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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KLINIK Escherichia coli IZOLATLARINDA PLAZMIT ARACILI
KiINOLON DIRENC GENLERININ ARASTIRILMASI

AHMED MOHSIN SALEH AL-AZZAWI

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisu

Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Fatma Filiz An

Escherichia coli (E. coli) kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan kinolon grubu
antibiyotiklere duyarlik giderek azalmaktadir. Buna bagl olarak, kinolon direncli izolatlarin
dinya genelinde daha fazla rapor edildigi goriilmektedir. Bakterilerde kinolon direng
gelisimi kromozomal veya plazmit kaynakli olabilir. Plazmit aracili kinolon direncinden gnr
genleri, aac(6')-1b-cr geni ve gepA/ogxAB genleri sorumludur. Kinolonlara duyarlilig
azaltan bu genlerin ayrica bakterilerde kromozomal mutasyon olusumunu tetikleyici rol
oynadiklar1 ve bu durumun yiiksek diizey kinolon direncine yol agarak tedaviyi zorlagtirdig1
belirlenmistir. Genellikle konjugatif plazmitler iizerinde tasman bu genlerin bakteriler
arasinda konjugasyon yoluyla horizontal aktariminin kinolon direncinin hizli bir sekilde
yayilmasinda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Fenotipik testlerle saptanamayan plazmid
aracilt kinolon direncinin molekuler tespiti ve prevalansinin takibi hastanelerde kinolon

diren¢ yayilimiin 6nlenmesi agisindan son derece 6nemlidir.

Bu tez ¢aligmasinda, siprofloksasine direncli klinik E. coli izolatlarinda plazmit aracili gnrA,
gnrB, gnrS ve aac(6')-1b-cr genlerinin varliginin arastirilmasi ve bu genlerin konjugatif
plazmitler ile tagmip tasinmadiginin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amacla, Eylil 2018-

Ocak 2019 tarihleri arasinda Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
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(KAEUEAH) servis ve yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin klinik 6rneklerinden izole
edilmis 59 klinik E. coli izolat1 Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina’ndan temin edildi.
Vitek-2 otomatize sistemi ile identifikasyonu ve antibiyotik direnci tayini yapildiktan sonra
hastane kiltir koleksiyonunda saklanmis olan E. coli izolatlari, laboratuvarimizda uygun
besiyerinde canlandirildi. Izolatlarin total DNA'lar1 elde edildi ve en yaygin plazmid aracili
kinolon direng genleri olan gnrA, gnrB, gnrS ve aac(6')-1b-cr'nin varligi PCR yontemiyle
arastirildl. Izolatlarda konjugatif plazmitlerin varhgmi saptamak ve direng genlerinin

aktarilabilirligini belirlemek i¢cin konjugasyon deneyleri gergeklestirildi.

Caligilan 59 E. coli izolatinin higbiri (%100) gnrA, gnrB ve gnrS genlerini tasimazken, 39
(%66,1) izolat aac(6')-1b-cr geni i¢in pozitif bulundu. Bu bulgu, aac(6’)-1b-cr geni tasiyan
E. coli izolatlarmin, gnr genleri tasiyan izolatlardan 6nemli 6l¢iide daha yaygin oldugunu

gosteren ulusal ve uluslararasi ¢caligmalarin sonuglariyla uyumluydu.

Konjugasyon deneylerinin sonuglari, 59 E. coli izolatindan Ec15, Ec20, Ec22, Ec64, Ec82,
Ec87, Ec131, Ec104, Ec117 ve Ec146 olarak anilan 10'unun (%16.9) konjugatif bir plazmit
tasidigimi gosterdi. Daha sonra, bu E. coli izolatlarindan konjugatif plazmidlerin aktarildig:
E. coli J53-2 transkonjugant hiicrelerin antibiyotik duyarlilik paternleri disk diflizyon
yontemi ile arastirildi. Sonuclar, her transkonjugant hiicrenin fenotipik olarak kendi yaban
tip E. coli izolat1 ile ayn1 antibiyotik direng¢ profilini sergiledigini gosterdi. Son olarak, E.
coli izolatlarindan E. coli J53-2 transkonjugant hiicrelere aktarilan konjugatif plazmitlerde
aac(6")-1b-cr geninin varligin1 arastirmak igin transkonjugant hiicrelerden plazmitler izole
edildi ve aac(6")-1b-cr geni PCR ile ¢ogaltildi. Sonuglar 7 transkonjugant hiicrenin aac(6')-
Ib-cr pozitif, diger 3 hiicrenin ise negatif oldugunu gosterdi. Antibiyogram ve PCR bulgular1
birlikte, aac(6’)-1b-cr pozitif Ec15, Ec20, Ec22, Ec64, Ec82, Ec131 ve Ec146 izolatlarinda
aac(6’)-1b-cr geninin ¢oklu antibiyotik direnci tasiyan konjugatif plazmitler tizerinde yer
aldigmi gosterdi. Ote yandan, aac-(6°)-1b-cr negatif Ec87, Ec104 ve Ec117 izolatlarindan
konjugatif plazmitlerin aktarildig1 E. coli J53-2 transkonjugant hiicrelerde fenotipik olarak
kinolon direnci saptanmasina ragmen, konjugatif plazmitlerde aac-(6°)-1b-cr geni mevcut
degildi. Bu gozlem, bu 3 izolatin konjugatif plazmitlerinin, diger 7 izolatta bulunan aac-(6’)-

Ib-cr geninden farkli kinolon direng geni veya genlerine sahip oldugunu diisiindiirdii.

Gergeklestirilen bu tez, hastanemizde enfeksiyona neden olan klinik E. coli izolatlarinda
plazmit aracili kinolon direncinin kapsamli olarak arastirildigi ilk ¢alismadir. Sonuglar,

plazmit aracilt aac(6')-1b-cr genini igeren izolatlarin prevalansinin oldukca yiksek (%66,1)
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oldugunu gostermistir. Ayrica aac(6')-Ib-cr geninin bazi izolatlarda konjugatif plazmitler
uzerinde ¢oklu antibiyotik direng genleriyle birlikte tasindigi saptanmustir. Coklu antibiyotik
direng geni tasiyan konjugatif plazmitler iceren izolatlarmn varligi, hastanemizde E. coli
enfeksiyonlarmin tedavi segeneklerini smirlayabilecek 6nemli bir sorundur. Son olarak
calismamiz,  enfeksiydz = mikroorganizmalarin  antibiyotik  direng  profillerinin
belirlenmesinde fenotipik testlerin yani sira genotipik testlerin de kullanilmasinin faydali

olacagini vurgulamaktadir.

Aralik 2022, 71 Sayfa

Anahtar Kelimeler: E. coli, PCR, Plazmid aracili kinolon direnci (PMQR), Konjugatif
plazmit, gnrA, gnrB, gnrsS, acc-6 -Ib-cr
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SUMMARY
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INVESTIGATION OF PLASMID-MEDIATED QUINOLONE
RESISTANCE GENES IN CLINICAL Escherichia coli ISOLATES
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Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Molecular Biology and Genetics Department

Supervisor: Prof. Dr. Fatma Filiz An

The susceptibility to quinolone group antibiotics used in the treatment of infections caused
by Escherichia coli (E. coli) is gradually decreasing. Accordingly, it is seen that quinolone
resistant isolates are reported more frequently around the world. The development of
quinolone resistance in bacteria may be of chromosomal or plasmid origin. The gnr genes,
aac(6')-1b-cr gene and qepA/ogxAB genes are responsible for plasmid-mediated quinolone
resistance. It has been determined that these genes, which reduce susceptibility to
quinolones, also play a triggering role in the formation of chromosomal mutations in
bacteria, and this situation causes high level of quinolone resistance and complicates the
treatment. It has been shown that horizontal transmission of these genes, which are usually
carried on conjugative plasmids, between bacteria by conjugation plays an important role in
the rapid spread of quinolone resistance. Molecular detection and monitoring of the

prevalence of these plasmid-mediated quinolone resistance which cannot be detected by
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phenotypic tests, are extremely important in terms of preventing the spread of quinolone

resistance in hospitals.

In this thesis, it was aimed to investigate the presence of plasmid-mediated gnrA, gnrB, gnrS
and aac(6')-1b-cr genes in ciprofloxacin-resistant clinical E. coli isolates and to determine
whether these genes are carried by conjugative plasmids. For this purpose, 59 clinical E. coli
isolates which were isolated from clinical samples of the patients hospitalized in the service
and intensive care units of Kirsehir Ahi Evran University Training and Research Hospital
(KAEUEAH) between September 2018 and January 2019, were obtained from the Medical
Microbiology Laboratory. E. coli isolates, stored in the hospital culture collection following
their identification and the antibiotic resistance determination by the Vitek-2 automated
system, were revived in the appropriate medium in our laboratory. Total DNAs of the
isolates were obtained and the presence of gnrA, gnrB, gnrS and aac(6')-1b-cr, which are
the most common plasmid-mediated quinolone resistance genes, were investigated by PCR
method. Conjugation experiments were performed to detect the presence of conjugative

plasmids in the isolates and to determine the transferability of resistance genes.

While none of the 59 E. coli isolates (100%) examined carried the gnrA, gnrB and gnrS
genes, 39 (66.1%) isolates were positive for the aac(6')-1b-cr gene. This finding was in
agreement with the results of national and international data showing that E. coli isolates
carrying the aac(6')-1b-cr gene were significantly more common than isolates carrying the

gnr genes.

The results of the conjugation experiments showed that 10 (16.9%) of the 59 E. coli isolates,
namely Ec15, Ec20, Ec22, Ec64, Ec82, Ec87, Ec131, Ec104, Ec117 and Ec146, carried a
conjugative plasmid. Then, antibiotic susceptibility patterns of E. coli J53-2 transconjugant
cells in which conjugative plasmids were transferred from these E. coli isolates were
investigated by disk diffusion method. The results showed that each transconjugant cell
phenotypically exhibited the same antibiotic resistance profile as its wild-type E. coli isolate.
Finally, to investigate the presence of aac(6')-1b-cr gene in conjugative plasmids transferred
from E. coli isolates into E. coli J53-2 transconjugate cells, plasmids were isolated from
transconjugate cells and aac(6')-1b-cr gene was amplified by PCR. The results showed that
7 transconjugant cells were aac(6')-1b-cr positive and the other 3 cells were negative.
Antibiogram and PCR findings together showed that aac(6')-1b-cr gene was located on

conjugative plasmids with multiple antibiotic resistance in aac(6')-lb-cr positive Ecl5,
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Ec20, Ec22, Ec64, Ec82, Ec131 and Ec146 isolates. On the other hand, although quinolone
resistance was detected phenotypically in E. coli J53-2 transconjugant cells into which
conjugative plasmids were transferred from aac-(6')-1b-cr negative Ec87, Ec104 and Ec117
isolates, aac-(6')-l1b-cr gene was not present on conjugative plasmids. This observation
suggested that the conjugative plasmids of these 3 isolates had quinolone resistance gene or

genes different from the aac-(6")-1b-cr gene found in the other 7 isolates.

This thesis is the first study to investigate plasmid-mediated quinolone resistance in clinical
E. coli isolates causing infection in our hospital. This thesis is the first study to
comprehensively investigate plasmid-mediated quinolone resistance in clinical E. coli
isolates causing infection in our hospital. The results showed that the prevalence of isolates
containing the plasmid-mediated aac(6’)-1b-cr gene was quite high (66.1%). In addition,
aac(6')-1b-cr gene was found to be carried together with multiple antibiotic-resistance genes
on conjugative plasmids in some isolates. The presence of isolates containing conjugative
plasmids carrying multiple antibiotic-resistance genes is an important problem that may limit
the treatment options of E. coli infections in our hospital. Finally, our work emphasizes that
it would be beneficial to use genotypic tests as well as phenotypic tests in determining the

antibiotic resistance profiles of infectious microorganisms.

December 2022, 71 Pages

Keywords: E. coli, PCR, Plasmid-mediated quinolone kinolon resistance (PMQR),

Conjugative plasmid, gnrA, gnrB, gnrsS, acc-6-1b-cr
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1. GIRIS

Gram-negatif basillerin olusturdugu Enterobacteriaceae ailesinin bir Gyesi olan E. coli
insanlarda en sik goriilen enfeksiyon etkenlerinden biri olarak idrar yolu enfeksiyonlart,
bagirsak enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi ve yenidogan menenyjiti
gibi hastaliklardan sorumludur (Murray ve dig., 2010). Kinolonlar, bulasici hastalik
etkenlerinin tedavisinde 1990'lardan bu yana yaygin olarak kullanilan sentetik ve genis
spektrumlu bir antimikrobiyal ajan siifidir (Hooper ve Wolfson, 1991). E. coli de dahil
olmak Uzere tim Enterobacteriaceae ailesi Uyelerine kars1 giiglii bir aktiviteye sahip olan
kinolonlarin tedavide siklikla ve 6zellikle ampirik olarak kullanilmasi toplum ve hastane
kaynakl1 izolatlarda kinolon grubu antibiyotiklere diren¢ gelisimine neden olmakta ve bu
durum tedavide kullanimlarmi 6nemli 6l¢iide kisitlamaktadir (Huh ve dig., 2013; Redgrave
ve dig., 2014).

1.1. Amag

Bu tez ¢ahismasinda, Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
(KAEUEAH) servis ve yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarm klinik érneklerinden izole
edilen 59 E. coli izolatinda plazmit aracili gnrA, gnrB, gnrS ve aac(6’)-1b-cr kinolon direng
genlerinin tespiti ve bu genleri iceren plazmitlerin aktarilabilirliginin arastirilmasi

amaclanmustir.

1.2. Onem

Insan ve hayvanlarin kalin bagirsaginda yasayan E. coli, idrar yolu infeksiyonlar1 yani sira
menenjit, mastit, peritonit, septisemi ve pndmoni gibi ciddi hastaliklara neden olan firsat¢1
bir patojendir. Son yillarda, tedavide 6n planda olan genis spektrumlu kinolon grubu
antibiyotiklerin asir1 kullanimi ile hastane ve toplum kékenli E. coli izolatlarinda kinolon
direnci yuksek seviyelere ulagmistir (de Kraker ve dig., 2013; Chakrabarty ve dig., 2016).
Kinolonlara kars1 direng, kromozomal veya plazmit aracili (plazmid mediated quinolone
resistance, PMQR) olarak gelisebilmektedir (Aldred ve dig., 2014). Direncin hizli
yayilmasinda ise plazmit aracili kinolon direng genlerinin (gnrA, gnrB, gqnrC, gnrS, gnrD,
aac(6’)-1b-cr, gqepA ve 0gxAB) konjugatif plazmitlerle horizontal aktarimi 6nemli rol
oynamaktadir (Li, 2005; Jacoby, 2005; Chakrabarty ve dig., 2016). Bu nedenle, klinik E.
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coli izolatlarinda 6zellikle en yaygm rastlanan PMQR genlerinin (gnrA, gnrB, gnrS ve
aaa(b)-1b-cr) saptanmasi, prevalansmnin takibi ve bu genleri tasiyan plazmitlerin
aktarilabilirliginin tespiti hastane ortaminda kinolon direng yayilimmin 6nlenmesi agisindan

onem arz etmektedir (Buruk ve dig., 2016; Pazarh ve dig., 2017)



2. GENEL KISIMLAR

2.1. E. coli
2.1.1. Tarihge

Escherichia coli, ilk kez 1855°te Alman cocuk doktoru Theodor Escherich tarafindan
saglikli bebeklerin digkisinda bulunan zararsiz saprofit bir bakteri olarak tanimlanarak
Bacterium coli commune adi verilmistir. Daha sonra izole eden kisiye ithaf edilerek

Escherichia coli olarak adlandirilmistir (Baron ve dig., 1994).

Uzun sure, zararsiz bakteri olarak diskida bulundugu diisiiniilen E. coli’nin 1940 ile 1990
yillar1 arasinda insanda hastaliklara neden olan enteropatojenik E. coli (EPEC),
enteroinvaziv E. coli (EIEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enterohemorajik E. coli
(EHEC), enteroagregatif E. coli (EAEC) ve diffuz adezif E. coli (DAEC) suslar1 izole
edilerek tanimlanmustir (Riley ve dig., 1983; Nataro ve Kaper, 1998; Levine, 1987; Tdreci,
2002; Garcia ve Fox, 2021). Birgok morbidite ve mortalite ile iliskilendirilmesi sonucunda

bir firsat¢i patojen olarak klinik 6nemi anlasilmistir (Chen ve Frankel, 2005).
2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesinin bir tiyesi olan Escherichia cinsinin en 6nemli ve en yaygin tiirii
olan E. coli, dogada toprak ve suda bulunur. Sicakkanli hayvanlarin gastrointestinal
sistemine dogumdan sonraki birka¢ saat veya giin i¢inde bagirsaklarm i¢ yiizeyini kaplayan
mukusa tutunarak yerlesir. Patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonunu Onleyerek
bagirsak fizyolojisinin korunmasinda 6nemli rol oynayan E. coli insan ve hayvanlarin
normal bagirsak florasinda bulunan tirler arasinda en baskin olanidir. Ote yandan,
enfeksiy6z 6zellikli bazi E. coli izolatlar1 firsatg1 patojen olarak bagirsak ve bagirsak dist
birgok enfeksiyona sebep olabilirler. Bagirsak dis1 E. coli enfeksiyonlar1 genellikle hastane
kaynaklidir (Siitonen, 1992; Erdem, 1999; Torres ve dig., 2010).

Aerop ve fakultatif anaerop, Gram-negatif ve ¢ubuk sekilli (ortalama 2-6 um uzunlugunda
ve 1-1.5 um genisliginde), spor olusturmayan E. coli suslarmm bir kismi tiim hiicre yiizeyine

yayilmis (peritrik) kamcilar1 sayesinde hareketlidir ancak kamgisiz olanlar1 hareketsizdir.



(Erdem, 1999; Bilgehan, 2000; Torres ve dig., 2010). Bazilar1 ayrica fimbria (pili) tasirlar,
bunlar kromozom aracili fimbria ve konjugatif plazmit ile kodlanan seks pilisi olarak iki
tiptedir. Ilki spesifik konakg1 raseptdrlerine baglanmay: saglarken, ikincisi bakteriler
arasinda gen transferinde rol oynar (Erdem, 1999; Bilgehan, 2000; Torres ve dig., 2010;
Murray ve dig., 2010).

Dezenfektanlara kars1 hassas olan E. coli, diger dis etkenlere karsi olduk¢a dayanikli olup,
55°C’de 1 saat, 60°C’de 20-30 dakika, oda sicakliginda ise uzun siire canl kalabilir ve
soguga karsi da direnglidir (Baron ve dig., 1994). E. coli’ye bu 6zellikleri kazandiran tasidig1
lipopolisakkarit (LPS) hiicre duvari antijenidir. LPS 1siya dayaniklidir ve somatik O
polisakkariti, kor polisakkariti ve lipid A olmak {izere {i¢ bilesenden olusur. Kor polisakkariti
tum Enterobacteriaceae Uyelerinde ortak antijendir, O polisakkariti tiir i¢indeki suslari
belirleyicidir ve lipid A ise endotoksin aktivitesinden sorumlu olan bir virtlans faktordir. E.
coli’de somatik O polisakkaritine ilave olarak kame¢1 yani flajellar H proteini ve kapsiiler K
antijeni bulunabilir. K ve H antijenleri sicaga duyarlidir. Antijenler kendilerine karsi
hazirlanan immiin serumlarin kullanildig1 reaksiyonlarda spesifik antikor ve antijenin
aglitinasyonu ile belirlenirler. Cesitli hastalik tablolar1 ile enfeksiyon etkenlerinin tasidigi
antijen tipleri arasinda iliski vardir ve E. coli’nin serotiplendirmesinde genellikle O ve H
antijenleri kullanilir (Bilgehan, 2000; Murray ve dig., 2010).

Ureme icin zengin besiyerine ihtiya¢c duymayan E. coli suslari, buyyon ve peptonlu suda,
37°C'de, nétr pH’da ve aerobik kosullarda hizla iireyebilirler. Adi agar besiyerinde, 18-24
saat icinde genellikle 2-3 mm ¢apinda, parlak, gri-beyaz renkte ve diizgiin kenarli (S tipi)
1slak koloniler olusturarak iirerler. Tekrarlanan pasajlarda mat ve graniiler (R tipi) koloniler
olustururlar. Baz1 E. coli suslar1 belirgin kapsiil yapisina sahiptir ve parlak, yapiskan ve
stimiksl mukoid (M tipi) koloniler olustururlar. Eosin Methylene Blue (EMB) agarda mavi-
siyah yesilimsi metalik koloniler olusturan E. coli suslar1 kanl agarda 1-2 mm ¢apinda nemli
goriinen gri koloniler, McConkey agar ve Salmonella-Shigella (SS) agar besiyerlerinde 2-3
mm ¢apmda pembe-kirmiz1 koloniler seklinde iirerler. Uriner sistem enfeksiyonlarindan
izole edilen bazi suslar1 kanli agarda hemoliz olusturabilirler. (Erdem, 1999; Bilgehan, 2000;
Torres ve dig., 2010).

E. coli’nin glikoz, laktoz, maltoz, mannitol, ramnoz, arabinoz, sorbitol, trehaloz ve ksiloz
gibi karbonhidratlar1 fermente ederek asit ve gaz olusturma oOzelligi diger enterik

4



bakterilerden aywriminda kullanilir. Katalaz pozitif, oksidaz negatif olup (Ureyi
parcalayamazlar. Sitrat kullanimi negatiftir, triptofandan indol olusturma ve metil kirmizisi
testi pozitiftir. Hidrojen sulfur (H2S), DNAse, (reaz veya fenilalanindeaminaz

olusturamazlar (Bilgehan, 2000; Murray ve dig., 2010).
2.1.3. E. coli Enfeksiyonlari

Bagirsakta kommensal olarak yasayan nonpatojen E. coli’ler bagisikligi baskilanmisg
hastalarda ve sindirim sisteminin savunma mekanizmasindaki bozukluklarda enfeksiy6z bir
ajan olabilen ve viicutta farkli dokulara gectiginde gesitli hastaliklar olusturabilen firsatg1
patojen bakterilerdir (Erdem, 1999). E. coli’ler hemen her organ ve dokuda enfeksiyona
neden olabilirler ve enfeksiyonlarin mukozal ylzeylerde sinirli kalmasi veya tim viicuda
yayilmas1 mimkiindr. idrar yolu enfeksiyonlari, ishal, yenidogan menenjiti, sepsis, karin
ici enfeksiyonlar, akciger enfeksiyonlar1 ve yara yeri enfeksiyonlar1 E. coli'nin neden oldugu
baglica hastaliklardir (Erdem, 1999; Murray ve dig., 2010) ve E. coli’ler gerek toplum
gerckse hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri arasinda genellikle ilk sirayr almaktadir
(Koneman ve dig., 2006; Murray ve dig., 2010).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda en sik izole edilen patojen E. coli’lerin neden oldugu
enfeksiyonlar bagirsak ve bagwrsak dis1 olarak iki kategoriye ayrilir. Bagirsak
enfeksiyonlarinda kontamine su ve besinlerin fekal-oral yolla bulagi s6z konusudur.
Bagirsak dis1 enfeksiyonlarda bulas kaynagi hastanin kendi florasi olabildigi gibi
nozokomiyal de olabilir (Harvey ve Champe, 2006).

2.1.3.1. Bagirsak Enfeksiyonlar:

Genellikle bagirsak hucrelerine tutunarak ishale yol acan enterotoksijenik E. coli (ETEC),
enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC), enteroagregatif E. coli
(EAEC), enterohemorajik E. coli (EHEC) farkli mekanizmalar kullanarak hastaliga neden
olurlar (CDC, 2012). Ayrica patojenitesi kesin olarak gdsterilememis olmakla birlikte difiiz
aderan E. coli (DAEC)’nin sulu diyare ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Murray ve dig.,
2007). Bagirsak enfeksiyonuna neden olan E. coli’lerin etki bolgesi, patogenez mekanizmasi

ve klinik sendromlar1 Tablo 1°de yer almaktadir (Murray ve dig., 2007; CDC, 2013).



Tablo 2.1. Bagirsak enfeksiyon etkeni E. coli’ler ve ozellikleri.

Patotipler Etki bolgesi Patogenez Hastalhk
mekanizmasi

Enterotoksijenik Ince bagirsak Istya Turist diyaresi,

E. coli (ETEC) dayanikli/dayaniksiz gelismis Ulkelerde

Enteropatojenik
E. coli (EPEC)

Enteroagregatif
E. coli (EAEC)

Enterohemorajik
E. coli (EHEC)

Enteroinvaziv
E. coli (EIEC)

Difiiz aderan
E. coli (DAEC)

Ince bagirsak

Ince bagirsak

Kalin bagirsak

Kalin bagirsak

Ince bagirsak

enterotoksin Uretimi

Ince bagirsaga
tutunma ve intimin
araciligi ile epitel
hicrelerin yok
edilmesi

Ince bagirsaga
tutunma, enterotoksin
ve sitotoksin Uretimi

Kalin bagirsaga
tutunma (¢cogunlukla
intimin araciligiyla),

Shiga toksin 1 ve 2
uretimi

Mukozal invazyon ve
kalin bagirsakta
inflamasyon

Epitel hiicrelerine
yaygin tutunma

infant diyaresi, sulu
diyare, kusma, kramp,
bulanti, ates

Gelismemis Ulkelerde
infant diyaresi, sulu
diyare, atessiz, bazen
agrilt

Gelismemis Ulkelerde
infant diyaresi, sulu
diyare, kanl diyare,
kusma, dehidrasyon,

ates

Kanli diyareye sebep

olabilen sulu diyare,

abdominal hassaslik,
ates/atessiz

Gelismekte olan
tlkelerde goralir,
ates, sulu diyare,
kramplar, dizanteriye
doniisebilir

Patojenitesi net olarak
gosterilememis/sulu
diyare ile iliskili
oldugu diisiiniilmekte

2.1.3.2. Bagirsak Dis1 Enfeksiyonlar
2.1.3.2.1. Idrar Yolu Enfeksiyonlar: (IYE)

Uropatojenik E. coli suslarinin (UPEC) neden oldugu IYE diinya genelinde en sik rastlanan
barsak dis1 enfeksiyonlardan biridir. Once Uriner sistemin mukozal hiicrelerine tutunarak
kolonize olan uropatojenik E. coli suslar1 daha sonra invazyonla asemptomatik bakteriiri,

akut semptomatik ve tekrarlayan sistit, piyelonefrit, kolesistit ve kolanjit gibi hastalik
6



tablolar1 olustururlar (Findik, 2008; Murray ve dig., 2010). E. coli’nin toplum kaynakli
IYE'lerin %64,5-82'sinden ve hastane kaynakli IYE'lerin %50'sinden sorumlu oldugu
bildirilmektedir (Mathai ve dig., 2001; Huang ve dig., 2014).

Toplum kdkenli IYE’de genellikle idrar akisini zorlastiran etmenler (idrar kesesi ve bobrekte
tas, ireter darlik ve gebelik gibi) enfeksiyona zemin hazirlar. E. coli’nin idrar yollarina
bulasmas1 asendan, hematojen ve lenfojen olmak iizere ii¢ yol ile ger¢eklesebilir. Asendan
yol 6zellikle kadinlarda goriiliir ve Once tretrit sonra sistit gelisebilir ve enfeksiyon yukari
dogru ilerledikce, bobrekte piyelonefrit ve ciddi doku hasarina neden olabilir ve ayrica
piyelonefrit sonrasi {irosepsis riski de vardir (McNally ve dig., 2013). Hematojen yol ise
siklikla yenidoganlarda goriiliir. Lenfojen bulas ise kalin barsak lenf dolasimu ile idrar kesesi
lenf dolasimi arasindaki iliskiden kaynaklanir. Hastane kaynakli IYE ise siklikla
kateterizasyon veya diger idrar yolu miidahalelerini takiben gelisir ve mortalite riski yiksek

olan Grosepsiye neden olabilir (Ongen, 2008).
2.1.3.2.2. Bakteriyemi (Sepsis)

Bakteriyemi 61iime sebep olabilen sistemik bir enfeksiyondur ve diinyada her yil 13 milyon
kiside sepsis gelismekte ve bunlarin yaklasik 4 milyonu 6liimciil seyretmektedir (Lever ve
Mackenzie 2007; Pradipta ve dig., 2013). Bakteriyemi, genellikle idrar yolu veya
gastrointestinal sistem enfeksiyonu iligkilidir. Bakteriyemiye neden olan suslar genellikle
serum ve komplemanin bakterisidal etkisine direng gosteren suslardir. E.coli
bakteriyemisinde de sistemik reaksiyon bakteri hiicre duvari lipopolisakkaritinin toksik olan
lipid A kismina kars1 gelisir (Erdem, 1999). E. coli’nin gram-negatif bakteri septisemilerinde
en sik rastlanan etken oldugu bildirilmektedir (Sevim ve dig., 2007; Mehli ve dig., 2007;
Shanthachol ve dig., 2012; Laupland, 2013). Enterobacteriaceae ailesine mensup

bakterilerin bakteriyemiye neden olma siklig1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.



mE. coli

m Klebsiella spp.

® Enterobacter spp.
® Proteus spp.

m Serratia

® Citrobacter spp.
» Diger

Sekil 2.1. Bakteriyemi ile iligkili Enterobacteriaceae ailesi tiyelerinin goriilme sikligi (Murray ve
dig., 2010).

2.1.3.2.3. Yenidogan Menenjiti

Yenidoganlarda ve kiiclik cocuklarda goriilen “Yenidogan menenjiti” diinya genelinde
mortalite ve morbiditeye neden olmaya devam eden, 6liim oran1 yiiksek (%40-80) olan ve
sekel birakabilen bir hastaliktir (Erdem 1999, Kaper ve dig., 2004; Ongen 2008). Hamile
kadmlarin vajeninde kolonize olan bakteriler amniyotik membran yirtilmasi nedeniyle
gebelik doneminde veya dogum sirasinda bebege bulasabilir. E. coli, B grubu
streptokoklardan sonra en sik rastlanan menenjit etkenidir ve patogenezinde bakteriyi
fagositoza ve serumun bakterisidal etkisine direncli hale getiren K1 kapsutl antijeninin roli
vardir (Erdem 1999; Eisenstein ve Zaleznik, 2000; Murray ve dig., 2010).

2.1.3.2.4. Solunum Yolu Enfeksiyonu

Genellikle tist solunum yollarinda kolonize olmus E. coli’nin akcigerlere ulagimi pndmoniye
neden olmaktadir. Bulag hematojen yolla de ger¢eklesebilir. Hastane kaynakli pndmonilerin
%12-50’sinde etken olarak E. coli izole edilmektedir. Toplum kaynakli pndmoniler diyabet,
kronik obstriiktif akciger hastalig1 gibi direnci diisiik olan ve 6zellikle 50 yas tizeri kisilerde
daha ¢ok alt loblar1 tutan bronkopndmoni seklinde goriiliir. Bu kisilerde ampiyem ve hatta
bakteriyemi de gelisebilir (Erdem 1999, Ongen 2008).



2.1.4. Korunma ve Tedavi

Bagirsak florasinda bulunmasit nedeniyle E. coli’den korunma zor oldugu gibi
enfeksiyonlarma karsi bagisiklik kazanilmasi da s6z konusu degildir. E. coli kaynakli
bagirsak enfeksiyonlarindan korunmak igin besin ve sularm tiiketiminde ve giinliik hayatta

hijyen ve sanitasyon kurallarina dikkat edilmelidir (Erdem, 1999; Brooks ve ark., 2010).

Bagirsak enfeksiyonlarinda ilk 6nce kaybedilen sivi ve elektrolitin yerine konmasi
gereklidir. Bagirsak enfeksiyonlarinda antibiyotik tedavisi E. coli tipine gore degiskenlik
gOsterir (Erdem, 1999; Brooks ve ark., 2010). Uygun antibiyotik tedavisi ile ETEC
enfeksiyonunun siddeti ve suresi azalirken ekstraintestinal komplikasyonlarin dnlenmesi
saglanir. Antibiyotik tedavisi EPEC kaynakli ishallerde etkili olabilir ancak salginlarla
iliskili cogu EPEC susunun ¢oklu antibiyotik direng tasimasi tedaviyi smirlandirmaktadir.
Cogu antibiyotige karsi direncli olan EAEC suslar tipik olarak florokinolonlara duyarhdir.
Klinik ¢aligmalarda EAEC kaynakli ishalin turistlerde siprofloksasin ile tedavi edilebildigi
goOsterilmistir. EIEC veya diger putatif diyarejenik E. coli suslarinda antimikrobiyal
tedavinin etkinligi ve diren¢ prevalansi hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Murray ve dig.,
2007). EHEC tedavisinde antibiyotik tedavisinin yararli olduguna dair kanit yoktur ve
antibiyotik kullanimi hayat1 tehdit edici “hemolitik Uremik sendrom” gelisme riskini
arttirabilmektedir (CDC, 2012).

Bagirsak dis1 E. coli enfeksiyonlarinin tedavisinde Enterobactericeae ailesine etkili olan
betalaktam, kinolon ve aminoglikozid turevleri, fosfomisin, trimetoprim/siilfametoksazol ve
nitrofurantoin antibiyotikleri kullanilir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarmin antibiyotik
tedavisi icin in vitro duyarlilik test sonuglarma ihtiyag vardir. Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisi  (CLSI) tarafindan Enterobactericeae (Uyelerine etkili olan
antimikrobiyallerin tedavide kullanimin1 diizenlemek i¢in dort gruptan olusan bir
siniflandirma yapilmistir. Tablo 2.2’ de verilen bu siiflandirmaya gore, tedavide ilk se¢cenek
Grup A antimikrobiyalleridir ve bunlara kars1 direng saptanirsa tedavide Grup B'deki
antimikrobiyaller kullanilir. Bu grup antimikrobiyallerine de direng saptanirsa, tedavi igin
Grup C'deki antimikrobiyaller secenekleri olabilir. Grup U antimikrobiyaller sadece idrar
yolu enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (CLSI, 2013).



Tablo 2.2. Enterobactericeae tedavisinde kullanilan antimikrobiyal gruplar1 (CLSI, 2013).

Grup A Grup B Grup C Grup U
Lomefloksasin
Ampisilin* Piperasilin Aztreonam Ofloksasin
Norfloksasin
Amoksisilin/Klavulanik asit
) Ampisilin/Sulbaktam Seftazidim ]
Sefazolin ] . ] Sefalotin
Piperasilin/Tazobaktam Seftarolin
Tikarsilin/Klavulanik asit
Gentamisin Tetrasiklin
o Amikasin ) Sulfonamid
Tobramisin Kloramfenikol
Sefepim Trimetoprim
Sefotaksim ) _
) Nitrofurantoin
Seftriakson
Sefotetan
Sefoksitin
Sefuroksim

Siprofloksasin

Levofloksasin

Doripenem
Ertapenem
Imipenem

Meropenem

Trimetoprim/Sulfametoksazol

* Klebsiella suslarinda intrensek direng nedeniyle ampisilin kullanilmaz.

2.2. Antibiyotikler

Mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
antibiyotikler bakteriler Uzerinde oldurtct (bakterisidal) veya bulylmeyi engelleyen
(bakteriyostatik) etkiye sahip ilaglardir. Antibiyotiklerin bir kismi dogal bir kismi ise
sentetik olarak elde edilmektedir. Penisilin, sefalosporinler ve makrolidler bazi bakteri ve

mantarlar tarafindan diger bakterilerin yok edilmesi i¢in biyolojik olarak sentezlenen dogal
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antibiyotiklere 6rnektir. Stlfonamidler, kinolonlar, imidazoller ise sentetik olarak Uretilen

antibiyotiklerdir (Saran ve Karahan, 2010; Sayg1 ve dig., 2012; Levinson, 2018a).

Antibiyotikler, mikroorganizmalar Gzerinde gosterdikleri etki mekanizmalarma gore bes

farkli gruba ayrilirlar.

1. Hiicre duvan sentezini inhibe eden antibiyotikler: Beta laktamlar (penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitori
kombinasyonlar1), glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin) ve digerleri (fosfomisin,

sikloserin, basitrasin, ristosetin, ramoplanin, mersasidin, moenomisin).

2. Protein sentezini inhibe eden antibiyotikler: 50S ribozomal alt Uniteye
baglananlar  (makrolidler, linkozamidler, streptograminler, kloramfenikol,
oksazolidinonlar), 30S ribozomal alt iiniteye baglananlar (aminoglikozidler,

tetrasiklinler, glisilsiklinler) ve digerleri (mupirosin, nitrofurantoin).

3. Nukleik asit sentezini inhibe eden antibiyotikler: (kinolonlar, rifampisinler,

metronidazol).

4. Metabolit sentezini inhibe eden (antimetabolit) antibiyotikler: (trimetoprim-

silfametoksazol, paraamino salisilik asit)

5. Hicre membran biitiinliigiinii bozan antibiyotikler: Peptid antibiyotikler
[polipeptit antibiyotikler (basitrasin, gramisidin S, polimiksinler), lineer katyonik
peptitler (defensinler, maganinler), ribozomal peptitler (lantibiyotikler), digerleri

(pirokorisin, drododoin, apiadesin)] ve siklik lipopeptitler (daptomisin).
2.2.1. Antibiyotik Direnci

Mikroorganizmalarin enfeksiyon tedavisinde kullanilan antimikrobiyal ilaclara kars1 zaman
icerisinde duyarsiz hale gelmesidir. Ister dogal isterse sentetik olsun bilingli ve yeterli
antibiyotik kullanimi ile bulasici hastaliklarin kontrol altina alinmasi ve Oliimlerin
azaltilmasi saglanirken, antibiyotiklerin tedavide yanlis ve gereksiz kullanimi, yetersiz
enfeksiyon kontroli ve cevre gibi faktorler bakterilerde antimikrobiyal direncin ortaya

cikmasma yol agmistir. Ayrica birinci basamak saglik hizmetlerinde Ozellikle genis
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spektrumlu antibiyotiklerin asirt kullanimi ve ampirik tedaviler ilaglarin etkinliginin
azalmasina, direngli bakterilerin prevalansinin artmasma ve yeni enfeksiyonlarin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. Bazi1 bakterilerin mevcut antibiyotiklerin birkagma birden
direng kazanmasi (¢oklu ilag direnci), yeni antibiyotik buluslarinin az olusu, Uretimlerinin
uzun strecler gerektirmesi ve yeni ilaglara her zaman ulagilamamasi yani sira hasta giivenligi
ve maliyet gibi sorunlar da klinik agidan 6nemli problemlerdir (Oztiirk, 2008; Akalmn, 2011;
Choi ve dig., 2012).

Son yillarda, sadece hastane kaynakli degil, toplum kaynakli enfeksiyonlara da yol acan
coklu ilag direnci tasiyan gram-negatif enterik bakteriler de halk sagligi acisindan tehdit
edici boyutlara ulagsmistir (Aslam ve dig., 2018). Aminoglikozitler, B-laktam antibiyotikler,
sefalosporinler ve florokinolonlar E. coli enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan
antibiyotiklerdir ve bu grup antibiyotiklere karsi direncin hizla arttigi bildirilmektedir
(Tadesse ve dig., 2012).

2.2.2. Direnc Tipleri

Direng, mikroorganizmalarin antibiyotiklerin 6ldiricti veya blylmeyi engelleyici
etkilerinden korunabilmesini saglar ve dogal direng, ¢evresel sartlara bagh direng ve

kazanilmig direng olmak {izere ti¢ farkl: tiptedir.

2.2.2.1. Dogal direncg

Bazi bakterilerin yapisal olarak antibiyotiklerin etkili olabilecegi hedef molekiilleri
tasimamasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle kullanilan antibiyotige kars1 dogal direngli
olan bakteri o antibiyotikten etkilenmez. Ornegin, Mycoplasma ve Ureaplasma gibi hiicre
duvar1 tasimayan bakteriler hiicre duvarmna etkili olan beta-laktam grubu antibiyotiklere
kars1 dogal direnclidir (Tenover, 1996; Oztiirk, 2002; Harbottle ve dig., 2006; Reygaert,
2018; Levinson, 2018b).

2.2.2.2. Cevresel sartlara bagh direng

Kullanilan antibiyotigin, dokulardaki pH ve oksijen basinct degisiklikleri veya enfeksiyon
bolgesine ulagamamasi gibi nedenlerle in vivo olarak etkisiz kalmasindan kaynaklanir.

Ornegin, sefaleksin ve sefadroksil gibi 1. kusak sefalosporinler bakteriye kars: etkili olsalar
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da kan-beyin bariyerini gegcemedikleri icin bakteriyal menenjit tedavisinde
kullanilamamaktadir. Ayrica bakterilerin lireme donemi disindaki evrede genellikle

penisilinler ve sefalosporinler gibi hiicre duvari inhibitorlerine karsi duyarsiz olmasi bu tipte

bir direngtir (Oztiirk, 2002; Harbottle ve dig., 2006; Reygaert, 2018; Levinson, 2018b).

2.2.2.3. Kazamlmus direng: Bakterilerin daha 6nce duyarli oldugu bir antibiyotige karsi
direncli hale gelmesine neden olan bu direng, bakteriyal kromozomda meydana gelen
mutasyonla veya direng geni tasiyan plazmit veya transpozon DNA’larinin diger
bakterilerden konjugasyon veya transdiiksiyon yoluyla kazanimi sonucu genetik bir
degisime bagh olarak gelisir (Oztiirk, 2002; Harbottle ve dig., 2006; Reygaert, 2018;
Levinson, 2018b). Kazanilmis direng {i¢ alt gruba ayrilir.

1. Kromozom aracih kazanilmis direng: Bilingsiz antibiyotik kullanimi yani sira
UV, gesitli kimyasallar ve aglik gibi stres faktorlerinin, 6zellikle ilag hedefini, hiicreye
ila¢ alimmi kontrol eden membran transport sistemini ve ilact modifiye edici enzimi
kodlayan genlerde meydana getirdigi mutasyonlar direng gelisimine neden olabilir.
Direng, E.coli’de rifampisine karsi direng gelisiminde oldugu gibi hizli (antibiyotikle
bir veya birkag temas sonrasinda) ve yiiksek seviyede gelisebilir veya penisilin ve
tetrasikline kars1 direng gelisiminde oldugu gibi yavas ve giderek artan sekilde
gelisebilir. Spontan mutasyon siklhigi diisiik oldugundan ve kromozomal direng diger
bakterilere aktarilmadigindan plazmit aracili dirence gore daha seyrek goriiliir (Oztiirk
2002; Harbottle ve dig., 2006; Reygaert, 2018; Levinson, 2018b).

2. Plazmit aracih kazamilmis diren¢: Plazmidler kromozomdan bagimsiz replike
olan, kromozom dis1 genetik elemanlardir. Direng plazmitleri (R plazmitleri) ise
antibiyotikleri pargalayabilen ve hiicrenin membran gecirgenligini degistirebilen
enzimleri kodlayan genler yani sira siklikla birden fazla antibiyotige diren¢ geni
tagimalar1 ve konjugasyon oluyla farkli bakteri tiirleri arasinda aktarim oranlarinin
yiksek olusu nedeniyle klinik ag¢idan ¢ok dénemlidirler. Plazmitlerdeki direng genleri
transpozon ve integron gibi mobil genetik elemanlar tizerinde de bulunabilir (Oztiirk
2002; Harbottle ve dig., 2006; Reygaert, 2018; Levinson, 2018b).

3. Transpozon aracih kazamlmis direng: Transpozonlar kromozom ve

plazmitlerden farkl olarak bagimsiz replike olamayan, kromozom veya plazmit DNA
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dizileri icinde bulunan, kiigiik ve mobil genetik elemanlardir. Bu nedenle kromozomun
icinde yer degistirebilen ve kromozom ile plazmitler arasinda gO¢ edebilen
transpozonlarin bir bakteriden digerine aktarilmasi ise genellikle plazmitler araciligi
ile gerceklesmektedir. Bir antibiyotik direng transpozonu tipik olarak, transpozona ait
DNA’nin kesilip ¢ikarilmasi ve gog ettigi yere yerlesmesini saglayan transpozaz
enzimini kodlayan gen ve bu enzimin sentezini diizenleyen repressori kodlayan gen
ve bir antibiyotik direng geni olmak (zere iic gen tasimaktadr (Oztirk, 2002;
Harbottle ve dig., 2006; Bénemann ve dig., 2006; Levinson, 2018b).

2.2.3. Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

Bakterilerin kullanilan antibiyotiklere karsi duyarsiz hale gelmelerini saglayan direng
gelisimi Sekil 2.2°de verildigi gibi bes farkli mekanizma ile gerceklesmektedir. Bakteriler,
1. Tlacin hiicreye alimmin smirlandirilmasi igin hiicre zar1 gegirgenligini azaltabilir (6rn.,
mutasyonla dis membran porinlerindeki degisiklikler hiicreye penisilin girisini kisitlayict
etki gosterir), 2. ilacin hiicredeki hedef molekilinde degisiklik yaparak ilaci etkisiz hale
getirebilir (6rn., RNA polimerazda meydana gelen nokta mutasyonu rifamisin direncine ve
30S ribozomal alt birimini olusturan mutant protein ise streptomisin direncine neden olur),
3. Ilacim inaktivasyonunu/modifikasyonunu saglayan enzimler iiretebilir (6rn., beta laktamaz
enzimi ile beta laktamlar, esteraz enzimi ile eritromisin ve fosforilaz, asetilaz ve adenilaz
enzimleri ile aminoglikozitler etkisiz hale getirilir), 4. ilacmn aktif disa atim (efflux) pompa
sistemi ile hiicre disina atilmasini saglayarak hicre icindeki miktarmi azaltabilir (6rn., asil
gorevi besinlerin ve iyonlarin hiicreye alinmasini, metabolik son iirlinlerin ve zararl
maddelerin hiicre digina atilmasini diizenleyen disa atim proteinleri bir¢ok antibiyotigi hiicre
digma atarak yiiksek diizey ve coklu ila¢ direnci olusturur) ve 5. ilacin etkileyemeyecegi
alternatif metabolik yollar kullanabilir (6rn., ortamdan hazir folat almak suretiyle folat
sentezini inhibe eden antibiyotigi etkisiz hale getirir) (Oztiirk, 2002; Harbottle ve dig., 2006;
Boénemann ve dig., 2006; Coyne ve dig., 2011; Levinson, 2018b).
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Sekil 2.2. Bakterilerde antibiyotiklere kars1 direng mekanizmalarmin semas1 (URL-1). (1): ilacin
hiicreye aliminin smirlandirilmasi, (2): Ilacin hiicredeki hedef molekiiliinde degisiklik ile ilacin
etkisizlestirilmesi, (3): flacin inaktivasyon/modifikasyon ile etkisizlestirilmesi, (4): ilacin aktif disa
atim pompasi ile hiicre disina atilmasi, (5): Ilacin etkileyemeyecegi alternatif metabolik Yol
kullanimu.

2.3. Kinolonlar

Bakteriyal enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan kinolonlar, DNA sentezini inhibe
ederek bakterisidal etki gosteren ve sentetik olarak Uretilen bir antibiyotik grubudur. Birinci
kusak kinolonlarin ilk tiyesi nalidiksik asittir ve 1962 yilinda antimalaryal ila¢c olan
klorokinin’in saflastirilmasi sirasinda kesfedilen bir ara tirtin molekiludur. Sadece aerop
gram-negatif bakterilere etkili oldugu ve idrarda yiiksek yogunluklara ulasabildigi i¢in
tedavide kullanimi idrar yolu enfeksiyonlar1 ile smirli kalan nalidiksik asitten sonra
glnimize kadar ¢ok sayida Kinolon tlrevi gelistirilmistir (Leblebicioglu, 2002; Gunal ve
Erdem, 2014). 1970’1i yillardan itibaren gelistirilen birinci kusak kinolon tirevleri (oksolinik
asit, sinoksasin, flumequin) aerop gram-negatif bakterilere kars1 oldukga etkili olmasina
ragmen gram-pozitif aerop bakterilere ve anaerop bakterilere karsi etkili degildirler ve
yalnizca gram-negatif kaynakli Oriner enfeksiyonlarda kullanilirlar. 1980’lerden sonra
molekile bir flor eklenmesiyle elde edilen ve florokinolonlar olarak adlandirilan genis etki

spektrumlu ve yaygin kullanim alanma sahip ikinci kusak kinolonlar (norfloksasin,
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siprofloksasin ve ofloksasin) kullanima girmistir. ikinci kusak kinolonlardan enoksasin,
fleroksasin, lomefloksasin ve pefloksasin yaygin kullanima sahip degildir. 1990’11 yillarda
gelistirilen {iglincii  kusak kKinolonlar  (levofloksasin, grepafloksasin, gatifloksasin,
sparfloksasin, temafloksasin, tosufloksasin, ve pazufloksasin) daha genis etki spektrumuna
sahip olmalarma ragmen, yan etkileri nedeniyle bunlarin biiyiik bir kismi da klinik kullanima
girmeden veya girdikten bir siire sonra kullanimdan kaldirilmislardir. Bu gruptan sadece
levofloksasin halen sorunsuz ve yaygin olarak kullanilmaktadir. 2000’lerde piyasaya ¢ikan
trovafloksasin, klinafloksasin, sitafloksasin, moksifloksasin ve gemifloksasin dérdunci
kusak kinolonlardandir. Cok giiglii antianaerop etkinlige sahiptirler ancak gunimizde
bunlardan moksifloksasin ve gemifloksasin kullanilmaktadir ¢linkii digerleri yan etkileri
nedeniyle kullanimdan kaldirilmislardir. (Leblebicioglu, 2002; Oliphant ve Green, 2002;
Ulusoy, 2003; Andriole, 2005; Moellering, 2005). Besinci kusak (yesi olarak anilan bazi
kinolonlarm (Orn., Garenoksasin) faz calismalar1 (Tanigawara ve dig., 2016) yani sira yeni
kinolon tirevlerinin sentezi lzerinde ¢alismalar halen devam etmektedir (Rusu ve dig.,
2021). Kinolon grubu antibiyotiklerin mikrobiyolojik etkinlikleri ve kullanildiklar

enfeksiyonlar Tablo 2.3’te 6zetlenmektedir.
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Tablo 2.3. Kinolonlar, mikrobiyolojik etkinlikleri ve klinikte kullanimlar1 (Leblebicioglu, 2002; Topgu ve Kog, 2008).

2. Kusak 4. Kusak
1. Kusak 3. Kusak 5. Kusak
Altgrup 1 Alt grup 2 Altgrup 1 Alt grup 2
Nalidiksik asid Norfloksasin Siprofloksasin Levofloksasin Moksifloksasin Gemifloksasin Garenoksasin
= Oksolinik asid Lomefloksasin Ofloksasin Sparfloksasin* Gatifloksasin*
é Sinoksasin Enoksasin Pefloksasin Grepafloksasin* Sitafloksasin
§ Flumequin Fleroksasin Temafloksasin* Klinofloksasin*
Travofloksasin*

v Enterobactericeae Enterobactericeae Enterobactericeae Enterobactericeae Enterobactericeae Enterobactericeae
E P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa
:Eué Atipikler Atipikler Atipikler Atipikler
é MSSA MSSA MSSA
g Streptokoklar Streptokoklar Streptokoklar
b Anaeoroplar Anaeoroplar
E Yalnizca Uriner ~ Yalmizca Uriner  Sistemik + Uriner ~ Sistemik + Uriner ~ Sistemik + Uriner ~ Sistemik + Uriner
E Enfeksiyonlar Enfeksiyonlar Enfeksiyonlar Enfeksiyonlar Enfeksiyonlar Enfeksiyonlar

*: Yan etkileri nedeniyle kullanilmamaktadir. MSSA: Metisiline duyarli Staphylococcus aureus.
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2.3.1. Kinolonlarin Kimyasal Yapisi

Sentetik olarak Uretilen kinolonlarin ana yapist Sekil 2.3’te goriildiigii gibi iki halkali bir
cekirdekten olusur (Pham ve dig., 2019). Kinolon grubu antibiyotikler arasindaki
antibakteriyel aktivite, farmakolojik hedefleri, farmakokinetigi ve yan etki profillerindeki
degisikler, ana yapinm N-1, C-5, C-6, C-7 ve C-8 pozisyonlarinin modifiye edilmesi ile
olusan farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Leblebicioglu, 2002).

RS 0
P~ CO-H
a8
o X N
| |
R R’

Sekil 2.3. Kinolonlarin ¢ekirdek yapisi. X= C ise bir kinolon molekultdir (siprofloksasin,
norfloksasin, levofloksasin), X= N ise bir naftiridon molekiludir (nalidiksik asit, enoksasin,
tosufloksasin, trovafloksasin, gemifloksasin). R1, R5, R6, R7, R8 ve X: ilacin aktivitesini

etkileyen 6nemli modifikasyon poziyonlaridir (Pham ve dig., 2019).

Ik florokinolon olan norfloksasin, kinolon molekiiliiniin 6 numarali karbonuna bir flor
atomu eklenerek elde edilmistir. Sonraki ¢alismalar ile norfloksasinin 7 numarali karbonuna
piperazinil (6rn. siprofloksasin, enoksasin), metil piperazinil (6rn. ofloksasin, levofloksasin),
dimetil piperazinil (6rn. sparfloksasin) eklenmesiyle gram-negatif bakterilere kars1 etkili
olan, yine 7 numarali karbonuna pirolidinil (6rn. klinafloksasin, gemifloksasin) ya da ikili
halka (6rn. moksifloksasin) eklenmesiyle gram-pozitif bakterilere kars1 da etkili olan ve 8
numarali karbonuna halid ya da metoksi grubu (6rn. moksifloksasin, gatifloksasin)
eklenmesiyle anaerop bakterilere karsi etkili olan yeni florokinolonlar tiiretilerek
kinolonlarin etki spektrumu bir hayli genisletilmistir (Nazik ve Ongen, 2010; Gunal ve
Erdem, 2014).
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2020).

2.3.2. Kinolonlarmm Etki Mekanizmasi

~— Florokinolonlar

Sekil 2.4. Kinolonlarin gelisimi ve baz1 énemli florokinolonlarin kimyasal yapist (Bush ve dig.,

Kinolon grubu antibiyotikler, DNA sentezini inhibe etmek suretiyle bakterisidal etki

gosteren ajanlardir. Kinolonlarin, hedef molekiilleri olan DNA giraz ve topoizomeraz IV

enzimlerine baglanarak topoizomerizasyon aktivitelerini engellemesi DNA sentezini inhibe

eder ve bu durum bakterinin 6lumine yol acar. Ayrica, kinolonlar ¢ok ylksek

konsantrasyonlarda RNA ve protein sentezini engelleyerek bakteriyostatik etki de

gOsterebilmektedirler (Jacoby, 2005; Topgu ve dig., 2008; Hooper ve Strahilevitz, 2010;
Gunal ve Erdem, 2014; Azargun ve dig., 2020).
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DNA’ni sentezinde 6nemli roli olan DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimleri tip 11 grubu
topoizomerazlardir ve ikisi de bir DNA segmentinin her iki ipligini birden keserek iplikleri
birbiri tizerinde atlattiktan sonra kesik kisimlar1 onaran enzimlerdir. DNA giraz enzimi bu islemi,
hem DNA’nin boyunu kiiglilterek hiicre igine sigmasini saglayan negatif stper kivrimlari
olusturmak i¢in hem de DNA replikasyonu sirasinda replikasyon gatalinin oniindeki siiper
kivrimlar1 kaldirarak DNA ipliklerinin diigiimlenmeden birbirinden ayrilmasini saglamak igin
uygular. Topoizomeraz 1V enzimi ise bu islemi, replikasyonun sonunda birbiri icinden gegmis
olan iki halka (katener) halindeki DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi i¢in uygulayarak hiicre
boliinmesi sirasinda DNA’larin yavru hiicrelere esit olarak dagilmasini saglar (Jacoby, 2005;
Topgu ve dig., 2008; Hooper ve Strahilevitz, 2010; Reygaert, 2018; Levinson, W., 2018a).

Kinolonlar ise replikasyon sirasinda ve sonrasinda olusan topoizomeraz-DNA kompleksinin
kesme-baglama fonksiyonunu gergeklestiren aktif bolgesine baglanarak bir kinolon-enzim-
DNA kirig1 kompleksi olusmasma neden olurlar. Kesik DNA ipliklerinin topoisomeraz
enzimi tarafindan yeniden baglanmasmi 0nleyen bu yapi, bakteriyel DNA’da onarilmasi
miimkiin olmayan kiriklara yol actig1 ve ayrica replikasyon sirasinda bir bariyer olusturdugu
icin DNA helikaz ve DNA polimeraz enzimlerinin faaliyetlerini de inhibe ettiginden
bakterinin 6lumune neden olur (Jacoby, 2005; Hooper ve Strahilevitz, 2010; Aldred ve dig.,
2014; Azargun ve dig., 2020).

DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimleri heterotetramerik (A2B2) yapiya sahiptir. Gram-
pozitif ve negatif tlrlerde, DNA giraz enzimi iki GryA ve iki GyrB alt birimlerinden
olusmaktadir ve kromozomda sirasiyla gryA ve gryB genleriyle kodlanirlar. Gram-
negatiflerde topoizomeraz 1V iki ParC ve iki ParE alt birimlerinden olusur ve kromozomda
sirastyla parC ve parE genleriyle kodlanirlar. Gram-pozitif bakterilerde ise topoizomeraz
IV’tin alt birimleri GrlA ve GrIB olarak adlandirilir ve kromozomda sirasiyla grlA ve griB
genleriyle kodlanirlar. DNA giraz ve topoizomeraz IV yapisal ve islevsel agidan birbirine
benzeyen (homolog) enzimlerdir ¢linkii GyrA ve ParC (gram-pozitiflerde GyrA ve GrlA) alt
birimleri DNA’y1 keserken, GyrB ve ParE (gram-pozitiflerde GyrB ve GrIB) alt birimleri bu
reaksiyon i¢in enerji saglar (Peterson, 2001; Topcu ve dig., 2008; Hooper ve Strahilevitz,
2010; Aldred ve dig., 2014; Azargun ve dig., 2020).

DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerinin ikisine de baglanabilen florokinolonlarin
oncelikli hedefleri gram-pozitif ve negatif bakterilerde farklilik gosterir. Eski kusak

florokinolonlarm ilk hedefi, E. coli'de oldugu gibi gram-negatif bakterilerde DNA giraz iken,
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Staphylococcus aureus (S. aureus)’ta oldugu gibi gram-pozitif bakterilerde topoizomeraz 1V
enzimidir. Ote yandan, 8 nolu karbonunda metoksi grubu tasiyan yeni kusak
florokinolonlarin birincil hedefinin gram-pozitif bakterilerde de DNA giraz oldugu
bildirilmektedir. Kinolonlarmn insan hiicrelerinde de mevcut olan topoizomeraz enzimlerine
etkileri minimal duzeydedir. (Hooper, 2001b; Peterson, 2001; Jacoby, 2005; Azargun ve
dig., 2020).

2.3.4. Kinolonlara Karsi Diren¢ Mekanizmalar

Kinolonlara karsi direng gelisimine neden olan mekanizmalar 1) Hedef enzim
molekiillerinde meydana gelen degisiklikler, 2) Hicrede kinolon birikiminin dnlenmesi
(membran gecirgenliginin azaltilmasi ve aktif diga atim pompa sisteminin aktivasyonu) ve

3) Plazmid aracili kinolon direnci olmak tizere ti¢e ayrilir.

Bir bakteri hiicresinde bu mekanizmalarin her biri ayr1 ayr1 bulunabilir veya hepsinin bir
araya gelerek bakteriye ¢ok yiksek diizeyde kinolon direnci kazandirmasi da s6z konusudur
(Hooper, 2001; Aldred ve dig., 2014; Azargun ve dig., 2020).

33 © o 3p

Sekil 2.5. Bakteri hiicresinde kinolon direncine neden olan mekanizmalar. (1) Kinolonlarm hedefi
olan giraz ve topoizomeraz 1V enzimlerini kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar kinolon-
enzim etkilesiminde azalmaya neden olur, (2) Plazmid aracili direng gelisimi (2a) Qnr proteinleri
(sar1) kinolonun DNA-topoisomeraz kompleksine baglanmasini engeller (2b) Bazi kinolonlari asetile
eden AAC(6')-Ib-cr aminoglikozit asetiltranferaz enzimi kinolonlarm etkinligini azaltir (2¢) Plazmid
tarafindan kodlanan disa atim pompa proteinleri kinolonlarin hiicrede etkin konsantrasyona
ulagmasini engeller, 3) Bakteri hiicresinde kinolonlarin hiicre i¢i konsantrasyonunun diisiik seviyede
tutulmasi (3a) Porin proteinlerinin ifadesini diisiirerek kinolonlarin hiicreye aliminin azaltilmasi (3b)
Kromozom tarafindan kodlanan disa attm pompa proteinlerinin artan ifadesi ile hicrede kinolon
birikiminin azaltilmasi saglanmir (Aldred ve dig., 2014).
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2.3.4.1. Hedef Enzimlerdeki Mutasyonlar

Kinolonlarin hedef enzimleri olan DNA giraz ve topoizomeraz IV’(n alt birimlerini
kodlayan genlerde meydana gelen spontan mutasyonlar kinolon-enzim etkilesimini azaltarak

direng gelisimine neden olmaktadir.

E. coli ve diger gram-negatif bakterilerde, kinolon direng gelisiminden primer olarak DNA
giraz enziminde meydana gelen mutasyonlar sorumludur. GryA alt biriminin amino terminal
ucundaki enzimin aktif bdlgesinde yer alan tirozinin (Tyr-122) yakminda konumlanmig
amino asitlerde meydan gelen mutasyonlar direncte etkilidir. Kristalografik analizler,
topoizomerizasyon sirasinda GryA alt biriminin amino terminal ucundaki enzimin aktif
bolgesinde 122 numarali pozisyonla yer alan tirozin (Tyrl22) amino asiti ile DNA’nin
kesilmis uglarina baglandigini ve kinolonlarin da baglandigi kismi1 olusturan bu (¢ boyutlu
bdlgede kinolon direncine yol agcan mutasyonlarin toplandigini gostermistir. Bu ylzden bu
bélgeye kinolon direncini belirleyici bdlge (Quinolone Resistance Determining Region,
QRDR) adi verilmistir. GyrA’nin 67 ve 106 nolu amino asitleri arasinda uzanan QRDR
bblgesi, numaralandirmada kismen farklhiliklar olsa da GryB, ParC ve ParE alt nitelerinde
de mevcuttur. QRDR, tiire bagh degisimler igermekle birlikte gram-negatif ve pozitif pek
cok bakteride yiksek dizeyde korunmus bir bolgedir. E. coli gibi gram-negatif bakterilerde
en sik rastlanan GyrA mutasyonu 83 nolu pozisyonda meydana gelen Serin83— Triptofan
veya Serin83—Losin degisimidir. Bu pozisyondaki degisim yiiksek diizey nalidiksik asit
direncine neden olurken, 2. kusak kinolonlara direng gelisiminde bu mutasyona ek olarak 87
nolu pozisyonda Aspartik asit87—Asparajin (Valin, Tirozin veya Glisin) degisimleri de
gorulmektedir (Jacoby, 2005; Van Bambeke ve dig., 2005; Hooper ve Strahilevitz, 2010;
Aldred ve dig., 2014; Azargun ve dig., 2020). GyrB alt biriminde gorulen amino asit
degisimlerine bagli direng diisiik oldugu gibi gelisen direng tiim kinolonlar1 kapsamayabilir.
Gram-negatif bakterilerde, topoizomeraz IV enzimi florokinolonlarin sekonder hedefidir.
ParC ve ParE alt birimlerindeki mutasyonlarin GyrA mutasyonlarina eslik ettigi ve DNA
giraz’da mutasyon yoksa bu alt birimlerde meydana gelen mutasyonlarin sessiz kaldig1 ve
tek baglarma kinolon duyarliligini degistirmedikleri belirlenmistir (Cengiz, 2010; Hooper ve
Strahilevitz, 2010; Aldred ve dig., 2014; Azargun ve dig., 2020).

S. aureus ve diger gram-pozitif bakterilerde ise kinolon diren¢ gelisiminde primer hedef

topoizomeraz 1V enzimidir. GrlA alt biriminde en sik rastlanan mutasyon, 80 nolu
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pozisyonda meydana gelen Serin80—Fenilalanin veya Serin80— Tirozin degisimidir ve ek
olarak 84 nolu pozisyonda Glutamik asit84—Losin degisimi de goriilmektedir. GriB alt
birimindeki mutasyonlarin kinolon direng gelisimine etkisi minimal diizeydedir. Sekonder
hedef olan DNA giraz enziminin GryA alt birimindeki mutasyonlarin ancak topoizomeraz
IV’tin GrlA alt birimindeki mutasyonlarla birlikte yiiksek diizeyde kinolon direng gelisimine
neden oldugu belirlenmistir (Coskun-Ari ve Bosgelmez-Tinaz, 2008; Cengiz, 2010; Hooper
ve Strahilevitz, 2010; Aldred ve dig., 2014).

Bakterilerin hedef enzimlerdeki degisikliklere bagh kinolon direnci, basamaklar seklinde
gelisim gdsterir ve mutasyonlarmn etkisi ilacin “Minimal Inhibitér Konsantrasyon” (MIK)
diizeylerine yansir. Genel olarak birincil hedef enzimdeki ilk mutasyon ikincil hedefte
mutasyon gelisme olasiligini da arttirir. Birincil ve ikincil hedef enzimlerin her ikisinde birer
veya daha fazla mutasyon gergeklesmesi ise ¢ok daha yiiksek seviyede dirence ve yeni nesil
kinolonlara direng gelisimine yol agar. Birbirini takip eden mutasyonlara paralel olarak
kinolon MIK dizeylerinde de artislar (0.125-0.25’ten 128 mg/L) gorulir (Hooper, 2001b;
Gulay, 2002; Aldred ve dig., 2014; Azargun ve dig., 2020).

2.3.4.2. Kinolon Birikiminin Onlenmesi

Kinolonlarin bakterilerde etki gdsterebilmeleri igin sitoplazmik membrani gegerek hedef
molekiillerine erisimleri gereklidir. Gram-negatif bakterilerde ilave olarak asilmasi geren bir
de dis membran bulur. Bakteri hiicrelerinde, kinolon birikimini énleyen iki temel mekanizma
mevcuttur. Bunlardan birincisi Gram-negatiflerde dis membran porin kanallar1 ile ilacin
hiicreye girisinin azaltilmas1 veya engellenmesi, ikincisi ise Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakterilerde aktif disa atim (efflux) pompa sistemi ile disar1 atilarak hiicre icindeki etkin

miktarlarinin azaltilmasidir (Aldred ve dig., 2014; Azargun ve dig., 2020).

Gram-negatif bakterilerin dis membranmda bulunan porin proteinleri membran
gecirgenliginde 6nemli rol oynar ve kii¢iikk yapili kinolonlar porin kanallarindan pasif
diflizyonla hiicreye kolayca girebilirler. Bu nedenle, mevcut porin proteinlerinin Gretimini
tamamen durduran ve sayilarinin azalmasina neden olan veya porin kanalmm segiciligini
degistiren mutasyonlar kinolonlarin dig membrandan girisini etkilemektedir. E. coli'de
OmpA, OmpC ve OmpF gibi dig membran porin proteinlerinin diisiik diizeyde ifade
edilmeleri membran gegirgenligi azaltir. Ozellikle dis membran ana proteinleri olan OmpF
ve OmpC’nin diisiik seviyeli ifadesi yalnizca hidrofilik florokinolonlar degil tetrasiklin,
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trimetoprim, beta-laktamlar ve kloramfenikol gibi diger antibiyotiklerin de hucredeki
birikimini azaltmak suretiyle yuksek seviyede dirence neden olmaktadir. OmpF ve OmpC
proteinleri diger Salmonella typhimurium ve Enterobacter cloacae gibi diger
Enterobacteriaceae’lerde de bulunmaktadir (Malickbasha ve dig., 2010; Doumith ve dig.,
2009). Gram-pozitif bakterilerin dis zar1 olmadigi i¢in ila¢ birikiminin 6nlenmesinde
membran gecirgenliginin azaltilmas1 Gram-negatiflerdeki gibi yaygin bir mekanizma
degildir.

Aktif disa atim (efflux) pompa sistemleri bakteriden insan hicrelerine kadar her hicre
membraninda bulunur ve gorevleri sitoplazmik membrandan kolayca gegebilen amfilik
(hidrofilik ve lipofilik yapiy1 birlikte tagiyan) molekillerin toksik olanlarini hiicre disina
atmaktir. Tasiyic1 (transporter) proteinlerin olusturdugu bu sistem ilk olarak E. coli’de
tetrasiklin direng profilinin arastirilmasi sirasinda kesfedilerek tanimlanmistir (Mcmurray ve
dig., 1980). Giiniimiizde, Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerde aktif disa atim pompa
sisteminin bir¢ok antibiyotige kars1 direngte rol oynayan 6nemli bir mekanizma oldugu
belirlenmistir (Gllay, 2002; Nazik ve Ongen, 2010; Azargun ve dig., 2020).

Temel 6zelliklerine (kullanilan enerji, transport yolu, yapisal 6zellikleri, substratlar1 gibi)
gore aktif disa atim pompa sistemleri “birincil ve ikincil sistemler” olmak iizere iki gruba
ayrilirlar. Birincil sistemler daha ziyade okaryot hiicrelerden antibiyotiklerin atiliminda
kullanilmaktadir. ikincil sistemler ise SMR (Small Multidrug Resistance), MET (Multidrug
Endosomal Transporter), MAR (Multi Antimicrobial Resistance), RND (Resistance-
Nodulation-Cell Division Superfamily) ve MFS (Major Facilitator Superfamily) olmak
Uzere 5 adet Ust aileden olusmaktadir (Kumar ve Schweizer, 2005). Bunlardan MET ailesi
disindakiler, prokaryot hiicrelerde ¢esitli antibiyotiklerin disa atiminda kullanilirlar. Gram-
negatif bakterilerde ise antibiyotik direncinde en dnemli rolli olan RND (st ailesidir ve tipik
olarak ii¢ protein i¢erdiginden “ii¢ elemanli pompa sistemi” olarak isimlendirilir (Gllay,

2002; Nazik ve Ongen, 2010; Azargun ve dig., 2020).

Bazi aktif digsa atim pompa sistemlerinin proteinleri kromozomda, bazilar1 da plazmitlerde
bulunan genler ile kodlanmaktadir ve bu bakimdan antibiyotiklere kars1 direng dogal veya
kazanilmug tipte olabilir (Webber ve Piddock, 2003). E. coli’de, kromozomda kodlanmis
AcrB (pompa proteini), AcrA (membran fiizyon proteini) ve TolC (dis membran proteini)

proteinlerinden olusan RND pompa sisteminin bazal seviyede sentezlenmesi bile dogal
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dirence yol agmaktadir. OqxAB ve QepA aktif disa atim pompa proteinleri ise plazmitte
kodlandig1 i¢in kazanilmis dirence neden olmaktadir (Gllay, 2002; Hasdemir, 2007; Nazik
ve Ongen, 2010; Li ve dig., 2019).

Bakterilerde aktif disa atim pompa sistemleri genellikle substratlari olan molekiillerin
varliginda indiiklenerek aktif hale gelmektedir. Yiksek diizey kinolon direncinde genellikle
pompa sistemlerinin asir1 tretimi rol oynamaktadir. E. coli’de AcrAB-TolC sisteminin
substrat profili ¢ok genis oldugundan (florokinolonlar, beta-laktamlar, tetrasiklin,
kloramfenikol, makrolidler ve fusidik asit gibi yapisal olarak birbirinden farkl
antibiyotikleri ve hatta deterjan ve organik ¢Ozuctleri kapsar), kinolon tedavisi sirasinda
Ozellikle pompa sistemlerini kontrol eden regulator genlerdeki mutasyonlar, pompa
proteinlerinin ifadesini arttirmak suretiyle farkli antibiyotiklere karsi direnci indiikleyerek
coklu antibiyotik diren¢ (Multiple Drug Resistance, MAR) fenotipine neden olmaktadir
(Gllay, 2002; Hasdemir, 2007; Nazik ve Ongen, 2010).

2.3.4.3. Plazmit Aracilh Kinolon Direnci

Kinolonlara karsi direng gelisiminde, kromozom dis1 genetik elemanlar olan plazmitler
Uzerinde kodlanan genler de énemli rol oynamaktadir ve bu tip diren¢ “plazmit aracili
kinolon direnci” (Plasmid Mediated Quinolone Resistance, PMQR) olarak
adlandirilmaktadir (Nazik ve Ongen, 2010; Aldred ve dig., 2014; Azargun ve dig., 2020).

Bugune kadar, ¢ ayr1 PMQR gen ailesi tanimlanmistir: 1) Kinolonlarin DNA giraz ve
topoizomeraz 1V’e baglanmasini bloke eden kinolon direng (Qnr) proteinleri’ni kodlayan
genler, 2) Siprofloksasin ve norfloksasin gibi g¢esitli florokinolonlar1 asetilleyerek
antibakteriyel aktivitelerini azaltan aminoglikozid asetil transferaz [AAC(6')-1b-cr)]
enzimini kodlayan gen ve 3) kinolonlarin hiicrede birikimini azaltan aktif disa atim pompa
proteinleri QepA ve OqxAB’yi kodlayan genler (Li, 2005; Aldred ve dig., 2014; Azargun
ve dig., 2020).

2.3.4.3.1. Qnr proteinleri

Plazmit aracili kinolon direncinin varlig1 ilk kez 1998°de bir hastanin idrar 6rneginden izole
edilen Gram-negatif Klebsiella pneumoniae susunda ortaya konmustur (Martinez-Martinez
ve dig., 1998). Direncin plazmit kaynakli oldugu ve bu plazmitin (pMG252) fonksiyonel

porin proteinlerine sahip bakterilerde kinolonlara duyarlilig: azaltirken, porin eksikligi olan
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E. coli, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa suslarinda nalidiksik asit ve
florokinolonlara direnci 4 kattan 16 kata ¢ikardig1 gézlenmistir. E. coli’de diger kromozomal
mekanizmalarla birlikte bulundugunda kinolon direncini daha da arttiran plazmit aracili bu
yeni direng¢ mekanizmasina neden olan gene “gnr” adi verilmistir. Klonlanan gnr geni
urundintin protein-protein etkilesimlerinde yer alan pentapeptit tekrar ailesine ait bir protein
oldugu tespit edilmis ve QnrA olarak adlandirilan bu proteinin hem DNA giraz hem de
topoizomeraz IV'i siprofloksasin inhibisyonundan korudugu gosterilmistir (Martinez-

Martinez ve dig., 2003).

Diinya genelinde yapilan aragtirmalarda, Enterobacteriaceae ailesinden birgok bakteride
plazmit Uzerinde kodlanan ve amino asit sayis1 214 ile 221 arasinda degisen QnrA, QnrB,
QnrC, QnrD, QnrE, QnrS ve QnrVVC olmak Uzere yedi farkli pentapeptit tekrar protein grubu
tanimlanmistir (Nordmann ve Poirel, 2005; Hata ve dig., 2005; Cambau ve dig., 2006;
Fonseca ve dig., 2008; Herrera-Leon ve dig., 2011; Rodriguez-Martinez ve dig., 2011; Seija
ve dig., 2015; Albornoz ve dig., 2017). Ginlmize kadar Qnr protein gruplarinin ¢ok sayida
allelik varyantlar1 da (9 adet QnrA, 95 adet QnrB, 3 adet QnrD, 2 adet QnrE, 15 adet QnrS
ve 10 adet QnrVC) bildirilmis ancak sadece QnrC’nin bir varyanti heniiz tespit edilmemistir
(Azargun ve dig., 2020).

Qnr proteinlerinin, kinolonlarin hedef enzimi olan DNA giraz ve topoizomeraz IV’e
baglanarak kinolon-enzim-DNA kompleksinin olusumunu engellemek suretiyle bu
enzimleri kinolon inhibisyonuna karsi korudugu yapilan g¢alismalarla ortaya konmustur

(Tran ve dig., 2005; Aldred ve dig. 2014).

Kinolon duyarli suslarda, Qnr proteinlerinin yalnizca nalidiksik asite diren¢ sagladigi ve
siprofloksasin, norfloksasin ve levofloksasin gibi florokinolonlara duyarliligin azalmasina
neden oldugu gorilirken, hedef enzim degisiminden sorumlu kromozomal mutasyonlarla
birlikte bulunduklar1 suslarda ise yuksek dlzey kinolon direncine yol acarak tedaviyi
zorlastirdiklar1 belirlenmistir (Martinez-martinez ve dig., 1998; Jacoby ve dig., 2006;
Robicsek ve dig., 2006; Martinez-martinez, 2008; Nazik ve Ongen, 2010; Yang ve dig.,
2014; Jacoby, 2017). Ote yandan, kinolon duyarli bakterilere konjugatif plazmitlerle
aktarilan Qnr proteinlerinin neden oldugu diisiik diizeyli direng, bu bakterilerde kromozomal
mutasyon olusumunu tetikleyici rol oynayabilmektedir (Hopkins ve dig., 2005; Yang ve dig.,
2010).
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Gram-negatif bakterilerdeki plazmit aracili gnr genlerinin, bazi gram-pozitif bakterilerde de
bulundugu ve 6zellikle ¢evresel kaynakli bir¢ok tiiriin kromozomlarinda yer alan gnr benzeri
genler ile sekans benzerligi gosterdigi tespit edilmistir. Bu verilere dayanarak, PMQR gnr
genlerinin biiyiik olasilikla akuatik ve diger ¢evresel ortamlarda yasayan mikroorganizma
kromozomlarindan koken aldigi diistiniilmektedir (Rodriguez-Martinez ve dig., 2008;
Strahilevitz ve dig., 2009; Onuk ve dig., 2015; Yanat ve dig., 2017). Kinolonlarin yogun
kullanimma bagli olarak gnr genlerinin mobil genetik elementler (transpozon, integron ve
insersiyon sekanslar1 gibi) araciligi ile kromozomlardan plazmitlere aktarildigi goriisiinii

destekleyen bulgulara ulasilmistir (Poirel ve dig., 2005; Rodriguez-Martinez ve dig., 2007).

Dinya genelinde yapilan ¢caligmalar, gnr genlerinin ¢ok sayida, farkli boyut ve tipte plazmit
Uzerinde bulunabildigini, konjugatif plazmitler aracilig1 ile gesitli bakteri tiirleri arasinda ¢ok
hizli bir sekilde Kuzey ve Guney Amerika, Avrupa, Asya ve Afrika’ya kinolon direncinin
yayllmasinda rol oynadigini ortaya koymustur (Rodriguez-Martinez ve dig., 2007,
Strahilevitz ve dig., 2009; Yang ve dig., 2014). Bu plazmitlerin ¢ogunun gnr genleri yani
sira, ¢oklu ilag direncinden sorumlu olan genis spektrumlu beta laktamaz (GSBL),
karbepenemaz ve diger direng genlerini de tasidigi saptanmustir. GSBL (reten
Enterobacteriaceae’lerin, GSBL iiretmeyen izolatlara kiyasla florokinolonlara kars1 6nemli
Olclide daha yuksek dirence sahip oldugu tespit edilmistir (Iabadene ve dig. 2008; Pakzad ve
dig. 2011). Enterobacteriaceae izolatlarinda, gnrA geninin CTX-M1, CTX-M9, CTX-M14,
CTX-M-15, TEM-116, SHV-7, SHV-12, SHV-27 ve VEB-1 beta laktamaz genleri, qnrB’nin
CTX-M-15, DHA-1, KPC-2, IMP-4, SHV-12, ve SHV-30 beta laktamaz genleri ve gnrS’nin
ise CTX-M-15, TEM-1, TEM-116 ve SHV-12 beta laktamaz genleri ile siklikla ayni
plazmitler Gzerinde tasindig1 gosterilmistir (Martinez-Martinez ve dig. 2008; Azargun ve
dig. 2018). Ayrica gnr genlerinin, beta laktamaz dig1 antibiyotik direng genlerinin (aac(6’)-
Ib-cr, aadAl, aadA2, dfrAl, dfrA12, cmlAl, catB2, sull gibi) bazilariyla da ayni plazmit
iizerinde bulunabildigi saptanmustir (Nazik ve Ongen, 2010; Rodriguez-Martinez ve dig.,
2011).

2.3.4.3.2. AAC(6)-1b-cr Enzimi

Bakterilerde, aac(6’)-1b geni ile kodlanan aminoglikozit asetil transferaz enzimi amikasin,

kanamisin ve tobramisin antibiyotiklerine karsi direngten sorumludur. Aminoglikozit asetil
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transferaz enziminin bir varyantinin ise Enterobacteriace tirlerinde PMQR ile iligkili diger

bir determinant oldugu belirlenmistir (Robicsek ve dig., 2006; Nazik ve Ongen, 2010).

Siprofloksasin gibi bazi florokinolon grubu antibiyotikleri modifiye ederek antibakteriyel
aktivitelerini azaltan bu varyant enzimi kodlayan gen, ilk defa 2006'da Cin’in Sanghay
sehrinde gnrA pozitif olan bir klinik E. coli susundan izole edilen plazmitte tespit edilmistir.
Sekans analizi ile bu geninin aslinda aac(6’)-1b geninin yeni bir alleli oldugunu ortaya
koymustur. Bu yeni allel aac(6’)-1b-cr geni ve kodladigi varyant aminoglikozit asetil
transferaz ise AAC(6')-Ib-cr enzimi olarak adlandirilmistir. Trp102—Arg ve Aspl179—Tyr
degisimleri tasiyan bu varyant aminoglikozit asetil transferaz enziminin, norfloksasin ve
siprofloksasinin C-7 pozisyonuna ekli piperazinil halkasinin amino azotunu asetillemek
suretiyle inaktivasyonuna ve sonug olarak bu florokinolonlara duyarliligin azalmasina neden
oldugu saptanmistir (Robicsek ve dig., 2006). AAC(6')-1b-cr enziminin piperazinil nitrojeni
tagimayan nalidiksik asit gibi kinolonlara kars1 etkisiz oldugu tespit edilmistir (Rodriguez-
Martinez ve dig., 2011). AAC(6")-1b-cr enzimi tek basina diisiik seviyeli bir direng olusturur
ancak topoizomeraz mutant suslarm se¢ilmesine katkida bulunmasi s6z konusudur. Ayrica,
Qnr determinantlari birlikte oldugunda MIK degerlerinde klinik agidan anlamli (3-4 kathk)
bir artisa da yol acabilmektedir (Robiscek ve ark., 2006).

Enterobacteriace tlrlerinde PMQR determinantlar1 arasinda en baskini oldugu saptanan
aac(6’)-1b-cr geninin, yapilan bazi ¢alismalarda GSBL ve gnr genlerini de barindiran ¢oklu
ilag direncine sahip konjugatif plazmitler tizerinde yer aldig1 da goriilmiistiir (Park ve dig.,
2006; Machado ve dig., 2006; Kang ve dig., 2009).

2.3.4.3.3. PMQR aktif disa atim (efflux) pompa proteinleri (OgxAB ve QepA)

Enterobacteriace tirlerinde kinolon direncinde major rol oynayan aktif disa atim pompa
proteinlerinden RND (Resistance-Nodulation-Cell Division Superfamily) ailesi tyesi AcrB
(pompa), AcrA (membran flizyon) ve TolC (dis membran) proteinlerini kodlayan genler
kromozomda yer alirken, OgqxAB ve QepA aktif disa atim pompa proteinlerini kodlayan
genler ise PMQR plazmitleri {izerinde tagmmaktadir (Strahilevitz ve dig., 2009; Taherpour
ve Hashemi, 2013)

OqgxA ve OgxB: Ilk kez 2003’te Danimarka'da domuz giibresinden izole edilen bir E. coli

susunda rastlanan ve pOLA52 adi verilen konjugatif plazmit Gzerinde bulunan iki genin
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RND ailesinin tyesi olan iki aktif disa atim pompa proteinini kodlandigi saptanmistir.
Domuzlarda blytme destegi i¢in kullanilan olakindoks biytime faktérinun E. coli’de hiicre
disina atilmasinda ve olakindoks direng gelisiminde rol oynadig: tespit edilen bu pompa
proteinleri OgxA ve OgxB olarak isimlendirilmistir (Serensen ve dig., 2003). 2009 yilinda
ise Giiney Kore’de 1999 yilinda bir hastanin kanindan izole edilen E. coli susunda
tanimlanan ogxA ve ogxB genlerinin trtind olan OgxA ve OgxB proteinlerinin, olakindoks
yani sira kinolonlar, koloramfenikol, trimetoprim, nitrofurantoin, tetrasiklin, dezenfektanlar
ve deterjanlara kars1 ¢coklu direng sagladigi Hansen ve arkadaslari tarafindan belirlenmistir
(Hansen ve dig., 2004). Ayrica, kiimes hayvanlar1 ve ¢evresel drneklerden izole edilen E.
coli suslarinda da ogxA ve ogxB genlerinin bulunabildigi rapor edilmistir (Chen ve dig.,
2012). Son yillarda gergeklestirilen kristalografik analizler ile OgxB’nin yapisinin E. coli
AcrB pompa proteininin yapisi ile biiylik oranda homolog oldugunu ortaya koymustur (Li
ve dig., 2019).

OgxAB disa atim pompa sisteminin, florokinolonlara kars1 diisiik seviyeli direng gosterdigi
ancak diisiik florokinolon konsantrasyonlarinda bakterilerin hayatta kalmasinda rol oynadig1
ve yiiksek seviyeli direngle ilgili hedef bdlge gen mutasyonlarina katkida bulundugu
gosterilmistir (Piddock, 2006). Ayrica, OgxA ve OqxB proteinlerinin asir1 diizeyde
ifadesinin kinolon MIK degerinde dort kattan daha biiyiik artislara yol acabildigi
saptanmustir (Hansen ve dig., 2007).

Klinik E. coli izolatlarinda ogxAB genlerinin, aac(6’)-1b-cr ve ¢esitli GSBL enzimleri ile
ayni plazmit iizerinde bulundugu saptanmis ve bu genlerin birlikte yayiliminin tedavide ciddi

bir sorun olusturacagi 6ngoriilmiistiir (Yang ve dig., 2015).

QepA: Bir diger plazmit aracili aktif digsa atim pompa proteini olan QepA’y1 kodlayan gen
ise Japonya’da bir hastanin idrar 6rneginden elde edilen bir klinik E. coli izolatinda 2007
yilinda tanimlanmistir (Yamane ve dig., 2007). QepA proteininin, siprofloksasin,
norfloksasin ve enrofloksasin gibi hidrofilik florokinolonlari hiicre digma pompalayarak
bunlara kars1 duyarliligin azalmasma (MIK te 8 ile 32 kat artiga) neden olan proton bagiml
tagtyicilardan  MFS (Major Facilitator Superfamily) ailesi ile benzerlik gosterdigi
saptanmigtir (Périchon ve dig., 2007). E. coli izolatlarinda, QepA’nm (giincel adiyla
QepAl’in Phpa ve plP1206 konjugatif plazmitleri tizerinde tasindigi tespit edilmistir
(Périchon ve dig., 2007). 2008 yilinda ise Fransa’da yine bir E. coli izolatinda QepA2
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varyant1 bulunmustur (Cattoir ve dig., 2008). Glunumuze kadar, Enterobacteriaceae yani sira
Pseudomonadaceae ve Moraxellaceae izolatlarinda QepA'nin maksimum bes amino asit
pozisyonunda farklilik gosteren on farkli (QepA1-QepAl0) allelik varyant1 tanimlanmistir
(Ruiz, 2018).

Klinik E. coli izolatlarinda, blaTEM-1 ve blaCTX-M-14 beta laktamaz ve aminoglikozit
ribozomal metilaz kodlayan rmtB genleri ile gepA geninin ayni plazmit iizerinde tasindigi
gosterilmis ve c¢oklu ilag direncinin yayilmasimi tesvik edici bir durum olarak
degerlendirilmektedir (Kim ve dig., 2009). Ayrica, PMQR qepA, aac(6)-1b-cr ve gnrS2
genlerini birarada tasiyan E. coli izolatlar1 domuzlarda da tespit edilmis ve PMQR gen
birlikteliginin kromozomal mutant suslarin dogada se¢ilmesine neden olabilecegi icin

antibiyotik tedavisi agisindan olumsuz rol oynayabilecegi belirtilmistir (Liu ve dig., 2008).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Malzemeler

3.1.1. Besiyerleri ve Kimyasallar

Caligmada kullanilan besiyerleri Merck (Almanya) firmasindan temin edildi. Klinik E. coli
izolatlarinin i1zolasyonu, cogaltilmasi ve gerekli olan seri ekimleri Eozin Metilen Mavisi
(EMB) Agar besiyeri kullanilarak gerceklestirildi. Izolatlar Mueller Hinton Agar (MHA)
besiyerinde uretildikten sonra antibiyotik duyarlilik testleri yapildi. Antibiyotik diskleri
(Ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, seftazidim,
sefepim, aztreonam, nalidiksik asit, ofloksasin, siprofloksasin, gentamisin ve
Trimethoprim/Stlfametaksazol) Bioanalyse (Tiirkiye) firmasindan temin edildi. izolatlardan

DNA izolasyonu igin Luria-Bertani (LB) Agar ve Sivi besiyerleri kullanildi.

Tezin molekuler analizlerinde kullanilan Tris-asetat-EDTA (50XTAE pH 8,3) tamponu, Jel
yukleme tamponu (6X) ve DNA belirteci (100 bp DNA ladder) Thermo Fisher Scientific
(USA) firmasindan satin alindi. PCR i¢in Taq DNA polimeraz enzimi, dNTP ve 1.5 mM
MgCl: iceren Tag DNA Polymerase 2X Master Mix RED kullanima hazir karigim Ampligon
(Denimarka) firmasindan temin edildi. Etidyum bromur solisyonu (10 mg/ml) Sigma
Aldrich (USA) firmasmndan, Agarose CondaLab (Ispanya) firmasmndan temin edildi.
Konjugasyon deneylerinde kullanilan rifampisin Sanofi (Turkiye) firmasindan ve konjugatif
plazmit izolasyonunda kullanilan GeneJet Plasmid Miniprep Kit’i Thermo Fisher Scientific,
(USA) firmasindan temin edildi.

3.1.2. Cihazlar

Bu tez ¢alismas1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Arastirma
Laboratuvarinda gergeklestirildi. Calismada calkalamali su banyosu (Memmert, model
WNB22), otoklav (Hirayama, HG50), distile su cihazi (GFL, 2001/4), inkiibatér (Memmert,
Model 55), Smif-1 steril kabin (Arma), vorteks (Scilogex, MX-S), analitik terazi (Ohaus,
AV264C), Magnetik Karistiric1 (Scilogex, MS-H-S), mikrosantrifij (Sigma, Sigma 1-14),
Mikrodalga Firin (Vestel, MW 20-MV), Thermocycler (Biorad, T-100), horizontal mini jel
elektroforez ve gii¢ kaynagi (Techne, Techne B2), Jel Goriintiileme Sistemi (Biorad) Derin
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dondurucu (Vestel, DDP-S1101 W) ve No-Frost buzdolabi (Vestel, NFP) cihazlari
kullanild.

3.1.3. Primerler

Bu tez ¢alismasima dahil edilen 59 E. coli izolatinin kinolon antibiyotiklerine kars1 direngli
olmasini saglayan plazmit aracili dort kinolon direng genleri bu genlere 6zgu primerler
kullanilarak PCR yontemi belirlendi. Sentebiolab (Ankara, Tiirkiye) firmasindan temin

edilen primer ciftlerinin baz dizileri ve 6zellikleri Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan primerler.

Gen Primer Sekans (5’-3°) Pozisyon  bp ('E(n;) Kaynak
F  AGAGGATTTCTCACGCCAGG 30-49
arAl-qnrA6 o TGCCAGGCACAGATCTTGAC 589-608 200 O
nrB1l- anrB6 F GGMATHGAAATTCGCCACTG* 283-302 264 57 Cattoir ve
g d R  TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA*  526-545 dig., 2007
51 anrso F  GCAAGTTCATTGAACAGGGT 137-156 1,0 &7
g q R  TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG  543-563
aac-(6)bcr  F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 5375 0, o, Parkve
R  CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 515-534 dig., 2006

*M=Aveya C; H= Aveya C veya T; Y= C veya T bazlar1.

3.1.4. Referans ve Rekombinant Suslar

Plazmit aracili gnrA, gnrB, gnrS ve aac(6')-1b-cr kinolon direng genlerini tasiyan referans
bakteri suslart PCR deneylerinde pozitif kontrol olarak kullanildi. Konjugasyon
deneylerinde plazmit aktarimi igin rifampisin direncli E. coli J53-2 (F~ met pro” Rif?) susu
alict hiicre olarak kullanildi. E. coli ATTC 25922 susu ise antibiyogram g¢alismalarinda

kontrol olarak kullanildi.

3.1.5. E. coli izolatlar

Calismada kullanilan E. coli izolatlar1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarindan temin edildi. Bu tez ¢alismasi i¢in
Eylil 2018-Ocak 2019 tarihleri arasinda Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve

Aragtirma Hastanesinde izole edilen 59 siproflaksasin direncli E. coli izolat1 se¢ildi. Cesitli
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kliniklerden ve farkl klinik 6rneklerden izole edilen E. coli izolatlarmin tlr dizeyinde
tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliliklar1 VITEK® 2 otomatize sistemi (bioMérieux, Marcy

I'Etoile, Fransa) ile Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Referans Suslar ve Klinik izolatlardan Total DNA izolasyonu

Calisilan direng genlerinin tespiti i¢in referans suslar ve klinik E. coli izolatlarindan total
DNA izolasyonu kaynatma metodu kullanilarak gerceklestirildi (Ausubel ve dig., 1995). Tk
olarak izolatlar 3 ml LB broth besiyeri igerisinde 37°C’de calkalamali inkiibatorde
biiyiitiildii. Daha sonra kiiltiirtin 1.5 ml’si santriflij yardimi ile ¢oktiiriildii (14.800 rpm, 3
dk). Ust siv1 atildiktan sonra hiicre pelleti tizerine 300 pl steril dH.0O ilave edildi ve vorteks
yardimi ile ¢6ziildii. Coziinen pellet su banyosunda 10 dk kaynatildi. Daha sonra oda
sicakligina kadar sogumasi saglandi ve 14.800 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek atik kisimlarin
cokmesi saglandi. Total DNA’y1 iceren siipernatant yeni bir ependorf tiipline aktarilarak

PCR ¢alismalarinda kalip DNA olarak kullanildi.

3.2.2. Plazmit Aracih Kinolon Diren¢ Genlerinin Tespiti

Bu tez calismasinda Tablo 3.1°de verilen plazmit aracili kinolon direng genlerine spesifik
primerler kullanilarak aac(6')-1b-cr aminoglikozid ve gnrA, gnrB ve gnrS genlerinin varligi

PCR yardimu ile tespit edildi.

Tum reaksiyonlar 2X PCR Master Mix (Amplicon, Danimarka)’ten 12.5 pl, 10 pmol/ul
konsantrasyondaki primer c¢iftlerinden 0.5 pl alinarak hazirlandi. Kaynatma yontemi ile elde
edilen total DNA’dan reaksiyon bagina 5 pul kullanilarak son hacim steril mili-Q ultra saf su

ile 25 pl’ye tamamlanda.

Tiim PCR reaksiyonlari, thermalcycler cihazinda 1 dongii 95°C’de 3 dk, 30 dongli 95°C’de
45 sn, 58°C’de 45 sn ve 72°C’de 50 sn, 1 dongii 72°C’de 5 dk sekilde gerceklestirildi. PCR
sonucunda 6rneklerin 5 pl’si etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jel kuyularmna yiiklendi,
150 Volt’da 1 saat boyunca elektroforez islemi gergeklestirildi ve jel goruntiileme sisteminde
UV 15181 altinda jel goruntilemesi yapildi. PCR fragmentleri pozitif kontrol ve belirtegc DNA

bantlari ile karsilastirilarak genlerin varhgi tespit edildi.
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3.2.3. Konjugasyon Deneyleri

Calisilan kinolon direng genlerinin E. coli izolatlarinda konjugatif plazmitler iizerinde
bulunup bulunmadigi Broth Mating metodu kullanilarak belirlendi (Alpay-Karaoglu ve dig.,
2007). Konjugasyon deneylerinde rifampisin direncli E. coli J53-2 (F, pro-, met’, Rif%) susu
alic hiicre olarak kullanildi. Test edilecek 59 klinik E. coli donor hicreden ve alici E. coli
J53-2 hiicresinden birer koloni ayr1 ayr1 3 ml LB igeren tiplere inokile edildi ve tupler bir
gece calkalamali ortamda 37°C’de inkuibe edildi. Ertesi giin her bir 6rnegin kiilturinden 1
ml’si alinarak 1 ml E. coli J53-2 hucresi ile 1:1 oraninda karistirildi ve konjugasyon igin
tipler 18 saat boyunca bu kez calkalamasiz ortamda 37°C’de inkiibe edildi. Transkonjugant
hiicre kolonileri, rifampisin (150 pg/ml) ve siproflaksasin (50 pg/ml) iceren LB Agar

plakalar1 tizerinde secildi.

Transkonjugant hucrelerdeki plazmit varligini tespit etmek igin plazmit izolasyonu yapildi.
Rifampisin (150 ug/ml) ve siproflaksasin (50 pg/ml) iceren 3 ml LB besiyerine aktarilan
transkonjugant hiicre Ornekleri c¢alkalamali ortamda 37°C’de bir gece inkiibe edildi.
Transkonjugant hiicreler santriflij ile toplandiktan sonra GeneJet Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak ve tretici firmanm 6nerileri dogrultusunda
plazmit izolasyonlar1 gerceklestirildi. Transkonjugant hiicrelerden izole edilen plazmitler
kalip DNA olarak PCR reaksiyonlarinda kullanildi. Transkonjugantlardaki kinolon direng
genleri Tablo 3.1°de verilen primerler kullanilarak ve boliim 3.2.2°deki kosullarda PCR

reaksiyonlar1 gergeklestirilerek arastirildi.
3.2.4. Transkonjugant Hiicrelerin Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

Transkonjugant hiicrelerin antibiyotik duyarliliklarini belirlemek i¢in Kirby-Bauer standart
disk difiizyon metodu kullanildi (Wayne, 2015). Ampisilin (10 pg), amoksisilin/klavulanik
asit (20/10 pg), sefuroksim (30 pg), sefotaksim (30 pg), seftriakson (30 pg), seftazidim (30
ug), sefepim (30 pg), aztreonam (30 pg), nalidiksik asit (30 pg) ofloksasin (10 pg),
siprofloksasin (5 pg) ve gentamisin (10 pg) diskleri ile antibiyogram gerceklestirildi ve elde
edilen zon caplar1 CLSI kriterlerine gére yorumlandi (CLSI, 2016). E. coli ATCC 25922

susu ise kontrol olarak kullanildi
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4. BULGULAR

4.1. E. coli izolatlar ve Antibiyotik Direng Profilleri

Caligmada kullanilan 59 klinik E. coli izolati KAEUEAH’nin Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 stoklarmdan temin edildi. Eylil 2018-Ocak 2019 tarihleri arasinda gesitli
kliniklerden ve farkli klinik Orneklerden izole edilerek tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarhiliklar1 VITEK® 2 otomatik sistem (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) ile Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmis olan siprofloksasin direncli E. coli

izolatlarinin demografik 6zellikleri ve antibiyotik duyarliliklar1 Tablo 4.1°de verildi.

Klinik orneklerin 16°s1 (%27,1) Uroloji Servisinden, 15°i (%25,4) Yogun Bakimdan, 8’i
(%13,5) Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Servisinden, 8’i (%13,5) Dahiliye
Servisinden, 7’si (%11,8) Genel Cerrahi Servisinden, 2’si (%3,3) Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Servisinden, 2’si (%3,3) Nefroloji Servisinden ve 1’i (%1,6) Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon (FTR) Servisinden Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilmisti. E. coli
izolatlarinin 45’1 (%76,3) idrar, 7’si (%11,8) kan, 5’i (%8,5) yara ve 2’si (%3,4) trakeal

aspirat kiltiir 6rneklerinden izole edilmisti (Tablo 4.1).

Tuma siproflaksasine (CIP) direncli olan 59 E. coli izolatinin 16 farkli antibiyotige karsi
antibiyotik duyarliliklar1 incelendi. izolatlarin siproflaksasin direnci yaninda tamaminin
(%100) ampisilin’e (AMP), sefuroksim’e (CXM), sefotaksim’e (CTX), seftriakson’a
(CRO), nalidiksik asit’e (NA) ve ofloksasin’e (OFX) kars1 direngli oldugu tespit edildi.
[zolatlarm 52’sinin (%88,13) seftazidim’e (CAZ), 50’sinin (%84,74) aztreonam’a (ATM),
22’sinin (%37,28) sefepim’e (FEP), 16’sinin (%27,11) amoksisilim-klavulanik asit’e
(AMC) ve 15’inin (%25,42) gentamisin’e (GN) kars1 direncli oldugu belirlendi. Imipenem
(IMP), meropenem (MEM) ve amikasin (AK) antibiyotiklerine kars1 higbir izolatta direng
tespit edilemedi. izolatlardan tiimiiniin (%100) en az 3 farkli antibiyotik grubuna kars1 direng

tasidiklar1 ve ¢oklu ilag direncine sahip olduklar1 saptandi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Kinolon direngli E. coli izolatlarmin demografik 6zellikleri ve antibiyotik direng profilleri.
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50 | Ecl46 YB Kan D H D D D D D D H H D D D H D
o

izolat Servis Omek | =2 % % E % % @ é % é S g S | % o
51 | Ecl47 GC Idrar D D D D D H H D H H D D D H H
52 | Ecl148 YB Idrar D H D D D D D D H H D D D H H
53 | Ecl151 EHKM Idrar D H D D D D H D H H D D D H H
54 | Ecl56 URO Idrar D D D D D D D D H H D D D H H
55 | Ec159 FTR Idrar D H D D D D D D H H D D D H H
56 | Ecl6l GC Kan D H D D D D H D H H D D D H H
57 | Ecl64 EHKM Idrar D D D D D D H D H H D D D H H
58 | Ecl73 URO Kan D H D D D H H D H H D D D H H
59 | Ecl74 YB Kan D D D D D D D D H H D D D H H

URO: Uroloji, NEF: Nefroloji, YB: Yogun Bakim, GC: Genel Cerrahi, EHKM: Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji, DAH: Dahiliye, CSH: Cocuk Saghgi ve
Hastaliklari, FTR: Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon, TAK: Trakeal Aspirat Kiltiri, AMP: Ampisilin, AMC: Amoksisilin/Klavunolik Asit, CXM: Sefuroksim (II. Kusak
Sefalosporin), CTX: Sefotaksim (I1I. Kusak Sefalosporin), CRO: Seftriakson (III. Kusak Sefalosporin), CAZ: Seftazidim (III. Kusak Sefalosporin), FEP: Sefepim (IV. Kusak
Sefalosporin), ATM: Aztreonam, IMP: imipenem, MEM: Meropenem, NA: Nalidiksik asit, OFX: Ofloksasin, CIP: Siproflaksasin, AK: Amikasin, GN: Gentamisin, D: Direngli,
H: Hassas.
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4.2. E. coli izolatlarinda Plazmit Aracili Kinolon Diren¢ Genlerinin Varhg

Calismada 1. ve 2. kusak kinolon antibiyotiklerine direngli olduklar1 tespit edilen E. coli
izolatlarinin plazmit aracili kinolon direng genleri [qnrA, gnrB, gnrS ve aac-(6)-1b-cr] PCR

yardimut ile belirlendi.

Gergeklestirilen PCR islemi sonucunda izolatlarin 39’unda (%66,1) aac-(6)-1b-cr geninin
var oldugu tespit edildi. Calismadaki higbir E. coli izolatinda gnrA, gnrB ve gnrS genleri
tespit edilemedi (Sekil 4.1) ve (Tablo 4.2).

+ Konfroller Klinik izolatlar
M Ecl Ec6 Ec8 -K

Sekil 4.1. PCR sonrasi kinolon direng genlerinin 6rnek agaroz jel goriintiisii. M: DNA belirteci
(100 bp DNA ladder, Thermo Fisher Scientific), 1: qnrB (264 bp), 2: qnrS (428 bp), 3: aac-(6)-1b-cr (482 bp)
ve 4: gnrA (580 bp) genlerini gostermektedir.

4.3. Aktarlabilir Plazmit Aracih Kinolon Diren¢ Genlerinin Varhg

Calismada gergeklestirilen konjugasyon deneyleri sonucunda, 59 E. coli izolatindan 10’unun

(%16,9) konjugatif bir plazmit tasidig tespit edildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Kinolon direng genlerini ve konjugatif plazmit igeren E. coli izolatlar1.

izolatlar n
gnrA - 0
gnrB - 0
gnrS - 0
Ecl, Ec6, Ec8, Ec15, Ec16, Ec20, Ec22, Ec32, Ec42, EcA4. Ec61, Ec62,
aac-(6")-Ib-cr | ECB% ECO6, Ec67, Ec68, Ec70, Ec2, Ec88, Eco0, Eco7, Ecl08, Ec109 29
Ec115, Ec116, Ec126, Ec130, Ec131, Ec132, Ec140, Ecl46, Ec147,
Ec148, Ec151, Ec156, Ec161, Ec164, Ec173, Ecl74
';Ioanzjﬁﬁf‘“f Ec15, Ec20, Ec22, Ec64, Ec82, Ec87, Ec104, Ec117, Ec131, Ec146 10

Konjugatif plazmit tasidigi belirlenen 10 transkonjugant hiicrenin antibiyotik duyarlilik

paternleri Kirby-Bauer disk diflizyon ydntemi ile arastirildiginda, bu hiicrelerin yabantip E.

coli hiicrelerinde goriilen direng profil 6zelliklerini sergiledigi tespit edildi (Tablo 4.3).

PCR ile transkonjugant hicrelerde aac-(6°)-Ib-cr gen varhigi arastirildiginda ise 10
transkonjugant hiicrenin sadece 7’sinin (Ec15, Ec20, Ec22, Ec64, Ec82, Ec131, Ec146) aac-
(6")-1b-cr geni tasidig: tespit edildi. Konjugatif plazmit tasidig1 belirlenmis olan yabantip

Ec87, Ecl04 ve Ecll7 izolatlarinda aac-(6)-Ib-cr geni tespit edilemedigi gibi, bu

izolatlardan aktarilan plazmitleri iceren transkonjugant E. coli J53-2 hiicrelerinde de yine

aac-(6")-1b-cr geni tespit edilemedi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Klinik E. coli izolatlar1 ve transkonjugant E. coli J53-2 hucrelerinin antibiyotik direnc profilleri ve direnc¢ genlerinin karsilagtiriimasi.

AMP: Ampisilin, AMC: Amoksisilin/Klavunolik Asit, CXM: Sefuroksim (II. Kusak Sefalosporin), CTX: Sefotaksim (III. Kusak Sefalosporin), CRO:
Seftriakson (III. Kusak Sefalosporin), CAZ: Seftazidim (III. Kusak Sefalosporin), FEP: Sefepim (IV. Kusak Sefalosporin), ATM: Aztreonam, NA: Nalidiksik

asit, OFX: Ofloksasin, CIP: Siproflaksasin, GN: Gentamisin.
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Antibiyotik direng profilleri Direng genleri
Izolatlar Yaban tip Transkonjugant hiicre Yabantip Transkonjugant hicre
(E. coli J53-2+ plazmit) (E. coli J53-2+ plazmit)

Ecl5 AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, ATM, | AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, ATM, aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b-cr
NA, OFX, CIP NA, OFX, CIP

Ec20 AMP, AMC, CXM, CTX, CRO, CAZ, | AMP, AMC, CXM, CTX, CRO, CAZ, aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b-cr
ATM, NA, OFX, CIP, GN ATM, NA, OFX, CIP, GN

Ec22 AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, | AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b-cr
ATM, NA, OFX, CIP ATM, NA, OFX, CIP

Ec64 AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, | AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b-cr
ATM, NA, OFX, CIP ATM, NA, OFX, CIP

Ec82 AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, ATM, | AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, ATM, aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b-cr
NA, OFX, CIP NA, OFX, CIP

Ec87 AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, | AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, - -
ATM, NA, OFX, CIP, GN ATM, NA, OFX, CIP, GN

Ec104 AMP, AMC, CXM, CTX, CRO, CAZ, | AMP, AMC, CXM, CTX, CRO, CAZ, - -
FEP, ATM, NA, OFX, CIP FEP, ATM, NA, OFX, CIP

Ec117 AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, | AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, - -
ATM, NA, OFX, CIP, GN ATM, NA, OFX, CIP, GN

Ec131 AMP, AMC, CXM, CTX, CRO, NA, | AMP, AMC, CXM, CTX, CRO, NA, aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b-cr
OFX, CIP OFX, CIP

Ec146 AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, | AMP, CXM, CTX, CRO, CAZ, FEP, aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b-cr
ATM, NA, OFX, CIP, GN ATM, NA, OFX, CIP, GN




5. TARTISMA VE SONUC

Bakteriyel enfeksiyonlarn tedavisinde tercih edilen antibakteriyellerin ¢esidi, uygulama
siklig1, siiresi ve dozaji iilkelere, bolgelere ve saglik merkezlerine gore degiskenlik
gostermekle birlikte antibiyogram sonuglart beklenmeden genis spektrumlu antibiyotikler
ile ampirik olarak tedaviye baslanmasi, asir1 ve bilingsiz antibiyotik kullanimi tiim diinyada
yaygin olarak rastlanan bir durumdur. Bu yaklasim ise antibiyotiklerin segici baskist ile
enfeksiyon etkenlerinin kullanilan antibiyotiklere hizla diren¢ kazanmasina ve bu ilaglarin
klinikte giinden giine etkisiz hale gelmesine neden olmaktadir. Diinya genelinde, direng
gelisiminin kontrol altina alinabilmesi i¢in ulusal, bolgesel ve hastaneler bazinda diizenli
olarak epidemiyolojik ¢aligmalar yapilarak antimikrobiyal diren¢ profillerinin takip edilmesi

ve raporlanmasi 6nem arzetmektedir (Akalin, 2011; Choi ve dig., 2012; CDC, 2019).

Son yillarda, birden fazla antibakteriyel ilaca direncli hale gelen ve GSBL f{ireten gram-
negatif Enterobacteriaceae tiirlerinin diinya genelinde hizla yayilmakta oldugu ve bu
durumun halk saglig1 agisindan ciddi bir tehdit olusturdugu rapor edilmektedir (Huh ve dig.,
2013; Redgrave ve dig., 2014; Aslam ve dig., 2018; CDC, 2019). Gram-negatif enterik
bakterilerin Uyesi olan E. coli, aslinda saglikli insanlarin ve hayvanlarin bagirsak florasinda
yasayan komensal bir basildir. Ote yandan E. coli ¢esitli nedenlerle idrar yolu, mesane ve
dolagim sistemi gibi bagirsak dis1 organlara ve farkli konaklara gectiginde hastalik etkeni
olabilen firsatg1 bir patojendir. Ozellikle ishalli bagirsak enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlari, peritonit, mastit, pnémoni, septisemi ve yenidogan menenjiti gibi ciddi
hastaliklarin baslica sorumlusudur (Findik, 2008, Murray ve dig., 2010).

Diinyada ve tlkemizde gerek toplum gerekse hastane kaynakli enfeksiyonlardan en sik izole
edilen bakteriler arasinda ilk siray1 alan gram-negatif etkenin E. coli oldugu ve izolatlarin
cogunlukla idrar kiiltiirlerinden elde edildigi bildirilmektedir (Ling ve dig., 2006; Arslan ve
dig., 2007; Bean ve dig., 2008; Murray ve dig., 2010; Y1ilmaz ve dig., 2016; Hamed ve dig.,
2018; Azeez ve dig., 2018; Sahin ve Altan, 2019; Duran ve dig., 2022; Baran ve Kiiciikcan,
2022). Gergeklestirdigimiz tez ¢aligmasinda kullanilan 59 E. coli izolatinin %76,3’1 idrar,
%11,8’1 kan, %8,5’1 yara ve %3,4’1i trakeal aspirat kiiltiirlerinden izole edilmistir ve
hastanemizde idrar kdkenli izolatlarm oran olarak ilk sirada olusu diinya ve lilkemiz verileri

ile uyum gostermektedir.
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E. coli enfeksiyonlarmin tedavisinde en sik kullanilan antibiyotikler aminoglikozitler, B-
laktam antibiyotikler, sefalosporinler ve kinolonlardir (CDC, 2019). Ozellikle ampirik tedavi
nedeniyle bu antibiyotiklere yiiksek diren¢ gosteren ve ayrica GSBL (reten E. coli
izolatlarinin tim diinyada hizla yayilmaya devam ettigi CDC’nin 2019 y1l1 antibiyotik direng
tehditleri raporunda yer almaktadir ve bu durumun tedavi segceneklerini kisitlayan ve tedavi
maliyetini ise giderek arttiran ¢ok ciddi bir saglik sorunu oldugu bildirilmektedir (CDC,
2019).

Dinya genelinde ve lGlkemizde, E. coli izolatlarinda antibiyotiklere direncin belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢ok sayida arastirmanin sonuglarma gore yakin gelecekte E. coli
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmakta olan antibiyotiklerin yetersizligi ile karsi
karsiya kalmamiz s6z konusudur (Arslan ve dig., 2007; Serethanoglu ve dig., 2009; Roberts
ve dig., 2010; Tadesse ve dig., 2012; Hamed ve dig., 2018; Azeez ve dig., 2018; Sahin ve
Altan, 2019; Kourtis ve dig., 2021; Duran ve dig., 2022; Baran ve Kiiglikcan, 2022).

Bu kapsamda, tez ¢alismamizda 59 siprofloksasin direncli E. coli izolatinin CLSI tarafindan
onerilen ve tedavide en sik kullanilan antibiyotiklere karsi duyarliliklar1 da incelenmistir.
Siproflaksasin (CIP) direnci yani sira E. coli izolatlarmin tamaminin (%100) ampisilin’e
(AMP), sefuroksim’e (CXM), sefotaksim’e (CTX), seftriakson’a (CRO), nalidiksik asit’e
(NA) ve ofloksasin’e (OFX) kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. Izolatlarm 52’sinin
(%88,13) ise seftazidim’e (CAZ), 50°sinin (%84,74) aztreonam’a (ATM), 22’sinin (%37,28)
sefepim’e (FEP), 16’smin (%27,11) amoksisilim-klavulanik asit’e (AMC) ve 15’inin
(%25,42) gentamisin’e (GN) kars1 direncli oldugu belirlenirken, yalmizca imipenem (IMP),
meropenem (MEM) ve amikasin (AK) antibiyotiklerine karst duyarli olduklari tespit
edilmistir. izolatlardan tiimiiniin (%100) en az 3 farkli antibiyotik grubuna kars: direng
tasidiklar1 ve ¢oklu ila¢ direncine sahip olduklar1 saptanmustir. E. coli izolatlarinda
saptadigimiz antibiyotik diren¢ oranlar1 ulusal ve uluslararasi sonuglarla benzerlik
gostermektedir ve hastanemiz acisindan sorun olusturacak boyuttadir. Bu tespitimiz,
hastanemizde dolasan E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarliliginin dizenli olarak
izlenmesinin ihmal edilmemesi gerektigini ve regete edilecek antibiyotiklerin dikkatle

se¢ilmesinin dnemini ortaya koymaktadir.

Kinolonlar sentetik olarak dretilen bir antibiyotik grubudur. Molekiiliin temel g¢atisini

olusturan iki halkali ¢ekirdek yapismin yan zincirler eklenmeye olanak vermesi sayesinde
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genis etki spektrumuna sahip, biyoyararlanimi oldukg¢a yiliksek ve yan etkisi diislik olan ¢ok
sayida yeni kusak kinolonlar sentezlenebilmis ve 6zellikle florokinolonlar son yillarin en
popiiler antibiyotik smifi haline gelmistir. Ote yandan, kinolonlarin birgok enfeksiyonun
tedavisinde yaygin olarak ve Ozellikle ampirik kullanimi direng sorununu da beraberinde
getirmistir. (Leblebicioglu, 2002; Hooper ve Strahilevitz, 2010; Giinal ve Erdem, 2014; Rusu
ve dig., 2021).

Bakteriyel DNA sentezini inhibe etmek suretiyle bakteriyosidal etki gosteren kinolon grubu
antibiyotiklere kars1 direng gelisiminde rol alan ikisi kromozomal, biri ise plazmit kaynakl1
olan Ui¢ farkli mekanizma mevcuttur. Kromozomal kaynakli mekanizmalardan birincisi
bakteri hucresinde kinolonlarin hedefi olan DNA topoizomeraz enzimlerini kodlayan
genlerde meydana gelen mutasyonlarla kinolon-enzim etkilesiminin 6nlemesi ile ikincisi ise
membran gegirgenliginde rol oynayan porin proteinlerinin {iretimini azaltan ve/veya aktif
disa atim pompa proteinlerini aktive eden mutasyonlarla hiicre i¢inde kinolon birikiminin
engellenmesi ile gerceklesmektedir. Kromozomal kinolon direng genleri direngli bakterinin
yalnizca yeni kusaklarma “dikey gegis” ile aktarilir ve bu tip direncin yayilim hizi nispeten
smirhidir. Ugiincii direng mekanizmasi plazmit kaynaklhidir ve gnr genleri, aac(6')-1b-cr geni
ve qepA/ogxAB genleri olmak tizere ti¢ farkli gen ailesinin kodladig1 plazmit aracili direng
determinantlar1 bakteride kinolonlara duyarliligin azalmasina neden olmaktadir. Plazmit
aracilt kinolon diren¢ genleri eger konjugatif Ozellik tasiyan plazmitler {izerindeyse
konjugasyon yoluyla direngli bakteriden hem tiir i¢i hem de tiirler ve cinsler arasi1 “yatay
gecis” ile aktarilabilir ve bu ylizden yayilimi1 da kromozomal kaynakli dirence kiyasla ¢ok
daha hizli gerceklesmektedir (Jacoby, 2005; Hasdemir, 2007; Nazik ve Ongen, 2010;
Hooper ve Strahilevitz, 2010; Aldred ve dig., 2014; Azargun ve dig., 2020).

Plazmit aracili gnr genlerinin kodladig: Qnr proteinlerinin (QnrA, QnrB, QnrC, QnrD, QnrE,
QnrS ve QnrVC) bakteriyel DNA giraz ve topoizomeraz IV’e baglanarak bu enzimlerin
kinolonlar tarafindan inhibisyonunu engelledigi, aac(6')-1b-cr geninin kodladigi modifiye
AAC(6")-Ib-cr enziminin siprofloksasin ve norfloksasin gibi ¢esitli florokinolonlari
asetilleyerek antibakteriyel aktivitelerini azaltig1 ve aktif disa atim pompa 0gxAB genlerinin
kodladig1 OgxAB proteinlerinin ve gepA genin kodladigi QepA proteinin ise kinolonlarin
hiicrede birikimini azalttig1 saptanmistir (Martinez-Martinez ve dig., 1998; Serensen ve dig.,
2003; Hansen ve dig., 2004; Jacoby, 2005; Nordmann ve Poirel, 2005; Hata ve dig., 2005;
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Robicsek ve dig., 2006; Yamane ve dig., 2007; Fonseca ve dig., 2008; Rodriguez-Martinez
ve dig., 2011; Seija ve dig., 2015; Albornoz ve dig., 2017).

Plazmit aracili kinolon diren¢ determinantlarin, bakteride tek baslarina bulundugunda
diisiik diizeyde kinolon direnci olusturdugu gosterilmistir. Ancak kinolon tedavisinde
uygulanan dozlarda izolatlarda kromozomal mutasyonlar: tetikledikleri ve bu durumun
yilksek diizey kinolon direncinin ortaya c¢ikmasma yol acarak tedaviyi zorlastirdigi
belirlenmistir. Ayrica, s6z konusu direng genlerinin genellikle konjugatif plazmitler
tizerinde bulunmasi nedeniyle bakteriler arasinda konjugasyon yoluyla kinolon direncinin
hizl1 bir sekilde yayilmasinda dnemli rol oynadig1 bilinmektedir (Li, 2005; Nazik ve Ongen,
2010; Aldred ve dig., 2014; Jacoby, 2017; Azargun ve dig., 2020).

E. coli izolatlarinda plazmit aracili kinolon diren¢ genlerinin bulundugu ve bu genlerin
tedavide yaygin olarak kullanilan kinolonlarm MIK lerinde artisa neden olarak etkinligini
smirlayan 6nemli bir faktor oldugu yapilan birgok ¢alismada gosterilmistir. Daha 6nemlisi,
bazi ¢alismalarda qnr, aac(6’)-1b-cr ve gepA genleri yanisira GSBL iireten ve kinolon dis1
coklu ilaca direng genleri tasiyan konjugatif plazmidlerin saptanmis olmasi bu genlerin daha
hizli yayilim gosterecegini ve gelecekte mevcut kinolonlar ile tedavinin imkansiz hale
gelebilecegini isaret etmektedir (Park ve dig., 2006; Jiang ve dig., 2008; Kang ve dig., 2009;
Nazik ve dig., 2009; Nazik ve dig., 2011).

Bu yiizden toplum ve hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri arasinda ilk sirada olan E.
coli’de plazmit aracili kinolon direng genlerinin hastanelerdeki prevalansinim belirlenmesi
ve raporlanmasi plazmit kaynakli kinolon direncinin hem ulusal diizeyde hem de diinya
capinda yayiliminin kontrol altina alinmasi icin gereklidir (Aktepe ve dig., 2012; Poirel ve

dig., 2008; Nazik ve Ongen, 2010; Pazarli ve dig., 2017; Azeez ve dig., 2018).

Bu tez calismasinda amacimiz, hastanemizde c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis,
tanimlanmis ve saklamaya alinmis 59 siprofloksasin direngli E. coli izolatinda plazmit aracili
kinolon diren¢ determinantlarindan en yaygm olan gnrA, gnrB, gnrS ve aac(6’)-1b-cr
genlerinin varligmin ve aktarilabilirliginin arastirilmasidir.  Gergeklestirdigimiz tez,
hastanemiz E.coli izolatlarinda bu direng genlerinin arastirildigi ilk ¢alisma olma 6zelligi de
tasimaktadir. PCR analizi sonucunda, arastirdigimiz dort gen arasinda sadece aac-(6°)-1b-cr
pozitifligi saptanmis ve 59 izolatin 39’unda (%66.1) bulunan aac-(6’)-lb-cr geninin
prevalansmin oldukca yiiksek oldugu gdzlenmistir. Ote yandan, 59 izolatmn higbirinde
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(%100) gnrA, gnrB ve gnrS genleri tespit edilmemistir. Plazmit aracili gnr genlerinin
oldukea yiiksek dizi degiskenligi (qnrA, %94 ila %99; gnrB, %85 ila %99 ve gnrS, %90)
gosterdigi bilinmektedir (Azargun ve dig., 2020). Kullandigimiz primerler ise qnrAl-gnrA6,
gnrB1-gnrB6 ve qnrS1-qnrS2 varyantlarina 6zgidiir ve calismamiz bu varyantlar

bakimindan izolatlarin negatif oldugunu ortaya koymustur.

Tiirkiye’de gnrA geni ilk kez bir Citrobacter freundii ve bir Enterobacter cloaceae klinik
izolatinda 2005 yilinda saptanmustir (Nazik ve dig., 2005). Ulkemizde 2005 yilindan bu yana
literatiir tarandiginda, klinik E. coli izolatlarinda plazmit aracili kinolon direng genlerinin

arastirildig1 ¢aligmalarin sayisinin oldukga sinirl oldugu goriilmektedir.

2008 yilinda Nazik ve arkadaslar1 yogun bakim hastalarindan izole edilen 347’si1 klinik 6rnek
ve 113’1 rektal siiriintli 6rneginden olusan toplam 460 gram-negatif bakteride gnrA, gnrB,
gnrS genlerini arastirdiklar1 ¢alismada, 3 (%0,65) E. cloaceae izolatinin ikisinde gnrS ve
birinde ise gnrB geni saptamis ancak ¢alismada yer alan 117 E. coli izolatinda arastirilan gnr
genlerinden herhangi birine rastlamamislardir (Nazik ve dig., 2008). Ayn1 y1l, Tiirkiye’deki
farkli hastanelerden izole edilmis ve GSBL Ureten 138 E. coli ve 110 K. pneumoniae
izolatiyla yaptiklar1 ¢alismada, Poirel ve arkadaslar1 qnrA, qnrB, gnrS ve aac(6’)-lb-cr
genlerinin varligmi arastirmiglardir. Bir K. pneumoniae izolatinda farkli plazmitler tizerinde
gnrB1 ve aac(6’)-1b-cr genlerini saptarken, E. coli izolatlarinin hi¢birinde gnr gen pozitifligi
tespit edilmemistir. GSBL Ureten izolatlarin (n:50) %78’inde ise aac(6’)-1b-cr geni
bulunmustur (Poirel ve dig., 2008b). Oktem ve arkadaslarmin yine 2008’deki ¢alismasinda
kan kulttrlerinden izole edilen kinolon direncli 34 E. coli ve 44 K. pneumoniae suslarindan
olusan 78 susta qnrA, gnrB ve gnrS genleri incelendiginde, dort K. pneumoniae ve bir E.

coli susunda yalnizca gnrA geni saptanmistir (Oktem ve dig., 2008).

2009 yilinda ise Nazik ve arkadaslar1 1044 kinolon direngli klinik izolatta (694 E. coli, 243
K. pneumoniae, 37 Acinetobacter spp., 29 pseudomonas spp., 18 Klebsiella oxytoca, 15
Enterobacter spp., 7 Stenotrophomonas maltophilia ve 1 Salmonella spp) qnrA, gnrB, gnrS
ve aac(6’)-1b-cr genlerinin prevalansmi arastirmiglardir. Toplam olarak 20 (%1,9) izolatta
saptanan gnr genlerinin dagiliminin 8 gnrA (4 enterobacter spp., 3 E. coli, 1 K. pneumoniae),
8 gqnrB (6 K. pneumoniae ve 2 E. coli) ve 4 gnrS (2 K. pneumoniae, 1 E. coli ve 1

enterobacter spp.) seklinde oldugu belirlenmistir. Bu gnr pozitif 20 izolat arasinda ise 2
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gnrB pozitif K. pneumoniae ve 1 gnrA pozitif E.coli’nin aac(6’)-1b-cr geni tasidig: tespit
edilmistir (Nazik ve dig., 2009).

2012 yilina ait bir calismada, 112 kinolon direngli klinik E. coli izolatinda gnrA, gnrB, gnrC
ve gnrS genleri ile gepA ve aac(6°)-1b-cr genlerini arastiran Aktepe ve arkadaslari suslarin
hi¢ birinde gnr ve gepA genleri saptamazken, ¢aligilan suslarda %59.8 oraninda aac(6°)-1b-
cr gen varligi tespit etmistir (Aktepe ve dig., 2012). Yine 2012°de Coban ve arkadaslari,
plazmid aracili kinolon direncini saptamak amaciyla Tirkiye’nin dort farkli bolgesinden
toplanan Enterobacteriaceae ailesine ait 647 klinik izolat ile gerceklestirdikleri ¢alismada
yalnizca 10 izolatta gnrA, gnrB ve gnrS genlerinin varligini (qnrA %0.3, gnrB %0.9 ve gnrS
%0.4) saptamuslardir. Calisma kapsaminda arastirilan 462 E. coli izolatinin 3’{iniin gqnrS geni
ve 2’sinin ise gnrB geni tasidigi ve bu genlerin sikliginin diisiik oldugunu belirtmislerdir
(Coban ve dig., 2012). Hosgor-Limoncu ve arkadaslar1 da 2012’de GSBL pozitif toplam 192
(124 E. coli ve 68 K. pneumoniae) izolat ile gergeklestirdikleri ¢alismada, nalidiksik asit
ve/veya siprofloksasin direncli bulunan 133 (106 E. coli ve 27 K. pneumoniae) izolatta gnrA,
gnrB, gnrS, gepA ve aac(6’)-1b-cr genlerini arastirmiglardir. E. coli suslarinda tespit edilen
gnrB ve gnrS genlerinin oranlar1 sirasiyla %1,8 ve %0,9 olarak; K. pneumoniae suslarinda
tespit edilen gnrA, gnrB ve gnrS genlerinin oranlari sirasiyla %7,4, %11,1 ve % 3,7 olarak
saptanmustir. E. coli ve K. pneumoniae suslarinda aac(6’)-1b-cr gen oranlar1 ise sirasiyla
%40,5 ve %59,3 olarak tespit edilmistir. Bu ¢aligmada 106 E. coli izolatinda gepA gen

oraninin da %0,9 oldugu goriilmiistiir (Hosgor-Limoncu ve dig., 2012).

2014 yilinda, kan kiiltiirlerinden izole edilmis nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direngli
toplam 85 (72 E. coli ve 13 Klebsiella spp.) izolatin kullanildig1 bir tez ¢alismasi yapilmistir.
Sonuglar E. coli izolatlarinda arastirilan plazmit aracili direng genlerinin prevalanslarmin
gnrA %1.4, gnrB %4.2, gnrS %1.4, aac(6’)-lb-cr %41.7, gepA %1.4 ve ogxAB %1.4
oldugunu géstermistir (Oztel Ocak, 2014).

2015°te ise kinolonlara azalmig duyarlilik ve direng gosteren 50 E. coli izolatinda plazmid
aracili kinolon diren¢ genleri gnrA, gnrB, gnrC ve gnrS’in ve kromozomal gyrA ve parC
genlerindeki mutasyonlarin arastirildig1 diger bir tez calismasinda, plazmid aracili genlerden

sadece gnrS’nin saptanmig ve goriilme oranin ise %20 oldugu bildirilmistir (Taskin, 2015).

Buruk ve arkadaglar1 2016’da yaptiklar1 bir ¢alismada, Ocak 2012-Agustos 2013 tarihleri
arasinda kan kiiltiirlerinden izole edilen kinolona direngli 127 E. coli ve 66 Klebsiella spp.
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izolatlarinda gnrAd, gnrB, qnrC, gnrS, qnrD, aac(6’)-1b-cr, qepA ve 0gxAB plazmit aracili
kinolon direng genlerinin varligini arastirmislardir. Direng genlerinin prevalanslari kinolona
direncli E.coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda sirastyla, gnrA, %1.4 ve %15.4; qnrB, %4.2
ve %61.5; gnrsS, %1.4 ve %7.7; gepA, %1.4 (sadece E.coli); aac(6°)-1b-cr, %38.9 ve %92.3;
ve 0gxAB, %1.4 ve %84.6 olarak belirlenmistir. izolatlarm higbirinde qnrC ve gnrD genleri

saptanmamigstir (Buruk ve dig., 2016).

2017 yilinda, Subat-Agustos 2009 tarihleri arasinda izole edilen ve nalidiksik asite
direngli/orta duyarli bulunan 265 Escherichia coli, 33 Klebsiella pneumoniae ve 2 Klebsiella
oxytoca izolatinda PCR yontemi ile gnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-1b genlerinin varhg: Pazarli
ve arkadaglar1 tarafindan arastirilmistir. Incelenen izolatlarin hig birinde gqnr (gnrA, gnrB,
gnrS) geni bulunmazken, E. coli izolatlarinin 99’unda (% 37,4), K. pneumoniae izolatlarinin
4tinde (% 12,1) aac(6’)-1b geni saptanmustir. aac(6’)-1b pozitif olan izolatlarda aac(6’)-1b-
cr varyantlar1 BtsCI restriksiyon enzimi ile arastirildiginda, E. coli izolatlarinin 97’sinin

(%98) aac(6°)-1b-cr varyanti olduklar1 belirlenmistir (Pazarli ve dig., 2017).

2018’de Azeez ve arkadaslar1 da plazmit aracili gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, gepA ve aac(6’)-
Ib-cr genlerini Ocak 2013-Aralik 2013 yillarina ait 115 E. coli izolatinda PCR ile
arastirmuglardir. 1zolatlarm 3’iinde (%2.6) gnrB, 9’unda (%7.8) gnrS ve 50’sinde (%43.5)
aac(6’)-1b-cr genleri saptanirken, higbirinde gnrA, gnrC ve qepA genleri tespit edilmemistir
(Azeez ve dig., 2018).

2022’de ise Tanriverdi Cayci ve arkadaslarmin karbapenem direngli 154 Enterobakter
izolatinda qnrA, gnrB, gnrC, gnrD ve gnrS genlerinin varhigini arastirdiklar1 bir ¢aligmada,
14 E. coli susundan birinde gnrS ve diger birinde ise hem gnrB hem de gnrS pozitifligi

saptanmistir (Tanriverdi Cayci ve dig., 2022).

Ulkemizde yapilan bu galismalardaki gnr ve aac(6’)-Ib-cr genlerinin goriilme sikligma
iliskin degerler Tablo 5.1°de verilmistir. Bu calismalarin hepsinde gnrA, qnrB ve gnrS
genleri arastirilirken, bir kisminda ise ek olarak gnrC, gnrD ve aac(6’)-1b-cr genleri de
calisilmistir (¢aligma dis1 genler tabloda * ile belirtilmistir). Plazmit aracili gnr
determinantlarina baktigimizda, dort galismada gnrA, gnrB ve gnrS genlerinin hicbir izolatta
saptanmadig1 gériilmektedir (Nazik ve dig., 2008; Poirel ve dig., 2008; Aktepe ve dig., 2012;
Pazarl ve dig., 2017). Bu calismalar ile uyumlu olarak, tez calismamizda da test edilen 59
izolatin bu genleri tasimadig tespit edilmistir.
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Tablo 5.1. Tiirkiye’de yapilan bazi ¢aligmalarda E. coli izolatlarinda gnr ve aac(6°)-1b-cr genlerinin
prevalans.

incelenen ,
direnc geni gnrA gnrB gnrC gnrD gnrS  aac(6’)-1b-cr
Kaynak olat n n n n n n
S () BN () B () R 1) B 1) %)
Nazik ve ark., 2008 117 0 0 * * 0 *
Poirel ve ark., 2008 138 0 0 * * 0 Belirtilmemis
e 1 * * *
Oktem ve ark., 2008 34 2.9) 0 0
. 3 2 * * 1 1
Nazik ve ark., 2009 694 (0.4) (0.3) (0.14) (0.14)
67
*
Aktepe ve ark., 2012 112 0 0 0 0 (59.8)
Coban ve ark., 2012 462 0 2 3 * 3 *

. (0.43) (0.65)
Hosgor-Limoncu ve 106 0 2 - ” 1 43
ark., 2012 (1.88) (0.94) (40.5)
2 1 3 5 i 1 30
Oztel Ocak, 2014 72 (1.4) 4.2) (1.4) (41.7)

* 10 *
Taskin, 2015 50 0 0 0 (20.0)
2 6 2 49
Buruk ve ark., 2016 127 (1.4) (4.2) 0 0 (1.4) (38.9)
- - 97
Pazarli ve ark., 2017 265 0 0 0 (36.6)
3 - 9 50
Azeez ve ark., 2018 115 0 2.6) 0 (7.8) (43.5)
Tanriverdi Cayci ve 1 2 -
ark., 2022 14 0 (7.1) 0 0 (143

* Calisma kapsami disindaki direng geni.

Tez calismamizin sonuglardan farkl olarak, dokuz ¢aligmada ise gnr gen pozitifligi tasiyan
izolatlar saptanmistir (Oktem ve dig., 2008; Nazik ve dig., 2009; Coban ve dig., 2012;
Hosgor-Limoncu ve dig., 2012; Oztel Ocak, 2014; Taskm, 2015; Buruk ve dig., 2016; Azeez
ve dig., 2018; Tanriverdi Cayct ve dig., 2022). Bu calismalarin sonuglar1 birlikte
degerlendirildiginde, qnrA’nin %0.4 ile %2.9, qnrB’nin %0.3 ile %7.1 ve gnrS’in %0.14 ile
%20 arasinda degisen siklikta saptandigi ve iilkemizde prevalansi en yiiksek olan genin gnrS
oldugu, ikinci sirada gnrB’nin yer aldig1 ve en az rastlanan genin ise qnrA gorilmektedir.

Genel olarak, gnrA, gnrB ve gnrS genlerinin prevalansmin ¢ok yiiksek olmamakla birlikte
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iilkemizde de yayilmakta oldugunu ve diisiik diizeyde olsa da kinolon direncine katkisinin
bulundugunu sdéylemek miimkiindiir. Ulkemizde plazmit aracili gnrC ve gnrD genlerinin
arastirildig1 calismalarda izolatlarin hi¢birinde bu genler saptanmamistir (Aktepe ve dig.,
2012; Taskin, 2015; Buruk ve dig., 2016; Azeez ve dig., 2018; Tanriverdi Cayci ve dig.,
2022).

Dunya genelinde, gerek Enterobacteriaceae iiyelerini kapsayan ¢aligmalarda gerekse sadece
E. coli izolatlar1 ile yapilan aragtirmalarda gnrA, gnrB ve gnrS varligi ve prevalanslarina
bakildiginda, global bir yayilim gosterdikleri ancak tilkeler bazinda bu genlerin goriilme
oranlarinin Tirkiye’deki gibi hayli degisken oldugunu gormekteyiz. Calismalarin diinyanin
farkli bolgelerinde, tarihlerde, kdkenleri ve muhtemelen kinolon direng paternleri farkli E.

coli izolatlar1 ile yapilmis olmas1 bu degiskenlige neden olabilecek 6nemli faktorlerdir.

Tez c¢alismamizdaki qnr analiz sonuglar1 ile uyumlu olarak, Hindistan’da 73
Enterobacteriaceae ile yapilan giincel bir galismada, 16 E. coli izolatinin gnrA, gnrB ve gnrS
genlerinden hicbirini tasimadigi saptanmistir (Mitra ve dig., 2019). Diger yandan, toplam
gnrA, gnrB ve gnrS pozitifligi; Jameika’da %30.2 (Stephenson ve dig., 2010), Misir’da
%26.6 (Hassan ve dig., 2012), Macaristan’da %11.1 (Szabé ve dig., 2018), iran’da %42.1
(Azargun ve dig. 2018), Romanya’da %16.9 (Doma ve dig., 2020), Nijerya’da %5.26
(Ayabola ve dig., 2021) olarak tespit edilmistir. Cin’de toplam gnrB ve gnrS pozitifligi %6.5
(Yang ve dig., 2008) bulunurken, 13 Avrupa tlkesinden E. coli izolatlarinin kullanildig: bir
calismada ise bu oraninm %6.0 (Veldman ve dig., 2011) oldugu bildirilmektedir. Ispanya’da
ise sadece gnrA ve gnrS genleri tespit edilmis olup, toplam prevalansin %1.12 oldugu
belirtilmektedir (Briales ve dig., 2012). Kanada ve Kore’de yapilan ¢alismalarda sadece gnrS
pozitifligi saptanmistir ve oranlar sirasiyla %0.8 (Pitout ve dig., 2008) ve %2.5 (Yang ve
dig., 2014) olarak bildirilmistir. Iki iilkeden rapor edilen ¢alismalarda sadece qnrB pozitifligi
tespit edilmis, Meksika’da prevalans %13.6 (Silva-Sanchez ve dig., 2013) ve iran’da ise
%6.25 (Majlesi ve dig., 2018) olarak kaydedilmistir. Tez ¢aligmamiz kapsaminda olmayan
ve Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda da rastlanmayan gnrC ve gnrD genleri ise Iran’da tespit
edilmis olup, toplam qnrC ve gnrD pozitiflik oraninin %16 oldugu bildirilmektedir (Azargun
ve dig. 2018).

Diger bir plazmit aracili kinolon diren¢ determinant1 olan aminoglikozit asetil transferaz

enzimini kodlayan aac (6°)-1b-cr geni ise ilk kez 2006’da tanimlanmistir. Bu enzim,
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norfloksasin ve siprofloksasinin piperazinil halkasinin amino azotunu asetilleyerek
inaktivasyonuna ve sonu¢ olarak bu florokinolonlara duyarliligin azalmasina neden
olmaktadir. AAC(6")-1b-cr enziminin tek basina diisiik seviyeli bir direng olusturdugu ancak
topoizomeraz mutant suslarin secilmesine katkida bulundugu belirlenmistir. Ayrica
AAC(6")-Ib-cr enzimi, Qnr determinantlari birlikte bulundugu hiicrelerde MiK degerlerinde
klinik ac¢idan anlamli (3-4 katlik) bir artisa da yol a¢abilmektedir (Robicsek ve dig., 2006;
Park ve dig., 20006).

Tirkiye’de yapilan ¢alismalara bakildiginda; 2009 yilindaki bir g¢alismada E coli
izolatlarinda aac (6°)-1b-cr geninin %0.14 gibi ¢ok diisiik oranda tespit edildigini (Nazik ve
dig., 2009) ancak daha sonra gergeklestirilen ¢alismalarda prevalansinin %36.6 ile %59.8
arasida degistigini ve bu ¢aligmalarin hepsinde gnr genlerine kiyasla aac (6°)-1b-cr’nin ¢ok
daha yiiksek oranda saptandigini gormekteyiz (Tablo 5.1). Tez calismamizda ise aac-(6°)-
Ib-cr genin prevalansi %66.1 olarak saptanmistir. S6z konusu ¢alismalarla kiyaslandiginda,
izolatlarimizda aac-(6’)-1b-cr goriilme sikligi nisbeten daha yiiksektir. Izolatlarimizda
saptanan kinolon direncinde aac-(6°)-1b-cr geninin de pay1 oldugunu ortaya koyan bu veri,
hastanemizde E. coli kaynakli enfeksiyonlarn ampirik tedavisinde kinolon grubu

antibiyotiklerin glivenilir olmadiginin bir géstergesidir.

Uluslararas1 kaynaklarda, aac(6’)-1b-cr tasiyan E coli izolatlarmin diinya genelinde ¢ok
genis yayillim gosterdigi ve bir¢ok calismada qnr genlerine kiyasla prevalansmin daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Farkli tilkelerden yapilan bildirimlere baktigimizda; E. coli
izolatlarinda aac(6’)-1b-cr prevalansinin oldukga yiiksek seviyelere ulastigini bildiren
caligmalar yani sira aac (6°)-1b-cr’nin tespit edilmedigi ¢alismalara da rastlanmaktadir.
Onu¢  Avrupa ililkesinin izolatlariyla yapilan bir ¢alismada (Veldman ve dig., 2011) ve
Nijerya’daki bir arastirmada (Ayabola ve dig., 2021) aac(6’)-1b-cr pozitifligini
saptanmazken, Cin’de aac(6°’)-1b-cr prevalansi %16.9 (Yang ve dig., 2008), Kanada’da %17
(Pitout ve dig., 2008), Amerika’da %32 (Park ve dig., 2006), Norvec ve Isve¢’te % 9.0
(Karah ve dig., 2010), Misir’da %23.3 (Hassan ve dig., 2012), yine Misir’da yapilan daha
giincel bir calismada %55.8 (Abdel-Rhman ve dig., 2021), Ispanya’da %12.6 (Briales ve
dig., 2012), Arjantin’de %56.2 (Cruz ve dig., 2013), Kore’de %73.8 (Yang ve dig., 2014),
Iran’da bir calismada %17 (Majlesi ve dig., 2018) ve diger bir calismada ise %68.8 (Azargun
ve dig. 2018), Macaristan’da %1.0 (Szabo ve dig., 2018), Hindistan’da %44 (Mitra ve dig.,
2019) olarak bildirilmektedir. Pek ¢ok ¢alismada ve tez ¢alismamizda aac-(6°)-1b-cr’nin en
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baskin plazmit aracili gen olarak saptanmasi, bu genin E. coli izolatlarinda kinolon direng
gelisiminde onemli 6lgiide rolii oldugunu ve tim dinyada dizenli olarak izlenmesi

gerektigini ortaya koymaktadir.

Mobil genetik elementler olarak tanimlanan plazmitler, transpozonlar ve integronlar
bakteriler arasinda gen aktariminda onemli rol oynayan yapilardir (Bennett, 2008; von
Wintersdorff ve dig., 2016; Aslam ve dig., 2018). Bunlar arasinda, 6zellikle plazmitlerin
konjugasyon yoluyla gerek tiir i¢i gerekse farkli taksonomik bakteri gruplar1 arasinda yatay
olarak aktarilabilir olmasi ve antibiyotik direng genlerinin de genellikle plazmitler tizerinde
bulunmas1 birgok antibakteriyel ilaca direncin diinya capinda hizla yayilmasma neden
olmaktadir (Carattoli, 2013). Yapilan ¢alismalar, PMQR genlerinin ¢ok sayida, farkli boyut
ve tipte plazmit iizerinde bulunabildigini ve bu plazmitlerin cogunun ¢oklu ilag direncinden
sorumlu olan genis spektrumlu beta laktamaz (GSBL), karbepenemaz ve diger direng
genlerini de tagidigini ortaya koymustur (Rodriguez-Martinez ve dig., 2007; Strahilevitz ve
dig., 2009; Yang ve dig., 2014).

Hastanemizde plazmit aracili kinolon direncinin yayilmasi klinik agidan énemli sonuglar
dogurabileceginden, tez calismamizda E. coli izolatlarinin %66.1’inde saptanan aac(6’)-1b-
cr geninin aktarilabilirligi de arastirilmistir. Gergeklestirilen konjugasyon deneyleri
sonucunda 59 E. coli izolatindan 10'unun (%16.9) konjugatif bir plazmite sahip oldugu
belirlenmistir. On E. coli izolatindan konjugatif plazmidlerin aktarildigi E. coli J53-2
transkonjugant hiicrelerin antibiyotik duyarhilik paternleri disk diflizyon yontemi ile
arastirilmig ve her transkonjugant hiicrenin fenotipik olarak kendi yaban tip E. coli izolat1 ile
ayni antibiyotik direng profili sergiledigi tespit edilmistir. Bu bulgu, s6z konusu izolatlarda
daha once saptadigimiz ¢oklu antibiyotik direncine neden olan 6zellikle beta laktam ve
kinolon grubu antibiyotiklere direnci saglayan GSBL ve PMQR genlerinin konjugatif
plazmitler tizerinde bulundugunu ortaya koymustur. Konjugatif plazmitlerin aac(6')-1b-cr
geni tastyrp tasimaklarini belirlemek i¢in transkonjugant hiicrelerden plazmitler izole
edilmis ve aac(6')-1b-cr geni ¢ogaltilmistir. PCR sonucunda, 7 transkonjugant hiicrenin
aac(6")-1b-cr pozitif, diger 3 hiicrenin ise negatif oldugunu tespit edilmistir. Antibiyogram
ve PCR bulgularini birlikte degerlendirdigimizde, aac(6’)-Ib-cr pozitif olan 7 izolatta bu
geninin konjugatif plazmitler lizerinde yer almasma bagl olarak aktarilabildigi ve bu
plazmitlerin coklu antibiyotik direnci tasidiklari anlasiimaktadir. Ote yandan, aac-(6°)-1b-cr
negatif 3 izolattan konjugatif plazmitlerin aktarildigi E. coli J53-2 transkonjugant hticrelerde
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fenotipik olarak kinolon direnci saptanmasina ragmen, konjugatif plazmitlerde aac-(6°)-1b-
cr geni mevcut degildi. Bu gozlem ise bize bu 3 izolatin tasidig1 konjugatif plazmitlerin,
diger 7 izolatta bulunan aac-(6°)-1b-cr geninden farkli kinolon direng geni veya genlerine
sahip oldugunu diisiindiirdii. Bu genlerin diger plazmit aracili gnr genleri (qnrC ve gnrD) ve
aktif disa atim (efflux) pompa genleri (gepA, 0gxA ve 0gxB) olmas1 miimkiindiir. Ozet olarak
konjugasyon deney sonuglari, hastanemizde aac(6°)-Ib-cr geninin klinik izolatlar arasinda
horizontal transferinin s6z konusu oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte, saptanan
konjugatif plazmit tasima oranimnin (%16.9) ¢ok yiiksek olmamasi pozitif bir durum olup,

aac(6’)-1b-cr geninin yayilimimin nisbeten sinirli olacagmin bir gostergesidir.

Literatiir incelendiginde, ¢alismamizda oldugu gibi diinya genelinde de Enterobacteriace
turlerinde aac(6’)-1b-cr geninin, GSBL ve gnr genlerini de barindiran ¢oklu ilag¢ direncine
sahip konjugatif plazmitler lizerinde yer aldigin1 gésteren ve bu genlerin birlikte yayilimmin
ciddi tedavi sorunlarina yol acabilecegini bildiren ¢ok sayida c¢alisma yapildigi
gorulmektedir (Park ve dig., 2006; Machado ve dig., 2006; labadene ve dig. 2008; Kang ve
dig., 2009; Nazik ve Ongen, 2010; Rodriguez-Martinez ve dig., 2011; Pakzad ve dig. 2011;
Yang ve dig., 2015; Bado ve dig., 2016; Jena ve dig., 2017; Azargun ve dig., 2018).

Ileride yapilacak calismalarla 59 E. coli izolatmin qnrC ve gnrD genleri ve aktif disa atim
(efflux) pompa genleri gepA, 0gxA ve 0gxB’yi tasiyip tasimadiklar arastirilarak tiim plazmid
aracili determinantlar belirlenebilir. Bunun yaninda, kinolonlarin ana hedefi olan DNA giraz
ve topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan genlerde olast mutasyonlarin da tespiti ile bu
izolatlarda kinolon direncine neden olan genetik faktorlerin kapsamli olarak tanimlanmasi
hem klinik a¢idan hem de literatiire katkis1 bakimindan faydali olacaktir. Yine calismamizda
saptanan konjugatif plazmitlerin ilerleyen zamanda tim DNA dizin analizi yapildiktan sonra
gen bankasi verileriyle kiyaslanmak suretiyle aac-(6°)-1b-cr geninin integron gen kaseti
icerisinde yer alip almadig1 ve ayrica GSBL genleri ile iliskisinin arastirilmasi kuskusuz

onemli bilgiler saglayacaktir.

Sonug olarak, dinya genelinde kinolon direncinin kontrol altina alinmasi ve direngli bakteri
sayisinin minimize edilebilmesi i¢in ampirik tedavide 6zellikle dar spektrumlu antibiyotik
kullanimimnin tercih edilmesi ve hastalarin dogru antibiyotik kullanimi hususunda
bilinglendirilmesi gibi tedbirler alinmalidir. Son yillarda, plazmid aracili kinolon direng

determinantlarinin da tedavide kinolonlarm etkinligini smirlayan 6nemli bir faktor oldugu
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anlagilmistir. Calismamizin sonuglari, plazmit aracili kinolon direng genlerinin E. coli
enfeksiyonlarmin tedavisi ve kontroliinde hastanemizde 6nemli sorunlar yaratabilecegini ve
kinolon tiirevi antibiyotiklerin ampirik kullaniminin sakincali oldugunu ortaya koymaktadir.
Gerek mevcut veriler gerekse calismamizda elde ettiklerimiz, MIK degerlerine yansimasi
yiiksek olmadig1 i¢in rutinde kullanilan testlerle saptanamayan plazmit aracili kinolon direng
determinantlarinin gézden kagirilmamasi igin molekiler analizlerle tanimlanmasi ve direng
gelisimine neden olan mekanizmalarin karakterize edilmesinin gerekliligini ve 6nemini
vurgulamaktadir. Ayrica, Ulkemizde ve diinya genelinde yapilacak genis ¢apli siirveyans
caligmalar1 ile plazmit aracili kinolon direng prevalansinin dogru olarak saptanmasimnin
sorunun boyutunun belirlenmesine yardimci olacagi ve gerek hastanelerde gerekse toplumda
direncin hizli yayilimimi 6nlemek igin alinmasi gereken onlemlere de rehberlik edecegi

diistiniilmektedir.
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