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OZET

Uriner sistem enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan etken Escherichia coli’ dir.
Organizmanin sahip oldugu adezin viriilans faktdrleri, enfeksiyon gelismesinde énemli rol
oynamaktadir.

Uriner sistem enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen 146 Escherichia coli izolatinin
ait olduklar1 filogenetik gruplar ve adezin viriilans genleri Coklu Polimeraz Zincirleme
Tepkimesi yontemleriyle incelenmis; sonuglar hasta profili ve antibiyotik direnci ile
karsilastirilmistir. Hasta profilleri hastane ve toplum kokenli, sistit ve piyelonefrit,
komplike ve komplike olmayan seklinde ayrilmistir. Toplam 16 antibiyotik ve 8 adezin
viriilans geni karsilagtirmalarda kullanilmistir.

B2 grubu, en sik karsilasilan filogenetik grup olmustur. fimH geni en ¢ok
karsilasilan, bmaE geni ise en az karsilasilan iiroviriilans genidir. papAH geninin cinsiyetle
ve yasla; iha geninin ise hastane enfeksiyonlariyla iliskili oldugu bulunmustur. sfa/focDE,
papAH, fimH ve focG genleri ¢esitli antibiyotiklere duyarli izolatlarda daha sik; iha ve
afa/draBC genleri ise daha az belirlenmistir.

Bu ¢aligma, bildigimiz kadariyla iilkemizde adezin viriilans genlerinin antibiyotik
direnci ile iliskisini inceleyen en kapsamli ¢aligmadir.

Viriilans 6zelliklerinin detayli olarak incelenmesi sayesinde gelecekte patojenlere

kars1 6nleyici ve tedavi edici yaklasimlar gelistirilebilir.

Anahtar Sézciikler: Uriner Sistem Enfeksiyonlari, E. coli Adezin, Adezin Viriilans

Genleri, Antibiyotik Direnci



ABSTRACT

Escherichia coli is the most common agent of urinary tract infections. Adhesin
virulence factors which the organism have, play a major role in the development of
infection.

Among 146 urinary tract infection isolates of Escherichia coli, phylogenetic groups
and adhesin genes were examined with multiplex PCR methods; and the results compared
with patient profile and antibiotic resistance. Patient profiles diveded into cystitis and
pyelonephritis; community acquired and health care associated acquired; complicated and
ancomplicated. Total 8 adhesin gene and 16 antibiotics were used for comparision.

The most prevalant phylogenetic group was B2. Among the virulence genes, fimH
was the most frequent and bmaE was the least frequent urovirulence gene. papAH was
related to age and gender; iha was related to health care associated acquired infections.
sfa/focDE, papAH, fimH and focG were significantly less frequent among resistant isolates;
iha and afa/draBC were significantly more frequent.

To the best of our knowledge, this study is the most comprehensive report from
Turkey on the antibiotic resistance were examined in terms of adhesin genes.

In the future, through a detailed analyze of the virulence properties, preventive and

therapeutic approaches can be developed against pathogens.

Key Words: Urinary Tract Infection, E. coli Adhesins, Adhesin Virulence Genes,

Antibiotic Resistence
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1. GIRIS

Uriner Sistem Enfeksiyonlar1 (USE), toplum iizerinde énemli bir mali yiikii olan,
yiiksek morbiditeye sahip ve en yaygin enfeksiyonlar arasindadir (Foxman, 2002). Diinya
genelinde, her y11 150 milyon kisiye USE tanis1 konmaktadir; diinya ekonomisine maliyeti
ise 6 milyar Amerikan Dolar1’ nin tizerindedir (Gonzalez and Schaeffer, 1999).

Kadinlar, erkeklere oranla daha fazla USE gegirmektedirler; 24 yasma kadar
yaklasik 3 kadindan 1° i antibiyoterapi gerektiren en az bir USE ile karsilasmaktadir
(Foxman, 2002).

USE’ de en sik izole edilen bakteri Escherichia coli (E. coli)’ dir; yaklasik olarak
%70 — 90 oraninda izole edilmektedir. Ayrica, tiim hastane kokenli USE igerisinde
yaklasik olarak %40 oraniyla en sik izole edilen bakterilerden biridir (Brzuszkiewicz et al.,
2006).

E. coli, cesitli viriilans faktorlerine sahiptir; bu faktorler adezinler, toksinler,
sideroforlar, kapstil tipleri ve muhtelif faktorler basliklar1 altinda toplanmaktadir.

Virlilans faktorlerinden en Onemlisi ise adezinler olarak goriilmektedir; bunun
nedeni, USE’ de bakterilerin tutunmasinin kolonizasyon ve enfeksiyon icin gerekli
olmasidir.

Patojenlerin viriilans faktorlerinin epidemiyolojik olarak arastirilmasi, son yillarda
artan bir Oneme sahiptir. Molekiiler epidemiyoloji vasitastyla viriilans faktorlerinin
kodlanmasini saglayan genlerinin sikligi belirlenebilmektedir; bu sayede, enfeksiyonu
engellemek igin viriilans faktorleri ile ilgili miidahalelerde bulunulabilir (Johnson, 1991;
Johnson and Russo, 2005).

E. coli’ ye baghh USE’ nin engellenmesi veya tedavisi igin ¢esitli calismalar
mevcuttur. Adezinlere karsi asi olusturma (Asadi Karam et al., 2013; Clatworthy et al.,
2007; Langermann et al., 2000) veya bir kokeni profilaksi amaci ile kullanma (Hull et al.,
2000) gibi konularda yapilan ¢aligmalar, 6rnek olarak gosterilebilir.

Bu tezin amaci, E. coli’ ye bagli USE geciren hastalardan elde edilen izolatlarin
adezin virlilans genlerinin sikliginin; filogenetik gruplarla, antibiyotik direnciyle ve

enfeksiyonun yeri, kokeni gibi belirteclerle iligkisinin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1. Escherichia coli Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Escherichia, Bacteria domanine, Proteobacteria filumuna, Gammaproteobacteria
sinifina, Enterobacteriales takimina, Enterobacteriaceae ailesine ait bir bakteri cinsidir.
Cinse, yeni dogan fekal mikrobiyotasi ile ilgili 6ncii ¢alismalar1 olan ve Escherichia coli
(E. coli) tirtinii 1885 yilinda tanimlayan Theodore Escherich’ in adi verilmistir. Cinsin
prototipi, E. coli tiriidiir. E. coli, Gram negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob,
katalaz pozitif ve oksidaz negatif Ozellik gosteren bir basildir. Genellikle hareketli,
ortalama 2 — 6 um boyunda, 1um enindedir. (Sobel and Kaye, 2009).

Aerobik kosullarda ekildiginde, 37 °C* de genel kullanim besiyerlerinde rahatlikla
cogalmaktadir. Koyun kanli besiyerinde genis, diiz ve gri koloniler olusturmaktadir
(Forbes et al., 2007).

E. coli hem gastrointestinal sistemde bulunan fakiiltatif anaeroblar i¢erisinde hem
de patojen enterik bakteriler arasinda en ¢ok karsilasilan tiirdiir. Ailedeki diger iiyelerden,
cogu kokenin laktoz ve bazi diger sekerleri fermente edebilmesi; triptofandan indol
tiretebilmesi ile ayrilirlar (Sobel and Kaye, 2009), fakat “inaktif E. coli” olarak
isimlendirilen kokenler laktozdan gaz iiretilmesi ve hareket gibi 0Ozelliklere sahip

olmayabilirler (Winn et al., 2005).

2. 1. 1. Biyokimyasal Testler

Tanimlanmalarinda gesitli biyokimyasal testler kullanilmaktadir. Indol, metil
kirmizisi, Voges Proskauer ve sitrat (IMViC) test seti, ti¢ sekerli besiyeri, hareket, iireaz ve
lizin dekarboksilasyonu (LDK) testleri en c¢ok kullanilan testlerdir. E. coli genellikle
IMVIC (+ + - -), tireaz (-), ti¢ sekerli besiyeri (Asit/Asit, Gaz +, H,S -) ve LDK (+) olarak
degerlendirilmektedir.

Indol testi; Prensibi, bakterinin sahip oldugu triptofanaz enzimine dayanmaktadir.
Besiyeri olarak genellikle siilfat — indol — hareket besiyeri kullanilmaktadir. Inkiibasyon
sliresi sonunda, triptofanaz enzimi ile besiyerinde mevcut olan triptofan yikilarak indol
aciga ¢ikmaktadir. Damlatilan Kovacks Ayiract’ nin temel bileseni olan p — dimetil amino
benzaldehit’ in aldehit grubu ile indoliin reaksiyona girmesi sonucu parlak kirmizi renk

olusumu gozlemlenmektedir (Winn et al., 2005).
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Metil kirmizisi testi; Bakterinin karisik asit yol izi kullanimini belirlemektedir.

Besiyeri olarak MR/VP besiyeri kullanilmaktadir. Karisik asit yol izini kullanan bakteri,
inkiibasyon siiresi sonunda glukoz fermentasyonu ile yogun bir sekilde asit tiretmektedir;
bu durumda ortama metil kirmizisi ilave edildiginde pH 4.4 de ise testin pozitif oldugunu
belirleyen kirmizi renk gézlemlenir. Eger pH 4.4” e inecek kadar asit liretilmemis ise ayrag
eklendiginde renk sar1 olarak gézlemlenir (Winn et al., 2005).

Voges — Proskauer testi; Organizmanin fermentasyon sonucu asetoin iiretimini

gostermek i¢in uygulanmaktadir; metil kirmizisi testi ile ayni besiyeri kullanilmaktadir.
Atmosferik oksijen ve %40 potasyum hidroksit ile asetoin diasetil halini almaktadir. a —
naftol ise katalizor gorevi gormektedir; karisimin iizerine eklendiginde ortaya kirmizi
renkli bir kompleks ¢ikmasini saglamaktadir. Boylece, kirmizi renk goriiniimii pozitif, sari
renk goriiniimii negatif olarak degerlendirilmektedir (Winn et al., 2005).

Sitrat testi; Organizmanin tek karbon kaynagi olarak sitrat kullanimini arastirmaya
yonelik gelistirilmistir. Simmon’ s sitrat agar kullanilmaktadir. Sitrat kullanimi sonucu
alkali {riinler olusmaktadir; boylece besiyerinin 6.9 olan pH’ s1 yiikselmektedir.
Besiyerinde mevcut bromtimol mavisinin rengi 7.6 iken mavi olmaktadir. Dolayisi ile pH
yiiksekliginden dolay1 yesil olan besiyerinin rengi maviye donmektedir. Renk degisimi
disinda tireme olmasi da pozitif olarak kabul edilmektedir; bunun nedeni ortamdaki tek
karbon kaynaginin sitrat olmasidir. Genellikle inkiibasyon siiresi uzatildiginda renk
degisimi gozlemlenebilmektedir (Winn et al., 2005).

Ureaz testi; Organizmanin iireaz enzimine sahip olup olmadigini belirlemek icin
kullanilmaktadir. Ureaz enzimi, iirenin amonyaga hidrolizini gerceklestirmektedir. Enzime
sahip olan organizma, lireyi amonyaga hidroliz ederek, ortam pH’ sinin yiikselmesine
sebep olmaktadir. Besiyerindeki fenol kirmizisi ise pH 8.1 iizerinde pembe — kirmiz1 renk
olusturmaktadir; bdylece pembe — kirmuzi renk varhiginda iireaz enzimi varligl
anlasilmaktadir (Winn et al., 2005).

Ug sekerli besiyeri; Glukoz laktoz ve/ veya sukroz fermentasyonunu, gaz olusumu

ve HS olusumunu belirlemek igin kullanilan testlerden birisidir. Bir tiip igerisinde hem
aerobik faz (yiizey), hem de anaerobik faz (dip) elde edilebilmektedir. Besiyerinde glukoza
gore 10 kat daha fazla sukroz ve laktoz bulunmaktadir; amaci ise, pH degisikligini belirli
bir diizeyde tutarak, sadece glukoz fermentasyonu oldugu durumda yalnizca dip kismin
renginin sartya donmesini saglamaktir.

Ug sekerli besiyerine laktoz ve sukroz fermentasyonu yapamayan fakat glukoz

fermentasyonu yetenegine sahip bir organizma ekildiginde, ilk 3 — 4 saat igerisinde biitiin
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besiyeri anaerobik ortamda fermentasyon nedeni ile sari renge ddénmektedir. ileriki
saatlerde ise besiyerindeki biitiin mevcut glukoz fermente olmakta ve organizma aerobik
ortamda aminoasit yikimina ge¢mektedir. Boylece besiyeri yilizeyi kirmizi, dip kismi ise
sar1 olmaktadir.

Laktoz ve/ veya sukroz fermente eden bir organizma ekildiginde ise seker miktari
fermentasyon i¢in yeterli kalmaktadir; dolayis1 ile hem yiizeyde hem dipte sar1 renk
gozlemlenmektedir.

Fermentatif olmayan bir bakteri ekildiginde; aminoasit yikimindan dolay1 yiizey
kirmizi, dip renk degisikligi olmadan kalacaktir.

Glukozu fermente eden bazi bakteriler, fermentasyon sonucu karbon dioksit (CO,)
gaz1 aciga ¢ikarmaktadir. Fermentasyon sirasinda gaz olusumu mevcut ise besiyerinde
hava kabarciklari gériilmektedir (Winn et al., 2005).

Ug sekerli besiyerinde ayrica H,S iiretimine de bakilmaktadir. H,S varliginda
besiyeri siyah olmaktadir.

Lizin demir agar besiyeri; Lizin dekarboksilasyonu ve lizin deaminasyonuna

bakilabilmektedir. Lizin dekarboksilasyonu, lizinden kadaverin olusumudur. Bu reaksiyon
lizin dekarboksilaz enzimi vasitasi ile ger¢eklesmektedir. Besiyeri, pH indikatorii olarak
bromkrezol moru igermektedir. Ayrica glukoz da mevcuttur.

Glukoz fermente eden bakteri, oncelikle glukozu fermente ederek, besiyerinin dip
kismini sartya doniistiirmektedir. inkiibasyon siiresi sonunda sar1 olan dip kisim, iiretilen
kadaverinin bazik 6zelliginden dolay1 tekrar mor renk almaktadir. Lizin dekarboksilasyonu
negatif ise, besiyerinin dip kismi sar1 olarak kalmaktadir.

Inokiile edilen organizma lizini deaminaz enzimine sahip ise besiyeri yiizeyi
kirmizi1 renge donmektedir. Dip kisim ise sar1t kalmaktadir. Bu durumun nedeni,
deaminasyon isleminin sadece aerobik ortamda olmasidir.

Organizma sodyum tiyosiilfattan H,S olusturuyorsa, olusan H,S besiyerindeki

demir iyonlar ile reaksiyona girerek siyah renk olusumuna sebep olur (Winn et al., 2005).
2. 1. 2. E. coli Patotipleri

E. coli, dogumdan sonraki bir — iki saat igerisinde gastrointestinal sistemde
kolonize olmaya baglamaktadir. Genellikle bakteri ve konagi, yillar boyunca birbirlerine
karsilikli yarar saglayacak bigimde hayatlarim siirdiirmektedir. Kommensal E. coli immun

sistem baskilanmas1 veya gastrointestinal bariyerlerin asilmasi gibi durumlar haricinde



nadiren enfeksiyon olusturmaktadir. Ancak, bazi iyi adapte olabilmis E. coli kokenleri
spesifik viriilans Ozelligi edinerek, hastalik yapabilme yetenegi yani yeni bir nis
olusturabilir. Edinilen bu viriilans 6zelliklerinden en basarili olan viriilans faktorii
kombinasyonlari, spesifik patotipler olusturabilecektir (Kaper et al., 2004).

Dolayist ile edinilen nise ve patojeniteye gore E. coli, temel olarak ii¢ gruba
ayrilmaktadir; kommensal, intestinal (diyarejenik) patojenik ve ekstraintestinal patojenik
E. coli (EXPEC) (Russo and Johnson, 2000; Johnson and Russo, 2002).

E. coli’ nin enfeksiyon olusturabilme ¢esitliligi, patofizyolojik ve olusturduklar
Klinik sendroma gore smiflandirma gerekliligini getirmistir (Sobel and Kaye, 2009).
Patojen kokenlerin kommensal kdkenlerden farkli olmalari, her patolojik tipin 6zel bazi
viriilans faktorlerine sahip olmalar ile iligkilidir; bu nedenle farkli klinik sendromlardan
farkli tipler sorumludur. Bu tipler ise “patotip” olarak adlandirilmaktadirlar (Russo and
Johnson, 2000).

Patojen olmayan E. coli, gastrointestinal sistemde kommensal olarak yasamaktadir.
Kisinin immiin sisteminde bir diisiis oldugu takdirde, ektraintestinal bir enfeksiyon
olusturabilme yetenegi mevcuttur. Intestinal patojenik E. coli ise genellikle ishal ile
seyreden g¢esitli klinik tablolardan sorumludur. EXPEC ise asemptomatik intestinal

kolonizasyon ve ekstraintestinal enfeksiyon yetenegine sahiptir.

2.1.2.1. Kommensal E. coli

Kommensal E. coli, gastrointestinal mikrobiyotanin dominant organizmasidir.
Insan digkisinin 1 gramida 107 ile 10° koloni olusturan birim (CFU) E. coli bulunmaktadir
(Tenaillon et al., 2010).

Genel olarak immiin sistemde zayiflama olmadigi taktirde patojen degillerdir;
gastrointestinal sistemde enfeksiyon olusturmaksizin yasarlar.

Cogu kommensal E. coli kokeni, filogenetik olarak A grubuna aittir; tipik olarak
patojen kokenlerin sahip oldugu intestinal veya ekstraintestinal viriilans faktorlerine sahip

degillerdir (Russo and Johnson, 2000).



2. 1. 2. 2. Diyarejenik E. coli

Diyarejenik E. coli, kendi igerisinde 6 gruba ayrilmaktadir; enterotoksijenik
(ETEC), Shiga toksin olusturan/ enterohemorajik (STEC/ EHEC), enteropatojenik (EPEC),
enteroinvaziv (EIEC), enteroagregatif (EAEC) ve difiiz aderan (DAEC) E. coli (Forbes et
al., 2007; Russo and Johnson, 2000). Diyarejenik E. coli patotiplerinin epidemiyolojisi,
klinik 6zellikleri, patojenitesi ve tanis1 Cizelge 2. 1.” de 6zet olarak verilmistir (Sobel and
Kaye, 2009).

2. 1. 2. 3. Ekstraintestinal E. coli

E. coli, USE’ de en yaygin etkendir; yeni dogan menenjitinde ise nde gelen
patojenlerdendir. Bu ekstraintestinal enfeksiyonlar haricinde hastane kokenli pndmoni,
kolesistit, kolanjit, peritonit, seliilit, osteomiyelit ve enfeksiydz arterit gibi
enfeksiyonlardan da sorumludur (Sobel and Kaye, 2009).

EXPEC, kendi igerisinde ii¢ gruba ayrilmaktadir; iiropatojenik (UPEC), sepsis ile
ilgili (SEPEC) ve yeni dogan menenjiti ile ilgili (NEMEC) E. coli . Fakat organizmanin
gerceklestirdigi  enfeksiyonun dogasi geregi, E. coli” ye baglh ekstraintestinal
enfeksiyonlarda patotip siniflamasi yaniltici olabilmektedir. Bunun nedeni, ekstraintestinal
enfeksiyonlarin tek bir soy veya virillans genin varligima ya da yokluguna bagh
olmamasidir (Russo and Johnson, 2000).

UPEC izolatlar1 i¢in tanimlanan c¢ok sayida virlilans faktorii ve kolonizasyon
stratejisi bulunmasina ragmen, bir EXPEC i1zolatinin UPEC patotipine ait olup olmadig: tek
bir 6zellik ile dogru sekilde belirlenememektedir (Wiles et al., 2008). EXPEC altindaki iig¢
patotipin de konak savunmasini gecerek farkli insan veya hayvan anatomik bolgelerinde
enfeksiyon yapabildigi belirlenmistir (Johnson and Russo, 2005). Ayrica, bazi viriilans
faktorleri farkli patotiplerde de siklikla goriilebilmektedir. Bu nedenle isimlendirmede

toplu olarak EXPEC siniflamasi 6nerilmistir (Russo and Johnson, 2000).



Cizelge 2. 1. Diyarejenik E. coli epidemiyolojisi, klinik 6zellikleri, patojenitesi ve tanisi
(Sobel and Kaye, 2009).

Patotip | Epidemiyoloji Klinik Ozellik Patogenez Tam

ETEC | Kontamine su ve | Akut sulu ishal, | Cok sayida | Enterotoksinler
gida; bazen siddetli. fimbrial icin PZT veya
Gelismekte olan adezinler, DNA probu.
iilkelerde cocuk 151 duyarli ve
ishalinde en biiylik direngli
etken; enterotoksinler.

Turist ishalinde
baslica etken.

EPEC | Kisiden kisiye bulasg; | Siddetli akut | Demet olusturan | Lokalize
Gelismekte olan | ishal, pili ile lokalize | aderans icin
ulkelerde bebek | kusma goriilebilir. | aderans; hiicre  kiltiiri;
ishalinde baslica Intimin — Tir ile | bfp veya eae
etken. tutunma ve | genleri i¢in PZT

“effacing (saldir | veya DNA
yok et)” prob.

EHEC | Su, gida ve kisiden | Kanli ve sulu | Shiga toksin; Sorbitol —

ve kisiye bulas: ishal, EHEC suslarinda | MacConkey

diger | Gelismis ilkelerde | hemolitik Gremik | intimin — Tir ile | agar, stx genleri

STEC |kanhh ishalin en |sendrom (HUS) | tutunma ve | icin PZT veya
onemli etkeni. ile komplike | “effacing”. DNA probu.

olabilir.

EAEC | Gegis bilinmemekte; | Mukoid ishal, Bir¢ok fimbria ile | aggR geni igin
Geligmekte olan | Genellikle agregatif aderans; | PZT veya difiiz
iilkelerde kronik | persistan. Pet ve  diger | aderans icin
ishalde Onemli bir toksinler. hiicre kiiltirt.
etken.

EIEC | Kontamine gida; Sulu ishal veya | Hiicresel istila, | inv genleri i¢in
Gelismis iilkelerde | dizanteri. hiicre i¢i hareket | PZT veya DNA
salginlar. ve hiicreden | probu.

hiicreye sigrama.

DAEC | Ge¢is bilinmemekte; | Tam olarak | Bilinmiyor. Difiiz  aderans
gelismekte olan | tanimlanmamuistir. icin hiicre
iilkelerde biiytik kdiltiird.
cocuk ishalinde
etken

2.1.2. 4. EXPEC Viriilans Faktorleri

ExPEC i¢in ¢esitli sayida viriilans faktorii belirlenmistir. Adezinler, toksinler,

sideroforlar, kapsiil tipleri ve muhtelif faktorler EXPEC i¢in viriilans ile iliskili faktorleri
olusturmaktadir (Kaper et al., 2004; Pitout, 2012).




Viriilans faktorlerinin kodlandig1 patojenite adaciklar1 (PA), aym tiir igerisinde
patojen olan kokenlerin genomunda bulunan, biiyiik (10 — 200 kb) genomik bolgelerdir. Bu
bolgeler tipik olarak tasiyici riboniikleik asit (tRNA) genleri ile iligkilidirler. Organizmanin
ana genomundan Guanin+Sitozin orani a¢isindan farklhidirlar ve genellikle kriptik ve
fonksiyonel genler kodlamaktadirlar. PA’ lar genellikle viriilans genlerinin kodlandig
bolgelerdir; dolayisi ile bu bolgeler varliginda organizma birgok viriilans faktorii vasitasi
ile patojenik kimlik kazanabilmektedir. Bir organizma PA’ lara sahip ise viriilans
genlerinin ¢ogunu kodlayabilmektedir; fakat biitiin viriilans genleri PA’ lar {izerinde
bulunmamaktadir. Ornegin P, S, Dr adezin aileleri bir PA’ da kodlanirken, Tip 1 fimbria
organizmanin kendi genomunda kodlanmaktadir (Hacker et al., 1997; Kaper et al., 2004;
Oelschlaeger et al., 2002). Cizelge 2. 2.” de UPEC igin tanimlanan bazi viriilans faktorleri

ve kodlandig1 bolgeler gosterilmistir.

Cizelge 2. 2. UPEC i¢in tanimlanan bazi viriilans faktorleri ve kodlandig1 bolge.

Viriilans faktoriic Kodlandigi bolge

Tip 1 fimbria Ana genom

P — Pili ailesi PA

S —ailesi PA

Dr — ailesi PA

a — hemolizin PA veya Plazmid
CNF 1 PA

Enterobactin Ana genom
Aerobactin PA veya Plazmid
Yersiniabactin PA

O —antijen Ana genom
Kapsiil PA

Sat proteaz PA

P, S, F1C, M, Dr, G-F17c ve Tip 1 fimbria gibi adezinler; o — hemolizin, secreted
autotransporter toxin (Sat), serin proteaz, vacuolating toxin (Vat), sitotoksik nekrotizan
faktor (CNF) gibi toksinler; salmochelin, yersiniabactin, aerobactin gibi sideroforlar;
kapsiil tipleri; iiropatojen — spesifik protein (usp), dis membran T proteazi, increased serum
survival (iss) gibi gesitli viriilans faktorleri, UPEC i¢in enfeksiyon ile ilgili dogrudan birer
viriilans faktorii olmaktan daha ¢ok insan viicuduna kolonize olmak i¢in uyum ve rekabet
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yetenegini arttiran sistemler olarak goriilmektedir (Johnson and Russo, 2005; Mokady et
al., 2005; Pitout, 2012).

USE igin viriilans faktdrlerinin en énemli grubu, adezinlerdir. Adezinlerin tutunma
yetenegi kazandirmasi ile bakteri kolonize olabilmekte ve iiriner sistemde farkli dokulara
tutunabilmektedir. Vajinal ve peritiretral bolgeye tutunabilen bakteri, liretra agzina yakin
bolgelere kolonize olabilecekken, tutunamayanlar kolonize olamayacaklardir. USE’ ye
sebep olan izolatlarin fekal izolatlara gore, piyelonefrite sebep olan izolatlarin ise sistite
sebep olanlara gore iiroepitelyal hiicrelere daha iyi adere olduklari gdsterilmistir. Bu
nedenle USE’ de adezinlerin yeri énemlidir (Johnson et al., 2005b; Mulvey, 2002; Sobel
and Kaye, 2009).

Uropatojen E. coli’ nin adezinleri pili veya fimbria olarak adlandirilan filamentdz
ylizey organelleri ve dis membranda bulunan filament6z olmayan proteinlerdir. Fimbrialar,
reseptorlere baglanmalari mannoz varliginda inhibe olanlar (mannoz duyarli) ve
reseptorlere baglanmalart mannoz varliginda inhibe olmayanlar (mannoz direngli) olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadirlar. Mannoz direngli olanlar P, F1C, S, M, G ve Dr fimbria;
mannoz duyarli olan ise Tip 1 fimbriadir (Johnson, 1991; Khan et al., 2000; Mulvey, 2002;
Sobel and Kaye, 2009).

Adezinler, konak tizerindeki farkli reseptorlere baglanabilirler. Bunun sonucunda
organizma bobrekte ve mesanede farkli bolgelere baglanabilme yetenegi kazanmaktadir.
Cizelge 2. 3.” de bazi adezinlerin baglandig1 reseptorler ve Cizelge 2. 4.” de E. coli
adezinlerin insan bdbregine, mesanesine ve idrardaki epitel hiicrelerine baglanma bdolgeleri

gosterilmistir.

Cizelge 2. 3. Bazi1 adezinlerin baglandigi reseptorler (Khan et al., 2000; Roberts et al.,
1994).

Adezin | Reseptor Yorum

Tipl | Epitel hiicreleri (uroplakin) tizerindeki | THP ve SIgA’ ya baglanma
mannozlanmis proteinler ve PNL

P P kan grubu antijeni (Gal — o 1 —4) Normal uriner sistemde
piyelonefrit i¢in gerekli

S/F1C | Sialil (o — 2 — 3) galaktozidaz THP, aderensi inhibe etmekte

G Terminal N —asetil — D — glukozamin —

M Galaktoz — N — asetil - galaktozamin —

Dr M kan grubu antijeni (Glikoporin A) —

PNL, polimorfoniikleer 16kosit; THP, Tamm — Horsfall proteini; SIgA, Salgisal immunglobulin A




Cizelge 2. 4. E. coli adezinlerinin bobrek, mesane ve idrardaki epitel hiicrelerine

baglanmasi (Johnson, 1991).

Adezin Baglanmasi

Doku Bolgesi

S P Tip1l F1C Dr

Bobrek

Bowman Kapsiilii +++ +++ - - +++

Glomeriil +++ +++ - - -

Proksimal Tiip ++ ++ +++ - +++

Distal Tiip ++ ++ + ++ +++

Toplama kanah ++ + + ++ +++

Damar c¢eperi +++ +++ +++ +++ -
Mesane

Epitel ++ + - - +

Damar ceperi +++ +++ ++ +++ -

Kas tabakasi + + +++ + +

Bagdoku ++ - - - +4+
Idrar

Epitel hiicreleri + + - - +

Semboller: -, +, ++, +++, sirasi ile belirlenememis, zayif, orta ve siddetli baglanma.
isaretlenmis bakterilerin baglanmasina

Veriler, saflagtirilmis adezinlerin ve

dayanmaktadir.

EXPEC adezinleri kodlayan genler, genellikle operonlar iizerinde bulunmaktadir.

Uriinler, tek bir genden ziyade, gen kiimeleri vasitasiyla olusturulmaktadir. Sekil 2. 1.” de

bazi adezinleri kodlayan gen gruplar1 gosterilmistir.

fim 4 777 e — | | W

B E A 7?7 C D F G H
foc b 1777 | | e——

22 A1l C D 2 G H
sfa L ) 77| e——— | | B

CB ADE F GS H

Sekil 2. 1. P fimbria (pap); tip 1 fimbria (fim); F1C fimbria (foc) ve S fimbria (sfa)’ y1
kodlayan gen kiimelerinin fiziksel ve genetik haritasi. Beyaz kutucuklar minér proteinleri
kodlayan genleri, ¢izgili kutucuklar ise major (yapisal) alt initeleri kodlayan genleri

gostermektedir (Johnson, 1991).
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Cizelge 2. 5.” da epidemiyoloji ¢aligmalarinda kullanilan bazi viriilans genleri
gosterilmistir.

Cizelge 2. 5. Bazi viriilans genleri ve viriilanstaki rolleri (Johnson and Russo, 2005;
Johnson et al., 2000a; Johnson et al., 2000b).

Gen Viriilanstaki Rolleri

papAH Pap operonunda yapisal alt iinite; F antijeni belirteci.

fimH D — mannoz spesifik adezin, tip 1 fimbria.

focG F1C fimbria.

gafD N — asetil — D — glukozamin spesifik (G, F17c fimbria adezin)

sfa/focDE | S fimbria ve F1C fimbria operonlarinin ortak bolgesi

afa/draBC | Dr antijen — spesifik Adezin operonlari (AFA I — 111, Dr, F1845)

bmaE Kan grubu M spesifik adezin (M fimbria)

iha Demir alimi diizenleyici gen homolog adezini

2. 1. 3. E. coli Filogenetik Gruplari

Filogenetik gruplama, izolatin kokenini belirlemede ve viriilans genlerinin
dagilimini aragtirmada kullanilan bir sistemdir. E. coli, genel olarak dort farkli filogenetik
gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar A, B1, B2 ve D olarak isimlendirilmektedir (Herzer et al.,
1990). Grup B2 *“atasal yol izlerini” igerirken; grup A ve Bl kardes gruplar olarak
goziikmektedir. Gruplar arasinda, genom boyutlarinda da farklar vardir; A ve Bl
gruplarinin genomlart B2 ve D gruplarina gore daha kiigliktiir (Gordon et al., 2008).
Gruplamada yakin zamana kadar, Multilokus Enzim Elektroforezi (MLEE) kullanilmistir
fakat son yillarda konvansiyonel ¢oklu Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT) ile daha
kolay olarak filogenetik gruplar belirlenebilmektedir (Clermont et al., 2000; Gordon et al.,
2008).

EXPEC klinik izolatlari, ¢ogunlukla B2, daha az siklikla D filogenetik grubuna
aittirler. Intestinal E. coli ise A ve B1 grubunda daha yogun olarak gériilmektedir (Pitout,
2012). Bu durum, viriilans faktorlerinin sikliginin da filogenetik gruplara gore degisimini
etkilemektedir. Ornegin, geleneksel iiroviriilans faktdrii genlerinden pap, sfa/foc, hly ve kps
B2 ve/ veya D filogenetik gruplarinda daha sik goriiliirken; afa/dra, iuc/iut ve traT gibi
genler daha genis dagilim gostermektedir (Johnson and Russo, 2005; Picard et al., 1999).
Ayrica, gruplar arasinda antibiyotik direnci agisindan da farklar bulunmaktadir (Gordon et
al., 2008).
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2. 2. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

USE, asemptomatik bakteriiiriden sepsisle seyreden akut piyelonefrite kadar
degisebilen ¢esitli klinik durumlar1 igermektedir. Enfeksiyon, sadece alt iiriner sistemi veya
hem alt hem {ist iiriner sistemi kapsayabilmektedir (Sobel and Kaye, 2009).

Uriner sistemde enfeksiyon ile kolonizasyonun ayirt edilebilmesi i¢in, bazi kriterler
bulunmaktadir. En 6nemli iki parametre bakteriiiri ve piyiiridir. Alinan idrar kiiltiiriinde iki
parametrenin birlikte bulunmasi, iiriner sistemde enfeksiyonu diisiindiirmektedir (Forbes et
al., 2007; Garcia and Isenberg, 2007).

Bakteriiiri: Idrarda bakteri bulunmasi durumu olarak tanimlanmaktadir.

Anlamli bakteriiiri; Orta akim alinan idrarda, iiretrada kontaminant olabilecek

sayidan daha fazla bakteri bulunmasi durumunu belirtmektedir (> 10> bakteri/ ml). Bu
durum, E. coli gibi iropatojen olan organizmalar igin farkli olarak tanimlanmistir.
Semptom varliginda > 10° bakteri/ ml anlamli sayilmaktadir (Aspevall et al., 2001; Garcia
and Isenberg, 2007; Sobel and Kaye, 2009).

Piyiiri; Idrarda 16kosit varhgidir. Piyiiri belirlenmesi igin farkli testler
kullanilmaktadir. En giivenilir teknikler, 16kosit kamarasi ile sayim ve hizli bir tarama testi
olan 16kosit esteraz testidir. Santrifiij edilmis idrarda sedimentin incelenmesi, daha az
giivenilir bir sistemdir. Rutinde en ¢ok uygulanan teknik ise mevcut bakterinin de
gozlemlenebilmesi nedeniyle taze alinmig, santrifiij edilmemis idrarin Gram boyamayla
incelenmesidir (Garcia and Isenberg, 2007; Mamikoglu and Inan, 2008; Sobel and Kaye,
2009).

2.2. 1. USE’ min Simiflamasi

USE, bes kategori altinda toplanmaktadir; komplike olmayan sistit, komplike
olmayan piyelonefrit, komplike USE, asemptomatik bakteriiiri ve yineleyen USE (Nicolle
et al., 2005).

Asemptomatik bakteriiiri; Kiside bir semptom olmaksizin anlamli bakteriiirinin

belirlenmesidir. Tan1 igin 24 saat ara ile alinmig iki temiz orta akim idrarda da aym
organizmanin gosterilmesi gerekmektedir (Sobel and Kaye, 2009).
Anatomik konuma gore, liretra ve mesane alt liriner sistemin; iireterler ve bobrekler

ise iist iiriner sistemin elemanlaridir (Forbes et al., 2007). Bu nedenle USE, anatomik
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konuma gore iretrit (liretra enfeksiyonu), sistit (mesane enfeksiyonu) ve piyelonefrit
(bobrek enfeksiyonu) seklinde siniflandirilmistir (Grabe et al., 2013).

Sistit; Idrar yaparken yanma (diziiri), stk idrara ¢ikma (pollakiiiri), stkisma hissi ve
siklikla suprapubik hassasiyet goriilen semptomlar1 tanimlamak amaci ile kullanilmaktadir.
Fakat bu semptomlar bakteriyel enfeksiyon olmadan alt iiriner sistem enflamasyonlarinda
veya lretritte (0rnegin gonore veya Klamidyal iretrit) de goriilebilmektedir (Sobel and
Kaye, 2009; Warren et al., 1999).

Piyelonefrit; Alt USE semptomlar1 beraberinde yan agrisi, kostovertebral aci
hassasiyeti (KVAH), ates gibi semptomlarin hepsinin veya bir kisminin birlikte goriildiigii
sendromu tanimlamaktadir (Sobel and Kaye, 2009; Warren et al., 1999).

Anatomik konum diginda, USE komplike ve komplike olmayan seklinde iki gruba
ayrilmaktadir.

Komplike olmayan USE; Yapisal veya fonksiyonel olarak normal olan bir iiriner

sistemde enfeksiyon olugmasidir.

Komplike USE; Kateter kullanimi, bdbrek tas1, vezikoiireteral reflii gibi yapisal

veya diabet ve bobrek yetmezligi gibi anomaliler varliginda olusan enfeksiyonlari
tanimlamaktadir (Grabe et al., 2013; Sobel and Kaye, 2009). Erkeklerde, aksi ispat
edilmedigi taktirde idrar yolu enfeksiyonlari komplike olarak kabul edilmektedir (Sobel
and Kaye, 2009).

Bir USE’ nin rekiirrensleri (niiksetmeleri) relaps veya reenfeksiyon seklinde
olusmaktadir.

Relaps; Tedavi sonrasinda tekrar ayni mikroorganizma ile olusan enfeksiyonu
tanimlamaktadir. Bu durum, triner sistemde mikroorganizmanin persistansina (devamli
olarak bulunmasina) baglhdir.

Reenfeksiyon; Bakteriiirinin tedavi baglamadan 6nceki mikroorganizmadan farkli
bir mikroorganizma ile goriilmesidir. Reenfeksiyon, yeni bir enfeksiyondur. Kisinin diski
veya vajenindeki bakterinin persistansina bagli olarak tedavi oncesi goriilen bakteri ile
reenfeksiyon gerceklesebilir; bu durum relaps ile karistirilmamalidir (Sobel and Kaye,
2009).

Urosepsis; USE’ ye bagl olarak sepsis sendromu gelismesi durumu olarak tarif
edilmektedir. USE klinik bulgular1 esliginde viicut sicakliginin 38 °C iizerinde veya 36 °C
altinda olmasi; kalp atim hizinin 90 atim/ dakika iizerinde olmasi; solunum sayisinin 20 /
dakika’ dan fazla olmas1 veya kandaki karbondioksit basinct (PaCO3)’ nin 32 mm Hg’ dan

diisiik olmasi; beyaz kiire sayisinin 12.000/ mm® den fazla veya 4.000/ mm® den az
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olmast ya da % 10’dan fazla band formu olmasi tirosepsisi gostermektedir (Sobel and

Kaye, 2009). USE siiflamasina ait bilgiler, Cizelge 2. 6.” de gosterilmistir.

Cizelge 2. 6. USE smniflamas1 (Horan et al., 2008; Sobel and Kaye, 2009; Warren et al.,

1999).
Tamm Klinik Bulgu Laboratuvar Bulgusu
Urolojik anomali  olmadan  diziiri, | Piyiiri,
Sistit pollakiiiri, suprapubik hassasiyet, sikisma | > 10® CFU/ ml iiropatojen
hissi. tiremesi.
Urolojik ~ anomali ~ olmadan  sistit | Piyiiri,
Piyelonefrit bulgularina ek ates, yan agrisi, KVAH. > 10° CFU/ ml iiropatojen
tiremesi.
Sistit ve/ veya piyelonefrit bulgular1 ve | Piyiiri,
Komplike USE | komplike edici faktor. > 10 CFU/ ml iiropatojen
tiremesi.

24 saat ara ile alinmus iki

Asemptomatik _ orta akim idrarda > 10°

bakteriiri CFU/ ml tireme.
Ates < 36 °C veya > 38 °C, kalp hiz1 > 90
atim/ dakika, solunum > 20/ dakika,
Urosepsis PaCO, < 32 mm Hg, beyaz kiire >12.000/ | > 10° CFU/ ml iireme.

mm® veya <4. 000 mm® veya > % 10
band formu.

2. 2. 2. Patojenez

Idrar yolu enfeksiyonlar1 etkili konak savunma sistemleri varligma karsin, konak
biyolojik ve davranigsal faktorlerinin bakteriyel viriilans faktorleri ile birlesmesi sonucu
olugmaktadir. Organizmanin iiriner sistemi istilas1 ve yayilmasi ii¢ muhtemel yol ile
gerceklesmektedir; asendan, hematojen ve lenfatik yol (Sobel and Kaye, 2009).

Asendan yol: Fekal — vajinal — iiretral hipotezine gore, USE etkeni E. coli suslart
konagin kendi diski ve perianal mikrobiyotasindan tiiremektedir. Bu model, ilk olarak
serolojik caligsma ile olusturulmustur; giinlimiizde molekiiler caligmalar ile desteklenmistir
(Johnson and Russo, 2005; Yamamoto et al., 1997). USE patojenezinde en énemli yol
olarak asendan yol goriilmektedir. Sekil 2. 2., USE’ da asendan yol ile ¢esitli basamaklar
gosterilmistir (Kaper et al., 2004).

Kadin tretras: erkek iiretrasina gore daha kisadir ve mikrobiyota i¢in uygun bir
ortam olan perianal bolgeye daha yakindir. Bakteri mesaneye ulastiktan sonra ¢ogalmakta

ve Ozellikle vezikotireteral reflii varliginda iireterleri gecerek bobrek pelvis ve parankimine
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ulagabilmektedir. Yapilan bazi ¢aligmalar, tiriner enfeksiyon ger¢eklesmeden dnce perianal
ve vajinal kolonizasyonun gergeklestigini gostermistir (Sobel and Kaye, 2009).

Uretra, genellikle bakteriler ile kolonizedir. Kadinlarda, cinsel aktivite sirasinda
olusan iiretral masaj, bakterilerin mesaneye ilerlemesini saglayabilmektedir. Kondom
kullanimi ise travmatik etkiyi arttirabilmektedir (Sobel and Kaye, 2009).

Hematojen yol: Mikroorganizmalarin kan yolu ile bobrek parankimine ulagmasi,

acikca ortaya konulmustur. Bazi bakteri tiirlerinin ve Candida’ nin intravendz olarak
uygulanmas: ile deneysel piyelonefrit modelleri olusturulmustur fakat USE’ nda yaygin
olan enterik patojenler ile deneysel piyelonefrit modelleri olusturmak giictiir; iretral
tikaniklik gibi ek manuplasyonlar gerekmektedir. Insanlarda, Gram negatif basillerin
hematojen yol ile bobrek enfeksiyonu olusturmalari nadiren goriilmektedir (Sobel and
Kaye, 2009).

Lenfatik yol: Piyelonefrit patojenezinde bobrek lenfatiklerinin rolii tam olarak
bilinmemektedir. Hayvanlarda, iireter ve bobreklerin arasinda lenfatik baglantilarin
bulundugu ve mesanede artan basincin bdbreklere dogru akima neden olabilecegi

gosterilmistir (Sobel and Kaye, 2009).
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Sekil 2. 2. USE’ nda asendal yol basamaklar: (Kaper et al., 2004).
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2. 2. 3. Nozokomiyal USE

Nozokomiyal (hastane kokenli) USE terimi, hastanede edinilen enfeksiyon
tammindan daha ok, saglik hizmeti veren herhangi bir kurum ile iliskili USE’ yi
tanimlamaktadir. Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Korunma ve Onleme Merkezi
(CDC), “nozokomiyal (nosocomial)” terimi yerine daha kapsamli olan “saglik hizmeti ile
iliskili (health care - associated)” terimini 6nermektedir. Bunun nedeni, ev de dahil olmak
tizere hastane disinda farkli yerlerde saglik hizmetlerinin verilebilmesidir (Sobel and Kaye,
2009). Fakat iilkemizde, bu terim yerine hastane kokenli veya nozokomiyal terimi
kullanilmaktadir.

CDC onerilerine gore hastane kokenli enfeksiyon tanimi, organizmanin kulugka
stiresine gore degismekle birlikte, genel olarak hasta hastaneye yattiktan 48 — 72 saat sonra
ve taburcu olduktan sonra 10 giin icerisinde enfeksiyon gelismesi seklindedir (Horan et al.,
2008).

USE, nozokomiyal enfeksiyonlarin % 40 — 60’ m1 olusturmaktadir. Bu oran, diger
hastane kokenli enfeksiyonlar icerisinde en yaygin olanidir. Hastane kokenli USE’ nin
ortalama % 80’ i ise kateter ile iliskilidir (Hooton et al., 2010; Wagenlehner and Naber,
2000).

Hastane kokenli USE genellikle komplike olmakla beraber, izolatlarin direng
oranlar1 toplum kokenli olan izolatlara gore daha yliksektir. Bu nedenle tani ve tedavileri

toplum kokenli enfeksiyonlara gore daha zordur (Wagenlehner and Naber, 2000).
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3. GEREC - YONTEM

3. 1. Arastirma Popiilasyonu

Arastirmaya alinmasi planlanan goniillii popiilasyonu, semptomatik olarak USE
gecirmekte olan kisileri icermektedir. Tekrar olan Ornekler calismaya alinmamistir.

Aragtirmanin niteligi, analitik; tasarimi ise agik etiketlidir.

3. 2. Etik Kurul Onay1

Kocaeli Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (KOU KAEK) na “Etik Kurul
Onay1” i¢in 11.09.2012 tarihinde bagvurulmustur. KOU KAEK 2012/92 proje numarasi ve
11/1 karar numarasi ile gergeklestirilmesinde etik sakinca bulunmadigi karari, 25.09.2012
tarihinde tarafimiza bildirilmistir. Arastirma i¢in 27.09.2012 — 30.04.2013 tarihileri

arasinda ornek toplanmustir.

3. 3. Hasta Bilgi Formu

Hastalarin c¢aligmaya goniilli olarak katilmayr kabul ettiklerini ve c¢alisma
konusunda bilgilendirildiklerini belgelendirmek amaci ile “Bilgilendirilmis Goniilli Olur
Formu” olusturulmustur (Cizelge 3. 1.).

Hastanin gegirdigi enfeksiyonun yeri (Sistit ve piyelonefrit), kokeni (hastane ve
toplum) ve komplikasyonu (komplike ve komplike olmayan) gibi verileri belirlemek igin
“Hasta Bilgi Formu” olusturulmustur (Cizelge 3. 2.). Elde edilen veriler ile enfeksiyonun
durumunun Infectious Diseases Society of America (IDSA) Onerilerine gore
simiflandirilmas: planlanmistir. Hastaneye yattiktan 48 saat sonra ve c¢ikistan 10 giin
icerisinde gecirilen enfeksiyon nozokomiyal; lriner sistem ile ilgili tas, kronik bobrek
yetmezligi gibi hastaliklar; seker hastaligi; sonda veya {iriner sistem operasyonu gibi
bulgular ise komplike edici faktor olarak belirlenmistir (Sobel and Kaye, 2009; Warren et
al., 1999).
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Cizelge 3. 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu.

Yapilmasi planlanan c¢alisma, idrar yolu enfeksiyonu geciren hastalar1 kapsamaktadir.
Kiiltiir i¢in laboratuara verilmis olan idrar 6rneklerinden iiremis olan bakteriler {izerinde
caligilacaktir. Hastadan ek bir 6rnek alinmayacaktir.

Calisma hakkindaki bu bilgilendirme formunu okudugumu teyit ederim.

Ad — Soyad :
Hastaya Yakinlik Derecesi :
Tarih :
Imza
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Cizelge 3. 2. Hasta Bilgi Formu.

Idrar Yolu Enfeksiyonu Hasta Bilgi Formu

Calisma hakkinda sahsima sorulan sorulari cevaplamay1 kabul ediyorum.

iMZA
Dosya Numarasi Laboratuvar Protokol Numarasi
Ad — Soyad Basvuru Tarihi
Basvurdugu Klinik Telefon Numarasi
Cinsiyet Kadin Erkek | Dogum Tarihi
Medeni Durumu Evli Bekar | Seker Hastaligi Var Yok
Bobrek Hastaligi Var Yok | ilk idrar Yolu Enfeksiyonu Gegirdigi Yas
Son Bir Yilda Gegirilen iYE Sayisi
Var ise Adi 0 1 2 3 Daha Fazla
Son 1 Ayda Hastanede Var Yok | Uriner Sistem Operasyonu Var Yok
Yatis
Var ise Tarihi, Adi
Var ise Tarihi, Nedeni
Hic Sonda Takildi Mi? Evet Hayir | idrarda Yaparken Yanma (Diziiri)
0 1 2 3 Kag¢ Gundar?
Var ise Zamani, Nedeni
Sik idrara Cikma (Pollakiiri) (1 Saatte) Kasik Bolgesinde (Suprapubik) Agri
0 1 2 3 Kac Glindir? 0 1 2 3 Kac Glndir?

Sikisma Hissi
0 1 2 3

Kac Giandir?

Kostovertebral Hassasiyet

0 1 2 3 Kac Gindir?

Yan Agrisi Var Yok | Titreme / Usiime / Bulanti Var Yok
Ates Var Yok Hastaneye Yatma Yatiyor  Ayaktan
°C
Hastaneye Yatis Tarihi idrar Orneginin Alindigi Tarih
Degerler; 0: Yok 2: Orta
1: Hafif 3: Siddetli
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3. 4. Besiyerlerinin, Ayraglarin ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

3. 4. 1. Eozin — Metilen Mavili (EMB) Agar

Eozin — metilen mavili (EMB) agar (Merck, Almanya), ticari olarak satilan
preparatindan iireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir ve 121 °C’ de 15 dakika
steril edildikten sonra yaklasik 45 — 50 °C’ ye kadar sogutulmustur. Besiyeri, plastik petri
kutularina 3 — 4 mm olacak sekilde aseptik sartlarda dokiilmiistiir ve diizgiin bir zeminde

polimerizasyona birakilmistir.

3. 4. 2. Gliserol (%15) i¢eren Triptik Soy Buyyon (TSB)

Triptik soy buyyon (Merck, Almanya) ticari olarak satilan preparatindan iireticinin
tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir. Besiyerinin %15° 1 gliserol (Merck, Almanya)
olacagindan, eklenmesi gerekli su miktar1 eksik konulmustur; kalan kisim ise gliserol ile
tamamlanmustir ve 121 °C” de 15 dakika sterilizasyon islemi ardindan steril 1.5 ml’ lik
mikrosantrifiij tliplerine 1 ml olacak sekilde aseptik sartlarda porsiyonlanmistir.

Kullanilana kadar +4 °C’ de saklanmistir.

3. 4. 3. Luria— Bertani (LB) Buyyon

Luria — Bertani (LB) buyyon (Becton Dickinson, ABD) ticari olarak satilan
preparatlardan iireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir ve 121 °C” de 15 dakika
steril edildikten sonra steril 1.5 ml’ lik mikrosantrifiij tliplerine 1 ml olacak sekilde aseptik

sartlarda porsiyonlanmgtir. Kullanilana kadar +4 °C” de saklanmustir.

3. 4. 4. Mueller — Hinton Agar (MHA)

Mueller — Hinton agar (Merck, Almanya), ticari olarak satilan preparatindan
lireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir ve 121 °C’ de 15 dakika steril edildikten
sonra yaklasik 45 — 50 °C’ ye kadar sogutulmustur. Besiyeri, plastik petri kutularina 4 mm
olacak sekilde aseptik sartlarda dokiiliip diizgiin bir zeminde polimerizasyona birakilmistir.

Kullanilana kadar +4 °C’ de saklanmuistir.
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3. 4. 5. Mueller — Hinton Buyyon (MHB)

Mueller — Hinton Buyyon (Merck, Almanya) ticari olarak satilan preparatlardan
ireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir. Eritildikten sonra, cam deney tiiplerine
5 ml olacak sekilde porsiyonlanmustir, agizlar1 pamuk ile kapatilmistir ve 121 °C’ de 15

dakika steril edilmistir. Kullanilana kadar +4 °C’ de saklanmustir.

3. 4. 6. Ug Sekerli Besiyeri

Triple Sugar Iron (TSI) Agar (Merck, Almanya) ticari olarak satilan preparatlardan
iireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir. Eritildikten sonra, cam deney tiiplerine
12 ml olacak sekilde porsiyonlanmis, agizlari pamuk ile kapatilmistir ve 121 °C” de 15
dakika steril edilmistir. Sterilizasyon islemi ardindan 1/3” i dipte, 2/3” i yatik olacak

sekilde polimerizasyona birakilmistir. Kullamlana kadar +4 °C” de saklanmistr.

3. 4. 7. Siilfit — Indol — Hareket Besiyeri

Sulfide — Indol — Motility (SIM) Medium (Merck, Almanya) ticari olarak satilan
preparatlardan {ireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir. Eritildikten sonra, cam
deney tiiplerine 5 cm olacak sekilde porsiyonlanmistir, agizlar1 pamuk ile kapatilmistir ve
121 °C’ de 15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon islemi ardindan dik olarak

polimerizasyona birakilmistir. Kullanilana kadar +4 °C’ de saklanmustir.

3. 4. 8. Metil Kirmizis1 — VVoges Proskauer Besiyeri

Methyl Red — Voges Proskauer (MR — VP) Medium (Merck, Almanya) ticari
olarak satilan preparatlardan {ireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir. Eritildikten
sonra, cam deney tiiplerine 5 ml olacak sekilde porsiyonlanmistir, agizlart pamuk ile
kapatilmistir ve 121 °C° de 15 dakika steril edilmistir. Kullanilana kadar +4 °C’ de

saklanmustir.
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3. 4. 9. Simmons Sitrat Agar

Simmons Citrate Agar (Merck, Almanya) ticari olarak satilan preparatlardan
ireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir. Eritildikten sonra, cam deney tiiplerine
5 ml olacak sekilde porsiyonlanmis, agizlart pamuk ile kapatilmis ve 121 °C’ de 15 dakika
steril edilmistir. Sterilizasyon islemi ardindan tamami yatik bir alan olusturacak sekilde

polimerizasyona birakilmistir. Kullanilana kadar +4 °C’ de saklanmustir.

3. 4. 10. Lizin — Demir Agar

Lysine Iron Agar (LIA) (Merck, Almanya) ticari olarak satilan preparatlardan
iireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmistir. Eritildikten sonra, cam deney tiiplerine
12 ml olacak sekilde porsiyonlanmus, agizlar1 pamuk ile kapatilmig ve 121 °C’ de 15 dakika
steril edilmistir. Sterilizasyon islemi ardindan 1/3” i dipte, 2/3” {i yatik olacak sekilde

polimerizasyona birakilmistir. Kullanilana kadar +4 °C’ de saklanmustir.

3. 4. 11. Ureaz Besiyeri

Christensen urea agar base (Merck, Almanya) ticari olarak satilan preparatlardan
lireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlanmustir. 121 °C’ de 15 dakika steril edilip, 45 —
55 °C’ ye geldiginde litreye 50 ml olacak sekilde %40’ lik steril iire soliisyonu (Merck,
Almanya) ilave edilmistir. Steril cam deney tiplerine 5 ml olacak sekilde
porsiyonlanmistir. Tamami yatik bir alan olusturacak sekilde polimerizasyona

birakilmistir. Kullanilana kadar +4 °C” de saklanmistr.
3. 4. 12. Tampon Cozeltilerin ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

Tampon c¢ozeltiler ve reaktifler Cizelge 3. 3. ‘de gosterildikleri sekilde

hazirlanmstir.
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Cizelge 3. 3. Tampon ¢ozeltilerin ve reaktiflerin hazirlanmasi

Tampon Cozelti Ad1 Konsantrasyonu | Hazirlanisi

ve Miktari
EDTA 0.5 M, 500 ml 73.06 g EDTA tartilarak 450 ml saf suda 60
°C’ de karistirilirken sodyum hidroksit
pH 8,0 (NaOH) ile ¢oziilmiistiir. Bu sirada pH 8,0
oldugunda NaOH eklenmesi kesilmistir.
TBE 10 X, 600 ml 64,8 g Tris, 33 g borik asit ve 24 ml EDTA

05 M pH 80) 550 ml saf suda
¢Ozlilmiistir. 600 ml> ye tamamlanarak
steril edilmisgtir.

Ure Soliisyonu % 40, 100 ml 90 ml’ ye 40 g iire ilave edilmistir. 100 ml’
ye tamamlanarak ¢oziilmiistir. 0,2 pm’ lik
filtre ile steril edilmistir. +4 °C> de
saklanmistir.

Metil Kirmizis1 Ayiract | 125 ml 0,025 g Metil kirmizist 75 ml %96’ lik etil
alkol igerisinde ¢oziilmiistiir. 50 ml saf su
ilave edilmistir. Karanlikta saklanmustir.

a — Naftol % 5, 100 ml 5 g a — naftol, 100 ml % 96’ lik etil alkol
icinde c¢oziilmistir. Oda sicakliginda
saklanmistir.

Potasyum Hidroksit | % 40, 100 ml 95 ml saf suda 40 g potasyum hidroksit

(KOH) (KOH)  ¢oziilmistir. 100 ml” ye
tamamlanmuistir.

Kovacs Ayiraci 200 ml 150 ml izoamil alkol igerisinde 10 g p -

dimetil amino benzaldehit ilave edilmistir.
Karisimin tizerine 50 ml % 37° lik
hidroklorik asit (HCI) eklenmistir. +4 °C’ de
ve karanlikta saklanmistir.

0,5 McFarland | 100 ml 0.048 mol/l ‘lik baryum klorid (BaCl,)

Standardi ¢ozeltisinden 0.5 ml ve 0,18 mol/l’ lik
silfirik  asit  ¢ozeltisinden 99.5 ml
karistirilmigtir.

50 bp DNA Ladder | 500 ul 100 ul 6 X DNA Loading Dye (Thermo

(Thermo Scientific, Scientific, ABD) ve 400 pl steril saf su

ABD) ladder tiipiiniin igerisine eklenmistir.

3. 5. Ornek Secimi

Kocaeli Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji Birimi® ne
gonderilen idrar o6rnekleri, EMB Agar (Salubris, Tirkiye) ve %5 KKA (Salubris, Tiirkiye)
besiyerlerine kantitatif olarak aseptik sartlar altinda ekilmislerdir. Idrar érnekleri, Gram
boyama ydntemi ile boyanarak bakteri ve 16kosit aranmistir. Ureme olan plaklar, Vitek 2

(BioMérieux, Fransa) sistemi ile tammlanmistir. 10° CFU / ml iireme ve piyiiri varligi
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enfeksiyon olarak kabul edilmistir (Garcia and Isenberg, 2007; Sobel and Kaye, 2009;
Warren et al., 1999). E. coli olarak tanimlanan izolatlar, %15 gliserol i¢eren Triptik Soy
Buyyon (Merck, Almanya) besiyerinde etiketlenerek, ¢alismaya alinana kadar -80 °C’ de
saklanmislardir.

Es zamanli olarak, ‘Sonu¢ Alma Birimi’ vasitasi ile hastalara ulagilmis, ¢alismaya
goniillii olarak katilmayr kabul eden kisilere “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” ile
bilgi verilmis ve gecirmekte olduklar1 enfeksiyon “Hasta Bilgi Formu” wvasitasi ile

siniflandirilmastir.

3. 6. Saklamadan Cikarilan Orneklerin Cahsilmasi

Calisilacak drnekler, -80 °C” den ¢ikartilarak EMB agara aseptik sartlar altinda tek
koloni diisiirme ydntemi ile pasajlanmiglardir. 37 £ 2 °C* de 18 + 2 saat inkiibasyon
sonunda, tek diismiis kolonilerden EMB agara ikinci pasaj alinmistir. Ayni siire ve
sicaklikta inkiibasyon sonunda, biyokimyasal reaksiyonlar ile tanimlamalar1 yapilmistir

(Winn et al., 2005).

3. 6. 1. Tammlamada Kullanilan Biyokimyasal Testler

Kullanilan biyokimyasal testler Cizelge 3. 4. > e gore yorumlanmustir. Testlerde

kullanilan pozitif ve negatif kontroller ise Cizelge 3. 5. * de gosterilmistir.

3.6. 1. 1. Ug Seker Testi

Tek koloniden igne 6ze ile dip kismina batirma, 6zeyi tiipiin igerisinden ¢ikarmadan
yiizey kismina ¢izgi ekim gergeklestirilmistir. Tiipler 37 + 2 °C> de 24 + 2 saat inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler gaz olusumu, laktoz ve/ veya Sukroz
fermentasyonu, glukoz fermentasyonu ve H,S olusumu yo6niinden incelenmistir. Dip sar1 —
yiizey sar1 glukoz — laktoz ve/ veya sukroz fermentasyonu pozitif, dip sar1 yiizey kirmizi
glukoz fermentasyon pozitif, laktoz ve/ veya sukroz fermentasyonu negatif olarak
degerlendirilmistir (Winn et al., 2005).
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3.6. 1. 2. indol ve Hareket Testi

EMB agarda tiremis bir koloniden, SIM besiyerine igne 0ze ile batirma ekimi
gerceklestirilmistir. Tiipler 37 + 2 °C’ de 24 + 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda besiyerinde dnce hareket tayini, ardindan indol testi gergeklestirilmistir.

Ekim ¢izgisinden besiyerine yayilan bir tireme varliginda hareket testi pozitif,
sadece ekim ¢izgisinde {ireme var ise test negatif olarak degerlendirilmistir (Winn et al.,
2005).

Tipiin kenarindan 5 damla Kovacs Ayiract damlatilmistir. Damlatilan ¢ozelti
parlak kirmizi renk aliyorsa test pozitif, renk degisikligi olmuyorsa test negatif olarak
kabul edilmistir (Winn et al., 2005).

Bu besiyerinde ayrica hidrojen siilfiir (H2S) olusumuna bakilabilmektedir. H,S
pozitifliginde siyah renk goriiliir. Negatiflikte ise renk degisimi yoktur. (Winn et al., 2005).

3. 6. 1. 3. Metil Kirmzis1 Testi

Metil kirmizisi testi oncesinde, bir tiipe 1 ml kiiltiir sivisi, Voges — Proskauer testi
icin ayrilmgtir.

MR — VP besiyerine tek koloniden halka 6ze ile ekim yapilmustir. Tiipler 37 +2 °C’
de 24 + 2 saat inkiibe edilmistir.

Metil kirmizis1 ayiract, 5 damla olacak sekilde kiiltiir sivisina damlatilmistir. Parlak
kirmiz1 renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir. Turuncu ve sar1 renk ise negatif

olarak degerlendirilmistir (Winn et al., 2005).

3. 6. 1. 4. Voges — Proskauer Testi

Alinan 1 ml kiltlr s1visi tizerine, 0.6 ml %5 o — naftol, ardindan 0.2 ml %40 KOH
damlatilmigtir. Kiltiir sivisinin oksijenlenmesi icin tiipler parmakla vurularak hafifce
calkalanmistir ve 15 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. Siire sonunda kirmizi renk goriilen
izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir. Renk goriilmeyen izolatlarin ise bekletilme
siiresi 30 dakikaya c¢ikartilmistir. Bu siire sonunda renk degisimi mevcut degil ise test

negatif olarak degerlendirilmistir (Winn et al., 2005).
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3. 6. 1. 5. Sitrat Kullanim Testi

Simmon’ un sitrat besiyerine tek koloniden igne &ze ile ¢izgi ekim
gerceklestirilmistir. Tiipler 37 £ 2 °C’ de 24 + 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda yesil olan besiyerinin renginin maviye donmesi veya sadece lireme olmasi pozitif,

besiyeri renginin yesil kalmasi veya lireme olmamasi negatif olarak degerlendirilmistir.

3.6. 1. 6. Ureaz Testi

Ure besiyerine tek koloniden igne 6ze ile ¢izgi ekim gergeklestirilmistir. Tiipler 37
+2 °C’ de 24 + 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda sar1 olan besiyerinin renginin

pembeye donmesi pozitif olarak, renk degisikligi olmamasi negatif olarak

degerlendirilmistir (Winn et al., 2005).
3.6. 1. 7. Lizin Dekarboksilaz Testi

LIA besiyerine tek koloniden igne 6ze ile dip kismina batirma, Ozeyi tiipiin
icerisinden ¢ikarmadan yiizey kismina ¢izgi ekim gergeklestirilmistir. Tiipler 37 + 2 °C’ de
24 + 2 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda lizin dekarboksilasyonu veya deaminasyonu, H,S
olusumu aranmistir. Dip mor — ylizey mor lizin dekarboksilaz pozitif, dip sar1 — ylizey mor

lizin dekarboksilaz negatif olarak degerlendirilmistir (Winn et al., 2005).

Cizelge 3. 4. E. coli tanimlamasinda kullanilan ¢esitli biyokimyasal testler ve goériilme
sikliklar1 (Winn et al., 2005).

Uc Sekerli Besiyeri

Glukoz Laktoz Sukroz Gaz H,S

indol
M-R
V-P
LDK
Ure
Hareket

E. coli

%100 %95 %0 %95 %1 %98 %99 %0 %1 %90 %l %95

%100 %25 %0 %5 %1 %80 %95 %0 %l %40 %l %5

inaktif
E. coli
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Cizelge 3. 5. Testlerde kullanilan pozitif ve negatif kontroller (Winn et al., 2005).

Kullanildig: Test Pozitif Kontrol Organizmalar Negatif Kontrol Organizmalar
TSI E. coli ATCC 25922 -

Hareket E. coli ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae

indol E. coli ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae

Metil Kirmizisi E. coli ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae

Voges — Proskauer Klebsiella pneumoniae E. coli ATCC 25922

Sitrat Klebsiella pneumoniae E. coli ATCC 25922

LDK E. coli ATCC 25922 Proteus sp.

Ureaz Proteus sp. E. coli ATCC 25922

3. 6. 2. Deoksiriboniikleik Asit izolasyonu

Hem filogenetik gruplama hem de viriilans genlerini belirlemek amact ile
gerceklestirilecek PZT igin deoksiriboniikleik asit (DNA) izolasyonu, kaynatma metodu ile
gerceklestirilmistir (Clermont et al., 2000; Johnson and Stell, 2000). Temel prensip, bakteri
hiicrelerini kirarak DNA’ ya bagl biiyiik proteinlerin yapisin1 bozmaktir.

DNA izolasyonu ig¢in tek koloni diisiirme yontemi ile elde edilen bir koloni, aseptik
sartlar altinda mikrosantrifiij tiipli icerisindeki 1 ml LB Buyyon besiyerine ekilerek 37 + 2
°C’ de, 18 + 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, 10 dakika 14000 rpm devirde
pelet elde edilerek santrifiij sonrasi {ist sivi mikropipet ile pelet oynatilmadan g¢ekilmis ve
yerine 200 ul steril — saf su eklenmistir. Tiip igerisinde pipetaj yapilarak, pelet
¢oziilmistiir. Coziilen pelet kuru 1sitict blogu (Eppendorff, Almanya) igerisine alinarak, 97
°C’ de 10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sirasinda belirli araliklar ile vortekslenerek
1sinin dagilmasi saglanmigtir. Siire sonunda mikrosantrifiij tiipleri buz iizerine alinmistir.
Buz iizerinde 1 dakika inkiibe edildikten sonra, 1 dakika 14000 rpm’ de tekrar
santrifiijlenmistir. Elde edilen st sivi, ikiye boliinerek steril bir mikrosantrifiij tiipiine
alinip etiketlenmistir. Elde edilen DNA, kullanilana kadar -20 °C* de saklanmigtir. Ayni

ornegin ikinci mikrosantrifiij tiipii ise -80 °C” de stok olarak saklanmistir.
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3. 6. 3. Antimikrobiyal Duyarhliklarm Belirlenmesi

Izolatlarm antibiyotik duyarliliklarinin  belirlenmesinde Kirby — Bauer Disk
Diflizyon Yontemi kullanilmistir (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012).
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) onerilerine gére hangi antibiyotiklerin
calisilacagi, disk igerikleri, duyarlilik zonlar1 ve antibiyotik gruplar1 Cizelge 3. 6. ’da
verilmistir.

Saklamadan ¢ikartilip 2 kez pasajlanan izolatlardan, BaSO, 0,5 McFarland (5x10°
organizma) standart degerinde bakteri siispansiyonu olusturulmustur. Bunun i¢in 3 — 5 adet
koloni, pamuklu steril ekiivyon vasitasi ile aseptik sartlarda cam tiip icerisindeki 5 ml
Mueller — Hinton Buyyon (Merck, Almanya) besiyerinde siispanse edilmistir. 0,5
McFarland degerine gelene kadar gerektigi taktirde koloni slispanse edilmis veya Mueller
— Hinton Buyyon ilave edilmistir. 0,5 McFarland degeri, beyaz zemin iizerinde bulunan
siyah cizgiler ile belirlenmistir.

Disk difiizyon testinde besiyeri olarak Mueller — Hinton Agar (Merck, Almanya)
kullanilmistir. Petri kaplarina dokiilen besiyeri, 4 mm (20 ml) olacak sekilde ayarlanmis ve
onceden kurutulmustur. McFarland standardi hazirlandiktan sonra, calisilacak izolat 15
dakika icerisinde inokiile edilmistir.

Ekiivyon ¢ubukta bulunan siispansiyon, besiyerinin ortasinda yukaridan asagiya
dogru cekilmis, ekiivyon saga ve sola ¢ekilerek ekim yapilmistir. Ardindan besiyeri 60°
cevrilmis, ayn1 islem iki kere tekrarlanmistir. Zigzaglar arasinda mesafe bulunmamasina ve

ekimlerin homojen yapilmasina dikkat edilmistir.
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Cizelge 3. 6. Calisilan antibiyotikler ve sinir degerleri (Clinical and Laboratory Standards

Institute, 2012).

Disk Orta Direncli
Antibiyotik glifusrl) Grup Icerigi ?r;l%érgé) Duyarh  (mm)
(ng) (mm @ (R)
Ampisilin A Penisilin 10 >17 14 -16 <13
B — laktam/  —
Amoksisilin/ laktamaz
Klavulonik Asit B Inhibitor 20110 =18 14-17 =13
Kombinasyonu
Amikasin B Aminoglikozit 30 >17 15-16 <14
Fosfomisin - Fosfomisin 200 >16 13-15 <12
Gentamisin A Aminoglikozit 10 >15 13-14 <12
Imipenem B Karbapenem 10 >23 22-20 <19
Nalidiksik Asit - Kinolon 30 >19 14 -18 <13
Nitrofrantoin U Nitrofuran 300 >17 15-16 <14
Norfloksasin U Florokinolon 10 >17 13-16 <12
. 1. Kusak
Sefazolin A Sefalosporin 30 >23 20-22 <19
Sefuroksim (Oral) B 2. Kusak 30 >23 15-22 <4
Sefalosporin
Seftriakson* B 3. Kusak 30 >23 20-22 <19
Sefalosporin
Sefotaksim** B 3 Kusak 30 >26 23-25 <2
Sefalosporin
Siprofloksasin B Florokinolon 5 >21 16 - 20 <15
Tetrasiklin C Tetrasiklin 30 >15 12-14 <11
Trimetoprim/ . 1.25/
Sulfametoksazol B Sulfanomid 23.75 216 1-15 =10

Seftriakson* zonu < 25 mm ve Sefotaksim** zonu < 27 olan izolatlar, Genislemis Spekturumlu
Beta — Laktamaz (GSBL) iiretimi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Ekim isleminin ardindan, penset vasitasi ile aseptik sartlar altinda diskler besiyerine
birakilmigtir. Her disk degisiminde penset %70’ lik etil alkolden gegirilip bek alevinde
yakilarak dekontamine edilmistir. Her petri kutusuna en fazla 5 adet antibiyotik diski
koyulmustur. Antibiyotik diskleri ilave edildikten sonra, petri kutular1 37 + 2 °C’ de, 24 + 2
saat inkiibe edilmistir. Kontrol olarak, E. coli ATCC 25922 (ATCC, ABD) kullanilmistir.
ATCC kokeninin duyarlilik sinirlar1 beklenen degerler igerisinde ise test okunmustur

(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012).
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Inkiibasyon siiresi sonunda, zon ¢aplar1 cetvel yardimi ile milimetre cinsinde
Olciilmiistlir. Eger i¢c zon mevcut ise degerlendirmede i¢ zon kullanilmistir. Zon igerisinde
tek diisen koloni var ise kontaminasyon olarak degerlendirilerek antibiyogram
tekrarlanmistir. Tekrarlanan antibiyogramda da zon i¢i koloni gozlemlendigi taktirde,
koloni direngli kabul edilip icte olan koloniye gore zon ¢ap1 Sl¢iilmiistiir.

Farkli antibiyotik gruplarini temsil eden ampisilin, sefuroksim, gentamisin, SXT ve
siprofloksasin farkli kimyasal 6zellikteki antibiyotikleri temsil ettikleri i¢cin ¢oklu direng
skorunun belirlenmesi amaciyla se¢ilmislerdir. Antibiyotiklerin her biri 1 puan olarak
degerlendirilmis, puant 3 ve {lizeri olan izolatlar ¢oklu diren¢ olarak kabul edilmistir
(Cooke et al., 2010; Johnson et al., 2004).

3. 6. 4. Filogenetik Gruplarin Belirlenmesi

Filogenetik gruplar, ¢oklu PZT vasitasi ile belirlenmistir. Gruplamada chuA, yjaA
genleri ve DNA parcasi olan TSPE4.C2 kullanilmstir. izolatlarin hangi filogenetik gruba

ait oldugunu belirlemek i¢in dikotomoz karar agaci (Sekil 3. 1.) kullanilmistir (Clermont et
al., 2000).

C? @@ @
E- -

Sekil 3. 1. Dikotomoz karar agact (Clermont et al., 2000).

Her filogenetik grup igin iki ihtimal mevcuttur. A grubu chuA negatif, yjaA pozitif
veya negatif, TSPE4.C2 negatif; B1 grubu chuA negatif, yjaA pozitif veya negatif,
TSPE4.C2 pozitif; B2 grubu chuA pozitif, yjaA pozitif, TSPE4.C2 pozitif veya negatif; D
grubu chuA pozitif, yjaA negatif, TSPE4.C2 pozitif veya negatif olarak tanimlanmistir.
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Yapilmasi planlanan filogenetik gruplama, Cizelge 3. 7. ° de gosterilmistir (Gordon et al.,
2008; lebba et al., 2012).

Cizelge 3. 7. Genlere gore filogenetik gruplama.

Grup Genler
chuA yjaA TSPE4.C2

A i N i
B1 T N

- + +

+ + -
B2 + + +

+ - -
D + - +

PZT’ nde kullanilmasi planlanan chuA ve yjaA genleri igin tasarlanan primer ¢ifti
dizileri, daha onceki bir ¢alismadan alinmistir (Clermont et al., 2000). TSPE4.C2 DNA
pargast i¢in tasarlanan primer gifti ise farkli bir ¢alismadan alinmigtir (Pitout et al., 2005).
Kullanilmasi planlanan primer ¢ifti dizileri, erime sicakligi (Tm) ve molekiiler agirliklart

Cizelge 3. 8.” de verilmistir.

Cizelge 3. 8. Primer dizileri, molekiiler agirliklar1 ve kaynaklari.

Genin Erime Sicakh@  Molekiiler

Primer Cifti Primer Dizisi (Tm) (°C) Agirhk

Ad1 (be)

ChuA ChuA F GACGAACCAACGGTCAGGAT 57.5 279
ChuAR TGCCGCCAGTACCAAAGACA 57.7

YjaA YjaA F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 59.4 211
YjaA R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 57.9

TspE4.C2 TspE4AC2 1IF  AGTAATGTCGGGGCATTCAG 57.3 151
' TspE4C2 1R TCGCGCCAACAAAGTATTACG 57.9

Liyofilize halde gelen her bir primer dizisi (Ella Biotech, Almanya), firmanin
onerdigi miktarda steril saf su ilave edilerek sulandirilmistir. Boylece, 100 uM’ lik stok
primer ¢ozeltileri elde edilmistir.

Kullanilan PZT karisimi, daha dnceki bir ¢alismadan alinmis ve toplam 25 ul” lik
tepkime icin yeniden hesaplanmistir (Clermont et al., 2000). MgCl,, Tag DNA Polimeraz
ve dNTP konsantrasyonlar1 optimize edilmistir. Tepkimede 10X Hot Start Buffer (Thermo
Scientific, ABD), MgCl, (Thermo Scientific, ABD), dNTP (Thermo Scientific, ABD)
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Maxima Hot Start Taqg DNA Polimerase (Thermo Scientific, ABD), primer ¢iftleri ve kalip
DNA kullanilmistir. PZT karisiminin igerigi, ¢alisma konsantrasyonu, stok konsantrasyonu

ve her 6rnek i¢in alinmasi gereken miktar Cizelge 3. 9. ‘da gosterilmistir.

Cizelge 3. 9. Filogenetik gruplama i¢in yapilan PZT’ de kullanilan konsantrasyonlar.

Reaktifler Stok .H.er ornek Calisma
Konsantrasyon i¢in Konsantrasyonu

Hot Start Tampon (10X) 10 X 2.5l 1.0X

MgCl, 25 mM 3.0 ul 3.0mM

dNTP karisim 2.5mM 2.0 ul 0.2 mM

Hot Start Taqg DNA Polimeraz 50U/ ul 0.25 pl 1.25U

Primer (her birinden) 100 uM 0.25 ul 1.0 uM

Steril Saf Su - 13.75 ul -

Toplam 23 ul

Calismada, Tag DNA Polimeraz eklenmeden 50° ser oOrnek igin karigim
olusturulmus ve -20 °C’ de calisilana kadar saklanmistir. Boylelikle, primer stoklarmin ve
dNTP stoklarinin dondurulup ¢6ziilme sayisinin azaltilmasi planlanmaistir.

Toplam 50 6rneklik PZT karisimi i¢in 1.5 ml’ lik steril mikrosantrifiij tiipii igerisine
687.5 ul steril saf su ilave edilmistir. 100 uM’ lik her primer g¢ozeltilerinden 12.5 ul
alinmis, mikrosantrifiij tiipii igerisine eklenmistir. Uzerine siras1 ile 125 pl 10X Hot Start
Tampon, 150 pl MgCly, 100 pul ANTP karisimi ilave edilmistir. Calisma yapilacagi zaman
ise stok ¢Ozllmiis ve igerisine 12.5 ul Hot Start Taqg DNA Polimeraz ilave edilmistir
(Cizelge 3. 10.).

Cizelge 3. 10. Filogenetik gruplama i¢in yapilan PZT’ de bir ve 50 6rnek igin gerekli
reaktifler.

Reaktifler Bir 6rnek icin 50 dérnek icin
Hot Start Tampon (10X) 2.5 ul 125 ul
MgCl, 3.0 ul 150 pl

dNTP karisim 2.0 ul 100 pl

Hot Start Tag DNA Polimeraz 0.25 pul 12.5 ul
Primer (her birinden) 0.25 pl 12.5 ul

Steril Saf Su 13.75 ul 687.5 ul
Toplam 23 pul 1150 pl

Steril 200 ul’ lik mikrosantrifiij tiipleri etiketlenmis ve igerilerine 23 ul’ lik PZT

karisimi ilave edilmistir. Karigimin tizerine, kalip DNA ilave edilmistir. Pipetaj hatasini
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engellemek i¢in 48 tepkime ayni anda calisilmistir. Capraz kontaminasyondan kaginmak
icin ayn1 anda en fazla 2 adet tiipiin kapag1 acik kalmstir.

Gergeklestirilen her tepkimede, iki adet tiim genler i¢in pozitif kontrol ve bir adet
DNA ilave edilmemis karisim kontrolii kullanilmistir. Kullanilan pozitif kontroller V27 ve
E. coli ATCC 25922’ dir (Higgins et al., 2007; Johnson and Stell, 2000). Kontrol kokeni
V27’ nin DNA’s1, Dr. James R. JOHNSON (Minneapolis, MN, ABD)’ tarafindan nazikge
hediye edilmistir. E. coli ATCC 25922 nin DNA” s1 ise hasta ornekleriyle beraber izole
edilmistir.

Tepkime dongiileri, spesifik bantlarin goriilmemesinden dolayi, referans tepkime
dongiilerinden farklilik gostermektedir (Clermont et al., 2000). Ayni zamanda, farkli
yayinlarda B2 filogenetik grubuna ait oldugu belirtilen E. coli ATCC 25922” den verilen
refersans dongiileri ile iriin elde edilemedigi gorilmistir (Higgins et al., 2007). Ayrica,
Higgins ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada kullanilan PZT karigimi 50 pl® liktir. Bu
nedenle iki basamakli olan PZT dongiisii, uzama sicakligi ile ti¢ basamakli olarak optimize
edilmistir.

Tepkime iCycler (BioRad, ABD) marka thermal cycler’ da gerceklestirilmistir.
Déngiiler siras1 ile 95 °C’ de 4 dakika aktivasyon; 30 siklus 94 °C’ de 30 saniye
denatiirasyon, 57 °C” de 30 saniye tavlama, 72 °C’ de 30 saniye uzama; 72 °C’de 7 dakika
son uzama; 4 °C’de sinirsiz bekletme seklinde optimize edilmistir.

Olusan iirlinlerin gozlemlenmesi i¢in yatay jel elektroforezi kullanilmistir,
elektroforez igin Tris — Borik asit — EDTA (TBE) tamponu igerisinde %2’ lik agaroz jel
hazirlanmistir (Bartlett and Stirling, 2003). Temiz bir erlen igerisinde 25 ml 0.5X TBE
tamponu icerisine 0.6 g agaroz (AppliChem, Almanya) ilave edilmistir. Uzerine, 30 ml’ ye
tamamlayacak sekilde 0.5X TBE tamponu ilave edilmistir. Erlen, bu hali ile tartilmis,
mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyinceye kadar isitilmistir. Isig1 kiran parcacik
gorilmedigi zaman 1sitma islemine son verilmistir. Erlen tekrar tartilmis ve ilk tartimdan
eksilen miktar saf su ile tamamlanmistir. Boylelikle, buharlasan suyun jelin oranim
degistirmesi engellenmistir.

Jel sicakligi yaklagik 50 — 55 °C’ ye diistiigiinde, igerisine 10 mg/ml’ lik stok
Etidyum Bromiir solusyonundan % 0.5 pug/ml olacak sekilde ilave edilmistir. Elektroforez
yatagina taraklar takilmis, agaroz polimerize olmadan elektroforez yatagina alinmis ve
yaklasik 30 dakika polimerizasyona birakilmistir.

Polimerizasyon sonunda taraklar g¢ikarilmis, jel yatak ile birlikte tanka (Thermo

Scientific, ABD) alinmistir.
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Jelin tizeri kapanacak sekilde yaklasik 1 mm 0.5X TBE tamponu ilave edilmistir.
Yiikleme igin, plastik petri kutusunda her drnek ve kontroller 6X DNA Loading Dye
(Thermo Scientific, ABD) ile PZT iiriinii karistirilmistir. Karistirma orani 1 pl boyaya 5 pl
triindiir. Ardindan boya ile stok halinde karistirllmis GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific, ABD) ilk ve son kuyucuklara yiikklenmistir. 8 V/cm ile 40 dakikada
elektroforez gergeklestirilmistir. Sonuglar, GeneLine ImageSCI (Spectronics Corp., ABD)

jel goriintiileme sisteminde degerlendirilmistir.

3. 6. 5. Adezin Viriilans Genlerinin Belirlenmesi

Adezin viriilans genleri, ¢coklu PZT yontemi ile belirlenmistir. Viriilans genlerinin
belirlenmesi i¢in yapilan PZT’ de kullanilan genlerin primer dizileri, Tm degeri ve
molekiiler agirliklari, Cizelge 3. 11.” de gosterilmistir.

Liyofilize halde gelen her bir primer dizisi (Ella Biotech, Almanya), firmanin
onerdigi miktarda steril saf su ilave edilerek sulandirilmistir. Boylece, 100 uM’ ik stok
primer ¢ozeltileri elde edilmistir. Elde edilen 100 uM’ lik primer ¢dzeltilerinden 10 pl, 90
ul steril saf su igerisine alinmistir. Boylelikle 10 uM’ lik c¢alisma konsantrasyonlari
olusturulmustur.

Kullanilan ¢oklu PZT yonteminde, maliyeti diistirmek amaci ile primer ¢iftlerinden
havuzlar olusturulmustur. Her havuzda 2 adet primer c¢ifti bulunmaktadir. Havuz 1’ de
papAH ve fimH; havuz 2’ de bmakE ve sfa/focDE; havuz 3’ de focG ve gafD; havuz 4’ de
ise afa/draBC ve iha genleri igin tasarlanmis primer ¢iftleri bulunmaktadir (Johnson and
Stell, 2000).

Kullanilan PZT karisimi, daha 6nceki bir ¢alismadan alinmistir (Johnson and Stell,
2000). Tepkime toplam 25 ul’ lik karigimda gergeklestirilmistir. Tepkimede, filogenetik
gruplama ile aym1 marka ve nitelikte reaktifler kullanilmistir. PZT karistminin igerigi,
calisma konsantrasyonu, stok konsantrasyonu ve her ornek i¢in alinmasi gereken miktar

Cizelge 3. 12.” de verilmistir.
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Cizelge 3. 11. Viriilans genlerinin belirlenmesi i¢in yapilan PZT’ de kullanilan primer
dizileri, Tm degerleri ve molekiiler agirliklar1 (Johnson and Stell, 2000; Johnson et al.,
2000a; Skjot-Rasmussen et al., 2012).

Pri.m?r Primer Dizisi 'Ol'm Molekiiler Agirhik
Cifti (O (bo)
papAH F ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG 60.3 o0
papAH R CGTCCCACCATACGTGCTCTTC 64.0
fimH F TCGAGAACGGATAAGCCGTGG 61.8
fimH R GCAGTCACCTGCCCTCCG GTA 65.7 >0
focG F CAGCACAGGCAGTGG ATACGA 61.8
focG R GAATGTCGCCTGCCCATTGCT 61.8 30
gafD F TGTTGGACCGTCTCAGGGCTC 63.7 -
gafD R CTCCCGGAACTCGCTGTTACT 61.8
sfa/focDEF CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC  66.3 o
sfa/focDER CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA  63.0
iha F CTGGCGAGGCTCTGAGATCA 63.7
iha R TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA 63.7 529
afa/dFraBC GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC 69.6
afa/draBC 594
ol CCCGTAACGCGCCAGCATCTC 65.7
bmak F ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG 62.1
bmaE R AGGGGGACATATAGCCCCCTTC 64.0 >0

Cizelge 3. 12. Viriilans genlerinin belirlenmesi icin yapilan PZT’ de kullanilan
konsantrasyonlar.

Reaktifler Stok .H.er ornek Calisma
Konsantrasyon icin Konsantrasyonu

Hot Start Tampon (10X) 10 X 2.5 ul 1.0 X

MgCl, 25 mM 4.0 ul 4.0 mM

dNTP karisim 2.5mM 2.0 ul 0.2 mM

Hot Start Tag DNA Polimeraz 5U/ul 0.25 ul 1.25U

Primer (her birinden) 10 uM 1.5ul 0.6 uM

Steril Saf Su - 8.25 ul -

Toplam 23 ul
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Calismada, filogenetik gruplamadakine benzer sekildle Taq DNA Polimeraz
eklenmeden 50° ser ornek icin karisim olusturulmus ve -20 °C’ de calisilana kadar
saklanmustir.

Toplam 50 6rneklik PZT karisimi i¢in 1.5 ml’ lik steril mikrosantrifiij tlipii igerisine
412.5 pl steril saf su ilave edilmistir. 10 uM’ lik her primer ¢ozeltisinden 75 pl alinmais, su
icerisine eklenmistir. Uzerine siras1 ile 125 pl 10X Hot Start Tampon, 200 ul MgCl,, 100
ul ANTP karisimi ilave edilmistir. Calisma yapilacagi zaman ise stok ¢oziilmiis ve igerisine

12.5 ul Hot Start Taq DNA Polimeraz ilave edilmistir (Cizelge 3. 13.).

Cizelge 3. 13. Viriilans genleri tayini i¢in yapilan PZT’ de bir ve 50 6rnek i¢in gerekli
reaktifler.

Reaktifler Bir ornek icin 50 6rnek i¢in
Hot Start Tampon (10X) 2.5 ul 125 pl
MgCl, 3.0 ul 200 pl

dNTP karisimi 2.0 ul 100 pl

Taq DNA Polimeraz 0.25 pl 12.5 ul
Primer (her birinden) 0.25 pul 75 pul

Steril Saf Su 13.75 pl 412.5 ul
Toplam 23 ul 1150 pl

Steril 200 pl” lik mikrosantrifiyj tiipleri etiketlenmis ve igerilerine 23 pl’ lik PZT
karisimi ilave edilmistir. Karisimin tizerine, kalip DNA ilave edilmistir. Pipetaj hatasini
engellemek i¢in 48 tepkime ayni anda calisilmistir. Capraz kontaminasyondan kaginmak
icin ayn1 anda en fazla 2 adet tilipiin kapag1 agik kalmistir.

Kullanilan pozitif kontroller V 27, 2H16 ve PM9’ dur (Johnson and Stell, 2000).
Kontrol kokenlerin DNA’s1i, Dr. James R. JOHNSON (Minneapolis, MN, ABD)’
tarafindan nazikce hediye edilmistir.

Tepkime, iCycler (BioRad, ABD) marka thermal cycler’ da gerceklestirilmistir. Her
havuz i¢in ayni tepkime dongiilerinin kullanilmast planlanmistir. Havuz 4’ de spesifik
olmayan bantlarin goriilmesinden dolayi, PZT sartlar1 optimize edilmistir.  Olmast
gerekenden yiiksekte ve alcakta bantlar goriilmiistiir. Beklenen baz ¢iftinden yliksekteki
bantlar1 elemine etmek igin 68 °C> de 3 dakika olan uzama, 72 °C* de 30 saniye olarak
degistirilmistir. Beklenen baz ¢iftinden algaktaki bantlar ise tavlama sicakligini 63 °C’ den
65 °C’ ye cikartilarak elemine edilmistir (Bartlett and Stirling, 2003). Tepkime déngiileri,
Cizelge 3. 14.” de gosterilmistir.
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Cizelge 3. 14. Viriilans genleri i¢in yapilan PZT igin tepkime dongiileri (Johnson and Stell,
2000).

Havuz 1,2 ve 3 Havuz 4
Aktivasyon  95°C, 12 dakika 95 °C, 12 dakika
., | Denatiirasyon 94°C, 30 saniye 94°C, 30 saniye
§ Tavlama 63 °C, 30 saniye 65 °C, 30 saniye
§ Uzama 68 °C, 3 dakika 72°C, 30 saniye
SonUzama  72°C, 10 dakika 72°C, 10 dakika

Yatay jel elektroforezi, filogenetik gruplamada gerceklestirilen elektroforez ile ayni

sartlar altinda gergeklestirilmistir.

3. 6. 6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin, IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM Corporation, ABD)
programi kullanilmistir. Bagimsiz ve siniflanmis veriler igin Ki — kare bagimsizlik testi
kullanilmistir; beklenen degerler 5° in altinda ise Fisher’ in kesin olasilik testi (¢ift —
kuyruk) uygulanmistir. P — degeri 0.05° in altinda olan analizler, istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmistir.

Elde edilen veriler parametrik olmadigindan iki bagimsiz grubun, belirli bir
degiskene ait ortalamalarini karsilastirmak i¢in, Mann — Whitney U testi; grup sayisi ikiden
fazla ise, Kruskal — Wallis H testi kullanilmustir.

Kruskal — Wallis H testi yapildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark Bonferroni
diizeltmesi ile belirlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasi halinde, farkin
hangi gruptan kaynaklandiginin arastirmasi, Mann — Whitney U testi ile

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4. 1. Hasta Verileri

Calismaya, bilgilerine ulasilabilen 146 hastadan izole edilen 6rnekler alinmistir.
Calisilan 0rneklerin 78 tanesi ¢esitli polikliniklerden (acil, 8; ¢ocuk nefroloji, 2; dahiliye,
I; endokrinoloji, 1; enfeksiyon hastaliklari, 12; fizik tedavi ve rehabilitasyon, 2;
gastroenteroloji, 2; hematoloji, 1; kadin dogum, 18; kardiyoloji, 1; nefroloji, 8; noroloji, 6
ve iiroloji, 16); 68 tanesi ise gesitli servislerde (¢ocuk saglig1 ve hastaliklari, 1; dermatoloji,
1; endokrinoloji, 6; enfeksiyon hastalari, 8; fizik tedavi ve rehabilitasyon, 11;
gastroenteroloji, 2; genel cerrahi, 2; gdgiis hastaliklari, 1; hematoloji, 7; kardiyoloji, 1;
nefroloji, 8; onkoloji, 4; psikiyatri, 1; radyasyon onkolojisi, 4; romatoloji, 1; liroloji, 9 ve
yogun bakim, 1) yatan hastalardan izole edilmistir. Hastalardan 3 tanesinde polimikrobiyal
enfeksiyon belirlenmistir.

Hastalarin 97 (% 66,4)’ si kadin; 49 (% 33,6)’ u erkektir. Minimum yas 5,
maksimum yas ise 84’ tiir. Ortalama yas 51,72; ortanca ise 58 olarak hesaplanmustir.
Hastalarin 11 (% 7,5)’ i 18 yas ve alt1; 86 (% 58,9)’ s1 19 — 64 yas arasi; 49 (% 33,6)’ u 65
yas ve lizerindeki yas gruplarina aittir. Yas, normal dagilima uygunluk gostermemektedir.

Sekil 4. 1. de yas i¢in verilen grafik mevcuttur.
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Sekil 4. 1. Hastalarin yasi igin olusturulan histogram.

Elde edilen veriler dogrultusunda, 92 (% 63) hastanin enfeksiyonu toplum kdkenli;
54 (% 37) hastanin enfeksiyonu hastane kokenli olarak belirlenmistir.

Enfeksiyonun yeri ele alindiginda, 97 (% 66,4) hastanin sistit, 49 (% 33,6) hastanin
ise piyelonefrit gecirdigi gozlemlenmistir.

Komplikasyon agisindan degerlendirildiginde ise 112 (% 76,7) hasta komplike, 34
(% 23,3) hasta ise komplike degildir. Elde edilen hasta verilerinin erkek ve kadinlara gore

dagilimi, Cizelge 4. 1.” de gosterilmistir.
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Cizelge 4. 1. Hasta verilerinin cinsiyete gore dagilimi.

Yas n (%)
65 - . . . Komplike
. 0-18 19-64 ..~ .| Sistit Piyelonefrit | Hastane Toplum | Komplike
Cinsiyet Vrerl | nmg7  “n=49 | n=s4 n=0s | n=112  OIman
€2 |3 2 2 | 22 23 26 49 0
T Lo1(61) (49) (44,9 | (55) (44,9 (46,9) (53,1) (100) 0)
.§ &> 8 62 27 70 27 31 66 63 34
g 4182 (639 (27.8) | (72,2 (27,8) (32) (68) (64,9 (35,1)

4. 2. Filogenetik Gruplama

Yapilan filogenetik gruplamada biitiin 6rnekler tiplendirilebilmistir. izolatlarm 36’
st A; 15”1 Bl; 52’ si B2 ve 43’ i D filogenetik grubuna ait olarak belirlenmistir.
Elektroforez sonucu gozlemlenen genlerin oranlar1 ve filogenetik grup oranlar1 Cizelge 4.
2.” de, filogenetik gruplara ait pasta grafigi Sekil 4. 2.” de verilmistir. Cizelge 4. 3.” de

genlere ait jel goriintiileri verilmistir.

Cizelge 4. 2. Genler ve filogenetik grup oranlari.

Filté;gfgstik chuA | yjaA | TSPE4.C2 (")rne;;)Saym Y(i(i)/zo()le (")r(lrl]e:kli?)rm Y(i(i)/zot)ie

i i j 4 2,7

A ] . ] 36 24,7
32 21,9
- - i 6 41

B1 ] . . . 2 15 10,3
" " - 5 3,4

B2 . . . . s 52 35,6
i - - 19 13,0

D . ] . N s 43 29,5
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Sekil 4. 2. Filogenetik gruplara ait pasta grafik (n = 146).

10 11 12 13

Sekil 4. 3. Filogenetik gruplara ait jel goriintiisii. 1, 50 bp Marker; 2, V27; 3, ATCC 25922; 4,
negatif kontrol,; 5, A grubu; 6 ve 7, B1 grubu; 8 ve 9, B2 grubu; 10 ve 11 D grubu; 12, A grubu; 13
50 bp Marker.
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4. 3. Viriilans Genleri

Calisilan adezin viriilans genlerinin pozitif goriilme siklig sirasi ile fimH (% 97,3);
iha (% 37,7); papAH (%21,2); sfa/focDE (% 15,8); afa/draBC (% 9,6); focG (% 8,9); gafD
(% 1,4) ve bmaE (% 0,7)’ dir. Viriilans genlerinin goriilme sikligi Cizelge 4. 3.” de, jel

goriintiileri ise Sekil 4. 4. de gdsterilmistir.

Cizelge 4. 3. Viriilans genlerinin goriilme sikligi.

Genler fimH | iha | papAH | sfa/ focDE | afa/ draBC | focG | gafD | bmaE

Pozitif Ornek 142 55 31 23 14 13 2 1

% 97,3 | 37,7 | 21,2 15,8 9,6 8,9 1,4 0,7

papAH geninin tek basma goriildiigl bir 6rnek yoktur; papAH genine sahip biitiin
ornekler, fimH genine de sahiptir. Benzer bir sekilde, fimH genine sahip olmayan 6rnekler,
papAH genine de sahip degildir.

Izolatlardan bir tanesi bmaE genine sahiptir ve bu izolat cocuk olan toplum kdkenli
bir komplike piyelonefrit hastasindan izole edilmistir.

Viriilans genlerinin birbirleri ile iliskileri incelendigi zaman, bazi viriilans genleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski belirlenmistir papAH ile sfa/focDE ve gafD
arasinda; bmaE ile gafD arasinda; sfa/focDE ile focG arasinda ve iha ile afa/draBC
arasinda birbirlerinin siklig1 ile artis tespit edilmistir. fimH pozitifligi ile diger genler
arasinda anlamli bir korelasyon belirlenmemistir.

sfa/ffocDE pozitif olan izolatlarda, papAH pozitifligi anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Toplam 123 sfa/focDE negatif 6rnegin, 22 (% 17,9) tanesi papAH pozitif; 23
sfa/focDE pozitif 6rnegin ise 9 (%39,1) tanesi papAH pozitiftir (P = 0,048).
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Sekil 4. 4. Adezin viriilans genlerine ait 6rnek jel goriintiileri.

A. Havuz 1 1, 50 bp Marker; 2 2H16; 3 ATCC 25922; 4, negatif kontrol; 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12
hasta 6rnekleri; 13, 50 bp Marker.

B. Havuz 2 1, 50 bp Marker; 2, Pm9; 3, V27; 4; ATCC 25922; 5, negatif kontrol; 6, 7, hasta
ornekleri; 8, 50
bp Marker.

C. Havuz 3 1, 50 bp Marker; 2, Pm9; 3, V27; 4, ATCC 25922; 5, negatif kontrol; 6, 7, hasta
ornekleri; 8, 50 bp Marker.

D. Havuz 4 1, 50 bp Marker; 2 2H16; 3, ATCC 25922; 4, negatif kontrol; 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12
hasta 6rnekleri; 13, 50 bp Marker.
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papAH pozitif olan izolatlarda, gafD pozitifligi anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Toplam 144 gafD negatif 6rnegin 29 (% 20,1) tanesi papAH pozitif; 2 gafD
pozitif 6rnegin ise 2’ si (% 100) de papAH pozitiftir (P = 0,044).

gafD pozitif olan izolatlarda, bmaE pozitifligi anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Toplam 144 gafD negatif 6rnegin hig birisi (% 0) bmaE pozitif degilken;
toplam 2 gafD pozitif 6rnegin 1 (% 50) tanesi bmaE pozitiftir (P = 0,014)

focG pozitif izolatlarda, sfa/focDE pozitifligi anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Toplam 133 focG negatif 6rnegin 10 (% 7,5) tanesi sfa/focDE pozitif; 13 focG pozitif
ornegin ise hepsi (% 100) sfa/focDE pozitiftir (P = 0,000).

Benzer bir sekilde, afa/draBC pozitif olan izolatlarda, iha pozitifligi anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. Toplam 91 iha negatif 6rnegin 2 (% 2,2) tanesi afa/draBC
pozitif; 55 iha pozitif 6rnegin ise 12 (% 21,8) tanesi ise afa/draBC pozitiftir (P = 0,000).
Elde edilen istatistiksel verilerin P degerleri, Cizelge 4. 4.” de gosterilmistir.

Cizelge 4. 4. Viriilans genlerinin birbirleri ile iliskileri.

papAH | fimH | bmaE | sfa/focDE | gafD | focG | afa/draBC | iha
papAH k
fimH >0,05 k
bmak >0,05 | >0,05 k
sfa/focDE 40,048 | >0,05 | >0,05 k
gafD 40,044 | >0,05 | 20,014 >0,05 k
focG >0,05 | >0,05 | >0,05 40,000 >0,05 k
afa/draBC | >0,05 | >0,05 | >0,05 >0,05 >0,05 | >0,05 k
iha *>0,05 | >0,05 | >0,05 *>0,05 >0,05 | >0,05 40,000 k

* jle isaretli orneklere Pearson Ki — kare testi; geriye kalan Orneklere Fisher’ in Kkesin olasilik testi

uygulanmistir;
& P < 0,050 (istatistiksel olarak anlaml1 veriler);
k, kendisi ile korelasyon uygulanamaz
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4. 4. Viriillans Skoru

Organizmanin sahip oldugu viriilans genlerinin toplam sayisi, viriilans skoru olarak
degerlendirilmistir (Ejrnaes et al., 2011; Johnson et al., 2005a). Filogenetik gruplamada
kullanilan genler, viriilans skorlamasina dahil edilmemistir.

Elde edilen viriilans skoru, arastirilan 8 gen i¢in minimum 0, maksimum 5’ dir.
Ortalama 1,917; ortanca ise 2’ dir. Cizelge 4. 5.” de virlilans skorlarina ait frekanslar

gosterilmistir.

Cizelge 4. 5. Viriilans skorlarina ait frekanslar.

Toplam Gen Sayis1 | Frekans (n=146) %
0 3 2,1
1 61 41,8
2 40 27,4
3 31 21,2
4 9 6,2
5 2 1.3
6 - -
7 - -
8 - -

4. 5. Antibiyotik Direncleri

Calismada, orta duyarli izolatlar direngli olarak kabul edilmistir. Direng goriilme
sikligi sirast ile sefazolin (% 71,2), ampisilin (% 69,9), nalidiksik asit (% 59,6),
siprofloksasin (% 52,1), norfloksasin (% 50,7), tetrasiklin (% 48,6), trimetoprim/
sulfametoksazol (SXT) (% 48,6), sefuroksim (% 45,9), amoksisilin/ klavulonik asit (AMC)
(% 44,5), sefotaksim (% 41,8), seftriakson (% 40,4), gentamisin (% 20,5) amikasin (%
17,1), nitrofurantoin (% 6,8) ve fosfomisin (% 3,4) olarak belirlenmistir. Imipeneme
direngli izolat bulunamamistir. GSBL pozitifligi ise % 40,4 olarak bulunmustur.
Antibiyotik direnglerinin siklig1 ve direngli 6rneklerin sayis1 Cizelge 4. 6.” da; ornek disk

difiizyon goriintiisti Sekil 4. 5.” de gosterilmistir.
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Coklu dirence sahip izolat sayisi, 77 (%52,7), ¢coklu direnci olmayan izolat sayisi

ise 69 (%47,3) olarak belirlenmistir.

Cizelge 4. 6. Antibiyotik diren¢lerinin siklig1 ve direngli 6rneklerin enfeksiyonun kokenine
gore sayisl.

n (%)
Antibiyotik 'rl;;)l;l;m Kokenli ﬁlis;z:lne Kokenli ;]I'(J:p::-irgl
Sefazolin 62 (67,4) 42 (77,8) 104 (71,2)
Ampisilin 60 (65,2) 42 (77,8) 102 (69,9)
Nalidiksik Asit | 51 (55,4) 36 (66,7) 87 (59,6)
Siprofloksasin | 45 (48,9) 31 (57,4) 76 (52,1)
Norfloksasin 44 (47,8) 30 (55,6) 74 (50,7)
Tetrasiklin 46 (50) 25 (46,3) 71 (48,6)
SXT 41 (44,6) 30 (55,6) 71 (48,6)
Sefuroksim 38 (41,3) 29 (53,7) 67 (45,9)
AMC 34 (37) 31(57,4) 65 (44,5)
Sefotaksim 36 (39,1) 25 (46,3) 61 (41,8)
GSBL 33(35,9) 26 (48,1) 59 (40,4)
Seftriakson 33(35,9) 26 (48,1) 59 (40,4)
Gentamisin 15 (16,3) 15 (27,8) 30 (20,5)
Amikasin 14 (15,2) 11 (20,4) 25 (17,1)
Nitrofurantoin | 6 (6,5) 4(7,4) 10 (6,8)
Fosfomisin 2(2,2) 3(5,6) 5(3,4)
Imipenem 0(0) 0 (0) 0 (0)
Coklu Diren¢ | 45 (48,9) 32 (59,3) 77 (52,7)
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Sekil 4. 5. Ornek disk difiizyon goriintiisii.




4. 6. Hasta Verileri ile Viriilans Genlerinin Karsilastirilmasi

Yas ile viriilans genlerinin karsilastirilmasi; Hassasiyeti arttirmak amaciyla 2x2

tablo diizeni olusturulmustur; istenen yas (6rnegin 0 — 19 arasi1), boliinmiis diger yas
gruplariin toplamiyla (19 yas ve iizeri) karislastirilmistir. Boylece, beklenen say1 5° den
az oldugunda Fisher’ in kesin olasilik testi uygulanabilmistir.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, iha geninin 65 ve lizeri hastalarda diger yas
gruplarina oranla daha sik goriildigi belirlenmistir (P = 0,002). Diger genlerde yas
gruplari arasinda bir fark belirlenememistir.

Cinsivet ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; Istatistiksel olarak anlamli bulunan

tek fark papAH genine aittir. Toplam 97 kadin hastanin 26 (% 26,8)’ s1 papAH pozitifken,
49 erkegin 5 tanesi (% 10,2) papAH pozitiftir (P = 0,021).

Komplikasyon ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; Istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamamustir.

Enfeksiyonun veri ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; Istatistiksel olarak anlamli

bulunan tek fark papAH genine aittir. Toplam 97 sistit hastasinin 14 (% 14,4)’ inde papAH
geni mevcutken, 49 piyelonefrit hastasinin 17 (% 34,7)’ sinde papAH geni pozitif
bulunmustur (P = 0,005).

Enfeksiyonun kdkeni ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; Sadece iha geni igin

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Toplam 92 toplum koékenli enfeksiyonda
27 (% 29,3) ornek iha geni pozitifken, hastane kokenli 54 6rnekte 28 (% 51,9) 6rnek iha
pozitiftir (P = 0,007).

Bulgular, Cizelge 4. 7. ve 4. 8.” de gosterilmistir.
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Cizelge 4. 7. Yas ile virlilans genlerinin karsilastirilmasi.

n (%)
Yas papAH P fimH P bmaE P sfa/focDE P focG P gafD P afa/draBC P iha P
0-18 1 11 1 4 2 1 1 2
19 Uzeri 30 131 0 19 11 1 13 53
n=135 (22,2) (97,0) 0 (14,2) (8.1 0,7 (9,6 (59.3)
19-64 18 84 0 14 10 1 8 26
n=86 209 5005 | OT) wspo5 | @ wsg0s (16.3) %005 | M6 5005 | B2 wsg0s ©3) 5005 | %2 0026
0 — 18 ve 65 iizeri 13 58 1 9 3 1 6 29
n=60 (21,7) (96.7) 1.7 (15) (5) (1.7 (10) (48,3)
65 Uzeri 12 47 0 5 1 2 5 27
n=49 @45 005 | @59 wsgos | @ wsges | @02 s005 | @ wgos | @D wsgps | 02 g5 [ OS50
64 ve alt1 19 95 1 18 12 0 9 28
n=97 (19,6) (97,9) (1) (18,6) (12,4 (0) (9,3) (28,9)

* Fisher’ in kesin olasilik testi
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Cizelge 4. 8. Hasta verileri ile viriilans genlerinin karsilastiriimasi.

n (%)
Hasta Verileri papAH P fimH P bmaE P sfa/focDE P focG P gafD P afa/draBC P iha P
Erkek 5 48 0 17 2 1 5 17
n=49 (10,2) (98) 0) (17,5) 4,1) ) (10,2) (34,7)
0,021 *>0,05 *>0,05 >0,05 *>0,05 *>0,05 *>0,05 >0,05
Kadin 26 94 1 6 11 1 9 38
n=97 (26,8) (96.,9) 1) (12,2) (11,3) 1) (9,3) (39,2)
Sistit 14 95 0 14 7 0 12 35
n=97 (14,4) 97,9 o . (14,4) (72 . o (12,4) . (36,1)
Piyelonefrit 17 0,005 47 >0,05 1 >0,05 9 >0,05 6 >0,05 5 >0,05 2 >0,05 20 >0,05
n=49 (34,7) (95,9 (2 (18,4) (12,2) (4.1) (4.1) (40,8)
Komplike 23 109 1 19 12 2 11 43
n=112 (20,5) (97.3) 09 a7 (10,7) 18 . (9.8) * (38,4)
Komplike Olmayan g 005 | gyt 005 Tt 2005 4 2005 | Tggt TFO05 | Tt 005 3 20051 Ty 7 2005
n=34 (23,5) (97.1) (9) (5.4 (89,3) (9) (8.8) (35.3)
Toplum 21 89 1 16 8 1 11 27
n=92 (22,8) (96,7) Ly . (17,4 67 . Ly L, (12) . (29,3)
Hastane 10 >0,05 53 >0,05 0 >0,05 7 >0,05 5 >0,05 1 >0,05 3 >0,05 28 0,007
n=54 (18,5) (98,1) 0 (13) (4.8) (1.9 (5,6 (51,9)

* Fisher’ in kesin olasilik testi
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4. 7. Antibiyotik Direnci ile Viriilans Genlerinin Karsilastirilmasi

Ampisilin _direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; sfa/focDE ve iha

genlerinde istatistiksel olarak anlamli fark elde edilmistir. Toplam 44 duyarl izolatin 11
(% 25) tanesi sfa/focDE pozitif; 102 direngli izolatin ise 12 (% 11,8) tanesi sfafocDE
pozitiftir (P = 0,044). Toplam 44 duyarli susun 11 (% 25) tanesi iha pozitif; 102 direngli
susun ise 44 (% 43,1) tanesi iha pozitiftir (P = 0,038).

AMC direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; fimH ve iha genlerinde

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Toplam 81 duyarli izolatin hepsinin fimH
geni pozitif; direngli 65 izolatin ise 61 (% 93,8) tanesi fimH pozitiftir (P = 0,037). Toplam
81 duyarli izolatin 23 (% 28,4) tanesi iha pozitif; toplam 65 direngli izolatin ise 32 (%
49,2) tanesi iha pozitiftir (P = 0,010). sfa/focDE’ de ise anlamliya yakin bir fark
belirlenmistir; duyarl izolatlarda sfa/focDE daha sik goriilmistiir (P = 0,053).

Amikasin direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; Sadece sfa/focDE geninde

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Toplam 121 duyarli izolatin 23 (% 19)
tanesi sfa/focDE pozitifken, 25 direngli izolatta sfa/focDE pozitif olan 6rnek yoktur (P =
0,014).

Fosfomisin direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; Istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamistir; iha geni ile yapilan karsilastirmada anlamliya yakin bir
fark elde edilmistir; direngli izolatlarda iha geni daha sik goriilmistiir (P = 0,067).

Gentamisin _direnci_ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; Sadece sfa/focDE

geninde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Toplam 116 duyarli izolatin 23
(% 19,8) tanesi sfa/focDE pozitifken; direncli izolatlardan sfa/focDE geni pozitif olan
ornek mevcut degildir (P = 0,004). focG ile yapilan karsilagtirmada ise anlamliya yakin bir
fark belirlenmistir; duyarli izolatlarda focG geni daha sik goriilmistiir (P = 0,071).
Nalidiksik asit direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; sfa/focDE, focG ve iha

genlerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Toplam 59 duyarli izolatin 18 (%
30,5) tanesi sfa/focDE pozitif; 87 direngli izolatin ise 5 (% 5,7) tanesi pozitiftir (P =
0,000). Toplam 59 duyarl izolatin 11 (% 18,6) tanesi focG pozitif; 87 direngli izolatin ise 2
(% 2,3) tanesi pozitiftir (P = 0,001). Toplam 59 duyarl izolatin 16 (% 27,1) tanesi iha
pozitif; 87 direngli izolatin ise 39 (% 44,8) tanesi pozitiftir (P = 0,030). papAH’ da ise
anlamlhiya yakin bir fark belirlenmistir; duyarli izolatlarda papAH geni daha sik
goriilmiistiir (P = 0,065).
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Nitrofurantoin direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; Istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamastir.

Norfloksasin direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; sfa/focDE ve focG

genlerinde istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmistir. Toplam 72 duyarli izolatin 21 (%
29,2) tanesi sfa/focDE pozitif, 74 direncgli izolatin ise 2 (% 2,7) tanesi pozitiftir (P =
0,000). Toplam 72 duyarh izolatin 13 (% 18,1) tanesi focG pozitifken, 74 direngli izolatta
focG pozitif olan yoktur (P = 0,000). iha geni ile yapilan karsilastirmada ise anlamliya
yakin bir fark bulunmustur; direngli izolatlarda iha geni daha sik goriilmiistiir (P = 0,080).

Sefazolin direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; Yalnizca sfa/focDE geninde

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Toplam 42 duyarl izolatin 11 (% 26,2)
tanesi pozitif; 104 direngli izolatin ise 12 (% 11,5) tanesi pozitiftir (P = 0,028). iha geniyle
yapilan karsilastirmada ise anlamliya yakin bir fark bulunmustur; direngli izolatlarda iha
geni daha sik goriilmiistiir (P = 0,069).

Sefuroksim direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; sfa/focDE, focG,

afa/draBC ve iha genlerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Toplam 79
duyarli izolatin 18 (% 22,8) tanesi sfa/focDE pozitif; 67 direngli izolatin ise 5 (% 7,5)
tanesi pozitiftir (P = 0,011). Toplam 79 duyarli izolatin 11 (% 13,9) tanesi focG pozitif; 67
direngli izolatin ise 2 (% 3) tanesi pozitiftir (P = 0,021). Toplam 79 duyarl izolatin 2 (%
2,5) tanesi afa/draBC pozitif; 67 direngli izolatin ise 12 (% 17,9) tanesi pozitiftir (P =
0,002). Toplam79 duyarli izolatin 19 (% 24,1) tanesi iha pozitif; 67 direngli izolatin ise 36
(% 53,7) tanesi pozitiftir (P = 0,000). papAH’ da ise anlamliya yakin bir fark
belirlenmistir; duyarli izolatlarda papAH daha sik gortilmiistiir (P = 0,086).

Sefotaksim direnci ile viriilans genlernini kiyaslanmasi; papAH, sfa/focDE ve

afa/draBC genlerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Toplam 85 duyarli
izolatin 23 (% 27,1) tanesi papAH pozitif; toplam 61 direngli izolatin ise 8 (% 13,1) tanesi
pozitiftir (P = 0,042). Toplam 85 duyarli izolatin 18 (% 21,2) tanesi sfa/focDE pozitif; 61
direngli izolatin ise 5 (% 8,2) tanesi pozitiftir (P = 0,034). Toplam 85 duyarli izolatin 3 (%
3,5) tanesi afa/draBC pozitif; 61 direngli izolatin ise 11 (% 18) tanesi pozitiftir (P = 0,003).
iha geniyle yapilan karsilagtirmada ise anlamliya yakin bir fark bulunmustur; direngli
izolatlarda iha daha sik gorilmistiir (P = 0,082).

Seftriakson direnci ile virtlans genlerinin karsilastirmasi; sfa/focDE, focG,

afa/draBC ve iha genlerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Toplam 87
duyarli izolatin 19 (% 21,8) tanesi sfa/focDE pozitif; 59 direngli izolatin ise 4 (% 9,3)
tanesi pozitiftir (P = 0,014). Toplam 87 duyarli izolatin 12 (% 13,8) tanesi focG pozitif; 59
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direngli izolatin ise 1 (% 1,7) tanesi pozitiftir (P = 0,012). Toplam 87 duyarli izolatin 2 (%
2,3) tanesi afa/draBC pozitif; 59 direngli izolatin ise 12 (% 20,3) tanesi pozitiftir (P =
0,000). Toplam 87 duyarl izolatin 24 (% 27,6) tanesi iha pozitif; 59 direngli izolatin ise 31
(% 52,5) tanesi pozitiftir (P = 0,002).

Siprofiloksasin direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; sfa/focDE ve focG

genlerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Toplam 70 duyarl izolatin 20 (%
21,1) tanesi sfa/focDE pozitif;, 76 direncgli izolatin ise 3 (% 3,9) tanesi pozitiftir (P =
0,000). Toplam 70 duyarl izolatin 12 (% 17,1) tanesi focG pozitif; 76 direngli izolatin 1
(% 1,3) tanesi pozitiftir (P = 0,001).

Tetrasiklin direnci ile viriilans genlerinin kiyaslanmasi; Istatistiksel olarak anlamlt
bir fark bulunamamistir; fimH (P = 0,053) ve sfa/focDE (P = 0,057)’ de ise anlamliya

yakin bir fark belirlenmistir. Iki gen i¢in de duyarli izolatlarda goriilme sikhigi daha
fazladir.

SXT direnci ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; sfa/focDE ve afa/draBC

genlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Toplam 75 duyarl izolattan 19
(% 25,3) tanesi sfa/focDE pozitif; 71 direngli izolattan ise 4 (% 5,6) tanesi pozitiftir (P =
0,001). Toplam 75 duyarli izolattan 3 (% 4) tanesi afa/draBC pozitif; 71 direngli izolattan
ise 11 (% 15,5) tanesi pozitiftir (P = 0,018). focG geni ile yapilan karsilastirmada ise
anlamliya yakin bir fark belirlenmistir; duyarli izolatlarda focG daha sik gorilmiistiir (P =
0,053).

GSBL iiretimi ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; sfa/focDE, afa/draBC ve iha

genleri ile istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmistir. Toplam 87 GSBL negatif
izolattan 18 (% 20,7) tanesi sfa/focDE pozitif; 59 GSBL pozitif izolattan ise 5 (% 8,5)
tanesi sfa/focDE pozitiftir (P = 0,047). Toplam 87 GSBL negatif izolattan 2 (% 2,3) tanesi
afa/draBC pozitif; 59 GSBL pozitif izolattan ise 12 (% 20,3) tanesi afa/draBC pozitiftir (P
= 0,000). Toplam 87 GSBL negatif izolattan 23 (% 26,4) tanesi iha pozitif; 59 GSBL
pozitif izolattan ise 32 (% 54,2) tanesi iha pozitiftir (P = 0,001). focG geninde ise
istatistiksel olarak anlamliya yakin bir fark bulunmustur (P = 0,054).
Bulgular, Cizelge 4. 9.” da gosterilmistir.
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Cizelge 4. 9. Antibiyotik direncleri ile viriilans genlerinin karsilagtirilmasi.

n (%)
Antibiyotikler papAH P fimH P bmaE P sfa/focDE P focG P gafD P afa/draBC P iha P
S 13 44 0 11 6 0 2 11
_n=44 | (29.5) (100) @ . (25) (136) . 0 . (4.5) * (25)
Ampisilin R 18 >0,05 08 >0,05 1 >0,05 12 0,044 7 >0,05 5 >0,05 12 >0,05 44 0,038
n=102 | (17,6) (96,1) (1) (11,8) (6,9) (2) (11,8) (43,1)
S 20 81 1 17 9 1 6 23
n=81 | (24,7) (100) 12 . (21) (11,2 12 . (7.4) (28,4)
AMC R 1 >0,05 61 0,037 0 >0,05 6 0,053 4 >0,05 1 >0,05 8 >0,05 32 0,010
n=65 | (16.,9) (93.8) 0) 9.2 (6,2) (1.5 (12,3) (49.2)
S 28 118 1 23 13 2 10 42
I n=121 | (23,1) (97,5) (0,8) (19) (10,7) @7 (8,3) (34,7)
Amikasin —R 3 >0,05 24 *>0,05 0 *>0,05 0 *0,014 0 *>0,05 0 *>0,05 A *>0,05 13 >0,05
n=25 | (12) (96) (9) (9) 0) 0) (16) (52)
S 30 137 1 22 12 2 13 51
n=141 | (21.3) (97,2) 0,7) (15,6) (8,5) (1,4) 9,2) (36,2)
Fosfomisin  ———— *>0,05 *>0,05 *>0,05 *>0,05 *>0,05 *>0,05 *>0,05 *0,067
R 1 5 0 1 1 0 1 4
n=5 (20) (100) 0) (20) (20) 0) (20) (80)
S 27 113 1 23 13 1 12 44
.. n=116 | (23,3) (97,4) (0,09) (19,8) (11,2) 0,9) (10,3) (43,7)
Gentamisin — R 4 >0,05 29 *>0,05 0 *>0,05 0 *0,004 0 *0,071 1 *>0,05 2 *>0,05 11 >0,05
n=30 | (13,3) (96,7) (0) (0) (0) (3,3) (6,7) (11,3)
S 17 58 1 18 11 1 3 16
e . n=59 (28,8) (98,3) . 1,7 - (30,5) (18,6) an . (5,1) (27,1)
Nalidiksik Asit —R | 14 0,065 84 >0,05 0 >0,05 5 0,000 2 0,001 1 >0,05 1 >0,05 39 0,030
n=87 | (16,1) (96,6) 0) (6.7 (2,3) (1.1 (12,6) (44.8)
S 29 133 1 22 13 2 14 52
Nitrofurantoin ”=T136 (282’9) 50,05 (938) 50,05 (067) 50,05 (1?2) %0,05 (966) >0,05 (165) %0,05 (1%’3) 0,05 (383’2) 50,05
n=10 (20) (90) 0) (10) ()] (U] ()] (30)
S 19 70 1 21 13 1 6 22
. n=72 (26,4) 97,2) 14 . (29,2) (18,1) 14 . (8,3) (30,6)
Norfloksasin R 12 >0,05 79 >0,05 0 >0,05 5 0,000 0 0,000 1 >0,05 8 >0,05 33 0,080
n=74 | (16,2) (97,3) (0) 2,7 (9 (1,4) (10,8) (44,6)
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Cizelge 4. 9. Antibiyotik direngleri ile viriilans genlerinin karsilastiriimas: (Devam).
n (%)
Antibiyotikler papAH P fimH P bmaE P sfa/focDE P focG P gafD P afa/draBC P iha P
S 12 42 0 11 6 0 2 11
: n=42 | (28,6) (100) © . (26,2) (143) © . @8 . (262)
Sefazolin R 19 >0,05 100 >0,05 1 >0,05 12 0,028 7 >0,05 9 >0,05 12 >0,05 a4 0,069
n=104 | (18,3) (96,2) (1) (11,5) 6,7) (1,9 (11,5) (42,3)
S 21 78 1 18 11 2 2 19
. n=79 | (26,6) 98,7) . 13) L (22,8) (13,9) (2,5) . (2,5) (24,1)
Sefuroksim —Rr 1 10 0,086 64 >0,05 0 >0,05 5 0,011 2 0,021 0 >0,05 12 0,002 36 0,000
n=67 | (14.9) (95,5) ) (7.5) 3 ©) (17,9 (53,7)
S 23 84 1 18 10 2 3 27
. n=85 | (27.1) (98.8) . 12 (21,2) (11,8) (2,4 - (3,5) (31,8)
Sefotaksim —®R | s 0,042 58 >0,05 0 >0,05 5 0,034 3 >0,05 0 >0,05 11 0,003 28 0,082
n=61 | (13,1) (95.1) ) (8.2) (4,9) () (18) (45.9)
S 22 86 1 19 12 2 2 24
n=87 | (25,3) (98,9) 11) (21,8) (13,8) (2,3) (2,3) (27,6)
Seftriakson ——— >0,05 >0,05 *>0,05 0,014 0,012 *>0,05 0,000 0,002
R 9 56 0 4 1 0 12 31
n=59 | (15,3) (94,9) 0) 9.3 17 0) (20,3) (52,5)
S 18 68 1 20 12 1 6 22
. . n=70 | (25,7) 971) . 14 (28,6) (17,1) (1,4) - (8,6) (26,4)
Siprofloksasin —R 1 13 >0,05 74 >0,05 0 >0,05 3 0,000 1 0,001 1 >0,05 8 >0,05 33 >0,05
n=76 | (17.1) (97.4) () 3.9) 1.3) (1.3) (10,5) (434)
S 20 75 0 16 9 0 5 30
el n=75 | (26,7) (100) (O J—— (21,3) (12) (0) * (6.7) (40)
Tetrasiklin R 1 >0,05 67 0,053 1 >0,05 p 0,057 4 >0,05 2 >0,05 9 >0,05 o5 >0,05
n=71 | (15,5) (94,4) (1,4) (9,9 (5,6) (2,8) (12,7) (35,2
S 17 74 1 19 10 1 3 26
n=75 | (22,7) 98,7) . 13) (25,3) (13,3) (1,3) - 4) (34,7)
SXT —r 1 14 >0,05 68 >0,05 0 >0,05 4 0,001 3 0,053 1 >0,05 11 0,018 29 >0,05
n=71 | (19,7) (95,8) 0) (5,6) 4,2 (1,4) (15,5) (40,8)
- 22 86 1 18 11 2 2 23
n=87 | (25,3) (98,9) . 1y (20,7) 7,7 (2,3) - (2,3) (26,4)
GSBL — 1 9 >0,05 56 >0,05 0 >0,05 5 0,047 5 0,054 0 >0,05 12 0,000 32 0,001
n=59 | (12,5) (94.9) ©) (8,9) (3:4) ) (20,3) (54.2)

*, Fisher’ in kesin olasilik testi; S, duyarli; R, diren¢li; AMC, Amoksisilin/klavulonik asit; SXT, Trimetoprim/sulfametoksazol; GSBL, Genislemis Spekturumlu Beta Laktamaz.
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4. 8. Filogenetik Gruplar ile Viriilans Genlerinin Karsilastirilmasi

Hassasiyeti arttirmak i¢in 2x2 tablo diizeni olusturulmustur; istenen filogenetik
grup (6rnegin A grubu), boliinmiis diger filogenetik gruplarin toplamiyla (6rnegin A
olmayan) karsilagtirilmistir. Boylece, beklenen deger 5° den az oldugunda Fisher’ in kesin
olasilik testi kullanilabilmistir.

fimH geni ile filogenetik gruplar karsilastirildiginda, A filogenetik kokenli
izolatlarin diger gruplara gore daha az siklikla fimH geni igerdigi belirlenmistir (P =
0,046).

sfa/focDE (P = 0,000), focG (P = 0,000), afa/draBC (P = 0,001) ve iha (P = 0,000)
genleri, B2 grubunda B2 olmayanlara gore daha sik belirlenmistir; belirlenen tek bmaE
geni ise D filogenetik kokenli bir izolata aittir.

sfa/focDE (P = 0,000), focG (P = 0,011), afa/draBC (P = 0,011) ve iha (P =

0,007) genleri D grubuna ait izolatlarda daha seyrek olarak belirlenmistir.

papAH geni daha ¢ok sirasi ile B2, D, Bl ve A gruplarinda gozlemlenmistir fakat
istatistiksel olarak anlamli degildir.

Elde edilen veriler, Cizelge 4. 10.” da gosterilmistir.
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Cizelge 4. 10. Filogenetik gruplar ile viriilans genlerinin karsilastiriimas.

n (%)
F"‘(’gffst'k papAH P | fimH P |bmaE P |sfaffocDE P |focG P |gafd P |afaidraBC P | iha P
A 5 33 0 2 0 1 2 8
n=36 139 005 | LD goa6 | @ w005 OGO 005 | O oz | @8 wsp0s | OO wsg05| 42D (008
A olmayan 26 ’ 109 ’ 1 ’ 21 ’ 13 ’ 1 ’ 12 ’ 47 ’
n=110 (23,4) (99,1) (0,9) (19,1) (11,8) (0,9) (10,9) (42,7)
B1 3 15 0 2 1 0 1 7
n=15 20 wsp05 | 100 g5 | @ wsgos | @33 w5 | B So05 | O wsp0s ©.7) %5005 | 487 %5005
B1 olmayan 28 127 1 21 12 2 13 48
n=131 (21,4) (96,9) (0,8) (16) (9.2) (1,5) (9.9) (36.6)
B2 15 52 0 19 12 0 11 31
n=52 288)  gooq | 100 wspo5 | O wspp5 | (365) 0,000 (23.1) 0,000 ©)  wsp05| (212 *0,001 (59.6) 0,000
B2 olmayan 16 90 1 4 1 2 3 24
n=94 (17) (95,7) (1,1) (4,3) (1,1) (2,1) (3,2) (25,5)
D 8 42 1 0 0 1 0 9
n=43 18,6 97,7 2,3 0 0 2,3 0 20,9
(18.6) >0,05 ®7.7) *>0,05 @3) *>0,05 ©) 0,000 © *0,011 @3) *>0,05 © *0,011 (20.9) 0,007
D olmayan 23 100 0 23 1 14 46
n=103 (22,3) (97,1) (0) (22,3) (12,6) (1,4) (13,6) (44,7)

*_ Fisher’ in kesin olasilik testi
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4. 9. Antibiyotik Direnci ile Filogenetik Gruplarin Karsilastirilmasi

Antibiyotik direnci ile filogenetik gruplar karsilagtirildiginda, anlamli bulunan
farklar B2 filogenetik grubuna aittir. Amikasine direngli izolatlarin diger gruplardan daha
sik olarak B2 grubunda goriildiigii belirlenmistir (P = 0,019). Aym egilim, GSBL
tiretiminde de belirlenmistir (P = 0,035). Ayrica fosfomisin ile yapilan karsilastirmada,
istatistiksel olarak anlamli olmasa da ayni egilim gézlemlenmistir (P = 0,054).

Tetrasiklin direncinde ise, tam tersi bir egilim mevcuttur; direngli izolatlar daha sik
olarak B2 dis1 gruplarda belirlenmistir (P = 0,012).

Siprofloksasin (P = 0,082) ve nalidiksik asit (P = 0,089) ile B1 grubu
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte direngli izolatlarin Bl
grubunda yogun olarak bulundugu gézlemlenmistir.

A grubuna ait izolatlar diger gruplarla karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamli olmasa da daha sik olarak nalidiksik asit (P = 0,082) ve sefuroksim (P = 0,082)
duyarli olduklar1 gézlemlenmistir. GSBL {iretimi agisindan da ayni egilim s6z konusudur
(P =0,075).

Elde edilen bulgular, Cizelge 4. 11° de gosterilmistir.
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Cizelge 4. 11. Antibiyotik direnci ile filogenetik gruplarin karsilagtirmasi.

n (%)
Antibiyotikler A A olmayan P Bl oImE?a1 an P B2 oImE,;a2 an P D D olmayan P
y n=36 n=110 n=15 nay n=52 1ay n=43 n=103
n=131 n=94
S 13 31 3 41 17 27 11 33
- n=44 (29,5) (70,5) (6,8) (93,2) *>0,05 (38,6) (61,4) (25) (75)
Ampisilin R 23 79 >0,05 12 90 35 67 >0,05 32 70 >0.05
n=102 (22,5) (77,5) (11,8) (88,2) (34,3) (65,7) (31,4) (68,6)
S 20 61 8 73 27 54 26 55
n=81 (24,7) (75,3) 9,9) (90,1) (33,3) (66,7) (32,1) (67,9)
AMC R 16 49 >0,05 7 58 >0,05 25 40 >0,05 17 48 >0,05
n=65 (24,6) (75,4) (10,8) (89,2) (38,5) (61,5) (26,2) (73,8)
S 33 88 13 108 38 83 37 84
I n=121 (27,3) (72,7) (10,7) (89,3) - (31,4) (68,6) (30,6) (69,4)
Amikasin — QR 3 29 >0,05 2 23 >0,05 14 11 0,019 6 19 >0,05
n=25 (12) (88) (8) (92) (56) (44) (24) (76)
S 36 105 14 127 48 93 43 98
n=141 (25,5) (74,5) 9,9 (90,1) (34) (66) (30,5) (69,5)
Fosfomisin *>0,05 *>0,05 *0,054 *>0,05
R 0 5 1 4 4 1 0 5
n=5 0) (100) (20) (80) (80) (20) 0) (100)
S 27 89 14 102 44 72 31 85
. n=116 (23,3) (76,7) (12,1) (87,9) N (37,9) (62,1) (26,7) (73,3)
Gentamisin — QR 9 21 >0,05 1 29 >0,05 8 29 >0,05 12 18 >0,05
n=30 (30) (70) (3,3) (96,7) (26,7) (73,3) (40) (60)
S 19 40 3 56 21 38 16 43
o n=59 (32,2) (67.8) (5,1) (94,9) (35,6) (64,4) (27.1) (72,9)
Nalidiksik Asit PR 17 70 0,082 12 75 0,089 31 56 >0,05 27 60 >0,05
n=87 (19,5) (80,5) (13,8) (86,2) (35,6) (64,4) (31) (69)
S 32 104 14 122 51 85 39 97
. . n=136 (23,5) (76,5) - (10,3) (89,7) - (37,5) (62,5) * (28,7) (71,3) *
Nitrofurantoin — R 4 6 >0,05 1 9 >0,05 1 9 >0,05 4 6 >0,05
n=10 (40) (60) (10) (90) (10) (90) (40) (60)
S 20 52 5 67 27 45 20 52
. n=72 (27.8) (72,2) (6,9) (93,1) N (37.5) (62,5) (27.8) (72,2) N
Norfloksasin — R 16 58 >0,05 10 64 >0,05 25 49 >0,05 23 51 >0,05
n=74 (21,6) (78,4) (13,5) (86,5) (33,8) (66,2) (31,1) (68,9)




Cizelge 4. 11. Antibiyotik direnciyle filogenetik gruplarin karsilastirmasi (Devam).

n (%)
S A A olmayan Bl B1 olmayan B2 B2 olmayan D D olmayan
Antibiyotikler n=36 n=110 P n=15 n=131 P n=52 n=94 P n=43 n=103 P
S 14 28 3 39 14 27 11 31
. n=42 (33,3) (66,7) (7,1) (92,9) *>0,05 (33,3) (66,7) (26,2) (73,8)
Sefazolin — QR 29 82 >0,05 12 92 38 66 >0,05 32 79 >0,05
n=104 (21,2) (78,8) (11,5) (88,5) (36,5) (63,5) (30,8) (69,2)
S 24 55 9 70 24 55 22 57
. n=79 (30,4) (69,6) (11,4) (88,6) (30,4) (69,6) (27,8) (72,2)
Sefuroksim — R 12 55 0,082 6 61 >0,05 28 39 >0,05 21 46 >0,05
n=67 (17,9) (82,1) (9) (91) (41,8) (58,2) (31,3) (68,7)
S 24 61 9 76 26 59 26 59
. n=85 (28,2) (71,8) (10,6) (89,4) (30,6) (69,4) (30,6) (69,4)
Sefotaksim — R 12 49 >0,05 6 55 >0,05 26 35 >0,05 17 a4 >0,05
n=61 (19,7 (80,3) (9,8) (90,2) (42,6) (57,4) (27,9) (72,1)
S 25 62 10 77 26 61 26 61
. n=87 (28,7) (71,3) (11,5) (88,5) (29,9) (70,1) (29,9) (70,1)
Seftriakson -— 1 48 >0,05 5 54 >0,05 2 33 >0,05 17 ) >0,05
n=59 (18,6) (81,4) (8,5) (91,5) (44,1) (55,9) (28,8) (71,2)
S 19 51 4 66 27 43 20 50
. . n=70 (27,1) (72,9) (5,7) (94,3) (38,6) (61,4) (28,6) (71,4)
Siprofloksasin R 17 59 >0,05 11 65 0,082 25 51 >0,05 23 53 >0,05
n=76 (22,4) (77,6) (14,5) (85,5) (32,9) (67,1) (30,3) (69,7)
S 17 58 7 68 34 41 17 58
- n=75 (22,7) (77,3) (9,3) (90,7) (45,3) (54,7) (22,7) (77,3)
Tetrasiklin R 19 50 >0,05 8 63 >0,05 18 53 0,012 26 45 >0,05
n=71 (26,8) (73,2) (11,3) (89,7) (25,4) (74,6) (36,6) (63,4)
S 21 54 6 69 29 46 19 56
n=75 (28) (72) (8) (92) (38,7) (61,3) (25,3) 74,7)
SXT R | 15 56 >0,05 9 62 >0,05 23 48 >0,05 24 47 >0,05
n=71 (21,1) (78,9) (12,7) (87,3) (32,4) (67,6) (33,8) (66,2)
- 26 61 10 77 25 62 26 61
n=87 (29,9) (70,1) (11,5) (88,5) (28,7) (71,3) (29,9) (70,1)
GSBL EE— 10 49 0,075 5 " >0,05 27 39 0,035 17 49 >0,05
n=59 (16,9) (83,1) (8,5) (91,5) (45,8) (54,2) (28,8) (71,2)

*, Fisher’ in kesin olasilik testi; S, duyarli; R, direngli; AMC, Amoksisilin/klavulonik asit; SXT, Trimetoprim/sulfametoksazol; GSBL, Genislemis Spekturumlu Beta Laktamaz.
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4. 10. Viriilans Skorlar ile Yapilan Karsilastirmalar

Viriilans skoru ile hasta verilerinin karsilastirmasi; Yas, enfeksiyonun yeri, kokeni

ve komplikasyon durumu ile yapilan karsilastirmalarda anlamli bir fark elde edilememistir.

Cinsiyet ile yapilan karsilagtirmada, anlamliya yakin bir fark elde edilmistir (P =
0,075). Kadin hastalarda, erkek hastalara gore daha c¢ok viriilans faktoriine sahip izolat
gozlemlenmistir. Elde edilen veriler, Cizelge 4. 12° de; cinsiyete gore viriilans skoru

karsilastirmasi Sekil 4. 6.” da gosterilmistir.

Cizelge 4. 12. Cinsiyet ile viriilans skorunun karsilastirilmasi.

Viriilans Skoru

n=146 Minimum Maksimum Ortalama Ortanca P

Kadin 97 0 5 2,0206 2 0,075
Erkek 49 0 4 1,7143 1
5,00 -1
109 19
4,00 -3
=
5 300 —_
»
=3
§ 2,00
1,00
il — —
I-(aldm ErI':ek
Cinsiyet

Sekil 4. 6. Cinsiyet ile viriilans skorunun karsilagtirmasi.
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Viriilans skoru ile antibiyotik direnglerinin karsilastirmasi; Gentamisin disindaki

antibiyotikler ile viriilans skoru arasinda bir baglant1 bulunamamuistir. Gentamisine duyarl
izolatlarin ise daha fazla viriilans skoruna sahip oldugu belirlenmistir (P = 0,050).
Gentamisin i¢in elde edilen veriler, Cizelge 4. 13.° de; duyarli ve direngli izolatlarin

viriilans skoru agisindan karsilastirilmasi Sekil 4. 7.” de gosterilmistir.

Cizelge 4. 13. Gentamisin ile viriilans skorunun karsilastirilmasi.

Viriilans Skoru

n=146 Minimum Maksimum Ortalama Ortanca P

Gentamisin S 116 0 5 2,0086 2 0,050
R 30 0 3 1,5667 1

5,00 b

4,00
g 3,00
7
:.‘__E 2,00

1,00+

00— —_—

Du;tarll Direlngli
Gentamisin

Sekil 4. 7. Gentamisin duyarli ve direngli izolatlarin viriilans skorlarinin karsilagtirilmasi.

Virilans skoru ile filogenetik gruplarin karsilastirmasi; Kruskal — Wallis analizi

sonucu istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P = 0,000; Bonferroni diizeltmesi =
0,0125). Farkin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek igin ise Mann — Whitney U

testi gerceklestirilmisgtir.
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Karsilagtirma sonucu, en yiiksekten en diislige viriilans skoruna sahip olan
filogenetik gruplar siras1 ile B2, B1, D ve A olarak belirlenmistir. A grubunun minimum O,
maksimum 3; Bl grubunun minimum 1, maksimum 3; D grubunun minimum O,
maksimum 4; B2 grubunun ise minimum 1 maksimum 5 tane viriilans geni tasiyan izolati
bulunmaktadir. Bulgular, Cizelge 4. 14° de gosterilmistir.

Sekil 4. 8.” de filogenetik grup ile viriilans skorunun karsilastirmasina ait grafik

mevcuttur.

Cizelge 4. 14. Filogenetik gruplar ile viriilans geni skorlarinin karsilagtirmasi.

Minimum Maksimum Otalama Ortanca Standart Hata U P
nf’:36 0 3 1,4167 1 0,12199
él 177,000 0,036
_ 1 3 1,9333 2 0,20625
n=15
nf’:36 0 3 1,4167 1 0,12199
éz 317,000 0,000
_ 1 5 2,6731 3 0,13928
n=52
nf’:36 0 3 1,4167 1 0,12199
_D 734,500 >0,05
_ 0 4 1,4186 1 0,12554
n=43
B1
n=15 1 3 1,9333 2 0,20625
éz 232,000 0,013
_ 1 5 2,6731 3 0,13928
n=52
Bl
n=15 1 3 1,9333 2 0,20625
_D 203,000 0,015
= 0 4 1,4186 1 0,20625
n=43
nlééz 1 5 26731 3 0,13928
_D 385,500 0,000
= 0 4 1,4186 1 0,20625
n=43
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35
5,00 o)
133

a7
4,00 o

3,00 -|-

2,00

Virulans Skoru

1,00

00

T T T T
A B1 B2 D

Filogenetik Grup

Sekil 4. 8. Filogenetik grup ile viriilans skorunun karsilagtirmas: (o: 35, 133 ve 97
numarali 6rnekler).

4. 11. Coklu Direng ile Yapilan Karsilastirmalar

Coklu direng ile viriilans skorunun karsilastirmasi; Coklu antibiyotik direnci olan

izolatlarin viriilans skoru, istatistiksel olarak anlamliya yakin derecede daha diisiik olarak
gozlemlenmistir (P = 0,081). Elde edilen veriler, Cizelge 4. 15’ de, kutu grafigi Sekil 4. 9.’

da gosterilmistir.

Cizelge 4. 15. Coklu direng ile viriilans skorunun karsilastirmasi.

Viriilans Skoru

n=146 Minimum Maksimum Ortalama Ortanca P
Coklu Diren¢ Var 77 0 4 1,7532 1 0,081
Yok 69 0 5 2,1014 2
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Goklu Direng Durumu

Sekil 4. 9. Coklu direng ile viriilans skorunun karsilastirmasi.

Coklu direng¢ ile viriilans genlerinin karsilastirmasi; papAH, sfa/focDE, focG,

afa/draBC genleri ile istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmistir.

Coklu ilag¢ direnci olan izolatlarda, papAH geni daha az siklikla goriilmektedir.
Toplam 77 ¢oklu dirence sahip izolatin 11 (% 14,3)’ i papAH pozitif; toplam 69 g¢oklu
dirence sahip olmayan izolatin ise 20 (% 29)’ si papAH pozitiftir (P = 0,030).

sfa/focDE geninin siklig1, ¢oklu ilag¢ direnci olmayan izolatlarda daha yiiksek olarak
belirlenmistir. Toplam 77 ¢oklu dirence sahip izolatin 2 (% 2,6)’ si sfa/focDE pozitif;
toplam 69 ¢oklu dirence sahip olmayan izolatin ise 21(% 30,4)’ i sfa/focDE pozitiftir (P =
0,000).

Benzer bir sekilde, focG geninin siklig1 duyarl izolatlarda daha yiiksektir. Toplam
77 ¢oklu dirence sahip izolatin 1 (% 1,3)” 1 focG pozitif; toplam 69 ¢oklu dirence sahip
olmayan izolatin ise 12 (17,4)’ si focG pozitiftir (P = 0,001).

afa/draBC geninin siklig1 ise ¢oklu antibiyotik direnci direnci olan izolatlarda daha
yiiksektir. Toplam 77 ¢oklu dirence sahip izolatin 11 (% 14,3)’ i afa/draBC pozitif; toplam
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69 ¢oklu dirence sahip olmayan izolatin ise 3 (% 4,3)’ 1 afa/draBC pozitiftir (P = 0,042).
Elde edilen veriler, Cizelge 4. 16° da gosterilmistir.

Coklu direnc ile filogenetik gruplarin karsilastirmasi; Yapilan karsilastirmada ¢oklu

dirence sahip izolatlar ile filogenetik gruplarin dagilimi arasinda bir iliski

belirlenememistir. Elde edilen veriler, Cizelge 4. 17.” de gosterilmistir.
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Cizelge 4. 16. Coklu direng ile viriilans genlerinin Karsilastirmasi.

n (%)
C"[';L“rllj)r:fj“? papAH P | fimH P |bmaE P |sfaffocDE P |focG P |gafd P |afa/draBC P iha P
C““(‘)‘Igri]”“? 1 74 0 2 1 1 11 33
n=77 (14,3) (96,1) (0) (2,6) (1,3) (1,4) (14,3) (42,9)
o Di 0,030 >0,05 >0,05 0,000 0,001 >0,05 0,042 >0,05
COO“:]& ‘;f]“? 20 68 1 21 12 1 3 22
60 (29) (98,6) (1.4) (30,9) (17.4) (1.3) 4.3) (31,9)
Cizelge 4. 17. Coklu direng ile filogenetik gruplarin Karsilastirmasi.
n (%)
. A A olmayan Bl B1 olmayan B2 B2 olmayan D D olmayan
Coklu Diren¢ Durumu | _qq n=110 P | nz1s n=131 I n=94 N n=103 P
Coklu Diren¢ Olan 19 58 10 67 25 52 23 54
n=77 (24,7) (75,3) (13) (87) (32,5) (67,5) (29,9) (70,1)
Coklu Diren¢ Olmayan 17 52 005 1 g 64 005 1 " 57 42 0,05 1 "o 49 >0,05
n=69 (24.,6) (75,4) (7,2) (92,8) (39,1) (60,9) (29) (71)
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5. TARTISMA

Ekstraintestinal enfeksiyonlarin en sik etkenlerinden biri olan E. coli gesitli say1 ve
tipte viriilans faktoriine sahiptir. Bu virlilans faktorleri igerisinde en Onemli grup ise
adezinlerdir. Organizmaya kattig1 tutunma yetenegi enfeksiyonun yonii iizerinde 6nemli bir
katkiya sahiptir.

Cesitli viriilans belirtegleri, USE’ de E. coli patojenitesine biiyiik oranda katkida
bulunmaktadir. Bu belirtecler, PZT ile belirlenebilen veya belirlenebilecek ¢esitli genlerin
tirtinleridir. Ancak her zaman mutasyonlar dolayisiyla sorumlu genin bulunamama ihtimali
mevcuttur. Bu nedenle, PZT’ nin pozitif olmasi organizma igin viriilans genine sahip
olmak anlamma gelmektedir, fakat negatif PZT operonun yoklugu anlamina
gelmemektedir. Ancak bu durum nadir olarak goriiliir (Tarchouna et al., 2013).

Elde edilen veriler dogrultusunda, filogenetik gruplarin goriilme siklig1 sirasi ile B2
(%35,6), D (%29,5), A (%24,7) ve Bl (%10,3)’ dir. B2 ve D filogenetik gruplarina ait
izolatlar, A ve B1 filogenetik gruplarmma ait izolatlarla karsilastirildiklarinda;
ekstraintestinal enfeksiyonlarda daha sik belirlenmektedirler (Picard et al., 1999). Elde
ettigimiz veriler, filogenetik gruplarin dagilimi1 agisindan literatir ile uygunluk
gostermektedir.

Yapilan bir ¢aligmada piyelonefrit izolatlarinin (n = 170) %71’ 1 B2; %21’ 1 D; %8’
1 A ve %1’ 1 B1 filogenetik grubuna ait; sistit izolatlarinin (n = 83) ise %45’ 1 B2; %23’ i
D; %18’ 1 A ve % 14’ i Bl filogenetik grubuna ait olarak bulunmustur (Johnson et al.,
2005D).

Fakat filogenetik gruplarin dagilimi her zaman bu sekilde bir dizilim
gostermeyebilir. Tiirkiye’ de toplam 75 sistit ve piyelonefrit izolat1 ile yapilan bir
calismada ise toplam izolatlarin %41’ 1 B2; %27 si A; %25’ 1 D ve %7’ si B1 grubuna ait
olarak belirlenmistir (Giray et al., 2012).

Grude ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada USE geciren 31 Rus ve 31 Norvegli
kadin filogenetik grup, viriilans faktorii ve antibiyotik direnci agisindan karsilastirilmistir.
Rus hastalarin izolatlarmin filogenetik gruplar sirasi ile A, D, B2 ve B1 seklindeyken,
Norvecli hastalarin izolatlarinin filogenetik gruplari B2, D, B1 ve A seklinde dagilim
gostermistir. Bu fark Rus grup A izolatlarinin Norveg izolatlarina gore viriilansinin daha

yiiksek olabilecegiyle; Norveg’ in sosyoekonomik olarak Rusya’ dan daha iyi olmasiyla,
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Rus hastalarin daha gen¢ ve Norvegli hastalara gére cok daha cesitli klinik tablolara sahip
olmasuyla iligkilendirilmistir (Grude et al., 2007).

Viriilans genlerinin goériilme sikliklari incelendiginde, fimH % 97,3; iha % 37,7;
papAH % 21,2; sfa/focDE % 15,8; afa/draBC % 9,6; focG % 8,9; gafD % 1,4 ve bmaE %
0,7 oraninda bulunmustur. Calismamizda kullanilan genlerden fimH geni, genellikle en
yiiksek oranda bulunan gendir. Diger genler ise daha az bulunmaktadir; en az ise bmaE ve
gafD genleri goriilmektedir (Ejrnaes et al., 2011; Ferjani et al., 2012; Poey et al., 2012;
Skjot-Rasmussen et al., 2012). Bu nedenle, elde ettigimiz verilerin yapilan diger ¢alismalar
ile uyumlu oldugundan bahsedilebilir. papAH geni, diger ¢alismalardan 6zellikle sistit —
piyelonefrit ayrimi yapilan caligmalardan daha az goriilmistiir (Ferjani et al., 2012;
Johnson et al., 2005b; Johnson et al., 2005a). Komplike enfeksiyonlarda iiroviriilans
genlerinin daha az goriildigi bilinmektedir (Nicolle, 2001). Calismamizda, komplike
olmayan izolattan daha fazla olarak komplike izolat (% 76,7) bulunmaktadir; dolayisi ile
genlerin frekansinin diisiik olma ihtimali muhtemeldir. papAH geninin frekansimin diisiik
olusu, bu durum ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica, yapilan diger ¢alismalarda
komplike olmayan 6rnekler ¢alisilmigtir.

Calismamizda higbir adezin genini igermeyen Ornekler de goriilmiistir. Adezin
viriilans genine sahip olmayan 3 tane izolat bulunmustur; bu izolatlar incelendiginde iki
tanesi piyelonefrit, bir tanesi ise sistit etkenidir. Piyelonefrit etkenleri A filogenetik
grubuna, sistit etkeni ise D filogenetik grubuna aittir. Sistit etkeni ayni zamanda
nozokomiyal enfeksiyon izolatidir. Bu hastalarin iicii de komplikedir. Piyelonefrit
hastalarindan birisi erkek, diger iki izolat ise kadindir. Ayrica, izolatlarin li¢ii de ampisilin,
AMC, nalidiksik asit, sefazolin, tetrasiklin ve SXT direnclidir. Sistit izolati, GSBL
negatiftir.

Bu ii¢ hastanin da komplike olmasi, konak savunma sistemlerinin daha kolay
asilabilecegi anlamina gelmistir. Komplike hastalarda, viriilans genlerinin daha az
olabilecegi ve kommensal E. coli tarafindan gergeklestirilen enfeksiyon goriilme sikliginin
artabilecegi bilinmektedir (Nicolle, 2001; Sobel and Kaye, 2009).

Viriilans genleri ile filogenetik gruplar karsilagtirildiginda, sfa/focDE (P = 0,000), focG (P
= 0,000), afa/draBC (P = 0,001) ve iha (P = 0,000) genlerinin B2 izolatlarinda daha sik
goriildiigi belirlenmistir. B2 filogenetik grubunun viriilans ile diger gruplara gore daha
fazla iligkili olmasi, bu durumu agiklayici niteliktedir (Johnson and Stell, 2000). B2 olan ve
olmayan izolatlar karsilagtirildiginda papAH geni, istatistiksel olarak anlamliya yakin

olacak sekilde B2 filogenetik grubunda daha sik olarak belirlenmistir (P = 0,094).
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Toplam 72 E. coli referans koleksiyonu (ECOR) ile yapilan bir ¢aligmada, 31
viriilans geninin filogenetik gruplar ile iliskileri incelenmistir. sfa/focDE, focG ve papAH
afa/draBC ve iha genlerinin B2 ve D filogenetik grubunda daha sik goriildiigii belirtilmistir
(Johnson et al., 2001a).

A filogenetik grubuna ait izolatlarda, fimH, focG ve iha genleri diger filogenetik
gruplardan daha az olarak bulunmustur; A filogenetik grubu daha ¢ok kommensal E. coli’
de goriilmektedir; dolayis1 ile iiroviriilans genlerini B2 ve D filogenetik grubu ile
karsilastirildiginda daha az igermesi mantiklidir.

flging olan bir nokta, D filogenetik grubuna ait izolatlarin sfa/focDE, focG,
afa/draBC genlerine sahip olmamasidir; D filogenetik grubu, B2 grubundan sonra
virilansla en ¢ok iliski belirlenen gruptur. Diger (yapilan bazi) calismalarda adezin
virtilans genlerinin siklig1, tek basina incelenmemistir (Johnson et al., 2001a; Johnson et
al., 2005b). Dolayis1 ile D grubuna ait izolatlarin viriilans skorlarinin yiiksek olmasinin
nedeni, adezin virlilans faktorleri — dolayist ile genleri — digindaki diger viriilans
faktorlerinin sikligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Yapilan bir calismada, 152 6rnegin filogenetik gruplar ve viriilans genleri ile iligkisi
arastirilmistir. Bu ¢alismada da yaptigimiz ¢aligmaya benzer bir sekilde D filogenetik
grubuna ait izolatlarda sfa/focDE ve afa/draBC genlerine rastlanmamustir (Johnson et al.,
2004).

Gergeklestirilen viriilans skorlamasinda 8 adet viriilans genine birden sahip olan bir
izolat yoktur; bir izolatta gdzlenen en az viriilans geni sayisi 0, en fazla ise 5° dir. B2
filogenetik grubuna ait izolatlarin viriilans skorunun daha yiiksek oldugu belirlenmistir. B2
grubunu B1, D ve A gruplar takip etmektedir.

Genel olarak B2 ve D gruplarinin viriilans skorlarinin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Ejrnaes et al., 2011; Johnson et al., 2001a; Johnson and Russo, 2005);
yaptigimiz karsilastirmada ise Bl filogenetik grubuna ait izolatlarin, D grubuna ait
izolatlardan daha yiiksek viriilans skoruna sahip oldugu belirlenmistir; ayn1 durum viriilans
genleri ile filogenetik gruplama karsilagtirmasinda da gozlemlenmistir.

Piyelonefrit (n = 23), prostatit (n = 17) ve sistit (n = 23) Orneklerinin
karsilastirildigi bir calismada, benzer bir sekilde B1 filogenetik grubuna ait izolatlarin D
grubuna ait izolatlardan daha yiiksek viriilans skoruna sahip oldugu belirtilmistir. Bu
durum, yatay gen transferi ile iligkilendirilmistir. Ayn1 ¢calismada, A filogenetik grubu, D
filogenetik grubundan daha sik olarak gozlemlenmistir (Johnson et al., 2005a; Johnson et
al., 2001b).
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Piyelonefrit izolatlarinda, sistitle karsilastirildiginda viriilans genleri daha sik
goriilmektedir (Johnson et al., 2005b). Bu fark daha 6nceki galismalarda belirtilmistir fakat
bizim ¢alismamizda bu fark belirlenememistir (Johnson et al., 2005a). Bu durumun en
olas1 nedeni, caligmamizda sadece adezin viriilans genlerinin calisilmis olmasidir;
calismamizda 8 tane adezin viriilans geni kullanilmigsken, Johnson ve ark.” nin
calismasinda farkli siniflara ait 31 adet genetik belirte¢ kullanilmistir. Dolayisi ile viriilans
genleri dagilimmin enfeksiyon tiplerine gore olan farkimi yakalama ihtimali daha fazla
olmustur.

Sistit ve piyelonefrit konusunda Johnson ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada 76
fekal, 83 sistit ve 170 piyelonefrit 6rnegi karsilastirilmistir; piyelonefrit izolatlarinin sistite;
sistit izolatlarinin ise kommensal 6rneklere gore virlilans skorunun daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Johnson et al., 2005b).

Adezin viriilans genleri kendi igerisinde kiyaslandigi zaman, papAH ile sfa/focDE
(P = 0,048)’ nin; papAH ile gafD (P = 0,044)’ nin; bmaE ile gafD (P = 0,014)’ nin ve
sfa/focDE ile focG (P = 0,000)’ nin kendi igerisinde sikliginin arttigi belirlenmistir.
Bulgularimiz, bu konuda yapilmis daha oOnceki calismalar1 destekleyici niteliktedir
(Dobrindt et al., 2001; Johnson and Stell, 2000; Johnson et al., 2001b).

Urosepsis izolatlar1 ile gergeklestirilen bir ¢alismada, 29 viriilans geni
incelenmistir. papAH ile sfa/focDE arasinda ve sfa/focDE ile focG arasinda pozitif
korelasyon  gorilmiistir. gafD ve bmaE  genlerinde ise  korelasyondan
bahsedilmemistir(Johnson et al., 2001a).

Calismamizda afa/draBC ile iha geni arasinda yiiksek oranda istatistiksel olarak
anlamli bir korelasyon bulunmustur (P = 0,000); iha geninin siklig: ile afa/draBC geninin
siklig1 dogru orantilidir. Elde ettigimiz veriler bazi ¢alismalar ile uyumludur (Bauer et al.,
2002); bazi ¢aligmalarda ise bu iki genin siklig1 arasinda anlaml bir fark bulunamamistir
(Johnson et al., 2000a).

Bauer ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, ii¢ farkli gen (iha, usp ve iroN) USE
izolatlar1 ve USE izolat1 olmayan izolatlarla karsilastirilmistir. Ayrica, bu ii¢ farkli gen
cesitli tiroviriilans genleri ile de karsilastirilmistir. iha geni bulunan izolatlarda dr adezin
geninin de bulundugu bildirilmistir (Bauer et al., 2002). Viriilans faktorlerinin, PA ve
plazmit vasitasi ile aktarildiklar1 ve bu genetik elemanlar dahilinde genetik iliskilerinin
bulundugu yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (Dobrindt et al., 2001; Johnson and Russo,
2005; Oelschlaeger et al., 2002).
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Adezin viriilans genleri cinsiyete ile karsilagtirildiginda papAH geninin kadinlarda
daha sik goriildiigii saptanmustir. Erkek piyelonefrit hastalarmin sikliginin kadinlara gore
daha sik olmasina ragmen, kadin hastalarda papAH geni daha sik olarak gézlemlenmistir
(P = 0,021). Yapilan daha 6nceki ¢alismalarla, ¢alismamizda elde edilen veriler uygunluk
gostermektedir (Skjot-Rasmussen et al., 2012). Bu nedenle bulgularimiz USE
patojenezinin kadin ve erkeklerde farkli oldugu; iki farkli cinsiyette enfeksiyon
olusturabilmek i¢in farkli 6zelliklerin gerekli olabilecegi hipotezini dogrulayict niteliktedir
(Ruiz et al., 2002).

Uriner sistem kokenli bakteriyemi ve hastane — toplum kokenli enfeksiyonlarin
viriilans faktor dagilimini inceleyen bir ¢alismada, 3 farkli genin (tss, papAH ve iroN)
cinsiyetle ilgili oldugu gosterilmistir. papAH geni, kadin hastalarda daha sik goriilmiistiir
(Skjot-Rasmussen et al., 2012).

Sistit ve piyelonefrit hastalarinda saptanan viriilans faktorleri  farklilik
gdsterebilmesine ragmen, USE icin tek bir viriilans faktorii veya viriilans profilinden
bahsedilemeyecegi gorilmistir (Ferjani et al.,, 2012; Johnson et al., 2005b).
Calismamizda, piyelonefrit izolatlarinda adezin genlerinden papAH’ 1 goriilme sikliginin
daha fazla oldugu saptanmistir (P = 0,005). Bu fark, daha onceki calismalarda da
gosterilmistir (Bien et al., 2012; Johnson et al., 2005a; Lane and Mobley, 2007; Wiles et
al., 2008).

Belirlenen tek bmakE pozitif izolat, D filogenetik grubuna aittir. Belirlenen 2 gafD
pozitif izolatlardan biri D, digeri ise A filogenetik grubunda bulunmaktadir; gafD pozitif
izolatlardan birisi bmaE genine de sahiptir. Ayn1 zamanda, bmag ve gafD genlerine sahip
izolatlar, piyelonefrit izolatlaridir. bmaE’ nin A filogenetik grubuyla ilgisi olabilecegine ve
sayilan iki genin de piyelonefrit ile iligkili olabilecegine daha Onceki bir g¢alismada
deginilmistir (Johnson et al., 2005a).

Calismamizda iha geni, hastane kokenli enfeksiyonlarda daha sik goriilmiistiir.
Diger viriilans genleriyle ise anlamli iligki bulunmamustir. Literatiir taramasinda genin
hastane - toplum kokenli enfeksiyonlar arasinda sikliginin degistigine dair bir yorum
belirlenmemistir.

Bakteriyemi ile ilgili yapilan ¢alismada da s6z konusu genin hastane ve toplum
kokenli enfeksiyonlarda sikliginda bir fark bulunamadigi gorilmiistiir. Fakat papAH
geninin toplum kokenli enfeksiyonlarda daha sik, hastane kdkenli enfeksiyonlarda ise daha

seyrek goriildiigi bildirilmistir (Skjot-Rasmussen et al., 2012).
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Bizim ¢alismamizda iha geninin hastane enfeksiyonlari ile iligkili bulunmasi
cografi faktorlere bagli olabilecegi gibi, hastane enfeksiyonlarinda genellikle ayni
kokenlerin bulunmasina da bagli olabilir. Bu nedenle, pulsed — field jel elektroforezi
(PFGE) veya randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) gibi sistemler ile izolatlarin
kokenlerinin aragtirilmasi gerekmektedir. Boylece, organizmalarin ayni veya farkli
kokenden oluslarina gore genin direk olarak hastane enfeksiyonlar ile iligkisinin olup
olmadig1 konusunda daha anlamli yorumlar yapilabilecektir.

Yas ile yapilan karsilagtirmalarda bir fark bulunamamistir; nitekim yas gruplari
hem homojen dagilmamakta, hem de gruplandiginda gruplarin karsilastirma giicii
gruplardaki 6rnek sayisi ¢ok farkli oldugundan diismektedir. Yas ile viriilans genlerinin
direk iliskisini inceleyen bir ¢alisma bulunamamistir fakat hamile kadinlar ile iiriner sistem
anomalisi bulunan ¢ocuklarda karsilastirma yapan ¢alisma mevcuttur (Poey et al., 2012).
Ayrica, erkek yeni doganlarda bakteriyemik USE viriilans faktdrlerinin prevalansini
arastiran ¢aligma bulunmaktadir (Bonacorsi et al., 2006).

Cinsiyet ile yapilan skorlamada ise anlamliya yakin bir fark gozlemlenmistir (P =
0,075). Kadin hastalardan izole edilen 6rneklerde daha ¢ok viriilans faktorii bulunma
ihtimalinin yiiksek oldugu diisiiniilmiistiir. Bunun nedeni, erkek hastalardaki USE’ nin
komplike olmasidir. Uriner sisteminde anomali bulunan ve/ veya immiin sistemde
baskilanma olan hastalarda gelisen USE’ de etken olan E. coli’ nin EXPEC iiyesi olma
ihtimali komplike olmayan enfeksiyonlardan daha diisiiktiir (Sobel and Kaye, 2009).
Dolayisi ile daha az sayida uroviriilans faktorii gozlemlenebilir.

Virlilans genleri ile antibiyotik direnci arasindaki baglanti incelendiginde, bazi
genlerin  prevalansmnin  duyarli  izolatlarda daha stk  oldugu  belirlenmigtir.
Amoksisilin/klavulonik asit, amikasin, gentamisin, nalidiksik asit, norfloksasin, sefazolin,
sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, siprofloksasin, trimetoprim/sulfametoksazol
antibiyotiklerine direncli ve GSBL pozitif olan izolatlarda, sfa/focDE geni daha az siklikta
bulunmustur. Dolayis1 ile sfa/focDE geninin duyarli suslarda daha sik gortldigi
soylenebilir. focG, fimH ve papAH genlerinin goriilme siklig1 da benzer bir sekilde duyarli
suslarda daha yiiksektir. focG geni nalidiksik asit, norfloksasin, sefuroksim, sefotaksim,
seftriakson, siprofloksasin direnci ve GSBL pozitifligi ile ters orantili bulunmustur. papAH
geni sefotakasime direngli izolatlarda, fimH geni ise amoksisilin/klavulonik asite direngli
izolatlarda daha az siklikta saptanmigtir

Az sayida virlilans genine sahip organizmalarin, daha fazla antibiyotik direncine

sahip oldugu yoniinde c¢alismalar mevcuttur. Bu calismalarda kinolon, florokinolon,
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trimetoprim/sulfametoksazol direnci ve GSBL pozitifligi ile viriilans genlerinin sikligi
aragtirtlmistir.  Yapilan ¢alismalarda sfa/focDE, focG, fimH ve papAH genlerinin
prevalansinin, duyarli izolatlarda daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Horcajada et al.,
2005; Lavigne et al., 2006; Moreno et al., 2006; Johnson et al., 2003). Calismamizda elde
edilen veriler, daha 6nceki ¢aligmalar ile bu genler dahilinde uygunluk gostermektedir.

Moreno ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada, toplam 150 iiropatojen incelenmistir.
Kinolona, florokinolona ve trimetoprim/sulfametoksazole duyarli izolatlar, direncli
izolatlar ile karsilastirllmistir. Sonug olarak, florokinolona duyarlilar basta olmak tizere,
kinolon ve trimetoprim/sulfametoksazole duyarli izolatlar, daha fazla viriilans genine
sahiptirler. Calismamizda bulunan genlerden sfa/focDE, papAH ve fimH direngli
izolatlarda anlamli olarak daha az bulunurken; afa/draBC’ de fark belirlenmemistir
(Moreno et al., 2006).

Horcajada ve arkadaslarinin B2 filogenetik grubuna ait 85 izolatta gergeklestirdigi
calismada, 64 nalidiksik asit direncgli, 21 duyarli; 30 ampisilin direngli, 55 duyarli; 81
gentamisin direngli ve 4 duyarli izolat ¢esitli viriilans genleri agisindan incelenmistir.
Nalidiksik asite duyarli izolatlarda, sfa/focDE geni daha sik goriilmiistiir; bmaE ve gafD
ise direngli izolatlarda daha sik belirlenmistir. Gentamisine duyarli izolatlarda ise fimH
daha sik goriilmustir. Adezin viriilans genleri ile ampisilin arasinda bir baglanti
belirlenememistir (Horcajada et al., 2005).

bmaE ve gafD genleri ise prevalanslar diisiik oldugu i¢in (1 adet bmaE, 2 adet
gafD pozitif 6rnek) iliskilendirilememistir; iki gen de piyelonefrit hastasindan izole edilen
bakterilerde belirlenmistir. gafD pozitif olan 6rneklerden biri, bmaE de pozitiftir.

Ilging bir sekilde, afa/draBC ve iha i¢in bu durum gecerli degildir; iha geninin
sikligt ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit, sefuroksim, seftriakson, nalidiksik asit
direnci ve GSBL pozitifligi ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir. Bu artis
afa/draBC geninde ise sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, trimetoprim/sulfametoksazola
direngli ve GSBL pozitif izolatlarda belirlenmistir.

Daha 6nceki caligmalarda, afa/draBC geninin sikliginin istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte, antibiyotik direnci yiiksek izolatlarda fazla oldugu belirtilmistir
(Johnson and Stell, 2000). Ayrica, iha geni igin de boyle bir artistan bahseden yayinlar
mevcuttur (Takahashi et al., 2009).

Fosfomisine ve nitrofurantoine direngli 6rneklerin az olmasi, muhtemel iliskilerin
istatistiksel olarak belirlenebilmesini engellemektedir; fakat elde edilen veriler anlamli

olmasa da duyarl izolatlarda genlerin daha sik goriildiigii gozlemlenebilmektedir.
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Tetrasiklin direnci ile virilans genleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte fimH ve sfa/focDE genlerinin duyarli izolatlarda daha sik
bulundugu goriilmiistiir.

Antibiyotik direnci ile filogenetik grup Kkarsilastirildiginda, GSBL pozitif ve
amikasine direncli izolatlar B2 grubunda daha sik goriilmistiir. Ayrica, fosfomisine
direncli izolatlar istatistiksel olarak anlamliya yakin derecede B2 filogenetik grubunda
daha sik gozlemlenmistir. Tetrasiklin direncinde ise tam tersi bir egilim mevcuttur;
tetrasikline duyarli izolatlar, B2 filogenetik grubunda daha sik gortilmustiir.

Kinolon ve florokinolon grubu antibiyotiklere direngli izolatlarin B2 filogenetik
grubunda beklenenden daha yogun goriildiigii bazi1 calismalar bildirilmistir. Ornek
sayisinin ve jeolojik varyasyonlarin bu sonucu dogurabilecegi diisiiniilmiistiir. (Johnson et
al., 2003; Takahashi et al., 2009).

Viriilans skoru ile antibiyotik direnci karsilastirildiginda, sadece gentamisin duyarli
izolatlarda belirlenen fark anlamlidir; gentamisin duyarli izolatlarin viriilans skoru daha
yiiksektir. Diger antibiyotikler ile fark goriilmemesinin sebebinin ¢alisilan viriilans geni
sayist ile iligkili olabilecegi diisiinlilmiistiir. Yapilan bir calismada, gentamisin duyarl
izolatlarda viriilans genlerine daha sik rastlandigi belirlenmistir (Johnson et al., 2004).

Coklu direng ile viriilans genleri karsilastirildiginda, direngli izolatlarda afa/draBC
geninin sikhig1 artarken papAH, sfa/focDE ve focG genlerinin sikligi azalmistir. Yapilan
daha 6nceki bir ¢alismada afa/draBC geni haricinde, bulgularimiz ile uyumlu sonuglar elde
edilmistir. afa/draBC geni igin ise direngli olan bir ve duyarli olan bir izolat olmasindan
dolay1, herhangi bir farktan bahsedilmemistir (Johnson et al., 2004).

Coklu direng ile filogenetik gruplarin dagilimi karsilastirildiginda, anlamli bir fark
elde edilmemistir. Ayn1 ¢alismada ise duyarli izolatlarda B2 filogenetik grubunun diger
gruplara oranla daha yogun gézlemlendigi belirtilmistir (Johnson et al., 2004).

Toplam 76 ¢oklu direnci olan ornek ile 76 kontrol grubunun Kkarsilastirildigi
calismada, Coklu direnci olan izolatlarin hem baskin olarak B2 grubu dis1 gruplara ait
oldugu, hem de viriilans skorlarinin daha diisiik oldugu belirtilmistir. Ayrica papAH,
sfa/focDE, kpsM 11, hlyD ve fimH genlerinin duyarl izolatlarda direngli izolatlara oranla
daha fazla goriildiigii bildirilmistir. Benzer bir sekilde, bu genlere sahip olan izolatlarin
cogunlukla B2 filogenetik grubuna ait olduklar1 bulunmustur (Johnson et al., 2004).

Tiirkiye’ de virlilans faktorlerinin sikligin1 belirlemeye yonelik bazi ¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalarin bir kism1 molekiiler olup (Arisoy et al., 2006; Arisoy
et al., 2008; Giray et al., 2012) ¢ogunlugunda adezin viriilans faktorlerini belirlemek igin
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agliitinasyon sistemlerinden yararlanilmistir (Fidan ve ark., 2006; Hosgor ve ark., 2000;
Inan ve Giirler, 2004; Uluutku ve ark., 1996).

Tiirkiye’ de yapilan molekiiler caligmalar ele alindiginda, Arisoy ve arkadaslarinin
cocuklardan izole edilen 161 izolat ile yaptigi bir ¢alismada P ve S fimbria, afimbrial
adezin, hemolizin, sitotoksik nekrotizan faktér 1 ve aerobaktin viriillans faktorlerine ait
genlerin siklig1 coklu PZT yontemi ile belirlenmistir. En az bir tane viriilans geni iceren 94
izolat belirlenmistir. pap geninin siklig1 %22,98; sfa %6,21 ve afal geninin siklig1 %9,94
olarak bulunmustur (Arisoy et al., 2006).

Arisoy ve arkadaslarina ait bagka bir ¢aligmada ise farkli pediatrik popiilasyondaki
genlerin sikligiyla antibiyotik direngleri karsilagtirmistir. Toplam 136 izolatta ayn1 genler
ile trimetoprim/ sulfametoksazol, tobramisin, sefalotin, seftriakson ve siprofloksasin
direncleri karsilastirilmistir. Sonug olarak, viriilans genlerinin direncli suslarda direnci
arttirdig1; duyarl suslarda ise duyarlilig: arttirdig: belirtilmistir (Arisoy et al., 2008).

Giray ve arkadaglarinin ¢alismasi pap geni alelleri iizerinedir. Ayrica, izolatlarin
filogenetik grup sikliklarini belirlemislerdir (Giray et al., 2012).

Korkut’ un gerceklestirdigi tez calismasinda, USE etkeni olan 50 E. coli izolatinda
ve saglikli bireylerin digkisindan izole edilen 50 E. coli izolatinda pap, sfa ve afa
adezinlerini kodlayan operonlar ¢coklu PZT yontemi ile arastirilmistir. USE izolatlarinin
%16’ s1 pap pozitif, %8’ i afa pozitif olarak; diski izolatlarinin ise %8’ i pap pozitif, %4’ i
sfa pozitif ve %2’ si afa pozitif olarak bulunmustur (Korkut, 2003).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yaptigimiz c¢alismada, adezin viriilans genlerinin sikliginin filogenetik gruplar,
antibiyotik direncleri ve hasta verileriyle iligkileri incelenmistir. Ayn1 zamanda filogenetik
gruplarin antibiyotik direngleri ve hasta verileriyle iliskileri de aragtirilmistir.

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, en sik goriilen adezin viriilans geni fimH; en
az goriilen ise bmaE’ dir.

Cesitli viriilans genlerinin birbirleri ile iliskili olabilecegi daha o6nceki ¢alismalar ile
uyumlu bir sekilde gosterilmistir.

Bazi genlerin baz1 antibiyotiklere duyarli izolatlarda daha sik gortldigi
belirlenmistir. Baz1 genler ise direngli izolatlarda daha sik goriilmektedir.

Filogenetik gruplar arasinda, sahip olunan viriilans skorlar1 arasinda farklar
bulunmaktadir. En yiiksek skora sahip olan filogenetik grup B2’ dir.

Cinsiyet ile papAH geninin siklig1 farklilik gostermektedir; kadin hastalarda papAH
geni daha sik goriilmektedir.

iha geninin hastane enfeksiyonlar1 ile iliskisinin goriilmesi, yaptigimiz caligma
ardindan ¢ikarilan en 6nemli sonugtur; bu genin hastane enfeksiyonlari ile iligkisi daha
detayl1 bir sekilde arastirilmasi gereken bir konudur.

Calismamizda, iiriner sistemden izole edilen EXPEC’ de adezin viriilans genlerinin
siklig1 ve gesitli parametrelerle iligkileri aragtirllmistir. Bildigimiz kadariyla bu calisma,
tilkemizde adezin viriilans genleri ile antibiyotik direnci iliskisinin arastirildig1 en kapsamli
calismadir.

Glinlimiizde, mevcut olan antibiyotiklerin ¢oguna klinik olarak anlamli derecede
direng gelismistir. Yeni antibiyotik siniflarmin gelistirilmesi ise artan ihtiyacin gerisinde
kalmaktadir. Viriilans genlerinin ve bu genlerin sikliginin belirlenmesi, anti-viriilans
faktorii sistemlerin olusturulabilmesi i¢in yapilmasi gereken ilk basamaktir; heniiz
kullanima ge¢mese de Ornekleri goriilmektedir (Clatworthy et al., 2007). Bu nedenle,
viriillans genlerinin sikligin1 inceleyen caligmalarin artmasi, antibiyotik ile ilgili
gelismelerde ve hedefe yonelik antibiyotik uygulamalarinda daha giivenilir ve net

yaklasimlarin olugsmasinda biiylik 6nem tagimaktadir.
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