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OZET

Pseudomonas aeruginosa dogada yaygin olarak bulunan ve ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara neden
olan bir bakteridir. Bircok antibakteriyel ajana karsi intrensek dirence sahip olmasi nedeniyle P.aeruginosa
ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklar yasanmaktadir. Kinolonlar, 6zellikle siprofloksasin, tedavi-
de kullanilan 6nemli ajanlardandir. Ancak kinolonlara da diren¢ gelismesi 6nemli bir sorundur. Kinolon-
lara direncg siklikla kromozomal mutasyon ve disa-atim pompalari aracihigiyla olmaktadir. Son yillarda En-
terobacteriaceae ailesi Uyelerinde plazmid aracili kinolon direnci de saptanmis; bu dirence neden olan gen
ailesi gnr olarak adlandiriimistir. Ayrica yine plazmid ile aktarilan ve aminoglikozid direnci ile birlikte kino-
lon direncine de neden olan aac(6)-Ib-cr gen bdlgesi de Enterobacteriaceae ailesine ait bakteriyel izolat-
larda tespit edilmistir. Yapilan sinirli sayidaki calismada, P.aeruginosa izolatlarinda gnr gen bélgesinin var-
g1 ve aac(6)-Ib-cr gen bolgesi henliz gosterilememistir. Bu ¢alismada, kistik fibrozisli olgulardan izole
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edilen P.aeruginosa suslarinda plazmid aracili florokinolon direncinin arastiriimasi amaclanmistir. Calisma-
ya, hastalarin solunum yolu 6rneklerinden izole edilen 110 Paeruginosa susu dahil edilmis ve izolatlarin
siprofloksasin duyarliliklari CLSI 6nerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle calisiimis-
tir. Suslarda gnrA, gnrB, gnrC, gnrS ve aac(6)-1b-cr gen bolgelerinin varhigi, bu bolgeler icin 6zgtil primer
ciftleri kullanilarak multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle arastirilmistir. Calismada pozitif
kontrol olarak Escherichia coli )53 pMG252 (gnrA, pozitif), E.coli 53 pMG252 (gnrS, pozitif), E.coli |53
pPMG258 (gnrB, ve aac(6’)-Ib-cr pozitif), Klebsiella pneumoniae ref.15 (gnrB pozitif), Enterobacter cloacae
ref.287 (qnrS pozitif), E.coli ref.20 (gnrA pozitif) ve pHS11 plazmidinin (gnrC pozitif) konjugasyon yoluy-
la aktarildig E.coli DH10 susu kullanilmistir. P.aeruginosa klinik izolatlarinin 13’0 siprofloksasine direncli,
yedisi orta duyarli ve 90”1 duyarli olarak bulunmustur. Calisma sonucunda test edilen toplam 110 P.aeru-
ginosa izolatinda hem gnr gen bélgesi hem de aac(6')-Ib-cr gen bélgesi tespit edilememistir. Bununla bir-
likte bu bulgunun daha ¢ok klinik izolat iceren arastirmalarla desteklenmesi P.aeruginosa izolatlarinda ki-
nolon direncinin belirlenmesi ve énlenmesinde énemli olacaktir.

Anahtar sozciikler: Kistik fibrozis; Pseudomonas aeruginosa; kinolon; direng; gnr gen bélgesi.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa which is widely found in the environment, may lead to serious nosocomial
infections. Due to its intrinsic resistance to many antibacterial agents, treatment of P.aeruginosa infecti-
ons usually present difficulty. Quinolones, especially ciprofloxacin, are crutial antibiotics for the treat-
ment of Paeruginosa infections. However resistance developing to quinolones may become an impor-
tant problem. Resistance to quinolones is often a result of chromosomal mutations and by the effect of
efflux pumps. Recently plasmid-mediated quinolone resistance have been reportedin the members of
Enterobacteriaceae family. The gene responsible for this resistance is called gnr. In addition to gnr genes
there is also another gene called aac(6°)-1b-cr responsible for plasmid-mediated quinolone resistance and
aminoglycoside resistance. Limited studies which to screen P.aeruginosa strains for the presence of gnr
gene region, revealed no positivity. The aim of this study was to investigate the plasmid-mediated qu-
inolone resistance in P.aeruginosa strains isolated from cystic fibrosis patients. A total of 110 Paerugino-
sa strains isolated from respiratory tract specimens from the patients were included in the study. Ciprof-
loxacin susceptibilities of the isolates were detected by Kirby-Bauer disk diffusion method according to
CLSI guidelines. The presence of gnrA, gnrB, gnrC, qnrS and aac(6’)-Ib-cr genes were searched by mul-
tiplex polymerase chain reaction (PCR) with the use of specific individual primer pairs. As positive cont-
rol strains, Escherichia coli |53 pMG252 (gnrA, positive), E.coli |53 pMG252 (gnrS, positive), E.coli |53
pMG258 (gnrB, and aac(6)-Ib-cr positive), Klebsiella pneumoniae ref.15 (gnrB positive), Enterobacter clo-
acae ref.287 (qnrS positive), E.coli ref.20 (gnrA positive) and E.coli DH10 conjugated with pHS11 plasmid
(gnrC positive) were used. Of 110 P.aeruginosa clinical isolates, 13 were found resistant to ciprofloxacin,
while 7 were intermediate. However multiplex PCR yielded no positivity in terms of qnrA, gnrB, gnrC,
qnrS and aac(6’)-1b-cr gene regions. In conclusion, although our results indicated that none of the tes-
ted P.aeruginosa strains harboured those genes, further multicenter studies with large numbers of isola-
tes are needed to confirm these results.

Key words: Cystic fibrosis; Pseudomonas aeruginosa, quinolone; resistance; qnr genes.

GiRis
Pseudomonas aeruginosa dogada yaygin olarak bulunabilen gram-negatif bir basil

olup, immin sistemi baskilanmis, AIDS’li, yanikli ve kistik fibrozisli hastalarda ciddi en-
feksiyonlara neden olmaktadir'. Bu enfeksiyonlarin antibiyotikler ve dezenfektanlarla
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kontrolii olduk¢a zordur?. P.aeruginosa bazi antibiyotiklere (ampisilin, amoksisilin, amok-
sisilin/klavulanik asit, birinci ve ikinci kusak sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, nali-
diksik asit, trimetoprim) karsi intrensek dirence sahiptir®. Bu bakterinin antibiyotiklere
yuiksek oranda direng gostermesine neden olan mekanizmalar arasinda; dis membran
gecirgenliginde azalma, disa atim pompa sistemleri, beta-laktamaz enzimleri, direnci
dizenleyen genlerde kromozomal mutasyonlar ve plazmid, transpozonlar ve bakteriyo-
fajlarla diren¢ genlerinin aktarimi yer almaktadir?.

Florokinolonlar P.aeruginosa’nin tedavisinde kullanilan 6nemli ajanlardandir. Floroki-
nolonlara karsi minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri, DNA giraz (gyrA ve
gyrB) ve topoizomeraz IV (parC ve part)’te meydana gelen mutasyonlar ve atim pompa
sistemlerinde hiperaktivasyon sonucu artmaktadir. Son yillarda bunlara ek olarak Entero-
bacteriaceae Uyesi bakterilerde plazmid aracili kinolon direnci de tanimlanmig olup, bu-
na neden olan gnrA, qnrB, qnrC, gnrS, qnrD, aac(6’)-1b-cr ve gepA genlerinin varliginin
da florokinolon MIK degerlerinde artisa neden olabildigi saptanmistir*. Ancak giinimii-
ze kadar yapilan calismalarda P.aeruginosa izolatlarinda gnr gen ailesinin varligi gosteri-
lememistir. Bu calismanin amaci, kistik fibrozisli hastalardan izole edilen P.aeruginosa kli-
nik izolatlarinda plazmid aracili florokinolon direncinin arastiriimasidir.

GEREC ve YONTEM
Bakteriyel izolatlar

Calismada Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobi-
yoloji Anabilim Dalinin kistik fibrozis laboratuvarina gelen solunum yolu 6rneklerinden
izole edilen 110 P.aeruginosa susu test edildi. Tim izolatlarin siprofloksasin duyarliliklari
CLSI 6nerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemiyle calisildi®.

Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile gnr Genlerinin Arastiriimasi

Bir glin oncesinden Mueller-Hinton agar besiyerine ekilen bakterilerden birkag¢ koloni
alinip, 500 pl steril distile su icine stispanse edildi ve 100°C’de 20 dakika kaynatildi. Ar-
dindan 15000 x g’de 20 dakikalik santrifiij isleminden sonra siipernatan, PCR’de kalip
DNA olarak kullaniimak tzere alindi ve calisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

PCR optimizasyonu icin gnr genlerini tasiyan suslar her PCR isleminde pozitif kontrol
olarak kullanildi. Bu amacgla; Escherichia coli )53 pMG252 (gnrA, pozitif), E.coli J53
pPMG252 (gnrS, pozitif) ve E.coli)53 pMG258 (gnrB, ve aac(6)-Ib-cr pozitif) suslari Prof.
G. A. Jacoby (Lahey Clinic, Burlington, ABD)'den; Klebsiella pneumoniae ref.15 (gnrB po-
zitif), Enterobacter cloacae ref.287 (gnrS pozitif) ve E.coli ref.20 (gnrA pozitif) suslari Prof.
P. Nordmann (Hopital de Bicétre, Faculté de Médecine et Université Paris-Sud, Bicétre,
Fransa)’dan; pHS11 plazmidi (gnrC pozitif) ise Prof. M. Wang (Huashan Hospital, Fudan
University, Shanghai, PRC)’dan temin edildi.

PCR ydnteminde Kim ve arkadaslari® tarafindan daha énce tanimlanan primer ciftleri
kullanildi (Tablo I). gnrA, gnrB, gnrC, gnrS ve aac(6’)-Ib multipleks PCR yontemiyle cali-
sildi. Her multipleks PCR’de 2 ul DNA, 1 x PCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, 200 pM de-
oksidinukleotid trifosfat, 20 pmol her bir primerden ve 2.5U Taq DNA polimeraz iceren
toplam 50 pl PCR karisimi kullanildi. Amplifikasyon programi; 95°C’de 1 dakika; 35 don-
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Tablo I. Calismada Kullanilan Primer Ciftleri

Gen Primer Dizi Amplikon biiyikligii Kaynak

qnrA qnrAF ATTTCTCACGCCAGGATTTG 516 22
qnrAR GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

qnrB qnrBF GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 476 6
qnrBR2 ATGAGCAACGATGCCTGGTA

qnrC qnrCF GGGTTGTACATTTATTGAATCG 307 6
qnrCR CACCTACCCATTTATTTTCA

qnrS gnrSmF GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428 7
gnrSmR TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

aac(6)-b aaclbF TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482 23

aaclbR CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

gliden olusan 95°'de 1 dakika, 54°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika ve son uzama ola-
rak 72°C’de 10 dakika olacak sekilde uygulandi’. PCR iriinlerine %2 agaroz jelde 120,
60 dakika 1 x TBE tamponda elektroforez yapildi. Daha sonra 30 dakika 0.05 mg/L etid-
yum bromdiirle boyanarak goriintilendi.

Plazmid Konjugasyonu

Bu amacla gnrC gen bodlgesi iceren plazmid konjugasyon yoluyla E.coli bakterisine ak-
tarildi. Bir gun 6ncesinden hazirlanan E.coli DH10B kiilturinden 1 ml alinarak 50 ml Bra-
in Heart Infusion (BHI) buyyonuna eklendi ve 600 nm’de OD 0.5-0.8’e ulasincaya kadar
calkalanarak 37°C’de inkube edildi. Bakteriler +4°C’de 10 dakika 5000 rpm’de santrif(ij
edilerek yogunlastirildi ve daha 6nceden sogutulmus 10 ml distile steril suda homojen
hale getirildi. Bu islemden sonraki bitiin asamalar soguk zincir kosullarinda yapildi. Bak-
terilerin yogunlastinlmasindan sonra soguk su ile yikama islemi yapildi. Buna ek olarak,
onceden sogutulmus %710 gliserol ilave edilmis su ile iki kez yikama yapildi. Cokelti %10
gliserollii 2 ml suda homojenize edildikten sonra 0.1 ml’lik hacimlere ayrilip -80°C’de
saklandi. Transformasyon icin tiip -80°C’den alinip buz icine konuldu ve ¢ézllmesi bek-
lendi. Ardindan tip icerisine 1-2 ul DNA (su veya TE icerisinde) eklendi. DNA kompetan
bakteri karisimi uygun sekilde ayarlari yapilmis olan (15 pF, 335Q ve 2.5 KV) elektrofo-
rez aletinin (Cellject Duo, Thermo) 0.2 cm’lik elektroporasyon kabi icine konarak elekt-
ropore edildi. Daha sonra bu karisima hemen 1 ml BHI besiyeri eklendi ve 225 rpm’de
calkalanarak 37°C’de bir saat bekletildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda karigimdan 100
pl alinarak antibiyotikli secici besiyerine yayildi. Konjugasyon yoluyla E.coli DH10 susuna
aktarilan gnrC plazmidi calismada gnrC pozitif kontrol izolati olarak kullanildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 110 P.aeruginosa klinik izolatinin 90’1 siprofloksasine duyarli, 13’U di-
rencli ve yedisi orta duyarl olarak bulunmustur.
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Calismamizda, multipleks PCR ile gnrC pozitif oldugunu distindigimuz ¢ P.aerugi-
nosa klinik izolati (izolat no: 24, L ve K1G7) saptanmistir (Resim 1). Her licli de siprof-
loksasine duyarli olan bu izolatlarla yapilan multipleks PCR’de, gnrC bandina denk gelen
300 baz cifti (bp) bolgesinde bant gortlmistir. Bu izolatlarin sadece gnrC iceren primer
ile tekrar PCR yapildiginda herhangi bir bant gortlmemistir. Gozlenen bandin multipleks
PCR’ye bagl yalanci baglanma olduguna karar verilmistir.

TARTISMA

P.aeruginosa firsatci nozokomiyal enfeksiyonlarin en 6nemli etkenleri arasindadir. An-
tibiyotiklere karsi ylksek diizeyde diren¢ gosteren bu bakterinin neden oldugu enfeksi-
yonlarin tedavisinde, antipsodomonal penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve
ozellikle siprofloksasin olmak iizere florokinolonlar kullanilmaktadir?. Kinolonlardan ilk
kullanima giren nalidiksik asittir. Nalidiksik asidin etkisi Griner sistem enfeksiyonlaryla si-
nirl kalmasi nedeniyle yeni kinolon grubu antibiyotikler arastirlmaya baslanmis ve altinci
karbona bir flor atomu eklenmesiyle florokinolonlar sentezlenmistir. Daha sonra floroki-
nolonlara farkl bilesiklerin katiimasiyla etki spektrumu genisletilmistir. Kinolon grubu an-
tibiyotiklerin hedefi topoizomeraz-DNA kompleksidir. Bu sekilde DNA sentezini hizla in-
hibe ederek bakterisidal etki gosterirler®'0. Kinolonlarin etki spektrumu giiniimiizde
gram-pozitif, gram-negatif ve anaerop bakteriler olmak tizere oldukga genistir. Kinolon
direnci siklikla hedef enzimde degisiklik olusturan ya da ilacin hiicre icine girisinin azal-
masina neden olan kromozomal mutasyonlarla olusmaktadir. Diren¢ gelisiminde her iki
mekanizma da etkili olabilmektedir'".

300 bp

Resim 1. Multipleks PCR’de kullanilan qnr pozitif suslar ve stipheli pozitif bulunan klinik izolat [M: DNA lad-
der; Hat 1: gnrA pozitif E.coli ref. 20; Hat 2: qnrB pozitif K.pneumoniae ref. 15; Hat 3: qnrC pozitif pHS11 su-
su; Hat 4: Klinik izolat K1G7; Hat 5: qnrB, ve aac(6°)-Ib-cr pozitif E.coli |53 pMG298; Hat 6: gnrS pozitif E.clo-
acae ref. 287].
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Son yillarda kinolonlara karsi plazmid aracili direng gériilmeye baslanmustir. ilk olarak
1998 yilinda siprofloksasine direncli bir Klebsiella pneumoniae susunda plazmid aracih ki-
nolon direnci goésterilmistir'>'3. Plazmidin tekrarlayan pentapeptid ailesine ait proteini
kodladigr anlagiimis ve bu gen bélgesi gnr olarak adlandinlmistir. Zaman icinde farkli gnr
determinantlari tanimlanmig olmakla birlikte, ilk tanimlanan gen bdlgesi gnrA olarak ad-
landiriimis; yeni bulunan diger gen bdlgelerine de gnrB, gnrC, gnrS, qnrD isimleri veril-
mistir'2. Ayrica yine plazmid aracili kinolon direnciyle iliskili aac(6")-Ib-cr ve gepA deter-
minantlar tanimlanmistir®'#. Giiniimiizde diinyanin bircok farkli bélgesinde gnr tasiyan
izolatlar tespit edilmistir'>"'”. gnr gen ailesi siprofloksasin MiK degerlerinde yiikselmele-
re neden olsa da CLSI kriterlerine gére siprofloksasin direncine neden olmamaktadir'?,
Yapilan bir calismada, K.pneumoniae izolatlarinda siprofloksasin MiK degeri < 1 pg/ml
olan izolatlarda gnr ve aac(6’)-Ib-cr determinantlarinin varligr arastiriimis ve yiiksek oran-
da pozitiflik saptanmustir'8,

P.aeruginosa izolatlarinda kinolon direnci siklikla DNA giraz enziminde mutasyon ve-
ya atim pompa sisteminde hiperaktivasyon sonucu olusmaktadir?. Bu calismada, kistik
fibrozisli hastalardan izole edilen P.aeruginosa izolatlarinda gnr gen bolgeleri ve aac(6°)-
Ib-cr varligr arastinlmis; ancak bu gen bolgelerinden herhangi birisini tasiyan izolata rast-
lanmamustir. Daha 6nce yapilan az sayidaki calismalarda da P.aeruginosa izolatlarinda po-
zitif sus bulunamamistir'®-2', Calisma sirasinda multipleks PCR ile ii¢ izolatin gnrC pozi-
tif olabileceginden stiphelenilmis; buna karsin yalnizca gnrC primeri ile yapilan PCR yon-
teminde bunlarin hicbirisinde pozitiflik saptanmamistir. Benzer sekilde, Enterobacteriace-
ae lyelerinde gnr gen bdlgesinin arastirlldigi bir calismada Kim ve arkadaslan® PCR so-
nuclarina gore 65 izolatta pozitiflik saptarken, dizi analizi sonucu bunlardan yalniz 37 ta-
nesinin gnr determinanti tagidigini dogrulamistir. Bugiine kadar P.aeruginosa’da plazmid
aracili kinolon direng bolgesi (PMQR) saptanamamis olsa da Martinez-Martinez ve arka-
daslar?? gnr gen bélgesi tagiyan plazmidi P.aeruginosa PU21 susuna konjugasyon yoluy-
la aktarabilmiglerdir.

Plazmid aracili kinolon direnci Enterobacteriaceae ailesi liyelerinde hizla artmaktadir?*.
Bugtine kadar P.aeruginosa izolatlarinda boyle bir gen bdlgesi saptanamamis olsa da, bir-
cok diren¢ mekanizmasina sahip olan bu bakteride bu tip bir diren¢ mekanizmasinin
saptanmasinin, antimikrobiyal kemoterapiyi nasil etkileyecegdi yapilacak daha ileri cals-
malarla acikhga kavusacaktir.
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