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1. GIRIS VE AMAC

Kinolonlar son yillarda, ozellikle Escherichia coli gibi Gram negatif
mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklerdir. Ancak son zamanlarda kinolon direnci bu suglarda hizli bir artis
gostermektedir. Kinolonlara karsi kazanilmis direng gelisimi ¢ogunlukla tek basamakli
spontan kromozomal mutasyonlarla olusmaktadir (1). Kromozomal mutasyonlar sonucunda;
DNA giraz ve Topoizomeraz IV’ de spesifik aminoasit yer degisikligi, dis membran
proteinlerinin kompozisyonunda degisiklik ya da disa atim pompalarinin yiiksek ekspresyonu
yoluyla ilacin bakteri igerisine aliniminin azalmasi ve kinolon hedef enzimlerinin ekspresyon
diizeyinde degisiklik meydana gelmektedir. Yakin tarihe kadar, kinolon direng
mekanizmalarinmn tiimiiniin kromozomal oldugu bilinirdi. Ik kez 1998 yilinda bir Kiebsiella
pneumoniae klinik izolatinda tanimlanan pMG252 plazmidini tasiyan kokenlerin kinolon
direncini daha kolay kazandiklar1 tespit edilmesi ile kromozomal mutasyonlarin yaninda
aktarilabilir kinolon diren¢ mekanizmalarinin varligi gosterildi (2). Plazmid aracili direng
mekanizmalari; kinolon hedef korumasi, enzimatik inaktivasyon, yavas biiylime ve disa atim
pompalarinda degisikliktir. pMG252 plazmidinin klonlanmasi sonucu, pentapeptid ailesine ait
bir proteini kodlayan ve gnr (gnrAl) ismi verilen gen bdlgesinin plazmid aracilt kinolon
direncine neden oldugu belirlenmistir (3). Bazi kinolonlarin enzimatik inaktivasyonuna ve
sonucta duyarliligin azalmasina neden olan aac(6’)-Ib-cr geni 2006 yilinda bulunmustur.
Diger plazmid aracili kinolon direncine neden olan gepA [Quinolone Qfflux Pump; Kinolon
Efluks Pompasi (qep)] geni ise geri atim pompalariin bir proteinini kodlayarak norfloksasin
ve siprofloksasin gibi hidrofilik kinolonlarin hiicre digina pompalanmasina neden olmakta,
boylece bu antibiyotiklerin minimal inhibitér konsantrasyonlarii (MIK) arttirmaktadir.
Bugiine kadar plazmid aracili kinolon direnci ile ilgili gnr, aac(6’)-1b-cr, gepA olmak iizere

ic gen tanimlanmistir (2).

Kinolonlarin klinik kullanima girmesinden itibaren yaklasik 40 yillik siirecteki
bilgilerimizin aksine kinolonlara direncin plazmidle iligkili olabildigi gnr genlerinin
gosterilmesiyle giindeme gelmis ve biiylik ilgi uyandirmistir. Boylece, bir¢ok antibiyotik
grubunda oldugu gibi kinolonlarin direncinden sorumlu genlerin de plazmidlerle
aktarilabiliyor olmasi, artan direng¢ oranlari ile sonuclanabilir. Bu antibiyotiklerin de yakin

zamanda klinikte kullanimin1 sinirlayabilir.



Escherichia coli tiirleri en sik iiriner sistem enfeksiyonu olmak iizere diyare, kolesistit,
kolanjit, batin i¢i apseler ve hatta menenjit gibi bircok enfeksiyonun etkeni olabilir. Ancak
siklikla tiriner sistem enfeksiyonlarinda ampirik olarak kinolon tiirevleri tercih edilmektedir.
Escherichia coli’ nin etken oldugu enfeksiyonlarda siklikla kinolon direnci tespit edilebilecegi
diisiiniilerek ¢alismamizda bu bakteri tiirlerinde plazmid aracili direng genlerinin arastirilmasi

hedeflenmistir.

Plazmid aracili kinolon diren¢ genlerinin molekiiler yontemlerle saptanabilmesi ve
prevalansinin takibi, gelecekte kinolon grubu antibiyotiklerin tedavi protokollerindeki yerine
151k tutmasi agisindan onemlidir. Bu calisma hastanemizde ilk kez plazmid aracili kinolon
direncinin arastirilacagi c¢alisma olmast nedeniyle, hastanemizde ampirik olarak kullanilan
kinolon gurubu antibiyotiklerin se¢imi konusunda klinisyenlere yol gosterici olacaktir. Halk

saglig1 agisindan akiler antibiyotik kullanimi konusunda faydali bir ¢alisma olacaktir.

Bu ¢aligmanin amact 2012 Ocak ve 2013 Aralik tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Bakteriyoloji Laboratuvari’nda
kinolon direnci tespit edilen Escherichia coli suslarinda plazmid aracili gnr, aac(6’)-Ib-cr ve

gepA direng genlerinin arastirilmasidir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. Tarihce

Escherichia coli (E. coli), Bacterium coli commune adi ile ilk kez 1885’ te Alman
Bakteriyolog Theodore Escherich (Resim 1) tarafindan enteritli bebeklerin digkilarinda
gosterilmistir. Escherich, bakteriyi tespit edebilmek icin, Robert Koch ile bakteriyoloji
alaninda ¢alismis olan Wilhelm Frobenius’ tan, bakterileri kiiltiiriiniin yapildigi ya da
petrilerde iiretildigi yeni teknikleri 6grenmistir. Koch’un varsayimlarina dayanarak Escherich,
bebeklerde enterite sebep olan seyin diskilarinda tespit edilebilecegini dngdérmiistiir (4). Daha
sonra 1919°da Castellani ve Chamer tarafindan izole eden kisinin ad1 verilerek Escherichia
coli olarak adlandirilmistir (5). 1945 yilinda bir ¢ocuk bakimevindeki ishal salginindan barsak
patojeni olan enteropatojenik E. coli (EPEC) susu tanimlanmistir (6). 1969°da Orta Dogu’daki
Ingiliz askerlerindeki ishal olgularinda enterotoksijenik E. coli (ETEC) suslar1 ve ayni1 yillarda
enteroinvaziv E. coli (EIEC) suslar izole edilmistir. Shiga toksin olusturan enterohemorajik
E. coli (EHEC) suslan ilk kez 1977 yilinda Konowalchuk ve ark. tarafindan farkli bir
patojenik tiir olarak tanimlanmistir (7). Ancak 1982’de ABD’de pismemis kiymadan
kaynaklanan zehirlenme olayiyla gidalar araciligi ile salginlara yol agtigi bildirilmistir (8).
Enteroagregativ E. coli (EAggEC)’nin ilk kez 1987°de ishale sebep oldugu anlasilmis ve doku

kiltlirlerinde kiimeler olusturmalari ile tanimlanmiglardir (9).
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2.2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Escherichia coli suslart ortalama 2-6 pum boy ve 1-1,5 um eninde diiz formda
basillerdir. Gram negatif, ¢ogunlukla hareketli, fakiiltatif anaerop, 1-2 mm ¢apinda S tipi
koloniler yapan bakterilerdir. Ozellikle 44 °C’ de iiremesi diger bakterilerden (Enterobacter

ve Serratia) ayrilmasini saglar.

Escherichia coli, glikoz, laktoz, maltoz, mannitol, ksiloz gibi sekerleri asit ve gaz
yaparak, siikroz, salisin, rafinoz gibi sekerlere olan etkisi degisken olup, adonitol, inozitolii
genellikle fermente etmezler. Nisastadan gaz olusturmazlar. indol pozitif, metil kirmizis1 testi
pozitif, Voges proskauer testi negatif olup, sitratli besiyerinde iireyebilirler. Boylece IMViC
testleri (++--) dir. Ureyi kullanmadif1 igin besiyerinde iire olusturmaz, KCN (potasyum
siyanid) testi negatiftir. Genellikle H,S olusturmaz. Laktoza etkilerinden yararlanilarak
yapilan cesitli besiyerlerinde kolaylikla tirer. Eozin metilen blue agar besiyerinde, laktoz,
eozin ve metilen mavisi boyalar1 bulunur. Laktoz parcalanarak olusan asit kolonilerin mavi-
siyah parlak rofleli gortinmesini saglar. Ayrica SS agar, MacConkey ve Endo agarda laktozun
kullanilmast sonucunda kirmizi renkli koloniler olusur. Kanli agar besiyerinde bazen

hemolizli koloniler olusur.

Dezenfektanlara, baz1 boya (Malasit yesili, Fuksin vb.) maddelerine, safra ve safra

tuzlarma ve %7 NaCl’ e kars1 duyarli, fakat 1s1 ve soguga direnclidir.
Escherichia coli, diger barsak bakterileri gibi ¢esitli antijenlere sahiptir. Bunlar;

e O Antijenleri: Somatik antijen olup, 1s1ya, kaynatmaya ve alkole dayanikli, formole
dayaniksiz, lipopolisakkarit yapisindadir. Bu antijene gore gruplara ayrilir.

e H Antijenleri: Kirpik antijenleri olup hareketli kokenlerde bulunur. Protein yapisinda
ve 100 °C’ de isitilmakla, alkol ve proteolitik fermentlerle dayaniksiz, formole
dayaniklidir. Bu antijen ile serovarlara ayrilir.

e K Antijenleri: Kapsiil antijeni olup, polisakkarit yapisinda ve 1s1ya dayaniklidir. 100 —
120 derecede bir iki saat kaynatmakla ortadan kaldirilabilirler. Bu antijene sahip
bakteriler somatik antiserumlari ile agliitinasyon olusturmaz. K antijeni ile serovarlara
ayrilir.

e Fimbria Antijenleri: Ozellikle mannoz direngli fimbriyalar1 bulunan bakterilerde

goruliir.



Escherichia coli, O, H, K antijenlerine gore tiplendirilerek O1s57:H7, O15:Ki:H7 seklinde
isimlendirilir. Ek olarak, bakteriyofajlarina gore faj tiplerine, bakteriyosin (Colisin)

salgilamasina gore tiplerine ayrilirlar.
2.3. Virulans Faktorleri

Escherichia coli, farkl1 dokular1 enfekte edebilmek icin yapisal faktorler veya hiicre
disina salgilanan toksinler, enzimler gibi pek ¢ok virulans faktorii tagimaktadir.

Degisik dokulara tutunma igin E. coli’nin ¢esitli adezyon molekiilleri vardir. Tip II
(mannoz direngli) fimbriyalardan olan kolonizasyon faktor antijenleri, P fimbriya ve X-faktor
tiropatojen E. coli kokenlerinde Onemli virulans faktorlerindendir (10). Tim virulans
faktorleri ile E. coli’ nin mukozal {iroepitelyuma kolonize olarak, inflamatuar reaksiyona yol
acmasina ve alt iiriner sistemden bobreklere ait bosluklara ve dokulara ilerlemesine imkan
yaratmaktadir.

Sistite neden olan ¢ogu E. coli suslar1 Tip I (mannoza duyarli) fimbriyaya sahiptirler
(11). Kolonizasyon faktor antijenleri [Colonization Factor Antigen; Kolonizasyon Faktor
Antijeni (CFA)] I ve II ve Tip I (Mannoz duyarli) fimbriyalar ile E. coli gastrointestinal
sistem hiicrelerine tutunarak, intestinal sistem hareketi esnasinda elimine edilmekten kurtulur
(12). S fimbriya ise sepsis ve menenjitli yenidoganlardaki E. coli suslari ile iligkilidir. N-asetil
noraminik asit polimeri olan K1 kapsiilii yenidogan menenjiti, bakteriyemi ve iiriner
enfeksiyonda rol oynar (13). O somatik antijenleri de E. coli’nin c¢esitli dokulardaki
reseptorlere baglanmasina katki saglayabilirler (10).

Virulans faktorleri kromozomda yer alan PAI [Pathogenecity Islands; Patojenite
Adalar1 (PAI)] veya plazmidlerde kodlanir. PAI hareketli ve biiyiikk bir genomik DNA

bolgesidir ve en az bir virulans faktorii tasimaktadir.

2.3.1. Yiizey Virulans Faktorleri

Temel olarak fimbriyal kokenli c¢esitli adezinlerden olusmaktadir. Fimbriyalar sag
benzeri ince, protein alt birimlerinden meydana gelmis yapisma organelleridir. Fimbriyalar
hiicre sitoplazmasindan kdken almistir ve hiicre membranindan disar1 ¢gikmaktadir. Bakterinin
epitelyuma tutunmasini saglar. Uroepitelyum hiicrelerinin glikoprotein veya glikolipid

kisimlarina baglanirlar.



2.3.1.1. Fimbriyal Adezinler

Idrar yolu enfeksiyonu ile iliskili E. coli suslarmda iki major fimbriyal adezyon
sistemi tanimlanmistir: PAP ve SFA (Tablo I). PAP [Pyelonephritis-Associated Pili; Piyelo-
nefrit Iliskili Pili (PAP)] adezin, P fimbriyalarin ucunda yer alir (14) (15). P fimbriya terimi
PAP adezinin insan eritrositleri ve iirotelyal hiicreleri {izerinde bulunan insan digalaktozid P
kan grubu determinantlarini tantyarak artmis adezyon sebep olmasindan koken almaktadir
(16).

Tablo I: Uropatojenik E. coli suslar1 tarafindan sentezlenen farkli adezinlerin karakteristik

ozellikleri
Bakteriyel Yapi Seliiler Reseptor
Adezin Pilin Operon Biyokimyasal | Hemagliitinasyon
(Fimbriya) Yap1
PAP G P Fimbriya pap Alpha-D-gal-(1- | Insan P kan grubu
4)-beta-D-gal
SFA S Fimbriya sfa Alpha-sialyl-(2- | Insan ve sigir
3)-beta-gal eritrositleri
AFA Fimbriya ile | afa Decay Insan eritrositleri
iligkisiz accelerating
factor (DAF)

Escherichia coli’ nin P fimbriyalarinin kan grubu determinantlarina baglanmasi
konagin enfeksiyona yatkinligi ile ilgili 6nemli sonuglar dogurmaktadir. Doku-kan grubu
antijenleri ekprese etmeyen kadinlarda, E. coli’ nin in vitro ortamda iirotelyal hiicrelere artan
oranda baglandig1 ve tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarmin daha sik gorildigi
gosterilmistir (17). Yine ayni grup hastalarda, E. coli’ ye yliksek avidite ile baglanan
proteinlerin iiretimine neden olan gal-globozid glikolipid reseptdrlerinin anormal caligmasi

olabilecegi one siiriilmiistiir (18).



2.3.1.2. Nonfimbriyal Adezinler

Nonfimbriyal adezinler, AFA (afimbriyal adezin)’ nin da i¢inde oldugu ¢ok c¢esitli
proteinleri igerir. Diger dnemli adezinler arasinda trimerik proteinlerin AT [Autotransporter;
Ototastyici (AT)] ailesi sayilabilir (19). Bu proteinlerden ikisi E. coli K-12 antijen 43 (Ag43a)
ile yiiksek oranda homologdur. Bu antijen, mesanede uzun donem E. coli sebati ile iligkili

olan biyofilm biiylimeyi gli¢lii olarak uyarmaktadir.

Bir E. coli susunda adezinlerin varligi lateks hemagliitinasyon gibi fenotipik
metodlarla belirlenebilir. Bununla birlikte, kiiltiiri yapilmis bakteride {iropatojenitenin
fenotipik ekspresyonu kaybolmus olabilir. Bunun sonucu olarak, bakteriyel kromozomal
DNA’daki pap, afa ve sfa operonlarinin tespitinde genetik ve molekiiler metodlara
bagvurulmustur (20). Bu da idrar yolu enfeksiyonlarinda bu adezinlerin sikligi ile ilgili daha

dogru sonuglar elde edilmesini saglamistir.

2.3.1.3. Fimbriya

Idrar yolu enfeksiyonlarindan korunmada fimbriyalarin roliiniin potansiyel olarak

onemli terapotik sonuglari vardir.

On sekiz E. coli susunun membran proteinlerini iceren gilinliik oral tablet ve 1s1 ile
oldiiriilmiis tiropatojenik E. coli suslarini igeren iki adet as1 formiilasyonu gelistirilmistir.
Ancak, sik kullanom gerektirmektedirler (21). Olasilikla, diisiik doz (non-bakterisidal)
antibiyoterapi  profilaksisi Urotelyuma fimbriyal adezyonu azaltarak, idrar yolu

enfeksiyonunun relaps sikligini azaltmaktadir.

2.3.1.3.1. Tip 1 Fimbriya

En fazla eksprese edilen virulans faktoriidiir. Uropatojen E. coli’ lerin %80’den
fazlasinda tiretilmektedir. Mannoza duyarli fimbriyalardir. Bakteriyel adezyonu, invazyonu ve
biyofilm olusmasin1 diizenlemektedir. Bu fimbriyalar, konak hiicre yiizeyinde bulunan
glikoprotein molekiillerindeki mono-oligosakkaritleri taniyarak baglanmaktadirlar. Tip 1
Fimbriya, inat¢1 enfeksiyonlarin olugmasi ve enfeksiyona karsi artmis inflamatuar yanit ile

iliskilidir (18).



Escherichia coli idrar kesesi epitelyumuna, adezyon alt birimlerinden olan FimH
adezinin mannoz reseptdriine tutunmasi ile baglanmaktadir. Sistite neden olmaktadir. Sadece
Tip 1 fimbriyasi olusturan suslar idrar yapma sirasinda idrarin yikayict etkisi ile idrar
kesesinden disar1 atilir. Tip 1 fimbriya ayrica idrarda normal olarak bulunan Tamm-Horsfall
proteinine de mannoz agisindan zengin olmasi nedeni ile tutunma 6zelligi gosterir (22). Tip 1
fimbriyalarin iiropatojenik E. coli’ nin, mesaneden bdbreklere asendan sekilde ulagmasini
engelleyen koruyucu bir mekanizma olan tireter kontraktilitesinin zayiflamasinda rol oynadigi

gosterilmistir (23) (24).

2.3.1.3.2. P Fimbriya

Uropatojen E. coli bakterilerinde en yaygin iiretilen ikinci virulans faktoriidiir.
Disakkarit P reseptorii (gal-gal) tasiyan P kan grubu antijenlerine baglanabilmesi nedeniyle bu
ad verilmistir. Pap A-K gen operonu tarafindan kodlanan degisik protein alt iinitelerinden
meydana gelen heteropolimerik liflerden olusmaktadir. Pap G adezini sayesinde bdobrek
hiicrelerine tutunmaktadir. Piyelonefritik E. coli izolatlarmin %80’den izole edilmistir. Idrar
yolu enfeksiyonu ve piyelonefrit patogenezini arttirmaktadir. P fimbriyalar oligosakkarit
reseptorlerine baglanma ile iligkilidir ayrica epitelyal hiicre aktivasyonu ve IL6-IL8

sitokinlerinin iiretimini indiiklemektedirler (25) (26).

2.3.1.3.3. S Fimbriya ve F1C Fimbriya

Alt tiriner sistem ve bobrekte bulunan epitel ve endotel hiicrelerine etkili bir sekilde
baglanmay1 saglamaktadirlar. Bakteriyemi yapan E. coli suslarinda daha sik rastlanmaktadir

(10).

2.3.1.3.4. Tip Dr Fimbriya

Escherichia coli tirleri DAF [Decay Accelerating Factor; Yikimi Artirict Faktor
(DAF)] adli tamamlayict diizenleyici bir protein sayesinde epitel hiicrelerini istila ederler. Bu
protein sayesinde E.coli tiirleri ¢ocuklardaki sistit (%30-%50) ve hamilelerdeki piyelonefrit
(%30) ile iligkilidirler (26).
2.3.1.4. Kapsiil



Kapsiil, fagositik yutulmaya karst koruma ve konaktaki kompleman iligkili
bakterisidal etkiyi saglamaktadir. Iki tipi bulunmaktadir: K1 ve K2. Bunlar doku bilesenlerine
kars1 molekiiler benzeme gostermekte bu sayede de immun cevaptan kagma

gerceklesmektedir (25).

2.3.1.5. Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkarit ~somatik antijenlere karst spesifik antikorlarin  sentezini
indiiklemektedir. Sitokin sentezini (IL1, TNFa) etkileyerek inflamatuar yanit1 arttirmaktadir.
Diger patojen antijenlere karsi olusan humoral immun cevabin diizenlenmesinde immuno-
adjuvant etki gdosterir. Lipopolisakkarit ayn1 zamanda endotoksin aktivitesi gostermektedir

(30).

2.3.2. Disa Salinan Virulans Faktorleri
2.3.2.1. a—Hemolizin

o—Hemolizin iiropatojen E. coli ’lerde en sik rastlanan virulans faktorlerinden bir
tanesidir. RTX [Tekrar Toksini; Repeat Toxin (RTX)] ailesine ait 6karyot hiicre membraninda
por olusturan bir toksindir. Is1 degisken bir hiicre dis1 proteinidir. Plazmid veya kromozomal
kokenli olabilir. Hedef hiicreler eritrositlerin yaninda, 16kositler, endotel ve bobrek epitel
hiicrelerdir. Toksin ve kalsiyum baglanmast por olusumu i¢in Onemlidir. Bu olusum
sitoplazmik komponentlerin serbest kalmasina sebep oldugu i¢in toksinin yiiksek miktarlari
hiicreleri lizise ugratir. Hemolizin {retimi; en fazla (%49) olmak iizere piyelonefrit
hastalarindan alinan suslarda goriilmektedir. Bunu (%40) oraninda sistit hastalarindan alinan

suslar izlemektedir (25) (26) (27).

2.3.2.2. Sitotoksik Nekroz Yapici Faktor 1 (CNF1)

. Sitotoksik nekroz yapici faktér 1 olasi tiropatojenik virulans faktorlerden biridir.

Fagositoz ve apoptozis ile iligkilidir. Konak dokularda direkt sitotoksiteye neden olmaktadir.



2.3.2.3. Salgisal Ototransporter Toksin (SAT)

Salgisal ototransporter toksin piyelonefritik E. coli suslari ile iligkili bir serin proteaz
oto-tastyicisidir. Mesane veya bobrek orjinli hiicrelere karsi toksik aktivite gostermektedir

(25).

2.3.2.4. Sitolizin A

Sitolizin A konak hiicre apoptozisi ve hiicre siklusunu durdurma aktiviteleri

gostermektedir.

2.3.3. Sideroforlar

Sideroforlar diisiik molekiiler agirlikta olan molekiillerdir. Ferrik (Fe*®) demire karsi
yiiksek bir ilgileri vardir. Demir baglanmis sideroforlar reseptdrler araciligi ile siderofor-
demir kompleksin bakteri membranindan ve sitoplazmadan gegisini kolaylagtirmaktadir.
Sinirl demir varligi, bakteriyel patojenlerin istilasina kars1 dnemli bir konak savunmasidir. E.
coli suslar1 aerobik metabolizma ve ¢ogalma i¢in demire ihtiya¢c duyar. (25) (27) (28).
Bakteriyemi yapan E. coli suslart hemolizin aktivasyonu ile eritrositlerden bol miktarda

hemoglobin agiga ¢ikardigi i¢in siderofora ihtiya¢ duymazlar (10).

2.4. Escherichia coli Enfeksiyonlar1 ve Klinik Onemi

Escherichia coli giinlimiizde toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli
etkenleri arasinda yer almaktadir. Mikrobiyoloji laboratuvarinda en sik izole edilen ve hemen
her organ ve dokuda enfeksiyon olusturabilen patojen E. coli’ lerin enfeksiyonlari mukozal
yiizeylerde smirli kalabildikleri gibi dissemine de olabilir (9). Immun sistem bozukluklari,
sindirim sistemi savunma mekanizmalarindaki bozukluklar gibi durumlarda patojen olmayan
E. coli’ler de enfeksiyon etkeni olabilir (29) (30). Enteropatojenik suslarla olusan ishaller,
{iropatojenik suslarla olusan idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), neonatal menenjit, sepsis, karmn
ici enfeksiyonlari, yara yeri ve akciger enfeksiyonlar1 E. coli’lerin olusturdugu baslica

hastaliklardir (10) (29).
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Intestinal sistem dis1 enfeksiyonlar icinde E. coli’ler en sik IYE’ ye neden olurlar (9).
Uropatojenik suslar virulans faktdrleri ile 6nce iiriner mukoza hiicrelerine tutunup kolonize
olmakta, daha sonra invazyon gostererek asemptomatik bakteriiiri, akut semptomatik IYE,
tekrarlayan IYE gibi tablolari olusturmaktadirlar (9). Toplum kaynakli IYE genellikle asendan
enfeksiyon seklinde baslar ve once lretrit sonra sistit; enfeksiyonun yukariya ilerlemesiyle
birlikte bobrekte piyelonefrit ve ciddi doku hasar1 yapabilir.

Escherichia coli tirleri ile hastane kaynakli enfeksiyonlar c¢ogunlukla {iriner
kateterizasyon veya iriner sisteme yapilan diger girisimleri takiben gelisir ve iirosepsise
neden olabilir. Erigkin yastaki sepsis olgularinin yaklasik %25°1 iirosepsistir ve ciddi sepsis ve
septik sok tanili hastalarin yaklasik %10-30’unda kaynak IYE’ dir (31).

Escherichia coli tirleri hastane kaynakli pndomoniye neden olan baglica
mikroorganizmalar arasinda bildirilmektedir (10). Bununla birlikte kronik akciger hastaligi
olanlar, yashlar, diyabetikler gibi immun direnci diisiik olanlarda agiz sekresyonlarinin
aspirasyonuyla toplum kaynakli olarak da goriilebilir. Hastalarda ampiyem ve bakteriyemi de
gelisebilir (9). Escherichia coli 6zellikle hastane ortaminda cerrahi yara enfeksiyonlari, ¢esitli
organlarda abse, septik artrit, osteomiyelit, endokardit, tromboflebit, prostatit, endoftalmit,
siniizit gibi pek ¢ok klinik tabloya yol acabilir (10).

Yenidogan E. coli menenjitin mortalite orant 1970°1i yillardan bu yana her ne kadar
%350 oraninda azalmis olsa da %10-15" lik mortalite ile diinyada 6nemli bir saglik problemi
olmaya devam etmektedir. Ek olarak, bahsi gegen siire icerisinde morbidite oranlar1 goreceli
olarak aym kalmustir (32). Insidans1 1000 canli dogumda 0,25-0,32 kadar diisiik olmasina
ragmen yenidogan akut bakteriyel menenjitlerinde, Streptococcus agalactia’dan sonra en sik
karsilasilan etkendir (33). Etken olan suslarin %80 kadarinda kapstiler K1 antijeni bulunur
(13).

Escherichia coli’ nin barsakta enfeksiyon olusturan tiirleri; Enterohemorajik E. coli
(EHEC), Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Enteropatojenik E.
coli (EPEC), Enteroagregativ E. coli (EAggEC), Diffiiz adherent E. coli (DAEC) dir.

2.4.1. Enterohemorajik E. coli (EHEC)

Ozellikle Ois7:H7 susu ile olusan enfeksiyonlar dnemlidir. Az pismis et iiriinleri,
kontamine su ve yiyecekler ve pastdrize edilmemis siit ile bulasir. Insandan insana bulas bir

diger bulas yoludur. 100’den az bakterinin alinmasi enfeksiyon i¢in yeterlidir. Bu
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enfeksiyonlarda sulu ishali takiben hemorajik kolit ve %5-10’unda hemolitik iremik sendrom
(HUS) veya trombotik trombositopenik purpura (TTP) gelisebilir. Virulans faktorleri olarak
Shiga benzeri toksin-1 ve Shiga benzeri toksin-2 (SLT-1, SLT-2) ve bunlarin varyantlar
saptanmistir. Hemolitik iremik sendrom, 6zellikle 10 yasin altindaki ¢ocuklarda akut bobrek
yetmezligi, hemolitik anemi, trombositopeni ve merkezi sinir sistemi belirtileri ile seyreden

ciddi bir tablodur. Cocuklardaki HUS etiyolojisinde en sik etken %90 ile EHEC’ e aittir (34).

2.4.2. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Enterotoksijenik E. coli dzellikle gelismekte olan iilkelerde infant ishalinin 6nemli bir
nedenidir. Ayn1 zamanda erigkinlerde de turist diyaresine neden olmaktadir. Sulu diyare ile
belirti veren hastalikta, 1siya duyarli labil toksin (LT) ve 1siya direncli stabil toksin (ST)
olmak tizere iki tip enterotoksin su ve elektrolit kaybina neden olmaktadir. Bu enterotoksinler

kolera benzeri agir tablolara yol acabilir (35).

2.4.3. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

Enteroinvaziv E. coli’ nin 6zellikleri Shigella suslar ile cok benzerdir. Intestinal
mukoza hiicrelerini istila eder, hiicre i¢i ¢ogalarak komsu hiicrelere yayilir. Sigellozdan,
glukoz ve ksilozu fermente etmesi ile ayrilir. Etken DNA probu ile tespit edilebilir ancak cogu

laboratuvarda ¢alisilamamaktadir.

2.4.4. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

Enteropatojenik E. coli infantil diyare etkeni olan ancak enterotoksin veya shiga toksin
iiretmeyen ve invaziv olmayan bazi E. coli serotipleri olarak siniflandirilmistir. Karakteristik
olarak intestinal mukoza epiteline yapisip hiicreyi ‘imha’ eder. Gelismekte olan {tilkelerde,
ozellikle 6 aydan kiiglik ¢ocuklarda hem sporadik ishal hem de salgin etkenidir. Normal

mikrovillus yapisinin bozulmasi ile gelisen malabsorbsiyon ve kansiz diyareye sebep olur.

2.4.5. Enteroagregativ E. coli (EAgEC)

Enteroagregativ E. coli Hep-2 hiicre kiiltiirlerinde gosterdigi spesifik agregatif

adherens paterni ile tanimlanir. Diinyanin bir¢ok yerinde ve her yasta goriliir. Sili, Brezilya,
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Hindistan ve Banglades gibi gelismekte olan {ilkelerdeki cocuklarda kronik diyarelere,
gelismis iilkelerde akut ishallere ve seyahat ishallerine neden olmaktadir (36) (37).

2.4.6. Diffiiz Adherent E. coli (DAEC)

Diffliz adherent E. coli ¢ocuklarda siireklilik gdsteren diyarelere neden olur. Hiicreye
adezyon yolu ile yapistiklari gibi diffiize de olurlar. Hep-2 hiicrelerine diffiiz adherens paterni
sadece bu grupta gosterilmistir. Cesitli calismalarda, DAEC enfeksiyonlar1 ile 1-5 yas

arasindaki ¢ocuklardaki sulu ishalin 6nemli oranda birlikteligi gosterilmistir (35).

2.5. Tedavi

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii [Clinical and Laboratory Standards
Institue; (CLSI)] Enterobactericeae ailesine etkili olan antimikrobiyallerin duyarliliklarinin
bildiriminde ve tedavide kullanimini diizenlemek i¢in dort gruptan olusan bir siniflandirma
yapmustir (Tablo II). Bu siniflandirmaya goére Grup A, tedavide birinci segenek olan
antimikrobiyalleri igcermektedir. Bu gruptaki antimikrobiyallere karsi diren¢ saptanmis ise
Grup B’deki antimikrobiyaller tedavide kullanilabilir. Eger bu gruptaki antimikrobiyallere de
diren¢ saptanmis ise o zaman Grup C’deki antimikrobiyaller tedavi se¢enekleri olabilir. Grup

U’daki antimikrobiyaller ise sadece liriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilabilir.
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Tablo II: Enterobactericeae ailesine etkili olan antimikrobiyallerin siniflandirilmasi

Grup A Grup B Grup C Grup U

Ampisilin* Piperasilin Aztreonam Lomefloksasin
Veya
Ofloksasin
Norfloksasin

Sefazolin Amoksisilin/Klavulanik | Seftazidim Sefalotin
asit Seftarolin
Ampisilin/Sulbaktam
Piperasilin/Tazobaktam
Tikarsilin/Klavulanik
asit

Gentamisin Amikasin Tetrasiklin Sulfonamid
Tobramisin Kloramfenikol

Sefepim Trimetoprim
Sefotaksim Nitrofurantoin
Veya
Seftriakson
Sefotetan
Sefoksitin
Sefuroksim
Siprofloksasin
Levofloksasin
Doripenem
Ertapenem
Imipenem
Meropenem
Trimetoprim/
Sulfametoksazol

Escherichia coli menenjitinde, kolesistit/kolanjitte seftriakson ve pndmonisinde
seftriakson gibi 3. kusak sefalosporinler, pndmonide alternatif olarak florokinolonlar; batin i¢i
apselerde anaeroblar1 da kapsayacak sekilde ampisilin sulbaktam veya sefoksitin; ciddi
enfeksiyonlarda piperasilin tazobaktam, imipenem veya meropenem kullanilabilir. E coli
yaninda anaerobik etkenleri de kapsamak amaciyla levofloksasine ek olarak klindamisin veya

metronidazol tercih edilebilir.

Escherichia coli’ nin sebep oldugu turist diyaresi gibi enterik enfeksiyonlarda
doksisiklin, trimetoprim siilfametoksazol (SXT, kotrimoksazol), florokinolonlar ve rifaksimin

onerilmektedir. Bu ilaglarin diyare siiresini 24-36 saat kisalttigt gosterilmistir. EHEC
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enfeksiyonlarinda antibiyotikler kullanisli olmamakla birlikte HUS’e sebep olma olasiligi

nedeniyle 6nerilmemektedir.

Komplike olmayan E. coli sistiti tek doz antibiyotik veya 3 giinliik florokinolon,
kotrimoksazol veya nitrofurantoin ile tedavi edilebilir. Tekrarlayan E. coli sistitinde (>2
atak/y1l) florokinolon, kotrimoksazol veya nitrofurantoin ile siirekli veya postkoital profilaksi
uygulanmaktadir. Komorbid durumu olan (6rnegin diyabet, >65 yas veya yakin zamanl IYE
Oykiisli) komplike vakalar 7-14 giinliik levofloksasin, 3. kusak sefalosporin veya aztreonam

ile tedavi edilebilir.

Geng kadin hastalardaki akut komplike olmayan E. coli piyelonefritlerinde 14 giinliik
florokinolon veya kotrimoksazol tedavisi Onerilmekte; perinefritik apseli veya prostatitli
hastalarda ise en az 6 haftalik tedavi siiresi gerekmektedir. E. coli sepsisi ise en az 2 haftalik

antibiyoterapi gerektirmektedir.

Doksanl1 yillarin ikinci yarisindan itibaren ¢oklu ilaca direngli, CTX-M enzimleri gibi
GSBL (Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz) iireten Enterobacteriaceae (en ¢ok E coli)
toplum kokenli IYE’ nin 6nemli bir etkeni olarak ortaya ¢ikmustir. Bu bakteriler, bu tip
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan (penisilinler, sefalosporinler) ve daha
ciddi enfeksiyonlar icin saklanan (florokinolonlar, gentamisin) antibiyotiklere direng
gostermistir. CTX-M pozitif bakterilerin yayilmast ile toplum kokenli enfeksiyonlarin
tedavisine olan bakis agis1 degismis ve uygulanmasi muhtemel olarak goriilen oral antibiyotik
kullanimini sinirlandirmistir. Bu yeni bakis agisi ilk segenek antibiyotiklere klinik olarak yanit

alinamayan hastalarda bu durumun hemen akla getirilmesini saglamistir (38).

Ampirik antimikrobiyal tedavi klinik tabloya yol agmasi muhtemel olan tiim etkenleri
kapsayacak sekilde olmalidir. Bununla birlikte, bu durum 6zellikle hastane kosullarinda genis

spektrumlu antibiyotiklerin kullanimini arttirmistir.

2.6. Antimikrobiyal Ajanlar

Antimikrobiyal ajanlar bakteriyel enfeksiydz hastaliklarin kontrol ve tedavisinde
kullanilan ana terapotik araglardir. Modern Tip’ta kullanilan ilk antimikrobiyal bilesikler,

mantarlarin Penicillium genusundan elde edilen penisilinler veya bakterilerin Streptomyces

15



genusundan elde edilen streptomisin gibi yasayan organizmalardan {iretilmistir. Organik
kimyanin ilerlemesi ile sulfa ilaglar ve kinolonlar gibi bir¢ok antimikrobiyal ajan artik
kimyasal sentez yoluyla olusturulabilmektedir. Antimikrobiyal ajanlar bakterisidal ya da
bakteriyostatik etkilerine gore siiflandirilabilir (39). Bakterisidaller bakteriyi direkt olarak
oldiiriirken, bakteriyostatikler bakterinin boliinmesinin engeller. Pratikte, bahsi gecen iki
ozellik de bir bakteriyel enfeksiyonun sonlanmasini saglayabilmektedir. Antimikrobiyallerin
siniflandirilmasi etki mekanizmalarina goére de yapilabilir (40). Etki mekanizmalar1 arasinda
hiicre duvari sentezinin bozulmasi (beta-laktamlar), protein sentezi inhibisyonu (makrolidler),
niikleik asit sentezi ile etkilesim (kinolonlar), bir metabolik yolagin inhibisyonu
(kotrimoksazol) ve bakteriyel membran yapisinin pargalanmasi (polimiksinler) sayilabilir

(Tablo III) (41).

Tablo III: Antimikrobiyallerin etki mekanizmalar1 (41).

Mekanizma Antimikrobiyal

Hiicre duvari sentezinin bozulmasi Beta-laktamlar: penisilinler, sefalosporinler,

karbapenemler, monobaktamlar

Glikopeptidler: vankomisin, teikoplanin

Protein sentezi inhibisyonu

e 50 S ribozomal subunite baglanma Makrolidler, kloramfenikol, klindamisin

30 Srib | subunite bagl
y fibozomal subunite baglama Aminoglikozidler, tetrasiklinler

Niikleik asid sentezi ile etkilesim

e DNA sentezi inhibisyonu Kinolonlar
e RNA sentezi inhibisyonu ) )
Rifampin
Metabolik yolak inhibisyonu Siilfanomidler, folik asit analoglar1

Bakteriyel hiicre membraninin parcalanmasi | Polimiksinler, daptomisin
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2.7. Bakteriyel Antimikrobiyal Diren¢

Son 50 y1l boyunca hem tip hem de veterinerlikte antimikrobiyallerin (bazen de yanlis)
kullanimi, antimikrobiyal tedaviye yanit vermeyen bakteri suslarinin meydana gelmesine
sebep olmustur (42). Antimikrobiyal direng¢ bir¢ok farkli mekanizma sonucu gelismektedir:
(1) antimikrobiyallerin hedef bolgelerine baglanmasini engellenmesi ile sonuglanan bakteriyel
hiicre duvari/membranit permeabilitesindeki degisiklikler; (2) antimikrobiyallerin aktif olarak
hiicre disina pompalanmasi; (3) hedef bolgede mutasyon; (4) antimikrobiyal ajanin enzimatik
olarak yikilmasi veya modifikasyonu ve (5) antimikrobiyal ajan tarafindan inhibe edilen

alternatif metabolik yolaklarin modifikasyonu (Tablo IV) (41).

Tablo IV: Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalari (41).

Diren¢ Mekanizmasi Etkilenen Antimikrobiyal

Antimikrobiyal ajanin modifikasyonu Aminoglikozidler, kloramfenikol ve beta
laktamlar

Hedef bolgede degisim ya da bdlgenin | Aminoglikozidler, beta-laktamlar,

korunmasi makrolidler, kinolonlar, rifampisin,

trimetoprim ve tetrasiklin

Azalmis antibiyotik akiimiilasyonu

e Azalmis uptake Bircok antibiyotik (kinolonlar)

Art d | fluk:
* mis disa pompalama (efluks) Tetrasiklin, makrolidler, kinolonlar ve

kloramfenikol

Metabolik yolagin degistirilmesi Siilfanomidler, trimetoprim

Bakteriler, intrinsik olarak bir ya da daha fazla antimikrobiyal grubuna direncli
olabilirler ya da de novo mutasyon veya diger organizmalardan diren¢ genlerinin alinmasiyla
antimikrobiyallere kars1 direng kazanabilirler (40). Intrinsik direng, bir tiiriin tiim iiyelerinde
goriilen, o tiiriin fizyolojik veya biyokimyasal yapisinin bir fonksiyonu olarak goriilen dogal

bir fenomen olarak agiklanabilir (43). Ornegin, Enterococci, penisilin baglayan proteinlere
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kars1 azalmis baglanma afinitesi olmasi nedeniyle intrinsik olarak sefalosporinlere direnclidir.
Ote yandan, edinilmis direng, diizenleyici ya da yapisal genlerin mutasyonu sonucu ve/veya
yabanci bir diren¢ geninin kazanilmasi sonucu olusabilir (43). Edinilmis direng, tiirlin

tiimiinde degil, ancak duyarli bir 6nciilden tlireyen bir bakteri soyunda goriiliir.

2.7.1. Antimikrobiyal Direncin Horizontal Transferi

Sekanslanan ¢ogu bakteriyel genom, farkli kaynaklardan elde edilmis DNA
segmentleri igermektedir (44). Horizontal olarak elde edilen bu DNA pargalarinin genellikle
organizmaya selektif avantajlar saglayan, antibiyotik direnci, virulans ve biyolojik yikim
yolaklar1 gibi fonksiyonlar1 kodladig: tespit edilmistir. Horizontal gen transferi i¢in en sik 3
mekanizma: (1) transformasyon, bakterinin ortamdaki serbest DNA’ y1 direkt olarak almasi;
(2) transdiiksiyon, bir bakteriden digerine bir bakteriyofaj ile bakteriyel DNA transferi ve (3)
konjugasyon, hiicre-hiicre temas kurularak genetik materyalin aktarilmasi sayilabilir. Birgok
sayida farkli DNA parcalar1 bakterilerdeki direng gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (44).
Bu genetik elemanlar igerisinde plazmidler, transpozonlar, genomik adalar, faj, integronlar ve

gen kasetleri yer almaktadir.

2.7.2. Plazmidler

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak replikasyon yapan ekstra-kromozomal
DNA molekiilleridir (45). Tipik olarak siiperkoil yapida, sirkiiler ve ¢ift sarmallidirlar.
Bununla birlikte, Borrelia ve Streptomyces’te lineer plazmidler de bulunmustur (45). Tek bir
hiicrede, biiylik plazmidler i¢in genellikle bir kopyadan, yiizlerce kopyaya kadar plazmid
bulunabilir. Hiicreler birden fazla plazmid tipi barindirabilir. Besten birkag yiiz kilobaz ¢iftine
kadar farkli boyutta olabilirler ve genellikle bakteriyel biiyiime i¢in elzem olan RNA
polimeraz, ribozomal alt birimler veya trikarboksilik asid dongiisiinde yer alan enzimlerin
sentezi gibi bakteri i¢in hayati dnem arz eden fonksiyonlar1 kodlamazlar. Bunun yerine,
plazmidler antibiyotik direnci aktaran genler gibi bakteriye selektif avantajlar sunabilecek
genlerin aktariminda rol oynarlar. Plazmidler ile tasinan diger fonksiyonlar: antibiyotiklerin
sentezi, bakteriyel patogenezde sorumlu toksin ve proteinlerin sentezi, degisik karbon

kaynaklarindan faydalanmay1 saglayacak enzimlerin sentezi ve agir metallere direngtir.
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Bazi plazmidler aktarilabilirdir. Bu plazmidler hiicreler arasinda kendilerinin ve diger
DNA elemanlarinin transferini saglayan genleri (ra genleri) tasir (46). Transkonjugasyon en
sik bu tip plazmidler vasitasiyla gerceklesir. Baz1 plazmidler ise sadece hareket ettirilebilirdir.
Bu plazmidler ise transfer i¢in gerekli olan proteinlerin sadece bir kismini kodlarken, bir
bakteriden digerine aktarilirken aktarilabilen plazmidlerin yardimina ihtiya¢ duyarlar (46).

Direng genleri tagtyan plazmidlere R plazmidleri denir (43). Ilk olarak R faktorii
olarak adlandirilan bu plazmidler ilk kez 1950 wyilinda Shigella flexneri suslarinda
kesfedilmistir (47). Bu tarihten itibaren, artan bir sekilde hem Gram-pozitif hem de Gram-
negatif bakteriyel patojenler ve kommensal organizmalar ile iliskilendirilmislerdir. Neredeyse
klinik kullanimda olan tiim antibiyotikler i¢in plazmid iliskili diren¢ genleri saptanmustir;
buna yeni ¢ikan kinolonlar da dahildir. Tek bir plazmidin es zamanl olarak birden fazla
antibiyotige kars1 diren¢ gelisimine aracilik edip farkli bakteriyel tiirler arasinda
paylasilmasina sebep olmasi seyrek degildir (43). Direng genlerinin taginmasina ek olarak,
plazmidler transpozon ve integronlar gibi antimikrobiyal direngte Onemli rol oynayan

elemanlarin tasinmasinda arag¢ olarak gorev gorebilir.

2.7.3. Transpozonlar

Transpozonlar bolgeye 6zel ekleme ve c¢ikarmalarin yapilabildigi, bolgeye 06zel
transpozazi kodlayan mobil, genetik DNA elemanlaridir (44). Ug farkli transpozon tipi
mevcuttur: Insersiyon sekans elemanlari, kompozit transpozonlar ve non-kompozit
transpozonlar.

Transpozonlar, rastgele aktarilan plazmidlerin transferi sirasinda veya fajin
transdiiksiyonu yoluyla bir¢ok farkli bakteri tiirline aktarilabilir. Ayrica, bazi transpozonlarin
kendisi konjugasyon yapabilir veya faj olusturmak ic¢in indiiklenebilir (43). Konjugasyon
yapan transpozonlarin dondr hiicrenin genomundan ayrilma, yakindaki bir bakteri ile
konjugasyonu kolaylastirma, konjugasyon sonras1 alict kromozom veya plazmid i¢ine entegre

olma yetenekleri vardir.

2.7.4. Gen Kasetleri ve Integronlar

Gen kasetleri, bir genetik bolgeden digerine hareket esnasinda meydana gelen ayrik,

serbest, sirkiiler yapida, replikasyon yapmayan DNA molekiilleridir (48). Gen kasetleri sadece
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entegre olduklarinda integronlar i¢inde yer alirlar. Normalde sadece bir gen ve 59 baz eleman
ad1 verilen, attC adinda spesifik bir rekombinasyon bolgesi olarak islev goren kisa bir sekans
tagirlar. Kasetler kii¢iik, normalde 500-1000 bp boyutlarindadir. Gen kasetleri {izerinde
tasiman genler genellikle promotordan fakirdir ve integron flizerindeki bir promotordan
eksprese edilirler.

Integronlar, gen kasetlerini yakalama ve mobilize etme yetenekleri olan fakat kendileri
hareketli olmayan genetik elemanlardir (48) (49). Bir integron (1) integraz adli bir enzimi
kodlayan ve bolgeye spesifik rekombinasyon olaylarini diizenleyen (integraz integrondan gen
kasetini kesip integrona yapistirmay1 saglar); (2) Attachment Integron teriminin kisaltmasi
olarak aftl adinda bir bolge (gen kasetleri seklindeki ek DNA’nin entegre olmasini saglar)
iceren genetik eleman olarak tanimlanir. Kasetlerin {izerinde taginan genler i¢in promotorlar
genellikle intl geninin i¢inde bulunurular.

Integronlar iki ana grupta incelenebilir: cogunlukla antibiyotiklere karsi direng
saglayan genleri kodlayan gen kasetleri tasiyan ve hem kromozom hem de plazmid tizerinde
bulunabilen integronlar ve kromozomlarda yerlesmis olan ve bircok fonksiyona sahip gen
kasetlerini igeren siiper-integronlar (49).

Ik siiper integronlar V. cholerae’ da bulunmus ve Smf 4 integronlar olarak
tanimlanmistir (49). Her ne kadar siiper-integronlar ¢ok biiyiikk olup ylizlerce agik okuma
cergeveleri igerebilse de Shewanella oneidensis’ te bulunan siiper-integronlar sadece 3 adet
gen kaseti icermektedir. Bir¢ok bilim adami bu siiper-integronlari, direng integronlari ig¢in gen

kaseti rezervuari olarak degerlendirmektedir.

2.8. Kinolonlar

Kinolonlar tipta ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde 1960°‘l1 yillardan beri kullanilan
genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Bu grubun ilk iiyesi olan nalidiksik asit, 1962’de
antimalaryal bir ajan olan klorokinin saflagtirilmasi1 esnasinda elde edilen ara iiriinden
tretilmistir. Nalidiksik asit, dar spektrumlu bir ilag olup idrarda yiiksek yogunluklara
ulasabildiginden IYE’ ye sebep olan ¢ogu Enterobacteriaceae iiyesine karsi kullanimi 6ne
cikmigtir. Kinolonlarin yillar igerisinde yapisinin  gelistirilmesiyle etki spektrumu
genisletilmis, dolayisiyla da kullanimi1 yayginlagsmistir. Oral ve intravendz kullanilabilmesi,

yiikksek oral biyoyararlanimi, dokularda yiliksek konsantrasyona ulasabilmesi, genis etki
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spektrumu, yiiksek etki giicii, diisiik yan etki ve iyi tolere edilmeleri nedeniyle de klinikte sik

tercih edilen ajanlardan olmuslardir (50).

2.8.1. Kimyasal Yapi

Klinik kullanimdaki tiim kinolon tiirevleri, 1. pozisyonda bir azot, 4. pozisyonda bir
karbonil grubu ve ilk halkanin 3.pozisyonundaki karbon atomuna bagli bir karboksil

grubunun bulundugu ¢ift halkali bir yapidan olusur (Sekil 1).

Nalidixic amd

e @ "

1 N

mJ A W
Clprofloxacm Norfloxacin
\/N He $lo} A HN ° A
PD161144 PD161148

I H,C

N Y\N N
e o) A HN\)HC o A
Moxnfloxacm Gatifloxacin

Sekil 1: Kinolonlarin biyokimyasal yapisi (http://aac.asm.org)

Cesitli ikili halka yapilar1 (cinnoline [1. ve 2. pozisyonda azot atomlari],
pyridopyrimidine [1, 6, ve 8. pozisyonda azot atomlar1], ve 2-pyridone [ikili halka yapisinin
birlesim yerinde bir azot atomu]) gelistirilmis fakat, ikinci halkada 8. pozisyonda bir karbon
atomu bulunduran kinolonlar ve ayn1 yerde bir azot atomu bulunduran naftiridinler en yaygin

kullanilanlar olmustur (51).

Nalidiksik asid 1-etil ve 7-metil degisken gruplarmi iceren bir 1,8-naftiridin
molekiiliidiir (Sekil 1). Potens, 6.pozisyonda flor eklenmesi ile biiylik oranda arttirilmistir.
Gram negatif etkinlik ise ek olarak 7.pozisyonda piperazinil (norfloksasin, enoksasin,
siprofloksasin), metil-piperazinil (perfloksasin, ofloksasin, lomefloksasin, fleroksasin,
temafloksasin, levofloksasin, grepafloksasin, gatifloksasin) veya dimetil-piperazinil
(sparfloksasin) grubu eklenmesiyle artirilmigtir. Piperazin halkasindaki 1-metil grubu

genellikle artmis oral biyoyararlanim ile iliskilendirilmistir. Yedinci pozisyonda yer alan
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pirolidinil (tosufloksasin, klinafloksasin, gemifloksasin) veya ikili halka gruplan
(trovafloksasin, moksifloksasin, sitafloksasin) Gram pozitif bakterilere karst etkinligi
arttirmaktadir.  Bilesiklerin  bir kismi  (sparfloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin,
gemifloksasin) orijinal olarak siprofloksasin i¢in tanimlanan ve Gram negatif bakterilere karsi
etkinligi ytikselten 1-siklopropil grubunu kullanmaktadir. Temafloksasin, tosufloksasin ve
trovafloksasinde bulunan 1-diflorofenil grubu da gram pozitif etkinligi artirmaktadir.
Ofloksasin ve levofloksasinde 1. ve 8. pozisyonlar1 birbirine kopriileyen ek bir halka
bulunmaktadir. Bu halka ofloksasinde asimetrik karbon atomu tasidigindan dolay1
stereoizomerik form olusturmaktadir. Boylece, ofloksasin biri bakterilere ve saflagtirilmig
DNA giraza kars1 etkinliginden sorumlu, iki stereoizomerin rasemik bir karisimi haline
gelmektedir. Levofloksasin ofloksasin stereoizomerlerinden daha potent oldugu i¢in, in vitro
ortamda ofloksasine gore iki kat daha fazla potense sahip oldugu tahmin edilmektedir. Besinci
pozisyonda, hidrojen atomunun bir amino grubu (sparfloksasin) veya bir metil grubu
(grepafloksasin) ile degistirilmesi ile Gram pozitif bakterilere karsi etkinligi artirmaktadir.
Sekizinci pozisyonda bir halid (klor-klinafloksasin, floro-sparfloksasin ve sitafloksasin) veya
bir metoksi (gatifloksasin) grubu eklenmesi ile anaerobik bakterilere karsi etkinlik artirilmistir

(52) (53).

Nalidiksik asit ve sinoksasin gibi ilk {iretilen kinolonlarin (1.kusak) antimikrobiyal
aktivitesi aerobik Gram-negatif bakterilere karsi miikemmel iken, Gram-pozitif ya da
anaerobik bakterilere kars1 ayni etkinlik elde edilememistir (54). Norfloksasin, siprofloksasin,
ofloksasin, levofloksasin, lomefloksasin ve perfloksasinin yer aldig1 ikinci kusak kinolonlar
hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal etkinlik gdstermis

ancak anaerobik bakterilere karsi etkinlik elde edilememistir.

Altinct pozisyondaki karbon atomuna flor eklenmesi ile ilk ‘florokinolon’ olan
norfloksasin elde edilmistir. Grepafloksasin, gatifloksasin, sparfloksasin ve temafloksasin gibi
ticlincii kusak kinolonlarin tiretilmesi ile Gram-pozitif bakterilere, 6zellikle de pndmokoklara,
kars1 daha giiclii etkinlige ulasilmis, buna ek olarak da kuvvetli anaerobik etkinlik elde
edilmistir. Dordiincii kusak kinolonlarin da (trovafloksasin, klinafloksasin, sitafloksasin,
moksifloksasin ve gemifloksasin) yeterli anaerobik etkinligi ve artmis pnomokokkal etkinligi

mevcuttur (Tablo V) (51)
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Tablo V: Kinolonlarin jenerasyonlara gore gruplandirilmasi (51)

Jenerasyon Ornek
Birinci kusak Nalidiksik asit
Ikinci kusak Norfloksasin, Siprofloksasin*, Ofloksasin, Levofloksasin
Uciincii kusak” Sparfloksasin, Gatifloksasin, Grepafloksasin
Dordiincii kusak" Trovafloksasin, Moksifloksasin, Gemifloksasin

*Pseudomonas aeruginosa’ ya karsi en potent
AStreptococcus pneumoniae ve anaeroblara kars1 daha potent
"Streptococcus pneumoniae ve anaeroblara karsi en potent

2.8.2. Kinolonlarin Molekiiler Etki Mekanizmalari

Cift sarmal yapidaki sirkiiler bakteri DNA’ sinin tek ya da her iki sarmalimi da
kesebilen, supercoilleri agan ya da ortadan kaldirabilen, daha sonra kesilmis DNA pargalarini
birlestirebilen bircok sayida bakteri DNA topoizomerazlari tespit edilmistir. DNA giraz ilk
kez 1976'da Gellert ve ark. lan tarafindan tanimlanmistir (55). DNA giraz enzimi iki A
(GyrA) alt birimi ve iki B (GyrB) alt biriminden olugsmaktadir. A alt birimleri gyrA ve B alt
birimleri gyrB geni tarafindan kodlanmaktadir. DNA replikasyonunun terminal déneminde
ana DNA'ya bagli yavru DNA’nin kopmasindan topoizomeraz IV sorumludur. Topoizomeraz
IV, iki ParC ve iki ParE alt birimlerinden olusmaktadir. ParC alt birimlerini parC geni, ParE
alt birimlerini ise parE geni kodlamaktadir. ParC ‘nin GyrA ve ParE min GyrB ile yapisal
benzerligi bulunmaktadir (52).

Kinolonlar, topoizomeraz II (DNA giraz) ve topoizomeraz [V’ iin ¢alismasini inhibe
ederek islev goriirler. Gram-negatif bakteriler i¢in kinolonlarin primer hedefi DNA girazken,
Gram-pozitif bakterilerde bu hedef topoizomeraz IV’ tiir (54). Kinolonlar giraz/topoizomeraz
IV-DNA kompleksine baglanarak etki gosterirler. Kinolon-giraz/topoizomeraz IV-DNA
kompleksinin olugmasi DNA replikasyonunun inhibisyonundan sorumludur. Bu kompleks
ayrica kinolonlarin bakteriyostatik etkisinin de olusumunu saglamaktadir (56). Aslinda DNA
sentezinin inhibisyonu tek basma bakteri Oliimii i¢in yeterli degildir. Olasilikla yeni
sentezlenen bir takim gen {riinlerinin de hiicre 6liimiinde rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Ancak bu gen iirlinleri heniiz tespit edilememistir. Bu konudaki diger bir teori de kinolonlarin
bakterisidal etki gostermeleri icin bakteriyel otolizinleri indiiklenmesidir. Dolayisiyla
kinolonlarin bakterisidal etkinliginde eslik eden farkli mekanizmalarin da rol oynadigi

bildirilmektedir (52).
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Insan hiicrelerinde DNA giraz bulunmayip ayni gérevi bu enzime benzeyen baska bir
topoizomeraz II tiirli yerine getirmektedir. Klinik kullanimda olan kinolonlarin bu enzimlere
etkinligi, bakteri DNA girazininkine gore 54-2460 kat daha diisiiktiir. Bu durum, kinolonlarin
bakterisidal etkilerini secici olarak sadece bakteride olusturmalarini ve insan hiicresi lizerinde
belirgin bir toksik etki yapmamalarini agiklamaktadir (57).

Birinci kugak kinolonlar iiriner enfeksiyonlarin tedavisinde, nalidiksik asit basilli
dizanteri tedavisinde 1960'l yillarda kullanilmaya baslanmistir. Ulkemizde ilk kez 1986'da
ofloksasin ruhsat almig, bunu digerleri izlemistir (52). Kinolonlarin minimum bakterisidal
konsantrasyonlar1 genellikle MIK degerlerinin 2-4 kati kadardir ve 6ldiirme hizlari ilag
konsantrasyonu ile dogru orantiidir. Ancak MIK degerlerinin 30 katindan fazla olan
konsantrasyonlarda protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki olusturmaktadirlar
(51). Yeni kusak kinolon tiirevleri, genitoiiriner, gastrointestinal, solunum sistemi
enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonlarmin yani sira deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, menenjit, endokardit, oftalmik enfeksiyonlar gibi pek c¢ok enfeksiyon

tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (54).

2.8.3. Kinolonlara Diren¢ Mekanizmalar:

Kinolonlar ile bakteriyel enfeksiyonlara karsi elde edilen basari, bu ilaglarin artan
oranda ve kapsami genisletilerek kullanilmasma neden olmustur. Bu durum da, bu
antimikrobiyallere karsi direngte artisa yol agmustir (51). Diinya’nin bir¢cok bolgesinden
kinolonlara kars1 yiiksek oranlarda direng gelistigi bildirilmistir (58) (59).

Kinolon direnci genellikle asamali sekilde gergeklesen kromozomal mutasyonlar
sonucu olusmaktadir (60). Giinlimiize kadar 3 adet kromozom aracili kinolon direng
mekanizmast tanimlanmistir: kinolonlarin hedef bolgelerinde degisiklikler ve membran
impermeabilitesi ya da efluks pompa sistemlerinin asir1 ¢aligmasi yiiziinden kinolonlarin

azalmis akiimiilasyonu.

2.8.3.1. Ila¢c Hedefinde Degisiklige Yol Acan Mutasyonlar

Bakterilerin ¢ogu DNA giraz ve topoizomeraz [V enzimlerinin her ikisine de sahiptir.

Ancak, cok az sayida bakteride sadece DNA giraz enzimi vardir. Kinolonlar, Gram-negatif
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bakterilerde, topoizomeraz IV’ e gore giraz enzimini daha gii¢lii inhibe ederler. Kinolon
direncine neden olan mutasyonlarin ¢ogu giraz enzimini kodlayan genlerde olmaktadir. Genel
olarak tek bir enzimin mutasyonu 10 katlik ilag¢ direnci saglamakla beraber, yiiksek diizey
direncli suslarda (yaklasik 10-100 kat) genellikle her iki enzimde mutasyonlar olmaktadir
(61).

Giliniimiizde en iyi bilinen kromozomal mutasyonlar GyrA alt {initesinde goriilen
mutasyonlardir. Direngli bakterilerde, enzimin amino ucundaki aktif bolgesinde bulunan
tirozin molekiliiniin (Tyr-122) c¢evresi GyrA’daki aminoasit degisimlerinin en sik
gerceklestigi  bolgedir (62). gyrA ’da Ala67-GInl06, gyrB ’de ise Asp426-Lys447
aminoasitleri QRDR [Quinolone Resistance Determining Region: Kinolon Direnci Belirleyici
Bolge (QRDR)] olarak bilinmektedir. Hedef bolge degisiklikleri baskin bir sekilde, aminoasit
degisiklikleri yoluyla kinolonlarin baglanmasinin zayiflatilabildigi ve bunun sonucunda
kinolon direnci gelismesine neden olan, topoizomeraz iizerinde DNA baglama yiizeyinin bir
boliimii olan QRDR bolgesinde olmaktadir (60). Aktif bolgede meydana gelen mutasyonlar
enzimin hedef bolgeye baglanmasini etkileyerek kinolonlara duyarlilikta azalmaya dolayisiyla
da dirence neden olmaktadir (63).

Gram negatif bakterilerde gyrA °‘da ortaya cikan tek mutasyonlar DNA girazin
duyarliliginda azalmaya neden olur. Bu durum, nalidiksik asite kars1 yiiksek seviyeli dirence
neden olur. Fakat florokinolonlarda yiiksek diizeyde direng elde edebilmek icin gyrA ve/veya
diger topoizomeraz genleri gibi genlerde ek mutasyonlar gereklidir. Serin 83-Triptofan veya
Losin degisimi, GyrA ’da en sik goriilen mutasyondur (64). Florokinolonlara yiiksek diizeyde
direngli izolatlarda, GyrA ‘da 83’ncii kodondaki mutasyonla birlikte bir diger mutasyon da
87’inci kodondaki aspartatta gézlenmektedir. Bununla birlikte, Ser83’te tek mutasyon tasiyan
izolatlar, Asp87°de tek mutasyon tasiyanlara gore florokinolonlara daha yiiksek direngli
olmaktadir (63).Bu alanin hidrofobik yapisinin mutasyon nedeniyle degismesi sonucu GyrA
alt tinitesinde lokal farklilik meydana gelmektedir (65).

gyrB geninde, gyrA ’ya oranla mutasyonlar daha seyrek goriilmektedir. QRDR olarak
bu gen bolgesinde, Asp426 ve Lys447 kodonlar1 tanimlanmistir. Asp426’da meydana gelen
mutasyonlarin tiim kinolonlara kars1 diren¢ saglamakta, ancak Lys 447 mutasyonlarinin,
nalidiksik asit gibi asidik kinolonlara karsi diren¢ sagladigi, siprofloksasin gibi amfoterik
kinolonlara kars1 ise duyarlilikta artisa neden oldugu gosterilmistir (65). Yine de gyrB

geninde olugsan mutasyonlara bagli gelisen direng tiim kinolonlara kars1 olmayabilir.
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Kinolonlarin bir diger hedef enzimi olan topoizomeraz IV’ te mutasyonlar parC ve
parE genlerinde olugmaktadir. Topoizomeraz IV genindeki mutasyonlar DNA giraz geninde
mutasyon olusmamis ise sessiz kalirlar ve MIK artisina neden olmazlar. Eger DNA giraz ya
da topoizomeraz IV genlerinin birinde mutasyon meydana gelirse diger gendeki mutasyonun
ortaya ¢ikma olasiligt artar ve direng yiiksek diizeyde gelisir. Boylelikle yeni kusak
kinolonlara da diren¢ meydana gelebilir (66).

Topoizomeraz [V’te mutasyonlar siklikla ParC bolgesinde meydana gelmektedir.
Vabhsi tipte ParC bolgesinde serin 80-fenilalanin veya tirozin ile degisimi en yaygin gozlenen
mutasyondur. Bu mutasyonlar bazi florokinolonlara 8 kat diren¢ artisina sebep olur.
Kinolonlara direngli Shigella flexneri, Haemophilus influenzae ve E. coli kdkenlerinde parC
mutasyonlart gosterilmistir. Gram-negatif bakterilerde parE ’deki aminoasit degisimlerinin

kinolon direncine 6nemli oranda katki saglamadigi ortaya konmustur (60).

2.8.3.2. Ila¢ Birikimini Azaltan Mutasyonlar
2.8.3.2.1. Membran Permeabilitesinde Azalma

Membran permeabilitesinde azalma, kromozomal mutasyonlar sonucu Gram-negatif
bakterilerin dis membran porinlerinde olusan degisiklikler nedeniyle ortaya ¢ikan bir direng
mekanizmasidir. Kinolonlarin hiicre i¢ine girmesi, dis membrandaki porinler araciligi ile
olmakta, porin proteinlerinde degisiklige yol acan mutasyonlar kinolonlarin dis membrandan
girisini azaltarak hedef enzimlere ulagimlarini kisitlamaktadir. E. coli ’de OmpA, OmpC ve
OmpF gibi dig membran porin proteinlerinin ekspresyonundaki azalis membran gegirgenligi
azaltmaktadir (60). Bu diren¢ mekanizmasi beta-laktamlar, tetrasiklinler ve kloramfenikol gibi

diger antibiyotikler i¢in de gegerlidir (65).

2.8.3.2.2. Aktif Pompalama ile Antibiyotigin Disart Atilmast

Son yillarda florokinolonlarin hiicre iginde etkin konsantrasyona ulasmasini
engelleyen temel mekanizmanin aktif pompa sistemleri oldugu ortaya konmustur. Hem Gram-
pozitif, hem de Gram-negatif bakteriler 6zgiil olmayan, enerji bagimh aktif pompa (efluks)
sistemlerine sahiptir. Aktif pompa sistemlerinden bazilar1 yapisal iken, bazilar1 mutasyonla
indiiklenebilir 6zellik tagir. Pompa sistemleri, substratlar1 olan ilaglardan herhangi birinin

kullanima ile indiiklenebilir ve tiim substratlara kars1 direng gelisimine neden olur.
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Pompa sistemlerinden AcrAB-TolC sistemi, E. coli ‘de kinolonlarin hiicre digina
atilmasinda ana rolii tistlenmektedir. Bu pompa sistemi, E. coli ‘nin dogal direncinde rol
oynar ve bu pompa sistemini yiliksek diizeyde eksprese eden suslarda florokinolonlara ve
diger ajanlara yiiksek diizeyde direng gelisir. acrR geninde (acrAB baskilayict bir gen olan)
meydana gelen mutasyonlar pompa aktivitesini artirmaktadir (65).

Direngli klinik E. coli izolatlarda hedef degisikligi ile birlikte aktif pompa aktivasyonu
genellikle birlikte bulunmaktadir. Ancak fonksiyonel bir pompa sistemi bulunsa bile, gyrA ‘da
gelisen tek mutasyon orta derecede dirence neden olmakta, hatta bu izolatlar klinik olarak
duyarl kabul edilebilmektedirler (MIK<1 pg/ml). gyrA ‘da ikinci bir mutasyon veya eslik
eden parC mutasyonu ise klinik dirence yol agmaktadir (MIK>4 pg/ml). Genellikle daha

direncli izolatlar daha fazla mutasyon icermektedir (67).

2.8.3.3. Hiicreyi Ilacin Letal Etkilerinden Koruyan Plazmid Aracil Diren¢ Genleri

Plazmid iliskili kinolon direncinin varligir ilk olarak 1998 yilinda, Alabama
Universitesi’ndeki bir hastanm idrar 6rneginden 1994 yilinda izole edilen siprofloksasine
direncli bir K. pneumoniae izolatinda kesfedilmistir. Bu plazmidle E. coli ve diger Gram-
negatif bakterilere, PMQR [Plasmid-Mediated Quinolone Resistance; Plazmid Aracili
Kinolon Direnci (PMQR)] transferi yapilabildigi gosterilmistir (68). Kinolonlara direncte yeni
bir donem agan bu caligmada susta saptanan pMG252 plazmidinin kinolonlara, beta-
laktamlara, aminoglikozitlere, siilfonamidlere, trimetoprim ve kloramfenikole diren¢ genlerini
tasidign goriilmiistiir. Test edilen tiim kinolonlarin MIK degerini yiikseltmesi, kinolonlarin
intraselliiler konsantrasyonlaria etki etmemesi, dig membran porininin ekspresyonunu ve E.
coli tiirlerinde gyrA, gyrB, parC, ompF, ompC ya da marR mutasyonlariyla birlikte direnci
arttirmasi1 nedeniyle yeni bir diren¢ mekanizmasi olarak isimlendirilmistir (69). Plazmid
araciligiyla aktarilan bu direng genine gnr(gnrAl) ismi verilmistir. gnr geni, 218 aminoasitten
olusan tekrarlayan pentapeptid ailesine ait bir Qnr proteinini kodlamaktadir. In vitro olarak,
saf hale getirilmis Qnr proteinin DNA giraz veya topoizomeraz [V’e baglanarak bu enzimleri
siprofloksasinin inhibisyonundan korudugu gosterilmistir (70). Bunlar1 takiben, yiiksek
diizeyde siprofloksasin direnci gozlenen bir bolge olan Sangay’da yapilan bir ¢alismada E.
coli klinik izolatlarinda gnr geni tespit edilmistir (71).

Alabama ve Sangay’daki gnr geni tasiyan plazmidlerin birbirlerinden ¢ok farkli

olmalarina ragmen, gnr gen aminoasit dizilimlerinde tek bir niikleotid farki oldugu
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gosterilmistir. Daha sonra gnr geni Amerika Birlesik Devletleri’'nde, K. Pneumoniae (72) ve
E. cloacae (73) izolatlarinda tespit edilmistir. Ardindan Misir (74), Kore (75) ve Hollanda’dan
(76) yapilan bildirimlerle gnr ’in genis bir cografi alana yayildig1 gozlenmistir. gnr genleri,
SHV, CTX-M, FOX, KPC, VEB, OXA, DHA gibi bir¢ok farkli tipte beta-laktamazla birlikte
bulunmalar1 yaninda, aadAl, aadA2, dfrAl, dfrAl2, cmlAl, catB2, aac(6’)-1b-cr, sull gibi
birgok farkli antimikrobiyal diren¢ geni ile de taginir ve ORF513 yakininda integron benzeri
bir yapida yer alir (77). gnr proteini tek basina diisiik diizey kinolon direncine neden olmasina
ragmen, kromozomal mutasyonlarin birlikte olmasi yiiksek diizey kinolon direncine yol

agmaktadir (78).
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Sekil 2: Kinolon diren¢ mekanizmalari (http://www.intechopen.com)
2.8.3.3.1. Qnr Genleri

Ilk saptanan PMQR determinanti gnrAl, ¢oklu ilag direnci olan K. pneumoniae
izolatlarinda FOX-5 tipi beta laktamaz kodlayan 56 kb’lik pMG252 plazmidi arastirilirken
bulunmustur. Daha sonra bu plazmidle transkonjugatlara, kinolonlara kars1 diisiik seviyeli
direng transferi yapilabildigi gosterilmistir (68). Transkonjugatlarda nalidiksik asit,

norfloksasin, siprofloksasin, klinofloksasin, levofloksasin, pefloksasin ve trovafloksasin i¢in
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MIK degerlerinin 4 ila 16 kat arttig1 saptannugtir. Anlamli klinik direng olusturacak kadar
MIK artisgina sebep olmamasina ragmen yiiksek diizey kinolon direncinin seleksiyonunu
kolaylastirmaktadirlar ~ (79). pMG252  plazmidinin  kinolonlara,  beta-laktamlara,
aminoglikozitlere, siilfonamidlere, trimetoprim ve kloramfenikole direng geni tasidigi
goriilmiistiir (2). gnrAl’in tekrarlayan pentapeptid ailesine ait 218 aminoasitlik bir proteini
kodladig1 belirlenmistir (69). Bu proteinlerin biyokimyasal islevi tam olarak ortaya
konulamamustir.

Giliniimlize kadar literatiirde gittikce artan sayida gnr determinantlart (plazmid
yerlesimli ya da degil) yayimlanmigtir. Karigikligi onlemek ve ortak bir dil olusturmak
amaciyla 2008 yilinda bir veri bankas1 kurulmustur (www.lahey.org/qnrStudies) (80). gnrA
nin ardindan 2005 yilinda gnrS, 2006 yilinda gnrB, 2008 yilinda gnrC, 2009 yilinda da gnrD

genlerinin varlig bildirilmistir. Su ana kadar bu veri bankasinda 8 adet gnrA, 88 adet gnrB, 1
adet gnrC, 2 adet gnrD, 9 adet gnrS, 7 adet gnrVC determinanti yaymlanmigtir. Bazt Gram-
pozitif veya Gram-negatif bakterilerin kromozomlarindaki gnr genleri, bakterinin bas
harflerinin eklenmesi ile adlandirilmaktadir. Ornegin Enterococcus faecalis’ te bulunan
Efsqnr (81), Photobacterium profundum’ a ait Ppgnr (82), Vibrio parahaemolyticus’ ta
bulunan Vpgnr (83).

Kromozoma yerlesik gnr ve iliskili proteinlerin filogenetik analizi gnr homologlarinin
en az 92 Gram-negatif, Gram-pozitif ve zorunlu anaerobik bakteri tiirliniin genomunda
bulunabilecegini gostermistir. mfpA geninin kodladig1 gnr iliskili pentapeptid tekrar proteini
(PRP), en az 19 Mycobacterium ve bir¢ok Acinetobacter tiiriinde tespit edilmis ancak
fonksiyonu anlasilamamistir (84). gnr proteinlerinin tip II topoizomeraz1 koruyan veya SOS
cevabinda rol oynayan bir tiir antitoksin oldugu ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte, gnrB
proteinlerinin dogal olusan DNA hasarlayict ajanlardan hiicreyi koruyucu 6zelligi olmasi
muhtemeldir (85). gnr’ m bu genis dagilimi, kinolonlarin klinik kullanima girmeden 6nceki
donemi isaret etmektedir. Hatta gnrB genleri ilk kez 1930 yilinda izole edilen Citrobacter

freundii suglarinda tespit edilmistir (86).
2.8.3.3.1.1.. Etki Mekanizmast

gnr genlerinin kesfedilmesinden sonra 6 biiyiik gnr familyasi belirlenmistir: gnrA,
qnrB, gnrC, gnrD, gnrS ve gnrVC. gnrA, gqnrS, gnrVC ve ozellikle gnr B; gnrC ve gnrD’ den
farkli olarak multipl alleller icermektedir. Qnr proteinleri PRP [Pentapeptide Repeat Protein;
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Pentapeptid Tekrar Proteini (PRP)] ailesinin {iyeleridirler ve ard arda tekrarlanan aminoasid
sekanslarindan olusurlar (87). PRP ailesinin ilk iiyesinin 3 boyutlu yapisi, Mycobacterium
tuberculosis’ ten elde edilen florokinolon direng proteini (MfpA) igin belirlenmis ve
pentapeptid tekrarlarinin farkli olarak sag tarafli quadrilateral beta sarmal seklinde katlandigi

tespit edilmistir. MfpA, DNA giraza baglanarak aktivitesini inhibe etmektedir.

gnrA, direkt olarak DNA’ ya baglanmasi, girazin DNA’ya baglanmasini azaltmasi,
kinolonlardan topoizomeraz IV’ii korumasi nedeniyle kinolonlarin DNA giraz1 inhibe etme
yetenegini geriye c¢evirebilir (88). Ayrica DNA giraz holoenzimine ve alt birimleri olan Gyr A
ve GyrB’ ye baglanabilir. Bu baglanma gevsemis DNA, siprofloksasin ve ATP’ nin olmadig1
ortamda gergeklestiginden, bir enzim-DNA-kinolon kompleksine ihtiyag duymaz (70).

gqnrB, gnrA ile %40, gnrS ile %37 oraninda aminoasit benzerligi gostermekte ve 226
aminoasitten olusmaktadir. Ik olarak 2002 yilinda Giiney Hindistan’da CTX-M-15 beta-
laktamazini iireten bir K. pneumoniae susunda tanimlanmistir (89). gnrC, Cin’de iriner
sistemden 2008 yilinda izole edilen bir Proteus mirabilis susunda saptanmistir (90). gnrD,
2009 yilinda Cin’de 2006-2007 yillarinda insandan izole edilen Salmonella enterica serovar
Bovismorbificans (n:3) ve Kentucky (n:1) suslarinda saptanmistir (91). gnrS proteini, gnrA
gibi 218 aminoasitten olusmakta ve gnrA ile %58 aminoasit benzerligi gdstermektedir. Tk
kez, Japonya’da 2003 yilinda bir besin zehirlenmesi sirasinda izole edilen Shigella flexneri

susunda tespit edilmistir (92).

gnr proteinlerinin  koruyucu aktivitesinin sinirlanmasina sebep olan, aynen
kinolonlarin yaptig1 gibi DNA iizerindeki giraz1 yarikli kompleksler i¢ine hapseden 2-piridon
ABT-719, kinazolin-2,4-dion PD 0305970 ve spiropirimidintrion pirazinil-alkinil-
tetrahidrokinolin gibi bilesiklerin varligt gnr proteinlerinin kinolon spesifik olmadigini
diisiindiirmektedir (93). gnr genleri, SHV, CTX-M, FOX, KPC, VEB, OXA, DHA gibi bir¢ok
farkli tipte beta-laktamazla birlikte bulunmalar1 yaninda, aadAl, aadA2, dfrAl, dfrAl2,
cmlAl, catB2, aac(6’)-Ib-cr, sull gibi bir¢ok farkli antimikrobiyal diren¢ geni ile de
iligkilendirilmistir (94) (95) (96).
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2.8.3.3.1.2. Onr Genlerinin Dogal Roliiniin Diizenlenmesi

Cevresel sartlar gnr genlerinin ekspresyonunu etkileyebilir ve dogal fonksiyonlari
hakkinda ipuglar1 sunabilir. SOS sistemi bakterinin kinolon gibi antimikrobiyal ajanlarin da
neden oldugu, saldir1 altinda oldugu durumlarda bagvurdugu miithis bir dogal stratejidir (97).
gnrB ve gnrD varyantlarinin da i¢inde bulundugu bazi gnr genleri promotor bolgelerinde bir
LexA-baglanma bolgesi tagir. LexA, DNA hasarina karsi SOS cevabinda merkezi diizenleyici
olarak rol oynar. Bu gnr genleri SOS cevabi siiresince LexA/RecA-bagimli sekilde regiile
edilir ve SOS sisteminin iyi bir indiikleyicisi oldugu bilinen siprofloksasin ile indiiklenebilir.
Ekspresyon, siprofloksasin ve mitomisin C gibi DNA hasarlayic1 ajanlara maruziyet ile 9

katina kadar ¢ikarilabilir (98).

Florokinolonlarla ek olarak, beta-laktamlar veya trimetoprim de SOS bagiml
regiilasyonu kullanarak gnrB veya gnrD transkripsiyonunu indiikleyebilir (98). Bu bilgiler
1s181nda, gnr genlerinin dogal rolii hakkindaki soru yine de cevapsiz kalmaktadir. Bazi roller
asagidaki bakis acilariyla iligkilendirilmistir: (1) S. algae, S. maltophilia ve Vibrionaceae
ailesi gibi tiirlerde kromozomal yerlesimli gnr genlerinin var olmasi, gnr genlerinin patojenik
bakteriler tarafindan, igme suyu ya da diger g¢evresel ortamlarda yasayan
mikroorganizmalardan edinildigini diisiindiirmektedir; (2) gnr proteinlerinin DNA giraz ve
topoizomerazi dogal olusan toksinlerden koruyan bir antitoksin oldugu 6ne siiriilmiistiir (99).
Ancak gercekten koruyan teorik toksin heniiz bulunamamistir; (3) plazmid kaynakli gnrB
allelleri SOS yanitinda gorev alan LexA baglanma bolgelerini tasir. Bu yilizden gnrB’ nin
hiicreyi dogal olusan DNA hasarlayan ajanlardan korumada dogal bir gorev aldigi tahmin
edilmektedir (100); (4) S. algae ’'nin biliyime durmast boyunca soguk sok gnrA
ekspresyonunu indiikler. Bu durum Shewanella’ nin diisiik sicakliklara adaptasyonunu

saglamadan katkida bulunmaktadir (85).
2.8.3.3.2. Diger PMQOR Genleri
2.8.3.3.2.1. Kinolonlarin Asetilasyonufaac(6°)-1b-cr]

Aminoglikozid asetiltransferazin bir varyant1 olan aac(6°)-lb-cr’ de tobramisin ve
kanamisin direncine neden olan klasik aac(6°)-Ib> den farkli olarak iki aminoasid degisikligi

vardir (Trp102Arg ve Aspl179Tyr (101). Bu iki yonlii enzim, siprofloksasini, norfloksasin ve
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diger kinolonlar1 piperazinil degiskeninin iizerindeki ikincil amino nitrojen N4 diizeyinde
asetilleme yetenegine sahiptir. Bu degiskene sahip olmayan kinolonlar (6r: levofloksasin)
asetiltransferaz enziminden etkilenmezler. Aynen gnr proteinleri gibi, aac(6’)-lb-cr’den
etkilenen kinolonlarin MIK degerinde sadece hafif bir artmaya neden olur. Enzim aktivite
modelleri, Aspl79Tyr degisikliginin kinolon baglanmasmi kolaylastirmak igin kinolon
halkasi ile m-stacking etkilesimine izin vermede hayati 6nem tasidigini One sitirmektedir.
Trp102Arg’nin rolii ise Tyr yiiziiniin optimal etkilesimi i¢in pozisyon verme veya kinolonu

bir arada tutabilmek i¢in keto ya da karboksi grubuna hidrojen baglar1 eklemektir (102).

aac(6’)-Ib’nin 7 farkl allelik varyanti benzer diizeyde kinolon direncine sebep olur ve
her iki spesifik modifikasyonu da icerir (103). aac(6')-Ib’ ye karsilik gelen Trpl128Arg ve
Asp205Tyr degisikliklerini i¢eren, yirmi altt amino asit daha biiyiik aac(6')-lb-cr4 varyant1 da
mevcuttur (104).

2.8.3.3.2.2. QepA ve OgqxAB Efluks Pompalart

QepA, Major Kolaylastirict Siiper Aile [Major Facilitator Superfamily; (MFS)]
tastyicilarinin, 14 transmembran segmentli bir iiyesi olarak kabul edilmektedir. Hidrofilik
kinolonlar (siprofloksasin ve 6zellikle norfloksasin) hiicre icinden disariya aktif bir efluks
mekanizmas: ile atarak, MIiK degerinde orta diizeyde (2-64 kat) bir artisa sebep olur (105)
(106). Farkli gepA transkonjugatlarinin neden oldugu kinolon direncindeki mevcut
farkliliklar, heniiz ac¢iklanamayan mekanizmalarla, gepA ekspresyonu diizeyinde ¢esitlilikler

oldugunu diistindiirtir (107).

OgxAB, siklikla K. pneumoniae’ da tespit edilen, tasiyicilarin Direng-Nodiilasyon-
Bolme [Resistance-Nodulation-Division; (RND)] sisteminde yer alan bir efluks sistemidir.
OgxAB ilk olarak domuzlarda biiyiimeyi hizlandirmak i¢in kullanilan olakindoksa karsi
direngten sorumlu aktarilabilir plazmidlerde bulunmustur (108). OgxAB, sadece
siprofloksasin, flumekin, norfloksasin ve nalidiksik asit gibi kinolonlara degil kloramfenikol
ve trimetoprime karst da genis bir spesifiteye sahiptir (109). Karsilik gelen gen sadece
plazmidlerde degil, siklikla ekspresyonda 20 kata kadar varyasyonun gorildigi K.
pneumoniae kromozomunda da bulunur. GSBL {ireten K. pneumoniae da OgxAB efluks
pompast (hem kromozomal hem de plazmid aracil1) yiiksek prevalansta (genellikle %70 veya

daha fazla) bulunur ve bu organizma bu genlerin yayilmasi i¢in rezervuar gorevi goriir. GSBL
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tireten K. pneumoniae klinik izolatlarinda bu pompanin yiiksek ekspresyonu kinolonlara kars1

azalmis duyarlilik olusmasina katkida bulunur (110).
2.8.3.3.3. PMQR Genlerinin Genetik Zemini

Kinolon direng genleri, 6nemli dl¢iide degisik boyutlardaki plazmidlerde bulunur ve
neredeyse timii multipl diren¢ determinantlar1 tagir (111). Elde olan veriler, bu direng
mekanizmasinin diinya ¢apinda olmasindan bu plazmidlerin yayiliminin sorumlu oldugunu
gostermektedir (112). Plazmid heterojenitesinin, PMQR icin konak cesitliligine katkida
bulunmus olma ihtimali vardir. Bu durum plazmid aktarimimin bagimsiz olarak defaatle
gerceklestigini gostermektedir. Her ne kadar PMQR determinantlar1 plazmidler {izerindeki
hareketli birimlerle iliskili olsa da bu genler, 6zellikle de gnr, belirli bir siklikta kromozomal
bolgedeki kompleks yapilar i¢inde de (integronlar ya da transpozonlar) yer alabilir. Bu durum,

PMQR genleri ile iligkili hareketli yapilarin esnekligini ortaya koymaktadir.

gnrA’ y1 kodlayan genler, tahmini rekombinaz ISCRI’i igeren sull-tip integron
kompleksinin bir pargasi olarak bulunmustur (113). Bir integrondaki direng genleri tipik
sekilde, integraz ile ilgili olarak, en yakin 3" bdlgesinde, 59-baz elemanli rekombinasyon
bolgeleri ile iliskilidir. Buna ragmen bu 6zelliklerin gnrA ve gnrB’ de olmamasi geni harekete
geciren ve bir plazmide entegre eden alisiimadik bir mekanizmanin varligimi
diisiindiirmektedir (113). gnrAl geni bazen ISCRI’ in iki kopyas1 arasinda bulunur. ISCR/
elemani sadece gen mobilizasyonunda yer almaz ayn1 zamanda diren¢ geni ekspresyonunda
aktif promoter olarak rol oynar (114). gnr-benzeri genler degerlendirildiginde; gnrB1 geni,
putatif transpozaz kodlayan orfl1005 geni ile gnrB2, gnrB4, gnrB6 ve gnrB10 allelleri ISCRI
ile iliskili iken; gnrBI9 biiyiik plazmidlerin icinde ISEcpIC bazli transpozonlarda, IS26
tarafindan araya alinmis biiylik plazmidlerde ve kiiclik ColEl-tipli plazmidlerde bulunur
(111). gnrA ve gnrB genlerinin tersine, gnrS genleri ISCR/ ile iliskili degildir ve karmagik
integronlarin yapisinda bulunmazlar. gnrS1 geni bir Tn3-benzeri transpozon veya IS26, 1S2
ya da ISEEcI2 ile baglantilidir (115). gnrC geni 1S3 ailesine ait bir insersiyon sekansi olan
ISPmil’in devaminda bulunur (90). gnrD ilk kez kiiclik plazmidlerde bulunmustur (91).

2.9. Diinyada Kinolon Direnci

Kinolonlara direng, farkli hasta gruplarinda yaygin olarak kullanimlarina bagl olarak

klinik kullanima girdikleri 1980°1i yillardan beri belirgin sekilde artmaktadir (116). Ingiltere
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ve Irlanda’da 1990-1997 yillar1 arasinda E. coli tiirlerinde kinolon direnci %0,8’den %3,7’ye
¢cikmiugtir (117). National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) verilerine gére de 1992-
2004 tarihleri arasinda yogun bakimlarda E. coli florokinolon direnci %7,3’den %19’a kadar
artis gostermistir (118). E. coli izolatlarinda florokinolon direnci Avrupa’da son yillarda
siirekli ve ciddi anlamda artis gdstermistir. Iki bin bes yilinda direncin %5 ve altinda oldugu
dort iilke varken, 2008’de sadece dort iilkede (izlanda %6 (n=115), Estonya %7 (n=252),
Norve¢ %7 (n=1719) ve Finlandiya %9 (n=2109)) %10’un altinda oranlar bildirmistir.
Avrupa’da 10 iilkede E. coli izolatlarinda %25 i asan florokinolon direnci mevcuttur. Italya
%38 (n=907), Kibris %45 (n=116) ve Tiirkiye %52 (n=1372) gibi yiiksek oranlar bildirmistir.
(119).

Proportion of Fuoroquinolones  resistant E. coll Bolles in pancipating ccurtrdes in 2003, 2004, 2008, 2006, 2007, 2008

(c) EARSS

Sekil 3: EARSS verilerine gore 2003-2008 yillarinda katilimer tilkelerde florokinolon

direncli E. coli izolatlarinin orani (119)

2.10. Tiirkiye’de Kinolon Direnci

Ulkemizde florokinolon direncinin, GSBL artisina paralel olarak gittigi goriilmektedir.
Bu durum, CTX-M-15 ireten ST131 klonunun yayilimi ile iligkili bulunmustur. Diinyanin
cesitli tilkelerinde salginlar olusturan ST131:025b klonunun iilkemizde de yayilmis oldugu
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HITIT c¢alismasi ile ortaya konmustur (120). Bu klon toplum kokenli iiriner sistem
enfeksiyonlarindan ve tiriner sistem kaynakli bakteriyemilerden sorumlu bir etken olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. ST131:025b klonunun bir diger 6zelligi ¢oklu direngli olmasidir.
Direncli oldugu ajanlar arasinda florokinolonlar, trimetoprim-sulfametoksazol ve bazen de
aminoglikozidler sayilabilir (121). Diinyanin bir¢cok bdlgesinden, bu arada ililkemizden de
bildirilmis olan plazmid kokenli kinolon direncinin de CTX-M enzim tiretimi ile yakin iligkili
oldugu ¢esitli caligmalarda gosterilmistir (122). EARSS [European Antimicrobial Resistance
Surveillance System; Avrupa Antimikrobiyal Diren¢ Izleme Sistemi (EARSS)] verilerine
gore 2005-2009 wyillar1 arasinda Tiirkiye’de E. coli izolatlarinin florokinolonlara direng

oranlar1 Tablo VI’da belirtilmistir (119).

Tablo VI: EARSS verilerine gore 2005-2009 yillart arasinda Tiirkiye’de E. coli izolatlarinin

florokinolonlara direng oranlar1

Yillar Laboratuvar sayisi Izolat Sayis Florokinolon
direnci (%)
2005 3 13 46
2006 14 454 23
2007 16 638 23
2008 16 709 26
2009 148 36
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bakteriyel kokenler

Ocak 2012-Aralik 2013 tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari stok
arsivinde bulunan ¢esitli klinik 6rneklerden (idrar, kan, yara, solunum yolu, steril viicut sivisi,
vb.) elde edilen 103 kinolon direngli Escherichia coli kokeni ¢alismaya dahil edildi. Her
hastadan izole edilen tek koken calismaya dahil edildi. Disk diflizyon yontemiyle
siprofloksasin, levofloksasin, norfloksasin ve ofloksasin antibiyotiklerinden herhangi birine

direncli tespit edilen suslar kinolon direngli suslar olarak kabul edildiler.
3.2. Bakteri Tanimlamasi

Calismaya alian laboratuvarimizda hazirlanmis olan siit kaymag: besi yeri (Becton
Dickinson, ABD) i¢inde -20°C’den saklanan suslar, koyun kanli agarda (Salubris, Tiirkiye)
damlatma yontemiyle canlandirildi. Laboratuvarimizda hazirlanan Eozin Metilen Blue (EMB)
agara (Becton Dickinson, ABD) pasajlanarak saf kiiltiirleri elde edildi. Canlandirilan suslarin
dogrulama amach tanimlamalar1 biyosimik testlerle biyokimyasal 6zelliklerine gore (glikoz,
laktoz, siikroz fermentasyonu, indol/iire hidrolizi, sitrat kullanimi, hareket, lizin/ornitin

dekarboksilaz aktiviteleri) yapildi.
3.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri
3.3.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi

Elde edilen tiim izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile CLSI Onerileri dogrultusunda yapildi (123). Kalite kontrol susu olarak
Escherichia coli ATCC 25922 susu kullanildi. Ampisilin (AMP, 10ug), ampisilin/sulbaktam
(SAM, 10/10pg), sefazolin (CZ, 30ug), seftazidim (CAZ, 30ug), sefotaksim (CTX, 30ug),
sefoksitin (FOX, 30ug), sefuroksim (CXM, 30ug), gentamisin (CN, 10ug), tobramisin (TOB,
10pg), amikasin (AK, 30upg), siprofloksasin (CIP, 5pg), levofloksasin (LEV, 5ug),
norfloksasin (NOR, 10pg), ofloksasin (OFX, 5pg), nalidiksik asit (NA, 30pg), piperasilin-
tazobaktam (TZP 100/10png), ertapenem (ERT, 10ug), imipenem (IPM, 10pg), meropenem
(MP, 10pg), trimetoprim-siilfometoksazol (SXT, 1.25/23.75ug) antibiyotik diskleri (Becton
Dickinson, ABD) kullanildi. Sonuglar, CLSI kriterlerine gore yorumland1 (123)
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3.3.2. Mikrodiliisyon Yontemi

Disk diflizyon yontemi ile kinolon direngli olarak tespit edilen 103 izolatin
levofloksasin, siprofloksasin, ofloksasin ve norfloksasin igin MIK degerleri mikrodiliisyon
yontemi ile belirlendi (123). Bu amagla Steril U tabanli, 96 kuyucuklu mikrodiliisyon plaklari
kullanild1. Siprofloksasin (VEM llag, Tiirkiye), levofloksasin (VEM Ilag, Tiirkiye), ofloksasin
(Sigma-Aldrich, Almanya) ve norfloksasin (Sigma-Aldrich, Almanya) toz antibiyotiklerle
stok ¢ozeltiler hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltilerden siprofloksasin i¢in 1280 pg/ml,
levofloksasin i¢in 2560 pg/ml, ofloksasin i¢in ve norfloksasin ig¢in 5120 pg/ml
konsantrasyonda antibiyotik diliisyonu hazirlandi. Ilk olarak plaklarin ilk siradaki
kuyucuklarma 180 pl, diger tiim kuyucuklara 100 pl Miieller Hinton besi yeri kondu.
Sonrasinda ilk kuyucuklara 20 pl antibiyotik soliisyonu eklendi. Bu c¢ozeltilerden her
antibiyotik i¢in uygun seri diliisyonlar (siprofloksasin i¢in 64-0.125 pg/ml arast on diliisyon,
levofloksasin i¢in 128-0.25 pg/ml arasi on diliisyon, ofloksasin i¢in 128-0.25pg/ml arasi on
diliisyon ve norfloksasin i¢in 512-1pg/ml arasi on diliisyon) hazirlandi. Son iki kuyucuk
pozitif ve negatif kontrol olarak belirlendi. Daha once kanli agara pasajlanmis olan suglardan
steril SF igerisine 0.5 McFarland bulaniklikta bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu
siispansiyonlardan bakteri test konsantrasyonu 5 x 10°CFU / ml olacak sekilde steril SF ile
dilisyon yapildi. Bu dilliisyonlardan 5 pl kuyucuklara eklendi. 24 saat 37 °C de
inkiibasyondan sonra bakteriyel iiremenin gdzlenmedigi en diisiik diliisyon MIK olarak
belirlendi. Kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanildi. Sonuglar CLSI
kriterlerine gore Tablo VII’ de belirtilen break-point degerlerine gore degerlendirme yapildi

(123).

Tablo VII: Levofloksasin, siprofloksasin, norfloksasin ve ofloksasin i¢in MIK yorumlama

standartlar1 (123)

MIK Yorumlama Kriterleri (ug/ml)
S (Duyarh) I (Az duyarh) R (Direnc)
Siprofloksasin <1 2 >4
Levofloksasin <2 4 >8
Norfloksasin <4 8 >16
Ofloksasin <2 4 >8
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3.4. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz Varhgimin Gosterilmesi

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz varligit CLSI Onerileri dogrultusunda fenotipik
dogrulama testi yontemiyle saptandi (123). Sefotaksim/klavulanik asit (CTX/CLA, 30/10ng),
seftazidim/klavulanik asit (CAZ/CLA, 30/10ug) antibiyotik diskleri (Becton Dickinson,
ABD) kullanild1 (124).

Bakteri siispansiyonlari 0.5 McFarland bulanikligina esdeger hazirlandi ve 4 mm
kalmhgindaki Mueller Hinton agar yiizeyine yayildi. Uciincii kusak sefalosporinlerden
seftazidim diskinin yanina seftazidim/klavulanik asit, sefotaksim diskinin yanina
sefotaksim/klavulanik asit diski yerlestirildi. Test edilen antibiyotiklerden, klavulanik asitli
formlar1 ile olusan zon capinin, tek basina test edilene gore >5 mm artmasi GSBL iiretimi

olarak degerlendirilmistir (124).
3.5. Diren¢ Genlerinin Arastirilmasi
3.5.1. DNA Ekstraksiyonu

Disk difiizyon yontemiyle ve mikrodiliisyon yontemiyle kinolonlara direngli olan
izolatlarin diren¢ gen bolgelerinin tespiti i¢in Oncelikle DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi.

DNA ekstraksiyonu i¢in kaynatma yontemi kullanildu.
1. Eppendorf tiiplere 300 pl steril distile su konuldu.

2. Kanli agar besiyerinde lireyen bakteri kolonilerinden 5-6 koloni alinarak, 300 pl steril
distile su igeren eppendorf tiipiin iginde homojenize edildikten sonra, 95 °C’ lik 1s1 blogunda

15 dakika tutuldu.

3. 14.000 g’de 3 dk. santrifiij edildi ve siipernatan kismi alinarak eppendorf tiiplere konuldu.
4.- 20°C’de saklandi.

3.5.2. Diren¢ Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ile Arastirilmasi

Calismamizda aranan plazmidik dirence neden olan gnrA, gnrB, qnrC, gnrsS, aac(6’)-

Ib, gep A gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in Tablo VIII’ de belirtilen primerler kullanildi.
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Tablo VIII: gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, gepA ve aac(6’)-1b i¢in polimeraz zincir reaksiyonunda

kullanilan primer ¢iftleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kullanilan Hedef Genler ve Primer Dizileri

Hedef gen Primer Dizi (5°-3°) Bant biiyiikligii
qnrA QnrA-F TCAGCAAGAGGATTTCTCA 626 be
QnrA-R GGCAGCACTATTACTCCCA
qnrB QnrB-F ATGACGCCATTACTGTATAA 562 be
QnrB-R GATCGCAATGTGTGAAGTTT
qnrC QnrC-F GGGTTGTACATTTATTGAATC 447 be

QnrC-R TCCACTTTACGAGGTTCT
qnrS QnrS-F ACGACATTCGTCAACTGCAA 416 be
QnrS-R TAAATTGGCACCCTGTAGGC
gepA QepA-F GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 199 be
QepA-R CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
aac(6’)-1b Aac(6’)-1b-F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482 be
Aac(6°)-1b-R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kullanilan reaksiyon karisimin icerigi Tablo IX’ da

gosterilmistir.

Tablo IX: gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, gepA ve aac(6’)-1b ig¢in polimeraz zincir reaksiyonu

karigimi
Bilesenler Stok Konsantrasyonu Miktar 1x(ul)
PCR tamponu 10X 2.5l
MgCl, 25mM 1.5 pl
dNTP 10mM 0.5 ul
Forward Primer (10pmol/ul) 0.5 ul
Reverse Primer (10pmol/ul) 0.5 ul
Tag DNA polimeraz 5U/ul 0.25 pl
Su 18.25 ul
Kalip DNA 1 pl
Toplam 25 ul
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Amplifikasyon kosullari:

gnrA, gnrB ve gnrS icin;

94°C’de 3 dakika 6n denatiirasyon ~———— 1 Dongii
94°C’de 45 sn. hedef DNA denatiirasyon

53°C’de 45 sn. primer baglanmasi 32 Dongii
72°C’de 1 dakika primer uzamasi

72°C’de 5 dakika son uzama —» 1 Dongii

gnrC ve gepA ic¢in;

95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon ~———— 1 Dongii
95°C’de 1 dakika hedef DNA denatiirasyon

60°C’de 1 dakika primer baglanmasi 30 Dongii
72°C’de 1 dakika primer uzamast

72°C’de 10 dakika son uzama —_ 1 Dongii

aac(6’)-1b icin;

94°C’de 5 dakika 6n denatirasyon ~————— 1 Dongii

94°C’de 45 sn hedef DNA denatiirasyon

60°C’de 45 sn primer baglanmasi 34 Dongl
72°C’de 45 sn primer uzamast

72°C’de 10 dakika son uzama — 1 Dongii

Amplifikasyon i¢in Eppendorf Mastercycler Gradient thermal cycler cihazi kullanildi.
3.5.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Gériintiilenmesi

Amplifikasyon tirlinleri, 0,5X TBE tamponu i¢indeki %2’lik agaroz jelde (Sigma,
Almanya) 120 V akimla 45 dakika elektroforez sonrast Vilber Lourmat UV goriintiileme
sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) ile goriintilleme yapildi. Belirleyici (marker) olarak 100
b¢’lik DNA ladder (abm, Belgika) kullanildi. Jelde, gnrA igin 626 baz cifti igceren, gnrB igin
562 baz gifti igeren, gnrC igin 447 baz ¢ifti i¢eren, gnrsS i¢in 416 baz gifti igeren, aac(6’)-1b
i¢in 482 baz ¢ifti igeren ve gepA igin 199 baz ¢ifti i¢eren bantlar aranmustir.
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Amplifikasyon iirtinlerinin goriintiilenmesinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler asagida

belirtildigi gibi hazirlandi:

TBE (Tris-borik asit-EDTA) tamponu

Stok soliisyon (10 X, p H 8.0)

121.1 gr Tris (Bioshop, Kanada)

61.83 gr Borik asit (Merck, Almanya)

5.84 gr EDTA (pH:8) (Applichem, Almanya)

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlandi. pH 8.0’e ayarlanarak +4°C’de saklandi.

Agaroz jel

2 gr agaroz (Sigma, Almanya) 100 ml 0,5X TBE tamponu igerisinde iyice eritildi. Jelin
sicaklign 60°C’ye gelince SYBRSafe (abm, Belgika) eklendi. Iyice karistirildiktan sonra jel
kabina dokiildii.

3.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 20.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS
Statistics for Windows. Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.) programi kullanilarak
yapildi. Tanimlayicr istatistikler say1 (n) ve yiizde (%) olarak ifade edildi. Kategorik yapidaki
degiskenler bakimindan gruplar arasi farkliliklar Ki-kare testi ile incelendi. Sonuglar %95

giiven araliginda degerlendirildi ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1.Kokenlerin Genel Ozellikleri

Ocak 2012-Aralik 2013 tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari arsivinden
alman 103 Escherichia coli kokenlerinin izole edildikleri birimlere gore dagilimi Sekil 4’te
gosterilmektedir. Yatan hastalardan izole edilen suslarin orani %44,6 olup, bunlarin biiyiik
kism1 Dahiliye ve Hematoloji-Onkoloji birimlerinden olugmaktadir. Poliklinik hastalarindan
izole edilen kdkenlerin (%55,4) cogunlugu ise Uroloji ve Pediatri béliimlerinden gonderilen

orneklerden izole edilmistir.

30
m Uroloji
25 M Pediatri
20 H KBB
B KHD
15 .
M Ortopedi
10 H Dahiliye
s Hematoloji-Onkoloji
Yogun bakim
0 - B Gogiis
Yatan hasta(46;%44,6) Poliklinik(57,%55,4)

Sekil 4: Calismaya dahil edilen Kkinolon direncli Escherichia coli kokenlerinin izole

edildikleri birimlere goére dagilimi

Calismamiza dahil edilen izolatlarin elde edildigi klinik orneklerin dagilimi Sekil 5° te
gosterilmistir. En ¢ok idrar Ornekleri olmak {izere; bunu takiben kan, yara ve balgam
orneklerinden izole edilen kinolon direngli Escherichia coli kokenleri calismamizda

arastirilmagstir.

42



100

89; %86
80 -
60 -
40 -
20 -
5; %5 5; %5 4; %4
0 [ = L " | L -1

iidrar
H Kan
M Yara

M Balgam

Sekil 5: Calismaya dahil edilen kinolon direngli Escherichia coli kdkenlerinin izole edildigi

orneklerin tiirlerine gore dagilimi

4.2. Izolatlarin Antibiyotik Diren¢ Durumu

Calismaya dahil edilen tamami kinolon direngli olan Escherichia coli suslarinin diger
antibiyotiklere diren¢ oranlar1 incelendiginde; ampisilin direnci %96,2 ile en yiiksek oranda
bulunmustur. Sonra sirasiyla kotrimoksazol direnci %84.,4, sefazolin direnci %80,5,
ampisilin-sulbaktam direnci %73,7, gentamisin direnci %72,8 oraninda tespit edilmistir.

Izolatlarin higbirinde karbapenem direncine ve amikasin direncine rastlanmamistir (Tablo X).

Calismaya dahil edilen 103 izolatin 66 (%64) tanesinde GSBL pozitif saptandi (Sekil 6).

Tablo X: Kinolon direngli Escherichia coli suslarinin diger antibiyotiklere direng oranlari

Direncli Orta Duyarh Duyarh
Gentamisin 75 (%72,8) 2(%1,9) 26 (%25)
Tobramisin 72 (%69,9) 9 (%8,7) 22 (%21,4)
Amikasin 0 (%0) 0 (%0) 103 (%100)
Karbapenemler* 0 (%0) 0 (%0) 103 (%100)
Piperasilin-tazobaktam 4(%3,8) 5 (%4,8) 94 (%91.,4)
Ampisilin 99 (%96,2) 0 (%0) 4 (%3,8)
Ampisilin-sulbaktam 76 (%73,7) 7 (%6,7) 20 (%19,6)
Kotrimoksazol 87 (%84,4) 3 (%2,9) 13 (%12,7)
Sefazolin 83(%80,5) 3 (%2,9) 17 (%16,6)
Sefuroksim 73(%70,8) 0 (%0) 30 (%29,2)
Sefotaksim 66 (%64,0) 0 (%0) 37 (%36,0)
Seftazidim 66 (%64,0) 0 (%0) 37 (%36,0)
Sefoksitin 8 (%1,7) 3 (%2.,9) 92 (%89.,4)

*Karbapenemler: Ertapenem, Imipenem ve Meropenem test edilen karbapenem grubu

antibiyotikler
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Sekil 6: Calismaya dahil edilen kinolon direngli kokenlerde GSBL pozitiflik orani
4.3. Kinolon Direncinden Sorumlu Plazmid Genlerinin Belirlenmesi

Calismamizdaki kinolon direngli Escherichia coli kdkenlerinden 62’ sinde (%60,19)
arastirdigimiz plazmid aracili kinolon direng geni tespit edilmistir. Direncten sorumlu plazmid
genleri i¢cinde en sik olarak aac(6’)-Ib (%52,42) bulunmustur. Daha sonra sirasiyla gnrS
(%3.,88), gepA (%1,94) ve gnr B (%0,97) genleri tespit edilmistir. Bir izolatta (%1), gnrS ve
aac(6’)-1b birlikte bulunmustur. Calisilan izolatlarin hi¢birinde gnrC ve gnrA direng genleri
bulunamamistir. Qnr genleri tiim izolatlar iginde %4,85 oraninda tespit edilmis olup; en

yiiksek oranda (%?3,88) gnrS geni izole edilmistir (Tablo XI).

Tablo XI: Kinolon direncgli Escherichia coli suslarinda tespit edilen plazmid aracili direng

genlerinin dagilimi

Diren¢ Geni Say1 Yiizde
gnrA 0 (%0)
qnrB 1 (%0,97)
gnrC 0 (9%0)
qnrS 4 (%3,88)
qepA 2 (%1,94)
aac(6’)-1b 54 (%52,42)
gnrS+aac(6’)-1b 1 (%0,97)
Negatif 41 (%39,81)
Toplam 103 (%100)
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Calismamizda aac(6’)-Ib bulunan kokenlerde gesitli antibiyotiklerin diren¢ durumlari
istatistiksel olarak incelenmis ve Tablo XII’ de verilmistir. Bu kokenlerde GSBL varligi,
tobramisin direnci ve ampisilin-sulbaktam direnci bu diren¢ geni tespit edilmeyen kdkenlere

gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Tablo XII: aac(6’)-1b izole edilen kokenlerde ¢esitli antibiyotiklerin direng durumlari

GSBL Gentamisin [Tobramisin Ampisilin- SXT Toplam
direnci direnci sulbaktam
var yok var yok var yok var yok var yok
pac(6’)-Ib pozitif |n 43 12 44 1| 51 4| 48 70 47 8 55
% %78,2 | %21,8 | %80,0 | %20,0 [%92,7 | %7,3 |%87,3 | %12,7 |%85,5 |%14,5 |%100,0
pegatif |n 23 25 31 17| 21 27| 28| 20| 40 8 48
% %47,9 | %52,1 | %64,6 | %354 [%43,8 | %56,3 |%58,3 | %41,7 |%83,3 |%16,7 |%100,0
[Toplam n 66 37 75

28 72 31 76 27 87 16 103

% | %64,1 | %359 | %72.,8

%27,2 |%69,9 | %30,1 |%73,8 | %26,2 |%84,5 |%15,5 |%100,0

p=0,001 p=0,079 p=0,000 p=0,001 p=0,767

(Calismamiza dahil edilen kinolon direncli kdkenlerin ve aac(6°’)-1b direng geni tespit
edilen kokenlerin siprofloksasin, levofloksasin, ofloksasin ve norfloksasin i¢in MiKso ve
MiKoo degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi. aac(6’)-Ib gen pozitifligi saptanan kokenlerde
levofloksasin MIKso degeri (16 pg/ml), tiim kokenlerin MIKso degerine (32pg/ml) gore diisiik
bulunmustur (Tablo XIII).

Tablo XIII: Kinolon direncli kkenlerin, gnrS ve aac(6°)-1b pozitif kokenlerin MiKso ve
MiKyo degerleri

Siprofloksasin Levofloksasin Ofloksasin Norfloksasin

MiKso | MiKgy | MiKsy | MiKgo | MiKso | MiKey | MiKsy | MiKog
qnrS >64 >64 64 128 64 128 256 >512
aac(6’)-1b >64 >64 16 64 32 128 256 >512
Tim Suglar | >64 >64 32 64 32 128 256 >512
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Calismamizda tespit edilen aac(6°)-1b, gnrS, gepA ve gnrB gen bolgelerinin agaroz

jelde UV altindaki goriintiileri Resim 2’de gosterilmistir.

aac(6’)-1b: 486 be
gnrS: 416 be qepA: 199 be
qnrB: 562 be

Resim 2: Elektroforez jel gortintiisii

Calismaya alinan kokenlerden plazmid genleri tespit edilenlerin tiim verileri Tablo

XIV’ te gosterilmistir.

Tablo XIV: Kinolon direngli Escherichia coli suslarinda plazmid genleri tespit edilen

kokenlerin tim verileri

Gen CIP |LEV_|OFX [NOR |GSBL |[ERT [IPM MP [TZP |AM |SAM |GM [TB |AK |SXT |[CZ [FOX |CTX [CAZ |CXM
1 aac(6))-Ib_[>64 |16 32 128 [Negatif [S S S S R | R [R S S S S S S
7 aac(6)-Ib_[>64 |64 32 256 [Pozitif |s S S S R |R I 1 S R R R R R
8 aac(6))-Ib_[>64 |16 16 512 [Pozitif [S S S S R |R R [R S I R S R R R
10 |aac(6)-Ib _>64 |16 8 256  [Pozitif [S S S S R S I R S R R S R R R
12 |aac(6)-1b |32 16 16 64 Pozitif |S S S S R R R [R S R R R R R R
13 |aac(6)-1b |64 128 |8 256  [Pozitif |S S S S R |R R [R S R R S R R R
15 |aac(6)-Ib_>64 |16 64 512 [Negatif S S S S R |R S R S R R S S S R
16 |aac(6)-1b |64 64 128  |256  [Negatif [S S S S R R S 1 S R S S S S S
17 laac(6’)-Ib_[>64 |16 128|256 |Pozitif |S S S S R R R [R S R R S R R R
19 |aac(6)-Ib _[>64 |16 128 256 |Pozitif |S S S S R R R [R S R R S R R R
21  |aac(6)-Ib _|>64 |8 64 256 [Pozitif [S S S S R |R R [R S R R S R R R
22 |aac(6)-Ib |>64 |16 128 256 [Pozitif [S S S S R R R [R S R R S R R R
25  |aac(6)-Ib_|>64 |64 128 |>512 |Pozitif |S S S S R [R R [R S R R il R R R
26 |aac(6’)-1b |64 8 32 512 [Pozitif |S S S S R [R R R S S R S R R R
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27 |gnrB >64 (128 [128  |>512 |Pozitif |S S S S R [I R I S R R S R R R
30 |aac(6)-Ib P64 |32 64 512 [Negatif S S S S R [R R [R S R S S S S S
31  |aac(6’)-Ib |>64 |16 128  |>512  [Pozitif [S S S S R R R [R S R R S R R R
32 |aac(6’)-Ib |>64 |16 >128 [>512 |Pozitif |S S S S R |R S 1 S IS R S R R R
35  |aac(6’)-1b |64 16 16 256 [Pozitif |S S S S R | R R S IR R S R R R
37  |aac(6)-Ib |>64 |16 16 256 [Pozitif [S S S S R [R R [R S R R S R R R
40  |aac(6’)-Ib >64 |64 64 >512  |Pozitif |S S S S R R R [R S R R I R R R
41 |aac(6’)-1b |16 2 4 32 Pozitif |S S S S R | R [R S R R S R R R
42 |aac(6’)-Ib |32 4 32 64 Pozitif |S S S R R [R R R S IR R S R R R
44 |aac(6)-Ib P64 |64 64 >512  |Pozitif |S S S S R [R R [R S [R R R R R R
45  |aac(6’)-Ib >64 |8 16 256  [Negatif |S S S S R R S 1 S I S S S S S
58 |aac(6’)-Ib |>64 |32 64 256  [Pozitif |S S S S R |R R [R S IS R S R R R
60  |aac(6’)-Ib |>64 |16 32 256 [Negatif (S S S I R [R R [R S IS R S S S S
61  |aac(6)-Ib |>64 |16 32 256  [Negatif (S S S S R [R R [R S I R S S S S
62 |aac(6)-Ib_>64 |16 32 512 [Pozitif |S S S I R R R [R S R R S R R R
63 |aac(6)-Ib >64 |16 32 512 [Negatif S S S S R [R S R S IR R S S S R
64  |aac(6)-Ib |>64 |32 32 >512  |Pozitif |S S S S R R R R S [R R S R R R
65  |aac(6’)-Ib |>64 |16 64 512 [Pozitif [S S S S R [R S R S [R R S R R R
66 |aac(6)-Ib _>64 |16 32 512 [Pozitif |S S S S R |R R [R S R R S R R R
69  |aac(6’)-Ib |64 16 32 256 [Pozitif [S S S S R [R R [R S R R S R R R
72 |aac(6’)-Ib _|>64 |32 64 >512  |Pozitif |S S S S R [R R R S R R R R R R
74 |aac(6)-Ib |>64 |32 64 256 [Pozitif (S S S S R [R R [R S R R S R R R
75 laac(6)-Ib_>64 |16 32 256  [Negatif S S S S R [R S R S IS S S S S S
76  |aac(6)-Ib >64 |8 16 128 [Pozitif [S S S S R [R R R S R R S R R R
77 |aac(6’)-Ib _|>64 |16 32 256 [Pozitif [S S S S R [R R [R S R R S R R R
79 laac(6)-Ib_|>64 |64 64 >512  |Pozitif |S S S S R S R [R S R R S R R R
82 |aac(6)-Ib_>64 |16 64 512 [Pozitif |S S S S R R R [R S R R S R R R
|87 gepA >64 |64 128|512 |Negatif |S S S S R [R R R S IR R S S S S
|88 aac(6’)-1b |64 8 32 256 [Pozitif |S S S S R R R R S IR R R R R R
89 |aac(6)-1b |64 8 32 256  [Pozitif |S S S S R |R R [R S IR R S R R R
90  |aac(6))-Ib |64 8 32 256  [Negatif S S S S R [R R R S R S S S S S
91  [gnrS >64 |64 64 >512  |Pozitif |S S S S R [R S S S R R S R R R
94  |gepA >64 |64 128  |>512  [Pozitif [S S S S R [R R R S [R R S R R R
96 |aac(6)-Ib >64 |32 64 >512  |Negatif |S S S S R S S R S [R R S S S R
97  |aac(6)-Ib_|>64 |64 64 >512  |Pozitif |S S S S R [R R [R S R R S R R R
98 |aac(6’)-Ib |>64 |64 64 >512  |Pozitif |S S S S R [R R [R S R R S R R R
103 |aac(6)-1b |64 64 32 256 [Pozitif |S S S S R R R R S IR R S R R R
104 |aac(6)-1b |64 32 >128 [512  |Pozitif |S S S S R [R S R S [R R S R R R
105 |aac(6)-Ib _[>64 |32 128 256 [Pozitif [S S S 1 R |R R [R S R R S R R R
aac(6’)-1b
106 |+ gnrS 64 64 64 256  [Negatif (S S S 1 R [R R R S IR R S S S S
107 |aac(6)-1b |64 32 64 64 Pozitif |S S S S R R R [R S IR R S R R R
109 |aac(6)-1b |64 16 32 256 [Pozitif |S S S S R R R [R S IR R S R R R
110 |gnrS >64 |32 64 64 Pozitif R S S I R [R S S S R R R R R R
112 |gnrS >64 [128 128  [512  |Negatif |S S S S S S S S S R S S S S S
115 |aac(6)-Ib_[>64 |16 32 256 [Pozitif [S S S S R [R R [R S R R S R R R
122 |aac(6)-1b |64 32 64 128 [Pozitif [S S S S R S R [R S IR R S R R R
125 |gnrS 64 128 128  [256  |Negatif |S S S S S S S S S R S S S S S
128 |aac(6)-1b |64 8 32 128 |Pozitif |S S S S R [R R R S R R S R R R

47




CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, OFX: Ofloksasin, NOR: Norfloksasin, ERT:
Ertapenem, IPM: 1mipenern, MP: Meropenem, TZP: Piperasilin tazobaktam, AM: Ampisilin,
SAM: Ampisilin- sulbaktam, GM: Gentamisin, TB: Tobramisin, AK: Amikasin, SXT:
Trimetoprim-sulfametoksozol, CZ: Sefazolin, FOX: Sefoksitin, CTX: Sefotaksim, CAZ:
Seftazidim, CXM: Sefuroksim
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5. TARTISMA

Escherichia coli bakterisi; liriner sistem enfeksiyonu gibi yaygin enfeksiyonlarin yani
sira hayati tehdit eden kan dolasimi enfeksiyonlarinda da siklikla karsilagilan etkendir (125).
Escherichia coli kaynakli iiriner sistem enfeksiyonlariin sebep oldugu klinik sendromlar,
cogu aksi takdirde saglikli olan milyonlarca kadin hasta iizerinde olumsuz etkiler olusturmaya
devam etmektedir. Ik kez gegirilen {iriner sistem enfeksiyonu sonrasi her dért kadindan
birinde akut sistit i¢in kullanilan antibiyoterapi rekiirrensi énleyememektedir. Uropatojenik
bakteriler arasinda giderek artmakta olan antibiyotik direnci de tedavi siirecinde klinik
kararlar1 etkileyebilmekte ve bu durum da mikrobiyolojik temelli aragtirmalarin yapilmasini
zorunlu hale getirmektedir (126). Calismamizda, Ocak 2012-Aralik 2013 tarihleri arasinda
Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvart arsivinde bulunan c¢esitli klinik 6rneklerden elde
edilen 103 kinolon direngli Escherichia coli klinik kdkeninde plazmidik diren¢ genleri

arastirildi.

Escherichia coli iriner sistem enfeksiyonlarinin en sik etkenidir. Calismaya dahil
edilen kokenlerden %89’u idrar 6rneklerinden izole edilmistir. Kinolon grubu antibiyotiklerin
ozellikle triner sistem enfeksiyonlarinda ampirik olarak siklikla kullantminin direncli

kokenlerin idrar 6rneklerinden daha sik izole edilmesine sebep oldugu diistiniilmiistiir.

Calismaya alinan kokenler en c¢ok (%54) ayaktan hastalardan iiroloji ve pediatri
polikliniklerinden alinan Orneklerden izole edilmistir. Kokenlerin %46’ s1 ise yatan hasta
orneklerinden, bunlarin da biiyiik cogunlugu Dabhiliye servislerinden gonderilen 6rneklerden
izole edilmistir. Lautenbach ve ark.’nmin hastane kokenli E. coli ve Klebsiella spp.
enfeksiyonlarinda florokinolon direnci igin risk faktorlerini arastirdiklar1 calismalarinda,
calismamiza benzer sekilde E. coli izolatlarinin yogun bakim dis1 servislerde (6zellikle Dahili
boliim servislerinde) daha fazla goriildiigiinii saptamiglardir (127).Wisplinghoff ve ark, ABD’
de yaptiklar1 kapsamli bir calismada, hastane kokenli kan dolagimi enfeksiyonu olan 24179
olgu incelemis ve E. coli izolatlarimin yogun bakim dis1 servislerde, yogun bakim
servislerinden daha fazla gériildiigiinii bulmuslardir (128). Ulkemizde yapilmis bir ¢calismada
Duman ve ark. kinolon direngli E. coli kokenlerinin en sik ayaktan hastalardan ve idrar

orneklerinden izole edildigini bildirmislerdir (129). Bu c¢alismada kinolon direncli kdkenlerin
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en sik ayaktan hastalardan alinan 6rneklerden izole edildigi tespit edilmis olup toplum kokenli

tiriner sistem enfeksiyonlarinda kinolon direncinin sik goriilebilecegi diistiniilmiistiir.

Ozellikle toplumdan kazamilmis komplike olmayan iiriner sistem enfeksiyonlarinda
tedavide oncelikli olarak tercih edilen ampisilin, amoksisilin ve trimetoprim-sulfametoksazole
karst diren¢ hizla artmaktadir (129). Calismamiza dahil edilen kinolon direngli olan
Escherichia coli suslarinin diger antibiyotiklere diren¢ oranlari incelendiginde; ampisilin
direnci %96 ile en yliksek oranda bulunmustur. Sonra sirastyla ko-trimaksozol direnci (%87),
ampisilin-sulbaktam direnci (%76), gentamisin direnci %73, tobramisin direnci %70
oranlarinda tespit edilmistir. izolatlarm hicbirinde karbapenem direncine rastlanmamistir.
(130). Yen CW ve ark. (131), cocuklardaki Escherichia coli kaynakli iiriner sistem
enfeksiyonlarida ampisilin direncini %90,2 olarak saptamustir. Ulkemizde yapilan ii¢ ayri
yas grubunun degerlendirildigi bir ¢alismada tiim gruplarin ortalama ampisilin direnci %74,2
olarak tespit edilmistir (132). Bu c¢alismada ampirik olarak sik kullanilan ampisilin ve ko-

trimaksazol direnci, kinolon direncli suslarda yiiksek oranda bulunmustur.

Tiirkiye’de klinik ornekten elde edilen GSBL iireten izolatlarla yapilan molekiiler
calismalarda CTX-M-3 ve CTX-M-15 tipi ile gnrA, gnrB ve gnrS, OXA-48 tipi ile gnrA,
TEM ve SHYV tipi ile gnrA ve gnrS genlerinin birlikteligi gosterilmistir (2). Caligmamizda
kinolon direncli kokenlerde GSBL orani %64 olarak bulunmustur. Ulkemizde yapilan idrar
kiiltiirtinden izole edilen E. coli kokenlerinin dahil edildigi ¢cok merkezli bir ¢alismada (133),
1996-2012 yillar1 arasinda kinolon grubu antibiyotiklere, trimetoprim-sulfametoksazole yillar
icinde artan diren¢ ve GSBL direncindeki artis dikkat cekilmistir (Tablo XV). Ulkemizde
yapilan calismalarda GSBL iireten izolatlarda %70-80’leri asan florokinolon diren¢ oranlari
gozlenmektedir ve florokinolon direnci GSBL iiretmeyen izolatlardan anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (134) (135) (136) (137). Bu ¢alismada kinolon direncine GSBL direncinin
siklikla eslik ettigi goriilmustiir.
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Tablo XV: idrar kiiltiiriinden 1996-2012 yillar1 arasinda izole edilen E. coli kdkenlerinin

antibiyotiklere direng oranlar1 (133).

Yillara Gore Diren¢ Oranlar (%)

Antibiyotikler* 1996-2001 2002-2007 2008-2012 p

AMP 70,20 67,44 62,06 0,385
AMC 33,40 38,73 37,48 0,497
(674 31,43 29,82 32,15 0,997
CXM 27,93 24,21 25,56 0,793
CRO 14,71 13,59 19,22 0,103
IMP 4,16 2,30 2,85 0,470
NIT 23,90 10,49 8,55 0,179
GN 14,75 17,40 17,46 0,180
CIP 12,27 23,16 30,98 0,003
AK 7,02 6,58 5,85 0,690
FEP 2,73 14,17 18,43 0,018
SXT 26,01 51,36 52,29 0,091
TZP 11,30 11,13 17,53 0,138
PIP 43,44 56,98 39,95 0,178
GSBL 8,09 10,61 28,17 0,027

*AMP: Ampisilin, AMC: Ampisilin sulbaktam, CZ: Sefazolin, CXM: Sefuroksim, CRO:
Seftriakson, IMP: Imipenem, NIT: Nitrofurantoin, GN: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, AK:
Amikasin, FEP: Sefepim, SXT: Trimetoprim Siilfometoksazol, TZP: Piperasilin tazobaktam,
PIP: Piperasilin, GSBL: Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz

Diinya genelinde plazmid aracili kinolon direncinden sorumlu genlerden gnrB ’nin
(21), Avrupa’daki ¢alismalarda genellikle gnrS ve gnrB’ nin baskin oldugu goriilmektedir
(79) (138). Calismamizda gnr genleri tiim izolatlar i¢inde %5 oraninda tespit edilmis olup; en
yiiksek oranda (%4) gnrS geni izole edilmistir. Tayvan’da yapilan alt1 yillik bir ¢alismada gnr
gen prevalans1 2035 E. coli ve 1147 K. pneumoniae kan izolatinda sirastyla %0,6 ve %7,8
olarak rapor edilmistir (139). Cin’de yapilan diger bir ¢alismada GSBL {ireten E. coli ve K.
pneumoniae izolatlarinda gnrA %?3,6, gnrB %?2,2 ve gnrS %?2,5; toplamda gnr diren¢ geni
pozitifligi %8,0 olarak bulunmustur (140). Israil’de yapilan bir ¢alismada gnr pozitifligi %6,8
olarak bildirilmistir (141). Tiirkiye'de plazmidik kinolon direnci geni, ilk kez Istanbul'da ve
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2005 yilinda Nazik ve arkadaglari tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismada GSBL pozitif 49
susta gnr geni varligr arastirilmig, bir adet Enterobacter cloacae ve bir adet Citrobacter
freundii susunda gnrA geni gosterilmistir (142). Nazik ve ark. 2008’de Enterobacteriacea
tiirlerinde %1,09 oraninda gnr genleri bulmuslar, 2009 yilinda yaptiklar1 baska bir calismada
ise %1,9 olarak tespit etmislerdir (143) (144). Yine iilkemizde HITIT projesi kapsaminda
yapilan bir ¢alismada gnrA %6,3 oraninda bulunmus, gnr B ve gnrS bulunamamistir (145).
Ongen ve ark. (146) Campylobacter tiirlerinde hicbir qnr genine rastlamamisken, Poirel ve
ark. 138 Esherichia coli ve 110 Klebsiella pneumoniae tiiriinde yaptiklari arastirmada
yalnizca bir Klebsiella pneumoniae kokeninde gnrB tespit etmislerdir (147). Tiirkiye’de
yapilan caligmalarda en sik gnrB geninin sonra sirastyla gnrS ve gnrA geninin bulundugu
gozlenmektedir (148) (149). Bu calismada, gnr pozitif kdkenlerin sayisinin az olmasinin

siklik siralamasini etkileyebilecegi diistiniilmiistiir.

Calismamizda gnrA ve gnrC genleri bulunamamistir. ABD’ de 2013 yilinda kan
dolagimi ve iiriner sistem enfeksiyonlarindan izole edilmis E. coli tiirleriyle yapilmis bir
calismada en sik aac(6’)-1b ve gnrS genleri izole edilmis olup gnrA ve gnrC genleri varligi
gosterilememistir (150). Benzer sekilde Tunus’ ta bir cocuk hastanesinde 278 6rnekle yapilan
bir ¢alismada gnrA ve gnrC genleri bulunamamistir (151). Yine iilkemizde Tigen ve ark.
2008-2016 yillart arasinda transrektal igne biyopsi 6rneklerinde 400 kinolon direngli izolatla
yaptiklar1 ¢alismada gnrA ve g¢gnrC’ ye rastlanmamistir (152). Bu calismada gnrC

negatifliginine gnrC sikliginin diger gnr genlerine gore daha diisiik olmasi1 yol agmais olabilir.

Bir aminoglikozid asetiltransferaz enzimi olan aac(6°)-lb tobramisin ve kanamisin
direncine neden olur. Calismamizda aac(6’)-1b oran1 %52,42 oraninda saptanmistir. Fransa’da
Guillard ve ark. 63 E. coli izolatiyla yaptiklar1 ¢calismada aac(6')-1b orant %25,4 bulunmustur
(153). Norveg’te yapilan bir ¢alismada aac(6’)-Ib oranm E. coli tirlerinde %21 olarak
bulunmustur (154). ABD’ de yapilan bir ¢alismada 313 siprofloksasin direngli susta %50,5
aac(6')-Ib bulunmustur (155). Cin’ de E. coli tiirleriyle yapilan bagka bir ¢calismada da %10
oranla aac(6’)-Ib tespit edilmistir (156). Ulkemizde yine E. coli tiirleriyle yapilan
calismalarda aac(6’)-Ib %40-60 oranlarinda bulunmustur (149) (1). Calismamiz literatiirle
uyumlu olarak Escherichia coli iiyeleri arasinda aac(6’)-Ib’nin en baskin plazmid aracili

direng belirleyicisi oldugunu gostermektedir.

52



Diger direng genleri ile kiyaslandiginda en sik olarak aac(6’)-1b tespit edilmistir.
Japonya’da yapilan bir ¢alismada, Okade ve ark. 126 E. coli kokeninde en sik olarak aac(6’)-
Ib (%8,7), daha sonra sirasiyla gepA (%1,6) ve gnrA (%0,8) direng genlerini tespit etmislerdir
(157). Reyna-Flores ve ark. Meksika’da yaptiklari, 4735 iiropatojenik E. coli kdkeninin
arastirildigr calismalarinda, kinolon direng genleri arasinda yine en sik olarak %92,1 oraninda
aac(6’)-Ib, %7 oraninda gepA ve %3,5 oraninda gnr genlerini saptamislardir (158).
Ulkemizde yapilan diger bir ¢alismada, Aktepe ve ark. 112 E. coli kokeninin arastirildig
calismada, kinolon diren¢ genleri arasinda en sik olarak, %59,8 oraninda aac(6’)-Ib genini
tespit etmisler ancak gnrA, B, S, C ve gepA genlerine rastlamamislardir (1). Tiim bu ad1 gegen
calismalarda en sik olarak aac(6’)-Ib geninin tespit edilmis olmasi bizim c¢aligmamizi

destekler niteliktedir.

gnr genleri, aadAl, aadA2, dfrAl, dfrAl2, cmlAl, catB2, aac(6’)-1b-cr, sull gibi
bir¢ok farkli antimikrobiyal diren¢ geni ile de iligkilendirilmistir (94). Bizim ¢alismamizda da
bir kdkende hem aac(6’)-Ib geni hem de gnrS geni birlikte bulunmustur. Cin’ de kinolon
direngli 265 Enterobacteriaceae kokeninin dahil edildigi bir ¢alismada bir K. pneumoniae
kokeninde gnrS, gnrB ve aac(6’)-Ib birlikte bulunmustur (159). Nazik ve ark. 971’1
Enterobacteriaceae iiyesi ile plazmidik diren¢ genlerini arastirmislar; li¢ aac(6’)-Ib pozitif
susun ikisinde gnrS de pozitif saptanmis (144). Bu calismada da ayni1 kokende aac(6’)-Ib ve

gnr genlerinin birlikte bulunabilecegi gosterilmistir.

aac(6’)-1b geninin -cr varyanti aminoglikozid antibiyotiklerin yan1 sira norfloksasin ve
siprofloksasin gibi piperazinil nitrojeni bulunan bazi kinolonlarin enzimatik inaktivasyonuna
ve boylelikle duyarlilifin azalmasina neden olan aminoglikozit asetiltransferazi kodlar. Bu
enzim piperazinil nitrojeni olmayan kinolonlara (levofloksasin gibi) etkisizdir (101). Buna
paralel olarak aac(6’)-Ib pozitif kokenlerde levofloksasin MIKso degeri (16 pg/ml), diger kinolon
direncli tiim kokenlerin levofloksasin MiKso degerinden (32 pg/ml) gorece diisiik bulunmustur.
Incelenen farkli arastirmalar; bulunan aac(6’)-1blerin %60-80° inin aac(6’)-Ib-cr varyanti
olarak bulmuslardir (101) (140). Calismamizda sadece aac(6’)-Ib genine bakilmistir. Tim
kokenler i¢inde aac(6’)-1b gen pozitifligi %52,42 olarak yiiksek bulunmustur. Calismamiza

dahil edilen suslarin kinolon direngli olmasi aac(6°’)-Ib pozitifliklerinin daha ¢ok —cr varyanti
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olabilecegini diisiindiirse de sekanslama veya restriksiyon analiz yontemlerinden biriyle

arastirilarak desteklenmesi gerekmektedir.

Bu calismada aac(6’)-1b pozitifligi bulunan kokenlerde GSBL varligi arastirilmis
anlamli olarak yiiksek (%78,2) bulunmustur. Poirel ve ark. Tiirkiye’de farkli hastanelerde
kandan izole edilen GSBL olusturan E. coli suslarinda plazmid aracili diren¢ genlerinin
sikligint aragtirmiglar ve aac(6’)-1b-cr geninin, GSBL olusturan 50 izolatin 39’unda (%78)
bulundugunu gostermislerdir (147). Yine bu gen bdlgesinin OXA-48, CTX-M-15, TEM-1
gibi beta laktamazlarla birlikteligi cesitli arastirmalarda gosterilmistir (160) (161). Bizim
calismamizda da aac(6’)-Ib tespit ettigimiz kokenlerde GSBL pozitifligi ve ampisilin-

sulbaktam direncindeki yiiksek oranin, bunun sonucu olabilecegi diisiintilmiistiir

Bir aminoglikozid asetiltransferaz enzimi olan aac(6’)-lIb tobramisin ve kanamisin
direncine neden olur. Calismamizda aac(6’)-Ib pozitifligi bulunan kokenlerle diger tiim
kokenlere gore tobramisin ve gentamisin direncinde artig tespit edilmistir. Bu kokenlerde
gosterdigimiz tobramisin direncinde goriilen anlamli artis beklenen bir bulgu iken, istatistiksel
olarak anlaml1 gosterilemese de gentamisin direng oraninda da gorece artig saptanmasi benzer

calismalar1 desteklemektedir (101) (162) (163).

Daha yakin zamanda kesfedilen gepA geni ilk kez Japonya’da gdsterilmis olup, yine
Japonya’dan yapilan bir bildiride gepA gen prevalansi %0,3 olarak bulunmustur (110) (164). .
Calismamizda da kinolon direngli 103 E. coli izolatlarinda sadece iki izolatta gepA geni (%?2)
bulunmustur. Fransa’da yapilan kapsamli bir siirveyans calismasinda 121 GSBL pozitif
Enterobacteriacea susu arasinda bir tek E. coli izolat1 (%0,8) gepA2 olarak adlandirilan bir
varyant yoniinden pozitif bulunmustur (106). GSBL pozitif suslarda Misir’da yapilan
calismada da gepA pozitifligi %6,6 oraninda yiiksek bulunmustur (162). Londra’dan %3,6,
Giiney Kore’den %0,2 oraninda gepA pozitifligi bildirilmistir (110) (165). Ulkemizde ilk kez
2010 yilinda Giilay ve ark. ayni1 zamanda gnrB2 ve aac(6’)- Ib-cr genlerini de tasiyan 2
(%2,3) E. coli izolatinda gepA ’y1 bildirmislerdir (166). Nazik ve ark. 61 GSBL pozitif {iriner
E. coli izolatim incelemisler ve gepA gen prevelansini %3,3 olarak bildirmislerdir (167).
Hosgor ve ark.’mn kinolon direngli 106 E. coli izolatinda yaptiklart bir ¢alismada gepA gen
oran1 %0,9 olarak tespit edilmistir (149)Bugiine kadar yapilmis calismalar incelendiginde
gepA prevalansinin klinik izolatlarda %0,2-6,6 gibi bir aralikta degistigi goriilmektedir (106)
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(110) (164) (165). Daha dogru prevalans oranlar1 i¢in genis ¢aplt siirveyans g¢alismalarina
ihtiya¢ vardir.

Calismamizda, 103 kinolon direncli E.coli kokeninden 41’inde (%39,8) arastirilan
direng genlerinden herhangi biri tespit edilememistir. Sana ve ark. 2014 yilinda yayinladiklari,
300 iiropatojenik E.coli kokenini arastirdiklar1 bir ¢calismada (168), diren¢ mekanizmasindan
sorumlu olarak en sik gyrA ve parC genlerini tespit etmislerdir. Ulkemizde yapilan baska bir
calismada (169), Buruk ve ark. 127 E. coli kokeninde, %38,9 oraninda aac(6°)- Ib-cr, %4,2
oraninda gnrB ve tespit edilen qnrS ve gepA genleri ile esit siklikta olmak tizere, %1,4
oraninda da ogxAB efluks pompa inhibit6rii saptamislardir. Yukarida ¢alismalarda bahsedilen,
kinolon direncinden sorumlu olabilecek gyrA ve parC kromozomal genleri, ogxAB efluks
pompa inhibitorii ve gnr D plazmid varliginin arastirilmasi durumunda negatiflik suslarda bu

diren¢ mekanizmalarinin olabilecegini tahmin etmekteyiz.

Plazmid aracili direng genleri kinolon direncinin ortaya ¢ikmasi siirecinde oncli veya
yardimci rollere sahiptirler, ancak varliklar1 ile klinik kinolon direnci arasindaki baglanti
heniiz tam olarak kurulmus degildir (170). Ancak yiiksek prevalanslari problem teskil
edebilir. Diren¢ genlerinin tastyan plazmidlerin hizla yayilmasiyla direng oranlarinin daha da
artmast; yakin zamanda kinolonlarin klinikte kullanim alanlarinin daha da sinirlanmasina yol

acabilecegi diisiiniilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Adnan Menderes Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji
Laboratuvari’nda 2012 Ocak ve 2013 Aralik tarihleri arasinda kinolon direnci tespit edilen
103 Escherichia coli susunda plazmid aracili gnr, aac(6’)-Ib ve gepA direng genlerinin

arastirildigl calismamizda;

1. Kinolon direngli suslarda MIK oranlar1 yiiksek bulunmus olup, bu suslarda GSBL
direnci kinolon direncine biiyiikk oranda eslik etmektedir. Kinolon grubu
antibiyotiklerin ampirik tedavide sik¢a kullanilmasi bu yiiksek diren¢ oranlarina yol
acmis olabileceginden, mikrobiyolojik kiiltlir ve antibiyogram analizlerinin énemi ve
akilcr antibiyotik kullanimi sikg¢a glindeme getirilmelidir.

2. En fazla tespit edilen plazmid aracili diren¢ geni iilkemizde ve diinyada yapilan
calismalarla korele olarak, aac(6’)-Ib genidir. Bu gen pozitif tespit edilen suslardaki
anlamli GSBL pozitifligi, tobramisin direnci ve ampisilin sulbaktam direnci, bu direng
geninin diger direng paternlerine siklikla eslik ettigini desteklemistir. Arastirilan
suslarda beta laktamaz direncine sebep olan genlerin de arastirilmasi daha ileriki
calismalarda bu konuya 151k tutabilir.

3. gnr genlerinin pozitiflik oram1 diisitk olup daha fazla sayidaki kokenle yapilacak
arastirmalarda daha dogru prevalans sonuglari elde edilebilir.

4. Kinolon direngli bazi suslardaki arastirilan higbir plazmid aracili direng geni
saptanmamis olup daha fazla diren¢ geninin arastirildigi kapsamli ¢alismalarla tiim
diren¢ mekanizmalarinin birlikte incelenmesi gerekmektedir.

5. Kinolon grubu antibiyotiklere karsi yiiksek MIK degerleri oniimiizdeki yillarda
mikroorganizmalar ve insanlar arasindaki miicadelede 6nemli bir silah olan kinolon

grubu antibiyotiklerin de etkisiz hale gelebilecegini gostermektedir.
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OZET

Kinolon Direncli Escherichia coli Klinik Izolatlarinda Plazmidik Direnc

Mekanizmalarimmin Arastirilmasi

Kinolonlar, Escherichia coli gibi Gram negatif mikroorganizmalarin olusturdugu
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak kinolon direnci bu grup
antibiyotiklerin ampirik tedavide sik¢a kullanilmasi nedeniyle hizli bir artis gostermektedir.
Bu c¢alismanin amacit 2012 Ocak ve 2013 Aralik tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’nda kinolon
direnci tespit edilen Escherichia coli suslarinda plazmid aracili gnr, aac(6’)-1b ve gepA direng

genlerinin aragtirilmasidir.

Cesitli klinik drneklerden elde edilen kokenlerin disk difiizyon yontemiyle ampisilin,
ampisilin/sulbaktam, sefazolin, seftazidim, sefotaksim, sefoksitin, sefuroksim, gentamisin,
tobramisin, amikasin, siprofloksasin, levofloksasin, norfloksasin, ofloksasin, nalidiksik asit,
piperasilin-tazobaktam, ertapenem, imipenem, meropenem, trimetoprim-siilfometoksazol
antibiyotik duyarliliklarina bakildi. Bu kdkenlerin siprofloksasin, levofloksasin, ofloksasin ve
norfloksasin MIK degerleri mikrodiliisyon yontemi ile tespit edildi. Daha sonra gnrA, B, S, C,
aac(6’)-Ib ve gepA direng genleri PZR ile arastirildi.

Kinolon direngli Escherichia coli kdkenlerinden 62 sinde (%60,19) plazmid aracili
kinolon direng geni tespit edilmistir. Direngten sorumlu plazmid genleri i¢inde en sik aac(6’)-
Ib (%52,42) bulunmustur. Daha sonra sirasiyla gnrS (%3,88), gepA (%1,94) ve gnr B (%0,97)
tespit edilmistir. Bir izolatta (%1), gnrS ve aac(6’)-Ib bitlikte bulunmustur. Izolatlarn

hicbirinde gnrC ve gnrA direng genleri bulunamamugtir.

En fazla tespit edilen plazmid aracili diren¢ geni yapilan calismalarla korele olarak,
aac(6’)-Ib genidir. Bu gen pozitif tespit edilen suslardaki anlamli GSBL pozitifligi,
tobramisin ve ampisilin sulbaktam direnci, bu diren¢ geninin diger direng paternlerine siklikla

eslik ettigini desteklemistir.
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ABSTRACT

Investigation of Plasmid-Mediated Quinolone Resistance Mechanisms in

Escherichia coli Clinical Isolates

Quinolones are commonly used for treating infections caused by Gram-negative
microorganisms such as Escherichia coli. However, quinolone resistance has spiked up due to
this very common empirical utilization of these antibiotics. The aim of this study is to
investigate the presence of plasmid mediated quinolone resistance genes gnr, aac(6’)-1b ve
gepA in 103 Escherichia coli isolates which were revived in Bacteriology Laboratory of
Medical Microbiology Division of Adnan Menderes University Medicine Faculty Teaching
Hospital between January 2012 and December 2013.

Izolates from various clinical specimens have been examined for ampicillin,
ampicillin/sulbactam, cefazolin, ceftazidime, cefotaxime, cefoxitin, cefuroxime, gentamicin,
tobramycin, amikacin, ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin, ofloxacin, nalidixic acid,
piperacillin-tazobactam, ertapenem, imipenem, meropenem, trimethoprim-sulphamethoxazole
antibiotic susceptibilities via disc diffusion method. Ciprofloxacin, levofloxacin, ofloxacin ve
norfloxacin MIC values of these isolates have been established via microdilution method.

Then, gnrA, B, S, C, aac(6’)-Ib and gepA resistance genes have investigated by PCR.

Plasmid-mediated quinolone resistance genes have been found in 62 (%60,19) of
quinolone resistant Escherichia coli isolates. Most common found plasmid-mediated
resistance gene was aac(6’)-Ib (%52,42). gnrS (%3,88), gepA (%1,94) and gnr B (%0,97)
have been established respectively. gnrS and aac(6’)-Ib have been found in one isolate at the

same time (%1). Neither gnrC nor gnrA resistance genes have not been found in our isolates.

In correlation with the literature, the most common plasmid-mediated resistance gene
was aac(6’)-Ib in our study. Since a significant ESBL positivity and tobramycin and
ampicillin resistance have been revealed in aac(6’)-Ib positive isolates, it has been

substantiated that other resistance patterns frequently accompany this resistance gene.
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