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Sepsiste en sik karsilasilan gram-negatif firsat¢i patojenlerden olan Escherichia coli ve Klebsiella
turlerinin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavi seceneklerinden biri de kinolonlardir. DNA sentezini
bozarak etki gosteren kinolonlara karsi direng giderek artmaktadir. Direncin yayilmasinda plazmid aracili
kinolon diren¢ (plasmid-mediated quinolone resistance, PMQR) genlerinin horizontal aktarimi 6nemli rol
oynamaktadir. PMQR genlerinin prevalansi ile ilgili Gilkemize ait veriler oldukga sinirlidir. Bu calismada, kan
kilttrlerinden izole edilen kinolona direncli Escherichia coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda, bugtine kadar
PMQR genleri olarak tanimlanan gnrA, qnrB, qnrC, qnrS, qnrD, aac(6)-Ib-cr, gepA ve ogxAB'nin varhiginin
arastinlmasi amaclanmigtir. Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari Bakteriyoloji Biriminde, Ocak 2012 - Agustos
2013 tarihleri arasinda 187 hastaya ait 193 kan 6rneginden uretilen 127 E. coli ve 66 Klebsiella spp.
izolatindan, fenotipik yontemlerle nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen izolatlar
dahil edilmistir. PMQR genlerinin varligi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirilmis; aac(6’)-1b-cr
varyantinin belirlenmesinde PCR sonrasi restriksiyon parca uzunlugu polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi
kullanilmistir. Pozitif bant icerigi dizilenerek, daha 6nce tanimlanmis direng gen dizileri ile karsilastiriimis ve
dogrulanmistir. Calismamizda, E.coliizolatlarinin %56.7'si (72/127) ve Klebsiella spp. izolatlarinin %19.7’si
(13/66) olmak lizere izolatlarin toplam %44'i (85/193) fenotipik olarak direngli bulunmustur. Direncli 13
Klebsiella izolatindan 11'i K.pneumonia, ikisi K.oxytoca’dir. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
ureten suslarda, kinolon direncinin (50/80, %62.5), GSBL negatiflere (35/113, %30.9) gore daha yliksek
oldugu saptanmistir. Direng gen prevalanslari, kinolona direncli E.coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda
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sirastyla, gnrA, %1.4 ve %15.4; qnrB, %4.2 ve %61.5; gnrS, %1.4 ve %7.7; qepA, %1.4 (sadece E.coli);
aac(6’)-1b-cr, %38.9 ve %92.3; ve 0gxAB, %1.4 ve %84.6 olarak belirlenmistir. gnrC ve gnrD genleri tespit
edilmemistir. Direncli Klebsiella izolatlarinda ¢oklu gen tasiyiciligi E.coli'ye gore daha sik gézlemlenmistir.
Sonug olarak, kinolona direncli E.coli ve Klebsiella spp. kan izolatlarinda, aktarilabilir genlerin dirence
katkisinin arastirildigi bu calismada, bolgesine hizmet veren lniversitemiz hastanesi izolatlarinda PMQR
genlerinin prevalanslarinin {lkemiz verilerinden yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica, bu calisma ile
tlkemizde klinik 6rneklerde ilk defa prevalanslari sorgulanan genlerden gnrD geni saptanamazken, ogxAB
genlerinin sikliklarina ait ilk veriler sunulmustur. Bununla birlikte ogxAB genlerinin genetik konumlari,
konjugasyon veya hibridizasyon yontemleri ile dogrulanmaya gereksinim gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli; Klebsiella tiirleri; kan kiiltiirti; plazmid aracili kinolon direng genleri.

ABSTRACT

One of the treatment options of Escherichia coli and Klebsiella spp. infections which are the most
common opportunistic pathogens of gram-negative sepsis is quinolones. Resistance to quinolones
which act by disrupting DNA synthesis has been increasing. Horizontal transfer of plasmid-mediated
quinolone resistance (PMQR) genes play an important role in the spread of resistance. The data about
the prevalence of PMQR genes in our country is quite limited. The aim of this study was to investigate
the presence of known PMQR genes namely gnrA, gnrB, qnrC, gnrS, qnrD, aac(6°)-1b-cr, gepA and ogxAB
amongst quinolone-resistant E. coli and Klebsiella spp. strains isolated from blood cultures. One hundred
twenty seven E.coli and 66 Klebsiella isolates detected as nalidixic acid- and/or ciprofloxacin-resistant
by phenotypical methods, from 193 blood samples of 187 patients admitted to Karadeniz Technical
University, Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Bacteriology Unit of Patient Service
Laboratory between January 2012 to August 2013 were included in the study. The presence of PMQR
genes were investigated by polymerase chain reaction (PCR) and for the detection of aac(6°)-1b-cr variants
PCR-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method was used. The positive bands were
sequenced using the same primers, and aligned with formerly defined resistance gene sequences, and
confirmed. In the study, 56.7% (72/127) of E.coli and 19.7% (13/66) of Klebsiella spp. isolates, with a
total of 44% (85/193) of all the isolates were found to be phenotypically resistant to quinolones. Of
the 13 resistant Klebsiella isolates, 11 were K.pneumoniae, and two were K.oxytoca. Extended-spectrum
beta-lactamase (ESBL)-producing isolates showed higher resistance (50/80, 62.5%) to quinolones than
the negative ones (35/113, 30.9%). The prevalence of quinolone resistance genes among resistant
E. coli and Klebsiella spp. isolates was determined as qnrA, 1.4% and 15.4%; gnrB, 4.2% and 61.5%;
qnrS, 1.4% and 7.7%; qepA, 1.4% (only E.coli); aac(6’)-1b-cr, 38.9% and 92.3%; and 0gxAB, 1.4% and
84.6%, respectively. gnrC and gnrD genes were not detected. Carriage of multiple resistance genes were
observed more frequently among resistant Klebsiella isolates than E.coli strains. As a result, in this study
investigating the contribution of transferrable genes to quinolone resistance, prevalence of PMQR genes
in quinolone-resistant and blood isolates of E.coli and Klebsiella in our university hospital serving the
region were found to be higher than the current data reported from the other studies in our country.
Furthermore, this study presented the initial data for the first time in our country on the prevalence of
gnrD which was undetected, and the frequency of ogxAB gene in clinical samples. However, location of
0gxAB gene needs to be confirmed by conjugation or hybridization methods.

Keywords: Escherichia coli; Klebsiella species; blood culture; plasmid-mediated quinolone resistance genes.

GiRiS
Escherichia colive Klebsiella tiirleri sepsiste en sik izole edilen gram-negatif bakterilerden-
dir'. Uygun antibiyoterapi ile mortalite oranlarinin azaltilabilmesine karsin, antibiyotiklere
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direncin artmasi tedaviyi zorlastirmaktadir?. Enterobacteriaceae ailesi tiyelerine karsi etkin-
ligi yiksek olan ve tedavide siklikla kullanilan kinolon grubu antibiyotiklere karsi direncg
artigi da 6nemli bir problem olarak karsimiza ¢cikmaktadir. DNA sentezini bozarak bakterisi-
dal etki gosteren kinolonlara karsi direng, kromozomal (DNA giraz ve/veya topoizomeraz
IV’ kodlayan genlerde ya da disa-atim pompalarinin ekspresyonunu ve zar gecirgenligini
diizenleyen genlerde mutasyon olusumu) veya plazmid aracili (plazmid kaynakli kinolon
diren¢c [PMQR] genlerinin varligi) olabilmektedir>4,

PMQR, bakteriler arasinda konjugasyon yoluyla horizontal gecis gostererek acil bir klinik
problem olmustur. PMQR genlerinin aktarilabilirliginin yani sira bir diger 6nemi, floroki-
nolonun terapétik seviyelerinin varliginda dahi, klinik olarak direncli suslarin ortaya ¢ikma
olasiigini artirmasidir™®. PMQR genlerinin tek baslarina varliklari bakterilerde kiiciik mini-
mal inhibitér konsantrasyon (MIK) yiikselmesine neden olsa da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) kriterlerine gére hassas olarak yorumlanabilmektedir’. Bununla
birlikte bu kiciik degisimler hastada daha yuksek diizey dirence sahip mutantlarin secimi
icin yeterli olmaktadir®. Kinolonlara direncin plazmidle iliskili olabildigi, gnr genlerinin gos-
terilmesiyle glindeme gelmistir. Plazmidle aktarilan gnr genlerinin ilk tespitinden bugtine
kadar farkl alt tipler (gnrA, gnrB, qnrC, gnrS ve gnrD) tanimlanmistir®. Qnr proteinleri, DNA
giraz ve topoizomeraz IV’e baglanarak bu enzimleri kinolonun inhibisyonundan korumak-
tadir’. Ayrica plazmidle aktarilan kinolon atim pompa geni gepA, coklu ilag direnci atim
pompa geni ogxAB ve modifiye aminoglikozid asetil transferaz geni aac(6°)-Ib-cr'nin tanim-
lanmasi ile PMQR genlerinin énemi daha da artmistir®1°,

Plazmid aracili kinolon diren¢ genlerinin prevalansinin takibi, hastanelerde direng ak-
tariminin dnlenmesi ve kinolon grubu antibiyotiklerin tedavi protokollerindeki yerine 151k
tutmasi acisindan énemlidir. Bununla birlikte PMQR genlerini tasiyan suslarin in vitro
olarak kinolonlara duyarli bulunabilmesi, fenotipik testlerle saptanamamasi, tedavi pro-
tokollerinin uygulanmasinda ve enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasinda guicliiklere
neden olmaktadir. PMQR genlerinin prevalansi ile ilgili diinya genelinde bircok calisma
yapilmis olmakla birlikte, bu konu ile ilgili olarak {ilkemize ait veriler oldukca sinirhdir®?.
Ulke saglik politikasi planlayicilarina saglayacadi katkisinin yaninda hastanemizde izole
edilen suslarda direng oranlarinin bilinmesi, bolgesel klinisyenlerin enfeksiyon kontro-
lindeki yaklagimlarini etkileyebilecektir. Bu nedenle planlanan bu calismada, 2012-2013
yillarinda kan orneklerinden izole edilen Escherichia coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda
kinolon direng oranlarinin belirlenmesi, aktarilabilir kinolon diren¢ mekanizmalarindan
PMQR genleri olan gnrA, qnrB, qnrC, qnrS, qnrD, aac(6’)-1b-cr, gepA ve ogxAB varliginin
arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi (KTUTF) Klinik Arastirmalar Etik Kurul
Baskanligi’nin onayi ile (Protokol: 2013/175) gerceklestirilen bu calismaya, KTUTF Farabi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari Bakteriyoloji
Biriminde, Ocak 2012 - Agustos 2013 tarihleri arasinda 187 hastaya ait kan 6rneklerin-
den izole edilen 193 Escherichia coli ve Klebsiella izolatlari dahil edildi. Bu izolatlardan
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nalidiksik asit ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen 81 hastaya ait 85 izolat PMQR
genlerinin arastirlmasi icin kullanildi. Dort hastanin iki epizotu tespit edilmis olup her
epizotun ilk izolati calismaya alindi'".

Laboratuvarimiza, kan kultir vasatina inokdle edilmis olarak gonderilmis olan kan or-
nekleri, BACTEC 9240 otomatize kiiltir sisteminde (Becton Dickinson Diagnostic Instru-
ment Systems, ABD) inkiibe edildi. Ureme sinyali izlenildiginde kan kiiltiir vasatindan ali-
nan bir miktar 6rnek %5 koyun kanli agar, EMB agar ve cikolatamsi agara inokiile edildi
ve uygun kosullarda inkiibe edildi'?'3. Escherichia coli ve Klebsiella spp. (K.pneumoniae
veya K.oxytoca) olarak tiplendirilen suslarin direnc¢ paternleri NMIC/ID-55 panellerinin
kullanildigi BD Phoenix sisteminde MiK yéntemiyle incelendi. CLSI kriterlerine gore du-
yarli, orta duyarl ve direncli olarak kategorize edildi’. Nalidiksik asit ve/veya siprofloksa-
sine direncli olarak saptanan suglar, Kirby-Bauer metoduna gore standart disk diflizyon
metodu ile tekrar test edilerek direncleri CLSI kriterlerine gére dogrulandi’. GSBL dire-
timinin fenotipik tespiti icin kombine disk yéntemi kullanildi’. Suslar DNA izolasyonu
yapilincaya kadar %15 gliserol (Riedel-de Haén AG, Almanya) iceren triptik soy buyyon
besiyerinde (Biolife, italya) -80°C’de sakland.

PMQR genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle arastiriimasi icin, izo-
latlardan kaynatma yontemiyle nikleik asit izolasyonu yapildi ve alikotlanarak kullanilin-
caya kadar -80°C’de saklandi. Negatif kontrol olarak E.coli ATCC25922 ve K.pneumonia
ATCC13883 suslari kullanildi. Coban ve arkadaslarinin'* P. Nordmann’dan sagladigi gnrA
(E.coli ref: 20), gnrB (K.pneumoniae ref: 15), gnrS (E.cloacae ref: 287) pozitif suslar ve M.
Wang'dan sagladigr gnrC pozitif plazmid (pHS11) pozitif kontrol olarak kullanildi. gnrA,
qnrB, gnrC, gnrD, qnrS, qepA ve aac(6’)-1b genleri icin birer; ogxAB disa-atim pompa gen-
leri icin ise iki cift primer kullanildi’>2° (Tablo ).

Her gen amplifikasyonu icin tekli PCR islemi uygulandi. Caligilan tim gen bdlgeleri
icin ayni karisim hazirlama protokolii ve termal dongi cihazi programi kullanildi. Tim
diren¢ gen amplifikasyonlarinda reaksiyon karisimi standart olarak 50 pl’lik hacmin icin-
de; 0.2 uM her bir primer, 0.2 mM her bir dNTP, 1.5 mM MgCl,, 1 U taq polimeraz
enzimi ve 2 pl hedef DNA olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon tlipl otomatik termal
déngii cihazina (Applied Biosystems® GeneAmp® PCR System 9700, ABD) yerlestirildi.
Termal déngii cihaz ayarlari Robicsek ve arkadaslar'® tarafindan uygulanan protokol esas
alinarak bantlarin net olmasi ve ekstra bant olusmamasi baglaminda modifiye edildi.
Reaksiyonun sicaklik ve zaman ayarlari; 94°C’de 5 dk baslangi¢c denatiirasyonu sonrasi,
her dongu icin 94°C’de 60 sn denatiirasyon, 55°C’de 60 sn primer birlesmesi, 72°C’de
60 sn polimerizasyon asamalarini iceren 30 dongi ve sonrasinda 72°C’de 10 dk son
uzama siresi olarak diizenlendi'>. PCR driinlerinin varhgi %2’lik agaroz jel elektrofo-
rezini takiben ultraviyole iliminatérde gozlemlendi. Karar verilirken, 100 baz cifti (bg)
adimli DNA belirteci (GelPilot 100 bp Ladder, Qiagen, Almanya) ve pozitif kontroller
ile uyumlar karsilastirildi. Kinolon direnci ile iligkili aminoglikozid asetil transferaz geni
aac(6’)-Ib-cr'nin diger aac(6°)-1b genlerinden ayirimi PCR sonrasi restriksiyon parca uzun-
lugu polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile yapildi. Bunun icin aac(6)-Ib pozitif ¢ikan PCR
arlnleri (482 bg), 55°C’de 4 saat BseGl (Thermo Scientific, Litvanya) enzim kesimine tabi
tutuldu. Kesim islemi sonunda %2’lik agaroz jel elektroforezinde 206 ve 276 bazlik iki

MiKROBiYOLOJi BULTENI 189




Kan Akimi Enfeksiyonu Etkeni Olan Kinolona Direncli Escherichia coli ve

Klebsiella spp. izolatlarinda Plazmid Aracili Kinolon Direnc Genlerinin Arastiriimasi

Tablo I. PMQR genlerinin arastiriimasinda kullanilan primerler

Uriin uzunlugu  Kaynak
Primer Dizi (5’-3%) (baz cifti) no.
QnrA F ATTTCTCACGCCAGGATTTG 516 15
QnrA R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
QnrB F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 469 15
QnrB R ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
QnrCF GGGTTGTACATTTATTGAATCG 307 16
QnrCR CACCTACCCATTTATTTTCA
QnrD F CGAGATCAATTTACGGGGAATA 582 17
QnrD R AACAAGCTGAAGCGCCTG
QnrS F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428 16
QnrSR TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
QepA F GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 199 18
QepAR CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
Aac(6')-lb F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482 19
Aac(6')-lbR  CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
oqxA F CTTGCACTTAGTTAAGCGCC 868 20
ogxA R GAGGTTTTGATAGTGGAGGTAGG
oqxB F GCGGTGCTGTCGATTTTA 787 20
oqgxB R TACCGGAACCCATCTCGAT

bant gortlmeyen (enzim kesim bolgesi olmayan) trtinler olarak cr varyanti olarak kayde-
dildi?!. Her izolat icin yukarida belirtilen islemler en az iki defa tekrarlanarak PMQR PCR
pozitiflikleri dogrulandi.

PCR pozitif olarak belirlenen trtinlerin iceriklerini dogrulamak amaciyla ayni primerler
kullanilarak dizileme yapildi. Elde edilen DNA dizileri daha 6nce tanimlanmis dizi verile-
riyle BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programinda arastirildi, karsilastirildi ve
dogrulandi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?).

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 187 hastaya ait 193 E.coli ve Klebsiella izolatindan, nalidiksik asit
ve/veya siprofloksasin direnci tespit edilen 81 hastaya ait 85 izolatta (%44) PMQR genleri-
nin varhgr arastinlmistir. Bu izolatlarin 72’si (%84.7) E.coli, 13’4 (%15.3) Klebsiella spp. (11
K.pneumonia, 2 K.oxytoca) olarak tanimlanmustir. izolatlarin 13'li (%715.3) yogun bakim,
42'si (%49.4) erigkin dahili bolim, 12'si (%14.1) cerrahi bolim ve 3'UG (%3.5) pediatri
servislerinde; 15'i (%17.6) ise acil polikliniklerinde takip edilen hastalardan izole edilmistir.
Eriskin dahili bolim servislerinden gelen 6rneklerden Uretilen 42 izolatin 22'sinin (toplam
izolatlarin %25.9'u) kemik iligi transplant alicilarina ait oldugu belirlenmistir.

izolatlarin tiimii (n= 193) dikkate alindiginda, kinolon direnci E.coli (n= 72, %56.7)
izolatlarinda Klebsiella spp. (n= 13, %19.7) izolatlarina gore daha yuksek bulunmustur
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(Tablo II). Kinolon direncinin, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) lreten izo-
latlarda (50/80, %62.5), GSBL negatiflere (35/113, %30.9) oranla daha ytiksek oldugu
saptanmistir.

Fenotipik olarak kinolon direncine sahip 85 izolatin 47'sinde (%55.3) plazmidle ak-
tarllabilme potansiyeli olan en az bir direng genine rastlanmis; gnrC ve gqnrD genleri ise
saptanmamustir (Tablo IIl). aac(67)-Ib geni 30 E.coli ve 12 Klebsiella spp. susunda pozitif
bulunmus ve PCR-RFLP sonucu 2 E.coli izolati haricindekilerin cr varyanti oldugu tespit
edilmistir (Tablo II).

PMQR genlerinden birinin bulunmasi, izolata karsi kinolonlarin MiK degerinin yiiksel-
mesine neden olurken, birden fazlasinin birikimi fenotipik direncli sus olarak saptanmasi-
na yol acan etkenlerden biridir. Bu nedenle 6nemsenen, calismamizda arastirilan direng
genlerinin izolatlarda birlikte bulunma durumlarina ait veriler Tablo 1V’de sunulmustur.
E.coli suslarinda sadece gnrB ve aac(6’)-1b-cr birlikteligi goriliirken, Klebsiella suglarinda
diger genlerin de birlikte olabildikleri saptanmistir (Tablo V).

TARTISMA

E.coli ve Klebsiella tiirleri sepsisin en sik saptanan etkenlerinden olup, immin sistemi
baskilanmis hasta sayisinin artigi bu firsat¢i patojenlerin enfeksiyonlara katkisini artirmak-
tadir'~2. Bu nedenle sepsis etkeni E.coli ve Klebsiella suslar, immiin siipresif hastalarin
takip edildigi dahili bolim servislerinden gonderilen kan kdltiirlerinden daha sik izole
edilmektedir?>23, Calismamizin verileri de (%49.4) bu durumu desteklemektedir. Bu du-
rum, dogal veya terapotik amacl immiin stpresif hasta artisinin (AIDS hastalari ve trans-

Tablo II. Tiim izolatlarda GSBL ile kinolon diren¢ durumu

Bakteri Caligilan sus sayisi (%)* Kinolona direngli sus sayisi (%)**
E.coli GSBL (+) 52 (40.9) 41 (78.8)
GSBL (-) 75 (59.1) 31 (41.3)
Toplam 127 (65.8) 72 (56.7)
Klebsiella spp. GSBL (+) 28 (42.4) 9 (32.1)
GSBL (-) 38 (57.6) 4(10.5)
Toplam 66 (34.2) 13 (19.7)
Genel toplam 193 (100) 85 (44.0)

GSBL: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz; * Sttun ylzdesidir; ** Satir ylizdesidir.

Tablo Ill. PMQR genlerinin izolatlara gére dagilimi

. qnrA qnrB qnrC qnrD qnr§ qepA  aac(6’)-lb-cr  oqxAB
Izolat (n) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
E.coli (72) 1(1.4) 3(4.2) 0 0 1004 104 28 (38.9) 1(1.4)
Klebsiella spp. (13) 2 (15.4) 8 (61.5) 0 0 1(7.7) 0 12(92.3) 11 (84.6)
Toplam (85) 33.5) 11029 0 0 224 1(0.2) 42(47.1) 12 (14.7)
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Tablo V. izolatlardaki PMQR genlerinin birlikte bulunma durumlari
E.coli (n=72) Klebsiella spp. Toplam (n= 85)
Sayi (%) (n=13) Sayi (%) Sayi (%)

gnrA+aac(6’)-Ib-cr 0 2 (15.4) 2(2.4)
gnrB+aac(6’)-1b-cr 3(4.2) 0 3 (3.5)
qnrB+oqxAB 0 1(7.7) 1(1.2)
aac(6’)-1b+ogxAB 0 2(15.4) 2(24)
gnrB+aac(6°)-1b-cr +ogxAB 0 7 (53.9) 7 (8.3)
gnrS+aac(6’)-1b-cr +ogxAB 0 1(7.7) 1(1.2)

plantasyon hastalarindaki artisin sonucu olarak), tlkemizde de E.coli ve Klebsiella spp.
enfeksiyonlarinda artis olarak karsimiza cikacagini dusgtindirmektedir. Buna paralel olarak
tedavi seceneklerinin de korunmus olmasi 6nemlidir. E.coli ve Klebsiella spp. enfeksiyonla-
rinin, tedavi seceneklerinden olan kinolonlara karsi direncinin belirlenmesi ve horizontal
yayiiminin takibi, kontrolleri acisindan 6nem arz etmektedir. Yapilan calismalarda, GSBL
pozitif suslarda fenotipik kinolon direncinin GSBL negatiflere gore daha yiliksek oldugu
rapor edilmistir>®24. Calismamiza ait bulgular da (%62.5’e karsi %30.9), bélgemiz izo-
latlarinin benzer nitelikte oldugunu gostermektedir (Tablo II).

Ulkemizde plazmid aracili kinolon direnc genlerinden gnrA, qnrB, qnrS ve aaa(b)-1b-cr
varlig, ilk kez 2005 yilinda Nazik ve arkadaslari® tarafindan gésterilmistir. Sonrasinda
yapilan cesitli calismalarda, gnrA, gnrB ve qnrS genlerinin varliyi hakkinda bilgiler artmaya
baslamis, cevresel rneklerde de bu genlerin varliklari gésterilmistir?6-2°, Calismamizda,
fenotipik olarak kinolona direncli izolatlarda, bugline kadar plazmid araciligi ile kodlan-
dig1 ve aktarilabildigi gosterilen genler arastiriimis, gnrC ve gnrD disindakiler saptanmustir
(Tablo Il). gnr gen porzitifligi %18.8 gibi yiiksek prevalansta bulunmustur. Oktem ve
arkadaslari?’ bu orani %5.4 olarak belirlemistir. Verilerimiz, yapilan HITiT-1 ve HITiT-2
siirveyans calismalarinda3°-33 belirlenen gnr prevalansindan (sirasiyla, %6.4 ve %14.5)
daha yuksek olup, bélgemizde gnr genlerinin kinolon direncine katkisinin azimsanmaya-
cak dlizeyde oldugunu gostermektedir.

Aktepe ve arkadaslari?!, kinolona direncli 112 E.coli susunun hicbirinde gnrA, qnrB,
qnrs, qnrC ve gepA geni saptamazken, aac(6°)-1b gen varligini %59.8 oraninda bulmus-
lar ve tamaminin aac(6)-1b-cr varyanti oldugunu géstermislerdir. Ulkemizdeki HITiT-1
siirveyans calismasinda aac(6’)-Ib-cr geninin varliginin %32.4; HITiT-2 calismasinda ise
%69.5 oraninda yiiksek oldugu bulunmustur3%-33, Poirel ve arkadaglar®* Tiirkiye’de farkl
hastanelerde kandan izole edilen GSBL olusturan E.coli ve K.pneumoniae suslarinda gnrA,
qnrB, gnrS, aac(6’)-Ib-cr genlerinin sikhidini arastirmislar ve aac(6)-Ib-cr geninin GSBL
olusturan 50 izolatin 39’unda (%78) bulundugunu gostermislerdir. Calismamizda da
aac(6’)-Ib-cr geninin prevalansi diger PMQR genlerinden daha sik olmak tizere %47.1
olarak bulunmustur. Bu veri, aac(6)-Ib-cr'nin aktarilabilir kinolon direncine en sik katki
saglayan gen oldugu fikrini desteklemektedir.
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Yeni kesfedilen PMQR pompasi QepA'nin tlkemizdeki varligi hakkinda daha az bilgi
mevcuttur. HITIT-1 siirveyans calismasinda gepA geni bulunmamasina karsin, HITIT-2'de
tilkemizde iki E.coli izolatinda gepA varhig ilk kez rapor edilmistir®'-33, Nazik ve arkadasla-
n3>, GSBL pozitif 61 adet tiriner E.coli izolatini incelemisler ve gepA gen prevalansini %3.3
olarak bildirmislerdir. Limoncu ve arkadaslari®*® nalidiksik asit ve/veya siprofloksasine di-
rencli 106 E.coliizolatinda gepA gen oranini %0.9 olarak tespit etmislerdir. Calismamizda
benzer sekilde bir E.coli izolatinda (%1.2) gepA genine rastlanmustir.

Coklu ilag disa-atim pompasi olan OqxAB’nin, ilk kez 2009 yilinda Giiney Kore’de
klinik E.coli izolatinda plazmid aracili kodlandigi gésterilmistir3”. Kim ve arkadaslar®” 461
Enterobacteriaceae lUyesinde ogxAB genlerini arastirmis ve bir (%0.4) E.coliizolatinda plaz-
midik ogxAB genini saptamislardir. Kromozomal ogxAB geni ise E.cloacae icin %4.6 ve
K.pneumoniae icin %74.1 oraninda tespit edilmis; ogxAB genlerinin, K.pneumoniae'da
daha cok kromozomal oldugu ifade edilmistir?”. ispanya’da GSBL pozitif K.pneumoniae
izolatlarinda yapilan hibridizasyon deneyleri, ogxA'nin %16 ve ogxB'nin %13 oraninda
kromozom uzerinde ve biylk plazmidler Gizerinde ayni anda mevcut oldugunu gos-
termistir®®. Bu arastiricilar, kromozomal ve/veya plazmidik ogxA ve ogxB prevalansinin
ise toplamda sirasiyla %76 ve %75 oldugunu belirtmislerdir®. Calismamizda, kinolon
direncine neden oldudu bilinen ogxAB gen prevalansi, Glkemizde klinik 6rneklerde ilk
kez arastirnlmig ve kinolona direncli E.coli izolatlarinin %1.4'tinde (1/72), Klebsiella spp.
izolatlarinin ise %84.6'sinda (11/13) olmak lzere, toplam izolatlarin %14.1‘inde (12/85)
pozitif olarak bulunmustur. Kim ve arkadaslarinin®’ bulgular géz 6éniine alindiginda,
E.coli izolatinin muhtemelen plazmid aracili, Klebsiella spp. izolatlarinin ise muhtemelen
kromozomal kokenli ogxAB geni tasidigi disinulmustdr. E.coli izolatindaki ogxAB geni-
nin olasi plazmidik konumunun dogrulanmasi, horizontal yayihmi acisindan tlkemize ait
onemli bir bulgu olacaktir.

PMQR proteinleri, tek basina nalidiksik asit direncine ve norfloksasin, siprofloksasin,
levofloksasin gibi florokinolonlarin duyarliiginda azalmaya neden olmasina ragmen, kro-
mozomal mutasyonlarin ve direnc genlerinin birlikteligi ile ylksek diizey kinolon diren-
cine yol acabilmektedir>® 10, Literatiirde PMQR genlerinin birlikte olma prevalanslari ile
ilgili veri oldukca sinirlidir. Nazik ve arkadaslar®, aac(6")-1b-cr pozitif E.coli izolatlarinda
qnrA, gnrS ve gepA birlikteligini rapor etmistir. Calismamizda da, gnr genlerinin birlikteligi
saptanmazken; E.coli izolatlarinda gnrB ve aac(6°)-Ib’nin birlikte olabilecegi gortlmds;
ayrica Klebsiella izolatlarinda, yanina ogxAB'nin dahil oldugu ikili ve tcli gen pozitiflikleri
belirlenmistir (Tablo 1V).

Sonug olarak bu calismada, kinolona direncli E.coli ve Klebsiella spp. kan izolatlarinda,
aktarilabilir genlerin dirence katkisi arastiriimis ve diren¢ genlerinin prevalansi, bu bak-
teriler icin sirasiyla; gnrA, %1.4 ve %15.4; gnrB, %4.2 ve %61.5; qnrS, %1.4 ve %7.7;
gepA, %1.4 (sadece E.coli); aac(6’)-1b-cr, %38.9 ve %92.3; 0gxAB, %1.4 ve %84.6 olarak
belirlenmistir. Kinolona direncli Klebsiella spp. izolatlarinda E.coli'ye gore hem direng gen-
lerinin oranlari hem de diren¢ genlerinin birlikte olma olasihgr daha yiiksek bulunmustur.
Bu calisma ile tlkemizde ilk defa klinik 6rneklerde prevalanslar sorgulanan genlerden
gnrD geni saptanamazken, ogxAB genlerinin sikliklarina ait ilk veriler sunulmustur. Bu-
nunla birlikte, saptanan ogxAB genlerinin PMQR olarak siniflandirilabilmeleri icin bakteri
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Kan Akimi Enfeksiyonu Etkeni Olan Kinolona Direncli Escherichia coli ve

Klebsiella spp. izolatlarinda Plazmid Aracili Kinolon Direng Genlerinin Arastiriimasi

kromozomu veya plazmid UGzerindeki varliklari konjugasyon veya hibridizasyon yontem-
leri ile belirlenmelidir. Calisma, genel baglamda benzer calismalar ile karsilastirildiginda,
kinolon direncine katki saglayan aktarilabilir diren¢ genlerinden aac(6’)-1b-cr'nin dura-
gan gortnimine karsin gnr tiplerinin artig trendinde oldugunu gostermektedir.
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