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TURKCE OZET

DIRENCLI Escherichia coli ELIMINASYONU iCIN YENI
ANTIMIKROBIYAL KOMBINASYONLARIN ARASTIRILMASI

Bu ¢alisma, Escherichia coli (E. coli)’de direng gelisiminin 6nlenmesi
icin yeni antimikrobiyal kombinasyonlarin arastirilmasi ve farmakodinamik
(PD) etkinliklerinin degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Bu
kapsamda, kombinasyon terapisinin etkinligini arttirmak i¢in, Oncelikle
florokinolon direnci ve ¢oklu ilag direncinin (MDR) fenotipik ve molekiiler
karakterizasyonuna odaklanilmistir.

Saglikli ve hasta hayvanlardan toplanan 25 izolat ve 2 kontrol susu (E.
coli ATCC 25922 ve E. coli AG100) kullanildi. Izolatlarin direng profili, 19
bilesik kullanilarak mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi. MDR’1n molekiiler
karakterizasyonu igin kinolon direnci belirleyici bolge (QRDR) mutasyonlari
ile plazmid aracili kinolon direng (PMQR) genleri tespit edildi ve geri ¢ikartim
pompast etkinligi degerlendirildi. Antimikrobiyal bilesikler arasindaki
etkilesimin belirlenmesi igin checkerboard yontemi ile zamana bagli doz-yanit
deneyleri ve etkin bulunan kombinasyonlarin FD parametrelerinin belirlenmesi
icin ise minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK), mutant O&nleyici
konsantrasyon (MOK), post antibiyotik etki (PAE) ve post antibiyotik sub-
MIK etki (PA-SME) testleri kullanildi.

E. coli izolatlarinda %66 diizeyde florokinolon direnci, %88 diizeyde
ise MDR fenotipi belirlendi. E. coli’de florokinolon direncinden gyrA ve parC
genlerindeki mutasyonlarm ve ogxB geninin, MDR’dan ise MDR ile
iligskilendirilen genlerdeki ekspresyon degisikliklerinin sorumlu oldugu tespit
edildi. Diren¢ mekanizmalarinin, antimikrobiyal bilesiklerin MIK, MBK ve
MOK diizeylerinde artiga neden oldugu ancak, antimikrobiyal bilesikler
arasindaki sinerjizmanin ve PAE ile PA-SME siirelerinin  direng
mekanizmalarindan bagimsiz oldugu belirlendi.

Seftiofur+danofloksasin ~ (%100),  seftiofur+gentamisin  (%2100),
seftriakson-+kolistin (%66) ve danofloksasin+kolistin (%66)
kombinasyonlarinin, MDR E. coli’ye karsi sinerjistik etkili oldugu ve
kombinasyon terapisinin, monoterapiye gére MBK ile MOK agisindan avantaj
sagladigi tespit edildi. MBK, MOK ve PAE ile PA-SME siireleri dikkate
alinarak daha diisiik konsantrasyonlarda, daha uzun araliklarla uygulandiginda
bile etkin olan kombinasyonlarin, E. coli’de direng gelisimini yiliksek diizeyde
onleme potansiyeline sahip oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: MDR, E. coli, antimikrobiyal kombinasyon



INGILIiZCE OZET

NEW ANTIMICROBIAL COMBINATIONS FOR THE ELIMINATION
OF RESISTANT Escherichia coli

This study was conducted to assessment of novel antimicrobial
combinations and its pharmacodynamic (PD) parameters to prevent
antimicrobial resistance in Escherichia coli (E. coli). The focus was primarily
on the phenotypic and molecular characterization of fluoroguinolone resistance
and multidrug resistance (MDR) to enhance the effectiveness of combination
therapy.

Twenty five E. coli strains isolated from healthy and sick animals and 2
control strains (E. coli ATCC 25922 and E. coli AG100) were used in this
study. The resistance profile of the isolates was determined by microdilution
method using 19 antimicrobial agents. Quinolone resistance determining region
(QRDR) mutations and plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) genes
were identified and the efflux pump activity was evaluated to molecular
characterization of MDR. The interactions between antimicrobial agents were
assessed by checkerboard test and time-kill assays. The minimum bactericidal
concentration (MBC), mutant prevention concentration (MPC), post antibiotic
effect (PAE) and post antibiotic sub-MIC effect (PA-SME) tests were
performed to determine PD parameters of antimicrobial combinations.

Fluoroquinolone resistance and MDR phenotype were detected in 66%
and 88% of E. coli isolates, respectively. It was determined that the mutations
in the gyrA and parC genes, and the presence of ogxB gene were responsible
for fluoroquinolone resistance in E. coli. MDR was mainly related to the
alteration of expression levels in genes associated with MDR. Although the
resistance determinants increased the MIC, MBC and MPC levels of
antimicrobial agents, synergism between antimicrobial agents and the duration
of PAE and PA-SME were independent of resistance mechanisms.

The combinations of ceftiofur+danofloxacin (100%),
ceftiofur+gentamicin (100%), ceftriaxone+colistin (66%), and
danofloxacin+colistin (66%) showed synergy against MDR E. coli isolates. E.
coli isolates displayed a reduced MBC and MPC in combinations relative to the
individual antimicrobial MBCs and MPCs. These antimicrobial combinations
may provide an effective therapy at lower concentrations, even at longer
intervals against resistant E. coli by consideration of MBC, MPC, PAE and
PA-SME.

Keywords: MDR, E. coli, antimicrobial combination



1. GIRIS

Veteriner ve beseri hekimlikte antimikrobiyallerin yaygin ve hatali
kullanimina bagl olarak son yillarda 6nemli derecede artan antimikrobiyal
direng, insan ve hayvan sagligi bakimindan Onemli bir risk faktoridiir.
Antimikrobiyal direng; kromozomlardaki mutasyon, aktarilabilir direng
faktorleri ya da ¢oklu ilag direnci (Multidrug Resistance: MDR) ile ortaya
cikabilir. Coklu antibiyotik lokusu (mar) tarafindan diizenlenen MDR,
bakterilerin membran proteinlerindeki yapisal degisime bagli olarak ilacin
hiicre i¢i birikiminin azalmasi ile karakterizedir (Khan ve ark., 2005; Robicsek
ve ark.,, 2006). Antimikrobiyal diren¢ ve MDR profili, antimikrobiyal
kemoterapinin basarisizlikla sonu¢lanmasina neden olur. MDR bakterilerden
kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi i¢in harcanan zaman ve maliyet artar,
hastaliklarin morbidite ve mortalite oranlarinda artis gozlenebilir (Finch ve
ark., 2004)

Escherichia coli (E. coli), insan ve hayvanlarda sindirim sistemi
enfeksiyonu ile septisemi olusturmasinin  yaninda solunum  sistemi
enfeksiyonlarindan da sorumlu olan 6nemli bir patojendir (Hopkins ve ark.,
2005). Florokinolonlar, tip ve veteriner hekimligi alaninda yaygin bir sekilde
kullanilan  sentetik  yapili  antimikrobiyal ilaglardir ve  Ozellikle
Enterobacteriaceae familyasinda yer alan bakterilerde genis bir antimikrobiyal
etkiye sahip olmasi nedeniyle klinik uygulamalarda siklikla tercih
edilmektedir. Tiirkiye’de veteriner ve tip hekimliginde E. coli’de florokinolon
direncinin varligin1 goésteren arastirmalar mevcuttur (Cengiz ve ark., 2012,
Cengiz ve ark., 2013). Florokinolon direncine aracilik eden mutasyonlarin
bliyiik ¢ogunlugu kinolon direncini belirleyici bolge (Quinolone Resistance
Determining Region: QRDR) olarak tanimlanan gyrA ve parC genlerinde
meydana gelir (Lee ve ark., 2005). Florokinolon direncine neden olan diger bir
faktor, genetik unsurlarin bakteriler arasinda aktarilabilmesidir. Plazmid aracili
kinolon direnci (PMQR), E. coli’de gnr genleri, gepA, ogxA, ogxB ve aac (6°)-

Ib-cr genleri ile iliskilendirilir.



Gram negatif bakterilerde MDR, diren¢ nodiilasyon boliimiiniin
(resistance nodulation division: RND) geri ¢ikartim pompasi aktivasyonu
sonucu gelisir. Enterobacteriaceae bakterileri i¢cin MDR’dan sorumlu olan geri
cikartim pompast AcrAB-TolC, farkli grup antimikrobiyal (florokinolon, B-
laktam, makrolid, tetrasiklin ve sulfonamid grubu bilesikleri ve trimetoprim),
biyosid ve boyalar1 iceren birgok bilesigin hiicre disina atilimini saglar. Geri
cikartim pompasinit diizenleyen genlerin ekspresyonu, antimikrobiyal
bilesiklere kars1 bakterinin direng gelistirmesini kolaylastirir (Bambeke ve ark.,

2006).

Antimikrobiyal bilesikler kombine kullanildiginda in vivo direncin
gelismesi Onlenir veya geciktirilir. Kombinasyondaki bilesikler i¢in pozitif
etkilesimler sinerjizma, negatif etkilesimler ise antagonizma olarak kabul
edilir. Fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FIK), kombinasyon c¢alismasi
sonuclarinin matematiksel ifadesidir. Bu ydntemde her bir ilag icin FIK, o
ilacin tek basina ve kombine kullanildiginda bakteriyi inhibe etmesi icin
gerekli olan konsantrasyonlarinin oranlanmasiyla hesaplanir.
Farmakokinetik/farmakodinamik (FK/FD) parametreler, yeni
kombinasyonlarin gelistirilmesi, mevcut ilaglarin arasindan en uygun ilag
seciminin yapilmasi, en etkin doz rejiminin belirlenmesi ve antimikrobiyal
direncin azaltilmasi amaciyla kullanilir. FK/FD veri, minimum miktarda ilag¢
kullanarak patojen ajam1 ortamdan uzaklastirmayi, bdylece kommensal
bakterileri antimikrobiyal ilacin etkisine daha az maruz birakip direng
olusumunu &nlemeyi ve fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon indeks (FiKi)
sonuclarinin teyidini saglar (McKellar ve ark., 2004; Petersen ve ark., 2006).
FK/FD arastirmalar (1) minimum inhibitér konsantrasyon (MIK), (2) FIK, (3)
minimum  bakterisidal konsantrasyon (MBK), (4) mutant Onleyici
konsantrasyon (MOK), (5) mutant secim penceresi (MSP), (6) mutant frekansi
(MF), (7) post antibiyotik etki (PAE), (8) post antibiyotik sub-MIK etki (PA-
SME) ile (9) zamana bagli doz yamt deneylerini  kapsar
(EMA/CVMP/261180/2012). Antimikrobiyal direncin 6nlenmesi i¢in ¢éziime

yonelik yaklasimlardan biri yeni bilesiklerin sentezlenmesidir. Ancak direngli



mikroorganizmalara kars1 etkili yeni bilesiklerin gelistirilmesi uzun zaman alan
maliyeti yiiksek bir stirectir (WHO Global Strategy for Containment of
Antimicrobial Resistance World). Bu kapsamda mevcut bilesiklerin terapotik
etkinliklerinin  arttirllmast i¢in yeni antimikrobiyal kombinasyonlarin
olusturulmas1 ve FK/FD parametrelerinin ortaya konmasi antimikrobiyal
direncle miicadelede oOnemli ve gereklidir (Nielsen ve Friberg, 2013).
Sinerjistik bakterisidal aktiviteye sahip yeni kombinasyonlarin gelistirilmesi
kadar, aralarinda bir sinerjizma tespit edilmemesine ragmen, kombinasyonlarin
direng gelisimini Onleyebilmesi de klinik agidan degerlidir (Dawis ve ark.,
2003). Ciinkii direngten sorumlu olan mekanizma antimikrobiyal bilesigin
davranig karakteristigini degistirebilir (Cengiz ve ark., 2013). Bu yaklasim esas
alinarak tez projesinin amaci direngli E. coli’de farkli etki mekanizmasina
sahip antimikrobiyal bilesikler arasindaki etkilesimin tanimlanmasi, additif
veya sinerjistik etkili olan kombinasyonlarin FK/FD parametrelerinin
belirlenmesidir. Elde edilen veriler dogrultusunda kombinasyon terapisinin
etkinlik ve antimikrobiyal diren¢ acisindan monoterapiye gore daha {istlin bir
tedavi saglamast ve doz revizyonu ile daha diisiik dozlarda ve daha uzun
araliklarla ilag uygulanarak antimikrobiyal diren¢ gelisiminin Onlenmesi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

Antimikrobiyal devrimi, 1920’lerin sonunda fizik¢i bilim adami
Gerhard Domagk tarafindan ilk antimikrobiyal ilag olarak siilfonamidin
kesfedilmesiyle baslamistir. Sonraki yillar boyunca bircok siilfa tiirevi ilag
iiretilmis ve Ikinci Diinya Savasi sirasinda binlerce hastanin  hayati
kurtarilmistir. 1928'de  Alexander Fleming'in Staphylococcus kolonilerinin
Penicillium kiifilyle kontamine olmus plaka {iizerinde tiremedigini fark
etmesiyle penisilinin kesfedilmesi ve 1940 yilinda Chain ile Florey ve ¢alisma
arkadaglar1 tarafindan Penicillium notatum kiiltiirlerinden penisilinin (PEN)
tiretilmesi ve gelistirilmesiyle antimikrobiyal devriminde ikinci asamaya
gecilmistir. Bu gelismeden sonra etki giicli, mekanizmasit ve spektrumu
acisindan birbirinden farkli birgok antimikrobiyal ilag grubu gelistirilmistir
(Lobanovska ve Pilla, 2017 ve Presscott, 2013).

2.1. Antimikrobiyal Terapi

Kemoterapi, uygulandigi 6karyot canli tizerinde herhangi bir toksik etki
olusturmaksizin, bakteri, i¢ ve dis parazit, viriis ve protozoa gibi prokaryot
patojenlere karsi selektif toksisite gostererek, bu patojenlerin dldiiriilmesi veya
gelismelerinin - durdurulmasi olarak tanimlanir ve Kemoterapi amaciyla
kullanilan bilesikler kemoterapdtik ajan olarak nitelendirilir. Selektif toksisite,
memeli hiicreleri ile patojen mikroorganizmanin yapisal ve biyokimyasal
ozelliklerinin  birbirinden farkli olmasindan kaynaklanir. Gilivenli bir
kemoterapotik ajanin selektif toksisitesi yiiksektir (Leekha ve ark., 2011).
Kemoterapotik ajanlar, etkili olduklari patojen tiiriine goére antibakteriyel,
antiviral, antiparazitik, antiprotozoal ve antifungal olarak siniflandirilir.
Antibiyotikler, bakteri, aktinomiset ve mantar gibi mikroorganizmalar
tarafindan dogal yolla sentezlenir ve kemoterapide 6nemli bir yere sahiptir.
Antimikrobiyaller ise dogal, yari-sentetik veya sentetik yolla tretilir ve
antibiyotiklere gore daha genis bir kavrami temsil eder. Bu nedenle
antimikrobiyal terapi alaninda antibiyotik yerine antimikrobiyal taniminin

kullanilmas1 daha dogrudur (Presscott, 2013).



Antimikrobiyal terapi, bakteriyel enfeksiyonlarin bir antimikrobiyal
bilesik kullanilarak tedavi edilmesidir. Antimikrobiyal terapinin amaci,
enfeksiyona neden olan mikroorganizmalar1 elimine etmek i¢in viicudun
savunma sistemine yardimci olmaktir. Bunu saglamak i¢in enfeksiyon
bolgesinde eliminasyon i¢in gereken siire boyunca terapdtik ilacin etkin
miktarlarina ulasilmasi ve siirdiiriilmesi gerekir. Boylece patojenin ¢ogalmasi

Onlenir veya eliminasyon saglanir (Lorian, 2005).

Antimikrobiyaller, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde birincil olarak
kullanilmasinin yani1 sira kemoterapi tedavisi uygulanan kanser hastalarinda,
diyabet, bobrek yetmezligi ya da romatoid artrit gibi kronik hastaliga sahip
olan ve organ nakli, eklem replasmanlar1 ya da kalp operasyonu gibi kompleks
ameliyat gegiren hastalarda olusabilecek enfeksiyonlar1 basariyla onler veya
tedavi eder. Antimikrobiyallerin bu olumlu katkisi insan émriiniin uzamasina

yardimc1 olur (Presscott, 2013).

2.1.1. Antimikrobiyal Se¢cimini Etkileyen Faktorler

Dogru bir antimikrobiyal terapi, hekimin enfeksiyona neden olan
mikroorganizmay1 dogru tahmin etmesi ve enfeksiyon bolgesinde terapotik
miktara ulasabilecek uygun antimikrobiyal ilact se¢mesi ile mimkiindiir.
Ayrica enfeksiyon bolgesinde ilacin miktarin1 degistirebilecek faktorler, ilag
toksisitesi ve bunu arttiran faktorler bilinmeli, tedavinin maliyeti, ilagla ilgili
yasal ve bilimsel diizenlemeler gz 6niinde bulundurulmalidir. Ancak yasami
tehdit eden enfeksiyonlarda, patojen ve duyarlilik profilinin belirlenmesi
beklenmeden enfeksiyonun ampirik olarak tedavi edilmesi gerekir. Bu
durumda, B-laktam+B-laktamaz inhibitorleri kombinasyonu, iicilincii kusak
sefalosporinler ve florokinolonlar gibi genis spektrumlu bilesikler
kullanilabilir. Boylece bir¢ok farkli patojen tiiriine karsi antibakteriyel etkinlik
saglanir. Ancak genis spektrumlu antimikrobiyal bilesiklerin kullanildig

terapide, dar spektrumlu bilesiklere gore direng gelisme olasiligt daha



yiiksektir. Bu nedenle patojen ve duyarlilik profili belirlendikten sonra
miimkiin oldugu siirece antimikrobiyal terapiye penisilin ve basitrasin gibi dar

spektrumlu bilesiklerle devam edilmelidir (Varley ve ark., 2009).

Yasami tehdit eden ciddi enfeksiyonlarda, savunma sisteminin 6nemli
Olgiide zayifladigi durumlarda, hayati dokularda (sinir, kardiyo-vaskiiler ve
kemik gibi) olusan enfeksiyonlarda ve bagisiklik sistemi baskilanmis
hayvanlarda bakterisit etkili ilaglar tercih etmelidir (Leekha ve ark., 2011).
Bilesiklerin  bakterisit etkinliginin belirlenmesi i¢in ilag serum pik
konsantrasyonu, MIK ve egrinin altinda kalan alan (EAKA) gibi FK/PD
parametreler kullanilir. Buna goére antimikrobiyal bilesikler, konsantrasyona
veya doza bagli bakterisit etkili olarak smiflandirilir. Aminoglikozidler ve
florokinolonlar gibi konsantrasyona bagli etki gosteren bilesiklerin bakterisit
etkinligi, ilacin serum pik konsantrasyonu/MIK ve EAKA/MIK oranma
baglidir (Varley ve ark., 2009). Bu nedenle konsantrasyona bagli etki gosteren
bilesiklerin kullamildig1 tedavi siiresince, enfeksiyon bolgesinde ilag
konsantrasyonunun en yiiksek diizeyde ve MIK’in iizerinde olmas: ile
EAKA/MIK diizeyinin basit enfeksiyonlarda > 25, ciddi ve immun sistemin
baskilanmis oldugu enfeksiyonlarda ise > 100 olmasi hedeflenir (Fincanci,
2000 ve Jacobs, 2001). B-laktamlar ve eritromisin (ERY) gibi zamana bagh
bakterisit etki gosteren bilesiklerin kullanildigi terapide ise ilag serum
konsantrasyonunun miktar1 degil, MIK’in iizerinde oldugu siire onemlidir
(zaman/MIK). Daha somut bir ifadeyle, etkin bir tedavi saglamak igin doza
bagli bakterisit etki gosteren bilesikler toksik etkiye neden olmayan en yiiksek
konsantrasyonlarda, zamana bagl bakterisit etki gosteren bilesikler ise daha sik
araliklarla kullanilmalidir (Varley ve ark., 2009). Konsantrasyona baglh
bakterisit etkili bilesikler, zamana bagli etki gosterenlere gore daha uzun PAE

stiresine sahiptir (Burgess ve ark., 1999).

Tedavi siiresi, enfeksiyonun antimikrobiyal ilaca karsi verdigi yanita
gore degisir. Klinik bulgular ve laboratuvar verileri normale dondiiglinde

tedaviye son verilebilir (Varley ve ark., 2009). Herhangi bir yanitin



alinamadigit durumda tam1 ve tedavi gdzden gecirilmelidir. Akut
enfeksiyonlarda tedavi en az 5 giin siirdiiriilmelidir. Ciddi akut enfeksiyonlar
ise tedavi siiresi en az 7-10 giin olmalidir. Kronik ve 6zellikle de hiicre igi
enfeksiyonlar i¢in tedavi siiresi daha uzundur ve bu siire birka¢ aya kadar
uzatilabilir. Komplike olmayan enfeksiyonlar tek doz antimikrobiyal

uygulanarak tedavi edilebilir (Presscott, 2013).

2.1.2. Antimikrobiyal Terapinin Riskleri

Antimikrobiyal terapi sirasinda, bireye ve/veya ilaca bagli olarak
istenmeyen etkiler olusabilir. Bireye bagli risk faktorleri; (1) renal ve hepatik
yetmezlik, (2) yas, (3) genetik varyasyon, (4) gebelik ve laktasyon, (5) alerji
veya intolerans ile (6) mevcut uygulanan tedavi nedenleriyle ortaya g¢ikan
istenmeyen etkiler ve (7) normal floranin bozulmasi olarak siralanabilir.
Antimikrobiyal ilaca bagh risk faktorleri ise; (1) uygulanma yolu, (2)
enfeksiyon bolgesindeki etkinlik, (3) farmakodinamik ozellik ve (4) diger
ilaglarla gecimsizlige bagl olarak meydana gelebilir (Leekha ve ark., 2011).
Bununla birlikte antimikrobiyal terapi sirasinda ve sonrasinda olusabilecek
kalinti problemi veya antimikrobiyal ilaca maruz kalma nedeniyle direng

gelisebilir ve tedavi basarisizlikla sonuglanabilir (Tello ve ark., 2012).

2.2. Antimikrobiyal Diren¢

Antimikrobiyal direng, bakterilerin antimikrobiyal bilesiklerin inhibe
edici ya da oldiriicii etkilerine karst koyabilme yetene8i olarak
tanimlanmaktadir (Tenover ve Hughes, 1996). Veteriner ve beseri hekimlikte
antimikrobiyallerin yaygin ve hatali kullanimma bagli olarak son yillarda
onemli derecede artan antimikrobiyal direng¢, insan ve hayvan sagligi
bakimindan 6nemli bir risk faktoriidiir (Levy, 2001). Antimikrobiyal direng,
bulasic1 enfeksiydz hastaliklarinda tedavi basar1 oraninin diismesine, daha uzun
siiren hastaliklara, sakatlik ve Oliime neden olabilir. Diren¢li bakterilerden

kaynaklanan enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in antimikrobiyal ilaclarin daha



yiiksek konsantrasyonda kullanilmasi gerekebilir. Bu durum toksisite riskini
arttirir (Jasovsky ve ark., 2016). Antimikrobiyal direncin klinik etkisi, bakteri
tirtine, direng dilizeyine, diren¢ mekanizmasina, enfeksiyon yerine ve toksik
olmayan terapotik alternatiflerin bulunmasina gore degisir (Cosgrove ve
Carmeli, 2003 ve Rice, 2009). Enfeksiyonlarin onlenmesi ve tedavisi igin
kullanilan antimikrobiyallerin etkinliginin azalmasi, organ transplantasyonu,
kanser kemoterapisi, diyabetle miicadele ve biiyiikk cerrahi operasyonlar
(6rnegin, sezaryen veya kalca replasmani) gibi tibbi miidahaleler ¢ok yiiksek

bir risk olusturur (Jasovsky ve ark., 2016).

Antimikrobiyal direng, insan ve hayvan sagligini tehdit etmesinin yani
sira ekonomik kayiplara da neden olur. Antimikrobiyal diren¢ nedeniyle
hastanede kalma siiresi uzar, daha fazla yogun bakim gereksinimi duyulur ve
daha pahali ilaglarin kullanilmasina bagl olarak saglik hizmeti masraflar1 artar
(Prestinaci ve ark., 2015). Bununla birlikte tedavisi giic olan enfeksiyonlar,
besi hayvanlarinda et ve siit, damizlik hayvanlarda yavru, yiik hayvanlar1 veya

yarig atlarinda giic veriminin azalmasina neden olur (Cosgrove ve Carmeli,

2003 ve WHO Fact Sheet, 2016).

Insan ve hayvanlarda antimikrobiyallerin tedavi amaciyla yaygin
kullanim1 ile hayvanlarda buna ilave olarak profilaktik ve biiylimeyi tesvik
edici olarak kullanilmas1 antimikrobiyal direncin artmasina neden olur
(Marshall ve ark, 2011). Direng etmenlerininin hayvansal atiklarla ¢evreye
yayilmasi, hayvan giibrelerinin tarimsal alanda ve kontamine sularin sulama
amaciyla kullanilmasi ile su triinleri yetistiriciliginde bilingsiz antimikrobiyal
kullanimi, antimikrobiyal direncin yayginlasmasina neden olabilir (Karci ve
Balcioglu, 2010). Diger taraftan beseri saglik kuruluslart ve hayvan
hastanelerinin, MDR suslart da dahil olmak iizere antimikrobiyal direngli
bakterileri en sik barindiran yerler oldugu belirtilmistir (Marshall ve ark.,
2011). Antimikrobiyal direncin gelismesi ve yayginlamasi bakimindan yiiksek
biyolojik iliski ve bakteriyel tiir ¢esitliligi nedeniyle genetik degisimlerin sik
meydana geldigi genetik reaktorler onemlidir (Fletcher, 2015). Genetik



reaktorler, (I) insan ve hayvan floralari, (II) hastane ve hayvan yasam alanlari,
(1) insan ve hayvan fekal depo alanlari ile (IV) ¢evredeki organizmalarla
etkilesebilen ve diger reaktdrlerden gelen bakterileri igeren toprak, yiizey ve

zemin sular1 olarak siiflandirilabilir (sekil 1) (Baquero ve ark., 2008).
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Sekil 1. Antimikrobiyal dirence neden olan genetik reaktorler. Siyah daire:
insan ve hayvan kaynakli bakteriler; beyaz daire: ¢evresel kaynakli bakteriler
(Baquero ve ark., 2008).

2.2.1. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari

Bakteriler, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla antimikrobiyal bilesiklere
kars1 direng gosterebilir. Antimikrobiyal direngle miicadele igin dirence neden
olan bu mekanizmalarin belirlenmesi 6nemli ve gereklidir (Dzidic ve ark.,
2008). Diren¢ mekanizmalari, biyokimyasal ve genetik acidan iki farkli sekilde
degerlendirilebilir (sekil 2) (Tenover ve ark., 2006).



Antimikrobiyal Diren¢

{ Biyokimyasal Bakig } Genetik Bakis
Antimikrobiyal Inaktivasyonu Mutasyonlar
+ Hidroliz ' + Spontan Mutasyonlar
* Grup transferi + Hipermutasyonlar
+ Redoks tepkimesi + Adaptif Mutasyonlar
Hedef Bolgelerdeki Modifikasyonlar Horizontal Gen Transferi
» Peptidoglikan yapisindaki degisiklikler «  Plazmidler
+ Protein sentezi inhibisyonunun énlenmesi - Transpozonlar
* DNA sentezi inhibisyonunun énlenmesi - Integronlar

Geri Gikartim Pompalar ve
Dig Membran Gegirgenligindeki
Degisiklikler

Sekil 2. Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalar1 (Dzidic ve ark., 2008).

2.2.1.1. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari: Biyokimyasal Yaklasim

Antimikrobiyal direngten sorumlu biyokimyasal mekanizmalar; (1)
antimikrobiyallerin inaktivasyonu, (2) hedef bolgelerdeki degisiklikler ve (3)
geri cikartim pompalarinin aktivasyonu ile dig membran gecirgenligindeki
degisiklikler olarak siralanir. Bu mekanizmalarin her biri bakteri tilirline gore
cesitlilik gosterir ve bir bakteri birden fazla direng mekanizmasina sahip
olabilir. Bu mekanizmalardan hangisinin klinik direng agisindan {istiin oldugu
antimikrobiyal bilesigin yapisina, hedef bolgeye, bakteri tiirline ve kromozomal

ya da plazmid aracili olmasina baglhidir (Shaikh ve ark, 2015).

2.2.1.1.2. Antimikrobiyallerin inaktivasyonu

Bakteriler tarafindan iiretilen enzimler, antimikrobiyal bilesiklerin
kimyasal yapilarinda hidrolize neden olarak etkinliklerini engelleyebilir
(Shaikh ve ark, 2015). Antimikrobiyallerin inaktivasyonuna neden olan ve
bakteriler tarafindan en yaygin olarak {iretilen enzimler, B-laktamaz
enzimleridir. Bakteriler arasinda 400'den fazla genis spektrumlu B-laktamaz

(Extented Spectrum B-laktamase: ESBL) tiirii tanimlanmistir (Sharma ve ark.,
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2017). Bu enzimler en sik Escherichia coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) ve Proteus mirabilis (P. mirabilis)'te bulunur ve PEN ile
sefalosporinlerin yapilarindaki B-laktam halkasin1 parcalayarak bu bilesiklere
kars1 dirence neden olur. ESBL’lerin yani sira esterazlar ve epoksidazlar
sirasiyla makrolid ve fosfomisin direncinden sorumludur (Dzidic ve ark.,
2008). Buna ek olarak transferaz enzimleri, aminoglikozid, kloramfenikol
(CHL), streptogramin, makrolid ve rifampisin (RIF) gibi bilesiklere adenilil,
fosforil veya asetil gruplarinin eklenmesine neden olarak, bu bilesikleri etkisiz

hale getirir (Shaikh ve ark., 2015).

2.2.1.1.3. Hedef Bolgelerdeki Degisiklikler

Bakteriler tarafindan tiretilen enzimlerin yani sira antimikrobiyal hedef
bolgelerindeki degisiklikler, bilesiklerin etkisiz kalmasina neden olur. Ornegin,
penisilin baglayici proteinler (PBP'ler), B-laktam grubu bilesikler i¢in hedef
bolgedir ve PBP’lerdeki mutasyonlar, B-laktamlara karsi affiniteyi azaltir
(Kong ve ark., 2010). Ayrica vankomisin (VAN) gibi glikopeptidler, Gram
pozitif bakterilerde peptidoglikan prekiirsorlerine baglanarak hiicre duvari
sentezini inhibe eder ve peptidoglikan tabakasinda degisiklikler ve bdylece
VAN direnci ile sekillenir (Malanovic ve Lohner, 2016). Diger yandan hedef
bolgedeki degisiklikler, aminoglikozidler, tetrasiklinler, makrolidler, CHL,
fusidik asit, mupirosin, streptograminler ile oksazolidinonlar gibi protein
sentezini ve rifamisinler gibi riboniikleik asit (RNA) transkripsiyonunu inhibe
eden bilesiklere karsi direngten sorumludur.  Makrolid, linkozamid ve
streptogramin B grubundan bilesiklere karsi direng, 50S’lik ribozomal alt
biriminin 23S’lik ribosomal RNA (rRNA) bilesenindeki post-transkripsiyonel
mutasyonlardan kaynaklanir (Munita ve Arias, 2016). DNA giraz ve
topoizomeraz IV  enzimlerindeki mutasyonlar ise florokinolonlarin

baglanmasini 6nleyerek dirence neden olur (Hooper, 1999).
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2.2.1.1.4. Dis Membran Gegirgenligindeki Degisiklikler ve Geri Cikartim

Pompalari

Dis membran gecirgenligindeki azalmaya bagli olarak hiicre igine
alinan antimikrobiyal miktart azalir. Hiicre i¢ine alinan ila¢ miktarinin azalmasi
ve hiicre digina atilan ila¢ miktarinin artmasi, klinik agidan 6nemli olan birgok

bakteride diisiik diizeyli dirence neden olur (Piddock ve ark., 2006).

Gram negatif bakteriler, fosfolipid ve lipopolisakkaritler (LPS)’den
olusan bir dis membrana sahiptir. Antimikrobiyal bilesiklerin dis membrana
penetrasyonu porinler araciligiyla difiizyon yoluyla veya kolaylastirilmig
difizyon yoluyla olabilir ve bilesigin kimyasal yapisina gore degisir. B-
laktamlar, CHL ve florokinolonlar porinler araciligiyla, aminoglikozidler ise
kolaylastirtlmis difiizyon yoluyla hiicre i¢ine girer. Bu nedenle porinlerin
ekspresyon diizeyi, biyikligii veya seciciligindeki degisiklikler, bu
bilesiklerin hiicre i¢ine alinmasini etkiler (Nikaido ve Zgurskaya, 2001).

Geri cikartim pompalari, antimikrobiyalleri hiicre disina ¢ikaran ve
hiicre i¢i konsantrasyonlarmin diisik seviyelerde tutulmasini saglayan
membran proteinleridir. Protein ve deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezi
inhibisyonu yapan bilesiklerin etki gdstermesi i¢in hiicre i¢ine alinmasi gerekir.
Buna gore geri c¢ikartim pompalari, basta makrolidler, tetrasiklinler ve
florokinolonlar olmak iizere bir¢ok antimikrobiyal ila¢ grubunu etkiler. Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilerde birgok geri c¢ikartim pompasi
tanimlanmistir. Geri ¢ikarttm pompalarimin 6zgiinliikleri ve mekanizmalari
birbirinden farklhidir.  Bazilar1 antimikrobiyal bilesige spesifik olmasina
ragmen; bircok geri c¢ikartim sistemi, yapisal olarak ilgisiz antimikrobiyal
gruplar1 substrat olarak taniyabilir ve buna bagli olarak MDR gelisimine katki
saglayabilir (Piddock ve ark., 2006). Geri ¢ikartim pompasi aktivasyonundan
sorumlu regiilatér birimlerdeki mutasyonlar, bir¢ok bakteri tiirlinde intrinsik
dirence neden olur. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)’da MexAB-

OprM geri g¢ikartim pompasinin regiilasyonundan sorumlu mexR’deki
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mutasyonlar, geri c¢ikartim pompasmin aktivasyonuna neden olur ve B-
laktamlar gibi antimikrobiyal bilesiklere karsi direnci artirir (Venter ve ark.,
2015).

Geri ¢ikartim sistemleri (1) major fasilitator siiper familyas1 (MFS), (2)
adenozin trifosfat baglayici kaset (ATP Binding Cassette: ABC) siiper
familyasi, (3) kiigiik ¢oklu ilag direnci (Small Multidrug Resistance: SMR)
familyasi, (4) direng-nodiilasyon bolimii (Resistance Nodulation Division:
RND) siiper familyasi ile (5) ¢oklu antibiyotik ve toksin ekstriizyon (Multiple
Antibiotic Toxin Extrusion. MATE) familyasi olmak {izere 5 ana grupta
incelenir. Geri ¢ikartim pompalari, tek bilesenli ya da ii¢ bilesenli olabilir. Tek
bilesenli pompalarda substratlar sitoplazmik membran araciligiyla hiicre digina
cikarihr. Gram negatif bakterilerde bulunan ¢ok bilesenli pompalarda
periplazmik membran flizyon proteini (MFP), dis membran proteini (Outer
Membrane Protein: OMP) ve pompa substratlar1 birlikte ¢alisir (Piddock ve
ark., 2006).

2.2.1.2. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari: Genetik Yaklasim

Direng, intrinsik olarak bakterilerin yapisinda olabildigi gibi sonradan
edinilebilir. Edinilmis direng, (1) kromozomlardaki mutasyonlar ve/veya (2)
horizontal gen aktarimi yoluyla meydana gelebilir (Martinez ve Baquero,
2000).

2.2.1.2.1. Mutasyonlar

Antimikrobiyal dirence neden olan mutasyonlar, spontan mutasyonlar,
hiper mutasyonlar ve adaptif mutasyonlar olarak simiflandirilir. Herhangi bir
antimikrobiyalin segi¢i baskist altinda kalmamasimna ragmen, rastgele
gerceklesen replikasyon hatalarindan veya aktif olarak boliinen hiicrelerde
hasar gérmiis DNA'nin hatali onarimindan kaynaklanan mutasyonlar spontan

mutasyonlar, bakteri popiilasyonunun uzun siire antimikrobiyalin letal olmayan
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secici baskist altinda kalmasi sonucu ortaya ¢ikan mutasyonlar ise
hipermutasyonlar olarak adlandirilir. Yalnizca antimikrobiyallerin letal
olmayan segici baskisinin altinda ve aktif olarak boéliinen bakterilerin yani sira
yavas yavas boliinen hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar ise adaptif

mutasyonlar olarak nitelendirilir (Dzidic ve ark., 2008).

2.2.1.2.2. Horizontal Gen Transferi

Antimikrobiyal direncin yayilmasindan birincil olarak horizontal gen
transferi sorumludur. Direng genleri konjugasyon, transformasyon veya
transdiiksiyon  araciligiyla  bakteriler  arasinda  aktarilabildigi  gibi
rekombinasyon yoluyla alict kromozomuna eklenebilir (Bennett, 2008). Gram
negatif anaeroblar ve Gram pozitif bakterilerden enterik bakterilerin direng
(R)-plazmidleri tizerindeki konjugatif transpozonlar, genetik aktarimin 6nemli
aracilaridandir. Ornegin, Bacterioides’in klinik izolatlarinda tetrasiklin (TET)
direncinden  birincil  olarak  konjugatif  transpozonlar  sorumludur.
Enterokoklarda ise gentamisin (GEN) ve diger aminoglikozidlere karsi
(streptomisin  hari¢) yiiksek diizeyli direng, diren¢ genlerini tasiyan

plazmidlerle iliskilidir (Dzidic ve ark., 2008).

Diren¢ genlerinin birarada bulunabilmesi ve alict mikroorganizmaya
birden fazla genin horizontal gen transferi ile aktarilmasi, MDR’m
yayginlasmasina neden olur. Bu tip aktarim, integron olarak adlandirilan
spesifik DNA vyapilari aracihifiyla gergeklesir. Integronlar, o6zellikle
antimikrobiyal direnci kodlayan genleri yakalama kabiliyetine sahip genetik
elemanlardir ve kromozomlar veya plazmidlerin iizerinde bulunabilir (Bennett,

2008).

Gen kasetleri, diren¢ faktorlerini tasiyabilen en kiigiik mobil genetik
elemanlardir ve trimethoprim (TMP), CHL, B-laktamlar, aminoglikozidler,
fosfomisin (FOF) ve florokinolonlar da dahil olmak {izere pek ¢ok bilesige

kars1 dirence neden olabilir (Dzidic ve ark., 2008).
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2.3. Florokinolon Direnci

Florokinolonlar genis etki spektrumuna sahip, insan ve hayvanlarda
cesitli  bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan en &nemli
antimikrobiyallerdir. Florokinolonlara karsi direncli bakterilerin ortaya
cikmasi, bakteriyel enfeksiyonlarin klinik tedavisinde énemli bir sorundur. Bu
nedenle, florokinolonlara karst direngli bakterilerin goézlemlenmesi ve
florokinolon direncine neden olan faktorlerin belirlenmesi bulasict hastaliklarin

kontrolii i¢in 6nemli bilgiler saglar (Sato ve ark., 2014).

Florokinolon direnci, kromozomal ve plazmid aracili florokinolon

direnci olarak ikiye ayrilir.

2.3.1. Kromozomal Florokinolon Direnci

2.3.1.1. Florokinolonlarin Hedef Enzimlerindeki Degisiklikler

Florokinolonlarin bakteri DNA’sindaki hedef bdlgesi, topoizomeraz Il
enzimlerinden DNA giraz ve topoizomeraz IV’tiir ve bu bodlgede meydana
gelen mutasyonlar direncin olugmasindan sorumludur. DNA girazin alt
birimleri gyrA ve gyrB, topoizomeraz 1V enziminin alt birimleri ise parC ve
parE’dir. gyrA ile parC ve gyrB ile parE birbirinin homologudur. DNA
Topoizomeraz II enzimlerinin inhibisyonuyla florokinolonlar, DNA ¢ift
zincirinde kirilmalara neden olarak ve kirilmalarin yeniden kapanmasini

engelleyerek bakterisit etki gosterir (Breines ve ark., 1997).

DNA giraz ve topoizomeraz IV’teki tek bir aminoasit degisikligi
florokinolon direncine neden olabilir. Florokinolon direncine aracilik eden
mutasyonlarin biiyiik cogunlugu kinolon direncini belirleyici bolge (Quinolone
Resistance Determining Region: QRDR) olarak tanimlanan gyrA ve gyrB

genlerinde meydana gelir. Mutasyon sonucu florokinolonlarin baglandig: aktif
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bolgelerin yapist degisir ve buna bagl olarak direng geligir. E. coli'de gyrA
genindeki mutasyon en yaygin olarak 83. ve 87. kodonlardaki Ser-83 ve Asp-
87 aminoasitlerinde meydana gelir (Hooper, 1999). E. coli’de gyrA’daki Ser
mutasyonlari, giraz enziminin katalitik etkinligi tizerinde ¢ok az etkili olmasina
ragmen, bitisigindeki Asp-87 aminoasitindeki mutasyonlar katalitik etkinligi
genellikle 5-10 kat daha fazla diisiiriir (Drlica ve ark., 2009).

gyrB ve parE'de spesifik alanlardaki mutasyonlar, gyrA ve parC’deki
mutasyonlara gore daha az yaygin olmasina ragmen, florokinolon direncine
neden olabilir. Ornegin gyrB’deki mutasyonlar1 enoksasinin enzim-DNA
komplekslerine baglanmasinda azalmaya neden oldugu gésterilmistir. Ozellikle
E. coli’de gyrB’deki (Asp-426—Asn) ve diger tiirlerde parE'deki mutasyonlar
florokinolon direncinden sorumlu olabilir (Breines ve ark., 1997).

Florokinolon direng diizeyi, bakteri tiirii ve antimikrobiyal bilesige gore
degisir. Florokinolon grubu bilesigin DNA giraz ve topoizomeraz IV’e karsi
duyarliligi, mutasyon fenotipini belirler (Munita ve Arias, 2016). Bununla
birlikte Gram negatif bakterilerde florokinolonlar i¢in DNA giraz birincil,
topoizomeraz IV ise ikincil hedeftir. Gram pozitif bakterilerde ise tersi durum
s6z konusudur. Gatifloksasin (GAT), moksifloksasin (MOX) ve trovafloksasin
(TVA) gibi yeni kusak florokinolonlar, her iki enzimi de hedef alir, bu nedenle
bu bilesiklere kars1 direng gelisimi icin her iki enzimde de mutasyon olmasi
gerekir. Tek bir hedef enzimde meydana gelen mutasyonlar, direncin 8-16 kat
artmasi ile sonuglanir. Her iki enzimdeki sirali mutasyonlar, artan diizeyde
florokinolon direncine neden olur. Birgok bakteri tiiriinde, yiiksek diizeyli
florokinolon direnci hem DNA giraz hem de topoizomeraz IV ’teki mutasyonlar

ile iligkilidir (Saravolatz ve Leggett, 2003).
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2.3.1.2. Hiicre icine Alnan Florokinolon Miktarinin Azalmasi

DNA giraz ve topoizomeraz IV, sitoplazmik enzimler oldugundan,
florokinolonlarin hedeflerine ulagsmasi i¢in bakteriyel zarfi gegmeleri gerekir.
Ancak mutasyonlar sitoplazmik ilag konsantrasyonunda azalmaya neden
olabilir. Bu azalmanin nedeni, florokinolonlarin hiicre disina aktif transportla
cikartilmas1 ve/veya hiicre icine alinan ilag miktarinin siirlandirilmasidir.
Gram pozitif bakterilerde aktif geri ¢ikartim tasiyicilari, sitoplazmik ilag
konsantrasyonunun azalmasindan sorumludur. Gram negatif bakterilerde ise
florokinolon direnci, florokinolonlarin periplazmik bosluga girmek igin
kullandig1 dis membran porin kanallarindaki azalma ve geri ¢ikarttm pompast
veya porin genlerinin transkripsiyonunu kontrol eden diizenleyici proteinleri

kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar (Piddock ve ark., 2006).

2.3.2. Plazmid Aracihi Florokinolon Direnci (Plasmid Mediated Quinolone

Resistance: PMQR)

PMQR, c¢oklu ila¢ direncine neden olan plazmidin porin eksikligi olan
K. pneumoniae susuna aktarilmasi sirasinda kesfedilmistir. Plazmidin
varliginda siprofloksasin (CIP) direncinin 8 kat arttig1 belirlenmis ve duyarlilik
degisiminden sorumlu diren¢ geni qnrA olarak adlandirilmistir (Hooper ve
Jacoby, 2015). gnrA geni tasiyan plazmid ile yapilan arastirmalarda CIP
direncinin beklenen seviyenin iizerinde olmasi, aminoglikozid asetiltransferaz
(AAC(6")-1b-cr) olarak adlandirilan ikinci bir plazmid aracili mekanizma CIP
direnci ile iliskilendirilmistir. PMQR’dan sorumlu diger bir mekanizma ise,
QepA ve OgxAB olarak adlandirilan plazmid aracili florokinolon geri ¢ikartim
pompalaridir. PMQR genleri, florokinolonlara kars1 diisiik diizeyli direngten
sorumlu olmasina ragmen daha yiiksek diizeyli florokinolon direncine neden

olan mutantlarin se¢imini kolaylastirir (Yamane ve ark., 2008).
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2.3.2.1. Qnr Genleri

gnrA, 218 aminoasitlik proteinin kodlanmasindan sorumlu olan bir
gendir. gnrA geninden sonra plazmid aracili gnrS, gnrB, gnrC, gnrD ve en son
olarak da gnrVC kesfedilmistir. Genellikle diger gnr genleri gnrA'dan ve
birbirlerinden %35 veya daha fazla farklilik gosterir. gnrC igin 1, gnrD igin 2,
gnrA ve gnrVC i¢in 7, gqnrS i¢in 9 ve gnrB i¢in ise 78 varyant tespit edilmistir.
gnr genleri 6zellikle E. coli gibi Enterobacteriaceae tiirleri ile Enterobacter,
Klebsiella ve Salmonella spp., P. aeruginosa, Pseudomonas spp., A. baumannii
ve S. maltophilia'da belirlenmistir. Bu bakteri tiirlerinde en yaygin olarak qnrB,
en az siklikta ise gnrC geni tespit edilmistir. Cin'deki bir hastanede E. cloacae
izolatlarinda belirlenen % 39'luk gnr prevelansi harig, qnr geni goriilme sikligt
% 10'dan daha azdir. Hayvanlarda yapilan prevalans c¢alismalarinda kuslar,
kediler, sigirlar, tavuklar, kopekler, 6rdekler, baliklar, kazlar, atlar, domuzlar,
stirlingenler, koyunlar, hindiler ve hayvanat bahgesi hayvanlar1 da dahil olmak
lizere ¢ok cesitli yabani ve evcil hayvanlarda PMQR genleri tespit edilmistir
(Cengiz ve ark., 2012; Hooper ve Jacoby, 2015).

PMQR genleri yapica birbirinden farkli plazmidler tizerinde bulunabilir.
gnrA geni ¢ogunlukla ISCR1 ve 1S26 gibi mobil veya transpoze edilebilir bir
genetik eleman ile iliskilendirilirken, gnrD ile qnrS2 mobil gen kasetleri i¢inde,
gnrB allelleri ise siklikla faj soku proteini (psp) ve peptid ABC tasiyicisi ile
ATP baglayici protein (sap) genlerinin operonlariyla baglantili olan plazmidler
tizerinde yer alir. Bu genler DNA giraz enzimini florokinolonlarin

inhibisyonundan korur (Bennett, 2008).

Cevresel kosullar, qnr genlerinin  ekspresyonunu ve dogal
fonksiyonlarm etkiler. Diisiik sicaklikta gelismeye adapte olmus bir organizma
olan S. algae'de DNA hasari, oksidatif veya ozmotik stress ve aglik veya 1s1
soku gibi kosullar sabit tutularak soguk soku uygulandiginda gnrA geninin
ekspresyonunun 8 kat arttigi gozlenmistir. Bununla birlikte klasik SOS sistemi

araciligryla CIP veya mitomisin C gibi DNA hasar1 yapan bilesiklere maruz
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birakildiginda gnrB allellerinin ekspresyonunda 9 kat artis belirlenmistir. V.
splendidus’ta CIP stimiilasyonu sonucu plazmid aracili gnrS1 veya
kromozomal qnrVS1 ekspresyonunda 30 kat artis tespit edilmistir (Hooper ve
Jacoby, 2015).

2.3.2.2. aac(6')-1b-cr

aac(6")-1b-cr amikasin (AMK), kanamisin (KAN) ve tobramisin (TOB)
gibi aminoglikozidlerin yan1 sira CIP ve norfloksasin (NOR) gibi piperazinil
halkasinda bir amino azotu bulunan florokinolonlari asetilleyebilen
asetiltransferazin varyantidir. Diger aac(6')-Ib enzimleriyle karsilastirildiginda,
-cr varyantinin Trp-102—Arg ve Asp-179—Tyr olmak tizere iki amino asit alt
initesi vardir ve bu aminoasitler florokinolon asetilasyon aktivitesinden
sorumludur. Asp-179—Tyr aminoasiti, florokinolon halkasi ile etkilesime
girerek florokinolon baglanmasini kolaylagtirmak i¢in Onemlidir. Trp-
102— Arg'nin rolii, en uygun etkilesim i¢in Tyr kismin1 konumlandirmak veya
florokinolonlarin keto ile karboksil gruplarina hidrojen bagiyla baglanmasini

saglayarak yerine sabitlemektir (Fabrega ve ark., 2009).

aac(6')-Ib-cr geni genellikle diger PMQR genlerini de bulundurabilen
¢oklu direngli plazmiddeki integronun bir pargasi olan gen kaseti igerisinde yer
alir. Yaygin olarak 6zellikle ESBL CTX-M-15 ve mobil genetik etmenlerden
olan 1S26 ile birlikte bulunan aac(6')-1b-cr geni, kromozomlar {izerinde de
bulunabilir. Ozellikle E. coli'de yaygin olarak tespit edilen aac(6')-l1b-cr geni,
bir¢cok Enterobacteriaceae tiiriinde ve P. aeruginosa'da da gézlenir (Hooper ve
Jacoby, 2015).

2.3.2.3. QepA ve OgxAB

QepA, ozellikle CIP ve NOR gibi hidrofilik florokinolonlarin
duyarliliginda azalmaya neden olan MFS ailesine ait plazmid aracili bir geri
cikartim pompasidir. gepA geni ekspresyon seviyesindeki degiskenlikler,

florokinolon direnci ile sonuglanabilir (Li ve Nikaido, 2009).
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OgxAB, domuzlarda biiylime gelisimi ic¢in kullanilan olaquindoks
(OLA) direncinden sorumlu olan ve aktarilabilir plazmidlerde yerlesik RND
familyasina ait bir geri ¢ikartim pompasidir. CHL ve TMP ile CIP, NOR ve
nalidiksik asit (NAL) gibi bazi florokinolonlar1 igeren genis bir substrat
Ozgiilliigi vardir. 0gxAB, E. coli ve K. pneumoniae'de plazmidlerde ve S.
enteritis’te ise hem kromozom hem de plazmidlerde tespit edilmistir.
ogxAB'nin CTX-M-14 genleri ve diger plazmid aracili CTX-M allelleri ile
baglantili oldugu gosterilmistir. K. pneumoniae'de rarA geninin yakindaki
ekspresyon artisi OgXAB ekspresyonunda artisa, 0gxR genindeki ekspresyon

artig1 ise OgxAB lretiminin azalmasina neden olur (Hooper ve Jacoby, 2015).
2.4. MDR

Patojen bir mikroorganizmanin, Kimyasal yapi ve etki mekanizmasi
acisindan birbirinden farkli bir¢ok antimikrobiyale karsi direng gelistirmesi
MDR olarak tanimlanir. Ancak MDR tanimi, yaygin ila¢ direnci (Extensively-
Drug Resistance: XDR) ve tiim antimikrobiyallere karsi direng (Pan-Drug
Resistance: PDR) terimlerini de kapsayan genel bir kavramdir ve bu farkli
tanimlamalar yanlis degerlendirmelere yol acabilir. Bu nedenle olasi
karisikliklart onlemek igin Avrupa Hastalik kontrol ve Koruma Merkezi
(European Center for Disease Control and Prevention: ECDC) ve Amerika
Birlesik Devletleri Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezleri (Centers for
Disease Control and Prevention: CDC)’nin ortak ¢alismalar1 ile uluslararasi
terminoloji olusturulmustur. Bu terminolojiye gére MDR, ii¢ veya daha fazla
antimikrobiyal grubundan en az bir bilesige karsi direngli olma durumunu
tanimlar. Ancak MDR olan bir bakteri, diger bilesiklere kars1 duyarli olabilir.
Ornegin, seftriakson (CRO), CIP ve trimetoprim-siilfametoksazole (TMP-
SMX) kars1 direngli olan bir izolat, diger antimikrobiyallere karst duyarl
olabilir. XDR ise birden fazla antimikrobiyal bilesige kars1 direngli olma ve en
fazla 2 antimikrobiyal ilag grubuna karst duyarli olma durumudur ve MDR’a
gore klinik olarak daha anlamlidir. Ornegin, kolistin (CST) ve tigesiklin (TGC)

disindaki tiim antimikrobiyal gruplara kars1 direngli olan bir izolat XDR olarak
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nitelendirilir. Antimikrobiyallerin tiimiine kars1 direngli olma durumu ise PDR

olarak tanimlanir (Magiorakos ve ark., 2012 ve Viehman ve ark., 2014).

MDR, halk saghgm tehdit eden global bir problemdir. MDR
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlardan kaynaklanan 6liim oranlar1 ve bu
enfeksiyonlarin tedavi masraflari, duyarl enfeksiyonlara gore ortalama iki kat
fazladir. MDR nedeniyle her yil ortalama yirmibes bin insan hayatini
kaybetmekte ve tedavi amaciyla 35 trilyon harcanmaktadir. 2050 yilinda 6lim

oranlarinin 10 milyona, tedavi masraflarinin ise 66 trilyona ulasacagi

ongoriilmektedir (WHO, 2014).

Antimikrobiyal bilesiklerin hedef boélgelerindeki mutasyonlar ve
plazmid aracili diren¢ etmenleri MDR’a neden olabilir. Ancak MDR, birincil
olarak geri ¢ikartim pompasi aktivasyonundan kaynaklanir. Geri g¢ikartim
pompalar1 bakteri tiirlerine gore ¢ok farklilik gdsterir (Zgurskaya ve Nikaido,
2000).

Gram pozitif bakterilerde, aktif geri ¢ikartim mekanizmasina bagh
olarak gelisen MDR, en yaygin olarak S. aureus'ta incelenmistir. Geri ¢ikartim
pompalarindan NorA, NorB ve NorC’deki ekspresyon artislari, florokinolon,
biyosid boyalar ve etidiyum bromidin duyarlilifinda azalmaya neden olur. Bu
geri ¢ikartim pompalari, sitoplazmik membranin ikincil tasiyict gruplarindan
MFS familyasina aittir. NorA’daki ekspresyon artisi, NOR ve CIP gibi
hidrofilik florokinolonlara kars1 direngten sorumluylen, NorB ve NorC’deki
ekspresyon artiglar1 ise, sparfloksasin (SPX) gibi hidrofilik ve MOX gibi
hidrofobik florokinolonlara karsi dirence neden olur (Aeschlimann ve ark.,
1999). Bu tasiyicilarin ekspresyonunun diizenlenmesi, birka¢ diizenleyici
proteinin etkilesimi ile olur. norA ekspresyonunun pozitif bir diizenleyicisi ve
norB ile norC ekspresyonunun ise negatif bir diizenleyicisi olan MgrA detayli
sekilde incelenmistir (Costa ve ark.,, 2013). PknB kinaz etkinligi ile
gerceklesen MgrA'nin post-translasyonel fosforilasyonu, MgA dimerlerinin

norA promotorlerine baglanmasim1  engellerken, norB  promotdrlerine
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baglanmalarinda artisa neden olur. Asidik kosullar, fosforile ve fosforile
edilmemis MgrA oranlarini degistirir. Bununla birlikte oksidatif durumun ve
havalandirma kosullarinin dimerizasyonu ve promotore baglanmayi etkilemesi,
NorA, NorB ve NorC'nin ekspresyonunun gevresel kosullardan etkilendigini
gosterir. Buna gore Gram pozitif bakterilerde florokinolon in vitro duyarlilik
test sonuglart ile klinik caligmalar arasinda farklilik olabilir. Gram pozitif
bakterilerde MDR’dan sorumlu olan baska tasiyici sistemler de bulunur. S.
aureus'taki MdeA (virjinyamisin, novobiyosin), SdrM (akriflavin, NOR),
QacB(lIl) (NOR, CIP) ve LmrS (GAT, TMP, CHL) gibi MFS tasiyicilarindaki
ekspresyon artiginin florokinolonlara karsi duyarliligi azalttigi gosterilmistir

(Hooper ve Jacoby, 2015).

Gram negatif bakterilerde ¢cogunlukla RND siiper familyasina ait geri
cikartim pompalar1 ekspresyonlarindaki artts MDR’a neden olur. RND
pompalarinin sitoplazmik membran igerisinde lokalize olan bir pompa proteini,
bir dis membran kanali proteini ve pompa ile OMP’yi birbirine baglayan bir
MFP olmak {izere ii¢ yapisal bileseni vardir. Bu yapi, hem i¢ hem de dis
membran boyunca substratlarin hiicre disina atilmasii saglar (Sun ve ark.,
2014). E. colide en yaygin olarak AcrAB-TolC geri ¢ikartim pompasi
kompleksi incelenmistir. AcrAB-TolC geri ¢ikartim pompasi kompleksinde
ilaglar i¢ ve dis membran arasinda kalan periplazmik bosluga ulasir. AcrB'nin
periplazmik alaninin orta boslugu, CIP ve diger substratlar i¢in baglama alan
olarak tanimlanmistir ve geri ¢ikartim pompasimin MDR karakterini belirler.
Zwitterionik 6zellikte olan florokinolonlar, dig membrant OmpF ve OmpC gibi
porin difiizyon kanallart yoluyla gecer ve bu kanallarin ekspresyonunun
azalmas1 ya da yapisal genlerdeki mutasyon dirence katkida bulunabilir.
Ozellikle, MarR regiilatdriindeki mutasyonlar, acrB ekspresyonunda artisa,
ompF ekspresyonunda ise azalmaya neden olur. Boylece, porin kanallari
aracilifiyla aminoglikozid, florokinolon ve TMP gibi bilesiklerin hiicre i¢ine
girisi azalir ve geri c¢ikartimi artar. Bununla birlikte E. coli’de MarA
regiilatoriine ek olarak, SOXRS ve Rob regiilatérlerindeki mutasyonlar, AcrAB-

TolC geri ¢ikartim pompasini etkileyerek ve OmpF ekspresyonunda azalmaya
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neden olarak florokinolon ve diger antimikrobiyal bilesiklere karsi dirence
neden olur. Safra tuzlarma karsi olusan direngten de ayni mekanizma
sorumludur (Piddock ve ark., 2006).

P. aeruginosa’da OprF porin kanali, E. coli'de OmpF'den daha diisiik
gecirgenlige sahiptir. Bu durum florokinolon ve diger antimikrobiyal
bilesiklere karsi intrinsik direngle iligkilidir. Buna ek olarak, AcrAB-TolC'ye
benzer bir RND pompasi olan MexAB-OprM geri ¢ikartim pompasi, OprF’nin
diisiik gecirgenligi ile uyumlu olarak, florokinolonlara karsi intrinsik dirence
neden olan etkenlerdendir (Sun ve ark., 2014). mexA ve oprM genlerindeki
mutasyonlar, norfloksasinin hiicre i¢ine girmesini ve florokinolonlara karsi
duyarliligr arttirir. MexR negatif regiilatoriindeki mutasyonlara bagli olarak
sekillenen MexAB-OprM'deki ekspresyon artist CIP ve NAL’a kars1 direncin
artmasina neden olur. P. aeruginosa’da MexAB-OprM geri ¢ikartim
pompasinin yani sira MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM geri
cikartim pompa sistemleri de MDR’dan sorumludur (Hooper, 2001). Bunlarin
yani sira Gram negatif bakterilerde MDR’a neden olan daha az kapsamli olarak
incelenmis bir¢ok geri ¢ikartim pompast bulunmaktadir. E. coli'de, RND
pompalar1 gibi ii¢clii yapida islev géren bir MFS pompasi olan EmrAB-ToIC,
negatif olarak EmrR tarafindan diizenlenir ve sadece NAL’a kars1 dirence
neden olur. K. pneumoniae'de birgok susun kromozomlarinda OgxAB-TolC
RND pompast bulunur. Salmonella spp. ve Enterobacter aerogenes (E.
aerogenes) AcrAB homologlarina sahiptir ve bunlardaki ekspresyon artisi
MDR ile iliskilidir. Campylobacter jejuni (C. jejuni)’de CmeABC RND
pompasinin, antimikrobiyal bilesiklere, agir metallere ve boyalara kars1 direng
gelisimine neden oldugu gosterilmistir (Lin ve ark., 2002). Vibrio
parahaemolyticus (V. parahaemolyticus)ta MATE familyasindan olan NorM
florokinolon direncine neden olabilir. Bacteroides fragilis (B. fragilis)’te NorA
pompasinin Ve Bacteroides thetaiotaomicron (B. thetaiotaomicron)'de BexA
pompasinin bilesiklerin geri ¢ikartimindan sorumlu oldugu gosterilmistir.
Acinetobacter baumannii  (A. baumannii)'de AdelJK RND pompasi,

florokinolonlarla birlikte bircok antimikrobiyale karsi dirence neden olur.
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Ayrica iki komponentli bir sensor-regiilator sistemi olan AdeRS ve LysR
familyasinin regiilatorii olan AdeL’deki mutasyonlar sirasiyla AdeABC ve
AdeFGH RND pompalarinda ekspresyon artisina neden olur ve genis bir direng
profili gosterir. Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia)'da, SmeDEF
RND pompasindaki ekspresyon artisinin florokinolon ve ko-trimoksazol
direncine katkida bulundugu gosterilmistir (Hooper ve Jacoby, 2015).

2.5. Antimikrobiyal Direnci Onleme Stratejileri

Tiim diinyada antimikrobiyal direngli bakterilerin giderek artan hizla
yayginlasmasi, mevcut bilesiklerle yapilan monoterapilerin basarisizlikla
sonuglanmasina neden olur (Cassir ve ark., 2014). T1bbi, sosyal ve ekonomik
acidan koordineli calismalar, antimikrobiyal direnci Onleme stratejilerinin
temelini olusturur. Antimikrobiyal direncin 6nlenmesi i¢in en kisa siirede (1)
vektor kontrolii yapilmasi, (2) asilarin kullanilmasinin yayginlagmasi, (3) dogal
mikrobiyomun korunmasi, (4) hizli tan1 yontemleri gelistirerek tedavi icin
uygun antimikrobiyal bilesigin se¢ilmesi, (5) mevcut bilesiklerin etkinliginin
yeniden kazandirilmasi i¢in FK/FD arastirmalarla doz optimizasyonu yapilmasi
ya da alternatif yaklasimlarin gelistirilmesi, (6) klinisyenlerin, eczacilarin ve
halkin antimikrobiyal direng, akilci antimikrobiyal ilag kullanimi (sekil 3) ve
sanitasyon kurallar1 hakkinda bilin¢lendirilmesi, (7) resmi antimikrobiyal
direng tani standartlarinin olusturulmasi ve (8) her {ilkenin yeni diizenlemeler

yapmast ile onlenebilir (Michael ve ark., 2014).

Hayvaniarda akilci antimikrobiyal kullanimi ne demek?

Besin Zinciri

« lyi yénetim ve saglk « lyi hayvancilik ve +  Veteriner hekimlere +  Akilci antimikrobiyal «  Givenli, saghkli ve
kurallarinin yonetim danisma ilag kullanimi uygun fiyath gidalarin
saglanmasi uygulamalarinin takip saglanmasi

edilmesi «  Asiprogramlarina ve +  Asi programlarina ve

+ Dogru tani recete talimatlarina regete talimatlarina

+  Veteriner hekimler uyulmasi uyulmasi

«  Akilci antimikrobiyal tarafindan verilen
kullanimi oneri ve regetelere

bagl kalinmasi

*  Regeteli
antimikrobiyalilag +  Uygulanan tim
kullaniminin tedavilerin kayit
gerekliliginin altinda tutulmasi
agiklanmasi

Sekil 3. Akilci antimikrobiyal kullanimi1
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Yeni ilag gelistirme siireci zorlu, uzun ve masraflt oldugu igin sinirh
sayida yeni antimikrobiyal bilesik iiretilebilmektedir. Bu nedenle
antimikrobiyal direngle miicadelede yenilik¢i yaklasim ve araglarin

gelistirilmesi 6nemli ve gereklidir (WHO, 2016).

2.5.1. Kombinasyon Terapisi

Kombinasyon terapisi, hastaliklarin tedavisinde tek bir bilesik yerine,
aralarinda PK/PD olarak pozitif etkilesim olan iki veya daha bilesigin
kullanilmasidir (Sun ve ark., 2016). Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
farkli etki mekanizmasina sahip bilesiklerin kullanilmasi, tedavi basart oranint
arttirtr (Tamma ve ark., 2012). Bu kapsamda farkli mekanizmalar araciligiyla
antimikrobiyal bilesiklerin etkinligini arttiran veya daha etkin bir
antimikrobiyal tedavi saglayan yeni bilesikler; cevreyi algilama (quorum
sensing) inhibitorleri, antimikrobiyal peptidler (AMP’ler), bakteriyofajlar,
antimikrobiyal olmayan adjuvanlar, antiseptik adjuvanlar, inhibitor adjuvanlar

ve dogal adjuvanlar olarak siralanabilir (Brooks ve Brooks, 2014).

Quorum sensing, bakterilerde hiicreler arasi iletisimi saglayan
haberlesme sistemidir. Bakteriler bu sistemi; antibiyotik biyosentezi,
konjugasyon, onemli viriilens faktorlerinin liretimi ve biyofilm olusumu gibi
fizyolojik islemlerde kullanir ve bu iletisim sistemi bozuldugunda bakteriler
koordineli davranamaz ve konaga kolonize olma yetenekleri azalir (Fuqua ve

ark., 1994).

AMP’ler, 12-50 aminoasit uzunlugunda olan ve genis etki spektrumlu
bilesiklerdir. Bagisiklik sisteminin bir bileseni olarak gérev yapan AMP’ler,
hiicre membrani hasari, hiicre duvari sentezi inhibisyonu ya da niikleik asit ve
protein sentezi inhibisyonu yaparak etki gosterir. Ancak stabil olmamalari,
genellikle antijenik 6zellikte ve pahali olmalar1 nedeniyle kullanimlart sinirlidir

(Bahar ve Ren, 2013).
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Bakteriyofaj, hiicre yiizeyindeki reseptorlerin taninmasi yoluyla
bakterileri enfekte eden bir viriistiir. Bakteriyofajlarin titresi ve etkinligi direkt
olarak bakteri popiilasyonlartyla baglantilidir. Buna gore bakteri popiilasyonu
arttiginda bakterilerle miicadele etmek i¢in bakteriyofaj etkinligi artar. Ancak
faj DNA’smmin bakteri genomuna entegrasyonunun zor olmasi ve
antimikrobiyal dirence bagli olarak bakteriyel hiicre yiizeyindeki reseptorlerde
degisikliklerin olmasi bakteriyofaj terapisini sinirlayan faktorlerdendir (Drulis-
Kawa ve ark., 2012).

Enfeksiyoz hastaliklarin tedavisi, onlenmesi veya tedaviye yardimci
olmak tizere kullanilan ve antimikrobiyal 6zellikte olmayan bilesenler adjuvan
olarak nitelendirilir. Klorheksidin (CHX) gibi antiseptikler, en bilinen
adjuvanlardandir ve antiseptik oOzelliklerinin yani sira hiicre membranin
pargalanmasina ve ATPaz enzimin inaktivasyonuna neden olarak bakterilere

kars1 bakteriostatik/bakterisit etki gosterir (Brooks ve Brooks, 2014).

3-laktamaz inhibitorleri ve geri ¢ikartim pompasi inhibitérleri, inhibitor
adjuvanlardandir. B-laktamaz inhibitorleri, B-laktamlarin par¢alanmasini
onlerken, geri ¢ikartim pompasi inhibitorleri ise antimikrobiyal bilesigin hiicre
i¢i akiimiilasyonunu arttirir ve MDR’1 baskilamak i¢in tamamlayict bir etkinlik

gosterir (Drawz ve Bonomo, 2010 ve Lomovskaya ve Watkins, 2001).

Bitki tiirevi bilesikler ve biyosurfaktantlar oldukg¢a giivenli dogal
adjuvanlardir ve son yillarda antimikrobiyal direngle miicadelede yaygin olarak

kullanilmaktadir (Brooks ve Brooks, 2014).
2.5.1.1. Kombinasyonlarin Kullanim Amaglari

Kombinasyon terapisi ile; (1) etki spektrumunun genisletilmesi ve buna
bagli olarak etkeni bilinmeyen ciddi enfeksiyonlarin ya da karma

enfeksiyonlarn etkin tedavisi, (2) hiicre igine yerlesen bakterilerin neden

oldugu enfeksiyonlarin tedavisi, (3) tedavide kullanilacak dozlarin azaltilmasi
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ve istenmeyen etkilerin (toksisite, yan etki ve 6liim) olusmasinin 6nlenmesi, (4)
direngli bakterilerden kaynaklanan 6lim oranlarinin azaltilmasi, (5) direngli
bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavi siiresinin kisaltilmasi; buna
bagli olarak besin degeri olan hayvanlarda et ve siit, damizlik hayvanlarda ise
yavru verimlerindeki kayiplarin ve sliperenfeksiyonlarin dnlenmesi, (6) direngli
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in harcanan maliyetin
azaltilmasi, (7) mevcut bilesiklerin etkinliginin yeniden kazandirilmasi, (8)

direncin 6nlenmesi ve geciktirilmesi saglanabilir (Tamma ve ark., 2012).

Antimikrobiyal bilesiklerin yeni bilesiklerle birlikte kullanilmasinin
yant sira mevcut antimikrobiyal bilesiklerin kombinasyon terapisinde
kullanilmasi, antimikrobiyal direncin Onlenmesine yonelik etkili  bir
yaklasimdir. Antimikrobiyal bilesikler birlikte kullanildiginda, in vivo direng
gelisimi Onlenir veya geciktirilir. Ayrica bilesiklerin direngli bakterilere karsi
etkin olarak kullanilabilme siireleri 6nemli derecede uzar ve direng¢ gelisimi
gbzlenen bilesiklerin bakterilere karsi yeniden etkin olmalar1 saglayabilir
(Brooks ve ark., 2014). Ancak etkin bir kombinasyon terapisi igin
antimikrobiyal bilesikler arasindaki pozitif/negatif etkilesimlerin ve bu
etkilesimlerden sorumlu mekanizmalarin belirlenmesi énemlidir (Ocampo ve

ark., 2014).
2.6. Antimikrobiyal Bilesikler Arasindaki Etkilesimler
Antimikrobiyal bilesikler arasindaki etkilesimin g¢ogunlukla additif,

daha az siklikla sinerjizma, nadir olarak da antagonizma ile sonuglandigi in

vitro ve in vivo yontemlerle gosterilmistir (sekil 5) (Gradelski ve ark., 2001).
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Sekil 4. Antimikrobiyal bilesikler arasindaki etkilesimler (Bollenbach ve ark.,
2015)

2.6.1. Sinerjizma

Iki ya da daha fazla antimikrobiyal bilesik kombine edildiginde
meydana gelen etki, bilesiklerin bireysel etkilerinden daha fazla ise sinerjizma
olarak nitelendirilir. Sinerjistik etkili iki bilesigin birlikte kullanilmasi,
bakterisit etki hizini arttirarak bilesiklerin tek baslarina belirli bir siirede inhibe
ettikleri bakteri sayisinin toplamindan daha fazla bakterinin inhibe edilmesini
saglayabilir. Antimikrobiyal bilesikler arasindaki sinerjizma tek tarafli olabilir.
Buna gore bilesiklerden biri inhibitor etkinlik gosterirken digeri etkisiz
kalabilir. In vivo ortamda ilaglar arasindaki uyumsuzluk, ilaglarin
farmakokinetik  6zelliklerinde ve uygulanma zamanlarindaki farklilik,
kombinasyonun antimikrobiyal etkinligini degistirir. Bu nedenle in vitro sinerji
testlerinden elde edilen sonuglarin in vivo g¢alismalara uyarlanabilmesi igin
farmakokinetik faktorlerin géz oniinde bulundurulmasi énemlidir (Nielsen ve

Friberg, 2013).

B-laktam+aminoglikozid ve B-laktam+florokinolon kombinasyonlari,
bir¢cok bakteriye karsi sinerjistik etkinligi tanimlanmis kombinasyonlardandir
(Tamma ve ark.,, 2012). Bu kombinasyonlara ornek olarak ampisilin
(AMP)+AMK, AMP+CIP ve sefepim (FEP)+GAT kombinasyonlar1 verilebilir.
Bunlara ek olarak seftazidim (CAZ)+CST ve CIP+CST kombinasyonlar1 da
sinerjistik etkili kombinasyonlardandir (Bollenbach ve ark., 2015; Dawis ve
ark., 2003 ve D’Souza ve ark., 2014). Diger yandan farkli grup antimikrobiyal

bilesikler arasinda sinerjizma gozlenmesinin yani sira ayni antimikrobiyal
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gruptan bilesikler arasinda da sinerjizma gozlenebilir. Ornegin CIP+GAT,
ClIP+enrofloksasin (ENR) ve danofloksasin (DAN)+orbifloksasin (ORB)
sinerjistik etkili kombinasyonlardandir (Blondeau ve ark., 2012; Cengiz ve
Sahinturk, 2013 ve Pankey ve Ashcraft, 2005).

2.6.1.1. Sinerjizma Etki Mekanizmalari

Antimikrobiyal bilesikler arasindaki sinerjistik etki (1) farkli yollarla
farkli hedeflerin inhibisyonu, (2) ayni yolla farkli hedeflerin inhibisyonu ve (3)
ayni hedef bolgenin inhibisyonu seklinde olmak tizere {i¢ farkli mekanizma ile
ortaya ¢ikabilir (Kohanski ve ark., 2010).

B-laktam-+aminoglikozid kombinasyonu farkli yollardan farklhi
hedeflerin inhibisyonuyla sinerjistik etki gosterir. Aminoglikozidler, bakteri
ribozomlarina baglanarak protein sentezini inhibe eder ve bakterisit etki
gosterir. B-laktam grubu bilesikler ise hiicre duvari sentezini inhibe eder ve
aminoglikozidlerin hiicreye girisini artirarak ribozomlara ulagmasini

kolaylastirir (Kohanski ve ark., 2010).

TMP ve siilfonamidler, aym1 yolla farkli hedefleri inhibe ederek
sinerjistik gosterir. Ornegin siilfonamidler, p-aminobenzoik asit (PABA) ile
yarisir ve dihidropteroatsentaz enzimini inhibe ederek hiicre metabolizmasinda
kofaktor olarak gorev yapan folik asit sentezini engeller. TMP ise
dihidrofolatrediiktaz enzimini inhibe ederek folik asit sentezindeki katalitik
siklusu tamamlayan dihidrofolik asitin tetrahidrofolik aside doniismesini bloke

eder (Salter, 1982).

Streptogramin ile kinupristin ve dalfopristin ayn1 hedef bolgeleri inhibe
ederek sinerjistik etki gosterir. Bu bilesikler bakteri ribozomlarinin 50S’lik alt
birimlerinde yakin yerlere baglanarak protein sentezini inhibe eder. Ortaya
cikan sinerjistik etki, tek baslarina kullanimlarma gore 10-100 kat daha
giiclidiir (Breitinger, 2012).
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2.6.2. Additif Etki

Antimikrobiyal bilesikler arasinda en sik gozlenen etkilesim additif
etkidir. Biri giiglii digeri zayif etkili iki bilesik kombine edildiginde ortaya
c¢ikan etkinin giiclii olan bilesigin etki siddetine esit ya da ayr1 ayr1 etkilerinin
toplamina esit oldugu etkilesimler additif olarak nitelendirilir. Additif etkili
bilesikler birlikte kullanildiginda, belirli bir bakteriye kars1 etki gliciinde artig
goriilmemesine ragmen, etki spektrumunun genislemesini saglayabilir.
AMP+siilfonamid ve CIP+RIF bilesikleri additif etkili kombinasyonlardandir
(Athamna ve ark., 2005).

2.6.3. Antagonizma

Birlikte kullanilan bilesiklerden birinin veya her ikisinin inhibitor
etkilerindeki ya da bakterisit etki hizlarindaki azalma kombinasyonun
antimikrobiyal etkinligini azaltabilir. Antimikrobiyal bilesikler birlikte
kullanildiginda 1ki bilesigin meydana getirdigi ortak etki toplaminin,
kombinasyonda kullanilan en giiclii bilesigin tek basina gosterdigi etkiden daha
diisiik olmas1 antagonizma olarak nitelendirilir. Antagonistik etki, bilesiklerin
kombinasyondaki konsantrasyonlarina baglidir. Bakterisit etkili bir bilesikle
bakteriostatik bir bilesik birlikte kullanildiginda antagonistik etki gozlenme
olasilig1 yiiksektir. Hiicre duvari sentezini inhibe eden bilesikler aktif iireme
fazindaki bakterilere karsi etkilidir. CHL veya TET gibi bakteriostatik
bilesikler, penisilinlerin etkisini azaltir. AMP+TET, CHL+ERY, TET+GEN ve
TET+nitrofurantoin kombinasyonlar1 da antagonistik etkili etkilesime 6rnek

olarak gosterilebilir (Bollenbach ve ark., 2015).
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2.7. Antimikrobiyal Bilesikler

2.7.1. Sefalosporinler

Sefalosporinler B-laktam grubu bilesiklerdendir. Sefalosporinlerde B-
laktam halkasi, 6 iiyeli bir dihidrotiazin halkasina baglanir. Bu yapisal farklilik,
B-laktamazlara kars1 sefalosporinlerin penisilinlerden daha dayanikli olmalarini
saglar. Genellikle parenteral enjeksiyonla uygulanirlar, yar1 émiirleri kisadir ve

bobrekler araciligiyla idrarla atilirlar (Bergan, 1984).

Sefalosporinler antibakteriyel 6zellikleri, 3-laktamaz enzimlerine karsi
dayanikliliklar1 ve farmakolojik 6zelliklerine gore siiflandirilir. Birinci kusak
bilesikler primer olarak Gram pozitif bakterilere kars1 etkilidir. Parenteral (i.v.,
im., s.c.) ya da bazi durumlarda oral olarak uygulanabilen birinci kusak
sefalosporinler penisilinaza karsi dayaniklidir. Ikinci kusak bilesikler Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi etkili, tiim yollardan uygulanabilir ve
B-laktamazlara karst birinci kusak bilesiklere gore dayanikliliklari daha
fazladir. Ugiincii kusak bilesikler Gram pozitiflere karsi daha az, Gram negatif
bakterilere karsi daha c¢ok etkilidir. Parenteral ve nadiren oral yolla
uygulanabilen ti¢iincii kusak bilesiklerin B-laktamazlara karsi ¢ok dayaniklidir.
Dordiincti kusak bilesikler ise hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilere kars1 etkinligi arttirilmig, tiim yollardan uygulanabilir 6zelliktedir.
Ayrica bu gruptaki Dbilesikler B-laktamazlara karsi en dayanikli
sefalosporinlerdendir (Bergan, 1984).

Veteriner hekimlikte ruhsatli sefalosporinler CEF, sefaleksin (LEX),
sefuroksim (CXM), sefapirin, sefasetril, sefovesin ve sefkuinom olarak
siralanabilir. Bununla birlikte CRO’nun hayvanlarda kullanim1 onaylanmamis
olmasma ragmen, veteriner hekimler tarafindan yasal olarak recete
edilmektedir. Hayvanlarda 6zellikle solunum yolu ve meme enfeksiyonlarinin
tedavisinde CEF, CRO ve LEX yaygin olarak kullanilmaktadir (Kaya, 2013 ve
Presscott, 2013).
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2.7.1.1. CRO

CRO, 3. kusak parenteral sefalosporinlerdendir. Oral yolla
uygulandiginda emilimi diisiik olmasi nedeniyle parenteral yolla kullanilir.
Plazma proteinlerine yliksek oranda baglanir. Dokulara dagilimi iyidir ve kan
beyin bariyeri (KBB) ile plasentay1 gecer. Beyin zari, goz ve i¢ kulakta yiiksek
konsantrasyonlara ulasabilir. Yar1 omrii, kopeklerde 1,1-1,7 saat arasindadir.
Viicutta biyotransformasyona ugrar; degismemis halde ya da metabolitleri

seklinde idrar ve safra ile atilir (Bergan, 1984).

CRO, genis spektrumlu bir bilesiktir. Ozellikle Gram negatif
bakterilerde olmak iizere Gram pozitif bakterilere karst 1. ve 2. kusak
sefalosporinler kadar etkilidir. H. influenza, Neisseria gonorrhoeae (N.
gonorrhoeae), Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi), pnomokoklar ve
menengokoklara karsi giiglii, Pseudomonas, enterekok, stafilokok ve Bacillus
fragilis (B. fragilis)’e karsi daha zayif etkilidir. CRO, bakteriyel hiicre
duvarinin i¢ membraninda bulunan PBP'lere baglanir ve inhibe eder. PBPler,
biiylime ve boliinme sirasinda bakteri hiicre membraninin  yeniden
sekillendirilmesinden ve hiicre duvarmin olusturulmasindan sorumlu
enzimlerdir. PBP'lerin inaktivasyonu, bakteri hiicre duvarmm saglamligi i¢in
gerekli olan peptidoglikan zincirlerinin ¢apraz baglanmasini engelleyerek,
bakteri hiicre duvarinin zayiflamasina ve hiicre lizisine neden olur (Kaya, 2013

ve Presscott, 2013).

CRO i¢in hedef bolge olan PBP’lerdeki mutasyonlar, CRO’ya karsi
dirence neden olur. PBP’lerin alt tiirlerinden 6zellikle PBP2’deki
mutasyonlarin CRO direncinden sorumlu oldugu belirtilmistir (Chiu ve ark.,
2007). 1990’11 yillarin basindan itibaren CRO direnci gozlenmekte ve giderek
yayginlasmaktadir. Ornegin 2004 yilinda ortalama %3,5 diizeyinde CRO
direnci gozlenirken, 2005 yilina gelindiginde bu oranin %11,5’e yiikseldigi
belirlenmistir (Chiu ve ark., 2007).
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CRO uygulanan hayvanlarda en yaygin olarak (%2) ishal, kasint1 ve
enjeksiyon bolgesinde irritasyon gibi istenmeyen etkiler gozlenir. Bununla
birlikte immun aracili hemolitik anemi sekillenebilir. Sefalosporin veya
penisilinlere kars1 alerjisi olan hayvanlarda dikkatli olunmali ve hayvanlar

takip edilmelidir (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).

2.7.1.2. CEF

CEF, yari-sentetik, B-laktamazlara karsi dayanikli, parenteral 3. kusak
sefalosporinlerdendir. CEF’in hidrokloriir ve sodyum tuzlart ile kristalize
serbest asit sekilleri bulunur. Klinikte en yaygin olarak hidrokloriir ¢ozeltileri
kullanilir. Hidrokloriir ve sodyum tuzlarinin farmakokinetigi birbirine benzer.
Yar1 omrii 8-12 saattir ve viicutta hizla furoik asit ve desfluroilseftiofura
doniistiiriiliir. Desfluroilseftiofur metaboliti de antimikrobiyal etkinlige sahiptir

ve yar1 omrii yaklasik 10 saattir (Meegan ve ark., 2013).

CEF, genis spektrumlu bir bilesiktir, Ozellikle Pasteurella spp.,
Salmonella spp., E. coli, Staphylococcus ve Streptococcus olmak {izere gok
sayida Gram negatif bakteriye karsi etkilidir. Uciincii kusak parenteral
sefalosporinlerden olmasina bagli olarak, CEF’in etki mekanizmasi

seftriaksonla benzerdir (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).

E. coli’de CEF direnci giderek yayginlagsmaktadir. Bu dogrultuda, 2008
yilinda %25,6 diizeyinde olan CEF direnci, 2012°de %46,9 olarak tespit
edilmistir. Bununla birlikte kullanimlarinin sinirlandirilmasi ile bu oran %35’e
gerilemistir (Zang ve ark., 2017). CEF direnci, yaygmn olarak blaCMY-2

enzimleri ile iligkilidir (Giuriatti ve ark., 2017).
CEF, giivenli antimikrobiyal bilesiklerden biridir. Oral ya da parenteral

uygulandiginda akut toksik etkileri diisiiktiir. Bununla birlikte CEF uygulanan

kopeklerde anemi ya da trombosit sayisinda azalma goriilebilir. Suda
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¢Ozdiiriilmiis formlari, enjeksiyon bolgesinde ¢ok diisiik miktarda irritasyona

neden olabilir (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).

2.7.2. Florokinolonlar

Florokinolonlarin ¢ogu zwitteriyon (¢ift tuz) haldedir. Bilesiklerin
zwitteriyon halinde bulundugu pH, izoelektrik nokta olarak nitelendirilir. Bu
noktada sudaki ¢oziiniirliik en az, yagdaki ¢oziiniirliikleri ise en yiiksektir. Bu
nedenle viicut sivilarmin pH’sindaki degisiklikler, ¢oziiniirliiklerini Snemli
derecede etkiler. Mide pH’sinda iyonize halde olup iyi ¢ézliinmelerine ragmen,

suda c¢oziinmezler ve yagdaki ¢oziiniirliikleri ise iyidir.

Florokinolonlarin, viicutta dagilimlart iyidir. Kemik, kikirdak, prostat,
BOS, kan hiicreleri ve viicut sivilarinda etkili konsantrasyonlara ulasir.
Bununla birlikte burun mukozasi, bronsiyal epitel, tiikriik salgisi, makrofaj ve
akyuvarlara yiiksek konsantrasyonda gegerler. Viicuttan safra ve idrar yoluyla

atilir ve florokinolonlarin ¢ogu siite gegebilir (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).

2.7.2.1. DAN

DAN 2. kusak florokinolonlardandir ve mesilat (metansulfonat) tuzu
halinde bulunur, suda iy1 derecede ¢oziiniir. DAN, tedavi amacli oral ve
parenteral yollarla kullanilir. Plazma proteinlerine diisiik oranda baglanir.
Viicutta dagilimi iyidir, safra, karaciger, akciger, bobrekler, eklem ve prostat
stvist da dahil olmak ftizere bu yerlerdeki konsantrasyonlar1 yiiksektir.
Aliiminyum, magnezyum, ¢inko, demir ve kalsiyum gibi maddeler emiliminin
azalmasina neden olur. Cogunlukla idrar ve digkiyla de§ismemis halde

viicuttan atilir (Bergeron, 1989).
DAN, genis spektrumlu sentetik bir bilesiktir. Ozellikle E. coli,

Enterobacter, Campylobacter, Pseudomonas, Shigella, Klebsiella, Salmonella,

Aeromonas, Haemophilus, Proteus, Yersinia, Serratia, Brucella, Vibrio,
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Chlamydia, penisilinaz salgilayan ve metisiline direngli olanlar da dahil
stafilokoklar, Mycoplasma ve Mycobacterium tiirleri gibi Gram negatif koklar
ile Gram negatif basillere kars1 etkilidir. DAN bakterisit etkili bir bilesiktir.
Bakterilerde DNA giraz enzimini inaktive eder. Boylece DNA ¢ift zinciri
sarmal hale gecemez ve DNA kalibi ¢ikarilamaz. Bunun sonucunda DNA
kalib1 ¢ikarilamayan bakterilerde boliinme olusmaz ve anormal uzamaya bagl

olarak bakterisit etki gézlenir (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).

DAN direncinden birincil olarak DNA giraz’daki mutasyonlar
sorumludur. Buna ilave olarak PMQR genleri ile geri ¢ikartim pompasi

aktivasyonu, danofloksasin direnci ile iliskilendirilir (Piddock ve ark., 2006).

Ozellikle gelismekte olan yavru kopeklerde kikirdak yapida hasara
neden olur ve artropati gozlenebilir. Bu nedenle kiiciik ya da orta boy kdpek
wklarinda 8, biiyiik irklarda ise 18 aydan kiicliik kopeklerde kullanilmasi
onerilmez (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).

2.7.3. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, biiyiilk molekiilli ve fizyolojik pH’da iyonize
olmalar1 nedeniyle yagda ¢oziiniirliikleri diisiikk olan bilesiklerdendir. Buna
bagli olarak hiicre i¢ine girisleri ve hiicresel bariyerlere penetrasyonlar
sinirlidir. Bu bilesikler 6zellikle serebrospinal ve okiiler sivi gibi hiicrelerarasi

stvilarda terapdtik konsantrasyonlara ulasamaz (Maurin ve Raoult, 2001).

Aminoglikozid grubu bilesiklerin hepsi, degisen oranda ototoksik ve
nefrotoksik etkiye sahiptir. Ozellikle nefrotoksisite (akut tiibiiler nekroz)
aminoglikozid tedavisinde en sik rastlanan yan etkidir (Kaya, 2013 ve
Presscott, 2013).
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2.7.3.1. GEN

GEN, Micromonospora purpurea (M. Purpurea) bakterisinden
elde edilir. Cok dayanikli bir bilesiktir, 120°C’de 30 dk siireyle tutuldugunda
bile etkinligini kaybetmez. Antimikrobiyal tedavi amaciyla gentamisin stilfat
halinde kullanilir ve ¢ozeltileri alkali kosullarda etkinligini hizla kaybeder.
Amfoterisin B, ampisilin sodyum, dopamin hidrokloriir, furosemid, heparin
sodyum, karbenisilin disodyum, sefamandol naftalat, sefalotin sodyum ve
sefapirin sodyum gibi maddelerle pH, 1s1, ¢oziiniirlik ve yogunluk gibi
faktorlere bagl olarak fiziksel gegimsizlik gosterir. Diger yandan enjektabl -
laktam formiilasyonlarr, GEN’le uyumsuz oldugu i¢in bu gruptan bilesiklerle

ayni enjektorde karistirllmamalidir (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).

Oral yolla uygulandiginda sindirim kanalindan ¢ok az emilir. Sistemik
hastaliklarin tedavisi i¢in Ozellikle intra muskiiler olmak {iizere parenteral
yollarla uygulanmalidir. Plazma proteinlerine neredeyse hi¢ baglanmamasina
ragmen, %10 oranda alyuvarlara baglanabilir. Bu nedenle anemili hastalarda
plazmadaki serbest ilag konsantrasyonu ytiksektir. GEN viicutta en ¢cok bobrek,
kas ve karacigerde toplanir. Plasenta, gogiis ile karin zarlarim1 kolay geger ve
sinoviyal sivi1 ile apse sivisina girer. Parenteral yollarla uygulandiginda kemik,
kalp, akciger ve idrar kesesi gibi yerlerde etkili konsantrasyonlara ulagir.
Ogzellikle i¢ kulak ve bobreklerde birikir. Viicuttan degismemis halde
glomeriiler filtrasyon araciligiyla idrarla atilir. Idrardaki GEN konsantrasyonu
plazmadakinin 10-100 katina ulasabilir. Siite geger ve siitteki konsantrasyonu
plazmadakinin 2-3 katina ¢ikabilir (Abo-EL-Sooud ve ark., 2012).

GEN, en etkili aminoglikozidlerdendir. P. aeroginosa dahil ¢ogu Gram
negatif bakterilere ve bazi Gram pozitif bakteriler ile mikoplazmalara karsi
etkilidir. Streptokoklara karsi etkinligi amikasine gore daha fazladir. GEN,
mikobakterler ya da Nocardia spp.’ye kars1 diisiik etkili; anaerobik bakterilere
ya da anaerobik kosullardaki aerobik bakterilere karsi ise etkisizdir. Tiim

aminoglikozidler gibi konsantrasyona bagli bakterisit etki gosterir ve fagositik
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hiicrelere penetrasyonlari diistiktiir. GEN, ribozomlarin 30S’lik alt birimlerine
baglanir ve genetik kodun yanlis okunmasini saglayarak protein sentezini
inhibe eder. Aminoglikozidler, doza baglh bakterisit etki gdsteren
bilesiklerdendir. Etkilerini bakteriye penetre olarak gosterir. Buna bagli olarak
B-laktam grubu bilesikler gibi hiicre duvar1 sentezi inhibitorleri
aminoglikozidlerin penetrasyonunu kolaylastirir ve etkinliklerini arttirir. Ortam
pH’s1 ve prulent akinti aminoglikozidlerin bakterisidal etkinligini degistiren
faktorlerdendir. Lokal asiditenin arttifi doku hasar1 ya da bakteriyel
yikimlanma durumunda duyarli patojenlere karsi bile etkinlik gdsteremez.
Prulent akinti ise (abse tedavisi) aminoglikozidleri baglayarak inaktivasyona
neden olabilir. Bu nedenle oncelikle abse drenaji yapilmasi tedavinin basari
oranini arttirir. Uzun siireli tedavi (> 7-10 giin), glinde birden fazla doz ilag
uygulamasi, asidoz ve elektrolit bozukluklar1 (hipokalemi, hiponatremi), sok
ile endotoksemi, eszamanli nefrotoksik ila¢ tedavisi, yas (yenidoganlar ve
geriatrikler) ve dnceden varolan bobrek hastaligi aminoglikozid toksisitesi i¢in

risk faktorlerindendir (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).

GEN direnci, 6zellikle 2007 yilinda hizl bir sekilde artmaya baslamistir
ve 2014 yilinda E. coli izolatlarmin %54 tiniin GEN’e karsi direngli oldugu
saptanmigtir.  GEN’e kars1 direncten, aminoglikozidleri inaktive eden
fosfotransferaz, asetiltransferaz ve adeniltransferazlar gibi plazmid aracili
enzimler sorumludur. Aminoglikozidleri inaktive eden en az 11 enzim
tanimlanmistir. Bu enzimler, bakterilerin periplazmik boslugunda bulunur ve
aminoglikozidlerin hidroksil ya da amino gruplarinda degisiklige neden olarak

ribozomal baglanmayi engeller (Chalmer ve ark., 2017).

Dokularda uzun siire kalinti yapmasi1 ve tedavi maaliyetinin yiiksek
olmasi nedeniyle GEN’in si8ir, koyun ve kegilerde kullanim1 sinirhidir. Yiiksek
oranda nefrotoksik, daha diisiik oranda ise ototoksik etkili olmas1 uzun siireli

kullanim1 sinirlayan diger bir faktordiir (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).
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2.7.4. Polimiksinler

Polimiksinler, Bacillus polymyxa (B. polymyxa)’dan iiretilen
antibiyotiklerdir. Klinik olarak kullanilan polimiksinler; polimiksin E (CST) ve
polimiksin B’dir. 1940’11 yillarda ilk dretildikleri zaman P. aeruginosa’ya
kars1 etkinlikleri nedeniyle siklikla kullanilmalarina ragmen, sistemik toksik
etkileri oral (CST) veya topikal (polimiksin B) kullanilmalarini sinirlamistir
(Kaya, 2013 ve Presscott, 2013). Son yillarda yapilan calismalarla, olusan
toksik etkinin diisiiniilenden daha az oldugu ve 6zellikle karbapenem direncli
Gram negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde iyi bir

secenek olduklar1 kanmitlanmistir (Liu ve ark., 2014).

2.74.1. CST

CST siilfat oral yolla, kolistimetat sodyum ise parenteral yolla
kullanilan formlaridir. Kolistimetat sodyumun 6n ila¢ 6zelligindedir ve kendisi
etkisiz olmasina ragmen viicutta hidrolize ugrayarak CST’ye dontistir. CST nin
tuzlar1 oldukca dayaniklidir; kuru toz halinde dayanikli olan bu bilesigin sulu
cozeltileri buzdolabinda 6 ay siireyle etkinligini koruyarak saklanabilir.
Kuvvetli asit ve alkali kosullarda hizla yikimlanmalarmma ragmen pH 5-7
arasinda kaynatildiginda bile par¢alanmazlar. Magnezyum, kobalt ve demir
gibi 2 degerli iyonlar, CST ile gecimsizdir ve CST’nin bakteriye girisini
engeller.

Oral yolla uygulandiginda emiliminin sinirli olmasi nedeniyle sistemik
etki icin parenteral yollarla uygulanir. CST plazma proteinlerine %70-90
oraninda, kas dokuya ise yiiksek oranda baglanir. Viicutta dagilimi iyidir,
ozellikle kalp, akciger, karaciger, bobrek ve iskelet kaslarina affinitesi vardir.
CST viicutta biiyiik oranda biyotransformasyona ugrar ve metabolitleri halinde
idrar ve safrayla atilir. CST’nin yaklasik %60’ idrarla atilmasi nedeniyle

bobrek yetmezliginde viicutta birikebilir.
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CST, dar spektrumlu bakterisit etkili bir bilesiktir. Hiicre membrani
tizerindeki etkinligi nedeniyle Gram negatif bakterilere karsi yliksek derecede
etkili olmasina ragmen, Gram pozitif bakterilere kars1 etkisizdir. Irinli akintilar
ve doku dokiintiileri CST etkinligini azaltir. Enterobacter, E. coli, Klebsiella,
Pasteurella, Shigella, Bordetella, Heamophilus, Brucella, Vibrio,

Pseudomonas ve Paracolon tiirlerine kars1 etkilidir.

CST, katyonik-ylizeyde etkin bir bilesiktir ve bakterilerin hiicre
membranindaki fosfolipidlere baglanir ve membran yapisi ile gecirgenligini
bozararak bakterisit etki gosterir. Membranda meydana getirdigi degisiklikler,
diger antimikrobiyal bilesiklerin hiicreye gecisini kolaylastirir (Kaya, 2013 ve
Presscott, 2013).

Tirkiye’de 2014 ve 2015 yillarinda yapilan aragtirmalarda CST
direncinin A. baumannii’de %6, K. pneumoniae’de %7 ve MDR P.
aeruginosa’da %1,7 diizeyinde oldugu gosterilmistir (Cakirlar ve ark., 2015;
Cikman ve ark., 2015 ve Ergoniil ve ark., 2014). CST direncinden pmrC ve
IpxD genlerindeki mutasyonlar, plazmid aracili CST direnci ile iligkilendirilen
mcr-1 geninin varhigt ile pmrA ve pmrB genlerindeki ekspresyon artislari

sorumludur (Liu ve ark., 2016).

Ozellikle parenteral yollarla CST uygulanan hayvanlarda, denge
bozuklugu, kol ve bacak derisinde duyunun azalmasi veya kaybolmasi ile kas
giicsiizligli gortilebilir, oral yolla verildiginde ise bulanti, kusma ve diareye

neden olabilir (Kaya, 2013 ve Presscott, 2013).
2.8. E. coli

E. coli, Enterobacteriaceae familyasinda yer alan ¢omak formunda
Gram negatif bir bakteridir (Hopkins ve ark., 2005). Sindirim sistemindeki

yardimer gorevleri ve diger bakteri populasyonlarn iizerindeki baskilayici

ozelliginin yan sira E. coli, insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda mikrobiyom
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olarak adlandirilan biiyiik bir mikroorganizma toplulugunun firsat¢i patojen bir
tiyesidir (Ingerson-Mahar ve ark., 2011 ve Li ve ark., 2014). Mikrobiyomdaki
diger organizmalarin aksine oksidatif kosullarda gelisimine devam edebilir.
Insan viicudu ortalama 10 trilyon hiicreden olusmasina ragmen, insanlardaki
bagirsak mikrobiyomunun yaklasitk 90 trilyon mikroorganizma igermesi
mikrobiyomun biiyiikliigiinii ve mikrobiyom karakterinin bilinmesinin insan ile
hayvan saglig1 agisindan 6nemini gosterir. E. coli ise tek bir hiicreden olusur ve
tiim genom analizi yapilan ilk mikroorganizmalardandir. E. coli’nin basit yapili
ve oksidatif kosullara dayanikli olmasi, in vitro galigmalara kullanilmasina
olanak saglar ve memelilerde ¢alisilmast zor ve/veya etik olmayan biyolojik
deneyler E. coli'de uygulanabilir. E. coli laboratuar sartlarinda kolay ve hizl
iiremesi, basit nutrisyonal gereksinimi, yiiksek adaptasyon yetenegi, iyi bilinen
genetik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ile biyolojik sistemlerinin diger
organizmalara uyarlanabilmesi nedeniyle bilimsel arastirmalar i¢in iyi bir
model bakteridir. E. coli gida giivenligi alaninda da siklikla kullamilir. Insan ve
hayvanlarin bagirsaklarinda yaygin olarak bulunan E. coli digkiyla atilir. Gida
giivenligi i¢in tasarlanan teshis testlerinde, diski kokenli E. coli tespit edilmesi
normal floranin gostergesi olabildigi gibi tiiketilen gidanin sagliksiz kosullara
maruz kalmig olabilecegi konusunda da bilgi verir (Ingerson-Mahar ve ark.,
2011).

Enfeksiyona neden olan E. coli suslari Klinik, biyokimyasal ve
molekiiler 6zelliklerine gore enterik ve enterik olmayan tiirler olarak iki gruba
ayrilir. Enterik E. coli grubunda; enteropatojenik E. coli (EPEC),
enterohemarojik E. coli (EHEC), Shiga toksini iireten E. coli (STEC) olarak da
nitelendirilen enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroagregatif E. coli (EAEC),
diffuz adherent E. coli (DAEC), enteroinvazif E. coli (EIEC), adherent invazif
E. coli (AIEC) suslar1 bulunur ve bu suslar sindirim sistemi enfeksiyonlarindan
sorumludur. Enterik olmayan E. coli grubu ise; tiropatojenik E. coli (UPEC),
neonatal menenjit E. coli (NMEC) ve avian patojenik E. coli (APEC) suslarini
igerir (Allocati ve ark., 2013 ve Souto ve ark., 2017).
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Diinyanin farkli bolgelerinde MDR mikroorganizmalarin neden oldugu
hastaliklarin  yayginligi, hizli ¢6ziim gerektiren kiiresel bir sorundur.
Enterobacteriaceac familyasi, bakteriyel enfeksiyonlardan birincil olarak
sorumlu mikroorganizmalardan biridir. Hayvan ve hayvansal gidalardan
toplanan Orneklerde, diger bakteri tiirlerinin yani sira, Enterobacteriaceae
familyasina ait tiirlerde antimikrobiyal diren¢ prevalansi dikkate deger bir
sikliktadir. Enterobakterler aynm1 zamanda iyi bir gen rezervuari ve gen
transferinde 6nemli bir vektordiir. Enterobacteriaceae familyasina ait olan E.
coli’deki mevcut direng egilimlerinin izlenmesi MDR ile miicadele i¢in 6nemli

ve gereklidir (Allen ve ark., 2010; Lu ve ark., 2010 ve Matar, 2017).

2.9. Antimikrobiyal Direncin ve MDR’1n Karakterizasyonu

Antimikrobiyal direng ve ozellikle MDR, genetik transfer
mekanizmalar1 araciligi ile bakteriler arasinda hizla yayilir ve kromozomal
diren¢ genlerinin ekspresyonunu diizenleyen genlerdeki mutasyonlar,
antimikrobiyal diren¢ olgularindaki hizli artisa neden olur. Diger yandan yeni
antimikrobiyallerin kesfi ya da gelistirilmesindeki duraksama nedeniyle de
MDR, halk sagligi agisindan ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Antimikrobiyal
direnci onlemek, Oncelikle direncin hizli ve dogru olarak tanimlanmasi ile
miimkiindiir (Hasdemir, 2016). Antimikrobiyal diren¢ ve MDR’mn
karakterizasyonu i¢in fenotipik ve molekiiler yontemler kullanilir. Fenotipik
karakterizasyon i¢in broth mikrodiliisyon, molekiiler karakterizasyon icin ise
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction: PCR) ve kantitatif
Real Time PCR (quantitative Real Time PCR: gRT-PCR) yaygin olarak

kullanilmaktadir.
2.9.1. Fenotipik Yontemler
Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal bilesigin belli bir

patojene karsi in vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir.

Basarili bir antimikrobiyal terapi i¢in, tedavide kullanilacak antimikrobiyal
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bilesiklerin spesifik hastalik etkenine karsi olan statik ve/veya sidal etkisinin
cok 1yi belirlenmesi ve etkin ilacin secilerek yeterli siire ve dozda uygulanmast
gereklidir. Disk difiizyon, gradient diflizyon, agar diliisyon ve broth
mikrodiliisyon yaygin olarak kullanilan duyarlilik testlerindendir. Disk
difiizyon testinden elde edilen sonuglarin agar diliisyon ve broth mikrodiliisyon
testi sonuglart ile uyumlu olmamasi disk diflizyon testinin daha az tercih
edilmesinde 6nemli bir nedendir. Gradient difiizyon testi ile dogru ve giivenilir
sonuglar elde edilmesine ragmen, pahali olmasi uygulamayi kisitlar. Broth
mikrodiliisyon yonteminde inokiiliim yogunlugunun standardize edilmesi testin
tekrarlanabilirligi  agisindan  O6nemlidir.  Ayrica analitik  standartlarin
kullanilmasi, kantitatif sonu¢ elde edilmesi ve anaerob bakterilere de rahatlikla
uygulanabilirligi yoniinden broth mikrodiliisyon yontemi diger yoOntemlere

gore daha avantajlidir (Jenkins ve Schuetz, 2012).

2.9.1.1. Disk Difiizyon

Kirby-Bauer disk diflizyon testi, rutin laboratuvarlarda antibiyotik
duyarliliginin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bu test, kagit disklere
emdirilen antibiyotigin, duyarliligi arastirilan organizmanin inokiile edildigi
besi yerine difiize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu amagcla; belli miktarlarda
antibiyotik emdirilmis kagit diskler, test edilecek olan mikroorganizmanin
yogun bir sekilde inokiile edildigi kati besiyerlerine yerlestirilir. Belirli bir
inkiibasyon siiresinden sonra zon caplar1 Olgiilerek, standart zon tablolarina
gore  degerlendirmeler  yapilir ve  mikroorganizmanin  kullanilan
antimikrobiyallere karsi duyarlilik durumu belirlenir (Jenkins ve Schuetz

2012).
2.9.1.2. Gradient Difiizyon
Gradient difiizyon yOnteminin ticari versiyonu olan E testi®

(bioMerieux AB BIODISK), kati1 besi yerinde difiizyon yoluyla MIK’in

saptanmasini  saglayan Kantitatif bir yontemdir. E-test yonteminde 0,5
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McFarland yogunluguna ulastirilan bakteri Mueller-Hinton Agar (MHA)
yiizeyine steril bir ekiivyonla yayilir ve agar yiizeyine belli bir antibiyotik
gradienti iceren E-test seritleri yerlestirilir. Inokiile besi yeri 18-24 saat siireyle
35 °C'de inkiibe edilir. Serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit {izerinde

kesistigi nokta MiK olarak belirlenir (Sader ve Pignatari, 1994).

2.9.1.3. Agar Diliisyon

Agar diliisyon yonteminde Y2 oranda azalan ilag seri diliisyonlarindan 1
ml alinarak 20 ml MHA igeren petrilere konulur. Bulanikligi 0,5 McFarland
yogunluguna ulastirilan bakteriler agar plakalara ekilir ve 35-37 °C’de 18 saat
inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda gozle gériilebilir {iremenin olmadig
en diisiik konsantrasyon MIK olarak belirlenir. Bu yontem ¢ok sayida izolat
veya antimikrobiyalin test edilecegi durumlarda tercih edilebilir. Ancak broth
mikrodiliisyona gore daha zaman alict ve pahali bir yontemdir (Jenkins ve
Schuetz, 2012).

2.9.1.4. Broth Mikrodiliisyon

Broth mikrodiliisyon, seri diliisyon temeline dayanan bir duyarlilik
testidir. In vitro kosullarda antimikrobiyallerin duyarlilik profillerinin
belirlenmesi amaciyla antimikrobiyallerin saf toz haldeki analitik standartlari,
besi yeri olarak Mueller Hinton Broth (MHB) ve testin standardizasyonu igin

yogunlugu 0,5 McFarland’a ulastirilmis bakteri kiiltiirleri kullanilir.

Broth mikrodiliisyon yonteminde, Stok ilag Soliisyonun konsantrasyonu
1 mg/ml veya daha fazla olmalidir. Gerekli hallerde stok soliisyonu membran
filtrasyonu ile sterilize edilir. MHB ile % oranda azalan seri ilag¢ diliisyonlar1
hazirlanir. 500 pl ve daha disiik kapasiteli mikro plakalara seri ilag
diliisyonlarin1 igeren sivi besi yeri konulur ve besi yeriyle esit hacimde ve

yogunlugu 0,5 McFarland’a ulastirilmis bakteri inokiile edilerek 35-37 °C’de
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16-20 saat inkiibe edilir. Bakteri iiremesini inhibe eden en diisiik konsantrasyon
MIK olarak belirlenir (CLSI, 2012).

2.9.2. Molekiiler Yontemler

2.9.2.1. PCR

PCR, karmasik bir DNA havuzundan spesifik bir DNA parcasinin
cogaltilmasini saglayan enzimatik bir reaksiyondur. PCR reaksiyonu i¢in ¢ok
kiicik DNA miktarlarinin yeterli olmasi ve spesifik primerlerin kullanilmasi
nedeniyle hassas bir tekniktir. Klinisyenler ve arastirmacilar tarafindan genetik
calismalar1 hizl1 ve cok hassas bir sekilde yiirlitmek, hastaliklar1 teshis etmek,
genleri klonlamak ve dizilemek i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir (Garibyan
ve ark., 2013).

2.9.2.2. Dizi Analizi

Genlerdeki mutasyon ve direng geni varyantlari, amplifiye edilen DNA
fragmanlarin1  olusturan niikleik asitlerin dizilenmesi ve dizinin analiz
edilmesiyle belirlenir. Niikleik asit dizisi, ilgili DNA fragmanina ait niikleik
asit homologlarinin bulundugu veri tabani ile karsilastirilarak analiz edilir.
Karsilagtirma i¢in The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) veri
taban1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Gasc ve ark., 2016).

2.9.2.3. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Randomly Amplified
Polimorphic DNA: RAPD) PCR

Ilk kez William ve ark. tarafindan kullanilan RAPD, DNA temeline
dayalidir ve genetik yakinlik ile filogenetik arastirmalarinda kullanilir.
Uygulamas1 kolay ve ucuz olan, arastirilacak genomla ilgili 6n bilgi
gerektirmeyen ve gorlintiilenmesi i¢in radyoaktiviteye ihtiyag duyulmayan bir

yontemdir. RAPD analizinde, rastgele secilmis genellikle 10 bp uzunlugunda
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primerler kullanilarak, diisiik baglanma sicakliginda DNA amplifiye edilir.
Rastgele se¢ilmis primerlerin genomdaki sayisiz bdlgeyi ¢ogaltabilme
potansiyeli vardir. PCR reaksiyonu esnasinda primerler genomik DNA’da
simetrigi olan bdlgelere baglanir ve DNA geometrik olarak cogaltilir. Jel
elektroforez ve goriintiilemeyle molekiil biiytikliiklerine gore bant gdsteren
DNA pargaciklar1 degerlendirilerek, DNA polimorfizmi belirlenir (sekil 6).
Primerlerin baglanma sayisi ve noktalari tiire 6zgiidiir. Buna bagli olarak
genotipin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, c¢esitli taksonomik
caligmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, kiltir ve wk tayini,
ebeveyn belirleme, genetik varyasyonun belirlenmesi, baglant1 haritalarinin
olusturulmasi, 6zgiin bir gen lokusunun belirlenmesi, adli tip, klinik teshis,
prenatal tani, salginlar ve ekolojide yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Aydin,
2004 ve Sabat ve ark., 2013).

DNA Ornegi A DNA Ornegi B
Primerler

-— - —

l PCR Amplifikasyonu l

\ Jel Elektrofore/

A B

[

Sekil 6. RAPD PCR reaksiyonu
2.9.2.4. qRT-PCR

Antimikrobiyal dirence katkida bulunan bir¢ok mutasyon tespit edilmis
olsa da, mutasyonlar ile direngten sorumlu fenotipik degisiklikler arasindaki
iliski henliz tam olarak aydinlatilamamigtir. Antimikrobiyal direncin
karakterizasyonunda genotipik degisikliklerin fenotipe yansimasimi daha iyi
tanimlamak igin gen ekspresyonlarindaki degisikliklerin nicel olarak

belirlenmesi 6nemlidir (Suzuki ve ark., 2014).

gRT-PCR, PCR amplifikasyonunu goriiniir hale getiren ve monitorize

edebilen floresan isaretli prob veya boyalarin kullanildigi, DNA miktar ile
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dogru orantili olarak floresanin olustugu bir ¢ogaltma yontemidir. Biyolojik
orneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme
ve mesajc1 RNA (mRNA) diizeyini sayisal olarak belirlemek amaciyla yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayrica tek nokta mutasyonlarinin belirlenmesi,
patojen tespiti, DNA hasarinin belirlenmesi, metilasyon tespiti, kromozom

bozukluklarinin tespiti gibi ¢aligmalarda da kullanilmaktadir (Giinel, 2007).

gRT-PCR, revers transkripsiyon (RT) ve PCR amplifikasyon
basamaklarindan olusur. RNA fonksiyonlarinin belirlenmesi i¢in, RNA, revers
transkriptaz enzimi ile daha stabil olan komplementer DNA (cDNA)’ya
doniistiiriilir. Ardindan PCR amplifikasyonuyla cDNA’lar ¢ogaltilarak,
incelenen genlerin ekspresyon diizeyi RNA ve protein seviyesinde ayrintili
olarak belirlenir. gqRT-PCR, tek ya da cift asamali olarak uygulanabilir (sekil
7). Tek asamali qRT-PCR’da, RT ve PCR amplifikasyonu tek bir deney
tiipiinde, ¢ift asamali QRT-PCR’da ise farkli deney tiiplerinde gerceklesir. Tek
asamali qRT-PCR ¢ift asamali qRT-PCR’dan daha kisa siirer ve daha az
pipetaj yapilmasma bagli olarak pipetaj hatalar1 ile kontaminasyon riskini
diisiiriir. Ayrica, tek asamali qRT-PCR, ¢ok sayida ornekle verimli bir ¢alisma
imkan1 sunar. Cift asamali qRT-PCR’da RT ve PCR amplifikasyon
basamaklarinin farkli tiiplerde gerceklesmesi nedeniyle RT basamagindan
sonra cDNA’larin saklanabilmesi ve tek bir RNA 6rnegiyle ¢ok sayida genin

incelenmesi mumkiindir.
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One-step RT-PCR
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Reverse transcription PCR

Sekil 7. Tek ve ¢ift asamali qRT-PCR

gRT-PCR reaksiyonunda DNA miktarmin goriilebilir ve oOlgiilebilir
olmasimi saglayan floresan 1sima i¢in Sybr Green I veya Tagman problar
kullanilir. Sybr Green I, sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglanir ve artan DNA
miktarma paralel olarak floresan miktar1 da es zamanli olarak artar. Serbest
halde olan DNA iplik¢igi ¢ok az bir floresan 1g1ma yapar. Primerlerin DNA’ya
baglanmaya baglamasiyla Sybr Green I molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina
girer ve floresans 1s1ma baglar. TagMan problar1 5° ve 3’ u¢larindan florokrom
maddelerle isaretli ve tek zincirli yapidadir. 5° ucta raportdr florokrom olarak
FAM, 3’ ucta ise baskilayici florokorom olarak TAMRA boyas1 bulunur. qRT-
PCR reaksiyonu sirasinda primerler DNA’ya baglanarak yeni zincir olugmaya
baslar ve probun bagli oldugu bdlgeye gelindiginde TagMan probu DNA
polimeraz enzimi 5°-3° niikleaz aktivitesi ile raportdr florokrom probdan
ayrilir. Serbest hale gecen boya sinyal olusturur ve her donglide {iriin

miktarindaki artisa bagl olarak floresan 1s1ma da artar (sekil 8).
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Sekil 8. Sybr Green I boyas1 ve TagMan probu ile floresan 1s1ma

2.10. Antimikrobiyal Bilesikler Arasindaki Etkilesimlerin

Degerlendirilmesi

2.10.1. Checkerboard Yontemi

Antimikrobiyal bilesikler arasindaki etkilesimin belirlenmesinde
kullanilan birbirinden farkli deneysel yontemler ve elde edilen sonuglarin
sayisal degerlendirmesi i¢in bir¢cok yaklasim vardir. Antimikrobiyal bilesikler
arasindaki etkilesimin belirlenmesinde kolay wuygulanabilirligi agisindan
mikrodiliisyon temeline dayanan checkerboard yontemi siklikla kullanilir
(Dosler ve ark., 2015). Bu yontemde kombine edilecek antimikrobiyal
bilesiklerin  seri  diliisyonlar1  hazirlanir  ve  mikroplakalara  artan
konsantrasyonlarda yatay ve dikey diizlemde dagitilir. Uzerine yogunlugu 0,5
McFarland’a ulastirilmig bakteri kiiltiirleri eklenerek inkiibe edilir. 16-20 saat
inkiibasyondan sonra iiremenin olmadigr antimikrobiyal konsantrasyonlar
belirlenir. FIK, kombinasyondaki ilaglarin etkilesimlerinin matematiksel
ifadesidir. Bu hesaplama yonteminde her bir bilesik icin FiK, antimikrobiyal
bilesigin tek basina ve kombine kullanildiginda bakteriyi inhibe etmesi i¢in

gerekli olan konsantrasyonlarmin oranlanmasiyla hesaplanir. FIK indeks (FiKi)
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ise, kombinasyondaki her bir bilesigin FIK’lerinin toplamma esittir.
Antimikrobiyal bilesikler arasindaki etkilesim FiKi < 0,5 sinerjizma; < FiKi <
4 additif etki; FIKi > 4 ise antagonizma olarak nitelendirilir (Lorian, 2005).
Ancak checkerboard mikrodiliisyon yonteminde elde edilen sonuglar,
antimikrobiyal kombinasyonun tek bir zaman araligindaki (16-20 saatlik
inkiibasyon) etkinligini gOsterir ve sadece inhibitdr antimikrobiyal
konsantrasyon hakkinda bilgi verir (Cappelletty, 1996). Bu nedenle
kombinasyonlarin etki seklinin (bakteriostatik/bakterisit) belirlenmesi ve
zaman veya konsantrasyona bagli olarak antimikrobiyal kombinasyonlarin
etkinliginde meydana gelen degisikliklerin degerlendirilmesi amaciyla
checkerboard testi zamana bagli doz-yanit deneyleriyle desteklenmelidir
(Dosler ve ark. 2015).

2.10.2. Zamana Bagh Doz-Yamt Deneyleri

Zamana bagli doz-yanit deneyleri, belirli konsantrasyonlardaki
antimikrobiyal kombinasyonlarin varliginda sivi besi yerindeki canli bakteri
sayisiin belirli zaman noktalarinda (0, 6 ve 24 s) izlenmesi temeline dayanir.
Antimikrobiyal kombinasyonlarin etkinligi 0. saatteki toplam bakteri sayisinin,
sirasiyla 6 ve 24. saatlerdeki bakteri sayisina oranlanmasiyla degerlendirilir.
Bakteri sayisindaki azalma > 3 logyo ise bakterisidal sinerjizma, > 2 logjo ise
bakteriostatik sinerjizma, <2 log;o ise additif etki; bakteri sayisindaki artigin >
2 logio oldugu durum ise antagonizma olarak nitelendirilir (Koh ve ark., 2015).
Zamana bagli doz-yanit deneyleri, antimikrobiyal bilesikler arasindaki
etkilesimin  belirlenmesinde  primer  yaklasim olmamasina ragmen,
checkerboard yontemiyle elde edilen sonuglarin teyid edilmesi ve klinik
arastirmalar i¢cin model olusturmasi bakimindan 6énemlidir (Langeveld ve ark.,

2013).
2.11. In vitro FK/FD Arastirmalar

Broth mikrodiliisyon ve checkerboard yontemiyle statik sonuglar elde

edilir. Bu sonuglar bilesiklerin ve antimikrobiyal kombinasyonlarin FK/FD
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karakterizasyonu i¢in en basit in vitro diizenegi temsil eder ve ilaca maruz
kalma ile etkinlik arasindaki iliski hakkinda temel bilgiyi olusturur. FK/FD
yaklasimlar, in vitro ve in vivo galismalar arasinda koprii gérevi gorerek
deneysel ve klinik caligmalarin verimliligini arttirmak ic¢in olanak sunar (sekil
10A) (Friberg, 2013). Yeni kombinasyonlarin gelistirilmesi, mevcut bilesikler
arasindan en uygun sec¢imin yapilmasi, en etkin doz ile doz rejiminin
belirlenmesi ve antimikrobiyal direncin 6nlenmesi amaciyla FK/FD modeller
kullanilir (sekil 10B) (Ahmad ve ark., 2016). FK/FD arastirmalar MBK, MOK,
MF, MSP, PAE ve PA-SME’nin belirlenmesi deneylerini kapsar (sekil 9)
(EMA/CVMP/261180/2012).

Konsantrasyon

MOK
/ MSP \
MIK
PAE
X
Zaman

Sekil 9. En sik kullanilan FK/FD parametreleri
A B

' . S h — Etkin doz ve doz aralig1 segimi
" LT ‘\.‘

q;\‘é}" / ’<\\\)O% ’60 ; Toksisitenin azaltilmasi
oS ON S/ FK/FD
S S AN {5}( K Ovptimi
&S o ey ptimizasyon . L .
\@@? T \\\’\/, — Direncin 6nlenmesi
S (OQ ‘/}\ N
/ - . . . .
' FD h — Yeni bilesik ve kombinasyonlar
Direng @
Bakteri Antimikrobiyal
ilag

Sekil 10. (A) Antimikrobiyal terapide hasta, antimikrobiyal ila¢ ve bakteri
arasindaki iliski (B) FK/FD optimizasyonunun amaglari
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2.11.1. MBK

MBK, antimikrobiyal bilesiklerin ve kombinasyonlarin bakteriler
tizerindeki  etkinliginin  degerlendirilmesi  i¢in  kullanilan  temel
parametrelerdendir.  Bakterilerin = %99,9’unu  6ldiiren en disik ilag
konsantrasyonu MBK olarak tanimlanir. Antimikrobiyal bilesiklerin ve
kombinasyonlarn etkinligi MBK:MIK oranina gére degerlendirilir. Buna gére
MBK:MIK oran1 1-4 olan antimikrobiyaller ve kombinasyonlar bakterisit, > 8

olanlar ise bakteriostatik etkili olarak nitelendirilir (Maaland ve ark., 2015).
2.11.2. MOK, MOI, MF ve MSP

Antimikrobiyal direncin artmasi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesinin
zorlugu nedeniyle bakteriyel enfeksiyonlarin etkin tedavisinde mevcut
bilesiklerin etkinliginin yeniden kazandirilmasi veya yeni antimikrobiyal
kombinasyonlarin PD 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in doz ve doz rejimi
optimizasyonu Onemli ve gereklidir. Boylece antimikrobiyal bilesik ve
kombinasyonlarin terapotik etkinligi maksimize edilirken, antimikrobiyal
terapi sirasinda ortaya ¢ikabilecek diren¢ riski en aza indirilebilir (Balaje,
2013). MOK, uygulandig1 bakteri popiilasyonunda birinci nesil mutantlarin
olusmasina izin vermeden bakterilerin eliminasyonunu saglayan ilag
konsantrasyonudur ve MIK’in katlar1 halinde uygulanan antimikrobiyalin
yogun bakteri popiilasyonu iizerinde (1010) meydana getirdigi morfolojik ve
sayisal degisikliklerin degerlendirilmesi temeline dayanir (Marcusson ve ark.,
2005). Insan ve hayvanlarin bakteriyel enfeksiyonlarnda, enfeksiyon
bolgesinde bakteri yogunlugu >10"a ulagabilir. Bu nedenle MOK testinde
yogun bakteri popiilasyonunun kullanilmasi elde edilen in vitro sonuglarin
klinik arastirmalara uyarlanabilirligini arttirir (Blondeau ve ark., 2009). MiK
ile MOK arasinda kalan aralik MSP olarak ifade edilir. MOK’iin MiK’e
oranlanmasiyla hesaplanan MOI ise MSP’nin boyutunu temsil eder (Daoud ve
ark., 2014). MSP konsantrasyonlart mutant bakterilerin gelismesi igin risk

olusturur (Baquero ve ark., 1997). Bu risk MF’nin belirlenmesi ile ortaya
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konulabilir. MF, antimikrobiyal bilesigin MSP i¢inde kalan ilag
konsantrasyonlarinda kullanilmasi durumunda bakteri popiilasyonunda mutant
olusma siklig1 olarak ifade edilir (sekil 11). Rasyonel antimikrobiyal terapide
etkin tedavi ve direnci Onlemek icin tedavi boyunca uygulanan ilag
konsantrasyonunun MOK’iin iizerinde oldugu siirenin uzatilmas: ve ilacin
MSP’de kalma siiresinin kisaltilmasi amagclanir. Etkin doz belirlenirken T >
MIK yerine, T > MOKiin (ila¢ konsantrasyonunun MOK ’{in iizerinde oldugu
zaman) kullanilmasi ile mutant olusumu azaltilabilir veya onlenebilir (Xu ve

ark., 2013).

Wild-type

popiilasyon A B C
|
s o Se ‘
o < - e ‘ P 3
= bl |

Cmax /

MOK

Mutant
segim

penceresi MIiK

Konsantrasyon (ng/ml)

Tmax Zaman (s)

@ Duyarh bakteri

* Direngli mutant

Sekil 11. MOK ve MSP

2.11.3. PAE ve PA-SME

PAE ve PA-SME Kklinik a¢idan 6nemli FD parametrelerdendir. PAE,
antimikrobiyalin uygulanmasindan kisa bir silire sonra mikroorganizma
tizerinde olusan kalic1 inhibitdr etkiyi veya kombinasyonun mikroorganizma
tizerindeki etkisinin sona ermesi i¢in gecen siireyi tanimlar. Ancak inhibitor
konsantrasyon ya da {iizerindeki ilag miktariyla baglayan tedavi in vivo
kosullarda ilacin metabolize edilmesine bagli olarak sub-inhibitér ilag
miktartyla devam eder. Bu nedenle PAE’nin yani sira PA-SME siiresinin
dikkate alinmasi klinik agidan 6nemlidir (Odenholt ve ark., 2001). PAE ve PA-

SME, in vitro olarak ilacin uzaklastirilmasindan sonra bakteriyel biiyiime
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kinetiginin izlenmesiyle hesaplanir ve kombinasyonun doz araligin
belirlenmesine olanak saglar (Lorian, 2005). PAE ile PA-SME siiresi uzun
oldugunda, antimikrobiyal bilesik ya da kombinasyonlar etki giicliinde azalma
olmaksizin daha uzun doz araliklarinda uygulanabilir. Boylece antimikrobiyal
terapi sirasinda olusabilecek istenmeyen etkilerin goriilme olasiliglr azalir
(Athamna ve ark., 2004). Bununla birlikte PAE, antimikrobiyal bilesikler
arasindaki etkilesim hakkinda bilgi verir. Kombinasyonun PAE’si, bilesiklerin
tek basmma PAE’lerinin ortalamasindan daha uzun oldugunda bilesikler
arasindaki etkilesim sinerjizma, benzer oldugunda additif etki, daha kisa
oldugunda ise antagonizma olarak nitelendirilir (Li ve ark., 2004). Bakteri tiiri,
antimikrobiyal bilesigin yapisi1 ve konsantrasyonu, sicaklik, pH ve besi yeri
gibi faktorler PAE siiresini etkiler (Athamna ve ark., 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Laboratuvar Donanim ve Cihazlar

Aragtirmalarda kullanilan donanim ve cihazlar tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Donanim ve cihaz listesi

Cihaz Adi/Marka ve modeli

Kullanim Amaci

Thermal Cycler
TECHNE TC-3000

RAPD PCR

Elektroforez

CLEAVER MULTISUB CHOICE

PCR Jel Goriintiileme

Elektroforez Gii¢ Kaynagi
WWR 300V

PCR Jel Goriintiileme

Mini Santrifiij

CLEAVER CSL omniSPIN

PCR Uriin Boyama

Mikrodalga Firmn

VESTEL MW17

Agaroz Jel Hazirlama

Koloni Sayici/Gériintiilleme Sistemi

UVITEC Cambridge

PCR Jel Goriintiileme, Zamana Bagli Doz-Yanit Deneyleri,

MOK, MBK, PAE ve PA-SME’nin belirlenmesi

Otomatik Spiral Hiicre Yayic1 Sistem

WASP

Zamana Bagh Doz-Yanit Deneyleri, MOK, MBK, PAE ve

PA-SME’nin belirlenmesi

Real Time PCR (qRT-PCR)
BIONEER

gRT-PCR

Mikro Plaka Okuyucu
BIO-RAD iMark

Broth mikrodiliisyon ve checkerboard mikrodiliisyon,

MBK’nin belirlenmesi

Hassas Terazi

SARTORIUS BA210S

Standart Bilesik Tartimi

Turbidimetre

BIOSAN DEN-1B

Broth mikrodiliisyon ve checkerboard mikrodiliisyon,

MOK, MBK, PAE ve PA-SME tespiti

Coklu Pipetleyici
EPPENDORF Research pro

MIK ve FiK testi, MOK, MBK, PAE ve PA-SME’nin

belirlenmesi

Multi Vorteks
VELP CLASSIC

DNA ve RNA izolasyonu

Mikro Santrifiij
WWR GALAXY 16 DH

DNA ve RNA izolasyonu

Dijital Kuru Blok Isitict

LABNET ACCUBLOCK

DNA ve RNA izolasyonu
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Sogutmal1 Santrifiij
PAE ve PA-SME’nin belirlenmesi

Sogutmali Inkiibator

.. Kiiltiir inkiibasyonu
NUVE ES 120
Inkiibator _
. Kiiltiir Inkiibasyonu
NUVE EN 055
Orbital Karistirict .
Kiiltiir Inkiibasyonu
BIOSAN 0S10

Laminar Hava Kabini
Fenotipik, Molekiiler ve FK/FD Caligmalari
ESCO Class I1 BSC

Pipet Seti (0.5-5 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)

Fenotipik, Molekiiler ve FK/FD Caligmalari
THERMO FINNPIPETTE F1

Ultra Saf Su Sistemi
Fenotipik, Molekiiler ve FK/FD Caligmalari

ELGA
Otoklav
. Sterilizasyon
NUVE OT 40L
Sogutucu
Besi Yeri ve Reaktiflerin Saklanmasi
BOSCH

Derin Dondurucu (x 2)
Bakteri, Reaktif, DNA ve RNA izolatlarinin Saklanmasi
BOSCH

3.2. E. coli izolatlar1 ve Kontrol Suslari

1100478 numarali TUBITAK (COST) projesi kapsaminda saglikli
veya enfeksiyon bulgusu gosteren sigir, kegi, koyun kopek ve kedilerden rektal
swap yontemiyle 311 adet E. coli izolati toplandi ve Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali Molekiiler Farmakoloji Kiiltiir Koleksiyonu
olusturuldu. Antimikrobiyal kombinasyonlarin etkinligini test etmek igin 311
adet E. coli izolati arasindan Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) duyarlilik smirma gére ENR ve DAN MIK’i 4 ug/ml veya daha diisiik
olan 116 adet segildi. Antimikrobiyal duyarlilik c¢aligmalarinda siklikla
kullanilan E. coli ATCC 25922 ve E. coli AG100 kontrol susu olarak seg¢ildi.
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3.3. Antimikrobiyaller

Arastirmalarda 8 farkli antimikrobiyal ilag grubundan 19 bilesik
kullanildi (tablo 2).

Tablo 2. Antimikrobiyal ilag gruplari ve bilesikler

Antimikrobiyal Grup Antimikrobiyal Bilesikler

Nalidiksik asit (NAL)
Enrofloksasin (ENR)
Danofloksasin (DAN)
Florokinolonlar ) )
Orbifloksasin (ORB)
Gatifloksasin (GAT)

Siprofloksasin (CIP)

Ampisilin (AMP)
Sefotaksim (CTX)
Beta-laktamlar Seftriakson (CRO)
Sefepim (FEP)

Seftiofur (CEF)

Aminoglikozidler Gentamisin (GEN)

Siilfametoksazol (SMX)
Siilfonamidler
Trimetoprim (TMP)

Tetrasiklin (TET)
Tetrasiklinler
Oksitetrasiklin (OTC)

Polipeptidler Kolistin (CST)
Makrolidler Eritromisin (ERY)
Fenikoller Kloramfenikol (CHL)

3.4. Fenotipik Yontemler
3.4.1. Broth Mikrodiliisyon

Broth mikrodiliisyon yontemi CLSI kriterlerine gére uygulandi. (CLSI,
2012). E. coli izolatlart MHB’de 37 °C’de 16-20 saat inkiibe edilerek bakteri

kiltliri hazirlandi. Toz formda analitik standart olarak temin edilen

antimikrobiyal bilesikler, 10:90 metanol (MeOH)/fosfat tamponlu tuz
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(Phosphate Buffered Saline: PBS) (v/v) ¢ozeltisinde ¢ozdiiriildii. Taze olarak
hazirlanan stok g¢ozeltiler 0,20 um tek kullanimlik siringa filtre kullanilarak
(Minisart, Sartorius Stedim Biotech.) sterilize edildi. Ana stok ¢6zeltiden her
bilesik i¢in 0,016-512 pg/ml araliginda seri diliisyonlar hazirlandi (sekil 12).
Son konsantrasyonlar 0,008-256 pg/ml araliginda olacak sekilde 50 pl
antimikrobiyal seri diliisyonlar1 mikroplakalara dagitild1 ve {izerine bulaniklig
0,5 McFarland olarak standardize edilen 50 ul bakteri kiiltiirleri eklendi (sekil
13).

Mikroplakalar 37 °C’de 16-20 saat inkiibe edildi. Bakteri kiiltiirlerin
optik yogunluklari (Optical Dencity: OD) mikroplaka okuyucu system
yardimiyla (Bio-Rad, iMark) 595 nm dalga boyunda o6lgiildii ve iiremenin

olmadi@ en diisiik konsantrasyon MIK olarak belirlendi.

On dokuz antimikrobiyal bilesik igin belirlenen MIK’ler, CLSI
kriterlerine gore duyarli ya da direngli olarak degerlendirildi. Bakterilerin ii¢
veya daha fazla antimikrobiyal ilag grubunun her birinden en az bir bilesige

kars1 direngli olmasit MDR olarak degerlendirildi.

Stok
Soliisyonu
1000 pg/ml

64
ng/ml

128
jg/ml

256
png/ml

512
ng/ml

32 16 8 ! 2 1 0,512 0.256 0,128

4 2 0,064 0,032
ng/ml | | png/ml | | pg/ml || pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml | | pg/ml

pg/ml | | pg/ml

MAYAYAYAYAYAYAYAYAYAYAYAYAYAYAYAY

0,016
ng/ml

C

Sekil 12. Broth-mikrodiliisyon testlerinde kullanilan seri diliisyon
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

256 1 256 1 256 1 256 1

A pg/ml [ pg/ml X pg/ml | pg/ml X pg/ml | pg/ml X pg/ml [ pg/ml X
128 0,512 128 0,512 128 0,512 128 0,512

B X X X X
pg/ml [ pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml [ pg/ml

c 64 0,256 X 64 0,256 X 64 0,256 X 64 0,256 X
pg/ml [ pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml [ pg/ml

D 32 0,128 X 32 0,128 X 32 0,128 X 32 0,128 X
pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml [ pg/ml

E 16 0,064 X 16 0,064 X 16 0,064 X 16 0,064 X
pg/ml [ pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml

= 8 0,032 X 8 0,032 X 8 0,032 X 8 0,032 X
pg/ml [ pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml
4 0,016 4 0,016 4 0,016 4 0,016

G pg/ml | pg/ml X pg/ml | pg/ml X pg/ml | pg/ml X pg/ml | pg/ml X

H 2 0,008 X 2 0,008 X 2 0,008 X 2 0,0’08 X
pg/ml [ pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml [ pg/ml

Antimikrobiyala Antimikrobiyalg Antimikrobiyalc Antimikrobiyalp

Sekil 13. Broth mikrodiliisyon testlerinde kullanilan antimikrobiyal
konsantrasyonlar1 ve antimikrobiyal yerlesim plani.

3.5. Molekiiler Yontemler

3.5.1. Bakteriyel DNA ve RNA Izolasyonu

3.5.1.1. DNA izolasyonu

Gen amplifikasyonu i¢in Genomik DNA Purifikasyon Kiti (Fermentas,
K0277) kullanilarak bakteri DNA’s1 izole edildi. DNA izolasyonu igin segilen
bakteriler MHB’de 16-20 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bakteri kiiltliriinden 2
ml mikrotiipe alindi, 10 dk 8000 rpm’de santrifiij uygulandi ve siipernatant
uzaklastirildi. Elde edilen bakteri peleti 180 pl Digestion Buffer’da siispanse
edildi, tizerine 20 pl proteinase K soliisyonu eklendi ve 56 °C’de 30 dk
thermoshaker’da inkiibe edildi. Daha sonra 20 pl RNase A solusyonu
eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi ve 200 pl Lysis soltisyonu daha
eklenerek 15 saniye (sn) vorteks uygulandi. Bir sonraki asamada {izerine 400 ul
%50 etanol eklenerek homojen bir karisim igin pipetaj uygulandi. Olusan
homojenat GenelJet Genomik DNA Purification kolonuna aktarildi, 500 pl
Wash Solution | eklendi ve 1 dk 9000 rpm’de santrifiij uygulandi. Kolonun alt
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bolimiinde toplanan kisim uzaklastirildi. Ardindan 500 pul Wash Solution 11
eklendi, 3 dk 12000 rpm’de santrifiij uygulandi ve kolonun alt boliimiinde
toplanan kisim tekrar uzaklastirildi. Son asamada 200 pl Elution Buffer
eklenerek 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve 3 dk 12000 rpm’de santrifiij
uygulanarak saflastirilmis DNA elde edildi. izole edilen DNA’lar nano drop
molekiiler spektrofotometrik sistemde oOlgiilerek miktarlar1 belirlendi. Daha
belirgin amplikonlar elde edebilmek i¢in 50 ng/ml konsantrasyonun altindaki
DNA’lar ekarte edildi ve ilgili bakteri izolatlarindan yeniden DNA izole edildi.
> 50 ng/ml DNA izolatlar1 kodlanarak amplifikasyon i¢in hemen kullanildi

veya daha sonra kullanilmak iizere -25 °C’de saklandi.

3.5.1.2. Kaynatma Yontemi ile DNA izolasyonu

Triptik Soy Agar (TSA)’da 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilen
bakteriler 6ze yardimiyla toplandi ve 0,2 ml steril distile su iginde ¢ozdiiriilerek
homojenize edildi, Daha sonra bakteri homojenati 99 °C’de 5 dk kaynatildi ve
buz iizerinde 1 dk bekletildi. Santrifiijden sonra homojenatin iistte kalan ve
DNA igeren kismi, bakterilerin epidemiyolojik kokenlerini belirlemek igin

uygulanan PCR amplifikasyonunda kullanildu.

3.5.1.3. RNA lizolasyonu

RNA izolasyonu, eksponansiyel tireme fazinda (OD600= 0,6) bulunan
bakteri kiiltiirlerinden ticari kit (Fermentas #K0732) kullanilarak iiretici firma
tarafindan belirtilen esaslara gore yapildi. RNA izolasyonu icin segilen
bakteriler MHB’de 16-20 saat 37 °C’de inkiibe edildi. 1,5 ml bakteri kiilttirii
mikrotiiplere koyularak, 2 dk 10000 rpm’de santrifiij uygulandi ve siipernatant
uzaklastirildi. Uzerine 100 ul Tris-EDTA (TE) buffer’dan (0,4 mg/ml
konsantrasyonda lizozimle karistirilip taze hazirlanmis) eklendi ve 15-25 °C’de
5 dk inkiibe edildi. Uzerine 300 ul Lysis Buffer (dithiothreitol: DDT ile
karistirtlmis) eklendi ve homojen karisim elde edene kadar 15 sn vortex

uygulandi. Daha sonra iizerine 180 pl ethanol eklendi ve pipetaj uygulandi.
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Olusan lizattan 700 ul GeneJet RNA saflastirma kolonuna transfer edildi. 1 dk
10000 rpm’de santrifiij uygulandi ve kolonun alt kisminda kalan sivi
uzaklastirildi. GenelJet saflastirma kolonu toplama tiipiine geri yerlestirildi ve
bu islem 2 kez tekrarlandi. Toplama tiipii uzaklastirildi ve GeneJet saflastirma
kolonu yeni toplama tiipiine yerlestirildi. Uzerine 700 pl Wash Buffer 1
eklendi ve 1 dk 10000 rpm’de santrifiij uygulandi. Kolonun alt kisminda kalan
stv1 uzaklastirildi ve kolon geri yerlestirildi. Uzerine 600 pl Wash Buffer 2
eklendi ve 1 dk 10000 rpm’de santrifiij uygulandi. Kolonun alt kisminda kalan
stv1 uzaklastirildi ve kolon geri yerlestirildi. Uzerine 250 pl Wash Buffer 2
eklendi ve 2 dk 10000 rpm’de santrifiij uygulandi. Kolonun alt kisminda kalan
stvi uzaklastirildi ve Genelet saflastirma kolonu 1,5 ml’lik steril RNase-free
mikrotiipiine yerlestirildi. Saflastirma kolonunun merkezine 20 ul niikleaz
icermeyen su (Nuclease Free Water: NFW) eklendi. RNA eliisyonu igin 1 dk
13000 rpm’de santrifiij uyguland1 ve saflastirma kolonu uzaklastirildi. izole
edilen RNA’lardan genomik DNA kalintilar1 DNase 1 enzim kiti kullanilarak
uzaklastirildi. RNA’dan c¢cDNA sentezlemek i¢in RevertAid’ First Strand
cDNA Sentez kiti (Fermentas) kullanildi. Buna gére RNA’lar (0,5 pg/mL) ve
oligo (dT) 18 primerler 65 °C sicaklikta 5 dk inkiibe edildikten sonra toplam
hacim 12 pL olacak sekilde 4 pL 5X reaksiyon buffer, 1 U/uL RiboLock
RNase inhibitor, ] mM dNTP miks ve 10 U/uL RevertAid M-MuLV reverse
transkriptaz enzim Kkarisimi 42 °C’de 60 dk ve 70 °C’de 5 dk inkiibe edilerek
cDNA’lar sentezlendi. CDNA daha sonra marA, acrB, soxS ve ompF genlerinin
gRT-PCR amplifikasyonunda kullanilmak {izere -25 °C’de saklandi.

3.5.2. RAPD PCR
Hayvansal kokenli E. coli izolatlarinin epidemiyolojik tiplendirmesi
RAPD amplifikasyonu ve analizi ile yapildi. Bunun i¢in bakteri kiiltiiriinden

kaynatma yontemiyle izole edilen DNA’lar kullanildi.

RAPD igin kullanilan primerler tablo 3’te verilmistir. Bir reaksiyonluk
amplifikasyon hacmi 27 pl olacak sekilde her bir primerden (Alpha DNA) 4
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uM, 23 pl 2X PCR Master Mix (Thermo) ve 1 pul DNA karisimi kullanildu.
Amplifikasyon Techne TC3000 Thermal Cycler cihazi kullanilarak 94 °C’de 1
dk, 45 °C’de 1 dk, 72 °C’de 2 dk, 72 °C’de 10 dk olacak sekilde 45 dongii
olarak gerceklestirildi.

Tablo 3. RAPD analizi igin kullanilan oligontikleotidler

Hedef Bolge Primer
GTCATCGCAG
RAPD ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC

TGGTGGCCTCGAGCAAGAGAACAAAG

3.5.3. PCR Amplifikasyonu

E. coli’de florokinolon direncinden sorumlu mutasyonlarin belirlenmesi
ve PMQR genlerinin tespit edilmesi amaciyla gyrA, gyrB, parC, park, gepA ve
00xB genlerine daha 6nce tanimlanan PCR amplifikasyonu uygulandi (Hansen
ve ark., 2007; Perichon ve ark., 2007 ve Robicsek ve ark., 2006). Direng
genlerin amplifikasyonu igin tablo 4’te verilen spesifik oligoniikleotidler
kullanildi.

Tablo 4. Hedef gen bolgelerinin amplifikasyonunda kullanilan
oligoniikleotidler

Biiyiikliik
Hedef Bolge Primer

(bp)

QRDR

F-ACGTACTAGGCAATGACTGG
gyrA 189 Everet, 1996
R-AGAAGTCGCCGTCGATAGAAC

F-CAGACTGCCAGGAACGCGAT
gyrB 203 Everet, 1996
R-AGCCAAGTGCGGTGATAAGA

F-TGTATGCGATGTCTGAACTG
parC 264 Everet,1996
R-CTCAATAGCAGCTCGGAATA

F-TACCGAGCTGTTCCTTGTGG

parE 266 Everet, 1996
R-GGCAATGTGCAGACCATCAG
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PMQR

F-CTTCTCTGGATCCTGGACAT
gepA 720 Bu tez ¢alismasi
R-TGAAGATGTAGACGCCGAAC

F-ATCGGTATCTTCCAGTCACC
0gxB 541 Bu tez galigmasi
R-ACTGTTTGTAGAACTGGCCG

gyrA, parC ve ogxB genlerinin amplifikasyonu igin; bir reaksiyonluk
amplifikasyon hacmi 50 pl olacak sekilde 0,2 uM her bir primer (Alpha DNA),
2,5 ul reaksiyon buffer (Fermentas), 40 uM dNTP (Fermentas), 1,25 mM
MgCly, 1,5 U Taq DNA polimeraz (Fermentas) ve 1 pl DNA kullanildi. gyrB
ve parE genleri i¢in bir reaksiyonluk amplifikasyon hacmi 50 ul, gepA geni
igin 25 ul olacak sekilde olacak sekilde; 0,2 pM her bir primer (Alpha DNA),
2x OneTaq PCR master mix (NEB) ve 1 ul DNA kullanildi. Genlerin

amplifikasyonunda kullanilan termal programlar tablo 5-9’da verilmistir.

Tablo 5. gyrA ve parC igin termal program

Termal Siklus Program (gyrA ve parC)

Basamak Sicaklik (°C) Siire Siklus
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 5 dk 1
Denaturasyon 94 1dk

Baglanma 55 1dk 35
Uzama 72 1dk

Son Uzama 72 10 dk 1
Sogutma 4 Siiresiz

Tablo 6. gyrB i¢in termal program

Termal Siklus Programu (gyrB)

Basamak Sicaklik (°C) Siire Siklus
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 2dk 1
Denaturasyon 94 30sn

Baglanma 60 1dk 35
Uzama 68 1dk

Son Uzama 68 5 dk 1
Sogutma 4 Siiresiz
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Tablo 7. parE igin termal program

Termal Siklus Program (parE)

Basamak Sicaklik (°C) Siire Siklus
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 30sn 1
Denaturasyon 94 30sn

Baglanma 60 1dk 35
Uzama 68 1dk

Son Uzama 68 5 dk 1
Sogutma 4 Siiresiz

Tablo 8. gepA igin termal program

Termal Siklus Program (gepA)

Basamak Sicaklik (°C) Siire Siklus
Bagslangi¢ Denatiirasyonu 95 5 dk 1
Denaturasyon 95 30sn

Baglanma 59 30sn 30
Uzama 72 30sn

Son Uzama 72 10 dk 1
Sogutma 4 Siiresiz

Tablo 9. 0gxB i¢in termal program

Termal Siklus Program (0gxB)

Basamak Sicaklik (°C)

Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 5 dk 1
Denaturasyon 95 30sn

Baglanma 56 30sn 30
Uzama 72 30sn

Son Uzama 72 10 dk 1
Sogutma 4 Siiresiz
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3.5.4. Jel Elektroforez ve Goriintiilleme

3.5.4.1. Agaroz Jel Hazirlama

PCR amplikonlarinin  goriintiilenebilmesi i¢in % 1’lik, RAPD
amplikonlar1 i¢in ise % 2’lik agaroz jel hazirlandi. Amplikon sayisina bagl
olarak kii¢iik (55 ml), orta (75 ml) veya biiyiik boy (110 ml) agaroz jel tepsileri
kullanildi. Toz haldeki agaroz (AppliChem) hassas terazide (SARTORIUS
BA210S) tartildi ve 1x Tris Asetat EDTA (TAE)’da ¢6zdiiriildii. Homojen
¢oziinme i¢in mikrodalga (VESTEL MV17) firin kullanilarak yiiksek 1sida 3 dk
1sitma/kaynatma islemi uygulandi. Homojenize agaroz ¢ozeltisine %0,01°lik
etidyum bromid (Vivantis Biochemical) eklendi ve 10 sn karistirildi.  Son
olarak ¢Ozelti agaroz tepsisine bosaltild1 ve katilasmasi i¢in oda sicakliginda 20

dk bekletildi. Daha sonra agaroz jel elektroforez kiivetine yerlestirildi.

3.5.4.2. Jel Elektroforez

PCR amplikonlarinin goriintiilenebilmesi igin 5 ul amplikonun tizerine
2 pl yiikleme boyasi (Bio-Rad), RAPD amplikonlarinin goriintiilenebilmesi
icin ise 8 pl amplikonun tizerine 2 pul yiikkleme boyast eklendi ve pipetajla
karistirildiktan sonra jelde olusturulan kuyucuklara konuldu.  Amplikon
biiytikliginii belirlemek amaciyla 100 bp’lik DNA marker (Fermentas)
kullanildi. Elektroforez 120 V ve 30 dk olarak uygulandi.

3.5.4.3. Goriintiileme
RAPD PCR ve konvansiyonel PCR’la elde edilen amplikonlarin
biyiikliigii jel goriintileme sistemi (UVITECH Cambrige) ile FireReader

Version 15 ve ultraviyole (UV) filtre kullanilarak kontrol edildi. Elde edilen
goriintli UVIsoft-UVIBand yazilimi ile degerlendirildi.
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3.5.5. gqRT-PCR Amplifikasyonu

gRT-PCR amplifikasyonunda kullanilmak {izere saklanan cDNA’lar
1:10 oranda NFW ile diliie edildi. gRT-PCR igin tablo 10°da verilen primer
ciftleri ve normalizasyon i¢in 16S rRNA referans geni kullanildi. qRT-PCR,
hidroliz problar1 kullanilarak yetkili firma tarafindan belirtilen esaslara gore
uygulandi. Amplifikasyon, baslangic denatiirasyonu 95 °C’de 10 dk,
denatiirasyon 95 °C’de 15 sn, baglanma 60 °C’de 30 sn, uzama 72 °C’de 1 sn
ve son uzama 40 °C’de 30 sn olacak sekilde 45 dongii olarak iki paralel
calisildi. Ekspresyon verileri LightCycler® 480 Real-Time PCR System
(Roche) ile analiz edildi. Referans gene gére marA, acrB ve soxS genlerindeki
ekspresyon diizeylerindeki 1,5 katlik artis, ompF geni igin ise 1,5 katlik azalma
MDR fenotipi ile iliskilendirildi (Karczmarczyk ve ark., 2011).

Tablo 10. qRT-PCR’da kullanilan oligoniikleotidler
Bilyiikliik

(bp)

Hedef Bolge Primer

MDR

F-ATGCCGCGTGTATGAAGAA
16S rRNA 93 UPL, Roche
R-GGTAACGTCAATGAGCAAAGG

F-CCGTAAGATGACGGAAATCG
marA 62 UPL, Roche
R-CCAGATAGAGTATCGGCTCGTT

F-GCGGGAACCATCCTGATT
acrB 65 UPL, Roche
R-CGCGTCTGACCTCTACTGAA

F-GCAATGGACCTGGGTTATGT
SOXS 61 UPL, Roche
R-CAAACTGCCGACGGAAAA

F-CGTACCAACCTGCAAGAAGC
ompF 65 UPL, Roche
R-CCAGTAGCCCACTGTTCAGC
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3.6. Sinerji Testleri

3.6.1. Checkerboard Mikrodiliisyon

E. coli izolatlar1 MHB’da 37 °C’de 16-20 saat inkiibe edilerek bakteri
kiiltiiri  hazirlandi. Toz formda analitik standart olarak temin edilen
antimikrobiyal bilesikler, 10:90 MeOH/PBS (v/v) c¢ozeltisinde ¢ozdiirtildii.
Taze olarak hazirlanan stok ¢ozeltiler 0,20 um tek kullanimlik siringa filtre
kullanilarak (Minisart, Sartorius Stedim Biotech.) sterilize edildi. Kombine

edilecek iki bilesik icin MHB ile seri diliisyon (1/32, 1/16, 1/8, 1/4, 1/2, 1, 2, 4

x MIK) hazirlandi.
1/32 x MiKa | 1/16 x MiKa | 1/8 x MIKa | 1/4 x MIKa | 1/2 x MIKa | 1 x MiKa 2 x MiKa 4 x MiKa
4 x MiKg 4 x MiKg 4 x MiKg 4 x MiKg 4 x MiKg 4 x MiKg 4 x MiKg 4 x MiKg
132X MiKa | 1/16 x MiKa | 1/8x MiKa [ 1/4xMiKa [122xMIKa |1xMiKa |2xMiKa |4 xMiKa
2 x MiKg 2 x MiKg 2 x MiKg 2 x MiKg 2 x MiKg 2 x MiKg 2 x MiKg 2 x MiKg
132X MiKa | 1/16 x MiKa [ 1/8 xMiKa [1/4xMiKa [12xMIKa |1xMiKa |2xMiKa | 4xMiKa
1 x MiKg 1 x MiKg 1 x MiKg 1 x MiKg 1 x MiKg 1 x MiKg 1 x MiKg 1 x MiKg
1/32 x MiKa | 1/16 x MiKa | 1/8 x MiKa | 1/4 x MiKa | 172 x MiKa | 1 x MiKa 2 x MiKa 4 x MiKa
12xMiKg |12xMiKg |12xMiKg |[12xMiKe |1/2xMiKg |12xMiKs |1/2xMiKg | 1/2 x MiKg
132 x MiKa | 1/16 x MiKa | 1/8x MiKa | 1/4x MiKa | 172 x MiKa | I x MiKa 2 x MiKa 4 x MiKa
1/4xMiKg | 1/4xMiKg | 1/4xMiKg |1/4xMiKe |1/4xMiKg |1/4xMiKs | 1/4xMiKg | 1/4 x MiKg
(—? 132 x MiKa | 1/16 x MiKa | 1/8 x MiKa | 1/4 x MiKa | 172 x MiKa | 1 x MiKa 2 x MiKa 4 x MiKa
S| 18xMiKg | 1/8xMiKs | 1/8xMiKs | 1/8xMiKg |1/8xMiKs |1/8xMiKg | 1/8xMiKs | 1/8 x MiKg
o
O [1/32xMiKa | 1/16 xMiKa | 1/8 xMiKa |1/4xMiKa |122xMiKa |1xMiKg 2 x MiKa 4 x MiKa
X | 1/16xMiKg | 1/16 x MiKg | 1/16 x MiKg | 1/16 x MiKg | 1/16 x MiKg | 1/16 x MiKg | 1/16 x MiKg | 1/16 x MiKg
=
S [ 132xMiKa | 1/16 x MiKa | 1/8 x MiKa | 1/4 x MiKa | 172 xMiKa | 1 x MiKa 2 x MiKa 4 x MiKa
5: 1/32 x MiKg | 1/32 x MiKg | 1/32 x MiKg | 1/32 x MiKg | 1/32 x MiKg | 1/32 x MiKg | 1/32 x MiKg | 1/32 x MiKg

Antimikrobiyala

Sekil 14. Checkerboard mikrodiliisyon yontemine gore antimikrobiyal ilaglarin
dagitilmast

Hazirlanan diliisyonlar, Bambeke ve ark. (2006) tarafindan belirtilen
checkerboard mikrodiliisyon yontemine gore mikroplakalara dagitildi ve
tizerine bulanikligi 0,5 McFarland olarak standardize edilen bakteri kiiltiirleri
eklendi. Mikroplakalarin 37 °C’de 16-20 s inkiibasyonundan sonra kiiltiirlerin
OD’leri 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu sistemle (Bio-Rad, iMark)
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olciildii. Mikroorganizmay1 inhibe eden MIK, kombinasyonun FIK’i olarak
degerlendirildi.

3.6.1.1. FIK ve FiKi Hesaplama

Iki antimikrobiyal bilesik arasindaki etkilesimin belirlenmesi (sekil 15)
amaciyla asagida belirtilen formiile gdre kombinasyonlarmn FIKi’leri

hesaplanda.

FIK(A) = 1\/HKA (Kombinasyon) / 1\/HKA (Bireysel)
FIK(B) = MIKB (Kombinasyon) /MiKB (Bireysel)
FiKi = FIK (a) + FIK g,

Sinerjizma: FiKi < 0,5; additif etki: 0,5 < FiKi < 4; antagonizma: FiKi > 4
olarak nitelendirildi (Lorian, 2005).

X

Antimikrobiyala Antimikrobiyals Antimikrobiyals

Antimikrobiyalg
Antimikrobiyalg
Antimikrobiyalg

Sinerjizma Additif Antagonizma

Sekil 15. Antimikrobiyal ilaglar arasindaki etkilesimin checkerboard
yontemine degerlendirilmesi (X; Antimikrobiyal bilesiklerin kombinasyondaki
MIK’i)

3.6.2. Zamana Bagh Doz-Yanit Deneyleri

Checkerboard mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen etkilesim
sonuglarmin teyid edilmesi i¢cin zamana bagli doz-yanit deneyleri Petersen ve
ark. (2006) tarafindan belirtilen yonteme gore yapildi. Zamana bagli doz-yanit
deneylerinde  antimikrobiyal bilesiklerin  checkerboard mikrodiliisyon

yontemiyle belirlenen FiK diizeyleri kullanildi. 10° colony forming unit
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(cfu)/ml bakteri yogunluguna sahip 5 ml MHB’ye kombine edilecek
antimikrobiyal ilaglar FIK diizeylerinde eklendi ve 37 °C’de inkiibe edildi. 0, 6
ve 24. saatlerde, seri dillisyon yapilan bakteri kiiltiirlerinden 100 ul 6rnek
alinarak otomatik spiral plater (WASP; Don Whitley Scientific) yardimi ile
Plate Count Agar (PCA)’a yayildi ve 37 °C’de inkiibe edildi. Goriintiileme
sistemi (UVITEC Cambridge) ve UVIsoft-UVIBand yazilimiyla koloni sayimi
yapilarak  0-6-24.  saatlerde  bakteri  yogunlugundaki  degisiklikler
degerlendirildi. 6 ve 24. saatte yapilan o6rneklemelerde bakteri yogunlugundaki
azalmanin > 3 l0gio oldugu etkilesim bakterisidal sinerjizma; > 2 logip oldugu
etkilesim bakteriostatik sinerjizma; < 2 logio oldugu etkilesim additif; bakteri

yogunlugunun > 2 log;o artmasi ise antagonizma olarak nitelendirildi.

3.7. In vitro FD Testleri

3.7.1. MBK Testi

Aralarinda sinerjizma gozlenen 5 antimikrobiyal bilesik (CRO, CEF,
DAN, GEN ve CST) ve bu 5 bilesikle olusturulan 4 kombinasyon (CEF+DAN,
CEF+GEN, CRO+CST ve DAN+CST) i¢cin MBK testi daha 6nce tanimlanan
yonteme goére uygulandi (Hansen ve Blondeau, 2005). E. coli izolatlari
MHB’de 37 °C’de 16-20 s inkiibe edilerek bakteri kiiltiirii hazirlandi. Toz
formda analitik standart olarak temin edilen antimikrobiyal bilesikler, 10:90
MeOH/PBS (v/v) c¢ozeltisinde c¢ozdiiriildii. Taze olarak hazirlanan stok
cozeltiler 0,20 pm tek kullamimlik siringa filtre kullanilarak (Minisart,
Sartorius Stedim Biotech.) sterilize edildi. MHB kullanilarak seri ilag
diliisyonlar1 hazirlandi. Her antimikrobiyal bilesik i¢in 1, 2, 4, 8 ve 16 x MIK
ilag igeren MHB ile hazirlanan seri diliisyonlardan 125 pl; her kombinasyon
icin ise 1, 2, 4, 8 ve 16 x FIK ilac igeren diliisyonlardan kombinasyonu
olusturan antimikrobiyal bilesiklerden 62,5’er ul alinarak mikroplakalara
dagitild1 ve iizerlerine yogunlugu 10” cfu/ml olarak standardize edilmis 125 ul
bakteri kiiltiirii eklendi.
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MBK testi i¢in 37 °C’de 16-20 s inkiibe edilen mikroplakalardaki
bakteri kiltiiriinden 100 pl alinarak otomatik spiral yayici sistem (Whitley’s
Automatic Spiral Plater: WASP) yardimi ile TSA’ya ekildi. Daha sonraki
asamada 72 s siireyle besi yerindeki iiremeler izlendi ve koloni sayimi yapildi.
[laca maruz birakilmayan besi yerindeki koloni sayisina gore 3 logio’luk
azalmanin  oldugu  konsantrasyon MBKggge olarak tayin  edildi.
Antimikrobiyallerin bireysel ve kombinasyondaki etkinliginin belirlenmesi i¢in
MBK:MIK oranm1 hesaplandi. MBK:MIK oran1 1-4 olan antimikrobiyal
bilesikler ve kombinasyonlar bakterisidal, > 8 olanlar bakteriostatik etkili

olarak nitelendirildi (Maaland, 2015).
3.7.2. MOK, MOK:MiK, MF ve MSP’nin Belirlenmesi

E. coli izolatlar1 icin MOK tespiti Blondeau ve ark. (2001) tarafindan
belirtilen yonteme gore uygulandi. 100 ml MHB igeren steril beherlerde 37
°C’de 16-20 s inkiibe edilerek bakteri kiiltiiri hazirlandi. Her bir bakteri
kiiltiirtinden 25 ml alinarak 4 farkli steril plastik deney tiipene aktarildi ve 9000
rpm’de 15 dk santrifiij uygulandi. Yaklasik 10" cfu/ml bakteri yogunlugu elde
edebilmek i¢in olusan bakteri peletlerinin tizerine 0,75 ml MHB eklenerek

kiiltiir homojenati olusturuldu.

Her ilag igin 6nceden yapilan MIK testi sonuglarna gore degisen
konsantrasyonlarda (1 x MIK — 64 x MIK) antimikrobiyal igeren plakalara
WASP yardimiyla seri bakteri diliisyonlar1 (100 pl) ekildi ve 37 °C’de 72 s
boyunca inkiibe edildi. Her 24 saatte bir goriintiileme cihaziyla koloni sayimi
yapilarak kolonilerdeki sayisal degisiklikler izlendi. Higbir bakteri iiremesinin
olmadigi en disiik ilag konsantrasyonu MOK olarak tayin edildi.

Kombinasyonlarin MF’leri asagidaki formiile gére hesaplandi.

Ortalama mutant sayisi X Konsantrasyon faktort 1

konsantrasyon sayisi Toplam cfu sayisi
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3.7.3. PAE ve PA-SME’nin Belirlenmesi

E. coli izolatlarinda PAE ve PA-SME’nin tespiti daha 6nce tanimlanan
yonteme gore yapildi (Lorian, 2005). Antimikrobiyal bilesiklerin bireysel PAE
ve PA-SME tespitinde broth mikrodiliisyon yontemiyle belirlenen MIK
diizeyleri, antimikrobiyal kombinasyonlarin PAE ve PA-SME tespitinde ise
checkerboard mikrodiliisyon ydntemiyle belirlenen FiK diizeyleri kullanild1. E.
coli izolatlarinin kiilttirti 5 ml MHB igeren steril cam tiiplerde 37 °C’de 16-20 s
inkiibe edilerek hazirlandi. Logaritmik lireme fazinda 5x10" cfu/ml yogunlukta
bakteri tiretmek igin bir gece 6nce liremeye birakilan bakteri kiiltiirinden 1/20
oranda dillisyon yapilarak, 37 °C’de calkalayici inkiibatorde 1 s inkiibe edildi.
Antimikrobiyal eklenmeden o6nceki koloni sayimi i¢in bakteri diliisyonlar
WASP yardimiyla 100 pl MHA igeren petrilere ekildi. Logaritmik iireme
fazindaki bakteri kiiltiirlinden 1 ml alinarak 6nceden isitilmig antimikrobiyal
iceren (1 X MIK ve 4 x MIK) ve igermeyen (kontrol grubu) 9 ml MHB’ye
eklendi. Hazirlanan inokiilim 1 s boyunca calkalayici inkiibatorde inkiibe
edildi. Tlacin uzaklastirilmas igin antimikrobiyal iceren (1 x MIK ve 4 x MIK)
inokiiliim ile kontrol inokiiliimii plastik santrifiij tiiplere alinarak 1500 g’de 10
dk santrifiij uygulandi ve inokiiliimlar siv1 kisim uzaklastirildiktan sonra 10 ml
PBS ile yikandi. Santrifiij ve yikama islemi 2 kez tekrarlandi. Olusan bakteri
peleti onceden 1sitilmis 10 ml MHB’de ¢6zdiiriildii. Antibimikrobiyal
uzaklastirildiktan hemen sonra koloni sayimi i¢in WASP yardimiyla bakteri
diliisyonlar1 (100 ul) MHA igeren petrilere ekildi. PAE’deki inokiiliimlar (1 x
MIK, 4 x MIK ve antimikrobiyal igermeyen) calkalayici inkiibatorde bekletildi
ve 6 saat boyunca her saatte bir koloni sayimi i¢in 6rnek alindi. PA-SME
tespiti i¢in ise 0,1; 0,2 ve 0,3 x MIK antimikrobiyal igeren 9 ml MHB’ye 1 X
MIK ve 4 x MIK ile indiiklenmis post antibiyotik etki altindaki inokiiliimlardan
1’er ml eklendi ve PAE tespitine paralel olarak 6 s boyunca her saatte bir
koloni sayimi i¢in Ornek alindi. Almnin herbir 6rnek i¢in koloni sayimi
yapilarak E. coli izolatlarina ait logaritmik iireme egrisi ¢izildi. Bir saat

antimikrobiyale maruz birakilan inoculum (1 x MiK ve 4 x MIK) ve kontrol
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inokiiliimii i¢in bakteri sayisindaki 1 log’luk artis i¢in gerekli zaman hesaplandi

ve asagidaki formiil kullanilarak PAE ve PA-SME siireleri belirlendi.

PAE: T(test) - K(kontrol)

Antimikrobiyal kombinasyonlarin PAE ve PA-SME tespitinde ise 1 X
FIK ve 0,1; 0,2 ile 0,3 x FIK diizeyleri kullanildi, diger tiim basamaklar
bireysel bilesiklerle paralel olarak yiiriitiildii.

Tek yonli varyans analizinin (ANOVA) ardindan LSD c¢oklu
karsilagtirma testi uygulanarak antimikrobiyal bilesikler ile kombinasyonlarin
PAE ve PA-SME siireleri incelendi. p < 0.05 istatistiksel anlamlilik degeri
olarak kabul edildi.

71



4. BULGULAR

4.1. Hayvanlardan izole Edilen E. coli’nin Epidemiyolojik Tiplendirmesi

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dali Molekiiler Farmakoloji Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan 311 E.
coli izolat1 arasindan CLSI duyarhilik smirina gére ENR ve DAN MIK’i 4
pug/ml ve daha diisiik olan 116 adet segildi. Toplam 116 izolata uygulanan
RAPD sonucu 24 farkli epidemiyolojik koken belirlendi. Fenotipik ve
genotipik Ozelliklerine gdre her bir epidemiyolojik kokenden daha sonraki
arastirmalarda kullanilmak tizere birer adet izolat secildi. E. coli izolatlarinin
epidemiyolojik kokenleri alfabetik olarak kodlandi. Genotipik c¢esitliligi
nedeniyle S olarak kodlanan epidemiyolojik kokenden iki adet izolat segildi.

Direng karakterizasyon c¢aligmalarina toplam 25 izolatla devam edildi.

ZE S RESTENRYARES B S S IS = R C

Sekil 16. E. coli izolatlarinin RAPD analizine gore epidemiyolojik kokenleri
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4.2. Fenotipik Karakterizasyon

Epidemiyolojik kokenlerine gore simiflandirilan 25 izolatin MDR
fenotipi, 8 farkli antimikrobiyal ilag grubundan 19 bilesik kullanilarak
belirlendi. E. coli izolatlarmin iiremelerini inhibe eden MIK, CLSI kriterlerine
gore degerlendirildi (tablo 11). E. coli izolatlarinin antimikrobiyal direnglilik
paneli tablo 12’de gosterilmistir. Buna gére en duyarli izolat E. coli E175 ve en
direngli izolat E. coli E245 olarak tespit edildi. E. coli izolatlarinin florokinolon
grubundan en duyarli oldugu bilesik ENR olarak belirlendi (25/25, %100).
Florokinolon grubu bilesiklerin hepsine karst duyarli olan E. coli izolat1 sayisi
9/25 (%36), B-laktam grubu bilesiklerin hepsine karsi duyarli olan E. coli
izolat1 sayis1 14/25 (%56) olarak tespit edildi. E. coli izolatlarmin B-laktam
grubundan en duyarli oldugu bilesik FEP (24/25, %96), en direngli oldugu
bilesik AMP olarak belirlendi (8/25, %32). Bir aminoglikozid olan GEN’e
kars1 direngli E. coli izolat1 sayis1 3/25 (%]12), CHL’ye kars1 direngli E. coli
izolat1 sayist 12/25 (%48), tetrasiklin grubu bilesiklere kars1 direngli E. coli
izolat1 sayist 11/25 (%44), ERY e karsi direngli E. coli izolat1 sayis1 16/25
(%64), CST’ye kars1 direngli E. coli izolat1 sayisi ise 8/25 (%32) olarak tespit
edildi.

Bakterilerin ii¢ veya daha fazla antimikrobiyal ila¢ grubunun her
birinden en az bir bilesige karsi direngli olmast MDR olarak degerlendirildi.

Buna gore izolatlarin 22/25’inde (%88) MDR fenotipi belirlendi.
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Tablo 11. Hayvanlardan izole edilen E. coli izolatlarinda MDR’1n fenotipik karakterizasyonu

ng/ml)

Florokinolonlar B-laktamlar Siilfonamidler gAI[‘l::)I;?d Tetrasiklinler Makrolid Fenikol Polimiksin
xgltidiksik Enrofloksaasin  Danofloksasin ~ Siprofloksasin ~ Orbifloksasin ~ Gatifloksaasin | Ampisilin ~ Sefotaksim ~ Seftriakson ~ Sefepim  Seftiofur | Siilfametoksazol ~Trimetoprim | Gentamisin | Tetrasiklin  Oksitetrasiklin | Eritromisin | Kloramfenikol | Kolistin
(NAL) (ENR) (DAN) (CIp) (ORB) (GAT) (AMP) (CTX) (CRO) (FEP) (CEF) (SMT) (TMP) (GEN) (TET) (0TC) (ERY) (CHL) (csT)

izolatlar S<8,R>16  $<0.5,R>4 $<0.5, R>2 $<0.5, R>1 = S<1,R>1 S<8, R>8 S<I,R>2 S<1, R>2 S<I,R>4 S<8 R>8 S=4, R>4 S=<4, R>4 S<2,R>4 S=8, R>16 S<8,R>16 - S<8,R>8 S<2,R>2
E145 16 0,032 0,064 8 64 0,016 4 0,128 0,016 0,064 0,512 128 128 4 2 =256 =256 8 8
E159 4 0,032 0,064 0,016 0,128 0,016 4 0,256 <0,008 0,256 0,512 128 0,128 4 0,512 0,512 64 8 4
E306 32 1 1 2 64 0,512 256 0,256 0,064 0,128 4 0,064 =256 2 128 128 256 32 2
E205 32 1 1 0,032 0,128 0,032 4 0,256 0,016 0,512 4 128 8 4 4 2 256 8 2
E269 256 2 1 0,256 2 0,512 4 0,256 0,128 0,032 1 128 256 4 256 256 32 4 4
E114 8 1 1 0,512 0,128 0,032 4 0,128 0,032 0,128 2 128 0,256 16 16 1 64 8 2
E210 16 0,064 0,064 0,128 0,064 0,032 8 0,256 0,064 0,512 2 128 0,256 4 2 2 =256 16 2
E264 4 0,032 0,128 0,032 0,128 0,016 4 0,064 0,032 0,032 1 128 0,256 4 1 0,512 2256 8 4
E249 4 0,032 0,064 0,016 0,064 0,512 4 0,064 <0,008 0,256 2 128 0,256 4 1 4 =256 16 4

E7 0,512 0,512 0,512 0,016 0,256 <0,008 128 0,128 0,016 0,032 4 128 64 4 32 256 256 16 8
E140 128 2 2 0,016 0,128 0,016 4 0,128 0,512 0,512 2 128 0,256 4 8 256 64 4 2
E175 4 0,016 0,064 0,016 0,064 0,016 4 0,128 0,016 0,256 1 128 0,128 4 2 2 64 8 2

E21 4 0,032 0,032 0,256 0,128 0,016 8 1 0,016 0,032 1 128 0,256 4 4 2 256 16 2

E28 128 2 2 0,512 32 2 2 8 16 32 64 128 1 4 4 4 32 8 =256
E201 32 0,128 0,256 0,032 0,256 0,256 128 0,256 <0,008 0,064 il 128 16 4 128 8 256 64 2
E194 0,256 1 2 0,016 0,128 0,256 256 0,016 0,032 0,064 1 128 0,256 2 16 4 32 128 2
E213 8 0,128 0,256 0,032 0,256 0,032 4 0,512 0,256 0,256 4 128 4 4 2 2 >256 32 2
E245 >256 2 2 2 32 8 >256 0,256 2 0,128 16 0,064 0,512 128 256 256 128 128 2
E246 >256 i 1 0,512 16 2 >256 0,512 0,032 0,512 2 0,256 >256 64 256 >256 64 32 8
E222 >256 2 2 4 8 1 4 0,064 0,256 0,256 2 128 256 4 128 256 64 16 2
E208 4 0,064 0,128 0,016 i, 16 4 256 32 0,256 2 128 >256 4 1 0,512 64 1 2
E116 >256 4 4 4 4 1 >256 0,256 0,128 0,512 2 128 256 4 128 256 =256 >256 2
E112 128 1 1 0,032 0,128 0,016 8 0,512 1 0,032 32 128 0,512 4 8 4 64 8 0.512
E248 16 1 1 0,512 32 0,512 >256 0,256 16 0,032 2 0,256 2 4 32 64 64 4 2
E211 32 0,128 0,128 0,032 0,256 0,064 8 0,256 0,256 0,512 0,512 128 1 4 4 2 >256 8 4
55;;)'2' 2 0,512 1 0,256 16 4 32 0,512 0,016 0,512 8 0,032 >256 2 8 8 128 0,512 4
|8 0512 1 0,256 8 8 256 0512 0,128 1 8 0512 2 8 8 256 256 1 2

*S: duyarly; R: direngli
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Tablo 12. E. coli izolatlarinin antimikrobiyal direnglilik paneli

Epidemiyolojik

izolatlar Direncli oldugu bilesikler

kokeni

E145 A NAL, CIP, ORB, SMX, TMP, OTC, ERY, CST

E159 B SMX, CST

E306 Cc NAL, CIP, ORB, AMP, TMP, TET, OTC, ERY, CHL
E205 D NAL, SMX, TMP, ERY

E269 E NAL, SMX, TMP, TET, OTC, CST

El14 F SMX, GEN

E210 G NAL, SMX, ERY, C