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ÖZET 

Klinik Örneklerden İzole Edilen Escherichia Coli İzolatlarının Moleküler 

Epidemiyolojik Karakterizasyonu ve Yüksek Riskli ST131 Klonunun Araştırılması 

Amaç: E. coli ST131, beta-laktamaz üretimi ve başta florokinolon direnci ile 

başlayan çok ilaca direnç ile ilişkili ve önemli sistemik enfeksiyonlara yol açan pandemik 

bir klondur. Ülkemizde antimikrobiyal direnç sıklığı ve yayılım hızı sonucu gelişen 

klonların araştırılması gereken önemli bir konu olmaktadır. Bu çalışmanın amacı, E. coli 

kökenlerinin fenotipik yöntemlerle teşhisi, antimikrobiyal direnç profillerinin, virülans 

özelliklerinin, dahil oldukları filogenetik gruplarının, integron gen kaset varlığının ve 

biyofilm oluşturma özelliğinin E. coli ST131 klonu varlığı ve yokluğu oranlarını 

karşılaştırmak ve ST131 taşıyıcılığı için risk faktörlerini değerlendirmektir. 

Materyal ve Metot: Çalışmaya toplam 160 adet E. coli izolatı dahil edildi. 

Bakteri identifikasyonları konvansiyonel ve otomatize yöntemler ile yapıldı. GSBL 

varlığını göstermek için çift disk sinerji yöntemi kullanılmıştır. Tüm E. coli izolatlarında 

moleküler çalışmalar, gerçek-zamanlı PZR yöntemi ile yapıldı. 

Bulgular: İzolatların %86.25’i idrar, %11.25’i apse, %1,87’si kan, %0.63’ü 

trakeal aspirasyon olmak üzere toplam 160 izolat ile çalışıldı.  İzolatların %72.5’i kadın, 

%27,5’i erkek hasta, yaş ortalaması 51,73 olarak belirlendi. 160 izolatın %69.38’i 

ST131pozitif, bunların %30,63’ ünde H30 alt klonu, H30 alt klonu pozitif izolatların 

%29,41’inde H30-Rx alt klonu tespit edildi. Bu izolatların %73.87’ si GSBL pozitif 

olarak tespit edildi. ST131 klonu pozitif izolatların %36.03’ü A, %29,73’ü B1, %25,23’ü 

B2 ve %9,01’i D grubu olarak tespit edildi. ST131 klonu pozitif numunelerin % 95.5 

’inde en az bir virülans geni görülürken, %4,5 ’inde ise herhangi bir virülans geni 

görülmemiş olup en çok fim A genine rastlandı. ST131 klonu pozitif numunelerin % 

65.77 ’sinde int1 ve %5,4’ünde int 2 geni tespit edildi. Son olarak ise %81.99 ’inde 

herhangi bir yöntem ile biyofilm oluşturduğu tespit edilirken, %18.01’inde biyofilm 

oluşturmadığı tespit edildi. 

Sonuç: Çalışmamızda GSBL üreten E.coli izolatlarının yüksek riskli ST131 

klonuyla beraber dramatik bir şekilde yaygınlığını, bu riskli klonun H30Rx alt klonunun 

hakimiyetini, ayrıca direnç, virülans, integron ve biyofilm ile birlikte direnç 

mekanizmalarının etkisinin önemini gösterebilir. 

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, çok ilaç direnç, E. coli ST131, filogenetik, GSBL, 

integron, virülans, Yüksek riskli klon,  
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ABSTRACT 

Molecular Epidemiological Characterization of Escherichia Coli Isolates Isolated 

from Clinical Specimens and Investigation of High-Risk Clone ST131 

Objective: The pandemic clone E. coli ST131 is known to be multi-drug resistant 

and causes serious systemic infections. It produces beta-lactamases and is primarily 

fluoroquinolone resistant. The clones that develop in our country as a result of the 

prevalence of antibiotic resistance and the rate of propagation represent a significant 

problem that requires further research. This study's objectives include using phenotypic 

techniques to identify E. coli strains, comparing rates of antimicrobial resistance profiles, 

virulence traits, phylogenetic groups, integron gene cassette presence and biofilm 

formation, the presence and absence of an E. coli ST131 clone, and assessing risk factors 

for ST131 carriage. 

Materials and Methods: The study consisted of a total of 160 E. coli isolates. 

Both traditional and automated techniques were used to identify the bacteria. The double 

disc synergy method was used to demonstrate the presence of ESBL. Molecular studies 

on all E. coli isolates were performed by the real-time PCR method. 

Results: 160 isolates in all were examined, of which 86.25% were urine, 11.25% 

were abscesses, 1.87% were blood, and 0.63% were tracheal aspirates.72.5% of the 

isolates were female and 27.5% were male, and the mean age was 51.73. 69.38% of the 

160 isolates were ST131-positive, 30.63% of them had H30 subclones, and 29.41% of 

H30 subclone-positive isolates were H30-Rx subclones. 73.87% of these isolates were 

found to be ESBL-positive. 36.03% of the ST131 clone positive isolates belonged to 

group A, 29.73% to group B1, 25.23% to group B2, and 9.01% to group D. While at least 

one virulence gene was observed in 95.5% of ST131 clone positive samples, no virulence 

gene was found in 4.5% of them, and the most fim A gene was found. The Int1 gene was 

detected in 65.77% of ST131 clone positive samples and the int2 gene in 5.4%. Finally, 

it was discovered that, regardless of the method, 81.99% of them produced biofilms 

whereas just 18.01% did not. 

Conclusion: The prevalence of ESBL-producing E.coli isolates together with the 

high-risk ST131 clone in our study may indicate the dominance of H30Rx subclone of 

this high-risk clone, as well as the significance of resistance, virulence, integron and 

biofilm, as well as the effect of resistance mechanisms. 

Keywords: Biofilm, multidrug resistance, E. coli ST131, phylogenetics, ESBL, 

integron, virulence, High-risk clone, 

 



 

IX 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

Afa  : Afimbrial adezinler 

CLSI  : Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü 

cnf  : Sitotoksik Nekrotizan Faktör  

CTX-M : Sefotaksimi hidroliz eden β-laktamaz tipi (Cefotaximase-Munich) 

DNA  : Deoksiribonükleik asit  

E. coli  : Escherichia coli 

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

ExPEC : Ekstraintestinal patojenik E. coli 

fim A  : Tip 1 (F1) Fimbria A 

GSBL  : Genişlemiş spektrumlu beta laktamaz 

İYE  : İdrar yolu enfeksiyonu 

PAI   : Patojenite adaları 

pap   : Piyelonefritle ilişkili pilus  

PZR  : Polimeraz zincir reaksiyonu 

sfa  : Sialik asid spesifik fimbria  

ST131  : Sekans tipi 131 olan klon 

UPEC  : Uropatojenik E. coli 

 

 



 

X 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil No                  Sayfa No 

Şekil 2.1. Çift disk sinerji testi ....................................................................................... 31 

Şekil 2.2. Üç boyutlu GSBL test .................................................................................... 32 

Şekil 2.3. GSBL için E-test ............................................................................................ 33 

Şekil 2.4. E. coli ST131’in H30 alt klonlarının ve diğer alt klonlarının popülasyon 

yapısı ........................................................................................................... 37 

Şekil 2.5. Biyofilm oluşum aşamaları ............................................................................ 40 

Şekil 3.1. İzolatların ekimi, değerlendirilmesi ve antibiyogram .................................... 48 

Şekil 3.2. Kongo kırmızısı agarda E. coli biyofilm oluşumu. ........................................ 51 

Şekil 3.3. Kalitatif cam tüp yöntemiyle biyofilm oluşumunun gözlenmesi ................... 52 

Şekil 3.3. a. İnkübasyonun ardından plakta oluşan kültürler, b. Kantitatif Mikrodilüsyon 

Plak Yöntemi .............................................................................................. 53 

Şekil 4.1.  E. coli izolatlarının klinik örneklere göre dağılımlar .................................... 64 

Şekil 4.2. Çalışmaya dahil edilen hastalarda tespit edilen hastalıkların dağılımı ........... 65 

Şekil 4.3. E. coli izolatlarının antibiyotik duyarlılık test sonuçları ................................ 66 

Şekil 4.4. E. coli izolatlarının filogenetik gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),33,53-70 E.coli izolatları. ...................... 69 

Şekil 4.5. E. coli suşlarının filogenetik sonuçları ........................................................... 69 

Şekil 4.6. E. coli izolatlarının SHV gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),84-102 E.coli izolatları. .......................................... 70 

Şekil 4.7. E. coli izolatlarının TEM gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),60-78 E.coli izolatları. ............................................ 71 

Şekil 4.8. E. coli izolatlarının CTX-M gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),1-19 E.coli izolatları. .............................................. 71 



 

XI 

Şekil 4.9. E. coli izolatlarının OXA gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),79-97 E.coli izolatları. ............................................ 72 

Şekil 4.10. GSBL direnç genlerinin bulunma sıklığı...................................................... 73 

Şekil 4.11. E. coli izolatlarının 1.grup virülans gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),58-95 ile  E.coli izolatları. ..................... 74 

Şekil 4.12. E. coli izolatlarının 2.grup virülans gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),143-160 E.coli izolatları. ....................... 75 

Şekil 4.13. E. coli izolatlarının 3.grup virülans gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),77-95   E.coli izolatları. ......................... 75 

Şekil 4.14. E. coli izolatarının ST 131  gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),72-88 E.coli izolatları. ............................................ 76 

Şekil 4.15. E. coli izolatlarının H30 alt klonu gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),26-40  E.coli izolatları. .......................... 77 

Şekil 4.16. E. coli izolatlarının H30-Rx alt klonu gen bölgelerine ait jel görüntüleri .... 77 

Şekil 4.17. intI-1 ve intI-2 gen bölgelerine ait jel görüntüleri. ....................................... 78 

Şekil 4.18. Sınıf 1 integron gen bölgelerine ait jel görüntüleri. ..................................... 78 

Şekil 4.19. Sınıf 2 integron gen bölgelerine ait jel görüntüleri. ..................................... 79 

Şekil 4.20. ST131 klonunun cinsiyetlere göre dağılımı ................................................. 79 

 

  

 

 



 

XII 
 

TABLOLAR DİZİNİ 

Tablo No                  Sayfa No 

Tablo 2.1. Clermont tiplendirme yöntemine göre filogenetik sınıflandırma ................. 20 

Tablo 2.2. GSBL saptanmasında tarama testi olarak önerilen MIK ve inhibisyon zon 

çapları .......................................................................................................... 31 

Tablo 3.1. Filogenetik gen bölgeleri için primerler ....................................................... 55 

Tablo 3.2. GSBL gen bölgeleri için primerler ............................................................... 56 

Tablo 3.3. Virulans gen bölgeleri için primerler ............................................................ 58 

Tablo 3.4. ST131 Klonu ve Alt Klonlarına ait gen bölgeleri için primerler .................. 59 

Tablo 3.5. İntegraz ve İntegron gen bölgeleri için primerler ......................................... 61 

Tablo 4.1. E. coli Suşlarında Biyofilm Oluşum Sonuçları ............................................. 68 

Tablo 4.2. ST131 ve antibiyotikler arasındaki ilişki ...................................................... 80 

Tablo 4.3. ST131 klonu ve Filogenetik özellikler arasındaki ilişki ............................... 83 

Tablo 4.4. S131 klonu ve GSBL arasındaki ilişki .......................................................... 83 

Tablo 4.5. ST131 klonu ve direnç genleri arasındaki ilişki ........................................... 84 

Tablo 4.6. ST131 klonu ve virulans genleri arasındaki ilişki ........................................ 85 

Tablo 4.7. ST131 klonu ve integron arasındaki ilişki .................................................... 87 

Tablo 4.8. ST131 klonu ve biyofilmler arasındaki ilişki ............................................... 88 

 

 



 

1 

1. GİRİŞ 

Çok çeşitli enfeksiyöz ajanlar içindeki antimikrobiyal direnç (AMR), Dünyanın 

dört bir yanından ülkeler ve çok sayıda sektör için geniş bir endişe kaynağı olan, modern 

tıbbın başarılarını tehdit edecek kadar artış gösteren, 21.yüzyıl ve sonrası için ciddi bir 

halk sağlığı tehdididir.1 

Escherichia coli hem hastane hem de toplum kaynaklı enfeksiyonlarında önemli 

bir yere sahiptir. E. coli flora üyesi olması, virülans faktörleri taşıması ve antibiyotiklere 

direnç geliştirmesi sık görülen enfeksiyöz ajan olma nedenlerindendir. E. coli, başta idrar 

yolları enfeksiyonları olmak üzere yenidoğan menenjiti, peritonit, sepsis, yumuşak doku 

enfeksiyonları gibi enfeksiyonlardan sorumludur. 2 E. coli virülans özellikleri, spesifik 

olup hastalık yapabilme yeteneğine ile spesifik patotipler oluşturabileceklerdir.3 

Patojenite ve nişe göre E. coli, ekstraintestinal patojenik E. coli (ExPEC), intestinal 

(diyarejenik) patojenik ve kommensal olmak üzere üç temel gruba ayrılmaktadır. 4 

E. coli ’nin enfeksiyon oluşturabilme farklılıkları, oluşturdukları klinik tablo ve 

patofizyolojik özelliklerine göre sınıflandırma ihtiyacı duyulmuştur. Kökenlerin patojen 

veya kommensal köken farklılığı, her patojen tipin özel virülans faktörlerine sahip 

olmaları ile ilgilidir; bundan dolayı farklı klinik tablolardan farklı tipler sorumludur.5 

Ayrıca A, B1, B2 ve D olarak tanımlanan dört farklı filogenetik grup içerisinde yer 

almaktadırlar. A ve B1 filogenetik grup insan ve sıcakkanlı hayvanların bağırsağında 

bulunan gruplar iken, B2 ve D filogenetik grup özellikle patojen suşları içerirler.3-4 

E. coli’nin flora elemanı olması, antimikrobiyallere karşı kolay ve hızlı direnç 

gelişim göstermesi, virulans faktörlerine sahip olması ve bu sebeplerden dolayı sık 

enfeksiyon etkeni olarak izole edilmesi, E. coli suşlarının canlı veya cansız yüzey alanlara 

tutunmasını ve biyofilm oluşumunu arttırmaktadırlar.6 Biyofilmler, biyotik veya abiyotik 

yüzeylere yapışan mikrobiyal topluluklardır ve bir biyofilm içindeki hücreler, kendi 
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ürettikleri matriks içine yerleştirilmiştir. Biyofilmler, antibiyotiklerle başarılı bir şekilde 

eradike edilmesi zor olan çok sayıda bakteriyel enfeksiyonun patogenezinde yer aldıkları 

için tıbbi açıdan önemlidir.7-8 

Mikroorganizmaların konak canlılarda gelişebilmeleri, yaşamlarını devam 

ettirebilmeleri ve konak canlıların immun yanıtlarıyla mücadele edebilmeleri için 

virülans faktörleri önemli rol oynarlar.9 E. coli suşları geliştirdikleri virülans faktörleri ile 

insan ve hayvanlarda çeşitli hastalıklara neden olmaktadırlar. Bu virülans faktörleri; 

adezinler, toksinler, kapsül üretimi, sideroforlar ve serum komplementine direnç 

geliştirme yeteneğidir.9-11 Virülans faktörlerini kodlayan önemli genlerin araştırılması, 

suşların patojenitesinin tespit edilmesi ve infeksiyon patogenezi hakkında yorum 

yapılması açısından önemlidir.12 

Plazmid kaynaklı konjugasyon, E. coli bakterilerinde ana yatay gen aktarımı 

mekanizmalarından biri olup, çok ilaca direnç genlerinin meydana gelmesine yol 

açmaktadır. Bu mekanizmalarla kazanılan direnç, tedavide sorunlara ve başarısızlıklara 

sebep olmaktadır. Bu nedenle hareketli genetik elemanlardan olan R plazmidleri ve 

içerdikleri integron gen kasetlerine ait direnç mekanizmalarının belirlenmesi önemlidir.13 

Bu tez çalışması ile, Kütahya Sağlık Bilimleri Üniversitesi, Evliya Çelebi Eğitim 

ve Araştırma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarına gönderilen çeşitli klinik 

materyallerden izole edilen çoklu ilaç dirençli E. coli kökenlerinin fenotipik yöntemlerle 

teşhisi, antimikrobiyal direnç profillerinin, virülans özelliklerinin (iutA, sfa cnf-1, aer, 

iroN, afa, hlyA, pap A, pap C, fim A, PAI, ompT , iucC, traT ve iss genleri), dahil 

oldukları filogenetik gruplarının, integron gen kaset varlığının ve ST131 klon ile H30-alt 

klonlarının moleküler yöntemler ile tespit edilmesi ve karşılaştırılması amaçlanmıştır. 

Bunlara ek olarak, bu izolatların biyofilm oluşumlarının fenotipik yöntemlerin 

karşılaştırılarak belirlenmesi tezin bir diğer amacıdır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Escherichia coli’ nin Tarihçesi 

Enterobacteriaceae familyası içerisinde yer alan E. coli, 1884'te Alman bir 

mikrobiyolog, aynı zamanda çocuk doktoru olan Theodor Escherich tarafından, çocukluk 

çağı öncesi bağırsak mikroorganizmaları ve bu organizmaların sindirim sitemi ile hastalık 

oluşturma potansiyelleri hakkında bir çalışmaya başladı. Bu çalışma sırasında, Bacterium 

coli commune adını verdiği, hızlı büyüyen bir bakteri keşfetti.14 1895 yılında, Migula 

tarafından Basillus coli olarak yeniden adlandırılmıştır. 1919 yılında ise, Chalmers ve 

Castellani tarafından, Theodor Escherich’in adına itafen Escherichia coli olarak 

değiştirilmiştir.15 

1940'lara gelindiğinde, birçok temel çalışmada kullanımı, E. coli'yi 

tercih edilen bakteri modeli organizması olarak sağlam bir şekilde belirledi ve 1950'lerde 

moleküler biyoloji devriminin başlangıcında birlikte çalışılacak bakteri haline 

getirdi. Nihayetinde, transkripsiyon, translasyon, replikasyon ve genetik kod olmak üzere 

birçok özelliğinin üzerinde ilk kez çalışıldığı mikroorganizma haline geldi.16-17 İnsan 

sağlığı için hastalık etkeni olan ilk E. coli suşu 1950’li yıllarda bulunmuş ve 

Enteropatojenik E. coli ismi verilmiştir.18 

1980’li yıllarda yapılan çalışmalarda, E. coli suşlarının çeşitli filogenetik gruplara 

ayrıldığı görülmüştür(19). A, B1, B2, C, D ve E olarak adlandırılan altı ana filogenetik 

grup, ilk olarak Multi-Lokus Enzim Elektroforez (MLEE) yöntemi ile tespit edilmiştir.20 

Yapılan ileri filogenetik analizler sonrasında, E. coli suşları A, B1, B2 ve D olmak üzere 

dört ana filogenetik grupta yer almıştır. 2000 yılında, Clermont Tiplendirme olarak 

bilinen E. coli filogruplarının hızlı ve kolay bir şekilde tespit edilmesini sağlayan tripleks 

PZR yöntemini tanımlamışlardır.21 Daha sonraki yıllarda, tüm genom sekans analiz ve 

“multi-lokus” sekans tiplendirme (MLST) verileri toplanarak, E. coli suşlarına ait "A, B1, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4373459/#bib143
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B2, C, D, E, F "diye adlandırılan 7 filogrup ve Esherichia genusuna ait “Esherichia clade 

I" olmak üzere sekiz filogrup tespit edilmiştir.22 2013’de, tripleks PZR metodu modifiye 

edilerek, dörtlü primerin kullanıldığı ve tüm filogrupların saptandığı kuadrupleks PZR 

yöntemini geliştirilmiştir.21 Son yıllarda, filogrup G, yeni bir filogrup olarak 

tanımlanmıştır.23 

Biyofilm oluşum 17. yüzyılda Antoni van Leeuwenhoek tarafından basit 

mikroskop kullanarak ilk kez tanımlamıştır. Dişinin plağı sürüntüsünü inceleyerek 

mikrobiyal kümeleşme görmesine rağmen bu görüntünün biyofilm olduğu farkına 

varmamıştır. Costerton 1970’li yılların ilk döneminde, akarsularda yaşamını sürdüren 

bakterilerin neredeyse tamamının bir yüzeye yapışarak yaşam sürdüklerini ortaya 

koymuştur. Characklis 1973’de, su sistemlerindeki yüzeye kuvvetle tutunan mikrobiyal 

toplulukları inceleyerek dezenfektanlara karşı direnç geliştirdiklerini tespit etmiştir.24 

1978’de Costerton ve arkadaşları, diş plakları ve ırmaklardaki mikrobiyal toplulukları 

için ilk defa ‘biyofilm’ terimini kullanmıştır. Bu toplulukların, ekolojik çevreden 

yararlandıklarını tespit etmişlerdir. Yüksek çözünürlükte ve ışık mikroskobundan çok 

daha büyük görüntü elde edilen elektron mikroskobunun kullanılmasıyla biyofilm yapısı 

daha da aydınlatılmıştır.25 

2.2. Taksonomi 

Enterobacteriaceae ailesi, Gram negatif bakterilerin en büyük ve en heterojen 

grubudur. Bu ailenin üyeleri sporsuz fakültatif anaerop bakterilerdir. En fazla glikoz 

olmak üzere birçok karbohidratı fermente eder, karmaşık bir antijenik yapı gösterir, çeşitli 

toksin ve virülans faktörleri üretirler.26-27 

Enterobacteriaceae karmaşık bir taksonomiye sahip olup, yüzlerce tür bakteri 

tanımlanmıştır ve her gün yenileri eklenmektedir. 25 üzeri cins ve 110 üzeri tür 

tanımlanmıştır. Citrobacter Enterobacter, Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella, 
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Serratia, Proteus ailenin en önemli cinsleridir. E. coli, Escherichia cinsinin en önemli 

üyesidir.27-28 E. coli’nin taksonomisi; 

Alem: Bacteria 

Bölüm: Proteobacteria 

Sınıf: Gamma Proteobacteria 

Takım: Enterobacteriales 

Aile: Enterobacteriaceae 

Genus: Escherichia 

Tür: Escherichia coli (E. coli) şeklindedir. 

2.3. Morfoloji Özellikleri 

E. coli, insan ve hayvan kalın bağırsağında en yaygın olara yaşayan normal flora 

bakterisidir. Gram negatif, 2-6 μm boyunda, 1-2mm eninde, besiyerinde hafif kabarık, 1-

2 mm çapında, Smooth (S) tipi koloniler oluştururlar. Hareketli olup, peritrik kirpikler ile 

aktif hareket halindedirler. fimbrialar hücre ve yüzeylere adhezyonunu sağlayan 

morfolojilerinin ve antijenik özelliklerinin birbirinden farklı olması ile ayrılırlar. Kalın 

bağırsak dışında yaşayan ve mukoid (M) koloniler oluşturan kapsüllü suşları da vardır. 

Kapsüller mikroskopta boyanmamış bölge olarak görülürler.29, 30 

2.4. Kültür ve Biyokimyasal Özellikleri 

E. coli; aerop ve fakültatif anaerob olup 15–45 °C aralığında üreyebilen, 37 °C 

optimal üreme ısısı, 7.2 optimal üreme pH’sı olan bakterilerdir. Bu bakteriler dış 

etmenlere karşı oldukça dirençli olup 55 ⁰ C’de bir saat, 60 ⁰ C’de 20-30 dakika, oda 

ısısında ise uzun süre canlı kalabilmektedir. Dezenfektanlara duyarlı soğuğa ise 

dirençlidirler. Buyyon, jeloz, peptonlu su ve agarda kolaylıkla üreyebilmektedirler. Sıvı 

besiyerinde yoğun üreme sonucu homojen bulanıklık yaparlar. Agarda 1-2 mm çapında 

düzgün kenarlı, S tipi koloni yaparlar. Tekrar yapılan pasajlarda ise mat görünümlü, kaba-
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granüler R tipi koloni oluştururlar. Kapsülü olan suşlar ise M koloniler oluşturabilirler 

Genellikle idrar yolu infeksiyonlarından (İYE) izole edilen E. coli’lerin bazıları kanlı 

besiyerinde hemoliz oluşturabilirler.31-32 E. coli bakterileri başta şeker olmak üzere 

karbonhidratları parçalayarak asit ve gaz oluşturlar. Laktoza olan etkisi sonucu gaz 

oluşturması ile Shigella türleri başta olmak üzere diğer barsak bakterilerinden ayıran 

önemli bir özelliktir. İçinde eozin metilen mavisi ve laktoz bulunan Eosin Metilen Blue 

(EMB) agarda ve içinde sodyum sülfit, laktoz, diyament füksin olan Endo agarda mavi- 

siyah yeşilimsi metalik röfle parlaklığı veren koloniler oluştururken, Salmonella-Shigella 

(SS) ve Mc Conkey agarda kırmızı, kanlı agarda ise gri koloniler oluştururlar.31-32 

E. coli’nin biyokimyasal özellikleri IMVIC olarak bilinen (İndol oluşturma, Metil 

kırmızısı testi, Voges Proskauer testi, Sitratı kullanma) (+ + – –) olarak gösterilir. Bu 

bakteriler Katalaz pozitif, oksidaz negatif olup üreyi parçalama özellikleri yoktur. Çok az 

kökeni dışında hidrojen sülfür (H2S) oluşturamaz, fakat sisteinli besiyerinde az oranda 

H2S oluşturdukları tespit edilmiştir.31,33 

E. coli’ nin kirpik (H), somatik (O), fimbria (F) ve kapsül (K) antijenleri 

bulunmaktadır. H ve K antijenleri ile serotiplere, O antijenlerine göre de gruplara 

ayrılırlar.31-32 O antijenleri alkol, ısı ve kaynatmaya karşı dayanıklıdırlar. Lipopolisakkarit 

yapısında ve formole dayanıksız en önemli hücre duvarı antijenidir. H antijenleri, 

hareketli kökenlerde bulunmaktadır. Formole karşı dirençli, 100°C ısıtılmaya ve alkole 

karşı ise duyarlıdırlar. K antijenleri, polisakkarit yapısında olup ısıya dayanıklıdırlar. 

100°C ila 120°C’de bir iki saat kaynatmakla ortadan kaldırılabilirler.34 

2.5. E. coli Patotipleri 

İntestinal E. coli suşları, fenotipik, epidemiyolojik ve klinik özellikleri ile virülans 

faktörlerine göre kategorilere ayrılmıştır. Bunlar; 

 Enteropatojenik E. coli (EPEC),  
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 Enterotoksijenik E. coli (ETEC),  

 Enteroagregatif E. coli (EAEC) 

 Enteroinvaziv E. coli (EIEC) 

 Vero- veya Shiga-Toksin Üreten / Enterohemorajik E. coli (VTEC veya STEC 

/ EHEC)  

 Diffuz Aderent E. coli ’dir (DAEC).35 

Ekstraintestinal patojenik E. coli (ExPEC) suşları ise, sağlıklı hayvanların 

bağırsak florasında kommensal, fakültatif patojen özelliğine sahiptirler. Bunlar; 

 Septisemik Patojenik E. coli (SEPEC) 

 Neonatal Meningitis E. coli (NMEC)  

 Uropatojenik E. coli (UPEC)  

 Avian Patojenik E. coli (APEC).26,39 

2.5.1. Intestinal E. coli Patotipleri 

2.5.1.1. Enteropatojenik E. coli (EPEC) 

E. coli’nin ilk tanımlanan patotipidir. 1940-1950'de diyare etkeni olan E. coli 

suşlarını tanımlamak için "EPEC" terimi 1955'de ilk kez Neter tarafından kullanılmaya 

başlanmıştır. Bu patotip tüm hayvanlarda ve insanlarda diyareye neden olmaktadır.3,36 

Özellikle gelişmekte olan ülkelerde bebeklerde, kanlı ve sulu diyare ile karakterize en 

önemli patotiplerden biridir.37 Bu suşlar toksin salgılamadan, hücre içi sinyalizasyonu 

bozarak diyareye sebep olurlar.38 

EPEC suşları, barsak epitel hücrelerindeki mikrovilluslara kolonize olduktan 

sonra, barsak enterositlerini etkileyerek lezyon ve bozukluklara yol açarak bebeklerde 

diyareye sebep olmaktadırlar.36,38 EPEC suşlarının önemli virulans faktörleri, plazmid 

tarafından kodlanan, EPEC Adezyon Faktörü (EAF) ve adezyonun son aşamasında görev 

alan intimindir.39 
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EPEC, tipik (tEPEC) ve atipik (aEPEC) olmak üzere iki kategoriye ayrılır.37 

Suşların tanımlanmasında eski yıllarda O ve H serotipleri esas alınırken; günümüzde LEE 

(Locus of Enterocyte Effacement) patojenite adasının varlığının saptanması ve Shiga 

toksin kodlayan genlerin yokluğu göz önünde bulundurulur.39 Ayrıca, sınıflandırmada, 

EAF plazmidi üzerinde kodlanan ve bakteriler arası etkileşim ile mikrokoloni 

oluşumunda görevli bundle-forming pili (bfp)’de önemli rol oynar. LEE patojenite adası, 

EAF plazmidi ve bfp pilusları bulunan suşlar tEPEC olarak, LEE pozitif ve EAF, BFP 

negatif suşlar ise, aEPEC olarak sınıflandırılırlar.37 

2.5.1.2. Enterotoksijenik E. coli (ETEC) 

ETEC suşları, insanlarda ve evcil hayvanlarda diyarenin önemli 

nedenlerindendir.35 Hijyen koşullarının iyi uygulandığı gelişmiş ülkelerden, hijyen 

şartlarının zayıf olduğu sıcak iklimli ülkelere giden turistlerde özellikle çocuklarda 

görülür. ETEC, insan veya hayvan dışkısı ile kontamine olmuş su, süt ve gıdalarla 

bulaşarak, insan ve hayvanlarda sulu ishal, dehidratasyon ve barsak emiliminde azalmaya 

yol açar.36 

ETEC suşları, barsak epitel hücrelerine zarar vermezler, fakat ısıya duyarlı 

termolabil enterotoksin (LT) veya ısıya dirençli termostabil enterotoksin (ST) üretirler. 

Bu toksinler de kolera toksini ile yakından ilişkilidirler.40 Ayrıca konakçı barsak epiteline 

yapışmayı sağlayan fimbrial ve afimbrial adhezinler de önemli virulans 

faktörlerindendir.35 

2.5.1.3. Enteroagregatif E. coli (EAEC) 

EAEC, ilk kez 1987’de Nataro’nun 500'den daha fazla suşun yapışma paternlerini 

karşılaştırarak tanımlanmıştır.41 İlk tanımlanmasından beri küresel olarak endemik ve 

epidemik diyarelerde tespit edilmiştir ve diyare hastalarına ait dışkılarda en yaygın 

bakteri patojeni olduğu bulunmuştur. EAEC endemik bölgelerde çocuklarda ve özellikle 
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HIV ile enfekte immün sistem hastalarında kalıcı diyareye nedeni olup, gezgin ishali için 

bir ajan olduğu belirlenmiştir.42 Bağırsaklardaki epitel tipi-2 hücrelerine yapışarak tuğla 

görünümü alması en karakteristik özelliğidir. Bu adezyon özelliği, plazmid aracılıdır.43 

EAEC suşları, enteroagregatif stabil toksin (EAST) olarak adlandırılan bir toksin 

üretmektedirler.36 

2.5.1.4. Enteroinvaziv E. coli (EIEC) 

EIEC suşları enterotoksin üretmezler ve özellikle çocukların bağırsak epitelinde 

hasara yol açarlar. Shigella türleri ile yakın ilişkilidirler ve bu türler gibi, insanlarda distal 

kalın bağırsağın epitel hücrelerine kolonize olup çoğalabilirler. Hastalarda şiddetli kramp 

tarzı karın ağrısı, hipertermi, kanlı ve dizanteri tarzı diyarelere neden olmaktadır.44 

2.5.1.5. Vero- veya Shiga-Toksin Üreten / Enterohemorajik E. coli (VTEC 

veya STEC / EHEC) 

E. coli izolatında Shiga toksini 1 veya 2 geninin (stx1 veya stx2) varlığı, 

verotoksin üreten E. coli (VTEC) veya Shiga toksini üreten E. coli (STEC) olarak 

nitelendirilir. 400 STEC serotipinin tespit edilmiş ve bir alt kümeleri insanlardaki 

hastalıkla ilişkilendirilmiştir.45 

STEC, ilk olarak 1977’de tanımlanmıştır.39 STEC hafif seyirde kanlı ishal ve 

hemolitik üretik sendroma (HÜS) yol açmaktadır. Enterohemorajik E. coli (EHEC), 

STEC'in bir alt kümesidir ve başlangıçta shigellozdan klinik olarak farklı olan hemorajik 

kolitle (HC) ilişkisi ile tanımlanmıştır ve EPEC'den farklı fenotipik ve genotipik 

özelliklere sahiptir.46-47 Bir E. coli suşunda sitotoksin üretimi ile birlikte, barsak 

epitellerinde adhezyon ve bozukluğa sebep olan LEE (Locus of Enterocyte Effacement) 

patojenite adası mevcut ise EHEC adı verilir.36 Bu suşların ana rezervuarı sığır bağırsak 

sistemi olup, insanlarda görülen ilk vakalar, az pişmiş hamburger tüketimiyle 
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ilişkilendirilmiştir. Daha sonra, sosis, pastörize edilmemiş süt, elma suyu, turp, kavun, 

marul ve Brüksel lahanası gibi gıda maddeleri kaynak olarak bildirilmiştir.3 

2.5.1.6. Diffuz Aderent E. coli ’dir (DAEC) 

DAEC Gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde görülen, çocuklarda hastalık yapma 

potansiyeli oldukça yüksek olan (süreklilik gösteren ishale) patotiptir.36 E. coli suşlarının 

Hep-2 hücrelerinde diffüz adezyon (DA) özelliğinin saptanması ile tanımlanmaktadırlar.3 

2.5.2. Ekstraintestinal E. coli Patotipleri (ExPEC) 

Ekstraintestinal E. coli suşları; herhangi bir hastalığa neden olmadan, konakçı 

gastrointestinal sisteminde (GİS) kommensal yaşayabilirler. Konağın GİS’ndem diğer 

vücut kısımlarına geçtiğinde, kolonize olarak enfeksiyona neden olabilirler. Virülans 

genlerini; patojenite adaları kodlar.48-50 

2.5.2.1. Septisemik Patojenik E. coli (SEPEC) 

SEPEC, böbrek epitel hücrelerine yapışarak, istila etmektedir. Bu olay, kan 

dolaşımına girişi sağlamakta ve sepsis gelişimi açısından önemlidir. SEPEC suşu kan 

dolaşımına girdikten sonra uygun şartlar mevcutsa sepsis meydana getirir. Bu suşlarda 

fim H virülans geni bulunmakta ve bu gen tip 1 fimbriya üretiminden sorumludur. D 

mannoz varlığında hücrelere yapışarak istila eder.51 

2.5.2.2. Neonatal Meningitis E. coli (NMEC) 

NMEC, ciddi nörolojik sıkıntılara sebep olan yenidoğan menenjitin en sık görülen 

nedenidir. Yenidoğanlarda %20-40 oranında ölüme neden olmaktadır.3 Bu suş, K1 

kapsüler antijeni varlığı ile karakterizedir.52 NMEC’de K1 kapsülü, NMEC’i kompleman 

aracılı ölümden, bakteriyofajlardan korumakta ve beyin mikrovasküler endotel 

hücrelerinde hayatta kalmasını kolaylaştırmakta ve fagositozdan kaçışını 

sağlamaktadır.53 
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2.5.2.3. Uropatojenik E. coli (UPEC) 

UPEC, üriner sistem enfeksiyonlarından, İYE %90'ından sorumlu başlıca etken 

olarak kabul edilmektedir. Dünya çapında önemli mortalite ve morbidite ile sonuçlanan 

toplum (%70-95) ve hastane (%50) İYE nedenidir.54 UPEC, sistit, bakteriüri, piyelonefrit 

ve prostatit dahil İYE’lerin en önemli nedenidir.55 

UPEC suşları, PAI-I (70 kb) ve PAI-II (190 kb) olmak üzere iki patojenite adası 

içermektedirler.39 Bu suşların patogenezinde rol oynayan virülans faktörü çeşitli adezinler 

(fimbrialar), hemolizin, aerobaktin ve sitotoksik nekrotizan faktör 1 (CNF-1) bulunur. 

UPEC suşlarında en yaygın olarak tespit edilen O serogrupları; O1, O2, O4, O6, O7, 27 

O15, O16, O18ac, O75'dir. Bu suşlar, K antijenine (K1, K2, K3, K5, K12 ve K13) sınırlı 

sayıda sahiptirler.35 Kapsüler polisakkarit üretiminden kpsMT II geni, bakterinin 

invasyonunda fimH geni, idrar yoluna yayılmayı ve orda kalıcılığı sağlamaktan ise CNF-

1 geni sorumludur.56 

2.5.2.4. Avian Patojenik E. coli (APEC) 

APEC, insanlarda alveolitis, perikarditis, septisemi ve selülit gibi enfeksiyonlara, 

kanatlı hayvanlarda ise koliseptisemi, kolibasillozis, poliserozit, ovaritis, yumurta kesesi 

yangısı, artritis, sinovitis gibi enfeksiyonlara neden olmaktadır.57 

APEC suşları, O1, O2 ve O78 serogruplarına ve sınırlı sayıda klona aittirler. 

Virülans faktörleri; adezinler (F1, P ve kıvrık fimbrialar), aerobaktin demir kazanım 

sistemi, K1 kapsülü, sıcaklığa duyarlı hemaglutinin (TSH), serum direnci ve çeşitli 

toksinlerdir.39 

2.6. E. coli Virulans Faktörleri 

Virulans, mikroorganizmanın hastalık oluşturma yeteneğini ifade eden terimdir. 

Doğumdan itibaren ilk birkaç saat içerisinde insan gastrointestinal sistemi, E. coli 

bakterisi ile kolonize olmaya başlamaktadır. Bakteri-konak uzun yıllar karşılıklı fayda 
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sağlayarak "kommensal" yaşam sürdürmektedirler. Fakat kommensal E. coli izolatları 

dışında patojenik formlar da kolonizasyon oluşturabilmektedirler ve enfeksiyonlara sebep 

olabilirler.4 Patojenik olan E. coli suşları, insanlarda yol açtıkları enfeksiyon tipine ve 

konakçı türüne göre değişiklik göstermekte olup, çeşitli enfeksiyonların patogenezinde 

bu suşların virulans faktörleri önemli yer tutmaktadır.39 Yani enfeksiyon gelişebilmesi 

için konağın immün sisteminde bir sorun olmaması, yapısal- işlevsel bir bozukluk 

bulunmaması, bakteri miktarı ve virulans faktörleri önemlidir. Bağırsak florasında 

bulunan E. coli patojen değildir. Virülans faktörleri patojen ve patojen olmayan suşları 

belirlemektedir.58 

E. coli’ye ait virulans faktörleri, bakteri genomu veya plazmidlerde yer alan bazı 

genler tarafından kodlanır. Patojenik E. coli suşların, patojen olmayan suşlardan ayırt 

edilmesi bazı virulans faktörlerinin tespiti ile mümkün olmaktadır. Virulans faktörleri, 

patojenik E. coli’nin konağı enfekte etmesinde, kolonizasyonunda ve konağın immun 

sistemi ile mücadele etmesinde önemli rol oynarlar.3,9 Özellikle ExPEC enfeksiyonların 

oluşmasında, mukozal yüzeye adezyonu, epitel hücre katmanını geçme, komplementin 

bakterisidal etkisine direnç gösterme, fagositozdan kaçma ve canlı kalarak çoğalma 

yeteneğini sürdürme önemli yer tutmaktadır.  Aynı zamanda, virulans faktörlerinin 

sentezlenmesi daimî değildir, sadece çevreden ve/veya konakçıdan çeşitli sinyalleri 

aldıkları zaman sentez olmaktadır.59-60 

Patojenik E. coli virülans faktörleri ile başarılı olmasının yanı sıra, anti bakteriyel 

ilaçlara direnç göstermesi nedeni ile, tedavide başarısızlıklara sebep olmaktadır.61 

Organizmanın bu yüksek direnç yeteneği sayesinde, tedavi seçiminde de zorluklar önemli 

günümüz sorunlarından olmuştur.62 

E. coli suşlarının önemli virülans faktörlerine sahiptirler. Bunlar; 

 Adezinler (Tip1 fimbria, S fimbria, P fimbria, F1C fimbria,),  
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 Toksinler (hemolizin, sitotoksik nekrorizan faktör),  

 Sideroforlar (aerobaktin sistemleri), 

 Konak hücrelerine salınan proteinlerdir, 

 Polisakkarit kılıflar (lipopolisakkarit ve kapsüller), 

 Proteazlar,  

 Serum dirençlilik proteinleri, 

 İnvazinler.39 

Virulans faktörlerin birçoğu "patojenite adaları" (PAI) denilen kromozoma 

entegre olan ekstrakromozamal virülans gen kümeleri tarafından kodlanmaktadır.63 

2.6.1. Adezinler 

En önemli ve en yaygın görülen virulans faktörlerinden olan adezinler genelde 

“pili” ve “fimbria” diye adlandırılan farklı boyutlarda saç benzeri yüzey yapıları ile 

birlikte bulunmaktadırlar.64 Adezinler, hücresel iletim yolaklarını direk etkileyerek, 

bakteriye ait ürünleri konakçı hücreye iletme, bakterinin yüzeye tutunma ve invazyonu 

ile etkisini göstermektedir.65 ExPEC’ e ait adezinler: Tip 1 (F1) Fimbria (fim), P 

fimbria/piyelonefritle ilişkili pilus (pap), S fimbria veya sialik asid spesifik fimbria (sfa), 

bundle-forming pilus (bfp), afimbrial adezinler (afa), Dr fimbria (dra), F1C fimbria (foc), 

intimin, sıcaklık duyarlı hemaglutinin (tsh), F9 fimbria, Ygi fimbria, Yad fimbria, Pix 

fimbria, FdeC adezin, curli fiber (csg), Tos A adezin ve putatif adezinlerdir.66-67 

Tip I (F1) fimbrialar, D-mannoz varlığında eritrositleri aglütine edemeyen 

fimbrialardır. Bu fimbrialar, E. coli suşlarının çoğunda bulunmaktadırlar.35 Tip 1 (F1) 

fimbrialar, kromozom üzerinde bulunan fim geni aracılığıyla kodlanan, koloni ve 

biyofilm oluşturma, inflamasyon, kolon mukozası, vajina mukozası ve üriner sistem 

epitel hücrelerine adezyon ve hücre içi canlılığın devamında rol alan adezinlerdir.68 Tip 

1 (F1) fimbrialar, fimA, fimC, fimE, fimF fimH ve fimI diye dokuz farklı genden oluşan 
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bir operon tarafından kodlanmaktadır. Üroepitele yapışma en çok fim H aracılığı ile 

gerçekleşmektedir.69-70 Tip 1 (F1) fimbrialar, yaygın sıklıkta ve alt üriner 

enfeksiyonlarında görülmektedirler.71 

P fimbrialar, D-mannoz varlığında eritrositleri aglütine edebilen fimbrialardır.35 

P fimbrialar, pap (piyelonefrit ile ilişkili pilus) geni aracılığıyla kodlanan en önemli 

adezinlerden olup, pyelonefritis olgularının patogenezinde önemli role sahip, özellikle 

böbrek transplantasyonu olan hastalarda daha yaygın olarak bulunan bir virülans 

faktörüdür.68 P fimbria, papA ve papE, papF ve papG’den oluşan bir heteropolimer 

olduğu gösterilmiştir.66 P fimbrialar Gal-Gal reseptöleri ile üriner sistem epitel 

hücrelerine bağlanırlar.72 

S fimbrialar, E. coli suşlarının beyin mikrovasküler endotel hücrelerine adezyonu 

ve invazyonunda rol oynayan adezinlerdir.73 Bu fimbrialar, neonatal sepsis, meningitis 

sebepli patojenik E. coli suşlarında görülmekle birlikte, UPEC suşlarında da mevcuttur.3,9 

E. coli kromozomu üzerine lokalize sfa geni tarafından kodlanmaktadır.74 

Bundle-Forming Pilus (bfp), sınıf I EPEC suşları tarafından üretilen fimbrial 

adhezinlerdir. Bu fimbria, demet oluşturur ve bakterinin reversibl otoagregasyonu ile 

birlikte, hücre kültüründe HEp-2 hücrelerine adhezyonu sağlar. Bfp, bir outer membran 

proteini olan EspA ile birlikte, EPEC suşlarının konak intestinal epitel hücrelerine 

adezyonunun ilk aşamasını gerçekleştirir.75 Tipik EPEC suşları, EAF olarak adlandırılan 

bir plazmide sahiptirler. Bfp, bu plazmitte bulunan BfpA geni tarafından kodlanır. Atipik 

EPEC suşları ise bu plazmidi taşımadıklarından dolayı bfp geni yoktur ve daha az 

patojeniteye sahiptirler.3,76 

Afimbrial adezinler (afa), pili bulundurmayan, bazı E. coli suşlarının hücre 

kültürlerine diffuz adezyonunu ve koloni oluşumunu sağlayan ve afa genleri tarafından 
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kodlanan kronik ve tekrarlayan sistite neden olan polipeptid yapılardır.59,77 AfaA, afaE, 

afaD, afaB ve afaC genleri, AfaE-1 adezin gen kümesini oluşturmaktadırlar.78 

Dr adezinler (dra), dra genleri tarafından kodlanırlar. Dr adezinleri, E. coli 

suşlarının kompleman regülatörle etkileşim sonucu epitelyal hücreleri invazyon yaparak 

sistite yol açmaktadır.79 

F1C Fimbria (foc), tip 1 fimbria’ya benzer. Mesane ile böbrek endotelyal 

hücreleri, böbrek distal tübülleri üzerinde bulunan b-GalNac1, 4b-Gal rezidülerine 

bağlanarak İYE  ilerlemesinde etkilidirler. Bu adezin, 6 genden oluşmuş foc gen kümesi 

tarafından kodlanmaktadır.66 

İntimin (eae), en önemli virulans faktörlerinden olup, LEE5 patojenite adasında 

bulunan eae geni tarafından kodlanan, bir outer membran proteinidir.39,75 EPEC ve EHEC 

patotipleri tarafından üretilir ve konak hücrelerde attaching (bağlanma) ve effacing 

(silinme) lezyonlarına yol açmaktadırlar. Barsak mukozasına adezyon ve 

dejenerasyonların şekillenmesi ile tipik lezyonlar meydana gelmektedir.39,60 

2.6.2. Toksinler 

Endotoksin (lipopolisakkarit), E. coli suşlarının hepsinde bulunan, patojenitede 

önemli rol oynayan virulans faktörüdür.80 Lipopolisakkarit (LPS), Lipid A (toksijeniteden 

sorumlu) ve O antijeni (antijeniteden sorumlu) olan polisakkarid komponentlerini 

içermektedir.81 Bu toksinler, konakçıda çeşitli hasarlara yol açar ve bakteri hücresi 

parçalandığı zaman açığa çıkarak inflamatuar yanıta neden olur. İmmun sistemi ve 

pıhtılaşma sistemleri etkilediğinden dolayı, canlılarda şiddetli toksik reaksiyonlara yol 

açar. Ateş, hemoraji, kan pıhtılaşması, lökopeni ve septik şok şeklinde vücutta 

bozukluklar meydana getirmektedir.59,75 

Nörotoksinler, bazı E. coli serotipleri (O139:K82) ve hemolitik E. coli suşları 

tarafından üretilen, lipoprotein yapıda, ısıya duyarlı toksinlerdir. Aynı zamanda, farelerin 
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merkezi sinir sisteminde bozukluklara ve domuzlarda enterotoksemiye sebep 

olabilmektedir.75 

Termolabil enterotoksin (Labil Toksin) (LT), 60°C’de 15 dk içinde inaktive 

olabilen yüksek moleküllü bir toksindir. LT-I ve LT-II diye 2 ana gruba ayrılır. Bunlar 

arasında immünolojik çapraz reaksiyon yoktur. LT-I, hem insan hem de hayvan 

enfeksiyonları ile ilişkilendirilirken, LT-II’nin enfeksiyonlarla spesifik bir ilişkisi yoktur 

ve LT-II genellikle hayvansal orijinli E. coli suşları tarafından, çok nadir olarak da insan 

orijinli E. coli suşları tarafından salgılanır.35 

Termostabil enterotoksin (Stabil Toksin) (ST), 100°C’de 15 dk içinde inaktive 

olabilen düşük moleküllü bir toksindir. Yapısal ve etki mekanizmalarına göre ST-I ve ST-

II diye 2 ana gruba ayrılır. ST-I, sadece ETEC suşlarınca değil aynı zamanda Yersinia 

enterocolitica ve non-O1 Vibrio cholerae gibi diğer bakterilerce de salgılanır. Bu grupta, 

ST-Ia (STp) domuzlardan, STIb (STh) insanlardan izole edilmiş olan iki alt grup vardır. 

ST-II, büyük çoğunlukta domuzlardan izole edilen ETEC suşları başta olmak üzere, 

insanlardan izole edilen bazı ETEC’lerde de salgılandığı tespit edilmiştir.39 

Shiga / Vero Toksin (Stx / VT), E. coli suşlarından bazıları, sitotoksik etki 

gösteren Shigella spp.’lerin ürettiği toksin salgılarlar ve Shigatoksine (Shiga like) ile 

verotoksin olarak adlandırılır. Bu toksinler, E. coli O157:H7 serotipi tarafından salgılanır 

ve HÜS, ishal, hemorajik kolitis etkenidir.82-83 

Shigatoksin, immunolojik olarak çapraz reaksiyon göstermeyen Stx1 ve Stx2 

olmak üzere iki alt grup içerir. Bunlar, enzimatik açıdan aktif bir A ve bir pentamerik B 

alt ünitesinden oluşmaktadırlar. A alt ünitesi, ökaryot hücrelerde protein sentezini bloke 

ederken, pentamerik B alt ünitesi ise, fonksiyonel reseptörlere bağlanmaya aracılık eder. 

Stx1 toksini, Shigella dysenteriae serotip 1 tarafından üretilen Shiga toksini ile aynıdır 

veya sadece bir aminoasit farklılık gösterir. Stx2 toksini ise, Stx1’e göre 1000 kat daha 
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fazla toksik etkiye sahiptir. Stx’ler, ayrıca, kromozoma entegre olmuş lambdoid fajlar 

tarafından kodlanırlar.75 

Sitotoksik Nekrotizan Faktör (CNF), patojenik E. coli suşlarının bazıları 

tarafından üretilen, hücrelerde nekroza yol açan, 110-115 kDa molekül ağırlığında 

toksinlerdir. Bu toksinlerin, CNF1 ve CNF2 olmak üzere immunolojik olarak birbiriyle 

ilişkili olan iki tipi bulunmaktadır. CNF1, kromozom tarafından kodlanmasına, CNF2 

plazmitte bulunan genler tarafından kodlanır.9,75 

CNF-1, UPEC’ lerde tanımlanan en önemli virulans faktörlerindendir. Genellikle 

ekstraintestinal enfeksiyonlarda (meningitis, septisemi) tespit edilmiştir. Bu toksinin 

varlığı, üriner sistem enfeksiyonunu sebep olmakla birlikte, konak hücrede bozukluklara 

ve hücre lizisine yol açmaktadır.9, 39 CNF2 varlığı olan E. coli suşları ise, kuzu ve buzağı 

enteriti ile septisemi etkenidir.75 

Hemolizinler, sitotoksik protein olup eritrositleri lizise uğratrlar. E. coli suşları 

alfa (hlyA), beta, gama ve enterohemolizin (Ehly), silotizin A (clyA) olmak üzere çeşitli 

hemolizin üretirler.84 Ekstraintestinal E. coli suşları tarafından salgılanan hlyA, tip I 

sekresyon sistemi tarafından salgılanır, kromozom tarafından kodlanan protein yapılı bir 

ekzotoksindir.3,75 Genellikle UPEC patotipi tarafından üretilen hlyA, eritrosit ve 

lenfositlerin lizisine neden olmaktadır. Lizis oluşumundan meydana gelen demir, 

bakterilerde siderofor sistemi aracılığıyla değerlendirilmektedir. Bu toksin tarafından 

meydana getirilen hemoliz, koyun kanlı agarda yüzeyinde görülen kolonileri çevreleyen 

beta (β) hemolitik zonların varlığı ile tespit edilir.9,35 

2.6.3. Patojenite Adaları 

Birçok virulans faktör, "patojenite adaları" (PAI) denilen farklı genom 

bölgelerinde integre olmuş ekstrakromozamal virülans gen kümeleri tarafından 

kodlanmaktadır.63 
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İlk olarak Jorg Hacker ve arkadaşları tarafından tanımlamış olana PAI, patojenik 

organizmalarda bulunurken, fekal E. coli genomunda bulunmayan, 30 Kb’ dan büyük 

DNA bölgeleri olarak tanımlanmıştır.85-86 Bu bölgeler, tRNA genleri ile ilişkili olup tüm 

genomun G+C içeriğinden farklı bir G+C içeriğine ve kodona sahiptir.85 

2.6.4. Aerobaktin ve Siderofor 

Tüm hücreler gibi E. coli’nin de konak hücrelerde üremesi için gerekli olan demiri, 

oksijen taşınma ve depolamada, DNA sentezinde, elektron taşınmasında ve peroksit 

metabolizmasında kullanmaktadır.87 Fakat, dokularda serbest demir (Fe) miktarı az 

olduğu için, E. coli, ihtiyacı olan demiri konaktan, aerobaktin, enterobaktin ve bakteriosin 

gibi sideroforlar aracılığıyla almakta ve bakteriyel sitozolde depolamaktadır.88 

Siderofor aerobaktin, iki lizin ve bir sitrat molekülünden oluşmuş, E. coli için en 

etkili demir elde etme sistemidir. Bu sistem iucA, iucB, iucC, iucD ve iutA genleri 

tarafından kodlanmaktadır. iuc geni demir alımını kodlarken,  iut geni de demir alımı için 

gerekli reseptördür.89 E. coli, fenolat siderofor enterobaktin ve hidrosomat siderofor 

aerobaktin olmak üzere iki tip iki tip siderofor sentezler.90 Aerobaktin sideroforları, 

plasmid tarafından kodlanır ve EIEC, APEC patotiplerinde bulunurlarken, fenolat 

siderofor enterobaktin ise, EPEC ve ETEC patotipleri tarafından üretilmektedirler.39 

2.6.5. Serum Direnci 

Serumda bulunan komplement sistemi aktivitesinin bakterisidal etkisine karşı, E. 

coli’lerin gösterdikleri direnç, virulans özellikleri arasında yer almaktadır.9 Bu dirençten 

bakteri yüzeyinde bulunan K1 kapsülü veya dış membran proteinleri (OmpA, TraT ve iss 

proteinleri) yapılar sorumludur. Bu yapılar, membran atak kompleksine ve komplement 

komponentleri karşı savunma ile bakterisidal etkiyi önlerler.3,59 



 

19 

2.6.6. Kolisin 

Kolisinler, E. coli tarafından sentezlenen bir bakteriyosin olup, Shigella ve 

Salmonella gibi E. coli’ nin yakın ilişkili olduğu türler üzerinde de öldürücü etkisi 

bulunan maddelerdir. Bu maddeler, bakteri hücre zarında porlar açarak, endonükleaz etki 

ile kromozomal DNA’yı parçalarlar ve lipopolisakkarit, protein ve mürein sentezini 

inhibe ederler.91 Ayrıca DNA/RNA hasarı oluşturma, aktif transportun engelleme ve 

glikojen sentezinin inhibe etme şeklinde etki mekanizmaları bulunmaktadır.92 

Kolisinler, plazmitte (Col plazmidi) bulunan genler tarafından kodlanırlar ve 

kolisin üretmeyen E. coli ve diğer bazı bakteriler için öldürücü etkiye sahiptirler.39 A ile 

V arasında tanımlanmış yirmiden fazla kolisin tipi bulunmaktadır.9 

1.7. E. coli’nin Filogenetik Gruplandırması 

E. coli suşlarının genetik altyapıya sahip oluşunun açıklanması, ilk 1980 yılında 

açıklanmış ve ilerleyen yıllarda bu alt yapının çok kapsamlı olduğu doğrulanmıştır. Bu 

araştırmalara göre, E. coli suşları, çeşitli filogenetik sınıflara ayrılmıştır.19 Filogenetik 

gruplandırma için multilokus enzim elektroforezi ve ribotipleme gibi karmaşık ve zaman 

alıcı referans teknikler bulunmaktadır.93-96 Clermont ve arkadaşları, chuA, yjaA ve 

TspE4C2 kullanarak basit ve hızlı bir tripleks PZR yöntem tanımlamıştır. chuA heme 

transportundan sorumlu gendir. yjaA E. coli K12’nın tüm genom dizisinden sonra bir 

gendir ve görevi hala bilinmemektedir. TspE4C2 DNA fragmentidir.95,97 

İlk filogenetik sınıflandırmada, A, B1, B2, C, D ve E diye isimlendirilen altı grup 

tespit edilmiştir.20 Daha sonraki yıllarda yapılan yeni analiz yöntemleri ile, A, B1, B2 ve 

D olmak üzere dört ana filogenetik grupta belirlenmiş ve sınıflandırılamayan E. coli 

suşları filogrup E’ye dahil edilmiştir.97 Bakterilerin filogenetiği ve virülans özelliği 

arasında bir ilişki olduğu tespit edilmiş olup, virülan suşların genellikle B2 ve daha az bir 

kısmı D grubuna ait iken, kommensal suşların grup A ve B1’ e ait olduğu bulunmuştur.94-
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95 A ve B1 filogrupları birkaç virülans gene ve daha yüksek direnç modeline sahiptir. B2 

ve D filogrupları ise birçok patojenite adası, biyofilm oluşumu, adezyon faktörleri ve 

yüksek yüzey hidrofobikliği gibi çeşitli virülans faktörlerine de sahiptir.98 

Clermont tiplendirme yöntemine göre (Tablo 2.1), 

 chuA geni, filogrup B2 ve D E. coli suşlarında olmasına rağmen; filogrup A ve 

B1 E. coli suşlarında bulunmaz. 

 yjaA geni, filogrup B2 suşlarında olmasına rağmen; filogrup D suşlarında 

bulunmaz. 

 TSPE4.C2, filogrup B1 suşlarında olmasına rağmen; filogrup A, B2 ve D 

suşlarında bulunmaz.97  

Tablo 2.1. Clermont tiplendirme yöntemine göre filogenetik sınıflandırma 

GRUP 
          GEN 

chuA yjaA TspE.C2 

A - ± - 

B1 - ± + 

B2 + + ± 

D + - ± 

 

2.8. E. coli’de Antimikrobiyal Direnç 

Antimikrobiyal direnç; bakterinin antimikrobiyal etkenin, bakterisit veya 

bakteriyostatik etkisine karşı etkilenmemesi demektir. Bu direnç gelişimi, gereksiz fazla 

ve bilinçsiz antibiyotik kullanımı sonucu ortaya çıkmaktadır. Fakat ilaçların henüz 

kullanılmadığı yerlerde de bu ilaçlara karşı dirençli bakteriler olduğu tespit edilmiştir. Bu 

direncin nedeni, bakterilerin olumsuz çevre şartlarında, bir savunma mekanizması olarak 

direnç oluşturma yetenekleridir.  Aynı zamanda antimikrobiyal direnç her geçen gün 

artmasının yanı sıra çoklu ilaç direnci de yaygınlaşmaktadır.99-100 
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Antibiyotik direncinin yayılmasının temel mekanizması, genetik materyalin yatay 

transferi olup üç ana mekanizması tanımlanmıştır. Antibiyotik direnç genleri, farklı 

konjugasyon (bakteriyel sex) ile mobil genetik elemanların bitişik iki bakteri arasında 

birleştirilmiş pili yapılarıyla transferi, transformasyon (serbest DNA alımı) veya 

transdüksiyon (faj aracılı), bakteriyofajla enfekte olmuş bakteriyle bakteriyofaja duyarlı 

bir bakteri arasında bakteriyel DNA’nın transferi ile gerçekleşebilir. Antimikrobiyal 

direnç, doğal ve kazanılmış direnç olmak üzere iki şekildedir. 

2.8.1. Doğal Direnç 

Doğal direnç, bakteri kromozomunun yapısında doğal bulunan genler ile meydana 

gelen bir dirençtir. Bu direnç türü; antimikrobiyal ilacın bakterinin etkinliğini ortadan 

kaldırmak için etki edeceği yapıyı bakterinin taşımıyor olması veya antimikrobiyal ilacın 

sahip olduğu bir özellikten dolayı, bakteri üzerinde hedeflenen etkiyi gösterememesi 

sonucu ortaya çıkar. Bazı Gr (-) bakterilerde var olan AmpC β-laktamaz ve bazı çoklu 

ilaç dirençli efluks sistemi doğal direnç mekanizmasına örnektir.101 

2.8.2. Kazanılmış Direnç 

Kazanılmış direnç, bakteriye ait olan genetik özellik mutasyonu, plazmit, 

transpozon, bakteriyofaj ve diğer hareketli genetik elemanlar (HGE) ile yabancı bir direnç 

geninin bakteriye girmesi sonucu oluşur(102). Bu dirence farklı mekanizmalar sebep 

olabilir. Bunlar; 

 Florokinolonlara direnç; ilaç hedefinde değişiklik, plazmid aracılı direnç 

aktarımı ve hücrede ilaç birikiminin azalması (membran permeabilitede 

azalma, aktif pompalama ile antibiyotiğin hücre dışına atılması) ile 

olmaktadır. DNA giraz alt birimleri olan gyrA, gyrB ve Topoizomeraz IV 

subuniteleri olan parC ve parE genlerindeki mutasyonla İlaç hedefinde 

değişiklik olabilmektedir.103-104  
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 Aminoglikozidlere karşı direnç, ribozomal subunitenin modifikasyonu, 

aminoglikozid molekülünün enzimatik nötralizasyonu yolu ile 

olabilmektedir.105  

 Son zamanlarda bildirimi artan kolistin direnci genellikle kromozomal 

kaynaklı olup, özgül iki bileşenli düzenleyici sistemlerini kodlayan genlerde 

mutasyonlara neden olan mekanizmalardan kaynaklanmaktadır.106  

Kazanılmış direnç kromozom veya kromozom harici organellerde 

oluşmaktadır.102 

Kromozomal direnç, bakteri kromozomunda kalıcı değişiklikler sonucu oluşan 

mutasyonlara bağlı gerçekleşir. Kimyasal, sıcaklık veya fiziksel değişimler sonucu ortaya 

çıkabilir. Bu değişimler sonucunda bakterinin antimikrobiyal ajana karşı permeabilitesi 

azalır ve ilaç hücre içinde istenen bölgeyi etkisi altına alamaz. Streptomisin, eritromisin 

ve aminoglikozidlere karşı oluşan direnç bu dirence örnektir.107 

Ekstrakromozomal direnç, plasmid, transpozon ve integron adı verilen HGE ile 

oluşmaktadır. HGE, konak ile genomun fiziksel açıdan hareket edebilme kapasitesine 

sahip olmasından dolayı bakteri popülasyonunda oldukça fazla bulunmaktadırlar.108 

Bunlar bakterinin genomunun değişimine, genomun boyutunda ve patojenitesinde 

farklılıklara neden olarak yol açarlar.109 HGE’ler iki şekilde görülebilir. Birincisi 

bakteriden diğer bakteriye antibiyotik direncinin aktaran konjugatif direnç plazmidleri ve 

transpozonları, diğeri ise hücre içinde bir genetik bölgeden diğerine hareket eden 

elemanlardır.110 Bunlar transpozonlar, plazmidler, integronlar, genomik adalar, 

bakteriyofajlar, integratif ve konjugatif elementler, insersiyon sekanslarıdır. HGE yatay 

gen transferi, çoklu ilaç direncinin yayılması ve rekombinasyona sebep olur.109 
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2.9. Yatay Gen Aktarımında Rol Oynayan Hareketli Elemanlar 

2.9.1. Plazmidler 

Plazmidler, bakteri kromozomuna göre daha küçük olup, boyutları 150 kilo baza 

kadar değişebilen, bakterilerde yaygın olarak bulunan ekstrakromozomal genetik 

elamanlardır. Borrelia ve Streptomyces’lerin bazı türleri hariç sirküler yapıdadırlar. 

Plazmitler bakteri lehine olan direnç genleri taşırlar. Bunun yanında yanında Hg+2 gibi 

metal iyonlarına, klorhekzidin veya kuaterner amonyum bileşikleri gibi bazı antiseptik ile 

dezenfektanlara ve UV ışınlarına karşı direnç genleri taşıyabilirler. Direnç plazmitlerinin 

birçoğu konjugatif ve kendi transferini teşvik etmek için gerekli olan fonksiyonları 

kodlarlar. Az bir kısmı ise hücrede bulunan konjugatif bir plazmit tarafından 

desteklendiklerinde mobilize olabilirler.111 

2.9.2. Transpozonlar 

Bir hücre geninde bir yerden başka bir yere hızlı hareket edebilen sıçrayıcı gen 

olarak adlandırılan elamanlara transpozon denir. Yapı farklılığı, sahip oldukları direnç 

genleri, genetik ilişkileri, transpozisyon mekanizmalarına göre farklılık 

göstermektedirler.110 Bu hareketli elemanlar yaygın olarak Enterobacteriaceae ailesindeki 

dirençten sorumlu olup, konjugasyon, transformasyon veya transdüksiyon yoluyla 

aktarılırlar ve kromozomda bulunan genlerden hızlıdırlar.112 Konjugatif transpozonlar 

plazmit özelliğine sahip olup, endojen plazmitlerin bir mikroorganizmadan diğerine 

transfer edilmelerini sağlamaktadırlar.113 

2.9.3. İntegronlar 

İntegronlar, ilk olarak 1980'lerin sonunda tanımlanmış olan antimikrobiyal ilaç 

direnç gen kasetlerini içeren bu yüzden direnç determinantlarının tespiti, yayılımı ve 

rekombinasyonunda rol oynayan mobil genetik elemanlardır. Genellikle Gram (-) 

bakteriler arasında antibiyotik direncinin yayılmasında rol almaktadırlar.114 Hareketsiz 
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olup, hareketli olan transpozon ve plazmitlerin üzerine yerleşmişlerdir.115 İntegron içeren 

bakteri genomlarının belli bir kısmının veya tamamının sekansı ile, integraz genlerinin 

veya integronların genomun yaklaşık %10-17’ sini oluşturdukları yapılan biyoinformatik 

analizlerle bildirilmiştir. Tanımlanan integronların çoğu, insan klinik izolatlarında tespit 

edilmiş olmasının yanısıra, su ve toprak gibi çevresel örneklerde de bulunabilirler.116 

2.9.3.1. İntegronların Yapısı 

İntegronlar üç elementten oluşur. Bunlar; 

 İntegron içinde bölgeye özgü rekombinasyon için gerekli olan bir tirozin 

rekombinazı (integraz, intI geni tarafından kodlanan) kodlayan gen, 

 Integral tarafından tanınan bitişik rekombinasyon bölgesi (attI), 

 İntegronda bulunan gen kasetlerinin verimli transkripsiyonu ve ekspresyonu 

için gerekli entegrasyon bölgesinin yukarısında yer alan promotor bölgedir.117  

Promotor tüm integron sınıflarının bir parçası olduğu bilinmesine rağmen, varlığı 

ve aktivitesi hepsi için gösterilmemiştir.117 

Gen kasetleri, tek ve çoğunlukla promotorsüz bir gen ve bir rekombinasyon 

bölgesinden (attC) oluşan küçük mobil elementlerdir. Gen kasetleri, integrona entegre 

edildiğinde lineer, eksizyondan sonra veya bölgeye özgü rekombinasyondan önce, 

serbestken dairesel formdadır. attC bölgesi, integraz tarafından tanınır ve bu bölge ile 

integronun attI bölgesi arasında rekombinasyon gerçekleşir, böylece integron yapısına 

gen kaseti eklenmiş olur.118 Bilinen 194 gen kaseti identifiye edilmiştir, bu gen 

kasetlerinin aminoglikozitlere, βlaktamlara, kinolonlara, kloramfenikol ve trimetoprim'e 

direnç genleri taşımaktadır.119 

2.9.3.2. İntegronların Sınıflandırılması 

Bugüne kadar, intI genindeki dizilerdeki farklılıklarda göre integronlar integron 

sınıf 1- 4 sınıflar olarak sınıflandırılmıştır. Sınıf 1-3 integronlar çoklu dirençli olarak 
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bilinen ve bu rekombinasyon bölgeleri ile in vitro eksizyon ve entegrasyon ile gen 

kasetlerini alma yeteneğine sahip integronlardır. Çalışmalar genellikle sınıf 1 integronları 

Gram (-) mikroorganizmalar üzerinde yürütülmüştür.120 Bunlardan farklı olarak sınıf 4 

integron, ilk olarak Vibrio cholerae’da tanımlanmış antimikrobiyal direnç ve bakteriyal 

genom evriminde rol oynadığı sınırlı kaynaklarla da olsa gösterilmiştir(121). Diğer 

integron sınıfları da antibiyotik direnci gen kasetleri içerebilir ancak küresel yaygınlıkları 

fazla değildir.122 

Sınıf 1 İntegronlar: Sınıf 1 integronlar  5’korunmuş bölge (5’CS) ve 3’ korunmuş 

bölge (3’CS) ile gen kasetlerinin yerleşmiş olduğu variable region (VR) olarak 

adlandırılan değişken bir bölge içerirler.123 5’CS bölgesi temel olarak 3 yapı içerir. Bu 

yapılar tirozin rekombinaz enzimini kodlayan integraz gen (intI), attI olarak bilinen 

rekombinasyon bölgesi ve insert olan gen veya gen kasetlerinin ekspresyonunda rol alan 

bir promotor bölgeden (P) oluşur. 3’CS bölgesi ise qacE∆1 olarak adlandırılan defektif 

kuaterner amonyum direnç geni ve sulfonamidlere dirençten sorumlu olan sulI geni 

içerirler. Bu iki korunmuş bölge arasında bulunan değişken bölge ise çeşitli antibiyotik 

direnç kasetlerinin girdiği 59 baz çiftlik attC gen bölgesi içerir. Bu bölge 

rekombinasyonun olduğu bölgedir.124 

Sınıf 1 integronlar Tn21 gibi transpozonlar üzerinde tespit edilmiştir ve prototip 

olarak bilinirler. Sınıf 1 integronlar tek başına hareket edemez, Tn21 integraz veya intI1 

integrazın aracılık ettiği bölgeye özgü rekombinasyonlar ile konjugatif plazmit ya da 

transpozon gibi hareketli elemanlar üzerinde tür içi ya da türler arası genetik materyali 

transfer edebilir.125 Sınıf 1 integronlar Acinetobacter, Alcaligenes, Burkholderia, 

Citrobacter, Enterobacter, Escherichia Klebsiella, Pseudomonas, Proteus, Salmonella, 

Shigella ve Vibrio gibi birçok gram negatif bakterilerde tespit edilmiştir.125 
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Sınıf 2 İntegronlar: Sınıf 2 integronlar genelde çoğalmayan Tn7 transpozon ailesi 

ile ilişkilidir.126 Bu aile 14 kb’lık bakteri transpozonu olup, hücrede spesifik bir bölge 

bulunduğu zaman transpozisyon mekanizmasını aktive ederler.127 Tn7 transpozonları 

hücreye transpoze olacakları zaman konjugatif plazmitleri tercih ederler ve antibiyotik 

direnç genlerini taşırlar.128 Tn7’nin integronu ve sınıf 1 integron benzer ve üç tane direnç 

gen kaseti taşırlar. Bunlar streptomisin/spektinomisin direncinden sorumlu aminoglikozit 

adenil transferaz (aadA1), streptotrisin direncinden sorumlu streptotrisin asetil transferaz 

(sat2) ve trimetoprim direncinden sorumlu dihidrofolat redüktaz (dfrA1) gen 

kasetleridir.126 Sınıf 2 integronlar Acinetobacter, Aeromonas, Escherichia, Morganella, 

Salmonella ve Shigella’da bulunmuştur.125 

Sınıf 3 İntegronlar: Sınıf 3 integronlar Tn402 transpozonlar tarafından 

yakalanırlar ve transpozona ters oryantasyonda yerleşirler. Sınıf 3 integraz geni (intI3) 

sınıf 1 integraz genine (intI1) % 60 oranında benzemektedir. Bu integron sınıfı integron 

sınıfları arasında en az bulunmalarına rağmen hızla gelişmekte, yeni türlere aktarılmakta 

ve yeni direnç kasetleri kazanmaktadırlar.129 Sıklıkla Escherichia, Klebsiella, Serratia ve 

çevresel Acinetobacter spp., Alcaligenes xylosoxidans, Enterobacter, Pseudomonas 

aeruginosa, Pseudomonas putida, ve Citrobacter türlerinde tespit edilmişlerdir.130 

Sınıf 4 İntegronlar: Sınıf 4 integronlar sadece antibiyotik direnci ve patojenite 

için değil aynı zamanda adaptasyon için gerekli genleri kodlayan çok sayıda gen kasetini 

barındıran integron sınıfı olup, ilk kez Vibrio izolatlarında tespit edilmiştir.131 Vibrio 

türlerinde trimetoprim ve sulfametoksazol direncinden sorumludurlar.129 Bu integronlar, 

sadece Vibrionaceae, Shewanella, Xanthomonas, Pseudomonad ve diğer 

proteobakterilerde tanımlanmış olup hakkında bilgiler sınırlıdır.132 Kloramfenikol ve 

fosfomisinlere karşı direnç gen kasetleri taşıdıkları bilinmektedir.133 
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2.10. Beta –Laktam Antibiyotiklerde Direnç Mekanizmaları 

E. coli etkenli infeksiyonların tedavisinde kullanılan beta-laktam grubu 

antibiyotikler (penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlar) hücre 

duvar sentez sırasında transpeptidasyonu katalize eden penisilin bağlayıcı proteinlere 

(PBP) bağlanarak hücre duvar sentezini inhibe etmesi ile bakteriyi lizise uğratırlar.134 Bu 

direnç üç şekildedir.135 

 PBP’nin beta-laktam afinitesinin azalması, PBP sayısında azalma ve Beta-

laktamlara düşük affiniteli yeni PBP’lerin sentezi sonucu, PBP’lerde oluşan 

farklılıklarla antibiyotiğin hedefine bağlanmasının engellenmesi, 

 Dış membran proteinlerinde oluşan değişikliklerle ve aktif pompa (efflux) 

sistemlerinin ilacın hedefine etkin konsantrasyonda ulaşamaması.135 

 Bakterilerin antibiyotikleri inaktive edecek beta-laktamaz enzimlerini 

sentezlemeleri ile ilacın inaktive edilmesidir. Bu en sık gözlenen direnç 

şeklidir.136 

2.10.1. Beta-Laktamazlar 

Bakteriler kromozom, plazmidler veya transpozonlar aracılığıyla sentezlen beta –

laktamaz enzimi, Beta-laktam grubu antibiyotiklerin beta-laktam halkasının siklik amid 

bağını parçalayarak ilaçları etkisiz duruma getirirler. Bu enzim 1929’da Fleming 

tarafından bulunmuş olup, ampisilin ve diğer penisilinlere karşı direnç geliştirmesi ile 

1960’lı yıllarda hastane infeksiyonlarında artışa yol açmıştır.137 Günümüzde birçok 

bakteri (Gr - , Gr +,mikobakteri) türlerinde moleküler yapı, inhibitör duyarlılığı, substrat 

profili ve hidrolitik etkinlik gibi özellikler açısından birçok yeni beta-laktamaz 

tanımlanmış olup, bunların 300’den fazlası genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) 

enzimidir.138 Bu enzimler bakteriyel kaynaklı olup, Gr (-) bakterilerde periplazmik 
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boşlukta bulunan, başta Enterobacteriaceaeler olmak üzere birçok patojen için ciddi 

direnç mekanizmalarındandır.139 

Beta-laktamaz enzimlerindeki artışla birlikte sınıflandırılmaları ve 

adlandırılmaları gerekli görülmüştür. Buna göre; 

 Etkiledikleri substratlara göre: CARB (karbenisilin), IMP (imipenem), OXA 

(oksasilin) 

 Biyokimyasal özelliklerine göre: SHV (sülfidril hiper variabl, aktif bölgesinde 

serin bulunur) 

 İlk izole edildiği etkene göre: AER (Aeromonas), PSR (Pseudomonas) 

 İlk izole edildiği suşlara göre: P99  

 İlk izole edildiği hasta adına göre: TEM (Temoniera) 

 İlk izole edildiği eyalete göre: OHIO 7) İlk izole edildiği hastaneye göre: MIR 

(Miriau Hospital) diye adlandırılmışlardır.140 

2.10.1.1. Genişlemiş Spektrumlu β-Laktamazlar (GSBL) 

GSBL’ler, oksiimino-sefalosporinleri benzilpenisiline eşit ya da %10 daha fazla 

hidroliz edebilen, aktif bölgelerinde serin içeren, plazmidlerle kodlanan, sulbaktam, 

klavulanik asit ya da tazobaktam gibi inhibitörler ile inhibe olan enzimlerdir. GSBL 

üreten bakteriler, karboksipenisilinlere aminopenisilinlere ve asilüreidopenisilinlere 

dirençliyken, sefamisin ile karbapenemlere hassasdır. Aynı zamanda dış membrandaki 

porin protein kaybı ile bunlara da direnç gelişmektedir.141 Global açıdan ciddi anlamda 

bir halk sağlığı sorunu olmaya başlayan GSBL, ilk defa 1980’li yıllarda Federal Almanya 

Cumhuriyeti’nde izole edilmiştir E. coli familyasında farklı türlerde GSBL enzimleri, β 

laktam grubu antibiyotiklerin yaygın kullanımı sonucu tanımlanmıştır. CTX-M, TEM, 

SHV ve OXA grubu enzimler sık izole edilen GSBL’dırlar.142-143 
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TEM (Hasta Adı: Temoneira) β-Laktamazlar; ilk tanımlanan β-Laktamazlar enzimidir. 

İsmini Temoneria isimli Yunan bir hastadan ilk izole edilmesi sonucu, ilk üç harfinden almıştır. 

TEM yaklaşık 200 farklı varyasyona sahip olup, bunların yarısından fazlası GSBLdir.144 

Penisilin ve sefaloridin ile sefalotine karşı dirençlidir. Enterobacteriaceae üyelerinden, en çok 

E. coli, K. pneumoniae ve Proteus mirabilis olmak üzere diğer üyelerden de izole edilmektedir. 

Ayrıca H. influenzae ve N. gonorrhoeae’nin ampisilin ve penisilin direncindeki artışın TEM ile 

alakalı olduğu bulunmuştur.145-146 

CTX-M (Cefotaximase Munich) β-Laktamazlar; 1989’da ilk kez Japonya’da bir 

E. coli izolatında tanımlanmıştır. Plazmid aracılı beta –laktamazlara ait bu enzim, amino, 

karboksi ve üreidopenisilinler ile dar spektrumlu sefalosporinlere karşı oldukça dirençli 

olan bu enzimin 124 değişik varyasyona sahiptir.144 E. coli ve K. pneumoniae en sık 

olmak üzere, tifo harici Salmonella türleri, V. cholerae ve Shigella spp. gibi birçok 

Enterobacteriaceae üyesinde saptanmışlardır.147-148 Hastane enfeksiyonları ile yakın ilişki 

içinde olan CTX-M, seftriakson ile sefotaksimin toplumda fazla kullanımı ile ortaya 

çıktığı düşünülmekte olup, toplum kökenli GSBL üreten üriner sistem enfeksiyonlarına 

neden olan E. coli izolatlarında sık görülmektedir. CTX-M-2, CTX-M-3 ve CTX- M-14 

en yaygın olanlarındandır.147-148 

SHV (sulphydryl variable) β-Laktamazlar; İlk kez K. pneumoniae’dan tanımlanan 

SHV-1 enzimi, geniş spektrumlu penisilinlere karşı dirençten sorumludur.136 1983 yılında 

Almanya’da K. ozaena’dan ise SHV-1’den farklılaşan SHV-2 tanımlanmıştır. Bunlar 

özellikle dar spektrumlu sefalosporinlere, penisilinlere ve ampisiline (%20) karşı direnç 

geliştirildiği bildirilmiştir. Bu enzimlerin 143 farklı varyasyonu vardır.149 SHV en çok 

sırasıyla K. pneumoniae, E. coli ve P. aeruginosa’da bulunmaktadır.147,150 

OXA (Oxacillin) β-Laktamazlar; En sık K. pneumoniae’da görülmek üzere P. 

aeruginosa, A. baumanii ve E. coli gibi diğer gram-negatif bakterilerde de 
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saptanmaktadır.147-148 OXA enziminin dar spektrumlu olanları OXA 1 ile OXA-10 

arasındadır ve substrat olarak oksasilin ve kloksasilini kullanırlar. Birinci kuşak 

sefalosporinler ve ampisiline direnç, oksiiminosefalosporinlere ise zayıf direnç 

geliştirirler. Seftazidime yüksek düzeyde dirence neden olması diğer GSBL’lerden ayıran 

özelliğidir. İlk geniş spektrumlu OXA enzimi ülkemizde izole edilen OXA-11’dir.151 

2.10.1.2. GSBL Tanı Yöntemleri 

GSBL üretiminin belirlenmesi, antibiyotik seçimi ve hastane direnç durumu 

hakkında bilgi sahibi olmak, enfeksiyon kontrol önlemlerinin alınması ve uygun 

tedavinin başlanması açısından önemlidir.152 

GSBL fenotipik ve genotipik yöntemler ile tespit edilirler. Fenotipik yöntemler, 

tarama ve doğrulama testleri, genotipik yöntemler ise moleküler analizlerdir. 

Fenotipik Yöntemler: Tarama yöntemi olarak disk difüzyon, dilüsyon, çift disk 

sinerji testi, klavulanat içeren agar veya üç boyutlu test yöntemleri, doğrulama yöntemi 

olarak ise sefalosporin/klavulanik asit kombinasyon disk, sıvı mikrodilüsyon yöntemi 

kullanılmaktadır. 

Disk difüzyon yöntemini, CLSI izole edilen E. coli, P.mirabilis ve Klebsiella türleri 

için tarama yöntemidir. Buna göre seftazidim, sefotaksim, aztreonam, seftriakson veya 

sefpodoksim antibiyotiklerine göre değerlendirilmektedir.153 

Dilüsyon yöntemini, CLSI izole edilen E. coli ve Klebsiella türleri için dilüsyon 

yöntemi önermektedir. Sefotaksim, aztreonam, seftazidim veya seftriaksonun 1µg/ml, 

sefpodoksim için se 4 µg/ml’lik konsantrasyonlar kullanılmaktadır. Testin duyarlılığı için 

birden fazla antibiyotik tercih edilmektedir. Bu yöntemle seftriakson ya da sefotaksim 

MİK değeri ≥ 2 µg/ml, sefpodoksim MİK değeri ise 8 µg/ml olması GSBL üretimini 

düşündürür ve doğrulanması fenotipik testler ile yapılmalıdır.154 
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GSBL tarama testinde değerlendirmede inhibisyon zon çapları ve MIK değerleri 

Tablo 2.2’de verilmiştir.155 

Tablo 2.2. GSBL saptanmasında tarama testi olarak önerilen MIK ve inhibisyon zon 

çapları 

Antibiyotik 
Zon Çapları (mm) MIK değerleri (µg/mm) 

Duyarlı suş GSBL üreten suş Duyarlı suş GSBL üreten suş 

Sefotaksim 30 µg ≥ 23 ≤ 27 ≤ 8 ≥ 2 

Sefpodoksim 10 µg ≥ 21 ≤ 17 ≤ 8 ≥ 2 

Seftazidim30 µg ≥ 18 ≤ 22 ≤ 8 ≥ 2 

Seftriakson 30 µg  ≥ 21 ≤ 25 ≤ 8 ≥ 2 

Aztreonam 30 µg ≥ 22 ≤ 27 ≤ 8 ≥ 2 

Çift disk sinerji testinde, 0.5 McFarland yoğunluğunda ayarlanan bakteri 

süspansiyonunun Mueller-Hinton Agar (MHA) plağının merkezine amoksisilin-

klavulanik asit (AMC 20/10 µg) yerleştirildikten sonra diskler arası 20 mm uzaklık olacak 

şekilde seftriakson (CRO), seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX), aztreonam (ATM) ya 

da sefpodoksim (CPD) diskleri yerleştirilir. 37°C’de 18-24 saatlik inkübasyon sonunda 

AMC diskine doğru, sefalosporin ve ATM diski çevresindeki inhibisyon zonunun 

genişlemesi ya da aralarında bakterinin üremediği bir sinerji alanının bulunması GSBL 

varlığını gösterir (Şekil 2.1).156 

 

Şekil 2.1. Çift disk sinerji testi  
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Klavulanat içeren agar testlerinde, 4 µg/ml klavulanik asit agara ilave edilerek 

geniş spektrumlu sefalosporin içeren disklerin inhibisyon zonu arttırılır.156 

Üç boyutlu testte, agar üzerine açılan bir yarık içine bakteri süspansiyonu 

doldurulur ve açılan bu yarıkların 3 mm uzağına diskler yerleştirilir. Zon çaplarının 

daralması veya bozulması yarığa doğru yönde olursa GSBL olarak değerlendirilir (Şekil 

2.2).157 

 

Şekil 2.2. Üç boyutlu GSBL test  

Kombine disk difüzyon yönteminde; Seftazidim ve Sefotaksim (30 μg ) diskleri ile 

bu disklerin etken maddelerine klavulanik asit (10 μg ) ilave edilmiş antibiyotik 

disklerinin besiyerinde 37°C’de 18 saat inkübasyonu sonrası, klavulanik asit ilave edilen 

disklerin zon çapının, klavulanik asit ilave edilmeyenlerden ≥5 mm daha büyük olması 

GSBL olduğunu göstermektedir.158 

Sıvı mikrodilüsyon yönteminde; Sefotaksim ve Seftazidiminin tek başına MİK 

değerleri ile bunlara klavulanik asit ilavesi ile elde edilen MİK değeri tespit edilir. 

Klavulanik asit ile elde edilen MİK değerlerinin 8 kat az olması GSBL varlığını 

gösterir.154-155 

Ticari yöntemler: 

E-test yöntemi, bir tarafına seftazidim veya sefotaksim diğer tarafına ise bu 

antibiyotiğe klavulanik asit eklenmesi ile hazırlanmış stripler besiyerine yerleştirilip 

inkübasyona bırakılma esasına dayanmaktadır. İnkübasyon sonrası elips şeklinde oluşan 
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zon çapının stripi kestiği yer MİK değeridir. Klavulanik asit eklenmiş tarafın zon çapının 

diğer tarafa göre 8 kat az olması GSBL üretimini gösterir (Şekil 3). GSBL üretimi için bu 

yöntem  hem tarama hem de doğrulama yapmış olur.154 

 

Şekil 2.3. GSBL için E-test  

Otomatize sistemler; Phoenix ve VITEK 2 sistemleri bakteri izolasyonunda 

kullanılabildiği gibi, mikro-scan panel testler aracılığıyla GSBL varlığını da tespit 

edilebilmektedir. Bu sistemler; sefalosporin, penisilin ve aztreonam dirençlerini 

belirleyerek GSBL varlığını tespit etmek için çeşitli algoritmaları işletirler.159 

Moleküler Yöntemler: Fenotipik yöntemlere göre hem özgüllüğü fazla olması hem 

de GSBL tiplerini ve üretilen enzimin belirlenmesi açısından önemli yöntemlerdir.160 

İzoelektrik nokta tayini; sadece enzimin ailesini belirlemeye yönelik bilgi  veren 

bu yöntem bakteri DNA’sının poliakrilamid jelde yürütülerek, β-laktamazların 

izoelektrik noktalarında odaklanmaları esasına dayanmaktadır.145 

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR); GSBL belirlenmesi için en kolay ve 

yaygın bir moleküler yöntem olup, Beta-laktamaz geni için özgül oligonükleotidlerin 

seçilerek PZR tekniği ile beta-laktamazın tespiti esasına dayanır.161 

PZR- RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yönteminde; 

restriksiyon endonükleazlar yardımıyla amplifiye PZR ürünlerinin kesilerek elektroforez 
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ile gen ürünlerinin ayrımı gerçekleşmektedir. Beta-laktamaz içindeki nokta mutasyonu 

saptamaya dayanır.161 

PZR- single strand conformational polymorphism analysis (PZR-SSCP); Özgül 

lokalizasyonlardaki tek baz mutasyonlarını saptar. Bu yöntemle alt gruplar 

saptanabilir.161 

Ligaz zincir reaksiyonu (LCR); hedef DNA denatüre edilmesi sonucu, biotinle 

işaretli oligonükleotitler ile bağlanarak farklı pozisyondaki mutasyonlar saptanır. 

Nükleotid sekanslamada; enzimin kesin olarak saptanması için dizi analizi 

çıkarılır ve böylece farklı enzim tipleri ve mutasyonlar saptanabilir.162 

Pulsed –field jel elektroforez (PFGE) yönteminde; suşlar arasındaki klonal ilişki 

belirlenmektedir. İncelenecek bakterinin agaroz içine gömülerek izole edilen genomik 

DNA’sının çeşitli restrüksiyon endonükleaz enzimi ile kesilmesi sonucu oluşan 

profillerin yorumlanması esasına dayanır. PFGE yönteminde elektroforez işlemi sırasında 

farklı yönlerde elektrik akımı verilerek özellikle büyük DNA moleküllerinin analizi 

gerçekleştirilir.163 

2.11. E. coli Sekans Tipi (ST) 131 

Bakterinin eşeysiz üreme ile neslini devam ettirmesi bakteriyel klon olarak 

adlandırılır. Uluslararası çoklu ilaca dirençli yüksek riskli klonların özelliği ise küresel 

dağılım, çeşitli antimikrobiyal direnç belirleyicileriyle bir ilişki, konakçıda 6 aydan daha 

uzun süre kalarak kolonileşmesi, konakçılar arasında etkili bulaşma yeteneği, artmış 

patojenite ve uygunluk, tekrarlayan ve şiddetli enfeksiyonlara neden olabilme 

yetenekleridir.164 Son zamanlarda birçok ülkede tespit izole edilen E. coli ST131, kısa bir 

süre önceye kadar bilinmeyen bir klon olup günümüzde ekstraintestinal patojenik E. coli 

izolatları arasında önemli bir klon haline gelmiştir. ST131 klonu taşıyan izolatların CTX-
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M-15 geni gibi GSBL ürettiği ve en sık florokinolonlar olmak üzere birçok antibiyotiklere 

direnç göstermektedirler.165 

E. coli ST131 klonunun hızla tüm dünyada artışının önlenmesi, yeni direnç genleri 

geliştirip geliştirmediğinin tespiti, etkili ampirik antibiyotik tedavi seçeneklerinin 

belirlenmesi ve antibiyotik direnç kontrolünde yeni stratejilerin geliştirilmesi için bu klon 

ile ilgili çalışmaların önemi vurgulanmaktadır. Ayrıca çok ilaca direncin global 

yayılımından dolayı, önemli halk sağlığı sorunu olan bu klonunun rezervuarlarının 

saptanması, direnç aktarım mekanizmaları ve risk faktörlerinin anlaşılabilmesi açısından 

da araştırılması son derece önem arz etmektedir.166 

2.11.1. Epidemiyoloji 

ST131 klonu, 2008'de, Fransa, Hindistan, İspanya, İsviçre, Kanada, Lübnan, 

Kuveyt, Kore ve Portekiz ‘de aynı anda tanımlanan CTX-M-15 üreten E. coli 

izolatlarında MLST ile sekans tiplendirmesi sonucu tespit edilmiştir.167-168 Birleşik 

Krallık’ta A'dan E'ye tanımlanan izolatların da ST131 klon taşıdığı tespit edilmiştir.169 

Aynı anda dünyanın farklı bölgelerinde üç kıtada görülmesi araştırmacılar tarafından, 

kontamine gıda ve sulardan kaynaklanabileceğini seyahat aracılığıyla yayılabileceğini 

göstermiştir.167-170 

Daha sonraki yıllarda CTX-M-15 üreten ST131 izolatları yıllara göre sırasıyla 

İtalya, Türkiye, Hırvatistan, Japonya, Amerika Birleşik Devletleri ve Norveç’de tespit 

edilmiştir.171-176 Kanada'da idrar izolatlarından elde edilen GSBL üretmeyen florokinolon 

dirençli E. coli suşlarında, Paris’te ise sağlıklı gönüllülerin dışkılarında yapılan bir 

çalışmada ise CTX-M-15 üretmeyen ST131 izolatları izole edilmiştir.177-178 

Yeni Zelanda’da CTX-M-15 üreten E. coli’nin sebep olduğu İYE üzerine yapılan 

bir çalışmada, Hint Yarımadası'na, Afrika kıtasına ve Orta Doğu’ya son üç ay içerisinde 

yapılan seyahatin risk oluşturduğu bildirilmiştir. Aynı bilim insanlarının yaptığı başka bir 
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çalışmada ise CTXM-15 üreten E. coli ST131 klonunun yüksek enfeksiyon riski olduğu 

tekrar bildirmişlerdir.174,179 

GSBL üreten E. coli izolatlarında ST131 klonunun (özellikle de CTX-M-15 

üretenlerde) ilişkili olduğu düşünülse de GSBL negatif fakat florokinolon, aminoglikozid 

ve trimetoprim-sülfametoksazole dirençli olabildiği bildirilmiştir.180 ST131 klon oranı, 

GSBL (+) izolatlarda % 50–60 iken florokinolon direçli izolatlarda %70–80 olarak tespit 

edilmiştir.181 

ST131, İYE, bakteriyemi, pnömoni, karın içi ve yumuşak doku -yara enfeksiyonu, 

menenjit, osteoartiküler enfeksiyonlar, miyozit gibi çeşitli ekstraintestinal enfeksiyon 

etkeni olabilmektedir.170 Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, ST131’in nozokomiyal 

enfeksiyonlarla güçlü bir şekilde ilişkili olduğu belirlenmiş ve yoğun bakım ünitelerinde 

büyük nozokomiyal salgın sebebi olduğu bildirilmiştir.182-183 

ST131 enfeksiyonları yaşlı popülasyonunda daha sık görülmekte olup, huzur 

evleri gibi uzun süreli bakım yapılan ve bu popülasyonun yoğun olduğu kurumlarda 

yüksek bir prevalansa sahiptir.183 Ayrıca bu izolatlar evcil ve diğer hayvanlar, besin 

kaynakları ve çevre gibi insan dışı kaynaklarda da izole edilmiş olup;180 insanlar arasında, 

hayvanlara ve çevreye göre daha yüksek saptanmıştır.184 

ST131 yayılımının temel nedeni insan kaynaklı olup, bu klonun insanlara başarılı 

bir şekilde adapte olduğu çalışmalar ile ispatlanmıştır. Ancak, ST 131'in insan dışı 

konaklar arasında yaygınlığıyla ilgili küresel çalışmalara ihtiyaç vardır.185 

2.11.2. Filogenetik Grup ve Serotip 

E. coli ST131, filogenetik B2 grubunda yer almaktadır. Bu suşların en yaygın alt 

klonu H30’dur. H30 alt klonu ilk olarak 2000 yılında ortaya çıkmış olup hızlı bir şekilde 

yayılım göstermiştir. Yakın genetik benzerlik gösteren H30 izolatının, fimH30 geni 

taşıyan tek bir atadan kaynaklandığını ortaya koymuştur. Bu alt klonu aynı zamanda tip 
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1 fimbrial adezin geni fimH'nin H30 varyantını (fimH30) içerir. H30 alt klonu, MLST ve 

PFGE ile fimH, gyrA ve parC genlerinin alt tiplendirmesi sonucu tanımlanmıştır.186 H30 

içinde, CTX-M-15 taşıyan H30 suşlar H30-Rx ve GSBL-negatif H30'dan ayrılmış H30-

Rx dışı ayrı bir alt soy oluşmuştur(186). ST131 popülasyon yapısı Şekil 2.4’de 

gösterilmiştir.186 

 

Şekil 2.4. E. coli ST131’in H30 alt klonlarının ve diğer alt klonlarının popülasyon 

yapısı 

E. coli ST131 izolatlarında virülans faktör genlerinden fimH (tip 1 fimbriae), fyuA 

(yersiniabactin reseptörü), iha (adezin siderofor reseptörü), iutA (aerobactin reseptörü), 

iucD (aerobactin), kpsM II (grup 2 kapsül sentezi), mal X (patojenite adası belirteci), 

ompT (dış membran reseptörü), sat (salgılanmış ototransporter toksin), tratT ’nin (serum 

direnci), usp (üropatojene spesifik protein) aynı olduğu bulunmuştur.164 

ST131 alt klonlarının (H30-R ve H30-Rx) virulans profillerini incelendiği bir 

çalışmada, H30-Rx alt klonunun en yüksek agregatif virulans skoruna sahip olduğunu 

bildirmişlerdir. H30 ve H30-Rx soylarının H30 dışı ST131 izolatlara göre daha farklı 

virulans profillerine sahip olduklarını göstermişlerdir.187 
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2.12. Biyofilm 

Biyofilmler, bir yüzeyle geri dönüşümsüz olarak ilişkili olan ve esas olarak 

polisakkarit materyalden oluşan bir matris içine alınmış bir mikrobiyal hücre topluluğunu 

temsil eder.188 Biyofilmler, bakterileri mevcut besin maddelerini etkin bir şekilde 

kullanacak ve antimikrobiyal ajanlara, antikorlara ve beyaz kan hücrelerine erişimi 

engelleyecek şekilde konumlandırarak onlara bir hayatta kalma stratejisi sağlar.189 Ayrıca 

beta laktamazlar gibi çok sayıda antibiyotik inaktive edici enzimi barındırdıkları ve 

dolayısıyla bir antimikrobiyal direnç adası oluşturdukları bulunmuştur.190 

2.12.1. Biyofilmin Tarihçesi 

Biyofilm, 17. yüzyılda Van Leeuwenhoek’un kendi dişlerindeki plaklarda, 

mikroskopla saptanabilen varlıkları ilk olarak göstermesi ile ortaya çıkmıştır(191). 

Caracklis 1973’de, su sistemlerindeki mikroorganizma topluluğunu incelerken, 

mikroorganizmaların yüzeye kuvvetle tutunduklarını ve klor gibi dezenfektanlara karşı 

çok dirençli olduklarını da göstermiştir.192 Marshall ise 1976 ‘da bakteri yüzeyine çok 

ince ekstraselüler polimer fibrillerin sabitlendiğini göstermiştir.193 1978 ve sonrasında 

biyofilmler, yaşamları için gerekli besinlerin olduğu ekosistemde, bakterilerin bir çoğu 

biyofilm oluşturan matrikste geliştiğine ve bu bakterilerin farklılık gösterdiğine dair ilk 

bilgiler yayınlanmıştır.191 Okyanusun derinlikleri ve derin yeraltı suları hariç biyofilmler 

tüm doğal ekosistemlerde tespit edilmiştir.194 

2.12.2. Biyofilmin Yapısı 

Biyofilm kütlesinin %73- %97’lik kısmını su, matriks içinde %1-2 globuler 

glikoproteinler ve diğer proteinler, %1-2 lipit, nükleik asit ve fosfolipit bulunmaktadır. 

Mikroorganizmaların fizyolojik özelliklerine, çeşidine, ortam pH’sına ile sıcaklık gibi 

fiziksel özelliklerine göre bu oranlar değişebilmektedir.195 
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Biyofilm hücrelerinin yüzeye kuvvetli bir şekilde tutunmasını ekstraselüler 

matriks sağlamaktadır. Yüzeye tutunan mikroorganizmalar çoğalarak mikrokolonileri ve 

mikrokoloniler de büyüyüp genişleyerek makrokolonileri oluşturmaktadır. 

Makrokolonilerin bir araya gelmesiyle biyofilm tabakası oluşmaktadır.196 

2.12.3. Biyofilm Oluşum Aşamaları 

Biyofilm yapısı bakterinin yüzeye tutunmasıyla başlamaktadır. Bakterilerin 

yüzeyle kesin olarak temasa geçtiklerini garantiye almaları, yüzeye tutunması için 

gereklidir. Bakteriler, alıcı-verici sistemleri ile çevresel faktörleri algılamaları ile 

fenotipik farklılık gösterirler. Tutunmadan sonrası farklılıklar ise, bakterilerin 

yoğunluğunu belirlemesini sağlayan “quarum sensing” sistemleri ile gerçekleşir. Bu 

sistemde, yüzeye tutunan bakteriler “ben buradayım” sinyali verir ve daha fazla 

bakterinin yüzeye tutunmasıyla bu sinyalin yoğunluğu artmaktadır. Bu sayede bakteriler 

hücreler arası düşük molekül ağırlığına sahip habercilerle haberleşip, biyofilmin 

gelişmesini desteklemektedirler.197-198 2.aşamada, bakterilerin yüzeye yapışması ile 

kuvvetlice tutunması gerçekleşir. 3. aşamada, bakteriler mikrokoloniler halinde 

kümeleşir. 4.aşamada, bu kolonilerin büyüyerek olgunlaşması sonucu mantar görünümlü 

hal alırlar.199-200 Biyofilm oluşumunda 5. aşama ise kopma- ayrılma evresidir. Tek bir 

bakteri veya bakteri kümesi koparak ayrılmaktadır. Bu ayrılış, EPS’nin azalması gibi dış 

kuvvetlerin etkisiyle, biyofilm yapısının kazınması gibi fiziksel kuvvetlerin etkisiyle veya 

tek bir hücre / hücre kümesinin kopmasıyla gerçekleşmektedir (Şekil 2.5).197 

Biyofilm oluşumu, besin ihtiyacı, su aktivitesi, potansiyel hidrojen (pH) değeri, 

antimikrobiyal madde içeriği, oksijen değişkeni, asidite ve elektriksel değişkenlik gibi iç 

faktörler, yüzey materyali, yüzey alanı, yüzey düzgünlüğü, sıvının akış hızı, sınırlı besin 

maddesi gibi dış faktörlere bağlıdır.201-203 
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Şekil 2.5. Biyofilm oluşum aşamaları 

2.12.4. Biyofilm ve Enfeksiyon Hastalıkları 

Uzmanlara göre, mikrobiyal plakların yaygınlığı birçok bulaşıcı hastalığa sebep 

olmaktadır.202 Tüm bakteriyel enfeksiyonların yaklaşık % 65' inin biyofilmlerle ilişkili 

olduğu tahmin edilmektedir.204 Bu enfeksiyonlar, doğal kapak endokarditi, kistik fibrozis, 

periodontit, kronik prostat, orta kulak iltihabı gibi doğal seyirli ve üriner kateter, protez 

kapak, ortopedik protez, kontakt lens, santral venöz katater ve spiral gibi yabancı cisim 

enfeksiyonlardır. Sağlık kurumlarında bulunan birçok tıbbi cihazda görülen biyofilm 

plakları cihaz kaynaklı enfeksiyonlara oluşturmaktadır.205 

İçme suyu şebekelerinde biyofilm oluşturan bakteriler ise Legionella 

pneumophila, enterik patojenler, Helicobacter pylori ve tüberküloz dışı 

mikobakterilerdir.205 
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3. MATERYAL VE METOT 

Çalışma, Atatürk Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun 30/09/2021 

tarihli oturumu ve B.30.2.ATA.0.01.00/06/6 sayılı kararı ile onaylanmıştır. Atatürk 

Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri TDK-2021-9910 sayılı proje ile destek almıştır. 

3.1. Materyal 

3.1.1. Besiyerleri ve Kimyasallar 

Çalışmada kullanılan besiyerleri, kimyasal ve biyokimyasal maddeler değişik 

firmalardan temin edildi. Kanlı/EMB agar (Neogen, ABD), Muller-Hinton agar (Neogen, 

ABD), eosın metilen blue agar (Neogen, ABD),triptone soy broth (Neogen, ABD), luria 

bertani broth (Neogen, ABD), beyin kalp infüzyon agar (Biokar Diagnostics, Fransa), 

nutrient agar (Biokar Diagnostics, Fransa), nutrient broth (Neogen, ABD), antibiyotik 

diskleri, gliserol (Isolab, Almanya), dNTP (Ampliqon, Danimarka), Tris EDTA (Sigma, 

Amerika), Tris HCL, DNA ladder 100bp (Hibrigen,Türkiye), agarose moleculer biology 

grade (Prona), tris base (Sigma, Amerika), etilen diamin tetra asetik asit disodyum 

(Sigma, Amerika), sodyum hidroksit pelet (AFG SCİ, Amerika), glacial acetic asit 

(Isolab, Almanya), Safe DNA gel (Hibrigen, Türkiye) ,DNA gel loading dye 6X (Thermo 

Fisher Scientific, ABD),sükroz (Sigma, Amerika), agar agar (Liofılchem, İtalya), 

phosphate buffered salıne (Sigma, Amerika), kristal viole (Sigma, Amerika), etil alkol 

(Isolab, Almanya), kongo red (Sigma, Amerika), Taq DNA polimeraz (5U/mikrolitre) 

(Hibrigen,Türkiye), oligonükleotid (Macrogen) firmalarından temin edildi. 

3.1.2. Cihazlar 

Çalışmada kullanılan cihazlar değişik firmalardan temin edildi. +4°C buzdolabı 

(Arçelik, Türkiye), -20°C buzdolabı (Arçelik, Türkiye), BacT/Alert 3D cihazı 

(bioMérieux, Fransa), biogüvenlik kabin-2 (Microtest,Türkiye), elektroforez tankı 

(Biorad, Amerika), elektroforez güç kaynağı (Biorad, Amerika), jel görüntüleme cihazı 
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(Bıorad, Amerika), jel yürütme cihazı (Biorad, Amerika), PZR cihazı (T100 thermal 

cycler Biorad, Amerika), McFarland cihazı (Biosan, Türkiye), McFarland tüpü (Biosan, 

Türkiye), mikrodalga fırın (Samsung,Güney Kore), mini spin cihazı (Biosan, Türkiye), 

otoklav (Alp, Türkiye), etüv (Nüve, FN 500 Türkiye), Vortex (Velp ZX3, İtalya), 

otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya), nanodrop (Allsheng Nano-400A), hassas terazi 

(Dikomsan ES 410, Türkiye), soğutmalı santrifüj (Hermle Z 326 K, Almanya), mikro 

santrifüj (Weightlab WN-CMV6000, Türkiye), mikro santrifüj (Sigma, Almanya), 

Benmari (), pH metre (Isolab, Almanya), distile su cihazı firmalarından temin edildi. 

3.1.3. Kullanılan Besiyerlerinin Hazırlanması 

3.1.3.1. Luria Broth (LB)  

İçindekiler Miktar g/l 

Enzymatic digest of Casein 10.0 

Sodyum kloride 10.0 

Maya ekstraktı  5.0 

pH: 7.3 ± 0.2  

 

Toz besiyerinden 25 gram 1 litre distile su ile karıştırıldı ve 121 °C otoklavda 15 

dakika sterilize edildi ve 55°C sıcaklığa gelince aseptik şartlarda 5ml lik steril tüplere 

dağıtıldı. LB broth, bakteri suşlarının büyütülmesi amacı ile kullanıldı. 

3.1.3.2. % 2 Glukoz içeren Luria Broth  

İçindekiler Miktar g/l 

Enzymatic digest of Casein 10.0 

Sodyum kloride 10.0 

Maya ekstraktı  5.0 

pH: 7.3 ± 0.2  
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Toz besiyerinden 25 gram ve 20 gr glukoz tartılarak 1 litre distile su ile karıştırıldı. 

121 °C otoklavda 15 dakika sterilize edildi ve 55°C sıcaklığa gelince aseptik şartlarda 

5ml lik steril tüplere dağıtıldı. %2 glukoz içeren LB broth, biyofilm oluşumunun 

incelenmesi amacı ile kullanıldı. 

3.1.3.3. Nutrıent Agar 

İçindekiler Miktar g/l 

Tripton 5.0 

Et ekstraktı 3.0 

Agar  12.0 

pH: 7.0 ± 0.2  

20 gram toz besiyeri 1 litre distile su ile karıştırıldı ve 121 °C otoklavda 15 dakika 

sterilize edildi ve 55°C sıcaklığa gelince aseptik şartlarda petrilere dağıtıldı. Nutrıent 

Agar, stoklanan bakteri suşlarının yeniden canlandırılması için üreme ortamı olarak 

amacı ile kullanıldı. 

3.1.3.4. Kongo Red Agar 

İçindekiler Miktar g/l 

Beyin kalp infüzyon agar 37.0 

Sükroz 50.0 

Kongo kırmızısı    0.8 

pH: 7.0 ± 0.2  

Belirtilen miktardaki maddeler 1 litre distile su ile karıştırıldı ve 121 °C otoklavda 

15 dakika sterilize edildi ve 55°C sıcaklığa gelince aseptik şartlarda petrilere dağıtıldı. 

Kongo Red Agar, biyofilm oluşumunun kalitatif olarak değerlendirilmesi amacı ile 

kullanıldı. 
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3.1.3.5. Gliserollü Triptik Soy Broth %16 (TSB) 

İçindekiler Miktar g/l 

Enzymatic Digest of Casein                         17.0 

Enzymatic Digest of Soybean 3.0 

Sodyum kloride 5.0 

Dipotasyum Hidrojen Fosfat 2.5 

Glukoz Monohidrat 2.5 

pH: 7.3 ± 0.2  

 

30 gram toz besiyeri 840 ml distile su ile karıştırıldı ve daha sonra 160 ml gliserol 

eklendi karıştırıldıktan sonra 121 °C otoklavda 15 dakika sterilize edildi ve 55°C 

sıcaklığa gelince aseptik şartlarda ependorf tüplere dağıtılmıştır. %16 gliserollü TSB, 

bakteri suşlarının stoklanması amacı ile kullanıldı. 

3.1.3.6. Mueller Hinton Agar 

İçindekiler Miktar g/l 

ET ekstraktı   2.0 

Asit Hidrolize Kazein 17.5 

Nişasta   1.5 

Agar 17.0 

pH: 7.0 ± 0.2  

 

38 gram toz besiyeri 1 litre distile su ile karıştırıldı ve 121 °C otoklavda 15 dakika 

sterilize edildi ve 55°C sıcaklığa gelince aseptik şartlarda petrilere dağıtıldı. Mueller 

hinton agar, disk difüzyon yöntemiyle antimikrobiyal duyarlılık testi amacı ile kullanıldı. 
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3.1.4. Kullanılan Solüsyonların ve Kimyasalların Hazırlanması 

3.1.4.1. Kristal Viyole (%1) 

1 gr kristal viyole boyası ,20 ml alkol ile karıştırılarak çözdürüldü. Bu karışım ana 

stok olarak elde edildi. Esas stok için, ana karışımdan %1, distile sudan ise %98 

karıştırıldı. %1 oranında phenol (fenik asit) benmaride eritilerek soğutuldu ve esas stok 

içine eklendi. Belirli aralıklarla çözelti karıştırıldı ve oda sıcaklığında saklandı. Kristal 

viyole, biyofilm oluşumunun kantitatif olarak değerlendirilmesi amacı ile kullanıldı. 

3.1.4.2. Fosfat Buffer (pH 7.2) 

1 adet tablet 200 ml distile su içinde çözdürüldü. pH 7.2 ‘ye ayarlandıktan sonra 

121 °C otoklavda 15 dakika sterilize edildi ve oda sıcaklığında saklandı. 

3.1.4.3. EDTA 0.5 M (pH 8.0) 

46.525 g etilen diamin tetra asetik asit disodyum (EDTA 2Na, MW: 372,24 g/mol) 

250 ml distile su içinde çözdürüldü. Manyetik çalkalayıcıda solüsyona 10M NaOH ilave 

edilerek pH’sı 8.0’a ayarlandı. 121°C otoklavda 30 dakika sterilize edildi ve oda 

sıcaklığında saklandı. TAE solüsyonu hazırlamak amacı ile kullanıldı. 

3.1.4.4. Sodyum hidroksit NaOH (10 M) 

40 g NaOH 100 ml distile su içinde çözdürüldü. NaOH 0.5 EDTA hazırlamak 

amacı ile kullanıldı. 

3.1.4.5. TAE (50X) Elektroforez Tamponu 

242 gr Tris base, 57.1 ml glacial asetik asit, 100 ml 0.5 M EDTA ve distile su 

kullanıldı. Önce tris base 500 ml distile su içinde manyetik karıştırıcı ile çözülene kadar 

karıştırıldı. Daha sonra bu karışıma glasiyal asetik asit ve 0.5 M EDTA eklendi ve karışım 

berraklaşana kadar karıştırıldı. Son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandı ve oda 

sıcaklığında saklandı. 50XTAE agaroz jel elektroforezde 1X TAE tamponu hazırlamak 

amacı ile kullanıldı. 
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3.1.4.6. TAE (1X) Elektroforez Tamponu 

50X TAE Elektroforez Tampon çözeltisinden 20 ml, distile sudan ise 980 ml 

alınarak karıştırıldı ve oda sıcaklığında saklandı. 1X TAE elektroforez tamponu, agaroz 

jel elektroforezde jel hazırlamak amacı ile kullanıldı. 

3.1.4.7. Tris EDTA (TE) Tamponu (pH 8.0) 

1M Tris-Cl (pH 8.0) solüsyonundan 10 ml, 0.5 M EDTA (pH 8.0) solüsyonundan 

2ml, distile sudan ise 988 ml alınarak karıştırıldı. 121°C otoklavda 30 dakika sterilize 

edildi ve oda sıcaklığında saklandı. TE tamponu primer sulandırma ve DNA izolasyonu 

amacı ile kullanıldı. 

3.1.4.8. Tris-HCL Tamponu (pH 8.0) 

Tris – base 12.11 gr tartılarak 80 ml distile suda manyetik karıştırıcıda çözdürüldü. 

pH 8.0 ayarlamak için hidroklorik asit (HCl) solüsyonunu yavaşça eklendi. İstenen pH'a 

ulaşıldığında, distile su ile 100 mL'ye tamamlandı. 121°C otoklavda 30 dakika sterilize 

edildi ve oda sıcaklığında saklandı. Tris-HCL Tamponu, Tris EDTA (TE) Tamponu 

hazırlamak için kullanıldı. 

3.1.4.9. Yükleme Boyası 6X 

Ticari 1 ml’lik 6X Loading Dye (Hibrigen, Türkiye) kullanıldı. 

3.1.4.10. DNA ladder 

Ticari GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Hibrigen, Türkiye) kullanıldı. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Bakteri İzolatları 

Çalışma kapsamında 2021 yılı içerisinde T.C. Sağlık Bakanlığı Kütahya Sağlık 

Bilimleri Üniversitesi Evliya Çelebi Eğitim ve Araştırma Hastanesi’ne başvuran 

hastalardan 15.09.2021- 28.02.2022 tarihleri arasında çeşitli klinik örneklerden (idrar, 

kan, yara vb.) izole edilen toplam 160 adet çok ilaca dirençli ve /veya GSBL üreten E. 
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coli izolatı çalışmaya dahil edildi. Çalışmada yoğun bakım üniteleri dahil olmak üzere 

yatan hasta ve ayakta tedavi gören hastaların klinik örneklerinden elde edilen E. coli 

izolatları dahil edildi. 

Bu çalışmada, hastaların demografik bilgileri (yaş, cinsiyet) ile numune çeşidi, 

antibiyotik duyarlılık test sonuçları gibi bilgiler kayıt edildi. 

DNA izolasyonu, filogenetik gruplama, virulans ve direnç genlerinin belirlenmesi, 

ST131 klonal grubunun tanımlanması, integron gen karakterizasyonu belirlenmesi ve 

biyofilm oluşturma yeteneklerinin kalitatif ve kantitatif tespitinin araştırılması işlemleri, 

Kütahya Sağlık Bilimleri Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Uygulama ve Araştırma 

Merkezi’nde gerçekleştirildi. 

3.2.2. E. coli izolatların Tanımlanması ve Doğrulaması 

Laboratuvara kabul edilen örneklerin ekimi yapıldıktan sonra 37 C’de 24 saat 

inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonrası, E. coli şüpheli koloniler konvansiyonel 

teknikler ile (IMVIC, oxidaz, üre, TSI besiyerinde fermentasyon testi vb.) identifiye 

edildi. Tüm izolatlarda tür düzeyinde tanımlama, GSBL kontrolü için ADT’i Kütahya 

Sağlık Bilimleri Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde 

konvansiyonel yöntemlerle tekrar çalışılarak doğrulandı (Şekil 6). 
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Şekil 3.1. İzolatların ekimi, değerlendirilmesi ve antibiyogram 

3.2.3. Antibiyotik Duyarlılık Testleri 

3.2.3.1. Kirby-Bauer Disk Difüzyon Yöntemi 

İzole edilen suşların antibiyotik duyarlılık testleri (ADT) manuel ve BD Phoenix 

otomatize ile “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) 

önerileri doğrultusunda Mueller Hinton Agar (Bioanalyse) besiyeri kullanılarak 

gerçekleştirildi. 
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E. coli suşlarının antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesi disk difüzyon yöntemi 

ile yapıldı. Bu amaçla; amikacin, amoksisilin/klavulonat (AMC) (30 µg), ampisilin (AM) 

(10µg), ampisilin-sulbaktam (SAM) (10µg), sefazolin  (30 μg), seftazidime  (30 μg), 

ertapenem (ETP) (10µg), fosfomisin (FF) (200µg), gentamisin (CN) (10µg), 

imipenem(IPM) (10µg), levofloxacin (5 μg), meropenem (MEM) (10µg), 

nitrofurantoin(F) (100µg), norfloksasin (NOR) (10µg), piperacillin-tazobactam (TPZ) 

(110µg), sefepim (FEB) (30µg), seftriakson (CRO) (30 µg), sefuroksim(CXM) (10µg), 

siprofloksasin (CIP) (5µg), tigesiklin, tobramycin (100 μg), trimetoprim & 

sulfametokzasol (SXT) (25µg) (Bioanalyse, Ankara, Türkiye) antibiyotik diskleri 

kullanıldı. 

Test edilecek suşlara ait saf koloniler 2 ml steril tuzlu su içinde homojenize 

edildikten sonra, 0,5 McFarland standart bulanıklığında (108 cfu /ml) ayarlandı. Steril sıvı 

kültüre steril eküvyon çubuk daldırılıp iyice eminceye kadar bekletildikten sonra, 

eküvyon çubuktaki kültür petri yüzeyinin tüm alanına eşit dağılımını sağlayacak şekilde 

inoküle edildi. 3-5 dakika oda ısısında besiyeri yüzeyinin kuruması bekletildikten sonra 

antibiyotik diskleri, MHA petri kutuları üzerine yerleştirilerek, 35±2°C de 18-24 saat 

inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonrası inhibisyon zonlarının çapı milimetre olarak 

ölçülerek, duyarlı (S) ve dirençli (R) olarak değerlendirildi. ADT sonucuna göre, iki ya 

da daha fazla farklı sınıf antimikrobiyale dirençli olan suşlar çoklu dirençli olarak kabul 

edildi.206 

3.2.3.2. GSBL Varlığının Fenotipik Olarak Gösterilmesi 

GSBL varlığı çift disk sinerji yöntemi ile gösterildi. Test edilecek suşlara ait saf 

koloniler 2 ml steril tuzlu su içinde homojenize edildikten sonra, 0,5 McFarland standart 

bulanıklığında (108 cfu /ml) ayarlandı. Steril sıvı kültüre steril eküvyon çubuk daldırılıp 

iyice eminceye kadar bekletildikten sonra, eküvyon çubuktaki kültür petri yüzeyinin tüm 
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alanına eşit dağılımını sağlayacak şekilde inoküle edildi. 3-5 dakika oda ısısında 

besiyerinin kuruması beklenildikten sonra, plağın ortasına amoksisilin/klavulanik asit 

antibiyotik diski ile etrafına, aztreonam (ATM, 30 µg), seftriakson, seftazidim ve 

sefotaksim antibiyotik diskleri yerleştirildikten sonra, 16-18 saat, 35 ±2 °C’ de inkübe 

edildi. İnkübasyondan sonra kullanılan antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonlarının, 

amoksisilin/klavulonik asit yönünde genişleme göstermesi veya diskler arasındaki 

bölgede bir inhibisyon alanının gözlenmesi, başka bir şekilde klavulanik asitin, diğer 

antibiyotikler ile sinerjik etki göstermesi GSBL varlığı açısından pozitiflik olarak kabul 

edildi.207 

İzolatlar, %16 gliserollü Triptik Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya) besiyerinde- 

20°C' de dondurucuda (Arçelik, Türkiye) muhafaza edildi. 

3.2.4. Biyofilm Oluşturma Kapasitelerinin Belirlenmesi 

Suşlar çalışmaya alınmadan önce -20 °C’ den çıkartılarak Nurient agara ekim 

yapılarak 37±2 °C’ de 18±2 saat etüvde bekletildi ve taze kültürlerden elde edilen 

koloniler çalışmaya alındı. Selektif besiyerlerinde gerçekleştirilen deneyler, bakterilerin 

biyofilm oluşturma özelliklerini tespit edilmesini etkileyebilmektedir.208 Biyofilm 

oluşturma kapasitelerinin belirlenmesinde kongo red agar (kalitatif yöntem) yöntemi, cam 

tüp test yöntemi ve kantitatif mikrodilüsyon plak test yöntemi kullanıldı. 

3.2.4.1. Kongo red agar (CRA) yöntemi 

Nurient agarda üretilen bakterilerin biyofilm oluşumları için Kongo Red Agara 

ekim yapıldı. Bu yöntem kalitatiftir. Petriler, 37oC’de 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrası Şekil 7’de görüldüğü gibi bakterilerin petrilerde siyah renk koloniler oluşturması 

pozitif, kırmızı- pembe renk koloni oluşturması ise negatif olarak değerlendirildi.209 
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Şekil 3.2. Kongo kırmızısı agarda E. coli biyofilm oluşumu. 

3.2.4.2. Kantitatif Cam Tüp Test Yöntemi 

NA besiyerinde üretilen tek koloniden, LB broth besiyerine ekilerek 37oC de 160 

rpm hızında 18-24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında %1 glukoz içeren 

LB ortamında 0,5 McFarland standart bulanıklığında (108 cfu /ml) olacak şekilde inoküle 

edildi. İnokülasyon sonrası bu besiyerinden 100 μl alınarak %1 glukoz içeren LB broth 

besiyerine aktarıldı. Aktarım sonrasında cam tüpler 37ºC de 160 rpm’de 18-24 saat 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında besiyerleri dökülerek tüpler 2 ml steril PBS ile 

nazik bir şekilde yıkandı ve bu işlem 3 kez tekrar edildi. Ardından tüplere 2 ml %1’lik 

kristal viyole aktarılarak 20 dk oda ısısında boyanması beklenildi. Boyama sonrasında 

steril PBS ile 3 kez kristal viyole yıkanarak boya uzaklaştırıldı. Tüpler kurutma kağıdına 

ters çevrilerek kurutuldu. Kuruyan tüplere 80:20 etanol-asetik asit çözeltisi eklendi ve 

oluşan kristal viyole halkasının çözünmesi için 10 dk beklenildi. Çözünen bu boyanın 1 

ml’spektrofotometrede OD540 nm’de okutularak biyofilm oluşum (kuvvetli-zayıf) 

seviyeleri tespit edildi (Şekil 8). Tüpte biyofilm oluşumu, kristal viyole ile boyama 

sonrasında absorbans ölçümü yapılarak tüm suşların biyofilm üretimi değerlendirildi. 

E. coli suşlarının biyofilm oluşturma dereceleri aşağıdaki formül kullanılarak 

hesaplandı ve değerlendirildi.210-211 
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OD ≤ ODc Negatif  

ODc<OD ≤ 2×ODc Zayıf 

2×ODc≤OD<4×ODc Orta 

4×ODc<OD Kuvvetli 

(OD: optik dansite; ODc=Negatif kontrolün OD ortalaması + 3x negatif kontrolün 

standart sapması) 

 

Şekil 3.3. Kalitatif cam tüp yöntemiyle biyofilm oluşumunun gözlenmesi 

3.2.4.3. Kantitatif Mikrodilüsyon Plak Test yöntemi 

NA besiyerinde üretilen tek koloniden, LB broth besiyerine ekilerek 37oC’de 160 

rpm hızında 18-24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında %1 glukoz içeren LB 

ortamında 0,5 McFarland standart bulanıklığında (108 cfu /ml) olacak şekilde inoküle 

edildi. İnokülasyon sonrası düz tabanlı mikroplak kuyucuklarına bu besiyerinden 20 µl, 

%1 glukoz içeren LB ise 180 µl konuldu (1/100 dilüsyon). Her bir bakteri ve kontrol suşu 

için için üçer kuyucuk kullanıldı. 37ºC’de 160 rpm’de 18-24 saat inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında besiyerleri dökülerek mikroplaklar 200 µl steril PBS ile nazik bir 

şekilde yıkandı ve bu işlem 3 kez tekrar edildi. Ardından mikroplaklara 200 µl %1’lik 

kristal viyole aktarılarak 20 dk oda ısısında boyanması beklenildi. Boyama sonrasında 

200 µl steril PBS ile 3 kez kristal viyole yıkanarak boya uzaklaştırıldı. Mikroplaklar 
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kurutma kağıdına ters çevrilerek kurutuldu. Kuruyan mikroplaklara 80:20 etanol-asetik 

asit çözeltisi eklendi ve oluşan kristal viyole halkasının çözünmesi için 10 dk beklenildi 

(Şekil 9a,9b). Mikroplaklar OD540 nm’de multi pleyt okuyucuda okutularak biyofilm 

oluşum (kuvvetli-zayıf) seviyeleri tespit edildi.212 

 

Şekil 3.3. a. İnkübasyonun ardından plakta oluşan kültürler, b. Kantitatif Mikrodilüsyon 

Plak Yöntemi 

3.2.5. Moleküler Analiz 

Liyofilize halde gelen her bir primer, üretici firmanın önerdiği miktara göre Tris 

EDTA (TE) ile çözündürerek 100 µM’ lık stok primer çözeltileri elde edildi. 

3.2.5.1. Toplam DNA izolasyonu 

İzolatların total DNA ekstraksiyonu Ausubel’in kaynatma metoduna göre 

yapılmıştır.213 DNA izolasyon basamakları sırasıyla; 

 Nutrient agarda yeniden canlandırılan bakteriler 3 mL LB broth besiyerine 

inoküle edildi ve 37oC’de 160 rpm hızında 18-24 saat inkübe edildi.  

 İnkübasyon süresi sonrasında broth besiyerinden 1.5 mL eppendorf tüpüne 

aktarılarak 13.000 rpm’de 1 dk çöktürüldü.   

 Süpernatant atıldı ve pelet 1 mL deiyonize suda vortekslenerek çözüldü.  Bu 

yıkama işlemi toplam 3 kez tekrarlandı.  

 Son santrifüj yapıldıktan sonra, süpernatant atıldı ve 300 µl apirojen su 

eklendi. 
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 Daha önceden ayarlanan ısıtıcı blokta 95˚C’de 10 dk ısıtılarak lizise uğratıldı. 

Oda sıcaklığına gelmesi beklendi. 

 Son olarak 4˚C’de 13.000 rpm’de 10 dk santrifüjlenerek çöktürüldü.  

Süpernatant temiz bir ependorfa alındı. 

 Genomik DNA‟lar agaroz jel elektoroforez ile kontrol edilerek görüntülendi.  

 Genomik DNA ekstraktlarının miktar tayinleri ve saflık kontrolleri Nanodrop 

Spektrofotometrede (Allsheng Nano-400A) ölçülerek belirlendi.214 Bu işlem; 

belirli dalga boylarındaki ışığın numune içinden geçirilmesi esasına dayanır 

ve ışığın numune tarafından ne kadarının tutulduğunu belirler. Nükleik 

asitlerin ışığı en iyi absorbe ettiği dalga boyu 260/280 nm’dir. DNA’nın 

saflığı, spektrofotometrede yapılan ölçüm sonunda okunan değer 1.8-2.0 

olması ile açıklanır. Bu aralıktan daha düşük olması RNA kontaminasyonu, 

daha yüksek olması ise protein kontaminasyonu olduğunu göstermektedir.215 

 Yeterli saflıkta bulunmayan DNA ekstraktları tekrar ekstraksiyon işlemine 

alındı. 

 Yeterli saflığa sahip olan DNA ekstraktları, alikotlanarak PZR’da kalıp DNA 

olarak kullanılmak üzere -20 °C derin dondurucuda saklandı. 

3.2.5.2. Filogenetik Gruplamasının Belirlenmesi 

İzole edilen E. coli izolatlarının filogenetik olarak sınıflandırılması için, chuA, 

yjaA ve TSPE4.C2’ye ait referans primerler kullanılarak tripleks PZR yapıldı.216 

  



 

55 

Tablo 3.1. Filogenetik gen bölgeleri için primerler 

Gen Primerler Ürün (bp) 

chuA F- 5’-ATGATCATCGCGGCGTGCTG-3’ 

R- 5’-AAACGCGCTCGCGCCTAAT-3’ 
281 

yjaA F- 5’-TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT-3’ 

R- 5’-ACCTGTGACAAACCGCCCTCA-3’ 
216 

TspE4.C2 F- 5’- GCGGGTGAGACAGAAACGCG-3’ 

R- 5’-TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG-3’ 
152 

 

PCR toplamdaki toplam hacim 20 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon 

Tampon 3 µl, dNTP mix 1,4 µl, MgCl2 1,4 µl, her primerden 0.5µl, Taq polimeraz 0.2 

µl, kalıp DNA 3 µl, distile su 8 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR 

koşulları; 95°C’de 5 dk ilk denatürasyon, takiben 95°C'de 1 dk denatürasyon, 58°C'de 1 

dk primer bağlanması, 72 °C’ de 2 dk zincir uzaması (35 siklus) 72 °C’ de 10 dk son 

uzama ve takiben 4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. Sonuçlar Clermont ve 

ark. (2000)’na göre yorumlandı. 

Grup A (chuA-, yjaA ±, TspE.C2-) 

Grup B1 (chuA-, yjaA ±, TspEC2 +) 

Grup B2 (Chua + yjaA + spE.C2 ±) 

Grup D (Chua + yjaA-, TspE.C2 ±) 

3.2.5.3. GSBL Direnç Genlerinin Analizleri 

İzole edilen E. coli izolatlarının GSBL direnç genlerinden, CTX-M, TEM, OXA 

ve SHV direnç genleri araştırıldı.217 
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Tablo 3.2. GSBL gen bölgeleri için primerler 

Gen Primerler Ürün (bp) 

bla CTX-M 
F- 5’- ATGTGCAGYACCAGTAARGT -3’ 

593 
R- 5’- TGGGTRAARTARGTSACCAGA -3’ 

bla TEM 
F- 5’- CGCCGCATACACTATTCTCAGAATG -3’ 

445 
R- 5’- ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT -3’ 

bla OXA 
F- 5’- ACACAATACATATCAACTTCGC -3’ 

885 
R- 5’- AGTGTGTTTAGAATGGTGATC -3’ 

bla SHV 
F- 5’- CTTTATCGGCCCTCACTCAA -3’  

237 
R- 5’- AGGTGCTCATCATGGGAAAG -3’ 

 

3.2.5.3.1. CTX-M İçin PCR Yöntemi 

PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 µl, 

dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 1,5 µl, her primerden 0.25µl, Taq polimeraz 0.1 µl, kalıp DNA 

1 µl, distile su 18,9 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR koşulları; 94°C’de 

5 dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 1 dk denatürasyon, 57°C'de 1 dk primer 

bağlanması, 72 °C’ de 1 dk zincir uzaması (35 siklus) 72 °C’ de 10 dk son uzama ve 

takiben 4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 

3.2.5.3.2. TEM İçin PCR Yöntemi 

PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 µl, 

dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 1,5 µl, her primerden 0.25µl, Taq polimeraz 0.1 µl, kalıp DNA 

1 µl, distile su 18,9 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR koşulları; 94°C’de 

5 dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 1 dk denatürasyon, 55°C'de 1 dk primer 

bağlanması, 72 °C’ de 1 dk zincir uzaması (35 siklus) 72 °C’ de 10 dk son uzama ve 

takiben 4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 

3.2.5.3.3. OXA İçin PCR Yöntemi 

PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 µl, 

dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 1,5 µl, her primerden 0.5µl, Taq polimeraz 0.1 µl, kalıp DNA 1 
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µl, distile su 18,4 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR koşulları; 95°C’de 

10 dk ilk denatürasyon, takiben 95°C'de 1 dk denatürasyon, 60,8 °C'de 1 dk primer 

bağlanması, 72 °C’ de 1,5 dk zincir uzaması (35 siklus) 72 °C’ de 3 dk son uzama ve 

takiben 4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 

3.2.5.3.4. SHV İçin PCR Yöntemi 

PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 µl, 

dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 1,5 µl, her primerden 0.5µl, Taq polimeraz 0.1 µl, kalıp DNA 1 

µl, distile su 18,4 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR koşulları; 94°C’de 

5 dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 1 dk denatürasyon, 55 °C'de 1 dk primer 

bağlanması, 72 °C’ de 1 dk zincir uzaması (34 siklus) 72 °C’ de 7 dk son uzama ve takiben 

4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 

3.2.5.4 Virülans Gen Bölgelerinin Multiplex PCR ile Analizleri 

İzole edilen E. coli izolatlarının virulans genleri üç grup halinde incelendi. Birinci 

grupta, iutA, sfa cnf-1, aer, iroN, afa, hlyA; ikinci grupta, pap A, pap C, fim A, PAI, 

ompT, iucC ve üçüncü grupta ise traT ve iss genleri olacak şekilde PCR reaksiyonuna 

tabi tutuldu.218-223 
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Tablo 3.3. Virulans gen bölgeleri için primerler 

1.GRUP 

Gen Primerler Ürün (bp) 

iutA 
F- 5’- GGCTGGACATCATGGGAACTGG-3’ 

R- 5’- CGTCGGGAACGGGTAGAATCG -3’ 
300 

Sfa 
F- 5’- CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC-3’ 

R- 5’- CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA3’ 
410 

cnf1 
F- 5’- AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG-3’ 

R- 5’- CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT-3’ 
498 

Aer 
F- 5’- TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT-3’ 

R- 5’- AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG-3’ 
602 

iroN 
F- 5’- AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG-3’ 

R- 5’- GACGCCGACATTAAGACGCAG-3’ 
665 

Afa 
F- 5’- GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC-3’ 

R- 5’- CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG-3’ 
750 

hlyA 
F- 5’- AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT-3’ 

R- 5’- ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA-3’ 
1177 

2.GRUP 

Gen Primerler Ürün (bp) 

pap A 
F- 5’- ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG-3’ 

R- 5’- CGTCCCACCATA CGTGCTCTTC-3’ 
720 

pap C 
F- 5’- GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG-3’ 

R- 5’- ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA-3’ 
328 

fim A 
F- 5’- GTTGTTCTGTCGGCTCTGTC-3’ 

R- 5’- ATGGTGTTGGTTCCGTTATTC-3’ 
447 

PAI 
F- 5’- GGACATCCTGTTACAGCGCGCA-3’ 

R- 5’- TCGCCACCAATCACAGCCGAAC-3’ 
930 

ompT 
F- 5’- ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC -3’ 

R- 5’- CCCGGGTCATAGTGTTCATC-3’ 
559 

iucC 
F- 5’- AAACCTGGCTTACGCAACTGT -3’ 

R- 5’- ACCCGTCTGCAAATCATGGAT-3’ 
269 

3.GRUP 

Gen Primerler Ürün (bp) 

İss 
F- 5’- GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC-3’ 

R- 5’- CGCCTCGGGGTGGATAA-3’ 
760 

traT 
F- 5’- GGTGTGGTGCGATGAGCACAG -3’ 

R- 5’- CACGGTTCAGCCATCCCTGAG-3’ 
290 
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1. grup için PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon 

Tampon 2,5 µl, dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 1,5 µl, her primerden 0.25µl, Taq polimeraz 0.1 

µl, kalıp DNA 1 µl, distile su 15,9 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlanmıştır. 

PCR koşulları; 94°C’de 3 dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 1 dk denatürasyon, 61,1 

°C'de 30 sn primer bağlanması, 72 °C’ de 1 dk zincir uzaması (30 siklus) 72 °C’ de 7 dk 

son uzama ve takiben 4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 

2. ve 3.grup için ise reaksiyon 1. grup ile aynı olup, 95°C’de 12 dk ilk 

denatürasyon, takiben 94°C'de 30 sn denatürasyon, 62,7 °C'de 30 sn primer bağlanması, 

68 °C’ de 3dk zincir uzaması (25 siklus) 72 °C’ de 10 dk son uzama ve takiben 4 °C’ de 

∞ soğutma şeklinde reaksiyona tabi tutuldu. 

3.2.5.5. ST131 Klonu ve Alt Klonlarının Moleküler Yöntemle Belirlenmesi 

İzole edilen E. coli izolatlarının ST 131 klonu ve alt klon genleri araştırıldı.4,224 

Tablo 3.4. ST131 Klonu ve Alt Klonlarına ait gen bölgeleri için primerler 

Gen Primerler Ürün (bp) 

O25 pab B spe 
F- 5’- TCC AGCAGGTGCTGGATCGT -3’ 

R- 5’- GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT -3’ 
347 

trpA2 
F- 5’- GCTACGAATCTCTGTTTGCC -3’ 

R- 5’- GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 3’ 
427 

fim H30 
F-21-5-CCG CCA ATG GTA CCG CTA TT-3 

R-20-5-CAG CTT TAA TCG CCA CCC CA-3 
354 

H30-Rx 
F-5-GGT TGC GGT CTG GGC A-3 

R-5-CAA TAT CCA GCA CGT TCC AGG TG-3 
194 

 

pabB rfb Geninin PCR Protokolü 

İzole edilen E. coli izolatlarının ST131 Klon varlığı için önce O25pabBspe ve 

trpA2 varlığı incelendi.224 

PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 µl, 

dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 2,5 µl, her primerden 0.8µl, Taq polimeraz 0.2 µl, kalıp DNA 2 
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µl, distile su 14,7 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR koşulları; 94°C’de 

4 dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 5 sn denatürasyon, 63 °C'de 20 sn primer 

bağlanması, 72 °C’ de 30 sn zincir uzaması (30 siklus) 72 °C’ de 5 dk son uzama ve 

takiben 4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 

H30 Geninin PCR Protokolü 

ST 131 gen varlığı için incelenen E. coli izolatlarda O25pabBspe ve trpA2 varlığı 

görülen örneklerde H30 alt klonu varlığı açısından incelendi(224). 

PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 µl, 

dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 2,5 µl, primer 0.5µl, Taq polimeraz 0.2 µl, kalıp DNA 2 µl, 

distile su 16,3 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR koşulları; 95°C’de 8 

dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 20 sn denatürasyon, 68 °C'de 45 sn primer 

bağlanması, 72 °C’ de 5 dk zincir uzaması (30 siklus) 72 °C’ de 5 dk son uzama ve takiben 

4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 

H30-Rx Geninin PCR Protokolü 

ST 131 gen varlığı için incelenen E. coli izolatlarda H30 alt klonu varlığı görülen 

örneklerde H30-Rx varlığı açısından incelendi(4). 

PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 µl, 

dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 2,5 µl, primer 0.5µl, Taq polimeraz 0.2 µl, kalıp DNA 2 µl, 

distile su 16,3 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR koşulları; 95°C’de 8 

dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 20 sn denatürasyon, 72°C'de 40 sn primer 

bağlanması, 72 °C’ de 5 dk zincir uzaması (31 siklus) 72 °C’ de 5 dk son uzama ve takiben 

4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 
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3.2.5.6. İntegraz ve İntegron Gen Varlığının Moleküler Yöntemle 

Belirlenmesi 

İzole edilen E. coli izolatlarının Sınıf 1 ve sınıf 2 integronun integraz gen 

bölgelerine ait spesifik primerler kullanılarak integraz gen varlığı incelendi. İntegraz gen 

pozitif çıkan örneklerde sınıf 1 ve sınıf 2 integron değişken bölgelerine ait spesifik 

primerler kullanılarak integron varlığı incelendi.225-227 

Tablo 3.5. İntegraz ve İntegron gen bölgeleri için primerler 

Gen Primerler Ürün (bp) 

IntI1 
F-5- GGTCAAGGATCTGGATTTGG-3 

R-5-ACATGCGTGTAAATCATCGTC-3 
500 

IntI 2 
F-5- CACGGATATGCGACAAAAAGGT-3 

R-5-GTAGCAAACGAGTGACGAAATG-3 
740 

5’-CS 

3’-CS 

GGCATCCAAGCAGCAAG 

AAGCAGACTTGACCTGA 
Değişken 

hep51 

hep74 

GATGCCATCGCAAGTACGAG 

CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA 
Değişken 

 

İntI-1 ve İntI-2 Geninin PCR Protokolü 

PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 µl, 

dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 1,5 µl, her bir primer 0.25µl, Taq polimeraz 0.1 µl, kalıp DNA 

2 µl, distile su 17,4 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR koşulları; 95°C’de 

5 dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 45 sn denatürasyon, 57°C'de 1 dk primer 

bağlanması, 72 °C’ de 1 dk zincir uzaması (34 siklus) 72 °C’ de 10 dk son uzama ve 

takiben 4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 
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İntegronların Değişken Bölgelerinin (5’CS;3’CS, hep51; hep74) PZR 

Protokolü 

İntegraz geni pozitif olan suşlarda integron değişken bölge için PZR reaksiyonu 

gerçekleştirildi. Bu amaçla integronların değişken bölgelerinin çoğaltılmasında sınıf 1 

integron için 5’CS ve 3’CS, sınıf 2 integron için ise hep51 ve hep74 primerleri kullanıldı. 

5’CS ve 3’CS için PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x 

Reaksiyon Tampon 2,5 µl, dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 1,5 µl, primer 0.25µl, Taq polimeraz 

0.1 µl, kalıp DNA 2 µl, distile su 17,9 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR 

koşulları; 94°C’de 2 dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 30 sn denatürasyon, 56°C'de 

45 sn primer bağlanması, 72 °C’ de 2 dk zincir uzaması (34 siklus) 72 °C’ de 5 dk son 

uzama ve takiben 4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 

hep51 ve hep74 için PCR toplam hacim 25 µl olacak şekilde ilk olarak 10x 

Reaksiyon Tampon 2,5 µl, dNTP mix 0,5 µl, MgCl2 1,5 µl, primer 0.25µl, Taq polimeraz 

0.1 µl, kalıp DNA 2 µl, distile su 17,9 µl bileşenleri içeren bir master mix hazırlandı. PCR 

koşulları; 94°C’de 3 dk ilk denatürasyon, takiben 94°C'de 45 sn denatürasyon, 55°C'de 1 

dk primer bağlanması, 72 °C’ de 2 dk zincir uzaması (34 siklus) 72 °C’ de 5 dk son uzama 

ve takiben 4 °C’ de ∞ soğutma şeklinde gerçekleştirildi. 

3.2.5.7. Agaroz Jel Elektroforezi ve Görüntüleme 

Çalışmada PZR ürünlerinin yürütülmesinde %1,5 agaroz ve elektrolit olarak Tris 

EDTA asetik asit tamponu (TAE, pH 8.4) kullanıldı. 100 ml TAE tamponu içine konulan 

1,5 gr agaroz mikrodalga fırında düzenli olarak karıştırılarak eritildi. Jel hazırlandıktan 

sonra 5 µl Safe DNA gel (Hibrigen) eklendi. Elektroforez düzeneği kurulduktan sonra, 

agaroz çözeltisi tarağın dişleri arasında ya da altında hava kabarcıkları olmamasına dikkat 

edilerek kalıbın içerisine döküldü. 15 µl amplifikasyon ürününe 5 µl DNA gel loading 

dye 6X (Thermo Fisher Scientific, ABD) yükleme boyası ilave edilerek toplam 20 µl 
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hacimde olacak şekilde kuyucuklara yüklendi. Bantların büyüklüklerinin kıyaslanması 

için moleküler ağırlık standardı 100bp DNA ladder (Hibrigen, Türkiye) kullanıldı. 

Örnekler 90 V voltajda 1 saat yürütüldü. Süre sonunda jelde oluşan bantlar UV 

transilluminatörde gözlendi ve görüntüler bilgisayara aktarıldı. 

3.2.5.8. Veri Analizi 

Çalışmada kayıt altına alınan verilerin istatiksel analizi Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS) 24.00 programı ile yapıldı. Bireylere ait sosyodemografik bilgiler 

kaydedildi. Bireylerin demografik bilgilerinden sayısal değişkenler ortalama ve standart 

sapma değeri ile kategorik değişkenler ise oran değerleri ve frekans tabloları ile gösterildi. 

Nominal verilere ait kategorik değişkenlerin korelasyon analizi için seçilen korelasyon 

katsayıları arasında phi korelasyonu kullanımının yaygın olduğu literatürdeki 

çalışmalarda vurgulanmıştır.228-230 Bu çalışmada temel hipotez olan ST131 genine ait 

pozitif ve negatif olma durumlarının ilgili genler ile ilişkisi Phi korelasyon V testi ile 

incelenmiş ve verilere ait çapraz tablo istatistiklerine yer verilmiştir.  Bu çalışmada 

korelasyon katsayısına ait mutlak değer 0.7 ile 1 arasında ise “yüksek ilişki”, 0.7 ile 0.3 

arasında ise “orta ilişki” ve 0.3 ile 0 arasında ise “düşük ilişki” şeklinde nitelendirilmiştir 

olup p<0.05 istatistiksel anlamlılık düzeyi olarak kabul edilmiştir.231 Cinsiyete göre 

ST131 genine sahip olup olmama arasında anlamlı bir farklılık olup, olmadığını test 

etmek için ki kare uygunluk testi kullanıldı. 
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4. BULGULAR 

4.1. E. coli İzolatların Toplanması 

Sağlık Bakanlığı Kütahya Sağlık Bilimleri Üniversitesi Tıp Fakültesi Evliya 

Çelebi Eğitim ve Araştırma Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarına başvuran, yatan 

hastalar ve poliklinik hastalarından çeşitli kültür örnekleri toplandı. Çeşitli kültürlerden 

160 E. coli suşu izole edildi. Bu izolatların %86,25 (138/160) ’i idrar, %11,25 (18/160)’i 

apse, %1,87 (3/160)’si kan, %0,63 (1/160)’ü trakeal aspirasyon kültürlerinden izole edildi 

(Şekil 4.1). 

 

Şekil 4.1.  E. coli izolatlarının klinik örneklere göre dağılımlar 

4.2. E. coli İzolatların Ait Olduğu Hastaların Demografik ve Klinik 

Özellikleri 

Çalışmaya dahil edilen toplam 160 hastanın, 116’sı (%72,5) kadın, 44’ü (%27,5) 

erkek olduğu tespit edildi. Çalışmaya dâhil edilen hastaların ortalama yaşı 51,73 olarak 

belirlendi. 

160 izolatın %45,63 (n=73)’ü polikliniklerden, %54,37 (n=87)’si servislerden 

gönderilen örneklerden izole edildi. Hastaların yattığı servislere göre dağılımı; %5,63 
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(n=9) ‘ü acil servis, %7,5 (n=12) ‘i cerrahi branş servisleri, %13,12 (n=21)’si yoğun 

bakım üniteleri, %26,88 (n=43)’i ise dahili branş servisleri, polikliniklere göre dağılımı 

ise %20,62 (n=33)’si cerrahi branş poliklinikleri, %26,25 (n=42)’i dahili branş 

poliklinikleri şeklindedir. 

Çalışmaya dahil edilen hastaların %48,13 (n=77)’ü üriner sistem enfeksiyonları, 

%15 (n=24)’i yumuşak doku enfeksiyonları, %8,13 (n=13)’ü COVID- 19 enfeksiyonu, 

%6,25 (n=10)’i nörolojik ve psikiyatrik bozukluklar, %5,62 (n=9)’si solunum yolu 

enfeksiyonları, % 5 (n=8) ‘i malignite, % 5 (n=8)’i kardiyak bozukluklar, % 1,87 (n=3)’si 

kadın hastalıkları ile ilgili tanılar ve % 5 (n=8)’inde ise diğer tanılar saptandı (Şekil 4.2). 

 
 

Şekil 4.2. Çalışmaya dahil edilen hastalarda tespit edilen hastalıkların dağılımı  

4.3. E. coli İzolatlarının Antibiyotik Duyarlılık Sonuçları 

E. coli suşlarının antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesi disk difüzyon yöntemi 

ile yapıldı. EUCAST standartlarına göre zon çapları dikkate alınarak duyarlı (S) veya 

dirençli (R) olarak değerlendirildi. E. coli izolatlarının disk difüzyon testi ve GSBL 

varlığı Çift Disk Sinerji Testi (ÇDST) ile aynı petride değerlendirildi. Bu sonuçlara göre 

E. coli suşlarının 22 farklı antibiyotiğe karşı geliştirdikleri direnç oranları belirlendi. 
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İzolatlarda duyarlılık test sonuçlarına göre saptanan direnç oranları amikasine 

%13, amoksisilin-klavunata %54,43, ampisiline %98,1, ampisilin-sulbaktama %60, 

sefozolin %86,84, seftazidime %90,48, sefepime %73,17, seftriaksona %74,45, 

sefuroksime %79,2, siprofloksasine %77,4, fosfomisin/trometamole %4,27, gentamisine 

%44,74, levofloxacine%76,92, nitrofurantoine %14,81, norfloksasine %74,7, piperasilin-

tazobaktama %22,45, trimetoprim/sulfametoksazole %70,54, tigesikline %5,2, 

tobramycine %64,7 olarak tespit edilmiştir. İzolatların altısında karbapenemlere 

(ertapenem %10,6, imipenem %14,43 ve meropenem %8,08) karşı direnç saptandı (Şekil 

4.3). 

İzolatların 119 (%74,38)’u fenotipik olarak GSBL pozitif, 41 (%25,62)’i GSBL 

negatifti. GSBL pozitif numunelerin %81,52 (97)’i idrar izolatı, %15,12 (18) abse izolatı, 

%2,52 (3) kan izolatı, %0,84 (1) trakeal aspirasyon izolatıdır. 

 

Şekil 4.3. E. coli izolatlarının antibiyotik duyarlılık test sonuçları 
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4.4. E. coli Suşlarında Biyofilm Oluşumu 

E. coli suşlarında biyofilm oluşumunun incelenmesi kongo red agar yöntemi, 

kantitatif cam tüp testi ve kantitatif mikrodilüsyon plak testi ile yapıldı Biyofilm oluşturan 

bakterilerin en iyi hangi yöntemle biyofilm oluşturduklarının belirlenmesi amacıyla 

çalışılan bakterilerin kongo red agar, kantitatif cam tüp testi, kantitatif mikrodilüsyon plak 

test yöntemleriyle biyofilm oluşturmalarının karşılaştırılması Tablo 4.8’de verildi. 

4.4.1. E. coli Suşlarında "Kongo Red Agar yöntemi" İle Biyofilm 

Oluşumunun İncelenmesi 

Kongo Red Agara ekimi yapılan 160 numune 37oC’de 24 saat inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sonrası petrilerde siyah koloniler oluşturan suşlar biyofilm pozitif, 

kırmızı veya pembe renkli koloni oluşturan suşlar ise biyofilm negatif olarak 

değerlendirildi.209 

Toplam 160 E. coli izolatının % 40, 63 (65)’ü kongo red agar yöntemi ile pozitif 

olarak tespit edildi. Biyofilm pozitif suşların %76,9 (50)’u GSBL pozitif suşlardı. 

4.4.2. E. coli Suşlarında "Kantitatif Cam Tüp Testi" İle Biyofilm 

Oluşumunun İncelenmesi 

Cam Tüp Test yönteminde inkübasyonun ardından kristal viyole boyası ile 

boyanarak 540 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazında 3 defa okutularak 

absorbans değerleri ölçüldü. 

Toplam 160 E. coli izolatının %66,88 (107)’i cam tüp test yöntemi ile pozitif 

olarak tespit edildi. Bunların %98,13(105)’ü hafif, %1,87(2)’ sinin ise orta şiddette 

biyofilm oluşturduğu tespit edildi. 
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4.4.3. E. coli Suşlarında " Kantitatif Mikrodilüsyon Plak Test yöntemi " İle 

Biyofilm Oluşumunun İncelenmesi 

Kantitatif mikrodilüsyon plak test yönteminde inkübasyonun ardından kristal 

viyole boyası ile boyanarak 540 nm dalga boyunda multi pleyt okuyucu cihazında 3 defa 

okutularak absorbans değerleri ölçüldü. 

Toplam 160 E. coli izolatının %16,25 (26)’i mikrodilüsyon plak test yöntemi ile 

pozitif olarak tespit edildi. Bunların %96,15 (25)’i hafif, %3,85(1)’inin ise orta şiddette 

biyofilm oluşturduğu tespit edildi. 

Tablo 4.1. E. coli Suşlarında Biyofilm Oluşum Sonuçları 

 

YÖNTEM 

POZİTİF  

NEGATİF Hafif Orta 

n % n % n % 

Kongo Red Agar Yöntemi 16 10 49 30,63 95 59,37 

Kantitatif Cam Tüp Testi 105 65,62 2 1,25 53 33,13 

Kantitatif mikrodilüsyon plak test 25 15,63 1 0,62  134 83,75 

 

4.5. E. coli Suşların Filogenetik sonuçları 

İzole edilen E. coli suşlarında filogenetik olarak sınıflandırılması için chuA, yjaA 

ve TSPE4.C2’ye ait genler ile konvansiyonel tripleks PZR yöntemi yapıldı. 

Yapılan tripleks PZR çalışmaları sonrasında gerçekleştirilen agaroz jel 

elektroforez testinde, 281 bp (chuA geni), 216 bp (yjaA geni) ve 152 bp (TspE4.C2 geni) 

büyüklüğünde bant oluşumları saptandı (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4. E. coli izolatlarının filogenetik gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),33,53-70 E.coli izolatları. 

Çalışmada tanımlanan 160 E. coli izolatının filogenetik tiplendirmesinde A 

grubunda olanların sayısı %34,37 (55), B1 grubunda olanların sayısı %28,75 (46), B2 

grubunda olanların sayısı %24,38 (39) ve D grubunda olanların sayısı %12,5 (20) olarak 

belirlendi. 

GSBL pozitif suşların %30,25 (36) ‘i A grubu, %30,25(36) ‘i B1, %26,89 (32)’u 

B2 grubu ve %12,60(15)’ı D grubu olarak tespit edildi (Şekil 4.5). 

 

Şekil 4.5. E. coli suşlarının filogenetik sonuçları 
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4.6. E. coli Suşların GSBL Direnç Genlerinin Sonuçları 

İzole edilen toplam 160 E. coli suşlarında GSBL direnç genleri konvansiyonel 

PZR yöntemi ile analiz edildi. Bu amaçla, GSBL pozitifliğinden sorumlu olan en yaygın 

gen bölgeleri (CTX-M, TEM, SHV ve OXA) çalışıldı. 

Yapılan PZR çalışmaları sonrasında gerçekleştirilen agaroz jel elektroforez 

testinde, 237 bp uzunluğunda amplifiye ürünler SHV geni (Şekil 4.6), 445 bp 

uzunluğunda amplifiye ürünler TEM geni (Şekil 4.7), 593 bp uzunluğunda amplifiye 

ürünler CTX-M geni (Şekil 4.8) ve 885 bp uzunluğunda amplifiye ürünler OXA geni 

(Şekil 4.9) varlığında bant oluşumları saptandı. 

 

Şekil 4.6. E. coli izolatlarının SHV gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),84-102 E.coli izolatları. 

Çalışmaya dahil edilen 160 izolatın %6,88 (11) ‘inde SHV pozitifliği, %93,12 

(149) ‘sinde SHV negatifliği tespit edildi. 
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Şekil 4.7. E. coli izolatlarının TEM gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),60-78 E.coli izolatları. 

Çalışmaya dahil edilen 160 izolatın %51,25 (82) ‘inde TEM pozitifliği, %48,75 

(78)’inde TEM negatifliği tespit edildi. 

 

Şekil 4.8. E. coli izolatlarının CTX-M gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),1-19 E.coli izolatları. 

Çalışmaya dahil edilen 160 izolatın %48, 75 (78) ‘inde CTX-M pozitifliği, 

%51,25(82)’inde CTX-M negatifliği tespit edildi. 
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Şekil 4.9. E. coli izolatlarının OXA gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),79-97 E.coli izolatları. 

Çalışmaya dahil edilen 160 izolatın %15 (24) ‘inde OXA pozitifliği, %85 

(136)’inde OXA negatifliği tespit edildi. 

Çalışmada tanımlanan 160 izolat içerisinde en yaygın direnç geni 82 (%51,25) 

izolatta TEM olup, bunu 78 (%48, 75) izolat ile CTX-M, 24 (%15) izolat ile OXA ve 11 

(%6,88) izolat ile SHV izledi (Şekil 4.10). Tanımlanan 160 izolat arasından 126 

(%78,75)’sında bir veya birden fazla direnç geni saptanırken, 34 (%21,25) izolatta 

çalışılan direnç genlerinden hiçbirine rastlanmadı. İzolatların 5 (%3,13) ‘inde CTX-M ile 

SHV, 5 (%3,13) ‘inde SHV ile TEM, 5 (%3,13) ‘inde SHV ile OXA, 15 (%9,37)’inde 

TEM ile OXA, 18 (%11,25)’inde OXA ile CTX-M ve 40(%25)’inde TEM -CTX-M 

birlikte görülmüş olup,3(1,87) izolatta ise her dört direnç geni saptandı (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10. GSBL direnç genlerinin bulunma sıklığı 

4.7. E. coli Suşların Virulans Genlerinin Sonuçları 

İzole edilen E. coli izolatlarının virulans genleri üç grup halinde incelendi. Birinci 

grupta, iutA, sfa cnf-1, aer, iroN, afa, hlyA; ikinci grupta, pap A, pap C, fim A, PAI, 

ompT, iucC ve üçüncü grupta ise traT ve iss genleri olacak şekilde PCR reaksiyonuna 

tabi tutuldu. 

Yapılan birinci grup PZR çalışmaları sonrasında gerçekleştirilen agaroz jel 

elektroforez testinde, 300 bp uzunluğunda amplifiye ürünler iut A geni, 410 bp 

uzunluğunda amplifiye ürünler sfa geni, 498 bp uzunluğunda amplifiye ürünler cnf1 geni, 

602 bp uzunluğunda amplifiye ürünler aer geni, 665 bp uzunluğunda amplifiye ürünler 

iroN geni, 750 bp uzunluğunda amplifiye ürünler afa geni ve 1177 bp uzunluğunda 

amplifiye ürünler hly A geni varlığında bant oluşumları saptandı (Şekil 4.11). 
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Şekil 4.11. E. coli izolatlarının 1.grup virülans gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),58-95 ile  E.coli izolatları. 

Yapılan ikinci grup PZR çalışmaları sonrasında gerçekleştirilen agaroz jel 

elektroforez testinde, 720 bp uzunluğunda amplifiye ürünler pap A geni, 328 bp 

uzunluğunda amplifiye ürünler pap C geni, 447 bp uzunluğunda amplifiye ürünler fim A 

geni, 930 bp uzunluğunda amplifiye ürünler PAI geni, 559 bp uzunluğunda amplifiye 

ürünler omp T geni ve 269 bp uzunluğunda amplifiye ürünler iuc C geni varlığında bant 

oluşumları saptandı (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12. E. coli izolatlarının 2.grup virülans gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),143-160 E.coli izolatları. 

Yapılan üçüncü grup PZR çalışmaları sonrasında gerçekleştirilen agaroz jel 

elektroforez testinde, 760 bp uzunluğunda amplifiye ürünler iss geni, 290 bp uzunluğunda 

amplifiye ürünler tra T geni varlığında bant oluşumları saptandı (Şekil 4.13). 

 

Şekil 4.13. E. coli izolatlarının 3.grup virülans gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),77-95   E.coli izolatları. 

Çalışmada tanımlanan 160 izolat arasında sıklıkla rastlanan gen bölgeleri sırasıyla; 

%76,87 (123) Tip I fimbriya'yı ifade eden adhezyondan sorumlu fim A, %66,87 (107) 

serum komplementine direnç geliştirmeden sorumlu  tra T, % 60 (96) demir alımının 
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kodlanmasından sorumlu iuc,  %59,37(95) oranında siderofor tiplerinden ferrik 

aerobaktin üretiminden sorumlu olan iutA, %53,75(86) aerobaktin üretiminden sorumlu 

olan aer, %38,12(61) salmochelin sideroforunun üretiminden sorumlu olup üroteliyel 

hücrelerde invazyona neden olan iroN, %37,5 (60) serum komplementine direnç 

geliştirmeden sorumlu omp A , %30,62 (49) yapışma/bozma lezyonları oluşturma 

kapasitesinden ve virülans faktörlerinin kodlanmasından sorumlu PAI, % 26,25 (42) ve 

%25,62 (41) piyelonefrit ile ilişkili pilusu ifade eden adhezyondan sorumlu pap A ve pap 

C, %13,75(22) S fimbria'yı ifade eden adhezyondan sorumlu sfa, %10 (16) serum 

komplementine direnç geliştirmeden sorumlu iss, %7,5(12) afimbrial adezinleri ifade 

eden adhezyondan sorumlu afa  gen bölgesi tespit edildi. İzolatlar arasında en az görülen 

virülans gen bölgesi ise; %3,75 (6) oranında hemolizinden sorumlu olan hly gen 

bölgesidir. 

4.8. E. coli İzolatlarında ST131 Klonu ve Alt Klonlarının Moleküler Sonuçları 

İzole edilen E. coli izolatlarının ST131 Klon varlığı için önce O25pabBspe ve 

trpA2 varlığı mültipleks PZR ile incelendi. Çalışmada tanımlanan 160 izolatın % 69,38 

(111)’i ST131 (O25pabBspe ve trpA2) pozitif, %21,25 (34)’i sadece trpA2 pozitif ve 

%9,38(15)’i negatif olarak belirlendi (Şekil 4.14). 

 

Şekil 4.14. E. coli izolatarının ST 131  gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, Moleküler 

marker (100-1500 bp),72-88 E.coli izolatları. 
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ST 131 gen varlığı için incelenen E. coli izolatlarında O25pabBspe ve trpA2 

varlığı görülen 111 örnekte H30 alt klonu varlığı açısından incelendi. İncelenen 111 

izolatın %30,63 (34)’ünde H30 alt klonu tespit edildi (Şekil 4.15). 

 

Şekil 4.15. E. coli izolatlarının H30 alt klonu gen bölgelerine ait jel görüntüleri. M, 

Moleküler marker (100-1500 bp),26-40  E.coli izolatları. 

H30 alt klonu varlığı görülen 34 E. coli izolatı H30-Rx varlığı açısından incelendi. 

34 izolatta %29,41 (10)’inde H30-Rx alt klonu tespit edildi (Şekil 4.16). 

 

Şekil 4.16. E. coli izolatlarının H30-Rx alt klonu gen bölgelerine ait jel görüntüleri 

4.9. İntegraz Genlerinin ve İntegron Varlığının Belirlenmesi 

İzole edilen E. coli izolatlarının sınıf 1 ve sınıf 2 integronun integraz gen 

bölgelerine ait integraz gen varlığı multiplex PZR ile incelendi. 160 E.coli izolatının 
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%61,87 (99) si intI-1,% 6,25 (10) intI-2 ve %5(8)’inde ise her iki gen birlikte tespit edildi 

(Şekil 4.17). 

 

Şekil 4.17. intI-1 ve intI-2 gen bölgelerine ait jel görüntüleri. 

İntegraz gen (intI-1 ve intI-2) pozitif çıkan örneklerde sınıf 1 ve sınıf 2 integron 

değişken bölgelerine ait spesifik primerler kullanılarak integron varlığı belirlendi. 

intI-1  pozitif çıkan 99 E.coli izolatında % 30,30 (30)’unda 5’CS ve 3’CS 

primerleri kullanılarak  sınıf 1 integron varlığı saptandı. Kalan 69 (%69,70) izolatın boş 

integron içerdikleri belirlendi (Şekil 4.18). 

 

Şekil 4.18. Sınıf 1 integron gen bölgelerine ait jel görüntüleri. 

intI-2  pozitif çıkan 10 E.coli izolatında hep51 ve hep74 primerleri kullanılarak 

Sınıf 2 integron varlığı incelendi ve  Sınıf 2 integron genine rastlanmadı (Şekil 4.19). 
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Şekil 4.19. Sınıf 2 integron gen bölgelerine ait jel görüntüleri. 

4.10. Araştırmanın İstatistiksel Çalışmalarına İlişkin Bulgular 

Çalışmada yüksek riskli ST131 klonu pozitif çıkan hastaların % 70,27 (78/111)’si 

kadın, %29,73 (33/111)’ü ise erkek hasta olarak görüldü (Şekil 4.20). Yapılan X 2 

uygunluk testi sonrasında kadın ve erkek cinsiyete sahip olmak ve ST131 klonuna sahip 

olmak arasında frekans değerleri bakımından anlamlı bir fark elde edilemedi (p>0.05). 

 

Şekil 4.20. ST131 klonunun cinsiyetlere göre dağılımı 
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ST131 ve antibiyotik dirençleri arasındaki ilişki incelendiğinde ST131 geni ile 

ertapenem, fosfomisin, meropenem, nitrofurontain arasında pozitif yönlü güçlü 

korelasyonlar saptandı (p<0.05). ST131 geni ile amikasin, AMC, ampisilin-sulbaktam, 

cefazolin, ceftazidim, gentamisin imipenem, levofloksasin, norfloksasin, 

piperasilin/tazobaktam, sefepim, seftriakson, sefuroksim siprofloksasin, tigesiklin, 

trimetoprim-sulfametaksazol arasında ise istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı 

belirlendi (p>0.05). (Tablo 4.2). 

Tablo 4.2. ST131 ve antibiyotikler arasındaki ilişki 

n=160 

 

Amikasin 

Total 

 

p 

 

φ/rφ Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 11 57 68 

0.169 0.138 NEGATİF 2 30 49 

Total 13 87 100 

 

AMC 

Total 

 

 

 

0.398 

 

 

 

 

0.067 

 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 58 53 111 

NEGATİF 28 19 47 

Total 86 72 158 

 

Ampisilin Sulbaktam 

Total 

 

 

 
 

0.747 

 

 

 

 
 

0.102 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 5 3 8 

NEGATİF 1 1 2 

Total 6 4 10 

 

Cefazolin 

Total 

 

 

 

0.835 

 

 

 

-0.034 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 25 4 29 

NEGATİF 8 1 9 

Total 33 5 38 

 

Ceftazidim 

Total 

 

p 

 

φ/rφ Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 25 2 27  

0.975 

 

0.005 NEGATİF 13 1 14 

Total 38 3 41 

 

Ertapenem 

Total 

 

 

 

0.003* 

 

 

 

 

0.317 

 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 2 54 56 

NEGATİF 7 22 29 

Total 9 76 85 
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Tablo 4.2. (Devamı) 

 

Fosfomisin 

Total 

 

 

 

0.009* 

 

 

 

0.243 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 1 83 84 

NEGATİF 4 29 33 

Total 5 112 117 

 

Gentamisin 

Total 

 

 

 

0.155 

 

 

 

-0.115 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 51 54 105 

NEGATİF 17 30 47 

Total 68 84 152 

 

               İmipenem 

Total 

 

p 

 

φ/rφ Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 6 62 68 

0.16 0.244 NEGATİF 8 21 29 

Total 14 83 97 

 

Levofloksasin 

Total 

 

 

 

0.405 

 

 

 

 

0.133 

 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 24 6 30 

NEGATİF 6 3 9 

Total 30 9 39 

 

Meropenem 

Total 

 

 

 

0.001* 

 

 

 

 

0.359 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 1 67 68 

NEGATİF 7 24 31 

Total 8 91 99 

 

Nitrofurontain 

Total 

 

 

 

0.004* 

 

 

 

-0.279 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 6 68 74 

NEGATİF 10 24 34 

Total 16 92 108 

 

Norfloksasin 

Total 

 

p 

 

φ/rφ Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 44 15 59 

0.968 0.004 NEGATİF 18 6 24 

Total 62 21 83 

 

Piperasilin/Tazobaktam 

Total 

 

 

 

0.516 

 

 

 

 

0.093 

 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 7 28 35 

NEGATİF 4 10 14 

Total 11 38 49 

 

Sefepim 

Total 

 

 

 

0.583 

 

 

 

0.061 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 42 14 56 

NEGATİF 18 8 26 

Total 60 222 82 
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Tablo 4.2. (Devamı) 

 

Seftriakson 

Total 

 

 

 

0.839 

 

 

 

-0.017 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 71 25 96 

NEGATİF 31 10 41 

Total 102 35 137 

 

Sefuroksim 

Total 

 

p 

 

φ/rφ Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 69 17 86 

0.673 0.038 NEGATİF 30 9 39 

Total 99 26 125 

 

Siprofloksasin 

Total 

 

 

 

0.080 

 

 

 

 

0.145 

 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 83 19 102 

NEGATİF 30 14 44 

Total 113 33 146 

 

Tigesiklin 

Total 

 

 

 

0.906 

 

 

 

0.014 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 2 51 53 

NEGATİF 1 22 23 

Total 3 73 76 

 

Trimetoprim-

Sulfametaksazol 

Total 

 

 

 

 

0.245 

 

 

 

 

-0.102 

Dirençli Duyarlı 

ST131 POZİTİF 60 29 89 

NEGATİF 31 9 40 

Total 91 38 129 

ST131 klonu ve filogenetik özellikler arasındaki ilişki incelendiğinde bu genin en 

fazla A (%36, 03) grubunda pozitif olduğu belirlendi. Bunu sırasıyla B1 grubu (%29,73), 

B2 grubu (%25,23) ve D grubu (% 9,01) izlemekteydi. Farklı filogenetik gruplarda olmak 

ve ST131 klonuna sahip olmak arasında istatistiksel olarak anlamlı ilişki saptanmadı 

(p>0.05). (Tablo 4.7). 
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Tablo 4.3. ST131 klonu ve Filogenetik özellikler arasındaki ilişki 

n=160 

 

FİLOGENETİK Total p φ/rφ 

A 

GRUBU 

B1 

GRUBU 

B2 

GRUBU 

D 

GRUBU  

  

 

 ST131 

   POZİTİF 40 33 28 10 111 

0.159 0.256 NEGATİF 15 13 11 10 49 

       Total 55 46 39 20 160 

Çalışmada yüksek riskli ST131 klonu pozitif çıkan numunelerin %73,87 (82/111)’ 

sinde GSBL pozitif olarak tespit edildi (Tablo 4.8). ST131 klonu ve GSBL arasındaki 

ilişki incelendiğinde istatistiksel olarak anlamlı ilişki olmadığı belirlendi (p>0.05). 

Tablo 4.4. ST131 klonu ve GSBL arasındaki ilişki 

n=160 

 

GSBL 

Total 

p φ/rφ 

Pozitif Negatif 

 

 ST131 

POZİTİF 82 29 111 

0.827 0.017 NEGATİF 37 12 49 

      Total 119 41 160 

φ/rφ: Phi korelasyon katsayısı 

ST131 klonu pozitif çıkan numunelerin %25,23 (28/111)’sinde herhangi bir direnç 

genine rastlanmazken, %74,77 (83/111)’sinde ise en az bir direnç geni tespit edildi. 

ST131 klonu pozitif numunelerin %1,80 (2/111)’inde SHV geni, %13,51 (15/111)’inde 

OXA geni, %45,04 (50/111)’ünde CTX-M geni ve %51,35 (57/111)’inde TEM genine 

rastlandı (Tablo 12). ST131 klonu ve direnç genleri arasındaki ilişki incelendiğinde ise 

SHV ile pozitif yönlü çok güçlü korelasyon saptandı (p<0.005). ST131 klonu ve CTX-

M, TEM, OXA genleri arasında ise istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı 

belirlendi (p>0.05). 
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Tablo 4.5. ST131 klonu ve direnç genleri arasındaki ilişki 

n=160 

 

CTX-M 

Total 

 

p 

 

φ/rφ Pozitif Negatif 

 

ST131 

POZİTİF 50 61 111 

0.168 0.112 NEGATİF 28 21 49 

Total 78 82 160 

 

SHV 

Total 

 

 

 

0.001** 

 

 

 

 

0.803 

 

Pozitif Negatif 

 

ST131 

POZİTİF 2 109 111 

NEGATİF 9 40 49 

Total 11 149 160 

 

TEM 

Total 

 

 

 

0.959 

 

 

 

0.003 

Pozitif Negatif 

 

ST131 

POZİTİF 57 54 111 

NEGATİF 25 24 49 

Total 82 78 160 

 

OXA 

Total 

 

 

 

0.428 

 

 

 

-0.063 

Pozitif Negatif 

 

ST131 

POZİTİF 15 96 111 

NEGATİF 9 40 49 

Total 24 136 160 

φ/rφ: Phi korelasyon katsayısı 

ST131 klonu pozitif çıkan numunelerde en çok fim A (90) geni olmak üzere 

sırasıyla, tra t (78), iut A (70), iuc C (69), aer (66), iroN (45), ompT (42), PAI (34), pap 

A (33), pap C (32), cnf-1(23), sfa (15), iss (13), hlyA (6), afa (4) geni görüldü. ST131 

klonu pozitif numunelerin %95,5 (106/111)’inde en az bir virülans geni görülürken, %4,5 

(5/111)’inde ise herhangi bir virülans geni görülmedi (Tablo 4.10). ST131 klonu ve 

virülans genleri arasındaki ilişki incelendiğinde ST131 geni ile fımA, afa, aer genleri 

arasında pozitif yönlü güçlü korelasyonlar saptandı (p<0.05). ST131 geni ile iut A, iss, 
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tra T, iucC, ompT, PAI, pap C, pap A, hlyA, iroN, cnf-1, sfa arasında ise istatistiksel 

olarak anlamlı bir ilişki olmadığı belirlendi (p>0.05). 

Tablo 4.6. ST131 klonu ve virulans genleri arasındaki ilişki 

 

iutA 

Total 

 

p 

 

φ/rφ VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 70 25 95 

0.113 0.153 NEGATİF 41 24 65 

Total 111 49 160 

 

iss 

Total 

 

 

 

0.277 

 

 

 

0.086 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 13 98 111 

NEGATİF 3 46 49 

Total 16 144 160 

 

tra T 

Total 

 

 

 

0.109 

 

 

 

 

0.170 

VAR YOK 

 

ST131 

POZİTİF 78 33 111 

NEGATİF 29 20 49 

Total 107 43 160 

 

iuc C 

Total 

 

 

 

0.401 

 

 

 

0.066 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 69 42 111 

NEGATİF 27 22 49 

Total 96 64 160 

 

ompT 

Total 

 

 

 

0.894 

 

 

 

0.011 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 42 69 111 

NEGATİF 18 31 49 

Total 60 100 160 

 

PAI 

Total 

 

 

 

0.998 

 

 

 

0.001 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 34 77 111 

NEGATİF 15 34 49 

Total 49 111 160 

 

Fim A 

Total 

 

 

 

0.05* 

 

 

 

0.350* 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 90 21 111 

NEGATİF 33 16 49 

Total 123 37 160 
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Tablo 4.6. (Devamı) 

 

pap C 

Total 

 

 

 

0.162 

 

 

 

0.110 

VAR YOK 

 

ST131 

POZİTİF 32 79 111 

NEGATİF 9 40 49 

Total 41 119 160 

 

pap A 

Total 

 

 

 

0.119 

 

 

 

0.132 

VAR YOK 

 

ST131 

POZİTİF 33 78 111 

NEGATİF 9 40 49 

Total 42 118 160 

 

hlyA 

Total 

 

 

 

0.097 

 

 

 

0.131 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 6 105 111 

NEGATİF 0 49 49 

Total 6 154 160 

 

afa 

Total 

 

 

 

0.005** 

 

 

 

 

0.423** 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 4 107 111 

NEGATİF 8 41 49 

Total 12 148 160 

 

iroN 

Total 

 

 

 

0.344 

 

 

 

0.075 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 45 66 111 

NEGATİF 16 33 49 

Total 61 99 160 

 

aer 

Total 

 

 

 

0.029* 

 

 

 

0.372 

VAR YOK 

 

ST131 

POZİTİF 66 45 111 

NEGATİF 20 29 49 

Total 86 84 160 

 

cnf-1 

Total 

 

 

 

0.805 

 

 

 

-0.019 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 23 88 111 

NEGATİF 11 38 49 

Total 34 126 160 

 

sfa 

Total 

 

 

 

0.896 

 

 

 

-0.010 

VAR YOK 

  

 ST131 

POZİTİF 15 96 111 

NEGATİF 7 42 49 

Total 22 138 160 

φ/rφ: Phi korelasyon katsayısı 
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ST131 klonu pozitif çıkan numunelerin %65,77 (73)’sinde int1 ve %5,4 

(6/111)’ünde int 2 geni tespit edildi (Tablo 14). ST131 klonu ve integron arasındaki ilişki 

incelendiğinde İNT1 ve İNT2 arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı 

bulundu (p>0.05). 

Tablo 4.7. ST131 klonu ve integron arasındaki ilişki 

n=160 

 

İNT1 

Total 

 

p 

 

φ/rφ Pozitif Negatif 

 

ST131 

POZİTİF 73 38 111   

NEGATİF 26 23 49 0.121 0.127 

Total 99 61 160   

 

İNT2 

Total 
  

Pozitif Negatif 

 

ST131 

POZİTİF 6 105 111   

NEGATİF 4 45 49 0.507 -0.053 

Total 10 150 160   

φ/rφ: Phi korelasyon katsayısı 

Son olarak ST131 klonu pozitif çıkan numunelerin %81,99 (91/111)’inde 

herhangi bir yöntem ile biyofilm oluşturduğu tespit edilirken, %18,01 (20/111)’inde 

biyofilm oluşturmadığı tespit edildi. Biyofilm pozitif olan ST131 klonu taşıyan suşların 

%66,66 (74)’sında tüp yöntemi ile, %35,13 (39/111)’ünde CRA yöntemi ile ve %12,61 

(14/111)’inde ise pleyt yöntemi ile oluşturduğu görüldü. ST131 klonu ve biyofilmler 

arasındaki ilişki incelendiğinde ise, CRA yöntemi ile biyofilm pozitif suşlar ve ST131 

klonu arasında pozitif yönlü orta şiddette ilişki saptandı (p<0.05). ST131 ve biyofilm tüp, 

biyofılm pleyt ölçümleri arasında ise istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı 

belirlendi (p>0.05). (Tablo 4.8). 
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Tablo 4.8. ST131 klonu ve biyofilmler arasındaki ilişki 

 

BİYOFİLM TÜP 

Total 

 

p 

 

φ/rφ Pozitif Negatif 

  

 ST131 

POZİTİF 74 37 111  

0.933 

 

0.017 NEGATİF 33 26 49 

Total 107 53 160 

 

BİYOFİLM CRA 

Total 

 

 

 
 

0.033* 

 

 

       
 

0.468* 

Pozitif Negatif 

  

ST131 

POZİTİF 39 72 111 

NEGATİF 26 23 49 

Total 65 95 160 

 

BİYOFILM PLEYT 

Total 

 

 

 
 

0.061 

 

 

 
 

0.148 

Pozitif Negatif 

  

 ST131 

POZİTİF 14 97 111 

NEGATİF 12 37 49 

Total 26 124 160 

φ/rφ: Phi korelasyon katsayısı 
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5. TARTIŞMA 

Escherichia coli sekansı tip 131 (E. coli ST131) klonunun tespiti ile bu klonun E. 

coli soylarıyla karşılaştırıldığında daha fazla virülans geni taşıması ve çoklu ilaca direnç 

göstermesi, dünyada hızlı yayılım gösterdiğini ve bu nedenle küresel olarak halk sağlığı 

için büyük bir problem teşkil ettiğini göstermektedir.232 GSBL'lerin küresel olarak 

yayılmasındaki artışın ST131'in daha iyi kolonize olması ile ilişkili olduğu 

bildirilmektedir.233 

Yüksek riskli bir klon da tanımlanarak önem arz eden tüm özellikler, E. coli ST131 

klonunda da tespit edildi ve bu nedenle uluslararası yüksek riskli klon olarak kabul 

edildi.185 Bu kadar yüksek risk taşıyan bir klonun sürveyansının bilinmesi, antibiyotik 

direncindeki artışın ve enfeksiyonun kontrolü, gerekli önlemlerin alınması açısından 

önemlidir.165 Sağlık hizmeti veren kurumların, hasta profili, hastane florasını oluşturan 

mikroorganizmaları ve bunların direnç özelliklerini bilmesi, doğru stratejiler geliştirmesi 

açısından önemlidir.234 

ST131, ilk olarak 2008'de CTX-M tipi geniş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) 

üreten E. coli'yi inceleyen iki araştırma grubu tarafından rapor edildi.167-168 

2009 yılında Avrupa (Fransa, İngiltere), Asya (Türkiye, Kamboçya, Tayland), 

Afrika (Orta Afrika Cumhuriyeti) ve Amerika (Brezilya, Kanada) kıtalarından toplanan 

627 E. coli izolatının 373'ünde GSBL pozitifliği ve bunların tamamında ST131 klonunun 

görüldüğü bildirildi.235 Güney Afrika, 23 GSBL pozitif E. coli izolatının %43'ünde, Orta 

Afrika Cumhuriyeti ise 10 izolat ile yaptığı çalışmada %50 oranında ST131 tespit 

etmişlerdir.235-236 Avustralya’da yapılan iki çalışmada %31 ve %35 oranında ST131 klonu 

tespit etmişlerdir.238-239 Japonya'da GSBL pozitif E. coli izolatlarında yapılan çalışmada 

%21 oranında ST131 klonu tespit edilmiştir (174). Kore’de ise % 25 oranında ST131 

tespit edilmiş olup bunların sadece %19'u GSBL pozitif izolatlardı.240 
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Türkiye’de ilk olarak 2008 yılında GSBL pozitif 17 E. coli izolatı ile yapılan bir 

çalışmada bir izolatta ST131 klonu olduğu bildirildi.172 

2011 yılında 107 E.coli izolatı ile yapılan çalışmada %24.3’ünde ST131 klonu, 

%55.1’inde  GSBL pozitifliği ve  bu GSBL pozitif izolatların %31’inde ST131 klonu 

tespit ettiklerini bildirdiler (237). Aynı araştırmacılar 294 E. coli izolatı ile yaptığı başka 

bir çalışmalarnda %12 oranında ST131 klonu tespit ettiklerini bildirdiler.61 Gürpınar’ın 

157 E. coli kan izolatları ile yaptığı çalışmasında %99,4 oranında ST131 klonu 

bulmuştur.241 Güller’in GSBL pozitif 85 E. coli suşu ile yaptığı çalışmada %27,1’inde 

ST131 klonunu tespit etmiştir.242 Arslan çalışmasında 340 E. coli izolatın %24,7’sinde, 

200 klinik izolatın ise %44.5’inde ST131 klonu tespit etmişlerdir.243 Hasli ‘nin 100 E. 

coli izolatı ile yaptığı çalışmada % 17’sinde ST131 klonu tespit etmiş olup, GSBL pozitif 

olan izolatların %29.4’ü, GSBL negatif olan izolatların %4.1’inde E. coli ST131 klonu 

tespit etmiştir.244 Çalışmamıza dahil edilen 160 klinik örnekten elde edilen E. coli 

izolatlarında yüksek oranda (%69,38) ST131 klonu tespit edildi. ST131 tespit edilen 

izolatlarda, GSBL üreten (73,87) izolatlar, GSBL üretmeyen (%26,13) izolatlara göre 

anlamlı derecede yüksek bulundu. 

ST131 klonunun E.coli izolatlarında antibiyotik direncinin yayılımına büyük 

ölçüde katkı sağladığı düşünülmektedir.245 Japonya’da 2008-2011 yılları arasında yapılan 

bir çalışmada GSBL pozitif E. coli'nin %52'sini ST131oluşturmuştur. GSBL pozitif E. 

coli izolatlarında GSBL negatiflere göre kinolon direnç artışı görülürken, levofloksasin 

direnç oranı 2008-2016 arasında %27 ‘den %39'a yükselmiştir.246 Fransa’da 2008 – 2009 

arasında E. coli ST131 klonları ile yapılan çalışmada, en yüksek direnç 

amoksilin/ampisilinde görülürken, seftazidim ve amikasin direnci tespit edilememiştir.247 

Amerika Birleşik Devletleri’nde 2011 yılında yapılan ST131 klonuna sahip E. coli 

izolatları ile yapılan bir çalışmada florokinolonlara %78, TMP/SMX %56, gentamisine 
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de %76 direnç tespit etmişlerdir.224 İspanya’da 2014 yılında yapılan bir çalışmada da en 

yüksek direnç amoksilin/ampisiline karşı görülürken, seftazidim ve fosfomisin direnci 

tespit edilememiştir.248 Kore’de 2015 yılında yapılan çalışmada ST131 izolatlarında 

siprofloksasin ve seftazidim direncinin anlamlı derecede yüksek olduğu tespit 

edilmiştir.249 Nepal’de yapılan bir çalışmada, E. coli ST131 klonuna ait izolatlarda en 

yüksek antibiyotik direnci levofloksasin (%96,3)’de görülmüştür.250 Etiyopya'da 2018 

yılında dört sağlık tesisinden toplanan 204 GSBL üreten E. coli izolatı üzerinde yapılan 

çalışmada, ST 131 klonu taşıyan suşlarda taşımayanlara göre daha fazla siprofloksasine 

direnç saptamışlardır.245 

Ülkemizde ise 2010-2013 yılları arasında toplanan E.coli izolatları ile yapılan 

çalışmada  E. coli ST131 kan izolatlarında  levofloksasin ve siprofloksasine %98 oranında  

direnç saptanmıştır. Bunu Ampisilin/sulbaktam ve seftriakson (%93) takip etmiş olup en 

düşük direnç oranı piperacillin/tazobaktam (%40) olarak belirlenmiştir.251 

2017 yılında GSBL pozitif E. coli ST131 izolatları ile yapılan çalışmada 

trimetoprim/sulfametoksazole %65.5, siprofloksasine % 62.1 direnç tespit ederlerken, 

karbapenemler ve amikasine direnç geliştirmediklerini görmüşlerdir(252). 2016-2017 

yılları arasında yapılan başka bir çalışmada ise siprofloksasin direnci ST131 izolatları 

arasında %78.2 oranında olduğunu belirtmişlerdir.166 

2018 yılında yapılan başka bir çalışmada siprofloksasin direnci %53,5, 

trimetoprim sulfametokzasol direnci %37 olarak bulunurken, imipenem ve ertapenem 

direnci olmadığını bildirmişlerdir(241). 2019 yılında yapılan çalışmada ST131 klonuna 

sahip suşlarda nitrofurantoinde direnç saptanmaz iken siprofloksasinde %95,7 oranında 

direnç tespit edilmiştir.242 2019 yılında yapılan başka bir çalışmada ise ST131 

izolatlarında siprofloksasin direnç oranı %56.3 olarak belirlenmiş olup, ST131 

izolatlarında ST131 dışındaki izolatlara göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur. 
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Ayrıca amikasin, amoksisilin-klavunat, aztreonam, sefepim, seftazidim, seftriakson, 

sefuroksim, norfloksasin, piperasilin-tazobaktam antibiyotiklerindeki direnç oranlarının 

da ST131 izolatlarda anlamlı derecede yüksek olduğunu bildirmişlerdir.253 Bizim 

çalışmamızda ST131 klonuna ait izolatların, ampisilin (%98,19), sefazolin (%86,2) 

siprofloksasin (%81,37), sefuroksim (%80,23), levofloksasim (%80) ve karbapenemler 

de dahil olmak üzere bakılan tüm antimikrobiyallere direnç gösterdiği tespit edildi. 

E. coli ST131, filogenetik B2 grubunda yer almaktadır.186 Çin'in Hunan Eyaletinde 

sağlıklı bireylerde yapılan çalışmada tüm ST131 taşıyan klonların B2 filogenetik grubuna 

ait olduğu fakat 2 izolat için MLST yapılması gerektiği bildirilmiştir.254 İran’da yapılan 

bir çalışmada 69 izolattan 68'ini B2 filogenetik grubu olarak bildirmişlerdir.255 

Chicago’da yapılan bir çalışmada ise 16 ST131 izolatının tamamını B2 grup olarak tespit 

etmişlerdir.256 ST 131 klonunun filogenetiği üzerine yapılan iki farklı çalışmada literatür 

bilgilerinin aksine B2 grubu dışında izolatlara rastlanmıştır. Lee ve arkadaşlarının 

Kore’de yaptıkları çalışmada 36 izolatın 32’sinde B2, 4’ünde ise D grubu tespit 

ettiklerini, A ve B1 grubu bulmadıklarını bildirmişlerdir.257 Japonya’da yapılan bir 

çalışmada ise 215 izolatın 3 tanesinin B1 grubuna ait olduğunu göstermişlerdir.258 

Türkiye’de ST131 izolatlarında tek bir filogenetik çalışmaya rastlanmış olup, çalışma 

literatürle uyumlu olup B2 grubunda olduğu bildirilmiştir.259 Bizim çalışmamızda 

izolatların %36,03’ünde A grubu, %29,73’ünde B1 grubu, %25,23’ünde B2 grubu ve 

%9,01’inde D grubu olarak tespit edildi. Bu verilerin Türkiye’de ilk tespit edilen B2 

filogenetik grup dışı izolat varlığı ile literatüre farklı yeni bir veri olacağını 

düşünmekteyiz. 

1990’ların ortalarında beta laktamazlardan TEM ve SHV türevleri, E. coli ST131 

için antibiyotik direncin yayılmasından sorumlu tutulan genler olarak belirlenmiştir.260 

Günümüzde ise, ilk kez Münih’te izole edilen ve sefotaksim üzerinde önemli etkisi olan 
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CTX-M tipi enzim sorumlu tutulmaktadır.261 2010 yılında Chicago’da yapılan bir 

çalışmada E. coli ST131 izolatlarında TEM-1 OXA-1, CTX-M-14, CTX-M-15 genleri 

tespit edilmiştir.256 GSBL pozitif izolatlar ile yapılan farklı çalışmalarda ST131'de CTX-

M geni en yaygın gen olarak bulunmuş olup, SHV ve TEM genlerini nadiren tespit 

etmişlerdir.262 İran’da 57 ST131 izolatının direnç genlerini incelediklerinde %86 CTX-M 

geni , % 70.2 TEM geni, % 47.4 SHV geni, % 12.3 oranında ise  OXA-48 geni 

bulmuşlardır.263 Ülkemizde E.coli ST 131 izolatlarında direnç genlerinin analizi ile ilgili 

çalışmalar sınırlıdır. Gürpınar yaptığı çalışmada E. coli ST131 kan izolatları arasında 

CTX-M enzimini %50 oranında görmüştür.241 Can ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 

ise 24 ST131 izolatının %58’inde CTX-M-15 β-laktamaz saptamışlardır.237 Bizim 

çalışmamızda ise ST131 klonu pozitif numunelerin, %1,80’inde SHV geni, %13,51’inde 

OXA geni, %45,04 ‘ünde CTX-M geni ve %51,35’inde TEM genine rastlandı. 

Çalışmamızda literatürden farklı olarak TEM geni daha baskın çıkmış olup, ST131 

izolatlarında nadir görülen OXA geni de diğer nadir görülen genler gibi yüksek bir oranda 

görüldü. CTX-M geni görülme oranı ise literatür ile uyumludur. 

E.coli izolatları arasında Grup B2 suşlarının, diğer gruplarından çok daha fazla 

virülans faktörü kodlayan gen barındırdığı bilindiğinden dolayı araştırmalar B2 

grubundan olan ST131 için virülans faktörlerinin incelenmesine yöneltmiştir.4 Güney 

Kore’de yapılan bir çalışmada E. coli ST 131 izolatlarında 14 virulans geni incelemişler 

ve fimH ve fyuA genlerini %100, iutA %78,6 ve traT %71,4 oranında tespit 

etmişlerdir.264 Tunus’ta yapılan bir çalışmada ise, papA , iutA, ompT ve usp,virülans 

genleri ile çalışmış ve bu genlerin oranlarını sırası ile %30, %56, %67 ve %79 olarak 

tespit etmişlerdir.265 Suudi Arabistan’da yapılan bir çalışmada ST131 izolatlarında, 

%97.3 fimH , %78.4 iut A , %75.7 PAI, 74.1 ompT, %62.2 traT,  %35.1 pap A ve pap C, 

%27 hlyA ,  %24.3 afa, %16.2 iroN ve  cnf-1, %8.1 sfa geni bulmuşlardır.266 İran’da 
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yapılan çalışmada ise %96,5 iutA, %45,6 papC, %40,4 pap A ve %1,8 oranında sfa geni 

bulmuşlardır. Ülkemizde E.coli ST 131 virulans genleri üzerine üç çalışmaya 

rastlanmıştır. Can ve arkadaşları %100 iutA ve %16 papA geni olduğunu bildirmiştir.251 

E.coli ST131 olarak tanımlanan 39 izolat ile yaptığı çalışmasında, virülans genlerinin 

görülme sıklığını %100 fimH, %89,7 iha, %35,9 afa/draBC, %25,6 papAH, %2,6 

sfa/focDE olarak bulmuştur.259 Gürpınar ise çalışmasında ST131 klonu pozitif izolatlarda 

en sık görülen virülans genleri, %22,9 papA, %73,2 iutA ve %82,2 ompT şeklinde 

bulmuştur.241 Biz çalışmamızda 15 virulans geni ile çalıştık. Çalışmamız sonucunda 

ST131 klonu pozitif çıkan numunelerde en çok fim A %81,08 (90) geni olmak üzere 

sırasıyla, tra T %70,27 (78), iut A %63,06 (70), iuc C %62,16 (69), aer %59,46 (66), iroN 

%40,54 (45), ompT%37,83 (42), PAI %30,63 (34), pap A %29,73 (33), pap C %28,83 

(32), cnf-1%20,72 (23), sfa %13,51 (15), iss11,71 (13), hlyA %5,4 (6), afa%3,6 (4) geni 

görüldü. ST131 klonu pozitif numunelerin %95,5 (106/111)’inde en az bir virülans geni 

görülürken, %4,5 (5/111)’inde ise herhangi bir virülans geni görülmedi. 

Dünya da önemli bir dağılım gösteren sınıf 1 ve 2 integronlar 

Enterobacteriaceae'de sık görülmektedir. Bu integronların E. coli ST131'de 

antimikrobiyal direnç genlerinin yayılmasına dahil olduğu düşünülmektedir.267 Çin’de 

yapılan bir çalışmada 83 E. coli ST131 izolatının % 27’sinde sınıf 1 integron 

bulmuşlardır. Fakat sınıf 2 integronlara rastlamamışlardır.267 Avustralya ‘da ST131 

izolatlarında, 41 izolatın %14’ünde sınıf 1 integron, %2,43’ünde ise sınıf 2 integron 

bulmuşlardır.268 Ülkemizde E. coli ST131 izolatlarında integron gen kasetleri ve integraz 

üzerine çalışmaya rastlanmamıştır. Ülkenin bu parametre açısından ilk araştırması olan 

bizim çalışmamızda ST131 klonu pozitif çıkan numunelerin %65,77 (73)’sinde integraz 

gen (intI-1) ve %5,4 (6/111)’ünde integraz gen (intI-2) tespit edildi. I ntI-1 geni pozitif 
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suşların %28,76 (21)’sında sınıf 1 değişken bölgelerine rastlandı. Sınıf 2 integrona ise 

rastlanmadı. 

ST131 tarafından biyofilm üretimi, bakterileri yüksek düzeyde antibiyotiklere 

maruz kalmaktan koruyabilir ve böylece düşük seviyeli maruziyetlerde direnç gelişimini 

teşvik edebilir. E. coli ST131 izolatlarının biyofilm üretimini araştıran çok az sayıda 

çalışma vardır. Fransa’da yapılan bir çalışmada, 2 ST131 suşunun 48 saat sonra biyofilm 

ürettiği görülmüştür.269 Avusturalya’da 135 adet E. coli ST131 izolatın %95,55’inin 

biyofilm oluşturduğu görülmüş ve ST131 izolatlarının ST131 olmayan izolatlara göre 

biyofilm oluşturma kabiliyetlerinin anlamlı derecede daha yüksek olduğunu 

bildirmişlerdir.270 Çin’de yapılan bir çalışmada E. coli ST131 izolatlarının %70’inin 

biyofilm oluşturduğunu bulmuşlar.271 Bizim çalışmamızda ST131 klonu pozitif çıkan 

numunelerin %81,99’unun herhangi bir yöntem ile biyofilm oluşturduğu tespit edilirken, 

%18,01’inin biyofilm oluşturmadığı tespit edildi. Biyofilm pozitif olan ST131 klonu 

taşıyan izolatların biyofilm oluşturma kabiliyetleri tüp yöntemi ile %66,66, CRA yöntemi 

ile %35,13 ve pleyt yöntemi ile ise %12,61oranında oluşturduğu görüldü. 

Bu çalışma, çalıştığımız hastanenin klinik izolatlarında GSBL üreten E.coli 

izolatlarının yüksek riskli ST131 klonuyla beraber dramatik bir şekilde yaygınlığını, bu 

riskli klonun H30Rx alt klonunun hakimiyetini, ayrıca direnç, virülans, integron ve 

biyofilm ile birlikte direnç mekanizmalarını başarılı şekilde yürüttüğünü işaret 

etmektedir. 

Araştırmamızın prospektif olarak yapılması, ülkemizde klinik örneklerde ST131 

klonunun, filogenetiğinin, GSBL direnç genlerinin, virülans genlerinin, integron gen 

kasetlerinin ve biyofilm oluşturma kapasitesi gibi birçok direnç etkenleri karşılaştırılarak 

çalışılması açısından ilk çalışma olması ve literatürden farklı bulguları tespit etmiş olması 

çalışmamızın güçlü yönlerindendir. 
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Çalışmamızda filogenetik analizi için daha duyarlı olan MLST yöntemi ile 

çalışamamış olmamız çalışmamızın kısıtlılığı olarak değerlendirilebilir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 ST131 E. coli, potansiyel olarak ciddi antimikrobiyal dirençli enfeksiyonlara 

neden olan dünya çapında son 30 yıldır görülen yüksek riskli bir patojendir. Bu 

patojenin yayılımı, E. coli enfeksiyonunu tedavi etmek için yaygın olarak 

kullanılan birçok düşük maliyetli ve kolayca temin edilebilen antimikrobiyale 

karşı dirençtir. Direnç geliştiren E. coli enfeksiyonundan dolayı, Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO) verilerine göre yılda yaklaşık 550 milyon kişinin hastalandığını 

ve bunların 230.000’inin hayatını kaybettiğini açıklanmıştır. 

 Bu çalışma, ülkemizin ST131 klonunun GSBL üreten ve üretmeyen tüm klinik 

E. coli izolatları dahil edilerek GSBL direnç genlerinin, virülans genlerinin, 

integron gen kasetlerinin ve biyofilm oluşturma kapasitesinin birlikte 

araştırıldığı ilk çalışmadır. Çalışmamızda yüksek oranlarda ST131 klonu tespit 

edilmiştir. 

  ST131 klonuna ait izolatlarda, ampisilin, sefalosporin ve kinolonlar başta 

olmak üzere çeşitli antibakteriyellere karşı direnç yüksek bulunmuştur. 

 Araştırmamız ilk kez E. coli izolatlarında ST131 klonunda filogenetik grup 

A’nın tespit edilmesi açısından dikkat çekicidir. 

 Yüksek riskli E. coli ST131 klonunun ilimizde yüksek oranda tespit edilmesi 

ve bu sonuçların klinisyenler ile paylaşılması sonucu etkili tedavilerin 

belirlenmesi açısından önemli rol oynayacağı kanaatindeyiz. Bu izolatların 

varlığı ve dağılımının tespiti, tedavi protokollerinin geliştirilebilmesine katkı 

sağlayabilecektir.  

 Riskli gruplardaki hastalarda, yüksek riskli E. coli ST131 klonunun 

araştırılmasının ve tespitinin antimikrobiyal tedavinin şekillenmesi ve 
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başarısına katkı sağlayarak bu klonun yayılımının engellenmesine destek 

olacağına inanmaktayız. 

 Bulgularımız ülkemizde yüksek riskli E. coli ST131 klonu ile ilgili sınırlı 

bilgiye katkıda bulunmasının yanında, literatür verilerinden farklı olarak elde 

ettiğimiz sonuçlar tüm bilim dünyasına katkıda bulunacak ve yeni çalışmalara 

ışık olacaktır. 

 ST131 klonunun hızlı yayılımı ve sağlıklı bireylerde de ciddi enfeksiyona 

neden olma riski göz önüne alındığında, enfeksiyonu kontrol etmeye yönelik 

çalışmaların ve önlemlerinin planlanması ve bilinçsiz antibiyotik kullanımının 

önüne geçilmesi gerekmektedir. Müdahaleleri başarılı bir şekilde planlamak ve 

yürütmek için, bu patojenin temel yönleri ve bulaşma dinamikleri hakkında 

daha fazla kapsamlı ve moleküler epidemiyolojik çalışmalarla desteklenmiş 

verilere ihtiyacımız vardır. 
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