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ÖZET
KİNOLON  DİRENÇLİ  KLEBSIELLA  PNEUMONIAE SUŞLARINDA KİNOLON DİRENCİNDEN SORUMLU ÇEŞİTLİ GENLERİN ARAŞTIRILMASI

Uçal S. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Biyofizik(Tıp) Programı, Yüksek Lisans Tezi, Aydın, 2019.
Klebsiella pneumoniae  hareketsiz,sporsuz, kısa ve ucaları yuvarlak basillerdir.Gram negatif, polisakkarid yapısında kapsüllü aerop ve fakültatif anaerop  özellik gösterebieln 37’C  ve  pH 7de üreyebilen bakterilerdir. İnsanlarda üst solunum yolu ve dışkı florasında bulunan  bir bakteri olduğunda dolayı  patojeniği uygunsuz koşullar karşısında fırsatçı patojen olarak ortaya çıkmaktadır..Bu nedenle hastane enfeksiyonlarından sorumlu bir bakteridir. Kinolonlara karşı kazanılmış direnç gelişimi çoğunlukla tek basamaklı spontan kromozomal mutasyonlarla oluşmaktadır(. Kromozomal mutasyonlar sonucunda; DNA giraz ve Topoizomeraz IV’ de spesifik aminoasit yer değişikliği, dış membran proteinlerinin kompozisyonunda değişiklik ya da dışa atım pompalarının yüksek ekspresyonu yoluyla ilacın bakteri içerisine alınımının azalması ve kinolon hedef enzimlerinin ekspresyon düzeyinde değişiklik meydana gelmektedir Yakın tarihe kadar, kinolon direnç mekanizmalarının tümünün kromozomal olduğu bilinirdi. İlk kez 1998 yılında bir Klebsiella pneumoniae klinik izolatında tanımlanan pMG252 plazmidini taşıyan kökenlerin kinolon direncini daha kolay kazandıkları tespit edilmesi ile kromozomal mutasyonların yanında aktarılabilir kinolon direnç mekanizmalarının varlığı gösterildi. Plazmid aracılı direnç mekanizmaları; kinolon hedef koruması, enzimatik inaktivasyon, yavaş büyüme ve dışa atım pompalarında değişikliktir. pMG252 plazmidinin klonlanması sonucu, pentapeptit ailesine ait bir proteini kodlayan ve qnr (qnrA1) ismi verilen gen bölgesinin plazmit aracılı kinolon direncine neden olduğu belirlenmiştir Enfeksiyon hastalıklarında etken mikroorganizmaların dağılımları ve antibiyotik duyarlılıkları yıllara göre değişiklikler göstermektedir ve bu nedenle ampirik tedavide yol göstermesi açısından etken mikroorganizma ve antibiyotik duyarlılıklarında oluşan değişiklikler her merkez tarafından sürekli olarak belirlenmelidir tıbbi mikrobiyolojide, PCR gibi moleküler yöntemler geliştirilmiş ve kullanılmaya başlanmıştır. Bu çalışmanın amacı  Adnan Menderes Üniversitesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı bakteriyoloji laboratuvarında 2017 Temmuz-Aralık  tarihleri arasında kinolon direnci tespit edilen 20 adet  Klebsiella pneumoniae suşunda plazmid aracılı kinolon direncinin   izolatlarında kinolon direnç sıklığının belirlenmesi, bu izolatlarda sık görülen kinolon direnç mekanizmalarının varlığının araştırılması amaçlanmıştır. qnrA,qnrB,qnrC,qnrSve aac(6’)-Ib-cr direnç genlerinin araştırılmıştır. Çalışmamızda kinolon dirençli 20 Adet  K.pneumoniae  izolatlarında qnrA 0 (%0), qnrB 7 (%8) ve qnrS,0 (%0),aac(6’)-lb-cr  17 (%17)  oranında tespit edilmiştir.En fazla tespit edilen gen  qnr, aac(6’)-Ib ve qnrB genidir.  
Anahtar kelimeler: Kinolon direnci , Klebsiella pneumoniae,qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-Ib,plazmid. 

ABSTRACT
INVESTIGATION OF VARIOUS GENES RESPONSIBLE FOR QUINOLON RESISTANCE IN KINOLON RESISTANT KLEBSIELLA PNEUMONIAE STARİNS

Uçal S. Aydın Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Biophysics (Medicine) Program, Master Thesis,  Aydın, 2019.
Klebsiella pneumoniae are immobile, non-sports, short and rounded bacilli. Gram negative, polysaccharide encapsulated aerop and facultative anaerobic features show that bacteria can grow at 37 pHC and pH 7 .The pathogenesis of an upper respiratory tract and faecal flora in humans is an opportunistic pathogen due to inappropriate conditions. It is therefore a bacterium responsible for nosocomial infections. The development of acquired resistance to quinolones is often caused by single-step spontaneous chromosomal mutations. As a result of chromosomal mutations; In DNA gyrase and Topoisomerase IV, a specific amino acid substitution, a change in the composition of the outer membrane proteins or a reduction in the uptake of the drug into bacteria through high expression of the excretion pumps and a change in the expression level of quinolone target enzymes occur. Until recently, all of the quinolone resistance mechanisms were known to be chromosomal. Detection of strains carrying the pMG252 plasmid, which was first identified in a Klebsiella pneumoniae clinical isolate in 1998, gained quinolone resistance more readily and chromosomal mutations as well as transferable quinolone resistance mechanisms. Plasmid mediated resistance mechanisms; quinolone target protection, enzymatic inactivation, slow growth and change in outflow pumps. The cloning of plasmid pMG252 was found to cause plasmid-mediated quinolone resistance of the gene region called qnr (qnrA1), which encodes a pentapeptide family protein. The distributions and antibiotic susceptibilities of the causative microorganisms in infectious diseases vary according to years  herefore, changes in microorganisms and antibiotic susceptibility should be continuously determined by each center to guide empirical treatment. In medical microbiology, molecular methods such as PCR have been developed and used. Purpose of this study Adnan Menderes University Medical Microbiology Department bacteriology laboratory Determination of quinolone resistance frequency in plasmid-mediated quinolone resistance isolates in 20 Klebsiella pneumoniae strains with quinolone resistance between July and December 2017 The aim of this study was to investigate the presence of quinolone resistance mechanisms in these isolates. qnrA, qnrB, qnrC, qnrS and aac (6 ’) - Ib-cr resistance genes were investigated. In our study, qnrA 0 (0%), qnrB 7 (8%) and qnrS, 0 (0%), aac (6 ') - lb-cr 17 (17%) were detected in 20 K.pneumoniae isolates resistant to quinolone. detected gene qnr, aac (6 ') - Ib and qnrB gene.
Keywords: Quinolone resistance, Klebsiella pneumoniae, qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-Ib ,plasmid.

1. GİRİŞ

Klebsiella cinsi bakteriler; insanlarda gastrointestinal floraya ait olmalarının yanısıra zayıflamış immün sistemden yararlanan, fırsatçı patojen özelliklerinden dolayı, solunum yolları, üriner sistem gibi hastane enfeksiyonlarına yol açtıkları için önem taşımaktadırlar. (Podscun ve Ullmann, 1998). 

Klebsiella cinsi bakteriler, hareketsizdir ve Gram negatif özelliği taşımaktadırlar. Spor oluşturmazlar ve polisakkarit yapılı  kapsüllü basillerdir. Isıya dayanıksızdırlar.  550C ve nemli ortamlarda 30 dakikada ölürken,  oda sıcaklığında haftalarca, +4 0C ‘de ise aylarca canlı kaldıkları tespit edilmiştir (Gouby ve ark,1994; Aydoğan ve Başustaoğlu, 2000).  Kuru ortamlar yaşamaları için oldukça idealdir. Üremek için , glikoz, kan , asit sıvısı gibi özel besin maddelerine gereksinimleri bulunmamaktadır (Gouby ve ark.,1994). 

Kinolonlar sentetik olarak üretilen kimyasal maddelerdir. Antimalaryal ajan klorokinin sentezi sırasında bir yan ürün olarak 1962’de bulunan nalidiksik asit kinolon sınıfının ana üyesidir. 1980’li yıllarda florlanmış kinolonlar denilen yeni kinolon türevleri kinik kullanıma girmiş ve çeşitli enfeksiyonların tedavisinde yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. Bunlardan 1986 yılında kullanıma giren norfloksasin ilk florokinolon, 1987 yılında kullanıma giren siprofloksasin ise en önemli, belki de en fazla kullanılan kinolon özelliği göstermektedir. Eski kinolonların etkinliği çoğunlukla Gram-negatif bakteriler üzerine iken, yeni kinolonların etkinliği daha geniş spektrumlu olup Gram-pozitif bakterilere etkileri daha yüksektir (Ball, 2000).
Kinolonların dünyada ve ülkemizdeki yaygın olarak kullanımları nedeniyle hastane kaynaklı infeksiyonlardan izole edilen suşların yanısıra toplum kaynaklı suşlarda da direnç oranlarında belirgin artış olduğu bildirilmektedir. Bu nedenle kinolon grubu antibiyotiklerin artık ülkemiz için ampirik tedavide güvenilirliklerini yitirmek üzere oldukları bildirilmektedir (Dündar ve ark, 2008).

Kinolonlar, bakterilerde DNA replikasyonu için gerekli olan iki tip topoizomeraz (DNA giraz ve topoizomeraz IV) ile etkileşime girerek DNA sentezini durdurmaktadır. Kinolon tipi antibiyotiklere karşı direnç doğal ve kazanılmış olabilmektedir. Doğal direnç endojen ‘multidrug efluks pompalarının’ üretimi ile tanımlanmıştır. Kazanılmış direnç, hedefteki (topoizomeraz gryA, gyrB, parC, pare mutasyonları) kromozomal mutasyonlar, ‘multidrug efluks pompalarının’ aşırı üretimini aktive eden mutasyonlar ve porin azalmasına bağlı gerçekleşmektedir. Porin azalmasına bağlı direnç genellikle diğer direnç mekanizmaları ile sinerjik rol oynamaktadır (Jacoby, 2005). 
Kinolonlar tıpta ve veterinerlikte çeşitli infeksiyonların tedavisinde 1960‘lı yıllardan beri kullanılan geniş spektrumlu antibiyotiklerdir (Webber ve Piddock, 2001; Ruiz, 2003). Kinolonların ilk üyesi olan nalidiksik asit, 1962’de antimalaryal bir ajan olan klorokinin saflaştırılması esnasında elde edilen ara üründen üretilmiştir. Nalidiksit asit, dar etki spektrumlu bir bileşik olup idrarda yüksek yoğunluklara ulaşabildiğinden idrar yolu enfeksiyonlarına sebep olan çoğu Enterobacteriaceae üyesine karşı bakterisid etkili bir antibakteriyel olarak kalmıştır. Kinolonların yıllar içerisinde yapısının geliştirilmesiyle hem kullanımı artmış hem etki spektrumu genişlemiştir (Ruiz, 2003; Robicsek ve ark, 2006). Oral ve intravenöz kullanılabilmesi, iyi oral biyoyararlanımı, yüksek serum seviyesi, dokularda yüksek konsantrasyona ulaşabilmesi, geniş etki spektrumu, yüksek etki gücü, düşük yan etki ve iyi tolere edilmeleri nedeniyle de klinikte tercih edilen ajanlar olmuşlardır (Emamia ve ark, 2005).

          Bu çalışmanın amacı  birçok antibiyotik grubunda olduğu gibi kinolonların direncinden sorumlu genlerin de plazmidlerle aktarılabiliyor olması, artan direnç oranları ile sonuçlanabilir. Bu antibiyotiklerin de yakın zamanda klinikte kullanımını sınırlayabilir. Plazmid aracılı kinolon direnç genlerinin moleküler yöntemlerle saptanabilmesi ve prevalansının takibi, gelecekte kinolon grubu antibiyotiklerin tedavi protokollerindeki yerine ışık tutması açısından önemlidir. Adnan Menderes Üniversitesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı bakteriyoloji laboratuvarında 2017 Temmuz-Aralık  tarihleri arasında kinolon direnci tespit edilen 20 adet  Klebsiella pneumoniae suşunda plazmid aracılı kinolon direncinin araştırılacağı çalışma olması nedeniyle, hastanemizde ampirik olarak kullanılan kinolon gurubu antibiyotiklerin seçimi konusunda klinisyenlere yol gösterici olacaktır. Halk sağlığı açısından akılcı antibiyotik kullanımı konusunda faydalı bir çalışma olacaktır. 

2. GENEL BİLGİLER

2.1. Klebsiella Cinsi Bakteriler
Adını 19. yüzyılın sonlarında yaşamış olan Alman mikrobiyolog Edwin Klebs’den almıştır. Enterobacteriaceae ailesinin Klebsielleae sınıfında Enterobacter, Hafniave Serratia ile birlikte yer alır. Söz konusu genusun önemli türlerinden biri olan Klebsiella cinsi pneumoniae; 1882 yılında Carl Friedlander tarafından bronkopnömonili bir hastanın balgamından izole edilmiş ve bu türün yaptığı oldukça ciddi, çoğunlukla ölümcül bir enfeksiyon olan pnömoninin Friedlander tarafından tanımlanması nedeniyle Klebsiella cinsi pneumoniae uzun yıllar “Friedlander basili” adıyla anılmıştır (Koneman ve ark, 2002).

[image: image1.emf]
Şekil 1. Klebsiella pneumoniae mikroorganizmasının elektron mikroskopisinden alınan fotoğrafı

İnsan ve hayvan gastrointestinal florasında yer alır. Besiyerinde büyük mukoid koloniler oluşturur (Bilgehan, 2009). Mukoid görünümünden ve in-vivo olarak mikroorganizmanın artmış virülansından sorumlu olan belirgin bir kapsüle sahiptirler (Murray ve ark, 2010). Laktozu femente ederler ve asit oluştururlar. Hareketsiz ve sporsuzdur (Bilgehan, 2009). Üreyi yavaş hidroliz edip Simon sitrat besiyerinde ürerler.

Klebsiella cinsi barsakta ve nazofarinkste flora elemanı olup enfeksiyonların en önemli kaynağı dışkıdır (Murray ve ark, 2009). Klinik örneklerden sıklıkla izole edilen bu tür, klasik pnömoniye neden olur (Topcu ve ark, 2017). İnsanların %5’inin üst solunum forasında bulunurken (Bilgehan, 2009), hastanede yatan hastaların orofarinkslerindeki prevalansı yaklaşık %20 kadardır (Topcu ve ark, 2017). Hastaların yaklaşık olarak 1/3’i dışkılarında Klebsiella cinsini taşır, fakat erişkinlerde hastaneye yatış ve antimikrobiyal kullanımı ile bu oran artabilir (Murray ve ark, 2009). Pnömoni dışında enterit, yeni doğanlarda menenjit, çocuk ve erişkinlerde üriner sistem enfeksiyonu ve septisemi gibi çeşitli enfeksiyonlara da neden olurlar (Topcu ve ark, 2017; Murray ve ark, 2010). K. pneumoniae dünya genelinde, toplum kökenli piyojenik karaciğer abselerinin önemli bir etkenidir (Murray ve ark, 2009). Diğer aile üyelerine göre K. pneumoniae’da karbapenem grubu antibiyotiklere direnç daha yüksek oranlarda bildirilmektedir (EARS-NET, 2014). 
Doğada yaygın olarak bulunan Klebsiella cinsleri, Enterobacteriaceae familyasının karakteristik özelliklerini taşıyan,  37 0C ve  pH  7 ‘de en iyi üreyen,  aerop  ve  fakültatif  anaerop bakterilerdendir. Klebsiella cinsine ait yedi tür bilinmektedir. Bu türler (Kıraç, 2011);

Klebsiella peumoniae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella ozanae

Klebsilla rhinoscleromatis

Klebsiella planticola

Klebsiella terrigena

Klebsiella ornithinolytica’dır.

Bu türlerden Klebsiella ozanae  ve  Klebsiella rhinoscleromatis’in  burun mukozası enfeksiyonlarının sebebi olduğu tespit edilmiştir.
2.1.1. Genel Mikrobiyolojik Özellikleri

Klebsiella cinsi genusuna dahil edilen mikroorganizmalar Enterobacteriaceae familyası içerisinde yer almaktadırlar. 0,3-1.0μm çapında ve 0.6-6.0 μm uzunluğunda olan Klebsiella cinsi, tekli, ikili ya da kısa zincir halinde bulunurlar. Kapsüllü, gram negatif, fakültatif anaerob ve kemoorganotrofik özellik gösteren Klebsiella cinsinin optimal üreme sıcaklığı 37°C, optimal üreme pH’sı ise 7.0’dir. Bu genusun üyeleri hareketlilik özelliklerinin olmamasıyla diğer Enterobacteriaceae familyası üyelerinden ayrılmaktadırlar (Mahon ve Manuselis., 2000). 

Kuruluğa dirençli olan Klebsiella cinsi üyeleri, organik maddeler içerisinde kurutulduklarında uzun süre canlı kalabilme özelliğine sahiptirler. 55°C’de yarım saatte ölen bu mikroorganizma cinsi, ısıya dayanıksız olarak nitelendirilir. Oda sıcaklığında haftalarca, +4°C’de ise aylarca canlı kalabilme özelliğine sahiptirler. Kemoteropatik maddelere karşı dirençleri oldukça yüksektir (Karagöz, 2006). 

Günümüze kadar 82 değişik kapsül antijeni bildirilmiş olan Klebsiella cinsi üyelerinin belirli bölgelerdeki enfeksiyon etkeni ile bazı kapsül tipleri arasında ilişki olabileceği gösterilmiştir. Bu bakteriler, üriner sistem, alt solunum yolu, safra kesesi, cerrahi kesi yerinde enfeksiyon etkeni olarak saptanan bakteriler arasındadırlar (Ustaçelebi vd., 1999). 

2.1.2. Klebsiella Cinslerinin Morfolojik ve Kültür Özellikleri 

Klebsiella cinsileri doğada yaygın olarak bulunur. Genellikle bu bölgelerde floranın geçici üyeleri olarak kabul edilirler (Aydoğan ve Başustaoğlu, 2000). Bu cinsin en sık izole edilen türleri toplum ve hastane kaynaklı lober pnömoniye sebep olan K. pneumoniae ve Klebsiella oxytoca (K. oxytoca)’dır (Murray ve ark, 2010).

Klebsiella cinsi bakteriler hareketsiz, sporsuz, genellikle kapsüllü, 0,7-1,5 x 2,0- 5,0 μm boyutlarında aerop ve fakültatif anaerop gram negatif ve Enterobacteriaceae ailesinin genel özeliklerini gösteren basillerdir (Bilgehan, 2009). 

Klebsiella spp. genel kullanım besiyerlerinde kolayca ürer. Ortalama pH:7 ve 37°C’üremeleri için en iyi ortamdır. Katı besiyerlerindeki kolonileri büyük, sarımtırak gri renkte ve tipik mukoid M tipi kolonilerdir. Kapsülsüz suşlar S koloniler oluşturmaktadır. Klebsiella spp. MacConkey agarda laktozu fermente ettiğinden pembe-kırmızı, 3-4 mm ve mukoid koloniler yapar (Forbes ve ark, 2002). Hekton agar’da sarı turuncu, ksiloz lizin deoksikolat (XLD) agar’da sarı koloni oluştururlar (Bilgehan, 2009). 

Başta glikoz olmak üzere gaz oluşturmak suretiyle birçok şekeri parçalarlar (Farmer, 2009). Nişastadan gaz oluşturmaları önemli bir özellikleridir (Bilgehan, 2009). H2S oluşturmazlar. Klebsiella spp. fenilalanini deamine etmezler, ornitin dekarboksilaz oluşturmazlar (Farmer, 2009). İndol oluşturmazlar. K. oxytoca indol yapabilmesi ile K. pneumoniae’dan ayrılır. Metil kırmızısı reaksiyonu negatiftir. Voges-Proskauer ve lizin dekarboksilaz aktiviteleri pozitiftir ve tek karbon kaynağı olarak sitratı kullanırlar. Üreaz pozitiftirler (Bilgehan, 2009). 

Geniş kapsülü, Klebsiella spp.’lerin K antijenleriyle serotiplendirilmesini sağlar. Klebsiella spp.’lerin K antijenleri, O antiserumlarıyla aglütinasyonu önler. O antijenleri serotiplendirmede kullanılmaz (Erdem, 1999). 

2.1.3. Virülans Faktörleri 
Kapsüler antijenler Klebsiella spp.’nin virülansında temeldir. Klebsiella spp. kapsül polisakkaritleri fagositozu ve infeksiyon bölgesine fagositlerin göçünü engelleyen virülans faktörüdür (Erdem, 1999). K2 suşu dünya çapında klinik izolatlar arasında en çok görülen izolattır (Aydoğan ve Başustaoğlu, 2009). Alkolizmle ilişkili pnömonide K. pneumoniae’nın K1-K6 kapsül türleri en sık izole edilen türlerdir (Farmer ve ark, 2009). 

Tip I (Mannoz sensitif) fimbriaların bakterinin ürogenital ve solunum sistemine kolonizasyonunda rol oynadığı gösterilmiştir (Podschun ve Ullmann, 1998). Tip 3 fimbria, K. pneumoniae suşlarının endoteliyal hücrelere, solunum sisteminin epiteline ve üroepiteliyal hücrelere yapışmasında rol alır (Gouby, 1994). Tip 3 fimbrianın K. pneumoniae’nın canlı ve cansız yüzeyler üzerinde biyofilm oluşturmasına aracılık ettiği tespit edilmiştir (Murphy ve Clegg, 1999).

Serum direncinden TraT lipoproteini veya porini gibi dış membranın çeşitli proteinlerinin asitleri, kapsüler polisakkarit (CPS) ve O antijenlerinin (lipopolisakkaritler) sorumlu olduğu ortaya konmuştur (Podschun ve Ullmann, 1998). Klebsiella spp. hücre duvarındaki LPS molekülleri, diğer Gram negatif bakterilerdeki gibi, bakterinin virülans faktörlerinden olan endotoksinini oluşturmaktadırlar (Erdem, 1999). 

Sideroforlar ile alınan demir, bakterinin üremesi için redoks katalizörü olarak görev yapan temel faktördür. İnfeksiyonların patogenezinde konak hücresinden sağlanan demirin belirgin etkisi Klebsiella spp. için gösterilmiştir (Aydoğan ve Başustaoğlu, 2009).
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Şekil 2. Klebsiella spp. virülans faktörlerin şematik gösterimi

Kaynak: Podschun ve Ullmann, 1998
2.1.4. Klinik Bulgular
İnsanlar da üst solunum yolu ve dışkı florasında buluna bir bakteri olduğu için patojenliğiuygunsuz koşullar karşısındafırsatçı patojen olarak açığa çıkar.Bu nedenle hastane enfeksiyonlarında sorumlu bir bakteridir.Kemoterapötiklere dirençli suşalr tedavide ve bakterinin yok edilmesinde zorluklar çıkarttığı için bakterinin önemi daha da artmıştır.

Klepsiella pneumoniae öncelikle pnömoni yapar ve bakteriyel pnömonilerin % 2 sinden sorumludur.2 yaş altı ve 40 yaş üzeri kişilerde mevcut direncinin kırılması ,virütik solunum yolu enfeksiyonları sonrasında bu tip pnömoniler görülür.Piyelit,piyelonefrit ve sistis gibi idrar yolu enfeksiyonları,prostatit,otitis,sinüzit,perinonit,menenjitve çeşitli organ hastalıklarından sorumlu olabilir.
2.1.5. Klebsiella pneumoniae  Mikroorganizmasının Laboratuvar Tanısı

Klebsiella 'nin yaptiği hastaliklarina göre farkli yerlerden materyaller alinir. Bunlar; balgam,idrar, boğaz veya yara sürüntüsü, BOS ve kan gibi örneklerdir. Çabuk tani amaciyla alinan örneklerden hazirlanan preparatlar bağişik antiserumlarla karşilaştirilarak kapsül şişme

reaksiyonunun olup olmadiği incelenir veya hazirlanan preparatlarin gram boyasi ile boyanarak gram negatif, ikişerli ve çevresinde kapsül boşluğu bulunan bakterilerin görülmesi

ön tani koydurur.
         Alinan örnekler kültür için Kanli Agar, Endo Agar ve EMB Agar besiyerlerine ekilir. Bu besiyerlerinde mukoid, büyük, akici ve S veya R tipi koloniler oluşur. Bu koloniler identifikasyon işlemlerine alininca şu özellikler görülür. İndol negatif, Metil Red negatif,

Voges Proskauer pozitif, Sitrat pozitif yani IMViC (--++) dir. Üre pozitif, Lizin Dekarboksilaz pozitiftir.Nişasta 'yi 4 günde parçalayıp gaz yapmalari diğer Enterobacteriaceae familya üyelerinden ayrilmalarini sağlar.

          Klebsiella ’lar birbirlerinden; indol, ornitin dekarboksilaz ve D-glukoz fermantasyon

özellikleri incelenerek ayrilabilir. 
2.1.6. Klebsiella spp. Enfeksiyonları Klinik Önemi  
Üst solunum yolu ve barsak florasında bulunan Klebsiella spp.’ler, bulundukları yerde uygun koşulların oluşması veya yer değiştirerek diğer organ ve sistemlere geçmeleri halinde birçok hastalığa neden olurlar (Bilgehan, 2002). 

Klebsiella cinslerinden özellikle K.pneumoniae, insan sağlığı açısından çok önemli olan hastane kaynaklı enfeksiyonlar, üst solunum yolu enfeksiyonları, üriner sistem enfeksiyonları ve yara enfeksiyonları oluşmasında rol alan fırsatçı patojendir (Shon ve ark, 2013). 

Son 10 yılda Klebsiella spp. insidansının artışı hem antibiyotik direnci gelişen immün düşkün hastaların artışı hem de immün düşkün hastalardaki hastane kaynaklı enfeksiyonların artışının sonucudur (Özakın, 2008). Bu bakteriler hastane ortamında hızlı yayılabilme özelliğinden dolayı, hastane kaynaklı salgınlara yol açmaya yatkındırlar (Aydoğan ve Başustaoğlu, 2000). Hastane salgınlarına yol açan Klebsiella cinsleri özellikle genişlemiş spektrumlu beta laktamaz (GSBL) üreten çoklu ilaç dirençli türlerdir (Podschun ve Ullmann, 1998;  Medeiros, 2000). Son zamanlarda özellikle antibiyotiklere karşı direnç kazanmış suşların hastane enfeksiyonlarına neden olmaları bu bakterilerin önemini arttırmıştır. 

Hastane kaynaklı Klebsiella infeksiyonlarının çoğu, cinsin en önemli türleri olan K. pneumoniae ve K. oxytoca kaynaklıdır. K. pneumoniae’nın hastanede yatan hastalarda prevalansı %20’lere kadar çıkmaktadır. Bu prevalans artışı alkolik, diyabetik, kronik obstruktif akciğer hastalığı gibi immün düşkün hastalardaki akciğer enfeksiyonunun kaynağının hastanede yatış sırasında oluşan kolonizasyon olabileceğini göstermektedir (Koneman ve ark, 2006). 

Hem hastane ortamından hem de toplumdan kazanılan tipik lober pnömoni oluştururlar. Klebsiella cinsleri hastane kaynaklı pnömonilerden %6-8 oranlarında sorumludur (Sümerkan, 2003). Sıklıkla alveolar boşlukların nekrotik yıkımı, kavite ve kanlı balgam oluşumuyla seyreden ağır bir pnömoniye neden olurlar (Murray ve ark, 2010). Bazı hastalarda akciğer absesi, internal hemoraji, çoğunlukla plevrit gelişebilir (Özakın, 2008). Pnömoni olgularından K1, K3, K4 ve K5 antijenine sahip Klebsiella cinsleri sıklıkla izole edilmektedirler (Erdem, 1999). 

Hastane kaynaklı gram negatif bakteriyemilerde Klebsiella cinsleri 3-4. sıralarda yer alır. K. pneumoniae gram pozitif organizmalardan 4-5 kat daha az sıklıkla sepsise yol açmasına rağmen, iki kat daha fazla mortaliteye neden olur (Valles ve ark, 1997). Rekürrent bakteriyemi üzerine yapılan bir çalışmada, relaps veya reenfeksiyonda Klebsiella ve Enterobacter cinsleri en yaygın organizmalardır (Wendt ve ark, 1999). 

Klebsiella enfeksiyonları Amerika’da tüm hastane kaynaklı enfeksiyonların %3-%7’sinden sorumludur ve Klebsiella spp. en önemli 8 hastane enfeksiyonu patojeninden biridir (Özakın, 2008; Aydoğan ve Başustaoğlu, 2000). 

Klebsiella spp. hastaneden kazanılmış İYE’nin en yaygın 2-4. etkeni iken, toplumdan kazanılmış İYE’nin 3-4. en yaygın etkenidir (Farrel ve ark, 2003; Gordon ve Jonesa, 2003). Bir çalışmada toplum kökenli İYE’de E. coli (%74,5) ve Klebsiella spp (%8,7) tüm yaş grupları ve cinsiyet için en sık izole edilen mikroorganizmalar olmuştur (Bahadin ve ark, 2011). Klebsiella spp. üriner sistemdeki tek infeksiyonda bile böbrek sekeline neden olabilmektedir (Aydoğan ve Başustaoğlu, 2000). 

Klebsiella cinsi dünya çapında toplumdan kazanılmış piyojenik karaciğer abselerinin önemli bir etkenidir. Bakteriyemi Klebsiella cinsi piyojenik karaciğer abselerinde yaygındır ve bir retrospektif incelemede % 83 olarak bildirilmiştir (Pope ve ark, 2001).

ESBL üreten bakteriler konusunda dünyada ve ülkemizde çok fazla sayıda çalışma yapılmıştır. Bu çalışmalar ESBL-pozitif bakterilerin tüm dünyada yaygın ve yayılım eğiliminde olduğunu göstermektedir (Akova, 2004; Durmaz ve ark, 2001).

Klebsiella cinsleri, Enterobacteriaceae’lar ın antibiyotiklere karşı yürüttüğü direnç savaşının öncüsü sayılmaktadır. Direnç plazmidlerini barındırma ve diğer bakterilere aktarma açısından üstünlüğe sahiptir. Plazmidlerle yayılan ESBL’ler aynı zamanda aminoglikozidler, tetrasiklin, TMP-SXT, kloramfenikol gibi β- laktam dışı, farklı sınıflardan antibiyotiklere de direnç gelişimine neden olurlar (Nazik ve ark, 2008).

2.1.6.1.ESBL Üretimi Neden Olduğu Enfeksiyonlar

Ülkemiz hastanelerinde de nozokomiyal patojen olan Klebsiella suşlarının ESBL üretiminin %80’leri geçtiği gözlenmektedir. Tüm nozokomiyal enfeksiyonlarda olduğu gibi ESBL pozitif K.pneumoniae’ya bağlı infeksiyonlarda da hastanede kalış süresi uzamakta, tedavi maliyeti ve işgücü kaybı artmaktadır (Martine ve ark, 2000; Yakupoğulları ve ark, 2004; Aydemir ve ark, 2006; ko ve ark, 2008; Tasova, 2011).

ESBL-pozitif K.pneumoniae en çok idrardan izole edilmektedir. Bunu trakeal aspirat, kan ve yumuşak doku örnekleri takip etmektedir. ESBL-pozitif enterik bakterilere bağlı enfeksiyonlar, yoğun bakım üniteleri, Hematoloji, Onkoloji, Üroloji, Gastrointestinal Cerrahi Servisi, Transplantasyon ve Yenidoğan Servislerinde daha sık görülmektedir. Özellikle yoğun bakım ünitelerinde ESBL üreten K.pneumoniae suşlarının neden olduğu büyük hastane salgınları gözlenmiştir. Bu salgınlarda gelişen infeksiyonların yaklaşık yarısının kan dolaşımı enfeksiyonu olduğu bildirilmiştir.

Paterson ve arkadaşları Doğu Avrupa, Latin Amerika ve bazı ülkelerde K.pneumoniae’da ESBL-pozitiflik oranının %50’lere yaklaştığını, 7 ülkede 12 hastaneden elde edilen K.pneumoniae’laırn %18.7’sinde ESBL varılğının tespit edildiğini, ESBL-pozitif K.pneumoniae suşlarında çoklu direnç mekanizmalarının geliştiğini ve bunun da tedavide büyük sorunlar oluşturduğunu belirtmiştir (Moland ve ark, 2008).

2.1.7.  Klebsiella Cinsinin Tedavisinde Kinolon Grubu Antibiyotikler
GSBL üreten E. coli ve Klebsiella spp. suşlarında (aşırı AmpC enzimleri üreten Enterobacteriaceae türleri dahil) tedavi seçenekleri karbapenemler ve tigesiklin olmaktadır. Karbapenemaz üretimi durumunda karbapenemler, penisilinler ve sefalosporinlere direnç gelişmekte, beraberinde aminoglikozid ve kinolon direnç mekanizmaları da taşınmaktadır. Karbapenemaz pozitif suşlarda seçenekler polimiksinler ve tigesiklin olmaktadır (12). Metallo-beta-laktamazlar: VIM, IMP, NDM-1 (New Delhi metallo-beta-laktamaz) aztreonam hariç tüm beta-laktamları inhibe ederken, non-metallo-beta-laktamazlar; KPC, OXA-48 için aztreonam duyarlılığı söz konusu değildir. Tedavi seçeneklerinden olan tigesiklinin, düşük kan düzeyi sebebiyle bakteremilerde ve ciddi infeksiyonlarda kullanımı önerilmemektedir.

İngiltere'de 81 karbapenemaz pozitif enterobakter suşunda tedavi seçeneklerinin değerlendirildiği bir çalışmada, kloramfenikol, siprofloksasin ve nitrofurantoin duyarlılığı %25'in altında tespit edilirken, kolistin duyarlılığı %92.6 olarak tespit edilmiştir. Fosfomisine ise suşların %60.5'i duyarlı bulunmuştur (7/7 E. coli, 16/20 Enterobacter ve Citrobacter spp., 25/52 Klebsiella spp.). Tigesiklin duyarlılığı %46.9, bir beta-laktam olan temosilin duyarlılığı ise %4.9 olarak saptanmıştır (Ersoy, 2012).
ÇİD enterobakterlerin etken olduğu toplum kökenli alt üriner sistem infeksiyonlarında ise nitrofurantoin ve fosfomisin oral tedavi seçeneği olabilir, ancak üst üriner sistem infeksiyonlarında yerleri yoktur. Beta-laktamaz inhibitörleriyle oral sefalosporin kombinasyonlarını içeren ilaçlar Hindistan'da satışa sunulmuş olmakla birlikte bunların GSBL pozitif suşlara etkinliklerine ait veriler oldukça kısıtlıdır. Faropenem ve tebipenem oral karbapenemler olup, ancak Japonya'da kullanıma sunulmuştur. Tebipenemin etkinliği GSBL pozitif bu suşlarda meropeneme benzerdir, ancak faropenem daha az etkilidir.
Kinolon grubu antibiyotiklerin gelişimi 1962’de Lesher ve arkadaşlarının, antimalaryal bir ilaç olan klorokinin sentezlenmesi sırasında rastlantısal olarak nalidiksik asidi keşfetmesiyle başlamıştır. Bu buluş, kinolon bileşiklerinin klinik olarak kullanımlarının geliştirilmesi için başlangıç olmuştur. Yıllar içinde nalidiksik asidin kimyasal yapısındaki modifikasyonlarla oksolinik asid ve sinoksasin gibi yeni türevler sentezlenmiş ancak, bunların klinik kullanımı genellikle idrar yolu infeksiyonlarının tedavisi ile sınırlı kalmıştır. 1980’li yıllarda florlanmış kinolonlar olarak adlandırılan yeni kinolon türevleri klinik kullanıma girmiştir. Nalidiksik aside benzer şekilde bakterisidal, oral alındığında iyi absorbe olan bu ilaçlar, nalidiksik asitten farklı olarak invitro olarak daha etkin, daha geniş antibakteriyel etki spektrumuna ve daha üstün farmakokinetik özelliklere sahip olup, direnç gelişimine de daha az neden olmaktadırlar. Yeni kinolonların çok sayıda türevi elde edilmiş olmasına rağmen bunların ancak bir kısmı insan enfeksiyonlarında kullanılır durumdadır. Bazıları uygulamaya girdikten kısa bir süre sonra yan etkileri nedeniyle piyasadan toplatılmış, kullanımlarından vazgeçilmek zorunda kalınmıştır (Lesher ve ark, 1962; Emmerson ve Jones, 2003; Topçu ve  Koç, 2008).
Son zamanlarda plazmid aracılı kinolon direnci gündeme gelmiştir. Plazmid ilişkili kinolon direncinde üç mekanizma tanımlanmıştır (Li, 2005; Yamane ve ark, 2007);

1. Qnr proteinleri; topoizomeraz II’yi kinolon inhibisyonundan koruyan proteinler olup qnr geni tarafından kodlanmaktadır.

2. AAC(6’)-Ib-cr proteinleri; genel aminoglikozid asetiltransferaz enzimleri olup aac(6’)-Ib-cr geni ile kodlanan varyant protein norfloksasin ve siprofloksasini asetilleme ve etkisini azaltma yeteneğine sahiptir.

3. QepA proteini; çok yeni tanımlanmış olan kinolon efluks pompa proteinleridir. Kinolon direncinin aktarımında rol oynayan plazmidin üzerinde kinolon direnç genleri dışında genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL), kloramfenikol asetiltransferaz ve bazı dezenfektan direnç genlerinin de bulunduğu bildirilmiştir (Li, 2005). 
2.1.7.1. Kimyasal Yapı 

Kinolonlar , kimyasal yollarla elde edilen sentetik antibakteriyel maddelerdir. Canlı mikroorganizmalardan elde edilen antibiyotiklerden farklıdırlar. Kinolonlar , antibiyotik değil , kemoterapötik maddelerdir. Bu özellikleri nedeniyle laboratuvarda çok sayıda kinolon molekülü sentezlemek mümkün olmaktadır (47).

Temel kinolon molekülüne ait kimyasal yapı aktivite ilişkileri net olarak bilinmektedir. Bu durum, daha geniş spektrumlu, daha yüksek intrensek aktiviteye sahip, daha iyi ve gelişmiş farmakokinetik profilli, daha az yan etki oluşturan, doğal olarak daha iyi klinik sonuçlara ulaşılmasında etkili moleküllerin üretilmesini sağlamıştır (Jacoby, 2006; Karisik ve ark, 2006; Coque ve ark, 2008). Şu an klinik kullanımda olan bütün kinolonlar ikili halka yapısından oluşmaktadır (Şekil 3). 
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Şekil 3. Kinolonların temel yapısı 
Kaynak: Bambeke ve ark, 2005.

Şekilde görüldüğü gibi birinci halkada 1. pozisyonda nitrojen, 4. pozisyonda karbonil grubu vardır. Bu halkanın 3. pozisyonundaki karbon atomuna karboksil grubu bağlıdır. Pek çok farklı ikili halka yapısı geliştirilmiştir, fakat en başarılı olan yapılar; ikinci halkada 8. pozisyonda kendi karbon atomu bulunanlar ve 8. pozisyonda bir nitrojen içeren naftiridinler olmuştur.  

Nalidiksik asit, 1-etil, 7-metil gruplarıyla bir 1,8 naftiridindir. Oksolinik asit ve sinoksasin de 6 ve 7. pozisyonları bağlayan dioksolo halkası ve 1-etil grubu taşımaktadır. 6. pozisyona bir fluorin eklenmesiyle etkinlik arttırılmıştır. 7. pozisyona piperazinyl (norfloksasin, enoksasin, siprofloksasin), metil-piperaziny (pefloksasin, ofloksasin, lomefloksasin, fleroksasin, temafloksasin, levofloksasin, grepafloksasin, gatifloksasin), dimetil- piperazinyl (sparfloksasin) gruplarının eklenmesi ile gram negatif bakterilere karşı etkinlik daha da arttırılmıştır. Piperazin halkasındaki metil grubu oral biyoyararlanımı arttırmaktadır. Bu yapısal özellikler klinik kullanımdaki yeni kinolonların çoğunun ortak özelliğidir. Yedinci pozisyondaki çift halka yapıları (trovafloksasin, moksifloksasin, sitafloksasin) ya da pyrrolidinly (tosufloksasin, klinafloksasin, gemifloksasin) gram pozitiflere karşı etkinliği arttırmaktadır. Pek çok yeni bileşikte, ilk olarak siprofloksasinin yapısında yer almış olan 1-siklopropil grubu (sparfloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin, gemifloksasin) bulunmaktadır. Bu grup, özellikle gram negatif bakterilere karşı etkinliği büyük ölçüde güçlendirmiştir. Temafloksasin, tosufloksasin, trovafloksasinde bulunan 1-difluorofenil grubu gram pozitif bakterilere karşı etkinliği arttırmaktadır. Levofloksasin ve ofloksasinde, 1 ve 8. pozisyonları bağlayan bir halka yapısı mevcuttur. Ofloksasin iki steroizomerik formun rasemik karışımıdır çünkü bu ek halka yapısında asimetrik bir karbonu bulunmaktadır. Bu formlardan biri bakteriler ve DNA gyrase’a karşı etkinlikten sorumludur. Levofloksasin, invitro olarak ofloksasinin iki katı etkinliğe sahiptir. 5. pozisyonda hidrojenin yerine bir amino grubunun (sparfloksasin) ya da bir metil grubunun (grepafloksasin) gelmesi, gram pozitif bakterilere karşı etkinliğin artmasını sağlar. 8. pozisyona bir halid (klinafloksasin), fluorin (sparfloksasin, sitafloksasin) ya da metoksi (gatifloksasin, moksifloksasin) grubunun eklenmesi anaerop bakterilere karşı etkinliği arttırır (Wang ve ark, 2009).
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Şekil 4. Kinolonların kimyasal yapısı 

Kaynak: Bayındır, 2012.
2.1.7.2. Etki Mekanizması

Bir bakteri, hücresi yaklaşık bir milimetre uzunluğunda olan DNA molekülünü, 2 μm. gibi oldukça küçük olan hücresel bir boyut içine sığdırmak zorundadır. Bu işlem, bakteride ATP yardımıyla DNA giraz (topoizomeraz II) aracılığı ile yapılmaktadır. DNA giraz, çift sarmallı bakteri DNA’sında geri dönüşümlü kesme ve tekrar bağlama fonksiyonu ile DNA'da negatif kıvrımlara (negative supercoil) neden olarak DNA molekülünün boyunu küçültmekte, böylelikle hücre içine sığmasını (supercoiling) sağlamaktadır (Pazarlı, 2010) (Sekil 5).
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Şekil 5. Bakteriyel DNA’da negatif süpersarmalin olusumu 
Kaynak: Pazarlı, 2010.

DNA'nın bu şekilde negatif super kıvrımlar oluşturması, DNA replikasyonunun ve bazı genlerin transkripsiyonunun başlamasına yol açmaktadır. DNA giraz aynı zamanda, DNA replikasyon çatalı (replication fork) boyunca yığılan süper helikslerin ilerlemesinden de sorumludur (Hawkey, 2003) (Sekil 6).
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Şekil 6. Topoizomerazlar ve DNA replikasyonu 
Kaynak: Ball, 1998.

DNA giraz ilk kez 1976'da Gellert ve ark.ları tarafından tanımlanmıştır (15). DNA giraz enzimi iki A (GyrA) alt birimi ve iki B (GyrB) alt biriminden oluşmaktadır. A alt birimleri gyrA ve B alt birimleri gyrB geni tarafından kodlanmaktadır. DNA replikasyonunun terminal döneminde, ana DNA'ya bağlı yavru DNA'nın kopmasından topoizomeraz IV sorumludur. Topoizomeraz IV, iki ParC ve iki ParE alt birimlerinden oluşmaktadır. ParC alt birimlerini parC geni, ParE alt birimlerini ise parE geni kodlamaktadır. ParC'nin GyrA ve ParE 'nin GyrB ile yapısal benzerliği bulunmaktadır (Topçu ve Koç, 2008). DNA replikasyonundaki esansiyel görevlerinden dolayı, DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimleri bakteride yaşamsal öneme sahiptir (Hawkey, 2003). 
Kinolonların bakteri hücresindeki temel iki hedefi, DNA giraz ve topoizomeraz IV dür Çift sarmallı DNA'nın replikasyonu sırasında DNA ipçikleri birbirinden ayrıldıktan sonra olusan enzim-DNA kompleksine bağlanarak bu kompleksi stabilize eden kinolonlar, hücrenin onaramayacağı kırılmaların oluşmasına neden olmaktadır. Bunun sonucunda bakterisidal etki sağlanmaktadır (Li, 2005). Aslında DNA sentezinin inhibisyonu tek başına bakteri ölümü için yeterli olmamakta, olasılıkla bir takım yeni sentezlenen gen ürünleri de hücre ölümünde rol oynamaktadır. Ancak bu gen ürünleri henüz gösterilememiştir. Bu konudaki diğer bir düşünce ise; kinolonların bakterisidal etki göstermeleri için bakteri otolizinlerini indüklenmesidir. Dolayısıyla kinolonların bakterisidal etkinliğinde eşlik eden mekanizmaların da rol oynadığı bildirilmektedir (Topçu ve Koç, 2008).

Gram negatif bakterilerde DNA giraz tüm kinolonların primer hedefiyken, Gram pozitif bakterilerde ise kinolonun yapısına da bağlı olarak primer hedef DNA giraz veya topoizomeraz IV olarak değişebilmektedir (Jacoby, 2005). İnsan hücrelerinde DNA giraz bulunmayıp aynı işlevi bu enzime benzeyen başka bir topoizomeraz II türü yerine getirmektedir. Klinik kullanımda olan kinolonların bu enzimlere etkinliği, bakteri DNA girazı üzerindekine göre 54-2460 kez daha düşüktür. Bu durum, kinolonların bakterisidal etkilerini seçici olarak bakteride oluşturmalarını ve insan hücresinde belirgin bir toksik etki yapmamalarını açıklamaktadır. Bununla birlikte özellikle 7 hidroksifenil içerenler veya 2.ve 3. pozisyonda izotiazol halkası bağlı olanların memeli enzimlerine daha fazla etkisi mevcuttur (Hooper, 2005). 

2.1.7.3. Sınıflandırma ve Klinik Kullanım

Florokinolonların invitro aktivite farklılıkları sınıflandırılmalarının temelini oluşturmaktadır (Tablo1). İlk jenerasyon kinolonların (nalidiksik asid, oksolinik asid, sinoksasin, piromidik asid, pipedimik asid ve flumekin) aerobik gram negatif bakterilere karşı antimikrobiyal aktiviteleri mükemmel olmasına rağmen aerobik gram pozitif veya anaerobik bakterilere karşı etkili olamamıştır. 1980 yılında C-6 ya florin ve C-7’ye siklik diamin piperazin ekleyerek norfloksasin sentezlenmesi ile 2. kuşak kinolonlar oluşturulmuştur. Bu değişimler aerobik gram pozitif ve gram negatif bakterilere karşı aktivite artışı sağlarken 2. kuşak kinolonlar (norfloksasin, siprofloksasin, ofloksasin levofloksasin, enoksasin, fleroksasin, lomefloksasin,  pefloksasin ve rufloksasin) başlangıçta anaerobik bakterilere etkisiz kalmıştır (Topçu ve Koç, 2008). Daha sonra geliştirilen 3. kuşak kinolonlar ile Gram pozitif etkinliğin pnömokoklara karşı arttığı anaeroplara karşı ise orta derecede olduğu gözlenmiştir. Bununla birlikte, bu moleküller  klinik kullanım ve sonrasında yan etkilere yol açmasının tespit edilmesiyle kullanımdan kaldırılmışlardır. Bu gruba ait levofloksasin, uzun yıllardır sorunsuz ve yaygın olarak kullanılmaktadır. Dördüncü kuşak kinolonlar (trovafloksasin klinofloksasin, sitafloksasin, moksifloksasin ve gemifloksasin) pnömokoklara karşı artan etkinliğe sahip olsalar da anaerop bakterilere olan etkinlikleri çok daha güçlü olan moleküllerdir. Günümüzde bu gruba ait sadece moksifloksasin ve gemifloksasin kullanılmaktadır. Yan etkilere sebep olan diğer grup üyeleri kullanımdan kaldırılmışlardır (Andriole, 2005). 

Tablo 4. Kinolon grubu antibiyotiklerin sınıflandırılması (Topçu ve Koç, 2008).
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Birinci kuşak kinolonlar hemen daima üriner enfeksiyonların tedavisinde, nalidiksik asit basilli dizanteri tedavisinde 1960'lı yıllarda kullanılmaya başlanmıştır. Ülkemizde ilk kez 1986'da ofloksasin ruhsat almış, bunu diğerleri izlemiştir (Topçu ve Koç, 2008).

Minimum bakterisidal konsantrasyonları genellikle minimal inhibitor konsantrasyon (MIK)'larının 2-4 katı kadar olan kinolonların, öldürme hızları ilaç konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. Ancak MIK değerlerinin 30 mislinden fazla olan konsantrasyonlarda kinolonlar protein sentezini inhibe ederek etkilemekte dolayısıyla bakteriyostatik etki oluşturmaktadır (Hooper, 2005). Yeni kinolon türevleri, genitoüriner, gastrointestinal, solunum sistemi enfeksiyonları, kemik ve eklem enfeksiyonları ve yanı sıra deri ve yumuşak doku enfeksiyonları, menenjit, endokardit, oftalmik enfeksiyonlar v.b. pek çok infeksiyonların tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Andriole, 2005). 

2.1.8 Antibiyotik Direnci

Klebsiella cinsileri enzim üretimi rutin antibiyogramlarda gözden kaçmaktadır (Yavuzdemir ve ark., 2001). Bu nedenle Klebsiella cinsleri 1982’den beri GSBL yapan suşların giderek aran oranda soyutlanması ile sorun oluşturan bakteri olma özelliğini sürdürmektedir (Jacoby ve ark., 1996). Nükleik asit analizlerinde laboratuarın rolü tedaviyi yönlendirecek şekilde geliştirecek potansiyelde olmasıdır. 

Genişletilmiş spektrumlu beta-laktamaz üreten kökenlerin klinik olarak penisilinler, sefalosporinler ve aztreonama da dirençli olabilmeleri, rutin antibiyogramda duyarlı bulunabilen bu antibiyotiklerin tedavide kullanılmaları sonucu tedavi sorunlarıyla karşılaşılmasına neden olduğundan dolayı da GSBL üreten mikroorganizmalarla oluşan enfeksiyonlar son zamanlarda oldukça büyük bir problem oluşlturmaktadır (Zaoutis ve ark., 2005). Bu nedenle de GSBL üreten kökenlerin saptanmasının bir gereklilik olduğu bildirilmektedir. Ancak, bu amaç için geliştirilen bazı yöntemlerin tam olarak standardize edilememiş olması, bazılarının duyarlılığının düşük olması, bazılarının da pahalı ya da uygulanması zor yöntemler olması nedeniyle, kişileri güvenilir ve standart bir yöntem arayışına itmiştir (Livermore, 1995). 

Bir antimikrobiyal ajanın öldürücü ya da üremeyi engelleyici etkisine karşı mikroorganizmanın kendini koruyabilmek için gösterdiği tepki direnç olarak bilinmektedir. Transpozon ve plazmidlerin hareketli genetik parçalar olması bakteriler tarafından alınmalarına olanak sağlamaktadır. Bakteriler hayatta kalabilmek ve üreyebilmek için antibiyotik direnci oluştururlar. Antibiyotiğe dirençli hale gelmeleri için basit mutasyonlar ile  endojen antibiyotik direnç odaklarının  yeniden düzenlenmesi gerekmektedir (Baskın, 2005; Öztürk, 1997; Norrby, 2003).

Bakterilerin, antibiyotiklere duyarlılıkları, kalitatif ya da kantitatif olarak test edilebilir. Kalitatif yöntemlerle, bakteri, duyarlı, orta düzeyde duyarlı ya da dirençli olarak sınıflandırılabilir. Kantitatif yöntemlerle ise, antibiyotiğin, bakteri üremesini inhibe eden en düşük konsantrasyonu (MİK) saptanabilir (Kuyucu, 2007). Antimikrobiklere karşı mikroorganizmalar iki şekilde direnç gösterebilirler. Bunlar doğal (intrinsik ) ve kazanılmış (kalıtsal) direnç olarak adlandırılmaktadır

Üst solunum yolu ve barsak florasında bulunan Klebsiella spp.’ler, bulundukları yerde uygun koşulların oluşması veya yer değiştirerek diğer organ ve sistemlere geçmeleri halinde birçok hastalığa neden olurlar (Bilgehan, 2002). 

Klebsiella cinslerinden özellikle K.pneumoniae, insan sağlığı açısından çok önemli olan hastane kaynaklı enfeksiyonlar, üst solunum yolu enfeksiyonları, üriner sistem enfeksiyonları ve yara enfeksiyonları oluşmasında rol alan fırsatçı patojendir (Shon ve ark, 2013). 

Son 10 yılda Klebsiella spp. insidansının artışı hem antibiyotik direnci gelişen immün düşkün hastaların artışı hem de immün düşkün hastalardaki hastane kaynaklı enfeksiyonların artışının sonucudur (Özakın, 2008). Bu bakteriler hastane ortamında hızlı yayılabilme özelliğinden dolayı, hastane kaynaklı salgınlara yol açmaya yatkındırlar (Aydoğan ve Başustaoğlu, 2000). Hastane salgınlarına yol açan Klebsiella cinsleri özellikle genişlemiş spektrumlu beta laktamaz (GSBL) üreten çoklu ilaç dirençli türlerdir (Podschun ve Ullmann, 1998;  Medeiros, 2000). Son zamanlarda özellikle antibiyotiklere karşı direnç kazanmış suşların hastane enfeksiyonlarına neden olmaları bu bakterilerin önemini arttırmıştır. 

Hastane kaynaklı Klebsiella infeksiyonlarının çoğu, cinsin en önemli türleri olan K. pneumoniae ve K. oxytoca kaynaklıdır. K. pneumoniae’nın hastanede yatan hastalarda prevalansı %20’lere kadar çıkmaktadır. Bu prevalans artışı alkolik, diyabetik, kronik obstruktif akciğer hastalığı gibi immün düşkün hastalardaki akciğer enfeksiyonunun kaynağının hastanede yatış sırasında oluşan kolonizasyon olabileceğini göstermektedir (Koneman ve ark, 2006). 

Hem hastane ortamından hem de toplumdan kazanılan tipik lober pnömoni oluştururlar. Klebsiella cinsleri hastane kaynaklı pnömonilerden %6-8 oranlarında sorumludur (Sümerkan, 2003). Sıklıkla alveolar boşlukların nekrotik yıkımı, kavite ve kanlı balgam oluşumuyla seyreden ağır bir pnömoniye neden olurlar (Murray ve ark, 2010). Bazı hastalarda akciğer absesi, internal hemoraji, çoğunlukla plevrit gelişebilir (Özakın, 2008). Pnömoni olgularından K1, K3, K4 ve K5 antijenine sahip Klebsiella cinsleri sıklıkla izole edilmektedirler (Erdem, 1999). 

Hastane kaynaklı gram negatif bakteriyemilerde Klebsiella cinsleri 3-4. sıralarda yer alır. K. pneumoniae gram pozitif organizmalardan 4-5 kat daha az sıklıkla sepsise yol açmasına rağmen, iki kat daha fazla mortaliteye neden olur (Valles ve ark, 1997). Rekürrent bakteriyemi üzerine yapılan bir çalışmada, relaps veya reenfeksiyonda Klebsiella ve Enterobacter cinsleri en yaygın organizmalardır (Wendt ve ark, 1999). 

Klebsiella enfeksiyonları Amerika’da tüm hastane kaynaklı enfeksiyonların %3-%7’sinden sorumludur ve Klebsiella spp. en önemli 8 hastane enfeksiyonu patojeninden biridir (Özakın, 2008; Aydoğan ve Başustaoğlu, 2000). 

Klebsiella spp. hastaneden kazanılmış İYE’nin en yaygın 2-4. etkeni iken, toplumdan kazanılmış İYE’nin 3-4. en yaygın etkenidir (Farrel ve ark, 2003; Gordon ve Jonesa, 2003). Bir çalışmada toplum kökenli İYE’de E. coli (%74,5) ve Klebsiella spp (%8,7) tüm yaş grupları ve cinsiyet için en sık izole edilen mikroorganizmalar olmuştur (Bahadin ve ark, 2011). Klebsiella spp, üriner sistemdeki tek infeksiyonda bile böbrek sekeline neden olabilmektedir (Aydoğan ve Başustaoğlu, 2000). 

Klebsiella cinsi dünya çapında toplumdan kazanılmış piyojenik karaciğer abselerinin önemli bir etkenidir. Bakteriyemi Klebsiella cinsi piyojenik karaciğer abselerinde yaygındır ve bir retrospektif incelemede % 83 olarak bildirilmiştir (Pope ve ark, 2001).

2.1.8.1. Doğal Direnç 
Doğal direnç; bakteride, antibiyotiğin etkisini gösterdiği yapının bulunmaması ya da bakteri hücre duvarının antibiyotiğe geçirgen olmaması ile görülebilir. Mikroorganizmaların tür özelliği olarak ilacın hedefi olan yapıyı tanımamalarının veya ilacın yapısal bir özellikten dolayı hedefine ulaşamamasının bir sonucudur (Baskın, 2005).

2.1.8.2. Kazanılmış Direnç 
Bakterinin genetik yapısında bir değişiklik oluşması ile önceden duyarlı olduğu bir antimikrobiyal ajana dirençli hale gelmesi olarak tanımlanır. Genomda gerçekleşen mutasyonlar ya da başka bir bakteriden aktarılabilir özellikteki genetik elemanların alınımı ile görülebilir. Genetik direnç kromozom, plazmid, transpozon kontrolu altındadır (Öztürk, 1997)

2.1.8.2.1. Kromozomal direnç 
Bakteri kromozomunda kendiliğinden (spontan) oluşan mutasyonlar sonucu ortaya çıkan direnç tipidir. Bazı kimyasal ve fiziksel faktörler spontan mutasyon oluşumunu tetiklemekte ve böylece bakteri hücresinde yapısal değişimler meydana gelmektedir. Bu yapısal değişim hücrenin ilaca olan permeabilitesini azaltıcı nitelikte olabileceği gibi hücre içinde ilacın hedefinde de değişiklikler meydana getirebilir. Kromozomal mutasyon sonucunda direnç gelişmekte fakat farklı türden bakterilere yayılmamaktadır. Mutasyona uğrayan bakterinin metabolizmasında değişiklikler oluşabilir ve üremesi kısıtlanabilir. Bu nedenle plazmidle oluşan dirence oranla daha seyrek görülmektedir (Öztürk, 1997).

2.1.8.2.2. Plazmidlere bağlı direnç 
Plazmidler, kromozomdan bağımsız olarak replike olan, büyüklüğü genellikle 4-400 kilobaz olan, sirküler yapıda ve çift sarmal içeren ekstrakromozomal DNA parçacıklarıdır. Plazmidin replike olarak kendini çoğaltabilmesi konakçı içerisinde orijininin olması ve mikroorganizma içerisinde devamlı kalabilmesini kolaylaştıracak genlere sahip olmasıyla mümkün olabilir. Klinikte görülen direncin ana sorumlusudur. R-plazmidi denen direnç plazmidleri bir veya daha çok sayıda antibiyotiğe karşı direnç genlerini taşımaktadır. Direnç genlerini taşıyan plazmidler bir bakteriden diğerine transdüksiyon, transformasyon, konjugasyon ve transpozisyon gibi mekanizmalarla aktarılmaları söz konusudur (Öztürk1997; Yüce, 2001; Kuyucu, 2007)., 

2.1.8.2.3. Transpozonlara bağlı direnç 
Transpozonlar, bir hücrenin genomunda farklı yerlere (kromozomdan plazmide, plazmidden kromozoma), transpozisyon olarak adlandırılan bir süreçle hareket edebilen DNA dizileridir. Bir DNA molekülünden diğerine geçmelerine rağmen bağımsız olarak replike olamazlar.  Transpozonlar mutasyonlara ve genomdaki DNA miktarının değişmesine yol açmaktadırlar. Çok kısa sürede çoklu ilaç dirençli (multiple-drug resistance) kökenlerin oluşmasında ve yayılmasında transpozonlar oldukça etkilidirler. R- plazmidleri ve transpozonlar, hücre çeperi geçirgenliğinin bozulmasına, antimikrobik maddeyi parçalayan enzimin oluşmamasına, hücreden ilacın dışarı atılmasına, ortamdan az ilaç alınmasına , hücrede ilacın etki yerine yetersiz miktarda bağlanmasına neden olurlar. Bu durum direnç gelişmesinde önemli bir göreve sahip olduklarını göstermektedir (Öztürk, 1997).

2.1.9. Kinolon Direnç Mekanizmaları

Kinolonlara direnç gelişimi üç ana mekanizma ile olmaktadır. Bu üç mekanizma bakterilerde tek tek olabileceği gibi, bir bakteride biraraya geldiklerinde bakteriye çok yüksek düzeylerde kinolon direnci kazandırırlar. Bunlar (Hooper ve Strahilevitz, 2010): 

1. Hedef enzimlerde meydana gelen değişiklikler 

2. Membran geçirgenliğinde azalma ve/veya efluks pompa sistemlerinin aşırı çalışmasıyla hücrede kinolon birikiminde azalma 

3. Plazmid aracılı kinolon direnci 
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Şekil 7. Kinolon direnç mekanizmaları (1) Hedef enzimlerde meydana gelen değişiklikler. Giraz ve topoizomeraz IV enzimlerindeki mutasyonlar kinolon-enzim etkileşimini zayıflatır (2) Plazmid aracılıklı kinolon direnci (2a) Qnr proteinleri (sarı) topoizomeraz-DNA bağlanmasını azaltır enzim-DNA komplekslerini kinolondan korur (2b) Aac(6′)-Ib-cr siprofloksasin ve norfloksasin moleküllerinin C7 pozisyonundaki piperazinil halkasında bulunan serbest azotu asetile eden bir aminoglikozit asetiltranferazdır ve bu yolla ilacın etkinliğini azaltır (2c) Plazmid tarafından kodlanan efluks pompaları kinolonların hücrede birikimini azaltır (3) Hücrede kinolon birikiminde azalma (3a) Gram negatif türlerde porinlerin ekspresyonunda azalma ilacın hücre içine alınımını azaltır (3b) Kromozom tarafından kodlanan efluks pompalarının aşırı üretimi hücre içinde ilaç birikimini azaltır kaynak: Aldred ve ark, 2014’den aktaran Ocak, 2014.

2.1.9.1.  İlaç Hedefinde Değişikliğe Yol Açan Mutasyonlar

Bakterilerin çoğu DNA giraz ve topoizomeraz IV esansiyel enzimlerinin her ikisine de sahip olmakla birlikte, çok az sayıda bakteride sadece DNA giraz enzimi bulunmaktadır. Gram negatif bakterilerde giraz enzimi, topoizomeraz IV’e göre kinolon inhibisyonuna daha fazla duyarlıdır. Kinolon direncine neden olan mutasyonların çoğu giraz enzimini kodlayan genlerde görülmektedir. Günümüzde en iyi tanımlanan kromozomal mutasyonlar GyrA alt ünitesinde ortaya çıkan mutasyonlardır. Dirençli bakterilerinde GyrA’daki aminoasit değişikliklerinin genellikle enzimin amino ucundaki aktif bölgesinde bulunan tirozin molekülünün (Tyr-122) çevresinde yer aldığı görülmektedir. gyrA’da Ala67-Gln106, gyrB’de ise Asp426-Lys447 aminoasitleri ‘‘kinolon direnci belirleyici bölge’’ (QRDR) olarak bilinmektedir (Jacoby, 2005; Vila, 2005; Barnard ve Maxwell, 2001).

Gram negatif bakterilerde gyrA’da ortaya çıkan tek basamaklı mutasyonlar DNA girazın duyarlılığını azaltmaktadır. Bu durum, nalidiksik asit için yüksek düzeyde dirence neden olabilirse de, florokinolonlarda yüksek düzeyde direnç için gyrA ve/veya diğer topoizomeraz genlerinde ek mutasyonlar gerekmektedir (Hopkins ve ark, 2005). Florokinolonlara yüksek düzeyde dirençli izolatlarda, gyrA’da 83’ncü kodondaki mutasyonla birlikte bir diğer mutasyon da 87’inci kodondaki aspartatta gözlenmektedir. Bununla birlikte, Ser83’te tek mutasyon taşıyan izolatlar, Asp87’de tek mutasyon taşıyanlara göre florokinolonlara daha yüksek direnç göstermektedir (Barnard ve Maxwell, 2001). 

QRDR dışında gyrA’da saptanmış diğer mutasyonlar arasında Ala196Glu (invivo) ve Ala51Val (in vitro) değişimleri sayılabilir (Lindgren ve ark, 2003). gyrA’da gözlenen mutasyonlara oranla, gyrB geni mutasyonları daha seyrek oluşmaktadır. Bu gen bölgesinde, Asp426 ve Lys447 kodonları QRDR olarak tanımlanmıştır. Asp426’da gerçekleşen mutasyonların tüm kinolonlara direnç sağladığı, buna karşılık Lys 447 mutasyonlarının, nalidiksik asit gibi asidik kinolonlara direnç oluşturduğu, siprofloksasin gibi amfoterik kinolonlara karşı ise duyarlılıkta artışa neden olduğu saptanmıştır (Hopkins ve ark, 2005).

Kinolonların ikinci hedef enzimi olan topoizomeraz IV’ün parC ve pare genlerinde de mutasyonlar görülmektedir. parC genindeki mutasyonların, pare genindeki mutasyonlardan daha yüksek düzeyde kinolon direncine sebep olduğu bilinmektedir (Lindgren ve ark, 2003). 

2.1.9.2. Hücreyi İlacın Letal Etkilerinden Koruyan Plazmidler
Plazmid ilişkili kinolon direncinin varlığı ilk olarak 1998 yılında Martinez-Martinez ve ark. tarafından, Alabama Üniversitesi’ndeki bir hastanın idrar örneğinden 1994 yılında izole edilen siprofloksasine dirençli bir K. pneumoniae izolatında keşfedilmiştir. Daha sonra bu plazmidle E. coli ve diğer gram negatif bakterilere, kinolonlara karşı düşük seviyeli direnç transferi yapılabildiği gösterilmiştir (Martı’nez-Martı´nez, 1998). Test edilen tüm kinolonların MİK değerini yükselttiği, kinolonların intrasellüler konsantrasyonlarına etki etmediği ve dış membran porininin baskısını ve direnci arttırdığı bildirilmiştir (Martı’nez-Martı´nez, 2003). Plazmid aracılığıyla aktarılan bu direnç genine qnr (qnrA1) ismi verilmiş, qnr geni, 219 aminoasitten oluşan tekrarlayan pentapeptid ailesine ait bir Qnr proteinini kodlamaktadır. İnvitro çalışmalarla, saflaştırılmış Qnr proteinin DNA giraz veya topoizomeraz IV’e bağlanarak siprofloksasinin inhibisyonundan koruduğu belirlenmiştir (Tran ve Jacoby, 2002; Tran ve ark, 2003). Alabama ve Shanghai’deki qnr geni taşıyan plazmidlerin birbirlerinden çok farklı olmalarına rağmen, qnr gen aminoasit dizilimlerinde tek bir nükleotid değişikliği olduğu belirlenmiştir. Daha sonra qnr geni Amerika Birleşik Devletleri’nde, K. Pneumoniae (Rodrı´guez-Martı´nez ve ark, 2003; Wang ve ark, 2004) ve E. cloacae  izolatlarında tespit edilmiştir (Robicsek ve ark, 2005). 

Tablo 5. Günümüze kadar bildirilmiş olan qnr genleri ve varyantları (Pazarlı, 2010).
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Bakteriyel Kökenler
Temmuz 2017-Aralık 2017  tarihleri arasında Adnan Menderes Üniversitesi Uygulama ve Araştırma Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Bakteriyoloji Laboratuvarı arşivinde bulunan çeşitli klinik örneklerden elde edilen 176  hastandan 20  adet  Klebsiella pneumoniae kinolon dirençli  klinik kökeni çalışmaya dahil edildi. 

3.2.  Kültür ve Bakteri Tanımlaması

Çalışmaya alınan, skim milk besiyeri. içinde saklanan suşlar -80°C’den alınarak kanlı agarda canlandırıldı.  Kanlı agara  2 kez pasajlanarak saf kültürleri elde edildi.   Canlandırılan suşların doğrulama amaçlı identifikasyonu  biyoşimik testlerle  biyokimyasal özelliklerine göre (glikoz, laktoz, sükroz fermentasyonu, indol/üre hidrolizi, sitrat kullanımı, hareket, lizin/ornitin dekarboksilaz aktiviteleri) yapıldı. Glikoz pozitif(+),laktoz pozitif(+),İndol pozitif(+) ,sitrat pozitif(+),hareket negatif(negatif),lizin pozitif(+),ornitin negatif(-) K.pneumoniae olarak tanımlanmıştır.
3.2.1.  Antibiyotik Duyarlılık Testleri

Kirby-Bauer Disk Difüzyon Yöntemi

Çalışmaya dahil edilen tüm izolatların antibiyotik duyarlılık testleri Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ile yapıldı . Kalite kontrol suşu olarak E.coli ATCC(25922)suşu kullanıldı. Levofloksasin (LEV, 5µg), norfloksasin (NOR, 10µg), ofloksasin (OFX, 5µg),ciprofloxcacin(CIP ,5µg) antibiyotik diskleri (Becton Dickinson, ABD) kullanıldı. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) önerileri doğrultusunda yapıldı (CLSI). 
3.3 Kinolon Direnç Genlerinin Araştırılması

3.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Disk difüzyon y yöntemiyle kinolonlara dirençli olan izolatların direnç gen bölgelerinin tespiti için öncelikle DNA ekstraksiyonu gerçekleştirildi. DNA ekstaksiyonu için kaynatma yöntemi kullanıldı. 

Kaynatma ile DNA Ekstraksiyonu

1. Ependorf tüplere 300 µl steril distile su konuldu.

2. Kanlı agar besiyerinde üreyen bakteri kolonilerinden 5-6 koloni alınarak, 300 µl steril distile su içeren ependorf tüpün içinde homojenize edildikten sonra, 95 ºC’lik ısı bloğunda 15 dakika tutuldu.

3. 14.000 g’de 3 dk. santrifüj edildi ve süpernatan kısmı alınarak ependorf tüplere konuldu.

4. - 20ºC’de saklandı.

3.3.2.DNA Çoğaltılması (Amplifikasyon) 

qnrA, qnrB, qnrC, qnrS, aac(6’)-Ib, qep A gen bölgelerinin çoğaltılması için tablo 6’da belirtilen primerler kullanıldı.Pzr için hazırlanan mix oranları  tablo 7’ deki gibi hazırlanmıştır.

Tablo 6. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan primer çiftleri

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

	Hedef gen              Primer                         Dizi (5’-3’)                                  Bant büyüklüğü

	qnrA                     QnrA-F                  TCAGCAAGAGGATTTCTCA                       626 bç

                             QnrA-R                 GGCAGCACTATTACTCCCA

qnrB                    QnrB-F                  ATGACGCCATTACTGTATAA                      562 bç

                            QnrB-R                 GATCGCAATGTGTGAAGTTT

qnrC                    QnrC-F                  GGGTTGTACATTTATTGAATC                     447 bç

                            QnrC-R                  TCCACTTTACGAGGTTCT

qnrS                     QnrS-F                  ACGACATTCGTCAACTGCAA                      416 bç

                             QnrS-R                  TAAATTGGCACCCTGTAGGC

qepA                    QepA-F                 GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG                     199 bç

                            QepA-R                CTTCCTGCCCGAGTATCGTG

aac(6’)-1b           Aac(6’)-1b-F        TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA                 482 bç

                            Aac(6’)-1b-R         CTCGAATGCCTGGCGTGTTT


Tablo 7. .PZR reaksiyonu için karışım; 

	Bileşenler 
	Stok Konsantrasyonu
	Miktar 1x(µl)

	PCR tamponu
	10X
	2.5 µl

	MgCl2
	25mM
	1.5 µl

	dNTP
	10mM
	0.5 µl

	Forward Primer 
	(100pmol/µl) (10 pikomol)
	0.5 µl

	Reverse Primer 
	(100pmol/µl) (10 pikomol)
	0.5 µl

	Tag DNA polimeraz
	5 U/µl
	0.25 µl

	Su
	
	18.25 µl

	Kalıp DNA
	
	1 µl

	Toplam
	
	25 µl


Amplifikasyon koşulları:

 qnrA, qnrB ve qnrS için; 

94°C’de 3 dakika ön denatürasyon                            1 Döngü

94°C’de 45 sn. hedef DNA denaturasyon

53°C’de 45 sn. primer bağlanması                             32 Döngü

72°C’de 1 dakika primer uzaması

72°C’de 5 dakika son uzama                                      1 Döngü

qnrC ve qepA için;

95°C’de 5 dakika ön denatürasyon                            1 Döngü

95°C’de 1 dakika hedef DNA denaturasyon

60°C’de 1 dakika primer bağlanması                             30 Döngü

72°C’de 1 dakika primer uzaması

72°C’de 10 dakika son uzama                                      1 Döngü

 aac(6’)-1b için;

94°C’de 5 dakika ön denatürasyon                            1 Döngü

94°C’de 45 sn. hedef DNA denaturasyon

60°C’de 45 sn. primer bağlanması                             34 Döngü

72°C’de 45 sn. primer uzaması

72°C’de 10 dakika son uzama                                      1 Döngü

Amplifikasyon için Eppendorf Mastercycler Gradient thermal cycler cihazı kullanıldı.

3.3.3.  PZR ile direnç genlerinin tayini
Kinolon direnci doğrulanan suşlardan ekstraksiyon kitiyle DNA ekstraksiyonu yapılacak. Her gen bölgesi için uygun PCR reaksiyon programı ve uygun primerler kullanılarak termal döngü ile (Eppendorf Mastercycler Gradient) qnrA, qnrB, qnrS, qnrC, qepA ve aac(6’)1b plazmid kökenli kinolon direnç genleri araştırılacaktır. qnrA, qnrB, qnrS genleri için amplifikasyon 32 döngü ve ön denatürasyon 94°C’de üç dakika, denatürasyon 94°C’de 45 saniye, birleşme 53°C’de 45 saniye, uzama 72°C’de bir dakika, son uzatma 72°C’de beş dakika; qnrC, qepA ve aac(6’)1b genleri için amplifikasyon 30 döngü ve ön denatürasyon 94°C’de üç dakika, denatürasyon 94°C’de 30 saniye, birleşme 53°C’de 45 saniye, uzama 72°C’de bir dakika, son uzatma 72°C’de beş dakika şeklinde uygulanacaktır.

Isı döngüsü sonunda elde edilen ürünü yürütmek için %2 agaroz jel hazırlanacak (1x Tris asetik asit EDTA tamponunun (1x TAE) 150 ml'sine 8µl SYBR safe ve 3 g elektroforez agarozu eklenecek. PZR ürünü(10 ml) %2 'lik agaroz jele aktarılacak, 200 voltta 45 dakika elektroforez'e (Thermo EC 340, USA) tabi tutulacak. Ultraviyole ( VilberLourmat) altında oluşan bantlar incelenecek.

3.3.4  Amplifikasyon Ürünlerinin Görüntülenmesi

        Amplifikasyon ürünleri, 0,5X TBE tamponu içindeki % 2’lik agaroz jelde (Bıomax, Spaın)120 V akımla 45 dakika elektroforez sonrası Vilber Lourmat UV görüntüleme sistemi  ile görüntüleme yapıldı. Belirleyici (marker) olarak 100-bç’lik DNA ladder j(Bıomax, Spaın) kullanıldı. Jelde, 626 baz çifti içeren qnrA, 562 baz çifti içeren qnrB, 447 baz çifti içeren qnrC, 416 baz çifti içeren qnrS, 482 baz çifti içeren aac(6’)-Ib ve 199 baz çifti içeren qepA bantları görüntülendi. Amplifikasyon ürünlerinin görüntülenmesinde kullanılan tampon ve çözeltiler aşağıdaki gibidir. 
TBE (Tris-borik asit-EDTA) tamponu  Stok solüsyon (10 X, p H 8.0)

121.1 gr Tris (Sigma, Almanya)

61.83 gr Borik asit (Riedel de Haen, Almanya)

5.84 gr EDTA (pH:8) (Amresco, A.B.D)

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlandı. pH 8.0’e ayarlanarak +4ºC’de saklandı.

4. BULGULAR

4.1. Köken Özellikleri

Temmuz 2017-Aralık  2017 tarihleri arasında Adnan Menderes Üniversitesi Uygulama ve Araştırma Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Bakteriyoloji Laboratuvarı arşivinde 176 hasta örneğinin  alınan 20 Klepsiella pneumoniae kökenlerinin (izole edildikleri)gönderildiği birimler üroloji, çoçuk nefro,onkoloji, kadın hastalıkları, Ğögüs yogun bakım den gelen örneklerdir. 3 Örnek Acil servisten idrardan izole edilen,7 örnek üroloji servisinden izole edilen ,4 örnek Göğüs yoğun bakım servisinden balgamdan izole edilen  ,4 örnek Nefroloji servisinden idrardan izole edilen ,3 örnek Kadın doğum servisinden izole edilen ,2 örnek onkoloji servisinden idrardan izole edilen  ,1 örnek yeni doğan yoğun bakım servisinden idrardan izole edilen  ,1 örnek dahiliye servisinden trakeal aspiriat dan izole edilen bakteriler   Tablo 8 ‘ de yer almaktadır

Tablo 8.  Numune gelen servis ve örnekleri.
	Servis
	Numune türü

	Acil
	idrar

	Kadın Doğum ve Hastalıkları
	İdrar

	Üroloji
	İdrar

	Nefroloji
	İdrar

	Acil
	İdrar

	Acil
	İdrar

	Üroloji
	İdrar

	Üroloji
	İdrar

	Onkoloji
	İdrar

	Üroloji
	İdrar

	Nefroloji
	İdrar

	Üroloji
	İdrar

	Kadın Doğum ve Hastalıkları
	İdrar

	Nefroloji
	İdrar

	Kadın Doğum ve Hastalıkları
	İdrar

	Dahiliye Yoğun Bakım
	Trakeal aspiriat

	Yeni Doğan Yoğun Bakım
	İdrar

	Göğüs Yoğun Bakım
	Balgam

	Göğüs Yoğun Bakım
	Balgam

	Onkoloji
	İdrar

	Göğüs Yoğun Bakım
	Balgam

	Nefroloji
	İdrar

	Göğüs Yoğun Bakım
	Balgam

	Üroloji
	İdrar


4.2. İzolatların Antibiyotik Direnç Durumu
Çalışmaya dahil edilen kinolon dirençli Klebsiella pnemoniae suşlarının antibiyotiklere direnç oranları inceleme yapıldığında; ciproflloxcacin ,levofloxcacin ,norfloxcacin,ofloxcacin%75 oranınında dirençli olduğu tespit edilmiştir Tablo 9 ‘ da, Çalışmaya dahil edilen kökenlerden plazmid  genleri espit edilenlerin tüm verileri  tablao 10’ da gösterilmiştir
Tablo 9:Antibiyotik direnç tablo 

	
	Dirençli
	Orta Duyarlı
	Duyarlı

	Ciprofloxcacin
	99 (%96)
	0(%0)
	0(%0)

	Levofloxcacin
	
	0(%0)
	0(%0)

	Norfloxcacin
	99 (%96
	0(%0)
	0(%0)

	Ofloxcacin
	99 (%96)
	0(%0)
	0(%0)


	
	SAYI
	ORAN

	qnrA
	0
	

	qnrB
	1
	(%5)

	qnrC
	0
	

	qnrS
	0
	

	aac(6’)-Ib
	17
	(%85)

	Toplam
	18
	(%90)


Kinolon dirençli olduğu tespit edilen Klebsiella pneumoniae kökenlerinde dirençten sorumlu plasmid genleri araştırıldığında en sık olarak aac(6’)-Ib (%85) rastlanmıştır. Daha sonra sırasıyla qnrS (%0), qnrA (%0) ,qnr Cve qnr B (%5) plazmidleri tespit edilmiştir. Çalışılan izolatlarda qnrC ,qnrA ve  qnrS bulunamamıştır. Qnr genleri; en yüksek oranda (%85) aac(6’)-Ib geni izole edilmiştir. 

Tablo10: Çalışmaya dahil edilen kökenlerden plazmid  genleri espit edilenlerin tüm verileri 

	Suş
	Gen
	CİP
	LEV
	OFL
	NOR
	ESBL

	1
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	2
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	3
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	4
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	5
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	6
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	8
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	10
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	11
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	12
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	13
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	14
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	15
	aac(6’)-ıb
	Rr
	R
	R
	R
	Pozitif

	16
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	17
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	18
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	18
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	20
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	21
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	22
	aac(6’)-ıb
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	1
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	2
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	3
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	4
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	5
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	6
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	8
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	10
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	11
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	12
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	13
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	14
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	15
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	16
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	17
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	18
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	19
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	20
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Pozitif

	21
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif

	22
	qnrB
	R
	R
	R
	R
	Negatif


5. TARTIŞMA
Bakteriyel direnç, tür çeşitliliği ve biyolojik etkileşim dolayısıyla genetik değişimlerin kolayca oluşabildiği genetik reaktörlerde ortaya çıkar. Son yıllarda kinolon direnci ve kalıntıları, bu gruptaki antibiyotiklerin yaygın kullanımı nedeniyle yoğun ilgi toplayan bir alandır. Kinolon direncinin oluşmasından sorumlu olan birkaç mekanizma vardır. Bu genetik mekanizmalar: kinolon direnci belirleyici bölgede meydana gelen gyrA ve ParC mutasyonları, qnr ve analogları tarafından plazmid aracılı direncin kodlanması ve bakteri membran proteinlerinin sayısını azaltarak düşük etkili bir direncin oluşmasına neden olan mar mutasyonlarıdır. Direncin aktarılabilir niteliğinin de olması dolayısıyla insan ve hayvan sağlığı genetik reaktörlerde kinolon direnç etmenlerinin çoğalmasından olumsuz etkilenir. Ayrıca, henüz somut bir kanıt sunulamamış olsa da çevrede bulunan kinolon kalıntıları direncin gelişmesine neden olabilir. Direncin insan ve hayvan sağlığı üzerindeki istenmeyen etkilerini ortadan kaldırmak için koruyucu önlemler alınmalıdır. Bunun için kinolon direncinin karakterize edilmesi önemlidir ve mevcut tedavi protokolleri in vitro farmakodinamik yöntemler yardımıyla geliştirilebilirSon yıllarda Klebsiella suşları arasında karbapenemazlara bağlı direnç bildirilmektedir. Kinolon direnci, 2000’li yılların başından itibaren ilaç kullanımına bağlı olarak yaygınlaşmaya başlamıştır,(11,24). Daha geniş etki spektrumlu florokinolon grubu yeni kuşak ilaçların kullanılmaya başlanması ve kullanılmakta olan ilaçların etkinliğinin yeniden değerlendirilmesi gerekliliği kinolonlara karşı ilginin artmasına neden olmuştur. Son yapılan çalışmaların sonuçlarını da içerecek şekilde günümüzde önemli bir soruna dönüşen ve üzerinde birçok araştırmanın yürütüldüğü kinolon direncinin mekanizmalarını sunmak amaçlanmıştır. Bu mekanizmalar, kromozomal veya aktarılabilir niteliğine göre farklı başlıklar altında açıklanmıştır. 
       Plazmid aracılı direnç genleri kinolon direncinin ortaya çıkması sürecinde öncü veya yardımcı rollere sahiptirler, ancak varlıkları ile klinik kinolon direnci arasındaki bağlantı henüz tam olarak kurulmuş değildir (kaynak). Direncin gelişimine nasıl katkı sağlamış olursa olsunlar, şu andaki prevalansları bir problem teşkil etmektedir. qnr’ın genlerinin keşfesilmesiyle kinolon direncine karşı mücadelede önemli bir adım atılmıştır, ancak direnç genlerinin taşıyan plazmidlerin hızla yayılmasıyla direnç oranlarının daha da artması; yakın zamanda kinolonların klinikte kullanım alanlarının daha da sınırlanmasına yol açabileceği düşünmüştür
Türkiye’de plazmit aracılı kinolon direnci 
   Türkiye’de ilk plazmit aracılı kinolon direnci geni, qnr, 2005 yılında Nazik ve ark.(21) tarafından bildirilmiştir.E.cloacae transkonjugatlarının nalidiksik asit, kloramfenikol, tetrasiklin, kanamisin, tobrami​sin, streptomisin, sulfonamidler ve trimetop-rime, C.freundii transkonjugatlarının ise bunlara ek olarak gentamisin ve rifampisine dirençli oldukları ve GSBL oluşturdukları belirlenmiştir. İleri incelemeler sonucu E.cloacae’nin 50 kb kon​jugatif plazmidi üzerinde qnrA ve blaSHV-7 geni bulunduğu saptanmıştır. C.freundii suşunun ise 170 kb konjugatif ve 50 kb non-konjugatif olmak üzere iki plazmitinin olduğu, birincisinde qnrA ve blaVEB-1, ikincisinde blaOXA-48 genlerinin taşındı​ğı gösterilmiştir. Karbapenemleri hidrolize ede​bilen OXA-48 beta-laktamazı ülkemizden sık olmasa da bazı çalışmalarda bildirilmiş olmakla birlikte, VEB-1 tipi GSBL ilk olarak bu çalışmada gösterilmiştir. OXA-48 ve VEB-1 beta-lakta-mazlarının birlikte bulunması, karbapenemler dahil tüm beta-laktamlara dirence yol açmıştır. Ayrıca farklı direnç genlerinin aynı bakteride bulunması ile nalidiksik asit, kloramfenikol, tet​rasiklin, kanamisin, tobramisin, streptomisin, sulfonamidler, trimetoprim, gentamisin ve rifampisin gibi çoğu farklı gruptan birçok anti​biyotiğe direnç gelişmesine neden olmuştur. 
Avşaroğlu ve ark.(2), yiyeceklerden izole edilen Salmonella enterica serovar Virchow suşla​rı ile yaptıkları bir çalışmada kinolon ve ampisi​line direnç mekanizmalarını araştırmışlar, nali​diksik aside dirençli, siprofloksasine azalmış duyarlılık gösteren ve gyrA geninde mutasyon saptanan dokuz suşun üçünde qnrS1 ve bu suş​larda ayrıca TEM-1 tipi beta-laktamaz pozitifliği saptamışlardır

Yapılan çalışmalar da Nazik ve ark.  İstanbul bölgesinde  2002-2004 yılları arasında izole edilen  49 adet suştan  E.coli(36), K.pneumonie(7),Enterobacter spp(4),Citrobacter(2) bakterileri incelenmiştir. Araştırılan genler  qnrA  ilişkili beta-laktamazları SHV-7,OXA-48,VEB-1.(Avşaroğlu ve ark.(2),2007)  Ankara bölgesinde  2005-2006 yılları arasında izole edilen 9 adet suştan S.Virchow(9) bakterileri incelenmiştir. Araştıralan genler qnrA,qnrB,qnrC  ilişkili beta-laktamazları TEM-1.Nazik ve ark(20),2008 İstanbul bölgesinde  2004 yılında  izole edilen  460 adet suştan  E.coli (117)K.pneumoniae (108 )Acinetobacter spp. (81)Pseudomonas spp. (72)Enterobacter spp. (30)Non-fermentatif Gram negatifcomak (22)P.mirabilis (9)Serratia spp. (8)K.oxytoca (6)P.vulgaris (5)Citrobacter spp. (2)ilişkili beta laktamazlar CTX-M-3,CTX-M-15 incelemiştir. Oktem ve ark.(25),2008 İzmir bölgesinde 2006 yılında 78 adet suştan E.coli (34) ve K.pneumoniae (44)bakterileri incelenmiştir. Araştırılan genler  qnrA,qnrB,qnrC.İlişkili beta-laktmazları CIT-M,SHV,TEM tipi beta-laktamazlardan en az birini taşıdığı saptanmıştır Çalışmada CTX-M tipi beta-laktamazların qnr-pozitif suşlar arasında daha sık rastlandığı belirlenmiştir. Poirel ve ark.(28), 2008 bölgesi belirtilmeyen 2006 yılında 248 adet suştan E.coli (138) K.pneumoniae (110) ) bakterileri incelenmiştir. Araştırılan genler  qnrA ,qnrB,qnrS,aac(6’)-lb-cr. İlişkili beta-laktamazları  CTX-M-15,SHV-12,OXA-48 belirlenmiştir.

Öktem ve ark.(25) kan kültürlerinden izole edilen 356 Enterobacteriaceae üyesinde qnrA, qnrB ve qnrS genlerinin varlığını araştırmışlar, kinolon dirençli altı suşta qnrA, üç suşta qnrS geni saptamışlardır. qnrA saptanan suşların ikisinin ve qnrS saptanan suşların birinin GSBL oluşturduğu gözlenmiştir. Öktem ve ark.(23)’nın yaptıkları başka bir çalışmada E.coli ve K.pneumoniae suşlarından oluşan 78 suş incelenmiş, dört K.pneumoniae ve bir E.coli suşunda qnrA geni saptanmıştır. Yine aynı araştırmacılar diğer bir çalışmada diz protezi ameliyatı nedeniyle yatmakta olan bir kadın hastanın doku örneğinden izole edilen K.pneumoniae suşunda qnrB geni saptadıklarını bildirmişlerdir(26 Diğer bir çalışmada, yoğun bakım hasta​larından izole edilen toplam 460 (347’si klinik örnek, 113’ü rektal sürüntü örneğinden) Gram negatif bakteride qnrA, qnrB, qnrS genleri araştı​rılmış, üç (% 0.65) E.cloacae suşunda bir qnrB1 ve iki qnrS1 geni saptanmıştır. Tamamı GSBL pozi​tif ve siprofloksasine duyarlı üç E.cloacae suşun​dan ikisinin CTX-M-3 (qnrS1), birinin ise CTX-M-15 (qnrB1) beta-laktamazını ürettiği belirlenmiştir(20). Poirel ve ark.(28) 

Öngen ve Nazik(27)’in % 61’i siprofloksasi​ne dirençli olan 61 Campylobacter suşu ile yaptık​ları bir çalışmada qnrA, qnrB ve qnrS genleri araştırılmış ancak araştırılan genlerden herhan​gi birine rastlanmamıştır. 

Öktem ve ark.(25) kan kültürlerinden izole edilen 356 Enterobacteriaceae üyesinde qnrA, qnrB ve qnrS genlerinin varlığını araştırmışlar, kino​lon dirençli altı suşta qnrA, üç suşta qnrS geni saptamışlardır. qnrA saptanan suşların ikisinin ve qnrS saptanan suşların birinin GSBL oluştur​duğu gözlenmiştir. Öktem ve ark.(23)’nın yaptık​ları başka bir çalışmada E.coli ve K.pneumoniae suşlarından oluşan 78 suş incelenmiş, dört K.pneumoniae ve bir E.coli suşunda qnrA geni saptanmıştır. Yine aynı araştırmacılar diğer bir çalışmada diz protezi ameliyatı nedeniyle yat​makta olan bir kadın hastanın doku örneğinden izole edilen K.pneumoniae suşunda qnrB geni saptadıklarını bildirmişlerdir(26). Diğer bir çalışmada 971’i Enterobacteria-ceae üyesi, 73’ü non-fermentatif Gram negatif çomak olmak üzere toplam 1044 suşta qnrA, qnrB, qnrS ve qnr-pozitif suşlar arasında aac(6’)- Ib-cr araştırılmıştır(19). Suşların % 44’ü GSBL pozitif, % 22’si GSBL pozitif ve siprofloksasine dirençli, % 33’ü ise siprofloksasine dirençli bulunmuştur. 20 (% 1.9) suş qnr-pozitif bulunur​ken, qnr-pozitif suşlar arasında üç aac(6’)-Ib-cr geninin varlığı saptanmıştır. Dört Enterobacter spp., üç E.coli, bir K.pneumoniae suşunda qnrA, altı K.pneumoniae, iki E.coli suşunda qnrB, iki K.pneumoniae, bir E.coli, bir Enterobacter spp. suşunda qnrS varlığı saptanmıştır. Siproflok-sasine dirençli üç aac(6’)-Ib-cr-pozitif suşun iki​sinin qnrB-pozitif K.pneumoniae, birinin qnrA-pozitif E.coli olduğu belirlenmiştir. qnr geni saptanan 20 suştan, 10’u siprofloksasine dirençli (MİK: >4 μg/mL), 2’si orta duyarlı (MİK: 1-4 μg/mL), 8’i duyarlı (MİK < 1 μg/mL) bulunmuş-tur. qnrS-pozitif bir Enterobacter suşu dışında siprofloksasine dirençli tüm qnr-pozitif suşların TEM, SHV ve CTX-M tipi beta-laktamazlardan en az birini taşıdığı saptanmıştır. Çalışmada CTX-M tipi beta-laktamazların qnr-pozitif suşlar arasında daha sık rastlandığı belirlenmiştir(19). Özgümüş ve ark.(24) Türkiye’nin kuzey-doğu bölgesindeki on nehirden aldıkları su örneklerinden izole ettikleri 183 koliform bakte​ride antibiyotik direnç mekanizmalarını araştı​rırken bir E.coli ve bir K.pneumoniae suşunun transkonjugatlarının nalidiksik asite yüksek düzeyde dirençli (MİK: 128 μg/mL) olduklarını saptamışlardır. Ardından bu suşlarda qnrA, qnrB ve qnrS genlerinin varlığını araştırmışlar ve her iki suşta qnrS geninin bulunduğunu belirlemiş​lerdir. Araştırmacılar nehirler gibi çevresel kay​nakların çoğul dirençli Enterobacteriaceae üyeleri için bir rezervuar rolü oynayabileceğini vurgu​lamışlardır. Qnr gen ailesi alt varyantlarla genişlemekte ve qnrA, qnrB, qnrS ve qnrC genlerinin tüm alt varyantlarının multipleks PCR yöntemiyle tanımlanması güçlük arz etmektedir. Multipleks PCR işlemiyle çalışmamızda da olduğu gibi pozitiflik oranları çok yüksek bulunmuş ve sonrasında tek primer ile pozitif bulunan izolatlar için tekrar PCR yapılmak zorunda kalınmıştır. Tek primerle yapılan PCR ile pozitiflik oranları önemli ölçüde azalmış olup bu izolatlarda qnr varlığı sekanslamayla doğrulanmıştır. Çalışmada çok fazla sayıda izolata yapılan multipleks PCR işleminin zaman, iş yükü ve maliyet açısından çok etkin olmadığı gözlenmiştir. Guillard ve arkadaşları(19) yaptıkları çalışmada, qnrA, qnrB, qnrC, qnrS, qnrD ve qepA genlerini gerçek zamanlı PCR yöntemiyle araştırmışlar ve plazmid aracılı kinolon direncinin tespitinde hızlı bir yöntem tanımlamışlardır.
Çalışmamızda qnr genleri tüm izolatlar içinde %14 oranında tespit edilmiş olup; en yüksek oranda (%0) qnrS geni izole edilmiştir. Dünya genelinde qnrB’nin (21), Avrupa’daki çalışmalarda genellikle qnrS ve qnrB genlerinin baskın olduğu görülmektedir (158) (159). Tayvan’da yapılan altı yıllık bir çalışmada 2035 E. coli ve 1147 K. pneumoniae kan izolatının qnr gen prevalansı sırasıyla %0,6 ve %7,8 olarak rapor edilmiştir (160). Çin’de yapılan diğer bir çalışmada GSBL üreten E. coli ve K. pneumoniae izolatlarında qnrA %3,6, qnrB %2,2 ve qnrS %2,5; toplamda qnr pozitifliği %8,0 olarak bulunmuştur (161). İsrail’de yapılan bir çalışmada  qnr pozitifliği %6,8 olarak  bildirilmiştir (162).  Türkiye'de plazmidik kinolon direnci geni, ilk kez İstanbul'da ve 2005 yılında Nazik ve arkadaşları tarafından bildirilmiştir. Türkiye'de plazmidik kinolon direnci geni, ilk kez İstanbul'da ve 2005 yılında Nazik ve arkadaşları tarafından bildirilmiştir. Bu çalışmada GSBL pozitif 49 suşta qnr geni varlığı araştırılmış, bir  Enterobacter cloacae  ve bir Citrobacter freundii suşunda qnrA geni gösterilmiştir (163). Daha sonra yapılan farklı çalışmalarda Türkiye'nin farklı bölgelerinden plazmidle kodlanan çeşitli [qnrA, qnrB, qnrS, aaa(b)-1b-cr] kinolon direnç genleri bildirilmiştir (164) (165) (166) (167) (168) (169). Buna rağmen ülkemizde halen plazmid aracılı kinolon direnciyle ilgili sınırlı sayıda araştırma bulunmaktadır. Türkiye’de yapılan çalışmalarda en sık qnrB geninin sonra sırasıyla qnrS  ve qnrA geninin bulunduğu gözlenmektedir (170) (171). Çalışmamızda qnrA ,qnrS ve qnrC genleri bulunamamıştır . Bu durumun çalışmaya dahil edilen örnek sayısının az olmasından kaynaklandığı düşünülmüştür
Çalışmamızda, Adnan Menderes Üniversitesi Uygulama ve Araştırma Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Bakteriyoloji Laboratuvarı arşivinde bulunan çeşitli klinik örneklerden elde edilen 176  hastandan 20  adet  Klebsiella pneumoniae kinolon dirençli  ailesine ait qnr genleri araştırılmıştır.Yapılan çalışmalarda qnr genlerinin sıklığının değişkenlik göstermesi, farklı duyarlılık paternine sahip izolatların çalışmalara dahil edilmesi olabilir(7,20). Çalışmamızda kinolon dirençli 20 Adet  K.pneumoniae  izolatlarında qnrA 0 (%0), qnrB 7 (%8) ve qnrS,0 (%0),aac(6’)-lb-cr  17 (%17)  oranında tespit edilmiştir.En fazla tespit edilen gen  qnr, aac(6’)-Ib ve qnrB genidir.Sonuç olara, günümüzde hızla direnç gelişimi birçok antibakteriyel ajan gibi kinolon kullanımını da sınırlamaktadır. Bu nedenle direnç gelişim yollarının tespit edilip, bunlarla ilgili çalışma sayılarının artırılması ve dünya çapındaki  yayılımın belirlenmesi tedavi stratejilerinin geliştirilmesinde yardımcı olacaktır.
Çalışmamızda değerlendirilen toplam 20 adet K.pneumoniae izolatının antibiyotik duyarlılık sonuçları incelendiğinde Ciprofloxcacin %100 , Norfloxcacin %100, Ofloxcacin%100,Levofloxcacin %75 oranında direnç bulunmuştur.
 Literatürde moksifloksasin ve levofloksasin için direnç oranları siprofloksasin ile benzer düzeylerdedir (92, 94, 95). Bizim çalışmamızda saptanan düşük değerin nedeni orta düzeyde duyarlı tespit edilen suşların dirençli olarak sayılmaması olabilir. Ayrıca geniş serilerde çalışılarak daha objektif veriler elde edilebilir.

Kinolonların klinik kullanıma girmesin​den itibaren yaklaşık 40 yıllık süreçteki bilgileri​mizin aksine kinolonlara direncin plazmitle iliş​kili olabildiği qnr genlerinin gösterilmesiyle gündeme gelmiş ve büyük ilgi uyandırmıştır. Böylece, birçok antibiyotik grubunda olduğu gibi kinolonların direncinden sorumlu genlerin de plazmitlerle aktarılabiliyor olması, artan direnç oranları ile bu antibiyotiklerin de yakın zamanda klinikte kullanımını sınırlayacak gibi görünmektedir. Ayrıca bu genleri taşıyan suşla​rın in-vitro olarak kinolonlara duyarlı buluna​bilmesi, böylelikle rutinde kullanılan tekniklerle kolayca saptanamaması, gerek antibiyotik kulla​nım politikalarının gerekse infeksiyon kontrol önlemlerinin alınmasında güçlüklere neden ola​bilecektir. 

H. Nazik ve B. Öngen yukarıda irdelemeye çalıştığımız sınırlı sayıda araştırma bulunmaktadır. Çok merkezli çalış​malarla plazmit aracılı kinolon direnç genlerinin prevalansının takibi, gelecekte kinolon grubu antibiyotiklerin tedavi protokollerindeki yerine ışık tutması açısından önemlidir.
6. SONUÇ VE ÖNERİLER

Adnan Menderes Üniversitesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı bakteriyoloji laboratuvarında 2017 Temmuz-Aralık  tarihleri arasında kinolon direnci tespit edilen 20 Klepsiella Pnemoniae suşunda plazmid aracılı qnrC, qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-Ib ve qepB direnç genlerinin araştırıldığı çalışmamızda;

1. Kinolon türevi antibiyotiklere direnç oranları yüksek bulunmuş olup bu suşlarda GSBL direnci kinolon direncine büyük oranda eşlik etmektedir. Kinolon grubu antibiyotiklerin ampirik tedavide sıkça kullanılması bu yüksek direnç oranlarına yol açmış olabileceğinden, mikrobiyolojik kültür ve antibiyogram analizlerinin önemi ve akılcı antibiyotik kullanımı sıkça gündeme getirilmelidir.

2. En fazla tespit edilen plazmid aracılı direnç geni ülkemizde ve dünyada yapılan çalışmalarla korele olarak, aac(6’)-Ib genidir. Bu gen pozitif tespit edilen suşlardaki anlamlı GSBL pozitifliği, tobramisin  direnci ve ampisilin sulbaktam direnci, bu direnç geninin diğer direnç paternlerine sıklıkla eşlik ettiğini desteklemiştir. Araştırılan suşlarda beta laktamaz direncine sebep olan genlerin de araştırılması daha ileriki çalışmalarda bu konuya ışık tutabilir.

3. Kinolon dirençli suşlardaki yüksek MİK değerleri gen pozitifliğiyle açıklanamamış olup daha fazla direnç geninin araştırıldığı kapsamlı çalışmalarla tüm direnç mekanizmalarının birlikte incelenmesi gerekmektedir.

4. Ülkemizde hala kısıtlı sayıda plazmid aracılı kinolon direnç genlerinin araştırıldığı  çalışma bulunmaktadır.  Daha fazla sayıdaki suşlarla ve daha kapsamlı sürveyans çalışmalarıyla qnr genlerinin prevalansı hakkında güvenilir sonuçlar alınabilir. Kinolon grubu antibiyotiklerin tedavi protokollerindeki yerine ışık tutması açısından önemlidir.

5. Tüm dünyada hızla birçok mekanizmayla gelişmekte olan küresel antibiyotik direnci giderek artan bir tehdit haline gelmiş olup; önümüzdeki yıllarda mikroorganizmalar ve insanlar arasındaki mücadelede önemli bir silah olan kinolon grubu antibiyotiklerin de etkisiz hale gelebileceğini göstermektedir.
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