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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Escherichia Coli izolatlarinin Molekiiler
Epidemiyolojik Karakterizasyonu ve Yiiksek Riskli ST131 Klonunun Arastirilmasi

Amac: E. coli ST131, beta-laktamaz tiretimi ve basta florokinolon direnci ile
baslayan ¢ok ilaca direng ile iliskili ve 6nemli sistemik enfeksiyonlara yol agan pandemik
bir klondur. Ulkemizde antimikrobiyal diren¢ siklig1 ve yayilim hizi sonucu gelisen
klonlarin arastirilmasi gereken 6nemli bir konu olmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, E. coli
kokenlerinin fenotipik yontemlerle teshisi, antimikrobiyal direng profillerinin, viriilans
Ozelliklerinin, dahil olduklar1 filogenetik gruplarinin, integron gen kaset varliginin ve
biyofilm olusturma o6zelliginin E. coli ST131 klonu varligi ve yoklugu oranlarini
karsilagtirmak ve ST131 tastyiciligr i¢in risk faktorlerini degerlendirmektir.

Materyal ve Metot: Calismaya toplam 160 adet E. coli izolat1 dahil edildi.
Bakteri identifikasyonlar1 konvansiyonel ve otomatize yontemler ile yapildi. GSBL
varhigimi gostermek igin ¢ift disk sinerji yontemi kullanilmistir. Tiim E. coli izolatlarinda

molekiiler caligsmalar, ger¢ek-zamanli PZR yontemi ile yapildi.

Bulgular: Izolatlarin %86.25% idrar, %11.25’i apse, %1,87’si kan, %0.63’i
trakeal aspirasyon olmak iizere toplam 160 izolat ile calisildi. izolatlarin %72.5’i kadin,
%27,5’1 erkek hasta, yas ortalamasi 51,73 olarak belirlendi. 160 izolatin %69.38’1
ST131pozitif, bunlarin %30,63 {inde H30 alt klonu, H30 alt klonu pozitif izolatlarin
%29,41’inde H30-Rx alt klonu tespit edildi. Bu izolatlarin %73.87” si GSBL pozitif
olarak tespit edildi. ST131 klonu pozitif izolatlarin %36.03°1 A, %29,73’i B1, %25,231
B2 ve %9,01°’1 D grubu olarak tespit edildi. ST131 klonu pozitif numunelerin % 95.5
’inde en az bir virlilans geni goriiliirken, %4,5 ’inde ise herhangi bir viriilans geni
goriilmemis olup en ¢ok fim A genine rastlandi. ST131 klonu pozitif numunelerin %
65.77 ’sinde intl ve %5,4’linde int 2 geni tespit edildi. Son olarak ise %81.99 ’inde
herhangi bir yontem ile biyofilm olusturdugu tespit edilirken, %18.01’inde biyofilm
olusturmadigi tespit edildi.

Sonu¢: Calismamizda GSBL iireten E.coli izolatlarmin yiiksek riskli ST131
klonuyla beraber dramatik bir sekilde yayginligini, bu riskli klonun H30Rx alt klonunun
hakimiyetini, ayrica direng, viriilans, integron ve biyofilm ile birlikte direng

mekanizmalariin etkisinin 6nemini gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, ¢ok ila¢ direng, E. coli ST131, filogenetik, GSBL,

integron, viriilans, Yiiksek 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 Intl 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,
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: Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti
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. Sefotaksimi hidroliz eden B-laktamaz tipi (Cefotaximase-Munich)
: Deoksiriboniikleik asit

: Escherichia coli

: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
: Ekstraintestinal patojenik E. coli
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: Geniglemis spektrumlu beta laktamaz

: Idrar yolu enfeksiyonu

: Patojenite adalar1
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: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Sialik asid spesifik fimbria

- Sekans tipi 131 olan klon
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1. GIRIS

Cok cesitli enfeksiyoz ajanlar i¢indeki antimikrobiyal direng (AMR), Diinyanin
dort bir yanindan tilkeler ve ¢ok sayida sektor i¢in genis bir endise kaynagi olan, modern
tibbin basarilarini tehdit edecek kadar artig gosteren, 21.yilizyil ve sonrasi i¢in ciddi bir
halk saglig1 tehdididir.*

Escherichia coli hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlarinda 6nemli
bir yere sahiptir. E. coli flora iiyesi olmasi, viriilans faktorleri tasimasi ve antibiyotiklere
direng gelistirmesi sik goriilen enfeksiyoz ajan olma nedenlerindendir. E. coli, basta idrar
yollar1 enfeksiyonlari olmak iizere yenidogan menenjiti, peritonit, sepsis, yumusak doku
enfeksiyonlar1 gibi enfeksiyonlardan sorumludur. ? E. coli viriilans 6zellikleri, spesifik
olup hastalik yapabilme yetenegine ile spesifik patotipler olusturabileceklerdir.®
Patojenite ve nise gore E. coli, ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC), intestinal
(diyarejenik) patojenik ve kommensal olmak iizere ii¢c temel gruba ayrilmaktadir. *

E. coli ’nin enfeksiyon olusturabilme farkliliklari, olusturduklart klinik tablo ve
patofizyolojik 6zelliklerine gore siniflandirma ihtiyaci duyulmustur. Kokenlerin patojen
veya kommensal koken farkliligi, her patojen tipin 6zel viriilans faktorlerine sahip
olmalari ile ilgilidir; bundan dolay: farkl: klinik tablolardan farkli tipler sorumludur.®
Ayrica A, Bl, B2 ve D olarak tanimlanan dort farkli filogenetik grup icerisinde yer
almaktadirlar. A ve B1 filogenetik grup insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsaginda
bulunan gruplar iken, B2 ve D filogenetik grup 6zellikle patojen suslari icerirler.>

E. coli’nin flora eleman1 olmasi, antimikrobiyallere kars1 kolay ve hizli direng
gelisim gostermesi, virulans faktorlerine sahip olmasi ve bu sebeplerden dolayr sik
enfeksiyon etkeni olarak izole edilmesi, E. coli suslarinin canli veya cansiz yiizey alanlara
tutunmasini ve biyofilm olusumunu arttirmaktadirlar.® Biyofilmler, biyotik veya abiyotik

yiizeylere yapisan mikrobiyal topluluklardir ve bir biyofilm icindeki hiicreler, kendi



iirettikleri matriks igine yerlestirilmistir. Biyofilmler, antibiyotiklerle basarili bir sekilde
eradike edilmesi zor olan ¢ok sayida bakteriyel enfeksiyonun patogenezinde yer aldiklari
icin tibbi a¢idan 6nemlidir.”®

Mikroorganizmalarin konak canlilarda gelisebilmeleri, yasamlarin1 devam
ettirebilmeleri ve konak canlilarin immun yanitlariyla miicadele edebilmeleri igin
viriilans faktorleri 5nemli rol oynarlar.® E. coli suslar gelistirdikleri viriilans faktorleri ile
insan ve hayvanlarda gesitli hastaliklara neden olmaktadirlar. Bu virtilans faktorleri;
adezinler, toksinler, kapsiil iiretimi, sideroforlar ve serum komplementine direng
gelistirme yetenegidir.®*! Viriilans faktorlerini kodlayan 6nemli genlerin arastirilmast,
suglarin patojenitesinin tespit edilmesi ve infeksiyon patogenezi hakkinda yorum
yapilmasi agisindan dnemlidir.*2

Plazmid kaynakli konjugasyon, E. coli bakterilerinde ana yatay gen aktarimi
mekanizmalarindan biri olup, ¢ok ilaca direng genlerinin meydana gelmesine yol
a¢cmaktadir. Bu mekanizmalarla kazanilan direng, tedavide sorunlara ve basarisizliklara
sebep olmaktadir. Bu nedenle hareketli genetik elemanlardan olan R plazmidleri ve
icerdikleri integron gen kasetlerine ait direng mekanizmalarmin belirlenmesi 6nemlidir.!3

Bu tez ¢aligmasi ile, Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi, Evliya Celebi Egitim
ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarmma gonderilen gesitli klinik
materyallerden izole edilen ¢oklu ilag direngli E. coli kdkenlerinin fenotipik yontemlerle
teshisi, antimikrobiyal diren¢ profillerinin, viriilans 6zelliklerinin (iutA, sfa cnf-1, aer,
iroN, afa, hlyA, pap A, pap C, fim A, PAI, ompT , iucC, traT ve iss genleri), dahil
olduklar filogenetik gruplarinin, integron gen kaset varliginin ve ST131 klon ile H30-alt
klonlarinin molekiiler yontemler ile tespit edilmesi ve karsilastirilmasi amaglanmistir.
Bunlara ek olarak, bu izolatlarin biyofilm olusumlarinin fenotipik yontemlerin

karsilastirilarak belirlenmesi tezin bir diger amacidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Escherichia coli’ nin Tarihcesi

Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan E. coli, 1884te Alman bir
mikrobiyolog, ayn1 zamanda ¢ocuk doktoru olan Theodor Escherich tarafindan, gocukluk
¢ag1 6ncesi bagirsak mikroorganizmalar1 Ve bu organizmalarin sindirim sitemi ile hastalik
olusturma potansiyelleri hakkinda bir ¢alismaya basladi. Bu ¢alisma sirasinda, Bacterium
coli commune adin1 verdigi, hizli biiyiiyen bir bakteri kesfetti.! 1895 yilinda, Migula
tarafindan Basillus coli olarak yeniden adlandirilmistir. 1919 yilinda ise, Chalmers ve
Castellani tarafindan, Theodor Escherich’in adma itafen Escherichia coli olarak
degistirilmistir.™

1940'lara  gelindiginde, birgok temel ¢alismada kullanimi, E.  coli'yi
tercih edilen bakteri modeli organizmasi olarak saglam bir sekilde belirledi ve 1950'lerde
molekiiler biyoloji devriminin baslangicinda birlikte ¢aligilacak bakteri haline
getirdi. Nihayetinde, transkripsiyon, translasyon, replikasyon ve genetik kod olmak tizere
birgok 6zelliginin iizerinde ilk kez galisildigi mikroorganizma haline geldi.’*'” Insan
sagligl i¢in hastalik etkeni olan ilk E. coli susu 1950°’li yillarda bulunmus ve
Enteropatojenik E. coli ismi verilmistir.'®

1980°1i yillarda yapilan ¢alismalarda, E. coli suslarinin gesitli filogenetik gruplara
ayrildig1 goriilmiistiir®. A, B1, B2, C, D ve E olarak adlandirilan alt1 ana filogenetik
grup, ilk olarak Multi-Lokus Enzim Elektroforez (MLEE) yontemi ile tespit edilmistir.?
Yapilan ileri filogenetik analizler sonrasinda, E. coli suslar1 A, B1, B2 ve D olmak iizere
dort ana filogenetik grupta yer almistir. 2000 yilinda, Clermont Tiplendirme olarak
bilinen E. coli filogruplarinin hizli ve kolay bir sekilde tespit edilmesini saglayan tripleks
PZR yontemini tanimlanuslardir.?! Daha sonraki yillarda, tiim genom sekans analiz ve

“multi-lokus” sekans tiplendirme (MLST) verileri toplanarak, E. coli suslarina ait "A, B1,
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B2, C, D, E, F "diye adlandirilan 7 filogrup ve Esherichia genusuna ait “Esherichia clade
I" olmak iizere sekiz filogrup tespit edilmistir.?? 2013°de, tripleks PZR metodu modifiye
edilerek, dortlii primerin kullanildig1 ve tiim filogruplarin saptandigi kuadrupleks PZR
yontemini  gelistirilmistir. Son yillarda, filogrup G, yeni bir filogrup olarak
tanimlanmistir.?3

Biyofilm olusum 17. yiizyilda Antoni van Leeuwenhoek tarafindan basit
mikroskop kullanarak ilk kez tanimlamistir. Disinin plagi stirintiisiinii inceleyerek
mikrobiyal kiimelesme gérmesine ragmen bu goriintiiniin biyofilm oldugu farkina
varmamustir. Costerton 1970°1li yillarin ilk déoneminde, akarsularda yasamini siirdiiren
bakterilerin neredeyse tamaminin bir ylizeye yapisarak yasam siirdiiklerini ortaya
koymustur. Characklis 1973°de, su sistemlerindeki yiizeye kuvvetle tutunan mikrobiyal
topluluklar1 inceleyerek dezenfektanlara karsi direng gelistirdiklerini tespit etmistir.2*
1978’de Costerton ve arkadaslari, dis plaklar1 ve irmaklardaki mikrobiyal topluluklari
icin ilk defa ‘biyofilm’ terimini kullanmistir. Bu topluluklarin, ekolojik ¢evreden
yararlandiklarini tespit etmiglerdir. Yiiksek ¢oziiniirliikte ve 151k mikroskobundan gok
daha biiyiik goriintii elde edilen elektron mikroskobunun kullanilmasiyla biyofilm yapisi
daha da aydimlatilmistir.?

2.2. Taksonomi

Enterobacteriaceae ailesi, Gram negatif bakterilerin en biiyiik ve en heterojen
grubudur. Bu ailenin tiyeleri sporsuz fakiiltatif anaerop bakterilerdir. En fazla glikoz
olmak {izere birgok karbohidrat1 fermente eder, karmasik bir antijenik yap1 gosterir, ¢esitli
toksin ve viriilans faktorleri iiretirler.?6-%’

Enterobacteriaceae karmasik bir taksonomiye sahip olup, yiizlerce tiir bakteri
tamimlanmistir ve her giin yenileri eklenmektedir. 25 iizeri cins ve 110 f{izeri tiir

tamimlanmustir. Citrobacter Enterobacter, Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella,



Serratia, Proteus ailenin en Oonemli cinsleridir. E. coli, Escherichia cinsinin en 6nemli
tiyesidir.2?8 E. coli’nin taksonomisi;

Alem: Bacteria

Boliim: Proteobacteria

Smif: Gamma Proteobacteria

Takim: Enterobacteriales

Aile: Enterobacteriaceae

Genus: Escherichia

Tiir: Escherichia coli (E. coli) seklindedir.

2.3. Morfoloji Ozellikleri

E. coli, insan ve hayvan kalin bagirsaginda en yaygin olara yasayan normal flora
bakterisidir. Gram negatif, 2-6 pum boyunda, 1-2mm eninde, besiyerinde hafif kabarik, 1-
2 mm ¢apinda, Smooth (S) tipi koloniler olustururlar. Hareketli olup, peritrik Kirpikler ile
aktif hareket halindedirler. fimbrialar hiicre ve yiizeylere adhezyonunu saglayan
morfolojilerinin ve antijenik 6zelliklerinin birbirinden farkli olmasi ile ayrilirlar. Kalin
bagirsak disinda yasayan ve mukoid (M) koloniler olusturan kapsiillii suslar1 da vardir.
Kapsiiller mikroskopta boyanmamis bdlge olarak goriiliirler.?

2.4. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli; aerop ve fakiiltatif anaerob olup 15-45 °C araliginda iireyebilen, 37 °C
optimal tireme 1sis1, 7.2 optimal iireme pH’s1 olan bakterilerdir. Bu bakteriler dis
etmenlere kars1 oldukg¢a direngli olup 55 © C’de bir saat, 60 ° C’de 20-30 dakika, oda
isisinda ise uzun siire canli kalabilmektedir. Dezenfektanlara duyarli soguga ise
direnclidirler. Buyyon, jeloz, peptonlu su ve agarda kolaylikla iireyebilmektedirler. Sivi
besiyerinde yogun iireme sonucu homojen bulaniklik yaparlar. Agarda 1-2 mm ¢apinda

diizgiin kenarli, S tipi koloni yaparlar. Tekrar yapilan pasajlarda ise mat goriintimlii, kaba-



graniiler R tipi koloni olustururlar. Kapsiilii olan suslar ise M koloniler olusturabilirler
Genellikle idrar yolu infeksiyonlarindan (IYE) izole edilen E. coli’lerin bazilar1 kanli
besiyerinde hemoliz olusturabilirler.31-3? E. coli bakterileri basta seker olmak iizere
karbonhidratlar1 pargalayarak asit ve gaz olusturlar. Laktoza olan etkisi sonucu gaz
olusturmasi ile Shigella tiirleri basta olmak tizere diger barsak bakterilerinden ayiran
onemli bir 6zelliktir. I¢inde eozin metilen mavisi ve laktoz bulunan Eosin Metilen Blue
(EMB) agarda ve iginde sodyum siilfit, laktoz, diyament fiiksin olan Endo agarda mavi-
siyah yesilimsi metalik rofle parlakligi veren koloniler olustururken, Salmonella-Shigella
(SS) ve Mc Conkey agarda kirmizi, kanl agarda ise gri koloniler olustururlar.3-32

E. coli’nin biyokimyasal dzellikleri IMVIC olarak bilinen (Indol olusturma, Metil
kirmizisi testi, Voges Proskauer testi, Sitratt kullanma) (+ + — —) olarak gdsterilir. Bu
bakteriler Katalaz pozitif, oksidaz negatif olup iireyi par¢alama 6zellikleri yoktur. Cok az
kokeni diginda hidrojen siilfiir (H2S) olusturamaz, fakat sisteinli besiyerinde az oranda
H2S olusturduklari tespit edilmistir.3!=3

E. coli’ nin kirpik (H), somatik (O), fimbria (F) ve kapsiil (K) antijenleri
bulunmaktadir. H ve K antijenleri ile serotiplere, O antijenlerine gére de gruplara
ayrilirlar. 3132 O antijenleri alkol, 1s1 ve kaynatmaya kars1 dayaniklidirlar. Lipopolisakkarit
yapisinda ve formole dayaniksiz en onemli hiicre duvari antijenidir. H antijenleri,
hareketli kékenlerde bulunmaktadir. Formole karsi direncli, 100°C 1sitilmaya ve alkole
kars1 ise duyarhdirlar. K antijenleri, polisakkarit yapisinda olup 1siya dayaniklidirlar.
100°C ila 120°C’de bir iki saat kaynatmakla ortadan kaldirilabilirler.3*

2.5. E. coli Patotipleri

Intestinal E. coli suslar1, fenotipik, epidemiyolojik ve klinik &zellikleri ile viriilans

faktorlerine gore kategorilere ayrilmistir. Bunlar;

» Enteropatojenik E. coli (EPEC),



» Enterotoksijenik E. coli (ETEC),

» Enteroagregatif E. coli (EAEC)

» Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

> Vero- veya Shiga-Toksin Ureten / Enterohemorajik E. coli (VTEC veya STEC
| EHEC)

> Diffuz Aderent E. coli “dir (DAEC).*®

Ekstraintestinal patojenik E. coli (ExPEC) suslar1 ise, saglikli hayvanlarin
bagirsak florasinda kommensal, fakiiltatif patojen 6zelligine sahiptirler. Bunlar;

> Septisemik Patojenik E. coli (SEPEC)

» Neonatal Meningitis E. coli (NMEC)

» Uropatojenik E. coli (UPEC)

> Avian Patojenik E. coli (APEC).?6°

2.5.1. Intestinal E. coli Patotipleri

2.5.1.1. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

E. coli’nin ilk tanimlanan patotipidir. 1940-1950'de diyare etkeni olan E. coli
suslarini tanimlamak i¢in "EPEC" terimi 1955'de ilk kez Neter tarafindan kullanilmaya
baslanmistir. Bu patotip tiim hayvanlarda ve insanlarda diyareye neden olmaktadir.3%
Ozellikle gelismekte olan iilkelerde bebeklerde, kanl ve sulu diyare ile karakterize en
onemli patotiplerden biridir.” Bu suslar toksin salgilamadan, hiicre ici sinyalizasyonu
bozarak diyareye sebep olurlar.®

EPEC suslari, barsak epitel hiicrelerindeki mikrovilluslara kolonize olduktan
sonra, barsak enterositlerini etkileyerek lezyon ve bozukluklara yol agarak bebeklerde
diyareye sebep olmaktadirlar.®®3® EPEC suslarinmn énemli virulans faktorleri, plazmid

tarafindan kodlanan, EPEC Adezyon Faktorii (EAF) ve adezyonun son asamasinda gérev

alan intimindir.%®



EPEC, tipik (tEPEC) ve atipik (aEPEC) olmak iizere iki kategoriye ayrilir.%’
Suslarin tanimlanmasinda eski yillarda O ve H serotipleri esas alinirken; giiniimiizde LEE
(Locus of Enterocyte Effacement) patojenite adasinin varliginin saptanmasi ve Shiga
toksin kodlayan genlerin yoklugu goz 6niinde bulundurulur.®® Ayrica, smiflandirmada,
EAF plazmidi iizerinde kodlanan ve bakteriler arasi etkilesim ile mikrokoloni
olusumunda gérevli bundle-forming pili (bfp)’de 6nemli rol oynar. LEE patojenite adasi,
EAF plazmidi ve bfp piluslar1 bulunan suslar tEPEC olarak, LEE pozitif ve EAF, BFP
negatif suslar ise, aEPEC olarak simiflandirilirlar.®’

2.5.1.2. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

ETEC suslari, insanlarda ve evcil hayvanlarda diyarenin  6nemli
nedenlerindendir.®® Hijyen kosullarinin iyi uygulandigi gelismis iilkelerden, hijyen
sartlarinin zayif oldugu sicak iklimli iilkelere giden turistlerde 6zellikle ¢ocuklarda
goriiliir. ETEC, insan veya hayvan digkisi ile kontamine olmus su, siit ve gidalarla
bulasarak, insan ve hayvanlarda sulu ishal, dehidratasyon ve barsak emiliminde azalmaya
yol agar.3®

ETEC suslari, barsak epitel hiicrelerine zarar vermezler, fakat i1siya duyarli
termolabil enterotoksin (LT) veya isiya direngli termostabil enterotoksin (ST) iiretirler.
Bu toksinler de kolera toksini ile yakindan iliskilidirler.** Ayrica konake1 barsak epiteline
yapismayl saglayan fimbrial ve afimbrial adhezinler de ©nemli virulans
faktorlerindendir.®

2.5.1.3. Enteroagregatif E. coli (EAEC)

EAEC, ilk kez 1987°de Nataro’nun 500'den daha fazla susun yapisma paternlerini
karsilastirarak tanimlanmistir.*! Ik tanmimlanmasindan beri kiiresel olarak endemik ve
epidemik diyarelerde tespit edilmistir ve diyare hastalarina ait digkilarda en yaygin

bakteri patojeni oldugu bulunmustur. EAEC endemik bolgelerde ¢ocuklarda ve 6zellikle



HIV ile enfekte immiin sistem hastalarinda kalic1 diyareye nedeni olup, gezgin ishali i¢in
bir ajan oldugu belirlenmistir.*> Bagirsaklardaki epitel tipi-2 hiicrelerine yapisarak tugla
goriiniimii almasi en karakteristik dzelligidir. Bu adezyon 6zelligi, plazmid aracilidir.*?
EAEC suslari, enteroagregatif stabil toksin (EAST) olarak adlandirilan bir toksin
{iretmektedirler.

2.5.1.4. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

EIEC suslar enterotoksin iiretmezler ve 6zellikle ¢ocuklarin bagirsak epitelinde
hasara yol agarlar. Shigella tiirleri ile yakin iligkilidirler ve bu tiirler gibi, insanlarda distal
kalin bagirsagin epitel hiicrelerine kolonize olup gogalabilirler. Hastalarda siddetli kramp
tarzi karin agrisi, hipertermi, kanli ve dizanteri tarzi diyarelere neden olmaktadir.**

2.5.1.5. Vero- veya Shiga-Toksin Ureten / Enterohemorajik E. coli (VTEC
veya STEC / EHEC)

E. coli izolatinda Shiga toksini 1 veya 2 geninin (stx1 veya stx2) varligi,
verotoksin iireten E. coli (VTEC) veya Shiga toksini tireten E. coli (STEC) olarak
nitelendirilir. 400 STEC serotipinin tespit edilmis ve bir alt kiimeleri insanlardaki
hastalikla iliskilendirilmistir.*®

STEC, ilk olarak 1977°de tanimlanmustir.® STEC hafif seyirde kanl ishal ve
hemolitik iiretik sendroma (HUS) yol agmaktadir. Enterohemorajik E. coli (EHEC),
STEC'in bir alt kiimesidir ve baslangicta shigellozdan klinik olarak farkli olan hemorajik
kolitle (HC) iliskisi ile tammimlanmistir ve EPEC'den farkli fenotipik ve genotipik
ozelliklere sahiptir.***’ Bir E. coli susunda sitotoksin iiretimi ile birlikte, barsak
epitellerinde adhezyon ve bozukluga sebep olan LEE (Locus of Enterocyte Effacement)
patojenite adas1 mevcut ise EHEC ad verilir.®® Bu suslarin ana rezervuar sigir bagirsak

sistemi olup, insanlarda goriilen ilk vakalar, az pismis hamburger tiiketimiyle



iliskilendirilmistir. Daha sonra, sosis, pastorize edilmemis siit, elma suyu, turp, kavun,
marul ve Briiksel lahanasi gibi gida maddeleri kaynak olarak bildirilmistir.>

2.5.1.6. Diffuz Aderent E. coli dir (DAEC)

DAEC Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde goriilen, cocuklarda hastalik yapma
potansiyeli oldukea yiiksek olan (siireklilik gosteren ishale) patotiptir.®® E. coli suslarmmn
Hep-2 hiicrelerinde diffiiz adezyon (DA) 6zelliginin saptanmast ile tanimlanmaktadirlar.

2.5.2. Ekstraintestinal E. coli Patotipleri (EXPEC)

Ekstraintestinal E. coli suslari; herhangi bir hastaliga neden olmadan, konakg1
gastrointestinal sisteminde (GiS) kommensal yasayabilirler. Konagin GIS’ndem diger
viicut kisimlarina gectiginde, kolonize olarak enfeksiyona neden olabilirler. Viriilans
genlerini; patojenite adalar1 kodlar.48->0

2.5.2.1. Septisemik Patojenik E. coli (SEPEC)

SEPEC, bobrek epitel hiicrelerine yapisarak, istila etmektedir. Bu olay, kan
dolagimina girisi saglamakta ve sepsis gelisimi agisindan 6nemlidir. SEPEC susu kan
dolagimina girdikten sonra uygun sartlar mevcutsa sepsis meydana getirir. Bu suslarda
fim H viriilans geni bulunmakta ve bu gen tip 1 fimbriya iiretiminden sorumludur. D
mannoz varliginda hiicrelere yapisarak istila eder.>

2.5.2.2. Neonatal Meningitis E. coli (NMEC)

NMEC, ciddi norolojik sikintilara sebep olan yenidogan menenjitin en sik goriilen
nedenidir. Yenidoganlarda %20-40 oraninda 6liime neden olmaktadir.® Bu sus, K1
kapsiiler antijeni varlig1 ile karakterizedir.> NMEC’de K1 kapsiilii, NMEC’i kompleman
aracili Olimden, bakteriyofajlardan korumakta ve beyin mikrovaskiiler endotel
hiicrelerinde  hayatta kalmasmi  kolaylastirmakta ve  fagositozdan kacisim

saglamaktadir.>
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2.5.2.3. Uropatojenik E. coli (UPEC)

UPEC, iiriner sistem enfeksiyonlarindan, IYE %90'1ndan sorumlu baslica etken
olarak kabul edilmektedir. Diinya ¢apinda 6nemli mortalite ve morbidite ile sonuglanan
toplum (%70-95) ve hastane (%50) IYE nedenidir.>* UPEC, sistit, bakteriiiri, piyelonefrit
ve prostatit dahil TYE’lerin en 6nemli nedenidir.*®

UPEC suslari, PAI-I (70 kb) ve PAI-II (190 kb) olmak tizere iki patojenite adasi
icermektedirler.®® Bu suslarin patogenezinde rol oynayan viriilans faktorii ¢esitli adezinler
(fimbrialar), hemolizin, aerobaktin ve sitotoksik nekrotizan faktér 1 (CNF-1) bulunur.
UPEC suslarinda en yaygin olarak tespit edilen O serogruplari; O1, O2, O4, 06, O7, 27
015, 016, Ol18ac, O75'dir. Bu suslar, K antijenine (K1, K2, K3, K5, K12 ve K13) sinirh
sayida sahiptirler.® Kapsiiler polisakkarit iiretiminden kpsMT II geni, bakterinin
invasyonunda fimH geni, idrar yoluna yayilmay1 ve orda kaliciligi saglamaktan ise CNF-
1 geni sorumludur.®®

2.5.2.4. Avian Patojenik E. coli (APEC)

APEC, insanlarda alveolitis, perikarditis, septisemi ve seliilit gibi enfeksiyonlara,
kanatl hayvanlarda ise koliseptisemi, kolibasillozis, poliserozit, ovaritis, yumurta kesesi
yangisl, artritis, sinovitis gibi enfeksiyonlara neden olmaktadir.>’

APEC suslari, O1, O2 ve O78 serogruplarina ve sinirli sayida klona aittirler.
Viriilans faktorleri; adezinler (F1, P ve kivrik fimbrialar), aerobaktin demir kazanim
sistemi, K1 kapsilii, sicakliga duyarli hemaglutinin (TSH), serum direnci ve ¢esitli
toksinlerdir.>®

2.6. E. coli Virulans Faktorleri

Virulans, mikroorganizmanin hastalik olusturma yetenegini ifade eden terimdir.
Dogumdan itibaren ilk birka¢ saat igerisinde insan gastrointestinal sistemi, E. coli

bakterisi ile kolonize olmaya baslamaktadir. Bakteri-konak uzun yillar karsilikli fayda
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saglayarak "kommensal" yasam siirdiirmektedirler. Fakat kommensal E. coli izolatlari
disinda patojenik formlar da kolonizasyon olusturabilmektedirler ve enfeksiyonlara sebep
olabilirler.* Patojenik olan E. coli suslari, insanlarda yol actiklari enfeksiyon tipine ve
konakg tiiriine gore degisiklik gostermekte olup, cesitli enfeksiyonlarin patogenezinde
bu suslarm virulans faktorleri onemli yer tutmaktadir.®® Yani enfeksiyon gelisebilmesi
icin konagin immiin sisteminde bir sorun olmamasi, yapisal- islevsel bir bozukluk
bulunmamasi, bakteri miktar1 ve virulans faktorleri 6nemlidir. Bagirsak florasinda
bulunan E. coli patojen degildir. Viriilans faktorleri patojen ve patojen olmayan suslari
belirlemektedir.®®

E. coli’ye ait virulans faktorleri, bakteri genomu veya plazmidlerde yer alan bazi
genler tarafindan kodlanir. Patojenik E. coli suslarin, patojen olmayan suslardan ayirt
edilmesi bazi virulans faktorlerinin tespiti ile miimkiin olmaktadir. Virulans faktorleri,
patojenik E. coli’nin konagi enfekte etmesinde, kolonizasyonunda ve konagm immun
sistemi ile miicadele etmesinde dnemli rol oynarlar.®® Ozellikle EXPEC enfeksiyonlarin
olugmasinda, mukozal yilizeye adezyonu, epitel hiicre katmanin1 gegme, komplementin
bakterisidal etkisine diren¢ gosterme, fagositozdan kagma ve canli kalarak ¢ogalma
yetenegini siirdiirme Onemli yer tutmaktadir. Ayni zamanda, virulans faktorlerinin
sentezlenmesi daimi degildir, sadece c¢evreden ve/veya konakgidan ¢esitli sinyalleri
aldiklar1 zaman sentez olmaktadir.>%-%

Patojenik E. coli viriilans faktorleri ile basarili olmasinin yani sira, anti bakteriyel
ilaglara diren¢ gostermesi nedeni ile, tedavide basarisizliklara sebep olmaktadir.®
Organizmanin bu yiiksek direng yetenegi sayesinde, tedavi se¢iminde de zorluklar dnemli
giiniimiiz sorunlarindan olmustur.®?

E. coli susglariin 6nemli viriilans faktorlerine sahiptirler. Bunlar;

» Adezinler (Tipl fimbria, S fimbria, P fimbria, F1C fimbria,),
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Toksinler (hemolizin, sitotoksik nekrorizan faktor),
Sideroforlar (aerobaktin sistemleri),

Konak hiicrelerine salinan proteinlerdir,

>
>
>
» Polisakkarit kiliflar (lipopolisakkarit ve kapsiiller),
> Proteazlar,

»  Serum direnglilik proteinleri,

> Invazinler.®

Virulans faktorlerin birgogu "patojenite adalar1” (PAI) denilen kromozoma
entegre olan ekstrakromozamal viriilans gen kiimeleri tarafindan kodlanmaktadir.%®

2.6.1. Adezinler

En 6nemli ve en yaygin goriilen virulans faktorlerinden olan adezinler genelde
“pili” ve “fimbria” diye adlandirilan farkli boyutlarda sa¢ benzeri yiizey yapilari ile
birlikte bulunmaktadirlar.®* Adezinler, hiicresel iletim yolaklarmi direk etkileyerek,
bakteriye ait iiriinleri konake1 hiicreye iletme, bakterinin ylizeye tutunma ve invazyonu
ile etkisini gostermektedir.®®> EXPEC’ e ait adezinler: Tip 1 (F1) Fimbria (fim), P
fimbria/piyelonefritle iliskili pilus (pap), S fimbria veya sialik asid spesifik fimbria (sfa),
bundle-forming pilus (bfp), afimbrial adezinler (afa), Dr fimbria (dra), F1C fimbria (foc),
intimin, sicaklik duyarli hemaglutinin (tsh), F9 fimbria, Ygi fimbria, Yad fimbria, Pix
fimbria, FdeC adezin, curli fiber (csg), Tos A adezin ve putatif adezinlerdir.%6-

Tip | (F1) fimbrialar, D-mannoz varhiginda eritrositleri agliitine edemeyen
fimbrialardir. Bu fimbrialar, E. coli suslarmin ¢ogunda bulunmaktadirlar.®® Tip 1 (F1)
fimbrialar, kromozom iizerinde bulunan fim geni araciligiyla kodlanan, koloni ve
biyofilm olusturma, inflamasyon, kolon mukozasi, vajina mukozasi ve {iriner sistem
epitel hiicrelerine adezyon ve hiicre ici canliligin devaminda rol alan adezinlerdir.®® Tip

1 (F1) fimbrialar, fimA, fimC, fimE, fimF fimH ve fiml diye dokuz farkli genden olusan
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bir operon tarafindan kodlanmaktadir. Uroepitele yapisma en ¢ok fim H aracilif: ile
gergeklesmektedir.®® Tip 1 (F1) fimbrialar, yaygmn siklikta ve alt iiriner
enfeksiyonlarinda goriilmektedirler.”

P fimbrialar, D-mannoz varliginda eritrositleri agliitine edebilen fimbrialardir.*®
P fimbrialar, pap (piyeloneftit ile iliskili pilus) geni araciligiyla kodlanan en 6nemli
adezinlerden olup, pyelonefritis olgularinin patogenezinde dénemli role sahip, 6zellikle
bobrek transplantasyonu olan hastalarda daha yaygin olarak bulunan bir viriilans
faktoriidiir.®® P fimbria, papA ve papE, papF ve papG’den olusan bir heteropolimer
oldugu gosterilmistir.%® P fimbrialar Gal-Gal reseptdleri ile iiriner sistem epitel
hiicrelerine baglanirlar.”

S fimbrialar, E. coli suglarinin beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerine adezyonu
ve invazyonunda rol oynayan adezinlerdir.” Bu fimbrialar, neonatal sepsis, meningitis
sebepli patojenik E. coli suslarinda goriilmekle birlikte, UPEC suslarinda da mevcuttur.®®
E. coli kromozomu iizerine lokalize sfa geni tarafindan kodlanmaktadir.”

Bundle-Forming Pilus (bfp), sinif I EPEC suslari tarafindan {iretilen fimbrial
adhezinlerdir. Bu fimbria, demet olusturur ve bakterinin reversibl otoagregasyonu ile
birlikte, hiicre kiiltlirlinde HEp-2 hiicrelerine adhezyonu saglar. Bfp, bir outer membran
proteini olan EspA ile birlikte, EPEC suslariin konak intestinal epitel hiicrelerine
adezyonunun ilk asamasini gergeklestirir.” Tipik EPEC suslari, EAF olarak adlandirilan
bir plazmide sahiptirler. Bfp, bu plazmitte bulunan BfpA geni tarafindan kodlanir. Atipik
EPEC suslar1 ise bu plazmidi tasimadiklarindan dolay1 bfp geni yoktur ve daha az
patojeniteye sahiptirler.>7®

Afimbrial adezinler (afa), pili bulundurmayan, bazi1 E. coli suslarinin hiicre

kiltiirlerine diffuz adezyonunu ve koloni olusumunu saglayan ve afa genleri tarafindan
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kodlanan kronik ve tekrarlayan sistite neden olan polipeptid yapilardir.®’” AfaA, afaE,
afaD, afaB ve afaC genleri, AfaE-1 adezin gen kiimesini olusturmaktadirlar.’

Dr adezinler (dra), dra genleri tarafindan kodlanirlar. Dr adezinleri, E. coli
suslarinin kompleman regiilatorle etkilesim sonucu epitelyal hiicreleri invazyon yaparak
sistite yol agmaktadir.”

F1C Fimbria (foc), tip 1 fimbria’ya benzer. Mesane ile bobrek endotelyal
hiicreleri, bobrek distal tiibiilleri lizerinde bulunan b-GalNacl, 4b-Gal rezidiilerine
baglanarak IYE ilerlemesinde etkilidirler. Bu adezin, 6 genden olusmus foc gen kiimesi
tarafindan kodlanmaktadir.®

Intimin (eae), en 6nemli virulans faktorlerinden olup, LEES patojenite adasinda
bulunan eae geni tarafindan kodlanan, bir outer membran proteinidir.3®" EPEC ve EHEC
patotipleri tarafindan tretilir ve konak hiicrelerde attaching (baglanma) ve effacing
(silinme) lezyonlarma yol ag¢maktadirlar. Barsak mukozasina adezyon ve
dejenerasyonlarin sekillenmesi ile tipik lezyonlar meydana gelmektedir.39°

2.6.2. Toksinler

Endotoksin (lipopolisakkarit), E. coli suslarinin hepsinde bulunan, patojenitede
onemli rol oynayan virulans faktoriidiir.®° Lipopolisakkarit (LPS), Lipid A (toksijeniteden
sorumlu) ve O antijeni (antijeniteden sorumlu) olan polisakkarid komponentlerini
icermektedir.8! Bu toksinler, konakgida ¢esitli hasarlara yol acar ve bakteri hiicresi
parcalandig1 zaman agiga cikarak inflamatuar yanita neden olur. Immun sistemi ve
pihtilasma sistemleri etkilediginden dolayi, canlilarda siddetli toksik reaksiyonlara yol
acar. Ates, hemoraji, kan pihtilasmasi, 16kopeni ve septik sok seklinde viicutta
bozukluklar meydana getirmektedir.>®"

Norotoksinler, bazi E. coli serotipleri (0139:K82) ve hemolitik E. coli suslari

tarafindan tiretilen, lipoprotein yapida, 1s1ya duyarli toksinlerdir. Ayni zamanda, farelerin
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merkezi sinir sisteminde bozukluklara ve domuzlarda enterotoksemiye sebep
olabilmektedir.”

Termolabil enterotoksin (Labil Toksin) (LT), 60°C’de 15 dk iginde inaktive
olabilen yiiksek molekiillii bir toksindir. LT-I ve LT-1I diye 2 ana gruba ayrilir. Bunlar
arasinda immiinolojik capraz reaksiyon yoktur. LT-lI, hem insan hem de hayvan
enfeksiyonlar ile iliskilendirilirken, LT-II’nin enfeksiyonlarla spesifik bir iliskisi yoktur
ve LT-II genellikle hayvansal orijinli E. coli suslar1 tarafindan, ¢ok nadir olarak da insan
orijinli E. coli suslar tarafindan salgilanir.®

Termostabil enterotoksin (Stabil Toksin) (ST), 100°C’de 15 dk i¢inde inaktive
olabilen diisiik molekiillii bir toksindir. Yapisal ve etki mekanizmalarina gore ST-1 ve ST-
Il diye 2 ana gruba ayrilir. ST-I, sadece ETEC suslarinca degil ayn1 zamanda Yersinia
enterocolitica ve non-O1 Vibrio cholerae gibi diger bakterilerce de salgilanir. Bu grupta,
ST-la (STp) domuzlardan, STIb (STh) insanlardan izole edilmis olan iki alt grup vardir.
ST-II, biiylik cogunlukta domuzlardan izole edilen ETEC suslar1 basta olmak {izere,
insanlardan izole edilen bazi ETEC’lerde de salgilandigi tespit edilmistir.*°

Shiga / Vero Toksin (Stx / VT), E. coli suslarindan bazilari, sitotoksik etki
gosteren Shigella spp.’lerin trettigi toksin salgilarlar ve Shigatoksine (Shiga like) ile
verotoksin olarak adlandirilir. Bu toksinler, E. coli O157:H7 serotipi tarafindan salgilanir
ve HUS, ishal, hemorajik kolitis etkenidir.8283

Shigatoksin, immunolojik olarak c¢apraz reaksiyon goéstermeyen Stx1 ve Stx2
olmak tizere iki alt grup igerir. Bunlar, enzimatik agidan aktif bir A ve bir pentamerik B
alt initesinden olusmaktadirlar. A alt {initesi, Okaryot hiicrelerde protein sentezini bloke
ederken, pentamerik B alt tinitesi ise, fonksiyonel reseptorlere baglanmaya aracilik eder.
Stx1 toksini, Shigella dysenteriae serotip 1 tarafindan tiretilen Shiga toksini ile aynidir

veya sadece bir aminoasit farklilik gosterir. Stx2 toksini ise, Stx1’e gore 1000 kat daha
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fazla toksik etkiye sahiptir. Stx’ler, ayrica, kromozoma entegre olmus lambdoid fajlar
tarafindan kodlanirlar.”

Sitotoksik Nekrotizan Faktor (CNF), patojenik E. coli suslarinin bazilar
tarafindan tretilen, hiicrelerde nekroza yol agan, 110-115 kDa molekiil agirliginda
toksinlerdir. Bu toksinlerin, CNF1 ve CNF2 olmak tizere immunolojik olarak birbiriyle
iliskili olan iki tipi bulunmaktadir. CNF1, kromozom tarafindan kodlanmasina, CNF2
plazmitte bulunan genler tarafindan kodlanir.*"

CNF-1, UPEC’ lerde tanimlanan en onemli virulans faktorlerindendir. Genellikle
ekstraintestinal enfeksiyonlarda (meningitis, septisemi) tespit edilmistir. Bu toksinin
varhig, tiriner sistem enfeksiyonunu sebep olmakla birlikte, konak hiicrede bozukluklara
ve hiicre lizisine yol agmaktadir.® 3 CNF2 varligi olan E. coli suslar ise, kuzu ve buzag:
enteriti ile septisemi etkenidir.”

Hemolizinler, sitotoksik protein olup eritrositleri lizise ugratrlar. E. coli suslari
alfa (hlyA), beta, gama ve enterohemolizin (Ehly), silotizin A (clyA) olmak {izere ¢esitli
hemolizin iiretirler.3% Ekstraintestinal E. coli suslari tarafindan salgilanan hlyA, tip 1
sekresyon sistemi tarafindan salgilanir, kromozom tarafindan kodlanan protein yapili bir
ekzotoksindir.>”® Genellikle UPEC patotipi tarafindan iiretilen hlyA, eritrosit ve
lenfositlerin lizisine neden olmaktadir. Lizis olusumundan meydana gelen demir,
bakterilerde siderofor sistemi araciligiyla degerlendirilmektedir. Bu toksin tarafindan
meydana getirilen hemoliz, koyun kanli agarda yiizeyinde goriilen kolonileri ¢evreleyen
beta (B) hemolitik zonlarin varhg ile tespit edilir.%3

2.6.3. Patojenite Adalar:

Birgok virulans faktoér, "patojenite adalar1" (PAI) denilen farkli genom
bolgelerinde integre olmus ekstrakromozamal viriilans gen kiimeleri tarafindan

kodlanmaktadir.%®
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[k olarak Jorg Hacker ve arkadaslari tarafindan tanimlamis olana PAI, patojenik
organizmalarda bulunurken, fekal E. coli genomunda bulunmayan, 30 Kb’ dan biiyiik
DNA bélgeleri olarak tanimlanmistir.258® Bu bolgeler, tRNA genleri ile iliskili olup tiim
genomun G+C igeriginden farkl1 bir G+C igerigine ve kodona sahiptir.%®

2.6.4. Aerobaktin ve Siderofor

Tiim hiicreler gibi E. coli’nin de konak hiicrelerde tiremesi i¢in gerekli olan demiri,
oksijen taginma ve depolamada, DNA sentezinde, elektron tasinmasinda ve peroksit
metabolizmasinda kullanmaktadir.8” Fakat, dokularda serbest demir (Fe) miktar1 az
oldugu i¢in, E. coli, ihtiyac1 olan demiri konaktan, aerobaktin, enterobaktin ve bakteriosin
gibi sideroforlar araciligiyla almakta ve bakteriyel sitozolde depolamaktadir.®

Siderofor aerobaktin, iki lizin ve bir sitrat molekiiliinden olusmus, E. coli i¢in en
etkili demir elde etme sistemidir. Bu sistem iucA, iucB, iucC, iucD ve iutA genleri
tarafindan kodlanmaktadir. iuc geni demir alimini kodlarken, iut geni de demir alimi igin
gerekli reseptordiir.3® E. coli, fenolat siderofor enterobaktin ve hidrosomat siderofor
aerobaktin olmak iizere iki tip iki tip siderofor sentezler.®® Aerobaktin sideroforlari,
plasmid tarafindan kodlanir ve EIEC, APEC patotiplerinde bulunurlarken, fenolat
siderofor enterobaktin ise, EPEC ve ETEC patotipleri tarafindan iiretilmektedirler.

2.6.5. Serum Direnci

Serumda bulunan komplement sistemi aktivitesinin bakterisidal etkisine karsi, E.
coli’lerin gosterdikleri direng, virulans 6zellikleri arasinda yer almaktadir.® Bu direngten
bakteri yilizeyinde bulunan K1 kapsiilii veya dis membran proteinleri (OmpA, TraT ve iss
proteinleri) yapilar sorumludur. Bu yapilar, membran atak kompleksine ve komplement

komponentleri kars1 savunma ile bakterisidal etkiyi dnlerler.®>®
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2.6.6. Kolisin

Kolisinler, E. coli tarafindan sentezlenen bir bakteriyosin olup, Shigella ve
Salmonella gibi E. coli’ nin yakin iliskili oldugu tiirler iizerinde de oldiiriicti etkisi
bulunan maddelerdir. Bu maddeler, bakteri hiicre zarinda porlar agarak, endoniikleaz etki
ile kromozomal DNA’y1 pargalarlar ve lipopolisakkarit, protein ve miirein sentezini
inhibe ederler.®* Ayrica DNA/RNA hasari olusturma, aktif transportun engelleme ve
glikojen sentezinin inhibe etme seklinde etki mekanizmalar1 bulunmaktadir.®?

Kolisinler, plazmitte (Col plazmidi) bulunan genler tarafindan kodlanirlar ve
kolisin iiretmeyen E. coli ve diger bazi bakteriler igin 6ldiiriicii etkiye sahiptirler.® A ile
V arasinda tanimlanmis yirmiden fazla kolisin tipi bulunmaktadir.®

1.7. E. coli’nin Filogenetik Gruplandirmasi

E. coli suslarinin genetik altyapiya sahip olusunun agiklanmasi, ilk 1980 yilinda
aciklanmis ve ilerleyen yillarda bu alt yapinin ¢ok kapsamli oldugu dogrulanmistir. Bu
aragtirmalara gore, E. coli suslari, cesitli filogenetik simiflara ayrilmistir.® Filogenetik
gruplandirma i¢in multilokus enzim elektroforezi ve ribotipleme gibi karmagik ve zaman
alic1 referans teknikler bulunmaktadir.®*°® Clermont ve arkadaslari, chuA, yjaA ve
TspE4C2 kullanarak basit ve hizli bir tripleks PZR yontem tanimlamistir. chuA heme
transportundan sorumlu gendir. yjaA E. coli K12 nin tiim genom dizisinden sonra bir
gendir ve gérevi hala bilinmemektedir. TspE4C2 DNA fragmentidir.®®’

Ilk filogenetik simiflandirmada, A, B1, B2, C, D ve E diye isimlendirilen alt: grup
tespit edilmistir.?° Daha sonraki yillarda yapilan yeni analiz yontemleri ile, A, B1, B2 ve
D olmak tizere dort ana filogenetik grupta belirlenmis ve smiflandirilamayan E. coli
suslar1 filogrup E’ye dahil edilmistir.”” Bakterilerin filogenetigi ve viriilans 6zelligi
arasinda bir iliski oldugu tespit edilmis olup, viriilan suslarin genellikle B2 ve daha az bir

kism1 D grubuna ait iken, kommensal suslarin grup A ve B1’ e ait oldugu bulunmustur.®*
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% A ve B1 filogruplar birkag viriilans gene ve daha yiiksek diren¢ modeline sahiptir. B2
ve D filogruplar ise bir¢ok patojenite adasi, biyofilm olusumu, adezyon faktorleri ve
yiiksek yiizey hidrofobikligi gibi cesitli viriilans faktorlerine de sahiptir.%
Clermont tiplendirme yontemine gore (Tablo 2.1),
» chuA geni, filogrup B2 ve D E. coli suslarinda olmasina ragmen; filogrup A ve
B1 E. coli suslarinda bulunmaz.
» yjaA geni, filogrup B2 suslarinda olmasina ragmen; filogrup D suslarinda
bulunmaz.
» TSPE4.C2, filogrup B1 suslarinda olmasina ragmen; filogrup A, B2 ve D

suslarinda bulunmaz.®’

Tablo 2.1. Clermont tiplendirme yontemine gore filogenetik siniflandirma

GEN
GRUP
chuA yjaA TspE.C2
A - + -
Bl - + +
B2 + + +
D + - +

2.8. E. coli’de Antimikrobiyal Direnc

Antimikrobiyal direng; bakterinin antimikrobiyal etkenin, bakterisit veya
bakteriyostatik etkisine kars1 etkilenmemesi demektir. Bu direng gelisimi, gereksiz fazla
ve bilingsiz antibiyotik kullanimi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Fakat ilaglarin heniiz
kullanilmadig1 yerlerde de bu ilaglara karsi direncli bakteriler oldugu tespit edilmistir. Bu
direncin nedeni, bakterilerin olumsuz ¢evre sartlarinda, bir savunma mekanizmasi olarak
diren¢ olusturma yetenekleridir. Ayni zamanda antimikrobiyal direng her gecen giin

artmasinin yani sira ¢oklu ilag direnci de yaygimlagmaktadir.%%1%
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Antibiyotik direncinin yayilmasinin temel mekanizmasi, genetik materyalin yatay
transferi olup {ic ana mekanizmasi tanimlanmistir. Antibiyotik diren¢ genleri, farkli
konjugasyon (bakteriyel sex) ile mobil genetik elemanlarin bitisik iki bakteri arasinda
birlestirilmis pili yapilariyla transferi, transformasyon (serbest DNA alimi) veya
transdiiksiyon (faj aracili), bakteriyofajla enfekte olmus bakteriyle bakteriyofaja duyarh
bir bakteri arasinda bakteriyel DNA’nin transferi ile gergeklesebilir. Antimikrobiyal
direng, dogal ve kazanilmis diren¢ olmak iizere iki sekildedir.

2.8.1. Dogal Direnc¢

Dogal direng, bakteri kromozomunun yapisinda dogal bulunan genler ile meydana
gelen bir direnctir. Bu direng tiirli; antimikrobiyal ilacin bakterinin etkinligini ortadan
kaldirmak icin etki edecegi yapiy1 bakterinin tasimiyor olmasi veya antimikrobiyal ilacin
sahip oldugu bir 6zellikten dolayi, bakteri lizerinde hedeflenen etkiyi gosterememesi
sonucu ortaya ¢ikar. Bazi Gr (-) bakterilerde var olan AmpC B-laktamaz ve bazi ¢oklu
ilag direncli efluks sistemi dogal diren¢ mekanizmasina drnektir.1%!

2.8.2. Kazanmilmis Direncg

Kazanilmis direng, bakteriye ait olan genetik 6zellik mutasyonu, plazmit,
transpozon, bakteriyofaj ve diger hareketli genetik elemanlar (HGE) ile yabanci bir direng
geninin bakteriye girmesi sonucu olusur®®. Bu dirence farkli mekanizmalar sebep
olabilir. Bunlar;

» Florokinolonlara direng; ilag hedefinde degisiklik, plazmid aracili direng
aktarimi ve hiicrede ila¢ birikiminin azalmasi (membran permeabilitede
azalma, aktif pompalama ile antibiyotigin hiicre disimna atilmasi) ile
olmaktadir. DNA giraz alt birimleri olan gyrA, gyrB ve Topoizomeraz IV
subuniteleri olan parC ve parE genlerindeki mutasyonla Ilag hedefinde

degisiklik olabilmektedir.?03-104
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» Aminoglikozidlere karst direng, ribozomal subunitenin modifikasyonu,
aminoglikozid  molekiiliinlin  enzimatik  nétralizasyonu  yolu ile
olabilmektedir.1%°

» Son zamanlarda bildirimi artan Kolistin direnci genellikle kromozomal
kaynakli olup, 6zgiil iki bilesenli diizenleyici sistemlerini kodlayan genlerde
mutasyonlara neden olan mekanizmalardan kaynaklanmaktadir.'%

Kazanilmig direng kromozom veya kromozom harici organellerde

olusmaktadir.'%?

Kromozomal direng, bakteri kromozomunda kalici degisiklikler sonucu olusan

mutasyonlara bagli gergeklesir. Kimyasal, sicaklik veya fiziksel degisimler sonucu ortaya
cikabilir. Bu degisimler sonucunda bakterinin antimikrobiyal ajana karsi permeabilitesi
azalir ve ilag hiicre iginde istenen bolgeyi etkisi altina alamaz. Streptomisin, eritromisin
ve aminoglikozidlere kars: olusan direng bu dirence drnektir.%’

Ekstrakromozomal direng, plasmid, transpozon ve integron adi verilen HGE ile

olusmaktadir. HGE, konak ile genomun fiziksel agidan hareket edebilme kapasitesine
sahip olmasindan dolay1 bakteri popiilasyonunda oldukga fazla bulunmaktadirlar.'%
Bunlar bakterinin genomunun degisimine, genomun boyutunda ve patojenitesinde
farkliliklara neden olarak yol acarlar.® HGE’ler iki sekilde goriilebilir. Birincisi
bakteriden diger bakteriye antibiyotik direncinin aktaran konjugatif direng plazmidleri ve
transpozonlari, digeri ise hiicre iginde bir genetik bolgeden digerine hareket eden
elemanlardir.!'® Bunlar transpozonlar, plazmidler, integronlar, genomik adalar,
bakteriyofajlar, integratif ve konjugatif elementler, insersiyon sekanslaridir. HGE yatay

gen transferi, coklu ilag direncinin yayilmasi ve rekombinasyona sebep olur.1%
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2.9. Yatay Gen Aktarnminda Rol Oynayan Hareketli Elemanlar

2.9.1. Plazmidler

Plazmidler, bakteri kromozomuna gore daha kiigiik olup, boyutlar1 150 kilo baza
kadar degisebilen, bakterilerde yaygin olarak bulunan ekstrakromozomal genetik
elamanlardir. Borrelia ve Streptomyces’lerin bazi tiirleri hari¢ sirkiiler yapidadirlar.
Plazmitler bakteri lehine olan direng genleri tasirlar. Bunun yaninda yaninda Hg*? gibi
metal iyonlarina, klorhekzidin veya kuaterner amonyum bilesikleri gibi bazi antiseptik ile
dezenfektanlara ve UV 1sinlarina kars1 direng genleri tastyabilirler. Direng plazmitlerinin
bircogu konjugatif ve kendi transferini tesvik etmek icin gerekli olan fonksiyonlari
kodlarlar. Az bir kismi ise hiicrede bulunan konjugatif bir plazmit tarafindan
desteklendiklerinde mobilize olabilirler.!'*

2.9.2. Transpozonlar

Bir hiicre geninde bir yerden baska bir yere hizli hareket edebilen sigrayici gen
olarak adlandirilan elamanlara transpozon denir. Yap: farkliligi, sahip olduklari direng
genleri, genetik iliskileri, transpozisyon mekanizmalarina gore farklilik
gostermektedirler.!'% Bu hareketli elemanlar yaygin olarak Enterobacteriaceae ailesindeki
direngten sorumlu olup, konjugasyon, transformasyon veya transdiiksiyon yoluyla
aktarilirlar ve kromozomda bulunan genlerden hizlidirlar.*? Konjugatif transpozonlar
plazmit 6zelligine sahip olup, endojen plazmitlerin bir mikroorganizmadan digerine
transfer edilmelerini saglamaktadirlar.!*®

2.9.3. integronlar

Integronlar, ilk olarak 1980'lerin sonunda tanimlanmis olan antimikrobiyal ilag
diren¢ gen kasetlerini igceren bu yiizden direng determinantlarinin tespiti, yayilhimi ve
rekombinasyonunda rol oynayan mobil genetik elemanlardir. Genellikle Gram (-)

bakteriler arasinda antibiyotik direncinin yayilmasinda rol almaktadirlar.!'* Hareketsiz
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olup, hareketli olan transpozon ve plazmitlerin iizerine yerlesmislerdir.!*® integron iceren

bakteri genomlarmin belli bir kisminin veya tamaminin sekansi ile, integraz genlerinin

veya integronlarin genomun yaklasik %10-17’ sini olusturduklar1 yapilan biyoinformatik

analizlerle bildirilmistir. Tanimlanan integronlarin ¢ogu, insan klinik izolatlarinda tespit

edilmis olmasinin yanisira, su ve toprak gibi ¢evresel 6rneklerde de bulunabilirler.t*®
2.9.3.1. integronlarin Yapisi

Integronlar ii¢ elementten olusur. Bunlar;

> Integron icinde bolgeye 6zgii rekombinasyon icin gerekli olan bir tirozin

rekombinazi (integraz, intl geni tarafindan kodlanan) kodlayan gen,

> Integral tarafindan taninan bitisik rekombinasyon bolgesi (attl),

> Integronda bulunan gen kasetlerinin verimli transkripsiyonu ve ekspresyonu

icin gerekli entegrasyon bolgesinin yukarisinda yer alan promotor bolgedir.t’

Promotor tiim integron siniflarinin bir pargasi oldugu bilinmesine ragmen, varligi
ve aktivitesi hepsi i¢in gosterilmemistir.*’

Gen kasetleri, tek ve ¢ogunlukla promotorsiiz bir gen ve bir rekombinasyon
bolgesinden (attC) olusan kiiclik mobil elementlerdir. Gen kasetleri, integrona entegre
edildiginde lineer, eksizyondan sonra veya bdlgeye 06zgli rekombinasyondan once,
serbestken dairesel formdadir. attC bolgesi, integraz tarafindan taninir ve bu bolge ile
integronun attl bolgesi arasinda rekombinasyon gerceklesir, boylece integron yapisina
gen kaseti eklenmis olur.!*® Bilinen 194 gen kaseti identifiye edilmistir, bu gen
kasetlerinin aminoglikozitlere, flaktamlara, kinolonlara, kloramfenikol ve trimetoprim'e
direng genleri tasimaktadir.!*®

2.9.3.2. integronlarin Smiflandirilmasi

Bugiine kadar, intl genindeki dizilerdeki farkliliklarda gore integronlar integron

smif 1- 4 siniflar olarak siniflandirtlmistir. Siif 1-3 integronlar ¢oklu direngli olarak
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bilinen ve bu rekombinasyon bolgeleri ile in vitro eksizyon ve entegrasyon ile gen
kasetlerini alma yetenegine sahip integronlardir. Calismalar genellikle sinif 1 integronlari
Gram (-) mikroorganizmalar {izerinde yiiriitiilmiistiir.'?® Bunlardan farkli olarak smif 4
integron, ilk olarak Vibrio cholerae’da tanimlanmis antimikrobiyal direng ve bakteriyal
genom evriminde rol oynadigi smirli kaynaklarla da olsa gosterilmistir®®Y). Diger
integron siniflar1 da antibiyotik direnci gen kasetleri igerebilir ancak kiiresel yayginliklari
fazla degildir.1?2

Simif 1 integronlar: Sinif 1 integronlar 5’korunmus bélge (5°CS) ve 3 korunmus
bolge (3°CS) ile gen kasetlerinin yerlesmis oldugu variable region (VR) olarak

123 5°CS bolgesi temel olarak 3 yapi icerir. Bu

adlandirilan degisken bir bolge igerirler.
yapilar tirozin rekombinaz enzimini kodlayan integraz gen (intl), attl olarak bilinen
rekombinasyon bolgesi ve insert olan gen veya gen kasetlerinin ekspresyonunda rol alan
bir promotor bdlgeden (P) olusur. 3°CS bolgesi ise qacEA1 olarak adlandirilan defektif
kuaterner amonyum diren¢ geni ve sulfonamidlere direncten sorumlu olan sull geni
icerirler. Bu iki korunmus bolge arasinda bulunan degisken bolge ise ¢esitli antibiyotik
diren¢ kasetlerinin girdigi 59 baz ¢iftlik attC gen bolgesi icerir. Bu bolge
rekombinasyonun oldugu bélgedir.'?*

Sinif 1 integronlar Tn21 gibi transpozonlar iizerinde tespit edilmistir ve prototip
olarak bilinirler. Smif 1 integronlar tek basina hareket edemez, Tn21 integraz veya intl1
integrazin aracilik ettigi bolgeye 6zgli rekombinasyonlar ile konjugatif plazmit ya da
transpozon gibi hareketli elemanlar {izerinde tiir i¢i ya da tiirler aras1 genetik materyali
transfer edebilir.® Sinif 1 integronlar Acinetobacter, Alcaligenes, Burkholderia,

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

Shigella ve Vibrio gibi bircok gram negatif bakterilerde tespit edilmistir.'?°
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Smif 2 Integronlar: Siif 2 integronlar genelde cogalmayan Tn7 transpozon ailesi
ile iliskilidir.!?® Bu aile 14 kb’lik bakteri transpozonu olup, hiicrede spesifik bir bolge
bulundugu zaman transpozisyon mekanizmasini aktive ederler.!?’” Tn7 transpozonlari
hiicreye transpoze olacaklar1 zaman konjugatif plazmitleri tercih ederler ve antibiyotik
direng genlerini tasirlar.!?® Tn7’nin integronu ve siif 1 integron benzer ve ii¢ tane direng
gen kaseti tasirlar. Bunlar streptomisin/spektinomisin direncinden sorumlu aminoglikozit
adenil transferaz (aadA1l), streptotrisin direncinden sorumlu streptotrisin asetil transferaz
(sat2) ve trimetoprim direncinden sorumlu dihidrofolat rediiktaz (dfrAl) gen
kasetleridir.!?® Sinif 2 integronlar Acinetobacter, Aeromonas, Escherichia, Morganella,
Salmonella ve Shigella’da bulunmustur.'?®

Simf 3 integronlar: Sinif 3 integronlar Tn402 transpozonlar tarafindan
yakalanirlar ve transpozona ters oryantasyonda yerlesirler. Smif 3 integraz geni (intl3)
simif 1 integraz genine (intl1) % 60 oraninda benzemektedir. Bu integron sinifi integron
siiflari arasinda en az bulunmalarina ragmen hizla gelismekte, yeni tiirlere aktarilmakta
ve yeni direng kasetleri kazanmaktadirlar.'?® Siklikla Escherichia, Klebsiella, Serratia ve
cevresel Acinetobacter spp., Alcaligenes xylosoxidans, Enterobacter, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida, ve Citrobacter tiirlerinde tespit edilmislerdir.**

Simif 4 integronlar: Simif 4 integronlar sadece antibiyotik direnci ve patojenite
i¢cin degil ayn1 zamanda adaptasyon icin gerekli genleri kodlayan ¢ok sayida gen kasetini
barindiran integron sinifi olup, ilk kez Vibrio izolatlarinda tespit edilmistir.™*! Vibrio
tiirlerinde trimetoprim ve sulfametoksazol direncinden sorumludurlar.*?® Bu integronlar,
sadece  Vibrionaceae, Shewanella, Xanthomonas, Pseudomonad ve diger
proteobakterilerde tanimlanmis olup hakkinda bilgiler sinirhdir.*? Kloramfenikol ve

fosfomisinlere kars1 direng gen kasetleri tasidiklar bilinmektedir.!33
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2.10. Beta —Laktam Antibiyotiklerde Diren¢ Mekanizmalari
E. coli etkenli infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan beta-laktam grubu
antibiyotikler (penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlar) hiicre
duvar sentez sirasinda transpeptidasyonu katalize eden penisilin baglayici proteinlere
(PBP) baglanarak hiicre duvar sentezini inhibe etmesi ile bakteriyi lizise ugratirlar.*** Bu
direnc iic¢ sekildedir.*®
» PBP’nin beta-laktam afinitesinin azalmasi, PBP sayisinda azalma ve Beta-
laktamlara diisiik affiniteli yeni PBP’lerin sentezi sonucu, PBP’lerde olusan
farkliliklarla antibiyotigin hedefine baglanmasinin engellenmesi,
» Dis membran proteinlerinde olusan degisikliklerle ve aktif pompa (efflux)
sistemlerinin ilacin hedefine etkin konsantrasyonda ulasamamas1.**®
> Bakterilerin antibiyotikleri inaktive edecek beta-laktamaz enzimlerini
sentezlemeleri ile ilacin inaktive edilmesidir. Bu en sik gozlenen direng
seklidir.1%
2.10.1. Beta-Laktamazlar
Bakteriler kromozom, plazmidler veya transpozonlar araciliiyla sentezlen beta —
laktamaz enzimi, Beta-laktam grubu antibiyotiklerin beta-laktam halkasinin siklik amid
bagimi parcalayarak ilaglart etkisiz duruma getirirler. Bu enzim 1929’da Fleming
tarafindan bulunmus olup, ampisilin ve diger penisilinlere karsi direng gelistirmesi ile
1960’11 yillarda hastane infeksiyonlarinda artisa yol agmustir.®’ Giiniimiizde birgok
bakteri (Gr -, Gr +,mikobakteri) tiirlerinde molekiiler yap1, inhibitér duyarliligi, substrat
profili ve hidrolitik etkinlik gibi &zellikler agisindan birgok yeni beta-laktamaz

tanimlanmis olup, bunlarin 300°den fazlasi genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)

enzimidir.®®® Bu enzimler bakteriyel kaynakli olup, Gr (-) bakterilerde periplazmik
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boslukta bulunan, basta Enterobacteriaceaeler olmak iizere bir¢ok patojen i¢in ciddi
diren¢ mekanizmalarindandir.'3®

Beta-laktamaz  enzimlerindeki  artisla  birlikte  smiflandirilmalar1  ve
adlandirilmalart gerekli goriilmiistiir. Buna gore;

> Etkiledikleri substratlara gore: CARB (karbenisilin), IMP (imipenem), OXA

(oksasilin)

» Biyokimyasal 6zelliklerine gore: SHV (siilfidril hiper variabl, aktif bolgesinde

serin bulunur)

> Ilk izole edildigi etkene gore: AER (Aeromonas), PSR (Pseudomonas)

> llk izole edildigi suslara gore: P99

> Ilk izole edildigi hasta adma gore: TEM (Temoniera)

> Ilk izole edildigi eyalete goére: OHIO 7) Ilk izole edildigi hastaneye gore: MIR

(Miriau Hospital) diye adlandirilmislardir.*4°

2.10.1.1. Genislemis Spektrumlu p-Laktamazlar (GSBL)

GSBL’ler, oksiimino-sefalosporinleri benzilpenisiline esit ya da %10 daha fazla
hidroliz edebilen, aktif boélgelerinde serin igeren, plazmidlerle kodlanan, sulbaktam,
Klavulanik asit ya da tazobaktam gibi inhibitorler ile inhibe olan enzimlerdir. GSBL
tireten bakteriler, Kkarboksipenisilinlere aminopenisilinlere ve asiliireidopenisilinlere
direngliyken, sefamisin ile karbapenemlere hassasdir. Ayn1 zamanda dis membrandaki
porin protein kaybi ile bunlara da direng gelismektedir.!** Global acidan ciddi anlamda
bir halk saglig1 sorunu olmaya baslayan GSBL, ilk defa 1980°1i yillarda Federal Almanya
Cumbhuriyeti’nde izole edilmistir E. coli familyasinda farkli tiirlerde GSBL enzimleri, 8
laktam grubu antibiyotiklerin yaygin kullanimi sonucu tanimlanmistir. CTX-M, TEM,

SHV ve OXA grubu enzimler sik izole edilen GSBL’dirlar, 42143
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TEM (Hasta Adi: Temoneira) -Laktamazlar; ilk tanimlanan -Laktamazlar enzimidir.

Ismini Temoneria isimli Yunan bir hastadan ilk izole edilmesi sonucu, ilk ii¢c harfinden almustir.
TEM yaklasik 200 farkli varyasyona sahip olup, bunlarin yarisindan fazlasi GSBLdir.*#
Penisilin ve sefaloridin ile sefalotine karsi direnglidir. Enterobacteriaceae tiyelerinden, en gok
E. coli, K. pneumoniae ve Proteus mirabilis olmak tizere diger tiyelerden de izole edilmektedir.
Ayrica H. influenzae ve N. gonorrhoeae’nin ampisilin ve penisilin direncindeki artisin TEM ile

alakali oldugu bulunmustur, 145146

CTX-M (Cefotaximase Munich) B-Laktamazlar; 1989°da ilk kez Japonya’da bir
E. coli izolatinda tanimlanmistir. Plazmid aracili beta —laktamazlara ait bu enzim, amino,
karboksi ve iireidopenisilinler ile dar spektrumlu sefalosporinlere karsi olduk¢a direngli
olan bu enzimin 124 degisik varyasyona sahiptir.!** E. coli ve K. pneumoniae en sik
olmak iizere, tifo harici Salmonella tiirleri, V. cholerae ve Shigella spp. gibi birgok
Enterobacteriaceae iiyesinde saptanmislardir.**”14® Hastane enfeksiyonlarr ile yakin iligki
icinde olan CTX-M, seftriakson ile sefotaksimin toplumda fazla kullanimi ile ortaya
ciktig1 diisiiniilmekte olup, toplum kokenli GSBL iireten liriner sistem enfeksiyonlarina
neden olan E. coli izolatlarinda sik goriilmektedir. CTX-M-2, CTX-M-3 ve CTX- M-14
147-148

en yaygin olanlarindandir.

SHV (sulphydryl variable) B-Laktamazlar; Ik kez K. pneumoniae’dan tanimlanan

SHV-1 enzimi, genis spektrumlu penisilinlere kars1 direngten sorumludur.'3® 1983 yilinda
Almanya’da K. ozaena’dan ise SHV-1’den farklilasan SHV-2 tanimlanmistir. Bunlar
ozellikle dar spektrumlu sefalosporinlere, penisilinlere ve ampisiline (%20) kars1 direng
gelistirildigi bildirilmistir. Bu enzimlerin 143 farkli varyasyonu vardir.}*® SHV en ¢ok
147,150

sirasiyla K. pneumoniae, E. coli ve P. aeruginosa’da bulunmaktadir.

OXA (Oxacillin) B-Laktamazlar; En sik K. pneumoniae’da goriilmek iizere P.

aeruginosa, A. baumanii ve E. coli gibi diger gram-negatif bakterilerde de
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saptanmaktadir.’*’1% OXA enziminin dar spektrumlu olanlari OXA 1 ile OXA-10
arasindadir ve substrat olarak oksasilin ve kloksasilini kullanirlar. Birinci kusak
sefalosporinler ve ampisiline direng, oksiiminosefalosporinlere ise zayif direng
gelistirirler. Seftazidime yiiksek diizeyde dirence neden olmasi diger GSBL’lerden ayiran
ozelligidir. Ik genis spektrumlu OXA enzimi iilkemizde izole edilen OXA-11"dir.*>
2.10.1.2. GSBL Tan1 Yontemleri
GSBL iiretiminin belirlenmesi, antibiyotik se¢imi ve hastane diren¢ durumu
hakkinda bilgi sahibi olmak, enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi ve uygun
tedavinin baglanmasi acisindan onemlidir.*>?
GSBL fenotipik ve genotipik yontemler ile tespit edilirler. Fenotipik yontemler,

tarama ve dogrulama testleri, genotipik yontemler ise molekiiler analizlerdir.

Fenotipik Yontemler: Tarama yontemi olarak disk difiizyon, diliisyon, ¢ift disk

sinerji testi, klavulanat igeren agar veya li¢ boyutlu test yontemleri, dogrulama yontemi
olarak ise sefalosporin/klavulanik asit kombinasyon disk, sivi mikrodiliisyon yontemi
kullanilmaktadir.

Disk difiizvon yontemini, CLSI izole edilen E. coli, P.mirabilis ve Klebsiella tiirleri

icin tarama yontemidir. Buna gore seftazidim, sefotaksim, aztreonam, seftriakson veya
sefpodoksim antibiyotiklerine gore degerlendirilmektedir.'%®

Diliisyon yéontemini, CLSI izole edilen E. coli ve Klebsiella tiirleri i¢in diliisyon

yontemi onermektedir. Sefotaksim, aztreonam, seftazidim veya seftriaksonun 1pg/ml,
sefpodoksim igin se 4 pg/ml’lik konsantrasyonlar kullanilmaktadir. Testin duyarlilig1 igin
birden fazla antibiyotik tercih edilmektedir. Bu yontemle seftriakson ya da sefotaksim
MIK degeri > 2 pg/ml, sefpodoksim MIK degeri ise 8 pg/ml olmast GSBL iiretimini

diisiindiiriir ve dogrulanmas fenotipik testler ile yapilmalidir.®>*
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GSBL tarama testinde degerlendirmede inhibisyon zon ¢aplar1 ve MIK degerleri

Tablo 2.2°de verilmistir.'>®

Tablo 2.2. GSBL saptanmasinda tarama testi olarak onerilen MIK ve inhibisyon zon
caplari

Zon Caplart (mm) MIK degerleri (ug/mm)
Antibiyotik - -
Duyarli sus  GSBL iireten sus  Duyarli sus ~ GSBL iireten sus
Sefotaksim 30 ug >23 <27 <8 >2
Sefpodoksim 10 ug >21 <17 <8 >2
Seftazidim30 ug > 18 <22 <8 >2
Seftriakson 30 ug >21 <25 <8 >2
Aztreonam 30 ug >22 <27 <8 >2

Cift disk sinerji testinde, 0.5 McFarland yogunlugunda ayarlanan bakteri

stispansiyonunun Mueller-Hinton Agar (MHA) plaginin merkezine amoksisilin-
klavulanik asit (AMC 20/10 pg) yerlestirildikten sonra diskler aras1 20 mm uzaklik olacak
sekilde seftriakson (CRO), seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX), aztreonam (ATM) ya
da sefpodoksim (CPD) diskleri yerlestirilir. 37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonunda
AMC diskine dogru, sefalosporin ve ATM diski cevresindeki inhibisyon zonunun
geniglemesi ya da aralarinda bakterinin iremedigi bir sinerji alaninin bulunmasi1 GSBL

varhgim gosterir (Sekil 2.1).1%°

Sekil 2.1. Cift disk sinerji testi
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Klavulanat iceren agar testlerinde, 4 pg/ml klavulanik asit agara ilave edilerek

genis spektrumlu sefalosporin iceren disklerin inhibisyon zonu arttirilir.t%

Uc boyutlu_testte, agar iizerine acilan bir yarik icine bakteri siispansiyonu

doldurulur ve agilan bu yariklarin 3 mm uzagimna diskler yerlestirilir. Zon ¢aplarinin
daralmasi veya bozulmasi yariga dogru yonde olursa GSBL olarak degerlendirilir (Sekil

2.2).157

Sekil 2.2. U¢ boyutlu GSBL test

Kombine disk difiizyvon yonteminde; Seftazidim ve Sefotaksim (30 pg ) diskleri ile

bu disklerin etken maddelerine klavulanik asit (10 pg ) ilave edilmis antibiyotik
disklerinin besiyerinde 37°C’de 18 saat inkiibasyonu sonrasi, Klavulanik asit ilave edilen
disklerin zon ¢apinin, klavulanik asit ilave edilmeyenlerden >5 mm daha biiyiik olmasi
GSBL oldugunu gostermektedir.t®

Swvi_mikrodiliisyon yénteminde; Sefotaksim ve Seftazidiminin tek basma MIK

degerleri ile bunlara klavulanik asit ilavesi ile elde edilen MIK degeri tespit edilir.
Klavulanik asit ile elde edilen MIK degerlerinin 8 kat az olmasi1 GSBL varligimi
gosterir, 12419

Ticari yontemler:

E-test yontemi, bir tarafina seftazidim veya sefotaksim diger tarafina ise bu

antibiyotige klavulanik asit eklenmesi ile hazirlanmis stripler besiyerine yerlestirilip

inkiibasyona birakilma esasina dayanmaktadir. inkiibasyon sonrasi elips seklinde olusan
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zon ¢apinin stripi kestigi yer MiK degeridir. Klavulanik asit eklenmis tarafin zon ¢apinin
diger tarafa gore 8 kat az olmas1 GSBL iiretimini gosterir (Sekil 3). GSBL {iretimi i¢in bu

yontem hem tarama hem de dogrulama yapmus olur.*>*

Sekil 2.3. GSBL igin E-test

Otomatize sistemler; Phoenix ve VITEK 2 sistemleri bakteri izolasyonunda

kullanilabildigi gibi, mikro-scan panel testler araciligiyla GSBL varligini da tespit
edilebilmektedir. Bu sistemler; sefalosporin, penisilin ve aztreonam direnglerini
159

belirleyerek GSBL varligini tespit etmek igin gesitli algoritmalari igletirler.

Molekiiler Yontemler: Fenotipik yontemlere gore hem 6zgiilliigii fazla olmas1 hem

de GSBL tiplerini ve iiretilen enzimin belirlenmesi acisindan énemli ydntemlerdir,1®°

Izoelektrik nokta tayini; sadece enzimin ailesini belirlemeye yonelik bilgi veren

bu yontem bakteri DNA’sinin poliakrilamid jelde yiiriitiilerek, p-laktamazlarin
izoelektrik noktalarmda odaklanmalari esasina dayanmaktadir.'#®

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR); GSBL belirlenmesi i¢in en kolay ve

yaygin bir molekiiler yontem olup, Beta-laktamaz geni icin 6zgiil oligoniikleotidlerin

secilerek PZR teknigi ile beta-laktamazin tespiti esasina dayanir, 6!

PZR- RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) vonteminde,

restriksiyon endoniikleazlar yardimiyla amplifiye PZR {iriinlerinin kesilerek elektroforez
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ile gen iriinlerinin ayrimi ger¢eklesmektedir. Beta-laktamaz igindeki nokta mutasyonu

saptamaya dayanir.'®!

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

lokalizasyonlardaki tek baz mutasyonlarini saptar. Bu yontemle alt gruplar

saptanabilir.

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

isaretli oligoniikleotitler ile baglanarak farkli pozisyondaki mutasyonlar saptanir.

Niikleotid sekanslamada; enzimin Kesin olarak saptanmasi i¢in dizi analizi
cikarilir ve bdylece farkli enzim tipleri ve mutasyonlar saptanabilir.*62

Pulsed —field jel elektroforez (PFGE) yénteminde; suslar arasindaki klonal iliski

belirlenmektedir. Incelenecek bakterinin agaroz icine gdmiilerek izole edilen genomik
DNA’smin c¢esitli restrilksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmesi sonucu olusan
profillerin yorumlanmasi esasina dayanir. PEGE yonteminde elektroforez iglemi sirasinda
farkli yonlerde elektrik akimi verilerek ozellikle biiyilk DNA molekillerinin analizi
gerceklestirilir.1%3

2.11. E. coli Sekans Tipi (ST) 131

Bakterinin eseysiz iireme ile neslini devam ettirmesi bakteriyel klon olarak
adlandirilir. Uluslararas: ¢oklu ilaca direngli yiiksek riskli klonlarin 6zelligi ise kiiresel
dagilim, ¢esitli antimikrobiyal direng belirleyicileriyle bir iliski, konak¢ida 6 aydan daha
uzun siire kalarak kolonilesmesi, konakgilar arasinda etkili bulagsma yetenegi, artmis
patojenite ve uygunluk, tekrarlayan ve siddetli enfeksiyonlara neden olabilme
yetenekleridir.’®* Son zamanlarda birgok iilkede tespit izole edilen E. coli ST131, kisa bir
stire onceye kadar bilinmeyen bir klon olup giiniimiizde ekstraintestinal patojenik E. coli

izolatlar1 arasinda dnemli bir klon haline gelmistir. ST131 klonu tasiyan izolatlarin CTX-
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M-15 geni gibi GSBL iirettigi ve en sik florokinolonlar olmak iizere bir¢ok antibiyotiklere
diren¢ gostermektedirler.'®

E. coli ST131 klonunun hizla tiim diinyada artisinin 6nlenmesi, yeni direng genleri
gelistirip gelistirmediginin tespiti, etkili ampirik antibiyotik tedavi seceneklerinin
belirlenmesi ve antibiyotik direng kontroliinde yeni stratejilerin gelistirilmesi i¢in bu klon
ile ilgili calismalarin 6nemi vurgulanmaktadir. Ayrica ¢ok ilaca direncin global
yayilimindan dolayi, onemli halk sagligi sorunu olan bu klonunun rezervuarlarinin
saptanmasi, direng aktarim mekanizmalar1 ve risk faktorlerinin anlasilabilmesi agisindan
da arastirilmasi son derece 6nem arz etmektedir.*®

2.11.1. Epidemiyoloji

ST131 klonu, 2008'de, Fransa, Hindistan, ispanya, Isvi¢re, Kanada, Liibnan,
Kuveyt, Kore ve Portekiz ‘de aym1 anda tanmimlanan CTX-M-15 dreten E. coli
izolatlarda MLST ile sekans tiplendirmesi sonucu tespit edilmistir.X57-*%® Birlesik
Krallik’ta A'dan E'ye tanimlanan izolatlarn da ST131 klon tasidig1 tespit edilmistir.'%°
Ayni anda diinyanin farkli bolgelerinde ti¢ kitada goriilmesi arastirmacilar tarafindan,
kontamine gida ve sulardan kaynaklanabilecegini seyahat araciliiyla yayilabilecegini
gdstermistir, 167170

Daha sonraki yillarda CTX-M-15 iireten ST131 izolatlar1 yillara gore sirasiyla
Italya, Tiirkiye, Hirvatistan, Japonya, Amerika Birlesik Devletleri ve Norveg’de tespit
edilmistir.}’"1"® Kanada'da idrar izolatlarindan elde edilen GSBL iiretmeyen florokinolon
direngli E. coli suslarinda, Paris’te ise saglikli goniilliilerin digkilarinda yapilan bir
calismada ise CTX-M-15 iiretmeyen ST131 izolatlar1 izole edilmistir.}”’-17®
Yeni Zelanda’da CTX-M-15 iireten E. coli nin sebep oldugu IYE iizerine yapilan

bir calismada, Hint Yarimadasi'na, Afrika kitasina ve Orta Dogu’ya son ii¢ ay igerisinde

yapilan seyahatin risk olusturdugu bildirilmistir. Ayni bilim insanlarinin yaptig1 baska bir
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calismada ise CTXM-15 tireten E. coli ST131 klonunun yiiksek enfeksiyon riski oldugu
tekrar bildirmislerdir.t’4*"°

GSBL iireten E. coli izolatlarinda ST131 klonunun (6zellikle de CTX-M-15
iiretenlerde) iliskili oldugu diisiiniilse de GSBL negatif fakat florokinolon, aminoglikozid
ve trimetoprim-siilfametoksazole direncli olabildigi bildirilmistir.*®® ST131 klon oran,
GSBL (+) izolatlarda % 50-60 iken florokinolon diregli izolatlarda %70-80 olarak tespit
edilmistir.'®

ST131, IYE, bakteriyemi, pndmoni, karin ici ve yumusak doku -yara enfeksiyonu,
menenjit, osteoartikiiler enfeksiyonlar, miyozit gibi c¢esitli ekstraintestinal enfeksiyon
etkeni olabilmektedir.1”® Son zamanlarda yapilan galismalarda, ST131’in nozokomiyal
enfeksiyonlarla giiglii bir sekilde iliskili oldugu belirlenmis ve yogun bakim tiinitelerinde
biiyiik nozokomiyal salgin sebebi oldugu bildirilmistir,182-183

ST131 enfeksiyonlar1 yasl popiilasyonunda daha sik goriilmekte olup, huzur
evleri gibi uzun siireli bakim yapilan ve bu popiilasyonun yogun oldugu kurumlarda
yiiksek bir prevalansa sahiptir.'®® Ayrica bu izolatlar evcil ve diger hayvanlar, besin
kaynaklar1 ve cevre gibi insan dis1 kaynaklarda da izole edilmis olup;*® insanlar arasinda,
hayvanlara ve gevreye gore daha yiiksek saptanmustir.18*

ST131 yayiliminin temel nedeni insan kaynakli olup, bu Klonun insanlara basarili
bir sekilde adapte oldugu calismalar ile ispatlanmigtir. Ancak, ST 131'in insan dig1
konaklar arasinda yaygimligiyla ilgili kiiresel ¢alismalara ihtiyag vardir.!8°

2.11.2. Filogenetik Grup ve Serotip

E. coli ST131, filogenetik B2 grubunda yer almaktadir. Bu suslarin en yaygin alt
klonu H30’dur. H30 alt klonu ilk olarak 2000 y1linda ortaya ¢ikmis olup hizli bir sekilde

yayllhim gostermistir. Yakin genetik benzerlik gosteren H30 izolatinin, fimH30 geni

tasiyan tek bir atadan kaynaklandigini ortaya koymustur. Bu alt klonu ayn1 zamanda tip
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1 fimbrial adezin geni fimH'nin H30 varyantin1 (fimH30) icerir. H30 alt klonu, MLST ve
PFGE ile fimH, gyrA ve parC genlerinin alt tiplendirmesi sonucu tanimlanmustir.*®® H30
icinde, CTX-M-15 tastyan H30 suslar H30-Rx ve GSBL-negatif H30'dan ayrilmis H30-
Rx dist ayri bir alt soy olusmustur®®®. STI131 popiilasyon yapis1 Sekil 2.4°de

gdsterilmistir. 88

H30-Rx

H30-R

imH30 N —
fim H30-Rx disi

025b:H4

H30-R disi

= _
= _

diger fimH

nadir

— o _ l

Sekil 2.4. E. coli ST131’in H30 alt klonlarinin ve diger alt klonlarinin popiilasyon
yapisi

E. coli ST131 izolatlarinda viriilans faktor genlerinden fimH (tip 1 fimbriae), fyuA
(yersiniabactin reseptorii), iha (adezin siderofor reseptdrii), iutA (aerobactin reseptorii),
iucD (aerobactin), kpsM 1I (grup 2 kapsiil sentezi), mal X (patojenite adasi belirteci),
ompT (dis membran reseptorii), sat (salgilanmis ototransporter toksin), tratT ’nin (serum
direnci), usp (iiropatojene spesifik protein) ayn1 oldugu bulunmustur.64

ST131 alt klonlarinin (H30-R ve H30-Rx) virulans profillerini incelendigi bir
calismada, H30-Rx alt klonunun en yiiksek agregatif virulans skoruna sahip oldugunu
bildirmislerdir. H30 ve H30-Rx soylarinin H30 dis1 ST131 izolatlara gore daha farkl

virulans profillerine sahip olduklarini gostermislerdir.'8’
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2.12. Biyofilm

Biyofilmler, bir yiizeyle geri doniisiimsiiz olarak iliskili olan ve esas olarak
polisakkarit materyalden olusan bir matris i¢ine alinmig bir mikrobiyal hiicre toplulugunu
temsil eder.’®® Biyofilmler, bakterileri mevcut besin maddelerini etkin bir sekilde
kullanacak ve antimikrobiyal ajanlara, antikorlara ve beyaz kan hiicrelerine erigimi
engelleyecek sekilde konumlandirarak onlara bir hayatta kalma stratejisi saglar.' Ayrica
beta laktamazlar gibi ¢ok sayida antibiyotik inaktive edici enzimi barindirdiklar1 ve
dolayisiyla bir antimikrobiyal direng adas1 olusturduklar1 bulunmustur.'*

2.12.1. Biyofilmin Tarihcesi

Biyofilm, 17. ylizyilda Van Leeuwenhoek’un kendi dislerindeki plaklarda,
mikroskopla saptanabilen varliklar1 ilk olarak gostermesi ile ortaya g¢ikmistir®®D,
Caracklis 1973°de, su sistemlerindeki mikroorganizma toplulugunu incelerken,
mikroorganizmalarin yiizeye kuvvetle tutunduklarini ve Klor gibi dezenfektanlara karsi
cok direngli olduklarmi da gdstermistir.2% Marshall ise 1976 ‘da bakteri yiizeyine ¢ok
ince ekstraseliiler polimer fibrillerin sabitlendigini gdstermistir.!% 1978 ve sonrasinda
biyofilmler, yasamlar1 i¢in gerekli besinlerin oldugu ekosistemde, bakterilerin bir ¢ogu
biyofilm olusturan matrikste gelistigine ve bu bakterilerin farklilik gosterdigine dair ilk
bilgiler yaymlanmstir.!%* Okyanusun derinlikleri ve derin yeralt1 sular1 harig biyofilmler
tiim dogal ekosistemlerde tespit edilmistir.1%*

2.12.2. Biyofilmin Yapisi

Biyofilm kiitlesinin %73- %97°lik kismin1 su, matriks iginde %1-2 globuler
glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 lipit, niikleik asit ve fosfolipit bulunmaktadir.
Mikroorganizmalarin fizyolojik ozelliklerine, ¢esidine, ortam pH’sina ile sicaklik gibi

fiziksel 6zelliklerine gore bu oranlar degisebilmektedir.1%
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Biyofilm hiicrelerinin yiizeye kuvvetli bir sekilde tutunmasini ekstraseliiler
matriks saglamaktadir. Yiizeye tutunan mikroorganizmalar ¢ogalarak mikrokolonileri ve
mikrokoloniler de  bliyliylip genisleyerek  makrokolonileri  olusturmaktadir.
Makrokolonilerin bir araya gelmesiyle biyofilm tabakas1 olusmaktadir.®®

2.12.3. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm yapis1 bakterinin yiizeye tutunmasiyla baglamaktadir. Bakterilerin
yiizeyle kesin olarak temasa gectiklerini garantiye almalari, ylizeye tutunmasi igin
gereklidir. Bakteriler, alici-verici sistemleri ile g¢evresel faktorleri algilamalari ile
fenotipik farklilik gosterirler. Tutunmadan sonrasi farkliliklar ise, bakterilerin
yogunlugunu belirlemesini saglayan “quarum sensing” sistemleri ile gergeklesir. Bu
sistemde, yiizeye tutunan bakteriler “ben buradayim” sinyali verir ve daha fazla
bakterinin yiizeye tutunmasiyla bu sinyalin yogunlugu artmaktadir. Bu sayede bakteriler
hiicreler aras1 diisiik molekiil agirligima sahip habercilerle haberlesip, biyofilmin
gelismesini desteklemektedirler."-1% 2 asamada, bakterilerin yiizeye yapismasi ile
kuvvetlice tutunmasi gerceklesir. 3. asamada, bakteriler mikrokoloniler halinde
kiimelesir. 4.asamada, bu kolonilerin biiyiiyerek olgunlagsmasi sonucu mantar gériiniimlii
hal alirlar.®*2% Biyofilm olusumunda 5. asama ise kopma- ayrilma evresidir. Tek bir
bakteri veya bakteri kiimesi koparak ayrilmaktadir. Bu ayrilig, EPS’nin azalmasi gibi dis
kuvvetlerin etkisiyle, biyofilm yapisinin kazinmasi gibi fiziksel kuvvetlerin etkisiyle veya
tek bir hiicre / hiicre kiimesinin kopmasiyla gerceklesmektedir (Sekil 2.5).1%

Biyofilm olusumu, besin ihtiyaci, su aktivitesi, potansiyel hidrojen (pH) degeri,
antimikrobiyal madde igerigi, oksijen degiskeni, asidite ve elektriksel degiskenlik gibi i¢
faktorler, yiizey materyali, ylizey alani, yiizey diizglinliigii, sivinin akis hizi, sinirlt besin

maddesi gibi dis faktorlere baglidir.201-203
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2. Kolonizasyon
4. Olgunlasma g
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Sekil 2.5. Biyofilm olusum asamalar1

2.12 4. Biyofilm ve Enfeksiyon Hastaliklar:

Uzmanlara gore, mikrobiyal plaklarin yayginligi birgok bulasici hastaliga sebep
olmaktadir.?®? Tiim bakteriyel enfeksiyonlarin yaklasik % 65' inin biyofilmlerle iliskili
oldugu tahmin edilmektedir.?** Bu enfeksiyonlar, dogal kapak endokarditi, kistik fibrozis,
periodontit, kronik prostat, orta kulak iltihab1 gibi dogal seyirli ve iiriner kateter, protez
kapak, ortopedik protez, kontakt lens, santral venoz katater ve spiral gibi yabanci cisim
enfeksiyonlardir. Saglik kurumlarinda bulunan birgok tibbi cihazda goriilen biyofilm
plaklar1 cihaz kaynakl enfeksiyonlara olusturmaktadir.?%

Igcme suyu sebekelerinde biyofilm olusturan bakteriler ise Legionella

pneumophila, enterik patojenler, Helicobacter pylori ve tiiberkiiloz disi

mikobakterilerdir.2%®
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3. MATERYAL VE METOT

Calisma, Atatiirk Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 30/09/2021
tarihli oturumu ve B.30.2.ATA.0.01.00/06/6 sayili karar1 ile onaylanmistir. Atatiirk
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri TDK-2021-9910 say1l1 proje ile destek almistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Besiyerleri ve Kimyasallar

Calismada kullanilan besiyerleri, kimyasal ve biyokimyasal maddeler degisik
firmalardan temin edildi. Kanli/EMB agar (Neogen, ABD), Muller-Hinton agar (Neogen,
ABD), eosin metilen blue agar (Neogen, ABD),triptone soy broth (Neogen, ABD), luria
bertani broth (Neogen, ABD), beyin kalp infiizyon agar (Biokar Diagnostics, Fransa),
nutrient agar (Biokar Diagnostics, Fransa), nutrient broth (Neogen, ABD), antibiyotik
diskleri, gliserol (Isolab, Almanya), dNTP (Ampligon, Danimarka), Tris EDTA (Sigma,
Amerika), Tris HCL, DNA ladder 100bp (Hibrigen, Tiirkiye), agarose moleculer biology
grade (Prona), tris base (Sigma, Amerika), etilen diamin tetra asetik asit disodyum
(Sigma, Amerika), sodyum hidroksit pelet (AFG SCIi, Amerika), glacial acetic asit
(Isolab, Almanya), Safe DNA gel (Hibrigen, Tiirkiye) ,DNA gel loading dye 6X (Thermo
Fisher Scientific, ABD),siikroz (Sigma, Amerika), agar agar (Liofilchem, Italya),
phosphate buffered saline (Sigma, Amerika), kristal viole (Sigma, Amerika), etil alkol
(Isolab, Almanya), kongo red (Sigma, Amerika), Tag DNA polimeraz (5U/mikrolitre)
(Hibrigen, Tiirkiye), oligoniikleotid (Macrogen) firmalarindan temin edildi.

3.1.2. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar degisik firmalardan temin edildi. +4°C buzdolab1
(Argelik, Tirkiye), -20°C buzdolab1 (Argelik, Tirkiye), BacT/Alert 3D cihazi
(bioMérieux, Fransa), biogiivenlik kabin-2 (Microtest,Tiirkiye), elektroforez tanki

(Biorad, Amerika), elektroforez gii¢c kaynagi (Biorad, Amerika), jel goriintiileme cihazi
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(Brorad, Amerika), jel yiiriitme cihaz1 (Biorad, Amerika), PZR cihazi (T100 thermal
cycler Biorad, Amerika), McFarland cihazi (Biosan, Tiirkiye), McFarland tiipii (Biosan,
Tirkiye), mikrodalga firin (Samsung,Giiney Kore), mini spin cihazi (Biosan, Tiirkiye),
otoklav (Alp, Tiirkiye), etiiv (Niive, FN 500 Tiirkiye), Vortex (Velp ZX3, italya),
otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya), nanodrop (Allsheng Nano-400A), hassas terazi
(Dikomsan ES 410, Tirkiye), sogutmali santrifiij (Hermle Z 326 K, Almanya), mikro
santrifiij (Weightlab WN-CMV6000, Tiirkiye), mikro santrifiij (Sigma, Almanya),
Benmari (), pH metre (Isolab, Almanya), distile su cihazi firmalarindan temin edildi.
3.1.3. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.1.3.1. Luria Broth (LB)

Icindekiler Miktar g/l
Enzymatic digest of Casein 10.0
Sodyum kloride 10.0
Maya ekstrakti 5.0
pH:7.3+0.2

Toz besiyerinden 25 gram 1 litre distile su ile karistirildi ve 121 °C otoklavda 15
dakika sterilize edildi ve 55°C sicakliga gelince aseptik sartlarda Sml lik steril tiiplere
dagitildi. LB broth, bakteri suslarinin biiyiitiilmesi amaci ile kullanild.

3.1.3.2. % 2 Glukoz i¢eren Luria Broth

Icindekiler Miktar g/l
Enzymatic digest of Casein 10.0
Sodyum Kloride 10.0
Maya ekstrakti 5.0
pH:7.3+0.2
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Toz besiyerinden 25 gram ve 20 gr glukoz tartilarak 1 litre distile su ile karistirildi.
121 °C otoklavda 15 dakika sterilize edildi ve 55°C sicakliga gelince aseptik sartlarda
5ml lik steril tiplere dagitildi. %2 glukoz igeren LB broth, biyofilm olusumunun
incelenmesi amaci ile kullanildi.

3.1.3.3. Nutrient Agar

Icindekiler Miktar g/l
Tripton 5.0

Et ekstrakti 3.0
Agar 12.0
pH: 7.0+ 0.2

20 gram toz besiyeri 1 litre distile su ile karigtirtldi ve 121 °C otoklavda 15 dakika
sterilize edildi ve 55°C sicakliga gelince aseptik sartlarda petrilere dagitildi. Nutrient

Agar, stoklanan bakteri suslarinin yeniden canlandirilmasi igin iireme ortami olarak

amaci ile kullanild.

3.1.3.4. Kongo Red Agar

Icindekiler Miktar g/l
Beyin kalp infiizyon agar 37.0
Siikroz 50.0
Kongo kirmizisi 0.8
pH: 7.0+0.2

Belirtilen miktardaki maddeler 1 litre distile su ile karistirildi ve 121 °C otoklavda
15 dakika sterilize edildi ve 55°C sicakliga gelince aseptik sartlarda petrilere dagitildi.

Kongo Red Agar, biyofilm olusumunun kalitatif olarak degerlendirilmesi amaci ile

kullanildi.
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3.1.3.5. Gliserollii Triptik Soy Broth %16 (TSB)

Icindekiler 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 karistirild1 ve daha sonra 160 ml gliserol
eklendi karistirildiktan sonra 121 °C otoklavda 15 dakika sterilize edildi ve 55°C
sicakliga gelince aseptik sartlarda ependorf tiiplere dagitilmistir. %16 gliserollii TSB,
bakteri suslariin stoklanmasi amaci ile kullanildi.

3.1.3.6. Mueller Hinton Agar

Icindekiler Miktar g/l
ET ekstrakti 2.0
Asit Hidrolize Kazein 17.5
Nisasta 15
Agar 17.0
pH: 7.0+ 0.2

38 gram toz besiyeri 1 litre distile su ile karistirildi ve 121 °C otoklavda 15 dakika
sterilize edildi ve 55°C sicakliga gelince aseptik sartlarda petrilere dagitildi. Mueller

hinton agar, disk difiizyon yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik testi amaci ile kullanildi.
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3.1.4. Kullanilan Soliisyonlarin ve Kimyasallarin Hazirlanmasi

3.1.4.1. Kristal Viyole (%1)

1 gr kristal viyole boyasi ,20 ml alkol ile karistirilarak ¢ozdiiriildi. Bu karigim ana
stok olarak elde edildi. Esas stok igin, ana karisimdan %1, distile sudan ise %98
karistirildi. %1 oraninda phenol (fenik asit) benmaride eritilerek sogutuldu ve esas stok
icine eklendi. Belirli araliklarla ¢6zelti karistirildi ve oda sicakliginda saklandi. Kristal
viyole, biyofilm olusumunun kantitatif olarak degerlendirilmesi amaci ile kullanildi.

3.1.4.2. Fosfat Buffer (pH 7.2)

1 adet tablet 200 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. pH 7.2 ‘ye ayarlandiktan sonra
121 °C otoklavda 15 dakika sterilize edildi ve oda sicakliginda saklanda.

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 iginde ¢ozdiiriildi. Manyetik ¢alkalayicida soliisyona 10M NaOH ilave
edilerek pH’s1 8.0’a ayarlandi. 121°C otoklavda 30 dakika sterilize edildi ve oda
sicakliginda saklandi. TAE soliisyonu hazirlamak amaci ile kullanildi.

3.1.4.4. Sodyum hidroksit NaOH (10 M)

40 g NaOH 100 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildi. NaOH 0.5 EDTA hazirlamak
amaci ile kullanildi.

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
kullanildi. Once tris base 500 ml distile su i¢inde manyetik karistirici ile ¢dziilene kadar
karistirildi. Daha sonra bu karisima glasiyal asetik asit ve 0.5 M EDTA eklendi ve karisim
berraklasana kadar karistirildi. Son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi ve oda
sicakliginda saklandi. S0XTAE agaroz jel elektroforezde 1X TAE tamponu hazirlamak

amaci ile kullanildi.
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3.1.4.6. TAE (1X) Elektroforez Tamponu

50X TAE Elektroforez Tampon ¢ozeltisinden 20 ml, distile sudan ise 980 ml
alinarak karistirildi ve oda sicakliginda saklandi. 1X TAE elektroforez tamponu, agaroz
jel elektroforezde jel hazirlamak amaci ile kullanildi.

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

1M Tris-Cl (pH 8.0) soliisyonundan 10 ml, 0.5 M EDTA (pH 8.0) soliisyonundan
2ml, distile sudan ise 988 ml alinarak karistirildi. 121°C otoklavda 30 dakika sterilize
edildi ve oda sicakliginda saklandi. TE tamponu primer sulandirma ve DNA izolasyonu
amaci ile kullanildi.

3.1.4.8. Tris-HCL Tamponu (pH 8.0)

Tris—base 12.11 gr tartilarak 80 ml distile suda manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii.
pH 8.0 ayarlamak i¢in hidroklorik asit (HCI) soliisyonunu yavasca eklendi. Istenen pH'a
ulasildiginda, distile su ile 100 mL'ye tamamlandi. 121°C otoklavda 30 dakika sterilize
edildi ve oda sicakliginda saklandi. Tris-HCL Tamponu, Tris EDTA (TE) Tamponu
hazirlamak i¢in kullanildi.

3.1.4.9. Yiikleme Boyas1 6X

Ticari 1 mI’lik 6X Loading Dye (Hibrigen, Tiirkiye) kullanildu.

3.1.4.10. DNA ladder

Ticari GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Hibrigen, Tirkiye) kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri izolatlar

Calisma kapsaminda 2021 yili igerisinde T.C. Saglik Bakanligi Kiitahya Saglik
Bilimleri Universitesi Evliya Celebi Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne bagvuran
hastalardan 15.09.2021- 28.02.2022 tarihleri arasinda ¢esitli klinik drneklerden (idrar,

kan, yara vb.) izole edilen toplam 160 adet ¢ok ilaca direncgli ve /veya GSBL iireten E.

46



coli izolat1 ¢alismaya dahil edildi. Calismada yogun bakim tiniteleri dahil olmak {izere
yatan hasta ve ayakta tedavi goren hastalarin klinik 6rneklerinden elde edilen E. coli
izolatlar1 dahil edildi.

Bu ¢alismada, hastalarin demografik bilgileri (yas, cinsiyet) ile numune ¢esidi,
antibiyotik duyarlilik test sonuglar1 gibi bilgiler kayit edildi.

DNA izolasyonu, filogenetik gruplama, virulans ve direng genlerinin belirlenmesi,
ST131 klonal grubunun tanimlanmasi, integron gen karakterizasyonu belirlenmesi ve
biyofilm olusturma yeteneklerinin kalitatif ve kantitatif tespitinin arastirilmasi islemleri,
Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde gerceklestirildi.

3.2.2. E. coli izolatlarin Tanimlanmasi ve Dogrulamasi

Laboratuvara kabul edilen 6rneklerin ekimi yapildiktan sonra 37 °C’de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasi, E. coli siipheli koloniler konvansiyonel
teknikler ile (IMVIC, oxidaz, tire, TSI besiyerinde fermentasyon testi vb.) identifiye
edildi. Tiim izolatlarda tiir diizeyinde tanimlama, GSBL kontrolii i¢in ADT’1 Kiitahya
Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde

konvansiyonel yontemlerle tekrar ¢alisilarak dogrulandi (Sekil 6).
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Sekil 3.1. Izolatlarin ekimi, degerlendirilmesi ve antibiyogram

3.2.3. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

3.2.3.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi

Izole edilen suslarm antibiyotik duyarlilik testleri (ADT) manuel ve BD Phoenix
otomatize ile “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)
Onerileri dogrultusunda Mueller Hinton Agar (Bioanalyse) besiyeri kullanilarak

gergeklestirildi.
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E. coli suslarinin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi disk difiizyon yontemi
ile yapildi. Bu amagla; amikacin, amoksisilin/klavulonat (AMC) (30 pg), ampisilin (AM)
(10ug), ampisilin-sulbaktam (SAM) (10ug), sefazolin (30 pg), seftazidime (30 pg),
ertapenem (ETP) (10ug), fosfomisin (FF) (200ug), gentamisin (CN) (10ug),
imipenem(IPM) (10ug), levofloxacin (5 pg), meropenem (MEM) (10ug),
nitrofurantoin(F) (100ug), norfloksasin (NOR) (10ug), piperacillin-tazobactam (TPZ)
(110ug), sefepim (FEB) (30ug), seftriakson (CRO) (30 pg), sefuroksim(CXM) (10ug),
siprofloksasin  (CIP) (5ug), tigesiklin, tobramycin (100 pg), trimetoprim &
sulfametokzasol (SXT) (25pg) (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye) antibiyotik diskleri
kullanildi.

Test edilecek suslara ait saf koloniler 2 ml steril tuzlu su icinde homojenize
edildikten sonra, 0,5 McFarland standart bulanikliginda (108 cfu /ml) ayarlandi. Steril s1v1
kiiltiire steril ekiivyon c¢ubuk daldirilip iyice eminceye kadar bekletildikten sonra,
ekiivyon ¢ubuktaki kiiltiir petri ylizeyinin tiim alanina esit dagilimini saglayacak sekilde
inokiile edildi. 3-5 dakika oda 1sisinda besiyeri yiizeyinin kurumasi bekletildikten sonra
antibiyotik diskleri, MHA petri kutulari tizerine yerlestirilerek, 35+£2°C de 18-24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasi inhibisyon zonlarinin ¢ap1 milimetre olarak
olgiilerek, duyarl (S) ve direngli (R) olarak degerlendirildi. ADT sonucuna gore, iki ya
da daha fazla farkli sinif antimikrobiyale direngli olan suslar ¢oklu direngli olarak kabul
edildi.?0®

3.2.3.2. GSBL Varhginin Fenotipik Olarak Gosterilmesi

GSBL varlig: cift disk sinerji yontemi ile gosterildi. Test edilecek suslara ait saf
koloniler 2 ml steril tuzlu su i¢inde homojenize edildikten sonra, 0,5 McFarland standart
bulanmkliginda (10® cfu /ml) ayarlandi. Steril s1v1 kiiltiire steril ekiivyon ¢ubuk daldirilip

tyice eminceye kadar bekletildikten sonra, ekiivyon ¢ubuktaki kiiltiir petri yilizeyinin tiim
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alania esit dagilimmi saglayacak sekilde inokiile edildi. 3-5 dakika oda 1sisinda
besiyerinin kurumasi beklenildikten sonra, plagin ortasina amoksisilin/klavulanik asit
antibiyotik diski ile etrafina, aztreonam (ATM, 30 pg), seftriakson, seftazidim ve
sefotaksim antibiyotik diskleri yerlestirildikten sonra, 16-18 saat, 35 +2 °C’ de inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra kullanilan antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonlarmin,
amoksisilin/klavulonik asit yoniinde genisleme gostermesi veya diskler arasindaki
bolgede bir inhibisyon alaninin gézlenmesi, baska bir sekilde klavulanik asitin, diger
antibiyotikler ile sinerjik etki gostermesi GSBL varlig1 agisindan pozitiflik olarak kabul
edildi.?’

Izolatlar, %16 gliserollii Triptik Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya) besiyerinde-
20°C' de dondurucuda (Argelik, Tiirkiye) muhafaza edildi.

3.2.4. Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin Belirlenmesi

Suslar calismaya alinmadan 6nce -20 °C’ den ¢ikartilarak Nurient agara ekim
yapilarak 37+2 °C’ de 1842 saat etiivde bekletildi ve taze kiiltiirlerden elde edilen
koloniler ¢caligmaya alindi. Selektif besiyerlerinde gergeklestirilen deneyler, bakterilerin
biyofilm olusturma &zelliklerini tespit edilmesini etkileyebilmektedir.?® Biyofilm
olusturma kapasitelerinin belirlenmesinde kongo red agar (kalitatif yontem) yontemi, cam
tiip test yontemi ve kantitatif mikrodiliisyon plak test yontemi kullanildi.

3.2.4.1. Kongo red agar (CRA) yontemi

Nurient agarda iiretilen bakterilerin biyofilm olusumlari i¢in Kongo Red Agara
ekim yapildi. Bu yontem kalitatiftir. Petriler, 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi Sekil 7°de gorildigi gibi bakterilerin petrilerde siyah renk koloniler olusturmasi

pozitif, kirmizi- pembe renk koloni olusturmasi ise negatif olarak degerlendirildi.?®
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Sekil 3.2. Kongo kirmizisi agarda E. coli biyofilm olusumu.

3.2.4.2. Kantitatif Cam Tiip Test Yontemi

NA besiyerinde iiretilen tek koloniden, LB broth besiyerine ekilerek 37°C de 160
rpm hizinda 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda %1 glukoz iceren
LB ortaminda 0,5 McFarland standart bulanikliginda (108 cfu /ml) olacak sekilde inokiile
edildi. Inokiilasyon sonras1 bu besiyerinden 100 pl alinarak %1 glukoz igeren LB broth
besiyerine aktarildi. Aktarim sonrasinda cam tiipler 37°C de 160 rpm’de 18-24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda besiyerleri dokiilerek tiipler 2 ml steril PBS ile
nazik bir sekilde yikandi ve bu islem 3 kez tekrar edildi. Ardindan tiiplere 2 ml %1°lik
kristal viyole aktarilarak 20 dk oda 1sisinda boyanmasi beklenildi. Boyama sonrasinda
steril PBS ile 3 kez kristal viyole yikanarak boya uzaklastirildi. Tiipler kurutma kagidina
ters ¢evrilerek kurutuldu. Kuruyan tiiplere 80:20 etanol-asetik asit ¢ozeltisi eklendi ve
olusan kristal viyole halkasinin ¢6ziinmesi i¢in 10 dk beklenildi. C6ziinen bu boyanin 1
ml’spektrofotometrede ODsso nm’de okutularak biyofilm olusum (kuvvetli-zayif)
seviyeleri tespit edildi (Sekil 8). Tiipte biyofilm olusumu, kristal viyole ile boyama
sonrasinda absorbans 6l¢limii yapilarak tiim suslarin biyofilm tiretimi degerlendirildi.

E. coli suslarinin biyofilm olusturma dereceleri asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi ve degerlendirildi.?%2!!
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OD < ODc Negatif
ODc<OD <2x0Dc Zayif
2x0Dc<OD<4x0ODc Orta

4xQDc<OD Kuvvetli

(OD: optik dansite; ODc=Negatif kontroliin OD ortalamasi + 3x negatif kontroliin

standart sapmasi)

Sekil 3.3. Kalitatif cam tiip yontemiyle biyofilm olusumunun gézlenmesi

3.2.4.3. Kantitatif Mikrodiliisyon Plak Test yontemi

NA besiyerinde tiretilen tek koloniden, LB broth besiyerine ekilerek 37°C’de 160
rom hizinda 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda %1 glukoz iceren LB
ortaminda 0,5 McFarland standart bulanikliginda (10® cfu /ml) olacak sekilde inokiile
edildi. Inokiilasyon sonras1 diiz tabanli mikroplak kuyucuklarina bu besiyerinden 20 pl,
%1 glukoz iceren LB ise 180 ul konuldu (1/100 diliisyon). Her bir bakteri ve kontrol susu
icin i¢in licer kuyucuk kullanildi. 37°C’de 160 rpm’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda besiyerleri dokiilerek mikroplaklar 200 pl steril PBS ile nazik bir
sekilde yikandi ve bu islem 3 kez tekrar edildi. Ardindan mikroplaklara 200 ul %1°lik
kristal viyole aktarilarak 20 dk oda 1sisinda boyanmasi beklenildi. Boyama sonrasinda

200 pl steril PBS ile 3 kez kristal viyole yikanarak boya uzaklastirildi. Mikroplaklar
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kurutma kagidina ters gevrilerek kurutuldu. Kuruyan mikroplaklara 80:20 etanol-asetik
asit ¢ozeltisi eklendi ve olusan kristal viyole halkasinin ¢6ziinmesi i¢in 10 dk beklenildi

(Sekil 9a,9b). Mikroplaklar ODs40 nm’de multi pleyt okuyucuda okutularak biyofilm

212

olusum (kuvvetli-zayif) seviyeleri tespit edildi.

Sekil 3.3. a. inkiibasyonun ardindan plakta olusan kiiltiirler, b. Kantitatif Mikrodiliisyon
Plak Yontemi

3.2.5. Molekiiler Analiz
Liyofilize halde gelen her bir primer, {iretici firmanin 6nerdigi miktara gére Tris
EDTA (TE) ile ¢ozlindiirerek 100 uM” lik stok primer ¢ozeltileri elde edildi.
3.2.5.1. Toplam DNA izolasyonu
Izolatlarin total DNA ekstraksiyonu Ausubel’in kaynatma metoduna gore
yapilmistir.?X* DNA izolasyon basamaklari sirastyla;
e Nutrient agarda yeniden canlandirilan bakteriler 3 mL LB broth besiyerine
inokiile edildi ve 37°C’de 160 rpm hizinda 18-24 saat inkiibe edildi.
e Inkiibasyon siiresi sonrasinda broth besiyerinden 1.5 mL eppendorf tiipiine
aktarilarak 13.000 rpm’de 1 dk ¢oktiiriildii.
e Siipernatant atild1 ve pelet 1 mL deiyonize suda vortekslenerek ¢oziildii. Bu
yikama iglemi toplam 3 kez tekrarlandi.

e Son santrifiij yapildiktan sonra, siipernatant atildi ve 300 pl apirojen su

eklendi.
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e Daha dnceden ayarlanan 1sitici blokta 95°C’de 10 dk 1sitilarak lizise ugratildi.
Oda sicakligina gelmesi beklendi.

e Son olarak 4°C’de 13.000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek ¢oktiirtildii.
Stipernatant temiz bir ependorfa alindi.

e  Genomik DNA"lar agaroz jel elektoroforez ile kontrol edilerek goriintiilendi.

e  Genomik DNA ekstraktlarinin miktar tayinleri ve saflik kontrolleri Nanodrop
Spektrofotometrede (Allsheng Nano-400A) 6lgiilerek belirlendi.?!* Bu islem;
belirli dalga boylarindaki 15181n numune i¢inden gegirilmesi esasina dayanir
ve 1s18in numune tarafindan ne kadarinin tutuldugunu belirler. Niikleik
asitlerin 15181 en iyi absorbe ettigi dalga boyu 260/280 nm’dir. DNA’nin
saflig1, spektrofotometrede yapilan Ol¢iim sonunda okunan deger 1.8-2.0
olmasi ile agiklanir. Bu araliktan daha diisiik olmas1 RNA kontaminasyonu,
daha yiiksek olmast ise protein kontaminasyonu oldugunu gostermektedir.?®

e Yeterli saflikta bulunmayan DNA ekstraktlar1 tekrar ekstraksiyon islemine
alind.

e  Yeterli safliga sahip olan DNA ekstraktlari, alikotlanarak PZR’da kalip DNA
olarak kullanilmak tizere -20 °C derin dondurucuda saklandi.

3.2.5.2. Filogenetik Gruplamasinin Belirlenmesi

Izole edilen E. coli izolatlarinin filogenetik olarak siniflandirilmasi igin, chuA,

yjaA ve TSPE4.C2’ye ait referans primerler kullanilarak tripleks PZR yapildi.?®
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Tablo 3.1. Filogenetik gen bolgeleri i¢in primerler

Gen Primerler Uriin (bp)
chuA F- 5>-ATGATCATCGCGGCGTGCTG-3’ 281
R- 5’-AAACGCGCTCGCGCCTAAT-3’
yjaA F- 5>-TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT-3’ 216
R- 5’-ACCTGTGACAAACCGCCCTCA-3’
TspE4.C2 F-5’- GCGGGTGAGACAGAAACGCG-3’ 152

R-5-TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG-3’

PCR toplamdaki toplam hacim 20 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon
Tampon 3 pl, dANTP mix 1,4 pl, MgClz 1,4 ul, her primerden 0.5ul, Taq polimeraz 0.2
ul, kalip DNA 3 ul, distile su 8 ul bilesenleri igeren bir master mix hazirlandi. PCR
kosullart; 95°C’de 5 dk ilk denatiirasyon, takiben 95°C'de 1 dk denatiirasyon, 58°C'de 1
dk primer baglanmasi, 72 °C’ de 2 dk zincir uzamasi (35 siklus) 72 °C’ de 10 dk son
uzama ve takiben 4 °C’ de o sogutma seklinde gergeklestirildi. Sonuglar Clermont ve
ark. (2000)’na gore yorumlandi.

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 Direnc¢ Genlerinin Analizleri

Izole edilen E. coli izolatlarinin GSBL direng genlerinden, CTX-M, TEM, OXA

ve SHV direng genleri arastirildi.?t’
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Tablo 3.2. GSBL gen bolgeleri i¢in primerler

Gen Primerler Uriin (bp)

F-5- ATGTGCAGYACCAGTAARGT -3°
bla CTX-M R-5’- TGGGTRAARTARGTSACCAGA -3’ 593

bla TEM F-5’- CGCCGCATACACTATTCTCAGAATG -3’ 445
R-5’- ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT -3’

bla OXA F-5’- ACACAATACATATCAACTTCGC -3° 85
R-5- AGTGTGTTTAGAATGGTGATC -3’

F-5-CTTTATCGGCCCTCACTCAA -3°
bla SHV 237
R- 5’- AGGTGCTCATCATGGGAAAG -3’

3.2.5.3.1. CTX-M I¢in PCR Yo6ntemi

PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 pl,
dNTP mix 0,5 pl, MgClz 1,5 pl, her primerden 0.25ul, Taq polimeraz 0.1 pl, kalip DNA
1 pl, distile su 18,9 ul bilesenleri iceren bir master mix hazirlandi. PCR kosullart; 94°C’de
5 dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 1 dk denatiirasyon, 57°C'de 1 dk primer
baglanmasi, 72 °C’ de 1 dk zincir uzamasi (35 siklus) 72 °C’ de 10 dk son uzama ve
takiben 4 °C’ de oo sogutma seklinde gerceklestirildi.

3.2.5.3.2. TEM I¢in PCR Yontemi

PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 pl,
dNTP mix 0,5 ul, MgClz 1,5 pl, her primerden 0.25ul, Taq polimeraz 0.1 pl, kalip DNA
1 pl, distile su 18,9 ul bilesenleri iceren bir master mix hazirlandi. PCR kosullart; 94°C’de
5 dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 1 dk denatiirasyon, 55°C'de 1 dk primer
baglanmasi, 72 °C’ de 1 dk zincir uzamasi (35 siklus) 72 °C’ de 10 dk son uzama ve
takiben 4 °C’ de oo sogutma seklinde gerceklestirildi.

3.2.5.3.3. OXA i¢cin PCR Yéntemi

PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 pl,

dNTP mix 0,5 pl, MgCl2 1,5 pl, her primerden 0.5ul, Taq polimeraz 0.1 pl, kalip DNA 1
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ul, distile su 18,4 ul bilesenleri igeren bir master mix hazirlandi. PCR kosullari; 95°C’de
10 dk ilk denatiirasyon, takiben 95°C'de 1 dk denatiirasyon, 60,8 °C'de 1 dk primer
baglanmasi, 72 °C’ de 1,5 dk zincir uzamasi (35 siklus) 72 °C* de 3 dk son uzama ve
takiben 4 °C’ de o sogutma seklinde gergeklestirildi.

3.2.5.3.4. SHV I¢in PCR Yontemi

PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 ul,
dNTP mix 0,5 ul, MgCl> 1,5 pl, her primerden 0.5ul, Taq polimeraz 0.1 ul, kalip DNA 1
ul, distile su 18,4 ul bilesenleri igeren bir master mix hazirlandi. PCR kosullart; 94°C’de
5 dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 1 dk denatiirasyon, 55 °C'de 1 dk primer
baglanmasi, 72 °C’ de 1 dk zincir uzamasi (34 siklus) 72 °C’ de 7 dk son uzama ve takiben
4 °C’ de o sogutma seklinde gerceklestirildi.

3.2.5.4 Virillans Gen Bolgelerinin Multiplex PCR ile Analizleri

Izole edilen E. coli izolatlarmin virulans genleri ii¢ grup halinde incelendi. Birinci
grupta, iutA, sfa cnf-1, aer, iroN, afa, hlyA; ikinci grupta, pap A, pap C, fim A, PAI,
ompT, 1ucC ve liglincii grupta ise traT ve iss genleri olacak sekilde PCR reaksiyonuna

tabi tutuldu,18-223
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Tablo 3.3. Virulans gen bolgeleri igin primerler

1.GRUP
Gen Primerler Uriin (bp)
A F-5’- GGCTGGACATCATGGGAACTGG-3’ 300
R-5’- CGTCGGGAACGGGTAGAATCG -3’
Sta F-5- CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC-3’ 410
R- 5’- CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCAY’
enfl F-5’- AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG-3’ 498
R-5’- CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT-3’
Aer F-5- TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT-3’ 602
R-5’- AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG-3’
iroN F-5’- AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG-3’ 665
R- 5’- GACGCCGACATTAAGACGCAG-3’
Afa F-5’- GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC-3’ 250
R-5’- CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG-3’
hiyA F-5’- AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT-3’ 1177
R-5’- ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA-3’
2.GRUP
Gen Primerler Uriin (bp)
pap A F-5- ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG-3’ 220
R-5’- CGTCCCACCATA CGTGCTCTTC-3’
oap C F-5’- GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG-3° 328
R-5’- ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA-3’
fim A F-5-GTTGTTCTGTCGGCTCTGTC-3’ 447
R-5- ATGGTGTTGGTTCCGTTATTC-3’
PAI F-5’- GGACATCCTGTTACAGCGCGCA-3’ 930
R-5’- TCGCCACCAATCACAGCCGAAC-3
F-5°- ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC -3°
OMPT R 5 CCCGGGTCATAGTGTTCATCS3' >>9
iUucC F-5- AAACCTGGCTTACGCAACTGT -3’ 269
R-5’- ACCCGTCTGCAAATCATGGAT-3’
3.GRUP
Gen Primerler Uriin (bp)
jss F- 5°- GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC-3’ 260
R- 5’- CGCCTCGGGGTGGATAA-3’
traT F-5- GGTGTGGTGCGATGAGCACAG -3’ 290

R-5’- CACGGTTCAGCCATCCCTGAG-3’
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1. grup icin PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon
Tampon 2,5 pl, ANTP mix 0,5 ul, MgClz 1,5 ul, her primerden 0.25ul, Taq polimeraz 0.1
ul, kalip DNA 1 pl, distile su 15,9 ul bilesenleri igeren bir master mix hazirlanmistir.
PCR kosullart; 94°C’de 3 dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 1 dk denatiirasyon, 61,1
°C'de 30 sn primer baglanmasi, 72 °C’ de 1 dk zincir uzamasi (30 siklus) 72 °C’ de 7 dk
son uzama ve takiben 4 °C’ de oo sogutma seklinde gergeklestirildi.

2. ve 3.grup i¢in ise reaksiyon 1. grup ile aynmi olup, 95°C’de 12 dk ilk
denatiirasyon, takiben 94°C'de 30 sn denatiirasyon, 62,7 °C'de 30 sn primer baglanmasi,
68 °C’ de 3dk zincir uzamasi (25 siklus) 72 °C’ de 10 dk son uzama ve takiben 4 °C’ de
o sogutma seklinde reaksiyona tabi tutuldu.

3.2.5.5. ST131 Klonu ve Alt Klonlarinin Molekiiler Yontemle Belirlenmesi

izole edilen E. coli izolatlarmin ST 131 klonu ve alt klon genleri aragtirildi.*?%*

Tablo 3.4. ST131 Klonu ve Alt Klonlarina ait gen bolgeleri igin primerler

Gen Primerler Uriin (bp)

025 pab B spe F-5’- TCC AGCAGGTGCTGGATCGT -3’ a7
P P R-5’- GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT -3’

(rDA? F-5- GCTACGAATCTCTGTTTGCC -3° 497
P R-5’- GCAACGCGGCCTGGCGGAAG ¥’

fim H30 F-21-5-CCG CCAATG GTACCGCTATT-3 354
R-20-5-CAG CTT TAATCG CCA CCC CA-3

H30-Rx F-5-GGT TGC GGT CTG GGC A-3 104
R-5-CAA TAT CCA GCA CGT TCC AGG TG-3

pabB rfb Geninin PCR Protokolii

Izole edilen E. coli izolatlarmin ST131 Klon varlig1 igin 6nce O25pabBspe ve
trpA2 varhig1 incelendi.??*
PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 pl,

dNTP mix 0,5 pl, MgCl» 2,5 ul, her primerden 0.8ul, Taq polimeraz 0.2 ul, kalip DNA 2
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ul, distile su 14,7 ul bilesenleri igeren bir master mix hazirlandi. PCR kosullari; 94°C’de
4 dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 5 sn denatiirasyon, 63 °C'de 20 sn primer
baglanmasi, 72 °C’ de 30 sn zincir uzamasi (30 siklus) 72 °C* de 5 dk son uzama ve
takiben 4 °C’ de o sogutma seklinde gergeklestirildi.

H30 Geninin PCR Protokolii

ST 131 gen varlig1 i¢in incelenen E. coli izolatlarda O25pabBspe ve trpA2 varligi
goriilen 6rneklerde H30 alt klonu varligi agisindan incelendi®?%),

PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 pl,
dNTP mix 0,5 pl, MgClz 2,5 pl, primer 0.5ul, Taq polimeraz 0.2 ul, kalip DNA 2 ul,
distile su 16,3 pl bilesenleri igeren bir master mix hazirlandi. PCR kosullari; 95°C’de 8
dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 20 sn denatiirasyon, 68 °C'de 45 sn primer
baglanmasi, 72 °C’ de 5 dk zincir uzamasi (30 siklus) 72 °C’ de 5 dk son uzama ve takiben
4 °C’ de o sogutma seklinde gerceklestirildi.

H30-Rx Geninin PCR Protokolii

ST 131 gen varligi i¢in incelenen E. coli izolatlarda H30 alt klonu varlig1 goriilen
orneklerde H30-Rx varlig1 agisindan incelendi®.

PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 pl,
dNTP mix 0,5 ul, MgClz 2,5 ul, primer 0.5ul, Taq polimeraz 0.2 ul, kalip DNA 2 pl,
distile su 16,3 pl bilesenleri iceren bir master mix hazirlandi. PCR kosullari; 95°C’de 8
dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 20 sn denatiirasyon, 72°C'de 40 sn primer
baglanmasi, 72 °C’ de 5 dk zincir uzamasi (31 siklus) 72 °C’ de 5 dk son uzama ve takiben

4 °C’ de o sogutma seklinde gergeklestirildi.
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3.2.5.6. Integraz ve Integron Gen Varhgmmm Molekiiler Yontemle
Belirlenmesi

Izole edilen E. coli izolatlarinin Siif 1 ve siif 2 integronun integraz gen
bolgelerine ait spesifik primerler kullanilarak integraz gen varligi incelendi. Integraz gen
pozitif ¢ikan 6rneklerde sinif 1 ve smif 2 integron degisken bolgelerine ait spesifik

primerler kullanilarak integron varligi incelendi.??>2%

Tablo 3.5. integraz ve Integron gen bolgeleri icin primerler

Gen Primerler Uriin (bp)

— F-5- GGTCAAGGATCTGGATTTGG-3 500
R-5-ACATGCGTGTAAATCATCGTC-3

Intl 2 F-5- CACGGATATGCGACAAAAAGGT-3 740
R-5-GTAGCAAACGAGTGACGAAATG-3
5°-CS GGCATCCAAGCAGCAAG

Degisk
3°-CS  AAGCAGACTTGACCTGA egisken

hep51 GATGCCATCGCAAGTACGAG

hep74 ~ CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA Degisken

IntI-1 ve IntI-2 Geninin PCR Protokolii

PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x Reaksiyon Tampon 2,5 pl,
dNTP mix 0,5 pl, MgCl2 1,5 pl, her bir primer 0.25ul, Taq polimeraz 0.1 pl, kalip DNA
2 pl, distile su 17,4 pl bilesenleri iceren bir master mix hazirlandi. PCR kosullart; 95°C’de
5 dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 45 sn denatiirasyon, 57°C'de 1 dk primer
baglanmasi, 72 °C’ de 1 dk zincir uzamasi (34 siklus) 72 °C’ de 10 dk son uzama ve

takiben 4 °C’ de o sogutma seklinde gerceklestirildi.
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Integronlarin Degisken Bolgelerinin (5°CS;3°CS, hep51; hep74) PZR
Protokolii

Integraz geni pozitif olan suslarda integron degisken bolge i¢in PZR reaksiyonu
gergeklestirildi. Bu amagla integronlarin degisken bolgelerinin ¢ogaltilmasinda sinif 1
integron i¢in 5’CS ve 3’CS, smif 2 integron i¢in ise hep51 ve hep74 primerleri kullanildi.

5’CS ve 3°CS i¢in PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x
Reaksiyon Tampon 2,5 pl, ANTP mix 0,5 pl, MgClz 1,5 ul, primer 0.25ul, Taq polimeraz
0.1 pl, kalip DNA 2 pl, distile su 17,9 ul bilesenleri iceren bir master mix hazirlandi. PCR
kosullart; 94°C’de 2 dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 30 sn denatiirasyon, 56°C'de
45 sn primer baglanmasi, 72 °C’ de 2 dk zincir uzamasi (34 siklus) 72 °C’ de 5 dk son
uzama ve takiben 4 °C’ de o sogutma seklinde gerceklestirildi.

hep51 ve hep74 i¢in PCR toplam hacim 25 pl olacak sekilde ilk olarak 10x
Reaksiyon Tampon 2,5 pl, ANTP mix 0,5 pl, MgClz 1,5 pl, primer 0.25ul, Taq polimeraz
0.1 pl, kalip DNA 2 pl, distile su 17,9 pl bilesenleri i¢eren bir master mix hazirlandi. PCR
kosullart; 94°C’de 3 dk ilk denatiirasyon, takiben 94°C'de 45 sn denatiirasyon, 55°C'de 1
dk primer baglanmasi, 72 °C’ de 2 dk zincir uzamasi (34 siklus) 72 °C’ de 5 dk son uzama
ve takiben 4 °C’ de « sogutma seklinde gerceklestirildi.

3.2.5.7. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Calismada PZR fiiriinlerinin yiirtitiilmesinde %1,5 agaroz ve elektrolit olarak Tris
EDTA asetik asit tamponu (TAE, pH 8.4) kullanildi. 100 ml TAE tamponu i¢ine konulan
1,5 gr agaroz mikrodalga firinda diizenli olarak karistirilarak eritildi. Jel hazirlandiktan
sonra 5 ul Safe DNA gel (Hibrigen) eklendi. Elektroforez diizenegi kurulduktan sonra,
agaroz ¢Ozeltisi taragin disleri arasinda ya da altinda hava kabarciklar1 olmamasina dikkat
edilerek kalibin igerisine dokiildi. 15 pl amplifikasyon iriiniine 5 ul DNA gel loading

dye 6X (Thermo Fisher Scientific, ABD) yiikleme boyasi ilave edilerek toplam 20 ul
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hacimde olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi. Bantlarin biiyiikliiklerinin kiyaslanmasi
icin molekiiler agirlik standardi 100bp DNA ladder (Hibrigen, Tirkiye) kullanildi.
Ornekler 90 V voltajda 1 saat yiiriitiildii. Siire sonunda jelde olusan bantlar UV
transilluminatérde gozlendi ve goriintiiler bilgisayara aktarildi.

3.2.5.8. Veri Analizi

Calismada kayit altina alinan verilerin istatiksel analizi Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) 24.00 programu ile yapildi. Bireylere ait sosyodemografik bilgiler
kaydedildi. Bireylerin demografik bilgilerinden sayisal degiskenler ortalama ve standart
sapma degeri ile kategorik degiskenler ise oran degerleri ve frekans tablolari ile gosterildi.
Nominal verilere ait kategorik degiskenlerin korelasyon analizi i¢in secilen korelasyon
katsayilar1 arasinda phi korelasyonu kullaniminin yaygin oldugu literatiirdeki
calismalarda vurgulanmistir.??62%° By ¢alismada temel hipotez olan ST131 genine ait
pozitif ve negatif olma durumlarimin ilgili genler ile iliskisi Phi korelasyon V testi ile
incelenmis ve verilere ait capraz tablo istatistiklerine yer verilmistir. Bu calismada
korelasyon katsayisina ait mutlak deger 0.7 ile 1 arasinda ise “yiiksek iliski”, 0.7 ile 0.3
arasinda ise “orta iligki” ve 0.3 ile 0 arasinda ise “diisiik iliski” seklinde nitelendirilmistir
olup p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.?®® Cinsiyete gore
ST131 genine sahip olup olmama arasinda anlamli bir farklilik olup, olmadigini test

etmek icin ki kare uygunluk testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. E. coli Izolatlarin Toplanmasi

Saglik Bakanligi Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Evliya
Celebi Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarma basvuran, yatan
hastalar ve poliklinik hastalarindan gesitli kiiltiir 6rnekleri toplandi. Cesitli kiiltiirlerden
160 E. coli susu izole edildi. Bu izolatlarin %86,25 (138/160) ’i idrar, %11,25 (18/160)’i
apse, %1,87 (3/160)’si kan, %0,63 (1/160)’1i trakeal aspirasyon kiiltiirlerinden izole edildi

(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. E. coli izolatlarinin klinik 6rneklere gore dagilimlar

4.2. E. coli izolatlarm Ait Oldugu Hastalarin Demografik ve Klinik
Ozellikleri

Calismaya dahil edilen toplam 160 hastanin, 116’s1 (%72,5) kadin, 44’1 (%27,5)
erkek oldugu tespit edildi. Calismaya dahil edilen hastalarin ortalama yas1 51,73 olarak
belirlendi.

160 izolatin %45,63 (n=73)’i polikliniklerden, %54,37 (n=87)’si servislerden

gonderilen orneklerden izole edildi. Hastalarin yattig1 servislere gore dagilimi; %5,63
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(n=9) ‘i acil servis, %7,5 (n=12) ‘i cerrahi brans servisleri, %13,12 (n=21)’si yogun
bakim tiniteleri, %26,88 (n=43)’i ise dahili brans servisleri, polikliniklere gére dagilimi
ise %20,62 (n=33)’si cerrahi brans poliklinikleri, %26,25 (n=42)’i dahili brang
poliklinikleri seklindedir.

Calismaya dahil edilen hastalarin %48,13 (n=77)’1i lriner sistem enfeksiyonlari,
%15 (n=24)’i yumusak doku enfeksiyonlari, %8,13 (n=13)’ii COVID- 19 enfeksiyonu,
%6,25 (n=10)’i norolojik ve psikiyatrik bozukluklar, %5,62 (n=9)’si solunum yolu
enfeksiyonlari, % 5 (n=8) ‘i malignite, % 5 (n=8)’i kardiyak bozukluklar, % 1,87 (n=3)’si
kadin hastaliklar1 ile ilgili tanilar ve % 5 (n=8)’inde ise diger tanilar saptandi (Sekil 4.2).

Diger WEE 8

Kadin Hastaliklar W 3
Kardiyak Bozukluklar HEEE 8

Malignite N 8

Solunum Yolu Enfeksiyonlari Il 9

Tani

Norolojik ve Psikiyatrik Bozukluklar [l 10
COVID-19 |IEm 13
Yumugsak Doku Enfeksiyonlari S 24
Uriner Sistem Enfeksiyonlari I 77/

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sayi

Sekil 4.2. Calismaya dahil edilen hastalarda tespit edilen hastaliklarin dagilim1

4.3. E. coli Izolatlarinin Antibiyotik Duyarhlik Sonuglari

E. coli suslarinin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi disk difiizyon yontemi
ile yapildi. EUCAST standartlarina gore zon ¢aplar1 dikkate alinarak duyarli (S) veya
direngli (R) olarak degerlendirildi. E. coli izolatlariin disk difiizyon testi ve GSBL
varhig1 Cift Disk Sinerji Testi (CDST) ile ayn1 petride degerlendirildi. Bu sonuglara gére

E. coli suslarin 22 farkli antibiyotige kars1 gelistirdikleri direng oranlart belirlendi.
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Izolatlarda duyarlilik test sonuglarina gore saptanan direng oranlar1 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 %05,2,
tobramycine %64,7 olarak tespit edilmistir. Izolatlarin altisinda karbapenemlere
(ertapenem %10,6, imipenem %14,43 ve meropenem %8,08) kars1 direng saptandi (Sekil
4.3).

Izolatlarin 119 (%74,38)’u fenotipik olarak GSBL pozitif, 41 (%25,62)’i GSBL
negatifti. GSBL pozitif numunelerin %81,52 (97)’i idrar izolati, %15,12 (18) abse izolati,

%2,52 (3) kan izolati, %0,84 (1) trakeal aspirasyon izolatidir.
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Sekil 4.3. E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuglar1

66



4.4. E. coli Suslarinda Biyofilm Olusumu

E. coli suslarinda biyofilm olusumunun incelenmesi kongo red agar yontemi,
kantitatif cam tiip testi ve kantitatif mikrodiliisyon plak testi ile yapildi Biyofilm olusturan
bakterilerin en iyi hangi yontemle biyofilm olusturduklarinin belirlenmesi amaciyla
caligilan bakterilerin kongo red agar, kantitatif cam tlip testi, kantitatif mikrodiliisyon plak
test yontemleriyle biyofilm olusturmalarinin karsilastirilmas: Tablo 4.8’de verildi.

44.1. E. coli Suslarinda "Kongo Red Agar yontemi" 1Ile Biyofilm
Olusumunun incelenmesi

Kongo Red Agara ekimi yapilan 160 numune 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi petrilerde siyah koloniler olusturan suslar biyofilm pozitif,
kirmizi veya pembe renkli koloni olusturan suslar ise biyofilm negatif olarak
degerlendirildi®

Toplam 160 E. coli izolatinin % 40, 63 (65)’i kongo red agar yontemi ile pozitif
olarak tespit edildi. Biyofilm pozitif suslarin %76,9 (50)’u GSBL pozitif suslardi.

4.4.2. E. coli Suslarinda "Kantitatif Cam Tiip Testi" 1ile Biyofilm
Olusumunun incelenmesi

Cam Tiip Test yonteminde inkiibasyonun ardindan kristal viyole boyasi ile
boyanarak 540 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda 3 defa okutularak
absorbans degerleri ol¢iildii.

Toplam 160 E. coli izolatinin %66,88 (107)’i cam tiip test yontemi ile pozitif

olarak tespit edildi. Bunlarin %98,13(105)’t hafif, %1,87(2)’ sinin ise orta siddette

biyofilm olusturdugu tespit edildi.
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4.4.3. E. coli Suslarinda " Kantitatif Mikrodiliisyon Plak Test yontemi " ile
Biyofilm Olusumunun Incelenmesi

Kantitatif mikrodiliisyon plak test yonteminde inkiibasyonun ardindan kristal
viyole boyasi ile boyanarak 540 nm dalga boyunda multi pleyt okuyucu cihazinda 3 defa
okutularak absorbans degerleri ol¢iildii.

Toplam 160 E. coli izolatinin %16,25 (26)’i mikrodiliisyon plak test yontemi ile
pozitif olarak tespit edildi. Bunlarin %96,15 (25)’i hafif, %3,85(1)’inin ise orta siddette

biyofilm olusturdugu tespit edildi.

Tablo 4.1. E. coli Suslarinda Biyofilm Olusum Sonuglari

POZITIF
. Hafif Orta NEGATIF
YONTEM
n % n % n %
Kongo Red Agar Yontemi 16 10 49 30,63 95 59,37
Kantitatif Cam Tiip Testi 105 65,62 2 1,25 53 33,13
Kantitatif mikrodiliisyon plak test 25 15,63 1 0,62 134 83,75

4.5. E. coli Suslarin Filogenetik sonuglari

Izole edilen E. coli suslarinda filogenetik olarak siniflandirilmasi i¢in chuA, yjaA
ve TSPE4.C2’ye ait genler ile konvansiyonel tripleks PZR yontemi yapildi.

Yapilan tripleks PZR c¢alismalari sonrasinda gerceklestirilen agaroz jel

elektroforez testinde, 281 bp (chuA geni), 216 bp (yjaA geni) ve 152 bp (TspE4.C2 geni)

biiyiikliigiinde bant olusumlari saptandi (Sekil 4.4).
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M 33 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

Sekil 4.4. E. coli izolatlarinin filogenetik gen bolgelerine ait jel goriintiileri. M,
Molekiiler marker (100-1500 bp),33,53-70 E.coli izolatlar.

Calismada tanimlanan 160 E. coli izolatimin filogenetik tiplendirmesinde A
grubunda olanlarin sayis1 %34,37 (55), B1 grubunda olanlarin sayis1 %28,75 (46), B2
grubunda olanlarin sayis1 %24,38 (39) ve D grubunda olanlarin sayis1 %12,5 (20) olarak
belirlendi.

GSBL pozitif suslarin %30,25 (36) ‘i A grubu, %30,25(36) ‘i B1, %26,89 (32)’u

B2 grubu ve %12,60(15)’1 D grubu olarak tespit edildi (Sekil 4.5).

GSBL + GSBL- GSBL + GSBL- GSBL + GSBL- GSBL + GSBL-

Sekil 4.5. E. coli suslarinin filogenetik sonuglari
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4.6. E. coli Suslarin GSBL Diren¢ Genlerinin Sonuclar:

Izole edilen toplam 160 E. coli suslarinda GSBL direng genleri konvansiyonel
PZR yontemi ile analiz edildi. Bu amagla, GSBL pozitifliginden sorumlu olan en yaygin
gen bolgeleri (CTX-M, TEM, SHV ve OXA) ¢alisildi.

Yapilan PZR caligmalar1 sonrasinda gercgeklestirilen agaroz jel elektroforez
testinde, 237 bp uzunlugunda amplifiye iriinler SHV geni (Sekil 4.6), 445 bp
uzunlugunda amplifiye triinler TEM geni (Sekil 4.7), 593 bp uzunlugunda amplifiye
tirinler CTX-M geni (Sekil 4.8) ve 885 bp uzunlugunda amplifiye triinler OXA geni

(Sekil 4.9) varliginda bant olusumlari saptandi.

M 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 9 97 98 99 100 101 102

Sekil 4.6. E. coli izolatlarinin SHV gen bolgelerine ait jel gortintiileri. M, Molekiiler
marker (100-1500 bp),84-102 E.coli izolatlar1.

Calismaya dahil edilen 160 izolatin %6,88 (11) ‘inde SHV pozitifligi, %93,12

(149) ‘sinde SHV negatifligi tespit edildi.
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M 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 18

Sekil 4.7. E. coli izolatlarinin TEM gen bolgelerine ait jel goriintiileri. M, Molekiiler
marker (100-1500 bp),60-78 E.coli izolatlari.

Calismaya dahil edilen 160 izolatin %51,25 (82) ‘inde TEM pozitifligi, %48,75

(78)’inde TEM negatifligi tespit edildi.

M1 23 4 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.8. E. coli izolatlarmin CTX-M gen bolgelerine ait jel goriintiileri. M, Molekiiler
marker (100-1500 bp),1-19 E.coli izolatlar.

Calismaya dahil edilen 160 izolatin %48, 75 (78) ‘inde CTX-M pozitifligi,

%51,25(82)’inde CTX-M negatifligi tespit edildi.

71



M 79 80 81 8 8 84 8 8 87 88 8 90 91 92 93 94 95 96 97

Sekil 4.9. E. coli izolatlarinin OXA gen bolgelerine ait jel goriintiileri. M, Molekiiler
marker (100-1500 bp),79-97 E.coli izolatlari.

Calismaya dahil edilen 160 izolatin %15 (24) ‘inde OXA pozitifligi, %85
(136)’inde OXA negatifligi tespit edildi.

Calismada tanimlanan 160 izolat icerisinde en yaygin direng 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 (Sekil 4.10). Tanimlanan 160 izolat arasindan 126
(%78,75)’sinda bir veya birden fazla diren¢ geni saptanirken, 34 (%21,25) izolatta
calisilan direng genlerinden higbirine rastlanmadi. izolatlarin 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 goriilmiis olup,3(1,87) izolatta ise her dort direng geni saptandi (Sekil 4.10).
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GSBL Direng Genleri

TEM -CTX-M -OXA-SHV
TEM -CTX-M -SHV
CTX-M -OXA-SHV
TEM -CTX-M -OXA
SHV-OXA
SHV-TEM

CTX-M +SHV
OXA-TEM

OXA - CTX-M
TEM -CTX-M

SHV

OXA

CTX-M

TEM

=
2
c
o
o0
O
c
o
=
(a]

Sekil 4.10. GSBL direng genlerinin bulunma sikligi

4.7. E. coli Suslarmn Virulans Genlerinin Sonuclar:

Izole edilen E. coli izolatlarmin virulans genleri ii¢ grup halinde incelendi. Birinci
grupta, iutA, sfa cnf-1, aer, iroN, afa, hlyA; ikinci grupta, pap A, pap C, fim A, PAI,
ompT, 1ucC ve liglincii grupta ise traT ve iss genleri olacak sekilde PCR reaksiyonuna
tabi tutuldu.

Yapilan birinci grup PZR calismalar1 sonrasinda gerceklestirilen agaroz jel
elektroforez testinde, 300 bp uzunlugunda amplifiye diriinler iut A geni, 410 bp
uzunlugunda amplifiye tirinler sfa geni, 498 bp uzunlugunda amplifiye tirtinler cnfl geni,
602 bp uzunlugunda amplifiye iirlinler aer geni, 665 bp uzunlugunda amplifiye {riinler
iroN geni, 750 bp uzunlugunda amplifiye {riinler afa geni ve 1177 bp uzunlugunda

amplifiye iiriinler hly A geni varliginda bant olusumlari saptand1 (Sekil 4.11).
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M 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76

iroN; 665 bp

afa; 750 bp

hly A; 1177 b
aer; 602 bp Y 2

M 77 78 79 82 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95

cnf1; 498 bp

e
 —
—_—
—
—_—
—_—

Sekil 4.11. E. coli izolatlarinin 1.grup viriilans gen bolgelerine ait jel goriintiileri. M,
Molekiiler marker (100-1500 bp),58-95 ile E.coli izolatlari.

Yapilan ikinci grup PZR c¢aligmalar1 sonrasinda gerceklestirilen agaroz jel
elektroforez testinde, 720 bp uzunlugunda amplifiye triinler pap A geni, 328 bp
uzunlugunda amplifiye triinler pap C geni, 447 bp uzunlugunda amplifiye iriinler fim A
geni, 930 bp uzunlugunda amplifiye iriinler PAI geni, 559 bp uzunlugunda amplifiye
tirtinler omp T geni ve 269 bp uzunlugunda amplifiye tiriinler iuc C geni varliginda bant

olusumlari saptandi (Sekil 4.12).
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M PK 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160

PAI; 930 bp
fim A; 447 bp pap A; 720 bp

omp T; 559 bp

pap C; 328 bp
luc C; 269 bp

Sekil 4.12. E. coli izolatlarinin 2.grup viriilans gen boélgelerine ait jel goriintileri. M,
Molekiiler marker (100-1500 bp),143-160 E.coli izolatlari.

Yapilan iiclinci grup PZR c¢alismalar1 sonrasinda gercgeklestirilen agaroz jel
elektroforez testinde, 760 bp uzunlugunda amplifiye iiriinler iss geni, 290 bp uzunlugunda

amplifiye tiriinler tra T geni varliginda bant olusumlari saptandi (Sekil 4.13).

M 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 83 89 90 91 92 93 94 95

| 2 |

iss; 760 bp

traT; 290 bp

Sekil 4.13. E. coli izolatlarinin 3.grup viriilans gen bolgelerine ait jel gorintiileri. M,
Molekiiler marker (100-1500 bp),77-95 E.coli izolatlar:.

Calismada tanimlanan 160 izolat arasinda siklikla rastlanan gen bolgeleri sirasiyla;
%76,87 (123) Tip I fimbriya'y1 ifade eden adhezyondan sorumlu fim A, %66,87 (107)

serum komplementine direng¢ gelistirmeden sorumlu tra T, % 60 (96) demir aliminin
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kodlanmasindan sorumlu iuc, %59,37(95) oraninda siderofor tiplerinden ferrik
acrobaktin liretiminden sorumlu olan iutA, %53,75(86) acrobaktin tiretiminden sorumlu
olan aer, %38,12(61) salmochelin sideroforunun iiretiminden sorumlu olup iroteliyel
hiicrelerde invazyona neden olan iroN, %37,5 (60) serum komplementine direng
gelistirmeden sorumlu omp A , %30,62 (49) yapisma/bozma lezyonlar1 olusturma
kapasitesinden ve viriilans faktorlerinin kodlanmasindan sorumlu PAI, % 26,25 (42) ve
%25,62 (41) piyelonefrit ile iligkili pilusu ifade eden adhezyondan sorumlu pap A ve pap
C, %13,75(22) S fimbria'y1 ifade eden adhezyondan sorumlu sfa, %10 (16) serum
komplementine direng gelistirmeden sorumlu iss, %7,5(12) afimbrial adezinleri ifade
eden adhezyondan sorumlu afa gen bolgesi tespit edildi. Izolatlar arasinda en az goriilen
virlilans gen bolgesi ise; %3,75 (6) oraninda hemolizinden sorumlu olan hly gen
bolgesidir.

4.8. E. coli izolatlarinda ST131 Klonu ve Alt Klonlarinin Molekiiler Sonuglar:

Izole edilen E. coli izolatlarmin ST131 Klon varligi i¢in énce O25pabBspe ve
trpA2 varligi miiltipleks PZR ile incelendi. Calismada tanimlanan 160 izolatin % 69,38
(111)’1 ST131 (O25pabBspe ve trpA2) pozitif, %21,25 (34)’i sadece trpA2 pozitif ve

%9,38(15)’1 negatif olarak belirlendi (Sekil 4.14).

M PK 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 88

trpA2; 427 bp

O25pabBspe; 347

Sekil 4.14. E. coli izolatarmin ST 131 gen bolgelerine ait jel goriintiileri. M, Molekiiler
marker (100-1500 bp),72-88 E.coli izolatlar:.
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ST 131 gen varlig: i¢in incelenen E. coli izolatlarinda O25pabBspe ve trpA2
varlig1 goriilen 111 &rnekte H30 alt klonu varlig1 agisindan incelendi. incelenen 111

izolatm %30,63 (34)’iinde H30 alt klonu tespit edildi (Sekil 4.15).

26 27 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

H30; 354 bp

Sekil 4.15. E. coli izolatlarinin H30 alt klonu gen bélgelerine ait jel goriintiileri. M,
Molekiiler marker (100-1500 bp),26-40 E.coli izolatlari.

H30 alt klonu varlig: goriilen 34 E. coli izolat1t H30-Rx varlig1 agisindan incelendi.

34 izolatta %29,41 (10)’inde H30-Rx alt klonu tespit edildi (Sekil 4.16).

—— PK 31 34 37 38 40 43 44 45 61 64 65 67 72 106 111 118 121 129 154
) e, ) —) —— — — ) () (e (! () = = = = = =

H30-Rx; 194 bp

Sekil 4.16. E. coli izolatlarinin H30-Rx alt klonu gen bolgelerine ait jel goriintiileri

4.9. Integraz Genlerinin ve Integron Varhginin Belirlenmesi
Izole edilen E. coli izolatlarmm smif 1 ve smif 2 integronun integraz gen

bolgelerine ait integraz gen varligi multiplex PZR ile incelendi. 160 E.coli izolatinin
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%61,87 (99) si intl-1,% 6,25 (10) intl-2 ve %5(8)’inde ise her iki gen birlikte tespit edildi

(Sekil 4.17).

PK 66 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86

intl-2; 740 bp

intl-1; 500 bp
Sekil 4.17. intl-1 ve intl-2 gen bolgelerine ait jel goriintiileri.
Integraz gen (intl-1 ve intl-2) pozitif ¢ikan drneklerde sinif 1 ve sinif 2 integron
degisken bolgelerine ait spesifik primerler kullanilarak integron varlig: belirlendi.
intl-1  pozitif ¢ikan 99 E.coli izolatinda % 30,30 (30)’unda 5°CS ve 3°CS
primerleri kullanilarak sinif 1 integron varligi saptandi. Kalan 69 (%69,70) izolatin bos

integron igerdikleri belirlendi (Sekil 4.18).

M 23 28 29 30 33 36 37 39 44 45 47 48 49 51 54 56 57 58 62

e e EEEE

Sekil 4.18. Sinif 1 integron gen bolgelerine ait jel goriintiileri.

intl-2 pozitif ¢cikan 10 E.coli izolatinda hep51 ve hep74 primerleri kullanilarak

Sinif 2 integron varligr incelendi ve Sinif 2 integron genine rastlanmadi (Sekil 4.19).
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M PK 19 71 102 112 118 123 141 144 151 152

Sekil 4.19. Sinif 2 integron gen bolgelerine ait jel goriintiileri.

4.10. Arastirmanin Istatistiksel Cahsmalarina iliskin Bulgular

Calismada yiiksek riskli ST131 klonu pozitif ¢ikan hastalarin % 70,27 (78/111)’s1
kadin, %29,73 (33/111)’ii ise erkek hasta olarak goriildii (Sekil 4.20). Yapilan X 2
uygunluk testi sonrasinda kadin ve erkek cinsiyete sahip olmak ve ST131 klonuna sahip

olmak arasinda frekans degerleri bakimindan anlamli bir fark elde edilemedi (p>0.05).

CINSIYETE GORE ST131 DAGILIMLARI

cinsiyet

M Kadin
[ Erkek
W acin
B Erkek

POZITIF MEGATIF

Sekil 4.20. ST131 klonunun cinsiyetlere gére dagilimi
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ST131 ve antibiyotik direngleri arasindaki iligki incelendiginde ST131 geni ile
ertapenem, fosfomisin, meropenem, nitrofurontain arasinda pozitif yonlii giiclii
korelasyonlar saptandi (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 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi

belirlendi (p>0.05). (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. ST131 ve antibiyotikler arasindaki iligki

n=160
Amikasin
Direngli Duyarl Total Y Q/1p
ST131 POZITIF 11 57 68
NEGATIF 2 30 49 0.169 0.138
Total 13 87 100
AMC
Direngli Duyarl Total
ST131 POZITIF 58 53 111
NEGATIF 28 19 47 0.398 0.067
Total 86 72 158
Ampisilin Sulbaktam
Direngli Duyarl Total
ST131 POZITIF 5 3 8
NEGATIF 1 1 2 0.747 0.102
Total 6 4 10
Cefazolin
Direncli Duyarl Total
ST131 POZITIF 25 4 29
NEGATIF 8 1 9 0.835 -0.034
Total 33 5 38
Ceftazidim
Direncli Duyarl Total p o/re
ST131 POZITIF 25 2 27
NEGATIF 13 1 14 0.975 0.005
Total 38 3 41
Ertapenem
Direngli Duyarl Total
ST131 POZITIF 2 54 56
NEGATIF 7 22 29 0.003* 0.317
Total 9 76 85
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Tablo 4.2. (Devami)

Fosfomisin
Direncgli Duyarl Total
ST131 POZITIF 1 83 84
NEGATIF 4 29 33 0.009*  0.243
Total 5 112 117
Gentamisin
Direncli Duyarh Total
ST131 POZITIF 51 54 105
NEGATIF 17 30 47 0.155 -0.115
Total 68 84 152
Imipenem
Direncli Duyarl Total p o/rQ
ST131 POZITIF 6 62 68
NEGATIF 8 21 29 0.16 0.244
Total 14 83 97
Levofloksasin
Direngli Duyarli Total
ST131 POZITIF 24 6 30
NEGATIF 6 3 9 0.405 0.133
Total 30 9 39
Meropenem
Direncli Duyarl Total
ST131 POZITIF 1 67 68
NEGATIF 7 24 31 0.001* 0.359
Total 8 91 99
Nitrofurontain
Direngli Duyarl Total
ST131 POZITIF 6 68 74
NEGATIF 10 24 34 0.004*  -0.279
Total 16 92 108
Norfloksasin
Direncli Duyarli Total p o/rQ
ST131 POZITIF 44 15 59
NEGATIF 18 6 24 0.968 0.004
Total 62 21 83
Piperasilin/Tazobaktam
Direngli Duyarl Total
ST131 POZITIF 7 28 35
NEGATIF 4 10 14 0.516 0.093
Total 11 38 49
Sefepim
Direncli Duyarl Total
ST131 POZITIF 42 14 56
NEGATIF 18 8 26 0.583 0.061
Total 60 222 82
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Tablo 4.2. (Devami)

Seftriakson

Direncli Duyarh Total
ST131 POZITIF 71 25 96
NEGATIF 31 10 41 0.839 -0.017
Total 102 35 137
Sefuroksim
Direncli Duyarh Total p o/re
ST131 POZITIF 69 17 86
NEGATIF 30 9 39 0.673 0.038
Total 99 26 125
Siprofloksasin
Direncli Duyarl Total
ST131 POZITIF 83 19 102
NEGATIF 30 14 44 0.080 0.145
Total 113 33 146
Tigesiklin
Direngli Duyarl Total
ST131 POZITIF 2 51 53
NEGATIF 1 22 23 0.906 0.014
Total 3 73 76
Trimetoprim-
Sulfametaksazol
Direngli Duyarl Total
ST131 POZITIF 60 29 89
NEGATIF 31 9 40 0245  -0.102
Total 91 38 129

ST131 klonu ve filogenetik 6zellikler arasindaki iligki incelendiginde bu genin en
fazla A (%36, 03) grubunda pozitif oldugu belirlendi. Bunu sirasiyla B1 grubu (%29,73),
B2 grubu (%25,23) ve D grubu (% 9,01) izlemekteydi. Farkli filogenetik gruplarda olmak
ve ST131 klonuna sahip olmak arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmadi

(p>0.05). (Tablo 4.7).
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Tablo 4.3. ST131 klonu ve Filogenetik 6zellikler arasindaki iliski

n=160
FILOGENETIK Total P o/t
A B1 B2 D
GRUBU GRUBU GRUBU GRUBU
POZITIF 40 33 28 10 111
ST131  nNpgarir 15 13 11 10 49 0159 0.256
Total 55 46 39 20 160

Calismada yiiksek riskli ST131 klonu pozitif ¢ikan numunelerin %73,87 (82/111)’
sinde GSBL pozitif olarak tespit edildi (Tablo 4.8). ST131 klonu ve GSBL arasindaki

iligki incelendiginde istatistiksel olarak anlamli iligki olmadig1 belirlendi (p>0.05).

Tablo 4.4. ST131 klonu ve GSBL arasindaki iliski

n=160
GSBL p 0% ¢0)
Pozitif Negatif Total
POZITIF 82 29 111
ST131  NEGATIF 37 12 49 0.827 0.017
Total 119 41 160

o/ro: Phi korelasyon katsayisi

ST131 klonu pozitif ¢ikan numunelerin %25,23 (28/111)’sinde herhangi bir direng
genine rastlanmazken, %74,77 (83/111)’sinde ise en az bir direng 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)’iinde CTX-M geni ve %51,35 (57/111)’inde TEM genine
rastland1 (Tablo 12). ST131 klonu ve direng genleri arasindaki iliski incelendiginde ise
SHV ile pozitif yonlii ¢ok gii¢lii korelasyon saptandi (p<0.005). ST131 klonu ve CTX-
M, TEM, OXA genleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi

belirlendi (p>0.05).
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Tablo 4.5. ST131 klonu ve direng genleri arasindaki iligki

n=160
CTX-M
Pozitif Negatif Total P P/re
POZITIF 50 61 111
ST131  NEGATIF 28 21 49 0.168  0.112
Total 78 82 160
SHV
Pozitif Negatif Total
POZITIF 2 109 111
ST131  NEGATIF 9 40 49 0.001**  0.803
Total 11 149 160
TEM
Pozitif Negatif Total
POZITIF 57 54 111
ST131  NEGATIF 25 24 49 0959  0.003
Total 82 78 160
OXA
Pozitif Negatif Total
POZITIF 15 96 111
ST131 NEGATIF 9 40 49 0.428 -0.063
Total 24 136 160

o/ro: Phi korelasyon katsayisi

ST131 klonu pozitif ¢ikan numunelerde en ¢ok fim A (90) geni olmak iizere
sirasiyla, 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 goriildi. ST131
klonu pozitif numunelerin %95,5 (106/111)’inde en az bir viriilans geni goriiliirken, %4,5
(5/111)’inde ise herhangi bir viriilans geni goriilmedi (Tablo 4.10). ST131 klonu ve
viriilans genleri arasindaki iliski incelendiginde ST131 geni ile fimA, afa, aer genleri

arasinda pozitif yonlii gii¢lii korelasyonlar saptandi (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 arasinda ise istatistiksel

olarak anlamli bir iliski olmadig1 belirlendi (p>0.05).

Tablo 4.6. ST131 klonu ve virulans genleri arasindaki iliski

UtA
VAR YOK Total p [0%70)
POZITIF 70 25 95
ST131  NEGATIF 41 24 65 0.113 0.153
Total 111 49 160
ISS
VAR YOK Total
POZITIF 13 98 111
ST131 NEGATIF 3 46 49 0.277 0.086
Total 16 144 160
traT
VAR YOK Total
POZITIF 78 33 111
ST131  NEGATIF 29 20 49 0.109 0.170
Total 107 43 160
iuc C
VAR YOK Total
POZITIF 69 42 111
ST131 NEGATIF 27 22 49 0.401 0.066
Total 96 64 160
ompT
VAR YOK Total
POZITIF 42 69 111
ST131 NEGATIF 18 31 49 0.894 0.011
Total 60 100 160
PAI
VAR YOK Total
POZITIF 34 77 111
ST131 NEGATIF 15 34 49 0.998 0.001
Total 49 111 160
Fim A
VAR YOK Total
POZITIF 90 21 111
ST131 NEGATIF 33 16 49 0.05* 0.350*
Total 123 37 160
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Tablo 4.6. (Devami)

pap C
VAR YOK Total
POZITIF 32 79 111
ST131  NEGATIF 9 40 49 0.162 0.110
Total 41 119 160
pap A
VAR YOK Total
POZITIF 33 78 111
ST131 NEGATIF 9 40 49 0.119 0.132
Total 42 118 160
hlyA
VAR YOK Total
POZITIF 6 105 111
ST131 NEGATIF 0 49 49 0.097 0.131
Total 6 154 160
afa
VAR YOK Total
POZITIF 4 107 111
ST131 NEGATIF 8 41 49 0.005**  0.423**
Total 12 148 160
iroN
VAR YOK Total
POZITIF 45 66 111
ST131 NEGATIF 16 33 49 0.344 0.075
Total 61 99 160
aer
VAR YOK Total
POZITIF 66 45 111
ST131 NEGATIF 20 29 49 0.029* 0.372
Total 86 84 160
cnf-1
VAR YOK Total
POZITIF 23 88 111
ST131 NEGATIF 11 38 49 0.805 -0.019
Total 34 126 160
sfa
VAR YOK Total
POZITIF 15 96 111
ST131  NEGATIF 7 42 49 08%  -0.010
Total 22 138 160

o/rg: Phi korelasyon katsayisi
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ST131 klonu pozitif ¢ikan numunelerin %65,77 (73)’sinde intl ve %5.,4
(6/111)’linde int 2 geni tespit edildi (Tablo 14). ST131 klonu ve integron arasindaki iliski

incelendiginde INT1 ve INT2 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadig

bulundu (p>0.05).

Tablo 4.7. ST131 klonu ve integron arasindaki iligki

n=160
INT1
Pozitif Negatif Total p ¢/re
POZITIF 73 38 111
ST131  NEGATIF 26 23 49 0.121 0.127
Total 99 61 160
INT2
Pozitif Negatif Total
POZITIF 6 105 111
ST131  NEGATIF 4 45 49 0507  -0.053
Total 10 150 160

o/ro: Phi korelasyon katsayisi

Son olarak STI131 klonu pozitif ¢ikan numunelerin %81,99 (91/111)’inde
herhangi bir yontem ile biyofilm olusturdugu tespit edilirken, %18,01 (20/111)’inde
biyofilm olusturmadig: tespit edildi. Biyofilm pozitif olan ST131 klonu tasiyan suslarin
%66,66 (74)’sinda tiip yontemi ile, %35,13 (39/111)’tinde CRA yontemi ile ve %12,61
(14/111)’inde ise pleyt yontemi ile olusturdugu gorildi. ST131 klonu ve biyofilmler
arasindaki iliski incelendiginde ise, CRA yontemi ile biyofilm pozitif suslar ve ST131
klonu arasinda pozitif yonlii orta siddette iligki saptandi (p<0.05). ST131 ve biyofilm tiip,
biyofilm pleyt ol¢iimleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadig

belirlendi (p>0.05). (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. ST131 klonu ve biyofilmler arasindaki iliski

BiYOFILM TUP
Pozitif Negatif Total p o/t
POZITIF 74 37 111
ST13L  NEGATIF 33 2% 49 0.933 0.017
Total 107 53 160
BiYOFILM CRA
Pozitif Negatif Total
POZITIF 39 72 111
ST131  NEGATIF 26 23 49 0.033*  0.468*
Total 65 95 160
BiYOFILM PLEYT
Pozitif Negatif Total
POZITIF 14 97 111
ST131  NEGATIF 12 37 49 0061  0.148
Total 26 124 160

o/ro: Phi korelasyon katsayisi
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5. TARTISMA

Escherichia coli sekansi tip 131 (E. coli ST131) klonunun tespiti ile bu klonun E.
coli soylariyla karsilastirildiginda daha fazla viriilans geni tasimasi ve ¢oklu ilaca direng
gostermesi, diinyada hizli yayilim gosterdigini ve bu nedenle kiiresel olarak halk sagligi
icin biiyiik bir problem teskil ettigini gdstermektedir.?®> GSBL'lerin kiiresel olarak
yayllmasindaki artisin ST131'in daha iyi kolonize olmasi ile iliskili oldugu
bildirilmektedir.?*?

Yiiksek riskli bir klon da tanimlanarak énem arz eden tiim ozellikler, E. coli ST131
klonunda da tespit edildi ve bu nedenle uluslararasi yiiksek riskli klon olarak kabul
edildi.’® Bu kadar yiiksek risk tasiyan bir klonun siirveyansmin bilinmesi, antibiyotik
direncindeki artisin ve enfeksiyonun kontrolii, gerekli 6nlemlerin alinmasi agisindan
onemlidir.1%° Saglik hizmeti veren kurumlarin, hasta profili, hastane florasini olusturan
mikroorganizmalar1 ve bunlarin direng 6zelliklerini bilmesi, dogru stratejiler gelistirmesi
acisindan 6nemlidir.?3

ST131, ilk olarak 2008'de CTX-M tipi genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
iireten E. coli'yi inceleyen iki arastirma grubu tarafindan rapor edildi.*¢”-168

2009 yilinda Avrupa (Fransa, Ingiltere), Asya (Tiirkiye, Kambogya, Tayland),
Afrika (Orta Afrika Cumhuriyeti) ve Amerika (Brezilya, Kanada) kitalarindan toplanan
627 E. coli izolatinin 373'tinde GSBL pozitifligi ve bunlarin tamaminda ST131 klonunun
goriildiigii bildirildi.?* Giiney Afrika, 23 GSBL pozitif E. coli izolatinin %43'iinde, Orta
Afrika Cumhuriyeti ise 10 izolat ile yaptigi ¢alismada %50 oraninda ST131 tespit
etmislerdir.?®2% Avustralya’da yapilan iki caligmada %31 ve %35 oraninda ST131 klonu
tespit etmislerdir.?38-2% Japonya'da GSBL pozitif E. coli izolatlarinda yapilan ¢alismada

%21 oraninda ST131 klonu tespit edilmistir (174). Kore’de ise % 25 oraninda ST131

tespit edilmis olup bunlarin sadece %19'u GSBL pozitif izolatlard1.?*°
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Tiirkiye’de ilk olarak 2008 yilinda GSBL pozitif 17 E. coli izolat1 ile yapilan bir
calismada bir izolatta ST131 klonu oldugu bildirildi.1"2

2011 yilinda 107 E.coli izolat1 ile yapilan ¢alismada %24.3’tinde ST131 klonu,
%55.1’inde  GSBL pozitifligi ve bu GSBL pozitif izolatlarin %31’inde ST131 klonu
tespit ettiklerini bildirdiler (237). Ayn1 arastirmacilar 294 E. coli izolat1 ile yaptig1 baska
bir calismalarnda %12 oraninda ST131 klonu tespit ettiklerini bildirdiler.%! Giirpinar’in
157 E. coli kan izolatlar1 ile yaptigi c¢alismasinda %99,4 oraninda ST131 klonu
bulmustur.?*! Giiller’in GSBL pozitif 85 E. coli susu ile yaptig1 calismada %27,1’inde
ST131 klonunu tespit etmistir.>*? Arslan ¢alismasinda 340 E. coli izolatin %24,7’sinde,
200 klinik izolatin ise %44.5’inde ST131 klonu tespit etmislerdir.?*® Hasli ‘nin 100 E.
coli izolati ile yaptigi ¢alismada % 17’sinde ST131 klonu tespit etmis olup, GSBL pozitif
olan izolatlarin %29.4’i, GSBL negatif olan izolatlarin %4.1’inde E. coli ST131 klonu
tespit etmistir.?** Calismamiza dahil edilen 160 klinik ornekten elde edilen E. coli
izolatlarinda yiiksek oranda (%69,38) ST131 klonu tespit edildi. ST131 tespit edilen
izolatlarda, GSBL iireten (73,87) izolatlar, GSBL iiretmeyen (%26,13) izolatlara gore
anlamli derecede yiiksek bulundu.

ST131 Kklonunun E.coli izolatlarinda antibiyotik direncinin yayilimma biiyiik
dlciide katki sagladig diisiiniilmektedir.*® Japonya’da 2008-2011 yillar1 arasinda yapilan
bir galismada GSBL pozitif E. coli'nin %52'sini ST131olusturmustur. GSBL pozitif E.
coli izolatlarinda GSBL negatiflere gore kinolon direng artis1 goriiliirken, levofloksasin
direng oran1 2008-2016 arasinda %27 ‘den %39'a yiikselmistir.*® Fransa’da 2008 — 2009
arasinda E. coli STI131 klonlar1 ile yapilan c¢alismada, en yiiksek direng
amoksilin/ampisilinde goriiliirken, seftazidim ve amikasin direnci tespit edilememistir.?*’
Amerika Birlesik Devletleri’nde 2011 yilinda yapilan ST131 klonuna sahip E. coli

izolatlar1 ile yapilan bir ¢alismada florokinolonlara %78, TMP/SMX %56, gentamisine
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de %76 direng tespit etmislerdir.??* ispanya’da 2014 yilinda yapilan bir calismada da en
yiiksek direng amoksilin/ampisiline karsi goriiliirken, seftazidim ve fosfomisin direnci
tespit edilememistir.?*® Kore’de 2015 yilinda yapilan ¢alismada ST131 izolatlarinda
siprofloksasin ve seftazidim direncinin anlamli derecede yiiksek oldugu tespit
edilmistir.?*® Nepal’de yapilan bir ¢alismada, E. coli ST131 klonuna ait izolatlarda en
yiiksek antibiyotik direnci levofloksasin (%96,3)’de goriilmiistiir.?*° Etiyopya'da 2018
yilinda dort saglik tesisinden toplanan 204 GSBL iireten E. coli izolati tizerinde yapilan
calismada, ST 131 klonu tasiyan suslarda tasimayanlara gore daha fazla siprofloksasine
direng saptamislardir.?*®

Ulkemizde ise 2010-2013 yillar1 arasinda toplanan E.coli izolatlar1 ile yapilan
calismada E. coli ST131 kan izolatlarinda levofloksasin ve siprofloksasine %98 oraninda
diren¢ saptanmistir. Bunu Ampisilin/sulbaktam ve seftriakson (%93) takip etmis olup en
diisiik direng oran1 piperacillin/tazobaktam (%40) olarak belirlenmistir.?>

2017 yilinda GSBL pozitif E. coli ST131 izolatlar1 ile yapilan caligmada
trimetoprim/sulfametoksazole %65.5, siprofloksasine % 62.1 direng tespit ederlerken,
karbapenemler ve amikasine direng gelistirmediklerini gormiislerdir®?. 2016-2017
yillar1 arasinda yapilan bagka bir ¢aligmada ise siprofloksasin direnci ST131 izolatlar
arasinda %78.2 oraninda oldugunu belirtmislerdir.1%

2018 yilinda yapilan baska bir calismada siprofloksasin direnci %53,5,
trimetoprim sulfametokzasol direnci %37 olarak bulunurken, imipenem ve ertapenem
direnci olmadigmi bildirmislerdir®?Y. 2019 yilinda yapilan calismada ST131 klonuna
sahip suslarda nitrofurantoinde diren¢ saptanmaz iken siprofloksasinde %95,7 oraninda
direng tespit edilmistir.?*? 2019 yilinda yapilan baska bir ¢alismada ise ST131

izolatlarinda siprofloksasin diren¢ orant %56.3 olarak belirlenmis olup, ST131

izolatlarinda ST131 disindaki izolatlara gére anlamli derecede yiliksek bulunmustur.
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Ayrica amikasin, amoksisilin-klavunat, aztreonam, sefepim, seftazidim, seftriakson,
sefuroksim, norfloksasin, piperasilin-tazobaktam antibiyotiklerindeki direng¢ oranlarinin
da ST131 izolatlarda anlamli derecede yiiksek oldugunu bildirmislerdir.?®® Bizim
calismamizda ST131 Klonuna ait izolatlarin, ampisilin (%98,19), sefazolin (%86,2)
siprofloksasin (%81,37), sefuroksim (%80,23), levofloksasim (%80) ve karbapenemler
de dahil olmak iizere bakilan tiim antimikrobiyallere direng gosterdigi tespit edildi.

E. coli ST131, filogenetik B2 grubunda yer almaktadir.'® Cin'in Hunan Eyaletinde
saglikli bireylerde yapilan ¢aligmada tiim ST131 tasiyan klonlarin B2 filogenetik grubuna
ait oldugu fakat 2 izolat icin MLST yapilmas1 gerektigi bildirilmistir.?®* fran’da yapilan
bir ¢alismada 69 izolattan 68'ini B2 filogenetik grubu olarak bildirmislerdir.?>®
Chicago’da yapilan bir calismada ise 16 ST131 izolatinin tamamini B2 grup olarak tespit
etmislerdir.?®® ST 131 klonunun filogenetigi {izerine yapilan iki farkli calismada literatiir
bilgilerinin aksine B2 grubu disinda izolatlara rastlanmistir. Lee ve arkadaslarinin
Kore’de yaptiklar1 calismada 36 izolatin 32’sinde B2, 4’linde ise D grubu tespit
ettiklerini, A ve B1 grubu bulmadiklarim1 bildirmislerdir.®" Japonya’da yapilan bir
calismada ise 215 izolatin 3 tanesinin B1 grubuna ait oldugunu gdstermislerdir.?®
Tiirkiye’de ST131 izolatlarinda tek bir filogenetik ¢aligmaya rastlanmis olup, ¢alisma
literatiirle uyumlu olup B2 grubunda oldugu bildirilmistir.?®® Bizim calismamizda
izolatlarin %36,03’tinde A grubu, %29,73’linde B1 grubu, %25,23’linde B2 grubu ve
%9,01’inde D grubu olarak tespit edildi. Bu verilerin Tiirkiye’de ilk tespit edilen B2
filogenetik grup dis1 izolat varhigi ile literatiire farkli yeni bir veri olacagini
diistinmekteyiz.

1990’1arin ortalarinda beta laktamazlardan TEM ve SHV turevleri, E. coli ST131
260

icin antibiyotik direncin yayilmasindan sorumlu tutulan genler olarak belirlenmistir.

Gilinimuzde ise, ilk kez Miinih’te izole edilen ve sefotaksim tizerinde 6nemli etkisi olan
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CTX-M tipi enzim sorumlu tutulmaktadir.?®* 2010 yilinda Chicago’da yapilan bir
calismada E. coli ST131 izolatlarinda TEM-1 OXA-1, CTX-M-14, CTX-M-15 genleri
tespit edilmistir.?>® GSBL pozitif izolatlar ile yapilan farkli calismalarda ST131'de CTX-
M geni en yaygin gen olarak bulunmus olup, SHV ve TEM genlerini nadiren tespit
etmislerdir.?%? fran’da 57 ST131 izolatinin direng genlerini incelediklerinde %86 CTX-M
geni , % 70.2 TEM geni, % 47.4 SHV geni, % 12.3 oraninda ise OXA-48 geni
bulmuslardir.?®® Ulkemizde E.coli ST 131 izolatlarinda direng genlerinin analizi ile ilgili
caligmalar sinirlidir. Giirpinar yaptigi ¢alismada E. coli ST131 kan izolatlar1 arasinda
CTX-M enzimini %50 oraninda gormiistiir.?** Can ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada
ise 24 STI31 izolatinin %58’inde CTX-M-15 B-laktamaz saptamuslardir.?” Bizim
caligmamizda ise ST131 klonu pozitif numunelerin, %1,80’inde SHV geni, %13,51’inde
OXA geni, %45,04 ‘iinde CTX-M geni ve %51,35’inde TEM genine rastlandi.
Calismamizda literatiirden farkli olarak TEM geni daha baskin ¢ikmis olup, ST131
izolatlarinda nadir goriilen OXA geni de diger nadir goriilen genler gibi yiiksek bir oranda
goriildii. CTX-M geni goriilme orant ise literatiir ile uyumludur.

E.coli izolatlar1 arasinda Grup B2 suslarmin, diger gruplarindan ¢ok daha fazla
viriillans faktorii kodlayan gen barindirdigi bilindiginden dolayr aragtirmalar B2
grubundan olan ST131 igin viriilans faktorlerinin incelenmesine ydneltmistir.* Giiney
Kore’de yapilan bir ¢alismada E. coli ST 131 izolatlarinda 14 virulans geni incelemisler
ve fimH ve fyuA genlerini %100, iutA %78,6 vetraT %71,4 oraninda tespit
etmislerdir.?®* Tunus’ta yapilan bir ¢alismada ise, papA , iutA, ompT ve usp,viriilans
genleri ile ¢alismis ve bu genlerin oranlarini sirasi ile %30, %56, %67 ve %79 olarak
tespit etmislerdir.’® Suudi Arabistan’da yapilan bir ¢alismada ST131 izolatlarinda,
%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 bulmuslardir.?®® iran’da
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yapilan ¢alismada ise %96,5 1utA, %45,6 papC, %40,4 pap A ve %1,8 oraninda sfa geni
bulmuslardir. Ulkemizde E.coli ST 131 virulans genleri iizerine ii¢ ¢alismaya
rastlanmustir. Can ve arkadaslar1 %100 iutA ve %16 papA geni oldugunu bildirmistir.?!
E.coli ST131 olarak tanimlanan 39 izolat ile yaptig1 ¢alismasinda, viriilans genlerinin
goriilme sikhigmi %100 fimH, %89,7 iha, %35,9 afa/draBC, %25,6 papAH, %?2,6
sfa/focDE olarak bulmustur.?®® Giirpinar ise ¢alismasinda ST131 klonu pozitif izolatlarda
en sik goriilen virtilans genleri, %22,9 papA, %73,2 iutA ve %82,2 ompT seklinde
bulmustur.?*! Biz ¢alismamizda 15 virulans geni ile calistik. Calismamiz sonucunda
ST131 klonu pozitif ¢ikan numunelerde en ¢cok fim A %81,08 (90) geni olmak iizere
sirastyla, 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), PAIl %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 %b5,4 (6), afa%3,6 (4) geni
goriildi. ST131 klonu pozitif numunelerin %95,5 (106/111)’inde en az bir viriilans geni
goriiliirken, %4,5 (5/111)’inde ise herhangi bir viriilans geni goriilmedi.

Diinya da oOnemli bir dagilim gosteren smif 1 ve 2 integronlar
Enterobacteriaceae'de sik goriilmektedir. Bu integronlarin E. coli ST131'de
antimikrobiyal diren¢ genlerinin yayilmasina dahil oldugu diisiiniilmektedir.?®’ Cin’de
yapilan bir caligmada 83 E. coli ST131 izolatinin % 27’sinde simif 1 integron
bulmuslardir. Fakat siif 2 integronlara rastlamamislardir.?®’ Avustralya ‘da ST131
izolatlarinda, 41 izolatin %14’iinde simif 1 integron, %2,43’linde ise simif 2 integron
bulmuslardir.?®® Ulkemizde E. coli ST131 izolatlarinda integron gen kasetleri ve integraz
{izerine ¢alismaya rastlanmamustir. Ulkenin bu parametre agisindan ilk arastirmasi olan
bizim ¢alismamizda ST131 klonu pozitif ¢gikan numunelerin %65,77 (73)’sinde integraz

gen (intl-1) ve %5,4 (6/111)’iinde integraz gen (intl-2) tespit edildi. I ntl-1 geni pozitif
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suslarin %28,76 (21)’sinda siif 1 degisken bolgelerine rastlandi. Sinif 2 integrona ise
rastlanmadi.

ST131 tarafindan biyofilm iiretimi, bakterileri yiiksek diizeyde antibiyotiklere
maruz kalmaktan koruyabilir ve boylece diisiik seviyeli maruziyetlerde direng gelisimini
tesvik edebilir. E. coli ST131 izolatlarinin biyofilm iiretimini arastiran ¢ok az sayida
calisma vardir. Fransa’da yapilan bir ¢alismada, 2 ST131 susunun 48 saat sonra biyofilm
lirettigi goriilmiistiir.?®® Avusturalya’da 135 adet E. coli ST131 izolatin %95,55’inin
biyofilm olusturdugu goriilmiis ve ST131 izolatlarinin ST131 olmayan izolatlara gore
biyofilm olusturma kabiliyetlerinin anlamli derecede daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir.?’® Cin’de yapilan bir ¢alismada E. coli ST131 izolatlarinin %70’inin
biyofilm olusturdugunu bulmuslar.?’* Bizim ¢alismamizda ST131 klonu pozitif ¢ikan
numunelerin %81,99 unun herhangi bir yontem ile biyofilm olusturdugu tespit edilirken,
%18,01’inin biyofilm olusturmadig: tespit edildi. Biyofilm pozitif olan ST131 klonu
tastyan izolatlarin biyofilm olusturma kabiliyetleri tiip yontemi ile %66,66, CRA yontemi
ile %35,13 ve pleyt yontemi ile ise %12,61oraninda olusturdugu goriild.

Bu ¢alisma, calistigimiz hastanenin klinik izolatlarinda GSBL fireten E.coli
izolatlarinin yiiksek riskli ST131 klonuyla beraber dramatik bir sekilde yayginligini, bu
riskli klonun H30Rx alt klonunun hakimiyetini, ayrica direng, viriilans, integron ve
biyofilm ile birlikte diren¢ mekanizmalarini basarili sekilde yiirlittiiglinii isaret
etmektedir.

Arastirmamizin prospektif olarak yapilmasi, iilkemizde klinik 6rneklerde ST131
klonunun, filogenetiginin, GSBL direng genlerinin, viriilans genlerinin, integron gen
kasetlerinin ve biyofilm olusturma kapasitesi gibi bir¢ok direng etkenleri karsilastirilarak
calisilmasi acisindan ilk ¢alisma olmasi ve literatiirden farkli bulgulari tespit etmis olmasi

calismamizin giiclii yonlerindendir.
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Calismamizda filogenetik analizi i¢in daha duyarli olan MLST yontemi ile

calisamamis olmamiz ¢alismamizin kisitliligi olarak degerlendirilebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

e ST131 E. coli, potansiyel olarak ciddi antimikrobiyal direngli enfeksiyonlara
neden olan diinya ¢apinda son 30 yildir goriilen yiiksek riskli bir patojendir. Bu
patojenin yayilimi, E. coli enfeksiyonunu tedavi etmek ig¢in yaygin olarak
kullanilan birgok diisiik maliyetli ve kolayca temin edilebilen antimikrobiyale
kars1 direngtir. Direng gelistiren E. coli enfeksiyonundan dolayi, Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) verilerine gore yilda yaklasik 550 milyon kisinin hastalandigini
ve bunlarin 230.000’inin hayatini kaybettigini agiklanmustir.

e Bu ¢aligma, iilkemizin ST131 klonunun GSBL iireten ve iiretmeyen tiim klinik
E. coli izolatlar1 dahil edilerek GSBL direng genlerinin, viriilans genlerinin,
integron gen kasetlerinin ve biyofilm olusturma kapasitesinin birlikte
arastirildigi ilk galismadir. Calismamizda yiiksek oranlarda ST131 klonu tespit
edilmistir.

e ST131 klonuna ait izolatlarda, ampisilin, sefalosporin ve kinolonlar basta
olmak tizere ¢esitli antibakteriyellere karsi direng yiliksek bulunmustur.

e Arastirmamiz ilk kez E. coli izolatlarinda ST131 klonunda filogenetik grup
A’nin tespit edilmesi agisindan dikkat ¢ekicidir.

e Yiiksek riskli E. coli ST131 klonunun ilimizde yiiksek oranda tespit edilmesi
ve bu sonuglarin klinisyenler ile paylasilmasi sonucu etkili tedavilerin
belirlenmesi acisindan 6nemli rol oynayacagi kanaatindeyiz. Bu izolatlarin
varlig1 ve dagiliminin tespiti, tedavi protokollerinin gelistirilebilmesine katki
saglayabilecektir.

e Riskli gruplardaki hastalarda, yiiksek riskli E. coli ST131 klonunun

arastirilmasmin  ve tespitinin antimikrobiyal tedavinin sekillenmesi ve

97



basarisina katki saglayarak bu klonun yayiliminin engellenmesine destek
olacagina inanmaktayiz.

Bulgularimiz iilkemizde yiiksek riskli E. coli ST131 klonu ile ilgili sinirh
bilgiye katkida bulunmasinin yaninda, literatiir verilerinden farkli olarak elde
ettigimiz sonuglar tiim bilim diinyasina katkida bulunacak ve yeni ¢aligmalara
151k olacaktir.

ST131 klonunun hizli yayilimi ve saglikli bireylerde de ciddi enfeksiyona
neden olma riski goz oniine alindiginda, enfeksiyonu kontrol etmeye yonelik
calismalarin ve dnlemlerinin planlanmasi ve bilingsiz antibiyotik kullaniminin
oniine gecilmesi gerekmektedir. Miidahaleleri basarili bir sekilde planlamak ve
yiirlitmek i¢in, bu patojenin temel yonleri ve bulasma dinamikleri hakkinda
daha fazla kapsamli ve molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalarla desteklenmis

verilere ihtiyacimiz vardir.
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EK-1. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi
Dogum tarihi
Dogum yeri
Medeni hali
Uyrugu
Adres

Tel

Faks

E-mail

Egitim

Lise
Lisans
Yiiksek lisans

Doktora

Yabanca Dil Bilgisi

Ingilizce
AlIMANCa: ...ttt

Rusca: ..coovviii

Uye Olunan Mesleki Kuruluslar

Tigi Alanlar1 ve Hobiler

132



EK-2. ETiK BILDIiRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

EK-2. ETIK BiLDIiRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

ETiK BiLDIRiM VE iNTIHAL BEYAN FORMU*

Ogrencinin Adi ve Soyadi

Elif AYDIN

Ogrencinin Numarasi

Ana Bilim Dali Tibbi Mikrobiyoloji
Ogrencinin Kayith Oldugu Program Doktora
Turd

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama
sonucunda elde edilen benzerlik oranlari asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru
oldugunu, aksi halde dogacak hukuki sorumluluklar kabul ve beyan ederiz.

Boltimler Benzerlik Orani | Maksimum Benzerlik Oranlari
I. Girig % 4 % 15
Il. Genel Bilgiler % 15 % 35
Ill. Materyal ve Metod % 34 % 35
IV. Bulgular % 10 % 15
V. Tartisma % 13 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baglik, Kaynakea, icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler
kistmlari tarama disi birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlari yaninda tek bir kaynaktan
olan benzerlik oranlarinin %5’den biylik olmamasi gerekir.

Tez Yazari (Ogrenci)

Tez Danigsmani
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

ﬁTATﬁ_RK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR

ETiK KURULU

KARAR
= ETIK KURULUN ADI ‘ Atatlrk Universitesi Tip Fakilltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
| 5 & = | ACIK ADRESI: | Atatark Universitesi Tip Fakultesi Dekanligs
LY TELEFON | +90 442 234 65 11
25 L FAKS 90 442 236 09 68
[ E-POSTA atatipetikkuru)@gmail.com

[SORUMLU ARASTIRMACI
UNVANIADUSOYADI

Prof. Dr. Selahattin CELEBI

=

Klinik rneklerden izole edilen Escherichia coli izolatlarmn
molekiiler epidemiyolojik karakterizasyonu ve yiiksek riskli
ST131 klonunun aragtirilmasi

}AR»&TIRMACININ ACIK ADI

Toplanti Sayisi: 06 Karar No: 6

Tarih: 30.09.2021

l
E Y ukanida bilgileri verilen bagvuru dosyast ile ilgili belgeler aragtirmanin/galigmanin gerekge, amag, yaklagim ve

\ E = yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve caligmanin bltgesinin BAP tarafindan kargilanmasi kosulu ile

o 5 yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verildi.

o
} = é Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/caligmalar i¢in Tiirkiye llm; ve
I = Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin ahnmasi gerekmektedir.

Arastirmaciya galigmalarinda bagarilar dileriz,
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