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OZET
YOGUN BAKIM VE DISINDAKIi SERVISLERDE YATAN HASTALARDAN
iZOLE EDILEN Escherichia coli IZOLATLARINDA ST131 KLONUNUN
GERCEK-ZAMANLI PZR iLE ARASTIRILMASI

Amag: Enfekte olan hastalarda tedavi basarisizliklarinin daha fazla yasandigi bilinen E.
coli ST131 Klonunun goriilme siklig1 ve yayilim hizi, arastirilmasi gereken 6nemli bir
konu olmaya devam etmektedir. Calismamizin amaci, hastanemizin yogun bakimlari ve
diger servislerinde yatan hastalardan izole edilen E. coli izolatlar iginde, ST131 klonu
varhigimin Gergek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile arastirilmasidir.
Materyal ve Metot: Calismaya yogun bakim ve diger servislerden izole edilen toplam
200 adet E. coli izolati dahil edilmistir. Tirlerin tanimlanmasi, konvasyonel ve
otomatize yontemler kullanilarak yapilmistir. GSBL varligini gostermek igin ¢ift disk
sinerji yontemi kullanilmistir. Gergek-Zamanli PZR yontemi ile tim E. coli
izolatlarinda, ST131 klonu varlig1 arastirilmistir.

Bulgular: Yogun bakimda yatan hastalardan izole edilen 100 sustan 17 tanesi E. coli
ST131 klonu olarak tespit edilmistir. Bu suslardan GSBL pozitif olan 51 izolatin 15
(%29.4) tanesi, GSBL negatif olan 49 izolatin 2 (%4.1) tanesi E. coli ST131 klonu
olarak tespit edilmistir. Yogun bakim dis1 servislerde yatan hastalardan izole edilen 100
susun 13 tanesi E. coli ST131 klonu olarak tespit edilmistir. Bu suslardan GSBL pozitif
olan 35 izolatin 12 (%34.3) tanesi, GSBL negatif olan 65 izolatin 1 (%1.5) tanesi E. coli
ST131 klonu olarak tespit eilmistir.

Sonug: Hastanemizde E. coli ST131 klonu tespit edilmistir. Bu klonun gériilmesinde
yogun bakim ya da dist servislerde yatiyor olmanin bir risk faktorii olmadig
gOriilmiistiir. Bununla birlikte GSBL {ireten izolatlarda ST131 klonuna anlamli sekilde
daha fazla ratlanmistir.

Anahtar Kelimeler: E. coli; ST131 klonu; GSBL; yogun bakim

Figen HASLI, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi

Samsun, Haziran - 2019



ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF ST131 CLON WITH THE USE OF REAL-TIME
PCR, IN Escherichia coli ISOLATES SAMPLED FROM INTENSIVE CARE
AND OTHER SERVICE PATIENTS

Objective: The prevalence and spread rate of the E. coli ST131 clone, which is caused
failure in treatment, continues to be an important issue to be investigated. The aim of
our study is to investigate the presence of ST131 clone in E. coli isolates from hospital
intensive care unit and other services, by Real-Time Polymerase Chain Reaction.
Materials and Methods: A total of 200 E. coli isolates were included in the study.
Species identification was made using conventional and automated methods. Double
disk synergy method was used to show the presence of ESBL. The presence of ST131
clone was investigated by PCR method in all of the isolates.

Findings: E. coli ST131 clones were identified in17 out of 100 strains isolated from
ICU patients. Of these strains, 15 (29.4%) of the 51 ESBL positive isolates and 2 (4.1%)
of the 49 ESBL negative isolates were identified as E. coli ST131 clones. E. coli ST131
clones were identified in 13 of the 100 strains isolated from non-intensive care units.
Among these strains, 12 (34.3%) of the ESBL positive (35) isolates and 1 (1.5%) of the
ESBL negative (65) isolates were identified as E. coli ST131 clones.

Result: E. coli ST131 clone was detected in our hospital. The presence of this clone in
intensive care or outpatient services was not a risk factor, whereas E. coli ST131 clone
was significantly more common ESBL-producing isolates.

Keywords: E. coli; ST131 clone; ESBL; intensive care

Figen HASLI, M.Sc. Thesis
Ondokuz Mayis University

Samsun, June - 2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

CDST : Cift Disk Sinerji Testi

DNA : Deoksiribo Niukleik asit

EAEC : Enteroagregativ Escherichia coli
EHEC : Verotoksijenik Escherichia coli

EIEC : Enteroinvaziv Escherichia coli

EMB : Eosin Methylene Blue

EPEC : Enteropatojenik Escherichia coli
ETEC : Enterotoksijenik Escherichia coli
EUCAST : The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
GIS : Gastrointestinal Sistem

GSBL : Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz
HIV : Human Immunodeficiency Virus

HUS : Hemolitik Uremik Sendrom

IYE : Idrar Yolu Enfeksiyonu

MHA : Mueller Hinton Agar

ONPG : O-Nitrophenyl Beta -D Galactosid
PBP : Penisilin Baglayan Protein

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TAK - Trakeal Aspirat Kultirt
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1. GIRIS

Escherichia coli yaklasik olarak 2-6 pm boyunda, 1.0-1.5 pm eninde, basil
sekilli bakterilerdir. Peritris kirpikleri ile hareketlidir, fakat hareketleri yavastir.
Hareketsiz suslar1 da vardir. Bazi suslar1 kapsiilliidiir. Bakteriyolojik boyalarla iyi
boyanir ve gram negatiftir (Erdem,1999). E. coli glikozu fermente eden, oksidaz enzimi
negatif basillerdir. Bakteri; laktozu asit ve gaz olusturarak fermente eder, iireaz enzimi
ve hidrojen siilfiir olusumu negatif, triptofandan indol olusumu ise pozitiftir (TUnger,
2005).

Kan, serum, asit sivisi, glikoz gibi maddeler ilave edilmemis adi besiyerlerinde
kolay tirerler. En iyi tireme 1s1s1 37°C ve pH: 7-7.2 dir. Fakat 20-44°C'de ve pH: 5-8
arasinda da iirerler. Kanli agarda hafif nemli goriiniimlii, 1-2 mm ¢apinda gri koloniler
olustururlar. Bazi suslar beta hemolitiktir. MacConkey de etrafinda presipite safra
tuzlarinin olusturdugu pembe alanlarla cevrili kuru, pembe-kirmiz1 (laktoz pozitif), 2-
3mm c¢apinda koloniler olustururlar. Eosin Methylene Blue (EMB) agarda laktoz
pozitif, metalik koloniler olusur (Erdem, 1999).

Cogu E. coli suslar1 kalin barsak ve ince barsagin distal bolgesinde yiizeyi
kaplayan mukusa tutunabilir. E. coli kalin barsak floras: i¢inde, en yaygin fakiiltatif
anaerob tlirdiir. Barsaklarin normal flora iiyesi olan E. coli, barsaklarin patojen
mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyonunu 6nlemeye ¢alisir (Erdem, 1999).

Hemen her zaman saglikli bireylerin barsak florasinda bulunmakla birlikte,
bazi suslar immiin diisiik bireylerde oldugu kadar saglikli kisilerde de barsak dis1 ve
barsak enfeksiyonlarma neden olabilmektedir. Idrar yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi,
menenjit ve ishaller, E. coli'nin sinirli sayidaki patojenik klonunun baslica neden oldugu,
en sik gozlenen klinik sendromlardir. Ozellikle kapsiil Ureten E. coli organizmalari
yenidogan sepsisi ve menenjit vakalarinda yiiksek oranda izole edilmektedir (Levent,
2009).

Escherichia tiirleri oldukg¢a direngli bakterilerdir. 60°C 1sida 30 dk'da, oda
1s1sinda uygun ortam kosullarinda uzun siire canli kalabilirler. E. coli kdkenlerinin ¢ogu
bakterilerden bakterilere kolayca gecebilen diren¢ plazmidleri tagidiklarindan 6zellikle
hastane ortaminda cesitli antimikrobiklere karsi kolayca diren¢ gelistirirler (Findik,
2008). Ozellikle Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL) pozitif E. coli ile

kolonize yogun bakim hastalarinda, bu enfeksiyonlara karst koruma ve kontrol



stratejilerinin  gelistirilmesi i¢in risk faktorlerinin bilinmesi ©Onem tagimaktadir
(Mizrake1, 2013).

Yogun bakim nitelerinde 06zellikle c¢ok ilaca direncli bakterilerin ve
bakterilerle kolonizasyonun belirlenmesinin hastane enfeksiyonlar1 ile miicadeleye
olumlu katki saglayacagi ve bu konuda daha genis caligmalara ihtiya¢ oldugu
distintilmektedir (Yesilbag, 2015).

Hastane enfeksiyonlarinin ¢ogu yogun bakim {initesinde yatmakta olan
hastalarda goriiliir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarda etken olan bakteriler arasinda
gram pozitifler, gram negatif enterik bakteriler ve nonfermentatif gram negatif
bakteriler en sik karsilasilan mikroorganizmalardir (Sardan, 2008). Yogun bakim
unitelerinde E. coli 6zellikle iiriner sistem enfeksiyonlari etkenleri arasinda ilk sirada
yeralmaktadir  (Besirbellioglu, 2009). Yogun bakim {initelerindeki hastane
enfeksiyonlari orani ve tiirii hemen her bolgede ve hastane iginde farklilik gdstermekle
birlikte yapilan aragtirmalarda bu enfeksiyonlarin ¢ogunlugunu pmomoniler (%30) ve
triner sistem enfeksiyonlar1 (%25) olusturmaktadir (Oncl, 2008).

Calismamizda, hastanemiz yogun bakimlarinda ve yogun bakimlar disindaki
servislerde yatan hastalardan izole edilen E. coli izolatlarinda, ST131 klonu varliginin

ve oraninin Gergek-Zaman PZR yontemleri kullanilarak aragtirilmasi: amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enterobacteriaceae Familyasi

2.1.1 Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesi, tibbi 6nemi olan gram negatif bakterilerden olusan
genig bir topluluktur. Bu ailenin Uyeleri toprak, bitkiler ve sular gibi insan vicudu
disindaki ortamlarda da yasayabilir ve ¢ok sayida bulunabilirler. Ayrica bu ailede
bulunan bakteriler gastrointestinal sistemin (GIS) normal flora (iyeside olabilirler.
Bununla birlikte, sahip olduklar1 ¢esitli viriilans faktorler sayesinde enterik
enfeksiyonlara neden olabilirler. Ayrica bu bakteriler insanlarin bagirsak sistemleri
disinda; iriner sistem enfeksiyonu, menenjit, sepsis, bakteriyemi, pndmoni, tifo, yara
enfeksiyonu, osteomiyelit gibi onemli enfeksiyonlarda olusturabilmektedirler (Ozinel,
2008).

2.1.2. Smiflandirilmasi

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda
en sik izole edilen ve en fazla hastalik olusturan bakteri gruplarindandir. Bu ailenin
taksonomik smiflandirilmasi olduk¢a karmasiktir ve nukleik asit hibrizasyonu ve
sekanslama yontemleri gibi tekniklerin gelismesi ile birlikte siralamalarda degismeler
gorilmektedir. Klinikte acidan 6nemli olan tlrlerin sayis1 20-25 arasindadir ve bunlar

disinda kalan tiirlerle nadiren karsilagilir (Gur, 2015).

2.1.3. Escherichia Turleri

Escherichia cinsi Enterobacteriaceae ailesi iginde yer alir. Gram negatif
basiller seklinde olup tek ya da ¢iftler halinde bulunurlar. Escherichia cinsine ait tlrler:
E. hermanii, E. fegussonii, E. adecarboxylata, E. albertii, E. vulneris ve E. coli'dir
(Findik, 2008).

Enterobacteriaceae ailesi i¢inde en sik izole edilen patojen E. coli'dir. Bu
bakteri dogumdan birkag saat veya birkag¢ gun sonra gastrointestinal sisteme yerleserek
normal florada yerini alir. Ayrica E. coli bircok bakteriyel enfeksiyonun nedeni de
olabilir. Ornegin; barsak enfeksiyonlari, {iriner sistemi enfeksyonlari, menenjit,
pnoémoni ve bakteriyemi gibi enfeksiyonlarin etkenleri arasinda yer alabilir (Erdem,
1999; Findik, 2008).



Mikrobiyolojik Ozellikleri

E. coli, 2-6 pm boyunda, 1 pm genisliginde gram negatif basiller
morfolojisinde bakterilerdir. Genel ya da secici besiyerinde 37°C' de aerobik kosullarda
inkiibe edildiginde kolayca reyen bakterilerdir. Kulturlerede S tipi koloniler yaparak
urerler. Enterik patojenlerin ayriminin yapildigi MacConkey ve Eosin-Methylene-Blue
agarlarinda izole edilebilirler. Peritris kirpikleri (flagella) sayesinde hareket edebilirler,
ancak hareketleri yavastir ve ayrica hareketsiz olanlarida vardir (Erdem,1999; Findik,
2008).

E. coli' lerin %90’1 laktoz pozitif iken diyarejenik E. coli'ler ise laktoz
negatiftir. E. coli'lerin %99’u indol pozitiftir ve bu 0zellik diger Enterobacteriaceae
tirlerinden ayriminda kullanilan en onemli farkliliktir. Metil kirmizisi testi pozitif,
Voges Proskauer testi ise negatiftir ve treyi genellikle parcalayamazlar. IMVIC test
sonucu ++-- olup Simon'un sitratli besiyerinde tiremezler (Findik, 2008). Ayrica E.
coli'nin oksidaz enzimi de negatiftir (Ttnger ve ark., 2005).

E. coli farkli dokular1 infekte edebilmek icgin ¢esitli viriilans faktorlerine
sahiptir. K1 kapsiilii, Tip I ve Tip II finbria, S fimbria, P fimbria ve enterotoksinler bu
virtilans faktorleri arasinda sayilabilir (Erdem,1999).

E. coli Enterobacteriaceae ailesi iginde ki en direngli bakterilerden biridir ve
uygun ortam kosullarinda canli kalabildigi gibi 60°C 1sida 30 dakika canliligini
strdlrebilir. Hastane ortaminda izole edilen E. coli‘ler de bir¢ok antibiyotige karsi
direnc gelistirebildigi de bilinmektedir (Findik, 2008).

Antijenik Yapilar ve Tiplendirilmeleri

Epidemiyolojik smiflandirma Enterobacteriaceae ailesinde, somatik O
polisakkaritleri, kapsildeki K antijeni ve bakteriyel flajellada bulunan H proteinlerine
gore yapilmaktadir (Zarakolu., 2016). Benzer sekilde O, K ve H antijenleri kullanilarak
E. coli izolatlar1 farkli serotiplere ayrilmaktadir (TUnger ve ark., 2005). Serotiplendirme
amaciyla genellikle O ve H antiserumlari kullanilir (Erdem, 1999). Bakterinin
olusturacag1 enfeksiyonun gelisecegi bolgenin belirlenmesinde bu antijenik farkliliklar
rol oynayabilmektedir. Ayrica bu antijenik farkliliklar epidemiyolojik ¢aligmalar igin de

kullanilmaktadirlar (TUnger ve ark., 2005).



Yaptig1 Hastahiklar

Dogada, toprakta, suda, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistem
floralarinda bol miktarda bulunan E. coli endojen veya ekzojen kaynakli enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (Tunger ve ark., 2005).

E. coli, normal bagirsak florasini olusturan bakterilerden biridir. Barsaklarda
diyare etkeni olan suslar disinda, kommensal olarak yasarlar. Viicutta bagka bir organa
veya dokuya gectiklerinde hastalik olusturabilirler. E. coli'nin yaptig1 hastaliklar GiS ve
GIS disinda olacak sekilde iki baslik altinda toplanabilir (Erdem, 1999).

Enterik/ishalli Hastalik Yapan E. coli (Diyarejenik)

Barsaklarda yaptiklar1 hastaliklar; hafif diyareden, hayati tehdit eden
komplikasyonlar1 olan kanli diyareye kadar degisebilir. Gastrointestinal hastaliklara beg
fakli E. coli grubu neden olmaktadir (Erdem, 1999).

Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Enteropatokjenik E. coli (EPEC)

Enteroagregativ E. coli (EAEC)

Enterohemorajik E. coli (EHEC)

Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

Enteropatojenik E. coli (EPEC)

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, bebeklerde gorilen ishallerin 6nemli bir
etkenidir (Nataro ve ark, 1998). Bebeklerde agir seyreden bir enfeksiyondur ve ates,
kusma, sulu ishal gibi belirtiler goriiliir. EPEC enfeksiyonu kendiliginden
Iyilesebilecegi gibi kroniklesebilen bir enfesiyondur (Gir, 2015). En giivenilir tani
yontemlerinden biri PZR'dir (Findik, 2008).

Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Gelismekte olan tiilkelere seyahat edenlerde ve bu Ulkelerdeki gocuklarda
ortaya c¢ikmaktadir. Enfeksiyon primer olarak digki ile kontamine gida ve suyun
tiiketimi ile bulagsmaktadir. Bulas kisiden kisiye ger¢eklesmez (Zarakolu, 2016).

Enterohemorajik (EHEC) ve Diger Shiga Toksin Olusturan STEC E. coli

Suslari

Genellikle 1lik aylarda ve 5 yas alti cocuklarda goriilmektedir. Gelismis
iilkelerde en sik hastalik olusturan suslardir ve enfeksiyon kontamine gidalarin

alinmasiyla bulasir. Enfeksiyonun baslamasi icin 100'den az bakterinin alinmasi



yeterlidir ve kisiden kisiye bulag mimkiindiir. Olusturdugu enfeksiyonlar; hafif,
komplike olan diyareden, ciddi karin agrisi ve kanli ishal ile seyreden hemorajik kolite
kadar farklilik gosterebilir. Ayrica Shiga toksinini iretebildigide bilinmektedir
(Zarakolu, 2016).

Enteroagregativ E. coli (EAEC)

Geligmekte olan iilkelerde akut ve kronik ishale yol agabilir (Gur, 2015).
EAEC suslarinin patogenezi tam anlasilamamustir (Findik, 2008).

Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

Bu bakteriler kolon epitelini invaze ederek hastaliga neden olmaktadir.
Genellikle gelismekte olan iilkelerde goriilen hastalik, kalin barsaklar1 tutar ve tipik
dizanteri tablosuna yol acar (Tlnger ve ark., 2005).

Uriner Sistem Enfeksiyonlar:

Uriner sistem enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan etkenler arasinda E. coli
bulunmaktadir. Bobrekte, lireterde ya da mesanede bakterinin kolonize olmasi
sonucunda driner sistemi enfeksiyonu gelisebilir (Tunger ve ark., 2005).

Toplumsal ya da hastanede kazanilmis idrar yolu enfeksiyonlarinin en sik
karsilagilan etkenidir (Tlnger ve ark., 2005). Geng¢ kadinlardaki ilk idrar yolu
enfeksiyonlarinin ortalama %90'dan sorumludur. Saglikli olan kisilerde bobrek ve
mesane enfeksiyonlar1 O antijen tipi ile ilgilidir ve suslar kolonizasyon ve
enfeksiyonlarin olusumunu saglayan 6zgiil viriilans faktorlerine sahiptir. Bu E. coli
suslar1 Uropatojenik olarak tanimlanmaktadirlar (Giir, 2015).

Menenjitin ve Diger Yaygin Enfeksiyonlar

K1 kapsul antijeni bulunan, E. coli suslar1 yeni dogan menenjitine neden
olabilmektedir. Yeni doganlar E. coli ve B grubu streptokoklar tarafindan olusturulan
menenjitlere yatkinlik gostermekle birlikte yaslilarda E. coli'ye bagli menenjit

vakalarina nadiren rastlanmaktadir (Erdem, 1999).

2.1.4 E. coli ST131 Klonu

Son yillarda farkli iilkelerde tespit edilen E. coli ST131 klonu, yakin bir
zamana kadar bilinmiyordu. ST131 gunumdizde ekstraintestinal patojenik E. coli
izolatlar1 arasinda 6nemli bir klondur. Bu klon izolatlarinin yaygin olarak CTX-M-15
gibi genis spektrumlu-laktamazlar tirettigi ve florokinilonlar basta olmak iizere cesitli

antibiyotiklere direngli olduklar1 bilinmektedir. E. coli ST131 klonu yayilmasi, 2000



yili basindan bu yana hem toplum hem de hastane ortamlarinda GSBL Ureten E. coli
izolatlarinda diinya capinda bir artisa neden olmustur (Nicolas ve ark., 2014).

E. coli ST131 klonu idrar yolu enfeksiyonlarinda, tedavi basarisizliginin
goOstergesidir ve ayrica ortaya ¢ikan kiiresel direngle de iliskili olarak diisiiniilmektedir
(Can ve ark., 2015). Bunun yaninda kan dolasimi enfeksiyonlarina neden olan izolatlar
arasinda da diinya c¢apinda hizla artmaktadir (Can ve ark., 2016)

ST131 klonu 6zellikle florokinolon direnciyle iligskilendirilmekle birlikte, E.
coli izolatlarinda antibiyotik direncinin yayilimina Onemli katki sagladigi
diistiniilmektedir. Yayiliminin 6nlenmesi, yeni diren¢ genleri kazanip kazanmadiginin
tespiti, etkili ampirik antibiyotik tedavi seceneklerinin belirlenmesi ve antibiyotik
direncinin kontroliinde yeni stratejilerin gelistirilmesi igin bu klonun takip edilmesi
onemli gorulmektedir. Cok ilaca direng ve bu direncin global yayilimi nedeniyle,
onemli halk saghigi tehdidi haline gelen E. coli ST131 klonunun rezervuarlarinin
saptanmasi, risk faktorleri ve diren¢ aktarim yollarinin anlasilabilmesi arastirilmasi
gerek 6nemli konular arasindadir (Cizmeci ve ark., 2018).

E. coli ST131 klonu ile ilgili galismalar {ilkemizde de son yillarda
yapilmaktadir (Can ve ark., 2016; Aktas ve ark., 2017; Cizmeci ve ark., 2018; Demirci
ve ark., 2019). Bununla birlikte tGlkemizdeki yiiksek antimikrobiyal dirence katkisinin
daha fazla arastirilmasi, antimikrobiyal direncin kontrolii igin stratejiler gelistirebilmek

icin gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Aktas ve ark., 2017)

2.2. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL)

Beta-laktamaz  Uretimi, Gram-negatif  bakterilerde  beta-laktam
antibiyotiklere kars1 gelisen direncte en o©6nemli mekanizmadir. Genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar gram negatif bakterilerde sefalosporinlere direncte 6ne
¢ikan mekanizma olmus ve bu durum Klinik bir sorun haline gelmistir. Plazmid
kontroliinde olan GSBL'ler, bir¢cok penisilin ve sefalosporini hidrolize etme
ozelliginde olan enzimlerdir (Gir, 2009).

GSBL pozitif mikroorganizmalar; sepsis, Uriner sistem ve solunum yolu
enfeksiyonu basta olmak {izere bircok enfeksiyona neden olabilmektedir. Bu
mikroorganizmalara bagli olarak gelisen enfeksiyonlarda, hastanede kalis siiresi
uzamakta, mortalite ve tedavi giderleri artmaktadir. Ayrica GSBL (reten

mikroorganizmalarla infeksiyon riski 0Ozellikle yogun bakim {initelerinde Yyatan



hastalarda daha sik gelismektedir. Bunun yaninda transplantasyon hastalari, onkoloji
hastalar1, yanikli olgular ve yenidoganlarda sik goriilir (Esen, 2009).

Tarama testlerinde GSBL pozitif olan bakterilerde diger bazi direng
mekanizmalarida bulunabilmektedir (Gur, 2009). GSBL'lerin in vitro tespitleri icin
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri olan ¢ift disk sinerji yontemi
tilkemizde siklikla kullanilan bir tarama yontemi olmakla birlikte, uygulamada
kullanilan diskler arasindaki mesafe sonucu etkileyebilmektedir. GSBL'nin
tanimlanmasinda kullanilan tarama ve dogrulama testler Tablo 1 'de toplu olarak

gosterilmistir (Gur, 2009).

Tablo 1. GSBL'nin tanimlanmasinda kullanilan tarama ve dogrulama testleri (Gur, 2009)

Test Yontem ve yorum

Tarama
Cift disk yaklastirma veya  Ucgiincii kusak sefalosporin diski amoksisilin-klavulanik asit diskinden 30 mm

cift disk sinerji testi uzaga yerlestirilir. inhibisyonda artma GSBL varligin1 gésterir.

) ) ) Tek basina ve klavulanik asit ile kombine 2 disk kullanilir. Kombinasyon diski
Kombinasyon disk testi

kullanimu ile inhibisyon zonunda >5 mm'lik artis olmas1 GSBL varligini gosterir.

Mikrodillisyon 1 pg/mL 3. kusak sefalosporin igeren buyyonda iireme GSBL varligin1 gosterir.

Dogrulama

. Tek bagia ve klavulanik asit ile kombine 3. kusak sefalosporinin MiK'i.
MIK sivi diliisyon .
Kombinasyon MIK'inde > 3 diliisyon azalma GSBL varligin1 gosterir.

Bir tarafinda seftazidim, diger tarafinda seftazidim-klavulanik asit igeren ikili serit.

E-test (MiK GSBL i o e N
Eger kombinasyondaki MIK'in tek bagina seftazidim MIK'ine oran1 >8 ise, bir

seritleri) o .

hayalet zon olusursa veya her ikisi de varsa GSBL bulundugu kabul edilir.
Otomatize cihazlar MiK'leri dlger ve seftazidim varligindaki iireme ile seftazidim-klavulanik asit
(6rn. VITEK) varligindaki tiremeyi kiyaslar.

Molekiler (DNA problari, TEM ve SHV genlerinin degisik varyantlarini saptamak i¢in 6zgiil niikleotid
PCR, RFLP) dizilerini belirler.




2.2.1 Cift Disk Sinerji Yontemi

GSBL iiretiminin arastirilmasinda  ¢ift disk sinerji  yontemi sik
kullanilmaktadir. Test dilecek mikroorganizma 0.5 McFarland bulanikliginda
ayarlandiktan sonra Mueller hinton agar besiyerine yayma ekim yapilir. Merkeze
amoksisilin-klavulanik asit diski, ondan 20 mm uzakta olacak sekilde de seftazidim,
seftriakson ve sefotaksim diskleri yerlestirilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibasyondan
sonra degerlendirmeye alinir. Seftazidim, seftriakson ve sefotaksim disklerinin etrafinda

olusan inhibisyon zonunun, amoksisilin-klavulanik asit diskine dogru genislemesi

GSBL varlig1 olarak kabul edilir (Giir, 2009; Oztiirk ve ark., 2010).

2.3. Gergek-Zamanh PZR

Polimeraz zincir reaksiyonunun temel prensibi; cift iplikli bir DNA
molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi seklinde
aciklanabilir. Primerler hedef dizilere diisiik sicaklik derecelerinde baglanabilir. Kalip
DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiili; DNA polimeraz enzimi, uygun
tampon ve dort c¢esit deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3’
hidroksil ucundan uzamasi saglyarak sentezlemis olur (Ar1, 2003).

Bu yontem, PZR cihazlarinin ve kimyasal bilesenlerin mevcudiyeti ile birlikte,
diinya ¢apinda tercih edilen bir ara¢ olarak kullanilmaya baslanmistir. PZR’nin icadi,
biyolojinin ¢esitli alanlarindaki arastirmalar1 biiyikk Ol¢lide artirmustir ve birgcok
arastirma alaninda mevcut insan bilgisine 6nemli 6l¢iide katkida bulunmustur (Kralik ve
Ricchi, 2017).

Ginimizde PZR kullanim alanlarina ornek olarak; kalitsal hastaliklarda
tasiyici ve hasta gruplarinin genotip analizleri, klinik 6rneklerde patojen organizmalarin
saptanmasl, adli tip, klonlama ve gen anlatimi arastirmalari, verilebilir (Gurkan ve ark.,
2017).

Gergek zamanli PZR, niikleik asit amplifikasyonu ile ayni1 anda artis gdsteren
floresans sinyalin dl¢iilmesiyle kisa siirede, kantitatif sonug verebilen PZR yontemidir
(Durmaz, 2001). Bu yontemde reaksiyon siiresince veri toplanmasi ve bu verilerin
analizinin ayni anda yapilabilmesi saglamaktadir. Amplifikasyon iglemi baglatilmadan
once DNA boyalar1 ya da floresan problar gibi analiz igin gerekli olan reaktifler PZR

karisimina eklenir ve veriler, amplifikasyon siliresince ayni tlip i¢inden ve ayni cihaz ile



toplanir. Kapali bir sistem oldugundan dolayr 6rnegin ¢ikarilmasina, ornek transferi
yapilmasina, reaktif eklenmesi ve jel ayirimina ihtiyag¢ yoktur (Dolapgi, 2006).

Gergek zamanli PZR isleminde, PZR sonrasin da bir islem olmadigindan
dolay1 nlkleik asit yontemleri icin gerekli olan sureyi kisalmaktadir. Buna ek olarak
amplifikasyon ve tespit islemi ayni kapali tiipte olusacagindan, amplikon ile laboratuvar
arasinda olusabilecek olan kontaminasyonlar 6nlenmis olacaktir. Ayrica gergcek zamanl
PZR islemi sayisal tespite uygundur ve flriin birikimi log fazinda erken analiz
yapabilmektedir (Kilig, 2007).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1.Cahsmaya Dahil Edilen izolatlar

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirma ve Etik Kurul
25.06.2018 tarihinde verdigi B.30.2.0DM.0.20.08/1720-1794 sayili izni ile
yirttilmistiir (Ek1).

Calismaya dahil edilen izolatlar, Ocak 2017 - Ocak 2018 tarihleri arasinda
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
rutin gonderilen materyallerden elde edildi. Calismada anlamli sonug alinabilmesi igin
yogun bakim ve yogun bakim digi servislerde yatan hastalarin 6rneklerinden, GSBL
pozitif ve nagatif izolatlar sayisal olarak birdirine yakin secilmeye caligildi. Sonug
olarak ¢alismaya 100'i yogun bakim ve 100'i yogun bakim dis1 servislerden gonderilen
orneklerden izole edilen toplam 200 E. coli susu dahil edildi. Suslar saklama
besiyerinde, calisihincaya kadar -20°C'de saklandi. Ayrica bu izolatlarin hangi

servislerden gonderildigi ve hangi materyallerden izole edildigi de tespit edildi.
3.2. Metot

3.2.1 Bakterilerin Tanimlanmasi

Calismamiza dahil etigimiz izolatlara rutin tanimlama islemi yapildi.
Tanimlama basamaklar1 su siraya gore yapilmistir; drnekler %5 'lik koyun kanli agar
(bioMérieux, France) ve EMB (bioMérieux, France) agara ekildi; ekimi yapilan besiyeri
plaklar1 35°C'de 18-24 saat inkiibasyona birakildi; inkiibasyon sonugunda iireyen
bakteriler ~degerlendirmeye alindi. Uremis olan kolonilerin tiir diizeyinde

tanimlanabilmesi i¢in Vitek-MS (bioMérieux, France) sistemi kullanildi.

3.2.2. Antibiyotik duyarhhk

E. coli'ler igin rutin antibiyotik duyarliligi, iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda Vitek 2 Compact (bioMérieux, France) otomatize sisteminde c¢alisildi.
Bunun i¢in izolatlar %5 koyun kanli besiyerinde tretildi ve sonra 0,5 MacFarland
bulaniklilia ayarlayarak calismaya alindi. Otomatize sistemden alinan GSBL duyarlilik

sonuglari ¢ift disk sinerji yontemi ile dogrulandi.
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3.2.3. Cift Disk Sinerji Yontemi

Cift disk sinerji testi (CDST) ile GSBL varliginin saptanmast su sekilde
yapildi: -20°C'de saklama besiyerinde bulunan suslar kanli agar besiyerine pasajlandi ve
36°C'de bir gece inkibe edilerek Uretildi. Safligindan emin olunan kiiltiirlerden, CDST
icin 0,5 MacFarland bulanikliliginda siispansiyon hazirlandi ve Mueller-Hinton agar
(Oxoid, Ingiltere) besiyerine yayma ekimi yapildi. Daha sonra besiyerinin merkezine
amoksisilin-klavulanik acid, merkez ile aralarindaki uzakliklar 20 mm olacak sekilde
seftazidim, seftriakson ve sefotaksim diskleri yerlestirilerek 36°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakildi. Seftazidim, seftriakson ve sefotaksim disklerinin etrafinda olusan
inhibisyon zonunun, amoksisilin-klavulanik asit diskine dogru genislemesi GSBL
varlig1 olarak kabul edildi (Gur, 2009; Oztirk ve ark., 2010).

3.2.4. Molekdler Yontemler

E. coli izolatlarinda DNA Ekstraksiyonu

Calismaya dahil edilen E. coli suslarinin DNA ekstraksiyon islemi
Tchesnokova ve arkadaglarinin (2015) kaynatma yontemi modifiye edilerek yapildi.
Bunun icin Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerine ekilen bakterilker 20-22 saat
36°C'de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi iiremis olan bakterilerden bir 6ze
dolusu alinarak; icerisinde 300 pl steril distile su bulunan mikrosantrifij tlptne
aktarildi. Vorteks islemi uygulanilarak bakteriler siispanse edildi. Homojen hale gelen
karisim, 98°C'ye ayarl kuru blokta 10 dakika bekletildi. islem sonunda mikrosantrifriij
tiipleri santrifiij cihazina yerlestirilip; 10.000 rpm'de 4°C'de 10 dakika santrifiij islemi
uygulandi. Daha sonra siipernatantlar temiz tiiplere toplandi ve NanoDrop (Thermo,
USA) cihazi ile dlgiilerek saflik konotrolii yapildi. Yeterli saflikta bulunmayan DNA
ekstraktlar tekrar eksraksiyon islemine alindi, yeterli safli§a sahip olan DNA 6rnekleri,

Gergek-Zamanli PZR islemine kadar -20°C'de saklamaya alind1.

3.2.5. Gergek-Zamanh PZR islemi

E. coli ST131 klonunun tespit edilebilmesi icin Gergek-Zamanli PZR
(BIORAD, ABD) islemi uygulandi. PZR isleminde Dhanji ve arkadaslarinin primer
setleri kullanildi (Dhanji, 2010). Primer setlerinin baz dizileri Tablo 2 'de

gorulmektedir.
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Tablo 2. Primer setlerinin baz dizileri

Primer Ad1 Primer Dizisi
ST131TF (5’-GGTGCTCCAGCAGGTG-37)
ST131TR (5>-TGGGCGAATGTCTGC-3%)
ST131AF (5’-GGCAATCCAATATGACCC-3)
ST131AR (5’-ACCTGGCGAAATTTTTCG-3%)

Gergek-Zamanli PZR isleminde karisim igerigi asagidaki sekilde hazirlandi;
. Cyber Green (BIORAD) 5ul

o F primer 0,5 ul
o R primer 0,5 ul
. Su 2 ul
e DNA 2 ul

Gergek-Zamanli PZR isleminde uygulanan 1s1 dongiileri asagidaki gibi uygulandi;

e 08°C 3 dk
e 95°C 15 sn 40 dongu
e  60°C 20 sn

PZR isleminden sonra iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda Melting Curve

analizi yapildi1 ve sonuglar yorumlandi.

3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

E. coli ST131 kolnunun tespid edilme sikligi, yogun bakim ya da yogun bakim
dis1 servislerde yatma ve GSBL {iretip iiretmeme ile iliskisi Ki Kare testi kullanilarak
aragtirtldi. Analizler SPSS Statistics versiyon 21 paket program kullanilarak yapildi.
Anlamlilik diizeyi P<0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Servisler ve Materyallerin Dagilim

Calismamiza 200 E. coli izolati1 dahil edilmistir. Yogun bakim dis1 servisler;
%43’1i dahiliye, %24’ acil, %7’si liroloji, %6°s1 genel cerrahi, %5°1 ¢ocuk hastaliklari,
%41 enfeksiyon, %4’ kardiyoloji ve %7’de diger servisler (noroloji, gogiis
hastaliklari, beyin cerrahisi, kadin dogum) seklinde siralanmistir. Yogun bakim dist
servislerin sayis1 ve orani Tablo 3 ve Sekil 1’de toplu olarak verilmektedir. Yogun
bakim dis1 servislerden dahil edilen 100 E. coli izolt1 %711 tam kan, %24’ idrar, %4’
yara siriintiisii, %1°1 eksuda kiiltlirtinden izole edildi. Yogun bakim dis1 servislerden
gonderilen materyallerin oran1 ve sayisi Tablo 4 ve Sekil 2’de toplu olarak
verilmektedir. Yogun bakimdan g¢alismaya dahil edilen 100 izolatin; %42’si idrar,
%291 tam kan, %12’si TAK, %7’ yara siirlintiisii, %3’ steril viicut sivisi, %7’si kulak
kiiltiiriinden izole edilmistir. Yogun bakimdan gonderilen materyallerin orani ve sayisi

Tablo 5 ve Sekil 3’de toplu olarak verilmektedir.
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Tablo 3. Yogun bakim dis1 servislerin dagilimi

Yogun Bakim Dis1
Materyal n
Dahiliye 43
Acil 24
Uroloji 7
Genel Cerrahi 6
Pediyatri 5
Enfeksiyon 4
Kardiyoloji 4
Diger 7
Toplam 100
50
45
40 -
35 A
30 -
25 A
20 -
15 A
10 A
5 -
Sl BN BN BN BN BN ae B B
A N Q> Q N S
S\ O ) S X O 22
N g . o> < . -Q O N
& & & & & °
& <&
©

Sekil 1. Yogun bakim dis1 servislerin dagilimi
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Tablo 4. Yogun bakim dis1 servisinden gelen 6rneklerin dagilimi

Yogun Bakim Dis1

Materyal n
Kan kilturt 71
Idrar kiiltiirii 24
Yara kultiru 4
Eksuda 1
Toplam 100
80

Kan kaltir

70
60

50

40

30

20

10 I

0 . — .

idrar kiltiirt Yara kaltiirt Eksuda

Sekil 2. Yogun bakim dis1 servisinden gelen 6rneklerin dagilimi
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Tablo 5. Yogun bakimdan gelen 6rneklerin dagilimi

Yogun Bakim
Materyal n
Kan kultlrt 29
Idrar kiiltiirii 42
TAK 12
Yara surtntusu 7
Kulak kltira 7
Steril viicut s1visi 3
Toplam 100
45
40
35
30
25 -
20 -
15 -
10 -
- i B
0 - : — .
Kan kaltird  idrar Yara Kulak  Steril viicut
kaltlra strlntlisi  kaltara SIVISI

Sekil 3. Yogun bakimdan gelen 6rneklerin dagilimi
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4.2. GSBL sonuclari

Yogun bakim orneklerinden izole edilen ve ¢alismaya dahil edilen suslarin
%51'inin GSBL f{irettigi, %49 izolatin GSBL iiretmedigi ¢ift disk sinerji yontemi ile
dogrulanmistir. Yine ayni ydntemle yogun bakim disindaki servislerden gelen
orneklerden izole edilen ve calismaya dahil edilen suslarin %35'inin GSBL iirettigi,
%65'inin ise GSBL tiretmedigi tespit edilmistir. Sekil 4’de bizim ¢aligmalarimizdan elde

edilen GSBL iireten ve iliretmeyen izolatlara ait iki adet 6rnegin fotografi goriilmektedir.

Sekil 4. Cift-disk sinerji yontemi ile GSBL pozitif ve negatif izolatlar (a: GSBL negatif; b: GSBL pozitif)

4.3. Gergek-Zamanh PZR sonuglar:

Yogun bakimda yatan hastalardan izole edilen 100 sustan 17 tanesi E. coli
ST131 klonu olarak tespit edilmistir. Bu suslardan GSBL pozitif olan 51 izolatin 15
(%29.4) tanesi, GSBL negatif olan 49 izolatin 2 (%4.1) tanesi E. coli ST131 klonu
olarak tespit eilmistir.

Yogun bakimda dis1 servislerde yatan hastalardan izole edilen 100 susun 13
tanesi E. coli ST131 klonu olarak tespit edilmistir. Bu suslardan GSBL pozitif olan 35
izolatin 12 (%34.3) tanesi, GSBL negatif olan 65 izolatin 1 (%1.5) tanesi E. coli ST131
klonu olarak tespit eilmistir.

Yogun bakim ve disi1 servislerden izole edilen tiim susglarda tespit edilen ST131

klonu oranlar1 Sekil 5 ve 6'da goriilmektedir.
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Yogun Bakim

H Pozitif M Negatif

%29.4
%4.1

GSBL ST131

Sekil 5. Yogun bakim servisinden gelen drneklerin GSBL pozitif ve negatiflerin, ST131 klonuna

gore dagilimi

Yogun Bakim Disi

B Pozitif M Negatif

GSBL ST131

Sekil 6. Yogun bakim dis1 servislerinden gelen &rneklerin GSBL pozitif ve negatiflerin, ST131

klonuna gore dagilimi

Sekil 7'de Gergek-Zamanli PZR ¢alismasinin melting curve analizi grafiklerine

ornekler verilmektedir.
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Sekil 7. Ust ve alttaki sekillerde AF/AR (79.0-79.5°C), TF/TR (80.0-80.5°C) melting curve

analizi grafikleri

Tablo 6 ve 7°de yogun bakim ve dis1 servislerde yatan hastalardan izole edilerek
calismaya dahil edilen E. coli suslarmin AF/AR ve TF/TR bolgeleri pozitiflikleri ve

buna bagli olarakta ST131 klonu tespit edilen izolatlar toplu olarak verilmektedir.
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Tablo 6. Yogun bakim izolatlarinin Gergek-Zamanh PZR sonuglar

AF/AR pozitif (79.0- TF/TR pozitif (80.0- ST131 (AF/AR ve TF/TR
79.5°C) 80.5°C) pozitif)
2 7 7
7 8 8
8 9 10
10 10 11
11 11 12
12 12 20
20 20 26
21 26 28
22 28 30
26 30 38
28 38 44
30 44 45
38 45 47
44 47 62
45 62 74
47 74 84
52 84 95
57 95

62
69
73
74
76
83
84
95
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Tablo 7. Yogun bakim dis1 izolatlarin Ger¢ek-Zamanli PZR sonuglart

AF/AR pozitif (79.0- TF/TR pozitif (80.0- ST131 (AF/AR ve TF/TR
79.5°C) 80.5°C) pozitif)
3 3 3
5 6 6
6 9 9
9 10 10
10 11 11
11 16 16
16 61 45
38 64 61
45 66 64
56 45 66
61 74 74
64 95 92
66 92 95
41
67
73
74
83
92
95
100

Tablo 8'de tlim izolatlarin toplu sonuglari, Tablo 9’da da tim sonuglarin genel
degerlendirilmesi verilmektedir.
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Tablo 8. Tiim izolatlarin toplu sonuglari

No Servis GSBL ST131
1 Yogun Bakim ) -
2 Yogun Bakim ) -
3 Yogun Bakim ) -
4 Yogun Bakim + -
5 Yogun Bakim + -
6 Yogun Bakim ) -
7 Yogun Bakim +
8 Yogun Bakim +
9 Yogun Bakim + -

10 Yogun Bakim + +

11 Yogun Bakim + +

12 Yogun Bakim + +

13 Yogun Bakim + -

14 Yogun Bakim + -

15 Yogun Bakim + -

16 Yogun Bakim ) -

17 Yogun Bakim + -

18 Yogun Bakim ) -

19 Yogun Bakim ) -

20 Yogun Bakim ) +

21 Yogun Bakim + -

22 Yogun Bakim ) -

23 Yogun Bakim ) -

24 Yogun Bakim ) -

25 Yogun Bakim + -

26 Yogun Bakim + +

27 Yogun Bakim + -

28 Yogun Bakim + +

29 Yogun Bakim ) -

30 Yogun Bakim + +

31 Yogun Bakim ) -

32 Yogun Bakim ) -

33 Yogun Bakim ) -

34 Yogun Bakim + -

35 Yogun Bakim + -

36 Yogun Bakim + -

37 Yogun Bakim + -

38 Yogun Bakim ) +

39 Yogun Bakim ) -

40 Yogun Bakim ) -

41 Yogun Bakim ) -
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Tablo 8. Tiim izolatlarin toplu sonuglar1 (Devami)

No Servis GSBL ST131
42 Yogun Bakim ) -
43 Yogun Bakim + -
44 Yogun Bakim +

45 Yogun Bakim +

46 Yogun Bakim ) -
47 Yogun Bakim + +
48 Yogun Bakim + -
49 Yogun Bakim ) -
50 Yogun Bakim -
51 Yogun Bakim -
52 Yogun Bakim ) -
53 Yogun Bakim + -
54 Yogun Bakim ) -
55 Yogun Bakim ) -
56 Yogun Bakim ) -
57 Yogun Bakim ) -
58 Yogun Bakim ) -
59 Yogun Bakim ) -
60 Yogun Bakim ) -
61 Yogun Bakim + -
62 Yogun Bakim +
63 Yogun Bakim ) -
64 Yogun Bakim -
65 Yogun Bakim + -
66 Yogun Bakim ) -
67 Yogun Bakim + -
68 Yogun Bakim ) -
69 Yogun Bakim ) -
70 Yogun Bakim + -
71 Yogun Bakim ) -
72 Yogun Bakim ) -
73 Yogun Bakim ) -
74 Yogun Bakim + +
75 Yogun Bakim ) -
76 Yogun Bakim ) -
77 Yogun Bakim + -
78 Yogun Bakim ) -
79 Yogun Bakim + -
80 Yogun Bakim + -
81 Yogun Bakim + -
82 Yogun Bakim ) -
83 Yogun Bakim + -
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Tablo 8. Tiim izolatlarin toplu sonuglar1 (Devami)

No Servis GSBL ST131
84 Yogun Bakim + +
85 Yogun Bakim -
86 Yogun Bakim -
87 Yogun Bakim ) -
88 Yogun Bakim ) -
89 Yogun Bakim + -
90 Yogun Bakim ) -
91 Yogun Bakim ) -
92 Yogun Bakim + -
93 Yogun Bakim ) -
94 Yogun Bakim ) -
95 Yogun Bakim + +
96 Yogun Bakim ) -
97 Yogun Bakim + -
98 Yogun Bakim -
99 Yogun Bakim ) -
100 Yogun Bakim + -
101 Yogun Bakim Dis1 + -
102 Yogun Bakim Dis1 - -
103 Yogun Bakim Dist +
104 Yogun Bakim Dis1 + -
105 Yogun Bakim Dist - -
106 Yogun Bakim Dis1 + +
107 Yogun Bakim Dist - -
108 Yogun Bakim Dis1 - -
109 Yogun Bakim Dis1 + +
110 Yogun Bakim Dis1 + +
111 Yogun Bakim Dis1 + +
112 Yogun Bakim Dis1 - -
113 Yogun Bakim Dist - -
114 Yogun Bakim Dig1 + -
115 Yogun Bakim Dist - -
116 Yogun Bakim Dis1 + +
117 Yogun Bakim Dis1 - -
118 Yogun Bakim Dis1 - -
119 Yogun Bakim Dis1 - -
120 Yogun Bakim Dis1 - -
121 Yogun Bakim Dis1 - -
122 Yogun Bakim Dis1 - -
123 Yogun Bakim Dis1 - -
124 Yogun Bakim Dis1 - -
125 Yogun Bakim Dis1 - -
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Tablo 8. Tiim izolatlarin toplu sonuglar1 (Devami)

No Servis GSBL ST131
126 Yogun Bakim Dis1 - -
127 Yogun Bakim Dist - -
128 Yogun Bakim Dig1 + -
129 Yogun Bakim Dist - -
130 Yogun Bakim Dig1 + -
131 Yogun Bakim Dist - -
132 Yogun Bakim Dis1 - -
133 Yogun Bakim Disi + -
134 Yogun Bakim Dig1 + -
135 Yogun Bakim Dist - -
136 Yogun Bakim Dis1 - -
137 Yogun Bakim Dist - -
138 Yogun Bakim Dis1 - -
139 Yogun Bakim Dist - -
140 Yogun Bakim Dis1 + -
141 Yogun Bakim Dist - -
142 Yogun Bakim Dis1 - -
143 Yogun Bakim Dist - -
144 Yogun Bakim Dis1 - -
145 Yogun Bakim Dis1 + +
146 Yogun Bakim Dis1 - -
147 Yogun Bakim Dist - -
148 Yogun Bakim Dis1 - -
149 Yogun Bakim Dist - -
150 Yogun Bakim Dis1 + -
151 Yogun Bakim Dist - -
152 Yogun Bakim Dis1 - -
153 Yogun Bakim Dist - -
154 Yogun Bakim Dis1 - -
155 Yogun Bakim Dist - -
156 Yogun Bakim Dis1 - -
157 Yogun Bakim Dist - -
158 Yogun Bakim Dis1 - -
159 Yogun Bakim Dis1 - -
160 Yogun Bakim Dis1 - -
161 Yogun Bakim Dis1 - +
162 Yogun Bakim Disi + -
163 Yogun Bakim Disi + -
164 Yogun Bakim Dis1 + +
165 Yogun Bakim Disi + -
166 Yogun Bakim Dis1 + +
167 Yogun Bakim Dis1 - -
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Tablo 8. Tiim izolatlarin toplu sonuglari (Devami)

No Servis GSBL ST131
168 Yogun Bakim Dig1 + -
169 Yogun Bakim Dist - -
170 Yogun Bakim Dis1 - -
171 Yogun Bakim Disi + -
172 Yogun Bakim Dig1 + -
173 Yogun Bakim Disi + -
174 Yogun Bakim Dig1 + +
175 Yogun Bakim Dist - -
176 Yogun Bakim Dig1 + -
177 Yogun Bakim Dist - -
178 Yogun Bakim Dis1 + -
179 Yogun Bakim Dist - -
180 Yogun Bakim Dis1 - -
181 Yogun Bakim Dist - -
182 Yogun Bakim Dis1 - -
183 Yogun Bakim Dist - -
184 Yogun Bakim Dis1 - -
185 Yogun Bakim Dis1 + -
186 Yogun Bakim Dis1 - -
187 Yogun Bakim Dist - -
188 Yogun Bakim Dis1 - -
189 Yogun Bakim Dis1 + -
190 Yogun Bakim Dis1 -
191 Yogun Bakim Dist - -
192 Yogun Bakim Dis1 + +
193 Yogun Bakim Dist - -
194 Yogun Bakim Dig1 + -
195 Yogun Bakim Dist +
196 Yogun Bakim Dis1 - -
197 Yogun Bakim Dist - -
198 Yogun Bakim Dis1 - -
199 Yogun Bakim Dist - -
200 Yogun Bakim Dis1 + -
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Tablo 9. Tiim sonuglarin genel degerlendirilmesi

Yogun Bakim izolatlar Yogun Bakim Dis1 izolatlar
n =100 n =100
GSBL + GSBL - GSBL + GSBL -
n=>51 n=49 n=35 n==65
(%) (%) (%) (%)
E. coli ST131 15 2 12 1
(29.4) (4.1) (34.3) (1.5)
E. coli ST131 disa 36 47 23 64
(70.6) (95.9) (65.7) (98.5)
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5. TARTISMA

Enterobacteriaeceae ailesi icerisinde bulunan E. coli, bitin doku ve organlara
yerlesip cesitli enfeksiyonlara neden olabilen bir mikroorganizmadir. Bu nedenle klinik
mikrobiyoloji laboratuarlarinda en ¢ok izole edilen bakteriler arasindadir. Idrar yolu
enfeksiyonu, neonatal menenjit, sepsis, turist diyaresi, yara yeri enfeksiyonlari,
immunsuprese hastalarda hastane kokenli pnémoniler ve peritonitler siklikla
olusturduklar1 enfeksiyonlardandir (Levent B., 2009).

Yogun bakim iinitelerinde hastane enfeksiyon orani farklilik gostermekle
birlikte bu enfeksiyonlarin ¢ogunlugunu, pmomoniler (%30) ve Uriner sistem
enfeksiyonlart  (%25) olusturmaktadir (Topgu ve ark., 2008). Uriner sistem
enfeksiyonlarma neden olan E. coli, yogun bakim finitelerinde etkenler arasinda ilk
sirada yer alir (Besirbellioglu ve ark., 2009).

E. coli gram negatif, GSBL uretebilme ihtimali olan ve enfeksiyon etkeni
olarak sik kargimiza ¢ikan mikroorganizmalardandir. Ayrica diger mikroorganizmalara
direncini yayabilme 6zelliginden dolayi, Ozellikle hastane ortaminda morbidite ve
mortalitesi yiiksek, tedavisi zor ve maliyetli hastane enfeksiyonlarina neden olmaktadir
(Duman ve ark., 2010).

Bayraktar ve arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 ¢alismada ¢esitli klinik 6rneklerden
izole edilen 1640 Enterobacteriaceae susu iginde GSBL pozitif olan 200 izolatin, 141
(%70.5)’ini E. coli, 51 (%26)’ini Klebsiella pneumoniae, 5 (%2.5)’ini Enterobacter
spp., 1 (%0.5)’ini Citrobacter freundii, 1 (%0.5)’ini Klebsiella oxytoca ve 1 (%0.5)’ini
Proteus mirabilis olarak tanimlamislardir. Ayrica GSBL pozitif E. coli ve Klebsiella
spp. suslarinda CTX-M enzimlerinin yiliksek oranda bulundugunu saptamiglardir.

Bektas ve arkadaslar1 (2018) yaptiklari ¢alismada GSBL iirettigi bilinen 100 E.
coli izolatinda beta-laktamaz genlerin varligini aragtirmiglaridr. Sonugta CTX-M %92
oranla en sik saptanan diren¢ geni olarak bulunmustur.

Mizrak¢r ve arkadaglart (2013) vyaptiklar1 ¢alismada GSBL ireten K.
pneumoniae ve E. coli izolatlarmin gastrointestinal kolonizasyon igin risk faktorlerini
arastirmiglardir. Sonug olarak bu iki tiirin GSBL pozitif olan izolatlar1 ile enfeksiyon
gelisme riskini yogun bakimda uzun siire kalan hastalarda anlamli olarak yiiksek

bulmusglardir.
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E. coli ST131 klonu, diinya ¢apinda yayilan, antimikrobiyal direncli enfeksiyona neden
olan bir pandemik klondur. Yaptiklar1 hastaliklarin klinik spektrumuna bakildiginda,
diger E. coli'lere benzer olarak, idrar yolu enfeksiyonlarinin daha baskin oldugu goriliir.
Bu klonun yapmis oldugu hastaliklar; sistitten hayati tehdit eden sepsise kadar
degisebilir. Ayrica enfeksiyonu her yastan gurubunda gorulebilir (Rogers ve ark., 2011).

E. coli ST131 yuksek riskli bir klon da tanimlanan tim 6nemli 6zelliklere
sahiptir ve uluslararas1 yiiksek riskli klonun en 6nemli 6rnegi olabilir (Mathers ve ark.
2015). Yiiksek risk tasityan bu klonun siirveyansi, antibiyotik direncinin artmasi,
enfeksiyon kontrolii ve dnlemlerin alinmasi ilk hedefler arasinda yer alir (Nicholas ve
ark. 2014). Saglik kuruluslarinin; kendi hasta profilini, hastane florasini olusturan
mikroorganizmalar1 ve bunlarin diren¢ paternlerini bilmesi, dogru stratejiler
gelistirmesini saglayacaktir (Sardan., 2008).

Tiirkiye’de ilk kez 2008 yilinda, Yumuk ve arkadaslari tarafindan yaplan
calismada GSBL iireten 17 E. coli izolatindan birinin ST131 klonu oldugu bildirilmistir
(Yumuk ve ark., 2008).

Can ve arkadaslar1 tarafindan 2016 yilinda yapilan ve kan kiltliriinden izole
edilen 297 E. coli susunu kapsayan g¢alismalarinda, izolatlarin 49 (%16)’smin ST131
klonuna ait oldugu tespit edilmistir. Tiim izolatlardaki GSBL pozitifligini %45, GSBL
ureten izolatlardaki ST131 klonu oranini %31 olarak tespit etmislerdir. Ayrica
aragtirmacilar ST131 prevalansinin 4 yilda %13'ten %23'e yiikseldigi belirtmislerdir.
Sonu¢ olarak arastirmacilar E. coli ST131 konunun diinya ¢apinda kan kiiltiiri
izolatlarinda hizlica arttig1 goriisiinii bildirmislerdir (Can ve ark.,2016).

Zaman icinde E. coli ST131 Kklonunu tespit edebilmek igin farkli methotlar
gelistirilmeye ¢ahisilmistir. Ornegin Lafeli ve arkadaslari 2015 yilinda Mass
Spektromekrik bir yontem ile galisarak, 40 ST131 klonunun 39'unu; 49 non-ST131'in de
49'unu dogru tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica MALD-TOF MS ile ST131
izolatlarinin laboratuvarda kolay ve hizli tespit edilebilecegini, bununda multi-drug
rezistan E. coli izolatlarinin, infeksiyon kontrol énlemlerine katki saglayacagi goriisiine
varmiglardir (Lafolie ve ark., 2015).

Can ve arkadaglar idrar yolu enfeksiyonu etkeni 294 E. coli izolatin1 dahil
ettikleri ¢alismada ST131 klonunu arastirmislardir. Calismaya dahil ettikleri tiim
izolatlardan 35 tanesini (%12) ST131, 259 tanesini non-ST131 olarak tespit etmislerdir.
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ST131 olarak tespit edilen E. coli izolatlarindan 21 (%60) tanesi GSBL pozitif iken,
non-ST 131 izolatlarn 49 (%19) tanesinin GSBL drettigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar sonug¢ olarak idrar yolu enfeksiyonlarinda E. coli ST131 klonunun
kiiresel direncle dogrudan iliskili oldugu ve tedavi basarisizliginda belirleyici bir
gosterge oldugu goriisiine varmiglardir. Ayrica E. coli ST131'in erken ve hizli tespiti
idrar yolu enfeksiyonu tedavisinde yararli olacaginida vurgulamiglardir (Can ve ark.,
2015).

Demirci ve arkadaglar1 ayaktan ve yatan hastalarin idrar 6rneklerinden elde
ettikleri 101 E. coli izolatinda ST131 klonu varligini arastirmiglardir. Arastirmacilar
calismaya dahil edttikleri tim hastalarin 23 (%22.27)’tinii ST131 olarak tespit
etmislerdir. Yatan 42 hastanin 14 (%33,33)'lin de, ayaktan 59 hastanin 9 (%15.25)'un da
ST131 klonu tespit etmislerdir. Arastirmacilar ST131 klonuna ait E. coli suslarinin
molekiiler tekniklerle takip edilmesinin klinisyenleri destekeleyecegini vurgulamiglardir
(Demirci ve ark. 2019).

Aktas ve arkadaslar1 (2017) galismalarina idrar yollar1 enfeksiyonlarindan izole
edilen GSBL pozitif 203 E. coli 6rnegi dahil etmislerdir. Calismada E. coli ST131
klonuna dahil olan izolatlarmn MALDI-TOF MS ve Gergek-Zamanli PZR kullanarak
arastirmak ve iki metodun sonuclarinin karsilastirilmas: yapislardir. Calismanin
sonunda 203 6rnegin 81'i (%39.9) PZR ile, 75'i (%36.9) ise MALDI-TOF MS ile ST131
klonu olarak tanimlanmislardir.  MALDI-TOF MS sonuglari, PZR ile
karsilagtirdiklarinda duyarlilik 9%92.6, 6zgiillik %100, pozitif prediktif deger %100,
negatif prediktif deger %95.3 olarak bulundugunu agiklamiglardir. Calismanin
sonundaki yorumlarindan biri MALDI-TOF MS'in yiiksek riskli klonlarin tespitinde
faydali bir yontem oldugu seklindedir.

Cizmeci ve arkadaglart GSBL pozitif E. coli izolatlarinda ST131 klonu varlig:
ve bunun tespitinde MALDI-TOF MS sisteminin duyarliligini arastirmislardir.
Calismalarina 251" idrar, 50'si idrar dis1 olmak {izere 301 E. coli susu dahil etmislerdir.
Calisilan suglarda GSBL {iretimini gostermek icin ¢ift disk sinetji yOntemini
kullanmiglardir. TUm izolatlarda ST131 klonunu tespit etmek icin hem gergek-zamanl
PZR yontemiyle hem de MALDI-TOF MS yontemiyle c¢alisarak sonuglari
karsilagtirmiglardir. GSBL iireten 301 E. coli izolatinin 110 (%36.6)'u PZR ve 92
(%30.6)'si MALDI-TOF MS ile ST131 klonu olarak tespit etmislerdir. Idrar érnekleri
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ile idrar dis1 6rnekler arasinda ST131 goriilmesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptayamamislardir. MALDI-TOF MS ydnteminin ST131 klonunun tespitinde %84
duyarli, %100 6zgiil, %100 pozitif tahmin degeri ve %92 negatif tahmin degeri tespit
etmisglerdir. Sonug olarak yiiksek riskli bu klonun daha fazla arastirilmasiin antibiyotik
direncinin kontroliinde yeni stratejilerin gelistirilmesinde faydali olacagi goriisiinii
bildirmislerdir. Ayrica MALDI-TOF MS yonteminin E. coli ST131 klonunun tespitinde
yararli bir yontem oldugu sonucuna varmislardir (Cizmeci ve ark. 2018).

Ismail ve arkadaslar1 idrar yolu enfeksiyonu (IYE) tanis1 almis 221 geng
kadindan izole edilen E. coli izolatlarmin 65 (%29,4)'ini ST131 klonu olarak
saptamiglardir. Ayrica ST131 klonundaki izolatlarin diger ST klonlarindan kinolonlara
karst daha direngli (%6.2'ye karst %1.3) olarak tespit etmisler, ancak
trimetoprim/sulfametaksazol de boyle bir fark olmadigini belirtmislerdir (%15,4'e karsi
%15,0) (Ismail ve ark., 2018).

Al-agamy ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada 152 E. coli izolatinda GSBL
pozitifligi, ST131 klonunu varligi ve Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) ile
epidemiyolojik olarak tiplendirilmesi amaglanmistir. Bu izolatlarin 31 tanesini fenotipik
metodlarla GSBL pozitif olarak bulmuslardir. Bu 31 GSBL iireten E. coli izolatinin 29
farkli pulstip ve 20 (%64.5)’sin1 de ST131 klonu olarak bulmuslaridir (Al-Agamy ve
ark., 2014).

Calismamiza dahil edilen 200 izolattan 30 (%]15) tanesi E. coli ST131 izolati
olarak tespit edilmistir.

Calismamiz sonucunda, yogun bakimda yatan hastalardan izole edilen E. coli
suglarindan GSBL pozitif olan 51 izolatin 15 (%29.4) tanesi, GSBL negatif olan 49
izolatin 2 (%4.1) tanesi E. coli ST131 klonu olarak tespit edilmistir. Yogun bakim dis1
servislerde yatan hastalardan izole edilen suslardan GSBL pozitif olan 35 izolatin 12
(%34.3) tanesi, GSBL negatif olan 65 izolatin 1 (%1.5) tanesi E. coli ST131 klonu
olarak tespit edilmistir.

Yapilan istatistiksel c¢alismada yogun bakimda ya da yogun bakim dis1
servislerde yatan hastalardan izole edilen E. coli suslari arasinda ST131 klonu
goriilmesi agisindan anlamli bir fark saptanmamistir (p:0,55). Bu baglamda hastanemiz
yogun bakim servislerinde saglik hizmeti aliyor olmak E. coli ST131 klonu agisindan

Oonemli bir risk faktorii olarak gérilmemektedir.
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Calismaya dahil edilen izolatlarin GSBL iiretmeleri ya da iiretmemelerine gore
istatistiksel bir degerlendirme yapildiginda; 86 GSBL potitif izolatin 27 (%31.4)’si, 114
GSBL negatif izolatin 3 (%2.6)’1 E. coli ST131 klonu olarak tespit edilmistir.

Yapilan istatistiksek c¢alismada izolatlarin GSBL iiretip lretmemesi ST131
goriilme siklig1 agisindan anlamli bulunmustur (p:0,001).

GSBL ureten E. coli’nin etken olarak karsimizi ¢iktigi enfeksiyonlarda, tedavi
acisindan yiiksek riskli olarak degerlendirilen ST131 klonun gorilme ihtimali 6ne
cikmaktadir. Enfeksiyona neden olan izolatlarin GSBL uretmeyen E. coli suslar1 olmasi
halinde, ST131 klonu olmas1 diisiik bir olasilik olarak goriilmektedir.

Tedavi agisindan yiiksek riskli olarak gorilen E. coli ST131 izolatinin saglik
kuruluslarinda oranimmin ve epidemiyolojik yayiliminin bilinmesi, bu izolatlarla
miicadelede kilit rol oynamaktadir. Bu izolatlarin varligi ve dagilimimnin tespiti, tedavi
protokollerinin gelistirililebilmesine katki saglayabilecektir.

Yeni ve daha kapsamli verilere ulasilabilmesi i¢in, genigletilmis ve molekiiler

epidemiyolojik ¢alismalarla desteklenmis verilere ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiza dahil edilen 200 izolattan 30 (%]15) tanesi E. coli ST131 izolati
olarak tespit edilmistir.

Yogun bakimda yatan hastalardan elde edilen, 51 GSBL fireten izolatin 15
(%29.4) tanesi, 49 GSBL iiretmeyen izolatin 2 (%4.1) tanesi E. coli ST131
klonu olarak tespit edilmistir.

Yogun bakimda dis1 servislerde yatan hastalardan edilen edilen, 35 GSBL
iireten izolatin 12 (%34.3) tanesi, 65 GSBL iiretmeyen izolatin 1 (%]1.5) tanesi
E. coli ST131 klonu olarak tespit edilmisti.

Yogun bakimda ya da yogun bakim dis1 servislerde yatan hastalarda ST131
klonu goriilmesi agisindan istatitiksel olarak anlamli bir fark saptanmamastir.
Calismaya dahil edilen izolatlarin GSBL iiretmeleri ya da iiretmemelerine gore
bir degerlendirme yapildiginda; 86 GSBL potitif izolatin 27 (%31.4)’si, 114
GSBL negatif izolatin 3 (%2.6)’1i E. coli ST131 klonu olarak tespit edilmistir.
Izolatlarn GSBL iiretip iiretmemesi ST131 goriilme sikligi acisindan
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p:0,001).

Bu konunun daha 1iyi anlasilabilmesi i¢in genisletilmis ve molekiiler

epidemiyolojik ¢aligmalarla desteklenmis yeni verilere ihtiyag vardir.
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