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TURKCE OZET

PLAZMID ARACILI KINOLON DIRENCININ (gnrS1 ve aac (6°)-1b-cr) ve
ENROFLOKSASIN ILE ELIMINASYONU

Bu ¢alisma, florokinolon direncini tanimlamak, florokinolon direng etmenlerinin
enrofloksasinin mutant olusumunu Onleme potansiyeli ve bakteriyel inhibisyon
ozellikleri tizerindeki etkilerini belirlemek ve enrofloksasinin hayvansal kaynakli E. coli
izolatlar1 tizerindeki etkinligini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir.

Tez projesinde TUBITAK (COST) 1100478 numarali proje kapsamida Bursa
ili ve ¢evresinden toplanan 311 adet hayvansal kaynakli E. coli izolat1 ve 2 kontrol susu
(E. coli ATCC 25922 ve E. coli AG100) ve molekiiler olarak olusturulmus 3 klon sus
kullanildi. Enrofloksasinin duyarliligi mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi. Plazmidal
genlerin tespiti ve klonlama islemleri molekiiler teknikler ile gergeklestirildi.
kromozomal mutasyonlarin ve plazmidal genlerinin direng {izerindeki -etkilerini
belirlemek amaciyla izolatlar arasindan en genis genetik skalaya sahip 5 izolat, 2
kontrol susu ve 3 klon sus i¢in Mutant 6nleyici konsantrasyon (MOK),Mutant frekansi
(MF) ve mutant se¢im penceresi (MSP) degerleri belirlendi. Statik in vitro
farmakodinamik model kullanilarak zamana bagl doz-yanit deneyleri yapildi.

Doksan dokuz E. coli izolati duyarli, 50 orta derecede duyarli, 162 tanesi ise
direngli olarak siniflandirildi. On gnrS1 ve 32 adet aac (6°)-1b-cr geni tespit edildi.
Gen prevelanlari sirasiyla % 3,3 ve % 10,3 olarak belirlendi. iki genin birlikte bulunma
orani ise % 0,62 olarak hesaplandi. MOK, MF ve MSP ¢alismalar1 sonunda QRDR
mutasyonlar1 ve gnrS1ve aac (6°)-1b-cr genlerinin enrofloksasinin MOK, MF ve MSA
degerlerini arttirarak bakterileri enrofloksasinin antimikrobiyal etkilerinden korudugu
belirlendi. Ayrica zamana baglh doz-yanit deneyleri ile enrofloksasinin karakteristik
konsantrasyona bagli bakterisidal etkisi klon suglar, PMQR genlerine ve/veya QRDR
mutasyonlarina sahip E. coli izolatlarinda zamana-bagli veya ko-etkiye dontistiigi
saptandi.

Anahtar kelimeler: E. coli, gnrS, aac (6°)-Ib-cr, enrofloksasin, Mutant Onleyici
Konsantrasyon, statik in vitro farmakodinami
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SUMMARY

PLAZMID-MEDIATED QUINOLONE RESISTANCE (gnrSland aac (6°)-
Ib-cr) AND ITS ELIMINATION WITH ENROFLOXACIN

Aims of this study were to identify floroquinolone resistance, characterization of
QRDR mutations and PMQR genes and their influence on enrofloxacin resistance as
well as assessment and characterization of enrofloxacin activity against fluoroquinolone
resistant E. coli isolated from animals.

Three hundered and eleven E. coli strains from the sample collection of COST
Project 1100478, 2 control strains (E. coli ATCC 25922 and E. coli AG100) and 3
molecularly constructed clones were used in this study. Broth microdilution tests were
performed for determination of enrofloxacin susceptibility. Molecular methods were
used for detection and cloning of PMQR genes. Mutant prevention concentration
(MPC), mutant frequency (MF) and mutant selection window (MSW) values were
determined for 5 E. coli isolates 3 clone and 2 control strains. Static in vitro
pharmacodynamic model was used for assessment and characterization of enrofloxacin
pharmacodynamics.

Ninety nine E. coli isolates were classified as susceptible, 50 as intermediate and
162 as resistant. Sequencing results verified 10 S1 and 32 cr variants. Prevelance of
PMQR genes were 3,3 % and 10,3 % respectively. Prevelance of coexistance was 0,62
%. MPC, MF, MSW experiments indicated that QRDR mutations and PMQR genes
enhance MPC, MF, MSW values and provide protection against enrofloxacin activity
thus aiding survival and provoking emergence of enrofloxacin resistant sup-poulations
in E. coli. Static in vitro pharmacodynamic modelling revealed characteristic dose-
depended bactericidal effect of enrofloxacin is altered and displayed as time-depended
or co-effect in the prescence of QRDR mutations and/or PMQR genes in E. coli.

Keywords: E. coli, gnrS, aac (6°)-1b-cr, enrofloxacin, Mutant Prevention
Concentration, statik in vitro pharmacodynamics
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1. GIRIS

Escherichia coli (E. coli), Enterobacteriaceae familyasinda yer alan, farkli
ekosistemlere gegebilen ve uygun olmayan ¢evre kosullarinda aktivitesine siirdiirebilen
dayamkli Gram negatif bir bakteridir (Aleskun ve Levy, 1999). Insan ve hayvanlarda
primer olarak gastrointestinal ve {iriner sistem enfeksiyonlarina, sekonder olarak da
septisemi ve pnomonilere neden olur (Khan ve ark., 2005; Lee ve ark., 2005; Pallo-
Zimmerman ve ark., 2010; Webber ve Piddock, 2001). Florokinolonlar insan ve hayvan
Klinik E. coli izolatlarma karsi ¢ok iyi in vitro aktiviteye sahip olmalari nedeniyle
veteriner ve beseri hekimliginde siklikla tercih edilen kemoterapdtik ajanlardir (Yue ve
ark., 2008). Ancak, Enterobacteriaceae familyasinda bulunan bakteriler florokinolonlara
kars1 hizli bir sekilde direng gelistirebilir (Venglovsky ve ark., 2009). E. coli, 6nemli bir
patojen olmasi, mutasyonel florokinolon diren¢ mekanizmalarinin birgok bakteriye
uyarlanabilmesi ve aktarilabilir diren¢ genlerini kolaylikla eksprese edebilmesi
nedeniyle deneysel ¢alismalar i¢in uygun bir model bakteridir (EMA, 2006; Yu ve ark.,
2009).

Antimikrobiyal bilesiklerin yaygin kullanimi, 6zensiz se¢imi ve ¢evresel kirlilik
secici bir etki olusturarak bakterilerin genetik yapisinda degisikliklere neden olur ve
direng gelisebilir (Venglovsky ve ark., 2009; Yu ve ark., 2009). Direncin diger
bakterilere aktarmasiyla da direncin neden oldugu risk artar. Son yillarda hizla
yayginlagan dnemli risklerden biri kinolon direncidir. Kinolonlarin yaygin kullanilmasi
sonucu son 20 yil igerisinde kinolon diren¢li bakteri sayisinda dramatik bir artig
gozlenmistir (Nelson ve ark., 2007). Bu durum klinik ag¢idan 6nemli olan kinolonlarin
tedavideki basari olasiigini azaltir (Martinez ve ark., 1996). Avrupa ilag Ajansi
(European Medicines Agency: EMA) kinolon direncini 6nlemek amaciyla kinolon
kullaninminm1 diger antimikrobiyal ajanlarla tedavi edilemeyen enfeksiyonlarla sinirlar

(EMA, 2006). Amerika Birlesik Devletlerinde ise antimikrobiyal direnci onlemek



amaciyla florokinolonlarin besin degeri olan kanatli hayvanlarda kullanilmasi

yasaklanmistir (Gouvea ve ark., 2015).

Kinolonlar, sentetik yapili, genis etki spektrumlu ve biyoyararlanimi yiiksek
kemoteropdtik ajanlardir. Etki sekillerine, biyoyararlanimlarina ve etki spektrumlarina
gore dort farkli kusaga ayrilir. Birinci kugakta bulunan nalidiksik asit, oksolinik asit ve
sinoksasin Gram negatif bakteriler iizerine etkilidir. Ikinci kusakta siprofloksasin,
enrofloksasin, marbofloksasin, danofloksasin, difloksasin ve enoksasin yer alir. Ikinci
kusak kinolonlar Gram negatif bakterilere ve bazi Gram pozitif bakterilere etkilidir.
Uciincii  kusakta orbifloksasin, levofloksasin, sparfloksasin, grepafloksasin ve
gatifloksasin gibi bilesikler bulunur. Ugiincii kusak kinolonlar genis Gram negatif,
giiclendirilmis Gram pozitif ve bazi atipik patojenlere karsi etkilidir. Dordiincii kugak
kinolonlar trovafloksasin, klinafloksasin, pradofloksasin ve moksifloksasindir. Bu
kusaktaki kinolonlar genis Gram negatif, genis Gram pozitif ve giiclendirilmis atipik
etkinin yaninda anaerob bakterilere kars1 da etkilidir. Ikinci, iiciincii ve dordiincii kusak
kinolonlar yapilarinda flor atomu tasidiklari i¢in florokinolon olarak adlandirilir
(Hophins ve ark., 2005; Pallo-Zimmerman ve ark., 2010) ve florokinolonlar diisiik
MOK/MIK (mutant &nleyici konsantrasyon/minimum inhibitor konsantrasyon) oranlart

ile bilinen en potent antimikrobiyal ajanlardir (Jang ve ark., 2010).

Florokinolonlar porin kanallarindan bakteri hiicresine girerek, topoizomeraz II
(DNA giraz) veya topoizomeraz IV enzimlerini inhibe eder ve DNA replikasyonunu
engelleyerek bakterisidal etki gosterir. Etkileri doza bagimli olarak artar. Birgok Gram
negatif bakteri i¢in birincil hedef DNA giraz, ikincil hedef ise topoizomeraz IV
enzimidir.  Gram pozitif bakteriler igin florokinolonlarin birincil hedef bolgesi
topoizomeraz IV enzimidir. Moksifloksasin, pradofloksasin ve travofloksasin gibi
dordiincii kusak florokinolonlar hem DNA giraz hem de topoizomeraz IV enzimlerini es
zamanl olarak inhibe eder. Bu durum dordiincii kusak florokinolonlara kars1 bakteriyel
direncin gelisme olasiligin1 azaltir (Mustaev ve ark., 2013; Pallo-Zimmerman ve ark.,
2010).



Florokinolonlara karst spesifik direng, kromozomal veya plazmid aracili
(Plasmid-mediated Quinolone Resistance: PMQR) olmak iizere iki sekilde gelisir.
Florokinolonlara kars1 spesifik olmayan direng ise ¢oklu ila¢ direncini (Multiple Drug
Resistance: MDR) kodlayan genlerin ekspresyon oranlarinin degisimi veya bu
genlerdeki mutasyon sonucu olusur. Bu genetik degisimler florokinolonlarin bakteri
hiicresine alinmalarin1 engeller veya hiicre igerisine girmis olan florokinolonlarin geri
cikartilmasini saglar. Bu direng mekanizmalarinin disinda ¢evre kosullarinin tetikledigi
ve bakterilerin hayatta kalmasii saglayan SOS yanitina bagl olarak da florokinolon

direnci gelisebilir (Hooper, 1999).

Kromozomal florokinolon direnci kinolon direncini belirleyici bolgede
(Quinolone Resistance Determining Region: QRDR) meydana gelen mutasyonlara
baglidir ve bu mutasyonlar siklikla DNA giraz enzimini kodlayan gyrA ve gyrB genleri
ile topoizomeraz 1V enzimini kodlayan parC ve parE genlerinde goriiliir. Genellikle 80.
ve 102. kodonlar arasinda olusan mutasyonlar gyrA geni i¢in siklikla 83. ve 87. kodonda,
parC geni i¢in ise 80. ve 84. kodonda gozlenir (Bast ve ark., 2000; Cattoir ve ark., 2010;
Hopkins ve ark., 2005; Hooper, 1999; Jang ve ark., 2010; Martinez ve ark., 1998;
Martinez ve ark., 2011). Topoizomeraz IV, DNA giraz kadar florokinolonlara kars
duyarli olmadigindan parC ve parE bolgesindeki mutasyonlar siklikla gyrA
mutasyonlart ile birlikte meydana gelir. Bu durum ytiksek etkili florokinolon direncinin
olugmasi bakimindan énemlidir. parC ve parE bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar

tek baslarina bakterinin florokinolon duyarliligin1 degistirmez (Poole, 2005).

Aktarilabilir florokinolon direncinden gnr (A, B, C, D ve S), aac (6°)-1b (-cr
varyant1), gepA (1 ve 2) ve ogx (A ve B) genleri sorumludur. gnr genleri ilk kez 1998
yilinda Martinez ve arkadaslar1 tarafindan Klebsiella pneumonia’da pMG252 plazmidi
tizerinde tespit edilmistir (Martinez ve ark., 1998; Strahilevitz ve ark., 2009; Yamane ve
ark 2008). Qnr proteinleri DNA giraz enzimine baglanarak enzimin molekiiler yapisinda
degisime neden olur. Bu degisimin sonucunda florokinolonlarin DNA giraz enziminine
baglanmalar1 engellenir ve bdylece DNA giraz enzimi florokinolonlarin

inhibisyonundan korunmus olur (Veldman ve ark., 2011). Bugiine kadar gnrA geninin 7,



gnrB geninin 54, gnrS geninin 4, gnrC ve gnrD geninin ise birer varyanti tanimlanmistir
(Cattoir ve ark., 2008). aac (6°)-Ib-cr geni ise aminoglikozid asetil transferaz enzimini
kodlayan aac (6°)-1b geninin bilinen 30 varyantindan biridir. Aminoglikozid asetil
transferaz enzimi aminoglikozitleri asetilleyerek inaktive eder. -cr varyanti aac (6°)-
Ib’den farkli olarak Trp-102 — Arg ve Asp-179—Tyr kodonlarinda farkli
mutasyonulara sahiptir. aac (6°)-Ib-cr tarafindan kodlanan aminoglikozit asetil
transferaz  aminoglikozitlerin yan1 sira siprofloksasin ve norfloksasin  gibi
florokinolonlar1 da asetilleyerek aktivitelerini azaltir (Cattoir ve ark., 2008; Cavaco ve
ark., 2009; Park ve ark., 2010; Strahilevitz ve ark., 2009). aac (6°)-1b-cr ve gnr genleri
ayni plazmid tizerinde bulunabilir (Herrera-Leon ve ark., 2011). Bu fenomen E. coli gibi
ekosistemler arasinda gegis yapabilen bakterileri florokinolon direnci agisindan 6nemli
bir vektor haline getirir. Kinolon direncinin karakteristik 6zelligi QRDR ve PMQR
faktorlerinin ayni1 bakteri iizerinde bulunabilmesi ve giderek artan gii¢lii bir karakter

kazanabilmesidir (akiimiilatif kinolon direnci) (Stravilehitz ve ark., 2009).

Son yillarda yapilan ¢alismalar gnrS ve aac (6°)-lIb-cr genlerinin florokinolon
direnci bakimindan daha onemli oldugunu gostermektedir (Cavaco ve ark., 2009;
Herrera-Leon ve ark., 2011; Ogbolu ve ark., 2004; Savasan ve ark., 2005; Savasan ve
ark., 2008; Stravilehitz ve ark., 2009). Ancak bu genlerin bir arada bulunmalarina bagl
olarak olusan florokinolon direnci ile ilgili veriler yetersizdir. qnrS ve aac (6°)-1b-cr
genlerinin bakteriler arasindaki aktarimi, bu aktarimin genotipik ve fenotipik

yansimalari ile florokinolon direncinin yayginlasmasina sagladigi katki bilinmemektedir.

EMA direncin yaygin etkisi nedeniyle, bilinen bir mekanizma ile herhangi bir
antibiyotige direncli olan bir bakterinin ayni grup veya benzer gruplardaki ilaglara karsi
duyarliligmin test edilmesi gerektigini belirtir (EMA, 1999). Bu nedenle, hizla
yayginlagan florokinolon direncine karsi etkin bir ¢6ziim bulunabilmesi i¢in direncin
fenotipik ve genotipik yontemlerle incelenmesi gerekir. Ayrica farmakodinamik
aragtirmalara dayali qnrS ve aac (6°)-1b-cr genlerini tasiyan patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni stratejiler olusturulmalidir. Antimikrobiyal terapinin

basarisi1 enfeksiyona neden olan patojenin hizli ve direngli alt-populasyon olusturmasina



izin vermeden elimine edilmesine baghidir. Antimikrobiyal kemoterapide uygun
antimikrobiyal, optimal siire ve doz se¢imi yapilmis olsa bile mutant patojenler
olusabilmektedir. Bu durumu oOnleyerek basarili bir kemoterapi uygulamak igin
antimikrobiyal ajan-patojen iliskisi i¢in tanimlanmis olan MIK, minimal bakterisitdal
konsantrasyon (MBK), MOK, mutant frekans1 (MF) ve mutant secim penceresi (MSP)
parametrelerini kapsayan arastirmalardan elde edilen veriler incelenerek antimikrobiyal
kemoterapide kullanilmalidir (Blondeau, 2009; Mouton ve ark., 2005).

MIK ve MBK, ilaglarin bakteriler iizerindeki etkinliginin degerlendirilmesi icin
kullanilan temel parametrelerdir. Bakteri gelisimini durduran en disik ilag
konsantrasyonu MIK, bakterilerin % 99’unu 6ldiiren ilag konsantrasyonu ise MBK
olarak tamimlanir. Ancak MIK ve MBK ile elde edilen sonuglar ilacin bakteriyel
aktivitesinin statik bir gdostergesidir ve zaman ya da konsantrasyona bagl olarak ilacin
etkinliginde meydana gelen degisiklikler izlenemez (Olofson ve ark., 2007). Ayrica
kronik bakteriyel enfeksiyonlarda mikroorganizma yogunlugu 10°, akut enfeksiyonlarda
ise 10" cfu/ml diizeyindedir. Bu durumda MIK veya iizeri konsantrasyonda
antimikrobiyal uygulansa bile direngli mutantlar olusabilir ve bakterilerin inhibisyonu
giiclesebilir. Kemoterapotik ajanlarin  yiiksek yogunluktaki bakteri popiilasyonlari
lizerindeki etkinliginin daha iyi anlasiimasi i¢cin MOK, MSP ve MF verilerinin
degerlendirilmesi gereklidir. Bu nedenle, MiK ve MBK testine ilave olarak direng
mekanizmasma dayali farmakodinami calismalarmda MOK, MSP ve MF verileri
belirlenip kemoterapdtik ajanlarin direncli bakteriler lizerindeki etkisi degerlendirilebilir

(Blondeau, 2009; Drilica ve Xilin, 2007).

MOK, bir antimikrobiyal ajanin uygulandig1 homojen bakteri popiilasyonda (109
veya daha c¢ok bakteri igeren) birinci jenerasyon mutantlarin olusumuna izin vermeden
eliminasyon gergeklestiren veya birden fazla bakteri igeren popiilasyonda (10° cfu/ml
veya daha ¢ok bakteri igeren) en yiiksek fenotipik direng 6zellikleri gosteren bakteri igin
minimal inhibitér konsantrasyonudur (Olofson ve ark., 2007). MF, antimikrobiyal ajanin
bakteri populasyonunda mutant olusturma sikliginin zaman ve antimikrobiyalin

konsantrasyonu arasindaki iliski olarak tanimlanabilir. MSA, antimikrobiyal ajanin



bakteri popiilasyonu icin herhangi bir zamana ait MIK ve MOK arasinda kalan
konsantrasyon araligidir (Blondeau., 2009). MSA konsantrasyonlart mutant bakterilerin
gelismesi i¢in risk olusturur (Olofson ve ark., 2007). Bu risk MF’nin belirlenmesi ile
ortaya konabilir. Etkin bir tedavi saglamak ve direnci onlemek igin tedavi siiresince
uygulanan ilag konsantrasyonunun MOK’un iizerinde oldugu siirenin arttirilmasi ve

ilacin MSA’da kalma siiresinin azaltilmasi gerekir (Ferran ve ark., 2007).

Genotipik Ozellikleri bakimindan farkli karaktere sahip E. coli izolatlarinda
MOK, MF ve MSA calismalar1 fenotipik olarak ayni1 6zellikte olsalar bile bu izolatlarin
ozellikle florokinolon inhibisyonu etkisindeyken sergiledikleri davranislarin anlagilmasi
bakimindan 6nemlidir (Blondeau., 2009; Ferran ve ark., 2007; Olofson ve ark., 2007).
QRDR mutasyonlarmin MIK degerini degistirmeksizin MF m arttirabilecegi ve gnr
genlerinin florokinolonlarin bakterisit etki karakteristigini degistirebilecegi gosterilmistir
(Briales ve ark., 2011; Cengiz ve ark., 2012). Ayrica, zaman-konsantrasyon egrisi
altinda kalan alan/MOK oranmin (EAA/MOK) direng gelisimi iizerindeki énemli oldugu
bulunmustur (Blondeau, 2009; Olofson ve ark., 2007). MOK verilerinin diger
farmakodinamik parametreler ile entegrasyonu sonucu olusturulan tedavi protokollerinin
konvensiyonel protokollere gore direngli alt-popiilasyon olusumunu 6nleme bakimindan
daha etkili oldugu bulunmustur (Wang ve ark., 2003). MOK/MIK oranlar1 antibakteriyel
ajanlarin potenslerine gore siniflandirmak i¢in de kullanilabilir. Ancak genetik
altyapinin 6zellikle de aktarilabilir florokinolon direnci genlerinin MOK, MF ve MSA
degerleri tizerindeki etkileri ile ilgili veriler yetersizdir (Blondeau, 2009). Ayrica birden
fazla florokinolon diren¢ etmeninin ayni bakteri hiicresinde bulunmasi akiimiilatif
karakteristik ozellikleri gosteren florokinolon direncine sebep olur (Strahilevitzet al.,
2009). Bu durum florokinolonlarin inhibisyon 6zelliklerini degistirerek antimikrobiyal
kemoterapinin basarisi i¢in risk olusturabilir (Briales ve ark., 2014; Cengiz et al 2012).
Bu riski elimine etmek ve optimum antimikrobiyal etki olusturmak i¢in doz
optimizasyonu yapilmas: gereklidir. Tez projesi kapsaminda bu hipotezden yola
cikilarak E. coli bakterisinde PMQR genlerinin ve QRDR mutasyonlarinin enrofloksasin

inhibisyon Kkarakteristigi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amacgla, E. coli



izolatlariin duyarliliklar1 broth mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi. PMQR genlerinin
tespiti ve klonlama islemleri i¢in molekiiler yontemler kullanildi. Florokinolon direng
etmenlerinin enrofloksasinin mutant olusumunu Onleme potansiyeli ve bakteriyel
inhibisyon &zellikleri iizerindeki etkilerini detayli olarak inceleyebilmek icin MOK, MF,

MSP ve zaman-yanit deneyleri uygulandi.

Bu proje kapsaminda elde edilen veriler antimikrobiyal direncin 6nlenmesi i¢in
belirlenen 6nemli stratejiler olan “antimikrobiyal direncin izlenmesi”, antimikrobiyal
diren¢ konusundaki kanit niteligindeki bilimsel verilerin bilimsel arastirmalar ile
giiclendirilmesi ve gelistirilmesi” ve “beseri ve veteriner alanda antimikrobiyal

kullaniminin optimize edilmesi” konularinda katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) Enterobacteriaceae familyasinda yer alan g¢omak
formunda Gram negatif bir bakteridir (Hopkins ve ark., 2005). Ilk olarak 1885’de
Alman pediatrist ve bakteriyolog Theodore Escherich tarafindan saglikli bir ¢ocugun
diskisindan izole edilmis ve Bacterium coli commnune (Bacillius communis coli) olarak
adlandirilmigtir (Wasteson, 2001). Theodore Escherich’in oliimiiniin ardindan bu
bakteriye bulucusunun adi olan “Escherichia” ve kolon kaynakli anlamina gelen “coli”
adlar1 verilmistir (Ingerson-Mahar ve ark., 2011). E. coli sindirim sistemindeki yardimci
gorevleri ve diger bakteri populasyonlari tizerindeki baskilayici 6zelligi ile memeli ve
kanatli hayvanlarin sindirim sistemi florasinin dogal tiyesidir (Ingerson-Mahar ve ark.,
2011).

E. coli fizyolojik, genetik ve biyokimyasal agidan arastirmalarda kullanilmasina
ragmen dogadaki yasam siireci detayli olarak bilinmemektedir. Evrim siiresince farkl E.
coli alt gruplarinin bifazik (konakg¢i1 bagimsiz ve konaker iligkili) yasam dongiisiine sahip
olduklari disiiniilmektedir (Allen ve ark., 2010). E. coli’nin konak¢idan bagimsiz yasam
stiresi sicaklik, pH, su aktivitesi ve besin varlig1 gibi cevresel etkenlere bagli olarak
degismektedir. Genel bir gézlem olarak cevre kosullari populasyonu negatif yonde
etkileyebilse de E. coli’nin akuatik ortamda bir ay, toprakta ise bir yil kadar yagamini
stirdiirebilmektedir (Van Elas ve ark., 2011; Wcislo, 2000). E. coli aquatik taginim
sayesinde yeralt1 sularina, gé¢men kuslar sayesinde kutup bolgelerine ulasabilir (Allen
ve ark., 2010; Van Elas ve ark., 2011; Wocislo, 2000). Durgun su, toprak, giibre ve
kontamine gida maddeleri ile eklem bacakli ve besin degeri olan hayvanlardan izole
edilebilir (Bach ve ark., 2002). Baz1 E. coli tiirleri flamentsel yap1 olusturarak organik

yilizeylere sikica tutunabilir ve gida hammaddelerinin internal yapilarinda kolonize



olabilir. Bu sayede dezenfeksiyon ve yikama islemleri ile elimine edilemez, gida isleme
hatlar1 boyunca taginir ve bu hatlar1 kontamine edebilir (Fukushima ve ark., 1999; Jiang
ve ark., 2002; Solomon, 2002; Van Elas ve ark., 2011) Bu durum 6zellikle E. coli
O157:H7 gibi gida kaynakli patojenler sayesinde risk olusturur (Solomon, 2002; Itoh,
1998).

Cogu E. coli tiirti patojen degildir. 1950’1i yillara kadar komensal bir bakteri
olarak nitelenen E. coli’nin 2719 serotipi tanimlanmugtir (Ishii ve Sadowsky, 2008).
Ancak sonraki yillarda E. coli’nin insan ve hayvanlarda sindirim sistemi, deri ve iiriner
sistem enfeksiyonlarmin yani sira mastitis, menenjit, peritonitis, septisemi ve pnémoni
gibi 6liimle sonuglanabilen olgularin 6nemli bir etiyolojik etkeni oldugu ortaya
konulmustur (Wasteson, 2001). Patojenik E. coli suslar1 olusturduklar1 enfeksiyon tiirleri
ve semptomlarina veya salgiladiklart toksinlerin ozelliklerine gore enterik ve ekstra
intestinal E. coli olmak iizere iki ana grupta toplanir. Enterik E. coli grubunda sindirim
sistemi patolojilerinden sorumlu E. coli suslari bulunmaktadir ve bunlar baslica 7
prototip ile smiflandirilmistir. Bu prototipler enteropatojenik E. coli (EPEC),
enterohemarojik E. coli (EHEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroagregatif E. coli
(EAEC), diffuz adherent E. coli (DAEC), enteroinvazif E. coli (EIEC), adherent invazif
E. coli (AIEC)’dir (Ingerson-Mahar ve ark., 2011). Ekstra intestinal E. coli grubunda ise
sistemik enfeksiyonlara neden olan E. coli suslar1 bulunur ve baslica 3 prototip olarak
incelenmektedir. Bu prototipler iiropatojenik E. coli (UPEC), neonatal menenjit E. coli
(NMEC) ve avian patojenik E. coli (APEC)’dir (Allocati ve ark., 2013, Ingerson-Mahar
ve ark., 2011). Patojen E. coli suslar1 tarafindan olusturulan enfeksiyonlarin belirtileri
siddetli ve kanli diare, abdominal kramp, ates, hemolitik iiremik sendrom (HUS), bobrek
yetmezligi ve dliimdiir. Cok geng, geriatrik veya immunusupresif hastalar disinda tanisi
konabilen olgularda prognoz genellikle iyidir ve tedaviye yanit alabilir. E. coli
0157:H7, EHEC grubunda yer alan patojen ozellikleri ile 6ne ¢ikan hayvansal kdkenli
bir E. coli susudur. Hayvanlar i¢in patojen olarak nitelendirilmeyen E. coli O157:H7’nin
yayginlagsmasindaki en onemli faktor hayvansal gidalardir. Avrupa’da 2011 yilinda 9475

E. coli nedenli enfeksiyon vakasi kayit altina alinmistir. Uzmanlar Amerika Birlesik



Devletlerinde E. coli O157:H7’nin yilda 76 milyon vaka, 325000 hospitalizasyon, 5000
6lim ve 405 milyon dolar ekonomik kayba neden oldugu bilinmektedir (ECDC, 2014,
CDC, 2015; Kiranmanyi 2010).

E. coli laboratuar sartlarinda kolay ve hizli {iremesi, basit nutrisyonal
gereksinimi, yiiksek adaptasyon yetenegi, iyi bilinen genetik, fizyolojik ve biyokimyasal
Ozellikleri ile biyolojik sistemlerinin diger organizmalara uyarlanabilmesi nedeniyle
bilimsel arastirmalar i¢in iyi bir model bakteridir. Jaques Monod 1965 yilinda Nobel
Odiilii aldig1 torende yaptig1 konusmada “E. coli i¢in dogru olan hersey bir fil igin de
dogrudur” diyerek bu organizmanin bilimsel 6nemini vurgulamigtir. E. coli ile yapilan
arastirmalar bilim adamlarina 11 adet Nobel Odiilii kazandirmistir. Arastirmalardaki
onemi sayesinde E. coli tim genomu dizilenen ilk organizmalardan biridir (Ingerson-
Mahar ve ark.,, 2011). E coli, gen ckspresyonundaki esnekligi sayesinde diger
organizmalardan elde edilen genlerin bu bakteriye aktarilmasini, dnemli enzimlerin
(insulin ve renin), fosil yakitlarin ve biyolojik silahlarin {retimini kolaylastirir
(Ingerson-Mahar ve ark., 2011). E. coli, iyi bir gen rezervuaridir ve gen transferinde
onemli bir vektordir (Allen ve ark., 2010). Bu nedenle ev ve hayvan barmaklarindan
izole edilen E. coli suslarinda antimikrobiyal diren¢ etmenleri yaygin olarak tespit
edilebilir. Kus gocli, diren¢ etmenlerinin ¢ok uzun mesafelere tasinmasini kolaylastirir

(Allen ve ark., 2010; Ochman ve ark., 2000).

E. coli intrinsik olarak penisilin G’ye kars1 direnglidir (Allocati ve ark., 2013).
Ozellikle Avrupa’da insan kaynakli E. coli izolatlarinda florokinolon, aminoglikozit, B-
laktam ve karbapenem direnci yaygindir (ECDC, 2014). Direncin yaygmlhigi Giiney
Avrupa iilkelerinde daha fazladir. Avrupa’da en yiiksek florokinolon, aminoglikozit,
sefalosporin ve ¢oklu antimikrobiyal direngli E. coli oranina sahip iilkeler Tirkiye ve
Kibris’dir (Allocati ve ark., 2013; Cengiz ve ark., 2012; ECDC, 2011). Coklu
antimikrobiyal direngli E. coli suslarinin yayginlagmasi toplum ve hastane kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisi igin risk olusturur. Ciinkii E. coli bu enfeksiyonlarm en sik
karsilagilan etmenidir. Hayvan ve gida kaynakli E. coli izolatlarinda c¢oklu
antimikrobiyal direng yaygin olarak tespit edilmektedir. Veteriner hekimliginde
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antimikrobiyallerin yaygin kullanilmasina bagli olarak direngli E. coli suslar1 artmistir
(Allocati ve ark., 2013). Bu durum direkt kontak veya kontamine gidalarin tiiketilmesi
sonucu insan ve hayvan saghgi i¢in risk olusturur. Sonu¢ olarak E. coli bir¢ok
ekstraintestinal ekosisteme adapte olabilir ve antimikrobiyal direng etmenlerini insan,

hayvan ve gidalar ile ¢gevreye tasiyabilir (Ewers, 2012).

2.2. Antimikrobiyaller

Antimikrobiyal dogal, yar1i sentetik veya sentetik olarak elde edilen,
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini Onleyen (inhibe eden) veya Oldiiren bilesikleri
tanimlar. Mikroorganizmalarin ¢ogalmalarini 6nleyen bilesikler bakteriyostatik, dldiiren
bilesikler ise bakterisit olarak tanimlanir. Bazi bilesikler konsantrasyon ve zaman gibi
faktorlere bagli olarak her iki etkiyi de gosterebilir. Antimikrobiyal ajanlar tip ve
veteriner hekimliginde bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilir. Bu yararl
etkinin yaninda antimikrobiyallerin konakg¢iya zarar vermemesi veya en diisiik diizeyde
zarar vermesi beklenir. Antimikrobiyal kemoterapide ilk kullanilan ajanlar metal tuzlari,
iyot ve fenol bilesikleridir. Bu ajanlar secici olmayan toksik nitelikleri nedeniyle
konakg1 i¢in de zararlidir ve bu nedenle kullanimlart topikal enfeksiyonlarin tedavisiyle
stnirli kalmistir. 1930’larin  ortasinda stilfanomidlerin, 1940’11 yillarin basinda ise
penisilinin  klinik kullanimiyla beraber sistemik antimikrobiyaller kemoterapideki
yerlerini almistir (Saga ve Yamaguchi, 2009). Giinimiizde siklikla tercih edilen
antimikrobiyaller, B-laktam, makrolid ve florokinolonlardir. 2010 yili verilerine gore en
cok antimikrobiyal tiiketen iilkeler Hindistan, Cin ve Amerika Birlesik Devletleridir.
2000 ve 2010 yillar1 arasinda antimikrobiyal tiiketimi % 36 artmistir. Kullanimi en ¢ok
artis gosteren gruplar B-laktam ve florokinolonlardir (Grave ve ark., 2012; Van Boeckel
ve ark., 2014)

2.3. Florokinolonlar

Florokinolonlar, sentetik yapili, genis etki spektrumlu ve biyoyararlanimi yiiksek

bakterisidal kemoteropétik ajanlardir. Kinolon grubu antimikrobiyal ajanlarin ilk tiyesi
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nalidiksik asittir (Sekil 1). Nalidiksik asit (C12H12N2O3, MA: 232,23538 g/mol, erime
sicakligr: 230 °C) 1962°de Geouge Lesher ve arkadaslar tarafindan malarya tedavisinde
kullanilan klorkuin sentezi sirasinda olusan antimikrobiyal Ozellikteki ilave bir iirlin
olarak bulunmustur (Emmerson ve Jones, 2003; Martinez 2006; Pallo-zimmerman ve
ark., 2010).

Sekil 1: Nalidiksik asitin molekiiler yapisi (http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.4268.html?rid=a58d1e2f-d16c-4b38-9202-1e75273ebb6d).

Nalidiksik asidin Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International
Union of Pure and Applied Chemistry: IUPAC) ismi, 1-etil-7-metil-4-okso-1,8-
naptridin-3-karboksilik asittir. Kloroformda ve metanolde iyi ¢oziinen beyaz-acik sari
renkli kristalize toz haldedir. Nalidiksik asidin bisiklik molekiiler yapisi bir yerine iKi

nitrojen atomu igerdigi i¢in kinolon degil naptriodon bilesigidir. Diisiik
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konsantrasyonlarda bakteriyostatik etkiye sahipken yiiksek konsantrasyonlarda bakterisit
etkilidir. Nalidiksik asidin etki mekanizmasi 1964 yilinda DNA giraz enzimini inhibe
ederek bakteri DNA’smin siipersarmal yapilanmasini engellenmesi sonucu olusan
bakterisit etki olarak tanimlanmis ve 1960’1 yillarin ikinci yarisinda klinik kullanima
sunulmustur (Pallo-Zimmerman ve ark., 2010). Nalidiksik asit ve tiirevleri (oksolinik
asit, sinoksasin, pirodimik asit, pipedimik asit ve rasoksasin) dar etki spektrumludur ve
diisiik biyoyararlanima sahiptir. Etkisi sadece Enterobacteriaceae familyasina ait
tiirlerin neden oldugu basit iiriner sistem enfeksiyonlar1 ile smirlidir. 1980’1 yillara
kadar kullanimi devam etmistir. 1988 yilinda Cevre Sagligi Degerlendirme Ofisi
(Office of Environmental Health Hazard Assessment: OEHHA) karari ile karsinojenik
etkileri yliziinden kullanimdan kaldirilmistir. Gilinlimiizde kinolon direnci ile ilgili
yapilan arastirmalarda referans bilesik olarak kullanilmaktadir

(http://oehha.ca.gov/search/content/nalidixic%20acid).

Bulunusundan giiniimiize kadar gegen siirede nalidiksik asidin molekiiler yapisi
degistirilerek florokinolon grubu antimikrobiyal bilesikler gelistirilmistir. Nalidiksik
asidin molekiiler yapisindaki en onemli degisiklikler; 6. karbon pozisyonuna flor
atomunun eklenmesi, 7. karbon pozisyonuna piperazin eklenmesi, 1. azot pozisyonuna
siklopropil eklenmesi ve 8. karbon pozisyonuna metoksil grubunun eklenmesidir. Bu
molekiiler degisiklikler sonucunda antibakteriyel aktivite, etki spektrumu,
biyoyararlanim, doku dagilimi ve diger farmakodinamik/farmakokinetik nitelikler
onemli diizeyde gelismistir. 1980’11 yillarda nalidiksik asidin molekiiler yapisinin
natriodon yerine kinolon ¢ekirdegi igerecek sekilde degistirilmesi ve bu kinolon
halkasimnin 6. karbon atomuna flor atomu baglanmasi sonucu DNA giraz enziminin
inhibisyonunda 10 kat artis ve minimum inhibitdr konsantrasyonda (MiK) ise 100 kat
azalma saglanmistir (Anderson ve Alasdair, 2003, Hunter ve ark, 2010). Bu gelismeden
sonra yapisinda flor atomu igeren kinolonlar florokinolon olarak adlandirilmistir (Ball,
2000; Pallo-Zimmerman ve ark., 2010). 1980°li yillarin basinda biyoyararlanim ve etki
spektrumu bakimindan nalidiksik asitten ¢ok daha {istiin ve giiniimiizde yaygin olarak

kullanilan norfloksasin, enrofloksasin ve siprofloksasin gibi bilesikler klinik kullanim
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icin onay almistir. 2000 yilinda doérdiincii kusak bir florokinolon olan moksifloksasin tip
hekimliginde, 2011 yilinda ise moksifloksasine yapica ¢ok benzeyen pradofloksasin

veteriner hekimliginde klinik kullanima sunulmustur (EMA, 2011; FDA, 2011).
2.3.1. Florokinolonlarin Molekiiler Yapilarindaki Spesifik Degisiklikler

Florokinolonlarin molekiiler yapisi sekil 2°de verilmistir.

Pt N

Gram-Pozitif ( DNA ve Giraz

\ Baglanma Bolgesi
Rs

Etkinlik

~ Hiicre Penetrasyonu
~DNA Giraz Affinitesi

Antimikrobiyal /CN
Spektrum
Z

Anti anaerobik Potens
Aktivite

Sekil 2: Florokinolonlarin molekiiler yapisi (Peterson, 2001)

1. pozisyon: Topoizomeraz veya DNA baglanma bdlgesi olarak tanimlanmistir ve DNA
ile hidrofobik bir bag olusturur. Bu bolgedeki en etkili degisiklik siklopropil ve 2, 4-
diflorofenil grubunun baglanmasi olarak disiiniilmektedir. Bu modifikasyon ile
florokinolonlarin topoizomeraz veya DNA yapisina baglanmasi daha spesifik
gerceklesir. 1. pozisyona baglanan diger molekiillerin ana bilesigin etkinligini azaltacagi

diistintilmektedir (Domagala, 1994; Ennami 2005; Peterson, 2001; Morrisey 1996).
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2. pozisyon: Lokasyon olarak topoizomeraz ve DNA giraz enzimlerine baglanma
noktasina ¢ok yakindir. Bu nedenle biiyiik yapili molekiillerin bu pozisyona eklenmesi

antimikrobiyal etkinligi azaltabilir. (Domagala, 1994; Tilloston 1996)

3. ve 4. pozisyon: Florokinolonlarin DNA fragmanlarina baglanma bdlgesi oldugu
diisiiniilmektedir. Bu pozisyonlar i¢in herhangi bir yararli modifikasyon bildirilmemistir.
Bu nedenle bu pozisyonlarda bulunan 3-karboksilat ve 4-karbonil gruplarinin
antimikrobiyal etkinlik i¢in gerekli oldugu disiinilmektedir (Peterson, 2001; Tilloston
1996,).

5. pozisyon: Bu pozisyona amino, hidroksil veya metil grubunun eklenmesi Gram pozitif
bakteri ve Toksoplazma gondii’ye karsi in vitro antimikrobiyal etkiyi arttirmistir. Bu
posizyona metil grubunun eklenmesiyle Gram pozitif antimikrobiyal etkinlik artarken
Gram negatif etkinlik degismez. Ancak halojen tuzlar1 veya metoksi gruplarinin
baglanmasi1 antimikrobiyal etkinligi azaltir (Domagala, 1994; Kahn, 1999; Peterson,
2001; Yoshida, 1996).

6. pozisyon: Bu pozisyondaki en etkili modifikasyon flor, hidrojen veya amino grubunun
eklenmesidir. Bu pozisyonda yapilan modifikasyonlarla ve 1., 7. ile 8. pozisyonlardaki
modifikasyonlar arasinda sinerjistik etki belirlenmistir (Peterson, 2001). Florin
molekiiliiniin eklenmesiyle DNA giraz enziminin inhibisyonunda 10 kat artis ve MiK’da
ise yaklagtk 100 kat azalma meydana gelir (Pallo-Zimmerman ve ark., 2010). 6.
pozisyonda flor atomu igeren ilk florokinolon norfloksasindir ve 1986 yilinda klinik
kullanima sunulmustur. 1986’dan sonra florokinolonlarin molekiiler yapilarina
piperazinil, metil piperazinil, dimetil piperazinil, pirolidinil ve metoksi grubu yapilarinin
eklenmesi ile genis etki spektrumuna sahip yeni nesil florokinolonlar elde edilmistir.
Son yillarda 6. pozisyonda hidrojen, amino veya amonyum yapilar1 igeren kinolonlar
gelistirilmistir.  6-amino, 8-metil kinolonlar Gram pozitif koklara karsi genisletilmis
etkiye sahiptir. 6 amino, 7-tetrahidroisoquinolin bilesiklerinin in vitro antimikrobiyal

etkisi siprofloksasine kiyasla 100 kat daha fazladir (Cecchetti ve ark., 1996; Cecchetti ve

15



ark., 1997; Hooper, 1998, Peterson, 2001; Takenouchi ve ark., 1996; Zeller ve ark.,
1997).

7. pozisyon: Bu pozisyonun DNA giraz veya topoizomeraz [V ile baglanan bolge oldugu
diistiniilmektedir. Bu pozisyona baglanacak optimum molekiiller 5 veya 6 nitrojen atomu
tasiyan heterosiklik halkalardir. Baglanma icin en sik kullanilan yapilar piperazinler ve
aminopirolidinlerdir. Aminopirolidinler genel olarak Gram pozitif etkinligi arttirirken
piperazinler Gram negatif etkinligi arttirir (Beyer ve ark., 2000; Peterson, 2001; Piddock
ve ark., 1998).

8. pozisyon: Bu pozisyona flor veya klor atomunun eklenmesi anaerob
mikroorganizmalara karsi, metil veya metoksi grubunun eklenmesi ise Gram pozitif
bakterilere kars1 antimikrobiyal etkiyi gili¢lendirir. Bu pozisyonda modifikasyon iceren
florokinolonlarin E. coli ve Mycobacterium tiirlerinin gyrA mutantlarina kars1 giiglii
bakteriyostatik, S. aureus’un sokak tipi ve parC mutantlarina kars1 yiiksek bakterisidal
etkili oldugu bildirilmistir (Cecchetti ve ark., 1996; Cecchetti ve ark., 1997; Peterson,
2001). 8. pozisyondaki karbon atomunun nitrojen atomu ile degistirilmesi veya bu
pozisyona serbest metil veya metoksi grubunun eklenmesiyle antimikrobiyal etki
giiclenir, etki spektrumunu genisler ve kromozomal direngli suslara kars1 antimikrobiyal
etkinlik artar. Bu nedenle 4. kusak florokinolonlara karsi direng olusma olasiligi daha
distiktiir (Beyer ve ark., 2000; Peterson, 2011; Yoshida ve ark., 1996).

Oksakuinolizinler: Florokinolonlara eklenen yeni bir gruptur. C-4 ve C-5 halkalarinin
arasindaki karbon atomunun nitrojen atomu ile degistirilmesi ile elde edilmislerdir. Bu
sayede molekiiler yapidaki diger pozisyonlar da degisir ve siprofloksasin ile metisiline
direngli S. aureus dahil olmak {iizere in vitro ve in vivo olarak Gram pozitif bakterilere

kars1 antimikrobiyal etkinlik artar (Peterson, 2001).

Florokinolonlar etki sekillerine, biyoyararlanimlarina, etki spektrumlarina ve

doku dagilimlarina gore dort farkli kusaga ayrilir.
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2.3.2. Birinci Kusak Florokinolonlar

Birinci kusakta bulunan nalidiksik asit, oksolinik asit, pirodimik asit, pipedemik
asit, rasoksasin, flumekuin ve sinoksasin diisiik doku penetrasyonuna ve % 50-55
biyoyararlanim oranina sahiptir. Birinci kusak kinolonlar Gram negatif bakteriler
tizerinde simirli bakterisidal etkiye sahiptir. Pseudomonas tiirlerine karsi etkisizdir.
Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerin neden oldugu basit iiriner sistem
enfeksiyonlart ile smirli antimikrobiyal bilesiklerdir. Cogu Enterobacteriaceae iiyesi
olan bakterilere karsi bakterisid etki gosterir. Gilinlimiizde smirli etkileri nedeniyle
kullanimdan kaldirilmislardir.  Bu kusakta yer alan ana bilesik nalidiksik asitin
kullanimi, florokinolon direnci belirleme ¢alismalarinda temel molekiil olmasiyla

siirhdir (Pallo-Zimmerman 2010; Emmerson ve Jones 2003).
2.3.3. Ikinci Kusak Florokinolonlar

Naptriodon yerine kinolon yapisina sahip olmalari, C-6 pozisyonuna flor atomu
ve C-7 pozisyonuna piperazin molekiiliiniin eklenmesi ile 6zellikle Gram-negatif etki
spektrumu, doku dagilimlart ve biyoyararlanimlart gelistirilmistir. C-7 pozisyonuna
piperazin molekiiliiniin eklenmesiyle bu gruptaki bilesiklerin atim pompasi inhibitorii
olarak etki gosterdikleri belirlenmistir. Molekiiler yapisina N-1 siklopropil grubunun
eklenmesi antibakteriyel aktivitede 6nemli artis saglar. Ikinci kusakta norfloksasin,
siprofloksasin, enrofloksasin, marbofloksasin, danofloksasin, difloksasin ve enoksasin
yer alir. Ikinci kusak florokinolonlar % 70’den daha yiiksek biyoyararlanim oranina ve
iyi doku penetrasyonuna sahiptir. Gram negatif ve bazi1 Gram pozitif bakteriler ile atipik
patojenlere kars1 etkilidirler. Streptococcus pneumoniae’ye karsi etkinlikleri yoktur

(Emmerson ve Jones, 2003; Pallo-zimmerman ve ark., 2010; Peterson, 2001).
2.3.4. Uciincii Kusak Florokinolonlar

Ikinci kusak bilesikler gelistirilerek C-7 piperazin pozisyonuna aminopirolidin
gibi yeni molekiillerin eklenmesi sonucu {iigiincii kugak florokinolonlar elde edilmistir.

Bu kusakta orbifloksasin, levofloksasin, sparfloksasin, grepafloksasin ve gatifloksasin
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gibi bilesikler bulunur. Bu bilesikler % 80’den daha yiiksek biyoyararlanim oranina ve
Iyi doku penetrasyonuna sahiptir. Genis Gram negatif ve giiclendirilmis Gram pozitif
etkinlik gosterirler. Penisiline direngli bakterilere, Mycoplasma pneumoniae ve
Chlamidia pneumoniae gibi baz1 atipik patojenlere karsi da etkinlikleri vardir (Peterson,
2001).

2.3.5. Dordiincii Kusak Florokinolonlar

C-8 pozisyonuna metoksil grubunun eklenmesi sonucu 4. kusak florokinolonlar
elde edilmistir. Bu yapisal degisiklikle kromozomal direngli suslara ve Gram pozitif
bakterilere karsi antimikrobiyal etkinlik artmistir. Ayrica bazi florokinolonlarda goriilen
fototoksisite azalmistir. Dordiincii kusak florokinolonlar DNA giraz ve topoizomeraz 1V
enzimlerine es zamanli olarak baglanir. Bu nedenle 4. kusak florokinolonlara karsi
diren¢ gelisimi daha az gorilir. Bu kusakta travofloksasin, klinafloksasin,
pradofloksasin ve moksifloksasin gibi bilesikler bulunur. Biyoyararlanimlart % 100’e
yakindir ve iyi doku penetrasyonuna sahiptirler. Bu kusaktaki florokinolonlar genis
Gram negatif, genis Gram pozitif ve giiglendirilmis atipik etkinin yaninda anaerob

bakterilere kars1 da etkilidirler (Emmerson ve Jones, 2003; Pallo-Zimmerman 2010).

Tiim florokinolonlar, kinolonlara gore yiiksek biyoyararlanim, proteinlere diigiik
baglanma orani, genis etki spektrumu ve yiiksek doku penetrasyonuna sahiptir. Viicut
stvilarinda iyi dagilirlar ve bu nitelikleri endikasyon alanlarini genigletir. Uzun biyolojik
yarilanma siirelerine sahip olduklar i¢in giinliik tek doz uygulanabilirler. Bu durum
klinik kullanimlarin1 kolaylastirir. Florokinolonlar diisik MOK/MIK oranlari ile potent
antimikrobiyal bilesiklerdir (Pallo-Zimmerman 2010).

2.4. Florokinolonlarin Etki Mekanizmalari

Florokinolonlar membran kanallarindan bakteri hiicresine girerek DNA
replikasyonu icin gerekli olan topoizomeraz II (DNA giraz) ve Topoizomeraz IV
enzimlerini inhibe eder ve DNA replikasyonunu, onarimini ve transkripsiyonunu

engelleyerek bakterisit etki gosterir. Bakteri DNA’s1 normal sartlarda siipersarmal
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yapida bulunur. Siipersarmal yapi replikasyon, transkripsiyon veya onarim islemleri
sirasinda acilir ve sonrasinda tekrar olusur. Topoizomeraz II enzimi DNA’nin
stipersarmal yapisinin kesim, ayrim ve birlestirilmesinde gorevlidir. Florokinolonlar
molekiiler 6zelliklerine gore hem topoizomeraz II ile IV enzimine hem de DNA’ya
baglanarak geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiliz tglii yapilar olusturur. Bu icli
yapinin olugsmast DNA replikasyonu ve protein sentezi gibi bakteriyel yasamin
devamlilig1 i¢in gerekli esansiyel islevlerin siirdiiriilmesini engeller. Bu engellenmeyle
farkl1 hiicre 6liim mekanizmalar tetiklenir. Ornegin nalidiksik asit ve siprofloksasin gibi
eski kusak florokinolonlar yavas hiicre dliimiine neden olur. In vitro ¢alismalar bu
bilesikler tarafindan olusturulan {i¢li yapmin geri doniistimlii oldugunu gostermistir ve
bilesikler ortamdan uzaklastiginda DNA religasyonu gergeklesmistir. Moksifloksasin
gibi yeni kusak florokinolonlar ise hizli hiicre 6liimii gergeklestirir. Bu bilesiklerin
olusturdugu etki geri dontisiimsiizdiir ve bilesik ortamdan uzaklastirilsa bile DNA
religasyonu gergeklesmez (Emmerson ve Jones, 2003; Mustaev ve ark., 2013; Pallo-
Zimmerman 2010). Memeli hiicrelerinde DNA replikasyonu ve tamiri i¢in topoizomeraz
II enzimine ihtiya¢ duyulmasma ragmen florokinolonlarin bakteriyel topoizomeraz II
enzimine olan afinitesi memeli topizomeraz Il enzimine olan afinitesinden daha
yiiksektir. Bu fark nedeniyle florokinolonlar konakg¢i tizerinde istenmeyen etki
olusturmaksizin bakterisit etki gosterebilir. Florokinolonlar topoizomeraz II’nin yani sira
topoizomeraz IV enzimini de inhibe eder. Bu enzim DNA’nin uzamasi ve
replikasyonundan sonra es kromozomlarin birbirinden ayrilmasini saglar. Topoizomeraz
IV enziminin inhibisyonu bakteriyel replikasyonu engelleyerek hiicre 6liimiine neden
olur. Florokinolonlarin etkileri dozlarina bagimli olarak artar. Bircok Gram negatif
bakteri igin birincil hedef topoizomeraz Il, ikincil hedef topoizomeraz IV enzimidir.
Gram pozitif bakteriler i¢in florokinolonlarin birincil hedef bolgesi topoizomeraz IV tiir.
Moksifloksasin, pradofloksasin ve travofloksasin gibi dordiincii kusak florokinolonlar
hem topoizomeraz Il hem de topoizomeraz IV’ii es zamanl olarak inhibe eder. Bu
durum dordiincti kusak florokinolonlara karsi bakteriyel direncin gelisme olasiligini

azaltir (Mustaev ve ark., 2013; Pallo-zimmerman ve ark., 2010;).
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2.5. Veteriner Hekimliginde Sik Kullanilan Florokinolonlar

Veteriner hekimliginde bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla siklikla
kullanilan florokinolonlar enrofloksasin, orbifloksasin, pradofloksasin, marbofloksasin
ve danofloksasindir. Florokinolonlar pet hayvanlarinda topikal, oral veya deri alt1 yada
kas i¢i enjeksiyon yolu ile kullanilir. Ciftlik hayvanlarinda ise deri alt1 veya kas i¢i

enjeksiyon yolu ile kullanimlar1 yaygindir.

2.5.1. Danofloksasin

Danofloksasinin molekiiler yapist sekil 3’te sunulmustur.

Sekil 3. Danofloksasinin molekiiler yapis1 (http://www.chemspider.com/
Chemical-Structure.64439.html)

20



IUPAC ismi: 1-siklopropil-6-floro-7-[(1S, 4S)-5-metil-2, 5-diazabisiklil [2.2.1]heptan-
2]-4-oksokuinolin-3-karboksilik asittir.

Molekiiler Formiilti: Cq19Ho0FN3O3

Molekiiler Agirligi: 357,378803 g/mol.

Kimyasal Ozellikleri: Kloroform ve metanolde iyi ¢oziinen beyaz-acik sar1 renkli

kristalize bir tozdur.

Veteriner hekimliginde laktasyon doneminde olmayan sigirlarin yumusak doku
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in antimikrobiyal ve antimikoplazmal olarak intramiiskiiler
veya subkutan enjeksiyon yoluyla kullanilan ikinci kusak bir florokinolon bilesigidir.
Danofloksasin Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler iizerinde iyi bir in vitro
aktiviteye sahiptir. Intramuskiiler ve subkutan enjeksiyonla benzer biyoyararlanim
karakteristigi gosterir. Onerilen danofloksasin dozu 5-8 mg/kg canli agirliktir (EMA,
1998; https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Danofloxacin; McKellar 1999; Sem-
Tov ve ark., 1997).
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2.5.2. Orbifloksasin

Orbifloksasinin molekiiler yapisi sekil 4’te sunulmustur.

F O OH
F
o)
HI
H,C— N
HN F
H CH,

Sekil 4. Orbifloksasinin molekiiler yapist (http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.54631.html)

IUPAC ismi: 11-siklopropil-7-[(3S, 5R)-3, 5-dimetilpiperazin-1-yl]-5, 6, 8-trifloro-4-
oksokuinolin -3-karboksilik asittir.

Molekiiler Formiilii: C1gHo0FN3O3

Molekiiler Agirligi: 357,378803 g/mol

Kimyasal Ozellikleri: Kloroform ve metanolde iyi ¢dziinen beyaz-agik sari renkli

kristalize bir tozdur.
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Orbifloksasin Gram negatif ve Gram pozitif patojenlerin olusturdugu yumusak
doku ve iiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in kullanilan iiglincli kusak bir
florokinolon bilesigidir.  Enrofloksasinden sonra kedi ve kopeklerde kullanilmasi
onaylanan ikinci florokinolon bilesigidir. Tavsiye edilen orbifloksasin oral dozu kedi ve
kopeklerde 2.5-7.5 mg/kg canli agirliktir. Lokal kullanim igin gelistirilmis farmasotik
formlar1 deri ve kulak enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilir (https://pubchem.

ncbi.nlm.nih.gov/compound/60605; Pallo-Zimmerman ve ark., 2010).
2.5.3. Pradofloksasin

Pradofloksasinin molekiiler yapis1 sekil 5’te sunulmustur.

OH

=0

<

Sekil 5. Pradofloksasinin molekiiler yapisi (http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.7978646.html)
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IUPAC ismi: 7-[(4aS,7aS)-1, 2, 3, 4, 4a, 5, 7, 7a-oktahidropirolo [3, 4-b] pridin-6-il]-8-
siyano-1-siklopropil-6-floro-4- oksokuinolin -3-karboksilik asittir.

Molekiiler Formiilii: Co1Hy1FN4O3

Molekiiler Agirligi: 396,414843 g/mol

Kimyasal Ozellikleri: Kloroform ve metanolde iyi ¢oziinen beyaz-acik sar1 renkli

kristalize bir tozdur.

Pradofloksasin kedi ve kopeklerde Gram negatif, Gram pozitif ve anaerob
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan deri, Uriner sistem ve solunum sistemi
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan doérdiincii kusak bir florokinolon bilesigidir.
Tavsiye edilen pradofloksasin dozu 5 mg/kg canli agirliktir. Tablet ve oral siispansiyon
farmasotik formlart mevcuttur (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ compound/ 9802884
#section=Top, EMA prd, Lidiz 2010).
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2.5.4. Marbofloksasin

Marbofloksasinin molekiiler yapisi sekil 6’da sunulmustur.

OH

(@) N

Sekil. 6 Marbofloksasinin molekiiler yapisi (http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.54663.html)

IUPAC ismi: 9-floro-2,3-dihidro-3-metil-10-(4-metil-1-piperazinil)-7-oxo-7H-pridol (3,
2, 1-il) (4, 2,1) benzoksadiazin-6 karboksilik asittir.

Molekiiler Formiilii: C17H19FN4O4,

Molekiiler Agirligi: 370,404857 g/mol

Kimyasal Ozellikleri: Kloroform ve metanolde iyi ¢dziinen beyaz-agik sari renkli

kristalize bir tozdur.
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Marbofloksasin kopek ve sigirlarda Gram negatif bakterilerin olusturdugu
solunum yollar1 ve genital sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ikinci kugak
bir florokinolondur. Oral biyoyararlanimi % 100’¢ yakindir ( EMA MARB, https:/
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ 60651, Pallo-Zimmerman ve ark., 2010; Sem-
Tov ve ark., 1997;). Yapilan arastirmalar diger ikinci kusak florokinolonlarin aksine
marbofloksasin direncinin son 20 yil icerisinde Onemli Ol¢lide artmadigini
vurgulamaktadir. Bu nedenle marbofloksasin klinik a¢idan 6nemli bir bilesik olarak

nitelendirilmektedir.

2.5.5. Enrofloksasin

Enrofloksasinin molekiiler yapisi sekil 7°de sunulmustur.

Sekil 7. Enrofloksasinin molekiiler yapist (http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.64326.html)
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IUPAC ismi:  1-siklopropil-7-(4-etilpiperazin-1-il)-6-floro-4-  oksokuinolin ~ -3-
karboksilik asittir.

Molekiiler Formiilii: C1gH2FN3O3,

Molekiiler Agiriig1: 359,394683 g/mol

Kimyasal Ozellikleri: Suda az, kloroform ve metanolde iyi ¢dziinen sar1 veya hafif

turuncu kristalize bir tozdur.

Enrofloksasin ruminant, domuz, kedi ve kdpeklerde Gram negatif ve baz1 Gram
pozitif bakterilerin olusturdugu {iriner sistem, solunum yolu, yumusak doku, kemik ve
eklem enfeksiyonlart ile septisemi tedavisinde kullamilan ikinci kusak bir
florokinolondur. Tiim aerobik basillere ve sindirim sistemi patojenlerine kars1 etkilidir.
Viicut sivilarinda iyi dagilir. Tavsiye edilen enrofloksasin dozu 5 mg/kg canli agirliktir
(https://pubchem. ncbi.nlm.nih.gov/ compound / 71188, EMA, 1998; Pallo-Zimmerman
2010).

2.6. Antimikrobiyal Diren¢ ve Cevre

Antimikrobiyal diren¢ antimikrobiyal bilesiklerin kullanima sunulmasindan daha
uzun siiredir var olan ve bakterilerin ¢evresel etmenlerden korunmak i¢in gelistirdigi bir
adaptasyon seklidir. Bakteriyel ekosistemlerde bulunan ve bakteriyel yasam igin risk
olusturan c¢evresel etmenlerin antimikrobiyal diren¢ olusumunda Onemli faktorler

olduklari diisiiniilmektedir (EMA, 1999, Allen ve ark., 2010).
2.7. Antimikrobiyal Direng

Antimikrobiyal diren¢ bakterilerin antimikrobiyal ajanlarin bakterisidal veya
bakteriyostatik etkilerine kars1 koyabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir (Tenover ve
Hughes, 1996). Antimikrobiyal diren¢ kavrami karakteristik 6zelliklerine gore klinik
direng, mikrobiyolojik direng, dogal (instrinstik), kazanilmis, ¢apraz, ¢oklu ilag¢ direnci
olarak smiflandirilabilir (EMA, 1999).
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2.7.1. Antimikrobiyal Direncin Kékeni

Antimikrobiyaller 80 yildan daha uzun siiredir tedavi ve arastirma amagcl olarak
tip ve veteriner hekimliginde kullanilmaktadir. Ayrica 10 yil Oncesine kadar
antimikrobiyaller, tarimsal ve ticari iiretim alanlarinda yaygin olarak kullanilmis ve
bunun sonucu olarak bakteriyel ekosistemler iizerinde olusan yogun segici etki
bakterilerin genetik yapisinda degisikliklere neden olmustur (Venglovsky ve ark., 2008;
Yu ve ark., 2009). Antimikrobiyallerin yaygin kullanimi1 ve diren¢ gelisimi arasinda
dogrusal bir iliski heniliz kurulamamis olsa da yaygin kullanimin direng gelisimini
artirabilecegi baz1 arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (Allen ve ark., 2010; McEwen
ve ark., 2002; Mindlin ve ark., 2006; Seppala ve ark., 1997). Direncin gelismesi
Ongoriilebilir bir siire¢ olmasina ragmen, ¢ok etmenli ve karmasik yapida olmasi ve bazi
mikroorganizmalarin digerlerine gore daha kolay diren¢ kazanabilme nitelikleri
nedeniyle spesifik olarak tahmin edilemez. Antimikrobiyal ajanlarin kullanima
baslamasi ve direngli patojenlerin tanimlanma zamanlar1 sekil 8’de kronolojik olarak

gosterilmistir (EMA, 1999; McEwen ve ark., 2002).
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ANTIMIKROBIYAL DIRENCIN ANTIMIKROBIYALIN
TANIMLANMASI KULLANIMA
SUNUMU

Penisilin Direndli Stafilakok 1940
1943 Penisilin

1950 Tetrasiklin
1953 Entromisin

Tetrasiklin direndi-Shigefla 1959
Metisilin direncli Stafilakok 1962

1960 Metisilin

Penisilin direncli Pnémokok 1965

Eritromisin direncli Streptokok 1968 1967 Gentamisin

1972 Vankomisin

Gentamisin direncli Enterokok 1979

Ceftazidim direncli

: 1985 Iminepem v
Enterobactenaceae P =

1987 Ceftazidim

Vankomisin direncli Enterokok 31988 —

Levofloksasin direncli
Pnémokok

Iminepem direncl XDR 1996 1996 Levofloksasin

Enterobacteriaceae 1uberkiloz ;:(93‘8)
Linezoid direncli Stafilokok 2001

Vankomisin direncli Stafilokok 2002

PDR-Acinetobacter ve Pseudomonas 2004/

Seftriaksondirencli

Neisseria gonorrhoeae 200s
PDR-Enterobacteriaceae P
Seftarolindirencli Stafilakok 2011

2000 Linezolid

2003 Daptomisin

2010 Ceftarolin

Sekil: 8 Antimikrobiyallerin kesfi ve direng gelisimi (CDC, 2013)
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Antimikrobiyal direncin tam olarak ne zaman ortaya ¢iktigina veya nereden
koken aldigma dair dogrulugu kanitlanmis herhangi bir veri olmamasina ragmen, genel
goriis ¢evrede bakteri yasami i¢in olumsuz etkili bilesiklerin varliginin spesifik veya
spesifik olmayan antimikrobiyal direncin olusumunu tetikledigi yoniindedir (Allen ve
ark., 2010). Antimikrobiyal direng bir adaptasyon siirecidir ve antimikrobiyal direnci
kodlayan bazi genlerin metabolik fonksiyonlarinin da oldugu bildirilmistir (Lu ve ark.,
2004). Ornegin MDR’dan sorumlu geri ¢ikartim pompalar1 antimikrobiyal disinda agir
metal gibi birgok toksik maddenin de hiicre disina ¢ikartilmasindan sorumludur (Nies,
2003; Poole, 2005). Antimikrobiyal ajanlara hi¢ maruz kalmadiklari disiiniilen
eklembacaklilarin intestinal florasindan izole edilen bakterilerin bazi genleri E. coli’ye
transfer ederek antimikrobiyal direng olusturduklari rapor edilmistir (Allen ve ark.,
2009; Kadavy ve ark., 2000). Daha 6nemli olarak Murray kolleksiyonu olarak bilinen
ve antimikrobiyallerin kullanilmaya baslamasindan Once izole edilen 433
Enterobacterial izolatin 11 tanesi bir¢ok antimikrobiyale karsi direnglidir.  Bu
koleksiyon icinde yer alan bakterilerin % 24’iiniin plazmid aktarabildigi saptanmistir
(Hughes ve Datta N, 1983)

2.7.2. Klinik Direng

Klinik diren¢ bakteriyel kaynakli bir enfeksiyonun uygulanan tedaviye yanit
vermemesi olarak tanimlanir ve bakterinin genetik 6zelliklerinden bagimsiz oldugu i¢in

antimikrobiyal direncin karakteri hakkinda detayli bilgi sunmaz (EMA, 1999).
2.7.3. Mikrobiyolojik Diren¢

Mikrobiyolojik acgidan direng bir bakterinin herhangi bir direng genetik etmen
veya mekanizmasina sahip olup olunmamasi ile belirlenir. Mikrobiyolojik direng
kantitatif olarak oOlgiilebilir ve duyarli, orta derecede duyarli, diregli veya metisilin

direngli gibi karakteristik 6zellikler ile tanimlanabilir (EMA, 1999).
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2.7.4. Dogal Direng

Bakteriler yapilar1 geregi bazi antimikrobiyallere direngli olabilir. Bu tiir direng
bakterinin temel 6zelligidir ve ilgili antimikrobiyalin konsantrasyonu veya uygulama
stiresi ile iligkili degildir. Dogal direng mikroorganizmanin tiir 6zelligi olarak ilgili
antimikrobiyalin hedefi olan yapinin bulunmamasinin veya antimikrobiyalin yapisal
olarak hedefine ulasamamasinin bir sonucudur. Gram negatif bakteriler ¢ok katmanl
peptidoglikan hiicre duvarlarina sahip olduklar1 i¢in vankomisine ve metisiline,
enterokoklar sefalosporinlere dogal olarak direnglidir. Bakterilerin L formlar1 ve
mikoplazmalar gibi hiicre g¢eperine sahip olmayan mikroorganizmalar penisilin gibi
hiicre duvar sentezi inhibitorlerine dogal olarak direnglidir. Ayni sekilde metabolik
olarak inaktif olan bakteri sporlari veya bakterilerin dormant formlar1 antimikrobiyallere
dogal olarak direnglidir. Ciinkii bir¢ok antimikrobiyalin etkili olabilmesi i¢in bakterinin
metabolik olarak aktif olmasi1 gereklidir (EMA, 1999; Hurdle ve ark., 2011). Dogal
diren¢ klonal olarak aktarilir ve bir antimikrobik maddeye dogal direncli olan tiiriin hi¢

bir kdkeni uygulanan antibiyotikten etkilenmez.

2.7.5. Kazanilmis Direncg

Bakterilerin genetik yapilarindaki degisimler sonucu gelisen direng tipidir. Bir
bakteri genetik degisimlere bagli olarak bir siire duyarli oldugu bilinen
antimikrobiyallerden  etkilenmeyebilir.  Kazanilmis direng¢ kromozomal veya
ekstrakromozomal kaynakli olarak gelisebilir (EMA,1999).

2.7.5.1. Kromozomal Direng

Bakteri kromozomal yapisinda olusan mutasyonlar sonucu gelisir ve de novo
diren¢ olarak adlandirilir. De novo direng baslangicta diisiik etkili bir direncin
olusmasini saglayan tekli mutasyonlarin agamali olarak artarak yiiksek etkili bir dirence
dontigmesi ile karakterizedir. De novo diren¢ Ozellikle protein veya enzim gibi
antimikrobiyal aktivite ile iligkili makromolekiillerin sentezinden sorumlu kromozomal

bolgelerde olusan mutasyonlar nedeniyle gelisir ve sadece klonal (vertikal) olarak
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aktarilabilir. Bakteriyel DNA olduk¢a kirilgan bir yapiya sahiptir. UV 1sinlari,
oksidasyon, sicaklik degisimleri, kimyasal ajanlar ve antimikrobiyal bilesik gibi ¢evresel

faktorler mutasyonlar tetikleyebilir (Drilica, 2003).
2.7.5.2. Ekstrakromozomal Diren¢ (Aktarilabilir Direnc)

Plazmid, transpozon, integron veya gen kasetleri gibi kromozom dis1 haraketli
genetik materyallerin konjugasyon, transformasyon veya transpozisyon gibi yollar ile
bakteriler arasinda aktarilmasi ile olusur. Bakterilerin supterapdtik dozlarda
antimikrobiyallere maruz kalmalar1 antimikrobiyal diren¢ Ozelligini avantaj haline
getirit. Bu nedenle ortamda antimikrobiyal varligi antimikrobiyal diren¢ genlerinin

aktarilmasini provoke edici bir neden olarak kabul edilmektedir (EMA, 1999).

2.7.5.3. Ekstrakromozomal Haraketli Genetik Materyaller

Kromozom dis1 genetik materyaller genetik ¢esitliligin  siirdiiriilebilmesi
acisindan evrimsel 6neme sahiptir, bakteriler arasinda aktarilabilir ve DNA gibi sabit
yapilara entegre olarak genetik varyasyonun gelisiminden sorumludur. Bu yapilardan en

onemlileri plazmidler, transpozonlar, integronlar ve gen kasetleridir (EMA, 1999).
2.5.7.4. Plazmidler

Kromozomdan bagimsiz  olarak replike olabilen  sirkiiller yapida
ekstrakromozomal DNA parcaciklaridir. Genel olarak plazmidler bakterilerin
yasamlarini siirdiirmeleri i¢in gerekli yapilar degildir. Fakat bakteriyel replikasyon,
metabolizma, fertilite ve daha Onemli olarak toksinlere, bakteriyofajlara ve
antimikrobiyallere kars1 direnci etkiledikleri i¢in bakteriyel evrimin dnemli etmenleridir.
Bir¢ok bakteri tiirii plazmid transferi ve ekspresyonu yapabilir. Bu durum bakteriyel
ekosistemlerde plazmidler ile kodlanan karakteristiklerin yayginlagsmasi ile sonuclanir.
Plazmidler ayn1 veya farkli genusa ait bakteriler arasinda transfer edilebilir. Yapilarinda
antimikrobiyal, agir metal veya kimyasal ajanlara kars1 direng genleri tasiyan plazmidler

R (rezistans)-plazmidleri olarak tanimlanir. Bir R-plazmidi birgok diren¢ etmeni
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tagiyabilir bu yilizden R-plazmidlerinin bakteriler arasindaki transferi kromozomal
mutasyonlardan daha hizli ve etkili antimikrobiyal direncin gelisimine sebep olabilir.
Giiniimiize kadar birgok R-plazmidi tanimlanmistir. Insan ve hayvan kaynakli bakteri
izolatlarindan elde edilen R-plazmidleri yapisal olarak biliyiikk benzerlikler

gostermektedir (Abd el Rahim ve ark 2015; Kruse, 1994).
2.7.5.5. Transpozonlar

Transpozonlar kromozom, plazmid ve bakteriyofajlarin yapilarina entegre
olabilen ve bu yapilar arasinda haraket edebilen kisa DNA pargalaridir. Kendi
kendilerine replike olamazlar ve fonksiyonel bir DNA pargasi (plazmid veya kromozom)
icinde korunmalar1 gerekir. Gram negatif bakterilerin transpozonlar1 konjugatif bir
plazmid veya DNA yapisina entegre olmadiklari siirece konjugatif degildir. Bacteroides
spp ve Gram pozitif bakteriler ise konjugatif karakteristikler tasiyabilir. Direng genlerini
tasiyan transpozonlar kolaylikla plazmidlerin yapisina entegre olabilir ve sonrasinda
bakteriyel DNA’nin yapisina katilabilirler. Direng etmeni tagiyan birgok transpozon ayni
plazmid ile tasinabilir boylece tek konjugasyon ile bir¢cok direng etmeni bakteriler
arasinda aktarilabilir. Transpozonlarin bakteri i¢i ve bakteriler arasindaki haraketleri ile
antimikrobiyal direng etmenleri bircok bakteri popiilasyonuna ulagabilir. Fakat
transpozonlarin antimikrobiyal direncin yayginlagmasindaki en oOnemli etkileri
antimikrobiyal direng¢ genlerinin konake1 ¢esitliligini arttirmalaridir (Burns, 1995; EMA,
1999).

2.7.5.6. Integronlar ve Gen Kasetleri

Integronlar mobil gen ekspresyon elementleri olarak tanimlanir. Yapilarinda
entegraz geni, gen kasetleri ve o gen i¢in rekombinasyon bdlgesi bulundururlar. Integraz
geni integron tarafindan tasinan gen kasetinin baska DNA’ya entegre edilmesinden
sorumludur. Integronlar kromozom, plazmid veya transpozonlarin yapilarinda yer alir ve
birgok integronun antimikrobiyal direng etmeni tasidigi rapor edilmistir (Butaye ve ark.,
2003; Hall, 1997).
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2.8. Haraketli Diren¢c Etmenlerinin Bakteriler Arasinda Transferi

Ekstrakromozomal direng etmenleri, antimikrobiyal direncin yayginlagmasinin
en Onemli nedenidir. Diren¢ etmeni baslica konjugasyon, transformasyon veya
transdiiksiyon yollar ile ayn1 ve farkli genusa ait bakteriler arasinda aktif veya pasif
olarak aktarilir. 2008 yilinda tanimlanmis olan ve IncH1 plazmidi ilizerinde yer alan
NDM1 (New Delhi metallo-p- lactamase 1) geni P-laktam antimikrobiyallere karsi
gelisen direncin de aktarilabilir oldugunu ve bu direncin hizla yayilabilecegini
gostermektedir. Bu gen 2008-2013 yillar1 arasinda 40°tan fazla iilkeye yayillmistir
(Jhonson, 2013). Benzer sekilde plazmid aracili kinolon direnci ilk olarak 1998 yilinda
tanimlanmis ve giiniimiizde kiiresel yayillm gdstermistir  (Dalholf, 2012).

Antimikrobiyal direncin olusum ve yayilim mekanizmalari sekil 9° da gosterilmistir.
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Antimikrobiyal Diren¢ Olusumu

o
45~

Gereksiz antimikroblyal kullanim antimikrobiyal diren¢ olusumuna neden olur.
Antimikrobiyaller sadece gerekli olduklannda kullamImahdir

Sekil 9: Antimikrobiyal direncin yayilimi (CDC 2013)
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2.8.1. Konjugasyon

Konjugasyon, horizontal gen transfer mekanizmalar1 arasinda en ¢ok arastirilmis
olan mekanizmadir ve iki bakteri hiicresinin temas: sonucunda c¢ok asamali olarak
gerceklesen genetik materyal aktarimi olarak tanimlanir. Bakteri hiicreleri arasinda seks
pillusu olarak adlandirilan stoplazmik bir koprii olusur ve haraketli genetik materyal bu
yap1 araciligr ile bir bakteriden digerine aktarilir. Konjugasyonun gerceklesmesi
bakterilerin genetik yapilarinda konjugatif 6zellikleri kodlayan genlerin veya otonom
olarak replike olabilen plazmidlerin bulunmasi gereklidir (Smillie ve ark., 2010;
Wozniak ve Waldor, 2010). Konjugasyon, transformasyona gore daha etkili gen aktarimi
saglamas1 ve transdiiksiyona gore daha genis bakteri ¢esitliligini kapsamasi nedeni ile
antimikrobiyal diren¢ genlerinin aktarimindan sorumlu olan en Onemli mekanizma
oldugu disiiniilmektedir (Norman ve ark., 2009). Antimikrobiyal direng¢ genlerinin
konjugasyon yolu ile aktarimi toprak ve su bazli bir¢ok ekosistemde gerceklesebilir
(Davidson 1999). Ayrica plazmid ve transpozonlarin konjugasyon yolu ile birbirinden
farkli taksonomik gruplar arasinda da aktarilabilmesi bu mekanizmanin antimikrobiyal
direng genlerinin yayginlagsmasindaki 6nemini gostermektedir (Von-Wintersdorff ve
ark., 2016). pB-laktam, kinolon, aminoglikozid, tetrasiklin ve siilfanomid grubu
antimikrobiyallere karsi direng gelisimi ve yayginlasmasindan antimikrobiyal direng
genlerinin plazmidler ile aktarimi sorumludur (Huddleston, 2014). Daha 6nemli olarak
bircok antimikrobiyal direng¢ geni ayni plazmid iizerinde bulunmaktadir ve bu durum
coklu ila¢ direncinin yayginlagmasma neden olmaktadir. Diren¢ genlerinin yeni
konaklara aktariminda tek yol plazmid transferi degildir. Konjugasyon yoluyla
transpozon ve integronlar da aktarilabilir. Ozellikle Gram pozitif bakterilerde bulunan
konjugatif transpozonlar, plazmid olmaksizin gen aktarimini saglayabilir. Son yillarda
direng genlerinin 6zellikle transpozonlarca tasindiklart anlagilmistir (Von-Wintersdorff
ve ark., 2016).
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2.8.2. Transformasyon

Transformasyon, ortamda serbest bulunan DNA’nin bakteri hiicresi igine
alinmasidir. Bir bakterinin lize olmasi ile agiga ¢ikan genetik materyal baska bir bakteri
tarafindan stoplazmik reseptorler araciligi ile taninir ve hiicre zari tarafindan bakteri
igerisine alinir. Neisseria tiirleri ile patojen ve patojen olmayan streptokok tiirleri
arasinda gen aktarimi sonucu penisilin baglayan protein (PBP) degisimlerinin
transformasyon yoluyla gergeklestigi diistintilmektedir. Arastirmalar antimikrobiyallerin
sup-terapdtik dozlarina maruz kalan bakterilerin transformasyon kapasitelerinin arttigini
gosterilmistir.  Bu durum antimikrobiyallerin direng genlerinin aktarimini tetikledigini

gostermektedir (Bengtsson-Palme ve Larsson 2016; Charpentier et al., 2011).
2.8.3. Transdiiksiyon

Transdiiksiyon ise diren¢ genlerinin bakteriyofaj araciligi ile transferidir. Bir
bakteri hiicresini enfekte eden bakteriyofaj bakterinin lize olmasi ile serbest kalir ve o
bakteriye ait genetik materyali bir baska bakteriye tasiyabilir. Siklikla laboratuvar
kosullarinda direng aktarimi i¢in uygulanir. Transdiiksiyonun in vitro kosullarda gelisen
klinik direng agisindan 6nemi bilinmemektedir (Lee ve ark., 2010; Pallo-Zimmerman ve
ark., 2010; Venglovsky ve ark., 2009; Yue ve ark., 2008). Fakat baz1 bakteriofajlarin
farkli tiirlere ait bakterilerden olusan genis konak yelpazesine sahip olmalar
transdiiksiyonun antimikrobiyal diren¢ genlerinin yayginlasmasinda 6nemli potansiyale

sahip oldugunu diisiindiirmektedir (EMA, 1998; Mazaheri Nezhad Fard et al., 2011).
2.9. Capraz Direng

Bir antimikrobiyale karst direncli hale gelen bir mikroorganizma tiirlinde bu
antimikrobiyal ajana yapica veya etki tarzi bakimindan yakin diger antimikrobiyallere
karst da direng gelisebilir. Bu ¢apraz direng (Cross Resistance) olarak adlandirilir.
Capraz direng genellikle eritromisin ve diger makrolitler gibi yapilar1 benzer
antimikrobiyaller arasinda gozlense de eritromisin ve linkomisin gibi yapilari birbirinden

oldukga farkli antimikrobiyaller arasinda da ¢apraz direng gézlenebilir (EMA, 1998; Lee
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ve ark., 2010; Pallo-Zimmerman ve ark., 2010; Venglovsky ve ark., 2009; Yue ve ark.,
2008).

2.10. Coklu Ila¢ Direnci

Bir mikroorganizmanin yapisi ve etkisi farkli birgok antimikrobiyale kars1 direng
gelistirmesi ¢oklu ilag direnci (MDR) olarak tanimlanir. Bu kavram, yaygin ilag direngli
(Extensively-Drug Resistant: XDR), tam ilag direngli (Pandrug-resistant: PDR) ve ¢oklu
ilag direngli gibi birgok tanim1 kapsar. Olasi karigikliklar1 6nlemek igin Avrupa Hastalik
kontrol ve Koruma Merkezi (European Centre for Disease Control and prevention:
ECDC) ve Amerike Birlesik Devletleri Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezleri (Centers
for Disease Control and Prevention: CDC)’nin ortak c¢aligmalari ile uluslararasi
terminoloji  olusturulmustur. Bu terminolojiye gore yaygin ilag direngli, tiim
antimikrobiyal gruplarindan her gruba ait iki ya da daha az antimikrobiyal ajana
direnglilik olarak tanimlanir. Tam ilag direncli, tim antimikrobiyal kategorileri icindeki
tim tyelere direnclilik; ¢oklu ila¢g direncli, lic veya daha fazla farkli gruba ait
antimikrobiyal ajana direng olarak tanimlanmistir (Magiorakos ve ark., 2012). Coklu
antibiyotik lokusu (mar) tarafindan diizenlenen MDR, bakterilerin membran
proteinlerindeki yapisal degisime bagli olarak ilacin hiicre i¢i birikiminin azalmasi ile
karakterizedir (Robicsek vr ark., 2006). Gram negatif bakterilerde MDR, direng
nodiilasyon boliimiiniin (resistance nodulation division: RND) geri ¢ikartim pompasinin
aktivasyonu sonucu geligir. Enterobacteriaceae bakterileri igin MDR’dan sorumlu olan
geri ¢ikartim pompast ACrAB-ToIC, farkli grup antimikrobiyal (florokinolon, B-laktam,
makrolid, tetrasiklin ve sulfonamid grubu bilesikleri ve trimetoprim), biyosid ve boyalari

iceren birgok bilesigin hiicre disina atilimin saglar (WHO, 2014).
2.11. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmakari

Direngli mikroorganizmalar antimikrobiyallerin inhibitor etkinliginden bilesigin
hedef bolgeye ulagsmasini engelleyerek, hedef yapiyr degistirerek, hedef bolgeyi

koruyarak ve bilesigin yapisim1 degistirerek korunurlar (Blair ve ark., 2015).
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Antimikrobiyal ajanlarin  bakteri hiicrelerinde hedef yapilarina ulagsmasinin
engellenmesi, hiicre zarinin gegirgenliginin azalmasi ve hiicre igine giren
antimikrobiyalin atim pompasi (efflux) aracigiyla uzaklastirilmasi sonucu gergeklesir.
Hedef yapi, mutasyon ve molekiiliin koruyucu yapilarla degistirilmesi sayesinde
korunur. Antimikrobiyal yapist ise enzimatik inaktivasyon veya modifikasyonla

degistirilebilir (Giguere ve ark., 2013).
2.11.1Antimikrobiyallerin Hedefine Ulasmasim1 Engellenmesi

Antimikrobiyallerin bakteri hiicresi igerisindeki hedeflerine ulasmalarinin
engellenmesi hiicre zarinin antimikrobiyal ajana gecirgenliginin azalmasi ve

antmikrobiyal ajanlarin hiicreden geri ¢ikartilmasi ile gerceklesir.
2.11.1.1. Hiicre Zarmin Gegirgenliginin Azalmasi

Gram negatif bakteriler hiicre zarlarinin dis katmaninin segici olmasi nedeniyle
Gram pozitif bakterilere gore bircok antimikrobiyale daha az gegirgendirler. Hidrofilik
antimikrobiyaller ~ hiicre = zarmin  porin  proteinlerine  baglanarak  gecerler.
Enterobacteraceae familyasinda bulunan baslica porin proteinleri (OmpF ve OmpC)
secici degildir. Bakteriler secici olmayan porin proteinlerinin sayisini azaltarak veya
segici proteinlerle degistirerek hiicre gegirgenligini azaltabilir. Bu mekanizma
Enterobacteraceae familyasinda karbapenem ve sefalosporinlere karsi gelisen direng
mekanizmalarindan biridir (Tamber ve Hancock, 2003; Blair ve ark., 2015).

2.11.1.2. Antimikrobiyalin Geri Cikartilmasi

Enterobacteriaceae bakterileri i¢cin MDR’dan sorumlu olan ve birgok
antimikrobiyalin hiicre disina atilimindan sorumlu olan atim pompasi AcrAB-TolC’den
farkli olarak bazi atim pompalar1 daha spesifiktir. Ornegin 0gxA ve ogxB ile gepAl ve
gepA2 genleri hidrofilik florokinolonlarin hiicre disina ¢ikartilmasini saglar (Strahilevitz

ve ark., 2009; Yamane ve ark., 2009). Genellikle atim pompalariin aktiviteleri
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kromozom ve plazmid genleri araciligiyla diizenlenir. Bu durum antimikrobiyal direncin

yayginlagsmasi agisindan 6nemlidir. (Blair ve ark., 2015)
2.11.2. Hedef Yapinin Korunmasi

Antimikrobiyallerin bakteri hiicresi igerisindeki hedef yapilarinin degistirilmesi
kromozomal mutasyonlar sonucu hedef yapinin molekiiler 6zelliklerinin degismesi ve

hedef yapiya koruyucu proteinlerin eklenmesi ile gergeklesir.
2.11.2.1. Mutasyon

Bir¢ok antimikrobiyal bakterideki hedef yapisina spesifik olarak baglanarak bu
yapilarin normal aktivitelerini engeller. Hedef yapilarin molekiiler olarak degismesini
saglayan mutasyonlar antimikrobiyallerin bu yapilara baglanmasin1 onler. Bdylece
hedef yap: normal aktivitesini siirdiiriir. Kinolon direnci belirleyici bolge (Quinolone
resistance determining region: QRDR) mutasyonlar1 bu tip dirence Ornek olarak
gosterilebilir. Mutasyonlarin lokalizasyonu DNA giraz enzimini kodlayan gyrA ve gyrB
genleri ile topoizomeraz IV enzimini kodlayan parC ve parE genleridir. Olusan
mutasyon sonucu DNA giraz ve topoizomeraz enziminin molekiiler yapisi degisir ve
bakteri florokinolonlarin inhibisyonundan korunmus olur (Bast ve ark., 2010; Blair ve
ark., 2015; Cattoir ve ark., 2010; Jang ve ark., 2010; Hopkins ve ark., 2005; Martinez ve
ark., 1998; Martinez ve ark., 2011).

2.11.2.2. Hedef Molekiiliin Koruyucu Yapilar ile Degistirilmesi

Antimikrobiyallerin hedef yapilar1 koruyucu molekiillerin bu yapilara
baglanmasi ile de degistirilebilir. Aktarilabilir florokinolon direncinden sorumlu Qnr
proteinleri DNA giraz ve topoizomeraz enzimlerine baglanarak molekiiler yapida
degisiklige neden olur. Bu degisiklik sonucunda florokinolonlarin DNA giraz
enziminine baglanmasi engellenir ve boylece DNA giraz ile topoizomeraz IV enzimleri
florokinolonlarin inhibisyonundan korunmus olur (Blair ve ark., 2015; Veldman ve ark.,
2011).
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2.11.3. Antimikrobiyallerin Yapilarinin Degistirilmesi

Antimikrobiyallerin yapilar1 bakteriler tarafindan salgilanan enzimler araciligi ile
degistirilebilir. Bu olay enzimitik inaktivasyon veya enzimatik modifikasyon ile

gerceklesir.
2.11.3.1. Enzimatik Inaktivasyon

Antimikrobiyallerin enzimatik inaktivasyonu molekiiler yapilarinin hidroliz yolu
ile ayristirilmasi1 sonucu gergeklesir. Giinimiizde B-laktam, aminoglikozit, fenikol ve
makrolid grubu antimikrobiyalleri inaktive eden bir¢ok enzim tanimlanmigtir. Ayrica
ayn1 gruba ait farkli antimikrobiyalleri parcalayan izozimler de mevcuttur. Bu duruma
B-laktam grubu antimikrobiyallerin yapilarindaki laktam halkasini ayristiran 3-laktamaz

grubu enzimler 6rnek olarak verilebilir (Blair ve ark., 2015)
2.11.3.2. Enzimatik Modifikasyon

Bakteriler antimikrobiyallerin molekiiler yapilarina asetil, fosfat ve agil gibi
kimyasal gruplari ekleyerek hedeflerine baglanmalarini 6nleyen bir¢ok enzime sahiptir.
aac(6’)-Ib-cr geni tarafindan kodlanan aminoglikozit asetil transferaz enzimi
aminoglikozitlerin yan1 sira siprofloksasin ve norfloksasin gibi hidrofilik
florokinolonlar1 da asetilleyerek aktivitelerini azaltir (Blair ve ark., 2015; Cavaco ve
ark., 2008; Cattoir ve ark., 2008; Park ve ark., 2010;)

2.12. Florokinolon Direnci

Son yillarda hizla yayginlasan ve halk saglig1 acisindan risk yaratan onemli
sorunlardan biri florokinolon direncidir. EMA kinolon direncinin 6nlenebilecegi
ongoriisiiyle  kinolonlarin  diger  antimikrobiyal ajanlarla tedavi edilemeyen
enfeksiyonlarda kullanilmasini  6nermektedir (EMA, 2006). Amerika Birlesik

Devletlerinde ise florokinolonlarin besin degeri olan kanatli hayvanlarda kullanilmasi
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yasaklanmistir (Nelson ve ark., 2007). Florokinolon direnci baslica MDR kaynakli,

kromozomal ve plazmidal olmak iizere ii¢ ana baglik altinda incelebilir.
2.12.1. MDR Kaynakh Florokinolon Direnci

Florokinolonlara spesifik olmayan bu direng tipi MDR’1 kodlayan genlerin
ekspresyon oranlarinin degigsmesi veya mutasyonu sonucu olusur. Buna bagli olarak
florokinolonlarin bakteri hiicresine alinmalar1 engellenir veya hiicre i¢ine girmis olan

florokinolonlar geri ¢ikartilir (EMA, 1998)
2.12.2. Kromozomal Florokinolon Direnci

Kromozomal kinolon direnci florokinolonlarin hedef yapisi olan topoizomeraz 11
(DNA giraz) ve topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan bolgelerde olusan mutasyonlar
sonucu gelisir. Topoizomeraz Il enzimi gyrA ve gyrB genleri, topoizomeraz IV enzimi
ise parC ve parE genleri tarafindan kodlanir. Genetik yap1 bakimindan gyrA geni parC
geni ile gyrB geni ise parE geni ile benzer 6zellikler tasir (Hooper, 2002). Gram negatif
bakterilerde mutasyonlar ilk olarak gyrA, Gram pozitif bakterilerde ise parC geninde
olusur (Jacoby, 2005). Kromozomal kinolon direnci karakteristik olarak de novo direng

ozelligi gosterir.

Gram negatif bakterilerde QRDR gyrA geninin 67. ve 106. kodonlari, gyrB
geninin ise 426. ve 447. kodonlar1 arasinda yer alir. Bu genlerde olusan mutasyonlar
gyrA geni igin siklikla 83. ve 87. kodonlarda, gyrB geni igin 426. ve 447. kodonlarda
olusur. Gram pozitif bakterilerde QRDR parC geninin 56. ve 108. kodonlari, parE
geninin ise 416. ve 529. kodonlar1 arasindadir.(Jacoby., 2005) Bu bolgedeki parC geni
mutasyonlart 80. ve 84. kodonda gozlenir (Bast ve ark., 2010; Cattoir ve ark., 2010;
Hopkins ve ark., 2005; Jang ve ark., 2010; Martinez ve ark., 1998; Martinez ve ark.,
2011). parE geninde bir¢ok mutasyon olusabilmesine ragmen bu mutasyonlarin klinik
Oonemi heniiz belirlenememistir. parE geni mutasyonlar1 florokinolon duyarliligini tek

baslarina degistirmez (Poole, 2005).
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2.12.3. Plazmid Aracili Kinolon Direnci

Plazmid aracili kinolon direnci, florokinolonlara spesifik atim pompalarindan
sorumlu gepA (1 ve 2) ve ogx (A ve B), hedef yapilarin koruyucu molekiiller ile
degistirilmesinden sorumlu gnr genleri ve florokinolonlarin enzimatik modifikasyonunu

saglayan aac (6°)-1b-cr geni tarafindan kodlanir (Wong ve ark., 2014).
2.13. Florokinolonlara Spesifik Geri Cikartim Pompalari

Florokinolonlara spesifik olarak tanimlanan geri ¢ikartim pompalar1 gepA (1 ve
2) ve ogx (Ave B) geri ¢ikartim pompalaridir.

2.13.1. gepA (1 ve 2)

gepA geni E. coli’ de pHPA plazmidi iizerinde 2002 yilinda Yamane ve
arkadaslar1 (2007) tarafindan Japonya’da tespit edilmistir (Strahilevitz ve ark., 2009,
Yamane ve ark., 2007). gepA geni 511 amino asitten olusan 14 transmembran
segmentine sahip atim pompasini kodlar. Filogenetik analizler gepA geninin
Actinomycetales familyasina ait oldugunu gostermistir (Yamane ve ark., 2007). 2008
yilinda Fransa’da Cattoir ve arkadaglar1 tarafindan gepA geninin iki amino asit
degisimine sahip olan bir varyantin1 daha tanimlanmistir ve bu varyant gepA2 olarak
adlandirilmigtir (Cattoir ve ark., 2008). gepA genleri florokinolonlarin yani sira
eritromisin, akriflavin ve etidiyum bromidin de hiicre disina c¢ikartilmasindan
sorumludur. gepA geni cografik olarak yaygindir ve hayvan izolatlarinda daha sik
rastlanir (Strahilevitz ve ark., 2009).

2.13.2. 0ogx (A ve B)

00gXAB geni RND atim pompalari grubunda yer alir ve ilk olarak E. coli’de
POLAS52 plazmidinde tanimlanmistir. Nalidiksik asit ve siprofloksasinin geri

cikartimmdan sorumludur. Insan ve hayvan izolatlarinda bulunabilir. 0QxAB
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florokinolonlarin yani sira kloramfenikole karsi da direng kodlar (Strahilevitz ve ark.,
2009).

2.14. Hedef Yapilarin Qnr Proteinleri Tarafindan Degistirilmesi

gnr genleri tarafindan kodlanan QNR proteinleri florokinolonlarin hedef yapilari
olan GyrA ve Topoizomeraz IV enzimlerine baglanarak bu enzimlerin molekiiler

yapilarini degistirir.
2.14.1. gnr Genleri

gnr genleri ilk kez 1998 yilinda Martinez ve arkadaslari tarafindan Klebsiella
pneumonia’da pMG252 plazmidi tizerinde tespit edilmistir (Martinez ve ark., 1998). Qnr
proteinleri topoizomeraz enzimlerine baglanarak enzimin molekiiler yapisinda degisime
neden olan proteinleri kodlar. Bu degisimin sonucunda florokinolonlarin DNA giraz
enziminine baglanmasi engellenir ve bdylece DNA giraz enzimi florokinolonlarin
inhibisyonundan korunmus olur (Veldman ve ark., 2011). gnr genleri varliginda, dis
membran proteinlerinin sayisi, florokinolonlarin hiicre igi birikimi ve etkinligi
degismeyip, sadece gyrA mutasyonlarinin etki potansiyeli arttigi bildirilmistir (Tran ve
Jacoby, 2002). Son yillarda yapilan ¢aligmalar Qnr proteinlerinin topoizomeraz enzimine
baglanan florokinolonlarin enzimden ayrilmasini sagladigini gostermistir (Strahvileheitz,
2009). Boylece serbest kalan enzimler normal aktivitelerini siirdiirir (Blair ve ark.,
2015). Ayrica gnr proteinleri topoizomeraz enzimlerini 2-piridon ABT-719, kuinazolin -
2,4-dion PD 0305970 ve spiropirimidintirion gibi topoizomeraz inhibitorii olarak gorev
yapan diger sentetik ve dogal bilesiklere karsi korur (Jacoby., 2005). Bugiine kadar gnrA
geninin 7, qnrB geninin 54, gnrS geninin 4, gnrVC geninin 10, gnrC ve gnrD geninin ise
birer varyanti tammlanmistir (Ruiz ve Levy, 2014). gnr gruplar yapisal olarak
birbirlerinden en az % 30 farklilik gosterir. Bu grup genlerin kromozomlarda yer alan
gnr benzeri genlerden koken aldigi disiiniilmektedir. Ayrica birgok mikroorganizmada
kromozomal gnr genleri de tanimlanmistir (Ruiz ve Levy., 2014; Strahilevitz ve ark.,
2009).
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2.15. Florokinolonlarin Enzimatik Modifikasyonunu

Gliniimiize kadar florokinolonlara baglanarak yapilarmni degistirebilen sadece bir

enzim tanimlanmistir ve bu enzim aminoglikozid asetil transferaz enzimidir.
2.15.1. aac (6°)-1b-cr Geni

aac(6’)-1b-cr geni aminoglikozid asetil transferaz enzimini kodlayan aac(6’)-1b
geninin bilinen 30 varyantindan biridir. Aminoglikozid asetil transferaz enzimi,
aminoglikozitleri asetilleyerek inaktive eder. Bu gen birgok integron ve plazmid
tizerinde bulunabilir. IncF11 bu plazmidlerin en énemlileriden biridir. IncF11 plazmidi
genis spektrumlu B-laktam direncinden sorumludur, yiiksek prevelansa sahiptir ve
cografik olarak yaygindir. -cr varyanti aac (6°)-1b den farkli olarak Trp-102 — Arg ve
Asp-179—Tyr kodonlarinda farkli mutasyonlara sahiptir. aac (6°)-1b-cr varyanti
tarafindan kodlanan aminoglikozit asetil transferaz enzimi aminoglikozitlerin yan1 sira
siprofloksasin ve norfloksasin gibi florokinolonlar1 da asetilleyerek aktivitelerini azaltir
(Strahilevitz ve ark., 2009). aac (6°)-1b-cr geni gepA, gnr genleri (Al, B2, B4, B6, B10,
S1, S2) ve bir¢ok B-laktamaz geni (CTX-M15, CTX-M-1, CTX-M-14 CTX-M-24 DHA-
1, SHV-12 ve KPC-2) ile ayn1 plazmid iizerinde bulunabildigi i¢in MDR agisindan
onemlidir. (Cavaco ve ark., 2008; Cattoir ve ark., Park ve ark., 2010; Herrera-Leon ve
ark., 2010).

Florokinolon direnci ile ilgili yapilan arastirmalar kromozomal, plazmidal veya
MDR kaynakli florokinolon direnci MIK’u 500 kata kadar arttirabilir ve bu artis klinik
E. coli izolatlarmin % 50-70’inde tanimlanabilmistir.  Bu fenomen bilinmeyen

florokinolon direng mekanizmalarinin var olabilecegini gosterir (Dalhoff, 2012).
2.16. Cevre

Cevre, antimikrobiyal direncin yayginlasmasinda antimikrobiyal direng
genlerinin bir rezervuari olarak 6nemli role sahiptir. Genetik reaktorlerin ilki (I) insan ve

hayvan mikrobiyal toplulugu tarafindan olusturulur ve antibiyotige duyarli 500’den fazla
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bakteri tiiriinii icerir. ikinci reaktdr (II), uzun siireli tedavilerin uygulandig: hastane ve
hayvan yasam alanlar1 ile bakteri temasina maruz kalan duyarl bireylerin bulundugu
diger alanlar1 kapsar. Ugciincii reaktor (III), atik su, bakterilerin genetik olarak
etkilesebilecekleri hayvansal giibre depolari, aritma iiniteleri veya tuvalet kompostlari
gibi ikincil reaktorlerden kdken alan biyolojik herhangi bir kalintidir. Dordiincii reaktor
(IV) ise gevredeki organizmalarla etkilesebilen ve diger reaktorlerden gelen bakterileri
iceren toprak, ylizey ve zemin sularidir (Baquero ve ark., 2008). E. coli g¢evreden
edindigi antimikrobiyal diren¢ genlerini farkli ekosistemlerdeki potansiyel patojenlere
aktarabilir (Hou ve ark., 2012). Dr. Richard Heal ve Dr. Alan Parsons’un 2002 yilinda
yaptig1 bir arastirmada fiziksel olarak birbirinden ayr1 gelisen E. coli kolonilerinin hava
yolu ile antimikrobiyal direnci aktarabildigi gosterilmistir. Koloniler arasindaki hava
boslugu kapatildiginda direng aktariminin gergeklesmedigi gozlenmistir (Heal ve
Parsons., 2002).

Antimikrobiyaller ve antimikrobiyal diren¢ genleri ¢evrede yaygin olarak
bulunur ve g¢esitli etkenler ile hareket edebilir. Bu etkenlerden ilki riizgar ve su
hareketliligi gibi fiziksel faktorlerdir. Deniz ve nehir sularindan direngli bakteriler izole
edilebilmektedir. Toprak gibi haraketsiz olarak nitelendirilen g¢evrelerin doga olaylariyla
hareketliligi sonucu bakteriler ve antimikrobiyal diren¢ genleri kitalar arasinda
taginabilir. Bu duruma ¢6l tozlar ile bakterilerin tasinmasi1 6rnek olarak gosterilebilir
(Gandara ve ark., 2006; Rosas ve ark., 2006). Ikinci faktdr vahsi hayvan hareketleridir.
Ingiltere’de fareler ve kurtlardan izole edilmis bakterilerin % 90’1nin B-laktamlara
direngli oldugu rapor edilmistir. Go¢men kuslarin antimikrobiyallere karsi direngli
bakterileri ve direng genlerini uzak mesafalerdeki habitatlara transfer ettigi belirlenmistir
(Cole ve ark., 2005). Ugiincii faktor ise insan hareketleridir. B-laktam direncini kodlayan
ndml geni insan hareketi ile Isve¢’e tasmmustir (Yong ve ark., 2009). Ayrica insan
yasam alanlar1 c¢evresinde meydana gelen doga olaylar1 ve hayvan hareketlerinin
antimikrobiyal diren¢ etmenlerinin yayilmasinim1 hizlandirdigr bildirilmistir (Allen ve
ark., 2010)
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2.17. Antimikrobiyal Direnci Onleme Stratejileri

Antimikrobiyaller insan ve hayvanlarda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi igin
gereklidir. Bu nedenle antimikrobiyallerin etkinlikleri korunmalidir (Allen ve ark.,2010).
Antimikrobiyallerin yaygin kullanimi, 6zensiz se¢imi ve cevresel kirliligin bakteriler
tizerinde olusturdugu secici etki bakterinin genetik yapisinda degisikliklere neden olur
ve direng gelisebilir (Venglovsky ve ark., 2008; Yu ve ark., 2009). Direncin diger
bakterilere aktarmasiyla sorun biiyiir. Direngli patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin
goriilme siklig1 artar, zaman, maliyet ve isglicii kaybina neden olur. Ayrica
hospitalizasyon orani ve siiresi, morbidite ve mortalite de artis gozlenir (Finch ve ark.,
2004; Kollef, 2003; WHO 2014) Antimikrobiyal direncin 2050 yilinda en 6nemli 6liim
nedeni olacagi ongorilmektedir (O’neil 2015, WHO 2014). 2050 yilinda antimikrobiyal
direng iligkili tahmini 6liim oranlart ve kitalara gore dagilimi sekil 10 ve 11 ’de

gosterilmistir.

Diinya Saglik Orgiiti (World Health Organization: WHO), Diinya Hayvan
Saghig Orgiitii (World Organization for Animal Health: OIE) ve Amerikan Gida ve
Tarim Organizasyonu’nun (Food and Agriculture Organization: FAO) ortak ¢alisma
grubu veteriner ve beseri hekimlikte direncin gelismesini Oonlemek amaciyla global

aksiyon plan1 hazirlamistir.
Bu plana gore gergeklestirilmesi amaglanan hedefler:

1. Antimikrobiyal diren¢ konusunda etkili iletisim ve egitim programlar ile
profesyonel diizeyde farkindalik yaratmak,

2. Antimikrobiyal diren¢ konusundaki kanit niteligindeki bilimsel verileri izleme
programlar1 ve bilimsel arastirmalar ile gli¢lendirmek ve gelistirmek,

3. Etkili sanitasyon, hijyen, biyogiivenlik ve enfeksiyon kontrol programlari
olusturarak enfeksiyon insidansini diigiirmek,

4, Beseri ve veteriner alanda antimikrobiyal kullanimini optimize etmek ve

izlemek,
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S. Tiim {lkelerde yeni antimikrobiyal ajanlarin, antimikrobiyal diren¢ belirleme
metodlarinin, as1 ve diger Onlemlerin gelistirilebilmesi igin siirdiiriilebilir yatirim

kaynaklar1 olugturmaktir.

WHO ve EMA etkin antimikrobiyal kemoterapi ve direncin dnlenebilmesi i¢in
direncin tanmimlanmasi ve izlenmesini onerir (Dalhoff ve Schmitz 2003). Avrupa'da
European Antimicrobial Susceptibility Surveillance in Animals (EASSA) ve European
Food Safety Authority (EFSA) hayvansal kokenli patojenlerde direncin izlenmesini
amaglayan programlardir. EFSA, besin degeri olan hayvanlar ve hayvansal besinlerde
antimikrobiyal direncin izlenmesine odaklanir. Ayrica FDA ve WHO c¢ergevesinde
antimikrobiyal direnci izlemek amaciyla GLASS (Global Antimicrobial Resistance
Surveillance System ) ve TATFAR (The Transatlantic Taskforce on Antimicrobial

Resistance) gibi birgok izleme programi uygulanmaktadir (O’Neil., 2014)

Antimikrobiyal kullaniminin kisitlanmas1 da direng riskinin azalmasini

saglayabilir (Shallcross ve Davies, 2014).
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2.18. Antimikrobiyal Direncin izlenmesi

Antimikrobiyal direng, fenotipik ve genotipik yontemler kullanilarak
tanimlanabilir. Fenotipik yontem, in vitro kosullarda antimikrobiyalin bakteri gelisimi
tizerindeki etkisi izlenerek duyarliligin belirlenmesi temeline dayanir. Elde edilen
sonuglar, klinik antimikrobiyal duyarlilik sinir degerleri ile karsilastirilir ve bakteri
duyarli (susceptible: S), orta derecede duyarli (intermediate: I) veya direngli (resistant:
R) olarak smiflandirilir (Lee ve ark., 2013). Bakteri duyarliligini tanimlamak amaciyla
en yaygm olarak broth miktodiliisyon yontemi kullanilir (CLSI). Antimikrobiyal
duyarlilik testlerinde rutin olarak kullanilan kontrol suslart Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae NCTC 8468,
Haemophilus influenzae ATCC 49766, Campylobacter jejuni ATCC 33560°dur.

2.18.1. Fenotipik Yontemler

Fenotipik yontemler, bakterilerin spesifik antimikrobiyal diren¢ ozelliklerini
tanimlamak i¢in kullanilir. Molekiiler yontemlere gore daha ucuz ve pratik olmalart ve
antimikrobiyal direng Ozelliklerini kantitatif olarak tanimlamalari nedeniyle siklikla
tercih edilen yontemlerdir (Chao, 2013). Bu yontemlerden siklikla kullanilanlar disk
difiizyon, gradient difiizyon, agar diliisyon, broth mikrodiliisyon, MOK, MF, MSA ve

zamana bagli doz-yanit deneyleridir.
2.18.1.1. Disk Difiizyon (EUCAST v 5.0, 2015)

En eski ve rutin olarak yaygin kullanilan antimikrobiyal duyarlilik testlerinden
biridir. Disk diflizyon yonteminde MH (Mueller Hinton) agar kullanilir ve 9 cm’lik steril
petrilere yaklagik 25 ml agar eklenir. Bakteri kiiltiirii 0.5 McFarland’a esit bulanikliga
ayarlanir. Hazirlanan inokiiliimiin 15 dakika i¢inde kullanilmasi gerekir. Inokiiliim agar

plakanin tim yiizeyine yayilir ve antimikrobiyal diskleri 15 dakika iginde yerlestirilir.
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Genel olarak 9 cm’lik bir agar plakaya 6 adet disk yerlestirilebilir. Disklerin
yerlestirilmesinden sonra agar plakalar ters gevrilir ve 15 dakika i¢inde 35+1 °C’de 16-
20 saat inkiibe edilir. Degerlendirme i¢in, agar plakalarda olusan zon simirlari 30 cm’lik
g6z mesafesinden goriilebilmelidir. Zon gaplar1 6l¢iiliir ve antimikrobiyal duyarlilik

siir degerlerine gore siiflandirilir.
2.18.1.2. Gradient Difiizyon

Gradient difiizyon yonteminde agar besi yerinde antimikrobiyal konsantrasyon
gradienti kullanilir. E testi® (bioMerieux AB BIODISK) gradient difiizyon yénteminin
ticari versiyonudur ve alt tarafina antimikrobiyal konsantrasyon gradienti emdirilmis ve
iist tarafinda konsantrasyon skalasi bulunan plastik test striplerinden olusur. Genellikle
15 cm’lik agar plaka yiizeyine 5-6 adet strip yerlestirilebilir. MIK, olusan eliptik zonun

alt sinir1 olarak belirlenir (Jorgensen ve Ferraro, 2009).

2.18.1.3. Agar Diliisyon (EUCAST E.Def. 3.1, 2000)

MH agar kullanilarak gerceklestirilen agar diliisyon yonteminde genellikle 9 cm
cap Olgiilerine sahip steril petriler kullanilir. Petrilere 20 ml agar konulur ve her 20 ml
agar antimikrobiyal diliisyon serisinden 1 ml igerir. Bakteri kiiltiirii 0.5 McFarland’a
esit bulanikliga ayarlanir. Bakteri siispansiyonu agar plakalara aktarilir ve agar plakalar
inkiibasyondan once kurumalari i¢in oda sicakliginda bekletilir. Agar plakalar 35-37 °C
18 saat inkiibe edilir ve MIK gozle goriilebilir iiremenin olmadigi en diisiik

konsantrasyon olarak kaydedilir.
2.18.1.4. Broth Diliisyon (EUCAST E.Dis 5.1, 2003)

Broth mikrodiliisyon, 500 pl ve daha diisik kapasiteli mikro diliisyon
plakalarinda geometrik olarak artan konsantrasyonda antimikrobiyal iceren esit
miktardaki broth’a belirli sayida bakteri inokiile edilerek uygulanan bir tekniktir.
Bakteriler genellikle Mueller-Hinton Broth’a (MHB) inokiile edilir ve 35-37 °C’de 16-
20 saat inkiibe edilir. Bakteri kiiltiirii, PBS (Phosphate Saline Buffer: PBS) veya broth
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kullanilarak 0.5 McFarland’a esit bulanikliga ayarlanir.  Bunun amaci testin
tekrarlanabilirligi i¢in dnemli olan inokiilim yogunlugunu standardize etmektir. Broth
dilisyon yonteminde saf toz haldeki antimikrobiyaller kullanilir. Stok soliisyonun
konsantrasyonu 1 mg/ml veya daha fazla olmalidir. Gerekli hallerde stok soliisyon
membran filtrasyonu ile sterilize edilir. Antimikrobiyal ve mikroorganizmaya bagl
olarak antimikrobiyalin test edilecek diliisyonlar1 olusturulur. Esit miktardaki bakteri
stispansiyonu ile antimikrobiyal soliisyon mikro plakaya konulur ve 35-37 °C’de 16-20
saat inkiibe edilir. MIK bakteri iiremesini inhibe eden en diisiik konsantrasyon olarak

kaydedilir.
2.18.1.5. Mutant Onleyici Konsantrasyon Testi

Yiiksek bakteri yogunlugunun bulundugu bir ortamda mutant alt-popiilasyonlarin
ortaya ¢ikma olasiligini belirlemek amaciyla uygulanir. Test edilecek bakteri susu 100-
500 ml siv1 broth’a inokiile edilir ve 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilir. Broth kiiltiir
santrifiijlenir, pelet yeniden taze broth’la ¢ozdiiriilir ve antimikrobiyal igeren agar
plakalara inokiile edilir. Agar plakalar 24 ve 48 saat sonra degerlendirilir ve iiremeyi

onleyen en diisiik ilag konsantrasyonu MOK olarak kaydedilir (Blondeau, 2009).
2.18.1.6. Mutant Frekansi

MIK ve MOK’iin testlerinden sonra ilgili antimikrobiyal ajanin mutant
olusumunu 6nleme potansiyelini belirlemek amaciyla MF belirlenir. MF antimikrobiyal
ajanin MOK’ten daha diisiik konsantrasyonda kullanilmas:1 halinde olusmasma izin
verdigi mutant bakteri sayisinin antimikrobiyal uygulanan bakteri popiilasyonundaki

toplam bakteri sayisina orani ile hesaplanir.
2.18.1.7. Mutant Se¢im Penceresi

Antimikrobiyalin belirli bir mikroorganizmaya kars1 MiK ve MOK degerleri
arasinda kalan konsantrasyonu olarak tanimlanir. Etkin bir kemoterapi olusturmak ve

direngli mutantlarin olusma riskini minimuma indirmek ic¢in kemoterapi siiresince
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antimikrobiyal konsantrasyonunun MSP sinirlart tizerinde tutulmasi hedeflenmelidir
(Drilica ve Xilin., 2007).

Yukarida agiklanan yontemlerle fenotipik olarak belirlenen direncin
olusumundan sorumlu olan genetik etmenlerin ve bu etmenlerin diren¢ {izerindeki
etkisinin saptanmasi, direng iligskili mutant ve gen varyantlarin tanimlanmasi ile
ekspresyon oranlarmin belirlenmesi i¢in molekiiler teknikler kullanilir. Bu amagla en
yaygin olarak kullanilan molekiiler yontemler konvensiyonel ve es zamanli PCR
(Polymerase Chain Reaction: PCR), dizi analizi, klonlama ve transformasyon

deneyleridir.

2.18.2. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler, antimikrobiyal direncin olusumundan sorumlu olan
genetik yapilari, mekanizmalar1 ve direng genlerinin ekpresyon oranlarini tanimlamak
amaciyla kullanilan yiiksek segicilige sahip yontemlerdir. Antimikrobiyal direncin
varligin1 hizli ve dogru olarak tanimlaya olanak saglar, En sik kullanilan molekiiler

yontemler PCR, dizi analizi ve molekiiler klonlamadir.
2.18.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Cahin Reaction: PCR)

PCR, spesifik DNA fragmanlariin eksponansiyel olarak ¢ogaltilmasini saglayan
siklus tekrarlar1 esasina gore gerceklesen bir reaksiyondur. PCR’da kullanilan primerler
belirli diziler i¢cin 6zel olarak sentezlendigi ig¢in hassas ve 6zgiin bir tekniktir (Aarts ve
ark., 2001). PCR, florokinolon direnci genetik etmenlerinin belirlenmesi i¢in de

kullanilabilir.
2.18.2.2. Dizi Analizi

Mutasyon ve direng geni varyantlari, amplifiye edilen DNA fragmanlarin
olusturan niikleik asitlerin dizilenmesi ve dizinin analiz edilmesiyle belirlenir. Niikleik

asit dizisi, ilgili DNA fragmanina ait niikleik asit homologlarinin bulundugu veri tabani
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ile karsilastirilarak analiz edilir. Karsilastirma igin yaygin kullanilan veri tabanlarindan
biri The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)’dur.

2.18.2.3. Klonlama ve Transformasyon

Molekiiler klonlama, rekombinant DNA fragmanlarinin tiirler arasi aktarimidan
sorumlu genlerin etkilerini hedef organizmada izlenmesi islemi olarak tanimlanir. PCR
ve dizi analizi ile varyasyonlar1 veya mutasyonlar1 tanimlanmis olan direng genlerinin ve
kullanilan vektoriin spesifik RE (Restriksiyon Endoniikeaz: RE) enzimleri ile kesilmesi
ve DNA ligaz enzimi aracilig ile ticari veya dogal vektore (plazmid) entegre edilmesi

islemidir.

Hazirlanan vektor termal sok veya elektrik akimiyla transforme edilir ve test
edilen genlere sahip olmayan kontrol suslarinda olusan duyarlilik degisimleri izlenir. Bu
yontem tanimli genlerin hedef mikroorganizmanin duyarliligi {izerindeki potansiyel

etkisini belirlemeye de yardimci olur.

RE enzimleri genetik materyalleri kesme karakteristiklerine gére 2 alt gruba
ayrilir. Birinci grupta EcoRV gibi genetik materyalleri dikey olarak olarak keserek
simetrik parcalar olusturan RE enzimleri yer alir (Sekil 12). Bu enzimler tarafindan
kesilmis olan DNA pargalar1 vektore ters baglanabilir. DNA transkripsiyon yonii her
zaman 3' — 5' yoniine dogru gergeklestigi igin ters baglanmis bir gen fonksiyonunu

kaybederek molekiiler klonlama ¢alismalarda hatali sonuglara neden olabilir.

'...GAT|IATC...3’
3’..CTA|ITAG...Y

Sekil 12: EcoRYV restriksiyon endoniikleaz enziminin DNA kesim semasi
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Ikinci grupta ise Hindlll gibi DNA’y1 diagonal olarak keserek asimetrik parcalar
olusturan RE enzimleri yer alir (Sekil 13). Asimetrik DNA pargalar1 yap1 ozellikleri
nedeniyle vektorlere ¢ok daha spesifik olarak baglanir ve bu nedenle molekiiler

calismalarda siklikla tercih edilirler.

'..AIAGCTT...3’
3.TTCGA|A...Y

Sekil 13: Hindlll restriksiyon endoniikleaz enziminin DNA kesim semasi

Klonlama i¢in dogal veya 6zel olarak olusturulmus ticari vektorler kullanilir.
Ticari vektorler yapilarina ve fonksiyonlarina gore konjugatif, non-konjugatif, ekspresif
ve non-ekspresif olarak siniflandirilir. Konjugatif vektorler dogal esey plazmidler baz
alinarak olusturulur ve konjugasyon yoluyla bakteriler arasinda aktarilabilir. Bakteriler
arasinda aktarilamayan vektorler ise non-konjugatif vekzor olarak adlandirilir. Ekspresif
vektorler yapilarinda bakteriler igin tasarlanmis 6zel replikasyon bolgeleri tagir. Normal
sartlarda test edilecek geni eksprese edemeyen bakteri suslar1 vektoriin yapisi sayesinde
ekspresif hale gelebilir. Non-ekspresif vektorierde ise bakteriye ozel replikasyon
bolgeleri bulunmaz. Boylece ilgili genin ekspresyonu aktarildigi bakterinin dogal
sartlarda 0 geni ekprese edebilme 6zelligine baglidir (Brosius, 1984; Kovach ve ark.,
1995; Minton, 1984; Takeshita ve ark., 1987; Vieira, 1982.)

Klonlama c¢alismalarinda siklikla tercih edilen ticari vektorlerden biri pUC19
vektoriidiir. Bu vektoriin yapisinda replikasyon baslatict bolge (origin of replication:
ori), segici isaretleyici (selective marker) ve klonlama bolgesi bulunur. pUC19 vektorii
yaklasik 2686 baz ¢iftinden olusur. Replikasyon baslatict bolge potansiyel hedef
mikroorganizmalarda replikasyonun baslamasi igin gerekli olan niikleotid dizilerini
icerir. Ticari plazmidler hedef bakteri sayilarina gore birden fazla fonksiyonel dizi iceren
replikasyon baslatict bolgeye sahip olabilirler. pUC19 vektoriinde segici isaretleyici
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bolgeyi ampR geni olusturur. Bu genin gorevi hedef bakteride ampisilin direnci
olusturarak bakteriye ampisilin igeren besi yerinde tireme kazandirmasidir. Bu sayede
pUC19 plazmidi aktarilan bir bakteri ampisilinli besi yerinde g¢ogalirken plazmidin
aktarilamadig1 bakteriler elimine edilmis olur. Direng 6zelligi klonlamanin ilk kontrol
basamagidir. Klonlama ve transformasyon basarili ise bakteri klonu hem test edilecek
olan genin hem de isaretleyici genin kodladigi direng O6zelliklerini tagir ve direngli
olunan antimikrobiyalin varliginda hiicresel faaliyet gosterir. Son fonksiyonel bolge ise
hedef gen veya genlerin yerlestirildigi klonlama bolgesidir. Klonlama bolgesi genellikle
bakteri hiicre oliimiinii kodlayan veya hedef hiicrede renk degisimine sebep olan bir
gendir. Test edilecek gen klonlama bolgesindeki fonksiyonel gen igerisine yerlestirilir.
Bu islem sonrasinda klonlama bolgesinde yer alan fonksiyonel genin biitiinligi
bozuldugu i¢in fonksiyonunu kaybeder. Test edilecek genin basarili bir sekilde klonlama
bolgesine yerlestirilmesi halinde hiicre 6liimii tetiklenmez veya hiicre renk degistirmez.
Klonlamanin basarisiz olmasi halinde ise hiicre 6liimi gergeklesir veya spesifik renk
olusumu gozlenir. Kisaca molekiiler klonlamanin ikinci kontrol basamag:i klonlama
bolgesinde yer alan genin fonksiyonu baz alinarak gergeklestirilir. pUC19 plazmid
vektoriiniin igerisinde yer alan klonlama bolgesi galaktozu parcalayan B-galaktosidaz
enzimini kodlayan lacZ genidir. Plasmid tarafindan B-galaktosidaz iiretilip galaktoz
hidroliz edildiginde hiicrelerin rengi kromatografik 6zelliklerinden dolayr maviye doner.
Test edilecek gen lacZ geni igerisine yerlestirildiginde enzim iiretilemez ve renk
degisimi gerceklesmez. Boylece mavi renk olusturmayan koloniler klonlamanin basarili
olarak gergeklestigi bakteriler tarafindan olustururlar. pUC19 vektoriiniin yapist sekil
14’te gosterilmistir. Molekiiler klonlama islemi sonunda yeniden izole edilen bakteriler
de test edilen genin PCR amplifikasyonu ile tespit edilmesi ise klonlama isleminin
ticlincii ve son kontrol basamagini olusturur (Brosius, 1984; Kovach ve ark., 1995;
Minton, 1984; Takeshita ve ark., 1987 Vieira, 1982).
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Segici Isaretleyici (marker)
(ampR)

Replikasyon Baslatic1 Bolge
(Origin of Replication :ORI)

Klonlama Bolgesi
(lacZ)

EcoRI, Sacl, Kpnl,
Xmal, Smal,
BamHI, Xbal, Sall,
Sbfl, Pstl, HindIIl

Sekil 14: pUC 19 ticari vektoriiniin molekiiler yapisi

Antimikrobiyal direncin yayginlagsmasi ve direngli patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlara kars1 etkili tedavi araglarinin kisitli olmasi insan ve hayvan sagligi igin
o6nemli bir sorundur. Direng, hizli/dogru bir tanimlama ve antimikrobiyallerin optimize
edilmis dozlariyla onlenebilir. Ancak doz optimizasyonu direngli patojenlerin
inhibisyonunu her zaman saglamayabilir. Bu durumda yeni molekiillerin gelistirilmesi
ihtiyact dogar. Optimize doz veya kombinasyonlarin basarisi direng fenotipi ve
molekiiler mekanizmasinin  karakterizasyonuna  baglidir.  Direng  fenotipinin
karakterizasyonu icin standart yontemler bulunmasina ragmen, direncin kompleks

mekanizmalar1 nedeniyle molekiiler karakterizasyon yontemleri degiskendir.
2.19. Farmakokinetik/Farmakodinamik (FK/FD) Arastirmalar

FK/FD arastirmalar antimikrobiyal ajanlarin patojenler iizerindeki etkilerini
konsantrasyon ve zamana bagl olarak in vitro ve in vivo olarak inceler. In vitro
caligmalarda, antimikrobiyalin etkileri mikroorganizmanin metabolizmasindan bagimsiz

olarak incelenir. In vivo galismalarda ise antimikrobiyal, patojen ve konakg1 arasindaki
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karmagik etkilesimle ilgili veri toplanabilir (Vaddady 2010). FK/FD parametreler,
antimikrobiyal kemoterapi i¢in en uygun ilag se¢ciminin yapilmasi, en etkin doz rejiminin
ve tedavi siiresinin belirlenmesi, mevcut tedavi protokollerinin degerlendirilmesi ve
revizyonu, antimikrobiyal direncin azaltilmasi ve yeni kombinasyonlarin gelistirilmesi
amaciyla kullanilir. FK/FD veriler, minimum miktarda ila¢ kullanarak patojen ajanin
direngli alt-populasyon olusturmasina izin vermeden ortamdan uzaklastirmasini ve
boylece kommensal bakterileri antimikrobiyal ilacin etkisine daha az maruz birakip
diren¢ olusumunu 6nlenmesini saglar (McKellar ve ark., 2004; Petersen ve ark., 2006).
Ayrica fazla ilag kullanilmasina bagli olusan istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasi 6nlenir

(Marcusson, 2005).

Bir antimikrobiyal ajanin FK/FD profili, belirli dozlarinin zamana bagli olarak
bakteri gelisimi tizerindeki etkisi degerlendirilerek belirlenir. Direng mekanizmasi
bakterisidal aktiviteyi belirleyen 6nemli bir faktordiir (Cengiz ve ark., 2013). Esas
olarak FK/FD veriler, bilesiklerin farmakolojik etkinliginin gosterilmesi i¢in kullanilir.
FK/FD arastirmalar (1) MIK, (2) MBK, (3) post antibiyotik etki (PAE), (4), post
antibiyotik sub-MIK etki (PA-SME), (5) MOK, (6) MSP, (7) MF, (8) uygulama
sonrasinda ulagilan maksimum ilag konsantrasyonu (Cmax), (9) ilag konsantrasyonunun
MIK ‘un iizerinde kaldig siire (T>MIK), (10) ila¢ konsantrasyonunun MOK ‘un iizerinde
kaldign siire (T>MOK), (11) mutant 6nleme indeksi (MOK/MIK=MOI), ilag
konsantrasyonunun MSP araliginda kaldigi siire (TMSP), (12) zaman-konsantrasyon
egrisi altinda kalan alan (EAA), (13) zaman-konsantrasyon egrisi altinda kalan alanin
MIK’a oram1 (EAA/MIK), (14) zaman-konsantrasyon egrisi altinda kalan alanin MOK’a
orant1 (EAA/MOK), (15) ulasilan maksimum ila¢ konsantrasyonunun MOK’a orani
(Cmax’MOK) ve (16) zamana bagli doz-yanit deneylerini kapsar (Drilica ve Xilin.,2007;
Drilica, 2003; EMA/CVMP/261180/2012; Mouton ve ark., 2002, Mouton ve ark 2005).

2.19.1. MiK Bazh FK/FD Arastirmalar

Antimikrobiyal kemoterapinin ilkelerinden biri optimal etki i¢in enfeksiyon

bolgesinde MiK’a bagli konsantrasyonun saglanmasidir. Ornegin penisilin  ve
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sefalosporinler zamana bagli bakterisidal etki gosterir ve FK/FD karakteristik MiK’a
bagl olarak yorumlanir (Blondeau, 2009). MiK ve MBK, ilaglarin bakteriler iizerindeki
etkinliginin degerlendirilmesi i¢in kullanilan temel parametrelerdendir. MIK, bakteri
gelisimini durduran en disiik ila¢ konsantrasyonudur. Genel olarak antimikrobiyal
ajanlarin etkili olabilmeleri i¢in enfeksiyon bdlgesindeki konsantrasyonlarinin tedavi
siiresince MIK ’un iizerinde olmas1 gerekir (Craig, 2007). Bakterilerin % 99’unu 6ldiiren
ilag konsantrasyonu MBK olarak tanimlanir. PAE, antimikrobiyalin uygulanmasindan
kisa bir siire sonra mikroorganizma flizerinde olusan kalici inhibitér etkiyi veya
mikroorganizma tizerindeki etkisinin sona ermesi i¢in gegen siireyi tanimlar (Mouton ve
ark., 2005). Ancak inhibitor veya tizerindeki ila¢ konsantrasyonu ile baslayan tedavi in
vivo kosullarda ilacin metabolize edilmesine bagli olarak sub-inhibitér konsantrasyona
diiser. Bu kapsamda PAE’nin yani sira PA-SME siiresinin dikkate alinmasi klinik agidan
onemlidir (Odenholt ve ark., 2000). PAE ve PA-SME, in vitro olarak ilacin
uzaklagtirllmasindan sonra bakteriyel biliylime kinetiginin izlenmesiyle hesaplanir ve
antimikrobiyalin doz araligmin belirlenmesine olanak saglar. Ornegin, yiiksek diizeyde
bakteriyel inhibisyon saglayan ve PAE ile PA-SME siiresi uzun olan bilesikler i¢in doz
aralig1 daha genistir (Lorian, 1996; Craig, 1998; Coulet ve ark., 2002).

Ancak MIK ve MBK ile elde edilen sonuglar ilacin bakteriyel aktivitesinin statik
bir gdstergesidir ve zaman veya konsantrasyona bagli olarak ilacin etkinliginde meydana
gelen degisikliklerin degerlendirilmesi miimkiin degildir (Craig 1998, Dalhoff ce ark.,
2003). Bu nedenle, MiK ve MBK testine ilave olarak diren¢ mekanizmasina dayali FD
modeller antimikrobiyal ajanlarin direncli bakteriler iizerindeki etkisini gozlemek igin
kullanilabilir (Cengiz ve ark., 2013a). Kronik bakteriyel enfeksiyonlarda
mikroorganizma yogunlugu 10°, akut enfeksiyonlarda ise 10'°-10* cfu/ml diizeyindedir.
Bu durumda MIK esasli elde edilen veriler antimikrobiyalin bakteri populasyonu
tizerindeki etkisinin anlasilabilmesi i¢in yetersiz kalir. Bakteri yogunlugu yiiksek olan
bir enfeksiyonda, antimikrobiyale daha az duyarli mutant sub-popiilasyon bulunabilir.
Sadece duyarli patojenlerin inhibisyonu ve eliminasyonu ilkelerine dayanan

konvensiyonel antimikrobiyal kemoterapi uygulamalar1 duyarli patojenleri baskilarken
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mutant patojenler ¢ogalmaya devam edebilir (Drlica 2003, Drlica ve Xilin, 2007;
Marcusson 2005,). Bu nedenle klinik prognoz kétiilesebilir (Marcusson 2005). Bunu
onlemek ve etkin bakteriyel eliminasyonu saglamak i¢in florokinolon ve aminoglikozit
gibi konsantrasyona bagli bakterisit etki gosteren ve mutasyona bagl direng gelisen
antimikrobiyaller i¢in MOK, MSA ve MF verisinin degerlendirilmesi énemlidir (Smith,
2003).

2.19.2. MOK Bazh FK/FD Arastirmalar

Antimikrobiyal direncin Onlenmesi icin ¢6ziime yonelik yaklasimlardan biri
MOK esasli FK/FD arastirmalardir. Bu kapsamda mevcut bilesiklerin terapdtik
etkinliklerinin artirilmasi i¢in yeni doz-etkinlik deneylerinin yapilmasi ve FK/FD
verilerinin elde edilmesi direngle miicadelede 6nemli ve gereklidir (Pankey ve Ashcraft,
2005; Nielsen ve Friberg, 2013). MOK bazli FK/FD arastirmalar konvansiyonel doz

optimizasyon aragtirmalarindan daha dogru veriler sunar (Smith 2003).

MOK ve MSP’nin belirlenmesi, 6zellikle florokinolon ve aminoglikozid gibi
konsantrasyona bagli bakterisit etki gdsteren antimikrobiyal ajanlar i¢in oldukca
onemlidir. MOK ve MSP calismalar1 direngli suslarin yayginlasmasimni énlemek icin
gelistirilen FK/FD yaklasimlardir. MOK, uygulandigi bakteri popiilasyonunda birinci
jenerasyon mutantlarin olusumuna izin vermeden bakterilerin eliminasyonunu saglayan
ilag konsantrasyonudur ve MIK’un katlar1 halinde uygulanan antimikrobiyalin yogun
bakteri popiilasyonu {izerinde meydana getirdigi morfolojik ve sayisal degisikliklerin
degerlendirilmesi temeline dayanir (Marcusson Ve ark., 2005, Blandeau, 2009). MIK ile
MOK arasinda kalan aralik MSP ile ifade edilir. MSP konsantrasyonlari mutant
bakterilerin gelismesi igin risk olusturur (Baquero ve ark., 1997). Bu risk MF’nin
belirlenmesi ile ortaya konabilir. MF, antimikrobiyal bilesigin MSP iginde kalan ilag
konsantrasyonlarinda kullanilmas1 durumunda bakteri popiilasyonunda mutant
olusturma sikligi olarak ifade edilir. Florokinolon ve aminoglikozitler igin, tedavi
siiresince uygulanan ila¢ konsantrasyonunun MOK ’nin iizerinde oldugu siirenin (T >

MOK) artirilmast ve ilactn MSP’de kalma siiresinin azaltilmasi gerekir. Etkin doz
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belirlenirken T >MIK yerine, T > MOK ’nin kullanilmasi ile mutant olusumu dnlenebilir

(Xu ve ark., 2013).

Antimikrobiyal diren¢ gelisiminin etkili bir sekilde onlenebilmesi i¢in direncin
olusumundan sorumlu olan genetik etmenlerin, antimikrobiyal diren¢ Ttzerindeki
potansiyel etkilerinin iyi bilinmesi gereklidir (Dawis ve ark., 2003). Konsantrasyona
bagl bakterisit etkili florokinolonlar gnr genlerinin varliginda ayni anda hem doza hem
de zamana bagl etki gosterebilir. Diren¢ etmenine bagli bu degisiklik enfeksiyonun
tedavi basarisini etkileyebilir ve direngli sub-popiilasyonlarin ortaya ¢ikmasia neden
olabilir (Briales ve ark., 2014). Florokinolonlar genis terapotik indeks ve diisiik
MOK/MIK oranina sahiptir (Blondeau 2001).

Avrupa llag Ajansi (European Medicine Agency: EMA) ve Amerikan Gida ve
Ilag Dairesi (US Food and Drug Administration: FDA) her yeni bilesik icin FK/FD

degerlendirme yapilmasini 6nermektedir (Gloede ve ark., 2010).

FK/FD arastirma ile elde edilen veri antimikrobiyal ajanlarin spesifik bir patojen
tizerinde olusturdugu etki 6zelliklerinin daha iyi anlasilabilmesini saglar. Dolayisiyla
basarili bir antimikrobiyal terapi olusturabilmek i¢in gerekli olan optimum
antimikrobiyal, siire ve doz se¢iminin yapilabilmesini kolaylastirir. Ayrica enfeksiyona
neden olan patojenin hizli ve direngli sub-populasyon olusturmasina izin vermeden
elimine edilmesi i¢in gerekli olan doz miktar1 ve siire belirlenmis olur. FK/FD
aragtirmadan elde edilen verinin klinik pratige uyarlanabilmesi i¢in zamana bagh doz-

yanit deneylerine dayali deney modelleri gelistirilmistir.
2.19.3. In vivo Modeller

In vivo FK/FD model ile laboratuar hayvanlarinda olusturulan deneysel
enfeksiyonlarda antimikrobiyallerin etkileri konsantrasyon ve zaman ile konakgi
metabolizmasina bagli olarak incelenir. In vivo modellerde antimikrobiyal ajanlarin

FK’1 (emilim, dagilim, biyotransformasyon ve atilim) ve bagisiklik sisteminin

61



enfeksiyon tizerindeki etkisi gibi konakg¢iya bagli faktorler de degerlendirilir. Bu sayede
antimikrobiyal, patojen ve konakg1 arasindaki karmagik iligkiyle ilgili veri elde edilir
(Vaddady ve ark., 2013). In vivo deneylerden elde edilen verilerin diger hayvan tiirlerine
ve insanlara uyarlanabilirligi degerlendirilir. Ancak antimikrobiyal ajanin patojen
tizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in daha spesifik olan in vitro modeller kullanilir

(White ve ark., 2011).
2.19.4. In vitro Modeler

In vitro modeller antimikrobiyal ve patojen iliskisinin daha detayli olarak
incelenmesini saglar. Bu sayede optimal doz rejiminin belirlenmesi ve yeni
antimikrobiyallerin  gelistirilmesiyle ilgili arastirmalar daha kontrollii ortamda
yiriitiilebilir. In vitro modelerle elde edilen veri pahali klinik deneyler yapmadan in vivo
sonuglar1 tahmin etmeyi kolaylastirir (Vaddady ve ark., 2010). Dinamik ve statik olmak

tizere iki in vitro FD model mevcuttur.

2.19.4.1. Dinamik In vitro Modeler

Dinamik in vitro modeller doku dagilimi, proteinlere baglanma ve eliminasyon
gibi konak¢ida meydana gelen olaylarin haraketli sistem ve filtrelerle taklit edilerek
degisen antimikrobiyal konsantrasyonlarinin patojen iizerindeki etkilerini incelemek
amaciyla kullanilir. Bakteriler degisen antimikrobiyal konsantrasyonlarindan farkl
etkilenir. Dinamik modellerde antimikrobiyalin konsantrasyonuyla bakteri davranisi ve
etkilenme sekli arasindaki iligki incelenir. Antimikrobiyal etkinlik, zaman ve
konsantrasyonun fonksiyonu olarak tanimlanir. Elde edilen sonuglar in vivo modelere
uyarlanir. Daha pahali ve is gilicii gerektiren klinik aragtirmalar i¢in 6n veri olarak

degerlendilir (Gloede, 2009; Vaddady ve ark., 2010 ).
2.19.4.2. Statik in vitro Modeler

Statik in vitro modeler diisiik maliyeti, kolay uygulanabilmesi ve hizli veri

saglamasi nedeniyle FK/FD arastirmalarin temelini olusturur (Gloede, 2009). Statik
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model antimikrobiyal direncin belirlenmesi, izlenmesi ve Onlenmesini kolaylastiran
FK/FD parametrelerden olan MIK, MBK ve MOK verisinin elde edilmesi i¢in kullanilan
en kolay yaklasimdir. Antimikrobiyallerin sabit konsantrasyon ve g¢evre kosullarinda
patojen tizerindeki 6zgiin etkileri detayli olarak incelenebilir (Mueller, 2013; Vaddady
ve ark., 2010). Statik in vitro modelde dinamik modelde oldugu gibi filtrasyon sistemi
bulunmadigindan filtrasyon nedeniyle olusan bakteri kaybi gerg¢eklesmez ve
antimikrobiyal etkinlik daha dogru bir sekilde incelenebilir. Statik modelle
antimikrobiyal konsantrasyon ve zaman iliskisi incelenir. Bu sayede etkin bir
antimikrobiyal kemoterapi i¢in gerekli olan optimal bilesik se¢imi, doz ve tedavi siiresi
belirlenir. Statik in vitro modellerden elde edilen veriler intravendz infiizyon tedavileri
icin degistirilmeden uyarlanabilir. Yeni antimikrobiyal gelistirilme siirecinde verilerin
hizli toplanmasi ve bunun diisiik maliyetle saglanmast amaglanir. Statik in vitro model
bunu da miimkiin hale getirir. Ayrica deney hayvanlari ve insanlarin istenmeyen etkilere

maruz kalmasi dnlenir (Gloede ve ark., 2009).

Florokinolonlar iizerinde yapilan FK/FD arastirmalar zaman ve konsantrasyon
egrisi altinda kalan alanin MOK’a oranmin (EAA/MOK) direng gelisimi engelleme
potansiyeli ag¢isindan onemli oldugunu gostermektedir (Olofson, 2006; Homma, 2007).
Ayrica MOK verilerinin diger FK/FD parametreler ile entegrasyonu sayesinde
olusturulan tedavi protokollerinin direngli sub-popiilasyon olusumunu O6nleme
bakimindan konvensiyonel protokollere gore daha etkili oldugu bilinmektedir
(Blondeau, 2001; Blondeau, 2009). MOK/MIK oranlari, antimikrobiyal ajanlari
potenslerine gore smiflandirmak ig¢in kullanilan 6zellikler arasindadir. Fakat genetik
altyapinin 6zellikle de PMQR genlerinin ve QRDR mutasyonlarinin MOK, MF ve MSP
degerleri iizerindeki etkileri ile ilgili veriler yetersizdir. Florokinolonlarin klinik
etkinliklerinin korunabilmesi ve daha etkili molekiillerin gelistirilebilmesi i¢in genetik
etmenlerin bu parametreler izerindeki etkilerinin detayli olarak incelenmesi

gerekmektedir (Blondeau, 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmalarinda Kullanilan izolat ve Suslar

Tez projesi kapsaminda enrofloksasin duyarliliginin ve aac-(6°)-lIb-cr ve gnrS1
genlerinin prevelansinin  belirlenmesi ¢alismalarinda 1100478 numarali COST
projesinin koleksiyonunda yer alan 311 adet hayvansal kokenli E. coli izolat1 kullanildi.
Izolatlar Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Saghgn Arastirma ve
Uygulama Merkezi Hastanesi, Hayvansal Uretim Arastirma Uygulama Merkezi ile
Mikrobiyoloji Anabilim Dalina gelen sigir, keci, koyun kopek ve kedi orneklerinden
elde edildi. Florokinolon direng genetik etmenlerinin (QRDR mutasyonlarinin ve
PMQR genlerinin) enrofloksasinin baskilayic1 6zellikleri tizerindeki etkilerini detayli
olarak inceleyebilmek icin tez projesi kapsaminda MOK, MF, MSP ve zaman-yanit
deneyleri uygulandi. Bu deneylerde kontrol susu olarak antimikrobiyal duyarlilik
calismalarinda siklikla kullanilan E. coli ATCC 25922 ve E. coli AG 100 suslari
kullanild1. aac-(6°)-1b-cr ve gnrS1 genlerinin tek baslarina ve birlikte bulunmalarinin
etkilerinin belirlenmesi amaciyla E. coli ATCC 25922’ye aac-(6°)-Ib-cr geninin
molekiiler yontemler ile aktarilmasi sonucu olusturulan MtX, E. coli ATCC 25922’ye
gnrS1 geninin aktarilmasi ile olusturulan MtS ve E. coli ATCC 25922’ye aac-(6°)-1b-cr
ve gnrSlgenlerinin aktarilmasi ile olusturulan MtSX klon suslari olusturuldu. MOK,
MF, MSP ve zaman-yanit deneyleri icin QRDR mutasyonlart ve PMQR genleriden en az
bir tanesini i¢eren suslar secildi. E. coli E248 gnrS1 genine, E. coli E101 gnrAl ve aac
(6°)-1b-cr, E. coli E103 gnrS1 ve aac (6°)-1b-cr PMQR genlerine sahipti. E. coli E247
gnrS1 ile ogxB, gyrA Ser83—Leu ve parC Ser80—Ile QRDR mutasyonlarina, E. coli
E308 ise gyrA Asp87—Asn, parC Ser80—lIle ve parE serd58—Ala QRDR

mutasyonlaria ve gnrS1 PMQR genine sahipti.
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3.2. Tez Projesinde Kullanilan Geregcler

Deneyler Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dali Molekiiler Farmakoloji Laboratuarinda (MFL) yapildi. Deneyler

kapsaminda kullanilan ekipman, sistem ve sarf malzemeler tablo 1 ve 2’de verilmistir.

Tablo 1: Tez projesinde kullanilan ekipman-sistem listesi

Adi/modeli

Projede kullamim amaci

TECHNE TC-3000 Thermal Cycler

UVITEC CAMBRIDGE Jel Goériintiileme Sistemi
CLEAVER MULTISUB CHOICE Elektroforez
WWR 300V Gii¢ Kaynag1

WWR GALAXY 16HD Mikro Santrifiij
LABNETACCUBLOCK Kuru Blok Isitict
NUVE ES120 Sogutmali inkiibator

NUVE EN055 Inkiibator

BIOSAN 0OS-10 Orbital Karistirict

CLEAVER CSL omniSPIN Mini Santrifijj
VELP CLASSIC Multi Vorteks

SARTORIUS BA210S Hassas Terazi
THERMO FINPIPETTE F1 Pipet Seti
THERMO FINPIPETTE C1 Otomatik Pipetleyici
NUVE MN120 Laminar Hava Kabini

VESTEL BC130 Sogutucu

BOSH Derin Dondurucu

VESTEL MV17 Mikrodalga Firin

ELGA PURELAB FLEX Ultra Saf Su Cihazi
BAECO TS-100 Termal Karistirict

BIOSAN DEN-1B Dansitometre

PCR Amplifikasyonu
Goriintiileme

Goriintiileme

Goriintiileme

DNA ve Plazmid Izolasyonu
DNA ve Plazmid izolasyonu
Ornek Inkiibasyonu

Kiiltiir Inkiibasyonu

Bakteri izolasyonu

PCR Uriin Boyama

DNA ve Plazmid izolasyonu
Antibakteriyal Tartim1

PCR Reaktif Karisim1 Hazirlama
Sivi Kiiltiirlerin Pipetlenmesi
Izolasyon ve Identifikasyon
Ornek ve Reaktiflerin Saklanmasi
Ornek ve Reaktiflerin Saklanmast
Agaroz Jel Hazirlama

S1vi Besi Yeri Hazirlama

DNA izolasyonu

Bakteri kiiltiirii standardizasyonu

Tablo 2: Tez projesinde kullanilan sarf malzeme listesi

Adi/modeli

Projede kullamim amaci

Luria-Bertani Broth
Mueller-Hinton Broth
Plate Count Agar
Luria-Bertani Agar
Metanol
Enrofloksasin
Ministart, Sartorius Stendim Biotech 0,20 um
Steril Mikroplaka
Taq DNA polymerase
40 uM dNTP mix
pUC19 Plasmid
Hindlll RE

E. coli ATCC 25022
E. coli AG100

Clone Jet cloning kit
Transform aid kit
Ethidium Bromide
100 bp DNA ladder
6X loading dye
Agarose

Molecular water
Ampisilin

Krayojenik vial
Santrifliz tipleri
Steril Petri

Serolojik pipet
50XTAE

Kiiltiir inkiibasyonu
Kiiltiir Inkiibasyonu
Kiiltiir inkiibasyonu
Kiiltiir inkiibasyonu
Antimikrobiyal ¢oziicii
Doz-yanit deneyleri
Sivi sterilizasyonu
MIK belirleme

PCR

PCR

Klonlama

KLonlama

Kontrol susu

Kontrol susu
Klonlama
Transformasyon
Agaroz Jel Hazirlama
Jel elektroforez

Jel elektroforez
Agaroz Jel Hazirlama
PCR

Klonlama

Bakteri saklama
Bakteri yogunlastirma
Bakteri ekimi
Soliiyon hazirlama
Jel elektroforez




3.3. Duyarhlik Testi

MIK, CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute: CLSI) broth-

mikrodilisyon yontemi kullanilarak belirlendi.

Broth-mikrodiliisyon testi, CLSI M7-A7 tarafindan tanimlanan mikrodiliisyon
yontemine gore Mueller-Hinton sivi besi yerinde uygulandi. Bu yontemde, toz haldeki
antimikrobiyal, stok ¢6zelti hazirlamak igin her test 6ncesi taze olarak % 20/80 oraninda
metanol/PBS’de ¢6zdiiriildi. Stok ¢ozelti 0,20 pum capindaki filtreden (Sartorius
Stendim Biotech) gegirilerek sterilize edildi. Ana stok ¢ozeltiden sirastyla 0,016; 0,032;
0,064; 0,128; 0,256; 0,512; 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 ve 512 ul/ml seri diliisyon
hazirland1 (Sekil 15). Steril mikroplakaya (Corning) son konsantrasyonlar 0,008; 0,016;
0,032; 0,064; 0,128; 0,256; 0,512; 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 pl/ml olacak sekilde
50 pl antimikrobiyal ¢ozeltisi ve 50 pl bakteri kiiltiirii konulurak 37 °C’de 16-20 saat
inkiibe edildi (Sekil 16). Inkiibasyonun ardindan 595 nm dalga boyunda optik dansite

dlgiilerek iiremenin olmadig deger MIK olarak belirlendi.

Stok
Soliisyonu
1000 pg/ml

512
png/ml

256 128 64 32 16 8 4 2 1 0512 | | 0.256 | | 0,128 | | 0.064 | | 0,032 | | 0,016
pg/ml | | pg/ml || pg/ml | | pg/ml || pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml

N

j

(G—
(C—
(—
C

A VA YA VA VA VA A VA VA

Sekil:15 Broth-mikrodiliisyon testlerinde kullanilan seri diliisyon
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E. coli
ATCC 25922

1 2
256
ng/ml

S

Mi

&

MiSX

(59)
£ )o

ng/ml
0,512 128 0,512
pg/ml ng/ml ng/ml pg/ml
0,256 64
ng/ml pg/ml
32 0,128 32 0,128
ng/ml ng/ml pg/ml png/ml

0,064
pg/ml

0,064
ng/ml

0,064

pg/ml

4 0,016
pg/ml pg/ml
H 0,008
png/ml

Sekil:16 Broth-mikrodiliisyon testlerinde kullanilan antimikrobiyal konsantrasyonlar1 ve
bakteri yerlesim planu.
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ng/ml

0,032
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4
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0,008
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3.4. DNA izolasyonu

Bakteri kiiltiirlerinden DNA izolasyonu igin Genomic DNA Purification®
(Fermentas, K0722) ticari Kiti kullanildi. DNA izolasyonu i¢in segilen bakteriler MHB
besi yerinde 16-20 saat 37 °C de inkiibe edildi. 2 ml bakteri kiiltiiri eppendorf tiiplere
alindi, 10 dakika 5000 g/8000 rpm santrifiij uyguland: ve siipernatant uzaklagtirildi.
Elde edilen bakteri peleti 180 ul Digestion buffer’da siispanse edildi, iizerine 20 pl
proteinase K solusyonu eklendi ve 56 °C’de 30 dakika thermoshaker’da inkiibe edildi.
Daha sonra 20 pl RNase A solusyonu eklenerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi ve 200 pl Lysis Solution eklenerek 15 saniye vorteks uygulandi. Uzerine 400 pl %
50 etanol eklenerek pipetaj uygulandi. Olusan karistm GenelJet Genomik DNA
Purification kolonuna alinarak 500 pul Wash Solution I eklendi ve 1 dakika 6000 g/9000
rom’de santrifiij uygulandi. Kolonun alt boliimiinde biriken kisim uzaklastirildi.
Ardindan 500 pl Wash Solution II eklendi ve 3 dakika 8000 g/12000 rpm’de santrifiij
uyguland1 ve kolonun alt boliimiinde biriken kisim uzaklastirildi. Son asamada 200 pl

Elution buffer eklenerek 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve 3 dakika 8000
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0/12000 rpm’de santrifiij uygulanarak saflastiismis DNA elde edildi. izole edilen
DNA’lar nano drop molekiiler spektrofotometrik sistemde Olgiilerek yogunluklart
belirlendi ve 50ng/ml konsantrasyonun altindaki DNA lar yeniden izole edildi. Uygun
yogunlukta (50 ng/ml ve iistii) bulunan DNA o6rnekleri ise kodlanarak hemen kullanildi
veya -25 °C’de kullanilincaya kadar saklandi. DNA izolasyon methodunun basamaklari

selil 17’ de verilmistir.

68



» MHB besi yerinde 37 °C de 16-20 saat inkiibe edildi.
» 2 ml bakteri kiiltiirii ependorf tiiplere alind1

12000 rpm de 1 dakika santrifiij uyguland:
siipernatant uzaklastirildi.

Y Vv

180 pl Digestion solution eklendi ve, karistirildi.

20 pl proteinaz K eklendi, 56 °C de 30 dakika inkiibe edildi.

20 ul RNase A solusyonu eklendi, 25 °C de 10 dakika inkiibe edildi.
200 pl Lysis Solution eklendi, 15 saniye vorteks uygulandi.

400 pl %50 etanol eklenerek pipeta) uygulandi.

YVVYVYY

Karigimi GeneJet Genomik DNA saflastirma kolonuna transfer edildi.
500 pl Wash Solution | eklendi

1 dakika 6000g/9000 rpm santrifiij uygulandi.

Kolonun alt béliimiinde biriken kisum uzaklastirildi.

Y VVY

¥» 1 dakika 6000g/9000 rpm santrifiij uygulandi.
» Kolonun alt boliimiinde biriken kisim uzaklastirildi.

500 pl Wash Solution II eklendi

3 dakika 8000g/12000 rpm santrifiij uygulandi
kolonun alt bélimiinde biriken kisim uzaklastirildi.
200 pl Elution buffer eklenerek

2 dakika oda sicakliginda inkibe edildi

YV VVYY

» 3 dakika 8000g/12000 rpm santrifiij uygulandi

» saflastingmis DNA elde edildi.
> 1Izole edilen DNA ependorf tiiplere alind1
» -25°C de sakland1.

Sekil:17 DNA izolasyonunda kullanilan ticari kit (Fermentas, KO722) prosediirii
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3.5. PCR-Amplifikasyonu ve Goériintiileme
3.5.1. gnrS Geninin PCR-Amplifikasyonu

gnrS geni, Wang ve arkadaslar1 (2009) tarafindan tanimlanan yonteme gore
amplifiye edildi. PCR karisim1 (toplam 25 ul ) 2,5 ul reaksiyon buffer (Fermentas), 0,2
uM oligoniikleotidler (Aplha DNA-HPLC Grade) (tablo 3), 40 uM dNTP miks
(Fermentas), 3 uM MgCl, (Fermentas), 1,5 U Taq polimeraz (Fermentas) ve 1 ul DNA
kullanilarak hazirlandi.  gnrS geninin PCR amplifikasyon programi tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 3. gnrS ve aac (6)-Ib-cr genleri igin kullanilan oligoniikleotidler

Bolge Oligoniikleotid bp Kaynak
GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG

gnrS 716 Wang ve ark., 2009
CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA

aac (6°)-1b-cr 482 Yue ve ark., 2008
CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

Tablo 4: aac (6°)-1b-cr ve qnrS1 genleri i¢in kullanilan PCR-amplifikasyon programlari

aac (6°)-1b-cr gnrS
Asama Sicakhk Siire Sicakhik Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 5 dk 96 °C 1dk
Denatiirasyon 94 °C 45 sn 96 °C 1dk
Baglanma 59°C 45sn 34 siklus 60 °C 1dk 30 siklus
Uzama 72°C 45 sn 72°C 1dk
Son uzama 72°C 5dk 72°C 5dk

3.5.2. aac (6°)-1b Geninin PCR-Amplifikasyonu

aac (6°)-Ib geni, Park ve arkadaglar1 (2006) tarafindan tanimlanan yonteme gore
amplifiye edildi. PCR karistmi (25 pl toplam hacim) 2,5 ul reaksiyon buffer
(Fermentas), 0,2 uM oligoniikleotidler (Aplha DNA-HPLC Grade), 40 uM dNTP miks
(Fermentas), 3 uM MgCl, (Fermentas), 1,5 U Taq polimeraz (Fermentas) ve 1 ul DNA

olarak hazirlandi. gnrS geninin PCR amplifikasyon programi tablo 4’de gosterilmistir.
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PCR amlifikasyonu ile elde edilen amplikonlarin dizilenmesi yaptirildi

(Macrogen Inc. Kore) ve ilgili genlerin dizileri BLAST ile analiz edildi.
3.6. Jel Elektroforez ve Goriintiileme
3.6.1. Agaroz Jel Hazirlama (%1)

PCR’la elde edilen amplikonlarin goriintiilenebilmesi i¢in % 1°lik agaroz jel
hazirlandi. Amplikon sayisina bagli olarak kiigiik (55 ml), orta (75 ml) veya biiyiik boy
agaroz tepsileri kullanildi. Toz haldeki agaroz (Marka) hassas terazide (SARTORIUS
BA210S) tartild1 ve 1xXTAE’de (Tris Asetat EDTA) ¢ozdiiriildii. Homojen ¢6ziinme i¢in
mikrodalga (VESTEL MV17) firin kullanilarak yiiksek 1sida 3 dakika 1sitma/kaynakma
islemi uygulandi. Homejenize agaroz ¢ozeltisine % 0,01°lik etidyum bromid (Vivantis
Biochemical) eklendi ve 10 sn karistirildi. Son olarak ¢ozelti agaroz tepsisine bosaltildi
ve katilagsmasi i¢in oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Daha sonra agaroz jel

elektroforez kiivetine yerlestirildi.

Amplikonun 5 ul’sine 2 ul yiikleme boyasi (Bio-Rad) eklendi ve pipetajla
karistirildiktan sonra jelde olusturulan kuyucuklara konuldu. Amplikon biiytikliigiini
belirlemek amaciyla 100 bp’lik DNA marker (Fermentas) kullanildi. Elektorforez 120
volt ve 30 dakika olarak uygulandi.

3.6.2. Goriintiileme

PCR’la elde edilen amplikonlarin biiyiikligii jel goriintiileme sistemi (UVITECH
Cambrige) ile FireReader Version 15 ve UV filtre kullanilarak kontrol edildi. Elde dilen
goriintii UVIsoft-UVIBand yazilimi ile degerlendirildi.

3.7. Klonlama ve Transformasyon

Tez projesinde aac (6)-1b-cr ve gnrS1 genleri enrofloksasin direnci tizerindeki
etkilerini tanimlamak amaciyla klonlanarak kontrol susu olan E. coli ATCC 25922’ye

transformasyon yontemi ile yerlestirildi. Klonlama ve transformasyon g¢aligmalarinda
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sirasiyla aac (6)-1b-cr ve qnrS1 genlerinin PCR reaksiyonu ile klonlanmasi, amplikon ve
vektor olarak kullanilan pUC19 plazmidinin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi,
aac (6)-1b-cr ve gnrS1 genlerinin ligasyon ile vektore yerlestirilmesi ve transformasyon

islemi ile hedef hiicreye aktarilmasi ¢alismalar1 gergeklestirildi.
3.7.1. aac (6°)-1b-cr Geninin Klonlanmasi

aac (6)-1b-cr geninin klonlama islemi i¢in Ruiz ve arkadaslarinin (2009)
tanimladigi yontem kullanildi. Klonlama isleminde pUC19 plazmidi vektor olarak

kullanild1 ve klonlama iki agsamada gerceklestirildi.

Birinci asamada; E. coli E69 izolati DNA’sindan aac (6)-lb-cr geni PCR
reaksiyonu ile amplifiye edildi. PCR amplifikasyonu i¢in tablo 4’de verilen
oligoniikleotidler kullanildi. PCR karigimi (25 pl toplam hacim) 2,5 ul reaksiyon buffer
(Fermentas), 0,2 uM oligoniikleotidler (Aplha DNA-HPLC Grade), 40 uM dNTP miks
(Fermentas), 3 uM MgCl, (Fermentas), 1,5 U Taq polimeraz (Fermentas) ve 1 ul DNA
olarak hazirlandi. PCR amplifikasyon programi denatiirasyon basamaginda 96 °C’de 1
dakika, baglanma basamaginda 60 °C’de 1 dakika ve uzama basamaginda 72 °C’de 1
dakika olacak sekilde toplam 30 siklus olarak gergeklestirildi. Baslangi¢ denatiirasyon
basamagi 96 °C’de 5 dakika ve son uzama basamagi 72°C’de 5 dakika olacak sekilde
uygulandi. Kullanilan PCR amplifikasyon programi tablo 5’de verilmistir. Elde edilen
amplikon jel elektroforez ile degerlendirildi ve dogrulugu teyid edildi. aac (6)-1b-cr
geni ve pUC19 (Fermentas) plazmidinin kesimi Hindlll (Fermentas) restriksiyon enzimi
kullanilarak gergeklestirildi. Daha sonra aac (6)-1b-cr geni pUC19 plazmidinin HindllI
kesim bolgesine T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak yerlestirildi.

Ikinci asamada; yeni olusturulan rekombinant plazmid PCR reaksiyonu ile
amplifiye edildi. Kullanilan PCR amplifikasyon programi denatiirasyon basamaginda
96 °C’de 90 saniye, baglanma basamaginda 60 °C’de 90 saniye ve uzama basamaginda
72 °C’de 90 saniye olacak sekilde toplam 30 siklus olarak gergeklestirildi. Baslangig

denatiirasyon basamagi 96 °C’de 5 dakika ve son uzama basamagi 72 °C’de 10 dakika
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olacak sekilde uygulandi. Elde edilen amplikon etidium bromid ile agaroz jelde
goriintiilendi.  Dogrugu teyid edilen amplikon transformasyon i¢in kullanildu.

Kullanilan PCR amplifikasyon programi tablo 6’da verilmistir.

Tablo 4: aac (6)-1b-cr geninin klonlanmasi i¢in kullanilan oligoniikleotidler

Bolge Oligoniikleotid bp Kaynak
ATACAAGCTTGACAAAGTTAGGCATCACAAAGT Ruiz ve
aac (6°)-1b-cr 585
ACTATAAGCTTTTAGGCATCACTGCGTGTTC ark., 2009
CTTTGTGATGCCTAACTTTGTTTTTGCGTTGCTCATAGCTGTTTCCTGTGTG Ruiz. Ve
aac(6’)-IbAlacZ 3269
AAATTG ACAAAGTTAGGCATCACAAAGTACAGCATCGTGACCAACAGC ark., 2009

Tablo 5: aac (6)-1b-cr geninin klonlanmasi i¢in kullanilan birinci PCR-amplifikasyon
programi

aac (6)-1b-cr
Asama Sicaklik Siire
Baslangi¢c Denatiirasyonu 96 °C 5 dk
Denatiirasyon 96 °C 1dk
Baglanma 60 °C 1dk 30 siklus
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 5dk

Tablo 6. aac (6)-1b-cr geninin klonlanmasi i¢in kullanilan ikinci PCR-amplifikasyon
programi

pUC19+ aac (6)-1b-cr

Asama Sicakhik Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 96 °C 5 dk
Denatiirasyon 96 °C 90 sn
Baglanma 60 °C 90 sn 30 siklus
Uzama 72°C 90 sn
Son Uzama 72°C 10 dk

3.7.2. qnrS1 Geninin Klonlanmasi

gnrS1 geninin klonlama islemi i¢in Ruiz ve arkadaglarinin (2009) tanimladigi

yontem kullanildi. Klonlama isleminde pUC19 plazmidi vektor olarak kullanildi.

E. coli E101 izolatt DNA’sindan gnrS1 geni PCR reaksiyonu ile amplifiye edildi.
PCR amplifikasyonu i¢in tablo 7°de verilen oligoniikleotidler kullanildi. PCR karisimi
(25 pl toplam hacim) 2,5 ul reaksiyon buffer (Fermentas), 0,2 uM oligoniikleotidler
(Aplha DNA-HPLC Grade), 40 uM dNTP miks (Fermentas), 3 uM MgCl, (Fermentas),
1,5 U Taqg polimeraz (Fermentas) ve 1 ul DNA olarak hazirlandi. Kullanilan PCR

amplifikasyon programi denatlirasyon basamaginda 96 °C’de 90 saniye, baglanma
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basamaginda 60 °C’de 90 saniye ve uzama basamaginda 72 °C’de 90 saniye olacak
sekilde toplam 30 siklus olarak gerceklestirildi. Baglangic denatiirasyon basamagi 96
°C’de 5 dakika ve son uzama basamagm 72°C’de 10 dakika olacak sekilde uygulandi.
PCR amplifikasyon programi tablo 8’de verilmistir. Elde edilen amplikon jel
elektroforez ile degerlendirildi ve dogrulugu teyid edildi. qgnrS1 geni ve pUC19
(Fermentas) plazmidinin kesimi HindIIl (Fermentas) restriksiyon enzimi kullanilarak
gerceklestirildi. Daha sonra qnrS1 geni pUC19 plazmidinin HindIII kesim bolgesine T4
DNA ligaz enzimi kullanilarak yerlestirildi. Dogrulugu teyid edilen amplikon

transformasyon i¢in kullanildu.

Tablo 7. gnrS1geninin klonlanmasi i¢in kullanilan oligoniikleotid.

Bolge Oligoniikleotid bp Kaynak

o ATACAAGCTTGATGGAAACCTACAATCATACA )
aac (6)-1b-cr ATACAAGCTTTTAGTCAGGATAAACAACAAT 657 Ruiz ve ark., 2009

Tablo 8. gnrS1 geninin klonlanmasi i¢in kullanilan PCR-amplifikasyon programi

gnrS1
Asama Sicakhik Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 96 °C 1dk
Denatiirasyon 96 °C 1dk
Baglanma 60 °C 1dk 30 siklus
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 5 dk

3.7.3. Amplikon ve Vektoriin Hindl 11 Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

1 ul Amplikon ve 1 ul vektore ayr1 ependorf tiiplere alinarak 1 pl Hindlll enzimi
ve 3 ul molekiiler su ve 1 pl reaksiyon tampon ¢ozeltisi eklendi, 37 °C’de 20 dakika
inkiibe edildi ve 80 °C’de 10 dakika bekletilerek enzimatik aktivite durduruldu. aac (6)-

Ib-cr geni igin birinci asamada elde edilen amplikon kullanildi.
3.7.4. Ligasyon

Restriksiyon enzimiyle kesilen amplikonun vektdre (pUC19) ligasyonu T4 DNA
ligaz enzimi kullanildi, 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi ve 80 °C’de 10 dakika

bekletilerek enzimatik aktivite durduruldu.
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3.7.5. Transformasyon

aac (6)-Ib-cr ve gnrS1 genlerinin E.coli ATCC 25922 susuna transformasyonu
ticari kit kullanilarak (Fermentas TransformAid # K2710) gerceklestirildi.
Transformasyon islemi i¢in hedef bakteri olan E. coli ATCC 25922 LB (Laura-Bertani)
stivi besi yerine inokiile edilerek 37 °C’de 16-20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda bakteri kiiltiiriine 30 saniye vorteks uygulandi ve 150 pl kiiltiir 6nceden 37
°C’ye 1sitilmis 1,5 ml C-Medium besi yerine inokiile edildi ve orbital karigtiricida
(Biosan S 10) 150 rpm de karistirilarak 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda 1 dakika 8000 rpm/dakika santriflij uygulandi ve siipernatant uzaklastirildi.
Bakteri peleti vorteks tizerinde 300 pl T-Cozeltisinde siispanse edildi. Tekrar 1 dakika
8000 rpm/dakika santrifiij uygulandi ve siipernatant uzaklastirildi. Bakteri peleti vorteks
tizerinde 120 pl T-Cozeltisinde siispanse edildi. 50 pl Bakteri kiiltiiriine 6nceden 0 °C’ye
sogutulmus Sul ligasyon karisimi eklenerek buz iizerinde 5 dakika inkiibe edildi. Bakteri
kiltiirti ve ligasyon karisimi 5 dakika boyunca 42 °C’de inkiibe edildi ve buz tlizerine
almarak 5 dakika sogutuldu. Son asamada bakteriler 50 pg/ml ampisilin igeren LB
(Laura-Bertani) agara inokiile edildi ve 37 °C’de 12 saatlik inkiibasyondan sonra gelisen
koloniler saklanarak daha sonraki deneylerde kullanildi. aac (6)-lb-cr ve gnrS1
genlerinin klonlama ve transformasyon metodlarinin asamalar1 sekil 18’de sematize

edilmistir.
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| aac (6°)-Ib-cr ve gnrS1 genlerinin klonlama protokolii

[ Transformasyon |[|| Plazmid Konstriiksiyonu ||| Kontrol Basamaklari |
INKUBASYON
37 C
16-20
saat
L
DNA
1ZFOLASYONU KONTROL
ermentas Jel
K722 elektroforez
Nano Drop
(50ng/ml)
PCR
/ E69 A
~  aac (6°)-Ib-cr
E101
gnrS1
KONTROL
- Jel
INKUBASYON Hindlll STRIKSIYON elektroforez
- CO
puUC 19
25922 5 4 -AAGCTT-3 ’ aac (6°)-Ib-cr
37 C S7 .
gnrs ¢
16-20 saat s =51 inaktivasyon’
Y
e o
Lo LIGASYON
SANTRIFUJ pUC 19 ¢
8000 g aac (6°)-Ib-cr ﬁ
5 dk anSI
inaktivasyon
PCR
aac (6°)-Ib-cr
qnrS1
IS1 REKOMBINANT pUC 19
SOKU PLAZMID
42°C arag (6°)-1b-cr
5 dk gnrS1 & D
puC 19
& D ~| y
INKUBASYON ) ' DNA
AMP =~ iZOLASYONU
50 pg/ml > > . Fermentas
37-C & K722
16-20 saat \/h‘ 4
J PCR
aac (6°)-Ib-cr
. gnrS1
pUC 19
B4

Sekil 18: aac (6°)-1b-cr ve gnrS1 genlerinin klonlama protokolii
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3.8. Mutant Onleyici Konsantrasyon

MOK, Blondeau ve arkadaslar1 (2001)’nin tanimladig1 agar diliisyon ydntemine
gore belirlendi. Kullanilacak suslar 100 ml MHB igerisinde 37 °C’de 16-20 saat inkiibe
edildi. Bakteri kiiltiiriiniin 100 mI’si 9000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra 3
ml MHB’de ¢oziindiiriildii ve bdylece yiiksek yogunluga sahip (~10°-10'°) bakteri
kiiltiirii elde edildi. Yogun E. coli kiiltiri 0,5; 1, 2, 4, 8, 16 ve 32xMIiK
konsantrasyonlarinda enrofloksasin iceren PCA kati besi yerine spiral hiicre yayici
sistem (WASP; Don Whitley Scientific) yardimiyla inokiile edildi. 96 saatlik

inkiibasyondan sonra iiremenin olmadig1 konsantrasyon MOK olarak belirlendi.
3.9. Mutant Frekansi

MF enrofloksasin igceren ve igermeyen besi yerinde iireyen E. coli sayisinin
birbirine oranlanmasiyla belirlendi. Yiiksek yogunluklu her bir bakteri homojenatindan
(~10%-10% cfu/ml) 100 pl ve 0,5; 1, 2 ve 4xMIK konsantrasyonlarinda enrofloksasin
iceren PCA kat1 besi yerine spiral hiicre yayici sistem (WASP; Don Whitley Scientific)
yardimiyla inokiile edildi ve bakteriler 96 saat inkiibe edildi. Mutant koloniler her 24
saatte bir sayildi. Deney siiresi sonunda elde edilen toplam mutant sayis1 asagida verilen
formiil yardimi ile MF kansini hesaplamak i¢in kullanildu.

Ortalama mutant sayis1 X Konsantrasyon faktorii 1

MF = X

Konsantrasyon sayisi Toplam cfu sayisi

3.10. Mutant Secim Penceresi

Enrofloksasinine ait MSP degeri agar diliisyon yontemi ile belirlenen MOK ve
broth-mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen MIK degerlerinin arasinda kalan

konsantrasyon aralig1 olarak hesaplandi.

Ornegin: E. coli E308 izolat1 igin hesaplanan MOK degeri 1024 pg/ml, MIK
degeri ise 128 ug/ml’dir. E. coli E308 izolat1 i¢in MSA 1024-128=896 ug/ml olur.
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MOI ise MOK ve MIK degerlerinin oranlanmasi ile hesaplandi.
3.11. Zamana Bagh Doz-Yanit Deneyleri

Zamana bagli doz-yanit deneyleri Booker ve arkadaslar1 (2005) ile Begic ve
arkadaslar1 (2009) tarafindan tanimlanan yontemlere gore uygulandi. E. coli Mueller-
Hinton Broth’da (MHB) (Becton, Dickinson and Company) 37°C’de 16-20 saat inkiibe
edildi. Bakteri kiiltiiriiniin yogunlugu taze MHB kullanilarak optik dansitometre
(Biosan) ile 10° cfu/ml olacak sekilde standardize edildi. Bakteri siispansiyonundan 100
ul MIKxO0, 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 kat enrofloksasin igeren MHB’a konuldu ve 37°C’de
inkiibe edildi. Ardindan 0, 8 ve 24. saatlerde PCA’a (Becton, Dickinson and Company)
spiral hiicre yayici sistem (WASP; Don Whitley Scientific) yardimiyla inokiilasyon
yapildi. Koloniler 37°C’de 16-20 saatlik inkiibasyondan sonra goriintiileme sistemi

(UVITECH Cambrige) yardimiyla sayildi.
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4. BULGULAR
4.1. Enrofloksasin Duyarhiligimin Belirlenmesi

Toplam 311 E. coli izolatimin enrofloksasin MiK’lar1 belirlendi. CLSI
kriterlerine gore 99 tanesi duyarl (% 31,8), 50 tanesi orta derecede duyarli (% 16,1),
162 tanesi ise direngli (% 52,1) olarak smiflandirildi. E. coli izolatlarinin MIK
dagilimlar1 ve direng yiizdeleri sekil 19, sekil 20 ve tablo 9°da gdsterilmistir. Buna gore
en stk 64 pg/ml MIK 44 izolat i¢in kaydedildi. E. coli izolatlarmin 6 tanesi igin en
yiiksek MIK degeri olan 256 pg/ml belirlendi ve MIK’u 0,008 pg/ml olan higbir E. coli

izolatina rastlanamadi.

Izolat Sayis1
P P DN W W
o1 O 01 O O O O

o

S T Y RN S S N o S S
NN I A oA N SO
Y Y 2 MV

MiK pg/ml

Sekil 19: E. coli izolatlarinin ENR MIK dagilimlari.
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Sekil 20: E. coli izolatlarmin ENR MIK dagilimlar1 ve CLSI kriterlerine gore direnglilik
siiflandirilmasi.

Tablo 9: E. coli izolatlarmin ENR MIK dagilimlari oranlari.

MiKewe  g/ml) izolat Sayist Oran (%)
0,008 0 0
0,016 15 4,82
0,032 36 11,57
0,064 19 6,10
0,128 9 2,89
0,256 9 2,89
0,512 11 3,53
1 19 6,10
2 13 4,18
4 18 5,78
8 14 4,50
16 30 9,64
32 34 10,93
64 44 14,14
128 23 7,39
256 11 3,53
>256 6 1,92

4.2. PCR-Amplifikasyonu ve Goriintiileme

PCR sonuglarina gore E. coli izolatlarinda 10 adet gnrS ve 32 adet aac (6°)-1b
geni tespit edildi. aac (6°)-1b-cr ve qnrS1 pozitif izolatlar sekil 21 ve 22’deki jel-
elektroforez goriintiisiinde izlenebilir. Tespit edilen genlerin dizilenmesi ve dizi

analizinden sonra bu genlerin qnrS1 ve aac (6°)-lb-cr varyant: oldugu dogrulandi. ki
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adet E. coli izolatinin (E67 ve E101) qnrS1 ve aac (6°)-1b-cr genlerini birlikte tasidigi
belirlendi. Bu veriler dogrultusunda gnrS1 geninin prevalansit % 3,3; aac (6°)-lb-cr
geninin prevelansi % 10,3 ve her iki gene sahip E. coli izolat1 prevelansi ise % 0,6 olarak

belirlendi.

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 21 aac (6°)-1b-cr pozitif izolatlara ait PCR goriintiisii.

1:Ladder, 2: Pozitif kontrol, 3: Negatif kontrol, 4: E67, 5: E68, 6: E69, 7: E70, 8: E71,
9: E72, 10: E72, 11: E73, 12: E73, 13: E74, 14: E75, 15: E76, 16: E77, 17: E78, 18:
E81, 19: E88, 20: Ladder.

21:Ladder, 22: Pozitif kontrol, 23: Negatif kontrol, 24: E67, 25: E68, 26: E69, 27: E70,
28: E71,29: E72, 30: E72, 31: E73, 32: E73, 33: E74, 34: E75, 35: E76, 36: E77, 37:
E78, 38: E81, 39: E88, 40: Ladder.
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Sekil 22 gnrS pozitif izolatlara ait PCR goriintiisii.
1:Ladder, 2: Pozitif kontrol, 3: Negatif kontrol, 4: E67, 5: E68, 6: E69, 7: E70, 8: E71,
9: E72,10: E72, 11: E73, 12: E73, 13: E74, 14: E75, 15: E76, 16: E77

4.3. Klonlama ve Transformasyon
4.3.1. Duyarhhk

E. coli ATCC 25922 kontrol susunun enrofloksasin MiK’u 0,032 g/ml olarak
tespit edildi. E. coli ATCC 25922 susuna aac (6)-Ib-cr geninin aktarilmasindan sonra
enrofloksasin MIK’nu 1 g/ml, gnrS1 geninin aktarilmasindan sonra 0,512 g/ml, hem
aac (6)-1b-cr hem de gnrS1 geninin aktarilmasindan sonra ise 1 g/ml’ye yiikseldi.

Klonlama ¢aligsmalarina ait PCR kontrol goriintiileri sekil 23 ve 24’de sunulmustur.
4.3.2. MOK

E. coli ATCC 25922 kontrol susunun enrofloksasin MOK’u 0,128 g/ml olarak
tespit edildi. E. coli ATCC 25922 susuna aac (6)-1b-cr geninin aktarilmasindan sonra
enrofloksasin MOK’nu 4 g/ml, gnrS1 geninin aktarilmasindan sonra 2 g/ml, hem aac

(6)-1b-cr hem de gnrS1 geninin aktarilmasindan sonra ise 4 g/ml’ye yiikseldi.

4.3.3. Mutant Frekansi

aac (6°)-1b-cr geninin aktarimi E. coli MF’m1 8,9 kat arttirdi. gnrS1 geninin
aktarimi E. coli MF degerini 92 kat arttirdi. Her iki genin aktarimi ise 209 katlik bir

artisa neden oldu.
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Sekil 23 E. coli ATCC 25922 kontrol susuna qnrS1 geni aktarilarak olusturulan MtS ve
MtSX klon suslarinin PCR kontrol goriintiisii.
1:Ladder, 2: Negatif kontrol, 3: Pozitif kontrol, 4: MtS, 5: MtSX, 6: Ladder.

Sekil: 24 E. coli ATCC 25922 kontrol susuna aac (6)-1b-cr geni aktarilarak olusturulan
MtX ve MtSX klon suslarinin PCR kontrol goriintiisii.
1:Ladder, 2: Negatif kontrol, 3: Pozitif kontrol, 4: MtX, 5: MtSX, 6: Ladder.

4.4. Mutant Onleyici Konsantrasyonun Belirlenmesi

Kontrol ve klon suslar ile klinik E. coli izolatlarinin MOK’lar1 tablo 11°de
verilmistir. Bu verilere gore enrofloksasinin MOK’u kontrol ve klon suslar1 igin

MIK ’un 4, klinik E. coli izolatlar1 i¢in ise MIK’un 8 kat1 olarak belirlendi.
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Tablo 11: Kontrol suslar1 ve izolatlar igin belirlenen MOK degerleri.

Bakteri MiKene g/ ml MOKenr ng/ ml
E. coli ATCC 25922 0,032 0,128
E. coli AG 100 0,032 0,128
MtS 0,512 2
MtX 1 4
MtSX 1 4
E248 1 4
E101 32 256
E103 128 1024
E247 128 1024
E308 128 1024

Kontrol ve klon suslar ile klinik E. coli izolatlarmin MOK degerleri genetik
ozellikleri ile karsilastirildiginda (tablo 12) E. coli ATCC 25922’ye gnrS geninin
aktarilmast MOK’da 16 Kkathik bir artis sagladi. aac (6°)-lb-cr ve gnrS1 genlerinin
birlikte aktarimi ise 32 katlik bir artisa neden oldu.

Tablo 12: Kontrol ve klon suslar1 ve izolatlar i¢in elde edilen MOK verilerinin
ve genetik 6zelliklerinin degerlendirilmesi

. Duyarlilik (ENR pg/ ml
E. coli QRDR PMQR MiK XmK ( M(;Ig )MdKX

ATCC - - 0032 0128 4 -
AG 100 - - 0032 0128 4
MtS - s1 0512 2 4 16
MtX - cr 1 4 4 32
MtSX - S1, cr 1 4 4 32
E101 - Al cr 32 256 8 2000
E103 - S1,cr 128 1024 8 8000
E247 ++(*) S1, 0gxB 128 1024 8 8000
E248 - s1 1 8 8 64
E308 +HH(*%) Sl 128 1024 8 8000

*: E247 gyrA Ser83—Leu ve parC Ser§0—lle
**: E308 gyrA Asp87—Asn, parC Ser80—lle ve parE ser458—Ala
MOKX: Kontrol susuna gore MOK artis1
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4.5. Mutant Frekansinin Belirlenmesi

MF deneylerinin sonuglari tablo 12°de sunuldu.

Tablo 12: MF galismalarindan elde edilen sonuglar.

ENR MF

ug/m] AG 100 ATCC MtS MtX MtSX E101 E103 E247 E248 E308

05xMIK  7,1x10° 4.8x10™® 44x10% 43x10° 23x10° 4,1x10° 6,3x10° 4,1x10% 8,1x10%®  3,3x10°
1xMiK 48x10%" 51x10® 3,8x10° 55x10" 4.2x0%?  6,1x10"?  7,8x10™? 6,1x10"°  4,0x10  7.2x10™
2xMiK 6,3x10®  52x10® 52x10%* 4,9x10™ 3,1x10° 2,4x10M* 4,9x10%® 39x10% 6,6x10%° 5,7x10%
4xMiK 0 0 0 0 0 6,0x10%°  12x10%® 59x10%® 2,4x10"® 6,2x107%°

Bu verilere gore E. coli AG 100 ve E. coli ATCC 25922 kontrol suslari igin
hesaplanan MF degerleri sirastyla 0,5xMIK, 1xMIK ve 2xMIK igin 7,1X10‘10; 4,8x107°:
6,3x10™® ve 4,8 x 10™: 5,1 x 10™ ve 5,2 x 10™® cfu/mI’ydi. Kontrol suslari 4xMIK

konsantrasyonunda tamamen inhibe edildi ve bu nedenle MF hesaplanmadi.

Molekiiler yontemler ile E. coli ATCC 25922 kontrol susuna aac (6°)-1b-cr
geninin aktarimi ile olusturulan MtX, ve gnrS1 geninin aktarimi ile olusturulan MtS klon
suslar1 i¢in hesaplanan MF degerleri sirastyla 0,5xMIK, 1xMIK ve 2xMIiK igin 4,3 x 10°
% 55x 10 49 x 10™ ve 4,4 x 10%; 3.8 x 10% 5,2 x 10™ cfu/ml’dir. Her iki genin
aktarimi ile olusturulan MtSX klon susu i¢in hesaplanan MF degerleri ise 2,3 x 108 4,2
x 10 ve 3,1 x 10 cfu/mI’dir. Klon suslar 4xMiK konsantrasyonunda tamamen inhibe

edildi ve bu nedenle MF hesaplanmadi.

Sadece bir adet PMQR genine (gnrS1) sahip olan E. coli E248 izolati igin
hesaplanan MF degerleri sirastyla 0,5xMIK, 1xMIK, 2xMiK ve 4xMiK icin 8,1 x 10°%;
4,0 x 10™% 6,6 x 10™ ve 2,4 x 10™° cfu/ml’dir. Iki adet PMQR genine sahip E. coli
E101 (gnrAl ve aac (6°)-Ib-cr) ve E. coli E103 (qnrS1 ve aac (6°)-1b-cr) izolatlarinin
MF degerleri sirasiyla 0,5xMIK, 1xMIiK, 2xMiK ve 4xMIK icin 4,1 X 10'10; 6,1 X 10'12;
2,4x10"%6,0x 10 ve 6,3x 10°; 7,8 x 10™2; 4,9 x10%%; 1,2 x 10™® cfu/mI’dir. PMQR
gen/genleri ve QRDR mutasyonlarina sahip olan E. coli E247 (PMQR: gnrS1 ve ogxB,
QRDR: gyrA Ser83—Leu ve parC Ser80—1Ile) ve E. coli E308 (PMQR: gnrS1, QRDR:
gyrA Asp87—Asn, parC Ser80—lle ve parE ser458—Ala) izolatlarinin MF degerleri
srastyla 0,5xMIK, 1xMiK, 2xMIK ve 4xMiK icin 4,1 x 10™% 6,1 x 10™; 3,9 x 107"
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5,9 x 10" ve 3,3 x 10%; 7,2 x 10™; 5,7 x 10™, 6,2 x 10™*° cfu/mI’dir. Kontrol, klon
suslar ve izolatlara ait MF degerlerinin enrofloksasin konsantrasyonlarina gore degisimi

sekil 25-34’de verilmistir.

E. coli AG100

le-6 A~
le-7 o

le-8 o

le-10
le-114
le-12+

le-134

Mutant Frekanst

le-14

le-154

le-164

1e-174 —e— E. coli AG100

1e-181E: col.i AG100, MiK: 0,032p,g'/n1], MOKz: 0,128 pg/ln]', MOI ot 4/1

0,5XMIiK 1XMIK 2XMIK

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 25: E. coli AG 100 kontrol susuna ait MF degerlerinin enrofloksasin
konsantrasyonlarina gore degisimi.

E. coli ATCC 25922

le-11-
le-12-

le-13+

Mutant Frekanst

le-14

le-15+4

le-16+
—@— E. coli ATCC 25922

le-174

1e-181E: coI'i ATCC 25922, MiKENR:O,(')SZHg/ml, MOKr:0,128 }',Lg/ml. MOI-:0,128/0,032

0,5XMIiK 1XMIK 2XMIK

Konsantrasyon (u/ml)

Sekil 26: E. coli ATCC 25922 kontrol susuna ait MF degerlerinin enrofloksasin
konsantrasyonlarina gore degisimi.
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le-10-

le-11-

le-12-

le-13-

Mutant Frekanst

le-14+4
le-154
le-16

le-17-
. N —— MitX
MtX, MIK\g:1png/ml, MOK gy q:4 ng/ml. MOl g:4/1

le-18: T

0,5XMIiK 1XMIK 2XMIiK

Konsantrasyon (p/ml)

Sekil 27: MtX susuna ait MF degerlerinin enrofloksasin konsantrasyonlarina
gore degisimi.

le-114
le-12-

le-13

Mutant Frekanst

le-14
le-154
le-16

le-174
. .. —&— MtS
MtS, MIK, 5:0,512pug/ml, MOKgyz:2 pg/ml. MOIg, 5:2/0,512
T T T

le-18

0,5XMIK 1XMIK 2XMIK

Konsantrasyon (p/ml)
Sekil 28: MtS susuna ait MF degerlerinin enrofloksasin konsantrasyonlarina gore
degisimi.
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MtSX

le-10
le-114
le-12+

le-134

Mutant Frekansi

le-14+

le-15+

le-16

1e-174 —®— MItSX

MUSX, MiKgyg:1pg/ml, MOKz:4 pmg/ml. MOl q:4/1
T T

le-18
0,5XMIiK 1XMIK 2XMIiK

Konsantrasyon (u/ml)
Sekil 29: MtSX susununa ait MF degerlerinin enrofloksasin konsantrasyonlarina
gore degisimi.
E. coli E 248

le-10
le-11-
le-12

le-134

Mutant Frekanst

le-14
le-154
le-16+

le-174
. . - s —®— E 248
E. coli E248, MIK\g:1ug/ml, MOKx:8 ng/ml, MOIg,s: 8/1

le-18 T

0,5XMIK 1XMIK 2XMIK 4XMIK

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 30: E. coli E248 izolatmmna ait MF degerlerinin enrofloksasin
konsantrasyonlarina gore degisimi.
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E. coli E 101

Mutant Frekansi
&
KR
i

le-174 . . . —e— E.coliE101
E. coli E101, MIK\g: 32 pg/ml, MOKyz: 256 pg/ml, MOI_\g: 256/32

le-18 T T T T
0,5XMIK IXMIK 2XMIK 4XMIK

Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 31: E. coli E248 izolatinina ait MF degerlerinin enrofloksasin
konsantrasyonlarina gore degisimi.

E. coli E 103

le-10
le-11+
le-12-

le-13-

Mutant Frekanst

le-14-

le-15-

le-16-

le-17-
—e— E. coli E 103

le-18-

E. coli E 103, MiKgg: 128pg/ml, MOK r: 1024ng/ml, MOI_ ,: 1024/128

le-19 T
0,5XMIK 1XMIK 2XMIK 4xMIK

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 32: E. coli E 103 izolatina ait MF degerlerinin enrofloksasin
konsantrasyonlarina gore degisimi.
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E. coli E 247

le-6
le-7
le-8
le-9
le-10-
le-11-

le-12+4

Mutant Frekansi

le-134
le-14+
le-15+

le-16+

le-174 —e— E. coli E 247

E. coli E 247, MIK : 128 pg/ml MOK,: 1024pg/ml, MOl ,:11024/128

le-18
0.5XMIK 1XMIK 2XMIK AXMIK

Konsantrasyon (png/ml)

Sekil 33: E. coli E 247 izolatina ait MF degerlerinin enrofloksasin
konsantrasyonlarina gore degisimi.

E. coli E 308

le-7 4
le-8
le-9
le-10
le-114

le-12+

Mutant Frekanst

le-13
le-14
le-15-

le-16- -
—e— E. coli E 308

le-174

E.coli E 308, MiK_\z:128nug/ml, MOKz:1024 pg/ml. MOl :1024/128
le-18 T T T T
0,5XMIiK IXMIK 2XMIK 4XMIK

Konsantrasyon (p/ml)

Sekil 34: E. coli E 308 izolatinina ait MF degerlerinin enrofloksasin
konsantrasyonlarina gore degisimi.

4.6. Mutant Se¢im Penceresi

E. coli izolatlar1 ile kontrol ve klon suslarina ait MSP ve MOI verileri tablo 13°de

verilmisgtir.
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Tablo 13: Hayvansal kokenli E. coli izolatlarinin, kontrol ve klon suslari i¢in belirlenen
MSA ve MOI verileri.

Bakteri MiKENR g/ ml MOKENR ug/ ml MbiENR

E. coli ATCC 25922 0,032 0,128 0,128/0,032
E. coli AG 100 0,032 0,128 0,128/0,032
MtS 0,512 2 2/0,512
MtX 1 4 4/1

MtSX 1 4 4/1

E248 1 4 4/1

E101 32 256 256/32
E103 128 1024 1024/128
E247 128 1024 1024/128
E308 128 1024 1024/128

4.7. Zamana Bagh Doz-Yamt Deneyleri
4.7.1. Kontrol Suslar:

Enrofloksasin, kontrol suslarina (E. coli ATCC 25922 ve E. coli AG 100) kars1
konsantrasyona bagli bakterisidal etki gosterdi. MIK’un 8 kati ve iizeri

konsantrasyonlarda bakterisidal etki gozlendi.
4.7.1.1. E. coli ATCC 25922

E. coli ATCC 25922’ye karsi enrofloksasinin doz-yanit grafigi sekil 35°de
verilmistir. Deneyin 0. saatinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda toplam bakteri sayisi
10°-10" cfu/ml diizeyindeyken 8. saatin sonunda 8xMiK/2xMOK de bakteri sayisinda >
3 logio (% 99,9), 16xMIK/4xMOK ve 32xMIK/8xMOK da ise > 4 logyo diizeyinde bir
azalma belirlendi. Deneyin 24. saatinde MIK’da bakteri sayisinda > 3 logo, 2XxMIK’da
> 4 logy, 4XMIK/MOK’da > 5 logi, 8XMIK/2xMOK, 16xMIK/4xMOK ve
32xMIK/8xMOK ’de ise > 6 logso diizeyinde bakterisit etki gozlendi.
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E. coli ATCC 25922

cfu/ml

0xMIK

0,5xMIK

1xMIK

- 2xMIK

4xMIK (MOK)
8xMIiK (2xMOK)
16xMiK (4xMOK)
32xMiIK (8xMOK)
3log10

Zaman (h)

E. coli ATCC 25922, MiK gye: 0,032 pg/ml, MOK gy 0,128 pg/ml, MOl 0,128/0,032

Sekil 35: Enrofloksasin i¢in E. coli ATCC 25922’ye ait zaman-yanit grafigi.

4.7.1.2. E. coli AG 100

Kontrol susu olan E. coli AG 100’ye kars1 enrofloksasinin doz-yanit grafigi sekil
36°da verilmistir. Deneyin 0. saatinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda toplam bakteri
sayist 10°-10" cfu/ml diizeyindeyken 8. saatin sonunda 4xMIK/MOK’da bakteri
sayisinda > 3 logp (% 99,9), 8xMIK/2xMOK, 16xMIK/4xMOK ve 32x
MIK/8xMOK’da > 4 log;o azalma belirlendi. Deneyin 24. saatinde MiK’da > 3 log,
2xMIK’da > 4 logyo, 4xMIK/MOK’da > 5 loggo, 8xMIK/2xMOK, 16xMiK/4xMOK ve
32xMIK/8xMOK *da ise mutlak bakterisidal etki goriildii (> 6 logso).
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E. coli AG100

le+9
le+8 A
le+7
le+6 -

le+5 +

cfu/ml

le+4 4 0xMiK

0,5xMiK

1xMiIK

2xMIK

4xMIK (MOK)
8xMIK (2xMOK)
16xMiK (4xMOK)
32xMIK (8xMOK)
3log10

le+3 +

le+2 A

le+l +

le+0

Zaman (h)
E. coli AG100, MiKyg: 0,032 pg/ml, MOKypq: 0,128 pg/ml, MOI: 0,128/0,032

Sekil 36: Enrofloksasin igin E. coli AG 100’¢ ait zaman-yanit grafigi.

4.7.2. Klon Suslar

Enrofloksasin klon suslar iizerinde konsantrasyona bagli bakterisidal etki
gostermesine ragmen MtX, MtS, MtSX klon suslarinda deneyin 24. saatinde mutlak

eliminasyon goriilmedi.
4.7.2.1. MtX

E. coli ATCC 25922’ye aac (6°)-Ib-cr geni transfer edilerek olusturulan MtX
klon susuna kars1 enrofloksasinin doz-etkinlik grafigi sekil 37°de verilmistir. Deneyin 0.
saatinde uygulanan tim konsantrasyonlarda toplam bakteri sayis1 10°-10" cfu/ml
diizeyindeyken 8. saatin sonunda 4xMIK/MOK’da > 3 logio, 8xMIK/2xMOK,
16xMIK/4xMOK ve 32xMIK/8xMOK’da > 4 logyo azalma belirlendi. Deneyin 24.
saatinde 1xMIK ve 2xMIiK’da > 3 logjo, 4xMIK/MOK’da > 4 logio, 8xMIK/2xMOK,
16xMIiK/4xMOK ve 32xMIK/8xMOK’da > 5 logio azalma belirlendi. MtX klonu igin

hi¢cbir konsantrasyon ve zamanda mutlak bakterisit etki gézlenmedi.
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MtX
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cfu/ml

0xMIK

0,5xMIK

1xMIK

- 2xMiIK

4xMIK (MOK)
8xMIK (2xMOK)
16xMIK (4xMOK)
32xMIK (8xMOK)
3logl0

le+d A

le+3 A

le+2 A

le+l

MtX, MIK g | pg/ml, MOKgyg: 4 pg/ml, MOl g 411
T

le+0

0 8 24

Zaman (h)
Sekil 37: Enrofloksasin icin MtX’e ait zaman-yanit grafigi.

4.7.2.2. MtS

E. coli ATCC 25922’ye gnrS1 geni transfer edilerek olusturulan MtS klon
susuna karsi enrofloksasinin doz-yanit grafigi sekil 38’de verilmistir. Deneyin O.
saatinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda toplam bakteri sayisi 10°-10" cfu/ml
diizeyindeyken 8. saatin sonunda 4xMIK/MOK’da > 3 logy, 8xMIK/2xMOK ve
16xMIK/4xMOK’da > 4 logio, 32xMIK/8xMOK’da ise > 5 logip azalma belirlendi.
Deneyin 24. saatinde 2xMIK’de > 3 logy, 4xMIK/MOK’da > 4 logyo, 8xMIK/2xMOK,
16xMIK/4xMOK ve 32xMIK/8xMOK da > 6 logyo azalma kaydedildi. MtS klonu igin

mutlak bakterisit etki gozlendi.
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MtX

le+9 1
le+8
le+7
le+6 A
— 1 4
£ et+5
2 .
5 14 - 0xMIK
0,5xMiK
1xMIK
le+3 1 - 2xMiK
4xMiK (MOK)
1e+2 1 8xMIK (2xMOK)
16xMiK (4xMOK)
le+1 A 32xMIK (8xMOK)
. i e 3log10
1640 MtX, MIKyq: 1 pg/ml, MOK i 4 pg/ml, MOIgyg: 4/1
0 8 24
Zaman (h)
Sekil 38: Enrofloksasin i¢in MtS’ye ait zaman-yanit grafigi.
4.7.2.3. MtSX

E. coli ATCC 25922’ye aac (6°)-lb-cr ve qnrS1 geni transfer edilerek
olusturulan MtSX klon susuna karsi enrofloksasinin doz-yanit grafigi sekil 39’da
verilmistir. Deneyin 0. saatinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda toplam bakteri
sayist 10°-10" cfu/ml diizeyindeyken 8. saatin sonunda 4xMIiK/MOK’da > 3 logio (%
99,9), 8xMIK/2xMOK, 16xMIK/4xMOK ve 32xMIK/8xMOK’da > 4 logip azalma
belirlendi. Deneyin 24. saatinde 2xMiK’da > 3 logyo, 4xMIK/MOK’da > 4 logo,
8xMIK/2xMOK, 16xMIK/4xMOK ve 32xMIK/8xMOKda > 5 logyo azalma kaydedildi.

MtSX klonu i¢in hi¢bir konsantrasyon ve zamanda mutlak bakterisidal etki gozlenmedi.
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MtSX

le+9 1
le+8
le+7
le+6 -
—  le+5 4
= e+5
£
E .
2 le+d 0xMiK
0,5xMIK
le+3 1 1xMIK
2xMIK
le+2 4xMIK (MOK)
8xMIK (2xMOK)
16xMIK (4xMOK)
e 32xMIK (8xMOK)
le+o JE-coli MiSX, MiKg,p: 1 pg/ml, MOK;,: 4 g/ml MOT, 1411 . — 3log10
0 8 24
Zaman (h)

Sekil 39: Enrofloksasin i¢in MtSX’e ait zaman-etkinlik grafigi.

4.7.3. E. coli izolatlan

E. coli izolatlarmin {izerinde enrofloksasinin klasik konsantrasyona bagli
bakterisit etkisi zamana bagli doz yamit deneylerinde belirlenemedi ve 24. saatin

sonunda mutlak bakterisidal etki saptanamadi.
4.7.3.1. E. coli E248

E. coli E248 izolatina karsi enrofloksasinin ait doz-yanit grafigi sekil 40’da
verilmistir. Deneyin 0. saatinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda toplam bakteri sayisi
10°-10" cfu/ml diizeyindeyken 8. saatin sonunda 4xMIK/MOK’da > 3 logio,
8XMIK/2xMOK, 16xMIK/4xMOK’de > 4 logio, 32xMIK/8xMOK’da > 5 logip azalma
belirlendi. Deneyin 24. saatinde 1xMIK ve 2xMIK’da > 3 logjo, 4xMIK/MOK’da > 4
logio, 8xMIK/2xMOK, 16xMIK/4xMOK ve 32xMiK/8xMOK’da > 5 logy azalma
kaydedildi. E. coli E248 izolati i¢in mutlak bakterisit etki gozlenmedi.
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E. coli E248
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le+1 - 16xMIK (4xMOK)
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E. coli E248, (qnrS) MiKy: | pg/ml, MOK g 4 pg/ml MOI,q: 4/1 — 3log10
le+0 T 1
0 8 24

Zaman (h)
Sekil 40: Enrofloksasin i¢in E 248’¢ ait zaman-etkinlik grafigi.

4.7.3.2. E. coli E101

E. coli E101 izolatina karsi enrofloksasine ait doz-yanit grafigi sekil 41’de
verilmistir. Deneyin 0. saatinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda toplam bakteri
sayis1 10%-107 cfu/ml diizeyindeyken 8. saatin sonunda 2xMIiK ve 4xMIK/MOK’da > 3
logio, 8xMIK/2xMOK da > 4 logio,16xMIK/4xMOK ve 32xMIiK/8xMOK’da > 5 logio
azalma belirlendi. Deneyin 24. saatinde 1xMIK ve 2xMiK’da > 3 log, 4xMIK/MOK
ve 8xMIK/2xMOK’da > 4 logio, 16xMIK/4xMOK’da > 5 logio, 32xMIK/8xMOK da ise
> 6 logip’luk azalma kaydedildi. E. coli E101 izolati igin mutlak bakterisit etki

gozlenmedi.
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E. coli E101

cfu/ml

————— —e— 0xMIK
O 0,5xMIK

——-w-— 1xMIK
—A— 2xMIK
— - — 4xMIK
———— 8xMIK (MOK)
——-—  16xMiK (2xMOK)
—o——  32xMiK 4x (MOK)

E. coli E101, MICq: 32 pg/ml, MPCyyr: 256 pg/ml, MOl 256/32 — 3logl10

le+0 T
0 8 24
Zaman (h)

Sekil 41: Enrofloksasin i¢in E 101°¢ ait zaman-etkinlik grafigi.

4.7.3.3. E. coli E103

E. coli E103 izolatina karsi enrofloksasine ait doz-yanit grafigi sekil 42’de
verilmistir. Deneyin 0. saatinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda toplam bakteri
sayist 107-10® cfu/ml diizeyindeyken 8. saat sonunda MIK’da > 1 logso, 2xMIK ve 4x
MiK’da > 2 logi, 8xMIK/MOK’de > 4 logi, 8xMIK/MOK, 16xMIiK/2xMOK ve
32xMIK/4xMOK’de > 5 logio azalma belirlendi. Deneyin 24. saatinde 1xMIK ve
2xMIK’de > 3 logjo, 4xMIK ve 8xMIK/MOK’da > 4 logi, 16xMIK/2xMOK’de > 5
log10, 32xMIK/4xMOK ’de ise > 6 logio’luk azalma kaydedildi. E. coli E103 izolat1 i¢in
mutlak bakterisit etki gdzlenmedi.

98



E. coli E 103
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le+0 T
0 8 24

Zaman (h)

Sekil 42: Enrofloksasin i¢in E 103’¢ ait zaman-etkinlik grafigi.

4.7.3.4. E. coli E247

E. coli E247 izolatina kars1t enrofloksasine ait doz-yanmit grafigi sekil 43’de
verilmistir. Deneyin 0. saatinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda toplam bakteri
sayisl 107-10® cfu/ml diizeyindeyken 8. saat sonunda MIK’da > 1 logso, 2xMiK’da > 2
logi, 4xMiK’da > 3 logi, 8XMIK/MOK’da > 4 logp, 16xMIK/2xMOK ve
32xMIK/4xMOK’da > 5 logio azalma belirlendi. Deneyin 24. saatinde 1xMIK ve
2xMIK’de > 3 logio, 4xMIK ve 8xMIK/MOK’da > 4 logio, 16xMIK/2xMOK’da > 5
logo ve 32xMIK/4xMOK ’de ise > 6 logio’luk azalma kaydedildi. E. coli E247 izolat1 ici

mutlak bakterisit etki gozlenmedi.
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E. coli E 247
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Sekil 43: Enrofloksasin igin E 247’ye ait zaman-etkinlik grafigi.

4.7.3.5. E. coli E308

E. coli E308 izolatina karsi enrofloksasine ait doz-yanit grafigi sekil 44’de
verilmistir. Deneyin 0. saatinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda toplam bakteri
sayisl 10%-107 cfu/ml diizeyindeyken 8. saatin sonunda MiK’da > 1 logio, 2xMiKve
4xMIK’da > 2 logyo, 8xMIK/MOK, 16xMIK/2xMOK ve 32xMIK/4xMOK’da > 4 logo
azalma belirlendi. Deneyin 24. saatinde 1xMIK ve 2xMiK’da > 3 logjo, 4xMIK’da > 4
logio, 8xMIK/MOK, 16xMIK/2xMOK, 32xMiK/4xMOK’da ise > 5 logio’luk azalma
kaydedildi. Mutlak bakterisit etki goriilmedi.
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E. coli E 308
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Sekil 44: Enrofloksasin i¢in E 308’¢ ait zaman-etkinlik grafigi.

Zamana bagli doz-yanmit verileri tlim suslar icin karsilastirmali olarak
degerlendirildiginde kontrol suslar1 olan E. coli ATCC 25922 ve E. coli AG 100 i¢in
elde edilen veriler birbirine paraleldi. Deneyin 24. saatinde E. coli ATCC 25922 ve E.
coli AG 100 i¢in MIK’da bakteri sayis1 > 3 logyo kadar azaldi. Deneyin 24. saatinin
sonunda enrofloksasin 8xMIK ve daha yiiksek konsantrasyonlarda her iki sus igin de

mutlak bakterisit etki gozlendi

Kontrol suslart ve klon suslara ait veriler karsilastirildiginda, qnrS1 geninin
varlig1 24. saatte 1xMIK’da etkin inhibisyonu 6nlemistir. Kontrol suslar1 ve MtS icin
deneyin 24. saatinde 8xMIK/2xMOK’dan daha yiiksek konsantrasyonlarda mutlak
bakterisit etki gozlenirken, MtX ve MtSX icin hi¢bir konsantrasyonda bu etki izlenmedi.

gnrS1 ve aac (6°)-1b-cr genlerinin birlikte bulunmasi 24. saatte inhibisyonu 6nledi.

gnrS1 geni tasiyan klon ve izolat E. coli (E248)’a ait zaman-yanit verileri
karsilagtirildiginda, her iki sus i¢in de deneyin 8. saati i¢in elde edilen veriler paraleldir.

Deneyin 24. saatinde MtS susu i¢in 8xMIK/2XMOK ’da tam eliminasyon saglanirken E.
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coli E248 i¢in higbir konsantrasyonda tam bir eliminasyon gézlenmedi. Enrofloksasin
MtS’ye karst konsantrasyona bagli etki gosterirken ayni etki E. coli E248 igin

belirlenemedi.

MtSX (gnrS1 ve aac (6°)-1b-cr) ve E. coli E103 (gnrS1 ve aac (6°)-1b-cr)’iin
doz-yanit grafikleri sekil 32 ve 35’de verilmistir.  Deneyin 0. saatinde tiim
konsantrasyonlar icin bakteri sayist MtSX icin 10° 107 cfu/ml, E. coli E103 i¢in 10°-10®
cfu/ml olarak bulundu. Deneyin 8. saatinde MtSX i¢in 4xMIiK’da > 3 logio (% 99,9)
kadar bir azalma belirlenirken, aym etki E. coli E103 i¢in 2xMIK’da gozlendi. Deneyin
24. saatinde elde edilen sonuglar her iki sus i¢in de benzerdir. MtSX ve E. coli E103

icin tam bir inhibisyon olugmada.

MtSX (gnrS1 ve aac (6°)-Ib-cr) ve E. coli E101 (gnrAl ve aac (6°)-1b-cr)’in
doz-yanit grafikleri sekil 32 ve 34’de verilmistir. Her iki bakteri i¢in elde edilen

sonuglar benzerdir. MtSX ve E. coli E101 i¢in tam bir eliminasyon saglanamadi.

Deneyin 8. saatinde E. coli E101 (gnrAl ve ac (6°)-1b-cr) ve E. coli E103 (qnrS1
ve aac (6°)-1b-cr) igin 2xMIK’da > 3 logio (% 99,9) kadar bir azalma gozlenmistir.
Ayni etki E. coli E247 (gyrA Ser83—Leu, parC Ser80—lle/gnrS1, ogxB) ve E. coli
E308 (gyrA Asp87—Asn, parC Ser80—lle ve parE ser458—Ala) icin 4xMIK’da

gbzlendi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Florokinolon direngli bakteriler, kinolon grubu antimikrobiyallerin kullanima
baslanmasindan kisa silire sonra gézlenmis ve 2000’li yillarin bagindan itibaren yogun
kullanimina bagli olarak yayginlagsmaya baslamistir (Khan ve ark., 2005; Shaheen ve
ark., 2009; Dalhof 2012). NAUTICA (North American Urinary Tract Infection
Collaborative Alliance: NAUTICA), ECDC, EARSS (European Antimicrobial
Surveillance System: EARSS), NARMS (National Antimicrobial Resistance Monitoring
System: NARMS) gibi kiiresel izleme programlari florokinolon direncinin tiim bakteri
tirlerinde arttigim1 géstermektedir (Cengiz, 2010; Dalhoff 2012). Ayni zamanda birgok
arastirma sonucuna gore son yillarda Enterobacteriaceae tiirleri, 6zellikle de E. coli gibi
toplum kaynakli enfeksiyon etmenleri arasinda florokinolon direncinin kiiresel olarak
arttig1 belirlenmistir (Chambau ve ark., 2006; Dalhof, 2012; Strahilevitz ve ark., 2009;
Wang ve ark., 2008). WHO’nun 2015 verilerine gore florokinolon direngli E. coli
prevelanst Afrika kitasinda % 14-71, Amerika kitasinda % 8-58, Dogu Akdeniz
tilkelerinde % 21-62, Avrupa iilkelerinde % 8-48, Giiney Dogu Asya iilkelerinde % 32-
64 ve Bat1 Pasifik iilkelerinde % 3-96 arasinda degismektedir (WHO, 2015). Onemli
saptamalardan biri daha dnce florokinolon tedavisi gormemis saglikli bireylerde sik bir
sekilde florokinolon direngli E. coli izolatlarina rastlanmasidir. Florokinolonlarin
pediatrik kullanim1 olmamasma ragmen Ispanya’da cocuklardan elde edilen sindirim
sistemi florasi kaynakli E. coli izolatlarinda florokinolon direnci prevelanst % 26, Cin’de
ise % 73,7 olarak rapor edilmistir. Her iki arastirma sonucuna gore florokinolon direngli
E. coli prevelansi yetiskinlerde saptanan orandan daha yiiksektir (Lingren ve ark., 2003;
Huang, 2015). Global izleme programlari ve bagimsiz raporlarina gore florokinolon
direncinin 6zellikle Orta ve Giiney Avrupa, Asya, Giiney Amerika iilkelerinde yiiksek
oldugu ve hizla artmaktadir. Bu nedenle bu boélgeler riskli olarak tanimlamaktadir.
Genel olarak florokinolon direncinin insan yogunlugunun fazla oldugu sicak iilkelerde

daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Florokinolon direnci Kuzey Avrupa iilkeleri,

103



Kanada ve Amrika Birlesik Devletleri’nde daha diisiiktiir, ancak goz ardi edilmemesi
gereken bir risktir (ECDC, 2009; ECDC, 2010; ECDC, 2011; ECDC, 2012; ECDC,
2013, ECDC, 2014; Dalhof, 2012; WHO, 2015).

Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan arastirmalar florokinolon direngli E. coli
prevelansiin % 5,5-20 arasinda degistigini gostermektedir. Bu oranlar Asya ve Avrupa
tilkelerine gore daha diisiiktiir ve yavas bir artig gosterir (BCCDC, 2009; Dalhof, 2012;
Karlowsky ve ark., 2002; Karlowsky ve ark., 2001; Gupta ve ark., 1999; Zhanel ve ark.,
2002). Antimikrobiyal kullanma sikligi direng olasihigmi artirir. Ornedin Amerika
Birlesik Devletleri’nde iiriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilan primer antimikrobiyal
siprofloksasinken 1999 yilindan sonra levofloksasin yaygin bir sekilde kullanilmaya
baslanmis ve levofloksasinin recete edilme orani 4 kat artmustir. Bunun sonucunda
levofloksasin direngli E. coli prevelanst % 1°den % 9’a yiikselmistir (Dalhof 2012; Lin
ve ark., 2008; Rattanaumpawan ve ark., 2010; Rattanaumpawan ve ark., 2011; Van Der
Starre ve ark., 2011; Vasquez ve ark 2009). Kanada’da tiriner sistem enfeksiyonu
kaynakli E. coli izolatlar1 ile yapilan yapilan bir arastirmada florokinolon direngli E. coli
prevelanst % 9 olarak bildirilmistir (Dalhof, 2012; Jhonson, 2009). Giiney Amerika
tilkelerinde yapilan arastirmalarin sonuglarmma goére florokinolon direngli E. coli
prevelanst % 7 ile % 70 arasinda degismektedir. Sili’de insan ve hayvan kaynakli E.
coli izolatlarinda nalidiksik asit direngli E. coli oram1 %7 olarak bulunmustur ve bu
Giiney Amerika iilkelerinde bildirilen en disiik degerdir. ARSEC’in (Antimicrobial
Resistance Epidemiological Survey on Cystitis: ARSEC) 2003-2006 yillar1 arasinda
yaptig1 izleme caligmasinda Brezilya’da florokinolon direncli E. coli prevelansi % 10
olarak rapor edilmistir (Schito ve ark., 2009). Uriner sistem enfeksiyonu kaynakli E.
coli izolatlar ile yapilan ¢alismalar Arjantin’de bu oranin % 25 oldugunu gostermektedir
(Dalhof, 2012; Hernandez ve ark., 2013). Meksika’da ¢ocuklardan toplanan fekal E. coli
orneklerinde florokinolon direng prevelansi en yliksek degere sahiptir ve bu oran % 61-
% 70 diizeyindedir (Amabile-Cuevas, 2010; Hernandez ve ark., 2013; Marchisio ve ark.,
2015; Zaidi ve ark., 2003)
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Florokinolon direngli E. coli kaynakli enfeksiyonlar 6zellikle Asya ve Avrupa’da
onemli bir sorun haline gelmistir (ECDC, 2009; ECDC, 2010; ECDC, 2011; ECDC,
2012; ECDC, 2013, ECDC, 2014, Dalhof 2012). Florokinolon direngli E. coli
prevelansit Avrupa iilkelerinde yiiksektir. Kargalarda yapilan bir arastirmada direng
prevelansimin % 92’ye ulasabildigi bildirilmistir (Halova ve ark., 2014). 2003-2006
yillar1 arasinda Avrupa iilkelerinde yapilan arastirmalar florokinolon direncgli E. coli
prevelansinin Rusya, Ispanya ve Italya’da % 10’un iizerinde oldugu rapor edilmistir
(Dalhof 2012; Naber ve ark., 2008; Neuzillet ve ark., 2012; Schito 2009). Cek
Cumhuriyeti’nde 2001-2006 yillar1 arasinda florokinolonlarin regete edilme orani dort
kat armig ve bunun sonucunda florokinolon direngli E. coli prevelansit % 1°den % 11°e
yikselmistir (Zemkova ve ark., 2007). ECDC’nin (European Center for Disease
Control: ECDC) 2009-2014 yillar1 arasindaki inceleme raporlarina goére Avrupa
tilkelerinde florokinolon direngli E. coli prevelanst % 11 ile % 52 arasinda
degismektedir. En diisiik direng prevalansina sahip olan iilke Norveg¢’ken prevalanasin
en yiiksek oldugu iilke Giiney Kibris’tir. florokinolon direng prevalansi Norveg, Isve,
Estonya, Danimarka, Finlandiya ve Hollanda gibi kuzey iilkelerinde %15’in altindadir
ve bu nedenle bu iilkeler diisiik direng riski olan iilkeler olarak siniflandirilir. Ingiltere,
Fransa, Letonya, Cek Cumbhuriyeti, Avusturya, Almanya, Belcika, Irlanda, Polonya ve
Liiksenburg’da ise florokinolon direngli E. coli prevelanst % 15-% 30 arasinda
degismektedir. Malta, Macaristan, Yunanistan, Romanya, Portekiz, Ispanya,
Bulgaristan, Slovakya, italya ve Kibris ise florokinolon direngli E. coli prevelansinin %
30’un tizerinde oldugu iilkelerdir ve ECDC bu iilkeleri yiiksek direng riski olan iilkeler
olarak smiflandirir (ECDC, 2009; ECDC, 2010; ECDC, 2011; ECDC, 2012; ECDC,
2013, ECDC, 2014,).

Aysa ve Uzakdogu iilkeleri i¢in degisen prevalans oranlari rapor edilmektedir.
[ran’da yapilan bir calismada daha o6nce florokinolon tedavisi uygulanmamus
broilerlardan toplanan E. coli izolatlarinda florokinolon direng prevelansinin % 100
varan diizeyde olabilecegi bildirilmistir (Moniri ve Dastehgoli, 2005). Japonya’da ticari

bir laboratuardan elde edilen E. coli izolatlarinda florokinolon direng prevelanst % 34
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olarak saptanmistir (Yokota ve ark., 2012). Hindistan’da hastane ve toplum kaynakli
enfeksiyonlardan izole edilen E. coli izolatlarinda florokinolon direnci % 70 olarak
bildirilmistir (Rath ve Padhyr, 2013). Endonezya’da yapilan populasyon bazli genis bir
taramada florokinolon direngli E. coli prevelansi % 23 olarak saptanmistir (Kuntaman ve
ark., 2005). Cinde hayvansal kaynakli E. coli izolatlarinda florokinolon direncinin %
95, insan kaynakli izolatlarda ise % 74’e ulasabildigi rapor edilmistir (Yang ve ark.,
2004; Huang ve ark., 2015). Bu tezin arastirmalarinda duyarlilik testi sonug¢larina gore
toplanan havansal kaynakli E. coli izolatlarmin % 52,1’i enrofloksasine direngli
bulunmustur. Bu veriler diger iilkelerde yapilan arastirmalarla karsilastirilinca Amerika
Birlesik Devletleri, Kanada, ve tiim Avrupa iilkelerine gore daha yiiksektir. Belirlenen
direnclilik diizeyine en yakin olan Avrupa iilkeleri Giiney Kibris (% 51,9), italya (% 42)
ve Slovakya (% 40)’dir. Giiney Amerika iilkeleri ile karsilastirildiginda ise direnglilik
diizeyi Brezilya ve Arjantin’den yiiksek, Meksikadan diigiiktiir. Uzakdogu tilkerinden
(Japonya harig) elde edilen veriler florokinolon direngli E. coli prevelansinin bu tezin
aragtirmalarinda  belirlenen  direnglilik  diizeyinden daha yiikksek oldugunu
gostermektedir. Ulkemizde yapilan sinirli sayidaki arastirmalarda da benzer sonuglar
elde edilmistir (Cengiz ve ark; 2012). Ornegin Mustak ve arkadaslar1 (2013) tavuklarda
florokinolon direngli E. coli prevelansin1 % 50 olarak bildirmistir. Global raporlara gore
florokinolon direngli patojenlerin prevelanslart insan ve hayvan popiilasyonu,
haraketliligi ve etkilesim orani, bagil nem, sicaklik, ekonomi, egitim ve farkindalik
oranlar1 gibi faktorlere bagli olarak artmaktadir. Bursa ¢evresindeki florokinolon direngli
E. coli prevelansinin Avrupa tlkeleri i¢in bildirilen degerlerden daha yiiksek ve Giiney

Amerika tilkelerindeki degerlerden daha diistik olmas1 bu faktorlere gore agiklanabilir.

gnr genleri ilk identifiye edilen ve en ¢ok calisilmis olan florokinolon direng
genleridir. Global olarak siklikla izole edilen gnr genleri gnrA, B ve S’dir. Bu genlerin
yaygin bir sekilde bulunabildigini gosteren bir¢ok rapor yaymlanmistir (Martinez ve
ark., 1998; Strahilevitz ve ark., 2009). gnrA, B ve S genleri siklikla E. coli, K.
pneumoniae ve Salmonella enterica klinik izolatlarinda tespit edilmektedir (White ve

ark., 2000). Bu genlerin prevelanslarinin sus 6zelliklerine gore % 0,2 ile % 94 arasinda
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degisiklik gosterebildigi rapor edilmistir (Rodriguez-Martinez 2011; Strahilevitz ve ark.,
2009). gnrA, B ve S genlerinin prevalanst Amerika Birlesik Devletleri’nde % 26,5;
Ispanya’da % 3,7; Belcika’da % 18,8; Kanada’da % 0,8; Kore’de % 57, Cin’de % 34,7;
Nijerya’da % 20, Japonya’da % 23,2; Arjantin’de % 33,2 Fransa’da % 2,7; Jameika’da
% 32,5 olarak bildirilmistir. (Briales ve ark., 2012; Cruz ve ark., 2013; Fortini ve ark.,
2011; Halova ve ark., 2014; Kanamori ve ark., 2011; Ma ve ark., 2009; Liu ve ark.,
2008; Park ve ark., 2010; Pitout ve ark., 2008; Poriel ve ark., 2006; Stephenson ve ark.,
2010). insan ve hayvan kaynakli E. coli izolatlarinda en sik karsilasilan gnr genleri
gnrB ve S’dir (Briales ve ark., 2012; Cattoir ve ark., 2012; Fortini ve ark., 2011; Halova
ve ark., 2014; Jiang, 2012; Kim ve ark., 2009; Sana ve ark., 2015; Tausova ve ark.,
2012; Yang ve ark., 2009). Tirkiye’de yapilan smirli sayidaki arastirmalarin
sonuglarina gére gnrA geni prevelansi % 0,6-% 5,3’tiir (Cengiz ve ark., 2012; Mustak ve
ark., 2012). gnrB geni prevelansi ise % 0,2’ dir (Cengiz ve ark., 2012, Mustak ve ark.,
2012). gnrC geni Cin’de Proteus mirabilis izolatinda tanimlanmis ve prevelansi ¢ok
diisiik bir gendir (Cattoir ve ark., 2012, Wang ve ark., 2009,). gnrD geni ise Ispanya,
Italya, Danimarka ve Cin‘de hem insan hem de hayvan suslarinda tespit edilebilmistir ve
prevelanst % 2 diizeyindedir (Cattoir ve ark., 2012; Veldman ve ark., 2011,). gqnrC ve D
genlerinin  yaygmliginin  su an i¢in tamimlandiklart ilkelerle smirli oldugu
diisiiniilmektedir (Cattoir ve ark., 2012; Veldman ve ark., 2011). gnrS geni 2005 yilinda
Japonya’da gida zehirlenmesine neden olan Shigella flexneri izolatinda tanimlanmustir.
Giinlimiize kadar insan, domuz, kanatl, sigir, at ve egzotik hayvan kaynakli E. coli ve
Salmonella izolatlarinda bu gen tespit edilebilmistir (Briales ve ark., 2012; ; Cattoir ve
ark., 2012; Hata 2005; Veldman ve ark., 2011). gnrS geni prevelansinin % 1,2 ile % 78
arasinda degistigi bildirilmistir (Ahmed ve ark., 2007; Dolejska ve ark., 201; Gay ve
ark., 2006; Halova ve ark., 2014; Jiang ve ark., 2012; Kim ve ark., 2009; Sana ve ark.,
2015; Szmolka ve ark., 2011; Tausova 2012; Yang ve ark., 2009; Yue ve ark., 2011;
Vien ve ark., 2009). gnrS geni cografik olarak yaygin bir dagilim gosterir (Cattoir ve
ark., 2012, Strahilevitz ve ark., 2009; Veldman ve ark., 2011). gnrS geni prevelansi
Amerika Birlesik Devletleri'nde % 1, Kanada’da % 0,8; Jameika’da % 9,6; Iran’da %
1,2; Cin’de % 18, Kore’de % 2,1; Fransa’da % 1,6; Tunus’da % 6,4; Cek
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Cumhuriyeti’nde % 7,2; Vietnam’da % 78,8 olarak bildirilmistir (Goudarzi ve ark.,
2015; Halova ve ark., 2014; Kim ve ark., 2013; Poriel ve ark., 2006; Pitout ve ark.,
2008; Sana ve ark., 2015; Stephenson ve ark., 2010; Tausova ve ark., 2012; Vien ve
ark., 2009; Wang ve ark., 2012). gnrS g¢evreden ve hayvanlardan izole edilen
bakterilerde en sik identifiye edilen gnr genidir. (Cattoir ve ark., 2012). Ayrica gnrS geni
Avrupa’da Salmonella tiirleri arasinda % 25 gibi yiiksek bir oranda tespit edilmistir. Bu
durum gida kaynakli enfeksiyonlarda qnrS geninin florokinolon direnci agisindan
Onemini gosterir (Cattoir ve ark., 2012, Veldman ve ark., 2011). gnrS geni iilkemizde
ilk olarak insan kaynakli Enterobacteraceae izolatlarinda 2008 yilinda identifiye edilmis
ve prevelanst % 0,4 olarak bildirilmistir (Nazik ve ark., 2008). Tirkiye’de gnrS geni
hayvan kaynakli E. coli izolatlarda ilk olarak 2012 yilinda tanimlanmis ve prevelansi %
3,2 olarak bulunmustur (Cengiz 2012). Daha sonra 2014 yilinda kanatli kaynakli
Salmonella izolatlarinda gnrS geni tespit edilmis ve bu genin prevelansi yine % 2.4
olarak bildirilmistir (Ata ve ark., 2015). Bu arastirmada belirlenen prevelans degeri diger
tilkelerde bildirilen raporlarla karsilastirildiginda minimum prevelans degerlerine
yakindir ve buna gore Tiirkiye’de gqnrS geninin hayvansal izolatlarda goriilme siklig1

insan kaynakli izolatlara gore daha yiiksektir.

aac(6)-1b-cr geni, ilk olarak 2004 yilinda Cin’de gnrA pozitif bir E. coli klinik
izolatinda tespit edilmistir. Cogunlukla E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda
rastlanmasina ragmen Salmonella ve Aeromonas tiirlerinde de bulunabildigi
belirtilmistir. (Ahmed ve ark., 2013; Liu ve ark., 2011; Robicsek ve ark., 2006). aac(6’)-
Ib-cr geninin bdlgesel olarak gnr genlerinden daha sik goriilebilecegini, prevelansinin %
0,4 ile % 68 arasinda degistigini ve cografik olarak genis bir dagilim gosterdigi
bildirilmistir (Cattoir ve ark., 2012; Cruz ve ark., 2013; Robicsek ve ark.,2006; Yang ve
ark., 2008). aac(6’)-lIb-cr geni prevalansi Amerika Birlesik Devletleri’nde % 28,
Kanada’da % 13, Arjantin’de % 42,4 (Cruz ve ark., 2013), Meksika’da % 15,1 (Silva-
Sanchez ve ark., 2013), Ispanya’da % 16,2, Italya’da % 10, Belgika’da % 12,5;
Slovenya’da % 50, Israil’de % 13, Kore’de % 52,3; Cin’de % 37 ve Iran’da % 68,8
(Doudarzi 2015) olarak rapor edilmistir (Park ve ark., 2006, Pitout ve ark., 2008,
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Briales ve ark., 2012; Veldman ve ark., 2011; Chmelnitsky ve ark., 2009, Avgustin ve
ark., 2007, Kang ve ark., 2009, Lui ve ark., 2008, Ma ve ark., 2009; Yue ve ark., 2011).
Tirkiye’de aac (6°)-1b-cr geni hayvan kaynakli E. coli izolatlarda ilk olarak 2012
yilinda tanimlanmig ve prevelanst % 10,5 olarak bulunmustur (Cengiz ve ark., 2013). Bu
tezin aragtirma sonuglarina gore aac (6°)-Ib-cr geninin prevelanst % 10,3 olarak
belirlenmistir. Bu sonug aac (6°)-Ib-cr geni prevelansinin Avrupa iilkelerinde bildirilen

degerlere yakin oldugunu gosterir.

aac(6’)-Ib-cr geninin o6zellikle gnr genleri ile birlikte bulundugu siklikla rapor
edilmektedir (Jiang ve ark., 2009, Ma ve ark., 2009; Yue ve ark., 2008, Strahvilheitz ve
ark., 2009, Cengiz ve ark., 2013, Yang ve ark., 2010, Pitout ve ark., 2008). Fakat iki
genin birlikte bulunma oran1 aac(6’)-lb-cr veya gnrS geninin tek basina bulunma
oranlarina kiyasla oldukga diisiiktiir. aac(6’)-1b-cr geni prevalansi Amerika’da % 3,2
(Halova ve ark., 2014) Kore’de % 0,4 (Yue ve ark., 2008) Kanada’da % 0,2 (Pitout ve
ark., 2008) ve Cin’de % 0,1°dir (Yang ve ark., 2010). Bu tezin arastirmalar1 kapsaminda
aac (6°)-Ib-cr ve gnrS1 genlerinin birlikte bulunma prevelanst % 0,643 olarak
belirlenmistir. Daha onceki raporlarda sunulan veriler ile karsilastirildiginda bu oran
ortalama degerler (%0,1; % 3,4) igerisindedir. Arastirma sonucunda aac(6’)-lb-cr ve
gnrS1 geni prevelanst ortalama degerler arasinda bulunmus olmasina ragmen
florokinolon direngli E. coli prevelans degerinin yiiksek olusu baska direng etmenlerinin

varligina bagl olabilir.

Birgok arastirma sonucuna gore gnr genlerinin in vitro kosullarda bakteriler
arasinda aktarimi florokinolonlarin MIK degerlerinde 2-125 kat artisa neden olur (Wang
ve ark., 2003, wang ve ark., 2004 Chowhury ve ark., 2011, Strahilevitz ve ark., 20009,
Robiscek ve ark., 2006, Briales ve ark., 2011). Chowhury ve arkadaslar1 (2011) gnr
genlerinin aktarildigi E. coli transkonjugatlarinin siprofloksasin, norfloksasin ve
ofloksasin MIK degerlerini 10-75 Kart arttigmi belirlemistir (Chowhury ve ark., 2011).
Wang ve arkadaslari (2004) arastirmalarinda gnr genlerinin siprofloksasin MiK degerini
32 kat arttirdigini bildirmistir (Wang 2004). Cambau ve arkadaslar1 gnrA geninin E. coli

BM13 susuna aktarilmasi sonucu, nalidiksik asit, ofloksasin, levofloksasin,
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siprofloksasin ve moksifloksasin MIK degerlerini sirasiyla 2, 15, 10, 24 ve 12 kat
arttigin1 rapor etmistir (Cambau ve ark., 2007). Gay ve arkadaslar1 Salmonella kaynakli
gnrB2 ve gnrB5 ile gnrS1lve qnrS2 genlerinin E. coli J53 susuna aktarilmasi sonucu
nalidiksik asit MiK degerinin 8 ve siprofloksasin MIK degerinin ise 125 kat arttigimni
gozlemistir. Jacoby ve arkadaglari (2006) qnrA ve gnrB genlerinin E. coli J53 susuna
aktarilmasi sonucu nalidiksik asit, siprofloksasin, gatifloksasin, levofloksasin ve
moksifloksasin MIK degerlerinin sirasiyla 8, 67, 33, 33 ve 34 kat artabilecegini
gostermistir (Jacoby ve ark., 2006a; Jacobu ve ark., 2006b). Cattoir ve arkadaslari
(2006) gnrS1 geninin E. coli DH10B susuna aktarilmasi sonucu nalidiksik asit,
siprofloksasin ve ofloksain MIK degerlerinin sirasiyla 8, 83 ve 24 kat artabilecegini
bildirmistir (Cattoir 2006). Briales ve arkadaslar1 (2011) arastirmalarinda E. coli
ATCC25922 susuna qnrAl, Bl ve S1 genlerini aktarmis ve siprofloksasin,
moksifloksasin, levofloksasin, norfloksasin MIK’u ile MBK degerlerinin degisimi
izlenmistir. Bu arastirmanin sonuglarina gére qnrAl geninin aktarilmasi sonucu MIK
siprofloksasin (0,002 pg/ ml — 0,125 pg/ml), moksifloksasin (0,008 pg/ml — 0,5
png/ml) ve levofloksasin (0,008 pg/ml — 0,5 pg/ml) i¢in 62,5 kat, norfloksasin (0,015
pg/ml — 0,5 pg/ml) icin ise 33,3 kat artmistir. MBK ise siprofloksasin i¢in 8,3 kat
(0,015 pg/ml — 0,125 pg/ml), levofloksasin i¢in 17 kat (0,03 ug/ml — 0,5 pg/ml),
moksifloksasin i¢in 33,3 kat (0,015 pug/ml — 0,5 pg/ml), norfloksasin i¢in ise 33,3 (0,03
ug/ml — 0,1 pg/ml) kat artmigtir. qnrB1 geninin E. coli ATCC 25922 susuna in vitro
aktarimi sonucunda belirlenen MIK degisimleri siprofloksasin igin 62,5 (0,002 ug/ml —
0,125 pg/ml), moksifloksasin i¢in 32 (0,008 pg/ml — 0,25 pg/ml), levofloksasin i¢in 16
(0,008 pg/ml — 0,125 pg/ml), norfloksasin i¢in 33 (0,015 pg/ml — 0,5 pg/ml) kattir.
MBK, siprofloksasin i¢in 8,3 (0,015 pg/ml — 0,125 pg/ml), levofloksasn i¢in 83 (0,03
pg/ml — 0,25 pg/ml), moksifloksasin i¢in 67 (0,015 pg/ml — 1 pg/ml), norfloksasin
igin ise 16,6 kat (0,03 pg/ml — 0,5 ug/ml) artmistir. gnrS1 geninin E. coli ATCC 25922
susuna in vitro aktarimi sonucunda belirlenen MiK degisimleri siprofloksasin i¢in 62,5
(0,002 pg/ml — 0,125 pg/ml), moksifloksasin i¢in 32 (0,008 pg/ml — 0,25 pg/ml),
levofloksasin i¢in 62,5 (0,008 pg/ml — 0,5 pg/ml), norfloksasin i¢in 32 (0,015 pg/ml —
0,5 pg/ml) kattir. MBK, siprofloksasin i¢in 16.6 (0,015 pg/ml — 0,25 pg/ml),
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levofloksasin i¢in 166 (0,03 pg/ml — 0,5 pg/ml), moksifloksasin i¢in 16 (0,015 pg/ml
— 0,25 pg/ml), norfloksasin icin ise 33 kat (0,03 pg/ml — 1 pg/ml) artmistir (Briales ve
ark., 2011). Bu tezin arastirmalarinda gnrS1 geninin E. coli ATCC 25922’ye in vitro
olarak aktarilmasindan sonra MiK 16 kat (0,032 pg/ml — 0,512 g/ml) artmistir. Daha
once yapilan arastirma sonuglariyla karsilastirildiginda gnrS1 geni E. coli ATCC25922

susunun enrofloksasin duyarliligini belirtilen arakliklarda degistirmistir.

Genel olarak aac (6°)-1b-cr geni gnr genlerine gore daha diisiik karakterli
florokinolon direnci kodlar. ~ Bu genin E. coli’ye in vitro aktarimi sonucu
florokinolonlarin MIK degerlerinde 2-75 kat artis olustugu bildirilmistir (Strah 2009,
Chowhury 2011 ve ark., Robiscek ve ark., 2006a, Robiscek ve ark., 2006b, Emrich ve
ark., 2010). Chowdhury ve arkadaslar1 (2011) Vibrio floviaris kaynakli aac (6°)-1b-cr
genini E. coli XL-1 susuna aktarmis ve sonug¢ olarak nalidiksik asit, siprofloksasin,
norloksasin ve ofloksasin MIK degerlerinde sirastyla 2, 21, 75 ve 21 kat artis gdzlemistir
(Chowhury ve ark 2011). Robiscek ve arkadaslart aac (6°)-1b-cr geninin E. coli J53
susuna aktarimi sonucu siprofloksasin ve norfloksasin MIK degerlerinde 2-4 kat artis
olustugunu bildirmistir (Robiscek 2006¢). Nadine ve arkadaslar1 aac (6°)-Ib-cr geninin
siprofloksasin MIK degerini ortam pH’sina bagh olarak 2-4 kat arttigin1 belirlemistir
(Nadine ve ark., 2010). aac (6°)-1b-cr geni florokinolon MIK degerleri iizerinde diisiik
diizeyli artiglara sebep olsa da MOK degerlerinde 10 kata kadar artis olusturabilir
(Robiscek ve ark., 2006). Bu tezin arastirmalarinda aac (6°)-1b-cr geninin E. coli ATCC
25922’ye in vitro olarak aktarilmasindan sonra MiK 32 kat (0,032 pg/ml — 1 g/ml)
artmistir. Daha Once yapilan arastirma sonuglariyla karsilagtirildiginda aac (6°)-lb-cr
geni E. coli ATCC 25922 susunun enrofloksasin duyarliligin1 daha fazla azaltmistir. Bu

sonug, Chowhury ve arkadaglarinin (2011) arastirma sonuglariyla benzerdir.

gnrA ve aac (6°)-lb-cr genlerinin aynmi bakteriye ticari vektdr araciligiyla
aktarilmast ve bu aktarim sonucunda olusabilecek etki ile ilgili bilimsel rapor
bulunmamaktadir. Ancak gnrA ve aac (6°)-Ib-cr genlerinin ikisini birden tagiyan dogal

plazmidlerle yapilan arastirmalarda ilgili plazmidin aktarimi sonucu elde edilen
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duyarlilik degisiminin sadece 1 gen ile elde edilen degisime gore 16 kata kadar daha
fazla oldugu bildirilmistir (Xu ve ark., 2007, Robiscek ve ark., 2006c). Bu tezin
arastirmalar1 kapsaminda her iki genin E. coli ATCC 25922’ye in vitro aktarimi sonucu
MIK degeri 32 kat artmustir (0,032 pug/ml — 1 g/ml). Sadece gnrS1 geninin aktarimu ile
elde edilen duyarlilik degisimi 16, sadece aac (6°)-Ib-cr geninin aktarimi ile elde edilen
duyarlilik degisimi ise 32 kat olarak belirlenmistir. Cattoir ve arkadaglar1 (Cattoir ve
ark., 2007) gnrB4 ve qnrS1 genlerinin eszamanli olarak E. coli TOP10 susuna
aktarilmasi sonucu olusan duyarlilik degisimi ile genlerin ayr1 ayr1 aktarilmasi ile olusan
degisiminin ayni oldugunu bildirmistir. Belirgin bir degisiklik olusmamasinin nedeni
olarak hedef mikroorganizmanin gen ekspresyon ozellikleri gosterilmektedir (Cattoir ve

ark., 2007).

Florokinolonlarin MOK’u test edilen mikroorganizmaya, mikroorganizmanin
genetik yapisina ve segilen ilacin 6zelliklerine bagh olarak MIK’un 2 ile 136 kati
arasinda degismektedir (Blondeau ve ark., 2012; Li ve ark., 2007, Randall ve ark., 2004,
Olofson ark., 2007; Weitzein ve ark., 2005). Enrofloksasinin MOK’u ise
mikroorganizmaya ve mikroorganizmanimn genetik yapisina bagli olarak MIK’un 2-32
katidir (Balaje ve ark., 2013; Gebru ve ark., 2011; Ramalingam ve ark., 2015).
Enrofloksasinin hayvansal kokenli E. coli izolatlar: {izerindeki MOK u ise incelenen E.
coli izolatinin genetik yapisina bagl olarak MIK degerinin 2-16 katidir (Beri ve ark.,
2015; Ozawa ve ark., 2013). Bu sonuglardan farkli olarak Briales ve arkadaglar1 (2011)
in vitro kosullarda PMQR geni aktarilmis ve QRDR mutasyonu olusturulmus E. coli
klon suslarinda MOK’un mutasyonsuz suslarm MOK’una gére 8000 kata kadar
artabildigini rapor etmistir (Briales ve ark., 2011). Bu arastirmada E. coli ATCC 25922
ve E. coli AG 100 icin enrofloksasin MOK’u MiK un 4 kat1 olarak belirlenmistir. Linde
ve arkadaslar1 (2004) arastirmalarinda E. coli ATCC 25922’nin 20-37 °C’de, aerobik ve
anaerobik iireme kosullarinda siprofloksasin, norfloksasin ve ofloksasin MOK unun
MIK’un 4 kati oldugunu bildirmistir.  Pasquali ve arkadaslarma (2007) gore
siprofloksasin ve enrofloksasinin E. coli ATCC 25922 i¢cin MOK’u MIK’un 8 vel6
katidir. Jacoby ve arkadaslar1 (2005) E. coli J53 igin, MOK’unun MIK’un 8 kati
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oldugunu belirlemisgtir. Martinez ve arkadaslart (2007) E. coli DHI10B ig¢in
siprofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin MOK u MIK un sirasiyla 8, 4 ve 30, E.
coli J53 igin ise 15, 8 ve 17 kat1 olarak tespit etmistir. Shimizu ve arkadaslar1 (2013)
PMQR geni ve QRDR mutasyonuna sahip olmayan (sokak susu) E. coli izolatlar1 i¢in
orbifloksasin MOK’unu MIK’un 4 ile 16 kati arasinda degisebildigini bildirmistir.
Briales ve arkadaslar1 (2011) baska bir arastirmada E. coli ATCC 25922 i¢in MOK’u
MIK ’un 500 kat1 olarak belirlemistir.

PMQR genlerinin kontrol suslarmin MOK degerlerini 10-2000 kat arttirabilecegi
bilinmektedir (Briales ve ark., 2011; Jacoby ve ark., 2005, Martinez ve ark., 2007,
Wong ve ark., 2014). Jacoby ve arkadaslar1 (2005) gnrA geninin E. coli J53 susuna
aktarilmasiyla siprofloksasin MOK’unun 10 kat arttgmi bildirmistir. Martinez ve
arkadaslar1 (2007) gnrA geninin E. coli J53 susuna aktarilmasi sonucu olusturulan klon
susun siprofloksasin ve levofloksasin MOK unun 67, moksifloksasin MOK ’unun ise 32
kat arttigini rapor etmistir. Aynmi calismada gnrA geninin E. coli DH10B susuna
aktarilmasiyla siprofloksasin ve levofloksasin MOK u133, moksifloksasin MOK u ise
33 kat artmustir (Martinez ve ark., 2007). Briales ve arkadaslar1 (2011) gnrA geni E coli
ATCC 25922 susuna aktarilinca MOK siprofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin ve
norfloksasin MIK’a gore sirasiyla 4000, 1000, 1000 ve 533; gnrB geni aktarilinca 1000,
500, 500 ve 523; gnrS geni aktarilinca ise 2000, 500, 500 ve 533 kat arttigini
bildirmistir. Jacoby ve arkadaslar1 (2005) aac (6°)-1b-cr geninin E. coli J53 susunun
MOK’unu 16 kat arttirdigini rapor etmistir.  aac (6°)-lb-cr ve ogxA geninin
Salmonella’ya aktarilmasiyla MOK 80 kata kadar artabilir (wong 2014). Bu tezin
arastirmalart kapsaminda, E. coli ATCC 25922°ye qnrS geninin aktarilmasiyla
olusturulan MtS klon susunun MOK degeri E. coli ATCC 25922° nin MOK degerine
gore 16 kat artmustir. E. coli ATCC 25922’ye aac (6°)-1b-cr geninin aktarilmasiyla
olusturulan MtX klon susunun MOK’u E. coli ATCC 25922 nin MOK ’una gére 32 kat
artmistir. E. coli ATCC 25922’ye qnrS1 ve aac (6°)-1b-cr geninin birlikte aktarilmasiyla
olusturulan MtSX klon susunun MOK degeri ise E. coli ATCC 25922’nin MOK una
gore 32 kat artmustir. gnrS genine sahip E. coli E248 izolatinin MOK u kontrol susuna
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gore 64, MtS klon susuna gore ise 4 kat fazladir. qnrAl ve aac (6°)-1b-cr genlerine sahip
olan E. coli E101 izolatinin MOK u kontrol susuna gore 2000, MtX ve MtSX suslarina
gore gore 128 kat fazladir. gnrS1 ve aac (6°)-1b-cr genlerine sahip olan E. coli E103
izolattnin MOK’u kontrol susuna goére 8000, MtS susuna gore 512, MtX ve MtSX
suslaria gore ise 256 kat fazladir. Sinirli sayidaki arastirma sonucuna gore florokinolon
direnci ile iliskili baska bir genetik faktér olmamasi halinde QRDR mutasyonlarinin
MOK ’u 10-4000 kat arttirabilecegi rapor edilmistir (Jacoby 2005, Briales ve ark., 2011;
Pasquali ve ark., 2007). Jacoby ve arkadaslari (2005) E. coli J53 susunda olusturulan
gyrA mutasyonunun siprofloksasin MOK’unu 10 kat arttirdigim bildirmistir. Briales ve
arkadaglar1 (2011) E. coli ATCC 25922 susunda olusturulan gyrA Ser83—Leu
mutasyonunun  siprofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin MOK’unu 2000
norfloksasin MOK’unu ise 4000 kat arttirdigini belirlemistir. PMQR genleri ve QRDR
mutasyonlarinin MOK f{izerindeki kiimiilatif etkileri sayesinde florokinolonlarin MOK’u
MiK’a gore 8000 kata kadar artabilir (Briales ve ark., 2011). Briales ve arkadaslari
(2011) E. coli ATCC 25922 susunda olusturulan gyrA Ser83—Leu mutasyonunun ve
gnrA geni aktarimmin siprofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin ve norfloksasin
MOK’unu kontrol susuna gére sirasiyla 8000, 16000, 8000 ve 4000 kat arttirdigini
belirlemigtir. Ayn1 QRDR mutasyonu ile qnrB geni ise bu bilesiklerin MOK unu
sirastyla 4000, 8000, 16000 ve 8000 kat artirir. gnrS geni ve gyrA Ser83—Leu
mutasyonu birlikte sirastyla 4000, 8000, 16000 ve 16000 katlik bir atig olusturur (Briales
ve ark., 2011). Bu tezin arastirma sonuglarmma gore hayvansal kokenli E. coli
izolatlarinin enrofloksasin MOK’u MIK’un 8 katidir. MOK, E. coli ATCC 25922 ile
karsilagtirildiginda gyrA Ser83—Leu ve Asp87—Tyr mutasyonlar1 ile gnrS1 ve ogxB
genlerine sahip olan E. coli E247 izolatmin enrofloksasin MOK’u 8000 kat daha
fazladir. gyrA Asp87—Asn, parC Ser80—Ile ve parE ser458—Ala mutasyonlar1 ile
gnrS1 genine sahip olan E. coli E308 izolatmin enrofloksasin MOK’u kontrol susuna
gore 8000 kat fazladir ve bu veri daha Once yapilan arastirmalarin sonuglar1 ile
uyumludur. Daha 6nemli olarak qnrS1 ve aac (6°)-1b-cr genlerinin E. coli’ye aktarimi
MOK/MIK oranmi degistirmemis olsa bile her iki parameterenin artan sayisal degeri,

MOK ve MIK konsantrasyonlar: arasindaki fark ile tanimlanan MSP araliginin
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artmasina neden olmustur. MSP degerinin artmasi enrofloksasin ile gerceklestirilen
antimikrobiyal kemoterapi uygulamalarinda enrofloksasin plazma konsantrasyonunun
mutant suslarin olusmasi igin riskli olan MSP araliginda kalma siiresini (TMSP)

uzatarak direncli alt-populasyonlarin olugsma potansiyelini arttir.

MF bir bakteri popiilasyonunda mutasyon olugsma sikligin1  gosterir.
Antimikrobiyal direng iligkili MF ise belirli bir konsantrasyonda antimikrobiyal igeren in
vitro kosullarda olusan mutasyon sikligidir. Bakteri mutasyonu antimikrobiyale bagh
olarak in vitro kosullarda olusabilse bile mutasyon oranini etkileyen baska faktorler de
vardir. Bu faktorlerin bazilari: bakteri susu, antimikrobiyal ajanin 6zellikleri, bakteri
populasyonu iizerindeki genel stres, kiiltlir ortaminin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile
mutasyonun gerceklestigi gen bolgesinin karakteridir. Stabil kosullarda MF ayn1 sus
icin 10000 kata kadar degisebilir. Daha 6nemli olarak in vitro kosullardaki MF
enfeksiyon bolgesinden daha diisiik kabul edilir (Martinez ve ark., 2000). Bakteri
kiiltiirlerinde spontan tekli mutasyonlarin frekansi bakteri tiiriine ve genetik yapisina
bagli olarak 10°-107%, ikili mutasyonlarin olusma sikligr ise genellikle 101210
arasinda degismektedir (Monero ve ark., 2011; Zao ve Drilica, 2001). p-laktam ve
florokinolon gibi antimikrobiyal ajanlar direngli mutant olusumunu hizlandirabilir.
Florokinolonlar DNA hasar1 olusturarak etki gosterir ve buna bagli olarak SOS yanitini
tetikleyerek MF’n1 arttirabilir (Gillespie ve ark., 2005). Lopez ve arkadaslar1 (2009)
siprofloksasinin 0,25; 0,5; 1 ve 2xMIK’da E. coli rekombinasyon oranlarini sirasiyla 2,
2,2; 58 ve 14 Kkat arttirdigimi belirlemistir. Bir¢ok arastirma florokinolonlarin
subinhibitor konsantrasyonlarda MF’n1 arttirdigini, MiK’dan yiiksek konsantrasyonlarda
ise dramatik olarak azalttigin1 vurgulamaktadir (Browne ve ark., 2002; Cebrian ve ark.,
2007; Drago ve ark.,, 2010; Kim ve ark., 2003,). Zhou ve arkadaslar1 (2000)
siprofloksasinin subinhibitor konsantrasyonlarinin Mycobacterium smegmatis and
Mycobacterium tuberculosis bakterilerinde MF’n1 10 kat arttirabilecegini gostermistir.
Henderson-Begg ve arkadaslari (2006) siprofloksasinin 0,5xMIK ve 0,75xMIK’da
Streptococcus pneumoniae MF’n1 2-5 kat arttirabilecegi rapor etmistir. Test edilen

ilacin kimyasal yapis1 da MF’m1 etkiler. Li ve arkadaslar1 (2002) Streptococcus
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pneumoniae ile yaptiklart caligmada moksifloksasinin MF’n1 levofloksasine gore 100 kat
azalttigin1 belirlemistir. Test edilen ilacin konsantrasyonu da MF’ni1 etkileyen diger bir
faktordiir. Gilespie ve arkadaslar1 (2005) siprofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin
subinhibitor konsantrasyonlarmm (0,5 x MIK) Mycobacterium fortuitum’un MF’n1
sirasiyla 89, 95 ve 120 kat arttirdigin1 bildirmistir. Daha diisiik konsatrasyonlarda ise
(0,125xMIK ve 0,25xMiK) MF artisin1 sirasiyla 3,1-5,6 Kat olarak belirlenmistir.

QRDR mutasyonlart ve PMQR genlerinin bakterileri florokinolonlarin bakterisit
etkisinden koruyarak florokinolon direncinin olugsmasini hizlandirabilecegi ve bakterileri
florokinolonlarin se¢ici baskisindan koruyarak yasamlarini siirdiirmelerine 6nemli katki
saglayabilir (Briales ve ark., 2011; Wong ve ark., 2014,). Wong ve arkadaslar1 (2009)
ogx ve aac (6°)-Ib-cr genlerinin Salmonella typhimurium’da siprofloksasin direngli alt
popiilasyonlarin olusumunu hizlandirdigini bildirmistir. Briales ve arkadagslart (2011)
gnrAl, gnrB1l ve gnrS1 genleri ile gyrA ve parC mutasyonlariin siprofloksasin,
levofloksasin, moksifloksasin ve norfloksasin MOK’unu arttirarak direncli bakterilerin
olusumuna katki sagladigin1 gostermistir.  Bu tezin arastirma sonuglara gore E. coli
ATCC 25922'nin 0,5xMiK’da MF 4,8x10™ cfu/ml’dir. qnrS1 geninin aktarmm ile
olusturulan MtS susu i¢in ayni konsantrasyonda MF 4.4x10°® cfu/ml’dir. Buna gore
gnrS1 geni MF’n1 yaklagik 100 kat arttirmistir.  Ayni konsantrasyonda aac (6°)-1b-cr
geninin aktarimi ile olusturulan MtX susu i¢in belirlenen MF degeri ise 4,3x107 cfu/ml
olarak hesaplanmistir ve bu veriye gore aac (6°)-Ib-cr geni MF’n1 10 kat arttirmustir.
Her iki genin aktarimi ile olusturulan MtSX susu icin hesalanan MF degeri ise 2,3x10®
cfu/ml’dir ve bu deger yaklasik 200 katlik bir artis1 gdsterir. qnrS1 geni tastyan E. coli
E248 izolati i¢cin mutant ferakansi 8,1x10%dir ve bu deger MtS klon susuna gore
yaklasik 2 kat daha yiiksektir. qnrS1 ve aac (6°)-Ib-cr genlerini tasiyan E. coli E103
izolatinin 0,5xMIiK’da belirlenen MF degeri 6,3x10° cfu/ml’dir. Bu deger her iki geni
tasiyan klon susa gore 30 kat daha disiiktiir. qnrAl ve aac (6°)-1b-cr genine sahip olan
E. coli E101 susu igin belirlenen MF degeri 4.1x10™ cfu/mI’dir ve yine bu deger MtSX
klonuna gore yaklasik 200 kat daha disiiktiir. gyrA Ser83—Leu ve parC Ser80—lIle

mutasyonlar1 ile gnrS1 ve ogxB genlerine sahip olan E. coli E247 izolat1 igin MF degeri
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4,1x10"? cfu/ml’dir. gyrA Asp87—Asn, parC Ser80—lle ve parE ser458—Ala
mutasyonlar1 ile qnrS1 genine sahip olan E. coli E308 igin MF degeri 3,3x10°
cfu/ml’dir. Izolatlara ait MF degerlerinin klon suslara gore daha diisiik olmasi
ekspresyon kapasitelerinin daha diisiik olmasindan kaynaklanabilir. MF 1xMIiK’da
biitiin suslar i¢in 0,5xMIiK’a gére cok daha diisiiktiir. En biiyiik azalma E. coli ATCC
25922 susunda meydana gelmistir ve MF degeri yaklasik olarak 10° kadar azalmustir.
MLtS susu i¢in azalma yaklasik 10?dir. Kontrol susu ile karsilastirildiginda gnrS1 geni
MiK’da MF degeri iizerinde 10° kadar bir artisa neden olmustur. MtX susunun MF
degeri 10° kadar azalmistir. aac (6°)-1b-cr geni mutant frekansin kontrol susuna gore
10° kadar arttirmustir. MtSX susu icin MF degerinde yaklasik 10* kadar azalmis ve
kontrol susu ile karsilastirildiginda MF’n1 10° kadar daha fazladir. E. coli E101, E. coli
E103, E. coli E247, E. coli E248 ve E. coli E308 izolatlar1 i¢in belirlenen degerler
sirastyla 102, 103, 103, 10° ve 10° kadar olusan azalmalardir. MF 2xMIiK’da kontrol
suslar1 i¢in 6,3X10'18 ve 5,2X10'18 cfu/ml’dir. MtS ve MtX suslar1 icin MF degerleri
5,2x10™ ve 4,9x10™* cfu/ml’dir. qnrS1 ve aac (6’)-Ib-cr genleri 2xMiK’da MF
yaklagik 10* kat arttirmistir. MtSX susunun MF degeri ise 3,1x10" cfu/ml olarak
hesaplanmustir. Her iki genin birlikte MF’na etkileri yaklasik 10° olarak belirlenmistir.
gnrS1 igeren izolatin MF degeri 6,6x10™ cfu/ml’dir ve bu deger klon suslara gore 10
kat daha disiiktir. gyrA Asp87—Asn, parC Ser80—lle ve parE ser458—Ala
mutasyonlar1 ile gnrS1 genine sahip olan E. coli E308, gnrAl ve aac (6°)-1b-cr genine
sahip olan E. coli E101 suslarmin MF degerleri sirasiyla 5,7x10™ ve 2,4x10™
cfu/ml’dir. Bu degerler klon suslarin MF degerlerine ¢ok yakindir. gnrS1 ve aac (6°)-1b-
cr genlerini tastyan E. coli E103 ile gnrS1 ve ogxB genlerini tasiyan E. coli E247
izolatlarinin MF degerleri ise klon suslardan sirasiyla 10% ve 10° kat daha diisiiktiir.
Kontrol suslar1 ve klon suslar 4xMIK konsantrasyonunda tamamen elimine edilmistir.
E. coli izolatlari ise 10™*° ve 10™*® cfu/ml arasinda degisen ¢ok diisiik oranlarda mutant
olusturabilmislerdir. Bu durum QRDR mutasyonlar1 ve PMQR genlerinin bakterileri
florokinolonlarin bakterisit etkilerinden koruyarak direngli bakterilerin olusmasina
katkis1 olarak degerlendirilebilir (Briales ve ark., 2011). Gilespie ve arkadaslart (2005)

siprofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin ile yaptiklar1 aragtirmada
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Mycobacterium fortuitum’un MF ortalamasini her ii¢ florokinolon igin 0.125xMIK ve
0.25xMIK i¢in 10® 0.5xMiK i¢in ise 10° cfu/ml olarak saptamiglardir. Drago ve
arkadaglar1 (2010) subinhibitor konsantrasyonlarda E. coli i¢in MF degerini yaklasik 10
1 olarak bildirmistir. Bu arastirmada subinhibitor konsantrasyonlarda elde edilen
mutant frekanslar1 aragtirmaya dahil edilen tiim bakteriler i¢in 10®-10% cfu/ml arasinda
degismektedir. qnrS1 ve aac (6°)-1b-cr genlerinin MF degerinde artis saglayan etkisinin
konsantrasyona bagli olarak arttigi gézlemlenmistir. Ayrica dogal E. coli izolatlarinin
MF degerleri klon ve kontrol suslarina gore yiiksek bulunmustur. Bu durum dogal
izolatlarin tez projesi kapsaminda arastirilmayan genetik etmenlere sahip olmasindan
kaynaklanabilir ve MDR ile diger direng etmenlerinin akiimiilatif karakteristik gosteren

florokinolon direnci lizerinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu tezin arastirma sonuglarina gore enrofloksasin E. coli ATCC 25922 ve E. coli
AG100’¢ kars1 konsantrasyona bagl bakterisit etki gdstermistir. MIK’un 8 kat1 ve iizeri
konsantrasyonlarda da bakterisit etki gozlenmistir. Bu verilere gore deneyin 0. saatinde
uygulanan tiim konsantrasyonlarda her iki kontrol susu i¢in toplam bakteri sayisi 10°-10°
cfu/ml bulunmustur. E. coli ATCC 25922 i¢in 8. saatin sonunda 8xMIK/2xMOKda
bakteri sayisinda > 3 logio (% 99,9) kadar bir azalma gbzlenmistir. Wang ve arkadaglar
(2016) 8. saatin sonunda 8xMIK’da ayn1 etkiyi 4 logio olarak tanimlamustir. E. coli AG
100 igin ise aym etki 4xMIK/MOK *da tespit edilebilmistir. Deneyin 24. saatinde E. coli
ATCC 25922 ve E. coli AG 100 igin MiK’da bakteri sayis1 > 3 logio kadar azalmistir.
Daha yiiksek konsantrasyonlarda (8xMIK/2xMOK) ise mutlak bakterisit etki gézlendi.
Bir¢ok arastirma florokinolonlarin konsantrasyona bagli olarak artan bakterisit etki
gosterdigini ve 8-10xMIK’un direngli alt popiilasyonlar1 engellemek igin yeterli
oldugunu bildirmistir (wang 2016, Dalhoff 2003, Levison 2004, Craig 1998, Coulet
2002). Bu bakimdan degerlendirildiginde E. coli ATCC 25922 ve E. coli AG 100 i¢in
elde edilen veriler daha 6nce yapilan arastirmalarin sonuglariyla uyumludur. Kontrol ve
klon suglarindan elde edilen verilere gore deneyin 8. saatinde MtS i¢in
32xMIK/8xMOK’da > 6 logyo kadar bir azalma gdzlenirken diger suslar icin ayni etki
belirlenememistir. E. coli ATCC25922 i¢in deneyin 24. saatinde 1xMIK’da > 3 logo (%
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99,9) kadar bir azalma tespit edilmistir ve MtS ile MtSX suslart i¢in bu etki
olusmamustir. gnrS1 geninin varlig1 24. saatte 1xMIK’da etkin inhibisyonu &nlemistir.
E. coli ATCC 25922 ve MtS igin deneyin 24. saatinde 8xMIK/2xMOK’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarda mutlak bakterisidal etki gozlenirken, MtX ve MtSX i¢in higbir
konsantrasyonda bu etki izlenmemistir. qnrS1 ve aac (6°)-1b-cr genlerinin birlikte
bulunmasi 24. saatte inhibisyonu dnlemistir. qnrS1 geni tasiyan klon ve izolat (E. coli
E248)’a ait zaman-yanit verilerine gore her iki sus i¢in de deneyin 8. saati i¢in elde
edilen veriler aynidir. Deneyin 24. saatinde MtS susu i¢in 8xMIK/2XMOK’da tam
eliminasyon saglanmigken E. coli E248 igin hi¢bir konsantrasyonda tam eliminasyon
saglanamamigtir. Enrofloksasin MtS ye kars1 konsantrasyona bagli etki gosterirken ayni

etki E. coli E248 i¢in olusmamustir.

MtSX (gnrS1 ve aac (6°)-1b-cr) ve E. coli E103 (gnrS1 ve aac (6°)-1b-cr)’iin doz-yanit
verilerine gore deneyin 0. saatinde tiim konsantrasyonlar i¢in bakteri sayist MtSX i¢in
10° 10" cfu/ml, E. coli E103 i¢in 10°-10® cfu/ml olarak bulunmustur. Deneyin 8.
saatinde MtSX icin 4xMiK’da > 3 logip (% 99,9) kadar bir azalma belirlenirken, ayni
etki E. coli E103 i¢in 2xMIK’da gdzlenmistir. Deneyin 24. saatinde elde edilen sonuglar
her iki sus i¢in benzerdir. MtSX ve E. coli E103 igin tam bir inhibisyon olusmamustir.
MtSX (qnrS1 ve aac (6°)-Ib-cr) ve E. coli E101 (gnrAl ve aac (6°)-1b-cr)’in doz-yanit
verilerine gore her iki bakteri igin elde edilen sonuglar benzerdir. MtSX ve E. coli E101
i¢in tam bir eliminasyon saglanamamistir. Deneyin 8. saatinde E. coli E101 (qnrAl ve
ac (6°)-1b-cr) ve E. coli E103 (gnrS1 ve aac (6°)-Ib-cr) igin 2xMIK’da > 3 logio (%
99,9) kadar bir azalma gozlenmistir. Ayni etki E. coli E247 (gyrA Ser 83—Leu, parC
Ser80—Ille gnrS1, ogxB) ve E. coli E308 (gyrA Asp87—Asn, parC Ser80—Ile ve parE
ser458—Ala ) i¢in 4xMIK’da gézlenmistir. Bu farklilik E. coli E247 ve E. coli E308’in

QRDR mutasyonlarina sahip olmasina bagli olabilir.

Benzer sonuglar Cengiz ve arkadaslar1 (2012) tarafindan raporlanmistir ve qnrS
genine sahip Klinik E. coli izolat1 igin deneyin 24. saatinde 32xMIK konsantrasyonunda
tam eliminasyon saglanamamistir. Olofson ve arkadaglar1 (2006) iki mutant E. coli
(Nul14 ve Nul 18) ve kontrol susu E. coli ATCC 25922 ile yaptiklar1 ¢alismada 32xMIK
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konsantrasyonunda enrofloksasin ile deneyin 24. saatinde kontrol susunun tamamen
elimine edilirken mutant suslar tizerinde tam eliminasyon saglanamamistir. Wang ve
arkadaslar1 (2016) E. coli O101/K99 susu ile gerceklestirdikleri calismada 2xMIK
konsantrasyonda bakteri iireme hizmin diistiigiinii fakat 24. saat sonunda 32xMIK
konsantrasyonunun tam eliminasyon igin yeterli olmadigimi1 ve etkin bir bakteriyel
eliminasyon icin 28xMIK konsantrasyonunun 72 saat boyunca korunmasi gerektigini
belirtmistir. Strukova ve arkadaslar1 (2015) florokinolon direngli Klebsiella pneumoniae
suslar1 ile yaptiklar1 calismada 4xMIK siprofloksasin konsantrasyonlarmm 72 saat
sonunda inhibisyon saglamakta yetersiz kaldigint ve mutant alt populasyonlarin
olustugunu vurgulamigtir. Haritova ve arkadaslar1 (2010) enrofloksasinin in vitro
farmakodinamik etkilerini broiler cinsi tavuklardan izole edilen klinik izolat E. coli
078/H12 susunu kullanarak belirlemisler ve deneyin 8. saatinde 32 ve 64xMIK
konsantrasyonlarinda  3logip, 128xMIK konsantrasyonunda ise 4 logiy olarak
tammlamistir. Deneyin 24. saatinde tam eliminasyon sadece 128xMIK

konsantrasyonunda gergeklesmistir.

Enrofloksasinin konsantrasyona bagli etkisinin ozellikle 16xMIK ve iizeri
konsantrasyonlarda dogrusal artis gostermeyip daha ¢ok zamana baglh etki gosterdigi
daha onceki ¢alisma sonuglar ile gosterilmistir (Cengiz ve ark., 2011). Deneyin 24.
saatinde elde edilen sonuglar tiim izolatlar i¢in benzerdir. MtSX klon susu ve tiim E.
coli izolatlar1 i¢in tam bir eliminasyon saglanamamistir. Bu durum PMQR genlerinin ve
QRDR mutasyonlariin bakterileri florokinolonlarin bakterisit etkisinden korudugu ve
florokinolon direncinin gelisimi iizerindeki pozitif etkilerini desteklemektedir. Ayrica
florokinolon direnci iligkili genetik etmenlerin bakterileri florokinolonlarin
inhibisyonundan koruduklari daha 6nce yapilan ¢alismalar ile kanitlanmstir (Briales ve
ark., 2011). Direng genotipinin florokinolonlarin farmakodinamik karakteristiklerini
degistirerek konsantrasyona-bagli bakterist etkiyi zamana-bagli veya ko-etkiye
dontistiirebilecegi ve etkili bir eliminasyon saglamak i¢in florokinolon dozlarinin revize

edilmesi gerekliligi daha once yapilan arastirmalarda bildirilmistir (Cengiz ve ark.,
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2013). PMQR geni aktarilmasiyla olusturulan klon suslar ve QRDR mutasyonlarina

sahip olan izolatlar i¢in elde edilen sonuglar bu 6nerinin dogrulugunu kanitlamistir.

Bu tez projesinin sonuglarina gére Bursa ve cevresinden toplanan hayvansal
kaynakli E. coli izolatlariin %31,8’i enrofloksasine duyarli, %16,1°i orta derecede
duyarli, %52,1’1 ise direnglidir. Ayni izolatlarda qnrS1 geninin prevalansi % 3,3; aac
(6°)-1b-cr geninin prevelansi % 10,3 ve her iki gene sahip E. coli izolati prevelansi ise %
0,6°dir. gnrS1 ve aac (6°)-Ib-cr genlerinin transferi E. coli’de enrofloksasinin MIK,
MOK ve MF degerlerini ve direngli alt populasyonlarin olusma oranmmi farkedilebilir
diizeyde arttirir. Her iki genin ayni E. coli susuna aktarilmasi ise ¢ok daha belirgin bir
artiga sebep olarak E. coli’yi florokinolonlarin inhibisyonundan korur. Zamana bagli doz
yanit deneyleri sonucunda sadece qnrS1 veya aac (6°)-1b-cr genlerinden birine sahip
olan klon sugslarda enrofloksasinin farmakokinetik karakteristikleri degismezken ayni
ozellikteki klinik izolatlar ve her iki gene sahip olan klon suslar {izerinde etkili bir
eliminasyon gerceklestirmek icin doz optimizasyonu yapilmasi gereklidir. QRDR
mutasyonlart ve PMQR genlerine sahip E. coli izolatlar1 ve klon suslarinda
enrofloksasinin  farmakodinamik karakteristikleri degiserek konsantrasyona-bagl

bakterisidal etkinlik zamana-bagli veya ko-etkiye doniisiir.
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A
aac (6°)-1b
ampR
AIEC
APEC
Arg

Asn

Asp

B

BCCDC
BLAST

C

°C

CDC

CLSI

Crnax
CmaxMOK
D

DAEC
dH,0

dk

DNA
dNTP

E

EAA
EAA/MIK

7. SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Aminoglikozid Asetil Transferaz
: Ampicilin Resistance

: Adherent invazif E. coli

: Avian Patojenik E. coli

: Arjinin

: Asparjin

: Aspartik asit

: British Colombia Center for Disease Control

: Basic Local Alignment Search Tool

: Santigrat

: Centers for Disease Control and Prevention

: Clinical and Laboratory Standarts Institute

: Uygulama sonrasinda ulasilan maksimum ilag konsantrasyonu.

: Ulagilan maksimum ilag¢ konsantrasyonunun MOK ’a orani

: Diffuz adherent E. coli

: Distile su

: Dakika

: Deoksiribo Niikleik asit

: Deoksi Niikleotit Trifosfat

: Zaman-konsantrasyon egrisi altinda kalan alan.

: Zaman-konsantrasyon egrisi altinda kalan alanin MiK’a orani.
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EAA/MOK  : Zaman-konsantrasyon egrisi altinda kalan alanin MOK ’a oranu.
EAEC : Enteroagregatif E. coli

EARSS : European Antimicrobial Surveillance System

EASSA : European Antimicrobial Susceptibility Surveillance in Animals
ECDC : European Centre for Disease Prevention and Control

E. coli : Escherichia coli

EDTA : Etilendiamin Tetra Asetik Asit

EFSA : European Food Safety Authority

EHEC : Enterohemarojik E. coli

EIEC : Enteroinvazif E. coli

EMA : European Medicine Acency

ENR : Enrofloksasin

EPEC : Enteropatojenik E. coli

ETEC : Enterotoksijenik E. coli

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
E

FAO : Food and Agriculture Organization:

FDA : Food and Drug Administration

FK/FD : Farmakokinetik/farmakodinamik

F primer : Forward primer

G

GLASS : Global Antimicrobial Resistance Surveillance System
ayr : Giraz A

H

Hindlll : Haemophilus influenzae tip III Restriksiyon Endoniikleaz
HPLC : High Performance Liquid Chromatography

HUS : Hemolitik tiremik sendrom

1

lle : 1zoldysin

| : Orta derecede duyarli (Intermediate)
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IUPAC . International Union of Pure and Applied Chemistry

lle : 1zoldysin

L

LacZ : B-galaktosidaz

LB : Laura-Bertani

Leu : Loysin

M

Mar : Multiple Antibiotic Resistance

MBK : Minimal Bakterisitdal Konsantrasyon

MDR : Multiple Drug Resistance

MF : Mutant frekansi

MFL : Molekiiler Farmakoloji Laboratuari

mg : Miligram

MqgCl, : Magnezyum Kloriir

MHB : Mueller-Hinton Broth

MIK : Minimum Inhibitér Konsantrasyon

ml - Mililitre

MOI : Mutant 6nleme indeksi (MOK/MIK).

MOK : Mutant Onleyici Konsantrasyon

MSP : Mutant se¢im penceresi

ul : Mikrolitre

ug : Mikrogram

uM : Mikromolar

N

NARMS :National Antimicrobial Resistance Monitoring System
NAUTICA  : North American Urinary Tract Infection Collaborative Alliance
NMEC : Neonatal menenjit E. coli

(6]

OEHHA : Office of Environmental Health Hazard Assessment
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OIE
Omp
ORI

PAE
PA-SME
PBP
PBS
PCA
PCR
PDR
PMOQR
pucC

gep
qnr
QRDR
R

R

RE
RNase
RND
R primer
S

S

Ser

sn

T

TAE
TATFAR

: World Organisation for Animal Health
: Outer Membrane Protein

: Origin of Replication

:Post Antibiyotik Etki

: Post antibiyotik sub-MIK etki.

: Penicilin Binding Protein

: Phosphate Saline Buffer

: Plate Count Agar: PCA

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction)
: Tam ilag direngli (Pandrug-resistant)

: Plasmid-mediated Quinolone Resistance

: Plasmid of University of California

: Quinolone Efflux Pump
: Quinolone resistance

: Quinolone Resistance Determining Region

: Direngli (Resistant:)

: Restriksiyon Endoniikeaz

: Riboniikleaz

: Resistance Nodulation Division

: Reverse primer

: Duyarl1 (Susceptible)
: Serin

. Saniye

: Tris Asetat EDTA

: The Transatlantic Taskforce on Antimicrobial Resistance
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TE : Tris EDTA

T>MIK : Tlag konsantrasyonunun MiK ‘un iizerinde kaldig: siire.
T>MOK : Tlag konsantrasyonunun MOK ‘un iizerinde kaldig siire.
TMSP : Ila¢ konsantrasyonunun MSP araliginda kaldig: siire.
Trp : Triptofan

Tyr : Tirozin

U

UPEC : Uropatojenik E. coli

uv : Ultra Viyole

w

WHO : World Health Organization

X

XDR : Yaygin ila¢ direngli (Extensively-Drug Resistant)
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8. EKLER

EK:1 Tablolar

Tablo EK1: aac (6°)-Ib-cr pozitif E. coli izolatlarina ait enrofloksasin MIK degerleri

aac (6°)-1b-cr pozitif izolat MiKgng pg/ml
E67 64
E69 32
E71 32
E72 32
E73 32
E74 64
E75 16
E76 128
E77 128
E78 32
E79 32
ES80 64
E81 32
E82 64
E84 32
E85 64
E89 16
EQ0 32
E92 32
E93 32
E94 64
E95 16
E96 32
E97 64
E98 32
E99 32
E100 32
E101 32
E102 32
E104 32
E177 32
E285 32
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Tablo Ek2: ECDC verilerine gore 2009-2013 yillar1 arasinda Avrupa tilkelerinde

florokinolon direncli E. coli prevelans degerleri

Yil 2009 2010 2011 2012 2013
Ulkeler N R % N R % N R % N R % N R %

Norveg 18 160 87 226 197 8,7 250 225 9.0 284 321 11. 2975 234 10.
30 7 5 3 3 9

isvec 15 131 82 213 230 10. 329 260 79 554 620 11. 7356 853  11.
96 0 8 5 0 2 6

Estonya 30 26 83 263 22 84 312 31 99 304 43 14. 338 40 11.
2 1 8

Danimarka 34 450 13. 316 434 13. 358 505 14. 392 553 14, 3963 491 12,
06 2 6 7 3 1 3 1 4

Finlandiya 22 205 92 255 235 92 242 261 10. 316 370 11. 3594 478 13
23 0 0 8 2 7 3

Hollanda 23 262 11. 340 464 13. 442 633 14. 469 728 15, 4730 667 14
77 0 9 6 7 3 7 5 1

izlanda 9 7 71 95 10 100 121 17 14. 134 13 9.7 116 17 14.
5 0 7

Litvanya 29 44 14, 333 45 13. 381 49 12. 456 67 14. 431 69 16.
5 6 5 9 7 0

ingiltere 41 745 18. 481 833 17. 556 974 17. 624 103 16. 6998 114 16.
30 0 5 3 4 5 1 6 6 1 3

Fransa 83 155 18 900 157 17. 869 1556 17. 947 168 17. 1006 168  16.
53 4 6 7 6 5 4 9 0 6 8 9 2 7

Letonya 85 20 23. 97 14 14. 131 22 16. 152 22 14. 134 25 18.
5 4 8 5 7

Cek C. 27 640 23. 248 563 22. 268 630 23. 280 590 21. 2953 614 20
58 2 1 7 2 5 9 0 8

Avusturya 26 536 20. 292 611 20. 316 705 22. 361 744 20. 4279 941 22
16 5 5 9 2 3 0 6 0

Almanya 27 652 23, 301 748 24, 363 862 23. 418 884 21. 5254 116 22
86 4 7 8 6 7 8 1 1 1

Belcika 15 299 19. 178 383 21. 354 763 21. 351 780 22 4113 946 23
04 9 2 5 9 5 5 2 0

irlanda 20 435 21, 211 485 22. 215 493 22. 238 578 24, 2478 600 24
05 7 7 9 3 9 0 3 2

Polonya 56 131 23, 691 178 25. 114 312 27. 103 303 29. 1035 283 27.
7 1 8 1 3 3 3 3

Liiksemburg 30 77 25. 49 13 26. 353 85 24. 334 80 24. 295 82 27.
0 7 5 1 0 8

Malta 15 49 30. 192 66 34, 219 70 32. 214 67 31. 248 74 29.
9 8 4 0 3 8

Macaristan 10 319 30. 136 500 36. 121 378 3L 139 403 28. 1432 434  30.
46 5 7 6 3 2 3 9 3

Yunanistan 18 423 23. 151 370 24, 143 381 26. 137 399 29. 1240 383  30.
06 4 6 4 3 6 2 1 9

Romanya 53 12 22. 33 8 24. 46 14 30. 133 36 27. 300 93 31
6 2 4 1 0

Portekiz 19 547 27. 808 192 23. 191 521 27. 215 654 30. 2685 97 31
73 7 8 7 2 8 3 6

ispanya 38 120 31. 569 18 32. 559 1931 34. 565 191 33, 5926 206 34
10 O 5 6 8 8 7 5 4 7 9 8 9

Bulgaristan 19 54 28. 151 50 33. 179 54 30. 223 76 34. 187 70 37.
3 0 1 2 1 4

Slovakya 78 148 18, 136 264 19. 737 309 41. 695 287 41. 808 326 40.
3 9 7 3 9 3 3

italya 86 312 36. 243 95 39. 189 769 40. 291 122 42, 3928 165 42
3 2 6 2 9 5 7 5 0 8 2

Kibris 13 59 43. 138 59 42. 137 65 47. 176 32 42. 162 84 51.
6 4 8 4 0 9
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9. TESEKKUR

Doktora egitim siiresince bilgi ve deneyimlerini paylasmaktan kaginmayan ve
her konuda yardim ve desteklerini esirgemeyen danisman hocam ve hayat boyu
arkadasim olan saym Dog. Dr. Murat CENGIZ basta olmak iizere Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dal1 6gretim tiyeleri Prof. Dr.
Songiil SONAL ve Prof. Dr. Hasan Hiiseyin ORUC’a tesekkiir ederim. Bu tez
projesinde kullanilan E. coli izolatlarin1 saglayarak projenin ger¢eklesmesinde biiyiik
katkilar1 olan Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
ogretim iyeleri Prof. Dr. Aysin SEN ve Dog. Dr. Esra BUYUKCANGAZ’a
tesekkiirlerimi sunarim. Doktora egitimimde her zaman yanimda olan ve dertlerimi
paylasan degerli arkadaslarim Aras. Gor. Dr. Sena ARDICLI, Aras. Gor. Dr. Deniz
DINCEL, Aras. Gor. Dr. Pelin TUNCER ve Aras Gor Dr. Ali SORUCU ve Aras. Gér.
Pmar SAHINTURK’e; hayatin sorunlari ile sonuna kadar dalga gegen SURDAN-
BURDAN topluluguna; laboratuar calismalarinda bana eslik eden Dok. Ogr. Meltem
Celik ve Lab. Tugba TASOVAYA’ya ve 1100478 COST projesini finanse ederek bu
aragtirmanin gerceklestirilmesini saglayan Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu’na tesekkiir ederim

Herkesten Once egitimimi saglayarak beni bugiinlere getiren, bana her zaman
maddi ve manevi destek olan, zorluklar karsisinda moral vererek yilmadan devam
etmemi saglayan ve benim i¢in diinyadaki en degerli ve saygt deger insanlar olan sevgili
annem Mehalat ARSLAN, babam Turan ARSLAN’a; kosulsuz sevgisi ve destegini
higbir zaman esirgemeyen ablam Ozlem ARSLAN’a sonsuz minnetimi ve
tesekkiirlerimi sunarim.
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10. OZGECMIS

Ankarada’da 1982 yilinda diinyaya gelen Erdem ARSLAN, ilkogretimi Mugla
Dumlupinar ilkokulu, ortadgretim ve lise Ogrenimini Mugla Anadolu Lisesi’nde
tamamlamistir. Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ni 2008 yilinda mezun olarak
tiniversite egitimini tamamlamis ve Veteriner Hekim {invanini almaya hak kazanmistir.
2009 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dali doktora 6grencisi olarak egitimine baglamistir. 2011-2015 yillar1 arasinda
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda Arastirma Gorevlisi olarak ¢alismis 2016
yilinda ise Deva Holding A.S’de Uluslararas1 Pazarlar Ruhsatlandirma Uzmani olarak
calismaya baslamistir.
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