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KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDIiLEN E. COLI iZOLATLARININ
GENOTIPLENDIiRILMESI

VII. OZET

Amag: Bu c¢alismada idrar 6rneklerinden izole edilen genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) iireten ve kinolona direngli E. coli kokenlerinin epidemiyolojisinin ve risk
faktorlerinin arastirilmasi, bunun yani sira rep-PCR (repetitive-sequence-based polymerase
chain reaction) yontemiyle izolatlar arasindaki klonal iligkinin belirlenmesi amaglandi.

Gerec ve yontem: Calismaya idrar orneklerinden izole edilen ve etken olarak kabul edilen,
GSBL iireten ve kinolona direngli 96 E. coli kdkeni ¢alismaya dahil edildi. Izolatlarda GSBL
varlig: cift disk sinerji testiyle, kinolon direnci siprofloksasin diski kullanilarak Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemi ile arastirildi. GSBL iireten E. coli ile enfeksiyon gecirmek igin
hastalarda mevcut olan risk faktorleri belirlendi. Hastaya ait kayitlarin incelenmesi sonucu,
CDC kriterleri esas alinarak enfeksiyonun toplum veya hastane kokenli oldugu belirlendi.
Izolatlarin klonal yakimliklari rep-PCR ydntemiyle saptandi.

Bulgular: Calismaya alinan 96 susun 52’sinin (%54.2) hastane kaynakli, 44’ tiniin (%45.8) ise
toplum kaynakli enfeksiyonlardan izole edildigi belirlendi. Hastalarin GSBL pozitif E. coli ile
enfeksiyon gecirmek i¢in ortalama 3 risk faktoriine sahip oldugu ve en sik karsilasilan risk
faktoriinilin son 6 ayda hastanede yatis oldugu saptandi. Rep-PCR ile 9’u ana klonlar1 ve 20 si
sporadik olmak tizere toplam 29 farkli klon belirlendi.

Sonu¢: Toplum kokenli enfeksiyonlara sebep olan izolatlar hastane ile iliskili olabilir. Bu
kokenler uzun siire hastanede kolonize olarak degisik tinitelerde enfeksiyonlara neden olabilir.
Coklu ilaca direngli tiriner system enfeksiyonlarina neden olan E. coli kokenlerinin
epidemiyolojisinin belirlenebilmesi i¢in klonal iligkinin arastirilmasi faydalidir.

Anahtar kelimeler: Escherichia Coli, GSBL, Kinolon direnci, Klonal yakinlik, Rep-PCR
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GENOTYPING OF E.COLI STRAINS WHICH WERE ISOLATED FROM

CLINICAL SPECIMENS

VIIl. ABSTRACT

Aim: In this study, it was aimed to investigate the epidemiology and risk factors in Expended
Spectrum Beta Lactamase (ESBL) positive and quinolone resistant Escherichia coli strains
isolated from urinary tract infections. In addition, the clonal relationships among Escherichia
coli strains was aimed to determine by repetitive-sequence-based Polymerase Chain Reaction
(rep-PCR) method.

Materials & methods: A total of 96 E. coli strains isolated from urine samples and identified
as the infection agent were included. All of strains were ESBL posive and quinolone resistant.
ESBL production and quinolone resistance in E. coli isolates were tested by the Kirby-Bauer
disk diffusion method according to the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). ESBL
production was evaluated by the double disc synergy test. Risk factors for infection by ESBL-
producing E. coli in patients. Based on the Centers for Disease Control criteria, whether
community hospital acquired infections were identified. The clonal proximity of the isolates
was determined rep-PCR method.

Results: It was found that 52 of 96 isolates (54.2%) were isolated from nosocomial infections
wheras totally 44 (45.8%) isolates were isolated from community acquired infections. Usually
the three risk factors in patients with regard to ESBL-positive E. coli infections were
identified. The most common risk factors in patients assessed as the hospitalization in the last
6 months. It was shown to be a total of 29 clones including 9 major clones and 20 sporadic
clones by Rep-PCR technique.

Conclusion: Community-acquired isolates that cause infections may be associated with the
hospitalization.These strains colonized in hospital for along time can cause infections in

various departmants. It is usefull to investigate the clonal relationship to determine multi-drug
resistant E. coli epidemiology which causes urinary tract infections.

Key words: Escherichia coli, ESBL, Quinolone resistance, Clonal proximity, Rep-PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Enterobactericeae ailesinin iiyesi olan Escherichia coli hem hastane hem de toplum
kaynakli enfeksiyonlardan siklikla izole edilen bir bakteridir. Son yillarda bu
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik direnci giderek biiyiiyen bir sorundur. E.
colinin sebep oldugu enfeksiyonlarda siklikla kullanilan beta-laktam grubu
antibiyotiklere kars1 gelisen direng, uygunsuz ve genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullaniminin artmasi, yasal olarak sinirlama olmamasi, direncin bakteriler arasinda
aktarilabilmesi ve daha bir¢cok nedenden dolay1 hizla artmaktadir. Bu enfeksiyonlarin
tedavisinde tercih edilen beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1 direncin en 6nemli
ve sik rastlanan sebebi sayilart 500°t bulan beta-laktamaz enzimlerinin bakteriler
tarafindan iretilmesidir. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) olarak
isimlendirilen enzimlerin {retimi genis spektrumlu beta-laktamlarin tedavide
kullanilmasimni1 smirlandirmakta ve tedavi segeneklerinin azalmasina neden
olmaktadir. Beta-laktam grubu antibiyotiklere diren¢ mekanizmalar1 arasinda en
onemlisi GSBL iretimidir. GSBL olusturan kokenler ile meydana gelen
enfeksiyonlar, uzun siireli hastanede yatisa, yliksek tedavi maliyetine ve yliksek
mortaliteye yol agmaktadir. Giinlimiizde GSBL iireten kokenler artan siklikta izole
edilmektedir (1-4).

GSBL’ler penisilinlere, sefamisinler haricindeki tiim sefalosporinlere ve aztreonama
dirence yol agan, klavulanik asit, sulbaktam ya da tazobaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorleri ile inaktive edilebilen, TEM ve SHV enzimlerinden ¢esitli aminoasit
degisikliklerinin olmasi1 sonucu olusan ve genellikle de plazmidler tarafindan
kodlanan enzimlerdir. Bu enzimi iiretebilen enterik bakterilerin bu enzimleri
plazmidler yoluyla baska bakterilere kolayca aktarilabilmelerinden dolay1 bu enzimi

tiretebilen bakteri sayis1 her gegen giin artmaktadir (5-7).



Diger taraftan GSBL’yi kodlayan plazmidler ayn1 zamanda beta-laktamlar digindaki
bircok antibiyotige kars1 da genetik materyal tasimaktadir. Dolayisiyla GSBL iireten
bakterilerde basta aminoglikozidler olmak tizere kinolon, tetrasiklin, kloramfenikol
ve trimetoprim-siilfametoksazol direnci de es zamanli olarak bulunabilmektedir
(8,9). Ogzellikle idrar yollar1 enfeksiyonlari olmak {izere toplumda birgok
enfeksiyonda yaygin olarak kullanilan kinolon grubu ilaglara karsi olusan direngle
GSBL birlikteligi bircok arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir. Ulkemizde ve diinyada
giderek artmakta olan ve gelecek acisindan endise verici boyutlara ulagan antibiyotik
direncine karst miicadele edebilmek igin g¢esitli epidemiyolojik calismalar
yapilmaktadir (2,5,8).

Bu calismada laboratuvarimiza gonderilen idrar 6rneklerinden izole edilen GSBL
tireten ve kinolona direngli E. coli izolatlarinin epidemiyolojisinin ve risk
faktorlerinin arastirilmasi, ayrica son zamanlarda hizliligi ve kullanim kolaylig: ile
on plana ¢ikan Repetitive-Sequence-Based Polymerase Chain Reaction (Rep-PCR)
yontemiyle klonal yakinligin belirlenmesi amaclanmistir. Hastanemizde GSBL
tireten ve kinolona direngli E. coli izolatlar1 arasindaki klonal iliskinin arastirilmasi,
enfeksiyon kaynaginin, yayilma yollarinin ve rezervuarlarinin saptanmasi agisindan
faydali olabilecegi gibi, enfeksiyonlara bagli olarak ortaya c¢ikan ekonomik

kayiplarin en aza indirilmesinde de son derece yararli olacaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan E. coli 1885°de ishalli siit ¢ocuklarnin
diskilarindan Theodor Escherich tarafindan izole edilmistir. 1919°da Castellani ve
Chalmer tarafindan Escherichia cins ismi onerilene kadar Bacterium coli commune
adi ile anmilmistir (10,11). Dogumu takiben kisa bir siire icerisinde sicak kanh
hayvanlarin gastrointestinal sistemine yerlesen E. coli kokenlerinin biiyiik bir kismi
ince bagirsagin distal bolgesinde bulunur. E. coli ayn1 zamanda kalin barsak florasi
icinde de en yaygin olarak bulunan fakiiltatif anaerop bakteridir (12). Bu bakterinin
serolojik tiplendirilmesi ilk defa Goldschmidt tarafindan 1933 yilinda siit cocugu
gastroenteritininin epidemiyolojisini aydinlatmak amaci ile yapilmistir. Serolojik
tiplendirmedeki asil gelisme ise 1944 yilinda Kauffman tarafindan E. coli’nin

serotiplerinin detayl olarak sematize edilmesiyle gosterilmistir (13).

2.2. Morfoloji ve biyokimyasal ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesindeki diger bakterilere benzeyen E. coli gram negatif,
sporsuz ve ¢omak seklinde bir bakteridir. Seyrek olarak kapsiil olusturmakla beraber,
pek cok izolat polisakkarit yapida M antijeni iceren bir mikrokapsiil veya yine ayn
yapida K antijeni igceren slime tabaka igerebilir (11). Kat1 besiyerinde 18-24 saatte
diizgiin kenarli, 2-3 mm capinda, konveks, ¢ogunlukla metalik yesil rofle veren S tipi
koloniler olusturan E. coli, siv1 besiyerinde yogun iireyerek bulaniklik yapar. Kati

besiyerinde tekrarlayan pasajlarinda graniiler R tipi koloniler olusturabilir (14,15).



E. coli fakiiltatif anaerop bir bakteri olup peptonlu su, buyyon ve jeloz gibi genel
besiyerlerinde rahatlikla iirer. Optimal tireme 1s1s1 37°C ve optimal pH 7-7,2 olmakla
beraber 18- 45°C ve pH 5-8 araliklarinda da tireyebilir. Optimal sartlarin var oldugu
durumlarda 20 dakikada ikiye boéliinebilir. Eozin-Metilen Blue (EMB) agar ve
McConkey agar gibi segici besiyerlerinde bariz bir sekilde tirer. EMB besiyerinde
laktozu fermente ettiklerinden metalik refle veren koloniler olusturlar. Salmonella-
Shigella (SS) agar ve McConkey agarda laktoz fermantasyonu sonucu kirmizi renkte
ve etraflarinda zon olusan (safray1 prespite ettiginden dolay1) koloniler yaparlar.
CLED (Cysteine Lactose Electrolyte Deficient) agar ve XLD (Xylose Lysine
Deoxycholate) agar besiyerlerinde sar1 koloniler meydana getirirler. Baz1 E. coli

izolatlar1 kanli agarda hemoliz yapabilir (11,14,15).

E. coli tiirleri glukozdan asit ve gaz olusturlar. Laktoz, D-mannitol, D-sorbitol, L-
arabinoz, maltoz, D-ksiloz, trehaloz ve D-mannozu fermente ederler. Inositol,
sellobioz, eritol, D-arabitolii fermente etmezler. Katalaz, metil kirmizisi, lizin
dekarboksilaz reaksiyonlari olumlu iken, oksidaz, Voges-Proskauer, fenilalanin
deaminaz, lipaz, 25°C’de DNaz aktiviteleri olumsuzdur. Cogunlukla indol pozitif
iken, H2S ve iireaz negatiftirler. Tek karbon kaynagi olarak sitrati kullanmazlar ve
jelatini hidrolize etmezler (16,17).

2.3. Antijenik ozellikleri

Karmasgik bir antijenik yapiya sahip olan E. coli 1944 yilinda Kauffman tarafindan
antijenik Ozelliklerine gore smiflandirilmistir. Bu smiflandirmaya goére hiicre
duvarinda bulunan lipopolisakkaritlerdeki O-spesifik polisakkarit zincirine gore
serolojik guruplara, H ve K antijenlerine gore serolojik tiplere ayrilirlar. Simdiye
kadar 170’1 askin O antijeni, 50’yi askin H antijeni ve 100’den fazla K antijeni
tanimlanmustir. Toplamda ise 1000’in iizerinde antijenik tipi mevcuttur (18-20).
2.3.1. O antijeni: Somatik bir antijen olup 1s1 ve alkole dayanikli, formole karsi
hassastir.  Shigella, Salmonella, Yersinia, Citrobacter ve Providencia cinsi
bakterilerin O antijenleri ile E. coli antijenleri arasinda ¢apraz reaksiyonlar meydana
gelebilir. E. coli’nin yol agtig1 iiriner sistem infeksiyonlarinin iigte ikisine bilinmekte
olan biitiin E. coli serotiplerinin sadece %8-10’luk kismi sebep olur. Uriner sistem
enfeksiyonlarina en sik yol agan serotip 1, 2,4, 6,7, 8,9, 11, 18a, 18b, 22, 25, 50 ve
75tir (21-23).



2.3.2.H antijeni: Kirpik antijeni olup protein yapisindadir. Formole dayanikli
olmasina ragmen 100°C’ye kadar 1sitilmaya, proteolitik enzimlere ve alkole karsi

hassastir. Bagka bakterilerin H antijenleri ile ¢apraz reaksiyon olusturmazlar (24).

2.3.3. K antijeni: Polisakkarit yapida olan K antijeni kapsiil antijenidir. Isiya kars1
hassastir. Bu gurubun antijenleri L, A, B harfleri ile gosterilir. Bazi B antijenleri
fimbriyaya benzer. 100°C’ye 1 saat dayanabilen B antijeni patojeniteden sorumlu
baslica kapsiil antijenidir. L antijenleri ise ¢ogunlukla hemolitik olan antijenlerdir
(15). K 1, 2, 3, 5, 12 ve 13 antijenlerini igeren suslar biiylik oranda piyelonefrit
etkenidir. K1 en sik saptanan antijen olup, bakteri hiicre yiizeyinde hidrofilik ve
negatif yiiklii 6zellik olusturarak opsonizasyon ve fagositoza engel olur. Ayrica
alternatif kompleman yolunu inhibe ederek kompleman sisteminin bakterisidal
etkisini ortadan kaldirir (25).

2.4. Viriilans faktorleri

Viriilans faktorleri mikroorganizmanin patojenite seviyesini gostermekte olup,
mikroorganizmalarin  hastalik  olusturabilme  kabiliyetidir. Bu  kabiliyet
mikroorganizmanin konaga girisi, konak savunmasindan kagisi, konaga zarar
vermesi, c¢ogalmasi, yayilmasi ile iligkilidir (26). E. coli’nin baglica viriilans
faktorleri; fimbria varligi, kapsiil olusturma, hiicrelere yapisma, siderefor {iiretimi,
sitotoksik nekrotizan faktor-1iiretimi, hemolizin varligi, kolisin V {iretimi, idrarda

hizli tireme ve antimikrobiyallere direng gostermesidir (27).

2.4.1. Fimbria: Konak hiicrelerine tutunmaya yarayan ayni zamanda pili de denilen
fimbrialar antijenik ve fonksiyonel oOzellik gosterirler. Mannoza karst olan
duyarliligina gore Tip 1 ve Tip 2 diye ikiye ayrilir. Tip 1°de yer alan fimbrialar kolon
mukozasi vajinal mukoza ve agiz bosluguna tutunmaya yardim eder. Tip 2’de ise S
fimbria, P fimbria ve X faktér bulunur. P kan grubu antijenlerine baglananlara P
fimbria adi verilir. P fimbrialar iiriner sistem enfeksiyonlarinda rol alir. S fimbrialar
ise bakteriyemi yapan suslarda goriiliir ve damar endoteliyle beyin ventrikiillerine

tutunmay1 saglar. X faktor de denen heterolog adezinler ise iiropatojenitede rol alir.

2.4.2. Kapsiil: Bakterinin disinda bulunan bakterinin taninmasini ve imha edilmesini

engelleyen koruyucu bir tabakadir. Insan serumunun ve nétrofillerin dldiiriicii etkileri



karsisinda bakteriye diren¢ kazandirir. Yenidogan menenjiti olgularindan izole edilen

E. coli suslariin biiyiik bir kisminda kapsiil bulunmaktadir (27,28).

2.4.3. Ekzotoksinler: Enterotoksijenik E. coli’lerin yol agtig1 ishallerin
patojenezinde rol alan ST ekzotoksini barsak epitel hiicrelerinin su emilimini
engeller. LT ekzotoksini ise bunun aksine su ve elektrolit salinimimi arttirir. Bu
ekzotoksinleri bulundurmayan Enterohemorajik E. coli’de (EHEC) ise barsak
hiicrelerinin 6liimiine yol agarak barsagin su emme yetenegini bozan ve kanli ishale

yol agan shiga toksin denen bir ekzotoksin vardir (28).

2.4.4. Hemolizinler: Lipopolisakkarit veya fosfolipid komponent iceren, filtre
edilebilen ve 1siya dayaniksiz bir makromolekiil olan hemolizin, E. coli tarafindan
alfa-hemolizin, beta-hemolizin, gama-hemolizin ve entero-hemolizin seklinde olmak
tizere degisik tiplerde iiretilir. Hemolitik suslarin hemoliz yapmayan suslara gore
insan serumunun Oldiiriicii etkisi karsisinda daha dayanikli olduklar1 ve 16kositler
tarafindan fagosite edildikleri zaman diger E. coli suslarina gore daha yiiksek oranda
canlt kaldiklar1 goriilmiistiir. Demir miktarinin diisiik oldugu durumlarda hemolizin

tretiminin arttig1, demir miktarmin arttigi zamanlarda da baskilandig1 goriilmiistiir

(29,30).

2.5. Epidemiyolojisi ve yaptig1 enfeksiyonlar

Kuslarin ve memelilerin normal barsak florasinda bulunan piitrefaksiyon ve
fermentasyon dengesinin diizenlenmesi ve besinlerin sindirilmesi gibi pek c¢ok
durumda rol alan E. coli sindirim sisteminde diger flora bakterileri ile dengede
kaldig siirece hastaliga neden olmaz. Ancak bu dengenin bozulmasi halinde barsak
hastaliklarina neden oldugu gibi, barsak disina c¢ikip diger dokularda da
enfeksiyonlara yol agabilir (14). E. coli nin neden oldugu bu enfeksiyonlar, barsaklar

ve barsak disinda olusanlar seklinde ikiye ayrilabilir (12,14).



2.5.1. Barsaklarda olusturduklar: enfeksiyonlar

E. coli’ler barsaklarda olusturduklar1 hastaliklarin fizyopatolojilerine gore cesitli
tiplere ayrilmaktadirlar.

2.5.1.1. Enterotoksijenik E. coli (ETEC): Yiizeyel antijenleri ve piluslari
araciligiyla barsak epiteline tutunarak, LT ve ST enterotoksinleri vasitasiyla, hafif
klinik formdan agir kolera benzeri klinige kadar ¢ok genis bir yelpazede seyreden
hastalik yapabilirler. E. coli’'nin bu tipi 2 yas altindaki cocuklarda bakteriyel
diyarenin ve turist diyaresinin en 6nemli etkenidir.

2.5.1.2. Enteroinvazif E. coli (EIEC): Enterotoksin saliniminda bulunmayan bu tip,
siklikla ¢ocuklarda barsak mukozasinda iilserlere ve piiriilan s1vi saliniminin artigina
yol acarak dizanteriform ishallere yol agar.

2.5.1.3. Enterohemorajik E. coli (EHEC): Su ve gida kaynakli ishallere neden
olurlar. O157:H7 kokenleri ile hemorajik kolite sebep olurlar. Verotoksin ad1 verilen
toksinleri Shiga toksin ile olduk¢a benzerdir. Salgiladiklar1 bu toksin vasitasiyla
cocuklarda akut kanli ishale ve takiben bobrek yetmezligi, trombositopeni ve
hemolitik anemi ile seyreden hemolitik iiremik sendroma (HUS) yol agabilirler.
2.5.1.4. Enteropatojenik E. coli (EPEC): Patogenezi tam olarak anlagilmayan bu
tip, siit cocuklarinda ishallere neden olur.

2.5.1.5. Enteroaggregatif E. coli (EaggEC): Enterotoksin salinimi yoktur ve
invazyon yapmaz. Siklikla kronik diyareye neden olur ve her yasta akut diyareye
sebep olabilir.

2.5.2. Barsak disinda olusturduklari infeksiyonlar

Uriner sistem enfeksiyonlarina, 50 yasin iizerindeki kisilerde olusan ve hastane
kaynakli olan pnomonilere, yeni dogan menenjitine, yaslilarda meydana gelen
yiiksek mortaliteli menenjite, travma ya da apandisit sonrasi olusan peritonite yol
acabilirler. Bunlarin yanisira, sepsis, septik artrit, endoftalmit, karaciger absesi,
siniizit, osteomiyelit, prostatla ilgili enfeksiyonlar gibi pek ¢ok hastalifin etkeni

olarak da karsimiza ¢ikabilirler (12,14,31).



2.6. Bakterilerde hiicre duvar ve peptidoglikan sentezi

Bakteri i¢in 0nemli yapilardan biri olan hiicre duvari bakteriyi lizisten korur ve
bakteriye seklini verir. Yapisinda antijenik yapida pek ¢ok antijen ve viriilans faktorii
barindirarak, bakterinin yasam dongilisi ve patojenitesi a¢isindan Onemli bir
komponent olusturur. Bakterilerin tanimlanmasinda ¢ok 6nemli bir basamak olan
Gram boyama islemi de bakterinin hiicre duvar ile iligkilidir. Hiicre duvarinin
dayanikliligimmi ve saglamligini asil olusturan esas komponent peptidoglikandir.
Peptidoglikan tabaka hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerin hiicre duvar
yapisininin en dnemli komponentidir. Peptidoglikan yapisini zayiflatan ya da bozan
unsurlar bakterinin 6liimiine yol acabilir. Bakterinin hiicre duvari sentezini etkileyen
ajanlar peptidoglikan sentezini degisik asamalarda etkilemektedir. Fosfomisin ve
sikloserin gibi ajanlar erken basamaklar1 etkilerken, beta-laktam antibiyotikler geg
basamaklari etkilemektedirler (32-34).

2.6.1. Peptidoglikan sentezi

Tekrarlayan N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit (NAM)
initelerinin birbirlerine B-1,4 glikozid baglariyla baglanmasiyla olusturulan bir
glikan omurganin NAM’a bagh kisa peptid zincirleriyle birlesmesiyle peptidoglikan
olusur. Peptidoglikan sentezinde temel basamaklar;

1-Sitoplazmada peptidoglikan 6nciillerinin sentezlenmesi,

2-Sitoplazmik membranda yer alan bir lipid tasiyiciya ilk asamada sentezlenen
onciillerin iletilmesi, disakkarid pentapeptid yapilarin olugturulmasi ve membranin i¢
yiiziinden disar1 dogru iletilmesi,

3-Yeni yapinin peptidoglikan zincire baglanmasi ve zincirin uzamasi,
4-Peptidoglikan polimerleri arasinda ¢apraz baglarin meydana gelmesi ve tasiyici
lipidin fosfatinin uzaklagtirilararak rejenere edilmesi (10,33,35).

2.7. Beta-laktamlar

Kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkas1 igeren ve antibakteriyel etkisini
hiicre duvart sentezini inhibe ederek gosteren beta-laktam grubu antibiyotikler
giinimiizde en yaygin olarak kullanilan antibiyotik gruplarindandir. Bakterisidal
etkili olan bu grup, sadece iireme fazindaki bakterilere etki eder. Bu antibiyotikler
beta-laktam halkasina baglanan diger halkalara ve yan zincirlere gore penisilinler,

sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlar olmak {izere 4 gurupta incelenir.



Bunlarla birlikte beta-laktamaz inhibitorleri de antibakteriyel etkilerinin olmamasina
ragmen, beta-laktam antibiyotik grubu igerisindedirler (32,36).

Beta-laktamlar bakteriyi dis etkilerden ve basingtan koruyarak bakterinin yapisal
biitlinliigiinii ve canliliginin devamini saglayan hiicre duvarininin yapisinda bulunan
peptidoglikan  tabakanin yapimindan sorumlu olan proteinlere baglanarak
peptidoglikan sentezini bozar ve bakteride lizise yol agar (37).

2.7.1. Beta-laktamlara karsi direng gelisimi ve direncin mekanizmalari
Bakterisid etkilerinin yiiksek, toksisitelerinin diisiik olmas1 ve birgok enfeksiyonun
tedavisinde bagarili olmalarindan dolayr gilinlimiizde olduk¢a yaygin olarak
kullanilmalarinin sonucunda beta-laktam antibiyotiklere karsi hizla gelisen bir direng
problemi ortaya ¢ikmustir (38). Beta-laktam antibiyotiklere karsi bakterilerin direng
gelistirmesi i¢in bilinen baslica 4 mekanizma vardir.

2.7.1.1. Beta-laktamazlara bagh diren¢: Bakterilerin olusturdugu beta-
laktamazlarin antibiyotikdeki, beta-laktam halkasini hidrolize etmesiyle ortaya ¢ikar.
2.7.1.2. Hedef molekiillerinde olusan degisikliklere bagh direng: Penisilin
baglayan proteinlerdeki (PBP) degisiklik sonucunda beta-laktam antibiyotiklerin
hiicre duvar setezinde rol alan bu proteinlere baglanamamasi sonucu meydana gelir.
2.7.1.3. Hiicre icine girisinin engellenmesi ile olusan diren¢: Gram negatif
bakterilerde beta-laktam antibiyotiklerin bakterinin igine girerken kullandiklart
bakterinin dig membraninda bulunan porin adi verilen kanallarin bakteri tarafindan
sayillarmin azaltilmasi ya da yapilarmin degistirilmesi yoluyla bakteri igine
antibiyotigin giriginin engellenmesi veya kisitlamasi yoluyla olusan direngtir.

2.7.1.4. Aktif pompa sistemi ile disar1 atilmasi yoluyla olusan direnc¢: Bakterinin
icine girmis olan antibiyotigin aktif bir pompa sitemi ile hiicre digina atilmasi yoluyla
olusur. Sadece beta-laktamlar degil bircok antibiyotik bu yolla disar1 atilabilir
(5,39,40).

2.8. Beta-laktamazlar

Beta-laktam antibiyotiklerde bulunan beta-laktam halkasin1 pargalayarak bu
antibiyotikleri iglevsiz hale getiren beta-laktamaz enzimi ilk kez 1940 yilinda bir E.
coli susunda saptanmistir. 1960 yilinda ise plazmidde kodlanan bir beta-laktamaz

olan ve penisilinleri inaktive eden TEM -1 gosterilmistir (5,41).



Penisilin, sefalosporin ve diger beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek bunlara
kars1 direng gelisiminden sorumlu olan beta-laktamazlar, beta-laktam halkasinda
bulunan karbinol grubu ile bir ester kopriisii olusturup, siklik amid bagin1 bozarak bir

acil enzim tiirevi olusturmak yoluyla etki gosterirler (42).

2.8.1. isimlendirme

Beta-laktamazlarin isimlendirilmesinde sabit bir sistem yoktur. Bu enzimlerin
bazilar1 enzimleri bulan kisilerin isimlerine gore (HMS), bazilar1 genlerine gore
(AMP), bazilar1 izole edildikleri bakterilere gére (PSE), bazilar1 kullandig1 substrata
gore (IMP, OXA), bazilar1 biyokimyasal 6zelliklerine gore (SHV, NBC), bazilara
hasta isimlerine gore (TEM), bazilar izole edildikleri hastaneye gore (MIR) ve
bazilar1 da eyaletlere gére (OHIO) isimlendirilmistir (41,43).

2.8.2. Siniflandirma

Beta-laktamazlarin sayilarinin zamanla artmasiyla farkli aragtirmacilar tarafindan
degisik smiflandirma semalar1 One siirlilmiistiir. Genel anlamda kabul goren ilk
smiflandirma 1960’larda Richmond ve Sykes tarafindan ortaya konmustur. 1976
yilinda bu sema Sykes ve Matthew tarafindan izoelektrik odaklama kullanilarak
genisletilmistir. Ilerleyen yillarda bu siniflandirmadaki hatalar ve eksiklikler goriiliip,
1989 yilinda Bush ve ark. tarafindan siniflama degistirilmis ve 1995 yilinda da
giincellenmistir. Bu gsemaya gore beta-laktamazlar 4 ana grup altinda
smiflandirilmiglardir (44,45). Kabul goren bir diger siniflandirma ise Bush ve
arkadaslarinin yaptig1 fonksiyonel smiflandirmanin aksine 1980 yilinda Ambler
tarafindan yapilmis olan molekiiler temelli siniflandirmadir. Bu siiflandirmada beta-
laktamazlar molekiiler benzerliklerine gore (amino asit ve niikleotid dizileri) A, B, C
ve D olmak {izere 4 grupta incelenmektedir. A sinifi penisilinazlari, B sinifi metallo
beta-laktamazlari, C smifi sefalosporinazlari, D simifi ise oksasilini hidroliz eden
beta-laktamazlari igerir. A, C, D gruplar1 serin beta-laktamazlar, B grubu ise metallo

beta-laktamazlar olarak isimlendirilir (46,47).
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2.9. GSBL tanim ve siiflandirmasi

GSBL’ler penisilinlere, sefamisinler haricindeki tiim sefalosporinlere ve aztreonama
dirence yol agan, klavulanik asit sulbaktam ya da tazobaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorleri ile inaktive edilebilen, TEM ve SHV enzimlerinde ¢esitli aminoasitlerde
degisiklik sonucu olusan ve genellikle de plazmidler tarafindan kodlanan
enzimlerdir. Bu enzimler plazmidler aracilifiyla baska bakterilere kolayca transfer
edilebilmelerinden dolay1 bu enzimi iiretebilen bakterilerin tiirleri her gecen giin

artmaktadir (5,6,8).

2.9.1. TEM grubu enzimler

Plazmidlerle aktarildigi bilinen ilk enzimlerden olan TEM-1 1965 yilinda
Yunanistan’daki bir hastadan izole edilen bir E. coli susunda saptanmistir. Bu grupta
bulunan enzimler basta E. coli ve K. pneumoniae olmak {izere bazi
Enterobacteriaceae ailesi tliyelerinde siklikla bulunmaktadir. Bu enzim gram
negatiflerde siklikla bulunabilmekle beraber ampisiline direngli E. coli’lerin biiyiik
¢ogunlugunda bu direngten sorumludur. H. influenza ve N. gonorhoe’de bulunan
penisilin ve ampisilin direnglerinden de bu enzim sorumludur. TEM-1’deki tek
aminoasit degisikligi ile TEM-2 olugmustur. Giiniimiize kadar 120’nin iizerinde
TEM tipi enzim bildirilmis olup, bunlarin 98’inin GSBL 6zelligi bulunmaktadir (48-
50).

2.9.2. SHV grubu enzimler

Ampisilin, piperasilin ve tikarsiline diren¢ olusturan SHV-1 enzimi en sik K.
pneumoniae’da bulunmaktadir. 1983 yilinda bulunan SHV-2, bu grubun belirlenen
ilk genis spektrumlu enzimidir. Bu grupta bulunan enzim sayis1t TEM grubunda
bulunan enzimlere kiyasla daha azdir (51).

2.9.3. CTX-M grubu enzimler

Substrat olarak sefotaksimi kullanan CTX-M grubu enzimler GSBL grubuna son
yillarda katilmis olup, ilk kez 1989 yilinda Almanya’da bir E. coli susunda
saptanmistir. Tazobaktamin bu gruba kars1 gosterdigi inhibitor etki Klavulanik asit

ve Sulbaktama gore daha fazladir (51,52). Bu enzimler 5 ana grupta toplanabilir (53).

11



Grup 1 (CTX-M-1); CTX-M-1, 3, 10, 12, 15, FEC-1, 22, 23, 28, 29, 30
Grup 2 (CTX-M-2); CTX-M-2, 4, 4L, 5, 6, 7, 20, TOHO-1

Grup 3 (CTX-M-8); CTX-M-8

Grup 4 (CTX-M-9); CTX-M-9, 13, 14, 16, 17, 19, 21, 27, TOHO-2, 24
Grup 5 (CTX-M-25); CTX-M-25, 26

TEM ve SHV tipi GSBL’ler hastane kokenli enfeksiyon etkenlerinde daha cok
saptanirken, toplum kokenli enfeksiyonlarda da CTX-M tipi beta-laktamaz iireten
bakterilere eskiye nazaran daha sik rastlanmaya baglanmistir (6).
2.9.4. OXA grubu enzimler

Kromozomal kaynakli olan ve plazmiddeki genlerle aktarilan, en sik P.
aeruginosa olmak tiizere pek c¢ok bakteride saptanan bir enzim olan OXA’nin
bildirimi tiim diinyada her gecen giin artmaktadir. Bu enzimlerin bakteriye ampisilin
ve sefalotine karsi diren¢ kazandirmalari, oksasilin ve kloksasiline karsi yiiksek
hidrolitik  aktiviteleri ve Kklavulanik asitle inhibe olmamalar1  &nemli
ozelliklerindendir (48).
2.9.5. PER grubu enzimler
Ilk kez 1993 yilinda bir Tiirk hastadan soyutlanan Pseudomonas aeruginosa
izolatinda saptanan bu enzim penisilin ve sefalosporinleri hidroliz edebilmesinin
yaninda klavulanik aside karsi duyarlidir. PER-1 tipi lilkemizde daha sik goriiliirken
Italya’dan da bu enzimi iireten P. aeruginosa salgini bildirilmistir. PER-2 enzimine
siklikla Giiney Amerika’da rastlanir. PER grubu beta-laktamazlar TEM ve SHV
grubu beta-laktamazlarla % 25-27 oraninda benzerlik gosterirler (6,54).
2.9.6. inibitor direncli beta-laktamazlar
Bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere karsi direng gostermeleri tizerine bu
antibiyotikler beta-laktamaz inhibitorleri ile birlikte kullanilmaya baglanmistir.
Ozellikle 1987 yilindan itibaren idrar yollar1 enfeksiyonlarina neden olan E. coli
kokenlerinde klavulanik  asit/beta-laktam  kombinasyonlarma direng  artisi
gozlenmistir. Bu direng, TEM enzimlerinin asir1 sentezi, permeabilitede azalma veya
OXA tipi enzim sentezleme gibi mekanizmalar ile olusabilmektedir. GSBL’lerden

birka¢ aminoasit degisikliginin meydana gelmesi ile ortaya ¢ikan bu enzimler, Bush
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simiflamasinda 2br grubunda yer alirlar. Beta-laktamaz inhibitorlerine direng
olusturabilmelerine ragmen, GSBL aktivitesi icermemektedirler. Diger GSBL
sentezleyebilen bakterilerin aksine, bu enzimi iceren bakterilere toplumdan

kazanilmis enfeksiyonlarda da rastlanabilmektedir (48).

2.9.7. Diger GSBL enzimleri

VEB-1 ilk olarak Vietnam’da bir E. coli susunda saptanmigtir. PER-1 ve PER-2 ile
yiiksek oranda benzerligi mevcuttur. Seftazidim, sefotaksim, aztreonama yliksek
oranda direng gosterir. TLA-1 enzimi Meksika’da bir E. coli susunda saptanmistir.
Serratia fonticola kokeninden izole edilen SFO-1 grubu enzimlerin sentezi imipenem
tarafindan uyarilir. Bu grup enzimler sefamisinleri hidrolize edemez ve klavulanik
asit tarafindan rahatlikla inhibe edilebilirler. GES-1 Proteus mirabilis teki

karbenisilinaz enzimiyle biiyilk oranda yapisal benzerlik gdsteren enzimlerdir

(6,48,55).
2.10. GSBL saptama yontemleri

Biitiin diinyada yaygin olarak kullanilan antibiyotik grubu beta-laktamlara karsi
olusan beta-laktamazlar, bu antibiyotik grubuna karsi olusan direncin en 6nemli
sebebidir. Bundan dolayr bu beta-laktamazlar1 belirlemek olduk¢a Onemlidir.

Bunlarin saptanmasi igin pek ¢ok yontem kullanilmaktadir (56).

2.10.1.GSBL tarama testleri

Disk difiizyon ve diliisyon yontemleri ile lglincli kusak sefalosporinlere veya
aztreonama diren¢ veya azalmis duyarlilifin arastirildigir bu testlerde sefotaksim,
seftriakson, seftazidim, aztreonam veya sefpodoksim kullanilmakta olup sadece E.
coli, Klebsiella spp. ve Proteus mirabilis kdkenlerinde tarama yapilabilmektedir
(57).

2.10.2. Fenotipik dogrulama testleri

2.10.2.1. Sefalosporin-klavulanik asit kombinasyon diskleri

CLSI’nin (Clinical and Laboratory Standards Institute) tarif ettigi gibi Mueller-
Hinton agarda klavulanik asit (10 pg) igeren ve igermeyen sefotaksim (30 pg) veya
seftazidim (30 pg) diskleri kullanilarak yapilir. Sefalosporin  diski ve
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sefalosporin/klavulanik asit diski zon c¢aplari arasinda >5mm’lik fark olmast

fenotipik olarak GSBL varligini gosterir (58).

2.10.2.2. Siv1 (broth) mikrodiliisyon

Klavulanik asit iceren ve igermeyen sefotaksim ve seftazidim Minimal inhibitor
Konsantrasyon (MIK) degerleri belirlenir. Klavulanik asit varligindaki MIK

degerlerinde 8 kat azalmanin goriilmesi GSBL pozitifligini gosterir (6).

2.10.2.3. E-test

GSBL stripleri  kullamilarak yapilan bu testte Seftazidim MIK degeri,
seftazidim/klavulanik asit MIK degerinin en az 8 kat1 ise GSBL varligi gosterilmis
olur (59).

2.10.2.4. GSBL saptanmasinda kullanilan diger fenotipik testler

Teknik olarak diger testlere gore yapilmasi daha kolay olan cift disk sinerji testinde
Mueller-Hinton agar besiyerinde amoksisilin/klavulanik asit (20 ug/10 pg) diski
ortaya, seftazidim (30 pg), seftriakson (30 pg), sefotaksim (30 pg) ve aztreonam
diskleri ise bu diskin 25 mm uzagina konur. Bu antibiyotiklerin inhibisyon zonlarinin
amoksisilin/klavulanik asit i¢eren disk yoniinde uzamasi sinerji olarak degerlendirilir
ve GSBL varligmimin isaretidir. 3 boyutlu test, klavulanik asit eklenmis Mueller-
Hinton agar, disk replasman yontemi gibi diger testler rutin olarak yapilmasi zor olan
testlerdir. Ayrica VITEK, Microscan, BD Phoenix gibi otomatize sistemlerde,
bakterinin 3. kusak sefalosporin ve beta-laktamaz inhibitorii ile kombine edilmis 3.
kusak sefalosporin MIK degerlerine bakilarak da GSBL saptanabilmektedir
(6,51,60).

2.10.3. GSBL saptanmasinda molekiiler yontemler

Kullanilan baglica metodlar oligotiplendirme, PCR (Polymerase Chain Reaction),
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), SSCP (Single-Stranded
Conformational Polymorphism), LCR (ligase chain reaction) ve niikleotid dizi
analizidir.

GSBL’lerin saptanmasinda kullanilan ilk molekiiler metod oligotiplendirmedir.
Yogun miktarda isgiici ve emegin gerektigi ve oligoniikleotid problarinin

kullanildig1 bu metodda hibridizasyon sonucu nokta mutasyonlarinin saptanmasi
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hedeflenmistir. Ozgiin DNA problar1 kullamlarak TEM ve SHV tipi GSBL
enzimlerinin saptanmasina ¢alisilmaktadir. PCR beta-laktamazlarin belirlenmesi i¢in
spesifik beta-laktamaz genlerine 6zgii oligoniikleotid primerleri kullanilarak yapilan
ve en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Niikleotid dizi analizi yogun emek
gerektirmesi ve yorumunun zor olmasina ragmen tim tiirlerin bagar1 ile
saptanmasinda altin standart olan bir metoddur (38,55). Izoelektrik fokuslama
yontemi saf bakteriden elde edilen beta-laktamazlarin poliakrilamid jelde
tanimlanabilecegi bir yontemdir. Bu yonteme gore enzimler, poliakrilamid jel
tizerinde elektroforetik olarak olusan pH gradyentinde izoelektrik noktalarina (pI)
odaklanmakta ve kromojenik bir sefalosporin olan nitrosefin kullanilarak goriiniir
hale gelmektedir. Enzimlerin saflagtirilmasina gerek duyulmayan bu yontemde ayni
bakteride bulunan birden fazla beta-laktamaz enziminin belirlenmesi miimkiin
olmaktadir (61).

2.11. GSBL iireten izolatlarin yayilhmini etkileyen faktorler

Hastanede yatan hastalardan izole edilen GSBL {ireten bakteri sayilar1 toplum
kokenli GSBL iireten bakterilere oranla ¢ok daha fazladir. Bu durum oOncelikle
hastanede yatan hastalar arasindaki GSBL pozitif bakterilerin yayilimini ve
kolonizasyonunu etkiyebilecek risk faktorlerini akla getirmektedir. Hastanede
kullanilan tibbi cihazlar bu bakterileri tasityan 6nemli bir kaynak olmakla beraber, bu
bakteriler hastane personelleri tarafindan da hastadan hastaya tasinabilmektedir.
Bunula birlikte diger faktorler; kinolonlar, 3. kusak sefalosporinler, aminoglikozidler
gibi antibiyotiklerin uzun siireli kullanimi, hastanede yatis siiresinin uzamasi, altta
yatan ciddi hastaliklar, yogun bakim servisinde kalma, hemodiyaliz, damar i¢i ya da
iiriner kateter uygulanmasi ve mekanik ventilasyondur. Hastane kokenli GSBL
tireten bakterilerin yayilimini etkileyen bu risk faktorlerinin yani sira toplum kdkenli
GSBL iireten bakterilerin yayilimini etkileyen risk faktorleri de mevcuttur. Bunlarin
baslicalari; 65 yas iizeri olma, dnceden hastanede kalma hikayesi, diyabetin olmasi,
ozellikle gastrointestinal sistem ve iiriner sistem operasyonlari gegirme, uzun siire
florokinolon kullanimi1 ve sik sik iiriner sistem enfeksiyonlarina maruz kalmadir

(48,51,62,63).

15



2.12. Kinolonlar

Kinolonlar 1962 yilinda malarya tedavisinde kullanilan klorokinin sentezi sirasinda
bulunan nalidiksik asitin klinik kullanima girmesiyle hayatimiza girmistir. Idrarda
yiiksek  konsanrasyona ulasabilme oOzelliklerinden dolayi, {riner sistem
enfeksiyonlarinin ~ tedavilerinde  kullanilmaya  baslanan  nalidiksik  asit,
Enterobacteriaceae liyesi olan birgok bakteri {izerinde bakterisidal etki gostermistir.
Kimyasal yap1 olarak 1. pozisyondaki nitrojen, 3. pozisyondaki karboksil grubu ve 4.
pozisyondaki karbona cift bagla baglanmis oksijenin bulundugu ikili halkadan olusan
kinolonlar tamamen sentetik yapida olan ilaglardir. ilk florokinolon olan norfloksasin
kinolon molekiiliiniin C-6 pozisyonuna bir flor atomunun eklenmesiyle aktivitesi
arttirilarak elde edilmis ve 1986 yilinda klinik kullanima girmistir. ilerleyen yillarda
ise kinolonlarin yapilarina degisik kimyasal gruplar eklenerek daha giiclii ve etkili
formlar1 ortaya ¢ikarilmistir (64-66). Sadece bazi gram negatif bakteriler iizerinde
etki gosterebilen ilk kinolon gurubu antibiyotiklerin aksine, florokinolonlar gram
negatif bakterilerin yanisira gram pozitif ve anaerop bakterilere de etki

gostermektedirler (67).

2.12.1. Kinolonlarin etki mekanizmasi

Hiicre icine pasif difiizyonla veya gram negatiflerin dis membranlarinda bulunan
porinlerden giren kinolonlar DNA sentezini bozarak etkilerini gosterirler. Gram
pozitif bakterilerde genellikle topoizomeraz-4 ilk hedef iken, gram negatif
bakterilerde ise bu hedef DNA giraz enzimidir. Bu enzimlere baglanarak bunlarin
etkilerini inhibe eden kinolonlar bakterisidal etki gosterirler. Bunlarin disinda
kinolonlarin ¢ok yiiksek konsantrasyonda RNA ve protein sentezini inhibe ederek

bakteriyostatik etki gosterdikleri de bilinmektedir (46,63,68).

2.12.2. Kinolonlara karsi direnc

Ozellikle iirolojik enfeksiyonlarda yiiksek oranda basar1 sagladigi icin kinolonlarin
olduk¢a yaygin kullanilmasit hem hastane kaynakli hem de toplum kdokenli {iriner
sistem enfeksiyonlarinda kinolonlara karsi direng artigina yol agmistir (69,70). Bu
antibiyotik grubuna karsi olusan direng, dogal ya da kazanilmis olabilmektedir.
Bakterilerde bulunan enerji bagimli pompalar kinolonlar, beta-laktamlar ve

aminoglikozidler gibi bir¢ok antimikrobiyali hiicre disina atabilmektedir. Bakteride
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meydana gelen kromozomal mutasyonlarin sonucunda kinolonlarin hedef aldig
DNA giraz ve topoizomeraz-4’iin alt birimlerinde degisiklikler meydana gelir.
Bunun neticesi olarak, hiicre igine giren antibiyotik miktar1 azalir.Bakteride sonradan
kazanilmis kinolon direncinin ¢ogunlugu da bu kromozomal mutasyonlarin
neticesinde olusmaktadir (71-73). Gram negatif bakterilerde olusan kinolon
direncinin ¢ogunlukla DNA girazin yap1 elemanlarindan olan gyrA alt {initesindeki
degisimlerden kaynaklandigi, parC ve parE alt {initelerinde meydana gelen
mutasyonlarin  da gyrA alt {initesindeki mutasyonun varliginda goriildigi
belirtilmistir. Her ti¢ alt birimde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusan kinolon
direnci sadece gyrA alt bolgesindeki mutasyon sonucu olusan kinolon direncine gore
cok daha yiiksek oranda diren¢ meydana getirmektedir (72,74). 1998 yilinda
Amerika’da bir hastadan izole edilen siprofloksasine direngli K. pneumoniae susunda
gosterilene kadar kinolon direncinin plazmidlerle aktarilamadigi diistiniilmekteydi.
Bu hastadan elde edilen pMG522 plazmidine daha sonra E. coli susunda da
rastlanmistir. Bu plazmiddeki tekrarlayan gen bolgesine qnr ismi verilmistir. Alt
gruplar1 saptaninca qnrB, qnrC, qnrAl gibi isimler de almistir. Yapilan ¢aligmalarda
bu plazmidlerin konjugasyonla bagka bakterilere aktarilabildigi gosterilmistir
(65,73).

2.12.3. Direnc gelisimi icin baslica risk faktorleri

Kinolon direnci ic¢in baslica risk faktorleri olarak; daha once kinolon kullanimi,
hastanede uzun siireli yatis, yogun bakimda yatma, abdominal bdlge ya da iiriner
sistemle ilgili tibbi miidahaleye maruz kalma, {iriner sistemle ilgili bir hastaligin

olmasi, izole edilen bakterinin GSBL iiretmesi ve ileri yas sayilabilir (72).

2.13. GSBL iireten kinolona direncli E. coli tiirlerinin klinik 6nemi

GSBL iireten gram negatif bakteriler basta sepsis, iiriner sistem ve solunum sistemi
enfeksiyonu olmak iizere pek ¢ok enfeksiyona yol acabilmektedir. GSBL {ireten
bakteriler ilk kez 1983 yilinda Almanya’dan bildirilmistir. Bu bakterilerin yol actigi
ilk hastane kokenli salgin ise 1985 yilinda Fransa’da ortaya cikmistir. Genis
spektrumlu beta-laktamlarin ilk kez Bati Avrupa’da kullanilmaya baglanmasiyla
GSBL fireten suglarin Bat1 Avrupa’da ortaya ¢ikmasi arasinda bir bag olup olmadigi

insanlar1 diisiindiirmiistiir. Ilerleyen tarihlerde ise tiim diinyadan pek ¢ok salgin
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bildirimi  olmustur. Zamanla GSBL enzimleri biitiin diinyada hastane
enfeksiyonlarinda 6nemli bir sorun haline gelmistir. GSBL {ireten bakterilerle
meydana gelen enfeksiyonlarin komplikasyon riskinin yiiksek olmasi ciddi bir
tehlike arzetmekte olup, GSBL’nin ¢esitli tiirlerdeki bakteriler arasinda
taginabilmesi, bu bakterilerin hastanelerde 6zellikle de yogun bakimlarda salginlara
yol agabilmelerine neden olmaktadir. GSBL oraninin ekonomik seviye ve saglik
hizmetlerindeki kalite ile yakindan iliskili oldugu, bu standartlarin diisiik oldugu
tilkelerdeki GSBL oranlarinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Direngli suslarin
yol agtig1 tablolar hastanelere 6zgii bir durum olarak diisiiniilse de yapilan ¢aligmalar
toplum kaynakli enfeksiyonlarin da bariz bir sekilde artmakta oldugunu
gostermektedir (48,75,76).

Ulkemizde 8 hastanenin yogun bakim iinitesinin dahil edildigi kapsamli bir
caligmaya gore; bu hastanelerin yogun bakim iinitelerinden toplanmig 193 gram
negatif basilin %58’inde GSBL varlig1 saptanmustir (77). Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi’nde yapilan baska bir calismada Mikrobiyoloji labaratuvarina 2002-
2005 yillart arasinda gonderilen 6rneklerden izole edilmis olan Enterobacteriaceae
kokenlerinde GSBL sikliginin her gegen yil giderek arttigr gosterilmistir (78). Bagka
bir ¢alismada da bakteriyemili hastalardan elde edilen GSBL iireten ve iiretmeyen
suslarin kinolon direngleri karsilastirilmig, GSBL iireten suslarda kinolon direnci
%82 GSBL iiretmeyen suglarda ise %29 oraninda bulunmustur (79). Bu c¢alisma
GSBL iireten ve iiretmeyen suslar arasindaki kinolon direnci agisindan ¢arpici farki
ortaya koymaktadir. GSBL’nin uygun bir sekilde raporlanmamasindan dolay1
klinisyenler meselenin 6neminin farkinda olmamaktadirlar. GSBL iireten bakterilerin
yol actig1 enfeksiyonlarin uygun olmayan antibiyotiklerle tedavi edilmeye c¢alisilmasi
tedavide basarisizliga, morbidite ve mortalitede artisa yol agmaktadir (76,80).

2.14. Kontrol ve tedavi secenekleri

GSBL iireten direngli bakteriler bir hastadan digerine hastanede kullanilan her tiirli
tibbi malzemelerle ya da saglik personelleri araciligiyla tasinabilmektedirler. GSBL
ireten bakteriler iiretmeyenlere oranla aralarinda kinolonlarinda yer aldig1 pek ¢ok
antibiyotige daha direnclidirler. Bu durum antibiyotik se¢imi i¢in dar bir saha
birakmaktadir. Bundan dolay1 hastanelerde kullanilacak malzemelerin sterilizasyon

ve dezenfeksiyonunda biiyiikk bir hassasiyet gosterilmeli, hastane personelinin el
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temizligine ¢cok dikkat edilmelidir. Zira hastalar arasi yayilim i¢in bilinen en biiyiik
risk faktorlerinden biri personellerin ellerinin aracilig: ile bakterilerin kisiden kisiye
transferidir. El tasiyiciligr saglik calisanlarinin ellerini klorheksidin ve alkol bazli
antiseptiklerle yikamalariyla engellenebilmektedir. GSBL iireten bir bakterinin
saptanmasindan sonra bu bakterinin diger antibiyotiklere karsi diren¢ durumu
belirlenmeli, hastanede bir salginin var olup olmadig1 arastirilmali, eger salgin var ise
kaynak arastirilmali, ortaya ¢ikan sonuca gore bir tedavi planlanmali ve en kisa
stirede gereken kontrol Onlemleri alinmalidir. Hastanelerde GSBL oranlarini
diisiirmek i¢in enfeksiyon kontrol onlemlerine uyulmalidir. Bunlarin baglicalar;
antibiyotik kullaniminin kontrollii bir sekilde yapilmasi, meydana gelen direncglerin
izlenmesi ve direngli suslar ortaya ¢iktigi zaman izolasyon Onlemlerinin

uygulanmasidir (6,48,51,62).

2.14.1. Tedavide kullanilabilecek baslica antibiyotikler

2.14.1.1. Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorleri

Yapilan cesitli ¢aligmalarin sonucunda beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorlerinin
GSBL pozitif mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu gosterilmistir. GSBL {ireten
bakteriler genellikle klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam ile inhibe olurlar.
GSBL’lere en etkilileri tazobaktamdir. Buna ragmen mikroorganizmalarda yiiksek
oranda beta-laktamaz yapimi, Ozellikle de inhibitor direngli beta-laktamazlarin
varlig1 veya porin defekti olmasi gibi durumlarda etki gostermeyebilirler. Bunlarin
aminoglikozitlerle birlikte kullanimlart ciddi infeksiyonlarda tedavi basarisini
artirabilir (31).

2.14.1.1.1. Aminoglikozidler: GSBL iireten bakteriler siklikla aminoglikozidlere
direng gosterebilmekle beraber, duyarlilik durumuna gére GSBL iireten
mikroorganizmalarin yol actiklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilirler
(31,81).

2.14.1.1.2. Karbapenemler: Karbapenemler GSBL pozitif mikroorganizmalarla
gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde tek baslarina kullanilabilen ilk segenek
antibiyotiklerdir (53).

2.14.1.1.3. Uciincii kusak sefalosporinler: Ozellikle Enterobactericeae ailesinin
GSBL iireten kokenlerinde siklikla karbepenem gurubu ilaglarin kulanilmasi sonucu

olusabilecek ciddi diren¢ sorunlarmi engellemek amaci ile CLSI’da yeni smnir
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degerleri belirlenmis, GSBL pozitif sus eger sefalosporinlere duyarlt ise sonucun

duyarl olarak verilmesi onerilmistir (58).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Kokenleri

Calismaya Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Ocak 2010-Temmuz 2012 tarihleri arasinda
gonderilen poliklinik ve servis hastalarina ait idrar kiiltiirlerinden soyutlanan, GSBL
tireten ve kinolona direngli 96 E. coli izolat1 dahil edildi. Calismada kullandigimiz
tiim izolatlar farkli hastalardan izole edildi. Izole edilen suslar ¢alisilincaya kadar
%20 gliserin iceren TSB (Tryptic Soy Broth) (Merck, Almanya) besiyerine
konularak -70°C’de saklandi.

3.2. Bakterilerin Se¢cimi

Enfeksiyon siiphesi ile laboratuvarimiza gonderilen idrar orneklerinin kiiltlir icin
kanli agara (BioMeriéux, Fransa) ve EMB agara (Biomeriéux, Fransa) ekimleri
yapildi.Kiiltiirler 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildikten sonra lireme saptanan gram
negatif bakterilere ait tiir tayini i¢in ¢esitli fenotipik testler uygulandi. E. coli
izolatlar1 oksidaz enziminin olmamasi, sitrati kullanamamasi, indol iiretebilmesi,
glukozu, laktoz ve siikrozu fermente etmesi, lizin dekarboksilaz enziminin varligi,
ireaz enziminin olmamasi, metil kirmizisi reaksiyonunun pozitif, Voges-Proskauer
reaksiyonunun negatif olmasi, hareketli olmas1 ve EMB agarda olusturdugu kendine
has yesil metalik refle veren koloni goriiniimii gibi 6zelliklere gore tanimlandi.
Stiphede kalinan durumlarda tanimlama islemi VITEK 2 (BioMérieux, Fransa)

otomatize sistemi ile dogrulandi.
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3.3. Kinolon direncinin saptanmasi
Kinolon direnci Siprofloksasin (5 pg) (Oxoid, Ingiltere) diski kullanilarak Kirby-
Bauer disk difiizyon yontemi ile arastirildi ve sonuglar CLSI kriterlerine gore

degerlendirildi (58).

3.4. GSBL varhginin ¢ift disk sinerji testi ile saptanmasi

Kiiltiirde tiremis bakteri kolonilerinden steril serum fizyolojik igerisinde 0.5
McFarland bulanikliginda inokulum hazirlandi. Olusan bu siispansiyon steril
ekiivyon yardimiyla Mueller-Hinton agar (Oxoid, Ingiltere) yiizeyine yayildi.
Merkeze amoksisilin-klavulanik asit diski (10 pg) (Oxoid, Ingiltere); cevresine
sefotaksim (30 pg) (Oxoid, Ingiltere), seftazidim (30 pg) (Oxoid, Ingiltere),
seftriakson (30 pg) (Oxoid, Ingiltere), sefepim (10 pg) (Oxoid, Ingiltere) diskleri
merkezden 25 mm uzaklikta olacak sekilde yerlestirildi. Hazirlanan plaklar 37°C’de
18-20 saat inkiibasyonunun sonunda sefepim, sefotaksim, seftriakson, seftazidime ait
inhibisyon zonlarinin klavulanik asit diski karsisinda bozularak genislemesi, arada
hayali bir zon olugmasi ya da iki inhibisyon zonu arasindaki bakteri iireyen alanda
iireme olmayan bir bolgenin olusmasi durumunda o izolatin GSBL enzimi iirettigine
karar verildi. Calismamizda GSBL iiretimi igin pozitif kontrol olarak K. pneumoniae
ATCC 700603 susu, negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanildi.

3.5. Enfeksiyonun kokeninin belirlenmesi

Bu izolatlara bagli olusan enfeksiyonlar, hastalara ait kayitlar incelenerek CDC
(Centers for Disease Control) kriterlerine gore hastane veya toplum kokenli olarak
siiflandirildi. Enfeksiyon hastanin hastaneye yatisindan 72 saat gectikten sonra veya
taburcu edildikten sonra ilk 10 giin i¢inde meydana gelmisse hastane kaynakl

degilse toplum kaynakli enfeksiyon olarak degerlendirildi (82).

3.6. Risk faktorlerinin arastirilmasi
Hastalara ait kayitlar incelenerek GSBL iireten E. coli ile enfeksiyona yatkinlik
olusturabilecek risk faktorleri kaydedildi. Bunlar;

e 65 yasindan biiyiik olma,

e Malign bir hastaligin olmasi,
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e Kardiyovaskiiler hastaligin olmasi,

e Diyabet tanisinin olmasi,

o Uriner hastalik ya da anomali varlig1 (Benign prostat hiperplazisi (BPH),
Vezikoiireteral reflii (VUR), Ureterovezikal (UV) darlik, bobrek tasi,
norojenik mesane Vv.s),

e Uriner veya herhangi bir cerrahi girisim dykiisii,

e  Uriner kateter varlig

e Son 6 ay icinde hastanede yatis hikayesi,

e Steroid kullanimi

e (Ciddi travma Oykiisiiniin olmasi,

e Son 6 ayda kinolon veya beta-laktam grubu antibiyotik kullaniminin olmasi,

e Serebrovaskiiler hastalik varligi,

e Bobrek yetmezligi,

e Son bir yilda 3 ve daha fazla iiriner sistem enfeksiyonu gegirme hikayesi.

3.7. Bakteriler arasindaki klonal yakinhigin belirlenmesi
GSBL iireten ve kinolona direngi olan 96 E. coli susunun genetik yakinliklarinin

belirlenmesi i¢in rep-PCR (Diversilab, BioMeriéux, Fransa) yontemi kullanildi.

3.7.1. Rep-PCR yonteminin uygulanmasi

Calismaya baslamadan oOnce -70°C’de saklanan E. coli suslarmi canlandirmak
amaciyla kanli ve EMB agara tek koloni pasajlar1 yapilarak etiivde 37°C’de 18-24
saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra koloniler ikinci kez pasaj edilerek 24 saat
inkiibasyon saglandi. Bu pasajlardan sonra elde edilen saf E. coli izolatlar1 klonal

yakinligin saptanmasi igin Rep-PCR yontemi ile 4 basamakta genotiplendirildi.

3.7.1.1. DNA ekstraksiyonu

Uretici firmanin prosediirlerine uygun olarak biitiin suslarin DNA ekstraksiyonlari
icin UltraClean™ Microbial DNA izolasyon kiti (MO-BIO, ABD) kullanilarak
asagidaki adimlarda gercgeklestirildi.
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1. izolat sayis1 kadar Microbial DNA kumlu tiip hazirlanip numaralandirildi ve
kumlu tiiplerin her birine 300 uL. Microbial DNA Bead soliisyonu otomatik pipet ile
dagitildi.

2. Bakteri kolonilerden (yaklasik 2 pL) kumlu tiiplere 6ze yardimi ile aktarildi ve
tizerine 50 uL Microbial DNA MD1 soliisyonu ilave edildi.

3. Karisim 10 dk boyunca maksimum hizda vortekslendikten sonra 30 saniye 10.000
x g’de santrifiij edildi.

4. Elde edilen siipernatant dikkatli bir sekilde alinip 100 uL Microbial DNA MD2
soliisyonu i¢eren ependorf tiiplere aktarildi ve 5 sn vortekslendi.

5. Sonra tiipler +4°C’de yaklasik 15-20 dk bekletildikten sonra 6rnekler 1 dk 10.000
x g’de santrifij edildi ve 200 pL siipernatant 450 pL Microbial DNA MD3
sollisyonu iceren ependorf tiiplere aktarildu.

6. Kisa bir siire vortekslendikten sonra 30 sn 10.000 x g’de santrifiij edildi.

7. Elde edilen 650 pL siipernatant 2 mL’lik Microbial DNA filtreli tiiplere aktarildi
ve 30 sn 10.000 x g’de santrifiij edildikten sonra filtreden asagiya akan sivi atik
kabina atildi

8. Uzerine 300 uL Microbial DNA MD4 soliisyonu filtreli tiiplere ilave edildi.

9. Bundan sonra 30 sn 10.000 x g’de santrifiij edildi ve filtreden asag1 akan siv1 atik
kabina atildi.

10. Filtreli tiipler 1 dk kuru olarak 10.000 x g’de santrifiij edildikten sonra filtreler 2
mL’lik Microbial DNA toplama tiiplerine yerlestirildi ve tizerine 35 pL Microbial
DNA MDS5 soliisyonu ilave edildi.

11. Iki dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 30 sn 10.000 x g’de santrifiij
edildi. Daha sonra filtreler ¢ikartilip atildi ve toplama tiiplerinde kalan 6rnek DNA
ekstrakti olarak elde edilmis oldu.

3.7.1.2. DNA yogunlugunun belirlenmesi

Nanodrop cihazina (Thermo scientific NANODROP 2000, ABD) 1 uL DNA
pipetlenerek DNA yogunluklar1 tespit edildi. Bes pL sabit hacimde DNA
kullanilarak 35ng/mL DNA yogunlugu verecek sekilde diliisyon oranini hesapladi.
DNAse, RNAse free steril distile su ile istenilen oranda DNA’lar diliie edildi.
25ng/mL’nin altinda DNA yogunlugu bulunan 6rnekler ¢alisma dis1 birakildi.
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3.7.1.3. Diversilab parmakizi kiti (fingerprinting kit) kullanilarak rep-PCR
uygulanmasi

Amplifikasyon i¢in Diversilab™ DNA parmakizi kiti (Biomeriéux, Fransa) derin
dondurucudan ¢ikarild1 ve 13 6rnek icin iki hata pay1 olacak sekilde master miks
hazirlandi (Tablo 1).

Tablo 1. DNA parmakizi kiti master miks (13 sus i¢in)

(uL?l/'le”;lt(a;;yon) DNA Parmak izi kitinin bilesenleri lizzl)f;;e(l;if)in
18.0 rep-PCR MM1 270.0
2.5 GeneAmp 10X PCR buffer 37.5
2.0 Primer Mix 30.0
0.5 AmpliTaqg DNA Polymerase 7.5
345.0

Hazirlanmis olan master miksten 200 uL’lik ependorf tiiplerine 23’er pL dagitildi.
Daha sonra izolatlardan elde edilen DNA ekstraktlarindan 2 pL ependorf tiiplerine
kondu. Tiiplerin agz1 kapatilarak Orneklerdeki niikleik asitler PCR cihazinda
(Eppendorf, Almanya) c¢ogaltildi. Amplifikasyon islemi 94°C’de 2 dk ilk
denatiirasyondan sonra, 94°C’de 94 sn denatiirasyon, 50°C’de 30 sn yapisma ve
70°C’de 90 sn uzama olmak {lizere 35 siklus olarak gerceklestirildi. Daha sonra
72°C’de 7 dk son uzama ile igslem sonlandirildi (Tablo 2).
Tablo 2. PCR sikluslari

Adim Sicaklik (°C) Zaman (saniye)
[k denatiirasyon 94 120
Denatiirasyon 94 94
Yapisma 50 30
Uzama 70 90

Son uzama 70 180
Bekleme 4 o0
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3.7.1.4. Biyoanalizor kullanilarak otomatik mikroakiskan elektroforez

Rep-PCR yapilarak orneklerdeki niikleik asitler ¢ogaltildiktan sonra Diversilab™
DNA LabChip kiti (BioMeriéux, Fransa) kullanilarak mikroakiskan elektroforez
yapildi.

Testin yapilisi;

1. Steril ependorf tiipleri igerisinde 200 uL jel matriksi ile 10 uL jel boyasi
kanistirilip vortekslendi ve kisa bir siire santrifiij edildi.

2. Kanigim filtreli tiipe aktarilip 10 dk 1500 x g’de santrifiij edildi.

3. Diversilab™ DNA LabChip iizerindeki siyah daire igerisindeki ‘G’ kuyucuguna
jel-boya karigimindan 9 uL kondu.

4. DNA LabChip yiikleme istasyonuna alinarak siringa pistonu 1 mL ¢izgisine kadar
cekilip pozitif basingla yiiklendikten sonra 30 sn beklendi.

5. Istasyon kapagi agilarak siringa pistonu dengeye gelinceye kadar beklendikten
sontra DNA LabChip iizerindeki diger iki ‘G’ kuyucugunun her birine 9 pL jel
karisimi kondu.

6. DNA izolatlarinin koyulacagi kuyucuklara 5 pL marker pipetlendi. Rep-PCR ile
elde edilen DNA ekstraktlarindan 1 pL bu kuyucuklara ilave edildi.

7. Daha sonra DNA LabChip karistiriciya yerlestirilip 2200 x g’de bir dk.
vortekslendikten sonra  DNA  LabChip, Agilent Bioanalyzer (Agilent
Technologies,ABD) cihazina yiiklendi.

Tiim izolatlarin rep-PCR tabanli parmak izi kaliplar1 DiversiLab’in 3.4 versiyonlu
internet tabanli yorumlama ve yazilim programi kullanilarak jel benzeri goriintiiler
elde edildi. Degerlendirme icin benzerlik hesaplarinin yapilmasinda DiversiLab
yazilim1 Pearson korelasyon kat sayis1 ve UPGMA (Unweighted Pairvise Grouping
Matematical ~ Avenaging); matematiksel ortalamayla agirhiksiz  ¢iftlerin
gruplandirilmas1 yontemi, rep-PCR profillerini otomatik olarak karsilastirmak
amaciyla kullanildi. Izolatlar ayirt edilemez (benzerlik >%95, hicbir band farki yok
ya da en fazla 1 band farki), benzer (benzerlik %90-95 arasinda, 1-2 band farki) ve
farkli (benzerlik <%90 ve >3 band farki) olarak siniflandirildi. Birbirleriyle %90’ 1n
tizerinde benzeyen izolatlar ana klon olarak kabul edildi. Benzerlik oranlar1 %90’ 1n

altinda olan izolatlar ise farkli klon olarak degerlendirildi.
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3.7.1.5 . Rep-PCR islemi icin kullanilan Kkitlerin icerikleri
-UltraClean™ Microbial DNA ekstraksiyon kiti (MO-BIO, ABD)
Microbial DNA kumlu tiip
Microbial DNA Bead soliisyonu
Microbial DNA MD1 soliisyonu
Microbial DNA MD2 soliisyonu
Microbial DNA MD3 soliisyonu
Microbial DNA MD4 soliisyonu
Microbial DNA MDS5 soliisyonu
Microbial DNA filtreli tiip (2 mL’lik)
Microbial DNA toplama tiipii (2 mL’lik)
-DiversiLab parmakizi kiti (Biomeriéux, Fransa)
rep-PCR MM1
Primer Mix
AmpliTaq DNA polymerase,

10X PCR Buffer (Applied Biosystems Roche)
- Diversilab™ DNA LabChip kiti (Biomeriéux, Fransa)

Chip reaktifleri
Marker
Jel boyasi

Jel matriksi
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4. BULGULAR

Calismadaki izolatlarin elde edildigi hastalarin yas ortalamasi 56.18 £+ 23.6 olarak
bulunmustur. Bunlarin 33’iiniin (%34.37) erkek, 63’liniin (%65.63) kadin ve 9’unun
(%9.38) cocuk, 87’sinin (%90.62) eriskin oldugu belirlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Hastalarin karakteristik ozellikleri

Hastalar n %
Yas ortalamasi (+ SD) 56.18 +23.6
Cinsiyet

Erkek 33 34.37
Kadin 63 65.63
Eriskin/Cocuk

Eriskin 87 90.62
Cocuk 9 9.38

Calismaya dahil edilen izolatlarin elde edildigi 6rneklerin 54’{iniin (%56.24) dahili
initelerden, 42’sinin (% 43.76) ise cerrahi boliimlerden geldigi belirlenmistir.

Izolatlarin geldigi birimlere gore oranlar1 Tablo 4'de gdsterilmistir.
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Tablo 4. izolatlarn elde edildigi iinitelere gore dagilimi

Klinikler n %

Dabhili boliimler

Servis 31 32.29
Poliklinik 12 12.50
Yogun bakim tinitesi 11 11.46

Cerrahi boliimler

Servis 16 16.67
Poliklinik 23 23.96
Yogun bakim tinitesi 3 3.12

Calisilan kokenlerin 52°sinin (%54.17) hastane kokenli, 44’iliniin ise (%45.83)
toplum kokenli enfeksiyonlardan soyutlandigi saptanmistir. GSBL fireten E. coli ile
enfeksiyon gecirmek igin risk faktorleri varligiincelenmis 6 (%6.25) hastanin higbir
risk faktorii tasimadigi bulunmus olup, 90 (%93.75) hastada da ise 1-8 arasinda
degisen risk faktoriiniin mevcut oldugu ve ortalama risk faktorii sayisinin 3 oldugu
bulunmustur. En fazla rastlanan risk faktoriiniin son 6 ayda hastanede yatis
Oykiisliniin oldugu ve bunun 65 (%67.70) hastada mevcut oldugu belirlenmistir. Risk
faktorlerinin hastalara gore dagilimi Tablo 5’de ve kac hastanin ne kadar risk

faktoriine sahip oldugu Sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 1. Hasta sayismin risk faktorii sayisina gore degerlendirilmesi
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Tablo 5. Hastalarda mevcut olan risk faktorleri

Risk Faktorleri n %

65 yas lizeri olma 38 39.58
Uriner anomali 17 17.70
Serebrovaskiiler hastaliklar 18 18.75
Kardiyolojik hastaliklar 21 21.87
Malign hastaliklar 16 16.66
Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu 7 7.29
Bobrek yetmezligi 10 10.41
Diyabetes mellitus 16 16.66
Uriner bélgeye cerrahi girisim 10 10.41
Son 6 ayda hastanede yatis 65 67.70
Son 6 ayda antibiyotik kullanimi 58 60.41
Steroid kullanimi 6ykiisii 13 13.54
Gegirilmis operasyon Oykiisii 23 23.95
Travma Oykiisii 3 3.12

izolatlar arasindaki klonal yakinhign arastirilmasi

Calismaya alian toplam 96 GSBL {ireten, kinolona direngli E. coli izolatinin klonal
iliskisinin belirlenmesi i¢in rep-PCR (Biomerieux, Fransa) yontemi kullanilmistir.
Her bir izolat i¢in dendrogram raporu, jel benzeri goriintii ve yiizde benzerlik oranlari
olusturulmustur. Calismamizda 9 (P1-P9) ana klon saptanmistir. Yirmi izolat
sporadik vaka olarak degerlendirilmistir. Tiim kokenlere ait dendrogram ve jel
benzeri goriintii Sekil 2°de, izolatlarin otomatik olusturulan yiizde benzerlik matriksi

Sekil 3’de ve kdkenlerin tiimiine ait noktalama grafigi Sekil 4’de gosterilmistir.
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Sekil 2. E. coli kokenlerine ait dendogram ve jel benzeri goriintii
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Sekil 3. Tiim E. coli izolatlarina ait yiizde benzerlik matriksi
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Sekil 4. Tiim izolatlarin orijinlerine ait noktalama grafigi

Calismamizda yer alan izolatlarin Diversilab rep-PCR yontemi ile 2’sinin (%2.1) P1
klonuna ait oldugu bulunmustur. Bu klona ait ilk sus Kasim 2010 tarihinde Cerrahi
Yogun Bakim Unitesi’nde (CYBU) yatan bir hastadan izole edilmistir. Son sus ise
Mayis 2012 tarihinde iiroloji poliklinigine gelen bir hastadan izole edilmistir. Bu
klondaki 1 (%50) sus poliklinik 1 (%50) sus servis hastalarindan izole edilmistir. Bu
klondaki izolatlarin 1°1 hastane kokenli digeri toplum kokenli enfeksiyon etkeni
olarak saptanmis olup toplum kdkenli olan izolatin elde edildigi hastanin GSBL
tireten E.coli ile enfeksiyon gecirebilmek icin 1 risk faktoriine sahip oldugu
bulunmus ve izolatlar birbirleri ile iligkilendirilememistir.

P2 klonunda 4 (%#4.2) izolat oldugu belirlenmistir. Bu klona ait ilk sus Temmuz 2011
tarihinde iiroloji servisinde yatan bir hastadan izole edilmistir. Son sus ise Temmuz
2012 tarihinde Dahili Yogun Bakim Unitesi'nde (DYBU) yatan bir hastadan izole
edilmistir. Bu klondaki 1 sus (%25) poliklinik 3 sus (%75) servis hastalarindan izole
edilmistir. Bu klondaki izolatlarin 3’ii (%75) hastane kokenli 1’1 (%25) toplum
kokenli enfeksiyon etkeni olarak belirlenmistir. Toplum kdkenli olan izolatin alindig1

hastanin GSBL pozitif E. coli ile enfeksiyon gegirebilmek icin 2 risk faktoriine sahip
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olmas1 bu hastaninda son 6 ayda hastanede yatmis olmasi, bu kdkenin hastane ile
iliskili olabilecegini diistindiirm{istiir.

Kokenlerin 2’sinin (%2.1) P3 klonuna ait oldugu bulunmustur. Bu klona ait ilk sus
Subat 2011 tarihinde dermatoloji servisinde yatan bir hastadan izole edilmistir. Son
sus ise Temmuz 2011 tarihinde dahiliye sevisinde yatan bir hastadan izole edilmistir.
Bu klondaki her 2 susta servis hastalarindan elde edilmistir. P3 klonundaki izolatlarin
1’1 (%50) hastane kokenli digeri (%50) toplum kokenli enfeksiyon etkeni olarak
belirlenmig olup toplum kdkenli olan izolatin elde edildigi hastanin GSBL iireten E.
coli ile enfeksiyon gegirebilmek igin 3 risk faktoriine sahip olmasi, son 6 ayda
hastanede yatmis olmasi ve malignite varligimin olmasi, bu kékeninde hastane ile

iligkili olabilecegini diistindiirmiistiir.

P4 klonunda 19 (%19.79) izolatin yer aldig1 gériilmiistiir. Bu klona ait ilk sug Nisan
2010 tarihinde dahiliye servisinde yatan bir hastadan izole edilmistir. Son sus ise
Temmuz 2012 tarihinde DYBU’nde yatan bir hastadan izole edilmistir. Bu klondaki
6 sus (%31.57) poliklinik 13 sus (%68.43) servis hastalarindan izole edilmistir. P4
klonundaki izolatlarin 8’1 (%42.10) hastane kdkenli 11’inin (%57.90) toplum kdékenli
enfeksiyon olarak belirlenmistir. Toplum kokenli olan izolatlarin elde edildigi
hastalarin GSBL iireten E. coli ile enfeksiyon gegirebilmek igin ortalama 3 risk
faktoriine sahip oldugu saptanmigtir. Ug hastada enfeksiyon etkeninin hastane ile
iliskili olabilecegine dair bir risk faktorii bulunamamis olup geri kalan ve toplum
kokenli enfeksiyon etkeni olarak saptanan hastalarin son 6 ayda hastanede yatmis
olmasi, tliriner bolgeye cerrahi girisim olmasi iiriner anomalinin varhigr ve siirekli
takibi yapilan kronik hastaliklarin varligr gibi risk faktorlerinin mevcut olmasi bu
kokenlerin hastane ile iligkili olabilecegini diisiindiirmiistir. P4 klonuna ait

izolatlarin yilizde benzerlik matriksi Sekil 5’de gosterilmistir.
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Diversilab 3.4 I ]
PC o i &0 a0 a5 100

#72 % Similarity

1 E coli 62

2 E.coli 37

3 E.coli 33
4 E.coli 39
5 E.coli 93
B E.coli 91
? E.coli 71
8 E.coli 27
9 E.coli 61
10 E.coli 33
1 E.coli §1
12 E.coli19
13 E.coli 7
14 E.coli 6
15 E.coli 65
16 E.coli 43
17 E.coli 47
18 E.coli 80

19 E coli 34

Sekil 5: P4 klonuna izolatlarin yilizde benzerlik matriksi

Calismamizin hakim klonu P5 olarak bulunmus olup, bu klona ait 33 (%35.8)
izolatin yer aldig1 saptanmistir. Bu klona ait ilk sus Mart 2010 tarihinde dahiliye
servisinde yatan bir hastadan izole edilmistir. Son sus ise Temmuz 2012 tarihinde
dahiliye servisinde yatan bir hastadan izole edilmistir. Bu klondaki 14 sus (%42.42)
poliklinik 19 sus (%57.58) servis hastalarindan izole edilmistir. PS5 klonundaki
izolatlarin 18’1 (%54.54) hastane kokenli 15’1 (%45.46) toplum kokenli enfeksiyon
olarak saptanmis olup toplum kokenli olan izolatlarin alindigr hastalarin GSBL
tireten E.coli ile enfeksiyon gegirebilmek igin ortalama 2 risk faktoriine sahip oldugu
saptanmigtir. Bu hastalarin 10’unda (%66.66) son 6 ayda hastanede yatmis olma,
cerrahi girisim olmasi, iiriner anomalinin varlig1 ve siirekli takibi yapilan kronik
hastaliklarin varlig1 gibi risk faktorlerinin mevcut olmasi bu kokenlerin hastane ile
iliskili olabilecegini diistindiirmiistiir. Geri kalan 5 hastada (%33.34) ise enfeksiyon
etkeninin hastane ile iliskili olabilecegine dair herhangi bir risk faktori
belirlenememistir. P5 klonu izolatlarina ait suslarin yiizde benzerlik matriksi Sekil

6’da gosterilmistir.
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Diversilab v 3.4 I L ]
PC o i =) a0 95 100

#EE %% Similarity

1 E.coli 26
2 Ecolidl

Sekil 6: P5 klonuna ait yiizde benzerlik matriksi.

P6 klonuna ait 6 (%6.25) koken bulunmus olup, bu klona ait ilk sus Mart 2010
tarihinde tiroloji poliklinigine gelen bir hastadan izole edilmistir. Son sus ise
Temmuz 2011 tarihinde iiroloji poliklinigine gelen bir hastadan izole edilmistir. Bu
klondaki 4 sus (%66.66) poliklinik, 2 sus (%33.34) servis hastalarindan izole
edilmistir. P6 klonundaki izolatlarin 2’sinin (%33.34) hastane kokenli 4’{iniin
(%66.66) toplum kokenli enfeksiyon etkeni oldugu saptanmis olup toplum kokenli
olan izolatlarin alindig1 hastalarin GSBL iireten E.coli ile enfeksiyon gegirebilmek
icin ortalama 4 risk faktoriine sahip olmasi bu hastalardan 3’{iniin (%75) son 6 ayda
hastanede yatmis olmasi bu kokenlerin hastane 1ile iliskili olabilecegini

diistindiirmiistiir. Diger 1 hasta (%25) ise iliskilendirilememistir.

P7 klonu igerisinde 4 (%4.2) koken saptanmistir. Bu klona ait ilk sus Agustos 2010
tarihinde acil poliklinigine gelen bir hastadan izole edilmistir. Son sus ise Mart 2012
tarthinde noroloji servisine gelen bir hastadan izole edilmistir. Bu klondaki 1 sus
(%25) poliklinik 3 sus (%75) servis hastalarindan izole edilmistir. P7 klonundaki

izolatlarin hepsinin hastane kdkenli enfeksiyon etkeni oldugu belirlenmistir.

P8 klonuna ait 4 (%4.2) izolat oldugu saptanmistir. Bu klona ait ilk sus Eyliil 2010

tarithinde kadin hastaliklar1 ve dogum servisinden gelen bir hastadan izole edilmistir.
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Son sug ise Temmuz 2012 tarihinde dahiliye poliklinigine gelen bir hastadan izole
edilmistir. Bu klondaki 2 sus (%50) poliklinik 2 sus (%50) servis hastalarindan izole
edilmis olup P8 klonundaki izolatlarin 2’sinin (%50) hastane kokenli diger 2’sinin
(%50) toplum kokenli enfeksiyon etkeni oldugu saptanmistir. Toplum kdkenli olan
izolatlarin alindig1 hastalarin GSBL {ireten E. coli ile enfeksiyon gegirebilmek igin
ortalama 5.5 risk faktoriine sahip olmasi ve bu hastalarin her ikisinin de son 6 ayda
hastanede yatmis olmasi, bu kokenlerin hastane ile iligkili olabilecegini

distindlirmstiir.

P9 klonuna 2 (%2.1) izolatin dahil oldugu bulunmustur. Bu klona ait ilk sus 5 Nisan
2010 tarithinde ¢ocuk cerrahisi poliklinigine gelen bir hastadan izole edilmistir. Son
sus ise Haziran 2012 tarihinde g6giis hastaliklar1 servisinden yatan bir hastadan izole
edilmistir. Bu klondaki 1 sus (%50) poliklinik 1 sus (%50) servis hastasindan izole
edilmistir. CDC kriterlerine gore P9 klonundaki izolatlarin 1’inin hastane kokenli
I’inin toplum kokenli enfeksiyon etkeni oldugu saptanmis olup toplum kokenli olan
izolatlarin alindig1 hastalarin GSBL iireten E. coli ile enfeksiyon gecirebilmek i¢in
ortalama 5.5 risk faktoriine sahip olamasi ve iiriner bolgeye cerrahi girisimde

bulunulmus olmasi bu kdkenlerin hastane ile iligkili olabilecegini diisiindiirm{istiir.

Calismada yer alan 20 (%21.1) kdken ise sporodik vaka olarak degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA

E. coli bir ¢ok enfeksiyonda siklikla etken olup, meydana getirdigi enfeksiyonlarin
tedavisinde genellikle beta-laktam grubu antibiyotikler kullanilmaktadir. Bu
antibiyotiklere kars1 gittikge artan oranda direng goriilmesi, tedavide ciddi sorunlar
olusturmaktadir. Beta-laktam antibiyotikler gliniimiizde sayilar1 bir hayli fazla olan
beta-laktamazlar tarafindan hidroliz edilerek inaktif hale getirilebilmektedir.
Ozellikle de beta-laktamaz grubu igerisinde yer alan GSBL’lerin iiretimi, pek gok
antibiyotigin tedavide kullanimmi smirlandirmakta ve prognozu olumsuz

etkilemektedir (3,83,84).

Diinyada ilk kez 1983 yilinda ortaya ¢iktig1 bilinen GSBL sentezleyen izolatlar, daha
sonra diinyanin bir¢ok iilkesinden bildirilmistir (85,86). GSBL iiretimi 6zellikle E.
coli ve Klebsiella spp. kokenlerinde goriilmektedir. Uygunsuz antibiyotik kullaninmi
ve hastanelerdeki kolay yayilim ile tiim diinyada hizla artan GSBL sikligi, genis
spektrumlu  sefalosporinlerin  yogun kullanildigi  hastanelerde daha fazla

goriilmektedir (87-89).

GSBL ireten E. coli suslar1 ile meydana gelen enfeksiyonlarin orani farklilik
gostermektedir (6,90-92). GSBL sikligin1 gdsteren calismalardaki farkli sonuglarin
baslica sebebi cesitli bolgelerde farkli hasta sayilari, gruplar1 ve drneklerinin olmast,
hastalarin farkli sosyoekonomik duruma sahip olmalari ve g¢aligmalarin yapildig
bolgelerdeki antibiyotik kullanim politikalar1  arasindaki farkliliklar  olarak

diistiniilmektedir.

Hem diinyada hem de iilkemizde GSBL ve antibiyotik diren¢ oranlarinda giderek
artis goriilmektedir. Ozellikle toplum kokenli iiriner sistem enfeksiyonlarma yol acan

E. coli izolatlarinin GSBL iiretimindeki c¢arpici artislar bu konudaki kaygilari
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arttirmustir (93-95). Ispanya’da yapilan bir ¢aliymada GSBL iireten E. coli oram
%0.5 olarak bulunmus ayni calisma 6 yil sonra tekrar yapildiginda bu oranin
%4.04’e ¢ciktig1 bildirilmistir (96,97). Yurdumuzda yapilan GSBL oranlarindaki artist
gosteren Akyar ve ark.nin ¢alismasinda ise E. coli’lerdeki GSBL oranlar1 5 yil
boyunca izlenmis ve 2004-2008 yillar1 arasindaki GSBL oranlar1 yillara gore
sirasiyla %3.8, %5.9, %9.4 , %13.7 ve %17.2 olarak saptanmigtir (98).

GSBL sikligindaki artigla beraber kinolon direncinin de arttig1 gorilmiistiir.
Avrupa’da yapilan bir ¢alismada GSBL iireten E. coli izolatlarinda kinolon direnci
%92 olarak bulunurken, GSBL iiretmeyen izolatlarda bu oran %41.7 olarak
saptanmustir (99). Lutenbach ve ark. florokinolon direncinde rol alan risk faktorlerini
aragtirmig ve GSBL sikligimi yiiksek oranda bulduklarint bildirmislerdir (100).
Ulkemizde yapilan bir calismada bakteriyemili hastalardan izole edilmis olan GSBL
tireten E. coli’lerde kinolon direnci %82 iken, GSBL iiretmeyen E. coli
izolatlarindaki kinolon direnci %29 olarak saptanmistir (79). Aslan ve ark.nin yaptigi
calismada siprofloksasin kullanan hastalarda GSBL pozitifligt %15 olarak
bulunurken, kullanmayanlarda bu oran %7.4 olarak bulunmustur (101). Kinolon
direnci ile GSBL pozitifligi arasindaki bu paralelligin baslica sebepleri arasinda
toplum kokenli enfeksiyonlarin tedavisi igin uygunsuz genis spektrumlu antibiyotik
kullaniminin artmast ve bu konuyla ilgili yeterli yasal diizenlemelerin
bulunmamasidir. Basta idrar yolu enfeksiyonlar1 olmak iizere kinolonlarin yaygin ve
yanlig kullanim1 sonucu direng orani toplumda hizla artmaktadir. Ayrica GSBL’yi
kodlayan genleri tasiyan plazmidlerde aralarinda kinolonlarin da bulundugu ¢oklu
direng genlerinin yer almasi bu direncin yayilmasi i¢in bagka bir faktordiir (3,102-
104). Bizim c¢alismamizin sonucunda toplum kokenli enfeksiyon etkeni olarak
belirlenen izolatlarin biiyiikk c¢ogunlugunun hastane ile iligkili olabilecegi
diistiniilmiistir. GSBL pozitif E. coli ile enfeksiyon gegirmeye yatkinlik olusturan
risk faktorleri arastirildiginda, bu saymin 1-8 arasinda degistigi goriilmiis olup hasta
basina diisen ortalama risk faktorii sayisida 3 olarak bulunmustur. Bununla birlikte
hicbir risk faktorli tagimayan hastalarin varligi da saptanmistir. Bu durum bize
bilingsiz antibiyotik kullanimmi diisiindiirmektedir. Ulkemizde genis spektrumlu
beta-laktamlar ve kinolon grubu antibiyotikler birinci basamak saglik kuruluslarinda

siklikla yazilmakta eczanelerden bir hekim onay1 olmadan rahatlikla alinabilmekte ve
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cok ciddi bir kayit disi antibiyotik tiikketimi olusmaktadir. Caligmamizda risk
faktorleri irdelendiginde son 6 ay i¢inde antibiyotik kullaniminin 2. biiyiik risk
faktorii (%60.41) olarak bulundugu goriilmiistiir.

Coklu ilag direnci gosteren E. coli suslariin sebep oldugu enfeksiyonlarin
hizli bir artig gostermesi ve bu kokenlere ait klonlarin salginlara yol agabilmesi bu
konudaki epidemiyolojik ¢aligmalart zorunlu hale getirmistir. Epidemiyolojik
calismalarin en Onemli basamaklarindan biri enfeksiyon etkeni olan kokenler
arasindaki klonal iliskinin acik bir sekilde gosterilmesidir. izolatlar arasindaki klonal
iligkinin ortaya konmasi sonucunda enfeksiyonun kaynagi, yayilma yollar1 ve
yayginligr hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Ayrica siirveyans ic¢in hastaneye
ait veriler elde edilip enfeksiyon kontrol programinda kullanilabilmektedir (105,106).

Izolatlar arasindaki klonal yakinhigin saptanmasi amactyla klinik ve arastirma
laboratuvarlarinda gesitli genotipik metodlar kullanilmaktadir. PFGE (Pulsed Field
Gel Electroforesis) bu metodlar arasinda ayrim giicii yiiksek olan ve altin standart
olarak kabul edilen bir yontemdir. Diger genotipleme metodlarina gore daha
ucuzdur. Ancak ¢ok fazla emek isteyen, uzun zaman ve ciddi ekipman gerektiren bu
metodun laboratuvarlara gore standardize edilmesi zor, sonuclar1 degerlendirmek gii¢
ve c¢ikan sonuglar her zaman anlamli degildir. Bir baska metod olan MLST
(Multilocus Sekans Tiplendirme) diger genotipleme metodlarina gére daha pahali bir
yontemdir ve alt klonlar1 belirlemede yetersiz kaldigi bildirilmektedir. Diversilab
rep-PCR metodu ise bakteri genomunda bulunan kodlanmamis tekrar eden dizilerin
amplifikasyonuna dayanan bir yontemdir. PFGE’ye gore otomatize edilmesi daha
kolay ve cok daha kisa bir siirede sonu¢ verebilen bu yontem otomatize analiz
yapabilen, kolay yorumlanabilen ve sonug¢larin maniiplasyonuna olanak saglayan bir
molekiiler tekniktir. Ayrica bu yontemde c¢alismalardan elde edilen sonuglar
bilgisayar ortaminda arsivlenerek programin sahip oldugu kiitiiphane tiim diinyada
bu metodla yapilan diger c¢alismalar ile karsilastirilabilmektedir. Bilgilerin
arsivlenebilir olmasi eski izole edilen orneklerle yeni 6rneklerin karsilastirilmasini
kolaylastirmaktadir. Bu sistemin en biiylik dezavantajlar1 ise mikrofluidik c¢iplere

hava kabarcig1 yiiklenmesi ya da biyoanalizérde herhangi bir elektrik problemi
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olmasi durumunda c¢aligmanin tekrar edilme gerekliligi ve bunun sonucunda zaman

ve maliyet kayiplarinin artmasidir (107-111).

Bonacorsi ve ark.nin 80 neonatal menenjit etkeni ve 52 referans E. coli susu ile
yaptig1 calismada Diversilab sisteminin suslarin klonal gruplarimi ayirmada ve
tanimlamada hizli ve giiclii bir yontem oldugu vurgulanmistir (112). Belgika’da
Deplano ve ark. GSBL iireten E.coli izolatlarini da igeren ¢ok ilaca direngli 165 sus
ile Diversilab sisteminin performansini degerlendirmisler ve PFGE’den daha az
ayrim giicli olmakla birlikte, Diversilab sisteminin ¢aligmadaki patojenlerin sebep
oldugu salginlarin arastirilmasinda giivenli bir yontem oldugunu, MLST nin ise
E.coli ve P. Aeruginosa igin Diversilab sisteminden daha giivenli olmadigimi
bildirmislerdir (113). CTX-M iireten 29 E.coli izolati ile yapilan ve PFGE, MLST ve
Diversilab rep-PCR yontemleri ile klonal iligkinin arastirildigi bir ¢alismada, rep-
PCR metodu ile klonal yakinligin belirlenmesi agisindan PFGE’ye yakin ve MLST
metoduna gore ise daha iyl sonuclar alindigr bildirilmistir. Ayrica rep-PCR
yonteminin maliyet agisindan MLST’ye gore daha ucuz, PFGE’ye gore ise daha
pahali oldugu belirtilmistir (110).

Avustralya’da yapilan bir ¢alismada 6 klinik mikrobiyoloji laboratuvarindan elde
edilen sefalosporin ve/veya kinolon direngli 49 E. coli izolatinda Diversilab rep-PCR
yotemi ile klonal yakinlik arastirilmis ve 15 susun ayni klona ait oldugu bulunmustur
(111). isvigre’de iki komsu hastaneden izole edilen 18 GSBL iireten kinolona
direngli E. coli susunun PFGE yo6ntemi ile incelenmesi sonucunda 15’inin iki farkli
klonda toplandig: ve iki hastanede benzer suglarin salgin yaptig1 saptanmistir. Hasta
kayitlar1 incelendiginde 5 hastanin her iki hastanede de yattigi ve bu hastalar
vasitasiyla hastaneler arasi gegisin olabilecegi belirtilmistir ( 114). Bizim
caligmamizda ise Diversilab rep-PCR yontemi ile 96 GSBL iireten ve kinolon
direncli E. coli izolatlarinda 9 ana klon saptanmis ve kokenlerin 20’si sporadik vaka
olarak degerlendirilmistir. Fazla sayida klon bulunmasmin E. coli’nin genetik
cesitliliginden, yogun ve bilingsiz antibiyotik kullanimindan ve bakterilerin farkl
diren¢ mekanizmalarininin aktive olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.
Calismamizda hakim klonun P5 oldugu ve bunu P4 klonunun izledigi bulunmus

olup, izolatlarin yaridan ¢ogunun bu iki klonda yer aldigi goriilmiistiir. Bu klonlar
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incelendiginde hastane i¢inde bdliimler arasi gegisin oldugu goriilmiis ve ayni klona
ait suslar uzun zaman peryotlari ge¢gmesine ragmen degisik boliimlerde bulunan
farkli hastalardan tekrar izole edilmistir. Bu durum bize bu klonlarin hastanemizde
kolonize oldugu, hastane personeli, hastalar ya da hastanede kullanilan malzemeler
araciligiyla hastanede yayildigini diisiindiirmiistiir. Baz1 farkli servislerin birbirleri
ile i¢ ice olmalari, farkl servislerin ortak personel kullanmalar1 ve hastanedeki biitiin
servislerin neredeyse ayni bina igerisinde bulunmalar1 gibi faktorlerinde bu siireci
hizlandirdig diisiiniilmektedir. Toplum kokenli olarak belirlenen enfeksiyonlardan
soyutladigimiz izolatlarin biiyiik bir bolimiiniin hastane kokenli enfeksiyonlara
sebeb olan izolatlarla ayni klonlarda yer almalar1 ve bu hastalarin biiylik bir
boliimiiniin son 6 ayda hastanede yatis hikayesinin olmasindan dolay1 toplum kodkenli
enfeksiyonlara sebep olan bir¢ok susun hastane ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Ozellille de en sik karsilasilan risk faktdriiniin son 6 ayda hastanede yatis dykiisii
olmasit bize direngli suglardan kaynaklanan enfeksiyonlar ile ilgili epidemiyolojik
calismalarda hastalarin ge¢mislerindeki hastane ile olan iliskilerinin arastirilmasi
gerekliliginin 6nemini ortaya koymaktadir. Hastanemizin 3. basamak hastane olmasi
hastalarin ge¢mislerinde baska saglik kuruluslari ile iliskilerinin olabilecegini
kuvvetle muhtemel kilmakta ve bizim c¢alismamizda toplum kokenli olarak
diisiindiiglimiiz ve hastanemiz ile de klonal olarak iligskilendiremedigimiz izolatlarin

farkli hastanelerden kaynaklanabilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir.
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6. SONUCLAR

Uriner sistem enfeksiyonlarinda etken olan GSBL iireten ve kinolona direngli
E. coli kokenlerinin artis1 tedavide giigliiklere, morbidite ve mortalitede artisa ve
salginlara sebep oldugundan 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Calismamizda
ayni klona ait suslarin farkli servislerden farkli zaman peryotlarinda izole edilmesi,
bu suslarin hastanemizde kolonize olmus ve ¢esitli faktorlerle bolimden boliime
taginmis olabilecegini diistindliirmiistiir. Hastanemizdeki biitiin servislerin tek binada
yer almasi, ¢ogu servislerin arasinda gecislerin olmasi ve ortak personel ¢aligtirilmasi
ayni1 klona ait bakterilerin farkli servislerden izole edilmesinin sebebini agiklayabilir.
Bu durum enfeksiyon kontrol programlarinin ve personelin bilinglendirilmesinin
onemini ortaya koymaktadir. Toplum kokenli olarak saptadigimiz izolatlarin elde
edildigi hastalarin biiyiik bir kisminda son 6 ayda hastanede yatis ve genis
spektrumlu beta-laktam ya da kinolon grubu antibiyotik kullaniminin olmasi, bu
kokenlerin hastaneden kazanilmis olabilecegini ve bu antibiyotiklerin kullaniminda
dikkatli olunmas1 gerektigini diisindiirmiistiir. Hastanenin herhangi bir {initesinde
saptanan diren¢ artisinin bir salginin habercisi olabilecegi hatirda tutulmalidir.
Enfeksiyonun kaynagi ve yayilma yollar1 en dogru sekilde mikroorganizmalarin
klonal iliskisinin gosterilmesi ile belirlenebilir. Calismamizda kullanilan Diversilab
rep-PCR sistemi hizl1 ve kolay uygulanabilir olup, elde edilen sonuglar arsivlenerek
saklanip, daha sonraki ¢alismalarda ve diinyadaki diger kokenlerle kasilastirilabilme
imkan1 saglayabildiginden avantajli bir yontem olarak diistiniilmektedir.
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