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OZET

Kinolonlar son yillarda, 6zellikle Escherichia coli gibi gram-negatif basillerin olusturdugu enfeksiyon-
larin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdir. Ancak son zamanlarda kinolon direnci bu sus-
larda hizl bir artis gostermektedir. Bakterilerde gorilen kinolon direnci, genellikle topoizomeraz enzim-
lerini kodlayan kromozomal genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikmakta, buna es-
lik eden geri atim pompalari ve porinlerin kaybi da kinolon direnci gelismesinde diger mekanizmalar ola-
rak katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte, 6zellikle son yillarda yapilan calismalar, kinolon direncinin
yayllmasi ve gorilen hizl artisinin, plazmide bagli direng genlerinin aktarimina bagh olabilecegini gos-
termistir. Bugtine kadar plazmid aracili kinolon direnciyle ilgili yapilan calismalarda gnr, aac(6’)-1b-cr ve
gepA olmak tizere {i¢ gen tanimlanmistir. Bu calismada, klinik E.coli izolatlarinda plazmid aracili kinolon
direnc genlerinin varhginin arastirlmasi amaclanmistir. Calismaya, Afyon Kocatepe Universitesi Hastane-
si, Mikrobiyoloji Laboratuvarinda cesitli klinik 6rneklerden (84 idrar, 16 kan, 10 yara yeri, 2 bronkoalve-
oler lavaj) izole edilen ve 78 (%69.6)'i genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) pozitif olan toplam
112 kinolona direncli E.coli susu dahil edilmistir. Suslarda, gnrA, qnrB, gnrS ve qnrC genlerinin yani sira
gepAile aac(6’)-1b-cr plazmid kokenli kinolon direng genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiy-
le arastinlmustir. aac(6°)-1b-cr direng geninin saptanmasi icin, 6nce aac(6’)-1b determinantina 6zgl pri-
merler kullanilarak PCR ile amplifikasyon yapilmis, daha sonra aac(6)-1b-cr varyantini tanimlamak icin
aac(6’)-1b pozitif amplikonlar BseGl restriksiyon enzimiyle kesilerek arastinlmigstir. incelenen E.coli suslari-
nin hicbirinde gnrA, qnrB, qnrS, qnrC ve gepA tipi genler saptanmazken, aac(6’)-1b-cr geni varhgi %59.8
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(67/112) oraninda bulunmus ve bu izolatlarin da %86.6 (58/67)'sinin GSBL Ureten suslar oldugu gordl-
mustir. Bolgemizde, yaygin bir klinik kullanima sahip olan kinolonlara karsi diren¢ oranlarinin E.coli sus-
larinda oldukga yuksek oldugu ve bu durumun artig gosterdigi izlenmistir. Sonug olarak bu direncten, te-
mel olarak aac(6’)-1b-cr plazmid direng geninin varli§i sorumlu bulunmustur. Elde edilen veriler, kinolon
direncinin saptanmasinda ilk olarak bakilmakta olan gnr tiplerinin yani sira, direncten sorumlu tim plaz-
mid kokenli genlerin incelenmesinin de énemli oldugunu ve kaynak arastirlmasinda bu durumun goz
oniine alinmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli; plazmid; kinolon,; plazmid aracili direng; qnr; qepA; aac(6°)-1b-cr.

ABSTRACT

Quinolones are widely used antimicrobial agents, particularly for the treatment of infections caused
by gram-negative bacilli such as E.coli. As a consequence, quinolone resistance has been increasing
among this species in recent years. Bacterial resistance to quinolones usually results from mutations in
the chromosomal genes which encode topoisomerases and also the expression of efflux pumps and loss
of porines contributed to development of quinolone resistance. However, recent studies have shown
that the spread and increase of quinolone resistance may be due to the transfer of plasmid-mediated ge-
nes. To date, three groups of plasmid-mediated quinolone resistance genes, namely gnr, aac(6’)-Ib-cr,
and gepA, have been described. The aim of this study was to investigate the presence of plasmid-medi-
ated quinolone resistance genes in E.coli clinical isolates. A total of 112 quinolone-resistant E.coli strains
isolated from different clinical specimens (84 urine, 16 blood, 10 wound, 2 bronchoalveolar lavage) of
which 78 (69.6%) were extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) positive, in Afyon Kocatepe Univer-
sity Hospital, Microbiology Laboratory were included in the study. In the isolates, gnrA, qnrB, gnrS, qnrC,
gepA, and aac(6’)-1b-cr plasmid genes were analysed by polymerase chain reaction (PCR). After aac(6’)-
1b determinant was amplified by PCR, all aac(6)-1b positive amplicons were analyzed by digestion with
BseGl restriction enzyme to identify aac(6’)-1b-cr variant. It was found that, none of the strains horbo-
ured gnrA, qnrB, gnrS, gnrC and gepA genes, however, plasmid-mediated quinolone resistance gene
aac(6°)-1b-cr was found positive in 59.8% (67/112) of the strains. It was notable that 86.6% (58/67) of
those isolates were ESBL producers. The rates of quinolone resistance among E.coli isolates infections we-
re high in our region and an increasing trend has been observed in recent years. Our data indicated that
the presence of plasmid- mediated resistance genes such as aac(6’)-1b-cr, might have contributed to the
high quinolone resistance rates. In conclusion, not only gnr genes but all other plasmid-mediated quino-
lone resistance genes, should be tested for the detection of plasmid-mediated quinolone resistance and
this fact should be taken into consideration when the reservoirs are being searched for.

Key words: : Escherichia coli; quinolone; plasmid-mediated resistance; qnr; qepA; aac(6’)-1b-cr.

GiRis

Kinolon grubu antibiyotiklere diren¢, dogal/intrensek ya da sonradan kazanilmis ola-
bilmekte, bakterilerde bazal seviyede sentezlenen disa geri atim pompalari bulunabil-
mektedir'. Kinolonlara karsi duyarli bakterilerde kazanilmis direnc gelisimi cogunlukla
tek basamakli spontan kromozomal mutasyonlarla olusmaktadir. Kromozomal mutas-
yonlar genellikle iki sekilde kendini gostermektedir. Birincisi kinolonlarin hedef enzimle-
ri olan DNA giraz ve topoizomeraz IV'in alt birimlerinde degisiklik, ikincisi de membran
gecirgenliginde bozulma seklindedir®3. Plazmid aracili kinolon direnci varsayimi ise ilk
kez 1987 yilinda nalidiksik aside direncli bir Shigella dysenteriae susunda ortaya atiimis,
ancak kanitlanmamustir®. ilk plazmid aracili kinolon direncinin varligi, bir hastanin idrar
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orneginden 1994 yilinda izole edilen, siprofloksasine direncli Klebsiella pneumoniae su-
sunda gdsterilmistir®. Bu direng fenotipinden sorumlu plazmidin klonlanmasi sonucu ta-
nimlanan gen bolgesi “qnr” olarak adlandiriimis; bu genin 218 aminoasitten olusan tek-
rarlayan pentapeptid ailesine ait bir proteini (QnrA) kodladigi belirlenmis ve daha son-
raki calismalarla plazmid araciligiyla kinolon direncine neden olan benzer proteinler
(QnrS, QnrB, QnrC ve QnrD) kesfedilmistir®.

Plazmid aracili kinolon direncine neden olan gepA (quinolon efflux pump) geni ise
2002 yilinda Japonya’da idrar 6rneginden izole edilen bir Escherichia coli susunda goste-
rilmistir’. QepA proteini, 14 transmembran MFS (major facilitator superfamily) ailesine
ait bir geri atim pompa sistemidir. Shanghai’da 2006 yilinda, klinik E.coli izolatlarinda
gnrA ekspresyonunun artisina bagl olmayan, siprofloksasin direncinin dort kati artigin-
dan sorumlu bir plazmid daha ortaya cikarilmistir®. Bu fenotipten sorumlu olan aac(6”)-
Ib geni kanamisin, tobramisin ve amikasin direncine neden olan bir aminoglikozid ase-
tiltransferazi kodlar. aac(6°)-1b allelinde, siprofloksasin direng fenotipi icin gereken iki ko-
don degisimi meydana gelir. Asetilasyon, siprofloksasinin piperazinil amin grubunu etki-
leyen aac(6')-1b varyantiyla gerceklestirilir. Yapisinda sekonder amin olarak piperazinil
icermeyen kinolonlar bu enzimden etkilenmez. aac(6’)-Ib-cr geniyle kodlanan bu var-
yant; norfloksasin ve siprofloksasin gibi bazi kinolonlarin enzimatik inaktivasyonuna ve
sonucta duyarliigin azalmasina neden olmaktadir®. Diisiik diizey kinolon direncine ne-
den olan plazmid aracili bu mekanizmalarin tedavi dozlarindaki kinolon varliginda yik-
sek diizey direncin ortaya cikmasini kolaylastirdigi bildirilmektedir®.

Daha cok kinolonlara direncli Enterobacteriaceae Uyelerinin incelendigi calismalarda,
plazmid aracili kinolon direnci genlerinin sikliginin %1-50 gibi genis bir aralikta degisti-
gi, bu genlerin kinolonlara duyarl bakterilerde de bulunabildigi bildirilmektedir'. Plaz-
mid yoluyla kazanilmig direng gelistirebilme yetenegindeki E.coli suglarinda kinolonlara
karsi artan direncin, bu antibiyotiklerin klinik kullanimini sinirlamasi muhtemeldir. Bolge-
mizde de 6zellikle E.coli suglarinda artan kinolon direncinin plazmide bagl aktarim yo-
luyla olabilecedi dustinilerek bu calisma planlanmistir.

GEREC ve YONTEM

2007-2009 yillari arasinda Afyon Kocatepe Universitesi, Arastirma Uygulama Hastane-
si Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari arsivinde bulunan E.coli suslari retrospektif olarak ta-
randi ve kinolonlara direncli 112 sus calismaya dahil edildi. Ureme 6zellikleri ve koloni
morfolojileriyle ayrilan izolatlarin tanimlanmasi, KIA tGremeleri ve IMVIC reaksiyonlariyla
gergeklestirildi. Indol pozitif, metil-kirmizisi pozitif, Voges-Proskauer negatif, sitrat nega-
tif suslar E.coli olarak degerlendirildi ve gerektiginde otomatize tanimlama sistemleriyle
dogrulandi. Calismaya alinan suslar -80°C’den alinarak beyin-kalp buyyonunda canlan-
dinlldi; EMB ve kanli agara pasajlanarak saf kultirleri elde edildi. Suslarin antibiyotik du-
yarliliklari Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle “Clinical and Laboratory Standards Ins-
titute (CLSI)” kriterlerine gore belirlendi'®. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
varligi CLSI énerileri'® dogrultusunda cift disk sinerji ydntemiyle saptandi ve gerektigin-
de E-test ile dogrulandi. Kontrol olarak E.coli ATCC 25922 susu kullanild.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikro-
biyoloji Laboratuvarinda yapildi. Suslardan nikleik asit izolasyonu kaynatma yontemiyle
gerceklestirildi. Her gen bdlgesi icin uygun PCR reaksiyon programi ve uygun primerler
(Tablo 1) kullanilarak termal dongii ile (Techne TC-512, ABD) gnrA, qnrB, qnrS, gnrC, ge-
pA ve aac(6’)1b plazmid kokenli kinolon diren¢ genleri arastinldi. gnrA, gnrB, gnrS gen-
leri icin amplifikasyon 32 dongu ve 6n denatiirasyon 94°C’de Ui¢ dakika, denatirasyon
94°C’de 45 saniye, birlesme 53°C’de 45 saniye, uzama 72°C’de bir dakika, son uzatma
72°C'de bes dakika; gnrC, gepA ve aac(6’)1b genleri icin amplifikasyon 30 dongu ve 6n
denatirasyon 94°C’de U¢ dakika, denatiirasyon 94°C’de 30 saniye, birlesme 53°C’de 45
saniye, uzama 72°C’de bir dakika, son uzatma 72°C’de bes dakika seklinde uygulandi.
Pozitif kontrol olarak; gnrA Prof. Dr. G. Jacoby; gnrC Prof. Dr. M. Wang ve gepA Dr. K.
Yamane tarafindan saglandi. gnrB, gnrS ve aac(6’)1b icin calismanin yapildigi laboratu-
varin dizi analizi ile dogrulanmis klinik izolatlari kullanildi.

PCR analizi sonucunda 482 baz cifti (b¢) blyukligindeki Griiniin aac(6’)1b-cr var-
yanti olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla BseG/ (Fermentas, ABD) restriksiyon en-
zimi kullanilarak restriksiyon analizi yapildi. PCR calismalari ve restriksiyon islemi sonu-
cunda olusan urtinler %1’lik agaroz jel elektroforezde yurituldi ve belirte¢c (Fermen-
tas, 1 kb ladder) ile karsilastirilarak ultraviyole 1sik altinda incelendi. Pozitif kontrol sus-
larda; QnrA (626 bg), QnrB (562 bg), QnrC (447 bg), QnrS (416 bg) ve QepA (199
b¢) gen bdlgelerinin varligi gosterildi. aac(6’)-1b gen bolgesi 482 b¢ buytkliginde
olup restriksiyon islemiyle 206 + 276 bg¢ buyuklugtnde kesilirken, aac(6)-1b-cr var-
yanti restriksiyon sonrasi kesilmedi.

Tablo I. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kullanilan Hedef Genler ve Primer Dizileri

Hedef gen Primer Dizi (5’-3") Bant biiytiklugu

qnrA QnrA-F TCAGCAAGAGGATTTCTCA 626 bg
QnrA-R GGCAGCACTATTACTCCCA

qnrB QnrB-F ATGACGCCATTACTGTATAA 562 bg
QnrB-R GATCGCAATGTGTGAAGTTT

qnrC QnrC-F GGGTTGTACATTTATTGAATC 447 bg
QnrC-R TCCACTTTACGAGGTTCT

qnrS QnrS-F ACGACATTCGTCAACTGCAA 416 bg
QnrS-R TAAATTGGCACCCTGTAGGC

qepA QepA-F GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 199 bg
QepA-R CTTCCTGCCCGAGTATCGTG

aac(6’)-1b Aac(6")-1b-F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482 bg
Aac(6’)-1b-R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
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BULGULAR

Calismaya alinan 112 E.coli susunun 53 (%47.3)'U erkek, 69 (%52.7)'u kadin hasta-
lardan izole edilmis olup, suslarin cogu uroloji kliniginde yatan hastalara aittir. Suslarin
%75'i idrar, %14.3'U kan, %8.9’u yara yeri ve %1.8'i bronkoalveoler lavaj 6rneklerinden
izole edilmistir. Incelenen suslarin 78 (%69.6)'i GSBL pozitif, 34 (%30.4)'t GSBL nega-
tif olarak tespit edilmistir.

Konvansiyonel PCR ile izolatlarin hicbirinde gnrA, qnrB, qnrC, qnrS ve gepA geni sap-
tanmazken, 67 izolatta aac(6’)-1b geni saptanmis, restriksiyon sonrasinda bu genin ta-
maminin aac(6’)-1b-cr varyanti oldugu gosterilmistir (Resim 1). Molekdler caligmalarla,
aac(6’)-1b-cr geninin gosterildigi suslarin 58 (%86.6)'inde GSBL pozitifligi oldugu belir-
lenmistir.

TARTISMA

Antibiyotiklerin yogun kullanimi sonucu, giinimuzde ¢oklu direng gosteren bakteri
enfeksiyonlari biylk bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bolgemizde 2001 yilinda ya-
pilan bir calismada'' E.coli suslarinda siprofloksasin duyarliigi %73.3 iken, 2004 yilinda
izole edilen 434 E.coli susunda kinolon direnci %30.4; 2005 yilinda izole edilen 468 E.co-
li susunda ise direncin %63.2'ye ciktigi gozlenmistir'2. Bu noktadan hareketle, hastane-
mizde izole edilen ve laboratuvar arsivimizde saklanmis olan E.coli suglari retrospektif ola-
rak taranmis ve kinolon direncine sahip olanlar secilerek, kinolon direncinin nedenlerin-
den biri olan plazmid aracili direng mekanizmalarinin olasi varligi arastiriimistir.

500 bp—3 482 bp aac(6’)-1b-cr

206 + 276 bp aac(6’)-1b

Resim 1. aac(6°)-1b-cr gen varligini gésteren agaroz jel goriintdisi.
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Turkiye’de plazmid aracili kinolon direnci geni, ilk kez istanbul’da ve 2005 yilinda Na-
zik ve arkadaglan'?® tarafindan bildirilmistir. Bu calismada GSBL pozitif 49 susta gnr geni
varhigr arastirilmis, bir Enterobacter cloacae ve bir Citrobacter freundii susunda gnrA geni
gosterilmistir. Daha sonra Turkiye'nin farkli bolgelerinden plazmidle kodlanan cesitli
[qnrA, gnrB, qnrS, aaa(b)-1b-cr] kinolon direng genleri bildirilmistir'#2°, Buna ragmen il-
kemizde halen plazmid aracili kinolon direnciyle ilgili sinirli sayida arastirma bulunmak-
tadir. Nazik ve arkadaslarinin* 2008 yilinda yaptiklari diger bir calismada, yogun bakim
hastalarindan izole edilen toplam 460 Enterobacteriaceae ve nonfermenter gram-negatif
basilleri kapsayan suslarda gnrA, gnrB, qnrS genleri arastinlmis, 3 (%0.65) E.cloacae su-
sunda iki gnrS1 ve bir gnrB1 geni saptanmistir. Oktem ve arkadaslari'® 2008 yilinda is-
tanbul, Ankara, Antalya ve izmir'de izole edilen E.coli ve K.pneumoniae suglarindan olu-
san toplam 78 susu incelemis, dort K.pneumoniae ve bir E.coli susunda gnrA geni sapta-
mistir. Ayni yil izmir’de yapilan baska bir calismada, kan kiltirlerinden izole edilen 356
Enterobacteriaceae lyesinde gnrA, qnrB ve gnrS genlerinin varligi arastiriimis ve kinolona
direncli alti susta gnrA, (ic susta gnrS geni saptanmistir'”. Ongen ve arkadaslarinin'® [s-
tanbul’da yaptiklar calismada, %61’i siprofloksasine direncli olan 61 Campylobacter su-
sunda gnrA, gnrB ve gnrS genlerine rastlanmamustir. Avsaroglu ve arkadaslari?®, yiyecek-
lerden izole edilen Salmonella enterica serovar Virchow suslariyla yaptiklar bir calismada,
nalidiksik aside direncli, siprofloksasine azalmis duyarlilik gosteren ve gyrA geninde mu-
tasyon saptanan dokuz susun tclinde gnrS1 geni saptamislardir. Su 6rneklerinden izole
edilen 183 koliform bakteride antibiyotik direnc mekanizmalarini arastiran Ozgiimiis ve
arkadaslan®' da, bir E.coli ve bir K.pneumoniae susunun transkonjugatlarinin nalidiksik
aside yuksek diizeyde direncli oldugunu bulmuslar ve bu suslarda gnrA, gnrB ve gnrS
genlerinin varhi@ini arastirmislardir. Sonucta her iki susta gnrS geninin varligi belirlenmis
ve nehirler gibi cevresel kaynaklarin cogul direncli Enterobacteriaceae Uyeleri icin bir re-
zervuar rolii oynayabilecegdi vurgulanmistir?'.

Poirel ve arkadaglan'® Tiirkiye’deki farkli hastanelerden izole edilen ve GSBL olusturan
toplam 248 E.coli ve K.pneumoniae susuyla yaptiklar calismada, bir K.pneumoniae sugun-
da farkh plazmidler tzerinde gnrB1 ve aac(6’)-Ib-cr genlerini saptamiglar; ayrica GSBL
olusturan 50 izolatin %78‘inde aac(6’)-Ib-cr geninin bulundugunu gostermislerdir. Ko-
re’de yapilan bir calismada, kinolona direncli ve GSBL Ureten 368 Enterobacteriaceae izo-
latinin %38’inde multipleks PCR ile gnrA (n= 4), qnrS (n= 2) ve qnrB (n= 135) geni var-
lig1 saptanmistir?2. Budapeste’den yapilan calismada ise GSBL iireten 101 K.pneumoniae
izolatinin %8’inde, 70 E.coli izolatinin ise %1.4’linde gnr determinantlarinin saptandigi
ve gnrA geninin baskin oldugu bildirilmistir?>. Bu arastiricilar, GSBL iireten suslarin
%26.6'sinda aac(6')-1b geni bulundugunu ve bunlarin %8’inin aac(6’)-1b-cr varyanti ol-
dugunu; ancak gnr pozitif suslarda aac(6’)-Ib-cr genine rastlanmadigini ifade etmisler-
dir?3. Fransa’da GSBL (reten 121 klinik izolatla yapilan calismada, gepA geni sadece bir
E.coli susunda saptanmis ve Avrupa izolatlarinda ilk gepA determinantinin bu calismayla
bildirildigi vurgulanmistir?®. Ulkemizde yapilan arastirmalarin ¢cogunda oldukca diisiik
oranlarda saptanan gnrA, qnrB, gnrS genleri ve heniiz Gilkemizde yeni arastirnimaya bas-
lanan gnrC geni calismamizda saptanmamistir. Buna ragmen Poirel ve arkadaslarinin'®
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calismalarinda saptadiklari %78 oranina benzer sekilde, GSBL ureten sugslarda aac(6')-1b
geninin mutasyonel bir varyanti olan aac(6’)-1b-cr geninin orani %86.6 olarak tespit edil-
mistir. Tlrkiye’de ya da ilkemiz kaynakli izolatlarla yapilan calismalarda, kinolona direng-
li Enterobacteriaceae suslarinda gnrA, qnrB, gnrS ve yeni saptanan gnrC tiplerinin az sayi-
da saptandigi gorilmektedir. gnrA ve qnrB saptanan izolatlarin buyik cogunlugunun
Klebsiella spp. oldugu, E.coli izolatlarinin sinirli sayida goriildugi rapor edilmektedir. Do-
layisiyla klinik 6rneklerden en sik izole edilen E.coli suslarinda plazmid kokenli direng aci-
sindan gnr disi diren¢ parametrelerinin de birlikte degerlendirilmesi yerinde olacaktir.

Sonug olarak, calismamizda gnr grubu direng¢ plazmidlerinin bulunamamis olmasina
karsin, aac(6’)-1b-cr geninin yuksek oranda (%59.8) saptanmasi, yukarida belirtilen du-
rumu desteklemektedir. Ozellikle GSBL iireten suslarda bu oranin %86.6'ya ulastigi gé-
rulmektedir. Bu durum, coklu direncin de bir gostergesi sayilabilir. Bu suglarda klonalite
calismasi yapilmasi ve koken arastiriimasi, 6zellikle kinolon direncinin yiiksek oldugu kli-
niklerde alinacak onlemler icin yol goOsterecektir. Ayrica, bélgemizde hayvancihgin yay-
gin olmasi plazmid kokenli direncin yayihminda kolaylastirici etken olabilir. Direngli sus-
larin kaynaginin arastirimasinda, hayvansal kaynakli 6rneklerin yani sira cevre kaynakli
orneklerin incelenmesinin de faydali olacag dustinilmektedir.
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