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OZET

Yiiz klinik Escherichia coli susu hemolizin {iretimi, hemolizin tipleri ve ampisilin, ampisilin-sulbaktam, gentamisin, trimetop-
rim-sulfometoksazol, tetrasiklin, nalidiksik asit, norfloksasin, ofloksasin ve siprofloksasin direnci arasindaki iligki bakimindan
incelenmistir. Suslarin 24°i en ez bir tip hemolizin iiretmektedir. Hemolitik olmayan suslarda hemolitik olanlara goére norflok-
sasin ve siprofloksasin direncine daha yiiksek oranda rastlanilirken (p<0.05), diger antibiyotikler i¢in boyle bir iligki bulun-
mamistir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotiklere direng, hemolizin, Escherichia coli

SUMMARY

The Relationship Between Haemolysin Production and Haemolysin Types and Resistance to Various Antibiotics among
Escherichia coli Strains

One hundred clinical isolates of Escherichia coli were investigated for haemolysin production, haemolysin types and their re-
lationship with resistance to ampicillin, ampicillin-sulbactam, gentamicin, trimethoprim-sulphometoxazole, tetracycline, na-
lidixic acid, norfloxacin, ofloxacin and ciprofloxacin. 24 strains produce at least one type of haemolysin. The percentages of
resistance to norfloxacin and ciprofloxacin, but not to other agents, among non-haemolytic isolates were significantly higher
(p<0.05) than among haemolytic isolates.
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GIRIS lar. y-hemolizinler ise insan ve tavsan eritrositlerini
Kinolonlara diren¢ kullanima girdikleri 1980’li yil- hemlol;ze Zderélemﬁlerl);le, (?1 ve E her;o.hzlfller.de.n
lardan beri belirgin sekilde artmaktadir. Direng kino- aynlirlar (3). E.coli suglarinda a-hemolizin tretimi-
lonlarin farkli hasta gruplarinda yaygin olarak kulla-

nimlarina baghdir (1). Kinolon direnci DNA giraz

nin iiriner sistem infeksiyonlari, sepsis ve diger sin-
dirim yolu diginda kalan infeksiyonlarla iliskili oldu-
gu bir¢ok epidemiyolojik calismayla gosterilmigtir.

veya topoizomeraz IV gibi hedef enzimlerdeki degi- R ) X e o
Bu protein yiiksek sitotoksik aktivite sahibi olmasi-

sikliklere bagli olabilecegi gibi, dis membran degi-

siklikleri ve/veya antibiyotigin aktif olarak digsariya
pompalanmasi yoluyla bilesigin hiicreici yogunlugu-
nun diisiiriilmesiyle de gelisebilmektedir (2).

Escherichia coli (E.coli) bir¢ok farkli tip hemolizin
tiretebilmektedir. Bunlarin baglicalart a-hemolizin
(hiicre dis1), B-hemolizin (hiicreye bagli), y-hemoli-
zin (nalidiksik asit direncli mutantlar tarafindan sal-
gilanir) ve enterohemolizindir (hiicreye bagl). o ve
B hemolizinler degisik memeli tiirlerinde ayni aktivi-
teyi gostererek belirgin bir hemoliz zonu olusturur-

nin yanisira fagositozu da etkileyebilmektedir (3,4).

Bu caligmada iiriner sistem infeksiyonu etkeni olarak
izole edilen E.coli suslarinin bagta kinolon grubu an-
tibiyotikler olmak iizere cesitli antibiyotiklere diren-
cinin hemolizin iiretimi ve hemolizin tipleri ile ilis-
kisinin arastiritlmas1 amaclanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Bakteri: Calismada Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobi-
yoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda iiri-
ner sistem infeksiyonlu hastalardan izole edilen 100
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E.coli susu kullanilmigtir. Suglarin hepsi ayr1 hastalar-
dan izole edilmigtir. Suslar kullanima kadar —70°C’de
%10 gliserol katkil: triptik soy siv1 besiyerinde sakla-
nilmigtr.

Antibiyotik duyarliligi: Antibiyotik duyarliligi disk
diffiizyon yontemiyle saptanmigstir (5). Her sus icin
ampisilin (10 pg), ampisilin-sulbaktam (10/10 pg),
gentamisin (10 pg), trimetoprim-sulfometoksazol
(TMP/SMX) (1.25/23.75 pg), tetrasiklin (30 pg), nali-
diksik asit (30 pg), norfloksasin (10 pg), ofloksasin (5
ng) ve siprofloksasin (5 pg) kullanilmistir (Oxoid-He-
makim).

Hemolizin iiretiminin saptanmasi:

o ve enterohemolizin: o ve enterohemolizinlerin
saptanmasi igin bakteriler 10 mM CaCl2 ve ii¢ kez
PBS (pH 7.2) ile yikanmis %35 koyun kant ilaveli trip-
tik soy agara ekilmistir. Ug saat inkiibasyon sonrasi
goriilen hemoliz zonu a-hemolizin, ayni petrinin bir
gece daha inkiibe edilmesiyle olusan ekstra hemoliz
zonu ise enterohemolizin olarak degerlendirilmistir
(3,6).

B-hemolizin: %35 koyun kanl agarda bir gecelik inkii-
basyondan sonra goriilen hemoliz zonu f-hemolizin
olarak degerlendirilmistir (3).

y-hemolizin: Mikroorganizmanin %5 koyun kanl
Columbia agarda hemoliz zonu olusturup insan kanli-
da olusturmamasi y-hemolizin liretimi olarak deger-
lendirilmistir (3).

Istatistik: Hemolitik ve hemolitik olmayan suglar
arasinda antibiyotik direncinin istatistiksel olarak
farkli olup olmadig1 %* ve Fisher kesin y’ testi (norf-
loksasin, ofloksasin ve siprofloksasin i¢in) kullanila-
rak saptanilmistir. p degerinin <0.05 oldugu farklilik-
lar anlaml1 olarak kabul edilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Yiiz E.coli susu i¢in antibiyotik direng oranlar1 ampi-
silin %49, ampisilin-sulbaktam %25, gentamisin %35,
tetrasiklin %75, TMP/SMX %45, nalidiksik asit %40,
norfloksasin %20, ofloksasin %23 ve siprofloksasin
icin %20 bulunmusgtur. Tiirkiye icin direng oranlart
bolgelere gore farklilik gosterebilirse de, ayni Anabi-
lim Dali’nda 1996 yilinda kinolonlara direncin %2
olarak bulundugu bir ¢alismadan oldukg¢a yiiksek ola-
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rak bulunmustur (7). Bu artis kinolonlara direncin son
yillarda hizla artmakta oldugunu bir kez daha dogru-
lamaktadir.

Suslarin %241 en az bir tip hemolizin iiretirken kalan
%76’s1 higbir besiyerinde hemolitik aktivite goster-
memiglerdir. Uclii (o, B, y) tipi %9 ile en sik belirle-
nen hemolizin tipi olmustur. Hemolizin tipleri ve an-
tibiyotiklere diren¢ arasinda herhangi bir iligki bulun-
mamustir (Tablo 1). Norfloksasin ve siprofloksasine
karg1 dirence hemolitik olmayan suslarda hemolitik
olanlara gore daha fazla rastlanilirken (p<0.05) diger
antibiyotiklerde boyle bir farklilik belirlenmemistir.
Ayrica nalidiksik asit ve ofloksasinde de hemolitik ol-
mayan suslarda diren¢ daha yiiksek bulunmustur fakat
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (Tab-
lo 2).

Hariharan ve ark. (8) ishalli domuzlardan elde edilen
hemolitik ve 1stya duyarli enterotoksin iireten E.coli

Tablo 1. 24 hemolitik E.coli susunda hemolizin tiplerinin
dagilimi.

a |B Y |a+f | B:E OBy | oPeyte
[h@ [3a25|1@2 40673025 ] 2683 | 9615 2(8.3)

Tablo 2. 24 hemolitik ve 76 hemolitik olmayan E.coli susunda
antibiyotiklere direng.

e % Direng
Antibiyotik Hemolitik Hemolitik olmayan

Ampisilin 50 48.7
Ampisilin-sulbaktam 375 21
Gentamisin 8.3 39
Trimetoprim-sulfometoksazol 45.8 44.7
Tetrasiklin 75 75
Nalidiksik asit 333 50
Norfloksasin 4.1* 25
Ofloksasin 8.3 27.6
Siprofloksasin 4.1%* 25

* 1 p<0.05

suslarinin, her iki viriilans faktoriine sahip olmayan
suglara oranla daha stk TMP/SMX, neomisin ve tetra-
siklin direncine sahip olduklarmi belirlemislerdir.
Martinez-Martinez ve ark. (9) hemolitik olmayan
E.coli suglarinda kinolonlara ve tetrasikline daha yiik-
sek oranda dirence rastlamiglardir. Buna karsilik bu
calismada diger arastirmacilardan farkli olarak hemo-
litik ve hemolitik olmayan suglar arasinda gentamisin,
tetrasiklin ve TMP/SMX direnci arasinda anlamli bir
fark belirlenmemistir. Martinez-Martinez ve ark. (9)
ayni ¢aligmalarinda in vitro kosullarda siprofloksasin
direngli hale getirilen hemolitik ve siprofloksasin du-
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yarli E.coli suglarinin hemolizin iiretmeye devam et-
tiklerini gostermislerdir. Hemolizin aktivitesi ve anti-
biyotik direnci arasinda ki bu ilging birliktegi olustu-
ran mekanizmalar halen tam olarak bilinmemektedir.
Hemolizin sekresyonu icin ozellikle gerekli bir dig
membran proteini olan TolC, bu birliktelik i¢in bir
aciklama olarak degerlendirilebilinir. TolC mutasyon-
lar1 ¢cok farkli sekillerde gerceklesebilmektedir ve be-
raberinde kendisiyle ilgili ilgisiz bircok genin eks-
presyonunu etkileyebilmektedir (10). Bir baska acik-
lama ise lipopolisakkarit biosentezindeki genlerdeki
mutasyonlar olabilir; bu tip mutasyonlarin bazi bakte-
riyofajlara, novobiosin gibi bilesiklere direngte rol
oynadig1 bilinmektedir (11).

Gyr A mutasyonlart E.coli suslarindaki kinolonlara
kars1 en 6nemli diren¢ mekanizmalaridir ve Martinez-
Martinez ve ark. (9) DNA katlanmasindaki artigin he-
molizin iiretiminde yer alan genleri etkilemesinin
miimkiin olabilecegini ileri siirmiislerdir. Son zaman-
larda E.coli ve Klebsiella pneumoniae suslarinda
plazmite bagli siprofloksasin direnci bildirilmektedir
(12).

Bagel ve ark. (13) kinolon direngli E.coli suslarinda
genellikle tip 1 fimbriya ekspresyonunun azaldigini
gostermislerdir, boylece gelisen kinolon direncinin bir
sekilde bakteri viriilansini azalttigini sdylemek miim-
kiindiir. Bu ¢calismada ¢ogu kinolon direngli E.coli su-
sunun hemolitik aktiviteye sahip olmadigi gosteril-
mistir ve aradaki fark siprofloksasin ve norfloksasin
icin anlamli bulunmustur. Hemolizin iiretimi ve diger
antibiyotiklerle diren¢ arasinda bir baglant1 gosterile-
memistir ayrica hemolizin tipleri ve kullanilan tiim
antibiyotikler arasinda bir baglant1 belirlenmemistir.
Antibiyotiklerin bakterilerde iiremeyi durduran veya
oldiiren etkinlikleri diginda virulans faktorleri tizerine
de etkili olabildiklerini gosteren daha genis epidemi-
yolojik ve detayli molekiiler ¢aligmalara ihtiyac oldu-
gu da bir gercektir.
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