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ONSOz

Uriner sistem enfeksiyonunun en sk etkeni Enterobacteriaceae
ailesinden E.coli suslarinin olusturdugu enfeksiyonlar son yillarda
antibiyotiklere karsi olusturduklari diren¢g ile tedavide guglikler
yasanmasina neden olmaktadir. Enterobacteriaceae ailesi arasinda beta-
laktam antibiyotiklere karsi direncin en yaygin nedeni beta-laktamaz
uretimidir. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL) olusturan
suglarda en sik rastlanan beta-laktamazlar TEM, SHV ve CTX-M
genleridir.

Ulkemizde, E.coli virulans faktdrlerinden adezinler ile GSBL genleri
arasindaki iliskilerin molekuler dUzeyde arastirilarak aralarindaki iliskilerin
istatistiksel dlzeyde arastiriimasi  konusunda vyeterli galisma
yapillamamigtir. Bu ¢calismanin konu ile ilgili yapilacak diger caligmalara
ISIK tutmasini imidini tagiyorum.

Dr. Aykut ilker ARSLAN

Xl



1. GiRIS

Enterobacteriaceae ailesinde bulunan bakteriler gram negatif
basiller icinde tibbi agidan en 6nemli bakterilerdir. Klinik laboratuvarlarda
en ¢ok izole edilen etkenler arasinda sayilir. Baska bir deyigle
laboratuvarlardaki klinik 6neme sahip izolatlarin %50’sini olugturmaktadr.
Bu ailenin Uyeleri klinik laboratuvarlarda izole edilen basillerin yaklas ik
olarak %80’inden, gastroenteritlerin %65-70'inden ve septisemilerin
%50’sinden sorumludur. Ayrica idrar yolu enfeksiyonlarinda da %70’in
Uzerinde etkilidir. Bunun disinda hastane enfeksiyonlarinin da en blyuk
sorumlusu olarak kabul edilmektedir. ' Yine (ropatojenik Escherichia
colide (E.coli) toplum kokenli idrar yolu enfeksiyonlarin %70-95’'inde ve
hastane kokenli olgularin ise %50’sinde etken olarak karsimiza

clkmaktadr. 2

Son yillarda antibiyotiklere karsi giderek artan diren¢ sorunu
tim dunyayi tehdit eder hale gelmigtir. Beta laktam antibiyotikleri hidrolize
ederek inaktif hale getiren beta-laktamaz enzim Uretimi, basta
Enterobacteriaceae uyeleri olmak Uzere birgok bakteri tirinin en dnemli
direng mekanizmalarindan birisidir. Sayilari 350'ye ulasan beta-
laktamazlardan yaklasik 150’si genislemis spektrumlu beta-laktamazlar
(GSBL= extended-spectrum beta-lactamases =ESBL) olup bakteri

plazmidleri araciligi ile bakteriler arasinda transfer edilebilir.®

GSBL'ler, gram-negatif (GN) basillerde bulunan, genis
spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karsi direngten sorumlu olan
enzimlerdir. Ozellikle Klebsiella tirleri ve E.coli basta olmak tizere, GSBL
uretimi ve patojen bakteriler arasinda hizla yayllmasi son yillarda ciddi
sorunlar olusturmaktadir. GSBL Ureten kdkenlerde enfeksiyon riski; uzun
sure hastanede yatig, yogun bakim unitesinde bulunma, idrar veya venoz
kateter vb. uygulamalar gibi gesitli girisimler ve genis spektrumlu beta-

laktam antibiyotik kullanimi gibi bazi faktdrlerle artmaktadir. Hastane

1



enfeksiyonu etkeni olarak goérilme sikligi giderek artmakta ve genellikle
¢oklu ilag direncine sahip olduklarindan tedavide gugluklere yol

acmaktadir.

Bu calismamizda; idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarin
idrarlarinda E.coli suglarinin varliginin klasik yontemlerle tespiti, Vitek
otomatize sistem ile antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasi, GSBL pozitif
ve negatif suglarda GSBL enzimin ve E.coli adezin virulans faktdrlerinin
molekdller olarak SYBR Green | kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile tiplendirilmesi, elde edilen tum veriler 1s1ginda E.coli adezin
virulans faktérleri (pap, fimA, sfa) ile antibiyotik direnci sonucu GSBL
pozitif genler (TEM, SHV, CTX-M) arasindaki iligkinin istatistiksel olarak

arastiriilmasi1 amaglanmigtir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Uriner sistem enfeksiyonlari (USE), hem toplum hem de
hastane kaynakli olarak sik gérilmeleri, mortalite Gzerine olumsuz etkileri
nedeniyle onemlidir. Her yas grubunu ve her iki cinsiyeti de etkileyen bu

enfeksiyon ézellikle genc eriskin yas grubu kadinlarda siktir.®

USE, en sik karsilasilan toplum kokenli enfeksiyonlardir.®
USE, en yaygin enfeksiyon olarak kabul edilmektedir. Amerika Birlesik
Devietlerinde USE nedeniyle yilda; 8 milyon kisi muayenehanelere, 1,5
milyon Kisi acil servislere ve 300.000 kisi de hastanelere basvurmaktadir.
Bu enfeksiyon yilda 3,5 milyar dolar maliyetle Uroloji hastaliklarinda en
yaygin enfeksiyondur. Genel olarak E.coli en yaygin Uropatojendir ve
USE’lerin %80’inde gériilir.>”

Center Disease Control (CDC)ye goére USE, semptomatik
USE, asemptomatik bakteritiri ve driner sistemin diger enfeksiyonlari

olarak Uge ayrimistir. 8

Asemptomatik bakteriliri tanisiicin; idrar kaltira alinmadan
yedi giin ncesine kadar Uriner kateter bulunan bir hastada ates (38°C’nin
ustlinde ates), pollakdri, dizlri veya suprapubik hassasiyet olmamasi ve
idrar kiltiriinde = 10° koloni/ml (reme olmasi gibi kriterlerin bulunmasi

gerekmektedir. &

Semptomatik USE tanisinin konulmasi icin; ates, pollakiiri,
dizuri, veya suprapubik hassasiyet bulgularindan biri ile idrar kultiriinde =
10° cfuml Ureme olmasi veya ates, pollakiiri, dizii ve suprapubik
hassasiyet bulgularindan ikisiyle birlikte piyarinin olmasi (= 10 I6kosit/ml),
miksiyon yoluyla alinmamis (mesane kateterizasyonu veya suprapubik

aspirasyonu ile alinan gibi) iki idrar kualtirinde >100 koloni/ml ayni

3



uropatojenin (GN bakteriler veya Staphylococcus saprophyticus) Uremesi,
uygun antibiyotik alan bir hastada {ropatojen bir mikroorganizmanin =10°
cfu/ml saf olarak Uremesi gibi kriterlerin birisinin olmasi seklinde

aciklanmaktadir. 8

USE; patogenezine gdre (6rn: obstriksiyon ), lokalizasyona
gOre (6rn: Uretrit, sistit) veya tedaviye goére (6rn: ilk enfeksiyon,
reenfeksiyon, relaps, rekurrent enfeksiyon ) siniflandirilabilecegi gibi genel
olarak Ust ve alt USE olarak tanimlanmasi klinik prezentasyon,
patofizyoloji ve tedavi igin yararlidir. USE semptomatik ve asemptomatik
veya basit ve komplike (altta yatan anatomik veya fonksiyonel anomali

mevcuttur) olarak da siniflandirilir. o

USE’'iInda gogunlukla etken olan mikroorganizmalar
bakterilerdir. Enfeksiyonlarin buyUk bir bélimunun tek bir mikroorganizma
ile gelismesine karsin, hastane enfeksiyonlarinda birden fazla bakteri
etken olabilmektedir. Komplike olmayan sistit ve pyelonefrit olgularinin
%80’inden fazlasinda sorumlu mikroorganizma E.coli olup, Ozellikle belirli
serotiplerine daha fazla rastlanmaktadir. Komplike USE’de E.coli,
Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa en sk izole edilen

mikroorganizmalardr. ™

En yiksek USE insidansi 20-40 yas arasi, geng, cinsel
yonden aktif kadinlarda gorilir. Geng kadinlarin en az % 20’si her yil USE
atagi gecirmektedirler. Ayni yas grubundaki erkeklerde komplike olmayan
USE insidansi % 0.5'tir ve daha gok homoseksiel, stinnetsiz veya HIV

enfeksiyonu olan kisilerde goértlir. 112

USE’de en sk izole edilen bakteri E.coli olup, komplike
olmayan sistit ve piyelonefritlerin %80’'inden fazlasinda bu bakteri
sorumludur. Uropatojenik E.coli (UPEC) klonlari olarak adlandirilan birkag
0 serotipi (2, 4, 8, 18ab, 75, 150) bu infeksiyonlarin cogunda rol oynar.'%12

Uropatojenik E.coli tip O4 serotipi diger serotiplerden daha fazla virulans

4



faktorlere sahiptir. Akut piyelonefrit, toplumsal kaynakli Griner
enfeksiyonlar, bakteriyal prostatit ve asemptomatik bakteritiri gibi USE ile
cok fazla iligkilidir. E.coli basit Uretritten semptomatik sistit, piyelonefrit
hatta sepsise kadar uzanan tablolara neden olabilir. Bunu Klebsiella,
Proteus, Pseudomonas, Enterobacter turleri izler. Koaglilaz-negatif
stafilokoklar genellikle kontaminan olarak kabul edilmekle birlikte,
Stapylococus saprophyticus, Ozellikle bahar ve yaz aylarinda, cinsel
yonden aktif gen¢ kadinlarda etken olur. Akut sistit ataklarinin % 5-

15’inden sorumludur. %12

USE’larinda daha az sklkla bilinen etkenler; Gram pozitif
mikroorganizmalar (koagllaz negatif stafilokoklar), anaeroblar, viruslar
(Adenovirus), Gardneralla vaginalis, Ureaplasma urealyticum ve

Mycoplasma hominis'tir. "°

Hemen hemen tim USE’ler assendan enfeksiyonlardir. Fekal
floradan gelen bakteriler perilretral bolgede kolonize olurlar ve Uretradan
mesaneye ulagirlar. Daha nadir olarak hematojen yolla da USE’ye neden
olabilirler. Lenfatik yol ve direkt yayillmin da USE patogenezinde rol

oynad 1 bildirilmistir. '

2.2 Sik izole Edilen Uriner Sistem Enfeksiyonu Etkeni:

Escherichia coli

E.coli 1885de Thedor Escherich tarafindan ishalli sut
cocuklarinin diskisindan izole edilip, Bacterium coli commune adi ile tarif
edilmig, daha sonra barsak disi enfeksiyonlarindaki patojenligi taninmisg,
1919'da Castellani ve Chalmer tarafindan Escherichia cins adi dnerilene

13,14

kadar Bacterium coli adi kullaniimistir. Cogunlukla dogumdan sonra

40 saaticinde insan barsaklarinda kolonize olurlar.™



2.2.1. Morfoloji ve Kimyasal Ozellikleri

E.coli; yaklask 2-4 ym boyunda ve 1.0-1.5 ym eninde, duz,
uglari yuvarlak comakgik seklinde bakterilerdir. Bazi kulturlerde, koka
benzer kiglk, kisa; bazi klltirlerde de normalden uzun ve hatta Y harfi
seklinde dallanan flamanli sekiller bulunabilir. Genellikle peritris kirpikleri

sayesinde hareketli olmakla birlikte hareketleri yavastir. '®

E. coli; peptonlu su, buyyon ve jeloz gibi zenginlestiriimemis
besiyerlerinde fakulltatif anaerob olarak Urer. Optimal tGreme 37°C'de,
nétral pH 7.2'de olur. Ancak 18-44,5°C arasinda, pH 5-8 sinirlarinda da
daha yavas olarak urer ve 44 °C'de laktozu fermente edebilmesi ve indol
olusturmas! diger koliform laktozu fermente eden bakterilerden ayirt

edilmesinde kullanilir. 118

Besiyerinde, hafif kabarik, yuvarlak, diuzgun, 1-2 mm.
capinda, parlak, S tipi koloniler yaparlar. Bazi kdkenlerin kolonileri hafif
mukoid (M) koloniler seklinde olup R kolonileri de olusabilir. Jelatinde
kolonileri kiguk, saydam ve sonradan beyazdir. MacConkey besiyerinde
diz, parlak, kabarik, pembe koloni olusturur, Cistein Laktoz Elektrolit
Deficient agar (CLED) ve Xylose Lysine Deoxicholate agar (XLD)
besiyerinde sari koloniler olusturarak Urerler. Bazi kOkenler, 6zellikle idrar

yolu enfeksiyonlarindan izole edilenler, kanl jelozda hemoliz yapabilirler.
16,20

E.coli, diger Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler gibi,
GN comak seklinde sporsuz bir bakteridir. Kapsul olusturma nadirdir. Buna
karsilik birgok sus polisakkarit yapisinda M antijeni igceren bir mikrokapsul
veya yine polisakkarit yapisinda K antijenlerini iceren slime tabaka

icerebilir. ™



Sivi besiyerlerinde genellikle homojen bulaniklik meydana
getirir. Kati besiyerlerinde S seklindeki suslar 24 saatte dlizgin kenarll,
ortasi kalkik, 2-3 mm ¢apinda, pigmentsiz koloniler olusturur. Bazi E.coli
suslar Ureme defektlidir; bunlar besiyerlerinde daha yavas urerler. *
MacConkey besiyerinde laktozu fermente ettiginden kirmizi renkte, safrayi
presipite ettiginden etrafinda zon olusan koloniler; EMB besiyerinde
laktozu fermente ettiginden metalik refle veren vyesgil-siyah koloniler

olustururlar. 1+

E. colinin hareketsiz, laktozu fermente etmeyen, glikozdan
gaz olusturmayan suslari inaktif suslar olarak kabul edilir ve bu suslar

birgok dzellikleri ile Shigella cinsine daha yakin bulunurlar.™

2.2.2. Biyokimyasal Ozellikleri

E.coli suglarinin tamami triptofandan indol yaparlar, metil
kirmizisi deneyi poztiftir. Voges-Proskauer testi olumsuzdur. Simons’un
sitrath besiyerinde Uremezler. Bu testler, IMVIC testleri adini alir. E.coli
icin IMVIC testleri (+,+,-,-)dir. Fenilalanin deaminaz ve jelatin hidrolizi
testlerinde negatif reaksiyon verirler. Ureaz negatiftirler. Triptofandan indol
yaparlar, H2S olusturmazlar. Potasyum siyanurli besiyerinde Uremezler.
Escherichia cinsi iginde E.coli, E.fergusonii, E.hermannii, E.vulnens ve

insanda enfeksiyona neden olmayan E.blattae tirleri vardir. '

E.colinin édnemli biyokimyasal 6zellikleri; 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, sellobioz, eritrol, D-arabitoli fermente etmemesi; nitrati
indirgemesi; katalaz, metil kirmizisi, lizin dekarboksilaz, ONPG
deneylerinin  pozitif olmasi; oksidaz Voges-Proskauer, fenilalanin
deaminaz, lipaz, 25°C'de DNaz deneylerinin negatif olmasi; indol

olusturmasi; HzS, Ureaz olusturmamasi; KCN'de ve tek karbon kaynagi



olarak sitratta Urememesi; jelatini hidrolize etmemesi olarak belirtilebilir.
14,18

E.coli suglari bircok sekeri, asit ve gaz meydana getirerek
parcalarlar. Laktoza olan etkileri bu gsekere etki etmeyen diger bagirsak
bakterilerinden 0Ozellikle Salmonella ve Shigella tlrlerinden ayirici bir
Ozelliktir. Glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, ramnoz, arabinoz, sorbitol,
trehaloz, mannoz ve gliseroll asit ve gaz yaparak pargalarlar. Sukroz,
salisin, dulsitol ve rafinoz Uzerine etkileri degisken olup adonitol, inozitol ve

sellobiyozu nadiren fermente ederler. 6%

E.coli’de Direnc

E.coli, dis kosullara oldukga direncli bir bakteridir. 60 °C isida
30 dakika, 55 °C’'de 60 dakika, oda isisinda uzun siire canli kalabilir.

Sogugda kars! direnglidir ve dezenfaktanlara karsi duyarlidir.

E.coli, benzilpenisilinlere karsi dogal direnclidir. Bakterilerde
diren¢ gecisi kromozomal ya da plazmid araciligi ile olabilir. Kromozomal
direngte ya ilacin hedefinde ya da ilacin yakalamasini denetleyen
membran tasima sistemini kodlayan gende mutasyon vardir. Direng
plazmidleri (R faktérleri) kromozom disi, cembersel, cift iplikli DNA
molekdlleri olup antibiyotikleri yikabilen ve membran tagsima sistemlerini
degistirebilen cesitli enzimlere ait genleri tagirlar. Bakteriden bakteriye
gecgebilen bulagict direng plazmidlerini kazanmasi ile amoksisilin,
tetrasiklin, aminoglikozid, florokinolon ve trimetoprim-sulfametoksazol

direncli hale gelirler. 1922

Aminoglikozidler, sefalosporinler, kloramfenikol, makrolitler,
penisilinler, sulfonamidler, nitrofurantoin, fusidik aside karsi gelisen

direncten genellikle plazmidler sorumludur. %



2.2.3. E.coli’nin Olusturdugu Enfeksiyonlar

E.colinin olusturduklari hastaliklar, bagirsaklarda ve
bagirsak disinda olusturduklari olarak ikiye ayirmak gerekir. E.colilere
bagirsaklarda olusturduklari hastalik mekanizma sekillerine gore cesitli
isimler verilmektedir. Bunlar; Enterotoksijenik E.coli , Enteroinvazif E.coll,
Enterohemorajik E.coli, Enteropatojenik E.coli, Enteroaggregatif E.coli

lerdir. 1718

Bagirsak Disinda Olusturduklari Hastaliklar

Ekstraintestinal enfeksiyonlar, hemen her yasta ve her
organda sik gorulurler. Bagirsak digindaki dokulara ulasirsa patojen olup
hastallkk yapma vyetenegine katkida bulunan adeznler (pili), konagin
savunma mekanizmalarindan kagis  (kapsul), demir saglama
mekanizmalari (aerobaktin), toksin Uretimi (hemolizin) gibi virulans
faktorleri sayesinde cesitli infeksiyonlara neden olurlar. Coklu virulans
faktorleri icin genler blyik kromozomal bloklar halinde bulunurlar ve
bunlara patojenite iligkili adalar (Pathogenicity associated islands: PAls)
denir. Olusturduklari infeksiyonlar siklikla Uriner sistem, safra kesesi ve
yollari, periton, akcigerler, kemikler, meninksler, prostat, yumusak doku ve
kan dolasimi gibi baska doku ve organlarda ortaya ¢ikabilir. Bu suslar
enterik hastaliga yol agmadan konagin bagirsaklarinda kolonize olurlar.
Bu gruptaki suslara UPEC yerine ekstraintestinal E.coli (EXEC) tanimini

kullanmak daha uygundur.?



Uriner sistem enfeksiyonlarinin en énemli sebebi E.colidir.
En onemli virulans faktort, P fimbriadir ki, bu P grubu kan antijenlerine

baglanir. Bu antijen lroepitelyanin %99’unda bulunur. °

UPEC, Tip 1 fimbria, P fimbria, S fimbria, F1c Fimbria ve Dr

adezinlerle karakterizedir. %*

E.coli, Uriner sistem enfeksiyonlarinin %50-90’inindan

sorumlu olup, en sik rastlanilan mikroorganizmadir. '42°

2.2.4. E.coli’'nin Antijenik Yapisi

E.coli karmasik bir antijen yapisina sahiptir. Kauffmann
tarafindan antijenik 6zelliklerine gére 1944 yilinda siniflandiriimistir. Buna
gbre, hicre duvarinda bulunan lipopolisakkaritlerdeki O-spesifik
polisakkarit zincirine gore serolojik olarak serogruplara ayrilirlar. H ve K
antijenine gore de serotiplere ayrilirlar. Bugune kadar, 170’in Uzerinde O-
antijeni, 50’nin Uzerinde H-antijeni ve 100'den fazla K-antijeni

tanimlanmistir. 1000’den fazla antijenik tip mevcuttur. 122627

O-antijeni somatik antijendir. Isiya ve alkole direncli, formole
duyarlidir. E.coli antijenleri ile Salmonella, Shigella, Citrobacter, Yersinia
ve Providencia cinsi bakterilerin O-antijenleri arasinda birgok karigikliklara
yol acgabilen sayisiz ¢apraz reaksiyonlar vardir. Cogu enfeksiyon sinirli
sayidaki O-grubu ile olur. Bilinen tUm E.coli serotiplerinin sadece %8-10'u
tiim E.coli nedenli USE’larinin igte ikisini olusturur. En sk rastianan USE
etkeni serotipler 1,2,4,6,7,8, 9, 11, 18a, 18b, 22, 25, 50 ve 75'tir. 212228

H antijeni kirpik antijenidir. 100°C’de sitiimaya, alkole,
proteolitik enzimlere duyarli, formole direngli ve protein yapisindadir. Diger

bakterilerin H-antijenleri ile capraz reaksiyon vermezler. 16
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K antjeni kapsul antijenidir. Polisakkarit yapidadir. Isiya
duyarlidir. K-antijenleri L, A, B harfleri ile gosterilen bir antijen grubudur.
Isiya dayaniksizdir. Bazi B-antijenleri ile fimbriyalarin bircok ozellikleri
bakimindan birbirine benzedigi belirlenmistir. Cogunlukla hemolitik
Ozellikte olan L-antijenleri, findik faresine toksik, tavsanlara ise nekrotik
etkilidir. Ozellikle 18, 9, 20, 101 antijenlerini tasiyan E.coli, suslari A-
antijeni de olusturma yetenegindedir. 120 °C’de 2,5 saatte harap olurlar.
B-antijenleri, i1stya duyarlilik yonunden L-antijenine benzer. B-antijeni
patojenite ile ilgili olan baslica kapsiil antijenidir. Isitimaya 100 °C 1 saat

dayanir.?°

K1, 2, 3,5, 12 ve 13 antijenleri iceren E.coli suslari % 70
oraninda piyelonefrit etkenidir. En sik saptanan K1 antijeni olup bu
antijenin opsonizasyon ve fagositoza engel olma mekanizmasi bakteri
hicre yuzeyine hidrofilik ve negatif yukli 6zellik kazandirmasi ile olur.
Ayrica alternatif kompleman yolunu inhibe ederek, kompleman sisteminin
bakterisidal etkisini yok eder. %

2.2.5. Virulans Faktorleri

Virulans, mikroorganizmanin hastalik olusturma yetenegi
olup, mikroorganizmanin patojenlik derecesini gosterir. Konaga girig ve
konagin primer savunma mekanizmalarindan kagig, konak hicrelerine
tutunma (adezyon), mikroorganizmalarin gogalmasi ve yayilmasi, konak
hicreye toksinlerle ya da inflamatuar cevapla zarar verme, konagin
sekonder savunma mekanizmalarindan kagig; bakteriyel patogenezin
basamaklarini olugturur. Mikroorganizmanin patojenliginin basarisi bu

basamaklari kismen ya da tamamen tamamlamasina dayanmaktadr. >’

UPEC suslarinin bilinen virulans faktorleri arasinda kapsul
olusturma, Uroepitelyal hicrelere yapisma yetenedi (adezyon), idrarda
dreme hizi, serum direnci, P fimbriya varligi, siderofor Uretimi, sitotoksik

nekrotizan faktor-1 ve hemolizin varligi, belirli O ve K serogrubuna ait
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olma, kolisin V Uretimi, antimikrobiyallere direng gibi biyolojik ozellikler

sayilabilir. 2’

E.coli adezinlerinin idrar, insan bobrek ve mesane epitel

hacrelerine baglanmalarina gore dagilimi Tablo 1'de gosterilmektedir.

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

o 32
baglanmalan

S fimbriae P fimbriae Type 1 fimbriae

Boébrek

Bowman Kapsulu +++ +++ -

Glomerul +++ +++ -

Proksimal Tubulus ++ ++ +++

Distal Tubulus ++ ++ +)

Toplayici kanal ++ + (+)

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

Epitel ++ + -

Damar duvari +++ +++ ++

Kas tabakasi + + +++

Baglayici doku ++ - -
Idrar

Epital Hicreleri + + -

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

2.3. Bakteriyel Adezinler

Fimbria'lar adezyondan sorumlu en onemli bakteri yuzey
adezinleri ya da ligandlari olarak bilinmektedir. Her bakteri, ucunda adezin
bulunan 100-200 fimbria tasiyabilir. Elektron mikroskopisi ve eritrosit
aglitinasyonu yontemleri kullanilarak farkli morfolojik ve fonksiyonel

Ozelliklere sahip birgok fimbria tipi tanimlanmistir. Ancak bazi bakteri
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trlerinin fimbria olmaksizin da adere olabildikleri gdsterilmistir. Uzerinde
en ¢ok caligilan Uropatojen olan E.coli'nin fimbria'lari adezin proteinlerinin

reseptor 6zgilliklerine gore siniflandiriimaktadir.3

2.3.1. Mannoz Duyarl Fimbria = Tip 1 fimbria

Tip 1 fimbria enfeksiyonlarin baslangic asamasinda ¢ok
onemlidir. Yapilan bir calismada tip 1 fimbrianin 6zellikle enfeksiyondan 24

saat sonra mesanede ciddi sekilde bulundugu belirle nmisgtir. 34

Kobay eritrositlerini aglutine etme 6zelligine sahip olup bu
olay ortamda mannoz bulunmasi ile inhibe olur. Bu nedenle bu tip
fimbriaya "mannoza duyarl fimbria" adi da veriimektedir. 3° Tip 1 fimbria
fim geni tarafindan kodlanmistir.'® Bircok E.coli izolatinda tip 1 fimbria ya
da tip 1 fimbriayl eksprese etme kapasitesi vardr. Tip 1 fimbria'nin
biyolojik rolinun bakterinin kolon mukusuna adezyonunu saglamak oldugu

one sirtimustir. 3

Tip 1 fimbrialarin Uroepitelyal hicrelere tutunmadaki rolleri ile
ilgili celigkili calismalar vardir. Bir takim c¢alismalarda mannoza duyarh
E.coli'lerin Uroepitelyal hicrelere tutunmalarinin ¢gok zayif oldugu, oysa
bukkal epitelyal hicrelere gayet iyi adere olabildikleri éne surullrken,
bunun tersi bazi ¢alismalarda Uroepitelyal hicrelerde 6nemli bir tip 1

fimbria aderansinin varli§i gdsterilmistir.>®

Bu celigkili sonuglar kullanilan yontemlerin farklihgindan ileri
gelebilir. Poliklonal antikor ve immun boyama yontemleri kullanilarak alt
uriner sistem enfeksiyonundan izole edilen E.coli suglarinin idrarda in vivo
olarak tip 1 fimbria yaptigi gosterilmisgtir. Tip 1 fimbria ayrica E.coli'nin
insan Ureteral mukoza epitel hdcrelerine ve idrarda normalde bulunan

Tamm-Horsfall proteini ya da Uro-mukoide tutunmasini da saglamaktadir.
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Uriner sistemde bakteriyel adezyonda da yine tip 1 fimbria

ekspresyonunun esas rolii oynadi§1 distinilmektedir. 33

Mannoza duyarli adezinler salgisal IgA'da bulunan mannoz
ile de etkilesime girmektedirler. Tip 1 fimbria'nin mannoza duyarli olusu, D-
mannoz igeren glikoproteinlerin oligosakkarid kisimlarinin bu fimbria igin
reseptor olusturabilecegini dusundurmugtur. Birgcok doku sisteminde D-
mannoz bulunmaktadir. Uriner sistemde de D-mannoz reseptdrlerinin
yaygin olarak bulundugu gdsterilmistir. Tip 1 fimbria yapan E.coli
suglarinin  Uro-mukoide kuvvetle adere olmasinda bu maddenin

mannozdan zengin olusu rol oynamaktadr. 3

Bakterial aderans, enfeksiyon olusumunu saglayan birinci
basamaktir. UPEC’ler eksprese ettikleri bir takim fimbrialar: ile degisik
glikokonjugat reseptdrlerine spesifik baglanma goéstererek Uriner epitele
baglanmaktadrr. Tip1 wve P fimbrialar, E.col’nin Uriner sistem

enfeksiyonlarinin patogenezinde bilinen en &nemli olusumlardandir. *°

Tip 1 fimbria yaygin siklkta ve alt Uriner sistemde, P fimbria

ise Ust Uriner sistem enfeksiyonlarinda gorilir. %

Tip1 fimbria spesifik D-mannoz glikoprotein igeren
reseptorlere baglanmaktadir. Tip1 fimbria Uroepitel diginda; memeli bukkal
mukozaya intestinel epitelyum hucrelerine, akciger ve brong epiteline,
bobrek proksimal tubil hicrelere ve Tamm-Horsfall protein ve sekretuvar
IgA gibi salgilanabilen glikoproteinlere de baglanabilmaktedir. Tip 1
aderans sonrasi granulositlerde respiratuar aktivasyon, mast hicrelerinde
degranulasyonu ve epitelial hlcrelerden sitokin salinimina neden oldugu

gosterilmistir.

Tip 1 fimbria tim Enterobacteriaceae’ye ait bakterilerde
bulunan ince, sert ve tutunma organelleridir. Bunlarin tutunma ozelligi

FimH adezinden ileri gelmektedir. FimH adezin idrar yolu sistemi
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yuzeyinde oldugu gibi memeli konak dokularinda bulunan mannoz igeren
glikoproteinleri tanir. Bu da bakterinin hedefe tutunarak Uroepitelde

kolonize olmasini saglar. ’

UPEC’de en ¢ok gorllen fimbria tip 1, P, ve Dr fimbriadan
ibarettir*° P fimbria Uriner yolu enfeksiyonu yapan E. coli’de bulunurken, S
fimbria ise sepsis veya menenijitli yenidoganlardaki bakterilerde

bulunmaktadr. %

2.3.2. P Fimbria

1970 lerin ikinci yarisinda akut pyelonefrit nedenli vakalarda
E.coli bakterileri de gosterildi. Uriner sistem epiteline yapisma yetenegi
vardir. Bu karakteri siklikla sistitler ve asemptomatik bakteritrili vakalarda
gorulmektedir. ilerleyen yillarda bu karakterizasyonu hicre yiizeyindeki P

tip adezinlere baglanmasini saglad1. %

insan eritrositlerini aglutine etme 6zelligine sahip "mannoza
direncli" bir fimbriadir. P fimbria olarak adlandiriimasinin nedeni, 6zglil
olarak eritrosit ve Uroepitelyal hicrelerdeki P kan grubu antijenlerine
baglanmasidir. Bu tip fimbria ancak bazi E.coli suglari tarafindan belirli
cevresel Ureme kosullarinda yapilir. P fimbrialar Gromukoide yapismazlar

ancak Uroepitelyal hiicrelere yiiksek kapasite ile adere olurlar. *

P fimbria, pap (pyelonefrit ile iligkili pilus) olarak
kodlanmistir** ve bu pilus bir veya daha ¢ok PAls denen patojenik iliskili
bdlgeler denilen mobil genetik elementler tagimaktadir. Bu P fimbria yapisi
hem tip iligkili protein PapE hemde tip proteini PapF gerektirir ve
uroepitelyal hdcrelerdeki Gal a (1-4)Gal reseptorlerine baglanan bir
reseptor Uretirler.>® P pili dzelikle Pap G adezini, pyelonefrit ile iliskili

virulans faktorlerinde dnemlidir. 4
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P fimbrianin yapisi oldukgca kompleks olup, birkag farkli
fimbrial antijen olarak eksprese edilmektedirler. Hem mannoza duyarh
hem mannoza direngli fimbrialar ayni bakteri susu Uzerinde bulunabilirler.
Ozel bir grup glikosfingolipid, P fimbria icin reseptor roll
oynamaktadirlar.’® Bu glikolipidlerin Gal a 1-4 Gal betafraksiyonu P
fimbria igcin 6zgul baglanma boélgesidir. Gal a 1-4 Gal beta reseptorleri;
toplama kanallari, renal pelvis, Ureter, mesane ve vagina epitellerinde

mevcut olup, polimorf ntveli I6kositlerde bulunmaz.

Bunlar insan P kan grubunda bulunan globosit dizisinin notral
glikolipitlerine baglanirlar. Nefritojen E.coli'ler ile alakalidirlar. P fimbria
UPEC'lerde ikinci sirada en ¢ok gorulen virulans faktoraddr. Bunlar idrar
yolu enfeksiyonlari patogenezinde ve pyelonefritte 6nemli olup,

pyelonefritik E.coli izolatlarinin %80’ninde tanimlanmistir. 4’

E.coli bakteritrisinin olusmasi igin bakterinin mesane
mukozasina tutunmasi ¢ok o6nemli bir adimdir. Pap geni tarafindan
kodlanan P fimbria virulans faktorleri olarak degerlendirilirken

mekanizmasi ise daha tartismali bir konudur. 42

Pap ve Tip 1 geni arasinda ters bir liski vardir. Tip 1 fimbria
in vivo Uriner sistem enfeksiyonu sirasinda Onemli derecede Ust

diizenleyici iken, pap ise alt diizenleyici olarak rol oynar.3*

2.3.3. S-fimbriae

S fimbria adezinlerinin Uyeleri siklikla ekstraintestinal E.coli
suglarinda erkeklerde gorulir. Bu S fimbria denen adezyon sfa | ve sfa ll;
F1C-fimbria (Foc) ve S/F1C-iligikili fimbria (sfr) alt tipleri vardir. Tdm
uyelerde tanimlayici encod proteinleri ve determinantlari yuksek oranda
benzerdir. Bununla birlikte onlarin reseptdrleri ve doku spesifisitesi

farklidir. S fimbrial adezinleri tanimlayan a —sialyl-2-2 (-lactose iceren
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reseptorler yaygin olarak sepsis ve menenijit nedenidir fakat ayrica Uriner
sistem enfeksiyonu isolatlarinda gorulir. Oysa F1C fimbrial adezinler
B-GalNac-1,4-B-Gal iceren vyapilar tercihen Uriner sistem infeksiyon
isolatlarinda belirtiimistir. UPEC suslarinda oncelikle Tip 1 Fimbria, P

fimbria ve S fimbria fimbrial adezinleri gorilir. 43

S fimbria; terminal sialyl-galactosid kalintilarina baglanmasi

spesifik oldugu igin bu isim verilmistir. 32
2.4. Uriner Sistem Enfeksiyon Tanisi

Klinik ve laboratuvar bulgularinin bir butin olarak ele
alinmasiyla konur. Suprapubik duyarlilik ve bobrek bdélgesinde adri, ates,
usUme, titreme gibi genel enfeksiyon belirtileri ya da pollakiri, dizuri,
sikkisma hissi gibi sistit semptom ve bulgulari olan hastalarda laboratuvar

testlerine basvurulur. *

Rutin olarak sedimentasyon ve C-reaktif protein yukselmesi
ve lokositoz akut piyelonefrit lehinedir. Ancak sistitte bu degisiklikler

gorulmez. Tanida en 6nemli laboratuvar yontemi idrarin incelenmesidir. 44

241. idrarin Mikroskopik Ve Mikrobiyolojik

Degerlendirilmesi

Orta akim idrarinin mikroskopik incelenmesinde dogrudan
gram boyasinda her immersiyon sahasinda bir veya daha fazla sayida
l6kosit ve bakteri olmasi, USE icin anlamlidir. Bu 100.000 koloni olusturan
birim (cfu) /ml’lik bakterilriyi gosterir. Tek bir potansiyel bakterinin 100.000
cfu/ml Gremesi ya da piydurili ve semptomlu kadinlarda 100 cfu/ml Gremesi

anlamlidir. Ornegin; S.aureusun Uremesi cfu’'e bakilmaksizin anlamlidir.
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Klinik semptomlarla birlikte idrar mikroskopisinde bu
sayllarda I6kosit ve bakteri gorilmesi halinde yapilan ekimlerde bakteri

sayisi anlamli sinirin altinda (koliform igin < 100, digerleri < 100.000 ) ise;

Antibiyotik kullanmaktadir ve etken baskilanmigtir.

2. Akut Uretral sendrom, Chlamydia trachomatis ve Ureaplasma
trealyticum Uretritler de ayni sekilde sonug verir.
Enterobacteriaceae diginda etken s6z konusu olabilir.

Hasta bol sivi igmekte olup hidrasyondan dolayi idrar dilGedir

ve bakteri sayisi dis ik ¢ikabilir.**

idrar kltiriinde bakteri saptanmasi ile ilgili gérisler su sekildedir.

1. Semptomlu kadinlarda koliform bakteriler s6z konusu ise orta
idrarda 10% cfu/ml, diger bakteriler icin 10° cfu/ml bakteri
saptanmasi.

2. Semptomlu erkeklerde orta idrarda 10® cfu/ml sayilarindaki
bakteriler USE igin anlamhidir.

3. Semptomlu kadin ya da erkeklerde suprapubik aspirasyon ile
alinanidrarlarda saptanan her bakteri anlamlidir.

4. Sirekli sonda kullananlarda 10? cfu/ml bakteri USE igin
anlamhdir.

5. Semptomsuz erkeklerde idrar kesesinde en az 4 saat
beklemis orta idrarda 10* cfu/ml, kadinlarda 10° cfu/ml
bakteri sayilari anlamlidir.

6. Cocuklardaki USE’de bakteri sayisi erigkinlere gére daha az
bulunur.

7. Yakinmasiz hasta orta akim idrarinda iki tirden ¢ok bakteri
saptandiginda sayr 10° cfu/ml olsa bile genellikie USE
yoktur. Bakteriler kontaminanttir. 45
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2.4.2. Biyokimyasal Tani Yontemi

E.coli suglarinin tamami triptofandan indol yaparlar, metil kirmizisi
deneyi pozitiftir. Voges-Proskauer testi olumsuzdur. Simons’un sitratli
besiyerinde Uremezler. Bu testler, IMVIC testleri adini alir. E.coli igin
IMVIC testleri (+,+,-,-)dir.

i
negative Indole  positive Indole

Resim 1: E.coli suglarinin IMVIC testlerinin gosterimi.

Fenilalanin deaminaz ve jelatin hidrolizi testlerinde negatif reaksiyon
verirler. Ureaz negatiftirler. Triptofandan indol yaparlar, H.S olusturmazlar.

Potasyum siyanurll besiyerinde Uremezler.

2.4.3. Boyama Yontemi ile Tani

E.coli; yaklagik 2-4 ym boyunda ve 1.0-1.5um eninde, duz, uglari

yuvarlak comakgik seklinde bakterilerdir. Gram boyasi ile negatif boyanir.

Resim 2: Konvansiyonel 1sikk mikroskobunda 1000 X biiyiitmede Gram

boyamada E.coli 46
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2.4.4. Ekim Yontemi ile E.Coli Tanisi

Enterobakteriler fakultatif anaeropturlar. En iyi 35 ve 37 °c
de ve CO; siz ortamda Urerler. Koloniler 18-24 saat sonra gorundr hale
gelirler. Uretimi icin selektif olmayan Kanli ve Cukulata agar ve Mac
Conkey agar gibi selektif besiyerleri kullanilir. Cukulata veya kanli agarda
buyuk, gri, duzgun koloniler yaparlar. Kanli agarda ¢ogu suglar hemoliz
yapmaz. Fakat E.coli'nin bazi suslari kuvvetli hemoliz Urettiginden kanli

agarda hemoliz yaparlar.

47

Resim 3: Kanli agarda E.coli.
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Mac Conkey agarda laktozu fermente eden tirler, laktoz
fermentasyonu sonucu olusan asit nedeniyle diz, parlak, kabarik, pembe-

kirmizi koloniler meydana getirirler.

Resim 4: Mac Conkey agarda E. coli laktoz fermentasyonu nedeniyle pembe
koloniler

EMB besiyerinde laktozu fermente ettiginden metalik refle

veren yesgil-siyah koloniler olustururlar.

Resim 5: EMB agarda pembe ve karakteristik parlak yesil renkli E. coli

. . 46
kolonileri.
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2.5 Beta Laktamazlar ve Gram Negatif Bakterilerde Beta-

Laktam Direnci

Beta-laktam antibiyotikler ginimuzde en sik kullanilan
antibiyotik turevierinin basinda gelir ve penisilin baglayan proteinler adi
verilen enzimlere baglandiktan sonra bakterilerin hicre duvar sentezini
inhibe ederek etki gosterirler. Cok yaygin kullaniimalarinin sonucu olarak
da Dbeta-laktam antibiyotiklere kargi direng giderek artmaktadir.
Bakterilerde beta-laktamlara direng gelismesine neden olan mekanizmalar
ilacin beta-laktamazlarca pargalanmasi, penisilin baglayan proteinlerde
olusan degisiklikler ile ilacin hedefine etkin konsantrasyonda ulagsmasini
engelleyen porin degisikliklerine bagl gecirgenlik azalmasi ve/veya aktif

pompa (efluks) sistemleridir. 4®

Enterobacteriaceae ailesi arasinda beta-laktam
antibiyotiklere karsi direncin en yaygin nedeni beta-laktamaz dretimidir.
Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasini hidrolize ederek beta-laktam
antibiyotiklerin etkisine karsi mikroorganizmalari korurlar. Bu enzimler GN
bakterilerde periplazmik bosluk iginde yer alirlar; beta-laktam halkasindaki

siklik amid bagini pargalayan enzimlerdir . 4

Beta-laktamazlarin ~ sayisinin  artmasi  sonucu farkli
zamanlarda birgok siniflandirma semasi 6nerilmistir. Yaygin kabul géren
ilk sema 1960’larda Richmond ve Sykes tarafindan dnerilmistir. Bu sema
1976 yilinda Sykes ve Matthew tarafindan izoelektrik odaklamayla beta-
laktamazlarin ayrimi vurgulanarak genigletilmigtir. Zamanla hatalar ve
eksiklikler gorulince sema 1989’da Karen Bush tarafindan degistiriimis ve
1995’te guncellestiriimistir. Hem plazmid hem de kromozomal &zellikli

enzimlerin oldugu bu siniflandirmada énceki siniflandirmalarda kullanilan
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substrat profili, inhibitdér profili, molekuler agirligi, hidroliz hizi, baglanma
afinitesi ve izoelektrik nokta gibi Ozelliklere oksasilin, sefoksitin ve
nitrosefinin substrat profiine ve tazobaktam’in inhibisyon profiline

katimasiyla enzimler dort grupta toplanmistir (Grup 1-4).

Grup 1 sefalosporinazlar klavulanik asit ile iyi inhibe

olmazar.

Grup 2 genellikle klavulanat tarafindan inhibe edilen en
genis grubu olusturur. Bu enzimler penisilinleri, sefalosporinleri,
kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve monobaktamlari hidrolize

etmelerine gore altialt gruba ayrilir.

Grup 3 metallo-beta-laktamazlar etilen diamin tetra asetik

asit (EDTA) ve p-kloromerkuribenzoat ile inhibe olurlar, klasik beta-

laktamaz inhibitorleriyle inhibe olmazlar.

Grup 4 beta-laktamazlar penisilinazlardir ve yine klavulanik

asitile inhibe olmazlar.

Molekller dizeydeki mekanizmalara dayanan siniflamanin
ilk temellerini ise 1980 ylinda Ambler atmistir. Bu siniflandirmada beta-
laktamazlar A, B, C ve D olmak Uzere dort grupta toplanmaktadir. A, C ve
D gruplari ‘serin’ enzimlerini igerirken B grubunda ‘ginko’ enzimleri
bulunmaktadir. Sinif A serin penisilinazlari, sinif B metalloenzimleri, sinif C
serin sefalosporinazlari ve sinif D oksasilini hidrolize eden serin beta-

laktamazlari igerir. 48

Beta-laktamazlar direng geninin kromozom ya da plazmid
Uzerinde bulunmasina goére iki gruba ayrilirlar: Kromozomal beta-
laktamazlar ve plazmid aracili beta-laktamazlar olup bizim galismamizda

kullanilacak olan plazmid araciligi ile beta-laktamazlardrr.
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Toplum kokenli Uriner sistem infeksiyonu nedeni olan
E.coli'lerde amoksisiline ylksek direng tum dunya Ulkelerinde
gorulmektedir. 2003 ECO-SENS raporunda; 16 avrupa ulkesi ve
Kanada'da 256 merkezin katildidi c¢aligmanin sonuglarina gore
siprofloksasin direnci bu Ulkelerde ortalama %2.3 olarak bulunmustur.
Kinolon direnci en yiiksek olan (lkelerin ise %19.3 ile ispanya ve Portekiz
oldugu gérilmustir. Ulkemizde siprofloksasin direnci %5-20 arasinda
degismekte ve Uriner sistem infeksiyonlarinin ampirik tedavisinde ilk tedavi

secenegi olarak tercih edilmektedir.?

Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda toplum kokenli E.coli'lerde
trimetoprim/sulfametaksazol duyarliigr %50, siprofloksasinde %80-95

arasinda degismektedir. ©

2.5.1. Plazmid Aracili Beta-laktamazlar

Molekdler sinif A ve D icinde yer alan en genis kategoriye
sahip enzimlerdir. Dereprese mutantlarin ortaya ¢ikigindan sorumlu genler
kromozom kaynakli oldugundan bakteriler arasinda yayllmasinda problem
olmaz diye dusunulirken son on bes yildir tipik olarak Enterobacter ve
Citrobacter turlerinde gorulen yuksek duzeyde sefalosporinaz Uretimi
Klebsiella spp. ve E.colide de dikkat ¢gekmeye baslamistir. Burada
problemin dereprese mutantlardan kaynaklanmadigi, s6z konusu
bakterilerin plazmid kaynakli AmpC geni tasidiklari belirlenmistir. Plazmid
kaynakli sefalosporinazlar (MOX-1, FOX-1, CMY-1, CMY-2, LAT-1, BIL-1,
MIR-1) kromozomal AmpC sefalosporinazlarla iligkilidir. ik olarak
K.pneumoniae kokenlerinde saptanan (MIR-1) bu beta-laktamazar
sefoksitin, oksiiminosefalosporinler ve aztreonama dirence neden olurlar.
GSBL'lerin aksine beta-laktamaz inhibitérlerine de direnglidirler (MOX-1
harig) .
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Plazmid bagimli beta-laktamazlar bes baslik altinda toplanabilir :
1. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri,

2. Klasik OXA ve PSE enzimleri ve daha nadir dar spektrumlu

enzimler,
3. TEM ve SHV turevi GSBL'ler,
4. TEM ve SHV’den kaynaklanmayan GSBL’ler ve
5. inhibitdr direncli TEM mutantlar. 8

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar ayri baslik altinda anlatilacaktir.

2.6. Geniglemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar

GN bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere karsi direng
gelisiminde en 6nemli mekanizma beta-laktamaz uretimidir. Her turde
beta-laktam antibiyotik gunimuizde sayilari 350’yi asan degisik beta-
laktamazlardan bir ya da daha fazlasi tarafindan hidrolize ugratilarak

inaktif hale donustirilebilir. °

Antibiyotik kullanimi ile diren¢ gelisimi arasindaki en iyi
orneklerden biri yeni beta-laktam antibiyotiklerin geligtirilerek klinik
kullanima sunulmasi ve vyaygin kullanimini takiben bakterilerin bu
antibiyotiklere direng gelistirmeleridir. 1980’li yillarda klinik kullanima giren
“genislemis spektrumlu” sefalosporinlerin 6zellikle nozokomiyal kékenli GN
enfeksiyonlarda yaygin bigimde kullanimi bu antibiyotiklere kargi da
bakterilerin etkili enzimler Uretmelerine yol acmistir. Direng gelisen
antibiyotikler iginde “oksiimino aminotiozil sefalosporinler’ (sefotaksim,

seftriakson ve seftazidim) ve aztreonam basta gelmektedir. *°
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Bu antibiyotiklerin etki spektrumlarinin genisligi nedeniyle,
bunlarin hidrolizine yol agan beta-laktamazlar da “geniglemis spektrumlu”

on adiyla adlandiriimiglardr. °

GSBL, mikrobiyolojik olarak oksiimino sefalosporinleri
hidrolize edebilen, klavulanik asit tarafindan inhibe olabilen enzimler
olarak tanmlanmaktadirlar. Ancak son yillarda GSBL kategorisinde
degerlendirilen bazi enzimlerin tam olarak bu tanima uymadiklari
gb6zlenmektedir. Cogu GSBL, enterik GN bakterilerin klasik plazmid
kokenli beta-laktamazlari olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1'den kdken alir. *°

Koken alinan ana enzimin molekuler yapisindaki
aminoasitlerden bir ila dordunin yerine farkli aminoasitlerin gelmesi
sonucu GSBL'ler olusur. Enzimin yapisinda meydana gelen bu degisiklik,
enzim-substrat iliskisinin saglandi§i aktif bélgede yeni bir modellenmeye
yol acarak genis spektrumlu sefalosporinlerin ve aztreonamin da bu

enzimlerin etki spektrumuna girmesini saglamaktadr.°

Yapisal Ozellikler ve evolisyon agisindan GSBL’ler 9 farkl
grup iginde siniflandiriimaktadir. Bu gruplar TEM, SHV, CTX-M, PER,
VEB, GES/IBC, TLA, BES, ve OXA’drr. GSBL tiplerine ve sayilarina iligkin
en guncel bilgilere http://www.lahey.org/studies/webt.html adresinden
ulasilabilir. GSBL’lerin buylk ¢ogunlugu aktif bolgesinde bir serin molekull
icerir ve Ambler'in molekiiler siniflamasina gére A sinifinda yer alir. 4°

GSBL’lerin enzim karakterizasyonu Tablo 2’te gdsterilmistir.>
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Tablo 2: GSBL lerin Karakterizasyonu %0

Enzim Ailesi TEM SHV CTX-M
Ailedeki Toplam
118 47 26
Sayi
GSBL'lerin Sayis| 92 45 26
73 TEM-1 varyanti 32 SHV-1 varyanti
GSBL varyant sayis| 26
19 TEM-2 varyanti 13 SHV-2 varyanti

OXA grubu enzimler ise D molekuler sinifinda yer
almaktadirlar. Beta-laktamazlarin biyokimyasal o6zelliklerinin 6n planda
tutuldugu Bush-Jacoby- Medeiros siniflamasina gore ise GSBL'ler 2be, 2e

ve 2d alt gruplarina sokulmaktadir. °

GSBL’ler oksiimino sefalosporinler ve aztreonamin yanisira
birinci kusak sefalosporinleri ve genis spektrumlu olanlar dahil penisilinleri
de hidrolize ugratirlar. Ancak bu enzimlerin sefamisin grubu
sefalosporinlere (sefoksitin ve sefotetan) karsi etkisi yoktur. Sefamisinlere
etkili olmamalari, GSBL’leri AmpC tipi beta-laktamazlardan ayiran énemli
karakteristik Ozellikleridir. Ancak yine de istisnai durumlarin s6z konusu
olabilecegi unutumamalidir. Ornegin TEM-52'nin moksalaktam ve
sefotetan’t hidrolize ugratabildigi goOsterilmigtir. GSBL’lerin  buyuk
cogunlugu, 6zellikle de TEM ve SHV kdkenli olanlar, plazmidler tarafindan
sentez edilmekle birlikte, kromozomlar araciligiyla sentezlenen veya
integron kokenli cok sayida GSBL de mevcuttur. GUnimuzde tum beta-
laktamazlar icinde sayilari en hizla artan beta-laktamaz gruplarinin
basinda GSBL’ler gelmektedir. 4°
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E.coli bir kromozomal ampC geni igerir bu gen ampisillin'e
duyarhligi saglar. AmpC asiri Uretilen suslar ampisillin'e direnci degil

genellikle genis spektrumlu sefalosporinlere duyarhligi azaltmaktadr.

2.6.1. Sik Rastlanilan Geniglemis Spektrumlu Beta-

Laktamazlar

GSBL’ler penisilinler ve sefuroksim, sefotaksim, seftriakson,
seftizoksim, seftazidim, sefpirom ve sefepim gibi oksiiminoaminotiazolil
sefalasporinleri hidroliz etmektedir. Karbapenem ve sefamisinler ise bu

enzimlere dayaniklidir.®!

GSBL ilk olarak 1983 yilinda Almanya’da bildirilmistir. 1987
yilinda Fransa’da da bildirildikten sonra 1991 yilindan itibaren de butin
dinyada bildiriimeye baslanmistir. Halen pek ¢ok sayida ve gesitli GSBL
enzimi ve bunlarin Uretimini duzenleyen mekanizmalar mevcut olup, GSBL

biitlin diinyada hizli bir sekilde artmaktadr.®'

GSBL olusturan suslarda en sk rastlanan beta-laktamazlar
TEM, SHV ve CTX-M genleridir.>

GSBL'leri asagida belirtildigi gibi alti gruba ayirmak

mimkind ir.®!

1. TEM ve SHV kokenli olanlar: Buglne kadar 130’dan
fazla TEM turd ve 50’yi agkin da SHV turu beta-laktamaz tanimlanmistir.
Bu enzimlerdeki aminoasit degisiklikleriyle GSBL’ler olusmaktadir. GSBL
fenotipi gosteren ilkk TEM tird TEM-3’ tir ve 1987 yilinda bildirilmistir. TEM
grubu beta-laktamazlar; E.coli ve K.penumonia basta olmak Uzere
E.aerogenes, M.morganii, P.mirabilis ve Salmonella spp gibi

Enterobacteriaceae liyelerinde sik bulunmaktadir. '3
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Enterobacteriaceae’da en sk bulunan Grup A beta-

laktamazlar TEM-1 ve SHV-1 olarak tanimlanmistir.'®

SHV tlirt enzimlerin genis spektrumlu ilk tlrevi ise 1983
yilhinda bulunmug ve SHV-2 olarak tanimlanmistir. TEM grubu GSBL’ lere
kiyasla SHV-1 den kdken alan enzimlerin sayisi daha dusuktir. Ayrica
aminoasit degisikligi olan pozisyonlar da daha azdir. GSBL fenotipi
gOsteren SHV tlrlerinin  ¢ogunda karakteristik degisiklik, 238’ inci
pozisyondaki glisin aminoasidinin yerine serin’in girmesidir. SHV grubu
enzimler K.pneumoniae, C.diversus, E.coli ve P.aeruginosa’da
bildirilmistir. °’

TEM ve SHV kokenli GSBL'ler kolaylkla yayilabilir olmalari
dolayisiyla hastane enfeksiyonlarinda onemli bir problem

olusturmaktadir.’’

2. TEM ve SHV kokenli olmayanlar: Plazmid kaynakh bu
enzimler klavunalata direngli olup molekiller siniflamada A grubuna
dahildir. Bu enzimler MEN-1, MEN-2, CTX-M1, CTX-M2, PER-1, PER-2,
VEB-1 ve TOHO-1’dir. *" TEM ve SHV disi GSBL ler arasinda CTX-M en

sk goriilen beta laktamazdir. '
2.6.1.1. TEM Kokenli GSBL’ler

Plazmid kokenli bilinen en eski enzim olan TEM-1 bakteride
ampisilin, penisilin ve 1. kusak sefalosporin direncine neden olur. “%* Bu
enzim E.coli’deki ampisilin direncinin % 90’indan sorumludur. TEM-1’in
yapisindaki bir aminoasit degdisikligi (39. pozisyondaki glutamin yerine
lizinin gegmesi sonucu) olusan TEM-2’'nin substrat yapisi TEM-1 ile
aynidir. Bu nedenle bu enzim bir GSBL olarak kabul edilmez. Ancak 12
farkli pozisyonda olusan aminoasit de degisiklikleri gunimuzde 120’Un
lizerinde TEM kokenli GSBL’nin *° ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu

enzimlerin bir kismi ‘inhibitér direngli TEM (IRT) tdrinde enzimler olup,
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genis spektrumlu sefalosporinleri inhibe etmediklerinden 6tirli gergek

anlamda GSBL olarak kabul ediimezer. **

Bu son sayillan enzimler
adlarindan da anlagilacagi Uzere, klasik GSBL’lerin aksine beta-laktamaz
inhibitorlerinin  etkilerine (0zellikle sulbaktam ve klavulanat) kargi

direnclidirler. Ancak, tazobaktam bu enzimleri inhibe edebilmektedir. 4>

GuUnumuzde 20’den fazla IRT tanimlanmig durumdadir. TEM
kokenli GSBL’ler en sk E. coli ve K. pneumonia€’de tanimlanmig olmakla
birlikte, enterik ve non-enterik pek c¢ok bakteride de bulunabilecekleri
bildirilmistir. Bu bakteriler arasinda Enterobacter, Proteus ve Salmonella
tarleri, P.aeruginosa ve Capnocytophaga ochracea sayilabilir. IRTler de
benzer sekilde en sk E.colide, daha seyrek olarak Klebsiella, Proteus ve

Citrobacter tiirlerinde tanimlanmistir. >

2.6.1.2. SHV Kokenli GSBL’ler

Bu grup enzimlerin o6ncust olan SHV-1 en sik
K.pneumoniae’de bulunur ve bu bakterideki plazmid araciligiyla gelisen
ampisilin direncinin yaklasik % 20’sinden sorumludur. SHV kokenli
GSBL'lerin sayist TEM kokenli olanlara kiyasla daha az olup, ginimuzde
sayllari yaklasik 50 ®° civarindadir. Bu enzimlerden sadece bir tanesi
(SHV-10) ‘inbitor direncli’ 6zellik gostermektedir. SHV kokenli GSBL’ler
K.pneumoniae diginda Citrobacter diversus, E.coli ve P. aeruginosa’da da

tanimlanmistir. 4°%*

Kromozomal bir enzimdir. Ampisilin, tikarsilin ve piperasilin’e
direnc olusturmaktadir. Oksiimino- sefalosporinlere karsi aktivitesi yoktur.
Bu enzimlerde karakteristik degisiklik 238. pozisyonda glisin yerine serin

girmesidir. *

30



2.6.1.3. CTX-M Tipi GSBL’ler

Almanya, Fransa ve Arantinde 1990’larin basinda
sefotaksime seftazidimden daha yiksek dizeyde direng gosteren GSBL
ureten GN bakteriler tanimlandi. Ambler sinif A beta-laktamazlardan olan
bu enzimler sefotaksimi ylksek dizeyde etkilediginden CTX-M olarak
adlandirildi. Esas olarak Salmonella enterica serovar typhimurium ve
E.colide bulunmakla birlikte diger Enterobacteriaceae turlerinde de

tanimlanmiglardir. *® Aminoasit dizlerine gore bes farkli grupta toplaniriar:

e CTX-M-1 grubu (CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15, -22, -23, -29, -30,
-32,-33,-28, -36, -54 ve UOE-1),

e CTX-M-2 grubu (CTX-M-2, -4, -6, -7, -20, -31, -44 (&nceden
TOHO-1'di) ve FEC-1),

e CTX-M-8 grubu (CTX-M-8 ve CTX-M-40),

e CTX-M-9 grubu (CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -18, - 19, -24, -27, -
45 (6nceden TOHO-2 idi), -46, -47, -48, -49 ve CTX-M-50)

e CTX-M-25 grubu (CTX-M-25, -26, -39 ve CTX-M-41). 8

CTX-M tipi beta-laktamazlar son 4 yil icinde dunyada
enterobakteriyel turlerde gittikce artarak bulunmaktadir. Sefotaksime karsi
daha aktif ve seftazidime karsi daha kiicik aktivite gostermektedir. *°

55'ten fazla CTX-M tipi beta-laktamaz tanmlanmistir. '*°

CTX-M beta-laktamaz Ureten organizmalar sefotaksim gibi
oksiiminosefalosporinlere diren¢ kaynagi olarak dunyada gorunmektedir.
Ayni zamanda bu suglarin laboratuvar saptamasinin iyi olmadigi
belirtilmistir. CLSI, GSBL testleri icin hem kontrol hem de klinik suslarinda
sefpodoksimli, hem sefotaksim hem seftazidime’li klavulanatli saptanir ve

dogrulama testleri de kullaniimasini dnermektedir. °’
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Bu enzimler 6zellikle sefotaksimi substrat olarak tercih eden
Ozellige sahiptirler. Baslica Salmonella typhimurium ve E.colide
tanimlanmis olmakla birlikte diger bazi enterik GN bakterilerde de
gosterilmislerdir. Otuzdan fazla degisik tipi bulunan bu enzimler TEM ve
SHV  kokenli enzimlerle en fazla %40 civarinda benzerlik
gOstermektedirler. Bu grup enzimin en oOnemli 6zelligi sefotaksimi

4954 Benzer

seftazidime kiyasla ¢ok daha iyi hidrolize edebilmesidir.
sekilde 1. kusak sefalosporinlere benZilpenisiline kiyasla daha yiksek
afinite gosterirler. Bu enzimi tagiyan mikroorganizmalar seftazidime klinik
acidan anlamli direng gostermezler. CTX-M turl enzimler yakin zamanda

llkemizde de gdsterilmistir. *°

Toplum kokenli enfeksiyonlu hastalarda izole edilen GSBL
poZzitif E.colilerin %70’inde CTX-M tipi bulunmaktadr. >

Amerika’da yapillan bir c¢alismada; E.coli isolatlarinda
GSBL'dan en yaygin olarak TEM ve SHV turleri rapor edilmektedir.
Amerika diginda ise; CTX-M turt GSBL lerde Salmonella enterica serovar
Typhimurium, E. coli, and Klebsiella pneumoniae Klinik isolatlarda rapor
edilmistir. Bu ¢alisma ile Amerika’da CTX-M benzeri GBSL ler ilk kez rapor

edilmistir. *°

CTX-M enzimleri en yaygin plazmid aracili TEM ve SHV
beta-laktamazlarla %40 ya da daha az homoloji gosterir. Bilinen aminoasit
dizileriyle %70-75 arasinda olan en iyi benzerlik skoru K.oxytoca, Proteus
vulgaris ve C.diversusun sefalosporinleri hidrolize eden kromozomal
enzimleriyle gdzlenir. CTX-M tipi beta-laktamazlarin geniglemis spektrumlu
aktivitesinde anahtar role CTX-M enzimlerinde degismeden var olan 237.
pozisyondaki serin reziduleri katkida bulunmustur. Tazobaktam bu
enzimlere karsi klavulanata gore yaklasik 10 kat daha fazla inhibitor etkiye

sahiptir. %8
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2.6.2. GSBL’lerin Laboratuvarda Saptanmasi

GSBL’lerin  laboratuvarda saptanmasi bazi  sorunlar
icermektedir. Normalde belli bir GSBL tasiyan bakterinin genis spektrumlu
sefalosporinlerden birine veya aztreonama direngli olmasi beklenirken, in-
vitro olarak saptanan minimal inhibitér konsantrsayon (MIK) degeri Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan &nerilen direng
sinirlarina  erismeyebilir., Bu nedenle CLSI| bir tarama yOontemi
onermektedir.*® Buna goére eder bir bakteri 1 pg/ml konsantrasyonda
seftazidim, sefotaksim ya da sefriakson igeren sivi besiyerinde Urerse
(MIK 2 pg/ml), bu bakterinin GSBL sentezlediginden siiphe edilmelidir.
Fenotipik dogrulama testi sefotaksim veya seftazidimin 4 ug/ml yogunlukta
klavulanik asitle birlikte veya tek basina degerlerini saptamak yoluyla
yapilir. Eger klavulanik asit ilavesi MIK degerinde 3 dilisyonluk bir
azalmaya neden olursa GSBL varligi dogrulanmis olur. Bu tir bakteriler
duyarhlik sonuglari ne olursa olsun tim genis spektrumlu sefalosporinlere

ve aztreonama kars1 direncli kabul edilmelidirler. 4°%*

CLSI dogrulama testlerinin sadece E.coli, K.pneumoniae ve

K.oxytoca icin gegerli ve glivenilir oldu§u unutulmamalidir. 4°

Ozellikle kromozomal AmpC tirl beta-laktamaz tagiyan
bakterilerde bu enzimlerin klavulanik asidi etkileyerek test sonuglarinda

yanilgiya neden olabilecekleri unutulmamalidir. 49

GSBL saptanmasi igin dnerilen baska testler de mevcuttur.
Bunlar arasinda c¢ift disk sinerji testi, U¢ boyutlu test, E-test ve Vitek
otomatize duyarlilik testi sayilabilir. Bunlar diginda c¢esitli molekdler

yontemler de GSBL saptanmasiamaciyla kullanilabilir. 4%-°*
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2.6.3. GSBL’lerin Epidemiyolojisi

GSBL sentezleyen bakteriler dunyanin degisik Ulkelerinde
hastaneye vyatan hastalarda farkli siklikta sorun olarak ortaya

cikabilmektedirler. 4°

Oksiimino beta laktamazlara (seftazidim, sefotaksim,
seftriakson ve aztreonam) direng gelisimi artan sayida GSBL lere bagldir.
Enterobactericeae’da GSBL prevalansi diinyada %74, Ulkemizde ise oran
E.colide %14,7, Klebsiellada %53,3 tir. ©'

Ulkemizdeki hastanelerin cogunda GSBL sentezleyen E.coli,
K.pneumoniae, P.aeruginosa ve A.baumannii izolatlari ciddi birer

enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadr.

2.6.4. GSBL Sentezleyen Bakterilerin Klinikte Neden

Oldugu Sorunlar

Direnc

GSBL sentezleyen bakterilerin klinikte neden oldugu
sorunlarin baginda bu enzimleri sentezleyen bakterilerin yol agtigi direng
problemi gelmektedir. Daha dnceden de belirtildigi Uzere bu enzimlerden
birini sentezledigi saptanan GN bakteri tUm genis spektrumlu
sefalosporinler ve aztreonama karsi direncli kabul edilmelidir. 4°°*62  Ote
yandan bu enzimleri kodlayan plazmidler ayni zamanda pek ¢ok beta-
laktam dig1 antibiyotige kargi da genetik materyal tagimaktadirlar.
Dolayisiyla GSBL tasiyan bakterilerde basta aminoglikozitler olmak tzere
kinolon, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim-sulfametoksazol direnci

de eszamanli olarak bulunabilmektedir. 4°
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Hastalarin Kolonizasyonu

Hastanede yatan hastalarda GSBL sentezleyen bakterilerle
kolonizasyon riskini artrran cesitli risk faktdrleri tanimlanmistir. ©>6* Bunlar
arasinda uzun sureli antibiyotik kullanimi, uzun sdreli yogun bakimda
yatma, huzurevinde kaliyor olma, altta yatan ciddi ve agir hastalik varligi,
hastane iginde genis spektrumlu sefalosporinlerin yaygin ve fazla miktarda
kullanimi, invaziv isleme maruz kalma, acil abdominal cerrahi, nazogastrik,
gastrostomi veya jejunostomi tUpu kullanimi, ventilator uygulanmasi,

intravask(iler kateter kullanimi ve diisik dogum tartisi sayilabilir. *°

Laboratuvarda GSBL Saptanmasinda Zorluklar

Yukarida da belirtildigi Uzere, GSBL sentezleyen bir bakteri,
sentezledigi enzimin farkli sefalosporinlere afinitesinin degisik olmasi ve
inokulum etkisi gibi nedenlerle 3. kusak sefalosporinlere duyarli gibi
gozukebilir. Ancak bu bakterinin neden oldugu hastalk eger uriner
enfeksiyon disinda bir enfeksiyonsa 3. kusak sefalosporin tedavisi

basarisizlikla sonuglanacaktir. 4°

Seftazidime yilksek afinite goésteren GSBL’lerin daha sik
rastlandigi bir yerde laboratuvarin sefotaksim veya seftriaksonu rutin
duyarllik testlerinde kullanilan 3. kusak sefalosporin olarak tercih etmesi

GSBL saptanmasini dnemli boyutta guglestirecektir.

Morbidite Ve Mortalite

GSBL sentezleyen bakteri infeksiyonlarinin  tedavisi
konusunda yapimis prospektif kontrolli ¢alisma yoktur. Ancak, pek ¢ok
retrospektif galismada GSBL varliinin mortalite ve morbiditeyi olumsuz

yonde etkiledigi gdsterilmistir. 4964
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Enfeksiyon Tedavisi

Sefoksitin gibi sefamisin tlrevieri diger sefalosporinlere
kiyasla GSBL'ler tarafindan inaktive edilmeye daha direnglidirler. Buna
ragmen GSBL Ureten bakterilerle meydana gelen ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde sefoksitin  kullanilamaz. Bunun nedenleri arasinda
K.pneumoniae’nin tedavi sirasinda porin kaybina bagl diren¢ gelistirmesi
veya bazi enterik GN’'lerin GSBL sentezi yanisira sefamisin tlrevierini de

hidrolize edebilen kromozomal beta-laktamazlari sentezlemeleridir. 49-6°

Bir 4. kusak sefalosporin olan sefepim 6zellikle SHV kdkenli
GSBL’lere direnglidir. Ancak bu antibiyotik de artan beta-laktamaz
yogunlugu karsisinda inokulum etkisine maruz kalarak inaktive
edilmektedir. Ayrica sefepim kullanimindaki artisin GSBL Ureten
bakterilerle salgina neden olabilecegi de gosterilmistir. Bu nedenlerden
dolay1 sefepimin GSBL Ureten mikroorganizmalarin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisinde oncelikle kullaniimamasi gerektigi
vurgulanmaktadir. Eger kullanilacaksa ylksek dozlarda ve mumkinse
etkili olabilecek diger antibiyotiklerle (kinolon ya da aminoglikozidler)

birlikte kullaniimasi 6nerilmektedir. %

Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitoérleri bu tir infeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilirler. 8" Cesitli klinik calismalarda bu ajanlarin GSBL
ureten bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde etkili olduklari
gosterilmistir. %%  Ancak bazi mikroorganizmalar birden cok beta-
laktamazi birlikte sentezleyerek veya ayni beta-laktamazi ylksek
miktarlarda Ureterek beta-laktamaz inhibitorlerine karsi da direng
gelismesine neden olabilirler. ® inhbitér direngli beta-laktamaz diger
inhibitdrlerin aksine tazobaktama karsi duyarlidir. °0>70  Beta-laktam disi
antibiyotiklerin GSBL uUreten bakteri infeksiyonlarinda kullaniimasi

baslangicta ¢ekici bir gorls olarak 6ne surulmusse de, daha dnceden de
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belirtildigi Uzere bu bakterilerin ¢cogu kere coklu diren¢c gostermeleri
nedeniyle pratikte cok da gecgerli olamamistir.”' Bu gerekceyle beta
kinolon turevleri ve aminoglikozidler olmak Uzere non-betalaktam ajanlar

GSBL Ureten bakteri infeksiyonlarinda ilk tercih olarak kullanilamazlar.
54,72,73

Gunumuzde GSBL sentezleyen GN bakteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde en fazla tercih edilen antibiyotiklerin basinda karbapenem

tirevieri  gelmektedir.>*"

Karbapenem turevleri sadece plazmid
araclligiyla sentezlenen GSBL veya GSBL disi enzimlere degil, ayni
zamanda kromozomlar araciliyla sentezlenen beta-laktamazlara kargi da
etkilidir. Karbapenemlerin bu endikasyonda etkinligini gosteren ¢ok sayida
klinik calisma mevcuttur. Ancak karbapenemlerin yaygin kullanimina iliskin
sakincalari da gozardi etmemek gerekir. Bunlar arasinda
metallokarbapenamaz sentezleyen mikroorganizmalar (Stenotrophomonas
maltophilia gibi), kromozom araciligiyla sentezlenen serin proteazlarin
yayginlasmaya baglamasi (Grup 2f), K.pneumoniae’de porin mutasyonu
sonucu geligen karbapenem direnci ve son olarak yaygin karbapenem
kullanilan Unitelerde ortaya c¢ikan karbapenem-direncgli Acinetobacter,

S.maltophilia ve P.aeruginosa infeksiyonlari sayilabilir.

Enfeksiyon Kontrol Onlemleri

Hastane icinde GSBL ureten mikroorganizmalarin yayilimini
engellemek igin onerilen gesitli enfeksiyon kontrol yontemleri mevcuttur.
Bunlar arasinda izolasyon onlemleri, ¢evresel dekontaminasyon ve
antibiyotik kullanim paternlerinde degisiklik sayilabilir.>* Bunlar arasinda
hastane icinde kullanilan antibiyotiklerin GSBL Ureten bakteriler agisindan

“secici etki” (“selective pressure”) yaratmasi s6z konusu olabilir. Ozellikle
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bir salgin sirasinda etken mikroorganizmalarin poliklonal kdkenli olarak
saptanmasi bu tur bir segici etkiye isaret eder. Klinikte yapilan pek ¢ok
calismada hastane iginde genis spektrumlu sefalosporin kullaniminin
kisitlanmasinin  GSBL Ureten bakteri infeksiyonlarinda azalmaya ve
salginlarin kontrol altina alinmasina katkida bulundugu gosterilmistir.
Benzer gsekilde yaygin beta-laktam digi genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi ile GSBL sentezleyen bakteri salginlari arasinda da anlamli bir
iliski bulunmustur. Hastane iginde genis spektrumlu sefalosporin kullanimi
kisitlanarak yerine karbapenem veya piperasilin-tazobaktam kullaniminin
saglanmasinin o6zellikle GSBL Uureten K.pneumoniae infeksiyonlarinin

énlenmesi agisindan etkili oldugu gdsterilmistir.”

2.6.5. GSBL Tanisinda Kullanilan Antibiyotikler

GSBL Ureten Klebsiella spp., E.coli izolatlari, penisilinler,
sefalosporinler veya aztreonama in vitro olarak duyarli gérinmelerine
kargin, klinik olarak bu ilaglarla tedaviye direngli olabilir. Bu izolatlarin
bazilarinda genislemis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonam igin
inhibisyon zonlari normal duyarli populasyonun altinda fakat standart sinir
degerlerin Uzerinde bulunabilir. Boyle izolatlar penisilinler, genis
spektrumlu sefalosporinler veya aztreonam igin sonug bildiriimeden 6nce
tarama sinir degerleri kullanilarak olasi GSBL Uretimi icin taranmalidir.
Diger izolatlar standart sinir degerleri kullanildiginda bu ilaglardan bir veya
birkagina orta derecede duyarli veya direngli gorunebilir. Tum GSBL
Ureten izolatlarda test sonucu, tim penisilinlere, sefalosporinlere ve

aztreonama direncli seklinde veriimelidir.”

GSBL Ureten bakteriler rutin duyarhlk deneylerinde
sefotaksim, seftriakson, seftazidim ve aztreonama direng gorulmesi ile

belirlenebilir. 7
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2.7.Vitek Otomatize Sistem ile GSBL tespiti

Vitek 2 sistemi’nde organizmalarin identifikasyonu igin
biyokimyasal test ve secici besiyerlerini mikrolitre oranlarinda iceren ¢ok

kiicik 6zel plastik kartlar tasarlanmistir.

Vitek 2 (bioMerieux) otomasyonu, baslangic inokulum
dilisyonu, dansite degisimi ve kart doldurma ve kard belirleme iglemlerini
iceren ornek islemini icermektedir. Vitek 2 kartlari 64 kuyucuktan
olusmaktadir. Bu kartlar barkodlama sistemi ile seviyelendirilmis ve cihaza
girmeden once kartlari alip tanimlayan “smart tasiyicili” bilgisayar g¢ipi
kullanmaktadir. Cihaz otomatik olarak kartlarini dolum yerinden okuyucu-
inkUbatore tasir ve testin sonunda bir kutuya atmaktadr. Vitek 2 bir defada
toplam 60 tane duyarlihlk veya identifikasyon kartini (GNS121)

uygulamaktadr.®

Vitek 32 mikroplarin tanimlayan ve antibiyotik tahlili yapan
tam otomatik bir sistemdir. Vitek 32 ayni modul iginde inkUbator yazici ve

doldurma onaylama birlesimi bulunur. 32 kart kapasitelidir. Yazilim, el

kitabi, renk 6lciicti ve pipetler icerir. 7’
_Jl'ﬁ

Resim 6: Vitek 32 cihazi

Vitek (BioMérieux, Fransa) GSBL test kartlari sefotaksim (0,5
pug/ml) ve seftazidimi (0,5 pg/ml) tek basina ve klavulanat (4 pg/ml) ile
kombine olarak kullanir. Klavulanat iceren kuyucuklar sefalosporinlerin tek
basina oldugu kuyucuklarla kargilastiriidiginda onceden tahmin edilen

uremedeki azalma miktari GSBL varligini gosterir. Duyarlilik ve 6zgullugu
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%90’ In Uzerindedir. GSBL ve AmpC beta-laktamazlarinin her ikisini de
ureten K.pneumoniae izolatlarinda yanlis pozitif sonuglar gozle nmistir.
K.peumoniae, K.oxytoca ve E.coli digindaki turlerde bu testin GSBL tespit
etmedeki glivenilirligi bilinmemektedir.”
Otomatize sivi bazli antimikrobiyal duyarlilk testlerinden Ulkemizde
kullanilan ;

e Vitek 1 ( bioMerioux Inc.,St.Louis,Mo.)

o Vitek 2 ( bioMerioux Inc.,St.Louis,Mo.)

¢ Microscan (Dade Behring Inc.,West Sacremento,California)

e Becton Dickinson Phoenix sistemi (BD Diagnostic systems, Sparks,

Md.) "8

2.7.1.Vitek 2 Sistemi ( BioMerioux Inc.,St.Louis,Mo.):

Vitek sisteminin daha da gelistiriimesiyle Uretilen Vitek 2
sistem 1999 yilinda Amerika’da tanitiimigtir. Bu sistem, kart dolumu gibi
asamalar1 yaparak, kartlari otomatik olarak okuyucu inkidbator sistemine
aktarir, islem bitince kartlari otomatik olarak atar. Vitek kartlari Resim 7°de

gosterilmistir.”

Resim 7: Vitek kartlari

19-20 antimikrobiyal ajan bulunan 64 kuyucuklu kart icerir ve

60 izolatin eg zamanli identifikasyonu ve antibiyotik duyarliligini ¢calisabilir.
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Antimikrobiyal duyarhlik test inokulum dilisyonlari, sistem tarafindan
yapilmakta, organizma ve duyarlilik parametrelerine gore 4-18 saat iginde
sonu¢ vermektedir. Vitek 2 sisteminde antimikrobiyal diren¢ saptanmasi,
gelismis ekspert sistemi (advanced EXPERT system) ile denetlenmekte ve
bu ‘software’ programi sayesinde in vitro test kurallarina gére MIK
sonuglari gozden gegirilerek duzenlemeler yapilmaktadir. Bu sistemlerde
standardi saglamak ve hasta kayitlarini tutabilmek igin veri yonetim
sistemi olarak adlandirilan Software programi bulunmaktadir. Expert
software denen bir programla da spesifik kural ve algoritmlerle sik
rastanmayan direng paternlerini gosteriimektedir. Bakteriyel Ureme sivi
besiyerinde turbidimetrik olarak belirlenip, veriler bilgisayara otomatik

olarak aktarilabilir. Vitek 2 cihazi Resim 8’de gésterilmistir.”

Resim 8: Vitek 2 cihazi

Vitek 2 ve Phoenix GSBL saptama sistemi Amerika’da hem
GSBL dogrulama testi hem de son zamanlarin uzman sistemi olarak
icermektedir. Spanu ve arkadaslari kiyaslamada 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 Gretimi
tanimlamada Phoenix'ten daha iyi oldugu belirlenmigtir. Genel olarak Vitek
2 sistemi kullanicilar i¢in daha fazla yorumlamalara, daha fazla segcenege

sahip oldugundan daha fazla testin tekrarlanmasinda dnerilmektedir. ”®
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Wiegand ve arkadaslarinin manuel saptama proseddurleri ile
yari otomatize mikrobiyolojik sistemler kullanilarak
Enterobacteriaceae’larda  GSBL saptanmasina yonelik  yaptiklari
calismada Phoenix sisteminin %99, Vitek 2 Sisteminin %86 duyarli, ancak
Vitek 2 %78, Phoenix %52 spesifite gdstermistir. %

Lee BY ve arakadaslar1 E.coli’'lerde Vitek GNS 121 card ile
GSBL saptanmasinda; 122 E.coli susunda cift disk sineriji testi (CDST) ile
Vitek GNS 121 kardi ile yapilan degerleendirmelerde Vitek GNS 121 kardi
ile yapilan sonuglarin GSBL saptanmasi sensitivitesi %97, %99 spesifik ve

%99 pozitif tahmini deger verdigini saptamislardir.®!

Mehli ve arkadaslarinin yaptiklari calismada;
Enterobacteriaceae suslarinda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 212
E.coli, 71 Klebsiella spp., 28 Proteus spp. ve 10 Enterobacter spp. olmak
uzere toplam 321 susun GSBL enzimi CSDT ile Vitek2 (bioMérieux)
cihazinda GN13 kartlari ile prospektif olarak arastirilmistir. GSBL oranlari
CDST ve Vitek?2 ile sirasiyla E.colide % 49 ve % 51, Klebsiella spp."de %
44 ve % 51 olarak bulunmustur. Proteus spp. ve Enterobacter spp.
suglarinda GSBL tespit edilmemistir. E.coli suslarinda olduk¢ca yuksek
GSBL enzimi oldugu goérulmustur. Vitek2 GN13 kartlari ile GSBL testinin
CDST'ne gore duyarlihigi % 100, 6zglllii§i % 94.1 olarak bulunmustur.

2.7.2. Otomatize Sistemlerin Avantajlari

Otomatize sistemler, hasta sonuclarini daha kisa slrede
vererek, hastaya uygun antibiyotigin daha kisa silrede baglanmasini
saglayarak, hastanin hastanede kalig suresini azaltir. Bunun yani sira
laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi standardizasyonu saglar. Tuar
dizeyinde vyuksek oranda dogru identifikasyon yapar. Sonuglar
tekrarlanabilirdir. ic ve dis kalite kontrolli uygulanabilir. CLSInin énerdigi
antibiyotikleri kademeli olarak raporlar. Dogru antibiyotik kullanimini

saglayacak sekilde, antibiyotik duyarhliklarinin  raporlanmasinda,
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duzenleme yapilabilmesine olanak saglar. Hizli ve etkin raporlama saglar.
Laboratuvar bilgisayari ile baglanti saglayarak sonuglari aktarir, boylece is
gucunu azaltir. Bilgisayar sistemleri ve yazilim programlari sayesinde,
hasta, 6rnek, klinik, izolat ve antimikrobik kemoterapotiklerin duyarhligi ile
ilgili verileri, sinirsiz o6lgude depolayabilir. Laboratuvarin belirleyecegi
sablonlari kullanarak, istatistiksel, epidemiyolojik birgok analizi kisa surede

yapabilir. "

2.7.3. Otomatize Sistemlerin Dezavantajlari

Otomatize sistemlerin en O6nemli dezavantaji geleneksel
yontemlere gore, daha pahali olmasidir. Ayrica Uretici firmalar tUm sarf
malzemelerinin, kendi Urtnlerinden kullaniimasini istemekte, aksi takdirde
verilerin kalitesinden sorumluluk kabul etmemektedir. Genellikle sistemi
ureten firmalarin belirledigi antibiyotiklere karsi paneller hazirlanmakta,
bunlar diginda caligilacak antibiyotikler igin, manuel ¢alisiimak zorunda
kalinmaktadir. Teknik is guclnu azaltmasina ragmen kesinlikle kalifiye
teknik is gucunun istihdamini gerekli kilmaktadir. Bu sistemlerde zor
ureyen, anaerop Vve bazi non-fermentatif bakterilerin antibiyotik
duyarliliklar1 yapilamamaktadir. Bu nedenle laboratuvarlarda otomatize
cihazlarin yani sira, geleneksel metodlar da bulunduruimalidir. Cihazlar
MIK saptanmasinda sinirh sayida diliisyon kullanir ve daha disik ya da
yuksek dedgerler, yari kantitatif sonu¢ olarak verilir. Kisa inkibasyonlu
otomatize sistemlerde yalanci duyarli veya yalanci direngli sonuglar
alinabilir. Bu kisa slre, tum bakteri direng mekanizmalarinin (6rn:
indUkle nebilir beta-laktamaz) agiga ¢lkmasina yetmeyerek
saptanmamasina neden olabilir. Butin sistemlerde, cihaza koymadan
once mikrobiyolog tarafindan birgok islem yapilmasi gerekir (bakterinin
uretilip saflastirimasi, inokulum standardizasyonu gibi). Bu ylzden
otomasyon, inokulum yogunlugunun manuel olarak hazirlanmasindan
sonra baslar ve inokulum yetersizligi, cihazin performansina etki eden

onemli bir parametredir. Vitek 2 sisteminde inokulum standardizasyonu
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yapilir. Bakim, vyer ve elektrik sistemi gerektirirler. Mikrobiyoloji
laboratuvarinda, yorumlama diginda mikrobiyologun duginme yetisini
devre digl birakmaktadir. Egitim veren kurumlarda uzmanlik 6grencisine
0zgu klasik iglemlerin dgretilebilmesi icin ekstra emek, maliyet ve zaman

harcanmasina neden olurlar. @

Vitek 2 identifikasyon Kkartlari ile tdm suglarin tanimi
yapilmistir. GSBL belirlenmesi de Vitek 2 GN13 kartlari ile yapiimistir. Bu
kartlarda sefepim (klavulanik asitli ve klavulanik asitsiz), sefotaksim
(klavulanik asitli ve klavulanik asitsiz), seftazidim (klavulanik asitli ve
klavulanik asitsiz) olmak Uzere 6 kuyudaki antibiyotik kombinasyonlari ile
GSBL belirlenmektedir. Bu suslarda her iki test de tekrarlanmis, ayni
sonuclar alinmistir. Bunun sebebi olarak Vitek 2’de GSBL belirlemek igin
CDSTden farkli olarak, sefepimin de test ediliyor olmasi dusuntlmustar.
Bu verilere goére CDSTe gore Vitek 2'nin duyarliigi %100, 6zgulligu %

94,1 olarak bulunmustur. %2

Sanders ve ark.’da Vitek 2 ve CDST ile yaptiklari benzer bir
calismada GSBL saptanmasinda Vitek 2’nin duyarhilhigini  %98,1,
O0zgulligund %99,4 olarak bulmuslar, Vitek 2 ile E.coli ve Klebsiella

spp.’da GSBL’nin giivenilir bir sekilde tespit edilebildigini bildirmislerdir.5%82

2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZR, basit in-vitro kimyasal bir reaksiyondur ve hedef nikleik
asit ve dizinin sinirsiz sentezine olanak saglamaktadir. Bu iglem uygun

kosullarda DNA zncirini koyalayabilen DNA polimeraz aktivasyonuna
bagldr. (Sekil1). 1%

44



) 3
B it iplikli DHA hedef
¥ =
l Denatirasyon
Denatlme oimug DNA
E l Primesin yamsmss
=
o
m E
S 28
it 2 B
=
Frimer Szamds! g i
{paiimarizasyon) 3 E
ZEL u
TR TR R A R A e R AN A a e et R e
—
Cegitli weunluktaki iniikledn denatii- Anaftar Kutu
rEFONL Ve primer yapumakant e pririar
-
B =3 Garl primer
a1l
-E 2 o004, ik
o cEk sertezlandi
i B Prifier Lzamas 00 2. iplik
bl 53 polimerizasyon) sentiezlend|
= 2
IE 3 COTT gy ipiik
%3 santeziendi
il
i
Denatirasyon, grimer yapiEmas, 5
- primer Lzamasi B E:
3 v
R
0 It
] 2 ’.;._"
2
Tl
L Aipiikanlarn katlanarak arhy
2 {Hedefin artmasy
3
3

ek

Sekil 1: PZR hedef amplifikasyon

Basit olarak bir PZR reaksiyonu hedef DNA, iki oligonukleotid
primer, siya dayanikh DNA polimeraz, esit olarak karistiriimig
deoksiribonlkleotid trifosfatlar (ANTP, dATP, dCTP, dGTP ve dTTP),
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MgClz, KCI ve bir Tris-HCL tampon icermektedir. Kullanilacak iki primer
dizisinin amplifiye olacak ¢ift zincirli DNA dizisine uygun ve tipik olarak
yuzden birkag yuz baz cifte kadar degisebilen blyUkliktek hedef zinciri

cevreleyen Ozellikte olmasi gerekmektedir.

PZR isleminin basinda karisim hedef DNA’nin iki zincirinin
birbirinden ayrilmasi igin isitilir ve sonrasinda diziye spesifik primerlerinn
hedef DNA'ya yapismasi igin isi1 dusurtlir. DNA polimeraz enzimi daha
sonra baglanmis olan primeri 3’ ucundan baslayarak uzatir. Uzamig
primer uzantilari isitigma ile hedef DNA’dan ayrilir. Islem tekrar basa
doner ve orijinal gibi her bir Urin bir sonraki asamalarda olugsacak

baglanma ve uzamalarda kalip olarak kullaniimaktadir.

Her bir siklusun sonunda PZR Urunleri teorik olarak ¢ift zincir
seklinde olacaktir. Boylece hedef dizi reaksiyonu sonunda 2n kat (n=PZR
siklus sayisi) amplifiye edilmis olacaktir. Tum iglemler siklus sayilari,
reaksiyon karigim tutulacagl zaman ve is1 ayarlarini kontrol eden thermal
cycler denilen cihazda gergeklesmektedir. ideali, 20 siklus sonundaki 106
katlk amplifikasyona ulasma ve 30 siklus sonunda 109 katlk
amplifikasyon olusmasidir. Pratik olarak amplifikasyon, amplifikasyon
reaksiyonunun etkili bir sekilde optimize edilmemis olmasi veya ortamda
DNA polimeraz enzim inhibitorlerinin varligina bagli olarak etkili bir
bicimde gerceklesmeyebilmektedir. Boyle vakalarda, e amplifikasyon
etkinligi (0=e=1) ve n ise toplam siklus sayisi olmak uUzere toplam

amplifikasyon (1+e)n seklinde olusmaktadir.'®

PZR temel olarak tekrarlayan tic asamali bir ydntemdir. %

1. Denatiirasyon: Cift ipliki DNA’nin birkac saniye 94-96 °C isi ile tek
ipliki DNA’ya ayrilmasidir. Bazi calismalarda; amplifikasyon

sikluslari baglamadan 6nce 3-5 dakikalk bir 6n denatirasyon
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isleminin, 6zellikle denaturasyonu zor olan kalip DNA'lar icin yararli

oldugu bildirilmigtir.

2. Baglanma (anneling): Ornek, birkac dakika 30-60 °C’de tutularak,

primerin ssDNA’daki hedef bdlgelere hibridizasyonu saglanir.

baglanma isis1 sadece DNA/DNA eslesmesine imkan saglayacak
kadar yuksek olmalidir. Isi, primerlerin yapisi ve Temperature
melting (Tm) derecelerine gore hesaplanarak optimize edilebilirse
de yaklasgik olarak 20 b¢ uzunluguna sahip primerlerin kullaniimasi

halinde 54 °C olarak belirlenmesi optimal sonuglari vermektedir.

3. Uzama (extension): DNA zincirinin komplementerini sentezlenmesi

icin 65-72 °C'de birka¢ dakika beklenir. TagDNA polimeraz optimal
uzama isisinda (72-78 °C) 2000 nikleotid/dakika hizinda calisir.
Baglanma sikluslarini takiben, orijinal DNA segmenti yeni
komplementer DNA’lar ve yeni kalip DNA’lar olusturur. Boylece her
PZR siklusunda mevcut spesifik DNA miktari iki katina ¢ikmaktadir.
Bu iglem 30 defa tekrarlanarak milyardan fazla hedef DNA eldesi

mimkin hale gelir. &

2.8.1. Gergek Zamanli PZR

Gergek zamanh PZR'da hedef amplifikasyonu ve tespiti ayni
tpte es zamanh olarak olugsmaktadir. (Homojen) Bu sistem floresans
olusumunu moniterize eden, belirli optikleri olan 6zel thermal cycler cihazi
gerektirmektedir. Bilgisayralar her bir reksiyon ve siklusta olusan

amplifikasyonu gézlemleyen bir yazilim ile desteklenmektedir. (Kinetik) '
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Sekil 2: Gercek zamanl PZR amplifikasyon ¢izimi ve kullanilan terimler.

Sekil 2’de amplifikasyon semasi ve gergek zamanl PZR’da

kullanilan terimler verilmisgtir.

Amplifikasyon platosu her bir siklusta raportérden
kaynaklanan floresan sinyali go&stermektedir. Siklusun baslangicinda
floresan sinyalde kugUk degisiklikler olmaktadir. Bu baslangig sinyal
seviyesi plato igin baz ¢izgisi olarak tanimlanir. Baz ¢izgisi Uzerinde olugan

artislar biriken PZR drinlerinin tespitini gdstermektedir. 1%

En basit bicimde PZR Urlnleri ¢ift iplikli DNA’ya ayricalikli
olarak baglanan floresan boyanin kullanimi ile tespit edilebilmektedir.
SYBR Green | bu sistemlerde kullanilan boyalardan birisidir. (Sekil 3).
Boyanin baglanmadigi durumlarda floresan nispeten dusuktir. Boya cift
iplikli DNA’ya baglandigi zaman floresan ¢ok yukselir. Tespitin 6zgullugu
erime egrisi analizi ile arttirilabilir. Is1 yavasca yuUkseltildiginde

amplikonlarin ¢ift zincirleri birbirinden ayrilir ve floresan miktari azalr.
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Veriler donugsturdlir ve floresansin ilk tirevi y ekseni 1s1 ekseninde olacak
sekilde gosterilerek analiz edilir. Spesifik olarak amplifiye olmus olan
urtnler karakteristik ve bilinen bir erime piki (Tm) vereceklerdir. Primer
dimer ve diger spesifik olmayan uUrlnler ise farkli bir pik veya genis bir

erime isis1 piki vereceklerdir. 1%
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Sekil 3: Gergek zamanh PZR igin SYBR Green ile tespit.
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NUkleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans
sinyalinin Olgllmesiyle kisa surede, kantitatif sonug verebilen PZR
yontemidir. Ticari olarak gelistirilmis Ug¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar
LightCycler (Roche), TagMan (PE Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD) dir. 3

LightCycler sisteminin bir uygulamasinda yalnizca ¢ift zincirli
DNA’ya baglandiklarinda floresans veren boyalar (SYBR Green 1)
kullanilarak, amplifikasyona bagi DNA artigi, ortaya c¢ikan floresansin
miktar1 Olgulmektedir. Primerin baglanmasini takiben gergeklestirilen
uzama asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya
baglanan “SYBR green” miktari artmakta ve buna bagli olarak yayilan
floresans miktarinda artis gdzlenmektedir. Yontemde olusan olaylar

siraslyla Sekil 4,5,6 da gorilmektedir. 3

Sekil 4: Baslangi¢c asamasi.

Amplifikasyonun baslangicinda reaksiyon tupu iginde “SYBR
green’ primerler ve denatire edilmis DNA ayri ayri bulundugu igin floresan

yok denecek kadar azdir. &
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Sekil 5: Primerin hedef molekiile baglanmasi.
Primerlerin hedef molekile baglanmasini takiben az miktarda
“‘SYBR Green” ¢ift sarmal yapiya katilmakta ve bunun sonucu olarak

yayilan floresan miktari da az olmaktadr. 34

Sekil 6: Primer uzamasi.

Uzama agsamasinda yeni sentezlenen ¢ift sarmal DNA’nin
yapisinda gittikge fazla miktarda boya katilarak zaman iginde floresans

derecesinde artisa neden olmaktadir. 3

Bu uygulamada, floresans artisi her zaman spesifik
amplifikasyonu gostermeyebilir. Clnkd, ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan
SYBR Green ortamda hedef molekdlller olmadiginda, primerlerin kendi
aralarinda gergeklesecek olan baglanmalar (primer dimerleri) sonucunda
da vyapilya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu
olumsuz faktoru gidermek icin amplifikasyon uranlerinin “Melting Curve”
(erime egrisi) analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA, kendine 6zgi Tm
(cift sarmal DNA'nin %50’sinin tek sarmal hale gegmesi igin gerekli
sicaklik) degerine sahiptir. PZR amplifikasyonunun ardindan sicaklik
yavas yavas Yyukseltilerek belirli araliklarla tipteki floresan miktari

kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrilmaya baslayinca
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“‘SYBR Green” boya serbest kalmakta ve floresan miktari azalmaktadir.
Denaturasyon oldugunda floresan sinyal aniden dusmektedir. Erime
egrisinden vyararlanilarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir.
Klinik 6rnege ait Tm derecesi, ayni kogullarda igleme alinan pozitif kontrol
Tm derecesi, ayni kosullarda isleme alinan poztif kontrolin Tm

derecesiyle karsilastirilarak, PZR sonucunun dogru ve hatali olduguna

karar verilmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

Agustos 2006 — Eylul 2007 tarihleri arasinda polikliniklere
basvuran hastalarin idrar 6rneklerinde, idrar yolu enfeksiyonu tanisi alan
hastalardan klasik yontemlerle E.coli bakteri identifikasyonu, Vitek-32
sistem ile antibiyotik duyarliligi incelemesi ve GSBL varliginin fenotipik
olarak tespiti ve molekller yontem olarak PZR ile adezin virulans faktorleri

ve GSBL genleri ydnunden aragtirild..

Arastirma icin 50 GSBL pozitif, 50 GSBL negatif olan toplam

100 hastada E.coli adezin virulans genleri ve GSBL genleri arastirildi.
3.1. E.colinin Tanimlanmasi

Hastalardan alinan idrar orneklerinde ayni anda biyokimyasal

ve mikrobiyolojik ¢calismalar yapildi.

Biyokimyasal olarak idrar dérneklerinde lokosit esteraz ve nitrit
reaksyonlarina bakildi. Pozitif reaksiyonlar Idrar Yolu Enfeksiyonu olarak
deg@erlendirildi. bu idrar o6rnekleri santriflj edilerek Gram ve Giemsa
boyama yapildi. Gram boyama ile GN bakteriler goruldu. Giemsa ile hucre

morfolojisi (I6kosit, polimorfo nikleer I6kositler) incelendi.

Mikrobiyolojik olarak ayni idrar orneklerinden otomatik
pipetlerle 10 pl idrar 6rnegi Kanli ve EMB agara ekildi ve 6ze ile agar
yuzeyine yayildi. 24-48 saat sure ile 37°C inkUbasyona birakildi. 24 saat
sonra ilk kontrol degerlendirmesi yapildi. Son degerlendirmede kultur ve

boya érnekleri birlikte degerlendirildi.

Ureme olan kiiltiirlerde koloni saymlari yapilarak 10° cfu/ml
bakteri idrar yolu enfeksiyonu olarak isimlendirildi. Kultirden alinan
suglardan yeniden Gram bayama yapilarak dogrulanma yapildi. Sonra
kdlturden Kligler besiyerine yatay ve dikey yapildi. 4-5 saat sonra

kontaminasyon kontrolu, glukoz kullanimi, gaz olusumu, H,S reaksiyonuna
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bakildi. Ayrica indol, sitrat ve voges-proskauer reaksiyonlarina bakilarak

24 saat sonra de@erlendirildi.

Kligler besiyerinden alinan suglar antibiyogram
degerlendirilmesi i¢cin GNS 121 Kkartlarina ¢ekildi. Vitek-32 cihazi ile
calisildi ve GSBL ureten suglar “GSBL pozitif’ olarak, GSBL Uretmeyen
suslar “GSBL negatif” suglar olarak raporlandi. GSBL pozitif olan suslar
Kliglerden alinarak Tripticase Soy Broth (%20 Gliserol igeren) besiyerine

inokule edilerek 24 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasi -20°C’de donduruldu.

Vitek-32 cihazi Collage of American Pathology tarafindan
yilda 4 kere dis kalite kontrol, E.coli ATCC 25922 kontrol suslari
kullanilarak ayda bir kez internal kalite kontrol yapilarak antibiyogram

sonuglari test edilmektedir.

GSBL pozitif olarak tespit edilen bakteriler ve GSBL negatif
olan bakterilerin gen arastiriimasi icin SYBR Green ile PZR testi

uygulandi.

statistiksel degerlendirmede SPSS 10.0 programinda X»
testi kullaniimistir. Istatistiksel analiz igin p<0.05 istatistiksel anlamlilik

duzeyi olarak kabul edilmigtir.

3.1.1. Otomatize Sistem Vitek ile Antibiyotik Duyarlilik

Testleri ve E.coli Suslarinda GSBL Uretiminin Tanimlamasi

Otomatize bir sistem olan Vitek sistemi (bioMerrieux-Fransa)
bakterilerin identifikasyon ve antibiyotik duyarlilk testlerini yapmak igin
kullaniimistir. Bu sistem, identifikasyon iglemini igerdigi biyokimyasal
testierle gergeklestirmektedir.  Uretici firmanin 6nerilerine gdére 0,5
McFarland bulanklijinda bakteri sUspansiyonu kullanilarak GNS121
duyarlilk kartlari ile yapidi. Kalite kontrol kdkeni olarak E.coli ATCC-
25922 kullanildi. GN bakteri identifikasyonuna yodnelik GNS kartlari
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bulunmaktadir. Bu kartlarla MiK 8lcim yapilan antibiyotikler ve kullanilan
Vitek-32 GNS 121 kart icerigi Tablo 3’de belirtilmistir.

Tablo 3: Vitek-32 GNS 121 Kart igerigi

AMIKASIN
AMOKSISILLIN-KLAVULANIK ASIT
AMPISILLIN

SEFAZOLIN

SEFOTETAN

SEFTAZIDIM

SEFTRIAKSON

SIPROFLOKSASIN

GENTAMISIN

IMIPENEM

NITROFURANTOIN
PIPERASILLINTAZOBAKTAM
TOBRAMISIN
TRIMETOPRIM/SULFOMETAKSAZOL
LEVOFLOKSASIN
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-
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-
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-
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3.1.2. E.coli Suslarinda GSBL Uretiminin Fenotipik
Yontemler ile Saptanmasi

3.1.21. Disk Difiizyon Yontemleri ile Saptanmasi

3.1.21.1. Tarama Testi

E.coli izolatlarinda CLSIin Onerilerine uygun olarak GSBL

varli§inin arastiriimasi icin tarama testi yapilmistir. 1"’

Caligsmaya alinan bakterilerin 0,5 Mc Farland eseline uygun
Triptik Soy Broth iginde hazirlanan sUspansiyonlari Mueller-Hinton Agar
(MHA) ylzeyine yayildi. Agar yuzeyine seftriakson (30 ug), sefotaksim (30
Mg), seftazidim (30 ug), aztreonam (30 ug), amoksisilin + klavulanik asit

(30 pg), sefoksitin (30 pg), sefepim (30 pg), tikarsilin — klavulanat (85 pg)
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ve ertapenem (10 pg) diskleri yerlestirildi (Sekil 7). Plaklar 18-24 saat
35°C’de inkiibe edildikten sonra antibiyotiklere ait inhibisyon zon ¢aplari
Olglld .

CLSI 6nerilerine gore inhibisyon zon gapinin seftriakson igin
= 25 mm, sefotaksim ve aztreonam igin = 27 mm, seftazidim igin = 22 mm

olmasi durumunda tarama testi olumlu olarak kabul edildi. '’

Sekil 7: GSBL pozitif E.coli suslarina uygulanan Disk Difiizyon Te sti

Antibiyotiklerinden herhangi birine karsi direncli veya

duyarhligi azalmig olarak saptanan 22 adet sugsa dogrulama testi yapild.
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3.1.2.1.2. Dogrulama Testi

Seftazidim/klavulanat ve Sefotaksim/klavulanat kombine
disk difizyon testi

Disk difuzyon ydnteminde CLSI dnerilerine uygun olarak 0,5
Mc Farland eseline uygun hazirlanan bakteri sispansiyonu yayillan MHA
plaklarina klavulanik asit iceren ve icermeyen sefotaksim ve seftazidim
diskleri  yerlestirilerek  test  uygulandi.  Testte  ticari  olarak
Sefotaksim/klavulanat (30ug/10ug) ve Seftazidim/klavulanat (30ug/10ug)
kombine diskleri kullanildi. 18-24 saat 35°C’de inkibasyondan sonra
klavulanik asit iceren ve icermeyen disklerin etrafindaki inhibisyon zonlari
Olgulerek karsilastirildi. Kombinasyon diskleri etrafindaki inhibisyon zonu,
klavulanik asit icermeyen disk etrafindaki inhibisyon zonuna kiyasla 5 mm
veya daha genislemis veya zon ¢apinda %50 genisleme olmussa, suslar
GSBL iretimi agisindan olumlu kabul edildi. (Sekil 8). "7

Sekil 8: CAZ-CLA ve CTX-CLA kombine disk diflizyon te sti GSBL pozitif E.coli Susu
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3.1.3. PZR igin DNA Ekstraksiyonu

Kanli agar uzerinde Uretilen suglar, 500 pl steril distile su
icerisinde suspanse edildikten sonra 5000 rpm de 5 dk santriflije edilerek
ustteki sivi dokuldi. Cokeltinin Gzerine 400 pl erime tamponu (20mM Tris-
HCI, 140 mM NaCl, 5 mMEDTA, pH=8.5) ve 10 ul Pronase E (Serva,
Almanya) konuldu ve 42 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Lize olan
bakterilerden DNA  ekstraksiyonu, fenol-kloroform  yontemi ile
gerceklestirildi. Bu amagla, suspansiyon uzerine 300 ]
fenol:kloroform.izoamil alkol (25:24:1) eklenerek vortekslend ve 12000
rpom’'de +4 °C’de 10 dk siire ile santrifiijlendi. Ustteki faz ayri bir eppendorf
tUpUune alindi, Uzerine 600 pl isopropil alkol eklenerek vorteksleme ve
santrifij basamaklari tekrarlandi. Stpernatanti dokulen tip Gzerine %75
etanol konularak DNA tekrar 12000 rpm’de +4 °C’de 5 dk santrifilj islemi
uygulandi ve alkol dokuldikten sonra tupler kurutuldu. Elde edilen DNA,
500 pl TE tamponu (10mM Tris-HCI, 50 mM EDTA) igerisinde 37 °C’de 10
dk kadar inkube edilerek suspanse edildi. elde edilen DNA ornekleri

calisma yapilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.4. GSBL ve E.coli Virulans Faktorleri Genlerinin PZR

ile Analizi

SYBR Green |l ile Erime Egrisi Analizi

DNA ekstraksiyonu yapilmig olan butin ornekler Mx 3000P
(Stratagene, ABD) cihazi kullanilarak SYBR Green | ile Erime Egrisi
Analiz ile test edildi. Bu amacla herbir 6rnek icin asagidaki Master Miks ve

oligonukleotidler kullanild1.

10X reaksiyon Buffer 2,5l
MgClI2 (25 mM) 6,0 ul
dNTP (2,5 mM) 2,0l
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PrimerSense ve Antisense (10 pmol) 1 pl

SYBR Green | (50X) 0,5 pl
Hotstart Taqg DNA polimeraz (5 U/ ul) 0,2 ul
Distile Su 7,8 ul
Ornek DNA’s| 5,0l

E.coli, SYBR Green | Erime Egrisi analizi icin kullanilan

oligonukleotidler DNA dizileri tablo 4’de gdsterilmistir.

Tablo 4: Calismada kullanilan DNA dizileri

Gen Primer dizisi
TEM *° F: KACAATAACCCTGRTAAATGC
R: AGTATATATGAGTAAACTTGG
SHv F: TTTATCGGCCYTCACTCAAGG
R: GCTGCGGGCCGGATAACG
CTX-M ™ F: ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC-3

R:ATCACKCGGRTCGCCXGGRAT-3
K=Gor T; N=Tor C; R=A or G; Y=Cor T; X (inosine)=A,C,GORT

Pap (P fimbria) °’ GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
Sfa (S fimbria) *’ CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC

CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA

fimA (Tip 1 Fimbria) GTTGTTCTGTCGGCTCTGTC
ATGGTGTTGGTTCCGTTATTC

Yukarida agiklandigi gibi hazirlanan ornekler optik tuplere
dagitildiktan sonra SYBR Green | ile Erime Egrisi Analizi i¢cin ayni cihaza
yerlestirildi. Daha sonra asagidaki program ile 40 siklus yapilarak PZR
islemi gercgeklestirildi ve program sonuna eklenen Erime Egrisi analizi ile

test tamamland..
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On denatiirasyon ve Taq DNA aktivasyonu 5 dk

Denaturasyon 15 saniye
} 40 Cycles
DNA sentezi 1dk
Erime Egrisi Analizi 0.1 °C/saniye 559C ? 95°C

3.2. Calisma esnasinda kullanilan alet ve sarf malzemeler

Bakteri identifikasyonu icin kullanilan makine ve techizat

Etuv

Vitek 32 cihazi

Buzdolabi

Derin dondurucu

Mikroskop

Antibiyotik  diskleri  (Seftazidim (CAZ), Seftriakson (CRO),
Amoksisilin/Klavulanik asit (AMC), Sefoksitin (FOX), Sefotaksim
(CTX), Aztreonam (ATM), Sefepim (FEP), Tikarsilin /Klavulanik Asit
(TIM),Ertapenem (ETP), Seftazidim /Klavulanik Asit (CAZ+CLA),
Sefotaksim /Klavulanik Asit (CTX+CLA)),

Serum fizyolojik ¢ozeltisi,

Eklvyon cubuk,

Mueller Hinton agar besiyeri,

Cam tipler,

Vitec-32 antibiyotik kitleri,

Kligler besiyeri,

IMVIC testi,

Gram boya, giemsa boya,

Kanli agar besiyeri,
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invisorb spin bacteria mini kit,
Fermentase taq polimeraz,

6 farkli primer gifti,

dNTP,

PCR tipu,

Pipet uclari,

DNA ladder,

Loadding Dye,

Agaroz,

Tae buffer,

Etidyum bromdr,
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4. BULGULAR

Agustos 2006 — Eylul 2007 tarihleri arasinda polikliniklere
basvuran hastalarin idrar 6rneklerinde, idrar yolu enfeksiyonu tanisi alan
toplam 100 hastada klasik yontemlerle E.coli tanisi konulmasi, bu
orneklerde fenotipik ve otomatize ydntemlerle antibiyotik duyarhligina
bakilarak 50 GSBL pozitif, 50 GSBL negatif 6rneklerde molekuler

yontemlerle E.coli virulans genleri ve GSBL genleri varligi arastiriimistir.

4.1 GSBL Pozitif Suslarda Bulgular

GSBL poztif bulunan 50 susun 50’si (%100,0) ampisillin,
seftazidim, seftriakson’a kargi direngli bulunmus, 50’sinde (%100,0) ise
sefotetan ve imipenem’e duyarli oldugu belirlenmistir. Suslarin diger
antibiyotiklere direng ve duyarliliklari Tablo 5'te, yuzde oranlari Sekil 9’da

gOsterilmistir.

Tablo 5: GSBL pozitif suglarda antibiyotik diren¢ ve duyarlik oranlan

Antibiyotik Adi Direng Duyarls

n % n %
Amikasin 3 6,0 47 94,00
Gentamisin 19 38,0 31 62,0
Tobramisin 41 82,0 9 18,0
Amoksisillin —Klawlanik Asit 43 86,0 7 14,0
Ampisillin 50 100,0 0 0,0
Sefazolin 48 96,0 2 4,0
Sefotetan 0 0,0 50 100,0
Seftazidim 50 100,0 0 0,0
Seftriakson 50 100,0 0 0,0
Siprofloksasin 41 82,0 9 18,0
imipenem 0 0,0 50 100,0
Nitrofurantoin 1 2,0 49 98,0
Levofloksasin 40 80,0 10 20,0
Piperasillin/Tazobaktam 11 22,0 39 78,0
Trimetoprim/Sulfametaksazol 32 64,0 18 36,0
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GSBL Pozitif Suslarin Antibiyotik Duyarlik ve Direng Yiizdeleri

100.0
20,0
80,0
70,0
50,0
30,0
40,0
30,0
20,0
100

0.0
#

‘1\ '\‘? \"F 1?5’ o é\b '\@ 'éfr ‘;* R.¢ ,;,'f’ '?e 4'9
CSFSTTFSFFE " & q“{\ & F &
W & &#?sc,eaéﬁy‘;o_ég \éé&&ﬁ & &

o 8 & & F
< S 8
&
W <

Sekil 9: GSBL enzimi ureten E.coli izolatlarinin Vitek yontemi ile kullanilan

antibiyotiklere direnglilik ve duyarhliklarinin yiizde (%) oranlari

GSBL poztif suglarda disk difizyon yontemi ile yapilan
tarama testinde bitin suglar Ertapeneme duyarli olarak tespit edilmigtir.
Tarama testinde supheli olarak belirlenen suslarda kombine disk difuzyon

yontemi ile dogrulama testleri yapimistir.

Vitek ile GSBL pozitif tespit edilen 50 adet susun CLSI
Onerileri dogrultusunda tarama ve dogrulama testi sonucu bulgulari Tablo
6'da gosterilmektedir. Cift disk sinerji testinde 50 adet susun 44’lnde
(%88) GSBL pozitif, kombine disk difuzyon testinde 50 susun 45’inde
(%90) GSBL pozitif bulunmustur.
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Tablo 6: Disk Diflizyon Yontemleri ile dogrulama bulgular

Sus No

CTX

CAZ

CRO

ATM

FEB

ESBL

+

Sus No

CTX

CAZ

CRO

ATM

FEB

ESBL

26

+ |+ |+

+ |+ |+

+ |+ |+

27

28

+ |+ |+

+ |+ |+

+ |+ |+

+ |+ |+

29

30

31

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ ]+ [+ ]+ ]+
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+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ||+ [+ ]+
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=
w
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+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ [+

[N
SN
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=
(%]
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=
)]

40

+ |+ |+ [+ |+ |+ ]+ |+ ]+ ]+

+ |+ |+ ]+ |+ ]+ ]+ ]+

+ |+ |+ [+ ]+ |+ ]+ ]+

=
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+ |+ |+

+ |+ |+

+ |+ |+

+ |+ |+

+ |+ |+
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=
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=
©

43

N
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N
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+ [+ [+ [+ |+ |+ [+

N
N
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N
w

47

N
S

48

N
wv

+ |+ [+ [+ [+ ]|+ [+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ ]+ |+ ]+

+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+
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49

50

+ |+ |+ [+ ]+ |+ |+ ]+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ [+ ]+ |+ ]+ |+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ [+ ]F [+ ]+ ]|+ ]+ F |+ ]+ ]+ |+

+ |+ |+ [+ ]+ |+ ]+ |+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ ]+ [+ ]+ ||+ ]+ + ]+ ]+ |+

GSBL poztif bulunan 50 adet E.coli suglarinin GSBL genleri
poztifligi ydonunden; 45’inde (%90,0) TEM geni, 6'sinda (%12,0) SHV geni,
30’'unda (%60,0) CTX-M geni bulunmustur. Ayrica bu suglarin 15’'inde
(%30,0) pap, 35'inde (%70,0) fim-A, 3'unde (%6,0) sfa virulans faktorleri

pozitif bulunmustur. 3 susta calismamizda kullanilan GSBL genleri ve

E.coli virdlans faktorlerinden hi¢ biri bulunamamistir. Suslarda GSBL

genleri ve virulans faktorleri negatif bulunma sayi ve yuzde oranlari Tablo

7’de gosterilmistir.
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Tablo 7: GSBL (+) E.coli’lerde GSBL Genleri ve Virulans faktorlerinin oranlari

TEM SHV CTX-M pap fimA Sta
SAYI| % |SAYI| % |SAYI| % | SAVI % |SAYI| % |SAYI| %
POZITIF 40 %0 o 1200 300 60,0 5 000 31 000 3 60
NEGATIF S 1008 44 880F 200 40 33 000 1] 3000 47 940
50 50 50 50 50 50

Calsmamizda kullanilan GSBL poztif 50 adet E.coli
suglarinda, GSBL genleri ve E.coli virulans faktorlerinin bulunma durumlari

Tablo 8’de gosterilmektedir.

Tablo 8: GSBL pozitif suslarda GSBL Genleri ve E.coli virulans faktorleri bulunma

durumu
GSBL Genleri E.coli Virulans faktorleri GSBL Genleri E.coli Virulans faktorleri

{ZOLATLAR| TEM | SHV |CTX-M pap | fimA | Sfa [ZOLATLAR| TEM | SHV |CTX-M pap | fimA | Sfa

1 + + - - + 26 + + + + -

1 + + - - - M + - +

3 + - - - - - 28 + + - +

4 + + + - + - 29 + + +

5 + . + + - 30 -

6 + + + - + - 31 + . . .

7 + - - - - RN + . + + +

8 + + - + - 33 + + +

9 - - - - H + + + - +

10 + + + + + + 35 + - + +

1 + + + 36 + + +

12 + + + 3 + + +

13 + + 38 +

1 t o B B 3 ¥

15 t il L 40 ¥ T

16 + - + |+ . 4 - . + + +

17 + + - + - 42

18 + + - - + - 4 + + + - +

19 + 44 + + +

20 + + - + - 45 - - + +

n + - 46 + .

n + - + 47 + + + +

3 + + + 48 + + +

U + + + 49 + + +

5 + + 50 + +
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GSBL pozitif bulunan 50 adet E.coli suslarinda; bir susta ayni
anda birden fazla GSBL geni bulunma durumlari incelendiginde; 6’sinda
(%12,0) TEM ve SHV geni, 28’'inde (%56,0) TEM ve CTX-M geni, 5’inde
(%10,0) SHV ve CTX-M geni ve 5’inde (%10,0) TEM, SHV ve CTX-M geni
birlikte bulunmus olup bulunma sayi ve yuzde oranlari Tablo 9 ve S$ekil
10’da gosterilmistir.

Tablo 9: GSBL pozitif E.coli suslarinda bir susta ayni anda birden fazla GSBL

geninin bulunma durumlar.

TEM + SHV | TEM + CTX-M | SHYV + CTX-M | TEM+SHV+CTX-M
n % n % n % n %
|Pozitif 6 12,0 28 56,0 5 10,0 5 10,0

GSBL Pozitif Ayni Susta Birden Fazla GSBL Geni
Bulunma Oranlar
100
75
56
50 '
= POZITIF
25 -
12 10 10
1N I N
TEM+SHY TEM+CTX-M SHV-CTK-M TEM+SHV+CTX=M

Sekil 10: GSBL Pozitif suglarda GSBL genlerinin ayni suslarda birlikte bulunma
oranlari
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GSBL pozitif bulunan E.coli suglarinda bir susta ayni anda
birden fazla E.coli virulans faktorlerinin bulunma durumlari incelendiginde;
14’Unde (%28,0) pap ve fimA, 2’sinde (%4,0) pap ve sfa, 2’sinde (%4,0)
fimA ve sfa ve 2’sinde (%4,0) pap, fimA ve sfa virulans faktorleri birlikte
bulunmus olup bulunma sayi ve ylzde oranlari Tablo 10 ve Sekil 11’de

gosterilmistir.

Tablo 10: GSBL pozitif E.coli suglarinda bir susta ayni anda birden fazla virulans
faktorii bulunma durumlari.

pap + fimA pap + Sfa fimA + Sfa pap + fimA + Sfa
n % n % n %o n %
|Pozitif 14 28,0 2 4,0 2 4,0 2 4,0

GSBL Pozitif Ayni Susta Birden Fazla Virulans Faktorii Bulunma
Oranlan
100
75
50
= POZITIF
28
25
4 4 4
0 == P —
PAP+FIM-A PAP+SFA FiM-A+SFA PAP+FIM-A+SFA

Sekil 11: GSBL pozitif suslarda ayni susta birden fazla virulans faktorii bulunma
oranlarn
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4.2 GSBL Negatif Suslarda Bulgular

50 adet GSBL negatif E.coli suslarinin GSBL genleri
pozitifligi yonunden; 50’sinde (%100,0) TEM geni, 11’'inde (%22,0) SHV
geni bulunmus, ancak higbir susta CTX-M geni bulunamamistir. Ayrica
20’sinde (%40,0) pap, 37’sinde (%74,0) fim-A, 13’Unde (%26,0) sfa
virulans faktorleri pozitif bulunmustur. Bu sugslarda GSBL genleri ve
virulans faktorleri pozitif ve negatif bulunma sayi ve yuzde oranlari Tablo
11’da gosterilmistir.

Tablo 11: GSBL negatif E.coli suglarinin GSBL genleri ve Virulans faktorlerinin

oranlari
TEM SHV CTX-M pap fimA Sfa
SAYI % SAYI % SAYI % SAYI % SAYI % SAYI %
POZITIF 50f 100,0) Iy 22,0 0 0,0 20) 40,0 3 74,0 13 26,0
INEGATIF 0 0,0 391 78,0 50 100,0] 30] 60,0 13 26,0 3N 74,0
50 50 50 50 50 50
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virulans faktorleri bulunma durumlari Tablo 12’da gosterilmektedir.

50 adet GSBL negatif E.coli suglarinda GSBL genleri ve

Tablo 12: GSBL negatif E.coli suslarinin GSBL genleri ve virulans faktorlerinin

bulunma durumu

GSBL Genleri | E.coli Virulans faktérleri GSBL Genleri | E.coli Virulans faktdrleri

IZOLATLAR | TEM | SHV |CTX-M pap | fimA | Sfa IZOLATLAR| TEM | SHV [CTX-M pap | fimA | Sfa

1 + . + + 26 + - - +

1 + + u + +

3 + + B + +

4 + + + 29 +

5 + + + 30 +

6 + + + k)| + +

7 + + + + N + +

8 + + + + B +

9 + + + + k' + +

10 + + + + 3 +

11 + + + 36 + +

12 + + 37 + + +

13 + + + 3 + + +

14 + + 3 + +

15 + 40 + + + +

16 + + + + + 41 + + + + +

17 + + + + + 4 + +

18 + + 4 +

19 + + 4 + +

0 + 45 + + + +

A + + 46 + +

1 + + + 47 + + + +

3 + + 48 + + + +

J + + 49 + + + +

2 + + 50 + +
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50 adet GSBL negatif E.coli suslarinda; bir susta ayni anda
birden fazZla GSBL geni bulunma durumlari incelendiginde; 11’inde
(%22,0) TEM ve SHV geni bulunmus, ancak hi¢bir susta TEM ve CTX-M
geni, SHV ve CTX-M geni ve TEM, SHV ve CTX-M geni birlikte
bulunamamig olup bulunma sayi ve yuzde oranlari Tablo 13’ ve Sekil
12’de gOsterilmistir.

Tablo 13: GSBL negatif E.coli suslarinin bir susta ayni anda GSBL geni bulunma

durumlari.
TEM + SHV | TEM + CTX-M | SHV + CTX-M | TEM+SHV+CTX-M
n % n % n % n %
|Pozitif 11 22,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

GSBL Negatif Ayni Susta Birden Fazla GSBL Genlerinin
Bulunma Oranlan
100

75
50

® POZITIF

25 i

0

TEM+SHW TEM+CTX-M SHV-CTX-M TEM+SHV+CTH-M

Sekil 12: GSBL negatif E.coli suslarinda bir susta ayni anda GSBL geni bulunma
oranlar

50 adet GSBL negatif E.coli suslarinda; bir susta ayni anda
birden fazla virulans faktéri bulunma durumlari incelendiginde; 16’sinda
(%32,0) pap ve fimA, 9’unda (%18,0) pap ve sfa, 10’'unda (%20,0) fimA ve
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sfa, 8’inde (%16,0) pap, fimA ve sfa virulans faktorleri birlikte bulunmusg
olup bulunma sayl ve ylzde oranlari Tablo 14’ ve Sekil 13'da
gosterilmistir.

Tablo 14: GSBL negatif E.coli suslarinda bir susta ayni anda birden fazla virulans
faktori bulunma durumlari.

pap+fimA pap+sfa fimA+sfa pap+fimA+sfa
n % n % n % n %
Pozitif 16 32,0 9 18,0 10 20,0 8 16,0

GSBL Negatif Ayni Susta Birden Fazla
Virulans Faktori Bulunma Oranlari
100
75
50
33 ® POZITIF
25 . 18 20 -
: H H =
PAP+FiM-A PAP+SEA FiM-A+5FA PAP+FIM-A+5FA

Sekil 13: GSBL negatif E.coli suslarinda virulans faktorlerinin birlikte bulunma
oranlan

4.3 E.coli Suslarinda PZR c¢aligmalarinin Erime Egrisi

Analizi Egrileri

Orneklerin SYBR Green | kullanilarak yapilan PZR calismasi

ile Erime Egrisi Analizi ile dogrulama egrileri hazirlandi.

GSBL poztif bulunan E.coli suslarinin GSBL genlerinin
saptanmasi SYBR Green kullanilarak PZR yapildi ve bu ¢alismada Erime
Egrisi Analizi ile dogrulama egrileri hazirlandi.
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TEM genine ait saptanan amplifikasyon grafigi ve dagilim

egrisi analizi Sekil 14’de gosterilmistir.

Amplification Plots

Fluorescance (dR)

Sekil 14: TEM amplifikasyon grafigi egrisi

TEM pozitif érneklerde erime isisiI 72 °C olarak saptanmig
olup Sekil 15'de gosterimektedir.

Dissociation Curve

Fluorescance (-R'(T))

Temparaturs {*C)

ekil 15: pozitif ornekler ve ik erime 1sisi
kil 15: TEM itif drnekl 72 °C’lik eri
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CTX-M genine ait saptanan amplifikasyon grafigi ve dagilim

egrisi analizi Sekil 16’de gosterilmistir.

Amplification Plots

Fluorescence (dR)

Sekil 16: CTX-M amplifikasyon grafigi egrisi

CTX-M poxzitif drneklerde erime isis1 92 °C olarak saptanmis

olup Sekil 17°de gosterilmektedir.

Dissociation Curve

Fluorescence (-R'(T))

58 58 ] &2z a4 88 88 ] 72 T4 78 7= &0 a2 B4 ] 85 50 =2 54
Temperature (*C}

Sekil 17: CTX-M pozitif 6rnekler ve 92 °C erime Isisi
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SHV genine ait saptanan amplifikasyon grafigi ve dagilim

egrisi analizi Sekil 18’te gosterilmigtir.

Amplification Plots

sz0004 e o [ [ oo Lo e Lo P [ Lo L [ SRR O R Lo

Fluorescence (dR)

t
s
m
w
2l
[
=
@

18 20 Iz 24 28 28 30 32z 24 kil 38 40|

Sekil 18: SHV amplifikasyon grafigi egrisi

SHV pozitif érneklerde erime isis189 °C olarak saptanmis

olup Sekil 19°da gosterilmektedir.

Dissociation Curve

Flugrescence (-R'(T))

Temparature (*C)

Sekil 19: SHV pozitif orneklere aitegriler ve 89 OC’lik erime isisi
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fim-A virulans faktdrine ait saptanan amplifikasyon grafigi ve

dagihm egrisi analizi Sekil 20’de gosterilmistir.

Amplification Plots

16000

15000

14000

13000

12000

11000

10000

Flusrescence (dR)

Sekil 20: fimA amplifikasyon grafigi egrisi

fimA poxzitif rneklerde erime 1s1s1 90 °C olarak saptanmis
olup Sekil 21’de gdsterilmektedir.

Dissociation Curve

Fluorescence {-R' (T))

55 52 -] [~ 2] -] ] TO T2 T4 T 7= 0 =2 B4 ) -] 50 52
Temperature {*C)

ekil 21: fim A pozitif 6rneklere ait egriler ve ik erime 1sisI
Sekil 21: fim A itif drnekl itegril 90 °C’lik eri
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pap virulans faktorline ait saptanan amplifikasyon grafigi ve
dagihm egrisi analizi Sekil 22’de gosterilmistir.

Amplification Plots

Fluorescence (dR)

Sekil 22: pap amplifikasyon grafigi egrisi

pap pozitif drneklerde erime 1sis1 82 °C olarak saptanmis
olup Sekil 23’'de gosterilmektedir.

Fluorescence (-R' (T})

58 3 8l 82 84 a8 a8 7O 72 T4 78 T8 80 82 24

Tempersture (°C

ekil 23 : pap pozitif orneklere ait egriler ve 82°C’lik erime Isisi
g
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sfa virulans faktérine ait saptanan amplifikasyon grafigi ve
dagilim egrisi analizi Sekil 24’de gosterilmistir.

Amplification Plots

Fluorescance (dR)

Sekil 24: sfa amplifikasyon grafigi egrisi

sfa poZitif drneklerde erime isis1 87 °C olarak saptanmis

olup Sekil 25'de gosterilmektedir.

Dissociation Curve

Fluorescence (R’ (T})

55 58 &0 &2 B4 &8 88 T T2 T4 T8 T8 80 &2 B4 5 28 =0 E= N
Temperature (*C)

Sekil 25 : sfa pozitif rneklere ait egriler ve 87°C’lik erime 1sisi
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4.4 E.coli Suslarinda Genlerin Agaroz Jel Elektroforez
Calismasi

GSBL poztif suslarda GSBL genleri ve E.coli virulans
faktorlerine ait genlerin agaroz jel elektroforezde dagiimi sekil 26’da

gOsterilmektedir.

Sekil 26 : GSBL genleri ve virulans faktorleri jel elektroforezde dagilimi sirasiyla
CTX-M, ’e ait 2 6rnek, fimA’ya ait 2 6rnek, TEM’e ait 3 6rnek, sfa’ya ait 2 ornek,
SHV’ye ait 3 6rnek ve pap’a ait 2 6rnek gosterilmisgtir.

Srrasi; 100 bp marker, 1-1, 1-4, 2-2, 2-4, 3-4, 3-5, 3-6, 4-1, 4-2, 5-4, 5-5,
5-6, 6-1, 6-4, 100 bp marker
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4.5 istatistiksel Degerlendirme

Bu calismada SPSS 10.0 programi kullanilarak Ki-Kare testi

ile veriler istatistiksel olarak degerlendirmeye alindi.

GSBL pouztif E.coli suslarinda molekuler olarak yapilan

incelemelerde GSBL ve virulans faktorleri genlerinin kendi aralarinda ve

birbirleri aralarinda, virulans faktorleri ve GSBL genlerinin antibiyotiklere

olan iligkileri istatistiksel olarak arastiriimistir.

50 adet GSBL pozitif suslarda E.coli virulans faktorleri ile

GSBL genleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0,003) bir iliski

oldugu saptandi ve Tablo 15'te gosterilmistir.

Tablo 15: GSBL pozitif suslarda E.coli virulans faktorleri ile GSBL genleri arasinda

iligki bulunmalari.

GSBL Genleri

Negatif  |Pozitif Toplam
Sayi 3 10 13
Negatif Bek_lenen Say!i 0,8 12,2 13,8
VF Iginde Ylizdesi % 23,1 76,9 100,0
Virulans Faktérleri GSBL igindeki Yizdesi % 100,0 21,3 26,0
Sayi 0 37 37
Pozitif Bek_lenen Say!i 2,2 34,8 37
VF Icinde Yuzdesi % 0,0 100,0 100,0
GSBL igindeki Yuzdesi % 0,0 78,7 74,0
Sayli 3 47 50
Toplam Bekllenen Say!i 3 47 50,8
VF Iginde Yizdesi % 6,0 94,0 100,0
GSBL igindeki Yizdesi % 100,0 100,0 100,0

Pearson Ki-Kare degeri; p=0.003 bulunmus olup p<0.05
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50 adet GSBL pozitif suslarda virulans faktorleri ile GSBL

genleri bulunmasi arasindaki iligki incelendiginde; suslarda virulans faktoru

bulunmasi ile CTX-M geninin bulunmasinin istatistiksel olarak anlamli

(p<0.0001) bir iligki oldugu saptanmig ve Tablo 16’da gdosterilmistir.

Tablo 16: GSBL pozitif suslarda E.coli virulans faktorleri ile CTX-M genleri arasinda

iliski bulunmalari.

CTX-M

Negatif |Pozitif Toplam
Sayi 11 2 13
Negatif Bek_lenen Sayi 52 7,8 13
VF Iginde Ylzdesi % 84,6 15,4 100,0
. . CTXM igindeki Ylzdesi % 55,0 6,7 26,0
Virulans Faktorleri Sayi 5 8 37
Pozitif Bek_lenen Say!i 14,8 22,2 37
VF Icinde Yizdesi % 24,3 75,7 100,0
CTX-M igindeki Ylzdesi % 45,0 93,3 74,0
Sayi 20 30 50
Toplam Bek_lenen Sayi 20 30 50
VF Iginde Yizdesi % 40,0 60,0 100,0
CTX-M igindeki Ylzdesi % 100,0 100,0 100,0

Pearson Ki-Kare degeri; p=0.0001 bulunmus olup p<0.05

50 adet GSBL poztif suslarda CTX-M geni ile virulans

faktorlerinden fimA arasinda istatistiksel olarak anlamli (p< 0,002) bir iligki

oldugu saptanmig ve Tablo 17’te gosterilmistir.

Tablo 17: GSBL pozitif suslarda fimA ile CTX-M genleri arasinda iligkilendirme.

CTX-M
Negatif |Pozitif Toplam
Say!i 26 9 35
Negatif Bekle_nen Say!i 21 14 35|
fimA Iginde Yuzdesi % 74,3 25,7 100,0
fimA CTX-M igindeki Yuzdesi % 86,7 45,0 70,0
Say!i 4 11 15
... |Beklenen Sayi 9 6 15
Pozitif — — -
fimA Iginde Yizdesi % 26,7 73,3 100,0
CTXM igindeki Yizdesi % 13,3 55,0 30,0
Sayi 30 20 50
Toplam Bekle_nen Say! 30 20 50
fimA Iginde Yizdesi % 60,0 40,0 100,0
CTX-M igindeki Yizdesi % 100,0 100,0 100,0

Pearson Ki-Kare degeri; p=0.002 bulunmus olup p<0.05
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GSBL pozitif E.coli suslarinda yukarida belirlenen CTX-M ve
fimA arasindaki iligki diginda, galismamizda kullanilan diger GSBL genleri
ile E.coli virulans faktorlerinin ve GSBL genlerinin birlikte bulunmalari

arasinda istatistiksel olarak bir iligki saptanmamistir.

GSBL poztif suglarda calismamizda kullanilan virulans
faktorlerinin bir arada bulunmasi arasindaki iliski incelendiginde; pap geni
ile fimA geni arasinda her ikisininde ayni anda bulunmasi agisindan
istatistiksel olarak anlamli  (p < 0,018) bir iligki tespit edilmis ve Tablo
18’de gosterilmigtir.

Tablo 18: GSBL pozitif suslarda pap ve fimA virulans faktorleri arasinda

iligkilendirme.
fimA
Pozitif Negatif |Toplam

Say! 14 1 15
... |Beklenen Sayi 10,5 4,5 15

Pozitif — = -
pap Iginde Yuzdesi % 93,3 6,7 100,0
pap fimA i¢indeki Yizdesi % 40,0 6,7 30,0
Sayi 21 14 35
Negatif Bekl_enen Sayi 24,5 10,5 35
pap Iginde Yuzdesi % 60,0 40,0 100,0
fimA i¢indeki Yuzdesi % 60,0 93,3 70,0
Sayi 35 15 50
Toplam Bekl.enen Say!i 35 15 50
pap Iginde Yizdesi % 70,0 30,0 100,0
fimA icindeki YUzdesi % 100,0 100,0 100,0

Pearson Ki-Kare degeri; p=0.018 bulunmus olup p<0.05
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GSBL pozitif suglardaki virulans faktdér genleri ile GSBL
genleri arasindaki iligski arastirildiginda ayni susta pap ve fimA bulunma
olasihigi istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve Tablo 19da

gOsterilmektedir. (p<0,05)
Ayrica susta CTX-M ile fimA geni bulunma olasiligi
istatistiksel olarak anlamli tespit edilmis ve Tablo 19'da gOsterilmistir.

(p<0,01)

Tablo 19: GSBL pozitif suslarda GSBL genleri ve E.coli virulans faktorleri arasinda

iligkilendirme.
TEM SHvV CTX-M pap fimA Sfa

Pearson Korelasyon 1 0,123 0,136 -0,073 0,218 0,084
TEM Onemlilik 0,394 0,346 0,616 0,128 0,561
Sayi 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon 0,123 1 0,176 -0,107 0,242 0,166
SHvV Onemlilik 0,39% 0,222 0,458 0,091 0,25
Sayl 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon 0,136 0,176 1 0,178] 0,455** 0,034
CTX-M Onemlilik 0,346 0,222 0,216 0,001 0,813
Sayi 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon -0,073 -0,107 0,178 1 0,333* 0,202
pap Onemlilik 0,616 0,458 0,216 0,018 0,159
Sayi 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon 0,218 0,242] 0,455** 0,333* 11 -0,018
fimA Onemlilik 0,128 0,091 0,001 0,018 0,899
Sayi 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon 0,084 0,166 0,034 0,202 -0,018 1

Sfa Onemlilik 0,561 0,25 0,813 0,159 0,899
Sayl 50 50 50 50 50 50

(*) Korelasyon 0.05 dlizeyinde anlamlidir.
(**) Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir.

GSBL pozitif suslarda GSBL genlerinin birbirlerinin arasinda,
yukarida tespit edilenler haricinde virulans faktorleri ile GSBL genleri
arasinda, virulans faktorlerinin birbirleri arasinda, virulans faktorlerin diger
antibiyotikler arasinda istatistiksel degerlendiriimesinde anlamlilik tespit

edilmemistir.
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GSBL negatif suslarda;

GSBL ve \virulans faktorleri

arasindaki iliski Pearson Korelasyon ile arastirilmig, pap ile sfa virulans

faktorleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,012) bulunmus ve Tablo

20’de gosterilmigtir.

Tablo 20: GSBL negatif suslarda GSBL genleri ve E.coli virulans faktorleri arasinda

iliskilendirme

TEM SHV CTX-M pap fimA Sfa
Pearson Korelasyon
TEM Onemlilik
Sayi 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon 1 0,256 0,205 0,125
SHV Onemlilik 0,072 0,154 0,385
Sayl 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon
CTX-M Onemlilik
Sayi 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon 0,256 1 0,112 0,354*
pap Onemlilik 0,072 0,44 0,012
Sayi 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon 0,205 a 0,112 1 0,040
fimA Onemlilik 0,154 0,44 0,785
Sayi 50 50 50 50 50 50
Pearson Korelasyon 0,125 0,354* 0,040 1
Sfa Onemlilik 0,385 0,012 0,785
Sayi 50 50 50 50 50 50

(*) Korelasyon 0.05 dlizeyinde anlamlidir.
(a) Degiskenlerden enaz biri sabit oldugundan hesaplanamadi.
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GSBL negatif olan suslarda, virulans faktorlerinin birbirleri
arasinda iligki degerlendirildiginde; pap ve sfa genleri arasinda anlamli

(p <0,012) bir iligki oldugu saptandi ve Tablo 21’de gdsterilmigtir.

Tablo 21: GSBL negatif suslarda E.coli virulans faktorleri arasinda iliskilendirme.

Sfa
Pozitif Negatif |Toplam
Say!i 9 11 20
... |Beklenen Sayi 52 14,8 20
Pozitif — = -
pap Iginde Yizdesi % 45,0 55,0 100,0
pap Sfa igindeki Yuzdesi % 69,2 29,7 40,0
Sayl 4 26 30
Negatif Beklgnen Say!i 7,8 22,2 30
pap Iginde Yiuzdesi % 13,3 86,3 100,0
Sfa igindeki Ylzdesi % 30,8 70,3 60,0
Sayi 13 37 50
Toplam Bekl_enen Say! 13 37 50
pap Iginde Yuzdesi % 26,0 74,0 100,0
Sfa igindeki Yiuzdesi % 100,0 100,0 100,0

Pearson Ki-Kare degeri; p=0.012 bulunmus olup p<0.05

GSBL negatif suglarda yukarida tespit edilenler haricinde;
GSBL genlerinin birbirlerinin arasinda, virulans faktorlerinin birbirleri
arasinda, virulans faktorleri ile GSBL genleri arasinda istatistiksel

degerlendiriimesinde anlamlilik tespit edilmemigtir.
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5. TARTISMA

USE, hem toplum hem de hastane kaynakli olarak sik
gorilmeleri, mortalite lzerine olumsuz etkileri nedeniyle 6nemlidir. USE,
en sk kargilagilan toplum kokenli enfeksiyonlard ir.1° Antibiyotiklerin ¢ok
yaygin kullaniimalarinin sonucu olarak da beta-laktam antibiyotiklere kargi
direng giderek artmaktadir. Enterobacteriaceae ailesi arasinda beta-
laktam antibiyotiklere kargi direncin en yaygin nedeni beta-laktamaz

Uretimidir.*®

Blanco ve arkadaslari UPEC suslarinda pap, sfa ve afa
adezin kodlarinin saptanmasi ile ilgili 243 E.coli susunda PZR ile yaptigi
arastrmada sirasiyla %54 pap, %53 sfa ve %2 afa suslarini saptamistir.
pap ve sfa pozitif suslar daha siklkla akut pyelonefrit (%94), akut sistit
(%67) ve %57 asemptomatik bakteritiri vakalarinda saptanmistir. pap
ve/veya sfa operonlari %90 mannoz direnc¢li hemaglUtinasyona karsi %37
mannoz direngli hemaglutinasyon negatif suglarda gérdlmustir. %85 susta

ise hem pap hem sfa saptanmistir.&

Calsmamizda; GSBL negatif 50 adet E.coli suslarinin
20’sinde (%40) pap, 37’sinde (%74) fim-A, 13’Unde (%26) sfa virulans
faktorleri pozitif bulunmustur. Ayrica suslarin 9'unda (%18) pap ve sfa

saptanmistir.

Fransa’da uzun dbnem vyatan hastalarda  Uriner
enfeksiyonlarin %49,5’unu CTX-M GSBL pozitif E.coli’lerin olusturdugu,
ayrica sefotaksim ve seftriakson’a karsi seftazidim’den daha yiksek
oranda direngli olduklari gosterilmistir. Yapilan calismalar sonucunda;
amoksisilin ve tikarsiline ylksek duzeyde direng, sefotaksime seftazidime
goére daha fazla direngli olduklari, suslarin siprofloksasin ve gentamisine

direncli fakat trimetoprim /sulfometakzasol duyarli oldugu gdsterilmistir.*°
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Akram ve arkadaslarinin Hindistan’daki bir galigmasinda;
USE’larinin %61 nin E.coli tarafindan olusturuldugu, ampisillin ve
ko-trimakzasole karsi yuksek duzeyde direngli olduklari, bir ¢ok isolatta 4
ve daha yukari sayida antibiyotige direng gelistigi ve saptanan E.coli’lerin
%34,4 Uniin %42’sinde GSBL (iretimi oldugu tespit edilmistir.®’

Cekanova ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada;
Cek Cumbhuriyetinde gastrointestinal sistemdeki enterobakterlerde GSBL
pozitif skl arastiriimig, Vitek 2 otomatize sistem ile tanimlanmis ve
sonuglar PZR ile CTX-M poztif sekansi saptanarak dogrulanmistir.
Gastrointestinal sistemdeki GSBL pozitif bakteri orani %1,2 saptanmistir.
Tim vakalarda CTX-M tipi GSBL (reten E.coli saptanmistir. izolatlarda en
skk CTX-M 15 tipi belirlenmistir. %2

Villegas ve arkadaslari Colombia’da Klebsiella pneumoniae
and E.coli’lerin yaptiklari GSBL Uretimi ile ilgli sikhk arastirmasinda, 6 ay
icinde hastane laboratuvarindan 1074 E.coli ve 394 K.pneumoniae
isolatlarindan 3. jenerasyon sefalosporin ve aztreonama direngli olanlari
merkez laboratuvarina gonderilmis, yapilan c¢alismada TEM ve SHV

enzimleri bulunmasina ragmen, CTX-M enzimi baskin bulunmustur. %

Calsmamizda; GSBL poztif bulunan 50 adet E.coli
suglarinin 45’inde (%90) TEM, 6’sinda (%12) SHV, 30’unda (%60) CTX-M
geni bulunmus olup, Villegas ve arakadaslarinin galigmalarindan farkli

olarak bizim galismamizda TEM geni daha baskin olarak saptanmigtir.
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Jemima ve arkadaslari; GSBL Ureten GN'lerde CTX-M ve
SHV icin multipleks PZR ile E.coli’'lerin %14’Gnde SHV, %50’sinde CTX-M

geni saptanmistir. %

Caligsmamizda CTX-M ve SHV genlerinin 6’sinda (%12) SHV
geni, 30'unda (%60) CTX-M geni bulunmus, bulunma siklig! agisindan

uyumlu oldugu gorulmektedir.

Naas ve arkadaglari tarafindan yapilan c¢alismada;
Enterobactericeae igeren 4200 klinik 6rnekten %2,1’inin ¢ift disk antibiyotik
duyarlik testine gore GSBL pozitif bulundugu, %56’sinda (48 sus) E.coli ve
bunlarin %86’sinin idrardan elde edildigi, bu suglarda GSBL genleri SYBR
Green ile LightCycler PZR kullanilarak 48 susun 44’Gnde CTX-M tespit
edildigi bildirilmistir. %

Calismamizda; GSBL pozitif bulunan E.coli suslarinda SYBR
Green ile PZR uygulanmasinda 50 susun 30’unda (%60) CTX-M geni
bulunmustur. Naas ve arkadaslarindan farkli olarak daha dusik oranda

CTX-M poztifligi oldugu gorulmustuar.

Arnsoy ve arkadaslari tarafindan pedatrik E.coli isolatlarinda
virulans faktorleri ile antimikrobiyal duyarlilik arasindaki iligkiler multiplex
PZR ile virulans faktorleri saptanmig ve antimikrobial duyarlilik ile ilgili
yapilan c¢alismada; Uriner enfeksiyonlu 136 E.coli susunun %40’ inda
virulans faktorleri bulunmamis, %4 pap, %1 sfa, %2’sinde pap+sfa her ikisi
birden tespit etmisler. pap virulans faktérinde ampisiline ve trimetoprim/
sulfometaksazol'a %67 direngli, %33 duyarli, tobramisin ve siprofloksasine
%100 duyarlilk seftriakson ve sefalotine %87 duyarhlik tespit edilmistir.
Ayni calismada sfa bulunan suslarda; ampisilin ve sefalotine %100
direncgli, tobramisin, seftriakson ve siprofloksasine %100 duyarlilik,

trimetoprim/ sulfometaksazol'a %50 duyarlilik ve direng tespit edilmistir. °*
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Vranes ve arkadaslari tarafindan yapilan galismada; pap

geni bulanan E.coli suslarinda amoksisillin direnci gdsterilmistir. %°

Bogyiova ve arkadaslari tarafindan ekstra intestinal E.coli
suslarinda P-fimbria, S-fimbria PZR'da yapilan spesifik sekanslarinin
tespitinde %74 pap, %65 sfa, bunun yaninda %56’sinda pap ve sfa birlikte

saptamiglardir. 1%

Hull ve arkadaslari asemptomatik USE’li hastalarda PZR ile
yapilan analizlerinde isolatlarin %32’sinde pap, %14 uUnde sfa geni,
asemptomatik bakteritrili hastalarin isolatlarinin %27 sinde pap, %10’unda

sfa virulans genlerini saptamiglardir. 8

Arisoy ve arkadaglari tarafindan pedatrik E.coli isolatlarinda
virulans faktorlerinin multiplex PZR E.coli genlerinin tespitinde; pap, sfa,
afal, hly, cnfl ve aer genleri sirayla %22,98; 6,21; 9,94; ve 39,75
bulunmustur. Ayrica sfa-pap arasinda (p<0,001); pap-aer, afal-aer ve cnfl-
pap arasinda (p<0,05) ve hly-sfa arasinda (p<0,01) dnemli bir iligki
saptamiglardir. Buna gére pap geninin USE’larinda énemli bir neden

oldugunu beliflemislerdir. %

Calsmamizda; GSBL negatif 50 adet E.coli suslarinin
20’sinde (%40) pap, 13’Unde (%26) sfa virulans faktorleri pozitif, suslarin
9’unda (%18) pap ve sfa (p<0,05) bulunmustur. Arisoy ve arkadaslarinin
calismalari ile ayni susta pap ve sfa virulans faktorlerinin birikte
bulunmalarinda istatistiksel olarak anlamlilik agisindan uyumluluk oldugu
dusunulmektedir. Ayrica Bogyiova ve arkadaglari ile Hull ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismalarla bizim galismamiz arasinda siklik sirasi agisindan

uyumluluk oldugu gorulmektedir.
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Shannoon ve arkadaslari Philadelphia’da CTX-M beta
laktamaz sikhgina yonelik vyaptiklari c¢alismada; GSBL iceren
Enterobacteriaceae’da %70 ve Uzerinde CTX-M poztifligi PZR kullanilarak
bulunmustur. 291 genislemis spektrumlu sefalosporine direngli GN bakteri
iceren E.coli’nin suslarin %48’sinde CTX-M pozitif saptanmistir. E.coli’deki
CTX-M gruplarinin = %57’si Grup |, %37’si Grup NV, %3’G Grup Il ve
%3’Unde Grup saptanmamistir. Grup IV izolatlarin Gginde CTX-M-18 ve
Grup | izolatlarin ticiinde CTX-M-15 saptanmistir. '

Chmelnitsky ve arkadaslari tarafindan yapilan galismada;
GSBL ureten 20 susun hepsinde en az bir GSBL geni (TEM, SHV ve CTX-
M) bulunmus ve bu genlerden CTX-M %80 oraninda en sik rastlanan

olarak saptanmistir. 8

Calismamizda 50 adet GSBL pozitif susun 47’sinde (%97) en
az bir GSBL geni (TEM, SHV ve CTX-M) bulunmus ayrica bu genlerden
CTX-M %60 oraninda TEM geninden sonra ikinci siklikta saptanmistir. Bu
sonuglar Shannoon ve arkadaglarinin tespitleri ile uyumlu oldugunu,
Chmelnitsky ve arkadaslarinin  g¢alismalarinda farkli oldugunu

gostermektedir.

Siiri ve arkadaslari; tekrarlayan USE’larinda E.coli'nin
antimikrobiyal duyarlilik proflinde; 78 isolatin %33’Unde trimetoprim-
sulfometakzasol, %78’inin sulfometakzasol direcli oldugu, sulfometakzasol
direncli suglarin %59’unun trimetoprim-sulfometakzasol ile
kombinasyonunda hassasiyet goriimustir. 78 isolatin %1’i gentamisin,
%40’ ampisillin, %17’si sefuroksime ve %3’0 sefotaksime ayrica %44’0

beta-laktamlarin hepsine direngli saptanmistir. %

Bllig ve arkadaslari tarafindan Turkiye’de GSBL skligi
arastirmasi hakkinda yapilan bir ¢galismada; GSBL sikligina bakildiginda
482 susun 136’sinda GSBL saptandidi, alinan gesitli klinik érneklerde en

fazla %37 ile idrarda GSBL poztifligi saptanmig, izole edilen suglarda
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GSBL pozitifligi oranlar1 E.coli’de %14, E.coli’'lerde antibiyotiklere direng
oranlari; ampisilin %94, sefuroksim %82, seftriakson %70, sefepim %21,
gentamisin %59, tobramisin %51, amoksisilin-klavulanat %62, ampisilin-
sulbaktam %90, sefoperazon-sulbaktam %5, netilmisin %15, amikasin %7,
siprofloksasin %77, ofloksasin %74, trimetoprim-sulfometakzasol %85

saptanmistir. 1%

Calismamizda; GSBL pozitif suglarda Vitek otomatize sistem
ile yapilan antibiyotik diren¢ oranlari ampisilin %100, seftriakson %100,
gentamisin %38, tobramisin %82, amikasin %6, siprofloksasin %82,
trimetoprim/ sulfametoksazole %64 saptanmistir. Bulig ve arkadaslari

tarafindan yapilan galisma bulgulari ile uyumlu oldugu disunulmektedir.

2004 yilinda Kepekgi tarafindan yapilan bir ¢alismada; idrar
Orneklerinden izole edilen suslarin %52’sinin E.coli oldugu; poliklinik
hastalarinin %14’Unde, yatan hastalarin %6’sinda GSBL pozitifligi tespit
edildigi ve yatan hastalarda bu GSBL uretimi anlamli olarak daha yiuksek

saptanmistir (p= 0.028). 192

Kalem ve arkadaslari tarafindan idrardan izole edilen 178
E.coli susunun CLSI kriterleri temel alinarak Kirby-Bauer disk difuzyon
yontemi ile antibiyotik direncgleri arastiriimig; imipeneme 178 (%100),
amikasine 157 (% 88.2), nitrofurantoine 151 (%84 .8), gentamisine 129
(%72.5), sefuroksime 124 (%69.7), siprofloksasine 111 (%62.4), ampisilin/
sulbaktama 92 (%51.7), trimetoprim/ sulfametoksazol 79 (% 44.4) ve
ampisiline 39 (% 21.9) duyarli bulunmustur. '

Bizim galismamizda; GSBL pozitif 50 susta Vitek ile yapilan
antibiyotik  duyarlhiiginda; imipeneme (%100), amikasine (%94),
nitrofurantoine  (%98), gentamisine (%62), siprofloksasine (%18),
trimetoprim/ sulfametoksazole (%36) ve ampisiline  (%0) duyarlilik

saptanmistir. Kalem ve arkadaslarinin kullandiklari Kirby-Bauer disk
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difizyon yontemi ile bizim calismamizda kullanilan Vitek sistemi arasinda

uyumluluk oldugu gorulmektedir.

Cetin ve arkadaslari tarafindan cocukluk ¢agi idrar yolu
enfeksiyonlarinda E.coli ve antibiyotik direnci hakkinda retrospektif olarak
yaptiklari galismada; alinan suslarda en fazla %45,7 E.coli saptanmis olan
132 idrar yolu enfeksiyonunda ampisiline %79, ampisilin-sulbaktama
%63.2, amoksisilin klavunata %53, ko-trimoksazole %82.2, gentamisine
%6.6, netilmisine %10, amikasine %11.5, sefuroksime %219 ve

seftriaksona %6.8 oraninda direng saptanmistir. 1%

Dundar ve arkadaslarinin idrar kultarlerinde
mikroorganizmalarin izole edilmesi ve antibiyotik duyarliliklari igin Vitek-2
ile yapllan galismalarinda; GSBL saptanma orani E.coli’'de poliklinikten
bagvuran hastalarda %14, yatan hastalarda %24 bulunmustur. Yatan
hastalarin %35’inde, poliklinikten basvuran hastalarin %58’'inde E.coli izole
edilmigtir, ikinci sirayl Klebsiella spp. aldigi, Poliklinikk ve servis
hastalarinda siprofloksasin direnci srasiyla E.colide %28 ve %49,
trimetoprim-sulfametoksazol direnci ise E.colide %44 ve %49, olarak;
duyarlihdi ise ampisilin %39 ve %32, ampisilin/sulbaktam %50 ve %38,
piperasilin/ tazobaktam %83 ve %82, sefoperazon/ sulbaktam %92 ve
%88, sefuroksim aksetil %70 ve %54, seftriakson %84 ve %74, imipenem
%100 ve %100, siprofloksasin %72 ve %51, ko-trimoksazol %56 ve %51,
gentamisin %80 ve %75, amikasin %87 ve %63, nitrofurantoin %88 ve

%88 saptanmistir. 1%

Akay ve arkadaslari USE’de E.coli suslarina antibiyotik
duyarhligi arastirmasinda; sefepim %98,3, meropenem %97,7, amikasin
%95,0 ve netilmisin'e %95,8 oranlarinda duyarlilik, ampisilin %50,8, ko-
timakzasol %60,6 ve amoksisilin klavunata %69,6 direng

saptamiglardir.'’
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Yavuzdemir ve arkadaslari tarafindan GSBL varlig1 modifiye
cift disk sinerji testiyle belirlenmigtir. GSBL yapan 50 E.coli susunun en
duyarli oldugu antibiyotigin, imipenem 49/50 (%98), en direncli oldugu ise
tikarsilinklavulanik asid 42/50 (%84) olarak saptanmistir. Diger
antibiyotiklere  duyarlilik  oranlari  sirasiyla; meropeneme %96,
piperasilintazobaktama %86, amikasine %84, sefoksitine %72, netilmisine
%48, kinolonlar ve gentamisine %32, sefepime %30, tobramisine %20,
trimetoprim/sulfametoksazol %14, tetrasikline %12 olarak belirlenmistir.

Tum suslar kolistine duyarli bulunmustur. %

Ece tarafindan vyapilan GSBL varligi cift disk sinerii
yontemiyle incelenmis ve GSBL poztif bulunan E.coli suslarinin en duyarli
olduklari antibiyotik imipenem %100, piperasilintazobaktam %94,7,
amikasin %78,9 en direncli olduklari amoksisilin/ klavulanik asit %100,
trimetoprim/ sulfometakzasol %94,7, seftazidim, siprofloksasin %84,2

olarak bulunmustur."®

Calismamizda, GSBL poztif 50 adet E.coli susunda en
duyarli antibiyotigin imipenem %100, en direngli olanlarin ise ampisillin
%100 oldugu, difuzyon testlerinde ertapeneme %100 duyarlilik
saptanmistir. Yavuzdemir ve arkadaslarinin calismalarinda kullanilan
modifiye cift disk sinerji testiyle bizim ¢alisamizda kullanilan Vitek sistemi
ile duyarhlik agisindan uyumluluk oldugu gorulmektedir. Ayrica D Undar ve
arkadaslari ile birlikte Ece tarafindan imipenem’e duyarhlik ile ilgili bulgular

bizim ¢alisamizdaki bulgularla uyumlu oldugu gozle nmistir.

Branger ve arkadasglari tarafindan GSBL pozitif E.coli'lerde
TEM, SHV ve CTX-M genlerine gore siprofloksasin duyarli ve direngliligin
virulans faktorleri ile iligkisinde; siprofloksasin direncgli suslar TEM (15
susta) pap geni %20, SHV (3 susta) pap geni %0, CTX-M (27 susta) pap
geni %13 saptanmistir. Siprofloksasin duyarliiginda ise TEM (40 susta)
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pap geni %35, SHV (19 susta) pap geni %68, CTX-M (25 susta) pap geni

%20 olarak saptanmistir. '°

Avrupa’da 2478, Turkiye’de 295 adet E.coli suslarinda direng
oranlari (%) arastiriimasi icin yapilan bir ¢calismada; Avrupa ve Turkiye'de
diren¢ oranlari sirasiyla ampisiline %29,8, %51,1; trimetoprim/
sulfametoksazola %14.1, %36.2; siprofloksasine %2.3, %17.6

nitrofurantoin’'e 1.2, 4 .4; fosfomisin’e ise 0.7, 0.3 olarak tespit edilmistir. 2

Ozkaya ve arkadaslari tarafindan kadinlarda birincil ve
tekrarlayan USE’lari antibiyotik direnci agisindan karsilastirildiginda tiim
antibiyotiklere karsi belirgin bir derecede direng artig1 saptanmakla birlikte
bu artisin ampisilin, amoksisilin-klavulanat, siprofloksasin, sefuroksim ve

seftriakson’da istatistiksel agidan anlamli oldugu saptanmistir. "

Rad ve arkadaslari, 677 E.coli susunun Vitek 32 GNS-121
kiti ile ampisilin, seftriakson, amikasin, nitrofurantoin, siprofloksasin,
sulfometaksazol ve GSBL duyarlihik sonuglari karsilastirimistir.
Siprofloksasin’e karsi E.coli suglarinin % 70,8’inin duyarli, % 29,2’ inin
direngli oldugu bulunmustur. GSBL poztif suslarda siprofloksasine
duyarlilk %10,9 direncglilik %89,1 saptanmistir. Siprofloksasin’e duyarli ve
diren¢li olan bu iki E.coli grubunun diger anbiyotiklerle diren¢c oranlari
karsillastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p<0,01). ™"

Calsmamizda GSBL poztif suslarda siprofloksasine
duyarlilk %18, direngliik %82 olarak saptanmis olup, Rad ve

arkadaslarinin ¢aligmasi ile uyumlu oldugu goérulmektedir.

Mulvey ve arkadaslarinin yaptiklari galismada 232 vakanin
209 tanesi sefoksitine direngli E.coli saptanmig, bu suslarin 162 tanesi

uriner sistemden kaynaklandigi, suslardaki antimikrobiyal diren¢ ¢calismasi
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Vitek GNS 121 karti ile ¢alisiimis ve AmpC Ureten E.coli'lerde en ylksek

direngc Ampisillinlerde tespit edilmistir. ''?

Calismamizda; Vitek GNS 121 karti ile yapilan antimikrobiyal
direng c¢alismasinda en yuksek diren¢ %100 ampisillin, seftazidim,
seftriakson’a oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar Mulvey arkadaslarinin

yaptiklari calisma sonuglari ile uyumlu oldugu goéralmustar.

Mulvey arkadaslari tarafindan yapillan c¢alismada; GSBL
pozitif 74 E.coli suslarinin Vitek GNS 121 kart ile yapilan antibiyotik direnci
ampisilin - %99, sefazolin %76, trimetoprim/ sulfametoksazol %69,
imipenem, sefotetan %0 saptanmistir. GSBL negatif 351 E.coli sugunda
ise ampisilin %87, amoksisilin klavulanat %64, sefazolin %41, imipenem,

sefotetan, seftazidim, seftriakson ve amikasin %0 saptanmistir. '*3

Calismamizda; GSBL pozitif 50 E.coli susunda Vitek GNS
121 karti ile yapilan antibiyotik duyarlilik ampisilin %100, sefazolin %96,
trimetoprim/ sulfametoksazol %64, imipenem, sefotetan %0 olarak
saptanmistir. Calismamizin, Mulvey ve arkadaslarinin g¢alismalari ile

uyumlu oldugu goérulmektedir.

Mulvey arkadaslar1 tarafindan yapilan ayni c¢alismada;
suslarin %71 (82 sus) multiple olarak beta-laktamaz genleri icermektedir.
Bunun %69'u iki geni birlikte (TEM ve SHV iceren 55 sus, TEM ve CTX-M
iceren 24 sug), %2,6’s1 (3 adet sug) U¢ geni birlikte icerdigi saptanmistir.
Ayrica suslarin %30'u (34 adet sus) tek bir gen icermektedir. Bunlarin
%77’si TEM, %67,5’i SHV ve %28i CTX-M geni icermektedir. "

Bizim galismamizda; GSBL pozitif bulunan E.coli suslarinin
%94’0 birden fazla GSBL geni icerdidi, %78’inde (39 susta) iki geni birlikte
(6'sinda (%12) TEM ve SHV geni, 28’inde (%56) TEM ve CTX-M geni,
5’'inde (%10) SHV ve CTX-M geni ve %10’unda da her U¢ geni birlikte (5
adet susta TEM, SHV ve CTX-M geni) icerdigi saptanmigtir. Ayrica 45’inde

94



(%90) TEM geni, 6’sinda (%12) SHV geni, 30’'unda (%60) CTX-M geni
bulunmustur. Mulvey ve arkadaslarinin yaptikklari ¢alisma ile bizim
calismamiz arasinda birden fazla genin ayni susta ylksek oranlarda bir

arada bulunmasi agisindan uyumluluk oldugu disundlmektedir.
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6. SONUG

Bu caligmada idrar klinik materyallerinden izole edilen E.coli
suglari fenotipik ve genotipik olarak belirlenmigtir. Suslarin antibiyotik
direncleri ve beta-laktamaz direnci konvansiyonel ve otomatize sistem ile

belirlenerek suglarda PZR ile DNA arastiriimasi yapiimistir.

GSBL poztif bulunan 50 E.coli susunun GSBL genleri
pozitifligi yonunden 45’inde (%90,0) TEM geni, 30’unda (%60,0) CTX-M
geni 6’sinda (%12,0) SHV geni oldugu goruldi. Ayrica 35’'inde (%70,0)
fim-A, 15’inde (%30,0) pap, 3’Unde (%6,0) sfa virulans faktérleri bulundugu

gorulda.

GSBL poztif suslarda disk difizyon yontemi ile yapilan
tarama testinde butun suslar Ertapeneme duyarli olarak tespit edilmistir.
Cift disk sinerji testinde 50 adet susun 44’Gnde (%88,0) GSBL pozitif,
kombine disk difuzyon testinde 50 susun 45’inde (%90,0) GSBL pozitif

bulunmustur.

GSBL negatif E.coli suglarinin GSBL genleri pozitifligi
yonunden 50’sinde (%100,0) TEM geni, 11’'inde (%22,0) SHV geni oldugu,
CTX-M geninin hi¢bir susta bulunmadidi goruldi. Ayrica 37’sinde (%74,0)
fimA, 20’sinde (%40,0) pap, 13’Unde (%26,0) sfa virulans faktorlerinin

bulundugu goruld .

Yapilan diger calismalardan farkli olarak; bu calismada
GSBL poztif suslarda GSBL genleri ile virulans faktorlerinin bir arada
bulunmasi agisindan istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,003)

belirlenmigtir.
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Virulans faktorleri ile GSBL genlerinden CTX-M geni
bulunmasi arasinda (p<0,0001) ileri derecede anlamhlik oldugu, o6zellikle

fimA bulunan suglarda buiiligskinin (p<0,002) oldugu belirle nmistir.

GSBL poztif suglarda pap ve fimA virulans faktorlerinin

birlikte bulunmalarinin (p<0,018) anlamli oldugu saptanmistir.

GSBL negatif suslarda ise pap ve sfa virulans faktorlerinin bir

arada bulundugu (p<0,012) belirlenmigtir.

Calismamizin tUm verileri 1s1§inda; E.coli suslarinin virulans
faktorlerinden fimA ile GSBL olusturan genlerden CTX-M’in iligkili oldugu,
GSBL poztif ve negatif suslarda ayni anda birden fazla virulans
faktorinin bulunabilecegi, GSBL pozitif suslarda CTX-M geni ile
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulundugu bu genin GSBL negatif
suglarin hi¢ birinde saptanmadigi gérilmektedir. CTX-M geninin beta-
laktam grubu antibiyotiklere diren¢c gelisiminde daha baskin oldugu

gorulmektedir.
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7.0ZET

Idrar Yollar1 Enfeksiyonu Etkeni E.Coli’lerin Adezinleri ile Antibiyotik
Direnci Arasindaki Iliskinin Klasik Ve Molekiiler Yonte mlerle Arastirllmasi.

Adustos 2006 — Eylul 2007 tarihleri arasinda polikliniklere
basvuran hastalarin idrar 6rneklerinde, idrar yolu enfeksiyonu tanisi alan
hastalardan klasik, bakteri identifikasyonu, antibiyotik duyarlilik, Vitek-32

sistem ve disk diflizyon metodu ile GSBL varligi yonunden arastiriimigtir.

Arastirma igin 50 GSBL pozitif, 50 GSBL negatif toplam 100

hastada E.coli susunda virulans genleri ve GSBL genleri arastiriimigtir.

GSBL pozitif olarak tespit edilen bakteriler ve antibiyotik
duyarhligi pozitif GSBL negatif olan bakterilerin gen arastiriimasi igin

SYBR Green lile Erime Egrisi Analizi yapilarak PZR testi uygulanmistir.

GSBL poztif bulunan 50 sugsun 50’si (%100,0) ampisillin,
seftazidim, seftriakson'a karsi direngli, (%100,0) ise sefotetan ve

imipenem’e duyarl oldugu belirle nmistir.

GSBL poztif bulunan 50 adet E.coli suglarinin GSBL genleri
poztifligi ydonlinden; 45’inde (%90,0) TEM geni, 6'sinda (%12,0) SHV geni,
30'unda (%60,0) CTX-M geni bulunmustur. Ayrica bu suglarin 15'inde
(%30,0) pap, 35’inde (%70,0) fimA, 3'Unde (%6,0) sfa virulans faktorleri
pozitif bulunmustur. Calismamizda kullanilan 3 susta GSBL genleri ve

E.coli virulans faktorlerinden hi¢ biri bulunamamigtir.

GSBL poztif bulunan 50 adet E.coli suglarinda GSBL
genlerinin bir susta ayni anda birden fazla bulunma durumlarinda; 6’sinda
(%12,0) TEM ve SHV geni, 28’'inde (%56,0) TEM ve CTX-M geni, 5’inde
(%10,0) SHV ve CTX-M geni ve 5’inde (%10,0) TEM, SHV ve CTX-M geni

birlikte saptanmistir.
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GSBL pozitif bulunan E.coli suglarinda virulans faktorlerinin
bir susta ayni anda birden fazla bulunma durumlarinda; 14’Gnde (%28,0)
pap ve fimA, 2'sinde (%4,0) pap ve sfa, 2’sinde (%4,0) fimA ve sfa ve
2'sinde (%4,0) pap, fimA ve sfa virulans faktorleri birlikte bulundugu

gorulmaustar.

GSBL poztif suglarda disk difizyon ydntemi ile yapilan
tarama testinde bUtin suslar Ertapeneme duyarli olarak tespit edilmigtir.
Cift disk sinerji testinde 50 adet susun 44’Gnde (%88,0) GSBL pozitif,
kombine disk difuzyon testinde 50 susun 45’inde (%90,0) GSBL pozitif

bulunmustur.

GSBL negatif 50 adet E.coli suslarinin GSBL genleri
pozitifligi yoninden 50’sinde (%100,0) TEM geni, 11’inde (%22,0) SHV
geni bulunmus, ancak hi¢bir susta CTX-M geni bulunamamistir. Ayrica
20’sinde (%40,0) pap, 37’sinde (%74,0) fim-A, 13’Unde (%26,0) sfa

virulans faktorlerinin bulundugu géralmustar.

GSBL negatif 50 adet E.coli suslarinin GSBL genlerinin bir
susta ayni anda birden fazla bulunma durumlarinda; 11’inde (%22,0) TEM
ve SHV geni bulunmus, ancak higbir susta TEM ve CTX-M geni, SHV ve
CTX-M geni ve TEM, SHV ve CTX-M geni birlikte bulunamamistir.

GSBL negatif 50 adet E.coli suslarinin virulans faktorlerinin
bir susta ayni anda birden fazla bulunma durumlarinda; 16’sinda (%32,0)
pap ve fimA, 9'unda (%18,0) pap ve sfa, 10’unda (%20,0) fimA ve sfa,

8’inde (%16,0) pap, fimA ve sfa virulans faktorleri birlikte saptanmistir.

GSBL poztif bulunan E.coli suslarinin GSBL genlerinin
saptanmasi SYBR Green kullanilarak PZR yapilmis ve bu calismada

Erime Egrisi Analizi ile dogrulama egrileri hazirlanmigtir.
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Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS 10.0
programinda Ki-kare testi kullanimistir. Istatistiksel analiz igin p<0.05

istatistiksel anlamlilik duzeyi olarak kabul edilmisgtir.

GSBL poztif suslarda E.coli virulans faktorleri ile GSBL
genleri arasinda bulunmalari agisindan ileri derecede anlamli (p < 0,003)

biriligki saptanistir.

GSBL pozitif suslarda virulans faktorleri bulunmasi ile GSBL
genleri bulunmasi arasinda yapilan degerlendirmede suglarda tek bir
virulans faktord bulunmasi halinde CTX-M geninin bulunmasi istatistiksel

olarak ileri derecede anlamli (p<0,0001) oldugu saptanmistir.

GSBL poztif suglarda her bir virulans faktorleri ayri ayri
GSBL genleri ile aralarindaki iligkileri incelendiginde; fimA virulans faktora

ile CTX-M geni arasinda anlamli (p< 0,002) oldugu bulunmustur.

GSBL pozitif suglarda virulans faktorleri arasinda pap geni ile
fimA geni arasinda her ikisini de ayni anda bulunmasi agisindan da
anlamli (p < 0,018) oldugu belirlenmigtir.

GSBL negatif olan suslarda GSBL ve virulans faktorleri
arasindaki iliski Pearson Korelasyon ile arastirilmis, pap ile sfa virulans

faktorlerinin bir arada bulundugu (p<0,012) belirle nmistir.

Calismamizin tUm verileri 1s1§inda; E.coli suslarinin virulans
faktorlerinden fimA ile GSBL olusturan genlerden CTX-M’in iligkili oldugu,
GSBL poztif ve negatif suslarda ayni anda birden fazla virulans
faktorinin bulunabilecegi, GSBL poztif sugslarda CTX-M geni ile
istatistiksel olarak anlamli bir iligski bulundugu bu genin GSBL negatif
suglarin hi¢ birinde saptanmadigi gérilmektedir. CTX-M geninin beta-
laktam grubu antibiyotiklere diren¢g gelisiminde daha baskin oldugu

gOrulmektedir.
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8. SUMMARY

The investigation of relationship between adeshins and antibiotic
resistance in E.coli induced urinary tract infections by using classic
and molecular methods.

The urine samples of the patients diagnosed with urethra
infection that consulted to polyclinics during the period of August 2006 and
September 2007, were analyzed for classical bacterial identification,
antibiotic sensitivity and Vitec-32 system and disc diffusion method and
the presence of ESBL.

The virulence genes and ESBL genes in E.coli strains were
studied on a total of 100 patients, 50 with ESBL positive and 50 with ESBL

negative for our study.

PCR test has been used by making SYBR Green | and
Melting Curve analysis for the gene study of bacteria with ESBL negative

and bacteria determined as ESBL positive.

Of the 50 strains identified as ESBL positive, 50 (100 %)
have been identified sensitive to Cefotetan and Imipenem if they were

resistant to Ampicilin, Ceftazidime, and Ceftriaxone.

Of the 50 E.coli strains with ESBL positive studied for the
positivity of ESBL genes, in 45 cases (90 %) TEM gene, in 6 cases (12 %)
SHV gene, in 30 cases (60%) CTX-M genes have been found.
Furthermore, in 15 of these strains (30 %) pap, in 35 of these strains (70
%) fim-A, and in 3 (6 %) sfa virulence factors have been found positive. In
3 strains used in our study, none of the ESBL genes and E.coli virulence

factors have been found.

In the cases where ESBL genes exist more than 1 at the

same time in 1 strain, of the 50 E.coli strains with ESBL positive; it has
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been found out that, in 6 (12 %) TEM and SHV gene, in 28 (56 %) TEM
and CTX-M gene, in 5 (10 %) SHV and CTX-M gene and in 5 (10 %) TEM,
SHV and CTX-M gene co-existed.

In the cases where virulence factors exist more than 1 at the
same time in 1 strain in E.coli strains found to be ESBL (+), it has been
observed that, in 14 (28 %) pap and fimA, in 2 (4 %) pap and sfa, in 2 (4

%) fimA and sfa virulence factors co-existed.

In ESBL positive strains, it has been found to be sensitive
Ertapeneme to all strains by disc diffusion method. In the cases where
ESBL genes of 50 E.coli strains with ESBL positive, it has been observed
in 44 (88%) with double disk synergy test, in 45 (90%) with combined disk
synergy test.

Of the 50 E.coli strains with ESBL negative studied for the
positivity of ESBL genes; in 50 (100 %) TEM gene, in 11 (22 %) SHV gene
has been found no CTX-M gene has been found in any of the strains.
Furthermore, it has been observed that in 37 (74 %) fim-A, in 13 (26 %)

sfa virulence factors existed.

In the cases where ESBL genes of 50 E.coli strains with
ESBL negative exist more than 1 at the same time in 1 strain; TEM and
SHV genes have been found in 11 (22 %) cases, but in none of the
strains TEM and CTX-M gene, SHV and CTX-M gene and TEM, SHV and
CTX-M gene co-existed.

In the cases where virulence factors of 50 E.coli strains with
EBSL negative exist more than 1 at the same time in 1 strain; it has been
observed that in 16 of these (32 %) pap and fimA, in 9 (18%) pap and sfa,
in 10 (20%) fimA and sfa and in 8 (16 %) pap, fimA and sfa virulence

factors co-existed.
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The identification of ESBL genes of E.coli strains with ESBL
positive has been accomplished by PCR, using SYBR Green, and

verification curves have been prepared by using Melting Curve Analysis.

Chi-Square test in SPSS 10.0 has been used for the
statistical evaluation of the results. Statistical meaningfulness of p<0.05

has been accepted for statistical analysis.

In ESBL positive strains, it has been observed that a very

meaningful relation (p < 0,003) existed between E.coli virulence factors
and ESBL genes.

In ESBL positive strains, it has been observed that a very
meaningful statistical meaning (p<0,0001) existed in cases where only 1
virulent factor is present in strains when the co-existence of virulence

factors and ESBL genes evaluated.

In ESBL positive strains, when the relation between each
virulence factors and ESBL genes examined one by one, the relation
between fimA virulence factors and CTX-M gene has been observed as

meaningful (p< 0,002).

In ESBL positive strains, the co-existence of pap gene and
fimA gene among the virulence factors has been found to be meaningful
(p<0,018)

In strains with ESBL negative, the relation between ESBL
and virulence factors has been searched with Pearson Correlation, and

found that pap and sfa virulence factors co-existed (p<0,012).

In the light of all above data, it has been observed that fimA
from virulence factors of E.coli strains with CTX-M genes from formation of
ESBL genes have a positive effect, and that more than one virulence

factors in one strain could be available in the same ESBL positive and
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negative strain, that has been found meaningful relation with CTX-M gene
in ESBL positive strains, but that CTX-M gene has been found in any of
the strains of ESBL negative. CTX-M gene in the development of

resistance to beta-lactam group of antibiotics is seen as more dominant.
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