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SIMGELER VE KISALTMALAR

a: alfa

B: beta

CFU: colony-forming unit

pm: micrometre

ml: millilitre

ul: microlitre

rpm: revolutions per minute

GSBL: Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar
MIK: Minimal inhibitér konsantrasyonunu
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
IMVC: Indol, Metil kirmizisi, Voges Proskauer ve sitrat testleri
KCN: Potasyum siyaniir

PH: Hidrojenin Giicii

H,S: Hidrojen siilfiir

ONPG: Orto-nitrofenil-p-galaktozid

CLED: cysteine lactose electrolyte deficient Agar
EMB: Eozin Metilen Mavisi

HE: Hektoen Enterik Agar

MHA: Mueller-Hinton Agar

TSI: Triple Sugar Iron Agar

SMac: Sorbitollii MacConkey agar

SS: Salmonella Shigella Agar

XLD: Ksiloz Lizin Desoksikolat Agar

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PFGE: Pulsed Field Gel Electroforesis

IYE: idrar yolu enfeksiyonlar

UPEC: Uropatojenik E. coli

EHEC: Enterohemorajik E.coli

EIEC: Enteroinvaziv E.coli

EPEC: Enteropatojenik E.coli

ETEC: Enterotoksijenik E.coli

EAQQEC: Enteroagregatif E.coli



STEC: Shigella Toksini Ureten E.coli

PMQR: Plazmid mediated quinolone resistance
QRDR: Quinolone Resistance Determining Region
HIV: Insan Immiin Yetmezlik Viriisii

A/E: (Attaching-Effacing) yapisma-bozma
AFA: A fimbriyal adezin

bfp: Bundle forming pilus

CNF: Sitotoksik nekroz yapici faktor

HC: Hemorajik kolit

EAST: Enteroagregatif sitotoksin

CFA: Colonization factor antigens

EAF: Adherence factor plazmidi

MS: Mannoz Sensitive

RTX: Resiniferatoksin’

NM: (Nonmotile) Hareketsiz

LEE: (locus of enterocyte effacement) Enterosit bozma lokusu
LPS: Lipopolisakkarid

LT: Labil toksin

ST: Stabil Toksin

PaP: Pyelonephritis associated pili

MF: Major facilitator

SMR: Small Multidrug Resistance

MET: Multidrug Endosomal Transporter
MAR: Multi Antimicrobial Resitance

RND: Resistance Nodulation Division

MFS: Major Facilitator Super family

CAMP: Cyclic adenosine monophosphate
cGMP: Cyclic guanosine monophoshpate
DNA: Deoksiriboniikleik asit

rRNA: Ribozomal riboniikleik asit
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OZET
T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ESCHERICHIA COLIi KLINIiK iZOLATLARINDA PLAZMID
ARACILI FLOROKINOLON DIRENCI

Dhay AL-DULAIMI
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2015

Escherichia coli insanlarin normal bagirsak florasinda bulunan ve birgok doku ve organda
cesitli enfeksiyonlara neden olabilen firsat¢i bir patojendir. Kinolonlarin son yillarda yaygin olarak
kullanilmalar1 nedeniyle bu tiirler arasinda bu antibiyotige karst diren¢ giderek artmaktadir.
Kinolonlara kars1 direng gelisimi, genellikle kromozomlarla kodlanan topoizomeraz ve efflux pump
genlerindeki mutasyonlara, porin kaybina ve plasmid aracili gnr, aac (6°)-lb-cr ve gepA gen
transferine bagli olarak gelismektedir. Bu ¢alismanin amaci, kinolon direngli E.coli Klinik

izolatlarinda plazmid aracili kinolon direng genlerinin varligini arastirmaktir.

Calismaya, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda cesitli klinik
orneklerden izole edilen toplam 115 kinolon direngli E. coli suslart alindi. gnrA, gnB, gnrC, gnrs,
gepA, and aac (6°)-1b-cr genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile arastirildi. Tiim aac (6°)-1b-cr
varyantin1 tanimlamak icin aac (6°)-1b pozitif amplikonlar BseGl restriksiyon enzimiyle kesilerek

arastirilmigtir.

115 kinolon direngli E.coli suslar1 arasinda, qnrA, qnrC ve gepA genleri tespit edilmedi, bu
suslarin t¢iinde (% 2.6) qnrB, dokuzunda (% 7.8) gnrS ve ellisinde (% 43.5) aac (6°)-1b-cr genleri

pozitif bulundu.

Sonug olarak tez projemizde, Konya sehrinde izole edilen E. coli klinik suslarinda yiiksek
kinolon direncinden, aac (6 ‘)-1b-cr geninin sorumlu oldugu belirlendi. Bunun yaninda, QnrB ve gnrS

gen siklig1 diisiik olarak tespit edildi ancak gnrA, gneC ve gepA genleri tespit edilemedi.

Anahtar Sozciikler: acc (6")1b-cr; Escherichia coli; plazmid aracili direng; gepA,; gnr.
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PLASMID-MEDIATED FLUOROQUINOLONE RESISTANCE
IN CLINICAL iSOLATES OF ESCHERICHIA COLI

Dhay AL-DULAIMI
Department of Medical Microbiology

MASTER THESIS / KONYA-2015

Escherichia coli is found in the normal intestinal flora of humans and cause various
infectionsin many tissues and organs. Because quinolones are widely used in recent years, the
resistance has been increasing among this species. Bacterial resistance to quinolones usually results
from mutations in the topoisomerase genes encoded chromosomally and also the expression of efflux
pumps, loss of porines and the transfer of plasmid-mediated genes namely qnr, aac (6°)-1b-cr, and
gepA. The aim of this study was to investigate the presence of plasmid-mediated quinolone resistance

genes in E.coli clinical isolates.

A total of 115 quinolone-resistant E. coli strainsisolated from various clinical specimens in
Selcuk University, Microbiology Laboratory of Medical Faculty were included in the study. gnrA,
gnrB, gnrC, gnrS, gepA, and aac (6°)-1b-cr genes were investigated by polymerase chain reaction
(PZR). All aac (6°)-1b positive amplicons were analyzed by digestion with BseGl restriction enzyme
to identify aac (6°)-1b-cr variant.

Among 115 quinolone-resistant E. coli strains, none of themharboured gnrA, gnrC and gepA
genes, however gnrB, gnrS and aac (6°)-1b-cr were positive in three (2.6%), nine (7.8%) and 50

(43.5%) strains, respectively.

In conclusion, we determined that aac (6°)-1b-crgene was responsible for high quinolone
resistance in clinical strains of E. coli from Konya, Turkey. The prevalence of gnrB and gnrS genes

were low and gnrA, gnrC and gepA genes were not detected.

Key Words: acc (6")1b-cr; Escherichia coli; plasmid-mediated resistance; qepA; gnr.
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1. GIRIS
1.1. Enterobacteriaceae Ailesi

Enterobacteriaceae, Salmonella ve Escherichia coli gibi hastalik etkenlerini
de igeren biiyiik bir bakteri ailesidir. Bu familyanin iginde enfeksiyon hastaliklarina
yol acan zararli cinslere rastlandigi gibi (insanlarda hastalik yapan tiir sayist 20
kadardir), gida ve ilag endiistrilerinde kullanilan yararli cinsler de vardir. Dogada,
toprakta, sularda, bitkilerde bulunurlar. Bazi cinsler organik maddelerin dogada
¢lirimesine yardim eder; birgogu ise insan ve diger hayvanlarin normal bagirsak

florasini olustururlar.

Gram negatif enterik bakteriler olarak da bilinen Enterobacteriaceae
ailesinde bulunan bakterilerin bazi1 ortak o6zellikleri vardir; 0.5 x 1-3 um.
boyutlarinda sporsuz, comak sekilli bakterilerdir, fakiiltatif anaerpoturlar, bazisi
hareketsiz olmakla birlikte (Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis, Salmonella
gallinarum ve S. pullorum) cogu hareketli olup peritrih Kirpikleri vardir. Uretilmeleri
icin zengin besiyerlerine ihtiya¢ duymazlar, genel besiyerlerinde 18-24 saatte tiire
ozgii koloni olusturarak tirerler. Hepsi glikozu karbon kaynagi olarak kullanir. Enerji
tiretim silireglerinde nitratlar1 nitritlere indirgerler. Oksidaz negatiftirler, katalaz
pozitiftirler (Oznil ve ark 2008, Késker ve ark 2010).

Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin karigik fakat iyi bir antijen yapilari

vardir. Bazi antijenleri ortak bazilari ise tiire 6zgtidiir:

O_Antijeni (Somatik Antijen): Isiya direnglidir. Formole duyarlhidir. O

antijen lipopolisakkarid (LPS) yapisindaki hiicre dis duvarinin polisakkarid
komponentidir. Bu molekiiliin gévde boliimii kor antijenini olusturur. Kor antijeninin
ozgiilligii daha dusiiktiir; Enterobacteriaceae familyasi tiyesi farkli tiirden ve cinsten
bakterilerde benzerlikler gosterir. O antijenlerinin daha az 6zgiil olan kor boliimii aile
icindeki ¢esitli tiirler, cinsler hatta Enterobacteriaceae disindan baska bazi
bakterilerle de gapraz reaksiyonlar olusmasinin nedenidir. Bakteriler bu antijenlere

kars1 olugan antikorlarla verdikleri reaksiyonlara gore ayrilir.

H Antijeni (Kirpik Antijeni): Is1 ve alkol ile inaktive olur, formole

direnclidir. Bu antijene goére sero-gruplandirma yapilir. Iyi antijen oldugu igin

1



organizmada T lenfositlere dayali antikor yanati ile 1gG yapili antikor gelisimine yol
acar. Anti-H antikoru; iyilesmekte olan/eski enfeksiyon/asili anlamina gelir.

K_Antijeni_(Kapsiil Antijeni): E.coli ve Klebsiella gibi kapsiillii enterik

bakterilerde bulunur, poliakkarit yapidadir. Bakteriyi zirh/kalkan gibi sararak
fagositozu ve antikor baglanmasini 6nlediklerinden virtilansla yakindan ilgilidir. 100-
120°C’de 1 saatte inaktive olur. E.coli’nin K1 antijeninin klinik 6énemi vardir. K1
antijeni iceren suslar, yenidogan bakteriyel menenjitlerinin en sik etkenleridir
(Kosker ve ark 2010).

Vi Antijeni (Yiizey Antijeni): Salmonella ve Citrobacter’de bulunur. O

antijenini orttiigii i¢in, O antijen/antikor testinde agliitinasyonu 6nler. 60°C’de 1 saat
1sitma ile bakteriden ayrilirsa da antijenitesini siirdiiriir. Bir insanda bir Salmonella

sp. i¢in Vi antikorunun pozitifligi o tiir igin tasiyicilik gostergesi olarak kabul edilir.

Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri, laktozu fermente edebilecek enzimlere
sahiptir. Ancak laktozu hiicre igine alamayan tiirlerde ise laktoz negatif sonug
alinabilir. Bu durumda enzimin varligin1 gosterebilecek ortonitrofenil beta D-
galaktopiranosid (ONPG) testi yapilir. E.coli, Citrobacter, Serratia, Klebsiella ve
Enterobacter laktoz pozitif; Salmonella, Shigella, Proteus, Yersinia laktoz negatiftir
(Jawetz ve ark 1987, Kaya 1993, Patrick ve ark 2010).

Enterobacteriaceae ailesi, biyokimyasal ozelliklerine, antijenik yapilarina,
niikleik asit hibridizasyonu ve sekanslarina gére smniflandirilmis 40°dan fazla cins ve
150°den fazla tiire sahiptir. Bu aile i¢indeki enterik patojenler arasinda Salmonella,
Shigella, E.coli, Yersinia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Proteus,

Erwinia, Pectinobacterium, Providencia, Morganella ve Hafnia sayilabilir.

Enterobacteriaceae ailesine ait mikroorganizmalar, klinik 6rneklerden en sik izole
edilen bakteri grubudur. Siklikla hastalik etkeni olanlar; Citrobacter freundii, C.kosert,
Enterobacter aerogenes, E.cloacae, E.coli, Klebsiella pneumoniae, K.oxytoca, Morganella
morganii, Proteus mirabilis, P.vulgaris, Salmonella enterica, Serratia marcescens,
Shigella  sonnei, Shigella  flexneri, Yersinia  pestis, Y.enterocolitica,
Y pseudotuberculosis’dir. idrar yolu enfeksiyonlarmm % 75-90’indan Enterobacteriaceae
ailesinden bakteriler sorumludur. Ayrica tiim sepsislerin % 30-35’inden de vyine
Enterobacteriaceae ailesi sorumludur (Willke 2008, Patrick ve ark 2009).



E. coli, bu patojenler i¢inde bir¢ok iilkede en sik izole edilen ajan olup,
toplum kékenli TYE’ nin % 80-90’mdan sorumludur (Chomarat 2000, Zhanel 2000,
Ronald 2003, Kucheria ve ark 2005, Eroglu ve ark 2007).

1.2. Escherichia coli

E.coli insan ve hayvanlarin normal bagirsak florasinda bulunmakla birlikte
klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda en sik izole edilen ve pek ¢ok doku ve organda

enfeksiyon olusturabilen bir patojendir (Kayser ve ark 1998).

Bakteri sahip oldugu flagella, kapsiil, hiicre duvari, fimbriya antijenleri,
sentezledigi kolisinler, enterotoksinler, sitotoksinler, hemolizinler ve aerobaktin gibi
virulans faktorleriyle hastaliklara neden olmaktadir (Emery ve ark 1992, Holt ve ark
1994).

E.coli’'nin baz1 patojenik tipleri insan ve hayvanlarda zaman zaman 6limeciil
olabilen diyareye, yara, solunum, safra ve idrar yolu enfeksiyonlarina, neonatal
menenjit, septisemi, aterokleroz, hemolitik tremik sendrom, karaciger apsesi ve
cesitli immiinolojik hastaliklara neden olmaktadir (Kiligturgay ve ark 1993,
Giinaydm 2004, Strohl ve ark 2006).

E.coli hastane ortaminda kolay yayilabilen 6nemli bir potansiyel patojendir.
Ozellikle cerrahi girisimlerde yara yeri enfeksiyonuna neden olabilmektedir. Cesitli
organlarda abselere, septik artrit, osteomiyelit, endokardit ve siniizite Yol

acabilmektedir (Soyletir ve Topgu 1996).

Bakteriyel enfeksiyonlar arasinda ilk siralarda yer alan diriner sistem
enfeksiyonlari, uygun olmayan ve yaygin antibiyotik kullanimi sonucu artan direng
nedeniyle diinya genelinde tedavisi giderek gii¢clesen ve maliyeti artan enfeksiyonlar
haline gelmistir. Bu enfeksiyonlarda birinci sirada izole edilen iiropatojen E. coli nin
en o6nemli diren¢ mekanizmasi olan GSBL iiretimi yalnizca hastane kaynakli degil

toplum kokenli suslarda da artmaktadir (Oteo ve ark 2005, Ruppe ve ark 2009).

Ik beta-laktam antibiyotik olan penisilinin klinik kullanimmdan énce E.
coli’de beta-laktam direnci varlig1 tespit edilmistir (Bradford 2001). E.coli’de
bulunan beta-laktamazlarin ¢ogu Ambler sinif A’ya aittir. Bu enzimler dar
spektrumlu (TEM-1, TEM-2, SHV-1 gibi) ve genislemis spektrumlu (TEM-3, SHV-
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5 ve CTXM-benzeri gibi) beta-laktamazlar olarak siniflanabilir. Birgok Gram negatif
bakteri dogal olarak bulunan kromozomal beta-laktamazlara sahiptir. Bunun yaninda
beta-laktam direnci ¢ogunlukla plazmid ve transpozon gibi hareketli genetik
elemanlarla aktarilabilir (Ruppé ve ark 2009). Ik plazmid kaynakli beta-laktamaz
TEM-1, 1960’larda tanimlanmstir. Plazmid ve transpozonlar TEM-1’in diger bakteri
tiirlerine yayilmasini kolaylastirmis, ilk izolasyonun ardindan birkag yil iginde TEM-
1 tim diinyaya yayilmistir. Gegtigimiz 30 yi1l boyunca beta-laktamazlarin hidrolitik
aktivitelerine direncli pek ¢ok yeni beta-laktam antibiyotik gelistirilmistir. Ancak her
yeni smif antibiyotigin tedavide kullanilmaya baslanmasinin ardindan yeni beta-
laktamazlar da ortaya ¢ikmakta gecikmemistir. Ozellikle oksiamino-sefalosporinlere
kars1 genislemis aktivite gostermeleri nedeniyle bu enzimler GSBL olarak
adlandirilmigtir. GSBL iireten bakterilerin neden oldugu en o6nemli sorun hizla
yayilan ¢oklu antibiyotik direncidir ve buna bagl tedavi basarisizligidir (Bradford
2001). Bu enzimleri kodlayan plazmidler beta-laktam disi antibiyotiklere karsi da
genetik materyal tasiyabildigi i¢in basta aminoglikozidler olmak iizere kinolonlara,
tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim-siilfametoksazol’e de direng gelismektedir
(Bradford 2001, Oteo ve ark 2005, Demir 2006, Ruppé ve ark 2009).

E.coli’lerin, yaygin kullanilan kinolon grubu antibiyotiklere karsi da giderek
diren¢ kazanmasi c¢esitli sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Kinolon grubu
antimikrobiyaller, DNA replikasyonunda gérev alan DNA giraz ve topoizomeraz 1V
enzimleri iizerinde etkili olurlar. Bu gruptaki antibiyotiklerden birine direng¢ kazanan
E.coli, benzer etki mekanizmasi nedeniyle grubun diger tiyelerine de c¢apraz direng
gosterebilir (Gales ve ark1998).

Kinolon direncine neden olan mutasyonlar, siklikla DNA giraz enziminde
gyrA, topoizomeraz IV enziminde ise parC genlerinde goriilmektedir. Bununla
birlikte dis membran porinlerinin ekspresyonunda azalma ve pompa sistemlerinin
agir1 tiretimi de direng gelisiminde etkili olan diger mekanizmalardandir (Hopkins ve
ark 2005, Robicsek ve ark 2006).

1.3. Tarihge

E.coli ilk olarak Bacterium (Bacillus) coli commune (B. coli) adiyla
adlandirilmistir. Bu adlandirma Castellani ve Chalmers tarafindan ilk olarak 1919’da



yapilmustir. Daha sonra, 1885 yilinda bu bakteriyi ilk olarak diskidan izole eden Theodor
Escherich’e atfen Escherichia coli olarak isimlendirilmistir (Barnes ve ark 2008).

E.coli, Escherichia ailesi i¢indeki en énemli tiirdiir Ve insan i¢in 6nemli bir firsatci
patojendir. E.coli dogumdan birkag Saat sonra veya birkag giin icerisinde gastrointestinal
sisteme yerlesir. Normal barsak flora tiyesi olan E.coli, barsaklarin patojen
mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyonunu énlemede rol alir (Toreci ve ark 2002).

1945 yilinda, bakim evi ¢ocuklarmda serogrup 0111 suslarinm ishal salginina yol
actig1 anlasilmis ve enteropatojenik E.coli (EPEC) suslari tanimlanmigtir. 1969°da Orta
Dogu’daki Ingiliz askerlerinde rastlanan ishal olgularinda enterotoksijenik E.coli (ETEC)
suslari; Japonya ve Brezilya’da basilli dizanteriden ayirt edilemeyen ve barsak
enfeksiyonlarina yol agan enteroinvaziv E.coli (EIEC) suslar1 izole edilmistir. 1982’de
ABD’ de salgin seklinde enterohemorajik E.coli suslart (EHEC) soyutlanmustir. Son
yillarda ise turist ishali olarak bilinen ve o6zellikle kiigiik ¢ocuklarda 1srarci seyirli ishale
sebep olabilen enteroagregatif E.coli (EAggQEC) 6nem kazanmaya baslamistir. Boylece
bugiine kadar enfeksiyon mekanizmalarma gore en az bes grupta toplanabilecek E.coli
suslart tanimlanmustir. E.coli bugiin iizerinde en ¢ok calisilan ve genetik yapist en iyi
bilinen mikroorganizma tiirleri arasinda yer almaktadir ( Soyletir ve Topgu, 1996 Toéreci
2002).

1.4. Simiflandirmasi

E.coli, Bacteria aleminin, Proteobacteria subesi, Gamma protobacteria sinifi,
Enterobacteriales takimi, Enterobacteriaceae ailesi ve Escherichia genusu igerisinde
bulunur ( Scheutz ve Strokbine 2005).

Phylum (Sube): Proteobacteria

Class (Smif) : Gamma Proteobacteria
Order (Takim): Enterobacterales
Family (Aile) : Enterobacteriaceae
Genus (Cins) : Escherichia

Species (Tiir) : E.coli (Cruickshank ve ark. 1975).



1.5. Mikrobiyolojik Ozellikleri
1.5.1. Morfoloji

E.coli bakterileri Gram negatif boyanan, fakiiltatif anaerob, spor
olusturmayan, kapsiilsiiz, comak sekilli bakterilerdir. Hiicre yapilar1 graniil igermez
ve bakteriyolojik boyalarla homojen bir sekilde boyanir. Logaritmik tireme fazinda
genellikle tek tek veya ikili duran, 2-6 pm boyutlarinda, 1-1, 5 um eninde uglari
yuvarlak, diizgilin gortintimlii basillerlerdir.

Eski kiltiirlerde veya idrarda daha uzun filaman yapili ya da kokobasiller
seklinde gortlebilirler. E.coli’ler nadir olarak kapsiil olusturur. M antijeni igeren bir
mikrokapsiil, polisakkarit yapida K antijenleri igeren slime tabaka bulundurabilirler.
Bu yapilar mikroskopta goriilemeyen, serolojik deneylerle ortaya konabilen
yapilardir (Erdem 1999a, Bilgehan 2000a, Bilgehan 2002, Téreci 2002). Cogu susun
peritrin  Kirpikleri vardir bu nedenle hareketli bakterilerdir. Ancak hareketsiz
(kirpiksiz) suslar1 da vardir (Arda ve ark 1997). Hareketsiz suslar Shigella
bakterisine benzemektedir. E.coli suslarinda ¢ogunlukla protein yapisinda fimbriya
denilen hareket organelleri de bulunur. Fimbriyalar birbirlerinden antijenik
ozellikleri ve morfolojilerinin farkli olmasi ile ayrilirlar. Bir susta birden fazla
fimbriya bulunabilir. Fimbriyalar bakterinin hiicrelere ve yiizeylere tutunabilmesini
saglar (Toreci 2002, Bozkaya 2005, Strohl ve ark 2006, Findik 2008).

1.5.2. Kiiltiir Ozellikleri
Ureme ozellikleri

E. coli; peptonlu su, buyyon ve jeloz gibi basit besiyerlerinde fakiiltatif
anaerob olarak kolayca tirer. Buyyon ve peptonlu suda yogun iireme gosterirler ve
homojen bulaniklik yapar. Mezofilik bir bakteri olan E. coli, 7-45°C arasinda ve
optimum olarak da 37°C’de iiremektedir. 44°C’de laktozu fermente edebilmesi ve
indol olusturmasi, laktozu fermente eden diger koliform bakterilerden ayirt
edilmesinde kullanilir (Erdem 1999a, Bilgehan 2000a).

Agar yiizeyinde genellikle 2-3 mm capinda parlak, diizgiin kenarli, konveks, gri-
beyaz renkte S tipi islak koloniler yapar. Tekrarlanan pasajlarda ise kaba mat ve graniiler R
tipi koloniler olusturabilir (Bilgehan 1992, Baron ve ark 1994, Ryan 1994). Baz1 kokenlerin
kolonileri hafif mukoid (M) koloniler seklindedir (Bilgehan 2002, Russo ve Johnson 2002).



Ozellikle IYE den soyutlanan bazi suslar kanh agarda hemoliz yapabilir. Kapsiillii suslar ise
mukoid koloniler olusturabilir. E.coli, sekerleri asit ve gaz olusturarak pargalar (Bilgehan
1992, Baron ve ark 1994, Ryan1994).

E.coli MacConkey ve Eozin Metilen Mavisi (EMB) gibi segici besiyerlerinde
kolayca tirer. MacConkey besiyerinde laktozu fermente ettiginden pembe-kirmizi
renkte S seklinde 2-3 mm ¢apinda koloniler goriiliir. Safrayr presipite ettiginden bu
kolonilerin etrafinda zon olusur. EMB besiyerinde ise laktozu fermente ettiginden
metalik refle veren yesil-siyah koloniler olusturur. Bazi suslar, kanli agarda f-
hemoliz yapabilir (Erdem 1999b, Téreci 2002, Findik 2008, Ongen 2008).

E.coli suslart CLED besiyerlerinde sar1 koloniler olusturarak iirerler. XLD
agarda acik sar1, HE agarda portakalrengi, SS agarda kirmizi koloniler olustururlar
(Bozkaya 2005, Toreci 2002). Sivi besiyerlerinde genellikle homojen bulaniklik
meydana getirirler. Baz1 E.coli suslar iireme defektlidir; bunlar besiyerlerinde daha
yavas trerler (Dobrindt ve ark 2001).

E.coli dis kosullara, 6zellikle soguga karsi oldukga direnglidir. 60°C’de 30
dk. birakildiginda canliligin1 muhafaza edebilir. Malasit yesili brillant yesili, fuksin
gibi boyalara Salmonella ve Shigella cinsi bakterilerden daha duyarlidir. Dolayisiyla
bu maddelerin belirli oranlarda katildigi besiyerine ekilen diski orneklerinde
Salmonella ve Shigella cinsi bakterilerin izolasyonu daha kolaydir (Erdem 1999b,
Bilgehan 2002, Bozkaya 2005).

1.5.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesindeki tiirler kendilerine 6zgii biyokimyasal
Ozelliklerine bakilarak tanimlanir. Bu o6zellikler bakteri kromozomunda bulunan
genler tarafindan belirlenir. E.coli’nin en énemli biyokimyasal 6zelligi glikozdan gaz
ve asit olusturmasi ve laktoz pozitif olmasidir. E.coli, D-mannitol, D-sorbitol, L-
arabinoz, L- ramnoz, D-ksiloz, maltoz, trehaloz, D-mannoz ve mukati fermente
ederler. Inositol, sellobioz, eritrol, D-arabinozu fermente etmezler. Katalaz, lizin
dekarboksilaz, ONPG deneyleri pozitiftir. Oksidaz, lireaz veya fenilalanin deaminaz,
lipaz ve 25°C’de DNaz deneyleri negatiftir (Toreci 2002, Giinaydin 2004). E.
coli’ler, glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, gliserol, ramnoz, sorbitol ve arabinoz gibi
karbonhidratlar1 fermente ederek asit ve gaz tiretimine neden olabilirler. Ancak, ayni
etki dekstrin, nisasta ve inositol i¢in gecerli degildir (Izgiir 2006, Barnes ve ark 2008,
Senman 2010).



Genellikle H,S i¢in ayiraghi besiyerlerini siyahlandiracak kadar H,S
tiretemeseler de, sisteinli besiyerlerinde az miktarlarda H,S tirettikleri saptanmistir
(Bilgehan 2000b). Karbon kaynag:i olarak sitrati kullanamazken, asetati
kullanabilirler. Potasyum siyaniir (KCN) varliginda iiremezler ve jelatini hidrolize
etmezler. Indol (1), Metil Kirmizis1 (M), Voges Proskauer (V) ve Sitrat (C) birlikte
incelenir (IMVC testleri). E.coli i¢cin IMVC testleri (+, +, -, -) olarak saptanir (Erdem
19994, Bilgehan 2000a, Cabral 2010).

E.coli’nin baz1 suslar1 laktozu 24 saatten daha uzun siirede fermente ederler.
Bunlara Paracoli-coliform veya Paracolobactrum denir. Bu suslar ozellikle hizli

tespit metotlarinda sorun ¢ikarabilirler (Toreci 2002, Giinaydin 2004).

E.coli suslar fakiiltatif anaerob oldugu igin hem oksijenli hem oksijensiz
ortamda tireyebilirler. Fermentasyon yapabildigi i¢in kontamine olmus gidalarda ve
iceceklerde, diger gastrointestinal patajonlere gore daha kolay tespit edilmektedirler
(Torres 2011).

Cizelge 1.1. Escherichia coli 'nin biyokimyasal 6zellikleri (Jawetz ve ark 2001).

+ pozitif reaksiyon - negatif reaksiyon  d degisken reaksiyon

Hareket + Metil kirmizis1 (MR) +
Kapsiil - Voges-proskauer (VP) -
Glikoz (gaz) + Sitrate -
Laktoz (acid) + Jelatin -
%Kljggt)rofenil-ﬁ -galaktozid + | Fenilalanin deaminaz -
Sakaroz D | Ureaz -
Salisin D Hidrojen siilfiir (H,S) -
Adonitol - Potasyum siyaniir (KCN) -
Dulsitol D Glukonat -
Inozitol - Malonat -
Mannitol + Lizin dekarboksilaz +
Indol + Ornitin dekarboksilaz D




1.6. Antijenik Yapisi

E.coli karmasik bir antijenik yapiya sahiptir. Kauffmann tarafindan antijenik
Ozelliklerine gore 1944 yilinda simiflandirilmistir. Buna gore hiicre duvarinda
bulunan lipopolisakkaritlerdeki O-spesifik polisakkarit (somatik) zincirine gore
serolojik olarak serogruplara, H (kirpik) ve K (kapsiil) antijenlerine gore de
serotiplere ayrilmaktadir. Bugiine kadar 170’in tizerinde O-antijeni, 50°nin tizerinde
H-antijeni ve 100’den fazla K-antijeni tanimlanmistir. Kapsiil antijeni (K)
serotiplendirmede nadiren kullanilir. Binden fazla antijenik tip mevcuttur. Bilinen
tim E.coli serotiplerinin sadece %8-10’u, iiriner sistem enfeksiyonlarma neden olan
E.coli serotiplerinin tgte ikisini olusturur. En sik rastlanan triner sistem enfeksiyon
etkeni serotipler 0, 1, 2, 4, 6, 7, 8, 9, 11, 18a, 18b, 22, 25, 50 ve 75’ tir (Nataro ve
Kaper 1998, Bilgehan 2000b).

1.6.1. O (Somatik) Antijeni

Somatik antijenler endotoksin yapisinda antijenlerdir. O antijenleri LPS’ in
polisakkarit kisminda bulunan somatik veya hiicre duvari antijenleridir. Bu antijen O
antiserumunda ¢apraz tepkime ile sekillenmektedir. O antijenleri sicakliga
dayaniklidir ve 2,5 saat kaynatmaya dayanabilirler. Alkole direngli, formole
dayaniksizdir (Eklund 2005).

170’den fazla E.coli O antijeni arasinda ¢apraz reaksiyon olmasinin yani sira
aile iginde de Salmonella, Shigella, Citrobacter ve Providencia cinsi O antijenleri ile

de ¢apraz reaksiyon gozlenir (Bilgehan 2000b, Téreci 2002, Ongen 2008).

O antijenlerini belirlemenin pratik bir nemi yoktur, zahmetli bir islemdir ve
rutin laboratuvarlar igin olanaksizdir. LPS’ in iginde kor (core) antijeni denilen ve O
sero grubunun 6zelligini tasimayan kismi1 vardir ve bu kisim bakterinin endotoksinini

olusturan lipit A ile iligkilidir (T6reci 2002).
1.6.2. H (Hauch= Kamg¢1) Antijeni

H antijenleri kirpik antijenleridir ve bu nedenle E.coli gibi sadece hareketli
Enterobacteriaceae iiyelerinde bulunurlar. H antijeni, protein yapisindadir ve
bakterinin hareketi, E.coli’nin hiicre yiizeyinde bulunan flagellumlarin donmesi ile

olmaktadir. Flagellanin alt birimi olan flagellum H-antijenine uygun protein
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tasimaktadir. Hareketsiz (Nonmotile=NM) olan suslarin hareketsizlik 6zelligi genlere
baghidir (Eklund 2005).

Elliden fazla H antijeni belirlenmistir. Bir susun H antijenini belirlemenin
(Ornegin; EHEC 0157: H7) serotipi disinda fazla énemi yoktur. O, K antijenlerine
nazaran sicakliga duyarhidirlar. 100°C’de 1sitilmakla, alkol ve proteolitik fermentlerle
yapilar1 bozulur. Ancak formole direnglidir. Birbirleri ile ve diger bakterilerin H

antijenleri ile capraz reaksiyon vermezler (Bilgehan 2000b, Bozkaya 2005).
1.6.3. K (Kapsiil) Antijeni

K antijeninin varlig1 ilk kez bakteriyel agliitinasyon testleri ile belirlenmistir.
Birkag farkli molekiil yapilar tizerinde ¢alisan uzmanlar K antijeninin polisakkarit

icerdigini gozlemlemislerdir (Nataro ve Kaper 1998).

K antijenlerinin sayis1 80 civarindadir. Eskiden A, L ve B antijenleri olarak
gruplandirilirken, buglin A antijeni grupl kapsiiler polisakkarit olarak
adlandirilmaktadir. Bu antijen kaynatilmaya ve pH:6’ya dayaniklidir, az sayida
serogruptaki suslar tarafindan olusturulur. Bu antijenleri olusturan E.coli bakterileri
O antiserumlar1 ile agliitine olmazlar. L ve B antijenleriise grupll kapsiiler
polisakkaritler olarak adlandirilir, ¢ok sayida serogruptaki suslar tarafindan
olusturulurlar. K antijenleri 100° C’ de 1-2 saat kaynatildiginda inhibe olurlar, pH
6’ya dayaniklidirlar (Bilgehan 2000b, Toreci 2002).

K 1,2, 3,5, 12 ve 13 antijenleri iceren E.coli suslar1 piyelonefrit etkenidir. En
stk saptanan K1 antijeni olup bu antijenin opsonizasyon ve fagositoza engel olma
mekanizmasi bakteri hiicre yiizeyine hidrofilik ve negatif yiiklii 6zellik kazandirmasi
ile olur. Ayrica alternatif kompleman yolunu inhibe ederek, kompleman sisteminin
bakterisidal etkisini yok eder (Dieckhaus 2003).

1.6.4. Fimbriya Antijenleri

Fimriya antijenleri eritrosit ve cesitli hiicrelere bakterinin aderensi saglayan
protein yapida antijenlerdir (Farmer 1995, Erdem 1999b, Téreci 2002).

Serotiplendirmede o6ncelikle O ve H antiserumlari kullanilir. Serotiplerin

antijenik formiili O, H ve K harflerinin yanina rakamlarin yazilmasiyla gosterilir.
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(Ornegin; O: 26 H: 1, O11: K76: H7) E.coli suslarinin antijen yapilarmin
belirlenmesi, 6zellikle epidemiyolojik ¢aligmalarda onem kazanmaktadir (Erdem
1999b, Téreci 2002, Ongen 2008).

1.7. Viriilans Faktorleri

Yapisal faktorler, hiicre disina salgilanan toksinler, enzimler ve gesitli
dokulara tutunmayi saglayan bir takim organeller E.coli’lerin viriilansina katkida
bulunurlar (Murray ve ark 1998, Ustacelebi 1999).

1.7.1. Kapsiil

Kapsiil, fagositik yutulmaya karsi koruma ve konaktaki kompleman iliskili
bakterisidal etkiyi saglamaktadir. Iki kapsiiler tip bulunmaktadir K1 ve K2. Bunlar
doku bilesenleri ile molekiiler benzeme gostermekte bu sayede de immun cevaptan
kagabilmektedirler (Emody ve ark 2003).

Menenjitli yenidoganlardan izole edilen E.coli kokenlerinin %80’ K1
kapsiili tasimaktadir. Kapsiill mikroorganizmayr in vitro sartlarda konak
savunmasinin oldiiriicti etkilerinden korur, beyin omurilik sivis1 ve kan dolasiminda
bakterinin canliligini siirdiirmesini saglar (Mandell ve ark 1995, Murray ve ark 1998,
Ustagelebi 1999, Lewinson ve Jawetz 2000). idrar yolu enfeksiyonlarma neden olan
¢ogu koken kapsiillidiir, bunlar serumda uzun siire canli kalip sistemik
enfeksiyonlara da yol agabilirler (Salyers ve Whitt 1994, Mandell ve ark 1995).

1.7.2. Adezinler

Yiizey virulans faktorleri, temel olarak fimbriya kokenli gesitli adezinlerden
olugsmaktadir. Fimbriyalar sa¢ benzeri ince, protein alt birimlerinden meydana gelmis
yapisma organelleridir. Fimbriyalar hiicre sitoplazmasindan kdken almistir ve hiicre
membranindan disar1 ¢ikmaktadir. Bakterinin epitelyuma tutunmasimi saglayan
iiroepitelyum hiicrelerinin glikoprotein veya glikolipit kisimlarma baglanirlar. ilk
olarak 1960’larda J. P. Duguid tarafindan tanimlanmistir (Emody ve ark 2003,
Kucheria ve ark 2005).
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Tip 1 fimbriya (Mannoz Sensitive-MS)

En fazla eksprese edilen virulans faktoriidiir. Uropatojen E.coli’lerin % 80’inden
fazlasinda bulunur. Mannoza duyarli fimbriyalardir. Tip 1 fimbriya E.coli’lerin mukozal
hiicrelere tutunmasmm saglar (Blazquez ve ark 1999, Ustagelebi 1999). Bakteriyel
adezyonu, invazyonu ve biyofilm olusmasimi diizenlemektedir. Bu fimbriyalar, konak
hiicre yiizeyinde bulunan glikoprotein molekiillerindeki oligosakkaritleri  taniyarak
baglanmaktadirlar. Yalmzca Tip 1 fimbriya olusturan suslar idrar yapma sirasinda idrarin
yikayici etkisi ile idrar kesesinden disar1 atilir. Tip 1 fimbriya ayrica idrarda normal olarak
bulunan Tamm-Horsfall proteinine de, mannoz agisindan zengin olmasi nedeni ile
tutunma ozelligi gosterir. Tip 1 fimbriya bakterinin fagositoza olan duyarliligini artirir
(Erdem 1999b, Emody ve ark. 2003, Kucheria ve ark 2005).

P Fimbriya

Uriner sistem epiteline yapisma yetenegi vardir, siklikla sistitler ve
asemptomatik bakteriiirili vakalarda goriilmektedir (Rytlewska ve ark 2003). insan

eritrositlerini aglutine etme 6zelligine sahip “mannoza direngli” bir fimbriyadir.

P fimbriya olarak adlandirilmasinin nedeni, 6zgiil olarak eritrosit ve
tiroepitelyal hiicrelerdeki P kan grubu antijenlerine baglanmasidir. Bu tip fimbriya
ancak bazi E.coli suslari tarafindan belirli ¢evresel lireme kosullarinda yapilir.

Uroepitelyal hiicrelere yiiksek oranda adere olurlar (Tungkanat 1993).

Genellikle TYE’ye neden olan E.coli kokenlerinde bulunan ve Pap pili
(pyelonephritis associated pili) olarak da bilinen bu fimbriya p-D-Gal, 1-4 a-DGal
disakkaritleri igeren P kan grubu antijenlerine spesifik olarak baglanabilme 6zelligine
sahiptir. P kan grubu antijenleri toplumdaki bireylerin %99’unda bulunmaktadir.
Birgok farkli antijenik tipte P fimbriya olmasimna ragmen hepsinin reseptori
benzerdir. P pilinin tutunma bolgeleri bdbrek ve mesanede bir¢cok hiicrede
bulunabilir. P fimbriyaya sahip E.coli kdkenlerinin kolonizasyonu, akut komplike
olmayan piyelonefrit olusumu i¢in 6nemli bir faktérdiir. P fimbriyaya sahip E.
coli’lerde adezyon mannoz varliginda inhibe olmaz dolayisiyla bunlara mannoz
direngli kokenler denir (Salyers ve Whitt 1994, Mandell ve ark 1995, Lewinson ve
Jawetz 2000, Hooton 2001, Wilson ve Sande 2001, Sheng ve ark 2002).
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S Fimbriya

Bakteriyemi etkeni olan E.coli kokenlerinde bulunur. Bakterilerin beyin
ventrikiillerine, koroid pleksusa ve damar epitelindeki reseptorlere tutunmasini saglar
(Ustagelebi 1999). S fimbriya adezinlerinin iyeleri siklikla ekstraintestinal E.coli
suslarinda gériiliir (Mandell ve ark 1995). Uropatojenik E.coli suslarinda 6ncelikle
Tip 1, P ve S fimbriyal adezinleri goriliir (Mandell ve ark 1995).

Ayrica bazi E.coli kokenlerinde a fimbriyal adezin (AFA-1 ve 2) ve X Faktor (Dr
adezin) gibi pili olmayan adezinler bulunmaktadir. ‘Dr hemagliitinin’ de denen X faktor,
P kan grubu antijenleri ve mannoz igeren bdlgeler disindaki alanlara tutunan ve IYE’ye
neden olan E.coli’lerin virulansinda 6nemli rolii olan bir yapidir. Dr hemagliitinin
yapimini kodlayan Dra operonu, sistitli hastalardan izole edilen E.coli kdkenlerinde
saptanmustir (Salyers ve Whitt 1994, Ustagelebi 1999, Sheng ve ark 2002).

1.7.3. Ekzotoksinler
Enterotoksinler

Diyare etkeni enterotoksijenik E.coli kokenleri tarafindan, 1siya dayanikl
(Stabil toksin) ve 1siya dayaniksiz (Labil toksin) olmak iizere iki tip enterotoksin
salgilanir (Murray ve ark 1998, Ustagelebi 1999, Lewinson ve Jawetz 2000).

1-Labil Toksin (LT): LT-1 ve LT-2 olmak iizere iki tiptir ve plazmid
tarafindan kodlanirlar. LT-1 yiiksek molekiil agirlikli (86000 dalton), kolera
toksinine benzer, 1siya duyarli bir toksindir. A ve B olmak iizere iki kisimdan
meydana gelir. B pargas1 ince barsaklarda GM1 reseptoriine baglandiktan sonra A

pargast hiicre igine girerek toksik etki gosterir.

Adenilat siklaz1 aktive ederek hiicre iginde CAMP miktarini artirir ve barsak
bosluguna bol miktarda sivi ve NaCl gegisine neden olur. Sonugta 16kositsiz sulu
diyare meydana gelir. LT-2 ise daha ¢ok hayvanlarda goriilen enfeksiyonlarda rol
oynar (Salyers ve Whitt 1994, Mandell ve ark 1995, Ustagelebi 1999, Wilson ve
Sande 2001).

2-Stabil Toksin (ST): Yaklagik 18-50 aminoasidin disilfit baglariyla
baglanarak meydana getirdigi kiiciikk polipeptid zincirlerdir. Disiilfit baglar
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nedeniyle 1siya direnclidirler (100°C’de 30 dk. yapilarni korurlar) (Mandell ve ark
1995, Ustagelebi 1999).

Stabil toksin STa ve STb olmak iizere iki tiptir. STa LT’ye benzer bir diyare
olusturur. Etkisini guanilat siklazin aktivasyonu sonucu cGMP miktarini artirarak
olusturur. LT barsak liimenine bol sivi ve elektrolit salgilanmasina neden olur
(Salyers ve Whitt 1994, Mandell ve ark 1995, Ustacelebi 1999, Wilson ve Sande
2001). STb ise cGMP ve cAMP diizeylerini degistirmez. Hiicre i¢i kalsiyum
miktarini artirir, serotonin ve prostoglandin E2 salimmini uyarir. Ayrica diger
toksinlerin aksine barsak mukoza hiicrelerine zarar verir ve epitel hiicre kaybi,
ozellikle de villus atrofisine neden olur. Sonugta absorbsiyonun azalmasiyla beraber

ozmotik diyare meydana gelir (Wilson ve Sande 2001).

Genellikle hem LT hem de ST salgilamir ancak diyare olusmasi i¢in birisi yeterlidir.
Toksinler hiicreye ozgiildiir, kalin barsak hiicreleri uygun reseptorler tagimadigmdan
toksinlere duyarl degildir (Mandell ve ark 1995, Lewinson ve Jawetz 2000).

Verotoksinler

E. coli’lerin O157: H7 serotipi, kiiltiirde vero hiicrelerine ve kalin barsak
mukoza hiicrelerine yaptiklar1 toksik etkiden dolayr ‘verotoksin’ adi verilen ve
Shigella’larin shigatoksine benzerligi nedeniyle shigalike toksin 1-2 (SLT 1-2)
dedenen toksinler tiretir (Mandell ve ark 1995, Murray ve ark 1998, Ustagelebi 1999,

Lewinson ve Jawetz 2000, Wilson ve Sande 2001).

Hemolizinler

a—Hemolizin tiropatojen E.coli’lerde en sik rastlanan virulans faktorlerinden
bir tanesidir. Idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan bazi E.coli kokenleri eritrositleri
lizise ugratan ve ayn1 zamanda diger hiicre tiplerini 6ldiiren ekstraselliiler bir toksin
tretirler (Salyers ve Whitt 1994, Mandell ve ark 1995, Murray ve ark 1998). Bu
toksin ‘resiniferatoksin’ (RTX) ailesine ait olan por yapan toksindir. Is1 degisken bir
hiicre dis1 proteindir. Plazmid veya kromozomal kokenli olabilir. Hedef hiicreler
eritrositler, 16kositler, endotel ve renal epitel hiicreleridir. RTX toksinleri okaryot
hiicre membraninda por olustururlar. Toksin ile kalsiyum baglanmasi por olusumu

icin Onemlidir. Bu olusum, sitoplazmik bilesenlerin serbest kalmasina neden
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oldugundan, toksinin yiiksek miktarlari hiicreleri lizise ugratir (Salyers ve Whitt
1994, Murray ve ark 1998).

Béyle bir durum bobrek hasarina neden olabilir. infeksiyon siiresince spesifik
antikorlarin  sentezinin teminini saglamaktadir. Hemolizin {retimi; en fazla
piyelonefrit hastalarindan izole edilen suslarda goriilmekte, bunu sistit hastalarindan
izole edilen suslar izlemektedir (Emody ve ark 2003, Kucheria ve ark 2005, Rama ve
ark 2005).

1.7.4. Endotoksinler

E.coli’lerin hiicre duvar lipopolisakkaridi (LPS) olan endotoksinler ates,
hipotansiyon ve yaygin damar i¢i pihtilasmaya neden olurlar (Mandell ve ark 1995,
Lewinson ve Jawetz 2000). LPS’nin P pili ile sinerjik olarak immun yanitta rol
aldigina dair bazi kanitlar vardir. idrar yolu enfeksiyonu etkeni E.coli’lerin sicanlarin
mesanesine inokiilasyonuyla insanlardakine benzer bir bagisik yanit olusumu
gozlenir. Bu yanit polimorf niiveli 16kositlerin mukozaya hareketi ve liimen veya

mesane igine sitokinlerin salinimi ile karakterizedir (Salyers ve Whitt 1994).

1.7.5. Diger Virulans Faktorleri

Demir saglamakta rol oynayan siderofor sistemler ile aerobaktin, sitotoksik
nekroz yapici faktor (CNF) ve bazi antifagositik mekanizmalar da E.coli viriilansina
katkida bulunmaktadirlar.

Sitotoksik Nekroz Yapicr Faktor 1 (CNF1)

Uropatojenik suslarda bulunan virulans faktérlerinden biridir. Fagositoz ve
apopitoz ile iliskilidir. Konak dokularda direkt sitotoksisiteye neden olmaktadir
(Emody ve ark 2003, Yamamoto 2007).

Sitolizin A: Konak hiicre apopitoz ve hiicre siklusunu durdurma aktiviteleri

gostermektedir (Emody ve ark 2003).

Sideroforlar: Diisik molekiiler agirlikta olan molekiillerdir. Demire (Fe*?)
kars1 yiiksek ilgileri vardir. Demir baglanmis sideroforlar, reseptorler araciligi ile
siderofor-demir kompleksinin bakteri membranindan ve sitoplazmadan gegisini

kolaylagtirmaktadir. Sinirli demir varligi, bakteriyel patojenlere karsi 6nemli bir

15



konak savunmasidir. E.coli aerobik metabolizma ve g¢ogalma i¢in demire ihtiyag
duyar. Infeksiyona kars1 olusan konak cevabr ise iiropatojen E.coli i¢in gerekli olan
demir kullanim miktarmi azaltmaktadir (Emody ve ark 2003, Rama ve ark 2005,
Wiles ve ark 2008, Vagrali 2009).

1.8. Plazmidleri, Bakteriyosinleri

Bakterilerin iginde ve kromozomlarin disinda bulunabilen DNA yapisinda,
icinde bulunduklar1 bakterilere baz1 6zellikler kazandiran ve bu 6zellikleri genetik
olarak kontrolii altinda tutan 4-400 kilobazlik elementlere plazmid denir. Plazmid g¢ift
iplikli, kromozomdan bagimsiz olarak ¢ogalabilen, kromozom dis1 genetik
elementlerdir. Bunlar metabolizma ile ilgili olaylarda ve cesitli antibiyotiklere direng
kazanmada rol alirlar. Antibiyotik direncinin hizla yayilmasina yol agabilirler. Bu
yayilimi birkag yolla yapabilirler. Spesifik bir organizmanin tek bir klonu, mutasyon
veya direngli bir plazmidin kazanilmasi ile direngli hale gelebilir. Meydana gelen bu
direngli organizma spesifik yerlere adapte olmasini saglayan genlere sahiptir.
Konjugatif plazmidler bir tiirden diger bir tiire transfer olabilirler. Boylece daha 6nce
duyarli olan tiirlerde yeni antibiyotik direnci salgmlarmin ortaya g¢ikmasina yol
acabilirler. Plazmidlerdeki direng genleri kiiciik mobil genetik elementler
(transpozonlar, integronlar, gen kasetleri gibi) icinde yerlesebilirler. Bazen direng
bakteri toplulugundaki diger diren¢ genleri ile baglantili plazmidlere veya
kromozomlara gegebilirler. Bu sekilde birbiri ile ilisiksiz birden fazla ilaca kars1 es

zamanli direng gelisebilir (¢oklu ilag direnci) (Kuyucu 2007).

Escherichia coli suslar1 aymi tiiriin diger suslarini Oldiiriicii etkiye sahip
bakteriyosinler tiretebilmektedir. E.coli tarafindan iiretilen bakteriyosin kolisin adini
alir. 1925 yilinda A.Graita tarafindan kesfedilmistir. Plazmid DNA tarafindan
kodlanmaktadir ve yiiksek molekiiler agirliga sahip proteinlerdir. Kolisin gen
kiimeleri plazmidler {izerinde kodludur ve toksinin iiretiminden sorumludur.
Bakteriyosinlerin etki mekanizmalari, hiicre zarinda por olusturma, DNA, rRNA ve
tRNA’ya kars1 niikleaz aktivitesi gosterme gibi esaslara dayanir. Kolisinler,
Gramnegatif bakteriler tarafindan iiretilen tiim bakteriyosinlerden farkli olarak biiyiik
proteinlerdir. Hiicre zarinda por olusturan kolisinlerin biiyiiklikleri 449-629 amino
asit arasinda degisim gosterir. Niikleaz bakteriyosinlerinin amino asit sayis1 ise daha
genis araliktadir (178-777 amino asit) (Trautner ve ark 2005, Akkog ve ark 2009).
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1.9. Klinik Tablo

Santral sinir sistemi enfeksiyonlarina Escherichia, Citrobacter; Alt solunum
yolu enfeksiyonlarina Klebsiella, Enterobacter, Escherichia; Bakteriyemi ve sepsise
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter; Sindirim sistemi enfeksiyonlaria Salmonella,
Shigella, Escherichia, Yersina; Uriner sistem infeksionlarina Escherichia, Proteus,
Klebsiella, Morganella tiirleri neden olmaktadir (Patrick ve ark 2010).

Escherichia coli, normal barsak florasinda yer alan bakterilerdendir.
Barsaklarda diyare olusturan suslari disinda kommensal olarak yasarlar. Ancak
viicutta baska bir organa, dokuya gectiklerinde enfeksiyona neden olabilirler.
E.coli’nin olusturdugu hastaliklar1 barsaklarda olusan ve barsak disinda olusan

hastaliklar olarak ikiye ayirmak gerekir (Erdem 1999c).
1.9.1. Barsak Dis1 E.coli Kaynakh Enfeksiyonlar

Barsak dis1 E.coli enfeksiyonlarindan en sik goriilen, idrar yolu enfeksiyonlaridir.
E.coli hastane ve toplum kdokenli idrar yolu enfeksiyonlarindan en sik izole edilen
patojen olup olgularin yaklasik %80-95’inde etken olarak saptanmaktadir (Soyletir
ve Topgu 1996, Goettsch ve ark 2000, Kaya ve ark 2001, Kaygusuz ve ark 2001).

Idrar yolu enfeksiyonlar: tiim diinyada onemli bir morbidite nedenidir.
Enfeksiyon gelisiminde, iiropatojen bakterinin virtilans1 yaninda cinsiyet, gebelik,
sonda kullanimi, diyabet ve yaslilik gibi konaga ait faktorlerde rol oynamaktadir
(Hooton 1997).

Idrar yollar1 enfeksiyonlar ¢ocuklarda solunum sistemi enfeksiyonlarindan

sonra en sik ortaya ¢ikan enfeksiyonlardir (Mc Millan ve ark 1999).
Uropatojenik E. coli (UPEC)

Uropatojenik E. coli (UPEC) suslari idrar yollari enfeksiyonlarinin en énemli
nedenidir (Walters ve ark 2012). Uropatojenik E. coli (UPEC), idrar yolu
enfeksiyonlarmin %90’1inin nedenidir ve eriskinlerde goriilen komplike vakalarin
%80’inden sorumludur. UPEC idrar yolu epitel hiicrelerine 6zellikle baglanabilen

fimbriyalara sahiptir. Uriner sisteme bagl olarak en fazla sistit ve piyelonefrit
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goriiliir. Safra ve safra yollarina yerlesmeleri ile kolesistit ve kolanjite neden
olabilirler (Kara 2007).

Gebelik, bobrek veya idrar kesesinde tas, tireter darlik, prostat hipertrofisi
gibi idrar akisin1 zorlastiran nedenler enfeksiyona zemin hazirlar. E.coli idrar
yollarina asendan, hematojen veya lenfojen yolla erisir. Asendan yol o6zellikle
kadinlarda gelisen enfeksiyonlarda rol alir. Kadmnlarda kisa firetranin ucunda
kolonize olan E.coli idrar kesesine gegebilir. Kadinlarin yaklasik %10-35’i
yasaminin her hangi bir dsneminde IYE gecirmektedir. Hematojen yolile enfeksiyon,
daha siklikla yenidoganlarda goriiliir. Lenfojen bulasa ise kalin barsak lenf dolasimi
ile idrar kesesi lenf dolasimi arasindaki iliski neden olur. En 6nemli konak faktorii,
normal tiriner akimin tikanmasi (prostat hipertrofisi, tas, konjenital anomaliler) veya

sonda gibi yabanc1 cisim varligidir.

Komplike olmayan IYE icin 6zgiin virulans faktorlerine gerek vardur.
Bunlardan en onemlisi P fimbriya’dir. P antijeni olmayan kisilerde komplike
olmayan IYE goriilmez. Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarinda altta yatan bir

neden olup olmadig arastirilmalidir (Erdem 1999¢, Ozkuyumcu 2009).
1.9.2. Barsaklarda Olusan E.coli Kaynakh infeksiyonlar

Barsaklarda hafif diyareden, kolera benzeri agir sivi kayiplariyla seyreden
diyareye yada beraberinde hemolitik tiremik sendrom gibi hayati tehdit eden
komplikasyonlar1 olan kanli diyareye kadar farkli seyirlerde gastrointestinal sistem

hastaliklarina neden olmaktadir (Erdem 1999c).
Enterotoksijenik E.coli (ETEC)

ETEC, ilk kez 1960’11 yillarda diyare ile iliskilendirilmistir. Genellikle kiigiik
cocuklarda dehidratasyona ve malniitrisyona Yol agabilen birka¢ giin siiren bol sulu

diyareye neden olur (Cabral 2010).

Diger barsak patojeni E.coli suslar1 gibi, fekal-oral yolla ve kontamine su ve
besinlerle bulasir. Mide asiti koruyucu faktordiir. Gelismekte olan iilkelerde iki yas
altindaki ¢ocuklarda ciddi seyirli ishale neden olurken, geri kalmis iilkelerde
eriskinlerde kolera benzeri tabloya neden olmaktadir. Bu iilkelerde toplumun 6nemli

bir kism1 kismen de olsa bu bakteriye kars1 bagisiktir. Gelismis iilkelerden ziyaret
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amaciyla bu tlkelere gelenler enfeksiyonlara duyarli olabilmektedir ve ETEC’e bagh
turist ishali gelisebilmektedir (Berkiten 2005, Forbes ve ark 2007, Murray ve ark
2009).

Hastaliginin en belirgin semptomlari; ishal ve abdominal kramplardir, bazen
de bulanti, bas agrist eslik edebilir ancak genellikle kusma ve atese az rastlanir.
ETEC genellikle nispeten hafif sulu ishale neden olurken, bazi yeni ETEC salginlar
kendisini uzamis hastalik stiresi ile gostermektedir (Erdem 1999b, Miller ve Tang
2004, Donnenberg ve ark 2005).

Enterotoksijenik E. coli kokenleri ince bagirsak mukozasina kolonizasyon
faktor antijenleri (colonization factor antigens: CFA) denilen adhezinler araciligi ile
baglanir. Tarihsel olarak CFA veya E. coli yiizey antijenleri ismi verilen bu yapilar
esas olarak bakteri piluslarindan olusur. E. coli kokenlerinde 20’den fazla farkli pilus
vardir ve bunlar konak reseptorlerine 6zgiildiir. Her bir pilusa karsi olusan antikorlar
0 serotipe karsi koruyucudur ama digerine karsi koruyucu degildir. Dolayisiyla
cocuklar birden fazla ETEC ishali gecirebilir. Eriskin yasta ise daha onceki
karsilasmalardan dolay1 bu bakteriye bagli ishallerin goriilmedigi kabul edilmektedir
(Orskov 1984, Puente ve Finlay 2001, Donnenberg ve ark 2005, Forbes ve ark
2007).

Sahip olduklar1 kolonizasyon faktorleri, yiizeyel antijenleri ve uzun piluslart
araciligi ile barsak epiteline kolonize olan bu bakterilerin iki tiirlii ekzotoksin
yaptiklart bilinir. Bu ekzotoksinlerden birinin isiya duyarli (LT), digerinin 1siya
direngli (ST) enterotoksinler olduklari, 1siya direngli olan enterotoksinin bir
plazmidile diizenlendigi ortaya konulmustur (Erdem 1999a, Berkiten 2005).

Enteropatojenik E.coli (EPEC)

Ilk defa 1940 yili yaz aylarinda gocuklarda goriilmesiyle tanimlanmistir
(Johnson ve Nolan 2009). Bebeklerde ve 2 yas altindaki ¢ocuklarda sik goriiliir.
Hastanelerde, bebek servislerinde ve kreslerde salginlara yol acar. Erigkinlerde
nadiren goriiliir (Erdem 1999a, Berkiten 2005, Donnenberg ve ark 2005).

Cocuklarda ve kiiciik bebeklerde siklikla siddetli, uzun siiren, mukuslu-

kansiz-sulu diyareye neden olur. Kusma ve ates seklindeki bulgular EPEC
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hastaliginin belirgin o6zellikleri olarak kendisini gosterir. EPEC enfeksiyonunun
kronik diyare ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu nedenle malabsorbsiyon,
malnutrisyon, kilo kaybi1 ve biiyiime geriligi gibi sekellere neden olabilir (Erdem
1999a, Donnenberg ve ark 2005).

Enteropatojenik E.coli suslari enterotoksin olusturmaz ve invaziv degildir.
Bulasma insandan insana fekal-oral yolla veya bebek mamalarinin bu suslar ile
kontamine edilmesi ile olur. Daha ¢ok yeni doganlarda ve 2-3 yas grubu ¢ocuklarda
goriilen diyareye neden olur. Eriskinlerde farinkste kolonize olan suslar da kaynak
olabilir. Siit bebeklerinde EPEC enfeksiyonlarmna nadiren rastlanir ve memeden

kesilme sonrasindaki aylarda hastalanma riskleri artar.

Cesitli salginlarda 6lim oram1 %0-%70 arasinda, ortalama ise %6’dur.
Yenidoganlarda ise %16°dir. Biitiin diinyada goriiliiyor olsa da son 20 yilda gelismis
tilkelerde ¢ok daha az goriilmektedir. Geri kalmis filkelerde ise hala 6nemini
korumakta ve ozellikle yaz aylarinda daha sik salginlara yol agmaktadir (Toreci
2002, Giinaydin 2004, Bozkaya 2005).

Bu mikroorganizma tutunma ve yapisma-bozma (A/E; Attaching-Effacing)
ad1 verilen 6zel bir mekanizma ile barsak epiteline sikica tutunarak ishale neden olur.
Dokuya sikica baglandiktan sonra bir inflamasyon reaksiyonu olusturur. Ince barsak
mukoza hiicrelerine plazmid kontroliindeki pililer yardimiyla tutunarak o bolgedeki
mikroviluslara zarar verir (Erdem 1999b, Berkiten 2005, Eklund 2005).

Klasik EPEC serotipleri tipik olarak HelLa ve Hep-2 hiicrelerine 6zgii bir
lokalize aderens paterni gostermektedir (Salyers ve Whitt 1994, Clarke 2001,
Donnenberg ve ark 2001, Puente ve Finlay 2001, Murray ve ark 2009).

Enteropatojenik E. coli virulans faktorleri kromozom ve plazmidler {izerinde
bulunan genlerin kontroliindedir. EPEC’in patojenitesinin tiim 6zelliklerini
gostermesi i¢in iki genetik elemanin olmasi gerekir. Birincisi EPEC adherence factor
(EAF) plazmidi denilen ve tip IV fimbriya veya demet olusturan piluslar (bundle
forming pilus: bfp) denilen piluslar1 kodlayan plazmidler tasir, ikincisi de yapisma ve
bozma etkisidir ki “enterosit bozma lokusu™ (locus of enterocyte effacement. LEE)
denilen bir T3SS (Type 3 secretion system: tip 3 sekresyon sistemini) intimin denilen

dis membran adhezini, transloke intimin reseptorii (Tir) ve diger proteinleri kodlayan
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bir patojenite adasi tarafindan yonetilir (Donnenberg ve ark 2001, Murray ve ark
2009).

Tipik EPEC’ten kast edilen organizmanin hem EAF plazmidi hem de LEE
patojenite adasini birlikte tasimasidir. Bu kokenler enterositlere lokal adherens
gostererek baglanir. Atipik EPEC kokenleri ise EAF plazmidleri tasimazlar,
dolayisiyla bfp tasimazlar ve bunlar daha az patojendir. Bu o6zellikleriyle bfp’nin
enfeksiyonun baslangicindaki adherensi yonlendirdigine ve daha sonra bakterinin
barsak yiizeyine dagilmasina yol a¢tigina inanilmaktadir. EPEC’in baslica adhezin
faktorleri bfp, intimin ve T3SS’inde yer alan EspA proteinidir (Donnenberg ve ark
2001, Murray ve ark 2009, Bardiau ve ark 2011).

Enteroinvaziv E.coli (EIEC)

EIEC ilk kez 1944 yilinda Paracolon bacillus olarak tanimlanmis ve daha
sonra E. coli 0124 olarak adlandirilmigtir. 1971 yilinda, gelismemis iilkelerde
goriilmistiir. EIEC enfeksiyonunun tipik ozelligi olan kanli diyare, Diger E.coli
diyarelerine oranla daha seyrektir. Bu suslar ile enfeksiyon daha ¢ok kontamine
besinlerle bulasir ve biitiin diinyada seyrek olarak rastlanir. Insandan insana bulas
olmaz (Brooks ve ark 2004, Berkiten 2005).

EIEC suslar1 genel olarak hareketsiz, laktozu fermente etmez veya geg
fermente ederler, lizin dekarboksilaz negatiftir (Toreci 2002, Giinaydin 2004,
Bozkaya 2005, Cabral 2010).

EIEC dogrudan kolon mukozasina invazyon yapar, epitel hiicreleri iginde
cogalir, epitel hiicrelerini tahrip eder. Doku hasari olusturur. Shigella’larin yaptigi
dizanteri gibi enterit olusturur (Brooks ve ark 2004, Berkiten 2005).

Klinik tablo Shigella benzeri bir patoloji ile ortaya ¢ikar. Shigella ve E.coli o
arasinda capraz reaksiyon gosterilmistir. Shigella dizanterisine benzer bulgularin
saptanmasina ragmen, EIEC suslarinin hastalik yapabilecek infektif dozu Shigella’ya
gore ¢ok daha yiiksektir. Daha ¢ok besin kaynakli diyareye neden olurlar. Ates, karin
kramplar1 ve kanli-mukuslu tipik dizanteri veya sulu diyare yapar, titreme ve
halsizlikle karakterize edilmistir (Erdem 1999b, Tulek 2001, Téreci, 2002, Giinaydin
2004, Bozkaya 2005, Cabral 2010).
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Enterohemorajik (Verotoksijenik) E.coli (EHEC-VTEC)

EHEC’in patojen E. coli sinifinda bulunmasi iki o6nemli c¢alismaya
dayanmaktadir. Birinci ¢alisma, Riley ve ark.’nin 1983 yilinda iki salgin hakkinda
yaptiklar1 arastirmadir. Hastalarda kramp seklinde karin agrisi, sulu ve kanli diyare
gibi tipik sindirim sistemi semptomlarina rastlanmistir. Bu hastalik 6nce hemorajik
kolit (HC) olarak tanimlanmis ve bir hazir gida zincirindeki IYE pismemis
hamburgerlerden kaynaklandigi belirlenmistir. Bu hastalardan alinan disk:
orneklerinde, daha 6nceden nadir goriilen bir E. coli serotipi olan E. coli O157:
H7’ye rastlanmistir. ikinci calismada Karmali ve arkadaslari 1983 yilinda diskida
fekal sitotoksin iireten E. coli ile hemolitik iiremik sendrom (HUS) arasindaki iliski
IYE rapor etmislerdir (Karmali ve ark 1983, Riley ve ark 1983, Nataro ve Kaper
1998).

5 yasindan kii¢iik cocuklarda ve 65 yas lizeri bireylerde daha fazla olgular
goriiliir. Invazyon yetenegi yoktur. Bu koken kanli ishale ve hemolitik {iremik
sendrom gibi ciddi bir komplikasyona yol agmasi nedeniyle gittik¢e artan 6neme
sahiptir. Su ve gida kaynakli enfeksiyonlardir. Yasli bakim evlerinde ve kreslerde
salginlara neden olurlar (Tulek 2001, Toreci 2002, Giinaydin 2004, Bozkaya 2005,
Donnenberg ve ark 2005).

Plazmid kontroliinde bir virulans faktorii ile bakteriyofaj kontroliinde olan ve
Shigella toksinine benzeyen sitotoksin sentezler [Shigella Toksini Ureten E.coli
(STEC)]. Bilinen tek bir EHEC serotipi vardir: O157: H7°dir. O157: H7 sorbitolii
fermente etmez veya geg etki gosterir (Brooks ve ark 2004, Berkiten 2005).

0157: H7 serotipi hemorajik diyare ve kolite sebep olur ve EHEC suslarinin
yaklasik %80’i serotip O157: H7dir. Diski 16kosit icermez ve bu 6zelligi ile Shigella

diyaresinden ayrilir. Verotoksin iireten E.coli O157: H7 sorbitolii fermente edemez.

Tanida Sorbitollii MacConkey (SMac) agar kullanmanin biiylik 6nemi vardir.
Smac besiyerinde seffaf renksiz koloniler yogun olarak iirerler. Bununla birlikte
sadece SMac kullanildiginda karistirilabilme ihtimali olan sorbitol negatif E.coli ve
Proteus suslarmi inhibe etmek i¢in, ortama sefiksim veya sefiksim-telliirit ilavesi
yapilmalidir. O157 antijenini tespit etmek i¢in serum agliitinasyon ve lateks

koagliitinasyon testleri mevcuttur. Ayrica E.coli O157: H7 Pulsed Field Gel
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Electroforesis (PFGE), Southern analizleri, Insertion dizi (IS) problar1 degisik
calismalarda uygulanmaktadir. EHEC senenin sicak aylarinda genellikle 5 yasindan
kiigiik ¢ocuklarda yaygindir (Toreci 2002, Giinaydin 2004, Bozkaya 2005).

Enteroagregatif E.coli (EAggEC)

Enteroagregatif E. coli, g¢ocuklarda endemik, epidemik ishal etkenleri
arasindadir. Gelismekte olan iilkelerdel1-5 yas arasindaki ¢ocuklarda kronik persistan
diyare etkenidir. Ayn1 zamanda HIV enfeksiyonuna bagli immun yetmezlik gelisen
kisilerde goriilen kronik diyareden de sorumludur (Murray ve ark 2009). Ancak
cocuklarda sulu diyare, kusma, dehidratasyon ve nadiren karin agrilari, ates ve kanl
diskr yapar). Bu enterotoksin olusturmayan, invazif olmayan, O ve H antijenlerine
gore ETEC, EHEC, EIEC ve EPEC olarak adlandirilmayan Hep-2 ve Hela
hiicrelerine tipik etkileri olan E. coli suslaridir (Erdem 1999a, Tulek 2001, Kayser ve
ark 2002).

Bazi EAEC kokenlerinin sitotoksin salgiladigir gosterilmistir. Bu toksine
enteroagregatif sitotoksin (EAST) denir. Bu toksin de plazmid tarafindan
kodlanmaktadir. Bu toksinin hiicre kiiltiirlerindeki hiicrelerde yuvarlaklagmaya,
kopmalara; insan bagirsak modelinde kriptlerde dilatasyon ve hiicre harabiyetine yol
actig1 gosterilmistir (Clarke 2001, Campos ve ark 2004, Donnenberg ve ark 2005,
Forbes ve ark 2007, Murray ve ark 2009,).

Difiizoaderan E.coli (DAEC)

DAEC, 1-5 yas arasindaki ¢ocuklarda diyareye neden olan patojenik bir E.
coli tiiridiir (Yoon ve Hovde 2008).

Kansiz ve l6kositsiz diyare olusturur. Hep-2 hiicrelerinde difiiz adherans
paterni gosterirler. Bagirsak mukoza hiicrelerinin yiizeyine fimbriya (F1845) veya
dis membran proteinleri yoluyla difuze olarak tutunur. Bu fimbriyalar sayesinde
seyrek bir sekilde epitele baglanirlar ve hiicre igi sinyal mekanizmasini
etkinlestirirler. Patogenez ve klinik hentiz tam olarak agiklanamamaktadir (Wilson ve
Sande 2001, Ozkuyumcu 2009).

LT ve ST toksinlerini tiretmez. EPEC gibi epitel hiicrelerine baglanma

plazmidine sahip degildir (Yoon ve Hovde 2008).

23



1.9.3. Yenidogan Menenjiti

E.coli menenjiti daha ¢ok yenidoganlarda ve kiigiik c¢ocuklarda
goriilmektedir. B grubu streptokoklardan sonra en sik rastlanan menenjit etkenidir.
Patogenezde K1 kapsiil antijeninin rolii vardir (Erdem 1999a, Eisenstein ve ark
2000).

Gebelik doneminde E.coli K1 suslarinin kolonizasyonu artar ve amniyotik
membran yirtilmasi nedeniyle veya dogum sirasinda bebege bulasir. Menenjit etkeni
E.coli suslarmin ayrica beyindeki damar endotel hiicrelerine tutunmasinda rol
oynayan fimbriyalari bulunmaktadir. Oliim orani yiiksektir (%40-80) ve sekel
kalabilir. E.coli yaslilarda nadiren menenjit yapar (Erdem 1999a, Ongen 2008).

1.9.4. Bakteriyemi

Mukozal yiizeylerin E. coli ile kolonizasyonu sik iken invazif bakteriyemi
nadir goriilmektedir. Genellikle bakteriyemi, idrar yolu enfeksiyonu ile iliskilidir.
Ozellikle idrar akisin1 engelleyecek bir durum varsa bakteriyemi riski artar.

Bakteriyemi olusturan suslar genellikle serumun ve komplemanin bakterisidal
etkisine direng gosteren suslardir. Hastane enfeksiyonu seklinde gelisen ve iiriner
sistemden olusan bakteriyemide 6lim oran1 %20 civarindadir. Diger gram negatif
bakteriyemilerde oldugu gibi E.coli, bakteriyemisinde de sistemik reaksiyon
endotoksine yani bakterinin LPS’lerine karsidir. LPS bakteriyemi olusturan E.coli
suslarinin en toksik faktoriidiir; soka ve yaygm damar igi pihtilasmasia neden olur.

Bu tur hastalarda 6liim orani1 %40-70 civarindadir.

E.coli bakteriyemisi ozellikle yapay solunum cihazina bagl hastalarda
solunum yolu enfeksiyonlarina bagli olarak ortaya gikabilir. Losemi, kanser veya
kemoterapiye bagli graniilositopenili hastalarda bakteriyemi gelisme riski fazladir
(Erdem 1999a, Ongen 2008).

1.9.5. Solunum Yolu Infeksiyonu

Escherichia coli’nin neden oldugu solunum sistemi enfeksiyonlarinda rol alan
spesifik bir virulans faktoriine rastlanmamistir. E.coli akcigerlere daha ¢ok {ist

solunum yollarinda kolonize olmus bakterinin aspirasyonu ile ulagir. Hematojen
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yolla da bulasabilir. E.coli pnomonilerinin ¢ogu hastane enfeksiyonu seklinde
goriilen firsat¢1 enfeksiyonlardir. E.coli nozokomiyal pnomonilerin, %12-50’sinde
netken olarak izole edilmistir. Pnomonili hastalarin ¢ogu 50 yasin iizerindedir ve
genellikle altta yatan diyabet, kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi kronik bir
hastalig1 vardir. Kronik hastaligin varligi nedeniyle tablo agir seyreder (Soyletir ve
Topgu 1996, Erdem 1999c, Ongen 2008).

E.coli ayn1 zamanda septik artit, endoftalmit, karaciger absesi, peritonit, beyin
absesi, endokartit, osteomiyelit, prostatit, siniizit, stipiiratif tiroidit gibi ¢ok cesitli
klinik tablolara yol agabilir (Erdem 1999c).

1.10. Diren¢ Mekanizmalari

Direng; bir mikroorganizmanin, antimikrobiyal ajanin 6ldiiriicii veya tiremeyi
engelleyici etkisinden korunabilme kapasitesidir. Direngli bir mikroorganizmanin bu

ozelligi degisik nedenlerden kaynaklanabilir.

Dogal Diren¢: Kalitsal 0Ozellikte olmayan direng tipidir.  Bir
mikroorganizmanin yapist nedeniyle direngli olmasi anlamina gelir. Genellikle
antimikrobiyalin baglanarak etkili oldugu hedef molekiiliin olmamasi dogal dirence
sebep olur. Bir antimikrobiyal dogal direngli olan tiiriin hi¢ bir kokeni 0
antimikrobiyalden etkilenmez.

Cevreye Bagh Direnc: Antimikrobiyal ajanin invivo ve invitro etkinligi
arasindaki farki gosteren bir tammdir. Laboratuvarda invitro etkinligi olabilen bir
antimikrobiyal; dokudaki oksijen basinci ve pH degisiklikleri veya enfeksiyon
bolgesine ulasamamas gibi faktdrlerle invivo etkili olamayabilir (Oztiirk 2002).

Kazamlmis Diren¢: Bakterilerin genetik degisimlerine bagli olarak daha
once duyarli oldugu bir antimikrobiyalden etkilenmemesi anlamina gelmektedir.

Genetik olarak kazanilan diren¢ mekanizmalari {ig tiptir (Giilay 1999, oztiirk 2002).

a. Kromozoma Bagh Diren¢: Bu tip direng kromozomda kendiliginden
(spontan) bir mutasyon sonucu olusmaktadir. Her hiicre boliinmesinde mutasyon
sikhigr 107 ile 10™ civarindadir; bazi antimikrobiyaller icin bu oran daha yiiksektir;
(6rnegin rifampisin i¢in 107ile 10" °dir). Kromozomal mutasyonla kazanilan direng

bir asamada veya ¢ok asamada gerceklesir.
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Bir asamali mutasyon: Antimikrobiyalle bir veya birkag temas sonrasi
birden ileri derecede direng gelisir. Rifampisine karsi E.coli’de bu tipte bir direng

gelisir.

Cok asamali mutasyon: Direng derecesi giderek artan yavas bir sekilde
gelisir. Penisilin ve tetrasikline direng gelisimi bu sekilde olur. Mutasyonla porin
tiretimi bozulmasi sonunda bakterinin ilaca gegirgenligi azalabilir, ilacin baglandigi
hedef degisebilir veya bakter IYE parcalayan bir enzim sentezlenir. Kromozomal
mutasyonla gelisen direng baska tiirden bakterilere yayilmadigindan ve mutasyona
ugrayan bakterinin metabolizmas1 da degisebilip tremesi kisitlanabileceginden

dolay1 plazmidle olusan dirence gére daha seyrek goriiliir (Oztiirk 2002).

b. Plazmidlere Bagh Diren¢: Plazmidler kromozomdan bagimsiz olarak
replike olan, kromozom dis1 genetik elemanlardir. Klinikte goriilen direng daha ¢ok
plazmidlere baghdir. R plazmidi adi verilen direng plazmidleri farkli
antimikrobiyallere kars1 direng genleri tasimaktadir. R plazmidi igeren bakteriler bu
Ozelliklerini duyarli bakterilere aktararak onlarin da direngli hale gelmesine neden
olmaktadirlar. Bu diren¢ daha ¢ok antimikrobiyalleri inaktive eden veya hiicrenin

gecirgenligini degistiren enzimlerle olmaktadir (Oztiirk 2002).

c. Transpozonlara Bagh Direnc¢: Transpozonlar bir DNA mdlekiiliinden
digerine gegebilen DNA dizileri olup plazmidlerden farkli olarak bagimsiz replike
olmamaktadirlar. Bu nedenle kromozom veya plasmid iginde bulunabilmekte ve

bunlarin arasinda yer degistirebilmektedirler (Oztiirk 2002).
1.11. Kinolonlar

Insanoglunun bakterilerle olan savasinda son yillarm en gézde antibakteriyel
ajanlar1 arasinda yer alan kinolonlar; aslinda 1960’11 yillardan beri bilinen eski bir
antimikrobik grubudur. Bu grubun ilk tiyesi Lesher ve ark. tarafindan 1962 yilinda,
antimalaryal bir ajan olan klorokinin saflastirilmasi esnasinda elde edilen ara
tirlinden tretilen yapisinda flor icermeyen nalidiksik asittir (Bilgehan 1995, Erdem
1999c, Hooper 2001a, Melli 2004,).

Nalidiksik asitin dar etki spektrumu, yan etkisinin fazla olmasi, diisiik serum

diizeyi ve doku toksisitesi nedeniyle kullanimi sinirli kalmig ancak Shigella ve
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E.coli’nin 0 donemlerde kullanilan diger antibiyotiklere direng gelistirmesi nedeniyle
1980°li yillarda diyare ve iriner sistem enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in yeniden ele
alimmustir (Leblebicioglu 2002, Melli 2004).

Nalidiksik asit sadece Gram negatif aerobik basillere etkili, idrarda yiiksek
yogunluklara ulasabilen ve bu yiizden idrar yolu enfeksiyonlarinda sik kullanilan
antibakteriyel ajandir (Midilli 1998, Ulusoy 2003). Gram pozitif bakteriler,
Pseudomonas aeruginosa ve anaerob bakterilere etkili olmayis1 nedeniyle Kklinik
kullanim1 sadece tiriner sistem enfeksiyonlari ile kisitli kalmistir. Ancak daha sonraki
yillarda nalidiksik asite karsi bakterilerin kolay direng¢ olusturamamasi ve bu
bilesigin 6zellikle plazmid kokenli dirence duyarsiz olusu dikkatleri tekrar bu grup
lizerine toplamustir. Ozellikle 1980°li yillardan sonra gelistirilen florokinolonlar yeni
kinolon tiirevleri nalidiksik asite gére daha genis etki alani, daha IYE invitro etkinlik
ve daha IYE farmakokinetik ozellikleri ile ¢cok degisik enfeksiyonlarin tedavisinde
yaygin Ve etkin olarak kullanilmaya baglanmis yeni ajanlardir (Polk 1989, Bilgehan
1995, Oztiirk 1997, Andriole 1999, Basustaoglu 1999, Miilazimoglu 1999, Melli
2004).

Kinolonlar antibiyotik degildir, tamamen sentetik olarak iiretilen
kimyasallardir. DNA sentezini bozarak bakterisidal etki gosterirler. Bu gruptaki
ajanlarin hepsi Enterobacteriaceae ailesinin yaptig1 enfeksiyonlarda ¢ok 1YE etkinlik
gosterirler. Ayrica Gram negatif koklara (Neisseria ve Morexella) da etkilidirler.
Siprofloksasin idrar yolu enfeksiyonlarina karsi oldukga sik kullanilan bir kinolondur
(Midilli 1998, Ulusoy 2003).

Son yillarda yeni kinolonlarin kullanima girmesi ile alt solunum yolu
enfeksiyonlar: ve idrar yolu enfeksiyonlarmin ampirik tedavisinde genis kullanim
alanlar1 bulmuslardir. Kullanimin artis1 ile birlikte 6zellikle toplum kokenli tiriner
sistem  enfeksiyonlarinda  kinolon direngli  E.coli  izolasyonunun arttigi
bildirilmektedir (Thompson 1999, Poole 2000, Hooper 2001b).

Florokinolonlar: Birinci kusak; nalidiksik asit, oksolinik asit, flumekuin
vesinoksasin, ikinci kusak; norfloksasin, siprofloksasin, enoksasin, pefloksasin,
fleroksasin, lomefloksasin ve ofloksasin, tgiincii kusak; levofloksasin, sparfloksasin

ve grepafloksasin ve dordiincti kusak; gatifloksasin, sitafiloksasin, klinafloksasin,
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gemifloksasin, travofloksasin ve moksifloksasinden olusur. Bu kinolonlarin
farmakodinamik ozelliklerine gore siniflandirilmalar Cizelge 1.2.°de goriilmektedir
(Ball 2000, Bambeke ve ark 2005).

1.11.1. Kinolonlarin Tarihgesi

Lesher ve arkadaslar1 tarafindan 1962 yilinda antimalaryal bir ajan olan
Klorokinin sentezi sirasinda tesadiifen kesfedilen nalidiksik asitle baslayan
kinolonlarin 6ykiisii, bugiin ¢ok sayida ve yaygin kullanilan iiyeleri ile genis bir

aileye dontiserek devam etmektedir (Andriole 2005).

1970’li yillarda birinci kusak kinolonlar oksolinik asit ve sinoksasin
gelistirilmistir (Bearden ve ark 2001, Hooper ve ark 2001b). Bu grubun iyeleri
aerop gram negatif bakterilere oldukga etkili olmasina karsin, gram pozitif aerop
bakterilere ve anaerop bakterilere karsi etkili degildir. Farmakodinamik ve
farmakokinetik 6zellikleri de IYE olmadigindan iiriner sistem enfeksiyonlar: gibi
belli endikasyonlarda ve kisitli kullanim alanina sahiptirler. Sistemik kullanima da

uygun olmayan bu ajanlarin giiniimiizde kullanimlar1 s6z konusu degildir.

Genis etki spektrumlu ve yaygin kullanim alanma sahip, aym1 zamanda IYE
farmakokinetik o6zellikleri olan kinolonlar 1980°den sonra kullanima girmeye
baslamiglardir. Molekiiliin C-6 pozisyonuna bir flor eklenmesiyle elde edilen yeni
molekiiller florokinolon olarak adlandirilmis ve ikinci kusak kinolonlar olarak
siniflandirilmustir. Bu degisiklik grup iiyelerine daha IYE bir gram negatif etkinlik ve
ilave olarak gram pozitif etkinlik kazandirmistir. Norfloksasin (1986) bu grubun ilk
tiyesi olup bunu siprofloksasin (1987) ve ofloksasin (1988) izlemistir. Siprofloksasin
giiclii antipsodomonal etkiye de sahip olup, daha sonra sentezlenen molekiiller dahil
en giiglii antipsddomonal kinolon olma 6zelligini siirdiirmektedir. Diger ikinci kusak
kinolonlar arasinda enoksasin, fleroksasin, lomefloksasin, pefloksasin ve rufloksasin
vardir. Ancak bu molekiiller ncekiler kadar yaygin kullanim alan1 bulamamislardir
(Hooper ve ark 2001a, , Oliphant ve Green 2002, Moellering 2005, Von Bambeke ve
ark 2005).

1990’11 yillar ise iigiincii kusak kinolonlarm gelistirildigi olmustur.
Levofloksasin,  grepafloksasin, gatifloksasin, sparfloksasin, temafloksasin,

tosufloksasin, ve pazufloksasin bu grubun iiyeleridir. Ugiincii kusak kinolonlarin etki
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spektrumu o6zellikle pndmokoklara karsi olmak iizere artmis gram pozitif etkinlik ve
anaeroplara kars1 orta derecede etkinlik olarak 6zetlenebilir. Ancak bu molokiillerin
biiyiik bir kismu Klinik kullanima girmeden veya girdikten bir siire sonra yan etkileri
nedeniyle kullanimdan kaldirilmislardir. Bu gruptan sadece levofloksasin uzun yillar
sorunsuz ve yaygin olarak kullanilmis ve halen de kullanimina devam edilmektedir.
1990’1arin sonu ve 2000’li yillarda ise, trovafloksasin, klinafloksasin, sitafloksasin,
moksifloksasin ve gemifloksasinin yer aldigi dordiincii kusak kinolonlar giindeme
gelmistir. Bunlar pnomokoklara kars1 daha da artmis etkinlik yaninda ¢ok giiglii
antianaerop etkinlige sahip molekiillerdir. Ancak bunlar i¢inde de giiniimiizde sadece
moksifloksasin ve gemifloksasin kullanilmakta olup, digerleri yan etkileri nedeniyle
kullanimdan kaldirilmiglardir (Hooper ve ark 2001a, Oliphant ve Green 2002,
Moellering 2005, Von Bambeke ve ark 2005).

Cizelge 1.2. Kinolonlarin farmakodinamik o6zelliklerine gore simiflandirilmasi
(Kahraman 2010). (* Yan etkileri nedeniyle kullanimdan kaldirilmistir).

Grup L.Kusak 2.Kusak 3.Kusak 4.Kusak
Antibiyotikler Nalidiksik asit | Siprofloksasin Levofloksasin Moksifloksasim
Oksolinik asit | Ofloksasin Grepafloksasin* Gatifloksasin
Sinoksasin Pefloksasin Sparfloksasin* Gemifloksasin
Piromidik asit | Norfloksasin Temafloksasin* Sitafloksasin
Flumekin Enokasasin Clinafloksasin*
Fleroksasin Travofloksasin*
Lomefloksasin
Mikrobiyolojik | Enterobacteri- | Enterobacteri-aceae Enterobacteri-aceae Enterobacteri-aceae
etkinlik aceae P. aeruginosa S.pneumoniae S.pneumoniae
Atipik Atipik Atipik
Mikroorganizmalar Mikroorganizmalar Mikroorganizmalar
P. aeruginosa anaeroblar
P. aeruginosa
Kullanim alant | Yalnizca Sistemikenfeksiyonlar | Sistemikenfeksiyonlar | Sistemikenfeksiyonlar
Giriner  SYSteM | (jriner sistem Uriner sistem Uriner sistem
enfeksiyonlar: enfeksiyonlar Enfeksiyonlar enfeksiyonlari

1.11.2. Kinolonlarm Kimyasal Yapisi

Kinolonlar, canli mikroorganizmalardan elde edilen bir¢ok antibiyotikten

farkli olarak kimyasal yollarla elde edilen sentetik maddelerdir. Bu nedenle aslinda
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antibiyotik degil, kemoterapotik maddelerdir. Bu 6zellikleri laboratuvar kosullarinda
cok sayida kinolon molekiiliiniin sentezlenebilmesine olanak saglamaktadir
(Andriole 2005).

Temel kinolon molekiiliindeki kimyasal yapi aktivite iliskilerinin ¢ok net
olarak anlasilabilmis olmas1 daha genis spektrumlu, daha yiiksek intrensek aktiviteli
daha IYE ve gelismis farmakokinetik profile sahip, daha az yan etkili ve dogal olarak
daha IYE klinik sonuclara ulasmamizi saglayan molekiillerin iiretilebilmesine Yol

acmustir (Andriole 2005, Von Bambeke ve ark 2005, Boteva ve Krasnykh 2009).

Su an klinik kullanimda olan biitiin kinolonlarin esas yapilar ikili halka
yapisindan olugsmaktadir. Birinci halkadal. pozisyonunda nitrojen ve 4. pozisyonda
karbonil grubu vardir. Bunlardan birinci halkanin 3. pozisyonundaki karbon atomuna
karboksil grubu baghdir. Pek ¢ok farkli ikili halka yapis1 gelistirilmistir, fakat en
basarili olan yapilar; ikinci halkada 6.pozisyonda bazilarinda 8. pozisyonda flor
vardir, 7. karbona piperazinil halkasi baghdir. Bu degisiklik mikroorganizmalara
etkinligi arttirirken Kinolonun hiicre igine girisini kolaylastirir. Ozellikle 1980°li
yillardan sonra gelistirilen florokinolonlar nalidiksik asite gore daha genis etki alani,
daha IYE in vitro etkinlik ve daha TYE farmakokinetik ozellikleri ile ¢cok degisik
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin ve etkin olarak kullanilmaya baslanilan yeni
ajanlardir (Jacoby 2005).

Nalidiksik asit, 1-etil, 7-metil gruplariyla bir 1, 8 naftiridin’dir. Oksolinik asit ve
sinoksasin de 6 ve 7. pozisyonlari baglayan dioksolo halkas1 ve 1-etil grubu tasimaktadir.
6. pozisyona bir fluorin eklenmesiyle etkinlik arttirilmistir. 7. pozisyona piperazinyl
(norfloksasin, enoksasin, siprofloksasin), metil-piperazine (pefloksasin, ofloksasin,
lomefloksasin, fleroksasin, temafloksasin, levofloksasin, grepafloksasin, gatifloksasin),
dimetil- piperazinyl (sparfloksasin) gruplarinin eklenmesi ile gram negatif bakterilere
karsi etkinlik daha da arttinlmistir. Piperazin halkasindaki metil grubu oral
biyoyararlammi arttirmaktadir. Bu yapisal ozellikler klinik  kullanimdaki  yeni

kinolonlarm ¢ogunun ortak 6zelligidir (Hooper ve ark 2001Db).

Kinolonlar arasindaki antibakteriyel etkinlik, farmakokinetik ve baziyan

etkiler ~ yoniinden  farkliliklar ~ kimyasal yapilarindaki  farkliliklardan
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kaynaklanmaktadir. Kinolonlar sentez edildikleri siraya ve antimikrobiyal
etkinliklerine gore dort gruba ayrilir (Leblebicioglu 2002).

1.11.3. Etki Mekanizmalari

Kinolonlar bakteri hiicresinde DNA sentezini bozarak etkilerini gosterirler ve
konsantrasyon bagimli bakterisidal etkilidirler. Cok yiiksek konsantrasyonlarda RNA
ve protein sentezini inhibe ederler (Hooper 2001a, Leblebicioglu 2002, Jacoby
2005).

Bakteri hiicresindeki temel hedefleri DNA giraz (topoizomeraz 1I) ve
topoizomeraz IV enzimleridir. Etkilerini bu enzimleri inhibe ederek ve DNA enzim
komplekslerindeki DNA’nin ayrilmasini hizlandirarak gosterirler (Hooper ve ark
2001a).

Bakteri kromozomu ¢ift sarmalli bir DNA iplik¢igi olup, bakteri hiicresinin
200-300 kat1 uzunlugundadir. Kromozom kendisinden ¢ok daha kiiciikk olan bakteri
hiicresinin igine yerlesebilmek igin kendi etrafinda kivrimlar olusturur. Bu olay bile
kromozomun bakteri hiicresi igerisine yerlesmesine yetmez ve kivrimlar bir RNA
cekirdegi etrafina ikinci kez ve bu defa ters yonde sikismaya ugrar (Bilgehan 1995,
Erdem 19993, Tiirkyilmaz 2000, Melli 2004).

Kinolonlarin bakteri hiicresinde 2 hedefi vardir:

1. DNA giraz (topoizomeraz Il): DNA giraz ilk kez 1976’da Gellert ve
ark.‘larmin tarafindan tamimlanmistir (gellert ve ark 1976). DNA giraz enzimi iki
gyrA alt birimi ve iki gyrB alt biriminden olusan tetramerik bir enzimdir; DNA
negatif siipersarmalin1 katalizler ve DNA topolojisinin korunmasi igin gereklidir
(Sekil 1.4) (Reece ve Maxwell 1991).A alt birimi 97.000 dalton, B alt birimi 90.000
dalton agirligindadir. DNA giraz molekiiliiniin toplam agirlig1 374.000 daltondur.

DNA giraz kromozomal ¢ift sarmalli bakteri DNA’sinda geri dontigiimlii
kesme ve tekrar baglama fonksiyonu ile DNA’da negatif kivrimlara neden olur ve
DNA molekiiliiniin boyunu kiigiilterek hiicre i¢ine sigdirir. Bu olaya siiper kivrilma
stiper sarmal adi verilir. DNA’nin bu sekilde negatif siiper kivrimlar olusturmast,

DNA replikasyonunun ve bazi genlerin transkripsiyonunun baslamasina yol acar.
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DNA giraz ayn1 zamanda DNA replikasyon catali boyunca yigilan siiper helikslerin

ilerlemesinden de sorumludur.

P subunit
Dimeric replicative “sliding clamp® SSB
Newly synthesized DNA palymerase, —d /
leading strand b Vi s /" Laading strand
/ wmplate

Old Olaald DNA polymerase 1

fragment \ ;
i DNAligase |  Tef

TR A1
;lz» () 4

fragment -~

Helicase / primase

Primer

Sekil 1. 1. DNA giraz’in islevi (Yedekci 2010).

2. Topoizomeraz 1V: Iki parC ve iki parE alt biriminden olusan tetramerik bir
enzimdir ve DNA replikasyonunda replike olmus kardes kromozomlarin ayrilmasiyla
ilgilidir. parC 75 kDa, ParE 70 kDa’dur. Her iki enzim de biiyilk homoloji gosterir.
gyrA ve parC DNA’y1 keser, gyrB ve parE bu reaksiyon igin enerji saglar. Bakteri
hiicresinin ikiye boliinmesi sirasinda bakterinin kromozomal DNA’s1 da replike
olmaktadir. Topoizomeraz IV enzimi DNA replikasyonunun terminal déneminde ana
DNA’ya bagl yavru DNA’nin kopmasimdan sorumludur (Hooper 2001a, Hooper
2001b, Jacoby 2005).

Kinolonlar, ¢ift sarmalli DNA’nin replikasyonu sirasinda DNA sarmallarinin
birbirinden  ayrilmasiyla ~ olusan ~ enzim-DNA  kompleksine  baglanarak
topoizomerizasyonu engeller ve replikasyon catali, RNA polimeraz ve DNA helikazin
oniinde fiziksel bir bariyer olusmasina neden olurlar. Replikasyon ¢atalinin enzim-DNA-
ilag kompleksi ile karsilagsmasi hiicre o6liimii ile sonlanir (Nicolas-chanoine 1997).
Florokinolonlarin gram pozitif ve gram negatif bakterilerde enzim hedefleri farklidir. E.
coli’de DNA giraz, S. aureus’ta ise Topoizomeraz IV birincil hedeftir. Pek ¢ok gram
negatif bakteri icin DNA giraz, pek ¢ok gram pozitif bakteri i¢cin Topoizomeraz 1V
birincil kinolon hedefi olmaktadir (Reece 1991, Khodursky ve ark 1995, Heisig 1996,
Hooper ve ark. 2001a, , Topgu ve ark 2002, , Smith ve ark 2002).
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1.11.4. Kinolonlarin Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotik  direnci, bir mikroorganizma tiirlinlin  baz1  suslarinin
antibiyotikten etkilenmemesi veya antibiyotige duyarli susun gesitli direng
mekanizmalarindan biri ile direngli hale donmesi olarak tanimlanmaktadir.
Kazanilmis antibiyotik direnci ya mikroorganizma kromozomunda olusan
mutasyonlarla yada direngli bir mikroorganizmanmn diren¢ genini duyarl
mikroorganizmalara aktarmas ile ortaya ¢ikmaktadir. Antibiyotiklerin kullanilmaya
basladig1 yillardan bugiine, yaygin ve bilingsiz kullanimlar1 sonucu direngli
mikroorganizmalar ortaya ¢ikmis ve tiim diinyada hizla yayilmistir (Gold ve
Moellering 1996, Toreci 2003).

Kinolon direnci, ilacin hedefindeki degisimlerden, ilacin hedefine etkin
konsantrasyonlarda ulasamamasindan bazen de her iki mekanizmanin birlikte
goriilmesinden kaynaklanabilir. Kinolonlarin klinikte kullanimi ile dogru orantili
olarak diren¢ gelisimi artis1 gozlenmekte ve Kinolonlar arasi c¢apraz direng

goriilmektedir (Hooper 2001a).
Kromozomal mutasyonlar

Kromozomal mutasyonlar ise kromozomlarin sayisinda ya da yapisinda
meydana gelen degisiklikler olarak tanimlanabilir. Kromozom sayisindaki
degisiklikler her zaman takimin katlar1 seklinde olmayabilir. Bazen kromozom
takimina tek ya da birka¢ kromozom eklenebilir ya da eksilebilir. Genellikle mayoz
ve mitozu izleyen hiicre bolinmesi sirasinda meydana gelen hatalardan
kaynaklanirlar. Birkag¢ farkli tiirti bulunmakla beraber, genel olarak iki ana gruba

ayrilirlar.
Hedef enzimlerdeki degisiklikler

Hedef enzimlerlerdeki degisimler, enzim alt {initesini kodlayan genlerdeki
spontan mutasyonlardan kaynaklanir (Yoshida ve ark 1990). Klasik olarak gram
negatif bakterilerde ilk basamak direng gelisimi DNA giraz geninde ortaya ¢ikan
mutasyonlarla meydana gelir ve kinolonun MIK degerinde 4-8 kat artis goriiliir.
Direngli bakterilerin gyrA alt iiniteleri ele alindiginda aminoasit degisimlerinin

genellikle amino ucundaki enzim aktif bolgesinde bulunan tirozin molekiiliiniin (Tyr-
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122) gevresinde yer aldigir goriillmektedir. Bu tirozin molekiilii topoizomerizasyon
sirasinda kesilmis DNA uglarina kovalan olarak baglanmaktadir. Kristallografik
analizler de dirence yol agan aminoasit degisimlerinin kinolonlarin baglandigi kismi
olusturan ti¢ boyutlu bir bélgede toplandigini gostermektedir. Bu bolgeye kinolon
direncini belirleyen boélge (Quinolone Resistance Determining Region- QRDR) adi
verilmektedir (Khodursky ve ark. 1995). Ozellikle E.coli, Pseudomanas aeruginosa
ve Hemofilus influenzae’da goriilen bu tiir direng genellikle tiim Kinolonlara karsi
olusmaktadir. QRDR, E.coli kokenlerinde gyrA’nin 67-106. aminoasitleri arasinda
bulunmaktadir. E.coli ‘de en sik gyrA geninde olusan mutasyon goriilmektedir. Bu
mutasyon 83.Kodondabulunan Serin aminoasitinin (TCG) Losin aminoasitine (ATC)
degisimi seklindedir (Erdem 1999c). Hedef enzimlerdeki degisimlere bagli kinolon
direnci basamaklar halinde gelisir. Once birincil hedef enzimde ortaya cikan ilk
mutasyon 4-8 kat direng artisina yol acarken bunu ikincil hedefteki mutasyonlar
izler. Bu ikinci mutasyon yiiksek diizeyde ve siklikla etkinligi yiiksek olan yeni
kusak kinolonlara da direngli bakterilerin gelismesine yol agar. Sadece gyrB
genindeki mutasyonlara bagli direng ise disiik diizeydedir. GyrB geninde olusan

mutasyonlara baglh gelisen direng tiim kinolonlara kars1 olmayabilir.

Topoizomeraz 1V genindeki mutasyonlar ise DNA giraz geninde mutasyon
olmadig1 durumlarda sessiz kalirlar ve MIK artigina yol agmazlar. Gram pozitif
bakterilerde ise ilk mutasyon topoizomeraz IV genindedir. Eger DNA giraz ya da
topoizomeraz IV genlerinin birinde mutasyon ortaya cikarsa diger gendeki
mutasyonun ortaya ¢ikma olasilig: artar ve yiiksek diizeyde direng gelisir. Boylelikle

yeni kusak kinolonlara da dirence neden olur (Hooper 2001a).
flac gecirgenligindeki degisiklikler

Kinolonlarin bakterilerdeki hedeflerine ulasabilmeleri igin sitoplazmik
membran1 gegmeleri gerekir. Gram negatif bakterilerde sitoplazmik membrana ek
olarak dig membrani da ge¢meleri gerekmektedir. Florokinolonlar molekiiler yapilar
kiiciik oldugu i¢in porlar araciligryla sitoplazmik membrandan hiicre i¢ine difiizyonla
kolayca girerler. Gram negatif bakterilerde florokinolon direnci porin proteinlerinin
kayb1 ve ilacin bakteriyel emiliminin azalmasi ile iligkili olsa da difiizyon 6lgiim
oranlar1 porin proteinlerinin kaybinin tek basina yeterli olmadigin1 gostermektedir
(Hooper 2001b).
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Son yillarda florokinolonlarin hiicre i¢inde etkin konsantrasyona ulasmasini
engelleyen temel mekanizmanin aktif pompa sistemleri oldugu belirlenmistir. Aktif
pompa sistemleri her tiir hiicrede bulunmakta ve antibiyotiklerden hiicreyi
korumaktadir. Kinolonlarin gram negatif bakterilerde hedeflerine ulasabilmeleri i¢in
dis membrani ve sitoplazmik membrani gegmeleri gerekir. Florokinolonlar molekiiler
yapilarinin kii¢iik olmasi ve porinler ile sitoplazmik membrandan ge¢melerine engel
olmayacak iyonik ozellikleri nedeniyle hiicre igerisine kolaylikla girerler. Ancak
OmpF gibi baz1 porin proteinlerinin kayb1 veya degisimi nedeniyle ilacin, sitoplazma
icerisinde konsantrasyonunu diisiirerek dirence neden olabilmektedir (Hooper 2001b,
Giilay 2002).

Aktif pompa sistemleri, kullandiklar1 enerji kaynagi, transport yolu,
filogenetik ozellikleri, yapisal Ozellikleri ve substrat profillerine goére birincilve
ikincil aktif transport sistemleri olarak iki ana gruba ayrilirlar. Birincil aktif transport
sistemleri arasinda, ATP baglayan kaset (ATP-binding cassette-ABC) iist ailesine
bagli olan alt1 aile antibiyotik atilimindan sorumludur. Bunlar 6zellikle 6karyotik
hiicrelerden antibiyotik atiliminda rol oynamaktadir. ikincil aktif transport sistemleri
(antiport, simport ve uniportlar) ise bes ist aile [SMR (Small Multidrug Resistance),
MET (Multidrug Endosomal Transporter), MAR (Multi Antimicrobial Resitance),
RND (Resistance Nodulation Division) ve MFS (Major FacilitatorSuperfamily)]
icerisindeki on aileden olusmaktadir. SMR ve RND st aileleri sadece prokaryot
hiicrelerde bulunmaktadir. Gram negatif bakterilerin antibiyotik direnci agisindan en
onemli grup RND st ailesidir. Bu yapisal organizasyon substratlarin disaridan
alindig1 gibi tekrar disar1 atilmasini saglamaktadir. Pompa sistemleri, giraz geninde
tek nokta mutasyonu tasiyan suslarda diren¢ agisindan sinerji gostererek MIK
diizeylerinin yiikselmesine neden olmaktir (Erdem 1999c, Leblebicioglu 2002,
Jacoby 2005).

Plazmid aracili kinolon direnci

Plazmid kaynakl1 kinolon direncine (Plazmid mediated quinolone resistance -
PMQR) ilk kez 1987yilinda Banglades’te klinik &rnekten izole edilen bir Shigella
dysenteriae susunda plazmid aracili nalidiksik asit direncinin varligi bildirilmis,
ancak bu iddia daha sonra kanitlanmamistir (Munshi ve ark 1987, Nordmann ve
Poirel 2005).
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PMQR’den sorumlu olan gen gnr olarak tanimlanir ve gnrA (Martinez-
martinez ve ark 1998, Nordmann ve Poirel 2005), gnrS (Hata ve ark 2005) ve gnrB (
Jacoby ve ark 2006) olarak alt gruplara ayrilir. 1998 yilinda ilk kez Plazmid aracili
kinolon direncinin varlig: idrar érneginden 1994 yilinda izole edilen siprofloksasine
direncli K.pneumoniae susunda gdsterilmistir. (Martinez-martinez ve ark 1998). In-
vitro caligmalarla saflagtirilmig gnr proteininin E.coli DNA girazini siprofloksasinin
inhibisyonundan korudugu gosterilmistir. Qnr proteini tek basmna disiik diizey
kinolon direncine neden olmasma ragmen, kromozomal farkli mekanizmalarin
birlikteligi ile yiiksek diizey kinolon direncine yol agabilmektedir (Martinez-martinez
ve ark 1998, Jacoby ve ark 2006, Robicsek ve ark 2006, Martinez-martinez 2008).
QnrA ilk olarak 1994 yilinda Alabama’da K. Pneumonia kokeninde gozlenmistir.
Daha sonra E. coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii veSalmonella
enterica kokenlerindeki varligi gesitli bolgelerden bildirilmistir (Wang ve ark 2003,
Paauw ve ark 2006). QnrA gibi 218 aminoasitten olusan QnrS proteini, QnrA ile %
58 aminoasit benzerligi gostermektedir. QnrB ise ilk olarak Giiney Hindistan
(Coimbatore)’dave Amerika’da K. pneumoniae ve E.coli susunda identifiye
edilmistir (Jacoby ve ark. 2006). QnrB, pentapeptid ailesinden 226 aminoasitlik bir
proteini kodlar. QnrB’nin QnrA ile % 40, QnrS ile % 37 oraninda aminoasit
benzerligi gosterdigi bildirilmistir. QnrC Cin (Shangai)’de triner sistemden 2008
yilinda izole edilen Proteus mirabilis susunda bildirilmistir (Wang ve ark 2009).
QnrC’nin kodladigi 221 aminoasitlik proteinin gnrAl, gnrBl, gnrS1 ve gnrD
tarafindan kodlanan proteinlerle sirasiyla % 64, % 42, % 59, % 43 oraninda
aminoasit benzerligi tasidigi saptanmustir. QnrS ilk olarak Japonya’da bir besin
zehirlenmesi sirasinda Shigella flexneri kokenlerinde gozlenmistir (Hata ve ark
2005). QnrD ise 2009 yilinda Cin’de (Henan) 2006-2007 yillarinda insandan izole
edilen Salmonella enterica suslarinda saptanmistir. Genel olarak Qnr proteinleri
nalidiksik aside dirence ve norfloksasin, siprofloksasin, levofloksasin gibi
florokinolonlarin duyarliliginda azalmaya neden olmasina ragmen qnrD pozitif
suglarin siprofloksasine azalmis duyarlilik gosterdikleri, nalidiksik asite ise duyarl
olduklar bildirilmistir (Robicsek ve ark 2006, Caraco ve ark 2009). Bu giine kadar 6
gnrA, 4 gnrS ve 23 gnrB varyant1 bildirilmistir (Jacoby ve ark 2006). Qnr genlerinin
su ve cevresel kaynakli bakterilerde bulunmasi, bu genlerin yogun kinolon grubu
antibiyotik kullanimindan dolayr hareketli gen transfer elemanlarina aktarildigi
diistiniilmektedir (Martinez-martinez 2005, Poirel ve ark 2005). Qnr geninin GSBL
sentezleyen Gram negatif bakterilerde daha sik oldugu goézlenmektedir. Bu genin
tirtinii olan gnr tek basina diisiik diizey kinolona dirence neden olurken, kromozomal
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mutasyonlarin  varhiginda klinige yansiyacak diizeyde ciddi kinolona direng

goriilebilmektedir.

2006 yilinda farkli bir plazmid aracili direng geni olan aac (6°)-1b-cr geni
kesfedilmistir. aac (6°)-1b geni kanamisin, tobramisin ve amikasine direnceneden
olan bir aminoglikozit asetiltransferazi kodlar. Bu genin bir varyanti olan aac (6°)-Ib-
cr geni ise norfloksasin ve siprofloksasin gibi bazi kinolonlarin enzimatik
inaktivasyonuna ve sonugta duyarliligin azalmasina neden olmaktadir (Robicsek ve
ark 2006). Diger plazmid aracili kinolona dirence neden olan gepA (quinolon efflux
pump) geni ise 2007 yilinda Japonya ve Belgika’da E.coli suslarinda gosterilmistir.
gepA geni 14 transmembran geri atim pompalarinin MF (major facilitator) ailesiyle
iliskili olan 511 aminoasitlik bir proteini kodlayarak norfloksasin ve siprofloksasin
gibi hidrofilik kinolonlarin hiicre disina pompalanmasina neden olmakta, boylece bu
antibiyotiklerin MIK’lerini arttirmaktadir (Yamane ve ark 2007).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Besiyerleri ve Hazirlanmasi
2.1.1. insan Kanh Agar

Kanli agar genel tiretim besiyeri olarak kullanildu.

Icerigi (g/ I):

Lab-lemco powder ..........ccccouevuennee. 10
Pepton .....coovveviiiei e, 10
Sodium chloride .........cccccooeiiiinenns 5
AGAr e 15

PH e, 7.3+£0.2
Hazirlanisi:

a. 40 gram toz 1 litre distile su igerisinde 5-10 dakika calkalanarak tamamen

¢Ozilinmesi saglandi.
b. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.

c. Besiyeri sicakligi 45-50°C’ ye diistiikten sonra %5 steril defibrine insan
kani ilave edildi. Karigtirilarak homojenizasyon saglandiktan sonra steril plaklara
dokiildi.

d. Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.
2.1.2. Eozin Metilen Blue Agar

Eozin Metilen Blue Agar (EMB), Gram negatif bakterilerin iiremesinin
saglanmasi ve tlreyen bakterilerin laktozu fermente etme 6zelliginin belirlenmesi

amaciyla kullanildi.
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Icerigi (g/ I):

Pepticdigest ofanimaltissue ............... 10
Dipotasium hidrojen fosfat ................ 2
EOSINY oo 0.40
Metilen blue ... 0.065
AGAr oo 15

PH o 7.1£0.2
Hazirlanisi:

a. 37.5 gram toz, 3.75 gram bakteriyolojik agar 1 litre distile su igerisinde 5-

10dakika galkalanarak tamamen ¢oziinmesi saglandi.

b. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra steril plaklara20 ml
dokiildii.

d. Kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edildi.
2.1.3. Mueller-HintonAgar

Mueller-Hinton Agar (MHA), antibiyotik duyarlilik testleri i¢in kullanilda.

Icerigi (g/ I):

Beef extract Casein .........cccocevvrennnne 2
hidrolisate-asidiC ...........cccccvevverurnee. 17.5
AQAr o 17

JA S ] - ARSI 15

PH e 7.3+£0.1
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Hazirlanisi:

a.38 gram toz 1 litre distile su igerisinde 5-10 dakika ¢alkalanarak tamamen

¢Ozilinmesi saglandi.
b. Otoklavda 121C’de 15 dakika steril edildi.
c. Steril plaklara 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii.
d. Kullanilincaya kadar + 4°C’de muhafaza edildi.

2.1.4. Triple Sugar Iron Agar

Triple Sugar Iron (TSI) Agar, bakterilerin glukoz, laktoz ve siikroz sekerlerini

fermente etme, gaz ve H,S olusturma 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanildi.

Icerigi (g/ I):

POWEN ... 3
Yeast exXtract ........cccooveevviviiieniiennnn, 3
Pepton ..o 20
GIUCOSE ..o 10
LaCOSE ..ovvevieriiieii e 10
SUCIOSE ... 10
Ferrik Citrat .......ccoovvvviiiciiieen 0.3
Sodyum Kloride ........ccoovvviiinnnnne. 5
Sodyum Tiosulphat ..........cccoevvernnee, 0.3
Phenol Red ... 0.024
AGAr .o 12
T O 7.4 40,2
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Hazirlanisi:

a. Temel besiyeri tartildi, distile su i¢inde benmaride hafif isitilarak eritildi.
b. pH 7.4’e ayarlandi.

c. Tiplere 5 ml miktarlarda dagitildi.

d. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

e. Steril cam tiiplere yaklasik 3’er cm dip ve yatik boliim olusacak sekilde
dokiildii.

f. Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.
2.1.5. Simmon’s Sitrat Agar

Simmon’s Sitrat Agar, bakterilerin karbon ve enerji kaynagi olarak sitrati

kullanma 6zelliklerini belirlemek amaciyla kullanildi.
Icerigi (o/ I):

Ammonium Dihydrogen phosphate ..... 1

Dipotassiumphosphate .............c.......... 1
Sodiumchlotide .........ccccoeiiiniinnnn, 5
Sodiumcitrate .........cocooeeveiiniiinnn, 2
Magnesiumsulfate ............cccoeeenennn. 0.2
Bromthymolblue ... 0.08
AGAr i 15
Sodyum amonium fosfat .................... 0.8
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Hazirlanisi:

a. pH: 6.9’a ayarlandi. Tiiplere 5 ml miktarlarda dagitildi; agizlar1 pamuk
tikag ile kapatildi.

b. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
c. Tipler yatik durumda, yiizeyi egimli olacak sekilde katilastirildi.

d. Kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

2.1.6. Hereket Besiyeri

Icerigi (g/ 1):

AQar biosS ... 4
Sodium chloride (tUz) .......c.ccoovvvennee. 5
Beef extract ..o 3
PEPLONE ...ovvviiiiiiiecce e 10
Hazirlanisi:

a. Tozlarm 1 litre distile su igerisinde 5-10 dakika galkalanarak tamamen

¢ozlinmesi saglandi.
b. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
c. Steril cam tiiplere dokiildii.

d. Kullanilincaya kadar +4°C’ de saklandu.
2.1.7. Ure Besiyeri

Besiyeri bilesimindeki tek karbon kaynagi tire olup, tireyi kullanan bakteriler bu

besiyerinde gelisme sonunda amonyak olusturur ve ortamin alkali olugsmasima neden olur.

Icerigi (g/ I):
YEaSt EXIrACT .ovvveeevieieeiieeiee e eeeeeeenns 0.1
KH2PO4 ..., 9.1
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UI€A .o 20
Phenol red ........ccooooeviiiiicici 0.01
Hazirlamsi:

a. 21 gr Urea Agar Base Christensen toz besiyeri 1 litre distile su igerisinde 5-

10 dakika calkalanarak tamamen ¢6ziinmesi saglandi.
b. pH’s1 6, 8’eayarlandi.
c. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

d. Sterilizasyon isleminden sonra is1 50-55°C’ye diisiince besiyeri igine

100cc’ye 5 ml olacak sekilde hazir olarak alinan % 40°lik iire soliisyonu ekildi.

e. Steril pamuklu tiiplere egik yiizey olusturacak sekilde 2 cm derinliginde
dokiiliir. Tipler yatik durumda katilastirildi.

2.2. Bakterilerin Toplanmasi

Selguk  Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi  Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na poliklinik ve kliniklerinden gonderilen ¢esitli  6rneklerden
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen ve saklamaya alinan 115 E.coli susu ¢aligmaya

alindi.
2.3. Bakterilerin Uretilmesi ve Tamimlanmasi

Cesitli kliniklerden gonderilen 6rneklerin, laboratuvarda genel iiretim besiyeri
olan, insan kanli agar ve Eozin Metilen Blue (EMB) agara ekimi yapildi ve plaklar
35°C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda olusan koloniler
makroskobik olarak incelendi.

Kanli besiyerinde beyaz veya sar1 S tipi koloniler EMB besiyerinde metalik
rofle veren yesil-siyah koloniler Gram yontemi ile boyandi ve Gram negatif, comak
seklinde, goriildi. Glikoz, laktoz ve siikroz tizerindeki etkilerini ve H,S olusturup
olusturmadiklarin1 gérmek icin ii¢ sekerli demirli agar olan (TSI) besiyerine, iire’yi
hidrolize edip etmediklerini arastirmak icin ise Crystensen Ure agar’a tek karbon
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kaynagi olarak sitratlar1 kullanip kullanmadigimi  gérmek igin ise Simons
Citrateagar’a ekildi. Hareketi olup olmadiklarin1 belirlemek i¢in ise hareket
besiyerine ekildi. 18-24 saat inkiibasyondan sonra bu besiyerlerindeki tireme
ozelliklerine gore tiplendirme yapildi.

TSI Testinin Yapilisi: Tek koloniden igne 6ze ile tiip tabanina 0.5 mm
kalacak sekilde batirma ekimi yapildi, koloni ayn1 zamanda yatik yiizeye de ekildi.
37 °C’de etiivde 24 saat inkiibe edildi. TSI besiyerinde kirmizidan sariya renk
donmesine neden olan suslarin laktoz, siikroz ve glukozu fermente ettigi kabul edildi.

Sitrat Testinin Yapilisi: Tek koloniden igne 6ze ile besiyeri yiizeyine ekim
yapildi. 37°C’de etiivde 24 saat inkiibe edildi.E.coli sitrat negatif bir bakteri oldugu
icin sitrat besiyerlerinin hi¢birinde reaksiyon gézlenmedi.

Hareket Testin Yapilisi: Tek koloniden igne 6ze ile besiyerine batirma ekimi
yapildi. 37°C’de etiivde 24 saat inkiibe edildi. Biitin E.coli suslarinda hareket

besiyerinin tamaminin bulaniklagmasi gozlendi.

Ure Testinin Yapilisi: Tek koloniden igne 6ze ile besiyeri yiizeyine ekim
yapildi. 37°C’de etiivde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda kirmizi renk
olugsmasi pozitif sonug, hi¢ renk degismemesi negatif sonug olarak degerlendirildi.
Escherichia coli negatif bakterilerdir.

Hareketli, oksidaz  negatif, karbonhidratlardan  (laktoz, glukoz)
fermentasyonla asit ve gaz olusturan, indol testi pozitif ve sitrat testinin negatif olas1

E. coli kolonileri ¢alismaya alindi (sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Escherichia coli’nin EMB agar ve kanli agar
besiyerlerlerindeki ve gram boyama goriintiileri.

Sekil 2. 2. Hareket, iire besiyerindeki, sitrat, Voges-proskauer ve indol sonuglar.
2.4. Antibiyotik Duyarhlik Testleri
2.4.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi

Disk difiizyon yontemi, CLSI’nin onerileri dogrultusunda, Mueller-Hinton
agar ve cizelge 2-1’de belirtilen antibiyotik diskleri kullanilarak yapildi. Kontrol
kokeni olarak E. coli ATCC 25922 kullanildi.
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Suslarin kat1 besiyerindeki 24 saatlik saf kiiltiirlerinden bir-iki koloni serum
fizyolojik icinde siispanse edildi ve bulaniklik 0.5 McFarland olacak sekilde
ayarlandi. Bakteri siispansiyonlari steril pamuklu ekiivyonlarla Mueller-Hinton agar
yiizeyine Onerilen sekilde yayildiktan sonra antibiyotik diskleri aralarinda en az 2 cm
aralik olacak sekilde yerlestirildi. 37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi
inhibisyonzon caplari 6l¢iilerek duyarliliklar belirlendi (CLSI 2009).

Cizelge 2. 1. Antibiyotik diskleri ve inhibisyonzon g¢aplar1 (CLSI 2009).

Antibiyotik Disk Inhibisyonzon ¢aplar
1¢erigl Duyarh Orta Direngli
Ertapenem 10 pg >19 16-18 <15
Amoksisilin/klavulanikasit 20/10 pg >15 14-17 <I3
Amikasin 30 pg >18 14-17 <13
Ampisilin 10 ug >17 14-16 <I3
Gentamisin 10 pg >15 13-14 <12
Imipenem 10 pg >16 14-15 <I3
Meropenem 10 pg >16 14-15 <I3
Nitrofurantoin 300 ng >17 15-16 <14
Piperasilin/tazobaktam 100 pg >21 18-20 <17
Sefoksitin 30 pg >18 15-17 <14
Seftazidim 30 pg >23 15-22 <14
Seftriakson 30 ug >21 14-20 <13
Sefuroksim 30 pg >18 15-17 <14
Siprofloksasin Sug >21 16-20 <15
Levofloksasin Sug >17 14-16 <13
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Sekil 2. 3. Escherichiacoli kokenlerinin disk diflizyon yontemi ile yapilan

duyarlilik testi gortintiileri
2.4.2. Cift Disk Sinerji Yontemi

Bu yontemde 0.5 McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonulari
Muller-Hintonagar yiizeyine siiriildi. Daha sonra merkeze bir amoksisilin-
klavulanikasid diski ve c¢evresine seftazidim, sefotaksim ve aztreonam diskleri
konuldu. Amoksisilin-klavulanikasid diski ile diger diskler arasindaki uzaklik 20 mm
olacak sekilde yerlestirildi. Besiyerleri 37°C de 18 saat inkiibe edildikten sonra
seftazidim, sefotaksim ve aztreonam disklerinin herhangi birisinin amoksisilin-
klavulanikasid diskine bakan kisminda inhibisyonzonunda genisleme olmasi GSBL

pozitifligi olarak degerlendirildi.
2.4.3. Otomatize Sistem

Izole edilen suslar VITEK 2 tam otomatize identifikasyon ve antibiyotik

duyarlilik sisteminde (Cihazi, biomerieux, France) ¢alisildu.
2.4.4. Broth mikrodiliisyon Yoéntemi

E. coli suslarinin siprofloksasin (32-0.025ug/ml), levoflaksasine (32-
0.025ug/ml) karst duyarliligini saptamak igin sivi mikrodiliisyon yontemi CLSI
onerileri dogrultusunda c¢alisildi. Duyarlilik testi U tabanli steril mikroplaklar
kullanilarak yapildi. Tiim ¢ukurlara 100 mikrolitre MH broth dagitildi. ilk gukurlara,
agirlik (mg) = hacim (ml) * konsantrasyon (mcg/ml) / Antibiyotik potensi (mcg/ml)
formiili kullanilarak hazirlanan antibiyotik stok soliisyonundan 100 mikrolitre
konuldu ve seri sulandirim yapildi. 0.5 McFarland standardina gore ayarlanan bakteri
siispansiyonu (10 CFU/ml), 1/10 oraninda sulandirildi. Her ¢ukurda 5X10° CFU/m
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olacak sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonundan tiim ¢ukurlara 100 mikrolitre
dagitildi. Her plaga, antibiyotik icermeyen iireme kontrolii (bakteri + besiyeri) ve
besiyeri kontrolii ( besiyeri) konuldu. Mikroplaklarin tistleri kapatilarak 37°C’de 24
saat inkiibe ediidi. MIK degerleri ¢iplak gozle okunarak belirlendi. Siprofloksasin
i¢in duyarlilik, orta duyarlilik ve direnglilik sinirlari sirasiyla; <1 mg/L, 2 mg/L ve >
4 mg/L ve levofloksasin i¢in ise < 2 mg/L, 4 mg/L ve > 8 mg/L olarak kabul edildi
(CLSI 2009).

Cizelge 2.2. MIK yorumlama standartlar: (CLSI 2009)

D 1 Di li
Antibiyotik uyarh Orta duyarh irencli
mg/L mg/L mg/L
Siprofloksasin <1 2 >4
Levofloksasin <2 4 >8

Sekil 2. 4. Escherichia coli kokenlerinin broth mikrodiliisyon yontemi ile yapilan

duyarhilik testi goriintiileri
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2.5. Bakteriyel Genomik DNA Ekstraksiyonu
DNA izolasyonu firma o6nerileri dogrultusunda (Qiagen, Germany) yapildi.

1) Ilk asamada bakteri &rnekleri parcalandi ve herbiril.5 ml’ lik
mikrosantrifiij tiipii i¢erisine alind1. Uzerine 180 ul “ATL buffer’soliisyonu
pipetlendi.

2) Her bir tiipe 20 ul “proteinaz K” soliisyonu ilave edildi ve vorteks yapildi.

Tiipler 56°C” de kadar inkiibasyon yapildi (Inkiibasyon siiresi: 1-3 saat).
3) Inkiibasyon sonrasinda kisa bir santrifiij (8000 rpm- 15 sn.) yapildu.

4) Tiplere 200 pl “AL buffer” soliisyonu ilave edildi ve ardindan 15 saniye
vorteks yapildi.

5) Ardinda 70°C’ de 10 dakika inkiibasyon yapildi ve yine kisa santrifiij
yapildi.

6) Tiiplere 200 pl %99 etil alkol pipetlendi ve 15 saniye vorteks yapildi.

7) Tiiplerdeki sivi kolonlara aktarildi. Kolonlar ise 2 mI’lik toplama tiiplerine

yerlestirildi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij yapildi.

8) Kolon tizerine 500ul “AW1 buffer” soliisyonu pipetlendi ve 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildi. Bu islemden sonra tiipler atildu.

9) Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve itizerine 500 pl “AW?2
buffer” soliisyonu pipetlendi. Ardindan 14000 rpm’ de 3 dakika santrifiij
yapildu.

10) Kolon yeni bir tiipe yerlestirildi ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifii
yapildi.

11) Kolonlar 1.5 ml lik temiz tiiplere aktarildi ve 200 pl “AE buffer”
pipetlendi. 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapilarak DNA tiiplere toplandi.
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2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yapildi. Her gen bolgesi i¢in uygun
PZR reaksiyon programi ve uygun primerler kullanilarak termal dongii ile gnrA,
gnrB, gnrS, gnrC, gepA ve aac (6°)1b-cr plazmid kdkenli kinolon direng genleri
aragtirldi. PZR ¢aligmasi igin gerekli biitiin primerler Intron (Intronsaglik, izmir)
tarafindan sentezlendi. Primer dizileri ve ¢ogaltilan baz ¢ifti uzunluklar1 Cizelge

2.3’de yer almaktadir.

Cizelge 2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kullanilan Primer Dizileri.

Primer Primer dizisi (5°-3”) bg;%?;ttiﬂ(?;)
QnrA-F TCAGCAAGAGGATTTCTCA 626
QnrA-R GGCAGCACTATTACTCCCA
QnrB-F ATGACGCCATTACTGTATAA 562
QnrB-R GATCGCAATGTGTGAAGTTT
QnrC-F GGGTTGTACATTTATTGAATC 447
QnrC-R TCCACTTTACGAGGTTCT
QnrS-F ACGACATTCGTCAACTGCAA 16
QnrS-R TAAATTGGCACCCTGTAGGC
QepA-F GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 199
QepA-R CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
Aac (6)-1b-F | TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482
Aac (6)-1b-R | CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

Mastermiks her o6rnek igin 50 pl olacak sekilde c¢izelge 2.4.°deki gibi
hazirlandi. Bu elde edilen PZR igerikleri ile hedeflenen DNA pargalarini gogaltmak
igin Sensoquest (Labcycler, Germany) PZR cihazina yerlestirildi ve asagida belirtilen

dongii sikluslari uygulandi (Cizelge 2.5).
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Cizelge 2.4. qnrA, gnrB, gnrC, gnrS, gepA ve aac (6°)1b geni igin PZR iiriinleri.

Reaksiyon Icerigi Voliim
10x buffer Sul
DNTPmiks 1ul
Tuneupsolusyonu 1ul
TagDNApolimeraz 0.5 ul
Primer F 1ul
Primer R 1ul
DNA 3ul
ddH,0 37 ul
Toplam Voliim 50 ul

Cizelge 2. 5. gnrA, gnrB ve gnrS genlerinin PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire

diyagramu.
COng:tgl;an Reaksiyon Kosullari ngyllL;f
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C’de 3 dk 1
QnrA Denatiirasyon 94°C’de 30 sn.
gnrB Baglanma (Anneling) 53°C’de 45sn 32
gnrsS Uzama 72°C’de 60sn.
Son Uzama 72°C’de 5 dk 1

Cizelge 2. 6. gnrC, gepA ve aac (6°)1b-cr genlerinin PZR islemine ait 1s1l dongii ve
stire diyagrami

Cogaltilan : Siklus
Bolge Reaksiyon Kosullar: Sayist
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C’de 3 dk 1
nrC
Qe A Denatiirasyon 94°C’de 30 sn.
aepa Baglanma (Anneling) 53°C’de 45sn 30
aac (6")1b-cr
Uzama 72°C’de 60sn.
Son Uzama 72°C’de 5 dk 1
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PZR analizi sonucunda 482 baz cifti (bg) biiyiikliigiindeki iiriiniin aac (6 °)1b-
cr varyanti olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla BseGl (Fermentas, ABD)

restriksiyon enzimi kullanilarak restriksiyon analizi yapildu.
2.7. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Amplifiye edilmis PZR diriinlerinin gézlenmesi i¢in jel elektroforez yapildi.

Bunun i¢in asagida islemler sira ile yapildi.

e 200 ml 1X TBE igerisine 2 gr agar karistirilip mikrodalga firinda yaklasik
3-5 dk kaynatilan karigim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu, tzerine 12 pl
SyberGreen eklendi.

e Karigim, jel kalibinin igerisine yavasga, kabarcik birakmayacak sekilde
dokiildi ve igerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar

yerlestirilerek, 15-20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi.

e Daha sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Jel havuzuna jelin tizerini ortecek
sekilde 1X TBE tamponu eklendi.

e Kuyucuklara, 6ul amplifikasyon iriinti, 2ul bromfenol mavisi (6XLoading
Dye Solution, Fermentas) karistirilarak mikropipet yardimiyla yiiklendi.
Ayrica DNA ornekleri ile beraber bir adet marker (Gene RulerTM 100bp
DNA Ladder) jel kuyucuklarina ayni sekilde yiiklendi.

e 100 V’da 1 saat elektroforez yapildu.

e Siire sonunda ethidyumbromid igeren jel, tanktan alinarak jel goriintiilleme
cihazinda (Gel Logic 200 ImagingSystem, Kodak) bantlarin varligi

gozlendi.

e Pozitif DNA orneginin karsisina denk gelen ve molekiiler stadart ile

uyumlu baz ¢iftine sahip olan 6rneklerin genomu tasidigi kabul edildi.
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3. BULGULAR

Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
2013 Ocak 2013 Aralik tarihleri arasinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 2663
E.coli susunda siprofloksasin direnci %36.6, 2085 E.coli susunda levofloksasin
direnci %26.8 olarak bulunmustur. Saklamaya alinan bu suslardan GSBL ve
duyarlilik testleri yapilmig ve kinolon direngli olarak saptanmis 115 E.coli susu

caligmaya alindi.

Calismaya aliman 115 E.coli susunun 50’si erkek, 65’1 kadin hasta
orneklerinden izole edildi. Escherichia coli’lerin gonderildigi klinik bdlimler

Cizelge 3.1) ve gonderilen 6rnek tiirii Cizelge (3.2) de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. Escherichia coli’lerin gonderildigi klinik boliimler. [*Diger: I¢
Hastaliklar1 (1), romatoloji (1), heamatoloji (1), yenidogan yogun bakim (1), ¢cocuk
caglig1 ve hastaliklari (1), ¢ocuk acil (1) ve gogiis hastaliklari (1)].

Klinikler Say1 Yiizde
Uroloji 21 %18.3
Cocuk Nefrolojisi 18 %15.7
Enfeksiyon Hastaliklar1 18 %15.7
Tibb1 Onkoloji 15 %13
Genel Cerrahi 7 %6
Noroloji 7 %6
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 6 %5.2
Anestezi ve Reanimasyon 4 %3.5
Nefroloji 4 %3.5
Kardiyoloji 2 %1.7
Cocuk Alerjisi ve Immiinolojisi 2 %1.7
Ortopedi ve Travmatoloji 2 %1.7
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 2 %1.7
Diger* 7 %6
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Cizelge 3.2. Escherichia coli’lerin izole edildi klinik 6rnekler

Klinik 6rnekleri Say1 Yiizde
Idrar 89 %77.4
Yara 13 %11.3
Kan 7 %6
drenaj s1visi 3 %2.6
BAL 1 %0.9
Abse 1 %0.9
Vaginal siiriintii 1 %0.9

Izole edilen 115 adet E. coli izolatinin antibiyotik direnc yiizdeleri
ertapeneme, imipeneme ve meropeneme %0.86, amoksisilin/klavulanikasite %59.13,
amikasine %3.47, ampisiline %94.78, gentamisine %48.69, nitrofurantion %7.82,
piperasilin/tazobaktama % 26.95, sefoksitine 9%23.47, seftazidime %61.73,
seftriaksona %73.71, sefuroksime %76.52, siprofiloksasine %81.7 ve levofloksasine
%60 olarak bulundu. Suslarin 88’i GSBL pozitif olarak tesbit edildi, geri kalan 27
tanesi de GSBL negatif olarak saptand: (Bu sonuglar ENLIL Sistemi Kayitlarindan
alind1) (cizelge 3.3).

Cizelge 3. 3. Escherichia colilerin antibiyotiklere duyarlilik oranlar1 (n: 115 ENLIL
kayitlart). (*21 susa sadece levofloksasin, 46 susa sadece siprofloksasin
calisilmigtir).

e e Direncli Ortaduyarh Duyarh
Antibiyotikadi Say1 (;’:/o ) Say1 (gl/o) Sayi’ (%)
Ertapenem 1 (0.86) 0(0) 114 (99.13)
Amoksisilin/klavulanikasit 68 (59.13) 25 (21.73) 22 (19.13)
Amikasin 4 (3.47) 20 (17.39) 91 (79.13)
Ampisilin 109 (94.78) 0(0) 6 (5.21)
Gentamisin 56 (%48.69) 0(0) 59 (51.30)
Imipenem 1 (0.86) 0(0) 114 (99.13)
Meropenem 1 (0.86) 0(%0) 114 (99.13)
Nitrofurantoin 9(7.82) 3(2.60) 103 (89.56)
Piperasilin/tazobaktam 31 (26.95) 15 (13.04) 69 (60)
Sefoksitin 27 (23.47) 8 (6.95) 80 (%69.56)
Seftazidim 71 (61.73) 12 (10.43) 32 (27.82)
Seftriakson 85 (73.71) 0(0) 30 (26.08)
Sefuroksim 88 (76.52) 2(1.73) 25 (21.73)
Siprofloksasin* 94 (81.7) - -
Levofloksasin* 69 (60) - -
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Calismamizda mikrodiliisyon yontemi ile yapilan antimikrobik duyarlilik
testinde MIK degerlerine gore 115 E.coli susunun 96°s1 (%83.47) siprofloksasine
direngli, 7°si (%6.08) orta duyarli ve 12’si ise (%10.43) duyarl: olarak tespit edildi.
Levofloksasine karsi ise 34sus (%29.56) direncli, 13 sus (%11.30) orta duyarli ve 68
sus (%59.56) duyarli olarak saptandi (gizelge 3.4).

Cizelge 3. 4. 115 Escherichia coli susunun siprofloksasin ve levofloksasine
duyarlilik oranlar1 (mikrodiliisyon yontemi ile)

e Direncli Orta Duyarh Duyarh
Antibiyotik
olyot Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Siprofloksasin (96) % 83.47 (7) % 6.08 (12) % 10.43
Levofloksasin (34) % 29.56 | (13) % 11.30 (68) % 59.13
Siprofloksasin ve 0
levofloksasin ortak direngli (15) %13.04 YOK YOK

Konvansiyonel PZR ile kinolon direngli izolatlarin higbirinde gnrA, qnrC ve
gepA genleri tespit edilmedi. Ug susta (% 2.6) qnrB, dokuzunda (% 7.8) gnrS ve 50
izolatta (% 43.5) aac (6°)-1b-cr genleri pozitif bulundu. gnrB pozitif {i¢ sustan
ikisinde ve gnrS pozitif dokuz sustan besinde aac (6°)-1b-cr geni pozitif olarak
belirlendi. Restriksiyon sonrasinda aac (6 °)-1b geninde kesilme olmadi ve hepsi aac
(6)-1b-cr kabul edildi (sekil2.5).

Calismamizda toplam 62 susta plazmid aracili direng saptandi.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M

’
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Sekil 2.5. E.coli suslarinin gnrS, gnrB ve aac(6’)-1b-cr genleri bolgesinin PZR
tirlinleri agaroz jel goriintiileri [M: Markar, 1-2: gnrB pozitif izolatlar (562bp), 3-10:
gnrS pozitif izolatlar (416bp), 11-18 aac(6’)-1b-cr pozitif izolatlar (482bp)].
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Cizelge 3.5. S1vi mikrodiliisyon yontemi (MIK), antibiyotik duyarlilik, ESBL ve PZR ydntemi sonuglari. (ETP: Ertapenem, AMC: Amoksisilin /

klavulanat Asit, AK: Amikasin, AMP: Ampisilin, GEN: Gentamisin, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, NIT: Nltrofurantoin, TZP: Piperasilin/tazobaktam, FOX:
Sefoksltin, CAZ: Seftazidim, CRO: Seftriakson, CXM: Sefuroksim, CIP: Siprokloksasin, LEV: Levoklaksin, GSBL: Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz, MIK: Minimum

inhibitér Konsantrasyon).

NO | ETP |AMC| AK |AMP [GEN | IPM | MEM [ NIT | TZP | FOX | CAZ | CRO | CXM | CIP | LEV VILiIIE(V VI%I(P ESBL gnrB gnrS ‘1111;?(:(?,)- gnrA gnrC gepA

1 S | S R S S S S S R R R R R - 2 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
2 S R S R S S S S S S R R R R R 4 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
3 S R R R R S S S R S R R R R - 8 32 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
4 S S S S S S S S S S S S S R R 16 4 NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
5 S R S R R S S R S R R R R R R 2 32 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
6 S R R R R S S R S S R R R - R 8 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
7 S R | R R S S | S | R R R R - 2 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
8 S S S R S S S S S S | R R - R 1 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
9 S R S R R S S S S R R R R R R 0,5 |8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
10 |S R S R S S S S R R R R R R R 2 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
11 |S | S R S S S S R S R R R R - 2 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
12 |S | | R R S S S S S R R R R - 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
13 |S S S R S S S S S S R R R R - 1 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
14 |S R S R R S S S | S S S S R - 1 32 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
15 |S R S R R S S R R S R R R R R 1 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
16 |S S S R R S S S S S S S R R R 2 8 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
17 |S R S R R S S S S R R R R R R 4 64 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
18 |S R S R S S S S S S S S S R - 2 4 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
19 |S | S R R S S S S S R R R - R 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
20 |S | S R S S S S S S S S S - R 0,5 |8 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
21 |S | S R S S S S S S R R R R R 16 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
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Cizelge 3. 5 (Devam). Sivi mikrodiliisyon yéntemi (MiK), antibiyotik duyarlilik, ESBL ve PZR yontemi sonuglari.

22 |S R S R S S S S R S R R R R R 1 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
23 |S R S R R S S S R S R R R R R 0,5 |4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
24 |S R | R S S S S R S | R R R R 2 64 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
25 |S R S R S S S S S R S S S R R 4 16 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
26 |S S S S S S S S S S S S S R R 2 4 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
27 |S R S R S S S S S S S S S R R 0,5 |4 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
28 |S R S R R S S S S S R R R R R 16 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
29 |S R | R R S S R R R R R R - R 4 64 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
30 |S R S R R S S S S R R R R R R 1 32 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
31 |S R S R S S S S S R R R R R R 1 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
32 |S | S R S S S | R S R R R R - 1 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
33 |S R S R R S S S S | | R R R - 0,5 |64 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
34 |S | S R S S S S R S R R R - R 2 8 POZITIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
3% |S R S R R S S S R R S S | - R 2 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
36 |S S S S S S S S S | S S S R R 1 4 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
37 |S | S R S S S S R S R R R R - 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
38 |S S S R S S S S S S S S S R R 1 8 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
39 |S | | R R S S S | R R R R R - 2 32 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
40 |S R | R R S S S | S S S | R - 2 8 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
41 |S R S R R S S S | R R R R R - 2 64 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
42 |S R S R S S S S R R | R R - R 4 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
43 |S | S R R S S S S S R R R R - 16 2 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
44 |S R | R S S S S S S R R R - R 32 1 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
45 |S S S R S S S S S S S S S R - 16 32 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
46 | S R S R R S S S S S S S S R R 8 2 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
47 |S S S S R S S S S S S S S R - 16 2 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
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Cizelge 3. 5 (Devam). Sivi mikrodiliisyon yéntemi (MiK), antibiyotik duyarlilik, ESBL ve PZR yontemi sonuglari.

48 |S | S R S S S S S S R R R R - 16 1 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
49 |S R S R S S S S R S R R R R - 32 0,5 |POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
50 |S R S R R S S S S R R R R R R 8 1 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
51 |S R S R S S S S S R R R R R R 64 1 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
52 |S R S R R S S S S R R R R R R 64 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
53 |S R | R R S S S | S R R R R - 64 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
54 |S | | R S S S S S S R R R R - 32 2 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
55 |S | S R R S S S S R | R R - R 16 2 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
56 |S S S R R S S S S S R R R - R 8 1 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
57 |S R | R R S S S R | R R R R - 64 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
58 |S | S R R S S S | S R R R R - 32 1 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
59 |S | | R R S S S S R R R R R - 64 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
60 |S R | R S S S S S S R R R R - 32 2 POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
61 |S S S R S S S S S | | R R R - 8 1 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
62 |S | | R S S S S R S | R R - R 32 0,5 |POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
63 |S | S R S S S S R S R R R - R 8 1 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
64 |S R | R S S S S R S | R R - R 64 1 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
65 |S R S R R S S R | R R R R R R 64 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
66 |S R S R S S S S R R R R R R - 32 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
67 |S S S R R S S S S S S S S R - 64 2 NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
68 |S R R R R S S S R S | R R - R 32 0,5 |POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
69 |S R S R R S S R R | | R R R R 16 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
70 |S | S R R S S S S S R R R R - 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
71 |S S | R R S S S S S | R R - R 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
72 |S R | R S S S S R R R R R R - 0,3 |32 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
73 |R R S R S R R S R R R R R R - 1 4 POZITIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
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Cizelge 3. 5 (Devam). Sivi mikrodiliisyon yéntemi (MiK), antibiyotik duyarlilik, ESBL ve PZR yontemi sonuglari.

74 |S S S R S S S S S S | R R R - 4 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
7 |S | S R R S S S S S R R R - R 1 32 POZITIF | NEGATIF | POZITIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
76 | S R | R S S S S S S R R R R - 1 64 POZITIF | NEGATIF | POZITIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
77 |S S S R S S S R S S S S S R R 2 8 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
78 |S | S R S S S S S S R R R R R 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
79 |S S S R S S S S S S R R R R - 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
80 |S S S S S S S S S S S S S R R 4 8 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
81 |S R S R S S S S S S S S S R R 2 8 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
82 |S R S R S S S S S S R R R R R 2 64 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
83 |S R S R R S S S S S R R R R - 1 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
84 |S S S R S S S S S S S S S R - 4 4 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
85 |S S S R S S S S S S S S S R R 0,5 |4 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
86 |S R S R S S S S | S R R R R R 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
87 |S R S R R S S S S S R R R R - 1 32 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
88 |S R S R S S S S R S S S S R R 1 4 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
89 |S R S R R S S S S R S S S - R 4 32 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
90 |S R S R S S S S R S S S R R R 4 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
91 |S S S R R S S S S S S R R R R 8 32 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
92 |S R S R R S S S R R R R R R - 8 32 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
93 |S | S S S S S | S S S S S R - 4 16 NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
94 |S R S R S S S S R R R R R R R 2 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
95 |S R S R S S S S | R R R R R R 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
9% |S R S R R S S S | S R R R R - 2 64 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
97 |S R S R R S S S | S R R R R R 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
98 |S | S R S S S S S S R R R - R 2 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
99 |S R S R S S S R S S S R R R R 2 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
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Cizelge 3. 5 (Devam). Sivi mikrodiliisyon yéntemi (MiK), antibiyotik duyarlilik, ESBL ve PZR yontemi sonuglari.

100 | S R S R S S S S S S R R R R R 4 32 POZITIF | NEGATIF | POZITIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
101 |S R | R R S S S S S R R R R - 2 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
102 | S R S R R S S S | S R R R R R 1 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
103 | S R | R S S S S R | R R R R - 2 64 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
104 | S R | R R S S S R S R R R R - 0 8 POZITIF | NEGATIF | POZITIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
105|S S S R R S S S S S S S S R - 2 4 NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
106 | S R S R S S S S | S S S R R - 2 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
107 | S R S R R S S S S S R R R R R 1 4 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
108 | S | S R R S S S S S R R R R - 4 64 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
109 |S R S R S S S S R S S S S - R 2 16 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
110 | S R S R R S S S | | R R R R R 2 32 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
111 |S | S R R S S S S S S S S R - 2 16 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
112 | S R R R S S S S R S R R R R R 1 16 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
113 | S R S R R S S S | R R R R R R 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
114 |S R S R R S S R S S R R R R R 1 8 POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
115 | S S S R R S S S S S S S S R R 1 32 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

60




4. TARTISMA

Escherichia coli, toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara en sik sebep olan
bakterilerin basinda gelmektedir (Inan ve ark 2003). Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE)
cocuklar, yashlar ve Ozellikle gen¢ kadinlarda en sik goriilen enfeksiyon
hastaliklarindandir (Kaya ve ark 2002, Arslan ve ark 2005). E.coli Komplike
olmayan Idrar yolu enfeksiyonlarmin %80-90’m1 olusturur. Komplike idrar yolu
enfeksiyonlarinda ise E.coli olgularin yaklasik %20’sinden sorumlu olmasina karsin
diger etkenlerden ¢ok daha biiyiik siklikta goriilmektedir (Semercioz ve Kalkan
2000). Diinyada yilda 150 milyon kisinin IYE nedeniyle hastanelere bagvurdugu ve
tedavi maliyetinin 150 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Arslan 2007).

E.coli idrar yolu enfeksiyonlar1 disinda bir ¢ok sistemik ve lokal
enfeksiyonlara da sebep olabilmektedir. Santral sinir sistemi, kan dolasim sistemi,
solunum sistemi, intra abdominal ve yumusak doku enfeksiyonlarinin o6nemli
etkenleri arasindadir. Yenidogan doneminde goriilen menenjit vakalarinin %40’
E.coli ile meydana gelir (Karakartal 2002). ingiltere’de 10 yillik bir dénemi
kapsayan yeni dogan menenjitlerini inceledikleri ¢alismalarinda E.coli %10 ile ikinci
siklikla izole edilen etken olmustur (Holt ve ark 2001). Avustralya ve Yeni
Zelanda’da 1992-2002 yillar1 arasinda yeni dogan menenjitlerini inceledikleri
caligmalarinda E.coli’yi %16 ile ikinci sirada etken olarak saptamislardir. Aym
caligmada disiik dogum agirlikli ¢ocuklarda E.coli %10 ile birinci sirada yer
almaktadir (May ve ark 2005). Yumusak doku enfeksiyonlarindan izole ettikleri
etkenler arasinda yaptiklar1 bir ¢alismada, E.coli %17.3 ile ikinci sirada yer almistir
(Mohanty ve ark 2004). Bulgaristan’da 45 hastane ve 6 6zel laboratuvarin katildig
ve 98, 928 etkenin degerlendirildigi bir siirveyans g¢alismasinda en sik goriilen
bakteriyel enfeksiyon etkenini %28.9 ile E.coli olarak saptamislardir (Petrov ve ark
2005). Hong Hong’da yaptiklar1 siirveyans c¢alismasinda toplum kaynakli
enfeksiyonlarda %18 ile en sik E.coli’yi etken olarak izole etmislerdir. Ayni
calismada E.coli idrar yolu enfeksiyonlarinin da %84’iinden etken olarak izole
edilmistir (Ling ve ark 2006). ispanya’da intra abdominal enfeksiyonlardan izole
edilen aerop ve fakiiltatif anaerop etkenleri inceledikleri ¢alismalarinda E.coli %52
ile ilk sirada yer almistir (Guembe ve ark 2008).
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Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada yatan hastalardan izole edilen E.coli
suglarinin %46’siin idrar yolu enfeksiyonlarindan sorumlu oldugu saptanmistir
(Abasli ve ark 2006). Sivas bolgesindeki saglik ocaklarindan idrar yolu enfeksiyonu
on tanisi ile gelen hastalarla yapilan bir ¢alismada izole edilen 274 etkenin %71.5’ini

E.coli olarak saptamiglardir (Alim ve ark 2008).

Calismamizda cesitli 6rneklerden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 115
E.coli susunun %77.4’4 idrar, %11.3’4 yara, %6.08’i kan ve %2.6’s1 drenaj
kiiltiirlerinden izole edilmistir. Bu oranlar bolgesel ve hastanelere gore farkliliklar
gostermekle birlikte tilke genelindeki oranlar arasindadir. Oranlarimiz Tiirkiye’de ve

diinyadaki sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Antimikrobiyal se¢imi iilkeden iilkeye, boélgeden bolgeye hatta ayni
hastanenin Klinikleri arasinda bile farklilik gosterebilmektedir. Diinyada ve
Tiirkiye’de idrar yolu enfeksiyonlar: en sik ampirik tedavi baslanan enfeksiyonlarin
basinda gelmektedir. Ampirik antibiyotik tedavisi; hastanin sikayetleri, hikayesi ve
lokal antibiyotik duyarliligina gére diizenlenir. Etken ve direnc profili belirlenmeden
baslanan antimikrobiyal tedaviler direng problemine zemin hazirlayan en 6nemli
sebeplerden birisidir. Avrupa Uroloji Dernegi 2014 kilavuzunda komplike olmamis
IYE’nin ampirik tedavisinde, ilk onerilen ilaglar arasinda nitrofurantoin ve
fosfomisin, alternatif olarak kinolon ve diren¢ oraninin % 20’nin altinda oldugu

bolgelerde trimetoprim/siilfametoksazol yer almaktadir (Omer ve ark 2014).

Antibiyotik direnci tim diinyada yaygin olarak goriilen ve hastaliklarin
tedavisinde karsilasilan ¢ok ciddi bir sorundur (Danishta ve ark 2010).
Antibiyotiklarin bilingli kullanimi direng gelisimini 6nlemede veya yavaslatmada son
derece onemlidir. Ulusal ve uluslararas1 kuruluslarin antibiyotik direnciyle ilgili
degerli bilgiler saglamalarina karsin, E.coli’ de ¢esitli antibiyotiklere hizli bir sekilde
artan direng, yanlis ve bilingsiz antimikrobiyal tedavilerin elestirilmesi ve siirekli
yeniden degerlendirilmesini zorunlu hale getirmektedir (VonBaum ve Marre 2005).
Direng artis1; tedavi seceneklerini daraltmakta, pahali ve Saglik Uygulama Tebligi’ne
gore hastanede yatarak tedaviye zorunlu kilan karbapenem grubu antibiyotiklerin

kullanilmasina neden olmaktadir (Yasar ve ark 2011).
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Tiim diinyada E.coli nin direng oranlarin1 belirlemek amaciyla birgok ¢alisma
yapilmistir. Kanada’da toplum kaynakli IYE’dan etken olarak izole ettikleri E.coli
suslartyla yaptiklar1 ¢alismalarinda ampisilin, trimetoprim/sulfametoksazol ve
siprofloksasin direngleri sirasiyla %41, %19 ve %1.82 olarak bulunmustur (Zhanel
ve ark 2000). ABD’de iYE’dan izole ettikleri E.coli suslariyla yaptiklar1 bir
calismada trimetoprim/sulfametoksazol direncini %20 olarak bulmuslardir
(Karlowsky ve ark 2003). Siileyman Demirel Universitesi'nde 2000-2004 yillar1 aras1
E.coli suslariyla yaptiklari bir ¢alismada direng oranlarini sirasiyla ampisiline %63.4,
amoksisilin/klavulanikaside %58.7, siprofloksasine %35.3, sefuroksime%32.1 ve
imipeneme %1.1 olarak saptamislardir (Kaya 2006). Londra’da 2004-2006 yillart
arasinda 11865 E.coli susunun sebep oldugu toplum ve hastane kaynakl: idrar yolu
enfeksiyonlarini inceledikleri bir calismada, direng oranlarmi ampisiline %55,
trimetoprime %40, amoksisilin/ klavulanik aside %13.5, siprofloksasine %12 ve

gentamisine %6.2 olarak bulmuslardir (Bean ve ark 2008).

Hacettepe Universitesi Hastanesi’nde 2000-2004 yillar1 arasinda nozokomiyal
gram negatifler iizerine yapilan ¢alismada, 2000 yilindaki tim E.coli izolatlarinin
meropenem ve imipeneme duyarli oldugunu, seftazidime %39, sefepime %29,
piperasillin/tazobaktama %22, siprofloksasine %59 oraninda direngli oldugunu tespit
etmiglerdir. 2004 yilinda izole ettikleri tim E.coli izolatlarinda yine amikasin ve
imipeneme kars1 direng gozlenmezken, seftazidime %32, sefepime %35,
piperasillin/tazobaktama %9, siprofloksasine %73 oraninda direng gozlendigini
bildirmislerdir (Zarakolu ve ark 2004). 2005 yilinda soyutladiklar1 344 GSBL iireten
E.coli susu ile (241 nozokomiyal, 103 poliklinik hastalarindan soyutlanan sus)
yaptiklar1 ¢aligmada diren¢ oranlarin1 fosfomisine % 3.5, siprofloksasine % 76.5,
amikasine % 11 ve trimetoprim- siilfametoksazole % 74.4 olarak saptamiglardir.
Hastane kaynakli suslarda direng oranlarini sirasiyla % 4.1, % 81.3, % 11.2, % 71,
poliklinik hastalarinda % 1.9, % 65, % 10.7, % 82.5 bulmuslardir. Siprofloksasine ve
trimetoprim-siilfametoksazole duyarlilikta iki grup arasinda istatistiksel olarak fark
saptamislardir (Pullukcu ve ark 2008). Van Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez
Laboratuvari’na 2010 yilinda kliniklerde yatan ya da ayaktan polikliniklere bagvuran
erigkin hastalardan alinan idrar 6rneklerinden anlamli ireme olan 600 izolat
degerlendirmeye alinmistir. E.coli suslarinda (n: 375) GSBL iiretimi 112 susta (%

29.9) saptanmig, tim E.coli suslari amikasin, imipenem ve meropeneme duyarli
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bulunmustur. Fosfomisin (%85), nitrofurantoin %82, piperasilin/tazobaktam %59,
siprofloksasin %37, norfloksasin %34, sefazolin %11, amoksisilin/klavulanat %11,
ampisilin %11 duyarh olarak bildirilmistir (Bayram ve ark 2011). Yapilan ¢alismada
kan kiiltiirlerinden izole edilen toplam 95 E.coli susunun 37’sinin (% 39) GSBL
olusturdugu, amikasin %211, amoksisilin/klavulanik asit %89, ampisilin %97,
gentamisin %46, siprofloksasin %70, trimetoprim/ siilfametoksazol %57 ve
piperasilin/tazobaktam %59 direngli oranlar saptanmistir (Saglam ve ark 2011).
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi’nde Temmuz 2008- Ekim
2012 yillar1 arasinda toplam 2,983 idrar orneginin 337’sinde (% 11.3) iireme
gozlenmistir. En sik izole edilen bakteri E.coli (% 64.4) olmustur. E.coli suslarinin
timi amikasin, gentamisin ve imipeneme karsi duyarli iken, ampisilin (% 68.7),
amoksisilin/Klavulanik asit (%97.2), sefalotin (%93.1), seftazidim (%99.1),
seftriakson (%99.1), sefuroksim (%93.5) trimetoprim /siilfametoksazole (% 77) ve
nitrofurantoin (%98) duyarliligin en disiik oldugu gozlenmistir (Dogan ve ark.
2013).

Calismamizda izole edilen kinolonlara direngli 115 E.coli susunda, CLSI
tarafindan Onerilen ve tedavide en sik kullanilan antimikrobiyallere direng oranlari
ertapeneme, imipeneme ve meropeneme %0.86, amoksisilin/klavulanikasite %59.13,
amikasine %3.47, ampisiline %94.78, gentamisine %48.69, nitrofurantion %7.82,
piperasilin/tazobaktama % 26.95, sefoksitine %23.47, seftazidime %61.73,
seftriaksona %73.71 ve sefuroksime %76.52 olarak bulunmustur. Suslarda GSBL
orani %76.5 olarak tespit edilmistir.

Kinolon grubu antibiyotikler etki spektrumlar1 gram pozitif, gram negatif ve
anaerob bakterileri kapsayacak sekilde olduk¢a genislemis etki spektrumlarina
sahiptir. Kinolon tiirevi antibiyotiklerin, genis antibakteriyel spektrumlari, oral alim
ile gastrointestinal sistemden yiiksek absorbsiyonu, dokulara IYE dagilimi, diisiik
yan etki insidans1 nedeniyle her gecen giin kullanimlari giderek artmaktadir (Hooper
2001). Kinolonlar, IYE’lar1 tedavisinde sik tercih edilen genis spektrumlu
antibiyotiklerdir (Bleidorn ve ark 2010). Tiirkiye’de 1990 yilinda yapilan bir
calismada (Baykan ve ark 2001), kinolonlara direng oran1 % 2 gibi ¢ok diisiik bir
oranda tespit edilmistir. Ancak son zamanlarda Tiirkiye’nin g¢esitli bolgelerinde IYE

olan hastalardan izole edilen E.coli’lerde uygunsuz ve asir1 kullanimdan dolay1
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kinolonlara kars1 direngte artis gdzlenmistir (Coskun ve ark 2011). izole edilen
tiropatojenlerin antibiyotik duyarlilik oranlart yillara ve bolgelere gore farklilik
gostermektedir. Tiirkiye’de ve yurt disindaki E.coli’de bulunan ilag direnciyle ilgili
literatiirlerde pek ¢ok yayma rastlamak miimkiindiir. izole edilen gram negatif
bakterilerdeki antimikrobiyal direng oranlari yillara bolgeye, hastaneye gore
degerlendirildiginde E.coli suslarinda bazi antibiyotikler i¢in direng artisi
saptanmustir. E.coli’nin kinolon direnciyle ilgili yurtdisi ¢alismalarda da direng
oranlar1 degisiklikler gdostermektedir. Ispanya’da yaptiklar1 arastirmada 1989 E.coli
susunu siprofloksasin direncini %22.8 olarak tespit etmislerdir (Andreu ve ark
2005). Nepal’de izole edilen 716 E.coli kokeninin siprofloksasin duyarliligi %55
olarak bildirilmistir (Das ve ark 2006). ingiltere Londra’da Bean ve arkadaslarmin
yapmis oldugu ¢alismada 11786 E.coli’nin disk siprofloksasin direnci %12 olarak
bulunmustur (Bean ve ark 2008). Cin’de yaptiklar1 bagka bir ¢aligmada ise 202 E.coli
kokeninin siprofloksasin direncini %74 ve levofloksasin direncini %71 gibi olduk¢a
yiiksek oranlarda bulmuslardir. Cin’nin bazi bolgelerinde tiropatojen E.coli’lerin
siprofloksasin direnci %41-80 gibi oldukg¢a ciddi rakamlara ulasmaktadir (Zhao ve
ark 2009).

Tirkiye’de son yillarda yayimlanmis ¢alismalarda, E.coli kokenlerinin
siprofloksasine direng oranlar1 %17-47 arasinda degismektedir (Arslan ve ark 2005).
Ankara Ibn-i Sina Hastanesinde yapmis olduklar1 bir calismada 1384 E.coli
kokeninin siprofloksasin direng oranlar1 incelenmis ve 2001 yilinda siprofloksasine
direng %26.1 iken, 2002 yilinda ise bu oran artarak %33.1’e yiikselmistir (Akan ve
ark 2003). Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda izole edilen 300 E.coli susunun siprofloksasin direnci %13.1
oraninda saptanmustir (Otag ve ark 2003). izmir Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
yaptiklar1 ¢alismada toplum kokenli IYE’larindan soyutlanan 72 E.coli kokeninde
siprofloksasin direncini %39, levofloksasin direncini ise %38 oraninda saptamislardir
(Tagbakan ve ark 2004). Ege ve Akdeniz Bolgesi'ndeki iiropatojen E.coli
kokenlerinin florokinolonlara duyarliliginin arastirildigi bir ¢aligmada 100 E.coli
kokeninde agar diliisyon yontemi ile siprofloksasin ve levofloksasin direncinin
incelendigi arastirilmistir. Ege Bolgesi'nde siprofloksasin  direnci %24 ve
levofloksasin direnci %22 oraninda, Akdeniz Bolgesi’nde ise sirasiyla %28 ve %26
oraninda saptanmustir (Debele¢ ve giiner 2007). Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi

Hastanesi'nde toplum 252 hasta (199 kadin ve 53 erkek) alinmistir. E.coli suslarmin
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antibakteriyel duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle CLSI
kriterlerine uygun olarak yapilmistir. 194 E.coli suslarinda %10.8 oraninda
siprofloksasin direnci bulunmustur (Yildirim ve ark 2009). Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Yakutiye Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina hastanede
yatmakta olan hastalardan gonderilen kan kiiltiirii orneklerinden izole edilen
E.colisuglarin antibiyotik duyarlilik testleri KirbyBauer disk diflizyon yontemi ile
Mueller-Hinton agarda (Oxoid) yapilmistir. GSBL iireten E.coli suslarinda
siprofloksasin direnci % 67 ve levofloksasin %69, GSBL negatif E.coli suslarinda ise
% 24 siprofloksasin ve %27 levofloksasin direnci saptanmistir (Uyanik ve ark 2010).
Istanbul’da Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesinde yaptiklari bir ¢alismada 217
olgulardan izole edilen E.coli izolatlarinda siprofloksasin direnci %52.2 olarak
belirlemislerdir (Yasar ve ark 2011). Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi'nde
yaptiklar1 calismaya toplumsal kaynakli IYE etkeni 846 E.coli izolat: dahil
edilmistir. izolatlarn 751’ine siprofloksasin, 836’sma nitrofurantoin ve 819’°una da
fosfomisin i¢in antibiyotik duyarlilik testi uygulanmistir. Suslarin siprofloksasin,
nitrofurantoin ve fosfomisine kars1 direng oranlar sirastyla % 32.1, % 5.1 ve % 4.5
olarak saptanmustir. 846 izolatin 191’inin (% 22.5) GSBL pozitif oldugu tespit
edilmistir (Kurt ve ark 2014).

Bu calismada elde ettigimiz veriler dogrultusunda Selguk Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen gesitli orneklerden
izole edilen 2663 E.coli susunda %36.3 siprofloksasin direnci, 2085 E.coli susunda
ise %26.8 levofloksasin direnci saptanmistir. Tiirkiye’de florokinolon direnci
merkezlere gore farklilik gostermekte ve bu farkliliklar epidemiyolojik faktorlere,
enfeksiyon  kontrol ~ onlemlerine ve antibiyotik  kullanim  politikalarina
baglanmaktadir. Bu sonuglar, antibiyotik direng profillerinin cografi bolgelere gore
degistigini, ampirik tedavinin basarisi i¢in siirveyansin dnemini ortaya ¢ikarmaktadir.
Antibiyotiklerin yogun kullanimi sonucu, giiniimiizde ¢oklu direng gosteren bakteri
enfeksiyonlar1 biiyiik bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Aktepe ve ark 2006).
Bu noktadan hareketle, kinolon direncinin nedenlerinden biri olan plazmid aracili

diren¢ mekanizmalariin olasi varligr arastirilmistir.

1987 yilinda Klinik ornekten izole edilen bir Shigella dysenteriae sugunda

plazmid aracili nalidiksik asit direncinin varligi bildirilmis, ancak bu iddia daha
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sonra kanitlanmamistir (Munshi ve ark 1987, Nordmann ve Poirel 2005). Plazmid
aracili kinolon direncinin varligi ilk kez 1998 yilinda Martinez-Martinez ve
ark.’larinin tarafindan Alabama Universitesi’ndeki bir hastanin idrar drneginden
1994 wyilinda izole edilen siprofloksasine direngli K.pneumoniae susunda

gosterilmistir (Martinez-Martinez ve ark 1998).

Kore’de yapilan bir calismada, kinolona direngli ve GSBL iireten 368
Enterobacteriaceae izolatinin %38’inde multipleks PZR ile gnrA (n=4), gnrS (n=2)
ve gnrB (n= 135) geni varligi saptanmistir (Tamang ve ark 2008). Fransa’da GSBL
tireten 121 klinik izolatla yapilan ¢aligmada, gepA geni sadece bir E.coli susunda
saptanmis ve Avrupa izolatlarinda ilk gepA determinantinin bu ¢alismayla bildirildigi
vurgulanmistir (Cattoir ve ark 2008). 13 Avrupa iilkesinde insan, hayvan, besin ve
cevreden izole edilen 1215 Salmonella spp. ve 333 E.coli izolatinda plazmidle
aktarilan kinolon direng genlerinin varligi arastirilmig, Salmonella tiirlerinde %59 ve
E.coli izolatlarinda ise %15 oraninda qnr geni pozitifligi saptanmigtir. Salmonella
tiirlerinde 125 gnrS1 ve 138 gnrB varyantlar tespit edilmistir. Ayrica 3 qnrAl ve 3
aac (6°)-1b-cr bulunmustur. 22 gnrD geni insan ve hayvan kaynakli Salmonella
izolatlarda gozlenmistir. 19 gnrS1 ve bir gnrB genleri ise E. coli izolatlarinda
bulunmustur, ayrica qnrC ve gepA genleri Salmonella veya E. coli izolatlarinda
tespit edilmemistir (Veldman ve ark 2011). Iran’da yapilan bir ¢alismada, 140 E.coli
susunda 116°s1 (%82.8) nalidiksik asite direngli ve 63 siprofloksasine direngli
saptanmiglar. Nalidiksik asite direncli suslarda gnrA ve gnrB genleri sirasiyla % 12.1
ve % 7.8, Siprofloksasine direngli suslarda ise sirasiyla % 22.2 ve % 14.3
oranlarinda belirlenmistir (Firooze ve ark 2014). Plazmid aracili kinolon direng
yaytlimmi arastirmak amaciyla Japonya’da, 2008 ve 2011 arasinda soyutlanan
seftazidim veya sefotaksim direngli 150 Klebsiella pneumoniae ve E.coli klinik
izolatin degerlendirildigi bir calismada, gnrB, gnrS, and aac (6°)-1b-cr genleri
arastirtlmistir. Yirmi dort K. pneumoniae susundan 12’sinde (%50.0) gnrB, dérdiinde
(%16.7) gnrS ve birinde (%4.2) aac (6°)-1b-cr varligi bulunmustur. Ayrica 126 E.
coli izolatindan birinde (%0.8) gnrB, 11’inde (%8.7) gnrS ve ikisinde (%1.6) aac
(6")-1b-cr genleri pozitif olarak tespit edilmistir. Qnr geni 6zellikle K. pneumoniae
suslarinda daha yiiksek oranda (% 66.7) tespit edilirken, E. coli suslarinda bu oran
oldukga diisiik olarak (% 0.8) belirlenmistir (Okade 2014).
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Tiirkiye’de ilk plazmit aracili kinolon direnci geni, gnr, 2005 yilinda Nazik ve
ark.’lar1 tarafindan bildirilmistir. Istanbul'da Nazik ve ark (2005) tarafindan izole
edilen 49 GSBL pozitif susta (36 E.coli, 7 K.pneumoniae, 4 Enterobacter spp. ve 2
Citrobacter spp.) gnrA geni varlig1 arastirilmig, bir Enterobacter cloacae ve bir
C.freundii susunda (% 4) bulundugu gosterilmistir. Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada,
yogun bakim hastalarindan izole edilen toplam 460 Enterobacteriaceae ve diger
Gram negatif bakteride gnrA, gnrB, gnrS genleri arastirilmis, 3 (%0.65) E.cloacae
izolatinin birinde qnrB1 ve ikisinde gnrS1 geni saptanmistir. (Nazik ve ark 2008).
Izmir’de yapilan ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilen 356 Enterobacteriaceae
tiyesinde qnrA, gnrB ve gnrS genlerinin varligini arastirmislar, kinolon direngli alt1
susta gnrA, {i¢ susta qnrS geni saptamislardir. gnrA saptanan suslarin ikisinin ve gnrS
saptanan suslarin birinin GSBL olusturdugu gozlenmistir (Oktem ve ark 2008a).
Ayni yil Istanbul, Ankara, Antalya ve izmir’de izole edilen toplam 78 sus ( 34 E.coli
ve 44 K.pneumoniae) incelenmis, 5 (%6.3) gnrA geni ( dort K.pneumoniae ve bir
E.coli) saptamustir (Oktem ve ark 2008b). Tiirkiye’de farkli hastanelerden izole
edilen ve GSBL olusturan toplam 248 E.coli ve K.pneumoniae izolatinda gnrA, gnrB,
gnrS, aac (6°)-l1b-cr genlerinin sikliginin arastirildigi  bir calismada da, bir
K.pneumoniae izolatinda farkli plazmidler tizerinde gqnrB1 ve aac (6°)-1b-cr genleri
saptanmigtir, ayrica aac (6°)-lb-cr geninin GSBL olusturan izolatlarin (n: 50)
%78’inde bulundugunu gostermislerdir (Poirel ve ark 2008). Diger bir ¢alismada
971’1 Enterobacteriaceae iiyesi, 73’ti non-fermentatif Gram negatif ¢omak olmak
tizere toplam 1044 sustagnrA, gnrB, gnrS ve gnr-pozitif suslar arasinda aac (6°)-1b-
cr arastirilmistir. Suslarin % 44’4 GSBL pozitif, % 22’si GSBL pozitif ve
siprofloksasine direngli, % 33’ ise siprofloksasine direngli bulunmustur. 20 (% 1.9)
sus gnr-pozitif bulunurken, gnr-pozitif suslar arasinda ti¢ aac (6°)-lb-cr geninin
varligi saptanmistir. Dort Enterobacter spp., ti¢ E.coli, bir K.pneumoniae susunda
gnrA, altt K.pneumoniae, iki E.coli susunda gnrB, iki K.pneumoniae, bir E.coli, bir
Enterobacter spp. susundagnrS varligi saptanmistir. Siprofloksasine direngli ii¢ aac
(6)-1b-cr-pozitif susun ikisinin gnrB-pozitif K.pneumoniae, birinin gnrA-pozitif

E.coli oldugu belirlenmistir (Nazik ve ark 2009).

Mayis 2009-Temmuz 2009 tarihleri arasinda dort farkli merkezden [Trabzon
(n= 387), Canakkale (n= 82), Ankara (n= 96), Tokat (n= 82)] toplanan

Enterobacteriaceae ailesine ait 647 izolat ile yapilan bir ¢alismada qnrA, gnrB, gnrC
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ve qnrS genleri multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle
arastirtlmig, 2 izolatta gnrA, 12 izolatta gnrB, 4 izolatta qnrC ve 10 izolatta gnrS
pozitifligi saptanmustir. Qnr geni saptanan izolatlardan biri siprofloksasine, ikisi
nalidiksik aside direngli bulunmustur (Coban ve ark 2012). Afyon Kocatepe
Universitesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarin'da gesitli klinik rneklerden (84
idrar, 16 kan, 10 yara yeri, 2 bronkoalveoler lavaj) izole edilen ve 78 (%69.6)’i
GSBL pozitif olan toplam 112 kinolon direngli E.coli susunun higbirinde gnrA, gnrB,
gnrS, gnrC ve qepA tipi genler saptanmazken, aac (6°)-1b-cr geni varligi %59.8
(67/112) oraninda bulunmus ve bu izolatlarin da %86.6 (58/67)’sinin GSBL iireten
suglar oldugu gortilmistiir (Aktepe ve ark 2012).

Calismamizda, Selguk Universitesi Tip Fakiilesi Hastanesi, Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 88’i (%76.5) GSBL pozitif
olan toplam 115 kinolona direngli E.coli susunda, gnrA, qnrB, gnrS, gqnrC, gepA ile
aac (6)-1b-cr plazmid kokenli kinolon direng genleri PZR yontemiyle arastirilmustir.
Incelenen 115 E.coli susunun hicbirinde qnrA, gnrC ve gepA tipi genler
saptanmazken, ¢ (%2.60) susta gnrB, dokuz (%7.82) susta gnrS ve 50 susta
(%43.47) aac (6°)-1b-cr bulunmustur. QnrB pozitif ii¢ sustan ikisinde ve gnrS pozitif
dokuz sustan besinde aac (6°)-1b-cr geni pozitif olarak belirlendi. Sonug¢ olarak bu
direngten, daha ¢ok aac (6°)-1b-cr plazmid direng geninin varligi sorumlu

tutulmustur.
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5. SONUC

E.coli izolatlarinin direng paternlerinin ¢alismanin yapildigi yila, bolgeye,
hastaneye ve toplum kokenli veya nozokomiyal kokenli olmasina gore degiskenlik
gosterebilecegi  bilindiginden, bu diren¢ oranlarmin her yil her hastanede

saptanmasinin 6nemi vardir.

Hastanemizden izole edilen E.coli suslarinda kinolonlara direng saptanmustir.
Bu oran iilke genelinde ve tiim diinyada oldugu gibi oldukga yiiksektir. Kinolonlarin
yaygin kullanimlarindan dolay1 bu gruba giin gectikge artan bir direng goriilmektedir,
Ayrica diizensiz ve kontrolsiiz antibiyotik kullanimi Tiirkiye’ de kinolon direncinde
artisla sonuglanmigtir. Bu direng mekanizmalarinin bilinmesi ve yayiliminin

onlenmesi Onemlidir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar gnrB ve gnrS gen sikliginin diisiik
oldugunu gostermektedir. Ayrica, ¢alismada acc (6°)-1b-cr pozitifligi saptandi.
Sonug olarak, giinimiizde hizla direng gelisimi birgok antibakteriyel ajan gibi
kinolon kullanimini da sinirlamaktadir. Bu nedenle direng gelisim yollarinin tespit
edilip, bunlarla ilgili ¢alisma Sayilarmin artiritlmasi ve diinya ¢apindaki yayilimin

belirlenmesi tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde yardime1 olacaktir.

E.coli’de goriilen yiiksek kinolon direnci nedeniyle bu antimikrobiyal
direncin mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in molekiiler ¢alismalara gerek
duyulmaktadir. Direngle iligkili olabilecek diger gen bdlgelerinin incelenmesine
yonelik molekiiler c¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu veriler 1s1ginda ve
hastane enfeksiyonlar1 kontrol komitelerinin onerileri dogrultusunda antibiyotik

kullanilmalidir.
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7. EK A: Etik Kurul Onay1

TC.
SELCUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI

GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARARLARI

Toplanti Sayisi: 2013/16 Toplant Tarihi : 19.11.2013

Karar Sayis1 2013/335 S.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah Ogretim Uyesi
Prof.Dr. Duygu FINDIK 1n, “Escherichia coli Klinik Izolatlannda Plazmid Aracih Florokinolon Direnci®”
bashikli aragtirmasinin degerlendirilme talebi ile ilgili 06.11.2013 tarihli dilekc¢esi ve ekleri goriisiildii.

Yapilan inceleme ve goriismelerden sonra; Prof.Dr. Duygu FINDIK’mn, “Escherichia coli Klinik
Izolatlarinda Plazmid Aracili Florokinolon Direnci” adli arastirmammn kabuliine, BAP destegi alindiktan
sonra protokoliin dosyaya ilave edilmek iizere Etik Kurul sekretaryasina teslim edilmesine oy birligi ile karar
verildi.
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