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COKLU iLAGC DIRENCINDE BAKTERIi HUCRE DUVARI ORGANIZASYONU
VE AKTIF POMPA SISTEMLERININ ROLU

THE ROLE OF CELL WALL ORGANIZATION AND ACTIVE EFFLUX PUMP
SYSTEMS IN MULTIDRUG RESISTANCE OF BACTERIA

Ufuk HASDEMIR'

OZET: Klinik 6nemi olan bakterilerdeki coklu ilac direnci, bugin tibbin karsi
karsiya oldugu en 6nemli sorunlardan biridir. Antimikrobiyal ilacin hedefinde ortaya
cikan degisiklikler veya enzimatik yolla antimikrobiyalin inaktivasyonu, bakterilerde
ilac direncine yol acan mekanizmalarin iyi bilinenlerindendir. Son yillarda yapilan
calismalar, bakteriyel transport proteinlerinden bazilarinin toksik antimikrobiyal bilesikleri
aktif olarak hicre disina pompaladigini ve bunun, klinikte tehdit olusturan coklu ilag
direncinde oldukga etkin rol oynayan bir baska mekanizma oldugunu agikgca ortaya
koymaktadir. ilag pompa proteinleri bakterilerde bes biiyilk protein slper ailesinin
[ATP binding cassette super family (ABC), Major facilitator super family (MFS), Small
multidrug resistance super family (SMR), Multidrug and toxic compound extrusion
(MATE) super family, Resistance-nodulation-cell division (RND) super family] Gyeleri
olup gogunlugu kromozomal genler tarafindan kodlanmaktadir. Bunlar arasinda RND
tipi pompa proteinlerinin substrat profilleri olduk¢a genistir ve yaygin olarak bulunduklari
Gram negatif bakterilerin hem dogal, hem de kazanilmis coklu ila¢ direncinde etkin
role sahiptirler. RND tipi aktif pompa proteinleri, genellikle bir dis membran kanal
proteini (DMP) ve bir membran flizyon proteini (MFP) ile G¢li kompleks olusturarak
ilac pompalama fonksiyonunu yerine getirmektedir. Escherichia coli’deki AcrAB-TolC ve
Pseudomonas aeruginosa’daki MexAB-OprM, bu ¢ komponentli aktif pompa sistemlerinin
tipik 6rnekleri olup yapisal olarak belirli dizeyde sentezlenmeleri, dodal direncte gok
etkin rol oynamaktadir. Klinikte esas tehditi olusturan coklu ila¢ direnci ise, bu pompa
sistemlerinin ekspresyonlarinin mutasyon sonucu artmasiyla ortaya ¢cikmakta ve bdylece
florokinolonlar, beta-laktamlar, tetrasiklinler, kloramfenikol, trimetoprim ve aminoglikozidler
gibi farkl siniftan birgok antimikrobiyal ilaca ve toksik bilesige karsi ylksek dizeyde
direnc gelisebilmektedir. RND tipi pompa proteinlerinin ekspresyonu, kompleks genetik
mekanizmalar tarafindan regule edilmekte olup global aktivatér proteinler (MarA, SoxS,
Rob), bu pompa sistemlerinin sentezini indiklemektedir. Gram negatif bakterilerin dis
membrani da lipopolisakkaritten zengin 6zel yapisiyla, ilag molekullerinin hticreye giris
hizini yavaglatarak antimikrobiyal ila¢ direncinin gelisiminde ila¢ pompa sistemlerine ve
diger direng mekanizmalarina katkida bulunan énemli bir hiicre komponentidir. Gram
pozitif bakterilerde ve mikobakterilerde bulunan ilag pompa proteinleri, RND digindaki
diger protein sUper ailelerinin Uyeleri olup substrat profilleri daha sinirlhidir. Bunlardan
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bazilan (Staphylococcus aureus’ta NorA, MsrA, QacA; pndmokoklarda PmrA ve EmeE),
florokinolonlar ve makrolidler gibi antibiyotiklere ve dértld amonyum bilesikleri gibi
toksik maddelere karsi direngte etkin rol oynayarak klinikte sorun olusturmaktadir. Bu
derleme yazida, coklu ila¢ direncinde bakteri hiicre duvari organizasyonunun ve aktif
pompa sistemlerinin rolu tartisiimaktadir.

Anahtar sézclkler: Aktif ilag pompasi, ¢oklu ilag direnci, dis membran.

ABSTRACT: Multiple antibiotic resistance of clinically important bacteria are of major
concern worldwide. Alterations of drug targets or enzymatic inactivation of antimicrobial
agents are the well known mechanisms of antimicrobial drug resistance. Besides these
well known mechanisms, recent studies have shown that a further resistance mechanism,
active drug efflux, has become increasingly important in the current threat of multidrug
resistance. It involves certain bacterial transport proteins which pump out toxic antimicrobial
compounds from the cell. Drug efflux pump proteins in bacteria fall into five distinct protein
super families [ATP binding cassette super family (ABC), Major facilitator super family (MFS),
Small multidrug resistance super family (SMR), Multidrug and toxic compound extrusion
(MATE) super family, Resistance-nodulation-cell division (RND) super family] and are mostly
encoded by chromosomal genes. Among them, the members of RND protein super family
are widely distrubuted in Gram negative bacteria and play siginificant role in both, intrinsic
and acquired multidrug resistance of these bacteria with very wide substrate specificity.
RND type multidrug efflux proteins usually function together with an outer membrane canal
protein (OMP) and a membrane fusion protein (MFP) to pump out drugs. AcrAB-TolC of
Escherichia coli and MexAB-OprM of Pseudomonas aeruginosa are the typical examples
of these tripartite systems. They are constitutively expressed in wild type cells and play
significant role in intrinsic resistance of these bacteria. However, multidrug resistance which
is of major clinical significance, rises as a result of overexpression of these pump systems
due to mutations and elevated levels of resistance are recorded to structurally unrelated
antimicrobial drugs such as fluoroquinolones, beta-lactams, tetracyclines, chloramphenicol,
trimethoprim, aminoglycosides and toxic compunds. Synthesis of RND type pump proteins
are regulated by complex genetic mechanisms and global activator proteins (MarA, SoxS,
Rob) are significant in the induction of overexpression of these efflux pump systems. Outer
membrane of Gram negative bacteria with its unique lipopolysaccharide rich structure also
contributes to drug efflux and other antimicrobial resistance mechanisms by reducing the
influx rate of toxic antimicrobial compunds. Multidrug efflux pump proteins found in Gram
positive bacteria and mycobacteria are usually the members of protein super families other
than RND family and their substrate profiles are more limited. However, some of these efflux
proteins (NorA, MsrA, QacA in Staphylococcus aureus; PmrA and EmeA in Streptococcus
pneumoniae) have clinical significance in the resistance to several antimicrobial agents
(fluoroquinolones, macrolids) and toxic substances (quarternery ammonium compounds).
In this review article, the role of cell wall organization and active efflux pump systems in
multidrug resistance of bacteria have been discussed.

Key words: Active drug efflux, multidrug resistance, outer membrane.

GIRIS
Cevreleri ile dogrudan temasta olan bakteriler evrimsel strecte kazandiklari
cesitli yapisal organizasyonlar sayesinde zararl bilesiklerin toksik etkilerinden
kendilerini buytk 6lgide korumayi basarmiglardir. Gram negatif bakterilerin
hicre duvarina 6zgu dis membran (DM) ve mikobakterilerin mikolik asit
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yénunden zengin hicre duvarlar bu yapisal organizasyonlarin uzun zamandan
beri bilinen tipik 6rnekleridir'. Dis membranin sitoplazmik membrandan farklilik
gOsteren lipopolisakkaritten (LPS) zengin 6zel yapisi, asin lipofilik (hidrofobik)
molekullerin hicreye giris hizini belirgin sekilde yavaslatirken; porin kanal
proteinlerinin kaybi, sayisal olarak azalmasi ya da degisikligi de, hidrofilik
molekdllerin hiicreye girisinde bir engel olusturmaktadir2. Ancak son 10 yildan
bu yana yapilan calismalar, dogal direncte etkili esas mekanizmanin, sitoplazmik
membranda yerlesim gdsteren aktif pompa proteinleri oldugunu ve bunlarin
Gram pozitifler dahil bakterilerin blyik bir bélimdnde yaygin olarak bulundugu
gostermektedir's. Yapisal (konstittif) dizeyde sentezlendiklerinde bakterinin
dogal direncine etkin katkida bulunan bu proteinlerin, yiksek dizeyde sentezi
ise farkl siniftan antimikrobiyal ilaglarin, dezenfektanlarin, boyalarin da icinde
bulundugu cok sayida bilesige karsi tek bir adimda ytiksek dizey coklu ilag
direncinin ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir®#.

Bu derleme yazinin amaci, ¢oklu antimikrobiyal ilag direncinin enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde buyuk bir sorun olusturdugu ginimuzde, aktif pompa
proteinlerinin ve belirli bakteri gruplarindaki (Gram negatifler ve mikobakteriler)
hdcre duvari organizasyonunun, dogal ve kazaniimis ¢oklu antimikrobiyal ilag
direncindeki rollerine dikkat cekmektir.

GRAM NEGATIF BAKTERILERDE HUCRE DUVARININ
ANTIMIKROBIYAL iLAC DIRENCINE KATKISI

Butin Gram negatif bakteriler, iki tabakali bir membran sistemine
(diderm) sahip olup sitoplazmik membrana (ic membran) ek olarak, en
dista bir dis membran (DM) ile cevrilidir. iki katmanli olan DM’In i¢ katmani
sitoplazmik membran gibi fosfolipid yapidadir (Sekil 1). Dis ortama bakan
katmani ise, lipopolisakkarit (LPS) bakimindan zengin yapisi ve doymamig
yag asitlerinden yoksunlugu ile sitoplazmik membrandan farklik go&sterir'?
(Sekil 1). Yapilan calismalar, hiicreye giriste LPS yolunu tercih eden makrolid,
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Sekil 1. Gram negatif bakterilerde hucre ylzeyi organizasyonu ve bu bélgede yer alan bazi
proteinler. (BTP: basit transport proteini, DM: dis membran, DK: dis katman, IK: i¢ katman,
IM: ic membran, LPS: lipopolisakkarit, P: porin, PP: pompa proteini).
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rifamisin, novobiyosin, fusidik asit gibi asin lipofilik (hidrofobik) antibiyotiklerin
bu katmandan gecis hizlarinin, sitoplazmik membrana kiyasla cok daha yavas
oldugunu goéstermektedir. Bu yavaslamada; LPS’in anyonik &zelliginin, LPS
molekulleri arasindaki kuvvetli yan baglantilarin, mutasyon sonucu LPS’de
ortaya cikan degisimlerin ve bu bdélgedeki doymamis yag asidi eksikliginin
etkili oldugui ileri strdlmektedir'-25, Pseudomonas aeruginosa’daki LPS katmani,
Escherichia coli’ninkinden farkliliklar gdstermekte olup, hidrofobik molekullerin
bu katmandan gecis hizlan E.coli LPS’ine gbre daha yavastir.

Asin lipofilik molekullerin aksine, kuguk, hidrofilik veya godrece olarak
hidrofobisitesi dislik olan molekdller (cogu besin molekulleri, beta-laktamlar,
tetrasiklin, kloramfenikol, florokinolonlar), hiicreye giriste DM’da yerlesik olan
porin proteinlerinin olusturdug@u ici su dolu kanallar tercih etmektedir'2. Kimyasal
organizasyonlari farkllik gésteren cesitli porinler vardir. Bakteri hiicresine besin
girisini saglayan porinlerin buytk cogunlugu trimerik yapida olup “ana” porinler
olarak adlandirilir. Bu porinler, Gram negatif bakteriler ve Corynebacterium,
Nocardia ve Mycobacterium grubu bakterilerin batln Gyelerinde bulunurlar.
Nikaido? tarafindan “klasik porinler” olarak da isimlendirilen ve belirgin dizi
benzerligi gésteren OmpC, OmpF ve PhoE, E.coli’nin U¢ ana porini olup,
diger Gram negatif bakterilerdeki besin girisini saglayan porinlerle de homoloji
gbstermektedir®. Substrat profilleri oldukca genis olan ana porinler, sadece
iclerinden gececek molekulin iyon yuki ve blUyukligu yéninden secicilik
gosterirler. OmpF’nin, OmpC’den biraz daha genis bir kanal olusturmasi
(agiz kisminin genisligi: 7-11 A°) nedeniyle, besin molekullerinden daha
buylk olan katyonik ya da hafif anyonik antibiyotikler (monoanyonik ve
“zwitterionic” sefalosporinler) ve safra tuzlarn hiicreye giriste bu porin kanalini
kullanirlar'2”, E.coli'de OmpF porin uretimi, cesitli fizyolojik faktérlerin (yuksek
osmolarite, yuksek sicaklik, asidik pH, oksidatif stres) ve ortamda safra tuzlari,
salisilat gibi bilesiklerin variginda baskilanmaktadir®. Yapilan galismalar, safra
tuzlan, salisilat ve oksidatif stresin, E.coli’de gen ekspresyonunu dizenleyen
aktivatér proteinlerden bazilarinin (MarA, SoxS, Rob) sentezini indukledigini
ve bunlarin da OmpF porin Uretimini baskiladigini, bdylelikle E.coli’nin hem
kendini dogal ortaminda bulunan safra tuzlan gibi toksik bilesiklerin etkisinden
korudugunu, hem de cesitli antimikrobiyal ilaclarin MiK degerlerinde 1-2 katlik
artislara neden oldugunu ortaya koymaktadir®*8°. Klasik porinlerin sentezinin
baskilanmasi, zararl bilesiklere karsi hucreyi koruyan bir mekanizma olmakla
birlikte, besin molekdllerinin hlicreye girisi de bu yolla engelleneceginden,
bakteri hlcresi icin ayni zamanda bir dezavantaj olusturmaktadir. Bakteriler
bu riski, besin molekullerinin gecisine izin veren, ancak antimikrobiyal ilaclarin
ya da toksik bilesiklerin gecisini engelleyen farkli porin proteinleri Ureterek
bertaraf etmektedirler'®. E.coli, Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens, Salmonella enterica serovar Typhimurium, S.enterica
serovar Typhi, Haemophilus influenzae ve Neisseria meningitidis’in klinik
izolatlarinda, farkli porin treten bdyle mutantlarin varligr gosterilmis olup, bu
mutantlarda hidrofilik beta-laktamlar, kloramfenikol, tetrasiklin, aminoglikozidler
gibi antibiyotiklere karsi direncin arttigi ortaya konmustur?'®'2, E.coli’'nin aksine,
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P. aeruginosa’da trimerik yapida porinlerin olmamasi nedeniyle, hidrofilik
besin molekulleri hicreye, yavas porin olarak adlandinlan farkli bir porin
(OprF) yoluyla girer®'®. OprF, P.aeruginosa dis membraninda ¢cogunlukla
kapali konformasyonda bulunmaktadir. P.aeruginosa’da gerek dis membran
lipopolisakkaritlerindeki farkliliklar, gerekse ana porin OprF’in cogunlukla kapali
konformasyonda bulunmasi, bu bakterinin yuksek diizey dogal direncine dnemli
katkida bulunmaktadir. Bu ana porinlerin disinda, Gram negatif bakterilerin
dis membraninda sadece belirli yapidaki besin molekullerinin gegisine izin
veren 0zgul kanallar da yer almaktadir. Bunlarin tipik 6érnegi E.coli’de maltoz
girisine izin veren ve lambda faji reseptdéri olan LamB kanalidir2. Bunun
disinda E.coli ve Enterobacteriaceae ailesinin diger Uyelerinde bir cok 6zguil
kanalin (ScrY, FadL, BglH, CymA) varligi ortaya konmustur. Yiksek gegcirgenlik
gosteren trimerik yapidaki klasik porinlerden yoksun olan P.aeruginosa da bu
6zgul kanal proteinleri bakimindan oldukga zengindir. Bunlardan OprB (eski
adi: OprD1), monosakkarit (D-glukoz, D-ksiloz) girisine izin verirken; OprD (eski
adi: OprD2), bazik amino asit ve peptidlerin diflizyonuna olanak taniyan 6zgul
bir kanaldir2. OprD, son yillarda imipenem direnciyle olan iligkisinin ortaya
konmasiyla dikkatleri Uzerinde toplayan bir kanal proteinidir ve imipenem,
bazik amino asitleri taklit ederek bu kanaldan hicre igine girmektedir?.
Klinikte P.aeruginosa enfeksiyonlarinin imipenemle tedavisi sirasinda, OprD
kanali tasimayan mutantlarin baskin hale gelmesi, tedavi basarisizligina yol
acmaktadir'4. P.aeruginosa’nin diger 6zgul kanallarindan OprE ve E2’nin
mutasyon sonucu sayica azalmasi da sefalosporin ve florokinolon direnciyle iligkili
bulunmustur?. Basta besin molekiilleri olmak Uzere cesitli bilesiklerin hucreye
girisini saglayan bu 6zgul ve 6zgul olmayan porinlere ilaveten, Gram negatif
bakterilerin dis membraninda cesitli bakteriyel Grlnlerin (hemolizin, kolisin V,
alkali proteaz) hicre disina atimasini saglayan kanallar da yer almaktadir. Bu
kanallardan bazilan (E.coli’de TolC ve P.aeruginosa’da OprM), coklu ilag pompa
sistemlerinin bir komponenti olarak davranip, 6zellikle lipofilik antimikrobiyal
ilaclarin hicre digina pompalanmasinda etkin rol almaktadirlar. Derlemenin
ileriki bolumlerinde, bu kanallarin coklu antimikrobiyal ila¢ direncindeki rollerine
daha detayl olarak deginilecektir.

 BAKTERILERIN DOGAL VE KAZANILMIS GOKLU _
ANTIMIKROBIYAL iLAG DIRENCINDE AKTiF POMPA SISTEMLERI

Antimikrobiyal ilacin enzimatik yolla hidrolizi ya da modifikasyonu ve ilacin
hedefi olan molekilde mutasyon sonucu ortaya c¢ikan degisim, bugiine degin
Uzerinde en c¢ok caligilan ve en iyi bilinen antibiyotik direnc mekanizmalaridir.
Bunlardan bir kismi, intrinsik olarak bakterinin dogal direncine (Gram negatif
bakterilerin penisiline dogal direncinde rol oynayan beta-laktamazlar) katkida
bulunurken; dnemli bir b&limU, mutasyon sonucu ya da direnc determinantlarinin
ekzojen yolla kazanilmasi sonucu ortaya c¢ikmakta ve bugln klinikte sorun
olusturan antimikrobiyal direncinde édnemli rol oynamaktadir. Bu mekanizmalar,
genellikle yapisal olarak benzerlik gdsteren antimikrobiyal ilaclara karsi etkin
olup, substrat profilleri bu nedenle sinirhdir. Aminoglikozid modifikasyon
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enzimlerinin, aminoglikozid antibiyotiklere; penisilin baglayan proteinlerde
ortaya cikan bir mutasyonun, beta-laktam grubu antibiyotiklere; DNA giraz'da
ortaya cikan bir mutasyonun ise sadece kinolon grubu antibiyotiklere dirence
yol agmasi, bu 6zgul direng¢ mekanizmalarinin tipik érnekleridir®. Son 15-20
yildan bu yana yapilan calismalar, bakterilerin dogal ve kazanilmis ¢oklu ilag
direncinde etkin bir baska mekanizmanin varligini agikga ortaya koymaktadir.
ilk kez 1976°da, memeli hiicre membraninda yer alan P-glikoproteininin
kanser ilaclarina, daha sonra bakteri hicre membraninda yer alan Tet pompa
proteininin tetrasiklin direncine yol actiginin gdsterilmesini takiben yapilan
calismalar, coklu ilag direncine yol acan aktif pompa genlerinin bakterilerde
ve diger bir cok patojen mikroorganizmada (Candida albicans, Plasmodium
falciparum) yaygin olarak bulundugunu go&stermektedir'3%1516, Bakterilerde
aktif pompa sistemlerini yéneten proteinler aslinda besinlerin ve iyonlarin
hdcreye alinmasini, metabolik son Urunlerin ve zararli maddelerin hicre disina
atilmasini, bakterilerin birbirleri ve cevreleriyle olan iligkilerini dizenleyen cok
sayida proteini icine alan buylk bir protein ailesinin UGyeleridir. Sitoplazmik
membranda yerlesim gdsteren bu proteinlerin aralarinda belirgin homoloji
mevcuttur. Amino asit dizilimlerindeki homoloji baz alinarak bu proteinler, bes
sUper protein ailesinde toplanmaktadir: “ATP binding cassette” sUper ailesi
(ABC), “Major facilitator” super ailesi (MFS), “Small multidrug resistance”
sUper ailesi (SMR), “Multidrug and toxic compound extrusion” (MATE) sUper
ailesi, “Resistance-nodulation-cell division” (RND) stper ailesi'®® (Tablo I). ABC
ailesi Uyesi olan pompa proteinleri bakterilerde pek yaygin bulunmamakla
birlikte, Lactococcus lactis’te ¢oklu ilag direncine yol acan LmrA, bu ailenin
bakterilerdeki tipik 6rnegidir. Staphylococcus aureus’ta florokinolon direncine
yol acan NorA ise, MFS ailesinin tipik bir érnegini olusturmaktadir®. ilk basta
sadece bakterilere 6zgu olduklar dusunudlen, ancak dkaryotlarda da varliklari
gosterilen RND super ailesi Uyeleri, Gram negatif bakterilerde yaygin olarak
bulunmakta olup intrinsik olarak belirli dizeyde sentezlendiklerinde bakterilerin
dogal direncinde etkili olan bu proteinlerin ylUksek duzeyde ifadesi, tek bir
adimda yuksek duzey coklu ila¢ direncine yol agmasi bakimindan bayik énem
tagimaktadir (Tablo II).

Gram Negatif Bakterilerde Aktif ilac Pompa Sistemleri

Gram negatif bakterilerin Gram pozitiflere kiyasla, antimikrobiyal ilaclara ve
cesitli toksik bilesiklere karsi dogal direncinin daha fazla oldugu uzun zamandan
beri bilinmektedir. Bu direngte, dis membranin katkisi bir yana birakilacak
olursa, etkili esas mekanizma, bu bakterilerde yaygin olarak bulunan ¢oklu ilag
pompa sistemleriyle antimikrobiyal ilaglarin ve zararli bilesiklerin hucre disina
pompalanmasidir'?51516 Goklu ilag pompa sistemlerinin blylk gogunlugu
RND super ailesine ait olup, genellikle periplazmada yer alan bir membran
fuzyon proteini (MFP) ve dis membranda yer alan bir kanal proteini (DMP) ile
kompleks olustururlar'? (Sekil 2). E.coli’nin AcrB’si, P.aeruginosa’nin MexB’si ve
Neisseria meningitidis’in MtrD’si, RND tipi ¢oklu ilag pompa proteinlerinin en
iyi bilinen érnekleridirs. RND tipi pompa proteinlerinin substratlarini periplazmik
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Tablo |. Bakterilerde Aktif ilag Transportundan Sorumlu Proteinlerin Bagli
Oldugu Super Protein Aileleri ve Ozellikleri

Kullandiklari Tipik

Protein Ailesi* Enerji Kaynagi Membran Topolojisi Protein  Bakteri Turu

12 (6+6) transmembran segmenti
ABC super ailesi ATP olan a-helikal simetrili bir protein LmrA L.lactis

12 veya 14 transmembran segmenti  NorA S.aureus
MFS super ailesi PMF* olan bir protein EmrB E.coli
MATE super ailesi  Na* gradient MFS’ye benzer YdhE E.coli

4 transmembran segmenti olan  Smr S.aureus
SMR super ailesi PMF* bir protein EmrE E.coli

iki bilylik eksternal gikintisi olan

12 transmembran segmentli bir AcrB E.coli
RND super ailesi PMF* protein MexB  P.aeruginosa

*ABC: ATP binding cassette, MFS: Major facilitator, MATE: Multidrug and toxic compound
extrusion, SMR: Small multidrug resistance, RND: Resistance-nodulation-cell division,
PMF: proton motivasyon kuvveti.

Tablo Il. Gram Negatif Bakterilerde RND Tipi Coklu ilag Pompa Sistemleri

RNDP
Bakteri turleri MFP2  proteini DMP° ifade? diizeyi Substrat(lar) ©
wt/+; BL,C,FK,ML,TS,NO,FU,LN,ST
marR/++;  zYA, OG,SDS,TX,BA,M,0C,
E.coli AcrA AcrB TolC acrR/++ EB,AK,KV
AcrA  AcrD  TolC wi/+; BL,FU,NO,AG,DK,SDS
wi/-; BL,FK,TS,ML,TMP,LN,STz,
AcrE  AcrF TolC  mutant/+ OC,SDS,RD,AK
MdtA MdtBC TolC wit/- Bl, NO, DK, SDS
BL,E,NO,DO,DK,SDS,STz,BA
YhiUu Yhiv TolC wi/- ,EB,KV,RD
wt/?; FK,C,NO,TS,STz,SDS,AKA
Enterobacter aerogenes AcrA  AcrB TolC  mutant/++ Kr,MS
wi/?;
Klebsiella pneumoniae AcrA  AcrB ? mutant/+ FQ
TG, MN, CIP, NO, C, E,
Proteus vulgaris AcrA AcrB ? wit/+ TMP, EB, SDS, AK
wi/+; BL, FK, C, TS, NOR, NA, E,
mutant;++; RF NO, TX, KV, SDS, STz,
S.enterica serovar Typhimurium  AcrA  AcrB TolC  soxR/++ DK, YA, AK

Campylobacter jejuni

Serratia marcescens

AcrA

FK, TS, AMP, C, NA, CTX,
wt/+; GN, RF, EB, AKr, PR, SDS,
CmeA CmeB CmeC  mutant/?

AcrB ? ?

DK
FK
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Tablo Il. Gram Negatif Bakterilerde RND Tipi Coklu ilag Pompa Sistemleri

(Devami)
WH/+;
Vibrio cholerae ? ? TolC  mutant/++ E, NO, EB, TX
Haemophilus influenzae AcrA AcrB TolC wit/+ E, NO, RF, AK, KV, EB, SDS
wt/+; CIP, AZ, ML, RF, PN, EB,
Neisseria gonorrhoeae MtrC MtrD MtrE mtrR/++ KV, YA, TX
FK, AG, C, CTX, T, E, TMP,
Acinetobacter baumannii AdeA AdeB AdeC wi/+ NO, EB
wi/-;
Burkholderia cepacia CeoA CeoB OpcM  mutant/+ C, FK, TMP
B. pseudomallei AmrA AmrB  OprA wit/+ AG, ML
Stenotrophomonas maltophilia ~ SmeA SmeB  SmeC ? FK, BL, AG
SmeD SmeE SmeF wit/+ FK, E, T, OC
wi/+; BL9,FK,C,NO,TMP,TG,SFAG,
nalB/+++; MLTRAK, KV,EB,RD,0C,SD
P.aeruginosa MexA MexB  OprM nalC/++ S,IR,CL,HL", TPP
BL, C, FK, NO, TMP, TG,
wi/-; SF, EB, AK, RD, SDS, OC,
MexC MexD  Oprd nfxB/++ SL, TR, SP, TPP
wi/-;
MexE MexF OprN  nfxC/++ FK, C, TMP, TR, OC,
MexX MexY OprM wt/+ BL, FK, AG, T, ML, TG
wi/-;
MexJ MexK OprM  mutant/+ E, CIP, T, TR
wit/?;
MexH Mexl OpmD  mutant/+ NOR, VA, EB, RD, AK
wt/?;
MexV  MexW OprM  mutant/+ FK, C, T, E, EB, AK
P. putida ArpA  ApB  ArmpC wt/+ CB,C T S, E NO
MepA MepB MepC ? BL, T, NO, E, OGC
SrpA  SrpB  SrpC Wt/ + (0]6]
TgtA  TgtB  TgtC Wit/+ AMP, CB, OC

aMembran flizyon proteini.

® Resistance-nodulation-cell division stper ailesi.
¢Dis membran kanal proteini.

dwt/+, pompa sistemi sokak tipi hlcrelerde ifade ediliyor; wt/+ mutant/++, pompa sistemi
sokak tipi hucrelerde ifade edilmekle birlikte direncli izolatlarda sentezi artiyor; wt/- mutant/+,
pompa sistemi sokak tipi hlcrelerde ifade edilmez ama direngli izolatlarda ifade edilir. Pompa
geni ifadesine yol acan mutasyon tipinin bilindigi durumlarda, ilgili gen ve ifade duzeyi ayrica

belirtilmistir.

¢ AG: aminoglikozid, AK: akriflavin, AKr: akridin, AMP: ampisilin, AZ: azitromisin, BA: benzalkonyum,
BL: B-laktamlar, C: kloramfenikol, CB: karbenisilin, CIP: siprofloksasin, CTX: sefotaksim,
DK: deoksikolat, DMP: dis membran proteini, DO: doksorubisin, E: eritromisin, EB: etidyum
bromdr, FK: florokinolon, FU: fusidik asit, GN: gentamisin, HL: homoserin laktonlar, IR: irgasan,
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KB: karbenisilin, KV: kristal viyole, LN: linezolid, M: metotreksat, MFP: membran flzyon
proteini, ML: makrolidler, MN: minosiklin, MS: mitomisin, NA: nalidiksik asit, NO: novobiyosin,
OGC: organik cozlcduler, PR: protamin, PU: puromisin, RD: rodamin, RF: rifampisin, S: streptomisin,
SDS: sodyum dodesil sulfat, SL: serulenin, SF: sulfonamidler, SP: sefalosporinler, STz: safra
tuzlan, T: tetrasiklin, TR: triklosan, TG: tigesiklin, TMP: trimetoprim, TPP: tetrafenil fosfonyum,
TX: triton X-100, VA: vanadyum, YA: yag asitleri.

fMarR, marA gen ekspresyonunu negatif regille eder. marR’deki mutasyonlar, MarA sentezinde
ve dolayisiyla acrAB ekspresyonunda artisa neden olur.

9MexAB-OprM, cogu penisilin ve sefalosporinlere ek olarak karbapenemlerden meropenem ve
panipeneme dirence en belirgin pompa sistemidir. Ancak imipeneme etkili degildir. Yeni olarak
tigesiklin direncine yol actigi da bildirilmistir.

"Homoserin laktonlar “quorum-sensing”de rol alan molekullerdir.

" MexCD-OprJ normal kosullarda ifade edilmezken; bilinen substratlar (etidyum bromur, akriflavin,
rodamin 6G, benzalkonyum klorid, klorheksidin ve tetrafenilfosfonyum klorid) tarafindan
induklenebilir.

I MexCD-OprJ ancak MexAB-OprM’nin yoklugunda penem grubu antibiyotiklere dirence neden olur.

bosluk ya da sitoplazmik membranin dig katmanindan yakalayarak hucre disina
pompaladig ileri strdlmektedir® (Sekil 2). RND tipi pompa proteinlerinin blyuk
cogunlugu kromozomal genlerin kontrolU altinda olmakla birlikte agir metal
pompa proteinleri plazmidler tarafindan kodlanmaktadir®#.

a- Gram negatif bakteri b-Gram pozitif bakteri
ve mikobakteri

Dis ortam o

<

Sitoplazma

Sekil 2. Bakterilerde ilag pompa sistemi sayesinde bir ilag molekulinin hiicre disina atilisinin
sematik modeli. ilag pompa sistemlerinin Gram negatif (a) ve Gram pozitif (b) bakterilerde
organizasyonu. Gram negatif bakterilerde ilac molekuli dis membrani, porin yolunu ya da LPS
yolunu kullanarak geger. ilag molekiilii periplazmik bosluga ulastiginda pompa proteini (AcrB)
tarafindan yakalanip, MFP (AcrA) ve DMKP (TolC)’nin de yardimiyla hiicre disina pompalanir.
Sitoplazmaya gecmeyi basaran bazi ilag molekulleri de, énce sitoplazmik membrandaki
BTP’ler tarafindan yakalanip periplazmik bosluga atilir. Daha sonra pompa proteini tarafindan
yakalanarak htcre disina pompalanir. Gram pozitif bakterilerde basit transport proteinleri, ilag
molekulind dis ortama dogrudan pompalar. (BTP: basit transport proteini, DMP: dis membran
kanal proteini, LPS: lipopolisakkarit, MFP: membran flizyon proteini, P: porin,

Pe: periplazma, PP: pompa proteini) (3 no.’lu kaynaktan uyarlanmistir).
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Bugtine kadar E.col’de RND ve diger protein slper ailelerine mensup
en az 37 transport proteinini kodlayan gen saptanmistir®. Bunlarin bir kismi,
1980’de tanimlanan plazmid kaynakli ilk pompa proteini olan Tet gibi ilaca
6zgu proteinleri kodlarken, énemli bir kismi da coklu ila¢ direncine yol acan
transport proteinlerini kodlamaktadir®' (Tablo Il ve lll). Bunlar arasinda RND tipi
coklu ilag pompa proteinlerinin E.coli’deki en tipik 6rnegi AcrB olup, bu pompa
proteini, periplazmik boslukta yer alan AcrA adli bir membran flzyon proteini
ve dis membrandaki TolC adl bir kanal proteini ile kompleks olusturarak ilag
pompalama islevini yerine getirir (Sekil 2). AcrAB-TolC’nin substrat profili Tablo
I’de goéraldiuga gibi cok genis olup, tetrasiklin, kloramfenikol, beta-laktamlar,
novobiyosin, makrolidler, fusidik asit gibi yapisal olarak benzerlik géstermeyen
antibiyotikleri, boyalari, deterjanlari ve organik ¢cozuculeri kapsamaktadir. Bu
pompanin homologlar diger bir cok Gram negatif bakteride de (Enterobacter
aerogenes, S.enterica serovar Typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus
influenzae) yaygin olarak bulunmaktadir®'2%17 (Tablo Il). Normalde yapisal
olarak belirli dizeyde ifade edilen AcrAB-TolC pompasinin giinimuizdeki esas
dnemi, mutasyon sonucu sentezinin artmasiyla ortaya cikmaktadir. Ornegin,
ekspresyondaki artigin bir cok Gram negatif bakteride florokinolon antibiyotiklere
karsi yiksek dizey dirence yol actigi gdsterilmistir21820, Benzer sekilde
Neisseria gonorrhoeae’de de U¢ komponentli RND tipi bir pompa sistemi
olan MtrCDE’nin ifadesindeki artig, cesitli hidrofobik bilesiklere (penisilinler,
makrolidler, rifamisinler, deterjanlar, safra tuzlarn ve steroid hormonlar) direngten
sorumludur® (Tablo Il). MirCDE homologlarinin varligi N.meningitidis’te de
gosterilmistir. E.coli’de AcrB diginda alti tane daha RND tipi aktif pompa proteini
bulunmaktadir; bunlardan AcrF, YhiV, MdtBC pompalama islevinde, AcrB’ye
benzer sekilde bir membran flzyon proteini ve bir DMP (TolC) ile igbirligine
gereksinim duymaktadir (AcrEF-TolC, YhiUV-TolC ve MdtABC-TolC) (Tablo ).
Bu pompa sistemleri AcrAB-TolC’nin aksine yapisal olarak ifade edilmezler.
Ancak mutasyon sonucu sentezlerinin artigi, ¢esitli antimikrobiyal ilaclara karsi
diren¢ gelisimi ile sonuglanmaktadir®# (Tablo Il). Bir diger RND tipi transport
proteini olan AcrD, normalde MFP ve DMP ile isbirligine ihtiyac duymayan ve
tek bagina aminoglikozidleri hucre digina pompalayan bir transport proteinidir.
Ancak bazi durumlarda AcrA ve TolC ile isbirligi yaparak, novobiyosin ve safra
tuzlarina dirence yol acabilmektedir®s.

Escherichia coli ve diger Gram negatif bakterilerde MFS, MATE, SMR
protein super ailelerine ait pompa proteinleri de yaygin olarak bulunmaktadir
(Tablo 1lI). Substrat profilleri, RND tipi proteinlere kiyasla genellikle daha sinirli
olan bu proteinlerden E. coli’deki EmrE dortli amonyum bilesiklerine, EmrB ise
nalidiksik asite direncle iligkilidir. Yiksek duzey kloramfenikol direncine yol acan
MdfA’nin homologu da S.enterica serovar Typhimurium’da bulunmustur. Vibrio
cholerae’da varligi gésterilen VceB ve VcmA pompa proteinlerinin de E.coli’'de
eksprese edildiklerinde florokinolon ve diger bazi antimikrobiyal ilaglari etkin
olarak hlicre disina pompaladiklari gésterilmistir® (Tablo Ill). Makrolid direncine
yol acan MacB de 2001 yilinda E.coli’de varhigi gosterilen ABC super ailesine
mensup ilk pompa proteinidir32'.
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Tablo Ill. Gram Pozitif ve Gram Negatif Bakterilerde RND Ailesi Uyesi
Olmayan llag Pompa Proteinleri

Mikroorganizma Cinsi

Gram Pozitif Bakteriler Protein Ailesi Pompa Proteini Substrat(lar)?
Bacillus subtilis MFS Bmr FK, DO, AKr, EB, RD, SD, TTP
Enterococcus faecalis ABC ABC7 OFX, DO, DA, EB

ABC ABC11 PT, KH

ABC ABC16 E, AZ, CLA

ABC ABC23 QD, VM

ABC Lsa CL, QD

MFS EmeA C, E, FK, CL, NO, AK, EB
L.lactis ABC LmrA DA, DO, EB, OL, RD, VB, VK
Listeria monocytogenes MFS MdrL S, ML, EB
S.aureus ABC MsrA ML

MFS NorA FK

MFS QacA C, AK, KV, EB, DD, DAB
Streptococcus pneumoniae MFS PmrA FK

MFS MefE ML
S.pyogenes MFS MefA ML
S.agalactiae MFS MreA C, ML
Gram negatif bakteriler
E.coli ABC MacAB-TolC ML

MFS EmrAB-TolCP NA, CCCP, EB,TL

MFS MdfA/Cmr/CmlA C, PU, RF, T, EB, RD,TPP, IPTG

MFS Tet TS

MATE YdhE FK, AK, TTP

SMR EmrE AK, EB, DAB, MV
V.cholerae MFS VceAB NA, DK, PKP, CCCP, PMA

MATE VcmA FK, C, S, AK, DA, DO, EB
V.parahaemolyticus MATE NorM FK, C, S, EB
P.aeruginosa SMR EmrE AG, AK, EB
Burkholderia cepacia MFS BcrA T, NA
Bacteroides thetaiotaomicron MATE BexA FK, EB
B.fragilis MFS NorA NOR, EB, PM

3AG: aminoglikozid, AK: akriflavin, AKr: akridin boyalar, AZ: azitromisin, CLA: klaritromisin,
C: kloramfenikol, CCCP: carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone, CL: klindamisin,
DA: daunorubisin, DAB: dortli amonyum bilesikleri, DD: diamidin, DK: deoksikolat, DO: doksorubisin,
EB: etidyum bromdir, E: eritromisin, FK: florokinolon, IPTG: izoproril-B-D-tiyogalaktopiranozid,
KH: klorheksidin, ML: makrolidler, MV: metilviyolejen, NA: nalidiksik asit, NO: novobiyosin,
NOR: norfloksasin, OFX: ofloksasin, OL: olkisin, PKP: pentaklorofenol, PM: puromisin,
PMA: fenilmerkurik asetat, PG: ptogramin, PT: pentamidin, QD: quinipristin-dalfopristin,
RD: rodamin, S: streptomisin, SD: spermidin, ST: sefotaksim, T: tetrasiklin, TL: tiyolaktomisin,
TPP: tetrafenilfosfonyum, VB: vinblastin, VK: vinkristin, VM: virginiamycin.

®Gram negatif bakterilerdeki MFS tipi proteinlerden bazilar, RND tipi proteinler gibi, bir membran fiizyon
proteini ve bir dis membran proteiniyle isbirligi halinde pompalama islevini yerine getirirler.

Hastane enfeksiyonlarinda etken olarak en sik izole edilen Gram negatif
bakteriler arasinda, coklu ilag direnci denince hi¢c kuskusuz akla ilk gelen
mikroorganizma P.aeruginosa’dir. Bu mikroorganizmanin dis membran ve
porinlerinin, bakterinin dogal direncine yaptigi katkiya énceki bélimlerde detayli
olarak deginilmistir. Son on yildan bu yana yapilan galismalar, P.aeruginosa’nin
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klinikte sorun teskil eden yuksek duzey coklu ila¢g direncinde etkili esas
mekanizmanin diger Gram negatif bakterilerdeki gibi RND tipi pompa sistemleri
oldugunu agikca géstermektedir. MexAB-OprM, P.aeruginosa’da varligi gdsterilen
ilk RND tipi pompa sistemi olup, bu mikroorganizmanin hem dogal hem de
yuksek duzey antimikrobiyal ilag direncinde ¢ok etkin rol oynamaktadir®.
Bu pompa sistemi E.coli’nin AcrAB-TolC’si gibi U¢ komponentli olup MexB
pompa proteini, bir MFP olan MexA ve bir DMP olan OprM ile iligki halindedir.
Yapisal olarak belirli dizeyde ifade edilen ve substrat profili oldukca genis
olan MexAB-OprM’nin bazi mutasyonlar sonucu substrat spektrumu daha
da genislemektedir. Bu tip mutantlarin (nalB, nalC) varidi in vivo ve in vitro
gbsterilmis olup bunlar; beta-laktamlar (beta-laktamaz inhibitorleri dabhil),
kinolonlar, makrolidler, tetrasiklinler (tigesiklin dahil), kloramfenikol, novobiyosin,
sulfonamidler, trimetoprim gibi antimikrobiyal ilaglara, akridin oranj, akriflavin,
kristal viyole, etidyum bromdur gibi boyalara, ¢esitli deterjanlara ve organik
coziicilere yilksek diizeyde direng gdstermektedir®'522 (Tablo Il). ilging olarak
bu mutantlar karbapenem grubu antibiyotiklerden meropenem ve panipeneme
karsl yUksek diizey direng gosterirken; imipeneme duyarliliklarinda bir degisim
olmamaktadir. Bunun nedeni bazik amino asitleri taklit ederek OprD kanali
yoluyla hlicreye hizla penetre olan imipenemin, MexAB-OprM pompa sisteminin
substrat spektrumuna girmemesidir. Son yillarda MexAB-OprM’nin antimikrobiyal
ilaglar ve toksik bilegikler diginda bazi hucresel GrUnleri de etkin sekilde
hicre disina pompaladiginin gdsterilmesi, bu tip pompalarin fizyolojik rolleri
{izerine olan ilginin artmasina neden olmustur. Ornegin bir “quorum-sensing”
sinyal proteini olan N-acil homoserin lakton, P.aeruginosa’da MexAB-OprM
sistemi ile hucre disina pompalanmaktadir. Bilindigi gibi bu sinyal molekul,
diger hicrelere girerek cesitli mekanizmalari aktive etmekte ve bu hicrelerin
piyosiyanin, elastaz gibi enzimleri Gretmesine neden olmaktadir®. MexAB-OprM
gibi yapisal dizeyde sentezlenen RND tipi diger bir pompa sistemi, MexXY-
OprM P.aeruginosa’nin aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi gosterdigi
dogal direngte rol oynamaktadir. Ancak MexXY, OprM olmaksizin da islevsel
olabilen bir pompa sistemidir. MexXY’nin bu sekilde bir dis membran kanal
proteini olmaksizin islevsel oldugu durumlarda, florokinolon ve makrolid
grubu antibiyotiklere karsi belirgin direncin ortaya ciktigi gosterilmistir®.
P.aeruginosa’da yapisal dizeyde ifade edilmeyen bazi sessiz RND tipi pompa
sistemleri de mevcuttur. Bunlardan MexCD-OprJ’nin yUksek diizeyde ifadesine
yol agan nifxB-tipi mutasyon; kinolonlar ve dérduncl kusak sefalosporinlere
(sefepim, sefpirom) kargi direnci belirgin olarak artirmasi nedeniyle klinikte 6nem
tasimaktadir. Bu mutasyonun bir diger dikkat cekici sonucu, bu mutantlarin
bazi antibiyotiklere (karbenisilin, aztreonam, imipenem, aminoglikozidler)
duyarhhklarinda artis olmasidir. Bu tip mutantlarda, P.aeruginosa’nin esas
pompa sistemi olan MexAB-OprM ve kromozomal bir beta-laktamaz olan
AmpC sentezinin baskilandigi ve bdylece yukarida adi gecen antimikrobiyal
ilaglara duyarliigin arttidi ileri strdlmektedir®. Bir diger sessiz pompa sistemi
olan MexEF-OprN'yi yuksek duzeyde ifade eden nfxC mutantlarinda, imipenem
dahil cesitli antimikrobiyal ilaclara belirgin diren¢ ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bu
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mutantlardaki imipenem direnci, MexEF-OprN pompasinin bu karbapenemi
hicre disina pompalamasiyla iliskili degildir. Buradaki etkili mekanizma nfxC
mutasyonunun ayni zamanda OprD kanal proteini Gretiminde baskilanmaya yol
acmasl ve boylece imipenemin hlicreye penetre olamamasidir?31423,

P.aeruginosa gibi coklu ilag direncleri nedeniyle klinikte sorun olusturan
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, Acinetobacter
baumannii’de de RND tipi pompa sistemleri yaygin olarak bulunmaktadir.
Bunlardan A.baumannii’deki AdeAB-AdeC, S.maltophilia’daki SmeAB-SmeC,
B.cepacia’daki CeoAB-OpcM, tic komponentli pompa sistemeleri olup, substrat
spektrumlar oldukcga genistir®®'® (Tablo ).

Gram Pozitif Bakterilerde Aktif lag Pompa Sistemleri

Aktif pompa proteinleri Gram pozitif bakterilerde de yaygin olarak
bulunmakta olup, son yillarda yogunlasan galismalar stafilokok, streptokok,
enterokok gibi klinik 6nemi olan bakterilerin ¢oklu ilag direncinde bu proteinlerin
etkin rol oynadigini ortaya koymaktadir'*%'. Hlcre duvar yapisinin farkhligi
nedeniyle Gram pozitif bakterilerde bulunan aktif ilag pompa sistemlerinin
organizasyonu daha basit olup, hicre membranindaki bir aktif pompa proteini
ile bu fonksiyon yerine getiriimektedir (Sekil 2). S.aureus’ta sentezi plazmid
kontrolindeki QacA ve Smr pompa proteinlerinin, antiseptik ve dezenfektanlara;
sentezi kromozomal genlerin kontrolinde olan NorA’nin ise hidrofilik kinolonlara
yuksek duzey dirence yol acmasi, hastane enfeksiyonlarinin kontroll agisindan
O6nem tasimaktadir®?* (Tablo Ill). Varlidi ilk kez S.epidermidis’te gosterilen ABC
ailesine ait MsrA proteininin homologu, S.aureus’un klinik izolatlarinda da
gosterilmis olup makrolid ve streptogramin B direnciyle iliskili bulunmustur®.
Cok yeni olarak, ilk kez bir MATE tipi pompa proteininin de (MepA), S.aureus’ta
biyosid ve florokinolon direnciyle iligkili oldugu bildirilmistir?s.

Penisilin direnciyle giindemde olan bir diger Gram pozitif bakteri de
Streptococcus pneumoniae’dir. Bu bakterinin klinik izolatlarinda varligi gésterilen
MefE proteini, penisiline direncli pndmokok enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih
edilen makrolid antibiyotiklere karsi dirence yol acmasi bakimindan énem
tasimaktadir®® (Tablo Ill). MefE ilging olarak, 14- ve 15- Gyeli makrolidlere karsi
etkinlik gosterirken, 16- Uyeli makrolidlere, linkozamidlere ve streptogramin
B anologlarina etkisizdir. Bu 6zellik, rutin tani laboratuvarlarinda kolaylikla
ayirt edilebilecek tipik bir fenotipin ortaya cikmasina neden olmaktadir.
Pnémokoklarin diger bir pompa proteini, PmrA, S.aureus’taki NorA’'nin bir
homologu olup florokinolon direnciyle iligkilidir>'e. Tipik olarak intestinal kanal
ve deride kolonize olan, ancak firsat¢l bir patojen olarak ciddi enfeksiyonlara
yol agan enterokoklar da, Gram pozitifler arasinda yiksek dizey ilag direnci
ile 6n plana ¢ikan bir mikroorganizma grubu olup Enterococcus faecalis
ve E.faecium’da kloramfenikol ve florokinolonlarin aktif olarak hucre disina
pompalandigi gosterilmistir. Cok yeni olarak E.faecalis’te varligi ortaya konan
ve bir NorA homologu olan EmeA proteini, norfloksasin ve etidyum bromar
direncine yol agmaktadir?” (Tablo IlI).
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Mikobakterilerde Hiicre Duvari Organizasyonu ve
Aktif llagc Pompa Sistemleri

Mikobakteriler, hicre duvar yapilarinin essiz organizasyonu ile
diger bakterilerden belirgin bicimde farklilik g&sterirler. Bu yapinin ana
komponentlerinden mikolik asitler, peptidoglikanla iligkili arabinogalaktan
tabakasina kovalan baglarla baglanmislardir. Mikobakteri hicre duvarinda,
Gram negatif bakterilerdekine benzer sekilde hidrofilik molekullerin gecisine
izin veren porinler de bulunur, ancak bunlar sayisal olarak Gram negatif
bakterilere kiyasla azdir. Hicre duvarinin bu yapisi, belirgin bir gecirgenlik engeli
olusturarak mikobakterilerin dogal direncine dnemli katkida bulunmaktadir'2e,
Mikobakterilerin dogal direncinde pompa proteinlerinin rolleri de son yillarda
yapilan calismalarla yavas yavas ortaya cikmaktadir (Tablo 1V). Bunlardan
Mycobacterium smegmatis’te florokinolon direnciyle iliskili bulunan LfrA
proteini, varigi gdsterilen ilk mikobakteriyel aktif pompa proteinidir®'62, Goklu
ilag direnciyle tim dinyada tehdit olusturan M.tuberculosis’te de pompa
proteinlerinin bu direncteki rolleri son zamanlarda yogun sekilde arastinimaktadir.
Aminoglikozid ve tetrasiklin direnciyle iligkili MFS tipi Tap ve P55 proteinlerine
ilaveten izoniyazid direnciyle olan iliskisi nedeniyle dikkatleri Gzerine ceken
bir diger MFS tipi protein EfpA bunlarin érnekleri arasindadir3®3° (Tablo V).
M.tuberculosis’in izoniyazid iceren kultir pasajlarindaki izolatlarinin, bu ilaca
yUksek duzey direng gdsterdigi ve bu direncin pompa inhibitéra olan bir
bilesigin (rezerpin) kultir ortamina ilavesiyle ortadan kalktigi gésterilmistir®!.

Tablo IV. Mikobakterilerde Aktif Pompa Proteinleri

Mikobakteri tura Protein ailesi @ Pompa proteini Substrat(lar)?
Mycobacterium tuberculosis ABC DrrAB DA, DO, EB

MFS EfpA ?

MFS P55 AG, T

MFS Tap T

SMR Mmr E, AK, EB, TPP
M.smegmatis MFS LfrA FK, EB

? ? Izoniazid

M.fortiutum MFS Tap AG, T

aMFS; Major facilitator stper ailesi, ABC; ATP binding cassette stper ailesi.
°AG: aminoglikozid, DA: daunorubisin, DO: doksorubisin, E: eritromisin, EB: etidyumbromid,
FK: florokinolon, T: tetrasiklin, TPP: tetrafenilfosfonyum.

COKLU iLAG POMPA SISTEMLERININ iFADESININ
GENETIK REGULASYONU

Coklu ilag pompa sistemlerinin substrat profillerinin cok genis olmasi, bu tip
pompa sistemlerinin surekli olarak yiksek dizeyde ifadesinin, hicrenin normal
metabolitlerinin de hiicre disina pompalanmasina neden olabilecedini ve bunun
da hiicreye zararli olabilecegini distindlirmektedir. E.coli’de yapilan galismalar,
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AcrAB’nin ylUksek dlzeyde ifadesinin bakteri hiicresine toksik etkisi oldugunu
ortaya koymustur®. Bakterilerde 6zellikle RND ve MFS tipi transport proteinlerinin
sentezi, transkripsiyon seviyesinde kontrol edilmektedir. Bilindigi gibi bu protein
sUper aileleri, coklu ilag pompa proteinlerinin buyik cogunlugunun bagli oldugu
ailelerdir (Tablo I, lll). E.coli’de acrAB ve tolC transkripsiyonu hem lokal hem
de global mekanizmalarla kontrol edilmektedir. Lokal represér gen acrR, acrA
ve acrB genleri ile ayni kromozomal lokusta bulunmakta olup bu genin Granu
olan AcrR represor proteini, acrAB’nin promotor bélgesine baglanarak, acrAB’nin
yuksek diizeyde transkripsiyonunu énlemektedir* (Sekil 3). E.coli’nin tetrasikline
6zgl MFS tipi TetA pompa proteininin ifadesi de transkripsiyon seviyesinde
TetR represor proteini tarafindan lokal olarak kontrol edilmektedir. Normalde tetA
geninin promotor bdlgesine baglanan ve tetA transkripsiyonunu engelleyen bu
represor protein, ortamda tetrasiklin oldugunda, promotordan ayrilarak bu ilaca
baglanir. Promotor boélgenin serbest kalmasiyla tetA transkripsiyonu baslar ve
tetrasiklini hucre disina pompalayan TetA proteini sentezi artar®. Antimikrobiyal
ilac ve organik cozuculer gibi toksik bilesiklerin lokal represér proteine
baglanmasiyla sentezleri induklenen diger pompa sistemlerine 6rnek olarak,
P.aeruginosa’nin MexXY’si ve P.putida’nin toluenle indiklenen TgtABC’si 6rnek
olarak verilebilir (Tablo Il). P.aeruginosa’daki MexAB-OprM sisteminin genleri
olan mexA, mexB ve oprM ayni operonda bulunur ve bu operonun Ust kisminda
(upstream region) yer alan mexR geninin Grind (MexR) pompa proteinlerinin
transkripsiyonunu kontrol eder*. Bu bakterinin nalidiksik aside direncli nalB
mutantlarinda, mexR geninde bir mutasyon oldugu ve bu genin GrinG olan
proteinin etkin bir bicimde mexAB-oprM promotoruna baglanamamasi sonucu,
MexAB-OprM pompa sisteminin ifadesinin arttidi gdsterilmistir. P.aeruginosa’nin
normalde sessiz pompa sistemlerinden olan MexCD-OprJ de, represér geni
nfxB’deki mutasyon sonucu ylksek dizeyde ifade edilmektedir. Diger bir
sessiz pompa sistemi olan MexEF-OprN’nin digerlerinden farklilik gésteren
transkripsiyon seviyesindeki regtlasyonu ise nfxC mutantlarinda gdsterilmistir.
Sdyle ki; mexEF-OprN transkripsiyonunu indlkleyen pozitif regulatér protein,
MexT, normal kosullarda sentezlenmemekte ve dolayisiyla MexEF-OprN pompa
sistemi sessiz kalmaktadir. Ancak nfxC mutantlarinda, MexT sentezi artmakta,
bu da MexEF-OprN pompa sisteminin ekspresyonunu artirmaktadir. MexT
ayni zamanda imipenemin hucreye girisini saglayan OprD porininin sentezini
baskilayarak (negatif reglilasyon), bu tip mutantlarda gorulen yuksek duzey
karbapenem direncine yol agmaktadir®“.

Coklu ilagc pompa sistemlerinin ekspresyonunda, global regullasyon
mekanizmalari cok etkin rol oynamaktadir. Ornegin E.coli’de AcrAB-TolC
pompa sisteminin ekspresyonunu transkripsiyon seviyesinde artiran dort protein
(global aktivatér) bulunmustur: MarA, SoxS, Rob ve SdiA. MarA bir yandan
acrR transkripsiyonunu baskilayarak AcrAB pompa proteinlerinin sentezini
artinrken, diger yandan farkli bir kromozomal lokusta bulunan to/C geninin
transkripsiyonunu da indukleyerek TolC kanal proteini ifadesini artirmaktadir*
(Sekil 3). Ayrica MarA, E.col’nin ana porinlerinden biri olan OmpF’nin Gretimini
de baskilamaktadir. Salisilat, marA transkripsiyonunu indikleyen dolayisiyla
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AcrAB-tolC pompa ifadesinde artisa yol acan bir ajandir. E.coli’deki MarA’'nin
homologlar K.pneumoniae, N.gonorrhoeae, M.smegmatis’te de gosterilmistir.
Diger global aktivatérlerden SoxR ve Rob da, acrAB ve tolC’nin transkripsiyonunu
indtklemektedir (Sekil 3). Rob global aktivatér proteininin sentezinin, yag
asitleri ve safra tuzlan tarafindan indiklenmesi, E.coli’nin dogal ortaminda
bulunan bazi bilesiklerin nasil olup da ¢oklu ilac pompa sistemlerinin ifadesini
artirabileceg@ini gostermesi bakimindan dikkat cekicidir®48.

| SoxRS l I Rob I
marC marO marR marA  marB soxS soxR
- > > > < 94— —_—
*s S 4

safra tuzlar
yag asitleri

Salisilat
baglanmastyla
inaktivasyon

Sekil 3. AcrAB-TolC ekspresyonunun regulasyonu. acrAB operonu AcrR represér proteini
tarafindan negatif reglle edilmekte ve bdylece pompa sisteminin yiksek dizeyde
ifadesi engellenmektedir (sol alt). acrAB ve tolC genleri global aktivatorler tarafindan
ise pozitif regule edilmektedir (Seklin Ust kisminda gdsterilen MarA, SoxS ve Rob
aktivatorleri). Aktivatorler dikdortgen icinde (+) isaretiyle; represérler ise daire icinde
(-) isaretiyle gosterilmistir. MarA ve SoxS ekspresyonu, MarR ve SoxR represorleri
ile, Rob ise safra tuzlan gibi kiclk ligandlarla regule edilmektedir. Bu U¢ aktivator
ayni zamanda micF transkriptini artirarak, OmpF porin mRNA’sinin translasyonunu
inhibe eder, bdylece porin sayisi azalir. Sonugta bu Uc aktivatér protein hem AcrAB-
TolC pompa sisteminin ekspresyonunu artirarak hem de ayni zamanda OmpF porin
sentezini inhibe ederek coklu ila¢ direncinin ortaya cikmasina
neden olur (3 no.’lu kaynaktan uyarlanmistir).

COKLU iLAGC POMPA SISTEMLERININ iNHIiBITORLERI

Son yillarda bu pompa sistemlerinin Ustesinden gelebilecek ve bdylelikle
neden olduklarn c¢oklu ilag direncini ortadan kaldiracak bilesikler yogun bir
sekilde arastirilmaktadir. Bakterilerde ve Okaryot hucrelerdeki bu sistemleri
inhibe eden cesgitli bilegikler bulunmus olup bunlardan kalsiyum kanal
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antagonisti olan verapamil, memeli kanser hucreleri ve P.falciparum’da ¢oklu
ilac direncine yol acan pompa sistemlerini inhibe etmektedir®. Bir diger bilesik,
rezerpin de, hem memeli hicrelerinde hem de Gram pozitif bakterilerdeki,
NorA ve Bmr coklu ilag pompa proteinlerinin fonksiyonunu inhibe etmektedir.
Son zamanlarda bulunan bir diger NorA inhibitdéri de Berberis fremontii adli
bitkinin yapraklarindan elde edilen bir flavonoid olan “5’-methoxyhydnocarpine
dir®®. Gram negatif bakterilerde en sik ¢oklu ilag direncine yol acan RND tipi
pompa sistemlerini de inhibe eden cesitli molekuller bulunmus olup, bunlardan
“phenylalanyl-arginyl-B-naphthylamide”in (MC-207,110) P.aeruginosa’da MexAB
ekspresyonunu baskilayarak bakterinin florokinolonlar basta olmak Uzere cesitli
antimikrobiyal ilaglara duyarli hale gelmesine yol actigi gosterilmistir33. Pompa
inhibitorlerinin etkinlikleri hayvan modelleri Uzerinde de denenmektedir. Coklu
ilac pompalari Uzerindeki inhibitdr etkileri yUksek, buna karsin toksik etkileri
az ya da hi¢c olmayan pompa inhibitdrlerinin bulunmasi ya da gelistiriimesi,
coklu ilag direnci olan bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarla micadelede
onemli bir adim olacaktir.

TESEKKUR

Bu derlemenin hazirlanis asamasinda degerli katkilariyla beni yénlendiren
Prof. Dr. Guiner Soéyletire ve ayrica titiz ve analitik geribildirimleri igin Dr. Pinar
Sagiroglu ve Dr. Onur Karatuna’ya icten tesekkurlerimi sunarim.

KAYNAKLAR

1. Nikaido H. Preventing drug access to targets: cell surface permeability barriers and active
efflux in bacteria. Semin Cell Dev Biol 2001; 12: 215-23.

2. Nikaido H. Molecular basis of bacterial outer membrane permeability revisited. Microbiol Mol
Bio Rev 2003; 67: 593-656.

3. Li XZ, Nikaido H. Efflux-mediated drug resistance in bacteria. Drugs 2004; 64: 159-204.

4. Grkovic S, Brown MH, Skurray RA. Regulation of bacterial drug efflux systems. Microbiol Mol
Bio Rew 2002; 66: 671-701.

5. Nikaido H. The role of outer membrane and efflux pumps in the resistance of gram-negative
bacteria. Can we improve drug access? Drug Resistance Updates 1998; 1: 93-8.

6. Jeanteur D, Lakey JH, Pattus F. The bacterial porin super-family: sequence alignment and
structure prediction. Mol Microbiol 1994; 5: 2153-64.

7. Nikaido H, Rosenberg EY, Foulds J. Porin channels in Escherichia coli: studies with p-lactams
in intact cells. J Bacteriol 1983; 153: 232-40.

8. Rosenberg E, Bertenthal D, Nilles ML, Bertrand KP, Nikaido H. Bile salts and fatty acids induce
the expression of Escherichia coli AcrAB multidrug efflux pump through their interaction with
Rob regulatory protein. Mol Microbiol 2003; 48: 1609-19.

9. Rosner JL, Chai KJ, Foulds J. Regulation of OmpF porin expression by salicylate in Escherichia
coli. J Bacteriol 1991; 173: 5631-8.

10. Yoshimura F, Nikaido H. Diffusion of p-lactam antibiotics through porin channels of Escherichia
coli K-12. Antimicrob Agents Chemother 1985; 27: 84-92.

11. Charrel RN, Pages J-M, de Micco P, Malléa M. Prevalence of outer membrane porin alteration
in B-lactam-antibiotic-resistant Enterobacter aerogenes. Antimicrob Agents Chemother 1996;
40: 2854-8.



326 ILAC DIRENCINDE BAKTERI HUCRE DUVARI VE AKTIF POMPA SISTEMLERI

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Hasdemir UO, Chevalier J, Nordmann P, Pages JM. Detection and prevalence of active drug
efflux mechanism in various multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae strains from Turkey. J
Clin Microbiol 2004; 42: 2701-06.

Nikaido H, Nikaido K, Harayama S. Identification and charaterization of porins in Pseudomonas
aeruginosa. J Biol Chem 1991; 266: 770-9.

Quinne JP, Dudek EJ, Divincenzo CA, Lucks DA, Lerner SA. Emergence of resistance to imipenem
during therapy for Pseudomonas aeruginosa infections. J Infect Dis 1986; 154: 289-94.

Poole K. Efflux mediated resistance in gram-negative bacteria. Clin Microbiol Infect 2004;
10: 12-24.

Poole K. Efflux mediated resistance to flouroquinolones in gram positive bacteria and
mycobacteria. Antimicrob Agents Chemother 2000; 44: 2595-9.

Pradel E, Pagés JM. The AcrAB-TolC efflux pump contributes to multidrug resistance in the
nosocomial pathogen Enterobacter aerogenes. Antimicrob Agents Chemother 2002; 46: 2640-3.

Poole K. Efflux mediated resistance to fluoroquinolones in gram-negative bacteria. Antimicrob
Agents Chemother 2000; 44: 2233-41.

Mazzariol A, Tokue Y, Kanegawa TM, Cornaglia G, Nikaido H. High-level fluoroquinolone-
resistant clinical isolates of Escherichia coli overproduce multidrug efflux protein AcrA.
Antimicrob Agents Chemother 2000; 44: 3441-3.

Schneiders T, Amyes SGB, Levy SB. Role of AcrR and RamA in fluoroquinolone resistance in
clinical Klebsiella pneumoniae isolates from Singapore. Antimicrob Agents Chemother 2003;
47: 2831-7.

Kobayashi N, Nishino K, Yamaguchi A. Novel macrolide-specific ABC-type efflux transporter
in Escherichia coli. J Bacteriol 2001; 183: 5639-44.

Ziha-Zarifi 1, Llanes C, Kohler T, et al. In vivo emergence of multidrug-resistant mutants of
Pseudomonas aeruginosa overexpressing the active efflux system MexA-MexB-OprM. Antimicrob
Agents Chemother 1999; 43: 287-91.

Ochs MM, McCusker MP, Bains M, et al. Negative regulation of the Pseudomonas aeruginosa
outer membrane porin OprD selective for imipenem and basic amino acids. Antimicrob Agents
Chemother 1999; 43: 1085-90.

Tennent JM, Lyon BR, Midgley M, et al. Physical and biochemical characterization of the
gacA gene encoding antiseptic and disinfectant resistance in Staphylococcus aureus. J Gen
Microbiol 1989; 135 (pt 1): 1-10.

Kaatz GW, McAleese F, Seo SM. Multidrug resistance in Staphylococcus aureus due to
overexpression of a novel multidrug and toxin extrusion (MATE) transport protein. Antimicrob
Agents Chemother 2005; 49: 1857-64.

Tait-Kamradt A, Clancy J, Cronan M, et al. mefE is necessary for the erythromycin-resistance
M phenotype in Streptococcus pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother 1997; 41: 2251-5.

Jonas BM, Murray BE, Weinstock GM. Characterization of emeA, a norA homolog and
multidrug resistance efflux pump in Enterococcus faecalis. Antimicrob Agents Chemother
2001; 45: 3574-9.

Jarlier V, Nikaido H. Permeability barrier to hydrophilic solutes in Mycobacterium chelonae.
J Bacteriol 1990; 172: 1418-23.

Takiff HE, Cimino M, Musso MC, et al. Efflux pump of the proton antiporter family confers
low-level fluoroquinolone resistance in Mycobacterium smegmatis. Proc Natl Acad Sci U S A
1996; 93: 362-6.

Silva PE, Bigi F, de la Paz santagelo M, et al. Characterization of P55, a multidrug efflux pump
in Mycobacterium bovis and Mycobacterium tuberculosis. Antimicrob Agents Chemother 2001;
45: 800-4.



MiKROBIYOLOJi BULTENI 327

31. Viveiros M, Portugal |, Bettencourt R, et al. Isoniazid-induced transient high-level resistance
in Mycobacterium tuberculosis. Antimicrob Agents Chemother 2002; 46: 2804-10.

32. Lomovskaya O, Warren MS, Lee A, et al. Identification and characterization of inhibitors of
multidrug resistance efflux pumps in Pseudomonas aeruginosa: novel agents for combination
therapy. Antimicrob Agents Chemother 2001; 45: 105-16.

33. Stermitz FR, Lorenz P, Tawara JN. Synergy in a medicinal plant: antimicrobial action of
berberine potentiated by 5’-methoxyhydnocarpin, a multidrug pump inhibitor. Proc Natl Acad
Sci U S A 2000; 97: 1433-7.





