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ÖZET

Pseudomonas aeruginosa doğada yaygın olarak bulunan ve ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara neden
olan bir bakteridir. Birçok antibakteriyel ajana karşı intrensek dirence sahip olması nedeniyle P.aeruginosa
ile oluşan enfeksiyonların tedavisinde zorluklar yaşanmaktadır. Kinolonlar, özellikle siprofloksasin, tedavi-
de kullanılan önemli ajanlardandır. Ancak kinolonlara da direnç gelişmesi önemli bir sorundur. Kinolon-
lara direnç sıklıkla kromozomal mutasyon ve dışa-atım pompaları aracılığıyla olmaktadır. Son yıllarda En-
terobacteriaceae ailesi üyelerinde plazmid aracılı kinolon direnci de saptanmış; bu dirence neden olan gen
ailesi qnr olarak adlandırılmıştır. Ayrıca yine plazmid ile aktarılan ve aminoglikozid direnci ile birlikte kino-
lon direncine de neden olan aac(6’)-Ib-cr gen bölgesi de Enterobacteriaceae ailesine ait bakteriyel izolat-
larda tespit edilmiştir. Yapılan sınırlı sayıdaki çalışmada, P.aeruginosa izolatlarında qnr gen bölgesinin var-
lığı ve aac(6’)-Ib-cr gen bölgesi henüz gösterilememiştir. Bu çalışmada, kistik fibrozisli olgulardan izole
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edilen P.aeruginosa suşlarında plazmid aracılı florokinolon direncinin araştırılması amaçlanmıştır. Çalışma-
ya, hastaların solunum yolu örneklerinden izole edilen 110 P.aeruginosa suşu dahil edilmiş ve izolatların
siprofloksasin duyarlılıkları CLSI önerileri doğrultusunda Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemiyle çalışılmış-
tır. Suşlarda qnrA, qnrB, qnrC, qnrS ve aac(6’)-Ib-cr gen bölgelerinin varlığı, bu bölgeler için özgül primer
çiftleri kullanılarak multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yöntemiyle araştırılmıştır. Çalışmada pozitif
kontrol olarak Escherichia coli J53 pMG252 (qnrA1 pozitif), E.coli J53 pMG252 (qnrS1 pozitif), E.coli J53
pMG258 (qnrB1 ve aac(6’)-Ib-cr pozitif), Klebsiella pneumoniae ref.15 (qnrB pozitif), Enterobacter cloacae
ref.287 (qnrS pozitif), E.coli ref.20 (qnrA pozitif) ve pHS11 plazmidinin (qnrC pozitif) konjugasyon yoluy-
la aktarıldığı E.coli DH10 suşu kullanılmıştır. P.aeruginosa klinik izolatlarının 13’ü siprofloksasine dirençli,
yedisi orta duyarlı ve 90’ı duyarlı olarak bulunmuştur. Çalışma sonucunda test edilen toplam 110 P.aeru-
ginosa izolatında hem qnr gen bölgesi hem de aac(6’)-Ib-cr gen bölgesi tespit edilememiştir. Bununla bir-
likte bu bulgunun daha çok klinik izolat içeren araştırmalarla desteklenmesi P.aeruginosa izolatlarında ki-
nolon direncinin belirlenmesi ve önlenmesinde önemli olacaktır.

Anahtar sözcükler: Kistik fibrozis; Pseudomonas aeruginosa; kinolon; direnç; qnr gen bölgesi.

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 P.aeruginosa 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 qnr. In addition to qnr genes
there is also another gene called aac(6’)-Ib-cr responsible for plasmid-mediated quinolone resistance and
aminoglycoside resistance. Limited studies which to screen P.aeruginosa strains for the presence of qnr
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 P.aerugino-
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 qnrA, qnrB, qnrC, 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 J53 pMG252 (qnrA1 positive), E.coli J53 pMG252 (qnrS1 positive), E.coli J53
pMG258 (qnrB1 and aac(6’)-Ib-cr positive), Klebsiella pneumoniae ref.15 (qnrB positive), Enterobacter clo-
acae ref.287 (qnrS positive), E.coli ref.20 (qnrA positive) and E.coli DH10 conjugated with pHS11 plasmid
(qnrC 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, qnrB, qnrC,
qnrS and aac(6’)-Ib-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.

GİRİŞ

Pseudomonas aeruginosa doğada yaygın olarak bulunabilen gram-negatif bir basil
olup, immün sistemi baskılanmış, AIDS’li, yanıklı ve kistik fibrozisli hastalarda ciddi en-
feksiyonlara neden olmaktadır1. Bu enfeksiyonların antibiyotikler ve dezenfektanlarla
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kontrolü oldukça zordur2. P.aeruginosa bazı antibiyotiklere (ampisilin, amoksisilin, amok-
sisilin/klavulanik asit, birinci ve ikinci kuşak sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, nali-
diksik asit, trimetoprim) karşı intrensek dirence sahiptir3. Bu bakterinin antibiyotiklere
yüksek oranda direnç göstermesine neden olan mekanizmalar arasında; dış membran
geçirgenliğinde azalma, dışa atım pompa sistemleri, beta-laktamaz enzimleri, direnci
düzenleyen genlerde kromozomal mutasyonlar ve plazmid, transpozonlar ve bakteriyo-
fajlarla direnç genlerinin aktarımı yer almaktadır2.

Florokinolonlar P.aeruginosa’nın tedavisinde kullanılan önemli ajanlardandır. Floroki-
nolonlara karşı minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) değerleri, DNA giraz (gyrA ve
gyrB) ve topoizomeraz IV (parC ve parE)’te meydana gelen mutasyonlar ve atım pompa
sistemlerinde hiperaktivasyon sonucu artmaktadır. Son yıllarda bunlara ek olarak Entero-
bacteriaceae üyesi bakterilerde plazmid aracılı kinolon direnci de tanımlanmış olup, bu-
na neden olan qnrA, qnrB, qnrC, qnrS, qnrD, aac(6’)-Ib-cr ve qepA genlerinin varlığının
da florokinolon MİK değerlerinde artışa neden olabildiği saptanmıştır4. Ancak günümü-
ze kadar yapılan çalışmalarda P.aeruginosa izolatlarında qnr gen ailesinin varlığı gösteri-
lememiştir. Bu çalışmanın amacı, kistik fibrozisli hastalardan izole edilen P.aeruginosa kli-
nik izolatlarında plazmid aracılı florokinolon direncinin araştırılmasıdır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bakteriyel İzolatlar

Çalışmada İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobi-
yoloji Anabilim Dalının kistik fibrozis laboratuvarına gelen solunum yolu örneklerinden
izole edilen 110 P.aeruginosa suşu test edildi. Tüm izolatların siprofloksasin duyarlılıkları
CLSI önerileri doğrultusunda Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemiyle çalışıldı5. 

Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile qnr Genlerinin Araştırılması

Bir gün öncesinden Mueller-Hinton agar besiyerine ekilen bakterilerden birkaç koloni
alınıp, 500 µl steril distile su içine süspanse edildi ve 100°C’de 20 dakika kaynatıldı. Ar-
dından 15000 x g’de 20 dakikalık santrifüj işleminden sonra süpernatan, PCR’de kalıp
DNA olarak kullanılmak üzere alındı ve çalışılıncaya kadar -20°C’de saklandı.

PCR optimizasyonu için qnr genlerini taşıyan suşlar her PCR işleminde pozitif kontrol
olarak kullanıldı. Bu amaçla; Escherichia coli J53 pMG252 (qnrA1 pozitif), E.coli J53
pMG252 (qnrS1 pozitif) ve E.coli J53 pMG258 (qnrB1 ve aac(6’)-Ib-cr pozitif) suşları Prof.
G. A. Jacoby (Lahey Clinic, Burlington, ABD)’den; Klebsiella pneumoniae ref.15 (qnrB po-
zitif), Enterobacter cloacae ref.287 (qnrS pozitif) ve E.coli ref.20 (qnrA pozitif) suşları Prof.
P. Nordmann (Hôpital de Bicêtre, Faculté de Médecine et Université Paris-Sud, Bicêtre,
Fransa)’dan; pHS11 plazmidi (qnrC pozitif) ise Prof. M. Wang (Huashan Hospital, Fudan
University, Shanghai, PRC)’dan temin edildi. 

PCR yönteminde Kim ve arkadaşları6 tarafından daha önce tanımlanan primer çiftleri
kullanıldı (Tablo I). qnrA, qnrB, qnrC, qnrS ve aac(6’)-Ib multipleks PCR yöntemiyle çalı-
şıldı. Her multipleks PCR’de 2 µl DNA, 1 x PCR tamponu, 1.5 mM MgCl2, 200 µM de-
oksidinükleotid trifosfat, 20 pmol her bir primerden ve 2.5U Taq DNA polimeraz içeren
toplam 50 µl PCR karışımı kullanıldı. Amplifikasyon programı; 95°C’de 1 dakika; 35 dön-
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güden oluşan 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 şekilde uygulandı7. PCR ürünlerine %2 agaroz jelde 120v,
60 dakika 1 x TBE tamponda elektroforez yapıldı. Daha sonra 30 dakika 0.05 mg/L etid-
yum bromürle boyanarak görüntülendi.

Plazmid Konjugasyonu

Bu amaçla qnrC gen bölgesi içeren plazmid konjugasyon yoluyla E.coli bakterisine ak-
tarıldı. Bir gün öncesinden hazırlanan E.coli DH10B kültüründen 1 ml alınarak 50 ml Bra-
in Heart Infusion (BHI) buyyonuna eklendi ve 600 nm’de OD 0.5-0.8’e ulaşıncaya kadar
çalkalanarak 37°C’de inkübe edildi. Bakteriler +4°C’de 10 dakika 5000 rpm’de santrifüj
edilerek yoğunlaştırıldı ve daha önceden soğutulmuş 10 ml distile steril suda homojen
hale getirildi. Bu işlemden sonraki bütün aşamalar soğuk zincir koşullarında yapıldı. Bak-
terilerin yoğunlaştırılmasından sonra soğuk su ile yıkama işlemi yapıldı. Buna ek olarak,
önceden soğutulmuş %10 gliserol ilave edilmiş su ile iki kez yıkama yapıldı. Çökelti %10
gliserollü 2 ml suda homojenize edildikten sonra 0.1 ml’lik hacimlere ayrılıp -80°C’de
saklandı. Transformasyon için tüp -80°C’den alınıp buz içine konuldu ve çözülmesi bek-
lendi. Ardından tüp içerisine 1-2 µl DNA (su veya TE içerisinde) eklendi. DNA kompetan
bakteri karışımı uygun şekilde ayarları yapılmış olan (15 µF, 335Ω ve 2.5 KV) elektrofo-
rez aletinin (Cellject Duo, Thermo) 0.2 cm’lik elektroporasyon kabı içine konarak elekt-
ropore edildi. Daha sonra bu karışıma hemen 1 ml BHI besiyeri eklendi ve 225 rpm’de
çalkalanarak 37°C’de bir saat bekletildi. İnkübasyon süresinin sonunda karışımdan 100
µl alınarak antibiyotikli seçici besiyerine yayıldı. Konjugasyon yoluyla E.coli DH10 suşuna
aktarılan qnrC plazmidi çalışmada qnrC pozitif kontrol izolatı olarak kullanıldı.

BULGULAR

Çalışmaya alınan 110 P.aeruginosa klinik izolatının 90’ı siprofloksasine duyarlı, 13’ü di-
rençli ve yedisi orta duyarlı olarak bulunmuştur. 
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Tablo I. Çalışmada Kullanılan Primer Çiftleri

Gen Primer Dizi Amplikon büyüklüğü Kaynak 

qnrA qnrAF ATTTCTCACGCCAGGATTTG 516 22

qnrAR GATCGGCAAAGGTTAGGTCA   

qnrB qnrBF GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 476 6

qnrBR2 ATGAGCAACGATGCCTGGTA   

qnrC qnrCF GGGTTGTACATTTATTGAATCG 307 6

qnrCR CACCTACCCATTTATTTTCA

qnrS qnrSmF GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428 7

qnrSmR TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

aac(6’)-Ib aacIbF TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482 23

aacIbR CTCGAATGCCTGGCGTGTTT



Çalışmamızda, multipleks PCR ile qnrC pozitif olduğunu düşündüğümüz üç P.aerugi-
nosa klinik izolatı (izolat no: 24, L ve K1G7) saptanmıştır (Resim 1). Her üçü de siprof-
loksasine duyarlı olan bu izolatlarla yapılan multipleks PCR’de, qnrC bandına denk gelen
300 baz çifti (bp) bölgesinde bant görülmüştür. Bu izolatların sadece qnrC içeren primer
ile tekrar PCR yapıldığında herhangi bir bant görülmemiştir. Gözlenen bandın multipleks
PCR’ye bağlı yalancı bağlanma olduğuna karar verilmiştir. 

TARTIŞMA

P.aeruginosa fırsatçı nozokomiyal enfeksiyonların en önemli etkenleri arasındadır. An-
tibiyotiklere karşı yüksek düzeyde direnç gösteren bu bakterinin neden olduğu enfeksi-
yonların tedavisinde, antipsödomonal penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve
özellikle siprofloksasin olmak üzere florokinolonlar kullanılmaktadır2. Kinolonlardan ilk
kullanıma giren nalidiksik asittir. Nalidiksik asidin etkisi üriner sistem enfeksiyonlarıyla sı-
nırlı kalması nedeniyle yeni kinolon grubu antibiyotikler araştırılmaya başlanmış ve altıncı
karbona bir flor atomu eklenmesiyle florokinolonlar sentezlenmiştir. Daha sonra floroki-
nolonlara farklı bileşiklerin katılmasıyla etki spektrumu genişletilmiştir. Kinolon grubu an-
tibiyotiklerin hedefi topoizomeraz-DNA kompleksidir. Bu şekilde DNA sentezini hızla in-
hibe ederek bakterisidal etki gösterirler8-10. Kinolonların etki spektrumu günümüzde
gram-pozitif, gram-negatif ve anaerop bakteriler olmak üzere oldukça geniştir. Kinolon
direnci sıklıkla hedef enzimde değişiklik oluşturan ya da ilacın hücre içine girişinin azal-
masına neden olan kromozomal mutasyonlarla oluşmaktadır. Direnç gelişiminde her iki
mekanizma da etkili olabilmektedir11.
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Resim 1. Multipleks PCR’de kullanılan qnr pozitif suşlar ve şüpheli pozitif bulunan klinik izolat [M: DNA lad-
der; Hat 1: qnrA pozitif E.coli ref. 20; Hat 2: qnrB pozitif K.pneumoniae ref. 15; Hat 3: qnrC pozitif pHS11 su-
şu; Hat 4: Klinik izolat K1G7; Hat 5: qnrB1 ve aac(6’)-Ib-cr pozitif E.coli J53 pMG298; Hat 6: qnrS pozitif E.clo-
acae ref. 287].

300 bp

M 1 2 3 4 5 6



Son yıllarda kinolonlara karşı plazmid aracılı direnç görülmeye başlanmıştır. İlk olarak
1998 yılında siprofloksasine dirençli bir Klebsiella pneumoniae suşunda plazmid aracılı ki-
nolon direnci gösterilmiştir12,13. Plazmidin tekrarlayan pentapeptid ailesine ait proteini
kodladığı anlaşılmış ve bu gen bölgesi qnr olarak adlandırılmıştır. Zaman içinde farklı qnr
determinantları tanımlanmış olmakla birlikte, ilk tanımlanan gen bölgesi qnrA olarak ad-
landırılmış; yeni bulunan diğer gen bölgelerine de qnrB, qnrC, qnrS, qnrD isimleri veril-
miştir12. Ayrıca yine plazmid aracılı kinolon direnciyle ilişkili aac(6’)-Ib-cr ve qepA deter-
minantları tanımlanmıştır6,14. Günümüzde dünyanın birçok farklı bölgesinde qnr taşıyan
izolatlar tespit edilmiştir15-17. qnr gen ailesi siprofloksasin MİK değerlerinde yükselmele-
re neden olsa da CLSI kriterlerine göre siprofloksasin direncine neden olmamaktadır13.
Yapılan bir çalışmada, K.pneumoniae izolatlarında siprofloksasin MİK değeri ≤ 1 µg/ml
olan izolatlarda qnr ve aac(6’)-Ib-cr determinantlarının varlığı araştırılmış ve yüksek oran-
da pozitiflik saptanmıştır18. 

P.aeruginosa izolatlarında kinolon direnci sıklıkla DNA giraz enziminde mutasyon ve-
ya atım pompa sisteminde hiperaktivasyon sonucu oluşmaktadır2. Bu çalışmada, kistik
fibrozisli hastalardan izole edilen P.aeruginosa izolatlarında qnr gen bölgeleri ve aac(6’)-
Ib-cr varlığı araştırılmış; ancak bu gen bölgelerinden herhangi birisini taşıyan izolata rast-
lanmamıştır. Daha önce yapılan az sayıdaki çalışmalarda da P.aeruginosa izolatlarında po-
zitif suş bulunamamıştır19-21. Çalışma sırasında multipleks PCR ile üç izolatın qnrC pozi-
tif olabileceğinden şüphelenilmiş; buna karşın yalnızca qnrC primeri ile yapılan PCR yön-
teminde bunların hiçbirisinde pozitiflik saptanmamıştır. Benzer şekilde, Enterobacteriace-
ae üyelerinde qnr gen bölgesinin araştırıldığı bir çalışmada Kim ve arkadaşları6 PCR so-
nuçlarına göre 65 izolatta pozitiflik saptarken, dizi analizi sonucu bunlardan yalnız 37 ta-
nesinin qnr determinantı taşıdığını doğrulamıştır. Bugüne kadar P.aeruginosa’da plazmid
aracılı kinolon direnç bölgesi (PMQR) saptanamamış olsa da Martinez-Martinez ve arka-
daşları22 qnr gen bölgesi taşıyan plazmidi P.aeruginosa PU21 suşuna konjugasyon yoluy-
la aktarabilmişlerdir. 

Plazmid aracılı kinolon direnci Enterobacteriaceae ailesi üyelerinde hızla artmaktadır24.
Bugüne kadar P.aeruginosa izolatlarında böyle bir gen bölgesi saptanamamış olsa da, bir-
çok direnç mekanizmasına sahip olan bu bakteride bu tip bir direnç mekanizmasının
saptanmasının, antimikrobiyal kemoterapiyi nasıl etkileyeceği yapılacak daha ileri çalış-
malarla açıklığa kavuşacaktır. 
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