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OZET

IDRAR KULTURLERINDEN iZOLE EDILEN ESCHERICHIA COLI SUSLARINDA P
FIMBRIA VARLIGI VE ANTiBAKTERIYELLERE KARSI DUYARLILIKLARININ
INCELENMESI

Inegol Payko¢ E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2016.

Uriner sistem enfeksiyonlarindan (USE) siklikla izole edilen patojenler arasinda yer alan
Escherichia coli’nin en 6nemli virulans faktorlerinden birisi piyelonefrit ile iliskili fimbria (pap)
olan P fimbrialardir. Bu ¢alismada; USE’li hasta idrarlarindan E. coli’nin izolasyonu, izolatlarin
antibiyotik direngliliklerinin, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimlerinin ve P
fimbria varliklarinin incelenmesi amaclandi. Calismada materyal olarak idrar 6rneklerinden bir
yil boyunca izole edilen 133 E. coli kullanildi. Bakterilerin izolasyonlar1 konvansiyonel
yontemlerle yapildiktan sonra, identifikasyonlar1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
dogrulandi. Fenotipik olarak 7 antimikrobiyal aileye ait 20 antibiyotige karsi direng profilleri
disk difiizyon yontemi (DDT) ile, GSBL enzim varlig: ise ¢ift disk sinerji testi (CDST) ile
arastirildi. Genotipik olarak GSBL genlerinin (blaTEM, blaCTX, blaOXA, blaSHV) ve P
fimbria genlerinin (papA, papG) varligi incelendi. Ki Kare testi; i. GSBL {ireten ve iiretmeyen ii)
papA ve papG tastyan ve tagimayan izolatlarda antibiyotik duyarlilik ve direnglilik durumlar
arasindaki 1iligki karsilastirmak i¢in kullanildi. DDT sonucunda izolatlarin %350.30’{iniin
siprofloksasine, %42.10’inin trimetoprim sulfametaksazole, %13.55’inin sefazoline direngli
olduklar1 belirlenirken, kullanilan diger 17 antibiyotige kars1 direng oranlarinin %0.75 ile %9.80
arasinda degistigi tespit edildi. Izolatlarin %49.7’si fenotipik, %59.4’ii genotipik olarak GSBL
pozitif oldugu belirlendi. Izolatlarda bIaTEM %32.3, blaCTX %31.6, blaOXA %?21.0, blaSHV
%2.3 oraninda saptandi. izolatlarin %27.0’sinde toplam 51 pap geni (%12.0 papA, %26.3
papG) belirlendi. Ki Kare testi neticesinde i) GSBL iireten ve iiretmeyen izolatlarda
siprofloksasin ve trimetoprim-siilfametaksazol antibiyotikleri acisindan ii) siprofloksasin direnci
ile papG varlig1 agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptandi. Bundan sonraki
caligmalarda, USE’larindan izole edilen GSBL pozitif E. coli’lerin plazmitleri arastirilip, bu

plazmitlerin GSBL iiretimine katkilar1 incelenebilir.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF P FIMBRIAE PRESENCE IN ESCHERICHIA COLI
STRAINS ISOLATED FROM URINE SAMPLES AND THEIR ANTIBACTERIAL
RESISTANCE

Inegol Payko¢ E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2016.

The most important virulence factor of Escherichia coli that it’s commonly isolated from
urinary tract infections (UTI) is pyelonephritis associated P fimbriae (pap). In this study,
after the isolation of E. coli from patients with UTI, the investigation of the presence of P
fimbriae, extended spectrum B-lactamase (ESBL) enzymes, and antimicrobial resistance of
isolates were aimed. The material of the study was consisted of 133 E. coli strains isolated
from urine samples in a one year period. After the isolation of microorganisms with
conventional methods, identification was performed with polymerase chain reaction
(PCR). The presence of ESBL enzyme and antibiotic resistance profiles to 20 antibiotics as
which phenotypically belong to 7 antimicrobial families were investigated with disc
diffusion test (DDT) and double disc synergy test (DDST), respectively. The presence of
ESBL genes (blaTEM, blaCTX, blaOXA, blaSHV) and P fimbriae genes (papA, papQG)
were also investigated. Chi-square test was used to compare the antibiotic resistance and
sensitivities of 1) ESBL producing and non-producing and ii) papA and papG bearing and
non-bearing isolates. It was determined that 50.30%, 41.90% and 13.80% of isolates were
resistant to ciprofloxacine, trimethoprime sulphamethoxazole, cefazoline, respectively,
while antibiotic resistances for other 17 antibiotics varying between 0.75% and 9.80%
according to DDT. It was determined that 49.7% of isolates were found as ESBL positive
as phenotypically, while 59.4% were genetically positive. The percentages of genes
detected with PCR were 32.3%, 31.6%, 21.0%, 2.3% for blaTEM, blaCTX, blaOXA,
blaSHV, respectively. A total of 51 pap genes (12.0% papA, 26.3% papG) were detected
in the 27.0% of total isolates. The statistically significance was found between 1)ESBL
producing and  non-producing isolates  for  ciprofloxacine, trimethoprime
sulphamethoxazole ii) between ciprofloxacin resistance and the presence of papG in Chi-

square test. Further studies should be designed to investigate the plasmids of ESBL
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positive E. coli stains isolated from UTI and whether plasmids are responsible for ESBL
production.

Keywords: E. coli, p fimbriae, antimicrobial resistance, extended spectrum B-lactamase
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1. GIRIS

Escherichia coli giiniimiizde toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli
etkenleri arasinda iist siralarda yer almaktadir. Idrar yolu enfeksiyonlaria (IYE) neden
olan E. coli’ler, iiropatojenik E. coli (UPEC) olarak adlandirilirlar. E. coli’nin yaygin
enfeksiyon etkeni olarak izole edilmesinin dnemli nedenleri arasinda normal flora bakterisi
olmasi, virulans faktorler sayisinin fazlalig1 ve antibiyotiklere karsi kolay ve hizli direng
gelistirebilme yetenegi gelmektedir (Ak¢am ve ark, 2004).

Antibakteriyel direng, tip diinyasinin kars1 karsiya oldugu ve her gecen giin daha da
onem kazanan sorunlarindandir. E. coli’nin 6nemli beta laktamaz enzim {ireticilerinden
birisi oldugu bilinmektedir. Beta-laktamaz enzimini {ireten bakteriler, beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek etkisizlestiren ciddi bir diren¢ mekanizmasina sahiptir.
Bagta penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler gibi pek ¢ok
antibiyotik  beta-laktamaz enzimleri tarafindan hidroliz edilerek etkisiz hale
doniistiiriilmektedir. En az 350 farkli beta-laktamaz enzimi tanimlanmistir ve en 6nemli
enzim gruplar1 plazmitle kodlanan sefalosporinaz, metallo-beta-laktamaz ve genislemis
spektrumlu betalaktamaz (GSBL)’lardir (Ak¢cam ve ark, 2004). GSBL’ler, genellikle Gram
negatif comak sekilli bakterilerde bulunan, genis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama
kars1 direngten sorumlu olan enzimlerdir (Demir, 2006). ilk olarak 1983’de Avrupa’da
Klebsiella pneumoniae izolatlarinda bildirilen bu enzimler, daha sonra Enterobacteriaceae
ailesinin diger iyelerinde de gosterilmistir (Hosgor ve ark, 1998). GSBL’ler ¢ogunlukla
TEM ve SHV tiirevi enzimler; bazi oksasilini hidroliz eden (OXA) enzimler ve CTX-M
tipi beta-laktamaz enzimleridir (Seid ve Asrad, 2005).

Ozellikle E. coli’ler basta olmak iizere, GSBL iiretiminin siiratle diger patojen
bakterilere de yayilmasi coklu antibakteriyel direncle miicadeleyi daha da zor hale
getirmistir. GSBL iireten bakterilerin enfeksiyon olusturma olasiligi; hastanede yatisin
uzamasi, yogun bakim, invaziv girisimler ve gereksiz genislemis spektrumlu betalaktam
antibiyotik  kullanimi1 gibi birtakim etmenlerle artmaktadir. GSBL’nin hastane
enfeksiyonlar: arasindaki orani giderek artmakta ve genellikle ¢oklu ila¢ direncine sahip
olduklarindan tedavileri daha da zorlasmaktadir (Demir, 2006).

Mikroorganizmalarin hastalik yapma yetenekleri virulans faktorlerine sahip

olmalar ile iligkilidir. UPEC suslarinin bilinen en 6nemli virulans faktoérlerinin basinda



tiroepitel hiicrelere yapisma yetenegi yani adezyon Ozellikleri gelir. Bakterinin tiiriner
sisteme girdikten sonra, adezyonunu saglamada piyelonefrit ile iliskili fimbria (pap) olan P
fimbrianin en 6nemli faktér oldugu anlasilmistir. P fimbria, P kan grubu antijenlerini
reseptOr olarak tanir (Demir, 2006).

Fimbrialar bakterinin hiicre duvarinda bulunan, protein yapisinda, konak epitel
hiicrelerdeki glikoprotein ve glikolipitlere baglanan sa¢ benzeri yapilardir. UPEC
suslarinda bulunan P fimbrialar, bugun bilinen en 6nemli virulans faktorlerinin basinda
gelir ozellikle pyelonefrit ve sistit vakalar ile iliskili olup Gal-Gal reseptorleri ile iiriner
sistem epitelyumuna baglanirlar. P fimbria biiyiikk bir subiinit olup papA ve ist iiriner
sistemde adezyondan sorumlu gen olan papG en Onemli subiinitlerindendir. papG
baglanmadan sorumludur (Johanson ve ark, 2003; Ruhi ve ark, 2010).

UPEC’lerde antibiyotik duyarlilig: ile ilgili diinyada ve iilkemizde bir¢ok ¢aligma
yapilmistir. Ancak her gecen yil direng profili kullanilan ilaglara bagli olarak hizla
degismektedir. Bu nedenle her iilke kendi siirveyans sistemini ortaya koymak zorunda
kalmaktadir. Antimikrobiyallere kars1 direnc sadece lilke bazinda degil, bolge, sehir hatta
hastane diizeyinde ele alinmasi gereken bir konudur. Yapilan literatiir ¢alismasinda son
yillarda, Aydin yoresinde iiriner sistem enfeksiyonu (USE) bulunan hasta idrarlarindan
izole edilen E. coli’lerde P fimbria varhgi, izolatlarin antibiyotik duyarhliklart ve
genislemis spektrumlu B-laktamaz enzim varliklarinin hem fenotipik hem de genotipik
yontemlerle birlikte degerlendirildigi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu nedenle,
calismamizda; USE bulunan hastalarin idrarlarinda E. coli’lerin konvansiyonel yontemler
kullanilarak izolasyonu, izolatlarin disk difiizyon testi (DDT) ile antibiyotik direnglerinin,
cift disk sinerji testi (CDST) ile GSBL enzimlerinin belirlenmesi; ayrica polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile genotipik olarak GSBL enzim genlerinin (blaTEM, blaCTX,
blaOXA, blaSHV) ve P fimbria genlerinin (papA, papG) varliginin incelenmesi
amaglandi. Boylece yoremizde E. coli nedenli {iriner sistem enfeksiyonlarinda antibiyotik
direng profillerinin belirlenerek ampirik tedavilerin daha saglikli yapilabilmesine katki

saglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

E. coli, ilk kez 1885’de Theodor Escherich tarafindan bebek diskisindan izole
edilmistir. 1919 da Castellani ve Chalmer tarafindan Escherichia cins ismi Onerilene kadar
Bacterium coli commune ismi sonra Escherichia coli olarak degismistir (Unat, 1986). E.
coli suslarinin ¢cogunlugu patojen olmayan ve kommensal bakteriler olarak bilinmektedir.
1940’11 ve daha sonra 1950’11 yillarda insanda hastalik yapan patojen bir E. coli ilk kez ilk
kez bir E. coli susu izole edilmistir (Chen ve Frankel, 2005).

E. coli iki O6nemli gruba ayrilir: Kommensal ve Patojenik. Gastrointestinal
hastaliklarin bulastirilmasindan sorumlu olan patojenik grup da iki alt grupta incelenir:
Ekstraintestinal Patojenik (EXPEC) ve Diyarejenik E. coli (DEC). EXPEC alt1 alt patotipe
ayrilmistir: Uropatojenik E. coli (UPEC), yenidogan menejiti ile ilgili E. coli (NMEC),
kanath patojenik E. coli (APEC), sepsisle ilgili patojenik E. coli (SePEC), meme patojenik
E. coli (MPEC) ve endometrial patojenik E. coli E. coli (EnPEC). DEC’nin sekiz alt
patotipi bulunmaktadir: Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enterotoksijenik E. coli (ETEC),
Enterohemorajik E. coli (EHEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Diffuzaderant E. coli
(DAEC) ve Enteroagregatif E. coli (EAEC). Son yillarda iki yeni alt patotip varlii
bildirilmistir: Aderantinvaziv E. coli (AIEC) ve Shigatoksijenik Enteroagregatif E. coli
(STEAEC) (Clements ve ark. 2012) (Sekil 1).

ExPEC il

[ ] H MPEC

Patojenik E. coli Komtiensal E eoli Patojenik E. coli 1 EPEC

DEC A

L DAEC

lﬁ l— L EAEC
b | HSTEAEC
a — U AlEC

Sekil 1. a) E. coli gruplar ve iliski patotipleri b) Patojenik E. coli’lerin patotip ve alttipleri



Insanlarda hastaliga neden olan ExPEC’lerin zoonotik potansiyellerinin
incelenmesi sonucunda, insanlardan izole edilen suslarin, kolibasillozisli tavuklar1 enfekte
edebilecegi gosterilmistir (Tivendale ve ark, 1997). Baska bir calisma da insanlarda
hastaliga neden olan UPEC ve kanatlilarda kolibasillozisden izole edilen APEC’lerin ayni
virulans genlerine sahip olduklarini géstermistir (Zhao ve ark, 2009b). Son yillarda yapilan
bir ¢aligmada tavuk bagirsak ve etlerinden izole edilmis olan filogenetik grup B2’ye ait
olan E. coli’lerin insanlarda iiriner sistem enfeksiyonlarinda (USE) klinik belirtilere neden
olabilecegi bildirilmistir. Buna ilaveten, farkli kaynaklardan (insan USE, kanath eti,
saglikli kanatli) izole edilmis olan B2 filogenetik grubuna dahil olan E. coli’lerin yiiksek
virulans profiline sahip olduklar1 bildirilmektedir (Jacobsen ve ark, 2012). APEC
plazmidleri diger EXPEC suslar i¢in virulans genlerinin kaynag: olabilir (Johnson ve ark,
2012). UPEC ve APEC izolatlarinda yaygin olark goriilen virulans genleri APEC’lerin
biiyiik ve aktarilabilen plazmidleri ile ilgilidir (Rodriguez-Siek ve ark, 2005). ExPEC’lerin
zoonotik risklerinin tasidiklar1 bu biiyiikk plazmidlerle ilgili olduguna inanilmaktadir

(Johnson ve ark, 2012).

2.1. Uriner Sistem Enfeksiyon Etkeni E. coli

Idrar yolu enfeksiyonlarma neden olan E. coli, iiropatojenik E. coli olarak
adlandirilir. UPEC toplumun % 70-95’inde 1YE’ye neden olurken hastane enfeksiyon
vakalarinin % 50’sinden sorumlu oldugu bildirilmektedir. Bu patotip sistitis, piyelonefritis,
bakteriiiri gibi 6énemli USE sorunlar ile ilgilidir. Gebe kadinlar, yaghlar, yenidoganlar,
diyabetli multiple sclerosis veya {iriner kateterli ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisiler
risk altindadir (Foxman, 2002). Bakteri konak dokularina yapistiktan sonra, epitelde
kolonize olur, immun sistem savunma mekanizmalarindan kagarak doku hasari olusurur. E.
coli konak doku iiroepitelyumuna tip fimbrialardan olan fimbrial adezin FimH
yapismaktadir (Gunther ve ark, 2002). Adezyondan sonra hemolizin, aerobaktin, serum
direnci ve kapsiil olusumu gergeklesir. Uropatojenik bir sus bagirsakta bulundugunda idrar
yolu enfeksiyonu gelisebilir (Kaper ve ark, 2004). E. coli’nin yaygin enfeksiyon etkeni
olarak izole edilmesinin dnemli nedenleri arasinda normal flora bakterisi olmasi, virulans
faktorler sayisinin fazlaligi ve antibiyotiklere karsi kolay ve hizli direng gelistirebilme

yetenegi gelmektedir (Ak¢am ve ark, 2004).



Insan fekal florasinda, yaygin olarak yasayan Gram negatif, basil formunda bir
mikrooranizma olan E. coli genellikle kolona yerlesen bir flora bakterisidir. Ancak, liriner
sistem enfeksiyonlariin biiyiik bir boliimii kolon florasinda yasayan bakteriler tarafindan
olusturulurken  diger bir  bdliimiide perineal bdlge  florasinda  bulunan
mikroorganizmalardan kaynaklanmaktadir. Uriner sistem enfeksiyonu, iiroepitelyumun
bakteriyel saldirtya kars1 vermis oldugu, siklikla bakteriiiri ve piyiirinin olaya katildig:
enflamatuvar yanit olarak da bilinir (Johnson, 1991).

Uriner sistem mikroorganizma ile karsilastiginda, enfeksiyonun gelisip
gelismeyecegini konagin savunma mekanizmasi ile bakteri virulanslari belirler. Bu
anlamda 0zel patojenite teorisine gore, yeni bir c¢evrede koloni yasam alanin
sinirliklarindan kagabilmek ve diger bakteri tiirlerinin rekabetinin bulunmadigi yeni bir
alana gecebilmek i¢in E. coli’nin konak savunmasini agabilmesini miimkiin kilan 6zel
yapilarinin bulunmasi gereklidir (Johnson, 1991). Bakterilerin idrar yollarinda enfeksiyon
olusturmasi i¢in ilk Once tiroepitel hiicrelere spesifik olarak tutunmasi gerekir. Bu da
fimbriyal ve afimbriyal diger adezinler sayesinde gergeklesir. Fimbriyalarin, bakterilerin
epitel hiicresine adezyonunu saglamasi onu &nemli bir virulans faktorii yapar. Uriner
sistemde, enfeksiyon olusturan UPEC’lerde var olan F1 (tip 1) fimbriya veya P fimbriyalar
yardimi1 ile bakteriler troepitelyal hiicrelere tutunup idrar akimimna kars1 gelerek

patojenitelerini arttirirlar (Johnson, 1991; Sobel ve Kaye, 2000).

2.1.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

E. coli, yaklasik olarak 2—6 pum boyunda ortalama 1,0-1,5 pm eninde g¢omak
seklinde sporsuz, kapsiilsiiz bir bakteridir. Logaritmik iireme fazinda genellikle 2—4 um
boyunda ise de eski kiiltiirlerde ve bazen idrarda daha uzun filamentler seklinde
goriilebilmektedir. Graniil igcermez ve homojen boyanir. E. coli peritrik kirpikleri
aracilifiyla hareketli olmakla birlikte hareketleri yavastir ve hatta hareketsiz suglara da sik
rastlanmaktadir (Berkiten, 2005). Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanan Gram negatif bir
bakteridir. E. coli ¢ogunlukla fimbria olusturmaktadir ve gerek morfolojileri, gerek
antijenik Ozellikleri ile farkli tipleri bulunan fimbrialar protein yapidadir (Toreci, 2002).
Cogunda hemagliitinasyon yapan ve bu hemagliitinasyonun mannoz tarafindan onlendigi
mannoza duyarli (MS) Tip 1 fimbrialar1 bulunmaktadir. Az bir kisminda ise

hemagliitinasyonu mannoza direngli (MD) Tip I fimbria bulunmaktadir (Bilgehan, 2000).



2.1.2. Ureme Ozellikleri

E. coli buyyon, peptonlu suda ve jeloz gibi genel besiyerlerinde kolayca firer,
fakiiltatif anaerobtur. En 1yi tireme 37°C’de, nétral reaksiyonda ve oksijenli ortamda olur.
Bu kosullarda logaritmik tireme fazinda bakteri 20 dakikada ikiye boliinebilir. Optimum
pH 7-7,2 dir ancak 18-44,5°C arasinda, pH 5-8 araliginda daha yavas da olsa iirer.
Ozellikle 44°C’ de iireyebilmesi Enterobacter ve Serratia gibi yakin bakterilerden
ayirdedilmesini kolaylastirir (Toéreci, 2002). Sivi besiyerlerinde genellikle homojen
bulaniklik meydana getirirken, fimbriali suslarda yiizeyde ince bir zar, eski kiiltiirlerde ve
rough (R) seklindeki suslarda dipte bulaniklik meydana gelebilir. Kat1 besiyerlerinde, 24
saatte diizgiin kenarli, ortas1 kabarik, 2-3 mm c¢apinda, smooth (S) formundaki suslar,
pigmentsiz koloniler olustururlar. R seklindeki bakteriler ise iizeri tanecikli, kenarlari
diizgiin olmayan koloniler olustururlar ve bu suslar fizyolojik tuzlu suda agliitinin
bulunmadan da spontan agliitinasyon verirler. Baz1 E. coli suslari iiremeleri olaganin
disindadir ve besiyerlerinde iiremesi daha uzun zaman alir. Bu suslar CO;’li ortamda
cukulata jelozunda, jeloz veya kanli jelozdakinden daha iyi iirerler (Toreci, 2002). E. coli,
MacConkey ve Eosin Methylene Blue Agar (EMB) gibi segici besiyerlerinde giizel iirer.
MacConkey igerigi laktozu kullandigindan kirmizi renkte koloniler ve safray
cokerttiginden zonlu, EMB besiyerinde laktozu kullandigindan metalik rofle veren yesil-
siyah, Sistein Laktoz Elektrolit Deficient agar ve Xylose Lysine Deoxicholate agar
besiyerlerinde sar1 koloniler olusturarak iirerler. Bazi suslarda ozellikle iiriner sistem

enfeksiyonlarindan izole edilenler, kanli jelozda hemoliz olusturabilirler (Kepekei, 2005).

2.1.3. Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli’ lerin glikozdan asit ve gaz olusturmasi, laktoz, D-mannitol, D-sorbitol, L-
arabinoz, L-ramnoz, maltoz, D-ksiloz, trehaloz ve D-mannozu fermente etmesi; adonitol,
inositol, selobioz, eritrol, D-arabinolii fermente etmemesi, nitrati nitrite indirgemesi 6nemli
biyokimyasal 6zelliklerindendir (Toreci, 2002). E. coli’ler triptofandan indol yaparlar.
Metil kirmizisi (MR) testi olumlu, Voges proskauer (VP) testi olumsuzdur. Simmons sitrat
besiyerinde iiremezler. Bu dort karakter yani indol (I), MR, VP ve sitrat (C), birlikte
incelenir ve ilk harflerinin birlesmesinden olusan IMVIC testleri admi alirlar. Ozellikle

barsak bakterilerini bu testlerle olan iliskilerine gore ayirt etmek miimkiindiir. Bu durumda



E. coli igin IMVIC testleri + + - - olarak saptanir. E. coli bakterileri baz1 kdkenleri disinda
iireyl parcalamazlar, genellikle H,S i¢in ayiragh besiyerlerini siyahlandiracak kadar H,S
yapmazlarsa da, sisteinli besiyerlerinde az miktarlarda H,S yaptiklar1 saptanmistir

(Bilgehan, 2000).

2.2. Direncg

E. coli oldukga direngli bir bakteridir. 60°C 1s1da 30 dakika, oda sicakliginda uygun
sartlar ile uzun siire canliligini koruyabilirler. Diisiik 1silara direncli, dezenfektanlara karsi
direngsizdir. Malasit yesili, brillant yesili ve fuksin gibi boyalar, safra, safra tuzlari,
sodyum tetratiyonat, bizmut sitrat, sodyum siilfat, sodyum dezoksikolat, selenit tuzlarina
kars1 direnci Salmonella ve Shigella gibi bakterilere karlilastirildiginda daha azdir. Bu
maddeler uygun miktar ve yogunlukta besiyerlerine konuldugunda E. coli basillerinin
inhibe edilerek, birlikte bulunduklar1 Salmonella ve Shigella’lar ig¢in ayirtict ve ¢ogaltict
ozellik katarak identifikasyonu kolaylastirilir. Bakterilerde diren¢ gegisi kromozomal ya da
plazmid aracili olabilir. Kromozomal direngte ya ilacin hedefinde veya ilacin
yakalanmasin1 denetleyen membran tasima sistemini kodlayan gende mutasyon vardir.
Direng plazmidleri (R faktorleri) kromozom disi, cembersel, ¢ift iplikli DNA molekiilleri
olup antibiyotikleri yikabilen ve membran tasima sistemlerini degistirebilen c¢esitli
enzimlere ait genleri tasirlar (Kepekei, 2005). E. coli kokenlerinin cogu bakteriden
bakteriye kolayca gegebilen direng plazmitleri tasidiklarindan bugiin diskidan izole edilen
E. coli’lerin 6zellikle hastane ortamindan ayrilan kdkenlerinin dnemli bir kism1 ampisilin,
sefalotin, streptomisin, tetrasiklinler, sulfonamid; bir kismi1 da kloramfenikol, kanamisin ve
trimetoprime ve bagka kemoterapotiklere karsi direng kazanmislardir. E. coli’ler

benzilpenisilinlere karsi da dogal direnglidirler (Bilgehan, 2000).

2.3. E. coli’nin Antijenik Yapisi

Biitiin bagirsak bakterilerinde oldugu gibi E. coli‘nin de karmasik ancak iyi bir
antijen yapis1 ve degisik antijen tipleri vardir. Genel olarak bu ¢esit bakterilerde bulunan O
somatik ve H kirpik antijenlerinden baska K kapsiil antijeni komplekside bulunur. Bugiine

kadar, 170’in iizerinde O antijeni, 50’nin iizerinde H-antijeni ve 80’den fazla K-antijeni



tanimlanmistir.  E.coli antijenleri ile Salmonella, Shigella, Citrobacter, Yersinia ve
Providencia cinsi bakterilerin O antijenleri arasinda bir¢ok karisikliklara yol agabilen
sayisiz capraz reaksiyonlar vardir. E. coli’ler O antijenlerine gore gruplara, H ve K
antijenleriylede serovarlara ayrilirlar (Brooks ve ark, 2001).

O Antijenleri: Somatik, 1siya dayanikli lipopolisakkarit yapisinda antijenlerdir.
Kaynatmaya ve alkole direngli, formole dayaniksizdir. Simdiye kadar birbirinden ayr1 170
O antijeni bulunmussada bunlardan en sik 25 kadarina rastlanir (Baron ve ark, 1994).

H antijenleri: Sayica az ve monofazik olan kirpik antijenleri hareketli kokenlerde
bulunurlar, protein yapisinda ve termobildirler, 100°C’de 1sitilmakla, alkol ve proteolitik
fermentlerle harap olurlar, formole dayanirlar. Simdiye kadar 56 H antijeni bildirilmistir.
Identifikasyonda ancak 20 kadar1 kullanilir (Baron ve ark, 1994).

K antijenleri: Kapsiil niteligindedirler, O antiserumlariyla aglutine olmazlar.
Polisakkarit yapidadir. Istya duyarhidirlar. K-antijenleri L, A, B harfleri ile gosterilen bir
antijen grubudur. Bazi B-antijenleri ile fimbrialar benzemektedir. Cogunlukla hemolitik
Ozellikte olan L-antijenleri, findik faresine toksik, tavsanlara ise nekrotik etkilidir.
Ozellikle 18, 9, 20, 101 antijenlerini tasiyan E. coli suslart A antijeni de olusturma
yetenegindedir. 120°C’de 2,5 saatte tahrip olurlar. B-antijenleri, 1s1ya duyarlilik yoniinden
L-antijenine benzer. B-antijeni patojenite ile ilgili olan baslica kapsiil antijenidir. Isitilmaya
1()()OC, 1 saat dayanir (Baron ve ark, 1994). K 1, 2, 3, 5, 12 ve 13 antijenleri iceren E. coli
suslart %70 piyelonefrit etkenidir. En sik saptanan K1 antijeni olup bu antijenin
opsonizasyon ve fagositoza engel olma mekanizmasi bakteri hiicre ylizeyine hidrofilik ve
negatif yiiklii 6zellik kazandirmasi ile olur. Ayrica alternatif kompleman yolunu inhibe
ederek, kompleman sisteminin bakterisidal etkisini yok eder (Diechkhause, 2003). Bir
diger antijen olan fimbrial "F" antijenleri (pilus antijenleri), ¢ok sayida fimbria olusturan
bakterilerde O agliitinasyonunu engelleyebilen, oda sicakliginda olusturulmayip, 37°C’ de
olusturulan, eritrosit ve ¢esitli hiicrelere bakterinin aderensini saglayan protein yapida

antijenlerdir (Toreci, 2002).

2.4. Virulans Faktorleri

Virulans, mikroorganizmanin hastalik olusturma yetenegi olup, mikroorganizmanin

patojen olma diizeyini gosterir. Konaga giris ve konagin birincil savunma

mekanizmalarindan kagis, konak hiicrelerine tutunma mikroorganizmalarin daha ¢ok



liremesi ve yayilmasi, konak hiicreye toksinlerle ya da zarar verme, konagin sekonder
savunma mekanizmalarindan kacis bakteriyel patogenezin asamalarini olusturur.
Mikroorganizmanin patojenliginin basaris1 bu basamaklar1 kismen ya da tamamen
gergeklestirmesine baghidir. Virulans faktorler epitel hiicrelerde koloni olusturarak canlinin
savunma mekanizmalarin1 yok ederek epitel hiicreleri istila ederler. Bu UPEC suslarina ait
virulans faktorleri bakteriiiriden kronik piyelonefrite kadar farkli klinik belirtilerle ifade
edilirler. UPEC suslarmin bilinen virulans faktorleri arasinda, tlroepitelyal hiicrelere
yapisma yetenegi (adezyon), ekzotoksinler, siderofor, hemolizin, kapsiil, antijenik faz

degisikligi sayilabilir. (Eisenstein ve Zaleznik, 2000).

2.4.1. Adezinler

Birgok Gram negatif bakteri fimbria veya pili denilen ve konak dokulara yapismaya
aracilik eden adeziv molekiillere sahiptir. Adezinler ya da fimbrialar ince, sa¢ benzeri,
bakterinin hiicre duvarinda bulunan organellerdir. Fimbrialar, 2-7 nm biiyiikliiglinde, hiicre
basma 100-1000 oraninda olacak sekilde bakteri hiicre yiizeyinde peritrikdz olarak
siralanmis ¢ubuga benzer proteindz yapilardir. Bunlar yaklagitk 20 nm ¢aptaki
flagellalardan kolaylikla ayirt edilebilirler (Wult ve ark, 2003). UPEC'lerin 6nemli
virulans faktorlerinden olan fimbrialar, konak dokularma baglanarak etkenin

kolonizasyonunu saglarlar Tabo 1°de gosterilmistir (Johnson, 1991).

Tablo 1. E.coli adezinlerinin bobrek, mesane ve idrar epitel hiicrelerine baglanmasi

S fimbria | P fimbria Tip 1 fimbria

Bobrek

Bowman kapsiilii +++ +++ -

Glomerul +++ +++ -

Proksimal tubulus ++ ++ +++

Distal tubuliis ++ ++ +

Toplayici kanal ++ + +

Damar duvari +++ +++ +++
Mesane

Epitel ++ + -

Damar duvari +++ +++ ++

Kas tabakasi + + +++

Baglayici doku ++ - _
Idrar

Epitel hiicreleri + + _

Sembol: -, +, ++, +++, sirasiyla, saptanamadi, zayif, orta, ve giiclii baglanma.



Fimbrialar, protein alt iinitelerinden olusurlar. Cok sayida ve farkli karakterlere
sahip tipleri belirlenmistir. Fimbrialar bakterinin sitoplazmasindan orijin alirlar ve hiicre
duvari1 boyunca yerlesmislerdir. Sindirim sistemi ve diger sistemlerdeki gibi {liriner sistem
epitel hiicrelerinde bulunan glikoprotein ve glikolipidlere baglanarak bu sayede
bakterilerin {iriner sisteme dahil olmasini saglarlar (Kucheri ve ark, 2005).

Uropatojenik E. coli suslar1 gesitli genler tarafindan kodlanan fimbrialara sahiptir.
Siklikla rastlanan fimbrial proteinler tiropatojenik E. coli enfeksiyonlari ile de iligkilidir ve
bunlar (tip 1 fimbria) ve mannoz direngli P fimbria (P kan grubu antijenleri taniyanlar), S
fimbria (sialyl-galaktozid rezidiileri icin spesifik) ve Dr fimbrialardir (Kucheri ve ark,
2005). Fimbrialar, reseptor spesifitesine ve adezyon ozelliklerine gore smiflandirilirlar.
Fonksiyonel ozelliklerine gore ise mannoz duyarli ve mannoz direngli olarak iki gruba
ayrilirlar. Bu ayrim bakterinin eritrosit veya epitel hiicrelerine yapismasini engelleme
durumuna gore yapilmaktadir. Mannoz duyarli fimbrialar genellikle Tip 1 fimbrialardir
(Lane ve ark, 2005). Tip 1 fimbrialar, iiropatojenik E. coli’lerin %80’i tarafindan
sentezlenen ve en sik rastlanan virulans faktorleridir. Bakteriyel adezyonu saglamakla
birlikte, buna karsi olan yangisal yaniti artirirlar (Lane ve ark, 2005). Tip 1 fimbria
‘common pili’ olarak da adlandirilmaktadir. Tip 1 fimbria, vajina ve idrar kesesinde
kolonizasyon olusturmaya katkida bulunur. Ayrica hiicrelere baglanmay: destekler. Idrar
kesesi igerisinde, Tip 1 fimbria, idrar kesesi yiizey epitelinde bulunan mannozlu
glikoproteinlere ve liroplakinlere baglanir. Genellikle sistitis ve pyelonefritis olgularindan
izole edilmektedir (Johnson, 1991). Bu baglanti {iromukoid madde tarafindan inhibe
edilebilir (Johanson, 2003). Mannoz direngli fimbrialar ise P, S/F1C fimbrialar ve Dr
adezin ailesidir. P fimbrialar, ikinci en sik rastlanan virulans faktorleridir. Ozellikle,
pyonefritis olgularinin patogenezinde 6nemli role sahiptirler. P fimbrialar, epitelyum hiicre
aktivasyonunu saglayan ve IL-6 ve IL-8 gibi sitokinleri iireten oligosakkarit reseptorlere
baglanarak etki gosterirler ve sitokin iiretimine neden olurlar (Kucheri ve ark, 2005). P
fimbrialarin pyelonefritis, sepsis ve prostatitisle giiclii epidemiyolojik iligkileri vardir. P
fimbrialar patogeneziste Gal-Gal reseptorleri ile iiriner sistem epitelyum hiicrelerine
baglanirlar (Emody ve ark, 2003). S/F1C fimbria ise iiriner sistem enfeksiyonlari ve
bakteriyemiden sorumludur. Mukoza ve endotel hiicrelerine baglanirlar (Emody ve ark,
2003). Vajina, idrar kesesi ve bagirsak epitelyum hiicrelerinde reseptorleri bulunur. Bu
fimbriaya sahip etkenler vajinada kolonize olurlar (Johnson, 1991). Dr adezin ailesi,
fimbrial adezinler olan Dr adezinlerini ve non-fimbrial olan Afa-I, Afa-II, Afa-I1II, Afa-IV,

Nfa-I ve Dr-II adezinlerini igermektedir (Mulwvey, 2002). E. coli tarafindan sentezlenen
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komplement diizenleyici proteinler ile epitelyum hiicrelerine baglanarak etki gosterirler.
Bu fimbrialar daha cok sistitis ve pyelonefritis olgularindan sorumludurlar (Kucheri ve ark,
2005). Dr adezinleri ayrica O75X adezinlerini de barindirmaktadir. Ayrica bunlar, renal
interstisyum, Bowman kapsiilii, tubulus bazal membran hiicreleri, transisyonel epitel ve
idrardaki eksfoliyatif epitel hiicrelerine baglanmaktadir (Johnson, 1991). Bakteriyel
aderans, enfeksiyon olusumunu saglayan birinci basamaktir. UPEC’ler eksprese ettikleri
bir takim fimbrialar1 ile degisik glikokonjugat reseptorlerine spesifik baglanma gostererek
iriner epitele baglanmaktadir. Tip 1 ve P fimbrialar, E.coli’nin {iriner sistem
enfeksiyonlarinin patogenezinde bilinen en 6nemli olusumlardandir (Erdem, 1999). Tip 1
yaygin siklikta ve alt {liriner sistemde, P fimbria ise iist liriner sistem enfeksiyonlarinda
goriiliir. Bu fimbrialar insan ve ¢esitli hayvanlarin eritrositlerine baglanarak
hemaglutinasyon olustururlar. Fimbrialarin eritrositlere baglanma 06zelliklerinden
yararlanilarak varliklar1 in-vitro testlerle belirlenebilir (Naveen ve Mathai, 2005). Uriner
sistemde bakteriler tarafindan kolonizasyonda anahtar adim tiroepitel hiicrelere yapismadir.

UPEC ve iliskili epitelyal resetorler Tablo 2°de gosterilmistir (Donnenberg, 2009).

Tablo 2. UPEC ve iliskili epitelyal reseptorler

Adezin Sekans Reseptor Aciklama
Tip 1 fimbria Pil, fimH, fimB, fimE Epitelyal hiicreler ve SIgA ve Tamm-Horsfall
PMN’lerdeki proteinlerine baglanarak
mannozile proteinler
P fimbria (MR) papG (smif Ia) Gal-a 1-4 Nadir
papG ( P kan grup antijeni) Piyelonefrit ve bakteriyemi ile
papGAP(smif IT) giicli iliski
(papGiaz) .
papG (smuf 11I) Uriner sistem anomalisi
olanlarda ve erkeklerdeki
sistitlerde
S/F1C fimbria (MR) | Sfa/fac Sialyl-( a-2- THP ile aderansi inhibe edilir
3)galaktozid
Dr ailesi( fimbriali ve | Drb operon,adezin (E | Dr kan grup
fimbriasiz) geni); Afa E1-5,AfaF | antijeninini ¢liriimeyi
hizlandirict faktor
komponenti ve Tip IV
kollajen

MR: Mannoz Diren¢li MS: Mannoz Duyarli PMN: Parcali Cekirdekli Notrofil, SIgA: Salgisal Ig A

Konak hiicrelere tutunmada fimbrialarin merkezi rolii antimikrobiyal tedavi ve as1
gelistirme i¢in onlar1 mantikli hedefler haline getirir. Purifiye fimbrialar, hayvanlar
iizerinde kullanimda yillarca etkili ve esash as1 olarak kullanilmistir. Tlk etkili fimbrial
asilardan biri, domuzlarda ishale neden olan E. coli suslarinda bulunan K-88 antijeni

temellidir. Fimbrialarla immunizasyon, purifiye fimbrialar, rekombinant olarak ekprese
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edilmis fimbrial adezin subunit, canlilig1 azaltilmis Shigella flexneri suslar1 ve heterolog
fimbria veya fimbria subunitleri kullanilarak basarilmistir (Langermann ve ark, 2000).
Fimbrialar adezyondan sorumlu en 6nemli bakteri yiizey adezinleri ya da ligandlar1 olarak
bilinmektedir. Her bakteride u¢ kisimlarinda adezin bulunan, 100-200 fimbria tasiyabilir.
Elektron mikroskopisi ve eritrosit agliitinasyonu yontemleri kullanilarak farkli morfolojik
ve fonksiyonel Ozelliklere sahip birgok fimbria tipi tanimlanmistir. Ancak bazi bakteri
tiirlerinin fimbria olmaksizin da adere olabildikleri gdsterilmistir. Uzerinde en ¢ok ¢alisilan
iiropatojen olan E. coli'nin fimbrialar1 adezin proteinlerinin reseptdr 6zgilliiklerine gore

siiflandirilmaktadir (Tungkanat, 1993).

2.4.1.1. Mannoz Duyarh Fimbria: Tip 1 Fimbria

Tip 1 fimbria tiim Enterobacteriaceae familyasinda bulunan bakterilerin sahip
oldugu ince, sert ve tutunma organelleridir. Bunlarin tutunma 6zelligi fimH adezinden ileri
gelmektedir. FimH adezin idrar yolu sistemi ylizeyinde oldugu gibi memeli konak
dokularinda bulunan mannoz iceren glikoproteinleri tanir. Bu da bakterinin hedefe
tutunarak {roepitelde kolonize olmasini saglar (Schembri ve ark, 2005). Kobay
eritrositlerini aglutine etme 6zelligine sahip olup bu olay ortamda mannoz bulunmasi ile
inhibe olur. Bu nedenle bu tip fimbriaya Mannoza Duyarli Fimbria adi da verilmektedir.
Bircok E. coli izolatinda tip 1 fimbria ya da tip 1 fimbriay1 eksprese etme kapasitesi vardir.
Tip 1 fimbrianin biyolojik roliiniin bakterinin kolon mukozasina adezyonunu saglamak
oldugu one siiriilmiistiir (Tunckanat, 1993). Tip 1 fimbria enfeksiyonlarn baslangi¢
asamasinda ¢ok onemlidir. Yapilan bir ¢caligmada tip 1 fimbrianin 6zellikle enfeksiyondan
24 saat sonra mesanede ciddi sekilde bulundugu belirlenmistir (Synder ve ark, 2005). Tip 1
fimbrialarin {iroepitelyal hiicrelere tutunmadaki rolleri ile ilgili ¢eliskili caligmalar vardir.
Bir takim ¢aligmalarda mannoza duyarl E. coli'lerin liroepitelyal hiicrelere tutunmalarinin
cok zayif oldugu, oysa bu epitelyal hiicrelere gayet iyi adere olabildikleri 6ne siiriiliirken,
bunun tersi bazi1 ¢alismalarda iiroepitelyal hiicrelerde 6nemli bir Tip 1 fimbria aderansinin
varhi@i gosterilmistir. Bu ¢eligkili sonuglar kullanilan yontemlerin farkliligindan ileri
gelebilir. Poliklonal antikor ve immiin boyama ydntemleri kullanilarak alt {iriner sistem
enfeksiyonundan izole edilen E. coli suslarmin idrarda in vivo olarak tip 1 fimbria
sentezledigi gosterilmistir. Tip 1 fimbria ayrica E. coli'nin insan {ireteral mukoza epitel

hiicrelerine ve idrarda normalde bulunan Tamm-Horsfall proteini ya da i{iro-mukoide
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tutunmasini da saglamaktadir. Uriner sistemde bakteriyel adezyonda da yine tip 1 fimbria
ekspresyonunun esas rolii oynadigi diisiiniilmektedir. Mannoza duyarli adezinler salgisal
IgA'da bulunan mannoz ile de etkilesime girmektedirler. Tip 1 fimbrianin mannoza duyarl
olusu, D-mannoz iceren glikoproteinlerin oligosakkarid kisimlarinin bu fimbria igin
reseptdr olusturabilecegini diisiindiirmiistiir. Uriner sistemde de D-mannoz reseptdrlerinin
yaygin olarak bulundugu gosterilmistir. Tip 1 fimbria yapan E. coli suslarinin iiro-mukoide
kuvvetle adere olmasinda bu maddenin mannozdan zengin olusu rol oynamaktadir
(Tungkanat, 2003). Tipl fimbria spesifik D-mannoz glikoprotein igeren reseptorlere
baglanmaktadir. Tipl fimbria iiroepitel disinda; memeli bukkal mukozaya, intestinal epitel
hiicrelerine, akciger ve brons epiteline, bobrek proksimal tubiil hiicrelerine ve Tamm-
Horsfall protein ve sekretuvar IgA gibi salgilanabilen glikoproteinlere de

baglanabilmektedir (Erdem, 1999).

2.4.1.2. P Fimbria

1970’1lerin ikinci yarisinda akut piyelonefritli hastalardan izole edilen E. coli
suslarinda gosterilmistir. Uriner sistem epiteline yapisma yetenegi vardir. Ilerleyen yillarda
bu karakterizasyonu hiicre yiizeyindeki P tip adezinlere baglandig1 goriilmiistiir. P fimbria,
insan eritrositlerini aglutine etme o6zelligine sahip Mannoza Direngli bir fimbriadir. P
fimbria olarak adlandirilmasinin nedeni, 6zgiil olarak eritrosit ve tiroepitelyal hiicrelerdeki
P kan grubu antijenlerine baglanmasidir. Bu tip fimbria ancak bazi E. coli suslari
tarafindan belirli ¢evresel lireme kosullarinda yapilir. P fimbrialar tiromukoide yapismazlar
ancak troepitelyal hiicrelere yiiksek kapasite ile adere olurlar (Tungkanat, 1993). P
fimbria, pap ya da piyelonefrit ile iligkili pilus olarak kodlanmistir (Synder ve ark, 2005).
Ve bu pilusu bir veya daha ¢cok PAls denen patojenite iliskili bolgeler denilen mobil
genetik elementler tasimaktadir. Bu P fimbria yapis1 hem tip iligkili protein papE hem de
tip proteini papF gerektirir ve tiroepitelyal hiicrelerdeki Gal a (1-4)Gal reseptdrlerine
baglanan bir reseptdr iretirler. P fimbria 6zellikle papG adezini, piyelonefrit ile iliskili
virulans faktorlerinde onemlidir (Drews ve ark, 2005). P fimbrianin yapisi oldukca
kompleks olup, birkag farkli fimbrial antijen olarak eksprese edilmektedirler. Hem
mannoza duyarli hem mannoza direngli fimbrialar ayni bakteri susu {zerinde
bulunabilirler. Ozel bir grup glikosfingolipid, P fimbria igin reseptdr rolii oynamaktadirlar.

Bu glikolipidlerin Gal 4 1-4 Gal betafraksiyonu P fimbria i¢in 6zgiil baglanma bolgesidir.
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Gal 4 1-4 Gal beta reseptorleri; toplama kanallari, renal pelvis, iireter, mesane ve vagina
epitellerinde mevcut olup, polimorf niiveli 16kositlerde bulunmaz. Bunlar insan P kan
grubunda bulunan globosit dizisinin nétral glikolipitlerine baglanirlar. Nefritojen E.
coli’ler ile alakalidirlar. P fimbria UPEC’lerde ikinci sirada en c¢ok goriilen virulans
faktoriidiir. Bunlar idrar yolu enfeksiyonlar1 patogenezinde ve piyelonefritte dnemli olup,
piyelonefritik E. coli izolatlarinin %80’inde tanimlanmistir (Kucheri ve ark, 2005). E. coli
bakteriiirisinin olusmasi i¢in bakterinin mesane mukozasina tutunmasi ¢ok Onemli bir
adimdir. pap geni tarafindan kodlanan P fimbria virulans faktorleri olarak
degerlendirilirken mekanizmasi ise daha tartismali bir konudur (Synder ve ark, 2005).
P fimbrialar ince flexible fibriler uglu sert sarmal bir ¢ubuktan ibarettir ve eslik eden bir
oncii yardimci yolla toplanirlar. Adezin subunit papG fibriler ucun sonunda lokalizedir.
Comak benzeri, tipik fimbrial organeller a-, y-,m- fimbrial clade’lerde bulunur. =
clade’ine ait UPEC P ve vy, clade’ine ait tip 1 pili, a clade’ine ait enterotoksijenik E. coli
CS1 fimbria ornek olustururlar. Bunlar tipik olarak 7-10 nm kalinhiginda rijit pili
olustururlar ve siklikla ¢oklu alt iinitelerden olusan dortlii bir organizasyon gdsterirler.
Ornegin p pili en az 6 farkli subunitten olusur. Bu alt iiniteler de 2 farkli kombinasyon
olustururlar. Distalde 2 nm kalinliginda fleksibl fibrilum ve onun proksimalinde rijit 6-8
nm genisliginde pilus. Bu pilusa papA denir. P pilus ¢ubugu >1000 kopya papA
subunitinden olusur. papA homopolimeri saga dogru kivrilarak yiikselen, 2.5 nm tur
yiiksekligi olan, her turunde 3.3 alt {inite igeren bir yapidir. P pilus fibrillumuna papG
denir, spesifik adezin molekiiliidiir. Tek bir kopyast vardir. Binden fazla homopolimerden
olusur. PapG’yi pilusa baglayan 5-10 alt iiniteden olusan flexible yapidaki papE alt {initesi
yer alir. Bunlara ek olarak papF ve papK adinda 2 alt iinite daha vardir. PapF, adezin ile
papE arasindaki baglantiy1 saglarken, papK ise papE ile papA arasindaki iliskiyi saglar.
Son olarak, altinci pilus sub {initesi papH’dir. papA, polimerizasyonunu durduran, pilus
bliylimesini onleyen terminal subunittir (Verger ve ark, 2006).

Bu subuitlerden baglanmadan sorumlu olan adezin, papG adezini P fimbrianin alt
ucunda bulunur, pap operon tarafindan kodlanir. Uroepitelyal hiicrelerdeki 6zgiil
reseptOrlere baglanarak hastaligin gelismesine katki saglar. Reseptor 6zelligine gore papG
adezini 3 farkli varyant1 veya smifi (allel I, allel II, allel III) bulunur. Cesitli hastaliklarla
G adezinini kodlayan 6zgiil allelik genlerle aralarinda bir iligki vardir.

PapG’nin ti¢ smif veya allelinin her biri Gal-Gal globoseri glikolipidler igin farkl
bir baglama 6zgiilliigline sahiptir ve bu yoniiyle doku tropizmine katkida bulunur. Akut

piyelonefrit ve ilk defa sistit gegiren hastalardan elde edilen izolatlarda sinif I papG en
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yaygin alleldir. Sinif I, insan iist iiriner yolunda yaygin olarak bulunan Gal-Gal globozid
GbOy’e baglanir (Johnson ve ark, 1991). Ayrica GbO,4’lin sakkaridleri tanima, dolayisiyla
etkilesimde daha ileri spesifite (6zgiilliik) i¢in 6nemli olduklar1 gosterilmistir. PapG II’nin
bagli olmayan formu yaninda GbO4’e bagh formunun kristal yapisi da ¢oziimlenmistir.
Sinif III adezin genellikle insan sistit izolatlarinda nadirende piyelonefrit izolatlarinda
bulunur. Smif III adezin GbOs (Forssman antijeni) ve globoA’y1 tanir. Siif III adezinli
izolatlar genellikle {iroepitelyal hiicrelerinde globoA tasiyan salgilama (+) bireylerde
meydana gelir (Sung ve ark, 2001).

P fimbrialar, iiropatojen suslarda siklikla bulunur. Onlar, intestinal yolda daha uzun
stire kalma, kolonizasyon ve assendan enfeksiyon iiretmek igin iiriner yola daha etkili
yayilmay1 igeren enfeksiyonun farkli asamalarinda iiropatojenik E. coli’nin virulansini
arttirirlar (Wullt ve ark, 2001). Uriner yolda olduklari zaman P fimbriali suslar tutunur,
yapisir, bunda 1srar eder ve artmis epitelyal sitokin cevabina ragmen bobregi istila eder ve
bakteremiye neden olur. pap geninin EFG dizinleri adezin komspleksini kodlar. I’den IV’e
kadar papG allelleriyle kodlanan papG adezin’in ii¢ molekiiler varyanti, klinik sonucu
etkileyen ince reseptor baglama 6zellikleri gosterirler. Allel II, piyelonefrit ve bakteremiye
neden olan suglar arasinda en ¢ok iken, allel III sistitli cocuk ve kadinlarda en yaygindir.
PapG bagiml tutunma-yapigsma, TLR-4 araciliiyla olan dogal konak cevabini (epitelyal
sitokin cevabini) tetikler (Bergsten ve ark, 2004).

P fimbrialarin ayrica iiropatojen E. coli klonlarinin kolona yerlesme ve perineye
yayilma kabiliyetlerini arttirdigir goriilmektedir. Notrofillerle fagositoza goreceli olarak
direngli olmasma ragmen, P fimbriali E. coli, paradoksal bi¢imde proinflamatuar
sitokinlerin hazirlanmasini uyararak konak inflamasyon cevabini arttirir. Notrofillerde P
fimbria reseptorleri yoktur. P fimbriali E. coli, 6zellikle kan izolatlar1 arasinda piyelonefrit
ve lrosepsisin nedeni olarak basta gelir. Bununla birlikte, bobrekte oldugu zaman,
bakteride P fimbria ekspresyonunun down regiilasyonu meydana gelebilir, bu da
parankimal persistansi kolaylastirir (Hedges ve ark, 1995).

P fimbrianin, iiroepitelyal hiicrelere, disakkarid o-D-galaktopyranosyl-(1,4)-p-D-
galactopyranose (Gal-Gal) iceren globoseri glikolipidler (GSL) olan P kan grubu
antijenlerine baglandiklar1 gosterilmistir. Minimal reseptor grubu olan Gal-Gal, P fimbriali
bakterilerin troepitelyal hiicrelere yapismasini engelleyebilir (Svanborg-Eden ve ark,
1982). Yiiksek P1 kan grubu antijen ekspresyonuna sahip bireylerde, tekrarlayan iiriner yol

enfeksiyonu ve piyelonefrit digerlerine gore daha sik goriiliir (Lomberg ve Eden, 1989).
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Insan iiriner sistem enfeksiyonu i¢in P fimbrianin énemi, in vitro veya in vivo
adeziv oOzellikleri olmayan non patojenik bir izolat olan E. coli 883972’nin izogenik
suslarint kullanan insan klinik vakalarinda kullanilarak gosterilmistir. Orijinal sustan
sadece P fimbria iiretimi olmamasiyla ayrilan E. coli 83972’nin izogenik suslarinin
intravezikiiler inokulasyonu ile infekte edilen hastalarda yapilan calismalar, p fimbria
varliginin iiriner yolda E. coli’nin ilk yerlesmesini arttirdigini géstermistir (Wult ve ark,

2003).

2.4.1.3. S Fimbria

S fimbria; terminal sialyl-galactosid kalintilarina baglanmasi spesifik oldugu icin
bu isim verilmistir. S fimbria adezinlerinin iiyeleri siklikla ekstraintestinal E. coli
suslarinda erkeklerde goriiliir. S fimbrianin sfa I ve sfa II; F1C-fimbria (Foc) ve S/F1C-
iligkili fimbria alt tipleri vardir. Tiim iiyelerde tanimlayici gen kodlayan proteinleri ve
determinantlar1 yiiksek oranda benzerdir. Bununla birlikte onlarin reseptdrleri ve doku
spesifisitesi farklidir. S fimbrial adezinleri tanimlayan & —sialyl-2-2 a-lactose igeren
reseptorler yaygin olarak sepsis ve menenjit nedenidir fakat ayrica iiriner sistem
enfeksiyonu izolatlarinda goriiliir. Oysa F1C fimbrial adezinler a-GalNac-1,4-a-Gal iceren
yapilar tercihen iiriner sistem enfeksiyon izolatlarinda belirtilmistir. UPEC suglarinda

oncelikle Tip 1 Fimbria, P fimbria ve S fimbria adezinleri goriiliir (Svenson ve ark, 2003).

2.4.1.4. Dr Fimbria

Dr adezin ailesi, fimbrial adezinler olan Dr adezinlerini ve non-fimbrial olan Afa-I,
Afa-II, Afa-III, Afa-IV, Nfa-I ve Dr-II adezinlerini icermektedir (Mulwvey, 2002). E. coli
tarafindan sentezlenen komplement diizenleyici proteinler ile epitelyum hiicrelerine
baglanarak etki gosterirler. Bu fimbrialar daha ¢ok sistitis ve pyelonefritis olgularindan
sorumludurlar (Kucheri ve ark, 2005). Dr adezinleri ayrica O75X adezinlerini de
barindirmaktadir. Ayrica bunlar, renal interstisyum, Bowman kapsiilii, tubulus bazal
membran hiicreleri, transisyonel epitel ve idrardaki eksfoliyatif epitel hiicrelerine

baglanmaktadir (Johnson, 1991).
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2.4.2. Ekzotoksinler

Ekzotoksinler, biitiin aerobik ve bazi anaerobik Gram negatif bakterilerde var olan
bir virulans faktoriidiir. Bu toksinin aktivitesi lipopolisakkaridin lipid A komponenti ile
iligkilidir. Lipid A, hiicre duvarinin parcalanmasi ile meydana gelir, makrofajlarin sitokin

olusturma ve salgilamasini arttirarak etkisini ortaya koyar (Erdem, 1999).

2.4.3. Siderofor

Tiim hiicreler i¢in en 6nemli temel minerallerden birisi demirdir. E. coli demiri pek
cok amag i¢in; basta DNA sentezi, oksijen transportu ve elektron transportu, oksijenin
depolanmasi peroksit metabolizmasi i¢in kullanmaktadir. E. coli’de demir kazanimi i¢in en
etkili sistem, siderofor aerobaktin sistemidir. Bu sistem, iki lizin ve bir sitrat molekiiliinden
olusan kiiciik bir molekiildiir ve aerobaktin, bakteri tarafindan salgilandiktan sonra, en
onemli gorevi, demiri, konak¢inin demir baglayan ve hiicre duvari reseptor proteinlerinden

ekstrakte eder. Siderofor sistem enterobaktin va aerobaktini de kapsar (Lane ve ark, 2005).

2.4.4. Hemolizin

Bakteriyel hemolizinler bir grup ekstraseliiler sitotoksik polipeptid olup, eritrositleri
sitolize ugratirlar. Alfa hemolizin ve beta hemolizin olmak uzere iki tiirii vardir. Alfa
hemolizin 1siya karst hassas bir proteindir ve hiicre disinda bulunmaktadir. Daha ¢ok
bagirsak dis1 enfeksiyonlarindan izole edilen suslar tarafindan ve idrar yolu
enfeksiyonlarinda iiretilmektedir. Bunlar por olusturan sitolizinler olup, transmembran
iyon gradientlerini yavaslatmak araciligiyla eritositlerin lizisine sebep olur. Hiicrelerden
¢ikan demir de siderofor sistemleri yoluyla bakteriler tarafindan kullanilir. Beta hemolizin
ise alfa hemolizin ile ayn1 hemolitik aktivite ayni seviyede hiicre ile iligkili hemolizinlerdir

(Murray ve ark, 2005).
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2.4.5. Sitotoksik Nekrotizan Faktor

Sitotoksik nekrotizan faktér (CNF)-1, iiropatojenik E. coli’lerde en iyi tanimlanmis
olan virulans faktorlerinden biridir. Kromozomal olarak kodlanan CNF-1, siklikla alfa
hemolizin ile beraber iiretilir. Uriner sistem enfeksiyonlarinda CNF-1’in spesifik rolii
heniiz tam olarak anlasilamamistir. Genel olarak CNF-1 diretimi iiriner sistem
enfeksiyonunu tetiklemekte, ayrica, konakei hiicre fonksiyonlarinda ve morfolojisinde
bozukluklar, hiicre siklusunun durdurulmasi ve hiicre lizisine neden olmaktadir. Deneysel
amagclh olarak yapilan ¢alismalarda cesitli ve ¢ok sayida histopatolojik degisikliklere sebep
oldugu, fakat bakteriyel kolonizasyonla iliskili olmadig1 gézlenmistir. CNF-1, idrar kesesi
epitel hiicrelerine invazyon ve tutunmayi saglar, notrofil 16kositleri 6ldiirme kapasitesini
artirir, yangisal reaksiyonlara neden olur ve iiriner sistem epitel hiicrelerini apoptozis

mekanizmasi ile 6ldiirlir (Johnson, 1991; Johanson, 2003).

2.4.6. Serum Direnci

Bakterilerin en 6nemli o6ldirilme mekanizmalarindan bir tanesi, normal serumda
bulunan komplement sistemi aktivite edilmesidir. Antikor bulunmadiginda komplement
sistemin klasik yolunu lipid A aktive eder. Hiicre duvarinda bulunan bir molekiil olan lipid
A bakterinin 6nemli hiicre duvar komponentlerinden birisidir. Serumun bu dldiirticii
etkisine kars1 bakterilerin duyarliigt iki yolla belirlenebilir. Bunlar, serum
inkubasyonundan sonra bakterilerin tekrar {iremeleri veya diliie edilmis serum
konsantrasyonlarinda tiretilmelerine bakilmasidir. Yapilan caligmalarda, 1/16’dan biiyiik
olan serum dilusyonlarinin bakterilerin 6liimiine sebep olan komplement aktivitesi i¢in

yetersiz bildirilmistir (Johnson, 1991).

2.4.7. Kapsiil
Hiicrenin disinda ek bir koruyucu tabakadir, viicudun koruma mekanizmalarinin

bakteriyi tanimasini ve imha etmesini engeller. E. coli’lerin bazi kokenlerinde kapsiil veya

mukoid madde sentezi olmamasima karsin, kapsiille ayni nitelikte fakat serolojik olarak
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ortaya konabilen, bakteri ylizeyine yakin yerlesmis ve antijenik yetenegi olan yapilara

rastlanilmaktadir ki bunlar kapsiil olarak isimlendirilirler (Sekil 2).

K kapsul

- O antijeni
Polisakkarid Duz (Smooth)

Yuzey tabakasi

T t—— Lipid A

Dis
membran

*  Purtukli (Rough)

Periplazmik
aralik

Sitoplazmik
membran

R

Sitoplazma

Sekil 2. E. coli kapsiiliiniin yapist

E. coli'nin kapsiil yapisi1 polisakkarid zincirlerinden olusmaktadir. E. coli nin
antijenite ve virulansi ile yakindan ilgili olan kapsiil (K) antijenini, hiicre duvar1 vaya
somatik O antijeni Orter. Bundan dolayi, mikroorganizmalar O antiserumlariyla aglutine
edilemezler. E. coli’de K antijenleri, A, B ve L olmak uzere 3 antijenik tiire
ayrilmaktadirlar. Ayrica, E. coli'ler K antijenleri baz alinarak da siniflandirilmiglardir (K1,
K2, K3,......K80 gibi). E. coli’nin kapsiil yapis1 hiicre yiizeyi ile fagosit hiicrelerinin
temasini engelleyerek veya bakteri yiizey molekiillerini orterek, fagositozuna engel olur. E.
coli K1 susunun siyalik asit kapsiilii ise konak dokusuna yakin yapida olmasindan 6tiirii
immunojenik cevap meydana getirmemektir (Toreci, 2002) K ve H antijeninin ortaya
cikmast E. coli’nin genetik kontrolii altindadir. Bu iki antijen alternatif olarak eksprese

olur. Bu da bakteriyi antikor aracili hiicre 6liimiinden korur (Todar, 2015).

2.5. E. coli’nin Yol Actig1 Enfeksiyonlar

E. coli memelilerin ve kuslarin bagirsak florasinda dogal olarak bulunan bir
mikroorganizmadir. Florada bulunan bu mikroorganizma, burada diger flora bakterilerileri
ile bir denge altinda kaldigi siirece hastalik yapmaz. Normal kosullarda kokusma,
mayalagsma dengesinin diizenlenmesinde ve beslenme ile ilgili bazi1 hususlara yardime1
olur. Ancak belirli kosullar altinda E. coli insan ve hayvanlar i¢in patojen olup gerek yangi

gerekse siirgiin seklinde ortaya ¢ikan bagirsak hastaliklarina etken olur. Bagirsak kanali
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disina ¢ikip diger dokulara yerlesmeleri ve ¢esitli klinik tablolara yol agmalari sik goriilen
bir durumlardir. Ozellikle idrar yollari, safra kesesi ve safra yollari, akciger, periton ve
menenjlere ulasan E. coli bakterileri 6nemli hastaliklara yol agarlar. Organizmanin normal
savunma giiciiniin azalmasi 6rnegin yeni doganlarda, yaslilarda, diger hastalarin terminal
sathalarinda, immiinosiipresyon durumlarinda vena ve iiretra kateterizasyonlarindan sonra
koliform bakterilerin doku ve kana yayilmasi i¢in gerekli kosullar ortaya cikar (Bigehan,

2000).

2.5.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Uriner sistem enfeksiyonlari, insanlarin hayatlar1 siiresince en ¢ok yasadiklari ve
hastaaneye basvurma nedenleri olan enfeksiyonlardir. USE; patogenezine gore (Orn:
obstruksiyon), yerlesimine gore (Orn: uretrit, sistit) veya tedavisine gore (Orn: ilk
enfeksiyon, reenfeksiyon, relaps, vs.) siniflandirilabilir. Fakat daha c¢ok iist ve alt iiriner
sistem enfeksiyonlar1 olarak tanimlanmasi klinik prezentasyon, patofizyoloji ve tedavi i¢in
faydalidir. USE semptomatik ve asemptomatik veya basit ve komplike (altta yatan
anatomik veya fonksiyonel anomali mevcuttur) olarak da gruplandirilir (Brumfitt ve ark,
1998).

Uriner sistem enfeksiyonlarin gogunlugunun tek bir mikroorganizma ile
olusmaktadir. USE’de E. coli’yi Klebsiella spp., Proteus spp., Pseudomonas spp.,
Enterobacter spp. takip eder. Koagulaz negatif stafilokoklar ¢cogunlukla kontaminan olarak
kabul edilmekle birlikte, Staphylococus saprophyticus, 6zellikle bahar ve yaz aylarinda,
cinsel yonden aktif genc¢ kadinlarda sik goriiliir ve akut sistit ataklariin %5-15inden
sorumludur (Stamm ve Stapleton, 2004). E. coli; basit iretrit, semptomatik sistit,
piyelonefrit ve sepsis gibi agir tablolara da sebep olabilir. Komplike olmayan sistit ve
pyelonefrit vakalarinin %80’inden ¢ogundan sorumlu mikroorganizma E. coli olup,
ozellikle belirli serotipleri ile daha ¢ok karsilasilmaktadir. Uropatojen E. coli olarak
isimlendirilen birkag O serotipi (2, 4, 8, 18ab, 75, 150) bu enfeksiyonlarin biiyiik
cogunlugunda rolii vardir (Kaper ve ark, 2004).

En yiikksek USE insidans1 20 ile 40 yas arasinda, geng, cinsel yonden aktif
kadinlarda goriiliir. Kadinlarin en az %20’si senede en az bir kez tiriner sistem enfeksiyon

atag1 ile karsilasmaktadirlar. Benzer yas grubundaki erkeklerde komplike olmayan USE
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oran1 %0.5’tir ve daha ¢ok homoseksiiel, siinnetsiz veya HIV enfeksiyonu olan kisilerde
rastlanir (Nicole, 2001).

Komplike iiriner sistem enfeksiyonlari i¢in predispozan faktorler:

I)Tikaniklik (malformasyon, tas, v.s),

2)Yapisal bozukluklar (norojen mesane, Prune Belly Sendromu),

3)Metabolik hastaliklar (hiperkalsiuri, hipopotasemi, diyabet, hiperurisemi),

4)Travma, ameliyat,

5)Papiller nekroz, polikistik bobrek, orak hiicreli anemi gibi bobrek yapisini bozan
hastaliklar,

6)Bagisiklik sistemin baskilanmis olmasi, yeni antimikrobiyal kullanimu,
kortikosteroid kullanimai,

7)Uriner sistem kateterizasyonu,

8)Sistoskopi ve diger urolojik islemler (Stamm ve Stapleton, 2004).

USE’lerin neredeyse tamami assendan enfeksiyonlardir. Fekal kaynakli floradan
gelen bakteriler periuretral alanda kolonize olarak iiretradan mesaneye ¢ikarlar. Nadirende
hematojen yolla iiriner sistem enfeksiyonu ortaya ¢ikabilir. Lenfatik yol ve direkt yayilimin

da USE patogenezinde etkili oldugu bilinmektedir (Stamm ve Stapleton, 2004).

2.6. E. coli Enfeksiyonlarinda Kullamilan Antimikrobiyaller

E. coli'nin neden oldugu enfeksiyonlarinin tedavisinde en ¢ok kullanilan
antibiyotikler kinolonlar, aminoglikozidler, beta laktamlar, trimetoprim/sulfametoksazol,
fosfomisin ve nitrofurantoindir. CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute),
Enterobactericeae  cinsi  mikroorganizmalar iizerine etkili olan antibiyotikleri
kullanimlarint diizenleyebilmek icin dort grupta siiflandirmistir. Buna gore tedavide en
cok kullanilan veya birinci segenek Grup A’da bulunan antimikrobiyallerdir. Eger konakta
bu gruptaki antimikrobiyallere kars1 herhangibir diren¢ olugsmus ise diger grup olan Grup B
deki antimikrobiyaller tedavide amaci ile kullanilabilir. Ayni sekilde eger Grup B’deki
antimikrobiyallere kars1 diren¢ gelisimi s6z konusu olursa bir diger grup olan Grup C’deki
antimikrobiyaller ile tedaviye devam edilmelidir. Bir diger grup olan Grup U’daki

antimikrobiyaller ise yalnizca USE’da tercih edilmelidir (Tablo 3) (Wayne, 2012).
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Tablo 3. Enterobactericeae enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan antimikrobiyaller

Grup A Grup B Grup C Grup U
Ampisilin Amikasin Aztreonam (ATM) Lefloksasin
Seftazidim (CAZ) veya Ofloksasin
(ESBL belirleyicisi) Norfloksasin
Sefazolin Amoksisilin/Klavulanik asit Kloramfenikol Nitrofurantoin
Sefalotin Ampisilin/Sulbaktam
Piperasilin/Tazobaktam
Tikarsilin/Klavulanik asit
Gentamisin Sefuroksim Tetrasiklin Sulfisaksazol
Tobramisin
Sefepim Trimetoprim
Sefoksitin
Sefotaksim (CTX) veya
Seftriakson (CRO)
Siprofloksasin, Levofloksasin
Ertapenem,imipenem,
Meropenem
Piperasilin
Trimetoprim/Sulfametaksazol

2.6.1. Beta Laktamlar ve Etki Mekanizmasi

Beta laktamlar sik olarak tercih edilen bakterisid etkili ve toksisiteleri oldukc¢a
diisiik antibiyotiklerdendirler. Bu antimibiyotikler arasinda; penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar, karbapenemler ve beta laktamaz inhibitorleri yer almaktadir. Bu gruptaki
ilaclarin en 6nemli 6zellikleri yapilarinda beta halkasi laktam adi verilen 4 atomlu halka
bulundurmalaridir. Her grup beta laktamin 6zelligi, bu halkaya baglanan baska halkalar ve
yan zincirlerle belirlenir. Beta-laktam grubu antibiyotiklerden olan monobaktamlarda beta
laktam halkasina baglanan baska halka mevcut degildir. Beta laktamaz inhibitorleri aslinda
birer beta laktam olmakla birlikte tek baslarina antibakteriyel 6zellikleri pek yoktur.
(Ozsoy ve ark, 2001). Bakteri hiicre duvarinm en &nemli polimeri olan beta laktamlar
peptidoglikan sentezini inhibe ederek etkisini gostermektedir. Hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikan tabakasi ard arda dizilmis N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik
asit (NAM) aminosekerinin olusturdugu bir zincirlerdir. Her zincirde ayrica NAM’e bagli,
4 amino asitten olugan peptit zinciri yer almaktadir. Bu peptit zincirleri de diger
iplik¢iklerdeki peptit zinciri ile birleserek peptidoglikanin ana omurgasinin olusumuna
katki saglamaktadir (Livermore ve Williams, 1996).

Beta laktam grubu antibiyotiklerin en O©nemli etkileri PBP’lerin hiicredeki
fonksiyonlarina, sayilarina, bulunduklar1 bakterinin tiiriine bagli olarak degisik olmaktadir.

PBP’lerin bir hiicredeki fonksiyonlar ile ilgili ¢calismalarda en ¢ok kullanilan bakteri E.
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coli’dir. PBP’ler bu bakteride hiicrenin hayatta kalmasinda bir taraftan énemli fizyolojik
gorevleri yaparken diger taraftan da beta laktamlar icin de oldiirlicii hedefleri
olusturmaktadir. Bu proteinler hiicrede transpeptidaz olarak gorev almaktadir. PBP’ler bir
sekilde beta laktamlarla bloke edildiklerinde, bu PBP’ler bakterinin gelismesinde uzama
faktorii olarak gorev aldiklarindan, bakterinin biiylimesinin yavaslamisina ve durmasina
sebep olmaktadir. Bunlardan hiicrenin uzamasinda en ¢ok 6nem tasiyan PBP 1b’dir. PBP
2, beta laktamlarla bloke edildiginde bakterinin ¢omak sekli degismekte, kiiresel sekil
almakta ve eger daha uzun siire ve daha yliksek konsantrasyonlarda bekletilirse bakteri
parcalanmaktadir. PBP 3 ise septal peptidoglikan sentezinden sorumlu olan bir
transpeptidadir. PBP 3, beta laktamlarla bloke edildiginde bakteri boliinemez ve seklinde
degisiklik olarak iplikcik seklini alir. Diisiik molekiil agirlikli PBP’lerden olan PBP 4, 5 ve
6 ozellikle karboksipeptidaz aktivitesine sahip olup, hiicrenin hayatta kalmasinda ve
yagsamsal aktivitelerinin siirdiirilmesinde diger biiyiik molekiil agirlikli PBP’ler kadar
onemli arz etmemektedirler. PBP 4, ayrica endopeptidaz ve transpeptidaz aktivitesinden de
sorumludur. PBP 7 ise bakterinin yasamsal fonksiyonlarinin yavasladigi dénemlerde
sirasinda transpeptidaz aktivitesine sahip bir hedef haline gelebilmektedir (Livermore ve
Williams, 1996).

Beta laktamlarin bakteri hiicresinde lizise sebep olmasinda mikroorganizmanin
peptidoglikanini hidrolize eden enzimlerinin de gérevleri bulunmaktadir. Bakteri biiyilirken
bir taraftan yeni peptidoglikan molekiilleri olustururken, diger taraftan yeni
peptidoglikanlarin hiicre duvarina eklenmesi, mevcut ¢apraz baglarinin hidrolize edilerek
acilmasina baghdir. Bakterideki bu hidrolazlarin etkisi ile peptidoglikan molekiiliindeki
capraz peptit baglarmin hidrolizasyonu gerceklesmektedir. Fakat ortamda beta laktamlar
varsa, bunlar ilgili enzimlere baglanarak yeni gelisen hiicrelerde yeni peptit baglarinin
olugsmamasina, hiicre duvarinin yapisinin bozulmasina neden olmaktadirlar (Mims ve ark,

1993).

2.6.2. Aminoglikozidler ve Etki Mekanizmasi

Tiim aminoglikozid antibiyotikler 6 iiyeli bir aminosiklitol halkasindan

olusmaktadir. Aminosiklitol halkasina glikozidik baglarla bagli sekerler mevcuttur. Ancak

spektinomisin  yapisinda aminoseker ve glikozidik bag bulunmamasiyla diger

aminoglikozidlerden farklidir. Aminoglikozidlerin en Onemlileri arasinda streptomisin,
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amikasin, neomisin, kanamisin, gentamisin, tobramisin, dibekasin, netilmisin, isepamisin,
ve spektinomisinler bulunmaktadir (Gilbert, 2005).

Aminoglikozidlerin etkisi multifaktoriyel olup birka¢ asamadan olugmaktadir. Bu
basamaklardan ilki hiicrenin dis yiizeyi ile iyonik etkilesimdir. Bu olay elektrostatik ve
olduke¢a hizl1 bir olay olup pasif olarak gerceklesmektedir. Aminoglikozidler Gram negatif
bakteri hiicre duvarinda lipopolisakkaridlere, fosfolipidlerin polar baslarma ve dig
membran proteinlerine baglanarak kompetetif olarak Mg** ve Ca** iyonlarim1 bulunduklar
yerlerinden oynatip; bunun sonucunda hiicre duvarinin gecirgenlik fonksiyonu bozarlar. Bu
sebeple aminoglikozidler bakterisid etkili olan antimikrobiyaller igerisindedirler (Gilbert,
2005). Aminoglikozidler, 30S ribozomlarinda 16S A bolgesine geri doniisiimsiiz olarak
baglanmaktadirlar. Streptomisin sadece 30S alt birimine baglanir ancak, diger
antimikrobiyaller buna ilaveten 50S alt birimine de baglanirlar. Burada mRNA’nin kodon
ve tRNA’nin antikodonlarinin yanlis okunmasina sebep olarak daha sonraki antimikrobiyal
transport fazinin hizlanmasmma ve membran hasarina sebep olurlar ve bdylece

aminoglikozidlerin letal etkisi ortaya ¢ikar (Gilbert, 2005).

2.6.3. Kinolonlar ve Etki Mekanizmasi

Kinolonlar 1960’11 yillardan beri kullanilan en eski ilaglardan olup; insanoglunun
bakterilerle olan savasinda son yillarda en ¢ok kullanilan antibiyotikler arasinda yer
almaktadirlar. DNA giraz diger adi ile topoizomeraz II enzimi bakteri hiicresinde
kromozomlarin dnce acilip daha sik kivrim yapmasini saglayan, sonra da agilan uglari
yapistiran enzimdir. Kinolon grubu antimikrobiyallerin kullanimindan sonra bakteri DNA
giraz enzimine baglanirlar ve enzim fonksiyonlari inhibe olur. Bunun neticesinde
DNA’nin siipersarmal olusumu engellenir, boliinemeyen bu bakteriler anormal sekilde
uzayip bir siire sonra da oOliirler. Tiim kinolonlarin etki mekanizmalar1 birbirlerine gok
benzemekle  birlikte etkilerinibakteri  hiicrelerinde =~ DNA  sentezini  bozarak
gostermektedirler. Bakterisid etkili ajanlardirlar (Melli, 2004).

Bu grubun ilk iiyesi, antimalaryal bir etken olan klorokinin saflastirilmasi sirasinda
elde edilen ara {riinden (iretilen nalidiksik asittir. Nalidiksik asit idrar yolu
enfeksiyonlarinda kullanilan bir antimikrobiyaldir. Gram pozitif bakterilere, P. aeruginosa
ve anaerob bakterilere etkili degildir. Klinik kullanimi bu nedenlerden dolayr smirlidir.

Sadece Gram negatif aerobik c¢omaklara etkili olup dar etki alanli bir bilesiktir.
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USE’larinda  kullamlmasmin  en onemli nedenlerinden birisi idrarda yiiksek
konsantrasyonlara ulasabilmesidir (Melli, 2004). Ozellikle son 20-30 yildir kullanimda
olan florokinolonlar veya 4-kinolonlar adi verilen yeni kinolon tiirevleri nalidiksik asitle
kiyaslandiginda genis etki alani1 olmakla birlikte, daha iyi invitro etkinlik ve daha iyi
farmakokinetik oOzellikleri bulunan ve bu nedenlerle de ¢ok degisik enfeksiyonlarin

sagaltimlarinda siklikla kullanilmaktadirlar (Miilazimoglu, 1999).

2.6.4. Sulfonamidler ve Trimetoprimin Etki Mekanizmasi

Bakteri hiicreleri  niikleik asit sentezi icin gerekli olan folik asidi memeli
hiicrelerinden farkli olarak kendileri sentez ederler. Folik asit sentezinin ilk basamagindaki
para-aminobenzoik asit ile benzer yapida olan sulfonamidler, dihidropteroat sentetaz
enzimini kompetetif olarak inhibe ederek para-aminobenzoik asitden dihidropteroik asit
olugmasint engeller. Diger antibiyotik trimetoprim ise bakterinin dihidrofolat rediiktaz
enzimini inhibe ederek  tetrahidrofolik  asit  olusmasim1  inhibe  eder.
Trimetoprim/sulfametoksazol, trimetoprim ve bir sulfonamid olan siilfametoksazolun 1/5
oranindaki kombinasyonudur. Bu kombinasyonun kullanilmas: bakteri metabolizmasinda
birbirini izleyen iki basamagin inhibisyonuna sebep olmakla birlikte; bu antimikrobiyaller

tek baslarina bakteriyostatik kombinasyon halinde iken bakterisid etkilidir (Topgu, 2002).

2.7. Gram Negatif Bakterilerde Beta- Laktam Direnci

Giliniimiizde antibiyotikler arasinda en yogun olarak kullanilan grup beta-laktam
antibiyotiklerdir. Enterobacteriaceae ailesi liyelerinin beta-laktamaz iiretimi sayesinde
beta-laktam antibiyotiklere karsi direng gelisimi oldukc¢a yaygindir. Beta-laktamazlar,
beta-laktam halkasini hidrolize ederler ve beta-laktam antibiyotiklerin istenen etkisinin
aksine mikroorganizmalar1 korurlar. Bu enzimler Gram negatif bakterilerde periplazmik
bosluk i¢inde bulunur ve beta-laktam halkasindaki siklik amid bagmi pargalama
ozelliginde olan enzimlerdir (Yapar, 2007).

Beta-laktamazlarin sayisi, ¢esidi fazlalastikca, donem donem farkli siniflandirma
semalar1 olusturulmustur. En bilinen ve kullanilan1 1960’larda Richmond ve Sykes

tarafindan Onerilmistir. Daha sonra 1976’da Sykes ve Matthew tarafindan izoelektrik
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odaklamayla betalaktamazlarin farkliligi vurgulanarak genisletilmistir. Yine bu sema
1989°da Karen Bush tarafindan 1995°te revize edilmistir. Hem kromozomal hem de
plazmid 6zellikli enzimleri i¢eren bu siniflandirmada 6nceki siiflandirmalarda kullanilan
substrat profili, molekiiler agirligi, inhibitor profili, baglanma afinitesi ve izoelektrik nokta,
hidroliz hiz1 gibi 6zelliklere oksasilin, sefoksitin ve nitrosefinin substrat profiline ve
tazobaktam’in inhibisyon profiline katilmasiyla enzimler dort grupta toplanmistir (Yapar,
2007).

Grup 1. Sefalosporinazlar klavulanik asit ile iyi inhibe olmazlar.

Grup 2. Genellikle klavulanat tarafindan inhibe edilen en genis grubu olusturur.
Bu enzimler penisilinleri, sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve
monobaktamlar1 hidrolize etmelerine gore alt1 alt gruba ayrilir.

Grup 3. Metallo-beta-laktamazlar etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve p-
kloromerkuribenzoat ile inhibe olurlar, sinif ik betalaktamaz inhibitorleriyle inhibe
olmazlar.

Grup 4. Beta-laktamazlar penisilinazlardir ve yine klavulanik asit ile inhibe
olmazlar (Yapar, 2007).

Molekiiler diizeydeki mekanizmalara dayanan smiflamayi ilk olarak Ambler
1980°de yapmustir. Bu siniflandirmada betalaktamazlar A, B, C ve D olmak tizere dort
grup olarak gruplandirilmistir. A, C ve D gruplar1 ‘serin’ enzimlerini igerirken B grubunda
‘cinko’ enzimleri bulunmaktadir. Sinif A serin penisilinazlari, sinif B metalloenzimleri,
simif C serin sefalosporinazlart ve sinif D oksasilini hidrolize eden serin betalaktamazlar
barindirir. Beta-laktamazlar direng geninin kromozom ya da plazmid lizerinde bulunmasina
gore iki grupta incelenir (Yapar, 2007).

Diinya genelinde yaygin olarak toplum kokenli USE etkeni olan E.coli 'lerde
amoksisiline yliksek dirence rastlanmaktadir. 2003 ECO-SENS raporuna gore; 16 Avrupa
ilkesi ve Kanada'da 256 merkezli calismanin verilerine bakildiginda siprofloksasin direnci
ortalama % 2.3 olarak bulunmustur. Kinolon direnci en yiiksek %19.3 ile Ispanya ve
Portekiz’de rastlanmistir. Tiirkiye’de ise siprofloksasin direnci %5-20 arasinda degismekte

ve USE’lerin ampirik tedavisinde dncelikli tedavi olarak kullanilmaktadir (Téreci, 2002).
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2.7.1. Plazmid Aracili Beta-Laktamazlar

Plazmid aracili beta laktamlar molekiiler simif A ve D ig¢inde yer alan en yaygin
enzimlerdir. Mutantlarin ortaya ¢ikisindan sorumlu kromozom kaynakli genlerin, bakteriler
arasinda yayilmasinda son yillarda belirgin olarak Enterobacter ve Citrobacter tiirlerinde
rastlanan sefalosporinaz tiretimi Klebsiella spp. ve E.coli’de de goriilmeye baslamistir. Bu
sorunun deprese mutantlardan kaynaklanmadigi, bakterilerin plazmid kaynakli AmpC geni
tagidiklar1 ortaya konmustur. Plazmid kaynakli sefalosporinazlar (MOX-1, FOX-1, CMY-
1, CMY-2, LAT-1, BIL-1, MIR-1) kromozomal AmpC sefalosporinazlarla iliskilidir. Once
K. pneumoniae kokenlerinde gorilen (MIR-1) beta-laktamazlar;  sefoksitin,
oksiiminosefalosporinler ve aztreonam direncine sebep olurlar. Genislemis spektrumlu
beta laktamazlarin tersine beta-laktamaz inhibitdrlerine de direnclidirler (MOX-1 haric).

Plazmid bagimli beta-laktamazlar bes gruba ayrilabir: TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
enzimleri, OXA ve PSE enzimleri ve daha nadir dar spektrumlu enzimler, TEM ve SHV
tiirevi GSBL’ler, TEM ve SHV den kaynaklanmayan GSBL’ler ve Inhibitér direngli TEM
mutantlar1 (Yapar, 2007).

2.7.2. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar

Bu antibiyotiklerin etki spektrumlarinin genisligi nedeniyle, bunlarin hidrolizine
neden olan beta-laktamazlar da “genislemis spektrumlu” olarak adlandirilmislardir (Akova,
2004). GSBL ilk olarak 1983 yilinda Almanya’da bildirilmistir. 1987°de Fransa’da da
bildirildikten sonra 1991 yilindan itibaren de tiim diinyadan GSBL izole edildigi haberleri
gelmistir. Halen pek ¢ok sayida ve ¢esitli GSBL enzimi ve bunlarin {iretimini diizenleyen
mekanizmalar mevcut olup, GSBL biitiin diinyada hizli1 bir sekilde artmaktadir (Giiler,
2007). B-laktamazlarin adlandirilmasinda simdiye kadar ¢ok farkli  yontemler
kullanilmistir. Bunlara 6rnek olak; bazi enzimler, hedef substratlarina (IMP, OXA, vs),
baz1 biyokimyasal 6zelliklerine (NBC, SHV), bazi sahip olduklar1 genlere (CepA, Amp),
bazi izole edildikleri mikroorganizmalara (PSE, AER), suslara (P99), baz1 hasta isimlerine
(ROB, TEM), hatta hastane (RHH, MIR) veya eyaletlere (OHIO), onlar1 bulan kisilere
gore (HMS) isimlendirme verilebilir (Bush ve Jacoby, 1997). Ornegin, ilk kez

Pseudomonas cinsi bakterilerden elde edilen PSE enzimi enterobakterilerde ¢ok nadir

bulunmaktadir. Bunun Orneklerini ¢ogaltmak miimkiindiir. SHYV, siilfidril variabl’dan
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kisaltilmig bir isime sahipken, glinimiizde SHV-1 enziminin aktif bolgesinin siilfidril
degil, serin hidroksil oldugu belirlenmistir (Livermore, 1995).

Gram negatif bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere karsi diren¢ olusumunda
temel mekanizma beta-laktamaz iiretimidir. Bugilin her tiirlii beta-laktam antibiyotik,
350’nin tlizerinde degisik betalaktamazlardan bir veya birkagc1 ile hidrolize edilerek etkisiz
hale getirilebilir. Piyasaya yeni beta-laktam antibiyotiklerin sunulup klinikte
kullanimasiyla ve yaygimlasmasi sonrast bakterilerin bu antibiyotiklerede direng
gelistirmeleri antibiyotik kullanimi1 ve diren¢ olusumu arasindaki iliskiyi kanitlayan bir
ornektir. Direng gelisen antibiyotikler arasinda “oksiimino aminotiozil sefalosporinler”
(sefotaksim, seftriakson ve seftazidim) ve aztreonam onde gelmektedir (Akova, 2004).
GSBL, mikrobiyolojik olarak oksiimino sefalosporinleri hidrolize edebilen, klavulanik asit
tarafindan inhibe olabilen enzimler olarak da adlandirilmaktadirlar. Ancak son yillarda
GSBL kategorisinde kabul edilen bazi1 enzimlerin bu adlandirmadan farklilik gosterdigi
tespit edilmektedir. Yapisal ozellikler ve evoliisyon agisindan GSBL’ler 9 farkli grup
icinde ele alinmakla birlikte bu gruplar igerisinde en 6nemlileri TEM, SHV, CTX-M ve
OXA’dir (Akova, 2004). Bircok GSBL, enterik Gram negatif bakterilerin plazmid kokenli
beta-laktamazlari olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1’den kdken alir (Akova, 2004).

Koken alinan ana enzimin molekiiler yapisindaki aminoasitlerden 1 ila 4’niin yerine
farkli aminoasitlerin gelmesiyle GSBL’ler olusur. Enzimin yapisinda olusan bu degisiklik,
enzim-substrat iligkisinin saglandig1 aktif bolgede yeni bir modellenmeye yol agarak genis
spektrumlu sefalosporinlerin ve aztreonamin da bu enzimlerin etki spektrumuna girmesini

saglamaktadir (Akova, 2004).

2.7.3. Sik Rastlanilan Genislemis Spektrumlu Beta- Laktamazlar

GSBL’ler penisilinler ve sefuroksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim, sefpirom,
sefotaksim ve sefepim gibi oksiiminoaminotiazolil sefalosporinleri hidroliz etmektedir.
Karbapenem ve sefamisinler ise bu enzimlere dayaniklidir. GSBL olusturan suglarda
siklikla goriilen beta-laktamazlar SHV, CTX-M, OXA ve TEM enzim tipleridir (Giiler,
2007).
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2.7.3.1. SHV Tipi GSBL

SHV’ler kromozomal yapil1 bir enzimdir. Ampisilin, tikarsilin ve piperasilin’e kars1
dirence gelistirmektedir. Oksimino-sefalosporinlere karsi etkisi bulunmamaktadir. Bu
enzimlerde karakteristik degisiklik 238. pozisyonda glisin yerine serin girmesidir
(Bradford, 2001). Bu grup enzimlerin 6nciisii olan SHV-1 ¢ogunlukla K. pneumoniae’da
rastlanir ve burada bulunan plazmid araciligiyla olusan ampisilin direncinin takriben
%20’sinin nedenidir. SHV koékenli GSBL’lerin sayis1t TEM kokenli olanlara gore sayica
daha az, bugiinse sayr 50 adet civarindadir. SHV enzimlerden birisi olan (SHV-10)
‘inhibitor direngli’ karaktere sahiptir. SHV kokenli GSBL’ler K. prneumoniae’den baska

Citrobacter diversus, P. aeruginosa ve E. coli’de de bulunmustur (Akova, 2004).

2.7.3.2. CTX-M Tipi GSBL

Fransa, Arjantin ve Almanya’da 1990’larin ilk yillarinda sefotaksime seftazidimden
daha yiiksek diizeyde direncli GSBL olusturan Gram negatif bakteriler oldugu tespit edildi.
Ambler’in siniflamasina gore, sinif A beta-laktamazlardan olan bu enzimler sefotaksimi
etkileme diizeyi daha fazla oldugundan CTX-M seklinde isim verilmistir. Aslinda
Salmonella enterica serovar Typhimurium ve E. coli’de yeralmasinin yanisira diger
Enterobacteriaceae tiirlerinde de bulunmaktadir. Aminoasit dizilerine baz alinarak bes ayri
grupta ele alinirlar: CTX-M-1 grubu. CTX-M-2 grubu, CTX-M- 8 grubu, CTX-M-9 grubu,
CTX-M-25 grubu (Svanborg ve ark, 1982).

Betalaktamazlardan CTX-M tipi son yillarda diinya genelinde Enterobacteriaceae
tirlerinde icinde hergegen giin arttigt gozlenmistir. CTX-M, sefotaksime daha yliksek
aktivite gosterirken seftazidime karsi nispeten diisiik aktivite sergiledigi gozlenmektedir
(Boyd, 2004). Giliniimiizde 55°ten fazla CTX-M tipi beta-laktamaz tanimlanmistir
(Bouguessa ve ark, 2006).

CTX-M beta-laktamaz enzimi iireten mikroorganizmalar sefotaksim gibi
oksiimino-sefalosporinlere direng iiretmesiyle 6ne ¢ikmistir. Bu arada bu tarz enzim {ireten
suslarin laboratuvarlarda saptanmasi sirasinda direng¢ genlerinin tasinabilecegi ve bulas
acisindan da dikkatli olunmas1 énemlidirler. CLSI, GSBL varlig1 arastirilirken kontrol susu
da olsa klinik suglar1 da olsa sefpodoksimli, sefotaksim ile seftazidimli klavulanath

saptanma ve dogrulama testleri de kullanilmasininin yararh olacagi séylenmektedir (Pitout
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ve ark, 2004). Bu tarz GSBL enzimleri genellikle substrat olarak sefotaksimi secgerler.
Genel olarak Salmonella Typhimurium ve E. coli’de iiretildikleri kabul edilmis olsalarda
diger enterik Gram negatif bakterilerde de tiretildikleri saptanmistir. Otuzun tlizerinde farkl
tipte olan bu tiir enzimler TEM ve SHV kokenli enzimlerle maksimum %40 oraninda
benzerlikleri bulunmaktadir. Yine 1. kusak sefalosporinlere benzilpenisiline oranla daha
cok ilgi duyarlar (Akova, 2004). Toplum kokenli enfeksiyonlu hastalarda izole edilen
GSBL porzitif E.coli’lerin %70’ inde CTX-M tipi bulunmaktadir (Paterson, 2006). CTX-M
tiirii GSBL’ler Salmonella enterica serovar Typhimurium, E. coli ve K. pneumoniae klinik
izolatlarda bildirilmistir. CTX-M benzeri GBSL’ ler ilk kez Amerika’da bildirilmektedir
(Moland ve ark, 2003). CTX-M enzimleri en ¢ok plazmid aracili TEM ve SHV beta-
laktamazlarla %40 ve altinda homoloji gosterir. Proteus vulgaris, K. oxytocaun

sefalosporinleri hidrolize eden kromozomal enzimlerinde bulunmustur (Yapar, 2007).

2.7.3.3. OXA Tipi GSBL

OXA tip beta-laktamazlar oksasilini hidroliz etme yeteneginden dolayr bu
isimlendirmeyi  almiglardir. Bu  beta-laktamazlar  oksasilin ~ ve  kloksasilini
benzilpenisilinden %50 fazla hidroliz ederler. Bunlar baskin olarak P. aeruginosa’da
bulunmus ancak diger birgok bakteride de belirlenmistir. Gergekte, en yaygin OXA tipi
betalaktamaz, OXA-1 E. coli izolatlarinda %1-10 arasi bulunmaktadir (Paterson, 2006).
OXA tipi GSBL’ler ilk basta Tiirkiye Ankara’da tek bir hastaneden izole edilen P.
aeruginosa’da bildirilmistir (Giilay, 2001). Fransa’da OXA-10’un yeni bir tiirevi P.
aeruginosa izolatinda bulunmugstur. GSBL OXA tipi betalaktamazlarin gelisimi SHV ve
TEM tipi GSBL’lerin gelisimiyle benzerdir (Paterson ve Bonomo, 2005).

2.7.3.4. TEM Tipi GSBL

TEM kaynakli GSBL’ler en sik E. coli ve K. pneumoniae’de bulunmus bunun
yanisira, enterik ve non-enterik olan c¢ogu bakteride de rastlanabilecedi gosterilmistir
(Proteus spp., Enterobacter spp. ve Salmonella spp., P. aeruginosa) (Bradford, 2001).
Plazmid kaynakli bilinen en eski enzim sayilan TEM-1, bakteride ampisilin, penisilin ve 1.

kusak sefalosporin direncine yol agar. TEM-1 E. coli’deki ampisilin direncinin %90’ 1mnin
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sebebidir. TEM-1’in yapisindaki bir aminoasit degisikligi ile olusan TEM-2’nin substrat
yapist TEM-1 ile hemen hemen aynidir. Bu ylizden bu enzim GSBL’ler arasinda
sayllamaz. Fakat 12 degisik pozisyonda olusan aminoasit degisiklikleri bugiin 120°den
fazla TEM kokenli GSBL’nin olugmasina yol agmistir. Bu enzimlerden bazilar1 ‘inhibitor
direngli’ TEM sinifinda enzimler olup, genis spektrumlu sefalosporinleri inhibe
etmediklerinden dolay1 ger¢ek anlamda GSBL olarak kabul edilmezler (Boyd, 2004).
Bahsi gecen bu enzimler isimlerinden de anlagilacagi gibi, klasik GSBL’lerin tersine beta-
laktamaz inhibitorlerinin etkilerine (6zellikle sulbaktam ve klavulanat) kars1 direnclidirler.

Fakat tazobaktam bu enzimleri inhibe etme 6zelligindedir (Akova, 2004).

2.8. GSBL’lerin Laboratuvarda Saptanmasi

Laboratuvarda GSBL varlig1 arastirilmasi birtakim problemler igermektedir. Eger
bir bakteri GSBL tasiyorsa bu bakteri genis spektrumlu sefalosporinlerden en az birine
yada aztreonama diren¢ gosterecegi diisliniiliirken, invitro olarak saptanan minimal
inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri CLSI’ye gore Onerilen diren¢ siirlarina
ulagsmayabilir (Akova, 2004). Birtakim sorunlar sebebiyle CLSI bir tarama yontemi gerekli
gormektedir: GSBL varliginin tespiti i¢in farkli yontemler de bulunmaktadir. Bu testler;
cift disk sinerji testi, li¢ boyutlu test, E-test ve Vitek otomatize duyarlilik testleri olarak
siralanabilir. Bu testlere ek olarak ¢esitli molekiiler yontemler de GSBL saptanmasi

amaciyla kullanilabilir (Akova, 2004).

a.Tarama Testleri

Tarama testi olarak en ¢cok Kirby-Bauer Disk Diflizyon Testi kullanilmaktadir.

Kirby-Bauer Disk Difiizyon Testi: DDT’nde McFarland 0.5 bulanikliginda
bakteri siispansiyonlar1 hazirlandiktan sonra petri kutularina 4 mm kalinliginda dokiilmiis
Mueller-Hinton Agar (MHA) yiizeyine inokiile edilir. Aralarinda 2 cm olacak sekilde
antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Antibiyotik zon ¢aplar 6l¢iildiigiinde sefotaksim < 27
mm, seftriakson < 25 mm, sefpodoksim < 17 mm, aztreonam < 27 mm olmas1 GSBL

pozitif stiphesi olarak degerlendirilir (Giir, 2008).
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b. GSBL Dogrulama Testleri

Klavulanik asidin GSBL enzimlerinin aktivitesini baskilamasi esasina dayanir.
Bunu anlamak i¢inde ¢ift disk sinerji testi, mikrodiliisyon yontemi, kombine (modifiye)
disk sinerji testi veya ii¢ boyutlu teste tabi tutulur veya otomatize sistemlerde uygulanabilir
(Gir, 2008).
Cift Disk Sinerji Testi: CDST aslinda DDT temelli bir yontemdir. Ayni sekilde
McFarland 0,5 standardi yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonu
MHA'’a yayilir. Bu petrinin merkezine amoksisilin-klavulonik asit diski (AMC 10+20pg)
konulduktan sonra, merkezden merkeze uzakligr 20-25 mm olacak sekilde diger diskler
(aztreonam, seftazidim, sefotaksim) yerlestirilir. 36+1°C’de 18-20 saat inkiibasyona tabi
tutulur. Degerlendirirken antibiyotiklere ait inhibisyon zonlarinin klavulanik aside dogru
genislemesi veya iki inhibisyon zonu arasinda bakteri iireyen alanda iliremenin olmadigi
bolge gorlilmesi durumlarinda bakterinin GSBL {irettigi yani bu 6zellik agisindan pozitif
oldugu seklinde yorumlanir (Resim 1). Ancak, bu yontemle calisilirken bazi1 noktalara
dikkat etmede fayda bulunmaktadir. Ornegin enzim substrat profili degisik oldugu igin
testte indikator antibiyotiklerin miimkiin oldugunca ¢ok kullanilmasi gerekmektedir. CLSI
kriterlerine gore; seftazidim zon ¢ap1 22 mm ve altindaysa, sefotaksim ve aztreonamin zon

cap1 27 mm ve altindaysa, seftriakson zon ¢ap1 25 mm ve altindaysa; kesinlikle GSBL i¢in

dogrulama testi yapilmalidir.

Resim 1. Cift disk sinerji yontemi. (GSBL pozitif izolatlarda amoksisilin/klavulonik asit diskinin gevresine
konulan seftazidim, sefepim, sefoksitin, aztreonam inhibisyon zon c¢aplarinin genislemesi beta laktam
antibiyotigin aktivitesinin artigini géstermektedir.)
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Kombine (Modifiye) Disk Sinerji Testi: Bakteri konsantrasyonu McFarland 0,5
standardina uygun olarak hazirlanan siispansiyon MHA plaklarina yayilir sonra klavulonik
asit bulunan ve bulunmayan CTX ve CAZ diskleri yerlestirilir. 18-24 saat 35°C’de
inkiibasyonun ardindan klavulonik asit bulunan ve bulunmayan disklerin g¢evresindeki
inhibisyon zonlar1 Ol¢iilerek degerlendirilir. Kombinasyon disklerinin g¢evresindeki zon,
klavulonik asit igcermeyen disk ¢evresindeki zona oranla > 5 mm olursa izolat GSBL
uirettigi kabul edilerek GSBL pozitif olarak kabul goriir (Giilay, 2004).

Mikrodiliisyon Yontemi: Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem
klavulonik asit olmadan hem de klavulonik asit varliginda incelenir. Klavulonik asit varken
MIK degerlerinde >3 log2 (8 kat) azalma GSBL pozitif seklinde degerlendirilir (Giilay,
2004).

U¢ Boyutlu Test: Disk difiizyon temeline dayanan bir yontemdir. Teste tabi olacak
bakteri agar yiizeyine yayilir ve agarin ortasindan bir yarik olusturulur. Yarigin ici test
edilecek bakterinin tretildigi sivi bakteri siispansiyonundan yaklasik 10°-10' olacak
miktarda yerlestiriir. Antibiyotik diskleri ile yarik arasinda 30 mm kadar mesafe ile dizilir.
Sefotaksim, aztreonam, seftriakson, seftazidim diskleri ile yapilabilir. Yarigin bulundugu
aralikta, inhibisyon zonunda degisiklik veya kiiciilme testin sonucunu pozitif seklinde

yorumlandirir. Cok hassas, fakat yorucu ve teknik agidan daha zor bir testtir (Gtilay, 2004).

c. Otomatize Sistemler

GSBL tanisinda otomatize sistemler de kullanilabilir. Otomatize sistemler, hasta
sonuglarint daha kisa siirede vererek, hastaya uygun antibiyotigin daha kisa siirede
baslanmasini saglayarak, hastanin hastanede kalig siiresini azaltir. Bunun yam sira
laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi standardizasyonu saglar. Tiir diizeyinde yiiksek
oranda dogru identifikasyon yapar. Sonuglar tekrarlanabilirdir. I¢ ve dis kalite kontrolii
uygulanabilir. CLSI’'nin Onerdigi antibiyotikleri kademeli olarak raporlar. Dogru
antibiyotik kullanimini1 saglayacak sekilde, antibiyotik duyarliliklarinin raporlanmasinda,
diizenleme yapilabilmesine olanak saglar. Hizli ve etkin raporlama saglar. Otomatize
sistemlerin en Onemli dezavantaji geleneksel yontemlere gore, daha pahali olmasidir.
Ayrica TUretici firmalar tiim sarf malzemelerinin, kendi iirlinlerinden kullanilmasini
istemekte, aksi takdirde verilerin kalitesinden sorumluluk kabul etmemektedir. Genellikle
sistemi lreten firmalarin belirledigi antibiyotiklere karsi paneller hazirlanmakta, bunlar

disinda c¢alisilacak antibiyotikler igin, el ile calisilmak zorunda kalinmaktadir. Teknik is
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giiclinii azaltmasina ragmen kesinlikle kalifiye teknik is giiciiniin istthdamini gerekli
kilmaktadir. Bu sistemlerde zor iireyen, anaerop ve bazi non-fermentatif bakterilerin
antibiyotik duyarhiliklar1 yapilamamaktadir. Bu nedenle laboratuvarlarda otomatize
cihazlarmm yan1 sira, geleneksel metodlar da bulundurulmalidir. Cihazlar MIK
saptanmasinda sinirlt sayida diliisyon kullanir ve daha diisiik ya da yiiksek degerler, yari
kantitatif sonug¢ olarak verilir. Kisa inkiibasyonlu otomatize sistemlerde yalanci duyarli
veya yalanci direngli sonuglar alinabilir. Bu kisa siire, tim bakteri diren¢ mekanizmalarinin
(6rn: indiiklenebilir beta-laktamaz) agiga ¢ikmasina yetmeyerek saptanmamasina neden
olabilir. Biitiin sistemlerde, cihaza koymadan once bir¢ok islem yapilmasi gerekir
(bakterinin {retilip saflastirilmasi, inokulum standardizasyonu gibi). Bu ylizden
otomasyon, inokulum yogunlugunun el ile hazirlanmasindan sonra baglar ve inokulum
yetersizligi, cihazin performansina etki eden énemli bir parametredir (isler, 2008).

Otomatize sivi bazli antimikrobiyal duyarlilik testlerinden iilkemizde kullanilanlart
Vitek 1, Vitek 2, Microscan, Becton Dickinson Phoenix sistemleridir (isler, 2008). Vitek 2
ve Phoenix GSBL saptama sistemi Amerika’da hem GSBL dogrulama testi hem de son
zamanlarin uzman sistemleridir. Kiyaslandiginda enzim karakterleri kullanilarak Vitek 2
GSBL dogrulama testinin % 98.1 hassas ve % 99.7 spesifik oldugunu gostermistir. Vitek 2
sisteminin yalanci pozitif GSBL testlerine neden olan beta laktamazlardan SHV-1 veya
K1’in fazla iiretimi tanimlamada Phoenix’ten daha iyi oldugu belirlenmistir. Genel olarak
Vitek 2 sistemi kullanicilar i¢in daha fazla yorumlamalara, daha fazla secenege sahip
oldugundan daha fazla testin tekrarlanmasinda onerilmektedir (Thomson ve ark, 2007).
Wiegand ve arkadasilarinin manuel saptama prosediirleri ile yar1 otomatize mikrobiyolojik
sistemler kullanilarak Enterobacteriaceae’larda GSBL saptanmasina yonelik yaptiklar
calismada Phoenix sisteminin %99, Vitek 2 sisteminin %86 duyarli, Vitek 2 %78, Phoenix
ise %52 spesifite gdstermistir (Wiegand ve ark, 2007).

d. Polimeraz Zincir Reakziyonu ve Molekiiler Yontemler

GSBL varligmmin ortaya konmasinda uygulanan molekiiler yontemler; DNA
problari, PZR, PZR restriksiyon fragment length polimorfizim analizi, oligotiplendirme,
ligase chain reaction, niikleotid analizi ve PZR-single strand conformation polymorphism
analizleridir. DNA problar1 gen ailesi i¢in 6zgiildiir fakat genislemis spektrumlu olan ve

olmayani ayirdedemez, oldukc¢a zahmetlidir. PZR uygulamasi da genis spektrumlu olan ve
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olmayan1 ayirdedemez ama basittir. Oligotiplendirme 6zgiil TEM tiirlerini belirlemekte
basarilidir. Spesifik bir restriksiyon enzimi ile olusturulabilen fragment dizilerindeki
varyasyonlara RFLP denir. PZR-RFLP basit bir uygulamadir, niikleotidlerdeki 6zgiil
degisiklikleri belirleyebilir. PZR-SSCP, 6zel elektroforez sartlar1 gerektirir ve farkli SHV
tirevlerinin ayirt etme ozelligi vardir. LCR’de farkli SHV tiirlerinin saptayabilir fakat
birgok oligoniikleotid primerin kullanimina ihtiya¢ duyar. Niikleotid dizi analizi yontemi

ise daha zahmetlidir ancak altin standart olarak kabul edilir (Bradford, 2001).

2.9. GSBL Sentezleyen Bakterilerin Klinikte Neden Oldugu Sorunlar

2.9.1. Direng

GSBL enzimi sentezleyen bakterilerin klinikte yol actig1 problemlerin basinda bu
enzimleri sentezleyen bakterilerin sebep oldugu diren¢ sorunudur. Gram negatif bakterinin
bu enzimlerden birini sentezledigi ortaya konmugsa, biitlin genis spektrumlu
sefalosporinler ve aztreonama kars1 direngli kabul edilmelidir. Bunun yaninda bu enzimleri
kodlayan plazmidler yine birgok betalaktam dis1 antibiyotige karsi da genetik materyal
barindirmaktadirlar. Buna bagli olarak GSBL tasiyan bakterilerde basta aminoglikozitler
olmak tizere kinolon, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim-sulfametoksazol direnci de

ayn1 zamanda goriilebilmektedir (Akova, 2004).

2.9.2. Hastalarin Kolonizasyonu

Yatan hastalardan izole edilen ve GSBL sentezleyen bakterilerle kolonizasyon
thtimalini artiran birgok risk faktorii sayilabilir. Bu risk faktorleri: luziimsiiz ve gereginden
uzun antibiyoterapi, yogun bakimda yatis siiresinin uzamasi, bakimevi-huzurevi gibi
yerlerde yasama, ayn1 zamanda kronik, ciddi ve agir hastaliklarin olmasi, hastanede genis
spektrumlu sefalosporinlerin kullaniminin sik ve fazla miktarda olmasi, doku biitiinliiglinii

bozan girisimler, acil abdominal cerrahi vs. siralanabilir (Akova, 2004).
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2.9.3. Laboratuvarda GSBL Saptanmasinda Zorluklar

GSBL enzimi iireten bir bakteri, sentezledigi enzimin degisik sefalosporinlere
tutumunun farkli olmasi ve inokulum etkisi gibi sebeplerle 3. kusak sefalosporinlere hassas
olarak goriinebilir. Inokulum etkisi, eger GSBL iireten bakteri sayis1 yiiksekse, direng
diizeylerinin de buna paralel olarak yiikseldigini anlatan bir tanimlamadir. Tavsiye edilen
inokulum seviyelerinde (5x10° bakteri/ml), MIK degerleri daha asagida iken inokulum, bir
enfeksiyon alaninda oldugu iizere 107 ye yiikseltildiginde MIK degerleri 100 ila 500 kat
oraninda artmaktadir. Bu yiizdan de in vitro test sonuglar1 hassas goziikse de GSBL iireten
bakterilerin yol actigi enfeksiyonlarda genislemis spektrumlu beta-laktam kullaniminin
sakinilmasinin daha dogru oldugunu gostermektedir (Giilay ve Taskiran, 2001). Sayet bu
bakteri herhangi bir USE disinda bir hastaliga sebep olmugsa 3. kusak sefalosporin
uygulamasi basarili olamayacaktir (Akova, 2004). Seftazidime yiiksek affinite gosteren
GSBL’lerin daha sik rastlandigi bir merkezdeki laboratuvarin rutin duyarlilik testlerinde
sefotaksim ya da seftriaksonu kullanildigi merkezde 3. kusak sefalosporin gibi bir

antibiyotik tercih etmesi GSBL varliginin teshisini iyice zorlagtiracaktir (Akova, 2004).

2.10. Enfeksiyon Tedavisi

Sefamisin tlirevlerinden sefoksitin, diger sefalosporinlere oranla GSBL
enzimlerince inaktive edimeye direng gosterirler. Bu sebeple GSBL iireten bakterilerin
etken oldugu ciddi enfeksiyonlarin antibiyoterapisinde sefoksitin tercih edilmez. Buna
sebep olarak K. pneumoniae’nin tedavi esnasinda porin kaybina bagl diren¢ olusturmasi
ya da bir takim enterik Gram negatiflerin GSBL sentezine ek olarak sefamisin tiirevlerini
de hidrolize etme kabiliyeti tasiyan kromozomal beta-laktamazlar1 da sentezlemeleridir
(Akova, 2004). Dordiincti kusak sefalosporinden sefepim, SHV kokenli GSBL’lere karsi
direngli olmasiyla dikkat ¢eker. Fakat sefepim de beta-laktamaz {iretiminin artig1 sonucu
inokulum etkisiyle inaktive edilmektedir. Ayrica yogun sefepim kullanimi sonucu GSBL
sentezleyen bakterilerin salgina yol acabilecegi de gosterilmistir. Sonug olarak sefepimin
GSBL iireten bakterilerin yol a¢tig1 enfeksiyonlarda ilk segcenek olarak tercih edilmemesi
gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Sayet kullanilmasi1 gerekiyorsada yliksek dozlarda ve etkin
kombine antibiyotik secenekleriyle (kinolon ya da aminoglikozidler) birarada verilmesi

tavsiye edilmektedir (Paterson, 2000). Bir¢cok klinik ¢alismada GSBL {ireten
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mikroorganizmalarin yol agtigi enfeksiyonlarin tedavisinde beta-laktam/beta-laktamaz
inhibitorlerinden olumlu sonug alindig1 gosterilmistir (Akova, 2004). Fakat bazi1 bakteriler
cok sayida betalaktamazi ayn1 anda sentezleyerek ya da fazla miktarlarda ayni beta-
laktamaz tlireterek beta-laktamaz inhibitorlerine karst da direng gostermesine yol agabilir
(Akhan ve ark, 2001). Inhibitér direngli beta-laktamaz diger inhibitorlerin aksine
tazobaktama kars1 duyarlidir. Ik zamanlarda beta-laktam olmayan antibiyotiklerin GSBL
sentezleyen bakteri enfeksiyonlarinda kullanilmasi basarili bir uygulama gibi baglanmigsa
da zamanla bu bakterilerin sik¢a ¢oklu direng gelistirmeleri nedeniyle yararliligi uzun
stirmemistir. Bu yiizden kinolon tiirevleriyle aminoglikozidler gibi non-betalaktam igeren
antibiyotikler GSBL sentezleyen bakteri enfeksiyonlarinda oOncelikli olarak tercih
edilmezler (Bradford, 2001).

Son zamanlarda GSBL iireten Gram negatif bakteri enfeksiyonlarina kars1 yaygin
olarak uygulamada tercih goren antibiyotiklerin ilk sirasinda karbapenem tiirevleri
bulunmaktadir (Bradford, 2001). Karbapenem tiirevleri plazmid araciligiyla sentezlenen
GSBL veya GSBL dis1 enzimlerin yanisira, kromozomlar aracilifiyla sentezlenen beta-
laktamazlara karsi da etkindir. Karbapenemlerin bu durumlarda etkili oldugunu goésteren
bircok klinik c¢aligma yapilmistir. Bunun yaninda karbapenemlerin yaygin kullanimi
durumunda birtakim sikintilara yol acabildigide dikkate alinmalidir. Ornek olarak;
metallokarbapenamaz sentezleyen bakterilerin olusumu (Stenotrophomonas maltophilia
gibi), kromozom aracilifiyla sentezlenen serin proteazlarin artmaya baslamasi, K.
pneumoniae’de porin mutasyonuyla ortaya ¢ikan karbapenem direnci sayilabilir (Bradford,
2001).

Uriner sistem enfeksiyonlar1 hastane ve polikliniklerde en sik tani konulan
hastaliklardan birisidir. USE ¢ok farkli sekillerde karsimiza ¢ikabilmekle birlikte,
asemptomatik bakteriiiriden sepsisle giden piyelonefrite kadar degisebilen tablo
gosterebilmektedir. Ozellikle USE’larinda antibiyotiklerin yaygmn ve kontrolsiiz
kullanilmasi, antibiyotik tiiketiminin artmasina neden olmus bu da basta direng problemleri
olmak tizere pek ¢ok sorunu beraberinde getirmistir. Bilindigi gibi en éenmli antibiyotik
diren¢ olusm mekanizmalarindan birisi, bakterilerde genislemis spektrumlu beta laktamaz
tretiminin olmasidir. GSBL iireten mikroorganizmalar, kullanilan beta-laktam grubu
antibiyotiklere diren¢ kazanmis ve bu direng sorunu giderek 6nemli bir hal almistir. Bu
direng Ozelligi direngli suslarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde sorunlara sebep
olmaktadir. Bu sorunun ¢oziimlenebilmesi i¢in yeni antibiyotik arayislarina girilmesi

zorunlu hale gelmistir (Ruhi ve ark, 2010).
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Beta-laktam antibiyotiklere karsi bakteri direncinin en ¢ok karsilagina
nedenlerinden birisi beta-laktamazlardir. Beta-laktamaz iiretiminden sorumlu genler ¢ok
farkli yerlerde 6rnegin; kromozomlar, transpozonlar ve plazmidlerde bulunabilir, bununla
birlikte 6zellikle plazmidlerde yerlesik genetik bilgi en 6nemli sorunu olusturmaktadir.
Plazmidlerle direncli genlerinin konjugasyonla ortamda bulunan diger mikroorganizmalara
arasinda kolayca aktarilmalari, bu bakterilerde bulunan diren¢ genlerinin bir¢ok farkli tiire
hizla aktarilabilecegi anlamina gelmektedir ki bu durumda beta-laktamazlara bagl direng
patojen suslar arasinda kolaylikla yayilabilmektedir (Medeiros, 1997).

Bununla birlikte, bu sorunun ne kadar 6nemli olabilecegi ancak ne yazik ki son 15-
20 yil igerisinde anlagilmigtir. Bugilin tanimlanan beta-laktamazlarin toplam sayisi, son
yirmi yilda bilinen sayinin yaklasik 3,5-4 katina ulasmistir. Son 20-30 yilda ne yazik ki pek
cok yeni beta-laktamaz ortaya ¢ikmistir. Gram negatif basillerin seftazidim ve seftriakson
gibi siklikla kullanilan 3. kusak sefalosporinlere direncin artmasi, beta-laktamaz direncinin
nasil hizli olustugunu ve nasil kolaylikla yayilabildigi konusunda oldukc¢a iyi bir 6rnek
olarak gosterilmektedir. Bu antibiyotikler, yaklasik olarak 1980’lerin baslarinda
kullanilmaya baslanmis olsa da, 1982°de ilk genis spektrumlu beta-laktamaz
tanimlanmistir (Sanders ve Sanders 1992). Bundan sonra, GSBL’lerin goriilme siklig1 ne
yazik ki hizla artmistir. Bu direncin yayilmasiyla etkin bir sekilde savasmak i¢in, daha ¢ok
ve daha iyi bilgilere ihtiya¢ bulunmaktadir.

Genislemis spektrumlu beta laktaz iireten mikroorganizmalar tiim diinyada hizla
yayildig1 i¢in antibiyotik tedavilerinin planlanmasinda etkenin gergekten bu enzimi iiretip
iretmediginin dogru olarak tespit edilmesi gereklidir. Bir bakterinin genislemis spektrumlu
beta laktaz {iretip liretmediginin belirlenebilmesi i¢in pek cok test gelistirilmekle birlikte;
bunlardan en ¢ok kullanilanlarindan bir tanesi dogrulama testi olarak da kullanim alanina
sahip olan cift disk sinerji testidir. Bunun disinda bakterinin fenotipik olarak genislemis
spektrumlu beta laktaz {ireticisi olup olmadiginin belirlenebilmesinde E-test ve ii¢ boyutlu
test gibi degisik yontemlerde kullanilmaktadir. Yine aymi amag¢ i¢in genotipik olarak
molekiiler tan1 yontemleri de kullanilmaya baslanmistir. Ancak, molekiiler yontemler daha
pahali olmalari, deneyimli personel gerektirmeleri gibi sebepler ile GSBL alt tiplerinin tam
olarak  ayrilabilmesini  saglayabilmekle birlikte c¢ogunlukla arastirma amagl

kullanilmaktadir (Ak¢am ve ark, 2004).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. izolasyon Ornekleri

Calismada yaklasik olarak bir yillik siire boyunca Adnan Menderes Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarina, idrar yolu enfeksiyonu siiphesiyle getirilmis olan 264 hastanin idrar 6rnegi
materyal olarak kullanildi. Fenotipik olarak E. coli olarak identifiye edilen izolatalar
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji AD Molekiiler Teshis
Laboratuvari’'na getirildi. izolatlarmn saflik ve canliliklari kontrolleri EMB agarda
yapildiktan sonra, kullanilincaya kadar %20 gliserinli BHIB’da -20°C’ de saklandu.
Calisma, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 2014-413 protokol numarasi ile 17.10.2014 tarihinde izin
alinarak gerceklestirildi.

3.1.2. Besiyerleri

Toplanan orneklerin izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla Blood Agar (Merck
1.10886), MacConkey Agar (Merck 1.05465), Eozine-Metilen Blue Agar (Merck
1.01347), biyokimyasal testlerin yapilmasinda Triple-Sugar-Iron Agar (Merck VM858915-
212), Metil Red-Voges Proskauer Medium (Merck 1.05712), Simmons Citrate Agar
(Merck 1.02501) Nutrient Broth (NB) (Oxoid CM 0067), antibiyogram yapilmasinda
Mueller-Hinton Agar (Merck 1.05437), izolatlarin saklanmasinda %20 gliserinli (Merck
4094) Brain Heart Infusion Broth (Oxo0id-CM1135) kullanildi.

3.1.2.1. Kanh Agar
BlOOd Q@AT.....c.iiiiiiiiiiie s 40 gr

Besiyeri 40 gr tartildi iizerine 1 It saf su eklendi, mikrodalga firinda agar eritildi.

pH= 7.2+0.2 ayarlanip; otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Sonrasinda 45-
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50°C'ye kadar sogutulup %5-7 oraninda steril insan kani ilave edildi, petrilere dokiildii

(Bilgehan, 2000).

3.1.2.2. MacConkey Agar

MaACCONKEY AZAT ...eiiuiiiiiiiiiiiiie ettt 50 gr

Besiyeri 50 gr tartildi {izerine 1 It saf su eklendi, mikrodalga firinda agar eriyene
kadar tutuldu, pH= 7.2+0.2 ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi
Otoklav sonrasinda 45-50°C'a sogutulup petrilere dokiildii (Temiz, 2000).

3.1.2.3. Eosin Methylene Blue Agar

EMB Agar. ... 36g

Besiyerinden 36 gr tartildi lizerine 1 It saf su eklendi, mikrodalga firinda agar
eriyene kadar tutuldu, pH= 7.24+0.2 ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edildi Otoklav sonrasinda 45-50°C'a sogutulup petrilere dokildii (Temiz, 2000).
Sterilizasyon sirasinda 1s1 etkisiyle metilen mavisi indirgendiginden metilen mavisinin

okside olup kendi mavi-mor renge donmesi i¢in besi yeri ¢alkaland.

3.1.2.4. Triple Sugar Iron Agar

I N . ) P S2¢g

Besiyeri 52 gr tartildi lizerine 1 It saf su eklendi, mikrodalga firinda agar eriyene
kadar tutuldu, pH= 7.2+0.2 ayarlandi. 16x100mm’lik cam tiiplere dokiildiikten sonra,
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. 45°lik ag1 ile yatik pozisyonda besiyeri
donuncaya kadar oda 1sinda bekletildi (Bilgehan, 2000).

3.1.2.5. Metil Red-Voges Proskauer Medium
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D(F) GIUCOSE. ... e 50¢g

Phosphate buffer.............ooooiiii 170 g

Dehidre besiyeri, 17,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde eritilip, standart deney
tiplerine 5'er mL olarak dagitildi. Otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edildi.

Hazirlanmig besiyeri berrak, sarimsi- kahve renktedir ve 25° C'da pH's1 6.9+0.2'dir.

3.1.2.6. Simmons Sitrat Besiyeri

SIMmONSs Sitrat BeSTIYeTT......ouuitiit it 223 ¢

Besiyeri, 22.3 g/L olacak sekilde bir litre distile su i¢inde mikrodalga firin
kullanilarak tam olarak eritildi. Besiyeri heniiz s1v1 halde iken, standart 16x160 mm tiiplere
7'ser mL olarak dagitilip, tipler 121°C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav ¢ikisinda
besiyeri heniiz sivi iken tiipler 1-1.5 cm yiiksekliginde bir ¢ubuga yatirilarak (tiipiin
dibinde 2-2.5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinlig1 olacak) besiyeri katilastirildi. Bu
besiyeri berrak ve yesil renkte olup, 25°C 'da pH's1 6.6+0.2'dir (Engelkirk, 2008).

3.1.2.7. Mueller- Hinton Agar

Mueller HINtOn AGar.........oouiiiiiiiiii i 38¢g

Besiyeri 38 gr tartildi lizerine 1 It saf su eklendi, mikrodalga firinda agar eriyene

kadar tutuldu, pH= 7.2+0.2 ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi
Otoklav sonrasinda 45-50°C'a sogutulup petrilere dokiildii (Temiz, 2000).

3.1.2.8. Brain Hearth Infusion Broth (%20 gliserinli)

BHIB ..ot 37¢
(€111 41 DN 20 ml
DSt SU. .ottt 80 ml

Besiyeri 3.7 gr tartildi lizerine 80 ml saf su ve 20 ml gliserin eklendi, mikrodalga
firmda agar eriyene kadar tutuldu, pH= 7.2+0.2 ayarlandi, 500 pl miktarda ependorf
tiiplere dagitildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi (Bilgehan, 2000).
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3.1.2.9. Nutrient Broth

Nutrient Broth............... 8¢g

DISHIE SU. .ot 1000 ml

Besiyeri 8 gr tartildi iizerine 1 It saf su eklendi, mikrodalga firinda agar eriyene
kadar tutuldu, pH= 7.24+0.2 ayarlandi. 16x100mm’lik cam tiiplere dokiildiikten sonra,
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi (Bilgehan, 2000).

3.1.3. Ayiraglar

3.1.3.1. Oksidaz

N, N, N’, N’ — tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride........... lg
Distile su. ¥ils. 4" S SN & AN ... 100 ml

Reaktif kagit seritlere emdirilmis sekilde kullanima hazir olarak temin edildi.

Buzdolabinda (2-8°C) sakland1 (Engelkirk, 2008).

3.1.3.2. Kovaks

P-Dimethylaminobenzaldehyde .....................ooo, 10¢g
Isoamylalcohol ... 150 ml
HOl oo 50 ml

Kullanioma hazir olarak temin edilen ayirag buzdolabinda (2-8°C) saklandi

(Engelkirk, 2008).

3.1.3.3. Metil Kirmizisi

Metil KITMIZIST. ... e 0.05¢
%95°lik etil alkol ..., 150 ml
DSt SU. .t 100 ml
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Kullanirma hazir olarak temin edilen ayirag buzdolabinda (2-8°C) saklandi

(Engelkirk, 2008).

3.1.3.4. Voges-Proskauer

a. Alfanaftol.... ..o S5¢
%100°T0k etil alkol.......oueeie i 100 ml

b. Potasyum hidroksit.............coooiiiiiiiiiiiiii e 40¢
DISHLE SU. .ttt 100 ml

Kullanima hazir olarak temin edilen ayira¢ buzdolabinda (2-8°C) saklandi (Engelkirk,
2008).

3.1.4. Boyalar

Gram boyama (Merck-111885) yapildi.

3.1.5. Antibiyotik Diskleri

Calismada hepsi BD BBL USA marka amikasin (30 pg), amoksisilin-klavunik asit
(20/10 pg), aztreonam (30 pg), sefazolin (30 pg), siprofloksasin (5 pg), sefepim (30 pg),
norfloksasin (10 pg), piperasilin-tazobaktam (100/10 pg), kolistin (10 pg), imipenem (10
ng), sefpodoksim (10 pg), sefuroksim (30 pg), sefotaksim (30 pg), ampisilin-sulbaktam
(10/10 pg), nitrofurantoin (300 pg), trimetoprim sulfametaksazol (1.25/23.75 pg),
fosfomisin (200 pg), sefaperazon sulbaktam (30 pg), gentamisin (10 pg), seftriakson (30
pg) antibiyotik diskleri kullanildi. Diskler kullanilincaya kadar buzdolabinda -2/4+-8 °C de

saklandi.
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3.1.6. PZR’da Kullanilan Solusyonlar

3.1.6.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu

TriS BaSe. et 121.1¢g
BOTiK ASIt. ..t 61.83¢g
BT A e 5.84 ¢

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dk otoklav edilip, pH
8.0 ayarlanarak buzdolabinda saklandi.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu

LOX TBE. ... 50 ml

DISHLE SU. .ottt 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlanmistir. Hazirlanan bu soliisyondan hem agaroz

hazirlamada hem de elektroforez tanki icerisinde kullanildi.

3.1.6.2. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol mavisi..........oouiiiiiii e, 25 mg
SUKTOZ. et e 4¢g
HoO . 10 ml

Karistirilarak soliisyon hazirlandi.

3.1.7. Standart Suslar

E. coli izolatlarinin tiir diizeyinde belirlenmesi icin gerceklestirilen PZR’da pozitif
kontrol olarak E. coli ATCC 25922, negatif kontrol olarak da Enterococcus faecalis ATCC
29212 susu kullanildi. Antibiyotik duyarlilik testinde kalite kontrol susu olarak E. coli
ATCC 25922°den yararlanildu.
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3.1.8. Primerler

Calismada E. coli izolatlarinin genotipik olarak tiir diizeyinde dogrulanmasinda usp

(liniversal stres protein geni); GSBL enzim direnclilik genlerinin belirlenmesinde SHYV,

CTX, TEM, OXA; P fimbria genlerinin belirlenmesinde papA ve papG primerlerinden

faydalanildi. Calismada kullanilan primerler, sekanslari, amplikon uzunluklari, hedef

genleri ve kaynaklar1 Tablo 4’de gosterimistir.

Tablo 4. Caligmada kullanilan primerler

Primer Primer Sekanslari (5°-3°) Amplikon Hedef Gen | Kaynak
Uzunlugu(b¢)

usp-F CCGATACGCTGCCAATCAG 884 usp (Chen ve

usp-R ACGCAGACCGTAGGCCAGAT Griffiths,
1998)

SHV-F CGCCTGTGTATTATCTCCCT 293 blaSHV

SHV-R CGAGTAGTCCACCAGATCCT

CTX-M-F CGCTGTTGTTAGGAAGTGTG 569 blaCTX (Bali, 2007)

CTX-M-R GGCTGGGTGAAGTAAGTGAC

TEM-F ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 1080 blaTEM (Weill ve ark,

TEM-R GACAGTTACCAATGCTTAATCA 2004)

OXA-F ACCAGATTCAACTTTCAA 598 blaOXA (Gallardo ve

OXA-R TCTTGGCTTTTATGCTTG ark, 1999)

papG allel I-F TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT 461 papG allel

papG allel I-F TGGCATCCCCCAACATTATCG 1

papG allel II-F GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 190 papG allel | (Moreno ark,

papG allel 1I-R CGGCGGCCCAAGTAACTCG 11 2005)

papG allel III-F | GGCCTGCAATGGATTTACCTGG 258 papG allel

papG allel III-R | CCACCAATTGACCATGCCAGAC 111

papG allel II ve | CTGTAATTACGGAAGTGATTTCTG | 1070 papG allel

III-F ACTATCCGGCTCCGGATAAACCAT 18111 (Toni ve ark,

papG allel 1II ve 2006)

III-R

papA-F ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG 720 papA

papA-F CGTCCCACCATACGTGCTCTTC

3.1.9. Kullanilan Cihazlar

PZR 96 o6rnek kuyucuklu Boeco (Almanya) marka kademeli termal dongiileme

cihazinda, elektroforez VWR marka, 64 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda,

goriintiileme Vilber Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka goriintileme cihazinda

gergeklestirildi.
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3.1.10. Agaroz Jel
AZATOZ (SIZMA) . ...ttt e et lvelSg
Buffer, sise icerisindeki agarozun {iizerine ilave edilip, karistirilmis ve mikrodalga

firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50°C’ye kadar sogutulmustur. Karigim jel

kalibina dokiilmiis ve icerisine taraklar yerlestirilerek sogumaya birakilmistir

3.1.11. Marker

Marker olarak 100 bp (Vivantis® ve Fermentas® marka) DNA Ladder kullanildi.

3.1.12. Etidium Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme icin jelin boyanmasinda Sigma marka
%1°1lik ethidium bromiir 500 ml 0.5X TAE igerisine 100 pl miktarinda eklenerek
kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. E. coli’nin izolasyonu

3.2.1.1. Orneklerin Alinmasi

Idrar kiiltiirii i¢in 6rnekler hastanede idrar yolu enfeksiyonu agisindan incelenmek
tizere alindi. Bunun i¢in en az 10 gilin antibiyotik tedavisi almamis hastalarin sabah,
bolgesel temizlik islemi yaptirildiktan sonra, ilk idrarin ilk kismi atildiktan sonra gelen orta
idrar, 20-30 ml steril kaba alinarak, en ge¢ 30 dakika igerisinde laboratuvara ulastirildi.
Laboratuvarda makroskobik, mikroskobik ve mikrobiyolojik incelemeleri yapildi

(Bilgehan, 2000).

3.2.1.2. E. coli’nin Fenotipik Tanimlanmasi

Getirilen Ornekler makroskobik olarak incelendiginde cogunlukla bulanik veya
kanli nadiren duru goriiniimde olduklar: tespit edildi. Mikroskobik incelemede orta idrar
seklinde alinmis idrar 6rneginden 15 ml 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
tistteki stipernat dokiildii, tiiplin dip kisminda kalan ¢okeltiden temiz bir lamin {izerine bir
damla damlatildiktan sonra temiz bir lamelle kapatildi. 40X biiyiitme ile 16kosit ve bakteri
yoniinden incelendi. Mikrobiyolojik kiiltiir i¢in ise idrar iyice karistirildiktan sonra KA ve
EMB agarlara 0.1 ml'lik kalibre edilmis pipet ile ekildi ve steril cam bir bagetle plaga
yayildi. Etlive konulan plaklar 36+1°C 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra koloni sayimlari
yapildi. Her plakta sayilan koloni miktart 10 ile ¢arpilarak mililitredeki koloni sayisi

belirlendi. Elde edilen degerlere gore 10° koloniden yukaris
kabul edildi (Bilgehan, 2000). KA’da kiiciik gri renkli, EMB agarda metalik yesil refle

‘Uriner enfeksiyon” olarak

veren (Resim 2) saf olarak liremis kolonilerin identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik
testleri de beraberce yliriitlilerek 48 saat iginde sonuca gidildi.

Biyokimyasal testlerin yapilmasi i¢in izolatlar saf tiremis kolonilerden NB’a, KA’a,
MacConkey Agar ve TSIA’a pasajlandi. 361 °C 24 saat inkiibe edildi. Gram boyama,
oksidaz, indol, MR-VP, sitrat, TSIA’da tireme 6zellikleri incelendi.
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Resim 2. E. coli izolatinin EMB agardaki goriiniimii

3.2.1.2. 1. Oksidaz Testi

Gram negatif mikroorganizmalarin oksidaz aktiviteleri, oksidaz diski ile olgiildii.
Stipheli bakterinin 18-24 saatlik saf kiiltiirlinden 6ze ile alinan koloniler oksidaz diskine
yayilarak stiriildii. 25-30 saniye icinde diskin pembe—mor bir renk “pozitif”’, renk

degisikliginin olmamas1 “negatif” olarak degerlendirildi (Koneman ve ark, 1997).

3.2.1.2. 2. indol Olusumu

NB’da bir gecelik inkubasyon siiresi sonunda besi yerinin {lizerine 0.5 ml Kovacs
ayiract ilave edildi. Indol pozitif suslar besi yerinin iizerinde kirmizi negatif suslar sar1 bir

halkanin tesekkiiliine sebep oldu (Koneman ve ark, 1997).

3.2.1.2. 3. Metil Red—Voges Proskauer Testi

MR buyyona taze kiiltiirden bir 6ze dolusu ekim yapildi ve 37°C de 2-7 giin
inkubasyona birakildi. Uretilen kiiltiirden bir kisim alinarak {izerine 4-5 damla metil red
soliisyonundan damlatildi. Kirmiz1 renk olusumu MR pozitif olarak degerlendirildi.
Kiiltiirlin kalan kismima 3 ml %5’lik alfanaftol soliisyonundan ilave edilerek karistirildi.
Bunun iizerine %40°’lik KOH ¢o6zeltisinden bir ml ilave edildi ve 2—5 dakika icersinde

pembe renk olusumu VP pozitif olarak degerlendirildi (Bekar, 1997).
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3.2.1.2. 4. Sitrat Testi

Bu besiyerindeki tek karbon kaynagi sitrattir. Buna bagl olarak sitratin karbon
kaynag1 olarak kullanilmasi halinde besiyerinin pH's1 yiikselir ve bu durum pH indikatorii
aracihig ile belirlenir. 37°C'da 48 saat siiren inkiibasyondan sonra besiyerinin orijinal rengi
olan koyu mavi rengin korunmus olmasi sitratin kullanilmadigini, besiyeri renginin yesile

dontigmesi ise sitratin kullandiginin gostergesidir (Bekar, 1997).

Gram boyama neticesinde Gram negatif comak sekilli ve yapilan biyokimyasal
testler sonucunda, oksidaz negatif, indol pozitif, MR pozitif, VP negatif, sitrat negatif olan,
EMB agarda metalik yesil refle veren, MacConkey Agar’da laktoz pozitif ireme gosteren,
TSI agarda hareketli olan ve H,S negatif reaksiyon veren koloniler fenotipik olarak E. coli

kabul edildiler (Bilgehan, 2002).

Fenotipik yontemle E. coli olarak idikasyonu yapilan izolatalar Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji AD Molekiiler Teshis Laboratuvari’nda
EMB agarda saflik ve canliliklar1 kontrolleri yapildiktan sonra ¢alismalarda kullanilincaya

kadar %20 gliserinli BHIB’da -20°C’ de saklandilar.

3.2.1.3. E. coli’nin Genotipik Tanimlanmasi

Molekiiler ¢alismalar i¢in oncelikle bakterilerden asagida bildirildigi sekilde DNA
ekstraksiyonlar1 yapildi.

3.2.1.3.1. DNA Izolasyonu

Oncelikle E. coli izolatlarindan PZR’de kullanilmak iizere DNA ekstraksiyonu
ticari bir genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®) kullanilarak iiretici firmanin
onerdigi sekilde asagidaki gibi gerceklestirildi:

*200 pl bakteri stispansiyonu 400 pl lizis soliisyonu ile karistirildi.
*65°C’de 5 dakika inkube edildi.
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*600 pul kloroform ilave edilerek karigtirildi ve 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi.

*Santrifiijden sonra iist s1v1 yeni bir tiipe aktarilarak 800 pl presipitasyon soliisyonu
ilave edildi. Presipitasyon soliisyonu, 720 ul steril distile su ile 80 pl 10x konsantre
soliisyonu ile karistirilarak hazirlandi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

*Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra, pelete 100 pl 1.2 M NaCl ilave edilerek
vortekslendi.

*300 pl soguk %96’lik etanol ilave edilerek 10 dakika -20°C’de DNA’nin
presipitasyonu saglandi. *10.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

*Ustteki etanol dokiilerek pelet %70’lik soguk etanol ile yikand.

*Pelet kurutulduktan sonra DNA 100 pl steril distile suda ¢ozdiiriilerek iyice
karistirildi. Her bir PZR reaksiyonu i¢in 2 pl template DNA kullanildi.

3.2.1.3.2. DNA’nin Elektroforezi

Agaroz jel elektoroforezi, Spg/ml etidyum bromid’li %1 agaroz igeren mini jelde
gerceklestirildi. Jel hazirlanmasinda ve elektroforezde 0.5X TBE tamponu kullanildi Sul
DNA soliisyonu, 1 pl ylikleme soliisyonu ile karistirilarak 100 V’ta 35 dakika siireyle
yiiriitiildi. Elektroforez sonucunda baglangic noktasina yakin, yliksek molekiil agirlikli tek
bir bant gdzlenmesi, izole edilen DNA’larin biitiinliigiiniin tam oldugunu gosterdi

(Sambrook ve ark, 1989).

3.2.1.3.3. DNA’nin Saflik Kontrolii ve Miktar Tayinleri

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri spektrofotometre ile yapildi
(Sambrook ve ark, 1989). Spektrofotometrede DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki
absorbanslar1 hesaplandi (OD260 ve OD280) ve bu degerler arasindaki oran kullanilarak
DNA’nin saflig1 kontrol edildi. OD260/0D280 oraninin 1.8-2.0 arasinda olmasi DNA’nin

saf oldugunu, bu araliktan daha asagida olmast RNA kontaminasyonu oldugunu ve bu
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araliktan daha yukarida olmasi da protein kontaminasyonu oldugunu gostermektedir

(Turner ve ark, 2004).

3.2.1.34. PZR

Tiim PZR’lar amplifikasyon, elektroforez ve goriintiilleme olmak lizere {i¢ asamada
gerceklestirildi. Tiim PZR reaksiyonlarinda master miksler asagidaki gibi hazirlandu.

Master Mikslerin Hazirlanisi: Tiim PZR reaksiyonlarinda bir 6rnek icin PZR
amplifikasyonu 25 pl toplam hacimde, son konsantrasyon Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X,
magnesium kloriir (MgCl,) 2 mM, dNTP 0.2 mM, primer (her biri i¢in) 0.4 pmol, Taq
DNA polymerase 1.5 U olacak sekilde gerceklestirildi. Kullanilan malzemeler ve
voliimleri Tablo 5’te belirtilmistir.

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0.2 mL’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 25’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser ul alinip, ilgili tliplerin icerine eklendi ve agizlar
sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlara ytiklenip,

programlandi.

Tablo 5. Mastermiksin hazirlanma oranlan

Malzeme (Konsantrasyon) Istenen Son Konsantrasyon 10 6rnek (pl)

Buffer (10X) 1X 30

MgCl, (25 mM) 2 mM 24

dNTP (10 mM) 0.2 mM 6

Primer-F (100 pmol) 0.4 pmol 1.2

Primer-R (100 pmol) 0.4 pmol 1.2

Taq Polimeraz (5 U) 0.3 ul/ 50 wl 1.8

dH,O Son miktara tamamlanir 235.8
TOPLAM 300

3.2.1.3.4. 1. Usp PZR

E. coli izolatlarinin tiir diizeyinde identifikasyonun dogrulanabilmesi i¢in tim E.
coli suslarinda en ¢ok bulunan universal stres protein geni olan “uspA” varligi, tiim
izolatlarda PZR ile incelendi. Universal stres proteini olan Usp 13.5 kDa agirliginda
sitoplazmik bir proteindir. Is1 soku, ozmotik basincin artmasi, ortamda bulunan besinin
azalmasi, toksik etkenler bu proteinin sentezini artirir. E. coli liniversal stres proteinini

kodlayan uspA geni E. coli kromozomunda lokalize olmustur (Chen ve Griffiths, 1998).
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uspA primerleri kullanilarak gerceklestirilen PZR sonrasinda molekiiler olarak E. coli
olduklart dogrulanan izolatlar, caligma materyali olarak ayrildi. Tablo 6’da usp PZR’da

kullanilan reaksiyon kosullar1 verilmistir.

Tablo 6. Usp PZR islemine ait 1511 dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayist Sicaklik (°C) Siiresi
Baslangic 1 95°C 5dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 35 58°C 30 sn
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 15 dk

3.2.2. Antibiyotik Duyarhlik Testinin Yapihs1 ve Degerlendirilmesi

Izolatlarin antibiyotik duyarliliklarmin saptanmasinda Kirby Bauer disk diffiizyon
yontemi kullanildr (Bauer ve ark, 1966). Bunun i¢in izolatlar TSB’da 37°C’de bir gece
inkiibe edildikten sonra, bulanikliklar fizyolojik tuzlu su kullanilarak Mac Farland no: 0.5
standart tiipti bulanikligina ayarlandi. Bu kiiltiirlinden 0.1 ml miktarinda MHA’a ekildi,
baget ile kiiltlir yayildiktan sonra 3—5 dakika bekletildi, sonra secilen antibiyotik diskleri
agar yiizeyine yerlestirilerek, petriler 35+2°C’de 18+2saat inkubasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi disk etrafinda iiremenin tiimiiyle inhibe oldugu zonun cap, disk gapini
da icine alacak sekilde c¢iplak gozle oOlgiildii. Okuma, petri siyah bir zemin iizerinde
tutularak ve yansiyan 1sikta yapildi. Sonuclar Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti
(CLSI, 2012) gelistirdigi yorum kriterlerine dayanilarak duyarli (S) orta derecede duyarl
(D) ve direngli (R) olarak yorumlandi.

Antibiyotik duyarlilik testlerinde kalite kontrol susu olarak da E. coli ATCC 25922
susu kullanildi. Antibiyotik duyarlilik testlerinde yorede iiriner sistem enfeksiyonlarinin
tedavisinde en ¢ok kullanilan 7 antimikrobial aileye ait 20 antibiyotik kullanildi. Kullanilan

antibiyotiklerin adi, disk icerikleri ve degerlendirme kriterleri Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7. Kullanilan antibiyotiklerin adi, disk igerikleri ve degerlendirme kriterleri

Disk icerigi Zon Cap1 (mm)
Antimikrobiyaller Etki Mekanizmasi (ng) < I >
Direncli | Orta Duyarh Duyarh
Amikasin Aminoglikozid 30 14 15-16 17
Gentamisin Aminoglikozid 10 12 13-14 15
Amoksisilin/klavulanik asit B laktam/ laktamaz inhibitorii 20/10 13 14-17 18
Piperasilin/tazobaktam B laktam/ laktamaz inhibitorii 100/10 17 18-20 21
Ampisilin/sulbaktam B laktam/ laktamaz inhibitorii 10/10 11 12-14 15
Sefazolin B laktam/Sefalosporin 30 14 15-17 18
Sefepim B laktam/Sefalosporin 30 14 15-17 18
Sefpodoksim B laktam/Sefalosporin 10 17 18-20 21
Sefuroksim B laktam/Sefalosporin 30 14 15-17 18
Sefotaksim B laktam/Sefalosporin 30 14 15-22 23
Sefaperazon sulbaktam B laktam/Sefalosporin 30 15 16-20 21
Seftriakson B laktam/Sefalosporin 30 13 14-20 21
Aztreonam B laktam/Monobaktam 30 15 16-21 22
Imipenem B laktam/Karbapenem 10 13 14-15 16
Siprofloksasin Florokinolon 5 15 16-20 21
Norfloksasin Florokinolon 10 12 13-16 17
Kolistin Polimiksin 10 10 - 11
Nitrofurantoin Nitrofuran 300 14 15-16 17
Trimetoprim-sulfametaksazol | Siilfanomid 1.25/23.75 10 11-15 16
Fosfomisin Fosfomisin 200 12 13-15 16

3.2.3. GSBL’nin Fenotipik Arastirilmasi

3.2.3.1. Disk Difiizyon Testi ile Tarama

Izolatlarda GSBL enzim varligimi arastirmak icin 6ncelikle disk difuzyon yontemi
ile sefotaksim, seftriakson, sefpodoksim ve aztreonam antibiyotik diskleri kullanilarak
tarama yapildi. Bu antibiyotiklerden en az bir tanesine karsi duyarliligin azaldiginin
saptanmasi halinde (antimikrobiyal inhibisyon zonu sefotaksim < 27 mm, seftriakson < 25
mm, sefpodoksim < 17 mm, aztreonam < 27 mm) GSBL enzim varligindan siiphelenildi

sonrasinda dogrulama testi olarak cift disk sinerji testi yapildi (CLSI, 2012).

3.2.3.2. Cift Disk Sinerji Testi ile Dogrulama

Izolatlarda GSBL enzim varligm dogrulamak igin disk difuzyon ydntemi
kullanildi. Bunun i¢in McFarland 0.5 standardi yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan

bakteri  siispansiyonunun yayildigt Mueller Hinton agar plaginin  ortasina
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amoksisilin/klavulanik asit diski ve etrafinada disk merkezinden disk merkezine uzaklig
20-30 mm olacak sekilde sefotaksim, seftriakson, sefpodoksim, aztreonam diskleri
yerlestirildi. Daha sonra antibiyogram plaklar1 35°C+£2°C 16-18 saat aerobik kosullarda
inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda amoksisilin/klavulanik asit ile etrafindaki
antimikrobiyallerin inhibisyon zonlarinin kesistigi bolgede bir inhibisyon alaninin

gbzlenmesi ile GSBL enzim varligi saptanmis oldu (Liwermore ve Brown, 2001).

3.2.4. GSBL Enzim Tiplerinin PZR ile incelenmesi

E. coli izolatlarimin GSBL enzim tiplerinin belirlenmesinde PZR kullanildi. GSBL
enzimlerinin tiplendirilmesi i¢in dort gen (blaCTX, blaSHV, blaOXA, blaTEM) incelendi.

flgili PZR islemine ait 1s11 dongii ve siire diyagramin Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. GSBL direng¢ genlerinin PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Dongii | Siire Sicaklik (°C)
Basamak Sayisi blaCTX | blaSHV | blaOXA | blaTEM
Baslangi¢c Denatiirasyon | 1 5dk 95 95 95 95
Denatiirasyon 30 sn 95 95 95 95
Baglanma 35 30 sn 55 57 44 48
Uzama 30 sn 72 72 72 72
Son Uzama 1 15dk | 72 72 72 72

3.2.5. P Fimbiria Varhginin PZR ile incelenmesi
E. coli izolatlarinin P fimbria (papA, papQ) tasiyip tasimadiklar1 PZR ile arastirildi.
papA, papG allel 1, papG allel 11, papG allel III fimbria tiplendirilmesinde kullanilan PZR

islemine ait 1s11 dongii ve siire diyagramin Tablo 9°de gosterilmistir.

Tablo 9. P fimbiria genlerinin PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii | Siire Sicaklik (°C)
Sayisi papA | papG allel1 | papG allel I1 | papG allel I11 | papG allel 11 ve 111

Baslangic 1 5dk 95 95 95 95 95

Denatiirasyon

Denatiirasyon 30sn | 95 95 95 95 95

Baglanma 35 30sn | 62 59 60 62 63

Uzama 30sn | 72 72 72 72 72

Son Uzama 1 15dk | 72 72 72 72 72
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3.2.6. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

6x elektroforez boyasindan 1 pl alinip, elde edilen 5 pl PZR {irtinleriyle karigtirildi.
Bu karisimdan 6 pl alinarak, jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklendi. Hazirlanan
jele, istenilen ornekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra, elektroforez tankinin
kapag1 kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 100V, 400A akimda 45
dakika ytirtitiildi.

3.2.7. Goriintiileme ve Degerlendirme

Yiiz voltda 45 dakikalik elektroforez siiresinin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir
sekilde igerisinde etidyum bromiir olan tanka konuldu. Burada 15 dakika boyanmaya
birakildi. Siire sonunda boyanan jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminator
cihazindaki odaciga yerlestirildi. Degerlendirme, jel UV 15181 altinda fotograflandiktan
sonra, bant uzunluklari her PZR igin ayr1 ayr1 olacak sekilde, daha once Tablo 4’de

bildirilen iiriin uzunluklar1 dikkate alinarak yapildi.

3.2.8. Sekans Analizi

Saha izolatlarinda GSBL genleri ve P fimbria tiplerinin varligmi belirlemek igin
gerceklestirilen PZR islemi sonrasinda elde edilen amplikonlardan bir tanesi sekans
analizlerinin gerceklestirilmesi i¢in 6zel bir firmaya (Macrogen, Korea) gonderildiler.
Firmada saflastirmay1 takiben ABI Primse cihazi ile sekans analizi gergeklestirildi. Elde
edilen bu sekanslar1 pozitif kontrol olarak kullanmak i¢in gen bankasi ile karsilastirildi. Bu
amagla National Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanildr (Sekil
3).
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Sekil 3. Sekans analizinin yapisi

3.2.10. istatistiksel Analiz

Verilerin analizlerinde betimsel istatistiklerden frekans, ylizde ve ki-kare
testlerinden yararlanild1 (Biiylikoztiirk, 2014). Veriler SPSS paket programi araciligiyla
analiz edildi. Ki Kare testi; 1. GSBL iireten ve iiretmeyen, ii. papA ve papG tasiyan ve
tagimayan izolatlarda antibiyotik duyarlilik ve direnglilik durumlar arasindaki iliskiyi
karsilastirmak i¢in kullanildi. Sonuglar %95°lik giliven araliginda, anlamlilik p<0.05
diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

4.1.1. Fenotipik

Bu calismada, bir yillik siire boyunca 264 idrar 6rneginin fenotipik olarak
incelenmesi sonucunda, EMB ve kanli agarlarda referans susla (E. coli ATCC 25922)

benzer goriiniimdeki bakteri kolonileri secilerek, drneklerin %49.6’sindan (133 izolat) E.

coli siipheli izolat elde edildi.

Resim 3. E. coli ATCC 25922 susunun EMB ve kanli agardaki goriinimii

EMB agarda metalik yesil refle veren, kanli agarda kiiclik gri renkli hemolizsiz
koloniler olusturan, Gram negatif ¢omak seklinde, oksidaz negatif, indol pozitif, MR
pozitif, VP negatif, sitrat negatif, hareketli, H,S negatif izolatlar E. coli siipheli olarak
degerlendirildi.

4.1.2. Genotipik

E. coli izolatlariin tiir diizeyinde identifikasyonun dogrulanabilmesi i¢in, E. coli
suslarinda bulunan universal stres protein geni olan “uspA” geni varligi, tiim izolatlarda
PZR ile incelendi. Izolatlarm DNA’s1 kullanilarak uspA spesifik primerlerle
gerceklestirilen PZR sonrasinda 884 bp uzunlugunda {iriin elde edildi (Resim 4). Molekiiler

olarak E. coli olduklar1 dogrulanan 133 izolat ¢calisma materyali olarak kullanildi.
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Resim 4. E. coli izolatlarimin jel elektroforez goriintiileri. 1-5: E. coli izolatlar1 6. Pozitif Kontrol (E. coli
ATCC 25922) 7. Negatif Kontrol ( E. faecalis ATCC 29212)

4.2. Demografik Bulgular
Enfeksiyon etkeni olarak E. coli izole edilen hastalarin cinsiyetlerine gore
dagilimina bakildiginda hastalarin %57.2’sinin kadin, %43.8’inin erkek oldugu belirlendi

(Tablo 10).

Tablo 10. Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi

Cinsiyet N (%)
Erkek 57 (43.8)
Kadin 76 (57.2)

*Toplam izolat sayisi: n=133

4.3. Antibiyotik Direnclilik Bulgular:

Yiiz otuz il¢ E. coli izolatimin %350.30’linlin siprofloksasine, %42.10’unun
trimetoprim sulfametaksazole, %13.55’inin sefazoline, %9.80’inin amoksisilin-klavunik
asite, %8.30’unun norfloksasine diren¢li olduklar1 belirlenirken; kullanilan diger 15
antibiyotige kars1 direng oranlarinin %5.30 ile %0.75 arasinda degistigi tespit edildi (Tablo
11, Sekil 4) .
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Tablo 11. izolatlarin antibiyotik duyarlilik ve diren¢ durumlari

ope e Duyarh Orta Duyarh Direngli
Antibiyotik Ad1 N z’% ) N ( %))’ N (%)
Siprofloksasin 63 (47.30) 3(2.25) 67 (50.30)
Trimetoprim- Sulfametaksazol 76 (57.15) 1 (0.75) 56 (42.10)
Sefazolin 115 (86.45) - (0.0) 18 (13.55)
Amoksisilin-Klavunik Asit 120 (90.20) -(0.0) 13 (9.80)
Norfloksasin 122 (91.70) - (0.0) 11 (8.30)
Gentamisin 126 (94.70) - (0.0) 7 (5.30)
Sefuroksim 126 (94.70) - (0.0) 7 (5.30)
Nitrofurantoin 126 (94.70) - (0.0) 7 (5.30)
Piperasilin-Tazobaktam 119 (89.40) 7 (5.30) 7 (5.30)
Sefotaksim 126 (94.70) - (0.0) 7 (5.30)
Fosfomisin 127 (95.50) -(0.0) 6 (4.50)
Sefepim 127 (95.50) -(0.0) 6 (4.50)
Sefaperazon-Sulbaktam 122 (91.75) 5(3.75) 6 (4.50)
Ampisilin-Sulbaktam 124 (93.23) 4 (3.00) 5(@3.77)
Amikasin 127 (95.50) 3(2.25) 3(2.25)
Sefpodoksim 130 (97.75) -(0.0) 3(2.25)
Seftriakson 129 (97.00) 1 (0.75) 3(2.25)
Aztreonam 132 (99.25) - (0.0) 1(0.75)
Kolistin 132 (99.25) - (0.0) 1(0.75)
Imipenem 132 (99.25) - (0.0) 1(0.75)

*Toplam izolat sayisi: n=133

8 {zolatlarmn direnlilik oranlar

Sekil 4. izolatlarin antibiyotik direnglilik oranlar
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4.3.1. Cift Disk Sinerji Testi Bulgular

Bu calismada GSBL tespiti i¢in fenotipik dogrulama testi olarak cift disk sinerji
yontemi kullanildi. CLSI onerilerine gore amoksisilin-klavulanik asit diski etrafina
yerlestirilen antibiyotik diskleri arasinda zonlarin kesistigi bir inhibisyon alani
gozlenmesiyle yapilan CDST ile 133 izolatin %49.60’1 GSBL pozitif, %50.40’1 GSBL
negatif oldugu tespit edildi (Tablo 12).

Tablo 12. GSBL pozitif ve GSBL negatif izolat oranlari

GSBL N (%)

Pozitif 66 (49.60)

Negatif 67 (50.40)

*Toplam izolat sayis1: n=133

4.3.2. GSBL Ureten ve Uretmeyen E. coli izolatlar1 Arasindaki Antimikrobiyal

Diren¢ Oranlarimin Karsilastirmasi

GSBL pozitif olarak saptanan 66 izolatin %71.1°1 siprofloksasine, %63.6’s1
trimetoprim-sulfametaksazole, %10.6’s1 sefazoline, %9.1°1 amoksisilin-klavunik asit,
gentamisin, norfloksasine ve piperasilin-tazobaktama direngli olarak belirlenirken; diger 13
antibiyotige kars1 direng oranlarinin %6.0 ile %1.5 arasinda degistigi goriildii (Tablo 13).

GSBL negatif olarak saptanan 67 izolatin %29.8’1 siprofloksasine, 23.9°u
trimetoprim-sulfametaksazole, %16.4’1i sefazoline, %9.0’u amoksisilin-klavunik asit ve
norfloksasine, %8.5°1 nitrofurantoine direngli olarak bulunurken; diger 14 antibiyotigin
direng oranlar1 %6.0 ile %0.0 arasinda degistigi goriildii (Tablo 14).

GSBL iireten ve iiretmeyen E. coli izolatlarmin antibiyotik direglilik profilleri
karsilastinlldiginda direngli antibiyotiklerin siralamasinda biiyiik oranda benzerlik
goriilmekle birlikte, direnglilik oranlarinda farklilik bulundugu; GSBL varliginda direng
oranlarinin daha yiiksek oldugu belirlendi. GSBL iireten ve liretmeyen izolatlardaki direng

oranlarinin karsilastirilmasi Sekil 5’te gosterilmistir.
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Tablo 13. GSBL pozitif izolatlarda antibiyotik duyarlik ve direng oranlar1

Antibiyotik Adi ?\}‘{;;)“ ore ?%§3r11 Dl\ilrf%‘?)“
Siprofloksasin 19 (28.9) -(0.0) 47 (71.1)
Trimetoprim- Sulfametaksazol 22 (33.4) 2(0.0) 42 (63.6)
Sefazolin 59 (89.4) -(0.0) 7(10.6)
Amoksisilin-Klavunik Asit 60 (90.9) -(0.0) 69.1)
Gentamisin 60 (90.9) -(0.0) 6 (9.1)
Norfloksasin 60 (90.9) -(0.0) 6 (9.1)
Piperasilin-Tazobaktam 54 (81.2) 6.1 6(9.1)
Sefuroksim 62 (94.0) -(0.0) 4(6.0)
Sefepim 62 (94.0) -(0.0) 4 (6.0)
Sefaperazon-Sulbaktam 56 (84.9) 6.1 4(6.0)
Sefpodoksim 63 (95.5) -(0.0) 3(4.5)
Seftriakson 63 (95.5) -(0.0) 3(4.5)
Fosfomisin 63 (95.5) -(0.0) 3(4.5)
Sefotaksim 63 (95.5) -(0.0) 3(4.5)
Amikasin 62 (94.0) 2 (3.0 2 (3.0
Aztreonam 64 (97.0) -(0.0) 2(3.0)
imipenem 64 (97.0) -(0.0) 2 (3.0
Kolistin 65 (98.5) -(0.0) 1 (1.5)
Ampisilin-Sulbaktam 65 (98.5) -(0.0) 1 (L1.5)
Nitrofurantoin 65 (98.5) -(0.0) 1(1.5)

*Toplam izolat sayisi: n=66



Tablo 14. GSBL negatif izolatlarda antibiyotik duyarlik ve diren¢ oranlar1

N Duyarh Orta Duyarh | Direncli
Antibiyotik Ad1 N (%) N (%) N (%)
Siprofloksasin 44 (65.7) 3(4.5) 20 (29.8)
Trimetoprim- Sulfametaksazol S1(76.1) -(0.0) 16 (23.9)
Sefazolin 56 (83.6) -(0.0) 11 (16.4)
Amoksisilin-Klavunik Asit 61 (91.0) -(0.0) 6(9.0)
Norfloksasin 61 (91.0) -(0.0) 6 (9.0)
Nitrofurantoin 61 (91.5) -(0.0) 6(8.5)
Sefotaksim 63 (94.0) -(0.0) 4 (6.0)
Fosfomisin 64 (95.5) -(0.0) 3(4.5)
Ampisilin-Sulbaktam 61 (91.5) 4(6.4) 1(1.5)
Gentamisin 66 (98.5) -(0.0) 1(1.5)
Piperasilin-Tazobaktam 66 (98.5) -(0.0) 1 (1.5)
Sefepim 66 (98.5) -(0.0) 1 (1.5)
Seftriakson 66 (98.5) -(0.0) 1(1.5)
Amikasin 66 (98.5) -(0.0) 1(1.5)
Sefuroksim 67 (100.0) -(0.0) -(0.0)
Sefaperazon-Sulbaktam 67.(100.0) -(0.0) -(0.0)
Sefpodoksim 67/(100.0) -(0.0) -(0.0)
Aztreonam 67(100.0) -(0.0) -(0.0)
imipenem 62880.0) -(0.0) -(0.0)
Kolistin 67 (100.0) -(0.0) -(0.0)
*Toplam izolat sayist: n=67
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Sekil 5. GSBL iireten ve iiretmeyen E. coli izolatlarin antibiyotik direng¢ oranlarinin kargilagtirilmasi
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4.4. Molekiiler Bulgular

4.4.1. GSBL Enzim Tiplerinin PZR ile Analizi

Izole ve identifiye edilen 133 E. coli izolatimn GSBL enzim geni tasiyip
tagimadiklar1 PZR ile incelendi. GSBL enzimlerinin tiplendirilmesi i¢cin TEM, SHV, CTX-
M ve OXA primerleri kullanildi. Yiiz otuz ii¢ izolatin %59.4 (79 izolat)’ii incelenen GSBL
genlerinden en az bir tanesini tastyordu. TEM primerleriyle izolatlarin %32.3°i 1080 bp
biiyiikliigiinde, CTX-M primerleriyle izolatlarin %31.6’s1 569 bp biiyiikliigiinde, OXA
primerleriyle izolatlarin %21.1°1 598 bp biyiikliginde, SHV primerleriyle izolatlarin
%?2.3’1iniin 293 bp biiyiikliiglinde PZR {iriinii olusturdugu tespit edildi (Resim 5, Tablo 15).

1080 bp
1000 bp
598 bp
5609 bp
500 bp
300 bp
293 bp

Resim 5. 1-3-5-7: GSBL (SHV, CTX, OXA, TEM) pozitif izolatlarin jel elektrofarez goriintiileri. 2-4-6-8:
Negatif Kontrol (DNA’siz mastermiks) M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)

Tablo 15. TEM, SHV, CTX-M ve OXA primerleriyle pozitif reaksiyon veren izolatlarin

say1 ve oranlari

E. coli TEM CTX-M OXA SHV GSBL pozitif
tipi GSBL tipi GSBL | tipi GSBL | tipi GSBL | izolat sayis1
N (%) 43 (32.3) 42 (31.6) 28 (21.1) 3(23) 79 (59.4)

*PZR ile tespit edilen 79 GSBL (+) izolatta toplamda 116 gen tespit edilmistir.

GSBL genleri varligin1 belirlemek i¢in pozitif kontrol susu temin edilemediginden,
bu dort gen (blaTEM, blaCTX-M, blaOXA, blaSHV) i¢in, PZR ile pozitif olarak tespit
edilen saha izolatlarinin DNA’larinin ¢ogaltilmasi ile elde edilen amplikonlar sekanslandi.

Sekans sonucu olarak bu genleri tasidiklari belirlenen izolatlarin DNA’lar1 PZRlarinda
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pozitif kontrol olarak kullanild. lgili genlere ait sekans sonugclar1 asagida (Resim 6-Resim

9) gosterilmistir.

 Estheroh o sl hansco ugan T 00 s 00 mulpslonee stin 010 % 00 %R NG TR

. Eschrica ool fasi D oo [ TE01) and 65 RN meylas (i) enescomlee o and SCR o2 gene gt 1090 160 9T 00 o NG 360K

Resim 6. blaTEM geni sekans analizi sonucu

(' Uneuture b cone TRE-1 76 etended specum bfctmase T aCTM) e compls s 04 84 0% %13 9% kenrii
() EschenictcolsranCAQB lsmid pCADR. complee saquence 05 805 T0% 212 %% CPoRR

Resim 7. blaCTX-M geni sekans analizi sonucu

() Eschercia ol san A4 plsmi CAT, comoleesequence {16 1016 %% 00 %% Crommatt
(] Escheei ol ECO2 e D e Ok ORA) ene 0Kk alle comple s 1016 106 % 00 %% KPralassd
Resim 8. blaOXA geni sekans analizi sonucu
(. Kiebsilla pneumoniae s 296 plasmid extended s Tum beta-aclmase (olaSH-28) qene paral eds 155 4% 9% 2614 9% KuBB1A
) Escherchia coi stain E101 ﬂaaﬁdbeh-la:hrrﬂﬁ_lﬂﬂsmw Q6ne. partal ¢ds 855 455 0% 2124 9% KUi513.

Resim 9. blaSHV geni sekans analizi sonucu

Incelenen 133 izolatin GSBL pozitifligi fenotipik ve genotipik yontemler ile
karsilastirildigi zaman izolatlarin %49.7 (66 izolat)’sinin fenotipik, %59.4 (79 izolat)’iiniin
genotipik olarak pozitif oldugu belirlenirken her iki yontemle de pozitif olan izolat orani

%34.6 (46 izolat) idi.

4.4.2. E. coli P Fimbria Genlerinin Analizi

Izole ve identifiye edilen 133 E. coli izolatinin P fimbria geni tasiyip tasimadiklari
PZR ile incelendi. P fimbria tiplerini belirleyebilmek i¢in papA ve papG (allel 1, allel I,
allel III) primerleri kullanildi.

papA ve papG primerleri kullanilarak gerceklestirilen PZR sonucunda 133 E. coli
izolatinin %27.0 (36 izolat)’sinde toplamda 51 tane pap (papA+papG) geni belirlenirken;
bunlarin %12.0 ’sinin papA, %26.3’linlin papG oldugu saptand:1 (Tablo 17, Sekil 6). papA
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primerleri kullanilarak 720 bp, papG allel I primerleri kullanilarak 461 bp, papG allel 11
primerleri kullanilarak 190 bp, papG allel III primerleri kullanilarak 258 bp biiyiikligiinde
PZR iiriinii olusturdugu tespit edilirken; papG allel II ve papG allel III'lin birlikte
saptanmast icin gergeklestirilen PZR sonrasinda 1070 bp biiyiikliiglinde PZR iiriinii
olusturdugu belirlendi (Resim 10).

Tablo 16. E. coli izolatlarinda papA ve papG bulunma oranlari

papA papG
N (%) N (%)

Negatif | 117 (88.0) | 98 (73.7)

Pozitif | 16 (12.0) 35(26.3)

*Toplam izolat say1isi: n=133

Sekil 6. E. coli izolatlarinda papA ve papG bulunma oranlari

papG allel tiplerinin dagilimina bakildiginda ise izolatlarin %0.75°1 (1lizolat) papG
allel I, %24.80’1 papG allel II (33 izolat), %5.30’i papG allel III (7 izolat) tasidigi
belirlenirken; papG allel II ve III birlikte izolatlarin %26.30 (35 izolat)’iinde saptandi
Tablo 18, Sekil 7).

Tablo 17. E. coli izolatlarida papG allellerinin dagilim1

papG allel 1 papG allel I | papG allel III | papG allel II-111
N (%) N (%) N (%) N (%)
Pozitif 1 (0.75) 33 (24.80) 7 (5.30) 35 (26.30)
Negatif 132 (99.25) 100 (75.20) 126 (94.70) 98 (73.70)

*Toplam izolat sayisi: n=133
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i

papGAllel | papGAllel 11 papGAllel 111 papGAllel
11411

Sekil 7. E. coli izolatlarinda papG allellerinin dagilimi

3 5 9
papG papG papG papG
Allel I Allel I Allel III Allel TIHI11

R~ 70 |w|\

000 I\|\

100 hlw
00 bp

Resim 10. Pap genlerinin jel elektroforez goriintiileri. 1: papA pozitif izolat(720 bp) 3: papG allel I pozitif
izolat (461 bp) 5: papG allel 11 pozitif izolat (190 bp) 7: papG allel 111 pozitif izolat (258 bp) 9: papG allel
II-III  pozitif izolat (1070 bp) 2-4-6-8: Negatif Kontrol (DNA’siz mastermiks) M: 100 bp DNA ladder
(Vivantis®)

Tim E. coli izolatlar1 i¢inde papG allellerinin dagilimini inceledigimizde papG
allel II %24,80 oram ile tiim papG’ler i¢inde en sik tespit edilen allel idi. papA geni
tagtyan 16 izolatin 14’1 (%87.50) papG allel genlerinden en az bir tanesini tasidigi
belirlendi. papG alleli tasiyan 35 izolattin ise 14’1 (%40.00) ayn1 zamanda papA geni
tasidig tespit edildi. papG allel III tasiyan 7 izolatin 5 (%86.00)’1 ayn1 zamanda papG allel
II’de tasiyordu. Bir izolatin da hem papG allel I hemde papG allel I1I tasidig1 saptanda.
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pap genlerinin (papA, papG allel 1, papG allel I, papG allel III) varligin
belirlemek i¢in pozitif kontrol susu temin edilemediginden, bu dort gen i¢in, PZR ile
pozitif olarak tespit edilen saha izolatlarinin DNA’larinin ¢ogaltilmasi ile elde edilen
amplikonlar sekanslandi. Sekans sonucu olarak bu genleri tasidiklar1 belirlenen izolatlarin
DNA’lar1 PZRlarinda pozitif kontrol olarak kullamldilar. ilgili genlere ait sekans sonuglari
asagida (Resim 11-Resim 14) gosterilmistir.

Oestrpfion :j:e ::éfl E];Veg vaEue Ident - Accession
L Estherihia coliLAND2 chromasome. complete genome 79 79 D Ger2 Wh CLERIER
| Euol i gene 10 Dh bl Wh Yoo
| Escherichia colsain Ecor 5 adhesion proein PapA gene, complete ds i 18 0% 24 0% AruTIETd

Resim 11. papA geni sekans sonucu

Description :‘:g:e :-:(:1 ?;jveg va|IEue Ident | Accession
O E.coli papABCDEFGHIK aenes for F13 P-pili proteing 763 763 %% 00 9% 612391
[ E.coli papE. papF. and papG aenes, complete cds, isolate J36 763 763 %% 00 9% M201461
O E.coli papG aene encoding adhesin, complete cds, and papF qene, 3'end 763 763 %% 00 9% Mi7374
O Escherichia coliisolate 5557(7U) PapG (napG) aene, panG allele, complete cds 708 708 %% 00 9% AF237476.4
{J Estherichia coli adhesion protein PapG gene, papG-l allele, complete cds 686 686 95% 00 9% AF2406781
O Estherichia coliisolate 5557(7U) PapG (papG) gene, papG-l allele, complete cds 560 560 93% 6e-156 91% AF2374711

Resim 12. papG allel I geni sekans sonucu

Max Tolal Quey E

Destription e ScoE col il Ident Accession
L Estherichia coli cenome assembly NCTCA001. plasmid - 3 5 1% 8% fehB 9% Lhe0dnt
U Estherichia coli $88 chromosome. tomplete genome 05 29 3% e 98% CUA2ethi2
U Estherichia coli APEC 1. complete genarme 05 29 3% 158 98% CPODO4GE
)" Estherichiz colistain APEC 41 PanGil (anGl) cens. complete eds B5 25 0% feh 98% Av2i22604
Resim 13. papG allel 1 geni sekans sonucu

Descrption nge !:(:1 Sou:g vafue Ident| Accession
U Escherchia colipap gene for Pfimbrial adhesin PapG, stin 2017 W36 %% 2103 98% HEGI15T4A
O Escherichia col pap gene for P imbrial adhesin PapG, i 256 M %h 2103 %% HEENSTAA
. Escherichia col papG e fo P fivial adhesin PapG, e 207t B M % Ze103 9% HEG1ETD1
U Escherchia col papG gene for P fimbrial adhesin PapG, stin 1299 BN %% 2103 9% HESTZAIAA
[:] - Escherchia ol solte CPS PapG (pagG) aene, papCHl alle, complee ods W OW % 403 % AN

Re51m 14. papG allel III geni sekans sonucu

67



4. 5. istatistiksel Analiz

4.5.1. GSBL Ureten ve Uretmeyen Izolatlarda Antibiyotik Duyarhihk ve

Direngclilik Durumlarinin Karsilastirilmasi

GSBL iireten ve iiretmeyen izolatlarda antibiyotik duyarlilik ve direnglilik
durumlarini istatistiksel olarak karsilastirmak i¢in yapilan Ki Kare testi sonucunda
siprofloksasin ve trimetoprim-siilfametaksazol antibiyotikleri agisindan gruplar arasinda

anlamli farklilik saptandi (p<0.05) (Tablo 18).

Tablo 18. GSBL iireten ve iretmeyen izolatlarda antibiyotik duyarlilik ve direng

durumunun karsilastirilmasi

Direncg L
ope . = 2
Antibiyotik Duyarhilik o + X p
N (%) N (%)
Duyarlt 44 (65.7) 19 (28.9)
Siprofloksasin Orta Duyarl 34.5) - (0.0) 16.371 .001%*
Direngli 20 (29.8) 47 (71.1)
Trimetonri Duyarli 51 (76.1) 22 (33.4)
. rmetoprim- Orta Duyarlt -(0.0) —(0.0) | 16977 | .001*
siilfametaksazol - -
Direngli 16 (23.9) 42 (63.6)

4.5.2. P Fimbria Tasiyan ve Tasimayan Izolatlarda Antibiyotik Duyarhhk ve

Direnclilik Durumlarimin Karsilastirilmasi

papA ve papG tasiyan ve tasimayan izolatlarda antibiyotik duyarlilik ve direnclilik
durumlar arasindaki iligkiyi istatistiksel olarak karsilastirmak i¢in yapilan Ki Kare testi
sonucunda siprofloksasin direnci ile papG varligi arasinda gruplar arasinda anlamlh
farklilik saptandi (p<0.05) (Tablo 19). P fimbria varlig1 ile diger antibiyotikler arasinda ise

gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilmedi.
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Tablo 19. P fimbria tasiyan ve tasimayan izolatlarda antibiyotik duyarlilik ve direnclilik

durumlarinin karsilastirilmasi

Siprofloksasin
Duyarh (%) | Direncli (%) X? P
papA | Yok 38 (88.4) 45 (95.7)
Var | 5(11.6) 2(423) 1905 | .386
papG | Yok | 27 (62.8) 42 (89.4) "
Var | 16(372) | 5(10.6) 9.478 1.009
Trimetoprim-siilfametaksazol
Duyarh (%) | Direncli (%) X? P
papA | Yok | 47(92.2) 37 (94.9)
Var 4 (7.8) 2(5.1) 336 845
papG | Yok | 36 (70.6) 33 (84.6)
Var 15 (29.4) 6 (15.4) 2.753 232
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TARTISMA

E. coli, idrar yolu enfeksiyonlarindan en sik izole edilen patojenlerden birisidir.
Idrar yolu enfeksiyonlarmi ortadan kaldirabilmek igin hastaya pek ¢ok antibiyotik
verilmektedir. Antibiyotik uygulamalari sonucu gelisen antibiyotik direnci, giinlimiizde
yaygin ve yanlis antibiyoterapi uygulamalart sonucu goriillen 6nemli bir sorun haline
gelmistir. Bu direng de biiyiik 6l¢iide genislemis spektrumlu beta laktamazlar ile ilgildir.

E. coli’nin iiriner epitelde kolonizasyonunu ve persistansini kolaylastiracak virulans
faktorleri vardir. Bu virulans faktorleri gesitli adezinleri igerir ve bu adezinler de esas
olarak fimbrial kaynaklidir, bunlarin en Snemlilerinden birisi de piyelonefrit ile iligkili
fimbria (pap) olan P fimbriadir. Bu ¢alismada, iiriner sistem enfeksiyonu bulunan hasta
idrarlarindan izole edilen E. coli’lerin antibiyotik direncliliklerinin, genislemis spektrumlu
beta-laktamaz enzimlerinin ve piyelonefrit ile iligkili fimbrialarinin incelenmesi amaglandi.
UPEC’lerle iliskili oldugu bildirilen P fimbria varliinin belirlenmesi ve izolatlarin
antibiyotik direngliklerinin ortaya konulmasi, enfeksiyonlara kars1 etkili kontrol
calismalarinin gerceklestirilebilmesi ve dolayisiyla ekonomik kayiplart azaltmak i¢in
onemlidir.

Idrar yolu enfeksiyonlarinda her yas ve cinsiyette etken mikroorganizmalar iginde
ilk siray1 (%40-%67) E. coli almaktadir (Ozsiit, 2002). Bu ¢alismada da drneklerden E. coli
1zolasyonu %49.6 olmakla birlikte bu izolasyon orani diger ¢alismalarla uyumludur.

Kadinlarin %10-35'1 yasamlar1 boyunca en az bir kez liriner sistem enfeksiyonu
gecirmektedir (Ozsiit, 2002). Diinyada iiriner sistem enfeksiyon etkeni olarak E. coli’ lerin
kadin hastalardan yiiksek oranlarda (Yunanistan’da %84.0, Londra’da %85.7) izole
edildigini bildiren caligmalar bulunmaktadir (Falagas ve ark, 2005; Bean ve ark, 2008).
Yurdumuzda da durum pek de farkli degildir. Yapilan benzer ¢alismalarda Istanbul’da
%71.0 (Citil ve ark, 2004), Kayseri’de %66.2 (Ekinci ve Giinay, 2004), %79.2 (Tasdemir,
2009), Antalya’de %78.8 (Coban ve ark, 2014) olarak kadinlarin iiriner sistem
enfeksiyonlarindan izole edildigi rapor edilmistir. Bu calismada yukaridaki ¢aligsmalardaki
oranlardan biraz daha diisiikk olmakla birlikte, benzer sekilde, Aydin yoresindeki kadin
hastalarda E. coli izolasyonu %57.2 gibi nisbeten yiiksek denebilecek bir oranda

belirlenmistir.
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Yurdumuzda ve diinyada UPEC’lerin antibiyotik direnglilikleri ile ilgili bir¢ok
calisma yapilmig ve yapilmaya da devam etmektedir. Fakat iilkelerin, bdlge ve hatta
hastane ya da klinik bazinda duyarlilik profillerinin belirlenmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.
Yapilan ¢alismalar ampirik tedavide kullanilan antibiyotikler igin oldukga yiiksek
oranlarda direng gelismeleri oldugunu bildirmektedirler. Ornegin Amerika, Ingiltere ve
Gliney Kore’de sirayla siprofloksasin icin  %10.4, %9.3, %4.1; trimetoprim-
siilfametaksazol i¢in %17.5, %39.3, %20.3; gentamisin icin %7.6, %4.6, %26.7;
amoksisilin-klavunik asit i¢in %6.2, %12.0, %26.5 olarak bildirilmistir (Karlowsky ve ark,
2003; Bean ve ark, 2008; Yun ve ark, 2013). Tiirkiye’de yapilan ¢esitli ¢alismalarda
antibiyotik direnclilik oranlari Isparta, Istanbul, Aydin, Antalya’da sirayla siprofloksasin
icin %35.3, %80.6, %67.6, %9.4; trimetoprim-siilfametaksazol i¢in %24.1, %0.0, %63.8,
%43.1; gentamisin icin %16.5, %47.3, %45.7, %13.1; amoksisilin-klavunik asit i¢in
%58.7, %75.0, %17.1, %34.8 oranlarinda bildirilmistir (Kaya, 2006; Tasdemir, 2009;
Turan, 2011; Coban, 2014). Isparta, Aydin ve Antalya’daki ¢alismalarda norfloksasin i¢in
%43.5, %54.3, %9.6 bulunmustur (Kaya, 2006; Turan, 2011; Coban, 2014). Bu ¢aligmada
da, hem yurdumuzdaki hem diinyadaki calismalara paralel bir sekilde izolatlarimizin
%350.3 liniin siprofloksasine, %42.1°1 trimetoprim sulfametaksazole, %13.5’inin sefazoline,
%9.8’inin amoksisilin-klavunik asite, %8.5’inin norfloksasine direncli olduklar1 belirlendi.
Dolayis1 ile yoremizde idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavilerinde en cok tercih edilen
antibiyotiklerin siprofloksasin ve trimetoprim-siilfametaksazol oldugu goriilmektedir.
Imipenem, kolistin, aztreonam gibi antibiyotiklere ise direnglilik yok denecek kadar azdir
(%0.75). Bu nedenle tedavide artik diren¢ gelisiminin daha az oldugu bu antibiyotiklerden
faydalanilabilir.

USE’lerden en sik izole edilen iiropatojen E. coli'nin en &nemli direng
mekanizmas1 olan GSBL enzimlerinin gerek toplum gerekse hastane kokenli izolatlarda
ciddi sekilde iiretiminin arttig1 bilinmektedir. GSBL’lerin, plazmid ve transpozon aracilig
ile bir baska susa aktarilabilmesi de, GSBL direnc¢li bu izolatlarin énemlerini daha da
arttirmaktadir (Sinha ve ark, 2007).

E. coli izolatlar1 arasinda GSBL iiretim siklig1 iilkeden iilkeye, bolgeden bolgeye
hatta kurumdan kuruma degismektedir. Amerika, Avrupa, Latin Amerika, Orta Asya’da
GSBL pozitif prevelansinin %3.0, %5.0, %10.0 ve %13.0 oldugu ve bu izolatlarda (%17.0,
%7.0, %11.0, %14.0, %20.0, %18.0) E. coli saptandig1 bildirilmektedir (Sinha ve ark,
2007).
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Diger yandan yapilan aragtirmalarda E. coli suglarindaki GSBL iiretiminin goriilme
oraninin yillar i¢in arttig1 ve %1.0 ile %70 araliginda dikkat ¢ekilmektedir (Yetkin ve ark,
2006; Giiler ve ark, 2008; Deveci ve ark, 2010). Cesitli {ilkelerde de benzer c¢alismalar
yapilmistir. Yapilan bir ¢calismada E. coli suslarinda GSBL bulunma oraninin Giineydogu
Avusturya’da 1997°de hi¢ olmamasina ragmen 1998-2002°de %0.06-0.13; 2003’te %0.3;
2006’da %2.4 olarak tespit etmiglerdir (Badura ve ark, 2007). Pakistan’dan 2005 yil1 ve
2009-2010 yillar1 icinde GSBL iiretimin %34.0’ten %60.0’a yiikseldigini bildirmisler
(Habeeb ve ark, 2013). Ispanya’dan yaptiklar1 bir ¢alismada USE tanis1 konmus hastalarin
idrarlarindan izole ettikleri E. coli suslarinda GSBL oranlarin1 2005 yili i¢in %3.9, 2009
yilt igin %7.3 ve 2011 yil1 igin ise %8.7 olarak vermis ve GSBL iiretim oranlarindaki yillar
icindeki artisa dikkat cekmislerdir (Rodriguez-Avial, 2013). 2000 yilinda Japonya
genelinde 196 kurumda yaptiklar: bir siirveyans ¢alismasinda %1’den az (Yagi ve ark,
2000), 2001-2003 yillar1 arasinda Ispanya’da bir calismada %3.4 (Oteo ve ark, 2005),
Hindistan’da %60.0 (Narayanaswamy, 2011), 2007-2009 yillar1 arasinda Kanada’da % 3.0
(Karlowski ve ark, 2011), Suudi Arabistan’da %33.0 (Al-Otaibi ile ark, 2013), iran’da
%40.7 bildirilmistir (Karimian ve ark, 2015). Ulkemizde yapilan ¢esitli ¢alismalarda
GSBL iiretimin %3.4 ile %54.4 arasinda degisen oranlarda bildirilmistir (Ozden ve ark,
2003; Biilling ve ark, 2003; Delialioglu ve ark, 2005; Gazi ve ark, 2007; Giidiiciioglu ve
ark, 2007; Kogoglu ve ark, 2007; Uyanik ve ark, 2009; Eryilmaz ve ark, 2010; Parlak ve
ark. 2010). Aykan ve ark. (2013) calismalarinda, taradiklar1 101 makale sonucuna gore
GSBL oraninin 1996-2001 yillart arasinda %8.09, 2002-2007 yillar1 arasinda % 10.61 ve
son olarak da 2007-2012 yillar1 arasinda ise %28.17 oldugunu bildirmislerdir. Bu analiz
tilkemizde yillar i¢ersinde diizenli olarak GSBL iiretimi artisinin oldugunu gdstermektedir.
Yine Aydin’da bizimle ayn1 merkezde 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada GSBL oram
%49.0 bildirilmistir (Turan, 2011). Bu ¢alismada ¢ift disk sinerji testi sonucunda izolatlarin
%49.6’sinin GSBL iiretimi pozitif oldugu saptanmistir. Bu oranin iilkemizdeki diger
caligmalarin birgogundan daha yiiksek oldugu goriilmekle birlikte en azindan son bes yilda
onemli bir diren¢ artisinin  olmadigin1  gérmek sevindiricidir. Diinya geneliyle
karsilagtirdigimizda direng oranimiz yukarda belirtildigi iizere gelismekte olan {ilke direng
profiliyle benzerlik gostermektedir. Gelismekte olan {ilkelerde hastanin doktora
basvurmadan antibiyotik kullanmasi, antibiyotik duyarlilik testi yapilmadan antibiyotik
kullanimina baglanilmas: ve genis spektrumlu antibiyotiklerin ampirik tedavide sik¢a ve
gereksiz kullanilmasi; direng oranlarinin neden gelismekte olan iilkelerde daha yiiksek

oldugunu aciklayabilmektedir.
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Idrar yolu enfeksiyonlarindan izole edilen GSBL iireten E. coli’lerin tedavide
kullanilan antibiyotiklere daha yiiksek oranlarda direngli olduklar1 dikkat ¢ekmektedir.
Siprofloksasin antibiyotik duyarliligi en sik test edilen antibiyotiklerden biri olarak buna
ornektir. Ispanya’daki bir calismada E. coli izolatlarinda GSBL pozitif ve negatif olmasina
gore siprofloksasin direncini %89.1-%29.2 oldugunu bildirmisler (Radrigez ve ark, 2013).
Ulkemizde yapilan cesitli ¢alismalar igerisinde, GSBL iireten ve iiretmeyen E. coli
suslarinda siprofloksasin direnci Van’da %77.0-%28.0 (Gidiiciioglu ve ark, 2007),
Malatya’da GSBL iiretenlerde %71.6-28.4 (Kuzucu ve ark, 2010), Tokat’ta %68.8-%23.0
(Coskun ve Coskun, 2015), Aydin’da %70.6-%64.8 bildirilmisir (Turan, 2011).
Calismamizda ise bu oranlar GSBL pozitif izolatlarda %71.1 iken ve GSBL negatif
izolatlarda %28.9 olarak belirlenmis ve siprofloksasine diren¢ ile GSBL {iretimi arasinda
anlamli bir iliski bulunmustur (p<0.05). Bu sonuglar giiniimiizde artik siprofloksasinin
Ozellikle GSBL iireten suslarda efektif bir tedavi secenegi olmadigin1 géstermektedir.

Bu c¢alismada en yiiksek direngliligin goriildiigii antibiyotiklerden biri de
trimetoprim-siilfametoksazol direncidir. Ge¢mis yillarda yapilmis bir ¢alismada GSBL
pozitif E. coli izolatlarinda trimetoprim-siilfametoksazol direnci %69.0 saptanmigtir
(Mulvey, 2002). Diinya’da yapilan ¢esitli ¢aligmalara Ornek olarak GSBL iireten ve
iiretmeyen E.coli izolatlarinda trimetoprim-siilfametoksazol direnci Iran’da %76.9-%34.0
(Shayan, 2014), Ispanya’da %60.0-%20.0 (Radrigez ve ark, 2013) bildirilmistir.
Ulkemizde GSBL iireten ve iiretmeyen E. coli izolatlarmda trimetoprim/siilfametoksazole
karst diren¢ Van’da %73.0-%52.0 (Giidiiciioglu ve ark, 2007), Aydin’da %86.3-%42.6
(Turan, 2011), Tokat’ta 9%53.1-%20.0 (Coskun ve Coskun, 2015) bulunmustur.
Calismamizda E. coli izolatlarinda GSBL pozitif ve negatif izolatlarda trimetoprim-
stilfametoksazol direnci %63.6-%23.9 oraninda saptanmistir. Yapilan ki-kare testinde
trimetoprim-sulfametaksazole diren¢ ile GSBL iiretimi arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur (p<0.05). Bu sonuglar diger ¢calismalarla uyumludur.

Aminoglikozid grubu antibiyotikler de GSBL iireten suslarda duyarliliklar siklikla
test edilen antibiyotiklerdendir. GSBL pozitif E. coli izolatlarinda gentamisin direnci
Iran’da %68.0 (Pourakbari ve ark, 2012), Ispanya’da %24.0 (Radrigez ve ark, 2013),
Cin’de %63.0 bildirilmistir (Zhao ve ark, 2009a). Gelismekte olan iilkelerle gelismis
ilkeler arasinda direnclilik farkliliklar1 gbéze carpmaktadir. Yurdumuzdaki benzer
caligmalarda E. coli izolatlarinin GSBL pozitif izolatlarda gentamisin direnci %21.9-%70.6
araliginda, GSBL negatif izolatlarda %3.0-%22.2 araliinda ¢aligma sonuglar1 saptanmigtir
(Giidiicoglu, 2008; Turan, 2010; Saglam, 2011; Ugur ve ark. 2013; Dogru ve ark, 2104;
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Coskun ve Coskun, 2015). Bu ¢alismada da GSBL pozitif ve negatif izolatlarda %9.1-%1.5
orantyla diger calismalara gore nispeten diisiikk direnglilik saptanmistir. Amikasin
direncinde oranlar ise GSBL pozitif izolatlarda %0.0-%5.1; GSBL negatif izolatlarda
9%0.0-%2.0 arasinda caligmalar bildirilmistir (Giidiicoglu, 2008; Turan, 2011; Saglam,
2011; Dogru ve ark, 2014). Bu c¢alismada ise yurdumuzda bildirilen diger calismalarla
kiyaslandiginda daha yliksek %3-%1.5 ama genel olarak degerlendirdigimizde nispeten
diisiik aminoglikozid direngleri belirlendi. Bu durum, popiilasyonumuzda USE tedavisinde
gentamisin ve amikasinin daha az tercih edilmesine bagh olabilir.

Uriner sistem enfeksiyonlarimin tedavilerinde B laktamaz veya P laktamaz
inhibitérii kombinasyonlu antibiyotik gruplart da kullanilmakatadir. Amoksisilin-
klavulonik asit direnci Afrikada yapilan bir calismada GSBL pozitif E. coli izolatlarinda
%19.0 saptanmis (Tansarli, 2013), yurdumuzda degisik illerde yapilan calismalarda ise
%21.9-%56.3 arasinda degisen direnc oranlari bildirilmistir (Mengeloglu, 2011; Turan,
2011; Aykan, 2013; Coskun ve Coskun, 2015). Bu c¢alismada ise %9.3 direngle diger
calisma merkezlerinden olduk¢a diisiik bir diren¢ gdzlenmistir. Bu sonug, amoksisilin-
klavulonik asitin de ydremizde tedavide kullanilabilegini bununla birlikte bu antibiyotige
karst da diren¢ kazaniminin bagladigi soylenebilir. GSBL iireten E. coli izolatlarinda
piperasilin-tazobaktam duyarliliklar1 yurtdisinda yapilan bazi ¢alismalarda %35.0-%36.3
olarak bildirilmistir (Rodrigez ve ark, 2013; Shayan ve ark, 2014). Aykan ve ark.’nin meta
analizinde piperasilin-tazobaktam i¢in 1996-2001 yillar1 arasinda %11.30, 2002-2006
yillar1 arasinda %11.13 ve 2007-2012 yillar1 arasinda %17.53 direng¢ oldugu bildirilmistir.
Van, Tokat, Istanbul ve Kayseri’de yapilan ¢alismalarda %4.7-%59.0 arasinda direnglilik
tespit edilmistir (Giidiicoglu, 2008; Saglam, 2011; Dogru ve ark, 2014; Coskun ve Coskun,
2015). Bu calismadaki %8.9 piperasilin-tazobaktam direnci ile diger ¢aligmalara gore daha
diisiik oranlar bulunmustur. Yo6remizdeki izolatlarin bu antibiyotige kars1 diger illere gore
diisiik olmakla birlikte diren¢ kazanmaya basladig1 sdylenebilir.

GSBL fiireten suslarin tedavisinde karbapenem grubu antibiyotikler hala hem
giivenilir olmalar1 hem de yiiksek duyarlilik oranlar1 nedeni ile sik¢a kullanilmaktadir.
Avrupa’da 2012 verilerine gore en yliksek imipenem direnci %2.6 ile Bulgaristan, diger
Avrupa iilkeleri ise %0.0-%1.4 arasinda degisen ve oldukca diisiik diren¢ oranlarinda
bulundugunu bildirmektedirler (Anonim 1). Hindistan’daki bir ¢alismada direng ilging bir
sekilde %0.0 bildirilmistir (Gupta, 2013). Imipenem direnci ile igili Tiirkiye nin farkli
merkezlerinde yaptiklart meta analizde 1996-2001 yillar1 i¢in %4.16, 2002-2007 yillar1 i¢in
%?2.3, 2008-2012 yillar1 i¢in ise % 2.85 oldugu bildirilmistir (Aykan ve ark. 2013). Yine,
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iilkemizin degisik sehirlerinde yapilan c¢alismalarda GSBL iireten izolatlarda 9%0.0-%5.0
aras1 oldugu GSBL iiretmeyen izolatlarda ise bulunmadig bildirilmistir (Giidiicoglu, 2008;
Saglam, 2011; Ugur ve ark, 2013; Dogru ve ark, 2014; Coskun ve Coskun, 2015). Bu
calismadaki imipenem duyarlilik oran1t GSBL pozitif ve negatif %97.7-%100.0’diir. Sonug
olarak, yoremizde imipenemin E. colinin etken oldugu iiriner sistem enfeksiyonlarinin
tedavisinde etkin bir antibiyotik oldugu desteklenmistir.

Uriner sistem enfeksiyonlarinda ampirik tedavide en sik  kullanilan
antibiyotiklerden biri olan nitrofurantoin ile ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Cin’de
GSBL iireten E. coli izolatlarinda yapilan arastirmada %23.0’liik bir direngle yurdumuza
gore olduk¢a yiiksek bulunmustur (Zhao ve ark, 2009a). Iran’da ise %6.0 olarak
bildirilmistir (Pourakbari ve ark, 2012). Hindistan’da yapilan ¢alismada GSBL iireten ve
tretmeyen E. coli izolatlarinda nitrofrontain direnci %0.0-%2.8 olarak bildirilmistir
(Gupta, 2013). Afrika’daki ¢alismada ise nitrofrontain direnci %38.5 rapor edilmistir
(Tansarli, 2013). Tiirkiye’de ¢esitli merkezlerde yapilan bir meta analizinde 1996-2001
yillart arasinda nitrofurantoin direnci %23.9, 2002-2007 yillar1 arasinda %10.49, 2008-
2012 yillar1 arasinda ise %8.55 olarak verilmistir (Aykan ve ark. 2013). Yine, cesitli
calisma sonuclarinda GSBL iireten E. coli izolatlarinda nitrofrontain direnci %4.7-%27.1,
iretmeyenlerde %0.4-%16.0 arasinda degisen oranlarda bildirilmistir (Turan, 2011;
Giilcan, 2012; Ugur ve ark, 2013; Dogru ve ark, 2014; Coskun ve Coskun, 2015).
Calismamizda, GSBL pozitif ve negatif izolatlarda nitrofrontain direnci %2.2 ve %8.5 ile
oldukca diisiiktiir, bu nedenle nitrofurantoinin tercih edilebilecek antibiyotiklerden birisi
oldugu soylenebilir.

USE’lerde  tedavisinde &nerilen antibiyotikler —arasinda  sefalosporinlerde
kullanimda olan antibakteriyel ajanlardir. Avrupa’da 3. kusak sefalosporinlere karsi
direncin %4.4 orani ile en diisiik tespit edildigi iilke ile Isvec, en yiiksek direng ise %38.1
orani ile Bulgaristan’dan bildirilmistir (Anonim 1). Iran’daki caligmada seftriakson,
sefiksim ve sefuroksime sirayla %36.0, %50.0, %50.0 oranlarinda diren¢ bulundugu
bildirilmistir (Pourakbari ve ark, 2012). Mardin’de yapilan bir ¢calismada GSBL iireten E.
coli izolatlarinda direng;  sefalotin, seftazidim, sefotaksim, sefepim ve sefoksitin,
sefuroksim sirayla %77.8, %77.8, %72.2, 9%88.9, %33.3, %72.2 iken GSBL
iiretmeyenlerde sirasiyla %37.4, %15.8, %7.2, %13.7, % 14.4, % 36.0 olarak bildirilmstir
(Deveci ve ark, 2010). Bu calismada GSBL iireten E. coli izolatlarinda direng sefepim,
sefpodoksim, sefuroksim, sefotaksim, seftriakson sirasiyla %6.7, %4.5, %6.8, %4.4, %4.5
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iken GSBL iiretmeyenlerde oran %2.1, %0.0, %4.3, %6.4, %6.4 saptanmistir ve bu oranlar
diger ¢alismalara gore oldukca diisiik goriinmektedir.

Fosfomisinin idrarda yiiksek konsantrasyonun yiiksek olmasi, tek doz kullanim
kolayligi, bagka antibiyotiklerle ¢apraz diren¢ oranlarinin diisiik olmasi avantajlariyla
komplike olmayan USE’lerin tedavisinde ilk tercih edilen antibiyotiklerdendir (Falagas ve
ark, 2008). Pakistan’da yapilan bir ¢alismada diren¢ %5.8 (Habeeb ve ark, 2013),
Hindisatan’da 9%0.0 bildirilmistir (Gupta ve ark, 2013). Yurdumuzda yapilan cesitli
merkezlerdeki calismalarda fosfomisin direnci GSBL iireten ve liretmeyen izolatlarda
9%0.0-%11.8 ve %0.0-%0.3 arasinda degisen diren¢ oranlari bildirilmistir (Glidiicoglu,
2008; Turan, 2011; Mengeloglu ve ark. 2013). Bu ¢aligmada GSBL iireten ve iiretmeyen
suslarda sirasiyla %4.4 ve %4.3 oraninda direng tespit edilmistir. Belirtilen diisiik direng
oranlar1 ve oral kullanim kolaylig1 gibi avantajlar diisiiniildiigiinde fosfomisin USE’lerin
tedavisinde kullanilabilecek antibiyotikler icerisinde uygun bir secenek gibi
goriinmektedir.

Calismamizda izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri dikkate alindiginda E. coli
nedenli USE’larinin tedavisinde nitrofurantoin, ampisilin-sulbaktam, kolistin, imipenem,
aztreonam, amikasin gibi duyarliliklar1 nispeten yiiksek antibiyotiklerin tercih edilmesi ile
tedavide basar1 oraninin ytikselebilecegi soylenebilir.

Genel olarak bu calismada, siprofloksasin disindaki antibiyotik diren¢ oranlar
gelismis ilkelere yakin olarak tespit edilmistir. Aydmn ilindeki {iriner sitem
enfeksiyonlarindan izole edilen E. coli’lerde antibiyotiklere diren¢ oranlar1 gelismis
iilkelerdeki direng profilleri ile benzerdir. Bu durum Aydin’in sosyoekonomik diizeyinin
yiikksek olmasi, halkin bilingli olmasi ve bu nedenle antibiyotik kullaniminin uygun
olmasindan kaynaklanabilir. Sonu¢ olarak tedavide bu durumun gozoniine alinmasi
gerektigi agiktir.

GSBL enzimi sentezleyen izolatlarda en sik rastlanan B -laktamazlarin TEM, CTX-
M, OXA ve SHV enzimleri oldugu bildirilmektedir (Bayramoglu ve ark, 2014). Ankara’da
E.coli izolatlarinda yapilan bir calismada GSBL gen taramalarinda blaCTX-M %71.4,
blaTEM %49.4, blaSHV ise %46.7 olarak saptanmistir (Giir ve ark, 2008). Istanbul’da
yapilan bir ¢alismada ise GSBL iireten E. coli izolatlarinda blaCTX-M, blaTEM ve
blaSHV genleri bulunma oranlarini sirasiyla %83.3, %66.7 ve %25.0 olarak saptamiglardir
(Oksiiz ve Giirler, 2009). Uriner sistem enfeksiyonlarindan izole edilen E. coli’lerde
Izmir’de yapilan bir ¢alismada GSBL direnglilik genlerinden blaOXA geni bulunmadig
bildirilirken %73.43 blaTEM, %21.87 blaSHV ve %17.18 blaCTX-M geni varligi
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bildirilmistir (Bali ve ark, 2010). Antalya’da ise %79.0 blaCTX-M, %50.0 blaTEM, %7.0
blaSHV geni saptanirken yine blaOXA geni tespit edilememistir (Daglar ve ark, 2010).
Malatya’da yapilan bir ¢alismada ise yine blaCTX-M %89.5 gibi yiiksek bir oranda
saptanmis bunu %59.2 ile blaTEM, %19.7 blaOXA ve %11.8 blaSHV diren¢ geni varlig
izledigi bildirilmistir (Gorge¢ ve ark, 2015). Yurtdisinda farkli iilkelerde yapilan
calismalarda da GSBL diren¢ genleri farkli oranlarda bildirilmistir. Ispanya’da bir
calismada E. coli suslarinda blaCTX-M, blaSHV ve blaTEM oranlarini sirastyla %64.0,
%18.0 ve %18.0 olarak raporlanmistir (Bano ve ark, 2004). Yine Ispanya’da yapilan bir
calismada izolatlarin %52.2°si blaCTX-M geni, %28.4’1 blaSHV, %19.3’i blaTEM
tasidigr bildirilmistir (Hernandez ve ark, 2005). Tayland'da yapilan bir ¢alismada GSBL
iireten 235 E. coli susunda %87.0 blaCTX-M, %77.0 blaTEM, %33.0 blaOXA, %3.8
blaSHV gen varlig1 bildirilmistir (Kiratisin ve ark, 2008). iran’daki bir calismada da GSBL
genleri blaTEM %7.4, blaOXA %39.0, blaCTX-M %37.9, blaSHV geni %1.9 olarak
bildirilmis (Karimian ve ark, 2015). iran’da baska bir arastirmada ise GSBL pozitif 73
izolattan %98.6 blaCTX-M, %45.2 blaOXA, %22.0 blaTEM, %4.0’i blaSHV geni
tasidigr rapor edilmistir (Shayan ve ark, 2014). Diinya genelinde en yaygin GSBL
kodlayan direnclilik geni blaCTX-M iken genel olarak Avrupa’da baskin olan genler ise
blaTEM ve blaSHV tiirleri gosterilmektedir (Livermoore, 2007). Cin’de bir ¢alismada
izolatlarda %66.6 blaTEM, %70.0 blaCTX-M ve %5.3 blaSHV geni belirlenirken;
blaOXA tipi GSBL geni tasiyan izolat tespit edilememistir (Wang ve ark, 2013). Bizim
calismamizda da izolatlarin %32.3’linde blaTEM, %31.6’sinda blaCTX-M, %?21.1’inde
blaOXA, %2.3’linde blaSHV geni oldugu belirlenmistir. Diger ¢alismalarla uyumlu olarak
baskin gen blaTEM ve blaCTX-M oldugu bulunmustur. Tespit ettigimiz GSBL direnclilik
gen oranlar1 Diinya’da ve yurdumuzdaki oranlardan daha diisiiktiir. Sebebi, diger
calismalarin cogunlukla GSBL iireten izolatlarda yapilmis olmasi olabilir.

Incelenen 133 E. coli izolatinin GSBL pozitifliginin belirlenmesinde fenotipik ve
genotipik yontemleri karsilastirdigimzda izolatlarin %49.7’sinin fenotipik, %359.4’{iniin
genotipik olarak pozitif oldugu belirlenirken her iki yontemle de pozitif olan izolat orani
%34.6 idi. Bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalarda genotipik PZR sonuglarinin fenotipik
CDST’ne gore daha giivenilir oldugunu gosterilmistir. Steward ve ark. (2001) yaptiklar
calismada K. pneumoniae suslarinda CDST ile belirlenen GSBL pozitiflik oran1 %84.2
iken PZR ile belirlenen GSBL pozitiflik oranimin %99.3 oldugu saptamislardir. Benzer
sekilde, Bali (2010) CDST’de %69.0 GSBL pozitif iken, PZR yontemi ile izolatlarin

%71.2’sini pozitif olarak belirlemistir. Calismamizda elde edilen verilere dayanarak, PZR
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ile CDST sonuglarinin duyarlilig: birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen, PZR yonteminin
CDST’ye gore daha giivenilir bir yontem oldugu gorilmiistiir. Mikrobiyoloji
laboratuvarinda PZR yonteminin kullaniminin zor ve zahmetli olmasi, ayrica PZR’nin
ekonomik boyutu, CDST gibi kolay, pratik, ucuz ve duyarlilig1r yiiksek bir yontemin
kullanilmasini daha elverisli kilmaktadir.

P fimbria USE olan hastalardan izole edilen E. coli lerde siklikla bildirilmektedir. P
fimbria, papA adi verilen temel fimbrial alt {initesi ve ucunda da papG adi verilen fimbrial
adezinden olusmaktadir. P fimbrialarin en az 11 alt tipi oldugu ve bunlarin da temel
fimbrial alt {initelerindeki antijenik farkliliklara dayanarak ayrimlarinin yapildigi
bildirilmektedir. P fimbrianin reseptor spesifitesi papG adezini ile saglanmaktadir ki, bu
calismada smif I, II ve III varyanti identifiye edilmistir (Kallenius ve ark, 1981).
UPEC’lerde P fimbria bulunma orani yurtdisinda yapilan bir ¢alismada %32.0-%74.0
arasinda degistigi bildirilmistir (Hull ve ark, 1998; Bogyiova ve ark, 2002). Yurdumuzda
da Ankara’da %22.9 (Arnisoy ve ark, 2006), Aydm’da %37.0 (Turan, 2011), izmir’de
%32.0 olarak tespit edilmistir (Giray ve ark, 2012). Bu calismada, pap primerleri
kullanilarak gergeklestirilen PZR sonucunda 133 E. coli izolatimin %27.0 (36
tanesinde)’sinde toplamda 51 tane pap geni tespit edildi. Bu sonuglar, Diinya ve
yurdumuzdaki oranlarla paralellik gostermektedir.

Ispanya’da 100 UPEC izolat1 arasinda da papA %74.0 , papG allel 11 %62.0, papG
allel IIT %?21.0 olarak bildirilmistir (Moreno ve ark, 2005). Giiney Kore’de 64 izolatta pap
genlerinin oranlart papA %45.3, papG allel 1 %0.0, papG allel Il %28.1, papG allel 111
%10.9 olarak bildirilmistir (Yun ve ark, 2013). Brezilya’da 162 UPEC izolat1 igerisine
papG allel 1 %0,0, papG allel II %17.9, papG allel 111 %17.2 olarak tespit edilmistir (T1iba,
2008). Fransa’da papG allel Il %67.0, papG allel III %6.0 olarak bulunmustur (Houdouin
ve ark, 2006). Cin’de 202 GSBL pozitif sus lizerinde yapilan ¢alismada papA %54.0,
papG allel 1 %14.0, papG allel 11 %38.0, papG allel III %8.0 bulunmustur (Zhao ve ark,
2009a). Yurdumuzda da pap genlerinin varlig: ile ilgili farkli ¢alismalarda yine farkli
oranlar bildirilmistir. Ornegin Izmir’de papG allel I %0.0, papG allel 11 %29, papG allel
I %33 olarak bildirilmistir (Giray ve ark, 2012). Aydin’da GSBL pozitif izolatlarda
%37.3 papA, %14.3 papG oranlarinda tespit edilmistir. GSBL negatif izolatlarda ise%35.2
papA, %16.7 papG tespit edilmistir (Turan, 2011). Bu calismadaki tiim izolatlarimizda
%12  papA, %263 papG bulundugu saptanmistir. papG allelleri ayr1 ayn
degerlendirildiginde ise papG allel II'nin %?24.80 ile ilk sirada yer aldig1 bunu %5.30 ile
papG allel III ve %0.75 ile papG allel I’'in izledigi tespit edilmistir. Diinya’da ve
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Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda P fimbria bulunma oranlari ¢alismanin yapildig: yerlere
gore degisiklik gostermektedir. Benzer olarak, Aydin’da ayni hastanede yapilan ¢aligmayla
(Turan, 2011) bu calisma orasinda oranlarin oldukg¢a birbirine yakin oldugu dikkat
cekmektedir. Diinyada yapilan diger caligmalarda bu calismadaki gibi papG’de daha
yiiksek oranlar saptanmistir. Fakat bu ¢alismadaki papA oranlar1 diger ¢calismalardan daha
disik bulunmustur. Bunun sebebi yurtdisindaki c¢aligmalar genellikle pyelonefritli
hastalardan izole edilen E. coli’ler iizerinde yapildigindan kaynaklanabilir. Bu ¢alisma ile
yoremizdeki E. coli izolatlarinda papG allel II’'nin daha yogun bir sekilde bulundugu
saptanmistir.

Cin’de yapilan bir calismada papA ve papG tasiyan ve tasimayan izolatlarda
antibiyotik duyarlilik ve direnglilik durumlar arasindaki iligkiyi istatistiksel olarak
karsilastirmak icin yapilan Ki Kare testi sonucunda sefotaksim direnci ile papA varlig
arasinda gruplar arasinda anlamli farklilik saptandigi tespit edilmis ayrica ¢alismada
sefotaksim direngli izolatlarda papA varlig1 %78 olarak bildirilmistir (Zhao ve ark, 2009).
Yurdumuzda yapilan benzer c¢alismalarda da papG varligr ile siprofloksasin ve
trimetoprim-sulfametaksazol direncliligi arasinda bir iligki oldugu rapor edilmistir (Arisoy
ve ark, 2006; Giray ve ark, 2012). Bu arastirmada ise yukaridaki calismalara benzer sekilde
siprofloksasin direnci ile papG varligi arasinda gruplar arasinda anlamhi farklilik

saptanmistir (p<0.05).
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6. SONUC ve ONERILER

Aydin ilindeki iiriner sistem enfeksiyonlari ve buna neden olan E. coli’ler igin
asagidakiler sdylenebilir:

*Uriner sistem enfeksiyonlara neden olan E. coli oran1 oldukea yiiksektir.

*Kadinlarda tiriner sistem enfeksiyonlar1 erkeklerden daha sik goriilmektedir.

*E. coli nedenli iiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde siprofloksasin,
trimetoprim sulfametaksazol, sefazolin, amoksisilin-klavunik asit ve norfloksasine karsi
diren¢ oranlar1 yiiksektir. Bu nedenle tedavide kullanilmalart dogru bir secenek olarak
goriinmemektedir. Bunun yerine imipenem, kolistin, aztrenom, seftriakson, sefpodoksim,
amikasin gibi duyarlilik orani ytliksek antibiyotikler tedavide kullanilabilir.

*GSBL ireten E. coli suslar1 hastanemizde o©nemli bir sorundur. GSBL
pozitifliginin hem fenotipik (%49.7) ve hem de genotipik (%59.4) yontemler ile yiiksek
oranlarda oldugu saptanmustir.

*Calismamizda elde edilen verilere dayanarak, izolatlarda GSBL enzim varliginin
belirlenmesinde genotipik ile fenotipik sonuglarmin duyarliligi birbirine nispeten yakin
olmasina ragmen, genotipik yonteminin CDST’ne gore daha giivenilir bir yontem oldugu
daha fazla pozitifligi belirleyebildigi goriilmiistiir

* Yiiksek antibiyotik direncine sahip izolatlar hastanemizde ve ilimizde yakin
gelecekte hem toplum kaynakli hem nazokomiyal {iriner sistem enfeksiyonlarinin
tedavisinde ciddi sorunlar yasanabilecegini diisiindiirmektedir.

* Tedavi basarisizlig1 goriilen idrar yolu enfeksiyonlarinda GSBL olasiligi mutlaka
diistiniilmelidir. Tedavi basarisizligim1 6nlemek amaciyla; antibiyotik kullanma kalitesi
tyilestirilmeli, antibiyotik kullanimi konusunda klinisyenler bilgilendirilmeli, bdlgesel
direng oranlar1 saptanmali1 ve buna gore antibiyotik kullanim politikalar1 olusturulmalidir.

*Hastanemizde USE’li hastalardan izole edilen E. coli izolatlarmda GSBL
genlerinden SHV tipi GSBL daha az siklikla rastlanilirken blaTEM, blaCTX-M ve
blaOXA azimsanamayacak oranda yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar son yillarda GSBL
epidemisinde goriilen egilimi yansitmaktadir. Ulkemizin Avrupa iilkeleri icinde GSBL
siklig1 en yliksek olan iilkeler arasinda yer almasi, hastanelerde GSBL iireten bakterilerin
sikliginin izlenmesini zorunlu kilmaktadir. GSBL’lerin hizli artis1 ve salginlar, tedavinin

basarisizligi, artan 6liim oranlar1 gibi ciddi sorunlara yol agmasi, dogru saptanmalarini ve
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tiplendirilmelerini gerektirmektedir. GSBL epidemisinin toplumda ki prevalansini ve
tiplerini saptamak bu karmasik ve ¢ok Onemli enzim ailesini tanimamiza yardimci
olacaktir.

*]zolatlarimizda %27.0 gibi yiiksek bir oranda piyelonefrit ile iliskili pilus tespiti
yapilmistir. UPEC olusmasinda iiroepitel hiicrelere yapisarak hastalik olusturmada etkili
olan en Onemli virulans faktorlerinin basinda gelmesinden dolayr P fimbrianin varlig
onemlidir ve bu konuda daha ileri caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

*Bu konu ile ilgili literatiir bilgileri ve ¢alismamizda elde edilen bulgular goz
Ontine alindiginda, hastalarda E. coli’nin etken oldugu idrar yolu enfeksiyonu olanlarda
GSBL varliginin arastirilarak trimetoprim-sulfametaksazol ve siprofloksasin kullaniminin
mutlaka antibiyogram yapildiktan sonra karar verilmesi gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir.
Hatta hastanelerde yatarak tedavi goren tiim USE siipheli hastalara herhangi bir tedavi
uygulamadan once E. coli ve GSBL varliginin arastirilarak antibiyotik tedavisine
baslanmasinin akilct ila¢ kullanimi agisindan uygun olacagi diistiniilmektedir. Buna ek
olarak her hastanede uygulanan tedavi protokollerindeki antibiyotiklerin GSBL direng
oranlarinin periyodik olarak saptanmali ve hastanelerdeki tiim hekimlerin bu konu
hakkinda bilgilendirilmeli, mikrobiyoloji laboratuvarinin da da kiiltiir sonuglarindaki
direng artiglarini takip etmeli, gerektigi zaman servisleri bu konuda uyarmali, klinisyenler
de ampirik tedavi uygulamalarinda hassas olmali ve antibiyogram sonucunun 6neminin
bilincinde olmalidirlar.

*Calismada verileri istatistiksel olarak degerlendirildiginde; 1) GSBL iireten ve
iretmeyen izolatlarda siprofloksasin ve trimetoprim-siilfametaksazol antibiyotikleri
acisindan ii) siprofloksasin direnci ile papG varligi agisindan gruplar arasinda anlamli
farklilik bulundugu saptanmaistir (p<0.05)

*USE olan hastalardan izole edilen 6zellikle GSBL pozitif E. coli izolatlarmin
neden olduklar1 enfeksiyonlarda tedavi sansini arttirmak ve direng genlerinin olugma
riskini azaltmak i¢in; 1) bu bakterideki virulans genlerinin dagilimi ve GSBL direnclilik
genleri ile iligkilerinin ortaya konulmasi, ii) GSBL saptanan izolatlardan plazmit
izolasyonu yapilip, bu plazmitlerin 6zellikleri incelenerek GSBL {iretimine katki saglayip
saglamadiklar1 ve iii) iriner sistem enfeksiyonlarina neden olan E. coli’lerin neden
olduklar1 USE’larinin tedavilerinde bu patotipe 6zel virulans genlerine etkisi olabilecek
yeni ilaglarin gelistirilmesi gibi konularinda detayli ¢aligmalarin yapilmasia ihtiyag

bulunmaktadir.
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