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OZET

Cocuk Idrar Orneklerinden Escherichia coli izolasyonu; Genislemis Spektrumlu
Beta-Laktamaz Pozitif izolatlarin Antibiyotik Duyarliiklari, Direnc ile Viriilens
Genlerinin Analizi ve Filogenetik Gruplarimin Belirlenmesi

Yakin zamanlardaki akademik ¢alismalar incelendiginde, enfeksiyon tiirleri arasinda
{iriner sistem enfeksiyonlarmin yaygin oldugu gériilmektedir. Ozellikle cocuklarda
siklik bakimindan ikinci sirada yer alan {iriner sistem enfeksiyonlarinin en onemli
etkeni ise E. coli olarak a¢iklanmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Kafkas Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesinin ¢esitli polikliniklerine idrar yolu enfeksiyonu
sikayetiyle basvuran cocuklardan alinan idrar orneklerinin farkli 6zelliklerinin
incelenmesidir. Calismada, 1077 idrar 6rnegi incelenmis ve bunlarin 350 tanesinde,
bakteri iremesi tespit edilmistir. Bu izolatlardan 237 tanesi E. coli olarak
tanimlanmustir. Cift Disk Sinerji Testi ile 80 adet E. coli izolatinda GSBL varlig1
saptanmistir. Elde edilen GSBL pozitif izolatlarin antibiyogram duyarlilik
incelemelerinde, 16 farkli antibiyotik diski kullanilarak gerceklestirilmistir. Daha
sonra bu izolatlar igerisinde direng genlerinin varligi PCR yontemleri ile incelenmis
ve bu amagla TEM, SHV, CTX-M ve OXA-2 diren¢ genleri arastirilmistir.
Arastirmada ayrica, GSBL pozitif E. coli izolatlarinda pap, sfa, cnf, aer ve hly viriilens
genlerinin varligi, multipleks PCR yoOntemiyle incelenmistir. Son asamada ise,
kullanilan E. coli izolatlarinin hangi filogenetik grupta oldugunun belirlemesi
multipleks PCR yontemi ile yapilmistir. GSBL pozitif izolatlarin antibiyogram
testinde Ampisilin, 63 (%78,8) direng orani ile en fazla direngle karsilagsan antibiyotik
olmustur. Bunu, 49 izolat (%61,3) ile Sefazolin, Sefiksim, Seftazidim, Sefuroksim
aksetil takip etmistir. 48 izolatta (%60) Seftriakson direnci ile karsilagirken, Sefepim
icin bu deger 46 izolat (%57,5) olmustur. Amoksisilin-klavulanik asite karsi belirlenen
diren¢ miktar1 30 (%37,5) olarak belirlenmistir. Buna yakin bir deger ise, 28 izolat ile
(%35) Trimetoprim-sulfametoksazole kars1 elde edilmistir. Siprofloksasin 10 (%12,5),
Levofloxacin 9 (%11,3), Gentamisin 7 (%8,8), Tazobaktam piperasillin 3 (%3,8),
Amikasin ve Nitrofurantoine 2 (%2,5) oraninda direng gosteren E. coli izolati
belirlenmistir. Fosfomisine direngli izolat belirlenmemistir. GSBL pozitif 80 E. coli
izolatinin 79 tanesinde PCR yontemi ile direng geni varligi belirlenmistir. En fazla
rastlanan direng geni 69 izolat (%86,3) ile TEM olurken, 39 izolat (%48,8) ile SHV
ikinci sirada yer almistir. CTX-M direng genini bulunduran E. coli izolatlarinin sayisi
ise 20 (%25) olarak bulunmustur. En diisiik direncin ise 8 izolat (%10) ile OXA-2
direng genine oldugu belirlenmigstir. Viriilens genlerini belirlemek i¢in yapilan PCR
incelemelerinde, sirasiyla aer 41 (%51,2), pap 35 (%43,8), cnf 15 (%18,8), sfa ve hly
9 (%11,3) oraninda tespit edilen viriilens genler olmustur. E. coli izolatlarinin
filogenetik gruplandirmasinda ise en fazla B2 filogenetik grubuna ait izolat
belirlenmistir 51 (%63,7). Ikinci sirada ise B1 filogenetik grubuna ait E. coli izolatlari
yer almistir 15 (%18,8). A ve D filogenetik grubuna ait E. coli izolatlarinin sayis1 ise
7 (%8,8) olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, idrar yolu enfeksiyonuna sebep
olan GSBL pozitif E. coli izolatlarin direng ve viriilens genleri ile filogenetik grup
bakimindan farkliliklarin olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Cocuk, Idrar yolu enfeksiyonlari, E. coli, Antibiyotik duyarliligs,
Virtilens geni, Filogenetik siniflandirma



SUMMARY

Escherichia coli Isolation from Child Urine Samples; Antibiotic Sensitivity of
Expanded Spectrum Beta-Lactamase Positive Isolates, Analysis of Resistance and
Virulence Genes and Determination of Phylogenetic Groups

When recent academic studies are examined, it is seen that urinary tract infections are
common among types of infections. E. coli is the most important cause of urinary tract
infections, which ranks second in frequency, especially in children. The aim of this
study is to examine the different characteristics of urine samples taken from children
who applied to various polyclinics of Kafkas University Research and Application
Hospital with the complaint of urinary tract infection. In the study, 1077 urine samples
were examined and bacterial growth was detected in 350 of them. 237 of these isolates
were identified as E. coli. ESBL was detected in 80 E. coli isolates with the Double
Disk Synergy Test. Antibiogram susceptibility studies of ESBL positive isolates were
performed using 16 different antibiotic discs. Then, the presence of resistance genes
in these isolates was investigated by PCR methods and for this purpose, TEM, SHV,
CTX-M and OXA-2 resistance genes were investigated. In addition, the presence of
pap, sfa, cnf, aer and hly virulence genes in ESBL positive E. coli isolates was
investigated by multiplex PCR method. In the last stage, the phylogenetic group of E.
coli isolates used was determined by multiplex PCR method. In the antibiogram test
of ESBL positive isolates, Ampicillin was the antibiotic that encountered the most
resistance with a resistance rate of 63 (%78,8). This was followed by Cefazolin,
Cefixime, Ceftazidime, Cefuroxime axetil with 49 isolates (%61,3). While 48 isolates
(%60) encountered Ceftriaxone resistance, this value was 46 isolates (%57,5) for
Cefepime. The amount of resistance against Amoxicillin-clavulanic acid was
determined as 30 (%37,5). A value close to this was obtained with 28 isolates (%35)
against Trimethoprim-sulfamethoxazole. Ciprofloxacin 10 (%12,5), Levofloxacin 9
(%11,3), Gentamicin 7 (%8,8), Tazobactam piperacillin 3 (%3,8), E. coli isolates were
determined to be resistant to Amikacin and Nitrofurantoin at a rate of 2 (%2,5).
Fosfomycin resistant isolate has not been identified. Resistance gene presence was
determined by PCR method in 79 of 80 ESBL positive E. coli isolates. While TEM
was the most common resistance gene with 69 isolates (%86,3), SHV ranked second
with 39 isolates (%48,8). The number of E. coli isolates containing the CTX-M
resistance gene was found to be 20 (%25). The lowest resistance was determined to be
OXA-2 resistance gene with 8 isolates (%10). In PCR examinations performed to
determine virulence genes, aer 41 (%51,2), respectively; pap 35 (%43,8), cnf 15
(%18,8), sfa and hly were virulent genes detected in 9 (%11,3). In the phylogenetic
grouping of E. coli isolates, the highest number of isolates belonging to the B2
phylogenetic group was determined 51 (%63,7). E. coli isolates belonging to the B1
phylogenetic group took the second place 15 (%18,8). The number of E. coli isolates
belonging to the A and D phylogenetic group was determined as 7 (%8,8). The results
obtained showed that there may be differences between resistance and virulence genes
and phylogenetic groups of ESBL positive E. coli isolates that cause urinary tract
infection.

Key Words: Child, Urinary tract infections, E. coli, Antibiotic susceptibility, Viriilens
gene, Phylogenetic classification
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1. GIRIS
1.1. Amac¢ ve Kapsam

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), giiniimiizde siklikla rastlanan bakteri kaynakli
enfeksiyonlar arasindaki yerini muhafaza etmektedir. Bu enfeksiyon tedavi ve
hastanede yatma siiresini bagli olarak, énemli bir ekonomik yiikii de beraberinde
getirmektedir (McGowan, 2001; Ejrnaes, 2011). Yapilan ¢alismalarda diinyada her
y1l 150 milyon insanin IYE’den dolay1 yiiksek maliyetler ddedigi bildirilmektedir
(Flores-Mireles ve ark., 2015; Terlizzi, Gribaudo ve Maffei, 2017).

Idrar yolu enfeksiyonlarinin 6zellikle cocuklarda yaygin olarak ortaya ¢iktigi,
yasa bagli olarak ortaya ¢ikma sikliklariin degistigi ve 6zellikle kiz ¢ocuklarinda bu
oranin yiiksek seyrettigi bilinmektedir (Ginsburg ve McCracken, 1982; Kandur ve
Kiipeli, 2003; Mahony ve ark., 2020).

Enfeksiyonun hangi bakteri/bakterilerle yaygin hale geldigi incelendiginde en
onemli etkenin Gram negatif bir bakteri olan Escherichia coli (E. coli) oldugu
belirtilmektedir (Ginsburg ve McCracken, 1982; Ogedey, 2011).

Idrar yolu enfeksiyonlarinda E. coli yaygin enfeksiyon etkeni olmasinin yani
sira antibiyotik direnci gelistirmesi agisindan da 6nemli bir bakteri konumundadir.
Diren¢ durumu, antibiyotigin bakteriye etki etmemesinden kaynaklanabilecegi gibi,
onceden antibiyotige kars1 duyarli bir bakterinin zaman i¢inde ¢esitli mekanizmalar
nedeni ile ayn1 antibiyotige kars1 direng gelistirmesi seklinde de olabilir.

Gram negatif bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirmesi saglik
acisindan bir dezavantaj ve toplumun sagligmi tehdit eden bir unsur olarak
goriilmektedir. Farkli yollarla direng mekanizmalar1 gelistiren Gram negatif
bakterilerde ¢oklu ilag direnci saglik alanindaki endiselerin artmasina neden
olmaktadir. Zira bakteriler tarafindan diren¢ gelistirilen antibiyotik sayisi1 hizla
artarken yeni antibiyotik gelisiminin ayni hiza sahip olmadig1 goriilmektedir (Talbot
ve ark., 2006).

Bakteriler tarafindan direng gelistirilen antibiyotik sayisinin her gecen giin
artmasi ve yeni iiretilen antibiyotiklerin bunu karsilamakta yetersiz olmasi hastane ve
sosyal yasam alanlarinda enfeksiyon kontrolii sorunlaria sebep olmaktadir. Ozellikler

toplum kokenli enfeksiyonlara bakildiginda, genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)



tireten E. coli gibi bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlara rastlama sikligi artig
gostermektedir (Woodford ve ark., 2004). Mpelle ve ark. (2019) yapmis olduklari
calismada 89 E. coli izolati ile ¢alismiglardir. Bu izolatlarin antibiyotik direng
ozellikleri ve GSBL varligi PCR yontemi ile incelenmis ve izolatlarin 43 adetinde
GSBL pozitifligi saptanmaigtir.

E. coli tarafindan tretilen GSBL, farkli mekanizmalarla antibiyotiklere kars1
direng gelistirmektedir. Ozellikle; penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve
karbapenemler gibi antibiyotiklerin etkinligi GSBL enzimleri tarafindan
engellenmektedir. Bu nedenle E. coli enfeksiyonlarinda gelisigiizel tedavi 6nermek,
GSBL direnci ile karsilasma sikligini da artiran bir uygulama olacaktir (Hosoglu ve
ark., 2007; Coban ve ark., 2014; Ates, 2019).

Idrar yolu enfeksiyonlarina iligkin Tiirkiye’de 2019 yilinda 783 ve 2020 yilinda
417 galisma yapilmistir. Yurt dist kaynakli makale sayisi ise 2019 yil1 igin 54900 ve
2020 yili i¢in 29600 olarak belirlenmistir. Yine c¢ocuklarda {iriner sistem
enfeksiyonlar1 konulu Tiirkiye’de yapilan makale sayisina bakildiginda 2019 yilinda
283 ve 2020 yilinda ise 166 makaleye rastlanmistir. Yurt dis1 kaynakli olarak 2019
yilinda cocuklara yonelik idrar yolu enfeksiyonu caligmasi 22100 olurken, 2020
yilinda bu say1 14200 olarak elde edilmistir (https://scholar.google.com).

Hem ¢ok yaygin bir ¢alisma alani olmasit hem de toplumu tehdit eden bir
yaninin olmasi arastirma konusunun “cocuklarda idrar yolu enfeksiyonlar1” ile ilgili
olmasinda en oOnemli etkendir. Yapilan literatiir incelemeleri sonucunda Kars
evreninde bu konu ile ilgili sistematik bir calismaya rastlanmamustir.

Bu c¢alismanin amaci, Kars ili Kafkas Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezinin farkli polikliniklerine idrar yolu enfeksiyonu sikayeti ile gelen,
0-18 yas aralifindaki ¢ocuklardan aliman idrar numunelerinin farkli 6zelliklerinin
incelenmesidir. Bu amacla ¢alisma farkli kategorilere ayrilmis ve ¢alismada amaca
ulasabilmek i¢in alt amaglar su sekilde belirlenmistir:

1- Toplanan idrar numunelerinin igerisinden klasik yontemlerle E. coli
izolatlarmnin belirlenmesi,

2- Izole edilen E. colilerin elde edildigi ¢ocuklara ait demografik 6zelliklerin

istatistiksel olarak irdelenmesi.


https://scholar.google.com/

3- Elde edilen E. coli izolatlarinin antimikrobiyal duyarliliklarmin Disk
Difilizyon Yontemiyle ve GSBL enzim aktivitelerinin varliginin Cift Disk Sinerji Testi
ile tespit edilmesi,

4- Elde edilen E. coli izolatlarinda TEM, CTX-M, SHV, OXA-2 tipi GSBL
enzimlerini kodlayan antibiyotik direncinde rol oynayan bazi genlerin molekiiler
yontemler ile arastirilmast,

5- Elde edilen E. coli izolatlarinin UPEC (Uropatojenik Escherichia coli) pap,
cnf, sfa, aer ve hly viriilens genlerinin tespit edilmesi,

6- E. coli izolatlarinin molekiiler yontemler ile chuA, yjaA ve TspE4C2

priemerleri kullanilarak filogenetik gruplandirmasinin yapilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. idrar Yolu Enfeksiyonlar

Idrar Yolu Enfeksiyonu (IYE), ¢esitli mikroorganizmalar1 bulagmasi sonucu,
normal sartlarda steril olan idrarin ve idrar yollarmin enfekte olmasidir. Cocukluk
déneminde solunum sistemi enfeksiyonlarindan sonra en sik karsilagilan enfeksiyon
kaynakl1 hastaliktir. Enfeksiyonun yeri ve etkeninin bilinmesi tedavi ve prognozu
etkilemektedir (Hansson ve Jodal, 2004; Tiirkiye Milli Pediatri Dernegi Cocuk
Nefroloji Dernegi Ortak Kilavuzu, 2014).

Klinik olarak lokasyonuna gore; sistit, piyelonefrit ve asemptomatik bakteritiri
olmak tizere ii¢ temel tanim vardir (Elder, 2016).

1. Sistit: Sik ve agrili idrar yapma gibi bulgularla birlikte genellikle atesin eslik
etmedigi mesane mukozasinin enfeksiyonudur. Enfeksiyon, liretra ve mesane gibi alt
idrar yollarina yerlesmistir. Genel semptomlar1 sikisma, sik idrara ¢ikma, diziiri,
suprapubik agr1 seklindedir (Hansson ve Jodal, 2004; Jantausch ve Kher, 2007).

2. Piyelonefrit: Halsizlik, ates ve titreme gibi bulgularin yani sira sirt ve yan

agrisinin da eslik ettigi bobrek parankim dokusu ile toplayici sistemin
enfeksiyonlaridir (Rubin ve Tolkoff-Rubin, 1996; Hansson ve Jodal, 2004). Bazen tek
semptom ates olabilir (Elder, 2016).

3. Asemptomatik bakteriiiri: Tiim yas grubu c¢ocuklarda siklikla gdriilen

IYE’dir (Edelmann ve ark., 1973). Goriilme siklig1 yasa bagl olarak degismekte olup,
okul oncesi donem kiz cocuklarinda daha sik goriilmektedir. Bu oran erkek
cocuklarinda %0,04-0,5 ve kiz ¢ocuklarinda ise %0,8-1,8 olarak bildirilmektedir.
Asemptomatik bakteriiirilerin tedavilerine yonelik yapilan ¢aligmalarda uzun donemli
izlenimlerinde tedavi almayan ve tedavi alanlar arasinda anlaml1 bir iligki bulunmadig:
ve enfeksiyonun tekrarlanmasinin devam ettigi ifade edilmistir (Wettergren, Jodal ve
Jonasson,1985; Wettergren ve ark., 1990). Bu sebepte 6tiirii asemptomatik bakteritirili
hastalara herhangi bir tedavi onerilmemektedir (Hanson ve ark., 1981; Hansson ve

ark., 1989).



2.1.1. Epidemiyoloji

Cocukluk déneminde IYE’nin gériilme siklig1, enfeksiyonun semptom gosterip
gostermemesine, yas durumuna, cinsiyete, tan1 yontemlerine ve toplumun kiiltiirel
yapisina gore degisiklik gostermektedir. Ates bulgusu olup 2 yasa kadar olan
cocuklarda goriilme siklig1 %3-5°dir. IYE, lyasindan kiiciik kiz ¢ocuklarinda %7
oraninda gortliirken, 1 yasindan biiyiiklerde bu oran %8’e yiikselmektedir. 1 yasindan
kiigiik erkek cocuklarinda %3 oraninda goriiliirken, 1 yasindan biiylik olanlarda bu
oran %2’ye diismektedir. Siinnet olmamis ¢ocuklarda goériilme sikligr 10 kat daha
fazladir (Bensman, Dunve ve Ulinski, 2009; Tirkiye Milli Pediatri Dernegi Cocuk
Nefroloji Dernegi Ortak Kilavuzu 2014). Yenidogan donemi disinda biitiin yaslarda
goriilme sikligr kizlarda erkekler oranla daha yiiksektir. Bunun sebebi kizlarin
anatomik yapisindan kaynakli olarak iiretranin daha kisa olusu ve bunun fekal yoldan
assendan bulagsmay1 kolaylastirmasidir. Yeni dogan dénemde ise iiriner sisteme ait
dogumsal anomalilerin goriilme siklig1 erkek ¢ocuklarda daha yiiksek oldugu i¢in, IYE
prevalansi kizlara gore daha yiiksek seyretmektedir (Bratslavsky ve ark., 2004). IYE
kiz cocuklarinda tekrarlanma riski %40 iken, erkek cocuklarinda bu oran %32°dir. iki
sene icinde tekrarlama goriilmeyen vakalarda bu oran %27’ye, iic sene de
goriilmeyenlerde %18’¢ ve dort sene sonunda %5’e kadar diismektedir (Stull ve
Lipuma, 1991). Bunlarin disinda iseme bozukluklari, mesane kapasitesi, konstipasyon,
cesitli anatomik bozukluklar ve iiriner tikanikliklar gibi nedenler IYE igin risk

olusturmaktadir (Bratslavsky ve ark., 2004; Bensman ve ark., 2009).

2.1.2. Etiyoloji

Tiim yas gruplarinda IYE’nin gelismesinde siklikla karsilasilan etkenlerin
basinda Gram negatif enterik bakteriler gelmektedir. Bu bakterilerin biiyiik bir kismi1
bagirsak florasina ait bakterilerdir. Enfeksiyonlarin %80-90’1ndan Enterobacteriaceae
familyasindan Escherichia coli (E. coli) sorumludur (Zorc, Kiddoo ve Shaw, 2005;
Edlin ve ark., 2013). Diger sik goriilen etkenler Klebsiella spp, Proteus spp,
Staphylococcus saprophyticus ve Enterobacter spp ‘dir (Lin ve ark., 2000; Sastre ve
ark., 2007). 1IYE’de nadir rastlanan etkenler ise Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus spp, Staphylococcus spp ve Grup B streptokoklar olarak belirtilmistir
(Abrahamsson ve ark., 1993).



IYE’den hastanede tedavi goren hastalarda en sik rastlanan etken %50°lik oran
ile yine Escherichia coli iken diger etkenlerin Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter,
Serratia, Pseudomonas aeruginosa, Providencia, Enterococcus ve Staphylococcus
epidermidis oldugu bildirilmistir (Cattell, 1998). IYE etkenlerinin gériilme siklig1 ile
ilgili tilkemizdeki yapilan bir ¢alismada ilk sirada Escherichia coli (%54), sonrasinda
onu Klebsiella (%17,2) ve Proteus spp (%12,1)’in takip ettigi bildirilmistir (Gokge ve
Biyikli, 2006). Bakteriyel etkenler disinda nadir goriilmekle birlikte, viriislerden
adenovirus, enterovirus, coxsackievirus, echovirus, mantarlardan ise candida tiirleri de
IYE’ye neden olabilirler (Stamm, 2001; Wald, 2014).

2.1.3. Patogenez

Normal sartlarda iiretranin distal u¢ kismi hari¢ iiriner sistem sterildir.
Peritiretral alanda bulunan bakteriler farkli yollardan enfeksiyon olustururlar

(Wippermann ve ark., 1991; Fernandes ve Duarte, 2002).

1- Assendan yol: Idrar yolu enfeksiyonlarinin yaklasik %90 ninin ortaya ¢iktig
sistemdir. Yasamin ilk li¢ aymdan sonra enfeksiyon siklikla bu yolu takip eder.
Uretranin etrafinda patojen mikroorganizmalarin birikimi normal olarak enfeksiyon
ortamini saglanmaktadir. Bu mikroorganizmalar {iretranin giris kismindan mesaneye
yayilim gosterirler. Burada hastalik olusturabilecek bakteri sayisina ulastiklarinda
tireterden renal pelvise ve bu yolu takip ederek parankime dogru ilerleme gosterirler.
Bu durum vezikoiireteral reflii (idrarin bobreklere ve iireterlere dogru geri akmasi)
varliginda daha belirgin hale gelir (Oksiiz, 2009). Bu durum kiz ¢ocuklarinda daha
hizli seyreder. Bunun sebebi kiz ¢ocuklarinda iiretranin kisa, diiz anatomiye sahip
olmasidir. Tali bir etken ise kizlarda iiretranin rektuma mesafesinin yakin olmasidir
(Arman, 2008). Erkek cocuklar1 siinnet olmadiginda siinnet derisi altina kolonize olan
mikroorganizmalar enfeksiyon etkeni olabilmektedir (Hansson ve ark., 1998).

2- Hematojen yol: Yenidogan ¢ocuklarda mikroorganizmalar iiriner sisteme

kan yolu ile ulagabilmektedir. Cok sik rastlanmayan bir enfeksiyon tiirii olmasina
ragmen sepsis sirasinda iiriner sistemin enfekte olmasi sonucu gelisir. Yenidogan
haricindeki ¢ocuklarda ise Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus ve
bazi Serratia tiirleri kan yolu ile idrar yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir

(Hansson ve ark., 1998; Arman, 2008; Oksiiz, 2009).



3- Lenfatik yol: Idrar yollarmna lenf yoluyla yayilma rektum, kolon ve uterus

civarindaki lenf bezlerinden olur. Bu enfeksiyonlarin primer sebepleri karin ve pelvis
bolgesindeki enfeksiyonlar oldugu diisiiniilmektedir (Arman, 2008).

4- Dogrudan yayilim: Fistiil (Cilt ve bagirsak arasinda normalde olmamasi

gereken bir ¢ikintinin olugsmasi) zaman zaman vajina veya bagirsaklardan idrar yoluna
dogru girisim yapar. Fistiiliin tasidig1 mikroorganizmalar ile bobregi enfekte etmesi

sonucu olusan enfeksiyonlardir (Hansson ve ark., 1998; Taskesen ve Bayazit, 2009).

2.1.4. IYE Gelisimini Etkileyen Faktorler

Enfeksiyonun gelisiminde etkili olan faktorler konaga ait olanlar ve
mikroorganizmaya ait olanlar olmak iizere iki sekilde irdelenmektedir (Jack, 2000;
Emre, 2002).

Konaga Ait Faktorler: IYE gelisimde etkili olan faktdrlerden olan konaga ait

faktorler konagin dogal savunma mekanizmalar1 ve konaga ait predispozan faktorler
olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Konagin dogal savunma mekanizmalari irdelendiginde; {iriner sisteme ulagan
mikroorganizmalarin enfeksiyona sebep olmasi i¢in mikroorganizmanin sahip oldugu
viriilens faktorler ve konagin savunma mekanizmasinda var olan defektler oldukca
onemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Tekrar eden IYE mikroorganizmaya ait
olan nedenlerden ¢ok, konak¢inin savunma sistemlerindeki yetersizlik nedeniyle
meydana gelmektedir (Akkurt, 2018).

Idrarin sahip oldugu antibakteriyel koruma mekanizmalari hem in vitro hem de
in vivo ortamlarda etkili olmaktadir. Idrarin osmolaritesinin yiiksek olusu, organik
asitin yogunlugu, icerigindeki iire konsantrasyonunun yiiksekligi ve pH’min diisiik
olmasi idrarin sahip oldugu en 6nemli koruyucu faktorlerdir (Rubin ve Tolkoff-Rubin,
1996; Cattell, 1998). idrarda glikoz ve serbest demirin olmayis1 bakteriyel gogalmaya
karst bir diger koruyucu 6zelligidir (Wippermann ve ark., 1991; Rubin ve Tolkoff-
Rubin, 1996).

Bobregin korteks bolgesi medullar bolgesine gore enfeksiyonlara karsi daha
fazla direnglidir. Medullar bolgenin enfeksiyona daha yatkin olmasinin nedenleri, kan
akiminin diisiik olusu, yiiksek diizeydeki amonyum konsantrasyonu, yiiksek

osmolarite ve pH’ mn diisiik olmasidir. Medullar bdlgenin sahip oldugu bu 6zellikler



hiicresel ve humoral yaniti olumsuz etkileyerek enfeksiyonun gelismesine neden
olmaktadir (Rubin ve Tolkoff-Rubin,1996; Cattell, 1998).

Konagin bdbreklerinde ve {riner sisteminde mikroorganizmaya Kkarsi
olusturulan immiin yanit IYE’nin siddetini ve enfeksiyonun seyrini belirleyecektir. Bu
yanit mikroorganizmanin enfeksiyon olusturmasina engel olmak i¢in 6nemlidir. Fakat
verilen yamtin fazla olmas1 bobreklerin hasarma yol agabilir. Uropatojen 6zellikteki
bakteriler iiriner sistemdeki epitelyum hiicrelere tutunarak inflamatuvar yanitin
baglamasimi uyarir. Bu sekilde stokin ile kemokin salinmasi baslar (Jantausch,
O’Donnell ve Wiedermann, 2000; Svanborg ve ark., 2001).

Konaga ait predispozan faktorlere bakildiginda ise iiriner anatominin 6nemli
bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Kizlarda iiretranin erkeklere oranla daha kisa
olmasi1 asendan yoldan bakterilerin yayilmasini daha kolay kilmaktadir. Yetersiz
hijyen, yanlis yapilan perine bakimi, paraziter hastaliklar sonucu olusan lokal
iltihaplanma gibi nedenler enfeksiyon olusumunu artiran sebeplerdir (Jack, 2000;
Emre, 2002; Shaikh ve ark., 2008).

Bir diger enfeksiyona zemin hazirlayic1 faktoér ise prepisyum ve siinnet
durumudur. Yapilan calismalarda siinnetin IYE riskinde azalmaya neden oldugu
bildirmektedir (Wiswell ve Roscelli, 1986). Atesli IYE geciren 2 aylik erkek
bebeklerin %75’ nin siinnet olmadig: ifade edilmistir (Ginsburg ve McCracken, 1982).
Siinnet olmayan ¢ocuklarda IYE sikligmin siinnet olan gocuklara oranla 3-7 kat fazla
oldugu belirtilmistir (To ve ark., 1998; Newman ve ark., 2002). Prepisyumun
mukozasinin tutunma yeteneginden Gtiirii patojen mikroorganizmalar i¢in 1y1 bir doku
olabileceginden 6tiirii siinnetin IYE sikligin1 azaltacag: ileri siiriilmektedir (Wiswell
ve ark., 1988; Fussell ve ark., 1988).

Iseme disfonksiyonun konaga ait diger bir predispozan faktér oldugu
bilinmektedir. Anatomik ve norojenik olarak normal olan ¢ocuklarin anormal iseme
paternine iseme disfonksiyonu denilmektedir. Bu durum IYE acisinda bir risk
faktoriidiir. Mesanenin tam bosalmamasi1 nedeniyle iiropatojen bakteriler burada
enfeksiyona zemin hazirlarlar (Loening-Baucke, 1997; Hellerstein ve Linebarger,
2003).

Idrar akiminin engellenmesi sonucu ortaya cikan fonksiyonel ve yapisal

degisikliklere iiriner obstriiksiyon denilmektedir. Bu durum IYE’ye zemin hazirlayan



onemli faktorlerden biridir. Bu hastalarda diisiik viriilensa sahip olan etkenler bile
IYE’ye sebep olabilir (Hoberman ve Wald, 1997). Uriner obstriiksiyon sahip
cocuklarda IYE gériilme oranm1 %10 olarak bildirilmistir (Winberg ve ark., 1974).

Bobrek taslar1 hem tikaniklik hem de iiriner sistemdeki epitelyum dokularda
meydana getirecegi irritasyondan Otlirii mikroorganizmalarin tutunup iiremesine
olanak saglayarak enfeksiyon riski olusturdugu bilinmektedir. Mikroorganizmanin
tasin icinde bulunmasi tedaviyi de etkisiz kilacagi ve enfeksiyonun tekrarlanmasina
zemin hazirlayacagi ifade edilmektedir (Alon, 2007).

Idrarin mesaneden renal pelvise ve iireterlere geri kacis1 durumuna
Vezikoiireteral reflii (VUR) denilmektedir. Predispozan faktor olarak VUR un 6nemli
bir potansiyeli oldugu belirtilmektedir. Normalde bu geri kagisa engel olan fizyolojik
mekanizmalar bulunmaktadir. Mesane kaslarinin iglevinin iyi olmasi, lireter ¢apinin
uygun olmasi anatomik olarak kaslarin uzunlugunun yeterli olmasi iiretral
peristaltizminin ve fleksibilitesinin normal olmasi gibi 6zellikler bu mekanizmalardan
bazilaridir. Bu mekanizmalarin birinde olusabilecek bozukluk VUR’a neden
olabilecegi bildirilmistir (Behrman-Kliegman ve Jenson, 2000).

Mikroorganizmaya Ait Faktdrler: Bir mikroorganizmanin iiriner sistemde

enfeksiyon olusturup olusturmamasi, o mikroorganizmanin sahip oldugu viriilens
ozellikleri ve konagin sahip oldugu savunma mekanizmalariyla iligkilidir. Konaktaki
savunma mekanizmalarinin iyi ¢alismamasi diisiikk viriilensa sahip olsa bile
mikroorganizmanin enfeksiyon olusturmasina neden olabilir. Konagin ait
mekanizmalarin sorunsuz olmasi durumunda ise etkenin miktar1 ve viriilens 6zellikleri
enfeksiyonun seyrini belirleyen &nemli faktorler olmaktadir. IYE’de siklikla izole
edilen etken %80-90 oraninda Escherichia coli’dir (Zorc ve ark., 2005; Chang ve
Shortliffe, 2006; Edlin ve ark., 2013).

2.2. Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli (E. coli) oldukga eski bir tarihgeye sahiptir. Pediyatrist ve
bakteriyolog olan Theodor Escherich, 1885 yilinda neonatal ve infantlarin fekal florasi
lizerine yaptig1 calismalarda, 19 bakteri tiiriinii tanimlamak amaciyla Gram boyama ve
fermantasyon reaksiyonlar1 tekniklerini kullanarak saf kiiltiirden bakteri izolasyonu

gerceklestirmistir (Blount, 2015). Izole ettigi organizmaya Bacterium coli commune



adin1 vermigtir (Shulman, Friedmann ve Sims, 2007). Coli, "kalin bagirsaktan"
demektir. 1919’da Castellani ve Chalmer bu bakteriye Escherichia cins ismini
onermisler ve giinimiizde Escherichia coli olarak adlandirilmasina 6ncii olmuslardir
(Unat, 1986). Escherichia coli’nin, yeni doganlarda dogumdan sonraki saatler i¢inde
sindirim sistemine kolonize olmaktadirlar. ilk suslarin genellikle annede bulunanlarla
serolojik olarak ayni olmasi bu durumun muhtemelen dogum sirasinda meydana gelen
bir olay sonucu oldugu belirtilmistir. Aslinda E. coli insanlarin bagirsak yolundaki en
yaygin fakiiltatif anaerob tiir oldugu ifade edilmistir (Bettelheim ve ark., 1974).
Sonrasinda bagirsak diginda da enfeksiyon olusturabilmektedir (Unat, 1986). E. coli
bir¢cok ozelliginden o&tiirii en fazla g¢alisilan mikroorganizma oldugu bilinmektedir
(Blount, 2015). 20. Yiizyiln ilk ¢eyreginde E. coli ile ilgili bir¢cok ¢alisma yapilmistir.
E. coli bilimsel galismalarda kolay izole edilmesi, tanimlanmasi, hizli {iremesi gibi
nedenlerden dolay1 en sik kullanilan bakteridir. Uzmanlik alanlariin virisler, bakteri
fizyolojisi ve genetigi olan Bordet ve Ciuca (1921), Wollman (1925), Bronfenbrenner
ve Korb (1925), Werkman (1927), Bronfenbrenner (1932)’in E. coli tizerine ¢esitli
calismalar yaptig1 bildirilmistir (Daegelen ve ark., 2009). Bu ¢aligmalara 1940-1950
yillar1 arasinda da devam edilmis olup, molekiiler biyoloji alaninda E. coli 6ne ¢ikan
bir mikroorganizma olmustur. Tiim bu caligmalar neticesinde 6nemli bir model
organizma olarak kullanilmaktadir.

1940'arda, bir¢ok temel caligmalar, 1950'lerde ise molekiiler biyoloji
devriminin baslangicinda yapilan ¢aligmalar E. coli‘yi 6n plana ¢ikaran bir organizma
haline getirmistir. Sonug olarak, E. coli genetik kod, transkripsiyon ve replikasyon da
dahil olmak tizere yasamin en temel yonlerinin ilk kez calisildig1 organizma olmustur.
E. coli mikroorganizmalarin biyolojisini, ¢esitli metabolik ozelliklerini, virulans
faktorlerini, enzim ve metabolitlerini arastirmak i¢in kullanilan konvansiyonel ve

molekiiler yontemlerde model bakteri olarak kullanilmigtir (Zimmer, 2008).

2.2.1.Genel Ozellikleri

Boyutlarina bakildiginda E. coli 2-4 pm uzunlugunda ve 1-1,5 um enindedir.
Sekil olarak uglar1 yuvarlak ve diiz yapilidir. Bu yapi standart nitelikte olmayip bazen
daha uzun ¢ubuklar seklinde, bazen daha kisa ¢ubuklar seklinde bazen de Y seklinde
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dallanmalar veren formlara sahiptir. Hareket kabiliyeti yavas olan bu bakteri var olan
hareketliligini peritrik flagellalar1 sayesinde saglamaktadir (Bilgehan, 2002).

E. coli, =zenginlestirilmis besiyerlerinde fakiiltatif anaerob olarak
iireyebilmektedir. Bu sebeple buyyon, peptonlu su ve jeloz gibi besiyerleri lireme
ortami1 olarak uygundur. Ortam sartlar1 agisindan ise optimum tireme sicakligi 37 °C
ve optimum ortam pH’s1 7,2 olarak bildirilmistir. Ancak farkli sicakliklarda da tireme
potansiyeli oldugu belirlenmistir. 18-44,5 °C sicaklik araliginda ve pH= 5-8
degerlerinde lireme gergeklestigi fakat bu iliremenin normalden daha yavas oldugu
bildirilmistir. 44 °C' de laktozu fermente edebilme 6zelligi ve indol olusturma yetenegi
diger laktoz fermente edebilen koliform bakterilerden ayirt edilmesinde kullanilir
(Bilgehan, 2000).

Besiyerlerinde fiziksel goriiniim olarak bakildiginda E. coli, ¢ap1 1-2 mm olan
diizgiin-yuvarlak ve hafif kabarik bigimde parlak S tipi koloniler seklinde tirerler. Agar
besiyerlerinde E. coli kolonileri daha kii¢iik, 6nce saydam zaman gegtik¢e beyaz bir
forma dontisiir. MacConkey besiyeri kullanildiginda ise diiz, kabarik ve parlak pembe
koloniler goriiliir. Besiyeri olarak CLED (Cistein Laktoz Elektrolit Deficient) agar
veya XLD (Xylose Lysine Deoxicholate) agar kullanilirsa sar1 renkli E. coli kolonileri
goriilir. Cogunlukla IYE’larindan izole edilen E. coli izolatlar1 kanli agar
besiyerlerinde hemoliz olusturmasi ile karakterizedir (Russo ve Johnson, 2000;
Bilgehan, 2002).

Sivi besiyerlerinde ise E. coli’ nin homojen dagilimli bir bulaniklik meydana
getirdigi gortliir. E. coli suslar1 nutrient agarda 24 saatlik siire¢ sonrasi diizgiin hatlara
sahip, ortadan kabarik, 2-3 mm c¢ap biyikligiinde S tipi pigmentsiz koloniler
olusturur. (Dobrindt, Blum-Oehler ve Hartsch, 2001). Eozin Metilen Blue (EMB)
agarda ise laktozu fermente etmesi nedeniyle metalik refle veren yesil-siyah koloniler
meydana getirirler (Erdem,1999).

Biyokimyasal ozelliklerine bakildiginda; E. coli tiirlerinin hepsi triptofandan
indol sentezlerler. Siv1 besiyerinde lizerine metil kirmizis1 damlatildiginda pozitif
olarak kabul edilen kirmiz1 renk ortaya ¢ikar (Bu rengin sar1 olmasi negatif olarak
degerlendirilir). Indol, Metil Red, Voges Proskauer, Citrate (IMViC) testleri olarak
bilinen sitratli besiyerlerinde ilireme gostermezler. Deger olarak ifade edildiginde

IMVIC testleri (++--) olarak ifade edilir.
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Mikroorganizmalarda enzim aktivitesini ve fenil alanini yiikseltgeyerek amin

grubunu koparmak sureti ile fenil piriivik asit sentezleme (ortam pH sin1 diistirmede
gorev yapar) kapasitesini belirlemede kullanilan fenil alanin deaminaz testi E. coli i¢in

negatiftir. E. coli tireyi amonyaga doniistiiremedigi ve igin lireaz testi de negatiftir.

Diger yandan yapisinda indol halkasi bulunan triptofandan indol sentezleyen

E. coli, sentezlenen indoliin gesitli bilesiklerin yapisina katilmasina yardimei olur.
Bununla birlikte genellikle hidrojen siilfiir (H2S) olusturmazlar (Einstein ve Zalesnik,
2000). Sodyum tiyosiilfattan olusturdugu durumlarda ise, olusan H2S besiyerinde
bulunan demir iyonlartyla reaksiyona girmesi sonucu siyah renk olustururlar (Winn ve

ark., 2005).

Diger biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda E. coli i¢in Tablo 1°deki gibi bir

diizenleme yapilabilir.

Tablo 1. Escherichia coli 'nin biyokimyasal 6zellikleri (Erdem, 1999; Toreci,

2002).
Reaksiyon veya Test Tiirii Pozitif Negatif
Glikozdan asit ve gaz olusumu v
Laktoz, maltoz, trehaloz, L-ramnoz, L-arabinoz, D-sorbitol, 4
D-ksiloz, D-mannitol ve D-mannozu fermente etmesi
D-arabitol, eritrol, sellobioz, adonitol, inositolii fermente v
etmesi
Nitrat1 indirgeme reaksiyonu v
Metil kirmizisi, lizin dekarboksilaz, katalaz, ONPG deneyleri 4
25°C'de DNAz, fenilalanin deaminaz, oksidaz Voges- v
Proskauer, lipaz deneyleri
Indol sentezi v
Ureaz v
H>S olusumu v v
v

KCN (Potasyum siyaniir) ve tek karbon kaynagi olarak
sitratta liremesi

gruplandirmada,

Karmasik bir antijen yapisina sahip olan E. coli’nin antijen yapisi, 1944 yilinda
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Kauffmann tarafindan ilk kez diizenlenmistir. Serolojik olarak diizenlenen bu
hiicre duvarmin lipopolisakkaritlerinde yer alan O-spesifik

polisakkarit zincirleri dikkate alinmistir. H ve K antijeni dikkate alinarak da



serotiplendirme yapilmistir (Colle ve ark., 1996; Stamm ve Staplon, 1998; Brooks,
Butel ve Morse, 2001).

Giliniimiize kadar yapilan tanimlamalar dikkate alindiginda 170’den fazla O-
antijeni tespit edilmistir. Bu kadar fazla olmasa da 100’den fazla K-antijeninin ve
50’den fazla H-antijeninin olmasi, bu karmasik antijen yapisini aciklamaktadir.
Toplamda ise 1000°den fazla antijen olmasi ise karmasik antijen yapisi bilgisini daha
anlamli hale getirmektedir (Colle ve ark., 1996; Stamm ve Staplon, 1998; Brooks ve
ark., 2001).

O-Antijeni; bakterinin hiicre ¢eperinde bulunan lipopolisakkaritin dis kisminin
polisakkarit kismindan olusur. Alkol ve 1siya direngli, formole direngsizdir. E. coli
antijenleri, Yersinia, Shigella, Providencia, Salmonella ve Citrobacter’lerin O-
antijenleri ile reaksiyon yatkinligi agisindan birbirine benzeyen ve karisabilecek
capraz reaksiyonlar1 verme kabiliyetine sahiptir. Enfeksiyonlarin ekseriyeti az
sayidaki O-antijenleri ile gergeklesir. O-antijeni i¢eren E. coli serotiplerinin yalnizca
%8-10’u, idrar yolu enfeksiyonlarinin ortalama %65’ini olusturmaktadir. Siklikla idrar
yollar1 enfeksiyonlarinda rastlanan serotipler O:1, O:2, O:4, 0:6, O:7, O:8, 0:9, O:11,
0:18a, O:18b, 0:22, 0:25, 0:50 ve O:75’tir (Einstein ve Zalesnik, 2000; Erayman,
Erayman ve Aribasi, 2001; Norrby, 2003).

H-Antijeni; Protein yapisinda olan, kirpik kismi1 antijeni olarak bilinmektedir.
Formole kars1 direncli olmasina karsin alkol ve 1siya dayamikli degildir. Ayrica
proteinleri sindiren enzimler olarak bilinen proteolitik enzimlere kars1 da direngleri
yoktur. O-antijenleri diger bakterilerin O-antijenleri ile ¢apraz reaksiyon verirken, H-
antijenleri diger bakterilerin H-antijenleri ile ¢apraz reaksiyona olanak tanimazlar
(Bilgehan, 2002).

K-Antijeni; Polisakkarit yapisinda olan ve kapsiil antijeni olarak bilinmektedir.
Isiya dayanikliligi olmayan bir antijen tiiriidiir. K-antijenlerinden K:1, K:2, K:3, K:5,
K:12 ve K:13 antijenlerini igeren E. coli tiirleri idrar yolu enfeksiyonlarinda
pyelonefritten sorumlu tutulmaktadir. Bunlarin igerisinde ise en sik rastlanan K:1
antijenidir. K:1 antijeni bakterinin opsonizayonuna ve koplemana baglanmasini
onlemektedir. Ayn1 zamanda fagositoza da engel oldugu bildirilmistir. K:1 antijeni
bunu gerceklestirirken, bakteri yiizeyine ya hidrofilik ya da negatif 6zellik kazandirir

ve bu sayede hem opsonizasyona hem de fagositoza engel olur. Ayrica antikorlarin
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antimikrobiyal etkisini artirma veya tamamlama yetenegi olarak tanimlanan
kompleman yolunu inhibe eder ve bu sistemin bakteri oldiiriicii etkisini engeller

(Dieckhaus, 2003).

2.2.2. Escherichia coli Patotiplendirmesi

Kommensal olanlar disindaki E. coli’ler, klinik seyrine ve molekiiler
ozelliklerine gore 2 grupta incelenmektedir. Intestinal (bagirsakta olusan) E. coli ve
ekstraintestinal (bagirsak disi1) E. coli patojen olup enfeksiyona neden olmaktadir
(Omerovic, Miistak ve Kaya, 2017).

Kommensal Escherichia coli: Kommensal E. coli saglikli insanlarda bagirsak

florasinda bulunur ve intestinal sistemde enfeksiyon etkeni degildir. Bunun yan1 sira
konake¢inin bagisiklik sistemi zayiflamadigi siirece intestinal sistem disinda da
enfeksiyon yapmazlar. Patojen E. coli’ye ait viriilens genleri de tasimazlar.
Filogenetik olarak ¢ogunlukla A grubunda yer alirlar (Russo ve Johnson, 2000).

Insanlarin normal bagirsak florasinda bircok goreve sahip E. coli, florada
bulunan diger bakterilerle denge halinde olmas1 durumunda bir hastaliga neden olmaz.
Ancak bu dengenin saglanamamasit durumunda hem bagirsakta hem de bagirsak
disinda hastaliga neden olabilmektedir (Kiling, 2013). Enfeksiyon yapan E. coli’ler
ortaya c¢ikardiklar1 enfeksiyon tiriine ve tasidiklart viriilens genlere gore
gruplandirilmaktadirlar. Olusturdugu enfeksiyonlar1 intestinal (bagirsakta) ve
ekstraintestinal (bagirsak disinda) olmak iizere iki sekilde gergeklestirmektedir
(Omerovic, Miistak ve Kaya, 2017).

Intestinal (Bagirsakta Olusan) Escherichia coli: Bagirsakta goriilen E. coli

enfeksiyonlari fizyopatolojilerine gore farkl tipler tarafindan olusturulmaktadir.

Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC); genellikle gelismekte olan tilkelerin
sorunu olan, 6zellikle yagamin ilk giinlerinden itibaren ishallere neden olan en 6nemli
E. coli tipidir. Ayrica gelismemis ve az gelismis iilkelerde uzun siire seyahat eden
yolcularda da goriilen bu tip 6nemli oranda sivi kaybina neden olmaktadir (Arslan,
2008). Kolera tarzinda seyreden ve 1siya dayanikli enterotoksin olugturarak ishale yol
agmaktadir (Arikan, 1992).

Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC); ilk olarak 1955 yilinda

tanimlanmistir. Yetiskinlerde pek goriilmemekle birlikte, 6zellikle 2 yas altindaki
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cocuklar ile bebeklik doneminde goriilen ishallerden sorumludur. Kres ve hastanelerin
cocuk servislerinde ciddi salginlara neden olur. Herhangi bir enterotoksin {iretmeden,
bagirsak mukozasina tutunup, mukozada bulunan mikrovillere zarar vererek ishal
olustururlar. Belirtileri arasinda hipertermi, kusma ve mukuslu ishal bulunmaktadir.
EPEC c¢ocuklarda biliylime ve gelismede gerilige, agirlik kaybina, sivi elektrolik
dengesinin bozulmasina ve en 6nemlisi kronik ishallere neden olabilmektedir (Arikan
1992; Kahraman, 2010).

Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC); gida ve su yoluyla bulasabilecegi
gibi enfekte kisiden saglam kisiye de bulasabilir. Cocuklarda ve genglerde daha sik
goriilen enfeksiyon daha cok gelismis iilkelerde goriilmektedir (Kongur, 2017). Ilk
olarak basit bir ishal olarak basladiktan sonra kalin bagirsagi enfekte ederek bagirsakta
iilsere neden olup kanli ishale doéniismesiyle sonuglanmaktadir. Bu siirecin akabinde
hemolitik {iremik sendroma (HUS) neden olmaktadir. Bu grupta yer alan E. coli’ye ait
olan en Onemli Ozellik Shiga toksin (STEC) veya verositotoksinlerin (VTEC)
tiretilmesidir (Ates, 2019). En ¢ok izole edilen EHEC serotipi O157:H7’dir (Berkiten,
2005).

Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC); kronik ishallerin en o6nemli
nedenlerinden biridir. Her yastan insanda goriilebilmektedir. HIV basta olmak iizere
immiin yetmezligi olan hastalarda da kronik ishallerinden de sorumludur. Hem
gelismekte olan hem de gelismis lilkelerde goriilebilmektedir (Ates, 2019). En
karakteristik 6zelligi bagirsaklardaki epitel tipi-2 hiicrelerine yapisarak yigilmis tugla
olusturmasidir (Hasanli, 2020).

Enteroinvazif Escherichia coli (EIEC); enterotoksin iiretmeyen bu etken
ozellikle ¢ocuklarin bagirsak epitelinde hasara yol agar. Bir¢ok yoniiyle Shigella
tiirlerine benzemektedir. Hastalik yapma sistemleri aynidir. Hastalarda hipertermi,
kramp tarzi siddetli karin agrisina ve kanli ishallere neden olmaktadir. Dizanteri tarzi
ishallere neden olur (Kiling, 2013).

Diffuz Agregatif Escherichia coli (DAEC); ¢ocuklarda hastalik yapma
potansiyeli oldukea yliksektir. Gelismekte olan ve gelismis iilkelerde goriilmektedir.
Bagirsak mukozasini diizgiin bir sekilde kapladigindan otiirti difliz-yapisma olarak
bilinmektedir. Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarmin da nedeni olabilmektedir

(Hasanli, 2020).
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Ekstraintestinal (Bagirsak Disi1) Escherichia coli: Bagirsak disinda hastalik
yapan E. coli tipleri ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) olarak
adlandirilmaktadir. Yasamin her doneminde ve farkli organlarda goriilebilir. Bagirsak
dis1 dokularda patojen oOzellige sahiptirler. Bu duruma katki saglayan faktorler
adezinler, kapsiil, acrobaktin, hemolizin gibi viriilens faktorleridir (Arslan, 2010).

ExPEC’in 3 farkl patotipi bulunmaktadir.

Yenidogan Menenjit Escherichia coli (NMEC); yenidoganlarda beyin zarimi
kaplayarak cok ciddi enfeksiyona neden olan bakteriyal menenjitin en 6nemli
etkenleridir. Gelismekte olan ve gelisen iilkelerde goriilmektedir. Tiim diinyada
mortalite ve morbidite oran1 yiiksek olup oldukg¢a bulasicidir (Hasanli, 2020).

Avian Patojenik Escherichia coli (APEC); insanlarda alveollerin iltihab1
(alveolitis), kalp zar iltihab1 (pericarditis), septisemi ve seliilit gibi enfeksiyonlara
neden olurken, kanatli hayvanlarda da enfeksiyon olusturabilmektedir (Sadeqy, 2020).

Uropatojenik Escherichia coli (UPEC); iiriner sistem iizerinde enfeksiyona

neden olan E. coli, iiropatojen E. coli (UPEC) olarak isimlendirilmektedir.
Uropatojenik Escherichia coli (UPEC), diinya ¢capinda nemli morbidite ve mortalite
ile hem toplum i¢i hem de hastane ortamlarinda idrar yolu enfeksiyonlarmin (IYE) en
yaygin nedenidir (Davis, 2011). Insanlarda goriilen idrar yolu enfeksiyonlarinin
yaklasik %90"indan sorumlu baslica etkenlerdir (Foxman ve Brown, 2003; Subhadra
ve ark., 2018). UPEC mesane duvarina yapisip hiicreyi istila ederek hastaliga neden
olur. Yapisabilme 6zelligi UPEC’in hastalik yapma yeteneginin en énemli faktoriidiir
(Sadeqy, 2020). UPEC sahip oldugu virulans faktorler sebebiyle bagirsakta bulunan
E. coli suslarina gore farklilik gostermektedir (Kongur, 2017).

EXPEC izolatinin patotip olarak UPEC olup olmadigi, UPEC i¢in tanimlanan
birgok virtilens faktorii ve kolonizasyon sekli bulunmasina ragmen, tek bir 6zellik ile
belirlenememektedir. Izole edilen E. coli’nin filogenetik gruplandirmasi yapilip
miimkiin olan en fazla viriilens 6zellik irdelenerek UPEC varliginin ortaya konmasi

saglanabilmektedir. (Wiles, Kulesus, Mulvey., 2008).
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2.2.2.1. UPEC Viriilens Faktorleri

Kapsiil: Bakterilerin dig kisminda bulunan, belirlenip ve yok edilmesini
onleyen kisma kapsiil denir. Ozellikle kan serumu ile nétrofillere karsi bakteriye direng
kazandirmaktadir (Kiling 2013). Polisakkarit yapida olan kapsiil, biyofilm olusturma
ve antimikrobiyal direngte de 6nemli bir rol tistlenmektedir. Hemen hemen tiim idrar
yolu enfeksiyonlarina neden olan E. coli ler kapsiile sahiptir (Kongur, 2017).

Adezinler: Adezinler liropatojenitenin en yaygin faktorlerindendir. Hiicresel
yanitin baslamasinda ve bakterinin hiicre i¢ine girmesinde etkili olan adezinler,
virlilens ozellikleri farkli sekillerde saglayabilir. Bunlar hiicresel iletim yollarini
dogrudan etkileyerek, konake1 hiicrelere bakteriye ait liriinleri iletmek ve bakterinin
yiizeye tutunmasina ve invazyonuna yardim etmek seklindedir (Mulvey, 2002). Idrar
yolu enfeksiyonlarindan sorumlu E. coli’nin en yaygin adezin kodlayan genleri sfa,
pap ve afa dir (Tarchouna ve ark., 2013).

Etkenlerin yiizeylere yapisip tutunmasini saglayan ipliksi yapilara pili veya
fimbria adi1 verilmektedir. Bu 06zelligi sayesinde bakteri idrar yoluna ait yapilara
kolayca tutunarak enfeksiyona neden olmaktadir (Johnson, Normark ve Rhen, 2005).
S fimbrialar adezyon ve koloni olusturmada 6nemli katk1 saglarlar. sfa geni araciligiyla
kodlanirlar. Cogunlukla agir idrar yolu enfeksiyonlarindan sorumludur (Jahandeh ve
ark., 2015). P fimbrialar, pap genleri araciligiyla kodlanan en 6nemli adezinlerdir.
Ozellikle bobrek nakli olan kisilerde oldukg¢a yaygin olarak bulunan bir viriilens
faktordiir. P pili 37°C’de olusmaktadir. UPEC’lerde P pili olusturmayan adezinler de
vardir (Bien, Sokolova ve Bozko, 2012). Tip 1 fimbrialar, fim geni araciligiyla
kodlanip; koloni olusturma, inflamasyon, biyofilm olusturma adezyon ve hiicre ici
canlihgin devaminda gorev alirlar. Uriner sistem enfeksiyonlarmin hemen hemen
timiyle iligkileri vardir (Schembri ve Klemm, 2001).

Dr Adezinler, dra geni araciligiyla kodlanirlar. Dr adezinleri eksprese eden E.
coli suslarinin genellikle kompleman regiilatorle etkilesimi sonucu epitel hiicreleri
invaze ederek sistite neden oldugu bilinmektedir (Topgu, Séyletir ve Doganay, 2008).

Afimbrial adezinler a geni araciligiyla kodlanirlar. Pili bulundurmazlar. Koloni
olusumunda gorev almakla birlikte kronik ve tekrarlayan sistite neden olmaktadir

(Jahandeh ve ark., 2015).
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Hemolizin: Hemolizin eritrositlere etki edebilecegi gibi 16kosit ve bulundugu
dokuda da hasara yol agacak bir toksindir. Alfa, beta, gama ve entero hemolizin olarak
farkli tipleri mevcuttur. Isiya karsi hassastirlar ve normal E. coli ‘ye gore oldukca
dayaniklidirlar (Brooks ve ark., 2004)

Hemolizin hlyA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu toksin bobreklerde sitokin
tiretimini ¢ogaltir. Agir idrar yolu enfeksiyonlarinda 6nemli bir etkendir (Ebrsprécher,
Hugo ve Bhakdi, 1989).

Sitotoksik Nekrotizan Faktor-1: Hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol agan

bu toksin ayn1 zamanda apopitoz ve beyin dokularinda lizise yol agmaktadir. cnf-1
geni araciligryla kodlanmaktadir. Agir seyreden idrar yolu enfeksiyonlar1 ve menenjit
ile yakin iliskileri bulunmaktadir (Fiorentini ve ark., 1997).

Aerobactin: UPEC’ de oldukga sik karsimiza ¢ikan demir baglama potansiyeli
olan bir proteindir. Aerobactin bakteri metabolizmasinin aerobik olarak devami igin
ve bakterinin ¢ogalmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Piyelonefrit etkeni olan E. coli lerde
oldukca yiiksek diizeyde bulunmaktadirlar (Unsal, 2018). Aerobactin aer geni
tarafindan sentezlenmektedir (Koczura ve Kaznowski, 2003).

Siderofor: Sideroforlar, UPEC’i de iginde bulundugu g¢esitli bakteriler
tarafindan cevreye salinan molekiillerdir. Kandaki demir iyonlarini toplar. Kanl
ishaller basta olmak iizere birgok enfeksiyonda bakterinin biiyiimesi i¢in ihtiyag
duydugu demiri temin eder. Gerekli olan demir idrar yollarinda sinirli oranda bulunur.
E. coli gelisimi i¢in ihtiya¢ duydugu demiri sideroforlar araciligiyla saglar. Siderofora
baglanmis demir kompleksinin bakteri membranindan ve sitoplazmadan gegisi
kolaylagsmaktadir (Chaturverdi ve Hung, 2012; Subashchandrabose ve Mobley, 2015).

Hareket: Bakterinin hareket yetisinin olmasi onu viriilan yapan Onemli
ozelliklerden biridir. Bu 6zellik idrar akim yoniiniin tersine hareket edip iist dokulara
da ulasmasina ve oraya yerlesip hastalik yapmasina neden olmaktadir (Unsal, 2018).
Hareketi saglayan Flagella H antijeni tasiyanlarn flic geni araciligiyla kodlanmaktadir
(Jahandeh ve ark., 2015).

2.2.3. E. coli’nin Filogenetik Gruplandirmasi

Filogenetik gruplama, izole edilen etkenin kdkenlerinin belirlenmesinde ve

viriilens genlerini aragtirmada kullanilan yontemdir. Escherichia coli i¢in filogenetik
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gruplaria ait ¢alismalar uzun zamandir irdelenen bir konudur. Yapilan ¢alismalara
gore filogenetik olarak dort gruptan olusmaktadir. A, B1, B2 ve D gruplarina ayrilan
E. coli bu gruplandirma ile viriilens faktorler yoniinden de bilgi vermektedir (Herzer
ve ark., 1990). B2 grubu “atasal yol izlerine” sahipken; A grubu ve B1 grubu kardes
gruplar olarak bilinmektedir. Gruplarin arasinda, genom boyutlar1 agisindan da
farkliliklar bulunmaktadir. A ve B1 gruplarinin genom boyutlari B2 ve D gruplarina
oranla daha kiiciiktiir (Gordon ve ark., 2008). A ve B1 filogenetik gruba ait olan E.
coli ’ler kommensal ve bagirsakta meydana gelen enfeksiyonlardan izole edilirken B2
ve D filogenetik gruba ait olan E. coli /er ise daha ¢ok bagirsak dis1 enfeksiyonlardan
izole edilmektedir. Uroviriilens genler olan pap, hly, kps ve sfa/foc bulunduran E.
coli’ler genellikle B2 ve D grubundadir. iuc/iut afa/dra, ve traT gibi genler ise tiim
gruplarda goriilebilmektedir. (Picard ve ark., 1999; Johnson ve Russo, 2005; Escobar
Paramo ve ark., 2006; Feng ve ark., 2017). Ayrica, gruplar arasinda antibiyotik direnci
acisindan da farklar bulunmaktadir (Gordon ve ark., 2008).

Bu gruplar karbonhidratlar1 kullanma yetenekleri, antibiyotiklere karsi
gelistirdikleri diren¢ durumu ve sicaklik/iireme iliskileri yoniinden birbirlerinden
farklilik gostermektedir (Kongur, 2017).

Filogenetik gruplandirmay1 yapabilmek i¢in ribotiplendirme ve multilokus
enzim elekroforezi yontemi kullanilabilmektedir. Ancak bu yontemler karmasikliga ve
zaman kaybina neden olmaktadir. Oysa ki Polimerez Zincir Reaksiyonuyla (PCR)
daha kisa silirede ve karmasikliktan uzak bir sekilde filogenetik olarak
gruplandirilabilmektedirler (Bingen, Denamur ve Elion, 1994; Kongur, 2017). PCR
tabanli yontemin c¢aligma prensibi chuA ve yjaA genleri ile TSPE4.C2’nin (isimsiz
DNA fragmani) olmasi veya olmamasina dayali olarak degerlendirme yapilmaktadir
(Clermont, Bonacorsi ve Bingen, 2000).

Son yillarda filogenetik gruplandirmaya iliskin calismalarda yeni gruplar
tanimlanmistir. C, E, F ve Clade 1 olarak isimlendirilen bu gruplarin ¢ok yaygin bir
kullanimi yoktur (Clermont ve ark., 2013).

Filogenetik gruplama ile yapilan bir ¢alismada IYE sikayeti olan 93 ¢ocuktan
izole edilen E. coli izolatlarnin %66’1 B2 grubunda, %25’ D grubunda, %7’si A
grubunda ve %2’si Bl grubunda oldugu belirtilmistir (Houdouin ve ark., 2007).
Yapilan bir bagka ¢alismada analiz edilen 138 E. coli izolatindan en yaygin olarak B2
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grubu (%61,6), ardindan D grubu (%26,8), A grubu (%8,7) ve B1grubu (%2,9) tespit
edilmistir olup, izole edilen tiim suslarin cogunlugunu B2 ve D gruplari olusturdugu
(%88,4) bildirilmektedir (Choi ve ark., 2012). Burdet ve arkadalaglar1 (2014), 18 yas
alti 84 hastadan izole ettikleri izolatlar ile yaptiklar1 c¢alismada filognetik
gruplandirmada A grubunu %8,3, B1grubunu %3,6, B2 grubunu %63,1 ve D grubunu
%11,9 oranlarinda bulmustur. Aymi yil yapilan bir diger caligmada ise idrar
orneklerinden izole edilmis toplam 89 E. coli’nin filogenetik gruplandirmasinda en
yaygin B2 (%57), ardindan D (%20), A (%18) ve B1 (%5) gruplar1 tanimlanmistir
(Koljalg ve ark., 2014).

2.3. Tam

IYE, c¢ocuklarda semptom vermeden gelisebilecegi gibi ¢ok ciddi
semptomlarla da ortaya ¢ikabilecek genis bir yelpazeye sahip bir enfeksiyon tiirtidiir.
Bu sebepten 6tiirii sonrasinda gelisebilecek komplikasyonlar yoniinden, hastaya iliskin
klinik degerlendirme ¢ok iyi yapilmaldir (Sobel, 1997; Erdogan ve Oner, 2002;
Hansson ve Jodal, 2004). IYE’ de iki yas alt1 ¢ocuklarda en sik rastlanan bulgular
hipertermi, kusma, istahsizlik ve biiytime gelisme geriligidir. 2-5 yas arasi ¢ocuklarda
karin agris1 ve hipertermi seklinde kendini gostermektedir. 5 yas lizerinde ise belirtiler
artis gostermekte olup, diizensiz sik idrara ¢ikma, karin agrisi, diziirisi, kot kokulu
idrar, yiiksek ates, bulanti, kusma, idrar kacirma, konstipasyon, kostavertebral bolgede
hassasiyet, bel ve yan agrisi ile karsilasilabilmektedir. Adolesan kiz ¢ocuklarinda ise
siklikla diziiri eslik etmektedir. Diziiri bulgusu olan ¢ocuklarin yaklasik %20’sinde
IYE bulunmaktadir (Jantausch ve Kher, 2007).

Klinik bulgular neticesinde IYE siiphesi olan hastalarda tam idrar analizi
yapilmahidir. Yapilan analizin en 6nemli iki bulgusu bakteriiiri ve piyiiri tespit
edilmesidir.

Bakteriiiri: Idrar 6rneginin direkt olarak mikroskopta 40’lik biiyiitme ile
incelenmesi sonucu her sahada en az bir bakterinin tespit edilmesi olarak ifade
edilmistir.

Piyiiri: Idrar 6rneginin alindiktan sonra santrifiij edilip mikroskopta 40’lik
biiylitme ile incelenmesi sonucu her sahada 5 ve daha fazla sayida lokosit tespit

edilmesi seklinde tanimlanmistir (Hansson ve Jodal, 2004).

20



IYE tanisinda tam idrar analizi enfeksiyonun varligini ortaya koyabilir ancak
etken hakkinda bilgi veremeyeceginden dolayr idrar kiiltiiriiyle birlikte
degerlendirilmesi gerekmektedir. Idrarin toplanma sekli ve klinik bulgular
dogrultusunda idrar kiiltiirii degerlendirilmektedir (Hansson ve Jodal, 2004). IYE
olmasina ragmen uygun bi¢imde toplanmayan idrar 6rneklerinde dogru degerlendirme
yapilamayacagi belirtilmektedir. Steril kaplara alinan idrar Ornekleri zaman
kaybetmeden uygun besiyerlerine ekimleri gergeklestirilmelidir. Hemen ekim
yapilamayacaksa +4 °C’de buzdolabinda en fazla 24 saat kadar muhafaza

edilebilmektedir (Jones ve Asscher, 1992).

2.3.1. E. coli Tanilama Yontemleri

IYE’ye neden olan E. coli’yi tanimlamak igin, kimyasal &zelliklerinden
yararlanilarak ve uygun iireme ortami saglama prensibine dayali konvansiyonel
tanilama yontemlerinin yan1 sira, daha spesifik tanimlama i¢in antijenik 6zelliklerine
dayali serotip analizleri kullanilmaktadir. Bu yontemlerin disinda E. coli’ye ait
viriilens genlerinin belirlenmesi amaciyla molekiiler yontemlerin de kullanildig:
bildirilmektedir (ilcebayik, 2020).

Kiiltiirel Yontemler: E. coli nin tanimlanmasi i¢in ¢esitli besiyerlerine ekim

yapildiktan sonra, besiyerlerindeki koloni goriiniimiine gore degerlendirme
yapilabilmektedir. E. coli genel besiyerlerinde kolayca iireyebilen bir bakteridir. E.
coli izolayonu ve identifikasyonunda segici ve ayirici besiyerlerinden EMB ve
MacConkey agar kullanilmaktadir. Bu besiyerlerinde E. coli’nin laktozu kullanmasina
bagli olarak ve ortam pH degerinin degismesine bagli olarak koloniler renkli
goriinmektedir (Arda, 2011). EMB agarda siyah metalik koyu yesil koloniler
olusurken MacConkey agarda parlak pembe koloniler olusturdugu bilinmektedir.
Ayrica kanli agarda hemoliz yapma 6zelligine de sahip olduklar1 ifade edilmektedir.
18-44 °C’de tireme 6zelligine sahip ¢ogunlukla hareketli olan E. coli’nin mikroskobik
goriintiisii sporsuz comak seklinde ve Gram negatif oldugu tanimlanmaktadir. Uremesi
sirasinda sekerden gaz ve asit olusturmakla birlikte, indol, metil red testleri pozitiftir
ve nitrat1 indirgedikleri ve bunun yani sira Voges Proskauer ve oksidaz testlerinin

negatif olduklar1 bilinmektedir (Koneman ve ark., 1997).
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Serotiplendirme: Serotiplendirme, E. coli'nin patojenik suslarinin belirlenmesi
icin baslica teshis yontemlerinden biri olarak kullanilmaktadir. Uropatojenik
Escherichia coli (UPEC), ekstraintestinal patojenik E. coli'nin daha genis
siniflandirmasinin i¢inde heterojen bir sus grubu oldugu bilinmektedir. UPEC'lerin
cogunun B2 ve D filo gruplarma ait oldugu ve O (lipopolisakarit) serotipine gore
smiflandirildiklar: ifade edilmektedir. UPEC izolatlarinin %58'inin sekiz serogruptan
(01, 02, 04, 06, 08, 09, 018 ve 0O83) birine ait oldugu bildirilmektedir (Blanco ve
ark., 1994; Blanco ve ark., 1996). Idrar yolu enfeksiyonlarinda patojenite acisindan
daha ¢ok K1 ve K2 antijeni tasiyan E. coli’lerin oldugu bildirilmektedir (Dieckhaus,
2003). H antijenleri flagellaya ait bir parga olduklarindan hareketli E. coli izolatlarinda
bulunur. E. coli izolasyon durumunda hareketsiz ya da az hareketli olabileceginden
dolay1 H antijenine bagli serotiplendirmenin giivenilir olmadig: ifade edilmektedir
(Omerovic, Miistak ve Kaya, 2017).

Molekiiler Yontemler: E. coli ile ilgili yapilan ¢alismalarda, familyasini ve

tiplendirmesini belirlemek amaciyla farkli yontemler kullanilmaktadir. Aym
antibiyotik diren¢ gosteren familyalar degisik genotiplere sahip olabilirken, degisik
direng profiline sahip olan familyalarin genetik agidan benzer 6zelliklerde olabildikleri
bilinmektedir. Bu sebepten 6tiirii antibiyotik duyarlilik profillerine dayali analizlerin
tiplendirme yapmakta yetersiz kaldig bildirilmistir (Kili¢ ve ark., 2003). Bunun yan1
sira bakteriyel izolatlarin ayirt edilmesinde serolojik ve bakteriyolojik analizlerin de
eksik kalabilecegi belirtilmistir (Salehi ve ark., 2008). Yapilan c¢alismalarla birlikte
molekiiler yontemlerin kullanilmasinda da bir artisin s6z konu oldugu ve siklikla
kullanilan molekiiler yontemlerin; Rondom Amplifiye Polimorfik DNA-PCR
(RAPD), Restriction Fragment Length Polymorohisim (RFLP), PulsedField Gel
Electrophoresis (PFGE), Multilocus Sequence Typing (MLST) ve Multilocus Enzyme
Electrophoresis (MLEE) oldugu belirtilmistir (Kili¢ ark., 2003; Salehi ve ark., 2008;
Lau ve ark., 2009; Lau ve ark., 2008). Ayni patotiplere sahip familyalar genetik agidan
benzer olduklar1 i¢in, enfeksiyon olusumu sirasinda benzer viriilens faktorleri
tagimalarindan dolay1 molekiiler ¢alismalarda bu faktorlere ait genetik incelemenin
yapilmast E. coli’nin hastalik potansiyelinin belirlenmesinde fayda saglayacagi

belirtilmektedir. E. coli’ ye ait patotiplerin belirlenmesinde PCR, DNA-DNA
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hibridizasyon, Multiplex PCR ve genom sekanslamasi ¢aligmalart mevcuttur (Bekal

ve ark., 2003; Palaniappan ve ark., 2006).

2.4. E. coli’ nin Diren¢ Ozellikleri

Canli kalma sartlar1 dikkate alindiginda ¢evresel kosullara kars1 E. coli’nin
oldukga direngli bir bakteri oldugu goriilmektedir. 55-60 °C araligindaki sicaklikta bir
saate kadar, oda sartlarinda ise uzun siire yasayabilir. Soguk sartlara da direnci oldukga
fazladir (Erayman ve ark., 2001; Bilgehan, 2002).

E. coli dezenfektanlar ile temas ettirildiklerinde duyarli olduklar1 goriiliir.
Bunun disinda safra ve safra tuzlarina, bazi boyalara (fuksin, melasit yesili) ve %7°lik

NaCl’ e kars1 da duyarlidir, inaktif olur (Erayman ve ark., 2001; Bilgehan, 2002).

2.4.1. Antibiyotik Direnci

E. coli'nin dogal diren¢ gosterdigi ilaglar benzilpenisilinler, rifampisin,
linkozamidler, makrolidler, streptograminler, glikopeptidler, fusidik asit, linezolide ve
daptomisinlerdir. Burada s6z konusu olan direng bakterilerde siklikla rastlanan
kromozom veya plazmid esliginde geligir. Kromozomal direng, ilacin hedefindeki
gende mutasyon olmasi ile kazanilabilecegi gibi, ilacin tutulumunu saglayan membran
tasima mekanizmasini kodlayan gendeki mutasyon ile de olabilmektedir.

R faktorleri ile tanimlanan diren¢ plazmidleri, farkli tiirde DNA molekiilleri
igeren, antibiyotikleri parcalayabilen ve membran tagima mekanizmasini degistiren
enzim genlerini tasimaktadirlar. Bulasici diren¢ plazmidleri ise bakteriden bakteriye
gecebilen bir ozelliktir. Bu plazmidlere sahip olundugunda bakteri, trimetoprim-
sulfametoksazol, aminoglikozid, tetrasiklin, florokinolon ve amoksisiline direngli hale
gelmektedir (Erayman ve ark., 2001; Bilgehan, 2002).

B-Laktamaz Diren¢ Mekanizmalari: Bakterilerin direng mekanizmalarindaki

en yaygin olan durumlardan bir bakterilerin salgilamis olduklar1 enzimler araciligiyla
antibiyotikleri etkisiz hale getirmeleridir f-Laktamazlar Gram negatif birgok bakteri
tarafindan salgilanan bir enzim olup, ifade edilen diren¢ durumuna ornek teskil

etmektedir (Cesur ve Demirdz, 2013; Munita ve Arias, 2016).
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Beta laktam halkasina sahip antibiyotiklerin, 3 laktamaz enzimiyle bu
halkasinin hidrolize edilmesi sonucu, antibiyotigin bilesenleriyle birlikte kompleks
iirlin olusturur. Olusan bu {riin beta laktam1 etkisiz hale getirerek bakterinin direng
gostermesine neden olur (Livermore, 1995).

Bu enzimler bakterilerin plazmid yapisi iizerinde bulunup, integron ve
transpozon gibi genetik yapilar tarafindan iiretilmektedir (Bonnet, 2004).

B-Laktamazlarin Ghafourian ve ark. (2014) goére siniflandirilmasi Sekil 1°de

verilmistir.
BETA LAKTAMAZLAR ]—
I
T\ T\ T\ T\
SHV IMP AmpC
TEM CMY
CTX-M OXA N\[';Il\z/l-l FOX
KPC MOX
| mutasyonlar ) \ ) \ )
Genislemis spektrumlu Metallo beta AmpC beta
beta laktamazlar (GSBL laktamazlar (MBL) laktamazlar

Sekil 1. B -Laktamazlarin Simiflandirilmasi

Genislemis  Spektrumlu  (-Laktamazlar (GSBL): p laktam grubu

antibiyotiklerin yaygin kullanimi sonucu 6zellikle E. coli familyasinda farkl tiirlerde
GSBL enzimleri tanimlanmistir. Bu enzimler ilk defa 1980°li yillarda Federal
Almanya Cumhuriyeti’nde izole edilmistir (EFSA, 2011; Shaikh ve ark., 2015).
Sayilar1 her gegen giin artig gosteren f-Laktamazlar, tiim diinya i¢in 6nemli bir halk
sagligl sorunu olmaya baslamistir (Deniz, 2020). Hasanli (2020) yapmis oldugu
calismasinda idrarlar 6rneklerinden %29 oraninda GSBL pozitif E. coli bulmustur.
Parajuli ve arkadagslar1 (2017) Nepal'de gerceklestirdigi calismada ise bu oram
%38,9 olarak tespit etmistir.

Son yillarda genislemis spektrumlu B-Laktamazlardan SHV, TEM, CTX-M ve

OXA grubu enzimler sik izole edilmesinden kaynakli 6nem arz etmektedir.
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SHV (sulphydryl variable) B-Laktamazlarin; ilk izolasyon 1983 yilinda
Almanya’da K. ozaena’dan olmustur. Bu enzimler daha ¢ok penisilin ile dar
spektrumlu sefalosporinlere karsi direng gelistirildigi bildirilmistir. Ayrica bu enzimler
ampisilin direncinin  %20’sinden sorumludur. SHV pB-laktamazlar 143 degisik
varyasyona sahiptir (Gorgeg, 2012). SHV beta laktamlar sik olarak K. pneumoniae’da
sonrasinda ise E. coli C. diversus ve P. aeruginosa’da izole edilmektedir (Paterson ve
Bonomo, 2005; Bradford, 2001). Kiratisin ve arkadaslar1 (2008) 235 GSBL pozitif E.
coli ile yapmis olduklar1 calismada blasqvy geni bulunan oranmi %3,8 olarak
bildirmislerdir.

TEM (Hasta Adi: Temoneira) -Laktamazlar; B-Laktamazlar igerisinde ilk
tanimlanan enzimdir. Ismini ilk izolasyonun yapili§1 Yunan bir hasta olan Temoneria
ilk ti¢ harfinden almistir. TEM B-Laktamaz enzimi 200’e yakin degisik varyasyona
sahiptir. Bunlarin 100°den fazlas1 GSBL fenotipine sahiptir (Gérgeg, 2012). Ilk
tanimlanan varyasyonu TEM’dir. Penisilinleri ve birinci kusak sefalosporinlerden olan
sefaloridin’e ile sefalotin’e kars1 direnglidir. Basta E. coli ve K. pneumoniae olmak
tizere diger Enterobacteriaceae tiyelerinden de izole edilmektedir. Bunlarin yani sira
N. gonorrhoeae ile H. influenzae’nin penisilin ve ampisilin direncindeki artigla da
iligkili bulunmustur (Schwaber ve Carmeli, 2007; Bradford, 2001). E. coli direng
genleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda %77,0 oraninda blatem geni bulunmustur
(Kiratisin ve ark., 2008). Bir bagka ¢alismada ise bu oran %88,4 olarak bulunmustur
(Gaddar ve ark., 2020).

CTX-M (Cefotaximase Munich) B-Laktamazlar ise ilk defa FEC-1 olarak
1989°da Japonya’da tanimlanan E. coli den izole edilmistir. 124 degisik varyasyona
sahip olan bu enzim aminopenisilinlere, karboksi penisilinlere, tireidopenisilinlere ve
dar spektrumlu sefalosporinlere kars1 olduk¢a direnglidir (Gorgeg, 2012). Son yillarda
E. coli ve K. pneumoniae siklikla izole edilmekte olup, hastane enfeksiyonlariyla da
yakin iligki i¢indedir. Bunlarin disinda V. cholerae, tifo harici Salmonella tiirlerinde
ve Shigella spp. gibi baz1 enfeksiyonlarda da izole edilmistir. (Jacoby, 1997; Jacoby
ve Munoz-Price, 2005). GSBL direng genlerine yonelik yapilmis ¢alismada E. coli’de
saptanan blactx-m geni oran1 %99,6 olarak saptanmustir (Kiratisin ve ark., 2008).

OXA (Oxacillin) p-Laktamazlar; giiniimiizde goriilme siklig1 giderek artan bir

enzim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. OXA’ nin 232 degisik varyasyonu bulunmaktadir
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(Gorgeg. 2012). OXA pB-Laktamazlar genellikle oksasilin ile kloksasilini hidroliz
ederler. K. pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumanii ve E. coli’de karsimiza
ctkmaktadir. OXA familyasinin bir¢cok iiyesi fonksiyonlarindan ¢ok aminoasit
dizilimlerine gore tanimlanmistir. OXA grubunun c¢ogu enzimi NaCl ile inhibe
olmaktadir (Jacoby 1997; Jacoby ve Munoz-Price, 2005; Bush ve Jacoby, 2010; Poirel,
Naas ve Nordmann, 2010). Uysal ve arkadaslar1 (2018) yapmis olduklari ¢alismada
blaoxa gen tastyan E. coli oranin1 %38,4 olarak bildirmistir.

PER enzimi; baz dizilimi bakimindan SHV ile TEM B-Laktamazlara benzerlik
gosterirler. ilk izolasyonu Fransa’da yasayan bir Tiirk hastadan elde edilen P.
aeruginosa susunda tespit edilmistir. Bu enzimler klavulanik asite duyarl,
sefasporinler ve penisiline karsi direnglidir (Daglar ve Ongiit, 2012). Salmonella
serovar Typhimurium, K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis gibi Enterobacteriaceae
tiyelerinde ve V. cholerae O1 El Tor’da goriildiigii ancak P. aeruginosa kadar sik
karsilasilmadigi bildirilmistir (Gorgeg, 2012).

VEB-1 enzimi; PER enzimlerine benzerlik gostermektedir. ilk izolasyonu
Vietnem’ daki bir E. coli susundan ger¢eklesmistir. VEB-1 enzimi klavulanik asite
duyarli, aztreonama, seftazidim ve sefotaksima karsi olduk¢a direnglidir (Daglar ve
Ongiit, 2012).

GES-1enzimi; yukaridaki iki enzim gibi plazmid araciligiyla GSBL direnci
gostermektedir. i1k izolasyonu Fransa’ daki K. pneumoniae susundan elde edilmistir.
Agciklamig oldugumuz bu enzimler genellikle P. aeruginosa'da izole edilirler fakat
goriilme sikliklari ¢ok yaygin degildir (Endimiani ve ark., 2006).

Bunlarin disinda SFO, TLA ve BES adi verilen enzimler nadir olarak izole

edilen diger GSBL’lerdir (Naas, Poirel ve Nordmann, 2008).

2.4.2. GSBL Tanmilama Yontemleri

Genislemis Spektrumlu f-Laktamazlar fenotipik ve genotipik yontemler olmak
tizere iki sekilde analiz edilirler. Fenotipik yOntemlerde tarama ve dogrulama
testlerinden yararlanilirken, genotipik yontemlerde ise molekiiler analizlerden
yararlanilmaktadir.

Fenotipik Yontemler: Fenotipik tanilama yontemleri tarama testleri olarak disk

difiizyon veya diliisyon ydntemleri kullanilmaktadir. Izole edilen E. coli’leri CLSI
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kriterlerine gore seftazidim, sefotaksim, aztreonam, seftriakson ya da sefpodoksim
antibiyotiklerine gore degerlendirilmektedir. GSBL’ler i¢in yapilan tarama testinde
degerlendirmede karsilastirilacak inhibisyon zon caplari ve MIK degeri kriterleri
Tablo 2°de verilmistir (CLSI, 2013).

Tablo 2. GSBL’ler igin yapilan tarama testinde degerlendirmede

karsilagtirilacak inhibisyon zon ¢aplar1 ve MIK degerleri

Antibiyotik Ad1 Inhibisyon Zon MIC Degeri  Kullanilan Yontem
Cap1 (mm) (ng/ml)

Seftazidim 30 pg <22 >2

Sefotaksim 30 pg <27 >2

Aztreonam 30 pg <27 >2 Disk difiizyon

Seftriakson 30 pg <25 >2

Sefpodoksim 10 pg <17 >2

CLSI, sivi mikrodiliisyon testinde; Seftazidim, Aztreonam, Sefotaksim,
Seftriakson, MIK degerleri >2 pg/mL, Sefpodoksim ise MIK degeri >8 pug/mL olarak
belirlendiginde veya disk difiizyon testinde; Sefpodoksim zon g¢apinin <17 mm,
Seftazidim inhibisyon zon ¢apinin <22 mm, Sefotaksim ve Aztreonam zon gaplarinin
<27 mm; Seftriakson zon ¢apinin <25 mm oldugu durumlarda GSBL varlig1 igin
dogrulama testi yapilmasini énermektedir (CLSI, 2013).

Dogrulama yontemlerinin mekanizmas1 Klavulanik Asit ile indikator olan
sefalosporinler arasindaki sinerjinin belirlenmesine esasina gore ¢alisir (CLSI, 2013).

Kombine disk diffiizyon yonteminde; 30 pg’ lik Seftazidim ve Sefotaksim
diskleri ile birlikte bu etken maddelere 10 pg klavulanik asit ilave edilmis antibiyotik
disklerinin besiyerinde 35°C 18 saat inkiibasyonu sonrasi, Klavulanik Asit ilave
edilmis ve edilmemis disklerin inhibisyon zon ¢aplari 6lgiiliir. Klavulanik Asit ilave
edilen disklerin zon capmin edilmeyenlerden >5 mm daha fazla olmasi GSBL
oldugunu ifade eder (Drieux ve ark., 2008).

Cift disk sinerji testinde (CDST) ise; besiyerinin kenarlarina birbirleri arasinda
uzaklik konusunda tam bir standart olmamakla birlikte 25 mm olacak sekilde
Seftriakson, Seftazidim veya Aztreonam, Sefotaksim ya da Sefpodoksim antibiyotik
diskleri ile merkeze ise Amoksisilin-Klavulanik Asit antibiyotik diski yerlestirilir
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(Gorgeg, 2012). Inkibasyon sonras1 Aztreonam veya Sefalosporin diskinin etrafindaki
zonun Amoksisilin-Klavulanik Asit yoniinde genislemesi ya da arasinda bakteri
tiremeyen bir sinerji alaninin varligi GSBL pozitif olarak yorumlanir (Drieux ve ark.,
2008). Bir baska deyisle GSBL enziminin Amoksisilin-Klavulanik Asit bulunan
ortamda inhibe olarak, p-laktam antibiyotiklerin aktivitesini artirmast seklinde de
yorumlanabilmektedir (Demir, 2006).

Ulkemizde yogun bir sekilde kullanilan CDST, GSBL tanimlanmasinda kolay
ve maliyetinin diisiik olmas1 agisindan avantajli bir yontemdir. Fakat diskler arasi
mesafede standardin uygulanmayisi, GSBL’lerin tam olarak saptanamamasina neden
olabilmektedir. Bu dururum CDST nin zay1f yonii olarak belirtilmektedir (Isik, Arslan
ve Tuncer, 2007; Kacmaz, Ozeng ve Aksoy, 2005). Ayni izolatlar tlizerinde disk
mesafeleri degistirilmek suretiyle GSBL taramasi yapilan ¢aligmalarda, mesafenin
azaltilmasiyla daha yiiksek diizeyde GSBL oranlari saptandigi ifade edilmektedir
(Fincanc1 ve ark., 2003; Giilay, Abacioglu ve Yulug, 1995). Oztiirk ve arkadaslari
(2010) yapmis olduklar1 calismada disk diflizyon yonteminin CDST’ e gore daha
duyarli oldugunu, ancak bu duyarliligin E. coli igin anlamli olmadigini ifade etmistir.

E-test yonteminde; bir ucuna sefotaksim veya seftazidim diger ucuna ise bu
antibiyotige klavulanik asit ilave edilerek hazirlanmig stripler besiyerine yerlestirilip
inkiibasyona birakilir. Sonrasinda olusan eliptik zon ¢apinin stripi kestigi yer elde
edilen MIK degerini ifade eder. Klavulanik Asit ilave edilmis ucun zon capinin ilave
edilmemis olan uca gore 8 kat az olmas1 GSBL nin Pozitif oldugunu ifade etmektedir
(Bradford, 2001).

Mikrodilusyon ydnteminde ise; tek basina Seftazidim ve Sefotaksim’in MiK
degerleri ile bu antibiyotiklere klavulanik asit ilave edilerek elde edilen MIiK degeri
belirlenir. Klavulanik Asit ilave edilmis olan MIK degerlerinin 8 kat az olmas1 GSBL
varligin1 gosterir (Bradford, 2001; Giilay, 2001).

Ug boyutlu testinde; izole edilen bakteri besiyeri yiizeyine aktarilip baget ile
yayildiktan sonra besiyerine steril bistiiriyle yarik agilir. Yarigin igine bakterinin
tiretildigi s1v1 besiyeri ilave edilir. Antibiyotik diskleri hazirlanan yariktan 30 mm
uzakliga yerlestirilip inkiibasyona birakilir. Sonrasinda yariga dogru olan tarafta,
disklerde olusan inhibisyon zon g¢apindaki daralma veya bozulma durumu GSBL

varligini ifade etmektedir (Bradford, 2001; Daglar ve Ongiit, 2012).
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Otomatize sistemlerde ise; bakteri izolasyonunda yaygin olarak kullanilan
Phoenix ve VITEK 2, Mikro-scan panel testler araciligiyla GSBL varligi
saptanabilmektedir. Bu sistemler; GSBL varligini belirlemek i¢in ¢esitli algoritmalari
isleterek Penisilin, Sefalosporin ve Aztreonam direnglerini belirleyerek rapor
etmektedirler (Daglar ve Ongiit, 2012). Giiniimiizde hastanelerin mikrobiyoloji
boliimlerinde kisa slirede ve ayni anda bir¢ok izolati degerlendirme imkani
vermesinden dolayi sik¢a kullanilan yontemler olarak devam edilmektedir.

Genotipik Yontemler: Fenotipik yontemlere nazaran 6zgiilliigii fazla olan

genotipik yontemlerle GSBL varligmin yani sira iiretilen enzimin genotipi de
belirlenebilir (Stiirenburg ve Mack, 2003).

Geniglemis  Spektrumlu p-Laktamazlarin identifikasyonunda siklikla
kullanilan molekiiler tan1 yontemleri PCR, DNA problari, PCR-RFLP, Real-time PCR,
PFGE ve sekanslamadir. Ancak bu yontemler her daim altin standart olarak
goriilmemektedir. NCCLS tarafindan molekiiler yontemlerle birlikte fenotipik
testlerinde kullanilmasi dogrulamak amaciyla onerilmektedir. Molekiiler yontemler
giivenilir ve olmasi hizli gibi avantajlara sahiptir. Fakat bu avantajin uzman personel
ve de laboratuvar imkanlarmin gelismislik diizeyiyle alakali oldugu da
unutulmamalidir (Arlet ve ark., 1995; Fluit, Visser ve Schmitz, 2001, Reid ve Samaras,
2018). Rutinde kullanimi siirli olan bu yontemler daha ¢ok aragtirma merkezlerinde
ve konuyu detayli incelemek isteyen arastiricilar tarafindan kullanilmaktadir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi; niikleik asitlerin invitro ortamda
¢ogaltilmasi esasina dayanir ve Kary Mullis tarafindan bulunmustur (Bush, Jacoby ve
Medeiros, 1995). B-laktamaz varligin1 belirlemede kullanilan yaygin yontemlerden
biridir. Fakat enzime ait varyasyonlarin ayrimin1 yapamadigi i¢in, 6zellikle gruplara
0zel primerlerin kullanilmas1 GSBL varliginin ortaya konmasinda yarar saglamaktadir
(Pitout, Hossain ve Hanson, 2004).

PCR- RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yonteminde ise;
amplifiye PCR f{irlinleri restriksiyon endoniikleazlar yardimiyla kesilerek elektroforez
aracilifiyla gen triinlerinin ayrimi gerceklesmektedir. Elde edilen gen firiinlerinin
biiytikliikleri belirlenmis GSBL genlerine 6zgii olmalidir (Arlet ve ark., 1995).

Izoelektrik odaklama ydnteminde; bakteriye ait DNA’nin poliakrilamid jelde

yiiriitiilmesinin akabinde B-laktamazlarin izoelektrik noktalarinda (pI) odaklanmalari
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beklenmektedir. Bu yontem sadece enzimin ailesini belirlemeye yonelik bilgi
vermektedir (Bradford, 2001).

Oligotiplendirme yontemi; enzimin nokta mutasyonlarini belirlemek amaciyla
oligontiklotid problarin kullanilmasina dayali bir yontemdir. Bu yontemin araciligiyla
elde edilen izolatlara ait yeni varyasyonlar elde edilebilmektedir (Mabilat ve
Courvalin, 1990).

Niikleik asit dizi analizi yontemi ise; PCR sonrasi elde edilen iiriine ait ¢ikarilan
gen dizisinin, gen bankasinda onceden kayitli bulunan diziler ile karsilastirma
yapilmasina olanak saglar. Bu yontem genin 6nceden belirlenmis bir enzime mi ait
oldugu yoksa yeni bir enzime mi oldugu belirlerken, genin mutasyona ugrayip

ugramadigini da saptanabilmektedir (Fluit, Visser ve Schmitz, 2001).

2.5. Tedavi

IYE tedavisinin amaci; hastada var olan semptomlar1 ortadan kaldirmak,
mevcut enfeksiyonu tedavi edip, renal hasarin olusumunu engellemek, varsa anatomik
bozukluklar1 belirleyip, tedavisini saglamak ve enfeksiyonun tekrarlanmasin
onlemektir. Bu nedenle dogru tedavi ve hastanin izlemi olduk¢a 6nemlidir (Roberts,
2011). idrar yolu enfeksiyonlarmin dogru tedavinin belirlenebilmesi icin dncelikle
etkenin dogru belirlenmesi gerekmektedir. [YE’ de hastanin yas1 ve hastaligin siddeti
tedavide belirleyici olacaktir (Erdogan ve Oner, 2002).

Yeni doganlar ve 3 aydan kiiciik olan ¢ocuklarin takibi ve tedavisi mutlaka
hastanede yapilmalidir. Bakteri yogunlugunun azaltilip mesanenin hizh
bosaltilabilmesi i¢in Oncelikle hidratasyonun saglanmasi gerekmektedir (Sobel ve
Kaye, 2015). Ampirik tedavini devaminda etkenin belirlenmesiyle birlikte etkenin
duyarli oldugu daha dar spektrumlu antibiyotik tedavisine gecilmelidir. Antibiyotik
seciminde son yillarda artig gdsteren antibiyotik direnci ve bu direngte dnemli bir paya
sahip olan beta laktamaz direnci dikkate alinmalidir. Hastanin klinik seyrine gore
parenteral tedaviye 10-14 giin aras1 devam edilip, tedavinin bitiminden 2 giin sonra
yapilacak idrar kiiltlirii degerlendirme yapilmalidir. Tedavinin basar1 gostergesi
bakterilirinin kaybolmasidir (Noyan, 2004).

IYE tanis1 alan yeni doganlari tedavisi mutlaka hastaneye yatirilarak ve damar

yoluyla yapilmali, kan ve beyin omirilik sivis1 (BOS) kiiltiirleri alinarak sepsis ve
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menenjit ekarte edilmelidir. Parenteral tedaviye klinik olarak hasta diizelene kadar (3-
7 giin) devam edilmeli, ardindan tedavi oral yolla 10-14 giine tamamlanmalidir
(Noyan, 2004).

Ug aydan biiyiik ¢ocuklarin IYE tedavisinde ise asemptomatik seyreden
cocuklarda oral tedaviye baslanir. Idrar kiiltiiriiniin sonucuna ve klinik seyrine gore
uygun antibiyotik secilir. Mutlaka hidrasyonun saglanmasi gerekmektedir (Noyan,
2004). Alt IYE tespit edilen ¢ocuklarda tedaviye 7-10 giin aras1 devam edilmelidir.
Klinik bulgularinda kusma, oral alimda azalma ve hidrasyonun saglanamamasi
durumunda hastaneye yatirilip parenteral tedavi uygulanmalidir (Elder, 2016).

Genel olarak ele alindiginda tedavide etkenin tiirliniin belirlenmesinin yani
sira, tiire ait filogenetik gruplarin, viriilens ve direng genlerinin de tespit edilmesi hem

tedavi sansini artiracak hem de maliyeti diisiirecektir (Giilay, 2001; Ejrnaes, 2011).

2.6. Korunma

Tekrarlayan IYE hipertansiyon, piyelonefrit ve kronik bobrek yetmezligine
neden oldugu bildirilmektedir. Cocukluk déneminde IYE’de korunmada; etkenin
yayillimin1 azalmak ve salgina donlismesine engel olmak Oncelikli amaci
olusturmaktadir. (Birol, 2003; Ozer, 2006). IYE’yi 6nlemede &ncelikli olarak
ebeveynlere ve cocuklara ¢cocuk iirogenital sistemi ile ilgili egitim verilmesi gerektigi
bilinmektedir. Egitim konular1 perine temizliginin dogru yapilisi, cocuklarin altlarinin
pamuklu bez ya da suyla 1slatilmis pamukla temizlenmesi, ¢ocuk i¢in kullanilacak bez
seciminin, kullanilan c¢amasirin 6zelligi, yikanmasi ve kurutulmas: asamalari
hakkindaki konular1 igermelidir. Ayrica ¢ocuklarda idrar yapmay1 erteleme durumlari
acisindan ebeveynlerin gozlem yapip, dilizenli araliklarla mesane bosaltimi
desteklenmeleri ve cocuklarin yas1 ve durumlarma gore gerekli sivi alimi takip
edilmesi gerektigi bildirilmektedir. Cocuklarda konstipasyon gelisiminin 6nlenmesi,
kiivet ve kopiik banyolarinda da kagiilmasi gerektigi bilinmektedir (Gorgen, 2016).

Korunmada ikinci asama ise IYE’de riskli gruplarin belirlenmesidir.
Cocuklarda bulunan kronik kabizlik, iseme bozuklugu, iiriner sistem obstriiksiyonlari
ile anomaliler, tag hikayesi, metabolik hastaliklar, diyabet ve veziiiretral reflii gibi

hastaliklar ve ailesel yatkilig1 olan ¢ocuklar IYE risk teskil ettigi bildirilmistir. Risk

31



grubunda olan bu c¢ocuklarin diizenli takibi ve tedavisi hastaligin gelisimini ve
tekrarini azaltacagi ifade edilmektedir (Birol, 2003; Ozer, 2006).

Bilingsiz antibiyotik kullanilmasinin engellenmesi de direng gelisimine karsi
koruma saglayacag: bildirilmektedir. Etken identifikasyonunun zaman kaybetmeden
yapilip, diren¢ durumlarina gére uygun antibiyotiklerle tedavinin yapilmasi gerektigi
ifade edilmektedir (Kola ve ark., 2007; Tacconelli ve ark., 2014; Woodford ve ark.,
2004).

Ebeveynlerin ¢ocuklarin bakimlarina iliskin bilgilerinin gozden gecirilmesi,
topluma el hijyeni ve mikroorganizmalardan korunmak i¢in yapilmasi gerekenlere
yonelik egitimlerin verilmesi, temasin dnlenmesi, hasta bireylerin izolosyonu, hasta
takibinin yapilmasi ve cevre temizligini igeren bilgilerin iletilmesi enfeksiyondan

korunmada oldukga biiyiik 6neme sahip oldugu unutulmamalidir.
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3. MATERYAL ve METOT

Calismanin  evrenine ve Orneklem grubuna ait bilgilere, calismanin
yapilabilmesi i¢in alinmis olan izinlere, orneklerin izolasyon, identifikasyon,
antibiyotik duyarliliklar1 ve molekiiler yontemlerle incelenmesine kadar gegen siirede

kullanilan materyallere bu boliimde yer verilmistir.

3.1. Materyal

Bu calisma, Ocak 2020-Aralik 2020 tarihleri arasinda Kafkas Universitesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezinin ¢esitli kliniklerine idrar yolu enfeksiyonu
sikayetiyle basvuran ve bu nedenle Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuarinda inceleme
amagl 0-18 yas aras1 ¢ocuklardan alinan 1077 idrar 6rnegi ile gerceklestirilmistir. Bu
tarihler arasinda merkezde c¢alisilan toplam 1077 idrar Orneginin yapilan
identifikasyon sununda GSBL pozitif E. coli oldugu tespit edilen 80 adet izolat
calismaya dahil edilmistir.

3.1.1. Cahsma lzinleri

Calismanin yapilabilmesi icin kurum izni, Kafkas Universitesi Saglk
Arastirma ve Uygulama Merkezi Bashekimligi'nin 20.11.2019 tarihli oluru ile
alinmustir.

Calismaya ait Etik Kurul Karar1; Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 29.11.2019 tarihli 12 numaral

oturumunda alinmistir.

3.1.2. Etken izolasyonu ve Identifikasyonu i¢in Gerekli Materyal

Bu boliimde orneklemlerin izolasyonu, identifikasyonu ve antibiyotik
duyarliliginin belirlenmesi asamasinda kullanilacak besiyerleri ve ¢esitli materyallere

yer verilmistir.

3.1.2.1.Etken Izolasyonu i¢cin Kullanilan Besiyeri

%35 Koyun Kanli Agar / EMB Agar: %5 Koyun kanli kgar, genel kullanim

amacli bir besi yeri olup, oldukca besleyici bir i¢erige sahiptir. Elde edilen 6rneklerin
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izolasyonu ve gelisimlerinin degerlendirilmesi amaclh kullanildig1 gibi bakterilerin
hemolizinin degerlendirilmesi amaciyla da kullanilir. EMB agar ise, elde edilen
orneklerin enterik Gram negatif bakterilerin izole edilmesinde kullanilmaktadir
(https://rtalabs.com.tr/urunlerimiz/mikrobiyoloji/petride-besiyeri/5-sheep-blood-

agar-emb-agar/) Calismada kullanilan bu iki besiyeri bolmeli petride hazir olarak

temin edilmis olup (RTA, Tiirkiye) etken izolasyonunda kullanilmistir.

% 5 Koyun Kanh Agar EMB Agar
< icerik » g/L < icerik » g/L

( Special peptone }2 23¢g Peptone

(swn ) te _E
< Sodium chloride h W)
< Agar >2 ( Eosin Y >2
(o rasos “E
<D—>; 6.8+0.2

3.1.2.2.Etken identifikasyonu I¢in Kullanilan Materyal ve Besiyerleri

Gram Boyama Kiti: Gram boyama kiti, Gram negatif ve Gram pozitif

bakterilerin mikroskobik olarak belirlenmesi isleminde kullanilir.

(https://rtalabs.com.tr/urunlerimiz/mikrobiyoloji/ boyama-setleri/gram-jensen-

boyama-Kkiti-250-ml/; Pons ve Pons, 2004). Calismada kullanilan bu boyama Kiti ticari

olarak temin edilmis olup (RTA, Tiirkiye), bakterilerin Gram negatif ve Gram pozitif

olarak identifikasyonu amaciyla kullanilmistir.
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Gram Boyama Kiti

Fuksin ¢ozeltisi >> 1x250

ml

mi

< Lugol cozeltisi >> 1x250

D o
ena.tlture.a.lkol >> 1x250
cozeltisi

mi

< Kristal moru >> 1x250
cozeltisi

ml

Triple Sugar Iron (TSI) Agar: TSI agar, enterik gram negatif basillerde olusan

hidrojen siilfit iiretim potansiyeli ile karbonhidrat fermentasyonunu belirlemek

amaciyla kullanilmaktadir  (https://rtalabs.com.tr/urunlerimiz/mikrobiyoloji/tupte-

sisede-besiyeri/triple-sugar-iron-agar-5-ml/). Calismada kullanilan bu besiyeri hazir

olarak temin edilmis olup (RTA, Tiirkiye), identifkasyon amaciyla kullanilmastir.

TSI Agar

( icerik >> g/ml
( Beef Extract >> 3g
( Yeast Extract » 3g
< Pancreatic Digest od Casein >> 15g
( Proteose Peptone No.3 » 5g
< Dextrose >> 1g
< Lactose » 10g
( Sucrose >> 10g
( Ferrous Sulfate > 0.2g
( Sodium Chloride » 5g
< Sodium Thiosulfate » 03g
( Agar » 12 g
( Phenol Red >> 0,024 g
< pH >> 7.4+0.2

A J N\ I\

Motility, Indole, Ornithine (MIO) Medium Besiyeri:

Bu besiyeri,

mikroorganizmanin hareketliligini, indol {iretme durumunu ve ornitin dekarboksilaz

aktivasyonunu belirlemek amactyla

kullanilmaktadir

(https://rtalabs.com.tr/urunlerimiz/mikrobiyoloji/tupte-sisede-besiyeri/mio-medium-
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5-ml/). Calisgmada kullanilan bu besiyeri hazir olarak temin edilmis olup (RTA,

Tiirkiye), identifikasyon amaciyla kullanilmigtir.

MIO Medium Besiyeri
icerik >> g/ml ]

Enzymatic Digest of Gelatin >> 10g

Enzymatic Digest of Casein >> 10g

Yeast Extract >> 3g )
Dextrose >> 1g ]
Bromcresol Purple >> 0.02g )
L-Ornithine >> 5g )
Agar >> 2g )

pH >> 6.5+0.2 )

Simmons Citrate Agar: Bu besiyeri, Gram negatif bakterilerdeki sitrat

W e e e P N Ve

kullanimin belirlemek amaciyla kullanilir
(https://rtalabs.com.tr/urunlerimiz/mikrobiyoloji/tupte-sisede-besiyeri/simmons-
citrate-agar/). Calismada kullanilan bu besiyeri hazir olarak temin edilmis olup (RTA,

Tiirkiye), identifikasyon amaciyla kullanilmigtir.

icerik >> g/ml )
Tryptone >> 20g ]
Peptone >> 6.1g ]

Ferrous ammonium suphate >> 0.2g
Sodium thiosulphate >> 0.2g
Agar > 3.5¢g

N TN TN TN TN TN TN

pH >; 7.3+0.2
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Ure Agar: Ure agar, Enterobacteriaceae ailesinin iireaz enzimi iiretme
potansiyellerine gore ayirt etme amaciyla kullanilmaktadir
(https://rtalabs.com.tr/urunlerimiz/mikrobiyoloji/tupte-sisede-besiyeri/urea-agar-5-
ml/). Calismada kullanilan bu besiyeri hazir olarak temin edilmis olup (RTA, Tiirkiye),

identifikasyon amaciyla kullanilmistir.

( icerik )> g/ml
( Peptone » 1g
( Glucose >> 1g
{ Sodium chloride » 5g ]

3.1.3.Antimikrobiyal Duyarlihk Testleri i¢cin Gerekli Materyaller

Mueller Hinton Broth: Mueller Hinton broth, sivi besiyeri olup, bir¢ok

mikroorganizmanin iiretimi i¢in ve antibiyotiklerin MIC degerini belirlemek amaciyla
kullanilmaktadir. Bakterinin kat1 besiyerine aktarilmadan énce Mc Farland sartlarina
gore ayarlanmasi bu besiyerinde ger¢eklesmektedir
(https://rtalabs.com.tr/urunlerimiz/mikrobiyoloji/tuptesisedebesiyeri/mueller-hinton-

broth-5-ml/). Calismada kullanilan bu besiyeri hazir olarak temin edilmis olup (RTA,

Tirkiye) bakterilerin kat1 besiyerine aktarilmasi amaciyla kullanilmistir.
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Mueller Hinton Broth
icerik >> g/ml ]

Acid Hydrolysate of Casein >> 17.5g

(
< ,
< Beef Extract >> 3g ]
(
(

Starch >> 1.5g
pH >> 7.4+0.2

Mueller Hinton Agar: Mueller Hinton agar, mikroorganizmalarin antibiyotik

duyarhiliklarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan bir besiyeridir
(https://rtalabs.com.tr/urunlerimiz/mikrobiyoloji/petride-besiyeri/mueller-hinton-
agar/). Calismada kullanilan bu besiyeri hazir olarak temin edilmis olup (RTA,

Tiirkiye) bakterilerin antimikrobiyal duyarliliklarini belirleme amaciyla kullanilmistir.

Mueller Hinton Agar
icerik >> g/ml )

Beef, dehydrated infusion from >> 2g

Casein hydrolysate >> 17.5g

Starch >> 1.5g
Agar >> 17g
pH >> 73+0.2

Antibiyotik Duyarlilik Diskleri: Laboratuarlarda antimikrobiyal duyarliliklari

N N N T N TN N

belirlemek amaciyla standartlara uygun bir sekilde 6zel kagitlara emdirilmis in vitro
olarak kullanilan disk seklindeki malzemedir (https://bioanalyse.com/bioanalyse-
antimikrobiyal-duyarlilik-testi-diskleri). Bu ¢alismada kullanilan diskler antibiyotik

duyarhiliklarinin 6l¢lilmesi amaciyla kullanilmistir (Bioanalyse, Tiirkiye).
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Antimikrobiyal Ajan Sembol  meg Antimikrobiyal Ajan sembol  meg

[ Amikasin | Ak [ 30 || sefuroksim akseti | om| 30 |
[ Amoaksisilin-klavulanik asit IAMCI 30 ][ Siprofloksasin I CIP I 5 ]
[ Ampisilin IAMI 2 ][ Fosfamisin I FF I 50 ]
[ Sefazolin I cz I 30 ][ Gentamisin I CN I 10 ]
[ Sefepim I FEP I 30 ][ Levofloksasin I LEV I 5 ]
[ Sefiksim ICFMI 5 ][ Nitrofurantoin I F 1300]
[ Seftazidim ICAZ I 30 ] [ Tazobaktam piperasilin I TPZ I 110 ]
[ Seftriakson ICROI 30 ][ Trimetoprim sulfametoksazol ISXTI 25 ]

3.1.4. Molekiiler Analizlerde Kullamilan Materyaller
Molekiiler Analiz i¢in Gerekli Olan Arac ve Geregler
» Otomatik Pipet Seti (Gilson) (10, 20, 100, 200, 1000 ul’lik)
= Termal cycler (Bio- Rad, MJ Mini Gradient Thermal Cycler, PTC- 1148)
» Jel dokiimantasyon sistemi (Vilber Lourmat V03 8464)

» Elektroforezis tinitesi (Bio- Rad, Mini- sub cell gt)
»  Sogutmali eppendorf santrifiijii (Eppendorf, Centrifuge- 5417R)
= Laminar flow kabin (Niive, LN120)
= Derin dondurucu (Vestel)
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bilesenleri
= Taq DNA Polymeraz Seti (Vivantis, PL 1202)
= dNTP Miks (10 mM) (Sigma, D7295)
= Nuclease-Free Water (Thermo Fisher, AM9932)
= Minera Oil (Bioshop-Canada MIN444)
» Direng Genleri Primerler (CTX-M, OXA-48, TEM SHV primerler ciftleri)

(Sentegen)

= Filogenetik Analiz Primerleri (chuA, yjaA, TspE4C2 primerler cgiftleri)
(Sentegen)

= UPEC Viriilens Gen Primerleri (pap, cnf-1, sfa, aer ve hly primer ¢iftleri)
(Sentegen)
Elektroforez’ de Kullanilan Soliisyonlar

» TBE Buffer (Tris-borate-EDTA -10X) (Thermo Fisher, B52)
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= Agaroz (Thermo Fisher, 17850)
DNA Ladder (Thermo Fisher GeneRuler 100 bp, SM0241)
= Etidyum bromid (Sigma, E1510- 10 ML)

3.1.5. izolatlarin Saklanmasi i¢in Gerekli Materyaller

Boncuklu Bakteri Saklama Tiipleri: Bakteri saklama tiipleri identifiye edilen

izolatlarin daha sonra molekiiler yontemlerin uygulanmasi i¢in mikroorganizmalari
tutucu 6zellikte porlu yapiya sahip seramik boncuk ve kriyoprezervatif sivi igeren stok
tiiplerdir. Tupleri saklamak i¢in buzdolaplarinin buzlugu kullanilabilecegi gibi,
dondurma 6zelligi -80 °C sicakligi kadar inebilen derin dondurucular da kullanilabilir.
Calismada kullanilan bu tiipleri ticari olarak temin edilmis olup (OR-BAK, Tiirkiye),

bakterileri stoklama amaciyla kullanilmistir.

3.2. Metot

Calismanin baslangicindan sonuna kadar gecen siirecte uygulana tiim

yontemler bu boliimde yer almaktadir.

3.2.1. Ornekleme Yontemi ve idrar Orneklerinin Alinmasi

Kafkas Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi’nin cesitli
kliniklerinden, 100 mI’lik steril idrar numune kabina alinan idrar 6rnekleri, izolasyon

ve identifikasyon i¢in T1ibbi Mikrobiyoloji Laboratuari’na yonlendirildi.

3.2.2. Etken izolasyon Yontemi

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuari’na gonderilen idrar 6rnekleri 10 dk 3000
rpm’de santrifiij edildikten sonra, dipte olusan tortudan 10ul’ lik 6ze ile alinarak %5
koyun kanl/EMB agara (bdlmeli) ekim yapildi. Aerobik olarak 37°C’de 24 saat
inkubasyona birakildi. Idrar drneklerinden iireme olanlar ¢alismaya dahil edildi.
Izolatlar1 kanli agarda biiyiik, gri, diizgiin koloniler olusturanlarin E. coli siipheli
olarak degerlendirildi. idrar izolatlarmin ¢ogu hemoliz yapmaz iken, bazilarmin kanl

agarda kuvvetli hemoliz yaptig1 goriildii. EMB agarda laktoz fermentasyonu nedeniyle
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metalik refle olusturan yesil-siyah renkli koloniler yine E. coli siipheli olarak
degerlendirildi (Edberg ve Trepeta, 1983; Isenberg, 1998).

3.2.3. Etken identifikasyon Yontemi

Gram Boyama Yéntemi: identifikasyon igin, steril bir lamin orta noktasia bir

damla saf su konulduktan sonra besiyerlerinde iireyen kolonilerden bir 6ze dolusu
alarak dairesel hareketlerle karistirildi. Lamin iizerine ince bir tabaka olarak
yayildiktan sonra oda 1sisinda kurumaya birakildi. Kurutulan preparat fiksasyon igin
lamin ucundan 6zel pens yardimiyla tutulup alevden 3-4 kez gegirilerek boyamaya
hazir hale getirildi. Mikroskobik inceleme sonucunda mor renkte goriintiilenen
mikroorganizmalar Gram (+), pembe-kirmizi renkte goriintiilenenler ise Gram (-)
olarak degerlendirildi (Arda, 2011).

Triple Sugar Iron (TSI)Agar Testi: Kati besiyerinde iiremis olan kolonilerden

bir 6ze dolusu alinarak, iceriginde glikoz, laktoz ve sukroz bulunan yatik TSI agara
ekildi. Etivde, 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra tiipte olusan degisimler
degerlendirildi. Tiiplin dip kisminda sariya dogru donen renk degisimi glikoz
kullanimini, yatik kisimda sariya dogru donen renk degisimi laktozun kullanimini,
yatik kismin ucundaki sartya dogru donen renk degisimi sukroz kullanimini gdsterir.
Tipin u¢ kisminda olusan siyah c¢okelti, hidrojen siilfit iiretiminin oldugunu
gostermektedir. Besiyerinin  boliintip  yirtilmast  gaz  iretiminin  oldugunu
gostermektedir. Escherichia coli H2S olusturmaz (Forbes, Sahm ve Weissfeld, 2002;
Murray ve ark., 2003; Holt ve ark., 1994).

Motility, Indole, Ornithine (MIO) Medium Testi: Mikroorganizmalarin

hareket, indol ve ornitin dekarboksilaz {iretiminin belirlenmesi i¢in hazirlanmis
besiyeri, bakteri ekiminden Once kapaklar1 gevsetilmis olarak kaynatilip oda
sicakligina kadar sogutuldu. Bakteri kolonisinden igne 6ze yardimiyla alinarak tiipiin
icindeki besiyerinin en dibine 0,6 cm’lik tek bir delme hareketiyle inokiile edildi. Tiim
tiipler kapaklar1 gevsek olarak 37 °C’de aerobik atmosferde 24 saat inkiibe edildi.
Tiipler hareket ve renk yoniinden gozlemlendi. Tiipte olusan bulaniklik hareketin
(motilite) pozitif oldugunu gostermektedir. Besiyerinde koyu, bulanik mor renk
Ornitin pozitif, sar1 renk Ornitin negatif olarak degerlendirildi. Sonrasinda, tiipiin

kenar kismindan yavasca akitilarak, 0.5 ml Kovaks ayiraci ilave edildi. Olusan indol
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aldehitlerle (ayiragtaki) reaksiyona girince kirmizi renk verir. Besiyerinin en {ist
boliimiinde olugan parlak kirmizi bir halka testin pozitif oldugunu gdstermektedir. E.
coli hareket, ornitin ve indol pozitifdir. (Ederer ve Clark, 1970; Oberhofer ve
Hajkowski,1970; Dolapg1, 2016).

Sitrat Testi: Test edilecek bakteriye ait koloniden igne 6ze yardimiyla alinarak
Simon’s Sitrat Yatik Agar besiyerine ekim yapildiktan sonra, etiivde, 37°C’de 2 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi, indikatdr olarak kullanilan
%0,2’lik Bromo timol mavisi araciligiyla besiyerinin yesil olan orijinal rengindeki
degisik degerlendirildi. Renginin maviye doniismesi pozitif olarak degerlendirildi.
Escherichia coli’de sitrat negatiftir (https://www.bd.com/resource.aspx?1DX=22364).

Ureaz Testi: Mikroorganizma Kkiiltiirlerinden, tiipteki iireli agarin yiizey
kismmna ekim yapildi. Etiivde, 37°C’de 2 giin inkiibe edildikten sonra renk
degerlendirmesi yapildi. Tiipte kirmizi rengin meydana gelmesi pozitif reaksiyon
olarak, renk degisikliginin olmamas1 ise negatif reaksiyon olarak degerlendirildi.
Escherichia coli {ireaz negatif bakteridir (https://www.bd.com/resource.aspx?
IDX=22917).

3.2.4. Antibiyotik Duyarhlik Testi

Yapilan identifikasyon sonucu Escherichia coli olarak belirlenen izolatlarin,
antibiyotik duyarhiliklar1 ve diren¢ durumlarint belirlemek i¢in ¢esitli testler
yapilmistir.

Disk Difilizyon Testi: Caligmada kullanilacak mikroorganizma Mueller-Hinton

brothda 2 saat siireyle 37°C'de inkiibasyona birakildi. Olusan bulanikliktan sonra
McFarland 0.5 (10® mikroorganizma/ml)'e gére ayarlanip standart bulamklik
olusturuldu. Hazirlanan siispansiyondan steril ekiivyon ¢ubugu yardimiyla alinarak
Mueller-Hinton agar yiizeyine ekim yapildi. Ekim sonrasi farkli antibiyotiklere ait
diskler steril edilmis pens yardimiyla besiyerinin yiizeyine yerlestirildi. Yerlestirme
islemi, olusacak zonlarin karistirllmamasi i¢in diskler arasinda 22 mm, petri
kenarlariyla olan mesafenin ise 14 mm uzaklik olmasina dikkat edildi. Besiyerleri
etiivde 37°C'de 18 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra olugan inhibisyon

zon gaplari dlgiildii (Patel ve ark., 2014).
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Cift Disk Sinerji Testi: izolatlarin GSBL diren¢ durumunun saptanmast igin,
disk difiizyon yonteminde uygulandigi gibi Mueller-Hinton agar besiyerine ekim
yapildi. Amoxicillin-Clavulonic acid (30) merkeze konularak etrafina 25 mm
uzakliklarda olacak sekilde Seftazidim (30), Sefepim (30) ve Seftriakson (30) diskleri
yerlestirilerek etiivde 37°C’de olacak sekilde 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
Seftazidim, Sefepim ve Seftriakson disklerinin olusturdugu inhibisyon zonunun,
Amoxicillin-Clavulonic acid diskine dogru genislemesi GSBL varligi olarak
degerlendirildi. (Oztiirk ve ark., 2010). Bu test GSBL varligmin ortaya konulmas1

amaciyla yapilmistir.

3.2.5. E. coli izolatlariyla Gergeklestirilen Molekiiler Analizler

Bu ¢alismada identifiye edilen E. coli’ye ait izolatlarin bazi GSBL direng
genlerinin analizleri, filogenetik gruplandirmasi ve UPEC bazi viriilens genlerinin
analizleri PCR temelli molekiiler tekniklerle belirlendi. E. coli’ye ait DNA elde
edilmesi icin kat1 besiyerine ekilen saflastirilmis kolonilerden saglandi. Elde edilen

niikleik asitler calisma boyunca tiim analizlerde kullanildi.

3.2.5.1. DNA (Niikleik Asit) Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in, 0,2 ml’ lik PCR tiiplerine 100 pl aktarilan Niikleaz
suyun icerisine %35 koyun kanli agarda inkiibasyona birakilan bakterilerden 0.1 pl’ lik
plastik 6ze yardimiyla 1-2 koloni alinarak hemojenize edildi. Daha sonra gradient 1s1
makinesine yerlestirilen tiipler, 99,9 °C* de 10 dk olarak ayarlanan programda
calistirildi. Program sonrast 8000 devirde (rpm) 3 dk. santrifiij edilen tiiplerin
supernatant kisminda 95 ul toplanarak kalip DNA elde edildi (Newton, 1995). Elde
edilen kalip DNA’lar PCR islemlerinde kullanilmak {izere -20°C’de derin
dondurucuya kaldirildi.

3.2.5.2. GSBL Direnc¢ Genlerinin Analizleri
TEM-PCR Yéntemi: izole edilen E. coli izolatlarinin TEM direng genlerinin

belirlenmesi i¢in referans primerler kullanilmistir.
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Hedef Primer Bant Referans

Gen Boyu (bp)

bla em F-5-ATGAGTATTCAACATTTCCGTG-3' 861 Hosoglu
R-5-TTACCAATGCTTAATCAGTGAG-3' ve ark., 2007)

Amflikasyon i¢in kullanilan reaktif karigimai;

Buffer 10 x 5

dNTP karisimi 10 mM 0,75

MgCl, 25 mM 5

Primer F 10 uM 1,5

Primer R 10 uM 1,5

Taq DNA Polimeraz 5 U0/ul 0,75
Niikleaz su 55

Kalip DNA 5

Toplam 25
Amplifikasyon kosullari,

Aktivasyon 94 °C 5 dakika 1 siklus
Denatiirasyon 94°C 1dakika

Baglanma 55°C ldakika 35 siklus
Uzama 72 °C 1 dakika

Son uzama 72 °C 10 dakika 1 siklus
Sogutma 4°C 10 dakika 1 siklus

CTX-M-PCR_Yontemi: Izole edilen E. coli izolatlarmmn CTX-M direng

genlerinin belirlenmesi i¢in referans primerler kullanilmistir.

bla crx-m

F-5’-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA-3’

R- 5’-CGATATCGTTGGTGGTGCCATA-3’

544 Edelstein  ve

ark., 2003)
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Amflikasyon i¢in kullanilan reaktif karigimi;

Reaktif Stok Konsantrasyonu 1 6rnek icin miktar ( pl)

Buffer 10 x 5

dNTP karisimi 10 mM 0,75

MgCl, 25 mM 3

Primer F 10 uM 1

Primer R 10 uM 1

Tag DNA Polimeraz 50/l 0,5

Niikleaz su 10,75

Kalip DNA 3

Toplam 25
Amplifikasyon kosullari;

Aktivasyon 94 °C 5 dakika 1 siklus

Denatiirasyon 94 °C 1dakika

Baglanma 57°C 1dakika 35 siklus

Uzama 72 °C 1 dakika

Son uzama 72 °C 10 dakika 1 siklus

Sogutma 4 °C 10 dakika 1 siklus

SHV-PCR Yéntemi: Izole edilen E. coli izolatlarinin SHV direng genlerinin

belirlenmesi i¢in referans primerler kullanilmistir.

Hedef Primer Bant Referans

Gen Boyu (bp)

blashy | F-5"-TTATCTCCCTGTTAGCCACC-3’ 795 Arlet ve ark. (1997)
R-5-GATTTGCTGATTTCGCTCGG-3’

Amflikasyon i¢in kullanilan reaktif karigima;

Reaktif Stok Konsantrasyonu 1 6rnek icin miktar ( pl)
Buffer 10 x 5

dNTP karisimi 10 mM 0,75

MgCl, 25 mM 4

Primer F 10 uM 1,5

Primer R 10 uM 1,5

Tag DNA Polimeraz 5U/ul 0,5

Niikleaz su 6,75

Kalip DNA 5

Toplam 25
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Amplifikasyon kosullari;

Aktivasyon 94 °C 5 dakika 1 siklus
Denatiirasyon 94 °C 1dakika
Baglanma 59°C 1dakika 35 siklus
Uzama 72 °C 1 dakika
Son uzama 72 °C 10 dakika 1 siklus
Sogutma 4°C 10 dakika 1 siklus

OXA-2 PCR Yéntemi: izole edilen E. coli izolatlarmim OXA-2 direng

genlerinin belirlenmesi i¢in referans primerler kullanilmistir.

Hedef Primer Bant Referans

Gen Boyu (bp)

bla oxaz | 5°-AAG AAA CGC TAC TCG CCT GC-3’ 478 Kiratisin ve ark., 2008
5’-CCA CTC AAC CCA TCC TAC CC-3’

Amflikasyon igin kullanilan reaktif karigimi;

Buffer 10 x 5

dNTP karisimi1 10 mM 0,75

MgCl, 25mM 3

Primer F 10 uM 1

Primer R 10 uM 1

Tag DNA Polimeraz 5U/ul 04

Nikleaz su 9,85

Kalip DNA 4

Toplam 25
Amplifikasyon kosullari;

Aktivasyon 95°C 10 dakika 1 siklus

Denatiirasyon 95°C 1dakika

Baglanma 60,8 °C 1dakika 35 siklus

Uzama 72 °C 1,5 dakika

Son uzama 72 °C 3 dakika 1 siklus

Sogutma 4°C 10 dakika 1 siklus
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3.2.5.3. UPEC Viriilens Genlerinin Belirlenmesi Multipleks PCR Yontemi

Izole edilen E. coli izolatlarinin UPEC’ye ait bazi viriilens genlerinin

belirlenmesi i¢in pap, sfa, cnf-1, aer ve hly’ye ait referans primerler kullanilmistir.

Multipleks PCR yapilmaistir.

Hedef Primer Bant Referans
Gen Boyu
(bp)
pap F- 5-GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG-3’ 328 | Yamamoto ve
R- 5’-ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA-3’ ark., (1995)
sfa F- 5°-CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC-3’ 410
R- 5'-CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA-3’
cnf-1 F- 5-AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG-3’ 498
R- 5’-CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT-3’
aer F- 5-TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT-3’ 602
R- 5’-AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG-3’
hly F- 5’-AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT-3’ 1177
R- 5’-ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA-3’

Amflikasyon i¢in kullanilan reaktif karigimai;

Reaktif Stok Konsantrasyonu 1 6rnek icin miktar ( pl)
Buffer 10 x 4
dNTP karisimi 10 mM 2,5
MgCl, 25 mM 3
pap Primer karigimi 10 uM 2
sfa Primer karisimi 10 pM 2
cnf-1 Primer karigimi 10 uM 2
aer Primer karigimi1 10 uyM 2
hly Primer karisimi 10 uM 3
Tag DNA Polimeraz 5U0/ul 0,5
Kalip DNA 4
Toplam 25
Amplifikasyon kosullari;
Aktivasyon 95°C 3 dakika 1 siklus
Denatiirasyon 95°C 1dakika
Baglanma 62,7 °C 1dakika 37 siklus
Uzama 72°C 2 dakika
Son uzama 72°C 7 dakika 1 siklus
Sogutma 4 °C 10 dakika 1 siklus
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3.2.5.4. Filogenetik Gruplandirma Multipleks PCR Yo6ntemi

Izole edilen E. coli izolatlarinin Filogenetik Gruplandirmasi icin chuA, yjaA ve

TSPE4.C2’ye ait referans primerler kullanilmistir. Multipleks PCR yapilmistir.

Hedef Primerler Bant Referans
Gen Boyu (bp)
chuA F- 5’>-ATGATCATCGCGGCGTGCTG-3’ 281 Yun ve ark.,
R- 5’-AAACGCGCTCGCGCCTAAT-3’ (2015)
yjaA F- 5>-TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT-3’ 216
R- 5’-ACCTGTGACAAACCGCCCTCA-3’
TSPE4.C2 | F-5’- GCGGGTGAGACAGAAACGCG-3’ 152
R- 5’-TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG-3’
Amflikasyon igin kullanilan reaktif karigimi;
Buffer 10 x 4
dNTP karisimi 10 mM 2
MgCl, 25 mM 3
chuA Primer karisimi 10 uM 15
yjaA Primer karigimi 10 uM 1,5
TspE4.C2 Primer karigimi 10 uM 15
Tag DNA Polimeraz 5 U/l 0,4
Niikleaz su 7,1
Kalip DNA 4
Toplam 25
Amplifikasyon kosullari;
Aktivasyon 95°C 5 dakika 1 siklus
Denatiirasyon 95°C 1dakika
Baglanma 58°C 1dakika 35 siklus
Uzama 72 °C 2 dakika
Son uzama 72 °C 10 dakika 1 siklus
Sogutma 4 °C 10 dakika 1 siklus
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Izolatlara ait filogenetik gruplandirma icin Dikotomdz Karar Agaci’dan

faydalanilmistir (Sekil 2) (Clermont ve ark., 2000)

chuA
/ \
[+] [-]

B2 veyaD Bl veya A
yiad TspE4.C2

/7 O\ 7\
[+] [-] [+] [-]
i ! | !
B2 D Bl

Sekil 2. Dikotomoz Karar Agaci

3.2.5.5. Elektroforez Yontemi

Amplifiye olmus tiriinlerin gériintiilenip analizinin yapilmasi amaciyla agoroz
jel elekroforezi tekniginde yararlanilmistir. 60 mlIxTBE buffer icerisine 0,9 mg
agaroz ilave edilip mikrodalgada kaynatilarak agorozun tam erimesi saglanir. Bir
miktar sogutulan karigimin igerisine 2,2 pl etidyum bromiir ilave edilirek taraklar
yerlestirilip 30 dk sogumaya birakilir. Katilagan jel kuyucuklarina 9 pl PCR iiriinii
konularak 1XTBE buffer iceren elektroforez tanki igerisinde 100 volt ve 400
miliamperde 35 dakika yiiriitiildii (Moziogolu, 2019). Olusan bantlar 100 bp plus DNA
Ladder karsilastirildi. DNA fragmentleri jel dokiimantasyon sistemi araciligiyla
goriintiilenip fotograflandirildi. Kullanilan primer ¢iftlerine ait bant boyutlarinin tespit
edilmesi PCR firiinlerinde aradigimiz genlerin varlig1 olarak yorumlandi.

Calismada yapilan molekiiler analizlerde E. coli kontrol susu olarak, ATCC
25922 susu kullanilmagtir.
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3.2.5.6. Veri Analiz Yontemi

Arastirmada elde edilen verilerin tamami belirli bir kategoriyi iceren
smiflandirma esasina dayalidir. Kategorik verilerde bir degiskenin kategorileri
arasinda nominal verilerin (frekans tiiri) analiz edilmesi i¢in non-parametrik testler
kullanilmaktadir (Biiyiikoztiirk, 2004).

Bu caligmada kategorik bir diizenleme yapilmis olup (bu ¢alisma i¢in; kizlar a
sayida, erkekler b sayida veya 0-2 yas araliginda c kisi, 3-7 yas araliginda d kisi gibi...)
bu kategoride yer alan kisi ya da nesnelerin aralarinda anlamli bir farklilik olup,
olmadigini test etmek i¢in ¥2 uygunluk testi kullanilmistir. Burada bulunan degerlerin

beklenen degerlerden farkliligina gére hesaplama yapilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda, Kafkas Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama
Merkezinin farkli polikliniklerine idrar yolu yakinmasi ile gelen 1077 hastanin idrar
ornekleri incelenmistir. Alinan bu 6rneklerin kiiltiire edilmesi sonucunda, toplam 529
idrar 6rneginde bakteri liremesinin olmadig1 saptandi. Diger yandan 198 6rnekte ise
kontaminasyon oldugu belirlenmistir. Bu iki grupta yer alan 727 idrar Ornegi
calismadan ¢ikartilmistir. Geriye kalan 350 adet idrar 6rnegi tizerinde bakteriyel etken
izolasyonu yapildi. Calismada 350 idrar 6rneginden izole edilen toplam 237 E. coli
izolat1 alinmis ve Cift Disk Sinerji Yontemine gore Genislemis Beta Laktamaz varligi
tespit edilmistir. Elde edilen veriler, 80 adet 6rnekte (%33,8) GSBL varligini ortaya
koymustur. Calismanin bundan sonraki boliimiindeki tiim tanimlama, analiz ve
hesaplama islemleri 80 adet GSBL pozitif E. coli ile gergeklestirilmistir.

Bu calismadan elde edilen bulgular 5 farkli baslik altinda toplanmuistir.
Bunlardan ilki aragtirmanin genel verilerini ve demografik verileri iceren bulgulardir.
Ikinci asamada ise antibiyogram incelemeleri ve diren¢ genlerinin tespit edilmesine
yonelik bulgular yer almaktadir. Ugiincii kisimda idrar érneklerinden izole edilen E.
coli izolatlarmin viriilens genlerinin tespitini igeren veriler yer almaktadir. Dordiincii
boliimde izolatlarin filogenetik tiplendirmesine iliskin veriler sunulmustur.
Calismanin cinsiyet ve yas aralif1 degiskenine bagli olan verileri ise istatistiksel

caligmalar, son baglikta verilmistir.

4. 1. Arastirmanin Genel ve Demografik Verilerine Iliskin Bulgular

Bu baslik altinda ¢alisilan 350 idrar 6rneginin, icerdigi bakteri tiirlerine gore
sayisal degerleri ve ylizde oranlar1 verilmistir. Yapilan tanimlama islemlerinde sonra

10 farkl tiire iligkin siralama Tablo 3’de sunulmustur.
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Tablo 3. Calismada izole edilen bakteri tiirlerine iliskin veriler

Bakteri Tiirii Ornek Sayisi Yiizde(%)
Escherichia coli 237 %67,7
Koagiilaz (-) Stafilokok 36 %10,3
Proteus mirabilis 25 %7,1
Enterococcus spp. 22 %6,3
Klebsiella spp. 11 %3,1
Enterobacter aerogenes 6 %1,7
Staphylococcus aureus 6 %1,7
Citrobacter diversus 3 %0,9
Pseudomonas aeruginosa 2 %0,6
Proteus vulgaris 2 %0,6
Toplam 350 %100

Calismada en fazla izole edilen bakteri %67,7’lik oranla E. coli olmustur. Bunu
takiben %10,3’liikk oranla Koagiilaz (-) Stafilokok ikinci siray1 almistir. Proteus
mirabilis (%7,1), Enterococcus spp. (%6,3) birbirlerine yakin degerlerde izole edilerek
siralamaya dahil olmustur. Klebsiella spp. %3,1’lik oranda izole edilirken,
Enterobacter aerogenes ve Staphylococcus aureus’un izole edilme siklig1 %1,7 olarak
bulunmustur. Citrobacter diversus %0,9 degerinde izole edilirken, son siray1 %0,6’lik
oranla Pseudomonas aeruginosa ve Proteus vulgaris tanimlanmuistir.

Yapilan calismalarda cinsiyetin IYE’de ©nemli bir faktér oldugu
bildirilmektedir. Ozellikle kiz ¢ocuklarinda erkek c¢ocuklarma oranla daha sik
rastlanan bir saglik problemidir. (Wettergren, Jodal ve Jonasson, 1985; Wettergren ve
ark., 1990). Bu 6neminden 6tiirii calismada cinsiyet degiskeni 6zellikle incelenmistir.

Bu c¢alisma Ornekleminde, erkek ve kiz c¢ocuklarinin idrar yolu

enfeksiyonlarina yakalanma sikligi Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. Idrar &rneklerinde GSBL pozitif E. coli rastlanan kiz/erkek

¢ocuklarina ait istatistiksel veriler

Cinsiyet Izolat Sayisi Yiizde 2 P
Erkek 19 23,8 22,050 ,001
Kiz 61 76,2

Arastirma kapsaminda idrar Orneklerinden E. coli izole edilen erkek
cocuklarin orant  %23,8 olurken, kiz ¢ocuklarda bu oran %76,2’lik bir deger olarak
elde edilmistir. Yapilan %2 uygunluk testi sonrasinda E. coli’ye bagli idrar yolu
enfeksiyonlarinda kiz cocuklar1 ile erkek c¢ocuklari arasinda frekans degerleri
bakimindan anlamli bir fark elde edilmistir (x2(1) =22,050; p<0,05).

Diger bir demografik degisken olarak yas aralifi secilmistir. Cocuklarin yas
araliklarinin belirlenmesinde gelisim asamalarina yonelik tasnif yapilmistir. Bu tasnife
gore 0-2 yas araligindaki cocuklarin duyussal edimsel donemde oldugu, 3-7 yas
araligindaki cocuklarin iglem oncesi donemde oldugu, 8-11 yas aralifindaki
cocuklarin somut islem doneminde oldugu ve 12 yas iistii ¢ocuklarin soyut islem
doneminde oldugu seklinde siniflandirma yapilmistir. Calismada kullanilan yas
araliklar1 da bu gelisim donemleri dikkate alinarak yapilmistir (Senemoglu, 2018).

Bu degiskenin secilmesindeki amag¢, yas araliklari ile idrar yolu
enfeksiyonlarmma yakalanma siklig1 arasinda bir iliskinin olup olmadigmin tespit
edilmesidir. Bu diisiinceden hareketle yasa araliklarina gore tasnif islemleri yapilmis

ve veriler Tablo 5°te sunulmustur.

Tablo 5. idrar 6rneklerinden izole edilen GSBL pozitif E. coli sayisinin yas

araligina gore dagilimi

Yas araligi izolat Sayis1 Yiizde X2 p
0-2 yas 38 47,5 25,900 ,001
3-7 yas 21 26,2

8-11 yas 13 16,3

12 ve Ustl 8 10

Idrar 6rnekleri alinan ¢ocuklardan elde edilen E. coli izolatlarinin %47,5’lik
oran 0-2 yas grubu aralifinda iken, %26,2’lik oranin 3-7 yas araliginda oldugu
belirlenmigtir. 8-11 Yas araligindaki ¢ocuklarin oran1 %16,3 ile diisiis gosterirken, en

diisiik oran ise %10 ile 12 yas tistii ¢ocuklardan elde edilmistir. Calismanin istatistiksel
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olarak degerlendirilmesinde ise yas gruplart ile E. coli rastlanma sikligi arasinda

anlaml bir farklihgin oldugu belirlenmistir (x%3) =25,900; p<0,05).

Diger inceleme alanlarindan birisi de gelen ¢ocuk idrarlarinin hangi aylarda

geldigi ve aylara gore gelen idrar 6rneklerinin E. coli izolasyonunda farklilik olusturup

olusturmadigidir. Bu sebeple bir yillik periyot belirlenmis ve 2020 yil1 i¢in aylara gore

gelen GSBL pozitif 6rneklere iliskin veriler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Idrar rneklerinden GSBL pozitif E. coli izolasyonlarmin aylara gore

dagilimi
Ay izolat Sayis1 Yiizde v2 p
Ocak-2020 21 26,3 67,125 ,001
Subat-2020 18 22,5
Mart-2020 8 10,0
Nisan-2020 1 1,3
May1s-2020 1 1,3
Haziran-2020 1 1,3
Temmuz-2020 2 2,5
Agustos-2020 0 0
Eyliil-2020 5 6,3
Ekim-2020 10 12,5
Kasim-2020 3 3,8
Aralik-2020 10 12,5

E. coli izolatlarina ait siniflandirmalardan birisi de numunenin alindig1 ay
olarak belirlenmistir. En yiiksek E. coli izolasyonunun yapildigi ay %26,2 oranla
Ocak-2020 olmustur. Subat-2020’de %22,5’lik oranda E. coli igeren idrar 6rnegine
rastlanmistir. Ekim ve Aralik-2020 itibariyla %12,5’lik izolasyon orani elde edilirken,
diger aylarda izolasyon oranlar1 %10’un altinda kalmistir. Aylara gore istatistiksel
degerlendirme yapildiginda ise, gelen numunelerin aylara dagilimi arasinda yapilan x 2
uygunluk testinde anlaml fark elde edilmistir (y2(10) =67,125; p<0,05). Bunun nedeni
tiim diinyay1 etkisi altina alan Covid-19 pandemi durumunun iilkemizde de ortaya
¢ikmasi olarak degerlendirilebilir. Ciinkii iilkemizde ilk vakanin ortaya ¢ikisi Mart
2020 olarak bildirilmistir. Mart 2020°den itibaren izolasyon sayisindaki diisiis bu
durumu acgiklamaktadir. Hastanelerin pandemi hastanesi olarak hizmet vermesi ve acil
olmayan durumlarda poliklinik hizmeti verilmemesinin bu diisiise zemin hazirladig

diistiniilmektedir.
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Cocuklarda rastlanan ve yiiksek oranda seyreden E. coli’ye bagli idrar yolu
enfeksiyonlarinda elde genel verilerden birisi de idrar 6rneklerinin geldigi kliniklerin
cesitliligidir. Toplanan GSBL pozitif 80 adet izolatin geldigi polikliniklere iliskin

veriler Tablo 7°de sunulmustur.

Tablo 7. idrar 6rneklerinin alindigi kliniklere gére GSBL pozitif E. coli

izolasyon oranlar1

Klinik izolat Sayisi Yiizde %2 p
Cocuk klinigi 71 88,8 110,725 ,001
Uroloji klinigi 6 7,5

Diger klinik 3 3,8

E. coli izolatlarinin alindig1 polikliniklere bakildiginda, en fazla izolatin geldigi
birim %88,8 ile ¢ocuk hastaliklar1 poliklinigi oldugu goriilmistiir. Daha sonra %7,5
ile iiroloji poliklinigi siralamaya girerken, diger polikliniklerden gelen hasta orami
%3,7 olmustur. Istatistik hesaplamalar sonucunda izolatlarin alindig1 polikliniklerin
cocuk hasta sayilar1 arasinda anlamli bir farklihign olustugu gériilmiistir (y%@)

=110,725; p<0,05).

4. 2. Arastirmanin Antibiyotik Duyarhliklar1 ve Diren¢ Genlerinin Varhgina
Iliskin Bulgular

Calismada antibiyotik duyarliligi islemleri i¢in Disk Difflizyon Yontemi
kullanilarak antibiyogram testi gerceklestirilmistir. E. coli izolatlarin Disk
Diffiizyon testi ve GSBL varlig1 Cift Disk Sinerji Testi (CDST) ile ayni petride
degerlendirilmistir. Bu ortamda hem antibiyotik duyarliliklar1 hem de GSBL varlig1
tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmada 6 ve 18 nolu izolatlarin antibiyotik duyarlilik-Cift

Disk Sinerji Testine ait 6rnek resimleri Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 3. Yapilan Cift Disk Sinerji Testi ve Antibiyogram Duyarlilik Testi Ornek

Goruntileri

Calismada antibiyotik cesitliligi olduk¢a genis olarak sec¢ilmistir.
Antibiyogram testinde toplam 16 antibiyotik kullanilmig, GSBL pozitif E. coli
izolatlarina kars1 gelisen direng ve duyarlilik oranlarina iligkin veriler Tablo 8’de

verilmigtir.

Tablo 8. Idrar drneklerinden izole edilen GSBL pozitif E. coli izolatlarinm

antibiyotik diren¢ ve duyarlilik degerleri

Antibiyotik Direngli Duyarh X2 p

izolat Yiizde izolat Yiizde

Sayisi Sayisi
Ampisilin 63 78,8 17 21,3 26,450 ,001
Sefazolin 49 61,3 31 38,8 4,050 ,044
Sefiksim 49 61,3 31 38,8 4,050 ,044
Seftazidim 49 61,3 31 38,8 4,050 ,044
Sefuroksim aksetil 49 61,3 31 38,8 4,050 ,044
Seftriakson 48 60,0 32 40,0 3,200 ,074
Sefepim 46 57,5 34 42,5 4,050 ,044
Amoksisilin-Klavulanik asit 30 37,5 50 62,5 5,000 ,025
Trimetoprim-sulfametoksazole 28 35,0 52 65,0 7,200 ,007
Siprofloksasin 10 12,5 70 87,5 45,000 ,001
Levofloksasin 9 11,3 71 88,8 48,050 ,001
Gentamisin 7 8,8 73 91,3 54,450 ,001
Tazobaktam piperasillin 3 3,8 77 96,3 *
Amikasin 2 2,5 78 97,5 * *
Nitrofurantoin 2 2,5 78 97,5 * *
Fosfomisin 0 0,0 80 100 * *

* fzolatlarin %50’sinin sayisal degeri 5’ten kiiciik oldugu icin x2 testi yapilmasi uygun degildir.
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Yapilan antibiyogram incelemelerinde 16 farkli antibiyotige iligkin veriler elde
edilmistir. Bu ¢alismada en fazla direng gosterilen antibiyotikler %78,8 ile Ampisilin
ve %61,3 ile Sefazolin, Sefiksim, Seftazidim ve Sefuroksim aksetil disklerine
olmustur. Bunu %60 ile Seftriakson ve %57,5 ile Sefepim takip etmistir. Amoksisilin-
Klavulanik asit ve Trimetoprim-sulfametoksazole ise %30’un iizerinde direng
belirlenmistir. Diger antibiyotiklerde direngle karsilasma orani ¢ok daha diisiik
seyretmistir. Duyarlilik durumlar irdelendiginde en yiiksek duyarliligin %100 ile
Fosfomisin oldugu goriilmektedir. Sonrasinda sirasiyla %97,5 ile Amikasin, %97,5
Nitrofurantoin, %96,3 Tazobaktam piperasillin, %91,3 Gentamisin seklinde devam
yiiksek oranlarda duyarliliklar tespit edilmistir. En diisiik duyarliligin %21,3 ile
Ampisiline kars1 oldugu goriilmektedir.

16 farkli antibiyotigin ayn1 tabloda yer aldig1 istatistiksel verilere bakildiginda
Amikasin, Fosfomisin, Nitrofurantoin ve Tazobaktam piperasillin ig¢in x2 testinin
yapilamayacag1 goriilmektedir. 2 uygunluk testinin yapilabilmesi i¢in degerlerin
%50’den fazlasinin 5 rakaminin iizerinde olmasi gerekmektedir. Bu saglanamadigi
zaman y2 testi tizerinden degil, frekans degerleri lizerinden yorumlama yapilmaktadir.
Amoksisilin-Klavulanik Asit, Ampisilin, Sefazolin, Sefepim, Sefiksim, Seftazidim,
Seftriakson, Siprofloksasin, Sefuroksim Aksetil, Gentamisin, Levofloksasin,
Trimetoprim-Sulfametoksazole antibiyotiklerinin duyarlilik gosterdigi izolat sayis1 ve
direng gosterdigi izolat sayis1 arasinda anlaml bir fark olusmustur (p<0,05). Sadece
Sefiksim, Seftriakson antibiyotiklerinin duyarlilik gdsterdigi izolat sayis1 ve direng
gosterdigi 6rnek sayis1 arasinda anlamli bir iligki bulunamamaistir (p>0,05).

Amikasin, Fosfomisin, Nitrofurantoin ve Tazobaktam Piperasillin
antibiyotikleri i¢in duyarlilik degerleri neredeyse tiim izolatlarda var oldugundan 2
testine uygun bulunmamis ve anlamlilik degerleri hesaplanmamustir.

Antibiyotiklere olan direng ve duyarlilik durumlarinin tespit edilmesinde sonra,
CDST ile GSBL pozitifligi tespit edilmis olan 80 E. coli izolatlarinda GSBL direng
genlerinin varlig1 single-step PCR yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Bu amagla
TEM, CTX-M, SHV ve OXA-2 primerleri kullanilarak GSBL pozitifligi
dogrulanmigtir. Calismanin esast GSBL pozitifliginden sorumlu en yaygin gen

bolgelerinin segilen primerle amplifikasyonuna dayanmaktadir. Laboratuar ortaminda
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in vitro olarak gergeklestirilen bu uygulama sonucunda amplifiye iiriinlerin
goriintiilenmesi saglanmistir.

Calismada kullanilan E. coli izolatlarinin GBSL pozitifligi konvansiyonel
yontem olan CDST ile yapilmistir. Yapilan PCR ¢alismalar1 sonucunda 80 E. coli
izolatinin GSBL pozitifligi 79 (%98,75) olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak
konvansiyonel GSBL belirleme yontemi ile PCR yontemi arasindaki uyum %98,75
olarak elde edilmistir.

Yapilan calismada kullanilan 4 farkli diren¢ geni ve bu genlerin idrar

izolatlarinda bulunma sikligina iligkin veriler Tablo 9°da 6zetlenmistir.

Tablo 9. GSBL pozitif E. coli izolatlarinda bulunan direng genlerinin bulunma

sikligina iligkin istatistiksel veriler

Diren¢ Geni Izolat Sayis1  Yiizde %2 p

TEM Negatif 11 13,8 45,050 ,001
Pozitif 69 86,3

CTX Negatif 60 75 20,000 ,001
Pozitif 20 25

SHV Negatif 41 51,2 0,050 ,823
Pozitif 39 48,8

OXA-2 Negatif 72 90 51,200 ,001
Pozitif 8 10

Tablo 9’a gére TEM direng genini bulunduran izolat sayis1 69 (%86,3) ve bu
geni bulundurmayan izolatlarin sayis1 11 (%13,8) dir. Yapilan 2 uygunluk testine
gore TEM diren¢ genini bulunduran ve bulundurmayan orneklerin sayisi1 arasinda
anlaml bir fark vardir (Xz(l) =45,050; p<0,05).

Aksine veriler ise, CTX diren¢ geni i¢in tespit edilmistir. CTX diren¢ genini
bulundurmayan izolatlarin sayist 60 (%75) olurken, CTX diren¢ genini bulunduran
izolatlarin sayis1 ise sadece 20 (%25) olarak hesaplanmistir. CTX diren¢ geni i¢in
yapilan %2 uygunluk testinde CTX bulunduran/bulundurmayan sayilar1 arasinda

anlaml bir farklilik elde edilmistir (y%a) =20,000; p<0,05).
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SHV direng geninde, bu geni bulunduran izolatlarin sayisi ile bulundurmayan
izolatlarin sayis1 yaklagik dagilim gostermistir. SHV diren¢ genini bulundurmayan
izolatlarin sayis1 41 (%51,2) ve SHV direng genini bulduran izolatlarin sayis1 39
(%48,8) dir. Bu degerler arasinda yapilan istatistiksel uygunluk analizinde anlamli bir
fark elde edilememistir (%) =0,050; p>0,05).

Son olarak incelenen OXA-2 direng geni igin yapilan incelemede bu geni
bulunduran izolatlarin sayist 8 (%10) ve bulundurmayan izolat sayisi ise 72 (%90)
olarak tespit edilmistir. OXA-2 icin yapilan istatistiksel hesaplamada elde edilen
degerler aras1 anlamli bir fark elde edilmistir (y%q) =51,200; p<0,05).

Yapilan elektroforez islemleri sonucunda, TEM firiinlerinin goriintiilendigi
bant uzunlugu 861 bp olarak elde edilmis (Hosoglu ve dig., 2007) 9, 29-40 nolu

izolatlara ait goriintiiler Sekil 4’de sunulmustur.

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 9

Sekil 4. Direng genlerinden TEM’e ait PCR 6rnek goriintiileri
CTX-M icin elde edilen goriintiiniin bant uzunlugu ise 554 bp olarak

belirlenmis (Edelstein ve ark., 2003) 50, 51, 52, 53, 54, 55, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63

ve 64 nolu izolatlara ait goriintiiler Sekil 5’de verilmistir.
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Sekil 5. Direng genlerinden CTX’e ait PCR 6rnek goriintiileri

SHYV primerinin kullanildig1 PCR ¢alismasindan elde edilen bant uzunlugu ise
795 bp olarak incelenmis (Arlet ve ark., 1997) 5, 6, 7, 8 ve 9 nolu izolatlara ait

goriintiiler Sekil 6’da verilmistir.

Sekil 6. Direng genlerinden SHV ye ait PCR 6rnek goriintiileri
Son direng geni olarak kullanilan OXA-2 i¢in ise goriintiilenen bant uzunlugu

478 bp’dir (Kiratisin ve ark., 2008). 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 62, 63, 64 ve 65

nolu izolatlara ait goriintiiler Sekil 7°de verilmistir.
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Sekil 7. Direng genlerinden OXA-2’ye ait PCR 6rnek goriintiileri

4. 3. Aragtirmanin Viriilens Genlerinin Varhgina iliskin Bulgular

Arastirmada kullanilan E. coli izolatlarinda viriilens genlerinin varligi da
arastirma kapsamina dahil edilmistir. Bes farkli viriilens gen se¢ilerek 80 GSBL pozitif
E. coli igerisinde oranlar1 belirlenmistir. Bu ¢alismada pap, sfa, cnf, aer ve hly viriilens
genleri kullanilmistir.

Multipleks PCR analizlerinden sonra belirtilen bolgelerde bant olusturan

viriilens genleri tablolastirilmis ve bu veriler Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. GSBL pozitif E. coli izolatlarinin viriilens genlerini bulundurma

sikligina iligkin istatistiksel veriler

Viriilens Geni Izolat Yiizde %2 p
Sayis1

pap Negatif 45 56,3 1,250 ,264
Pozitif 35 43,8

sfa Negatif 71 88,8 48,050 ,001
Pozitif 9 11,3

cnf Negatif 65 81,3 31,250 ,001
Pozitif 15 18,8

aer Negatif 39 48,8 0,050 ,823
Pozitif 41 51,2

hly Negatif 71 88,8 48,050 ,001
Pozitif 9 11,3
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Arastirma i¢in kullanilan 5 farkli viriilens geni ile ilgili olarak yapilan
istatistiksel hesaplamalarda da degisken sonuglar elde edilmistir. Viriilens gen olarak
pap geninin bulunduran izolat sayis1 35 (%43,8) dir. Alinan 6rneklerden pap genini
bulunduran ve bulundurmayan izolat sayilariin istatistiksel olarak karsilastirilmasi
sonucunda anlamli bir fark elde edilememistir (y%q) =1,250; p>0,05).

Viriilens gen olarak kullanilan sfa i¢in durum degiskenlik arz etmistir.
[zolatlardan %88,8’i sfa direng genini bulundurmazken, ancak %11,3’liik bir dilim bu
geni  tagimaktadir.  Yapilan  istatistiksel =~ degerlendirmede  ise  sfa
bulunduran/bulundurmayan numunelerin sayisal degerleri arasinda anlamli farklilik
elde edilmistir (x2(1) =48,050; p<0,05).

Dagilimim dengeli olmadig1 bir baska viriilens gen ise cnf dir. izolatlardan cnf
genini bulunduranlarin sayist 15 (%18,8) olurken, bu geni bulundurmayan izolat sayisi
65 (%81,3) olmustur. Bu sayisal degerler arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmede anlamli bir fark elde edilmistir (y?1) =31,250; p<0,05).

Farkl1 bir gen olarak inceleme kapsamina alinan aer viriilens geni i¢in bulunma
ve bulunmamam sayilar1 arasinda yaklasik bir dagilim elde edilmistir. izolatlarin 39
tanesi (%48,8) bu geni bulundurmazken, 41 tanesinin bu geni bulundurdugu
belirlenmistir. Yapilan istatiksel hesaplamada ise aer icin sayisal degerler arasinda
anlaml bir farklilik elde edilememistir (y%q) =0,050; p>0,05).

Nihai olarak ele alinan hly virilens geni i¢inde dagilimin diizensizligi
goriilmektedir. Incelenen izolatlardan 71 tanesinde hly genine rastlanmazken, 9
tanesinde hly geninin varligi belirlenmistir. Bu da istatistiksel olarak anlamli bir
farklilig1 ortaya koymustur (%) =48,050; p<0,05).

Multipleks PCR ¢alismalarinda kullanilan bes farkli viriilens gene ait elde
edilen goriintiiler pap i¢in 328 bp, sfa i¢in 410 bp, cnf i¢in 498 bp, aer i¢in 602bp ve
hly i¢in 1177 bp olarak bildirilmistir (Yamamoto ve ark., 1995). 42, 45-56 nolu

izolatlara ait goriintiiler Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. Viriilens genlerin Multipleks PCR goriintiilerine iliskin 6rnek resim

4. 4. Aragtirmanin Filogenetik Tiplendirme Cahsmalarina iliskin Bulgular

Calismada kullanilan 80 GSBL pozitif E. coli izolatlariyla yapilan son analiz
ise filogenetik tiplendirme belirlenmesi yoniinde olmustur. Bu tiplendirme
calismalarinda Clermonth ve ark. (2000) tarafindan hazirlanan belirleme tablosu

kullanilmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Filogenetik Gruplandirma Tablosu

Grup Genler
chuA yjaA TSPE4.C2

A - - -

- + -
Bl - - +

- + +
B2 + + }

+ + +
D + - -

+ - +

Literatiirde verilen filogenetik gruplandirma tablosuna gore bu ¢alismada da

chuA, yjaA ve TSPE4.C2 genleri kullanilmistir. Genlerin denenmesi sonucu her bir E.
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coli izolatimin hangi filogenetik smifta oldugu belirlenmistir. Belirlenen

siiflandirmaya iliskin veriler Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12. GSBL pozitif E. coli izolatlarinin Filogenetik Tiplendirmelerinin
Sikligina Iliskin Istatistiksel Veriler

Gen Grubu izolat Sayis1 Yiizde v2 p
A 7 8,8 66,200 ,001
Bl 15 18,8

B2 51 63,7

D 7 8,8

Uropatojenik E. coli izolatlarinin filogenetik tiplendirmeleri yapilarak A
grubunda olanlarin sayis1 7 (%8,8), Bl grubunda olanlarin sayis1 15 (%18,8), B2
grubunda olanlarin sayis1 51 (%63,7) ve D grubunda olanlarin sayis1 7 (%8,8) olarak
belirlenmistir. Bu gruplara ait sayisal degerler arasinda yapilan y2 testinde gruplar
aras1 anlamli farklilik elde edilmistir (xz(s) =66,200; p<0,05).

Yapilan Multipleks PCR c¢alismalart sonucunda elde bant boylar
incelendiginde 152 bp degerinde elde edilen goriintiilerin TSPE4.C2 genine ait oldugu,
216 bp’de elde edilen degerin yjaA genine ait oldugu ve 281 bp’de elde edilen degerin
chuA genine ait oldugu literatiirde verilmistir (Yun. ve dig., 2015). 1-6 nolu izolatlara

ait gortintiiler Sekil 9°da verilmistir.

Sekil 9. Filogenetik tiplendirmeye iliskin 6rnek Multipleks PCR gériintiileri
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4. 5. Arastirmanin Istatistiksel Calismalarina Iliskin Bulgular

Bu baslik altinda cinsiyet ve yas aralig1 degiskenleri kullanilmis ve sirastyla bu
ozelliklerin diren¢ genlerini bulundurma siklig1, viriilens genlerini bulundurma siklig1
ve filogenetik tiplendirmeye iliskin simiflandirma ile iligkili olup olmadigi
arastiritlmistir. Verilerin istatistiksel hesaplanmasinda her bir sinifa ait sayisal degerler
toplam1 (frekans toplami) {izerinden hesaplama yapilmistir. Bu hesaplamanin
yapilmasina uygun olan istatistiksel yontem ise Parametrik olmayan Orneklemler igin
y 2 testidir.

Ik olarak arastirmanin orneklemini teskil eden ¢ocuklarm cinsiyetleri ile
diren¢ genlerini bulundurma siklig1 arasindaki iligki istatistiksel olarak hesaplanmis ve

veriler Tablo 13’de sunulmustur.

Tablo 13. Cocuklarin cinsiyeti ile PCR yontemiyle belirlenen direng genlerini

bulundurma siklig1 arasindaki istatistiksel veriler

Direng  Cinsiyet Izolat Sayis1 Yiizde %2 p
Geni
TEM Erkek  Negatif 1 53 1,513 219
Pozitif 18 94,7
Kiz Negatif 10 16,4
Pozitif 51 83,6
CTX-M  Erkek  Negatif 13 68,4 0,575 ,448
Pozitif 6 31,6
Kiz Negatif 47 77
Pozitif 14 23
SHV Erkek  Negatif 6 31,6 3,859 ,049
Pozitif 13 68,4
Kiz Negatif 35 57,4
Pozitif 26 42,6
OXA-2  Erkek  Negatif 17 89,5 0,008 ,930
Pozitif 2 10,5
Kiz Negatif 55 90,2
Pozitif 6 9,8
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Calismada erkek ¢ocugu hastalarin %94,7’sinde TEM direng geninin E. coli
izolatlarinda var oldugu belirlenmistir. Kiz ¢ocuklarinda ise TEM genini tastyan izolat
orant %83,6’dir. Arastirma kapsaminda incelenen baska bir durum ise izolatlarin
alindig1 ¢ocuklarin cinsiyet ve diren¢ geni bulundurma arasindaki iligskidir. TEM
direng geni i¢in yapilan istatistiksel hesaplamada 2 uygunluk testi kullanilmis ve kiz
cocuklar ile erkek cocuklar1 arasinda TEM genini bulundurma/bulundurmama sikligi
arasinda anlamli bir fark elde edilememistir (y%q) =1,513; p>0,05).

Cinsiyete iliskin ikinci inceleme geni olarak CTX direng geni kullanilmistir.
CTX direng genini E. coli izolatlarinda bulunduran ¢ocuk hastalarin sayisi 6 (%31,6)
olurken, kizlar i¢in bu sayr 14 (%23) tiir. Bu gen icin de yapilan istatistiksel
hesaplamada erkek c¢ocuklar1 ile kiz ¢ocuklar1 arasinda anlamli bir fark
belirlenememistir (%) =0,575; p>0,05).

Orneklerin alindig1 erkek ¢ocuklardan elde edilen E. coli izolatlarinin SHV
genini bulundurma oran1 %68,4 olurken, kiz ¢ocuklari i¢in bu oran %42,6 olarak ele
geemistir. Farkli bir diren¢ geni olarak incelenen SHV i¢in erkek ve kiz ¢ocuklari
arasinda yapilan istatistiksel hesaplamada gruplar arasi1 anlaml fark elde edilmistir
(x*w) =3,859; p<0,05).

Son olarak incelenen OXA-2 geni i¢in erkek ¢ocuklarinda pozitif deger 2
(%10,5) olurken, kiz ¢ocuklarinda bu deger 6 (%9,8) bulunmustur. Yapilan
istatistiksel degerlendirmede OXA-2 geni ic¢in cinsiyetin anlamli bir fark ifade
etmedigi bulgusuna ulasilmustir (%%q) =0,008; p>0,05).

Direng genlerinin yas araliklar1 ile karsilagtirilmasi ve istatistiksel olarak
anlamli bir farkin varligini incelemek i¢in yapilan hesaplamaya iligkin veriler Tablo

14°de verilmistir.
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Tablo 14. Cocuklarin yas araliklar1 ile PCR ile belirlenen direng genlerini

bulundurma siklig1 arasindaki istatistiksel veriler

Direng geni ~ Yas araligi Izolat Sayist Yiizde X2 p
TEM 0-2 yas Negatif 2 5,3 6,342 ,096
Pozitif 36 94,7
3-7 yas Negatif 3 14,3
Pozitif 18 85,7
8-11 yas Negatif 4 30,8
Pozitif 9 69,2
12 veiisti  Negatif 2 25
Pozitif 6 75
CTX-M 0-2 yas Negatif 30 78,9 3,815 ,282
Pozitif 8 21,1
3-7 yas Negatif 17 81
Pozitif 4 19
8-11 yas Negatif 7 53,8
Pozitif 6 46,2
12 veiisti  Negatif 6 75
Pozitif 2 25
SHV 0-2 yas Negatif 18 47,4 0,680 ,878
Pozitif 20 52,6
3-7 yas Negatif 11 52,4
Pozitif 10 47,6
8-11 yas Negatif 7 53,8
Pozitif 6 46,2
12 ve st Negatif 5 62,5
Pozitif 3 37,5
OXA 0-2 yas Negatif 37 97,4 g *
Pozitif 1 2,6
3-7 yas Negatif 20 95,2
Pozitif 1 4,8
8-11 yas Negatif 9 69,2
Pozitif 4 30,8
12 veiisti  Negatif 6 75
Pozitif 2 25

* Cizilen karsilastirma tablosundaki degerlerin %50 ve fazlas1i 5’ten kiiciik oldugu icin x2
uygunluk testi yapilmasi uygun degildir. Verilere iliskin degerlendirmeler frekans degerleri
iizerinden yapilacaktir.

Yapilan bir diger istatistiksel inceleme ise, yas araliklari ile PCR yontemiyle
incelenen direng genlerini bulundurma arasindaki iligkinin irdelenmesidir. Idrar 6rnegi
alinan 0-2 yas araligindaki ¢ocuklardan elde edilen E. coli izolatlarinin TEM direng
genini bulundurma orant %94,7 iken, 3-7 yas araliginda bu deger %85,7’dir. Diger
incelenen yas araliklarindan 8-11 yas icin TEM genini izolatlarda bulundurma siklig1
%69,2 olurken, 12 yas ve lstil i¢in %75’lik degere ulasilmistir. Bu veriler arasinda
yapilan istatistiksel hesaplamada TEM geni i¢in anlaml1 bir iliski bulunamamustir (y@)
=6,342; p>0,05). CTX-M direng genini bulundurma siklig1 bakiminda 0-2 yas grubu
icin %21,1’lik oran ele gegerken, 3-7 yasa araligi i¢in bu deger %19 olarak
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bulunmustur. 8-11 Yas araliginda CTX-M direng genini bulunduranlarin orani ise
%46,2 dir. Son grup olan 12 yas ve iistiinde %25’lik orana rastlanmistir. Bu degerlerin
istatistiksel hesaplanmasinda da yas araligi degiskeni anlamli bir farki ortaya
koymamustir (y2@) =3,815; p>0,05). SHV direng geninde de gruplar arasinda anlaml
bir iliski bulunamamistir (y%3) =0,680; p>0,05). Zira, 0-2 yas arahiginda SHV genini
idrar 6rneginde bulunduranlarin oran1 %52,6 olarak bulunmustur. Benzer sekilde 3-7
yas araligindaki deger de buna yakin olup, %47,6 olarak ele gecmistir. 8-11 yas
araliginda elde edilen %46,2’lik deger de bu degerlere yakindir. Son olarak 12 yas ve
istii icin %37,5’lik deger elde edilmistir. OXA-2 icin yas araligi degerlerine
bakildiginda sadece 8-11 yas aralifi i¢in elde edilen pozitif de§er dnemli kabul
edilmektedir (%30,8). Diger yas araliklarindaki degerler %50’den fazlas1 5 ve 5’ten
kiiclik olduklar i¢in yapilacak istatistiksel hesaplamaya uygun bulunmamaiglardir.
Calismada PCR yontemiyle belirlenen viriilens genlerin bulunma sikligr ile
cinsiyet arasindaki iliski benzer bir istatistiksel ¢aligma ile hesaplanmistir. Bu verilere

iliskin veriler Tablo 15’de sunulmustur.

Tablo 15. Cocuklarin cinsiyeti ile multipleks PCR yontemiyle belirlenen

viriilens genlerini bulundurma siklig1 arasindaki istatistiksel veriler

Viriilens Cinsiyet Izolat Sayist Yiizde %2 p
Gen
pap Erkek Negatif 8 42,1 2,026 ,155
Pozitif 11 57,9
Kiz Negatif 37 60,7
Pozitif 24 39,3
sfa Erkek Negatif 18 94,7 0,895 ,344
Pozitif 1 5,3
Kiz Negatif 53 86,9
Pozitif 8 13,1
cnf Erkek Negatif 17 89,5 1,106 ,293
Pozitif 2 10,5
Kiz Negatif 48 78,7
Pozitif 13 21,3
aer Erkek Negatif 8 42,1 0,440 ,507
Pozitif 11 57,9
Kiz Negatif 31 50,8
Pozitif 30 49,2
hly Erkek Negatif 18 94,7 0,895 ,344
Pozitif 1 5,3
Kiz Negatif 53 86,9
Pozitif 8 13,1
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Calismada genis bir yer tutan viriilens genlerinin varligi kisminda cinsiyet
degiskenine gore elde edilen frekans degerlerine bakildiginda erkek ¢ocuklarinda pap
genini E. coli izolatlarinda bulundurma siklig1 %57,9 olarak elde edilirken, kizlarda
bu oran %39,3’tiir. Yapilan istatistiksel hesaplamada kiz ve erkekler arasinda anlamli
bir farkin varligma rastlanmamistir (y%q) =2,026; p>0,05).

Sfa virtilens genini E. coli izolatlarinda bulundurma siklig1 bakimindan yapilan
incelemede erkeklerin %5,3’linde, kizlarin ise %13,1’inde bu genini varlig1 tespit
edilmistir. Bu degerler arasindaki istatistiksel iliski de anlamli bir deger ifade
etmemektedir (y%q) =0,895; p>0,05).

E. coli izolatlarinda cnf viriilens genini bulundurma sikhigi da disiik
seyretmistir. Erkeklerde %10,5 olan bu deger kizlarda %21,3 olarak belirlenmistir. Bu
degerlere iliskin istatistiksel hesaplama ise anlamli bir farklilik ortaya koymamuistir
(%) =1,106; p>0,05).

Viriilens gen olarak aer dikkate alindiginda ise erkek ¢ocuklarin idrarlarindan
elde edilen E. coli izolatlarinda rastlanma sikligi %57,9 oraninda olurken, kiz
cocuklarinda %49,2 degerinde seyretmistir. Bu degerlere iliskin yapilan istatistiksel
hesaplamada anlamli bir fark elde edilememistir (y%q) =0,440; p>0,05).

Son olarak ele alinan hly geni igin yapilan hesaplamalarda erkeklerin idrar
orneklerinde bu gene rastlanma oran1 %5,3 ve kizlarda rastlanma orani ise %13,1
olarak bulunmustur. Bu deger de istatistiksel olarak anlamlilik ifade etmemektedir
(x*w) =0,895; p>0,05).

Viriilens genleri ile ilgili olarak yapilan ikinci istatistiksel hesaplama yas
aralig1 degiskeni ile viriilens genlerinin varliginin anlamli bir farklilik olusturup

olusturmadigidir. Bu hesaplamalara iliskin veriler Tablo 16’da verilmistir.
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Tablo 16. Cocuklarin yas araliklari ile multipleks PCR yontemiyle belirlenen

viriilens genlerini bulundurma siklig1 arasindaki istatistiksel veriler

Viriilens gen Yas arahgl izolat Sayis1 Yiizde X2 p
pap 0-2 yas Negatif 17 44,7 4,704 ,195
Pozitif 21 55,3
3-7 yas Negatif 13 61,9
Pozitif 8 38,1
8-11 yas Negatif 10 76,9
Pozitif 3 23,1
12 ve tistii Negatif 5 62,5
Pozitif 3 37,5
sfa 0-2 yas Negatif 33 86,8 * *
Pozitif 5 13,2
3-7 yas Negatif 19 90,5
Pozitif 2 9,5
8-11 yas Negatif 12 92,3
Pozitif 1 7,7
12 ve ustl Negatif 7 87,5
Pozitif 1 12,5
cnf 0-2 yas Negatif 29 76,3 2,888 ,409
Pozitif 9 23,7
3-7 yas Negatif 18 85,7
Pozitif 3 14,3
8-11 yas Negatif 10 76,9
Pozitif 3 23,1
12 ve isti Negatif 8 100
Pozitif 0 0
aer 0-2 yas Negatif 20 52,6 5,108 ,164
Pozitif 18 474
3-7 yas Negatif 6 28,6
Pozitif 15 714
8-11 yas Negatif 8 61,5
Pozitif 5 38,5
12 ve lstii Negatif 5 62,5
Pozitif 3 37,5
hly 0-2 yas Negatif 34 89,5 * *
Pozitif 4 10,5
3-7 yas Negatif 19 90,5
Pozitif 2 9,5
8-11 yas Negatif 10 76,9
Pozitif 3 23,1
12 ve lstii Negatif 8 100
Pozitif 0 0

* Cizilen karsilastirma tablosundaki degerlerin %50°den fazlas1 5’ten Kkiiciik oldugu icin y2
uygunluk testi yapilmasi uygun degildir. Verilere iliskin degerlendirmeler frekans degerleri
iizerinden yapilacaktir.

Arastirmanin bir bagka istatistiksel kisminda yas araliklarindaki izolat sayilar
ile viriilens genlerin bulunma siklig1 arasindaki iliski hesaplanmistir. 0-2 Yas
araliginda pap virtilens genini bulunduran izolat sayist1 21 (%55,3) olurken, 3-7 yas

araliginda bu deger 8 (%38,1) dir. Yine pap geni icin 8-11 yas arasi izolatlarda
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bulunma siklig1 3 (%23,1) olurken 12 yas ve iistii i¢in 3 (37,5) degerine ulasiimistir.
Belirlenen degerler arasindaki istatistiksel hesaplamada gruplar arasi anlamli bir
farklilik elde edilememistir (y%(3) =4,704; p>0,05).

Viriilens gen olarak sfa nin kullanildigi c¢alismada ise; 0-2 yas grubu
araligindaki ¢ocuk 6rneklerinden elde edilen E. coli izolatlarindan 5 (%13,2) tanesinde
sfa gen varlig1 tespit edilmis olup, 3-7 yas araliginda bu deger 2 (%9,5) olmustur. Diger
yandan 8-11 yas grubu aralig1 i¢in 1 (%7,7) ve 12 yas ustii i¢in de yine 1 (%12,5) adet
sfa gen varlig1 belirlenmistir. izolatlarin toplam frekans dagiliminda %50 deger 5 ve
5’in altinda say1y1 temsil ettigi i¢in istatistiksel hesaplama yapilmamustir.

Ugiincii viriilan gen olarak kullanilan cnf igin 0-2 yas araliginda 9 (%23,7), 3-
7 yas araliginda 3 (%14,3) ve 8-11 yas araliginda 3 (23,1) izolatin bu geni
bulundurdugu belirlenmistir. 12 yas ve st i¢in cnf genini bulunduran izolata
rastlanmamistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede belirlenen grup frekanslari
arasinda anlaml bir farklilik elde edilememistir (xz(g) =2,888; p>0,05).

Bir diger viriilens gen olarak aer’in kullanildig: istatistiksel incelemede ise 0-
2 yas araliginda bu genin bulunma siklig1 18 (%47,8) olarak bulunmustur. 3-7 Yas
araliginda bu deger 15 (%71,4) olurken, 8-11 yas aralig1 igin 5 (%38,5) degerine
ulagilmistir. 12 yas ve istil igin aer genini bulundurma siklig1 3 (%37,5) olarak tespit
edilmistir. Bu frekans degerlerinin istatistiksel hesaplamalar1 yapildiginda anlamli bir
fark elde edilememistir (y2@s) =5,108; p>0,05).

Calismada son olarak hly viriilens geni kullanilmigtir. 0-2 yas araliginda bu
gene rastlanma siklig1 4 (%10,5), 3-7 yas araliginda 2 (%9,5) ve 8-11 yas araliginda 3
(23,1) olmustur. 12 yas iistiinde ise bu geni tasiyan izolata rastlanmamistir. Kullanilan
frekans degerlerinin %50’si 5 ve 5’in altinda oldugu i¢in 2 uygunluk testinin
yapilmas1 miimkiin olmamuistir.

Son agama ise, cinsiyet ve yas aralig1 degiskenleri ile E. coli izolatlarinin PCR
yontemiyle belirlenen filogenetik tiplendirilme arasindaki istatistiksel hesaplamay1
icermektedir. Bu hesaplamaya yonelik elde edilen veriler sirasiyla Tablo 17 ve Tablo

18’de verilmistir.
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Tablo 17. Cocuklarin cinsiyeti ile E. coli izolatlarinin multipleks PCR

yontemiyle belirlenen filogenetik tiplendirmelerinin siklig1 arasindaki istatistiksel

veriler
Grup izolat Sayist Yiizde x2 p
Erkek A 3 15,8 4,004 ,261
Bl 1 53
B2 13 68,4
D 2 10,5
Kiz A 4 6,6
Bl 14 23
B2 38 62,3
D 5 8,2

Filogenetik tiplendirme c¢alismalarinda erkek ¢ocuklari igin A grubunda

olanlarin sayis1 3 (%15,8), B1 grubunda olanlarin sayist 1 (%5,3), B2 grubunda

olanlarin sayis1 13 (%68,4) ve D grubunda olanlarin sayis1 ise 2 (%10,5) olmustur. Kiz

cocuklari dikkate alindiginda ise A grubunda olanlarin sayis1 4 (%6,6), B1 grubunda

olanlarin sayist 14 (%23), B2 grubunda olanlarin sayisi 38 (%62,3) ve D grubunda

olanlarin sayist 5 (%8,2) oldugu tespit edilmistir.

Cinsiyetle filogenetik gruplar

arasinda anlamli bir farkliligin varligmmi tespit etmek icin yapilan istatistiksel

degerlendirmede anlaml1 bir fark elde edilememistir (y%x) =4,004; p>0,05).

Tablo 18. Cocuklarin yag araliklari ile E. coli izolatlarinin Multipleks PCR

yontemiyle belirlenen filogenetik tiplendirmelerinin siklig1 arasindaki istatistiksel

veriler
Yas arahg Filogenetik grup izolat Sayis1 Yiizde 2 p
0-2 yas A 5 13,2 *oo0% Cizilen
Bl 10 26,3 karsilastirma
B2 21 55,3 tablosundaki
D 2 5,3 degerlerin %
3-7 yas A 0 0 *  50°den fazlasi
Bl 2 9,5 5’ten kiiciik
B2 14 66,7 oldugu i¢in 2
D 5 23,8 uygunluk testi
8-11 yas A 1 7,7 *  yapilmasi uygun
Bl 2 154 degildir. Verilere
B2 10 76,9 iliskin
D 0 0 degerlendirmeler
12 ve Ustil A 1 12,5 *  frekans degerleri
Bl 1 12,5 iizerinden
B2 6 75 yapilmstir.
D 0 0
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Verilerin filogenetik gruplandirmasinda yas araliklar ile filogenetik grubun
tipi arasinda bir iligkinin varligini tespit etmek i¢in hesaplanan verilerde 0-2 yas aralig1
igin 5 izolat (%13,2) A grubu, 10 izolat (%26,3) B1 grubu, 21 izolat (55,3) B2 grubu
ve 2 izolat ise (%5,3) D grubu olarak belirlenmistir.

3-7 yas araligindaki ¢ocuklardan elde edilen E. coli izolatlariin filogenetik
tiplendirmesine bakildiginda A grubu olan drnege rastlanmamistir. B1 grubu 2 (%9,5)
izolat, B2 grubu 14 (%66,7) izolat ile D grubu 5 (%23,8) izolat tespit edilmistir.

8-11 yas araligindaki ¢ocuklardan elde edilen E. coli izolatlarinda filogenetik
tip olarak 1 adet (%7,7) A grubu, 2 adet (%15,4) B1 grubu ve 10 adet (%76,9) B2
grubu filogenetik tipe rastlanmigtir. D grubu filogenetik tip ise 8-11 yas araliginda
tespit edilememistir.

Nihai olarak 12 yas tstiindeki ¢ocuklardan elde edilen E. coli izolatlarinda ise
1 adet (%12,5) A grubu, 1 adet (%12,5) B1 grubu ve 6 adet (%75) B2 grubu filogenetik
tiplendirme elde edilmistir. D grubu E. coli izolatma 12 yas ve {stiinde
rastlanmamuistir.

Calismada PCR incelemeleri; direng genlerinin  varligi, filogenetik
gruplandirma ve viriilens genlerinin varligi i¢in gerceklestirilmistir. Antibiyotiklere
kars1 direncli olan izolat sayis1 belirlenerek, bu izolatlarda hangi oranda TEM, CTX,
SHV ve OXA-2 direng genlerinin bulundugu Tablo 19’un ilk kisminda belirtilmistir.
Yine bu direngli izolatlarin hangi filogenetik gruplara ait oldugu ise Tablo 19°da ikinci
kisimda verilmistir. Son kisimda ise direngli izolatlarin hangi virtilens genleri i¢erdigi
yer almaktadir. Bu amagla Tablo 19, PCR c¢alismalarinin bir 6zeti olarak

diizenlenmistir.
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Tablo 19. GSBL pozitif idrar izolatlarindan antibiyotiklere kars1 direngli olanlarin direng geni bulundurma, filogenetik grubu ve

viriilens geni bulundurmalarina ait veriler

[ izolat Sayisi n=80 | DIRENG GENLERI FILOGENETIK GRUP [ VIRULANS GENLERI ]
[ Antibiyotik I SHV 0XA-2 A Bl B2 D 1 pap sfa ( enf aer hiy ]
[ Ampisilin 53(%84,1) 12 0(%31,7) | 32(%508) | 6(2%9,5) 6(%0,5) | 15(%238) | 36(%571) | 6(%9,5) | 25(%39,7) | 3(%4.9) J 10%159) | 38(%603) | 5(%7,9) ]
[ Sefazolin 39(%79.6) I 200640.8) | 28(%57.1) | 3(%6.1) 56102) | 140%286) | 283%57.1) | 2%4.1) | 2006408 | 20641 ] 8(%163) | 30(%61.2) | 4(%8.2) ]
[ Sefiksim 39(%79.6) I 20(%40.8) I 28(%57.1) 1 3(%6.1) 5(%10.2) [ 14(%28.6) | 28(%37.1) | 2%4.1) | 20(%40.8) 1 2(%4.1) I 5(%16.3) [ 30(%61,2) ] 4(%8.2) ]
[ Seftazidim 30(%79,6) | 20(%40,8) 1 28(%57,1) | 3(%6.1) 5(%102) | 14(%28,6) | 28(%57,0) | 2%41 | 200%408) | 20%41) I 8(%163) | 30(%612) | 4(%8,2) |
Sefuroksim aksetil | 49 39(%79.6 , 200%40,8) | 28%57.1) | 3(%6,1) 5(%102) | 1404286 | 286571 | 2040 | 200408 | 2(%4.0) | 8(%16,3) | 300%613) | 4(%8.2)
[ Seftriakson I 48 | 38(%79.2) I 200%41.7) | 28(%:383) | 3(%6.3) 5(%104) | 14(%292) | 28(%:583) 1(%2.1) 20(41,7) 2(%4.2) 8(%16.7) | 29(%604) | 4(%8.3)
[ Seftriakson 1 48 1 38(%79.2) 1 200%41.7) | 28(%3583) | 3(%6.3) 5(%104) | 14(%202) [ 28(%583) | 1% 1 20(41,7) 2(%4.2) 1 8(%16.7) | 29(%60.4) | 4(%8.3) )
r k]m"k‘r'i?',]m'- r 30 1 24(%30) I 11(%36,7) | 18260 5(%16,7) | 5(%16,7) 3(%10) | 20%66,7) | 2(%6,7) 13(%43,3) 0(%0) , 4%13,3) | 220%733) 3(%10) 1
| avunolik asit ! |
[ sﬁﬁiﬁ?@im , 28 22(%78, a)] 8(%28.6) | 15(%53.6) | 3(%10,7) 20%7,1) 6(%21.4) | 15(%353.6) | 5(%179) 7(%25) 3%10.7) | 16%57.1) | 16(%67.1) | 1(%3.6) ]
[ Siprofloksasin l 10 , 5(%50) 1 3(%30) I 5(%30) 2(%20) 1(%10) 1(%10) 7(%70) 1(%10) 3(%30) 0(%0) 1(%10) 7(%70) 0(%0) ]
[ Levofloksasin 1 0 1 4(%44,4) I 3(%33.3) 1 5(%455.6) | 20%222) | 1111 1 0(%0) 7(%77,8) 1 %11 | 3(%333) [ 0(%0) 1(%11,1) [ 7(%77.8) 0(%0) 1
Gentamisin 7 6(%85,7) I S(%71,4) | 4(%57.1) 1(%14,3) 1%143) | 20286 | 4%57.0) 0(%0) 1(%14,3) 0(%0) 104143) | 407D | 00%0)
[ gﬁf}i’i“ﬂ‘j’;’l I 3 [ 2(%66.7) I 1(%33.3) 3(%100) 0(%0) 0(%0) [ 0(%0) 3(%100) 0(%0) F 0(%0) 0(%0) ' 0(%0) 2(%66.7) | 0(%60) ]
Amikasin 1 2 1 2(%100) I 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 2(%100) 0(%0) 0(%0) 2(%100) 0(%0) [ 1(%30) 1(%50) ) 0(%0) )
| Nitrofurantoin I 2 I 2(%100) I 1(%50) 0(%0) 0(%0) 1(%50) r 0(%0) | 1(%:50) 0(%0) 1(%30) 0(%0) 0(%0) 1(%50) 0(%:0) |
f Fosfomisin 1 0 1 0(%0) I 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0)

74



5. TARTISMA VE SONUCLAR

Arastirmanin sonuglar1 elde edilen verilerin siralamasina uyum gostermesi
bakimindan dort farkli gruba ayrilmistir. Ayrica bu boliimde elde edilen sonuglarin
ulusal ve uluslararasi ¢alismalar ile uyumluluk/farkliligin1 gosteren caligmalara yer

verilmigtir.

5. 1. Arastirmanin Genel ve Demografik Bulgularindan Elde Edilen Sonuclar

Hem ulusal hem de wuluslararasi kaynaklara bakildiginda idrar yolu
enfeksiyonlarinin primer etkeni olarak E. coli belirlenmistir. E. coli, enterik
bakterilerin icerisinde en bilinenidir. idrar yolu enfeksiyonlarinin ilk basamagi,
genellikle peritiretral kisimda enterik bakterilerin kolonize olmasi ve bu sayede
viriilens etkiler aracilig1 ile patojen 6zellik kazanildig: ifade edilmektedir. Sonrasinda
bulunulan bolgedeki dokularda inflamasyonun gelistigi ve bunu takiben mesane ve
bobreklerde enfeksiyon olustugu bildirilmistir. E. coli enfeksiyonlarinin yaygimliginin
bu etkiler ile dogrudan ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Tapisiz, 2013).

Diger yandan E. coli’de goriilen patojen 6zelligin, konaga tutunma, tutundugu
bolgeye yayilma ve yangi olusturma kabiliyetinin yiiksek olmasindan kaynaklandigi
belirtilmektedir. Burada E. coli’nin sahip oldugu viriilens faktorleri nedeniyle, idrar
yolu enfeksiyonlarinin en yaygin etkeni olarak agiklanmaktadir. Sahip olunan bu
viriilens faktorlerin toksinler, adezinler basta olmak {izere demir toplama etkileri,
lipopolisakkarit kapsiil ve invazinler oldugu ifade edilmektedir (Kudinha, 2017).

Idrar yolu enfeksiyonlarinin konu edinildigi ve ¢ocukluk dénemini kapsayan
caligmalarda da farkli oranlar gézlenmesine ragmen E. coli en 6nemli enfeksiyon
etkeni olarak bulunmustur. 2008 Y1ilinda yapilan ve 150 ¢ocuga ait idrarin incelendigi
bir ¢alismada, izole edilen E. coli siklig1 113 (%88,7) olarak bulunmustur. Klebsiella
bu calismada 10 (%6,7) sayist ile ikinci sirada yer almistir (Cebe, 2008). Yine
Tirkiye’de bir iiniversite hastanesinde 392 ¢ocuk hastanin idrar 6rnekleri incelenmis
ve E. coli 268 (%68,4) sayisi ile en yaygin enfeksiyon etkeni olarak tespit edilmistir.
Bu ¢alismada da Klebsiella 47 (%12) sayist ile ikinci sirada izlenmistir (Coban, 2014).
Yurt dis1 kaynakli ¢caligmalar incelendiginde durumun siralama olarak farkli olmadig:

goriilmektedir. Israil’de bir afiliasyon hastanesinde yapilan calismada 80 vaka
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incelenmis ve bunlarin 61 (%76) tanesinde E. coli’ye rastlanmistir. Yaygin etken olan
E. coli’yi 12 (%15) sayisi ile Klebsiella pneumoniae takip etmistir (Megged, 2014).
Bagdat’ta merkezi bir egitim hastanesinde yakin zamanlarda yapilan bir arastirmada
ise 155 ¢ocuk hastanin 78 (%50) tanesinde idrar yolu enfeksiyonu etkeni E. coli ve 21
(%13,5) tanesinde ise enfeksiyon etkeni K. pneumonia olarak bulunmustur (Abdul
Raheem, 2019).

E. coli’nin idrar yolu enfeksiyonlarmma sebep olma potansiyeli incelenen
arastirmalarda ilk sirada yer almistir. Yapilan bu ¢alismada da E. coli %67,7 (237)
izolatlar1 ilk sirada yer almis ve yapilan ¢aligmalarla uyumluluk gostermistir.

Yapilan bu c¢alismada genel bulgular kisminda kullanilan demografik
ozellikler, cinsiyet ve yas araliklaridir. Cocuklarin cinsiyet 6zellikleri ifade edilirken,
caligsma igerisinde kiz ¢ocuklar1 ve erkek ¢ocuklari seklinde tanimlamasi yapilan grup,
0-18 yas araligindaki kiz ve erkek ¢ocuklaridir.

Ginsburg ve McCracken (1982) yaptiklar1 bir ¢alismada, E. coli’ye bagh
enfeksiyonlarda, ilk {ic aya kadar erkek cocuklarinin, ilk ii¢c aydan sonra kiz
cocuklarmin idrar yolu enfeksiyonuna yakalanma riskinin fazla oldugunu ifade
etmislerdir. Ik ii¢ ay sonrasinda E. coli kaynakli IYE’nuna maruz kalan kiz
cocuklarmin oranint %89 olarak agiklamiglardir. Son on yildaki c¢alismalara
bakildiginda ise mevcut durumun ¢ok fazla degismedigi gézlemlenmistir (Sharma ve
ark., 2011; Singh ve Madhup, 2013; Sobel ve Kaye, 2015). idrar yolu enfeksiyon
etkeni E. coli olan ve 268 ¢ocuk hasta ile yapilan bir ¢alismada; hastalardan 224
(%83,6) tanesinin kiz ¢ocugu oldugu ve 44 (%16,4) tanesinin erkek ¢ocugu oldugu
belirtilmistir (Coban ve ark., 2014).

Daha kapsamli bir ¢calismada ise bir liniversite hastanesine gelen 561 ¢ocuk
hasta, calisma grubu olarak secilmistir. Bu ¢alismada IYE’larinda E. coli rastlanan kiz
cocuklarinin sayis1 488 (%87) ve erkek cocuklarinin sayisi 73 (%13) olarak
bildirilmistir (Unsal, 2018).

Diinyadaki benzer ¢alismalara bakildiginda ise; kiz ¢gocuklarina ait enfeksiyon
orani yiiksekliginin devam ettigi goriilmektedir. E. coli’nin en yaygin enfeksiyon
etkeni olarak tespit edildigi 163 vakanin yer aldig1 bir ¢alismada 48 (%29,45) erkek
cocugu enfekte olurken, kiz ¢ocuklarinin sayis1 115 (%70,55) olmustur (Giri ve ark.,

2020). Yine 100 ¢ocuk hastanin IYE bulgularinin degerlendirildigi bir calismada, kiz
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¢ocuklarmin orani erkek ¢ocuklarindan %38 daha fazla bulunmustur (Ghosh, Saha ve
Islam, 2020).

Ucg aya kadar erkek ¢ocuklarinda meydana gelen ve primer etkeni E. coli olan
idrar yolu enfeksiyonlarinin sebebi, siinnet olmamis ¢ocuklarda prepisyum
kivrimlarinin olmasi ve bu kisimlarda bakteri yogunlugunun fazla olmasi ile
aciklanmaktadir. Siinnet olmayan cocuklarda zamanla bu kivrimlar geri cekilir ve
enfeksiyona riski azalir ama bu enfeksiyon etkilerinin sona ermesi anlamina
gelmemektedir (Wald, 2014).

Kiz ¢ocuklarinda E. coli kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinin fazla olmasi,
anatomik yapi ile iliskilendirilmektedir. Kiz ¢ocuklarinda iiretranin kisa olmasi ve
aniise yakin olmasi enfeksiyon sikliginin nedeni olarak agiklanmaktadir (Sharma ve
ark., 2011; Singh ve Madhup, 2013; Sobel ve Kaye, 2015).

Bu ¢alismada kullanilan GSBL pozitif 80 idrar izolatinin 19 tanesi (%23,8)
erkek ¢cocuklarina, 61 tanesi (%76,2) kiz gocuklarina aittir. Bu sonug, kiz ¢cocuklarinin
erkek ¢ocuklarina oranla daha siklikla idrar yolu enfeksiyonlarina yakalandig: ifade
etmektedir. Bu farklilik istatistiksel olarak da incelenmis ve idrar yolu enfeksiyonuna
yakalanan kiz cocuklar ile erkek ¢ocuklarinin sayisal degerleri arasindaki farklilik
anlamli olarak belirlenmistir (p<0,05).

IYE’larin1 konu edinen arastirmalara tarihsel siire¢ icerisinde bakildiginda,
cocukluk ¢ag1 boyunca kiz ¢gocuklarinin enfeksiyon oraninin erkek ¢ocuklarina oranla
daha fazla oldugu sonucuna varilmistir. Bilimsel ¢alismalardan elde edilen sonug ile
yapilan bu ¢aligmanin sonuglari uyumlu olarak goriilmiistiir.

IYE ile yas arasindaki iliskiye yonelik yapilan calismalar dikkate alindiginda,
E. coli kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinin 6zellikle ¢ocuklarin erken yaslarinda
gelistigi ifade edilmektedir. Bu durum, g¢ocuklarin anatomik yapilarindan Otiirti
asendan yolla bulagsmaya daha yatkin olmalar1 ile agiklanmaktadir. Erken yaslarda kiz
¢ocuklarinin tiiretra ile aniis arasindaki mesafenin daha kisa olmasi ve erkek
cocuklarinda siinnet derisinin altinda biriken bakterilerden kaynakli oldugu
belirtilmistir. Bu durum Wiswell ve Roscelle (1986) tarafindan yapilan ¢aligma ile
desteklendigi gibi daha sonraki donemlerde yapilan baska calismalar ile de destek
bulmaktadir (Wald, 2014; Sharma ve dig., 2011; Singh ve Madhup, 2013; Sobel ve
Kaye, 2015).
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Idrar yolu enfeksiyonlarinin etkeni olan E. coli ile yas gruplar1 arasindaki
iliskiyi belirlemek ve literatiirdeki alan ¢aligmalarinin uyumunu kontrol etmek i¢in
belirli bir zaman araliginda yapilan bazi ¢alismalar incelenmistir. Yapilan bir
calismada, ¢ocuk hastanesi ve dokuz farkli pediatri klinigi arastirma evreni olarak
secilmigtir. Ayakta tedavi géren 299 cocugun verilerinin sergilendigi bu ¢alismada,
123 ¢ocuk 0-2 araliginda yer almistir (%41,2). Cocuklardan 2-4 yas araliginda
olanlarin sayis1 98 (%32,7) olurken, 4-6 yas aralifinda olanlarin sayis1 78 (%26,1)
olarak belirtilmistir. Yas araliklar1 dikkate alindiginda, yogunlugun 0-2 yas araliginda
oldugu ve daha ileri yaslarda IYE’larinda diisiis gozlemlendigi ortaya koymustur
(Marild ve Jodal, 1998).

Yine Wani ve arkadaslarinin (2016) yilinda yapmis oldugu ¢alismada farkl yas
araliklarinda 259 adet hasta ile calisilmustir. E. coli’ye bagli IYE 6ykiisii bulunan bu
hastalarin 114 tanesinin (%44,1) 0-2 yas araliginda oldugu belirlenmistir. Yas araligi
2-5 olanlarda ise 80 hastaya rastlanmistir (%30,8). Hastalarin 5 yas lizeri olanlarinin
sayist ise 65 ile (%25,1) sinirh kalmistir. Bu aragtirmada da gocuklarin ileri yaslarinda
daha az idrar yolu enfeksiyonuna maruz kaldig1 agiklanmistir.

Bu calismanin diger demografik degiskeni olarak ele alinan yas araliklari,
Senemoglu (2018) tarafindan bildirilen ve g¢ocuklarin gelisim donemlerine gore
yapilan siniflandirmadan olusmaktadir. Arastirmanin bulgular kisminda detaylari
verilen bu siiflama gelisim basamaklarini igerdigi i¢in tercih edilmistir.

Bu ¢aligmada demografik ikinci degisken olan yas araliklarina bakildiginda,
onemli farkliliklarin oldugu ve yas araliklar1 degistik¢e enfeksiyon miktarinin da
degistigi gorilmiistiir. Calismada idrar izolatlar1 aliman ¢ocuklarin yas araliklarina
gore E. coli kaynakli IYE’larina yakalanma oranlari irdelenmis ve 0-2 yas araligidaki
cocuklarin 38’inin (%47,5) E. coli kaynakli IYE’na yakalandig1 belirlenmistir. Bu
yapilan gruplandirma icerisindeki en yiiksek orandir. Ilerleyen gelisim dénemlerinde
IYE sikliginin siirekli diisme egilimde oldugu sonucuna varilmistir. 3-7 Yas araliginda
21 (%26,2) gocuk hasta grubunda yer alirken, 8-11 yas araliginda IYE’ye yakalanan
13 (%16,3) ¢ocuk vardir. 12 yas ve iistii igin elde edilen deger 8 (%10) olmustur.

0-2 Yas araliginda 38 (%47,5) olan E. coli kaynakli idrar yolu enfeksiyon
oraninin 12 yag Ustiinde 8 (%10) olarak belirlenmesi, zaman gegtikge ¢ocuklarda

enfeksiyon olusumunun azaldig: seklinde degerlendirilmistir. Yas aralig1 degerlerine
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bakildiginda literatiirdeki ¢alismalar ile bu c¢aligmanin uygunluk gosterdigi
belirlenmistir (Wald, 2014; Sharma ve dig., 2011; Singh ve Madhup, 2013; Sobel ve
Kaye, 2015).

Yas artisina bagh olarak enfeksiyon oranin azalmasi istatistiksel olarak da
irdelenmistir. Bu durumun anlamli bir azalma olup olmadigini kontrol etmek i¢in
yapilan istatistiksel hesaplamada gergekten yas gruplari ile hastaliga yakalanma siklig1
arasinda anlamli bir fark olusturdugu tespit edilmistir (p<0,05).

Calismanin planlanmasinda idrar yolu enfeksiyonlarimin aylara ya da
mevsimlere gore sayisal bir artis gosterip gostermedigi de incelenmistir. Idrar
orneklerinin bir yillik periyot icerisinde toplanmasmin amacit da bu incelemeyi
yapabilme arzusudur. Orneklerin toplamasina baslandig1 ay Ocak-2020’dir. Bu yila ait
Ocak ve subat aylarinda elde edilen izolat sayis1 39 (%48,75) ile ¢alismanin yaklasik
yarisint olusturmustur. Ancak mart ayinda baslayan Covid-19 pandemisi nedeniyle
orneklerin alindig1 hastaneye gelen ¢ocuk hasta sayisi hizla azalmaya baslamis ve
Nisan-Agustos aylar1 arasinda neredeyse sifira yaklagmistir.

Eyliil-2020 itibariyla hareketlenme beklenirken tekrar ortaya ¢ikan salgin ayni
korkuyu insanlara hissettirmis, istenilen hasta sayisina son dort ayda da ulasilamamig
ve izolosyon sayist 28 ile sinirli kalmistir. Yaganan bu dengesiz dagilim istatistiksel
olarak da gozlemlenmis ve aylar itibariyla gelen hasta sayilarinda anlamli farklilik elde
edilmistir (p<0,05).

Yasanan bu olumsuz durum elbette ki saglikli verilerin elde edilmesini
engellemistir. Zira sayisal degerleri dogrudan etkileyen pandemi gelisimi, yapilacak
mevsim/ay boyutundaki hesaplamalari da anlamsiz hale getirmistir. Bu sonuglara bagl
olarak yapilacak degerlendirmenin saglikli sonuglari icermeyecegi kanaati ile bu
asamadaki literatiir iligkilendirmesine yer verilmemistir.

Farkli bir parametre olarak incelenen durum ise, izole edilen E. coli
izolatlarinin geldigi polikliniklere iliskin verilerdir. Calisilan konu dogrudan cocuklar
ile ilgili oldugundan, beklenti en fazla izolatin ¢ocuk hastaliklar1 polikliniginden
gelmesi yoniinde olmustur. Elde edilen sonuglar, 71(%88,8) izolatla bu beklentiyi
destekledigi yoniindedir. Idrar yolu enfeksiyonlarmin ikincil poliklinigi olabilecek
iroloji polikliniginden gelen izolat sayist1 ise 6 (%7,5) olmustur. Diger polikliniklerden

gelen hasta sayisi ise 3 (%8) gibi bir miktar1 ifade etmektedir. Bu sayilar, istatistiksel
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degerlendirmeye de tabi tutulmus ve bu farklilik istatistiksel olarak da anlamli

bulunmustur (p<0,05).

5. 2. Arastirmanin Antibiyogram Testi ve Diren¢ Genlerinin Varhgma Iliskin

Sonuclar

Arastirmanin antibiyogram testi incelemelerinde elde edilen sonuglar
incelendiginde E. coli izolatlarinin antibiyotik direnci incelenen 16 farkli antibiyotige
kars1 farkli degerler elde edilmistir.

izole edilen 80 adet GSBL pozitif E. coli izolatindan en fazla direng tespit
edilen antibiyotik 63 (%78,8) izolat ile Ampisilin olarak belirlenmistir. E. coli
izolatlarinin 49 (%61,3)’un ise Sefazolin, Sefiksim, Seftazidim ve Sefuroksim aksetile
kars1 direng belirlenmistir. Seftriaksona kars1 48 (%60) izolatta direng belirlenirken,
Sefepim’in karsilastigi direngli izolat sayis1 46 (%57,5) olarak bulunmustur. E. coli
izolatlarindan 30 adeti Amoksisilin-Klavulanik Asit direnci belirlenmis ve bunu 28
(%35) ile Trimethoprim Sulfametoksazol takip etmistir. Daha sonra sirasiyla,
Siprofloksasin 10 (%12,5), Levofloksasin 9 (%11,3), Gentamisin 7 (%8,8),
Tazobaktam Piperasillin 3 (%3,8) ve Amikasin ile ve Nitrofurantoin 2 (%2,5) oraninda
izolat direngli olarak tespit edilmistir. GSBL pozitif biitiin izolatlarin Fosfomisine
duyarli oldugu tepit edilmistir. Dolayisiyla yapilan bu ¢aligmada izole edilen 80 adet
GSBL higbir 1zolatta Fosfomisin direnci belirlenmemistir.

Elde edilen bu degerlerin alana 6zgii ¢calismalar ile karsilastirilmasindan elde

edilen sonuglar Tablo 20’de verilmistir.
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Tablo 20. Antibiyotik direng durumlarinin literatiirle karsilagtiritlmasi

%) H%) (%) H(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Ampisilin 78,8 79 - 304 582 87,1 62 64,1 -
Sefazolin 61,3 - 48,1 305 - - 7 - -
Sefiksim 61,3 - - 26,3 - - - 2,6 17,8
Seftazidim 61,3 - - 11 0 0 - - -
Sefuroksim aksetil 61,3 219 308 204 - - 18 - -
Seftriakson 60,0 6,8 - 17 0 0 172 69,2 389
Sefepim 57,5 - - 4 - 0 - 1,3 -
Amoksisilin- 28,6 34,8 12,7 - 10 -
klavulanik asit 37,5 53 -
Trimetoprim - 43,1 409 714 44 38,5
sulfametaoksazol 35,0 - -
Siprofloksasin 12,5 - - 9,4 1,8 38,6 15 48,7 26,7
Levofloksasin 11,3 - - - - 24,3 13 - -
Gentamisin 8,8 6,6 12 13,1 3,6 35,7 10 9 24,4
Tazobactam - - - 52,9 3 -
piperacillin 3,8 = -
Amikasin 2,5 115 3,8 3,2 - 25,7 3 1,7 25,6
Nitrofurantoin 2,5 - 6,8 3,6 2,7 51,4 0 11,5 2,3
Fosfomisin 0,0 - - 1,9 - - 1 - -

tAlkan, 2021; 2Cetin ve ark., 2006; 3Cebe ve ark., 2008; “Coban ve ark., 2014; >Robino ve ark.,
2014; ®Kocak ve ark., 2015; "Karac ve ark., 2017; 8Abdul Raheem ve ark., 2019; 9Ghasemi ve
ark., 2020

Ampicilin, amoksisilin-klavulanik asit, ampisilin-sulbaktam ve ko-trimoksazol
gibi antibiyotikler oral yolla kolayca alinabildigi i¢in klinisyenler tarafindan sikca
tercih edilen ilaglardir. Bu ilaglara kars1 E. coli’nin yiiksek oranda direng gostermesi
bu kullanim sikliginin bir sonucu olarak ifade edilmektedir. E. coli’nin bu direng
durumu diinya ¢apinda yayginlik gosterirken, ortalama deger olarak Afrika’da %100,
Asya’da %82 ve Avrupa’da % 50 olarak belirlenmistir (Mir ve ark., 2002; Adjei ve
Opoku, 2004; Bouallegue ve ark., 2004).

Bir bagka goriis ise bu durumu daha cok direng genlerinin varhg ile
aciklamaktadir. Amerika Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi 1999°da ampisillin ve

amoxicillini zayif etkisi yiiziinden IYE tedavisi igin uygun goriilmemistir. Ortaya
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¢ikan bu direng profilini ise suslarin yapisinda bulunan ve %65 oraninda yayginlik
gosteren blarem/blasHy gibi dar spektrumlu B-laktamaz mevcudiyeti ile agiklamislardir
(Warren ve ark., 1999)

E. coli direng sikliginin yayginligi nedeniyle farkli tedavilerde dnerilmektedir.
Antibiyotiklere karsi olusan direncin azaltilmasi i¢in idrar yolu enfeksiyonu gelisen
cocuklarin hastaneye yatirilmasi ve damar i¢in antibiyotik kullanimi yerine oral
sefixime tedavisi onerilmistir (Hoberman ve ark., 1999).

Farkli zamanlarda ve farkli gruplarla yapilan akademik caligmalar
incelendiginde, E. coli tarafindan yiiksek oranda direng gelistirilen antibiyotiklerden
birisi Ampisilin olmustur. Incelenen ¢alismalarin bir kisminda Ampisilin kullanilmis
ve en fazla direncgle karsilasilan antibiyotigin Ampisilin oldugu goriilmektedir (Cetin
ve ark., 2006; Robino ve ark, 2014; Kogak ve ark., 2015; Karac1 ve ark., 2017). Bazi
calismalarda ise Ampisilin’in ikinci sirada yer aldigi gorilmiistiir (Coban ve ark.,
2014; Abdul Raheem ve ark., 2019). Bu sonuglar, yapilan ¢alisma ile uyumluluk
gostermektedir (Tablo 19).

Calismada kullanilan ve 3. Kusak sefalosporinler grubunda yer alan Sefiksim
ve Seftazidim gibi antibiyotiklerin direncle karsilasma oranlarinin yiikselmesi son
zamanlardaki kullanim aligkanliklarinin artmast ile ifade edilmektedir. Bu tiir
antibiyotiklerin profilaktik kullanimi nedeniyle diren¢ artisinin ortaya c¢iktigi
aciklanmistir (Erdogan ve Arslan, 2011). Enterik bakterilerin tigiincii ve dordiincii
kusakta yer alan sefalosporinlere kars1 direng gelistirmelerinin diger bir nedeni olarak
genisletilmis beta laktamaz iiretmeleri olarak gosterilmektedir (Erdogan ve Arslan,
2011). Yapilan bir galisma, ceftriaxonun %50 oraninda direngle karsilagsmasina
ragmen, halen kullanilmakta oldugunu ifade etmektedir. Hatta bu calismada
ceftriaxonun idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanimdan ¢ikarilmasi da onerilmektedir
(Ghasemi ve ark., 2020).

Yapilan c¢alismada E. coli tarafindan Sefazolin, Sefepim, Sefiksim ve
Seftazidim kars1 direng gelistiren izolat sayis1 46-49 arasinda (%57,5-61,3) arasinda
seyretmistir. Literatlirle yapilan karsilastirmada diger calismalarin higbirinde bu
diizeyde yiiksek bir direng s6z konusu olmamistir (Cebe ve ark., 2008; Coban ve ark.,
2014; Robino ve ark., 2014; Kogak ve ark., 2015; Karac1 ve ark., 2017; Abdul Raheem
ve ark., 2019; Ghasemi ve ark., 2020). Sefuroksim aksetili¢in yapilan c¢aligmada
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bulunan 49 (%61,3) degeri ise karsilastirmada kullanilan diger ¢aligmalardaki oranin
cok tstlindedir (Cetin ve ark., 2006; Cebe ve ark., 2008; Coban ve ark., 2014; Karact
ve ark., 2017). Bu yiiksek oranlarin g¢alismada kullanilan E. coli izolatlarinin
tamaminin GSBL pozitif olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Ceftiaxone antibiyotiginde elde edilen %60’lik deger sadece Abdul Raheem ve
ark. (2019) ile yakinlik gostermektedir. Karsilastirmada kullanilan diger
kaynaklardaki degerler ile yapilan ¢alismanin degerleri farklilik gostermektedir (Cetin
ve ark., 2006; Coban ve ark., 2014; Robino ve ark., 2014; Kogak ve ark., 2015; Karaci1
ve ark., 2017; Ghasemi ve ark., 2020).

Amoksisilin-klavulanik asit de hekimlerin herhangi bir antibiyogram
yapmadan yaygin olarak onerdikleri ilag grubundadir. Direng gelisiminin bir nedeni
olarak bu durum agiklanirken, idrar kiiltiirii alinmadan onceki 6 aylik periyotta
antibiyotik kullaniminin da direng gelisimini artirdig1 belirtilmektedir (Obi, Tarupiva
ve Simango, 1996; Sotto ve ark., 2001; Goldraich ve Manfroi, 2002)

Amoksisilin-klavulanik asit igin elde edilen diren¢ degeri 30 (%37,5)
bulunmustur. Bu sonu¢ Coban ve arkadaslarinin (2014) calismasiyla uyumlu
bulunmustur. Literatiirdeki diger ¢aligmalardan elde edilen sonuglar, yapilan bu
calismasi ile farklilik géstermektedir (Cetin ve ark., 2006; Cebe ve ark., 2008; Robino
ve ark., 2018; Karaci ve ark., 2017). Farklilik gosteren ¢alismalara bakildiginda kendi
aralarinda tutarlilik olmadigi belirlenmistir. Bu durum antibiyotik direng
mekanizmalarinin farkli sayisal degerlerle ortaya cikabildigini ifade etmektedir.

Amerikan Enfeksiyon hastaliklari Dernegi 2011 yilinda basit idrar yolu
enfeksiyonlar1 i¢in birinci basamak tedavide nitrofurantoin ve Trimetoprim-
sulfametoksazoleyi Onermistir. Ancak daha sonra tespit edilen %40,9’luk
Trimetoprim-sulfametoksazole direncinden dolayi, ampirik tedavilerde bu etken
maddenin kullanimindan vazgeg¢ilmistir (Garin ve ark., 2006).

Diger yandan gocukluk ¢agi IYE’lerinde akla gelen ilk segenek olarak birinci
kusak sefalosporinler, amoksisilin-klavulanik asit ve Trimetoprim-sulfametoksazole
kars1 direng bulunmasi da bu ilaglarin yaygin kullanimlari ile agiklanmaktadir (Coban
ve ark., 2014). Bu sonuglarin bir bagka onerisi ise Ghasemi ve arkadaslarindan (2020)
gelmis ve antibiyotik kullaniminda giinliik kullanimlardan vazgecilmesi, sik ve asiri

antibiyotik kullanimindan kaginilmasi vurgulanmuistir.
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Bu ¢aligmada Trimetoprim-Sulfametoksazole i¢in 28 (%35)’lik direng degeri
elde edilmistir. Farkli ¢alismalar ile yapilan bu ¢alisma yakin degerler ifade ederken
(Coban ve ark., 2014; Robino ve ark., 2014; Karaci ve ark., 2017; Abdul Raheem ve
ark., 2019), farkli degerlerin elde edildigi ¢alisma da mevcuttur (Kogak ve ark., 2015).

Siprofloksasin direnci degerlendirildiginde ise daha Onceden alinan
Trimetoprim-Sulfametoksazole tedavisi ile iligskilendirme yapilmaktadir. Zira yaygin
kullanim1 olan Trimetoprim-Sulfametoksazole profilaksisini alan bireylerde
Gentamisin veya Siprofloksasine karsi duyarliligin azaldig1 ve direncin artis gosterdigi
belirlenmistir. Bu direng artigina, daha 6nceden tedavilerde kullanilan antibiyotikler
ile Gentamisin veya Siprofloksasin’in etkilesiminin neden olabilecegi belirtilmistir
(Cheng ve ark., 2008).

Siprofloksasine direng degerlerine bakildiginda degisken oranlar burada da
dikkati ¢cekmektedir. Bu ¢aligmada elde edilen 10 (%12,5)’luk degere yakin degerleri
Coban ve arkadaslar1 (2014) ve Karaci ve arkadaslarinin (2017) yaptig1 calismalarda
goriirken, diger ¢alismalarin degerleri farklilik gostermektedir (Robino ve ark., 2014;
Kocak ve ark., 2015; Abdul Raheem ve ark., 2019; Ghasemi ve ark., 2020).

Diger yandan Levofloksasin i¢in ¢alismada elde edilen 9 (%11,3)’luk direng
oraninin, incelenen diger c¢alismalardan farkli sonug¢ olusturmadigi goriilmiistiir
(Kogak ve ark., 2015; Karaci ve ark., 2017). E. coli izolatlarinin direng genlerinin diger
antibiyotiklere olan etkilerinin yiiksek oldugu durumlarda Levofloksasin kars1 direng
gelisiminin de dogal bir sonug olarak ortaya ¢iktig1 ifade edilmektedir (Johnson ve
ark., 2008).

Gentamisin, aminoglikozitler sinifindaki bir antibiyotiktir. Aminoglikozitler
elektrostatik ¢ekim etkisi ile hiicre duvarina yapisan ve bunu hizli gergeklestiren
bilesik gruplaridir. Bu sebeple IYE’lerde tedavi edici ozellikleri fazladur.
Aminoglikozitler, lipopolisakkaritlerde bulunan magnezyum ve kalsiyum iyonlarinin
yerini alarak bu bolgeye yerlesir. Orada bulunan zari1 zedeleyerek hiicre duvarinin
gecirgenligini bozar ve bu sekilde etkisini gdstermeye baslar (Yasar ve ark., 2018;
Mistik, 2000).

Bu aragtirmada Gentamisin bir diger antibiyotik olarak kullanilmis ve
karsilastig1 direng oran1 7 (%8,8) olarak belirlenmistir. Sik kullanilan bir antibiyotik

olmadigindan ve aminoglikozitlerin etki mekanizmasindan dolay:r duyarliliginin
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yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Bu degerler Cetin ve arkadaslar1 (2006), Cebe ve
arkadaslar1 (2008), Coban ve arkadaslar1 (2014), Robino ve arkadaslari (2014), Karac1
ve arkadaslar1 (2017) ve Abdul Raheem ve arkadaslar1 (2019) ile yakin degerleri ihtiva
ederken, Kocak ve arkadaslar1 (2015) ve Ghasemi ve arkadaslar1 (2020) ile farklilik
arz etmektedir. Bu farkliligin arastirmalarin yapildigi bolgelerde farkli antibiyotik
kullanim ilkelerinin olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmketdir.

B-laktam antibiyotiklere karsi olusan bakteriyal direncin major belirleyicisi
olarak B-laktamaz tiretimi gosterilmektedir (Lindberg ve Normark, 1986; Bush, 1988;
Jarlier ve ark., 1988). Bir p-laktamaz inhibitorii olan Tazobaktam, Piperasilin veya
diger antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanilmakta ve B-laktamaz iireten
bakterilere kars1 kullanilmaktadir (Gutmann ve ark. 1986).

B-laktam antibiyotik sinifinda olan Tazobaktam Piperasillin akademik
caligmalarda ¢ok sik yer verilen bir antibiyotik olmamistir. Bu ¢alismada 3 (%3,8)
olarak elde edilen diren¢ degeri, bir calisma ile benzer (Karaci ve ark., 2017), diger bir
calismada farkli degerleri igermistir (Kogak ve ark., 2015). Elde edilen diisiik degerin
ilag kombinasyonuna bagli oldugu bildirilmistir (Gutmann ve ark., 1986).

Amikasin diren¢ mekanizmasinin, gram negatif bakterilerin integranlarinda,
transpazonlarinda, plazmidlerinde ve kromozomlarinda bulunan bir gen tarafindan
kodlanan bir enzimin asetilasyon olusturma etkisi ile ilgili oldugu bildirilmistir. Cogu
aminoglikozitleri degistirme yetenegine sahip olan enzimlere karst dayanikli oldugu
icin amikasin, aminoglikozitlere direncli enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in basari ile
kullanilmaktadir. Bu sebeple en yaygin olarak kullanilan yari-sentetik bir
aminoglikozittir.

Amikasin i¢in elde edilen 2 (%2,5)’1lik diren¢ degeri, Cebe ve arkadaslar
(2008) %3,8, Coban ve arkadaslar1 (2014) %3,2, Karaci1 ve arkadaslari (2017) %3 ve
Abdul Raheem ve arkadaslar1 (2019) %7,7 oranlar ile yakinlik gosterirken, %11,5
Cetin ve arkadaslar1 (2006), %25,7 Kogak ve arkadaslar1 (2015) ve %25,6 Ghasemi ve
arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan ¢alismalarla farklilik gostermektedir. Belirlenen
amikasin diren¢ degerinin diisiik olmas1 da aminoglikozitlerin bu mekanizmasi ile
aciklanmaktadir (Ramirez ve Tolmasky, 2017).

Nitrofurantoin direncine, baslica nfsA veya nfsB deki mutasyonlar aracilik

etmektedir. Her ikisi de yliksek diizeyli nitrofurantoin direncinden sorumlu olan
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oksijene duyarsiz nitrorediiktazlar1 kodlar (Shakti ve Veeraraghavan, 2015).
Nitrofurantoin icin meydana gelen direncin IYE’ler igin secilen antibiyotiklerden,
kullanilan invazif tibbi cihazlardan, ila¢ uygulama prosediirlerinden ve idrar ile iligkili
oldugu diisliniilmektedir. Yine de nitofurantoin i¢in diisiik direng¢ seviyelerinin oldugu
bildirilmektedir (Cassir, Rolain ve Brouqui, 2014; Vervoort ve ark., 2014; Huttner ve
ark., 2015).

Nitrofurantoin i¢in elde edilen 2 (%2,5)’lik deger, 6 calisma ile yakin degerleri
ihtiva etmis (Cebe ve ark., 2008; Coban ve ark., 2014; Robino ve ark., 2014; Karaci
ve ark., 2017; Abdul Raheem ve ark., 2019; Ghasemi ve ark., 2020) ve sadece bir
calisma ile 6nemli farklilik elde edilmistir (Kogak ve ark., 2015). Diislik oranda da
olsa bu direncin E. coli izolatlarinin gegirdigi mutasyonlar ile ilgili oldugu
diistiniilmektedir.

Son zamanlarda ¢oklu ilag¢ direnci olan patojenlerde de fosfomisin kullanimina
olan ilgi artmis ve parenteral yolla alinmas1 Amerika’da tercih edilmeye baslanmistir.
Komplike olmayan IYE’lerde ise diren¢ sorunu olmamistir (Silver, 2017).

Dogal bir antibiyotik olan fosfomisin, IYE’lerin tedavisi icin Avrupa, Amerika
ve Afrika’da uzun siiredir kullanilmaktadir. Oral tedaviye uygun bir antibiyotiktir.
Genis spektrumlu, bakterisidal ve ¢ok diisiik toksisiteye sahiptir. Fosfomisine direng
aktif tagima sistemlerinin Ozelliklerinin bozulmasi yoluyla ortaya ¢ikar. Fakat
baslangigta direngli organizmalarm bu direnci siirdiirememesi nedeniyle IYE
tedavisinde direng¢ nadiren goriiliir (Coban ve ark., 2014; Karac1 ve ark., 2017).

Calismada nihai olarak Fosfomisin tiim E. coli izolatlari, duyarli olarak
bulunmus, herhangi bir direncle karsilagilmamistir. Bu durum diger ¢alismalar ile
benzer sonuclari ifade etmektedir.

Sonug olarak antibiyotik kullaniminda en 6nemli direng etkenlerinin;

1- Daha 6nceden kullanilan antibiyotiklere siire¢ igerisinde bakteriyel direncli

gelismesi

2- Antibiyotik kullanimindaki siklik ve diizensiz kullanim

3- E. coli tarafindan iiretilen B-laktamaz enzimlerinin olusturdugu direng ve

bu enzimlerde yer alan direng genlerini varligi

4- Kiiltiir ve antibiyogram yapilmadan baz1 antibiyotiklerin hekimlerce tercih

edilmesi
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5- Birinci basamak tedavilerde ayni antibiyotiklerin kullaniminda 1srar
edilmesi ve diren¢ sorunu olmasina ragmen bazi antibiyotiklerin hala
kullanimda olmasi.

6- Yakin zamanlarda yapilan bir antibiyotik tedavisi ile yeni gelisen bir
hastaligin tedavisi i¢in kullanilan antibiyotiklerin etkilesimi.

7- Aminoglikozitler i¢in yapiyr degistiren genlerin bakteriler tarafindan
sentezlenmesi

8- nfsA veya nfsB’deki mutasyonlar

9- Uygulanan tedavi prosediirleri

10- Mutasyona ugrayan bakterileri porin proteini Uretim azligi ve aktif
pompalama proteinlerini fazla salgilamasi nedeni ile bakterilerin yapisina
antibiyotik girisinin engellenmesi

11- Yapilan bu c¢alismada antibiyotik diren¢ degerlerinin genelde yiiksek
olmasinin sebebi, kullanilan tiim izolatlarin GSBL pozitif olmasindan kaynakli oldugu
diistiniilmektedir.

Istatistiksel degerlendirmede ise Amoxicillin-klavunolic acid, Ampisilin,
Sefazolin, Sefepim, Seftazidim, Siprofloksasin, Sefuroksim aksetil, Gentamisin,
Levofloksasin ve Trimetoprim-sulfametoksazole antibiyotikleri igin direng ve
duyarlilik degerleri agisindan anlamli bir farklilik elde edilmistir (p<0,05).

(Calismada antibiyotik diren¢ ve duyarlilik ¢alismalarindan sonra GSBL varligi
belirleme islemleri gerceklestirilmistir. idrar izolatlarinda GSBL varhig1 iki farkli yolla
denenmistir. Bunlarda birincisi konvansiyonel bir yontem olan Cift Disk Sinerji Testi,
ikincisi ise GSBL pozitifliginden yaygin olarak sorumlu olan TEM, CTX-M, SHV ve
OXA-2 gibi direng genlerini igeren primerlerin kullanilmasi ile elde edilen ve PCR ile
yapilan goriintiileme yontemidir.

Cift Disk Sinerji Testine gére GSBL pozitif olarak saptanan 80 E. coli
izolatinin, PCR uygulamalari sonucu 79 tanesinde GSBL varlig1 tespit edilmistir. iki
yontem arasindaki GSBL varlig: tespitinde uyumluluk %98,75 olarak belirlenmistir.

Diren¢ genlerinin etki mekanizmalarina bakildiginda TEM ve SHV igin
yapilan agiklamanin ve etki mekanizmasinin benzer oldugu goriilmektedir.
Baslangicta izole edilen enzim TEM-1 olarak adlandirilmistir. Bu enzim kisa siirede

yayllma gostermis ve farkli bakteri siniflarinda etkili olmaya baglamistir. Genis
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spektrumlu B-laktamazlar olan TEM-1 ve onun farkli varyasyonlart olan TEM-2 ile
SHV-1, 80°li yillarin basina kadar genis spektrumlu B-laktam grubu antibiyotiklerin
maruz kaldig1 direngten sorumlu tutulmuslardir. SHV-1, E. coli’de plazmidik olarak
bulunmaktadir. Igerdigi -SH (siilfidril) grubu nedeni ile oldukga reaktif bir enzimdir
ve ismi, sulphydryl variable anlamina geldigi i¢in SHV olarak verilmistir (Bradford,
2001).

Daha sonraki yillarda, siklikla kullanilan genisletilmis spektrumlu
sefalosporinlere kars1 yeni GSBL tiirleri kesfedilmistir ve bunlardan birisi SHV-2
olarak tanimlanan enzim olmustur (Kliebe ve ark., 1985). Devam eden siire¢ igerisinde
kullanilan her B-laktam antibiyotige karsi bakteriler tarafindan diizenlenmis bir -
laktamaz direnci gelismistir. Enzimlerde meydana gelen bu siirekli degisim ve artis
bakterilerdeki asir1 mutasyon egilimi ile agiklanmaktadir. Bu mutasyon, DNA tamir
ve DNA kopyalarim1 okuma-dogrulama merkezlerinin inaktive olmasi ile ortaya
cikmaktadir. Bu sonuca bagli olarak mutasyona ugrayan bakteri, ugramayan
bakterilerden yaklasik 200 kat daha fazla mutasyon gec¢irmektedir. Mutasyon gegiren
bakteri, etkilesimde bulunacagi antibiyotige karsi diren¢ gelistirmeye hazir hale
gelmektedir (Bal, 2003).

Mutasyon gegiren bakteriler, sefalosporinleri hidroliz etmek suretiyle direng
gelistirirler. Bu hidroliz oran1 bastan diisiik olmasina karsin, bir sonraki mutasyon
sonucu ortaya ¢ikan enzimin hidroliz etme kapasitesi daha yiiksektir. Bu durumda
baslangicta bir tane olan enzim aktivitesi yeni enzimlerin olusmasi ile ¢oklu enzim
direncine sebep olur ve genisletilmis etki yapar. Mutasyonlar bir yandan enzim
tretiminde genisleme etkisini ortaya koyarken diger yandan da porin proteinlerinin
tiretiminde azalmaya neden olur. Bu azalma ile antibiyotiklerin hiicreye girisi azalir ya
da aktif pompalama yapan proteinlerin asir iiretilmesi ile antibiyotikler hiicre digina
itilir. Bu etkiye bagl olarak hiicre icerisindeki antibiyotik konsantrasyonunda diisiis
gbzlenir. Hem B-laktamaz iiretimi hem de porin azalmasi birlikte olugursa antibiyotige
kars1 direng daha da artmaktadir (Bush, 2001).

GSBL enzimi iireten direng genlerinin biiyiikk ¢ogunlugu TEM ve SHV
grubunda yer alirken, geriye kalanlar CTX-M ve OXA grubuna ait genis spektrumlu
B-laktamaz iireticileridir. TEM ve SHV grubundan daha az tiir ¢esidine sahiptirler.

CTX-M ve OXA grubunda yer alan enzimler penisilin, sefalosporin, monobaktamlarin
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cogunu inaktive etmektedir. CTX-M siklikla E. coli’de ve Salmonella typhimurium’da
rastlanan bir enzimdir. Etkisini hidrolizleme ile gostermektedir. Plazmidik bir GSBL
grubunu temsil eder. Bilinen farkli tiirliniin olmasi, hizla mutasyona ugramasi ile
aciklanmaktadir. Ortaya c¢ikardigi direng etkisinin de farkli tiirlerinin olusturdugu
genisletilmis B-laktamaz tiretimi ile ilgili oldugu belirtilmistir (Bauernfeind, Grimm
ve Schweighart, 1990; Bauernfeind ve ark., 1996).

OXA grubu viriilens genlerinin olusturdugu direng etkisinin diisiik olmasi ise
OXA grubuna ait enzimlerin GSBL iireten gruplari oldugu gibi iiretmeyen gruplarinin
da olmasi ile agiklanmaktadir. Genelde OXA enzimlerinin ampisilin, sefalotin,
oksasilin ve kloksasiline gibi antibiyotiklere direngli oldugu goriiliir. Sinirlhi sayida
antibiyotige olan diren¢ durumunun genele yansiyan oram1 da dogal olarak diisiik
seyretmektedir (Bush ve Jacoby, 1995; Bradford, 2001).

Elde edilen sonuglar yakin zamanlardaki benzer ¢alismalar ile bir tablo olarak

karsilastirilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 21’de verilmistir.

Tablo 21. Direng Genlerine Iliskin Bulgularm Literatiirdeki Benzer Caligmalar

ile Karsilastirilmast

Alkan, Gorgeg, Goudarzi Roschanski, Memariani Eltaive  Ejaz,

2021 2012 ve ark., 2014 ve ark., ark., 2020

(%) (%) 2013 (%) (%) 2015 (%) 2017 (%) (%)
TEM 86,3 59,2 69 40 19 2,7 51,4
CTX-M 25 89,2 74 80 - 89,2 78,4
SHV 48,8 11,8 0 16 40,5 0,9 71,6
OXA-2 10 15,8 - - - - -

Gorgec, 2012; Goudarzi ve ark., 2013; Roschanski ve ark., 2014; Memariani ve ark., 2015; Eltai
ve ark., 2017; Ejaz, 2020

PCR c¢aligmalarinda 80 farkli GSBL pozitif idrar izolatinin 69 tanesinin
(%86,3)TEM direng genini i¢erdigi sonucuna varilmistir. Bunu, 39 idrar izolati ile
SHV direng geni ve 20 izolatla CTX-M direng geni takip etmistir. En az olarak OXA-
2 genine, 8 idrar izolatinda rastlanmustir.

Yapilan ¢aligmalarin cogunda (Tablo 16) idrar 6rneklerinde en sik rastlanilan

diren¢ geninin CTX-M oldugunu ifade edilmistir (Gorgeg, 2012; Goudarzi ve ark.,
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2013; Roschanski ve ark., 2014; Eltai ve ark., 2017; Ejaz, 2020). Bir ¢alismada ise
SHYV en sik rastlanilan direng geni olarak belirlenmistir (Memariani ve ark., 2015). Bu
acidan bakildiginda literatiirdeki ¢alismalar ile bu ¢alisma arasinda siralama farklilig
tespit edilmistir.

TEM direng¢ genine bagl olarak elde edilen sonuglar dikkate alindiginda bu
calisma ile yakin bir deger Goudarzi ve arkadaslar1 (2013) tarafindan elde edilmistir.
Diger calismalarin sonuglar1 oran olarak bu c¢alisma ile benzerlik géstermemektedir
(Gorgeg, 2012; Roschanski ve ark., 2014; Memariani ve ark., 2015; Eltai ve ark., 2017;
Ejaz, 2020). Bu ¢alismada CTX-M direng genlerine ait elde edilen 20 (%25)’lik veri
incelenen akademik c¢alismalarla benzerlik gostermemektedir (Gorgeg, 2012;
Goudarzi ve ark., 2013; Roschanski ve ark., 2014; Eltai ve ark., 2017; Ejaz, 2020).

Olduk¢a degisken oranlarin elde edildigi direng geni olarak SHV goze
carpmaktadir. Zira yapilan calismalarda %71,6’1 bulan oranlara bakildiginda bu
farklilik agik¢a goriilmektedir. Bu calismada elde edilen %48,8’1ik oran Memariani ve
arkadaslar1 (2015) ile benzerlik gosterirken, diger calismalarla farklilik icermektedir
(Gorgeg, 2012; Goudarzi ve ark., 2013; Roschanski ve ark., 2014; Eltai ve ark., 2017;
Ejaz, 2020).

Cocuk idrar izolatlarinin direng genlerini inceleyen ¢alismalarda en az ¢aligilan
diren¢ geni olarak OXA grubu direng genleri géziikkmektedir. Bu ¢aligmada OXA-2
direng geni arastirilmis ve 8 (%10) adet idrar izolatinda varligi belirlenmistir. Bu
calisma Gorge¢ (2012) tarafindan gerceklestirilen c¢alisma ile benzerlik
gostermektedir.

Yapilan ¢aligmada meydana gelen TEM ve SHV direncinin de bu mekanizma
ile olustugu diistinlilmektedir. Daha onceden kullanilan antibiyotiklere karsi olan
direncin, E. coli’nin gegirdigi mutasyon sonucu genisletilmis B-laktamaz iiretimi ile
dirence doniisiimii ve porin proteinlerinde artis saglamasi nedeniyle yiiksek direng
olustugu disiiniilmektedir (Bush, 2001).

Yapilan bir aragtirmada elde edilen E. coli izolatinin TEM-1 enzimi iirettigi
belirlenmistir. Bu enfeksiyonun tedavisinde kullanilan sefalosporinlerin tedavi
esansinda SHV-1 direnci ile karsilasildig1 ve diger sefalosporinlere kars1 da direng
gelistigi gézlenmistir. SHV-1, aninda gelisen bir mutasyonla SHV-8 enzimini iiretmis

ve farkli bakteri tiirleri olan sefamisinlere karsi direngli hale gelmistir. Biitiin bu
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dontigiimler 3 ay gibi kisa bir siirede tespit edilmistir (Rasheed ve ark., 1997). Kisa
stirede gergeklesen bu degisiklik, antibiyotik direnglerinde oranlarin hizli degisikligini
de ortaya ¢ikarmaktadir.

Sonug olarak, direng genlerine iliskin sonuglar incelendiginde belirli bir direng
geni siralamasi elde edilememistir. Bazi ¢calismalarda CTX-M geni ilk siralarda yer
alirken, bazi calismalarda ilk sirayr SHV temsil etmistir. Farkli ¢alismalarda ayni
direng genine ait degerlerin ¢ok farkli olabilmesi, oransal bir siralamanin yapilmasini

miimkiin kilmamustir.

5. 3. Arastirmanin Viriilens Genlerinin Varhgina Iliskin Sonuclar

E. coli birgok mekanizma ile hastalik yapabilen bir patojen olarak literatiirdeki
yerini almistir (Johnson ve ark., 2003). E. coli izolatlari igerisinde ¢ok sayida viriilens
gen bulunmasina karsin siklikla rastlanan virtilens genleri olarak pap, sfa, cnf, aer ve
hly belirlenmistir.

E coli’ler pap ve sfa viriilens genleri araciligiyla kodlanan fimbriyalar ile
viriilens etkilerini gostermektedir. P fimbriyalar, pap viriilens geni araciligiyla
kodlanirken, S fimbriyalar sfa virillens geni araciligiyla kodlanmaktadir. Farkli
caligmalarda farkli oranlarda viriilens degerlerin elde edilmesi fimbriya sayilarinin
farkli olmasi ile agiklanmaktadir. Fimbriya sayilar1 diisiik oldugunda mukozal
ylzeylere tutunma ihtimalleri de o diizeyde diisiik seyretmektedir (Jann ve Jann,
1977).

hly viriilens geni ise hemolizin {iretiminden sorumludur. Alfa hemolizin ve beta
hemolizin gibi farkli toksik etkisi olan tiirleri vardir. Hemolizin liretilmesi i¢in 4 farkl
genin varligi gerekmektedir. Bunlar hlyA, hlyB, hlyC ve hlyD’dir. Caligsmalarda elde
edilen farkli degerlerin bu 4 farkli genden hepsinin ortamda bulunmamasi ile ilgili
oldugu diisiiniilmektedir (Sussman, 1997).

aer viriilens geni ise aerobaktin iiretmek sureti ile etkisini gdstermektedir. Iki
adet lizin ve bir adet sitrat molekiiliinden olusan bu molekiil E. coli’nin demirin az
bulundugu bdlgelere baglanabilmesini saglamaktadir. Calismalarda farkli verilerin
elde edilmesinin nedeni konaktaki hiicrelerin demir bulundurma kapasitesi ile

iliskilendirilmektedir (Vanessa ve Carlyn, 2015).
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cnf viriilens faktorii de toksin iiretimi tizerinden patojenik etkisini gosteren bir
gendir. Urettigi cnf-1 o6zellikle IYE’lerden sorumlu tutulmaktadir. Konak
hiicrelerindeki fonksiyonlarin inaktive edilmesi, morfolojik yapida deformasyonlar
saglamasi ve hiicre yenilenmesi mekanizmasini durdurmasi seklinde etkiler ortaya
koymaktadir. Hiicre zarin1 pargalayarak toksinin igeri girigini kolaylastirir.
Arastirmalarda meydana gelen farkli degerlerin olugan toksin miktari ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir (Sussman, 1997).

Elde edilen verilerin konuya iliskin baz1 bilimsel c¢alismalar ile

karsilagtirilmasindan elde edilen sonuglar Tablo 22°de verilmistir.

Tablo 22. Viriilens genlerine iliskin bulgularin bazi bilimsel ¢aligmalarla

karsilastiriimasi
Alkan 2021  Farshad ve Emamghorashi Tarchouna ve Yilmaz ve ark.,
(%) 2009 (%) ark. 2013 (%) 2017 (%)
pap 43,8 66,7 67 64
sfa 11,3 62,5 57 15
cnf 18,8 63,6 3 20
aer 51,2 - 80 55
hly 11,3 85,7 30 17

Farshad ve Emamghorashi, 2009; Tarchouna ve ark., 2013; Yilmaz ve ark., 2017

Bu arastirmada incelenen 80 izolatin 41’inde (%51,2) en sik olarak rastlanan
virtilens gen aer olmustur. Bunu 35 idrar izolat1 ile pap geni (%41,8) ve 15 idrar izolati
ile (%18,8) cnf izlemistir. cfa ve hly genlerinin bulunma siklig1 ise 9 (% 11,3) olarak
belirlenmistir.

Viriilens genlere iliskin yapilan karsilagtirmada pap viriilens geni i¢in elde
edilen deger diger arastirmalardan farklihk gostermektedir (Farshad ve
Emamghorashi, 2009; Tarchouna ve ark., 2013; Yilmaz ve ark., 2017). sfa Viriilens
geninde ise Yilmaz ve arkadaslar1 (2017) tarafindan elde edilen degere yakin bir oran
elde edilmistir. Elde edilen bu degerler diger iki ¢alisma ile oldukc¢a farklidir (Farshad
ve Emamghorashi, 2009; Tarchouna ve ark., 2013). cnf viriilens geni i¢in bu
calismadan elde edilen deger de Yilmaz ve arkadaslar1 (2017) ile benzerlik

gostermektedir. Diger iki ¢alismanin birisinde Tarchouna ve arkadaslari (2013)
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%3’liik ¢ok diisiikk bir oran elde ederken, digerinde Farshad ve Emamghorashim
(2009) %63,6°11ik deger elde etmistir.

Benzer bir sonug¢ ise aer viriilens geni c¢alismalarindan saglanmistir. Yine
Yilmaz ve arkadaslar1 (2017) ile ¢cok yakin sonuglar elde edilirken, Tarchouna ve
arkadasglar1 (2013) tarafindan %80’lik yiiksek bir deger elde edilmistir. hly viriilens
genindeki benzerlik de Yilmaz ve arkadaglarinin (2017) ¢alismasi ile uyumludur.
Tarchouna ve arkadaslar1 (2013) tarafindan elde edilen %30’luk deger ve Farshad ve
Emamghorashi (2009) tarafindan elde edilen %85,7’lik deger elde edilen veriler
arasinda farklilagsma olabilecegi yoniinde degerlendirilmistir.

Viriilens genlerin bir biitiin olarak degerlendirilmesi sonucunda, viriilens
genlerinin incelendigi farkli calismalarda farkli oranlarin  elde edildigi
gozlemlenmistir. Bu durum direng genlerinde oldugu gibi viriilens genlerinde de
siralamanin bir diizene gore olamayacagi yoniinde algilanmaktadir. Zira, E. coli
izolatlarinin icerdigi fimbriya sayisi, hemolizin {ireten gen sayisi, konak hiicredeki
demir miktar1 ve konak hiicredeki fonksiyonlarin inaktive edilmesi gibi etkenler her
bakteride farklilik gostermektedir (Jann ve Jann, 1977; Sussman, 1997; Vanessa ve
Carlyn, 2015).

5. 4. Arastirmanin Filogenetik Tiplendirme Calismalarina iliskin Sonuglar

Bilimsel galismalara bakildiginda A ve B1 filogenetik sinifina ait E. coli’lerin
genellikle gastrointestinal sistemden izole edildigi belirlenmistir. Bazi ¢alismalarda B2
sinifina ait gastrointestinal sistem izolat1 olan E. coli’ye hig¢ rastlanmamigtir (Oscar ve
ark., 2010). Yapilan diger bir ¢alismada, idrar ve diskidan izole edilen E. coli
izolatlardan elde edilen A ve B1 smifi E. coli filogenetik tiplerin ¢ogunlukta oldugu
belirtilmektedir (Navidinia ve ark., 2014).

Filogenetik tiplendirmeye 6zgii ¢alismalarda durumun irdelenmesi amaciyla
farkli ¢caligsmalar incelenmis ve bu ¢alismadan elde edilen sonugclar ile karsilastirmay1

iceren bilgiler Tablo 23’de verilmistir.
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Tablo 23. Filogenetik tiplendirme sonuglarina iligkin bulgularin benzer

bilimsel ¢aligmalar ile karsilastiriimasi

Filogenetik Alkan Clermonth ve Robino ve Kongur Logan ve
Tip 2021 ark., 2000 ark., 2014 2017 ark., 2021
A 8,8 18,7 10,9 24 8
B1 18,8 10 5,5 4 8
B2 63,7 49,1 35,4 43 67
D 8,8 22,2 48,2 29 17

Clermonth ve ark., 2000; Robino ve ark., 2014; Kongur, 2017; Logan ve ark., 2021

E. coli kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarina ait 80 idrar izolatinin filogenetik
siiflandirmasi Clermonth ve arkadaslar1 (2000) tarafindan hazirlanan tabloya gore
gerceklestirilmis ve en ¢ok Ornegin B2 (%63,7) smifina ait oldugu sonucu elde
edilmistir. B1 grubundaki 6rnek sayis1 %18,8 ile ikinci siray1 alirken, A ve D grubu E.
coli tiplerinin sayisi esit dagilim gostermis ve %8,8’lik oranda oldugu belirlenmistir.

Yapilan ¢alisgmada A smifi filogenetik tipe sahip olanlarin oran1 %8,8dir.
Incelenen diger caligmalara bakildiginda, diger ¢alismalarla yakin degerlerin elde
edildigi goriilmektedir (Clermonth ve ark., 2000; Robino ve ark., 2014; Kongur, 2017,
Logan ve ark., 2021). B1 filogenetik tiplendirmesinde ise tiim ¢aligmalarla yakinlik
gosterdigi tutarli bir sonug olarak degerlendirilmistir.

En yiiksek dagilimin gézlendigi filogenetik tip yapilan tez ¢alismasinda B2, 51
(9%63,7) olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Logan ve arkadaslar1 (2021) ile ¢ok
yakin degerler ifade ederken, diger 3 calisma ile farkli degerleri ihtiva etmistir
(Clermonth ve ark., 2000; Robino ve ark., 2014; Kongur, 2017). Filogenetik
siiflandirmada D sinifina iliskin elde edilen g¢alisma verileri 7 (%8,8), diger
caligmalar ile farklilik arz etmektedir (Clermonth ve ark., 2000; Robino ve ark., 2014;
Kongur, 2017; Logan ve ark., 2021).

Idrar ve digki rneklerinin birlikte degerlendirildigi filogenetik ¢alismalarda,
idrar yolu enfeksiyonuna sebep olan iiropatojenik E. coli’lerde B2 ve D filogenetik
grubunun daha fazla oldugu, gastrointestinal sistem baglantili enfeksiyonlarda ise A
ve B1 grubunun daha fazla oldugu goriilmiistiir (Houdouin ve ark., 2007; Koljalget ve
ark., 2014; Navidinia ve ark., 2014). Yapilan bilimsel ¢alismalarla karsilastirildiginda
bu calismada da B2 filogenetik grubun diger gruplara gore daha fazla sayida oldugu

ve diger caligsmlarla uyumlu oldugu sonucuna varilmistir.
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5. 5. Arastirmanin Istatistiksel Calismalarina fliskin Sonuglar

Calismanin istatistiksel inceleme kisminda diren¢ genlerinin pozitifligi ve
negatifliginin arasindaki sayisal degerler hesaplanmigtir. Buna ilave olarak incelenen
idrar izolatlarinin ait oldugu filogenetik gruplar arasindaki sayisal degerlendirmeler
istatistiksel hesaplamaya tabi tutulmustur. Nihai olarak ise segilen viriilens genlerinin
varligma iligkin sayisal degerler arasindaki istatistiksel degerlendirmeye yer
verilmistir.

Bu ¢alismalarin deneysel istatistiklerine ilave olarak, demografik degiskenler
olan cinsiyet ve yas araliklar ile direng genlerinin, filogenetik tiplendirmenin ve
viriilens genlerinin varligi arasindaki istatistiksel iligskilendirmeye yer verilmistir.

[k asamada cinsiyet ve direng genlerinin varlig1 arasindaki iliski irdelenmistir.
Yapilan istatistiksel inceleme sonucunda sadece SVH direng geni i¢in kiz ve erkek
cocuklart arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Diger diren¢ genleri olan
TEM, CTX-M ve OXA-2 i¢in anlaml bir fark elde edilememistir.

Diger yandan yas araliklar1 ayri ayri TEM, CTX-M, SHV ve OXA-2 ile
istatistiksel olarak test edilmis ve hicbir diren¢ geni i¢in yas araliginin anlamli bir fark
teskil etmedigi sonucu ortaya ¢ikmustir.

(Calismada yas araliklar1 ile direng genlerinin bulunma siklig1 arasinda anlamli
bir fark ¢ikmamis olmasi literatiirdeki 6rnek caligmalar ile kiyaslanmis ve Eltai ve
arkadaslar1 (2018) bu degiskenler arasinda anlamli bir fark elde etmislerdir.

Viriilens genlerinin varlig1 ile yas aralifi ve cinsiyet degiskeni arasinda
anlaml bir fark elde edilememistir. Oysa, Kongur (2017) cinsiyet ile viriilens gen
bulundurma siklig1 arasinda anlamli bir farklilik bulmustur (p=0,031). Diger yandan
Farshad ve Emamghorashi (2009) ise 36 ay oncesi ve 36 ay sonrasi ¢ocuklarin idrar
orneklerinde bulunan viriilens genlerinin sayilari ile yas araliklari arasinda anlamli bir
farklilik tespit etmislerdir. Filogenetik tiplendirme ¢aligmalarinda da gruplar arasinda
cinsiyet ve yas araligi bakimindan anlamli farklilik bulunamamastir.

Yakin zamanlarda ¢ocuklarda E. coli kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarina ait
birgok kaynak taranmasina ragmen yapilan istatistiksel ¢aligmalar sinirlt sayida yer
almaktadir. Yapilan istatistiksel c¢aligmalarin ise bircogu, degiskenlerin veya
arastirilanlarm kendi igerisinde test edildigi ¢alismalardir. Ornegin; hasta ¢cocuklarm

kiz/erkek orani, elde edilen numunelerin GSBL pozitif/GSBL negatif oran1 ya da
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filogenetik siniflandirmasi yapilanlardan A grubunun B2 grubuna oranlanmasi
tiiriindeki istatistiksel hesaplamalar siklikla mevcut olmasina ragmen (Kongur, 2017),
demografik degiskenler ile direng genlerinin, viriilens genlerin ya da filogenetik
tiplerin sayilar1 arasinda istatistiksel bir karsilastirma iceren caligmalara ¢ok zor
rastlanmaktadir.

Bundan hareketle yapilan istatistiksel ¢alismalarin daha sonraki aragtirmalarda
istatistiksel olarak rehber olacagi ve gliniimiiz verilerini belli bir dlgekte yansitacagi

distintiilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Idrar yolu enfeksiyonlarinin 6zellikle ¢cocuklarda yaygin bir enfeksiyon tiirii
olarak ortaya ¢ikan ve daha ziyade kiz ¢ocuklarinda yayginlik gésteren bir enfeksiyon
konumunda oldugu bu ¢alisma ile de desteklenmistir. Calisma sonucunda izole edilen
GSBL direngli E. coli izolatlarinin farkli direng genlerini degisik oranlarda tasidigi, bu
idrar izolatlarmin degisik filogenetik gruplarda oldugu ve farkli viriilens genlerini
icerdigi belirlenmistir.

Konuyla ilgili bilimsel kaynaklardan ve bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
dogrultusunda asagida belirtilen sonug ve onerilere varilmistir;

1- Arastirmada 80 GSBL pozitif E. coli izolat: ile ¢alisilmistir. Arastirmanin
farkli cografi alanlarda yapilmasi, daha genis bir cografyaya yayilmasi bolgesel
verilerin elde edilmesine 151k tutacak ve alinacak onlemleri daha genis perspektifte
ortaya koyacaktir.

2- Izole edilen 80 E. coli izolati, bir yil boyunca ¢ocuklardan alinan idrar
orneklerinden elde edilmistir. COVID-19 pandemisi nedeniyle yapilmasi diisiiniilen,
mevsimsel veya aylara gore karsilastirma verilerini sunmak igin yeterli veri elde
edilememistir. Bu nedenle daha uygun kosullarda daha genis bir zaman diliminde
calismanin daha fazla 6rnekle yapilmasi, bu tiir karsilastirmalarin yapilmasina olanak
saglayacaktir.

3- Dogru antibiyotik kullanimi deneysel verileri gerektirmektedir. E. coli
kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde, antibiyogram testi sonuglarina gore
antibiyotik kullanimi ilke haline gelmelidir.

4- Direngli ve yliksek viriilensa sahip suslarin yayilimini engellemek i¢in hem
hastane ortamlarinda hem de hastanin ikamet ettigi mekanda alinacak izolasyon ve
hijyen tedbirlerine mutlaka dikkat edilmesi gerekmektedir.

5- Viriilens genlerinin incelenmesinde farkli virlilens Ozellikleri tasiyan
genlerin se¢ilmesi daha detayli tanimlamalarin ve konunun aydinlatilmasina yardimci
olacaktir.

6- Antibiyotik kullaniminda diizensizlik ya da gereksiz siklik direnglerin
gelismesine sebep olacaktir. Bu nedenle antibiyotik kullaniminda gelisi giizel

antibiyotik kullaniminin 6niine gecilmesi acilen saglanmasi gereken bir tedbirdir.
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7- Bolgesel anlamda ortaya ¢ikan E. coli suslarinin direng ve viriilens
ozelliklerinin dogru tanimlanmasi ve dogru tedavinin 6nerilmesi hem morbiditeyi hem
de mortaliteyi diistirecektir. Bu belirleme ayni1 zamanda tedavi maliyetlerinin de daha
diisiik miktarlara ¢ekilmesi sonucunu doguracaktir.

8- Hekimlerin E. coli kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinda antibiyotik
Oonermeleri asamasinda daha 6nceden kullanilan ilag regetelerini dijital sistemlerden
kontrol etmesi ve buna bagli olarak ilag kullanimini saglamasi1 daha dogru bir davranis
olacaktir.

Sonu¢ olarak bu calismada IYE sikayetiyle hastaneye basvuran cocuk
hastalardan izole edilen E. coli izolatlarinin sikligi, antibiyotik duyarliliklari, GSBL
diren¢ profilleri, viriilens genlerinin siklig1 ve filogenetik gruplar arastirilip
degerlendirilmistir. Bu ¢aligmanin bolgede ve iilkemizde yapilacak yeni ¢alismalara

temel olusturup yol gostermesi beklenmektedir.
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