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OZET

Pseudomonas aeruginosa dogada yaygin olarak bulunmakta ve ciddi nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Birgok antibakteriyel ajana karsi intrensek dirence sahip
olmas1 nedeniyle P. aeruginosa tedavisinde zorluklar yasanmaktadir. Kinolonlar &zellikle
siprofloksasin tedavide kullanilan ¢nemli ajanlardandir. Kinolonlar DNA sentezinde gérev
alan DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerine etki gostermektedir. Yillar igerisinde
genigleyen spektrumlar nedeniyle tiim diinyada olduk¢a yaygin sekilde kullanilmaktadirlar.
Yaygin kullanimlar1 nedeniyel kinolonlara kars1 direng gelismesi de 6nemli bir sorun olarak
goriinmektedir. Kinolonlara direng siklikla kromozomal mutasyonla olmaktadir. Ancak son
yillarda Enterobactericeae ailesinde plazmit aracili kinolon direnci de saptanmistir. Bu genler
qnrA, qnrB, qnrC, qnrS, qepA ve aac(6’)- Ib- cr genleri olarak bilinmektedir. P. aeruginosa
izolatlarinda plazmit aracili kinolon direnci arastiilmis ancak heniiz pozitif izolat
bulunamamistir. Calismamizda klinik 6rneklerden izole P. aeruginosa izolatlarinda plazmit
aracili kinolon direncine neden olan genler polimeraz zincir yontemiyle arastirildi.
Caligmamiz sonucunda qnr genleri ve gepA geni tasiyan P. aeruginosa izolat1 saptanmamustur.
Aac(6’)- Ib pozitif 6 izolat tespit edilmis ve kinolon direncine neden olan aac(6’)- Ib-cr
varyantinin tespiti amaciyla sekans islemi uygulanmigtir. Sekans islemi sonucunda izolatlarin
higbirinin aac(6’)- Ib-cr varyanti olmadig1 gériilmiistiir.

Caligmamizda gnr, qepA ve aac(6’)- Ib-cr genleri tespit edilmemis olmasina ragmen,
hayvan kokenli P. putida ve P. florescens izolatlarinda qnr genleri izole edilmis olmasi
nedeniyle yillar igersinde bu genlerin 6nemli insan patojeni olan P. aeruginosa izolatlarindan

izole edilmesi sasirtict olmayacaktir.

Anahtar kelimeler; Pseudomonas aeruginosa, kinolonlar, qnr, qepA, aac(6’)- Ib-cr



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is found commonly in enviroment and causes serious
nasocomial infections. P. aeruginosa has intrensic resistant mechanisms to many antibacterial
agents because of this its treatment has some difficulties. Quinolones, especially ciprofloxacin
are the important agents that used in treatment of infections due to Pseudomonas infections.
Quinolones have effects to the DNA gyrase and topoisomerase IV enzymes which have role
in the DNA synthesis. They have been used worldwide due to their extended spectrum by
years. And resistance to quinolones becomes an important problem for their worldwide use.
Chromosomal mutation is the main mechanism of resistance to quinolones. But in recent
years plasmid-mediated quinolone resistance was detected in Enterobactericeae family. These
genes are known as qnrA, qnrB, qnrC, gnrS, qnrD, qepA and aac(6’)-Ib-cr. Plasmid-mediated
quinolones resistance was investigated in P. aeruginosa isolates but any positive isolate was
not found. In our study, plasmid mediated quinolone resistance was investigated in clinical
isolates of P. aeruginosa by polymerase chain reaction. We couldn’t found any gqnr and gepA
in P. aeruginosa isolates. Six P. aeruginosa isolates were found positive for aac(6”)-Ib and
they were sequenced for the detection of aac(6’)- Ib-cr variant.

In our study we could not detect any positive strain for qnr, qepA and aac(6’)-Ib-cr
genes but qnr genes was detected from a P. putida and P. florescens strains that isolated from
animals therefore it will not be interesting if in time these genes are isolated from an

important human pathogen P. aeruginosa.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, quinolones, qnr, gepA, aac(6’)- Ib-cr



1.GIRIS VE AMAC

Pseudomonas aeruginosa dogada yaygin olarak bulunan gram negatif bir
basildir. Immun sistemi saglam bireylerde nadiren hastalik etkeni olmakla birlikte,
immun sistemi zayiflamis bireylerde, AIDS hastalarinda, yanik hastalarinda ve kistik
fibroz hastalarinda ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir (Erdem, 1999).
Antibiyotiklerle ve dezenfektanlarla kontrolii olduk¢a zordur (Lambert, 2002).
Ayrica P. aeruginosa’mn bazi antibiyotiklere karsi intrensek dirence sahip olmasi
tedavisinde giigliiklere neden olmaktadir. Intrensek direngli oldugu antibiyotikler;
ampisilin, amoksisilin, amoksisilin/ kluvulanik asit, 1. kusak sefalosporinler, 2. kusak
sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, nalidiksik asit ve trimetoprimdir (Livermore,
2002). Antibiyotiklere yiiksek oranda direng géstermesinin nedenleri arasinda; dustik
hiicre duvar gegirgenligi, efluks pompa sistemleri, direnci diizenleyen genlerde
kromozomal mutasyonlar ve plazmid, transpozonlar ve bakteryofajlarla direng

genlerinin aktarimi yer almaktadir (Lambert, 2002).

Kinolonlar klinik kullammda betalaktam ajanlara rakip olan sentetik
antibakteriyel ajanlardir. Yirmi yillik bir siire igerisinde sadece iiriner sistem
enfeksiyonlarinda endike olan bir grup olmaktan ¢ikip yapilan kimyasal gelismelerle
tim diinyada 1997 yilinda 3.04 milyar dolar satisa ulasan antibakteriyeller
olmuslardir (Appelbaum ve Hunter, 2000). Kinolonlar bugiin hem gram pozitif hem
gram negatif hem de anaerob etkenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullamlmaktadirlar (Hooper, 2005). Kinolonlardan siprofloksasin P. aeruginosa 'ya
kars1 en etkili ajanlardandir (Arda, 2008). Kinolonlar DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimini inhibe ederek bakterisidal etki gdstermektedirler (Li ve Nikado, 2005).
Kinolonlara karsi direng gelisimi DNA giraz (gyr A ve gyr B) ve topoizomeraz IV
(par C ve par E) da meydana gelen mutasyonlar ve efluks pompa sistemlerinde
hiperaktivasyon ve hiicre zarinda gegirgenligin azalmasina bagh hiicre icinde ilag
birikiminin azalmasi ve plazmitle aktarilan qnr, qepA ve aac(6’)- Ib- cr genleri
sonucu olmaktadir (Cattoir ve Nordmann, 2009). Diger direng mekanizmalari uzun
yillardir bilinmesine karsilik plazmitle meydana gelen direng ilk olarak 1998 yilinda
bir Klebsiella pneumoniae izolatinda bildirilmis ve plazmitle aktarilan bu protein
‘qnr’  olarak adlandirilmigtir (Martinez ve ark., 1998). Zaman igerisinde

Enterobactericeae ailesinde farkli qnr genleri de tespit edilmis ve ilk olarak saptanan



gen gqnrA olarak isimlendirilmigtir. Bugiin i¢in qnrA’ya ek olarak qnrB, qnrC, qnrS
ve qnrD genleri de tespit edilmistir (Stratilevitz ve ark., 2009). Qnr geni ile kodlanan
proteinlerin DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerine baglanarak onlar
kinolonlarin etkisinden korudugu diisiiniilmektedir (Cattoir ve Nordmann, 2009).
Yamane ve ark. 2007 yilinda Japonya’da efluks pompasi aktivasyonuna yola agan ve
plazmitle aktarilan gepA genini tespit etmislerdir (Yamane ve ark., 2007). Plazmitle
aktarilan, kinolon direncine neden olan ve aslinda aminoglikozit asetiltransferaz olan
aac(6’)- Ib enziminin varyanti olan aac(6’)- Ib- cr proteini de ilk olarak qnrA pozitif

bir E. coli izolatinda tespit edilmistir (Robiscek ve ark., 2006).

Plazmitle aktarilan kinolon direncine neden olan bu genler bugiine kadar
Enterobactericeae ailesine ait bir¢ok bakteride tespit edilmis olmasina karsin P.
aeruginosa izolatlarinda bu genler heniiz tespit edilememistir (Cattoir ve Nordmann,
2009; Stratilevitz ve ark., 2009). Arastirmalarimiza gére de hem gqnr genlerinin hem
de gepA ve aac(6’)- Ib- cr genlerinin P. aeruginosa klinik izolatlarinda arastirildig:
bir ¢alisma yoktur. Bizim bu ¢alismada amacimiz klinik 6rneklerden izole edilen P.
aeruginosa izolatlarinda bu gen bdlgelerini polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle

arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa Pseudomonadaceae ailesi iginde yer alan aerobik
nonfermentatif gram negatif basildir (Pollack, 2005). ilk kez 1882°de Gessard
tarafindan yara enfeksiyonunda mavi irin etkeni olarak gosterilmistir (Bilgehan,
2000). Onemli bir nozokomiyal patojendir ve nozokomiyal enfeksiyonlarin %9-
10’nundan sorumlu tutulmaktadir. Birgok antimikrobiyal ajana dogal direngli olmasi
ve bazilarina da sonradan diren¢ kazanmasi nedeniyle tedavisi gii¢ enfeksiyonlara

neden olmaktadir (Hancock ve Speert, 2000).

2.1.1.Morfoloji

Gram negatif nonfermentatif basildir (Erdem, 1999). 1.5-3 um uzunlugunda,
0.5-0.8 pm genisliginde, diiz veya hafif kivrik yapida, sporsuzdur. Hiicrenin dig
ylizeyinde kapsiile benzeyen glikokaliks tabakasi bulunur. Bu tabakanin D-
mannuronik ve L- glukronik asitler basta olmak iizere poliiironik asitlerden olugan
aljinik asit yapisinda polisakkaritten olugtufu saptanmistir (Pratt ve Kolter, 1999).
Tek veya ¢oklu polar flajellar ile genellikle hareketlidir. Rutinde kullanilan boyama
yontemleriyle kolay boyanir (Erdem, 1999).

BG6324 [RM] © www.visualphotos.com
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Sekil 1. P. aeruginosa’min morfolojik yapasi.



2.1.2. Kiiltiir ve Biyokimyasal 6zellikler
Genel kullanim besiyerlerinde kolaylikla 30-37°C’de iirer. 42°C’de

tireyebilme P. aeruginosa’min diger Pseudomonas tiirlerinden ayrilmasim saglar.
Ancak 4°C’de tireyemez. Zorunlu aeroptur ancak nitratin son elektron alicisi olmasin
baglh olarak anaerob olarak da iireyebilirler (Bilgehan, 2000; Pollack, 2005; Murray,
2010).

Siv1 besiyerinde ylizeyde zar yaparak iirer. Kanli agarda beta hemoliz yapan,
metalik renk olugturan koloniler yapar. Kiiltiirlerinde tatlimsi, aromatik meyve, iiziim
ya da trimetil amin kokusuna benzer bir koku olusur (Bilgehan, 2000).

P. aeruginosa kokenlerinin ¢ogu pigment olusturur. Bunlardan en sik
rastlananlart yesil renkli floresein ve baska higbir bakteri tiiriinde bulunmayan,
sadece P. aeruginosa nin olusturdugu ve tamsinda 6nemli olan ve bakteri hiicresinin
demir aliminda da rolii olan mavi-yesil renkli piyosiyanin pigmentidir. P. aeruginosa
ayrica pyorubin ve pyomelanin pigmentleri de yapabilir (Baron 1990; Pollack, 2005).

P. aeruginosa karbonhidratlar1 fermente etmez. Glikoz ve ksiloz gibi
sekerlere oksidatif yoldan etki gdsterirken maltoz, laktoz ve sakkaroza etkisizdirler.
Oksidaz olumlu olmalan ile Enterobactericeae’lardan ayrilirlar. Indol ve H,S
tretmez. Metil kirnmizisi ve Voges-Proskauer olumsuzdurlar. Potasyum siyaniire
direnglidirler, nitratlar1 nitritlere gevirirler. Katalaz ve L-arginin dihidrolaz

olustururlar, lizin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz olusturmazlar (Erdem,

1999; Bilgehan, 2000; Brooks 2001).

2.1.3. Epidemiyoloji

P. aeruginosa dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Cok az besin maddesine
gereksinim duymasi ve farkli g¢evresel kosullara dayanikli olmasi firsatgi patojen
olarak enfeksiyon etkeni olmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Nemli ortamlarda
lremeyi sevmesi hastane ortaminda bulunan solunum cihazlar, temizlik
soliisyonlari, dezenfektanlar, yataklar, carsaflar, gazli bezler gibi ortamlara
yerlesmesini kolaylastirmaktadir (Haris ve ark., 1999; Erdem, 1999).

P. aeruginosa nadiren saglikli insanlar1 kolonize eder. Kolonizasyon siklikla
deri, nazal mukoza, bogaz ve diskidadir. Hastanede yatan hastalarda ise tagiyicilik

oram oldukga artmaktadir. Ozellikle yanikli hastalarin derilerinde, solunum cihazina



bagli hastalarin alt solunum yollarinda ve kemoterapi alan hastalarin gastrointestinal
sistemlerinde yerlesirler. Genis spektrumlu antibiyotik alan hastalarda tasiyicilik %
50°lere ulagsmakta ve invaziv hastalik i¢in zemin olusturmaktadir (Blondel-Hill,
2008; Erdem, 1999).

P. aeruginosa hastane kaynakli enfeksiyonlarda izole edilen en sik dérdiincii
nozokomiyal patojendir. Ayrica nozokomiyal pndmonilerin en sik ikinci nedeni,
Uriner sistem enfeksiyonlarimin en sk iglinci nedeni ve cerrahi yara

enfeksiyonlarimin da en sik dérdiincii nedendir (Pollack, 2005).

2.1.4. Patogenez

Dogada yaygin olarak bulunmasina ragmen saglikli bireylerde nadiren
hastalik olusturan firsatg1 bir patojendir. Deri ve mukoza biitiinliigiiniin bozulmast,
damar ici kateter veya iiriner kateter varlifi, endotrakeal tiip varligi, nétropeni,
hipogammaglobiilinemi, kompleman eksikligi gibi durumlar P. aeruginosa
enfeksiyonlari i¢gin zemin hazirlayic1 faktdrler olarak goériilmektedir. P. aeruginosa
hem invaziv hem de toksinojeniktir. Enfeksiyonlarin olusum asamasinda ii¢ basamak
oldugu diistiniilmektedir; bunlar, bakteriyel tutunma ve kolonizasyon, lokal yerlesme
ve sistemik hastalik tablosudur (Erdem, 1999; Pollack, 2005; Blondel-Hill, 2008;
Salyers ve Witt, 1994).

2.1.5. Virulans Faktorleri
P. aeruginosa firsatg1 bir patojen olarak kabul edilmekte ve hastalik
olusumunda cesitli yapilar1 ve hiicre dis1 enzimleri etkili olmaktadir. Hastalik

olusmasinda konaga bagli faktorler de enfeksiyon gelisimini etkilemektedir (Murray,
2010).

2.1.5.1. Alginat

Bakterinin akciger epitelyal hiicre yiizeyine tutunup biyofilm olusturmasini
bu sayede de hem immun sistem hem de antibiyotiklerin etkisinden kurtulmasini
saglayan kapsiiler polisakkarittir. Alginat polisakkaritini kontrol eden genlerin kronik
solunum yollar1 hastalign olan veya kistik fibrozlu hastalarda aktive olduklar

goriilmiistiir (Murray, 2010; Bergagne, 2004).



2.1.5.2. Elastaz

Immunglobulin ve kompleman bilesiklerini pargalar ve nétrofil aktivitesini
inhibe eder (Winn, 2006). LasA (serin proteaz) ve LasB (¢inko metalloproteaz)
olmak {izere iki enzim sinerjik olarak calisarak elastini indirger ve elastin igeren
dokularda akciger parankiminde hasara ve hemorajik lezyonlara (ektima
gangrenozum) neden olurlar. Kronik Pseudomonas enfeksiyonlarinda LasA ve LasB

enzimlerine karsi1 antikor olusur (Murray, 2010).

2.1.5.3. Adhezinler

P. aeruginosa’da pili igeren ve icermeyen olmak tizere iki tip ylizey adezin
proteini tammlanmustir. Pili igeren ylizey adezinleri epitelyal ylizeylere tutunmayi
saglarken, pili igermeyen adezinler ise musine baglanmay1 saglarlar (Salyers ve Witt,
1994). P. aeruginosa ayrica noraminidaz {iretir. Noraminidaz, sialik asiti

uzaklastirarak GM-1 reseptorlerine tutunmay1 kolaylagtiric: etkiye sahiptir (Erdem,

1999; Bergagne, 2004). 7

2.1.5.4. Pyosiyanin

P. aeruginosa tarafindan olusturulan mavi renkli pigment olan pyosiyanin
oksijenin toksik formlari olan siiperoksit ve hidrojen peroksit olusmasim katalize
eder (Murray, 2010). Solunum yollar1 epitelinin silyali yapisim1 bozar ve akciger
dokusunda oksidatif hasara neden olur (Winn, 2006). Ayrica antibiyotik etkisiyle
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Mycobacterium smegmatis’e karsi
bakterisidal, Brucella spp., Shigella spp., Bacillus antracis, Bordotella spp. ve Vibrio
spp.’ye kars1 ise bakteriyostatik etki gosterir (Gillespie, 2006).

2.1.5.5. Endotoksin
P. aeruginosa’da bulunan endotoksin diger gram negatif bakterilerde oldugu
gibi 6nemli bir hiicre duvar antijenidir. Endotoksinin lipit A komponenti sepsis

tablosunda gesitli biyolojik etkilerden sorumludur (Murray, 2010; Baron, 1990).



2.1.5.6. Ekzotosin A

P. aeruginosa’nin patojenik suslar tarafindan olusturulan en énemli virulans
faktorlerinden biridir. Ekzotoksin A 613 aminoasitten olusan tek bir polipeptit
zincirdir (Erdem, 1999). Okaryotik hiicrelerde elongasyon faktér 2°yi (EF2) inhibe
ederek protein sentezi sirasinda peptit zincirinin uzamasini engelleyerek etki gosterir.
Etkisi Corynebacterium diphtheriae’nin olusturdugu toksine benzemekle beraber
yapisal ve immunolojik olarak farkhidirlar. Yanik hastalarinda dermatonekroz
olusumundan, okiiler enfeksiyonlarda korneal hasardan ve kronik pulmoner
hastaliklarda doku hasarindan sorumludur (Murray, 2010; Pollack, 2005).
Saflagtirilmig ekzotoksin A’nin kiictik dozlarda dahi hayvanlar igin letal oldugu

gortilmustir (Erdem, 1999).

2.1.5.7. Ekzoenzim S

Iki enzimde ekstraselliiler toksindir. Adenosin difosfat ribosiltransferaz
aktivitesi gosterir. Hedef proteini heniiz tamimlanamamistir (Erdem, 1999).
Bakterinin yayilmasimi ve invazyonunu kolaylastirir, nekroza neden olur (Murray,
2010).Tip III sekresyon sistemi ile transmembran proteinleri yoluyla oOkaryotik
hiicrelerin igine girerek etki gosterir (Ohl, 2002; Murray, 2010). Ekzoenzim S
salgilamayan mutant suslarin deneysel yanmik ve kronik akciger enfeksiyonlu

hastalarda daha az virulan olduklar1 gorilmistiir (Erdem, 1999).

2.1.5.8. Alkalin proteaz
Flastaza benzer sekilde doku hasarina neden olur ve P. aeruginosa’nin

yayilimini kolaylastirir. Konagin bagisik yanitina etki eder (Murray, 2010; Bergagne,
2004).

2.1.5.9. Fosfolipaz C
Is1 labil bir hemolizin olup lipit ve lesitinin yapisim bozarak doku hasari
yapar (Murray, 2010). Sitoplazmik membranda ve pulmoner surfaktanda hasara

neden olur, opsonini inaktive eder (Winn, 2006).



2.1.5.10. Rhamnolipit
Istya dayanikli hemolizindir. Lesitin i¢eren dokularda hasara neden olur ve

solunum yollarindaki mukosiliyer akiviteyi bozar (Pier, 2005).

2.1.6. Klinik
P. aeruginosa, ylzeyel bir deri enfeksiyonundan fulminan sepsise kadar
degisen ¢ok cesitli enfeksiyonlara neden olabilir. Hastane enfeksiyonlar1 arasinda da

ilk siralarda yer almaktadir (Blondel-Hill, 2008).

2.1.6.1. Akciger enfeksiyonlar:

P. aeruginosa’nin neden oldugu alt solunum yollar1 enfeksiyonlar
asemptomatik kolonizasyon veya benign trakeobronsitten ciddi nekrotizan
bronkopnémoniye kadar degiskenlik géstermektedir (Pollack, 2005; Murray, 2010).
P. aeruginosa siklikla lokal solunum yollar1 veya sistemik savunma sisteminde hasar
oldugunda enfeksiyona neden olur. Nozokomiyal pnomonilerde mortalite orani
oldukge yiiksektir (Pollack, 2005; Blondel-Hill, 2008).

Kistik fibrozlu hastalarda P. aeruginosa’ya bagl solunum yolu enfeksiyonlari
sik goriilmektedir (Murray, 2010). Ciinkii bu hastalarda P. aeruginosa kistik fibroz
epitel hiicresine tutunmada O6zel bir yatkinhiga sahiptir ve konaga bir kez
yerlestiginde, kalici hale gelerek zaman iginde nonmukoid formdan mukoid forma
doniistirek kotulesen prognoza neden olur (Blondel-Hill, 2008).

Bakteriyemik pnomoni ise siklikla nétropenik olan hemotopoetik sistem
malignensisi olan hastalarda goriiliir ve siklikla pulmoner ve ekstapulmoner ilk

belirti ve semptomlarin goriilmesinden sonra 3-4 giin ig¢inde oliimle sonuglanir

(Pollack, 2005).

2.1.6.2. Endokardit

P. aeruginosa intravenoz ilag kullananlarin dogal kalp kapaklarinda ve
prostetik kalp kapagi bulunan hastalarin protez kalp kapaklarinda infektif
endokardite neden olurlar (Erdem, 1999). Siklikla trikiispit kapakta enfeksiyona
neden olur (Pollack, 2005).



2.1.6.3. Bakteriyemi

P. aeruginosa bakteriyemisi hastane kaynakli primer gram negatif
bakteriyemiler iginde dordiincii sirada yer almaktadir (Erdem, 1999). Ancak siklikla
immun sistemi baskilanmig hastalarda enfeksiyona neden olmasi ve sahip oldugu
virulans faktorleri nedeniyle mortalite orani daha yiiksektir. Primer enfeksiyon
bolgeleri siklikla alt solunum yollari, iiriner sistem, deri ve yumusak dokular, kan
damari ve gevresi yapilardir. Karakteristik deri lezyonu olan ektima gangrenozumun

saptanmasi anlamlidir (Erdem, 1999; Murray, 2010; Pollack, 2005)

2.1.6.4. Uriner sistem enfeksiyonlari

Siklikla hastane kaynakli enfeksiyonlardir. P. aeruginosa hastane kaynakh
liriner sistem enfeksiyonlar: iginde 3. sirada yer almaktadir. Uriner katerizasyon,
cerrahi ve bobrek transplantasyonu enfeksiyon gelisimini kolaylastirir. (Blondel-Hill,

2008; Erdem, 1999).

2.1.6.5. Goz enfeksiyonlar

Korneada meydana gelen bir travma sonrasi (kontakt lens siyriklari, goz
ylizeyinde meydana gelen ¢izik) P. aeruginosa ile kontamine sularla temas sonrasi
g6z enfeksiyonu olusmaktadir (Murray, 2010). Korneal iilser olusumu sonrasi tedavi
edilmezse gorme kaybina kadar gidebilecek ciddi enfeksiyonlara neden olur

(Pollack, 2005).

2.1.6.6. Kulak enfeksiyonlar:

P. aeruginosa saglikli bireylerin kulaklarinda nadiren bulunmakla beraber
zedelenme, maserasyon, inflamasyon ve nemlilik meydana getiren durumlarda
kulaga yerlesebilir. Dis kulak yolu enfeksiyonlarinin baslica bakteriyel
patojenlerindendir. Siklikla yiizticlilerde ‘yiiziicii kulagi’ olarak adlandirilan
enfeksiyona neden olur (Pollack, 2005). Malign dis kulak yolu enfeksiyonu ise
diabetli ve yashi hastalarda goriiliir. Yasamin ilk 6 haftasinda orta kulak
enfeksiyonuna da neden olur (Blondel- Hill, 2008; Murray, 2010). D1s kulak ve orta
kulak enfeksiyonunu takiben mastoidit gelisebilir (Erdem, 1999).



2.1.6.7. Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlan

P. aeruginosa menenjit ve beyin absesine neden olur. Santral sinir sistemi
enfeksiyonu; (1) kulak, mastoid ve paranazal sinuslardaki enfeksiyonu takiben, (2)
kafa travmasi, cerrahi veya invaziv diagnostik islemler sonucu beyine veya
subaraknoid bosluga direkt inokiilasyon, (3) {riner sistem, akciger veya
endokardiyum gibi bir odaktan bakteriyemik yayilim sonucu meydana gelmektedir
(Pollack, 2005; Erdem, 1999).

P. aeruginosa kanserli hastalarda Listeria monocytogenes’ten sonra en sik

ikinci santral sinir sistemi enfeksiyonu etkenidir (Pollack, 2005).

2.1.6.8. Kemik ve eklem enfeksiyonlar:

P. aeruginosa’nin neden oldugu kemik ve eklem enfeksiyonlar1 primer bir
odaktan hematojen yayilim yoluyla veya komsu bir odaktan yayilim sonucu
olusmaktadir (Vahaboglu, 2008). Hematojen yolla meydane gelen enfeksiyonlar
siklikla intravendz ilag¢ kullananlarda goriilmektedir. Ayn1 zamanda penetran travma,
cerrahi veya yumusak doku enfeksiyonlarim takiben de olusabilmektedir (Pier,

2005).

2.1.6.9. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

P. aeruginosa’nin neden oldugu deri ve yumusak doku hastaliklar1 primer
veya metastatik bir odaktan kaynaklanir. Bakteriyemi sirasinda tipik olan ektima
gangrenozum olarak adlandirilan deri lezyonlar gelisebilir. Yine bakteriyemi
sirasinda subkutan nodiiller, derin abseler, sellulit, vezikiiler ve piistiiler lezyonlar da
goriilebilir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 lokalize veya yaygin olabilir.
Predispozan faktorler olarak yanik, travma, dekiibit tlserleri, dermatit ve viicuttaki
nemli bélgeler (perineal bolge, yiiziicii kulaklar1 vb.) sayilabilir (Vahaboglu, 2008;
Pier, 2005).

2.1.6.10. Gastrointestinal enfeksiyonlar
P. aeruginosa gastrointestinal sistemin herhangi bir bolgesinde enfeksiyon
meydana getirebilir. Cocuklarda orta siddette diyareye neden olurken, infantlarda

siklikla fatal nekrotizan enterokolitlere neden olabilmektedir. Benzer durum
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notropenik kanser hastalarinda ileum, ¢ekum ve kolonu igine alacak sekilde

olusmaktadir (Vahaboglu, 2008).

2.1.7. P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisi

P. aeruginosa enfeksiyonlarimin antimikrobiyal ajanlarla tedavisi giigliik
gostermektedir. Ciinkii; bakteri birgok antibiyotige, dis membran gegirgenliginin
azlig1, antimikrobiyal ajanlari hiicre digina ¢ikaran aktif efluks pompa sistemlerine
sahip olmas1 ve kromozomal AmpC B-laktamaz enzimine sahip olmasi nedeniyle
direnglidir. Ayrica siklikla immun sistemi baskilanmig konakta enfeksiyon meydana
getirdigi i¢in de konak antibiyotik aktivitesine yeterli yamit olusturamamaktadir (
Lambert, 2002; Strateva ve Yordonov, 2009).

P.  aeruginosa  enfeksiyonlarmin  tedavisinde  karboksipenisilinler
(karbenisilin, tikarsilin), treidopenisilinler (azlosilin, piperasilin), baz1 3.kusak
sefalosporinler (seftazidim, sefsulodin, sefaperozon), tiim 4. kusak sefalosorinler,
aztreonam, karbapenemler (imipenem, meropenem), kinolonlar (siprofloksasin,
levofloksasin), aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin, amikasin), tetrasiklinler
(tetrasiklin, doksisiklin, minosiklin) kullanilmaktadir (Bilgehan, 2000; Erdem, 1999).

Antibiyotik tedavisi yaninda enfeksiyon odagina gore infekte Kkalp
kapaklarinin ve vejetasyonlarin ¢ikarilmasi, absenin drenaji, yaranin debridmam ve

cerrahi islemlerin de uygulanmasi gerekmektedir (Pollack, 2005).

2.1.8. Antimikrobiyal Direng

2.1.8.1. Intrensek direnc

P. aeruginosa pek g¢ok antibiyotige karsi intrensik dirence sahiptir. Bu
antibiyotikler; ampisilin, amoksisilin, amoksisilin/kluvulanik asit, 1.kusak
sefalosporinler, 2.kusak sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, nalidiksik asit ve
trimetoprimdir (Livermore, 2001). Bu direngte rol oynayan baslica mekanizmalar;

betalaktamazlar, gesitli efluks pompalar1 ve dis membran gegirgenliginin azalmasidir

(Hancock, 2002; Blondel-Hill, 2008).
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2.1.8.1.1. Enzimatik inaktivasyon

Betalaktam antibiyotiklere kargt kromozomal veya plazmit kaynakl
betalaktamazlarin  {iretimi sonucu diren¢ gelismektedir. P. aeruginosa’da
betalaktamazlarin kazanilmasi Enterobactericeae’da oldugu kadar sik degildir ancak
giderek siklig1 artmakta ve gesitlilik gdstermektedir (Blondel-Hill, 2008; Livermore,
2002). En sik goriilen betalaktamazlar PSE-1 ve PSE-4 enzimleridir (Hancock,
2000). Genislemis spektrumlu betalaktamazlar da P. aeruginosa’da tanimlanmistir
(Bonomo ve Szabo, 2006). OXA enzim ailesi (Ambler molekiiler sinif D) en sik P.
aeruginosa’da  saptanmaktadir. Ayrica P. aeruginosa’da serinproteaz ve
metalloenzimleri (Ambler molekiiler siuf B) aracilifiyla karbapenemlere direng
gelismektedir (Livermore, 2002).

P.  aeruginosa’da aminoglikozitlere karsi diren¢ siklikla enzimatik
inaktivasyon yoluyla olmaktadir. Bu enzimler asetil, fosfat veya adenil gruplarinin
bu antibiyotiklerin amino ve hidroksil uclarina eklenmesiyle inaktivasyona yol
agmaktadirlar (Lambert, 2002). Aminoglikozit-modifiye edici enzimler P.
aeruginosa’da 30 yih agkin stiredir bilinmektedir ve gentamisin, tobramisin ve/veya
amikasine kars1 gesitli kombinasyonlarda direng meydana getirmektedirler (Bonomo
ve Szabo, 2006; Miller ve ark., 1997). Bu enzimler sikhikla diger grup
antimikrobiyallerde de dirence neden olan transpozon ve/veya integron tarafindan

kodlanmaktadirlar (Hancock, 1998).

2.1.8.1.2. Efluks pompa sistemleri

Efluks pompalari P. aeruginosa’da antibiyotiklere direng¢ gelismesinde
onemli mekanizmalardandir. Efluks pompa sistemleri ii¢ protein kismindan
olugmaktadir; sitoplazmik zarda yer alan enerji bagimlhi bir pompa, dis membran
porini ve her iki protein arasinda iligkiyi saglayan baglantili bir proteindir (Lambert,
2002). P. aeruginosa’da farkli antibiyotik efluks pompalar1 tanimlanmistir. Bunlar
MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ, MexJK-OprM and MexEF-OprN
efluks pompalaridir (Pool, 1996; Chuanchuen, 2002). MexAB-OprM tiim P.
aeruginosa suslarinda yapisal olarak eksprese edilmektedir (Blondel-Hill, 2008).
nalB  (mexR), nfxB veya nfxC (mexT)‘deki regulatuar mutasyonlar efluks
pompalarinda agir1 ekspresyona neden olmaktadir (Hancock, 2000). MexAB-OprM
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betalaktam antibiyotikler, kinolonlar ve bazi dezenfektanlarin disar1 atilmasinda,
MexXY-OprM aminoglikozitlerin, MexEF-OprN kinolonlarin ve karbapenemlerin,
MexJK-OprM tetrasiklin ve eritromisinin, MexCD-OprJ 4. kusak sefalosporinlerin
disar1 pompalanmasindan sorumludur (Lambert, 2002; Chuanchuen ve ark., 2002).
Siprofloksasinle dnceden tedavi gormiis kistik fibroz hastalarinin %80’inde efluks

pompalarini agir1 {ireten mutantlar saptanmigtir (Jalal ve ark., 2000).

2.1.8.1.3. D1s membran protein defektleri

P. aeruginosa’nin dig membrani bir¢ok antibiyotigin penentrasyonuna imkan
vermemekte ancak betalaktam ve kinolonlar gibi kiigiik hidrofilik molekiillerin porin
olarak adalandirilan ak6z kanallar araciliiyla gecisine imkan vermektedir. P.
aeruginosa’da birgok farkli porin bulunmakta ve OprF tiim suslarda bulunan baslica
porinlerden biridir. OprF bulunmayan mutantlar bildirilmis olmasma ragmen
antibiyotik direnciyle iliskisi gosterilememistir. OprD kaybi imipenem direncine
neden olurken meropenem duyarhilifinda azalmaya neden olmaktadir (Lambert,
2002; Bonomo ve Szabo, 2006).

Aminoglikozitler ve kolistin ise hiicre igine porinler yoluyla degil
membranin  dis  yiiziindeki  lipopolisakkarite ~ baglanarak  girmektedirler.
Lipopolisakkarit yapiy1 bu antibiyotiklerin baglanmasindan koruyan OprH adli dis
membran proteinin asir1 ekspresyonu aminoglikozit ve kolistin direncine neden
olmaktadir (Lambert 2002; Li ve ark., 2005; Poole, 2005).

Porinlerin azalmasina bagh olarak kinolonlarin hiicre i¢ine aliminda azalma
meydana gelmekle beraber efluks pompalama sistemlerinin de bu mekanizma da

etkili oldugu diigtiniilmektedir (Li ve Nikado, 2004).

2.1.8.1.4. Hedefte olusan degisiklik

P. aeruginosa’da kinolonlara karsi olusan diren¢ mekanizmalarindan biri de
topoizomeraz II (gyrA ve gyrB altiiniteleri) ve topoizomeraz IV’de (parC ve parE)
meydana gelen hedef mutasyonlardir (Hernandez ve ark., 2011).

Penisilin baglayan proteinlerde degisiklik olmasi sonucu betalaktamlara karsi

diren¢ meydana geldigi belirtilmistir. (Lambert, 2002).
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2.2. Kinolonlar

Kinolonlar en sik kullanilan antibakteriyel ajanlar arasinda yer almakta ve
hem tipta hem de veterinerlikte yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Cattoir ve ark.,
2009). Bu grubun ilk tiyesi 1962 yilinda kullanima giren nalidiksik asit olup 1,8-
naphthyridine yapisindadir (Hooper, 2005). Nalidiksik asit antimalaryal bir ajan olan
klorokinin sentez ve saflastirma caligmasi sirasinda kesfedilmistir (Ruiz, 2003).
1970’11 yillarda oksolinik asit ve sinoksasin kullanima girmistir (Hooper, 2005). Bu
ajanlarin sadece gram negatif enterik basillerin neden oldugu iiriner sistem
enfeksiyonlarinda etkin olmalari kullanimlarimi  simirlandirmigtir  (Arda, 2008;
Hooper, 2005). Ancak 1980°li yillarda flor ve piperazinil deriveli kinolonlarin
kullanima girmesiyle etki spektrumu da genislemis ve kullanimlari hizla yayilip
genislemistir (Hooper, 2005). Bu kinolonlar genis etki spektrumu, iyi oral
absorbsiyon ve iyi tolere edilmeleri nedeniyle klinikte tercih edilen ajanlar

olmuslardir (Appelbaum ve Hunter, 2000).

2.2.1. Kimyasal yap1

Kinolonlar yap1 olarak antibiyotik olmayip tamamen sentetik olan saf
kimyasal maddelerdir (Arda, 2008). Klinikte kullanilan biitiin kinolonlar iki halkadan
olusmaktadir, ilk halkanin birinci pozisyonunda nitrojen, dordiincii pozisyonunda
karbonil ve tliglincli pozisyonundaki karbon atomuna karboksil grubu eklidir. Bir¢ok
farkli iki halkali yapisi mevcuttur. Ancak bunlardan en basarili olanlan ikinci
halkada sekizinci pozisyonda karbon atomu igeren ve sekizinci pozisyonda nitrojen
atomu igeren yapilardir (Wolfson ve Hooper, 1989)

Kinolon ¢ekirdeginde zaman iginde yapilan degisikliklerle antimikrobiyal
aktivite ve farmakokinetik 6zelliklerde gelismeler saglanmistir. Altinci pozisyondaki
karbon atomuna flor atomunun eklenmesiyle potens artirilmig, ayni1 zamanda yedinci
pozisyondaki karbon atomuna piperazinil (siprofloksain, norfloksasin, enoksasin),
metil-piperazinil (pefloksasin, ofloksasin, lomefloksasin, fleroksasin, temafloksasin,
levofloksasin, grepafloksasin, gatifloksasin) veya dimetilpiperazinil (sparfloksasin)
eklenmesiyle gram negatif etkinlik artirilmistir (Hooper, 2005; Arda, 2008).

Yedinci  pozisyondaki  karbon atomuna pirolidinil  eklenmesiyle

(tosufloksasin, klinafloksasin, gemifloksasin) veya baska atomlar eklenmesiyle
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(substituent) (trovafloksasin, moksifloksasin, sitafloksasin) gram pozitif bakterilere
kars1 etkinlik artmistir. Sekizinci pozisyondaki karbon atomuna ikinci flor atomunun
eklenmesiyle emilim ve eliminasyon yar1 omrii ile birlikte fototoksisite riski de
artmistir (Hooper, 2005; Arda, 2008; Appelbaum ve Hunter, 2000).

Kinolonlar kimyasal yapi, antimikrobiyal aktivite ve klinik kullanim
Ozelliklerine gore degisik sekilde siniflandirilabilmektedirler. Tablo I’de kinolonlarin

siniflandirilmas:  belirtilmistir.  Sekil 2°’de kinolonlarin  kimyasal yapilar

goriilmektedir.

Tablo I.Kinolonlarin siniflandirilmasi.

1.Kusak 2.Kusak 3.Kusak 4 .Kusak

Nalidiksik asit Siprofloksasin Grepaflokasin Klinofloksasin

Sinoksasin Enoksasin Levofloksasin Gemifloksasin

Oksolinik asit Floroksasin Pozufloksasin Moksifloksasin

Pipemidikasit Nadifloksasin Sparfloksasin Gatifloksasin

Rosoksosin Ofloksasin Temafloksasin Sitofloksasin
Norfloksasin Tosufloksasin Travofloksasin
Pefloksasin Basifloksasin
Rufloksasin

15



al n
1
T
s
S
(V] 'Y
™ P
F
losutlpzacin
o
% .
A e,
ofloxacin
(-] a
F. s
e,
s
S i W
e
o
nrepafloxacin
- e
T “am
i
. A
r ”
I

gatifioxacin

"o
P
Aalidixic acid
o
. i
.
Lemalloxacin
a a
. L. 4
e "\I.A-" e
]" .V_/‘J ¥ J

[¢] Ll
ST TR T e
[ 1 ]
T R i T -, -
I o - v
cnoxacin
¥ &
bu L
> o™ s

Tad

moxifloxacin

http://www.antimicrobe.org/d17tab.htm

Sekil 2.Kinolonlarin kimyasal yapisi.

2.2.2. Etki mekanizmasi

= -

pemiflaxacin

Ton

“ai

Kinolonlar hizli bir sekilde bakteriyel DNA sentezini inhibe ederek bakteri

hiicresinin de hizh 6liimiine neden olurlar (Andriole, 2005). Kinolonlarin hedefi tip II

topoizomerazlar olan DNA giraz (topoizomeraz II) ve DNA topoizomeraz IV tiir.

Tip II topoizomerazlar DNA segmentinin her iki ipligini kesip aradan bir baska DNA

segmentini gegiren ve sonrasinda da onaran enzimlerdir. Bunlardan DNA giraz bu

islemleri DNA siiper sarmallar1 olusurken veya tam aksi sekilde stiper sarmallar:

kaldirirken uygular. Bu sayede DNA replikasyonu sirasinda, replikasyon c¢atalinin

oniindeki stiper sarmallar1 kaldirarak, DNA ipliklerinin kolayca birbirinden

ayrilmasina olanak saglamis olur. Topoizomeaz IV ise replikasyon sirasinda birbirine
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ge¢mis durumda olan ipliklerinin birbirinden ayrilmasini ve hiicre bdliinmesi
sirasinda diger hiicrelere esit sekilde dagilmasimi saglar (Wolfson ve Hooper, 1989;
Drlica ve Zhao, 1997).

DNA giraz iki A ve iki B olmak iizere iki alt birimden olusmaktadir. Bu
birimler gyrA ve gyrB genleri tarafindan sentezlenmektedir. Topoizomeraz IV ise
DNA giraz ile % 40 homoloji gosteren iki A alt birimi (parC) ve iki B alt biriminden
(parE) olugmaktadir (Cattoir ve ark., 2009; Drlica ve Zhao, 1997; Hooper, 2005).

Kinolonlar ilag-enzim-DNA kompleksi olugturarak topoizomerizasyonu
engellerler boylece replikasyon gatali, RNA polimeraz ve DNA helikazin 6niinde
bariyer olugturarak hiicre olimiiyle sonuglanacak olaylarin baslamasina neden
olurlar. Yapilan g¢aligmalar gostermistir ki DNA giraz daha ¢ok gram negatif
bakterilerde diren¢ gelisimine neden olurken, topoizomreaz IV ise gram pozitif

bakterilerde direng gelisiminden sorumludur (Andriole, 2005; Hooper, 2000).

http://www.diamond.ac.uk/Home/Media/LatestNews/02 07 09a.html
Sekil 3. DNA ve topoizomeraz IV ve kinolon kompleksi.

2.2.3. Antimikrobiyal Aktivite

[lk kullanima giren kinolon olan nalidiksik asit gram negatif enterik basillere
kargt etkili ve bu patojenlerin neden oldugu iiriner sistem enfeksiyonlarinda
kullanilmakta iken florokinolonlar nalidiksik asitin etki spektrumuna ek olarak gram

pozitif koklar, atipik pnémoni etkeni olan bakteriler, P. aeruginosa ve
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Mycabacterium tiirlerine karsi da etkinlige sahiptirler (Ruiz, 2003; Hooper, 2005;
Wolfson ve Hooper, 1989).

Toplum kaynakli pndmoni etkeni olan Streptococcus pneumoniae’ya en etkili
kinolonlar klinafloksasin, gemifloksasin ve sitafloksasindir. Yine gram pozitif bir
kok olan S. pyogenes’e karsi da gemifloksasin ve sitafloksasin en etkili kinolonlardir.
Metisilin duyarli  Staphylococcus aureus (MSSA) ve S. epidermidis’e Kkarsi
siprofloksasin ve ofloksasin orta derecede etkiliyken; klinafloksain, gatifloksasin,
gemifloksasin, moksifloksasin, sitafloksasin ve travofloksasin daha etkili
bulunmustur (Appelbaum ve Hunter, 2000).

Atipik pnomoni etkeni olan Legionella pneumophlia, Mycoplasma
pneumoniae ve Chlamydia pneumoniae ve genital patojenlar olan C. trachomatis,
Ureaplasma urealyticum ve M. hominis’e Kkars1 siprofloksasin, ofloksasin,
levofloksasin, gatifloksasin, moxifloksasin ve gemifloksasin en etkili kinolonlardir
(Hooper, 2005).

P. aeruginosa’ya karst en etkili kinolon siprofloksasindir. Gatifloksasin,
gemifloksasin, moksifloksasin ve travofloksasinin ise siprofloksasine yakin
aktiviteye sahiptirler. Acinetobacter spp., Alcaligenes spp., Burkholderia spp. ve
Stenotrophomonas spp. tiirlerine karsi siprofloksasin, levofloksasin ve ofloksasin
etkili olan kinolonlardir (Appelbaum ve Hunter, 2000).

Haemophilus spp, Moraxella catarrhalis ve Neisseria tiirlerine karsi nredeyse
florokinolonlarin hepsi etkili olsa da siprofloksasin ve ofloksasin en etkili olan
ajanlardir.

[k florokinolonlarmn anaerop antibakteriyel etkinligi az olsa da gatifloksasin,
moksifloksasin, sitafloksasin ve travofloksasin anaeroblara en etkili kinolonlardir
(Appelbaum ve Hunter, 2000; Wolfson ve Hooper, 1989; Hooper, 2005).

Kinolonlarin mikobakterilere karsi da etkinlikleri vardir. Siprofloksasin,
ofloksasin, levofloksasin, gatifloksasin ve moksifloksasinin M. tuberculosis, M.
Sfortiutum, M. kansasii ve M. chelonae’ye Kkars1 etkilidirler. Ofloksasin ve
pefloksasinin M. leprae’nin hayvan modellerinde yapilan galismalarda etkili oldugu

saptanmistir (Hooper, 2005).
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2.2.4. Farmokokinetik

Kinolonlar konsantrasyona bagimli etkinlik gosterirler. Ust gastrointestinal
sistemden olduk¢a iyi emilirler ve dozun almimu takiben yaklasik 1 ile 3 saat
arasinda serumda pik konsatrasyona ulasirlar. Serum proteinlerine baglanma orani
diistiktiir ve %20 ile 50 arasindadir. Akciger, prostat dokusu, safra, idrar, makrofaj ve
notrofillerde yiiksek konsantrasyonlara ulasirlar. Ancak tiikriik, kemik ve
inflamasyon varliinda dahi beyin omurilik sivisina gegisleri iyi degildir.
Kinolonlarin atilimi siklikla idrarla olmaktadir. Ancak sparfloksasin, moksifloksasin

ve travofloksasinin atilimi karacigerden olmaktadir (Turnidge, 1999; Andriole,

2005).

2.2.5. Kinolonlara karsi diren¢ mekanizmalar:

Kinolonlar genis spektrumlarina bagl olarak yaygin kullanilmaktadirlar.
Yapilan bir ¢alismada siprofloksasinin diinya ¢apinda en sik kullanilan antibakteriyel
ajan oldugu belirtilmistir (Acar ve Goldstein, 1997).

Kinolonlara direng gelisimi ii¢ ana mekanizma ile olmaktadir: i) kromozomal
olarak kinolonlarin hedeflerinde meydana gelen degisiklikler, ii) membran
gecirgenliginde azalma ve/veya efluks pompa sistemlerinin asir1 ¢aligmasi nedeniyle

azalmus birikim ve iii) plazmite bagli direng (Ruiz, 2003).

2.2.5.1. Hedefte meydana gelen degisiklik

Kinolonlar etkilerini DNA giraz ve topoizomeraz IV iizerinden yaparlar.
DNA giraz tetramerik bir enzimdir ve gyrA ve gyrB tarafindan kodlanan iki A alt
{initinden ve iki B alt tinitinden olusmaktadir. Topoziomeraz 1V’de parC ve parE
genleri tarafindan kodlanan iki A ve iki B alt {initinden olugsmaktadir. Kinolonlarin
hedefi gram pozitif bakterilerde topoizomeraz IV iken gram negatif bakterilerde ise
hedef DNA giraz’dir (Ruiz, 2003). Ancak bazi ¢aligmalar gostermistir ki sparfloksain
ve nadifloksasin i¢in gram pozitif bakterilerde etki DNA giraz iizerinden
olabilmektedir (Pan ve Fisher, 1996; Takei ve ark., 2001). GryA’da meydana gelen
degisiklikler daha sik oldugu i¢in bu bolge kinolon direnci belirleyici bolge (QRDR-
quinolone resistance determining region) olarak adlandirilmaktadir. Bu bdlge 67 ve

106 kodonlan arasinda yer almaktadir. Bu kodonlarin arasindaki bolgelerde olusan
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mutasyonlar kinolon direncine neden olmaktadir. QRDR’da meydana gelen tek bir
mutasyon yiiksek diizey nalidiksik asit direncine neden olurken, florokinolonlarda
yiikksek diizey dirence neden olmak i¢in ek mutasyonlara ihtiyag vardir. En sik
mutasyon gryA geni 83. kodonunda olmaktadir. GryB geninde dirence neden olan
mutasyonlar ise daha az sayidadir. Topoizomeraz IV’de mutasyonlar siklikla parC
bolgesinde meydana gelmektedir. Gram negatif bakterilerde en sik mutasyonlar 80.
ve 84. kodonlarda meydana gelmektedir. Gram pozitif bakterilerde de siklikla 79. ve
116. kodonlarda olugsmaktadir. Gram negatif bakterilerde parE geniyle iliskili sadece
445. kodonda mutasyon saptanmis olup bu mutasyonunda ancak gryA bolgesindeki
mutasyonlarla bir araya geldiginde kinolon direncine neden oldugu saptanmugtir.
Gram pozitif bakterilerde parE bolgesinde farkli kodonlarda mutasyonlar saptanmig
ancak bu mutasyonlarin kinolon direncine katki saglamadig: bildirilmistir (Oram ve

Fisher, 1991; Ruiz, 2003; Yoshida ve ark., 1991; Yoshida ve ark., 1990).

2.2.5.2. Azalmis birikim

Kinolonlarin birikiminde azalmaya neden olabilecek olan iki mekanizma
bulunmaktadir; bunlar, bakteriyel gegirgenlikte azalma ve efluks pompalarinin asiri
{iretimi (Ruiz, 2003). Kinolonlarin bakteri i¢inde etkili olabilmeleri i¢in gram pozitif
bakterilerde hiicre zar1 ve hiicre duvarini, gram negatif bakterilerde ise bunlara ek
olarak dis zar1 da gegmeleri gerekmektedir. Gram negatif bakterilerde E. coli’de
bulunan OmpF ve OmpC proteinlerinde oldugu gibi dis zarda bulunan porin
proteinlerinin olusturdugu kanallar vasitasiyla zar gegirgenligi diizenlenmektedir.
Bunlara ek olarak hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerde spesifik
olmayan enerji bagimli efluks pompa sistemleri de bulunmaktadir (Jacoby, 2005). 4.
baumannii ve P. aeruginosa gibi bazi bakterilerde ise dis membran yapisi nedeniyle
kinolonlarin hiicre igine girisi miimkiin olmamaktadir. P. aeruginosa’nin dis zarinin
gecirgenligi E. coli’ye gore 10-100 kat daha azdir. P. aeruginosa’da dort farkh efluks
pompa sistemi tanimlanmistir. Bu sistemler; MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-
OprN ve MexXY-OprM’dir. Diger gram negatif bakterilerde de kinolon direncine
neden olan efluks pompa sistemleri mevcuttur. E. coli’de AcrAB, AcrEF, EmrAB,

MAfA, Ydhe; S. maltophilia’da SmeDEF, A. baumannii’de AdeABC efluks pompa
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sistemleri bulunmaktadir (Nikado, 1996; Poole ve ark., 1996; Ruiz, 2003; Vila ve
ark., 1995; Yoshimura ve Nikado, 1982).

Gram pozitif bakterilerde de kinolon direnci olusturan efluks pompalari
mevcuttur. S. aureus’ta NorA, S. pneumoniae’da PmrA, Bacillus subtilis’te Blt,

BmrA, Bmr3 tanimlanmis olan efluks pompa sistemleridir (Hooper, 2005; Jacoby,
2005; Ruiz, 2003).

2.2.5.3. Plazmite bagh kinolon direnci

Plazmite bagl nalidiksik asit direnci ilk olarak 1987 yilinda Shigella
dysenteriae klinik izolatinda bildirilmis ancak sonrasinda dogrulanmamis ve direncin
kromozomal mutasyona baglh oldugu bildirilmistir (Courvalin, 1990; Li ve ark.,
2005; Munshi ve ark., 1987). Ancak 1998 yilinda ABD’de, 1994 yilinda bir hastanin
idrar izolatindan izole edilmis olan K. pneumoniae klinik izolatinda plazmitle
aktarilmig olan kinolon direnci (PMQR- plasmid mediated quinolone resistance) ilk
kez bildirilmistir (Martinez ve ark., 1998). Plazmitte bulunan bu gen bélgesi ‘Qnr’
olarak adlandirilmistir. Sonrasinda farkli qnr genlerinin de saptanmasi nedeniyle
qnrAl olarak adlandinlmistir. Yillar icerisinde qurB, qnrS, qnrC, qnrD ve plazmitle
aktarilan efluks pompasi aktivasyonuna yol agan qepA ve aminoglikozit
asetiltransferazin varyanti olan ve siprofloksasin aktivitesini azaltan aac(6’)-Ib-cr
genleri de tammlanmistir (Jacoby, 2005; Strahilevitz ve ark., 2009; Yamane ve ark.,

2007).

2.2.5.3.1. Qnr genleri

[lk olarak saptanan PMQR determinanti gnr’nin (sonra qnrA, sonrasinda da
qnrAl) 56-kb’lik bir plazmit, pMG252, tarafindan kodlandig1 ve kinolonlarla birlikte
betalaktamlara, aminoglikozitlere, sulfonamitlere, trimetoprime ve kloramfenikole de
dirence neden oldugu bulunmustur (Cattoir ve ark., 2009; Jacoby, 2005; Strahilevitz
ve ark., 2009 ). QnrAl 218 aa’lik protein olup 500’den fazla iiyesi olan 6karyot ve
prokaryotlarda bulunan tekrarlayan pentapeptit ailesine aittir. Bu proteinlerin
biyokimyasal fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir (Jacoby, 2005; Strahilevitz ve
ark., 2009).
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Daha sonra Cin’de K. oxytoca izolatinda qnrAl’den dort aa farkli qnrA2,
sonrasinda Shewenella algae izolatinda qnrA3, qnrA4, qnrAS ve Proteus mirabilis
izolatinda qnrA6 genleri saptanmigtir (Jacoby, 2005; Strahilevitz ve ark., 2009).

Hindistan’dan izole edilmis olan K pneumoniae izolatlarinda qnrA gen
bolgesi arastinlirken diisiik diizey kinolon direncine neden olan ancak qnrA
icermedigi saptanan bir susta 214-226 aa’lik proteinden olusan yeni bir gen
saptanmig ve qnrB1 olarak adlandirilmigtir. QnrB1 ile qnrA arasinda %43 aminoasit
benzerligi oldugu gériilmiistiir. Sonrasinda birgok farkli merkezden qnrB1’in birgok
farkli varyanti Enterobactericeae ailesine ait bakterilerden tespit edilmistir.
Giiniimiizde qnrB’nin 27 varyanti bulunmaktadir (Jacoby, 2005; Jacoby ve ark.,
2006; Strahilevitz ve ark., 2009).

2003 yilinda Japonya’da besin zehirlenmesine neden olan S flexneri 2b
klonunda sekiz susta siprofloksasin direnci tespit edilmis ve 218 aa’lik qnrA1 ile %
59 aa benzerligi gosteren qnrS geni saptanmistir (Hata ve ark., 2005). Giiniimiizde
tamimlanmis dort qnrS alt tipi bulunmaktadir (Jacoby ve ark., 2008; Topdahl ve ark.,
2009).

Cin’de Shangai’den izole edilmis olan P. mirabilis klinik izolatinda diisiik
diizey kinolon direncine neden olan ve diger qnr genlerini genlerini tasimadigi
saptanan susta 221 aa’lik protein saptanmis ve qnrC olarak adlandirilmistir. QnrC ile
qnrA arasinda %64 aa’lik benzerlik bulunmaktadir (Wang ve ark., 2008).

Dort Salmonella enterica izolatinda azalmig siprofloksasin duyarliligina
neden olan 214 aa’lik protein olan gen saptanmis ve qnrD olarak adlandirilmustr.
QnrD ile qnrA arasindaki benzerlik %48’ dir (Cavaco ve ark., 2009).

Qnr genleriyle sekans benzerligi gésteren tekrarlayan pentapeptit protein
genlerinin bazi gram pozitif bakterilerde de oldugu goriilmiistiir. Baz1 Enterococcus
Jaecalis suslarinda saptanmus olan 211 aa’lik protein olan Efsqnr, qnrA ile %40
benzerlik gostermektedir (Arsene ve Leclerq, 2007) .Yine L. monocytogenes, C.
perfringes, C. difficile, B. cereus ve B. subtilis gibi gram pozitif bakterilerde de
kromozomal olarak qnr genleri saptanmustir (Rodriguez- Martinez ve ark., 2008).

Birgok farkli qnr geninin bulunmas: bu genlerin 1998 yilinda tespit edilinceye
kadar dogada bulunduklarim diisiindiirmektedir. 48 gram negatif bakteri tiirtiniin

sekans incelenmesinde Shewanella algae kromozumunda qnrA varyantlar (qnrA3-
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qnrAS) tespit edilmistir. Bu organizmanin kinolon MIK degerlerinin bu geni
tasimayan S. putrefaciens’den dort ile sekiz kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Shewanella spp. deniz ve taze su kaynaklarinda bulunmaktadir. Yine deniz suyundan
alinan orneklerde bulunan mikrobiyal populasyonda qnrB5 ve qnrB19 genleri
saptanmustir (Poirel ve ark., 2005). Seine nehrinden izole edilen Aeromonas punctata
subsp. punctata ve A. media suslarinda qnrS2 geni bulunmugtur (Cattoir ve ark.,
2008). Bu veriler qnr genlerinin su kaynakli ¢evresel mikroorganizmalarin
kromozomlarinda bulundugunu géstermektedir. Kinolonlarin metabolize edilmeden
insanlar ve hayvanlar tarafindan atik sulara birakilmalar ve fotodegradasyon,
terrestrial mantarlar tarafindan degisime ugramadan aktif olarak kalabilmeleri
nedeniyle akuatik mikroorganizmalarda qnr genlerinin bulunmasi igin olasi
mekanizmalar olduklan diistiniilmektedir. (Stratilevitz ve ark., 2009).

Qnr proteinlerinin  hiicre iginde kinolon birikiminde, dis membran
proteinlerinde degisiklige veya ilag inaktivasyonuna neden olmadig1 bilinmektedir.
Qnr proteinlerinin etki mekanizmasinin anlagilmas: i¢in ona benzeyen iki tekrarlayan
pentapeptit proteini olan McbG ve MfbA incelenmistir. QnrA ile McbG %19.6 aa
benzerligi gostermektedir. McbG DNA girazi bakterinin kendisinin trettigi bir toksin
olan ve kinolonlara benzer sekildle DNA giraz1 inhibe eden MicrocinB17’nin
etkisinden korumaktadir. E. coli J53 hiicresinde plazmite bagli MCbG’nin
sparfloksasin MIK degerlerinde yiikselise neden oldugu ancak siprofloksasin ve
nalidiksik asit duyarlihginda degisiklik yapmadifl saptanmustir (Jacoby, 2003).
MfbA da qnrA ile %18.9 aa benzerligine sahiptir. MfbA, M. smegmatis
kromozomunda bulunur (Stratilevitz ve ark., 2009). Bu genin plazmitle ¢oklu
kopyalarinin bu mikroorganizmada siprofloksain MiK degerlerinde dort ile sekiz kat
artisa neden oldugu ayrica M. smegmatis’te bu genin inaktive edilmesi sonucunda
siprofloksasin  duyarhiliginda artis oldugu gorilmistir. Yapilan c¢alismalarda
MfbA’nin DNA yerine DNA giraza baglandign bu yollada kinolon-giraz-DNA
kompleksinin olugmasini engelleyerek kinolonlarin etki yolunu ortadan kaldirdig:
saptanmistir (Hedge ve ark., 2005; Stratilevitz ve ark., 2009). Qnr proteinlerinin de
MfbA’ya benzer ancak ayni sekilde olmayan bir etki gosterdigi diisiiniilmektedir.
Qnr proteinleri DNA giraz ve topoizomeraz IV’ii kinolonlarin etkisinden

korumaktadir. DNA supercoiling deneyinde qnrAl’in, E. coli DNA girazinin iki alt
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linitine (gryA ve gry B) ve topoizomeraz IV’iin alt tinitlerine (parC ve parE) kinolon-
giraz-DNA kompleksine gerek olmadan baglandig gosterilmistir (Tran ve Jacoby,
2005). Qnr proteinlerinin in vitro olarak giraz aktivitesini inhibe etmeden giraza

baglanmak igin DNA ile yaristig1 diistiniilmektedir (Stratilevitz ve ark., 2009).

2.2.5.3.2.Aac(6’)- Ib- cr

Bir diger PMQR determinanti olan aac(6°)- Ib- cr ilk olarak Cin’de qnrA geni
tastyan E. coli susundan izole edilmistir. Bu susun diger qnr determinanti tasiyan
suslara gore daha yiiksek siprofloksasin MIK degerlerine sahip oldugu goriilmiis ve
plazmit DNA’simin random transpozon mutagenezi sonucunda bir aminoglikozit
asetiltrasferaz olan aac(6’)-Ib geni izole edilmistir. Aac(6’)- Ib tobramisin ve
kanamisin direncine neden olmaktadir. Sekans sonucunda siprofloksasin direncine
neden olan alelin aac(6’)-Ib’den iki kodon (Trp102Arg ve Aspl79Tyr) farklilik
icerdigi goriilmiistiir. Bu gen siprofloksasin direncinden dolay1 aac(6’)- Ib- cr olarak
adlandinlmistir (Robiscek ve ark., 2006). Asetilizasyon piperazinil ekindeki amino
azotunda meydana geldigi i¢in bu genden sadece siprofloksasin ve norfloksasin
etkilenmekte diger kinolonlar etkilenmemektedir. QnrA ve aac(6’)- Ib- cr sinerjik
olarak etki ederek yiiksek diizey siprofloksasin direncine neden olmaktadir (Robiscek

ve ark., 2006; Stratilevitz ve ark., 2009).

2.2.5.3.3.QepA

Efluks pompalari siklikla kromozom kaynaklidirlar. Ancak Japonya’da idrar
orneginden izole edilmis olan E. coli susunda ilk olarak plazmitle aktarilan efluks
pompast olan gepA geni (quinolone efflux pump) tanimlanmistir (Yamane ve ark.,
2007). Bu gen 511 aa’lik protein kodlamaktadir. Bu protein proton bagimli transport
yapan major facilitator superfamily (MFS) igerisinde yer alan 14-transmembran
segment (14-TMS) ile belirgin benzerlik géstermektedir (Perichon ve ark., 2007,
Yamane ve ark., 2007). QepA genini igeren plazmitin kinolonlar, aminoglikozitler ve
betalaktam grubu antimikrobiyallerde dirence neden oldugu goriilmiistiir. QepA
belirgin sekilde kinolon duyarliiginda azalmaya neden olmaktadir. Ozellikle
siprofloksasin ve norfloksasin gibi hidrofilik kinolonlarin MIK degerlerinde vahsi

suslarla karsilastirildiginda 8 ile 12 kat artisa neden olmaktadir (Yamane ve ark.,
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2007). Efluks pompa inhibitérleri olan 1-1-naphtylmetthyl-piperazine (NMP) ve
phenylalanine-arginine-B-naphthyl-amide (PABN)’in eklemesi hidrofilik kinolonlarm
diren¢ diizeylerinde belirgin azalmaya neden olmaktadir (Cattoir ve ark., 2009).
QepA geninin dogal rezervuari bilinmemekle beraber Actinomycetales ailesinin
membran tastyicilariyla benzerlik géstermesi ve yiiksek guanin sitozin (%72)
iceriginden dolay1 olasi rezervuarlarin bu bakteriler oldugu diisiiniilmektedir

(Perichon ve ark., 2007; Yamane ve ark., 2007).

2.2.5.3.4. OqxAB

Olaquindoks (biiyiime destekliyicisi olarak tarimsal yemlerde kullanilan
kinoksaline derivesi) antibiyotigine dirence neden olan pOLAS2 plazmiti domuz
giibresinden izole edilen E. coli susundan tamimlanmustir (Sorensen ve ark., 2003).
Bu dirence neden olarak RND (resistance nodulation cell division superfamily)
ailesine ait goklu ilag efluks pompasi olan OgxAB gosterilmistir (Hansen ve ark.,
2004). Yakin zamanda insandan izole edilmis olan E. coli izolatinda saptanmugtir.
Aym zamanda K. pneumoniae kromozumunda bulundugu ve degisik ekspresyon
derecelerine gore olaquindoksa karsi dirence neden olmaktadir (Kim ve ark., 2009).
AcrA geni igermeyen E. coli susunda pOLAS52 plazmitinin nalidiksik asit ve
siprofloksasin MIK degerlerinde 8-16 kat artisa neden oldugu saptanmistir (Hansen
ve ark., 2007).

2.3. Plazmitler

Plazmitler 4-400 kb biiyiikliigiinde, sirkiiler, ¢ift sarmalli DNA igeren
kromozom dis1 genetik elementlerdir. Plazmitler bakterilere antibiyotik direnci
yaninda bakterinin virulansi ve metabolik &zelliklerini etkileyebilecek fonksiyonlar
kazandirabilirler (Thompson, 1986). Plazmitler, kendilerini diger
mikroorganizmalara aktarabilme yeteneklerine gére de simiflandinlabilirler. Bir
bakteri hiicresinden digerine kendini aktarabilenlere “konjugatif plazmitler” adi
verilir. Non-konjugatif plazmitler genelde konjugatif olanlara oranla daha kiigiiktiir.
Bazi non-konjugatif plazmitler, ayn1 hiicrede bulunan konjugatif bir plazmitin
yardimi ile “mobilize” olarak diger hiicreye aktarilabilirler. Plazmitlerdeki direng

genleri transpozon ve integron gibi mobil genetik elementlere yerleserek baska
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direng genleri ile baglantili plazmit veya kromozomlara gegebilirler. Bu sekilde

birbiri ile iligkisiz birden fazla ilaca karg1 es zamanl direng gelisebilir (Bilgehan,
1997).

http:// www.androloji.org.tr/guvsbg/icerik.asp?lang

Sekil 4. Konjugasyon ile gen aktarimi.
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3.GEREC VE YONTEMLER

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tip Laboratuvarlari
Mikrobiyoloji Boliimii Bakteriyoloji Altdisiplin Laboratuvari’na, Kasim 2009- Nisan
2010 tarihleri arasinda gonderilen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 300 P.

aeruginosa izolati ¢alismaya dahil edildi.
3.1.Bakterilerin tanimlanmasi

Laboratuvara gelen klinik 6rnekler rutin olarak %5 koyun kanli agar ve Eozin
Metilen Blue (EMB) agara ekildi. 35°C’de, 20-22 saatlik inkiibasyondan sonra
iireyen koloniler degerlendirildi. Ureyen kolonilerden P. aeruginosa tanimlamasinda;
EMB agarda iireyen laktoz negatif koloniler hareket, oksidaz aktivitesi, koloni
morfolojisi, pigment olusturma, kanli agarda hemoliz olusturma 6zellikleri kullanilda.
Tiir diizeyinde tanimlanmanin dogrulanmas: igin suslar bir kez de Vitek2 Compact
(Biomeriux, Fransa) otomotize sisteminde GN karti ve Phoinex (BD, USA)

otomatize sisteminde GN ID kart1 ile ¢alisildi.
3.2.Bakterilerin antimikrobiyal direncinin belirlenmesi

Calismaya dahil edilen suslarin kinolon direnci Vitek2 Compact (Biomeriux,

Fransa) ve Phoinex (BD, ABD) otomatize sisteminlerinde belirlendi.
3.2.1.Vitek2 Compact (Biomeriux, Fransa)Otomatize sistemi

Antibiyotik duyarliligt AST N90 kartlar1 kullanarak iiretici firma onerileri
dogrultusunda ¢alisildi. izolatlar %5 koyun kanli agarda iiredikten sonra 0,5-0,6
McFarland standart bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanarak, kartlar ve
siispansiyonlar cihaza yerlestirildi. Siispansiyonlarin kartlara inokiile edilmesi,

okuma, degerlendirme ve raporlama otomatik olarak cihaz tarafindan yapildi.
3.2.2.Phoenix (BD, ABD) otomatize sistemi

Antibiyotik duyarliligit NMIC kartlarinda {iretici firma 6nerileri dogrultusunda
calisildi. Calisma igin bakteri siispansiyonu {iretici firma tarafindan saglanan ID
buyyon tiiplerinde, %5 koyun kanli agarda iiremis olan kolonilerden alinarak 0.5

McFarland standart bulanikliginda ayarlanarak hazirlandi. Bu siispansiyondan 25 pl
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almarak, 50 pl indikatdr eklenmis olan AST buyyon tiipiine inokiile edildi. Her iki
stispansiyon kartlarda belirtilmis olan yerlerden dokiilerek cihaza yerlestirilmisgtir.
Okuma, degerlendirme ve sonuglandirma otomatik olarak cihaz tarafindan

gerceklestirildi.
3.2.3. Disk difiizyon yontemi

Aac(6’)-Ib tasidig1 saptanan 6 izolatin amikasin, gentamisin ve tobramisin
duyarliligi disk difiizyon ydntemiyle arastirildi. Kanli agar besiyerine pasajlanan
izolatlar 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Ureyen kolonilerden birkag tane alinip 0.5
McFarland standart bulanikliginda ayarlandi. Steril ekiivyon yardimiyla hazirlanan
stispansiyondan alimip Mueller-Hinton agara yayildi. Yaklastk 15 dk. Sonra
amikasin, gentamisn ve tobramisin diskleri agar yiizeyine yerlestirildi. Plaklar etiive
konularak 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra disk ¢evresindeki
zon ¢api Olgiilerek duyarlilik degerlendirildi.

3.3. Molekiiler Yontemler
3.3.1. P. aeruginosa bakterisinden DNA ekstrakasiyonu
P. aeruginosa bakterisinden kaynatma yoluyla DNA ekstraksiyonu yapilda.

1. Mueller- Hinton agar besiyerine pasajlanan bakteriler 35°C’de 20-22 saat
inkiibe edildi.

2. Ureyen bakterilerden bir 6ze dolusu almip, 500 pl steril distile su igeren
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.

3. Homojenizasyon igin vorteks islemi yapildi

4. Homojen bir siispansiyon elde edildikten sonra, mikrosantrifiij tipleri 15 dk
stiresince 100°C’ye ayarlanmis olan kuru bloga yerlestirildi.

5. Siire sonunda mikrosantrifiij tiipleri sogutmali mikrosantrifiij cihazina
yerlestirilerek 15000x g ve 4°C sicaklikta 20 dakika boyunca santrifij
islemine tabi tutuldu.

6. Santrifiij isleminden sonra iiste kalan kissm PZR isleminde kullanilacak
template DNA olarak sterili DNAse ve RNAse icermeyen mikrosantrifii
tiiplerine aktarildi.
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7. Elde edilen DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.3.2.Qnr genlerinin Multipleks PZR yontemi ile arastirilmasi

QnrA, qnrB, qnrC ve qnrS gen bolgeleri multipleks PZR ile test edildi.

3.3.2.1. Kullanilan Primerler

Calismada Kim ve ark.’nin tamimladigi primerler kullanilmistir. Kullanilan

primerler Tablo II’de sunuldu (Kim ve ark. 2009).

Tablo II. Calismada kullanilan primer giftleri.

Gen Primer ad1 Primer dizisi

qnrA Qnra-F ATTTCTCACGCCAGGATTTG
QbrA-R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

qnrB QnrB-F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
QnrB-R ATGAGCAACGATGCCTGGTA

gqnrC QnrC-F GGGTTGTACATTTATTGAATCG
QnrC-R CACCTACCCATTTATTTTCA

qnrS QnrS-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT
QnrS-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

3.3.2.2.PZR optimizasyonu

PZR isleminde uygun DNA, magnezyum miktar1 ve primer baglanma 1silarinin

tespiti i¢in PZR optimizasyon denemeleri yapildi. Optimizasyon islemlerinde qnr

genlerini tasidigl bilinen suslardan DNA ekstraksiyonu yapilarak pozitif kontrol olarak

kullanildi. Kullanilan suglar Tablo I1I’de sunuldu.

Tablo III. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan suslar.

Sus Tasidig1 gen
E. coli J53 pMG252 qnrA,
E. coli J53 pMG252 qnrS,
K. pneumoniae ref:15 qnrB&aac(6’)-Ib
E. cloacae ref:287 qnrS
E. coli ref: 20 qnrA
pHS11 plazmit qnrC
E. coli KAM32 qepA
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a.Magnezyum kloriir (MgCl,) optimizasyonu

PZR amplifikasyonu i¢in optimal kosullar1 saglayabilmek amaciyla farkli
konsantrasyonlarda MgCl, kullanilarak yapilan optimizasyon ¢aligmasi Tablo IV’de
Ozetlendi. Optimizasyon islemi sirasinda ilk asamada bir tane pozitif kontrol susuna

ait DNA kullanildi.

Tablo IV. Qnr MgCl, optimizasyonu.

Reaksiyon Karigimi Tipl | Tup2 | Tip3 | Tip4 | Tlip5 | Tip6 | Tup 7
(50 i)
10X PZR tamponu (ul) 5 5 5 5 5 5 5
25 mM MgCl, (ul) 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
20 pmol Qnr A-F (ul) 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr A- R(ul) 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr B- F (ul) 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr B-R(pl) 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr C-F(ul) 1 1 1 i 1 1 1
20 pmol Qnr C-R(pl) 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr S-F(pul) 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr S- R(pl) 1 1 1 1 1 1 1
Tag DNA polimeraz (pl) 1 1 1 1 1 1 1
10 mM dNTP (ul) 1 1 1 i 1 1 1
Steril saf su (ul) 31 30.5 30 29.5 29 28.5 28
Kalip DNA (pl) 2 2 2 2 2 2 2
Toplam (pl) 50 50 50 50 50 50 50

b. Primer baglanma 1s1 optimizasyonu

Belirlenen optimal magnezyum miktar1 sabit tutularak qnrA, qnrB, qnrC ve
gnrS gen bolgelerinin  primer baglanma 1silarinin  belirlenebilmesi amaciyla
optimizasyon ¢alismasi yapildi. Uygulanan reaksiyon karisimi ve farkli baglanma

1silar1 Tablo V’de sunuldu.
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Tablo V. Qnr primer baglanma 1s1s1 optimizasyonu.

Reaksiyon Karigimi Tip 1 Tiip 2 Tiip 3 Tip 4 Tip5 Tip6 Tip 7 Tiip 8 Tiip9 Tip 10
(50 pi)
Anneling 1sis1 (°C) 52.0 53.0 53.6 54.3 55.3 56.4 58.8 60.0 61.5 62.3
10X PZR tamponu (pl) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
25 mM MgCl, (ul) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
20 pmol Qnr A- F (ul) i 1 1 1 i 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr A- R (ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr B- F(ul) L 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr B- R(pl) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr C- F(ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr C- R(pl) 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr S- F(ul) 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1
20 pmol Qnr S- R(ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Taq DNA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 b |
polimeraz5u/ pl (ul)
10 mM dNTP (ul) i 1 1 1 i ¥ | 1 1 1
Steril saf su (pl) 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29
Kalip DNA (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Toplam (ul) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

c. DNA optimizasyonu

MgCl, ve primer baglanma 1sis1 optimizasyon ¢aligmalarindan sonra daha 1yi

DNA goriiniitiisii elde edebilmek i¢in DNA belli oranda steril saf su ile diliie edilerek

farkli konsantrasyonlarda calisildi.

Tablo VI. DNA optimizasyonu.

DNA (ul)

Saf su(ul)

1

99

198

297

396

495

2
3
4
5
6

594
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d. Qnr genlerinin multipleks PZR yontemiyle amplifikasyonu:

QnrA, qnrB, qnrC ve qnrS genleri kendilerine 6zgii primerlerle P. aeruginosa
suglarindan elde edilen DNA kalip olarak kullanilarak es zamanli olarak multipleks
PZR islemi ile amplifiye edildi. Uygulama da kullanilan reaksiyon karisimi Tablo
VII’de sunuldu. Amplifikasyon programi olarak Cattoir ve ark. kullanildig1 program
referans alindi (Cattoir ve ark., 2007). Kullanilan amplifikasyon programi Tablo
VIII’ de sunuldu.

Tablo VII: Qnr PZR reaksiyon karigimi.

10X PZR tamponu 5ul
25 mM MgCl2 4 ul
dNTP karigimi (10 mM) 1 pl
Taq DNA polimeraz (5U/ul ) 1 pl
Qnr A- F primeri (20 pmol) 1l
Qnr A- R primeri (20 pmol) 1 pl
Qnr B- F primeri (20 pmol) 1 pl
Qnr R- F primeri (20 pmol) 1 pl
Qnr C- F primeri (20 pmol) 1 pl
Qnr C- R primeri (20 pmol) 1l
Qnr S- F primeri (20 pmol) 1 pl
Qnr S- R primeri (20 pmol) 1 pl
Kalip DNA 2l
Saf su 29 ul
Toplam 50 pl

Tablo VIII. Qnr PZR amplifikasyon programu:

95°C” de 10 dakika 6n denatiirasyon —> 1 Doéngii

\
95°C” de 1 dakika hedef DNA denatiirasyonu

61°C’ de 1 dakika primer baglanmasi > 35 Déngii
72°C’ de 1 dakika primer uzamasi J
72°C’ de 10 dakika son uzama — 1 Déngii
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e. DNA elektroforezi:

PZR irtini DNA’larin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi igin
konsantrasyonu %2 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile jel hazirlandi. Mikrodalga
firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve sogumaya birakildi.
Agaroz jel kuyucuklarina 10 pl amplifikasyon iiriinii 2 pl 6X yiikleme tamponu ile
karigtirilarak uygulandi. Bir saat siiresince 120 V elektrik akimi altinda molekiiler
boyutlarina gére DNA bantlar1 ayristirildi. 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren distile
suda 20 dakika jel boyandi. Elektroforez iglemini takiben drneklere ait DNA bantlar
“GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus” belirtegleri ile karsilastirilarak goriintiilleme

cihazinda incelendi.
3.3.3. QepA gen bélgesinin PZR yontemiyle ¢calisilmasi:

Kim ve ark.’nin ¢alismasi referans alinarak QepA ve aac(6’)- Ib- cr gen
bolgeleri multipleks olarak g¢alisildi (Kim ve ark., 2009). Ancak yapilan magnezyum
kloriir ve primer baglanma 1sis1 optimizasyon ¢alismalarina ragmen olumlu sonug
alinamadigi i¢in gepA ve aac(6’)- Ib- cr gen bélgelerinin ayri ayn ¢alisilmasina karar
verildi. QepA’nin ayn olarak c¢alisildigi PZR isleminde tekrarlanabilir sonuglar
alinamamasi tizerine Yamane ve ark. tarafindan dizayn edilen farkli bir gepA primeri
calismaya dahil edilerek ¢alisildi (Yamane ve ark.,2007). Calismada kullanilan
primer Tablo IX’de sunuldu. PZR isleminde pozitif kontrol olarak qepA geni tasiyan
E. coli KAM32 susundan izole edilen DNA kullanildi.

Tablo IX. QepA geni primer dizisi.

Gen Primer ada Primer dizisi
QepA QepA-F GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG
QepA-R CTTCCTGCCCGAGTATCGTG

a.QepA geninin PZR yontemiyle amplifikasyonu:

QepA geninin belirlenebilmesi i¢in Yamane ve ark. tarafindan tanimlanan

199 bp’lik tirtin olusturan QepA-F ve QepA-R primerleri kullanilarak amplifikasyon
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programi uyguland1 (Yamane ve ark.,2007). PZR isleminde kullanilan reaksiyon

karisimi Tablo X’da, amplifikasyon programi da Tablo XI’de sunuldu.

Tablo X. QepA PZR reaksiyon karigimi.

10X PZR tamponu 5ul
25 mM MgCl, 4 ul
dNTP karigimi (10 mM) 1l

Taq DNA polimeraz (5U/ul) 1 pl
QepA-F primeri (10 pmol) 1 pl
QepA- R primeri (10pmol) 1 pl

Kalip DNA 2 ul
Saf su 35 ul
Toplam 50 pl

Tablo XI. QepA PZR amplifikasyon programi

96°C’ de 1 dakika 6n denatiirasyon = 1 Doéngii
96°C” de 1 dakika hedef DNA denatiirasyonu E

60°C’ de 1 dakika primer baglanmasi > 30 Déngii
72°C’ de 1 dakika primer uzamasi J

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

b. DNA elektroforezi:

PZR iriinii DNA’larin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi igin
konsantrasyonu %2 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile jel hazirlandi. Mikrodalga
firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve sogumaya birakildi.
Agaroz jel kuyucuklarina 10 pl amplifikasyon iiriinii 2 pl 6X yiikleme tamponu ile
kanistirllarak uygulandi. Bir saat siiresince 120 V elektrik akimi altinda molekiiler
boyutlarina gére DNA bantlar1 ayristirildi. 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren distile
suda 20 dakika jel boyandi. Elektroforez islemini takiben drneklere ait DNA bantlar
“GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus” belirtegleri ile karsilastirilarak goriintiileme

cihazinda incelendi.
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3.3.4.Aac(6’)- Ib- cr gen bilgesinin PZR islemi ile amplifikasyonu:

Aac(6’)- Ib- cr gen bolgesinin PZR ile amplifikasyonu Kim ve ark. tarafindan
tamimlandig1 sekilde galisildi (Kim ve ark., 2009). Aac(6’)- Ib gen bolgesi Tablo
XII’de sunulan primerle amplifiye edildi. Amplifikasyon iiriinleri Tablo XIII’de
sunulmus olan Park ve ark.’nin tamimladig1 primerle aac(6’)- Ib- cr geninin tespiti

icin sekans islemine tabi tutuldu (Park ve ark., 2006).

Tablo XII. Aac(6’)- Ib geni primer dizisi.

Gen Primer ada Primer dizisi
Aac(6)-Ib Aac(6’)-Ib- F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
Aac(6’)-Ib- R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

Tablo XIII. Aac(6’)- Ib-cr gen bolgesinin sekansi i¢in kullanilan primer dizisi.

Gen Primer adi Primer dizisi

Aac(6”)-Tb-cr Aac(6")-Tb-cr CGTCACTCCATACATTGCAA

a.Aac(6’)- Ib geninin PZR yontemiyle amplifikasyonu:

Aac(6’)- Ib geninin belirlenebilmesi igin 482 bp’lik iiriin olusturan aac(6’)-
Ib -F ve aac(6’)- Ib -R primerleri kullanilarak amplifikasyon programi uyguland:
(Kim ve ark., 2009). PZR isleminde kullanilan reaksiyon karisimi Tablo XIV’de,
amplifikasyon programi da Tablo XV’de sunuldu. PZR isleminde pozitif kontrol

olarak K. pneumoniae ref:15 susundan izole edilen DNA kullanildi.

Tablo XIV.Aac(6")- Ib gen bolgesi igin PZR reaksiyon karigimi.

10X PZR tamponu 5ul
25 mM MgCl, 4l
dNTP karigimi (10 mM) Tl

Taq DNA polimeraz (5U/ul) 1 pl
Aac(6’)-Ib-Fprimeri(20 pmol) 1 pl
Aac(6’)-Ib R primeri (20pmol) | 1 ul

Kalip DNA 2l
Saf su 35 ul
Toplam 50 pl
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Tablo XV. Aac(6’)-Ib gen bolgesi i¢in amplifikasyon programa.

96°C’ de 1 dakika 6n denatiirasyon = 1 Dbongii
96°C’ de 1 dakika hedef DNA denatiirasyonu B

59°C’ de 1 dakika primer baglanmasi > 30 Dongii
72°C’ de 1 dakika primer uzamasi J

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

b. DNA elektroforezi:

PZR iriini DNA’larin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi igin
konsantrasyonu %2 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile jel hazirlandi. Mikrodalga
firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve sogumaya birakildi.
Agaroz jel kuyucuklarina 10 pl amplifikasyon iirtinii 2 pl 6X yiikleme tamponu ile
kanistirilarak uygulandi. Bir saat siiresince 120 V elektrik akimi altinda molekiiler
boyutlarina gére DNA bantlan ayristirildi. 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren distile
suda 20 dakika jel boyandi. Elektroforez islemini takiben érneklere ait DNA bantlari
“GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus” belirtegleri ile karsilastirilarak goriintiileme

cihazinda incelendi.
c. Aac(6’)-Ib-cr gen bolgesi icin sekans islemi:

Aac(6’)-Ib tasidig1 tespit edilen suslarin aac(6’)-Ib-cr varyanti oldugunun
belirlenmesi i¢in suslar sekans islemine tabi tutuldu. Sekans islemi Macrogen (Kore)

tarafindan yapildi.
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4.BULGULAR

4.1. P. aeruginosa izolatlarim izole Edildikleri Ornek Tiirleri ve Klinik

Servisler

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tip Laboratuvarlar
Mikrobiyoloji Boliimii Bakteriyoloji Altdisiplin Laboratuvari’na, Kasim 2009-Nisan
2010 tarihleri arasinda gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 6rneklerden

toplam 300 P. aeruginosa izolat1 galismaya dahil edildi.

Yatan hastalardan ve poliklinik hastalarindan laboratuvarimiza goénderilen
materyallerden izole ettigimiz P. aeruginosa izolatlarinin materyal dagilimi Tablo

XVTI’da ve Sekil 5’de sunuldu.

Tablo XVI. P. aeruginosa’larin izole edildigi 6rnek tiirli dagilima.

Ornek tiirii say1 % Ornek tiirii Say1 | %
Trakeal aspirat 94 314 Akinti 8 2,7
Idrar 67 224 | BOS 6 2

Balgam 40 13,3 Ameliyat Materyali 4 1.3
Yara 36 12 Abse 4 1,3
Eksuda 15 5 Mayi 3 1

Kateter 11 3.7 Konjunktiva 1 0,3
Kan 10 33 Ponksiyon s1visi 1 0,3

P. aeruginosa izolatlarinin en sik izole edildigi ornek tiirii %31,4 ile trakeal

aspirat olup bunu %22.,4 ile idrar ve % 13,3 ile balgam 6rnekleri takip etmektedir.
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W Trakeal aspirat ® Balgam ® Abse H Akinti
® BOS ® idrar ® Kan ® Kateter
» Konjonktiva ® Yara » Mayi ¥ Ameliyat Materyali

Ponksiyon sivisi

Sekil 5. Ornek tiirlerinin dagilimi.

Laboratuvarimiza gonderilen 6rneklerin kliniklere gére dagilimi Tablo
XVII'de sunuldu. Laboratuvarimiza materyallerin en biiyiik boliimii dahiliye (%14)
ve beyin ve sinir cerrahisi (12,3) servislerinden génderilmis ve bu servisleri gogiis
hastaliklar1 servisi (%10) izlemistir. Gonderilen materyallerin servislere ve

polikliniklere gore dagilimi sekil 6°da sunuldu.

Tablo XVIL. P. aeruginosa 6rneklerinin izole edildigi klinklerin dagilimu.

Klinik Say1 | % | Klinik Say1 | %
Dahiliye Servisi 42 14 Kardiyoloji Servisi 14 4,6
Beyin Cerrahisi Servisi 37 12,3 | Yenidogan Yogun Bakim Unitesi | 11 3,6
Gogiis Hastaliklar: Servisi 30 10 Gogiis Cerrahisi Servisi 10 3,3
Pediatri Servisi 29 9,6 | Ortopedi Servisi 7 2,3
Uroloji Servisi 22 7,3 | Pediatrik Cerrahi Servisi 7 2.3
Genel Cerrahi Servisi 20 6,6 | Plastik cerrahi Servisi 5 1,6
Yogun Bakim Unitesi 17 5,6 | Noroloji Servisi 4 1.3
Acil Servis 15 5 Ortopedi Poliklinigi 4 1,3
Enfeksiyon Hastaliklar1 servisi 15 5 Diger* 11 3,6

*Diger: Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Servisi, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigi, Goz Hastaliklari

Servisi, Kulak Burun Bogaz Servisi, Kulak Burun Bogaz Poliklinigi, Kalp ve Damar Cerrahisi Servisi, Uroloji

Poliklinigi, Pediatri Poliklinigi.
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Ortopedi Poliklinigi Diger

Sekil 6. Orneklerin gonderildigi servislere gore dagilimi.

*Diger: Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Servisi, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigi, Goz Hastaliklari

Servisi, Kulak Burun Bogaz Servisi, Kulak Burun Bogaz Poliklinigi, Kalp ve Damar Cerrahisi Servisi, Uroloji

Poliklinigi, Pediatri Poliklinigi.
4.2. P. aeruginosa izolatlarmn antimikrobiyal duyarhhg:
4.2.1. Siprofloksasin duyarhhg

Vitek2 Compact (Biomeriux, France) ve Phoenix (BD, USA) otomatize
cihazlarinda ¢aligilan antimikrobiyal duyarliligi sonucunda 64 (%21,4) P. aeruginosa
izolatimin siprofloksasin direngli, 8 (%2,6) izolatin orta duyarli, 228 (%76) izolatin

ise duyarli oldugu saptanda.

4.2.2. Amikasin, gentamsin ve tobramisin duyarhhg

Aac(6’)-Ib geni pozitif saptanan 6 izolatin (P2, P64, P65, P71, 213, P229)

amikasin, gentamisin ve tobramisin duyarliligi disk difiizyon yontemiyle ¢alisildi.

39



Tum izolatlar gentamisin ve tobramisine direngli saptanirken, bir izolat (P64)

amikasine duyarli, diger izolatlar ise orta duyarl olarak saptandi.
4.3. Qnr genlerinin multipleks PZR optimizasyon sonuclar
4.3.1. MgCl, Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu igin optimal kosullar1 saglayabilmek amaciyla yapilan
MgCl, optimizasyonunda 2-5 pl konsantrasyon aralii ¢alisildi. Optimizasyon islemi
tek bir pozitif kontrol sus DNA’s1 (QnrA pozitif geni tasiyan E. coli 153 pMG252)
kullanilarak yapildi. Sonrasinda bant goriintiisiiniin en iyi oldugu 4pl MgCl,
konsatrasyonu kullanilarak tiim pozitif kontrol sus DNA’larnin  kullanildig:

multipleks PZR islemi uygulandi.

M 2ul 2.5u1 3l 3.5pl 4pl 4.5ul 5ul NK

Sekil 7. Qnr PZR magnezyum kloriir optimizasyon jel goriintiisii (M: Marker, NK:
DNA igermeyen negatif kontrol) (Miktarlar pl olarak verilmistir).

4.3.2. Primer Baglanma Is1 Optimizasyonu

Qnr genlerinin primer baglanma 1sis1 optimizasyonu i¢in 50- 62°C 1s1
araliginda qnrA pozitif kontrol susu DNA’s1 kullanilarak PZR islemi uygulandi. En
lyi gorintiiniin 60°C’de oldugu saptandi. Uygun MgCl, konsantrasyonu ve 1s1 ile
yapilan ve tiim pozitif kontrol sus DNA’larinin kullamldigr PZR islemi ile optimal

sonuglar saptandi.
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4.3.3. DNA optimizasyonu

MgCl, ve primer baglanma 1sis1 optimizasyon iglemlerinden sonra daha iyi
bant goriintiisii elde edebilmek i¢in DNA’lar diliie edilerek PZR islemi uygulandi. 1
1l DNA/299 ul steril su diliisyonunun en iyi konsantrasyon oldugu belirlendi.

4.3.4. Multipleks PZR sonuclar:

Optimizasyon iglemlerinden sonra 300 P. aeruginosa izolat1 belirlenen
optimizasyon kosullarinda PZR islemine tabi tutuldu. Multipleks PZR islemleri

sonucunda qnr geni tagiyan izolat saptanmadi.

Sekil 8. Qnr pozitif suslarla yapilan multipleks PZR jel goriintiisii. (M; DNA ladder, 1; gnrA
pozitif E. coli ref: 20, 2; gnrB pozitif K. pneumoniae ref:15, 3; gnrC pozitif pHS11 susu, 4;
gnrS pozitif E. cloacae ref: 287, NK; negatif kontrol)

4.4. QepA geni i¢cin PZR islemi

QepA gen bolgesi Yamane ve ark tarafindan oOnerildigi sekilde ¢alisildi
(Yamane ve ark., 2007). QepA geni tasiyan pozitif kontrol susuyla yapilan PZR

islemi jel goriintiisii Sekil 9°da gosterildi.
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Sekil 9. QepA pozitif susla yapilan PZR jel goriintiisii.(M; marker, 1; qepA pozitif
sus E. coli KAM32, NK; negatif kontrol).

4.4.1. QepA gen bolgesi icin PZR islemi sonuclar

Yapilan PZR islemi sonucunda 300 P. aeruginosa izolatindan qepA geni

tasiyan izolat saptanmadi.
4.5.Aac(6’)-Ib-cr gen bolgesinin PZR islemi

Kim ve ark tarafindan 6nerildigi sekilde pozitif kontol susu kullanilarak PZR
iglemi ile aac(6’)-Ib gen bolgesi amplifiye edildi (Kim ve ark., 2009). Pozitif sus

kullanilarak yapilan PZR iglemi jel goriintiisii sekil 10°da sunuldu.
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Sekil 10. Aac(6°)-Ib pozitif sug PZR jel goriintiisii.(M; marker, 1; aac(6”)-Ib pozitif
sus K. pneumoniae ref:15, NK; negatif kontrol).

4.5.1. Aac(6’)-Ib-cr gen bolgesinin PZR ve sekans islemi sonuclar

Yapilan PZR islemi sonucunda 6 izolatta aac(6’)-Ib geni saptandi. Aac(6’)-Ib
pozitif saptanan izolatlar1 ieren PZR jel goriintiisii sekil 11°de sunuldu. Aac(6’)-Ib
geni tagiyan izolatlar aac(6’)-Ib-cr primeri ile sekans (Macrogen, Korea) islemine
tabi tutuldu. Sekans sonucunda 6 susun da aac(6’)-Ib-cr varyanti tasimadig: tespit

edildi.

500¢—

Sekil 11. Aac(6’)-Ib saptanan P. aeruginosa suslarinin PZR jel goriintiisii. (M; marker, 1; pozitif

kontol susu, 2;P213, 3;P2, 4;P229, 5;P65, 6;P64, 7;P71, NK; negatif kontrol)
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Sekil 13:P213 nolu izolatin aac(6’)-Ib sekans goriintiisii.
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Sekil 14:P2 nolu izolatin aac(6”)-Ib sekans goriintiisii.
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Sekil 17:P71 nolu izolatin aac(6”)-Ib sekans goriintiisii.
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5. TARTISMA

P. aeruginosa gogunlukla hastane enfeksiyonu etkeni olarak karsimiza gikan
onemli bir patojendir. Hastanede yatan ve dzellikle immun sistemi gesitli nedenlerle
baskilanmig olan hastalarda pndmoni, tiriner sistem enfeksiyonu, bakteriyemi, yara
enfeksiyonlari, malign otit, menenjit ve beyin apsesi, septik artrit ve osteomiyelit,
deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, endokardit gibi gesitli klinik tablolara neden
olmaktadir (Gayyurhan ve ark., 2008). P. aeruginosa neden oldugu enfeksiyonlar
nedeniyle yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olmaktadir. Hastane
enfeksiyonlarinin %10-25’inden sorumlu tutulmaktadir (Giil ve ark., 2004). Hastane
enfeksiyonlarinda bu derece 6nemli bir etken olan Pseudomonas suslari ile olusan
infeksiyonlarin tedavisi her gegen giin biraz daha zorlasmaktadir. Tedavisinde
siklikla betalaktam grubu antibiyotikler kullanilmakla birlikte kinolonlar ve 6zellikle
siprofloksasin de etkili ajanlar arasinda yer almaktadir. P. aeruginosa’da kinolonlara
kargi gelisen baslica direng¢ mekanizmalart DNA giraz ve topoizomeraz IV
enziminde meydana gelen mutasyonlar ve efluks pompalarindaki hiperaktivasyona
bagli olarak antimikrobiyallerin digar1 atilmasidir (Ruiz, 2005; Strateva ve Yordonov,

2009).

Siklikla nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan P. aeruginosa izolatlar
birgok farkli 6rnek tiiriinden izole edilebilmektedirler. P. aeruginosa izolatlar1 Aydin
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada; en sik idrardan (%33.8), ikinci siklikta piiyden
(%23.8) ve liglincii siklikta yanik drneklerinden (%20.6) tespit edilmistir (Aydin ve
ark., 2000 ). Turgut ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada, P. aeruginosa izolatlarini;
%39.5 ile en sik idrardan ve %37.2 ile ikinci siklikta trakeal aspirattan, %20.6 ile
ligtinetl siklikta yara 6rneklerinden izole ettiklerini bildirmislerdir (Turgut ve ark.,
2002). Akeay ve ark. calismalarinda, P. aeruginosa izolatlarini %45 ile en sik trakeal
aspirat orneklerinden, ikinci siklikta %23 ile idrar 6rneklerinden, tigiincii siklikta
%21 ile yara 6rneklerinden elde etmislerdir (Akgay ve ark., 2003). Yiicel ve ark.
yaptig1 bir ¢alismada P. aeruginosa izolatlarini en sik trakeal aspirat ve idrardan
(%22), ikinci siklikta yaradan (%15), igiincii siklikta balgamdan (%14) izole
etmislerdir (Yiicel ve ark., 2006). Calismamizda; klinik érneklerden izole edilen P.

aeruginosa izolatlar, en sik trakeal aspirat drneklerinden (%31), ikinci siklikta idrar
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orneklerinden (%22,3) ve tgtincii siklikta ise balgam 6rneklerinden (%13,3) izole

edilmistir.

P.  aeruginosa izolatlarimin servislere gore dagiliminin incelendigi
Bayramoglu'nun ¢alismasinda; P. aeruginosa izolatlar1 en sik pediatri servisinden
(%32.4), ikinci siklikta yogun bakim iinitesiden (YBU) (%9.9), iiglincii siklikta ise
genel cerrahi servisinden (%7) elde edilmistir (Bayramoglu, 2004). Giindiiz ve ark.
P. aeruginosa izolatlarini en stk YBU’den (%43.3), ikinci siklikta kulak burun bogaz
servisinden (%18), tglincti siklikta cerrahi servisinden (%8.6) saptadiklarini
bildirmislerdir (Giindiiz ve ark., 2003). Kalem ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada
ise P. aeruginosa izolatlan en sik YBU’den (%33), ikinci siklikta cerrahi
kliniklerden (%22), {Uglincii siklikta pediatri servisinden (%16) saptandigi
bildirilmistir (Kalem ve ark., 2008). Bizim g¢alismamizdaki sonuglara gore P.
aeruginosa izolatlar1 en sik dahiliye servisinden (%14), ikinci siklikta beyin cerrahisi
servisinden (%12,3) ve tgtincii siklikta gogiis hastaliklar1 servisinden (%10) izole

edilmistir.

P.aeruginosa 5570 open reading frame ile prokaryot diinyasinda en genis
genoma sahip bakteridir ve buna bagl olarak ¢ok yiiksek oranda protein sentezi
yapmaktadir. Ayrica genomun protein kodlayan genlerinin %0.3’{i antimikrobiyal
direngle ilgilidir. Genom oldukga esnektir ve %10°u organize olarak patojenite
adaciklar1 meydana getirmekte ve direng genleri igeren biiyiik mobil elementleri
kolayca alabilmektedirler. Biitiin bunlar P. aeruginosa’nin yapisal olarak birbiriyle
iligskisiz birgok farkli antimikrobiyal ajana direngli olmasina neden olmaktadir
(Mesaros ve ark., 2007). P. aeruginosa’daki antimikrobiyal direncin baslica
nedenleri; diisik dis zar gecirgenligi (bu gegirgenlik E. coli bakterisinin dis zar
gecirgenliginin 1/100°0 kadardir), ilag disa atima neden olan aktif efluks pompalari
ve Dbetalaktam direncine neden olan kromozomal AmpC betalaktamazidir
(Livermoore, 2001; Strateva ve ark, 2009). Kistik fibrozlu hastalarda enfeksiyon
olusturan P. aeruginosa suslarinda ince bir polisakkarit tabaka olan alginatin,
aminoglikozitler gibi katyonik antibiyotiklere baglanarak difiize olmalarina engel

oldugu distintilmektedir, ancak yine de bazi mukoid suslarin tiimiiyle
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aminoglikozitlere duyarli olduklar1 da goriilmiistiir (Nichols ve ark., 1988; Ciofu ve

ark., 2001).

Kinolonlar bakterisidal ajanlar olup, DNA sentezi inhibisyonu yoluyla etki
gosterirler (Wolfson ve Hooper, 1989). Kinolonlarin DNA sentez inhibisyonu i¢in iki
hedef enzimleri bulunmaktadir. Bu enzimler; DNA giraz ve topoizomeraz IV tiir.
DNA giraz enziminde gyrA ve gyrB; topoizomeraz IV enzimininde parC ve parE
olmak tizere iki alt tinite bulunmaktadir. Kinolonlar DNA-DNA giraz kompleksini
veya DNA-topoizomeraz IV kompleksini stabilize ederek etki gosterirler (Hooper,
2000 ve Ruiz, 2003). Ik kullanima giren kinolon nalidiksik asit olup 1,8~
naphthyridine yapisindadir (Hooper, 2005). Nalidiksik asit antimalaryal bir ajan olan
klorokinin sentez ve saflagtirma ¢aligmasi sirasinda kesfedilmistir (Ruiz, 2003).
Sonrasinda ilk kusak kinolonlar olan pipedemik asit ve oksolinik asit kullamima
girmis ancak kisith endikasyondan dolay1 yaygin kullanim alani bulamamislardir.
Ikinci kusak kinolonlar ise florokinolonlar olup kinolon ¢ekirdegindeki 6. karbon
atomuna flor atomu eklenmesiyle olusmuslardir. Florokinolonlar &zellikle gram
negatif bakterilere karsi daha gii¢lii olmakla beraber aym1 zamanda gram pozitif
bakterilere karst da  (S. aureus gibi) etkinlige sahiptirler. Siprofloksasin
P.aeruginosa’ya karsi en etkili kinolondur. Yeni kusak kinolonlar olan levofloksasin,
moksifloksasin ve sparfloksasinde gram pozitif etkinlik 6zellikle S. prneumoniae ’ya
kars1 ve anaerobik bakterilere kars1 artmistir. Genislemis spektrumlarina bagl olarak
kinolonlar gerek oral yolla gerek intravendz yolla birgok enfeksiyonun tedavisinde
yaygin olarak kullamlmaktadir (Cattoir ve Nordmann, 2009; Paton ve Reeves, 1988;
Van Bambeke ve ark., 2005; Andriole, 2005). Bu yaygin kullamma bagli olarak
kinolonlara direng gelisimi de artmaktadir. Kinolonlara kars1 direng gelisiminde son
yillara kadar baslica mekanizmalar DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerinde
meydana gelen kromozomal mutasyonlar ile membran gegirgenliginde azalma
ve/veya efluks pompa sistemlerinin agiri ¢alismasi nedeniyle azalmis birikimdi
(Ruiz, 2003; Hernandez ve ark., 2011). Ancak 1998 yilinda plazmit aracili kinolon
direncine neden olan gnr geninin bulunmasiyla kinolon direng mekanizmlarina yeni
bir direng mekanizmasi daha eklenmistir (Martinez-Martinez ve ark., 1998). Qnr
proteinlerinin DNA giraz1 ve topoizomeraz IV’ii kinolonlarin etkisinden korudugu

diistiniilmektedir (Tran ve Jacoby, 2002). Qnr genlerinin ilk tespitinden bugiine kadar
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farkli alt tiplerinde oldugu zaman iginde goériilmiistiir. ilk tespit edilen qnr geni qnrA
olarak adlandirilmis ve zaman i¢inde qnrB, qnrS, qnrC ve qnrD genleri de tespit
edilmistir (Strahilevitz ve ark., 2009). Qnr genleri haricinde 2007 yilinda plazmit
aracil1 efluks pompasi olan qepA geni Japonya’dan tammlanmistir (Yamane ve ark.,
2007). 2005 yilinda qnrA geni tasiyan bir E. coli izolatinda aligilmadik siprofloksasin
MIK degerlerinin tespiti nedeniyle plazmit DNA’simin random  transpozon
mutagenezinde aac(6’)-Ib geni tespit edilmis, yapilan sekans isleminde bu allelin
aac(6’)-Ib’den iki kodon farkli oldugu anlasilmis ve siprofloksasin direnci nedeniyle
aac(6’)-Ib-cr olarak adlandirilmistir (Robiscek ve ark., 2006; Stratilevitz ve ark.,
2009). Bugiin i¢in 7 tane qnrA, 27 tane qnrB, 1 tane qnrC, 2 tane qnrS ve 1 tane
qnrD genleri tanimlanmistir (Herrera-Leon ve ark., 2010; Fulguires ve ark., 2011).
Qnr genlerinin su kokenli Shewenella spp. ve Aeromonas spp. izolatlarinin
kromozomlarinda bulunmasi bu genlerinin kaynaginin sular olabilecegini
diistindiirmektedir (Stratilevitz ve ark., 2009).

Kinolon direnci artan kullanima bagli olarak P. aeruginosa klinik
izolatlarinda giderek artmaktadir (Hooper, 2005). P. aeruginosa izolatlarinda kinolon
direncinin aragtirlldign bir ¢alisgmada 1996 yilinda 199 P. aeruginosa izolatinda
siprofloksasin direng oranini %40 olarak saptamislardir (Ozgeng ve ark., 2002).
Yapilan bagka bir ¢aligmada ise siprofloksasin diren¢ oram %13.8 olarak
bulunmugtur (Mansuroglu ve ark., 1998). Pulluk¢u ve ark. 2000-2003 yillarim
kapsayan c¢alismalarinda ise siprofloksasin direng oranlarim1 2000 yilinda %27.5,
2001 yilinda %33.9, 2002 yilinda %15, 2003 yilinda ise % 10 olarak bulmuslardir
(Pulluk¢u ve ark., 2006). Diindar ve ark.’mn 2005-2007 yillarim kapsayan
calismalarinda 665 P. aeruginosa izolatinda siprofloksasin direng oranimi %35 olarak
saptamiglardir (Diindar ve ark., 2009). Ozdemir ve ark. yaptiklan bir ¢alismada 158
izolatta siprofloksasin direcini %44 olarak bulmuslardir (Ozdemir ve ark., 2008). Biz
de alt1 aylik siire zarfinda izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda siprofloksasin
direng oran1 %21.3 olarak saptadik.

Ulkemizde farkli merkezlerde Enterobactericeae ailesinde qnr genleri
aragtinlmistir (Tablo XVIII). Nazik ve ark. tarafindan 2005’te yapilan bir ¢alismada
49 izolatta qnr A gen bolgesi arastirilmis ve bir E. cloacae, bir de C. freundii

izolatinda qnrA geni tespit edilmistir (Nazik ve ark, 2005). Daha sonra kan
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killtiirlerinden izole edilen 356 Enterobacteriaceae tyesinde gnrd, qnrB ve qnrS
genlerinin varhigi arastirilmis, 61 izolatta gnrd, 3 izolatta gnrS geni saptanmistir
(Oktem ve ark., 2008). Yogun bakim hastalarindan izole edilen toplam 460 gram
negatif bakteride gnrd, gnrB, gnrS genleri arastinilmis, ii¢ (% 0.65) E. cloacae
izolatinda 1 gnrBI ve 2 gnrS1 geni saptanmistir (Nazik ve ark., 2008). Tiirkiye’de
farkli hastanelerden izole edilen ve toplam 248 E. coli ve K. pneumoniae izolatinda
gnrd, qnrB, gnrS, aac(6’)-Ib-cr genlerinin sikhig1 arastirilmis ve 1 K. pneumoniae
izolatinda farkli plazmitler iizerinde gnrBI ve aac(6’)-Ib-cr genleri saptamstir

(Poirel ve ark., 2008).
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Tablo XVIII: Tirkiye’den bildirilen plazmit aracili kinolon direnci g¢alismalar.

(Nazik ve Ongen, 2010).

Arastirmacilar izolasyon incelenen incelenen Arastirilan Bulgular
yih Toplam Bakteriler genler
sus sayisi
Nazik ve ark. 2002-2004 49 E. coli(36) qnrA E.cloacae
K pneumoniae(7) qnrA(n:1)
Enterobacter spp.(4) C.freundii
Citrobacter spp.(2) gnrA(n:1)
Avsaroglu ve ark. 2005-2006 9 S.virchow(9) qnrA S.Virchow
qnrB qnrS1(n:3)
qnrS
Nazik ve ark. 2000,2006 460 E.coli(117) qnrA E.cloacae
K.pneumoniae(108) qnrB qnrB1(n:1)
Acinetobacter spp.(81) qnrS qnrS1(n:2)
Pseudomonas spp.(72)
Enterobacter spp.(30)
Non-fermentatif
Gram negatif basil(22)
P.mirabilis(9)
Serratia spp.(8)
K.oxytoca(6)
P.vulgaris(5)
Citrobacter spp.(2)
Oktem ve ark. 2004 78 E.coli(34) qnrA K.pneumoniae
K.pneumoniae(44) qnrB qnrA(n:4)
qnrS E.coli
qnrA(n:1)
Poirel ve ark. 2006 248 E.coli(138) qnrA K.pneumoniae
K.pneumoniae(110) qnrB gnrB1(n:1)
qnrS aac(6”)-Ib-cr
aac(6’)-Ib-cr  (n:39)
Oktem ve ark. 2005-2006 356 Enterobactericeae qnrA qnrA(n:6)
qnrB qnrB(n:3)
qnrS
Ongen ve Nazik 2008 61 Campylobacter spp. qnrA saptanmadi
qnrB saptanmadi
qnrS saptanmadi
Nazik ve ark. 2006-2007 1044 E.coli(694) qnrA K.pneumoniae
K.pneumoniae(243) qnrB qnrA(n:1)
Acinetobacter spp.(37) qnrS qnrB(n:2)
Pseudomonas spp.(29) aac(6’)-Ib-cr  qnrS(n:2)
K. oxytoca(18) E.coli
Enterobacter spp.(15) qnrA(n:3)
S.maltophilia(7) qnrB(n:2)
Salmonella spp.(1) qnrS(n:1)
Enterobacterspp.
qnrA(n:4)
qnrS(n:1)
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Kaynak Izolasyon Incelenen Incelenen Arastirilan Bulgular
yili Toplam Bakteriler genler
sus sayst

Ozgiimiis ve ark. 2003-2004 183 E.coli(88) qnrA E.coli
K pneumoniae(35) qnrB qnrS(n:1)
K.oxytoca(12) qnrS K pneumoniae
Enterobacter spp(23) qnrS(n:1)
C.koseri(20)
C.freundii(3)
P.vulgaris(2)

Coban ve ark. 2010 110 P.aeruginosa qnrA saptanmadi
qnrB saptanmadi
qnrC saptanmadi
qnrS saptanmadi
aac(6”)-Ib-cr saptanmadi

Coban ve ark. 2011 647 Enterobactericeae qnrA E.cloacae
qnrB qnrAl(n:1)
qnrC Salmonella
qnrS serogrupB
aac(6”)-Ib-cr qnrAl(n:1)

qnrB1(n:1)
E.coli
qnrB6(n:1)
qnrB9(n:1)
qnrS1(n:1)
C. freundii
qnrB1(n:1)
qnrB27(n:1)
C.koseri

qnrB24(n:1)

Diinya’da da qnr genlerinin ilk tespitinden itibaren bir¢ok c¢alismada qnr

genleri aragtinlmistir. Qnr genleri 6zellikle Enterobactericae ailesinde aragstirilmis ve
bugiine kadar bir¢ok fakli izolatta saptanmistir. Bu izolatlar iginde E. coli, Klebsiella
spp., Enterobacter spp., C. freundii, Provendencia stuarttii, Salmonella spp., Proteus
spp. bulunmaktadir. Yapilan ilk ¢alismalarda qnr genleri E. coli izolatlarinda daha
fazla tespit edilse de son yapilan genis ¢apl g¢alismalarda Enterobacter spp. ve
Klebsiella spp. izolatlarindaki siklik E. coli izolatlarim1 ge¢mistir. Yapilan
calismalarda qnrA, qnrB, qnrS ve aac(6”)-Ib-cr siklig1 sirasiyla %1.5, %4.6, %2.4 ve
% 10.8 olarak tespit edilmistir. Enterobactericeae lyelerini igeren g¢aligmalarda
aac(6’)-Ib-cr en sik E. coli izolatlarinda tespit edilmistir. QepA geni ilk olarak

Japonya’da E. coli izolatinda tespit edilmesinin ardindan sonraki yillarda yapilan
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¢aligmalarda Ingiltere, Cin, Fransa, Kore’de saptanmugtir. Ayrica qepA geni E. coli
disinda K. pneumoniae, E. cloacae, E. aerogenes, C. freundii ve S. marcescens
izolatlarinda da tespit edilmistir (Strahilevitz ve ark., 2009).

P. aeruginosa’da aminoglikozitlere kars1 direng gelisimi plazmit aracili veya
kromozomal olan enzimlerle aminoglikozitlerin inaktivasyonu ve hiicre i¢i alim veya
birikimin azalmasi sonucu olusmaktadir. Aminoglikozitleri inaktive eden enzimler
fosforilasyon, asetilasyon ve adenilasyon sonucu inaktivasyon islemini
gerceklestirmektedir. Aminoglikozit asetilasyonunda rol alan enzimler ‘aac’ olarak
adlandirilmakta ve asetilasyon yaptiklar1 amino grubu sirasina gore de 1, 3, 6,2’
olarak tamimlanmaktadir. P. aeruginosa’da aac(3) ve aac(6’) aminoglikozit
asetilasyonunda en sik kargilagilan enzimlerdir. Aac(6’) enzimi tobramisin,
netilmisin, kanamisin ayrica aac(6’)-I enzimi amikasin, aac(6’)-II enzimi de
gentamisin antimikrobiyallerini inaktive etmektedir. Aac(6’)-Ia, aac(6’)-1I’'ye gore
daha az siklikta gériilmektedir. Aac(6’)-Ia’min varyant: olan aac(6’)-Ib ise amikasin
direncine neden olmamakta ve klinik izolatlarda tobramisin direncine neden
olmaktadir (Galimand ve ark., 1993; Poole, 2005). Bizim calismamizda aac(6’)-Ib
geni saptadigimiz izolatlar beklendigi gibi tobramisine direngli saptanmustir.
Amikasine ise 5 izolat duyarh bir izolat ise orta duyarli olarak bulunmustur. Bizim
izolatlarimizin hepsi gentamisine direngli bulunmustur. Ancak gentamisin direncine
esas olarak aac(6”)-II'nin neden olmasi nedeniyle bu izolatlarda ek bir aminoglikozit
direnci olabilecegini diisiiniilmektedir. 2006 yilinda aac(6’)-Ib enziminden iki
aminoasit farklilig1 olan ve bu farklilik neticesinde piperazinil amino grubu igeren
siprofloksain ve norfloksasini asetile ederek kinolon direncine neden olan aac(6)-Ib-
cr enzimi bulunmustur (Robiscek ve ark., 2006). Bu enzimi kodlayan gen bolgesinin
qnr genleriyle birlikte bulunmas: yiiksek diizey kinolon direncine neden olmaktadir
(Stratilevitz ve ark., 2009). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Enterobactericeae’da
qnr genleri ile birlikte aac(6’)-Ib-cr‘de arastirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda aac(6’)-
Ib-cr determinantlari siklikla qnr determinantlarindan daha yitksek oranda
saptanmustir. Ayrica aac(6’)-Ib-cr genlerinin qnr genleriyle birlikte saptanma
oranimin qnr igermeyen izolatlara oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir (Jiang ve
ark., 2008; Karah ve ark., 2010). Poirel ve ark. tarafindan yapilan ve iilkemizden

izole edilen K. pneumoniae izolatinda aac(6°)-Ib saptanmugtir. Aktepe ve ark.
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tarafindan yapilan ve 112 E. coli izolatimn ¢alisildigr bir ¢alismada 67 izolatta
aac(6’)-Ib-cr geni saptanmustir (Aktepe ve ark., 2012). Ulkemizde daha dnce Nazik
ve ark. ayrica Coban ve ark. tarafindan yapilan calismalarda P. aeruginosa klinik
izolatlarinda aac(6’)-Ib-cr geni saptanmamistir (Nazik ve ark., 2009; Coban ve ark.,
2011).

Qnr determinantlari bugiine kadar Enferobactericeae ailesine ait bir¢ok
bakteriden izole edilmekle beraber siklikla K. pneumoniae, Enterobacter spp., E. coli
ve Salmonella enterica izolatlarindan izole edilmistir. Bu determinantlarin prevelansi
%0.2 ile %94 arasinda degismektedir. Bu kadar degisken oranlarin alinmasinin
nedeni calismalardaki sus se¢im kriterleri nedeniyle (GSBL tasiyan bakteriler,
seftazidim, nalidiksik asit direnci gibi) oldugu diisiiniilmektedir (Cattoir ve
Nordmann, 2009). Plazmitle aktarilan kinolon direncine neden olan genler bugiine
kadar Enterobactriceae iiyeleri disinda P. aeruginosa izolatlarinda da arastirilmis
ancak saptanamamigtir (Coban ve ark.,2011; Nazik ve ark. 2008; Nazik ve ark. 2009;
Ahmed ve ark., 2007). Martinez ve ark. deneysel olarak qnr geni tagiyan pMG252
plazmitini P. aeruginosa PU21 susuna aktarmiglardir. Plazmit aktarimindan sonra
PU21 susunun siprofloksasin MIK degerinin 0.125 pug/ml’den 0.5 pg/ml’ye,
levofloksasin MIK degerinin 0.5 pg/ml’den 2 pg/ml’ye, norfloksasin MiK degerinin
0.5 pg/ml°den 2 ug/ml’ye giktig1 goriilmiistiir (Martinez ve ark., 1998). Bu sonug¢lara
gore heniiz P. aeruginosa klinik izolatlarinda plazmit aracili kinolon direnci tespit
edilememis olsa dahi deneysel olarak bu plazmitin aktarilabilmesi qnr genlerinin P.
aeruginosa izolatlarina da gegebilecegini géstermektedir. Bu sonug¢ gelecekte qnr
genlerinin P. aeruginosa izolatlar1 arasinda da yayilarak diger diren¢ mekanizmalari
ile birlikte tedavide kinolonlarn  kullanimini  sinirlandirabilecek  olarak
gorilmektedir. Bunlara ilave olarak 2007 yilinda bir hayvanat bahgesindeki cesitli
hayvanlara ait o6rneklerden izole edilen gram negatif bakterilerde yapilan bir
¢alismada 10 izolatta qnr genleri tespit edilmistir. Bu izolatlardan biri de
kaplumbagadan izole edilen ve qnrB geni tagsiyan P. fluorescens izolatidir. Bu
izolatin nalidiksik asit ve trimetoprim-sulfometaksazole direngli oldugu saptanmustir.
Bu ¢alisma ilk kez bir Pseudomonas izolatindan qnr geninin izole edildigi ¢alismadir
(Ahmad ve ark., 2007). Ardindan Tran ve ark.’1 2010 yilinda ticari olarak satilan

dondurulmus ¢ig karideslerden izole ettikleri P. putida izolatlarinin ikisinde qnrA ve
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qnrB genlerini izole etmislerdir. Bu ¢alismada, P. putida izolatlarindan ekstrakte
edilen plazmitler E. coli J53 susuna aktarilmis ve bu susta nalidiksik asit MIK
degerinin 8 pg/ml’den 32 pg/ml’ye yiikseldigi, siprofloksasin MiK degerinin de 0.06
pg/ml’den 0.25 pg/ml’ye yiikseldigi goriilmistiir (Tran ve ark.,2010). Qnr genlerinin
kaynafiin sular olabilecegi diisiinilmektedir bu baglamda qnr saptanan
Pseudomonas izolatlarimin su kokenli hayvanlardan izole edilmis olmasi da dikkat

cekmektedir.

QnrA Enterobactericae dis1 bakterilerden tespit edilmemis olmasina karsin,
qnrS ise su koékenli Aeromonas spp. izolatlarinda tanimlanmistir (Ahmed ve ark.,
2007; Cattoir ve ark., 2008; Sanchez-Cespedes ve ark.,2008).

Caligmamizda 300 P. aeruginosa klinik izolatinda qnr, qepA ve aac(6”)-Ib-cr
genlerini PZR yontemiyle arastirildi. Qnr ve qepA pozitif izolat saptanamadi. Ancak
aac(6’)-Ib genini alt1 izolatta (P2, P64, P65, P71, P213, P229) saptandi. Bu
izolatlardan P2, P64 ve P65 siprofloksasin duyarli iken; P71, P213 ve P229 ise
direngli idi. Aac(6’)-Ib-cr varyantinin arastirilmasi igin aac(6’)-Ib tasidig1 tespit
edilen 6 izolat sekans islemine tabi tutuldu. Sekans sonucunda genlerin aac(6’)-Ib-cr
varynati olmadig: tespit edildi. Calismamiz P. aeruginosa klinik izolatlarinda gnrA,
qnrB, qnrC, qnrS, gepA ve aac(6’)-Ib-cr determinantlarinin arastirildig: iilkemizdeki

ilk ¢alisma olmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

e (Calismada Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tip
Laboratuvarlari ~ Mikrobiyoloji ~ Bolimii ~ Bakteriyoloji  Altdisiplin
Laboratuvari’na, Kasim 2009-Nisan 2010 tarihleri arasinda gonderilen gesitli

klinik 6rneklerden izole edilen toplam 300 P. aeruginosa izolat test edildi.

® P. aeruginosa izolatlarinin en sik izole edildigi 6rnek tiirii %31,4 ile trakeal

aspirat olup bunu %224 ile idrar ve % 13,3 balgam &rnekleri takip etti.

® P. aeruginosa 6rneklerinin biiyiik bolimii dahiliye (%14) ve beyin ve sinir
cerrahisi servislerinden (%12,3) gonderilmis ve bu servisleri gogiis

hastaliklar servisi (%10) izlemistir.

e P. aeruginosa izolatlarmin %21,4’niin (n=64) siprofloksasin direngli,

%2,6’s1min (n=8) orta duyarl, %76’sinin (n=228) ise duyarl: oldugu saptand.

e Calismamizdaki P. aeruginosa izolatlarinda multipleks PZR yéntemiyle

aragtirilan qnrA, qnrB, qnrS ve qnrC genleri saptanmadi.

e Calismamizdaki P. aeruginosa izolatlarinda PZR yéntemiyle arastirilan qepA

geni saptanamadi.

e Cahsmamizdaki P. aeruginosa izolatlarmin 6’sinda PZR yontemiyle
aragtirilan aac(6’)-Ib geni saptandi. Sekans islemi sonucunda aac(6”)-Ib-cr

varyant1 6 izolatta da saptanmadi.

* Aac(6’)-Ib geni tasiyan izolatlarin hepsi gentamisin ve tobramisin direngli, 6

izolattan 5’i amikasin duyarli iken 1 izolat orta duyarl olarak saptandi.
e Calismamizda plazmit aracili kinolon direnci saptanmamustir. Ancak yakin

zamanda P. florescens ve P. putida izolatlarinda qnrB’nin saptanmis olmasi

bu genlerin &niimiizdeki yillarda P. aeruginosa izolatlarnda da
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saptanabilecegine dair dikkatli olunmasi gerektigini ve surveyans

calismalariyla  direng¢  takiplerinin  devam ettirilmesi gerektigini

gostermektedir.
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