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Ozet: Bakteriyel direng, tiir gesitliligi ve biyolojik etkilesim dolayisiyla genetik degisimlerin kolayca olusabildi-
gi genetik reaktorlerde ortaya ¢ikar. Son yillarda kinolon direnci ve kalintilari, bu gruptaki antibiyotiklerin yay-
gin kullanimi nedeniyle yogun ilgi toplayan bir alandir. Kinolon direncinin olusmasindan sorumlu olan birkag
mekanizma vardir. Bu genetik mekanizmalar: kinolon direnci belirleyici bolgede meydana gelen gyrd ve ParC
mutasyonlari, gnr ve analoglari tarafindan plazmid aracili direncin kodlanmasi ve bakteri membran proteinleri-
nin sayisini azaltarak diisiik etkili bir direncin olusmasina neden olan mar mutasyonlaridir. Direncin aktarilabilir
niteliginin de olmasi dolayisiyla insan ve hayvan sagligi genetik reaktorlerde kinolon direng etmenlerinin ¢ogal-
masindan olumsuz etkilenir. Ayrica, heniiz somut bir kanit sunulamamis olsa da ¢evrede bulunan kinolon kalinti-
lar1 direncin gelismesine neden olabilir. Direncin insan ve hayvan sagligi lizerindeki istenmeyen etkilerini orta-
dan kaldirmak i¢in koruyucu 6nlemler alinmalidir. Bunun i¢in kinolon direncinin karakterize edilmesi dnemlidir
ve mevcut tedavi protokolleri in vitro farmakodinamik yontemler yardimiyla gelistirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Kinolon, direng, genetik.
Genetic Bases of Quinolone Resistance

Abstract: Bacterial resistance emerges in genetic reactors in which genetic exchange may easily be taken place
due to high bacterial diversity and biological interaction. Quinolone resistance and residues are taking more
attention recently due to the wide use of these compounds. There are several mechanisms which are responsible
for the emergence of quinolone resistance. These genetic mechanisms are mainly gyr4 and ParC mutations on
quinolone resistance determining region, plasmid-mediated quinolone resistance which is encoded by gnr and its
analogues, and mar mutations which may cause low level resistance by decreasing the number of bacterial mem-
brane porins. Human and animal health is adversely affected by increasing the quinolone resistance determinants
in the genetic reactors, since this resistance can be transferred between human and animal. In addition, quinolone
residues in the environment can cause the emergence of resistance due to the selective pressure, even clear re-
sults could not be submitted to support those antibiotic residues play a role for the emergence of bacterial resis-
tance, until recently. In order to eliminate unwanted effects of resistance on human and animal health, some
preventive measures should be taken immediately. For this, characterization of quinolone resistance is important
and in vitro pharmacodynamic models could be used to improve the available treatment protocols.

Key Words: Quinolone, resistance, genetic.

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji A.D., Gériikle Kampiisii, 16059, Bursa.
cengizm@uludag.edu.tr



56
Giris

Enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisinde
Ozenli bir secim yapilmadan antibiyotik kulla-
nilmasi, bakterilerin direng kazanmasina neden
olabilir. Son yillarda 6nemli bir halk sagligi
sorununa doniisen direng, Avrupa ve Amerika
Birlesik Devletleri’nde antimikrobiyal direng
izleme programlari (European Antimicrobial
Surveillance  System: EARSS, National
Antimicrobial Resistance Monitoring System:
NARMS) sayesinde izlenebilmektedir™.

Direng, yiiksek biyolojik iliski ve bakte-
riyel tiir gesitliligi nedeniyle genetik degisimle-
rin stk meydana geldigi alanlarda olusur. Bu
alanlar dort ana birime ayrilir ve genetik reaktdr
olarak adlandirilir. Genetik reaktorlerin ilki (I)
insan ve hayvan mikrobiyal toplulugu tarafin-
dan olusturulur ve antibiyotige duyarlt 500’den
fazla bakteri tiiriinii icerir. Ikinci reaktdr (II),
uzun stireli tedavilerin uygulandig1 hastane ve
hayvan yagsam alanlar1 ile bakteri temasina ma-
ruz kalan duyarli bireylerin bulundugu diger
alanlar1 kapsar. Ugiincii reaktor (III), atik su,
bakterilerin genetik olarak etkilesebilecekleri
hayvansal giibre depolari, aritma iiniteleri veya
tuvalet kompostlar1 gibi ikincil reaktorlerden
koken alan biyolojik herhangi bir kalintidir.
Dordiincii reaktor (IV) ise ¢evredeki organizma-
larla etkilesebilen ve diger reaktorlerden gelen
bakterileri iceren toprak, yiizey ve zemin sulari-
dir’.

Insan ve hayvanlarda, antimikrobiyal
ajanlari koruyucu veya tedavi amaciyla kulla-
nilmasi, bakteriler {izerinde segici bir etki olus-
turarak direncin gelismesini saglar. Bu kapsam-
da, tip hekimliginde yaygin bir sekilde kinolon
grubu antibiyotiklerin kullanilmas1 direng baki-
mindan bir risk faktoriidiir. Bu riskin 6nemli bir
belirteci, daha once florokinolon tedavisi uygu-
lanmamis bireylerden direngli gram negatif
bakteri izole edilmesidir. Veteriner hekimligin-
de antimikrobiyal ilaglarin yaygin bir sekilde
kullanilmasi direncin gelismesi i¢in etkili diger
bir faktordiir. Bunun belirteci ise, ayni cografik
bolgede yasayan insan ve hayvanlardan yiiksek
genetik benzerlige sahip direngli Escherichia
coli suslarinin izole edilmesidir”*®.

Kinolonlar, genis etki spektrumlar1 nede-
niyle tip ve veteriner hekimligi alaninda yaygin
bir sekilde kullanilan  sentetik  yapili
antimikrobiyal ajanlardir ve biyoyararlanim ile
etki 6zelliklerine gore dort farkl kusaga ayrilir.
Birinci kusakta, nalidiksik asit, oksolinik asit ve
sinoksasin; ikinci kusakta florokinolon olarak

nitelendirilen, siprofloksasin, enrofloksasin,
marbofloksasin, danofloksasin, difloksasin,
norfloksasin ve enoksasin; iiciincii kusakta
orbifloksasin, levofloksasin, sparfloksasin ve
grepafloksasin; dordiincii  kusakta  ise
travofloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin,
gemifloksasin ve sitafloksasin yer alir. Veteriner
hekimliginde kullanilan baslica florokinolonlar,

enrofloksasin, danofloksasin ve sarofloksasin-
dip! 1121524

Hayvan intestinal florasi, bakteri ¢esitlili-
gi ve yogunlugu nedeniyle direncin gelismesi
icin ideal bir ortamdir. Ciftlik hayvanlarinda
enrofloksasin kullanilmasi zoonoz bakterilerde
siprofloksasin duyarsizlagmasina neden olabilir.
Direngli bakteriler hayvansal besinler araciligiy-
la insanlara gecebilir ve boylece bu bakterilerin
olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde
siprofloksasinin etkinligi azalabilir”'*>. Hayvan
tirlerine gore degismekle birlikte florokinolon
direncinin yayginligi %5 ile %75 arasinda de-

gismektedir' "’

Direng, tip ve veteriner hekimligi alanin-
da yaygin bir sekilde antimikrobiyal ilag kulla-
nilmas1 sonucu geligebildigi gibi, antimikrobiyal
ilag kirliligine bagl olarak ¢evrede de gelisebilir
ve yayginlasabilir. Antimikrobiyal ila¢ kirliligi
sonucu direng, ilk li¢ giin iginde %85 oraninda
artar ve yaklasik dort ay varligimi siirdiirebilir.
Cevresel direng siirecini belirleyen faktorler
ortamdaki besin maddesi miktar ile bazi fizik-
sel (pH ve nem gibi) parametrelerdir™~>">’,

Hastane veya hayvansal {iretim atiklarinin
antibiyotik kalintis1 ile diren¢ etmeni igermesi
halinde insan ve hayvan sagligi ile g¢evrenin
mikrobiyal yapisi olumsuz etkilenir'®. Direngli
bakterilerin ¢evreye ulasmasini saglayan en
onemli kaynak hayvan giibresidir. Hayvan giib-
resi insan saglig i¢in risk olusturan Salmonella
sp., E. coli 0157, Campylobacter jejuni,
Yersinia  enterocolitica  ve  Clostridium
perferinges gibi 6nemli bazi bakterileri igerir.
Cevrede en yaygin bulunan bakteriler
Salmonella ve Enterobacteriaceae ailesinin
iiyeleridir®’.

Kinolon direnci, 2000’li yillarin bagindan
itibaren ilag kullanimina bagli olarak yaygin-
lasmaya baslamustir'"**. Daha genis etki spekt-
rumlu florokinolon grubu yeni kusak ilaglarin
kullanilmaya baslanmasi ve kullanilmakta olan
ilaglarin etkinliginin yeniden degerlendirilmesi
gerekliligi kinolonlara kars1 ilginin artmasina
neden olmustur. Bu makalede, son yapilan ¢a-
lismalarin sonuglarini da igerecek sekilde gii-
niimiizde 6nemli bir soruna doniisen ve {izerinde



birgok aragtirmanin yiiriitiildiigii kinolon diren-
cinin mekanizmalarim1 sunmak amaclanmstir.
Bu mekanizmalar, kromozomal veya aktarilabi-
lir niteligine gore farkli bagliklar altinda agik-
lanmustir.

Kinolon Hedef Enzim Bolgelerinin
Yapisal Degisimi

Kinolonlarin hedef bolgesi DNA giraz ve
topoizomeraz IV enzimleridir. Bu enzimleri
kodlayan bolgede meydana gelen mutasyonlar
direncin olugmasindan sorumludur. DNA giraz,
gyrd ve gyrB alt birimlerine sahip tetramerik bir
enzimdir. Bu enzim, gyrA4 alt birimi araciliiyla
DNA molekiiliiniin fosfat gruplart ile kovalent
bag meydana getirir. Benzer sekilde iki alt bi-
rimden (ParC ve ParE) meydana gelen
topoizomeraz IV de tetramerik bir enzimdir.
Topoizomeraz IV, florokinolonlarin gram pozi-
tif bakterilerde birincil, gram negatif bakteriler-
de ise ikincil hedef bolgesidir. Gatifloksasin,
moksifloksasin ve trovafloksasin gibi yeni ku-
sak florokinolonlar ikili olarak baglandiklarin-
dan hem DNA giraz hem de topoizomeraz IV
enzimini es zamanli olarak inhibe eder. Boylece
florokinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz

IV’in  olusturdugu kirilmalar1  durdurarak
DNA ’nin sentezlenmesini baskilar®”*".
DNA giraz

Florokinolon direncine aracilik eden mu-
tasyonlarin biiylik ¢cogunlugu kinolon direncini
belirleyici  bolge  (Quinolone  Resistance
Determining Region: QRDR) olarak tanimlanan
gyrA ve gyrB birimlerinde meydana gelir. Mu-
tasyon lokalizasyonu siklikla gyr4 biriminde
Ala 67-Gln 106, gyrB biriminde ise Asp 426-
Lys 447 bolgesi amino asitleridir. Mutasyonun
sik goriildiigii bu amino asitler, DNA girazin
aktif bolgesine yakin olarak konumlanmig 83 ve
87 numarali kodonlara karsilik gelir. Mutasyon
sonucu florokinolonlarin baglandig: aktif bolge-
lerin yapis1 degisir ve buna bagl olarak direng
gelisir®"'2,

GyrA biriminde meydana gelen bir mu-
tasyon E. coli’de nalidiksik aside kars1 yiiksek
etkili bir dirence neden olurken, asamal1 olarak
gyrA ve/veya topoizomeraz [V bdlgesinde mey-
dana  gelen ilave  mutasyonlar  diger
florokinolonlara karsi yiiksek etkili bir direng
olusturur. 83. Kodonda meydana gelen niikleo-
tid degisimi laboratuar ve klinik olarak en yay-
gin karsilasilan gyr4 mutasyonudur. E. coli
izolatlarmin  nalidiksik  asit ve  diger
florokinolonlara kars1 sergiledigi yiiksek etkili
diren¢ bu kodonda serin amino asidinin 16sinle
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yer degistirmesinin bir sonucudur. Buna yanin-
da Asp 87 kodonunda meydana gelen ilave bir
mutasyon direncin etkisini artirir. Ser 83
kodonunda meydana gelen bir mutasyon, Asp
87 kodonunda meydana gelen mutasyondan
daha etkili bir direng olusturur. Bu durum yiik-
sek etkili florokinolon direncinde Ser 83 mutas-
yonuna daha sik rastlanmasimin nedenini agik-
lar. GyrA biriminin daha nadir rastlanan mutas-
yonlar1 Ala 67, Gly 81, Ala 84, Gln 106’dir. Bu
mutasyonlar sadece in vitro mutant suslarda
goriilebilir. QRDR dis1 mutasyonlar Ala 196 nin
glutaminle ve Ala 51’in valinle yer degistirmesi
seklindedir. Genel olarak gyr4 birimi mutasyon-
lar1 gyrB birimi mutasyonlarindan daha yaygin-
dir® 728

Topoizomeraz IV

Topoizomeraz 1V, DNA giraz kadar
kinolonlara  karsi  duyarli  olmadigindan
florokinolonlarin gram negatif bakterilerde ikin-
cil hedef bolgesidir. ParC ve ParE birimlerinde-
ki mutasyonlar sikliklar gyrA4 birimi mutasyon-
lar1 ile birlikte meydana gelir. Bu nedenle ParC
biriminde meydana gelen bir mutasyon tek ba-
sina bakterinin florokinolon duyarliligimi degis-
tirmez. Buna ragmen, ParC ve ParE birimlerin-
deki mutasyonlar yiiksek etkili direncin olugsma-
s1 bakimindan 6nemlidir®,

E. coli i¢in minimum inhibe edici kon-
santrasyonun (MIK) > 1 mg/L oldugu durumda
ParC birimi (Ser 80 ve Glu 84) mutasyonu olu-
sur. 80. Kodonda serin izoldsinle, 84. kodonda
ise glutamik asit glisin, lizin veya valinle yer
degistirir’. ParE birimindeki mutasyonlar bakte-
ri duyarliliginda herhangi bir degisim olustur-
madigindan, florokinolon direnci ile iliskilendi-
rilmez®’.

E. coli izolatlarinda gyrA4 biriminin 83 ve
87 numarali kodonlarinda es zamanli mutasyon
goriilme olasilig1 yaklasik % 60, ParC biriminin
80 ve 84 numarali kodonlarinda es zamanl mu-
tasyon goriilme olasihigi yaklasik % 10°dur'®.
Direngli hicbir klinik izolatta ne gyrd4 ne de
ParC biriminde tek basina bir mutasyon meyda-
na gelmez™®.

Aktarilabilir Kinolon Direnci

Ilk olarak 1998 yilinda Klebsiella
pneumoniae’da varligi bildirilen aktarilabilir
kinolon direncinden pMG252 plazmidi iizerinde
yer alan gnr geni sorumludur'®. Onr, 218 amino
asitten olusan penta peptid yapili bir proteindir
ve E. coli’de DNA girazi florokinolonlarin etki-
sinden korur. Bu genin analoglar1 gnrA, gnrB,
gnrC, gnrD ve gnrS’dir’*.
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Onr geni, diisiik etkili bir kinolon direnci
kodlayicisi oldugundan bu gene sahip bakteri
suslar1 fenotipik olarak direng gdstermeyebilir.
Bu durum klinik olarak gnr geni tasiyicisi olan
bakteri suslarini tespit etmeyi giiglestirir’.

pMG252, bakterilerin ampisilin,
kloramfenikol, nalidiksik asit ve tetrasiklin gibi
bircok antibiyotige karsi direng goOstermesini
saglayan bir plazmiddir. Bu plazmid, dis
membran proteinlerinin sayisini, kinolonlarin
hiicre i¢i birikimi ve etkinligini degistirmeyip,
gyrA birimindeki mutasyonlarin etki potansiye-
lini artirir®®. pMG252, konjugasyon yoluyla gnr
geninin diger bakterilere aktarilmasini ve diisiik
etkili bir bakteri direncinin olugsmasini saglar.
Bu durum kromozomal mutasyon igin firsat
yaratir. Erken asamada meydana gelen
kromozomal mutasyon MIK’da dnemli bir arti-
sa neden olmasa da, bakterinin canli kalma san-
sii artirir ve sonraki siiregte daha etkili bir di-
rencin gelismesi kolaylasir™?’. Hayvanlardan
izole edilen bakterilerde gnr geninin yayginligi
% 6, florokinolonlara direngli suglarin yayginli-
81 %95’¢e ulasabilmektedir ve MIK yaklasik 512
mg/L olarak bildirilmistir®’.

Onr geni diginda, aktarilabilir nitelikteki
kinolon direncinden sorumlu olan
aminoglikozid asetiltransferaz geni [aac(6°)-1b]
tobramisin, amikasin ve kanamisine; bu genin
aac(6’)-Ib-cr varyantt ise siprofloksasin ve
norfloksasine karsi direnci kodlar. aac(6’)-1b-cr
cografik olarak yaygindir ve wuzun siire
stabilitesini korur®. Aktarilabilir direngten so-
rumlu olan diger bir etmen de gepA genidir ve
buzggen bir geri ¢ikartim pompast kodlayicisi-
dir”.

Coklu Antibiyotik Direnci

Cesitli nedenlerle bakterinin kromozom-
larinda yerlesik mar geninin aktivasyonu birgok
ilaca kars1 direncin (Multiple Drug Resistance:
MDR) olugmasina neden olur. Temel varsayim
genetik rekombinasyon ve mutasyona baglh
olarak direncin olustugu ve dogal se¢cim sonucu
yayginlagtigidir. Bu asamadan sonra direng
sayisal olarak ¢ogalir ve bakteriler araciligiyla
insan ve hayvanlara aktarilir'***,

Florokionolon direnci, DNA giraz ve
topoizomeraz IV mutasyonlarinin yani sira
membran proteinlerinin yapisal degisimine bagh
olarak ilacin hiicre i¢i birikiminin azaltilmasi
sonucu da gelisebilir''***. Bu yapisal degisime
mar bolgesi aracilik eder. Mar bolgesi, operator
bir birim olan marO bolgesi ilizerinde ayr1 ko-
numlanmis iki alt birimden (marC ve marRAB)

olusur. MarC 221 amino asitten olusan, fonksi-
yonu bilinmeyen ve transkripsiyonel bir birim
tarafindan kodlanan bir i¢ membran proteinidir.
Diger transkripsiyonel birim olan marRAB, 144
amino asitten olusan represor marR, 127 amino
asitten olusan transkripsiyonel aktivator marAd
ve 72 amino asitten olusan marB’yi temsil
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eder™.

MarR, marRAB ekspresyonunu negatif
yonde diizenlemek i¢in marO operator bdlgesi-
ne baglanir. MarO iki ana mekanizma ile
marRAB  ekspresyonu olusturur.  Birincisi,
represOr bolgenin inaktivasyonuna neden olan
marR bdlgesinin mutasyonudur. Ikinci meka-
nizma, bakterinin marR represyonunu azaltan
yapisal olarak birbirinden farkli bilesiklere ma-
ruz kalmasidir. MarR represyonunun azalmasi
marRAB bdlgesi aktivasyonuna neden olur®'.

MarA, altmistan fazla kromozomal genin

ekspresyonunu  degistiren ve tetrasiklin,
kloramfenikol, ampisilin, nalidiksik asit,
siprofloksasin, norfloksasin, puromisin,

rifampisin ve bazi dezenfektanlara karsi direng
gelisiminden sorumlu olan bolgedir"****'. Mar
ekspresyonu antibiyotiklerin etkinligini azalta-
rak bakterisid etkinin bakteriostatik etkiye do-
nﬁsnrzllesine neden olur ve MIK yaklasik {i¢ kat
artar™ .

MIK’un yiikselmesi E. coli gibi yiiksek
dis membran gecirgenligine sahip bakterilerde
tedavi bakimindan anlamli olmayabilir. Ancak,
bu durum ila¢ hedef bolgelerinde bir mutasyon
olusuncaya veya plazmid transferine bagh bir
direng gelisinceye kadar bakterinin canli kalma-
s saglar®'®. Nitekim florokinolon igeren bir
besi yerinde klinik olarak duyarlhi bir E. coli
susunun pasajlanmasi sonucu Oncelikle gyr4
mutasyonu, ardindan marA ve/veya soxS eks-
presyonunu artiran mar tipi mutantlar olustugu;
ilk asamada siprofloksasin igin MIK 0.06-0.5
mg/L iken gyr4 ve mar mutasyonu sonucu bu
degerin 0.5-32 mg/L’ye yiikseldigi bildirilmis-
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tir.

E. coli ve Salmonella tyhimurium’da di-
reng primer olarak acrAB-tolC ¢oklu ilag siste-
minin sentezinin artmasi sonucu olusur. AcrB,
bir i¢ membran proteinidir ve bir dig membran
kanal1 olan 70/C araciliiyla ilaglarin hiicre digi-
na ¢ikartilmasindan sorumludur. AcrB ve tolC,
bir membran baglayici proteini olan acr4 saye-
sinde birbirine baglanir'”. E. coli’de acrAB-tolC
proteinleri ile bu proteinlerin Pseudomonas
aeruginosa’daki homologu olan mexAB-oprM
proteinleri ¢ok sayida ilacin hiicre disina ¢ikar-
tilmasin saglar. AcrAB-tolC ve mexAB-oprM



Neisseria  gonorrhoeae  ve  Haemophilus
influenzae gibi gram negatif bakterilerde yaygin
olarak bulunur. AcrAB primer olarak marA ve
marA’nin homologu olan soxS ve robA protein-
leri tarafindan kontrol edilir. Hiicresel geri ¢i-
kartim aktivitesi arcAB fonksiyonel biriminin
trankripsiyonuna  bagli  olarak artar ve
marA/soxS komplementer RNA (micF) tiretimi-
ni artirarak dis membran proteini (OmpF) sente-
zini azaltir. Her iki mekanizma sinerjik bir etki
meydana getirir. E. coli’de acrAB iiretimi marA
diizenleyici biriminin yiliksek miktarda iiretilme-
si veya marR represOr bolgesinde meydana ge-

len mutasyon sonucu artar™'®,

Mar fenotipine ¢evrede daha sik rastlanir.
Bunun nedeni ¢evre sicakligimin (30°C) viicut-
takinden (37°C) daha diisiik olmas1 ve mar bol-
gesinin diisiik sicaklia daha kolay uyum sagla-
yabilmesidir".

Sonug¢

Kinolon direnci, baslica QRDR ve mar
bolgesinde kromozomal mutasyon veya gnr
geni ile bu genin analoglarinin bagka bakterilere
aktarilmasi sonucu olusur. Kinolon direncinin
olusmasi ve aktarabilmesi enfeksiyon hastalikla-
rmin tedavisini giiglestirebilir. Insan ve hayvan
sagligmmi korumaya yonelik ¢éziim Onerilerinin
iiretilebilmesi direncin dogru bir sekilde karak-
terize edilmesine baglidir. Dogru doz ve tedavi
stiresinin secimini kapsayan akilct
antimikrobiyal kullanimi direncin olugmasini ve
hijyen sartlarinin saglanmasi ise direncin yayil-
masini Onleyebilir. Ayrica, iizerinde heniiz tam
uzlasi saglanamayan ve Avrupa Birligi normla-
rina gore antimikrobiyal risk degerlendirmesi
icin esik deger olarak kabul edilen 0.100 mg kg~
! ve buna yakin degerler farkli gevre matrisle-
rinde diren¢ bakimindan test edilebilir. Bu alan-
da yapilacak arastirmalarin sonuglarina gore ise
risk degerlendirmesi icin yeni bir esik deger
belirlenebilir. Ayrica, farkli mekanizmalarla
olusmus her tip kinolon direnci igin in vitro
farmakodinamik yontemler kullanilarak daha
etkin bir antimikrobiyal tedavi gelistirilebilir.
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