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|.GIRIS VE AMAC

Enfeksiyona bl ishaller bata ¢cocuklar olmak tzere §la debilize ve immun supresif
hasta gruplarini ve diikk sosyoekonomik seviyedeki populasyonlar etkilktmee yaami
tehdit edici sonuclar dwmrabilmektedirler. Enfeksiy6z ishalin {ia gelen etyolojik
ajanlarindan birisi olashigella sppenfeksiyonlari major bir global halk @es1 problemi
olarak gorulmektedirS.sonnepgelismekte olan ve galinis tlkelerde ishallerin 6nemli bir
sebebi olup Turkiye icin yakin donemlerin en sikdidlen Shigella serogrubu haline
gelmistir.

Akut diyareden ciddi dizanteriye kadargden hastalik tablolari ofturan sigelloz
vakalarinda uygun antimikrobiyal tedavi ile hastaiiresi kisalabilmekte ve hayati tehdit
eden ciddi komplikasyonlar énlenebilmektedir. Neiiaki Shigella sppswlari siklikla
kullanilan antimikrobiyallere direncli hale gelgtir. Antimikrobiyalle tedaviye direng
gelistiren sylar bolgeden bolgeye farkliliklar gosterdiklerindéokal epidemiyolojik
bilgiler sigelloz tedavisinde ampirik tedavinin gho yapiimasi agisindan 6nemli
olmaktadir.

Enfeksiyon hastaliklarinin ~ epidemiyolojisinde olgulardan izole  edilen
mikroorganizmalar arasindaki epidemiyolojik skinin go6steriimesi buyldk 6nem
tasimaktadir. Genellikle salginlara yol agan etyolopkanlar ¢ ya da yakin ikkili
klonlardan koken alamaktadir. Enfeksiyon etkenlarait tiplerine gore siniflandiriimasi,
toplumsal ya da hastane kaynakli salginlarin vekanjon kaynginin belirlenmesi ile
yaylliminin takibini, virulan sglarin saptanmasini, enfeksiyon sebebiyle tedavierdi
hastalarda reenfeksiyon ve ya relapsigediendiriimesini ve gilama programlarinin
izlenebilmesini mimkun kilmaktadir.

Tiplendirme amaci ile 1980’lerin garina kadar kullaniingiolan fenotipik yontemler
ayristirma guclerinin  dgiklagt, desiskenliklerin fazla olmasi, sonuclarin gec elde
edilmesi, 6zel ve ygun laboratuvar caijmalarini gerektirmesi gibi nedenlerle yerlerini
genotipik tiplendirme yontemlerine birakmaktadier®tipik tiplendirme yontemlerinden
"Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE), gtytma glcinidn ve tekrarlanabiliginin
yuksek olmasi nedeniyle bir cok etyolojik ajan icadtin standart olarak kabul
edilmektedir.

Bu calgmada 2005-2006 yillarinda Fatih Universitesi Tipkiftesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvar’na ulgan gaita oOrneklerinden izole edignolan Shigella

swlarinin fenotipik (antimikrobiyal duyarlilik patderinin belirlenmesi) ve genotipik



(PFGE analizi) yontemlerle tiplendiriimesi amaclagtm. Bu sonuglardan hareketle
Ankara iline aitShigellaspp.sulari icin ampirik tedaviye yon verebilecek bir dnyiotik
duyarlihk bilgisine ulallmasi ve antimikrobiyal duyarlilik yaninda PFGEabxn ile
izolatlar arasinda muhtemel klonakkiyi ortaya koyarak bukaderecelerinin belirlenmesi

ve ileriye donuk enfeksiyon kontrol onerilerininligérilmesi hedeflenmgtir.



Il. GENEL BiLGILER

ll. 1. Shiga basilinin kesfedilis hikayesi

ilk izole edilenShigellatiirii olanS.dysenterigip 1 1896’da Kyoshi Shiga tarafindan
kesfedildi (1). Shiga, Shin ve Chiyo Sato’nunsbei cocysu olarak Kuzey Japonya’'da
Sendai'de 5subat 1871 tarihinde dinyaya geldi. Cocukluk yillgiicliklerle gecti ve
ekonomik guglikler nedeniyle Kiyoshi, annesiniresiltarafindan biyutuldi ve soyisim
olarak annesinin kizlik soyismi olan Shiga’y! altig86’da ailesi Tokyo'ya tandi. Shiga
liseyi burada okudu. 1892’de Tokyo Imperial Univesi Tip Fakiltesi’ne gigiyapti (2).
Shiga tip fakiltesindeyken, 1899'd&lostridium tetanihin saf kudltirinin elde
edilmesindeki bgarisi, tetanus antitoksinini gfetmesi ve immunoterapideki gailariyla
uluslararasi Un salmiolan Dr. Shiba Saburo Kitasato’dan c¢ok fazla etkihiti (1).
1894’de Kitasato, Hong Kong'ta bir bubonik veba dsnisini inceledi ve bulgularini
Lancet dergisinde yayinladi (1). Shiga mezun olduktanraoBnfeksiyon Hastaliklar
Enstitisine girdi ve Kitasato tarafindan sarana gorevlisi olarak atandi. Bangicta
tuberkuloz ve difteri kguslarinda cakan Shiga 1897’nin sonlarinda ilgi alanini bir 'isék
(dizanteri) salginin mikrobiyolojik aggrmasina yonlendirdi. Japon sozdu "sekiri”,
Cince karakterlerden gymus olup, “kirmizi diyare” manasina gelmektedir. 1Zyilin
son dekadinda Japonya’da periyodik olarak ortakancdizanteri epidemileri ylksek
mortalite ile seyrediyor ve on binlercesiki etkiliyordu (3). 1897 "sekiri" si 91.000'in
Uzerinde insani etkiledi v&20'nin tGzerinde mortalite hizina yta Shiga, Enfeksiyon
Hastaliklari Enstitiisi’'nde 36 adet dizanteri haglascalsti. Gaitadan, gram negatif,
dekstrozu fermente eden indol reaksiyonu negatiimaanitolden asit okiurmayan bir
basil izole etti. Kdpeklere inokile edifginde organizma diyareye neden oluyordu. Shiga
konvelesan donemdeki dizanteri hastalarinin seranmigruz birakilgginda organizmanin
cOktlgtinu gosterdi. Bulgularini, Dr.Kitasato’nun rehbgrde yayinladi (1).

Shiga, bgdangictaBacillus dysenterieolarak tanimlagy organizmanin 6zelliklerini
belirlemeye devam etti (3). Ozellikle, organizmaafmdan iretilen toksik faktorler
Uzerinde y@unlasti. Bu faktorlerden birisi olan Shiga toksin hakt#antarihi icerikli bir
derleme yayinlanngiir (4). Shiga’nin dizanteri basilini kifni hemen takip eden yillarda,
diger aratirmacilar tarafindan benzer organizmalar rapoldedi,3). Takip eden 40 yil

boyunca ek olarak G¢ grup benzer organizma dakiedii ve aratirmacilarin isimleri



olan Shiga, Flexner, Boyd ve Sone'ye ithaélalysenteriaS.flexnerj S.boydiive S.sonnei
gibi isimlerle adlandirilarak Shigella genusu icerisinde taksonomik olarak yerini aldi.
Adlandirma icin ¢ok sayida revizyonlar yapildi. Bhigellaismiyle "Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” nin 1930 baskisinda defa yerini aldi (1). Dr.Shiga, 25
Ocak 1957'de 85 yanda vefat ettiNew York Timét yayinlanan 6lum ilaninda en aktif
yillarinda bakteriyolojideki dort ya da en muteber bilim adamlarindan biri ofglu
yazildi (2).

lI. 2. Morfoloji, treme ve biyokimyasal 6zellikleri

Shigellaorganizmalari gram negatif, fakiltatif anaerobik;4x0,6 um boyutlarinda,
diz comakseklinde, flagellalari olmayan basillerdir. Genellanim besiyerlerinde kolay
urerler. Buyyonda homojen bulaniklk, jelozda ydakrhafif kabarik, dizgin yuzeyl,
saydamve E.colikolonilerine benzer koloniler oftururlar Sekil 1. a ve b)S.sonnénin
kolonileri biraz daha buyuktlr ve siklikla kolonanyasyonlari (S-R-Bomba koloniler)
gOsterirler. Optimal 37°C’de Urerlerse de, Uredikicaklik sinirlari geniolup, 8-40°C
arasinda d#siklik gostermektedir (5,6).

E.coliile ortak biyokimyasal 6zellikleri (Tablo.1) olmas r&men, laktozu 24 saat
icinde fermente edememeleri, bazi nadir serotipéerc glukozdan gaz ojturamamalari
ve hareketsiz olmalari ileShigelldlarin hemen tim E.coli turlerinden ayrimlari
mumkundur (4,5).E.coli ve Shigelldlari birbirinden ayirmak icin ggtli biyokimyasal

Ozellikler kullanilabilmektedir (Tablo. 2).



Sekil 1. Shigella sppKoyun kanli agar (a) ve Nutrient agar (b) plakida koloni gortntuleri

Tablo. 1.Shigella sppve E.coli'nin ortak biyokimyasal 6zellikleri (4)

Test Sonug
Metil-red +

Voges-Preskauer -
TSI agarda hidrojen sulfir glumu -

Ure hidrolizi -

Fenilalanin deaminaz -

Potasyum siyanidde (KCN) treme -
Malonat kullanimi —
Mannitol fermentasyonu +
Adonitol fermentasyonu -
Inozitol fermentesyonu —
Mukat fermentasyonu D

Dnaz _

*S.dysenteridaric **D:Degisken



Tablo.2. Shigella sppveE.col'nin ayriminda kullanilan biyokimyasal 6zelliklet,6)

Test Shigellaspp % E.cali %
Indol D 38 + 99
Sitrat - 0 D 24
Lizin dekarboksilaz - 0 + 90
Arginin dekarboksilaz - 8 D 17
Ornitin dekarboksilaz D 20 + 63
Motilite - 0 + 80
Glukozdan gaz - <2 + 91
Laktoz fermentasyonu - <1 + 91
Sukroz fermentasyonu - <1 + 50
Salisin fermentasyonu - 0 + 40
Ksiloz fermentasyonu - 2-5 + 95
Mukat fermentasyonu - 0 + 92
Eskdilin hidrolizi - 0 D 31
Asetat kullanimi - 0 + 84
D:Dgisken

Shigelldar kemorganotrofik yani hem solunumsal hem de mkentatif tipte
metabolizmalari olan organizmalardir. Oksidaz négédr. Shigella dysenteriagp 1 ve
birkac¢ S.flexneriserovari dyinda katalaz pozitiftirler. Metil red pozitif, VogeProskauer
ve Simmons sitrat negatiftirler. Hidrojen silfidetmezler, Ureyi hidrolize etmezler ve
malonati kullanmazlar. Potasyum siyanir (KCN) nda treyemezler (5,7).

ll. 3. Antijenik yapi ve Shigella tipleri

Shigellacinsi A, B, C, D olarak dort major O antijengcubaayriimaktadir. Major O
antijenlerinin yaninda, A, B, C gruplarit minér Ctigenleri de icerir. Serolojik tiplendirme
O antijenlerine gore vyapilmaktadir (Tablo.3)S.sonnénin farkh  serotipleri
bulunmamaktadir. TanShigella tirleri epidemiyolojisi, mortalite oranlari ve &an

hastalgin ggirligi farkl olmakla birlikte dizanteriye yol acabiknt (4,6).



Tablo. 3. Shigellattir ve serotiplerinin dalimi (8)

Tar Serogrup Serotip
S.dysenteriae Serogrup A 1-15
S.flexneri Serogrup B 1-8
S.boydii Serogrup C 1-19
S.sonnei Serogrup D 1

Bazi sglar K veya kapsul antijenleri icerir, fakat serdfojtiplendirme igin
kullaniimazlar. Ancak bu antijenlerin vail) O antijeninin serolojik reaksiyonlarini
engelleyebilmektedir. Bu durum serolojik tiplenden®dncesi hiicre stispansiyonunun
kaynatilmasiyla ortadan Kkaldirnlabilir. B grubunub-5. serotiplerinde fimbria
gosterilebilmgtir, ancak tip 6 ve ger Shigella tiplerinde bulunmamaktadir.
Gosterilebilen tim  fimbria antijenleri immunoloji@larak &tir. Tum Shigella’lar

hareketsiz oldgu icin H antijenleri bulunmamaktadir (4,6,9).

Diger tiplerden farkh olarak,S.sonnénin faz | veya form | olarak da bilinen S
formu, Plesiomonas shigelloidés de bulunan bir O antijen zinciri igerir. Bunzir,
a(l-4) baglari ile birbirine b&l 2-asetoamido-2-deoksi-L-altruronik asit ve 2tas@do-
4-amino-2,4,6-trideoksi-D-galaktoz  disakkarit radetinin, 3(1-3) balar ile
tekrarlanmalari ile okur (10).

Shigellaurleri bazi 6zellikleri ile birbirlerinden ayrildbsler (Tablo. 4).

Tablo. 4. Shigellatirlerinin biyokimyasal ve serolojik ayrimlari (612)

Test S.dysenteriae S.flexneri  Sboydii  S.sonnei
Serogrup A B C D
Indol D d d -
Ornitin dekarboksilaz - - - +
ONPG D - d +

Karbonhidrat fermentasyonu

Mannitol - + + +
Rafinoz - d - -
Sukroz - - - -
Ksiloz - - d -

- 1 <%9 sy pozitif, d: % 10-89 supozitif, + : > 90 supozitif



11.4. Patofizyoloji

Sigellozun patogenezinde anahtar rol, bakterininokid mukozayi invaze etme
yetengidir. Invazyon prosesi, tam virulans icin yeterli olmayamcak invazyon igin
gerekli olan 210-220 Kb’lik bir plazmidin vagina ba&ldir (12,13,14). Yeni bilgiler,
yalniz bu proseste yeralan molekiler mekanizmalaklamakla kalmang) ayni zamanda
hastalgin klinik belirtilerinin, enflamasyonla sonuclandakteriyel virulans faktorleri ve
konak cevabi arasindakiskiye bgli oldugunu da ortaya koymstur (15,16). Ek olarak,
dogal baisiklik sisteminin hicresel ve molekiler efektorl@derindeki yeni gorilere
gore; bu sistem bazen bedeli kolonda lokal dokuamaslsa bile, primer enfeksiyon
sirasinda etkenin eradikasyonunuglamakta ve sistemik yayillima engel olmaktadir
(14,17).

11.4.1. Shigella'nin patojenite belirleyicileri

[1.4.1.1.Virulans plazmidi

Shigella flexneri 5a M90T sgunun virulans plazmidinin  sekanslanmasi,
argtirmacilara tip 1l sekresyon sistemi tarafindarkrege edilen yakkak 25 proteini
kodlayan genleri tanimlamgansini vermtir (17). Bu sekresyon sistemi,gdir bazi gram
negatif bakterilerde oldiu gibi, Shigella efektér molekullerini bakteriyel stoplazmadan
membrana ve konak hicrenin stoplazmasina aktaB). (Yirulans plazmidinin gigi
bolgesi ya da ipa/mxi-spa lokusu olarak adlandirifa31-kb segmentiShigelldnin
intestinal epitelyum hicrelerine gii makrofajlarin  6lumu  (apoptozis) ve PMN
l6kositlerin aktivasyonu icin gerekli olan patojenadasini okturur (19,20). Ada, farkli
tanimlanmy iki ayri operornseklinde organize olmgur (19,21).

En fazla cagtimis olan virulans plazmid bélgelarinden binvaziv Plazmid Antijen
(Ipa) dir. Invazyon icin gerekli Ipa A’dan Ipa D’ye dort pratekodlayan dort adet gen
icermektedir (14,17,22)Shigellakonak hiicreye temas gitide, Ipa B ve Ipa C, 25A
porunu olgturmak Uzere, tek bir kompleks halinde konak memioa yerlgir (23). Ipa B,
makrofajlarda apoptozisi indiklemek icin gerekli@6). Ipa C ile kombine olngulpa B
ve sitoplazmiksaperon Ipg C, hicreden hiicreye gecin gerekli olan hiicre membran
lizisi icin gereklidir (24).

Ics A (virG), vir K ve sop A (icsP) genlerghigelldnin enfekte etgii hicrelerin
stoplazmalarinda hareket etmeleri vegedihicrelere yayilma yeteneklerinde rol oynar



(25). Bu genler sirasiyla interseltler yayilimdeekli olarak rol alan gimembran proteini
(26), ics'nin d@ru lokalizasyonu gdamakta gerekli olan proteini (27), ve icsA'nin
ayrilmasini sglayan d¢ membran proteazini (28) kodlarlar. virF geni igalgrinin pozitif
regulasyonu icin gerekli olan virB lokusunu regiéeéer. inv boélgesi Ipa proteinlerinin

bakterinin dg¢ membranina oryantasyonu igin gereklidir (14,29).

11.4.1.2. Kromozomal genler

Patojenik surecte, invazyon plazmid genleritgdmel virulansini tamamlayigekilde
pek cok kromozomal lokus rol alir. Bu nedenle tamulans icin bu genlere de ihtiyag
duyulur. Bu genler iki grup halinde kategorize edilir:

1.Plazmid virulans genlerinin ekspresyonurgiite eden genler: viR geni, Ipa ve Mxi-
Spa proteinlerinin 1s1 @amli ekspresyonunu kontrol eden histon benzerinbalekll
kodlar (14,30).

Keratokonjonktivit provokasyon (IcpA) geni deG’yi pozitif yonde regtile eder.

2.Lipopolisakkarit (LPS) ve sideroforlari kagthn, bakterilerin Qarsakta ygamasi ve
konak savunma mekanizmalarina direnmesirilag@an genler:Shigellanin LPS’den

yoksun (R koloniler) sgiar1 avirulandir (12).

[1.4.1.3. Shigella toksinleri

Ik defa 1903 yilindaS.dysenteriadip 1'in letal bir toksin Uretfii gosteriimi ve
hayvanlarda paraliziye neden ofgdundan Shiga norotoksini olarak tanimlastmi (4).
Yapilan calgmalarda tayan ileumunda bakteri 6zitinin sitotoksik ve entksik
etkilerinin gosterilmesiyle bakterinin birden fazlaeksik etkisinin oldgu anlgilimistir.
Toksin saflatirma, toksine kar poliklonal ve monoklonal antikorlarin elde edilsnde
tum bu etkilerden sorumlu bir tek molekulin gidusaptanngi ve Shiga toksin olarak
isimlendirilmistir (31).

Bartlett ve ark.’nin (32) yagt calsmadaS. dysenteriadip 1'in diger Shigella
tiplerinden 100 ila 1000 kat fazla toksin Uretel@idyosterilmitir. Bu calsmada dger
Shigella tarlerinin de sitotoksik etki gosterebildikleri aic bu etkilerinin Shiga
antitoksini ile notralize edilemeglisaptanmytir. ilk kez Beutin ve ark. (333.dysenteriae
tip 1 dsinda Shiga toksin dretimini, izole ettiklé®i sonnesuwunda gostermierdir. S.
sonneiswunda toksin Uretiminden sorumktx genini bir bakteriyofajda saptagtar,
ndkleotid analizi yapilmgi ve S. dysenteriagip 1'in stxA altlnitesi ile identik vestxB
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altnitesi ile tek bir nukleotid farki olgunu gosterngierdir. S.sonnénin toksin uretme
Ozelligini bir S. dysenteriaetip 1 swundan bu bakteriyofaj yoluyla kazagd
distnmislerdir.

Shiga toksin, enzimatik ve yapisal olarakZsgrolan ve "Shiga-like toksin" olarak
adlandirilan toksinlerin prototipidir. BaE. coli serotiplerinde de "Shiga-like toksin"lerin
gosterilmesiyle toksin nomenklatirt giurulmuwstur (Tablo. 5). E. coli tarafindan
Uretilen toksinler "transforming” faj genlearafindan kodlanirken, Shiga tokst
dysenteriae tid kromozomunda pyrF lokusunun yaninda yer alaugenleri tarafindan
kodlanmaktadir (4).

Tablo. 5. Shiga toksin ailesi nomenklatira (4)

Yeni adi Eski adi Gen Gen urdnu
Shiga toksin Shiga toksin Stx Stx
Shiga toksin tip 1 SLT-1, VT-1 stx1 Stx-1
Shiga toksin tip 2 SLT-2, VT-2 stx2 Stx-2

SLT: Shiga like toksin , VT: Verotoksin

Shiga toksin iki farkli peptid alt Gnitesindefusmaktadir. Bunlar enzimatik olarak
aktif 32 kDa &irhgindaki A alt Unitesi ve terminal disakkarit olarak(l-4) ba: ile
galaktoza bgi, galaktoz iceren bir glikolipid (Gb3, globotrisgilceramide) olan, konak
hiicre reseptériine flanmadan sorumlu ve birbiriyle ayni 7.7 kDaragindaki 5 adet B
alt tnitesidir (31,34).

A alt Unitesi RNA N-glycosidase aktivitesinahgptir. 28S ribozomal RNA’nin 5'
ucundaki 4324 pozisyonundaki adenozinden bir adkaparir, bdylece 60S ribozomal
altiinitesine aminoacil-tRNA ganmasi inhibe olur. Bu enzimatik aktivite protein

sentezini inhibe eder, sonucta hiicre 6limu gekgel@ad,32).

Kolera toksini veE.coli labil toksinininden (LT) farkli olarak Shiga toksintraselltler
CAMP seviyesini yikselterek ishale neden olmaz. slioksadece Vvillis hicrelerinde
bulunan spesifik reseptorlereghanip bu hiicreleri tahrip egiiicin, bu hiicrelerin gorevi
olan sodyum absorbsiyonu baskilanir. Kript hicrektkilenmedgi icin bazal sivi
sekresyonu devam eder. Absorpsiyonun azalmasirlikté sekresyonun normal devam

etmesi sonucunda barsak limeninde net sivi birigengceklgir (35).
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Shiga toksin dretimi demir konsantrasyonuraglibolarak fur lokusundaki genler
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu genler demiglagici sideroforlar ve demir-siderofor
kompleksinin alimini gdayan i¢c ve & membran proteinlerinin sentezinden
sorumludurlar. Demir yeterli miktarlarda olglinda proteinlerle  kompleks
olusturarak,demir kontrolli genlerin yanindaki proméges ba&lanarak bu genlerin
baskilanmasini géar (31-35).

ShET-1 ve ShET-Shigellaenterotoksin) adinda iki yeni toksin tanimlagim ShET-
1 setlkromozomal geninde, ShET-2 ise invazyondan soruiii Mda plazmitindeksen
geninde kodlanir. Giu hastada dizanteri fangicindan 6nce gorulen sulu ishalden bu
toksinlerin sorumlu olabile@e dustinilmektedir (36,33,34). Vargas ve ark. (34) ydptik
calismada ShET-2'nin tunshigellaswlarinda, ShET-1'in ise sade&flexnerisuslarinda

varhgini gostermilerdir.

11.5. Shigella enfeksiyonlarinda konak cevaplari

Shigella swulan ile konak arasindaki etkienler, bairsaktaki histopatolojik
degisiklikler ve sigellozun klinik prezentasyonu ile sonuclanan enfiduvar yanitlari
tetikler (15,21). Sitokin ve kemokin cevaplari, héokal olarak alinan rektal érneklerde
hem de serumda gercegtieilen immunohistokimyasal ¢gimalarda gosterilngtir (15,37).
Konak cevabi, enflamasyona yol ac¢makla birlikte feksiyonun kontroli icin de
zorunludur (17). Bir murin modelinde, kaha sigelloz defansi icin dgal 6ldurict (NK)
hiicre aracili IFNy Gretiminin gerekli oldgu gosterilmgtir (7). Shigellaenfeksiyonununa
konak yaniti, hiicreden hicreyegt&enlik gosterdii icin, yanitlarin her birinden kisaca
bahsedilecektir.

11.5.1. Shigella ve intestinal Epitelyal Hiicreler

Shigella kolonik epitelyumu, Peyer plaklarini 6rten, follile iliskili epitelyum
icerisindeki M hucreleri yoluyla gecer (12,21). e follikiilin tepe noktasinda, bakteriler
makrofajlarca fagosite edilir ve apoptozisle oldirt(16,38). Bu strateji ileShigella
subepitelyal dokuya uja ve kolonik epitelyal hicreleri bazolateral yulsinden invaze
eder (14). Gig prosesinin bgangi¢c basamanda, Shigellafilopodlar oluturarak epitelyal
hiicrelerin iginde aktin polimerizasyonunu induk{88). Proses, GRPaz’'larin Rho ailesinin

aktivasyonunu igerir (39,40). Ggten sonra, bakteriler membrangsbavakuollerini parcalar,
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stoplazmada ggalir ve IcsA (virG) proteinine [ olan aktin tabanli motiliteyi kullanirlar
(14,41). Bu proses, parmaksi protriizyonlagioitarak kongu hicrelere yayilimi ggar (21).
Ek olarak, hicre icindekiShigella kolonik epitelyal htcreleri IL-6, 1L-8 gibi

proenflamatuvar sitokinleri eksprese etmek tizeogmamlar (15,42).

[1.5.2. Shigella ve makrofajlar

Shigella M hucreleri boyunca kolonik epitelyumu gectikt®onra, lokal makrofajlarca
yakalanir. Daha sonra fagozomlardan c¢ikar ve iai ggrisinde makrofajlarin apoptozisini
ve enflamatuvar reaksiyonu indukler (16,38,42)a Bproteini, proenflamtuvar sitokinler
olan
"IL-1-B converting enzim"e kganarak apoptozisi yonlendirir. (16,43). Bu enflaovar

proses, enfeksiyonun eradikasyonu icin cok dnem(idi).

[1.5.3. Shigella ve l6kositler

Masif polimorfontkleer I6kosit ggalmasi, bglica intraseliler Shigella LPS
postinvazyonu aracgiyla olur (21). Shigella LPS, dgal immun cevabin dominant
medyatori "toll-like reseptor 4" (TLR 4)’Un yolagunu inddkler (17,44). Lokosit gocgu
intestinal epitelyumun bUtiniini bozar (21). Her ne kadar bu bozulma, bakteriyel
invazyona zemin hazirlayarak virulansa katkida butu gibi gozikse de, aslinda
enfeksiyonu mukoza ve submukozaya sinirlar ve enisohunda eradikasyonugka.
Cunku bakteriler polimorfontkleer lokositlerce otdliir. Bu proses, ciddi kombine

immun yetersizlikli fare-insan zenogreft modelingk iyi demonstre edilngiir (45).

11.6. Shigella enfeksiyonlarinda immuinite

Pek cok kanit, Shigella enfeksiyonun dgal koruyucu baisikhk biraktgini
gostermektedir. Endemik bolgelerdggelloz insidansi ygamin ilk be yilinda pik yapar
ve daha sonra dine gosterir. Bu durum, cocukluk @adaki tekrarlayan enfeksiyonlara
maruziyetlerin olgturdusu immunitenin vargi ile aciklanabilir (46). Hastain insidansi,
askeri kamplar gibi yuksek riskli alanlarda kadiiresinin uzunlgu ile alakah olarak djer
(47). Bu immunitenin serotip spesifik olgluna inaniimaktadirShigelldanin somatik

antijenlerine antikor cevabi enfeksiyonun erkeanaasinda okur, bunu tipik olarak anti-
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LPS antikorlarinin olgumu takip eder. Anti-LPS antikorlari haftalar icendlzen IgM
yanitidir ve 1-2 yil surer (1).

Sili’'li cocuklarla yapilan uzun bir kohort camasindan elde edilen giatk yanitin
reenfeksiyona kar % 76 koruma gdadigl sonucu, serotip spesifik gal immdnitenin
onemli bir kaniti olmsgtur (48). DahasiS.sonneiya daS.flexneriile deneysel olarak
enfekte edilmy gondlli yetgkinlerlerle yapilan bir ¢cadmada etken slara tekrar
maruziyet durumunda belirgin biekilde hastaliktan korunduklari gozlemlegtimi (% 64-
74 koruyucu etkinlik) (49,50). Bu durum immunizasyicin LPS determinantlarina olan

ilginin yeniden canlanmasi sonucunyzdomustur (51).

11.7. Klinik

Sigelloz tipik olarak pek cok fazdan gecerek ilerla Shigella enfeksiyonlarinin
belirtileri, enfekte eden turler, kogm yasi, risk faktorlerinin varlgl ve kongin spesifik
immun durumuna kg olarak degiskenlik gosterir. inkiilbasyon peryodu bir ila dort
gundur, ancakSdysenteridda sekiz giune kadar uzayabilir (54igelloz ya da akut
basiller dizanteri, klinik prezentasyon spektrurkisa suren sulu diyareden enflamatuvar
bagirsak hastafina kadar dgsebilen, invaziv bir kalin Garsak enfeksiyonudur. Klinik
hastalik, tipik olarak birkac yUz ila birka¢ binganizmanin alimindan 24-48 saat sonra,
ates halsizlik ve anoreksi gibi konstitiisyonel semptartd bglar. Sulu diyare tipik olarak
dizanteriden once olur (53) ve siklikla hafif gegle@nfeksiyonun tek klinik belirtisidir
(46). Sik kucuk volumlerde kanh, mukoidskilama, abdominal kramplar ve tenesmusla
karakterize bariz dizanteri tablosuna gesaatler ya da gunleri bulur. Dizanteri olan
hastalarda, tutulum egiddetli olarak distal kolondadir ve glan enflamatuvar kolitin
bulgusu olarak, ileocekal sivi gkl gosteren sik, az volumlisetilama gordlur. Ciddi
enfeksiyonu olan hastalar giinde yirmiden fazla dayizanterik dkilama yapabilirler
(54). Dizanteri ayni zamanda gunlik 200-300 ml serproteinin fecesle kaybi ile
karakterizedir. Serum proteinindeki bu kayip malisypn ve blylimede gerileme
sonuglarini dguracak olan nitrojen depolarinin eksilmesi sorunyoeh acar. immun
faktorlerin azalmasi, sezamanh farkli enfeksiy6z hastaliklarin meydanamgsi riskini
arttirir ve mortalitede kayda ger artsa yol acar (1).

Balangicta goze carpan bir bulgu olan anoreksi, hgstakonvelesan doneminde bile
devam edereksigellozda siklikla ortaya c¢ikan nutrisyonel durumioiezulma olgusuna
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katkida bulunabilir. Buyik sivi kayiplari ve ciddiehidratasyosigellozda nadir rastlanan
durumlardir (55)Sigelloz sirasinda ¢ok g#li ekstraintestinal belirtiler ortaya c¢ikabilir.

11.7.1 Sigellozun ekstraintestinal komplikasyonlari
[1.7.1.1. Shigella bakteriyemisi

Her ne kadar genellikle kolonik mukozayla sinikalsa da, sigelloz bazen
ekstraintestinal komplikasyonlara neden olabiliakiriyemi ya da septisemgjgelloz
sirasinda nadiren ortaya ¢ikar vallza gelsmekte olan tlkelerde rapor ediktir (12,56).
Ornesin Bangladg'ten bir calsmaya gore,sigelloziu hastalarin %4’iinde bakteriyemi
gorulmistir (56). Bakteriyemi, daha siklikla malnatrisyonkiicik infantlarda ve
S.dysenteriaserotip 1'le enfekte hastalarda gorUkmalup, ciddi mortalite hizi ile ikili
bulunmutur. Guney israillden bir cakmada Shigella bakteriyemili onbg cocuk
tanimlanmgtir (57). Hastalarin yaortalamasi 20 ay olup 13 hastada (%87) kilo alma
yetersizlgi gorulmdsttr. Sylarin ¢cggu (%87)S.flexneriolup, S.dysenteriagerotip | higbir
hastada gozlemlenmegnihic 6lim rapor edilmengiir (57). AIDS hastalarinda dikkat
cekilmesi gereken bir husus, bu hastalatidallozun daha sik ya da daha ciddi olngadi
ancak bakteriyemi ile daha sikskili oldugudur (58).

[1.7.1.2. Cerrahi Komplikasyonlar

Miran ve arkaddari (59) kirk yillik bir peryottssigellozun cerrahi komplikasyonlarini
yasams elli yedi cocuk hastaya dair yayinlagnraporlari yeniden gézden gecigmie
komplikasyonlari dért grupta kategorize efimidir: Perforasyonlu ve perforasyonsuz
apandisitler (n=16 %?28), intestinal obstriiksiyon=38@ %53), kolonik perforasyon
(n=10,% 17) ve intraabdominal abse (n=1,% 2) (43.cocuk (%23), antimikrobiyal
tedaviye rgmen 6lmigtur (59).

Pediatristler, nadir gorulmesinegmeen gecikmy teshis nedeniyle ortaya cikan
belirgin morbidite ve mortalite sebebiylgigellozun cerrahi komplikasyon risklerine kar
uyanik olmalidir. Taninin konmasi, sikliklgigelloz semptomlari ile peritonit
semptomlarinin cakmasi nedeniyle gerceklemeyebilmektedir. Bazi otoérler, hastada
perforasyon belirtisi olmagh muiuddetce, peritonit bulgulari olsa bile akut fazd

laparotomiden uzak durmayi 6nermektedir (59).
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[1.7.1.3. Norolojik manifestasyonlar

Her ne kadar Banglagien bir calgmada, etkilenen cocuklarin %29’unda 6lum,
%6’sinin norolojik semptomsuz olgu belirtiimis olsa dagsigellozun ndrolojik bulgulari
genelliklesifa ile sonuglanmaktadir (60). NObetler en sikleastn nérolojik belirtiler olup,
onu ensefalopatinin bulgulari olan letarji, dezotggyon, ya da koma takip etmektedir
(60,61,62). Gedimis Ulkelerde bile, hastalarin az bir kisminda ensefati, ciddi,
antibiyotik tedavisine yanitsiz ve fatal seyredeb{63). Hipoglisemi ve elektrolit
anormalliklerinin belirgin patolojik rol oynamagli gelismis Ulkelerde, hiponatremi ve
erken geken beyin 6demi rapor edilgtir (60,62,64). Bir murin modelinde yapilan
tamamlayici cagmalar, beyin 6demindeki erken gain basamaklarini ve TNE, IL-1 B
ve Nitrik oksit (NO) dretimi gibi konak yanit faki@rinin major patojenik rollerini
dokiimente etmgtir (65,66,67).

11.7.1.4. Urogenital sistem

Nadir durumlar da ols&higella tarafindan olgturulan vulvovajinitler ve idrar yolu
enfeksiyonlari hakkinda oldukca iyi kaynaklar matar (12,68). Gedmis Ulkelerden
yapilan yayinlar, bu enfeksiyonlarinsliés ve tedavisindeki problemlergik tutmustur
(68,69). USA'den bir vaka raporund8&,flexnernin neden oldgu kronik vulvovajinit
tanimlanmgtir (69). Vajinal akinti ve kanamayla gelen hastédglangicta nonspesfik
vulvuvajinit ve hemorajik sistittensiphe edilmesi taniyr geciktirg)i patojenin
antimikrobiyal rezistansi nedeniylesg@ ampirik antimikrobiyal tedavi kirleri baarisiz
olmustur. Sonugcta, 3 yan sonra, on dort gunlik siprofloksasin tedavaginal akintinin
kesilmesini sglamstir. Bir baka calsmada direncliS.sonneiswu Uriner traktus
enfeksiyonuna neden olmwe ancak 3. lgak sefalosporinle tedavi edilebilgtir (68).
Buradan anlglacaz lUzere, enfeksiyonlarin gorilme sgthin - azlgl nedeniyle, tanilari
siklikla gecikmekte,Shigellanin antibiyotik rezistansi nedeniyle de ampirikdaeiler
siklikla bgarisiz olmaktadir (68,69).

[1.7.1.5. NeonatalSigelloz

2001 yilindaki bir yayinda, 0-16 sygrubundasigelloz vakalarinin sadece % 0.6’sini
yenidazan enfeksiyonlari okiurmaktadir. Enfeksiyona maruz kalan infantlaridesz %

1,6'st hastalik tablosu alturmwtur (12,70). Bu bulgu, plasentadan ya da emzirme
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sirasinda anne sitinden bgabegecen maternal koruyucu faktorlerin varhile
actklanmgtir (12,71).

Sigellozlu yenidganlar, ¢cok yiksek olmayan ale seyreden, siklikla kanli olmayan
hafif diyare tablosu sergilerler. Bununla birlikkemplikasyonlar daha buyutk cocuklara
nazaran daha sik gorullir ve septisemi, menenjitiddatasyon, kolonik perforasyon ve
toksik megakolorseklinde olabilir (70). Lojistik regresyon analiziede, gelsmekte olan
Ulkelerde infant mortalitesinin belirleyicileri, @m negatif bakteriyemi, hiponatremi,

hipoproteinemi ve ileus olngtur (70).

[1.8. Tani

[1.8.1. Klinik

Sulu diyare ve ateolan hastalardgigellozdanstiphelenilmelidir. Enfeksiyonun diyare
safhasi klinik olarak ger bakteriyel, viral ve protozoona ghaenfeksiyonlardan ayirt
edilemez. Bulanti ve kusm@higelladiyaresine gik edebilir ancak bu semptomlar non-
tifoidal Salmonellave enterotoksijenikE.coli enfeksiyonlari sirasinda da gozlenmektedir.
Kanli, mukuslu gaitalarsigellozu kuvvetle garet eder ancak ayirici tanidalEC
(EnteroinvazivE.coli ), Salmonella enteritidisYersinia enterocolitica Campylobacter
turleri  ve Entemoeba hystoliticamutlaka dgiundimelidir. Amebiyazisli hastalarin
gaitalarinda her ne kadar kan goérilmesigatesa da, genellikiShigelldda olduzu gibi
acik kirmizi olmaktan ziyade koyu kahverengidjigelloz hastasinin sigmoidoskobik
muayenesinde diffiz eritematdz mukozal ylzey, kigislerler gorilirken, ambiyaziste

jeneralize enflamasyon yoktur ve aralikli Glsedddrakterizedir (1).

11.8.2. Laboratuvar

Her ne kadar klinik belirtilegigelloz stiphesini uyandirsa da,stes fecesterShigella
bakterisinin izolasyon ve identifikasyonunaghdir. Shigellainsan vicudu ginda kisitli
bir stre canl kalabilir, o0 nedenle gaita 6rnekteplandiktan sonra birka¢ saat icerisinde
isleme alinmalidir (72). Fekal ornekler, patojeninitayga genellikle yliksek sayida
bulundigu erken evrelerde ve tercinen antibiyotik tedavissslanmadan evvel
toplanmalidir. Pozitif kaltarler, sikhkla hastain akut fazinda alinmitaze gaita
orneklerinin kan bukmis mukoid kisimlarindan elde edilir. Spesimen hizh gekilde

isleme alinacaksa ya da "swab", "Cary-Blair transpedium” ile korunakl olarak
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tasinacaksaShigella kultura icin rektal "swab" da kullanilabilir. B85(buffered glyserol
saline) besiyeri d8higelladrneklerinin transportu icin kullanilabilir. Fege®klenmesiyle
pembe rengin sebat etmesiyle alkali @duwanlgilan BGS’nin Cary-Blair medyumdan
daha iyi oldgu disinulmektedir. Shigelldnin laboratuvarda mikrobiyolojik olarak
izolasyonu tipik olarak, klinik orrign anaerobik normal florayr inhibe etmek icin
ayirici/selektif besiyerine inokulasyonu ileslza. Siklikla kullanilan primer izolasyon
besiyerleri MacConkey, Hekton enteri8almonella-ShigellaKsiloz Lizin dezoksikolat
Sitrat agar medyum dur. Bununla birlikt8,dysenteriatip 1 ve S.sonneiSalmonella—
Shigellaagarda iyi ¢galmaz. Bu besiyeri ger gram negatif bakterilerin tremesini inhibe
eden safra tuzlari ve laktozu fermente eden kalhfar, Shigellagibi laktozu fermente
etmeyenlerden ayiran pH indikatorleri icerir. Gaitanekleri "Hajna gram negatif broth”
gibi zenginlatirici besiyerine inoklle edilip daha sonra seleki@da ayirici bir agarda
subkdltirt yapilabilir. Primer izolasyon besiyeen®@7?C’'de bir gecelik inkiibasyonu
takiben, renksiz laktozu fermente etmeyen kolonil&l (Triple Sugar Iron Agar)
besiyerine inokile edilir. Bu ayirici besiyerindghigella besiyerinin yatik kisminda
alkali, dip kisminda asit gorintl etururken, gaz olkumu godzlenmez. Bu reaksiyon,
tahmini bir identifikasyon verir, sonucu glmlamak icin serogrup ve serotiplere spesifik
ticari antiserumlar mevcuttur (WHO/CDD/83.3).

Normal intestinal floraya ait baf.coli biyotipleri Shigellattrlerine yakin benzerlik
gosterir (Orngin; hareketsizdirler, laktozu gec¢ fermente ederBu koliformlar genellikle
lizin dekarboksilaz reaksiyonu il&higellddan ayrilabilirler. Bununla birlikte, bazi
koliformlar, Shigella benzeri virulans plazmidi gadiklarindan enteroinvaziv hast
neden olabilirler ve bu patojenler konvansiyonalrak EIEC serotipleri agcisindan zahmetli
serolojik tiplendirmeler yapilarak identifiye ediér. Shigellatespiti icin hizli ve duyarli
teknikler gelgtirilmistir. Bu metodlarda, invazyon plazmid lokusu ya IgaH antijen
virulans faktor gibi virulans genlerinin kah g olan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
primerleri ya da gen problart kullanilir. Her ne dka konvansiyonel diagnostik
metodlardan daha duyarl olsalar da, bu teknikédisske laboratuvarlar gerekmektedir;
ancak muhtemelen klinik laboratuvarlarda rutin &alln icin spesifik hale getirileceklerdir
(1).

Dasrulanmg Shigella izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik testleriCommittee for
Clinical Laboratory Standarts" (CLSI) rehbgnide agar difiizyon teknik metodu ile
gerceklgtiriimelidir. Agar ve broth dilusyon metodlari dadukca sik kullaniimaktadir
(73). "Epsilometer strip method" (E-Test) de minmmunhibitér konsantrasyonun kesin
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olarak tanimlanmasi igin siklikla kullanilan bikmektir (74). Bununla birlikte, tekrin
baslica dezavantaji yuksek maliyetli glidur. Kuzey Carolina’da Fort Braggy'de bir
Shigellaenfeksiyonu salgininda gisel bilgisayar bazlh "Cgrafik Enformasyon Sistemi"
(GIS) uygulanmytir. GIS bir halk salgininin ofumunda, enfeksiy6z hastaliklarin geci
sekillerinin dinamiklerini direkt olarak gbozlemlemakin etkili ve pratik yolar sunan bir
sistemdir (75).

[1.9 . Tedavi

Rehidratasyon tedavisi, herhangi bir etyomjiyali dehidratasyonu dizeltmek igin
gerekli ilk basamak tedavi olup, diyareden olunmersayisini 6nemli derecede
disUrmistir. DUnya sghk orguta (WHO) tarafindan getirilmis olup, yararlilg ve
guvenilirligi kanitlanmg olan oral rehidratasyon tedavisi, akut dehidraiafy sulu
diyarenin yaam kurtarici tedavisinin esansiyel bir komponen& wglobal diyareik
hastaliklar kontrol programinin kilit stratejisidigigellozda ciddi dehidratasyon siklikla
gorulmemekle beraber, uygun hidrasyosilgelloz genel olarak kendi kendini sinirlayan
bir hastalik olup, anti mikrobiyal tedavi kararggtalik tablosunun ciddiyeti, hastanirgiya
ve enfeksiyonun bugaihtimali g6z 6ntine alinarak verilmelidigigellozda efektif oral bir
antimikrobiyal 48 saat icerisinde belirgin semptakaelisme s&ladigi gibi hastalgin
ortalama suresini Reila yedi ginden ortalama ¢ gunesdiimekte, ayrica hastalik
semptomlari dizeldikten sonhigella ekskresyonunu azaltmaktadir (76). Bhigella
epizodu, antimikrobiyal tedavi verilmeginde ya da efektif olmayan bir antimikrobiyal
kullanildiginda iki ila on gin ya da daha uzun surebilmektikteBoyle bir durumda,
Ozellikle S.dysenteridip 1 yadaS.flexnernin neden oldgu enfeksiyonlar bga olmak
Uzere, enfeksiyonun ciddi komplikasyon ya da oliski rciddi bir sekilde artmgtir. Uygun
tedavi edilmem sigelloz persistan diyarenin en dnemli nedenidir (1)

WHO’'nun talimatnamesine gore (WHO/CDR/95.3nuhtemel sigelloz tanisi
konuldysunda, lokalShigellaswlarinin antimikrobiyal duyarlilik paternlerine gésecilen
bir antimikrobiyalle hastalik tedavisi yapilmalidiTedaviden iki gin sonra hastada
dizelme bglamissa be gin daha tedaviye devam etmelidir.g& taraftan hastada
diizelme olmazsa, antibiyotik gistiriimelidir. iki giin sonra ge§ime olursa begiin daha
tedaviye devam edilmelidiikinci antibiyotik ile de iyilgme belirtileri g6zlemlenmezse

tani yeniden dfunulmeli, gaita mikroskobisi, kiltir ve duyarhlikestleri yeniden
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yapiimahdir. Bununla birlikte, gepispektrumlu ilag rezistansi nedeniyle, WHOnun
sigelloz tedavisindeki klavuzunu uygulamak olduk¢etlgsmistir (1).

Sigelloz tedavisinde pek cok etkili antimikrobiygha mevcuttur ancak, global olarak
yayllan ila¢ direnci nedeniyle secenekler giderekalmaktadir (77). Shigelldada
sulfonamidler, tetrasiklinler, ampisilin ve trim@tom-sulfometaksazol rezistansi tim
dinyada gorulmekte olup bu ajanlar ampirik tedewi artik 6nerilmemektedir (1).

1990l yillarda, kinolonsigelloz tedavisinde tercih edilen bir ajan olarak plana
ctkmistir. Pek cok capma kinolonlarin Klinik etkinkini desteklemektedir (78). Pek cok
otorite, sipheli ya da kanitlanmisigelloz icin oral kinolon (siprofloksasin, levoflsksin
ya da norfloksasin) 6nermektedir. Hafif ya da akt@ecede hastalik tablolari i¢in bir ya da
iki doz makul olurken, komplike basiller dizantegia ada kanitlanrgiS.dysenteridip 1
enfeksiyonlari icin U¢ eginlik tedavi yapiimahdir. Her ne kadar, norflaiks800 mg ve
siprofloksasin 1 gr.’lik tek dozun efektif olgu gosteriimg olsa da, artikShigella
dysenteriatip 1 enfeksiyonunda daha az efektif gidu gorilmektedir (84). Yeni
florokinolonlarin higbirisi cocuklarda ve hamile dalarda kullanilmamaktadir. Bu
ilaclarin kikirdak toksisitesini indikleyici potagslleri nedeniyle ¢ocuklarda kullanimi
oldukca sinirlidir. Bununla birlikte, gtvenilir déeceklerine dair giderek galan kanitlar
mevcuttur (82,85). Pek c¢ok antibiyotik optimal tedasuresiyle dikkatlice
degerlendirilmistir. Pek ¢ok kontrolli ¢cagmada be ginluk tedaviler denengblup, daha
kisa sureli tedaviler de atailmistir (76).

Kinolon rezistansinin giderek artive c¢ocuklarda kullanimlari ile ilgilisipheler
nedeniyle farkl ajanlara yonelik ¢ghnalar devam etmektedir. Birinci ve ikinci jenerasyo
sefalosporinler in vitro aktiftir ancak klinik Kahimda pek yiz guldurict giiir. Oral
dclnci jenerasyon bir sefalosporin olan sefiksigaéskin sigelloz vakalarinin tedavi
edildigi bir calismada elde edilen %55’lik kari orani pek etkileyici olmartir (86).
Bununla birlikte,israil’deki klinik calsmalar, sefiksim ve seftriaksonun bakteriyolojik ve
klinik kiirde daha iyi bgari oranlarina sahip olgunu ve ¢ocuklarda kullaniminin guvenli
oldugunu gosternstir (87,88). Son zamanlarda ¢ok iyi intrasellil@nptrasyonu ve ilimli
invitro Shigella aktivitesi olan azitromisinin sigelloz tedavisinde etkili oldiu
gosterilmitir (1). Daha ileri caimalara gerek duyulan, @r bir secenek, absorbe olmayan
bir anti mikrobiyal olan rifampisindir (89)nvitro antibiyotik duyarlilgi ile klinik etkinlik
arasinda komplet bir korelasyon yoktur. Enfekte nedaikroorganizmanin kullanilan
antibiyotige duyarhlgi olsa bile, in vitro aktif olan pek cok antibiyktklinik olarak etkisiz

kalmaktadir. Organizmanin direngli ollu ya da klinik olarak etkin olmayan bir
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antibiyotik kullaniimasi risklidirilacin potansiyel sistemik yan etkilerinin yanindaymal
intestinal flora da etkilenebilmektedir. Normalmin enfeksiyona neden ol&higellaile
savatigl kanitlanmgtir; o nedenle, efektif olmayan bir antibiyotiBhigellay selektif
olarak tgvik ederken hastain alevlenmesine sebebiyet verebilmektedir
(WHO/CDS/CSR/DRS/2001.8). Dah&shigellaizolatlarinin serogrup prevalanslarindaki
kaymalar ve dgsen antibiyotik duyarliliklari sigelloz tedavisinde uygun ilacin
belirlenmesinde zorluk ofturmaktadir. Bir sirveyans sistemi icerisin@aigella spp.
swlarinin antimikrobiyal duyarhliklarinin sirekli giemlenmeskigellozda efektif tedavi
ve kontrol 6lgutleri icin esansiyeldir (90).

Nobetler, ensefalopati ve intestinal perfocasygibi komplikasyonlar antimikrobiyal ve

sivi tedavisine ek olarak spesifik tedavi gerek({it).

[1.10. Antimikrobiyal direng

Genusun tarihgesine bakar&higella sppnin kolaylikla antibiyotiklere rezistans
kazandgl goridlebilir (WHO 2001). Gegen birka¢c on yillik man diliminde Shigella
swlarl, geng kullanim alani bulan ucuz antimikrobiyalleringgma direncli hale gelmi
olup bu durum, tedavi yanitsigiive artmg mortalite sonuclarini drmustur (91).

Coklu ilag direnci bga S.dysenteridgip 1'in neden olgu enfeksiyonlari olmak lzere
sigelloz tedavisinde ciddi bir problem olmaktadi®40’larda yiksek derecede efektif olan
sulfonamidler, 1950’lerde pratik olarak ¢cok azgelee sahip hale gelgtir. 1960’larda,
tetrasiklin, arkasindan ampisilin ve ko-trimaksarobldukca yararli oldtu bulunmuytur
(92). 1960’larin sonlarinda fayarak 1980’lere dgru bu Ug¢ ilaca kar direng giderek
artmstir (93). 1980’lerin bginda, Calcuta’da birinci jenerasyon bir kinolon rolae
baslangicta S.dysenteriatipl enfeksiyonlarinda oldukca yureklendirici solang olan
nalidiksik asitle ilgili raporlar yaymnlanmgtir (94). Sonug olarak, camalar nalidiksik
asitin cocukta ve yegkinde sigelloz tedavisinde oldukca etkili oldunu gosternstir
(80,95). Bununla birlikte, ilacin gencapli kullanimindan kisa bir siire sonra ¢ok Hli
sekilde diunyanin bir cok yerinde nalidiksik asitistan S.dysenteriaéip 1 sylari ortaya
ctkmistir (96,97). Daha sonra norfloksasin, siprofloksagibi yeni florokinolonlarin
nalidiksik asite rezistashigellasularinin neden oldgu sigelloz vakalarinin tedavisinde
nalidiksik asite tstin olduklari ortaya cikgm (79,81,98). S6zU gecen antibiyotiklerin
maliyeti daha yluksektir ve her gecen gin recetesyaygin kullanim nedeniyle direng

gelismeye balamistir. Hala etkinlgini koruyan antimikrobiyaller olarak mesillinam,
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siprofloksasin ve gier florokinolonlar, seftriakson ve azitromisin giinéktedir. Bununla
birlikte, 2003 yilinda, Hindistan, Bangladeve Nepal'de siprofloksasin ve gdir
florokinolonlara direncli S.dysenteria tip 1 enfeksiyonu vakasi bildirilrgtir
(83,90,99,100). Ayrica, rezistans hizlarinda cioldirak goze carpan grafik farkliliklar
da mevcuttur. Antimikrobiyal rezistans paternlegna yerlegim biriminin iki farkh
bdlgesinde dahi farkllik gosterebilmektedir. Butimikrobiyal rezistan klonlarin vagi

ve yayilim hizlarina kg olabilen bir durumdur (1).

I1.11. Asl

Epidemiyoloji ve gonulli ¢ajmalari Shigellaicin koruyucu immdanitenin O-somatik
antijenine kag1 olustugunu ve kisith birsekilde tip spesifik oldgunu gosterngtir. Bu
durum efektif Shigella asisinin gelsimini engellemektedir. Dgal tip enfeksiyon ve
deneysel maruziyeti takiben, gucli bir mukozal IgAti-O-Antijen antikor yaniti okur
(101). Yuksek titreS.flexneri2a antikorlari iceren inek sitl immunoglobulin ipasarak
uygulandginda, S.flexnerille deneysel olarak enfekte edikhgonulltleri korurken, diuk
titre antikor iceren inek sttt immunglobulini boyler koruma sglayamamgtir (102).
Ayrica, IFN sekrete eden T hicreleri gibi hicrecdraimmunite mekanizmalari da
iyilesme ve immaunitede rol oynamaktadir (103). @ak gamasindaki adaysdar, hem
polisakkarit konjugatlarini hem de canh atentglaa icermekte olup, caimalar
cogunlukla en sik izole edilen gar olan S.flexneri2a, S.sonneive vakalarin ciddiyeti
nedeniyleS.dysenteridip 1 (Sd1) Gzerinde ¥unlasmistir (104,105,106).

[1.11.1. Polisakkarit konjuge asilar

Parenteral konjugesiéar, uygun bakteriyel serotiplerden elde edilemifpie Shigella
polisakkaritlerinin tetanus toksoidi, rekombinaRseudomonas aerigunosakzotoksin
A(PsA) ya da CRM9 mutant difteri toksinine konjugdilmesiyle Uretilmgtir. "National
Institutes of Health" (NIH )’de gailiiriimis bu ailar, israil'de askeri gonullilerle yapilan
saha cabmalarinda, hastaliktan korunmada %74 oraninda etkinsu (107,108) ve 4-7
yas cocuklarda giivenli ve immiinojenik olglu gosterilmgtir (109,110). Israilli kugik
cocuklardaS.flexneri2a veS.sonnekonjuge ailarinin Faz 11l caymalari tamamlanngtir
(111). Konjuge polisakkarit sdarinin indikledgi O-Antijen spesifik IgG antikorlari,

kaltara yapiimg Caco-2 hicrelerine invitro olarg&higellainvazyonunu engellertir ve
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koratif olabilir (112). O antijeni koruyucu epit@gpl taklit eden sentetik
oligosakkaritlerinin uygun protein ggyicilara konjuge edilmesiyle daha getis ve ucuz

konjugeShigellaas! jenerasyonu icin gelecek vaat etmektedir (113).

[1.11.2. Canli atenue allar

Canli oral atenu8higellaasisi gelstirme sahasinda belirgin ilerleme kaydeditimi
Ancak 0Ozellikle cocuklardasal reaksiyona neden olan yetersiz atentiasyon edikie
gelismekte olan Ulkelerde yetersiz gimklamaya sebep olansia atenliasyon arasinda
kurulmasi gereken denge hala major bir problema&laarlgini korumaktadir (114).

Yugoslavya’'da seri olarak pasajlagmatreptomisin-bamli (SmD) S.flexneril, 2a, 3a
ve S.sonneisuslarinin yetgkinlerde, salikli ve hasta ¢ocuklarda atenle edilebifgoee
oral allar olarak kullanildiginda vakalarin % 82-100’Uinde koruyucu giduydsterilmgtir
(115,116). Bununla birlikte, mutasyon geninin gkdazaniimasiyla okan yan etkiler
gozlenmgtir ve bu ginin gelitiriimesine devam edilemestir (114).

Lanzvou Biyolojik Urtinler Enstitisi’'nde, dangic olarak Romanya’'da Istrati
tarafindan gejtiriimis T32 atenues.flexneriswlarini kullanilarak, hen®.flexneriza hem
de S.sonne antijenlerini eksprese eden canl hibrid ate8hegellasuu oral g1 olarak
uretilmistir (FS). Cin’de gerny saha cagmalari S.flexneri2a’ya kagi %61-65,S.sonnéeye
karsi %57-72 koruma orani gostegtii. Bu asinin heterologShigella suslari icin de
koruyucu etkinlgi oldugu iddia edilmgtir (117). Bununla birlikte, canli sa suslarinin
yuksek dozlarinin (>2x10E10 cfu) 3 dogllama yonetiminin kullanimi hala problemli
olabilmektedir. Infantlarda yapilabilecek ileri saha gatalari, bu anin Cin'de halk
saligl uygulamasi olarak kullanilabiligini belirlemeye yardimci olabilir (114). Paris,
Pasteur Enstitisi’'nde canli, aterfiilexneri2a sgu (SC602) ve ics A, iuc, iut ve stx A
genlerinde mutasyon ggan atenues.dysenteridip 1 syu (SC599) gefitirilmi stir. ICSA,
hiicresel aktinin cekirdek yapisini gturan, boylelikle bakterinin hiicreden hicreye
yayitlimini sglayan bir d¢§ membran proteinidir. luc ve lut, sideroforlarine{abactin)
{iretimi sirasinda ortaya cikan *Edyonlarinin temizlenmesinde gorevlidir. stx A Shig
toksinin katalitik subunitini  kodlar. SC602, ABDkie gonulli yetgkinler ve
Bangladg’teki yetiskin ve ¢ocuklarda "Walter Reed Army Research tutsti (WRARI)
ve "International Vaccine Institute" (IVIsbirligi ile denenmgtir. Amerikali gonullulerde
goze carpan bir etkinlik gozlengtir (118,119). Ancak kicuk infantlarda immunojenite
amit kirici birsekilde diguk olduysu gozlemlenmtir. Bu duruma, bgirsak kolonizasyonun

yetersizlgi belki de anne sttuyle gecen maternal antikorlgaimla bu hedef popilasyonun

22



icin as! swunun yiksek dizeyde atente edgralmasinin sebep olmwlabilecei iddia
edilmigtir (114).

Set ve Sen genlerini de iceren virulans gamtelS.flexneri2a’nin atentie edilmesini
hedefleyen cok sayida yakim, USA, Mayland’daki "Center for Vaccine Developnt”
(CVD)'de de benzegekilde yapiimgtir. Sonug olarak, CvVD 1203, CVD 1204, CVD 1207,
CVD 1208 ve son olarak CVD 1208 S olmak uzere yakamanda Faz 1 klinik
denemelere girngi olan bir dizi a1 swu elde edilmjtir (120,121) WRAIR’deki
arggtirmacilar, en son immunojenitesi ve klinik kabdllebilirli gi olan WRSs1 sgu olmak
Uzere, bir seri atenu8.sonneiswu tertip etmglerdir (122). Arkasindan stx AB ve vir
Gl/icsA genlerini iptal ederek Sd1'i atenue edipW&Sd1 sgunu elde etmgierdir (123).
Ancak muhtemelen gastrointestinal traktusun yetekslonizasyonu nedeniyle, insan
gonullilerde mitevazi bir immunojenite biraktm. Bu defekt, global bir transkripsiyon
regulatori olan fnr geninin (fumarat/nitrat redi@tayeniden yerlgiriimesiyle ortaya
ctkan Sd1 @ swu jenerasyonlarinin elde edilmesiyle duzeltitini Ayni zamanda, icsA,
set ve sen genlerinin iptal edilmesiyle yeni Biflexneriasi aday sgu olan WRSf2611
yapilandiriimgtir (124).

TUum bunlara bakilaral§higella sppspektrumunu karlayacaksekilde multivalan bir
asinin gelitirilmesindeki ihtiyacin giderilmesinde oldu kadar, 6zellikle cocuklarda
olmak Gzere gucli immunojenite ile optimal kolorsgan ve salinim paternleri ile atenie
swlarin klinik toleranslari arasindaki dengeyi kurnmagorlugu acikca goérilebilmektedir
(114).

[1.11.3. Diger aday Shigella asilari

USA’de Baltimore John Hopkins Universitesingtal, cansiz, tam hiicrgial (SsWC)
gelistirilmi stir ve az sayida gonullide Faz | galalari yakin zamanda gercegtidglmi stir
(125). Benzerekilde, Antex (USA), Campylobacter Shigellave Enterotoksijenike.coli
(ETEC) antijenlerini iceren oral turist diyaresgisl (Activax TM) gibi bir inaktive tam
hiicreShigellaasisi gelstirmektedir. Bu adaysalar yakin zamanda klinik denemelere tabi
tutulacaktir (114).

IVI ve WRAIR' in gelgtirdigi parenteral nikleer protein-/ribozonsig ve grup B
Neisseria meningitidisn dis membran proteininin micellerine glanmg Shigellasubinit

asllan hentz preklinik evrededi6.flexnerive S. Sonneiden IpaB, IpaC ve LPSiceren
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"invaplex" isimli bakteriyel invazyon kompleksiniukanan yeni formulasyonun, kobay

modelinde koruma gadigl gorulmtir (126,127).

11.12. Epidemiyoloji

Toplum sgliginda sigelloz bglica U¢ 6zellge sahiptir; i) cgunlukla pediatrik bir
hastaliktir, vakalarin buyidk ganlugu 1-5 ya arasi cocuklardir, ii) bir G¢lnci dinya
ulkeleri hastalidir, endustrilgmis toplumlarda cok daha az vaka gozlenmektedir, iii)
olumcdal bir hastaliktir, ggunlugunu infant ve geng ¢ocuklarin eturdugu yas gruplarinda

mortalite orani yuksektir (128).

Kotloff ve ark. (129) literatirdeki yayinlatarayarak Shigella infeksiyonlarinin
dunyadaki etkisini saptamaya gatislardir. Buna gore, dinya genelinde 163,2 milyonu
gelismekte olan ulkelerde ve 1,5 milyonu gatis lUlkelerde olmak tzere her yil toplam
164,7 milyon sigelloz vakasi olgmaktadir. Bunun 113,6 milyonu 0-4 syagrubu
cocuklarda gozlenmektedir. Gghiekte olan Ulkelerde her ysigelloza b&li meydana
gelen dlumlerin sayisi 1.093.505'dir ve bu sayfiBl'ini 5 ya alti grup olgturmaktadir.
Endustrilgmis Ulkelerde iseShigella infeksiyonlarina bgli 6lumlerin sayisi sadece
3030'dur.

ABD'de laboratuvara dayaBhigellasirveyansinda 2000 yili verilerine gore 12 732
Shigella sppizolasyonu yapilnstir. Bunlarin %28.7’si beyas alti cocuklardan, %27,4°0
ise 5-19 ya grubundaki kiilerden izole edilmgtir. 2000 yilinda %83,8 oraninda izole
edildigi bildirilen S. sonneil986’dan beri, kayith verilere gore en sik izobhlen tardur
(8).

Dunya genelinde gozlenen turleringdiani cografik bolgeye ve Ulkenin galnisligine
gore dgismektedir. Gemekte olan ullkelerde en sik gdzlenen tir, ortal&be® siklikla
S.flexneridir, bunuS.sonne(%15), S.dysenteria¢%6) veS.boydii(%6) takip etmektedir.
S.dysenteriagen sik olarak Guiney Asya ve sahra alti Afrika'daiibpektedir. israil,
Ispanya, ABD Jngiltere gibi endustrikemis toplumlardaki veriler incelenginde S.sonnei
ortalama %77 siklikla en fazla gozlenen serogruunu S.flexneri%16, S.boydii%?2,
S.dysenteria®l siklikla takip etmektedir (129,130,131).

Bakteriyel izolasyon tekniklerinin tanimlansmai takibensigelloza yol acan farkli
turlerin 20 ile 30 yil siren dogiamli epidemilere yol agh gdzlenmgtir. Avrupa'da 20.
yuzyilin ilk ceyrginde S.dysenteriaéip 1 salginlari gézlenmi bunu 1926 ile 1938 yillari
arasindaS.flexneri artigl takip etmgtir. Gunumuizde iseS.sonneiAvrupa ve ABD'de
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ture kasl yillar strecek bir donemde @giaiklik kazanildgini ve o serotipin yerini, toplum
bagisikliginin diztik olduzu bir bgka serotipe birakgini disiindtrmektedir (132).

S.dysenteriagip 1 diger turlerden farkli olarak siklikla epidemilere ya¢maktadir.
Orta Amerika’da 1969-1973, Banglatte 1972-1977 arasinda epidemiler gozlegtmi
Orta ve guney Afrika'da Zaire, Ruwanda ve Bururai'ti979'dan; Zambiya, Malawi,
Mozambik, Zimbabwe gibi giney Afrika Ulkelerinde 9®Blardan ve orta Afrika'daki
siginma kamplarinda 1994’den be$.dysenteriadip 1 epidemisi hikim sidrmektedir
(132,133).

Hippocrates kurak bir i izleyen y&murlu bahar aylarini takip eden yaz doneminde
dizanteri vakalarinin silidinin arttgina dikkat cekntir. Dinyanin farkli bélgelerinde
hastalik sikiginin arttgi donemler farklihk gosterir; ABD'de yaz ortasi genlarinda,
Bangladg'te muson yamurlari sonrasi Aralik-Ocak aylarinda ve muson énédéisan-
Mayis aylarinda, Hindistan'da muson doneminde, mdesiHaziran-Temmuz aylarinda
sigelloz vakalarinda asfiar gézlenmgtir. lliman iklimlerde yaz aylarindaki agtan bu
donemde cocuklarin sosyal aktivitelerinin @ayila kisiden kiiye gecsin kolaylasmasi,
tropikal iklimlerde ise su kaynaklarinin azalmdsi kisisel hijyensartlarinin kéttlemesi
sorumlu tutulmaktadir. Yash donemden onceki veya gali mevsimdeki artin ise su
kaynaklarinin artan kontaminasyonu veya mevsims$alak yetersiz beslenmgartlari
sonucu infeksiyonlara yatkinliktan kaynaklandiGstinilmektedir (132,134).

Ulkemizde laboratuvar verilerine dayali birnsyans programi bulunmagindan
Turkiye genelini kapsayan epidemiyolojik veriler voat desildir. Ankara bolgesi igin,
Berkman (135) 1982-1989 donemini kapsayan derlemdesibu donemde en sik izole
edilen tdrin %46,8 il&s.flexnerioldugunu, ancak 1989 yilinda %58,2 sikliksasonnei
izole edildgini ve Shigellattrlerinin izolasyon sikfiinin Agustos-Eylul aylarinda arini
belirtmistir. Ceyhan ve ark. (136) 1980-1994 db6nemini kapsagerlemelerinde 1987
yilindan balayan bir ytksekle S.sonneizolasyon sikiginin arttgina ve 1991'den itibaren
%70’leri gectgine dikkati cekmilerdir. Sonraki tarihlerde yapilan gahalarda da Ankara

bdlgesinde en sik izole edilen tur8rsonneoldugu bildiriimektedir (137,138).

Shigellacinsi enterik patojenler icinde bylailhigl en yiksek olan cinstir. Gonullt
eriskinlerde yapilan ¢cajmalardaS.flexneritip 2a’nin 100 veS. dysenteriagip 1'in 10
canli bakterisinin bile hastgh yol acabildéi gosterilmitir (139). S.sonneicin yapilan
calismalarda ise 500 adet canli bakteri kullangiwme deneklerin %35- %55'inde hastalik
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olusturulabilmistir. Infektif dozun diukligi kisiden kisiye hastalgin geciini, sekonder
atak hizinin yukseldini ve tekrarlayan infeksiyonlarin siglni aciklayabilmektedir
(132,139,140).

Shigellaturlerinin bglica rezervuarlari insanlardir. Bazi primatlar dadiren konak
olarak gozlenmektedir (36). Gghis Ulkelerde karakteristik olarakShigelldlar kisiden
kisiye bulgla yayilir. Calsmalar bir eve indeks vakanin girmesiyle, ev sakinie
ortalama %20’ sinin infeksiyonu kazagdhi ortaya koymaktadir. Sekonder infeksiyon
hizinin 5 ya alti cocuklarda en yuksek olgim gosterilmgtir. Diger bir calsmada
digskilarindan Shigella izole edilen bireylerin %10'unda parmak kultirlete pozitif
bulunmutur (139).

Fekal oral buka siklikla cocuk bakimevleri, psikiyatri Kkliniklerve rehabilitasyon
merkezlerinde goézlenmektedir (36,134). Su kayngéinlim sadece kontamine su veya
buz kullanimiyla dgil, kontamine sularda ytizme ve spor aktivitelegide olabilmektedir
(141).

Askeri ve sivil topluluklarda ve gemi ggnlarinda kontamine gida ve su kaynakh
salginlar gozlenmektedir. Gghhekte olan Ulkelerde su ve gid&higella sppyayilimi icin
onemli vektdrlerdir. Su kaynakli salginlar en sekdl materyal ile kontamine kuyu sulari
ile olusmaktadir. Gelimis Ulkelerde ise su ve gida gibi tek kaynaktan ké&iam salginlar
daha nadir izlenmektedir (132). Bu ulkelerde nadioetaya cikarS.sonnesalginlarindan
yetersiz pdirme ve kontamine sular sorumludur (36). Maydanoarul gibi gidalarin

kontaminasyonuna Bh S. sonnesalginlari rapor edilmgtir (142,143).

Ev sinekleri(Musca domestica) Shigellarganizmalari icin mekanik vektdrlerdir.
Dizanteri vakalarinin agu ile sinek popuilasyonunun autbirliktelik gostermektedirinsan
atiklarina afinitesi olan ev sineklerinin yapilailtiirlerinde Shigella sppizole edilmesi,
infekte insan dkisiyla temas sonrasi @&kl insanlara yayillimda etkili olduklarini

gostermgtir (144).

11.13. Epidemiyolojik tiplendirme

Birbiriyle iliskili bakteriyel izolatlar1 hizli ve guivenilir bigekilde ayirt edebilme ¢abasi,
epidemiyolojik stirveyans icin esansiyel olup balgtaoji disiplinin kendisi kadar tarihi

bir gecmge sahiptir (145).
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S.aureus ve L.monocytogenescin yapilan bakteriyofaj tiplendirmesi (146,147),
Salmonella sppve E.coli i¢in yapilan serotiplendirme (148,149) ya [gaterobacteriacea
icin yapilan biyokimyasal tiplendirme gibi uzun edir kullanilan konvansiyonel
tiplendirme metodlari, bu slarin neden oldgu enfeksiyonlarin epidemiyolojisini ve gal
tarihini anlamaya yardimci, tarihi 6neme haiz yomgs olmulardir (145).

Benzersekilde, yillardir kullanilan antibiyogram tiplencie yontemleri halen klinik
mikrobiyoloji sahasinda, insan @1 merkezlerindeki muhtemel bakteriyel capraz-
transmisyon vakalarinin tespitinde birinci siradatetod olarak tercih edilmektedir. Bu
bakteriyel tiplendirme metodlarinin bakterilere ghalokal ve ulusal halk salgini
vakalarinin belirlenmesi ve @nilanmasi gibi acik bir hedefi vardir (146). Bulaun
birlikte, spesifik amaclar icin kullagh olmalarina rgmen, bakteriyel popilasyon yapilan
ve dinamiklerine dair gegicapl calgmalar icin uygulama sinirlamalari olup, bilimsel
olarak daha az iddiali olan bu tetkiklerin, enfgksi kontroli ve surveyans igin kritik
onemi devam etmektedir. Pek ¢ok fenotipik meto@ssk bakteri tirleri icin getirilmi s
olup genel uygulanabiligi yoktur. Genel olarak fenotiplendirmenin tekslvea yeterli
olmayac# kabul gorse de, bazi durumlarda (Salmonellaserotiplendirmesinde ) ¢ok
onemli bir 6nkgul olarak yerini korumaktadir. Ne yazik ki, faj lgpdirmesi ve
serotiplendirme yontemlerinin ggtne, uygulama ve kalite kontrojamalari ygun caba
gerektirici olup, mikrobiyoloji laboratuarlarindau@inin akreditasyon standartlarini
karsilayacak seviyede kaliteyi gamak icin zor metodolojilere ve kalifiyggili ge ihtiyag
duyulmaktadir. Orngin faj tiplendirmesine gore identik olan iki izolgercekte ikkisiz
olabilecgi gibi, tam tersisekilde bir belirte¢ agisindan farkli fenotip gosterki izolat
arasinda yakin gki olabilir. Tum bu nedenlerden 6tartd, son yirmi Idg,
fenotiplendirmenin yerini genotiplendirme ya da sialler tiplendirme yontemleri algtir
(150,151,152).

11.13.1. Tiplendirme nedenleri

Tiplendirme metodlari tek bir konaktan globar ekosisteme kadar ggen bir
yelpazede, bakteri ve g@r mikroorganizmalarin klinik ve cevresel ortamiarghyilim ve
populasyon dinamiklerini gerlendirmek amaciyla kullaniimaktadir. Gunimuizeakaal
metodlar konvansiyonel olarak haploid organizmalanggulanmgtir (153). Ancak,
parazitler, mantarlar, bitkiler gibi diploid orgamalarin tiplendirilmesi icin kullanilan

metodlara olan ilgi giin gectikce artmaktadir (1880)nuc olarak da, ¢cevre mikrobiyolojisi
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ve biyoterdrizmden korunma, mikrobiyal tiplendirnmaetodlarinin kullanim alanlar

arasina girmtir. Adli tip alaninda, nukleik asit teknolojilemsandan alinan materyallere
uygulanmaktadir (155). Enteresan Bakilde, adli tip ve mikrobiyolojik tiplendirme,

kriminal kanit toplama ya da adli tablolarin aydtimasina yonelik olarak bakterilerin
toplanmasi noktasinda bir araya gelmektedir. Ayriganotipik metodlar mikrobiyal

taksonomi alaninda da kullanilabilmektedir (145).

[1.13.1.1. Enfeksiyon hastaliklarinin siirveyansi

Tiplendirme metodlari, sistematik biekilde, sdrekli bilgi toplanmasi, analizi,
yorumlanmasi, sonuglarin yayimlanmasi icin yapanttrlt §i kapsayan ve hastaliklarin
sinirlandiriilmasi amaciyla meydana geggkilleri ve klinik gidisatlarini kaydetmek tzere
yapilandiriimg olan enfeksiyon hastaliklari  sirveyangina cok faydali bilgiler
kazandirmaktadir (156). Benzer tipte ©6nemli patejm kimeler halinde tespiti,
potansiyel bir salginin erken habercisi olabilmdkte Kiatiphane tipi tiplendirme
(serotiplendirme, faj tiplendirmesi, "Pulsed fielgkl electrophoresis" (PFGE), yada
"multilocus sequence typing” (MLST) enfeksiyon lagiarinin baarili strveyansi igin
zorunludur (157).

11.13.1.2. Salgin dgerlendirmesi

“Salgin, spesifik bir swn artmg transmisyonu sonucu belirli bakteri tdrlerinin
enfeksiyon (ya da kolonizasyon) insidansinda gedlg@rak go6zlenen asti olarak
tanimlanmaktadir. Salginlarin birden fazla daleswlusabilecgi akilda tutulmalidir. O
nedenle tek bir sun goérilme sikiindaki artglarin, sporadik vakalardaki tesadufi
akimulasyonlardan ayirt edilmesi gerekmektedir.ydizk ki bu durum saik sektoriyle
iliskili enfeksiyonlarda dgrulugunu korurken, besin kaynakli enfeksiyonlar gibi
durumlarda coklu susalginlarinin olabilegg akilda tutulmalidir. Bu durum, tiplendirme
sonuclarinin  dizenlenmesi ve gdalanmasi icin dgru epidemiyolojik ve Kklinik
tanimlamalarin gereld pek ¢ok drnek durumdan birisidir (145).

Tiplendirme artmi insidansa neden olan ssisayisini belirleyerek kontaminasyon
kaynaklarinin ve transmisyon rotalarinin belirlesmesalar. Bakteriyel tiplendirmenin
dogru uygulanmasi, salginlarin sinirlandirmasi ya dedarulmasi noktasindaki kontrol
onlemlerinin etkinlgini arttirir (158). Ne yazik ki, tiplendirme metadi enfeksiyon
kontrol stratejileri arasinda henuz hak egtttkadar yer bulamamaktadir. O nedenle
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enfeksiyon kontrolinde bu yontemlerin kullaniimasirdair gitici programlarin
yayginlgtiriilmas) sglanmaldir (159). Bu, metodolojinin daha iyi anlmasini
sgilayacak ve klinik alaninda epidemiyolojik tiplenalienin hak etfii degere ulamasina
katkida bulunacaktir (145).

[1.13.1.3. Enfeksiyon patogenezinin ve gidatinin arastiriimasi

Tiplendirme, tek bir hastada enfeksiyon progreseydinlatmak amaciyla da
kullanilabilmektedir. Orngin busekilde bir enfeksiyonun endojen mikroflora yadadg&n
kaynakli olup olmad ayirt edilebilmektedir (160). Tiplendirme virulaa da non-virulan
sus gruplarini ayirmak igin kullanilarak patojenegigkili belirtecler identifiye edilebilir.

Bu belirtecler klinikte 6nemli tani belirteclerianbk kullanilir hale getirilebilir (145).

11.13.1.4. Bakteriyel populasyon genetiklerinin argtiriimasi

Bazi molekiler tiplendirme sistemleri, tir igopulasyon yapilarini belirlemek
amaciyla, farkli orjinlerden ¢ok sayida izolati etemek icin de kullanilabilmekte ve bu
yapidan filogenetik hipotezler turetilebilmektedi(161). Orngin, Pseudomonas
aeruginosaPFGE analizleri, ikkisiz sularin genomik patern benzerliklerinin % 20 ile %
60 arasinda dgsip ortalama % 35 oldiu, tek bir klondan gelen sharin benzerlik
seviyesinin % 80’lere ukgini gostermektedir (161).

11.13.2 Epidemiyolojik tiplendirme yontemleri

Epidemiyolojik tiplendirme, bir tur icerisinkie farkli swlari tanimlayabilen ¢gli
laboratuvar yontemlerini icermektedir. Tiplendirpéntemleri fenotipik veya genotipik
yontemler olarak iki gruba ayrilabilir. Fenotipikiytemler organizma tarafindan gosterilen
cesitli biyolojik 6zellikleri tespit ederken, genotipiyontemler direkt olarak organizmanin

genetik icergini incelemektedirler (162).

Tiplendirme yontemleri gerlendirilirken belirli 6zellikleri g6zontne alinrkiadir.
Bunlar tiplendirebilirlik, tekrarlanabilirik ve awtirma gucu olarak siralanabilir.
Tiplendirebilirlik; analiz edilen her izolat icin anlamh bir olumlu e elde
edilebilmesidir. Tiplendirilemeyen izolatlarda iga hi¢ sonuc¢ elde edilemez ya da elde
edilen sonu¢ incelenemez niteliktedif.ekrarlanabilirlik; ayni izolatta ayni teknik
uygulandginda ayni sonucun elde edilebilmesidir. Tekrarldivik teknik ve biyolojik
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faktorlerden etkilenebilmektedir. Bir izolatin aytipteki 6érngine farkl seferlerde belirli
bir yontemin uygulanmasi, tekrarlanabilirlik Gzexiteknik faktorlerin katkisini ortaya
koymaktadir. Dger yandan incelenen bakteriyel 6z&hi, birbirinden bg&msiz izolatlarda
degiskenlikler gosterebilmesi biyolojik faktérlerin katini godstermektedirAyristirma
glcil; uygulanan yontemin gkisiz izolatlari birbirinden ayirabilme kapasitasin
gostergesidir (163).

[1.13.2.1. Fenotipik Yontemler

Fenotiplendirme, koloni morfolojisi, renk, koku weiger makroskobik ozellikleri
icerebilir ancak pek cok tiplendirme metodu dokitaayon icin Ozellgmis teknoloji
gerektiren ozellikler Gzerine kurulmur. Ornein, Kalitatif ya da kantitatif olarak
izolatlarin  spesifik maddeler (metabolitler, ilaglabakteriyel toksinler ya da
bakteriyofajlar) variginda Greme yeteneklerini spesifik molekul ekspretmo (ylizey
antijenleri gibi) belirleyebilir. TUm metodlar den&osullarinin kesin standardizasyonunu
gerektirmektedir. Cunku fenotipler cevresel skitardaki deisikliklerden kolayca
etkilenebilmektedir (145).

Basitce, fenotiplendirme organizmalarin ggpletinin ekspresyonuyla ortaya cikan
karakterlerinin benzerliklerine gore gruplandiribraar. Biyotiplendirme, bir tir icerisinde
degiskenlik gOsterebilegg Dbilinen biyokimyasal karakteristikleri  g@erlendirir.
Tiplendirme genellikle mukemmeldir. Ayrim guicu gigkendir ve bunu optimize etmek
icin, testsemasina cok sayida belirgin karakterisitik 6zedliktenmelidir. Stabilite tirlere
ve incelenen o6zelliklere ghdir. Metodlar genellikle teknik olarak kolay veeug, elde
edilen bilginin skorlanmasi ve yorumlanmasi bast gok kicuk laboratuarlarda, cok
sayida izolata callsa dahi testlerin uygulanmasinda zorluk solamaktadir.
Tekrarlanabilirlgi  gosterildginde, kitiphane tipi tiplendirme metodu olarak da
kullanilabilir (164).

Antimikrobiyal duyarhlik testleri (antibiyogm temelli tiplendirme ) solid besiyerinde
ila¢ difizyon yontemi ya da sivi ortamda ila¢ dylas yontemleri ile yapilabilir. Klinik
tedaviyi yonlendirmek amaciyla go klinik mikrobiyoloji laboratuarinda antibiyogram
tiplendirmesinin bir ¢gdi uygulanmaktadir. O nedenle bu metodun Kliniknsgar: da
sOzkonusudur. Antibiyogram tabanl tiplendirme uyglaclarin secimiyle pek cok ture
uygulanabilecek bir metoddur. Ayrim gucusigidik, stabilite ve sylarda tespit edilebilen
kazanilmg rezistans mekanizmalarinin rolatif prevalansinglida. Ayrica kullanilan

antimikrobiyal sayisi da ©onemli olmaktadir. giA metallere (rezistotiplendirme),
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dezenfektanlara ve antiseptiklere stadirenc tespiti de yararh bilgiler sunabilmektedi
Metodun yararhigl rezistans paternlerinin stabilitesine gorgigimektedir. Bazi rezistans
paternleri plazmid kaynakldir ve selektif skdlar olmadan ortaya ¢cikmamaktadir. Ayrica,
rezistans ekspresyonu kompleks regulatuvar sistemitentrolinde de meydana geliyor
olabilir (165). inhibasyon zon caplari olarak elde edilen duyarlgiofilleri kiime
analizleriyle kombine edildinde dger metodlarla elde edilen bilgilere ek olarak yharar
tiplendirme verileri sglayabilmektedir (166). Halihazirda izolatlarin geafik orjin ve
klinik dogasini da iceren, antibiyogram tabanl uluslar agad geng bir veri tabani
mevcuttur. Her ne kadar bu veri tabanlari primearaf rezistans insidanslarini
degserlendirmek amaciyla kullanilsa da, spesifik remst belirteclerinin  yayilimini

gosteren epidemiyolojik sorgulamalar icin dg\naulan kaynaklar olabilmektedir (167).

Serotiplendirme, mikrobiyolojinin en erken igeh asamalarindan beri kullanilan
geleneksel en dnemli fenotipik metodd@almonellave E.coli izolatlari gibi pek ¢ok
izolat icin kasllastirmali tiplendirme sistemleri geamistir. Cogu tiplendirme serumlari
yuzey antijenleriyle reaksiyon vermektedir. Bu amster, halk sgligi ya da gida
mikrobiyolojisi laboratuarlarinda halen getuir kullanim alani bulmaktadir. Poliklonal ve
monoklonal antikor setleri iceren yuksek hizli tagictne sahip prosedurler mevcuttur
(168). Tiplendirebilirlik ve ayrim gucl, capraz ksgonlardan etkilenebilege icin
degiskenlik gosterebilmektedir (150). Reaktifler ve na#ouygun kalite kontrolu ile
serotiplendirme tekrarlanabilir ve gemiullanim alani bulabilen kittiphane tipi tiplendem
metodu haline getirilebilir. Hazirhk samasi ve test kaollarinin standardizasyonu
onemlidir. Ayrim gucu, serotiplendirmenin  SDS-PAGHe kombine edilmesiyle
guclendirilebilir (150). Bazi serotiplendirmgmalarinda antijenleri eksprese eden gen
seviyesinde tespit esasina dayanan genotipik ydatekullaniimaktadir (169). Benzer
sekilde, amplifiye O-antijeni geni kiimesinin ressijon analizininE.coli ve Shigella
izolatlarinin klasik serotiplendirmesi icgin iyi bw@lternatif oldgu gosterilmgtir (170).
Genetik instabilite, horizontal gen transferi vesaloya da aiyla olusturulmus immaunite
nedeniyle olgan konverjans, intrinsik olarak serotiplendirme odddrinin gicuni
sinirlamaktadir (145).

Faj ve bakteriyosin tiplendirmesi bir takimkbexiyofajlar ya da bakterisidal toksinler
(bakteriyosinler)’e maruz birakilan test izolattan litik paternlerini dgerlendiren bir
metoddur. Bu geleneksel tiplendirme metodlari Bieayida tir icin uygulanabilmektedir.

Cunkt mevcut bakteriyofajlar ve toksinler bu tirlégin  yeterli ayrim gucinu
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sglayabilecek sayida identifiye edilgir. O nedenle, yeni bakteriyel klonlar
kesfedildiginde, tiplendirmesemasina yeni fajlarin dahil edilmesine gerek dusakar.
Tipler uzun dénem sonra gigirler, bu da endemik durumlar agisindan cok 6nemli
olmaktadir. O nedenle ayrim gucu gdé&en, tiplendirebilirlik siklikla parsiyel ve
reproduktibilite zayiftir. Fajlarin Uretimi ve kesisiz kalite kontroli olduk¢a 6nemli olup,
yogun tecribe ve zaman isteyen bigragtir. Bununla birlikte, pek ¢cok DNA-fragman
temelli tiplendirme metodunda uygulanmasi mimkimaglacak kadar ¢cok sayida izolati
test edebilecek metodlardir. Sonuclarin yorumlamrkatay desildir, egitim ve tecriibe
gerektirmektedir (171).

Faj tiplendirmesiS.aureusgibi bazi bakterilerin epidemiyolojik caimalarinda uzun
donem dnemli bir arac olngtur ancak ginimuzde referans bir tiplendirme metwdrak

gorulmemektedir (145).

Ayni genin farkh alelleri tarafindan kodlanar® bu sekilde protein buydklik ve
yuklerinde tespit edilebilir varyasyonlara nederarolbir dizi fonksiyonel enzimin
elektroforetik varyantlarini identifiye eden "Muddicus enzym electrophoresis”
(MLEE)(172), bakteriyel populasyonlardaki klonal silkerin  filogenetik yapilarini
belirlemede referans metod olarak kullanilageiimi(160). Bu metodun molekuler
varyasyonu olan MLST c¢ok daha pratik ve bu nedepiletiimiizde daha genkullanim

alani olan bir metoddur.

Farkli "-omiks" yaklggmlari modern fenotiplendirme spektrumunu tamamami
Proteomiksler kollektif olarak bakteriyel hiicremprotein icergini ¢ozmek icin kullanilan
metodlar tanimlar. Glikomiksler polisakkaritlerlikpnlar, lipopolisakkaritler ve der
gliko ve lipid komplekslerinin sentezleri, kesin lekiler 6zellikleri ve csgtliliklerini
analiz ederken, metabolomiksler hicrelerin muhteliétabolik aktiviteleri ile ilgilenir
(145).

[1.13.2.2. Genotipik Yontemler

Fenotipik yontemlerin  sinirlamalarini  ortadakaldiran, tiplendirebilirlikleri,
tekrarlanabilirlikleri ve aygtirma gucleri yuksek olan ve nispeten daha hiztlugoveren
DNA temelli genotipik yontemler epidemiyolojik tghdirmede tercih edilmeye
baslanmstir (173). Bu yontemler organizmalarin DNA fragmeamhi, tim kromozomu

veya plazmitlerini elektrik alanlari icinde agtirarak, 6zel boyalar veya nukleik asit
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problar yardimiyla g6zle gorilir hale getirerelgizpaternler veya bir nevi parmak izi
cikarirlar. Epidemiyolojik ilgkili izolatlar aynt DNA profili veya parmak izineakipken,
sporadik veya epidemiyolojik #kisiz izolatlar farkli paternlere ayrrlar. Genomik
analizlerdeki gelimeler, oldukca duyarl ve ayni zamanda ¢ok sayrdegin islenmesine

olanak sglayan sistemleri ortaya cikargtardir (174).

Genotipik tiplendirme yontemleri ile elde edileverilerin bir kUtiphane sistemi
yardimiyla saklanmasiyla, sirveyans icin 6énemlnodaganizmalarin ggrafik yayilimi,
endemik veya epidemik kokenlerin sikhklarindaki gdenler gibi bilgiler elde
edilebilmektedir. Ayrica hastalarda kolonizasyomgav infeksiyona neden olan izolatlarin
ayrilmasinda, kontaminasyon ve infeksiyon ayrimiyapiimasinda, hastane icinde
hastalar arasi capraz infeksiyonlarin belgelenndesirbir infeksiyon nedeniyle tedavi
edilen hastalarda reenfeksiyon veya relapsingedendiriimesinde de hkariyla
kullaniimaktadirlar (174).

Plazmit profil analizi epidemiyolojik ¢camalarda kullanilan ilk DNA temelli sistemdir.
Ancak az sayida veya hi¢ plazmit icermeyen izoladl@asinda aygtirma gucu zayiftir.
Bunun yaninda stipersarmal veya ¢cembersel molekéjpedaki plazmitler her elektroforez
sirasinda farkl hareketler gosterelldcin tekrarlanabilirlgi de zayiftir. Ayrica zamanla

plazmitlerin kaybedilip kazanilabilegede unutulmamalidir (162).

Uzun zaman alan bir test olan "kromozomatrikesyon endonuikleaz analizi" (REA)
sonucunda yuzlerce bant elde ediidden, dgerlendiriimesi zordur ve yorumlanmasi da

deneyim gerektirmektedir (163).

Tum  bakteriler ribozomal operonlari smiklarindan  ribotiplendirme ile
tiplendirilebilirler. Ancak E.coli, Klebsiella, Haemophilusve Staphylococcusgibi
organizmalarda az sayida bant elde edilegilaiin ayristirma gici démektedir. Bunun
yaninda, bir tdr icersinde ribotipler oldukca salkarakterler olduklarindan ve
epidemiyolojik iliskisiz izolatlar da ayni paterni gosterebildiklergmd ayrgtirma gucu
sinirlanmaktadir (162).

PZR, "amplifikasyon fragman uzuplu polimorfizmi® (AFLP) gibi ydntemlerin
kontaminasyona c¢ok duyarli olmasi ve tekrarlanditderinin disik olmasi,
laboratuvarlar arasi standardizasyonun giicliie elde edilen sonuclarin yorumlanmasi
icin kabul edilmg tanimlamalarin olmamasi bu yontemlerin kullanimsmirlamaktadir
(163).
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"Multilokus VNTR" (Variable number tandomepeat) analizi PCR bazli bir
tiplendirme metodu olup, DNA'nin tekrarlayici bolgendeki yapisal d@siklikleri tayin
etme esasina dayanmaktadir.Genel olarak ylksesrpensli bir yontemdir (175).

"SLST" (Single locus sequence typing ), anlatiplendirme sonuclari giyabilmek
icin tek bir genetik lokusun sekanslagidicok ¢aitli metodlari kapsayan bir terimdir. Tek
bir lokusu analiz etmek dizi analizi yapilacak DNwiktarinin sinirli oldgu manasina
gelmektedir. Analiz icin yuksek @akenlik gosteren gen sekanslarini se¢cmek zorunludur
(176).

"MLST", "MLEE"nin genotipik uzantisi olup, yasal genlerin alelleri arasindaki DNA
sekans varyasyonlarini gkxlendirir. Gecen on yil icinde genikabul gormg ve
tiplendirmede blyuk Bar kaydetmitir. Yeni sekanslama protokolleriyle birlikte, mdto
muhtemelen bakteriyel populasyon genetiklerini ardda gelecek yillarin en populer
yontemi olacaktir (177). Ne yazik ki bu teknik, islinerisebilirlik ve yiksek maliyeti de
iceren pratik dezavantajlara sahiptir (178).

11.13.2.3. PFGE (Pulse field gel electrophoresis)

Yeni bir elektroforez tekpi olan PFGE, elektrik akim ydnunin periyodik olarak
degistirilmesiyle agaroz jel Gzerinde biyuk DNA fragmanhin ayrilmasini mimkin
kilan bir metoddur. Bu DNA "makrorestriksiyonaggmanlari 6 ya da daha fazla baz cifti
tanima noktasi olan (seyrek kesici), genellikled3® daha az fragman ve 20-600 kbp

PFGE ilk kez 1984 yilinda Schwartz ve Cantdr9) tarafindan tanimlansgtur.
Sunduklar yontemle, dnceden mimkin olmayan 50&’biiytik DNA mollekdllerinin
elektroforezi yapilabilngtir. Calismalarinda buyidk boyuttaki DNA molekullerini
kirllmalardan korumak icin, sivi haldeki erime &icg disuk jelle kargtirip kaliplarda
dondurduktan sonra kimyasallarin difizyon yoluylatkireesini s&lamislardir.
Koordinatlarl sirasiyla ggsen, homojen olmayan, dikey elektrik akimi altind&lAyi
elektroforeze tabi tutnglardir.

Chu ve ark. (180) ise 1986 yilinda bir altiggarceve etrafinda, her kenarinda dort
elektrot siraladiklari, homojen elektrik alani giluan, "Contour-Clamped Homogeneous

Electric Fields (CHEF)" adini verdikleri sistemintenlamsglardir. CHEF sisteminde
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elektrik alan1 120°’lik bir acida olturulmakta ve dier sistemlerden farkli olarak bantlar
daha net ve derlendirilebilir sekilde ayrsmaktadir.

Mikroorganizmalarin genomik yapisinin nadisldgelerini taniyip, 20 kadar sinirh
saylida ve buyik parcalara ayiracak enzimlerin kut@asiyla, DNA parcalari elde edilir.
Her organizma icin spesifik enzimler tercih edilebiGenel olarak Gram pozitif bakteriler
icin Smal, Cspl, SgrAénzimleri, Gram negatifler iciNotl, Sfil, SpelveyaXbal enzimleri
kullaniimaktadir. Elde edilen DNA parcalarinin PF@4& elektroforeze tabi tutulmasiyla

organizmalarin genomik yapilarinin birbirleriyleKileri degerlendirilebilmektedir (181).

PFGE ile elde edilen DNA bant paternleri bidviyle kolayca kiyaslanabilir ve
tekrarlanan testlerde aynen elde edilebilirler. @digmaya spesifik olmadiklarindan
kromozomal DNA iceren herhangi bir organizmadarkdsrgin icinde elde edilebilirler
(174,181).

Yuksek aygtirma gucl ve tekrarlanabiliginden dolayr PFGE pek ¢cok nozokomiyal
ve toplumda gozlenen patojenin tiplendiriimesi iganimuzde tercih edilen yontemdir.
Stafilokoklar, enterokoklarEnterobacteriaceae ailesi Uyeleri, Acinetobacter trleri,
Pseudomonas aeruginosee diger gram negatif comaklaiylycobacterium aviungibi
nontiberkiloz mikobakteriler PFGE ile saayla tiplendiriimektedir (162,163,173).
Bazi Clostridium difficile sularinin  kromozomal DNA'lari hicre duvart yikimi
basamginda kendilginden c¢oOzuldginden, PFGE ile tiplendirilememektedirler.
Metisiline direncli S.aureus, H.influenzagp b, E.coli O157:H7 gibi bir tdr icerisinde
genetik olarak cok yakin gkili benzer sglarin bulundgu, epidemiyolojik ilskisiz
izolatlarin ayriminin mamkin olmag! bazi organizmalarin tiplendirilmesinde, gelr
genotipik yontemler gibi PFGE'nin de kullanimi gdir (163,181).

PFGE paternlerinin analizinde Tenover ve ark.’(182) olgturdusu yorumlama
kriterleri genel kabul gormyi ve elde edilen sonuclarin gelendirilmesini
kolaylagtirmistir.

Garaizar ve ark. (183), PFGE'nin laboratuvarlarasi standardizasyonunun
sglanabildigini gostermglerdir. Elde ettikleri ylksek tekrarlanabilirlik vayristirma gicu
ile, bilgisayar destekli kitiphane sistemi slwulup, PFGE’nin Salmonella enterica
serovarenteritidisin uzun dénemli epidemiyolojik kadastirilmasi ve slrveyansi icin
kullanilabilecgini bildirmislerdir.

ABD'de Hastaliklari Koruma ve Onleme MerkezCDC) ve halk sglig

laboratuvarlariningbirligi ile kurulan "Pulsenet” bilgisayagasayesinde Ulke genelindeki
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E.coli O157:H7,Salmonella, Shigella, Listeria monocytogenesCampylobacter jejuni
izolatlarinin PFGE tipleri izlenip, kutuphane sistgle saklanmaktadir. Elde edilen

bilgiler laboratuvara dayal stirveyans sisteming@byla kullaniimaktadir (184).

PFGE sisteminin ilk kurulum maliyeti 10 ile .PO0 Amerikan dolar kadardir. Ancak,
kicuk modifikasyonlar ile pek ¢ok patojenin tiplémidhesinde kullanilabilecs igin uzun
donemli maliyeti yuksek olmayabilir. Analizin tam&nmasi icin iki ile G¢ gunun
gerekmesi, slem basamaklarinin fazla olmasi ve 6zen gerektirngek sayida orngn

kisa surede calimasini zorlatirmaktadir (173).
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II.MATERYAL VE METOD

l1l.1.Cali smada kullanilan izolatlar ve epidemiyolojik

Ozellikleri

Calismamizda 2005 ve 2006 yillari boyunca Fatih UnivessiHastanesi’'nin merkez
ve iki sube laboratuvarlarindan toplanarak stoklanolan 27 adeShigella sonneve 2

adetShigella dysenteriazolatlari kullaniimgtir.

Tablo.6. Calismada kulanilan izolatlarin gdaimi

izolasyon yeri,yili Say!I

Ankara,Eylll,2005 6
Ankara,Ekim,2005
Ankara,Kasim,2005
Ankara,Temmuz,2005
Ankara,Agustos,2006
Ankara,Eylil,2006
Ankara,Ekim,2006

N O B B b~ O

"Bu tarihlerde birer ade8.dysenterisusu izole edilmitir

l11.2.Stok suslarin canlandiriimasi ve biyokimyasal d@rulama islemleri

-80 °C'de saklanmy olan stok sglari Eosin-metilen-blue (EMB) veSalmonella-
Shigella Agar’a (S-S) yapilan pasajlari 3€’de bir gecelik inkiibasyona birakildiktan
sonra besiyeri plaklarinda laktoz negatif kolonilkari identifikasyon glemlerine tabi
tutuldu. Sitrat, Kligler iron agar, ure, arginin JM&in besiyerlerinde tipikShigella
reaksiyonu goOsteren gar, Shigella antiserumlari (RSHM) ile slayt aglitinasyonla

dogrulandi.
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[11.3. Molekdler do grulama islemleri

[11.3.1. DNA ekstraksiyon

1. Biyokimyasal olarak dgrulanmg Shigellaswlarinin Nutrient agar plaklara tek koloni
ekimleri yapildi.

2. Bir gecelik inkiibasyondan sonra her bistan 4-5 koloni alinarak 1,5 ml’ lik ependorf
tuplerinde, 1'er ml PBS icerisinde bakteri suspamsiari hazirlandi. Suspansiyonlarin
kisa vorteksleme ile homojenizasyonlarglaadi.

3. Bakteri suspansiyonlari pelakika boyunca 14C’de 13.000 rpm’de santifuj edildi.
Tlplerdeki stipernatanlar uzadiauldi.

4. Her bir tupteki "pellet" Gzerine 100 ml TE tanmpeklendi.

5. Tupler 98C’lik blok inkiibatérde 10 dakika bekletildi.

6. Elde edilen DNA ekstraksiyon urinleri PCR dal&ullmak tzere +4C’de muhafaza
edildi.

[11.3.2. ShigellaipaH PCR

[11.3.2.1. Kimyasallar

1. dNTP (10 mM, Fermentas, Litvanya)

2. Taq PolimeradFermentas, Litvanya)

3. IpaH primer kargimi (RSHM Bagkanligi, Salgin Hastaliklar Agairma Madarliga,
Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvarimtiamin edilmtir.)

4. 0,5X TBE tampon ¢ozeltisi ( Fermentas, Litvanya)

5. "Loading dye" (Fermentas, Litvanya)

6. 100 bp DNA "size marker" (Fermentas, Litvanya)

7. Agaroz (Pronaspanya)

[11.3.2.2. Ekipman

1."Thermal cycler" (Rotor —Gene Q- Qiagen)
2. Elektroforez cihazi (ELITE 300 PLUS- WEALTEC)
3. "Gel Logic 2200 Imaging System" (1708x1280 pixadak Company)
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Reaksiyon kagimi Tablo.7 de belirtildii Gzere hazirlandi.

Tablo.7. Shigella ipaHPCR reaksiyon kagimi

1X
H20 15,975 pl
10X "PCR buffer" 2,5 ul
dNTP' ler (10 mM) 2 ul
MgCl, (25 mM) 2 ul
IpaH primer kargimi* 0,4 ul
Taq Polimeraz 0,125 pl
DNA ekstraksiyon trina 2 ul
TOTAL HAC iM 25 ul

*5- GCC GGT CAG CCA CCC TCT GAG -Gorward)
3- GTT CCT TGA CCG CCT TTC CGA -freverse)  (185)

Amplifikasyon profili, Tablo.8 deki gibi dizenlendi

Tablo.8. Shigella ipaHPCR amplifikasyon profili

Basamak Sire Sicaklik
1 1 dk 15 sn 94C
2" (Denatiirasyon) 15 sn 9¢
3" (Baglanma) 45 sn 66C
4" (Uzama) 45 sn 1.
5 10 dk 72C

*2,3,4 basamaklarini iceren siklus sayisi 35 olagdelandi.

Reaksiyon drunlerinin % 1,5'luk agaroz jel timde 100 bp DNA "size marker"
esliginde elektroforezi sonucunda elde edilen, amplikoinytkltkleri 620 bp olan

izolatlarinShigella spp sulari olduzuna karar verildi.
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[11.4. Antimikrobiyal duyarlilik testleri

Antimikrobiyal duyarhlik testi "Clinical and Lalatory Standards Institute” (CLSI)
standartlarina goére disk diftizyon yontemi ile gali. Antibiyotik olarak Beckton
Dickinson tarafindan Uretilpi BBL markali seftriakson (3Qug), sefazolin (30ug),
cefalotin (30ug), sefuroksim (5ug), ampisilin (10upg), ampisilin sulbaktam (1@.g),
amoksisilin klavulonat (3@y), imipenem (10ug), piperasilin (100ug), trimetoprim-
sulfometaksazol (23.75 /1.28), kloramfenikol (3Qug), siprofloksasin (ug), amikasin
(30 ug), tobramisin (1Qug), gentamisin (1Qug), tetramisin (30 ug), aztreonam (3Q9)
kullanildi. Kalite kontrolii E.coli ATTC 25922 ssu ile yapildi. izolatlar duyarlilik

farklarina gore gruplandirildi.

l1.5. PFGE

111.5.1. Kullanilan malzemeler
[11.5.1.1. Ekipman

1. BIO-RAD

1.1."Cooling Module"

1.2. "CHEF-DRII Drive module"

1.3. "CHEF DR Il Control module"

1.4. "Electrophoresis Cell"

2. Calkalamali su banyosu ( Nuve ST 402)

3. Etlv ( Nive N 50)

4. "Gel Logic 2200 Imaging System" (1708x1280 piKedak company)

5. "Gel-Compare II" yazilim sistemi ( version 3.8pplied Maths, Sint-Martens- Latem,
Belgium )

6. "Plug-mold", "sample CHEF disposable plug mql&1ORAD 1703706 )
7.10,100,1000 mikrolitre kapasiteli otomatik pipet

8. Isi blok inktibatdr (WiseTherm Wisd HB-48P)

9. Vorteks (Vortex V1 plus BOECO-Germany)
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[11.5.1.2. Kimyasallar

1. "Low Melt Preparative Grade Agaroz" (UltragpdDNA grade agarose, Prodspanya)
2." Pulse field certified agarose" (Proismanya)

3. Proteinaz K( Applichem, Almanya)

4. Lizozim(Applichem, Almanya)

5. 0.5 x TBE tampon ¢ozeltisi (Fermentas, Litvanya)

6. FastDigesKbal (Fermentas, Litvanya)

7. FastDigesNotl (Fermentas, Litvanya)

[11.5.2. Test proseduirl
[11.5.2.1. izolatlarin hazirlanmasi

1. Biyokimyasal ve molekuler yontemlerle tir diuzele tanimlamasi yapilgi
bakterilerden her ¢gima 6ncesinde Nutrient agar, S-S agar ve EMB agafakoloni
paralel ekimler yapildi.

2. Bir gecelik inkiibasyondan sonra kilturlerin gafkontrol edildi.

3. Ekim plaklarindaki tek kolonilerden tekrar Netit agara tek koloni ekimine uygun
olacaksekilde pasaj yapilarak 3T’de bir gece inkiibasyona birakildi.

4. Saf kiltir halinde Ureyen koloniler plastik @i toplanarak 1 ml hiicre stispansiyon
tamponu (HST) (100 mM Tris-HCL, 100 mm EDTA, ph)8i¢inde slspanse edildi.

5. Hucre sispansiyonu, 2500 x g'de,’@de, 15 dakika santriftj edildi. Santrifij
sonrasinda Ustteki HST atildi.

6. Pelletin Gzerine tekrar 1 ml @k HST eklenerek kisa sireli vorteks kamindan
yapildi.

7.Bakteri y@unlugu McFarland 4 bulanikiinda olacak sekilde ayarlandi. Bakteri
suspansiyonlari kirik buz icerisinde bekletildi.

111.5.2.2. izolatlarin agaroza gomiilmesi

1.HST icerisinde %2’lik dgiik erime 1sili agaroz (LMA) hazirlandi.
= 0.200 gr agaroz , 100 ml'lik balona konuldu.
= Uzerine 9 ml HST eklenip yayea karstirilarak agarin dalmasi sglandi.
= Balonun &zina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinefaildi.
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= Agaroz iyice ¢ozlldukten sonra balon 45°80ik su banyosuna oturtuldu.
= 50°C'de % 10’luk sodyum dodezil sulfattan (SDS) 1 eklenerek iyice
karistirildi.
= Agaroz-SDS kagimindan 200’er pl ependorf tipleregdad! ve 45-50
°C’deki su banyosunda bekletildi.
2. Her sy icin bir agaroz kalibisaretlenerek buz kabina oturtuldu.
3. HST icinde hazirlanmibakteri suspansiyonundan 200’er pl alinarak&de tutulan
ve icerisinde 200 pl LMA —SDS bulunan ependodieie eklendi. Bir ka¢ defa pipetaj
yapilarak hicrelerin agaroz icinde homojegiithaasi sglandi.
4. Hucre-agaroz-SDS kammindan agaroz kalibinin godelerine (10 mm by 5 bynl.5
mm, Bio Rad Laboratories ) 100’er plgaldi.
5. Kaliplar agaroz katijancaya kadar + 4C’de 10 dakika bekletildi. Boylece erken hiicre
parcalanmasi ve endonukleaz aktivitesi azalirkgarazun homojen katgeasi sglandi.

[11.5.2.3. Agaroz icerisindeki hucrelerin parcalanmasi

1. 5 ml'lik steril kapakl ttplere 0.5’er ml Hucteis solisyonu -1 (HLS-1) (50 mM Tris-
Hcl [ pH 8.0], 50 mM EDTA, 2.5 mg/mizozim 1,5 mg/mlproteinaz K) konuldu.

2. licerisinde bakteri bulunan agarozlar kaliplardanami&rak lizis soliisyonlarina
yerlestirildi.

3. HLS -1 icerisindeki kaliplar 3%C’de 1 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

4. HLS-1 dokulerek yerine 0.5’er ml hicre lizis &®fonu-2 (HLS-2) (0.5 M EDTA, %1
sarkozil, 400 pug /ml proteinaz K) solisyonu tuplek&ndi.

5. 55°C'de 2 saat calkalamali su banyosunda bekletildi.

[11.5.2.4. Hicre lizisinden sonra agaroz kaliplarinytkanmasi

1. Lizis gamasindan sonra agaroz kaliplarinin kgnksi icin tlpler buz icerisinde 15

dakika bekletildi.

2. HLS-2 soluisyonu tuplerden dikkatlice uzagkialdi.

3. icinde agaroz bulunan tiiplere 80’ye isitiimg olan steril ultra saf sudan (Reagent
Grade Type 1) 4'er ml eklenerek 5T’deki calkalamali su banyosunda 15 dakika
bekletildi.

4. Tuplerdeki sular tamamen aspire edildikten sdigénci maddede belirtilen su ile

yikama glemi iki defa daha tekrarlandi. Tuplerdeki sulanéamen aspire edildi.
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5. Daha sonra agaroz kaliplari her biri®®0de 15 dakika olmak tzere t¢ kez 4 ml TE (
10 mM Tris-HCL, 0.1 mm EDTA, pH 7.6 ) tamponuyl&agndi.
6.Boylece icinde saftariimis DNA bulunan agaroz kaliplar, restriksiyon (RE)

enzimleriyle kesime hazir hale getirigraldu.

[11.5.2.5. Agaroz kaliplari icindeki DNA'nin restri ksiyonu

1. DNA iceren agaroz kalibi bir lam Gzerine alikalar bistiri yardimiyla ¥4 oraninda
kesildi. Parcalardan biri 100 pl 1x FastDigest pam konularak calkalamali su
banyosunda 37C’de 10 dakika bekletildi. (er parcalar TE tamponu icinde sakland!.)
2. Her agaroz kalibi icinsagidaki kargim hazirlandi:

Tablo.9 FastDigesKbal (Notl) Restriksiyon enzim kagimi

Enzim 5 ul FastDigestbal (Notl)enzim
Tampon 10 pl 10 x FastDigexbal (Notl)tampon

H.O 85 ul steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1)
Total

100 pl
volum

3. Tuplerdeki enzim tamponlari uzagtiaulip 2 numarada hazirlangnolan kargimdan her
bir tipe 100’er pl eklendi. 3C’de 2 saat inkiibasyon yapildi.

4. Inkiibasyon sonlaninca tiipler #@de 15 dakika bekletildi.

5. Boylece kaliplar elektroforeze hazir hale gleliiri

[1.5.2.6. Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve kalplarin jele yiklenmesi

1. 0.5 TBE (44.5 mM trisma base, 44.5 mM Borik ,asitmnM EDTA, pH 8.0) icinde 100
ml olacaksekilde %1’lik agaroz ("pulse-field certified agasd, Pronaispanya) hazirlandi.
i. 1 g "pulsed- field certified agarose" 200 mklI'balona konularak tzerine 100 ml 0.5x
TBE eklendi, yavgga karstirilarak agarin dalmasi sglandi.

ii. Balonun &zina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firingdce c¢ozulmesi
sgzlandi.

iii. Agaroz iyice ¢ozuldikten sonra balon 45-%Dlik su banyosunda bekletildi.
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2. Agaroz dokulecek kaset hazirlandi. Su terazesitamamen dizgun olgu kontrol
edilmis olan bir zemine konuldu.

3. RE ile kesilmj olan agaroz kaliplarinin her biri 15klitaragin dislerinin u¢ kisimlarina
(targzin ug cizgisine tam paralel olacgdkilde ) yerlatirildi. Taragin bg ve sondaki dieri
bos birakildi. Kalan dilerin ilk orta ve son kisimlarina kontrol stari (S.sonneiPasteur
Ensitute 6462) yerkgirildi.

4. Kurutma kgidi ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivininlés alindi. En fazla 5 dakika
oda 1sinda bekletildikten sonra agaroz dokulecalekigine yerlgirildi.

5. Su banyosundan cikarikne sicaklgl yaklasik 45-50°C olan agaroz dikkatli bigekilde
hava kabarg@ olusturmadan kaset i¢cine dokuldu.

6. Agaroz oda isisinda kagilaaya birakildi. Daha sonra tarak dikkatlice cikiaril

7. 20-30 dakika sonra agaroz kasetinin cercevelkairilarak tabla kenarlari ve altindaki
jel parcalan bir kaut havlu yardimiyla temizlendi ve lzerindeki agangerisinde 2000
ml 0.5 x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yériéli.

111.5.2.7. Elektroforez

Elektroforez CHEF-DR 1l sisteminde (Bio-Rad blomatories, Nazareth, Belgium)
gerceklatirildi.
Elektroforez kgullari Tablo.10’daki gibi ayarlandi.

Tablo.10.PFGE kagullari

Restriksiyon Baslangig Biti s Vurus agisi  Alana dusen Sicaklik Sure
enzimi vurus suresi  vurus siresi akim

FastDigest 5 sn 30 sn 120° 6 Vicnt 14°C 20 sa
Xbal

FastDigest 5 sn 33sn 120° 6 Vicnt 14°C 22 sa
Notl
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[11.5.2.8. Sonugclarin gézlemlenmesi ve analizi

1. Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum brongeren 400 ml ultra saf su igine
alindi. Yirmi dakika boyunca boyanmaya birakildi.
2. Boyanan jel "Gel logic 2200 imaging systenayfim guci: 1780x1280 pixel, Kodak
Company, NY, ABD) kullanilarak DNA bant goéruntulein fotografi cekildi. Resimler
"TIFF" formatinda kayit edildi.
3. "GelCompare II" yazilim sistemi (version 3.0; phpd Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgika) kullanilarak bant profilleri analiz edildDncelikle her resimde bulunan (¢ adet
standart (1,7,15. kuyucuklarda yurutulen) yardlenresimler arasi normalizasyon yapildi.
"Unweighted pair group method with mathematical agerg' (UPMA) kullanilarak
PFGE profillerinin dendogrami afturuldu ve kiimelgme analizleri yapildi. Bantlara gla
"Dice" benzerlik katsayisina gérestar arasindaki ikki belirlendi. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, %1-JEaklalindi.
4. Tenover ve arkadiri tarafindan geitirilmis kriterler kullanilarak izolatlar ayni, yakin
ili skili, muhtemel ilgkili ve ili skisiz olarak dgerlendirildi.
Tenover kriterleri:
= Ayni izolatlar: Ayni sayi ve boyutlarda bant iceligalatlar icin kullanilir. Bu
izolatlar, genetik olarak farksiz kabul edilir. Bpmiyolojik olarak ilkilidir.
= Yakin iliskili izolatlar: Salgin sgu ile aralarinda 2-3 bant farki vardir. Bayuk
olasilikla salginla ikkili suslardir.
= Muhtemel ilgkili izolatlar: Salgin sglari ile aralarinda 4-6 bant farki vardir.
Muhtemelen salginla ikilidirler.
» liskisiz izolatlar: Aralarinda>7 bant farki vardir. Salginla gkileri

bulunmayan sglardir.
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|V.BULGULAR
Ankara ilinden 2005 yilinda izole edilen 3Qigellaswu ile, 2006 yilinda izole edilen

9 Shigellasusu konvansiyonel yontemlerle identifiye edildiktesnsaipaH PCR tekngiyle
molekiler dgrulama jlemlerine tabi tutulduizolatlarin PCR jel goruntileri elde edildi.
(Sekil 2, 3 ve 4 ve 5)

M 1 2 3 4 56 NKPK M 7 8 9 10 11 12 13

620 by <—

Sekil 2. PCR jel goruntisi [1-6] No'lu slar Sekil 3. PCR jel goriintusu [7-14]No’lu slar

M 15 16 17 18 19 20 21 M 23 24 25 26 27 28

Sekil 4. PCR jel goruntusi [15-22] No'lu slar Sekil 5. PCR jel goruntusi [23-29] No'lu slar

M:Marker (100 bp), NK:Negatif kontrol, PK:Pozitibktrol

PCR jel goruntilerinde amplikon buyuklukle206bp olarak tespit edilen izolatlarin

Shigellaswlari olduzuna karar verildi.
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PCR ile molekiler dizeyde gtalanmg olan Shigella izolatlari antimikrobiyal
duyarlihk ve PFGE yontemleriyle tiplendirildi.

Calsllan izolatlarin timu siprofloksasin, amikasin, p@nhem, tobramisin, gentamisin,
kloramfenikol ve aztreonama duyarl idi. Ampisiliftig€%17,2), ampisilin sulbaktama 1
(%3,4), piperasiline 5(%17,2), tetrasikline 19 (%&5 trimetoprim-sulfometaksazole 21
(%72,4) izolat direncliydi. Antimikrobiyal duyariklari gruplandiriidginda be farkl
patern elde edildi (Tablo. 11).

Tablo. 11.Antimikrobiyal duyarhlik paternleri ve sikliklar

Pwen_g_ Direng paterni izolat No. %
enotipi

S TUm antibiyotiklere duyarli 1,8,12,13,14,18,19,20,27 27,5
RI SXT,TET 2,3,5,6,10,11,17,21,22,23,24,28,284,8
RII" CRO,CZ,CF,CFM,AMP,PIP,SXT,TET4,7,9,15 13.7
Rl AMP,SAM,PIP,SXT,TET 16 34
RIV SXT 18,25,26 10,3

CRO:seftriakson, CZ:sefazolin, CF:sefalotin ,CFMuBeksim, AMP:Ampisilin, SAM:Ampisillin-
sulbaktam PIP:piperasilin, SXT:trimetoprimsulfonietazol, TET:tetrasiklin
"ESBL+

Antibiyogram tiplendirmesi gercekte@ilen 29 Shigellaizolatinin genomik DNA’lari

FastDigesiXbal enzimiyle kesildikten sonra PFGE yaplilarak jellgiitileri elde edildi.
(Sekil 6, 7, 8)
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S123458S86 78 91

Sekil 6. FastDigesXbal PGFE goriintlisti, 2005-1.grup [1-10] S:Standart su

S 11 12 13 1415 16171819 20

Sekil 7. FastDigesXbal PFGE goriintiisii, 2005-2.grup[11-20]

S 21 22 23 24 S 2526 27 2829 S

Sekil 8. FastDigesXbal PFGE gérintisi, 2006 [21-29]
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FastDigestXbal enzim kesim profilinin sglar arasinda yeteri kadar heterojenite
salamadgl gozlenince ikinci bir enzim olan FastDigddotl ile secilmi suslar Gizerinde
denemeler yapildi. Bu enzimle yapilan denemeldrglagorintileriSekil 9, 10 ve 11' de

gorialmektedir.

S12345sS678 91

G e - - -

Q".’#-.Q:‘

- @ W W e W W

Sekil 9. FastDigestNotl PFGE goruntist, 2005-1.grup[1-10]

S 11 121314 15 S 1617 18 1920 S

- —— - - - —

Sekil 10. FastDigestNotl PFGE goriintlisii, 2005-2.grup[11-20]
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Sekil 11. FastDigestNotl PFGE gorintisu, 2006 [20-29]

Her iki enzimle kesilen bant profilleri kalastirildiginda ortak profil olan siarin
enzimlere gore farklilik gostermeithe ve boylece dendogram analizlerinin yalniXteal
ile elde edilen jeller Gzerinden olmasina karailder

"Gel-Compare-II" kullanilarak yapilan bant profil aizinden sonra PFGE profil
dendogramlar okiurularak Dice benzerlik katsayisina goreslau arasindaki ikkiler
belirlendi.
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Sekil 12. ShigellaFastDigesXbal PFGE profili, 2005 [1-20]
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PFGE profil tiplendirmesi yapilan, 2005 yilina 20 Shigellaswundan 3 major
PFGE profili elde edildi. Bu profillerden birinci$ identik sy ile bunlardan tek bant
farkiyla ayrilan bir sgive bir yakin ilikili sus icermektedirikinci major profil grubunda 2
ve 7 identik si iceren iki kime ve bunlardan tek bant farki ileri@y bir sy yer
almaktadir. Ucuncti major profil grubunda ise tamamdentik olan iki Shigella

dysenteriasusu gortlmektedir Sekil 12 ).

[P BN |
N IR . 27
| A T 28

29

| 1] 22

L T )] 23
| 1] 24

25
T 1] 2
0 T 11T 21

Sekil 13. ShigellaFastDigesXbal PFGE profili, 2006 [21-29]

PFGE profil tiplendirmesi yapilan 2006 yiliad 9 Shigellaswundan 2 major PFGE
profili elde edildi. Bu profillerden biri, iki idetik sus ile bunlardan bir bant farki gosteren
bir sus icermektedir.ikinci major profil ise bg identik sig ile bunlardan bir bant farki

gosteren bir suicermektedir Sekil 13 ).
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Sekil 14. Shigella FastDigesiXbal PFGE profili, 2005-2006 [1-29]

PFGE profil tiplendirmesi yapilan 2005 ve g0@llarina ait 29Shigellasuundan 4
major PFGE profili elde edildi. Birinci profilde iélentik si ile bunlardan tek bant farkiyla
ayrilan bir sy ve yakin ilikili bir sus gorilmektedir.ikinci profil 2 identik sy ve
bunlardan tek bant farkiyla ayrilan birsst identik sy iceren bir kiime ile bunlardan tek
bant farki ile ayrilan bir suicermektedir. Ugiinct profil iki ve yegir identik sy iceren iki
kiime ve bunlardan tek bant farki ile ayrilan bwla icermektedir. Dérdincu profil ise

identik iki S.dysenteriaswsunu icermektedir §ekil 14 ).

Calsilan izolatlarin epidemiyolojik bilgileri, antimikibiyal duyarhlik paternleri ve
PFGE tipleri Tablo 12'de gérulmektedir.
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Tablo. 12. izolatlarin antimikrobiyal duyarllik paternleri (&) ve PFGE paternleri

izolasyon yeri tarihi
Ankara, Eylul, 2005
Ankara, Eylul, 2005
Ankara, Eylul, 2005
Ankara, Eyliil, 2005
Ankara, Eylul, 2005
Ankara, Eylul, 2005
Ankara ,Ekim, 2005
Ankara, Ekim, 2005
Ankara, Ekim, 2005
Ankara, Ekim, 2005
Ankara, Ekim, 2005
Ankara, Ekim, 2005
Ankara, Ekim, 2005
Ankara, Ekim, 2005
Ankara, Ekim, 2005

Ankara, Kasim, 2005
Ankara, Kasim, 2005
Ankara, Kasim, 2005
Ankara,Temmuz, 2005
Ankara, Kasim, 2005
Ankara, Agustos, 2006

Ankara, Eylul, 2006
Ankara, Eyliil, 2006
Ankara, Eyliil, 2006
Ankara, Eylul, 2006
Ankara,Eylul, 2006
Ankara, Eylul, 2006
Ankara, Ekim, 2006
Ankara, Ekim, 2006

izolat No.
1
2
3

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

ADP
S
RI
RI

RIl
RI
RI

RI

RIl
RI
RI

RIl
RIll
RI
RIV

RI
RI

RI

RI
RIV
RIV
RI
RI
RI

PFGE
tipi

VI

\%

\%

Vi
VI

* ESBL+ , k: karde
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Calsmaya dahil edilen 2%higellaizolatindan elde edilen 7 PFGE tipinden en sik
gorulen ikisi git sayida izolata sahip olan (n=7) | ve V numagaternler olarak tespit
edilmistir. Ayrica | No’lu paternle yakin igkili olan bir Shigellaizolati icin de la alt tipi
tanimlanmgtir. V No’lu PFGE paterni gosteren izolatlarin timdé RI (SXT,TET) direnci
mevcutken bu grupta yer alan ESBL+ Shigella sonneiizolati  bahsi gecen
antibiyotiklerin dsinda AMP, PIP ve sefalosporinlere de direnclslaulir. Bu grupta
sadece 1 adet tim antibiyotiklere duyarl izolatubhmaktadir. 1 No’'lu PFGE paterni
gosteren izolatlar arasinda 3 adet tim antibiyete&kiduyarl sg 1 adet ESBL+Shigella
sonneiswu olup dger izolatlar farkhh ADP’ leri gostermektedir. 1l Na PFGE paternine
sahip Uc¢ izolat mevcut olup Ug¢u de ayni ADP’ nitgdwektedir (RI). IV No'lu PFGE
paternini gosteren iki stan bir tanesi ESBL-Shigella sonneizolati iken dgerinde sadece
RI direnci gozlemlenngtir. VI No’lu PFGE paterni tek bir izolat tespitliémis olup tim
antibiyotiklere duyarh bir sgiur. VIl No’lu PFGE paterni ise 2 ad&higellaizolatinda
gozlemlenmy olup bu iki sy calsmada kullanilan tim antibiyotiklere duyarli ofau
tespit edilmg olanShigella dysenteriazolatlaridir.
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V.TARTI SMA VE SONUC

Sigellozlar infektif dozlarinin dgilk olmasi nedeni ile kiden kksiye bulgin kolay ve
sekonder atak hizinin yiksek ofgiy zaman zaman blylk epidemilere yol acan
infeksiyonlar olup, 6zellikle beyas alti cocuklarda ve dinya genelinde énemli bigliga

sorunu olarak guncedlini korumaktadir (129,132).

infeksiyon hastaliklari etkenlerinin alttiplere #emdiriimasi; toplumsal veya
nozokomiyal salginlarin ve infeksiyon kagmain saptanmasi ile yayiliminin takibi,
organizmalarin virilan slarinin belirlenmesi, bir infeksiyon nedeniyle tedaedilen
hastalarda reinfeksiyon veya relapsingeféendiriimesi ve slama programlarinin

izlenebilmesini mimkun kilmaktadir (173).

Fenotipik tiplendirme yontemleri; aytwrma guclerinin  zayif olmasi ve farkh
zamanlarda uygulandiklarinda gilgk sonuclar elde edilmesinden  dolayi
tekrarlanabilirliklerinin digtik olmasi, ayrica dgskenliklerinin fazla ve sonuclarinin gec¢
elde edilmesi gibi nedenlerle, 1980’li yillardanb&ren yerlerini genotipik yontemlere
birakmaktadirlar (186).

Ik kez 1984 yilinda Schwartz ve Cantor (179) taddin tanimlanngiolan PFGE,
genotipik yontemler icinde awgtirma gicu ve tekrarlanabiligh yiksek oldgu igin
guinimuizde pek cok etyolojik ajan icin altin stanaddarak kabul edilmektedir (173,181).
Shigella turlerinin PFGE ile tiplendirilebildiini ise ilk kez Soldati ve Piffaretti (187)
1991’de bildirmglerdir.

Ulkemizde goriilen ishallerin insidansi keslarak bilinmemekle birlikte, her yil 1 ile
1,5 milyon kginin ishale yakalangi ve biyuk c¢gunlugunu cocuklarin olgturdusu
30.000 kadar ishale pa olium oldysu tahmin edilmektedir (188). §di calismalarda
ishal sikayetiyle bavuranlarin dgkilarindan Shigella spp.izolasyon sikiginin %2 ile
%11,4 arasinda vé&almonellaizolasyon sikiginin ortalama dért kati kadar olglu
bildirilmi stir (137,189). Turkiye genelini kapsayan ayringghidemiyolojik veriler mevcut
degildir. Ankara bdlgesinde 80’li yillarin sonundan skeyarak S.sonneiizolasyon
sikliginda arty gozlenmgtir (136). Son yillarda yapilan yayinlarda da Ark#@dlgesinde
artik S.sonnei’'niren sik izole edilen tur olgw bildiriimektedir (137,190,191).

Enterik bakteriyel patojenlere glasalginlarin ksiden ksiye bulgmasi, gida veya su

ile kolayca yayllmasi mimkun olgundan, salginlarin saptanmasi ve yayilimlarinirbtak
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toplum s&hginin korunmasi agisindan biyuk o6nemirteaktadir. Bu gibi salginlarin
kaynainin belirlenmesi ve yasal yaptirimlar uygulanagayilimlarinin énlenmesi icin
cagdas ve guvenilir yontemlerin kullaniimasi gereklidBhigellaenfeksiyonu icin salgin
kaynaklarinin ve salgin garinin arasindaki klonal gkilerin belirlenmesinin 6nemine
binaen bu sgar icin molekuler benzerlik agarmasi yapmak temel amacimiz oldu.
Calsmanin molekiler ayani gergeklstirmis oldusumuz Refik Saydam Hifzisihha
Merkez Bakanlgi'na bagli olan Molekiler Mikrobiyoloji Argtirma Laboratuvari,
enfeksiyon hastaliklari alaninda epidemiyolojikivabanina yurt ve diinya ¢capinda énemli
katki sglamakta olan bir referans bir laboratuvar konumuandsShigella enfeksiyonu
tedavisinde gecmiduyarliliklara dair epidemiyolojik verinin hizlggaltim agisindan ¢ok
onemli old@gu kanaatiyle ¢cajma programimiza elimizdekshigella suslari icin Fatih
Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’'nda gerceklirmis oldusumuz antibiyotik
duyarlihik calgmalarini da ekledik.

Calgmamizda 2005 yili Eylil Ekim ve Kasim aylarindalé edilmg 18 Shigella
sonneiswu ile Temmuz ve Kasim aylarinda izole edyrdiS.dysenteriasusu; 2006 yili
Agustos, Eylll ve Ekim aylarina ait Shigella sonneswsunu iceren vaka kiimelenmeleri
degerlendirilip birbirleriyle kiyaslandiriimasi yapild izolatlar 17 farkli antibiyofie
duyarliliklar agisindan dgerlendirildi. izolatlarin antibiyotik duyarlilik tablolarina gore
bes farkh antimikrobiyal diren¢ paterni elde edildkbal enzimiyle gercekligirilen
restriksiyon g§lemi sonrasinda yapilan PFGE analizi sonucunda 280%006 yillarina ait
29 Shigella sppizolatindan 4 major PFGE profili elde edildi.

Ankara bolgesinde yapilan gahalarda; Ceyhan ve ark. (136) 1994 yilinda izole
ettikleri 150 S.sonneiswunun %58'inde SXT direnci, %10'unda ampisilin daien
bildirmislerdir. Aysev ve Giriz (190) 1993-1996 donemindeléz edilen 217S.sonnei
izolatinda SXT direncini %55,3, ampisilin direnici%11,5 olarak tespit etgierdir.
Kuzucu ve ark. (189) 1998-1999 yillari arasinddezsitikleri 28S.sonneizolatinda SXT
direncini %69,4 ve ampisilin direncini %8,3 rapamelerdir. Ak¢ali ve ark. (192) 1997-
2000 ve 2001 yillarinda Ankara’da izole ettikléid S.sonneizolatinda SXT'ye direng
oranini % 70,5 bulurken, ampisiline diren¢c % 23gSpit edilmgtir. Ayni calsmada,
izolatlarin tuma gentamisin, seftriakson, imipenemnalidiksik asit ve siprofloksasine
duyarli bulunmy, kloramfenikole kan % 3,3 direng tespit edilmiolup bu direng
Adapazarr'nda izole edilen garda gorulmgtir. Karacan ve ark. 'nin (193) 2002 Haziran
ve Kasim aylari arasinda Dr. Sami Ulus Cocuk Hastame bavuran 198sigelloziu

hastayl kapsayan cghalarinda 165 hastadasonneizole edilmg, ampisilin direnci %
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13.6 iken, SXT direnci % 86,4 olarak bulungtur. Bu ¢alsmada siprofloksasin duyarigh
%100 bulunurken sefotaksim ya da seftriaksona diikafo 98 olarak hesaplangtir.
Ozmert ve arkaddarinin (194) 1987-1994 ve 1995-2002 yillarini éerperyotlari
kiyaslayan cajmasinda her iki peryotta da.sonneihakimiyeti saptanng) sularin sxt
direncinin %39’'dan % 70’e ¢ilhh ampisilin direng oranlarinin da agftitespit edilmgtir.
1995-2000 yillan arasindaki garda SXT' ye %71.1, ampisiline % 22.6, ampisilin-
sulbaktama % 16.8, kloramfenikole % 20.6, gentami$i1.9, seftriaksona % 1.4 direng
belirlenmitir. Bu calgsmada direnc oranlarini yiukseltenslsmn genel olaralS.flexneri
izolatlari oldgu goze carpmaktadir. Ulkemizde bu bulguyu destekiefarkli calgmalar
da mevcuttur (195,196,19MKloramfenikol direncinin iki peryot arasinda glgnedigini
bulmulardir. Ayni calsmada siprofloksasine kardirenc saptanmasiir.

Bahsedilen calmalardaki sonuclarla benzeekilde bizim cakmamizda d&S.sonnei
hakimiyeti gozlenmitir.(n=27 %93,1) Mevcut ikiS.dysenteriaizolati kullanilan tim
antibiyotikler agisindan duyarli tespit ediltm. 27 S.sonneiizolatinin %72,4'0 SXT'ye
direncli iken ampisiline %17,2’si direncli bulungtur. SXT direncindeki bu yuksek
oranlar Ankara cevresinde argmdirencin kanitlari olabilir. Ampisiline kar direncli
swlarin tespiti desigellozun ampirik tedavisinde bu antimikrobiyalkedavinin baarisiz
olabilecgini gostermektedir. Ampisilinle tedavinin daisiz oldgu durumlarda
sefalosporinler tedavi seceieolabilir (194). Calsmadaki tim Shigella izolatlari
siprofloksasine duyarl bulunmgtwr. Bu sonuc siprofloksasinigigelloz tedavisinde hali
hazirda iyi bir se¢cenek olgunun bir gostergesi olabilir.

Ustiin ve ark. (138) Ankara ilindeki 6zel bastanede 2001 yazin@asonneizolasyon
sikliginin arttgini, 54 izolatin tamaminin ampisilin, kloramferliko siprofloksasine
duyarli ve SXT'ye direncli oldgunu bildirmglerdir. Tez ¢caymamiza dahil edilen lc¢
izolat bahsi gecen bu antibiyogram direng profdiuyumluluk sergilemektedir. Ancak bu
izolatlarin genotipik yapilari hakkinda bilgi sahddmadgimiz icin devam eden bir klonun
varhgl hakkinda fikir yuritememekteyiz. ABD'de CDC tarafan yapilandiriingi olan
PulseNet(184) gibi laboratuar veri tabanl bir sturveyangna benzer bir sistem olan
UEPLA (Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar Siirveyangl Ana bgli hastane ve
laboratuvar sayisi arttikca ve salgin etkenglasin genotipik  yapilarini agarmaya
yonelik calsmalar yayginlgtikca, salgin hastaliklar acisindan guvenilir venagl bir
epidemiyolojik veri tabani gdanacgina inanmaktayiz.

Gensletilmis spektrumlu beta-laktamazlar (ESBL), sefamisirk&bapenemler ginda

hemen tim beta laktam antibiyotikleri inaktive ederciddi terapotik problemler
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olusturmaktadirlar (198). 1999 yilinda Hindistan’danBESiretenS.dysenteriaézolatlari
rapor edilene kadar heniiz ESBGhigellaswlarinin oldigu bilinmemekteydi (200). Bu
yayini takiben Fransa, Kore, Arjantin, Tayvan, Bades, Israil, izlanda gibi pek cok
Ulkeden ESBL Ureten slarin raporlari yayinlandi (199) Acikgdz ve arkgda 2003
yilinda Tuarkiye’den ilk ESBL pozitifShigella sonneraporunu yayinladilar (198). 5 sene
sonra AcikgOz ve arkaglari 163 Shigellaizolatini iceren ¢agmalarinda 122 (%79.7)
Shigella sonneswu arasindan 5 ESBL + izolat tespit etlaidir (199). Cakmamizda
2005 yili Shigella sonneizolatlari icinde 4 tane ESBL+ suulunmaktaydi. Bu slarin
tespiti sefotaksim, seftazidim ve amoksisilin klenat disklerini kullanarak gift-disk
sinerji testi ile tespit edilngtir.

Houang ve arkagiar (201), 1986-1987 ve 1994-1995 \8higella flexnerive Shigella
sonneiizolatlarini iceren iki zaman peryodunu qastiran calsmalarindaS.flexneriicin
ampisilin,  amoksisilin-klavulonat,  kloramfenikol, ettasiklin ve trimetoprim-
sulfometaksazol diren¢ oranlarinda gtaspit ederken, dort ve daha fazla antimikrobiyal
ajana direncli S.sonneisularinin diren¢g oranlari acisindan iki yil grubu sarala
istatistiksel fark bulamarglardir. Xbal enzimi kullanilarak yapilan restriksiyoglemi
sonrasi gercek$éirdikleri PFGE analiz gagmalarinda on yil sonra genetik yapinin oldukc¢a
degistigi kanisina varmlardir. S.sonneicin ilk zaman peryodunda tespit edifalan yedi
pulsotipin ikinci peryotta ortadan kalgtni ve bu peryotta 6nceki peryotta olmayan (¢
yeni pulsotipin ortaya ciktini ve bir pulsotipte de agtoldugunu gosterngierdir. Bizim
calismamizda ardgik iki yil boyunca toplanan izolatlarda genotipilorhojenitenin ¢ok
bliyluk Olcide korundiu gozlenmgtir. Bahsi gecen calmada gozlenen genotipik
heterojenite aradan gecen zaman peryodunun yaumdan kaynaklanmgiolabilir.

Liu ve arkadgdari (202), 1987-1994 yillari arasinda alti faahfeksiyon vakasindan
izole ettikleri 20S.sonneiizolatiyla yaptiklari cajmadaXbal enzimini kullanarak birisi
kullanilan standart sa ait olmak (zere yedi adet makrorestriksiyon patezlde
etmislerdir. Altr vaka grubunu epidemiyolojik gkilerine gore bgari ile ayirmglardir.
Izolasyon sikiginin arttgi tic aylik bir donemde toplangnsekiz sporadik izolatin hepsinin
tum yontemlerde ayni tipi gostegthi saptanglar ve bu izolatlarin toplulukta o dénemde
dolasan tek bir bakteriyel kokene ait olabilgoa dusinmislerdir. Calsmamizda da ayirt
edilemez yada yakin gkili pek cok syun olmasi bu dénemde gerceldda vaka
kiimelenmelerinin ayni bakteriyel kokenden olatagga disindirmektedir.

Lin ve arkadgari (203), 1996-1997 yillarini kapsayan doénemdekiShigella
salginindan izole edilmi22 S.flexneri3a syu uzerinde yaptiklari PFGE c¢ghasinda
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Xbal, Sfil ve Notl enzimlerinin G¢ini de kullanghardir. Xbal ve Sfil tim izolatlar igin
ayni PFGE paternlerini ortaya cikarirkéotl 'da farkliliklar gozlemlenngtir. Her (g
enzimle kesimslemleri sonucu ayni vaka gruplarinda ayni pateralde edilmgtir. Ug
enzim kombinasyonu ile yedi vakada yedigkastirmali patern elde etlerdir. Sonucta
kapali cg@rafik alanlardan ayni zaman peryodunda izole edilipazi sglarin ayni
kaynaktan orjin algy kanaatine varnglardir. Bizim calgmamizda daXbal ve Notl ile,
ayni vaka gruplarinda ayni genotipik profiller gdacikmstir. Lin ve arkadsglarinin
calismasinda ayni vaka gruplarinda farkli enzimlerle DN&striksiyonu yapilmasina
ragmen ayni genotipik paternlerin elde edilmeXibal enziminin diskriminatif glictinde
bir sorun olmadiinin bir gostergesi gibi gorinmektedir.

Malezya’nin endemikigelloz gorulen dgisik kesimlerindeki sporadik vakalardan elde
edilen 1997-2000 yillarina ait 62 sonneswuyla yapilan bir ¢cajmada sglarin yaklagik
% 29'u kullanilan tim antimikrobiyallere duyarl lnamu, streptomisine % 62.9,
trimetoprim-sulfometaksazole % 37.1, tetrasikline 86.5, ampisiine % 6.5 ve
kloramfenikole % 4.8 direnc saptarytm. Calsmada elde edilen diren¢ yuzdeleri bizim
calsmamiza kiyasla diik oranlarda go6zikmektedir. Ancak bu galada saptanan
kloramfenikol direncine karik bizim calsmamizda kloramfenikol direnci
g6zlemlenmenstir. Bu c¢alsmanin molekiler tiplendirme agm icin Notl ve Xbal
enzimleri ile restriksiyon yapilarak genomik DNA’lalde edilm$, PFGE sonuglarina gore
her iki kime analizinde ortak pek cok bulgu eldelneesine kagin, Xbal enzimiyle
restriksiyonun, ¢cagmanin diskriminatif gticiint hafifce daha arttgideanaatine varilngtir
(204). Tez cabmamizda daxbal enzimiyle izolatlar arasinda yeteri kadar hetendgen
sgilanmadgl kanaatiyleNotl ile denemeler yapilng) Notl'nin  secilen sglar icin Xbal
enziminden daha ayirt edici bir profil gturmadgi gortlmutar.

Hindistan'in dgisik bdlgelerindeki salginlardan ve hospitalize ed§lnmsporadik
vakalardan izole edilen 68higellaswu (20 S.dysenterial6 S.flexnerj 7 S.boydij 17
S.sonngi ile yapillan bgka bir calgmada 16 S.sonnei izolatinin trimetoprim-
sulfometaksazol, tetrasiklin, nalidiksik asit veegtomisine direncli oldgu, bir S.sonnei
izolatinin da bu antibiyotiklere ilaveten ampisdirde direncli oldgu tespit edilmitir.
Antimikrobiyal rezistans sikiinin ve determinantlarinin ggryayilim alani bulan spesifik
klonlarin varlgina b&li olup olmadginin cevabini bulmak amaciyla yapildbal PFGE
sonuclarinin analizinde bizim bulgularimizla bengekilde 11 S.sonneiswu arasinda

yuksek oranda genotipik homojenite giduespit edilmgtir (205).
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Japonya’da 2004 yiligastos ayinda Hawai'dgigelloz saptanmgtir. Tum vakalardan
S.sonnei izole edilmgtir. 15 izolatin Xbal restriksiyon enzimi ile elde edilen genomik
DNA larinin PFGE sonrasi analizlerinde ikisi tekntha ayrilan Gc¢lncusi de gdir
ikisinden 2 bant farki gosteren 3 PFGE paterni gd#tmilerdir. 1 ay sonra "Centers For
Disease Control and Prevention" (CDC)'den geleawdl ucak yolcularinda gorilen
sigelloz salgini haberi ve izolatlarin PFGE "tiff'omginttleri Japonya’daki camayi
dogrulamstir (206).

Akcall ve arkadgarinin (192) 1999 Marmara bolgesi depremi sonidemde izmit
Adapazari ve Yalova'da izole edilen 13; 1997, 20802001 yillarinda Ankara’da izole
edilen 17S.sonneiswu ile yaptiklari caimadaXbal enzimiyle restriksiyonu yapilarak
elde edilen genomik DNA’larin PFGE analiz sonugida A(n=24) ve B(n=6) olmak tzere
iki ana grup ve ana grupla yakin ve ya olaskiili alt tiplerinin olusturdugu 15 PGFE
paterni elde edilngtir. Ankara’da A ve A alt tipleri goralirken, B arf@FGE profilinin
Marmara bdlgesinde yonlastigini tespit etmylerdir Bu sonuca gore farkgehirlerde
farkli dénemlerde farkliS. sonneialt tiplerinin dolatigl kanaatine varnglardir. Ayni
calismada iki kardgten izole edilen iki sparasinda tek bant farkigh gozlemlenmitir.
CalismamizdaShigellaenfeksiyonu gecirmekte olan iki kagtie diskilarindan izole edilen
iki Shigellasonneisusu icin ayni antibiyotik direng profili ve PFGE pitbelde edilmitir.

Bu sonu¢ enfeksiyon etkeni olan klonun aile icidguri distiindirmektedir. Ankara ili ya
da Turkiye'nin dger illerinde dolaan Shigellaspp. swlarinin PFGE tiplerinin bolgelere
gore dagilimini deserlendirmek ve dgrulamak icin daha c¢ok sayida ve uzun sureli
calismalarin yapilmasi gerektni disiinmekteyiz.

Ulkemizde salginlarinin saptanmasi ve bukaijenlara neden olan etyolojik ajanlar
icin guncel bir epidemiyolojik veri@na strekli eklenebilecek bilginin toplanmasi ve bu
verilerin si1ginda gerekli kontrol 6nlemlerinin alinmasi icin ¢tatuara dayall ajan bildirim
sisteminin gektirilmesinin ¢ok dnemli olaga kanaatindeyiz.

Ayrica bu cabmalara ilave olarak toplanan starin klonal ilgkilerinin ortaya
konulmasi; olasi salginlarin gimlanmasi,Shigellaspp. gibi 6nemli bir enterik patojenin
bulas yollarn ve kaynginin tanimlanmasi ve bu bilgilere @aolarak daha etkili kontrol

Onerilerinin gelgtirilmesi agisindan yararli olacaktir.
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VI. OZET

Bu calsmada Shigella spp.tiplendirmesinde antibiyotik duyarlgh yaninda PFGE’nin
tiplendirmedeki etkiniinin deserlendirilmesi amaclandi. Catnaya birbirleriyle kagilastirmak
Uzere 2005 ve 2006 yillarinda Fatih Universitegi Fakiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarr’nda
izole edilmg ikisi Shigella dysenteria@7’si S.sonneiolmak tzere toplam 2Shigellaizolat
dahil edildi. izolatlar 17 farkli antibiyogie duyarliliklari agisindan gerlendirildi. izolatlarin
antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore 4 farklireing paterni elde edildXbal enzimiyle elde
edilen genomik DNA’larin PFGE analizleri sonucuddmajor PFGE paterni belirlendi.

PFGE ile elde edilen bulgulara gore; 2005 @@&2yillari Shigellaizolatlari arasinda yapilan
kiyaslamalarda genotipik homojenitenin biyuk Olcikierundgu gozlenmitir. izolatlar
arasinda ayirt edilemez yada yakigkili pek ¢cok sgun olmasi bu dénemde gercelda vaka
kiimelenmelerinin ayni bakteriyel kokenden olalg§ga ve devam eden bir klonun vagini
disundurmektedir. Antimikrobiyal duyarlilik paternldarkli iken PFGE profilleri identik ya da
yakin iligkili ¢ikan pek cok izolatin vagh, PFGE'nin epidemiyolojik tiplendirmede
antimikrobiyal duyarlilik paternlerine gore dahayddi sonuclar vergini diustindirmektedir.
Ancak Shigella sppizolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik ¢ghnalarinin yapilmasinin ampirik

tedavi igin her zaman yol gdsterici ofgluakildan ¢ikariimamalidir.

Ulkemizde sporadik ya da salgseklinde vakalara neden olaBhigella spp sularinin
bolgelere gore dalimlarini deserlendirmek ve dgrulamak icin daha c¢ok sayida ve uzun
donemleri kapsayan cginalarin yapiimasi gerektne inanmaktayiz.

Bu calgymalara ek olarak, bildirilen slarin klonal ilikilerinin genotipik tiplendirme
yontemleriyle ortaya konulmasi; salginlarinsddanmasinda guvenilir bilgiler sunacak, bula
yollari ve kaynaklarinin bgekilde tespiti, enfeksiyon kontrol ve tedavilerineli&gin yontemler

gelistiriimesine 6nemli katki gdayacaktir.

Anahtar kelimeler: Shigella spp antibiyotik duyarhlg, "pulsed field gel electrophoresis”
(PFGE) , epidemiyoloji
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Vil. SUMMARY

The aim of this study was to evaluate theaiviness of PFGE for typinghigella spp.
isolates as well as antibiotic susceptibility. Aaloof 29 Shigellastrains isolated in Fatih
University Microbiology Laboratory during 2005 aB606, two of them wer8.dysenteria
and the the rest waS.sonneiwere included in the study to compare with eadreiot
Isolates were assessed for the susceptibility afifi@rent antimicrobials. According to the
antimicrobial suspectibility results, 4 differemisistance patern were obtained. As a result
of the PFGE analysis of the genomic DNA’s obtdibg the restriction ofXbal enzyme,
four major PFGE patterns were determined.

According to data obtained by PFGE; comparistade between th8higella spp
isolates of the years 2005 and 2006 showed thagehetypic homogenity was largely
protected. The presence of many indistinguishablelosely related strains among the
isolates suggest that the cluster of cases ocdnrenils period is originated from the same
source and there is a continious clone. Because th@ big number of strains different for
the antimicrobial susceptibility but identical dosely related for PFGE patterns, it could
be considered that PFGE is more sensitive thaimembbial susceptibility testing for
epidemiologic typing. However, it should be kept mind that performing the
antimicrobial suspectibility tests is always a gqmathfinder for the empiric therapy of
Shigella sppinfections.

In our country, we believe that long term stsdcovering large number of patients
should be performed to evaluate the distributioslegella sppisolates causing sporadic
cases or outbreaks by region.

In addition to this studies, displaying ther@l relationship of the strains by genotypic
methods will provide reliable information to comfirthe outbreaks; the identification of
sources and transmission routes in this way wilkena significant contribution to the

development of effective methods for infection coh&nd treatment.
Keywords: Shigella sppantibiotic susceptibility,"pulsed field gel elegtworesis"(PFGE),

epidemiology
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