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OZET
SALMONELLA TURLERINDE PEFLOKSASIN DIRENCININ BELiRLENIP
DIGER KINOLONLARLA KARSILASTIRILMASI

Amag: Calismada Salmonella spp. tiirlerinin pefloksasin duyarliligmin belirlenmesi ve
nalidiksik asit, siprofloksasin, norfloksasin, ofloksasin, levofloksasin gibi diger kinolonlar-
la karsilastirilmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: Calismaya 2009-2015 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Samsun Halk Saglig1 Laboratuvarina gelen klinik 6rneklerden
izole edilen 116 adet Salmonella spp. susu dahil edildi. Bu suslarin kinolon duyarliliklar:
Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile ¢alisildi. Nalidiksik asit ve siprofloksasin zon ¢ap-
lart CLSI’ya gore, pefloksasin, norfloksasin, ofloksasin ve levofloksasin EUCAST ta gore
yorumlandi. Kullandigimiz kinolonlardan bir veya daha fazlasina direngli suslarin, siprof-
loksasin MIK degerleri E-test ve sivi mikrodiliisyon ydntemiyle bakildi. Test edilen ki-
nolonlarin duyarlilik sonuglar1 ve test yontemleri karsilastirildi. Chi-Square ve Wilcoxon
testlerinde p<0,05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen suslarin biiylik bir ¢ogunlugu gaita o6rnekleridir.
Calismaya alinan 116 Salmonella susundan 12 (%10,3) tanesinde herhangibir kinolona
direng saptanmustir (p<0,05). Suslardan ii¢ tanesi nalidiksik asit ve pefloksasine direngli,
yedi tanesi nalidiksik asit, pefloksasin ve ofloksasine direngli, bir tanesi nalidiksik asit,
pefloksasin ofloksasin ve levofloksasine direngli, bir tanesi de hepsine direnglidir. Direngli
suslarin E-test siprofloksasin MIK degerleri CLSI’a gére orta duyarh, EUCAST ta gore
direngli; stvi mikrodiliisyon MIK degerleri ise CLSI’a gore orta duyarli; sadece iki sus
direngli, EUCAST ta gore hepsi direngli tespit edilmistir.

Sonug¢: Bu ¢alismada Salmonella spp. tiirlerinde kinolon direncinin oldugu, bu direncin
tespitinde pefloksasin diskinin daha giivenilir oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Ila¢ direnci; Kinolonlar; Pefloksasin; Salmonella

Duygu ZARI KAN, Yiiksek Lisans

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2016



ABSTRACT
DETERMINATION OF PEFLOXACIN RESISTANCE IN SALMONELLA
SPECIES AND ITS COMPARISON WITH OTHER QUINOLONES
Aim: Determination of pefloxacin sensitivity of Salmonella spp, and their comparison to
other quinolons like nalidixic acid, ciprofloxacin, norfloxacin, ofloxacin and levofloxacin
are aimed in this study.
Material and Method: 116 Salmonella spp. strains isolated from clinical samples obtai-
ned from O.M.U. Hospital and Public Health Laboratory between 2009-2015 were inclu-
ded in the study. Quinolon sensitivities of these strains were studied with Bauer- Kirby
disk diffusion. Zone diameters of nalidixic acid and ciprofloxacin were interpreted with
CLSI; pefloxacine, norfloxacin, ofloxacin and levofloxacin were interpreted with EU-
CAST. Ciprofloxacin MIC values of strains which were resistant to one or more quinolo-
nes were examined with E-test and broth microdilution methods. Sensitivity results and
test methods of tested quinolones were compared with each other. The results which were
p<0,05 in Chi-Square and Wilcoxon tests were regarded as statistically significant.
Results: Majority of the strains used in the study were isolated from stool samples. Resis-
tance to any quinolones (p<0,05) were detected in 12(%10,3) of the 116 Salmonella stra-
ins. Three strains were resistant to nalidixic acid and pefloxacin; seven were resistant to
nalidixic acid, pefloxacin, ofloxacin; one was resistant to nalidixic acid, pefloxacin, of-
loxacin and levofloxacin; one was resistant to all of them. The E-test ciprofloxacin MIC
values of the resistant strains were moderately susceptible according to CLSI and were
resistant according to EUCAST whereas their broth microdilution MIC values were mode-
rately susceptible according to CLSI and only two strains were resistant and all of them
were found to be resistant according to EUCAST.
Conclusion: There is quinolon resistance in Salmonella spp. and pefloxacin disk is more
reliable in determining this resistance.
Keywords: Drug resistance; Quinolones; Pefloxacin; Salmonella
Duygu ZARI KAN, Master’s Thesis

Ondokuz Mayis Univercity - Samsun, June-2016
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1. GIRIS

Enterobacteriaceae ailesi i¢inde yer alan Salmonella cinsi tibben 6nemli patojenleri
icermektedir. Tifo ve non-tifoidal salmonelloza sebep olan Salmonella tiirleri genis yayi-
limli enfeksiyon hastaliklar1 olusturarak diinyada 6nemli bir halk sagligi problemine sebep
olur (Su ve ark., 2007). Non-tifoidal Salmonella diinya ¢apinda gastrointestinal enfeksiyon
etkeni olarak en sik goriilen bakteriyel patojendir. Cogu non-tifoidal Salmonella enfeksi-
yonu nadiren antimikrobiyal tedavi gerektirir. Bununla birlikte tifo, bakteriyemi, osteom-
yelit ve menenjit gibi invazif enfeksiyonlar antimikrobiyal tedavi gerektirir. Salmonella
tedavisinde in-vitro duyarlilik testlerinin sonuglarina bagh olarak genellikle ampisilin,
trimetoprim-sulfametoksazol ve {iglincii kusak sefalosporinler kulanilir (Chen ve ark.,
2013). Salmonella serotiplerinde 6zellikle Salmonella Typhi'de antibiyotiklere azalmis
duyarhilik ve tedavi basarisizhigi endise vericidir (Murray, 2009). Geleneksel antibiyotikle-
re direngli Salmonella tiirlerinin sebep oldugu invaziv enfeksiyonlarin tedavisinde alterna-
tiflerden birisi florokinolonlardir. Buna ragmen bir¢ok {iilkede florokinolon direnci rapor
edilmistir (Su ve ark., 2007).

Kinololonlar bakterilerde DNA giraz (topoizomeraz Il) ve topoizomeraz 1V en-
zimini inhibe ederek bakterisidal etki gosterirler (Nazik ve Ongen, 2010). Kinolonlara kar-
st direng gelisimi, DNA giraz (gyrA ve gyrB) ve topoizomeraz IV (parC ve parE) enzimle-
rindeki nokta mutasyonlar, hiicre zar1 gecirgenliginin azalmasi, effluks pompasmin asiri
calismasina bagli olarak hiicre i¢i birikimin azalmasi ve plazmid ile aktarilan qnr, gebA ve
aac(6") -lb-cr genleri araciligi ile olmaktadir (Cattoir ve Nordmann, 2009).

Salmonella tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan Kino-
lonlardan PEF duyarlilik sonuglariyla ilgili ilkemizde bilgi bulunmamaktadir. Bu antimik-
robiyalin aralik degerleri EUCAST ’ta belirtilmistir.

Ulkemizde kullanilan CLSI klavuzundan EUCAST’a gegis planlanmustir.
CLSI’dan farkli olarak EUCAST ’ta Salmonella tiirlerinin kinolon direncini belirlemek i¢in
PEF duyarliligma bakilmas1 onerilmektedir. Calismamizda bu tiirlerin PEF duyarhilig: be-
lirlenip, diger kinolonlardan olan NA, NOR, CIP, OFX, LEV duyarlilik sonuglar ile karsi-

lastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Salmonella

Salmonella cinsi Enterobacteriaceae ailesi i¢erisinde bulunan hareketli bakteriler-
den olusur (Murray, 2009). Dogada serbestge yasayan insan ve hayvan florasinda yer alan
zoonotik bir ajandir. Hastalik tablosu olarak gida kaynakli enfeksiyonlar, ishaller ve ayrica
sistemik enfeksiyonlar olusturur (THK standart no: B-MT-08).

2.1.1. Tarihgesi

Salmonella ilk olarak 1884 yilinda Amerikali bakteriyolog D.E. Salmon tarafin-
dan domuz bagirsaginda bulunmus ve Bacillus choleraesuis olarak isimlendirilmistir. 1900
yilinda Lignieres tarafindan ismi Salmonella choleraesuis olarak degistirilmistir (Penner,
1988). Kauffmann 1966 yilinda Salmonella ’lar1 taksonomik olarak 4 gruba aymrmustir
(Vazgeger ve Temiz, 2005). Ewing ise 1972 yilinda Salmonella’lar1 Salmonella typhi (tek
serovar), Salmonella choleraesuis (tek serovar) ve Salmonella enteritidis (diger serovarlar)
olarak li¢ tiire ayirmustir. Ayrica Salmonella choleraesuis ise 7 alt gruba ayrilir. Bu alt tiir-
ler choleraesuis, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, bongori ve indica olarak bilin-
mektedir. Fakat daha sonra Salmonella choleraesuis spp. arizona farkli bir cins olarak ta-
nimlanmistir (Vazgecer ve Temiz, 2005). Crosa ve ark. 1973 yilinda DNA hibridizasyonu
yaparak Salmonella ‘nin 4 alt grubunun Salmonella choleraesuis spp. arizona ile birbirine
¢ok yakin olduklarini ortaya koymuslardir. Daha sonra 1984 yilinda Salmonella cinsi 5 alt
gruba ayrilmistir (Vazgeger ve Temiz, 2005). 1986 yilinda Mikrobiyoloji XIV Uluslararasi
Con Sistematik Bakteriyoloji Uluslararas1 Komitesi'nde Salmonella tiirlerinin isimleri Sal-
monella enterica olarak degistirilmistir (Penner, 1988). 1987 yilinda bu komitede Le Mi-
nor ve Popoff Salmonella enterica 'nin yedi alt tiirii oldugunu ve Salmonella typhi, Salmo-
nella typhimurium, Salmonella enteritidis tiirlerinin Salmonella enterica grubuna alinmasi-
n1 kabul etmistir. Bu oneri Amerika Birlesik Devletler' indeki Hastalik Kontrol Merkezi

(CDC) ve diger laboratuvarlar tarafindan da kabul edilmistir. Fakat kisa siire sonra Salmo-



nella enterica grubunun alt1 alt tiir oldugu kabul edilmistir (Koneman’s,1997). Boylelikle
Salmonella cinsi 6 alt tiir igeren Salmonella enterica ve Salmonella bongori olmak {izere
iki tiire ayrilmustir (Vazgeger ve Temiz, 2005). Onceleri Salmonella bongoride alt tiir ola-
rak tanimlanmasina ragmen 1989 yilinda enzim elektroforezindeki farkliliklara dayanilarak
tiir olarak degerlendirilmistir. Salmonella Enterobacteriaceae ailesindeki en karmasik cins-
dir. Smiflandirilmast ve adlandirilmasi defalarca degismesine ragmen giiniimiizde hala bir

kesinlik kazanamamistir (Ustagelebi, 1999).

2.1.2.Morfoloji

Salmonella bakterisi (Sekil 1) 2-5 um boyunda 0,7-1,5 pum eninde gram negatif,
fermenter ¢comaklardir (Ustagelebi, 1999). Dis somatik O polisakkaridi, lipid A (endotok-
sin) ve kor polisakkaridi (ortak antijen) yapilari lipopolisakkarid yapisini olusturur. Salmo-
nella sporsuz ve kapsiilsiiz bir bakteridir. Salmonella paratyphi B az miktarda kapsiil olus-
turur (Ustagelebi, 1999). Salmonella’lar ¢evresindeki peritris kirpikleriyle hareketlidirler.
Salmonella gallinarum ve Salmonella pullorum hareketsizdir. Salmonella suslarinin gogun-
da tip I mannoza duyarli ve hemagliitinasyon yapan fimbrialar vardir. Salmonella gallina-
rum’da mannoza direngli fimbrialar vardir. Salmonella paratyphi A ise fimbriasizdir (Us-
tacelebi, 1999).

)

ml.\

Sekil 1. Salmonella (Anonim 2016 a)



2.1.3. Biyokimyasal ve Kiiltiir Ozellikleri

Salmonella’lar fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Adi agarda 35-37 °C 16-24 saatte
kolaylikla iirerler (Ustagelebi, 1999; THK standart no: B-MT-08). Uremeleri igin en iyi
derece 37°C, pH 7,4’ diir (Ustagelebi, 1999). KIA (Kligler’s Iron Agar) veya TSI (Triple
Sugar Agar) besiyerinde asit/alkali, gaz (+) reaksiyon olustururlar ve H»S iiretirler. Lakto-
zu fermente eder. Lizin ve ornitin dekarboksilaz testleri pozitiftir (Murray, 2009). Arginin
dihidrolaz reaksiyonu susa gore degisir. Salmonella'larin fermente ettigi diger karbonhid-
ratlar arabinoz, mannitol, mannoz, maltoz, ramnoz, ksiloz, dulsitol, trehaloz, sorbitol diir.
IMVIC testi (- + - +) dir. Ureyi hidrolize etmezler ve ONPG reaksiyonu negatiftir (Us-
tagelebi, 1999). Sadece Salmonella typhi diger Salmonella serotiplerinden farklidir. Glukoz
ve karbonhidratlardan gaz olusturmaz. H»S iiretimi azdir ve KIA’da ince yuvarlak tabaka
halindedir. Bu sonuglarla Salmonella typhi 6n tanis1 konulabilir (Ustagelebi, 1999).

2.1.4. Taksonomisi ve Terminolojisi

Fransa' daki Pasteur Enstitiisii Salmonella serotiplerinin antijenik formiillerini ta-
nimlar ve saklar (Popoff, 1997; 2000). Salmonella cinsi bakteriler Salmonella enterica ve
Salmonella bongori olmak iizere iki tiir altinda toplanmistir. Ayrica Salmonella enterica 6
alt tiirden olusur (Murray, 2009).

X Salmonella enterica subsp. enterica (I)

X8 Salmonella enterica subsp. salamae (1)

X Salmonella enterica subsp. arizonae (I1la) (Monofazik tiirler)
X Salmonella enterica subsp. diarizonae (ITIb) (Difazik tiirler)
X8 Salmonella enterica subsp. houtenae (1V)

X8 Salmonella enterica subsp. indica (VI)

S. bongori eskiden alttiir V olarak bilinirdi (Murray, 2009).

Salmonella cinsindeki bakteriler 1926 yilinda White'in somatik O antijeni ve H kir-
pik antijeni farkliligina dayanilarak diizenledigi ve 1972-1978 yillar1 aras1 Kauffman'in
genislettigi semaya gore serotiplerine ayrilmistir (Ustagelebi, 1999). 1966 yilindan 6nce ise



Salmonella'lar ilk izole edildikleri bolgeye, olusturduklar: hastaliga veya ilk izole edildik-

leri hayvana gore isimlendirilmistir (Su ve Chiu, 2007).Yeni serotiplerdeki isimlendirmede

ise Salmonella'larin Kauffman-White semasindaki antijenik formiilleri kullanilmaktadir

(Murray, 2009).

Salmonella tarihgesi Tablo 1’de verildi.

Tablo 1. Salmonella tarihgesi (Murray, 2009’dan)

Le Minor ve ark. : 1984

Ewing: 1986

CDC: 1989

Cins:Salmonella
Salmonella 'larm hepsi ve Arizona'lar 5
alt cinsten olusan tek bir cinsten olusur.

Altcins | : TipikSalmonella
S.choleraesuis
S.hirschfeldii

S.typhi

S.paratyphi A

S. paratyphi B
S.typhimurium

S.enteritis

S.gallinarum

Altcins I1: Atipik Salmonella

S.salamae

Altcins II:

S.arizone

Altcins IV: Atipik Salmonella
S.houtenae

Altcins V: Duksitol, ONPG ve KCN
testleri (+) olanlar

S.bongor

Cins:Salmonella

1.S.enterica subsp enterica

2. S.enterica subsp salamae

3. S.enterica subsp arizonae
3.b. S.enterica subs. diarizonae
4.S.entericasubsp houtenae

5. S.entericasubsp bongori

Cins:Salmonella

Cins: Salmonella
Altgrup 1 suslarn
Cogu serotip
S.choleraesuis
S.paratyphi A
S.gallinarum
S.pullorum

Altgrup 2 suslar1
S.salamae
Altgrup 3a suslar1
S.arizone

Altgrup 3b suslar
S.  diarizonae
Altgrup 4 suslar1
S.houtenae

Altgrup 5 suslar
S.bongori

Altgrup 6 suslari
S.choleraesuissubsp indica

Kauffman-White semasinda Salmonella'lar su sekilde gosterilmistir; O antijenleri,

Vi antijeni:H antijeni faz 1 antijen(ler) i: faz 2 antijen(ler) i (varsa Olmayan faz i¢in - isa-



reti konur. Ayni serotipin bazi suslarinda bulunmayan antijenler ise ( ) parantez i¢inde ve

alt1 gizilerek gosterilir (Ustagelebi, 1999). Or. Salmonella typhi i¢in 4,5,12:i:1,2 dir.

Belirli Salmonella serotiplerinin Kauffman-White semasma gore antijenik formiil-
leri Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. Belirli Salmonella serotiplerinin Kauffman-White semasina gére antijenik formiilleri (Ustagelebi,

1999°dan)

Serogrup Serotip O Ag H 1 Ag H2 .Ag Antijenik Formiil
Faz Faz

A S. paratyphiA 1,2,12 A (1,5) 12,12:a:(1,5)
B S. paratyphiB 1, 4, (5), 12 B 1,2 1,4,(5),12:b:1,2
B S.typhimurium 1, 4,(5), 12 | 1,2 1,4,5),12:i:1,2
C S.choleraesuis 6,7 (c) 1,5 6,7:(c):1,5
C2 S. newport 6,8 e h 1,2 6,8:¢,h:1,2
D1 S.typhi 9, 12, (vi) D - 9,12, (vi):d: -
D2 S.enteritis 1,9.12 g,m (1,7 1,9.12:9,m: (1,7
El S.anatum 3,10 e h 1,6 3,10:¢,h:1,6
E2 S.newington 3,15 e, h 1,6 3,15:e,h:16
E3 S.minneapolis 3,15, 34 e, h 1,6 3,15,34:e,h: 16
Ag:Antijeni

Salmonella isimlendirmesinde cins isimleri biiyiik harfli ve italik, tiir isimleri italik,
alttlir isimleri italik yazilir (Su ve Chiu, 2007). Salmonella enterica subsp. enterica ‘nin
serovarlar1 italik yazilmaz ve bas harfi biiyiik yazilir. Or.Salmonella enterica subsp. enter-

ica Typhimurium veya Salmonella Typhimurium olarak yazilabilir.

Tifo dis1 siklikla karsilasilan Salmonella enterica subsp. enterica serotipleri ve anti-

jenik yapilar1 Tablo 3’de verildi.



Tablo 3.Tifo dis1 siklikla karsilasilan Salmonella enterica subsp. enterica serotipleri ve

antijenik yapilar1 (THK standart no: B-MT-08, 2015°den)

Serogrup Serotip Antijenik
Formiil

D Salmonella Enteritidis 1,9 12,9. m; -

B Salmonella Typhimurium 1,4,5,12;i;1,2
Salmonella Agona 4,12;f,9,s; -
Salmonella Heidelburg 1,4,5,12;r;1,2
Salmonella Saintpaul 1,4,5,12:e,h;1,2

C Salmonella Virchow 6,7;r;1,2
Salmonella Infantis 6,7;r;1,5
Salmonella Hadar 6,8;210;e,n,X
Salmonella Newport 6,8;e,h;1,2
Salmonella Kentucky 8,20;i;26
Salmonella Corvallis 8,20 ; z4, 223 ; (z6)

E Salmonella Seftenberg 1,319;9,0)t;-

Salmonella alt tiir I'in serotiplerine antijenik formiiliin yani sira ilk bulundugu cog-
rafik bolge ile ilgili adlandirma kullanilir (Popoff, 2001). Diger alt tiirlerdeki serotipler tiir
admdan sonra antijenik formiilleri yazilarak diizenlenir. Or.Salmonella serotip I1 50:z:e,n,x
(Murray, 2009). Hala klinisyenler bile Salmonella isimlendirilmesine yabancidir (Su ve
Chiu, 2007). Baslangigta her serotip ayr1 bir tiir olarak kabul edilmistir. Bugiin Kauffman-

White semasina gore tanimlanmis 2400 tane Salmonella serotipi vardir (Koneman’s,

1997).

Tifo ve Paratifo etkeni olarak siklikla karsilasilan Salmonella serotipleri ve antije-

nik yapilar1 Tablo 4’de verildi.



Tablo 4. Tifo ve Paratifo etkeni olarak siklikla karsilagilan Salmonella serotipleri ve antijenik yapilari

(THK standart no: B-MT-08, 2015°den)

Serogrup Serotip Antijenik formiil
Salmonella Typhi 9,12,Vi;d; -
A Salmonella Paratyphi A 1,2,12;a;1,2

Salmonella Paratyphi B 1,4,512;b;1,2

C Salmonella Paratyphi C 6,7,V;c;15

2.1.5. Viriilans Faktorleri

Yiizey Antijenleri

O somatik antijeni karbonhidrat yapisindadir. Alkol ve 1siya direnglidir. Hiicre du-
varindaki LPS (lipopolisakkarit) dis komponentidir. Herbir O alt iinitesi dort ile alt1 seker-
den olusur. O alt tinitesi antijenik faktorlere gore O serogruplarmi belirler. O grubu harfler-
le ve sayilarla gosterilir (Or. Salmonella enteritis O:9 grubuna veya D grubuna aittir). Ta-
nimlamada A’dan E;- e kadar O grup antiserumlar1 kullanilir (Murray, 2009).

H antijeni (flajellin) protein yapisindadir. Cok sayida flajellin yapisi biraraya gelip
flagellar filamentini meydana getirir. Antijenik olarak degisen kismi yiizeye agilan kismi-
dir. S.Typhi ve S. Enteritis'te tek flajeller antijen varken diger Salmonella’larda iki farkl
flajeller antijen vardir. Bunlar iki farkli yapida kirpik olustururlar (Ustagelebi, 1999). Bu
antijenleri sunma sekline gére monofazik ve difazik suslar belirlenir. Her flajeller antijen
¢oklu antijenik faktorlerden olusur. Tanimlamada broth kiiltiirii ve tiip agliitinasyonu kul-
lanilir. {lk olarak H tiplendirme antiserumlari ile test edilir. Broth kiiltiirde, sus antijenini
belirlemek igin ayn1 anda steril faz antiserumlardan biri eklenir ve tireme durdurulur. Ure-
mesi belirginlesen diger faz antijeni sunan hiicreler tespit edilir. Broth kiiltiirdeki harekette
belirleyicidir (Murray, 2009).



Vi antijeni N-asetilglukozamin iironik asitten olusmus polisakkarit yapida, kapsiiler
antijendir. Salmonella Typhi identifikasyonunda énemlidir. Salmonella Typhi siipheli izo-
latlarda 6nce O grup D antiserumla ve Vi antiserumla lam agliitinasyonu yapilir. Vi antise-
rumla pozitif sonug verip, O antiserumu negatif sonug¢ verebilir (Murray, 2009). Clinkii Vi
kapsiiler polisakkaridi ylizeysel somatik antjen olup, O grup antijenleri orter (Ustagelebi,
1999). Bu yiizden bakteri siispansiyonu 15 dak. kaynayan suda 1sitilip, kapsiiler yapisi or-
tadan kaldirilmali ve O antiserumlari ile tekrar test edilmelidir (Murray, 2009).

Dokuya Girisi Saglayan Faktorler

Salmonella bakterisinin konak organizma yiizeyindeki reseptorlere baglanmasi ve
hiicreye girisi O antijeninin yan zinciri ile olur. Bu yan zincir yapis1 serotipleri belirler.
Ayrica yan zinciri olan S koloni tipli suslar daha viriilandir. Salmonella’larin bazisinda
bulunan fimbria da bakterinin hiicreye tutunmasini ve viriilansini artirrr (Murray, 2009).

Endotoksinler

Salmonella’larin hiicre duvarindaki LPS’de bulunur. LPS molekiiliiniin polisakkarit
kismi O antijenini yapar. Lipid A kismi toksiktir. Endotoksinler bulunduklar1 kiside 16ko-
peni, ates, hipoglisemi ve letal sok tablosu olusturur (Bilgehan, 2004).

Enterotoksinler

Salmonella suslarinda 1siya duyarli ve direngli enterotoksinler vardir (Bilgehan,
2004).

Sitotoksinler

Enterit tablosu olusturan toksinlerdir. Salmonella enteritis ve Salmonella cholerae-
suis bol miktarda enterotoksit salgilayarak enterit olusturur (Bilgehan, 2004). Salmonella
Typhi suslar1 sitotoksin az salgilamasina ragmen Vi antijeni tasidig1 i¢in daha viriilandir. Vi
antijeni Cz’lin bakteriye tutunmasina engel olup, nétrofillerce fagositoz edilmesini engel-
ler. Ayrica makrofaj i¢inde hidrojen peroksitin sitolitik etkisini yok edip, bakterinin hiicre
icinde canli kalmasini saglar. Salmonella’ lardaki enterotoksin, sitotoksin ve endotoksinler
bagirsakta inflamasyon, nekroz, kanama ve kolit yapar (Ustagelebi, 1999).

Salmonella’larin konak organizmadan demir saglamak i¢in sentezledikleri sidero-

forlarda viriilansi artirir (Ustagelebi, 1999).



Salmonella bakterisinin diger dnemli viriilans faktorleri alternatif sigma faktor os
(RpoS) regiilatorii ile adaptif aside tolerans yanit1 (ATY) dir. Bu viriilans faktorleri; enfek-
siyonun intestinal fazinda, mide asiditesi, safra tuzu, mukus antimikrobiyal peptidler, ye-
tersiz oksijeni gibi olumsuz gevresel kosullar altinda, bakterinin fagozom veya fagolizom
icinde canliligini siirdiirebilmesini saglamaktadir (Siriken, 2013).

2.1.6. Patogenez

Salmonella hiicre i¢i yerlesim gosteren patojen bakteridir. Makrofajlara, dendritik
ve epitelyal hiicrelere invazyon yapar. Gastrik asite karsi tolerans gosterir (Siriken, 2013).
Viicuda alinmasindan 7-14 giin sonra bagirsak boslugundaki epitelial hiicre, dendiritik hiic-
re ve makrofajlar tarafindan almirlar. Bu hiicrelere invazyon yaparak submukozaya geger-
ler. Mideden sonra ince bagirsak mukozasindaki peyer plaklarinda bulunan M (mikro
kivrim) hiicreleri ve enterositlerin icine girerler. Endositik vakiil icinde ¢cogalirlar. Makro-
faj i¢inde mezenterik lenf bezlerine gelip ¢ogalirlar, kana karisirlar. Karaciger, dalak ve
kemik iligi makrofajlarina tutunup, ¢cogalirlar. Tekrar tekrar cogalip kana karigirlar (Ustage-
lebi S, 1999). Peyer plaklarinda iilser ve nekrozlar olustururlar. Bakteri diyare seklinde
disar1 atilir (Ustagelebi, 1999).

Enfeksiyon olusturmasi igin agiz yoluyla 10°-108 bakteri alimmalidir. Enfeksiyon
olusturmasi; alinan bakteri sayisina, Salmonella serotipine, viriilansina ve konagin savun-
masina baghdir (Ustagelebi, 1999). Salmonella’lar hiicre i¢ine invazyon ve makrofaj i¢inde
¢ogalmalar1 sirasinda, lizozomal enzimler, reaktif oksijen radikalleri, hidrojen peroksit ve
savunma sisteminin elemanlar1 gibi bir¢ok olumsuz kosul ile karsilagsmaktadirlar. Olumsuz
kosullar1 asip, bakterinin enfeksiyon olusturabilmesi i¢in bir dizi gen ekspresyonuna gerek-
sinimi vardir (Siriken, 2013). Invazyondan, hiicre iginde canliligin siirdiirebilmesinden ve
ekstra intestinal yayilimdan sorumlu olan viriilans faktorlerini kodlayan genler Salmonella
patojenite adalar1 (SPA) i¢inde yer alir. SPA’nin horizontal gen transferi ile kazanilmis
oldugu disiiniilmektedir. Patojenite adalarinin bazilar1 Salmonella cinsi i¢inde korunmus
olarak bulunurken, bazilari sadece belli serotiplere 6zgiildiir. Salmonella serotipleri arasin-
daki viriilans faktorleri ve enfeksiyonlarmin siddeti agisindan farkliliklar SPA’nin bakteri-

de bulunmasi ve ozelliklerine gore degisir. SPA-1 ve SPA-2’de Salmonella enfeksiyonlari-
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nin intestinal fazini kapsayan viriilans genler yer almaktadir. Salmonella viriilans gen kii-
meleri 12 tane patojenite adasi i¢inde yerlesim gostermektedir. Diger SPA’lar i¢inde bakte-
rinin hiicre i¢inde canliligin1 siirdiirmesini, ¢oklu antibiyotik direncini ve sistemik enfeksi-
yon olusumu i¢in gerekli olan viriilans faktorlerini kodlayan genler bulunmaktadir (Siri-
ken, 2013).

Patojenite adasi I (PAA I); Salmonella'nin saldig1 invazyon proteinleri (Ssps) ve
proteinleri konakg¢1 hiicresine enjekte eden tip 111 sekresyon sistemini kodlar (Siriken,
2013).

Patojenite adasi II (PAA II); bakterinin konak¢1 immiin sisteminden kagmasina izin
veren ve bu fonksiyon i¢in ikinci bir tip III sekresyon sistemini saglayan genleri igerir.
Enfeksiyonda inflamatuvar yanit Salmonella enfeksiyonunu gastrointestinal kanalda sinir-
lar, prostaglandinleri salgilatir, c-AMP ve aktif siv1 sekresyonunu uyarir (Siriken, 2013).

2.1.7. Epidemiyolojisi

Bulas fekal - oral yolla olur. Insanlara bulas kiimes hayvanlar1 ve iiriinleri zellikle
yumurta araciligtyla olur. Salmonellozlu hasta ve tasiyicilar digk: ve idrarlar1 ile bol bak-
teri atarlar (Bilgehan, 2004). Enfeksiyonun goriilme siklig1 yaz ve sonbahar aylarinda en
yiiksek diizeydedir. Yapilan bir galismada Salmonella bakterisi goriilme oraninin ilkbahar da
goOsterdigi artigin sonbahara kadar siirdiiglinii gostermistir (Giilmez ve ark., 2012).

Salmonella alttiir I suslar1 insanlardan ve sicakkanli hayvanlardan izole edilir. Alt tiir
I, IIla, IIb, IV suslar1 ve Salmonella bongori sogukkanli hayvanlardan ve gevreden izole
edilir. Salmonella Typhi ve Paratyphi mutlak insan patojenidir. Bagka rezervuari yoktur. Di-
ger Salmonella serotiplerinin aksine safra kesesinde sag kalabilir. Kronik tasiyicilik olustu-
rabilir. Bu enfeksiyonlar insandan insana geger. Salmonella hem insanlarda hem de insan dis1
konakgida hastaliga sebep olur, konak 6zgiilliigii yoktur (Murray, 2009).

WHO verilerine gore gida kaynakli enfeksiyonlarin %25'i yetersiz hijyen, kontami-
ne ekipman, kontamine gida isleyicileri gibi faktorlere bagl olarak igleme, tasima ve sak-
lama gibi agamalardaki ¢apraz kontaminasyona bagldir (Chen ve ark, 2013).

Salmonella Typhi enfeksiyonlar: i¢in enfeksiydz doz diisiiktiir. insandan insana ya-

yilim siktir. Diger Salmonella serotiplerinin hastalik olusturabilmesi i¢in bol bakteriye (10°
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-10® bakteri) ihtiyag vardir. Eger kontamine olmus gida uygun olmayan sekilde saklanirsa
(oda sicakliginda bekletilirse) organizma gogalarak bu yogun miktara ulasabilir. Cocuk ve
yaglilarda, 16semi, lenfoma, orak hiicre hastaliklarina bagli immunsupresif hastalarda ve dii-
siik gastrik asiditeye sahip olan kisilerde enfeksiy6z doz daha diisiiktiir (Chen ve ark, 2013).
Salmonella tiirleri arasinda en sik goriilen tiiriin Salmonella Enteritidis oldugu ¢alismalarla
gosterilmistir. Ulkemizde Erdem ve ark.(2004)’nin yaptig1 cok merkezli bir ¢alismada da
en sik gozlenen serovar % 47,7 ile Salmonella Enteritidis, ikincisi %34,7 ile Salmonella
Typhimurium olarak saptanmistir. Salmonella Typhi %2,9 oraninda bulunmustur (Erdem
ve ark., 2004).

UEPLA kapsaminda 2007-2011 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismaya katilan labo-
ratuvarlarda da en fazla Salmonella bakterisi izole edilmistir. Salmonella serotipleri siklik
sirasina gore S. Enteritidis (%65,7), S. Typhimurium (%6,1) ve S. Paratyphi B (%5,7) ola-
rak swralanmistir (Levent ve ark.22 nd ECCMID, 2012 ). Dolunay Giilmez ve arkadaslari-
nin ¢aligmasinda da en sik goriilen serogrup %61,4 ile Salmonella Enteritis olmustur
(Giilmez ve ark., 2012).

2.1 8. Klinik

Salmonella ‘lar gastroenterit, enterik ates, bakteremi, septisemi, hafif ya da orta
siddette gida zehirlenmeleri, kronik asemptomatik tasiyicilik yapar. Hastaligin tipi ve dere-
cesi konagin duyarliligma ve susun viriilansina bagl olarak degisim gosterir. Salmonel-
la’larin digkidan atilimi 5 hafta kadar siirer. Bakterimiyemi %5-10 oraninda goriiliir (Chen
ve ark, 2013).

Gastroenterit

Genellikle Salmonella Enteritis ve Salmonella Typhi sebep olmaktadir (Ustage-
lebi, 1999). Gastroenteritin semptomlar1 kontamine gida ya da suyun tiiketiminden 6 ile
48 saat sonra baglar. Bulanti, kusma, kansiz ishal, ates, miyalji, basagris1 ve abdominal
kramplar ve hastaligin akut doneminde kolon tutulumu olur (Bilgehan, 2004).

Septisemi

Genelde Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi ve Salmonella cholerasuis

tirleri bakteriyemi yapabilir (Ustagelebi, 1999). Salmonella bakteriyemisinin immiin

12



sistemi baskilanmis hastalarda, ¢ocuklarda ve yaslilarda goriilme olasiligi yiiksektir.
Salmonella’lar bakteriyemi yaninda lokal siipiiratif enfeksiyonlar (osteomyelit, endokar-
dit, artrit gibi) gelistirebilir (Bilgehan, 2004).

Enterik Ates

Salmonella Typhi tifo atesi olarak adlandirilan atesli bir hastalik etkenidir. Paratifo
atesi ise hastaligm daha hafif bir sekli olup, Salmonella Paratyphi A, Salmonella Schott-
muelleri (6nceden Salmonella Paratyphi B) ve Salmonella Hirschfeldii (6nceden Salmonel-
la Paratyphi C) tarafindan olusturulur (Muray, 2009). Bakteri alindiktan sonra bagirsak
hiicrelerinden lenf organlarma geger. Plazma hiicreleri ve monosit igerisinde ¢ogalip, parga-
lanip, karaciger, dalak ve kemik iligi gibi organlara tagmnir. Safra yollarma yerlesir. Oradan
bagirsaktaki peyer plaklarinda iilser ve nekrozlar olusturur. Bas agrisi, miyalji, yorgunluk
ve istahsizlik gibi sikayetler ve gastrointestinal semptomlar baslar (Bilgehan, 2004). Enterik
ates ciddi bir klinik hastaliktir ve hastaligin endemik oldugu iilkelere seyahat etmis olmak
riski arttirr (Murray, 2009).

Asemptomatik Kolonizasyon

Bir yildan kisa siiren tagiyicilik gegici, bir yildan uzun siiren tasiyicilik kronik tasi-
yiciliktir. Tifo ve paratifo atesinden sorumlu Salmonella suslarinin % 3°i insanda kolonize
olmaya devam edebilir. Safra kesesi de rezervuardir. Tasiyicilik 40-60 yas ve kadinlarda
daha siktir (Bilgehan 2004). Salmonella tasiyiciliginda CiP ve NOR 5-7 giin kullanilir
(Andriole, 1998).

2.1.9. Laboratuvar Tanis1

Orneklerin Toplanmasi

Hastadan digk1 6rnegi steril, temiz ve kuru bir kap i¢ine alinir. Kiiltiir i¢in gonderilen
taze digk1 tasima besiyeri icinde degilse, laboratuvara kisa siirede ulastirilmali ve 2 saat
icinde igsleme tabi tutulmahdir. Eger digki tagima besiyeri i¢inde ise buzdolabinda 4 °C de
saklanip, 24 saat i¢inde laboratuvara gonderilir. Laboratuvar istem formundaki bilgi ile
ornek etiketi uyusmalidir. Ornek teslim alindiginda sivi, sekilli, kat1 veya kanli olursa be-

lirtilmelidir. Ayn1 giin igerisinde ayni hastadan birden fazla diski 6rnegi alinmamalidir.
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Dokiilmiis sacilmis karigmis, etiketsiz ve yukarida belirtilen sartlara uymayan Ornekler
laboratuvara kabul edilmez (Ciragil, Basustaoglu ve Yildiran, 2007).

Orneklerin Ekimi

Digk1 6rneklerinden Salmonella izolasyonunda hafif segiciden yiiksek segiciye degi-
sen plak besiyerleri kullanildi. Diisiik segicilikte besiyerleri Mac Conkey agar (MAC) ve
Eozin Metilen Mavisidir (EMB). Mac Conkey agar igerigindeki kristal viyole ve safra tuz-
lar1 ile gram pozitif mikroorganizmalar1 baskilayan, gram negatif enterik patojenlerin iyi
iiremesine ve koloni goriintimleri ile ayirt edilmesine izin veren diisiik secici 6zellikte bir
besiyeridir (Ustagelebi, 1999; Murray, 2009). Orta derecede segici besiyerleri XLD, de-
soxycholatecitrate agar, Salmonella-Shigella agar ve HE’dir. Yiiksek segici besiyerleri biz-
mut siilfit agar ve brillant green agardir. XLD, bizmut siilfit agar ve HE Salmonella saptan-
masinda kullanilan H>S indikat6riine sahip besiyerleridir (Ustagelebi, 1999).

Salmonella spp. stipheli koloniler i¢in kullanilan plaklarda beklenen koloni gorii-
niimleri agsagida listelendi:

(a) MAC (veya EMB) agar; seffaf ve renksiz koloniler

(b) XLD agar; siyah merkezi olan (H2S olusturan) koloniler. Baz1 Salmonella

Typhi, Salmonella Paratyphi A, Salmonella Pullorum, Salmonella Gallinorum se-

rotipleri siyah merkezi olmayan koloniler olusturabilirler.

(c) SS agar ; siyah merkezi olan (H2S olusturan) koloniler

(d) HE agar ; siyah merkezi olan (H2S olusturan) koloniler

(e ) Selenite broth(THSK, standart no: B-MT-08, 2015)

Zenginlestirme islemi igin diski 6rneklerinde Salmonella bakterisini yakalama olasi-
ligint artirmak i¢in yiiksek selektifli sivi zenginlestirme besiyeri kullanilmistir. Digki 6rnek-
lerinden Salmonella izolasyonunda tetrahionat broth, brillant green ve selenite broth segici
zenginlestirici besiyeri olarak kullanilmistir. Akut donemdeki hastalardan aliman 6rnekler,
zenginlestirme besiyerine ekilmeden direkt plak besiyerine ekilebilir (THSK standart no: B-
MT-08, 2015).

Identifikasyon ydntemlerinden olan morfolojik ve biyokimyasal identifikasyonda

tiremeler 24 saat sonra degerlendirilir. Salmonella‘lara 6zgii seci¢i besiyerindeki siipheli
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kolonilerden TSI veya KIA gibi besiyerlerine ekim yapilir. 35-37°C de 4-6 saat inkiibe
edilir. Salmonella suslarinin birgogu bu besiyerlerinde asit/alkali, gaz (+) reaksiyon goste-
rir ve glikozu gaz tireterek fermente ederler (Baron ve ark., 1994; Ustagelebi, 1999). Lysi-
ne 1ron agar da 6nemli bir tarama testidir. Ciinkii Salmonella suslar1 lysini dekarboksile
ederler ve H>S meydana getirirler (Murray, 2009).

Tanimlama i¢in Sekil 2 'de verilen akis semasindan yararlanilir.

Gram negatif, oksidaz negatif comaklar

TSI}l'KIA
' 4 4
Asit/Asit Asit/Alkali Alkali/Alkali
s H.S ot (+) H.S (-) Nonfermentatif
l l bakteri
(+)Ureaz(-) IMViC I+} Ureaz g-j Hareket
GIS S.arizonae +4== o Proteus (+) Lizin (-) 37°C 259C

Enterab, Indal C. freundii
’;ﬂ:‘:a;;[e’ S.Paratyphi A
] ) ) 0 0

Salmonelia tir l
tayini igin 4. Salmonella spp E.tarda E.coli Shigella  Ornitin

serogruplandir, Citrobacter spp
serotiplendir! Sarratia r—lﬁ
(+)

(=)
Y.enterocolitica l ¥.pestis

patojeni mirabilis
degil l l I
E.coli Kilebsieila

¥.peeudotuberceosis

Sekil 2. Salmonella spp. tanisinda biyokimyasal tanimlama testlerine ait sema
(THSK, standart no: B-MT-08, 2015).

Serolojik identifikasyon, kiiltiirde lireyen bakterinin biyokimyasal tanimlamasi igin
yapilir. Bundan sonra uygun polivalan ve monovalan antiserumlarla serogrup/serotip tayini
icin lam agliitinasyon testi uygulanir. Kauffmann-White Semas: iizerinden bakterinin O
(somatik), H (flajel) ve Vi (kapsiiler) antijenleri formiilize edilir ve serogrup / serotip tayin
edilir (Baron ve ark., 1994). Izolatlarm O serogrubunun belirlenmesi Salmonella olarak
degerlendirilmesi i¢in yeterlidir. Yalnizca biyokimyasal tiplendirme veya yalnizca serog-
rup tespitine dayali sonug tani igin gegerli kabul edilmez (Baron ve ark., 1994; THSK,
standart no: B-MT-08, 2015).
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Enterik ates tanisinda ilk once kan kiiltlirii alinir. Hastaligin evresine gore diski,
idrar gibi klinik 6rneklerden etken olan S. Typhi (ya da Paratifo etkenlerinin) izolasyon ve
tanimlanmasi yapilir. Salmonella serotip Typhi'nin O ve H antijenlerini ile agliitine olan
antikorlar1 6lgen Grubel-Widal testi antikorlarin 6zgiil olmayan nedenlerle de yiikselme
olasiligi nedeniyle etkeni tam olarak belirleyemez (THSK, standart no: B-MT-08, 2015).
Tam olarak serotipin belirlenmesi referans laboratuvarlari tarafindan yapilir (Murray,
2009). Salmonella ile ilgili kiiltiirler ve tanimlama islemleri asgari BGD 2 laboratuvar sart-
larinda, mutlaka sertifikali bir sinif-IITA BGK i¢inde yapilmali ve sertifikali serolojik kit
kullanilmahdir (THSK, standart no: B-MT-08, 2015).

Salmonella’lar laboratuvarda iiretilmeleri durumunda yetkili makamlara bildiril-
mesi zorunlu olan D grubu bildirimi zorunlu hastaliklar grubuna girmektedir. Bildirim sis-
temine ek olarak, Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar Siirveyans Agi (UEPLA) kapsa-
minda, se¢ilmis merkezlerde farkli klinik 6rneklerden tiretilen Salmonella’lar Tiirkiye Halk
Saghigi Kurumu (eski adiyla Refik Saydam Hifzissihha Merkezi) Ulusal Enterik Patojenler
Referans Laboratuvari’na gonderilmekte ve burada ayrintili tiplendirmeleri yapilmaktadir
(Giilmez ve ark., 2012). Salmonella izolatlar1 Referans Laboratuvarlarinda O (somatik)
antijeni, H (flageller) antijeni ve Vi (kapsiiler) antijeninin belirlenmesine gore serotiplendi-
rilir (Ustagelebi, 1999; THSK, standart no: B-MT-08, 2015).

2.1.10. Salmonella Enfeksiyonlarinda Tedavi

Salmonella’larin sebep oldugu enterit i¢in antibiyotik tedavisi onerilmez. Fekal
izolatlarda rutin duyarhlik testleri tedavi i¢in bakilmaz. Fakat diren¢ paternlerinin belir-
lenmesi siirveyans ¢alismalarinda degerlidir (Baron ve ark., 1994; Murray, 2009). Tedavi
gerektiren olgular invaziv enfeksiyonlar, ¢ocuklar, yaslilar ve bagisiklik yetmezligi olan
kisilerdir (Chen ve ark., 2013). Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi ve diger bakteriler
ile gelisen yaygin enfeksiyonlar mutlaka antibiyogram yapilarak secilmis uygun bir antibi-
yotik ile tedavi edilmelidir. Salmonella Typhi ve Salmonella Paratyphi tasiyicilar1 da belir-
lenip, tedavi edilmelidir (Murray, 2009). Salmonella tedavisinde kloramfenikol, karbape-
nem, trimetoprim-siilfametoksazol, genis spektrumlu bir sefalosporin ve florokinolonlar

kullanilir (Baron ve ark, 1994; Chen ve ark, 2013). Salmonella serotiplerinde 6zellikle
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Salmonella Typhi’de antibiyotiklere azalmis duyarlilik ve tedavi basarisizlig1 endise verici-
dir (Murray, 2009).

Kloramfenikol

Kimyasal yap1 olarak dikloroasetik asit grubu iceren benzen tiirevidir. Bakterilerin
protein sentezini inhibe eder (Leblebicioglu, 2003). Sekil 3’de goriildigii lizere yapisinda
nitrobenzen halkas1 igermektedir (Murray, 2009).

HOH  O©

N
> jfLm

Sekil 3. Kloramfenikol yapisi (Ustagelebi, 1999’dan)

Kloramfenikol protein sentezini inhibe ederek bakteriostatik etki gdstermektedir
(Murray, 2009). Bunu ribozomun 50 S iinitesine baglanarak yapmaktadir. Peptidiltransferaz
enzimini inhibe etmekte ve bakteri transpeptidaz islemi yapamamaktadir.

Antimikrobiyal aktivite olarak genis spektrumlu ilk antibiyotiklerdendir. Gram ne-
gatif ve pozitif bir¢ok bakteri yaninda riketsiya, mikoplazma, klamidya ve spiroketlere de
etkilemektedirler (Leblebicioglu, 2003). Salmonella enterica serovar Typhi ve diger Sal-
monella’lara duyarhidir (Murray, 2009).

Kloramfenikol topikal, oral ve parental yolla alinir. Viicutta her organa dagilir
(Leblebicioglu, 2003). Karacigerde inaktive olur ve idrarla atilmaktadir. Yarilanma 6mrii 4
saattir (Murray, 2009). Toksisititesi yiiksektir. Tifo ve Paratifo’da hala 6nemlidir. Fakat
diger Salmonella enfeksiyonuna bagli gastroenteritte kloramfenikol yerine florokinolonlar,
ampisilin ve trimetoprim-siilfametoksazol tercih edilmektedir. Tifo tasicihiginda ise kulla-
nilmaz (Leblebicioglu, 2003).

Kloramfenikale diren¢ mekanizmalari; bakteri kromozomuna baglanmada degisik-
lik, nitrorediiksiyon ve asetilasyonla inaktivasyon, hiicre duvarindan antibiyotik gecisinin

azalmas1 ve aktif pompalama atimindan olugsmaktadir (Leblebicioglu, 2003). Enterik bakte-
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rilerdeki diren¢ plazmid aracili cat geni aracilig1 ile olur ve bakteriler arasinda aktariimak-
tadir. Bu gen kloramfenikolu inaktive eden asetiltransferaz enzimini salgilamaktadir (Mur-
ray, 2009).

Amerika’da Salmonella Typhi ve diger Salmonella’lara karsi kloramfenikol direnci
gdzlenmistir. Ulkemizde Salmonella Typhi’de kloramfenikol direnci goriilmemistir. Fakat
Salmonella B grubunda % 20 oraninda direng vardir (Leblebicioglu, 2003). 1970'li yillarin
basinda bes yil icinde Hindistan, Vietnam, Endonezya, Kore, Sili, Meksika ve Bangle-
desh'de Salmonella'da plazmid aracili klorafenikol direnci bulunmustur (Harish ve Mene-
zes, 2011).

Sefalosporinler

Kimyasal yap1 olarak sefalosporinler beta laktam halkas1 ve dihidrothiazin halka-
sindan olusan 7-aminosefalosporanik asit ¢ekirdegine sahiptir (Sekil 4). Ayrica sefalospo-
rinler Cephalosporium acremonium bakterisinin fermentasyon {irliniidiir. Kimyasal yapi-
sindaki 3. ve 7. pozisyonda olan degisikliklerle mikrobiyal aktiviteleri farklilasmaktadir

(Murray, 2009).

Sekil 4. Sefalosporinler yapisi (Anonim 2016 b)

Etki mekanizmasi olarak penisilinlerden tiazolidon halkasi yerine dihidrotiazin
halkasinin (sefem ¢ekirdeginin) bulunmasiyla ayrilmaktadir. Penisilin baglayici proteinlere
baglanarak, hiicre duvar sentezini engeller ve bakteriyi oldiirmektedir (Leblebicioglu,
2003). Ayrica hiicre zarindaki otolitik enzimleri etkileyerek, bakterisidal etki yapmaktadir
(Murray, 2009). Sefalosporinler parenteral ve oral olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Paren-
teral sefalosporinler metabolik, mikrobiyolojik ve farmakolojik 6zelliklerine gore birinci,

ikinci, tiglincili ve dordiincii kusak olmak tizere dérde ayrilmaktadir.
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Antimikrobiyal aktiviteleri kusak sayisi arttikca gram pozitif etkinlik azalirken,
gram negatif etkinlik artmaktadir. Uciincii kusak sefalosporinler Enterobacteriaceae ailesi-
ni etkilemektedir. Sefalosporinlerin bu etkinligi beta laktamazlara dayanikliliklarindan ve
gram negatif basillerin hiicre duvarmdan kolayca gegmelerindendir (Murray, 2009). Sefa-
losporinler genis spektrumu, yan etkilerinin azlig1 nedeniyle yaygin kullanilan antibiyotik-
lerdir (Leblebicioglu, 2003). Sefalosporinlerin genelde parenteral formlar1 kullanilmakta-
dir. Plesantaya, synovial, plevral, perikardial ve peritonal siviya ge¢gmekte ve safradan
atilmaktadir (Murray, 2009).

Sefalosporinlere direng beta-laktamaz yapimi, hiicre duvar gegirgenliginin azal-
mas1 ve PBP’lerdeki degisim sonucu gelismektedir (Leblebicioglu, 2003).
Karbapenemler

Kimyasal yap1 olarak beta laktam smifinda olup diger beta laktamlardan farkl ola-
rak 6. pozisyonundaki trans konfigiirasyonda hidroksietil yan zinciri vardir ve bisiklik niik-
leusta oksijen veya silflir atomu eksiktir (Sekil 5). Hidroksi yan zincir beta laktamazlara

dayanikligi saglamaktadir (Murray, 2009).
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Sekil 5. Karbepenem yapisi (Anonim 2016 c)

Karbapenemler hiicre duvar sentezini inhibe eden, tek bir beta laktam molekiili
bulunduran bir beta laktamazdir. Penisilini baglayan proteinlerle baglanmakta ve hiicre lizi-
sine neden olmaktadir.

Antimikrobiyal aktivitesi en genis spektrumu olan antibiyotiktir. Enterik, nonente-

rik, gram negatif bakterilere, anaerobik bakterilere ve beta laktamaz salgilayan bakterilere
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de etkili genis spektrumlu antibiyotiktir. Karbapenemler oral yoldan alinmaz, damar yoluyla
alinmaktadir. Viicut sivilarinda yayilmaktadir. Toksititeleri diisiiktiir (Leblebicioglu, 2003).

Karbapenemler bakterilerin periplazmik bosluguna membran porinleri (OprD) ara-
cihigr ile gegmektedir. Direng bu porin proteinlerin degistirilmesi ile antibiyotigin hiicreye
alinmasinin engellenmesiyle olusmaktadir (Leblebicioglu, 2003). Diger direng ise karbape-
nemazlarin (metallo-beta laktamazlar) iiretilmesiyle olmakta ve karbepenem niikleusun in-
hibe etmektedir (Murray, 2009). 2010 yilinda karbepenem direngli S.Typhimirum tiirii id-
rar yolu enfeksiyonundan elde edilmistir (Su ve Wu, 2012).

Trimetoprim-Siilfametoksazol (TMP-SMZ)

Bakteriler niikleik asit sentezi i¢in gerekli olan folik asiti kendisi yapar. Paraami-
nobenzoik asit (PABA) folik asitin sentezinde 6n maddedir (Leblebicioglu, 2003). Kimya-
sal yap1 olarak (Sekil 6) paraaminobenzoik asite benzeyen sulfanilamide derivesidir (Mur-
ray, 2009). TMP-SMZ enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilk antibiyotik grubu olan
stilfonamidler i¢inde kullanilmaktadir (Leblebicioglu, 2003).
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Sekil 6. Trimetoprim-Siilfametoksazol (TMP-SMZ) yapisi (Anonim 2016 d)

TMP bakteriyal dihidrofolat rediiktazi, siilfonamidler ise dihidrofolat enzimini in-
hibe etmektedir. Folat metabolizmasindaki inhibisyondan dolay1 bakteri DNA sentezi en-
gellenmektedir (Murray, 2009).

TMP-SMZ kronik Salmonella tasiyiciligini elimine etmede kullanilmaktadir (Leb-
lebicioglu, 2003). Tirkiye’de TMP-SMZ seklinde kombine preparatlart kullanilmaktadir.
Gram negatif ve gram pozitif birgok bakteriye bakterisidal etkisi bulunmaktadir (Leblebi-
cioglu, 2003).

20



Trimetoprim direnci hiicre gegirgenliginin degismesi, bakterilerin ila¢ baglama
kapasitelerinin azalmasi ve dihifolat rediiktaz enziminin asir1 tiretimiyle olusmaktadir.
Plazmid aracil1 dihifolat rediiktaz tiretimi de 6nemli bir direng mekanizmasidir. Enterobac-
teriacea ailesinde goriilmektedir (Hooper ve Jacoby, 2015).

2.2. Kinolonlar

2.2.1. Kimyasal Yapisi

Kinolonlar sentetik olarak elde edilmis kimyasal maddelerdir. Antibakteriyal etki-
11 kemoterapdétiklerdir. Bu yiizden antibiyotik olarak kabul edilmezler (Hooper, 2010). Se-
kil 7°de goriildiigli tizere birinci pozisyonda nitrojen (N), 3. Pozisyonda karboksil ve 4.
karbon atomunda ¢ift bagla baglanmis oksijen (O)igeren iki halkadan olusan temel kinolon
cekirdek yapisi bulunmaktadir (Nazik ve Ongen, 2010). Kinolon cekirdegi 8. pozisyonun-

da karbonun yerine nitrojen bulunmasiyla napthridone ¢ekirdegine doniismektedir (Andri-

ole, 1998).
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Sekil 7. Kinolonlarin genel yapisi (Andriole VT, 1998’den)

Kinolonlarin antibakteriyal aktiviteleri i¢in pyrodine halkasina ihtiya¢ duymakta-
dir (Sekil 8). Genel yapisinda da 3. pozisyonda karboksilik asit, 4.pozisyonda keton yapis1
ve 1.pozisyondaki nitrojende R! yapis1 (siklik diamin halkalar1) bulunmaktadir. C, pozis-
yonunda bir yap1 bulunmaz; fakat bazen R? ile bir halka olusturmaktadir. Kinolonlarm 6.
pozisyonda flor bulunursa florokinolonlar olarak isimlendirilmektedir. Gram pozitif bakte-
rilere kars: etkinligi artmaktadir. 7. pozisyonda R? (siklik diamin halkalar1) yapisi yani pi-
perazin yapisinin olmasiyla gram negatif bakterilere kars1 aktiviteleri artmaktadir. Yapisin-
da 8. pozisyonda flor, klor, metoksi gibi ¢ok kiigiik yapilar bulunabilmektedir (Andriole,
1998).
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pyrrodidine piperazine piperidine

Sekil 8. Diamin halkalar1 (R1, R2, R3) (Andriole VT, 1998°den)

Kinolonlarin ¢gekirdegindeki N-1, C-6, C-7 ve C-8 yapisindaki degisikliklerle an-
timikrobiyal aktivitesi, farmokinetigi ve metabolik ozelliklerde gelismeler olmaktadir
(Andriole, 2005). Yapisina piperazinil, metil piperazinil, dimetil piperazinil, pirolidinil,
metoksi grubu gibi cesitli yapilar katilarak yeni florokinolonlar tiiretilmistir (Nazik ve On-
gen,2010). Pozisyon C-6 daki degisikliklerle DNA giraz Onleyici aktivite ve hiicre igine
giris artmaktadir (Andriole, 2005). Pozisyon C-8’e ikinci flor eklenmesiyle hiicre gegisi,
fototoksitite artmakta ve yarilanma omrii uzamaktadir. Pozisyon C-7’ye piperazin eklen-
mesi yarilanma omriinii uzatmaktadir. C1-7 halkasmin alkilasyonu aerobik gram pozitifligi
arttirmaktadir. Ayn1 zamnda C1-7 piperazin halkasimin uzak atomuna metil eklenmesi bi-
yolojik aktiviteyi yiikseltmektedir (Andriole, 2005).

Kinolonlarm yapis1 Tablo 5’de verildi.

Tablo 5. Kinolonlarin yapisi (Andriole, 1998°den)

YAPISI ADI

1.Kusak Kkinolonlar

1,8 Naphthyridine (carboxylic acid)

7-Methly Nalidiksik asit

6,7,8 yan zincir yapilari N-1 yan zincir

2. Kusak kinolonlar

6-Fluoro-7-piperazinyl Norfloksasin Ethyl
Pefloksasin Ethyl
Siprofloksasin Cyclopropyl
Ofloksasin 1-8(O)cyclic acid
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IIk bulunan kinolon 1962 yilinda NA olmustur. Kinolonlar zamanla NA’nimn
kimyasal yapisindaki degisikliklerle, sentez edildikleri siraya ve antimikrobiyal etkinlikler-
ine gore birinci, ikinci, tiglincii ve dordiincii kusak olarak siiflandirilmistir (Leblebicioglu,
2002).

Kinolonlarin smiflandirilmasi Tablo.6’da verildi.

Tablo 6. Kinolonlarin smiflandirilmasi (Ulusoy, 2010’dan)

Birinci kusak kinolonlar
Nalidiksik asit
Oksolinik asit
Sinoksasin
Piromidik asit
Pipemidik asit
Flumekin

ikinci kusak kinolonlar
Norfloksasin
Pefloksasin
Enoksasin
Siprofloksasin
Lomefloksasin
Ofloksasin

Uciincii kusak Kinolonlar
Levofloksasin
Sparfloksasin
Gatifloksasin
Grepaflokasin

Doérdiincii kusak kinolonlar
Trovafloksasin
Moksifloksasin

Gemifloksasin
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Kinolonlarin molekiiler yapilar1 ve bakteriyal aktiviteleri gelistikge yan etkileri
artmaktadir (Andriole, 1998).
2.2.2. Etki Mekanizmasi
Bakteri hiicresine basit diflizyonla ve gram negatif bakterilerde hiicre zarindaki
porinler araciligi ile alimmaktadir (Leblebicioglu, 2002). Kinolonlar DNA sentezini inhibe
ederek bakterisidal etki gostermektedir. Bunun i¢in temel hedefleri DNA giraz (topoizome-
raz 11) ve topoizomeraz IV enzimi inhibisyonudur (Nazik ve Ongen, 2010). Topoizomeraz
I ve III’e ise etkili degillerdir (Andriole, 2005). DNA giraz ve topoizomeraz 1V sitoplaz-
mik enzimlerdir (Hooper and Jacopy, 2015). DNA giraz; DNA replikasyonu, rekombinas-
yonu ve onarimindan sorumlu bir enzimdir (Nazik ve Ongen, 2010). DNA segmentinin iki
iplik¢igini kesip, aradan DNA iplik¢igi gegirip, kesigi onarir (Giilay, 2002). Sirasiyla gyrA
ve gyrB tarafindan kodlanmis olan iki esit A alt birimi ve iki esit B alt biriminden (A2 B 2)
olusan tetramerik bir yapis1 bulunmaktadir. DNA giraz DNA molekiiliiniin fosfat gruplari
ile kovalent bag meydana getirmektedir (Nazik ve Ongen, 2010). DNA giraz, enzim inhi-
bisyonunu DNA giraz alt birimine baglanarak gostermektedir (Leblebicioglu, 2002). Topo-
izomeraz IV ise replikasyon sonucu birbirine karigsmis DNA iplik¢iklerinin ayrilip yavru
hiicrelere gegmesini saglamaktadir (Giilay, 2002).Topoizomeraz IV, parC ve parE tarafin-
dan kodlanan iki parC ve iki parE dért alt birimlerinden olusmaktadir( Nazik ve Ongen,
2010). Topoizomeraz IV gram pozitif bakterilerde kinolonlarin ilk hedefi, gram negatifler-
de ikinci hedefidir (Cengiz, 2010). Topoizomeraz enzimlerinin etki mekanizmalarinda
DNA cift zincirine etki gryA ve parC lizerinde iken, ATP- az aktivitesi gryB ve parE iize-
rinde lokalizedir ( Hooper and George, 2015).

Kinolonlarin etki mekanizmasi Sekil 9’da verildi.
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Sekil 9. Kinolonlarin etki mekanizmasi (Fish ve North, 2001’den)

Kinolonlar gram negatiflerde DNA giraz tizerine etkili iken, gram pozitiflerde to-
poizomeraz 1V iizerine etkilidir (Murray ve ark, 2009; Nazik ve Ongen, 2010). Cok yiik-
sek dozlarda ise protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik de etki yapmaktadirlar (Na-
zik ve Ongen, 2010).

2.2.3. Antimikrobiyal Aktivite

Kinolonlarin tiimii Enterobacteriaceae iiyelerine karsi etkilidirler. Birinci kusak
kinolonlar gram negatiflere etkili iken, gram pozitifleri etkilemezler. ikinci kusak kinolon-
lar gram negatif ve gram pozitif biitiin bakterileri etkilemektedir. Ugiincii kusak kinolon-
larda ise bu etkinlik daha fazladir. Dordiincii kusak kinolonlarin anaeroplara karsi etkinligi
yiiksektir (Leblebicioglu, 2003).

Kinolonlar 1980’lerde sadece Enterobacteriaceae iiyelerinin enfeksiyonlarinda
etkili iken yapilarindaki degisiklikler sonucu 6zellikle CIP ve OFX’in bulunmasiyla geni-
tal, tiriner, solunum sistemi, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda kullanilmistir (And-
riole, 1998).

Kinolonlarin farmakinetik 6zellikleri yapilarindaki modifikasyonlara gore farklilik
arz eder. Kinolonlarda C-6 pozisyonuna flor eklenmesi DNA giraz inhibitor aktivitesini

artirir, bakteri hiicresine girisi kolaylastirmaktadir. C-8 pozisyonuna ikinci flor eklenmesi
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ilacin absorbesini ve fototoksititesini artirir, yarilanma omriinii uzatmaktadir. Kinolonlarin
alkilasyonu yarilanma dmriinii ve dokuya girisi saglamaktadir. C-7 pozisyonuna piperazin
grup eklenmesi gram negatif bakterilere karsi aktivitesini, bu bolgenin alkilasyonu ise ae-
robik gram pozitif bakterilere kars: aktiviteyi arttrmaktadir. Bunlara ek olarak C-7 pipera-
zin halkasinin ucundaki nitrojene metil grubunun eklenmesi bioyararlanimi ve yarilanma
omriinii uzatmaktadir. C-7 pozisyonundaki piperazin halkasina 2-metil grubunun eklenme-
si oral etkiyi bunun yanida C-5 pozisyonuna amino grup eklenmesi lipofilikligi arttirmak-
tadir. N-1 pozisyonunda siklopropil grubunun eklenmesi aerobik, gram pozitif ve gram
negatif aktivitenin artmasma neden olmaktadir (Andriole, 2005).

Kinolonlar viicut doku ve sivilarina iyi penetre olmaktadirlar. En iyi penetre ol-
duklar1 doku bronsial dokulardir. Ayrica fagositlerin i¢ine girip, makrofaj konsantrasyonu-
nu 14 kat artirdiklarindan Salmonella gibi hiicre i¢i bakterilerine mitkemmel etkinlik sag-
lamaktadirlar (Murray, 2009). Yapilarinin gelismisligine bagli olarak mikrobiyal etkinlik-
leri artar; fakat yan etkileri fazlalasmaktadir. Kinolonlarin hemen hemen hepsi bobrekten
elimine edilmektedir (Andriole, 1998).

Genel olarak kinolonlarin etkili oldugu hastaliklar; iiriner sistem enfeksiyonlari,
sekstiel gecisli hastaliklar, solunum yolu hastaliklari, gastrointestinal sistem enfeksiyonlari,
deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, kemik enfeksiyonlar1 ve nétropenik kanser hastalik-
laridir (Andriole, 1998).

2.2.4. Kinolon Diren¢ Mekanizmasi

Kinolonlarda direng mekanizmasi dogal ve kazanilmis direng olmak tizere iki ta-
nedir. Dogal direng bakterinin sentezledigi enerjiye ihtiya¢ duyan disa atim pompalariyla,
kazanilmis direng ise hedef enzimler olan DNA giraz ve topoizomeraz [V'deki kromozo-
mal mutasyonlarla olmaktadir (Nazik ve Ongen, 2010). Kinolon direng belirleyici olarak
adlandirilan QRDR bélgesi, DNA giraz ve topoizomeraz IV de bulunmaktadir (Cengiz,
2010). Florokinolonlara karsi direng DNA girazi kodlayan gyrA ve gyrB ve topoizomeraz
IV’i kodlayan parC ve parE genlerindeki nokta mutasyonlar sonucunda gelismektedir
(Osawa ve ark., 2014). Bu mutasyonlar sonucu DNA girazin ve topoizomeraz [V’iin alt

birimlerinde degisiklik olmas1 ve ilag geri atim pompalarmmin ¢aligmas: en temel kinolon
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direng mekanizmasidir (Nazik ve Ongen, 2010). Gram negatif bakterilerde diren¢ daha
cok gyrA bolgesindeki degisim sonucu olmaktadir. Direnci olusturan bu degisim amino
ucundaki enzim aktif bolgesindeki tirozin molekiilii cevresinde bulunmaktadir. Bu bdlgeye
QRDR bdlgesi denmektedir. Normalde tirozin molekiilii kesik DNA uglarina kovalent ola-
rak baglanmaktadir (Giilay, 2002). GyrB’deki mutasyon gyrA’ya gore daha azdir. Salmo-
nella’da nokta mutasyonlarm oldugu yiiksek frekansli QRDR bdlge aminoasitlerin 67 ve
106 arasindaki aminoasitler oldugu bildirilmistir (Chen ve ark., 2013; Cengiz, 2010). Mu-
tasyona egilimli bu noktalar gyrA iginde 83 ve 87, gyrB i¢inde 464, parC iginde 57, 80 ve
84. kodonda bulunmaktadir. ParE i¢inde de 6nemli kodonlar tespit edilmistir (Su ve Chiu,
2007; Cengiz, 2010). ParC bolgesindeki mutasyon tek basma florokinolon duyarhiligini
degistirmez fakat parC ve parE birimlerindeki mutasyon diger diren¢ mutasyonlar1 ile bir-
likte yiiksek direng gelistirir ve MIK degerini artirirmaktadir (Cengiz, 2010; Eaves ve ark.,
2004). DNA giraz ve topoizomeraz IV mutasyonlar1 kinolonlarin sitoplazmik konsantras-
yonunu da degistirerek de direng olusturabilmektedir(Hooper ve Jacopy, 2015).
Kinolonlarin diger hedefi gram negatif bakterilerde sitoplazmik membran ve dis
membrandir. Florokinolonlar kii¢lik ve yiiklii molekiilerden olusmaktadir. Bu molekiiller
dis membrandan porin proteinleri araciligi ile difiizyon yoluyla gecgerler. Direng gelisimi
bu porin sayisinin ve bakteri igindeki ila¢ birikiminin azalmasiyla olusmaktadir. Ancak
porin sayismin azalmasi kinolonlara direngte tek basina yeterli degildir. Bakteri i¢inde ilag
birikiminde sitoplazmik membrandaki efluks pompa sisteminin de gorevi bulunmaktadir.
Bu pompa sistemi, dis membran ve membran flisyon proteinlerinden olusmaktadir. Bu
yapilardaki degisiklik sonucu kinolon direnci gelismektedir (Murray, 2009; Hooper ve
Jacopy, 2015). Efluks pompa sistemi gram pozitif bakterilerde de vardir ve sayisinin art-
mas1 diistik diizey florokinolon direncine neden olmaktadir (Hooper, 2001). Salmonella’da
pompaya baglh kinolon direnci AcrAB pompasinin ekspresyonununa bagli olugsmaktadir
(Hooper ve Jacopy, 2015).
Kinolonlar i¢in diger bir diren¢ mekanizmasi ise plazmid aracili direngtir. Bu di-
rencin varligi ilk kez 1998 yilinda Martinez-Martinez ve ark.(1998) tarafindan 1994 yilinda

idrar 6rneginden izole edilen CIP direncli K.pneumoniae susunda gosterilmistir. Bu plaz-
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mid pMG252 plazmididir ve konjugasyon yoluyla gnr genini aktarmaktadir (Cengiz,
2010). PMQR diren¢ mekanizmasi; qnr genleri, aac(6’)-l1b-cr, 0gxAB ve gepA genetik
determinantlar1 icermektedir (Fang, 2015). Qnr gen gruplar1 biiyiik olasilikla pentapeptid
yapisinda tekrarlayan proteinlerdir. Bu proteinler, kinolonlarin inhibit6r etkisinden DNA,
DNA giraz ve topoizomeraz IV enzim komplekslerini koruyarak kinolonlara duyarliligi
azaltmaktadir (Strahilevitz ve ark., 2009). Diisiik bakteri direnci olustururken, gyrA biri-
mindeki mutasyonlarin etki potansiyelini arttirmaktadir (Cengiz, 2010). Konjugasyon yo-
luyla bagka bakterilere de gectigi ve NA, NOR, CIP, LEV, PEF MIK degerlerini 4-16 kat
artirdig1 saptanmistir (Martinez-Martinez, 1998; Fang, 2015). QnrA proteini diisiik diizey
kinolon direncini tiretmektedir (Kim ve Hooper, 2014). PMQR direncinin gnrA haricinde
gnrS, gnrC, gnrB, gqnrD gibi ¢esitleri vardir (Martinez-Martinez, 1998). Bu direngler floro-
kinolonlarm MIK’lerinde artisa neden olmaktadir. Bu gen bdlgesi tarafindan kodlanan qnr
proteinleri, DNA giraz enzimini kinolonlarin etkisinden korumaktadir (Andriole, 1998;
Kim ve Hooper, 2014). Qnr direnci tek basina diisiik diizeyde kinolon direncine neden
olurken, diger direng mekanizmalari ile birlesirse yliksek diizeyde kinolon direncine sebep
olmaktadir (Kim ve Hooper, 2014). Bu nedenle kinolon direngli suslarda bu gen bolgelerin
yaninda ek direng mutasyonlar1 arastirilmalidir (Andriole, 1998). QnrS geni Amerika Bir-
lesik Devletlerindeki Salmonella enterica serovar Anatum susunda bir plazmid iizerinde
tespit edilmistir (Béneman ve ark,, 2006; Strahilevitz ve ark,, 2009). Cin’de de 4 tane
qnrD geni tasiyan Salmonella enterica sus insanlardan izole edilmistir ve CIP’e azalmig
duyarlilik gosterdigi bulunmustur (Cavaco ve ark., 2009; Strahilevitz ve ark,2009).

Yapilan ¢aligmalarda QRDR gen bolgesinin haricinde plazmid aracili kinolon di-
renci ile ilgili aac(6’)-1b-cr, gepA ve Ogxab olmak iizere farkli gen bolgeleri daha tanim-
lanmustir (Kim ve Hooper, 2014). Aac(6’)-1b-cr geni 2006 yilinda yapilan bir ¢aligmada
bulunmustur. Bu gen bolgesinin diinyada cografik olarak yaygin oldugu ve uzun siire stabi-
litesini korudugu belirtilmektedir (Robicsek ve ark, 2006; Cengiz, 2010). Bu direng gelisi-
mi NOR ve CiP’in 7. Pozisyondaki piperazin halkasindaki nitrojeni asetilleyerek duyarh-
liklarmin azalmasma ve diisiik seviyeli CIP direncine neden olmaktadir (Strahilevitz ve
ark, 2009; Hooper, Strahilevitz: Qinolones. Mandel, 2010; Kim ve Hooper, 2014). Bu du-
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rumda CiP ve NOR etkilenirken, LEV ve OFX MIK degerleri de yiikselmektedir (Sjolund-
Karslsson ve ark., 2014). Genel olarak Qnr proteinleri NA, NOR, CiP ve LEV gibi floro-
kinolonlarin duyarliliginda azalmaya neden olmasma ragmen qnrD tastyan suslarm CiP’e
azalmig duyarlilik gosterdikleri, NA’ya ise duyarli olduklart bildirilmistir (Robicsek ve
ark.,2006). Ogxab ve gepA efluks pompalar1 kodlayarak kinolon duyarliligini azaltmakta-
dir (Strahilevitz ve ark., 2009). QepA (quinolon efflux pump) geni 2007 yilinda bulunmus
olup, NOR ve CIP gibi hidrofilik kinolonlarm hiicre disina pompalanmasina bundan dola-
y1 antibiyotiklerin MiK’lerinin artmasmna neden olmaktadir (Yamane ve ark., 2007).
PMQR diren¢ mekanizmalar1 heniiz geleneksel fenotipik yontemlerle tespit edilemeyen
buna ragmen tedavide basarisizliga katkida bulunan ve azaltilmis kinolon duyarlilig: bigi-
minde degerlendirilen direng mekanizmalaridir (Strahilevitz ve ark., 2009).
Diren¢ mekanizmasindan biride membran proteinlerininin yapisal degisimine bag-

I1 olarak ilacin hiicre i¢i birikimini azaltan mar mutasyonlaridir. Mar mutasyonlarinin ol-
dugu bdlge NA, CIP ve NOR direncinden sorumlu bdlgedir (Cengiz, 2010).

2.2.5. Kinolon Tiirleri

Nalidiksik Asit

1962 yilinda ilk bulunan kinolondur. 1963 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde
idrar yollar1 enfeksiyonlar1 tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (Andriole, 1998). NA;
malarya tedavisi i¢in tizerinde ¢alisilan klorokinin sentezi ve saflastirilmasi sirasinda Les-
her ve ark. tarafindan bulunmustur (Ulusoy, 2010). Yapisinda iki halkadan olusan nafridin
halkas1 icermektedir (Leblebicioglu, 2002). Sekil 10°da goriildigi tizere temel olarak iki
nitrojen ¢ekirdeklerinin 1. Pozisyonunda azot ve 8. pozisyonunda nitrojene bagli C2Hs ve
7.pozisyonda CHs yapis1 vardir (Nazik ve Ongen, 2010).

O
1 COH
cHy N7 N

Sekil 10. Nalidiksik asit yapis1 (Andriole, 1998’den)
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NA birinci kusak kinolonlar olarak smiflandirilmistir (Nazik ve Ongen, 2010).
Oral formlar1 mevcuttur. Plazma ve doku konsatrasyon diizeyi diisiiktiir. Etki alaninin dar
olmasi ve idrarda yiiksek konsantrasyona ulagsmasindan dolay1 sadece iiriner sistem enfek-
siyonlarinda kullanilmaktadir. Enterobacteriaceae tiyelerine bakterisid etkilidir (Leblebici-
oglu, 2002; Nazik ve Ongen, 2010).

NA etkisini DNA giraz iizerinden gosterir. NA direnci i¢in gyrA’nin QRDS’sinde
tek nokta mutasyon gerekmektedir (Harish ve Menezes, 2011). Tek mutasyon sonucu di-
reng genelde gyrA geninin QRDR‘desindeki Ser 83 ve Asp 87 kodonlar1 arasinda degisik-
lik olusturmaktadir (Cengiz, 2010; Chen ve ark., 2013). GyrA genindeki tek mutasyon NA
gibi dar spektrumlu kinolona diren¢ olustururken, florokinolonlara azalmis duyarlilik gos-
termektedir. GyrA veya gyrB genlerinin ikinci mutasyonu florokinolonlara tam dirence
aracilik etmektedir (Aarestrup, 2003). NA’ya kars1 topoizomeraz mutasyonu sonucu olusan
direng disk difiizyon testi ile gosterilmektedir. Ancak PMQR direng mekanizmasi sonucu
olusan direng disk difiizyon testi ile gosterilemeyebilir (Sjolund-Karslsson ve ark., 2014).
Zaten NA direnci i¢in plasmid aracili direng mekanizmasma gerek yoktur. QRDR direng
mekanizmasi yeterlidir (Deak ve ark., 2015; Skov ve ark., 2015).

Norfloksasin

1980 yilinda bulunmustur. NA yapisinin 7. pozisyona siklik diamin piperazin ek-
lenmesiyle olusan birinci kusak kinolon olan pipemidik asitten tiiretilmistir. Pipemidik
asitin 6. pozisyonundaki N (Nitrojen) atomuna flor ve N-1 yan zincirine etil grubu eklen-
mesiyle NOR olusmaktadir (Andriole, 1998). Kinolonlarin temel yapisi olan nafridin hal-
kasindaki C-6 pozisyonuna bir flor molekiilii ve C-7’ye siklik diamin piperazin eklenme-
siyle olugsmus ikinci kusak kinolonlardan ilkidir (Sekil 11). C-6 pozisyonuna eklenen bir
flor molekiilii nedeniyle florokinolon olarak adlandirilmaktadir (Andriole, 2005). Klinik
kullanima 1986 yilinda girmistir (Nazik ve Ongen, 2010).
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Sekil 11. Norfloksasin Yapisi (Hooper, 2010’dan)

Ikinci kusak kinolonlarm aerob, gram negatif ve gram pozitif etkinlikleri vardir.
Anaeroblara etkisizdirler (Andriole, 2005). Dokulara absorbsiyonu yiiksek ve yarilanma
omiirleri 1. kusak kinolonlara gére uzundur. Idrar yolu enfeksiyonlari, cinsel yolla bulasan
hastaliklar, prostit ve Pseudomonas enfeksiyonlarinda kullanilabilmesine ragmen sadece
iiriner sistem enfeksiyonlarinda tercih edilmektedir. Ulkemizde kullanilmas1 kisitlanmistir
(Leblebicioglu, 2002). Hastalarda yalnizca oral yolla 2x400 mg/giin olarak uygulanmakta-
dir (Leblebicioglu ve ark., 2003).

NOR direng mekanizmasi gyrA alt {initesindeki pozisyon 83 deki serin aminoasi-
tinin, triptofana degismesi ile olusmaktadir. Boylece NOR’un DNA giraz kompleksine
baglanmasi1 azalmaktadir (Hooper, 2001). Ayrica qnr geninin aac(6”)-1b-cr varyantt NOR
direncine neden olmaktadir (Cengiz, 2010 ).

Pefloksasin

NOR yapisinda ufak bir degisiklik sonucu uzak nitrojen ucuna metil grubu ek-
lenmesiyle PEF tiretilmistir. Sekil 12°de goriildiigii izere Japonya’da 7-piperazin yapisin-
daki degisikliklerle tretilen kinolonlar arasinda tek ruhsat almig kinolondur (Andriole,
1998). NOR’a gore yar1 0mrii daha kisa ve biyoyararlanimi daha yiiksek olup % 100’e
ulagsmaktadir. Menenjitte bos sivisina en yiiksek konsantrasyondagecen kinolondur. Gram
negatiflerin etkili oldugu pnémonilerde kullanilmaktadir (Diindar, 1992). Hastalara oral
yolla 2x400 mg/giin, intravendz yolla 2x400 mg/giin olarak uygulanmaktadir (Leblebici-
oglu ve ark., 2003).
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Sekil 12. Pefloksasin yapisi (Andriole VT, 1998°den)

PEF yiiksek oranda metabolize olarak idrarla atilmaktadir. Hepatik yolla elimine
edilmektedir. Karaciger yetmezligi olanlarda yarilanma 6mrii uzamaktadir (Murray , 2009;
Leblebicioglu ve ark., 2003).

NOR ile yapilar1 birbirine yakin oldugundan diren¢ mekanizmalar1 da hemen he-
men aynidir. PEF diren¢ mekanizmast QRDR ve qnr genindeki mutasyonlar sonucu gelis-
mektedir. Sadece aac(6’)-1b-cr geninin olusturdugu diren¢ mekanizmasi1 PEF’i etkileme-
mektedir (Skov ve ark., 2015).

Siprofloksasin

1981 yilinda bulunmustur. Sekil 13°de gorildiigii izere, NOR un yapisma birinci
pozisyonda bir siklopropil grubu eklenmesiyle olusmustur (Harish ve Menezes, 2011).
1987 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde liriner sistem enfeksiyonlar1 disinda cinsel
yolla gecen hastaliklarda, solunum ve deri hastaliklarindada kullanilani Ik kinolon olarak

tanitilmistir (Andriole, 1998).

Sekil 13. Siprofloksasin yapisi (Andriole, 1998’den)

En giiglii gram negatif ve anti-pseudomonal etkinlik CIP’indir (Aygiin, 2002). Za-
man iginde yeni antibiyotikler bulunsa bile bu 6zelligini korumaktadir. ikinci kusak kino-
lonlar arasinda en fazla etkili kinolondur. Uriner sistem enfeksiyonlarinda, iirogenital ve

rektal gonorede, kemik ve eklem enfeksiyonlarinda, diyarede, deri ve yumusak doku en-
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feksiyonlarinda ve salmonellozda kullanilmaktadir. Karaciger ve safrada en yiiksek kon-
santrasyona ulasan kinolondur. Bakteri sitoplazma membranin1 zedeleyerek bakteri i¢ine
girip en gilicli antibakteriyal etkiyi gostermektedir. Ayni zamanda iilkemizde en fazla kul-
lanilan kinolondur (Ulusoy, 2010). CIP oral yolla alindiginda %70 ‘i emilir, % 35-40 ‘1
metabolize olmadan disar1 atilmaktadir. Hastalarda oral yolla 2x250-500 mg/giin, intrave-
noz yolla 2x200 veya 1x400 mg/giin olarak uygulanmaktadir(Leblebicioglu ve ark., 2003).
CIP direnci i¢in birden fazla genin birikimli etkisi, artan membrane gegirgenligi,
aktif efluks pompa ve plasmid aracili gene ihtiya¢ duyulmaktadir(Harish ve Menezes,
2011).Qnr geninin aac(6”)-1b-cr varyantinin olusturdugu aminoglikozid asetil transferaz
diisiik diizey CIP direncine yol agmaktadir (Murray, 2009; Cengiz, 2010). Ayrica direng
icin QRDR bolgesinde iki nokta mutasyona ihtiya¢ duyulmaktadir (Stevenson, 2007).
Ofloksasin
1991 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde kullanim ruhsati almistir. NOR
yapisina, 1-8(O) siklik halkasinda bulunan siilfiir ve oksijen atomlar1 arasinda olusan yedek
bir halka eklenmistir (Sekil 14). Uriner sistem enfeksiyonlari, prostatit, gastrointestinal
enfeksiyonlarda kullanilmaktadir. OFX 6zellikle tifo, basilli dizanteri ve akut bakteriyel
diyarelerde kullanilan ilaglara direng gelistiginde en etkili se¢enektir. Klamidya enfeksi-
yonlarida kinolonlar i¢inde en etkili OFX’dir. Kemik dokusuna gecisi kolay oldugundan
osteomiyelit tedavisinde kullanilmaktadir. Biyoyararlanimi en yiiksek olan kinolondur ve
tamami absorbe olmaktadir. Renal yolla elimine edilmektedir (Leblebicioglu ve ark.,
2003). Diger kinolonlara gore daha kararli bir yapis1 vardir ve % 5 den daha az1 biyofor-
masyona ugramaktadir (Andriole, 1998) OFX’nin % 90’1 metabolize olmadan idrara ile
disar1 atilmaktadir. Hastalarda oral yolla 2x200 mg/giin veya 1x400 mg/giin, intravendz
yolla 2x200 mg/giin olarak uygulanmaktadir. Iyi tolere edildiklerinden yan etkisi azdir
(Leblebicioglu ve ark., 2003).
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Sekil 14. Ofloksasin yapist (Andriole, 1998’den)

OFX diren¢ mekanizmasinda topoizomeraz mutasyonlarmin etkili oldugu bulun-

mustur (Sjolund-Karslsson ve ark., 2014).

Levofloksasin

OFX ile ayni yapida olup onun L-izomeridir (Sekil 15). Fakat gram-pozitiflere
etkinligi iki kat artmustir. Kinolon ¢ekirdeginin C-7 pozisyonundaki piperazin grubundaki
degisikliklerle olusmaktadir. Bu degisiklik kinolonlara streptokoksik aktivite kazandirmak-
tadir. Ugiincii kusak kinolonlar arasinda olan LEV yaninda sparfloksasin, grepaflokasin
Streptococcus pneumoniae’ye karsi oldukea etkili olduklarmdan solunum yolu kinolonlar1
veya yeni Kinolonlar olarak adlandirilmaktadirlar. Uzun yarilanma siireleri vardir (Leblebi-
cioglu, 2002). Ulkemizde LEV yaygm olarak kullanilmaktadir (Andriole, 1998). Toplum
kokenli pndmoni, akut siniizit, liriner sistem enfeksiyonlari, kronik bakteriyel prostatit, deri
ve yumusak doku enfeksiyonlarinda kullanilmakta ve iyi tolere edilmektedir. Hastalarda
oral yolla 1x500 mg/giin veya 2x500 mg/giin, intravendz yolla 1x500 mg/giin veya 2x500
mg/glin olarak uygulanmaktadir (Leblebicioglu ve ark., 2003). LEV en sik bildirilen yan
etkileri bulant1 ve ishaldir (Hurst ve ark., 2002; Ulusoy, 2010).

Ucgiincii kusak kinolonlara kars1 direng gelisimi iki basamaklidir ve bundan dolay1

daha az direng gelistigi ileri siiriilmektedir (Bastiirk ve ark., 2008).

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hurst%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12269858

HO

Sekil 15. Levofloksasin yapist (Andriole, 1998°den)
Moxifloksasin
Ulkemizde 2002 yilinda kullanima giren tek dordiincii kusak kinolonlardandur.
Kimyasal yapis1 Sekil 16°da gosterilmistir. Ugiincii kusak kinolonlara gore Streptococcus
pneumoniae'ye etkisi daha fazladir. Gram negatif ve anaeroplara etkinligi giiglidiir (Ulu-
soy, 2010). Toplum kdkenli pneumonide, akut siniizit, deri ve yumusak doku enfeksiyonla-
rinda kullanilmaktadir. Sadece oral formu mevcutttur (Leblebicioglu, 2002). Hastalarda

oral yolla 1x500 mg/giin olarak kullanilmaktadir (Leblebicioglu ve ark., 2003).

Sekil 16. Moksifloksasin yapist (Aldred ve ark, 2014’den)
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3. MATERYAL VE METOD

Calisma igin 09.04.2015 tarihinde B.30.2.0DM.0.20.08/1687 sayili Klinik Aras-
tirmalar Etik Kurulu raporu alind1.

3.1. Materyal

3.1.1. Besiyerleri

Kanh Agar

Genel kullanim besiyeri olarak kullanilmaktadir. Calismamizda Salmonella susla-

rinin saklama besiyerinden alinip, tekrar canli kiiltiirlerinin yapilmasi i¢in kullanildi.

Icerigi: Triptikaz veya Pepton 159
Soytone (Soya enzimatik hidrolizatr) 50
NaCl 59
Agar 159
Saf su 1000 ml (Bilgehan, 2004 )

Hazirlanmasi: Isitilarak eritildi ve pH 7,3 e ayarlandi. Sonra 50 °C’ye kadar sogutuldu.
Defibrine koyun kanindan eklendi. Karistirilip, plaklara dagitildi. Soguyunca +4 °C’de
saklandi (Bilgehan, 2004 ).

Eozin Metilen Mavisi (EMB)

Ozellikle Enterobacteriacea ailesindeki bakterileri ayirt etmek igin kullanilmakta-
dir. Laktoz ve sukroza etki eden bakteriler asit olusturup, besiyeri igindeki boyalar1 ¢ok-
tirmektedir. Salmonella bakterisi sekerleri fermente etmediginden saydam renksiz koloni-
ler olusturmaktadir (Bilgehan, 2004).

Icerigi: Pepton 10 g
Laktoz 5¢9
Stikroz 5¢
KoHPO4 29
Agar 135¢
Eozin 04¢

Metilen mavisi 0,065 g
Saf su 1000 ml



Hazirlanmasi: Hepsi karistirilip, kaynatilarak eritildi. 121 °C” de 15 dak. steril edildi.
Ph:7,1 olarak ayarlandi1 (Bilgehan, 2004).

Mueller-Hinton Agar

Antibiyogram yapmak i¢in kullanilan besiyeridir.

Icerigi: Sigir et suyu 300 ml
Kazein hidrolizat 1759
Nisasta 15¢9
Agar 10¢g
Distile su 1000 ml (Bilgehan, 2004)

Hazirlanmasi: Mueller-Hinton agar tozu iretici firmanin 6nerileri dogrultusunda kutunun
tizerinde yazan miktar kadar tartildi. Bir litre distile su eklenerek calkalandi. Sicak sulu 1s1
bloguna (benmari) konularak toz eriyene kadar 1sitildi. pH 7,2 ile 7,4 arasinda ayarlandi.
Gevsek sekilde erlenmayerin agzi1 kapatildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. 48+2
°C’deki su banyosunda sogutuldu. Steril bir ortamda, steril plaklara besiyerinin kalinlig: 4
mm + 0,5mm olacak sekilde dagildi. Erimis agar yiizeyinde olusan baloncuklar, bunzen
bekinin alevini agarin yiizeyinden hizla (ve dikkatlice) gegirerek yok edildi (Hinder, 2007;
THSK, Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1t AMD-TP-01 / Stirtim: 1.0/ 01.01.2014).

Katyon Ayarh Mueller-Hinton Broth (CAMHB)

Mueller-Hinton broth tozu iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda kutunun iize-
rinde yazan miktar kadar tartildi. Bir litre distile su eklenerek c¢alkalandi. Sicak sulu 1s1
bloguna (benmari) konularak toz eriyene kadar isitildi. pH 7,2 ile 7,4 arasinda ayarland.
Gevsek sekilde erlenmayerin agzi kapatildi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. 48+2
°C’deki su banyosunda sogutuldu. Katyon eklendi. Bunun miktar1 da Kalsiyum; 20-25
mg/L, Magnezyum; 10-12,5 mg/L olmalidir (ISO 20776-1:2006 ). Yani 1 litre Mueller-
Hinton Broth besiyerine 1 ml CaCl (Kalsiyum klortir) ve 2 ml MgCl (Magnezyum kloriir)
konuldu. Steril bir ortamda, steril cam tiiplere dagitild1 (Hinder, 2007; THSK Ulusal Mik-
robiyoloji Standartlart AMD-TP-01 / Siirtim: 1.0/ 01.01.2014).
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TSI (Uc Sekerli Demirli Agar)
Gram negatif bakterilerin glikoz, sukroz ve laktoza olan etkilerine, H2S olusturup

olusturmama durumuna dayali 6n tan1 besiyeridir.

Icerigi: Polypepton 209
Laktoz 10 g
Sukroz 10g
Dektroz 1g
Sodyum kloride 5¢
Ferric ammonyum sulfat 0,2 g
Sodyum tiyosulfat 0,29
Agar 13 ¢
Fenol kirmizisi 0,025¢
Saf su 1000 mi pH: 7,3

Hazirlanmasi: Maddeler karistirilip, su banyosunda eritildi. 121 °C’ de 15 dakika steril

edildi. Tiplerde 2,5-3 cm’lik kismu dik, tst kismi yatik olarak donduruldu (Bilgehan,

2004).
Ure Agar

Bakterilerin iireyi hidrolize edip etmedigini belirleyen besiyeridir.

Icerigi: a) Ure Baz Eriyigi:
Pepton
NaCl
KH2PO4
D- glukoz
Ure
Fenol kirmizisi
Saf su
Ph:6,8
b) Agar Eriyigi
Agar

Saf su

1g
59
29
1g
209
12 mg
100 ml

15¢
900 ml
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Hazirlanmasi: Ure baz eriyigi hazirlanip siizme islemi ile steril edildi. Agar eriyigi de 121
°C’de 15 dak. steril edildi. Her iki eriyik karistirilip, pH 6,8’e ayarland: (Bilgehan, 2004).

3.2. Metot

Salmonella tiirlerinin kinolon duyarliliklarinin belirlenmesinde Kirby-Bauer disk
diftizyon, E-test, sivi mikrodilisyon yontemi kullanild1.

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

"Salmonella Tiirlerinde Pefloksasin Direncinin Belirlenip Diger Kinolonlarla Kar-
silastirilmasi™ adli arastirma i¢in 2009-2015 tarihleri arasinda gesitli klinik birimlerden T1p
Fakiiltesi Hastanesi bakteriyoloji laboratuvarma gonderilen 6rneklerden izole edilmis 104
adet ve Samsun Halk Sagligi Laboratuvarindan elde edilen 12 adet sus ¢alismaya alindu.

3.2.2. Suslarin Canlandirilmasi

Saklama besiyerine ekilerek - 20 °C de saklanan Salmonella suslar1 kanl agara ve
EMB agara ekim yapildi. Sekil 17°de goruldiigii lizere 22-24 saatlik inkiibasyondan sonra
saf kiilttirleri elde edildi.

Sekil 17. Salmonella suslarinin kanh agar gériintiisii (Calismamizdan)

Inkiibasyon sonunda karisik iireme olan plaklar tek koloni diisecek sekilde tekrar
pasajland. Saf kiiltiirdeki bakterinin Salmonella tiirii oldugunu teyit etmek i¢in TSI ve iire
besiyerleri kullanild1. Kuskulu kolonilerden igne 6ze ile alinan materyal TSI besiyerininin
once dip kismina batirilip, yatik kismin yiizeyinde zik zak ¢izerek ekim yapildi. Ayni za-
manda kuskulu koloniler iire besiyerine de ekildi. Ekimler 37 °C’de 18-24 saat inkiibe

edildi. Salmonella bakterisi glukozu fermente edip, laktoz ve sukrozu pargalamadigindan
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TSI besiyerinde dipte sar1, yatik kisimda kirmizi renk ve ferrik amonyum sulfata etki ede-
rek, ferroz siilfit yaptigindan siyah renk olusturmaktadir. Kuskulu kolonilerin TSI besiye-
rindeki bu goriintiisii ve tire besiyerindeki negatif sonucuna gore Sekil 18'de gorildigi

gibi Salmonella bakterisi olarak teyit edildi.

Sekil 18. Salmonella suslarmnin TSI ve iire besiyerindeki gériintiisii (Calismamizdan)

3.2.3. Suslarin Duyarhhgmin Cahsilmasi

Tim Salmonella suslarinin florokinolon duyarliligi; NA (Bioanalyse 30 pg,lot no:
140711), PEF (Oxoid, 5ug, lot no: 1465722), NOR (Bioanalyse, 10ug, lot no: 141126D),
CIP (Oxoid, 5pg, lot no: 1348421), OFX (Bioanalyse, Spg, lot n0:131028), LEV(Oxoid,
5ug, lot n0:1400174) diskleri kullanilarak Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile arastiril-
di. Calismada kalite kontrol susu olarak Escherichia coli ATTC 25922 kullanildi.

Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi

Calismamizdaki Salmonella suslarin florokinolonlara kars: direncini belirlemek
icin NA, PEF, NOR, OFX, CIP ve LEV antibiyotik diskleri kullanildi. EUCAST disk di-
flizyon metodunun referans yontem olarak kabul ettigi Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
uygulandi.

Kirby-Bauer disk difiizyon yonteminde besiyeri olarak Salmonella’lar icin MH

(Mueller-Hinton) agar kullanildi. Besiyerinin kalinligi 4 mm * 0,5 mm olacak sekilde do-

kiildti. Agar yiizeyi kullanilmadan 6nce kurutuldu. Sekil 19°da goriildiigii tizere Salmonella
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suglarmin McFarland 0,5 bulaniklik standart1 yogunlugunda siispansiyonunu yapildi (M02-
Al2, EUCAST 2015).

Sekil 19. Bakteri inokulumu hazirlanmas: (Calismamizdan)

Bu deger Escherichia coli igin yaklasik 1-2 x10® cfu/ml’ye karsilik gelen degerdir.
Daha yogun inokulum siispansiyonu inhibisyon zonunun azalmasina yol acarken, daha az
inokulum ise tersine bir etkiye sebep olacaktir. Siispansiyonun yogunlugunu ayarlamakta

Sekil 20°de goriildiigi tizere fotometrik bir McFarland cihaz kullanildi.

Sekil 20. McFarland Cihazi (Calismamizdan)

Hazirlanan siispansiyon 15 dak i¢inde plagn yiizeyine, ii¢ yonlii siiriiliip, en son
plak gevresinde gezdirip, yayildi. NA, PEF, NOR, OFX, CIP ve LEV diskleri 15 dk iginde
yerlestirildi. Diskleri yerlestirdikten sonra 15 dk iginde plaklar ters ¢evirildi. Plaklar
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35+1°C’de, 16-20 saat inkiibe edildi. Inhibisyon zonlar1 kumpas cihaz ile dlgiildii (Sekil
21).

Sekil 21. Iinhibisyon zonlarmmn kumpas cihazi ile 6lgiim sonuglarmnin yorumlanmasi (Calismamizdan)

Antibiyotiklerinden NA, CIP Clinical And Laboratory Standarts Institute (CLSI)
M100-S25 standardma, PEF, NOR, OFX ve LEV sonuglar1 The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)’ta belirtilen zon ¢aplar1 kriterlerine gére
degerlendirildi. Sonuglar karsilastirildi. Sekil 22°de ¢alisma plaklar1 gosterildi.

RS

N

S
e

Sekil 22. Calisma Plaklar1 (Calismamizdan)
Gradiyent Difiizyon Yontemi (E-test Yontemi)

Agarli besiyerinde diliisyon yontemidir. Kantitatif 6l¢iim yapar. Gittik¢e artan kon-

santrasyonlarda antibiyotik iceren inert plastik seritler kullanilmaktadir.
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Calismamizda kinolon direncli suslarin CIP Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
(MiK) degerleri E-test yontemi ile calisild1. 11k dnce direngli suslar subkiiltiire edilip, can-
landirildi. Salmonella suslarinin inokulum stispansiyonunu McFarland 0,5 standart yogun-
lugunda hazirlandi. Inokiilum siispansiyonu hazirlandiktan sonra steril pamuklu ekiivyonla
alinip, fazla sivinin birakilmasindan sonra tiim agar yiizeyine yaklasik 60°’lik agilarla ti¢
kez yayild1. Ekiivyon son olarak plagin ¢evresinde gezdirilip 15 dakika icinde Miiller-
Hinton Agar’a inokiile edildi. Derin dondurucuda (en az - 20C°de) saklanan seritler 15

dakika i¢inde agar yiizeyine yerlestirildi. 35 °C’de 18-20 saat inkiibasyon yapildu.
Sonuclarinin Yorumlanmasi

Elips seklindeki inhibisyon alanmnin stribi kestigi nokta MIK (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) degeri olarak verildi. Bu degerler EUCAST ve CLSI M100-S25 stan-
dartinda belirtilen MIK kriterlerine gore belirlendi. CIP E-test MiK degerleri 0,19-0,75

pug/ml arasinda bulundu.

Si1vi Mikrodiliisyon Yontemi

Calismamizda direngli buldugumuz suslara CIP i¢in ISO 20776 (2006) standartlar
ve CLSI M100-S25 kriterleri kullanilarak sivi mikrodiliisyon yapildi. Bunun i¢in steril
plastik mikrodiliisyon plaklari, besiyeri olarak katyonu ayarlanmis Miiller-hinton broth
(KAMHB) ve CIP standart toz formundan hazirlanan stok ¢ozeltisi kullanildi. Stok ¢dzelt-

isi Tablo 7’°de belirtilen ¢oziiciilerle hazirland.

Tablo 7. Antimikrobik ilaglarin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmast igin gerekli ¢oziicii ve sulandiricilart
(EUCAST, 2015)

ANTIBIYOTIK cOzUcU SULANDIRICI

Siprofloksasin Su Su

Antimikrobik ilacin stogunu hazirlamak i¢in gereken sulandirict hacmi asagidaki

formiille hesaplandi.
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Agirhk(mg) X Potens(pg/ml
Konsantrasyon (pg/ml)

Hacim(mL) =

Bu formiile gore CIP toz formundan 0,100 g tartilip, formiil icin 100 mg’a
cevrildi. Potensi % 100, konsantrasyon degeri 4096 pg/ml alindi.

1000 = 100 mg

= 24,4 ml distile su ile suland1
4096

Hacim(mL) =

Calisma i¢in 2550 pl miiller- hinton broth + 10 ul stok ¢ozeltiden alindi. Antibi-
yotik baglangi¢ diliisyonu hazirlandi. Sivi mikrodiliisyonda ilk 6nce 100 ul miiller- hinton
broth biitiin mikro plate kuyucuklarina dagitildi. Sonra antibiyotik stok c¢ozeltisi ilk kuyu-
cuga konmadan, ikinci kuyucuktan baslayarak 100 pl konuldu, pipetaj yapildi ve 100 pl
geri ¢ekilip, diger kuyucuga konuldu. Bdylece seri diliisyonlar yapildi. Son kuyucuktaki
miktardan 100 pl pipetle ¢ekilip, disar1 atildi. Bakteri inokulumu 0,5 McFarland bulanikli-
ginda hazirlandi. Hazirlanan bakteri inokulumu 1:100 oraninda broth ile sulandirildi (990
ul broth + 10 pl bakteri). Hazilanmis mikro plate 100 pl 1:100 oraninda sulandirilmis bak-
teri inokulumu eklendi. Son kuyucucuga konulmadz. ilk kuyucuklar {ireme kontrolii, son
kuyucuklar sterilite kontrolii olarak alindi. Boylece sivi mikrodiliisyonla 4-0.003 mg/L
MIK degerleri arasinda ¢alisildi. Calismada kalite kontrol susu olarak Escherichia coli
ATTC 25922 kullanild1 (ISO 20776-1, 2006). Kalite kontrol susunun EUCAST QC tablo-
sundaki gegerli deger araligi 0,004-0,016 olarak kabul edilmektedir. Calismamizdaki dege-
ri de kabul edilebilir sinirlar i¢indedir (EUCAST QC Tables,2015-10-09).

Duyarhlik Sonuc¢larinin Yorumlanmasi

MIK, bakterilerinin mikrodiliisyon kuyucuklarindaki iiremesini tamamen inhibe
eden ve ciplak gdzle belirlenebilen en diisiik ila¢ konsantrasyonudur. MiK belirlenirken
antibiyotik iceren kuyucuklardaki ireme yogunlugu, kontrol kuyucugundaki (antibiyotik-
siz) ireme yogunlugu ile kiyaslandi. Bir testin gegerli olabilmesi igin, pozitif kontrol
kuyucugunda kabul edilebilir {iremenin (belirgin bulaniklik) olusmasi gerekir. MIK degeri
olarak tiremede kontrol ile kiyaslandiginda %80 bir azalmanin oldugu konsantrasyon

okunmalidir. Bir mikrodiliisyon testinde arada iireme olmamis tek bir kuyucuk goriiliirse
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en yiiksek MiK okunmalidir. Arada birden fazla iireme olmayan kuyucugun oldugu ilac-
lara iliskin sonuglar bildirilmemelidir (AMD-TP-04 / Sirim: 1.0 / 01.01.2014). Bu
degerler EUCAST ve CLSI M100-S25 Standartinda belirtilen MIK kriterlerine gére
degerlendirildi. Sonuglar karsilastirildi.

CLSI ve EUCAST ’taki CIP MiK degerleri Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. EUCAST ve CLSI’a gére siprofloksasin MIK breakpoint degerleri

MIiK BREAKPOINT(mg/L)
S I R
EUCAST <0,06 - > 0,06
CLSI <006 0,12-0,5 >1

3.2.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 21.0 progranu kullanilarak yapilmustir. Degisken-
ler say1 ve yiizde olarak ifade edilmektedir. Degiskenler arasindaki iliski Chi-Square test
ile yapilmistir. E-test ve sivi mikrodiliisyon ¢aligma sonuglarini karsilagtirmak igin Wil-
coxon testi kullanilmustir. Test istatistigi sonucu i¢in p degerleri karsilastirilarak (p<0,05)

sonu¢ bulundu.
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4. BULGULAR
4.1. Salmonella Suslarimin Ornek Dagihm

Calismamiza en ¢ok gaita orneklerinden izole edilen suslar dahil edildi. Suslarin

izole edildigi 6rnek tiirleri Tablo 9’de verildi.

Tablo 9. Salmonella suglarinin izole edildigi 6rnek tiirleri

ORNEK TURU SAYI (%)
Gaita 108 (93,1)
Kan 6 (5,2)
Idrar 1(0,9)
Yara 1(0,9)

4.2. Salmonella Suslarimin Disk DifiizyonYontemi ile Belirlenen Kinolon
Diren¢ Sonuclari
Antibiyotik duyarhilik sonuglar1 CLSI ve EUCAST onerileri dogrultusunda ayr1
ayr1 verildi.

CLSI disk diftizyon zon ¢ap1 yorumlama degerleri Tablo 10°da verildi.



Tablo 10. CLSI disk difiizyon zon ¢ap1 yorumlama degerleri (pg/mm) (CLSI M100-S25)

ZON CAPI
ANTIBIYOTIK DiSK YORUMLAMA
ICERIGI KRITERLERIi(mm)

S | R
Siprofloksasin S5ug >31 21-30 <20
Levofloksasin S5ug - - -
Ofloksasin 5 ug - - -
Norfloksasin 10pg - - _
Nalidiksik asit 30 ug >19 14-18 <13
Pefloksasin Uygun degil

EUCAST disk diflizyon zon ¢ap1 yorumlama degerleri Tablo 11°de verildi.

Tablo 11. EUCAST disk difiizyon zon ¢ap1 yorumlama degerleri (EUCAST 2015-01-01)

ZON CAPI
ANTIBIYOTIK DiSK YORUMLAMA
ICERIGi KRITERLERi(mm)

S R
Ciprofloksasin 5ug _ _
Levofloksasin 5ug >22 <19
Ofloksasin 5ug >22 <19
Norfloksasin 10pg >22 <19
Pefloksasin 5ug >24 <24
Nalidiksik asit Uygun degil

47



Calismamizda kullandigimiz 116 Salmonella susundan 12 (%10,3) tanesinde kino-
lon direnci saptandi. Bu direng orani istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Suslar-
dan ticii NA ve PEF direncli, CIP orta duyarl olarak saptandi. Alt1 sus ise NA, PEF, OFX
direngli, CIP orta duyarli olup bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Sal-
monella suslarinda NA ve PEF antibiyotiklerinden sonra direng orani ve etki diizeyi en
yiiksek OFX antibiyotigidir.

Suslarin duyarhilik sonuglar1 Tablo 12°de verildi.

Tablo 12. Salmonella suslarinm kinolon grubu antibiyotiklere karsi duyarlilik sonuglari

ANTIBiYOTIKLER N (%)
NA, PEF(R), CIP(I) 3(2,6)
NA, PEF, OFX(R), CIP(I) 6(5,2)
NA, PEF, OFX (R), CiP(S) 1(0,9)
NA, PEF, OFX, LEV (R), CIP(I) 1(0,9)
NA, PEF, NOR, OFX, CIP, LEV (R) 1(0,9)
TOPLAM 12(10,3)

N: Sus Sayisi Na:Nalidiksik asit, PEF: Pefloksasin, CIP: Siprofloksasin,
OFX:Ofloksasin, NOR: Norfloksasin, LEV: Levofloksasin, R:Direngli, I;
Orta Duyarli , S:Duyarli

Direngli Suslarin Florokinolon Duyarlilik Sonuglar1 Tablo 13’°de verildi.
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Tablo 13. Direngli suslarin florokinolon duyarlilik sonuglar

ANTIBIYOTIKLER
N
NA PEF cip NOR OFX LEV

3 R R [ S S S
7 R R I S S S
9 R R | S S S
23 R R I S R R
35 R R I S R S
45 R R | S R S
52 R R S S R S
68 R R | S R S
69 R R R R R R
70 R R | S R S
71 R R | S R S
88 R R | S R S

N: Sus Numaras1 R: Direngli S: Duyarli I: Orta Duyarli

Disk difiizyon yontemiyle tespit edilen NA, PEF direngli, CIP orta duyarl suslar

i¢cin 0rnek resim Sekil 23°de verildi.

Sekil 23. NA, PEF(R), CIP() sus

Disk difiizyon yontemiyle tespit edilen NA, PEF ve OFX direngli, CIP orta duyarl
suslar i¢in 6rnek resim Sekil 24°de verildi.
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Sekil 24 . NAL, PEF, OFX(R), CiP (I) sus

Disk diflizyon ydntemiyle tespit edilen NA, PEF ve OFX direngli, CIP duyarli sus

icin Ornek resim sekil 25°de verildi.

Sekil 25 . NAL, PEF, OFX(R), CIP (S) sus

Disk difiizyon yontemiyle tespit edilen NA, PEF, OFX ve LEV direngli, CiP orta

duyarli sus igin 6rnek resim Sekil 26°de verildi.
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Sekil 26. NAL, PEF, OFX, LEV( R), CIP (1) sus

Disk difiizyon ydntemiyle tespit edilen NA, PEF, OFX, LEV ve CIP direncli sus

icin 0rnek resim Sekil 27°de verildi.

Sekil 27. NAL, PEF, OFX, NOR, CiP, LEV (R) sus

Disk difiizyon yontemiyle tespit edilen NA, PEF, OFX, LEV ve CIP duyarl suslar

icin ornek resim Sekil 28’de verildi.

Sekil 28. Duyarli suslar
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4.3. E-test Sonuclarn
Kinolonlarin herhangi birine direngli saptanan 12 susun CIP E-test MIK degerleri

0,19-0,75 arasinda saptandi. Bu degerler Tablo 14’te verildi.
Tablo 14. E-Test’ile saptanan CIP MiK sonuglar1

N MIK (mg/L)
3 0,25
7 0,19
9 0,25
23 0,5
35 0,19
45 0,25
52 0,25
68 0,38
69 0,75
70 0,38
71 0,38
88 0,25

N:Sus numarasi

Bu sonuglar EUCAST ’a gore degerlendirildiginde suslarin CIP antibiyotigine di-
rengli olduklari, CLSI’a gore ise orta duyarl olduklar1 tespit edildi.

4.4. Direncli suslarin Siprofloksasin Sivi Mikrodiliisyon MiK Sonuclar

Direngli suslarn CIP MIK degerleri sivi mikrodiliisyon ydntemiyle de ¢alisildi.
Direngli suslarin sivi mikrodiliisyon yontemiyle bulunan CIP MiK degerleri Tablo 15°de

verildi.

Tablo 15. Direncli suslarin stvi mikrodiliisyon yontemiyle bulunan siprofloksasin MiK degerleri.

N MIK(mg/L)
3 0,25
7 0,25
9 0,5
23 0,5
35 0,25
45 0,25
52 0,25
68 1
69 1
70 0,5
71 0,25
88 0,25

N: Sus Numarast
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CIiP sonuglar1 EUCAST’a gore degerlendirildiginde suslarin hepsi direngli,
CLSI’a gore ise suslardan ikisi direngli, digerleri orta duyarlidir. 68 numarali sus E-test
yontemiyle 0,38mg/L, sivi mikrodiliisyon yontemiyle 1 mg/L; 69 numarali sus E-test yon-
temiyle 0,75mg/L, sivi mikrodiliisyon yontemiyle 1 mg/L saptandi. Sadece bu iki susun

MIK degerleri E-test yontemiyle uyusmadi.

4.5. Direncli Suslarin Pefloksasin Duyarhlik Sonuclariyla Siprofloksasin Sivi
Mikrodiliisyon MiK Sonuclarinin Karsilastiriimas:

Calismamizda NA direngli buldugumuz 12 sus PEF’e direngli bulundu. Bu susla-
rin CIP MIK degerleri E-test ve sivi mikrodiliisyonla ¢alisildi ve MIK degerlerinde artis
saptandi.

PEF duyarhlik sonuglarmin CIP MIK sonuglariyla karsilastirilmas: Tablo 16’°da

verildi.

Tablo 16. Pefloksasin duyarlilik sonuglarinimn siprofloksasin MiK sonuglariyla karsilastiriimast

N PEF DUYARLILIK E-TEST SIVI MIKRODILUSYON
(mg/L) (mg/L)

3 R 0,25 0,25
7 R 0,19 0,25
9 R 0,25 05
23 R 0,5 05
35 R 0,19 0,25
45 R 0,25 0,25
52 R 0,25 0,25
68 R 0,38 1
69 R 0,75 1
70 R 0,38 05
71 R 0,38 0,25
88 R 0,25 0,25

N:Sus sayis1 PEF: Pefloksasin

Farkli suslardan birinin; CLSI ‘ya gore E-test MiK degeri 0,38 mg/L olup ara
deger, sivi mikrodiliisyon MIK degeri 1 mg/L olup direngli, diger susunda E-test MIK
degeri 0,75 mg/L olup ara deger, sivi mikrodiliisyon MIK degeri 1 mg/L olup direngli,

EUCASTa gore ise hepsi direngli bulundu. E-test sonuglar istatistiksel analiz sonucunda
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normal dagilima sahip olmadigi tespit edilmistir (p=0,007; p<0,05). Sivi mikrodiliisyon
sonuclar1 da istatistiksel olarak normal dagilima sahip olmadig: tespit edilmistir (p=0,001;
p<0,05). Bu nedenle saptanan bu farkliklar istastiksel olarak anlamli bulunmamaktadir

(p=0,090; p>0,05). Uygulanan her iki yontem arasinda istatistiksel agidan bir farklilik go-

rilmemektedir.
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5. TARTISMA

Toplumda gida ile kolaylikla bulasan ve salginlarla 6nemli enfeksiyonlara neden
olabilen Salmonella tiirlerinin neden oldugu bazi klinik tablolar duyarliliklarinin saptanma-
s1, enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin hizla alinmasi ve enfeksiyonun biiyiik ¢apli bir salgma
doniismeden Onlenmesi agisindan biiyliik 6nem tasimaktadir. Salmonella tiirlerinin neden
oldugu enfeksiyonlarda eriskin hastalarda CIP ve OFX kullanilmaktadir (Murray, 2009).

Bir bakteri ayni tiirevden elde edilmis antibiyotiklerden birine direngli ise diger an-
tibiyotiklere de direngli kabul edilir. Fakat bu kural her zaman gegerli degildir. Ozellikle
yeni kesfedilen, yaygin kullanimda olmayan antibiyotiklere direng gelisimi daha geg¢ oldu-
gundan ayni tiirev antibiyotiklerin duyarliliklar1 farkli olabilmektedir (Giilay, 2002). Her
kinolonun DNA giraz’a affinitesi farklidir. Bu ylizden baz1 bakteriler bir kinolona direncli
iken digerine duyarh olabilir (Aygiin, 2002).

Cavaco ve arkadaslari NA direngli suglarin diger kinolon tiirevlerine duyarli
olabilecegi ancak bu suslarda kinolonlara kars1 gelisebilecek direnci gostermesi bakimin-
dan NA direncinin 6nemli oldugunu vurgulamistir (Cavaco ve Aarestrup, 2009). Diger
calismalarda NA diskinin; disk difiizyon testinde sadece topoizomeraz enzim mutasyonlari
sonucu olusan direnci gosterdigini (Lunn ve ark, 2010) ve bu direncin de 6zellikle gyrA
gen mutasyonlar1 ve efluks pompa sisteminin asir1 tiretimi sonucu oldugunu belirtmislerdir
(Cavaco ve Aarestrup, 2009). Salmonella’da NA direnci ile ilgili tilkemizde yapilan galis-
malarda Giilmez ve ark. 34 merkezi kapsayan ¢alismasinda NA direncini %16,7 (Giilmez
ve ark, 2012), Cilli ve ark. %16,5 (Cilli ve ark, 2006), Ercis S ve ark. %12,3 (Ercis S ve
ark., 2006), Erdogan H. ve ark. %14,3 (Erdogan H. ve ark., 2016 ) olarak bulmuslardir.
Italya’da yapilan bir calismada NA direnci %1,8 (Zottola ve ark, 2013), Sirbistan’da % 2,2
(Kozoderoviéve ark, 2012) olarak bulunmustur. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1996-
2003 yillar1 arasinda yapilan bir ¢caligmada da NA direnci %1,6 olarak tespit edilmistir
(Stevenson, 2007). Amerika Birlesik Devletlerindeki yapilan bir ¢aligmada ise Salmonella
enteritis tiirlerinde 1996 yilinda %0,9 olan oranin 2010 yilinda %5,2 ¢iktigin1 ve bunun
gelismislik diizeyi diisiik ve kalabalik tilkelere seyahatle baglantili oldugu vurgulanmistir
(O’Donnell ve ark, 2014). Ayrica NA direnci orani; Cinde %61,7 (Zhao ve ark, 2016),
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Taylan’da %83,2 (Utrarachkij ve ark, 2016), Malezya’da %35,7 (Thong ve ark, 2015) ola-
rak tespit edilmistir. Caligmamizda saptanan NA direnci (%10,3) gelismis Avrupa iilkele-
rinde yapilan ¢aligmalara gore yiiksek, yurt icindeki ¢aligmalara gore ise yakin oranda sap-
tanmustir. Gelismislik diizeyi diisiik ve kalabalik tilkelerdeki kinolon direng orani ise yiik-
sektir. Bunun Salmonella enfeksiyonu ve kinolon kullanim oranmin yiiksekligine bagli
olabilecegi diisiiniilmektedir. NA direnci topoizomeraz mutasyonlarindan kaynaklanmak-
tadir (Deak ve ark, 2015b). Calismamizda kinolon direnci arastirdigmiz 12 susta (%10,3)
NA direnci tespit edildi. Caligmalarda kinolon direnci dncelikle kinolonlarin en basiti olan
NA’e kars1 gelismektedir. Ancak ¢alismamizda NA direnci olan suslarin hepsi PEF’e de
direngli saptanmistir. Bu suslarda Stevenson ve ark. nin bu konudaki yorumlarma benzer
olarak topoizomeraz mutasyonunun yaninda gnr gen mutasyonununda olabilecegi diisiin-
dirmiistiir (Stevenson ve ark., 2007). Ancak bazi ¢alismalarda PEF direncinin Salmonel-
la’larda sadece aac(6”)-1b-cr gen mutasyonu ile kazanilan kinolon direncini gosteremeye-
cegini ve bu genin az sayida oldugunu belirtilmektedir. (Veldman K ve ark., 2011, Sjolo-
und- Karlsson ve ark., 2009).

Calismalarda yukarida anlatilan topoizomeraz mutasyonu ve gnr gen direnci yanin-
da plazmid aracili gelisen diren¢g mekanizmasindan aac(6’)-1b-cr ve gepA geni tasiyan sus-
larm CIP direngli veya orta duyarli saptanabilecegi bildirilmektedir (Stevenson ve ark.,
2007; Sjdlound- Karlsson ve ark., 2009). Calismamizda NA ve PEF direngli ve CIP orta
duyarli saptanan ti¢ (%2,6) izolat bulunmustur, bu ¢ izolatin duyarlilik sonuglar1 istatiksel
olarak p=0,077 olup (p>0,05) anlamli degildir. Bu suslar i¢in olasi topoizomeraz, qnr, gep
A ve aac(6”)-Ib-cr gen mutasyonlarmin bu dirence neden olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Cavaco ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Salmonella suslarinda OFX direncine topoizo-
meraz enziminin QRDR ’sindeki bir veya daha fazla mutasyon veya gnr mutasyon direnci-
nin neden oldugunu belirtmiglerdir. Aac(6’)-Ib-cr gen mutasyonu tasiyan Salmonella tiirle-
rinde, disk diflizyon yontemiyle OFX direnci tespit edilemez. Oysa direngli suslarda CIP
direnci hem disk difiizyonla hem de mikrodiliisyon testiyle gosterilebilir. Fakat gnr ve
aac(6’)-Ib-cr direng genlerini tastyan Salmonella tiirlerini belirlemek icin CIP mikrodiliis-
yon testi onerilmistir (Cavaco ve Aarestrup, 2009). Ayrica aac(6’)-lb-cr ve gep A geni ta-

styan suslarin disk difiizyon testinde CIP direngli veya orta duyarli saptanabilecegi bildi-
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rilmektedir (Stevenson ve ark., 2007). Calismamizda NA, PEF, OFX direncli, CIP orta
duyarl alt1 (%5,2) ayrica NA, PEF, OFX direngli ve CiP duyarli bir (% 0,9) izolat bulun-
du. Buna gore ¢alismamizda NA, PEF ve OFX direngli ve CIP orta duyarli saptanan suslar
istatiksel olarak p=0,001 olup (p<0,05) anlamlidir. Bu suslarda topoizomeraz enziminin
QRDR’sindeki bir veya daha fazla mutasyonun veya gnr gen mutasyonlarmin oldugu, bu
suslarda disk difiizyon testinde CIP direnci gériilmeyip, orta duyarli veya duyarli olabilme-
sinin (Stevenson ve ark., 2007) aac(6”)-Ib-cr geni mutasyonu sonucu olabilecegini diisiin-
diirmiistiir.

Calismamizda NA, PEF, OFX direncli diger kinolonlara duyarl: bir (%0,9) sus i¢in
yukarida belirtildigi gibi sadece topoizomeraz enziminin QRDR’sindeki bir veya daha faz-
la mutasyonun yada gnr gen mutasyonlarmm olabilecegini ve CIP duyarliliginin aac(6’)-
Ib-cr gen mutasyonu sonucu olabilecegini diisiindiirmiistiir (Stevenson ve ark., 2007). Fa-
kat tiim suslar iginde sadece bir susta bu direncin goriilmesi istatiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p>0,05).

Kim ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada gnr gen mutasyonu ve gry A geninin
QRDR’sinde de tek nokta mutasyon (Ser83- Phe yer degistirmesi) tespit edilen Salmonella
suslarminda NA, CIP ve LEV direnci goriilmiistiir (Kim ve ark, 2013). PEF ve OFX diren-
cine de topoizomeraz enziminin QRDR’sindeki bir veya daha fazla mutasyonun veya qnr
mutasyonunun neden oldugunu belirtilmistir (Stevenson ve ark., 2007; Sjolound- Karlsson
ve ark., 2009). CIP orta duyarliligina aac(6’)-lb-cr ve gep A geni mutasyonunun neden
oldugu ifade edilmistir. (Stevenson ve ark., 2007). Calismamizda NA, PEF, OFX ve LEV
direngli ve CIP orta duyarli bir izolat (%0,9) saptandi. Bu izolat igin olasi topoizomeraz
geninin QRDR ‘sinde tek nokta mutasyon (Ser 83- Phe ) ve qnr gen mutasyonlar1 birlikte
olabilecegi gibi aac(6”)-Ib-cr ve gep A gen mutasyonlar1 da tasiyabilecegini diistindiirmek-
tedir. Bu direnci gosteren tek bir izolat olmasi nedeniyle istatiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05).

Bazi ¢aligmalarda Salmonella tiirlerinde aac(6’)-Ib-cr ve gepA gen mutasyonunun
NOR ve CIP direncini etkiledigini, OFX ve LEV MIK degerlerini yiikseltebilecegini belir-
tilmistir (Deak ve ark., 2015a, Cavaco ve Aarestrup, 2009 - Yamane ve ark, 2007). Baska
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bir ¢caligmada da NOR (%5,8) ve CIP (%8,3) direngli Salmonella tiirleri tespit edilmistir
(Zhao ve ark, 2016). Calismamizda tespit edilen alt1 farkli kinolona direngli bir (%0,9) sus
tespit edilmistir. Bu susun NA, PEF, OFX, LEV direnci i¢in yukardaki ¢alismalarda belirti-
len olas1 direng genlerinin yaninda NOR ve CIP direnci i¢in aac(6’)-lb-cr ve gepA gen mu-
tasyonlarmi tasiyabilecegini de diisiindiirmektedir. Bu direnci gosteren tek bir izolat oldu-

gu icin istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Cavaco ve Aarestrup Salmonella tiirlerinin kinolon direng belirleyicilerinin NA
disk difiizyon sonuglar1 ve CIP MIK degerlerinin oldugunu belirtmektedir. Ciinkii disk
diftizyon yonteminde NA direnci qnr ve aac(6’)-lb-cr direng genlerini tagiyan Salmonella
izolatlarmi belirlemede etkili degildir. Bu genlerin mutasyonuna bagli direncin tespiti i¢in
CIP ve NOR mikrodiliisyon testi gereklidir (Cavaco ve Aarestrup, 2009). NA direncinin
aym zamanda Salmonella suslarinda azalmis CIP duyarliligmi gosterebilecegi belirtilmek-
tedir (Cilli ve ark, 2006). Calismamizda yukaridaki ¢alismalara benzer sekilde NA direngli
suslar stvi mikrodilisyon yontemiyle CIP direngli (MIK > 0.06 mg/L) olarak saptandi. Bu
suslar ayn1 zamanda PEF’e de direngli bulunmasi NA ve PEF disklerinin, CIP duyarliligini
dogru olarak temsil edebilecegini diisiindiirmektedir.

Salmonella’larda gryA geninin QRDR’sindeki tek nokta mutasyon sonucu olusan
Ser-82 ile Phe, Ser 83 ile Tyr, Asp-87 ile Asn, Asp—87 ile Gly arasindaki yer degisikliginin
(Crump ve ark, 2015), gepA, efluks pompa sistemi, qnr proteinleri ve aac(6’)-lb-cr gen
mutasyonlarinin (Hakanen ve ark., 2001; Sjolound- Karlsson ve ark, 2009), CIP duyarlili-
gin1 azalttigini belirtmislerdir. Yapilan ¢aligmalarda CIP duyarliligmin Giineydogu Asya’da
%3,9 dan %23,5 yiikseldigini (Hakanen ve ark., 2001), Malezya’ da %30,7 (Thong ve ark,
2015), Brezilya’da % 23,01 oraninda oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda azalmis CIP
duyarli izolat oraninin (%10,3) diger ¢alismalardan daha diisiik bulunmasi bu suslarin yu-
karda belirtilen mutasyonlara sahip olabileceklerini diisiindiirmektedir. Ancak ¢alismamiz-
da fenotipik yontemlerin kullanilmasi planlandigi i¢in genotipik olarak bu direng meka-
nizmalar1 arastirilmamustir.

CIP disk difiizyon sonuglar1 ile MIK sonuglar1 arasinda tutarsizhiklarin gériildiigii

caligmalar vardir (Sjolund-Karlsson ve ark., 2014). Bir ¢calismada 136 susun 11 tanesinde
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CiP MIK >1 ug/L bulunurken, CIP disk difiizyon sonucu orta duyarl (21-30 mm) bulun-
mustur (Deak ve ark. 2015). Calismamizda buna benzer olarak NA ve PEF direngli bulu-
nan 12 susun 10 tanesinin siprofloksasin duyarliligi disk difiizyon testiyle CLSI’a gore orta
duyarl,, EUCAST a gore mikrodiliisyon testiyle direncli saptandi.

Yapilan ¢alismalarla CIP MiK degerinin 0,12-0,5 mg/ L olmas1 tek mutasyona bag-
I iken iki veya daha fazla mutasyon CIP MIK degerini yiikseltir (Sjélund-Karlsson ve ark,
2014; Skov ve ark, 2015). Bir calismada da 28 tane NA direngli susun 24 tanesinde CIP
MIK degerleri 0,125-0,5 mg/L bulunmusken, sadece 1 tanesinde CIP MIK degeri MIK > 1
mg /L bulunmustur (O’Donnell ve ark, 2014). Bizim ¢alismamizda NA ve PEF direngli 12
susun 10 tanesinde sivi mikrodiliisyon yontemiyle CIP MIK degerleri 0,12-0,5 mg/L olup
tek nokta mutasyon, 2 tanesinin de CIP MiK degeri 1 mg/L olup iki veya daha fazla mu-
tasyon geg¢irmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Florokinolon duyarliliginin belirlenmesinde sivi mikrodiliisyon testi (MIK) ve E-
test kullanilir. Genel egilim olarak sivi mikrodiliisyon yontemine kiyasla E-testte daha
yiiksek ya da daha diisiik degerler kaydedilmistir (Fang ve ark, 2015). Bazi ¢alismalarda E-
test ile sivi mikrodiliisyon teknikleri arasinda uyumun % 89,6 oldugu bu tiir farkliliklarin
olabilecegini belirtilmektedir (Fang ve ark, 2015; Deak ve ark, 2015a). Calismamizda sivi
mikrodiliisyon ve E-test ile ¢alisilan CIP duyarlilik MIK degerlerinde iki izolatta farkli
degerler bulunmustur. Bu suslardan birinin; E-test MIK degeri 0,38 mg/L olup orta duyarls,
stv1 mikrodiliisyon MIK degeri 1 mg/L olup direncli, diger susunda E-test MIK degeri 0,75
mg/L olup orta duyarli, sivi mikrodiliisyon MIK degeri 1 mg/L olup direngli, EUCAST ta
gore ise sonuclarm hepsi direnclidir. Ayrica bu suslarin CIP MIK sonuglarinm direncli
tespit edilmesinde qnr gen mutasyonlarinin etkili oldugu diisiiniilmiistiir. Ciink{i qnr geni
diisiik etkili kinolon direncini kodlar ve bu geni tasiyan suslar fenotipik olarak direng gos-
termeyebilirler (Cavaco ve Aarestrup, 2009). Ancak; EUCAST sinir degerlerinin kinolon
direncinde kullanimi duyarlilik metodlar1 arasindaki sonug farkliklarmin da oniine geg-
mistir.

Sonug¢ olarak Salmonella tiirlerinde kinolon direncinin belirlenmesinde sonuglar
kullanilan kinolon tiiriine, yontemlere ve degerlendirmede kullanilan Klavuzlara gore fark-

ik gdstermektedir. Salmonella tiirlerinde kinolon direncinin tespitinde MIK testinin her
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laboratuvarda yapilmamasi ve siprofloksasine azalmis duyarliligin disk difiizyon ile sapta-
namamasi gibi nedenlerden dolay: bu direng PEF diskininin kullanimiyla daha dogru sap-
tanabilecektir. Ancak bu diskin Salmonella’larda sadece aac(6’)-1b-cr gen mutasyonu ile
kazanilan Kinolon direncini saptamada yetersiz kalacagi, bu nedenle gerekli durumlarda
diger kinolonlarin direncinin berlilenmesi i¢in her kinolonun ayr1 ayr1 test edilmesi gerek-
lidir.

60



6. SONUC VE ONERILER

Salmonella tiirlerine karsi gelisen kinolon direnci 6ncelikle bu grubun ilk iiyesi
olan NA’ya kars1 gelismektedir. Diger kinolon tiirevlerine karsi duyarli olsa bile gelise-
bilecek direnci gostermesi bakimindan NA direncinin tespiti 6nemlidir. Calismamizda NA
direncinin gosterilmesi gelisebilecek kinolon direni hakkinda bilgi vermesi ag¢isindan
onemli olmustur. Kinolonlardan PEF duyarlilik sonuglariyla ilgili ilkemizde bilgi bulun-
mamaktadir. Bu antimikrobiyalin kabul edilebilir aralik degerleri EUCASTta belir-
tilmistir. Son zamanlarda CIP azalmis duyarlilik gosteren Salmonella tiirlerinde tedavi
basarisizliklar1 bildirilmeye baslanmistir. Bu ylizden klinik orneklerden izole ettigimiz
Salmonella tiirlerinin PEF direncinin belirlenip diger kinolonlarla karsilastirilmasi kinolon-
lar aras1 direncin farkliliginin ortaya konmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu da tedavi
protokollerinin olusturulmasini etkileyebilebilir.

2015 yilinda tilkemizde kullanilan CLSI klavuzundan Avrupa Birliginde kullanilan
EUCAST klavuzuna gegilmistir. PEF, EUCAST ’ta ¢alisilmas1 6nerilen kinolonlar arasin-
dadur.

Calisma yapilan Salmonella tiirlerinde PEF ve NA direncinin gosterilmesinin ileri-
de diger kinolonlara kars1 olusacak olasi direng gelisimini géstermesi agisindan dnemlidir.
Bu nedenle ¢alismada NA direncinin gosterilmesi, Kinolonlara kars1 gelisebilecek direng
hakkinda bilgi vermesi ¢alismanin 6zgiilliigl agisindan 6nemlidir.

Caligmada bundan sonraki asamada direngli bulunan suslarim molekiiler yontem-

lerle direng genlerinin tespiti 6nerilmektedir.
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