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I. GIRIS

Idrar yolu infeksiyonlar1 (IYE); sik goriilen ve dogru tedavi edilmediginde ya da yetersiz
tedavi edildiginde ciddi komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina sebep olan hastaliklardir. Bu
ozelligiyle isgiicli kayb1 ve tedavi maliyetinin artmasina neden olmaktadirlar. Hastalarin ¢ogu
tek bir defa veya nadir ataklar seklinde hastalikla karsilasirken, bir kisminda hastaligin
tekrarladigi  gdzlenmektedir. Ozellikle kadmlarda 1YE’larinin  karakteristik  ozelligi
tekrarlamaya egilimli olmasidir. Hayat boyu en az bir IYE’u gegirme riskinin %60 oldugu
bildirilmektedir.

IYE’lar; akut nonkomplike sistit (kadinlarda), akut nonkomplike pyelonefrit, komplike
IYE (erkeklerdeki IYE), asemptomatik bakteriiiri ve tekrarlayan IYE olarak 5 gruba
ayrilmaktadir. Akut nonkomplike sistit; en sik karsilasilan klinik formdur. Tekrarlayan idrar
yolu infeksiyonlari, antimikrobik tedavinin sonlandirilmasindan sonraki 2 hafta i¢inde ve bir
onceki epizoddan sorumlu bakteriye bagl olarak ortaya c¢ikarsa relaps (niiks); ilk alt1 ay
icinde ve yeni bir bakteriye bagli olarak ortaya ¢ikarsa reinfeksiyon olarak adlandirilir. Akut
sistit geciren kadinlarin yaklagik %20’sinde infeksiyon tekrarlamaktadir. Tekrarlayan
asemptomatik bakteriiirinin de tekrarlayan idrar yolu infeksiyonu i¢in hazirlayict bir faktor
oldugu bilinmektedir.

Geng yastaki hastalarda, hastalik prevalansinin  kadinlarda daha yiiksek oldugu
gozlenirken, yasl grupta kadin ve erkeklerde prevalans birbirine benzemektedir. Geng
kadinlarda sik cinsel iliski, diyafram kullanimi, cinsel iligki sonrasi idrara ¢ikmama ve
hikayesinde tekrarlayici infeksiyonlarin varligi tiriner infeksiyon i¢in risk faktorleridir .

Bu calismada 2006-2008 yillar1 arasinda Fatih Universitesi Hastanesi’ne idrar yolu
enfeksiyonu siiphesi ile bagvuran hastalarin idrar 6rneklerinden elde edilen E. coli suslarinin

antimikrobial direng paternleri ve PFGE genotipik profillerinin degerlendirilmesi amaglandi.



II. GENEL BIiLGILER

I1.1 E.COLI
IL.1.1 Yapisal, Biyokimyasal ve Serolojik Ozellikleri

Eschericia coli 2-6 p boyunda ve 1-1,5 p eninde diiz, uglar1 yuvarlak ¢omakgik seklinde
bakterilerdir. EMB besiyerinde kii¢iik koyu renkli ve metalik refle veren koloniler olusturur.
Hareketlidir, 44°C ve daha diisiik sicakliklarda laktozdan asit ve gaz olusturur (laktoz pozitif).
Indol pozitif, metil kirmizisi testi pozitif, Voges Praskauer testi negatiftir. Sitratli besiyerinde
tremezler, oOzetle E.coli i¢in IMVIC testleri (++--)dir. E.coli {iireyi pargalamaz, H2S

olusturmaz. Lizin dekarboksilaz pozitiftir, ornitin dekarboksilaz degisken 6zellik gosterir.

E.coli’nin O,H,K antijenleri vardir. Bunlarin farkli kombinasyonlart ile yiizlerce degisik
serotip ortaya ¢ikabilir. Ancak bunlarin sadece sinirlt sayidaki kismi klinik 6neme sahiptir. O
antijenleri somatik 1s1ya dayanikli lipopolisakkarit yapida antijenlerdir. Kaynatmaya ve alkole
diren¢li formole dayaniksizdirlar. Bu antijenler spesifik insan hastaliklar ile ilgilidir. K
antijenleri kapsiil antijeni niteligindedir. K antijeni O antjeninin disinda bulunur. Bazilari
polisakkarit bazilari protein yapisindadirlar. Bu antijenler O antikoru ile aglutine olmazlar ve
virulans ile ilgili olabilirler. H antijenleri flagellada bulunurlar ve 1s1 veya alkol ile denatiire

olurlar. Bu antijenler IgG ile aglutine olurlar.

Gastrointestinal sistemin dogal bir iiyesidir. Alt gastrointestinal sistem florasinin %99'unu
anaerobik bakteriler (basta Bacteroides fragilis grubu) olusturur. Aerobik florada ise
Escherichia coli, potansiyel bir patojen olarak ilk sirada yer alir. Escherichia colinin farkli
lokalizasyonlarda hastalik yapan kokenlerinin viriilans faktorleri arasinda bazi farkliliklar

vardir;

= Qastrointestinal hastalik yapan kokenler: Gastrointestinal hastaliklar, insan
barsagindaki flora kokenlerinde bulunmayan &6zelliklere bagl olarak gelisir. E.coli’nin

toksinleri ve invazyon yetenegi rol oynar.

= Ekstraintestinal hastalik yapan kokenler:
- Patojen olsun, olmasin tiim kokenlerde ortak Mannoz Sensitif (MS) Tip |

fimbrialar bulunur. Bunlar kolona tutunmadan sorumludur.



- Uriner infeksiyona neden olan kdkenlerde hemolizin, Tip II (mannoza direngli)
fimbrialar, 6zgiil K antijenleri ve kolisin-V gibi viriilans faktorleri bulunur. Tip 11

fimbrialarin en iyi bilinenleri P ve S fimbrialaridir.

Piyelonefrite yol agan Escherichia coli kokenlerinin sistite yol aganlara gore epitele daha
sik1 yapistiklar1 goézlenmistir. Bu kokenlerde, eritrositlerdeki P kan grubu antijenlerine ve
tiroepitelyal hiicrelerdeki P antijenlerine yapisabilmesi nedeniyle P fimbrialar1 bulunur .
Sistite neden olanlarda ise S fimbrialar1 bulunur . S fimbrialar1 ayrica endotele ve beyin
ventrikiillerine yapismadan da sorumludur bu nedenle yenidogan sepsis ve menenjiti
etkenidir.

Siyalik asit yapisindaki K1 antijeni, bulundugu Escherichia coli kokenlerini fagositozdan
korur. Gebelik, bu kokenlerin maternal, intestinal dolayisiyla da vajinal kolonizasyonunu
artirtr. K1 antijeni iceren kokenler, yenidoganin bakteriyel menenjitlerinin en sik iki
etkeninden birisidir. Digeri ise, yine kapsiilii siyalik asit yapisinda olan Streptococcus
agalactiae’dir.

Immiinite normal ise, gastrointestinal sistem ve iiriner sistem infeksiyonlar1 sadece viriilan
kokenlerce olusturulur. Ancak, immiinitesi defektif kisilerde gelisen respiratuvar sistem
infeksiyonlari, firsat¢1 niteliktedir. Bu tablodan sorumlu kokenlerin herhangi 6zel bir viriilans

faktorii yoktur, non-patojendirler. Nozokomiyal pnémonilere yol agarlar.

I1.1.2 Klinik Ozellikler

I1.1.2.1 intestinal hastahk tablolari

Escherichia coli, alt gastrointestinal florada bulunmasina karsin, enterotoksin iiretebilen ya
da invazyon yetenegi bulunan kokenleri ile intestinal hastalik tablolarina yol agar.
Gastrointestinal sistem infeksiyonlar1 agisindan, siradan kdkenlerden farkli viriilans faktorleri

ile 6n plana ¢ikmis en azindan bes kokeni vardir:

- Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC): Plazmid kontroliinde iki tiir
enterotoksin iiretirler. ince barsak epitel hiicrelerine tip-I fimbrialar ile sikica
yapisirlar ve bu iki toksin etkinligi ile sulu ishal gelisimine neden olurlar.
Enterotoksinlerinden birisi, A-5B yapisindaki termolabil toksin (LT)’dir; barsak
epitel hiicrelerinde adenilat siklaz aktivasyonu ile cAMP artisina yol agar.

Sonugta asir1 su ve elektrolit salinimi gergeklesir. Diger enterotoksini olan stabil
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toksin (ST) ise guanilat siklaz aktivasyonu ile cGMP artisina neden olur.(2,3,4)
Bu gelisim ise sodyum geri emiliminin inhibisyonu ile sonuglanir. ETEC, turist

ishallerinin en sik etkenidir (>%50).

Enteroinvazif Escherichia coli (EIEC): Laktoz pozitifligi disinda Shigella
tirlerine ¢ok benzeyen bir kokendir. H antijeni bulunmaz. Sigelloz gibi kanli,
mukuslu, yiiksek atesle seyreden (dizanteriform) kolitlere yol acar.(2,3,4) Diger
Escherichia coli kokenlerinden ayrimi ig¢in Sereny testi (kobayda Kkeratit

olusturma) kullanilir.

Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC): Escherichia coli O157:H7
kokenidir. Bakteri, ortak fimbrialar1 ile enterositlere yapisir. Bir bakteriyofaj
tarafindan kodlanan, Shiga ekzotoksinine benzer, Shiga-like toksini (verotoksin 1
ve 2) vardir.(2,3,4) Bu nedenle Verotoksijenik Escherichia coli (VTEC) adi da
verilir. Genellikle hamburger gibi kiymadan haziranan et {irlinlerinin yenmesi ile
ozellikle kiiciik cocuklar1 etkileyen hemorajik kolit salginlarina neden olur.
Kolitlerin %10’unda, trombotik mikroanjiyopati ile 6zel bir tablo olan hemolitik
iiremik sendrom (HUS) gelisir. HUS tablosundan, kana karisan verotoksin
sorumludur. Bir bakteriyel invazyon s6z konusu degildir. Insan bébrek korteks ve
medullasindaki glomeriil ve arteriol endotelinde, tubuler epitel hiicrelerinde bol
miktarda verotoksin reseptorii (Gb3) bulunur. Toksin hiicreye Gb3 ile tutunarak
icine girer. Golgi cihazinda tersil gidisle GER’e ulasir. GER’de ribozomlarin 60S
alt biriminin 28S’ini olusturan RNA zincirinden bir adenin niikleobazini sokiip
alir. Boylece, insan uzama faktorii (eUF-1 ve eUF-2) irreversibl olarak
engellenmis olur.(2,3,4) Hiicrede protein sentezi durur, hiicre 6liir. Mikrovaskiiler
endotelde meydana gelen hasar sonucunda liimende trombosit ve fibrin birikir.
Kiigiik damarlarda ortaya ¢ikan bu parsiyel tikanma sonucunda eritositlerde
mekanik fragmantasyon ve boylece mikroanjiyopatik hemolitik anemi ortaya
¢ikar; hemoglobin 5 g/dI’nin altina diisebilir, trombositopeni gelisir. Glomeriiler
kapillerlerdeki mikrotrombiisler nedeniyle gelisen mikrosirkiilasyon bozukluguna
bagl olarak da bobrek yetmezligi gelisir. Olgular ¢ogunlukla sekelsizce birkag
haftada iyilesirse de bazi olgular 6liim veya son donem bobrek yetmezligi ile
sonuglanabilir. EHEC, HUS’iin diger etkeni olan Shigella dysenteriae’dan farkli

olarak laktozu pargalar. Toksinler arasinda da onemli bir fark vardir; verotoksin,
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Shiga toksininin aksine bir norotoksin degildir; merkez sinir sistemi patolojilerine
yol agmaz. Shiga toksini reseptorleri ise barsak epiteli, glomeriil ve arteriol
endoteli, tubuler epitel hiicreleri ve beyin hiicrelerinde bulunur. Kolit, bobrek

yetmezligi ve ensefalopati (konviilsif ishal) etkenidir.

- Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC): Ozellikle bakict ya da hemsire
kaynakli siit cocugu ishallerinden sorumludur. Bakteri, aderans faktorii ve intimin
proteini etkinligi ile enterositlere sikica baglanir. Intiminin konak hiicreye
baglanacagi o6zgilin reseptorleri (translocated intimin reseptorii, Tir) Ozel bir
enjeksiyon sistemi ile enterositlerin sitoplazmik membranina atar. Tir ile
intestinal hiicrelerin iskeletini olusturan aktinler arasinda bir etkilesim olur.
Intestinal hiicrelerde uygunsuz F-aktin birikimi gelisir.(2,3,4) Bu durum,
mikrovilluslarda pedestal adi verilen uzantilar gelismesine, sekil bozukluguna ve
dejenerasyona yol agar. Sonugta barsak epitel hiicresinde yapis-boz-dok
mekanizmasi sonucu mikrovillus destriiksiyonu gelisir. Rotaviriis ve diger bazi

viriisler gibi ozmotik ishallere neden olur.

- Enteroagregatif (Enteroaderent) Escherichia coli (EAEC): ETEC gibi sulu

ishale neden olur. Turist ishallerinin diger bir etkenidir.

11.1.2.2 Ekstraintestinal hastalik tablolar:

Escherichia coli’nin, barsak disindaki bolgelerde olusturdugu hastaliklarda s6z konusu
olan viriilans faktorleri; kapsiilii, endotoksini ve fimbrialaridir. Ozellikle jinekoloji ve
gastrointestinal cerrahi kliniklerinde siklikla hastane infeksiyonlarina, sepsislere ve yara
infeksiyonlarina yol agar, Escherichia coli, hastane i¢i ya da disinda edinilmis iiriner sistem
infeksiyonlarinin en sik nedenidir. Hastane disinda edinilmis {riner infeksiyonlarin
%80'inden, hastanede gelisen iiriner infeksiyonlarin ise %40-50'sinden sorumludur. Uriner
kateter takilmas1 6nemli bir risk faktoriidiir.

Eriskinlerdeki spontan bakteriyel peritonitlerin en sik etkenidir.(4,5,6) Escherichia coli,
akut tash kolesistitlere yol acan en sik etkendir. Bunu Klebsiella pneumoniae ve enterokoklar
izler. Akalkiiloz (tassiz) kolesistitlerde ise en sik etkenler Campylobacter jejuni ve Salmonella
tiirleridir. Yenidogan menenjitlerinin %40’ mdan sorumludur. Bunlarin da %75’1 K1 antijenli

suslardir.



Sepsislerde, gelistigi klinik ve hasta 6zelliklerine gore degisebilmekle birlikte, etiyolojik
ajanlarin basinda %60 gram negatif bakteriler gelir. Enterik bakteriler; tiim sepsislerin
1/3"inden, Escherichia coli ise bunlarin %40'indan sorumludur. Sepsise yol agan en sik

enterik bakteridir; en sik kaynak ise iiriner sistemdir.

I1.1.2.3 Uropatojenik E.coli (UPEC)

Uriner sistem infeksiyonu etkeni olarak izole edilen E.coli suslar1 extraintestinal sistem
patojeni E.coli (EXPEC) grubu kapsaminda yer alan ve tropatojen E.coli (UPEC) olarak
tamimlanan suslardir.(64) UPEC suslar1 kromozomlarinda yer alan tanimlanmis patojenite
adalar1 (PAI) ve bu DNA bolgelerinde yer alan ve bazi virulans faktorlerini kodlayan genler
acisindan belirli gen profilleri gostermeleri ve suslarin ¢ogunun filogenetik grup B-2 iginde
yer almalariyla, gastrointestinal patojen E.coli suslari ve kommensal E.coli suslarindan

ayirtedilirler.

UPEC suslarinin sahip olduklar1 virulans faktorlerinin baslicalar1 arasinda fimbriyal ve
afimbriyal adezinler , hemolizin, sitotoksik nekrotize edici faktor ,acrobaktin, dis membran

proteini T ve demir ile regiile edilen gen A homologu adhezin yer alir.

UPEC suslar1 adhezinler (P, M, S, F1C, Dr ve tip 1 fimbriya) araciligiyla iiriner sistem
epitelyum hiicrelerine tutunur ve kolonizasyonu gerceklestirirler. Tip 1 fimbriya mesane
hiicrelerine adheransta ve mesane epitelinin invazyonunda rol oynar. P fimbriya 6zellikle
pyelonefrite neden olan suslarda 6nem tasir ve P fimbriya’nin varhig: ile infeksiyonun

(6zellikle pyelonefrit) siddeti arasinda gii¢lii bir bag oldugu bildirilmistir.

Kapsiil ve endotoksik lipopolisakkarit (LPS) molekiilleri bakteriyi fagositozdan ve
serumun bakterisidal etkisinden korur.(190,191) LPS sitokin sentezini indiikleyerek
inflamatuar yanit1 giiclendirir ve somatik antijene kars1 gelisen spesifik antikorlarin sentezini

tesvik eder.

Virulans faktorleri kapsaminda yer alan toksinler arasinda alfa hemolizin, sitotoksik
nekrotize eden toksin-1 (CNF-1) ve bircok mesane ve bobrek hiicre soylarina sitopatik etkisi
oldugu gosterilen salgisal ototransportér toksin (Sat) yer almaktadir.(195,196) Alfa
hemolizinin pyelonefritte goriilen bdbrek hasarinin olugsmasinda rol oynayabilecegi

belirtilmistir. CNF-1 konak hiicrelerin invazyonunda rol oynadig: belirtilmistir.



UPEC suslarinda aerobaktin, enterobaktin ve yersiniabaktin gibi sideroforlar ile dis
membran proteinleri bakteri hiicresi i¢ine demir taginmasini saglamakla virulans faktorii
olarak rol oynarlar. UPEC suslar1 ayrica spesifik reseptor molekiillerle hemin gibi konagin

demir igeren bilesenlerinden demir elde edilebilmektedir.

Uropatojen spesifik protein (usp), son zamanlarda yapilan ¢alismalarda iiropatojen E.coli
suslarmin virulansinda 6nemi vurgulanan patojenite adalarinda bulunan genlerde kodlanan bir
virulans faktorii olarak tanimlanmigtir. Usp’nin endoniikleaz gibi islev goren bir bakteriosin

oldugu diistiniilmektedir.(198,200,201,202)

UPEC suslari, virulans faktorlerine iliskin profilleri agisindan hem kommensal suglardan
ve gastroenterit etkeni suslardan farklidir hem de klinik tablolara gore kendi aralarinda

farklilik gosterebilmektedirler.

I1.2 IDRAR YOLU ENFEKSIiYONU

11.2.1 Uriner Sistem Enfeksiyonlarinin Fizyopatogenezi

Her iki bobrek, periton boslugunun disinda karin arka duvarinda yeralir.Yetiskin insanda
her birinin agirlig1 150 gramdir. Her bobregin medial kisminda idrarin bobrekten bosaltincaya
kadar bekledigi yer olan mesaneye tasiyan iireterlerin girip ¢iktigi ¢ukur bolge bulunur.
Insanda her bobrek, idrar olusturma yetenegine sahip bir milyon kadar nefrondan olusur.
Bobrekler nefronlari yenileyemezler. Bu nedenle, bdbrek hasari, hastalik veya normal
yaslanma ile bobreklerdeki nefron sayisi giderek azalir. Her nefronun iki ana boliimii vardir;
kandan biiyiik miktarda sivinin filtre oldugu yere glomeriil, filtre edilen sivinin idrara
doniistiigii yere ise tiibiil denir.

Glomeriil, bowman kapsiilil ile sarilmigtir. Glomertiler kapillerlerden filtre olan sivi dnce
bowman kapsiilii igerisine sonra bdobrek korteksinde yer alan proksimal tiibiil i¢ine akar.
Proksimal tiibiil; distal tiibiil ve mediiller toplayic1 kanal ile devam edip papillanin tepesi
aracilif1 ile bobrek pelvisine bosalir. Renal kaliksler ve iireterler ile idrar kesesine gegerken
idrarin yapisinda belirgin bir degisiklik olmaz.

Ureterler mesaneye trigon bdlgesinden gecerek girerler. Detriisor kasinin normal tonusu
ireterleri sikistirir ve miksiyon esnasinda idrarin geriye kagisimi engeller. Bazi insanlarda
mesane duvarinda ireterin ilerledigi mesafe normalden azdir. Bunun sonucunda miksiyon

sirasinda bir miktar idrarin geriye kagisi engellenemez. Bu duruma vezikoiireteral reflii denir.
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Agrn sinir lifleri agisindan zengin olan iireterde tasa veya baska sebebe bagli tikanma olmasi
durumunda bobreklerden idrar ¢ikisi da azalir. Buna iireterorenal refleks denir.

Mesane detriisor kasinin kontraksiyonu idrar kesesinin bosaltilmasinin ilk adimidir.
Mesane boynunda bulunan ¢ok miktarda detriisor kas internal sfinkter olarak adlandirilir.
Internal sfinkter kese boynuna ve posterior iiretraya idrar gecisini engeller. Eksternal sfinkter
sinir sisteminin istemli kontrolii altindadir. Istemli olarak, idrar ¢ikarilmasini &nler.

Uriner sistem bobrekten anterior iiretraya kadar olan bolgede sterildir. Anterior iiretra
florasinda bulunabilecek mikroorganizmalar su sekilde sayilabilir: Koagiilaz (-) stafilokoklar
(S.saprophyticus harig), viridans ve nonhemolitik streptokok, laktobasiller, difteroid, patojen
olmayan neisseria tiirii bakteriler, propionobacterium tiirleri, anaerobik gram negatif basil ve
anaerop koklar, kommensal mikobakterium ve mikoplazma tiirleri, nadiren de
mayalardir.(19,20) Flora elemani olan bu mikroorganizmalar miksiyon esnasinda idrara
karigabilirler. Kendisi normalde steril olan idrar, infeksiyon gelisimine bagl sterilitesini
kaybettigi zaman kimyasal, mikroskobik ve mikrobiyolojik degisimler gosterir. Bu degisimler
Tablo1’de ozetlenmistir. Yine iiretrada flora eleman1 olarak bulunan mikroorganizmalar
miksiyon esnasinda idrara karigabilirler. Bakteri tiremesi i¢in iyi bir ortam olan idrar 6rnegi,
oda 1sisinda bekletilmesi durumunda iiretradan ve havadan bulasan mikroorganizmalarin
iremesi i¢in uygunluk gosterir.

Semptomatik {iriner sistem enfeksiyonlar1 (USE) hekime en sik basvurulan bakteriyel
hastaliklar arasindadir. ABD’de her yi1l 2 milyondan ¢ogu sistit olan 7 milyonun {izerinde
hastanin doktora bagvurma nedenidir. Akut pyelonefrit nedeni ile 100.000 iizerinde hastaneye
yatis tahmin edilmektedir. ABD’de toplumda yazilan regetelerin %15’ USE’lar1 nedeni

iledir. Tahmini maliyet 1 milyar dolarin lizerindedir.



Tablo 1: USE’lu (Uriner Sistem Enfeksiyonu) hastalar ile saglikli bireylere ait idrar

parametrelerinin karsilastirilmasi

IDRAR
Normal Anormal
Sistit Pyelonefrit

Parametre
Biyokimya
Spesifik dansite 1001- 1035
Hacim(ortalama/24s)
Cocuk (1 -14ya ) |500— 1400 ml
Yetigkin (<60 ya_) 600 — 1800 ml
Yetigskin (>60 ya ) 250 — 2400 ml
pH aralig1 47-8,0
Protein Negatif — eser Negatif — eser Artmis
Lokosit esteraz Negatif Pozitif Pozitif
Nitrit Negatif Pozitif Pozitif
Mikroskopi
Beyaz kiire

Erkek 0-—3/hpf Degisken Yiiksek/Cok yiiksek

Kadin/gocuk 0—5/hpf Degisken Yiiksek/Cok yiiksek
Alyuvar 0-2/ hpf Degisken Yiiksek/Cok yiiksek
Kristal Degisken Negatif Negatif
Mukus Degisken Negatif Negatif
Silendirler
Hyalin 0-2/Ipf
Graniiler 0-1/Ipf
Beyaz kiire Negatif Pozitif Pozitif
Mikroorganizmalar
Bakteri <1 hpf Degisken Pozitif
Mantar Negatif Degisken Degisken
Trichomonas sp Negatif Degisken Degisken

hpf: biiytik biiyiitme (x 1000), Ipf: kiiciik biiylitme (% 40)
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Uriner sistem enfeksiyonlarinda tan1 ve tedavinin se¢imi hastanin risk faktdrlerine, dnceki
enfeksiyonlaria, dnceki lireyen mikroorganizmalara, altta yatan hastaliklarina gore degisir.
Gebelik, konjenital anomaliler, vezikotireteral reflu, prostat hipertrofisi ya da bobrek tas1 gibi

obstriiksiyon yapan nedenler ve malignite enfeksiyon gelismesini kolaylastirir.

USE’larinin en sik insidans1 20- 40 yaslar1 arasinda cinsel aktif kadinlarda saptanmustir.
Yeni dogan déneminde %1- 2 oraninda goriilen enfeksiyon erkek cocuklarin siinnet olmamasti
nedeni ile bu donemde erkeklerde daha siktir. Yasamin sonraki yillarinda kizlarda daha siktir.
Yashilik doneminde kadinlarin yaklagik %10’u, erkeklerin ise %20 kadarinda bakteriiiri
saptanir. Bunun nedeni olarak erkeklerde prostat hipertrofisi, kadinlarda ise mesane
prolapsusu ile uterus prolapsusu belirtilmistir. Hastalarda bakteriiiri prevalans1 Tablo 2’ de

gosterilmistir.

USE’ larmin %95 kadarindan tek bir bakteri sorumludur. En sik izole edilen bakteri
tiropatojen E. Coli’dir.(%70 -90) Enterococcus, Klebsiella tiirleri ile Proteus en sik diger
etkenlerdir. S. saprophyticus geng cinsel aktif kadinlarda etken olabilmektedir. Cocuklarda
Adenovirus tip-11 hemorajik sistite neden olmaktadir. Laktobasiller, difteroidler, anaerop
bakteriler, S. epidermidis gibi distal liretra ve perine florasinda yer alan bakterilerin tiremesi
kontaminasyon olarak degerlendirilir. Bununla birlikte immunsupresif hastalarda S.
epidermidis de etken olabilir. Komplike USE’nda gram negatif bakteriler, gram pozitifler ve

direngli mikroorganizmalar etkendir.

Hastane enfeksiyonlarinda da E. coli en sik etken olmakla birlikte birden fazla etken neden
olabilmektedir. Komplike enfeksiyonlarda ve hastane enfeksiyonlarinda ayrica Proteus,
Klebsiella, Enterobacter tiirleri, P. aeruginosa, Acinetobacter, Citrobacter, Serratia,
enterokoklar etken olabilir.(19,20)
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Tablo 2: Hastalarda Bakteritiri Prevalansi

Prevalans
(%)
Kadin Okul ¢ag1 1
Seksiiel aktif kadin 2-4
60 yas lizeri 6-8
80 yas lizeri 20
Bakim evinde kalan 30-50
Erkek Kiigiik yas <1
60 yas lizeri 1-3
80 yas lizeri >10
Bakimevinde kalan 20-30

I1.2.2 USE’de Kullamlan Mikrobiyolojik Tanimlamalar
Kontaminasyon

Ornegin alindig1 sirada idrara bakterinin bulagmasi, bekletilen 6rnekte ve besiyerinde bu
bakterilerin ¢ogalmasi olarak kabul edilir. Iki veya daha fazla bakterinin bulagmasi
sozkonusudur. Uygun temizligin 6rnek alinmadan Once yapilmadigi hastalarda ozellikle
kadinlarda laktobasil ve difteroidlerin kontaminasyonuna siklikla rastlanir. Yeni Ornekle

calisilmasini gerektirir.

Kolonizasyon
Konaga zarar verici etkisi bulunmaksizin mikroorganizmanin konak dokuya tutunmasi, bu

sekilde yasayabilmesi veya ¢ogalabilmesidir.
Infeksiyon

Cogalan mikroorganizmanin konak dokuya zarar verir hale gelmesi ve hastalik

olusturmasidir.

11



11.2.3 Epidemiyoloji

USE ‘lerinin prevalansi; infeksiyonun semptomatik veya asemptomatik olmasina, tani
yontemlerine, uygulanan tani kriterlerine, degerlendirilen hastalarin yas ve cinsiyetlerine,
arastirilan toplumun &zelligine gore degisir. USE’ nin % 95° inden fazlasinda etken tek bir
bakteri tiiriidiir. Tekrarlayict USE ile tekrarlayici olmayan infeksiyonu olan hastalar arasinda
idrar floras1 agisindan biyiik farkliliklar bulunmaktadir. Akut infeksiyonun en sik etkeni
E.coli bakterisidir. Rekiirren infeksiyonlarda, 6zellikle iiriner sistemde yapisal bozukluk
bulunmasi halinde, rolatif olarak proteus, pseudomonas, klebsiella, enterobakter tiirleri ile
enterokok ve stafilokok sikligi artmistir.(65) Yapisal anomali varliginda, idrardan c¢oklu
organizma izolasyonu siklig1 da yiiksektir. Bu hastalarda instrumantasyon oraninin yiiksek
olmas1 ve tekrarlayici antibiyotik kiirlerine sik ihtiya¢ duyulmasi, antibiyotiklere direncli
bakterilerin etken olarak goriilme ihtimalini artirmistir. Proteus, pseudomonas, klebsiella,
enterobakter tiirleri ile enterokok ve stafilokok tiirleri hastanede yatan hastalardan daha sik
izole edilirler.(65,66) Corynebacterium urealyticum o6nemli nazokomial patojen olarak
tanimlanmistir. Bu gram pozitif basil; lireyi parcalar, 6zellikle immiinsuprese hastalar ve renal
transplantasyon yapilmis bireylerde mesane duvarinda mukozal infeksiyona ve {iriner
toplayict sistemde infeksiyona neden olur. Corynebacterium urealyticum antimikrobiyal ajan
direncinin yiiksek olmasiyla beraber siklikla vankomisine hassastir.

Anaerobik organizmalar idrar yolunda nadir infeksiyon etkenidirler. Spesifik klinik
merkezlerde bu tip bakterilere idrarda rastlanabilmektedir. Mantarlar (6zellikle candida
tiirleri); kateterli, antibiyotik tedavisi alan hastalarda etken olarak go6zlenmektedir. Bazi
raporlara gore koagiilaz negatif stafilokok tirleri {iiriner sistem infeksiyonlarinin sik
karsilasilan sebeplerindendir. Amerikada cinsel aktif kadinlarda gelisen akut sistitin yaklasik
%5 ila %15 inde S. saprophyticus infeksiyon sebebi olarak bulunmustur. Koagulaz pozitif
stafilokok, siklikla hemotojen yolu kullanarak bobrege yerlesme egilimindedir ve intrarenal
veya perinefritik apseler olusturur. Siklikla hiicre duvarina etkili antibiyotiklerle tedavi
gormiis pyelonefriti olan hastalarin idrarlarinda hiicre duvarmi kaybetmis bakteriler
gosterilmistir, Ureoplasma urealyticum ve Mycoplasma hominis muhtemel ajanlardir.
Adenoviriis (tip 11) erkek cocuklarda ve allojenik kemik iligi transplant1 yapilan kisilerde
hemorajik sistit etkeni olarak dikkat cekmektedir. Semptomlu veya semptomsuz kadin hasta
idrarlarindan Gardnerella vaginalis siklikla izole edilmektedir. Fakat bu patojenin rolii net
aciklanamamustir.(65,66,67)
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USE siklig1, infantlarda %1 ila %2 kadardir. Hayatin ilk ii¢ ayinda erkek cocuklarda
yaygin olup daha sonra siklik kiz cinsiyetinde artmaktadir. Erkek yeni doganlarda USE ile
iliskili bakteriiiri siktir. Okul &ncesi dénemde USE kizlarda erkeklerden daha fazladir. Bu
donemde erkek cocuklarda USE siklikla ciddi konjenital anomali ile iliskilidir. Semptomatik
USE ile iliskili renal hasarin biiyiik kisminin bu dénemde ortaya ¢iktigina inanilmaktadir.

Okul donemi kiz c¢ocuklarinda asemptomatik bakteritiri siktir. Yetiskin doneme
ulasildiginda, asemptomatik bakteriiiri prevelanst kadin popiilasyonunda artar. Geng,
dogurmamis kadinlarda bakteriiiri prevelanst %1-3 arasinda degigsmektedir. Sik cinsel iliski,
diyafram kullanimi, cinsel iliski sonrasi idrara ¢ikmama ve hikayesinde tekrarlayici
infeksiyonlarin varligi kadinlarda iiriner infeksiyon igin risk faktdrleridir. Ileri yas kadinlarda
bakteriiiri; prolapsus sebebiyle mesanenin tam bosalamamasi, fekal materyalin inkontinansla
perineuma bulasma olasiliginda artisa baglidir.

Erkeklerde bakteriiiri sikliginda artis prostat hastaliklar1 ve instrumantasyon ile iliskilidir.
Bakteriiirili erkeklerde iiriner sistem anatomik bozukluklart siktir. Her iki cins igin
noromuskuler hastalik, artmis instriimantasyon ve mesane katateri kullaniminin iiriner
infeksiyon i¢in siklig1 artirici faktorler arasinda sayilmasi miimkiindiir. Bu grup hastalarda
asemptomatik bakteriiiri semptomatik iiriner infeksiyona gore daha siktir .

Hospitalize hastalarda bakteriiiri prevelans: ayaktan hastalara gore daha ytiksektir. Cesitli
nedenlerle hastaneye kabul edilen hastalarin yaklasik %15 - 25’ine anatomik veya fizyolojik
retansiyona bagl akut veya kronik obstriiksiyonlar, idrar inkontinansi olan yataga bagimli
hastalarin bakimi, transiiretral cerrahi oncesi liriner drenaj, postoperatif drenaj, paralizi ve
spinal kord yaralanmalari, mesane irrigasyonu, idrar miktarinin Olglimii ve {irodinami,
sitotoksik tedaviden dolay1 kateter uygulanmasi bakteriiiri insidansini artirmaktadir. Kateterin
aseptik sartlarda takilmamasi, uygulamanin travmatik yapilmasi, biiylik ¢apli kateterlerin
takilmasi, meatal bakimin iyi yapilmamasi, kapali drenaj sisteminin olmamasi, idrar torbasi ve
kateterin mesanenin iizerinde tutulmasi, refakatcilerin idrar torbasini bosaltmasi, kateter
uygulamasindan Once ellerin yilkanmamasi, iiriner sistemde tas veya timor olmasi,
bobreklerdeki fonksiyon bozuklugu katetere bagli USE gelisimini arttiran faktorlerdir .

Altta yatan cesitli hastaliklar da {iriner sistem infeksiyon sikliginin artis1 ile iligkilidir.
Sistit ve pyelonefriti olan erkek hastalarda, cocuklarda, kronik kataterize hastalarda, rekiirren
infeksiyonu olan kadinlarda, tirolojik anormallik veya bagka sistemik hastalig1 olan kisilerde
USE‘nin komplike oldugu diisiiniiliir. Kronik potasyum yetersizligi, gut ve hipertansiyon;

USE ile iliskilendirilmektedir.. Renal transplant hastalarmin en az %50 sinde erken
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postoperatif dénemde yaklasik %40 bakteremi insidansiyla beraber, USE gelisimi

sozkonusudur.

11.2.4 Etyoloji

E.coli; toplumdan kazanilmis ve komplike olmamis USE’ unun en sik sebebidir. Klebsiella
ve Enterobacteriaceae ailesinin diger liyeleri, Staphylococcus saprophyticus ve enterokoklar
da siklikla toplum kokenli infeksiyonda rol alirlar. Komplike USE’nda, &zellikle rekiirren
infeksiyonlarda goreceli olarak proteus, pseudomonas, Klebsiella, enterobakter tiirlerinin
sikligr artmustir. Hastane kokenli infeksiyonlarda da E.coli, klebsiella ve proteus tiirleri,
stafilokok, Enterobacteriaceae ailesine iiye diger bakteriler, Pseudomonas aeruginosa,
enterokoklar ve candida tiirleri etken olarak karsimiza ¢ikar. Yabanci cismin iiriner sisteme
girigi, Ozellikle foley sondanin uzun siire sistemde kalmasi, infeksiyon i¢in biiyiik risk
tasir.(67,68)

USE’nun daha az goriilen etkenleri arasinda acinetobacter, alcaligenes ve citrobacter
tirleri, Gardnerella vaginalis, Aerococcus urinea, [ hemolitik streptokoklar sayilabilir.
Mikobakteri, Chlamydia trachomatis, Ureoplasma urealyticum, Camphylobacter spp,
Hemophilus influenzae, leptospira, Corynebacterium renale gibi organizmalar nadiren
idrardan izole edilirler. Tifoidal atesin erken doneminde idrardan Salmonella spp.

uretilebilmektedir.

11.2.5 Patogenez

Bakteriler, USE’na asendan, hematojen ve lenfatik yol olmak iizere muhtemel ii¢ yolu
kullanarak neden olmaktadIr. USE ‘lerin %99°u asendan yolla meydana gelmektedir. Pek ¢ok
iiropatojen iiriner yolla girer ve iiretra yolu ile mesaneye ulasir. Asendan yolda fekal
kolonizasyon onemlidir. Gastrointestinal sistemden orijin alan mikroorganizmalar; gram
negatif enterik basiller ve digerleri, vaginal bosluk ve/veya periliretral alana yerlesirler.
Mesaneye ulasanlar, ¢cogalip iireter ve bobrege gecerler. Kadin iiretrasinin kisa ve aniisiin
hemen proksimaline yerlesmis olmasindan dolay1 kadinlarda erkeklere oranla iiriner sistem
infeksiyonu daha siktir. Cinsel aktivite kadin lretrasinin bakterilerle kontaminasyon riskini
artirir.

Hospitalizasyon sonrasi hastalarin derilerinde, gastrointestinal sisteminde, anterior
iretranin da i¢inde bulundugu miikéz membranlarinda gram negatif aerobik ve fakiiltatif

anaerop basil kolonizasyonu ve kateterizasyon ile bakterilerin iiretradan mesaneye gecisi
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goriiliir. USE patogenezinde hematojen yolun payr %5’in altindadir. Genellikle bakteremi
sonucu ortaya ¢ikar. Hematojen yol yenidogan doneminde daha sik gozlenmektedir. Daha
biiyiik ¢ocuklarda hematojen yayilima bagli USE ; S. aureus, P. aeruginosa, Serratia spp ve
M.tuberculosis gibi virulan mikroorganizmalara bagl sepsislerden sonra gelisir. Candida
fungemisine bagli olarak bobrekler infekte olabilir.(66,67,68)

USE, en sik bakteremi sebeplerinden olmasina ragmen, gram negatif bakteriler ile gelisen
bakteremiler bobregin hematojen infeksiyonlarindan nadiren sorumludurlar. Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Mycobacterium tuberculosis veya salmonella ve listeria tiirlerinin
iiretildigi idrar, hematojen yolla kazanilan pyelonefriti isaret eder. USE’ nun yayilmasinda

nadiren lenfatik yolun araci oldugu diistintilmektedir .

Konak-Mikroorganizma iliskisi:

Basta kadinlar olmak iizere hastalarda vajinal ve/veya periiiretral alanda gastrointestinal
sisteme ait mikroorganizmalar kolonize olmus durumdadir. Fakat her hastada USE gelismez.
Kolonizasyon sonrasi infeksiyonun gelismesi konak ile mikroorganizma arasindaki dengeye

baglidir. USE ‘nin gelisimini etkileyen faktorleri iki ana baglik altinda siniflandirilabilir.

Konaga ait faktorler:

i. Konak savunma mekanizmalari

Organizmay! elimine eden konak savunma mekanizmalar1 vardir. Uretral mukoza
haricinde normal {iriner yol bakteri kolonizasyonuna direnglidir ve mesaneye ulasamadan
birgok mikroorganizma hizlica temizlenir. Mesanenin hizli ve etkin bir sekilde bosaltilmasi
onemli bir savunma mekanizmasidir. Etkeni igeren idrarin taze idrarla diliie edilmesi USE’nin
sinirlandirilmasinda dnemlidir. infekte olan idrarin bosaltilmasi, bakterilerin reseptdrlere
baglanma olasiligin1 da azaltmaktadir. Miksiyon sonrasi mesanede kalan az miktardaki idrar,
kolonizasyon icin yeterli olmakla birlikte mesane mukozasinin antibakteriyel 6zellikleri bu
durumu engeller. infeksiyon eradike edilmezse nadir de olsa mukozadan derin tabakalara
gecisi gosterebilir.

Idrar pH’smin diisiikliigli, ozmolalitenin diisiik veya yiiksek olusu, yiiksek iire
konsantrasyonu, yiiksek konsantrasyonda organik asitleri igermesi mikoorganizma
cogalmasini baskilar. Uroepitelyal hiicre ile bakterinin temasi gesitli yollarla immiin cevabi

baglatir. Bakteriyel lipopolisakkarit konak hiicresini aktive eder. TNF ve gama interferon gibi
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sitokinlerin salinimi, kompleman sistemi aktivasyonu ve opsonin iiretimi gergeklesir.
E.coli‘nin sebep oldugu piyelonefrit olgularinda antijenlere karsilik spesifik IgG ve IgM
yapisinda antikorlar gosterilmistir. Antikorlarin asil koruyucu etkileri parankimal bakteriyel
infeksiyonlar iizerinedir.

Akut piyelonefritte jenaralize iltihabi cevap vardir. Akut piyelonefritte iiropatojenik bakteri
etkisiyle intraselliiler sitokinler IL-6 ve IL-8 artmistir. Bunlardan IL-6 akut faz yanitini
baglatmakta, IL-8 ise lokosit kemotaksisine sebep olmaktadir. Bobregin spesifik anatomik
bolgesinde bulunan epitelyal hiicrelerin sentezledigi bir ¢esit glikoprotein olan Tamm-
Horsfall protein; diger ismiyle tiromukoid, £.coli nin Tip 1 fimbiryasina baglanarak adheransi
Onleyici gorev yapar. Kiiciik bir antimikrobiyal peptit grubu olan defensin; makrofaj, notrofil
ve {lriner sistem hiicreleri gibi konaga ait cesitli hiicreler tarafindan firetilir ve bakteri
hiicresine tutunarak onun Oliimiine neden olur. Prostatik salgilar, ¢inko igermektedir ve

idrarda bakteri uremesini baskilar.

ii. Konaga ait predispozan faktorler

Birgok konak faktorii iiriner sistem infeksiyonu gelisimine hassasiyeti arttirabilmaktedir.
Miksiyonu engelleyeci mekanik tikanmalar (tas ve yapisal bozukluklar gibi) infeksiyon
gelisiminde en 6nemli faktordiir. Valfler, stenoz, bantlar, tas; ¢esitli nedenlerden kaynaklanan
ekstrensek tliretral kompresyon ve benign prostat hipertrofisi, lireter veya liretranin konjenital
anomalileri obstriiksiyon sebebidir. Nefrokalsinoz, {irik asit nefropatisi, analjezik nefropatisi,
polikistik bobrek hastaligi, hipokalemik nefropati, orak hiicre hastaligina bagli gelisen renal
lezyonlar gibi durumlar intrarenal obstruksiyona neden olabilmektedir.

Ureter ve mesane arasinda idrarin geri kagismi (reflii) 6nleyen kapak benzeri mekanizma
vardir. Obstriiksiyon ve konjenital anomalilerle bu fonksiyon baskilanmaktadir. Konjenital
anomaliye bagli reflii, mesane distansiyonu veya sebebi bilinmeyen nedenler asenden yol
vasitastyla iist USE gelisme ihtimaline katkida bulunmaktadir. Reflii, iseme sonras1 mesanede
infekte rezidiiel idrarmn varligi araciligiyla infeksiyona zemin hazirlar. Ozellikle ¢ocuklarda
reflii; {ist {iriner sistem infeksiyonu ve akabinde gelisen kalic1 hasar olusumunda 6nemli rol
almaktadir.

Mekanik sebeplerden (mesane boynu obstruksiyonu, iiretral valvler, iiretral daralmalar,
prostatik hipertrofi veya norolojik fonksiyon bozukluklarindan (poliomyelit, tabes dorsalis,
diabetik noropati, spinal kord yaralanmalari) kaynaklanan sebeplerle mesanesini tam
bosaltamayan hastalar sik¢a {iriner sistem infeksiyonuna yakalanmaktadir. Bu hastalarda lokal

defans mekanizmalari, mesanenin asir1 distansiyonu ile baskilanir, instrumental girisimi
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gerektirir. Yine, hamilelikteki hormonal etkiler ve reflii, {ist liriner sistem infeksiyonu gelisimi

riskini artirir.

iii. Mikroorganizmaya ait faktorler

Herhangi bir mikroorganizma USE’na sebep olabilmekte ise de, infeksiyonlarin cogundan
E.coli sorumludur. E.colinin {iropatojenik suslari, vajinal ve periliretral hiicrelere
kolonizasyonu giiclendiren, iiroepitelyal hiicrelere tutunmayi saglayan, doku invazyonu
yapabilen viriilans faktorlerini bulundurma durumlarina gore fekal floradan ayrilirlar. Bu
faktorler; adhezin, serum bakterisidal aktivite ve fagositoza karsi direng, hemolizin iiretimi ve
yiiksek miktarda K antijen varligini igerir. Bunlar iginde adhezyon iiropatojenik E.coli’nin en
onemli 6zelligidir.

Uropatojenik E.coli adhezyonlarinin ana tipi fimbriyadir. P fimbriya ve Tip 1 fimbriya en
onemli iki fimbriya tipidir. P fimbriya siklikla akut pyelonefrit gelisimi ile iligkilidir. Bu
fimbriya bobrekteki glikolipid reseptorlere baglanir ve bu baglanma mannoz tarafindan inhibe
edilemez. Tipl fimbriya bulunduran E.coli iiriner yoldaki mannoz bulunduran reseptorlere
baglanabilmektedir ve pyelonefritten ziyade sistite neden olmaktadir. Bu suslarin baglanmasi
mannoz varliginda inhibe olmaktadir. Tip 1 fimbirya bulunduran E. coli suslarinin
fagositlerce yakalanma ihtimali yiiksek iken, P fimbriya bulunduran E.coli suslar1 PNL‘lerin P
fimbriyaya spesifik reseptorleri olmamasi nedeniyle fagositozdan

kagabilmektedirler.(197,198)

I1.2.6 Uriner Sistem Enfeksiyon Semptomlar

USE, ¢ocuklarda yasa bagli olarak farkli semptomlar olusturma egilimindedir. Neonatal
donemde ve 2 yas altindaki ¢ocuklarda semptomlar nonspesifiktir. Kusma ve ates major klinik
belirtilerdir. 5 yasin iizerindeki ¢ocukluk doneminden itibaren USE semptomlar1 lokalize
semptomlar halini alir. Yetiskinlik déneminde USE daha kolay taninir. Alt USE semptomlari
bakterinin iiretra ve mesane mukozasinda olusturdugu irritasyona bagh olarak sik ve agrili
miksiyon, bulanik idrar yapma seklindedir. Suprapubik hassasiyet ve agri zaman zaman
sikayet olusturur. Idrar biiyiik miktarlarda kan igerebilir veya miksiyon sonunda gelebilir. Alt

tiriner sistemde sinirlt kalmis infeksiyonda ates olusturma egilimi yoktur.

Ust USE’larinda, alt iiriner sisteme ait semptomlarla beraber ates ve yan agris1 da goriiliir.
Cocuklarda oldugu gibi yetiskinlerde de pyelonefrit, farkli klinik goriiniim sergileyebilir.

Flank hassasiyeti yetiskinlerde sikca karsilagilan semptomdur ve obstriiktif hastaliklarda bu
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semptomlar daha yogun hissedilir. Bobrekten kaynaklanan agrilar epigastriuma yakin
alanlarda hissedilebilir, alt kadrana yayilabilir. Yash hastalarda USE asemptomatik
seyredebilir. Semptomlarin olmasi siklikla tanisal degildir. Cilinkii infeksiyonu olmayan yash
hastalarda da sik idrar yapma, agrili idrar, inkontinans gibi sorunlar sik¢a yasanir. Ust USE
semptomlar1 yaslilarda siklikla atipiktir, mental durum degisiklikleri ve abdominal agri
duruma eslik edebilir. Bazi aragtirmacilarin sonuglar1 yaslt hastalarda pyelonefrite bagl
bakteremi sikliginin, geng hastalara oranla daha fazla oldugunu gostermektedir. Katetere bagl
gelisen USE’de alt iiriner sistem infeksiyon semptomlar (diziiri, pollakiiri) bulunmaz, fakat
ates ve flank agris1 goriilebilir. Kateter varliginda iiriner sistem infeksiyonuna bagh

bakteremi, tiriner semptomlar olmaksizin ortaya ¢ikabilir.

11.2.7 Klinik

Idrar yolu enfeksiyonlarmin siniflamasinda iist ve alt iiriner sistem enfeksiyonlari,
semptomatik ve asemptomatik iiriner enfeksiyonlar gibi ¢esitli tanimlar yer almistir. Klinikte
asemptomatik bakteriliriden, semptomatik komplike ve ya komplike olmayan pyelonefrite,

tekrarlayan enfeksiyonlara kadar degisen birgok tablo seklinde goriilebilirler.

Semptomatik idrar yolu enfeksiyonlari: Komplike olmayan sistit, kadinlarda komplike

olmayan pyelonefrit, kadin ve erkeklerde komplike idrar yolu enfeksiyonlar: bu gruba girer.

Komplike olmayan sistit: En sik rastlanan formunu olusturur, hastada diziiri, pollakiiri,
idrara sikisma hissi gibi semptomlar bulunur. Fizik muayenede suprapubik hassasiyet
saptanir. Ates saptanmaz, ancak hastalarin %30 kadarinda bobrek tutulumu da olabilir.

Yaglilarda iiriner sistem enfeksiyonu asemptomatik seyredebilir.

Komplike olmayan pyelonefritte titreme ile yiikselen ates, bel agris1, bogiir agrisi, bulanti,
kusma sikayetlerine diziiri, pollakiiri de eklenebilir ya da son iki bulgunun saptanmasi kosul
degildir. Fizik muayenede kostovertebral aci hassasiyeti bulunur. Hastada I6kositoz,

sedimantasyon ve CRP ytiksekligi saptanir.

Komplike idrar yolu enfeksiyonu: Altta yatan ve enfeksiyonu kolaylastiran ya da
tekrarlamasina neden olan yapisal, fonksiyonel ya da anatomik bozukluklar; stentler, taslar,

iiriner sisteme uygulanan girisimler, tiimorler, norolojik bozukluklar nedenleri ile gelisir.

Komplike eden durumlar bobrek fonksiyon bozukluklari, pre, intra ve post renal

nefropatiler, (akut ve kronik bobrek yetmezlikleri, kalp yetmezligi gibi) immuniteyi etkileyen
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eslik eden diabetes mellitus, kanser, AIDS, karaciger yetersizligi gibi hastaliklar olarak
gosterilmistir. Erkeklerde bir kez bile pyelonefrit gegirilse komplike olarak diisiiniilmeli ve

kolaylastirici faktorler arastirilmalidir.

Asemptomatik bakteriiiri : Sikayeti olmayan hastada birbirini takip eden ve en az 24 saat
ara ile alman 2 idrar kiiltiirinde 10° koloni/mL ayn1 bakterinin iiremesidir. Kadinlarda geng
yaslarda oran %3 (68,69) , erkeklerde % 0.1 gibi diisiik iken; 65 yas {izerinde hastalarda %10
ve iizerindeki oranlara ¢ikar. Komplike olmayan bakteriiiride asemptomatik enfeksiyonlarin
tedavi edilmesi yerini daha viriilan bakterilere birakabileceginden risk grubu disinda tedavi

Onerilmez.

Asemptomatik bakteriiiri gebelerde, iirolojik girisim yapilacak hastada, bobrek transplant
hastalarinda tedavi edilmelidir. Diabeti olan hastalarda asemptomatik bakterilirinin

tedavisinde netlik olmamakla birlikte tedavi etme yoniinde egilim mevcuttur.

Asemptomatik kandidiiride risk faktorleri diizeltilmelidir. Antibiyotik kullanimi var ise
antibiyotigin kesilmesi, hasta diabetik ise diabetin kontrol altina alinmasi, kateter mevcutsa
cikarilmasi onerilir. Hasta notropenikse, invazif girisim yapilacaksa flukonazol kullanimi

Onerilir.
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Tablo 3: Alt iiriner sistem enfeksiyonlu hastaya iliskin risk faktorleri

Eriskin kadin hasta Eriskin erkek hasta
* Gegirilmis triner sistem enfeksiyonu « AIDS
*  Dogum sayisi » Homosekstiellik
+ Invazif uygulamalar « Siinnet olmama
+ Diabet

* Cinsel davranig

+ Diyafram-spermisid kullanimi

Yash kadin hasta Yash erkek hasta
* Mesanenin bosalmamasi * Darlik
«  Ostrojenin azalmasi « Invazif girisim
«  Uriner sistem anomalisi » Prostat hipertrofisi
* Mesane divertikiilii * Tas
» Rektosel » Parkinson
+  Ureterosel « SVO

» Parkinson, Alzheimer

Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlar:

Relaps ve reenfeksiyon olarak ayrilabilir. Relaps idrar yolu enfeksiyonu gegiren kiside ilk
2 hafta igerisinde ayni1 bakterinin ayni susu ile enfeksiyon gelismesidir. Re-enfeksiyon ise ilk
6 ay icerisinde farkli bir bakteri ile ya da ayni bakterinin farkli bir susu ile enfeksiyon

goriilmesidir.

Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarinda risk faktorleri son 1 ay igerisinde cinsel temas
siklig1 ya da yeni bir partner, spermisidlerin son bir yil i¢inde kullanimu, ilk USE gegirme
yasinin 15 yas altinda olmasi, annede USE hikayesinin olmasi olarak bildirilmistir. Menapoz
sonrast donemde kadinlarda ostrojen eksikligi, laktobasillerin vajen florasindan kaybina
neden olmakta E. coli kolonizasyonu kolaylagmaktadir. Tekrarlayan sistitlerde idrar kiiltiirii
onerilir.(66)
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I1.2.8 Tam

Uriner sistem enfeksiyonu tanisinda idrar incelemesi 6nemlidir. Normalde idrar sterildir.
Idrarda bakteri bulunmas: bakteriiiri, 16kosit varlig1 piyiiri olarak adlandirilir. Idrar 6rneginin
uygun bir sekilde alinmasina dikkat edilmelidir. Ozellikle kadilarda su ile temizlik yapilmali,
silinme 6nden arkaya dogru yapilmalidir. ilk idrar disar1 atildiktan sonra orta akim idrari

ornegi almir. Idrar santrifiij edilerek ya da edilmeden incelenebilir.

Idrar yolu enfeksiyonu bulgular1 olan hastada santrifiij edilmemis idrarin mikroskopun
40’Iik biiylitmesinde lam lamel arasi incelemede her sahada 1 ve iizerinde l16kosit goriilmesi
ya da kamara ile sayimda milimetrekiipte 10 16kosit saptanmasi idrar yolu enfeksiyonu lehine
degerlendirilir. 2000 devirde 5 dakika siire ile santrifiij edilen idrarin 40’lik biiyiitme ile
incelemesinde her sahada 5-10 16kosit saptanmasi da bir diger tan1 yontemidir. Lokosit esteraz

pozitifligi de tanida yardimcidir.

Santrifiij edilmemis idrarin gram boyali preparatinda tek bir bakteri goriilmesi kiiltiirde 10°
koloni mikroorganizma iireyecegine isaret eder. Sistitten sorumlu olan mikroorganizmalarin
spektrumu smirli oldugundan kadinlarda akut basit sistitte idrar kdltiirli yapmaya gerek
yoktur.

Ust iiriner sistem enfeksiyonunun kesin tanisi idrar kiiltiiriinde etken mikroorganizmanin
tiremesi iledir. Idrar 6rnegi orta akim idrari, suprapubik aspirasyon ya da iiriner kateter ile

almir. Ornek alirken sabah ilk idrarinin alinmasina dikkat edilmelidir ¢iinkii:

- bakteri sayis1 en yliksektir.

- fazla s1v1 almak bakteri sayisin1 azaltabilir.

- ¢ok fazla idrara ¢ikmak 6zellikle ¢ok kiigiik ¢ocuklarda bakteri sayisini azaltabilir.

Miksiyondan sonra miimkiinse 4 saat beklemis idrar ornegi almaya dikkat edilmelidir.
Ornek vermeden dnce dilile olmaya neden olacag: igin bol siv1 icilmemelidir. Kadinda énce
vajina girisi su ve ya SF emdirilmis gazli bez ile temizlenir; antiseptikler diisiik bakteri

sayisinin elde edilmesine yol acabilir.

Temiz idrar ornegi alinamayan durumlarda kiig¢iikk suprapubik idrar alinabilir; uretral

kateterizasyon yapilabilir. Suprapubik aspirasyon altin standarttir, ¢linkii kontaminasyon
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yoktur, ancak rutin tanida yeri yoktur, invaziv bir islemdir, ultrason esliginde yapilmasi

gerekir.

Kiltirde iki ve daha fazla mikroorganizmanin {iremesi kontaminasyon lehine
yorumlanabilir. Enfeksiyon bulgulari olan bir hastamn idrar kiiltiiriinde saf koloni olarak 10*
koloni ve iizerinde iireme olmas1 USE lehine yorumlanir. Semptomu olan ve piyiirisi saptanan
hastada daha az sayida (1000 koloni altinda) bakteri {iremesi ya da hi¢ tireme olmamasi steril
pylri olarak adlandirilir. Bu durumda idrar yolu tiiberkiilozu, Chlamydia trachomatis,

Mycoplasma hominis iiretritleri ve herpes vaginitleri gibi diger baz1 etkenler diisiiniilmelidir.

Akut pyelonefrit gelisen ve hastaneye yatan hastalarda kan kiiltiirii de alinmalidir.
Pyelonefriti olan hastalarda 16kositoz, sedimantasyon ve CRP yiiksekligi ile idrarda lokosit

silendiri saptanmaktadir.

Goriintiileme yontemleri komplike USE diisiiniilen, yapisal anomaliden siiphe edilen
durumlarda ve tekrarlayan enfeksiyonlarda omerilir. Direkt grafide iiriner sistem taslari

gosterilebilir. Apse ve diger patolojilerin saptanmasi i¢in USG veya batin CT ¢ekilebilir.
11.2.9 Tedavi

USE’larinda tedavinin amaglari; tedaviye etkin ve hizli yamit olusmasi, tedavi edilen
hastalarda niiksiin onlenmesi ile mikroorganizmalarda antimikrobiyallere karsi hizla artan
direncin 6nlenmesidir. Tedavi se¢iminde iiriner sistem enfeksiyonunun tipinin belirlenmesi
onemlidir. Tedavi se¢imi baslangicta ampiriktir. Hastada komplike eden faktorlerin varligi,
antimikrobiyal diren¢ paterni de g0z Oniine alinarak tedavi planlanmalidir. Segilecek
antibiyotigin idrarda aktif olmasi, renal parankim, mesanede yeterli idrar konsantrasyonuna
ulagmasi ve konsantrasyonun uzun siirmesi, olasi etken mikroorganizmalara etkili olmasi,
tiropatojenlerde direncin prevalansi, bakterisid etkili olma, hasta uyumu, antibiyotigin digki ve
vajen florasina etkileri, olast yan etkileri ve maliyet gbz Oniine alinmalidir. Antibiyotikler
barsak ve perine florasin1 bozmamalidir. USE tedavisinde bir diger énemli nokta yashlarda

bakteriyel eradikasyon oraninin genclerden daha diisiik bulunmasidir.

Idrar yolu enfeksiyonlarinda en ¢ok kullanilan ilaglar TM-SMZ ile kinolonlardir. Ugiincii
kusak sefalosporinlerden seftriakson, sefotaksim, ayrica aminoglikozidlerden gentamisin
parenteral yolla, sefiksim de oral yolla tedavide Onerilir. Ancak betalaktamlarin diski ve
vajinal floraya da yan etkileri olmasi kullamimlarmi sinirlayabilir. Tedavi verilirken

antimikrobiyallere kars1 iilke, bdlge direncinin bilinmesi énemlidir. Ulkemizde 1999 yilinda
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yapilan ¢ok merkezli calismada E.coli suslarinda direng TM-SMZ’a %22 oraninda,
siprofloksasine %7 oranlarinda belirlenmistir. Diger ¢alismalarda TM-SMZ direncini %40-50

oranlarinda bulan ¢alismalar da vardir.(70,71)
Akut komplike olmayan bakteriyel sistit

Akut sistitli kadinlarda idrar kiiltlirii yapilmadan kisa siireli ampirik antibiyotik tedavisi
verilir. TM-SMZ ile 3 giinliik tedavi akut sistit olgularinda standart tedavi olarak bildirilmistir
. TM-SMZ, ofloksasin, tek basina trimetoprim etkileri benzer bulunmustur. Norfloksasin,
siprofloksasin, gibi diger kinolonlar muhtemelen benzer etkiye sahiptir. Nitrofurantoin benzer
etkiyi gostermekle birlikte eradikasyonda diger antimikrobiyallere oranla disiik etkiye
sahiptir. 3 giinlilk tedavide eradikasyonda etkisi TM-SMZ den diisik bulunmustur. Bir
calismada nitrofurantoinin 7 giine kadar devam edilmesi onerilmistir. Idrar konsantrasyonu
yiiksektir, ancak yiiksek serum konsantrasyonuna ulagsmadigindan pyelonefrit tedavisinde

Onerilmez.

Fosfomisin de akut komplike olmayan sistit tedavisinde onaylanmistir. Ancak tek doz
fosfomisinle yan etki orani yiiksek bulunmustur. Ayrica tek doz 3 g tedavi bakteriyi eradike

etmede ofloksasinden daha az etkili bulunmustur.

Toplumda TMP-SMZ direncinin %20 {izerinde oldugu durumlarda bu antibiyotigin
ampirik tedavide segilmemesi Onerilir. Ayrica 3 giinliik tedavide beta laktamlar diger

tedavilerden daha az etkili bildirilmistir.(70,71)

Menapoz oncesi donemde cinsel aktif kadinda sistit varliginda tedavi siiresi 3 giindiir.
Gebe ve yash hastada, diabetik hastada, diyafram kullaniyor ise, USE i¢in yakin zamanda
antibiyotik kullaniminda, genitoiiriner sistemde fonksiyonel ya da anatomik anomali
durumunda, iirolojik girisim yapilmasi durumunda komplike sistit olarak kabul edilmelidir.
Bu durumda antibiyoterapinin 7 giin slirmesi planlanmalidir. Gebelerde diger ilaglarin yan
etkileri nedeni ile betalaktam grubu antibiyotik se¢ilmelidir. Tablo 4’te komplike olmayan

sistitli hastada tedavi onerileri yer almistir.
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Akut pyelonefrit

Geng, saglikli, gebe olmayan kadin hastada akut pyelonefrit tablosunda 14 giin
antimikrobiyal tedavi uygundur, hafif veya orta siddetli olguda gii¢lii anti-mikrobiyaller ile 7
giine kadar tedavi yeterli olabilir. Hafif siddetli olguda oral kinolonla veya duyarli oldugu
biliniyor ise TM-SMZ ile tedavi uygulanabilir Eger gram pozitifler etyolojide diisiiniiliiyor ise
amoksisilin ya da amoksisilin/klavulanat tek bagina kullanilabilir. Beta laktamlar ve

nitrofurantoinle yapilan tedavide daha siklikla 7 giin siire onerilir.

Siddetli enfeksiyonu olan vakalar hastaneye yatirilmali ve siddetli veya komplike
pyelonefriti olanlarda parenteral tedavi baglanmalidir. Hastanin semptomlarinin diizelmesi,
atesin diismesi durumunda 48- 72 saat sonra oral tedaviye gegilir. Tedavi komplike

olmayanlarda 10- 14 giin, komplike olanlarda 14 giin 6nerilir

Tablo 4: Alt iiriner sistem enfeksiyonu ii¢ giinliik tedavide Onerilen oral
antimikrobiyaller

Antibiyotik Onerilen doz /giin
Trimetoprim-siilfametaksazol 2x 160/800mg (2x 1 fort tablet)
Trimetoprim 300mg

Nitrofurantoin 3 x50mg

Nalidiksik asid 3x500mg

Norfoksasin 2x400mg

Siprofloksasin 2x250mg

Sefaleksin 3x250mg

Sefradin 3x250mg

Amoksisilin 3x250mg
Amoksisilin/klavulanat 2x 500/125mg

Fosfomisin (tek doz) 400mg

Tedavide parenteral kinolon,veya aminoglikozid ampisilinle birlikte ya da degil, veya 3.
kusak sefalosporin Onerilir. Eger ©n planda gram pozitif koklar disiiniiliir ise

ampisilin/sulbaktam tek basina ya da aminoglikozidle kombine onerilir .
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Pyelonefriti olan hastada ampirik baslanan tedavide idrar kiiltiir sonuglarina goére uygun
diizenleme yapilabilir. Tedavi se¢iminde iiropatojenlerin toplumdaki antibiyotik duyarlilig
hakkinda bilgi sahibi olunmalidir. USE’nda &zellikle beta laktam ve trimetoprim-
sulfametaksazole karsi bilinen direncin yanisira kinolonlara da giderek artan direng
gozlenmektedir. Kinolonlar tedavide ilk segenek olmakla birlikte kinolon direnci yoniinden
hastalar yakindan izlenmelidir. Arslan ve ark.’nin ¢cok merkezli USE calismasinda komplike
olmayan olgularda kinolon direnci %17 olarak bildirilmistir. USE tedavisinde kullanilan
kinolonlar en sik siprofloksasin, digerleri ofloksasin, norfloksasin (oral yolla ve komplike
olmayan USE tedavisinde), enoksasin, levofloksasindir. Ayrica ampisilinle karsilastirmada
ampisilin direnci daha yiiksek ve niiks oranlar1 ampisilinle daha fazladir. Bunun bir nedeni
beta laktamlar hizla atilir ve idrarda énemli konsantrasyonda olduklari siire kisadir. flave ola-
rak vajen ve perianal kolonik floradan gram negatif ¢omaklari temizlemede relatif olarak
etkin degildir ve bu nedenle relaps siktir. USE tedavisinde bir diger énemli nokta yaslilarda

bakteriyel eradikasyon orani genglerden diisiik bulunmustur.
Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu

Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde yilda 3 ve iizerinde enfeksiyonu olan
hastalarda siirekli her giin ya da haftada 3 kez en az 6 ay silire diisiik doz antibiyotik
profilaksisi ile Onerilir. Bu amagla TM-SMZ, trimetoprim, nitrofurantoin, norfloksasin
kullanimi 6nerilmektedir. Giinde tek doz 50-100mg nitrofurantoin veya TM-SMZ 150-200mg
yatmadan Once Onerilebilir.(66) Diisikk doz profilaksi sik tekrarlayan, tanimlanmis, tedavi
komplikasyonu olmayan hastalarda yapilir. Kadin hastalarda sikayetlerinin cinsel temasla
ilgisi sorgulanmaly, iliskisi var ise tek doz postkoital profilaksi onerilmelidir. Yilda 2 kez ve
altinda enfeksiyonu olan hastalarda yukarida bahsedilen antibiyotiklerin birisini 3 giin siire ile
kullanmasi onerilir. Akut pyelonefrit ve gebelikte pyelonefritle iligkili tedavi 6nerileri Tablo

5’te yer almustir.
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Tablo 5: Akut Pyelonefritte Ampirik Tedavi Onerileri

KLINIK TEDAVI ANTIBIYOTIK DOZ

Komplike olmayan | Hastane disinda 14 | TM-SMZ 2X160/800 mg/giin

Pyelonefit, hafif giin oral tedavi Kinolonlar 2X160/800 mg/giin

Siddetli, kusma yok Siprofloksasin 2x500 mg/giin
Norfloksasin 2x400 mg/giin

Ofloksasin 2x200-300 mg/giin
Sefiksim 400 mg/giin
Komplike olmayan | Hastanede izlenir PE TM-SMZ 2X160/800 mg/giin
pyelonefrit, siddetli | 14 giin siireli bas- PE Kinolon 2X160/800 mg/giin
hastalik veya {iro- langigta parenteral, | Siprofloksasin 2x200 mg/giin
sepsis siiphesi hasta klinik iyilesme | 3. K. Sefalosporin 2x200 mg/giin
gosterirse oral Seftriakson 1-2 g/giin IV
Gentamisin 5 mg/kg/giin
Komplike Hastane diginda 14 | Kinolon 2x500 mg/giin
pyelonefrit giin oral tedavi Siprofloksasin 2x500 mg/giin
Hafif hastalik,
bulan-t1 kusma yok
Komplike Hastanede izlenir Kinolon 2x200 mg/giin IV
pyelonefrit baslangicta tedavi 3.K.Sefalosporin 1-2 g/giin IV
Siddeli hastalik ya | parenteral, 14 giin Gentamisin 5 mg/kg/giin
da tirosepsis Piperasilin-TZP 6 saatte bir 3.75 mg
Aztreonam 8-12 saatte bir 1g.
v
Gebe hasta, hafif Hastane disinda 14 | Sefiksim 400 mg/giin
Siddetli hastalik giin oral tedavi
Gebe hasta, orta Hastanede 14 giin Seftriakson 1-2 g/giin IV

Siddetli hastalik

tedavi

PE: Parenteral, 3.K. Sefalosporin: 3. Kusak Sefalosporin
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11.2.10 Ozel grupta iiriner sistem enfeksiyonlari
Gebelerde iiriner sistem enfeksiyonlari

Gebelik doneminde iiriner sistem enfeksiyonlarin tanist ve tedavisi Onemlidir. Diisiik
dogum agirlikli bebek ve erken doguma yol agabilmektedir. Gebelerde hormonal etkiler
dolayis1 ile bilyiiyen uterusun mesaneye basisindan dolayr USE gelisme riskini artirir.
Ureterlerin peristaltizmi azalir, mesane kapasitesi degisir, bakteriyel kolonizasyon kolaylasr.
Asemptomatik enfeksiyonu olan gebelerin yaklasik %25’inde semptomatik USE ortaya ¢ikar.
Dogum sayisinin fazlaligi, diabet mellitus, ileri yasta gebelik, 6nceki USE’lar1, anatomik ve
fonksiyonel bozukluklar riski arttirir. Etken mikroorganizmalar normal konaktaki
enfeksiyonla benzerdir. E. coli en sik etkendir, diger gram negatif bakteriler ve enterokoklar

da etkenler arasindadir. Gebelerde 6nemli bir bakteri grubu B grubu streptokoklardir.

Gebelik déneminde asemptomatik bakteriiirinin saptanmasi ve tedavisi énemlidir. idrar
kiiltiirii gebelerde ilk basvuru sirasinda mutlaka yapilmali, daha sonraki takiplerinde ve
ticlincii trimestirde tekrarlanmalidir. Gebelerde tedavide ilag secimi bebegin de etkilenmesi
nedeni ile Onemlidir. Amoksisilin, amoksisilin/klavulanik asid, sefalosporinler giivenle
kullanilabilir iken; aminoglikozidler igitme siniri {izerine etkisi, kinolonlar kikirdak gelisimine
etkileri nedenleri ile tim gebelik siiresince, TM-SMZ ise noral tip gelisimini
engelleyebilecegi i¢in ilk trimestirde ve kern ikterus riski nedenleri ile tiglincli trimestirde
kullanilmamalidir. Nitrofurantoin yeni doganlarda hemoliz ve G6P-dehidrogenaz eksikligine

neden olur.

Tedavi siiresi sistitte ve asemptomatik bakteriiiride 7 giin iken, akut pyelonefritte 10-14
glin kadardir. Bakteremi varliginda tedavi parenteral onerilir, hafif siddetli enfeksiyonda oral
tedavi Onerilecektir. Tedavi sonrasi eradikasyonu gostermek icin 1-2 hafta icerisinde idrar

kiiltiiri alinmalidir.
Notropenik hastalarda iiriner sistem enfeksiyonlari

Nétropenik hastalarda USE insidans1 kateter uygulamasi gibi invazif girisimler nedeni ile
artar. Ustelik bu hastalarda diziiri gibi tipik semptomlar ve piyiiri goriilmeyebilir. Notropenik

hastada asemptomatik ve semptomatik tiim USE’lar1 tedavi edilmelidir.
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Renal transplant alicilarinda iiriner sistem enfeksiyonlari

Transplant hastalarinda ortaya ¢ikan bakteremilerin énemli boliimiinii USE’lar1 olusturur.
Hastalarda USE belirti ve bulgularina rastlanir. Enfeksiyonun ortaya ¢ikis zamam dnemlidir.
Erken donemde kolaylastirict faktorler kateter uygulamasi, kateterin kalig siiresi ve
immunsupresif tedavidir. Ilk 3 ayda ortaya c¢ikan USE’nda tedavi siiresi; bakteremi ile
seyretmesi, pyelonefrit gelismesi, relaps oranin yiiksekligi gibi nedenlerden dolay1 6 haftaya
kadar uzatilmalidir. Sonraki enfeksiyonlarda ise 2 hafta tedavi siiresi yeterlidir. Relapsa neden
olan durumlar mesane islev bozuklugu, tas, striktiir ve anastomoz yerinde gelisen sorunlar

olabilir.

Renal transplant hastalarinda 6nemli bir etken de mantarlardir. Candida enfeksiyonlari
genellikle vezikoiireteral alanda gelisir. Kandidiiriler asemptomatik olsa bile tedavi
edilmelidir. Ancak diger bakteriyel etkenlerin neden oldugu asemptomatik enfeksiyonlarda

invazif girisimin yapilmadig1 durumlarda tedavi 6nerilmemistir.

Transplantasyon sonrast 1 yil stireli TM-SMZ kullanimmin maliyet etkin oldugu
bildirilmistir. Stk USE gegiren, yiiksek doz kortikosteroid, siklofosfamid tedavisi alan, ya da

diabetik hasta gibi yiiksek riskli hastalarda siiresiz profilaksi uygulanmasi 6nerilmistir.
11.2.11 Uriner Sistem Enfeksiyonlarindan Korunma

- Asemptomatik bakteriliride belirlenmis risk grubu disinda tedavi yapilmamasi,
- Komplike olmayan USE’ nda uygun antibiyotikle kisa siireli tedavi,
- Komplike olmayan tekrarlayan USE’nda diisiik doz profilaksi ve yeni asilarn

gelistirilmesi.

Bagisiklama igin 2 farkli ajan vardir. Uro-Vaxom® oral yolla ve Strovac® i.m olarak
mevcuttur. Her 2 ajan da komplike olmayan tekrarlayan USE’lar1 icin kullanilir. Uro-
Vaxom® iiropatojenik E. coli susu i¢in koruyuculuk saglar. Plasebo ile karsilagtirmada

istlinliigii saptanmakla birlikte antibiyotiklerle karsilagtirmali calisma yoktur.

Strovac® {iiropatojenik E.coli, P.mirabilis, M.morganii, K.pneumoniae ve E.faecalis’ den
elde edilen tam hiicre bakteriyel ekstrakttir. Plasebo ile karsilastirmada etkili bulunmakla

birlikte daha fazla calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sonug olarak, USE’larinin kisa siirede tamimlanmasi, uygun antimikrobiyallerle yeterli

stire ve dozda tedavi baslanmasi, tiropatojenlere karsi direncin siirekli izlenmesi onemlidir.

28



Risk gruplarindaki hastanin yakindan izlenmesi, hastaneye yatis kriterlerinin belirlenmesi,

niikslerin 6nlenmesi esastir.

1.3 ESBL

Gram negatif bakterilerde B-laktam antibiyotiklere dirence yol agan en dnemli mekanizma
B-laktamaz enzimleridir. 1980’lerden itibaren bir ¢ok yeni B-laktam antibiyotigin kullanima
girmesi ile es zamanli olarak B-laktamazlarin say1 ve cesidinde ani bir artis gozlenmistir.
Sefalosporinlere diren¢ 6nce Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Serratia marcescens
ve Pseudomonas aeruginosa'da induklenebilen kromozomal AmpC (grup C veya grup |
olarak da tanimlanmaktadir) B-laktamazlarin asir1 sentezi ile ortaya ¢ikmig, daha sonra
indiiklenebilen AmpC igermeyen Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella spp. ve
Proteus mirabilis gibi mikroorganizmalarda genislemis spektrumlu B-laktamazlar (ESBL)
tanimlanmustir. B-laktamaz inhibitorlii
kombinasyonlarin klinik kullanima girmesinden sonra plazmid kontrolinde AmpC B-

laktamazlari sentezleyen mikroorganizmalar gozlenmeye baglanmistir.

ESBL’ler

ESBL 'ler sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim, sefpirom ve sefepim
gibi oksiimino sefalosporinleri hidroliz edebilen, aktif bdlgelerinde serin bulunan ve
genellikle klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi B-laktamaz inhibitorleri ile inhibe
olan B-laktamazlardir. Karbapenemler ve sefamisinler bunlara dayaniklidir. Bu enzimler 1-2
amino asit degisikligi ile dar spektrumlu B-laktamazlardan koken almistir. ESBL'lerin
susbtrat ozgiilliikleri farkli olabilmektedir. Ornegin TEM-3, TEM-4, SHV-4 ve SHV-5 gibi
bazi enzimler sefotaksim ve seftazidimi ayni hizda hidroliz etmekte, baz1 B-laktamazlar ise
seftazidimi diger sefalosporinlere oranla daha hizli hidroliz etmektedir.

ESBL iireten bakteriler her zaman aminopenisilinlere (ampisilin veya amoksisilin),
karboksipenisilinlere (karbenisilin veya tikarsilin), ve {lreidopenisilinlere (piperasilin,
mezlosillin) direnclidir. TEM-52 ve TEM-88 gibi bir iki enzim disinda ESBL'ler
sefamisinlere (sefoksitin ve sefotetan) karsi1 aktivite gostermemektedir. ESBL {ireten
mikroorganizmalar ¢ogu kez aminoglikozidler ve florokinolonlar gibi diger gruptaki

antibiyotiklere de direnclidir.(48,50)
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ESBL Tipleri

Klasik olarak tanimlanan ESBL'lerin biiyiik c¢ogunlugu TEM, SHV veya OXA
enzimlerinden koken almistir. Glinlimiizde TEM tiiri B-laktamazlarin sayis1 140", SHV tiirii
B-laktamazlarinki 70’i ge¢mistir. Bu ii¢ enzimin tiirevleri disinda son yillarda bunlardan
koken almayan (CTXM, PER, VEB vs) genislemis spektrumlu enzimlerde de biiyiik bir artis

olmustur.

TEM Tiirevleri

TEM grubu B-laktamazlar E.coli ve K.pneumoniae basta olmak iizere Enterobacter
aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri, ve Salmonella spp. gibi
Enterobacteriaceae iiyelerinde sik bulunmaktadir. P.aeruginosa'da da bildirilmistir, ancak
daha nadirdir, bunun nedenlerinden biri, P.aeruginosa'da genis spektrumlu B-laktamazlara

direng olusturan baska diren¢ mekanizmalarinin bulunmasi olabilir.(101,108,121,122)

Inhibitorlere Direncli B-Laktamazlar

B-laktamaz inhibitor kombinasyonlar1 klinikte kullanilmaya baslandiktan sonra bu
antibiyotiklere karsi direngli E.coli'ler bildirilmeye baslanmistir. Bu enzimlerin TEM B-
laktamazlarindan koken alan B-laktamaz inhibitorlerine direngli varyantlarin (IRT) oldugu
belirlenmistir. TEM-50 ve TEM-68 gibi nadir ornekler disinda IRT'ler igiincii kusak
sefalosporinleri hidroliz etmemektedir, buna karsin TEM veya SHV tiirii enzimlerden koken
aldiklar1 i¢cin ESBL'ler ile birlikte ele alinmaktadirlar. Bu enzimler onceleri IRT (inhibitor
resistant TEM) olarak isimlendirilmis, ancak daha sonra koken aldiklart TEM yada SHV 'de
siralamaya girmislerdir. Omegin IRT-1, TEM-31, IRT-2, TEM-44, IRT-3, TEM-32, IRT-14,
TEM-45 olarak yeniden numaralanmistir.(101,108) Giiniimiizde inhibitorlere direngli
enzimlerin sayist 22 civarindadir. IRT'ler en sik olarak E.coli'de bulunmakla birlikte
K.pneumoniae, K.oxytoca, P.mirabilis ve Citrobacter freundii'de de bildirilmektedir.
Inhibitorlere direngli TEM tiirevleri klavulanik asit ve sulbaktama ve bunlarm klinik
kullanimda olan kombinasyonlarina direngli, tazobaktam ve piperasilin/tazobaktam

kombinasyonuna duyarlidirlar.
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SHYV Tiirevleri

SHV grubu enzimlerin koken aldigit SHV-1 enzimi en sik K.pneumoniae'de bulunmaktadir
ve siklikla kromozomal bir enzimdir. Ampisilin, tikarsilin ve piperasiline direng
olusturmaktadir; oksiiminosefalosporinlere karsi aktivitesi yoktur. SHV tiirii enzimlerin genis
spektrumlu ilk tiirevi 1983 yilinda bulunmus ve SHV-2 olarak tanimlanmistir. SHV grubu
enzimler K.pneumoniae'den baska Citrobacter diversus, E.coli ve P.aeruginosa'da
bildirilmistir. Baz1 SHV tiirlerinin baz iilkelerde daha yaygin oldugu bildirilmektedir; 6rnegin
SHV-5 Yunanistan'da yaygindir. Ulkemizde K.pneumoniae izolatlarinda SHV-5 ve SHV-12

bildirilmistir, ancak bu enzimlerin siklig1 ile ilgili yeterli veri yoktur.(98,99)

OXA Tiirevleri

OXA grubu enzimler Ambler grup D’de yer alan ve daha ¢ok P.aeruginosa'da bulunan
ESBL'lerdir. Bu enzimlerin OXA1’den OXA-10’a kadar olanlar1 dar spektrumlu enzimlerdir
ve tercih ettikleri substrat oksasilin ve kloksasilindir. TEM ve SHV tiirevlerinde oldugu gibi
amino asit dizilerindeki nokta mutasyonlart sonucu oksiiminosefalosporinleri hidroliz
edebilen genis spektrumlu enzimler haline gelmislerdir. Genis spektrumlu OXA
enzimlerinden ilki OXA-11 enzimidir ve Hacettepe Universitesi Hastanesi’nden bildirilmistir.
Daha sonra diinyada ilk kez bildirilen genis spektrumlu OXA enzimleri; OXA-14, OXA-15,
OXA-16 ve OXA-17, yine ayn1 hastaneden bildirilmistir. OXA-11,14,15 ve 16 seftazidim
direncine yol agarken OXA-17 sefotaksime diren¢ olusturmaktadir. Bu enzim genlerinin ¢ogu
plazmid, transpozon veya integron kontroliindedir. OXA-31 B-laktamazi ise sefepime direng
olusturmaktadir, buna karsin seftazidime duyarlidir. OXA enzimlerinin genis spektrumlu
tiirlerinin Tiirkiye ve Fransa'da sik bulunmalarinin nedeninin bu enzimleri igceren suslarin
bulunmasindan mi1 yoksa bu enzimler iizerinde c¢alisan arastiricilarin bu {ilkelerde
bulunmasindan m1 kaynaklandigi bilinmemektedir. OXA enzimleri i¢ginde OXA-OXA-23,
OXA-24 gibi yeni tanimlanan bazi enzimler ise karbapenemaz aktivitesi gostermektedir;

bunlar ESBL degildir.(112,134)

CTX-M

Son yillarda ESBL'lerin arasia yeni bir grup katilmistir. CTX-M olarak tanimlanan bu
grup B-laktamazlar substrat olarak sefotaksimi tercih etmektedir. Seftazidimi bir miktar
hidroliz etmekle birlikte klinikte dirence yol acacak miktarda degildir. Bu enzimlerin 6nemli
bir ozelligi bunlara kars1 tazobaktamin inhibitor etkisinin klavulanik aside ve sulbaktama gore

fazla olmasidir. Ilk CTX-M B-laktamaz 1989 yilinda Almanya'dan E.coli’de bildirilmis, o

31



tarihten bugiine kadar Salmonella spp. basta olmak tizere bir ¢cok Enterobacteriaceae tiiriinde
saptanmistir. 1995 yilindan itibaren biiyiik bir artis gostermistir. Giliniimizde CTX-M
ailesinde 40 enzim bulunmaktadir ve bunlar amino asit dizilerindeki benzerliklere gére CTX-
M-1, CTX-M-2, CTXM-8, CTX-M-9, ve CTX-M-25 olarak tanimlanan 5 gruba ayrilmstir.
Bunlarin i¢ginde CTX-M-14, CTX-M-3 ve CTX-M2 en yaygin olan enzimlerdir. Bu enzimler
hem insanlardan hem de saglikli hayvanlardan izole edilmislerdir. Yayilmalar1 hem
plazmidlere hem de ISEcpl gibi hareketli genetik elementlere baglhidir.

CTX-M enzimlerini iireten mikroorganizmalarin ¢ogunlukla hastane enfeksiyonlarindan
izole edilmelerine karsin SHV ve TEM enzimlerinden farkli olarak Vibrio cholerae, tifo disi
Salmonella ve Shigella spp. gibi toplumdaki enfeksiyon etkenlerinde de bildirilmektedir.
Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygin kullanimmin CTX-M enzimlerinin ortaya

cikisinda rol oynadigi diisiiniilmektedir.(85,100,127)

Diger ESBL’ler

Son yillarda genislemis spektrumlu enzimlerden olup TEM, SHV veya OXA B-
laktamazlardan koken almamis bazi enzimler bildirilmeye baslanmistir. Bu enzimlerden biri
PER-1 enzimidir. Bu enzim ilk kez Fransa'da bir Tiirk hastadan izole edilen bir bakteride
saptanmig, kromozomal bir enzim olarak tanimlanmistir. Kisa bir siire sonra Hacettepe
Universitesi’nde 14 P.aeruginosa susunda bulunan ESBL'nin PER-1 oldugu belirlenmis ve ilk
kez plazmid kontroliinde bir enzim oldugu gosterilmistir. Daha sonra Istanbul’da Salmonella
spp.’lerde gosterilmistir. PER-1 enzimi igeren P.aeruginosa’nin en belirgin ozellikleri,
izolatlarin seftazidim’e ¢ok direngli olmalarina karsin (MIK>256 pg/ml) piperasilin igin daha
diisiik bir direng gdstermeleridir (MIiK 8-16 upg/ml). Bu enzimler klavulanik asit ve
tazobaktama duyarhdir. Bunlardan baska BES-1, FEC-1, GES-1, CME-1, PER-2, SFO-1,
TLA-1, VEB-1 gibi enzimler de ESBL grubunda yer almaktadir

ESBL'lerin Klinik Onemi

ESBL sentezleyen E.coli ve Klebsiella suslart ¢ogunlukla bir ¢ok antibiyotige direngli
olduklarindan bu mikroorganizmalar ile gelisen enfeksiyonlarda tedavi secenekleri kisithdir.
Buna karsin bu tip enfeksiyonlarda farkli antibiyotiklerin etkinligini arastiran kontrollii,
randomize klinik aragtirmalar yoktur ve cesitli nedenlerden 6tiirii yapilmasi da giictiir. ESBL
iireten mikroorganizmalara bagli bir ¢ok epidemi bildirilmis ve ESBL iiretiminin klinik yanit
olumsuz etkiledigi ve ESBL {ireten mikroroganizmalara bagli bakteriyemilerde mortalitenin

arttig1 farkli aragtirmalarda gosterilmistir.(51,52) Bu arastirmalar ¢ogunlukla retrospektif
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verilere dayanmaktadir. Yakin zamanda yayimnlanan ¢ok merkezli prospektif bir ¢alismada
ESBL iireten K.pneumoniae ile gelisen bakteriyemilerde antibiyotik se¢iminin ¢ok Onemli
oldugu ve ESBL iireten K.pneumoniae’ye etkili antibiyotik kullanilmadiginda mortalitenin
cok arttig1 bakteriyeminin baglangicindan itibaren ilk 5 giin i¢inde uygulanan karbapenemin
in-vitro olarak aktif goriinen diger antibiyotiklere kiyasla mortaliteyi énemli 6lgiide azalttig
bulunmustur. Diger retrospektif bir aragtirmada ise ESBL {ireten E.coli ve K.pneumoniae’ye
bagli bakteriyemilerde sefalosporin kullanildiginda tedavi basarisinin diisiik oldugu ve en
etkili antibiyotiklerin siprofloksasin ve karbapenemler oldugu gozlenmistir. Buna karsin
ampirik tedaviye uygun antibiyotik ile baslanmasa bile duyarlilik test sonuglarina gére uygun
antibiyotige gecildiginde mortalitede bir fark olmadigi gdzlenmistir. Sonu¢ olarak, ESBL
iireten mikroorganizmalara bagli bakteriyemilerde uygun antibiyotik tedavisi mortaliteyi

diistirmektedir.

ESBL 'lerin Laboratuvar Tanisi

Son yillarda mikrobiyologlar arasinda ¢ok sik tartisilan bir konu, ESBL'lerin rutin
laboratuvarlarda tanimlanmalarinin gerekli olup olmadigidir. Yukarida da deginildigi gibi,
ESBL iireten bir mikroorganizma ile enfekte olan hastalarda genis spektrumlu bir B-laktam
ile tedavi risklidir, bu nedenle ESBL iirettigi belirlenen bir bakteri, antibiyotik duyarlilik test
sonucu ne olursa olsun tiim genis spektrumlu B-laktam antibiyotiklere direngli olarak
bildirilmelidir.(55,56)1 Bir K.pneumoniae veya E.coli antibiyotik duyarlilik testlerinde tim
genis spektrumlu sefalosporinlere direncli ¢ikarsa bu bakterideki enzimin arastirilmasi ¢ok
biiyiik bir 6nem tasimaz, ¢iinkii tedavide zaten bu antibiyotikler tercih edilmeyecektir. Buna
karsin, bazi bakteriler ESBL iirettigi halde minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK)
yiikselmekle birlikte CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)/NCCLS
standartlarina gore "direngli" sinira ulagsmayabilir ve ESBL arastirilmamis ise bu izolatlar
genis spektrumlu B-laktamlara "duyarli" olarak bildirilir ve sonugta, Ozellikle ciddi
enfeksiyonlarda tedaviye yanit alinamayabilir. Bunun nedenlerinden biri "inokulum etkisi"ne
bagli olabilir.

ESBL iireten bazi mikroorganizmalar rutin duyarhlik testlerinde kullanilan 10° cfu/ml
bakteri yogunlugunda duyarli gdriinmelerine karsin inokulum 107 cfu/ml veya 10° cfu/ml’a
ciktiginda, ki bir ¢cok enfeksiyonda bakteri yogunlugu bu diizeye ¢ikabilmektedir, direncli
gorilinebilir. Bu nedenle, rutin laboratuarlarda ESBL {iretimi 6zel yontemler ile arastirilmali ve

klinisyene bildirilmelidir. ESBL’lerin laboratuvarda tanimlanmalar1 i¢in bir ¢ok ydntem
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bulunmaktadir. Bunlardan "gift-disk-sinerji yontemi" iilkemizde de ¢ok sik kullanilan bir
tarama yontemi olmustur, ancak bu yontemde duyarlilik uygulanan diskler arasindaki mesafe
ile degisebilmektedir. ESBL tanimlamada kullanilabilen fenotipik ve molekiiler testler Tablo
6’da gosterilmistir. Bu testlerden biri ESBL saptamada kullanilabilir, ancak hepsinin olumlu
ve olumsuz 6zellikleri vardir. Giintimiizde CLSI standartlarinda 6nerilen tarama ve dogrulama
testleri rutinde kolay uygulanabilen ve maliyeti yliksek olmayan giivenilir testlerdir.

Molekiiler yontemlerin kullanimi ise simdilik epidemiyolojik arastirmalar ile sinirlidir.

AmpC B-Laktamazlar

AmpC B-laktamazlar bir ¢ok bakteride kromozom kontroliinde olan enzimlerdir. Bu
enzimlerin plazmidlerde kodlandigina iliskin ilk kanit MIR-1 enziminin bulunmasi ile
saglanmistir. Kromozomal AmpC B-laktamazi ile ayn1 biyokimyasal 6zelliklere sahip olan bu
enzimi CMY, FOX, MOX, LAT, MIR, BIL gibi enzimlerin bildirilmesi izlemistir. Plazmid
kontroliindeki AmpC enzimler ¢ogunlukla K. pneumoniae, K. oxytoca, Salmonella, P.
mirabilis ve E. coli’de bildirilmistir.(132) ESBL'ler gibi AmpC B-laktamazlarin da genis bir
substrat profili vardir. Penisilinler, sefalosporinler, ve monobaktamlari inhibe etmektedirler.
ESBL'lerden farkli olarak sefamisinleri de inhibe etmekte ancak ticari olarak mevcut olan B-
laktamaz inhibitorlerinden etkilenmemektedirler. Plazmid kontroliindeki AmpC B-
laktamazlar rutin duyarhilik testlerinde yalanci duyarli sonuglara yol acabilmekte ve ayni
ESBL'lerde oldugu gibi klinikte buna bagl tedavi basarisizliklar1 bildirilmektedir. Olgu
sayisinin az olmasi nedeniyle bu enzimlerin klinikteki 6nemi tam bilinmemekle birlikte klinik
laboratuvarlarin plazmid kaynakli AmpC B-laktamazlar1 sentezleyen suslari dogru olarak

tanimlamalar1 gerekmektedir.
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Tablo 6 : ESBL’lerin tanimlanmasinda kullanilan yontemler

Klinik Test Olumlu ozellikleri | Olumsuz ézellikleri
Mikrobiyoloji
Standart CLSI | Kullanim1  kolay, | ESBL’ler her zaman
kriterleri her laboratuarda | direngli olmayabilir
uygulanabilir
CLSI ESBL | Kullanim1 ve | Duyarlilik secilen
dogrulama testi yorumu kolay oksiiminosefalosporine
gore degisir
Cift disk sinerji testi | Kullanimi ve | Uygulanan diskler
yorumu kolay arasindaki mesafe
standart degil
Ug boyutlu test Duyarli  yorumu | ESBL icin 6zgiin degil
kolay emek yogun
E-test ESBL | Kullanimi kolay Yorum her zaman
seritleri kolay degil, CDS testi
kadar duyarl degil
Vitek ESBL testi Kullanimi ve | Duyarliligi diisiik
yorumu kolay
Molekiiler DNA problari Gen ailesi i¢in | Emek yogun,
Yontem 0zgil (6rn: TEM ve | geniglemis spektrumlu
ya SHV) olanlar1 olmayanlardan
ayiramaz, TEM veya
SHV tiirevlerini
ayirtedemez
PCR Kolay  uygulanir, | Genislemis spektrumlu

gen ailesi  igin
ozgildiir (6rn: TEM

olanlar1 olmayanlardan
ayiramaz, TEM veya

veya SHV) SHV tiirevlerini

ayirtedemez
Oligotiplendirme Ozgiil TEM | Ozgiil oligoniikleotid
tiirlerini saptar problari gerektirir,

emek yogundur, yeni
tiirevleri saptayamaz

PCR-RFLP Kolay  uygulanir, | Saptanabilmnesi i¢in
niikleotidlerdeki niikleotid
Ozgil degisiklikleri | degisikliklerinin
saptayabilir restriksiyon bolgesinde
degisiklige yol agmasi
gerekir
PCR-SSCP Cesitli SHV | Ozel elektroforez
tiirevlerini kosullarin gerektirir
ayirtedebilir
Niikleotid dizi | Altin standarttir, | Emek yogun, teknik
analizi tim tirevleri | olarak  zor  olabilir,
saptayabilir manuel yontemleri
yorumlamak giic
olabilir
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Plazmid Kaynakh AmpC B-Laktamazlarin Laboratuvar Tanisi

Klinik laboratuvarlarda plazmid kaynakli AmpC B-laktamazlar rutin olarak
arastirllmamaktadir; bunun nedeni eldeki fenotipik testlerin uygun olmayisi, 6zgiilliikk yada
duyarhliklarimin  yetersiz olusu, veya kolay bulunamayan ayiraglara gereksinme
gostermeleridir. CLSI'n da AmpC B-laktamazlarin saptanmasi icin bir Onerisi
bulunmamaktadir.

Induklenebilen AmpC B-laktamazi olmayan bakteri tiirlerinde kromozomal B-laktamazin
asir1 liretimi ile olusan diren¢ paterninin goriilmesi plazmid kaynakli AmpC B-laktamazi
disiindiirmelidir. Ancak bagka diren¢ mekanizmalar1 da benzer bir fenotipe yol acabilir.
Stiphelenilen izolatlarda "ii¢ boyutlu test (M3D)" veya "Masuda bioassayi" ile ileri arastirma
yapilabilir. Sefoksitin agar besiyeri (CAM) testi bu amagla gelistirilmis bir diger testtir. Tek
bir plakta bir kag¢ izolat test edilebilmektedir ve 4 mg/L sefoksitin igeren CAM ydnteminin
M3D yontemine duyarlilik ve 6zgiilliik yoniinden esdeger oldugu belirtilmektedir. Yeni
onerilen, EDTA emdirilmis kagit disklerin kullanildig: disk testinin kromozomal B-laktamazi
olmayan tiirlerde yiliksek bir duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu bildirilmektedir. Plazmid
kaynakli AmpC B-laktamazlar1 saptamak icin multiplex PCR aragtirma amacl olarak
kullanilabilir ancak klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin kullanim i¢in mevcut
degildir.

Plazmid kaynakli AmpC B-laktamazlari lireten izolatlar hastane epidemilerine yol agmakta
ve glin gectikce sikliklar1 artmaktadir. Buna karsin bu enzimleri saptayabilen, uygulanmasi

kolay testler heniiz gelistirilme asamasindadir.

1.4 PULSED FiELD JEL ELEKTROFOREZI YONTEMIi

PFGE molekiiler tiplendirme yontemlerinin altin standard:r olarak kabul edilmektedir. Bu
yontemde s1v1 veya kat1 besiyerinde liretilen bakteriler, diisiik erime 1s1l1 agarozla karistirilip
kiiciik kaliplar i¢ine dokiilmektedir. Agaroz i¢ine karigtirilan bakteri hiicreleri, deterjan ve
enzim yardimiyla parcalanarak (in situ-lysis) DNA izolasyonu yapilmaktadir. PFGE’de
bozulmamis DNA gerekli oldugundan, DNA’da kirilmalara neden olabilen geleneksel DNA
izolasyonu bu yontem icin uygun degildir. Lizis islemini takiben agaroz kaliplart iyice
yikanarak veya diyaliz edilerek protein veya karbonhidrat gibi kontaminantlarin
uzaklastirilmasi saglanir. Biiyiik olan kromozomal DNA agaroz jel i¢inde tutulu kalir. Agaroz
icindeki bakteriyel DNA, nispeten az sayida ve biiyiik pargalar olusturan bir restriiksiyon

enzimi (RE) ile kesime ugratilmaktadir (in situ-digestion). Daha sonra i¢inde kesime
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ugratilmis DNA pargalar1 bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak jel iizerindeki uygun
cukurlara yerlestirilmekte ve belirli araliklarla yonii degistirilen elektrik akimina tabi
tutulmaktadir. Bu tip bir elektrik akimi, 10-800 kilobazlik DNA segmentlerinin net olarak
ayirdedilmesine olanak saglamaktadir. Elektroforez sonucunda jel etidyum bromiirle
boyanarak, her bir izolata ait bant profili goriiniir hale getirilmektedir. Bu bant profilleri
bilgisayar programlar1 yardimiyla degerlendirilerek suslarin birbiriyle olan iliskileri ortaya
konulmaktadir. Bilgisayara dayali analizlerde, incelenen mikroorganizmalara ait PFGE
profillerinin saklanmasi ile veri bankas1 olusturulabilir. Boylece ¢alisilan suglarin profillerinin

daha 6nce var olan verilerle karsilastirilma olasiligi olusmaktadir.

PFGE’de yiiksek kalitede DNA’nin elde edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle soguk
tampondaki hiicrelerin hizlica iglenmesi, erimis agaroza eklenmeden 6nce bakterilerin buzda

tuulmasi ve agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi gerekmektedir.

RE secgerken gbz oOnlinde tutulmasi gereken bir¢ok faktdr vardir. Birincisi bakteriyel
DNA’nin G+C igerigidir. Diisitk G+C igerikli DNA’lar (6rnegin Staphylococcus aureus),
tanima bolgesi G+C bakimindan zengin olan RE (6rnegin Smal) ile muamele edildiginde
yeteri kadar kesilememektedir.(30) Ikincisi ise tamima bolgesi uzun olan enzimler, kisa

olanlara kiyasla daha az sayida kesim parcalar1 olustururlar.

PFGE yonteminin degisik tipleri bulunmaktadir. En basit tipi *’field-inversion gel
electrophoresis‘’dir. Bu sistemde elektrik akimi belirli siirelerde ileri ve geri olmak iizere iki
yonde uygulanmaktadir. Ileri yonde uygulanan akimin siiresi daha uzundur. Yaygin kullanilan
tipi ise ’contour-clamped homogenous electric field*’ dir. Bu sistemde altigen bigiminde 120

derecelik acilarda yerlestirilmis olan elektrotlardan sabit hizda elektrik akim1 gelmektedir.

Biiyilk DNA parcalarinin agarozda ayristirilmasima etki eden cesitli faktorler vardir.
Bunlardan baslicalari, agaroz konsantrasyonu, tampon konsantrasyonu, sicaklik, pulse stiresi,

voltaj ve toplam elektroforez siiresidir.(30,59,136,139)

Yontemin ayrim giicii oldukca yiiksektir. Ancak zaman alict ve kompleks bir sistemdir.
Ayrica laboratuarlar arasinda hala standardizasyon problemi vardir. YOntemin
uygulanmasinda giivenlikle ilgili bazi hususlara dikkat edilmelidir. Bakterilerin islenmesi
asamasinda kontaminasyonu Onlemek i¢in azami dikkat gosterilmelidir. Jeli boyamada

kullanilan etidyum bromiiriin mutajen oldugu dikkate alinarak, maske ve eldiven giyilmelidir.
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Kontroller

Test izolatlarinin yaninda restriksiyon profilleri ¢ok iyi bilinen bakteriler de kontrol

amaciyla kullanilabilir. Boylece:

- Hiicre pargalanmasi, yikama ve endoniikleaz basamaklarinin uygunlugu,
- Jel ve elektroforez kosullari,

- Sonuglarin tekrarlanabilirligi kontrol edilmis olur.

Jeldeki en az bir ¢ukurda ( ideal olani biri jelin bas tarafindaki, digeri ortadaki ¢cukurda
olmak {izere iki cukurda ) molekiiler agirlik standardi kullanilmalidir. Bu standartlar,
delesyon, insersiyon ya da mutasyonlar gibi tek bir genetik olaydan kaynaklanabilecek ¢ok
kiiciik degisikliklerin degerlendirilmesi icin yararli olmaktadir. ‘Lambda ladder’ en yaygin
kullanilan molekiiler agirlik standardidir.(60,61)

11.4.1 Restriksiyon profillerinin analizi ve izolatlarin yakinhk derecelerine gore

siniflandirilmasi

Oncelikle, ortak ya da salgm profili belirlenir. Ortak profil yoksa biiyiik olasilikla izolatlar
birbiriyle iligkisizdir (Epidemiyolojik olarak iligkili suslar arasinda ortak profil olmamasi
nadir bir durumdur). Salgin susunun profili belirlendikten sonra, buradaki bantlarin say1 ve
boyutlar1 diger izolatlarinki ile karsilagtirilir. Her bir izolatin profili, salgin susuyla olan

iliskisine gore siniflandirilir.

PFGE ile elde edilen DNA profillerini yorumlamak ve bunlar1 epidemiyolojik ¢aligmalarda
kullanabilmek icin, PFGE profillerinin nasil karsilagtirilmas1 gerektiginin ve rastlantisal
genetik olaylarin bu profilleri nasil degistirebielceginin bilinmesi gereklidir. Ideal olarak
salgin suslarinin PFGE profilleri birbiriyle ayni, epidemiyolojik olarak iliskisiz suslarinki ise
farkli olmasi gerekir.(135,144) Boyle oldugu zaman salgin susunun tespit edilmesi kolay olur.
Ancak sik olarak nokta mutasyon, insersiyon ve delesyon gibi rastlantisal genetik olaylar,
salgin siireci i¢ginde PFGE profilini degistirebilir. Bu durum sonuclarin degerlendirilmesini

zorlastirir.

Tenover ve arkadaslar1 PFGE sonuglarinin yorumlanmasi i¢in bir sistem 6nermislerdir. Bu
sistemde  bant profillerine  bakilarak, izolatlarin  birbiriyle  derecelendirilmesi

yapilabilmektedir.
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Ayni izolat: Ayn1 say1 ve boyutlarda bant igeren izolatlar i¢in kullanilir. Bu izolatlar genetik
olarak farksiz kabul edilir. Salgin susu ile ayni profili gosteren izolatlar, epidemiyolojik
olarak ilskilidir. Epidemiyolojik verilerle desteklenen tek bant farkliliginin da klonal iliskiyi
gosterdigi kabul edilmektedir.(57,74)

Yakin iliskili izolat: Salgin susu ile aralarinda 2-3 bant farki olan izolatlar i¢in kullanilir.
Izolat salgin susuyla yakindan iliskili olarak degerlendirilir ve epidemiyolojik olarak, salgmin
bir pargasi olma olasiligr yiiksektir.(124) Bu farklilik, bir nokta mutasyon veya insersiyon ya
da bir delesyon gibi tek bir genetik olayla iliskilidir. Ornegin yeni bir restriksiyon bélgesi
olusturan spontan bir mutasyon, restriksiyon parcasini daha kiigiik iki pargaya ayirir. Orijinal
bliylik parcanin eksikligi bir bant farkina, yeni olusan daha kiiciik iki par¢a da ek olarak iki
bant farkina neden olur. Bagka bir ifade ile test izolatiyla salgin susu arasinda ii¢ bantlik bir

fark olusur.

Bazi tiirlere ait suslarin zaman icginde tekrar tekrar kiiltiirleri yapildiginda ya da aym
hastadan arka arkaya izole edildiginde iki-lic bantlik bir degisiklik gosterdigi de
kaydedilmistir.

Muhtemelen iliskili izolat: Salgin suslari ile aralarinda 4-6 bant farki olan izolatlar igin
kullanilir. Bu degisim, iki bagimsiz genetik degisikligin (insersiyon/delesyon ya da
restriksiyon bolgelerinin kazanimi veya kaybi) sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir.(149,150)
Bu tarz bir degisiklik, uzun bir zaman siirecinde (6 ay) veya ¢ok sayida hastanin oldugu
biiyiik salginlarda toplanan izolatlar arasinda gozlenmistir. Epidemiyolojik yonden, bu izolat,
salgin susuyla olas1 iliskili olarak degerlendirilir. Bu izolatlar salgin susuyla ayni genetik
soydan olabilirler, ancak genetik olarak yakin iliskili degildirler. Epidemiyolojik olarak iligkili

olma ihtimalleri daha azdir.

Genetik olarak muhtemelen iliskili olan ancak salgin susuyla edidemiyolojik baglantisi
olmayan izolatlar, plazmit fingerprinting gibi diger tiplendirme yontemleriyle farklilik

gosterme egilimindedirler.

Mliskisiz izolatlar: Bu izolatlarin DNA’sinda, ii¢ ya da daha fazla genetik olay sonucu olusan
degisiklere bagl olarak, salgin susundan yedi ya da daha fazla bant farki gbzlenmektedir.
Epidemiyolojik olarak, salgin susuyla iliskisiz olduklar1 kabul edilir.
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Bu kriterler kullanilirken dikkate alinmas1 gereken belirli hususlar vardir. PFGE ile en az
10 ayr1 bant olusmussa bu kriterler giivenle kullanilabilir. Daha az sayida bant tespit

edildiginde kriterlerin giivenilirligi ve ayirt etmedeki yeterliligi bilinmemektedir.

Kriterler, genetik degisimin sinirli oldugu diisliniilen kiiciik ve lokal ¢alismalar igin
belirlenmistir. Hastanelerde ya da toplumdaki potansiyel salginlarla ilgili epidemiyolojik
caligmalar sirasinda kisa bir zaman siirecinde (1-3 ay) alinmis izolatlar i¢in kullanilabilir. Bir
yil ya da daha uzun siirede toplanan, genis mikroorganizma popiilasyonlariyla yapilan

caligmalar i¢in uygun degildir.

Bu oneriler, tiplendirme ¢alismalart i¢in sinirli zamani ve kaynagi olan ve suslari tek bir
restriksiyon endoniikleaz kullanarak analiz edecek laboratuarlar i¢in diizenlenmistir. Uzun
zaman siirecinde toplanmis izolatlar arasindaki potansiyel iligkiyi arastiran referans
laboratuarlari, ¢cok sayida enzim ve analiz yontemi kullananlar bu kriterleri modifiye

etmelidirler.
11.4.2 Genetik olaylarin PFGE profilleri iizerindeki etkisi:

Yeni bir restriksiyon bdlgesinin olugsmasiyla sonuclanan nokta mutasyon: Yeni profilde,
salgin profilinde bulunan bir bant olmayacak ve salgin profilinde olmayan iki yeni ve daha
kiiclik bant olacak, iki kiiclik bandin boyutlarinin toplami, yaklasik olarak biiylik bandin
boyutlar1 kadar olacaktir.

Bir restriksiyon bdlgesinin kaybiyla sonuglanan nokta mutasyon: Yeni profil, salgin
susunda olmayan, daha biiylik bir bant kazanirken iki kiig¢iik bandi kaybetmis olacak. Bu
degisim de {li¢ bandi farkli profil olarak gozlenecektir.(30,148,158)

Restriksiyon pargasi i¢ine restriksiyon bolgesi bulunmayan yeni bir DNA insersiyonu:
Yeni profil, salgin profiliyle ayn1 sayida banta sahip olacak. Ancak, biiyiikligi farkli (daha
biiylik) yeni bir bant bulunacaktir.

Bir banttan i¢inde restriksiyon bolgesi bulunmayan parcanin delesyonu: Yeni profil, biiylik
bir pargast eksik buna karsilik, yeni, kiiciik boyutta bir banta sahip olacak. Bu degisim iki
bandi farkl profil olarak goriilecektir.
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11.4.3 Sonugc olarak;

PFGE; Salmonella, Neisseria gonorrhoeae, metisiline direngli Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumanii, Escherichia coli gibi bircok gram—pozitif ve gram-negatif bakterinin
tiplendirilmesinde giivenle kullanilmigtir. Vankomisine direngli enterokoklar, S. aureus, S.
epidermidis, Acinetobacter tiirleri ve Pseudomonas aureginosa suslarinin tiplendirilmesinde,

bu yontemin ayrim giiciiniin, digerlerinden daha tistiin oldugu belirtilmistir.(30,59,136,139)
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I11. MATERYAL VE METOD
II1.1 Cahismada kullanilan izolatlar

Bu calismada 2006-2008 yillar1 arasinda Ankara Fatih Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuar’ina USE &n tanis1 ile gdnderilmis olan

idrar 6rneklerinden iiretilmis olan 30 adet E.coli susu ¢alismaya dahil edilmistir.

Idrar 6rneginde E.coli iiremis olan 30 hastaya ait bilgiler ve tibbi durumlari geriye déniik
olarak incelenmistir. Bu dogrultuda hastalara ait cinsiyet, yas dagilimi, basvurdugu klinik,

yatan/ayaktan hasta olmasi, predispozan faktorler acisindan kayit edilmistir.

I11.2 Suslarin canlandirilmasi ve saflastirilmasi

-80°C’ de saklanmis olan E.coli izolatlart EMB ve Nutrient agar besiyerine tek koloni ekim
yontemiyle ekilerek 37°C’de bir gece inkube edildikten sonra laktoz pozitif yesil refle veren

koloniler kontaminasyonlardan arindirilarak saf olarak tekrar ekildi, seri pasajlarla cogaltildi.
IT1.3 Suslarin identifikasyon ve dogrulanmasi

Suslar once identifikasyon amaciyla klasik biyokimyasal yontemlerden IMVIC yontemi
kullanilarak sitrat, lizin, ornitin, iire, indol, kligler iron agar besiyerlerine ekildi. E.coli oldugu
diistiniilen suglar dogrulama amaciyla gram negatif kristal identifikasyon Kkiti ile test edilerek

dogrulandi.
111.4. BD BBL Crystal TM Identification System Enteric/Nonfermenter ID Kit:

BBL Crystal, mikrobiyal substrat kullanimin1 ve substurat tiikketimini ¢esitli indikator
sistemler aracilig1 ile saptayan bir sistemdir. Oksidasyon reaksiyonlari, test substrati icindeki
pH indikatoriiniin  kullanimi ile saptanir. Kromojenik substuratlarin hidrolizi gozle

saptanabilir renk degisimleri olusturur.
Kit prosediiriine uygun olarak hazirlanmis, inkiibasyonu tamamlanan paneller; panel

okuma lambasi aracilifi ile okundu. Renk reaksiyon tablosu referans alinarak reaksiyon

sonuglar1 kaydedildi. Kit dis1 indol ve oksidaz test sonuglar1 da hesaplanan profil numarasina

42



eklenerek bilgisayara yliklendi, BBL Crystal ID System Electronic Codebook programindan

bakteri cins ve tiir adi elde edildi.

II1.5 Antimikrobiyal duyarhhik testi

Antimikrobiyal duyarlilik testi Clinical Laboratory Standarts Instute(CLSI) standartlarina
gore disk difiizyonyontemi ile calisildi. Antibiyotik olarak Becktin Dickinson tarafindan
iretilmis BBL markali sefoksitin (30 pg), sefotaksim ( 30 pg), sefepim (30 pg), seftazidim
(30 ng), sefazolin (30 ng), sefalotin (30 pg), sefuroksim(5 pg), ampisilin(10 pg), ampisilin-
sulbaktam(10 pg), amoksisilin-klavulonat (30 pg), imipenem (10 pg ), piperasilin (100 pg),
trimetoprim-sulfometoksazol (23.75ug/1.25ug), oflosasin ( 5 pg), amikasin (30 pg),
gentamisin (10 pg ), sulfisaksazol (0,25 pg), nitrofurantomn (100 pg), piperasilin-tazobaktam
(110 pg ), tikarsilin-klavulonat (85 pg), karbenisilin (100 pg) kullanildi. Kalite kontrolii
E.coli ATCC 25922 susu ile yapildi. Izolatlar duyarlilik farklarina gore gruplandirildi.

111.6 Disk Difiizyon Test (DD)

MAC besiyerinden, birbirine benzer morfolojideki dort veya bes koloni segilerek 0,5 Mc
Farland bulaniklifinda ayarlanmis inokulum, Miieller-Hinton besiyerine yayildi.
Antimikrobiyal emdirilmis kagit diskler agar yiizeyine yerlestirildi. 35°C etiivde 18 saat
inkiibasyon sonrasi, petrilerin arka yiiziinden cetvel yardimi ile her disk etrafindaki inhibisyon
zon caplart oOl¢iildi. Karisik {iremeyi veya mutant varyanti temsil edebilecek kolonilere
inhibisyon zonlar1 i¢inde rastlanmadi. CLSI Disk Difiizyon standart tablolarindaki degerler

temel alinarak duyarli, orta derecede duyarl ve direngli olarak degerlendirildi.

1.7 PFGE

II1.7.1. Kullanilan malzemeler
111.7.1.1. 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
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2. Calkalamal1 su banyosu ( Niive ST 402 )
3. Etiiv ( Niive N 50 )
4. Gel Logic 2200 imaging System (1708x1280 pixel,Kodak company)

5. Gel-Compare II yazilim sistemi ( version 3.0 ; Applied Maths, Sint-Martens- Latem,
Belgium)

6. " Plug-mold", "sample CHEF disposable plug mold" ( BIORAD 1703706 )
7.10,100,1000 mikrolitre kapasiteli otomatik pipetler

8. Is1 blok inkiibator (WiseTherm Wisd HB-48P)

9. Vorteks (Vortex V1 plus BOECO-Germany)

111.7.1.2. Kimyasallar

1. Low Melt Preparative Grade Agaroz (Ultra pure DNA grade agarose, Prona ,Ispanya)
2. Pulse field certified agarose (Prona, Ispanya)

3. Proteinaz K ( Applichem, Almanya)

4. Lizozim (Applichem, Almanya)

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

6. FastDigest Xbal (Fermentas, Litvanya)

I11.7.2. Test prosediirii
I11.7.2.1. izolatlarin hazirlanmasi

1. Biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlamasi yapilmis bakterilerden

her ¢alisma oncesinde Nutrient agar ve EMB agara tek koloni paralel ekimler yapildu.
2. Bir gecelik inkubasyondan sonra kiiltiirtin saflig1 kontrol edildi.

3. Buradaki tek kolonilerden tekrar Nutrient agara tek koloni ekimine uygun olacak sekilde ,

pasaj yapilarak bir gece inkubasyona birakildi.

4. Saf kiiltiir halinde iireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 1 ml hiicre suspansiyon

tamponu (HST) (100 Mm Tris-HCI, 100 Mm EDTA, ph: 8.0) i¢inde suspanse edildi.

5. Hiicre suspansiyonu , 2500 x g’ de , 4 C’ de 15 dakika (alternatif olarak 13000 x g’ de 2
dakika) santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda tistteki HST atildi.
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6. Pelletin iizerine tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa siireli vortex yapildi.

7. Bakteri yogunlugu, spektrofotometre (UV/Vis. Spektrofotometer, Boeco, Germany)
yardimiyla 590nm’de 1 absorbans (yaklagik Mc Farland 4 bulaniklig1) olacak sekilde

ayarlandi. Bakteri suspansiyonu agaroza gomiilmek tizere oda 1sisinda bekletildi.
111.7.2.2 izolatlarin agaroza gomiilmesi
1.HST igerisinde %2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz (LMA) hazirlandu.

= 0.200 gr agaroz, 100 mI’lik balona konuldu.

»  Uzerine 9 ml HST eklenip yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi.

= Balonun agzina aliiminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda eritildi.

»  Agaroz iyice ¢dziildiikten sonra balon 45-50 °C lik su banyosuna oturtuldu.

= 50 °C de % 10’ luk sodyum dodezil siilfattan (SDS) 1 ml eklenerek iyice
karigtirildu.

= Agaroz-SDS karisimindan 200’er pl ependorf tiiplere dagitildi ve 45-50
9Cdeki su banyosunda bekletildi.

2. Her sus i¢in bir agaroz kalib1 isaretlenip buz kabina oturtuldu.

3. HST i¢inde hazirlanmis bakteri suspansiyonundan 200’er pl alinarak 50°C’° de tutulan ve
icerisinde 200 pl LMA-SDS bulunan tiipe eklendi. Birka¢ defa pipetaj yapilarak hiicrelerin

agaroz iginde homojen dagilmasi saglandi.

4. Hiicre-agaroz-SDS karisimindan agaroz kalibinin godelerine (10 mm by 5 mm by 1.5 mm,
Bio Rad Laboratories) 100’er ul dagitildi.

5. Kaliplar, kaliteli DNA hazirlama amaciyla agaroz katilasincaya kadar +4°C’de, 10 dakika
bekletildi bdylece erken hiicre parcalanmasi1 ve endoniikleaz aktivitesi azalirken, agarozun

homojen katilagmas1 saglandi.

I11.7.2.3. Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi

1. 1.5 mI’lik steril kapakl tiiplere 0.5 ml Hiicre Liziz Soliisyonu-1 (HLS-1) (50 Mm Tris-HCI
Ph:8.0,50 Mm EDTA , 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K) konuldu.

2. Igerisinde bakteri bulunan agarozlar , kaliptan ¢ikarilarak lizis soliisyonuna yerlestirdi.
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3. HLS-1 igerisindeki kaliplar 37°C’de 1 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

4. HLS-1 dokiilerek yerine 0.5 ml hiicre lizis soliisyonu-2 (HLS-2) (0.5 M EDTA , %1

sarkozil , 400 pg/ml proteinaz K) soliisyonu tiiplere eklendi.
5. 55 C’de 2 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.
I11.7.2.4. Hiicre lizisinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

1. Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilagmasi i¢in tiipler buz igerisinde en az 15

dakika bekletildi.
2. HLS-2 soliisyonu tiiplerden dikkatlice uzaklastirildi.

3. I¢inde agaroz kalip bulunan tiiplere, 50°C’ye 1sitilmis olan steril ultra saf sudan (Reagent
Grade Type 1) 4’er ml eklenerek, 50°C calkalamali su banyosunda 15 dakika bekletildi.

4. Tiplerdeki sular tamamen aspire edildikten sonra tiglincli maddede belirtilen su ile yikama

islemi iki defa daha tekrarland1. Tiiplerdeki sular tamamen aspire edildi.

5. Daha sonra agaroz kaliplar1 her biri 50 °C 15 dakika olmak iizere ii¢ kez 4 ml TE (10 mM
Tris-HCL, 0.1 mm EDTA, pH 7.6) tamponuyla yikandi.

6. Boylece i¢inde saflagtirtlmis DNA bulunan agaroz kaliplar, restriksiyon enzimleriyle (RE)

kesime hazir hale getirilmis oldu.
111.7.2.5. Agaroz kaliplari icindeki DNA’nin RE ile kesilmesi

1.DNA igeren agaroz kalib1 bir lam iizerine alinarak bir bistiiri yardimiyla % oraninda kesildi.
Pargalardan biri 100 pl 1x FastDigest tampon konularak ¢alkalamali su banyosunda 37 °C’ de
10 dakika bekletildi. (Diger pargalar TE tamponu i¢inde saklandi.)
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2. Tablo 7: FastDigest Xbal Restriksiyon enzim karisimi

Enzim 5 ul FastDigest Xbal enzim

Tampon 10 pl 10 x FastDigest Xbal tampon

H20 85 pul steril ultra saf su (Reagent
Grade Type 1)

Total 100 pl

volum

3. Tiiplerdeki enzim tamponlar1 uzaklastirilip 2 numarada hazirlanmis olan karisimdan her bir

tiipe 100°er pl eklendi. 37 °C’ de 2 saat inkiibasyon yapild.

4. Inkubasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildikten sonra kaliplar

elektroforez i¢in hazir hale getirildi.
I11.7.2.6. Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

1. 0.5x TBE (44.5 Mm Trisma base, 44.5 Mm Borik asit, 1 Mm EDTA , Ph: 8.0) iginde 100
ml olacak sekilde % 1’lik agaroz ( pulsed-field certified agarose, Bio-rad Laboratories)

hazirlandi.

1. 1 g “pulsed- field certified agarose’” 200 ml’lik balona konularak iizerine 100 ml 0.5x TBE

eklendi, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi.

1. Balonun agzina aliiminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda iyice ¢6ziilmesi saglandu.
iii. Agaroz iyice ¢dziildiikten sonra balon 45-50 °C’ lik su banyosunda bekletildi.

2. Agaroz dokiilecek kaset hazirlandi.

3. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri 15 disli taragin dislerinin u¢ kisimlarina
(taragin ug ¢izgisine tam paralel olacak sekilde ) yerlestirildi. Taragin bas ve sondaki disleri
bos birakildi. Kalan dislerin ilk orta ve son kisimlarina kontrol suslar1 (E.coli ATCC 25922)
yerlestirildi.
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4. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi yaklasik 45-50°C (¢cok 6nemli) olan agaroz kaset
icine dokiildli, donduktan sonra tarak ve kaset ¢ercevesi cikarilarak, tablo iizerindeki
katilasmis olan agaroz, igerisinde 1900-2000 ml 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina
yerlestirildi.

111.7.2.7. Elektroforez

Elektroforez CHEF-DR 1l sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
uygulandi. Elektroforez kosullar1 asagidaki gibi uygulandi.

Tablo 8: PFGE kosullari

Restriksiyon Baslangic  Bitis vurus Vurus agis1  Alana Sicakhik Siire
enzimi vuru siiresi  siiresi diisen akim

FastDigest ~ 5sn 30 sn 120° 6 V/cm? 14°C 20 sa
Xbal

FastDigest ~ 5sn 33sn 120° 6 V/cm? 14°C 22 sa
Notl

I11.7.2.8. Sonucun gozlenmesi ve analizi

1.Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra saf su i¢ine alindi.

Yirmi dakika boyanmaya birakildi.

2. Boyanan jel Gel Logic 2200 imaging system (ayrim giicii 1708x1280 pixel, Kodak
Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi, resimler TIFF
formatinda kayit edildi.

3. Gel Compar Il yazilim sistemi (version 3.0, Applied Maths, Sint—Martens-Latern, Belgika)
kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde bulunan ii¢ adet standart sus
(1, 7, 15, kuyucuklarda yiiriitilen) yardimi ile resimler arasi normalizasyon yapildi.
»’Unweighted pair group method with mathematical averaging (UPGMA)®’ kullanilarak
PFGE profillerinin , dendogrami ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli “’Dice®’
benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi. Benzerlik katsayisinin

hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, % 1-1.5 olarak alind.
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4. Tenover ve arkadaslar tarafindan gelistirilmis kriterler kullanilarak izolatlar ayni, yakin

iligkili, muhtemel iligkili ve iliskisiz olarak degerlendirildi.

Tenover Kriterleri:

Ayni izolatlar: Ayni say1 ve boyutlarda bant i¢eren izolatlar i¢in kullanilir. Bu
izolatlar, genetik olarak farksiz kabul edilir. Epidemiyolojik olarak iligkilidir.
Yakin iliskili izolatlar: Salgin susu ile aralarinda 2-3 bant farki vardir. Biiyiik
olasilikla salginla iliskili suslardir.

Muhtemel iligkili izolatlar: Salgin suslari ile aralarinda 4-6 bant farki vardir.
Muhtemelen salginla iliskilidirler.

Mliskisiz izolatlar: Aralarinda >7 bant farki vardir. Salginla iliskileri bulunmayan

suslardir.
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IV. BULGULAR

Laboratuarimizda 2006-2008 yillar1 arasinda stoklanmis olan 30 adet E.coli susu Once
identifikasyon amaciyla klasik biyokimyasal yontemlerle identifiye edildi. E.coli oldugu
diisiiniilen suslar dogrulama amaciyla gram negatif kristal identifikasyon kiti ile test edilerek
dogrulandi. identifikasyonu tamamlanan E.coli izolatlar1 antimikrobiyal duyarlilik ve PFGE

yontemiyle tiplendirildi.

Calismada incelenen 2006-2008 yillarina ait 30 adet E.coli susunun disk difiizyon
yontemiyle yapilan antibiyogram duyarlilik testleri sonucunda 4 adet direng paterni elde
edildi. Biitiin E.coli suslar1t ESBL pozitif olmasindan dolay: sefalosporinlere direngli olduklari
icin sefalosporinler diren¢ gruplandirilmasinda yer almamaktadir. Birinci grupta (R1) SXT,
OFX ve AMP direnci mevcut olup tiim gruplar i¢inde % 42'lik bir orana sahipti. Betalaktam-
betalaktam inhibitér kombinasyonlar1 % 27 ile ikinci grupta (R2) smiflandirildi. Ugiincii
grupta (R3) aminoglikozidlerin 6nde gelenleri ele alindi, % 22'lik paya sahipti. Diger
antibiyotikler de 4. grupta (% 9) siniflandirildi. (Tablo 9)

Tablo 9: E.coli suslariin direng profili

Diren¢ Direng paterni | Izolat No. %
fenotipi

RI SXT,OFX,AMP | 1,2,5,6,7,8,9,13,17,20,21,25,26 | 42
RII AMC,TZP,TIM | 3,10,14,15,18,19,22,28 27
RIlI GM,AN,CB,PIP | 4,12,16,23,27,29 22
RIV FM,G25,IMP 11,24,30 9

SXT:Trimetoprimsulfometoksazol, OFX:ofloksasin, AMP:Ampisilin, AMC:Amoksisilin-klavulonat,
TZP:tazobaktampiperasilin, TIM:tikarsilinklavulonat, GM:Gentamisin, AN:Amikasin, CB:karbenisilin,
PIP:Piperasilin, FM:Nitrofurantoin, G25:Sulfisaksazol, IMP:Imipenem

E.coli izolatlarinin antibiyogram tiplendirilmesi yapildiktan sonra genotipik tiplendirilmesi
amaciyla yapilan PFGE calismasinda E.coli DNA’lan restriksiyon endoniikleaz aktiviteli
FastDigest Xbal enzimiyle kasildikten sonra cesitli bant paternlerinin goriildiigii PFGE jel
goriintiileri ortaya cikti. (Sekil 1,2,3)
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Sekil 1: FastDigest Xbal PFGE goriintiisii, 2006-1.grup [1-10] S:Standart sus
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Sekil 2: FastDigest Xbal PFGE goriintiisii, 2007-2.grup [11-21] S:Standart sus
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Sekil 3: FastDigest Xbal PFGE gorintiisti, 2008-3.grup [21-30] S:Standart sus

PFGE bant profillerininin sergilendigi E.coli suslarinin jel goriintiilerinden bir sonraki
asamada dendogram anlizi yapildi. Gel-Compare-II kullanilarak yapilan bant profil
analizinden sonra PFGE profil dendogramlari olusturularak Dice benzerlik katsayisina gore

suslar arasindaki iligkiler belirlendi.

2006 yilina ait 10 adet E.coli susunun dendogrami yapildiginda 4 major PFGE profili elde
edildi. Birinci grupta 2 ayr1 susa ait bant paterni izlenmektedir. Ikinci grupta 2 identik sus
iceren bir kiime ve bu suslarla yakin iligkili bir sus ve ayrica farli profile sahip 2 sus
icermektedir. Ugiincii gruba ait tek bir sus bulunmaktadir, dérdiincii profilde 2 ayr1 susa ait

bant paterni izlenmektedir ( Sekil 4).
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Sekil 4: E.coli FastDigest Xbal PFGE profili, 2006 [1-10]

2007 yilina ait 10 adet E.coli susunun dndogrami yapildiginda 4 major PFGE profili elde
edildi. Birinci grupta 2 identik sus iceren bir kiime ve bu suglardan farkli bir sus icermektedir.
Ikinci profilde yakin iliskili 2 sus ve bunlardan farkli bir sus bulunmaktadir. Ugiincii profilde
yakin iligkili 2 sus ve bu suslardan farkli bir sus bulunmaktadir, dérdiincii profilde ise tek bir
sus bulunmaktadir ( Sekil 5).

Sekil 5: E.coli FastDigest Xbal PFGE profili, 2007 [11-20]
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2008 yilina ait 10 adet E.coli susunun dendogrami yapildiginda 4 major PFGE profili elde
edildi. Birinci profilde muhtemel iligkili olabilecek 2 sus ve bunlardan farkli 2 ayr1 sus
bulunmaktadir. Ikinci profilde yine muhtemel iliskili olabilecek 2 sus goriilmektedir. Ugiincii
ve dordiincii profilde yakin iligkili ikiser sus dendogram goriintiisii lizerinde izlenmektedir (

Sekil 6).

60 70 8 9

Sekil 6: E.coli FastDigest Xbal PFGE profili, 2008 [21-30]

2006, 2007 ve 2008 yillarina ait 30 adet E.coli susunun toplu dendogrami incelendiginde 5
major PFGE profili elde edildi. Birinci profide 2 ayr1 susa ait bant paterni izlenmistir. ikinci
profilde 2 identik sus igeren bir kiime ve bunlardan tamamen farkl 5 sus goriilmiistiir. Ugiincii
profilde 2 adet yakin iligkili sus ve bunlardan farkli 4 ayr1 susa ait bant paterni izlenmistir.
Doérdiincii profilde 2 identik sus iceren bir kiime, 2 ayr1 yakin iliskili ikiser sus ve bunun
haricinde 4 ayr1 sus goriilmistiir. Besinci profilde 3 ayr1 susa ait bant profiline rastlanmigstir.

Bu 5 grubun haricinde profilleri daha farkli olan 2 sus daha bulunmaktadir ( Sekil 7).
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Sekil 7: E.coli FastDigest Xbal PFGE profili, 2006-2008 [1-30]

Yapilan tiim caligmalardan sonra biitlin verileri biraraya getirme asamasinda anlamli
sonuglarla bagdagtirabilmek i¢in hastalarin klinik dosyalarindan epidemiyolojik verilerine
ulasildi. Farkli zamanlarda hastanemize basvuran hastalarin tiimii Ankara’da istikamet
etmekteydi. Calismamizda incelenen 2006, 2007 ve 2008 yillarma ait 30 izolatin
epidemiyolojik bilgileri, antimikrobiyal duyarlilik paternleri ve PFGE tipleri ile ilgili
bilgilerin ortak paydada bulustugu bir veri tablosu elde edildi.(Tablo 10)
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Tablo 10: E.coli suslarinin PFGE ve antibiyotik direng profillerinin karsilastiritimasi

Izolasyon Yeri | izolat No | ADP PFGE Tipi
Tarihi

Ank., Ekim, 2006 1 RI Il
Ank., Ekim, 2006 2 RI |
Ank., Kasim, 2006 3 RII 1
Ank., Aralik, 2006 | 4 RIN I
Ank., Subat, 2006 5 RI *
Ank., Mart, 2006 6 RI |
Ank., Mayis, 2006 7 RI V
Ank., Haziran, 2006 | 8 RI I
Ank., Temmuz,2006 | 9 RI v
Ank., Temmuz,2006 | 10 RII v
Ank., Eyliil, 2007 11 RIV Il
Ank., Eyliil, 2007 12 RIII I
Ank., EKim, 2007 13 RI I
Ank., Aralik, 2007 14 RII Il
Ank., Aralik, 2007 15 RII v
Ank., Ocak, 2007 16 RIN v
Ank., Ocak, 2007 17 RI v
Ank., Ocak, 2007 18 RII V
Ank., Nisan, 2007 19 RII V
Ank., Agustos, 2007 | 20 RI v
Ank., Ekim, 2008 21 RI v
Ank., Ekim, 2008 22 RII I
Ank., Kasim, 2008 23 R 1l
Ank., Aralik, 2008 24 RIV 1
Ank., Mart, 2008 25 RI Il
Ank., Mart, 2008 26 RI 1l
Ank., Mayis, 2008 27 R v
Ank., Haziran, 2008 | 28 RII v
Ank., Temmuz,2008 | 29 R Vv
Ank., Temmuz 2008 | 30 RIV *

* PFGE profili gruplandirmaya alinmayan suslar

E.coli suslarinin genotipik arastirilmasinda elde edilen 5 PFGE profil grubu i¢inde en sik
goriilenler grup 4 (10 sus) ve grup 2 (7 sus) idi. Grup I'de yer alan 2 sus RI direncine sahip
olup SXT,OFX ve AMP direnci mevcuttu. Grup II'de yer alan kiime olusturan iki identik sus
aynt ADP'ni (RI) gostermektedir ayrica RII (beta laktam inhibitor) ve RIII (aminoglikozid)
direncine sahip ikiser sus ile RIV direncine sahip bir sus bulunmaktadir. Grup III'de yer alan 3
sus aynt ADP'mi gostermektedir (RI). Ayrica RILRIII ve RIV direncine sahip birer sus
bulunmaktadir. Grup IV'de yer alan 10 sustan 4'i RI direncine sahip iken, yine ayni ADP'ne
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sahip olan 3 adet RII direncine sahip sus ve 3 adet RIII direncine sahip sus bulunmaktadir.
Grup V'de bulunan 3 sustan biri RI direncine sahip iken diger 2 sus RII direncine sahiptir.
Ortak PFGE paternlerine sahip 5 grup haricinde bulunan 2 ayr sus ise Rl ve RIV direncine

sahiptir.
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V. TARTISMA

USE, hastane ve toplum kokenli infeksiyonlar igerisinde ilk siralarda yer almaktadir.
USE’nin en sik etkeni E. coli’dir.(17,23) USE tiim yaslarda gériilebilen, ¢ocukluk doneminde
takibinin yapilmadiginda veya tedavinin yetersiz kaldigi zaman bobrek hasar1 olusturma
ihtimali yiiksek olan bir infeksiyondur. Okul éncesi ¢ocuklarda USE siklikla ciddi konjenitel
anomali ile iliskilidir. Bu c¢alismadaki E.coli suslarmin % 20’si 0-18 yas grubu USE olan
hastalara aittir.

Hastanin cinsiyeti iiriner sistem infeksiyonuna yatkinlig: etkileyebilir. Genel bilgi olarak
tiriner sistem infeksiyonu kadinlarda daha sik goriiliir.(29,32,36) Corinne K. ve ark.(23), her
iki kadindan birinin hayatlarinin bir doneminde mutlaka idrar yolu enfeksiyonu gecirdigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada da 30 E.coli susunun 18’1 (% 60) kadin hastalara ait idrar
orneginden elde edilmistir. USE kadmlarin ortak bir klinik sendromu haline gelmistir.
Yaklasik olarak her ii¢ kadindan biri USE tedavisi almistir ve her iki kadindan biri mutlaka
omriinde bir kez USE gegirmistir.(69,70) Bizim ¢alismamizda idrar drneklerinden elde edilen
E.coli izolatlarinin % 60’1 kadinlara, % 40’1 erkeklere aittir. Bizim datamiz diinyanin gesitli
yerlerindeki caligmalarla uyusmaktadir ki USE’ler kadimlarda daha sik gelismektedir.
Kadmlarda anatomik ve fiziksel faktdrlere bagli olarak USE daha sik gelismesine ragmen

erkek hastalarda antibiyotik direnci daha yiiksek oranlarda gelismektedir.(177,186)

USE, hospitalize hastalar arasinda da yaygin goriilen enfeksiyonlardandir. (10,38) Uzun
donem hastanede bakimi yapilan hastalarin bagisiklik sistemi baskilanmig, E.coli
infeksiyonlarina agik hale gelmistir. Bu ¢alismada yer alan 30 E.coli susunun 9’u (% 30)
yatan hasta orneklerinden izole edilmistir. Literatiirle karsilastirildiginda hastane ortaminin
E.coli'ye baghi USE gelisimine olan katkisinin yakin  oranlarda oldugu
goriilmiistiir.(53,56,63) Hastane ortaminda E.coli’ye bagli USE gelisme sebepleri arasinda,
hastanin predispozan faktorlere sahip olmasiin yanisira, hastanede kalig siiresiyle, hastaya
uygulanan kateterizasyon ve invaziv girisimlerle, infeksiyon kontrol programlarinin basari

durumuyla iliskilendirilebilir.(38,56,63)

Incelenen E.coli suslari; sirasiyla kadin hastaliklar1 ve dogum (%44), pediatri (%20),
iiroloji (%16), dahiliye (%13) ve genel cerrahi (%7) kliniklerine bagvuran hastalardan izole

edildi. Kadin dogum klinigine basvuran hastalarda E.coli’nin sebep oldugu USE’nun diger
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kliniklere oranla daha yiiksek olusu, kadin tiretrasinin kisa ve aniisiin hemen proksimaline
yerlesmis olmasi sebebiyle mikroorganizma (siklikla E.coli) kontaminasyonunun
artmasindan kaynaklanmaktadir.(29,32,36)

Bu calismada 2006-2008 yillarinda Fatih Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuari'na ulasan idrar 6rneklerinden izole edilmis olan E.coli suslarinin
fenotipik olarak antibiyotik duyarlilik paternlerinin belirlenmesi ve genotipik olarak PFGE
yontemiyle tiplendirilmesi amaglandi. Elde edilen sonuglarla E.coli kaynakli idrar yolu
enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde en uygun antibiyotigi kullanmakta yon verebilecek
E.coli'nin antibiyotik duyarlilik paternini elde etmek bunun yaninda PFGE analizi ile izolatlar
arasinda muhtemel klonal iligkiyi ortaya koyarak ortak bant profiline sahip suslarin
antibiyotik duyarliliklarinda da benzerlik olup olmadig: arastirildi. Antimikrobiyal duyarlilik
caligmalar1 hastanemiz laboratuarinda gergeklestirilen arastirmanin molekiiler kismi1 Refik
Saydam Hifzisthha Merkez Bagkanligi’na bagli olan Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuari’nda yapildi. Bu laboratuar enfeksiyon endemik, epidemik, pandemik
enfeksiyonlarin arastirilmasinda gerek yurti¢ci gerek uluslararasi platformda epidemiyolojik
veri tabanina 6nemli derecede katki saglamakta olan bir referans laboratuar1 konumundadir.
Calismamizda 2006, 2007 ve 2008 yillarina ait 10’ar adet olmak {izere toplam 30 adet E.coli
susu fenotipik ve genotipik olarak incelenerek birbiriyle kiyaslandirilmas: yapildi. Izolatlar 21
farkl1 antibiyotife duyarliliklari agisindan degerlendirildi. Izolatlarin antibiyotik duyarlilik
tablolarina gore dort farkli antimikrobiyal diren¢ paterni elde edildi. Xbal enzimiyle
gerceklestirilen restriksiyon iglemi sonunda yapilan PFGE analizi sonucunda 5 major PFGE

profili elde edildi.

USE tedavisinde amaclanan; tedaviye hizli, etkili cevap alabilmek ve tedavi edilen
hastalarda rekiirrensi Onleyebilmenin yanisira infeksiyon etkeninin antibiyotige karsi
gelistirecegi direnci kontrol altinda tutmaktir.(19,20,32) Antimikrobiyal direncinin ortaya
cikmasinda bir¢ok faktdr rol alsa da en onemli pay, antibiyotiklerin uygunsuz ve yaygin
bicimde kullanilmasina bagh oldugu diisiiniilmektedir.(62,65) USE tedavisinde kullanilacak
antibakteriyel ajanin idrarda yiiksek konsantrasyona ulasabilmesi klinik basar1 icin
gereklidir.(66,68,70) Siirveyans g¢aligmalariyla elde edilen rezistans paternine dair bilgiler
1s181nda ciddi infeksiyonlarin tedavisine dair empirik tedavi plan1 daha kolay gelistirilebilir.
E.coli'ye bagh USE tedavisinde; aminoglikozidlerle birlikte veya tek basina B-laktam

antibiyotikler ve kinolonlar invitro duyarlilik test sonuclari dikkate alinarak
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kullanilir.(165,166,167,168) Bu calismada disk difiizyon yontemiyle yapilan duyarlilik testi
ile, E.coli suslarmin tamaminin ESBL direnci mevcut olup dogal olarak sefalosporinlerin
coguna direng gostermekteydiler, bunun yaninda en ¢ok direng¢ gosterdigi antibiyotiklerin

ofloksasin (% 78) ve trimetoprim-sulfometoksazol (% 67) oldugu saptanmustir.

Antibiyotiklere diren¢ tim diinyay: ilgilendiren bir problemdir. Yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesindeki duraklama; elimizdeki segenekleri en az, en etkili nasil kullanmamiz
gerektigine dair stratejilerimizi olusturmayi zorunlu kilmaktadir. Predispozan faktorleri
barindiran ve rekiirren USE olan hastalarda infeksiyon ataklari sirasinda etkenin ortaya
konmasi ve duyarliliginin belirlenmesi, hem tedavinin sekillenmesi agisindan hem de ayni
hasta grubunda yer alan hastalarda USE tedavisine empirik yaklasimimn giincel tutulmasi
acisindan oldukga yararlidir ancak ESBL’ye sahip E.coli suslar1 empirik tedavide kullanilan
iiclincli kusak sefalosporinlere direngli olduklar1 i¢in fluorokinolon veya aminoglikozid
smifindan  bir  antibiyotikle =~ kombinasyonu  diisiiniilebilir.(21,25,39) Hastane
enfeksiyonlardan etkeni E.coli olarak belirlenen USE’lu hastalarda iiriner kateterizasyon
oranlarinin da yiiksek bulunmasi, hem hastane personelinin hem de hasta ve hasta yakinlarinin
kateter bakimi ve kullanimi konusunda bilgilendirmesini gerekli kilmakta, hastanelerde

infeksiyon kontrol programlarinin etkili bigimde uygulanmasini gerektirmektedir.(10,38,53)

Son 30 yildir idrar yolu enfeksiyonunun ampirik tedavisinde TMP-SXT ilk tercih edilen
antibiyotiklerden biri olmustur. E.coli’nin TMP-SXT direnci son yillarda iyice artarak
diinyanin bazi bolgelerinde % 65 gibi bir rakama ulagsmistir. TMP-SXT direnci bazi gelismis
ve gelismekte olan iilkelerde TMP-SXT’un unkomplike USE’lerde sik kullanilmasina
baglidir. Amerikan Enfeksiyon Hastaliklar1 Sosyetesi (IDSA) % 20°nin altinda unkomplike
sistit vakas1 goriilen bolgelerde TMP-SXT’ u ampirik tedavide ilk ajan olarak belirlemistir,
diger taraftan klinisyenler siprofloksasin, nitrofurantoin ve fosfomisin gibi kinolonlarla
alternatif tedavi yapmaktadir. Nisel Y1lmaz ve ark.’nin(216) yaptig1 bir ¢calismada Izmir’deki
bir hastanede idrar yolu enfeksiyonuyla gelen hastalardan iiretilen E.coli suslarinda % 49.7
oraninda TMP-SXT direnci gelismistir, bizim ¢alismamizda ise bu oran ortalama % 67.6’dur.
E.coli’nin TMP-SXT direnci iilkemizdeki temel sorunlardan biridir. Bizim ¢alismamizdaki
TMP-SXT direnci oran1 USA (% 22.6), Kanada (% 17.3) ve Avrupa (% 4.9-26.7)’daki
oranlardan yiikksek bulunmustur, aksine Madagaskar (% 69.5), Hindistan(%76) ve
Senegal(%67.8)’daki oranlardan daha diisiiktiir.(169,170,171,174,176) Sonu¢ olarak TMP-
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SXT USE’nin ampirik tedavisinde antibiyotik duyarlilik sonuglar1 dikkate alinmadan

kulanilabilecek ajanlardan biri degildir.

SXT direncinin artmasi terapotik hatalara ve asir1 kullanima baglhidir. Son yillarda USE
tedavisinde kinolonlar daha sik tercih edilmektedir, bu da kinolona direngli E.coli
enfeksiyonlarnin artmasina ve tedavinin zorlasmasina yol a¢mustir.(17,18) Karaca ve
ark.(181) Tiirkiye’de son yillarda USYE tedavisinde, azalan TMP-SXT ve artan kinolon
kullannomina bagli olarak TMP-SXT direncinin azalip kinolon direncinin arttigini
bildirmislerdir. Avrupa’nin bazi bdlgelerinde Ispanya ve Portekiz’de ve de Amerika’da
E.coli’nin kinolon direncinde azalma bildirilmistir. Bu oran italya’da % 19, Hindistan’da %
69, Brezilya’da % 89 civarindadir.(69,70) Sonug olarak kinolon direnci diinya g¢apinda
artmaktadir. Bizim c¢alismamizda da % 78,3 gibi yiiksek bir oranla kinolon direnci
saptanmistir. Bazi otorler kinolon direncinin gelismekte olan tilkelerde gelismis iilkelere gore
daha fazla oldugunu belirtmislerdir, bunu da nalidiksik asit gibi zayif etkili kinolonlarin
kullanimina ve ya diisik dozda kinolon tedavisine baglamaktadir ki bu da mutasyon
gelisimine yol agmaktadir.(177,186) Arslan ve ark.(17) son yillarda 50 yasin iistiinde yilda
birden fazla CIP kullaniminim CIP resistansina ve niiks eden komplike USE gelismesine yol
agtigini bildirmislerdir. Ulkemizde son yillarda artan kinolon direnci, yiiksek TMP-SXT
direncinden dolay1 tedavide asir1 kinolon kullanimina bagli olabilir. Buna bagli olarak
kinolonlarin tedavide dikkatli kullanilmasi, diger antibiyotiklerin duyarlilik testleri olumsuzsa

alternatif olarak diistinlilmesi gerekir.

Antibiyotik direnci Tiirkiye’de biiylik bir saglik sorunu haline gelmistir. Sik kullanilan
antibiyotiklere kars1 diren¢ her gecen gilin artmaktadir. Bu sorun bir¢ok faktérden
kaynaklanmaktadir. Son on yilda antibiyotikler halk tarafindan asir1 tiikketilmistir, bu da ilag
piyasasimin diinya capinda gelisip her antibiyotige kolay, ucuz ve regetesiz bir sekilde
ulagilabilmesine baghdir. Asir1 antibiyotik tiiketimine bagli antibiyotik direnci yeterince
kanitlanmis olmasinin yanisira yetersiz antibiyotik kullanimina bagli direng gelisimiyle ilgili
yayinlar da bulunmaktadir. Kahlmeter ve ark.(73) antibiyotik direncinin bilindigi gibi sadece

asir1 tilkketime bagli gelismedigini yetersiz kullanimdan da kaynaklabilecegini bildirmislerdir.

Aminoglikozidler USE’ye yol acan bakterilere kars1 etkili olmalarina ragmen ayaktan

hastalarda nadiren tercih edilmektedirler. Tiirkiye’de {ist idrar yolu enfeksiyonlarinda
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ampisilin ve aminoglikozid kombinasyonu hala kullanilmaktadir. Bizim ¢alismamizda

amikasin direnci % 23, gentamisin direnci % 36,3 oraninda saptanmuistir.

Ulkemizde son yillarda sefuroksim ve sefiksim gibi antibiyotikler USE’de tercih edilen
antibiyotikler durumundadir. Beta-laktam ajanlar bakteriiiri eradikasyonunda zayif etkili olup
rekiirrensin artmasina yol agmaktadirlar. Bizim ¢alismamizda biitiin E.coli suslarinda ESBL
tespit edilmis olup ikinci ve ticlincii kusak sefalosporinlere karsi biitiin suslar direngliydi.
Toplumda son yillarda ESBL siklig1 gittikce artmaktadir ve risk faktorleri g¢oktan
tanimlanmustir: Hospitalizasyon, dnceki bakteriyel enfeksiyon, liriner anomaliler, daha once
kullanilan antibiyotikler (6zellikle kinolonlar, sefuroksim ve ti¢lincii kusak sefalosporinler),
tekrarlayan USE’ler, yiiksek seviyeli multidrug resistansi ve yash erkek olmak sayilabilir.
Nisel Y1ilmaz ve ark.’nin(216) izmir’de yaptig1 bir calismada idrar drneklerinden izole edilen
E.coli suslarinda % 20,2 oraninda ESBL tespit edilmistir. Yine Izmir’de yapilan baska bir
calismada % 21 oraninda ESBL tespit edilmistir. Arslan ve ark.(17) idrar 6rneklerinden elde
edilen E.coli izolatlarinda % 5 oraninda ESBL tespit ettiklerini bildirmislerdir ve
siprofloksasin tedavisi alan grupta almayan gruba gore 2 kat fazla ESBL orami tespit

etmislerdir.

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6zellikle ESBL salgilayan enterobactericeae
iyelerinin etken oldugu infeksiyonlar artis gdstermektedir. ESBL’ler hemen hemen tiim
enterik bakterilerde tanimlanmig olmasina ragmen siklikla E.coli ve Klebsiella pneumoniae
kokenlerinde bulunmaktadir. Ulkemizden Akgam ve ark.’nin (81) yaptigi ESBL iiretimini ¢ift
disk sinerji testi (CDST) yontemi ile arastirdiklar1 ¢alismalarinda E.coli ve Klebsiella spp.
izolatlarinda ESBL varlig1 sirastyla % 7.2 ve % 35 iken Proteus spp.’lerde ise ESBL tespit
edilmedigini bildirmislerdir. Aktas ve ark.’min(217) ESBL iiretimini CDST yontemi ile
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, ¢alismaya alinan 52 E.coli susunda % 19.2 , 12 Klebsiella
pneumoniae susunda % 58.3 oraninda ESBL pozitifligi olup, 6 Proteus kékeninde ise ESBL
bulunmadigini bildirmislerdir. Sahin ve ark.(218) ise ayni yontem ile ¢alismalarina aldiklari
108 E.coli, 44 Klebsiella spp. ve 22 Proteus spp.’de sirasiyla % 19.4, % 15.9, % 13.6
oranlarinda ESBL pozitifligi saptamislardir. Yurt disinda yapilan ¢esitli calismalarda da
ESBL siklig1, E.coli kdkenlerinde % 11.0 ile % 63.6 , Klebsiella kdkenlerinde ise % 13.0 ile
% 86.6 arasinda rapor edilmistir.(219,220,221) Gerek iilkemizde gerekse yurtdigindaki ESBL
oranlarinda goriilen farkliliklar, bakterilerdeki enzim iiretim sikliginin belli sartlarla degisiyor

olmasi ile ilgilidir. Enzim tretimindeki artisin genis spektrumlu beta-laktam antibiyotik
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kullannomiyla yakin iligkili ve beta-laktam direncindeki artigla paralel oldugu bilinmektedir.
Ozkan ve ark.(222) E.coli’lerde seftriakson, seftazidim ve sefotaksim gibi 3. Kusak
sefalosporinlere % 80-85 oraninda duyarlilik saptarken, K.pneumoniae suslarinda % 60-63
oraninda duyarlilik saptamislardir. Bizim ¢alismamizdaki E.coli kokenlerinde goriilen tiglincii

kusak direnci de bu bakterilerdeki ESBL {iretimi ile orantilidir.

PFGE-CHEF analiz yontemi kedilerden, besinlerden, c¢evresel kaynaklardan, insan
salginlarindan ve sporadik vakalardan elde edilen E.coli suslarinin epidemiyolojik
arastirmasinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir.(26,30,35) PFGE’de enzimsel DNA
kesimi amaciyla kullanilan Xbal enzimi E.coli salginlarinin arastirilmasinda basarili bir
sekilde kullanilmaktadir ve E.coli salginlarinin arastirilmasinda en sik kullanilan restriksiyon
enzimlerinden biridir.(58,61,136) Bizim c¢alismamizda da E.coli izolatlarnin ayriminda
basariyla uygulanmistir, elde edilen bant profilinde bazi ortak suslar elde edilmekle beraber
genel olarak suslarin birbiriyle iligkisiz oldugu belirlenmistir. 2006-2007-2008 yillarina ait 30
adet E.coli susunun antibiyotik direng¢ profilleri benzer olmasina karsin PFGE bant profilleri
olduk¢a farklidir. PFGE-CHEF analizi epidemiyolojik olarak iligkisiz izolatlar1 da
aciklayabilmektedir. Arbeit ve ark.(58) multilokus enzim elektroforezi ve rRNA operonlariyla
baglantili restriksiyon polimorfizm yontemleriyle ayirt edilemeyen epidemiyolojik olarak
iliskisiz fakat evrimsel olarak iligkili izolatlarin PFGE ile analiz edilebilecegini
belirtmislerdir. Smith ve ark.(223) bir grup E.coli susunun PFGE ve Floresan Amplified
Fragment Length Polimorfizm ( FAFLP ) yontemiyle genotipik arastirmasini yapmislar ve
PFGE’nin FAFLP’ye gbre daha fazla ayrim giicliniin oldugunu belirmislerdir. Bu farklilik

[

genomdaki mutasyonlarla ve rearanjmanlarla sonuglanan ¢’ klonal turnover olarak
aciklanabilir, ve ya plasmidde degisiklikten ziyade plasmid kaybi ve ya kazanimi seklinde
aciklanabilir. Osawa ve ark.(224) E.coli O157-H7 suslarinin arastirilmasinda PFGE analizini
kullanarak, konak genomuyla birleserek degisiklige ugrayan faj genomunun Stx-2
dontstiiriicii faj DNA’sinda dikkate deger bir varyasyon oldugunu belirtmislerdir, bununla
beraber PFGE-CHEF analizinin bakteriyel genomdaki minor degisiklikleri bile saptayabilme

sansinin oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda PFGE-CHEF sistemi kullanilarak yapilan E.coli suslariin analizinde
Tenover ve ark.’nin(27,74,124,149) standart kriterleri esas alinmistir. Tenover kriterlerine
gore izolatlarin restriksiyon paternleri ayni bant sayisina sahipse ve karsilikli bantlar aym

boyuttaysa bu izolatlar ayn1 sustur. Bizim ¢alismamizdaki 30 sus igerisinde kiime olusturan 4
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sus ayni bant profiline sahip olup epidemiyolojik olarak ayni sus olabilirler, bu suslarin
epidemiyolojik olarak incelendiginde ayni bolgeden hastanemize basvurduklart tespit
edilmistir, bununla birlikte direng profilleri karsilastirildiginda bir benzerlige rastlanmamastir.
Xbal kesim profillerine gore ¢calismamizdaki 30 sus igerisinde 22 susun epidemiyolojik olarak

iliskisiz oldugunu s6ylemek miimkiindiir.

Degisik tilkelerde ve merkezlerde yapilan ¢alismalar beta-laktam antibiyotiklere direncin
artmakta oldugunu ve bunun diinya ¢apinda bir sorun oldugunu gostermektedir. Son on yilda
plasmidle kodlanan ESBL’ler ¢ok hizli bir sekilde artmistir.(21,25,39) Halen bu suslarin ¢ogu
betalaktamaz  inhibitorli  kombinasyonlarla  tedavi  edilebilmektedir. Ancak bu
kombinasyonlarla tedavi edilmeyen suslarin sayisi da giderek artmaktadir.(52,53,54) Ayrica
ESBL iireten suslar degisik mekanizmalarla diger antibiyotik siiflarina da gittikge artan
oranda direng gelistirmekte olup, eger Onlem alinmazsa gelecekteki antibiyotik
segeneklerimizin son derece kisitlanacagi ongoriilmektedir. Hastanemizde ozellikle E.coli
kokenleri basta olmak iizere yiiksek ESBL {iretimi ve genis spektrumlu sefalosporinlere karsi
azalan duyarlilik s6z konusudur. Genis bir endikasyona sahip olan bu grup antibiyotiklerle
ampirik tedavi tercih edildiginde tedavi basarisizliklar1 goriilebilir. Problem halen sadece
E.coli ve Klebsiella ile olusan enfeksiyonlar i¢in goriilmektedir. Ancak direng 6zelliklerinin
farkl1 tiir bakteriler arasinda da yayilabildigi bilinmekte olup Onlimiizdeki yillarda

hastanemizde farkli bakterilerde de direncle karsilasilabilir.

Sonug¢ olarak antibiyotik direnci artis hizin1 azaltabilmek adma, her zaman iizerinde
durulan fakat her zaman yeterli derecede uygulanamayan rasyonel antibiyotik kullanimi i¢in
israrct  olunmasi1 gerekir. Ampirik antibiyotik tedavisi se¢imi sirasinda bakteriyel
organizmanin lokal prevalansi ve antibiyotik duyarlilifi g6z 6niinde bulundurulmasi gerekir.
Hastanemize basvuran hastalarin idrar 6rneklerindn izole edilen E.coli suslarinda yiiksek
ofloksasin, trimetoprim-sulfometoksazol ve ampisilin direncine rastlanmistir. Bu

antibiyotiklerin asir1 kullanim1 bakteride direng gelisimine sebep olmus olabilir.

E.coli suslarinin antibiyotik diren¢ paterni hakkinda daha ayrintili bilgi elde etmek adina
giiniimiizde yapilan molekiiler ¢alismalardan biri de PFGE'dir. Bu ¢alismada ESBL pozitif
E.coli suslarm1 genotipik olarak PFGE yontemiyle inceleyerek antibiyotik direnglerinin
benzerlikleri hakkinda  bilgi edinmek amaclandi, anlamli  verilere ulasilamamakla

birlikte 6niimiizdeki yillarda bu gibi ¢caligmalar1 artirmay1 hedeflemekteyiz.
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Diren¢ artist USE tedavisinde birinci ve ikincil tedavi planlarmin tekrar gdzden
gecirilmesinin gerekliligini gostermektedir. Klinisyenlerin antibiyotik recete ederken daha
dikkatli ve titiz davranmalar1 tedaviyi kolaylastiracaktir bu da tedaviye karar vermeden 6nce
idrar 6rneklerinden elde edilen izolatlarin kiiltiir ve antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinin rutin

olarak yapilmasin gerekli kilar.
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VI. OZET

Antibiyotik direnci gerek toplum gerekse hastane kokenli infeksiyonlarin tedavisinde
basarisizliga yol agmakta ve giderek biiyliyen bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yeni
antibakteriyel ilaclarin  klinik tedavide uygulanmast bu ilaglara kars1 direngli
mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ile sonlanmaktadir. Beta laktam antibiyotiklerin ¢ok sik
kullanilmalar1 tiim diinyada beta laktam antibiyotiklere karsi gelisen direncin giderek
artmasina ve etkilerinin azalmasina neden olmustur. Bakterilerin antimikrobiyal ilaglara kars1
gelistirdikleri diren¢ mekanizmalarindan en sik goriilenlerinden biri sentezledikleri enzimlerle
ilacin inaktive edilmesidir. Beta laktam grubu antibiyotikleri hidroliz eden beta laktamaz

enzimleri bu tip dirence en iyi 6rnektir.

Bu calismada 2006 - 2008 yillarinda Fatih Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuari'na ulasan idrar orneklerinden izole edilmis olan ESBL pozitif
E.coli suslarinin fenotipik olarak antibiyotik duyarlilik paternlerinin belirlenmesi ve genotipik
olarak PFGE yontemiyle tiplendirilmesi amaglandi. Elde edilen sonuglarla E.coli kaynakli
idrar yolu enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde en uygun antibiyotigi kullanmakta yon
verebilecek E.coli'nin antibiyotik duyarlilik paternini elde etmek bunun yaninda PFGE analizi
ile izolatlar arasinda muhtemel klonal iliskiyi ortaya koyarak ortak bant profiline sahip
suslarin antibiyotik duyarliliklarinda da benzerlik olup olmadig: arastirildi. Antimikrobiyal
duyarlhlik caligmalar1 hastanemiz laboratuarinda gergeklestirilen arastirmanin molekiiler kismi
Refik Saydam Hifzisthha Merkez Baskanligi’na bagli olan Molekiiler Mikrobiyoloji

Aragtirma Laboratuari’nda yapildi.

Caligmamizda 2006, 2007 ve 2008 yillarina ait 10’ar adet olmak {izere toplam 30 adet
E.coli susu fenotipik ve genotipik olarak incelenerek birbiriyle karsilastiriimasi yapildi.
Izolatlar 21 farkli antibiyoti§e duyarliliklar1 agisindan degerlendirildi. Izolatlarin antibiyotik
duyarlilik tablolarina gore dort farkli antimikrobiyal direng paterni elde edildi. Xbal enzimiyle
gerceklestirilen restriksiyon islemi sonunda yapilan PFGE analizi sonucunda 5 major PFGE
profili elde edildi. Suslarin antibiyotik diren¢ profillerinde benzerlikler olmasina karsin PFGE
bant profilleri olduk¢a farkliydi.

Hastanemizde 6zellikle E.coli kokenleri basta olmak tizere yiiksek ESBL iiretimi ve genis
spektrumlu sefalosporinlere karsi azalan duyarlilik s6z konusudur. Genis bir endikasyona

sahip olan bu grup antibiyotiklerle ampirik tedavi tercih edildiginde tedavi basarisizliklari
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gortilebilir. Problem halen sadece E.coli ve Klebsiclla ile olusan enfeksiyonlar i¢in
goriilmektedir. Ancak direng Ozelliklerinin farkli tiir bakteriler arasinda da yayilabildigi
bilinmekte olup Onlimiizdeki yillarda hastanemizde farkli bakterilerde de direngle
karsilasilabilir.

Anahtar kelimeler: E.coli, antimikrobial direng, molekiiler subtiplendirme, Pulse field jel
elektroforezi (PFGE)
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Vil. SUMMARY

Antibiotic resistance in both hospital and community acquired infections lead to treatment
failure and appears to be a growing problem. Implementation of new antibacterial drugs in
clinical treatment ends with the emergence of resistant organisms against these drugs.
Frequently used of beta-lactam antibiotics leads to an increase in resistance to them and
decrease in the effects of betalaktam antibiotics. Bacteria have developed resistance
mechanisms against antimicrobial drugs and one of the most common mechanism is
inactivating drug with enzymes. Hydrolysis of beta-lactam antibiotics with beta-lactamase
enzymes is the best example for this type.

In this study, E. coli strains isolated from urine samples reached to Fatih University
Medical Faculty Hospital Microbiology Lab between the years 2006-2008 were studied as a
phenotypic and genotypic determination of antibiotic susceptibility patterns and PFGE typing
method was aimed. The results of antibiyograms giving way to the most appropriate antibiotic
use fort the empirical treatment of E.coli caused tirinary tract infections and ~ PFGE analysis
revealed probable clonal relationship of putting the common band profile with antibiotic
susceptibility was investigated. Antimicrobial susceptibility studies performed in our hospital
laboratory on the other hand part of the molecular research was carried out in Refik Saydam

Hygiene Center under the Department of Molecular Microbiology Research Lab.

In our study 10 strains of the years 2006,2007 and 2008 were studied and totally 30 strains
of E. coli were examined with each other as a comparison of phenotypic and genotypic
structure. Isolates were evaluated for 21 different antibiotic susceptibilities. According to the
table of antibiotic susceptibility of isolates there were obtained four different antimicrobial
resistance patern. At the end of the process of restriction enzyme Xbal PFGE analysis
revealed that in five major PFGE profile was obtained. Despite similarities in PFGE band

profiles of the strains, antibiotic resistance profiles were quite different.
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In our hospital, especially the origins of E. coli, growing production of ESBL and reduced
susceptibility to broad-spectrum cephalosporins were questioned. Treatment failures can be
seen when empirical treatment with this group of antibiotics with a wide range of indication.
The problem is still seen only for infections caused by E. coli and Klebsiella. However the
spread of resistance among bacteria in different types of properties can lead to different

resistance paterns occuring in our hospital in the coming years.

Keywords : E.coli, antimicrobial resistance, moleculer subtyping, Pulse field gel
electrophoresis(PFGE)
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