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1. GIRIS

Shigella cinsi Enterobacteriaceae ailesindendir. Shigella tiirleri basilli dizanteriye
yol acan en Onemli etkenlerdir; akut ishal olgularinin %5-15"inden; dizanteri
olgularmin %30-50’sinden sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Caylan, 2008). Ishal
nedeniyle 5 yasin altindaki c¢ocuklarda diinyada yilda 2,5 milyon 6lim vakasi
goriilmekte ve ishaller tiim 6liimlerinin %21’inden sorumlu tutulmaktadir (Kosek ve
ark., 2003). Diinyada ¢ocuklarda gelisen ishallerin %10 ile 50 kadarindan Shigella
tiirleri sorumlu bulunmustur. Yilda 165 milyon kisi Shigella ile infekte olmaktadir.
Bunlarin 100 milyonu gelismekte olan iilkelerde goriilmekte ve 1 milyon kisinin
6limiine neden olmaktadir (Dupont, 2010). Sigelloz genellikle 6 aylik ve 10 yas
aras1 ¢ocuklarda goriilmektedir. Infeksiyonlarin biiyiik cogunlugu 5 yasin altindaki
cocuklarda goriilmektedir. Malnutrisyonlu ¢ocuklarda, immun yetmezlikli hastalarda,
yaslilarda agir ve komplike seyredebilmektedir (Dupont, 2010; Kotloff ve ark., 1999;
Aysev, 2008; Niyogi, 2005).

Shigella’lar en bulasici ishal etkenidir, ¢ok diisiik sayida (100-200) canli bakteri
alinmasi infeksiyon icin yeterlidir. Etkenin insandan insana gecis gostermesi, infekte
ve kolonize insanlarin hastaligin asil rezervuari olmasi nedeniyle toplumda kolayca
yayilabilirler. Yasam alanlarinin kalabalik olmasi, kisisel hijyen kurallarina dikkat
edilmemesi, su kaynaklar1 ve kanalizasyon sistemlerinin saglik kosullarina uymamasi
infeksiyon riskini arttirir. Cocuk kregleri, giindiiz bakim merkezleri, evsiz
barinaklari, askeri kiglalar gibi toplu yasam bolgelerinde goriilme sikligi artmakta ve

salginlara neden olabilmektedir (Butler ve Scheld, 2004).

Shigella tirleri hastalarda asemptomatik ya da kisa siireli sulu diyareden ciddi
komplikasyonlara ve Gliimlere varabilen klinik tablolara neden olur. Ates, kramp
seklinde karin agrilari, tenesmus, kanli mukuslu diskilama ile dizanteri olustururlar.
Saglikli bireylerde hastalik 5-7 giinde kendiliginden sinirlanir.  Antimikrobiyal
tedavi uygulanmadiginda digki ile bakteri atilimi 1-4 hafta stirebilir (Hale, 1998;
Erdem, 1999; Aysev, 2008; Niyogi, 2005; Dupont, 2010).



Ulkemizin farkli bolgelerinde ishal sikayeti ile basvuran hastalardan Shigella
izolasyon orani %0,5-25 arasinda degismektedir (Otkun ve ark., 1997; Yurdakok ve
ark., 1997, Aysev ve Giiriz, 1998; Biike ve ark., 1999; Kanan ve Aksiit, 2003;
Demirtiirk, 2004; Alici ve ark., 2006).

Farkli cografik bolgelerde ve sosyoekonomik seviyelerdeki topluluklarda, Shigella
tiirlerinin izolasyon siklig1 degiskenlik gostermektedir. S. flexneri gelismekte olan, S.
sonnei ise gelismis lilkelerde en sik izole edilen tiirdiir (Aysev, 2008; Alic1 ve ark.,
2006; Black ve Lanata, 2007). Turkiye’de yapilan ¢esitli arastirmalarda 1980 ve
1987 yillar1 arasinda en ¢ok izlenen tiiriin S. flexneri oldugu, 1987°den sonra S.
sonnei izolasyonunda surekli bir artis gortildiigii saptanmistir. 1990°dan sonra S.
sonnei en sik izole edilen tiir olarak birinci siraya yerlesmistir (Ceyhan ve ark., 1996;
Aysev ve Giiriz, 1998; Ozmert ve ark., 2005; Alic1 ve ark., 2006; Pullukcu ve ark.,
2007). Ancak S. flexneri’nin daha sik gozlendigi ¢alismalar da vardir (Otkun ve ark.
1997; Birengel ve ark., 1998; Kaleli ve ark., 1998; Ozkalp, 2000; Yazgi ve ark.,
2001).

Shigella tiirlerinin yiiksek bulasicilik gostermesi nedeniyle, halk sagligini korumak
amaciyla digk: kiiltiirii pozitif olan ya da basilli dizanteri tanist alan her hasta tedavi
edilmelidir (Dupont, 2010). Ampirik antibiyotik se¢imi yaparken bdlgesel direng
durumunun bilinmesi gereklidir. Giiniimiizde Shigella izolatlarinda goriilen ¢oklu
antibiyotik direncinin tedavide biiyiik sorunlara neden oldugu bildirilmektedir. Gegen
yillarda sik¢a kullanilan trimetoprim/siilfametoksazol ve ampisiline karsi birgok
tilkede yiiksek oranda direng gelistigi goriilmektedir Bu nedenle Shigella’lar igin
antibiyotik diren¢ siirveyansi Onem tasimaktadir. Ayrica hastalarin antibiyotik
tedavisi digk: kiilttirlerinde tiretilen Shigella kokenlerinin antibiyotik duyarlilik testi

sonuclar1 dogrultusunda diizenlenmelidir (Goldberg, 2008; Dupont, 2010).

Infeksiyon hastaliklar: ile iliskili epidemiyolojik arastirmalarda olgulardan izole
edilen mikroorganizmalar arasindaki iligkinin gosterilmesi Onem tasimaktadir.

Salginlardan izole edilen mikroorganizmalar tek bir etyolojik ajandan koken



almaktadir. Salgin izolatlar1 genetik olarak tamamen benzer veya yakin iligkilidir

(Olive ve Bean, 1999).

Epidemiyolojik arastirmalarda izole edilen mikroorganizmalar arasindaki iliskilerin
belirlenmesi; salgin durumunda salgin kaynagini ve yayilma yollarim belirlemek,
kokenler arasindaki klonal iligkileri ve genetik yakinlig1 arastirmak, organizmanin
virilan suslarini  belirlemek, hastane infeksiyonlari ve toplumsal kaynakli
infeksiyonlar1 belirlemek, hastalarda goriilen reaktivasyonu, reinfeksiyondan ayirt
etmek, infekte populasyondaki epidemik klonlarin sirkiilasyonunu ve zaman i¢indeki
prevelansini izleyerek epidemiyolojik siirveyans ve kontrol yontemleri gelistirmek
icin 6nemlidir (Olive ve Bean, 1999; Arbeit, 2003). Bu amagclarla giiniimiizde ¢esitli

fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemlerine bagvurulmaktadir.

Shigella infeksiyonlarinda, izole edilen etkenin tiir diizeyinde tanimlanmasi o
bolgede endemik olan tiirtin belirlenebilmesini saglar, ancak izolatlar arasindaki
iligkileri degerlendirmek i¢in yeterli kabul edilmemektedir. Fenotipik tiplendirme
yontemi olarak Shigella’larda geg¢miste kullanilmis olan kolisin tiplendirme ve
bakteriyofaj tiplendirme gibi yontemler, sonuglarin degiskenlik gostermesi; zahmetli,
zaman alict olmalari; referans merkezlerinde uygulanir oluslart; diisiik ayirim giictine
sahip olmalar1 nedeniyle gilinlimiizde epidemiyolojik c¢alismalarda tercih
edilmemektedir (Tenover ve ark., 1997; Van Belkum ve ark., 2007). Shigella
izolatlarinin  antibiyotik duyarlilik test sonuglarinin  klinik  mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda fenotipik tiplendirme yontemi olarak degerlendirilmesi ¢ok yaygin
ve son derece pratik bir durumdur. Ayrica bu yontemle izolatlarda yeni gelisen

antibiyotik direnglerini géstermek miimkiindiir (Pfaller, 2001).

Son 25 yilda epidemiyolojik c¢alismalarda Shigella izolatlarinda plazmid ve
kromozom DNA’larini incelemeye olanak veren genotipik (molekiiler) yontemler
gelistirilmis  ve kullanilmaya baslanilmistir.  Giinlimiizde PFGE pek ¢ok
mikroorganizmanin tiplendirilmesinde altin standart olarak kabul edilmektedir

(Goering, 2004).



Bu c¢alismada Shigella’larin epidemiyolojik 6zelliklerini aydinlatmak amaciyla
Ankara’da ¢esitli hastanelerin Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Agustos
2001-Ekim 2001, Agustos 2008—Ekim 2008 ve Temmuz 2009—Ekim 2009 tarihleri
arasinda, hastalarin digki 6rneklerinden standart yontemlerle izole edilen 60 Shigella

izolat1 incelenerek:

1. Ankara ilinde Shigella tiirlerinin giiniimiizdeki dagiliminin belirlenmesi;

2. Shigella turlerinde antibiyotiklere direng oranlarinin belirlenerek, Shigella
infeksiyonlarinin tedavisine 151k tutulmast;

3. Shigella tirlerinde antibiyotik diren¢ modellerinin fenotipik tiplendirme yontemi
olarak degerlendirilmesi;

4. Shigella tirlerindeki plazmid profillerinin belirlenmesi ve tiplendirme yontemi
olarak degerlendirilmesi;

5. Shigella tiirlerinin Xbal enzimi kullanilarak PFGE ile incelenmesi;

6. Shigella tirlerinin epidemiyolojik incelenmesinde tiplendirme yontemi olarak
antibiyotik diren¢ modeli, plazmid profil analizi ve PFGE’nin karsilastiriimasi

planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Shigella ilk kez 1896’da Japon bilim adami Dr. Kiyoshi Shiga tarafindan
tanimlanmistir. 11k izole edilen Shigella tipi Shigella dysenteriae tip 1°dir. 1897 de
Japonya’da meydana gelen, Japonca kirmizi diyare anlamina gelen sekiri (dizanteri)
salgint 91.000° den fazla insani etkilemis ve %20 oraninda mortaliteye neden
olmustur. Dr. Kiyoshi Shiga bu salgina neden olan mikroorganizmay1 tanimlamis ve
Bacillus dysenteriae adin1 vermistir. Shigella terim olarak ilk kez 1930°da Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology’ de kullanilmis ve sonrasinda Shiga’nin basili

Shigella dysenteriae tipl olarak adlandirilmistir (Niyogi, 2005).

Dr. Kiyoshi Shiga’nin kesfinden birkag y1l sonra alman mikrobiyolog Kruse dizanteri
salginlarinda, benzer ancak serolojik ve biyokimyasal olarak farkli organizmalar
izole etmistir. Bu bulgular daha sonra Flexner tarafindan dogrulanmistir ve once
B.pseudodysenteriae, B. paradysenteriae, sonra B. dysenteriae Flexner ve son olarak
da Shigella flexneri olarak isimlendirilmistir. 1915°te Duval, Castellani ve Kruse
laktozu ge¢ fermente eden Shigella varyanti bulmuslar ve B. paraysenteriae tip E
olarak isimlendirmislerdir. Bu mikroorganizma {izerinde Sonne daha ileri ¢calismalar
yapmis ve mikroorganizma S. sonnei olarak anilmistir. 1930°un baslarinda Ingiliz
mikrobiyolog Boyd, S. flexneri’ye benzeyen mannitol pozitif mikroorganizmalar
tanimlamis ve 1938 sonunda bu grup organizmalar S.boydii olarak adlandirilmistir

(Keush, 2002).
2.2. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri
Shigella’lar Enterobacteriaceae ailesi ig¢inde Escherichieae kabilesinde yer alirlar.

Yaklasik 2-3 um boyunda ve 0,5 um eninde, hareketsiz, kapsiilsiiz, gram negatif
basillerdir (Erdem, 1999).



2.3. Kiiltiir Ozellikleri

Shigella’lar fakiiltatif anaerob, oksidaz negatif bakterilerdir. En iyi ilireme 1sisi
37°C’dir. Enterobakterilerin tiredigi ¢ogu besiyerlerinde kolay trerler. Kanli agarda
2-3 mm ¢apinda gri yart saydam, diizgiin, hemoliz yapmayan nemli koloniler
olustururlar. Buyyonda homojen bulanilik yaparlar. MacConcey agarda 2-3 mm
capinda renksiz goriinimde (laktoz negatif) koloniler olustururlar (Erdem, 1999;

Bilgehan, 2000; Keush, 2002).

2.4. Antijenik Yap1

Shigella’lar hiicre duvarmin dis membraninda yer alan lipopolisakkaritlerin O
antijeni bilesenlerine gére 4 ana gruba boliinmislerdir: A, B, C ve D (Niyogi, 2005).
A, B ve C gruplart mindr O antijenlerine gore alt gruplara (serotiplere) boliinmiistiir

(Nataro ve ark., 2007):

1. Shigella dysenteriae (Grup A) (15 serotip)
2. Shigella flexneri (Grup B) (8 serotip)

3. Shigella boydii (Grup C) (19 serotip)

4. Shigella sonnei (Grup D) (1 serotip)

O antijeni 1s1ya dayaniklidir. Baz1 Shigella suslarinda kapsiiler polisakkarit (K) veya
zarf antijeni vardir. Serotiplendirmede K antijeninin 6nemi yoktur. Fakat O
antijenine bagl serolojik tiplendirmeyi 6nler. Bakteri siispansiyonu 100°C’de 1 saat
kaynatilarak K antijeni uzaklastirilirsa, O antijeni uygun antiserumlarla aglutinasyon
verebilir. Shigella’lar hareketsiz olduklarindan H (flagellar) antijeni yoktur (Altwegg
ve Bockemiihl, 1998; Erdem, 1999; Nataro ve ark., 2007).

2.5. Virulans ve Patojenite Ozellikleri

Saglikli kisiler Shigella’lar1 ag1z yolu ile kontamine su ve gidalarla alirlar. Dogada

yalnizca insanlar bu bakterinin dogal kaynagi ve rezervuarlaridir. Oldukga viriilan
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enterik patojenlerdir, aliman 10-100 kadar bakteri saglikli insanlarda hastaliga yol
acabilir. Mide asidini gecen bakteriler ince barsak boslugunda hizla ¢ogalmaya
baslamakta ve daha sonra kolon duvarina invaze olmaktadir (Altwegg ve
Bockemiihl, 1998). Shigella infeksiyonlar1 yiizeyel infeksiyonlardir. Nadir durumlar

disinda mukoza altina penetre olmaz (Dupont, 2010).

2.5.1. Shigella’nin Hiicresel Patogenezi

Shigellanin sebep oldugu infeksiyon ¢ok basamakli bir siirectir. Shigella vucutta
koruyucu bariyer gorevi goren barsak epitelini gecer ve mukozaya erisir.
Infeksiyonun ilk fazinda Shigella epitel bariyerin apikal yiiziinden girmez. Bunun
yerine giris icin mikrofold hiicreleri (M hiicre) hedef alir. M hiicrelerinden giren
Shigella epitel tabakasini transitozla gecer ve submukozada makrofajlarla karsilasir
(Philpott ve ark., 2000; Schroeder ve Hilbi, 2008).  Shigella kaspas-1 bagiml
apopitoz indiikksiyonu yaparak makrofajlar icinde hayatta kalmayi basarabilir.
Makrofaj hiicre Oliimiine proinflamatuar sitokinler interlokin-1 (IL-1B) ve
interlokin-18 (IL-18) salinimi eglik eder. Bu sitokinler akut ve masif inflamatuar
cevapta onemli medyatorlerdir (Suzuki ve Sasakawa, 2001; Phalipon ve Sansonetti,
2007). Makrofaj oliimii ile serbest kalan Shigella epitelyal hiicrelere bazolateral
yilizeyden girme ve bu hiicrelerde ¢ogalma yetenegine sahiptir (Suzuki ve Sasakawa,

2001; Ogawa ve ark., 2008).

Sitoplazmik Shigella, aktin polimerizasyonu gerceklestirerek hareket eder (Suzuki ve
Sasakawa, 2001). Bu sekilde konak immun savunmanin ekstraseliiler
komponentlerinden kagarak bitisigindeki epitel hiicresine yayilim gosterebilir. Epitel
hiicresinin invazyonu IL-8 iiretimini arttirarak gii¢lii inflamatuar yanita neden olur.
Interlokin-8 (IL-8), infeksiyon alanmna polimorfoniikleer lokositlerin (PMN) goc
etmesini saglar (Philpott ve ark., 2000).

PMN infiltrasyonu epitel tabakanin biitiinliigiine zarar verir ve liimendeki bakterinin
M hiicrelerine ihtiyag duymadan submukozaya erisebilmesine olanak tanir. Ayrica

Shigella, epitel arasinda bulunan sik1 baglanti (tight-junction) proteinlerinin yapisini
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glicsiizlestirir. Boylece makrofaj oliimi, epitel tabakasinin hasari ve PMN’lerin
yogun birikimi, bakteriyel infeksiyonu ve doku hasarini arttirir. Bu stiregler
Shigella nin karakteristik patolojisinin gelisimine neden olur. Sonunda infeksiyon
bolgesine go¢ eden PMN’ler bakteriyi yakalar ve oldiiriir (Keush, 2002; Schroeder
ve Hilbi, 2008; Sansonetti, 2006). Shigella tarafindan olusturulan ciddi doku hasari,
su, besin ve mineral emiliminin bozulamasina neden olur. Kanli, mukuslu ve sulu
diyare goriiliir. Membran gecirgenligi ve elektrolit dengesi bozulur, kontrolsiiz iyon

ve s1vi sekresyonu goriilir (Schroeder ve Hilbi, 2008).

2.5.2. Toksinleri

Shigella suslart 3 farkli enterotoksin salgilar: Shigella enterotoksin 1 (ShET1),
Shigella enterotoksin 2 (shET2) ve Shiga toksin (Stx). Kromozom tarafindan
kodlanan shET1 tiim S. flexneri 2a suslan tarafindan salgilanir. Diger Shigella
tiirlerinde nadir goriiliir. shET2 Shigella virulansindan sorumlu biiyiik plazmid
tizerinde yer almaktadir ve birgok farkli Shigella serotipi tarafindan kodlanir (Fasano
ve ark., 1995; Keush, 2002). Stx norotoksik, sitotoksik ve enterotoksik etkili bir
toksindir ve kromozomda yer alan genler tarafindan kodlanir. Sadece Shigella
dysenteriae serotip 1 tarafindan iiretilir. Stx A ve B altiinitinden olusmustur. Shiga
toksin B altiiniti ile hedef hiicrelerde bulunan bir glikolipid reseptoriine baglanir. A
altiiniti konak hiicrede ribozomun 60S altiinitine irreversibl baglanarak protein
sentezini inhibe eder ve hiicre 6liimiine neden olur (Keush, 2002; Niyogi, 2005). Bu
toksin kolon, bobrek, santral sinir sisteminde vaskiiler lezyon gelisiminden

sorumludur (Cherla ve ark., 2003).

2.5.3. Shigella Virulansi

Shigella larin fenotipini olusturan genetik bilgi bakteri kromozomunda ve virulansla
ilgili oldugu kabul edilen biiyiik plazmidde kodlanir. Bu biiyiik virulans plazmidi
Shigella’larin temel virulans determinantidir. Virulans plazmidi tarafindan kodlanan
genler; invazyon plazmid antijenlerinin tiretiminde (Ipa), tipIIl sekresyon sisteminin

sentezinde, bakterinin endositik olarak alimi ve endositik vakuollerin yikiminda,
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bakterinin intra ve interseliiler yayiliminda ve viriilans genlerinin diizenlenmesinde

gorev alirlar (Torres, 2004).

Bu mekanizmanin temel elementi Tip 3 Sekresyon Sistemi’dir (T3SS). T3SS
bakterinin konak hiicre ile fiziksel temasin1 saglayarak, yaklasik 25 kadar proteinini
Okaryotik konak hiicreye dogrudan ulastirmasini saglar. Ulastirilan bu efektor
proteinler ¢esitli konak hiicre islemlerinde rol oynarlar (Torres, 2004; Veenendaal ve
ark., 2007; Blocker ve ark. 2008). Virulansla iligkili genler patojenite adalari
(patogenicity islands, PAI) ad1 verilen bolgelerde bulunur. Virulans plazmidindeki
patojenite adalarina ek olarak kromozomda Shigella patojenite adalar1 (SHI)
tanimlanmistir. SHI’'nin varlig1 ve genomik lokalizasyonu Shigella suslari arasinda
farklilik gosterir ve virulans fenotipleri ¢esitliligine katkida bulunur. Burada
kodlanan genler SigA ve ShET1 barsak liimenine sivi sekresyonundan, Pic mukus
yikimindan, iucA-D ve iutA demir kazanimindan, shid inflamasyonun

baskilanmasindan sorumludur (Schroeder ve Hilbi, 2008).

Shigella’larda hiicre duvarindaki lipopolisakkarit (LPS) dogal immun sistemin
aktivasyonuna yol acan en 6nemli virulans faktoriidiir. Konagin Shigel/la’lara immun
yanitt  serotipe O0zgii yanittir. LPS, lipid A ve somatik (O) antijen yapisindan
olugsmustur. O antijeni kompleman aracili lizise direng saglar. Lipid A komponenti
ise giiclii inflamatuar cevabin tetiklenmesinde onemli rol oynar. LPS ekstraseliiler
cevreden LPS-baglayan proteinler araciligi ile membran bagli CD14’e tasinir.
Burada aksesuar molekiil MD-2 ile beraber hiicre ylizey reseptorii Toll-like reseptor
4 (TLR-4)’e sunulur. TLR aktivasyonu sitozolik niikleer faktdr-kappa B nin (NF-kB)
niikleusa yer degistirmesine ve pro-inflamatuar sitokin genlerin transkripsiyonuna

yol acar (Phalipon ve Sansonetti, 2003).



2.5.4. Shigella Patogenezinin Molekiiler Belirleyicileri

2.5.4.1. Shigella Virulans Plazmidi

Sigellozun hiicresel patogenezi ve klinik yansimasi ¢ok sayida bakteriyel virulans
faktorlerinin karmagik aktivitesinin toplami sonucunda ortaya c¢ikar. Bakteriyel
invazyon ve intraseliiler yasam i¢in gerekli molekiiler mekanizmanin temel boliimii
virulans plazmidinde kodlanir. Farkli Shigella suslarininda bulunan virulans
plazmidlerinin sekanslanmasi1 sonucunda yaklagitk 200 kb biyiikligiindeki
plazmidlerin ortalama 100 gen icerdigi gosterilmistir. Plazmidin kor bolgesi 31
kb’lik korunmus giris bolgesi’ dir. Bu bolgenin epitel hiicresine giristen ve makrofaj
6limiinden sorumlu oldugu goriilmiistiir (Keush, 2002; Torres, 2004; Schroeder ve
Hilbi, 2008). Giris bolgesi, birbirlerine ters yonde transkripte olan iki kiimeye

ayrilmigtir ve 34 gen igerir. Fonksiyonlar1 temel alinarak 4 farkli gruba ayrilabilir.

Ilk grup T3SS tarafindan salman proteinleri icerir. Bu proteinler arasinda
Shigella nin baskin immunojenik antijenleri vardir; invazyon plazmid antijenleri
IpaA, B, C, D. Bunlardan iicii; ipaB, C, D anahtar virulans faktorlerdir. Konak hiicre
invazyonu ve intraseliiler yasam ic¢in gerekli fonksiyonlari yaninda bu proteinler
diger efektor proteinlerin salinimini ve okaryotik konak hiicreye alinimini kontrol
ederler (Schroeder ve Hilbi, 2008). ikinci grup genler mxi (membrane expression of
ipa) ve spa (surface presentation of ipa) olarak adlandirilir. Mxi-Spa lokusu, T3SS
olusumu ve fonksiyonu icin gerekli komponentleri kodlar. Girig bolgesinin yaridan
fazlasini isgal eder ve ipa proteinleri ve diger efektor proteinlerin sekresyonu igin
gereklidirler (Parsot, 2009). Bu temel virulans faktérleri yaninda giris bolgesi iki
transkripsiyon aktivatorii; VirB ve MXxIE igerir. Bu {iglincti grup giris bolgesinde
yeralan T3SS iligkili genleri diizenler. Son olarak dordiincti gruptaki dort gen
saperonlar1 kodlar (ipgA, ipgC, ipgE ve spal5). Bu saperonlar T3SS substratlarini
bakteriyel sitoplazmada stabilize eder. IpgC ve spal3, giris bolgesinin disinda
lokalize T3SS efektor genlerin transkripsiyonel regulasyonundan sorumludur

(Schroeder ve Hilbi, 2008).

10



Giris bolgesi disinda kodlanan virulansla iligkili genler tanimlanmistir. IcsA (virG)
geni bakterinin infekte hiicre stoplazmasinda hareketinden sorumlu proteini kodlar,
virF geni icsA ve virB ekspresyonunu kontrol eden transkripsiyonel aktivator proteini

kodlar (Torres, 2004).

Shigella’nin epitel tabakasinda yayilimi aktin polimerizasyonuna baglhdir. IcsA-
konak Neuronal Wiskott Aldrich Syndrome Protein (N-WASP) ve Arp2;3 kompleksi
ile aktin polimerizasyonuna bagli mekanizma ile konak hiicre sitoplazmasi boyunca
hareket eden Shigella, bitisigindeki epitel hiicresinin plazma membranindaki siki
baglant1 bolgelerine gelir. Olusan protriizyonlar komsu hiicre tarafindan endositozla
iceri almir (Suzuki ve Sasakawa, 2001; Phalipon ve Sansonetti, 2003; Sansonetti,
2006). Bakteriyi g¢evreleyen ¢ift kat membranin T3SS ve translokator proteinler
IpaB, IpaC ve IpaD ile lizisinden sonra Shigella sitoplazmada serbest hale geger ve
yeni bir replikasyon déngiisii ve hiicreden hiicreye yayilim baslar. Infekte olan kolon
epitel hiicrelerinin nekrozu, epitel bariyerin yikimi, siddetli inflamatuar cevap
sigellozda goriilen hemoraji, mukozal 6dem, mikrotilserasyonlar1 agiklar (Schroeder

ve Hilbi, 2008).

2.6. Ornekler

Mikrobiyolojik inceleme ig¢in digki 6rnekleri alinmalidir. Digki 6rnegi alinamayan
hastalarda rektal siiriintii 6rnekleri de kullanilabilir. Inceleme igin diski 6rneklerinin
kanli mukuslu olan boliimii kullanilir. Orneklerden nativ veya boyali preparatlar

hazirlanarak eritrosit ve 16kosit varlig: arastirilir.

Hastalardan ornekler, 6zellikle hastaligin basladigr ilk 4 giin i¢cinde ve antibiyotik
tedavisi baglanmadan alinmali ve mimkiin oldugunca c¢abuk laboratuvara
gonderilmelidir. Eger Ornekler hemen ekilemeyecek ise uygun tasima besiyerine
konmalidir. Bu amagla Cary-Blair, Amies, Stuart besiyerleri gibi besiyerleri

kullanilabilir (Rshm; Sur ve ark., 2004).
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2.6.1. Kiiltiir

2.6.1.1. izolasyon

Shigella’lar diski o6rneklerinde diger gram negatif bakteriler tarafindan baskilanma
egiliminde olduklar1 i¢in ayirtict — segici 6zelligi olan besiyerleri tercih edilmelidir.
Kiiltiir i¢in en az iki farkli besiyerine ekim yapilmalidir. Shigellalarin digki
orneklerinden izolasyonu i¢in MacConkey agar ve EMB (Eosin Metilen Mavisi) agar
kullanilabilir. Deoksikolat sitrat agar (DCA) (Leifson’s besiyeri), Salmonella —
Shigella agar (SS) ve ksiloz lizin dekarboksilaz agar (XLD) besiyerleri de siklikla
kullanilmaktadir. Bu besiyerlerinde bulunan sodyum deoksikolat, Shigella’nin
tiremesini  engellemezken, floradaki gram negatif bakterilerin {iremesini
baskilamaktadir. Ancak SS agar, S. dysenteriae serotipinin tiremesini baskilayacagi
icin Onerilmemektedir. Shigella’lar laktoz fermentasyonu yapamadiklar1 igin
besiyerlerinde renksiz koloniler olustururlar. Bu tipte koloniler yapan bakteriler,
biyokimyasal ve serolojik olarak incelenerek identifikasyon yapilir (Altwegg ve

Bockemiihl, 1998; WHO, 1999; Rshm; Nataro ve ark., 2007; Dupont, 2010).

2.6.1.2. identifikasyon

2.6.1.2.1. Biyokimyasal Testler

[zolasyon besiyerlerinde iireyen siipheli koloniler KIA (kligler iron agar) veya TSI
(triple sugar iron agar) besiyerinde biyokimyasal veya serolojik olarak incelenebilir.
Shigella tiirleri karakteristik olarak bu besiyerlerinde yatik kisimda alkali ve dipte
asit olustururlar, H,S tiretmezler. Metil kirmizisi pozitif, voges proskauer, simmon’s
sitrat ve lireaz negatiftir. Lizin dekarboksilaz negatiftir. S. flexneri, S. boydii ve
S.dysenteriae biyokimyasal olarak benzer oOzelikler gosterir. S. sonnei ornitin
dekarboksilaz ve beta-galaktozidaz aktivitesi bulundurmasi ve indol reaksiyonunun
negatif olmasi ile diger Shigella tiirlerinden ayrilir. Bazi S. sonnei izolatlar1 laktozu
(%2) ve siikrozu (%1) ge¢ fermente ederler. S. dysenteriae mannitol fermentasyonu

yapamamasi ile diger Shigella turlerinden ayrilir. S. flexneri serotip 6 ve S. boydii
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serotip 14 karbonhidratlardan gaz olusturabilirler (Erdem, 1999; Winn Jr ve ark.,
2006; Nataro ve ark., 2007). Tablo 2.1°de Shigella tiirlerinin biyokimyasal test

sonuclar1 goriilmektedir.

Tablo 2.1. Shigella tiirlerinin biyokimyasal test sonuglar1 (Erdem, 1999)

Biyokimyasal
S. dysenteriae S. flexneri S. boydii S. sonnei
test

Serogrup A B C D
Beta

- - - +
galaktozidaz
Ornitin

- - - +
dekarboksilaz
Indol yapim D D D -

Karbonhidrat fermentasyonu

Laktoz - - - -

Mannitol - + + +

Raffinoz - D - -

Siikroz - - - -

Ksiloz - - D -

D: Degisken

Cogu Shigella serotipinin somatik (O) antijenleri baz1 E. coli serotiplerinin antijenleri
ile benzer ya da iliskili oldugundan ¢apraz reaksiyon vererek yanilmaya neden
olabilir. Serolojik olarak negatif olan siipheli kiiltiirler daha ileri biyokimyasal
testlerle incelenmelidir (Nataro ve ark., 2007). Shigella ve E. coli’nin biyokimyasal

olarak ayrimi i¢in kullanilan ¢esitli 6zellikler tablo 2.2°de gosterilmektedir.
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Tablo 2.1. Shigella ve E. coli ayrimi i¢in kullanilan biyokimyasal 6zellikler

Test Shigella Inaktif E.coli E.coli
Lizin dekarboksilaz - D +
Hareket - - +
Glukozdan gaz
olustuma ) ) "
Asetat kullanimi - D +
Mukat - D +
Laktoz - D +
D: Degisken
2.6.1.2.2. Serolojik Tani

Shigella izolatlarmin tanis1 i¢in serolojik testler gereklidir. Shigella cinsi S.
dysenteriae, S. flexneri, S.boydii ve S. sonnei (sirasiyla A, B, C, D) olmak {izere dort
antijen grubuna ayrilir. Shigella dysenteriae 15 serotip, Shigella flexneri 8 serotip
(1’den 5’e kadar olan serotiplerin alt bolimlenmesi ile 11 alt serotipe ayrilir),
Shigella boydii 19 serotip, Shigella sonnei 1 serotipe ayrilir (Nataro ve ark., 2007).

Serolojik identifikasyonda polivalan somatik O antijenlerini igeren antiserumlarla
lam aglutinasyonu yapilir. Daha sonra serotipi belirlemek i¢in monovalan

antiserumlarla identifikasyona devam edilir.

2.6.1.2.3. Sereny Testi

Tavsan veya kobay goziine bakteri siispansiyonu damlatildiginda gozde
keratokonjonktivit olusumu gozlenmesine dayali bir testtir Bu test ile Shigella’larin

epitelleri hasarlandirabilme yetenegi gosterilir. Test Enteroinvaziv E.coli (EIEC)

kokenlerinde de pozitiftir (Erdem, 1999).
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2.7. Yaptig1 infeksiyonlar

Shigella turleri tenesmusla birlikte kanli mukuslu digkilama ile karakterize basilli
dizanteri (sigelloz) hastaliginin etkenleridir. Inkiibasyon dénemi 1- 4 giin arasinda
degisir. S. dysenteriae infeksiyonunda 8 giine kadar ¢ikabilir. Sigelloz genellikle
kendi kendini simirlandirabilen bir hastaliktir. Tedavi verilmeyen olgularda
semptomlar 7 giinde geriler. Infeksiyonun klinik belirtileri degiskendir. Bazi
hastalarda asemptomatik ya da kisa siireli sulu diyare ile seyredebilmesine ragmen,
risk faktorii olan hastalarda ciddi komplikasyonlara ve 6liimlere neden olabilir (Hale,

1998; Niyogi, 2005; Goldberg, 2008).

Hastalikta ilk belirtiler ates ve kramp seklinde karin agrilarindan hemen sonra
goriilen bol sulu diskilamadir. Atesin azalmasi ile beraber digkilama sayisi artar,
diski miktar1 azalir. Bir iki giin i¢inde tenesmus ve sik digskilama ihtiyaci ile birlikte
kanli mukuslu digkilama goriiliir (Erdem, 1999; Aysev, 2008; Dupont, 2010). Karin
agrisi ve diyare hemen hemen her hastada goriiliir. Olgularin %30’unda ates, diskida
%350 oraninda mukus ve %40 oraninda ¢ok miktarda kan goriiliir (Dupont, 2010).
Giinde 10-20 bazen daha da fazla diskilama goriiliir. Cocuklarda yiiksek atese bagh
konvulziyonlar ve huzursuzluk, apati, menenjizm gibi diger sinir sistemi belirtileri

gortilebilir (Erdem, 1999; Aysev, 2008).

Saglikli bireylerde hastalik 5-7 glinde kendi kendine iyilesir. Antimikrobiyal tedavi
uygulanmadiginda diski ile bakteri atilimi 1-4 hafta siirebilir. Genel olarak S.
sonnei’nin olusturdugu hastalik S. flexneri’ye gore daha hafif ve kisa siirelidir.
Malnutrisyonlu cocuklarda, immun yetmezIlikli hastalarda, yashlarda akut, hayati
tehdit edici komplikasyonlar goriilebilir. Bunlar dehidratasyon, hiponatremi,
hipoglisemi gibi metabolik bozukluklar; toksik megakolon, rektal prolapsus,
intestinal perforasyon gibi barsak komplikasyonlari ve nadiren bakteriyemi ve
sepsistir. Shiga toksin {ireten S. dysenteriae infeksiyonuna bagli olarak hemolitik
tiremik sendrom goriilebilir. Nadir komplikasyonlar olarak artrit, konjonktivit

gortilebilir (Aysev, 2008; Niyogi, 2005; Butler ve Scheld, 2004).
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2.8. Tedavi

Diyarede gelisen dehidratasyonu diizeltmek i¢in uygulanacak ilk basamak tedavi
rehidratasyon tedavisidir. Sigellozda genellikle ciddi dehidratasyon goriilmemekte ve
uygun hidrasyon ile kendi kendini sinirlamaktadir (Niyogi, 2005). Hastaligin
insandan insana gecis gostermesi ve infekte ya da kolonize insanlarin hastaligin asil
rezervuarlar1 olmalar1 nedeniyle, halk sagligini korumak amaciyla digki kiiltiirti
pozitif olan ya da basilli dizanteri tanis1 alan her hasta tedavi edilmelidir (Dupont,
2010). Etkili oral antimikrobiyal kullanimi1 semptomlarda 48 saat i¢inde gerilemeye
neden olur. Hastaligin stiresini 5-7 giinden 3 giine duistirtir ve Shigella atilim stiresini
kisaltir (Niyogi, 2005). Erigkinlerde sigelloz tedavisinde florokinolonlar, g¢ocuklarda
sefalosporinler ilk segenektir. Azitromisin eriskinlerde c¢oklu direngli Shigella
infeksiyonlar1 tedavisinde basarili bir sekilde kullanilabilmekte ve cocuklarda da
kullanim1 uygun goriilmektedir. Nalidiksik asit de c¢ocuklarda kullanilabilecek bir

antimikrobiyaldir (Dupont, 2010; Campbell ve ark., 2004).

2.9. Epidemiyoloji

Basilli dizanteri mevsimsel degisiklik gostermekte olup havanin 1sindig1 yaz
aylarinda daha sik goriilmektedir. Uygunsuz saglik kosullarinda ve sinirli su bulunan
kalabalik bolgelerde salginlara neden olabilmektedir. Tipik klinik tablosundan dolay1
en kolay tan1 konulan mikrobiyal diyare etkenlerindendir (Black ve Lanata, 2007).

Tiim diinyada yilda 165 milyon kisi Shigella ile infekte olmaktadir. Bunlarin 100
milyonu gelismekte olan {ilkelerde goriilmekte ve 1 milyon kisinin 6liimiine neden
olmaktadir. Shigella infeksiyonlarinin biiyiik kismi (olgularin %69°u) ve en yiiksek
O6lim oranlart (6limlerin %61°1) 5 yasin altindaki g¢ocuklarda goriilmektedir.
Yayinlanan bir¢ok calismada ¢ocuklarda gelisen ishallerin %10 ile 50 kadarindan
sorumlu bulunmustur. Basilli dizanteri daha ¢ok 6 aylik ve 10 yas arasi ¢ocuklarin
hastaligidir.  Genellikle 6 ayliktan kiiclik cocuklarda basilli  dizanteri
goriilmemektedir. Anne siitli ile beslenmenin daha yaygin oldugu olan iilkelerde,

kontamine yiyecek ve igecek alinmamasina, anne siitii ile beslenen g¢ocuklardaki
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barsak flora degisikliklerine ve anne siitiindeki antikor varligina bagh olarak sigelloz

daha az goriilen bir infeksiyondur (Dupont, 2010).

2.10. Tiplendirme Metodlar

Shigella suglarini tiplendirmek i¢in fenotipik ve molekiiler (genotipik) tiplendirme

metodlar: kullanilir.

Tiplendirme yontemleri baslica su amaglar i¢in kullanilmaktadir:

Salgin arastirmalarinda; salgin kaynaginin ve yayilma yollarinin belirlenmesi,
Hastalarin epidemiyolojik olarak birbiriyle olan iliskilerinin belirlenmesi,
Reaktivasyonun, reinfeksiyondan ayirt edilmesi,

Hastane infeksiyonlar1 ve toplumsal kaynakli infeksiyonlarin belirlenmesi,

Laboratuvar kontaminasyonlarinin saptanmast,

AU S e e

Antibiyotik direncinden sorumlu genler hedef alinarak yapilan tipleme ile direngli

kokenlerin tanimi1 ve yayginliklarinin belirlenmesi,

7. Virulansla iligkili genlerin tanimi ve yayginliklarinin saptanmasi,

8. Infeksiyonlar arasindaki iliskileri belirlemek icin kokenler arasindaki klonal
iligkinin ve genetik olarak yakinliginin arastirilmas,

9. Infekte populasyondaki epidemik klonlarin sirkiilasyonu ve zaman igindeki

prevelansini izleyerek, epidemiyolojik siirveyans ve kontrol yontemlerinin

degerlendirilmesi (Durmaz, 2001; Pfaller, 2001; Arbeit, 2003).

2.10.1. Fenotipik Tiplendirme Yontemleri

Fenotipik yontemler, gen ekspresyon {iriinlerini inceleyerek suslari ayirt etmede
kullanilir (Tenover ve ark., 1997). Yalnizca fenotipik yontemler kullanilarak yukarda
sayillan amaclardan bazilar1 saglanabilir. Epidemiyolojik amaclarla Shigella’larin
tiplendirilmesinde serotiplendirme, faj tiplendirme, biyotiplendirme, antibiyotik
duyarliligmma gore tiplendirme gibi farkli fenotipik yontemler kullanilmaktadir

(Altwegg ve Bockemdiihl, 1998).
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2.10.1.1. Biyotiplendirme

Sik¢a kullanilan tiplendirme metodudur. Genis 6l¢ekli biyokimyasal identifikasyon
testlerini igerir ve organizmayi bu fenotipik belirtecleri icerip igermemesine goére
karakterize eder. Cogu Shigella izolatlari metabolik olarak inaktif oldugu ig¢in

tiplendirmede giicliik ¢ekilir (Altwegg ve Bockemdiihl, 1998).

2.10.1.2. Rezistotiplendirme (Antibiyotik Duyarhhigina Gore Tiplendirme)

Antibiyotiklere karsi duyarliliklarin degisken olmasina dayanarak suglar arasi
farklilig1 ortaya koymada faydali olabilir. Ancak direng ¢ogunlukla plazmid aracilig
ile meydana gelir. Diren¢ plazmidleri kolayca kaybolabildigi veya yeni
kazanilabildigi i¢in stabil olmayan karakterler olustururlar. Elde edilen izolatlardan
antibiyogramlar rutin olarak yapilmakta oldugu icin iki ya da daha fazla susun
benzerligi hakkinda ipucu verebilir. Ancak antibiyotiklerin segici ekolojik baskis1
altinda direng paternlerinin ¢abucak degisebildigi unutulmamalidir (Tenover ve ark.,

1997; Altwegg ve Bockemiihl, 1998).

2.10.1.3. Bakteriyofaj Tiplendirimi (Faj Tiplendirimi)

Shigella’larin alt tiplendiriminde 1945 yilindan beri kullanilan bir yontemdir
(Altwegg ve Bockemiihl, 1998). Bu yontemde bakteriyofajlarin belirli tip bakterileri
infekte etme Ozgllliglinden yararlanilir. Bakteriyofajlarin kullanildig1 tiplendirme
yontemleri ¢esitli epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilmistir. Faj tiplendirme
yontemleri hizli olmasina, ucuz ve stabil ayiraglar kullanilmasina ragmen,
uygulanmas1 kolay degildir. Faj tiplendirme yontemi &zel bakteriyofaj
kolleksiyonlar1  gerektirmekte ve sadece belirli referans merkezlerinde
uygulanabilmektedir. Giinlimiizde epidemiyolojik c¢alismalarda bile siklikla
kullanilan bir yontem olmaktan ¢ikmistir (Altwegg ve Bockemdiihl, 1998; Bilgehan,
2005).
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2.10.2. Molekiiler (Genotipik) Tiplendirme Yontemleri

Bir mikroorganizmanin fenotipik 6zellikleri, genotipini tiimiiyle yansitmamaktadir.
Bu nedenle fenotipik yontemler, giivenilir ve stabil epidemiyolojik belirteg olmaktan
cikmiglardir. Glinlimiizde epidemiyolojik c¢alismalarda genotipik (molekiiler)

yontemlerin kullanilmasi tercih edilmektedir (Van Belkum ve ark., 2007).

Genotipik tiplendirme yontemleri 6zellikle antibiyotik direncinden sorumlu genlerin
tanim1 ve kokenlerdeki yayginliklarinin belirlenmesi; virulansla iligkili genlerin
tanim1 ve kokenlerdeki yayginliklarinin saptanmasi; infeksiyonlar arasindaki
iligkileri belirlemek tizere kokenler arasindaki klonal iliskinin ve genetik olarak
yakinliginin arastirilmasi; populasyondaki epidemik klonlarin sirkiilasyonu ve zaman
icindeki prevalansinin izlenerek, epidemiyolojik siirveyans ve kontrol yontemlerinin

degerlendirilmesi i¢in kullanilmalidir (Durmaz, 2001; Pfaller, 2001; Arbeit, 2003).

Genotipik tiplendirme yontemlerinin yaygin kullanim alani bulabilmesi i¢in belirli
kriterlere sahip olmalar1 gerekmektedir;

1. Tiplendirebilirlik,

Ayirim giici,

Tekrarlanabilirlik,

Stabilite,

A

Teknigin kullanim kolayligi, fiyati, sonu¢ verme siiresi ve sonuglarinin kolayca
yorumlanabilir olmast,
6. Yontemin degisik mikroorganizma grubu veya fazla sayida ornegin analizine

uygunlugu (Olive ve Bean, 1999; Arbeit, 2003; Van Belkum ve ark. 2007).

Bu kriterlerin tamamini karsilayacak tek bir yontem olmadigi i¢in 6zellikle kapsamli
epidemiyolojik ¢alismalarda birka¢ tiplendirme yoOnteminin birlikte ve ayrica
fenotipik yontemlerle birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir (Durmaz, 2001;

Rademarker ve Savelkoul, 2004).
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2.10.2.1. Plazmid Profil Analizleri

Plazmidler cogunlukla kovalen olarak kapali, dairesel yapida, ¢ift iplikgikli
kromozom disi DNA molekiilleridir. Bakteri kromozomundan bagimsiz olarak
replike olurlar. Bir bakteride bulunan plazmidlerin sayist biiyiikliigii ve nitelikleri
uzun zaman ayni kalir ve yavru hiicrelere de aynen aktarilirlar. Bu sekilde aym
bakterilerden kaynaklanan kokenlerdeki plazmid sablonunun ayni olmasinin
epidemiyolojik arastirmalarda ©nemi vardir (Bilgehan, 2005). Epidemiyolojik
arastirmalarda ilk kullanilan DNA bazli tekniktir (Tenover ve ark., 1997).
Hiicrelerden ekstrakte edilen plazmidler agaroz jel elektroforezinde ylriitiiliip
ethidium bromide ile boyanarak plazmid profili elde edilir. Farkli suglardan elde
edilen plazmid profilleri kiyaslanarak suslar arasi benzerlikler ortaya konulur.
Uygulanmast kolay bir metoddur. Diger konvansiyonel yontemlere kiyasla hizli bir
ya da iki giin i¢inde sonu¢ veren bir yontemdir. Ancak kromozom DNA’sinin
incelendigi diger molekiiler yontemlere gore duyarliligi daha diistiktiir (Altwegg ve
Bockemiihl, 1998). Yontemde karsilasilabilecek problemlerden biri plazmidlerin
ekstra kromozomal genetik elemanlar olmalar1 nedeniyle kolayca kaybedilebilmeleri
veya bakterinin yeni bir plazmidle infekte olmasidir. Ayrica bazi izolatlarda plazmid
olmamasi ve bu nedenle de tiplendirilememesi ya da az sayida plazmid igermesine
bagli diisiik ayirim giiciine sahip olmasi, karsilasilan diger problemlerdendir. Bu

nedenle zaman ve yer sinirlamasi olan ¢alismalarda tercih edilebilir (Arbeit, 2003).

2.10.2.2. Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE)

Ik kez 1983’te Schwartz ve Cantor tarafindan tanimlanmustir. Epidemiyolojik
calismalarda kullanilan molekiiler tiplendirme yontemlerinin altin standardi olarak
kabul edilmektedir. Bu yontemde, kiiltiirde iiretilen bakteriler diisiik erime 1sil1
agaroz ile kanstirilir ve 6zel kaliplar igine dokiilur. Agaroz igine hapsolmus
bakterinin hiicre duvari ve hiicresel proteinleri deterjan ve enzimlerle parcalanir.
Hiicre pargalanmasi ile aciga cikan biitiin DNA, uygun restriksiyon enzimiyle kesilir.
DNA pargalarn1 iceren agaroz kaliplar, elektroforez uygulanacak agaroz jel igine

yerlestirilir. Farkli yonlerden belirli stirelerde elektrik akimi (pulse) verilmesi ile
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DNA pargalar1 ayristirilir. Bu yontemde, enzimin kestigi DNA bolgesinin sayist ve
yerine gore, farkli say1 ve boyutta DNA parcalar elde edilir. Islem sonucunda elde
edilen DNA bant profilleri kiyaslanarak suslar arasi ayrim yapilir (Durmaz, 2001;
Arbeit, 2003; Foxman ve ark., 2005; Goering, 2004). Bu bant profilleri bilgisayar
programlar1 yardimiyla degerlendirilerek suslarin birbirleriyle olan iligkisi ortaya
konur. PFGE yo6ntemi 20 ve 600 kb arasi biiytlikliikteki DNA segmentlerinin ayirt
edilmesine olanak tanimaktadir. Yontemin ayirim giicii ve tekrarlanabilirliligi bir¢ok
bakteri tiirti i¢in yiksektir. Dikkatli bir standardizasyon ile ulusal veritabanlari
olusturmak miimkiindiir. Uygulama icin 6zel pahali aletler gerektirmesi ve 2-4 giin
gibi uzun bir zamanda sonug¢ vermesi teknigin dezavantajlaridir (Tenover ve ark.,

1997; Arbeit, 2003; Van Belkum ve ark., 2007).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Shigella Kokenleri

Ankara’da ¢esitli hastanelerin Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Agustos
2001-Ekim 2001, Agustos 2008—Ekim 2008 ve Temmuz 2009—Ekim 2009 tarihleri
arasinda, hastalarin digki 6rneklerinden standart yontemlerle izole edilen 60 Shigella

izolat1 ¢alismaya alindi.

3.1.1. izolatlarn Sayisi ve izole Edildigi Laboratuvarlar

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari: 28

Turkiye Cumbhuriyeti Saglhik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari: 15

Tirkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari: 9

Dr. Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari: 8

Calismaya alman 2001 yili kokenlerinin sayist 23°tiir. Bunlarin tiimii Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarinda

izole edilen ve laboratuvarin kiiltiir koleksiyonlarinda saklanan kékenlerdir.

Calismaya alinan 2008 yili kokenlerinin sayist 10°dur. Bunlarin 5’1 Tiirkiye
Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda; 5’1 Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligt Ankara Numune Egitim

ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen kdkenlerdir.

Calismaya alman 2009 yili kokenlerinin sayist 27°dir. Bunlarin 5’1 Ankara
Universitesi T1p Fakiiltesi Cebeci Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarinda;

10°u Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
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Mikrobiyoloji Laboratuvarinda; 8’1 Dr. Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda; 4’
Tirkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi Ankara Numune Egitim ve Arastirma

Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen kékenlerdir.

Calismaya 2001 yilinda alinan 23; 2008 yilinda alinan 10; 2009 yilinda alinan 27
Shigella kokeninin izole edildigi hastalarin cinsiyetleri ve yas gruplari tablo 3.1°de

gosterilmektedir.
Hastalarin %40°1 kiz; %60°1 erkek hastadir. Hastalarin 9°u (%15,0) 0-2 yas arasinda;
8’1 (%13,3) 3-5 yas arasinda; 26’s1 (%43,3) 6-15 yas arasinda; 12°si (%20) 16-30

yas arasinda; 2’si (%3,3) 31-45 yas arasinda; 3’1 (%5,0) 45 yas ve lizerindedir.

Tablo 2.1. Shigella izole edilen hastalarin cinsiyet ve yas gruplari

Yas 2001 2008 2009 Toplam (%)
Gruplan | Kiz | Erkek | Kiz | Erkek | Kiz | Erkek Kiz Erkek
0-2 yas 1 2 - - 1 5 2(28,7) 7(77,7)
3-S5 yas 1 2 1 - - 4 2(25) 6 (75)
6-15 yas 9 4 1 3 4 5 14 (53,8) | 12 (46,1)
16-30

1 3 2 1 1 4 4 (33,3) 8 (66,6)
yas
31-45

- - 1 - - 1 1 (50) 1 (50)
yas
45 ve
- - - - 1 1 1 1(33.3) 2 (66,6)
iizeri yas
Toplam 12 11 5 5 7 20 24 (40) 36 (60)
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3.2. Cahismaya Alinan Kékenlerin Tanimlanmasi

Calismaya alinan izolatlarin asagidaki 6zellikleri kontrol edilerek Shigella kokenleri

oldugu dogrulandi (Erdem, 1999; Winn Jr ve ark., 2006; Nataro ve ark., 2007).

1. MacConkey agarda (LAB M 064615) tek koloni ekiminden 18-24 saat sonra
laktozu fermente etmeyen renksiz koloniler olusturmast;

2. Ug sekerli demirli besiyerinde (Triple Sugar Iron Agar-TSI agar; HIMEDIA
0000052947) tipik tireme bicimi olan dipte asit (sar1), yatik kisimda alkali (kirmizi)
goriintimde tireme olmasi; gaz ve H,S olusturmamast;

3. Lizin demir agarda (Lysine Iron Agar-LIA agar;, MERCK, V205240 827)
Shigella’lara 6zgii dipte asit (sar1), yatik kisimda alkali (kirmiz1) gériiniimde tireme
olmas1 ve H,S olusturmamasi;

4. Cragie (Kregi) besiyerinde hareketsiz bakteri goriiniimii olugmast;

5. Ureaz besiyerinde (Christensen Urea Agar Base; SIGMA, 1321268) iireyi
hidrolize etmeyip, besiyerinin rengini degistirmemesi;

6. Sitrat besiyerine (Simmon’s Citrate Agar; HIMEDIA, 0000012405) ekimden sonra
sitrat1 kullanmay1p besiyerinde renk degisikligi olusturmamasi;

7. Buyyona ekimden sonra tiirlere gore degisen triptofandan indol olusturma

ozellikleri.
3.2.1. Serolojik Tiplendirme
Shigella oldugu tanimlanan bakteriler, standart yontemlerle uygun antiserumlar

kullanilarak lam aglutinasyonu yontemi ile serotiplendirme yapilarak tiir diizeyinde

identifikasyonlar1 saglandi.
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3.2.1.1. Kullanilan Antiserumlar

1. Shigella Antiserum Poly Group A, S. dysenteriae Types 1-7 (Becton Dickenson,
228341)
2. Shigella Antiserum Poly Group B, S. flexneri Types 1-6 (Becton Dickenson,
228351)
3. Shigella Antiserum Poly Group C, S. boydii Types 1-7 (Becton Dickenson,
228361)
4. Shigella Antiserum Poly Group D, S. sonnei Types I & II (Becton Dickenson,
228371)

3.2.1.2. Yontem

Lam aglutinasyonu i¢in sirasiyla S. sonnei, S. flexneri, S. dysenteriae ve S. boydii
antiserumlar1 kullanildi. Uygulama asagidaki basamaklara uyularak yapildi.

1. Bir 6ze yardimiyla TSI besiyerinden alinan koloniler bir lamin tizerine damlatilan
iki damla steril serum fizyolojik ile (SF) homojenize edildi.

2. SF ile homojenize edilen karisimin birine antiserum damlatildi, digeri kontrol
olarak kullanildi.

3. Antiserum damlatilan siispansiyon 30 saniye ile 1 dakika kadar nazikge ¢evrilerek,
agliitinasyon olup olmadigi incelendi.

4. Aglutinasyon olustugunda kaydedildi.

3.3. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Antimikrobiyal duyarlilik testi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
Onerileri dogrultusunda disk diflizyon yontemi ile yapildi. Kalite kontrolii E. coli
ATCC 25922 susu ile yapildi. Orta duyarlilik durumu gosteren kékenler direngli
olarak kabul edildi. ki ve daha fazla ilaca diren¢ varlifi, ¢oklu ila¢ direnci olarak

degerlendirildi (Sivapalasingam ve ark., 2006).
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3.3.1. Kullanilan Antibiyotikler

Ampisilin (10 pg)
Amoksisilin/Klavulonik asit (20/10 pg)
Gentamisin (10 pg)

Kloramfenikol (30 pg)

Nalidiksik Asit (30 ug)

Sefalotin (30 pg)

Sefotaksim (30 pg)

Seftazidim (30 pg)

Siprofloksasin (5 pg)

Tetrasiklin (30 pg)
Trimetoprim/Siilfametoksazol (1,25:;23,75 ng)

Antibiyotik diskleri Becton Dickenson tarafindan tiretilmistir.

3.3.2. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dalinda yapildi. Istatistiksel degerlendirmede Pearson ki- kare testi ve

Fisher’in kesin ki-kare testi kullanild.

3.4. Kokenlerin Saklanmasi
Calismaya alinan her bir Shigella kokeni serolojik tanimlamadan sonra molekiiler
yontemlerle arastirilana kadar mikrobank mikroorganizma saklama tiiplerinde (Pro-

Lab Diagnostics, PL 160 M) ve derin dondurucuda — 80 °C’de saklandi.
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3.5. Plazmid Profil Analizi

3.5.1. Gerecler

3.5.1.1. Saklama Tiiplerindeki Kokenlerin Yeniden Uretilmesinde Kullanilan

Besiyerleri

Lurie — Bertani (LB) Broth
MacConkey Agar

LB siv1 besiyeri

Hazirlanmast:

Pancreatic digest of casein 5,0 gr/ 500 ml
NaCl 2,5 gr/ 500 ml
Yeast extract 5,0 gr/ 500 ml

1. Kuru toz halindeki besiyerleri tartilarak 500 ml distile su i¢ine konuldu.
2. 121° C’de 15 dakika sterilize edildi.
3. Besiyeri soguduktan sonra steril cam tiiplere aktarildi ve + 4°C’de buzdolabinda

saklandi.

3.5.1.2. Kimyasal Malzemeler

Pancreatic digest of casein (DIFCO 68797 JA)
Yeast extract (OXOID 312 46840)

Mac Conkey Agar (LAB M 064615)

Tris base (APPLICHEM 5J000218)

EDTA (MERCK 6358898)

SDS (RIEDEL — de HAEN 03150)

NaOH (SIGMA 37H1215)

Phenol (MERCK A 550101 451)

Clorophorm (DOP 0001)
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Isoamil alkol (MERCK K 33548279 438)
Tris — C1 (AMRESCO 0434B04)

EDTA (MERCK 6358898)

Tris base (APPLICHEM 5J000218)

Boric asid (LABKIM 111000)

Agarose (PRONA 081523 PR)

Etidyum Bromid (APPLICHEM 3G00397)

3.5.1.3. Araclar

Elektroforez Tanki (SUNRISE, Amerika)

Gii¢ Kaynagi (BIO — RAD, Amerika)

Santrifiij (EPPENDORF, Almanya)

Calkalamali Su Banyosu (GFL, Almanya)

Su Banyosu (ELEKTRO MAG, Tiirkiye)

Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

UV transilluminatér (VILBER — LOURMAT TFX — 20 M, Fransa)
Fotograf Makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
Derin Dondurucu (SANYO, Japonya)

Santrifiyj tipleri 15 ml (MERT, Tiirkiye)

Eppendorf tiipleri 1,5 ml (GREINER BIO-ONE, Almanya)

3.5.1.4. Plazmid DNA Eldesi I¢in Kullanilan Tampon ve Soliisyonlar

50 mM Tris/ 1 mM EDTA, pH 8,0

Hazirlanmast:

1 M Tris base 1 ml

0,5 M EDTA 40 pl

dd H»0 18 960 pl
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0,05 M Tris/ %3 SDS (pH 12,52 - 12,56) + 2 M Na0H

Hazirlanmast:
Tris base
SDS

dd H»0

Bu sekilde hazirlanan stok soliisyon asagidaki sekilde kullanilir:

4,8 ml (stok soliisyon) + 0,205 pl 2 M NaOH (taze)

Fenol — kloroform
Hazirlanmast:
Fenol

Kloroform

[zoamil alkol

TE tampon

TE tamponu

Hazirlanmast:

1 M TRIS — CI (pH 7,5) stok
500 mM EDTA (pH 8,0) stok

Agaroz jel (%0,6)
Hazirlanmast:
Agar

TBE x 1

Etidyum Bromiir

0,302 gr
1,5 gr

48 ml

100 gr
96 ml
4ml

20 ml

10 mM TRIS - CI
I mM EDTA

0,24 gr
40 ml
1,5 ul
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TBE x 5 tamponu

Hazirlanmast:

Tris base 54 gr
Borik asit 27,5 gr
0,5 M EDTA (pH 8,0) 20 ml
dd H,0 1000 ml

TBE X 1 tamponu

Hazirlanmast:
TBE x 5 100 ml
dd H,0 400 ml

3.5.2. Kokenlerin Uretilmesi

1. Mikrobank mikroorganizma saklama tiiplerinde — 80°C’de tutulan her bir kdken
icin birer boncuk alinarak, 3 ml LB s1v1 besiyeri igeren tiiplere ekildi ve 37 °C’lik
etlivde inkube edildi.

2. Ekimden 24 saat sonra her 6rnegin MacConkey agar besiyerine, 6ze kullanarak
tek koloni diistirecek sekilde ekimleri yapildi ve yeniden 37°C’de inkiibe edildi.

3. 24 — 48 saat sonra MacConkey agarda olusan laktoz negatif kolonilerden bir
koloni segilerek, yeniden 3 ml LB siv1 besiyeri bulunan tiiplere ekim yapildi.

4. Daha sonra bu tiipler, 37°C’de su banyosunda 18 saat ¢alkalanarak bekletildi.

5. Ertesi giin plazmid ekstraksiyonu yapildu.

3.5.3. Plazmid DNA Eldesi ve Elektroforezi

3.5.3.1. Standart Bakteriler

Refik Saydam Merkez Hifzisihha Enstitiisii’'nden temin edilen, 90 kb biiytikliigiinde

tek bir plazmid tagiyan 020255 nolu Salmonella Typhimurium kokeni, 57; 5.8 ve 4,8
kb biiytikliiklerinde ti¢ plazmid tagtyan 006956 nolu Salmonella Enteritidis kokeni ve
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53,7; 7,2; 5,6; 5,1 kb biiytikliiklerinde 4 plazmid tasiyan E. coli V517 kokeni

deneyde standart bakteriler olarak kullanildi.

3.5.3.2. Plazmid DNA Eldesi

Kado ve Liu yontemi kiiciik degisikler yapilarak uygulandi (Kado ve Liu, 1981).

1.

10.
11.

Calkalamali su banyosunda 37°C’de 18 saat bekletilerek sivi LB besiyerinde
tiretilen bakteri kiiltiirleri tasmayacak sekilde eppendorf tiiplerine aktarildi.
Eppendorf tiipleri 6000 rpm’de 3 — 5 dakika santrifiijlendi.

Santrifiij sonras1 eppendorf tiiplerini ters ¢evirerek slipernatan dokiildi.
Eppendorf tiipiiniin dip kisminda kalan ¢okelti (pellet) tizerine 40 pl 50 mM
Tris/ 1 mM EDTA (pH 8.,0) konuldu ve hafif pipetaj yapildi.

Uzerine 200 ul 0,05 M Tris; %3 SDS (pH 12,52 — 12,56) eklendi ve ¢ok hafif alt
tist edildi.

Eppendorf tiiplerinin kapaklar1 kapatildiktan sonra ayrica parafilm ile sarildi.
Eppendorf tiipleri 55°C’de 30 dakika su banyosunda tutuldu.

Uzerine 200 pl fenol; kloroform eklendi, iyice karistirildiktan sonra 9 000 —
10 000 rpm’de 2 — 3 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan yeni eppendorf tiipiine aktarildi.

8. maddedeki islem iki defa daha uygulandi.

Her bir kokenden elde edilen plazmid DNA’larindan 15 — 20 pl 6rnek, 0,5 x
TBE tampon ile 0,5 pl etidyum bromdir iceren %0,6’l1ik agaroz jele yiiklendi ve
90 — 100 Voltaj altinda elektroforezi yapildi.

3.5.3.3. Plazmid Elektroforezi ve Plazmidlerin Tanimlanmasi

Elektroforez 0,5 x TBE tampon ile 0,5 pl etidyum bromiir iceren %0,6’lik agaroz

jelde yapildi. Etidyum bromiir ile boyanan jeldeki plazmid DNA’larina ait bantlar

UV transilluminator ile goriintiilendikten sonra fotograf makinesi ile fotograflari

cekildi. Fotograflar bilgisayar ortamina aktarildiktan sonra plazmid biiyiikliikleri,

standart kokenlerin biiyiikliikleri bilinen plazmidleri ile karsilastirilarak belirlendi.
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3.5.3.4. Yontemin Ayirim Giiciiniin Hesaplanmasi

Plazmid profil analizi yonteminin ayirim giicli Simpson’un farklilik indeksine dayali

su formiilti ile hesaplandi (Hunter ve Gaston, 1988):

1 S
DP=]. ——— 2X&D

i=1
N (N-1)

DP : Ayirim giicli

] : Elde edilen profil (tip) sayis1

] : Tip numarasi

X : Tip i¢indeki izolat sayis1

Xj: : J. tipe dlisen ornek sayisi

N : Popiilasyon biiyiikliigii (toplam izolat sayisi)

3.6. Pulsed-Field Jel Elektroforezi

3.6.1. Gerecler

3.6.1.1. Saklama Tiiplerindeki Kokenlerin Yeniden Uretilmesinde Kullanilan

Besiyerleri

Brain heart infusion broth

Brain Heart Infusion Broth Sivi Besiyeri

Hazirlanmast:
Brain heart infusion broth 18,5 gr
ddH,O 500 ml

1. Kuru toz halindeki besiyerleri tartilarak 500 ml distile su i¢ine konuldu.

2. 121° C’de 15 dakika sterilize edildi.

3. Besiyeri soguduktan sonra santrifiij tiiplerine aktarildi ve + 4° C’de saklandi.
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3.6.1.2. Kimyasal Malzemeler

Brain heart infusion broth (MERCK 1.10493)

Agarose Low Melt Large DNA Grade (APPLICHEM A3762.0025)
Pulsed-field certified agarose (BIORAD 162-0138)

Lambda ladder PFG Marker (A New England Biolabs N0340S)
Tris base (APPLICHEM 5J000218)

EDTA (MERCK 6358898)

SDS (RIEDEL — de HAEN 03150)

NaCl (MERCK 567440)

N-Lauroyl Sarcosine (SIGMA 61K00361)

Xbal enzimi (FERMENTAS 00037025)

Tango buffer (FERMENTAS 00033251)

Proteinaz K (FERMENTAS 00022411)

Etidyum Bromid (APPLICHEM 3G00397)

3.6.1.3. Araclar

CHEF DR 1I system ( Bio-Rad, Hercules, Calif., USA)
Plug mold ( Bio-Rad, Hercules, Calif., USA)

Santrifiij (EPPENDORF, Almanya)

Kuru 1sitic1 Blok (TECHNE DB2A, Ingiltere)

Su Banyosu (ELEKTRO MAG, Tiirkiye)

Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

Eppendorf tiipleri 1,5 ml (GREINER BIO-ONE, Almanya)
UV transilluminatér (VILBER — LOURMAT TFX — 20 M, Fransa)
Fotograf Makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
Derin Dondurucu (SANYO, Japonya)

Spektrofotometre (HITACHI, Japonya)

Santrifijj ttipleri 15 ml (MERT, Tiirkiye)

Mikrodalga firin (BEKO, Tiirkiye)
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3.6.1.4. Pulsed-Field Jel Elektroforezi i¢cin Kullanilan Tampon ve Soliisyonlar

TE tamponu, pH 8,0
Hazirlanmasi:

1 M Tris (pH 8.0) stok

500 mM EDTA (pH 8,0) stok

Lizis tamponu
Hazirlanmast:

1 M Tris (pH 8.0) stok
0.5 M EDTA
N-Lauroyl Sarcosine

ddH,O

SE tamponu, pH 8,0
Hazirlanmast:

NaCl

EDTA

ddH,O

SDS tamponu
Hazirlanmast:
SDS

ddH,O

Enzim karisim
Hazirlanmast:

Xbal enzimi 10U/ul
Tango buffer

ddH,O

10 mM Tris — Cl
1 mM EDTA

20 ml
40 ml
4 gor

340 ml

0,435 gr
0,903 gr
100 ml

4 gr
40 ml

2 ul
10 ul
58 ul
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TBE x 5 tamponu

Hazirlanmast:

Tris base 54 gr
Borik asit 27,5 gr
0,5 M EDTA (pH 8,0) 20 ml
dd H,0 1000 ml

TBE x 0,5 tamponu

Hazirlanmast:

TBE x 5 100 ml
dd H»0 900 ml
Agaroz jel (%1,3)

Hazirlanmast:

Pulsed-field certified agarose 1,43 gr
TBE x 0,5 110 ml

Plug hazirlamak icin kullanilan low melt agaroz (%1,3)

Low melt agaroz 0,13 gr
TE 10 ml
SDS 500 pl

3.6.2. Kokenlerin Uretilmesi

1. Mikrobank mikroorganizma saklama tiiplerinde — 80°C’de tutulan her bir kdken
icin birer boncuk alinarak, 3 ml brain heart broth sivi besiyeri igeren santrifiij
tiiplerine ekildi ve 37°C’de 24 saat inkube edildi.

2. Ekimden 24 saat sonra her 6rnegin MacConkey agar besiyerine, 6ze kullanarak
tek koloni diistirecek sekilde ekimleri yapildi ve yeniden 37°C’de inkiibe edildi.

3. 24 — 48 saat sonra MacConkey agarda olusan laktoz negatif kolonilerden bir
koloni segilerek, yeniden 7 ml brain heart broth sivi besiyeri bulunan santrifiij

tiiplerine ekim yapild1 ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
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4. Santrifijj tiiplerinde tireyen izolatlar 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonrasi tiipler ters ¢evrilerek stipernatan dokiildii.

6. Dip kisminda kalan ¢okelti (pellet) tizerine 1000 pl steril ddH,O konuldu ve hafif
pipetaj yaparak bakteri siispansiyonu elde edildi.

7. Bakteri stispansiyonu optik dansite 0,12’den az olacak sekilde ayarlandi.

3.6.3. Pulsed-Field Jel Elektroforez (PFGE) Uygulamasi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
tarafindan belirlenen PFGE protokollerine uyularak gerceklestirildi (Ribot ve ark.,
2006; WHO, 2004).

1. Bakteri siispansiyonu igeren eppendorf tiipleri 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi ve santrifiij sonras1 eppendorf tiiplerini ters ¢evirerek siipernatan dokiildii.

2. Eppendorf tiiptinin dip kisminda kalan ¢okelti (pellet) tizerine 300 ul SDS
konuldu ve hafif pipetaj yapildi.

3. Uzerine 25 ul proteinaz K ilave edildi ve ¢ok hafif alt iist edildi.

4. Uzerine 700 ul % 1,3°liik low melt agaroz/SDS ilave edildi ve homojen olacak

sekilde hafif pipetaj yapildi.

5. Elde edilen karisim pipet yardimiyla plug kaliplarina dagitildi ve donmasi igin

+4°C’de 15 dakika beklendi.

6. Santrifiyj tiiplerine 5’er ml lizis tamponu ve 25’er pl proteinaz K konuldu.

7. Elde edilen donmus pluglar santrifiij tiiplerinin iclerine konuldu ve 54°C su

banyosunda 2 saat bekletildi.

8. Siirenin sonunda santrifiij tiiplerindeki lizis tamponu/ proteinaz K

uzaklastirilarak 5 ml ddH,O ilave edildi ve 54°C’de su banyosunda 15 — 20 dakika

bekletildi; bu islem bir kez daha tekrar edildi.

9. Santrifiyj tliplerindeki ddH,O uzaklastirilarak 5 ml TE ilave edildi ve 54°C’de su

banyosunda 15 — 20 dakika bekletildi; bu islem dort kez daha tekrar edildi.

10. Hazirlanan pluglar 1 ml TE igeren eppendorf tiiplerine konuldu ve +4’ye

kaldirildi.
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11. Ertesi giin pluglar bistiiri yardimiyla uygun boyutta kesilerek 90 pul ddH,O/ 10 pl
tango buffer i¢eren eppendorf tiiplerine konuldu.

12. Eppendorf tiipleri 37°C’de 1sitic1 blokta 10 dakika bekletildi.

13. Iglerindeki ddH,O/ tango buffer uzaklastirilarak her bir eppendorf tiipiinde
20U Xbal, 10 pl tango buffer ve 58 pul ddH,O olacak sekilde hazirlanan enzim
karisimi ilave edildi.

14. Eppendorf tiipleri 37°C’de 1sitic1 blokta 4 saat bekletildi.

15. Enzimle kesilen pluglar taraklarin {izerine yerlestirilerek 15 dakika yapismasi
beklendikten sonra agaroz jel aparatina yerlestirildi.

16. %1,3’1tik pulsed-field jel agaroz hazirlandi. 1,43 gr pulsed-field jel agaroz 110
mL 0,5 X TBE tamponu i¢inde mikrodalga firinda ¢6ziildii.

17. 55 — 60°C sicakliga gelen jelin 10 ml’si sonradan kullamlmak iizere ayrildi ve
kalan agaroz, jel aparatina dokiiltip donmasi beklendi.

18. Elektroforez tankina 2L 0,5X TBE tamponu konuldu ve pompa ayarlanarak
14°C’de sirkiile edildi.

19. Donmus olan agaroz jelden taraklar nazikce cekildi ve ayrilan ¢ukura Lambda
ladder PFG Marker yerlestirildi.

20. Ayrilan pulsed-field agaroz jel tekrar eritildi ve tarak g¢ukurlari pipet yardimiyla
dolduruldu.

21. Jel tablasinin kenarlar1 ¢ikarildi, etrafindaki jel artiklar1 temizlendi ve
elektroforez tankina yerlestirildi.

22. CHEF cihazinda 0,5 x TBE tamponu igerisinde 6V/cm’de, 14°C’de initial time
2,2°de, final time 63,8’de 18 saat siireyle yiiriitiildii.

23. Elektroforez sonunda etidyum bromdir ile boyanan jeldeki DNA’lara ait bantlar
UV transilluminator ile goriintiilendikten sonra fotograf makinesi ile fotograflari
cekildi.

24. Izolatlar arasindaki genetik iliski Gene Directory Software (Syngene,
Cambridge, UK) programinda; Dice katsayisi, UPGMA metodu ve %] tolerans

degeri kullanilarak dendogramlar olusturulup degerlendirildi.
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3.6.4. Yontemin Ayirim Giiciiniin Hesaplanmasi

PFGE yonteminin ayirim giicti, asagida verilen formiil kullanilarak hesaplandi

(Hunter ve Gaston, 1988).

DP

1 S
DP=]. ——— 2X&D

i=1
N (N-1)

: Ayirim giicli

: Elde edilen profil (tip) sayis1
: Tip numarasi

: Tip i¢indeki izolat sayis1

: J. tipe dlisen ornek sayisi

: Popiilasyon biiyiikliigii (toplam izolat sayisi)
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4. BULGULAR

4.1. Shigella Tiirleri

Calismaya alinan 60 Shigella kokeninin 49’unun Shigella sonnei (%81,6), 10’unun
Shigella flexneri (%16,6), 1’inin Shigella dysenteriae (%1,6) oldugu belirlendi.

Agustos 2001 — Ekim 2001 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Cebeci Hastanesi Merkez Laboratuvarinda izole edilen 23 Shigella izolatinin 22°si S.

sonnei, 1’inin S. flexneri oldugu bulundu.

Agustos 2008 — Ekim 2008 tarihleri arasinda Tiirkiye Cumhuriyeti. Saglik Bakanligi
Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen 5
Shigella izolatinin hepsi S. sonnei; Tilrkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Ankara
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen
5 Shigella izolatinin 4’4 S. sonnei, 1’1 S. flexneri idi. Agustos 2008 — Ekim 2008
tarihleri arasinda izole edilen toplam 10 Shigella izolatinin 9’unun S. sonnei, 1’inin

S. flexneri oldugu belirlendi.

Temmuz 2009 — Ekim 2009 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Cebeci Hastanesi Merkez Laboratuvarinda izole edilen 5 Shigella izolatinin 4’1 S.
sonnei, 1’1 S. flexneri; Dr. Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1
Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen 8 Shigella
izolatinin 5’1 S. somnei, 3’0 S. flexneri, Turkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi
Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole
edilen 4 Shigella izolatiin 2’si S. sonnei, 2’si S. flexneri; Tiirkiye Cumhuriyeti
Saglik Bakanligit Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda izole edilen 10 Shigella izolatinin 7°si S. sonnei, 2°si S. flexneri ve
1’1 S. dysenteriae idi. Temmuz 2009 — Ekim 2009 tarihleri arasinda yukardaki dort
laboratuvarda izole edilen toplam 27 Shigella izolatinin 18’inin S. sonnei, 8 inin S.

flexneri ve 1’inin S. dysenteriae oldugu bulundu.
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Ankara ilinde izole edilerek calismaya alinan Shigella izolatlarinin izolasyon
yillarina gore tiirlere dagilimi tablo 4.1°de izlenmektedir. Caligmaya alinan 49 S.
sonnei’nin 22°si 2001 yilinda; 9’u 2008 yilinda; 18’1 2009 yilinda izole edilen
kokenlerdir. On S. flexneri’nin 1°1 2001; 1°1 2008 ve 8’1 2009 yilinda izole edilen
kokenlerdir. Bir S. dysenteriae kokeni 2009 yilinda izole edildi.

Tablo 4.1. Calismaya alinan Shigella tiirlerinin yillara gore dagilimi

_ Izolat sayis1
Izolasyon Tarihi

S. sonnei S. flexneri S. dysenteriae Toplam
2001 22 (%95.6) 1 (%4.4) - 23
2008 9 (%90) 1 (%10) - 10
2009 18 (%66,6) 8 (%29,6) 1 (%3.7) 27
Toplam 49 (%81.,6) 10 (%16.6) 1 (%1,6) 60

4.2. Antibiyotik Duyarhlik Testi ve Antibiyotik Diren¢ Modelleri

Calismaya alinan 60 Shigella kékeninin disk diffiizyon yontemi ile antibiyotiklere in-
vitro direncleri incelendiginde ampisiline 16 (%26,6), amoksisilin/klavulonik asite
10 (%16.,6), kloramfenikole 9 (%15), nalidiksik asite 6 (%10), sefalotine 14 (%23,3),
sefotaksime 4 (%6,6), tetrasikline 4 (%68,3), trimetoprim/siilfametoksazole 55
(%91,6) koken direngli bulundu.

Incelenen S. somnei izolatlarmin 6°s1 (%12,2) ampisiline, 1°i (%2) amoksisilin/
klavulonik asite, 6’s1 (%12,2) nalidiksik asite, 13’1 (%26,5) sefalotine, 4°i (%8,1)
sefotaksime, 32°si (%65,3) tetrasikline, 48’1 (%97.,9) trimetoprim/siilfametoksazole

direncli bulundu. Izolatlarin 41°inde ¢oklu ilag direnci gézlendi (%83,6).

S. flexneri izolatlarinin 10’u (%100) ampisiline, 9’u (%90) amoksisilin/klavulonik
asite, 9’u (%90) kloramfenikole, 1’1 (%10) sefalotine, 9°u (%90) tetrasikline, 9’u
(%90) trimetoprim/siilfametoksazole direncli bulundu. Izolatlarin hepsinde ¢oklu ilag

direnci gorildii (%100). S. flexneri’de ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit,
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kloramfenikol direnci S. sonnei’ye gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde

daha yiiksek bulundu (p<0.001).

2009 yilinda Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen ve bu calismanin tek S.

dysenteriae kokeni olan izolat incelenen tiim antibiyotiklere duyarl bulundu.
Calismaya alinan Shigella kokenlerinin hicbirinde gentamisin, seftazidim ve
siprofloksasin direnci goriilmedi. S. sonnei ve S. flexneri tlirlerinde antibiyotiklere

direncli kokenlerin say1 ve orani tablo 4.2°de goriilmektedir.

Tablo 4.2. Shigella tiirlerinde antibiyotiklere diren¢li kékenlerin say1 ve orani

S. sonnei S. flexneri

Antibiyotik (n:49) (n:10)

n (%) n (%)
Ampisilin (A) 6(12,2) 10 (100)
Amoksisilin/Klavulonik asit (A/K) 1(2,0) 9 (90)
Gentamisin (G) - -
Kloramfenikol (C) - 2 (20)
Nalidiksik asit (N) 6(12,2) 7(70)
Sefalotin (Cf) 13 (26,5) 1(10)
Sefotaksim (Ct) 4(8,1) -
Seftazidim (Cz) - -
Siprofloksasin (Cip) - -
Tetrasiklin (T) 32 (65.3) 9 (90)
Trimetoprim/Siilfametoksazol (Sxt) 48 (97,9) 9 (90)

2001 S. sonnei izolatlarindan 1°1i (%4,5) nalidiksik asite, 4’ (%18,1) sefalotine,
20’si (%90.9) tetrasikline, 22’si  (%100) trimetoprim/siilfametoksazole direngli
bulundu. Izolatlarin 21°inde (%95.4) ¢oklu ilag direnci gozlendi.
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2008 S. somnei izolatlarindan 2’si (%22,2) ampisiline, 1’1 (%11,1) amoksisilin/
klavulonik asite, 2’si (%22,2) sefalotine, 2’si (%22,2) tetrasikline, 8’1 (%88,8)
trimetoprim/siilfametoksazole direngli bulundu. izolatlarin 5’inde (%55.5) ¢oklu ilag

direnci gézlendi.

2009 S. sonnei izolatlarindan 4’ii (%22,2) ampisiline, 5’1 (%27,7) nalidiksik asite,
7’si (%38.8) sefalotine, 4’1 (%22,2) sefotaksime, 10°u (%55,5) tetrasikline, 18’1
(%100) trimetoprim/siilfametoksazole direngli bulundu. Izolatlarin 15’inde ¢oklu ilag
direnci gozlendi (%83,3). S. sonnei kokenlerinde yillara gore nalidiksik asit ve
sefotaksim diren¢ artis1 istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). S. sonnei

kokenlerinde yillara gore antibiyotiklere diren¢ durumu tablo 4.3°de goriilmektedir.
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Tablo 4.3. 2001, 2008 ve 2009 S. sonnei izolatlarinda antibiyotiklere direncli

kokenlerin say1 ve orani

S. sonnei

Antibiyotik | 2001 (n:22) | 2008 (n:9) 2009 (n:18) Toplam (n:49)

n (%) n (%) n (%) n (%)
A - 2(22,2) 4 (22,2) 6(12,2)
A/K - 1(11,1) - 1(2,0)
G - - - -
C - - - -
N 14,5 - 527,7) 6(12,2)
Cf 4 (18,1) 2(22,2) 7 (38.8) 13 (26,5)
Ct - - 4 (22,2) 4 (8.1)
Cz - - - -
Cip - - - -
T 20 (90,9) 2(22,2) 10 (55.5) 32 (65,3)
Sxt 22 (100) 8 (88.8) 18 (100) 48 (97.9)

A: Ampisilin, A/K: Amoksisilin/Klavulonik asit, G: Gentamisin, C: Kloramfenikol,
N: Nalidiksik asit, Cf: Sefalotin, Ct: Sefotaksim, Cz: Seftazidim, Cip: Siprofloksasin,

T: Tetrasiklin, Sxt: Trimetoprim/Siilfametoksazol.

2001 ve 2008 S. flexneri izolatlari; amoksisilin/klavulonik asite, ampisiline,

tetrasikline, kloramfenikole, trimetoprim/siilfametoksazole direngli bulundu. 2009 S.

flexneri izolatlarindan 8’1 (%100) ampisiline, 7°si (%87,5) amoksisilin/ klavulonik

asite, 7°si (%87,5) kloramfenikole, 1’1 (%12,5) sefalotine, 7’si (%87,5) tetrasikline,

7’si (%87,5) trimetoprim/siilfametoksazole direncli bulundu. Izolatlarin hepsinde

coklu ila¢ direnci goézlendi. S. flexneri kokenlerinde yillara gore antibiyotiklere

diren¢ durumu tablo 4.4’de goriilmektedir.
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Tablo 4.4. 2001, 2008 ve 2009 S. flexneri izolatlarinda antibiyotiklere direngli

kokenlerin say1 ve orani

S. flexneri

Antibiyotik 2001 (n:1) 2008 (n:1) 2009 (n:8) Toplam (n:10)

n (%) n (%) n (%) n (%)
A 1 (100) 1 (100) 8 (100) 10 (100)
A/K 1 (100) 1 (100) 7 (87.5) 9 (90)
G - - - -
C 1 (100) 1 (100) 7 (87,5) 9 (90)
N - - - -
Cf - - 1(12,5) 1 (10)
Ct - - - -
Cz - - - -
Cip - - - -
T 1 (100) 1 (100) 7 (87,5) 9 (90)
Sxt 1 (100) 1 (100) 7 (87.5) 9 (90)

A: Ampisilin, A/K: Amoksisilin/Klavulonik asit, G: Gentamisin, C: Kloramfenikol,
N: Nalidiksik asit, Cf: Sefalotin, Ct: Sefotaksim, Cz: Seftazidim, Cip: Siprofloksasin,

T: Tetrasiklin, Sxt: Trimetoprim/Siilfametoksazol.

S. sonnei izolatlarinda 12 farkli antibiyotik diren¢ modeli izlendi. En sik goriilen
tetrasiklin ve trimetoprim/siilfametoksazol direng modelini (T Sxt) 23 (%46,9) koken
gosterdi. Fenotipik tiplendirme yontemi olarak uygulanan antibiyotik direng
tiplendirimi yonteminin ayirim giicti Simpson’un farklilik indeksine dayali formiilii

ile hesaplandi. Yontemin ayirim giicii 0,75 bulundu.

2001 S. sonnei izolatlarinda 4 antibiyotik direng modeli gozlendi. En sik goriilen
trimetoprim/siilfametoksazol direng modelini (Sxt) 16 (%72,7) koken gosterdi.
Yontemin ayirim giicii 0,46 bulundu. 2008 S. sonnei izolatlarinda 5 antibiyotik

diren¢ modeli gozlendi. En sik goriilen trimetoprim/siilfametoksazol direng modelini
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(Sxt) 4 (%44.,4) koken gosterdi. Yontemin ayirim giicli 0,81 bulundu. 2009 S. sonnei

izolatlarinda 10 antibiyotik diren¢ modeli gozlendi. En sik goriilen tetrasiklin ve

trimetoprim/siilfametoksazol direnci modelini (T Sxt) 5 (%27,7) koken gosterdi.

Yontemin ayirim giicti 0,91 bulundu. S. sonnei kokenlerinde yillara gore antibiyotik

diren¢ modelleri tablo 4.5°de goriilmektedir.

Tablo 4.5. 2001, 2008 ve 2009 S. sonnei izolatlarinda goriilen antibiyotik direng

modelleri ve bu modellere sahip kdkenlerin say1 ve orant

S. sonnei

Antibiyotik
Direnc Modeli 2001 2008 2009 Toplam

n(%) n(%) n(%) n(%)
Hepsine Duyarh - - - -
A A/KK Cf - 1(11,1) - 1(2,0)
A CfCtNT Sxt - - 1(5,5) 1(2,0)
ACfCt T Sxt - - 1(5.5) 1(2,0)
A Cf Ct Sxt - 1(5,5) 1(2,0)
A CtNT Sxt - - 1(5,5) 1(2,0)
A Sxt - 1(11,1) - 1(2,0)
Cf T Sxt 4 (18,1) - 1(5.,5) 5(10,2)
Cf Sxt - 1(11,1) 2(11,1) 3(6,1)
N T Sxt - - 1(5.5) 1(2,0)
N Sxt 14,5 - 2(11,1) 3(6,1)
T Sxt 16 (72,7) 2(22,2) 5(27,7) 23 (46,9)
Sxt 14,5 4 (44.4) 3 (16.6) 8 (16.3)

A: Ampisilin, A/K: Amoksisilin/Klavulonik asit, G: Gentamisin, C: Kloramfenikol,
N: Nalidiksik asit, Cf: Sefalotin, Ct: Sefotaksim, Cz: Seftazidim, Cip: Siprofloksasin,

T: Tetrasiklin, Sxt: Trimetoprim/Siilfametoksazol
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S. flexneri izolatlarinda 4 farkli antibiyotik diren¢ modeli izlendi. En sik goriilen
ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit, kloramfenikol, tetrasiklin ve trimetoprim/
stilfametoksazol diren¢ modelini (A A/K C T Sxt) 7 koken (%70) gosterdi.

Antibiyotik direng tiplendirimi yonteminin ayirim giicii 0,54 bulundu.

2001 ve 2008 yillarindaki birer S. flexneri izolatinda ampisilin,
amoksisilin/klavulonik  asit,  kloramfenikol, tetrasiklin ~ ve  trimetoprim/
stilfametoksazol diren¢ modeli (A A/K C T Sxt) izlendi. 2009 S. flexneri
izolatlarinda 4 antibiyotik diren¢ modeli gozlendi. En sik goriilen ampisilin,
amoksisilin/klavulonik  asit,  kloramfenikol, tetrasiklin ~ ve  trimetoprim/
stilfametoksazol diren¢ modelini (A A/K C T Sxt) 5 (%62,5) koken gosterdi.
Yontemin ayirim giicti 0,65 bulundu. S. flexneri kokenlerinde yillara gore antibiyotik

diren¢ modelleri tablo 4.6’da goriilmektedir.

Tablo 4.6. 2001, 2008 ve 2009 S. flexneri izolatlarinda goériilen antibiyotik direng

modelleri ve bu modellere sahip kdkenlerin say1 ve orant

S. flexneri

Antibiyotik

2001 2008 2009 Toplam
Diren¢ Modeli

n (%) n (%) n (%) n (%)
Hepsine Duyarh - - - -
A A/KCT Sxt 1 (100) 1 (100) 5(62,5) 7 (70)
A CCfT Sxt - - 1(12.5) 1 (10)
AA/KCT - - 1(12,5) 1(10)
A A/K Sxt - - 1(12.5) 1 (10)

A: Ampisilin, A/K: Amoksisilin/Klavulonik asit, G: Gentamisin, C: Kloramfenikol,
N: Nalidiksik asit, Cf: Sefalotin, Ct: Sefotaksim, Cz: Seftazidim, Cip: Siprofloksasin,

T: Tetrasiklin, Sxt: Trimetoprim/Siilfametoksazol
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4.3. Plazmidler ve Plazmid Profilleri

Calismaya alinan S. sonnei kokenlerinin 1°den 7°ye kadar degisen say1 ve biiytikliikte
plazmid tasidigi goriildi. Plazmidlerin en biiytigii 200, en kiictigii 3 kb biiytikligiinde
bulundu. En yaygin goriilen 4 kb’lik plazmid, 43 (%87,7) koken tarafindan
taginmaktaydi.

S. sonnei’nin 2001 yili izolatlarinin 1°den 6’ya kadar degisen say1 ve biiyiikliikte
plazmid tasidigr goriildii. Plazmidlerin en biiytigii 200, en kii¢tigii 4 kb biiytikliigiinde
bulundu. En yaygin olan 7 kb’lik plazmid, 20 (%90,9) kokende gorildii. Sekil

4.1°de 2001 y1l1 S. sonnei izolatlarinin plazmid elektroforez fotografi gériillmektedir.

K1 K2 K3 7 2 6 15 16 3 18 19 10 20 4 11 14 17 8 1 5 12 21 22 9 13

Sekil 4.1. S. sonnei’nin 2001 yil1 izolatlarinin plazmid elektroforez fotografi. K1. E.
coli V 517, K2. Standart S. Enteritidis kokeni, K3. Standart S. Typhimurium kékeni,

incelenen 22 S. sonnei kdkeni.
Sekilde goriilen S. sonnei 2001 yili kdkenlerinden 7 no’lu izolatin 200; 15; 7; 5,5 ve

4 kb biytkligiinde 5 plazmidi bulunmaktadir. 2 no’lu izolat 120; 7; 5,5 ve 4 kb
biiytikliigiinde 4 plazmid tasimaktadir. 20 no’lu izolatin 7 kb’lik tek plazmidi
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goriilmektedir. Sekil 4.2°de S. sonnei’nin 2001 y1l1 izolatlarinin plazmid elektroforez

fotografi sematize edilerek gosterilmektedir.

K1 K2 K3 ¥ 2 6 15 16 3 18 1% 10 20 4 11 14 1%F & 1 &5 12 21 22 9% 13

Sekil 4.2. 2001 S. sonnei plazmid elektroforez fotografinin (Sekil 4.1) sematik
gOrunimii.

K1. 53,7; 7,2; 5,6; 5,1 kb, K2. 57; 5.8; 4,8 kb, K3. 90 kb, 7. 200; 15; 7; 5,5; 4 kb, 2.
120; 7; 5,5; 4 kb, 6. 200; 15; 7; 5.,5; 4 kb, 15. 200; 120; 7; 5,5; 4 kb, 16. 200; 120; 7;
5,5; 4 kb, 3. 5,5; 4 kb, 18. 120; 15; 5,5; 4 kb, 19. 200; 120; 15; 7; 5,5; 4 kb, 10. 7;
5,5; 4 kb, 20. 7 kb, 4. 120; 7; 5,5; 4 kb, 11. 15; 7 kb, 14. 200; 120; 7; 5,5; 4 kb, 17.
200; 120; 15; 7; 5,5; 4 kb, 8. 200; 120; 15; 7; 5.5; 4 kb, 1. 15; 7 kb, 5. 200; 15; 7; 5.5;
4 kb, 12.7;5,5; 4 kb, 21.7; 5,5; 4 kb, 22.7;4kb,9.7;5,5;4 kb, 13.7;5.5; 4 kb.

S. sonnei’nin 2008 yili izolatlariin 1°den 4’e kadar degisen say1 ve biiyiikliikte
plazmid tasidigi goriildi. Plazmidlerin en biytigi 120, en kigtigi 3,5 kb
biiytikliigiinde bulundu. En yaygin olan 5,5 ve 4 kb’lik plazmid 7 (%77,7) kokende

goriildi. Sekil 4.3°de 2008 yil1 S. sonnei izolatlarinin plazmid elektroforez fotografi

goriilmektedir.
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K1 K2 K3 24 30 28 31 27 26 25 29

Sekil 4.3. S. sonnei’nin 2008 yil1 izolatlarinin plazmid elektroforez fotografi. K1. E.
coli V 517, K2. Standart S. Enteritidis kokeni, K3. Standart S. Typhimurium kékeni,

incelenen 9 S. sonnei kokeni.

Sekilde goriilen S. sonnei 2008 yili kokenlerinden 24 no’lu izolatin 120 ve 3,5 kb
biiytikliigiinde 2 plazmidi bulunmaktadir. 27 no’lu izolat 5,5 ve 4 kb biiyiikliigiinde
2 plazmid tagimaktadir. 31 no’lu izolatin 15; 7; 5.5 ve 4 kb biiyiiklugiind 4 plazmid
tasidigr goriilmektedir. Sekil 4.4°de S. somnnei’nin 2008 yili izolatlarinin plazmid

elektroforez fotografi sematize edilerek gosterilmektedir.
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K1 K2 K3 24 30 28 3 27 286 253 25

Sekil 4.4. 2008 S. sonnei plazmid elektroforez fotografinin (Sekil 4.3) sematik
gOrunimii.
K1. 53.,7; 7,2; 5.,6; 5,1 kb, K2. 57; 5.8; 4,8 kb, K3. 90 kb, 24. 120; 3,5 kb, 30. 15 kb,

28. 7; 5,5; 4 kb, 31. 15; 7; 5.5; 4 kb, 27. 5,5; 4 kb, 26. 5.5; 4 kb, 25. 5,5; 4 kb, 29.
5.5; 4 kb.

S. sonnei’nin 2009 yili izolatlarinin 2°den 7°ye kadar degisen say1 ve biiyiikliikte
plazmid tasidig1 goriildii. Plazmidlerin en biiytigii 200 en kii¢tigii 3 kb buiytikliigiinde
bulundu. En yaygin olan 4 kb’lik plazmid 17 (%94,4) kokende gorildii. Sekil 4.5°de

2009 S. sonnei izolatlarinin plazmid elektroforez fotografi goriilmektedir.

50



K1 K2 K3 36 37 38 42 44 34 40 39 41 32 35 33 45 43 48 45 47 48

Sekil 4.1. S. sonnei’nin 2009 yil1 izolatlarinin plazmid elektroforez fotografi. K1. E.
coli V 517, K2. Standart S. Enteritidis kokeni, K3. Standart S. Typhimurium kékeni,

incelenen 18 S. sonnei kokeni.

Sekilde goriilen S. sonnei 2009 yili kékenlerinden 36 no’lu izolatin 200 ve 4 kb
biiytikliigiinde 2 plazmidi bulunmaktadir. 37 no’lu izolat 20; 18; 15; 12; 10; 4 ve 3,5
kb biiytikliigiinde 7 plazmid tagimaktadir. 48 no’lu izolatin 200; 120; 5.5; 4,5; 4 ve
3.5 kb biiyiikliginde 6 plazmid tasidigi goriilmektedir. Sekil 4.6’da S. sonnei’nin
2009 yili izolatlarinin plazmid elektroforez fotografi sematize edilerek

gosterilmektedir.
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K1 K2 K3 38 37 38 42 44 34 40 39 41 32 35 33 45 43 48 49 47 48

Sekil 4.6. 2009 S. sonnei plazmid elektroforez fotografinin (Sekil 4.5) sematik
gOrunimii.

K1. 53,7; 7,2; 5,6; 5,1 kb, K2. 57; 5,8; 4,8 kb, K3. 90 kb, 36. 200; 4 kb, 37. 20; 18;
15; 12; 10; 4; 3,5 kb, 38. 200; 4 kb, 42. 20; 5,5; 4 kb, 44. 15; 5.5; 4,5; 4; 3,5 kb, 34.
20; 12; 5,5; 4; 3,5 kb, 40. 20; 5,5; 4 kb, 39. 25; 20; 12; 4 kb, 41. 4,5; 4 kb, 32. 200;
20; 12; 5,5; 4; 3,5 kb, 35. 200; 15; 5,5; 4; 3,5 kb, 33. 200; 20; 5,5 kb, 45. 200; 5,5; 4
kb, 43. 15; 5.,5; 4,5; 4; 3 kb, 48. 200; 120; 5,5; 4.5; 4; 3,5 kb, 49. 4,5; 4 kb, 47. 4,5; 4
kb, 46. 15; 5,5; 4,5; 4; 3.5 kb.

Incelenen S. sonnei kokenleri arasinda plazmid tasimayan sus izlenmedi. 2001°de 7
kb, 2008°de 5,5 ve 4 kb ve 2009°da 4 kb biiyiikliigiindeki plazmidlerin en yaygin
goriilen plazmidler oldugu bulundu. 120; 15; 5.5 ve 4 kb biiyiikliigiindeki plazmidler
2001, 2008 ve 2009 S. sonnei izolatlarinda ortak goriildii. 25; 20; 18; 12; 10; 4,5 ve 3
kb biiytikliigiindeki plazmidler 2009 S. sonnei izolatlarinda izlenirken; 2001 ve 2008
S. sonnei izolatlarinda izlenmedi. 3,5 kb biiytikliigtindeki plazmid 2008 ve 2009 S.
sonnei izolatlarinda izlenirken; 2001 S. sonnei izolatlarinda izlenmedi. 2008 yil1 S.
sonnei izolatlarinda 200 kb biiytikliigiindeki plazmid izlenmezken 2009 yil1 S. sonnei
izolatlarinda 7 kb biiytikligiindeki plazmid izlenmedi. Tablo 4.7°de S. sonnei’nin
2001, 2008 ve 2009 yili izolatlarinin tasidigi plazmidler ve bu plazmidleri tasiyan

kokenlerin say1 ve orani goriilmektedir.
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Tablo 4.7. S. sonnei kokenlerinin tasidigi plazmidler ve bu plazmidleri tasiyan

kokenlerin say1 ve orant

S. sonnei

Plazmidler
(kb) 2001 2008 2009 Toplam

n (%) n (%) n (%) n (%)
200 9 (40.,9) - 7 (38.8) 16 (32,6)
120 9(40.,9) 2(22,2) 1(5,5) 12 (24.4)
25 - - 1(5.5) 1(2,04)
20 - - 7 (38.8) 7(14,2)
18 - - 1(5.5) 1(2,04)
15 9(40.,9) 2(22,2) 527,7) 16 (32,6)
12 - - 4 (22,2) 4 (8.,1)
10 - - 1(5.5) 1(2,04)
7 20 (90,9) 2(22,2) - 22 (44.8)
5,5 18 (81,8) 7(77,7) 11 (61,1) 36 (73.4)
4,5 - - 7 (38.8) 7 (14,2)
4 19 (86.3) 7(77,7) 17 (94.4) 43 (87.7)
3,5 - 1(1L1) 7 (38.8) 8 (16.3)
3 - - 1(5,5) 1(2,04)

Calismaya alinan S. sonnei kokenlerinde toplam 27 plazmid profili izlendi. Plazmid
profil analizi yonteminin ayirim giicti Simpson’un farklilik indeksine dayali formiilii

ile hesaplandi. Yontemin ayirim giicti 0,97 bulundu.

2001 S. sonnei kokenlerinde 10 plazmid profili gézlendi. En yaygin goriilen plazmid
profilinin 7; 5,5; 4 oldugu goriildii. Bes (%22,7) kokenin bu profile sahip oldugu

izlendi. Yontemin ayirim giicii 0,46 bulundu.

2008 S. sonnei kokenlerinde 6 plazmid profili gozlendi. En yaygin goriilen plazmid
profilinin 5.5; 4 oldugu gorildi. Dort  (%44.4) susun bu profile sahip oldugu
izlendi. Yontemin ayirim giicii 0,84 bulundu.
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2001 ve 2008 yil1 S. sonnei kokenlerinde goriilen plazmid profillerinin hi¢biri 2009
yil1 S. sonnei kokenlerinde goriilmedi. Profillerden 5,5; 4 ve 7; 5,5; 4, 2001 ve 2008
yilt S. sonnei kokenlerinde gorildii. 2008 yilinda 4 kokende goriilen (%44.,4) ve en
sik izlenen profil olan 5,5; 4 profili, 2001 yilinda sadece 1 (%4.,5) kokende izlendi.
2001 yilinda 5 (%22,7) kokende izlenen 7; 5,5; 4 profili, 2008 yilinda sadece 1
(%11,1) kokende izlendi.

2009 S. sonnei kokenlerinde 13 plazmid profili gozlendi. En yaygin gériilen plazmid
profilinin 4,5; 4 oldugu goriildii. 3 (%16,6) susun bu profile sahip oldugu izlendi.
Yontemin ayirim giicii 0,97 bulundu. Tablo 4.8°de S. sonnei’nin 2001, 2008 ve 2009
yil1 izolatlarinda gozlenen plazmid profilleri ve bu profillere sahip izolatlarin say1 ve

orani goriilmektedir.
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Tablo 4.8. S. sonnei kokenlerinde goriilen plazmid profileri ve bu profile sahip

kokenlerin say1 ve orant

S. sonnei
Plazmid profili 2001 2008 2009 Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%)
200; 1205 15;7; 5,5; 4 3 (13,6) - - 3 (6,1)
200; 1205 7; 5.,5; 4 3 (13,6) - - 3(6,1)
200; 1205 5,5; 5; 4,5; 4; 3,5 - - 1(5.5) 1(2,0)
200; 20; 12; 5,5; 4; 3.5 - - 15,9 1(2,0)
200; 20; 5,5 - - 15,9 1(2,0)
200; 15;7;5,5; 4 3 (13,6) - - 3(6,1)
200; 15; 5,5; 4; 3.5 - - 1(5.5) 1(2,0)
200; 5,5; 4 - - 15,9 1(2,0)
200; 4 - - 2(1L,1) 2 (4,0)
120; 15;5,5; 4 1 (4,5) - - 1(2,0)
120; 7; 5,5; 4 2 (9,09) - - 2 (4,0)
120; 4 - 1 (11,1) - 1(2,0)
120; 3,5 - 1(11,1) - 1(2,0)
25;20; 12; 4 - - 1(5,5) 1(2,0)
20; 18; 15;12; 10; 4; 3,5 - - 15,9 1(2,0)
20;12;5,5; 4; 3.5 - - 15,9 1(2,0)
20;5,5; 4 - - 2 (11,1) 2 (4,0
15 - 1(11,1) - 1(2,0)
5,54 1 (4,5 4 (44.4) - 5(10,2)
15;7 2 (9,09) - - 2 (4,0)
15;7;5,5; 4 - 1(11,1) - 1(2,0)
15;5.,5;4,5;4; 3,5 - - 2 (11,1) 2 (4,0
15;5,5;4,5;4; 3 - - 15,9 1(2,0)
7 1 (4,5 - - 1(2,0)
7;5,5; 4 5(22,7) 1(11,1) - 6 (12,2)
7; 4 1 (4,5) - - 1(2,0)
4,5; 4 - - 3 (16,6) 3 (6,1)
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2001 yilinda izole edilen S. flexneri kokeninin 120 ve 5,1 kb biiytikliigiinde plazmid
tasidig goriildi. 2008 yilinda izole edilen S. flexneri kokeninin 4 kb biiytikliigiinde
tek plazmid tasidigi goriildii. 2009 S. flexneri izolatlarinin 1°den 7°ye kadar degisen
say1 ve biytikliikte plazmid tasidigi goriildii. Plazmidlerin en biiytigii 200, en kiictigii
3.5 kb arasinda degismekteydi. En yaygin goriilen 5 kb’lik plazmid 6 (%75) kokende
izlendi. Sekil 4.7°de 2009 S. flexneri izolatlarinin tasidig1 plazmidler goriilmektedir.

K1 K2 K3 58 55 54 52 53 56 57 59

Sekil 4.7. S. flexneri’nin 2009 yil1 izolatlarinin plazmid elektroforez fotografi. K1.
E. coli V 517, K2. Standart S. Enteritidis kokeni, K3. Standart S. Typhimurium

kokeni, incelenen 8 S. flexneri kokeni.

Sekil 4.8°de goriilen S. flexneri 2009 yili kokenlerinden 58 no’lu izolatin 120; 12; 7;
5; 4,5; 4; 3,5 kb biyiikligiinde 7 plazmidi, 55 no’lu izolatin 200, 120 ve 5 kb

biiytikliigiinde 3 plazmidi bulunmaktadir.
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K1 K2 K3 58 55 54 52 53 55 57 55

Sekil 4.8. 2009 S. flexneri plazmid elektroforez fotografinin (Sekil 4.7) sematik
gOrinimii.
K1. 53,7; 7,2; 5,6; 5.1 kb, K2. 57; 5.8; 4,8 kb, K3. 90 kb, 58. 120; 12; 7; 5; 4,5; 4;

3.5 kb, 55. 200; 120; 5 kb, 54. 120; 5 kb, 52. 200; 4.5; 4 kb, 53. 5 kb, 56. 5.5; 5; 4.,5;
3.5 kb, 57. 120; 5 kb, 59. 4,5 kb.

Incelenen S. flexneri kokenleri arasinda plazmid tasimayan koken izlenmedi. 2009
yilt S. flexneri izolatlarinda 5 kb biiyiikligiindeki plazmidin en yaygin goriilen
plazmid oldugu bulundu. Tablo 4.9’ da S. flexneri’nin 2001, 2008 ve 2009 yili
izolatlarinin tasidigi plazmidler ve bu plazmidleri tasiyan kokenlerin sayr ve orani

goriilmektedir.
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Tablo 4.9. S. flexneri kokenlerinin tasidigi plazmidler ve bu plazmidleri tasiyan

kokenlerin say1 ve orani

S. flexneri

Plazmidler

2001 2008 2009 Toplam
(kb)

n (%) n (%) n (%) n (%)
200 - - 2(25) 2(20)
120 1 (100) - 3(37.,5) 4 (40)
12 - - 1(12,5) 1 (10)
7 - - 1(12.5) 1 (10)
5.5 - - 1(12,5) 1 (10)
5.1 1 (100) - - 1 (10)
5 - - 6 (75) 6 (60)
4,5 - - 4 (50) 4 (40)
4 - 1 (100) 2 (25) 3(30)
3,5 - - 2 (25) 2 (20)

Caligsmaya alinanan S. flexneri izolatlarinda toplam 9 plazmid profili izlendi. Plazmid

profil analizi yonteminin ayirim giicii 0,98 bulundu.

2009 S. flexneri kokenlerinde 7 plazmid profili goriildi. En yaygin goriilen plazmid

profilinin 120; 5 oldugu ve 2 (%12,5) kokenin bu profile sahip oldugu goriildi.

Yontemin ayirim giicii 0,97 bulundu. 2001 yil1 S. flexneri izolatinda goriilen 120; 5,1

profili ve 2008 yil1 S. flexneri izolatinda goriilen 4 kb biiytikliigiindeki tek plazmidin

olusturdugu profil 2009 yili S. flexneri izolatlarinda goriilmedi. Tablo 4.10°da S.

flexneri *nin 2001, 2008 ve 2009 yili izolatlarinda gézlenen plazmid profilleri ve bu

profillere sahip izolatlarin say1 ve oran1 goriilmektedir.
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Tablo 4.10. S. flexneri kokenlerinde goriilen plazmid profileri ve

kokenlerin say1 ve orani

bu profile sahip

S. flexneri

Plazmid profili 2001 2008 2009 Toplam

n (%) n (%) n (%) n (%)
200; 1205 5 - - 1 (12,5) 1(10)
200; 4.5; 4 - - 1(12,5) 1(10)
1205 125 7; 5; 4,5; 4; 3,5 - - 1(12,5) 1(10)
120; 5,1 1 - - 1(10)
120; 5 - - 2 (25) 2 (20)
5,5;5;4,5; 3.5 - - 1(12,5) 1(10)
5 - - 1(12,5) 1(10)
4,5 - - 1(12,5) 1(10)
4 - 1 - 1(10)
4.4. PFGE Paternleri

Xbal enzimi kullanilarak uygulanan PFGE sonucunda elde edilen bantlarin Shigella
kokenleri arasindaki genetik iligskiyi belirlemek {izere bilgisayar programi (Gene
Directory Software Programi) Dice katsayist UPGMA metodu ve %1 tolerans degeri
ile incelenerek olusturulan dendogramlarla; incelenen 2001, 2008 ve 2009 yillarina
ait 49 S. sonnei izolat1 4 gruba ayrildi. Izolatlardan 42°si (%85,7) sa, 5°i (%10,2) sb,
1’1 (%2,0) sc ve 171 (%2,0) sd paterni gosterdi. Yontemin ayirim giicti 0,26 bulundu.

2001 yilinda izole edilen 22 S. sonnei izolat1 2 gruba ayrildi. Izolatlardan 21°i
(%95.4) sa paterni ve 1’1 (%4,5) sb paterni gosterdi. PFGE yonteminin ayirim giicii
0,10 bulundu. 2008 yilinda elde edilen 9 S. sonnei izolat1 2 gruba ayrildi. Izolatlardan
8’1 (%88.,8) sa ve 1’1 (%11,1) sc paterni gosterdi. Yontemin ayirim giicii 0,23
bulundu. 2009 yilinda elde edilen 18 S. sonnei izolat1 3 gruba ayrildi. Izolatlardan
1371 (%72,2) sa, 4’1 (%2,5) sb ve 1’1 (%1,3) sd paterni gosterdi.
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Yontemin ayirim giicti 0,46 bulundu. Olusturulan dendogramla sa, sb, sc, sd

paternlerine ayrilan S. sonnei kokenlerinin bandlari sekil 4.9°da goriilmektedir.

M sa sb sc sd

Sekil 4.9. S. sonnei izolatlarinda gézlenen PFGE paternlerinin bantlari, M: Lambda
ladder PFG Marker, sa, sb, sc, sd paternleri.

2001 yilinda izole edilen 12 S. sonnei kdkeninin Xbal enzimi ile kesildikten sonra

PFGE’nde olusturdugu bantlar sekil 4.10°da goriilmektedir. Bu suslarin hepsi sa
PFGE paterni gostermektedir.
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Sekil 4.10. 2001 S. sonnei izolatlarina ait PFGE bantlari, M: Lambda ladder PFG

Marker, incelenen 12 S. sonnei izolati.

2008 yilinda izole edilen 9 S. sonnei ve 1 S. flexneri kokeninin Xbal enzimi ile
kesildikten sonra PFGE’nde olusturdugu bantlar sekil 4.11°de goriilmektedir. 51
numara ile gosterilen S. flexneri izolat1 fa PFGE paterni gostermektedir. 30 numarali

S. sonnei izolat1 sc, diger S. sonnei suslar1 sa PFGE paterni gostermektedir.

24 30 51 28 33 M 27 26 25 29 23

Sekil 4.11. 2008 S. sonnei ve S. flexneri izolatlarina ait PFGE bantlari, M: Lambda
ladder PFG Marker, S. sonnei (no: 24, 30, 28, 31 27, 26, 25, 29, 23) ve S. flexneri

(no: 51) izolatlari.
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2009 yilinda izole edilen 5 S. sonnei ve 6 S. flexneri kokeninin Xbal enzimi ile

kesildikten sonra PFGE’nde olusturdugu bantlar sekil 4.12°de goriilmektedir.

54 52 32 53 35 33 M 56 57 59 45 43

Sekil 2 2009 S. sonnei ve S. flexneri izolatlarina ait PFGE bantlari, M: Lambda
ladder PFG Marker; S. sonnei (no: 32, 35, 33, 45, 43) ve S. flexneri (no: 54, 52, 53,
56, 57, 59) izolatlar1.

Sekil 4.13°de S. sonnei 2001, 2008 ve 2009 izolatlariin PFGE ile incelenmesi
sonucu elde edilen bantlarin dendogrami goriilmektedir. sa ve sb PFGE paterni
benzerlik orani 0,80; sc ve sd paterni benzerlik orani 0,36; sa ve sc paterni benzerlik
orani 0,30; sa ve sd paterni benzerlik oran1 0,27; sb ve sd paterni benzerlik orani

0,45; sb ve sc paterni benzerlik oran1 0,40 bulundu.
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Sekil 4.3. S. sonnei izolatlarinin PFGE ile elde edilen bantlarinin dendogrami
(UPGMA yontemi).

Incelenen 2001, 2008 ve 2009 yillarina ait 10 S. flexneri izolat1 5 gruba ayrildi.
[zolatlardan 5°i (%50) fa, 2’si (%20) fb, 1’i (%10) fc, 1’i (%10) fd ve 1°i (%10) fe

paterni gosterdi. Yontemin ayirim giicti 0,76 bulundu.

2001 ve 2008 yilinda elde edilen S. flexneri izolatlar1 ayn1 PFGE paternini gosterdi
(fa). 2009 yilinda elde edilen 8 S. flexneri izolatlar1 5 gruba ayrildi. izolatlardan 3’i
(%37,5) fa, 2’si (%25) 1b, 1’1 (%12,5) fc, 1’1 (%12,5) fd ve 1’1 (%12,5) fe paterni
gosterdi. Yontemin ayirim giicii 0,83 bulundu. Olusturulan dendogramla fa, b, fc, fd,

fe paternlerine ayrilan S. flexneri kokenlerinin bandlar sekil 4.14°de goriilmektedir.
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M fe fc fb fd fa

Sekil 4.14. S. flexneri izolatlarinda goézlenen PFGE paternlerinin bantlari, M:
Lambda ladder PFG Marker, fe, fc, fd, tb, fa paternleri.

Sekil 4.15°de S. flexneri izolatlarimin PFGE ile incelenmesi sonucu elde edilen
bantlarin dendogrami goriilmektedir. fa ve fc PFGE paterni benzerlik orami 0,84; fd
ve fe paterni 2009 S. flexneri izolatina ait olup benzerlik orani 0,72 bulundu.
Benzerlik oranlar1 fa ve fb arasinda 0,47; fa ve fd arasinda 0,58; fa ve fe arasinda
0,57; fc ve b arasinda 0,40; fd ve fc arasinda 0,34; fc ve fe arasinda 0,40; fb ve fd

arasinda 0,48 bulundu.

FFGE  fredan
paierni savis

[

i
]
id
la

e

Sekil 4.15. S. flexneri izolatlarinin PFGE ile elde edilen bantlarinin dendogrami
(UPGMA yontemi)

64



4.5. Kokenlerin Antimikrobiyal Diren¢ Modelleri, Plazmid Profilleri ve PFGE
Paternleri

2001 S. sonnei izolatlarinin antimikrobiyal diren¢ modelleri, plazmid profilleri ve

PFGE paternleri tablo 4.11°de gosterilmistir.
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Tablo 4.11. 2001 S. sonnei izolatlarinin antimikrobiyal direng modelleri, plazmid

profilleri ve PFGE paternleri

Izolat |Izolasyon Antimikrobiyal | Plazmid profili PFGE
no Tarihi diren¢ modeli | (kb) paterni
1 26 08 2001 T Sxt 15,7 sa
2 27 08 2001 T Sxt 120;7;5,5; 4 sa
3 2708 2001 Sxt 5,54 sa
4 27 08 2001 T Sxt 120;7;5,5; 4 sa
5 29 08 2001 Cf T Sxt 200; 15;7;5,5; 4 sa
6 3108 2001 T Sxt 200; 15;7;5,5; 4 sa
7 03 092001 T Sxt 200; 15;7;5,5; 4 sa
8 03 09 2001 Cf T Sxt 200; 120; 155 7; 5.,5; 4 sa
9 03 092001 T Sxt 7;5.5; 4 sa
10 05 092001 T Sxt 7;5.5; 4 sa
11 06 09 2001 T Sxt 15,7 sa
12 12 09 2001 T Sxt 7,554 sa
13 12 09 2001 T Sxt 7,554 sa
14 2509 2001 T Sxt 200; 120; 7; 5,5; 4 sa
15 01 102001 T Sxt 200; 120; 7;5,5; 4 sa
16 01 102001 T Sxt 200; 120; 7;5,5; 4 sa
17 01 102001 Cf T Sxt 200; 120; 15;7;5,5; 4 sa
18 01 102001 N Sxt 120; 15; 5,5; 4 sa
19 01 102001 Cf T Sxt 200; 120; 15;7;5,5; 4 sa
20 02 10 2001 T Sxt 7 sa
21 03102001 T Sxt 7,554 sa
22 1210 2001 T Sxt 7; 4 sb

A: Ampisilin, A/K: Amoksisilin/Klavulonik asit, G: Gentamisin, C: Kloramfenikol,
N: Nalidiksik asit, Cf: Sefalotin, Ct: Sefotaksim, Cz: Seftazidim, Cip: Siprofloksasin,

T: Tetrasiklin, Sxt: Trimetoprim/Siilfametoksazol
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2008 S. sonnei izolatlarimin antimikrobiyal diren¢ modeli, PFGE paterni ve plazmid

profili sonuglari tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.12. 2008 S. sonnei izolatlarinin antimikrobiyal diren¢ modelleri, plazmid

profilleri ve PFGE paternleri

Izolat |izolasyon Antimikrobiyal | Plazmid profili PFGE
no Tarihi diren¢ modeli | (kb) paterni
23 04 08 2008 Sxt 120; 4 sa

24 02 09 2008 Sxt 120; 3,5 sa

25 05 09 2008 Cf Sxt 5,5;4 sa

26 07 09 2008 Sxt 5,5;4 sa

27 08 09 2008 Sxt 5,5;4 sa

28 10 09 2008 T Sxt 7,554 sa

29 2709 2008 A Sxt 5,5;4 sa

30 06 10 2008 A A/K Cf 15 sc

31 10 10 2008 T Sxt 15;7;5,5; 4 sa

A: Ampisilin, A/K: Amoksisilin/Klavulonik asit, G: Gentamisin, C: Kloramfenikol,
N: Nalidiksik asit, Cf: Sefalotin, Ct: Sefotaksim, Cz: Seftazidim, Cip: Siprofloksasin,

T: Tetrasiklin, Sxt: Trimetoprim/Siilfametoksazol

2009 S. sonnei izolatlarmin antimikrobiyal diren¢ modeli, PFGE paterni ve plazmid

profili sonuglar1 tablo 4.13’de gosterilmistir. Kokenler sa, sb ve sd PFGE

paternlerine dagilim gostermektedir.
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Tablo 4.13. 2009 S. sonnei izolatlarinin antimikrobiyal direng modelleri, plazmid

profilleri ve PFGE paternleri

Izolat |izolasyon | Antimikrobiyal |Plazmid profili PFGE
no Tarihi direnc modeli (kb) paterni
32 22072009 |ACFCtT Sxt 200; 205 12; 5.5; 4; 3.5 sa

33 02 082009 | Sxt 200; 20; 5,5 sa

34 06 08 2009 | T Sxt 20; 125 5,5;4; 3.5 sa

35 12082009 |ANCEfCtTSxt |200;15;5,5; 4; 3.5 sb

36 17 082009 | N Sxt 200; 4 sb

37 23 082009 | Sxt 20; 18; 15; 12; 105 4; 3,5 sa

38 25082009 |ANCtT Sxt 200; 4 sd

39 27082009 |NT Sxt 25;20;12; 4 sb

40 31082009 |Sxt 20;5.5; 4 sa

41 31082009 |N Sxt 4,5; 4 sb

42 08 092009 | Cf Sxt 20; 5,5; 4 sa

43 14 09 2009 T Sxt 15;5,5;4,5;4;3 sa

44 17 09 2009 T Sxt 15;5,5;4,5;4;3,5 sa

45 22092009 | A CfCtSxt 200; 5.5; 4 sa

46 09102009 Cf Sxt 15;5,5;4,5;4;3,5 sa

47 10102009 |CfT Sxt 4,5;4 sa

48 14102009 |T Sxt 200; 120; 5,5;5;4,5;4; 3,5 |sa

49 14102009 |T Sxt 4,5; 4 sa

A: Ampisilin, A/K: Amoksisilin/Klavulonik asit, G: Gentamisin, C: Kloramfenikol,
N: Nalidiksik asit, Cf: Sefalotin, Ct: Sefotaksim, Cz: Seftazidim, Cip: Siprofloksasin,

T: Tetrasiklin, Sxt: Trimetoprim/Siilfametoksazol

Elde edilen veriler yontemlerin beraber kullanimi ile tekrar degerlendirildi. Buna
gore antibiyotik direng tiplendirimi ve plazmid profil analizinin birlikte kullaniminda
ayirim giicii S. sonnei kokenleri i¢in 0,97; antibiyotik direng tiplendirimi ve PFGE

yonteminin birlikte kullaniminda ayirim giicti 0,79; plazmid profil analizi ve PFGE
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yonteminin birlikte kullaniminda ayirim giici 0,97; tiim yontemlerin beraber

kullanildig1r durumda ayirim giicii 0,98 bulundu.

2001, 2008 ve 2009 S. flexneri izolatlarinin antimikrobiyal diren¢ modelleri, plazmid

profilleri ve PFGE paternleri tablo 4.14°de gosterilmistir.

Tablo 4.14. 2001, 2008 ve 2009 S. flexneri izolatlarinin antimikrobiyal direng

modelleri, plazmid profilleri ve PFGE paternleri

Izolat |izolasyon |Antimikrobiyal Plazmid profili PFGE
no Tarihi diren¢ modeli (kb) paterni
50 05092001 |AA/KCT Sxt 120; 5,1 fa

51 04 08 2008 |A A/K C T Sxt 4 fa

52 19072009 |ACCEfT Sxt 200; 4.5; 4 fd

53 10 08 2009 |A A/K C T Sxt 5 fa

54 15082009 |A A/KCT Sxt 120; 5 fa

55 22 082009 |A A/KCT Sxt 200; 120; 5 fc

56 28082009 lAAKCT 5.5:5;4,5;3.5 fb

57 10 092009 |A A/K Sxt 120; 5 fa

58 12092009 |A A/KCT Sxt 120; 12; 7; 5; 4,5; 4; 3.5 b

59 20092009 |AA/KCT Sxt 4,5 fe

A: Ampisilin, A/K: Amoksisilin/Klavulonik asit, G: Gentamisin, C: Kloramfenikol,
N: Nalidiksik asit, Cf: Sefalotin, Ct: Sefotaksim, Cz: Seftazidim, Cip: Siprofloksasin,

T: Tetrasiklin, Sxt: Trimetoprim/Siilfametoksazol

S. flexneri kokenlerinin incelenmesinde elde edilen veriler yontemlerin beraber
kullanimu1 ile tekrar degerlendirildi. Antibiyotik direng tiplendirimi ve plazmid profil
analizinin birlikte kullaniminda ayirim giicti 0,98; antibiyotik direng tiplendirimi ve
PFGE yonteminin birlikte kullaniminda ayirim giicti 0,87; plazmid profil analizi ve
PFGE yonteminin birlikte kullaniminda ayirim giicti 0,98; iic yontemin beraber

kullanildigi durumda ayirim giicii 1,0 bulundu.
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S. dysenteriae izolatimin antimikrobiyal diren¢ modeli, plazmid profili ve PFGE

paterni tablo 4.15°de gosterilmistir.

Tablo 4.15. S. dysenteriae izolatinin antimikrobiyal diren¢ modeli, plazmid profili ve

PFGE paterni

Izolat Izolasyon | Antimikrobiyal Plazmid profili PFGE
no Tarihi diren¢ modeli (kb) paterni
60 17 09 2009 | Duyarli 4,5 da

Duyarli: Denenen tiim antimikrobiyallere duyarl.
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5. TARTISMA

Diyare ile seyreden hastaliklar, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde yiiksek oranda
morbidite ve mortaliteye neden olan 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Birgok tilkede
etyoloji, epidemiyoloji ve gecis paternleri iizerine arastirmalar yapilarak diyareden
korunmak i¢in biiyiik cabalar sarfedilmektedir. Salgin arastirmalar1 yapmak; enterik
patojenlerde bulas yollari, risk faktorleri hakkinda bilgi saglamak ve salginlarda

kontrol stratejileri gelistirmek agisindan 6nemlidir (Black ve Lanata, 2007).

Shigella virtilanst yiiksek bir patojendir. 100-200 bakterinin kontamine su ve
yiyeceklerle alinmasi infeksiyona neden olabilmektedir. Insandan insana bulas
miimkiin olmakta, uygunsuz hijyen kosullarinda biiyiikk salginlara neden
olabilmektedir. Tedavi almayan infekte insanlar etkeni digkilar1 ile 1-4 hafta kadar

atarak etkenin yayilmasina neden olmaktadirlar (Dupont, 2010).

Shigella tirleri ¢ocuklarda gelisen ishallerin %10-50 kadarindan sorumlu
bulunmugtur. Diinyada yilda 165 milyon kisi Shigella ile infekte olmaktadir.
Bunlarin 100 milyonu gelismekte olan iilkelerde goriilmekte ve 1 milyon kisinin

6limiine neden olmaktadir (Dupont, 2010).

Ulkemizde enterik patojenlerin laboratuvar tan1, dogrulama, tiplendirme ve sonug
analizinin standartlara uygun yapilmamasi; hastalik bildiriminin yeterince
onemsenmemesi nedeniyle ishal etyolojisi ve epidemiyolojisi hakkinda giivenilir veri
bulmak ve saglikli degerlendirme yapmak miimkiin olmamaktadir (Ongen, 2006).
Laboratuvar olanaklarina, kullanilan tekniklerin ¢esitliligine, bolgesel ve mevsimsel
kosullarin farkliligina bagli olarak sonuclar degisiklik gosterse de ishal etyolojisinin

aydinlatilmasinda bilimsel ¢aligmalardan yararlanmak gerekir.
Yager (1999) Ankara’da yaptigi ¢alismada ishal sikayeti ile bagvuran 400 hastanin

digki 6rnegini incelemis ve toplam 33 olguda bakteriyel etken iiretmistir. Bunlarin

237tnde (%5,75) Campylobacter (21 Campylobacter jejuni ve 2 Campylobacter
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coli), 8’inde (%2) Salmonella (3’ Salmonella ser Typhimurium, 5’1 Salmonella ser.

Enteritidis) ve 2’sinde (%0,5) Shigella (S. sonnei) izole etmistir.

Eksi ve ark. (2007) Gaziantep’te 2000 yilinda akut ishal yakinmasi ile bagvuran bes
yasin altindaki 91 hastanin digki 6rnegini incelemis, orneklerin 5 (%5,5)’inde
bakteriyel etkenler izole etmislerdir. Bakteriyel etkenlerin 2’si (%2,19) Salmonella,
31 (%3,29) Shigella bulunmustur.

Oztiirk ve ark. (1994) Istanbul’da 1890 ishalli vakay1 kapsayan calismalarinda 578
vakada (%30,58) patojen bakteri saptamiglardir. Bunlarin 206’sin1 (%10,89)
Shigella, 125’ini (%6,6) Campylobacter, 119’unu (%6,29) Salmonella, 62’sini
(%5,35) EPEC, 51’ini (2,69) Aeromonas ve 15°ini (%0,79) diger patojen bakteriler

olarak bildirmislerdir.

Giintimiizde Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligt (RSHMB)
koordinasyonunda yiiriitiilen ‘Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar Siirveyans Agi
(UEPLA)’ kapsaminda iilke ¢capinda bir¢ok merkezin katilimiyla elde edilen verilere
gore Ekim - Aralik 2007 tarihleri arasinda incelenen enterik patojenlerin dagilimi
Shigella %59,1; Salmonella %33.3; E. coli %1,5 Citrobacter freundii %0.9;
Escherichia fergussonii %0,3 ve maya %4,6 seklinde bulunmustur (Gililesen ve

Sevimli, 2008).

1989-2004 yillarim1 kapsayan Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 verilerine gore
tilkemizde 1989°da basilli dizanteri olgu sayisi 1551, 6liim sayis1 1 iken, 2004
yilinda 605 olgu goriilmiis, 6liim olgusu izlenmemistir. Ancak laboratuvar tani
yetersizligi ve bildirim eksikligi nedeniyle ger¢ek rakamlara ulasilamamaktadir.
Ulkemizin farkli bélgelerinde yapilan gesitli calismalarda ishal sikayeti ile bagvuran
hastalarin  digki  orneklerinde  Shigella izolasyon oran1 %0,5-25 arasinda
degismektedir. Salgin durumlarinda izolasyon oranlarinda artis izlenmektedir (Otkun
ve ark., 1995; Yurdakok ve ark., 1997; Aysev ve Giiriz, 1998; Biike ve ark., 1999;
Yagce1, 1999; Kanan ve Aksiit, 2003; Demirtiirk, 2004; Alic1 ve ark., 2006).
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Sigelloz genellikle 6 aylik ve 10 yas arasi gocuklarda goriilmektedir. Infeksiyonlarin
buyiik kismi1 5 yasin altindaki ¢ocuklarda goriilmekte olup yiiksek mortalite ile
seyretmektedir (Kotloff ve ark., 1999; Dupont, 2010). Bu c¢alismada da Shigella
izole edilen hastalarin biiyiik ¢ogunlugunu ¢ocuk yas grubunun olusturdugu goriildii;
60 hastanin 43’ (% 71,6) 15 yas ve altinda bulundu. Hastalarin 9°u (%15,0) 0-2 yas
arasinda; 8’1 (%13.3) 3-5 yas arasinda; 26’s1 (%43,3) 6-15 yas arasinda; 12’si (%20)
16-30 yas arasinda; 2’si (%3,3) 31-45 yas arasinda; 3’i (%5,0) 45 yas ve lizerinde

bulundu.

S. flexneri gelismekte olan, S. sonnei ise gelismis tilkelerde en sik izole edilen tiirdiir
(Aysev, 2008; Alict ve ark., 2006; Black ve Lanata, 2007). Tiirkiye’de yapilan ¢esitli
arastirmalarda 1980 ve 1987 yillar1 arasinda en ¢ok izlenen tiiriin S. flexneri oldugu,
1987°den sonra S. sonmei izolasyonunda siirekli bir artig goriildiigli saptanmistir.
1990°dan sonra S. sonnei en sik izole edilen tiir olarak birinci siraya yerlesmistir
(Ceyhan ve ark., 1996; Aysev ve Giiriz, 1998; Ozmert ve ark., 2005; Alic1 ve ark.,
2006; Pulluk¢u ve ark., 2007). S. flexneri’nin daha sik goézlendigi c¢alismalar da
vardir (Otkun ve ark., 1997; Birengel ve ark., 1998; Kaleli ve ark., 1998; Ozkalp,
2000; Yazg1 ve ark., 2001). UEPLA kapsamindaki ulusal verilere gore 2007 yili
Shigella turleri dagilimi sonuglart S. sonnei %89,6; S. flexneri %8.,3; S.boydii %1,6

ve S. dysenteriae %0,5 olarak saptanmistir (Giilesen ve Sevimli, 2008).

Bu calismada incelenen Shigella izolatlarinda en sik goriilen tiir S. sonnei (%81,6)
oldu. S. flexneri %16.,6; S. dysenteriae ise %1,6 oraninda izole edildi. S. boydii
tiirtine rastlanmadi. 2001 yilinda izole edilen 23 Shigella izolatinin 22’si (%95,6) S.
sonnei, 1’1 (%4,3) S. flexneri; 2008 yilinda izole edilen 10 Shigella izolatinin 9’u
(%90) S. sonnei, 1’1 (%10) S. flexneri ve 2009 yilinda izole edilen 27 Shigella
izolatinin 18’1 (%66,6) S. sonnei, 8’1 (%29,6) S. flexneri, 1’1 (%3,7) S. dysenteriae

bulundu.

Epidemiyolojik arastirmalarda izolatlar arasindaki iliskileri arastirmak ig¢in tiir
diizeyinde tanimlama yeterli olmamaktadir. Hastane infeksiyonlari ve toplumsal

kaynakli infeksiyonlar1 belirlemek, salgin durumunda salgin kaynagini ve yayilma
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yollarin1 belirlemek, kokenler arasindaki klonal iligkileri ve genetik yakinligi
arastirmak, hastalarda goriilen reaktivasyonu, reinfeksiyondan ayirt etmek, infekte
populasyondaki epidemik klonlarin sirkiilasyonunu ve zaman i¢indeki prevelansini
izleyerek epidemiyolojik slirveyans ve kontrol yontemleri gelistirmek icin fenotipik
ve genotipik tiplendirme yoOntemlerine basvurmak gerekir. Giiniimiizde
epidemiyolojik ¢alismalarda izolatlar1 gen diizeyinde incelemeye olanak veren
genotipik (molekiiler) yontemlerin kullanilmasi tercih edilmektedir (Pfaller, 2001;

Arbeit, 2003; Van Belkum ve ark., 2007).

Bu calismada amacimiz; 2001, 2008 ve 2009 yillarinda izole edilen Shigella
tiirlerinin antibiyotik duyarliliklarin1 belirlemek ve bu izolatlarin epidemiyolojik
tiplendirilmesinde antibiyotik duyarlilik modeli, PFGE ve plazmid profil analizi
yontemlerini  kullanarak kendi iglerinde ve birbirleri ile olan iligkilerini

degerlendirmektir.

Diinyada ve iilkemizde Shigella kokenlerinde antimikrobiyal ilaglara direng oranlari
farklilik gostermektedir. Sivapalasingam ve ark. (2006) tarafindan Amerika’da
yapilan ¢alismada 1999-2002 arasinda 1,278 S. sonnei incelenmis, ampisilin direnci
%79, trimetoprim/siilfametoksazol direnci %48, amoksisilin/ klavulonik asit direnci
%2, sefalotin direnci %7, nalidiksik asit direnci %1 bulunmustur. Seftriakson ve

siprofloksasin direnci izlenmemistir.

Ashkenazi ve ark. (2003) Israil’ de yaptiklar1 ¢alismada 1998-2000 yillarinda izole
edilen S. somnei izolatlarinda %87 ampisilin direnci goriilmiistiir. Izolatlarin
%97’sinde  trimetoprim/siilfametoksazol, %89’unda tetrasiklin, %4’tinde
kloramfenikol, %3’tinde nalidiksik asit, %0,4’tinde gentamisin, %0,2’sinde
siprofloksasin, %0,9’unda sefiksim, %5’inde amoksisilin/klavulonik asit direnci

bulunmustur.

Vrints ve ark. (2009) Belg¢ika’da yaptiklari 1990-2007 yillarin1 kapsayan ¢alismada

S. sonnei izolatlarinin ampisilin direncini %19,2 bulmuslardir. Tetrasikline %59,3;
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trimetoprim/siilfametoksazole %85.9; nalidiksik asite %3.8; kloramfenikole %3.7;

amoksisilin/klavulonik asite %0,7; sefotaksime %0,2 oraninda diren¢ bulmuslardir.

Wu ve ark. (2009) Tayvan’da yaptiklar1 ¢alismada 1996-2005 yillar1 arasinda izole
ettikleri S. sommei kokenlerinde trimetoprim/siilfametoksazol direncini %50,

ampisilin direncini %8,3 bulmuslardir.

Tirkiye’de Ciftci ve ark. (2009) Afyon’da yaptiklar1 ¢alismada 2002-2008 yillarinda
izole edilen 139 Shigella susunda %63 ampisilin, %23 trimetoprim/siilfametoksazol,
%13 tetrasiklin, % 8 kloramfenikol direnci ile karsilasmiglardir. Ayrica bu ¢alismada

Tiirkiye’de ilk kez siprofloksasin direnci (%4) bildirilmistir.

Pulluk¢u ve ark. (2007) Izmir’de yaptiklari ¢alismada 1999-2006 yillar1 arasinda
izole ettikleri S. somnnei kokenlerinde %8 ampisilin, %1 kloramfenikol ve %84

trimetoprim/siilfametoksazol direnci izlemislerdir.

Ankara’da yapilan ¢aligmalarda Aysev ve Giiriz (1998) 1993-1996 yillarinda izole
edilen 217 S. somnmei izolatinda trimetoprim/siilfametoksazole %55; ampisiline
%11,5; tetrasikline %46,5; streptomisine %75; kloramfenikole %2,7 oraninda direng

bulmuslardir.

Balaban ve ark. (2004) tarafindan Ankara’da yapilan ¢aligmada 1992-1996 yillar
arasinda izole edilen S. somnei kokenlerinde trimetoprim/siilfametoksazol direnci
%38,0; ampisilin direnci %54; 1997-2000 yillarinda izole edilen S. sonnei
izolatlarinda trimetoprim/siilfametoksazol direnci %41,3; ampisilin direnci %30,5
bulunmugtur. Bu sonuglara goére trimetoprim/siilfametoksazol direncinde artis

gozlenirken ampisilin direncininde azalma izlenmistir.

Ozmert ve ark. (2005) Ankara’da yaptiklari calismada 1987-1994 ile 1995-2002
yillarinda izole ettikleri 170 S. sonnei susunun antibiyotik direnglerini kiyaslamis ilk
donem %25 bulduklar1 ampisilin direncinin ikinci donem %5,7’ye geriledigini

gostermiglerdir. 1995-2002 yillarinda izole edilen S. somnei kokenlerinde
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trimetoprim/siilfametoksazole %72,9; ampisilin/sulbaktam’a %2.8; kloramfenikole

%]1,2; gentamisine %1,5; seftriaksona %2,2 direng goriilmiistiir.

Alic1 ve ark. (2006) Ankara’da yaptiklar1 ¢alismada 1999-2003 yillar1 arasinda izole
ettikleri 96 S. sonnei kokeninde %8,3 oraninda ampisilin direnci bulmuslardir.
Trimetoprim/siilfametoksazol direncini %87,5 olarak saptamiglardir. Bir (%1,04)

izolatta sefotaksim direnci gorilmiistiir.

Bingoler’in  (2003) 2001-2002 yillarinda Ankara’da izole ettigi S. sonnei
kokenlerinde trimetoprim/siilfametoksazole %71,3; ampisiline %14,7;
kloramfenikole %4, tetrasikline %81,9; streptomisine %94,2; sefalotine %]1,6

oraninda direng¢ goriilmiistiir.

Karacan ve ark. (2007) Ankara’da yaptiklar1 ¢calismada, 2002 yilinda izole ettikleri
165 S. sonmnmei tiiriinde trimetoprim/siilfametoksazol direcini %96.4 olarak tespit
etmislerdir. Izolatlarin %8,5’inde ampisilin direncine, %1,2 sinde sefotaksim ve/veya
seftriakson direncine rastlamiglardir. Ergoniil ve ark’nin (2004) Ankara’da yaptigi,
Shigella turlerinin beraber degerlendirildigi ¢alismasinda 20 yil i¢inde ampisilin

direncinin %64’ten %42’ye diistiigii belirtilmistir.

Bu calismada Shigella kdkenleri ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit, gentamisin,
kloramfenikol, nalidiksik asit, sefalotin, sefotaksim, seftazidim, siprofloksasin,

tetrasiklin ve trimetoprim/siilfametoksazol duyarliliklar1 yoniinden incelendi.

Incelenen S. sonmnei izolatlarmim 6’s1 (%12,2) ampisiline, 1’1 (%2) amoksisilin/
klavulonik asite, 6’s1 (%12,2) nalidiksik asite, 1371 (%26,5) sefalotine, 4’1 (%8,1)
sefotaksime, 32’si (%65,3) tetrasikline, 48’1 (%97.,9) trimetoprim/siilfametoksazole

direncli bulundu.

Calismamizda 2001 S. sonnei izolatlarindan 1’1 (%4.5) nalidiksik asite, 4’ii (%18,1)
sefalotine, 20’si (%90,9) tetrasikline, 22°si (%100) trimetoprim/siilfametoksazole

direncli bulundu.
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2008 S. somnmei izolatlarindan 2°si  (%22,2) ampisiline, 1’1 (%]11,1)
amoksisilin/klavulonik asite, 2’si (%22.2) sefalotine, 2’si (%22,2) tetrasikline, 8’i

(%88,8) trimetoprim/siilfametoksazole direnc¢li bulundu.

2009 S. sonnei izolatlarindan 4’ii (%22,2) ampisiline, 5’1 (%27,7) nalidiksik asite,
7’si (%38,8) sefalotine, 4’1 (%22,2) sefotaksime, 10’u (%55.,5) tetrasikline, 18’1
(%100) trimetoprim/siilfametoksazole diren¢li bulundu. Calismaya alinan S. sonnei
kokenlerinin higbirinde gentamisin, kloramfenikol, siprofloksasin ve seftazidim

direnci goriilmedi.

Diinyada ve tilkemizde S. sonnei kokenlerinde trimetoprim/siilfametoksazole yiiksek
oranlarda diren¢ goriilmesi dikkat ¢ekicidir. Bu ¢alismada Ankara’da izole edilen 49
S. sonnei kokeninde trimetoprim/siilfametoksazol direnci %97,9 oraninda bulundu.
Bu bulgular Ankara’da giderek artan oranda trimetoprim/siilfametoksazol direnci
goriildiigiinii ve bu antibiyotigin giinimiizde ampirik tedavi se¢enegi olarak uygun
olmadigin1 gosterdi. Yakin zamana kadar trimetoprim/siilfametoksazoliin tedavide
yaygin olarak kullanilmasinin yiiksek oranda diren¢ gelisimine neden oldugu

dustintilmektedir.

Ampisiline kars1 artmis duyarlilik, gegmis yillarda bu antimikrobiyale karsi goriilen
yiiksek diren¢ nedeniyle kullaniminin terk edilmesi ve direng gelisiminden sorumlu
genlerinin kaybedilmesi ile agiklanabilir. Bu ¢aligmada 2001 yilinda izole edilen S.
sonnei kokenlerinde ampisilin direnci goriilmedi ancak 2008 ve 2009 yilinda izole
edilen S. somnei suslarinda ampisilin direnci %22,2 olarak saptandi. Ampisiline
diren¢ goriilmemesi nedeniyle bu ajanin kullaniminin yayginlasmasi sonucu direng
gelisiminde artis izlendigi diisliniilmektedir. Cocuklarda siprofloksasin yan
etkilerinden dolay1 kullanilmamaktadir. Bundan dolay1 ¢ocukluk caginda sigelloz
tedavisinde ilk secenek durumunda diistiniilebilecek olan ampisiline karsi giderek
yiikselmekte olan direng oranlari antibiyotik se¢iminde duyarlilik testlerinin dnemini

bir kez daha gozler 6niine sermektedir.
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Ustiin ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada, Ankara’da 2001 yilinda S. sonnei salgim
gortildiiglinti  bildirmis ve inceledikleri 54 S. sommei izolatinin hepsinin
trimetoprim/siilfametoksazole diren¢li, ampisiline ise duyarli oldugunu rapor
etmiglerdir. Calismamizda da benzer sekilde 2001 yilinda izole edilen 22 S. sonnei
kokeninin tiimii trimetoprim/siilfametoksazol’e direngli ve tiimii ampisiline duyarl
bulundu. Bu bulgular ¢calismamizda incelenen 2001 yili S. sonnei izolatlarinin daha
once bildirilen 2001 yili S. sommei salgini ile iliskili kokenler olabilecegini

dustindiirdii.

Diinyada ve iilkemizde sefotaksim ve seftriaksona kars1 diren¢ goriilmeye baslamistir
(Ozmert ve ark., 2005; Alici ve ark., 2006; Karacan ve ark., 2007; Vrints ve ark.,
2009). Yaptigimiz ¢alismada da 2001 ve 2008 S. sonnei kokenlerinde sefotaksim
direnci goriilmezken, 2009°da % 22,2 oraninda goriildii. S. sonnei kokenlerinde
sefotaksim direng artis1 istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Bu direng artis1
sigelloz tedavisinde yiiksek diren¢ nedeniyle trimetoprim/siilfametoksazol ve
ampisilin kullaniminin terk edilmesi ve 3. kusak sefalosporinlerin kullaniminin

yayginlagmasi ile agiklanabilir.

Ranjbar ve ark. (2009) tarafindan Iran’da yapilan bir ¢alismada da nalidiksik asite
kars1 direng 2001 yilinda %1 saptanirken, 2002-2004 yillar1 arasinda toplanan S.

sonnei izolatlarinda %5°e ¢iktig1 gorilmiistiir.

Talukder ve ark. (2006) Banglades’te yaptiklar1 calismada 1999-2003 yillarinda izole
ettikleri 445 S. somnei kokenlerinde nalidiksik asite karsi direng oranini %60

bulmuslardir.

Vrints ve ark. (2009) Belgika’da yaptiklar1 ¢alismada 1990-2007 yillar1 arasinda
toplanan S. sonnei izolatlari incelenmis, 1990’larda %2,5 olan nalidiksik asit direnci

2004°te %12,8 ve 2007°de %38.2 olarak bulunmustur.

Bu c¢alismada 2001 yilinda izole edilen 22 S. sommei izolatinin 1’inde (%#4,5)

nalidiksik asit direnci goriilirken, 2009 yilinda izole edilen 18 S. sonnei izolatinin
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5’inde (%27,5) nalidiksik asit direncine rastlandi. Florokinolon antibiyotikler
nalidiksik asit tlirevleri oldugu i¢in nalidiksik asit direnci florokinolon direnci ile
iligkili bulunmaktadir. Enterobacteriacea ailesi tiyeleri florokinolonlara genellikle iki
basamakli mutasyon sonucunda diren¢ gelistirirler. gyr4 genindeki mutasyon, dar
spektrumlu nalidiksik asit gibi kinolonlara tam diren¢ ve florokinolonlara azalmis
duyarhiliktan; gyrd, parC, veya gyrB genlerinde mutasyon da florokinolonlara tam
direnc¢ten sorumludur. Bu nedenle nalidiksik asite direng siprofloksasine direncin
belirleyicisi olarak kabul edilmektedir. Nalidiksik asite diren¢li kokenlerde
siprofloksasin i¢in MIK degerleri incelendiinde azalma goriilebilmektedir
(Sivapalasingam ve ark., 2006). Yapilan bazi ¢alismalarda florokinolonlara karsi
diren¢ gosterilmistir (Niyogi, 2005; Yismaw ve ark., 2006; Kuo ve ark., 2008;
Ranjbar ve ark., 2009).

Ulkemizde Cifti ve ark. (2009) tarafindan Afyon’da yapilan calismada 139 Shigella
izolatinin 5’inde (%#4), Birengel ve ark. 'nin  (1998) Ankara’da yaptiklar1 ¢calismada
bir S. flexneri kokeninde siprofloksasine diren¢ goriilmiistiir. Nalidiksik asite karsi
artan oranda direng¢ goriilmesi, ginimiizde Shigella infeksiyonlarinda hala en potent
ilag olan siprofloksasine diren¢ gelisebilecegi ve tedavide biiyiikk sorunlarla

karsilagilabilecegi endisesi yaratmaktadir.

Shigella suslar1 plazmid, transpozon, integron gibi hareketli DNA elementleri
aracilig1 ile antibiyotiklere hizla ¢oklu direng gelistirebilmektedirler. Sivapalasingam
ve ark.’nin (2006) Amerika’da yaptiklar1 ¢alismada 2 ve daha fazla antibiyotige
direng, ¢oklu ilag direnci (MDR) kabul edilmis ve S. sonnei izolatlarinin %59’ unda

coklu ilag direnci bulunmustur.

Aysev ve Giriz (1998) Ankara’da yaptiklari c¢alismada S. sommei suslarinin
%56’sinda 3 veya daha fazla antibiyotige diren¢ goriildiigii bildirilmistir. Bu
izolatlarda 8 antibiyotik diren¢ modeli izlemis, en sik goriilen modelin tetrasiklin

trimetoprim/siilfametoksazol streptomisin (T Sxt St) oldugu bulunmugstur (%39.,6).
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Kuo ve ark. (2008) 8 Asya iilkesini kapsayan ¢alismalarinda S. sonnei izolatlarinda
10 farkli antibiyotik diren¢ modeli bulmus, {i¢ ve daha fazla antibiyotige direncin
%23 oraninda gorildiigiini bildirmislerdir. En sik goriilen modelin benzer sekilde
tetrasiklin trimetoprim/siilfametoksazol (T Sxt) oldugunu ve izolatlarin %36’sinda
goriildiigiinii  bildirmislerdir. Ikinci siklikta olan trimetoprim/siilfametoksazol
ampisilin trimetoprim/siilfametoksazol tetrasiklin (A Sxt T) diren¢ modeli izolatlarin
%11’inde izlenmis ve izolatlarin %16’s1 denenen tiim antibiyotiklere duyarl

bulunmustur.

Vrints ve ark. (2009) Belgika’da yaptiklart calismada S. sonmei izolatlarinin
%63,5’inin 4 ve daha fazla antibiyotige direncini ¢oklu ilag direnci kabul etmis, en
sik izlenen modelin tetrasiklin streptomisin trimetoprim/siilfametoksazol (T St Sxt)
(%42,7) oldugunu bildirmislerdir. Bunu sirasiyla ampisilin tetrasiklin streptomisin
trimetoprim/siilfametoksazol (A T St Sxt) (%6,1), ampisilin streptomisin
trimetoprim/siilfametoksazol (A St Sxt) (%S5,5) ve tetrasiklin nalidiksik asit
streptomisin trimetoprim/siilfametoksazol (T N St Sxt) ( %3,0) modeli izlemistir.

Farkli caligmalarda farkli sayilardaki antibiyotige diren¢ ¢oklu ilag¢ direnci kabul
edilmigtir. Sayisal veriler degerlendirilirken bu farklar dikkate alinmalidir.
Yaptigimiz ¢alismada 2 ve daha fazla ilaca direng ¢oklu ilag¢ direnci kabul edildi ve
S. sonnei izolatlarinin 41’inde gozlendi (%83,6). Calismada incelenen S. sonnei
izolatlarinda 12 farkli antibiyotik direng modeli bulundu. Tiim antibiyotiklere duyarl
izolat  goriilmedi. Izolatlarn  23’{iniin  (%46,9)  gosterdigi  tetrasiklin
trimetoprim/siilfametoksazol (T Sxt) direng modelinin en yaygin direng¢ modeli
oldugu belirlendi. Trimetoprim/siilfametoksazol (Sxt) direnci ikinci en sik izlenen

model olup izolatlarin 8’inde (%16.3) gozlendi.

Calismamizda 2001 ve 2008 yilinda izole edilen 2 S. flexneri izolati amoksisilin/
klavulonik  asite, ampisiline, tetrasikline, kloramfenikole, trimetoprim/
stilfametoksazole direngli bulundu. 2009 yilinda izole edilen 8 S. flexneri izolatindan,
tetrasikline 7 (%87,5), trimetoprim/siilfametoksazole 7 (%87.5), ampisiline 8
(%100), amoksisilin/klavulonik asite 7 (%87,5), sefalotine 1 (%12,5), kloramfenikole
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7 (%87.,5) izolat direngli bulundu. Tum izolatlar sefotaksim, seftazidim, nalidiksik

asit, siprofloksasin ve gentamisine duyarli bulundu.

Yapilan gesitli ¢calismalarda S. flexneri tiirinde ampisiline kars1 direncin S. sonnei
tiirtine gore daha yiiksek oranda goriildiigii bildirilmektedir (Aysev ve Giiriz, 1998;
Ozmert ve ark., 2005; Alic1 ve ark., 2006; Karacan ve ark., 2007; Pulluk¢u ve ark.,
2007; Khan ve ark., 2009; Wu ve ark., 2009). Bu calismada da S. flexneri
izolatlarinin tiimiinde ampisilin direnci goriilmiis, direng yiiksekligi S. sonnei
kokenlerine gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). S. sonnei
tirinde kloramfenikol direnci bulunmamisken S. flexneri tiriinde %90 oraninda
diren¢ saptanmustir. S. flexneri tiirlerinde goriilen yiiksek kloramfenikol direnci S.
sonnei tlirlerine gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Bu bulgu
kloramfenikol direncinin S. flexneri tiirtinde daha sik rastlandigini bildiren
calismalarla uyumlu bulunmustur (Aysev ve Giiriz, 1998; Ozmert ve ark., 2005;

Sivapalasingam ve ark., 2006; Kuo ve ark., 2008).

Pulluk¢u ve ark. (2007) Izmir’de yaptiklari calismada S. flexneri kokenlerinde
trimetoprim/siilfametoksazole %42, S. sonnei kokenlerinde %84  direng
gozlemiglerdir. Balaban ve ark. (2004) 1997-2000 yillarinda izole edilen S. flexneri
kokenlerinde trimetoprim/siilfametoksazole %40,8; S. sonnei kokenlerinde %41,3
oraninda diren¢ gozlemislerdir. Ozmert ve ark. (2005) trimetoprim/siilfametoksazol
direncini S. flexneri kokenlerinde %62,1; S. sonnei kokenlerinde %72,9 bulmuslardir.
Calismamizda da S. flexneri kokenlerinde trimetoprim/siilfametoksazol direnci
(%90) S. sonnei kokenlerinden (%97,9) diisiik bulundu. Direng farki istatistiksel

olarak anlamli bulunmad1 (p>0.001).

S. flexneri turlerinde goriilen yiiksek amoksisilin/klavulonik asit direnci (%90) S.
sonnei tiirlerine (%2,0) gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Bu

bulgu diger ¢alismalarla uyumludur (Sire ve ark., 2008).

Najafi ve ark.” nin (2008) yapiklar1 ¢alismada inceledikleri S. flexneri kokenlerinde

iki ve daha fazla antibiyotige direnci ¢oklu diren¢ kabul edilmis, en sik izlenen
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direng¢ modellerinin sirasiyla ampisilin, trimetoprim/stilfametoksazol (A Sxt)
(%35.3), ampisilin, eritromisin (A E) (%29,7) ve tetrasiklin trimetoprim/
stilfametoksazol (T Sxt) (%29,6) oldugu gézlenmistir.

Mandomando ve ark. (2009) Mozambik’te yaptiklari ¢alismada 2 ve daha fazla
antibiyotige diren¢ ¢oklu diren¢ kabul edilmis, S. flexneri tiirlerinde ¢oklu direng
goriilme oram1 %63 bulunmustur. En sik ampisilin, trimetoprim/siilfametoksazol,
kloramfenikol, tetrasiklin (A Sxt C T) (%49) modeli; ikinci siklikta ampisilin,

kloramfenikol, tetrasiklin (A C T) modeli izlenmistir.

Fulla ve ark. (2005) Sili’de yaptiklar1 calismada S. flexneri kokenlerinde ampisilin,
trimetoprim/siilfametoksazol, kloramfenikol, tetrasiklin (A Sxt C T) en sik izlenen
coklu ilag direnci modeli olup izolatlarin %53,8’inde goriilmiistiir. Ikinci siklikta ise

ampisilin, kloramfenikol, tetrasiklin (A C T) (%13,8) modeli goriilmiistiir.

Aysev ve Giliriz (1998) Ankara’da yaptiklar1 ¢alismada S. flexneri izolatlarinda 8
antibiyotik diren¢ modeli izlemis, en sik goriilen modelin ampisilin, tetrasiklin,
kloramfenikol, streptomisin, trimetoprim/siilfametoksazol (A T C St Sxt) oldugunu
bulmuslardir (%48.,6). Ikinci siklikta ise ampisilin, tetrasiklin, kloramfenikol,
trimetoprim/siilfametoksazol (A T C Sxt) modeli izlenmistir (%19.,4). Bu ¢alismada
en sik gozlenen diren¢ modeli ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit, tetrasiklin,
kloramfenikol ve trimetoprim/sulfametaksozol (A A/K C T Sxt) olup S. flexneri
izolatlarinin ~ 7’sinde  (%70) gozlendi. Izolatlardan 1°i (%10) ampisilin,
amoksisilin/klavulonik asit, kloramfenikol, tetrasiklin (A A/K C T), I'i (%10)
ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit, trimetoprim/sulfametaksozol (A A/K Sxt)

diren¢ modeli gosterdi.
Calismamizda S. flexneri izolatlarinda 4 antibiyotik diren¢ modeli izlendi ve

tiimiinde ¢oklu ilag direnci goriildi. 2001 ve 2008°de izole edilen iki koken aym

antibiyotik modeli gosterdi (A A/K C T Sxt).
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Calismamizda diger ¢alismalarla uyumlu sekilde S. flexneri izolatlarinda (%100) S.
sonnei’ ye (%83,6) gore daha sik ¢oklu ilag direnci goriildii (Aysev ve Gliriz, 1998;
Ozmert ve ark., 2005; Sivapalasingam ve ark., 2006; Pullukcu ve ark., 2007; Kuo ve
ark., 2008; Tiruneh, 2009). S. flexneri infeksiyonlarinin S. sonnei’ ye gore daha ciddi
seyretmesi nedeniyle, daha fazla hastanede yatis goriilmesi ve antibiyotiklerin daha
yaygin kullanimi, antibiyotiklere yiiksek orandaki direnci ve ¢oklu ilag direncinin
fazlaliginm agiklayabilir. Tirkiye’de S. flexneri tirli, S. sonnei’ye gore daha az
goriilmektedir. Her ne kadar bulgularimiz diger ¢alismalarla uyumlu olsa da bir
bolgede endemik bulunan bakterinin antibiyotik duyarlilik profilini belirlemek i¢in

daha ¢ok sayida izolatla ¢alisma yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Shigella’larda goriilen yiiksek antibiyotik direnci, tedavinin Oniinde biiylik engel
olusturmaktadir. Bir bolgede goriilen antibiyotik direng¢ paternlerini siirekli izlemek
dogru ampirik tedavi diizenlemek i¢in giivenilir sonuglar verebilmektedir. Basilli
dizanteri hastalarinda etkin tedavi i¢in gaita kiiltiiri yapilmali ve takibinde
antibiyotik duyarlilik testleri yapilarak sonuglar dogrultusunda antibiyotik kullanimi

saglanmalidir.

Epidemiyolojik calismalarda antibiyotik duyarlilik testlerinin kullanimi sinirlidir.
Secici ekolojik baski diren¢ paternlerini degistirebilmektedir. Antibiyotik direnci
gelisiminin ¢esitli genetik mekanizmalar1 vardir. Bakteride spontan nokta
mutasyonlart meydana gelebilmekte veya spesifik direng genleri plazmidler ya da
transpozonlar araciligi ile bir cinsteki diger kokenlere ve hatta diger cinslere
gegebilmektedir. Tek bir plazmid veya transpozon bir¢ok antibiyotige karsi direng
genini tasiyabilmektedir. Diger yandan spesifik sec¢ici baski ortadan kalktiginda bu
direng¢ genleri kaybedilebilmektedir (Arbeit, 2003).

Epidemiyolojik calismalarda Shigella tiirlerinin molekiiler tiplendirilmesinde PFGE,
plazmid profil analizi, PCR, ribotiplendirme ve diger bazi yontemler sik¢a tercih
edilen yontemlerdir. Plazmidler bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike
olabilen kromozom digt DNA molekiilleridir. Bir bakteride bulunan plazmidlerin

sayist ve biylikliigii incelenerek bakterinin plazmid profili elde edilebilir. Plazmid
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profil analizi epidemiyolojik arastirmalarda ilk kullanilan molekiiler tekniktir
(Tenover ve ark., 1997; Arbeit, 2003). Plazmid profil analizi 1980°li yillardan beri
Shigella’larda bir¢cok calismada sik¢a kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismalarda

Shigella tirlerinin heterojen plazmid popiilasyonuna sahip oldugu goriilmiistiir.

Na-Ubol ve ark. (2006) tarafindan Tayland’da yapilan ¢alismada 2000-2003 yillari
arasinda toplanan 183 Shigella susunun (167 S. sonnei ve 16 S. flexneri) plazmid
profilleri incelenmis ve 16 farkli plazmid paterni elde edilmistir. Plazmid boyutlari 6,
5,5, 5; 4.5, 4; 3,25; 2,75; 2.5; 2; 1,75; 1,5 ve 1,25 kb olarak bulunmustur. En
sik izlenen plazmidin 4,5 kb (165 izolat) oldugu, bunu sirasiyla 3,25 kb (161 izolat),
5,5 kb (129 izolat), 1,75 kb (121 izolat), 1,5 kb (izolat), 5 kb (21 izolat), 2 kb (16
izolat), 2,75 kb (12 izolat), 1,25 kb (9 izolat) ve 6 kb (8 izolat) biiytikliigiindeki

plazmidin takip ettigi gosterilmistir.

Farshad ve ark. (2006) tarafindan Iran’ da yapilan bir calismada 82 Shigella susu (61
(%74,39) S. sonnei, 16 (%19,51) S. flexneri, 3 (%3,65) S. boydii ve 2 (%2.,43) S.
dysenteriae) plazmid profili yoniinden incelenmis ve suslarin 5-14 arasi degisen
sayida plazmid tasidig1 gosterilmistir. Plazmid boyutlar1 1-21 kb arasinda bulunmus
ve en sik rastlanilan 2-3 kb’lik plazmidler suslarin %96,34’{inde goriilmiistiir. 25
kb’lik plazmid sadece 2 susta bulunmustur (%2,1). Daha biiylikk boyuttaki
plazmidlerin diisiik stabilitede oldugu ve kolay kaybedildigi vurgulanmistir.

Brian ve ark. (1993) Texas’ta yaptiklar1 ¢alismada 26 S. sonnei izolatini incelemis ve
bunlarin 2’si hari¢ tiimiiniin 70; 45; 15; 5.,2; 3,8; 3,3 MDa biiyiikligiinde 6 plazmid
tasidigl  goriilmiistiir. Izolatlarin  1’inde 3,3 MDa biiyiikliigiindeki plazmid
bulunmazken, 38 MDa biiyiikligiindeki plazmid sadece 1 izolatta izlenmis. 120
MDa’luk viriilans plazmidi higbir izolatta gozlenmemis olup izolatlarin saklanmasi

stirecinde kaybedildigi belirtilmistir.

Talukder ve ark. (2006) Banglades’te yaptiklar1 calismada 1999-2003 yillarinda izole
ettikleri 445 S. somnei kokeninin %90’indan fazlasimin 5; 1,8; 1,4 MDa
biiytikliigiinde plazmid tasidigi  bulunmustur. 35-80 MDa’luk plazmidlerin,
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kokenlerin %12’si tarafindan tasindig1 goriilmiistiir. Izolatlarin %54’tinde 120 MDa
biiytikliigiindeki viriilans plazmidi izlenmemistir. izolatlarin -70° C’de uzun siire
saklanmasinin veya tekrarlayan subkiiltiirlerin viriilans plazmidinde kayiba yol

actigini savunmusglardir.

Ulkemizde Shigella’larda plazmid ve plazmid profillerinin arastirildig1 ¢alismalara
rastlanilmamistir. Bu ¢alismada S. sonnei kokenlerinin 1°den 7°ye kadar degisik say1
ve biiyiikliikte plazmid tasidig1 goriildii. Izolatlarda farkli biiyiikliiklerde 14 plazmid
izlendi. Plazmidlerin en biiytigii 200, en kiigiigii 3 kb buyiikliiglinde bulundu.
Plazmid tasimayan kokene rastlanmadi. En sik goriilen plazmidler sirasiyla 4 kb
(%87,7); 5,5 kb (%73.,4); 7kb (%44.8); 200 kb (%32,6); 15 kb (%32,6); 120 kb
(%24.,4); 3,5 kb (%16,3); 20 kb (%14,2); 4,5 kb (%14,2); 12 kb 4 (%8,1); 25 kb
(%2,04); 18 kb (%2,04); 10 kb (%2,04); 3 kb (%2,04) biiytikliigiinde bulundu.

Calismamizda 14 plazmidden sadece 4’1 (120; 15; 5,5 ve 4 kb) 2001, 2008 ve 2009
S. sonnei izolatlarinda ortak goriildii. 25; 20; 18; 12; 10; 4,5 ve 3 kb biiytiklugiindeki
plazmidler sadece 2009 S. somnei izolatlarinda izlendi. 3,5 kb biyiikliigiindeki
plazmid 2008 ve 2009 S. sonnei izolatlarinda izlenirken; 2001 S. sonnei izolatlarinda
izlenmedi. 7 kb biiytikliigiindeki plazmidin 2001 ve 2008 S. sonnei izolatlarinda

bulundugu, 2009 S. sonnei izolatlarinda ise bulunmadig1 goriildii.

Calismamizda 2001 yilinda izole edilen S. flexneri kokeninin 120 ve 5,1 kb
biiytikliigiinde plazmid tasidigr goriildi. 2008 yilinda izole edilen S. flexneri
kokeninin 4 kb blyiikluginde tek plazmid tasidigi gorildi. 2009 S. flexneri
izolatlarinin 1°den 7’ye kadar degisik say1 ve biiytikliikte plazmid tagidig1 goriildii.
Plazmidlerin en biiytigii 200, en kiigtigii 3,5 kb arasinda biiytikligiindeydi. En yaygin
goriilen 5 kb’lik plazmid, 6 (%75) kokende izlendi. Plazmid tasimayan kokene
rastlanmadi. 120 kb’lik plazmidin 2001 ve 2009 izolatlarinda, 4 kb’ lik plazmid ise
2008 ve 2009 izolatlarinda ortak goriildii.

Shigella’larda invazyon ve intraseliiler yasam i¢in gerekli temel proteinleri kodlayan

genlerin 200 kb biytkliigiindeki virulans plazmidinde yeraldigi bilinmektedir
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(Keush, 2002; Torres, 2004; Schroeder ve Hilbi, 2008). Bazi arastirmalarda
Shigella’larin hiicre i¢i invazyonunu gosteren bir hayvan deneyi olan Sereny testi,
bu plazmidi tasimayan koékenlerle olumsuz bulunmustur (Tacket ve ark., 1984).
Yapilan calismalarda 200 kb biiyiikliigiindeki virulansla iligkili plazmidin stabil
olmadig1 ve kolayca kaybedilebildigi bildirilmistir (Talukder ve ark., 2006; Brian ve
ark., 1993). Bu calismada 200 kb buyitkliigiindeki plazmid 2001 S. sonnei
izolatlarinda %40,9; 2009 S. sonnei izolatlarinda %38.8; 2009 S. flexneri
izolatlarinda %25,0 oraninda goriiliirken 2008 S. sonnei, 2001 ve 2009 S. flexneri
izolatlarinda goriilmedi. Bu ¢alismada plazmid profil analizi ile belirlenen 200 kb
biiytikliigiindeki  plazmidin  virulans ile iliskili plazmid olup olmadigi
belirlenmemistir. Viriilans plazmidini gostermek i¢in plazmid profil analizi ile bir
plazmidin biiytkliigiiniin gosterilmesinin yeterli olmayacagini, plazmid {izerinde
yeraldig1 bilinen invazyon plazmid antijenleri (ipa) gibi genlerin belirlenmesine

yonelik yontemler kullanilmasinin daha dogru sonuglar verecegini diisiinmekteyiz.

Calismaya alinan S. sonnei kokenlerinde toplam 27 plazmid profili izlendi. Genotipik
tiplendirme yontemi olarak kullanilan plazmid profil analizi yonteminin ayirim giicii

Simpson’un farklilik indeksine dayali formiilii ile hesaplandi ve 0,97 bulundu.

2001 S. sonnei kokenlerinde 10 plazmid profili goriildii. Yontemin ayirim giicti 0,92
bulundu. En sik izlenen profilin 7; 5,5; 4 oldugu ve izolatlarin %22,7’sinde izlendigi
belirlendi. 2008 S. sonnei kokenlerinde 6 plazmid profili goriildii ve yontemin ayirim
giicli 0,84 bulundu. En sik izlenen profilin 5,5; 4 oldugu ve izolatlarin %44,4’{inde
izlendigi belirlendi. 2009 S. sonnei kokenlerinde 13 plazmid profili gézlendi.
Yontemin ayirim giicli hesaplandiginda 0,97 bulundu. En sik izlenen profilin 4,5; 4

oldugu ve izolatlarin %16,6’sinda izlendigi belirlendi.

2001 ve 2008 yilinda goriilen profillerden hi¢biri 2009 yilinda izlenmedi. Buna sebep
olarak profilleri olusturan 25; 20; 18; 12; 10; 4,5 ve 3 kb biyikliigiindeki
plazmidlerin sadece 2009 S. sonnei izolatlarinda izlenmesi gosterilebilir. Profillerden
5,5; 4 ve 7; 5,5; 4; 2001 ve 2008 yil1 S. sonnei kokenlerinde ortak goriildi. 2008
yilinda 4 kokende goriilen (%44.,4) ve en sik izlenen profil olan 5,5; 4 profili, 2001
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yilinda sadece 1 (%4,5) kokende izlendi. 2001 yilinda 5 (%22,7) koékende izlenen 7;
5.5; 4 profili, 2008 yilinda sadece 1 (%11,1) kdkende izlendi.

2001 S. sonmnei izolatlariin plazmid profilleri incelendiginde izolatlarin igerdigi
plazmidlerin say1 ve biiytikliiklerinin yiiksek oranda birbirine yakin oldugu, profiller
aras1 farkliliklarin bazi izolatlarda bir ya da iki plazmidin varlig1 veya yoklugundan
kaynaklandigi  dikkat c¢ekmektedir. Calismamizdaki izolatlarin saklanmasi
laboratuvarlardan laboratuvara tasinmasi sirasindaki pasajlarin  plazmidlerde
kayiplara yol actig1 ve dolayisiyla belirlenen profil ¢esitliligine katkida bulundugu
dustiniilmektedir. Bu nedenle 2001 S. sonnei izolatlarinin birbirine yakin kokenler

oldugu sanilmaktadir.

Calismaya almanan S. flexneri izolatlarinda toplam 9 plazmid profili izlendi.
Yontemin ayirim giici 0,98 bulundu. 2009 yilinda izole edilen 8 S. flexneri
kokeninde 7 plazmid profili goriildii. En yaygin goriilen plazmid profilinin 120; 5
oldugu ve 2 (%12,5) kdkenin bu profile sahip oldugu goriildii. 2001 yili S. flexneri
izolatinda goriilen 120; 5,1 profili ve 2008 yili S. flexneri izolatinda goriilen 4 kb
biiytikliigiindeki tek plazmidin olusturdugu profil 2009 yili S. flexneri izolatlarinda

goriilmedi.

Plazmid profil analizi uygulanmasi kolay ve dusiik maliyetli bir yontemdir. Ancak
belirtilen sebeplerden dolay1 laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirliligi diisiik olup
ulusal silirveyans calismalarinda veritabani olusturmak i¢in kullanilmast uygun bir
yontem degildir. Bu nedenle yontemin zaman ve bolge sinirlamasi olan ¢alismalarda
ya da diger tiplendirme yoOntemleri ile birlikte degerlendirilmesi gerektigini

distinmekteyiz.

Farshad ve ark. (2006) Nisan-Ekim 2003 tarihleri arasinda 6 aylik siire iginde
topladiklar1 61 S. sonnei izolatin1 antimikrobiyal duyarlilik testi ve plazmid profil
analizi ile incelemisler; antimikrobiyal duyarlilik testi ile 8, plazmid profil analizi ile
42 grup elde etmislerdir. Inceledikleri 16 S. flexneri izolatinda antimikrobiyal

duyarlilik testi ile 5, plazmid profil analizi ile 14 grup elde etmislerdir. Bu veriler
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sonucunda plazmid profil analizinin ayirim giictiniin antimikrobiyal duyarlilik testine
gore daha yiiksek oldugunu, antimikrobiyal duyarlilik testinin hastaliga neden olan

klonlar1 ayirmada yetersiz oldugunu gostermislerdir.

Bu ¢alismada S. sonnei kokenleri plazmid profil analizi ile 27, antibiyotik duyarlilik
testi ile 12 gruba ayrildi ve S. sonnei izolatlarini incelemede plazmid profil analizinin

ayirim giicti (0,97) antimikrobiyal duyarlilik testine (0,75) gore yiiksek bulundu.

Plazmid profil analizinde, ayni plazmidin farkli konformasyonda (lineer ya da
sirkiiler) bulunmasi halinde jel elektroforezinde farkli gibi goriinmesi ya da ayni
biiytikliikte degisik sayida plazmidin bulunmasi halinde jelde tek plazmid bandi
goriilmesi, ayrica farkli izolatlarda aymi biiyiiklikte bulunan plazmidlerin DNA
sekanslarinin ve fonksiyonlarnin ayn1 olmamasi gibi nedenlerle yaniltici sonuglar
alinabilir. Plazmidlerin restriksiyon enzimleri ile kesilmesiyle bu sorunlarin
tistesinden gelmek miimkiindiir (Foley ve ark., 2009). Plazmid profil analizi ile suslar
arasi ayrim yapilamayan ve 6zellikle tek plazmide sahip izolatlarin ileri ¢alismalarda
restriksiyon enzimleri ile kesilmesiyle daha fazla ayirim giicii elde edilebilir (Mayer,
1988). Bu ¢alismada Shigella’larin ¢ok sayida plazmid tasimasi ve plazmid profili
incelemesi ile yliksek diizeyde ayirim giiciiniin elde edilebilmesi nedeniyle,

restriksiyon enzimleri ile ileri inceleme yapmaya gereksinim duyulmadi.

PFGE, kromozomal DNA’nin uygun enzimlerle kesilmesi sonucu olusan band
paternlerinin kiyaslanmasi ile izolatlar arasi genetik ayrimin yapildig: bir yontemdir.
Molekiiler tiplendirme yontemleri arasinda altin standart kabul edilmektedir. Standart
protokollere uyuldugunda laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilirliligi yiiksek bir
metoddur. Bu yontemle, bir bolgede salgin olgular1 tespit edilip kaynagi
belirlenebilir ve koruyucu onlemler alinabilir. Ayrica salgin olgularini sporadik
olgulardan ayirmak, farkli toplumlarda dolasimda olan izolatlar1 belirlemek, izole
edilen kokenler arasi genetik benzerlikleri tespit etmek ve hatta diinyada herhangi
biryerde izole edilen kdkenlerle kiyaslamak, suslarin zaman ic¢inde bolgeler arasi

yayilimini izlemek mumkiindiir (Goering, 2004; Foley ve ark., 2009).
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PFGE yontemi Shigella tiirlerinin incelenmesinde tiim diinyada yaygin olarak
kulanilan bir yontemdir. Shigella tiirlerinin i¢in optimum say1 ve biiytikliik aralig
saglayan enzimlerin Xbal ve Sfil oldugu belirtilmistir (Goering, 2004). Birgok
calismada Shigella’larim PFGE ile incelenmesinde tek enzim olarak Xbal
enzimininin kullanildig1 gortilmiistiir (Navia ve ark., 1999; Delappe ve ark., 2003;

Na-Ubol ve ark., 2006).

Terajima ve ark.’nin (2004) Japonya’da yaptiklar1 ¢alismada 2001 yilinda S. sonnei
izolasyonunda artis gortilmustiir. PFGE ile yaptiklart incelemede 223 izolatin
200’tinde ve yurtdigindan ithal edilen siipheli midyelerden izole ettikleri kokenlerde
aynt veya benzer PFGE paterni bulmuslardir. Bolgesel PFGE veritabanin
incelediklerinde bu paternin daha once Japonya’da goriilmedigini bulmuslardir.
Salgin kaynaginin kontamine midye oldugunu gostermislerdir. Izolatlarin antibiyotik
diren¢ modellerinin de PFGE’ni destekler nitelikte benzer oldugunu bulmuslardir.
Calismalarinda toplumda daha once goriilmeyen PFGE paternine sahip kokenlerin
oraninda artig goriilmeye baslanmasinin ortak kaynaktan dogan salgin i¢in uyarici

nitelikte oldugunu gostermislerdir.

Calismamizda 60 Shigella izolatin1 Xbal enziminin kullanildigi PFGE yontemi ile
inceledik. S. sonnei izolatlarinin PFGE incelemesi sonucu 4 patern (sa, sb, sc, sd)
izlendi. Bu yontemin ayirim giicii 0,26 bulundu. 2001 yilinda izole edilen 22 S.
sonnei izolat1 2 gruba ayrildi. Izolatlardan 21°1 (%95,4) sa paterni ve 1°i (%4.5) sb
paterni gosterdi. 2008 yilinda elde edilen 9 S. somnei izolati 2 gruba ayrildi.
Izolatlardan 8’i (%88.8) sa ve 1’i (%11,1) sc paterni gosterdi. 2009 yilinda elde
edilen 18 S. sonnei izolat1 3 gruba ayrildi. Izolatlardan 13°#i (%72,2) sa, 4’1 (%2,5)
sb ve 1’1 (%1,3) sd paterni gosterdi.

S. flexneri izolatlarinin incelenmesi sonucunda 5 PFGE paterni (fa, fb, fc, fd, fe) elde
edildi. Yontemin ayirim giicii 0,76 bulundu. 2001 ve 2008 S. flexneri izolatlar1 fa
paterni gosterirken 2009 yil1 S. flexneri izolatlarinin 3’1 (%37,5) fa, 2’si (%25) b,
1’1 (%12,5) fc, 1’1 (%12,5) fd ve 1’1 (%12.5) fe paterni gosterdi.
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S. sonnei izolatlarinin PFGE’nde elde edilen dendogrami ile sa ve sb PFGE paterni
benzerlik oran1 0,80; sc ve sd paterni benzerlik oran1 0,36; sa ve sc paterni benzerlik
orani 0,30; sa ve sd paterni benzerlik oran1 0,27; sb ve sd paterni benzerlik orani

0,45; sb ve sc paterni benzerlik oran1 0,40 bulundu.

S. flexneri izolatlarinin PFGE’nde elde edilen dendogramu ile fa ve fc PFGE paterni
benzerlik oran1 0,84; fd ve fe paterni 2009 S. flexneri izolatina ait olup benzerlik
orani 0,72 bulundu. Benzerlik oranlar1 fa ve fb arasinda 0,47; fa ve fd arasinda 0,58;
fa ve fe arasinda 0,57; fc ve fb arasinda 0,40; fd ve fc arasinda 0,34; fc ve fe

arasinda 0,40; b ve fd arasinda 0,48 bulundu.

Tirkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Bagkanligi ve Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliiglintin aylik raporuna (2002)
gore Ankara’da 2001 yilinda toplanan 724 diski 6rnegi incelenmis ve izole edilen
enterik patojenlerin %76,4’tinii Shigella cinsi olusturmustur. Nisan ve Agustos
aylarindaki ornek sayilarindaki artisin baglica nedeni olarak salgin stiphesi

gosterilmistir.

Ustiin ve ark. (2002) tarafindan yapilan calismada 2001 yilinda Ankara’da yaz
aylarinda S. sonnei salgimi goriildigu bildirilmistir. Bu ¢alismada 2001 S. sonnei
izolatlarinda PFGE ile yaptigimiz incelemede bir kdken disindaki tiim kokenlerin
ayni profili (sa) gostermesi (%95.4), bu izolatlarin salgin donemine ait ve bahsedilen

salginla iligkili izolatlar oldugunu diistindiirdii.

Akeal1 ve ark. (2008) 2000 yilinda izole ettikleri 4 ve 2001 yilinda izole ettikleri 12
S. sonnei kokenini PFGE ile tiplendirmis ve bunlarin ayirt edilemez veya yakin
iligkili oldugunu gostermistir. Bu kokenin Ankara bolgesinde dnceden toplumda

dolasan S. sonnei susunun devam eden yayilimi ile iligkili oldugunu diistinmiislerdir.

Lin ve ark. (1999) Tayvan’da 1995-1996 yillarindaki biiytlik bir salgindan ve 1998-
1999 yillarindaki 5 salgindan izole edilen 55 S. somnei kokenlerini, antibiyotik

duyarlilik testi, plazmid profili ve PFGE ile incelemisler; antibiyotik duyarlilik testi
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ile 2, plazmid profil analizi ile 3, PFGE ile 1 profil elde edildigini bildirmisler.
1998-1999 yillar1 izolatlarinin 1995 salgin  izolatlarinin  devami  oldugu

dustinilm{istiir.

Brian ve ark. (1993) Texas’ta yaptiklar1 ¢alismada salgin izolatlarin1 ve sporadik
izolatlar1 antimikrobiyal duyarlilik testi, plazmid profil analizi, plazmid DNA
restriksiyon fragman paterni ve PFGE ile incelemis ve sonucta salgin suslarinin
bir¢ok sporadik izolattan antimikrobiyal duyarlilik testi ile ayrilabildigini ancak
plazmid analizinin ve PFGE’nin salgin izolatlarim1 sporadik izolatlardan
ayrramadigini gostermislerdir. Sonug olarak yakin iligkili olan izolatlar belirli bir
zaman periyodunda belirli bir cografi bolgede baskin olarak bulunuyorsa, salgin

suslarini sporadik izolatlardan ayirt etmenin gii¢ olacagini savunmuslardir.

Calismamizda PFGE ile yapilan inceleme sonucu 2008 yilinda izole edilen S. sonnei
izolatlarinin %88.8’1; 2009 yilinda izole edilen izolatlarin %72,2’si sa paterni
gostermistir. Bu izolatlarin, 2001 yilinda izole edilen ve bildirilen S. sonnei salginina
ait oldugu diisiiniilen suslar ile ayni paterni gostermesi, Ankara’da ayni kokenin
uzun zamandan beri dolagimda olmasi nedeniyle bu kokenin endemik oldugunu
gostermekte ve dolayisiyla PFGE yontemi ile salgin suslarini sporadik suslardan

ayirmanin gii¢ olacagini distindiirmektedir.

Bu calismada 2001 yilinda izole edilen 22 adet S. sonnei susu PFGE ile 2, plazmid
profil analizi ile 10, antibiyotik duyarlilik profili ile 4 gruba ayrilmistir. Yontemlerin
ayirim giicti sirasiyla 0,10; 0,46 ve 0,46 bulunmustur. 2001 S. sonnei salginina ait
izolatlar oldugunu diisiindiigiimiiz kékenlerde PFGE yonteminin ayirim giicti diisiik
bulunmugtur. Ancak plazmid profili ile kokenlerin 10 gruba ayrilmasi, plazmidlerin
ekstrakromozomal genetik elemanlar olmalari nedeniyle kolayca bakteriyi
terkedebilmeleri veya bakterilerin yeni bir plazmidle kolayca infekte olabilmeleri ya
da plazmidlerin saklanma siirecinde kaybedilmeleri bu nedenle de farkli plazmid
profilleri gostermeleri ile agiklanabilir. Bundan dolay1 epidemiyolojik incelemelerde
kromozomal DNA’y1 incelemeye olanak veren PFGE yonteminin kokenler arasi

klonal iligkileri degerlendirmede faydali sonuglar verecegini diisiinmekteyiz.
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Bu calismada 2001 ve 2008 yilinda elde edilen S. flexneri izolatlar1 ayn1 PFGE
paternini gostermistir (fa). 2009 yili S. flexneri izolatlarinin 3’4 (%37.,5) fa, 2’si
(%25) fb, 1’1 (%12,5) fc, 1’1 (%12,5) fd ve 1’1 (%12,5) fe paterni géstermistir. Bu
bulgular Ankara ilinde S. sonnei’ye gore diisiik oranda izole edilen S. flexneri
kokenlerinde heterojen PFGE paterni bulundugu gosterse de daha fazla sayida

izolatla calisma yapmak gerekmektedir.

Gilintimiizde molekiiler tekniklerin ilerlemesi ile Shigella’larin epidemiyolojik
calismalarinda bir¢ok yontem kullanilmaktadir. REP-PCR yontemi bakteriyel
genomda dagilmis olarak bulunan dogal olarak korunmus tekrarlayan DNA dizilerini
arasindaki bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi ve olusan {iriinlerin kiyaslanmasi
sonucunda izolatlar arasi ayrimin yapilabildigi bir yontemdir (Rademarker ve
Savelkoul, 2004). Ribotiplendirme mikroorganizmalarda yiiksek oranda korunmus
rRNA genlerinin kromozomal bolgelerindeki DNA polimorfizminden faydalanilarak

yapilan bir tiplendirme metodudur (Meaysa ve ark., 2004).

Liu ve ark. (1995) Cin’de yaptiklar1 ¢calismada birbirleri ile epidemiyolojik iliskili 4
infeksiyon insidansi ve 2 sporadik insidansa ait 20 S. sonnei izolatin1 plazmid profili,
plazmidlerin restriksiyon endoniikleaz analizi, PFGE, ribotiplendirme ve ERIC-PCR
ile incelemislerdir. 5,0 ve 10,1 kb arasi biiyiikliiklerde 1 ile 3 plazmid igeren 6
plazmid profili, Xbal enzimi kullanarak yaptiklar1 PFGE ile 7 ve ERIC PCR ile 7
patern gostermislerdir. Bu yontemlerle bulunan paternlerin epidemiyolojik iligkili
izolatlar1 igeren gruplar i¢inde ayni, her bir grup arasinda farkli oldugunu
izlemislerdir. Ribotiplendirme ile sadece 2 grup elde etmisler ve ribotiplendirme
yonteminin epidemiyolojik iliskili izolatlar1 sporadik izolatlardan ayirmada diger

yontemlere gore yetersiz oldugunu bulmuslardir.

Navia ve ark. (1999) tarafindan Tanzanya’da yapilan ¢alismada Temmuz- Eylil 1997
arasinda toplanan 86 Shigella susu PFGE, REP-PCR, plazmid analizi, antibiyotik
duyarliliklar1 yonlerinden incelenmistir. Suslarin 78’1 (%90) S. flexneri olup 3-6 adet
farkli plazmid bulunmus ve 8 plazmid paterni gosterilmistir. S. flexneri PFGE ve
REP-PCR ile 4 gruba, 4 S. sonnei kokeni 2 gruba, 4 S. dysenteriae kdkeni tek gruba

ayrilmigtir. PFGE paterni ayni, ancak plazmid profilleri ve antibiyotik direng
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paternleri farkli olan kdkenler izlenmistir. Bu ylizden direncin muhtemelen plazmid
tarafindan tasindigr diistintilmistiir. Diger yandan ayni PFGE ve ayni plazmid
profillerine sahip olan suslarin farkli antibiyotik direng paternine sahip olmalar1 da
diren¢ genlerini tasiyan transpozon ya da integron varligi ile iligkilendirilmistir.
Yaptigimiz c¢alisgmada 2009 S. flexneri kokenlerinde 4 antibiyotik direng modeli, 7
plazmid profili, 5 PFGE paterni izlenmistir. Ayn1 antibiyotik paternine sahip ancak
farkli PFGE ve farkli plazmid profili tipinde olan izolatlar, antibiyotik direncinin
plazmid veya diren¢ genlerini tasiyan transpozon ya da integron kaynakl

olabilecegini diistindiirmiigtiir.

Lee ve ark. (2000) Tayvan’da okul ¢agi ¢cocuklar1 arasinda ¢ikan ti¢ farkli salgindan
izole edilen 58 S. sonnei izolatin1 ve epidemiyolojik olarak iliskisiz sporadik klinik
infeksiyonlardan izole edilen 8 kontrol izolatin1 antimikrobiyal duyarlilik, plazmid
profil analizi, PFGE ve ribotiplendirme ile incelemislerdir. PFGE ve plazmid profil
analizinin ribotiplendirmeye gore ayirim giiciinii daha yiiksek bulmuslar ve bu iki
yontemin kombine kullaniminin S. sonnei’nin epidemiyolojik analizinde faydali
olacagin1i  savunmuslardir. Epidemiyolojik c¢alismalarda, tek bir molekiiler
tiplendirme yontemi kullaniminin yetersiz olabilecegi, farkli yontemler uygulanarak
beraber degerlendirmenin ayirim giiciinii arttiracagi bilinmektedir (Struelens, 1998;

Goering, 2004; Rademarker ve Savelkoul, 2004).

Bu calismada Ankara ilinde izole edilen S. sonnei kokenlerinde (sa) PFGE paterninin
endemik goriildiigli izlendi ve bu nedenle PFGE ile yapilan incelemede yontemin
ayirim giicti diisiik bulundu (0,26). Elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi
sonucunda kokenler arasinda ayirim giictintin arttig1 goriildii. Buna gore antibiyotik
direng tiplendirimi ve plazmid profil analizinin birlikte kullaniminda ayirim giicti
0,97; antibiyotik direng tiplendirimi ve PFGE y6nteminin birlikte kullaniminda 0,79;
plazmid profil analizi ve PFGE yonteminin birlikte kullaniminda 0,97; tim
yontemlerin beraber kullanildigi durumda 0,98 bulundu. Bu nedenle PFGE
yontemine ek olarak bir baska tiplendirme yontemi kullanilmasinin ve yontemlerin
beraber degerlendirilmesinin Shigella’larin epidemiyolojik ¢alismalarinda kokenler

arasi ayirim gilictini arttirmada faydali olacagini diigtinmekteyiz.
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Calismamizda Ankara ilinde izole edilen 60 Shigella kokeni incelendi ve 49’u

(%81,6) S. sonnei, 10°u (%16,6) S. flexneri, 1’1 S. dysenteriae (%1,6) bulundu.

Fenotipik tiplendirme yontemi olan antibiyotik duyarlilik testi ile S. sonnei
izolatlarinda 12; S. flexneri izolatlarinda 4 antibiyotik diren¢ modeli bulundu. Bu
sonuglar Simpson’un farklilik indeksine dayali formiilii ile degerlendirildiginde
antibiyotik direng tipleme’nin S. sonnei kokenlerinde ayirim giicti 0,75; S. flexneri
kokenlerinde 0,54 bulundu. Bu durumda antibiyotik diren¢ tipleme ile Shigella
izolatlar1 alt tiplere ayrilabildigi ve yontemin ayirim giictiniin yiiksek bulundugu

belirlendi.

Plazmid profili ile yapilan inceleme sonucunda Shigella kdkenlerinin 1 ile 7 arasinda
degisik say1 ve biiyiikliikte plazmid tasidiklar1 goriildu. S. sonnei kokenlerinde 27; S.
flexneri kokenlerinde 9 plazmid profili izlendi. Simpson’un farklilik indeksi ile
plazmid profil analizinin S. somnei kokenlerinde ayirim giici 0,97; S. flexneri
kokenlerinde 0,98 bulundu. Bu y6ntemin ayirim giicii PFGE ve antibiyotik direng

modeli yonteminden yiiksek bulundu.

Antibiyotik direng modeli ve plazmid profil analizinin Shigella kokenlerinin alt
tiplere ayrilmasi i¢in yararlt yontemler oldugu gorildii. Ancak antibiyotik direng
mekanizmalarinin ¢esitliligi ve plazmidlerin stabil olmamasi nedeniyle sonuglarin
degiskenlik gosterebilecegi, bu nedenle bu yontemlerin zaman ve yer sinirlamasi
olan g¢aligmalarda tercih edilmesinin uygun olacag1 diistiniilmektedir (Tenover ve

ark., 1997; Arbeit, 2003).

Kromozomal DNA incelenmesine olanak veren PFGE yonteminin epidemiyolojik
calismalarda giivenle kullanilabilecegi kabul gormektedir (Tenover ve ark., 1997;
Goering, 2004). Calismamizda PFGE ile S. sonnei izolatlarinda 4; S. flexneri
izolatlarinda 5 farkli patern belirlendi. Simpson’un farklilik indeksi formiiliine gore
sonu¢lar degerlendirildiginde PFGE’nin S. sonnei izolatlarinda ayirim giicii 0,26; S.
flexneri izolatlarinda ayirim giicii 0,76 olarak bulundu. Bu durumda PFGE’nin

calismamizda inceledigimiz Shigella izolatlar1 igin ayirim gilicliniin  diger
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yontemlerden daha diisiik oldugu gorildii. Bu durumun Ankara’da belirli Shigella

klonlarinin dolasimda olmasina bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda uyguladigimiz antibiyotik direng tiplemesi, plazmid profil analizi ve
PFGE yontemini birlikte degerlendirdigimizde ayirim giiclinlin  yiikseldigini
gozlemekteyiz. Bu nedenle Shigella kokenlerinin epidemiyolojik ¢aligsmalarinda
birden fazla yontem kullanilmasimnin yiiksek ayirim giicti elde etmek icin gerekli

oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Ankara ilinde goriilen Shigella tiirlerinin dagilimimnin ve antibiyotiklere direng
oranlarinin belirlenmesi; kdkenlerin antibiyotik direng profili, plazmid profil analizi
ve PFGE yontemleriyle incelenmesi ve kullanilan bu yontemlerin karsilastirilmasi
amaciyla yapilan calismamizda Ankara’da gesitli hastanelerin Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarinda Agustos 2001-Ekim 2001, Agustos 2008—Ekim 2008 ve
Temmuz 2009—Ekim 2009 tarihleri arasinda, hastalarin digki kiiltiirlerinden izole

edilen 60 Shigella kokeni incelenmistir.

1. Incelenen 60 Shigella kokeninin 49°u S. sonnei, 10°u S. flexneri, 1’1 S. dysenteriae
bulunmustur. 2001 yilinda izole edilen 23 Shigella kokeninin 22°si S. sonnei, 1°1 S.
flexneri, 2008 yilinda izole edilen 10 Shigella kokeninin 9°u S. sonnei, 1’1 S. flexneri;
2009 yilinda izole edilen 27 Shigella kokeninin 18’1 S. sonnei, 8’1 S. flexneri 1°1 S.
dysenteriae bulunmustur. 2000°1i yillarda Ankara ilinde yaygin olan tiiriin S. sonnei

oldugu anlasilmistir.

2. Shigella kokenlerinin CLSI o6nerileri dogrultusunda disk diffiizyon yontemi ile
antibiyotiklere in-vitro duyarliliklar1 incelenmistir. Ampisiline 16 (%26.,6),
amoksisilin/klavulonik asite 10 (%16,6), kloramfenikole 9 (%15), nalidiksik asite 6
(%10), sefalotine 14 (%23,3), sefotaksime 4 (%6.,6), tetrasikline 4 (%68,3),
trimetoprim/siilfametoksazole 55 (%91,6) koken direngli bulunmustur. Bu nedenle
giinimiizde Shigella’larda antibiyotik direncinin 6nemle dikkate alinmasi gereken
boyutlarda oldugu oldugu anlasilmistir. Shigella tiirlerinin antibiyotik direnci
karsilastirilmis; S. flexneri’nin ampisilin, kloramfenikol, amoksisilin/klavulonik asit
direnci S. sonnei’ye gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yliksek bulunmustur
(p<0.001). Ayrica 2001 ve 2008 S. sommei kokenlerinde sefotaksim direnci
goriilmezken, 2009°da % 22,2 oraninda goriilmustiir. Direng artisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). 2001 yilinda izole edilen 22 S. sonnei izolatinin
I’inde (%4,5) nalidiksik asit direnci goriiliirken, 2009 yilinda izole edilen 18 S.
sonnei izolatinin 5’inde (%?27,5) nalidiksik asit direncine rastlanmistir. Nalidiksik

asit direncinde yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). S. sonnei
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izolatlarinin 41°inde (%83.6), S. flexneri izolatlarinin 10’unda (%100) ¢oklu ilag
direnci (iki veya daha fazla sayida antibiyotige direng) goézlenmis, oran farki

istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05).

3. S. somnei izolatlarinda 12 farkli antibiyotik diren¢ modeli izlenmistir. En sik
goriilen tetrasiklin trimetoprim/siilfametoksazol diren¢ modelini (T Sxt) 23 (%46,9)
sus gostermistir. S. flexneri izolatlarinda 4 farkli antibiyotik diren¢ modeli
izlenmistir. En sik izlenen ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit, kloramfenikol,
tetrasiklin trimetoprim/siilfametoksazol diren¢ modelini (A A/K C T Sxt) 7 sus
(%70) gostermistir. Simpson’un farklilik indeksine dayali formiilii ile antibiyotik
diren¢ tipleme yoOnteminin ayirim giicii S. sonnei kokenlerinde 0,75; S. flexneri

kokenlerinde 0,54 bulunmustur.

4. Shigella kokenlerinden Kado ve Liu yontemi kullanilarak plazmid DNA’s1 elde
edilmis ve plazmid profilleri arastirllmistir. Plazmid tasimayan kokene
rastlanmamistir. S. sonnei kokenlerinin 1 ile 7 arasinda degisik say1 ve biiytikliikte
plazmid tasidig1 goriilmiistiir. Plazmid biiytikliikleri 200; 120; 25; 20; 18; 15; 12; 10;
7; 5,5; 4,5; 4; 3,5; 3 kb bulunmustur. 4 kb (%87,0) biiytikliigiindeki plazmidin en
yaygin goriilen plazmid oldugu bulunmustur. 200 kb buyiikliigindeki viriilans
plazmidi 16 (%32) izolatta izlenmistir. S. flexneri kokenlerinin 1 ile 7 arasinda
degisik say1 ve biiylikliikte plazmid tasidiklar1 goriilmustir. Plazmid buytkliikleri
200; 120; 12; 7; 5.,5; 5.1; 5; 4,5; 4; 3,5 kb bulunmustur. En yaygin goriilen 5 kb’lik
plazmid 5 (%60) kokende izlenmistir. 200 kb’lik virtilans plazmidi 2 (%20) izolatta

izlenmistir.

5. Calismaya alinan S. sonnei kokenlerinde 27 plazmid profili izlenmistir. En sik
izlenen plazmid profilinin 7; 5.5; 4 oldugu ve 6 (%12,2) kokenin bu profile sahip
oldugu goriilmiistiir. S. flexneri izolatlarinda 9 plazmid profili izlenmistir. En yaygin
goriilen plazmid profilinin 120; 5 oldugu ve 2 (%20) susun bu profile sahip oldugu
bulunmustur. Plazmid profil analizinin ayirim giicti Simpson’un farklilik indeksi ile

S. sonnei kokenlerinde 0,97; S. flexneri kokenlerinde 0,98 bulunmustur.
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6. Calismaya alman Shigella kokenleri WHO ve CDC standartlar1 dogrultusunda
Xbal enzimi kullanilarak yapilan PFGE ile incelenmistir. S. sonnei kokenleri 4 (sa,
sb, sc, sd); S. flexneri kokenleri 5 (fa, fb, fc, fd, fe) PFGE paterni gostermistir. S.
sonnei izolatlarinda en sik sa paterni (%85.7); S. flexneri izolatlarinda en sik fa
paterni goriilmiistiir (%40). Yontemin ayirim giicli S. sonnei kokenleri i¢in 0,26; S.
flexneri kokenleri icin 0,76 bulunmustur. Bu durum Ankara’da belirli Shigella

klonlarinin dolagimda oldugunu géstermektedir.

7. Shigella  kokenlerinin  tiplendirilmesinde  kullanilan  yontemler  beraber
degerlendirilerek ayirim giicleri hesaplanmistir. S. sonnei kokenlerinde uygulanan
PFGE yontemi, antibiyotik direng tiplemesi ile beraber degerlendirildiginde ayirim
glicli 0,79; plazmid profil analizi ile beraber degerlendirildiginde ayirim giicii 0,97
bulunmustur. Kullanilan tiim yontemler beraber degerlendirildiginde ayirim giicliniin

0,98’e yiikseldigi goriilmiistiir.

8. Antibiyotik direng tiplendirimi ve plazmid profil analizinin Shigella kdkenlerinin
tiplendirilmesinde ayirim giicliniin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Shigella kokenlerinin
epidemiyolojik incelemesinde kromozom DNA’sin1 incelemeye olanak veren PFGE
yonteminin klonal iligkileri degerlendirmede degerli oldugu, ancak Ankara’da ayn
klonun uzun zamandan beri dolasimda olmasi nedeniyle ek bir tiplendirme yontemi
ile beraber degerlendirilmesinin ayirim giicliniin yiikseltilmesi i¢in gerekli oldugu

belirlenmistir.
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OZET

Shigella Kékenlerinin Antibiyotik Diren¢ Modelleri, Plazmid Profil Analizi ve
Pulsed-Field Jel Elektroforezi ile Incelenmesi

Bu c¢alismada Ankara ilinde goriilen Shigella tiirlerinin dagilimmin belirlenmesi;
Shigella tiirlerinde antibiyotiklere diren¢ oranlarinin belirlenmesi; antibiyotik direng
modelleri, plazmid profil analizleri ve PFGE yontemleriyle incelenmesi; Shigella
tiirlerinin incelenmesinde tiplendirme yontemi olarak antibiyotik diren¢ modeli,
plazmid profil analizi ve PFGE’nin karsilastirilmasi amaglanmustir.

Calismaya Ankara’da Agustos 2001-Ekim 2001, Agustos 2008—Ekim 2008 ve
Temmuz 2009—Ekim 2009 tarihleri arasinda standart yontemlerle klinik 6rneklerden
izole edilen 60 Shigella kokeni almmustir. Izolatlarin 49°u (%81,6) S. sonnei, 10’u
(%16,6) S. flexneri, 1’1 S. dysenteriae (%1,6) olarak tanimlanmstir.

Shigella kokenlerinin CLSI oOnerileri dogrultusunda disk diffiizyon yontemi ile
antibiyotiklere in-vitro duyarlhiliklar1 incelenmistir. Ampisiline 16 (%26,6),
amoksisilin/klavulonik asite 10 (%16,6), kloramfenikole 9 (%15), nalidiksik asite 6
(%10), sefalotine 14 (%23,3), sefotaksime 4 (%6.,6), tetrasikline 4 (%68,3),
trimetoprim/siilfametoksazole 55 (%91.,6) koken direngli bulunmustur. Shigella
tiirlerinin antibiyotik direnci karsilastirilmis S. flexneri’nin ampisilin, kloramfenikol,
amoksisilin/klavulonik asit direnci S. sonnei’ye gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Shigella kokenlerinin incelenmesinde fenotipik tiplendirme yontemi olarak
antibiyotik diren¢ tiplendirimi kullanilmistir. S. somnei izolatlarinda 12 farkh
antibiyotik ~ direng modeli  izlenmis, en sik goriilen tetrasiklin  ve
trimetoprim/siilfametoksazol diren¢ modelini (T Sxt) 23 (%46.,9) koken gostermistir.
S. flexneri izolatlarinda 4 farkli antibiyotik diren¢ modeli izlenmis, en sik izlenen
ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit, kloramfenikol, tetrasiklin ve trimetoprim/
stilfametoksazol direng modelini (A A/K C T Sxt) 7 koken (%70) gOstermistir.
Simpson’un farklilik indeksine dayali formiilii ile antibiyotik direng tipleme
yonteminin ayirim giicli S. sonnei kokenleri igin 0,75; S. flexneri kokenleri i¢in 0,54
bulunmustur.

Shigella kokenlerinden Kado ve Liu yontemi kullanilarak plazmid DNA’s1 elde
edilmis ve plazmid profilleri arastirllmistir. Plazmid tasimayan kokene
rastlanmamistir. Shigella kokenlerinin plazmid profil analizi sonucunda 1 ile 7
arasinda degisik sayilarda ve 200 ile 3 kb arasinda degisen biiylikliiklerde plazmid
tasidiklar1 goriilmiistiir.

S. sonnei kokenlerinde 27, S. flexneri kdkenlerinde 9 plazmid profili izlenmistir.
Plazmid profil analizinin ayirim giicii S. sonnei kokenlerinde 0,97; S. flexneri
kokenlerinde 0,98 bulunmustur.

Shigella kokenleri WHO ve CDC protokolleri dogrultusunda Xbal enzimi
kullanilarak PFGE yontemi ile incelenmistir. S. sonnei kokenleri 4, S. flexneri
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kokenleri 5 PFGE paterni gostermistir. S. sonnei izolatlarinda en sik sa paterni
(%85.7); S. flexneri izolatlarinda en sik fa paterni gortulmistiir (%50). PFGE
yonteminin ayirim giicli S. sonnei kokenleri igin 0,26; S. flexneri kokenleri i¢in 0,76
bulunmugtur.

Uc yontem beraber degerlendirildiginde ayirim giiciiniin  0,98’e  yiikseldigi
gosterilmistir. Epidemiyolojik amaglarla Shigella kokenlerinin incelenmesinde
PFGE’nin klonal iligkileri degerlendirmede uygun oldugu; ancak Ankara’da ayni
klonun uzun zamandir dolasimda olmasi nedeniyle antibiyotik direng modeli ve/veya
plazmid profil analizi ile birlikte kullanilmasinin ayirim giictintin yiikseltilmesi igin
yararli olacagi kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Shigella, antibiyotik duyarliliklari, antibiyotik diren¢ modeli,
plazmid profil analizi, pulsed-field jel elektroforezi
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SUMMARY

Investigation of Shigella Strains by Antibiotic Resistance Models, Plasmid
Profile Analysis and Pulsed-Field Gel Electrophoresis

In this study we aimed to determine the distribution of Shigella species isolated in
Ankara city, determine antibiotic resistance among Shigella strains; investigate by
antibiotic resistance models, plasmid profile analysis and PFGE methods, compare
antibiotic resistance models, plasmid profile analysis and PFGE as typing methods in
Shigella species.

Totally 60 Shigella strains isolated by standart methods from clinical samples
between August 2001- October 2001, August 2008- October 2008 and July 2009-
October 2009 were included in this study. Of the isolates 49 (%81,6) were S. sonnei,
10 (%16,6) S. flexneri and 1 (%1,6) S. dysenteriae.

Shigella strains were invesigated for in-vitro antibiotic susceptibilities by disc
diffusion method according to the directions of CLSI. The number of isolates
resistant to antibiotics and resistance rates were as follows; 6 (%26,6) for ampicillin,
10 (%16,6) for amoxicillin/clavulanic acid, 9 (%15) for chloramphenicol, 6 (%10)
for nalidixic acid, 14 (%23,3) for cephalothin, 4 (%6,6) for cephotaxim, 4 (%68,3)
for tetracycline and 55 (%91,6) for trimethoprim/sulfamethoxazole. Antibiotic
resistance among Shigella species were compared and ampicillin, chloramphenicol,
amoxicillin/clavulanic acid, resistance in S. flexneri were higher then S. sonnei which
is found to be statistically significant (p<0.001).

Antibiotic resistance typing is performed as a phenotypic typing method in
investigation of Shigella strains. S. somnei isolates demonstrated 12 antibiotic
resistance models, the most common tetracycline and trimethoprim/sulfamethoxazole
resistance model (T Sxt) was observed in 23 (%46.,9) of the isolates. S. flexneri
demonstrated 4 antibiotic resistance models, the most common ampisilin,
amoxicillin/clavulanic acid, chloramphenicol, tetracycline, and trimethoprim/
sulfamethoxazole resistance model (A A/K C T Sxt) was observed in 7 (%70) of the
isolates. Discriminatory power of the antibiotic resistance typing method was
calculated according to the Simpson’s discriminatory index formula and found as
0,75 for S. sonnei and 0,54 for S. flexneri.

Plasmid DNA of Shigella strains were extracted by the method of Kado and Liu and
plasmid profiles were analysed. All strains were found to have plasmids. Plasmid
profile analysis revealed that Shigella strains have different number of plasmids
between 1-7 and different sizes of plasmids ranging from 200-3 kb.

Totally 27 plasmid profiles in S. sonnei and 9 profiles in S. flexneri was observed.

The discriminatory power of plasmid profile analysis is calculated as 0,97 for S.
sonnei and 0,98 for S. flexneri.
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Shigella strains were examined by PFGE method using Xbal enzyme performed by
following directions of WHO and CDC protocols. Four PFGE patterns were obtained
in S. sonnei, 5 in S. flexneri. Sa patern in S. sonnei (%85,7) and fa pattern in S.
flexneri (%50) were the most frequently found patterns. Discriminatory power of
PFGE method is calculated as 0,26 for S. sonnei and 0,76 for S. flexneri.

When the three method were evaluated together, the discriminatory power increases
to 0,98. In investigation of Shigella strains for epidemiological purposes, PFGE is
found to be convenient for evaluating clonal relations but because of the same clone
is in circulation for a long time of period in Ankara, performing antibiotic typing
method and/or plasmid profile analysis in addition to PFGE will be usefull in
increasing discriminatory power of the method.

Key Words: Shigella, antibiotic susceptibility, antibiotic resistance model, plasmid
profile analysis, pulsed-field gel electrophoresis
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