayrica bu calismada c¢oklu antibiyotik direncinin sinif 1 integron varligi ile dogru orantili
oldugu gozlemlenmistir.Benzer sekilde daha dncede bir kag laboratuvar antibiyotik direng

genlerinin kromozomal kodlandigindan ve integronlar icerdiginden bahsetmislerdir.

(Briggs 1999).

Integronlar 6zellikle ¢oklu direnc olusturmada basarilidirlar ¢iinkii bir ka¢ direnc¢ geninin

dogru oryantasyonda birlestirip, ekspresyonlari i¢in gii¢lii promotor saglayabilmektedirler

(Nikaido 2009).
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Bu ¢alismadaki 34 salmonella susunun 12 sinde (%35.3) ve, 28 Shigella susunun 10’unda
(%35.7) smif 1 integronlarin varlig1 saptanmustir. Sif 2 integrona rastlanmamustir.
Rodriguez (2008)’de insanlardan izole edilen salmonellalarla yapilan calismada ayni

sekilde sinif 2 integron saptanmamugtir.

Bu calisma neticesinde, bakteriyel izolatlarin antibiyotiklerden kurtulma amacgli farkli
stratejileri birlestirerek yiiksek oranlarda direng gelistirebildikleri diisliniilmektedir. Bu
mekanizmalar,interensik,mutasyonel ve ya fizyolojik olabilmektedirler. Bu nedenle, ilag
dizayninda temel bilgi saglayacak olan molekiiler arastirma bazli ¢alismalarda, bakteride
bulunan tiim intrensik,mutasyonel ve fizyolojik diren¢ mekanizmalar1 géz Oniinde

bulundurulmalidir (Kolter 2002).

Bakterilerdeki ¢oklu direng genellikle R plazmidleri tizerinde,herbiri farkli ilaca direncli

genlerin akiimiilasyonu ile olusur (Nikaido 2009).

Bu calismada benzer sekilde coklu antibiyotik direncinin kazanilmis olmasi,direng
genlerinin akiimiilasyonu ile dogru orantili olarak meydana gelen integronlarin oldugunu

konusunda siiphe uyandirmaktadir.

R plazmidleri ¢ok iyi muhafaza edilir ve genellikle bir hiicreden digerine etkin bir bicimde
transfer edilebilir (Nikaido 2009). Bu kani mikroorganizmalarin ¢ok cabuk ve etkin
bicimde direng gelistirdigini dogrulamaktadir. Genellikle, patojenik mikroorganizmalarin
bulunmasi antibiyotik tedavili hastalarda olusabilir ¢iinkii onlar herhangi bir genetik

degisim olmadan fizyolojik olarak direncli hale gelebilirler.

Rezistans mekanizmalarinin  molekiiler detaylarin1  tanimlamaya devam edilmesi
gerekmektedir. Bu da ilag dizayninda, 6rnegin;¢oklu ilag direncindeki efluks pompalarinin
ya da R plazmid transferindeki inhibitorlerinin kullanimma ve tasarimma olanak

saglayabilir.
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