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1. GIRIS VE AMAC

Sepsis yiiksek mortalite ve morbidite nedeni olan, erken tan1 konup tedavi
edildiginde mortalite oranlarinin azaldigir sistemik bir enfeksiyondur (1-2). Sepsis
insidansi, yaslanan niifus dolayisiyla giderek artmaktadir (3-4). Diinya c¢apinda her yil 13
milyon kiside sepsis gelismekte ve bunlarin yaklasik 4 milyonu mortal seyretmektedir (2).
Sepsiste Gram pozitif etkenlerden stafilokok tiirleri ve Gram negatif etkenlerden
Escherichia coli ve Klebsiella spp. en sik izole edilen bakterilerdir (5-6). Toplum kaynakli,
hastane kaynakli ve firsat¢1 enfeksiyonlarda en sik etken olan organizmalardan Escherichia
coli ve Klebsiella spp.; septisemi, pndmoni, menenjit, iiriner sistem enfeksiyonu, yara yeri
enfeksiyonu, intestinal enfeksiyonlar, yumusak doku enfeksiyonu gibi ciddi enfeksiyonlara
sebep olmaktadir (7-8). Sik goriilen bu etiyolojik ajanlarda 6zellikle ampirik kullanimda
antibiyotiklere direncin artmasi tedaviyi her gegen giin biraz daha zorlastirmaktadir (2). Bu
direngli patojenlere karsi tedavi basarisizliklari artan morbidite, mortalite ve maliyetle
sonuglanmaktadir (9). Enterobacteriaceae ailesi iiyelerine karsi etkinligi yiiksek olan ve
tedavide siklikla kullanilan kinolon grubu antibiyotiklere kars1 direng artis1 da 6nemli bir
problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (10).

Kinolonlar, tamamen sentetik olan saf kimyasal maddelerdir. DNA sentezini
bozarak bakterisidal etki gosterirler. Temel hedefleri Gram negatif bakterilerde DNA giraz
iken Gram pozitif bakterilerde ise topoizomeraz IV’tlir (11). Genislemis spektrumlarina
bagli olarak kinolonlar gerek oral yolla gerek intravendz yolla birgok enfeksiyonun
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (12). GSBL {ireten Enterobacteriacea
tiyelerinin neden oldugu {iriner sistem infeksiyonlarinda oldukca sik regete edildikleri gibi
bakteriyemi ve hastane kaynakli pnomonide de karbapenemlerin kullanilamayacag:
durumlarda tercih edilebilmektedirler (12-15). Bu yaygin kullanima baglh olarak
kinolonlara direng gelisimi giderek artmaktadir (12)

Iki kromozomal mekanizma klinik florokinolon direncinden sorumludur. Bunlar

DNA giraz1 ve/veya topoizomeraz IV’li kodlayan ya da efluks pompalar1 ekspresyonunu
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diizenleyen ve zar gecirgenligini azaltan gen ici mutasyon birikimidir (16-17). Ugiincii bir
direng mekanizmasi ise florokinolon duyarliliginda azalmaya yol acan plazmid kaynakli
kinolon direng¢ (PMQR) genlerinin varhigidir (11, 18). Hedef enzim degisiminde oldugu
gibi kromozomal direng, kusaktan kusaga vertikal gecerken; PMQR bakteriden bakteriye
konjugasyon yoluyla horizontal gecis gostererek acil bir klinik problem olmustur (17).
PMQR genlerinin aktarilabilirliginin yanisira bir diger onemi, florokinolon terapotik
seviyelerinin varliginda dahi klinik olarak direngli suslarin ortaya g¢ikmasi olasiligini
artirmasidir (11, 18).

Kinolonlara direncin plazmidle iliskili olabildigi gnr genlerinin gosterilmesiyle
giindeme gelmistir (11). Plazmidle aktarilan gnr genlerinin ilk tespitinden bugiline kadar
farkli alt tipler (gnrA, gnrB, gnrC, gnrS ve gnrD) tanimlanmustir (11, 19). Qnr proteinleri,
DNA giraz ve topoizomeraz IV'e baglanarak bu enzimleri kinolonun inhibisyonundan
korur (20). Ayrica plazmidle aktarilan kinolon atim pompa geni gepA, ¢oklu ilag direnci
atim pompa geni 0gXAB ve modifiye aminoglikozid asetil transferaz geni aac(6’)-Ib-cr’nin
tanimlanmasi ile PMQR genlerinin 6nemi daha da artmistir (11, 21).

GSBL salgilayan Enterobacteriaceae tiirleri tiim diinyada giderek artmaktadir.
Yapilan ¢alismalar hem GSBL iireten hem de kinolona direngli suslarin hastane ve toplum
kaynakli enfeksiyonlarda artan oranda tespit edildigini gostermistir (22, 23). GSBL iireten
bakteri enfeksiyonlarimin tedavisinde kinolonlar dahil bir¢cok antibiyotigin etkisiz
kalabilmesi, hastanede yatis siiresinin uzamasi, artan morbidite ve mortalite oranlar1 ve
ciddi ekonomik kayiplar nedeniyle etkenin GSBL olusturup olusturmadigi da énemlidir
(24-25).

GSBL iiretimi ile florokinolon direnci arasinda yakin iliski oldugunu gosteren
cesitli calismalar bulunmaktadir (26-29). 1998 yilinda GSBL iiretimini kodlayan genleri
tasiyan ve tiirler arasi aktarilabilen plazmidlerde kinolon direncinden sorumlu genlerin de
tasindiginin gosterilmesi gelecekte dnemli sorunlarla karsilasilacaginin habercisi olmustur
(18, 30-32).

Plazmid aracili kinolon direng genlerinin prevalansinin takibi, hastanelerde direng
aktarimimin 6nlenmesi ve kinolon grubu antibiyotiklerin tedavi protokollerindeki yerine
151k tutmasi agisindan 6nemlidir. Bununla birlikte PMQR genlerini tasiyan suslarin in-vitro
olarak kinolonlara duyarli bulunabilmesi, fenotipik testlerle saptanamamasi, tedavi
protokollerinin uygulanmasinda ve infeksiyon kontrol dnlemlerinin alinmasinda giigliiklere

neden olmaktadir. PMQR genlerinin prevalansi ile ilgili diinya genelinde birgok caligma
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yapilmis olmakla birlikte bu konu ile ilgili olarak {ilkemize ait veriler olduk¢a sinirlidir
(18). Ayrica hastanemizde izole edilen suslarda direng oranlarinin bilinmesi, klinisyenlerin
infeksiyon kontroliinde uygun yaklasimlara yonelmelerini saglayacaktir.

Bu calismada Ocak 2012 - Agustos 2013 tarihleri arasinda kan 6rneklerinden izole
edilen Escherichia coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda kinolon diren¢ oranlarinin
belirlenmesi, aktarilabilir kinolon diren¢ mekanizmalarindan PMQR genleri olan gnrA,

qnrB, gnrC, gnrS, gnrD, aac(6’)-1b, gepA ve 0qxAB varliginin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Escherichia coli

2.1.1. Tarihge

Escherichia coli, ilk kez 1855 yilinda Alman pediatrist Theodor Escherich adinda
bir arastirmaci tarafindan ishalli infantlarin diskisindan izole edilmis ve Bacterium coli
commune olarak tanimlanmistir. Daha sonra 1919°da Castellani ve Chamer tarafindan izole
eden kisinin adi verilerek Escherichia coli olarak adlandirilmistir (33). 1945 yilinda bir
cocuk bakimevindeki ishal salginindan barsak patojeni olan enteropatojenik E. coli (EPEC)
susu tantmlanmistir (34). 1969°da Orta Dogu’daki ingiliz askerlerindeki ishal olgularinda
enterotoksijenik E.coli (ETEC) suslar1 ve ayni yillarda enteroinvaziv E. coli (EIEC) suslari
izole edilmistir. Shiga toksin olusturan enterohemarojik E. coli (EHEC) suslar1 ilk kez
1977 yilinda Konowalchuk ve ark. tarafindan farkli bir patojenik tiir olarak tanimlanmistir
(35). Ancak 1982’de A.B.D’de pismemis kiymadan kaynaklanan zehirlenme olayiyla
gidalar araciligi ile salgmlara yol acgtigi bildirilmistir (36-37). Enteroagregativ E.coli
(EAggEC)’nin ilk kez 1987’de ishale sebep oldugu anlasilmis ve doku kiiltirlerinde

kiimeler olusturmalar ile tanimlanmiglardir (38).

2.1.2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan, Escherichia cinsi
icinde en dnemli tiir ve insan igin 6nemli bir firsat¢i patojendir (39). Insan ve hayvanlarmn
barsaklarinda yaygin olarak bulunur ve barsaktaki en baskin fakiiltatif anaerob tiirdiir (40-
41).

Escherichia coli, ortalama 2-6 um boyunda, 1-1,5 um eninde Gram negatif bir basil
peritris Kirpikleri sayesinde hareketlidir. Hareketsiz suslar1 da vardir. Baz1 suslarda kapsiil

veya mikrokapsiil bulunmaktadir. Spor olusturmazlar ve fakiiltatif anaeropturlar (38).
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Uremek igin zengin besiyerlerine ihtiyac duymazlar. Aerobik sartlarda 37°C’de
genel kullanim besiyerlerinde 18-24 saatte, tiire 6zgii genellikle 2-3 mm ¢apinda parlak,
gri-beyaz renkte S tipi koloniler olusturarak tirerler. Kanli agarda hafif nemli gortiintimli 2-
3 mm c¢apinda gri Kkoloniler yaparlar. Baz1 kokenler kanli agarda beta hemolitiktirler.
Kapsiillii suslar ise mukoid koloniler olusturabilirler. E. coli MacConkey agarda laktozu
fermente ettiginden pembe-kirmiz1 renkte koloniler, eozin metilen blue (EMB) agarda da
laktoz pozitif mavi-siyah yesilimsi parlaklik veren koloniler olustururlar (40-41).
Escherichia coli glikozdan asit ve gaz olusturur. Laktoz ve sakkarozu fermente
eder. H,S, iireaz olusturmaz. Indol olusturur. Metil kirmizisi, lizin dekarboksilaz
reaksiyonlar1 pozitiftir. Voges-Proskauer, fenilalanin deaminaz ve DNaz aktiviteleri
negatiftir. Tek karbon kaynagi olarak sitratta tiremez. Ayrica oksidaz negatif olup katalaz
pozitiftir (42).
Escherichia coli’nin 1siya dayanikli lipopolisakkarit yapida O, protein yapida H
(kirpik) ve polisakkarit yapisinda K (kapsiil) antijenleri bulunmaktadir. Serotiplendirmede
genellikle O ve H antijenleri kullanilir. E. coli’nin olusturdugu ¢esitli hastalik tablolari ile

Ozel antijen tipleri arasinda iliskiler vardir (41, 43).

2.1.3. Viriilans Faktorleri

Escherichia coli, farkli dokulari enfekte edebilmek igin yapisal faktorler veya hiicre
disina salgilanan toksinler, enzimler gibi pek ¢ok virtilans faktorii tagimaktadir.

Degisik dokulara tutunma i¢in E. coli’nin gesitli adezyon molekiilleri vardir. Tip Il
(mannoz resistant) fimbrialardan olan kolonizasyon faktor antijenleri, P fimbria ve X-
faktor iropatojen E. coli kokenlerinde 6nemli viriilans faktorlerindendir (41). Sistite neden
olan ¢ogu E. coli suslar1 Tip I (mannoz sensitif) fimbriaya sahiptirler (44). Kolonizasyon
faktor antijenleri (CFA | ve CFA I1) ve Tip | (Mannoz sensitif) fimbrialar ile E. coli
gastrointestinal sistem hiicrelerine tutunarak, intestinal sistem hareketi esnasinda elimine
edilmekten kurtulur (45). S fimbria ise sepsis ve menenjitli yenidoganlardaki E. coli suslari
ile iligkilidir. N-asetil néraminik asit polimeri olan K1 kapsiilii yenidogan menenjiti,
bakteriyemi ve iiriner infeksiyonda rol oynar (8). O somatik antijenleri de E. coli’nin gesitli

dokulardaki reseptorlere baglanmasina katki saglayabilirler (41).
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Gastroenterit etkeni olan kokenlerde Shiga toksinler (Stx-1, Stx-2), 1stya duyarli
(LT-1 ve LT-2) veya isiya direngli (Sta, Stb) enterotoksinler gibi viriilans faktoérleri
bulunmaktadir (40).

Endotoksin, hiicre duvarmin lipopolisakkaritinin lipid A kismudir ve toksik
aktiviteye sahiptir. Bakteriyemili hastalarda 6liimlere yol agmaktadir (41).

Escherichia coli suslarmin  salgiladigi  penetrasyonu saglayan faktorler,
hemolizinler, demir baglamakta rol oynayan enterobaktin ve aerobaktin tip sideroforlar
viriilansta etkilidir (8). Hemolizin aktivasyonu ile eritrositlerden bol miktarda hemoglobin
aciga c¢ikardigr i¢in bakteriyemi yapan E. coli suslarinda siderofora ihtiya¢ yoktur (41).
Sitotoksik nekrotizan faktér (CNF 1, CNF 2) denen toksinler de viriilansta etkilidir (46).

2.1.4. Escherichia coli Enfeksiyonlar1 ve Klinik Onemi

Escherichia coli gliniimiizde toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli
etkenleri arasinda yer almaktadir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda en sik izole edilen
ve hemen her organ ve dokuda enfeksiyon olusturabilen patojen E. coli lerin enfeksiyonlari
mukozal yiizeylerde sinirhi kalabildikleri gibi tiim viicuda da yayilabilir (38). Immun
sistem bozukluklari, sindirim sistemi savunma mekanizmasindaki bozukluklar gibi
durumlarda nonpatojen E. coli’ler de enfeksiyon etkeni olabilir (47-48).

Enteropatojenik suslarla olusan ishaller, iiropatojenik suslarla olusan idrar yolu
enfeksiyonlart (IYE), neonatal menenjit, sepsis, karin i¢i enfeksiyonlari, yara yeri ve
akciger enfeksiyonlar1 E. coli’lerin olusturdugu baslica hastaliklardir (41, 47).

Ekstraintestinal sistem enfeksiyonlari i¢inde E. coli’lerin en sik rastlandigi
enfeksiyon IYE’dir (38). Toplum k&kenli IYE nin %64,5-82’inden, hastane kaynakli
IYE’nin ise % 50’sinden E. coli sorumlu tutulmaktadir (49-50). Uropatojenik suslar
viriilans faktorleri ile Once triner sistem mukoza hiicrelerine tutunarak kolonize olmakta,
daha sonra invazyon gostererek asemptomatik bakteriiiri, akut semptomatik IYE,
tekrarlayan IYE gibi hastalik tablolar1 olusturmaktadirlar (38).

Toplum kaynakli IYE genellikle assendan infeksiyon seklinde baslar ve dnce iiretrit
sonra sistit gelisebilir. Infeksiyonun yukariya ilerlemesiyle bobrekte pyelonefrit ve ciddi

doku hasar1 yapabilir. Ayrica pyelonefrit sonrasi tirosepsis riski yiiksektir (51) .
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Hastane kaynakli infeksiyonlar cogunlukla kateterizasyon veya iiriner sisteme
yapilan diger girisimleri takiben gelisir ve iirosepsise neden olabilir. Urosepsiste mortalite
riski yiiksektir (51-52).

Sepsis, komplikasyonlara ve 6liime yol agabilen sistemik bir enfeksiyondur (2, 53).
Diinya ¢apinda her y1l 13 milyon kiside sepsis gelismekte ve bunlarin yaklasik 4 milyonu
mortal seyretmektedir (2). Sepsiste Gram pozitif etkenlerden stafilokok tiirleri ve Gram
negatif etkenlerden E. coli ve Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) en sik izole edilen
bakterilerdir (5-6). Yapilan bir ¢alismada Gram negatif bakteri septisemilerinde etken
olarak ensik E. coli (%13-18.6), takiben Pseudomonas aeruginosa (%8-11.4) ve K.
pneumoniae (%6-8.6) tespit edilmistir (54). E. coli, Laupland’in derlemesinde halen
toplum tabanli ¢alismalarda sepsisin en sik nedeni olmustur (55).

Escherichia coli septisemisi tiim yaslarin problemidir. Uriner sistem basta olmak
lizere sindirim sistemi perforasyonu, apandisit, cerrahi girisimler sonrasi ve diger firsatci
patojenlerde oldugu gibi ilk enfeksiyon bdlgesinden kana karigsarak bakteriyemi yapabilir
(38).

Enterobacteriaceae ailesinin  bakteriyemi olusturma sikliklar1  Sekil 1°de

gosterilmistir.

. 4% _2% 3%

4% mE. coli

m Klebsiella spp.

= Enterobacter spp.

® Proteus spp.

= Serratia

m Citrobacter spp.
Diger

- J

Sekil 1. Bakteriyemi ile iligkili Enterobacteriaceae insidansi (47).

Hastanelerde her zaman hastane kaynakli patojen olarak bulunan E. coli hastane
kaynakli pndmoniye neden olan baslica mikroorganizmalar arasinda bildirilmektedir (41).

Ancak kronik akciger hastaligi olanlar, yaslilar, diyabetikler gibi viicut direnci diisiik
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olanlarda agiz sekresyonlarinin aspirasyonuyla toplum kaynakli da goriilebilir. Daha ¢ok
alt loblar1 tutan bronkopndmoni seklinde goriiliir. Hastalarda ampiyem ve bakteriyemi de
gelisebilir (38).

Escherichia coli 6zellikle hastane ortaminda cerrahi yara infeksiyonlari, ¢esitli
organlarda apse, septik artrit, osteomyelit, endokardit, tromboflebit, prostatit, endoftalmit,
siniizite kadar pek ¢ok klinik tabloya yol agabilir (41).

Yenidogan E. coli menenjiti diinyada mortalite ve morbiditenin 6nemli bir nedeni
olmaya devam etmektedir (8). E. coli, sik goriilmemesine ragmen yenidogan akut
bakteriyel menenjitlerinde, Streptococcus agalactia’dan sonra en sik karsilasilan etkendir
(56). Bakteriyemi seviyeleri menenjit gelisimi ile koreledir (8) . E. coli ile menenjit
olusmasinda K1 antijeni 6nemli bir faktordiir. Bu antijen, bakteriyi fagositoza ve serumun
bakterisidal etkisine direngli hale getirir. Etken olan suslarin %80 kadarinda kapstiler K1
antijeni bulunur (8).

Enteropatojenik E.coli, hafif diyareden agir sivi kayiplari ile seyreden kolera
benzeri tabloya, hemorajik kolite sebep olabilir. E.coli nin barsakta infeksiyon olusturan
tirleri; Enterohemorajik E. coli (EHEC), Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteroinvaziv
E. coli (EIEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enteroagregativ E. coli (EAQQEC), Diffiiz
aderent E. coli (DAEC)’dir (57).

Enterohemorajik E. coli suslari ile, 6zellikle O157:H7 susu ile olusan infeksiyonlar
onemlidir. Cogu az pismis et iiriinleri, kontamine su ve yiyecekler, pastorize olmamis siit
ile bulasir. Insandan insana bulas bir diger bulas yoludur. 100°den az bakterinin alinmasi
enfeksiyon i¢in yeterlidir (8). Bu infeksiyonlarda sulu ishali takiben hemorajik kolit ve
%5-10’unda hemolitik {iremik sendrom (HUS) veya trombotik trombositopenik purpura
gelisebilir. Viriilans faktorleri olarak shiga benzeri toksin 1 ve shiga benzeri toksin 2 (STL
1, STL 2) ve bunlarin varyantlari saptanmistir. HUS, o6zellikle 10 yasmn altindaki
cocuklarda akut bobrek yetmezligi, hemolitik anemi, trombositopeni ve merkezi sinir
sistemi belirtileri ile seyreden ¢ok ciddi bir komplikasyondur. HUS’lii hastalarm %12
oliim, %30 sekel riski vardir (38, 47).

Enterotoksijenik E. coli ozellikle gelismekte olan iilkelerde infant diyaresinin
onemli bir nedenidir. Ayn1 zamanda eriskinlerde de turist diyaresine neden olmaktadir.
Sulu diyare ile belirti veren hastalikta, 1s1ya duyarli labil toksin (LT) ve 1s1ya direncli stabil
toksin (ST) olmak tizere iki tip enterotoksin su ve elektrolit kaybina neden olmaktadir.

Toksinlerle kolera benzeri agir tablolar gelisebilir (38, 57).
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Enteroinvaziv E. coli ’nin &zellikleri shigella suslari ile ¢ok benzerdir. Kolon
hiicrelerini istila eder. Ishali sulu fakat arasira kanlidir (41).

Enteropatojenik E. coli infantil diyare etkeni olan ancak enterotoksin veya shiga
toksin iiretmeyen ve invaziv olmayan bazi E.coli serotipleri olarak siiflandirilmistir.
Gelismekte olan iilkelerde ishalin 6nemli bir sebebidir. Normal mikrovilus yapisinin
bozulmasi ile gelisen malabsorbsiyon ve kansiz diyareye sebep olur (57).

Enteroagregativ E. coli Hep-2 hiicre kiiltiirlerinde gosterdigi spesifik agregatif
aderens paterni ile tanimlanir. Diinyanin bir¢ok yerinde ve her yasta goriiliir. Gelismekte
olan iilkelerdeki ¢ocuklarda kronik diyarelere, gelismis iilkelerde akut ishallere, seyahat
ishallerine neden olmaktadir. AIDS infeksiyonu olan hastalarda ise kalic1 diyareye neden
olmaktadir (58).

Diffiiz aderent E. coli ¢ocuklarda siireklilik gdsteren diyarelere neden olur. Hiicreye
adezyon yolu ile yapistiklar1 gibi diffiize olurlar. Hep-2 hiicrelerine diffiiz aderens paterni
sadece bu grupta gosterilmistir. Cesitli ¢alismalarda, DAEC enfeksiyonlar1 ile 1-5 yas

arasindaki ¢ocuklardaki sulu ishalin 6nemli oranda birlikteligi saptanmustir (57).

2.2. Klebsiella spp.

2.2.1. Tarihce

Klebsiella pneumoniae (K. Pneumoniae) 1882 yilinda Carl Friedlander tarafindan
tanimlamis olmasi nedeniyle uzun yillar “Friedlander basili” olarak anilmistir (41, 59).
Klebsiella cinsi 1900’lerin sonlarinda yasamis Alman mikrobiyolog Edwin Klebs anisina

isimlendirilmistir (60).

2.2.2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Klebsiella tiirleri dogada yaygin olarak bulunur. Klebsiella insan nazofarinks ve
kalin barsaginda bulunur ve diski muhtemelen enfeksiyonlarin en 6nemli kaynagidir (61).
Genellikle bu bolgelerde floranin gegici liyeleri olarak kabul edilirler (62). Bu cinsin en sik
izole edilen tiirleri toplum ve hastane kaynakli lober pnomoniye sebep olan K. pneumoniae
ve Klebsiella oxytoca (K. oxytoca)’dir (47).
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Klebsiella cinsi bakteriler hareketsiz, sporsuz, genellikle kapsiillii, 0,7-1,5 x 2,0- 5,0
um boyutlarinda aerop ve fakiiltatif anaecrop Gram negatif ve Enterobacteriaceae ailesinin
genel 6zeliklerini gosteren basillerdir (43).

Klebsiella spp. genel kullanim besiyerlerinde kolayca tirer. Ortalama pH:7 ve
37°C’iiremeleri i¢in en iyi ortamdir. Kati besiyerlerindeki kolonileri biiyiik, sarimtirak gri
renkte ve tipik mukoid M tipi kolonilerdir. Kapsiilsiiz suslar S koloniler olusturmaktadir.
Klebsiella spp. MacConkey agarda laktozu fermente ettiginden pembe-kirmizi, 3-4 mm ve
mukoid koloniler yapar (40). Hekton agar’da sar1 turuncu, ksiloz lizin deoksikolat (XLD)
agar’da sar1 koloni olustururlar (43).

Basta glikoz olmak iizere gaz olusturmak suretiyle bircok sekeri pargalarlar (42).
Nisastadan gaz olusturmalar: 6nemli bir 6zellikleridir (43). H,S olusturmazlar. Klebsiella
spp. fenilalanini deamine etmezler, ornitin dekarboksilaz olusturmazlar (42). indol
olusturmazlar. K. oxytoca indol yapabilmesi ile K. pneumoniae’dan ayrilir. Metil kirmizisi
reaksiyonu negatiftir. Voges-Proskauer ve lizin dekarboksilaz aktiviteleri pozitiftir ve tek
karbon kaynag olarak sitrat1 kullanirlar. Ureaz pozitiftirler (43).

Genis kapsiilii, Klebsiella spp.’lerin K antijenleriyle serotiplendirilmesini saglar.
Klebsiella spp.’lerin K antijenleri, O antiserumlariyla agliitinasyonu onler. O antijenleri

serotiplendirmede kullanilmaz (41).

2.2.3. Viriilans Faktorleri

Kapsiiler antijenler Klebsiella spp.’nin viriilansinda temeldir. Klebsiella spp. kapsiil
polisakkaritleri fagositozu ve infeksiyon bolgesine fagositlerin gociinii engelleyen viriilans
faktoriidiir (41). K2 susu diinya ¢apinda klinik izolatlar arasinda en ¢ok goriilen izolattir
(62). Alkolizmle iliskili pnomonide K. pneumoniae’nin K1-K6 kapsiil tiirleri en sik izole
edilen tiirlerdir (42).

Tip I (Mannoz sensitif) fimbrialarin bakterinin tirogenital ve solunum sistemine
kolonizasyonunda rol oynadigi gosterilmistir (63).

Tip 3 fimbria, K. pneumoniae suslarinin endoteliyal hiicrelere, solunum sisteminin
epiteline ve {iroepiteliyal hiicrelere yapismasinda rol alir (64). Tip 3 fimbrianin K.
pneumoniae’nin canli ve cansiz yiizeyler iizerinde biyofilm olusturmasina aracilik ettigi

tespit edilmistir (65).
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Serum direncinden TraT lipoproteini veya porini gibi dis membranin g¢esitli

proteinlerinin asitleri, kapsiiler polisakkarit (CPS) ve O antijenlerinin (lipopolisakkaritler)

sorumlu oldugu ortaya konmustur (63). Klebsiella spp. hiicre duvarindaki LPS molekiilleri,

diger Gram negatif bakterilerdeki gibi, bakterinin viriilans faktorlerinden olan
endotoksinini olusturmaktadirlar (41).

Sideroforlar ile alinan demir, bakterinin tiremesi i¢in redoks katalizorii olarak gorev

yapan temel faktdrdiir. infeksiyonlarin patogenezinde konak hiicresinden saglanan demirin

belirgin etkisi Klebsiella spp. igin gosterilmistir (62).

Serum Direnci Adezinler
Tip 1 fimbria (MSHA)

A . Tip 3 fimbria (MR/K-HA)
®e. o KPF-28 fimbria

°A : ° CF29K (nonﬁn}brial)

® Agregatif adezin

Enteroselin
Aerobaktin

]

Kapsiil | Sideroforlar

(77 Serotip)

Sekil 2. Klebsiella spp. viriilans faktorlerin sematik gosterimi (63)

2.2.4. Klebsiella spp. Enfeksiyonlar: ve Klinik Onemi

Ust solunum yolu ve barsak florasinda bulunan Klebsiella spp.’ler, bulunduklar
yerde uygun kosullarin olusmasi veya yer degistirerek diger organ ve sistemlere gegmeleri
halinde bir¢ok hastaliga neden olurlar (66).

Klebsiella tiirlerinden 6zellikle K.pneumoniae, insan saghigi agisindan ¢ok 6nemli
olan hastane kaynakli enfeksiyonlar, iist solunum yolu enfeksiyonlari, {iriner sistem
enfeksiyonlari ve yara enfeksiyonlar1 olusmasinda rol alan firsatg1 patojendir (41, 59).

Son 10 yilda Klebsiella spp. insidansinin artist hem antibiyotik direnci gelisen
immiin diiskiin hastalarin artisi hem de immiin diiskiin hastalardaki hastane kaynakli
enfeksiyonlarm artiginin sonucudur (60). Bu bakteriler hastane ortaminda hizli yayilabilme

Ozelliginden dolayi, hastane kaynakli salginlara yol agmaya yatkindirlar (62). Hastane
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salginlarina yol agan Klebsiella tiirleri 6zellikle genislemis spektrumlu beta laktamaz
(GSBL) iireten ¢oklu ila¢ direngli tiirlerdir (62-63, 67). Son zamanlarda Ozellikle
antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmis suslarin hastane enfeksiyonlarina neden olmalar1 bu
bakterilerin 6nemini arttirmastir.

Hastane kaynakli Klebsiella infeksiyonlarin ¢ogu, cinsin en énemli tiirleri olan K.
pneumoniae ve K. oxytoca kaynaklidir (62). K. pneumoniae nin hastanede yatan hastalarda
prevalans1 %20’lere kadar ¢ikmaktadir (48). Bu prevalans artis1 alkolik, diyabetik, kronik
obstruktif akciger hastalifi gibi immiin diiskiin hastalardaki akciger enfeksiyonunun
kaynaginin hastanede yatis sirasinda olusan Kkolonizasyon olabilecegini gostermektedir
(48).

Hem hastane ortamindan hem de toplumdan kazanilan tipik lober pnomoni
olustururlar. Klebsiella tiirleri hastane kaynakli pnomonilerden %6-8 oranlarinda
sorumludur (68). Siklikla alveolar bosluklarin nekrotik yikimi, kavite ve kanli balgam
olusumuyla seyreden agir bir pnémoniye neden olurlar (47). Bazi hastalarda akciger
absesi, internal hemoraji, ¢gogunlukla plevrit gelisebilir (60). Pnémoni olgularindan K1,
K3, K4 ve K5 antijenine sahip Klebsiella tiirleri siklikla izole edilmektedirler (41).

Hastane kaynakli gram negatif bakteriyemilerde Klebsiella tiirleri 3-4. siralarda yer
alir (63, 69-70). K. pneumoniae gram pozitif organizmalardan 4-5 kat daha az siklikla
sepsise yol agmasina ragmen, iki kat daha fazla mortaliteye neden olur (71). Rekiirrent
bakteriyemi lizerine yapilan bir ¢aligmada, relaps veya reenfeksiyonda Klebsiella ve
Enterobater tiirleri en yaygin organizmalardir (72).

Klebsiella enfeksiyonlart Amerika’da tiim hastane kaynakli enfeksiyonlarin %3-
%7’sinden sorumludur ve Klebsiella spp. en énemli 8 hastane enfeksiyonu patojeninden
biridir (60, 62-63).

Klebsiella spp. hastaneden kazamilmis IYE’nin en yaygin 2-4. etkeni iken,
toplumdan kazanilmis IYE’nin 3-4. en yaygin etkenidir (73-74). Bir ¢alismada toplum
kokenli IYE’de E. coli (%74,5) ve Klebsiella spp (%8,7) tiim yas gruplar1 ve cinsiyet i¢in
en sik izole edilen mikroorganizmalar olmustur (75). Klebsiella spp, iiriner sistemdeki tek
infeksiyonda bile bobrek sekeline neden olabilmektedir (62).

Klebsiella pneumoniae diinya ¢apinda toplumdan kazanilmis piyojenik karaciger
abselerinin 6nemli bir etkenidir. Bakteriyemi Klebsiella piyojenik karaciger abselerinde

yaygindir ve bir retrospektif incelemede % 83 olarak bildirilmistir (76).
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Gastrointestinal, prostat, periton, meninksler, kulak ve siniis bosluklar1 gibi
organlara yerleserek ve kana yayilarak cesitli tipte ve 6nemde enfeksiyonlara neden olurlar
(66).

Klebsiella spp. firsat¢1 infeksiyon etkeni olup septisemi, pnomoni, iiriner sistem ve
yumusak doku infeksiyonu gibi ciddi infeksiyonlara neden olabilmektedir. Klebsiella
infeksiyonlar1 tipik olarak hastane kaynakli infeksiyonlardir. Bu bakterilerin hedefleri
hastanede yatan ve altta yatan baska bir hastaligi olan immiin yetmezlikli hastalardir.
Klebsiella infeksiyonlari, yenidogan yogun bakim finitelerinde septisemi ve menenjitlere
neden olabilmektedir. Bu salginlarin ¢ogunun nedeni ¢oklu antibiyotige direngli suslar
oldugundan, yenidogan Klebsiella infeksiyonlari biiyiik sorun haline gelmistir. Coklu
direngli Klebsiella suslarinin hastane salginlarindan GSBL suslar1 sorumlu tutulmaktadir.
GSBL olusturan suslar, baslica B-laktam antibiyotiklerle beraber aminoglikozidlere ve

florokinolonlara da direng gosteren goklu direngli bakterilerdir (63).

2.3. Tedavi

Escherichia coli ve Klebsiella spp tedavisinde betalaktamlar, kinolonlar,
aminoglikozidler,  trimetoprim/siilfametoksazol,  fosfomisin ~ ve  nitrofurantoin
antimikrobiyalleri kullanilmaktadir. Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI)
Enterobactericeae ailesine etkili olan antimikrobiyallerin duyarliliklarinin bildiriminde ve
tedavide kullanimini diizenlemek i¢in dort gruptan olusan bir siniflandirma yapmistir. Bu
siniflandirmaya gore Grup A, tedavide birinci secenek olan antimikrobiyalleri
icermektedir. Bu gruptaki antimikrobiyallere karsi direng saptanmis ise Grup B’deki
antimikrobiyaller tedavide kullanilabilir. Eger bu gruptaki antimikrobiyallere de direng
saptanmis ise o zaman Grup C’deki antimikrobiyaller tedavi segenekleri olabilir. Grup

U’daki antimikrobiyaller ise sadece iiriner sistem infeksiyonlarinda kullanilabilir (Tablo 1)
(77).
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Tablo 1. CLSI’in Enterobactericeae tedavisinde kullanilan antimikrobiyaller tablosu (77)

Grup A Grup B Grup C Grup U
Lomefloksasin
- . . veya
Ampisilin* Piperasilin Aztreonam
P P Ofloksasin

Norfloksasin

Amoksisilin/Klavulanik asit
Ampisilin/Sulbaktam Seftazidim

Sefazolin ) - . Sefalotin
Piperasilin/Tazobaktam Seftarolin

Tikarsilin/Klavulanik asit

Gentamisin Tetrasiklin
Amikasin Sulfonamid
Tobramisin Kloramfenikol

Sefepim Trimetoprim

Sefotaksim
veya Nitrofurantoin
Seftriakson

sefotetan

Sefoksitin

Sefuroksim

Siprofloksasin

Levofloksasin

Doripenem
Ertapenem
Imipenem

Meropenem

Trimetoprim/Sulfametoksazol

* Klebsiella suslarinda ampisilin intrensek direng nedeniyle kullanilmaz

2.4. Kinolonlar

Kinolonlar tipta ve veterinerlikte ¢esitli infeksiyonlarin tedavisinde 1960°h
yillardan beri kullanilan genis spektrumlu antibiyotiklerdir (78-79). Kinolonlarin ilk {iyesi
olan nalidiksik asit, 1962°de antimalaryal bir ajan olan klorokinin saflastirilmasi esnasinda
elde edilen ara tirtinden iretilmistir. Nalidiksit asit, dar etki spektrumlu bir bilesik olup
idrarda yiiksek yogunluklara ulasabildiginden idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olan ¢ogu
Enterobacteriaceae iiyesine karsi bakterisid etkili bir antibakteriyel olarak kalmistir.

Kinolonlarin yillar igerisinde yapisinin gelistirilmesiyle hem kullanimi artmis hem etki
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spektrumu  genislemistir  (79-80). Oral ve intravendz kullanilabilmesi, iyi oral
biyoyararlanimi, yiiksek serum seviyesi, dokularda yiiksek konsantrasyona ulasabilmesi,
genis etki spektrumu, yiiksek etki giicii, diisiik yan etki ve iyi tolere edilmeleri nedeniyle de

klinikte tercih edilen ajanlar olmuslardir (81).
2.4.1. Kimyasal Yapisi
Kinolonlar tamamen sentetik olarak elde edilen antibakteriyel ilaglardir. Temel yapisi,

1. pozisyondaki nitrojen, 3. pozisyondaki karboksil grubu ve 4. pozisyondaki karbona ¢ift
bagla baglanmis oksijenin bulundugu ikili halkadan olugsmaktadir (Sekil 3).

R L
Rg COOH
A7 M

I |

Reg Ry

Sekil 3. Kinolonlarin temel yapisi (82).

1970’lerde kinolon molekiiliiniin C-6 pozisyonuna bir flor atomunun eklenmesiyle
aktivitesi arttirilarak ilk florokinolon olan norfloksasin elde edilmistir (17). Daha sonralari
kinolonlarin 7. karbonuna piperazinil (6rn. siprofloksasin, norfloksasin, enoksasin), metil
piperazinil (6rn. ofloksasin, levofloksasin), dimetil piperazinil (6rn. sparfloksasin)
eklenmesiyle gram negatif bakterilere karsi; 7. karbonuna pirolidinil (6rn. Klinafloksasin,
gemifloksasin) ya da ikili halka (6rn. moksifloksasin) eklenmesiyle gram pozitif
bakterilere karst ve 8. pozisyondaki karbonuna halid ya da metoksi grubu (6rn.
moksifloksasin, gatifloksasin) eklenmesiyle anaerop bakterilere karsi etkili yeni

florokinolonlar tiiretilmis ve etki spektrumu genisletilmistir (15, 83) (Sekil 4).
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Farmakokinetik 6zellikler
tzerinde bazi etkileri vardir

Sekil 4. Kinolon ve naftiridon molekiiliiniin yapisi. X ile belirtilmis olan

yerler karbon atomu oldugunda bir kinolon molekiilidiir
(siprofloksasin, levofloksasin,  norfloksasin,  oflofloksasin,
moksifloksasin,gatifloksasin, klinafloksasin, sinoksasin,
temofloksasin). X, nitrojen atomu ise bir naftiridon molekiiliidiir
(nalidiksik  asit, enoksasin, tosufloksasin, trovafloksasin,
gemifloksasin) (83).

2.4.2. Etki Mekanizmasi

Kinolonlar DNA sentezini hizli bir sekilde inhibe ederek bakterisidal etki

gosterirler. Cok yiliksek konsantrasyonlarda RNA ve protein sentezini inhibe ederek

bakteriyostatik etki gosterdikleri de saptanmistir (12, 84).

Kinolonlarin iki hedef enzimi, tip 2 topoizomerazlardan olan DNA giraz ve

topoizomeraz IV’tiir. Her ikisi de iki alt {initenin tekrarindan olusan heterotetramerik

proteinlerdir (17). DNA giraz enzimi iki A alt birimi ve iki B alt biriminden olusur. A alt

birimleri gryA ve B alt birimleri gryB genleriyle kodlanir. Topoizomeraz 1V ise iki parC ve

iki parE alt birimlerinden olusmustur. ParC alt birimlerini parC geni, parE alt birimlerini

ise parE geni kodlamaktadir (12).
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ATP-baglama motifleri

NH; ATPaz/TOPRIM DNA Kesimi/Ligasyonu OOH
GyrB Tyr GyrA

Topoizomeraz IV

ParE/GrIB Tyr ParC/GrlA

insan Topoizomeraz Ilalfa

Tyr

Sekil 5. Tip II topoizomerazlarin domein yapilari. Giraz ve topoizomeraz IV iki A
ve iki B alt birimlerinden olusan heterotetramerik enzimlerdir. A alt
birimleri (mavi ve kirmizi; girazda GyrA ve Gram-negatif ve Gram-
pozitiflerin topoizomeraz IV’lerinde sirasiyla ParC and GrlA) kirilma
reaksiyonu siirecinde DNA’nin yeni iretilen 5’ucuna kovalent olarak
baglanan tirozin aktif bolgesi icerir. A altbirimlerinin C-terminal
domainleri  (CTDler; kirmizi) degiskendir ve girazin DNA
siipersarmallarini olusturmasini saglar. B subunitleri (yesil; girazda GyrB
and Gram-negatif ve Gram-pozitiflerin topoizomeraz IV’lerinde sirasiyla
ParE and GrlB) ATPaz ve TOPRIM domainleri igerir. TOPRIM, enzim
aktivitesi i¢in gerekli olan katalitik divalent metal iyonlarina baglanir.
Insan topoizomeraz Ila bakteriyel tip II enzimleri ile homoloji gosterir.
Tip II topoizomerazlarin {i¢ boyutlu sekli altta sunulmustur (17).

Tip 2 topoizomerazlar bir DNA segmentinin her iki ipligini kesip aradan bir baska
DNA segmentini gegiren ve daha sonra da kesigi onaran enzimlerdir. DNA giraz bu
islemleri ATP yardimiyla DNA siipersarmallar1 olustururken uygular ve DNA’da olusan
bu negatif kivrimlar DNA’nin boyunu kiiciilterek hiicre i¢ine si§masini saglar. Ayrica tam
tersine DNA giraz, DNA replikasyonu sirasinda, reversibl kesme ve tekrar baglama islevi
ile replikasyon catalinin Oniindeki siiper sarmallart kaldirir ve DNA ipliklerinin
diigiimlenmeden birbirinden ayrilmasini saglar. Topoizomeraz IV ise replikasyon sonunda
iki yliziik gibi birbirlerine gecmis yeni DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasini ve hiicre
boliinmesi sirasinda yavru hiicrelere esit olarak dagilmasini saglar (12, 17). Bu etkileri ile
DNA giraz ve Topoizomeraz IV DNA replikasyonunda yasamsal dneme sahiptir.

Kinolonlar ¢ift sarmalli DNA’nin replikasyonu sirasinda sarmallar birbirinden

ayrildiktan sonra olusan enzim-DNA kompleksinin kirilma-baglanma aktif bdolgesine
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nonkovalent olarak baglanirlar. Kinolonlar enzim-DNA kirigi kompleksini bakteriler i¢in
oldiirticti olan hiicresel toksinlere doniistiiriirler (17). Topoizomerizasyonu engelleyerek
bakterinin onaramayacagi DNA kirilmalarina yol agarlar (15). Ayrica replikasyon catali,
RNA polimeraz ve DNA helikazin 6niinde fiziksel bir bariyer olusturarak hiicre 6liimiiyle
sonuglanacak bir dizi olayin baglamasina neden olurlar (85).

Kinolonlar her iki enzime de baglanabilseler de, E. coli’de oldugu gibi Gram
negatif bakterilerde DNA giraz; Staphylococcus aureus’da oldugu gibi Gram-pozitif
bakterilerde topoizomeraz 1V birincil hedeftir (84). Ama C-8 pozisyonunda metoksi grubu
tastyan florokinolonlarin gram pozitiflerde de DNA giraz oncelikli hedefidir (85, 86).

Insan hiicrelerinde de topoizomerazlar mevcuttur. Bugiin kullanilan kinolonlar bu

enzimlere minimal de olsa etkilidirler (12).

2.4.3. Kinolonlarin Siniflandirilmasi ve Antimikrobiyal Aktivitesi

Nalidiksik asit ve diger birinci kusak kinolonlar, sadece Gram negatif enterik
basillere etkili, dar etki alanli bilesikler olup idrarda yiiksek yogunluklara ulasabildiginden
idrar yolu infeksiyonlarmda kullamlirlar (17). lkinci kusagm birinci alt grubundaki
lomefloksasin, norfloksasin ve enoksasinin serum diizeyleri diisiik oldugu icin iriner
sistem infeksiyonlarinda kullanim alan1 vardir ve enterik bakterilere, Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa)’ya ve biraz da Sthapylococcus aureus’a etkilidirler. ikinci
kusagin ikinci alt grubundaki ofloksasin, siprofloksasin Enterobactericeae disinda P.
aeruginosa, Acinetobacter tiirlerine de etkilidir. Atipik bakterilerden olan Mycoplasma,
Chlamydia, Leigonella tiirlerine de etkili olduklar1 gibi M. tuberculosis, M. fortuitum, M.
kansasii gibi mikobakterilere etkili fakat M.avium-intracellulare’ye zayif etkilidirler (12,
84, 87). Invivo calismalarla tularemi tedavisinde siprofloksasinin etkinligi kanitlanmistir
(15). Ugiincii kusak kinolonlar pnémokoklar dahil streptokok enfeksiyonlarinda da
kullanilirlar (12, 84, 87). Dordiincii kusakta gram negatif etkinligin yani1 sira anaerob
etkinlik 6nemlidir. Ek olarak gemifloksasin penisilin ve diger florokinolonlara direngli
pnomokoklara da oldukca etkilidir. Florokinolonlar Haemophilus, Neisseria tiirleri ve
Morexella catarrhalis’e ¢ok iyi etkilidirler (12).

Kinolonlarin farmakodinamik o6zelliklerine gore smiflandirilmasi Tablo 2’de

gosterilmistir.



Tablo 2. Kinolonlarin farmakodinamik 6zelliklerine gore simiflandiriimasi (15).

2. Kusak 4. Kusak
1.Kusak 3.Kusak 5.Kusak
Altgrup 1 Altgrup 2 Altgrup 1 Altgrup 2
Nalidiksik asid Lomefloksasin Siprofloksasin Levofloksasin Moksifloksasin Gemifloksasin Garenoksasin

< Oksolinik asid Norfloksasin Ofloksasin Sparfloksasin Gatifloksasin

o

'S Sinoksasin Enoksasin Pefloksasin Grepafloksasin Sitafloksasin

X Flumequin Fleroksasin Klinofloksasin

Travofloksasin

Enterobactericeae Enterobactericeae

P. aeruginosa

Mikrobiyolojik
etkinlik

Enterobactericeae
P. aeruginosa

Atipikler

Enterobactericeae  Enterobactericeae  Enterobactericeae

P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa
Atipikler Atipikler Atipikler
MSSA MSSA MSSA
Streptokoklar Streptokoklar Streptokoklar
Anaeoroplar Anaeoroplar

g . ..
é E Yalnizca Uriner Yalnizca Uriner
§ = Enfeksiyonlar Enfeksiyonlar
X

Sistemik + Uriner
Enfeksiyonlar

Sistemik + Uriner ~ Sistemik + Uriner ~ Sistemik + Uriner
Enfeksiyonlar Enfeksiyonlar Enfeksiyonlar

MSSA: Metisiline duyarl: Staphylococcus aureus

6T
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2.4.4. Kinolonlara Karsi Diren¢ Mekanizmasi

Kinolonlara diren¢ gelisimi iic ana mekanizma ile olmaktadir. Bu {ic mekanizma

bakterilerde tek tek olabilecegi gibi, bir bakteride biraraya geldiklerinde bakteriye ¢ok

yiiksek diizeylerde kinolon direnci kazandirirlar. Bunlar:

1.
2.

Hedef enzimlerde meydana gelen degisiklikler
Membran gegirgenliginde azalma ve/veya efluks pompa sistemlerinin asiri
calismasiyla hiicrede kinolon birikiminde azalma

Plazmid aracili kinolon direnci (12).

3a © 2 3p

€
1 2a

(o]

2 Oy

Ve
OYO A

CHy

Sekil 6. Kinolon direng mekanizmalar1 (1) Hedef enzimlerde meydana gelen degisiklikler. Giraz
ve topoizomeraz IV enzimlerindeki mutasyonlar kinolon-enzim etkilesimini zayiflatir (2)
Plazmid aracilikli kinolon direnci (2a) Qnr proteinleri (sar1) topoizomeraz-DNA
baglanmasim azaltir enzim-DNA komplekslerini kinolondan korur (2b) Aac(6’)-1b-cr
siprofloksasin ve norfloksasin molekiillerinin C7 pozisyonundaki piperazinil halkasinda
bulunan serbest azotu asetile eden bir aminoglikozit asetiltranferazdir ve bu yolla ilacin
etkinligini azaltir (2c¢) Plazmid tarafindan kodlanan efluks pompalar1 kinolonlarin
hiicrede birikimini azaltir (3) Hiicrede kinolon birikiminde azalma (3a) Gram negatif
tiirlerde porinlerin ekspresyonunda azalma ilacin hiicre i¢ine alimmini azaltir (3b)
Kromozom tarafindan kodlanan efluks pompalarinin asiri {iretimi hiicre i¢inde ilag
birikimini azaltir (17).

2.4.4.1. Hedef Enzimlerde Meydana Gelen Degisiklikler

Kinolon direnci genellikle giraz ve/veya topoizomeraz IV’te olan belirli

mutasyonlar ile iligkilidir. Genel olarak tek bir enzim mutasyonu 10 katlik ila¢ direnci

kazandirir. Yiiksek diizey direngli suslarin se¢imi i¢in (yaklagik 10-100 kat) genellikle her

iki enzimde mutasyonlar olmaktadir (17).
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Gram negatif bakterilerdeki kinolon direncinin siklikla GyrA {initesindeki
degisimlere bagli oldugu gosterilmistir. Dirence neden olan aminoasit degisimlerinin, Gyr
A alt tnitelerinde genellikle amino ucundaki enzim aktif bolgesinde bulunan bir tirozin
molekiiliiniin ¢evresinde yer aldigi goriilmektedir. Bu tirozin molekiilii topoizomerizasyon
sirasinda  kesilmis DNA uglarina kovalent olarak baglanmaktadir (84). Kinolonlarin
baglandigr kismi olusturan {i¢ boyutlu bir bdlgede aminoasit degisimlerinin toplandig
gosterilmistir (85). Bu bolgeye kinolon direncini belirleyen bolge [Quinolone Resistance
Determining Region (QRDR)] adi verilmektedir. QRDR, GyrA’nin 67-106. aminoasitleri
arasinda bulunmaktadir. QRDR’de meydana gelen tek bir mutasyon yiiksek diizey
nalidiksik asit direncine neden olurken, florokinolonlarda yiiksek diizey dirence neden
olmak i¢in ek mutasyonlara ihtiyag vardir (79). GyrA’da en sik goériilen mutasyon Serin
83-Triptofan veya Losin degisimidir (12). Florokinolonlara yiiksek diizeyde direngli
izolatlarda, GyrA’da 83’ncii kodondaki mutasyonla birlikte bir diger mutasyon da 87’inci
kodondaki aspartatta gozlenmektedir. Bununla birlikte, Ser83’te tek mutasyon tasiyan
izolatlar, Asp87°de tek mutasyon tasiyanlara goére florokinolonlara daha yiiksek direng
gostermektedir (88). GyrB’de meydana gelen mutasyonlar daha az sayidadir. GyrB
proteininin orta kismi iginde tek bir aminoasit degisikliginin, ayn1 zamanda, nalidiksik asit
ve florokinolonlara daha disiik diizeyde dirence neden oldugu bulunmustur (12).
Topoizomeraz IV’de mutasyonlar siklikla ParC bolgesinde meydana gelmektedir. Vahsi
tipte ParC bolgesinde serin 80-fenilalanin veya tirozin ile degisimi en yaygin gbzlenen
mutasyondur. Bu mutasyonlar bazi florokinolonlara 8 kat direng artisina sebep olur. Direng
mutasyonlari, daha az siklikta olmakla birlikte gyrB genindekine benzer pozisyonlarinda
parE bolgesinde de bulunmustur (12).

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin ¢cok direngli klinik suslarinda, gyrA ve
parC’nin her birinde bir ya da daha fazla mutasyon yaygin olarak tespit edilmistir (12).
Bunun yaninda Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori ve Treponema
pallidum'da topoizomeraz IV'i kodlayan genlerin bulunmamasi nedeniyle sadece giraz
enziminde gelisen mutasyonlar bu bakterilerde yeni kinolonlara karsi dirence neden
olmaktadir (12, 89). Bakterilerin degisik florokinolonlara duyarliliklari, birincil hedefin
hangi enzim olduguna ve hedef enzimlerin kinolon afinitelerindeki farklara gore

degismektedir (84, 90).
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2.4.4.2. Hiicrede Kinolon Birikiminde Azalma

Hiicre i¢inde ilag birikiminin azalmasi Gram negatif bakterilerde dis membran
porin kanallarindaki degisiklik, Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde sitoplazmik
membran efliiks pompalarinin fazla ¢aligmasi ile iliskilidir (17).

Kinolonlar Gram negatif bakterilerde dis membrandaki porinler araciligi ile hiicre
icine girmektedir. Porin proteinlerinde degisiklige yol acan mutasyonlar kinolonlarin dis
membrandan girisini azaltarak hedef enzimlere daha az miktarda ulagmalarina yol
acmaktadir. E. coli’de OmpA, OmpC ve OmpF gibi dis membran porin proteinlerinin
ekspresyonundaki  azaliy membran  gegirgenligi  azaltmaktadir (79). OmpF
ekspresyonundaki azalis kinolon grubu antibiyotiklerin yani sira betalaktamlar,
tetrasiklinler ve kloramfenikol gibi antibiyotiklerin de duyarliliginda azalmaya neden
olmaktadir (79).

Hem Gram pozitif hem Gram negatif bakterilerde spesifik olmayan enerji bagiml
efluks pompa sistemleri bulunmaktadir. Bazal seviyede sentezlenen eflilkks pompalari,
diger antibiyotiklerde oldugu gibi kinolonlara dogal dirence sebep olmaktadir (91). AcrAB,
AcrEF, EmrAB, MdfA ve YdhE E.coli’de kinolon direncine neden olan kromozomal
kodlanan aktif efluks pompalaridir (79).

2.4.4.3. Plazmid Aracili Kinolon Direnci

Plazmid aracili kinolon direnci (PMQR-plasmid mediated quinolone resistance) ilk
kez, 1998 yilinda Birmingham’da Alabama Universitesi’ndeki bir hastanin idrar
orneginden 1994 yilinda izole edilen siprofloksasine direngli bir K. pneumoniae izolatinda
bildirilmistir (92-93). Test edilen tiim kinolonlarm MIK degerini yiikselttigi, kinolonlarin
intraselliiler konsantrasyonlarina veya dis membran porininin baskisina etki etmedigi ve E.
coli tiirlerinde gyrA, gyrB, parC, ompF ya da ompC mutasyonlariyla birlikte direnci
arttirdiglr i¢in bunun yeni bir diren¢ mekanizmasi olarak isimlendirilmesi gerektigi
distintilmistir (20, 93). Plazmidin tekrarlayan pentapeptid ailesine ait bir proteini
kodladigi anlagilmis ve bu gen boélgesi gnr olarak adlandirilmistir (93). Sonrasinda farkli
gnr genlerinin de saptanmasi nedeniyle gnrAl olarak yeniden adlandirilmistir. Diinya
genelinde Enterobacteriaceae ailesinden birgok bakteride belirlenen gnrA genini diger

plazmid aracili direng genleri olan gnrS, gnrB, gnrC ve gnrD takip etmistir (11). Yillar
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icerisinde plazmidle aktarilan eflilks pompa aktivitesine yol acan gepA, 0gxAB ve bir
aminoglikozit asetiltransferazi kodlayip norfloksasin, siprofloksasin aktivitesini azaltan
aaa(6’)-1b-cr genleri de tanimlanmustir (11, 21).

Hedef enzim degisimi gibi kromozomal direng, kusaktan kusaga vertikal gecerken,
buna ilaveten PMQR, bakteriden bakteriye konjugasyon yoluyla horizontal gegis

gostererek acil bir klinik problem olmustur (17).

2.4.4.3.1. gnr genleri

2443.1.1. gqnrA

Ilk saptanan PMQR determinanti qnrAl, ¢oklu ilag direnci olan K. pneumoniae
susunda FOX-5 tipi beta laktamaz kodlayan 56 kb’lik pMG252 plazmidi arastirtlirken
bulunmustur. Daha sonra bu plazmidle transkonjugatlara, kinolonlara kars1 diisiik seviyeli
direng transferi yapilabildigi gosterilmistir (11, 92-93). Transkonjugatlarda nalidiksik asit,
norfloksasin, siprofloksasin, klinofloksasin, levofloksasin, pefloksasin ve trovafloksasin
icin MIK’lerin 4-16 kat arttig1 saptannustir. Klinik direnci temsil edecek kadar MIK
artisina sebep olmamasina ragmen yiiksek diizey kinolon direncinin seleksiyonunu
kolaylagtirmaktadirlar ~ (21). pMG252 plazmidinin  kinolonlara, betalaktamlara,
aminoglikozitlere, siilfonamidlere, trimetoprim ve kloramfenikole diren¢ geni tasidigi
gorlilmiistiir (91) gnrAL’in tekrarlayan pentapeptid ailesine ait 218 aminoasitlik bir proteini
kodladigi belirlenmistir  (93). Bu proteinlerin  biyokimyasal islevi tam olarak
bilinmemektedir (20-21).

Yapilan farkli ¢alismalarda K. oxytoca izolatinda gnrA2, Shewenella algae
izolatinda gnrA3, gnrA4, gnrA5 ve Proteus mirabilis izolatinda gnrA6 genleri saptanmistir
(94-96). http://lwww.lahey .org/qnrStudies veritabanina gére bugiine kadar qnrAl-qnrA7

varyantlari tanimlanmistir (97).

24.43.1.2.qnrS

gnrs, Japonya’da 2003 yilinda bir besin zehirlenmesi sirasinda izole edilen Shigella

flexneri susunda saptanmistir (98). 218 aminoasitten olusan QnrS proteini, QnrA ile %59
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aminoasit benzerligi gostermektedir (11). Daha sonra, baska QnrS varyantlar1 da
tanimlanmistir (QnrS1-QnrS9) (97).

24.43.1.3.gnrB

gnrB, Hindistan’da 2002 yilinda Jacoby ve ark. tarafindan QnrA bdlgesi arastirmak
icin, CTX-M-15 beta laktamazin1 treten K. pneumoniae suslari incelenirken
tammmlanmistir. 226 aminoasitten olusan QnrB’nin QnrA ile %39,5, QnrS ile %37,4
oraninda aminoasit benzerligi gosterdigi bildirilmistir (99). gnrB varyantlarinin sayis1 gnrA

ve gnrS varyantlarindan daha fazladir (QnrB1-QnrB74) (97).

24.43.1.4.qgnrC

gnrC, 2008 yilinda Cin’de, Shangai’de {iiriner sistemden izole edilen Proteus
mirabilis susunda bildirilmistir. qnrC’nin kodladigi 221 aminoasitlik proteinin gnrAl,
gnrB1, gnrS1 ve gnrD tarafindan kodlanan proteinlerle sirasiyla %64, %42, %59, %43

oraninda aminoasit benzerligi tasidigi saptanmistir (100).

24.43.1.5.gnrD

gnrD ise Cin’de 2009 yilinda siprofloksasine azalmis duyarliligi olan,
siprofloksasin MIK diizeyinde 32 kat artis yapan, 2006-2007 yillarinda insandan izole
edilen dort Salmonella enterica izolatinda saptanmistir. 214 aminoasitten olusan
tekrarlayan pentapeptid ailesinden olan bu proteinin geni gnrD, %48 gnrAl, %61 gnrB1 ve
%32 qgnrs ile benzerlik gostermektedir (101).

2.4.4.3.1.6. gnr Genlerinin Kékenleri

Qnr varyantlarinin etkileyici say1, g¢esit ve cografik alanda bulunmalari, bu veya
benzer genlerin 1998’deki bildirimlerinden 6nce de hatir1 sayilir bir siire boyunca var
olduklarint diisiindiirmektedir (21). 48 Gram negatif klinik ve cevresel tiir taranmis ve
gnrA’nin atalarinin  kromozomal olarak Shwanella algae susunda, gnrS geninin bir

benzerinin Vibrio splendidus'ta, gnrB homologlarinin Stenotrophomonas maltophilia
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suslarinda bulundugu saptanmistir (11, 91). Shwanella algae sulak gevrede bol miktarda
bulunan nadiren insan enfeksiyonlar1 ile iliskilendirilen bir bakteridir. Sargasso
Deniz’inden toplu halde toplanan mikrobiyal popiilasyonlarin sekans veritabaninda,
tekrarlayan pentapeptidleri kodlayan bir gen tespit edilmistir. Bu genin proteini, QnrB5 ve
QnrB19 ile %88 oraninda benzerlik gostermistir (102-103). 2006 yilinda, Seine nehrinin
kentsel bolgelerinden su Orneklemeleri yapilmis ve kinolon direnci tagiyan Aeromonas
punctata subsp. punctata ve Aeromonas media suslarinin qnrS2 tasidigi goriilmistiir (104).
Sonug itibariyle, bu veriler sirkiilasyondaki bazi gnr genlerinin muhtemelen su kaynakli
¢evresel mikroorganizmalarin kromozomlarindan koken aldigina isaret etmektedir (21).

Kinolonlarin metabolize edilmeden insanlar ve hayvanlar tarafindan atik sulara
birakilmalari, fotodegradasyon ve terrestrial mantarlar tarafindan degisime ugramadan
aktif kalabilmeleri, akuatik mikroorganizmalarda qnr genlerinin bulunmasi igin olasi
mekanizmalar olduklari distinilmektedir (21).

Ayn1 zamanda birgok Qnr benzeri proteinler, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Bacillus
cereus ve Bacillus subtilis gibi Gram pozitif bakterilerin kromozomunda tanimlanmistir
Ancak, bu pentapeptit tekrar proteinleri, QnrAl, QnrB1 ve QnrS ile yalnizca %16-22
aminoasit benzerligi gostermistir (11).

Stenotrophomonas maltophilia’da kromozomal kodlanan bir gen bulunmus ve
Smanr olarak isimlendirilmis, Serratia marcescens’te bulunan genin proteini SmaQnr’mn
QnrBl1 ile %80 aminoasit benzerligi gosterdigi ve E. coli’de eksprese edildiginde kinolon

direncine neden oldugu tespit edilmistir (11).

2.4.4.3.1.7. Qnr Proteinlerinin Etki Mekanizmasi

PMQR proteini olan Qnr’in detaylandirilmis etki  mekanizmasi hala
bilinmemektedir. Florokinolon direnci de gosteren analog pentapeptid tekrar proteinleri
McbG ve MfpA ile ilgili ¢aligmalardan bir takim ¢ikarimlar elde edilmistir.

MbcG, Qnr ile %19,6 oraninda aminoasit benzerligi gosteren bir pentapeptid tekrar
proteinidir. DNA giraz’1 mikrosin etkisinden korur. Mikrosinler etki mekanizmalarina gore
farklilik gosteren kiiclik inhibitér protein smifidir. Bunlardan bir tanesi, mikrosin B17
(MccB17), kinolonlar gibi DNA giraz’1 inhibe eden (kinolonlardan farkli bir bolge
araciligiyla) bir bakteriyel toksindir (105, 106). MccB17 iireten organizmalar, bu toksinin
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etkisinden kendilerini koruyan McbG de iiretir ve McbG klinik izolatlarda direng
plazmidlerinin iizerinde bulunmustur. Konak E.coli J53 hiicrelerinde plazmid aracili
McbG, sparfloksasin’in MiK ’inde hafif bir yiikselme meydana getirmistir (107).

QnrA ile %18,9 aminoasid benzerligine sahip bir pentapeptid olan MfpA daha
derinlemesine calisilmistir.  mfpA geni ilk olarak Mycobacterium smegmatis’in
kromozumunda goriilmiistiir. Plazmidde eksprese edildiginde bu gen, siprofloksasin MiK
degerinde 4-8 kat arasinda degisen bir artisa sebep olmustur. M. smegmatis’te bu genin
inaktive edilmesi ile siprofloksasin duyarliliginin arttigi tespit edilmistir. Bu genin bir
varyantinin Mycobacterium tuberculosis’de oldugu gosterilmistir ve bunun DNA girazin
aktivitesini direk olarak enzimle etkilesime girerek inaktive ettigi gorilmiistiir (11). Bu
verilere dayanarak, MfpA’nin DNA yerine DNA giraza baglandigi 6ne siiriilmektedir. Bu
yolla kinolon-giraz-DNA kompleksinin olugsmasini engelleyerek kinolonlarin etki yolunu
ortadan kaldirdigi saptanmustir (21). Invitro calismalarla, saflastirilmis Qnr proteinin
MifbA’ya benzer ama ayni olmayan bir etki ile DNA giraz veya topoizomeraz IV’e
baglanarak bu enzimleri siprofloksasinin inhibisyonundan korudugu gosterilmistir (21).

Sonug olarak Qnr proteini, MbcG ve MfpA ile ortak bir homoloji paylasirlar ve bu
proteinler DNA taklitleridir. Qnr proteinleri kinolon direncini iki farkli mekanizma ile
sunar. MbcG ve MfpA gibi DNA’ya DNA giraz veya topoizomeraz IV’iin baglanmasini
azaltirlar. Dolayisiyla kromozom {izerindeki ulasilabilir enzim sayisim azaltarak hiicreleri
kinolondan korurlar. Qnr proteinleri DNA giraz veya topoizomeraz IV’e, (enzim, DNA,
kinolon kompleksine ihtiya¢ duymadan) baglanarak enzim tarafindan olusturulan enzim-
DNA kompleksine kinolonun girisini inhibe ederler (17).

Binden fazla tekrarlayan pentapeptit proteini tanimlanmis olmasina ragmen
bunlarin dogal islevi bilinmemektedir. Qnr’in esas fonksiyonu hiicreyi DNA hasar1 yapan
dogal ajanlardan korumak olabilir (21).

2.4.4.3.1.8. Qnr Proteinlerinin MiK Uzerine Etkisi

Plazmid kaynakli gnr’in birikimi Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitiisii
(CLSI) standartlarima gore nalidiksik asite direncgli, florokinolonlara duyarli bir sus
olusturur. QnrA’nin kinolondan koruma derecesi tipik olarak gnrA plazmidi iceren ve
igcermeyen E.coli suslar1 kullanilarak ¢alisilmistir. Yapilan baska ¢alismalarda da bakteride
gnrA, gnrB, gnrS’in klonlanmas: ve E.coli’de eksprese edilmesi 8-64 kat MIK artisina
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sebep olmustur (11). Genel olarak Qnr proteinleri nalidiksik aside dirence ve
florokinolonlarin duyarliliginda azalmaya neden olmasia ragmen QnrD pozitif suslarin
siprofloksasine azalmis duyarlilik gdsterdikleri, nalidiksik asite ise duyarli olduklari
bildirilmistir (11, 91).

Genel olarak Qnr proteinleri tek basina nalidiksik aside dirence ve norfloksasin,
siprofloksasin, levofloksasin gibi florokinolonlarin duyarliliginda azalmaya neden
olmasma ragmen, kromozomal mutasyonlarin birlikteligi ile yiiksek diizey kinolon

direncine yol acabilmektedir (91).

2.4.4.3.1.9. Qnr Plazmidleri

Kinolon diren¢ genleri, farkli biyiikliiklerde (2,7-320 kb) ve farkli bakteri
tiirlerinde tasinabilen plazmidler iizerinde bulunur. Bu plazmidlerin neredeyse tamami
baska direng genleri de tagimaktadir.

gnrA ve gnrB pozitif plazmidler diger gnr genlerine gore ¢oklu ilag direnci ile daha
fazla iliskilendirilmistir.

gnr genleri, SHV, CTX-M, FOX, KPC, VEB, OXA, DHA gibi bir¢ok farkli tipte
beta laktamazla birlikte bulunmalar1 yaninda, aadAl, aadA2, dfrAl, dfrA12, cmlAl, catB2,
aac(6’)-1b-cr, sull gibi bir¢ok beta laktamaz olmayan antimikrobiyal direng genleri ile de
iliskilendirilmistir (11, 91).

2.4.4.3.2. aaa(6’)-1b-cr Geni

2006 yilinda Shanghai’de toplanmis klinik E. coli suslarinda farkli bir direng geni
olan aac(6’)-Ib-cr geni kesfedilmistir (108). aac(6’)-1b geni kanamisin, tobramisin ve
amikasin direncine neden olan bir aminoglikozit asetiltransferazi kodlar. Bu genin bir
varyant1 olan aac(6’)-1b-cr geni ise norfloksasin ve siprofloksasinin piperazinil
parcasindaki amino grubunun nitrojenini asetilleme kabiliyetine sahip aminoglikozit
asetiltransferaz1 kodlar. Sonucgta norfloksasin ve siprofloksasin gibi bazi kinolonlarin
enzimatik inaktivasyonuna ve duyarliligin azalmasina neden olmaktadir Bu enzim
piperazinil nitrojeni olmayan kinolonlara (levofloksasin gibi) etkisizdir (11). Sekanslama
sonucunda siprofloksasin direncine neden olan bu allelin iki kodon (Trpl02Arg ve

Aspl179Tyr) degisikligiyle aac(6’)-Ib geninden farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu
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kodonlarin, Trpl102Arg ve Asp179Tyr, siprofloksasin direng fenotipi i¢in gerekli ve yeterli
oldugu ortaya koyulmustur (21).

Vahsi tip E. coli suslarinin siprofloksasin i¢in yaklasik 0,008 pg/mL MIiK degeri
vardir ve ¢ogu qnr plazmidi E. coli igin 0,25 pg/mL siprofloksasin MIK degerine neden
olur. aac(6’)-1b-cr tarafindan sunulan MIiK artis1 Qnr proteinlerinin sundugundan daha
azdir. Siprofloksasin ve norfloksasin’deki MIK artis1 miitevazi seviyelerde olmasina
ragmen (3-4 kat), Mutant Onleme Konsantrasyonuna (MPC) olan etki belirgindir (21, 108).
“cr” diinyadaki en yaygin varyantir. aac(6’)-1b-cr’nin iliskili oldugu diger PMQR genleri
arasinda gnrA, qnrB ve gnrS, gepA sayilabilir. gnr ve aac(6’)-1b-cr ayni hiicrede birlikte
bulunduklarinda gnr’nin tek basma sagladigindan 4 kat daha fazla MIK artis1 saglamakta
ve duyarlilik bakimindan klinik breakpoint degerlerine (1 pg/ml) yaklasilmaktadir. Bunun
yani sira aac(6’)-Ib-cr’nin yalmz bulunmasi, siprofloksasine maruz kalma durumunda
olusacak kromozomal mutasyon sikligini arttirmaktadir (108). Beta laktamazlar CTX-M-1,
CTX-M-14, CTX-M-24, DHA-1, SHV-12 ve KPC-2 ile de iliskilendirilmistir (11). Ayrica
Aac(6’)-Ib-cr ozellikle diinyadaki pekg¢ok iilkede CTX-M-15’in predominant ESBL
olmasma neden olacak kadar hizli yayilhm gostermis olan, CTX-M-15 eksprese eden

IncF11 plazmidlerinde bulunurlar (21).

2.4.4.3.3. Plazmid Aracih Efliiks Pompa Genleri

Antimikrobiyal efflux mekanizmalar: tek veya ¢oklu ajanlara etki gosterebilir veya
hem plazmidlerle hem de kromozomlarla birlikte tasinabilir. Gram-negatif bakterilerde
kinolon direncinin efflux determinantlar1 c¢ogunlukla endojen kromozomal genlerce
kodlanan direng-nodiilasyon-hiicre-boliinme (RND: resistance nodulation cell division
superfamily) ailesine iiye olan coklu ilag tastyicilaridir. Iki plazmid aracili kinolon

tastyicist bulunmustur: OqxAB ve daha yakin zamanda da QepA (21).

2.4.4.3.3.1. gepA Geni

Efluks pompalart siklikla kromozom kaynaklidir. Ancak plazmid aracili kinolon
direncine neden olan gepA (quinolon efflux pump) geni 2002 yilinda Japonya bir yatan
hastanin idrar 6rneginden izole edilen E.coli susunda gosterilmistir (109). Yeni efflux

pompast QepA’nin plazmid pHPA’da kodlandigt bulunmustur. Bu plazmid
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aminoglikozidler, florokinolonlar ve genis-spektrumlu B-laktamlara karsi ¢oklu-direng
profili sergilemistir. gepA geni, 14 transmembran geri atim pompalarinin major facilitator
stiperfamily (MFS) ile iliskili olan 511 aminoasitlik bir proteini kodlayarak norfloksasin ve
siprofloksasin gibi hidrofilik kinolonlarin hiicre disina pompalanmasina neden olmakta,
boylece bu antibiyotiklerin MiK’lerini arttirmaktadir (109, 21). Bir yil sonra Fransa’dan
gepA’nin bir varyant1 olan gqepA2’nin varligi bildirilmistir. QepA (simdiki adiyla QepAl)
determinantina benzer bir fenotip gostermistir (110).

Filogenetik analizlere gore QepA, Gram pozitif Actinomycetales’in  14-
transmembran-segment-major kolaylastirict transporter siiperailesine ait olup Gram negatif
bakterilere ait degildir (109).

gepA’nin bir E. coli transkonjuganindaki nalidiksik asit, siprofloksasin ve

norfloksasin’e ait MIK degerlerini sirasiyla 2, 32 ve 64 kat arttirdig1 belirlenmistir (109).

2.4.4.3.3.2 0gxAB Geni

Bir konjugatif plazmid olan ve olakindoks direnci gosteren pOLAS2, domuz
giibresinden izole edilen E. coli suslarinda bulunmustur (111). Olakindoks tarim ve
hayvansal biiyiime destegi olarak kullanilan bir kinoksalin tiirevidir. Bu dirence neden
olarak RND ailesine ait olan bir multidrug efflux pompasi, OqxAB tanimlanmistir (112).
Plazmid aracili OgxAB ilk kez 2009 yilinda Giiney Kore’de, 1999 yilinda bir hastanin
kanindan izole edilen E. coli izolatinda saptanmistir (113). OgxAB olakindoks yanisira,
siprofloksasin, nalidiksik asit, kloramfenikol, trimetoprimi de atmaktadir. Dogal bir acrA
geninden yoksun olan bir E. coli susunda eksprese olmasinin ardindan, pOLA52 nalidiksik
asit ve siprofloksasin’in MIK degerlerinde sirasiyla 8 ve 16 katlik artiglar gdstermistir
(114) o0gxAB genleri, degisik derecede ekspresyonlarin olakindoks duyarliliginda
farkliliklar ile korele oldugu, K. pneumoniae’nin kromozomunda da mevcuttur. ogxAB’nin
dogal iglevi heniiz bilinmemektedir (113).

Bugiine kadar yapilmis ¢alismalar incelendiginde, plazmid aracili kinolon direnci
genlerinin sikliginin %1-%50 gibi genis bir aralikta degistigi goriilmektedir. Bu durumum
sebebi, calismalarda belli ve farkli 6zellikte bakterilerin se¢ilmesi olabilir. Plazmid aracili
kinolon diren¢ genlerinin kinolonlara duyarli bakterilerde bulunabildigi gosterilmis
olmakla birlikte, ¢alismalarin ¢ogu kinolonlara direngli Enrerobacteriaceae iiyelerinde

yapilmistir (115).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Calisma grubu

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 Hasta Hizmetleri Laboratuvar1 Bakteriyoloji Biriminde Ocak 2012- Agustos
2013 tarihleri arasinda 187 hastaya ait kan 6rneklerinden izole edilen 193 Escherichia coli
ve Klebsiella spp. izolatlar1 ¢alismaya alinmistir. Alt1 hastanin iki epizotu tespit edilmis
olup her epizotun ilk izolat1 calismaya dahil edildi. Dort hafta veya daha uzun siire arayla
izole edilen ikinci izolati farkli epizot olarak kabul edildi (116). 193 izolattan nalidiksik
asit ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen 81 hastaya ait 85 izolat PMQR genlerinin
arastirilmasi i¢in molekiiler ¢calismaya alindi. Dort hastanin iki epizotu tespit edilmis olup
her epizotun ilk izolati ¢alismaya dahil edildi (116). Her hastadan ilk izole edilen

Escherichia coli ve Klebsiella spp. izolatt ¢alisild1.

3.1.2. Arag ve Gerecler

1.5 mL'lik santrifiij tlipleri, 0.6 mL’lik microsantrifiij tiipleri (Nest Biotech, P.C.R),
0.2 mL'lik PCR tiipleri (Axygen, ABD), 10 pL’lik, 100 pL’lik, 1000 puL’lik pipet uglar
(Axygen, ABD) gibi sarf malzemeler kullanildi. Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'na ait;
37°C'lik etiiv (Memmert BM 600, Almanya), biyogiivenlik kabini (Chemocell LRCX-UV,
Teknomar, Ankara), bunsen beki, -20°C (BEKO D7210 SMF, Tiirkiye) ve -80°C sogutucu
(New Brunswic Scientific Mod U570 premium, Thermo, ABD), +4°C buzdolab1 (Argelik,
2008), pastdr firrmi (Heraeus T550, Portekiz), dikey model otoklav (Kermanlar, Istanbul),
Otomatize kiiltiir sistemi (BACTEC™ 9240 Blood Culture System) (Becton Dickinson
Company, ABD), Otomatize mikrobiyolojik bakteri tanimlama sistemi (Phoenix ™ 100)
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cihazi (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, ABD),
CrystalSpec™ nefelometre (Becton Dickinson Company, ABD), otomatik pipetler (Lab-
mate, Ingiltere), calkalayici su banyosu (Memmert GFL 1086, Almanya), pH metre
(Hanna, Romanya), manyetik karistirict (Stuart, Istanbul), vorteks (Heidolph, Almanya),
santrifiij (Thermo, ABD), buz makinesi (Scotsman AF 80, italya), hassas terazi (Sartorius
Laboratory, Almanya), mikrodalga firin (Beko 1550, Tiirkiye), termal dongii cihazi (ABI
9700, Applied biosystems), elektroforez tanki (Thermo Scientific Owl, ABD), dijital gii¢
kaynag1 (EC-105), Jel dokiimantasyon sistemi (Bio-Rad, ABD), UV illiiminatér (Wilber
lourmat, Almanya), deiyonize su cihazi1 (Barnstead, ABD) ve distile su cihaz1 (GFL,
Ankara) gibi cihazlar kullanildi. Vidali kapakli cam tiipler, 250 mL'lik erlenmayer, 50
mL'lik meziir, cam balon joje, 50 mL'lik ve 15 mL'lik falkon tiipler, kaynatma kabu, jel
dokme tepsisi ve tarak kullanildi.

3.1.3. Kimyasallar

Bakteri identifikasyon (ID) ve antimikrobiyal duyarhilik test (ADT) indikatorleri
(Becton Dickinson Company, ABD), 30 pg nalidiksik asit (NA) igceren disk (Bioanalyse,
Tiirkiye), 5 pg siprofloksasin (CIP) igeren disk (Bioanalyse, Tiirkiye), Sodyum hidroksit
(NaOH) (Merck, Almanya), Sodyum kloriir (NaCl) (Merck, Almanya), Hidroklorik asit
(HCI) (Merck, Almanya), Tris-HCI (Sigma, Almanya), EDTA(Etilendiamin-Tetra-Asetik
Asit) (Sigma, Almanya), Tris Baz (Sigma, Almanya), Borik asit (Bio Basic INC., ABD),
Agaroz (HIMEDIA, Hindistan), Etidyum bromiir (Merck, Almanya), Bromfenol mavisi
(BioRad, ABD), Ksilen siyanol (Sigma, Almanya), Gliserol (Merck, Almanya), Tryptone,
Yeast Extract (Oxoid, Ingiltere), double distile water (ddw), enjeksiyonluk su,
Amplifikasyon seti (Promega, ABD), dNTP seti (Roche, Almanya; Fermentas, ABD),
Primerler (Biomatik, ABD), 100 bp DNA marker (Biolabs, Ingiltere) kullanildi.

3.1.4. Besiyerleri

Eozin Metilen Blue agar (EMB) (Oxoid, Ingiltere), %5 koyun kanli agar (BD
Colombia) (Becton Dickinson Company, ABD), Cikolatams1 agar (BD-CHOCO) (Becton
Dickinson company, ABD), Triptik soy broth (Becton Dickinson Company, ABD),
Mueller Hinton agaroz (HIMEDIA, Hindistan), Luria Bertani (LB) Broth (Oxoid,
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Ingiltere), Kan kiiltiirii vasatlar1 (BD Bactec Plus Aerobic/F ve BD Bactec Peds Plus/F,
Becton Dickinson Company, ABD), Bakteri identifikasyon (ID) ve Antimikrobial
duyarlilik test (ADT) buyyon (Becton Dickinson Company, ABD) besiyerleri
calismamizda kullanildi.

Izolatlarin saklanmas i¢in %15 gliserol igeren triptik soy broth besiyeri kullanildi.
30 g triptik soy broth, 150 mL gliserol ve toplam hacim 1000 mL olacak sekilde 850 mL
distile suda ¢oziildii. 1 atm basing ve 121°C'de 15 dakika (dk) otoklavlandi. 55°C'ye kadar
sogutulduktan sonra 1.5 mL’lik mikrosantifiij tiiplerine 1 mL hacimlerde dagitildi.

Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi i¢cin Mueller Hinton agar (MHA) kullanildi. 38
g Mueller Hinton agar, toplam hacim 1000 mL olacak sekilde distile suda eritildi ve 1 atm
basing ve 121°C'de 15 dk otoklavlandi. 55°C'ye kadar sogutulduktan sonra petri plaklarina
4 mm kalinliginda olacak sekilde dokiilerek donduruldu.

Polimeraz zincir reaksiyonu igin bakteriyel DNA izolasyonu oOncesinde Luria
Bertani (LB) broth kullanildi. 10 g Triptan, 5 g yeast ekstrakt, 10 g NaCl bir miktar distile
suda ¢oziildiikten sonra NaoH kullanilarak pH: 7.5’a ayarlandi. Hacmi distile su ile 1 L’ye
tamamlandi ve otoklavlanarak steril edildikten sonra 3 mL hacimlerde kapakli cam tiiplere

dagitildi.

3.1.5. Soliisyonlar

3.1.5.1. DNA izolasyonu I¢cin Kullanilan Soliisyonlar

e Tris HCI (1 M): Beher igerisine; 80 mL distile su konulup tizerine 15.7 gr Tris
HCI eklendi. Soliisyon berraklastiginda pH metre ile pH 8.0 olarak ayarlandi.
Toplam hacim meziir araciligr ile 100 mL’ye tamamlandi. Kapakli cam sise
icerisine konulup, otoklavlanarak steril edildi.

e EDTA (0.5 M): Beher igerisine; 29.2 g EDTA (MA:292.2) distile su ile 200
mL'ye tamamlandi. Soliisyon berraklastiginda pH metre ile pH 8.0 olana kadar
NaOH peleti ilave edildi. Kapakli cam sise igerisine konulup, otoklavda steril
edildi.

e TE tamponu: Beher igerisine; son konsantrasyonlart 10 mM Tris HCI ve 1 mM
EDTA olacak sekilde Tris HCI1 (1 M) stok soliisyonundan 1mL, EDTA (0.5 M)
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stok sollisyonundan 200 pL alinarak 98.8 mL steril distile su eklendi.

Hazirlanan tampon vortekslenerek karistirildi.

3.1.5.2. Master Mix I¢in Kullanilan Soliisyonlar

dNTP mix: 1.5 mL’lik santrifiij tiiplerine 100 mM’lik dTTP, dATP, dGTP,
dCTP’m her birinden 40 uL koyuldu ve her birinin tizerine 240 uL steril distile
su eklenerek hazirlandi. Hazirlanan karigim kisa bir siire vortekslendi. Boylece
10 mM konsantrasyonunda dNTP karigimi elde edildi. Hazirlanan karigim 200
pl olarak yeni, steril, mikrosantrifiij tiiplerine boliinerek kullanilincaya kadar -
80°C’de muhafaza edildi.

Primer ¢alisma solusyonu: Liyofilize haldeki primerler stok konsantrasyonu
100 pmol/uL. olacak sekilde, firmanin Oneriler dogrultusunda, steril TE
tamponuyla sulandirilarak stok ¢ozeltiler elde edildi. Her bir primer igin; 1.5
mL’lik santrifiij tiipiine stok ¢ozeltiden 20 pL koyuldu ve tizerine 180 pL steril
TE tamponu eklenerek son konsantrasyonu 10 pmol/uL olan primer c¢alisma

soliisyonu hazirlandi. Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.5.3 Agaroz Jel Elektroforezi i¢cin Kullanilan Soliisyonlar

5X TBE tamponu: Beher igerisine 54 gr Tris Baz, 27.5 gr Borik Asit, 3.72 gr
EDTA yaklagik 700 mL distile su ile manyetik karigtirict yardimiyla iyice
¢oziiliip berraklastiktan sonra hacmi 1000 mL’ye tamamlandi ve pH metre ile
pH 8.3’¢ ayarlandi.

Yiikleme Tamponu: Beher igerisinde 30 mL gliserol, 250 mg bromfenol mavisi,
250 mg ksilen siyanol distile su i¢inde karistirildi ve hacim 100 mL’ye
tamamland1. Iyice karigtirildiktan sonra 1.5 mL’lik santrifiij tiiplerine 1 mL
olarak dagitild1 ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklanda.

Etidyum Bromiir: 50 mg etidyum bromiir 10 mL distile su ile son
konsantrasyonu 5 mg/mL olmak {izere manyetik c¢alkalayici tizerinde
karistirilarak homojen olarak ¢oziinmesi saglandi. Koyu renkli cam siseye

konuldu. Oda 1s1sinda muhafaza edildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. izolatlarin Identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarlihk Testleri

Ocak 2012-Agustos 2013 tarihlerinde laboratuvarimiza kan kiiltiir vasatina inokiile
edilmis olarak gonderilmis olan kan 6rnekleri BACTEC 9240 otomatize kiiltiir sisteminde
inkiibe edildi (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, ABD).
Ureme sinyali izlenildiginde kan kiiltiir vasatindan alinan bir miktar érnek %35 koyun kanli
agar, EMB agar ve ¢ikolatams1 agara inokiile edildi ve uygun kosullarda inkiibe edildi
(117-118).

1. Inkiibasyon sonrasinda EMB agarda pembe-mor, metalik yesil rofle yapan,

laktoz pozitif, kanli agarda diizgiin 2-3 mm ¢apinda E. coli oldugu diisiiniilen ve
EMB agarda 3-4 mm ¢apinda pembe mukoid ve laktoz pozitif, kanli agarda
mukoid 3-4 mm c¢apinda Klebsiella spp. oldugu diisiiniilen oksidaz negatif,
fermentatif, gram negatif basillere ait siipheli koloniler klasik yontemlere
ilaveten (119), Phoenix idendifikasyon/antimikrobiyal duyarlilik testi (ID/AST)
(Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, ABD) cihazi
iiretici firma onerileri dogrultusunda Phoenix ID/AST otomotize mikrobiyoloji
sisteminde tiir diizeyinde tanimlandi ve antimikrobiyal duyarlilik testleri
calisildi (120).

2. CrystalSpec™ nephelometre (Becton Dickinson company, ABD) kullanilarak
ID buyyon igerisinde 0.5 McFarland standartina ayarlanmis bakteri
stispansiyonlar1 hazirlandi.

3. Antimikrobiyal duyarlilik testi (AST) buyyon tiipiine, bakteri konsantrasyonu
5x10° CFU/mL olacak sekilde, 25 pL bakteri siispansiyonu ilave edildikten
sonra AST buyyon igerisine bir damla Phoenix™ AST indikatorii damlatildi.

4. Hazirlanan paneller 35°C inkiibasyon sicakligi saglayan ve 20 dakikada bir
okuma yapan Phoenix (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems,
Sparks, Md, ABD) cihazina yerlestirildi (120, 121).

5. Escherichia coli ve Klebsiella spp. olarak tiplendirilen suslar DNA izolasyonu
yapilincaya kadar %15 gliserol (Riedel-de Haén AG, Germany) iceren triptik
soy broth besiyerinde (Fluca, 22092) -80 °C’de saklandi.
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Izolatlarin nalidiksik asit ve siprofloksasin antibiyotik duyarliliklart NMIC/ID-
55 panellerinin kullanildigt BD Phoenix sistemine ilaveten Kirby-Bauer
metoduna gore, MHA kullanilarak standart disk diffiizyon metodu ile arastirildi.
Duyarlilik testlerinin sonuglar1 CLSI kriterlerine gére duyarli, orta duyarh ve
direncli olarak kategorize edildi (14).
GSBL iiretiminin fenotipik tespiti i¢in kombine disk yontemi kullanildi (14).

3.2.2. Molekiiler Yontemler

3.2.2.1. DNA izolasyonu

Nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin orta duyarli/direngli olan izolatlarin direng

gen bolgelerinin tespiti i¢in dncelikle DNA eldesi islemi gerceklestirildi.

Kaynatma metodu ile hiicre duvari ve membrani pargalanarak DNA izolasyonu

gerceklestirildi.

1.

10.

Tiir diizeyinde tanimlanan ve -80 °C’de saklanan bakteri izolatlar1 %5 koyun
kanli agar (Salubris, Tiirkiye) besiyerine inokiile edildi. Aerobik kosullarda
37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi.

Ureyen kolonilerin safligindan emin olunarak 3 mL LB sivi besiyerine tek
koloni pasaj1 yapildu.

37°C’ye ayarlanmis c¢alkalayicit su banyosunda 120 rpm’de bir gece inkiibe
edildi.

Kiiltirtin 1.5 mL’si steril eppendorf (1.5 mL) tiiplere transfer edilerek
mikrosantrifiijde 10000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi yapildu.

Stipernatant kismi1 nazikge dokiilerek pelletin lizerine 1 mL TE tamponu eklenip
vortekslendi.

Siispansiyona tekrar 5000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi uygulandi.

Stipernatant kismi atilip pelletin {izerine 1 mL TE eklenip vortekslendi.

Santrifiij islemi ayni kosullarda bir kez daha tekrarlanip siipernatant kismi
dokiildiikten sonra pelletin tizerine 1000 pL TE eklendi ve vortekslendi.

Elde edilen bakteri siispansiyonu 95°C’de 15 dk kaynatildi.

Kaynatma isleminin ardindan bakteri slispansiyonu 13000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi.
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11. Baktriyel DNA’nin oldugu siipernatant kismindan 400 pL alinip steril 0.6

mL’lik PCR tiiplerine bes alikot olacak sekilde paylastirildi. izole edilen DNA
calisma i¢in kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi (122).

3.2.2.2. PMQR Genlerinin Varhigm Arastirmak I¢in Kullamlan Primerler

PMQR gen bolgelerini amplifiye etmek i¢in, gnrA, gnrB, qnrC, gnrD, gnrS, gepA
Ve aac(6')-1b genleri igin birer primer ¢ifti kullanildi. 0qxAB efliiks pompa genleri 0gXA ve
0gxB genleri icin de birer primer ¢ifti kullanildi. izole edilmis -20°C’de muhafaza edilen
DNA, PCR i¢in kalip olarak kullanildi. Her test iki defa tekrarlandi. Calisilan primer

setlerinin dizileri Tablo 3’de verildi.

Tablo 3. PMQR genlerinin arastiriimasinda kullanilan primerler

Primer Sekans (5°-3%) Uriin uzunlugu (bp*)  Referans

QnrA F ATTTCTCACGCCAGGATTTG

516 (123)
QnrAR GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
QnrB F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG

469 (123)
QnrB R ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
QnrC F GGGTTGTACATTTATTGAATCG

307 (124)
QnrC R CACCTACCCATTTATTTTCA
QnrD F CGAGATCAATTTACGGGGAATA

582 (101)
QnrD R AACAAGCTGAAGCGCCTG
QnrS F GCAAGTTCATTGAACAGGGT

428 (124)
QnrSR TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
QepAF GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG

199 (125)
QepAR CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
Aac(6')-1b F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 480 (126)
Aac(6')-1b R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
ogxA F CTTGCACTTAGTTAAGCGCC

868 (127)
ogxA R GAGGTTTTGATAGTGGAGGTAGG
ogxB F GCGGTGCTGTCGATTTTA

787 (127)
ogxB R TACCGGAACCCATCTCGAT

*bp: Baz ¢ifti
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3.2.2.3. Master Mix Soliisyonunun Hazirlanmasi

Master mix hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 4°de verildi.

Tablo 4. PCR i¢in master mix bilesenleri ve miktarlar

Bilesenler Stok Konsantrasyonu  Miktar 1x(ul)
Buffer 5X 10
dNTP mix 10 mM 1
MgCI2 25 mM 3
Primer 1 10 uM 1
Primer 2 10 uM 1

Taq polimeraz 5U/ul 0.2

ddw 31.8
Template 2
Toplam reaksiyon hacmi 50

Buz fizerine steril 1.5 mL santrifiij tiipii yerlestirildi. Tablo 4’de gosterilen
kimyasallar -20°C dondurucudan ¢ikartildi. Taq polimeraz islem siras1 geldiginde
cikartildi. Coziinen kimyasallar 5-10 sn vortekslendikten sonra Tablo 4’de belirtilen siraya
gore pipet araciligi ile karigtirildi. Biitiin agsamalar buz iizerinde ¢alisildi. Taq polimeraz
kullanilmadan once hizli santrifiij (quic speen) edildi ve asag1 yukari pipetleyerek tiipe
aktarildi. Steril deiyonize su konulduktan sonra tiip 30 sn vortekslenerek master mix
karistirildi. Bu igslemler sonunda master mix hazirlanmis oldu. Hazirlanan master mix 0,2
mL’lik PCR tiiplerine 48 pL olarak pipetlendi. Tiiplerin iizerlerine 6rnek numaralari
yazildi, test edilecek bakteriler ve pozitif kontrollerin 6nceden izole edilerek -20°C’de
saklanmis olan DNA’larindan 2 pL’lik hacimlerde her biri i¢in hazirlanmis olan reaksiyon
karisiminin lizerine pipetlendi. Negatif kontrol olarak distile su, pozitif kontrol olarak Dog.
Dr. Ahmet Yilmaz Coban tarafindan boliimiimiize gonderilen Coban ve ark.’nin ,(128)
calismasinda kullanilan gnrA, gnrB, qnrS ve aac(6’)Ib geni tespit edilen suslar kullanildi.
Pozitif kontrol olarak kullanilan suslar Tablo 5’te sunuldu. Bu sekilde hazirlanan tiipler

termal dongii cihazina yerlestirildi.
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Tablo 5. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan suslar

Sus Tasidig1 gen Kaynak*
E. coli J53 pMG252 gnrAl G. A. Jacoby
E. coli J53 pMG252 gnrS1 G. A. Jacoby
K. pneumoniae ref; 15 qnrB&aac(6°)1b P. Nordmann

* Prof. George A. Jacoby: Lahey Clinic, Burlington, Massachusetts, USA,; Prof. Partice Nordmann: Service
de Bactériologie-Virologie, INSERM U914 “Emerging Resistance to Antibiotics”, Hopital de Bicétre,
Assistance Publique/Hépitaux de Paris, Faculté de Médecine et Université Paris-Sud, K.-Bicétre, France

3.2.2.4. PCR ile Amplifikasyon

Yukarida anlatildigi gibi hazirlanan reaksiyon bilesenleri otomatik termal dongii
cihazina yerlestirildi. gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gepA, aac(6')-1b, ogxA ve ogxB
genleri igin 94°C’de 5 dk baglangi¢ denatiirasyonu sonrasi; her dongii i¢in 94°C’de 60 sn
denatiirasyon, 55°C’de 60 sn primer birlesmesi, 72°C’de 60 sn polimerizasyon agamalarini

iceren 30 dongii uygulandi ve 72°C’de 10 dk son uzama siiresi eklendi (123).

3.2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

e Jelin hazirlanmasi: 1 gr agaroz 50 mL TBE tamponu ile karistirilip mikrodalga
firnda agaroz partikiilleri tamamen eriyinceye kadar 1sitildi. Iginde erimis
agaroz bulunan erlen, 55°C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dk bekletildikten
sonra i¢ine son konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir
eklendi ve dagilmasi i¢in ¢alkalandi. Genis kuyucuk olusturan tarak, diiz bir
zemindeki tepsi lizerine oturtuldu. Jel tepsiye dokiildiikten sonra katilagmasi

icin oda 1s1sina birakildi. Elektroforez i¢in %2’lik agaroz jel hazirlandi (129).

e Yiikleme: Katilasan agarozdan tarak ¢ikarildiktan sonra tepsi ile birlikte yatay
elektroforez tankinin igine yerlestirildi ve iizerini kapatacak sekilde TBE
tamponu dokiildii. DNA agarlagtirilarak kuyucuklara pipetleyebilmek ve
yiiriyen DNA konumunu belirlemek i¢in yiikleme tamponu kullanildi. 10 pL
PCR iiriinii 3 pL yiikleme tamponuna karistirilarak kuyucuklara aktarilds. ilk ve
son kuyucuklara 5 uL. 100 bp adimli DNA marker yiiklendi. Ornekler 10 dk 80
voltta yiiriitiildiikten sonra 100 volta ¢ikarilip 30 dk daha yiiriitiildi. Olusan
bantlar UV transilluminatérde gozlendi. Jel goriintiile cihazinda fotograflar

cekildi.



4. BULGULAR

4.1. izolatlarin Genel Ozellikleri

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvart Bakteriyoloji Biriminde Ocak 2012 -
Agustos 2013 tarihleri arasinda 187 hastanin kan 6rneklerinden izole edilen 193 E. coli ve

Klebsiella spp. izolatinin génderildigi birimlere gore dagilimi1 Tablo 6’da verilmektedir.

Tablo 6. Calisma izolatlarinin klinik birimlere gore dagilimi

Boliim Say1 Yiizde (%)
Eriskin yogun bakim iiniteleri 26 13,5
Yenidogan yogun bakim {initesi 11 5,7
Eriskin dahili boliim servisleri 92 47,6
Pediatri servisleri 10 52
Cerrahi bolim servisleri 28 14,5
Eriskin dahili béliim poliklinikleri 1 0,5
Pediatri poliklinikleri 0 0
Cerrahi boliim poliklinikleri 0 0
Acil poliklinigi 22 11,4
Pediatri acil poliklinigi 3 1,6
TOPLAM 193 100

Incelenen 193 E. coli ve Klebsiella spp. izolatindan nalidiksik asit ve/veya
siprofloksasin direnci tespit edilen 81 hastaya ait 85 izolat PMQR genlerinin arastirilmasi
icin ¢alisma kapsamina alimmistir. Bu suslarin izole edildigi hastalarin tedavi aldigi

birimler Tablo 7°de gosterilmektedir.



40

Tablo 7. Nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direngli suslarin izole edildigi hastalarin
klinik birimlere gore dagilimi

Toplam Yiizde (%)
Acil Poliklinik 14 16,4
Poliklinikler Pediatri Acil Poliklinigi 1 1,2
TOPLAM 15 17,6
Dahiliye Gastroenteroloji Servisi 5 59
Dahiliye Hematoloji Servisi 19 22,2
Dahiliye Nefroloji Servisi 1 1,2
Dahiliye Onkoloji Servisi 6 7,0
Kemik Iligi Transplantayon Servisi 4 4,7
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi 5 5,9
Radyasyon Onkolojisi Servisi 1 1,2
Servisler Noroloji Servisi 1 1,2
Genel Cerrahi Servisi 4 47
Kadin Dogum Servisi 1 1,2
Kalp Damar Cerrehisi Servisi 2 2,4
Beyin Cerrahi Servisi 1 1,2
Uroloji Servisi 4 47
Pediatri Hematoloji Servisi 2 2,4
Pediatri Adélesan Servisi 1 1,2
TOPLAM 57 67,1
Anestezi Yogun Bakim Servisi 2 2,4
Dahiliye Yogun Bakim Servisi 3 34
Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim Servisi 1 1,2
Yogun Noroloji Yogun Bakim Servisi 1 1,2
Bakim e ..
Servisleri Norosiruji Yogun Bakim Servisi 3 3,5
Koroner Yogun Bakim Servisi 1 1,2
Yenidogan Yogun Bakim Servisi 2 2,4
TOPLAM 13 15,3
GENEL TOPLAM 85 100

Izolatlarin 13’ii (%15,3) yogun bakim servislerinde, 42’si (%49,4) eriskin dahili

boliim servislerinde, 12’si (%14,1) cerrahi boliim servislerinde, 3’0 (%3,5) pediatri

servislerinde ve 15’1 (% 17,6) acil polikliniklerinde takip edilen hastalardan izole edildi

(Sekil 7).
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mYBU

® Pediatri servisleri
Erigkin dahili b6lim
servisleri

B Cerrahi bolim servisleri

= Acil poliklinikleri

Sekil 7. izolatlarin gonderildigi birimlere gore dagilimi. YBU: yogun bakim iinitesi

4.2. izolatlarin Antibiyotik Diren¢c Durumu

Calismamizda 187 hastaya ait 193 ornegin 127’si (% 65,8) E. coli, 66’s1 (%34,2)
Klebsiella spp. olarak bulundu. 193 E. coli ve Klebsiella spp. izolatinda nalidiksik asit
direnci sirasiyla %56,7 ve %19,7; siprofloksasin direnci %42,5 ve %18,2 olarak saptandi.
Tim E. coli ve Klebsiella spp. izolatinda GSBL orani sirasiyla %40,9 ve %42,4 olarak
belirlendi. 193 6rnegin GSBL varligina gore nalidiksik asit ve siprofloksasin direnci Tablo

&’de verilmektedir.

Tablo 8. Tiim izolatlarda GSBL ile kinolon diren¢ durumu

Antibiyotik Diren¢ Oranlar1 n (%) Toplam n
E.coli n:127 Klebsiella spp. n:66 193
GSBL (+) n'52 GSBL (-)n:75 GSBL (+)n:28  GSBL (-) n:38
(%40,9) (%59,1) (%42,4) (%57,6)
Nalidiksik asit 41(%78,8) 31(%41,3) 9(%32,1) 4(%10,5) 85
Siprofloksasin 33(%63,5) 21(%28) 9(%32,1) 3(%7,9) 66

Nalidiksik aside direncli olan izolatlarda GSBL iiretimi (%58,8), duyarli olanlara
gore (%27,7) daha yiiksek bulundu.
Nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen 81 hastaya ait 85 izolatin

72’s1 ( %84,7) E. coli, 13’1 ( % 15,3) Klebsiella spp. olarak bulundu.
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Nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen izolatlarinin antibiyotik
duyarliliklar1 Tablo 9’da gosterildi. GSBL varlig1 kombine disk yontemiyle, siprofloksasin,
nalidiksik asit, seftazidim, sefotaksim duyarliliklar1 Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle,
diger antibiyotik duyarliliklar1 ise otomotize sistem ile belirlendi. Duyarlilik testlerinin
sonuclar1 Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti (Clinical and Laboratory Standards

Institute, CLSI) kriterlerine gore duyarli, orta duyarli ve direncli olarak kategorize edildi

(14).



Tablo 9. Kinolon direngli ¢alisma izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar

Sira lzolat

IMP ERT CZ

NA CiP LEV AK GM GSBL CAZ CTX FEP FOX ATM SAM TZP SXT MEM

Kodu

No

S
S

R
R
R
R
R
I

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

HKP7
HECS8

M~ oo

HEC9

9

HECI10
HEC11
HEC12
HKP13
HEC14
HEC15
HEC16
HEC17
HEC18
HEC19
HEC20
HEC22
HEC23
HEC24
HEC25
HEC26
HEC27
HEC28
HEC29
HEC30
HEC31
HEC32
HEC33
HEC34

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

BM BM
BM

S
S

R

xwvwwm

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

43

33



Tablo 9’un devami

R
R
R
R
I

R
R
R
R
R
R
R
R
R

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
I

R
R
R
R
R
R
R
R

HEC35
HEC36
HEC37
HEC38
HKP40
HKO41
HEC42
HECA43
HEC44
HEC45
HKO46
HECA47
HECA48
HEC49
HKP50
HKP51
HEC52
HEC54
HECS55
HEC56
HEC57
HECS58
HEC59
HEC60
HEC61
HKP62
HKP63
HEC64
HEC65
HECG66
HEC67
HEC68
HEC69
HEC70
HEC71

34
35
36
37
38
39

R

40
41

42

43
44
45

R

46

47

BM

48

49

50
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

BM

62

63
64
65

66
67

68

44



Tablo 9’un devami

69 HEC73 R R S S S + R R S S S R S R S S S R
70 HEC74 R S S S R + R R R R R R S R S S S R
71 HEC75 R R R S S - S S S S S S S S S S S S
72 HEC76 R R R S S - S I S S S R R R S S S |
73 HEC77 R S S S R + R R R R R R | R S S S R
74 HEC78 R S S S S - S S S S S R S R S S S S
75 HKP79 I S S S S - R R S R S R S R S S S R
76 HKP80 R R R R R + R R S S R R R R S S S R
77 HKP81 R R R S R - R R BM R R R R R R S R R
78 HEC82 R R R S S + R R R S R R S S S S S R
79 HKP83 R R | S R + R R R S R R R R S S S R
80 HEC84 R R R S R + R R R S R R R R S S S R
81 HECS85 R R R S S - S S S S S R R R S S S R
82 HECB86 R S S S S - S S S S S S S S S S S S
83 HECS87 R S S S R + S R R S R R R S S S S R
84 HECS88 R S S S S - S S S S S S S S S S S S
85 HECS89 R R R S S + R R I S R R S R S S S R

NA: Nalidiksik asit, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, AK: Amikasin, GM: Gentamisin, GSBL: Genisletilmis spektrumlu beta laktamaz, CAZ:
Seftazidim, CTX: Sefotaksim, FEP: Sefepim, FOX: Sefoksitin, ATM: Aztreonam, SAM: Ampisilin/sulbaktam, TZP: Piperasilin/tazobaktam, SXT:
Trimetoprim/Siilfametaksazol, MEM: Meropenem, IPM: Imipenem, ERT: Ertapenem, CZ: Sefazolin, S: Duyarl, I: Orta duyarli, R: Direngli, BM: Bakilmadi

514



4.2.1. E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinin Antibiyotik Diren¢ Oranlar
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Calismaya dahil edilen toplam 85 E. coli ve Klebsiella spp. izolatinin gesitli

antibiyotiklere direng oranlarinin dagilim1 Sekil 8’de gosterilmektedir.

Sefazolin

Ertapenem

Imipenem

Meropenem
Trimetoprim/Siilfametaksazol
Piperasilin/tazobaktam
Ampisilin/sulbaktam
Aztreonam

Sefoksitin

Sefepim

Sefotaksim

Seftazidim

GSBL

Gentamisin

Amikasin
Levofloksasin
Siprofloksasin

Nalidiksik asit

%100
%81,9
%30,8
%2,8
%15,4
%14
%231
%4
%100
%736
%76,9
%33,3 °
%100
%875
%92.3
%542 0
%385
%194
%76,9
%514
%100
%62,5 °
%100
9%50,0
9669,2
%56,9
%76,9
%37,5
%231
%2,8
0,
%70,8
9%92,3
75100
%100

20 40 60 80 100

m Klepsiella spp.
mE. coli

Sekil 8. Calisma izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere direng oranlari (antimikrobiyal
duyarlilik test sonucu orta duyarli bulunan izolatlar direngli kabul edildi)
GSBL: Genisletilmis spektrumlu beta laktamaz
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4.3. PCR Yontemiyle PMQR Genlerinin Arastirilmasi

Calismada 85 kan 6rneginden izole edilen E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinin
kaynatma metodu ile elde edilen DNA’lar1 kullanildi.

PMQR gen bélgelerini amplifiye etmek icin, gnrA, gnrB, qnrC, gnrD, gnrS, gepA
ve aac(6')-1b ve 0qxAB eflilks pompa genleri (0gXA ve 0QgxB) igin birer primer ¢ifti
kullanildi.

4.3.1. gnrA Geninin Arastirilmasi

gnrA genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu 72 E. coli izolatinin
1’inde, 13 Klebsiella spp. izolatinin 2’sinde 516bp biiyiikliigiinde amplifikasyon bandi
belirlendi. Orneklere ait jel goriintiisii Resim 1°de sunulmaktadir.

gnrA geni saptanan HKO41, HKO46 kodlu izolatlar pediatri - hematoloji
servisinde, HEC24 kodlu izolat ise dahiliye - hematoloji servisinde yatan hastalardan izole
edildi.

4.3.2. qnrB Geninin Arastirilmasi

gnrB genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu 72 E. coli izolatinin
3’linde, 13 Klebsiella spp. izolatinin 8’inde 469bp biiyiikliigiinde amplifikasyon bandi
belirlendi. Orneklere ait jel goriintiisii Resim 1’°de sunulmaktadir.

gnrB geni saptanan HKP7, HKP13, HKP40, HKP51, HKP62 kodlu izolatlar
ndroloji-ndrosirurji yogun bakim ve ndroloji servislerinde yatan hastalardan izole edildi.
HKP63, HKP79, HEC84 kodlu izolatlar acil polikliniklerinde takip edilen hastalardan,
HEC22, HKP50, HEC59 kodlu izolatlar ise ¢esitli servislerde yatan erigkin yas hastalardan
izole edildi.

4.3.3. gnrC Geninin Arastirilmasi

gnrC genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu higbir izolatta 307 bp
biiyiikliigiinde gnrC genine ait amplifikasyon bandi saptanmadi.
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4.3.4. qnrD Geninin Arastirilmasi

gnrD genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu izolatlatda 582 bp

bliytikliiglinde gnrD genine ait amplifikasyon bandi saptanmadi.

4.3.5. gnrS Geninin Arastirilmasi

gnrS genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu 72 E. coli izolatinin
I’inde, 13 Klebsiella spp. izolatinin 1’inde 428 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon bandi
belirlendi. Orneklere ait jel goriintiisii Resim 1°de sunulmaktadir.

gnrs geni saptanan HEC11 kodlu izolat dahiliye-hematoloji servisinde, HKP80

kodlu izolat anestezi yogun bakim servisinde yatan hastalardan izole edildi.

4.3.6. gepA Geninin Arastirilmasi

gepA genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu 72 E. coli izolatinin
I’inde 199 bp biiyiikliginde amplifikasyon bandi belirlenmigsken, 13 Klebsiella spp.
izolatinda pozitiflik saptanmadi. Ornege ait jel goriintiisii Resim 2°de sunulmaktadar.

gepA geni saptanan HEC15 kodlu izolat acil polikliniginde takip bir hastadan izole
edildi.

4.3.7. aac(6')-1b Geninin Arastirilmasi

aac(6')-Ib genine 06zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu 72 E. coli
izolatinin 30’u, 13 Klebsiella spp. izolatinin 12’sinde 482 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon
bandi belirlendi. Orneklere ait jel goriintiisii Resim 2°de sunulmaktadir.

aac(6')-1b geni saptanan 42 izolattan 17’si (%40,5) cesitli eriskin dahili bolim
servislerinde, 8’1 (%19,0) gesitli eriskin yogun bakim iinitlerinde, 6’s1 (%14,3) cerrahi
birim servislerinde, 5’1 (%11,9) acil polikliniklerinde takip edilen, 3’ (%7,1) ¢esitli
pediatri servislerinde, 3’ yenidogan yogun bakim servisinde yatan hastalardan izole
edildi.



49
4.3.8. 0gxAB Efliiks Pompa Genlerinin Arastirilmasi

0gxA ve 0gxB geninin birlikte pozitif oldugu 6rnekler ogxAB efliiks pompasi
acisindan pozitif kabul edildi (112).

0gXAB efliikks pompasi geni saptanan HKP7, HKP13, HKP40, HKP50, HKP51,
HKP80, HKP81 kodlu izolatlar ¢esitli eriskin yogun bakim {initlerinde yatan hastalardan
izole edildi. HKP63, HKP79 kodlu izolatlar acil polikliniklerinde takip edilen, HEC17,
HKP62 kodlu izolatlar ¢esitli erigkin dahili birim servislerinde, HKP83 kodlu izolat iiroloji
servisinde yatan hastalardan izole edildi.

4.3.8.1. 0gXA Geninin Arastirilmasi

0gXA genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu 72 E. coli izolatinin
1’1, 13 Klebsiella spp. izolatimin 11’inde 868 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon bandi

belirlendi. Orneklere ait jel goriintiisii Resim 2’de sunulmaktadir.

4.3.8.2. 0gxB Geninin Arastirilmasi

0gxB genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu 72 E. coli izolatinin
1’i, 13 Klebsiella spp. izolatiin 11’inde 787 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon bandi

belirlendi. Orneklere ait jel goriintiisii Resim 2’de sunulmaktadir.

1000bp
500bp

100bp

Resim 1. gnrA, gnrB, gnrS genlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii M: 100
bp DNA marker, 1: gnrA pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol 3: HKOA41,
4. qnrB pozitif kontrol, 5: Negatif kontrol, 6: HKP51, 7: gnrS pozitif
kontrol, 8: Negatif kontrol, 9: HEC11
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868bp  787bp

Resim 2. aac(6')-lb, qepA, ogxA ve ogxB genlerinin agaroz jel elektroforez
gortintiisti M: 100 bp DNA marker, 1: aac(6')-1b pozitif kontrol, 2:
Negatif kontrol 3: HKP80, 4: gepA geni tasiyan HEC15 nolu sus, 5:
Negatif kontrol, 6: ogxA geni tasiyan HKP13 nolu sus, 7: Negatif
kontrol, 8: 0gxB geni tastyan HKP13 nolu sus, 9: Negatif kontrol

4.4. Calisma Grubuna Ait PCR Sonuglar:

Calismamiza ait toplam 85 kinolon direngli izolatta tespit edilen plazmid aracili

kinolon diren¢ genlerinin dagilimi Tablo 10’da gosterilmektedir.
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Tablo 10. Kinolon direngli izolatlarda tespit edilen plazmid aracili kinolon direng

genlerinin dagilimi

Sira No izolat Kodu

gnrA gnrB gnrS gnrC qgnrD

aac(6)-1b  gep A ogxA ogxB

O© 00 N o 0o b W N P

A DA DA D WO W W WWWWWWWNDDNDNDNDNDDNDDNDNDNDNDNDNNDNNNRPRPRPRPERPRERPRERRERPRPRE
W NP O O 0o ~NOO O WNPFP O O 0o NO O WNPFP O OoLw~NO OO wWwNPE— O

HEC1
HEC2
HEC3
HEC4
HEC5
HEC6
HKP7
HECS
HEC9
HEC10
HEC11
HEC12
HKP13
HEC14
HEC15
HEC16
HEC17
HEC18
HEC19
HEC20
HEC22
HEC23
HEC24
HEC25
HEC26
HEC27
HEC28
HEC29
HEC30
HEC31
HEC32
HEC33
HEC34
HEC35
HEC36
HEC37
HEC38
HKP40
HKO41
HEC42
HEC43
HEC44
HEC45

(*)

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)



Tablo 10’un devami

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

HKO46
HEC47
HEC48
HEC49
HKP50
HKP51
HEC52
HEC54
HECS55
HEC56
HEC57
HECS58
HEC59
HECG60
HEC61
HKP62
HKP63
HEC64
HEC65
HEC66
HEC67
HEC68
HEC69
HEC70
HEC71
HECT73
HEC74
HECT75
HEC76
HEC77
HEC78
HKP79
HKP80
HKP81
HECS82
HKP83
HEC84
HECS85
HECS86
HEC87
HECS88
HECS89

(+)
(+)

(+)
(+)

(+)

(+)

)
(+)
)
(+)
)

)
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(+): PCR sonucu pozitif; -: PCR sonucu negatif
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4.5. PMQR Genlerinin Dagilimi

Calisma izolatlarimizda qnrC ve gnrD genleri bulunamadi. Izolatlara gére PMQR

genlerinin dagilimi Tablo 11°de gosterilmektedir.

Tablo 11. izolatlara gore PMQR genlerinin dagilimi

gnrA gnrB gnrC gnrD gnrS  gepA aac(6')-lb  0gxAB

izolat

zota n/% n/% nf% n/% n/% n/% n/% n/%
E. coli 1 3 0 0 1 1 30 1*
n:72 %1,4 %4,2 %0 %0 %14 %14 %41,7 %1,4
Klebsiella spp 2 8 0 0 1 0 12 11**
n: 13 %154 %615 %0 %0 %7,7 %0 %92,3  %84,6
Toplam 3 11 0 0 2 1 42 12
n: 85 %3,5 %129 %0 %0 9%2,4 %12 %49,4 %14,1

*Plazmid aracili olma olasilig: yiiksek
**Kromozomal olma olasilig1 yiiksek

4.6. Diren¢ Genlerin Birlikte Bulunma Durumlari

Calismamizda belirlenen direng genlerinin izolatlarda birlikte bulunma durumlarina

ait veriler Tablo 12°de sunulmaktadir.

Tablo 12. izolatlardaki PMQR Genlerinin Birlikte Bulunma Durumlari

E. coli Klebsiella spp. TOPLAM

n:72 (n/%) n:13 (n/%) n:85 (n/%)
gnrA + aac(6')-1b 0 2(%15,4) 2(%2,4)
gnrB+aac(6')-1b 3(%4,2) 0 3(%3,5)
gnrB+oqxAB 0 1(%7,7) 1(%1,2)
aac(6")-1b+ogqxAB 0 2(%15,4) 2(%2,4)
gnrB+aac(6’)-1b+oqxAB 0 7(%53,9) 7(%8,3)
gnrS+aac(6')-1b+oqxAB 0 1(%7,7) 1(%1,2)

4.7. qnr ve aac(6’)-1b Genlerinin GSBL Varhgma Gore Dagilimi

GSBL varligina gore qgnr ve aac(6')-lb genlerinin dagilimi Tablo 13’de

verilmektedir.
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Tablo 13. izolatlardaki gnr ve aac(6')-1b Genlerinin GSBL Varligina Gore Dagilimi

GSBL (+) n(%) GSBL (-) n(%)
gnr (+) n:16 10(%62,5) 6(%37,5)
aac(6)-1b (+) n:42 36(%85,7) 6(%14,3)

4.8. qnr ve aac(6’)-1b Genlerinin Birlikteligi

gnr (+) 16 izolatin 13’tinde (%81,3), gnr (-) 69 izolatin 29’unda (%42) aac(6')-1b

geni pozitif olarak bulundu.



5. TARTISMA

Sepsis, komplikasyonlara ve 6liime yol agabilen sistemik bir enfeksiyondur (2, 53).
Sepsiste Gram pozitif etkenlerden stafilokok tiirleri ve Gram negatif etkenlerden E. coli ve
K. pneumoniae en sik izole edilen bakterilerdir (5-6). Sik goriilen bu etiyolojik ajanlarda,
ozellikle ampirik kullanimda, antibiyotiklere direncin artmasi tedaviyi her gecen giin biraz
daha zorlastirmaktadir (2). Ozellikle Enterobacteriaceae ailesi iiyelerine karsi etkinligi
yiiksek olan ve tedavide siklikla kullanilan kinolonlar ve beta laktam grubu antibiyotiklere
kars1 direng artisi 6onemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (130). Son yillarda
yapilan bildirimler kinolon direncinin diinyada ve iilkemizde olduk¢a yiiksek diizeylere
ulagtigini gostermektedir (26, 131-132).

Bu calismada KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvart Bakteriyoloji Biriminde Ocak 2012 - Agustos 2013
tarihleri arasinda kan orneklerinden izole edilen, 187 farkli hastaya ait 193 E. coli ve
Klebsiella spp. izolati antibiyotik direnci agisindan arastirilmistir. Kan kiltiiriinde E. coli
ve Klebsiella spp. tiremesi saptanan Orneklerin ¢ogunun (%47,6) eriskin dahili boliim
servislerinde yatan hastalara ait oldugu gorilmistiir. Calismaya aldigimiz nalidiksik asit
ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen grupta da %49,4 ile eriskin dahili bolim
servislerinin siras1 degismemektedir. Izolatlarm %67,1°i servislerden, %15,3’ii yogun
bakim ftinitelerinden izole edilmistir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde Wisplinghoff ve
ark. (133) Amerika Birlesik Devletlerinde 1995-2002 yillar1 arasinda 49 hastaneden,
hastane kokenli kan dolasimi enfeksiyonu olan 24179 vaka incelemis ve E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinin yogun bakim dis1 servislerde, yogun bakim servislerinden daha
fazla gortldigiinii bulgulamislardir. Lautenbach ve ark. (134) 1998-1999 yillar arasinda
123’1 florokinolon direngli 70’1 florokinolon duyarli hastane kokenli E. coli ve Klebsiella
spp. infeksiyonlarinda florokinolon direnci ic¢in risk faktorlerini arastirdiklar
caligmalarinda da E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinin yogun bakim dis1 servislerde

(0zellikle dahili boliim servislerinde) daha fazla goriildiigiinii saptamiglardir. gnr pozitif K.
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pneumoniae bakteriyemisi tespit edilen hastalarin klinik 6zellikleri ve risk faktorlerinin
arastirildigr bir ¢alismada da Klebsiella pneumoniae suslarinin servis hastalarinda yogun
bakim servislerinden daha fazla goriildiigii tespit edilmistir (135). Ulkemizde yapilmis bir
calismada Duman ve ark. (136) E. coli ve Klebsiella spp.’nin en sik dahili bélim
servislerinden gonderilen kan kiiltiirlerinden izole edildigini bildirmislerdir. Gerek
yaymlanmis c¢alismalarda gerekse bizim c¢alismamizda goriildigii gibi kan akim
enfeksiyonlarindan izole edilen E. coli ve Klebsiella spp, en sik yogun bakim disi
servislerde, ozellikle dahili boliim servislerinden hematoloji-onkoloji birimlerinde takip
edilen hastalardan izole edilmektedir. Bu veri, ilgili bakterilerin immiinsiiprese hastalarda
daha sik enfeksiyon yaptigim1 gostermektedir. Ozakin ve arkadaslar1 da benzer sekilde
immiinsiipresyonun firsatgr patojenlerin (Klebsiella spp. gibi) enfeksiyonlara katkilarini
artirdigini belirtmektedir (60). Bu veriler dogal veya terap6tik amagli immiinsiipresif hasta
artisinin (AIDS hastalari, kemik iligi transplantasyonu, solid organ transplantasyonundaki
arttis sonucu olarak) ileride E.coli ve Klebsiella spp. enfeksiyonlarinda artis olarak
karsimiza ¢ikacagimi diisiindiirmektedir. Degisik c¢alismalarda florokinolon direnci ile
iligkili oldugu bildirilen risk faktorleri arasinda immiinsiipresyonun varligindan
bahsedilmistir ki bu da ileride immiinsiipresif hastalarda E.coli ve Klebsiella spp.
enfeksiyonlarinin tedavisinde bu ajanlarin yetersizligi ile karsilasacagimizi gostermektedir
(32).

Genislemis spektrumlarina bagl olarak kinolonlar gerek oral yolla gerek intravendz
yolla bircok enfeksiyonun tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (12). GSBL {ireten
Enterobacteriacea iiyelerinin neden oldugu iiriner sistem infeksiyonlarinda oldukga sik
recete edildikleri gibi bakteriyemi ve hastane kaynakli pndmonide de karbapenemlerin
kullanilamayacagi durumlarda tercih edilebilmektedirler (12, 13, 15, 77). Bu yaygin
kullanima bagli olarak kinolonlara direng gelisimi de giderek artmaktadir (12)

2012 yili Avrupa Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Sistemi (EARSS) verilerine
bakildiginda E. coli izolatlarinda florokinolon direncinin %22,3, K. pneumoniae
izolatlarinda %25,3 olarak belirlendigi goriilmektedir. E. coli i¢in rapor eden iilkelerde
florokinolon direncli izolatlarin yiizdeleri %9,7 (Izlanda)-%42,0 (Kibris ve Italya) arasinda
degismekte iken; K. pneumoniae rapor eden iilkelerde direngli izolatlarin yiizdeleri %2,1
(Finlandiya)—%69,7 (Yunanistan) arasinda degismektedir (26).

ARMed izlem galismasinda Akdeniz iilkelerinde invaziv E. coli izolatlarinin direng

prevalansi {i¢ yillik bir periyot boyunca incelenmis ve genel florokinolon direng oran1 %
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21,0 (%7.7-%32.6) olarak bulunmustur. 2005 yilinda, Cezayir’de E. coli florokinolon
direnci sadece %2 iken Tunus’ta bu oran %15 olarak tespit edilmistir. Yiizde 40’1 asan
diren¢ oranlar1 Liibnan (%53), Misir (%48) ve Tiirkiye (%44)’de gozlenmistir.
Tiurkiye’den 11 hastane bu calismaya dahil olmus ve florokinolon direnci ii¢ yilin
ortalamasinda %42 olarak bildirilmistir. Tiirkiye’den ARMed c¢alismasi boyunca
florokinolon direncinde artig bildirilmistir (131).
EARSS verilerine gore 2003-2008 yillar1 arasinda Tirkiye’de invaziv E. coli ve K.
pneumoniae izolatlarinin florokinolonlara diren¢ oranlart sirasiyla Tablo 14°de

belirtilmistir.

Tablo 14. Tirkiye’de invaziv E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin florokinolonlara
direng oranlar1 (26)

2003 2004 2005 2006 2007 2008
*Ec **Kpn Ec Kpn Ec Kpn Ec Kpn Ec Kpn Ec Kpn
Lab sayisi 12 - 11 - 10 3 14 14 16 16 16 16
izolat sayis: 719 - 765 - 782 13 889 456 1076 639 1377 711
Florokinolon %38 - %43 - %44 %46 %48 %23 %53 %23 %52 %26
direnci (%)
* Ec, E.coli

**Kpn, K. Pneumoniae

Ulkemizde 13 merkezin katildign HITIT-2 siirveyans calismasinda 2007 yilinda
hastanede yatan hastalardan izole edilen E. coli ve K. pneumoniae suslarinda siprofloksasin
direng oranlar1 sirasiyla %58 ve %17,8 olarak bulunmustur (132). Ulkemizde E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda florokinolon direncine ait gegtigimiz bes yil iginde yapilmis
olan boélgesel bildirimlere bakildiginda ise oldukg¢a farkli rakamlarla karsilasilmaktadir
(Tablo 15-16).
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Tablo 15. 2009-2013 yillar1 arasinda iilkemizde yapilmis ¢esitli galismalarda E.coli
izolatlarinda belirlenen florokinolon direng oranlari

Calismanin

Lo izolat Sayis1 Florokinolon Direnci (%) Tarih Kaynak
Yapildig: 11
644 (2010 y1l) 72,3 (GSBL pozitif
. 28,6 (GSBL negatif)
Istanbul 2013 Karagd k. (137
Stanbu 1396 (2011 yili) 59,3 (GSBL poxitif) aragbz ve ark. (137)
14,1 (GSBL negatif
. 88 (GSBL poziti
[zmir 297 ( P f) 2012 Karaayak Uzun ve ark. (138)
30 (GSBL negatif)
Malatya 119 49,6 2011 Duman ve ark. (136)
Erzurum 67 (GSBL pozitif)
88 . 2010 Uyanik ve ark. (9)
24 (GSBL negatif)
. 59 (GSBL pozitif) .
Istanbul 706 2009 Koksal ve ark. (29)

9 (GSBL negatif)

Tablo 16. 2009-2013 yillar1 arasinda iilkemizde yapilmis g¢esitli ¢alismalarda K.
pneumoniae izolatlarinda belirlenen florokinolon direng oranlari

Calismanin

. i i i i (9 i

Yapildig il Izolat Sayisi Florokinolon Direnci (%0) Tarih Kaynak

Istanbul 404 21 2013  Nazik ve ark. (179)

. 92(GSBL poziti

Izmir 103 ( P f) 2012  Karaayak Uzun ve ark. (138)
38(GSBL negatif)

Malatya 39 10,3 2011  Duman ve ark. (136)
7(GSBL pozitif)

Erzurum 34 . 2010  Uyanik ve ark. (9)
0(GSBL negatif)

. 33 (GSBL pozitif) .

Istanbul 382 2009  Koksal ve ark. (29)

5 (GSBL negatif)

Caligmamizdaki kan izolatlarinin tiimii degerlendirildiginde E. coli ve Klebsiella

spp. izolatlarinda nalidiksik asit direnci sirastyla %56,7 ve %19,7; siprofloksasin direnci

%42,5 ve %18,2 olarak saptanmistir. Kinolon direncimiz Avrupa devletlerindeki direng

oranlarindan daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Ancak bulgularimizin EARSS’in

Tiirkiye verileri ve HITIT verileri ile benzer oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte

bolgesel veriler incelendiginde bolgeler arasinda farkliliklar oldugu goéze carpmaktadir.

Calismalarin sonuclar1 arasindaki bu farklilik, merkezler arasindaki antibiyotik kullanim

politikalarinin farkli olmasi sebebine dayandirilabilir. Ayrica ¢alismada yer alan 6rnek

sayisinin farkliligr ile de iliskilendirilebilir.
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GSBL reten suslardaki artmis kinolon direnci, Onceleri {riner sistem
enfeksiyonlar1 olmak iizere kinolon grubu ilaglarin artan kullanimina baglanmistir. Ayrica
GSBL iireten suslarda porin kaybindan dolay1r kinolonlarin hiicre igine girmesinin
azalmasinin da bunda etkili olabilecegi tespit edilmistir. Ancak 1998 yilinda GSBL
tiretimini kodlayan genleri tasiyan ve tiirler arasi aktarilabilen plazmidlerde kinolon
direncinden sorumlu genlerin de tasindiginin gosterilmesi gelecekte onemli sorunlarla
karsilasilacaginin habercisi olmustur (30-32, 91).

Yapilan bildirimlerdeki kinolon/florokinolon diren¢ oranlar1 incelenen izolatlarin
GSBL iiretip iiretmemelerine bagli olarak da degiskenlik gostermektedir. GSBL iiretimi ile
florokinolon direnci arasinda yakin iliski oldugunu gosteren ¢esitli ¢aligmalar
bulunmaktadir (Tablo 15 ve 16) (26-29). Cesitli ¢alismalarda plazmid kokenli kinolon
direncinin de GSBL enzim iiretimi ile yakin iligkili oldugu gosterilmistir. Beta laktamaz
tipi ile kinolon direnci arasinda da iligski oldugunu ortaya koyan g¢alismalar vardir (11, 26-
27,91, 139).

Chen ve ark. (140) ¢ok merkezli ¢alismalarinda GSBL iireten izolatlarda kinolon
direncini %84,6, GSBL iiretmeyenlerde ise %26,7 oraninda bulmuslardir. italya’da yapilan
calismada GSBL iireten E. coli’lerde kinolon direncini %92, iiretmeyenlerde ise %41,7
bulmuslardir (141). Wu 1J ve ark. (27) 526 Enterobacter cloacae susu incelemisler ve
GSBL iireten grupta gqnr prevalansini %39,6 olarak GSBL iiretmeyen gruptan (%4,6) daha
yiiksek bulmuglardir.

Ulkemizde yapilan calismalarda GSBL iireten izolatlarda %70-80’leri asan
florokinolon diren¢ oranlar1 gozlenmektedir ve florokinolon direnci GSBL iiretmeyen
izolatlardan anlamli olarak yiiksek bulunmustur (28, 138, 142, 137). Tirkiye’de klinik
ornekten elde edilen GSBL iireten izolatlarla yapilan molekiiler ¢alismalarda CTX-M-3 ve
CTX-M-15 tipi ile gnrA, gnrB ve gnrS, OXA-48 tipi ile gnrA, TEM ve SHV tipi ile gnrA
ve gnrS genlerinin birlikteligi gosterilmistir (91).

Calismamizda GSBL iireten E. coli ve Klebsiella spp izolatlarinda kinolon direnci
strastyla %78,8 ve %32,1; GSBL iiretmeyenlerde ise sirasiyla %41,3 ve %10,5 oraninda
tespit edilmistir. Calismamizda nalidiksik aside direngli olan izolatlarda GSBL iiretimi
(%58,8), duyarli olanlara gore (%27,7) daha yiiksek bulunmustur. Gerek kinolon
direncindeki yiiksek oranlar gerekse GSBL pozitif izolatlardaki yiiksek kinolon direng
oranlar1 iilkemizde kinolon grubu antibiyotiklerin kullanim politikasinin  gdzden

gecirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir. Bu veri ayrica, kinolon tiirevi antibiyotiklerin
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antimikrobiyal duyarlilik testleri uygulanmadan hastalara verilmemesi gerektigi
yaklagimini  desteklemektedir (143, 144, 145). Bolgemizde de kinolon grubu
antibiyotiklerin E.coli ve Klebsiella spp. infeksiyonlarinda 6zellikle GSBL varliginda
ampirik tedavide giivenilir olmadig1 sonucuna varilmistir. Ancak iilkemizde de Avrupa
tilkelerindekine benzer kontrol 6nlemlerinin alinmasi ile bu sorunun 6niine gegilebilecegi
distiniilmektedir.

Genislemis spektrumlu beta laktamaz salgilayan Enterobacteriaceae tiirleri tiim
diinyada giderek artmaktadir. Yapilan ¢alismalar hem GSBL iireten hem de kinolona
direngli suglarin hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarda artan oranda tespit edildigini
gostermistir (22-23). GSBL iireten bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kinolonlar dahil
bir¢ok antibiyotigin etkisiz kalabilmesi hastanede yatis siiresinin uzamasi, artan morbidite
ve mortalite oranlar1 ve ciddi ekonomik kayiplar nedeniyle etkenin GSBL olusturup
olusturmadigi da dnemlidir (24-25).

Kuzey Amerika’da GSBL orani E. coli’de %3,3-4,7 ve Klebsiella spp’de %4,2-44,
Giiney/Latin Amerika’da E. coli’de %6,7-25,4 ve Klebsiella spp’de %40-47,3 olarak
bulunmustur (23). On Avrupa ililkesindeki 31 merkezde yapilan kapsamli MYSTIC
programinda 1610 E. coli izolat1 ve 785 K. pneumoniae izolat1 incelenmis GSBL
prevalanst Kuzey Avrupa iilkelerinde %1-5 kadar diisikk, Dogu Avrupa iilkelerinde (6rn.
Rusya, Polonya, Tiirkiye) ise %39-47 kadar yiikksek bulunmustur (146).
Enterobacteriaceae ve direng egilimlerini izleyen SMART programinin verilerine gore
GSBL iireten E.coli tiirlerinin oran1 Asya’da 6nemli oranda artmistir. Bu oran Cin’de %535,
Hindistan’da %79 olarak tespit edilmistir (147).

Ulkemizdeki MYSTIC ¢alismasinin 2007 verilerine gére E. coli suslarmm %15,3’ii
ve K. pneumoniae suslarinin %40,5’i GSBL iiretmektedir (148). Altt merkezin katildigi
HITIT siirveyans ¢aligmasina gore, kan drneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinda
GSBL oram1 % 31,7 iken K. pneumoniae’da bu oran % 33,3 olarak bulunmustur (149).
Onii¢ merkezin katildigi HITIT-2 siirveyans ¢alismasinda 2007 yilinda hastanede yatan
hastalardan izole edilen E. coli ve K. pneumoniae suslarinda GSBL oranlar1 %42 ve %41,4
bulunmustur (132). Ulkemizde kan kiiltiiriinden izole edilmis E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda yapilan ¢esitli ¢aligmalarda GSBL sikligi E. coli i¢in %14-%38,5, K.
pneumoniae igin %31,2-%54,3 olarak rapor edilmistir (29, 150-155). 2012 yilinda yapilan
¢ok merkezli bir c¢alismada hastanemizden izole edilen E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda GSBL siklig1 sirasiyla %52,7 ve %57,1 olarak bildirilmistir (128).
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Calismamizda kan izolatlarinda GSBL siklig1 E. coli ve Klebsiella spp.’de sirasiyla
%40,9 ve %42,4 olarak bulunmustur. Bizim c¢alismamizin bulgular iilkemizdeki ¢ok
merkezli ¢alismalarla uyumlu goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa
iilkelerindeki GSBL oranlarinin bizim verilerimize gore daha diisiik olmasi, lilkemizde de
benzer kontrol 6nlem politikalariin gelistirilmesi gerektigini gostermektedir.

Lautenbach ve ark.’nin (156) GSBL iireten E.coli ve K. pneumoniae’nin neden
oldugu enfeksiyonlarda florokinolon direncinin epidemiyolojik incelenmesini yaptiklari
caligmada, florokinolon direnci olan grupta imipeneme diren¢ saptanmamis, amikasine
%40-60 araliginda, gentamisine %60-80 araliginda, trimetoprim/siilfametaksazole %80-90
araliginda direng belirlenmistir.

Killgore ve ark.’nin (157) toplum kdkenli siprofloksasin direngli E.coli ile gelisen
idrar yolu enfeksiyonu i¢in risk faktorlerini arastirdiklar1 ¢alismada sefazoline %20-30
araliginda, trimetoprim/siilfametaksazole %90- 100 araliginda direng belirlenmistir.

Calismamizda nalidiksik asit direnci tespit edilen E. coli izolatlarinda
siprofloksasin direnci %75, levofloksasin %70,8, amikasin %2,8, gentamisin %37,5, GSBL
varhigr %56,9, seftazidim %50, sefotaksim %62,5, sefepim %51,4, sefoksitin %19,4,
aztreonam  %54,2, ampisilin/sulbaktam  %87,5, piperasilin/tazobaktam  %33,3,
trimetoprim/sulfametoksazol %73,6, meropenem ve imipenem %1,4, ertapenem %12,8,
sefazolin, %81,9 olarak bulunmustur.

Nalidiksik asit direnci tespit edilen Klebsiella spp izolatlarinin ampisilin/sulbaktam,
seftazidim, sefotaksim, sefazolin ve trimetoprim/sulfametoksazol direnci %100,
siprofloksasin %92,3, levofloksasin %46,2, amikasin %23,1, gentamisin %76,9, GSBL
varlig1 %69,2, sefepim %76,9, sefoksitin %38,5, aztreonam %92,3, piperasilin/tazobaktam
%76,9, %73,6, meropenem %23,1, imipenem %15,4, ertapenem %30,8, olarak
bulunmustur.

Calismamizda tespit edilen direng oranlarinin hastanemiz ve bolgemiz hastalari i¢in
sorun olusturacak boyutta oldugu goriilmektedir Antibiyotik direng oranlar1 cografi
bolgeler hatta saglik kuruluslar arasinda farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle uygun
antimikrobik tedavi ve kontrol onlemleri i¢in saglik kuruluslar1 kendi oranlarini bilmek
zorundadir (158). Bu sekilde morbidite ve mortalitenin Onlenmesi adina tedbirlerin
alinmas1 miimkiin olabilir.

Literatiirde bahsedildigi gibi kinolon direncinin artis1 dikkat ¢ekmektedir. Kinolon

grubu antibiyotiklere direng¢ genellikle temel hedef olan DNA giraz ve topoizomeraz IV’de
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goriilen mutasyonlar veya efluks pompalarinin asir1 iretimi ile olugmaktadir. En sik
mutasyonlar DNA girazda gyrA ve topoizomeraz IV’de parC gen bdlgelerinde
goriilmektedir. Ancak son yillarda plazmid kokenli kinolon direncinin Enterobacteriacea
tiyelerinde 6nemli bir direng mekanizmasi oldugu bildirilmektedir (17). Hastanelerde
diren¢ aktariminin onlenmesi ve tedavinin optimum seviyede uygulanabilmesi agisindan
PMQR varliginin arastiritlmasi énemlidir.

Ik kez 1998 yilinda plazmid aracili kinolon direncine neden olan gnr geni
tanimlanmistir. qnr geninin kodladigi Qnr proteinleri pentapeptid tekrar ailesinin bir iiyesi
olup, DNA giraz1 ve topoizomeraz IV’ii kinolonlarin inhibitor etkisinden korumaktadir
(17). Tanimlanmig olan ilk protein 218 aminoasit igeren QnrA’dir. Diinya genelinde
Enterobacteriaceae ailesinden birgok bakteride qnrA genini, diger plazmid aracili direng
genleri olan gnrS, gnrB, gqnrC ve gnrD takip etmistir (11). gnr genleri, birgok farkli tipte
beta laktamazla birlikte bulunmalarinin yaninda, beta laktamaz olmayan antimikrobiyal
direng genleri ile de iliskilendirilmistir (11, 91).

Diinya genelinde bu konuyla ilgili yapilmis calismalara bakildiginda, 28 Kasim
2008’e kadar 70’den fazla hakemli dergi ve konferans 6zet raporu, PMQR i¢in test edilmis
20,960’dan fazla izolat bildirimi yapmistir. Bu derlenmis veritabanindaki gnrA, gnrB, gnrS
ve aac(6’)-1b-cr prevalanslar sirasiyla %1,5, %4,6, %2.,4, ve %10,8 olarak bildirilmistir
(21). Tayvan’dan 1999’dan 2005’¢ kadar toplanan 2035 E. coli ve 1147 K. pneumoniae
kan akimi izolatinin gnr gen prevalansi sirastyla %0,6 ve %7,8 olarak rapor edilmistir
(159). Cin’de bir ¢alismada GSBL iireten E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda gnrA
%3,6, qnrB %2,2 ve gnrS %2,5; toplamda gnr pozitifligi %8,0 olarak bulunmustur. Ayrica
K. pneumoniae (% 16,2) izolatlarmin gnr tagima oranmnin E. coli’den (%5,3) daha fazla
oldugu bildirilmistir (160). Israil’de 1994’ten 2005’¢ kadar toplanan 485 klinik
Enterobacter spp. izolatinin 33’iinde (%6,8) qnr bildirilmistir. Bulgular K. pneumoniae
icin benzerlik gostermektedir (161). Fransa’da GSBL iireten Enterobacteriaceae
izolatlarinda qnr gen prevalanst %3,8, nalidiksik asit direngli Enterobacteriaceae
izolatlarinda ise %3,2 olarak bulunmustur (162) Kanada’da siprofloksasin ve/veya
tobramisine direngli Enterobacteriaceae izolatlarinda gnr gen prevalansi %0,8 gibi diisiik
bulunmustur (163). Amerika’da E. coli’de %4, K. pneumoniae’da %20 Enterobacter
spp.’de %31 gibi daha yiiksek prevalanslar tespit edilmistir (123). Misir’da da qnrA %16,
gnrB %23 ve gnrS %16; toplamda gnr pozitifligi %26,6 olarak bulunmustur (164).
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Diinya genelindeki literatiirlere bakildiginda, qnr genleri yapilan ilk caligmalarda E.
coli izolatlarinda daha fazla tespit edilse de son yapilan genis capli arastirmalarda
Enterobacter spp. ve Klebsiella spp. izolatlarinda daha sik bulgulanmistir (11, 21, 123,
159-160).

Diinya genelinde kinolon direncinin bakteriler arasinda yayilimindan sorumlu olan
PMQR genlerinin prevalansint konu alan bir¢ok c¢alisma yapilmis olmakla birlikte,
iilkemize ait veriler oldukca smirlidir. Ulkemizde ilk plazmid aracili kinolon direnci geni,
gnr, 2005 yilinda Nazik ve ark. (165) tarafindan bildirilmistir. Calismada 49 nalidiksik asit
diren¢li ve GSBL pozitif susta qnrA geni varligi PCR ile arastirilmig, iki susta (bir
Enterobacter cloacae ve bir Citrobacter.freundii) (%4) bulundugu gdsterilmistir. Daha
sonra Istanbul, Ankara, Izmir, Kuzey Dogu Anadolu gibi degisik merkezlerden yapilan
calismalarda plazmidde kodlanan ¢esitli direng genleri bildirilmistir (91).

Avsaroglu ve ark. (166) yiyeceklerden izole edilen Salmonella enterica serovar
Virchow suslar1 ile yaptiklar1 bir ¢alismada nalidiksik aside direngli, siprofloksasine
azalmis duyarlilik gosteren dokuz susun ticiinde (%33) qnrS1 pozitifligi saptamislardir.

Oktem ve ark. (167) 2008 yilinda yaptiklar1 calismalarinda, kan kiiltiirlerinden izole
edilen Enterobacteriaceae iiyesi olan 356 izolattan nalidiksik asite direngli/orta duyarli
bulunan 166 izolatin 6’sinda (%3,6) gnrA, 3’iinde (%1,8) gnrS; toplamda %5,4’tinde gnr
genlerini pozitif olarak saptamiglardir.

Ozgiimiis ve ark. (169) Tiirkiye’nin kuzeydogu bélgesindeki gesitli nehirlerden
aldiklar1 su Orneklerinden izole ettikleri 183 koliform bakteriden 1 E.coli ve 1
K.pneumoniae susunda (%1) gnrS geninin bulundugunu belirlemislerdir.

Ulkemizde 2008 yilindaki HITIT 1 siirveyans calismasinda (168) %6,4; 2010
yilinda yaymlanan HITIT 2 siirveyans c¢aliymasinda ise % 14,5 gnr prevalansi
bildirilmistir. HITIT 2 siirveyans ¢alismasinda gnr A(A1), B(B1, B2, B5, B6/9) ve S (S1)’in
sirasiyla %1,9, %10,5 ve %1,9 siklikta oldugu tespit edilmistir (170-171).

Coban ve ark. (172) 2010 yilinda solunum yolu 6rneklerinden izole edilen 110
P.aeruginosa susunda gnrd, gnrB, qnrC, gnrS ve aac(6’)-1b-cr gen bolgelerinin varligini
arastirmiglardir. Calismada hem gnr gen bdlgesi hem de aac(6’)-1b-cr gen bolgesi tespit
edilememistir.

Nazik ve ark. (173) PMQR ve iliskili beta laktamaz genlerini arastirdiklari
calismada 61 GSBL iireten iriner E. coli izolatinda 1 qnrAl (%1,6), 1 qnrS1 (%1,6) geni

tanimlanmuistir.
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Limoncu ve ark. (174) 2004-2008 yillarinda toplanan GSBL pozitif
Enterobacteriaceae iiyesi 192 izolattan nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direngli 133
(106 E. coli ve 27 K. pneumoniae) izolatta PMQR genlerini arastirmistir. qnrB ve gnrS
genlerinin oranlar1 106 E. coli susunda sirasiyla %1,8 ve %0,9 olarak; gnrA, gnrB ve gnrS
genlerinin oranlar1 27 K. pneumoniae susunda sirastyla %7,4, %11,1 ve % 3,7 olarak tespit
edilmistir. Toplamda qnrA’nin %1,5, gqnrB’nin %3,7, gnrS’in %1,5 siklikta oldugu
belirlenmistir.

Hastanemizin de katildigi ¢ok merkezli bir ¢alismada Coban ve ark. (128) 2009
yilinda Trabzon, Canakkale, Ankara ve Tokat’tan toplanan 647 Enterobacteriaceae klinik
izolatinda gnrA, gnrB, gnrC ve gnrS genlerinin varligint arastirmistir. qnrA’nin %0,3,
gnrB’nin %0,9 ve qgnrS’in %0,4 siklikta oldugunu belirlemislerdir. gnrC genine
rastlanmamistir. Hastanemizden gonderilen 387 izolattin 6’sinda (%1,5) gnr gen varligi
tespit edilmistir. Caligmada gnrA, gnrB ve qnrS gen sikligmin diisik oldugunu
vurgulanmistir.

Calismamizda kinolon direnci saptanan 85 kan 6rneginden izole edilen E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda PMQR genlerinden gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, genlerinin
varligi PCR yontemi ile arastirilmistir. E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda qnrA %3,5,
gnrB %12,9 ve gnrS %2,4; toplamda qnr pozitifligi %18,8 olarak yiiksek prevelansta
bulunmustur. Ulkemizdeki HITIT 1 ve HITIT 2 surveyans ¢alismasinda (168, 170-171)
belirlenen gnr prevalansindan da daha yiiksek orandaki verilerimiz bize bolgemizde
PMQR genlerinin kinolon direncine katkisinin azimsanmayacak diizeyde oldugunu
gostermektedir. Calismamizda gnrC, gnrD genleri saptanmamistir. Ulusal ve uluslararasi
literatiir arastirilldiginda bu genlerin daha az arastirildigi ve saptandigi gorilmistir (11,
100, 124, 128, 175). Ayrica Klebsiella spp (% 84,6) izolatlarinin gnr tasima oraninin E.
coli’den (% 6,9) daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu verimiz diinya literatiirii ile
ortiismektedir (160).

Hastanemizdeki qgnr prevalansindaki bu yiikseklik iilkemizdeki diger tip
merkezlerine kiyasla florokinolonlarin asir1 kullanimma bagli olabilir. Kinolonlar ayni
zamanda hayvancilik ve su {riinleri yetistiriciliginde kullanilmaktadir. Yakin zamanda gnr
genlerinin kokeni i¢in bir odak olarak ifade edilen, Shewanella algae ve Aeromonas spp.
gibi akuatik rezervuar bakteriler lizerinde durulmaktadir (11, 91, 169). Trabzon kiyi
sehiridir ve yil boyu nemli kalmaktadir. Balik ciftlikleri 6zellikle subtropik bir iklimi olan

Trabzon’da siktir. Bu ¢iftliklerde kullanilan kinolonlarin akuatik ¢evre ve eszamanli olarak
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toplumda gnr determinantlarinin segilimi ve aktarimi igin gerekli kosullari meydana
getirdigi tahmin edilmektedir. Ayrica ilimiz bolgedeki en biiyiik sehirdir ve yakin
sehirlerdeki hastalar genellikle iiglincii basamak hizmeti veren hastanemize sevk
edilmektedir. Bu durum hastanemizdeki diren¢ yiikiiniin ve paralelinde PMQR gen
pozitiflik oraninin artigina ilave bir etki yapiyor olabilir. Ayrica, hastanemizde veya
bolgemizde gqnr geni iceren ve endemisite goOsteren bakteri klonlart bulunabilir. Bu
klonlarin saptanmasi bolgesel endemisite gosteren direngli suslarin  kontrol altina
alinmasini hedefleyen 6nlemlerin alinmasi gibi kurumsal uygulamalar1 baslatabilir. Bunun
icin bu suslarin klonal yakinliklarinin bilinmesi yararli olacaktir. Buna ilaveten,
caligmalara dahil edilen suslarin se¢cimindeki farkliliklarin da (GSBL pozitifligi, nalidiksik
asit direnci gibi) ¢alisma sonuglarin etkilemis olabilecegi diistiniilmektedir.

Epidemiyolojik caligmalar, PMQR’nin diger diren¢ genleriyle, 06zellikle de
GSBL’lerle arasinda bir baglantiya isaret eden genetik verilerin desteklenmesine yardimci
olmustur. Cesitli arastirmacilar GSBL pozitif suslar arasinda daha yiiksek gnr prevalanslari
ortaya koymustur (11, 21). Calismamizda da benzer sekilde gnr pozitif suslarin gogunun
(%62,5) GSBL iirettigi gosterilmistir. Bu sonu¢ GSBL genlerinin gnr genleriyle birlikte
aktarildigina dair yargiyr desteklemektedir. Ancak, calismamizin sonuglarindan farkli
olarak gnr saptanan suslarin daha sik olarak GSBL negatif olduklarini belirten ¢alisma da
mevcuttur (167).

Diinya genelinde qnrB’nin (21), Avrupa’daki calismalarda genellikle gnrS ve gnrB
genlerinin baskin oldugu goriilmektedir (19). Tirkiye’de yapilan ¢aligmalara bakildiginda
gnrA’nin ilk yapilan ¢alismalarda daha yiiksek oranda oldugu, qnrB geninin ise son yapilan
calismalarda daha baskin oldugu goézlenmektedir (128, 168, 174). Diinya ve Tiirkiye
verilerine benzer olarak ¢alismamizda qnrB (%68,7) en sik rastlanan gnr geni olmustur.

aac(6’)-1b-cr geni piperazinil grubu tasiyan norfloksasin ve siprofloksasin gibi bazi
kinolonlarin enzimatik inaktivasyonuna ve boylelikle duyarliligin azalmasina neden olan
aminoglikozit asetiltransferaz1 kodlar. Bu enzim piperazinil nitrojeni olmayan kinolonlara
(levofloksasin gibi) etkisizdir (11, 108). gnr ve aac(6’)-lb-cr ayni hiicrede birlikte
bulunduklarinda gnrnin tek basina sagladigindan dort kat daha fazla MIK artisi
saglamakta ve duyarlilik bakimindan klinik breakpoint degerlerine (1 pg/ml)
yaklagilmaktadir. Bunun yani sira aac(6’)-1b-cr'nin yalniz bulunmasi, siprofloksasine
maruz kalma durumunda olusacak kromozomal mutasyon sikligini arttirmaktadir ve

mutant se¢imini kolaylastirmaktadir (108, 163).
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Bir meta analizde aac(6°)-1b-cr prevalansi %10,8 olarak bildirilmistir (21). Cin’de
bir ¢alismada 362 GSBL iireten E. coli ve K. pneumoniae izolati incelenmis, 62’sinde
(%17,1) aac(6’)-1b geni pozitif bulunmus ve bunlarin 36’sinin (toplamin %9,9’u) —cr
varyant1 oldugu tespit edilmistir. Aym1 ¢alismada gnr pozitiflerde aac(6’)-1b-cr oranim
%55,2, gnr negatiflerde ise %6 olarak bulmuslar ve bu durumun aac(6’)-Ib-cr ve gnr
genlerinin ayni plazmid iizerinde birlikte aktarilmalariyla agiklanabilecegini soylemislerdir
(160). Kim ve ark. (124) Kore’de aac(6’)-1b oranin1 %11, aac(6’)-1b-cr oranini ise %2,2;
Briales ve ark. (19) Ispanya’da GSBL pozitif suslarda aac(6’)-Ib-cr pozitiflik oranini
%16,2 olarak bulmuslardir. Misir’da da GSBL pozitif suslarda aac(6’)-1b-cr pozitifligi
%?23,3 olarak yiiksek bulunmustur (164). Kanada’da siprofloksasin direngli E. coli
izolatlarinda aac(6’)-1b-cr gen prevalansi 2004 yilinda %4, 2007 yilinda %15 bulunmustur
(163).

Tirkiye’de aac(6’)-1b-cr geninin arastirildigi kisith sayida calisma mevcuttur.
Ulkemizdeki HITIT 1 siirveyans ¢aligmasinda aac(6’)-1b-cr geninin varhigmin %32,4;
HITIT 2 galismasinda ise %69,5 oraninda yiiksek oldugu bulunmustur (170, 171). Poirel
ve ark. (176) Tiirkiye’de farkli hastanelerde kandan izole edilen GSBL olusturan E.coli ve
K.pneumoniae suslarinda qnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-Ib-cr genlerinin sikligini arastirmiglar
ve aac(6’)-1b-cr geninin GSBL olusturan 50 izolatin 39’unda (%78) bulundugunu
gostermislerdir. Bu calisma kan kiiltiirii gibi 6nemli klinik izolatlar1 igeren GSBL iireten
Enterobacteriaceae {iyeleri arasinda PMQR belirleyicilerinden  aac(6’)-1b-cr’nin
Tiirkiye'de ytliksek yayginligini gostermektedir.

Nazik ve ark. (177) toplam 1044 Gram negatif susta gnrA, gnrB, gnrS ve gnr-
pozitif suslar arasinda aac(6’)-1b-cr varligini arastirmistir. Yirmi (%1,9) sus gnr-pozitif
bulunurken, gnr pozitif suslar arasindan ti¢ (%15) susta aac(6’)-Ib-cr geninin varlig
saptanmistir. Yine Nazik ve ark. (173) 2011 yilinda 61 GSBL pozitif iiriner E. coli izolatini
incelemisler ve aac(6’)-1b-cr gen prevelansint %45,9 olarak bildirmislerdir. Nazik ve ark.
(178) baska bir ¢alismada karbapenemlere azalmis duyarlilik veya direng gosteren ve hepsi
OXA-48 beta laktamazi iireten 22 Klebsiella pneumoniae izolatinin 3’tinde ( %13,6)
aac(6’)-1b-cr genini pozitif bulmustur.

Coban ve ark. (172) 2010 yilinda 110 P.aeruginosa susu ile yaptiklar
calismalarinda hem gnr hem de aac(6°)-Ib-cr gen bdlgesi tespit edememislerdir.

Aktepe ve ark. (180) 112 kinolona direngli E.coli susunun hig¢birinde gnrA, gnrB,
gnrS, gnrC ve qepA tipi gen saptamazken, aac(6’)-1b-cr gen varhigm %59,8 (67/112)
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oraninda bulmuslar ve bu izolatlarin da %86,6 (58/67)’sinin GSBL iireten suslar oldugunu
gostermislerdir.

Limoncu ve ark. (174) GSBL pozitif nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direngli
106 E. coli ve 27 K. pneumoniae izolatta aac(6°)-Ib-cr gen oranlarini sirasiyla %40,5 ve
%359,3 olarak tespit etmislerdir. Toplamda aac(6’)-Ib-cr gen oranmin %44,4 oldugu
belirlenmistir.

Robicsek ve ark. (108) saptadiklart aac(6’)-1blerin %84 iinii, Jiang ve ark. (160)
%58’ini, Kim ve ark. (124) %19,6’sin1, Aktepe ve ark. (180) ise tamamini aac(6’)-1b-cr
varyanti olarak bulmuslardir. Calismamizda 6ncelikle aac(6’)-1b genine bakilmistir. E. coli
izolatlarmin 30’unda (%41,7), Klebsiella spp. izolatlarinin 12’sinde (%92,3) aac(6’)-1b
geni belirlenmistir. Toplamda aac(6°)-1b gen pozitifligi %49,4 olarak yiiksek bulunmustur.
Calismamiza dahil edilen suslarin kinolon direngli olmasi aac(6’)-1b pozitifliklerinin daha
¢ok —cr varyant1 olabilecegini diisiindiirse de Ongoriiniin sekanslama veya restriksiyon
analiz yontemlerinden biriyle arastirilmasi gerekmektedir. Calismamiz literatiirle uyumlu
olarak Enterobacteriaceae liyeleri arasinda aac(6’)-1b’nin en baskin PMQR belirleyicisi
oldugunu gostermektedir.

Genel olarak aac(6’)-1b prevalansinin E. coli izolatlarinda daha yaygin gorildigi
rapor edilse de (21, 115), ¢alismamizda Limoncu ve ark.’nin (174) calismalarindakine
benzer sekilde Klebsiella spp izolatlarinda aac(6°)-1b prevalansi daha yiiksek bulunmustur.

Yapilan c¢alismalarda aac(6’)-1b-cr varyantinin gnr pozitif izolatlarda gnr
negatiflere gore daha yiiksek oranda bulundugu gésterilmistir (160). Calismamizda da gnr
pozitif 16 izolatin 13’tinde (%81,3), gnr negatif 69 izolatin 29’unda (%42) aac(6')-1b geni
pozitif olarak bulunmustur. gnr ve aac(6’)-lb-cr genleri aymi hiicrede birlikte
bulunduklarinda daha fazla MIK artis1 saglayarak yiiksek diizey kinolon direncine neden
olmaktadirlar. Genlerin aktarilabiliyor olmasi1 gelecekte kinolon direncinin daha da artacagi
ve yayilacagi endisesini dogurmaktadir.

Epidemiyolojik ¢alismalarin sebep oldugu bir baska endise de aac(6°)Ib-cr ile son
yillarda diinya genelinde bas gosteren bir GBSL olan CTX-M-15’in yakin iliski igerisinde
olmasidir (21, 170). Calismamizda aac(6’)-1b pozitif suslarin %85,7 nin (36/42) GSBL
uirettikleri, %14,3 niin (6/42) GSBL {iiretmedikleri bulunmustur. GSBL {iretimini kodlayan
genleri tasiyan ve tiirler arasi aktarilabilen plazmidlerde kinolon direncinden sorumlu
genlerin de tasindiginin gosterilmesi, gelecekte bu Ozellikteki bakterilerin artmasindan

kaynaklanan tedavi sorunlari ile karsilagilabileceginin habercisi olabilir.
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Yeni kesfedilen PMQR pompast QepA hakkinda daha az bilgi mevcuttur. gepA
geni ilk olarak Japonya’da E.coli susunda gosterilmistir (109). Japonya’da gergeklestirilen
bir siirveyans c¢alismasinda 751 E. coli izolatinda gepA gen prevalansi %0,3 olarak
bulunmustur (125). Ikinci biiyiik siirveyans calismas1 Fransa’da geceklestirilmistir. 121
GSBL pozitif Enterobactericae susu arasinda bir tek E. coli izolat1 (%0,8) gepA2 olarak
adlandirilan bir varyant yoniinden pozitif bulunmustur (110). Misir’da da GSBL pozitif
suslarda gepA pozitifligi %6,6 oraninda yiiksek bulunmustur (164). Giiney Kore’den %0,2
(124), Londra’dan 9%3,6 (181) gepA pozitifligi bildirilmistir. 1996’dan 2000°e kadar
Amerika Birlesik Devletleri’den toplanan non-Typhi Salmonella enterica izolatlar1 ile
yapilan biiyiik bir surveyans ¢alismasinda gepA bulunmamistir (182).

Ulkemizdeki HITIT 1 siirveyans calismasinda gepA geni bulunmamistir (171).
Mevcut verileri giincellemek i¢in Giilay ve ark. (170) HITIT 2 c¢alisma grubuyla birlikte
2010 yilinda GSBL pozitif nalidiksik asit direngli invaziv E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda PMQR genlerini arastirmislar ve ayni zamanda qnrB2 ve aac(6’)- 1b-cr
genlerini de tasiyan 2 (% 2,3) E. coli izolatinda gepA 'y1 ilk kez bildirmislerdir. Nazik ve
ark. (173) 61 GSBL pozitif iiriner E. coli izolatin1 incelemisler ve gepA gen prevelansini
%3,3 olarak bildirmislerdir. Limoncu ve ark. (174) Nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin
direngli 106 E. coli izolatinda gqepA gen oranini %0,9 olarak tespit etmislerdir.

Calismamizda kinolon direngli 85 E. coli ve Klebsiella spp. izolatindan sadece 1 E.
coli izolatinda gepA geni (%1,2) bulunmustur. Bugiine kadar yapilmig ¢aligmalara
bakildiginda gepA prevalansinin klinik izolatlarda %0,2-6,6 gibi bir aralikta degistigi
goriilmektedir. Daha dogru prevalans oranlar1 icin genis capl siirveyans caligmalarina
thtiya¢ vardir. Bu ¢alismada bolgemizde ilk kez gepA varligr belirlenmistir. Diger bakteri
cinslerinde de arastirilmasi1 yayginliginin ortaya konmasi agisindan dogru bir yaklagim
olacaktir.

Multidrug efflux pompasi olan OgxAB’nin ilk kez 2009 yilinda Giiney Kore’de
klinik E. coli izolatinda plazmid aracili kodlandig1 gosterilmistir. Kim ve ark.’nin (113)
yaptig1 bu calismada 1998-2006 yillarinda kandan izole edilen 461 Enterobacteriaceae
tiyesinde 0QXAB genleri arastirilmis; bir E. coli izolatinda plazmidik ogxAB geni %0,4
prevalansta saptanmistir. Kromozomal ogqxAB geni E. cloacae igin %4,6 ve K. pneumoniae
icin  %74,1 prevalansta rapor edilmistir. Gorildigi tlizere 0qxAB genleri, K.
pneumoniae’nin  kromozomunda da mevcuttur fakat genin dogal islevi heniiz

bilinmemektedir (113). Cin’de PMQR genlerinden ogxAB geni insan E. coli izolatlarinda
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%S5,2, tavuklarda %19,8, domuzlarda %51,0, diger hayvanlarda %4,5 ve c¢evresel
izolatlarda %20,5 olarak tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada, 0gxAB en sik izole edilen
PMQR geni olarak rapor edilmistir (183). Park ve ark. (184) Giiney Kore’de GSBL iireten
K. pneumoniae klinik izolatlarinda aktarilabilir 0QXAB genini %24,4 oraninda
bulmuslardir. OgxAB efluks pompa prevalans: iran'da GSBL iireten K. pneumoniae’da
%60,2 oraninda yiiksek bulunmustur ve 0gxAB geninin yayilmasi i¢in K. pneumoniae’nin
potansiyel bir rezervuar olabilecegi vurgulanmistir (185). Ispanya’da GSBL pozitif K.
pneumoniae izolatlarinda hibridizasyon deneyleri 0gxA’nin %16 ve 0gxB’nin %13
oraninda kromozom iizerinde ve biiyiik plazmidler iizerinde ayni1 anda mevcut oldugunu
gostermistir. Kromozomal ve/veya plazmidik ogxA ve ogxB prevalansi ise toplamda
strastyla %76 ve %75 olarak bulunmustur (186).

Calismalara gore daha cok domuz ve tavuklardan izole edilen bakterilerde saptanan
ve yakin zamana kadar bir PMQR belirleyicisi olarak taninmayan 0gxAB genine ait insan
izolatlarinin prevalans ve epidemiyolojik verileri diger PMQR genleri ile kiyaslandiginda
oldukga kisithdir (183).

Calismamizda nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direngli 72 E. coli izolatinin
birinde (%1,4), 13 Klebsiella spp. izolatlarmin 11’inde (%84,6); toplamda 85 izolatin
12’sinde (%14,1) 0gxAB geni pozitif olarak bulunmustur. Ulkemizde 0gxAB gen varlig ilk
kez bizim g¢alismamizda goOsterilmistir. Hem diinyada hem de iilkemizde daha dogru
prevalans verileri igin genis ¢apli siirveyans ¢alismalarina ihtiyag vardir. E. coli izolatinin
muhtemelen plazmid aracilikli, Klebsiella spp. izolatlarinin ise muhtemelen kromozomal
kokenli 0gXAB geni tasidigi diistiniilmektedir (111-113). Bunun konjugasyon ve
hibridizasyon deneyleri ile dogrulanmasi gercek PMQR prevalansinin ve klinik direngdeki
oneminin belirlenmesi agisindan yararl olacaktir.

PMQR’ler kinolon direncinin ortaya ¢ikmasi siirecinde oncii veya yardimet rollere
sahiptirler, ancak varliklar1 ile klinik kinolon direnci arasindaki baglant1 heniiz tam olarak
kurulmus degildir. Bununla birlikte, PMQR’nin insanlar ve hayvanlarda, kinolonlarin
kullan1ldig1 organizmalar arasinda, klinik 6neme sahip ileri derecede gedikler olusturdugu
acik ve nettir. Direncin global gelisimine nasil katki saglamis olursa olsunlar, su andaki
prevalanslari bir problem teskil etmektedir. 1998°de gnr’in kesfedilmesiyle beraber dirence
kars1 miicadelede 6nemli bir adim atilmistir, ancak bakterilerin bu miicadeleye bizden 6nde

basladig1 acgiktir.
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Giliniimiizde, PMQR genlerini tagiyan plazmidlerin bakteriler arasinda yayilmasiyla

direng oranlarinin artmasi ve yakin zamanda kinolonlarin klinikte kullanim alanlarinin
daha da smirlanmasindan korkulmaktadir. Ayrica invitro olarak kinolonlara duyarl
suslarin da bu genleri tasiyabilmesi ve rutinde kullanilan tekniklerle kolayca
saptanamamasi, infeksiyon kontrol Onlemlerinin alinmasinda giicliiklere neden
olabilecektir. Bu konuda diinya genelinde bir¢cok c¢alisma yapilmis olmakla birlikte,
tilkemize ait PMQR prevalansi verileri sinirhidir. Plazmid aracili kinolon direng genlerinin
prevalansinin  takibi i¢in ¢ok merkezli c¢alismalarin yapilmasi, kinolon grubu
antibiyotiklerin tedavi protokollerindeki yerinin degerlendirilmesi agisindan Onemlidir.
Sonug olarak gqnrD ve ogxAB’nin de tarandigi ilk ulusal verileri sunan bu g¢alismada,
PMQR genlerinin kinolon direngli E.coli ve Klebsiella izolatlarinda diinya geneli ve
iilkemiz oranlarindan genel olarak daha yiiksek oranda tasindigi gosterilmistir. Bu
calismada ayrica, kodlanma sekli heniiz dogrulanmamis olmasma karsin E.coli’de

muhtemelen plazmidle kodlanan 0gxAB’nin varligi ilk kez gosterilmistir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na Ocak 2012-Agustos 2013

tarihleri arasinda gonderilen kan 6rneklerinden izole edilmis 187 hastaya ait 193 E. coli ve

Klebsiella spp izolatindan fenotipik testler sonucu nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin

direnci tespit edilen 85 izolatta (%44,04) PMQR gen varliginin molekiiler metodlarla

belirlenmesi amaglandi. Calismada asagidaki sonuglar elde edildi:

1.

Kan orneklerinden izole edilen E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda
nalidiksik asit direnci sirastyla %56,7 ve %19,7; siprofloksasin direnci %42,5
ve %18,2 olarak saptandi.

Escherichia coli, Klebsiella spp suslar1 %47,6 ile en sik erigkin dahili bolim
servislerinde saptandi. Nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direnci tespit
edilen grupta da %49,4 ile eriskin dahili bolim servisleri yine ilk sirada
saptandi. ikinci siklikta acil polikliniklerinde (% 17,6), iiciincii siklikta yogun
bakim servislerinde (%15,3) ve daha az siklikta cerrahi bolim servislerinde
(%14,1) ve pediatri servislerinde (%3,5) takip edilen hastalardan izole edildi.
Nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen E. coli izolatlarinin
siprofloksasin direnci %75, levofloksasin %70,8, amikasin %2,8, gentamisin
%37,5, GSBL varligt %56,9, seftazidim %50, sefotaksim %62,5, sefepim
%51,4, sefoksitin %19,4, aztreonam %54,2, ampisilin/sulbaktam 9%87,5,
piperasilin/tazobaktam %33,3, trimetoprim/sulfametoksazol %73,6,
meropenem ve imipenem %1,4, ertapenem %12,8, sefazolin %81,9 olarak
bulundu.

Nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen Klebsiella spp
izolatlarinin  ampisilin/sulbaktam, seftazidim, sefotaksim, sefazolin ve
trimetoprim/sulfametoksazol  direnci %100,  siprofloksasin  %92,3,
levofloksasin %46,2, amikasin %23,1, gentamisin %76,9, GSBL varlig1 %69,2,



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.
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sefepim %76,9, sefoksitin %38,5, aztreonam %92,3, piperasilin/tazobaktam
%76,9, %73,6, meropenem %23,1, imipenem %15,4, ertapenem %30,8 olarak
bulundu.

Escherichia coli, ve Klebsiella spp. izolatlarinda GSBL orani sirasiyla %40,9
ve %42,4 olarak belirlendi. Nalidiksik aside direngli olan izolatlarda GSBL
tiretimi (%58,8), duyarli olanlara gore (%27,7) daha yiiksek bulundu.
Calismamizda GSBL iireten E. coli ve Klebsiella spp izolatlarinda kinolon
direnci sirastyla %78,8 ve %32,1; GSBL iiretmeyenlerde ise sirasiyla %41,3 ve
%10,5 oraninda tespit edildi.

gnrA geni E. coli ve Klebsiella spp.’de sirasiyla %1,4 ve %15,4; toplamda
%3,5 olarak saptanda.

gnrB geni E. coli ve Klebsiella spp.’de sirasiyla %4,2 ve %61,5; toplamda
%12,9 oraninda saptandi.

gnrS geni E. coli ve Klebsiella spp.’de sirasiyla %1,4 ve %7,7; toplamda %2,4
oranlarinda saptandi.

PCR ile izolatlarda gnrC ve gnrD genleri saptanmadi.

Toplamda gnr pozitifligi %18,8 olarak yiiksek prevelansta bulundu.

Klebsiella spp (% 84,6) izolatlarinin gnr tagima oraninin E. coli’den (% 6,9)
daha fazla oldugu tespit edildi.

gnr pozitif suslarin  %62,5’nin  GSBL {rettikleri, %37,5’nin GSBL
tiretmedikleri belirlendi.

aac(6')-1b geni varlig1 E. coli ve Klebsiella spp.’de sirasiyla %41,7 ve %92,3;
toplamda %49,4 olarak yiiksek bulundu.

aac(6’)Ib pozitif suslarin %85,7’sinin GSBL {irettikleri, %14,3’iiniin GSBL
tiretmedikleri bulundu.

gnr pozitif 16 izolatin 13’linde (%81,3), gnr negatif 69 izolatin 29’unda (%42)
aac(6')-1b geni pozitif olarak bulundu.

gepA geni E. coli’de %]1,4 oraninda saptanirken, Klebsiella spp.’de saptanmadi.
0gxA ve 0gxB genlerinin birlikte varligi E. coli ve Klebsiella spp.’de sirasiyla

%1,4 ve %84,6 oranlarinda saptandi.
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Hastanemizde kan oOrneklerinden izole edilen fenotipik olarak nalidiksik asit
ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda PMQR
genleri PCR analizi ile saptandi. Kinolon direngli mikroorganizmalar siklikla diger
antibiyotiklere de coklu diren¢ gosterdikleri i¢in enfeksiyonlarin tedavi seceneklerini
kisitlamaktadirlar. Direng profilinin takip edilmesi ve izole edilen mikroorganizmalarin
kinolon direncinin saptanmasi bu nedenle 6nemlidir. Hastanemizde izole edilen izolatlarda
direng¢ oranlarinin belirlenmis olmasinin, dogru antimikrobiyal tedavinin se¢ilmesinde ve
gereksiz antibiyotik kullaniminin azaltilmasi konularinda yardimci olmasi beklenmektedir.

Ayrica plazmid aracili kinolon direng genlerinin prevalansinin takibi, kinolon grubu
antibiyotiklerin tedavi protokollerindeki yerine 151k tutmasi agisindan énemlidir.

Ek olarak GSBL iretimini kodlayan genleri tasiyan ve tiirler arasi aktarilabilen
plazmidlerde kinolon direncinden sorumlu genlerin de tasindiginin gdsterilmesi gelecekte
Oonemi artan sorunlarla karsilasilacaginin habercisidir. PMQR genlerinin prevalansinin
takibi bu agidan da 6nemlidir. Bu nedenle ileriki ¢alismalarimizda GSBL enzim tipleri ile
PMQR genlerinin arasinda iligkinin gosterilmesi yararli olacaktir.

Bolgemizde kinolon grubu antibiyotiklerin E.coli ve Klebsiella spp.
infeksiyonlarinda 6zellikle GSBL varliginda ampirik tedavide giivenilir olmadig1 sonucuna
varildi. Ancak iilkemizde de Avrupa llkelerindekine benzer kontrol 6nlemlerinin alinmasi
ile bu sorunun ontine gecilebilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica ¢alismamizda PCR ile pozitif bulunan sonuclarimizin dogrulanmasi igin
DNA dizi analizi yapilmas1 gerekmektedir.

Calismamiza dahil edilen suslarin  kinolon direngli olmasi  aac(6’)-lb
pozitifliklerinin daha ¢cok —cr varyanti olabilecegini diisiindiirse de 6ngériiniin sekanslama
veya restriksiyon analiz yontemlerinden biriyle arastirilmasi gerekmektedir.

Ulkemizde 0gxAB gen varhigi ilk kez bizim c¢alismamizda gdsterilmistir. E. coli
izolatinin muhtemelen plazmid aracili, Klebsiella spp. izolatlarinin ise muhtemelen
kromozomal kokenli 0gXAB geni tasidigi diisiiniildii. Konjugasyon ve hibridizasyon
deneyleri ile bu pozitifligin genetik orijininin dogrulanmasi gercek PMQR prevalansinin ve
klinik diren¢deki 6neminin belirlenmesi agisindan yararli olacaktir.

Ayrica hem diinyada hem de iilkemizde daha dogru prevalans verileri i¢in genis

capl siirveyans caligmalarina ihtiyag vardir.



7. OZET

Kan Kiiltiirlerinden izole Edilmis Kinolon Direncli Escherichia coli ve Klebsiella
spp. Izolatlarinda Plazmid Aracili Kinolon Direncinin Arastirilmasi

Kinolonlar 6zellikle E.coli ve Klebsiella spp gibi Gram negatif basillerin
olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdir. Ancak
kinolon direnci bu suslarda hizli bir artis gostermektedir. Bakterilerde goriilen kinolon
direnci, genellikle temel hedef olan DNA giraz ve topoizomeraz IV’de goriilen
mutasyonlar veya efluks pompalarinin asir1 iiretimi ve porinlerin kaybi ile olugsmaktadir.
Ancak, son yillarda plazmid kokenli kinolon direncinin Enterobacteriacea iiyelerinde
onemli bir diren¢ mekanizmasi oldugu, kinolon direncinin yayilmasi ve goriilen hizli
artisinin, plazmide bagl direng genlerinin aktarimina bagl olabilecegini bildirilmektedir.
Bugiine kadar tanimlanmis plazmid aracili kinolon direng genleri gnr'lar, aac(6’)-1b-cr
varyanti, epA ve oqxAB’dir.

Bu ¢alismada kan 6rneklerinden izole edilen E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda
kinolon diren¢ oranlarinin belirlenmesi, kinolon diren¢ mekanizmalarindan aktarilabilir
plazmid aracili kinolon direng (PMQR) genlerinin (gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, gnrD, aac(6°)-
Ib-cr, gepA ve 0gxAB) varliginin arastirilmas: amaglanmistir. Calismaya Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta
Hizmetleri Laboratuvari Bakteriyoloji Biriminde, Ocak 2012-Agustos 2013 tarihleri
arasinda kan Orneklerinden izole edilmis 193 E. coli ve Klebsiella spp. izolatindan
fenotipik yontemlerle nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen 85
(9%44,04) izolat dahil edildi. PMQR genlerinin varligi PCR yontemi ile aragtirildi.

Bu calismada, E. coli ve Klebsiella spp. izolatinda nalidiksik asit direnci sirasiyla
%56,7 ve %19,7, toplamda %44,04 olarak bulundu. 72 E. coli susunda gnrA, gnrB, gnrsS,
aac(6’)-1b-cr, gepA ve ogxAB genlerinin varligr sirasiyla %1,4 (1), %4,2 (3), %1,4 (1),
%41,7 (30), %1,4 (1), %1,4 (1) olarak tespit edildi. E. coli’de gnrC, gnrD tipi genler
saptanmadi. 13 Klebsiella spp. susunda gnrd, gnrB, gnrS, aac(6’)-lb-cr ve 0QgxAB
genlerinin varhigr sirastyla %15,4 (2), %61,5 (8), %7,7 (1), %92,3 (12) ve %84,6 (11)

olarak saptandi. Klebsiella spp. izolatlarinin muhtemelen kromozomal kdkenli 0gxAB geni
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tasidigr diisliniildii ancak deneylerle genin lokalizasyonu dogrulanmadi. Klebsiella spp.’de
gnrC, gnrD ve gepA varligi tespit edilmedi. Nalidiksik asit direngli 47 (%55,3) izolat
PMQR genlerinden en az birine sahipti.

Sonug olarak, toplamda E. coli ve Klebsiella spp izolatlarinda qnrA %3,5, gnrB
%12,9, qnrS %2,4, aac(6’)-1b %49,4, gepA %1,2, ogxAB %1,2 prevalansta bulundu.
Bolgemizde, yaygin bir klinik kullanima sahip olan kinolonlara kars1 direng oranlarinin E.
coli ve Klebsiella spp suslarinda yiiksek oldugu izlenmektedir. Bu direngten PMQR
genlerinden, temel olarak aac(6’)-1b-cr plazmid direng geninin varligi sorumlu oldugu
goriilmektedir. Elde edilen veriler, kinolon direncinin saptanmasinda ilk bakilmakta olan
gnr tiplerinin yani sira, direngten sorumlu tiim plazmid kokenli genlerin incelenmesinin de
onemli oldugunu ve kaynak arastirilmasinda bu durumun g6z 6niine alinmasi gerektigini
gostermektedir. Ayrica calismamiz Tiirkiye’de 0gxAB geninin rapor edildigi ilk calisma

olma niteligi tasimaktadir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli; Klebsiella spp; kinolon; plazmid aracili direng;
qnr; gepA, aac(6’)-1b; 0qxAB.



8. SUMMARY

Investigation of Plasmid-Mediated Quinolone Resistance among Quinolone-Resistant
Isolates of Escherichia coli and Klebsiella spp. Isolated from Blood Cultures

Quinolons are antibiotics that have been used to a wide extent over the past few
years especially in the treatment of infections caused by gram-negative bacillus such as E.
coli and Klebsiella spp. However, an increase in quinolon resistance amongst these strains
has occured. Quinolon resistance observed in bacteria usually occurs due to mutations in
primary targets DNA gyrase and topoisomerase IV or excessive production of efflux
pumps and loss of porin. However, over the past few years it has been suggested that
plasmid mediated quinolon resistance (PMQR) may be an important resistance mechanism
amongst members of Enterobacteriacea and that the uprise in the spreading of quinolon
resistance may be connected to plasmid mediated resistance gene transmission. The
plasmid mediated quinolon resistance genes defined till date are gnr’s, aac(6")-lb-cr
variant, gepA and ogxAB.

The aim of this study was to determine quinolon resistance ratios amongst E. coli
and Klebsiella spp. isolates from blood samples and to investigate quinolon resistance
mechanisms such as the presence of transmissable PMQR genes gnrA, qnrB, gnrC, gnrs,
gnrD, aac(6")-Ib, qepA and ogxAB. Eighty five (44.04%) of 193 E. coli and Klebsiella spp.
isolates from blood samples which were determined as resistant against nalidixic asid
and/or ciprofloxacin via phenotypic methods at Karadeniz Technical University Faculty of
Medicine Department of Medical Microbiology Patient Services Laboratory Bacteriology
Unit between January 2012 and August 2013 were recruited in the study. The presence of
PMQR genes was analysed via PCR.

In this study, nalidixic asid resistance rates for E.coli and Klebsiella spp isolates
were 56.7% and 19.7%, respectively and 44,04% totally. Seventy two E. coli carried gnrA,
gnrB, gnrS, aac(6')-1b-cr, gepA and ogxAB genes with ratios of 1.4% (1), 4.2% (2), 1.4%
(1), 41.7% (30), 1.4% (1), and 1.4% (1), respectively. gnrC and gnrD type genes were not
detected amongst E. coli. Thirteen Klebseilla spp. carried gnrA, gnrB, gnrS, aac(6)-Ib-cr,
and ogxAB with ratios of 15.4% (2), 61.5% (8), 7.7% (1), 92.3% (12) and 84.6% (11),
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respectively. Klebsiella spp. were suggested to have probably the chromosomally carried
00gxAB gene, but this idea hasn’t corfirmed yet. gnrC, gnrD and gepA genes were not
detected amongst Klebsiella.spp. Forty seven nalidixic asid resistant isolates (55.3%)
carried at least one of the PMQR genes.

In conclusion gnrA, gnrB, qgnrS, aac(6')-Ib, gepA, ogxAB prevalances were
determined as 3.5%, 12.9%, 2.4%, 49.4%, 1.2% and 1.2%, respectively. It has been
concluded that E. coli and Klebsiella spp. strains show high resistance against quinolons
which are widely used in our region. Among PMQR genes, the aac(6')-1b-cr has been
mostly accounted for plasmid mediated resistance. The data obtained suggest that both the
type of gnr and other plasmid mediated resistance genes should be analyzed and be taken
into consideration in the search of resources of resistance. Moreover, our study is the first

in Turkey reporting the ogxAB gene in E. coli isolates.

Key words: Escherichia coli; Klebsiella spp; quinolon; plasmid mediated resistance; gnr;
gepA; aac(6')-1b; ogxAB.
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