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Amag: Bu calismada, bolgemizdeki Escherichia coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda kinolon direng sikliginin belir-
lenmesi, bu izolatlarda stk goriilen kinolon direng mekaniz-
malarimin varligimin arastirilmas: amaglanmugstir.

Gereg ve Yontem: Subat-Agustos 2009 tarihleri arasinda
izole edilen nalidiksik asite direngli/orta duyarli bulunan
265 Escherichia coli, 33 Klebsiella pneumoniae ve 2
Klebsiella oxytoca izolatinda gnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-1b,
gyrA ve parC gen bolgelerinin arastirilmast polimeraz
zincir reaksiyonu yontemiyle yapilmustir. gyrA ve parC gen
bolgelerindeki mutasyonlarin saptanmasi icin dizi analizi
yapilnugtir.

Bulgular: Nalidiksik asit direnci E. coli icin % 52,
Klebsiella spp. icin % 27.5 olarak belirlenmistir. Nalidiksik
aside direngli izolatlarda beta-laktam, aminoglikozit,
trimetoprim-siilfometoksazole direncinin ve GSBL iiretimi-
nin anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlenmistir. gyrA
icin kinolon direncini tammlayan bolgede (Ala67-Gln106)
cift mutasyon oldugu, bunlarin Ser83Leu ve bir izolat
disinda Asp87Asn, tek izolatta ise Asp87Tyr seklinde oldu-
gu belirlenmistir. parC icin dizileme yapilan izolatlarin
hepsinde Ser80lIle degisimi oldugu gozlenmis, izolatlarin
32’sinde (% 40,3) ilave bir mutasyon bulundugu ve bunla-
rin 26 izolatta Glu84Val, 4 izolatta Glu84Gly, 2 izolatta ise
Glu84Ala oldugu belirlenmistir. E. coli izolatlarinin
99’unda (% 37,4), K. pneumoniae izolatlaruimin dordiinde
(% 12,1) aac(6’)-Ib geni belirlenmistir. Incelenen izolatlar-
da gnr geni bulunmamistir.

Sonug: Izolatlarimizda kinolon direnci ve GSBL iiretimi
yiiksek bulunmugtur. Kinolon direngli izolatlarumizda gyrA
ve parC bolgelerinde ii¢c ve daha fazla mutasyonun bulun-
dugu ilave olarak aac(6’)-Ib’nin belirgin olarak direng
mekanizmasina eslik ettigi belirlenmigtir. Izolatlarimizda
gnr belirlenmemigtir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, Klebsiella spp.,
kinolon direnci, qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-1b, gyrA
mutasyonu, parC mutasyonu

ABSTRACT

The Evaluation of Resistance Genes and Gene Mutations
in Quinolone Resistant Escherichia coli and Klebsiella
spp. Isolates

Objective: The aims of this study are to detect the quinolone
resistance rates among Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae spp. isolates in our region and to investigate
the most common quinolone resistance mechanisms.

Material and Methods: The presence of gnrA, gnrB, qnrS,
aac(6’)-1b, gyrA and parC genes were investigated by
polymerase chain reaction method in 265 Escherichia coli,
33 Klebsiella pneumoniae and two Klebsiella oxytoca
strains which were isolated between February—August
2009, and found to be nonlintermediate susceptible to
nalidixic acid . Sequence analysis was used for detection of
gyrA and parC mutations.

Results: Resistance to nalidixic acid was determined as 52%
for E. coli and 27.5% for Klebsiella spp. Beta-lactam,
aminoglycoside, trimethoprim-sulfamethoxazole resistance
and ESBL-production rates were significantly higher among
nalidixic acid resistant isolates. Double mutations were
detected in gyrA quinolone resistance defining region
(Ala67-GInl06); the first one being Ser83Leu in all isolates
and the other being Asp87Tyr in one isolate and Asp87Asn
in other isolates. Ser80lle alteration was observed among all
isolates sequenced for parC mutations; while 32 (40.3%) of
the isolates had an additional mutation, as Glu84Val,
Glu84Gly and Glu84Ala in 26, four and two, respectively.
The aac(6’)-1b gene was detected in 99 (374%) of E. coli
and four (12.1%) of K. pneumoniae isolates. The gnr gene
was not detected in any of the tested isolates.

Conclusion: The quinolone resistance rates and accompanying
ESBL-production was high among the isolates in our region.
We have detected three or more mutations in gyrA and parC
regions in quinolone resistant isolates, and additional aac(6’)-
1b gene in a significant number of isolates. The gnr gene was
not detected in any of the tested isolates.
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GIRIS

Kinolon grubu antibiyotiklere yaygin olarak
kullanilmalar1 nedeniyle hastane kaynakl: izo-
latlarin yani sira toplum kaynakli izolatlarda
da diren¢ oranlarinda belirgin artis gozlen-
mekte, lilkemiz i¢in ampirik tedavide giiveni-
yitirmek iizere olduklari
bildirilmektedir®”. Kinolon grubu antibiyotik-
lere karsi diren¢ dogal ve kazanilmis olabil-
mektedir. Dogal diren¢ endojen “coklu ilag
atim pompalarinin” iiretimi ile tanimlanmisgtir.

lirliklerini

Kazanilmis direng¢ ilacin hedefi olan bakteri
enzimlerinde (DNA giraz ve DNA topoizome-
raz IV) kromozomal mutasyonlar, ¢oklu ilag
attm pompalarinin asir1 iiretimini aktive eden
mutasyonlar, ilaca gecirgenlik azalmasi veya
plazmid aktarimli olarak gerceklesmektedir®.
Topoizomeraz II'yi kinolon inhibisyonundan
koruyan Qnr, genel aminoglikozid asetiltrans-
feraz enziminin bir varyanti olan aac(6’)-1b-cr
ve kinolon pompa proteinleri olan QepA ve
OgxAB plazmid aracili direngte rol oynadigi
diigiiniilen proteinlerdir®>. Kinolon direnci-
nin aktariminda rol oynayan plazmidin ayni
zamanda geniglemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL), kloramfenikol asetiltransferaz ve
bazi dezenfektan diren¢ genlerinin aktarimini
da yaptig1 bildirilmistir®.

Escherichia coli ve Klebsiella spp. basta idrar
yolu enfeksiyonlar1 olmak iizere en sik rastla-
nan enfeksiyon etkenlerinin basinda gelmek-
tedir®. Bu ozellikleri ve ozellikle toplum
kokenli idrar yolu enfeksiyonlarinda kinolon
grubu antibiyotiklerin ampirik olarak yaygin
kullanim1 nedeni ile bu bakteriler i¢in kinolon
grubuna kars1 yiiksek diren¢ oranlari bildiril-
mektedir”. Bu ¢alismada, hastanemize bagvu-
ran hastalardan etken olarak izole edilen E. coli
ve Klebsiella spp. izolatlarinda en sik rastlanan
kinolon diren¢ mekanizmalarinin aragtirilmasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Izolatlarin tammmlanmasi1 ve antibiyotik
duyarhhk testleri

Subat-Agustos 2009 tarihleri arasinda cesitli
klinik orneklerden (idrar, kan, yara ve yumusak
doku, solunum yolu, steril viicut sivisi, vb.)
elde edilen 628 izolatta (508 E. coli ve 120
Klebsiella spp.) kinolon direnci arastirildi.
Bakteri tanimlamalar1 geleneksel biyokimyasal
testlerle (iic sekerli demirli besiyeri, Simmon’un
sitrath besiyeri, tire ve Motilite-indol-lizin
besiyerinde biyokimyasal reaksiyonlar, indol
pozitifligi ve hareket degerlendirmesi) yapildi.
Izolatlarda kinolon direnci taramasi nalidiksik
asit antibiyotik diski (Oxoid) ile yapildi™”.
Kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922
susu kullanildi. Nalidiksik aside direng¢li olan
izolatlar icin nalidiksik asit (Sigma-Aldrich,
Almanya) ve siprofloksasin (Sigma-Aldrich,
Almanya) i¢in minimum inhibitér konsantras-
yon (MIK) agar diliisyon yontemiyle belir-
lendi®. Izolatlarin diger antibiyotikler (ampisi-
lin, amoksisilin-klavulanik asit, sefalotin,
sefoksitin, sefotaksim, seftriakson, sefepim,
imipenem, meropenem, amikasini gentamisin,
tobramisim, trimetoprim-sulfame-toksazol) i¢in
antimikrobiyal duyarlilik testi disk difiizyon
yontemi ile yapildi?. Izolatlarda genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iiretimi cift
disk sinerji yontemiyle belirlendi®.

Izolatlarda kinolon direnci saglayan gen mutas-
yonlarmin ve direng genlerinin gosterilmesi

Izolatlardan DNA eldesi ticari izolasyon Kkiti
(EZ-10 Spin Column Genomic DNA MiniPreps
Kit, Bio Basic, Kanada) kullanilarak yapildi.
gnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-1b, gyrA, parC gen
bolgelerinin ¢cogaltilmasi icin Tablo 1’de belirti-
len primerler kullanildi. aac(6’)-1b geni belirle-
nen izolatlarda aac(6’)-Ib-cr varyantlar1 BtsCI
restriksiyon enzimi ile arastirildi"?.

177



Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 47(4):176-184, 2017

Tablo 1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primer ciftleri.

Gen Bolgesi Forward Primer Reverse Primer Bant Kaynak no
Biiyiikliigii (bg)
gnrA 5-ATTTCTCACGCCAGGATTTG-3 5 -GATCGGCAAAGGTTAGGTCA-3" 516 (12)
qnrB 5-GATCGTGAAAGCCAGAAAGG-3’ 5-ACGATGCCTGGTAGTTGTCC-3 469 (12)
gnrS 5-ACGACATTCGTCAACTGCAA-3’ 5'-TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3 417 (12)
aac(6)-1b 5’-TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA-3* 5-CTCGAATGCCTCCCGTGTTT-3’ 482 (10)
gyrA 5’-TACACCGGTCAACATTGAGG-3’ 5’-TTAATATTGCCGCCGTCGG-3’ 648 (13)
parC 5’-AAACCTGTTCAGCGCCGCATT-3’ 5’-GTGGTGCCGTTAAGCAAA-3’ 395 (14)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) icin 1X PZR
tamponu (200uM dNTP, 1.25mM MgCI2, 100
pg/ml sigir serum albiimini) kullanildi (pH 8.4).
Her reaksiyon i¢in 20 pmol/ul primer, 2.5U Taq
DNA polimeraz (Bioron, Ingiltere), 5 u1 DNA
konularak son reaksiyon hacmi 50 ul olacak
sekilde steril distile su ile tamamlandi?.

Amplifikasyon icin Gene Amp PCR System
9700 Termal Cycler ve goriintiileme igin Gel
Doc UV goriintiileme sistemi (BioRad, Italya),
belirleyici (marker) olarak 100-b¢’lik DNA
Ladder (Sigma, Almanya) kullanildi.

Niikleik asit dizileme

Kinolon direngli izolatlar arasindan rastgele
secilen 57 izolat i¢in kinolon direncini tanimla-
yan bolge dizisi (gyrA ve parC) Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Kurumu Marmara
Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii’'nde (TUBITAK MAM
GMBE) yapildi. PZR iiriinlerinin tamam1 agaroz
jelde yiriitiildiikten sonra, agaroz jel DNA eks-
traksiyon kiti (Roche, Katalog No. 11696505001)
kullanilarak agaroz jelden saflastirildi. Saflagti-
rilan DNA o6rneklerinin dizi analizi, ilgili genle-
re Ozgili primerler kullanilarak gerceklestirildi.
Beckman Coulter Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (DTCS) kullanilarak kurulan
dizi reaksiyonlarinda o6zgiin “forward” veya
“reverse” primerler 3.2 pmol ve kalip PZR {iriin-
leri 50 fmol konsantrasyonlarda kullanildi. Dizi
analizi basarili olan tiim orneklere ait sonuclar
“fasta” ve “scf” olmak iizere iki farkli formatta
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elektronik olarak kaydedilerek tarafimiza gon-
derildi. Elde edilen protein dizileri, National
Center for Biotechnology Information (NCBI)
web sayfasinda bulunan protein BLAST progra-
miyla gen bankasindaki protein dizileriyle
karsilagtirildi™.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS (Versiyon 13.0)
programi kullanilarak yapildi. Tanimlayicr ista-
tistikler say1 ve yiizde olarak belirtildi. Kategorik
yapidaki degiskenler bakimindan gruplar arasi
farkliliklar ki-kare testi ile incelendi. Sonuglar
%95 giiven aralifinda degerlendirildi ve p<0.05
degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alian E. coli izolatlar1 i¢in nalidiksik
asit ve siprofloksasin direnci sirasiyla %52 ve
%28.1, Klebsiella tiirleri i¢in ise sirasiyla %46.7
ve %21.1 bulunmugtur. Nalidiksik aside direncli
olan izolatlarin ampisilin, amoksisilin/klavula-
nik asit, sefalotin, sefepim, sefotaksim, sefurok-
sim, sefoksitin, gentamisin, tobramisin, amika-
sin, trimetoprim-siilfametoksazole karsi anlaml
olarak daha direncli olduklar1 saptanmistir
(p<0.001). Izolatlarda karbapenem direncine
rastlanmamusgtir.

Nalidiksik aside direngli olan izolatlarda nali-
diksik asit icin MiK50 ve MiK90 degerleri >256
pg/ml, siprofloksasin icin ise >32 pg/ml bulun-
mustur. Yatan hasta izolatlarinda nalidiksik asit
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Tablo 2. izolatlarda belirlenen GSBL oranlari.

Tiim Bakteriler

Nalidiksik Asit Direncli/Orta Duyarh

(ny%) (ﬂ,%)
Escherichia Klebsiella Klebsiella Escherichia Klebsiella Klebsiella
coli pneumoniae oxytoca coli pneumoniae oxytoca
GSBL Porzitif 190 (37.4) 36 (31.6) 1 165 (62.3) 23 (69.7) 1
GSBL Negatif 318 (62.6) 78 (68.4) 5 100 (37.7) 10 (30.3) 1
Toplam 508 114 6 265 33 2

direnci anlamli olarak yiiksek bulunmusgtur
(p=0.049). Nalidiksik aside direncli olan izolat-
larda GSBL iiretimi (%83.3), duyarli olanlara
gore (%16.7) anlaml olarak yiiksek bulunmus-
tur (p<0.001) (Tablo 2).

Kinolon direnci saglayan gen mutasyonlari-
nin ve direng¢ genlerinin belirlenmesi

gyrA icin QRDR olarak tanimlanan Ala67-
GIn106 arasinda aminoasit dizilimleri incelendi-
ginde 57 izolatin tiimiinde 83. kodonda serin
yerine 16sin (Ser83Leu) ve bir izolat diginda 87.
kodonda aspartat yerine asparajin (Asp87Asn),
tek izolatta ise 87. kodonda aspartat yerine tiro-
zin (Asp87Tyr) bulundugu belirlenmistir. parC
icin 57 izolatin hepsinde 80. kodonda serin yeri-
ne izolosin (Ser801le) gecisi oldugu belirlenmig-
tir. parC i¢in ilave mutasyon olarak, 84. kodonda
glutamat yerine 26 izolatta valin (Glu84Val), 4
izolatta glisin (Glu84Gly) ve iki izolatta alanin
(Glu84Ala) gecisi oldugu belirlenmistir.

aac(6’)-Ib geni E. coli izolatlarinin 99’unda
(%37.4), Klebsiella pneumoniae izolatlarinin
dordiinde (%12.1) belirlenmistir. Klebsiella
oxytoca izolatlarinda bu gen bolgesi bulunma-
mustir. aac(6’)-1b pozitif olan E. coli izolatlarin
ikisi diginda tiimiiniin (%98) aac(6’)-1b-cr var-
yantr olduklar1 belirlenmistir.

aac(6’)-Ib geni saptanan E. coli izolatlarinda
tobramisin, gentamisin direnci ve GSBL {iretimi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p<0.001). Bu izolatlarda trimeto-
prim-sulfametoksazole azalmis duyarlilik belir-
lenmis, ancak istatistiksel olarak anlamli bulun-
mamustir (p=0.485).

Izolatlarda gnr (gnrA, gnrB ve gnrS) geni bulun-
mamigtir.

TARTISMA

Son yillarda yapilan bildirimler kinolon direnci-
nin diinyada ve iilkemizde oldukca yiiksek
diizeylere ulastigin1 gostermektedir’®. Caligma-
mizda, siprofloksasin direnci E. coli ve
K. pneumoniae izolatlar1 i¢in sirasiyla %46.7 ve
%?21.1 olarak bulunmustur. Enterobacteriaceae
tiyelerinde GSBL tiretimi ile florokinolon diren-
ci arasinda yakin iligki oldugu bildirilmektedir!”
19, Caligmamizda da, kinolon direngli izolatlarda
GSBL iiretimi anlamli olarak yiiksek bulunmusg-
tur (p<0.001). Calismamizda, GSBL belirlenme-
si i¢in kullanilan ¢ift disk sinerji yontemi CLSI
tarafindan Onerilen referans yontem olmamakla
birlikte, cogu sus icin 6zellikle de diskler arasi
uzaklik 15-20 mm. arasi oldugunda standart
yontemle uyumlu sonug verdigi bildirilmigtir®.
Kinolon direncinin en ©nemli mekanizmasi
DNA giraz ve topoizomeraz IV genlerinde kino-
lon direncini tanimlayan bolgede olugsan mutas-
yonlardir. Topoizomeraz IV, kinolonlara DNA
giraz kadar duyarli olmamasi nedeniyle Gram
negatif bakteriler i¢in ikinci hedeftir. Genellikle
gyrA genindeki ¢ift mutasyonlar (birinci siklikta
83, ikinci siklikta 87. kodonda) yiiksek diizeyde
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kinolon direncinin nedeni olarak bildirilmistir.
E. coli’de parC ve parE mutasyonlarinin her
zaman gyrA mutasyonlart ile birlikte bulunma-
s1, topoizomeraz IV mutasyonlarinin, DNA
girazda gelisen mutasyonlarla olusan azalmig
kinolon duyarliligi olmadan gelismedigini
gostermekte-dir®”. Buna ilave olarak parC
geninde olusan tek veya cift mutasyonlarin
artan kinolon direncinde tamamlayici bir rol
oynadigi diisiiniilmektedir*2?. Kinolon direng-
li izolatlarimizin nalidiksik asit ve siprofloksa-
sin icin belirlenen MiK50 ve MiK90 degerleri
izolatlarimizda kinolon direncinin yiiksek
diizeyde oldugunu gostermistir. Calismamizda,
ilag hedeflerinde kinolon direncini belirleyen
bolgelerde dizileme yapilan izolatlarin tiimiin-
de gyrA bolgesinde Ala67-Glnl06 arasinda cift
mutasyon oldugu, ilave olarak parC bolgesinde
bu izolatlarin tiimiinde tek mutasyon bulundu-
§u saptanmus, ayrica parC bolgesinde izolatla-
rin 32’sinde (%56) ilave mutasyonlar bulundu-
gu belirlenmistir. Belirlenen mutasyonlar lite-
ratiirde belirtilen sik rastlanan mutasyonlar ile
uyumludur®-2», Bu konuda iilkemizde Erag ve
ark.®® sekiz E. coli izolatinda gyrA bolgesinde
Ser83Leu degisimi saptamig, siprofloksasin
duyarli nalidiksik asit direncli olan bir izolat
hari¢ diger izolatlarda ek olarak Asp87Tyr veya
Asp87Asn mutasyonlart oldugunu belirlemig-
lerdir. Giiven O®”, saglikli ¢ocuklarmn digkila-
rindan elde ettigi nalidiksik asit ve siprofloksa-
sin direncli alt1 E. coli izolatinda, gyrA’da ¢ift
mutasyon (Ser83Leu ve Asp87Asn) saptamistir.
Ayni ¢alismada parC bolgesinde suslarin hep-
sinde yine ¢ift mutasyon (Ser80Ile ve Ser83Tyr)
belirlenmistir. Bu mutasyonlara ek olarak
kokenlerin birinde parC’de Glu84Gly, bir dige-
rinde ise Glu84Val degisimi gozlenmistir®?,
Belirlenen mutasyonlar bakimindan bu ¢aligma
bizim sonuclarimizla benzerlik gostermektedir.
Calismamizda, daha o©nceki bildirimlerden
farkli olarak parC’de Glu84Ala degisimi belir-
lenmigtir. Ayrica izolatlarimizda ikinci en sik
rastlanan mutasyon olarak Glu84Val degisimi
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gozlenmis, Giliven’in bildirdigi Ser83Tyr degi-
simi bulunmamustir.

Calismamizda, hedef bolge degerlendirmesi
yapilan izolatlarin yedisinde gyrA bolgesinde
kinolon direncini tanimlayan bolge disinda 162.
kodonda daha o6nce bildirilmeyen mutasyonun
(Lys162Gln) yer aldig1 gozlenmistir. Literatiire
bakildiginda gyrA’da QRDR diginda saptanmig
mutasyonlar (Alal96Glu, Ala51Val) bildirildigi
gozlenmis, ancak bunlarin kinolon direnci ile
iligkisi kesin olarak belirlenmemigtir®>>.

1998 yilinda ¢ogul direncli bir K. pneumoniae
izolatinda gnrA geninin gosterilmesi ile birlikte,
kinolon direncinin plazmidle iligkili olabildigi
giindeme gelmis ve biiyiik ilgi uyandirmigtir®®.
Qnr proteinleri pentapeptid yine ailesinin bir
iiyesi olup, DNA giraz ve topoizomeraz IV’e
baglanarak bu hedef bolgeleri kinolonlarin inhi-
bitor etkisinden korumaktadir. Tanimlanmis olan
ilk protein 218 aminoasit iceren QnrA’dir.
Bundan sonra iki protein daha tanimlanmugtir.
Bunlar QnrA ile sirastyla %40 ve %59 aminoasit
benzerligi gosteren QnrB ve QnrS proteinleridir.
Qnr proteinleri basta K. pneumoniae ve
Enterobacter spp. basta olmak {lizere
Enterobacteriaceae iiyelerinde degisik tyeler-
den bildirilmektedir. Qnr tasiyan plazmidler
ayni zamanda GSBL de tasimaktadir. Diinya
genelinde bu konuyla ilgili yapilmig ¢caligmalara
bakildiginda, Norve¢ ve Isve¢’te E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda gnr prevalansi®"
sirastyla %0.7 ve %7.7, Danimarka’da®® %1.63,
Fransa’da GSBL iireten E. coli ve Klebsiella
spp. izolatlarinda (33,34) %1.6, Kanada’da sip-
rofloksasin ve/veya tobramisine direngli E. coli
ve Klebsiella spp. izolatlarinda %1 bulunmusg-
tur®. Ispanya®® (%>5), Cin®? (%8) ve Amerika'>'4
(%15) gibi baz iilkelerde daha yiiksek preva-
lanslar belirlenmistir. Klebsiella spp. izolatlarin-
da qnr gen prevalansimnin E. coli’ye gore daha
yiiksek oldugu yapilan bazi ¢aligsmalar da dikkat
cekmektedir. Ornegin, Fransa’da E. coli izolatla-
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rinin %0.63’tinde, Klebsiellae spp. izolatlarinin
ise %7’sinde gnr genleri bulunmustur®®. Yine
benzer sekilde Karah ve ark.®V E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda qnr genlerinin pre-
valansini sirasiyla % 0.7 ve %7.7 olarak bulmus-
tur. Ulkemizde bu konuyla ilgili olarak az sayida
calisma yapilmig olmasi ve yapilan bu ¢alisma-
larda incelenen izolat sayisinin da diisiik olmasi
nedeniyle gnr genlerinin siklig1 hakkinda
kisith veri bulunmaktadir. Tiirkiye’de E. coli
ve K. pneumoniae suslari ile yapilmis ¢aligmala-
ra bakildiginda, gnr genlerinin, ya bu calismada
oldugu gibi hi¢ bulunamadig1 ya da diisiik bildi-
rim oranlarimin bulundugu goriilmektedir®’=8-9.
Nazik ve ark.®” 2008 yilinda yogun bakim izo-
latt olan 460 Gram negatif bakterinin {igiinde
(%0.65) gnr geni (bir gnrB1 ve iki gnrS1) sap-
tanmustir. Poirel ve ark.“? Tirkiye’de farkli
hastanelerde izole edilen ve GSBL olusturan
138 E. coli ve 110 K. pneumoniae izolatindan
yalnizca birinde gnrBl geni saptamiglardir.
Oktem ve ark.“" kan kiiltiirlerinden izole edilen
nalidiksik asite direncli 356 Enterobacteriaceae
iyesinin olan ve altisinda gnrA, liciinde gnrS
geni saptamiglardir. gnrA saptanan suslarin ikisi-
nin ve gnrS saptanan suglarin birinin GSBL
pozitif belirlendigi bu calismada, literatiirle
uyumsuz olarak GSBL negatif kokenlerdeki sik-
lik daha yiiksek bulunmustur®”. Yine Oktem ve
ark.“? bir bagka calismada, hepsi kinolon direng-
li ve GSBL pozitif kan kiiltiirii izolat1 olan 34
E. coli’nin birinde ve 44 K. pneumoniae’nin
dordiinde gnrA saptamiglar, gnrA pozitiflik ora-
nii %6.4 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada,
qnrB ve gnrS genleri bulunmamistir®?. Nazik ve
ark.® yaptiklar1 bagka bir ¢alismada, 971’1
Enterobacteriaceae iiyesi, 73’1 non-fermentatif
Gram negatif comak olmak iizere toplam 1044
izolatta li¢ gnrA, iki gnrB, bir gnrS geni bildir-
mis, qnr genlerinin GSBL iireten izolatlarda
daha sik oldugunu gézlemislerdir. Ozgiimiis ve
ark.“? Tiirkiye’nin kuzeydogu bolgesindeki on
nehirden aldiklar1 su 6rneklerinden izole ettikle-
ri 88 E.coli ve 35 K. pneumoniae’da birer gnrS

geni bulmuslardir. Arastirmacilar nehirler gibi
cevresel  kaynaklarin = ¢ogul  direncli
Enterobacteriaceae iyeleri icin bir rezervuar
rolii oynayabilecegini vurgulamislardir®®.
Giiven O®7, saglikli ¢ocuklarin digkilarinda
kinolon direngli E. coli tagiyiciigi ve direng
mekanizmalarin1 saptamak amaciyla yaptigi
arastirmada, kinolon direnci saptadigi 15 E. coli
izolatinda gnr geni saptamamustir. Avrupa’daki
caligmalarda®'#49  genellikle gnrS ve gnrB
genleri baskin goriilmekle birlikte, Ingiltere’de
yapilmis olan bir calismada“®, gnrA geni,
Ispanya’da yapilmis olan bir calismada®® ise,
gnrAl geni yiiksek oranda belirlenmigtir.
Tiirkiye’de E. coli ve Klebsiella spp. izolatlariy-
la yapilan calismalara bakildiginda, gnrA’nin,
gnrS ve gnrB genlerine gore daha yiiksek oranda
goriildiigti, gnrS ve gnrB genlerininse birbirine
yakin oranlarda goriildiigii gozlenmektedir.
Calismamizda, incelenen izolatlarda plazmid
kaynakli kinolon direnci saptanmamugtir.

Plazmid gecisli diren¢ genlerinden digeri, sip-
rofloksasin ve norfloksasin gibi piperazinil
grubu tagtyan kinolonlarin enzimatik inaktivas-
yonu ile gerceklesmektedir. aac(6’)-Ib geni
kanamisin, tobramisin ve amikasin direncine
neden olan bir aminoglikozit asetiltransferazi
kodlamaktadir. Bu genin bir varyanti olan
aac(6’)-1b-cr geni ise,aac(6’)-1b’den Trp102Arg
ve Aspl79Tyr farkliligi gostermektedir. Enzim
bu sekilde siprofloksasini asetilleme yetisi
kazanmaktadir. gnr ve aac(6’)-1b-cr ayni hiicre-
de birlikte bulunduklarinda gnr’nin yalniz basi-
na yaptigindan dort kat daha fazla MIK artigi
olugmakta, duyarlilik bakimindan klinik direng
simirma (1 pg/ml) yaklasilmaktadir. Bunun yam
sira aac(6’)-1b-cr’nin yalniz bulunmasi, siprof-
loksasine maruz kalma durumunda olusacak
kromozomal mutasyon sikligini arttirmakta-
dir*D. gnr, aac(6’)-1b-cr ve CTX-M genlerinin
ayn1 plazmid iizerinde lokalize olarak birlikte
aktarilabildigi gosterilmigtir®’#®. Dolayisiyla bu
mekanizma GSBL {ireten izolatlarda yiiksek
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kinolon direncinin agiklanmasina katki sagla-
mustir. Tirkiye’de aac(6’)-Ib-cr geninin aragti-
rildig1 kisith sayida calisma mevcuttur. Poirel ve
ark.“? Tiirkiye’den gonderilen GSBL olusturan
E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin % 78’ inde
aac(6’)-Ib-cr bulundugunu gostermislerdir.
Nazik ve ark.*® ikisi gnrB-pozitif K. pneumoniae,
biri gqnrA pozitif E. coli olmak iizere ii¢ susta
aac(6’)-1b-cr geni saptamiglardir. Caligmamizda
E. coli izolatlarinin 99’unda (%37.4),
K. pneumoniae izolatlarimin dordiinde (%12.1)
aac(6’)-Ib geni belirlenmis, bunlarin da 101’1
(%98) aac(6’)-1b-cr bulunmustur. izolatlarimiz-
daki GSBL iiretimi ile aac(6’)-Ib gen varligi
arasindaki iligki istatiksel olarak anlamlidir
(p<0.001). aac(6’)-Ib geni saptanan izolatlar
incelendiginde tobramisin ve gentamisin diren-
ci istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p<0.001). Bu izolatlarda trime-
toprim-sulfametoksazole azalmig duyarlilik
tespit edilmis, ancak bu istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p=0.485). aac(6’)-1b
pozitif tiirlerin ek olarak trimetoprim-
sulfametoksazole de azalmis duyarlilik goster-
mesi aac(6’)-1b-cr’nin genellikle kompleks
integronlarda bulunmasi®” ve bu integronlarin
3’-CS bolgelerinin sull geni kodlamasi®® ile
aciklanmaktadir.

Sonug¢ olarak izolatlarimizda kinolon direnci
E. coli ve Klebsiella spp. izolatlar1 icin sirasiyla
%46.7 ve %21.1 olarak bulunmus, bu izolatlar-
daki diren¢ diizeyinin yiiksek oldugu belirlen-
mig, GSBL {iretimi anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur. Ila¢ hedef bélgesi degerlendirilen
direngli izolatlarimizin tiimiinde iic ve yaridan
fazlasinda dort mutasyon bulunmus, izolatlari-
mizda %37.4 oraninda aac(6’)-Ib-cr mevcudi-
yeti belirlenmistir. Kinolon direngli izolatlari-
mizda yiiksek diizey kinolon direnci belirlenmis,
bununla iligkili ve literatiirle uyumlu olarak
temel kinolon diren¢ mekanizmasinin ila¢ hedef
bolgesindeki ¢oklu mutasyonlar oldugu tespit
edilmistir.
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