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OZET

INSANLARIN BAGIRSAK MiKROBiYOTASINDA BULUNAN GENISLEMI$
SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ URETEN ESCHERICHIA COLI
IZOLATLARINDA BETA-LAKTAMAZ ENZIM VE KLON TiPLERININ
ARASTIRILMASI
Murat ARSLAN
Doktora Tezi
T1bbi Mikrobiyoloji Ana Bilim"Dah
Danigman: Prof. Dr. A. Yasemin OZTOP
2022, 105 sayfa
Bu ¢alismada, insanlarin bagirsak mikrobiyotasindaki genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) dureten Escherichia coli suslarmin izole edilmesi, izolatlarin antibiyotiklere
duyarhiliklari, GSBL gen tipleri, klonal iliskilerinin arastirtimasi ve E.coli ST131 klonunun

belirlenmesi amaglandi.

Toplam 50 goniilli katilimcinin digki 6rneklerinden {iretilen GSBL pozitif izolatlar
calismaya alindi. Izolatlar konvansiyonel yontemler ve MALDI-TOFF MS (matrix-assisted
laser desorption ionization time of flight mass spectrometry) ile tanimlandi. GSBL {iretimi
kombine disk yontemiyle dogrulandi. Antibiyotik duyarlilik testleri disk difiizyon yontemiyle
yapildi ve European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) kriterlerine
gore degerlendirildi. izolatlarm klonal iliskileri enterobacterial repetitive intergenic consensus
polymerase chain reaction (ERIC PCR) ile belirlendi. Baz1 beta laktamaz genleri (blaTem,
blasnv, blactx-m, blaoxa, blarer, blaves, blaces) ve E.coli ST131 klonu PCR yontemiyle
arastirildi. Ayrica, 10 izolat multilocus sequence typing (MLST) ile tiplendirildi.

Bu ¢alismada GSBL (reten E.coli fekal tasiyicilik oran1 %31,05 (161'de 50) olarak bulundu.
GSBL fiireten izolatlarin ampisiline, seftazidime, sefotaksime, seftriaksona, amoksisilin-
klavulanik  asite, aztreonama, sefepime, trimetoprim/sulfametoksazole, piperasilin
tazobaktama, sefoksitine, siprofloksasine, gentamisine, amikasine, ertapeneme direng oranlari
strastyla, %100, %94, %92, %82, %78, %76, %68, %58, %42, %40, %38, %14, %6, %4°di.
[zolatlarm tiimii imipeneme ve meropeneme duyarli bulundu. PCR sonuglarina gére TEM %82
ile en yaygin beta-laktamaz enzimi olurken, bunu %68 ile CTX-M ve %10 ile OXA enzimi
izledi. ERIC PCR profillerine gore 50 izolat 30 kiimeye ayrildi. Toplam 50 izolatin 5’inin PCR
ile ST131 klonundan oldugu bulundu ve bu izolatlar MLST analiziyle de ST131 olarak
saptand1. Ayrica MLST analizi yapilan diger 5 susun sekans tipleri ST10, ST34, ST349,
ST6834 ve ST8712 olarak belirlendi.
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Bu caligmada GSBL iireten E.coli tastyicilik oraninin yiiksek oldugu, izolatlarin klonal
cesitlilige sahip oldugu ve ST131 pandemik klonunun bulundugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: bagirsak mikrobiyotasi, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
ureten E.coli, E.coli ST131, MLST, ERIC PCR.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF BETA-LACTAMASE ENZYME AND CLONE TYPES
AMONG THE EXTENDED SPECTRUM BETA LACTAMASE PRODUCING
ESCHERICHIA COLI ISOLATES FOUND IN HUMAN GUT MICROBIOTA

Murat ARSLAN

Ph.D. Thesis
Department of Medical Microbiology
Supervisor: Prof. Dr. A. Yasemin OZTOP,
2022, 105 pages

In this study, it was aimed to isolate extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producing
E.coli strains in the human gut microbiota and to investigate their antimicrobial resistance
pattern, some ESBL gene types, clonal relatedness and the presence of E.coli ST131.

ESBL positive isolates produced from fecal samples of 50 volunteer participants were
included in the study. Isolates were identified by conventional methods and matrix-assisted
laser desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOFF MS). ESBL
production was confirmed by the combined disk method. Antibiotic susceptibility tests were
performed using the disc diffusion method and interpreted using European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) criteria. The clonal relationships of the isolates
were determined by enterobacterial repetitive intergenic consensus polymerase chain reaction
(ERIC PCR). Some beta-lactamase genes (blatem, blasnv, blactx-m, blaoxa, blaper, blaves,
blaces) and ST131 E.coli clone were investigated by PCR method. In addition, 10 isolates were
typed with multilocus sequence typing (MLST).

The prevalance of fecal carriage was found as 31.05 % (50 of 161) in this study. The
resistance rates of ESBL-producing E.coli isolates to ampicilin, ceftazidime, cefotaxime,
ceftriaxone, amoxicillin-clavulanic acid, aztreonam, cefepime, trimethoprim/sulfamethoxazole,
piperacillin tazobactam, cefoxitin, ciprofloxacin, gentamicin, amikacin were 100%, 94%, 92%,
82%, 78%, 76%, 68%), 58%, 42%, 40%, 38%, 14%, 6%, and 4%, respectively. All isolates were
found to be susceptible to imipenem and meropenem. According to PCR results, while TEM
was the most prevalant beta-lactamase enzyme 82%, followed by CTX-M 68% and OXA 10%.
The 50 isolates was be divided into 30 clusters according to ERIC PCR patterns. It was
determined that 5 of the isolates (10 %) belonged to ST131 clone by PCR method. These five

isolates were identified as ST131 clone by MLST analyzes, too. In addition, the sequence types
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of the other 5 strains analyzed by MLST were determined as ST10, ST34, ST349, ST6834 and
ST8712.

In this study, it was shown that ESBL-producing E.coli carriage rates were high, that the
isolates had clonal diversity and that ST131 pandemic clone was found.

Keywords: intestinal microbiota, extended spectrum beta-lactamase (ESBL) producing
E.coli, E.coli ST131, MLST, ERIC-PCR
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1.GIRIS

GSBL enzimleri, aktif bolgelerinde serin bulunan, seftriakson, sefpirom ve sefepim gibi
oksiminosefalosporinleri hidrolize edebilen, ve genellikle klavulanik asit, sulbaktam veya
tazobaktam gibi beta laktamaz inhibit6rleri ile inhibe olan beta-laktamazlardir. GSBL iireten
suslar sefamisin ve karbapenemlere duyarhdirlar (Daglar & Ongiit, 2012). Enterobacteriaceae
ailesindeki bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere karsi direngli olmalarina neden olan direng
mekanizmalarindan birisi GSBL enzimleri Gretmeleridir. (Peirano & Pitout, 2019).

Ik GSBL enzimi 1980'li yillarin baslarinda Atina'da bulunmus olan TEM enzimidir.
TEM-1 ve SHV-1 enzimlerinin aminoasit dizilimini kodlayan genlerdeki degisimlerle oksimino
sefalosporinlere direngli enzim tiirevleri ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde 450'nin tlizerinde farkl
yapida GSBL varyant1 beta-laktamaz enzimi saptanmistir. Genis spektrumlu beta laktamaz
Ureten Gram-negatif bakterilerin yayilmasi kiresel bir tehdit olarak kabul edilmektedir (Aires-
de-Sousa et al., 2019). GSBL iireten izolatlar ilk baslarda hastane kaynakli enfeksiyonlardan
izole edilmekteyken, son yillarda toplum kaynakli enfeksiyon etkenleri olarak da gorulmeye
baslamiglardir. GSBL'ler bazi bakterilerin kromozomlarmda bulunan genler tarafindan
eksprese edilmekle birlikte, genellikle sonradan kazanilan plazmidler iizerindeki genler
tarafindan olusturulurlar (Gorge¢ et al., 2015). GSBL enzimlerinin en yaygm olarak
saptananlar;; SHV, TEM, CTX-M, PER, VEB, GES ve OXA tipi beta laktamazlardir
(Castanheira et al., 2021).

Bagirsak mikrobiyotasi, insanlar, hayvanlar ve bdceklerin sindirim kanallarinda
yasayan karmasik bir mikroorganizma toplulugudur. Insanlardaki bagirsak mikrobiyotasi
dogumdan hemen sonra sindirim sistemde kolonize olan bakteri, viriis ve bazi 6karyotlar dahil
cok fazla sayida ve tlirde mikroorganizmadan olusur. Bagirsak mikrobiyotasinda, yaklasik
50'den fazla filum, 1500 tiir vardir (Gomaa, 2020). E. coli, bagirsak florasinin 6nemli bir
iiyesidir ve gram negatif, fakiiltatif anaerop bir basildir. Insanlarda kendini sinirlayan hafif
seyirli gastroenteritten, bobrek yetmezligi, septik soka neden olabilen agir seyirli bagirsak
enfeksiyonlar1 ve iiriner system, kan dolasimi enfeksiyonlar1 gibi bagirsak dis1 enfeksiyonlara
neden olabilir. Bakterinin adezinleri, ekzotoksinleri, demir yakalama sistemleri, beta laktamaz
enzimleri gibi cesitli viriilans faktorleri, konak savunmasindan kagmasina ve antibiyotiklere
kars1 direngli olmalarina katkida bulunur. GSBL enzimleri E.coli izolatlarinin 6nemli viriilans
faktorlerinden biridir (Vila et al., 2016).

Son yillarda ¢oklu ilaca direngli ve 6zellikle GSBL iireten E.coli izolatlarinin neden

oldugu enfeksiyonlarin sayisi artmistir. Cesitli ¢aligmalarda epidemik plazmidler tarafindan



kodlanan GSBL enzim tiplerinden en sik, TEM-4, TEM-24, TEM-52, SHV-12, CTX-M-9,
CTX-M-14, CTX-M-3, CTX-M-15 ve CTX-M-32 enzimleri saptanmistir (Coque et al., 2008).
Ozellikle CTX-M tastyan bakterilerin prevalansindaki artis, pandemi tehlikesi olarak ifade
edilmektedir. Bu enzim tipine sahip izolatlardaki insersiyon dizileri, integronlar transpozonlar
gibi hareketli genetik elemanlarla, GSBL genleri bakteriler arasinda yayilabilmektedir.
Ozellikle CTX-M-15 geni tastyan bakterilerle diinya capinda hastane ve toplum kaynakli
enfeksiyonlarda goriilen artis endise verici bir durum olarak nitelendirilmistir. Bakteriler
arasinda plazmid ve integron aracili yayilim 6zelligi gosteren GSBL genleri, nozokomiyal
patojenlerin direng¢ oranlarini tehlikeli boyutlara varacak diizeyde artirmistir. Tiim diinya, bu
konu ile ilgili gerekli epidemiyolojik arastirmalarin yapilmasi ve uygun kontrol dnlemlerinin
alinmas1 konusunda uyarilmis durumdadir (Gorgeg et al., 2015).

Gastrointestinal sistemin GSBL ureten Enterobacteriaceae lyeleri ile kolonizasyonu,
bu bakterilerle enfeksiyonlarin epidemiyolojisinde ve klinik dneminde anahtar rol oynar.
Bagirsakta GSBL Ureten bakteri kolonizasyonu horizontal bulas ve endojen enfeksiyonlar i¢in
kaynak olusturur. Bu bakterilerle enfekte olmus bir¢ok insanda bagirsak kolonizasyonu oldugu
gosterilmistir. Ornegin yapilan bir¢ok ¢alismada, iiriner sistem enfeksiyonlarindan izole edilen
GSBL pozitif izolatlarm kaynaginin siklikla hastanin gastrointestinal sistemi oldugu
bildirilmistir. Diinyada saglikli kisilerdeki ¢oklu direngli GSBL E.coli bagirsak tastyiciligmin
prevalansi yiiksektir ve yiikselmeye devam etmektedir. Coklu antibiyotik direngli GSBL Ureten
E.coli bagirsak tastyiciliginin, ¢ok dnemli klinik ve halk saglig: etkileri bulunmaktadir. Saglikli
tastyicilarda, yasamlarinin herhangi bir déneminde ciddi iiriner, intraabdominal veya kan
dolasimi enfeksiyonlar1 gelisebilir. Enfeksiyonlarin mortalite oran1 genellikle yiiksektir (Cakir
Erdogan et al., 2017).

E.coli’lerde kazanilmig direng genlerinin potansiyel kaynaklarini izlemek, farkli
kaynaklar arasinda dolagan antimikrobiyal direngli bakterilerin ortak klonlarini tanimlamak i¢in
molekiiler yontemler kullanilir. Bu yontemlerden bakterilerin biri olan tiim genomunu dizileme
yontemi tercih edilen yontem olsa da, her zaman kullanilamamaktadir. MLST yOontemiyle
bakteri topluluklar1 arasinda filogenetik akrabalik arastirilabilir ve klon tipleri belirlenebilir.
MLST yo6ntemi bagirsak disi enfeksiyon etkeni olan E.coli izolatlarini tiplendirmek icin de
kullanilir. ST131 olarak tanimlanan E.coli’lerin ve E.coli izolatlarinin klon tiplerini belirlemek
icin molekiiler tipleme araglarindan, PFGE ve MLST yaygin olarak kullanilmaktadir. PFGE'nin
yiiksek ayrim giiciine sahip oldugu bilinmekte ve E.coli alt tiplemesinde altin standart olarak
kabul edilmekteyken, MLST ile, hem ulusal hem de uluslararas1 diizeyde yayilim gosteren

klonlar izlenebilmektedir (Ramadan et al., 2020). Son yillarda MLST yontemi kullanilarak
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yapilan tiplendirme ¢alismalarinda, yuksek riskli pandemik bir klon olarak tanimlanan E.coli
ST131 klonunun GSBL iirettigi, basta florokinolonlar olmak tizere gesitli antibiyotiklere karsi
direngli olduklar1 bildirilmistir. ST131 E.coli klonundaki izolatlarin, ¢ogunlukla CTX-M tipi
beta-laktamaz enzimi Urettikleri, ¢oklu ila¢ direncine sahip olduklar1 saptanmis ve
enfeksiyonlarmda tedaviye yanitsizlik goriilmiistiir (GOrgeg et al., 2015, Cizmeci et al., 2018).

Insan ve hayvanlarm bagirsaklardaki E.coli’ler ilag direncinin ortaya ¢ikmasi ve
yayilmasi hakkinda ipuglar1 veren gosterge olarak kabul edilir. Bir toplumdaki antibiyotiklere
direncli kommensal E.coli’lerin orani, antibiyotik kullanimina bagli olusan segici etki ve
patojenlerdeki gelisebilecek direnci 6ngérmek i¢in yararl bir gostrege olarak kabul edilir. Daha
once Sivas yoresinde GSBL (reten toplum kaynakli E.coli izolatlarin orani,beta-laktamaz
enzim ve klon tipini arastiran bir ¢alisma olmadig1 gibi, yurdumuzda da bu konuda yapilan
aragtirma sayis1 azdir. Calismamizda bagirsak florasinda GSBL Ureten E.coli bulunduran
bireylerin orani, izolatlarmm GSBL enzim tipleri, klonal iliskileri ve E.coli ST131 klonunun

varliginin arastirilmasi amacglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Escherichia coli Tarihce ve Taksonomi

Alman mikrobiyolog ve ¢ocuk doktoru Theodor Escherich 1884'te bebek bagirsaginda bulunan
mikroorganizmalarimn sindirim {izerine etkileri ve hastaliklar1 konularinda ¢aligmaya basladi. Bu
calisma sirasinda, Bacterium coli commune admi verdigi, giiniimiizde Escherichia coli olarak
adlandirilan bir bakteriyi tanimladi. 1940'lara gelindiginde, E.coli birgok temel ¢alismada
model mikroorganizma olarak kullanilmaya baslandi ve 1950'lerde molekiiler biyolojideki
gelismelerle birlikte en ¢cok c¢alisilan mikroorganizma haline geldi. Genetik kod, transkripsiyon,
translasyon ve replikasyon dahil olmak tizere yasamin en temel yonlerinin arastirildigi
caligmalarda kullanild: (Blount, 2015). Bakteri, kolay bulunabilir ve g¢alisilabilir 6zellikleri
nedeniyle biyoloji alanindaki ¢alismalarin vazgeg¢ilmezi haline geldi. Mikrobiyoloji egitim
laboratuvarlarinda ve mikrobiyologlar i¢cin model organizma olarak ¢esitli caligmalarin konusu
oldu (Blount, 2015, Bronfenbrenner & Korb, 1925,Werkman, 1927, Daegelen et al., 2009).
E.coli suslarmm baslangigta patojenik olmadigi, kommensal bir mikroorganizma oldugu
disiiniildii. Fakat 1940’larda ishal salginlarindan izole edildi. Benzer salginlar baska iilkelerde
de goruldi ve izole edilen E.coli’ler enteropatojenik E.coli olarak adlandirildi.

E.coli’nin taksonomisi su sekildedir;

Domain: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Class: Gammaproteobacteria
Order: Enterobacteriales
Family: Enterobacteriaceae
Genus: Escherichia
Species: Escherichia coli (Church et al., 2017)

2.2. E. coli’nin Morfolojik Ozellikleri

E.coli, yaklagik 2-6 pm boyunda, 1-1,5 pm eninde spor olusturmayan, hareketli Gram negatif
bir basildir. Bazi suslarinda kapsiil yapis1 vardir. Birgok E.coli susunda tip 1 pili, baz1 suslarda
P pili ve demet olusturan pili bulunur. Tip 1 piliyle bakteri epitel hiuicrelerine, P piliyle bébrek
hiicreleri ve P kan grubu hiicrelerine baglanir (US Diirdal A. & Basustaoglu A., 2019).

2.3. E. coli’nin Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

E.coli rutin besiyerlerinde kolaylikla iireyen fakiiltatif anaerop bir bakteridir. Ureme sicaklig
10-40°C, optimum 37°C, optimum pH’s1 7°dir. Koyun kanli agarda 1-3 mm ¢apinda grimsi
beyaz koloniler olusturur. EMB agarda 2-3 mm c¢apinda yesilimsi metalik renkli koloniler
olusturarak iirer. Mac Conkey agarda kolonileri 2-3 mm ¢apinda pembe renklidir. E.coli suslar1

laktozu, glukozu, trehalozu, ksilozu, fermente eder. Oksidaz negatif, katalaz pozitiftir. Metil



kirmizist testi pozitif, VVoges-Proskauer testi negatiftir. Triptofandan indol firetir, sitrati
kullanmaz, H2S olusturmaz, DNaz, iireaz, fenilalanil deaminaz liretmez. Karbonhidratlari
fermente etme yeteneklerinin saptanmasinda {i¢ sekerli demirli agar (TSI) veya kligler demirli

agar (KIA) besi yerleri kullanilir (Murray et al., 2016, Church et al., 2017).

2.4. E.coli’nin Antijenik ve Filogenetik Ozellikleri

E.coli’lerin O, H ve bazi suslarin K antijenleri vardir. O antijeni bakterinin dis membranimdaki
lipopolisakkarit yapisinin polisakkarit boliimudiir. H, kirpik antijeni ve K, kapsiil antijenidir.
Kirpik antijeni protein yapisinda, K antijeni polisakkarit yapisindadir. E.coli bulundurdugu O,
H veya Kantijenlerini gosteren harflerin yaninda antijen tiplerini gosteren sayilarin
yazilmasiyla olusan formiille adlandirillir. Kommensal ve patojenik E.coli suslari, ¢esitli
fenotipik ve genotipik varyantlar sergiler. O ve H antijenlerinin kombinasyonuna dayali olarak
700'den fazla E.coli serotipi tanimlanmustir (Jang et al., 2017). E.coli'nin meydana getirdigi
bagirsak enfeksiyonuna bes alt tipten biri neden olur ve bu alt tipler O ve H antijenlerine gore
tanimlanirlar (Mueller & Taitner, 2022).

Filogenetik analizler, E.coli suslarmin dort ana filogenetik gruba (A, B1, B2 ve D)
ayrildigin1 ve viriilan ekstraintestinal suslarin esas olarak grup B2'ye ve daha az oranda, D
grubuna ait oldugunu géstermistir. Kommensal suslarin ¢ogu, A grubunda bulunur (Clermont
et al., 2000). Son zamanlarda, E. coli filogenetik gruplamasi, MLST ve genom sekans verilerine
dayanarak, buyiik filogenetik gruplara gore nispeten nadir olan yeni C, E, F ve Escherichia grup

I gruplarini igerecek sekilde sekiz filogrup olarak revize edilmistir (Clermont et al., 2013).

2.5. E.coli’nin Epidemiyolojik Ozellikleri

E.coli genetik miithendisligi ve endiistriyel mikrobiyolojideki farkli ¢alismalar i¢in model
organizma olarak kabul edilmistir. Uretral ve intravaskiiler kateterler, protez eklem ve sant,
protez greftler gibi gesitli tibbi cihazlarla iligkili enfeksiyonlardan sorumlu olan belirli E.coli
suslar1 vardir (Sharma et al., 2016). Cogu E.coli susunun kolonda zararsiz bir sekilde
yasamasina ve saglikli bireylerde nadiren hastaliga neden olmasina ragmen, bir dizi patojenik
E.coli susu, hem saglikli hem de immiin sistemi bozulmus bireylerde bagirsak ve bagirsak disi
enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Gomes et al., 2016).

E.coli, insanlarda ve hayvanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olabildiginden
mikrobiyolojik diinyada 6zel yeri olan bir bakteridir (Poirel et al., 2018). Ishalli hastaliklar ciddi
bir halk saglig1 problemidir ve bebeklerde ile kiiclik ¢cocuklarda 6nemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Afrika, Asya ve Latin Amerika'daki diisik ve orta gelirli Glkeler,

cogunlukla yetersiz temiz su kaynaklari, yetersiz ¢evresel hijyen ve sanitasyon ile yetersiz



egitim gibi kotli yasam kosullar1 nedeniyle 6liimciil sonuglarla daha sik ortaya ¢ikan ishalli
hastaliklardan en ¢ok etkilenen bolgelerdir. E.coli suslari, ishalin etiyolojik etkenleri arasinda
en 6nemlilerinden biridir. (Gomes et al., 2016). Ayrica E.coli, kadmnlarin genital yolunda sik
bulunur, vajinal ve/veya endoservikal kolonizasyona neden oldugu gibi, gebe kadinlarda
intraamniyotik ve lohusalik enfeksiyonu, erken ve ge¢ neonatal sepsis de neden olur (Vila et
al., 2016).

E.coli’nin igme ve kullanma sularinin mikrobiyolojik analizinde izole edilmesi sulara
disk1 bulastigin1 gosterir. Bu nedenle analizler i¢in indikatOr bir bakteri olarak kullanilir. Ek
olarak, bazi E.coli serotiplerinin insanlarda hastaliklarina yol agmasi nedeniyle, bu bakterinin
ekolojisinin anlasilmasi, bu patojenin gidaya, topraga ve suya yayilmasmin onlenmesi igin
onemlidir (Jang et al., 2017). Genetik ozellikleri ve klinik 6zellikleri ag¢isindan E.coli suslari
kommensal E.coli’ler (bagirsak florasi iiyeleri), bagirsak patojeni E.coli’ler (enterik suslar) ve
ekstraintestinal patojenik E.coli’ler (EXPEC) olarak kategorize edilebilirler. idrar yolu, kan
dolagimi, merkezi sinir sistemi, solunum yolu ve periton enfeksiyonlarindan izole edilen
izolatlarin ¢ogunun, benzer viriilans profilleri ve filogenetik 6zellikleriyle, kommensal ve
intestinal patojenik E.coli'lerden oldukga farkli olduklar1 gosterilmistir. Son zamanlarda, bu
E.coli suslarinin iiropatojenik E.coli, sepsisle iliskili E.coli, neonatal menenjitle iliskili E.coli,
olarak adlandirilmaktansa, konak savunmasini yenerek insanlarda ve hayvanlarda birgok
anatomik bolgede hastaliga neden olabilmeleri nedeniyle EXPEC olarak adlandirilmalar:
Onerilmistir. Molekiiler epidemiyolojik analizlerle, ExPEC'in diger E.coli'lerden farkli
patojenik 6zellikleri oldugu saptanmis, bu ekstraintestinal patojen grubunun ekolojisi, evrimi,
rezervuarlari, bulagsma yollari, konak-patojen etkilesimleri, ve viriilans mekanizmalar1 hakkinda
ongorii elde edilmistir (Johnson & Russo, 2005). EXxPEC suslar1 diinyanin her yerinde
yaygimlasmakta ve enfeksiyonlara yol agmaktadir. Antibiyotiklere ¢oklu direnglidirler. EXPEC
enfeksiyonlarmin ¢ogu ¢ok geng¢ ve yaslilarda, kanserli veya HIV gibi immun sistemi
baskilanmis kislerde goriilmektedir. Ayrica, hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarda 6nde
gelen etkenlerdir. (Dvora Biran and Eliora Z. Ron, 2018).

2.6. E.coli’nin Yaptig1 Hastahklar

E.coli klinik 6rneklerden en sik izole edilen bir bakteridir (Church et al., 2017). E. coli suslar1
baslica idrar yolu enfeksiyonu, menenjit, kan dolasimi ve bagirsak enfeksiyonlarma neden
olurlar. Sepsisli hastalardan en sik izole edilen gram negatif basil oldugu goriilmektedir.
Bununla birlikte toplum kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarmin % 80°den fazlasindan ve hastane
kaynakli enfeksiyonlarm da g¢ogundan sorumlu olduklar1 bilinmektedir. Gastrointestinal

kanalda bulunan E.coli’ler bagirsak perforasyonu sonucu periton bosluguna gecerek
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enfeksiyona da neden olabilirler. Gastroenterite neden olan bes E.coli susu; enterotoksijenik
(ETEC), enteropatojenik (EPEC), enteroagregatif (EAEC), enterohemorajik (EHEC) ve
enteroinvazif (EIEC) E.coli olarak adlandirilmaktadir (Murray et al., 2016).

2.6.1. ETEC

Enterotoksijenik E.coli, gelismekte olan iilkelerde, yeterli sanitasyonun olmadigi alanlarda, 2
yasin altindaki ¢ocuklarda ve bu iilkelere seyahat edenlerde turist ishaline neden olur.
Kontamine yiyecek ve sularin tiiketilmesiyle bulasir. Saglikli bir insanda hastaliga neden olmak
icin yaklasik 108 CFU/mL organizmanm yutulmasi gerekir. (Mueller & Taitner, 2022). ETEC
suslar1 ince bagirsaklarm proksimal bolgesindeki epitel hiicrelerinin mikrovillusundaki 6zel
reseptorlere fimbrialari ile baglanarak yerlesirler. LT ve ST enterotoksinleri salarak, bagirsak
bosluguna bol miktarda sivi-elektrolit gegmesine ve sulu ishale neden olurlar (US Dirdal A. &
Basustaoglu A., 2019).

2.6.2. EPEC

Enteropatojenik E.coli suslar1 genellikle gelismekte olan iilkelerde bir yasindan kiigiik
bebeklerde ates, kusma, mukuslu kansiz sulu diyareye neden olur ve salginlara yol acabilirler.
Bakteriler ince bagirsak enterositlerine demet olusturan piliyle baglanir ve mikrokoloniler

olusturur. Hiicrelerde mikrovillus kaybi, morfolojide degisimler ve lezyonlara meydan gelir

(US Diirdal A. & Basustaoglu A., 2019).

2.6.3. EAEC
Enteroagregatif E.coli, 6nceleri gelismekte olan iilkelerde ve buralara seyahat eden kisilerde

akut ve kronik sulu ishal etkeniyken, ¢esitli tilkelerde daha fazla etken olarak saptanmaktadir.
Bakteri agregatif aderans pilisiyle bagirsak mukozasina yapisir, kalin bir mukus bakteri
biyofilmi olusur. Shiga toksini kazanmis suslarm kanl ishal ve hemolitik iiremik sendroma

(HUS) neden oldugu saptanmistir (US Diirdal A. & Basustaoglu A., 2019).
2.6.4. EHEC

Enterohemorajik E.coli O157:H7 serotipi kolon hicrelerinde lezyonlara ve shiga toksiniyle
kanli ishale yol acar. Ayrica HUS’e neden olur. Kontamine iiriinlerin (6rnegin 1spanak, marul,
meyve) ve az pigmis sigir etinin, ¢ig siit tiiketilmesinden sonra biiytik ishal salginlarina neden
olmustur. Gelismis iilkelerde daha cok rastlanir. EHEC, isleme sirasinda kontamine olabilen
kiymada yaygin olarak bulunur. Mahsuller EHEC igeren giibre ile giibrelendiginde sebzeler
kirlenir ve bu mahsullerden su kaynaklarina gegerek kontamine edebilir. Enfekte eden bakteri
dozu (10? CFU/mL). diisiiktiir. Cevreden insana ve insandan insana bulasabilir. EHEC
enfeksiyonlar: tiim yas gruplarinda yaygmdir (US Diirdal A. & Basustaoglu A., 2019).



2.6.5. EIEC
Enteroinvazif E.coli, shigelloz tablosuna benzeyen hafif seyirli bir enfeksiyona neden olur.
Bakteri bagirsak hiicrelerine invaze olur ve ilserler olusur. Daha ¢ok 5 yasin altindaki

cocuklarda hastalik goriliir. Ates, karin agrisi, kanli ve mukuslu ishal olusturur. (Mueller

Matthew, 2022).

2.7. Korunma, Tedavi ve Kontrol

Gastroenterite neden olan E.coli suslarmm hepsini tanimlayacak testlerin mevcut olmasina
ragmen, ¢ogu olguda spesifik E.coli suslarinin tanimlanmasina gerek duyulmamaktadir. E.coli
gastroenteriti olan ¢ogu hasta ishali tedavi olmaksizin atlatabilir ya da diger bakteri tiirlerinin
neden oldugu ishallerin tedavisi i¢in kullanilan ampirik antibiyotiklerle tedavi edilebilir. Bu
nedenle enterohemorajik E.coli (EHEC) disinda, diyarejenik E.coli tanisinda serotipik ve
fenotipik testler rutin olarak laboratuvarlarda kullanilmamaktadir. Yaygin enfeksiyon
gelismedigi siirece, semptomatik olarak tedavi edilir. Antibiyotik tedavisinin gerekli oldugu
durumlarda tedavi invitro duyarlilik testlerine gore yapilmalidir (Church et al., 2017).

Kisith antibiyotik kullanimmdan kaginma, gereksiz tiriner kateterizasyon yapilmamasi
gibi uygun enfeksiyon kontrol 6nlemleri alinarak hastane kaynakli enfeksiyon riski azaltilabilir.
Yiiksek standartta hijyen kosullarinin saglanmasi gastroenterite neden olan suglarin enfeksiyon
riskini diisiiriir. Ozellikle EHEC enfeksiyonu gibi gidalarla bulasan suslarin kontroliinde et
iriinlerinin iyi pisirilmesi gereklidir (Murray et al., 2016).

2.8. Beta Laktamazlar

Antibiyotik kullanimi, Paul Ehrlich'in sifilize neden olan bakteri Treponema pallidum
(T.pallidum)'a kars1 etkili olan arsfenamin adli bir kimyasali kesfettigi 20. yiizyilin baslarina
kadar uzanmaktadir. Yirmi yil sonra, 1928'de Alexander Fleming, Penicillium notatum
(P.notatum) mantarindan bir -laktam antibiyotik olan penisilini izole etmis ve antibiyotik ¢ag1
baglamustir. Penisilinler, karbapenemler, monobaktamlar ve sefalosporinler gibi -laktamlar,
diinya ¢apinda kullanilan tiim antibiyotiklerin %60'mm1 olusturmaktadir ve insan
enfeksiyonlarinda en yaygin recete edilen antibiyotik siniflarindan biridir (Bergspica et al.,
2020). Obakterilerin dis zar tabakasinda olusan hiicre duvarmin ana bileseni, peptit ve sekerden
olusan makromolekiiler bir yap1 olan peptidoglikandir. Bu peptidoglikan yap1, ozmotik basinca
direng saglar ve hiicre morfolojisini ve giiclinii korur. Ayni zamanda B-laktam ilaglarin
hedefidir. B-laktamlar, bu yapinm olusumunu engelleyerek bakteri hiicre bdliinmesini
(bakteriostatik etki) bastirir veya ozmotik basinca karsi bakteri yirtilmasmi (bakterisidal

aktivite) indikler. Peptidoglikan, N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit



(NAM)'nin iki amino sekerinin degistigi ve NAM'a bagli uzunlamasina bir peptit zincirinin bir
stitun olusturdugu temel bir yapisal birime sahiptir. Bu peptit zinciri, L-alanin, y-D-glutamik
asit, L-lizin, D-alanin ve D-alanin kalintilarinin degisen D- ve L-formlarindan olusan bir
pentapeptittir. Capraz baglanma sirasinda, pentapeptitin karboksil terminalindeki D-alanin ilk
once hidroliz ile elimine edilir. Daha sonra, dorduncli D-alanin karboksil grubu ve komsu
molekiil ile ayni siitunlu yapidaki lizinin bir €-karboksil tirevi olan tigtincti diaminopimelik asit,
zincirin yatay takviyesi i¢in bir triglisin peptid yapisi ile birlestirilir. Bu reaksiyonlara penisilin
baglayici protein (PBP) olarak bilinen bakteriyel enzim aracilik eder (Sawa et al., 2020). B-
Laktam antibiyotikler bakterisidal etkilerini hiicre duvari sentezinde yer alan enzimleri (PBP)
inhibe ederek gosterirler. Bakteri hiicre duvarmin biitliinliigii, serum, idrar, akciger veya
gastrointestinal sistemin mukus salgis1 gibi hipertonik bir ortamda hiicre seklini korumak igin
esastir. Ozmotik stabilite, ardarda siralanan NAM ve NAG birimlerinden olusan sert bir hiicre
duvari tarafindan korunur. Bu glikozidik birimler, bir transglikosidaz ile baglanir. Her NAM
birimine bir pentapeptit eklenir; PBP'ler, iki D-alanin-D-alanin ile NAM pentapeptitinin capraz
baglanmasini katalize etmek i¢in transpeptidazlar olarak hareket eder. Bu baglanma hiicre
duvarinin sertligini saglar. Sonug olarak, PBP'ler yanlislikla, hiicre duvari sentezi sirasinda 3-
laktami bir substrat yapi tasi olarak kullanirlar. Bu hata, enzimi daha fazla transpeptidasyon
reaksiyonlarmi katalize edemez hale getiren PBP'nin asilasyonu ile sonuglanir. Hiicre duvari
sentezi yavasladik¢a, amidazlar ve bakteriyel otolitik enzimlerin bir sonucu olarak yapici
peptidoglikan otolizi devam eder. Bakteriyi ¢evreleyen peptidoglikan agi olan murein
keseciklerinin par¢alanmasi, hiicre duvarinin bozulmasina ve gecirgenligin artmasina yol acar.
Bu sekilde, transpeptidasyonun [-laktam aracili inhibisyonu hiicre lizisine neden olur
(Bonomo, 2017). Beta-laktamaz (p-laktamaz)’lar, ¢esitli bakteride bulunan sinirli bir molekiiler
yap1 araligina sahip ¢ok yonlii enzimlerdir. Ortak yonleri, bir B-laktam halkasi igeren kimyasal
bilesikleri hidrolize etme kabiliyetidir. -laktamazlar, Gram negatif bakterilerdeki -laktam
antibiyotikler i¢in baslica direng belirleyicisi olan ve kokenleri milyonlarca yil 6nceye uzanan
eski enzimlerdir. B-laktamazlar en ¢ok calisilan enzim gruplarindan biridir. En belirgin rolii B-
laktam antibiyotikleri etkisiz hale getirmek olan bu enzimler, 1940'larin basindan beri akademik
laboratuvarlarda arastrmalara yon vermislerdir. Etkili antibiyotikleri yok olmaktan
kurtarmanin yollarmi bulmaya g¢alisan ¢ok sayida farmasotik arasgtirma programma konu

olmusglardir (Bush, 2018).

2.9. Beta Laktamazlarin Simiflandirilmasi
B-laktamaz enzimlerini simiflandirmak i¢in Ambler ve Bush-Jacoby-Medeiros sistemleri olmak

Uzere iki ana smiflandirma semas1 mevcuttur. Ambler A'dan D'ye kadar dort sinifa ayirdig: -
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laktamazlar1 kategorize etmek i¢in amino asit dizi homolojisini kullanir. Bush—Jacoby-
Medeiros sistem gruplart ise 1-4 substrat hidroliz profillerine (penisilin, sefalosporin, genis
spektrumlu sefalosporin, karbapenem) ve inhibitor profiline (B-laktamaz inhibitorleri
klavulanat ve tazobaktam tarafindan inhibisyon) dayanir (Bonomo, 2017). B-laktamazlar
arasindaki fonksiyonel benzerliklere (yani substrat ve inhibitor profili) dayanan Bush-Jacoby-
Medeiros smiflandirmasi, p-laktamazlari 11 grupta smiflandirir. Ambler siniflandirmasinda
smif A, C ve D B-laktamazlarin aktif bolgelerinde serin amino asiti bulunur. Serin, esterlerin
hidrolizini iistlenirken, B sinif1 -laktamazlarm aktif bélgelerinde ¢inko 1yonu/iyonlar1 bulunur
ve monobaktamlar hari¢ hemen hemen tiim B-laktam antibiyotiklerin hidrolizini katalize eder
(Bergspica et al., 2020).

2.10. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar

Genislemis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL) oksimino-p-laktamlar (sefuroksim, tglncu ve
dordinct  kusak sefalosporinler ve aztreonam) da dahil olmak Uzere penisilinler ve
sefalosporinlerin ¢ogunu hidrolize eden, ancak sefamisinler ve karbapenemleri etkilemeyen
ayni zamanda klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi beta laktamaz inhibitorleri
tarafindan inhibe edilen enzimlerdir (Chong et al., 2011, Kawamura et al., 2017). GSBL (reten
Enterobacteriaceae Uyeleri son zamanlarda biiyiik bir halk saghigi tehdidi olarak ortaya
cikmistir. Baslangigta klinik orneklerden izole edilmislerdir, ancak toplum kaynakl
enfeksiyonlarda da izole edilmektedirler. GSBL Ureten bakteriler yliksek 6lim oranina, uzun
stireli hastanede yatisa ve yiksek maliyetli tedavi gerektiren enfeksiyonlarla iliskilidir. Tedavi
secenekleri sinirhidir ve genellikle karbapenemler tedavide kullanilir (Karanika et al., 2016, H.
Wilson & Torok, 2018). Coklu ilaca direngli gram negatif basillerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi igin etkili ilaglarin gelistirilmesi en 6nemli onceliktir (Yahav et al.,
2021). Diinya Saghk Orgiitii (DSO), onemli direncli patojenlere dikkat cekmek igin yakin
zamanda kiiresel oncelikli patojenler listesi yaymlamistir. GSBL Ureten Enterobacteriaceae
uyelerinin 21. yiizyilda diinyanin en ciddi ve kritik tehditleri arasinda oldugunu belirtmistir
(Bergspica et al., 2020). GSBL enzimleri genellikle gram negatif bakteri tiirlerinde aktarilabilir
plazmidlere baglh olarak iiretildiginden, GSBL genleri bu plazmidler aracilig1 ile yatay olarak
diger bakteri tiirlerine aktarilabilir (Kawamura et al., 2017).

Avrupa  Antimikrobiyal Duyarlilk Testi Komitesi (EUCAST) tarafindan
Enterobacteriaceae iiyelerinde GSBL saptanmasi agisindan Onerilen strateji, Oncelikle
oksimino- sefalosporinlere “duyarli olmama”zelliginin saptanmasi ile baslamakta, bunu
takiben fenotipik (bazen genotipik) dogrulama testleri uygulanmasidir (Eucast 2022, 2022a).
GSBL enzimleri amino asit dizilimlerine gére TEM, SHV, CTX-M, OXA, PER, VEB, GES,

10



TLA, BES ve SFO olmak iizere on aileye ayrilirlar. Enterobacteriaceae familyasmin tiyeleri
arasinda en yaygin olan GSBL’ler TEM, CTX-M ve SHV dir (Bergspica et al., 2020).

2.10.1. TEM Tipi Beta Laktamazlar

TEM tipi GSBL'ler, TEM-1 ve TEM-2'nin turevleridir. TEM-1 ilk olarak 1965 yilinda Atina,
Yunanistan'da Temoneira adl1 bir hastadan alinan bir Escherichia coli izolatindan rapor edilmis
ve dolayistyla bu sekilde adlandrilmistir. (Castanheira et al., 2021). TEM-1 ayn1 zamanda gram
negatif bakterilerde en sik rastlanan GSBL tipidir. TEM-1 ampisilini karbenisilin, oksasilin
veya sefalotinden daha ylksek oranda hidrolize edebilir ve genis spektrumlu sefalosporinlere
kars1 ihmal edilebilir aktiviteye sahiptir. Klavulanik asit tarafindan inhibe edilir. TEM-2, TEM-
1 ile aym hidrolitik profile sahiptir, ancak daha aktif bir dogal promotora sahip olmas1 ve
izoelektrik noktasindaki fark ile TEM-1'den farklidir. TEM-13 ayrica TEM-1 ve TEM-2'ye
benzer bir hidrolitik profile sahiptir (David L. Peterson & Bonomo, 2005). Tumi GSBL
olmamasina ragmen yaklasik 243 farkli TEM varyant1 tanimlanmistir. TEM tipi GSBL'lerin
yaygin oldugu donemlerde, bazi bolgelerde bazi varyantlarin prevalansi yiiksek bulunmustir.
Ornegin, TEM-3 Fransa'da yaygmken, ancak ABD'de nadiren gorilmiistiir. Buna karsilik,
TEM-10 ABD'de en yaygm enzim tipi olmustur. TEM-26, diinyanin her yerinde tespit
edilmistir. Giiniimiizde TEM tipi GSBL enzimlerinin prevalansi CTX-M tipi B-laktamazlardan
daha diistik hale gelmistir (Castanheira et al., 2021, Bal, 2003).

2.10.2. SHV Tipi Beta Laktamazlar

SHV-1 Klebsiella pneumoniae’da kromozomal, E.coli’de ise genellikle plazmitlerde bulunan
genlerle kodlanan ve “sulphydryl variable (siilthidril degisken) kisaltmasi amaciyla SHV olarak
adlandirilan enzimlerdir. Bugiine kadar SHV'nin 228 sekans varyant1 tespit edilmistir, ancak
bunlarm tiimii GSBL fenotipine sahip olup olmadiklarmi belirlemek i¢in islevsel olarak
karakterize edilmemistir (David L. Peterson & Bonomo, 2005). Diinya ¢apinda SHV-5 ve SHV-
12, Enterobacterales'te bulunan en yaygin GSBL varyantlar1 olmustur (Castanheira et al.,
2021). SHV firetimi ile ampisilin, tikarsilin ve piperasiline karsi direng gelismekte olup
oksimino-sefalosporinlere karsi aktivitesi bulunmamaktadir. TEM grubu GSBL’lerle
kiyaslandigimda SHV-1’den koken alan enzim sayis1 ve aminoasit degisikligi olan pozisyonlar
daha azdir (Bal, 2003). Bunlarda karakteristik degisiklik 238. pozisyonda glisin yerine serin,
240. pozisyonda glutamin yerine lizin aminoasitinin girmesidir (Daglar & Ongiit, 2012).
2.10.3. CTX-M Tipi Beta Laktamazlar

CTX-M-tipi B-laktamaz enzimleri ilk olarak 1980'lerin sonlarinda rapor edilmis ve ayni anda

birkag yerde ortaya ¢ikmistir. CTX adi, bu B-laktamazlarin sefotaksime karsi giiclii hidrolitik
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aktivitesini yansitir. CTX-M tipi B-laktamaz iireten organizmalar tipik olarak direngli aralikta
(64 pg/mL) sefotaksim MiK'lerine sahipken, seftazidim MiK'leri genellikle gériiniirde duyarl
araliktadir (2 - 8 pg/mL) (David L. Peterson & Bonomo, 2005). 2000'li yillarin basindan bert,
CTX-M tipi enzimler en yaygin GSBL grubu olarak kabul edilmekte ve baskin GSBL tipi
olarak TEM ve SHV'nin yerini almaktadir (Castanheira et al., 2021). CTX-M tipi beta-laktamaz
ilk defa 1989 yilinda Almanya’da bir E.coli susunda saptanmistir. CTX-M enzimlerinin ortaya
cikisinda Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygm kullanimmin rol oynadigi
diistiniilmektedir. Giintimiizde 80’den fazla CTX-M enzimi bildirilmistir. CTX-M enziminin
kaynagt TEM ve SHV enzimlerine gore farklidwr. TEM ve SHV tipi GSBL’ler onciil
enzimlerden aminoasit degisiklikleriyle olusmaktadir, ancak CTX-M tipi GSBL’ler transpozon
ya da konjugatif plazmid araciligi ile baska bir bakteriden horizontal gen transferiyle

olusmaktadir (Daglar & Ongiit, 2012).

2.10.4. OXA Tipi Beta Laktamazlar

OXA tipi beta laktamazlar oksasilini hidrolize eder ve Ambler smif D ve Bush-Jacoby-
Medeiros fonksiyonel grup 2d enzimleri olarak gruplandirilir (Castanheira et al., 2021). OXA
tipi beta laktamazlar, oksasilin hidrolize etme yetencklerinden dolayr bu sekilde
adlandirilmistir. Agirhikli olarak Pseudomonas aeruginosa'da bulunurlar, ancak diger birgok
gram negatif bakteride de tespit edilmistir (Bal, 2003). Aslinda, en yaygin OXA tipi 3-laktamaz
olan OXA-1, E.coli izolatlarmm %1 ile %10'unda bulunur. Cogu OXA tipi B-laktamaz,
genigletilmis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize etmez ve GSBL olarak kabul edilmez.
Bununla birlikte, OXA-10 sefotaksim, seftriakson ve aztreonami zayif bir bigimde hidrolize
ederek ¢ogu organizmanm bu antibiyotiklere duyarliigini azaltir. Diger OXA tipi GSBL
enzimleri OXA-11, 14, 16, 17, 19, 15, 18, 28, 31, 32, 35 ve 45’i icerir. Bunlar, sefotaksime ve
bazen seftazidime ve aztreonam'a agik bir direng kazandirir. Bir karbapenem hidrolize edici
metalloenzim ile aztreonam hidrolize edici OXA enziminin eszamanli tiretimi, tiim beta laktam
antibiyotiklere kars1 kolayca direng kazanimina yol agabilir. (David L. Peterson & Bonomo,
2005).

2.10.5. PER Tipi Beta Laktamazlar

PER tipi GSBL'ler, bilinen TEM ve SHV tipi GSBL'ler ile sadece %25 ile 27 homolojiyi
paylasir. PER-1 beta laktamaz, penisilinleri ve sefalosporinleri etkin bir sekilde hidrolize eder
ve klavulanik asit inhibisyonuna duyarlidir. PER-1 ilk olarak Pseudomonas aeruginosa
(P.aeruginosa)'da, daha sonra Salmonella enterica serovar typhimurium (S.enterica serovar

typhimurium) ve Acinetobacter izolatlarinda da saptanmistir (David L. Peterson & Bonomo,
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2005). Bu enzim ¢ogu penisilini ve sefalotin, sefoperazon, sefuroksim, seftriakson ve
seftazidim dahil sefalosporinleri iyi hidrolize etmesinin yaninda oksasilin, sefamisin veya
imipenemi hidrolize etmemektedir. PER-1 ve PER-2, PER ailesinin en yaygin iiyeleridir. Bu
enzimlerin, diger beta laktamlarla birlikte test edildiginde avibaktam ve relebaktam icin MIK
degerlerinde onemli farkliliklar gorilmektedir. Diger A smifi beta laktamazlardan daha az
Ol¢lide avibaktam tarafindan inhibe edildigi rapor edilmistir. PER enzimleri en ¢ok Tiirkiye ve

Akdeniz llkelerinden gelen izolatlarda bulunur (Castanheira et al., 2021).

2.10.6. VEB Tipi Beta Laktamazlar
VEB-1 ilk olarak Vietnamli bir bebekten elde edilen bir E.coli izolatindan tespit edilmistir.
VEB-1 enzimi; PER-1 ve PER-2 enzimleriyle %38 homoloji gostermektedir. Seftazidim,
sefotaksim ve aztreonama yiksek diizeyde direng gosterirler ve klavulanik asit ile inhibe
olurlar. (Poirel et al., 1999, Bal, 2003).

2.10.7. GES Tipi Beta Laktamazlar

GES (Guiana genisletilmis spektrumlu beta laktamaz) ailesi, daha az yaygin olan GSBL'lerin
en yaygin grubudur. GES-1'i kodlayan gen, diger herhangi bir plazmit aracili beta laktamaz ile
yakindan iligkili degildir, ancak Proteus mirabilis'te bulunan karbenisilin hidrolize edici bir
enzime %36 homoloji gosterir (Castanheira et al., 2021). GES-1 ilk olarak Fransa’da
K.pneumoniae susunda saptanmistir. GES tipi beta laktamazlar baslangigta Enterobacterales
turlerinde bildirilmesine P.aeruginosa ve A.baumannii izolatlar1 arasinda daha yaygmdir.
(Poirel et al., 2000).

2.11. E.coli ST131

Son on yilda antimikrobiyal kullaniminin artan segici baskisi nedeniyle E.coli ST131 susu gibi
coklu ilaca direngli yiiksek riskli birka¢ sus ortaya ¢ikmustir. Bu suslarin en 6nemli 6zellikleri
kolay bulasabilmeleri, kolonize olma yetenekleri, kiresel yayilim gostermeleri ve gesitli
antimikrobiyallere direncli olmalaridir (Patian Yossi, 2018).

E.coli ST131, diinya ¢apinda pandemik bir klondur ve genellikle toplum kaynakli
enfeksiyonlara neden olur. Bu klonun {i¢ kitadan toplanan CTX-M-15 (reten E.coli izolatlarmin
MLST analizi ile pandemik oldugu 2008 yilinda tanimlanmistir. Sonraki arastirmalar,
aktarilabilir bir plazmit {izerinde ¢ok ¢esitli virlilans ve diren¢ genleri barindiran ST131'in
diinya ¢apmnda yayginlhigini dogrulamustir. Florokinolon direngli E.coli’lerin %30 ile %60
arasinda ST131 klonundan olduklar1 tespit edilmistir. ST131 klonundaki izolatlar gesitli beta
laktamaz genlerini tasirlar; bu enzimler ¢cogunlukla CTX-M ailesindeki beta laktamazlar ve
daha az oranda TEM, SHV ve CMY beta laktamazlardir. E.coli ST131 klonunun neden oldugu
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enfeksiyonlarm basinda idrar yolu enfeksiyonlar1 gelmektedir. Bu enfeksiyonlar, sistitten hayati
tehdit eden sepsise kadar degisebilmektedir ve her yastaki insanlarda gorulebilmektedir.
Enfeksiyonlarin tedavisinin, etkenin antimikrobiyal direng fenotipine ve enfeksiyon bdlgesine
gore ayarlanmasi gerekmektedir. ST131 klonunun fenotipik tespiti miimkiin degildir ancak
MLST ve PCR gibiyontemlerle tespit edilebilmektedir (Rogers et al., 2011).

E. coli ST131, esas olarak memelilerin sindirim sisteminde bulunmaktadir. Bunun yan1
sira farkli viicut bolgelerinden patojen olarak izole edilmektedir. Bu nedenle bagirsak disi
patojenik E.coli (EXPEC) olarak siniflandirilmaktadir. E.coli ST131, filogrup B2'ye aittir ve
O16: H5 veya O25b: H4 olmak iizere iki serotipi bulunmaktadir. E. coli sekans tipleri, yedi
temel genin dahili fragmanlarinin analiz edildigi ve her lokustaki alellerin sekans tipini
belirlendigi MLST analizine gore kategorize edilir. (Pitout & Finn, 2020).

Antimikrobiyal direncindeki artigin, 2008'den beri belirli bir E.coli klonu olan E. coli
ST131'in diinya capinda yayilmasiyla baglantili oldugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir
(Marie-Hélene et al., 2014). E.coli ST131 ilk olarak tanimlanmasindan sonra ¢ok hizli bir
bicimde kiiresel yayilim gostermistir. E.coli ST131, Avrupa (6zellikle Ingiltere), Kuzey
Amerika, Kanada, Japonya ve Kore'deki enfeksiyonlardan izole edilen antimikrobiyal direncli
E.coli suslar1 arasinda genis bir yayilim géstermektedir. Asya, Orta Dogu ve Afrika ‘dan yiiksek
oranlar bildirilmektedir (Rogers et al., 2011). Hindistan, ABD ve Yeni Zelanda'da klinik
calismalardan elde edilen GSBL iireten izolatlarin %70'ini, florokinolona direngli izolatlarin
%78'ini ve toplam E.coli izolatlarmin %38'ini olusturdugu bildirilmistir. ST131 kolonizasyonu,
Irlanda, Birlesik Krallik ve ABD'deki bakim evlerinde sirasiyla %55, %36 ve %25 gibi yiiksek
oranlarda bulunmustur. ST131 farkindalig1 arttik¢a, izole edildigi kaynaklarin gesitliligi de
artmustir (Marie-Héléne et al., 2014). Bunlar arasinda kus, primat, amfibi gibi yaban hayvanlar1
ve ayrica toprak, deniz suyu ve atik su gibi ¢evresel kaynaklardan da izole edilmistir (Kirekci
et al., 2017).

2.12. ERIC PCR

Enterobakteriyel — Tekrarlayan Intergenik Konsensus (ERIC), bakteri suslarinin
genotiplendirilmesi hastane kaynakli patojenlerin ¢apraz bulagsmasmi tespit etmek ve
enfeksiyon kaynagimi belirlemek igin yapilir. E.coli’nin genotiplendirme yodntemleri icinde
PFGE, plazmid profil analizi ve ERIC PCR bulunur. (Jena et al., 2017). Enterik bakterilerin
genomunda ERIC primerlerine komplementer olan tekrarlayan diziler vardir. Bu tekrarlayan
diziler ERIC PCR yonteminde kullanilan primerler i¢in hibridizasyon bédlgeleridir. ERIC PCR
primerleri kullanilarak tekrarlayan diziler arasinda kalan DNA parcalarinin amplifikasyonu

yapilmaktadir. ERIC PCR iiriinlerine agaroz jel elektroforezi yapildiginda jelde degisik
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boyutlarda DNA pargalar1 saptanabilir. Bu DNA profilleri, kromozomda tekrar eden dizilerin
sayis1 ve lokalizasyon farki nedeniyle her izolat icin farkli olabilecektir. izolatlar arasinda
saptanan bant profiler goriintilleme yOntemleriyle degerlendirilir. Suslar arasindaki bant
profillerinin benzerlik oranlar1 farkli bilgisayar yazilimlar1 ile karsilastirilir. Bu bant
profillerinin kiyaslanmasiyla bakteri izolatlar1 arasindaki genetik iliski diizeyi aciga
cikarilabilmektedir. (Afkhami Ardakani & Ranjbar, 2016, Versalovic et al., 1991).

Bu PCR yoOntemi kolay uygulanabilir, ¢ok sayida izolat ile ¢alisilabilir ve bakteriyel
populasyonlarin filogenetik yapilarinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir (Li vd., 2009,
Ranjbar et al., 2017, L. A. Wilson & Sharp, 2006).

2.13. MLST

Coklu lokus sekans tipleme (MLST), bakteri popiilasyonlarinin {iyelerini karakterize etmek, alt
tiplere ayirmak ve smiflandirmak amaciyla korunmus genlerdeki alelik varyantlari ortaya
¢ikarmak i¢in dizileme teknolojisini kullanir. MLST, genellikle adenilat kinaz (adk), fumarat
hidrataz (fumC), izositrat/izopropimalat dehidrogenaz (icd), DNA giraz (gyrB), malat
dehidrogenaz (mdh), adenilosuksinat dehidrogenaz (purA), ATP/GTP baglanma motifi (recA)
olmak Uzere yedi esansiyel genin dizilerini karakterize etmeye yarar. Bu diziler, E.coli'nin
popiilasyon yapisini tahmin etmek ve bu tiir icinde rekombinasyonun yaygin oldugunu
gostermek i¢in kullanilir (Wirth et al., 2006). Her bir genin yaklasik 450-500 b¢ uzunlugundaki
dizisi hedef alinir. Bu dizilere yonelik bir PCR amplifikasyonu sonrasinda sekans analizi
yapilir. Bu sekans analizi sonucunda elde edilen dizilere karsilik gelen allel numaralari
belirlenir. Boylece yedi gen bolgesine yonelik izolatlarin allelik profilleri belirlenir. Her bir
allelik profil dizi tipi (ST) olarak adlandirilir. Bir tiire ait izolatlar yedi gen lokusundaki alellere
karsilik gelen yedi adet tamsay ile karakterize edilir (Maiden et al., 1998). Ornegin 53, 40, 47,
13, 36, 28, 29 allelik profil ST131 izolatlarina aittir. MLST'nin diger molekiiler tipleme
yontemlerine gore avantajlarindan biri, dizi verilerinin laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilir
olmasi ve internet lizerinden molekdiler tipleme verilerinin yayinlanmasiyla kiresel veri
tabanlarinin olusturulmasidir (Urwin & Maiden, 2003). Ayrica mikrobiyal populasyonlarin
evrimsel gelisim de izlenebilir. Ayirim giicli yiliksektir. Diinyadaki farkli bolgelerden elde
edilen izolatlarin karsilagtirilmasmi miimkiin kilar. Bu yontemin dezavantajlar1 ise pahali

olmasi, yogun laboratuvar ¢alismasi gerektirmesidir (Pérez-Losada et al., 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada, insanlarin bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen GSBL pozitif E.coli
suslarinin antibiyotiklere direng durumlari, bazt GSBL enzim gen tipleri, izolatlarm klonal
iliskileri ve ST131 klonunun varhig arastirildi. Calismanin etik kurul onay1 Sivas Cumhuriyet
Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanhgindan
(28.06.2018 tarih ve 2018-06/27 sayili karar) alindi ve calisma, T-851 nolu ‘‘Insanlarin
Bagirsak Mikrobiyotasinda Bulunan Geniglemis Spektrumlu Beta-Laktamaz Ureten
Escherichia coli Izolatlarinda Beta-Laktamaz Enzim ve Klon Tiplerinin Arastiriimast’” adli
doktora tez projesi olarak Sivas Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
(CUBAP) tarafindan desteklendi.

3.1. Arag, Gere¢ ve Malzemeler

Otoklav (Dedeoglu, Tiirkiye)

EtUv (Dedeoglu, Tiirkiye)

MALDI-TOFF MS (BrukerDaltonics, Almanya)

Mikrosantrifiij cihazi (Ser-Lab, Tlrkiye)

Kuru 1s1 blogu (Merck, Almanya)

Thermal cycler cihaz (Biorad T100™ Thermal Cycler)

Agaroz Jel Elektroforez Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Mikropipetler: (Gilson, ABD) 100-1000 uL’lik, 20200 uL’lik, 2-20 uL’lik, 0,1-2 uL’lik
Steril petri kaplan (isolab, Turkiye)

Ozeler (Isolab, Tiirkiye)

Mikrosantrifiij Tupleri (isolab, Tiirkiye)

PCR Tupleri 0.2 pL’lik (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Filtreli pipet uclan: 20 pL’lik, 100 uL’lik, 200 pL’lik, (Neptune, ABD), 1000 pL’lik (isolab,
Turkiye)

Antibiyotik Diskleri (Bioanalyse, Tlrkiye): ampisilin (10 pg), sefepim (30 pg), seftazidim (10
1Q), seftriakson (30 pg), sefotaksim (5 ug), sefoksitin (30 ug), aztreonam (30 pg), amoksisilin-
klavulanik asit (20 - 10 pg),piperasilin-tazobaktam (30 - 6 pug), ertapenem (10 pg), imipenem
(10 pg), meropenem (10 ug), siprofloksasin (5 pg), amikasin (30ug), gentamisin (10 ug),
trimetoprim-sulfametaksazol (1,25 - 23,75 pg), sefotaksim klavulanik asit (30 pg, 10 ug),
seftazidim klavulanik asit (30 pg, 10 pg)

TAE 10X (Multicell, Kanada)

DNA izolasyon Kiti (Eco-tech Biotechnology, Tiirkiye)

16



Multiplex PCR Kiti (Qiagen, ABD)

Primerler: uidA, ERIC1 ve ERIC2, blarem, blasnv , blactx-m, blaoxa, blaper, blaves, blaces,
pabB, trpA, adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA (100 pmol/ pL MOPC saflikta, Macrogen)
liyofilize primer setleri.

Taq DNA Polimeraz: (5 units/uL, Genedirex, Tayvan)

dNTP set: 100mM dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP, Genedirex, Tayvan)

6X Yiikleme Boyasi: (Merck, Almanya)

DNA Ladder 100 bp (Genedirex, Tayvan)

DNA ladder 3000bp (Hibrigen, Tlrkiye)

Agaroz: Molekuler grade (Prona, Polonya)

DNAaz, RNAaz icermeyen su: (BBI Life Sciences, ABD)

Standart suslar: GSBL pozitif E.coli (SHV, TEM, CTX-M, OXA, PER, VEB, GES lreten
suslar), E.coli ATCC 25922

3.2. Kullanilan besiyerleri

Antibiyotikli EMB Agar (Lab, Ingiltere): Seftazidimli EMB ve sefotaksimli EMB
besiyerlerini (Oxoid, Ingiltere) hazirlamak i¢in énce EMB besiyerinden litrede 37,5 gram
olacak miktarda alindi. iki ayr1 balon joje iginde distile su ile ¢oziilerek otoklavda steril edildi.
Besiyerlerinin sicakligi 55°C’ye diistiiglinde etken maddeleri sefotaksim ya da seftazidim olan
flakonlardan uygun miktarlarda alinarak besiyerlerindeki son konsantrasyonlar1 2 pg/mL
olacak sekilde besiyerlerine eklendi. Daha sonra besiyerleri steril petri kaplarma dokiildii ve
katilastiktan sonra deneylerde kullanilmak tizere +4°C’ye kaldirild1.

Kanh Agar (Lab, Ingiltere): Besiyeri 49 g/L olacak sekilde tartildi ve distile su ile
karistirildiktan sonra otoklavda steril edildi. Besiyerinin sicakligi 50°C’ye diistiikten sonra
toplam hacim i¢inde %S5 olacak sekilde defibrine kan eklendi ve steril petri kaplarina dokiildii.
Petrilerdeki besiyeri katilastiktan sonra +4°C’ye kaldirildi.

TSI Besiyeri (Acumedia Lab M, Ingiltere): Besiyeri 60 g/L olarak tartild1 ve distile su ile
karistirildiktan sonra otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikan besiyerleri sivi haldeyken tiiplere dagitildi
ve tuplerde dik ve yatik besiyeri boliimleri olacak sekilde besiyerleri katilagmaya birakild.
Indol Besiyeri (Difco, ABD): Triton 2,5 g, 1,25 g NaCl tartild1 250 ml distile su igerisinde
¢oziildii. pH 7,2’ye ayarlandi. Cam tiplere 1,5 mL dagitildi. Otoklavda steril edildi.

Simon Sitrat Agar (Difco, ABD): Besiyerinden 24,2 g/L tartild1 ve distile su ile karigtirildiktan
sonra basingsiz buhar ile steril edildi. Sivi haldeyken tiiplere dagitildi ve tiiplerde dik ve yatik

besiyeri boliimleri olacak sekilde besiyerleri katilagmaya birakild1
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Mueller-Hinton Agar (Merck, Almanya): Besiyeri 34 g/L olacak sekilde tartildi ve distile su
ile karistirildiktan sonra otoklavda steril edildi. Steril petri kaplarina dokiildii ve katilastiktan
sonra +4°C’ye kaldirildi.

3.3. Kullanilan cézeltiler

dNTP karisimi: Konsantrastonlart 100 mM olan dATP, dGTP, dCTP, dTTP tlplerinin her
birinden 10 pL alind1 ve steril mikrosantriflij tupd iginde 60 pL steril distile su ile karistirildi.
Boylece her ANTP’den 10 mM igeren 100 puL’lik stok ANTP karisimi hazirlandi.

1IX TAE

Konsantrasyonu 10X olan stok TAE’den 1L 1X TAE hazirlamak i¢in 10X’lik stoktan 100 mL
1L lik steril meziir igerisine eklendi ve lizeri 900 mL distile su ile tamamlandi.

3.4.YOntem

3.4.1. Cahsmaya Ahnan Bireyler

Calismaya alinan GSBL pozitif E.coli izolatlar1 gonillii katilimcilarin digki 6rneklerinden
tiretildi. Katilimcilar, herhangi bir hastalik sikayeti olmayan saglikli gériinen bireyler ve Sivas
Cumhuriyet Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina cesitli nedenlerle disk1
orneklerini getiren bireylerdi. Digk1 6rnekleri temiz tek kullanimlik diski kaplarinda toplandi
ve Ornekler teslim alindiktan hemen sonra igleme alindi. Ayni zamanda katilimcilarm yas,
cinsiyet, hastanede yatis Oykiisii, kronik hastalik, evcil hayvan besleme, antibiyotik kullanimu,
operasyon gecirme ile ilgili bilgileri bir anket formuna islendi. Toplam 161 bireyin 50’sinden
uretilen GSBL pozitif E.coli izolat1 calismaya alindi.

3.4.2. GSBL Pozitif E.coli izolasyonu ve Tanmimlanmasi

Bireylere ait her bir digk1 6rnegi biri 2 pg/mL sefotaksim ve digeri 2 pg/mL seftazidim iceren
EMB besiyerlerine ekildi ve 35°C’de 24 saat inkiibe edildi (Niumsup et al., 2018). (Cakir
Erdogan et al., 2017). Inkiibasyon sonunda laktoz pozitif ve yesil metalik parlaklik veren
koloniler secildi. Her bir plaktaki bu 6zellikteki kolonilerden tek koloni alinarak kanli agara
ekildi ve 35°C°de 24 saat inkiibe edildi. Ureyen koloniler, yagsiz siit bulunan mikrosantrifij
tipleri i¢inde siispanse edildi ve deneylerde kullanilmak iizere -20°C’de sakland:. izolatlar %5
kanli agara pasajlanarak canlandirildi. Her bir plaktan tek koloni alinarak EMB besiyerine
ekildi ve 35°C’de 24 saat inkiibe edildi. EMB besiyerinde laktoz pozitif kolonilerden tek koloni
alinarak TSI, indol, sitrat besiyerlerine ekildi ve 37°C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra besiyerleri incelenerek E.coli Greme gérinumindeki (TSI besiyerinde; glukoz, laktoz
pozitif, indol pozitif, sitrat negatif izolatlar) koloniler MALDI-TOF MS cihazi ile tiir diizeyinde

tanimlanmak tizere ayrildi. MALDI-TOF MS cihazi ile tanimlama islemleri iiretici firmanin
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onerileri dogrultusunda Sivas Cumhuriyet Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuvarinda yapildi. Molekiiler deneylere baglarken izolatlarin E.coli
olduklar1 uidA (beta glukuronidaz) genine yonelik primer seti kullanilarak yapilan PCR testiyle
dogrulandi.

Toplam 50 bireyden dretilen 50 GSBL pozitif E.coli izolatlarinin antibiyotik
duyarhiliklari, beta-laktamaz gen tipleri, klonal iliskileri, bu izolatlarda ST131 E.coli varhigi
arastirildi
3.4.3. Tzolatlarin GSBL Uretiminin Fenotipik Y6ntemle Dogrulanmasi
Izole edilen E.coli’lerin GSBL (retimi fenotipik dogrulama testlerinden biri olan kombinasyon
disk testiyle (KDT) arastirildi. E.coli olarak tanmlanan izolatlarin 35°C’de, 24 saatlik
inklibasyondan sonunda kanli agarda iiremis kolonileri 5 mL steril serum fizyolojik iginde
stispanse edildi. Stispansiyonun bulanikligi MacFarland 0,5’e gore ayarlandi1 ve Mueller-Hinton
agar besiyerinin ylizeyine yayma ekimi yapildi. Ekim yapilmis plaklara sefotaksim (30 pg) +/-
klavulanik asit (10 pg), seftazidim (30 pg) +/- klavulanik asit (10 pug) diskleri yerlestirildi ve
35°C°de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kombinasyonlu disklerin zon
caplar1 tek basina antibiyotik iceren disklerin zon ¢apindan 5 mm veya daha genisse, izolat

GSBL pozitif olarak degerlendirildi (Eucast, 2022).

3.4.4. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

GSBL pozitif E.coli izolatlarmin antibiyotik duyarlilik testleri disk difiizyon yontemiyle yapildi
ve sonucglar EUCAST kriterlerine gore degerlendirildi. izolatlarin ampisilin, sefoksitin,
seftriakson, seftazidim, sefotaksim, sefepim, aztreonam, ertapenem, imipenem, meropenem,
amoksisilin-klavulanik asit, piperasilin-tazobaktam, amikasin, gentamisin, siprofloksasin,
trimetoprim-siilfametoksazole karsi duyarliliklar1 arastirildi. Her bir susun kanli agarda bir
gecelik inkibasyondan sonra Uretilmis saf kolonilerinden steril serum fizyolojik bulunan
tiplerde MacFarland 0,5 bulanikligina ayarlanmis siispansiyonlar1 hazirlandi ve Mueller-
Hinton agara yayma ekimleri yapildi. Daha sonra besiyerleri ilizerine antibiyotik diskleri
yerlestirildi ve plaklar 35°C°de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra
antibiyotik diskleri etrafindaki inhibisyon zon ¢aplar1 dlgiilerek suslarin antibiyotik direng

durumlar1 belirlendi (Eucast, 2022).
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3.4.5. DNA izolasyonu
GSBL pozitif E.coli izolatlarmm DNA’lari, DNA izolasyon Kkiti (Ecopure, Turkiye)

kullanilarak, kit yonergesine gore su sekilde elde edildi;

1.

10.

Kanli agara pasajlanarak canlandirilan bakteri kolonileri (3-5 adet) mikrosantrifj
icindeki 1 mL saf suda siispanse edildi. Siispansiyon 6000 rpm’de 3 dakika oda
sicakliginda santrifiij edildi ve islem sonunda siipernatan uzaklagtirild.
Bakteri pelletleri tizerine 200 pL EcoPURE resuspention buffer eklenerek vortekslendi
ve yeniden slispanse edildi. Suspansiyon Gzerine 200 uL EcCoPURE lysis buffer eklendi
ve iyice karistirildi.
Her 6rnek tlpu icerisine 20 uL EcoPURE Proteinase K eklendi iyice karistirildi ve 30
dakika 55°C’de kuru 1s1 blogunda inkiibe edildi.
Tuplerin igerisine 400 uL EcoPURE Binding buffer eklendi ve iyice karistirildi.
Siispansiyon pipetle ECoPURE spin kolonu i¢ine alind1 ve kolonlar koleksiyon tiiplerine
yerlestirilerek 13000 prm’de oda 1s1sinda 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra koleksiyon tiipiinde toplanan siipernatan uzaklastirildi.
Kolonlara 500 pL EcoPURE Wash buffer 2 eklendi ve 13000 rpm’de 30 saniye oda
sicakliginda santrifiij edildi. Koleksiyon tiipiindeki siipernatan uzaklastirildi.
Kolonlara 200 pL olmak izere ECOPURE wash buffer 2 eklendi ve kolonlarda hig siv1
kalmayacak sekilde 13000 rpm’de 3 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.
Slpernatan koleksiyon tipiyle birlikte atildi ve spin kolonlar 1,5 mL’lik steril
mikrosantrifiij tlipleri igerisine yerlestirildi.
Kolon membranlarinin tam merkezine 30 uL EcoPURE Elution buffer eklendi ve 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 13000 rpm’de 30 saniye
santriflij edildi ve mikrosantrifiij tliplerinde toplanan DNA’lar deneylerde kullanilmak
uzere -20°C’ye kaldirildi.

DNA ornekleri deneylerde kullanilmadan 6nce nanodrop cihazinda 260/280 ve 260/230

dalga boylarinda 6l¢iildii ve degerler kaydedildi. DNA konsantrasyonlar1 PCR deneylerinde

kullanilmak tizere 100 ng/pL olacak sekilde ayarlandi.

3.4.6. izolatlarin Molekiiler Yontemle E.coli Olarak Tanimlanmasi

Fenotipik yontemlerle E.coli olarak tanimlanan izolatlarin uidA gen bdlgesine yonelik PCR

yontemiyle de E.coli olduklari1 dogrulandi (EI-Badawy et al., 2017). Pozitif kontrol olarak E.coli

ATCC 25912 susu, negatif kontrol olarak ise Sivas Cumhuriyet Universitesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilerek MALDI-TOFF MS ile tanimlanan Klebsiella
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pneumonia izolat1 kullanildi. uidA gen bolgesine yonelik PCR deneyinde kullanilan primer
dizileri Tablo 1’de PCR karisiminin igerigi Tablo 2°de verildi.

Tablo 1. uidA gen bdlgesine yonelik PCR primer dizileri

Primer Baz dizisi Amplikon (bg)
uidA F-5°-ATC ACC GTG GTG ACG CAT GTC GC-3’
uidA R-5’-CAC CAC GAT GCCATG TTCATC TGC-3° 486

Tablo 2. uidA genine yonelik PCR karisiminin igerigi

Maddeler Hacim
Tampon (1X) 2,5 L
dNTP (10 mM) 2,5 pL
MgCl; (3 mM) 3L
Primer F (5pmol) 1uL
Primer R (5pmol) 1puL
Taq DNA polimeraz (500 U) 0,125 pL
Su (ddH20) 14 uL
DNA (100 ng) 1puL
Toplam 25 pL

PCR karigimi 1,5 mL’lik bir mikrosantrifiij tiipii igerisine su, tampon, dANTP’ler, MgCl>,
primerler ve taq DNA polimeraz eklenerek hazirlandi. PCR karisimindan her bir 6rnek igin
200uL’lik tiiplere 24 uL dagitildi. Daha sonra her tiipe DNA’lar eklendi ve tiipler PCR cihazina
yiiklendi. Amplifikasyon programi; ilk denatiirasyon 95°C’de 5 dakika ardindan 95°C’de 30
saniye denatiirasyon, 53,8°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama ve 72°C’de 5
dakika son uzama olmak iizere 35 dongii olarak yapildi. Daha sonra PCR iiriinlerine agoroz jel
elektroforezi uygulandi. Hazirlanan % 1°lik agaroz jelde PCR iiriinleri 2,5 saat yiiriitiildiikten

sonra jel goruntiileme cihazinda goriintiilendi.
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3.4.7. GSBL Direng Genlerinin Belirlenmesi

Toplam 50 GSBL pozitif E.coli suslarinin iirettigi beta-laktamaz enzim genlerinin belirlenmesi

icin iki grup multipleks PCR deneyi tasarlandi. Birinci grup multipleks PCR testinde;

izolatlarda blashv, blatem, blactx-m Ve blaoxa genleri arastirildi (Hijazi et al., 2016), (Fang et

al., 2008). Ikinci grup PCR deneyiyle izolatlarda blaper, blaves ve blages genlerinin varhig
arastirildi (Dallenne et al., 2010).

izolatlarda blasny, blatem, blactx-m ve blaoxa Genlerinin PCR ile Arastirilmasi

blasv, blatem, blactx-m ve blaoxa genleri multipleks PCR ydntemiyle arastirildi. GSBL

genlerine yonelik PCR deneyinde kullanilan primer dizileri Tablo 3’te PCR karisiminim igerigi

Tablo 4’te verildi.

Tablo 3. blasnv, blarem, blactx-m ve blaoxa genlerine yonelik PCR primer dizileri

Primer Baz dizisi Amplikon (bg)
blasnv F-5’-CTT TAT CGG CCC TCA CTC AA-3’

blasnv R-5’-AGG TGC TCA TCA TGG GAA AG-3’ 237
blatem F-5’-CGC CGC ATA CAC TAT TCT CAG AAT GA-3’

blatem R-5’-ACG CTC ACCGGC TCC AGATTT AT-3 245
blacTx-m F-5’-ATG TGC AGYACC AGT AAR GTK ATG GC-3’

blacTx-m R-5’-TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA AYC AGC GG-3’ 503
blaoxa F-5-ACA CAATAC ATATCA ACTTCG C-3’

blaoxa R-5’-AGT GTG TTT AGA ATG GTG ATC-3’ 813

Tablo 4: blashv, blatem, blactx-m ve blaoxa genlerine yonelik multipleks PCR karisimimin

icerigi
Reaktanlar Miktar
PCR Mastermiks (2X) 12,5 uL

Primer F (5 pmol)
Primer R (5 pmol)
Su (ddH20)

DNA (100 ng)
Toplam

4uL (1pL x4)
4uL (1 pL x 4)
3,5uL

1uL

25 uL
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Multipleks PCR Kkiti igindeki PCR mastermixi; HotStartTag DNA polimeraz, yeni
sentetik faktor MP, 3 mM MgCIl, den olusmaktaydi. PCR karisimi 1,5 mL’lik mikrosantrifiij
tiipii iginde uygun miktarda mastermix tampon, primerler, ve su eklenerek hazirland.

PCR karisimimdan her bir 6rnek i¢in 200 pL’lik tiiplere 24 puL dagitildi. Daha sonra her
tipe DNA’lar eklendi ve tiipler PCR cihazina yiliklendi. Amplifikasyon programi; 95°C’de 5
dakikalik ilk denatiirasyonun ardindan,94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 58,5°C’de 30 saniye
baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama ve 72°C’de 5 dakika son uzama olmak iizere 30 dongu
olarak ayarlandi (Hijazi et al., 2016). Hazirlanan % 1°lik agaroz jelde PCR iriinleri 2,5 saat
yiiriitiildiikten sonra jel goriintiileme cihazinda goriintiilendi.
izolatlarda blaper, blaves, blaces Genlerinin PCR ile Arastirilmasi
Izolatlarda blaper, blaves, blaces genlerinin varhig multipleks PCR ydntemiyle arastirildi.

Deneylerde kullanilan primerler dizileri Tablo 5’te PCR karisimi igerigi Tablo 6’da verildi.

Tablo 5. blaper, blaves, blaces genlerine yonelik PCR primer dizileri

Primer Baz dizisi Amplikon (bg)
blaper F-5°-GCT CCG ATA ATG AAA GCG T-3
blaper R-5’-TTC GGC TTG ACT CGG CTG A-3’

520
blaves F-5°-CAT TTC CCG ATG CAA AGC GT-3’
blaves R-5-CGA AGT TTC TTT GGA CTC TG-3’

648
blaces F-5-AGT CGG CTA GAC CGG AAA G-3
blaces R-5’-TTT GTC CGT GCT CAG GAT-3’ 399

Tablo 6. blaper, blaves, blaces genlerine yonelik multipleks PCR karigiminin igerigi

Reaktanlar Miktar

PCR Mastermiks (2X) 12,5 uL

Primer F (5 pmol) 3uL (L pL x3)
Primer R (5 pmol) 3uL (L pL x3)
Su 55uL

DNA (100 ng) 1puL

Toplam 25 pL

Multipleks PCR kiti igcindeki PCR mastermixi; HotStartTag DNA polimeraz, yeni
sentetik faktor MP, 3 mM MgCl. den olusmaktaydi. PCR karigimi 1,5 mL’lik mikrosantrifiij

tUpd icinde uygun miktarda mastermix tampon, primerler, ve su eklenerek hazirland.
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PCR karisimi 1,5 mL’lik bir mikrosantrifiij tlipii i¢erisine hazirlandi. PCR karigimindan
her bir 6rnek icin 200 pL’lik tiiplere 24 pL dagitildi. Daha sonra her tiipe DNA’lar eklendi ve
tiipler PCR cihazina ytiklendi. Amplifikasyon programi; 95°C’de 10 dakika ilk denatiirasyonun
ardindan 94°C’de 45 saniye erime, 58,8°C’de 40 saniye baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama ve
72°C’de 5 dakika son uzama olmak iizere 30 dongii olarak yapildi. PCR sonrasi iriinler %1°lik
agaroz jelde 2 saat yurdtuldi ve jel goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

3.4.8. izolatlar Klonal iliskilerinin ERIC PCR Yéntemiyle Arastirilmasi

Calismaya alman 50 GSBL E.coli izolatlar1 arasindaki konal iligkinin belirlenmesi igin ERIC
PCR yontemi kullanildi. Kullamilan primer dizisi ve PCR kosullar1 asagida belirtildi
(Versalovic et al., 1991). Deneylerde kullanilan primer dizileri Tablo 7°de PCR karigiminin

icerigi Tablo 8’de verildi.

Tablo 7. ERIC1 ve ERIC2 PCR primer dizileri

Primer Baz dizisi
ERIC1 5’-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCAC-3’
ERIC2 5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3’

Tablo 8: ERIC PCR karigiminin igerigi

Reaktanlar Miktar
Tampon (1X) 5uL
dNTP (10mM) 5puL
MgClz (3 mM) 6,5 uL
Primer F (5 pmol) 2 UL
Primer R (5 pmol) 2 UL
TagDNApol (500 U) 0,4 pL
Su (ddH20) 28,5 uL
DNA (100 ng) 1puL
Toplam 25 pL

PCR karisimi 1,5 ml’lik bir mikrosantrifiyj tiipii icerisine su, tampon, dNTP’ler, MgClo,
primerler ve tag DNA polimeraz eklenerek hazirlandi. PCR karisimidan her bir 6rnek igin
200pLlik tiiplere 24 pL dagitildi. Daha sonra her 6rnegin DNA’sindan 1 pL eklendi ve termal
dongii cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon programi 94°C’de 5 dakika ilk denatiirasyonun
ardindan 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 43,1°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 5 dakika
uzama ve 72°C’de 10 dakika son uzama olmak iizere 30 dongii olarak yapildi. PCR iiriinleri
%1,5’lik agaroz jelde 80 voltta 3 saat yurutiltu. Elektroforez sonucunda agaroz jel gorintiileme

cihazinda incelendi ve jel goriintiileri kaydedildi. Izolatlara ait bant patternlerine gore
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dendogram analizleri yapildi. ERIC PCR yontemiyle elde edilen bant kaliplar1t BioNumerics
programinda analiz edildi.

Analizler i¢cin BioNumerics V7.5 (Applied Maths) programi kullanildi. Programa
yiiklenen fotograf dosyalar1 iizerinde marker ve PCR iiriinlerinin bant profilleri otomatik olarak
belirlendi ve bantlar kontrol edilerek diizenlendi. Jel nedeniyle konumlarda olusan hatalar
marker konumu ile normalize edildi. Tiim 6rneklere ait bant paterni verileri birlestirilerek analiz
edildi. Optimizasyon yiizdeleri program igerisinde yeralan “Optimization of similarity
coefficient parameters” se¢enegi ile hesaplandi. Daha sonra bant profillerinin karsilastiriimasi
benzerlik katsayisi (Similarity coefficient) olarak Dice, optimizasyon %1, tolerans %1 ve diger
parametreler degistirilmeden kullanilarak UPGMA (unweighted pair group method with
arithmetic mean) dendogramlar1 olusturuldu (Sokal, 1958). Olusturulan dendogramlar
icerisinde % 85 benzerlik gdsteren izolatlarlar bir kiimede toplandi (A — Z ve a, B, vy, 6 harfleri
ile adlandirildi) (Hung et al., 2014, (Moreira da Silva et al., 2017).

3.4.9. izolatlarda ST131 Klonunun PCR ile Arastirilmasi

Izole edilen 50 adet GSBL pozitif E.coli susunda ST131 klonundan olanlar1 belirlemek i¢in iki
ayr1 gen bolgesine yonelik primer setleri kullanilarak iki PCR deneyi yapildi. Bu deneylerden
birinde Clermont ve arkadaslarmin 6nerdigi pabBspe genini hedef alan yontem (Clermont et
al., 2009), digerinde Doumith ve arkadaslar1 tarafindan 6nerilen yontem uygulandi (Doumith
et al., 2015).

pabBspe Genini Hedef Alan ST131 PCR Protokoli:

Izole edilen 50 adet E.coli susunda pabBspe genine yonelik primerler kullanilarak ST131 klonu
arastirtldi (Clermont et al., 2009). Deneylerde kullanilan primer dizileri Tablo 9°da PCR

karisiminin igerigi Tablo 10°da verildi.

Tablo 9. pabBspe genine yonelik PCR primer dizileri

Primer Baz dizisi Amplikon (bg)
pabBspe F5’-TCC AGC AGG TGC TGG ATC GT-3’

pabBspe R5’-GCG AAATTTTTC GCC GTACTG T-3’ 347

trpA F5’-GCT ACG AAT CTC TGT TTG CC-3’

trpA R5’-GCA ACG CGG CCT GGC GGA AG-3’ 427
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Tablo 10. pabBspe genine yonelik PCR karigiminin igerigi

Reaktanlar Miktar
Tampon (1X) 2,5 uL

dNTP (10mM) 2,5uL

MgClz (3 mM) 3uL

Primer F (pabB, trpA) 2 pL (1 pLx2)
Primer R (pabB trpA) 2 pl (1 pbx2)
Taq DNA Polimeraz (500 U) 0,2 puL

Su (ddH20) 12 uL

DNA (100 ng) 1puL

Toplam 25 pL

Primerler her gen i¢in 1 pL olmak Gzere toplam 2 gen igin 2 pL forward primer ve 2 pL
reverse primer olacak sekilde eklendi. PCR karigimi 1,5 mL’lik bir mikrosantrifiij tiipii igerisine
su, tampon, dNTP’ler, MgCl,, primerler ve taq DNA polimeraz eklenerek hazirlandi. PCR
karigimindan her bir 6rnek i¢in 200 pL’lik tiiplere 24 pL dagitildi. Daha sonra her 6rnegin
DNA’sindan 1 pL eklendi ve termal dongii cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon programi
94°C’de 5 dakika ilk denatiirasyonun ardindan 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 58°C’de 30
saniye baglanma, 72°C’de 40 saniye uzama ve 72°C’de 5 dakika son uzama olmak iizere 30
dongili olarak yapildi. PCR sonrasi iiriinler % 1°lik agaroz jelde 2 saat yiiriitiildii ve jel
gorintuleme sisteminde gordntdlendi.

19. Bolgeyi Hedef Alan ST131 PCR Protokoli

Doumith ve arkadaslarinin 6nerdigi 19. bélgeyi hedef alan PCR deneyi izole edilen 50 adet
E.coli susunda ST131 klonunu saptamak amaciyla 19. Bélgeye 6zgii primerler kullanilarak
PCR deneyi yapildi (Doumith et al., 2015). Deneylerde kullanilan primer dizileri Tablo 11°de
PCR karisiminin igerigi Tablo 12°de verildi.

Tablo 11. 19. bolgeyi hedef alan ST131 PCR primer dizileri

Primer adi Baz dizisi Amplikon (bg)
ST131F F 5>-GACTGCATTTCGTCGCCATA-3’ 310
ST131R R 5’-CCGGCGGCATCATAATGAAA-3’
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Tablo 12. 19. Bolgeye yonelik ST131 PCR karigiminin igerigi

Reaktanlar Miktar
Tampon (1X) 2,5 pL
dNTP (10mM) 1puL
Primer F 1pL
Primer R 1pL
Taq DNA Polimeraz (500 U) 0,125 pL
Su (ddH20) 17,5 puL
DNA (100 ng) 2 uL
Toplam 25 pL

PCR karisimi 1,5 mL’lik bir mikrosantrifiij tiipii i¢erisine su, tampon, dNTP’ler, MgClo,
primerler ve taq DNA polimeraz eklenerek hazirlandi. PZR karisimindan her bir 6rnek i¢in
200uL lik tiiplere 24 pL dagitildi. Daha sonra her 6rnegin DNA’sindan 2 pL eklendi ve termal
dongii cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon programi 94°C’de 3 dakika ilk denatiirasyonun
ardindan 94°C’de 30 saniye erime, 60°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama ve
72°C’de 5 dakika son uzama olmak iizere 30 dongii olarak yapildi. PCR sonrasi iirtinler % 1°1ik

agaroz jelde 2 saat yurdtulda ve jel goriintileme sisteminde gorintilendi.

3.4.10. Agaroz Jel Elektroforezi

Calismada yapilan PCR deneylerinden sonra elde edilen PCR iiriinlerine agaroz jel
elektroforezi uygulandi. ERIC PCR iriinleri i¢in % 1,5’lik, diger PCR irunleri igin % 1°lik
agaroz jeller hazirlandi. %1°lik agaroz jel hazirlamak igin 1 gr, %1,5’lik agaroz jel hazirlamak
icin 1,5 g agaroz 100 mL 1X TAE igerisinde ¢6zlldu. Mikrodalga firmda 5 dk boyunca
kaynatildi. Agaroz 60°C’ye kadar sogutuldu. Igerisine 10mg/uL etidyum bromiir’den 8 pL
eklendi ve jel kasetine dokiilerek katilasmasi beklendi. PCR firtinleri, 2 pL yikleme tamponuyla
karistirilarak agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra 2
saat boyunca 100 voltta yiratildu. ERIC PCR drlnlerinin agaroz jel elektroforezi 80 voltta 3
saat boyunca 1X TAE tamponunda yapildi. Diger PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi 100
voltta 2 saat 1X TAE tamponunda yapildi. Elektroforez sonrasi agaroz jeller jel gorintileme
cithazinda incelendi ve goriintiiler kaydedildi.

3.4.11. MLST Yontemi

GSBL pozitif E.coli izolatlarinin 10’unun MLST analizi yapildi. Bu izolatlarin 5°i PCR yontemi
ile ST131 klonu olarak saptanan diger 5’i PCR yontemi ile ST131 klonu olarak
saptanmayanlardi. MLST analizi igin Atchman protokoliinde 6nerilen 7 gen bdlgesine yonelik
PCR deneyleri yapildi ve PCR {iriinleri agaroz jel elektroforezi yontemiyle kontrol edildi. PCR

urtinlerinin sekans analizleri Sanger sekanslama yontemiyle Macrogen firmasinda yapildi.
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Sekans sonuglart MLST web sayfasindaki programa islenerek izolatlarin ST leri elde edildi

(https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmlst_ecoli_achtman_seqdef&set_id=4&page=batchSequ

enceQuery.).

MLST Analizi icin Yapilan PCR Deneyleri

E.coli suslarmin adenilat kinaz (adk), fumarat hidrataz (fumC), izositrat/izopropimalat

dehidrogenaz (icd),

DNA giraz (gyrB), malat dehidrogenaz (mdh), adenilosiiksinat

dehidrogenaz (purA), ATP/GTP baglanma motifi (recA) gen bdlgelerine yonelik PCR

deneyleri, protokolde dnerilen primer setleri (Tablo 13) ve kosullar1 (Tablo 14) kullanilarak

yapildi

('https://enterobase.readthedocs.io/en/latest/mlist/mist-legacy-info-ecoli.html).

Tablo 13. MLST analizinde yer alan 7 genin PCR primer dizileri

Primer Baz dizisi Amplikon (bg)
adk F5- ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG-3°

adk R 5’-CCAGATCAGCGCGAACTTCA-3’ 765
fumC F5-ATT TAG TYC AGT ACC CAC MGC TGT A-3°

fumC R 5’-TGA AGA GAA AGC GAG CGC ATT-3 805
icd F 5’-AGC CMT GCT GAA AGT GGT-3’

icd R 5’-ACC AGR GTC ACA GAG TCAC-3’ 877
gyrB F5-GGAATGTTG TTG GTAAAG CAG T-3

gyrB R 5’-TCT GCACGG CGT TGG TGT TT-3’ 919
mdh F5-AACGCCTTG TTC GCC CTG CAG T-3’

mdh R5-TTATCT CTG CAG GYG TAG CGC GTA-3’ 911
purA F 5’-TCGGTAACGGTGTTGTGCTG-3’

purA R 5’-AGT AAG CTT TGA GGA TAC CCA GAA-3’ 844
recA F 5’-AAC ACG CGC TGG ACC CAATCT A-3°

recA R 5’-AAC CAG YTC GCC RTA GAA GTT GAT A-3° 733

28



Tablo 14. MLST analizinde yer alan 7 gene yonelik PCR karisiminin igerigi

Reaktanlar Miktar
Tampon (1X) S5uL
dNTP (10 mM) 4 uL
Primer F (5 pmol) 2 uL
Primer R (5 pmol) 2 uL
Taq DNA Polimeraz (500 U) 0,25 pL
Su (ddH20) 35 uL
DNA (100 ng) 2 uL
Toplam 50 pL

PCR karisimi 1,5 mLlik bir mikrosantrifiij tiipii igerisine su, tampon, dNTP’ler, MgClo,
primerler ve Taq DNA polimeraz eklenerek hazirlandi. PCR karisimindan her bir 6rnek igin
200 pL’lik tiiplere 48 pL dagitildi. Daha sonra her 6rnegin DNA’sindan 2 uL eklendi ve termal
dongii cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon programi 7 gen i¢in ayr1 olmak tizere 94°C’de 5
dakika ilk denatiirasyonun ardindan 94°C’de 30 saniye erime, adk, fumC, icd ve purA igin
54°C’de, gyrB ve mdh igin 60°C’de, recA igin 58°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye
uzama ve 72°C’de 3 dakika son uzama olmak tizere 30 dongii olarak yapildi. Yedi gen i¢in ayr1
yapilan PCR deneylerinden elde edilen iriinler %1°lik agaroz jelde 2 saat yiiriitiildii ve jel

gorintuleme sisteminde gordntdlendi.

Izolatlarin Sekans Tiplerinin Belirlenmesi

[zolatlara ait PCR firiinlerinin Sanger dizileme sonuglar1 AB1 formatindaki diziler (forward ve
reverse) geneious 9.1.8 programma ABI formatinda yiiklendi. Yiiklenen her bir 6rnege ait
forward ve reverse dizileri MAFFT algoritmasi1 kullanilarak hizalandi. Hizalanan dizilerin
pikleri kontrol edildi. Kontrol edilen dizilerin konsensus dizisi elde edildi. Her bir 6rnek igin
yapilan bu islem sonucunda gen bazinda elde edilen konsensus diziler FASTA formatinda

dosyalandi. Diziler https://pubmilst.org/bigsdb?db=pubmist_ecoli_achtman_seqdef&set_id

=4&page=batchSequenceQuery internet adresindeki veri tabanina yiiklendi ve boylece yedi
gen icin  izolatlara atanan allel numaralar1  belirlendi.  Allel numaralari

https://pubmilst.org/bigsdb?db=pubmlst escherichia seqdef&page=profiles veri tabanmdaki

lokus kombinasyonu ile arama kismina yiiklendi ve bdylece izolatlarin sekans tipi belirlendi.
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3.4.12. Verilerin Degerlendirilmesi

Toplam 161 kisiye ait bilgiler (yas, cinsiyet, son alti1 ay icerisinde hastaneye yatis oykiisii,
kronik bir hastaliga sahip olma, evcil hayvan besleme, son ¢ ay icerisinde antibiyotik
kullanma, son bir y1l i¢erisinde operasyon gecirme) ve GSBL pozitif E.coli tasiyicilik oranlari
istatistiksel olarak degerlendirildi. Degerlendirmede ki-kare testi kullanildi. Tiim istatistiksel

analizler IBM SPSS 23 programinda gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. GSBL pozitif E.coli izolatlarinin Tanimlanmasi

Toplam 161 bireye ait disk1 6rneginin 50’sinde (%31,05) GSBL pozitif E.coli izolat1 saptandi.
[zolatlarm hem konvansiyonel yontemler hem de MALDI-TOF MS analiziyle E.coli olduklar1
belirlendi. Ayrica uidA genine yonelik yapilan PCR testi sonucunda, 50 susun hepsinde
E.coli’ler igin spesifik oldugu belirtilen 486 b¢ uzunlugunda PCR f{irlinii saptandi (Sekil 1).

Boylece izolatlarin PCR yOntemiyle de E.coli olduklar1 dogruland.
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Sekil 1. GSBL pozitif E.coli izolatlarina ait (50 izolat) uidA PCR Urinlerinin agaroz jel gorintileri. M: molekiler
agirlik belirteci 100 bg, NK: negatif kontrol (DNA i¢ermeyen PCR karisimi), PK: pozitif sonug (E.coli ATCC
25922), PCR (rlni: 486 bg., 1 — 50 6rnek numaralari.
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4.2. Kombinasyon Disk Testi Sonucu
Izole edilen 50 susun GSBL Uretimi kombinasyon disk difiizyon testiyle EUCAST énerilerine

gore dogrulandi. Sonuglara ait gorsel Sekil 2°de gosterildi.

Sekil 2: Kombinasyon disk diflizyon testi (KDT). 1: GSBL pozitif E.coli izolatna ait plak, 2: GSBL negatif E.coli
izolatina ait plak.CTX: sefotaksim, CTC: sefotaksim / klavulanik asit, CAZ: seftazidim, CZC:setazidim /
klavulanikasit.

4.3. GSBL Pozitif E.coli Tastyan Bireylerin Ozellikleri

Calismada 161 kisiden digk1 6rnegi toplandi. Orneklerin 116°s1 herhangi bir hastalik sikayeti
olmayan saghkli goriinen bireyler ve 45’1 Sivas Cumhuriyet Universitesi Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuvarina ¢esitli nedenlerle diski 6rnekleri getiren bireylerdi. Calismaya
alinan 161 kisinin 50’sinin (%31,05) disk1 6rneginden GSBL pozitif E.coli susu tretildi. Her
bireyden dretilen bir koloni GSBL pozitif E.coli izolatinin mikrobiyolojik ve molekiiler
incelemeleri yapildi. Calismaya alman katilimcilarin bazi 6zellikleri Tablo 15°te verildi. Buna
gore, 84 kadinin 23 tinden (%27,38), 77 erkegin 27’sinden (%35,06) GSBL (reten E.coli susu
izole edildi. Caligmaya alinan bireyler 1-84 yaslar1 arasindaydi. GSBL pozitif E.coli tasiyan
bireyler 17-71 yaslarinda ve yas ortalamasi 29,2+14,4, GSBL negatif E.coli bulunan bireyler 1-
84 yagslarinda ve yas ortalamas1 27,6 £14,8 (1 - 84) olarak bulundu. Calismaya alinan bireylerin
yas, cinsiyet, son 6 ay i¢inde hastaneye yatis dykiisii, kronik hastaliga sahip olma, evcil hayvan
besleme, son ¢ ay iginde antibiyotik kullanma ve son bir yil i¢inde operasyon gegirme
durumlar1 ile GSBL pozitif E.coli fekal tasiyiciligr arasinda istatistiksel anlaml bir farkin
olmadig1 bulundu (p>0,05).
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Tablo 15. Digk1 6rneklerinden GSBL pozitif ve negatif E.coli Uretilen bireylerin 6zellikleri

Ozellikler S GSBL +S (%) GSBL -S (%) p
Yas 1-19 30 6 (20) 24 (80) 0,201**
20-39 98 35 (35,71) 63 (64,29)
40-59 24 5 (20,83) 19 (79,17)
> 60 9 4 5
Cinsiyet Erkek 77 27 (35,06) 50 (64,94) 0,293**
Kadin 84 23 (27,38) 61 (72,62)
Son 6 ay iginde Var 6 4 (66,66) 2 (33,34) 0,075
hastaneye yatis Yok 155 46 (29,67) 109 (70,33)
Kronik hastahga Var 13 5 (38,46) 8 (61,54) 0,544*
sahip olma Yok 148 45 (30,40) 103 (69,6)
Evcil hayvan Var 19 5 (26,31) 14 (7369) 0,634**
besleme Yok 142 45 (31,69) 97 (68,31)
Son 3 ay icinde Var 51 15 (29,41) 36 (70, 59) 0,759**
antibiyotik kullanimi Yok 110 35 (31,81) 75 (68,19)
Son 1 yil icinde Var 9 5 (55,55) 4 (44,45) 0,138*
operasyon gecirme Yok 152 45 (29,60) 107 (70,40)
Toplam 161 50 (31,05) 111 (68,95)
S say1

™): p degeri olarak Fisher’s exact test sonucu alinmustir.
(**):  p degeri olarak Pearson ki-kare sonucu alinmustir.

4.4. GSBL Pozitif E.coli Izolatlarinin Antibiyotiklere Diren¢c Durumlar

Izolatlarin antibiyotiklere diren¢ durumlar1 disk difiizyon testiyle arastirildi ve antibiyotik

duyarhilik sonuglar1 Tablo 16°da verildi. izolatlarin 50’sinin (% 100) ampisiline, 20’sinin (%
40) sefoksitine, 41’inin (% 82) seftriaksona, 47’sinin (% 94) seftazidime, 46’smnin (% 92)

sefotaksime, 34’liniin (% 68) sefepime, 38’inin (% 76) aztreonama, 2’sinin (% 4) ertapeneme,

39’unun (% 78) amoksisilin-klavulanik asite, 21’inin(%42) piperasilin-tazobaktama, 3’iiniin

(% 6) amikasine, 7’sinin (% 14) gentamisine, 19’unun (% 38) siprofloksasine, 29 unun (% 58)

trimetoprim-siilfametoksazole,diren¢li oldugu bulundu. Tiim izolatlarin karbapenem grubu

antibiyotiklerden imipenem ve meropeneme duyarli oldugu goriildii (Tablo 17).
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Tablo 16. GSBL ureten E.coli izolatlarinin antibiyogram sonuglari

izolat
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Direncli AM: Ampisilin FOX:  Sefoksitin CRO:  Seftriakson CAZ:  Seftazidim
Duyarl CTX:  Sefotaksim FEP: Sefepim ATM:  Aztreonam ETP: Ertapenem
IMP: Imipenem MEM:  Meropenem AMC:  Amoksisilin-klavulanat TPZ Piperasilin-tazobaktam
AK: Amikasin CN: Gentamisin CIP: Siprofloksasin SXT:  Trimetoprim-sulfametoksazol
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Tablo 17. GSBL ureten E.coli izolatlarinin antibiyotiklere direng oranlari

Antibiyotik Direncli (%) Duyarh (%)
Say1 Say1

Ampisilin 50 (100) - 0)

Sefoksitin 20 (40) 30 (60)
Seftriakson 41 (82) 9 (18)
Seftazidim 47 (94) 3 (6)

Sefotaksim 46 (92) 4 (8)

Sefepim 34 (68) 16 (32)
Aztreonam 38 (76) 12 (24)
Ertapenem 2 4) 48 (96)
Imipenem - 0) 50 (100)
Meropenem - 0) 50 (100)
Amoksisilin-klavulanik asit 39 (78) 11 (22)
Piperasilin-tazobaktam 21 (42) 29 (58)
Amikasin 3 (6) 47 (94)
Gentamisin 7 (14) 43 (93)
Siprofloksasin 19 (38) 31 (62)
Trimetoprim-sulfametoksazol 29 (58) 21 (42)

4.5. Izolatlarda Beta Laktamaz Genlerine Yonelik Multipleks PCR Sonuclar

[zolatlarinin GSBL enzim genlerinin arastirildigi multipleks PCR testleri sonucunda,
izolatlarin 41’inde (% 82) blarem, 34’tinde (% 68) blacTx-m, 5’inde (% 10) blaoxa geni
saptanirken, hicbirinde blasnv blaper, blaves ve blaces genleri saptanmads. izolatlarin
16’sinmn yalnizca blatem, 9’unun blactx-.m grubu GSBL geni igerdigi belirlenirken,
20’sinde blatem ve blactx-m genleri, 5’inde blatem, blacTx-m, blaoxa genleri birlikte

bulundu. izolatlardaki direng genlerinin dagilimi Tablo 18°de ve multipleks PCR

tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi fotograflar1 Sekil 3’de verildi.
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Sekil 3: blatem blacrx-m, blaoxa, blasiv GSBL genlerine yonelik multipleks PCR (riinlerinin agaroz jel
goruntlsu. M: agirlik belirteci 100 bp, NK: negatif kontrol (DNA igermeyen PCR karisimi), PK: pozitif
kontroller (blasqy 237 bg, blarem 445 bg, blacTx.m 593 bg ve, blaoxa 813 bg). izolatlara ait Grnek
numaralari (1-50).
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Tablo 18. izolatlarda bulunan GSBL direng genlerinin oranlari

GSBL Tipi Say1 (%0)
Yalniz blatem 16 (32)
Yalniz blactx-m 9 (18)
blarem ve blactx-m 20 (40)
blatem, blactx-wm, blaoxa S (10)
Toplam blarem 41 (82)
Toplam blacTx-m 34 (68)

4.6. GSBL Porzitif E.coli izolatlammmm ERIC PCR ile Klonal iliskilerinin
Arastirilmasi

Izolatlarin ERIC PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen bant
profilleri Sekil 4’te verildi. Bant profilleri BioNumerics V7.5 (Applied Maths)
programi kullanilarak analiz edildi. ERIC PCR bant patternlerinin degerlendirilmesi
sonucunda 5 GSBL pozitif E.coli izolat1 %85 benzerlik orani baz almarak 30 kiimeye
ayrildi. Kiimeler harf (A-Z) ve simgelerle (o, B, v, 8) adlandirildi. Tim izolatlar
arasindaki benzerlik oranlar1 % 40 ile % 100 arasinda degismekteydi. Kiimeler iginde
izolatlar arasindaki benzerlik oran1 % 95 ve lizerinde olanlar ayni1 harflerle, %95 - %85
benzer olanlar ayn1 harfin veya simgenin yanina bir rakam eklenerek gosterildi. Sekil
5’te ERIC PCR bant patternlerinden elde edilen dendogram, bant profilleri ile
izolatlarin kiimeleri ve Sekil 6’da ise izolatlar arasindaki benzerlik oranlarini gosteren
dendogram verildi. Buna gore bir kiimede (R) 4 izolat, ii¢ kiimede (P, X, ) 3 izolat,
onbir kiimede (A, B, C, F, G, N, S, T, U, V, a) 2 izolat diger onbes kiimede ise birer
izolat bulundu. Kiimeler icindeki izolatlarn kendi aralarindaki benzerlik oranlar1
degerlendirildiginde, A kiimesindeki 2 izolat (22, 23), P kiimesindeki 2 izolat (32, 39),
R kimesindeki 3 izolat (31, 35, 36), V kimesindeki 2 izolat (1, 2) ve X kiimesindeki
2 izolatin (11, 4) birbirlerine benzerlik oranlar1 > % 95°di. Bu nedenle bu kiimelerdeki
izolatlarin ayni1 klondan olduklar1 sonucuna varildi. ERIC PCR analiziyle izolatlarin
klonal olarak heterojen olduklar1 sonucuna varildi. Tablo 19°da izolatlarn ait oldugu
ERIC kimeleri, GSBL enzimleri ve antibiyotik direnc¢ profilleri verildi. Buna gore
ayni kiime igindeki izolatlarin ¢ogunun GSBL enzim tipleri ve antibiyotik direng

profillerinin birbirlerinden farkli oldugu goriildii.
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Sekil 4: izolatlarin ERIC PCR bant profilleri. M: agirlik belirteci 100 bg, 1-21, 22-42, 43-50 (6rnek no):
bant profilleri.
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Sekil 5: ERIC PCR bant patternlerinden elde edilen dendogram. I: dendogram, Il: ERIC bant profilleri,
III: ERIC kiimeleri, I'V: izolat numaralari.

40



—2% —.zo

— 5% .17

7%

o Qe
i —O

55 L B

e 0

5%

4
— 0
¥

i73%

s |

— %

% o 0w

2% Oﬁo

i 0w

0 s ¢

6% ¢
T On 4
i 4459%
i —Om
5%

] B g;
[75% .g

1
(4% OT?

1

1

64 —.
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oranlar1.
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Tablo 19. izolatlarm ERIC PCR kiimeleri, GSBL enzim gruplari, antibiyotiklere

direng profilleri

ERIC OrnekNo GSBL enzimi Antibiyotik diren¢ profili
tipi
A 22 TEM AM,FOX,CAZ, AMC,SXT
A 23 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,SXT
B1 16 TEM AM,FOX,CRO,CAZ,ATM,AMC,TPZ
B2 18 TEM, CTX-M, OXA AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM
C1 19 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,SXT
Cc2 20 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC, TPZ,SXT
D 25 TEM, CTX-M AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,AMC,TPZ,SXT
E 47 TEM, CTX-M AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,ATM,AMC,TPZ,
F1 49 TEM, CTX-M AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,TPZ
F2 50 TEM, CTX-M AM,FOX,CAZ, AMC,TPZ,SXT
G1 15 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC, TPZ
G2 21 TEM, CTX-M AM,FOX,CAZ,CTX,AMC, TPZ,SXT
H 43 TEM AM,FOX,CAZ,CTX,AMC,SXT
| 44 TEM, CTX-M AM,CRO,CTX,FEP,AMC,TPZ,AK,CIP,SXT
J 26 CTX-M AM,CRO,CTX,CAZ,FEP,AMC,,CIP,SXT
K 27 CTX-M CRO,CAZ,CTX,FEP,AMC,CN,AM,CIP,SXT
L 42 TEM, CTX-M, OXA AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC, TPZ,CN,CIP
M 46 CTX-M AM,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,TPZ,SXT
N1 45 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,ATM,AMC,
N2 48 TEM AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,ATM,AMC,CN,CIP,SXT
0] 24 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC, TPZ,SXT
P1 32 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC
P1 39 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC
P2 38 TEM AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,AMC,CIP
Q 28 CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,ETP,AMC,TPZ,CIP
R1 30 TEM FOX,CAZ,CTX,ATM,AMC,AK,CIP
R2 31 CTX-M AM,CRO,CTX,FEP,ATM,AMC, TPZ,CIP,SXT
R2 35 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,TPZ,CIP,SXT
R2 36 CTX-M AM,CRO,CTX,FEP,ATM,AMC,TPZ,CIP
S1 33 CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,CIP,
S2 40 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,FEP,ATM,SXT
Tl 37 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,CIP
T2 41 TEM AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,SXT
Ul 29 TEM AM,FOX,CRO,CAZ,CTX, ETP,AMC,TPZ,SXT
u2 34 TEM, CTX-M, OXA AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,TPZ,CN,CIP,SXT
\% 1 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX, FEP,ATM,CIP, SXT
\% 2 TEM AM,FOX,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,SXT
W 3 TEM AM,CTX,CAZ,CRO,FEP,ATM,AMC
X1 11 CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,SXT
X1 4 TEM AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,AK,CN,CIP,SXT
X2 10 TEM, CTX-M, OXA AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,SXT
Y 7 TEM AM,FOX,CAZ,CTX
Z 8 TEM AM,FOX,CAZ,CTX,AMC,CIP,SXT
ol 5 TEM AM,FOX,,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC
02 6 TEM AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,ATM,AMC
B 9 CTX-M AM,CTX,CAZ,CRO,FEP,ATM,CN
% 13 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,TPZ
ol 12 TEM, CTX-M AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,AMC,CIP,SXT
02 14 TEM AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,AMC,SXT
03 17 TEM, CTX-M, OXA AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,TPZ,CN,CIP,SXT
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4.7. E.coli ST131 PCR Sonugclan

4.7.1. pabBspe Genine Yonelik ST131 PCR Sonuclar

Izolatlarda ST131 klonunu arastirmak icin pabBspe ve trpA primerleri kullanarak
yapilan PCR testinde, 50 izolatmn 47’sinin ST131 E.coli oldugu saptandi. PCR
urlinlerinin agaroz jel elektroforez fotograflar1 Sekil 7°de gosterildi. Tiim izolatlarin
trpA gen tirlinii (427 bg) pozitif bulundu. 50 izolatin 47’sinin pabBspe gen urlnu (347
b¢) pozitif bulunurken 3’iiniin (3, 16, 25 nolu izolatlar) negatif bulundu.

4.7.2. 19. Bolgeyi Hedef Alan ST131 PCR Sonuglar:

Izolatlarda ST131 klonunu arastirmak i¢in bolge 19’a 6zgii primer setleri kullanilarak
yapilan PCR deneyi sonucunda 50 izolatin 5’inin (% 10) ST131 klonu oldugu bulundu
(Tablo 20). PCR drinlerinin agaroz jel goruntusi  Sekil 8’de verildi. Buna gore 3,
20, 28, 42 ve 44 nolu izolatlarin PCR iirtinleri (310 bg) pozitif bulundu.
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Sekil 7: izolatlarin pabBspe genine yonelik ST131 PCR jel gorintileri. M: agirlik belirteci 100 bg, NK:
negatif kontrol (DNA igermeyen PCR karigimi), 3, 16, 25 nolu izolatlar pabBspe (347 bg) negatif, trpA
(427 bg) pozitif. Diger izolatlar pabBspe ve trpA pozitif.
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Sekil 8: izolatlarin 19. bolgeye yonelik ST131 PCR jel goruntisii. M: agirlik belirteci 100 bg, NK:
negatif kontrol (DNA i¢ermeyen PCR karigimi), 3, 20, 28, 42, 44 (izolat numaralari): ST131 R19 pozitif
(310 bg).

4.8. MLST Sonuclar

ST131 klonunun varligini arastirmak tizere 19. bolgeye yonelik yapilan PCR deneyleri
ile ST131 olarak saptanan 5 sus (3, 20, 28, 42, 44) ve ST131 olarak saptanmayan 5 sus
(pabBspe genine yonelik PCR testiyle ST131 olarak saptanan suslar) MLST analiziyle
tiplendirildi. MLST analizi Atchman MLST protokoliine gore uygulandi. Toplam 10
izolatin bu protokolde 6nerilen 7 gen bdlgesine (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA,
recA) yonelik PCR deneyleri yapildi. PCR Urunlerinin agaroz jel elektroforezinden
sonraki jel goriintiileri Sekil 9-15‘te verildi. Bbéylece PCR drlnlerinin kontroli

yapilarak sekans analizi i¢in uygun olduklar1 saptand1.

Sekil 9: adk (765 bg) genine yonelik PCR Urunlerinin jel goriintusu. M: agirlik belirteci (100 bg), 1, 2,
3, 14, 20, 21, 28, 42, 44, 49 (6rnek numaralar): pozitif sonug.
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Sekil 10: fumC (805 bg) genine yonelik PCR urlnlerinin jel gorintisu. M: agirlik belirteci (100) bg, 1,
2,3, 14,20, 21, 28, 42, 44, 49 (6rnek numaralari): pozitif sonug.

p 3 14 20 21 28 42 44 49

Sekil 11: gyrB (919 bc) genine yonelik PCR driinlerinin jel gérinttsi. M: agirlik belirteci (100 bg), 1,
2,3,14, 20, 21, 28, 42, 44, 49 (6rnek numaralar1): pozitif sonug.

M

14 20 21 28 42 44 49 -

Sekil 12: icd (877 bg) genine yonelik PCR driinlerinin jel goriintiisi. M: agirlik belirteci (100 bg), 1, 2,
3, 14, 20, 21, 28, 42, 44, 49 (6rnek numaralar): pozitif sonug.
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Sekil 13: mdh (853 bg) genine yonelik PCR Urinlerinin jel gorintust. M: agirlik belirteci (100 bg), 1,
2,3, 14,20, 21, 28, 42, 44, 49 (6rnek numaralari): pozitif sonug.

Sekil 14: purA (844 bg) genine yonelik PCR drinlerinin jel gérinttsi. M: agirlik belirteci (100 bg), 1,
2,3, 14,20, 21, 28, 42, 44, 49 (6rnek numaralar1): pozitif sonug.

3 14 20 21 28 42 44 49

Sekil 15: recA (733 bg) genine yonelik PCR Urlnlerinin jel gorintusi. M: agirlik belirteci (100 bg), 1,
2,3,14, 20,21, 28, 42, 44, 49 (6rnek numaralari): pozitif sonug.

47



Amplikonlarin Sanger sekanslama islemi Macrogen Europe laboratuvarinda
yapildi. Sekans sonuglar1 elde edildiginde, Once dizilerin hizalamasi ve konsensus
dizilerinin elde edilme islemleri tamamlandi. FASTA formatinda dosyalanan diziler

https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmlst ecoli achtman segdef&set id=4&page=Dbat

chSequenceQuery internet adresindeki veri tabanina yiiklendi ve 7 gen bolgesi i¢in

orneklere atanan allel numaralar1 belirlendi (Sekil 16-22). Her bir 6rnegin 7 allel

numarast https://pubmilst.org/bigsdb?db=pubmlist escherichia seqgdef&page=profiles

adresindeki veri tabanindaki lokus kombinasyonu ile arama kismina yiiklendi ve
boylece her bir 6rnegin sekans tipi belirlendi (Sekil 23). MLST analizi yapilan 10
susun 5’1 ST131, diger 5 izolatin klon tipleri, ST8712, ST10, ST6834, ST349 ve ST34
olarak belirlendi (Tablo 20).

4.9. Izolatlara Ait ST131 PCR ve MLST Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi
pabBspe genine yonelik ST131 PCR protokolii ile 47 susun pozitif oldugu 3, 16, 25
nolu izolatlarin negatif oldugu bulundu. 19. Bélgeye yonelik ST131 PCR protokoli ile
3,20, 28, 42, 44 nolu 6rnekler pozitif yani ST131 klonundan olduklar1 diger 45 izolatin
negatif olduklar1 bulundu. MLST analiziyle 3, 20, 28, 42, 44 nolu izolatlar da ST131
olarak saptandi. Ayrica 1,2, 14,21, 49 nolu izolatlarin ST8712, ST10, ST6834, ST349,
ST34 olduklar1 bulundu. Béylece MLST analizinin tiplendirmede en gecerli yontem
olmasi, 19. bolgeye yonelik PCR protokoliiyle elde edilen ST131 pozitif sonuglarinda
ST131 pozitif bulunan 1, 2, 14, 21, 49 nolu izolatlarin MLST analizi ile sirasiyla
ST8712, ST10, ST6834, ST349, ST34 klonundan olduklarmin saptanmasi nedeniyle
19. Bolgeye yonelik PCR protokolii sonuglar1 dikkate alindi. pabBspe genine yonelik
PCR protokolu ile 47 susa ait sonucun yanlis pozitif olduguna karar verildi. Bu
degerlendirme sonucunu tartisma boliimiinde kullandigimiz referans literatur bilgisi
de destekledi.

48


https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_ecoli_achtman_seqdef&set_id=4&page=batchSequenceQuery
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_ecoli_achtman_seqdef&set_id=4&page=batchSequenceQuery
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_escherichia_seqdef&page=profiles

1 Please select locus/scheme Order results by
adk v locus v

Enter query sequences (FASTA format)

2 Please select locus/scheme
adk v

Order results by
best match v

Enter query sequences (FASTA format)

3 Please select locus/scheme

adk v

Order results by
best match v

Enter query sequences (FASTA format)

AATTACCAGGGTAAAAAAAAAAAGAAAAAAACCCCCTCTAACANACCCTA
TCTCGGTAAGGGAAAACCCCGGGCGGATAAAAACAACCCGCGGTGTGTAA
AAGCCCAATCCATCAGAATAAACGGCCTCCGLGLCTCAAGGTGCGTGATA
GCTGAATGTCACCGAAATAGAATCGTGTAAAAGCGGGGETGTGACACACCC
CAAGATATCCCCGCTGAAAGTTGTGTGAGCGGECGCCTCCAAGACCLCGE
GTAGGCCTGGAAGTT(

AGTTTAGGATATGGGAACT CTGAGATGACGGAGAAAGGAGGTGAGAGCGC
CGGAATGGATACAGAGACGTGATTGTTGLGGTTGGAGTGATGTGAACAGG
GGAGTGCGTTACGGCGTGATGGCTGCGETGLEGTGGGRAGCTGAAGGTTC
GCGACAGGATGTGAGGTCGACTTGTGGATCTTTCACCTAGTACACGCTGA
TAATCTACATGATGGTTGTCGGATATGTCCGCGTATTAATAGAGACCAGT
CAATGCTTGCGGAGCGGTGAAATGGAGGTGTG

TAGGGGGGEGCCAGTGGRGETEATCTGECGEGATGAGGLGGEGTTATGCGAA
GGAGCGGAGATTAATGGGATATAGCGCACTTGGCAGTGCAGTACGTGTCG
AGCGTTATGCTATTGTTATTATAATTAGGATAGTGTATCAGCGACGTGTG
TCCTGTTGGAGTCGGCTGTACTGCAGTATGCGGGACGGTGTGAGCGLTGG
GATGGATGGATAACAATACGTATGAATGTTGAGGGAGATATGTGGACGCG
[TAGAGGGAGTACGGGGCCGLGACTGAGGGGLGAGGGGAATGAATA

E:mmmm

Query exact adk

4 Please select locus/scheme
adk v

Order results by
best match v

Enter query sequences (FASTA format)

CTGATCGTTGACCGTATCGTCGGTCGCCGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCG
TGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGAAAGTAGAAGGCAAAGACGALCG
TTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTAAAGATGAT CAGGAAGAGACCGTA
CGTAAACGTCTGGT TGAATACCATCAGATGACAGCACCGCTGATCGGCTA
CTACTCCAAAGAAGCAGAAGCGGGTAATACCAAATACGCGAAAGTTGALCG
GCACCAAGCCGGTTGCTGAAGTTCGCGCCTGATTCTTGGAAG

mnmmmm:

Query exact adk

5 Please select locus/scheme

adk

Order results by
best match v
Enter query sequences (FASTA format)

GTAGTAGCGCGAGCATGACGGAATCGCACTCAAAAGAGCATGTGGTGGGEG
TTCCTGGAGCCGGAGTGGGTGTTTATAGGTATCGCGTGTATGAATGAGTT
GGTGTGTTGGCGCGCCTCGTAAGCGGTGGCTATGGGTTTGGLGATGGGTA
GCTTCTGCTTGTGGGAGCAGGCACTGTGTGGTTGGGGETGTATCTTTCCTG
TTAATTGATAGTACGATATGCTATGTGTGTGATACARACGATGCTCCGLG
ATGTCGGAGCGGCCGCLCGATTEGGETG

mnmmm

Query exact adk

6 Please select locus/scheme

adk «

Order results by
best match v

Enter query sequences (FASTA format)

AATAAGAGGGGTGTGTTCTGTTGGTAAGTGTCGET TCGGEGGETACCATGG
GGGTGCTAATAGCGAGGCAGGGTATGCCATGCTGTAGAGAGAATTCCGGL
TGTGGTTGATGGGTTTTAGTGGCAATTTCTTTAGTGGATGCTTGTACATG
GGTAGTGGAGCGAGTCTGCTGTTTGGATAGGGGTAAGATGCTTGTTTATG
GGGTGGGECGLGAGGTGTTTGATAGCGAAGGGCCTCGGATGCCGGGCTAAT
GATAG

mmmm

Query exact adk

Sekil 16: Izolatlarin adk geni PCR (rlnlerinin sekanslarma karsilik gelen adk allel numaralarina ait ekran gériintiisii. 1: 3,20,28,42,44 nolu izolatlarm allel numaras1:53,
2: 1 nolu izolatin allel numarasi: 10, 3: 2 nolu izolatin allel numarasi: 10, 4: 14 nolu izolatin allel numarasi: 10, 5: 21 nolu izolatin allel numarasi: 34, 6: 49 nolu izolatin

allel numarasi: 10 olarak belirlendi.

Contig Match |Locus Allelel _____________ Differences |

Query partial adk 34
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1 Please select locus/scheme Order results by

fumC best match v

Enter query sequences (FASTA format)

CGGTCTGCCAGATAGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGT
ACTTCATCCGCCGLCTGLCGAATGGLGCTCGCTTTCTCTTCAGACAACAA
GCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGLGCGLTTGETTAGCGLCAGCG
CATGAATCAGTGAGGTGLGCATTTTCTCCGTCGAAATGLGGAAATGCTCC
MGCGAGCGCTGAGTTTGTGLGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACAT CAAT
CGCTCCCATCGAATCTTCTTCCCGGCCGTAAAA&AAAN

2 Please select locus/scheme Order results by

fumC « best match v

Enter query sequences (FASTA format)

3 Please select locus/scheme Order results by

fumC ~ best match v

Enter query sequences (FASTA format)

ACTTCATCCGCCGCCTGACGAATGGCGCTCGCTTTCTCTTCAGACAACAA
GCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCACGCTTGGTTAGCGCCAGCG
CATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGARATGCTCC
AGCGAGCGTTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGLCGGGACATCAAT
CGCCCCCATCGAATCTTTCGLCCCGGCGGTAAAAAAAGGACATGTTGCAC
GTCGCGLCGCGCGCGLCGLGLC

CTARATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCACGCTTGGTTAGCGCCAGCGCA
TGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGARATGCGGAAATGCTCCAG
CGAGCGTTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCG
CCCCCATCGAATCTCCCCTCCCCGCAAAAAANAMAAMAAMAAT AAGCAAG
GTGATCCTCTTGGCTTGTGCAGGACAATGCGAGCATGCCAGARACACAAA
GGGAAAAAAAAAAAAAGAAAAGAAALAGAATGGAGG

Contig Match  Locus |Allele Differences |

Query exact fumC 40

4 Please select locus/scheme Order results by

fumC best match +

Enter query sequences (FASTA farmat)

AGGCTAAACGGCGCAGGGCAGGTGACGAGGTACGTGGTGCGTTATTAGGA
TACTGAATGAGATGTGAGCATGACAATGGCATAAACGATGGCTTTGGTAT
GAGATGTGGCCGETTCCTTTGTAGTGCGTTAATGGTTGGTAGGACATGAT
AGCCGGTTGACGCTTGAGAGCGTGGACATATTGACGATGGTTTGCTGLGA
TGACAGTACGTCTGTAATGCGCGAATGCGAACGGTGTAATACTGTGACGC
ACTGACATTATAACGTGCATGGACGGTAGTCGACCAGAGTGA

Contig| Match |LocusAllele| ____________ Differences |

Query partial fumC 918

 Contig Match| Locus Allele | Differences |

Query exact fumC 11
5 Please select locus/scheme Order results by
fumC « best match v

Enter query sequences (FASTA format)

TCTGCCAGATTGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACT
TCATCCGCCGLCTGCCGAATGGCGCTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCC
TAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAGCGCCAGCGCAT
GAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGARATGCGGAAATGCTCCAGC
GAGCGTTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGC
CCCCATCGAATCTTCTCCTTGGCGTAAAAAAAAMAAATCACACGTGGTCG

| Contig | Match  Locus |Allele | Differences |

Query exact fumC 36

| Contig|Match | Locus Allele | Differences|

Query exact fumC 11
6 Please select locus/scheme Order results by
fumC ~ best match «

Enter query sequences (FASTA format)

TTTGACGGTTACTAGTGCTGGACGAATGTCACGGCCGCTATTATGGTAAG
GTGGCGTGTCGTTGATCGGGATGEATGTGTGGACGATTGCTAGCACTACG
TGCTAACGGTATCGTTATAGTTACAGACATACAAATTTTAGCGGGCGGTT
TAACAGATGTGTGGACGTGAGGAGCGCGCTTAATCTGCTAGTATAACTGG
CACACACAACGAGCACTATCTGGAGACACTCGTATGACGCTCACAGACAA
T

Contig Match  Locus Allele Differences |

Query exact fumC 11

Sekil 17: Izolatlarin fumC geni PCR iiriinlerinin sekanslarma karsilik gelen fumC allel numaralarma ait ekran goriintiisii. 1: 3,20,28,42,44 nolu izolatlarin allel
numarast:40, 2: 1 nolu izolatin allel numarast: 11, 3: 2 nolu izolatin allel numarasi: 11, 4: 14 nolu izolatin allel numarasi: 918, 5: 21 nolu izolatin allel numarasi: 36, 6:
49 nolu izolatin allel numarasi: 11 olarak belirlendi.
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1 Please select locus/scheme Order results by
gyrB ~ best match v

Enter query sequences (FASTA format)

2 Please select locus/scheme Order results by
gyB v best match v

Enter query sequences (FASTA format)

3 Please select locus/scheme Order results by
gyrB ~ best match v

Enter query sequences (FASTA format)

GATCCACCCGAATATCTTCTACTTTTCCACCGAAAAAGACGGTATTGGCG
TCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCT TCCAGGAAAACATCTACTGE
TTTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGTTT
CCGTGCGECEATGACCCGTACTCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCT
ACAGCAAMAAAGC CAAAGT CAGCGCCACCGGTGACGATCCGCTGAAAGAC
GCCAAAAAAAAAAAAAAAL]

ACTTTATCCGAATTTTTTCTACTTTTCCCCCCAGCATGACGGAATTGGCG
TCTAACTTTCCGCTGCCCAGACAACCCTCTGCTTCGAGGAAAACAGCTAC
GGCGTTACCCCCCCTCTTCCCGCTCTGTGACGAAAGTTCTCACCTGGGAG
GGGGTCCCGAGTTGCTTTTACCCGTACCCCGAACGGCCTATCTGTAGAAA
[GAACGCCACCTCCAAAAAGCCGAGGTGAGGCCGCCCCGTCACCATTCGCC
TGAAAGACAGAATAAAAAAG

CGAAGGGGTGTTGTGGTGECGEAAGGTGCGTGCTGAGAGGGGGATGGLCG
GTCCGGLGGETTAMGTTAGTAGATTGGAGT TGGGCCGTCGAGGTTTTGGG
GGGCGAGCGLGACGGLGEEETELGEEETGGLGETEEGETEGGEGEEEECA
CGTGCAGCTACGCGTGGAGCTGEGTATAATTTATGTGTGGGGGTGLGTGG
TTGGGEGCGGETGTAGGCGAGTCGATGGTAGGTTTTTATCGTTCCGGATTGG
GGGTGGGAAGAACGAGCGGTG&GGCCTGGGGCN

| Contig | Match Locus Allele | Differences|

Query exact gyrB 47

4 Please select locus/scheme Order results by

gyrB ~ best match +
Enter query sequences (FASTA format)

CGGTGAATACGCGGAAGACTGCGGGAAAGCAATGT TTGAGACCGAGAGCG
TTTAGGAGCGGGCACCGTGAAACCGGACGLTGGGGGATTTTGGCGTAGCG
AGAGTGGAGCGGGGECTGLGGACTGARAAATGATTACCGAGGGCTGTCGG
TATGATATATAATACTTGTCGGGGGETAGAACCGTAGGCGGLGCGCGLGA
GCGCTGTAGTAGTGTCGTGCAGGGTGATAAATATTTAGGAGGTAATGGGC
G

Contig | Match |Locus |Allele

Query partial gyrB 737
5 Please select locus/scheme Order results by
gyrB v best match v

Enter query sequences (FASTA format)

ACCGCCGGACACTTTATAGGAGTTATCGTCAAATTTACCGCCTGCGTGCA
GAACGGTCATGATCACTTCCGCCGUCGATACGCCCTCTTCCGGGTGAATA
CCGGTCGGAATGCCGCGLCCGTCGTCCTETACAGAGACAGAGTTATCGGE
GTGAATGGTGACGATAATTTCTTTACAGTGACCCGCGAGCGCTTCGTCGA
TAGCGTTATCTACCACCTCGAAAACCATGTGGTGCAGACCGGTGCGTCTT
TTTTTTCTAAAAAAAAAAAAMALAND

| Contig| Match Locus |Allele Differences|

Query exact gyrB 4

6 Please select lacus/scheme Order results by

gyrB ~ best match «
Enter query sequences (FASTA format)

ATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAMAGACGGTATTGGCGT
CGAAGTGGCGTTGCATTGGATGGAACGATGGCT TCCAGGAAAACATCTAC
TGCTTTACCAACAACATTCGCAACGTGACGGCCGTACTCACCTGGCAGGC
TTCCGTGCGGCGATGACCCGTACCCTGAACGCCTACATGRACAAAGAAGG
CTACAGCAAAAAAGCCAAAGTCAGCGCCACCGGTGACAATCCGTGAAGGC
GCGCCAATAAAAATAAAAAAA,

Enmmm-mm

Query exact gyrB

mmmmm

Query partial gyrB

Contig| Match |Locus |Allele |

Query partial gyrB 4

Sekil 18: Izolatlarin gyrB geni PCR iiriinlerinin sekanslarina karsilik gelen gyrB allel numaralarina ait ekran gériintiisii. 1: 3,20,28,42,44 nolu izolatlarm allel numarasi:47,
2: 1 nolu izolatin allel numarasi: 737, 3: 2 nolu izolatin allel numarasi: 4, 4: 14 nolu izolatin allel numarasi: 4, 5: 21 nolu izolatin allel numarasi: 39, 6: 49 nolu izolatin
allel numarasi: 4 olarak belirlendi.
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1 Please select locus/scheme Order results by
icd v best match

Enter query sequences (FASTA format)

2 Please select locus/scheme Order results by

icd v best match v

Enter query sequences (FASTA format)

3 Please select locus/scheme Order results by
icd - best match «

Enter query sequences (FASTA format)

AACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGAC
TCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGT TCACCGAAGGCGC
GTTTAAAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAAC
TGATCGACGGLGGECCCGTGRLTGAGAGT TAAAAACCCGAATACCGGCAAA
GAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCACAGAGCCTT
TCGTCAAAACAAAAAAAAAAAAAA

mmmm

Query exact icd

4 Please select locus/scheme Order results by
icd v best match v

Enter query sequences (FASTA format)

CGTGATATATTGACTCCGCGTCAGGTGTTACATATAGTAAGCGAGACTTG
GTGCGCTGGCGCACAGCTTCGTGGTGTGAGTCATGAGTGGACAGAGTGAA
CGTGACCGTTATGAACGTAATACAGAGAAGACAACGGATGACAATCATCA
TATGTGGAGATACATGCCTGCACGGTCGLCTGACTAGTGTGGATCGAGCTT
GGCGACGTRACGLGGATCGTGTGACGCGGTGCTGLTTTGTGTTGATTATA
TATTGAACG

mnmmm

Query exact icd

5

Please select locus/scheme Order results by
icd ~ best match +

Enter query sequences (FASTA format)

GGGCAGTAAGGATAAATGCTTCTTTAATGTGGGGTAGCATATATCTGCTA
TGTAGTGAGATTTGGCGAAGAGCTGTGCTCTAGTGGTGGCGGTAGTGGGA
ATTTTACGGGTGATGATGTGTAGATGTGTGAGGAGCTGAGAGGLGGAATT
TAGTGATAGCTCAGTTTTTACATACACGGAAACGTGACGCGAGTAATCAC
TTAACAGACAGAATCATTGAGCCTGTCCTTTGCAAAATGTATACAATTAG

mnmmm

Query exact icd

6 Please select locus/scheme Order results by
cd v best match v

Enter query sequences (FASTA format)

CGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTC
TGTGACTCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGGAAGTTCACCGAAGGAGCG
TTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGGLGLGTGAAGAGTTTGGCGGTGAAC
TGATCGACGGTGLCCCGTGGCTRAGAGT TAAAAACCCGAACACTGGCAAA
GAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCAACAATCGTC
TGTCGGCTGTAAAAAAAAA&AAAA@

CGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTC
TGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGLGT
TTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCETGAAGAGTTTGGCGGTGAACTG
ATCGACGGCGGCCCATEGCTGAGAGT TAAAAATCCGAATACCGGCAAAGA
GATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGCACAACGLCTGTC
GCGCCAAAAAAAANLALAAAAAL

CTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGLTAACGATCGTGACTCTGET
GACTCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGAGCGTTTA
AAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGGTGAACTGATC
GACGGTGGCCCATGGCTGAAAGT TAAAAACCCGAACACTGGCAAAGAGAT
CGTCATTAAAGACGTGATCGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCGTGTTCT
TGTCCCAAAAA&AQQCATQCGGGAGAGGGGCTCTGGACAAA&TAA&AAM

EIEI]IIEEHI!:‘E!HEI!I!!_

Query partial icd

mmmm

Query exact icd

r-mnnm-m

Query exact icd

Sekil 19: izolatlarm icd geni PCR (riinlerinin sekanslarma karsilik gelen icd allel numaralarina ait ekran gériintiisii. 1: 3,20,28,42,44 nolu izolatlarin allel numarasi:13,
2: 1 nolu izolatin allel numarasi: 8, 3: 2 nolu izolatin allel numarasi: 8, 4: 14 nolu izolatin allel numarasi: 8, 5: 21 nolu izolatin allel numarasi: 87, 6: 49 nolu izolatm allel

numarast: 1 olarak belirlendi.
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1 Please select locus/scheme
mdh

Order results by
best match v

Enter query sequences (FASTA format)

2 Please select locus/scheme
mdh ~
Enter query sequences (FASTA format)

Order results by

best match v

GAGTCGAGTATACGGGATAATGCTATGTGTCTACAGTGAAGAACGAGLCTG
CGTGAACGCGATCTGCTGTGGTGTAGCCTGAATCACAGCGGTGATCGAGT
CGAGGTGGGGETCCCGGEACGGLAGCGCGACGAGGAATGAGTGGAGATGTG
CGAACGAGCTAAGTATTGTGCCTGCGGCCCCTGRAATATGCGACGCGACC
TGTTGTATATTAAACATCAAGCTGATACGGATGTTATGTGAAGACGCCGA
CAGTAACCGCCGACCTGATT

mnm-m

Query exact mdh

4 Please select locus/scheme
mdh

Order results by
best match v

Enter query sequences (FASTA format)

GATTTTAATCGTAAAAGGGGTACCATGAATGTATTTCGCGGGCTCGAGGE
ACTACGAGATGCGATCCTTAGCTCTGLGCCGTGACGCTTTGAGGATGGCC
ACGCGTGGAGACTCCGCGGATTGATACGTGAGGGGGCGLGLTTGTCTAAG
TAATATATTTTTGCGGGAGAAGAGTAGCGTATGTGACTCGGLTCTGGACG
GGTAACCAATTCAGGGCGTTAATAGTTATTCCACCGTTATTGCCGGTTGA
TTATTGACGCTGCTCGCAATTGGACGGGGTA

mnm-m

Query exact mdh

5 Please select locus/scheme

mdh ~

Order results by
best match v

Enter query sequences (FASTA format)

CCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGTGCACTGCAGGGCG
AACANGGCGTTGTCGAATGTGLCTACGT TGAAGGLGACGGTCAGTACGCC
CGTTTCTTCTCTCAACCGCTGCTGCTGGEGTAAAAACGGCGTGGAAGAGCG
TAAATCTATCGGTACCCTGAGCGCATTTGAACAGAACGCGCTGGAAGGTA
TGCTGGATACGCTGAAGAAAGATATCGCTCTGGEAGAGGTTGTGTTAAAA
AAAALAAAAAAAA

CTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGETCTGTCTCTGGTTCGCGL
ACTGCAGGGCGAACAAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGTTGAAGGCGACG
GTCAGTACGCACGTTTCTTCTCTCAACCGLTGLTGCTGGGTAAAAACGGC
GTGGAAGAGCGTAAATTTATCGGCACCCTGAGCGCATTTGAACAGAACGC
GCTGGAAGGTATGCTGGATACGCTGAAGAAGATTCCTGGGGGEETGGTTA
AAAAARAANAAAAMAAALDAADNAALN

3 Please select locus/scheme
mdh  «

Order results by
best match «

Enter query sequences (FASTA format)

CCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGT TCGTGCACTGCAGGGLG
AACAAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGT TGAAGGLGACGGTCAGTACGCC
CGTTTCTTCTCTCAACCGCTGLTGLTGGGTARAAACGGCGTGGAAGAGCG
TAAATCTATCGGTACCCTGAGCGCATTTGAACAGAACGCGCTGGAAGGTA
TGCTGGATACGCTGAAGAAAGATATCGCTCTGEGAGAGGTTGTGTTAAAA
AAAAAALANAALNA

Emﬂmmm—

Query exact mdh

6 Please select locus/scheme

mdh

Order results by
best match v

Enter query sequences (FASTA format)

GGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGTGCACTGCAGGG
CGAACAAGGCGTTGTCGAATGTGLCTACGTTGAAGGCGACGGTCAGTACG
CCCGTTTCTTCTCTCAACCGCTGLTGCTGGGTAAAAACGGLGTGGAAGAG
CGTAAATCTATCGGTACCCTGAGCGCATTTGAACAGAACGCGCTGGAAGG
TATGCTGGATACGCTGAAGAAAGATATCGCTCTGGAGAGGTTGTTGTAAA
AAAAAAAAAAALANAALN

EEHIIEEHEE!HEI!!E

Query exact mdh

mnm-m

Query exact mdh

mmmmm—

Query exact mdh

Sekil 20: izolatlarm mdh geni PCR iiriinlerinin sekanslarina karsilik gelen mdh allel numaralarina ait ekran goriintiisii. 1: 3,20,28,42,44 nolu izolatlarin allel numarasi:36,
2: 1 nolu izolatin allel numarasi: 8, 3: 2 nolu izolatin allel numarasi: 8, 4: 14 nolu izolatin allel numarasi: 8, 5: 21 nolu izolatin allel numarasi: 67, 6: 49 nolu izolatin allel
numarasi: 8 olarak belirlendi.
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1 Please select locus/scheme Order results by

purd  ~ best match «

Enter query sequences (FASTA format)

TGGCCAAGCGTGCGGATTAGCTCAGGGTAGGGGATCAGTAGCGTGCGGLG
ATACAAGATGGTAGACATCCAATAGAGGGCTGTACGTGACAACATTTCAA
[TTCTTACTTTATAGGATGGGAGTGATCCGCCGATGARACGGGGAGTTGTG
ACAGCTTGAGCGTTGGGGTAAGTCGGTATGTGCAATAGGGGACCTATTGA
CGAGT?ﬁCGGCTGACGACAAGAGGTGGTATGGCGGGGGTGATGAGGGCGC
GGGTG

Emmmm

Query exact purA

4 Please select locus/scheme Order results by

purA v best match

Enter query sequences (FASTA format)

TTCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGLGAGTTCCTCTGCAAGCAGGG
TAACGAATTCGGCGCAACTACGGGECGTCGTCGTCGTACCGGLTGRLTGG
ACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGETACAGCTGAACTCCCTGTCTGGLTTC
TGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGEATGGCCTGAAAGAGGTTAAACTCTG
CGTGCTTTTCCCCTAAGGGAGACCCTGTGAACCATCTATTACTAACCTAT
CCTCTCTTCQCTTCTCAC&AAN

2 Please select locus/scheme Order results by

purA v best match +

Enter query sequences (FASTA format)

3 Please select locu s/scheme Order results by

purh v best match v

Enter query sequences (FASTA format)

TGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAG
GTCCGTTCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAG
CAGGGTAACGAATTCGGLGCAACTACGGGGCGTCGTCGTCGTACCGGLTG
GCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGLGGTACAGCTGAACTCCCTGTCTG
GCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTAAA
CTCTGCTGTGTGTCAA

TGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAG
GTCCGTTCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAG
CAGGGTAACGAATTCGGCGCAACTACGGGGCGTCGTCGTCGTACCGRLTG
GCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGCTGAACTCCCTGTCTG
GCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTAAA
CTCTGTGTGTGTCCCCAGAAGGGGGGGGAGAA

 Contig Match Locus Allele | Differences|

Query exact purA 8
5 Please select locus/scheme Order results by
purh  ~ best match +

Enter query sequences (FASTA format)

CCCGACTGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTA
ACGAATTCGECECAACTACGGETCGTCGTCGTCGTACCGGLTEGCTGEAC
ACCGTTGCCGTTCETCGTGCGGTACAGCTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTG
CCTGACCAAGCTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTGAAACTCTGCG
TGCTGTTCCGCTAAGGAAAGACCCTCTACTGCTTCTTACCCTTACGCCAA
AACCTTATAAY

Em!rlm-mm—

Query exact purA

6 °lease select locus/scheme Order results by

purh v best match

Enter query sequences (FASTA format)

CGTTCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGLAAGCAG
GGTAACGAATTCGGCGCAACTACGGGGCGTCGTCAGTCGTACCGGCTGGLT
GGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGCTGAACTCCCTGTCTGRLT
TCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTAAACTC
TGCGTGCTTTTCCCCCTAAGGAAACCCCTGACATCGCTACTCTCCTAACA
ARAAAAAA

| Contig | Match  Locus Allele Differences|

Query exact purA 16

| Contig|Match Locus Allele Differences|

Query exact purA 8

Emnm-m

Query exact purA

Sekil 21: izolatlarin purA geni PCR iiriinlerinin sekanslarina karsilik gelen purA allel numaralarina ait ekran gériintiisii. 1: 3,20,28,42,44 nolu izolatlarm allel numaras1:28,
2: 1 nolu izolatin allel numarasi: 8, 3: 2 nolu izolatin allel numarasi: 8, 4: 14 nolu izolatin allel numarasi: 8, 5: 21 nolu izolatin allel numarasi: 16, 6: 49 nolu izolatin allel
numarasi: 8 olarak belirlendi.
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1 Pplease select locus/scheme
recA v
Enter query sequences (FASTA format)

Order results by

best match v

2 Please select locus/scheme

recA v

Order results by
best match v
Enter query sequences (FASTA format)

3 Please select locus/scheme
recA v

Order results by
best match v
Enter query sequences (FASTA format)

CACCTGCAACGTCAGCGTGGTTTTACCGGAAGATTCCGTCTAATTTTTTT
TTAAAAAAAAAAAATCCCCCTCTTCTCCTCTCCTCCCTCTCCTTTTCTCT
TCTTTTCTTCCTCTCTCTCTTTCCACAACCACACCTCACACTCACTCTAT
CTATATCATACACATACATTCTCAACCTCAACACATATATACTTATTCAA
TATTACTACAATCACCTATCACATACACCATCACCACACATATCTCTCTC
AATCAACAACAAAAAA

(GTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTTACCTTCACGCTGCGCTGCGG
CGATCACCTGCAGCGTCAGCGTGGTTTTACCGGAAGATTCCGTCAAATTT
TTTTAAAAAAAAAAAAAALLAAALALLAAALALALALALALAATTTTATTTITITTITTT
TTrrrrrrerrrrerrrrerrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrirrrre
TTTTTTTTTTTTTTTITITI I T I I I T T TITITTTITITITTITITTITTTITTATTTITTITTT
TTTTTTTTTTI T IT T I I I T T I I I T T I oI TmTITomoIaddaT

CCTTGCTGGTGTGGTCGTCCGGTGCTTGCTCTGGCGTTGCTGTCGTGTCT
GGTTCGCCGCCCCCTCTTGCGGTTGTCTCTCGTGTCGTCTGCCCGGCCGE
TCTGTTCGCTGTGTGCGGGTTCGCCCCTCTCTGCGCCTCGTGCCTCTGTG
GCGGTCTGTGTCCTTTGCCCTCTTCTCCCGGCTGGCTGTCCTTGTTCGET
CCTTGGTCTCGTCTGTCGCCGTGGTCTCCTCGTTCTCTTCGTCTTTGTCG
TCCGTGCTCY

Contig|Match |Locus | Allele | Differences

Query exact recA 29

4 Please select locus/scheme
recA v

Order results by
best match v
Enter query sequences (FASTA format)

| Contig | Match Locus Allele Differences|

Query exact recA 2
5 Please select locus/scheme Order results by
recA v best match v

Enter query sequences (FASTA format)

Contig | Match | Locus |Allele | Differences
Query exact recA 2

6 Please select locus/scheme

recA v

Order results by
best match v
Enter query sequences (FASTA format)

CACTCTATCTCACAACAATAACAAAAACTACAACAACTCAACACACACCT
IATAACAAACAACAATAACAACACCTCAACACTCTATTTAACTACAACACA
IACAACCCCCACTTCTCAATCTCCCCATACTACATAATCCACCCCATTATA
CACTCTCATCTATCTACATCCATTACTCATTCTTTTCCACCAATAACAAT
CAACCTATCTACATCATACCATCCATCAACTCCATCAACTAACATARATA
TCTCTCCTTCATACTACCTACCAﬂ

(GGTGTGTCTGTCCTTGGTCCGTGCGCGGGECCCTGCTGCTCTCGTGTTCTC
CTCGTGGCGTTCCCTCTCTTGCTGTTCGTCLCGGTGRCEGRCTGTTGTGRG
TGGGTGTGTTGTGECTEGCECGCGGTCETTCCTCTCCGTCTGTGLGLGTTG
TGCGETGGCGGTGTGLGEEETGCGEGLGTGGTGTTGCCGLGGCGLGLTRG
CGTGTCTGCGCTGRGEGTGTCGRCCGRTETCGGCTCGRGTTTGCGGRGLT
IGTGGGGTCGCTGTGGGCTGTTGCGTGGG

CACCTGCAGCGTCAGCGTGGTTTTACCGGAAGATTCCGGTCCGAATATTT
TTTTAGAAAAAAAAAAAAT AACCTCCTCTCTCTTCTCCTTCCCCTCCTTT
CCTCCCTTCTTCCTTCCCTTCCTTTCCTTCTCTCTTTCTCTCCTTCTCTT
CTTCTCCCTCCTCCTCTTCTCCCTTCTTTTCCTCTCTTCTCTCCCCTTCC
TCCCCTCTTCTTCCCTCTCTCTTCTCCCCCCTTCTTTTCCTCCTTTCTCT
CCTCTCTTCTTTTTTCCCTTTCT]

Contig | Match | Locus |Allele Differences

Query partial recA 2

Query exact recA 4

2

Query partial recA
Sekil 22: Izolatlarin recA geni PCR iiriinlerinin sekanslarmna karsilik gelen recA allel numaralarima ait ekran goriintiisii. 1: 3,20,28,42,44 nolu izolatlarin allel numarasi:29,

2: 1 nolu izolatin allel numarasi: 2, 3: 2 nolu izolatin allel numarasi: 2, 4: 14 nolu izolatin allel numarasi: 2, 5: 21 nolu izolatin allel numarasi: 4, 6: 49 nolu izolatin allel
numarasi: 2 olarak belirlendi.
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1 ST (Achtman) v (B

Please enter your allelic profile below. Blank Loci will be ignored

adk fumC gyrB icd mdh purA recA
53 40 47 13 36 28 29

Options Display/sort options

Search: Exact or nearest maich v Order by: ST v ascending

Display: 25 + |records per page ()

Exact matches found (7 loci)

1 record returned. Click the hyperlink for detailed information.

| ST adk|fumClgyrB icd mdh|purA IrecAl clonal complex

131 53 40 47 13 36 28 29 ST131(plx

4 1LST (Achtman) v [EE=0

Please enter your allelic profile below. Blank loci will be ignered

adk fumC ayrB icd mdh purA recA
10 918 4 8 12 8 2
Options Display/sort options

Search: Exact or nearest match v Order by: ST v ascending

Display: |25 + records per page (7)

Exact matches found (7 loci).

1 record returned. Click the hyperlink for detailed information.

mmmmm-m clonal complex

6834 10 918 4 8 12 8

Sekil 23: izolatlarm allel numaralari ile belirlenen sekans tiplerini gosteren ekran goriintiisii. 1: 3,20,28,42,44 nolu izolatlarm sekans tipi:ST131, 2: 1 nolu izolatin sekans
tipi: ST8712, 3: 2 nolu izolatin sekans tipi: ST10, 4: 14 nolu izolatin sekans tipi: ST6834, 5: 21 nolu izolatin sekans tipi: ST349, 6: 49 nolu izolatin sekans tipi: ST34.olarak

belirlendi.

2 ST (Achiman) v Y

Please enter your allelic profile below. Blank loci will be ignored

adk fumC gyrB icd mdh purA recA
10 1 737 8 8 8 2
Options Display/sort options

Search: Exact or nearest match v Orderby: ST v ascending

Display: |25 v records per page (i)

Exact matches found (7 loci).

1 record returned. Click the hyperlink for detailed information.

mmzmnmmmmm clonal complex

8712 10 11 737 8 8

5 5T (Achtman) v [EEE

Please enter your allelic profile below. Blank Loci will be ignored

adk fumC qyrB icd mdh purA rech
34 36 39 87 67 16 4

Options Display/sort options

Orderby: ST v ascending
Display: 25 + records per page (%)

Search: Exact or nearest match v

Exact matches found (7 loci)

1 record returned. Click the hyperlink for detailed information.

ST ladk|fumCgyrB icd | mdh| purA IrecA | clonal complex

349 34 36 39 87 67 16 4  ST349 (plx
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3 ILST (Achtman) ~ [0

Please enter your allelic profile below. Blank loci will be ignored

adk fumC gyrB icd mdh purA recA
10 " 4 8 8 8 2
Options Display/sort options

Search: Exact or nearest match v Order by: ST v ascending

Display: |25 v records per page (3)

Exact matches found (7 loci)

1 record returned. Click the hyperlink for detailed information.

mmmmm--
10 10 11 4 2 ST10 Cplx

6 ST (Achiman) v [EZY

Please enter your allelic profile below. Blank loci will be ignored

adk fumC gyrB icd mdh purA recA
10 1" 4 1 8 8§ 2

Options Display/sort options

Order by: ST v ascending
Display: |25 v records per page (©)

Search: Exact or nearest match v

Exact matches found (7 loci).

1 record returned. Click the hyperlink for detailed information.

Elmmmm--
3410 11 2 ST10Cpl



Tablo 20. izolatlarm 7 gen bélgesine ait allel numaralar1 ve sekans tipleri

Ornek no Allel Numaralan ST

adk fumC gyrB icd mdh purA  recA

3 53 40 47 13 36 28 29 ST131
20 53 40 47 13 36 28 29 ST131
28 53 40 47 13 36 28 29 ST131
42 53 40 47 13 36 28 29 ST131
44 53 40 47 13 36 28 29 ST131

1 10 11 737 8 8 8 2 ST8712

2 10 11 4 8 8 8 2 ST10
14 10 918 4 8 12 8 2 ST6834
21 34 36 39 87 67 16 4 ST349
49 10 11 4 1 8 8 2 ST34

4.10. izolatlarin Antibiyotiklere Direncleri, Enzim Tipleri, ERIC Kiimeleri ve
MLST Analiz Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

ST131 olarak belirlenen izolatlarm 3’iinde (28, 42, 44) kinolon grubu
antibiyotiklerden siprofloksasine, 1’inde (28) ise karbapenem grubu antibiyotiklerden
ertapeneme diren¢ bulundu. Izolatlarm ERIC tipi incelendiginde ST131 olan
izolatlarm hi¢ birisinin ayn1 kiime i¢inde yer almadigi belirlendi. ERIC PCR
deneylerinden elde edilen veriler ile yapilan degerlendirmelerde ST131 olarak
belirlenen izolatlarin % benzerlik oranlar1 incelendiginde 3, 20, 28, 42 ve 44 nolu
izolatlarin arasindaki benzerlik oranmin %40 oldugu, 20, 28, 42 ve 44 nolu izolatlar
arasindaki benzerlik oraninin %46 oldugu, 20, 42 ve 44 nolu izolatlar arasindaki
benzerlik oraninin %51 oldugu bulundu (Sekil 6). ST131 olarak belirlenen 5 izolattan
4’tinde (20, 28, 42, 44) blactx-m tipi GSBL enziminin bulundugu sadece 1’inde (3)
blactx-m enzimin bulunmadigi tespit edildi. Ayrica 1 ve 2 nolu izolatlarin ayn1 ERIC
kiimesi igerisinde yer aldiklari, farkli direng profili ve farkli sekans tiplerine sahip
olduklar1 bulundu. Diger (14, 21, 49) izolatlarin sekans tipleri ve ERIC kiimelerinin
de farkli oldugu bulundu (Tablo 21).
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Tablo 21. MLST analizi yapilan izolatlarm direng profilleri, ERIC kiimeleri, GSBL

enzim gruplari

Ornek Antibiyotik direng profili ERIC GSBL ST
no kdmesi tipi
3 AM,CTX,CAZ,CRO,FEP,ATM,AMC w blatem 131
20 AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,TPZ,SXT C2 blarem,blactx-m 131
28 AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,ETP,AMC,TPZ,CIP Q blactx-m 131
42 AM,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC, TPZ,CN,CIP L blarem,blactx-m,blaoxa 131
44 AM,CRO,CTX,FEP,AMC,TPZ,AK CIP,SXT | blarem,blactx-m 131
1 AM,CRO,CAZ,CTX, FEP,ATM,CIP, SXT V blarem,blactx-m 8712
2 AM,FOX,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,SXT vV blarem 10
14 AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,AMC,SXT 82 blatem 6834
21 AM,FOX,CAZ,CTX,AMC,TPZ,SXT G2 blatem,blacTx-m 349
49 AM,FOX,CRO,CAZ,CTX,FEP,ATM,AMC,TPZ F1 blarem,blactx-m 34
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5. TARTISMA

Dinyadaki saglikli kisilerin bagirsak mikrobiyotasindaki GSBL iireten E.coli
prevalansi gittikge artmaktadir. Antibiyotiklere direngli kommensal E.coli’lerin orani,
antibiyotik kullanimina bagli olusan segici etki ve patojenlerdeki gelisebilecek direnci
ongormek igin bir gosterege olarak kabul edilir. E.coli’ler bakteri topluluklar1 iginde
diren¢ genlerinin vericisi ve alicis1 olarak davranir ve diger bakterilerden direng
genleri alabilir, aynt zamanda direng genlerini diger bakterilere de aktarabilir
E.coli'deki antimikrobiyal direng, hem insanlar hem de hayvanlar i¢in diinya ¢apmda
onemli bir halk sagligi sorunu olarak kabul edilir. Diinyanin ¢esitli bolgelerinde GSBL
ureten E.coli tasiyiciligi, bakterinin bulas yollarin1 ve kolonizasyonu 6nlemek, etkili
kontrol yontemlerini gelistirmek amaciyla arastirilmaktadir. (Poirel et al., 2018).

Calismamizda 161 goniillii katilimcinin, 50’°sinin (%31, 05) GSBL f{ireten
E.coli tasidig1 bulundu. Bakterilerin tanimlanmasi rutin yontemler ve MALDI-TOF
MS ile yapildi. izolatlar uidA gen bolgesine yonelik tasarlanmis bir PCR ydntemiyle
de tanimlanda.

E.coli’lerin molekiiler yontemlerle tanimlanmalarina yonelik bir ¢ok ¢alisma
yapilmistir. El-Badawy ve arkadaslari tarafindan 16S rRNA analizlerine gore E.coli
olarak belirlenen 61 izolatin 52’si uidA gen bolgesine yonelik PCR testiyle de E.coli
olarak saptanmustir(EI-Badawy et al., 2017). Choi ve arkadaslar1 gesitli gida
maddelerinden izole edilen bakteriler arasindaki E.coli izolatlarm1 Shigella
izolatlarindan ayirmak i¢in UidA genine yonelik PCR deneyini uygulamislardir (Choi
et al., 2018). Tchesnokova ve arkadaslar1 E.coli ST131 klonunu arastirdiklari
multipleks real-time PCR ¢alismalarinda, E.coli tanimlamasi i¢in uidA genine yonelik
primerleri kullanarak izolatlarin hepsini E.coli olarak tanimlamislardir. (Tchesnokova
et al., 2015). Molina ve arkadaslar1 ¢alismalarinda E.coli izolatlarmin molekiiler olarak
tespit edilmesinde uidA gen bolgesine yonelik PCR deneyi tasarlamislardir ve bu
yontemle E.coli izolatlarmm %87,5 oraninda tanimlanabildigini bildirmislerdir
(Molina et al., 2015). Calismamizda uidA gen bdlgesine yonelik PCR deneyleri ile 50
izolatin tiimiiniin PCR testi pozitif bulundu. Béylece izolatlarin tanimlanmalart PCR

yontemiyle dogrulandi.
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Farkli iilkelerde yapilan ¢alismalarda, GSBL pozitif E.coli oranlarinm %10,5-
%35,4 arasinda degistigi goriilmektedir. (Martischang et al., 2021, Gallegos-Miranda
et al, 2021, Kazemian et al., 2019). Tayvan’da saglikli bireylerde yapilan bir
calisgmada, GSBL E.coli tasiyiciligr %2 bulunmus, diyabet, kronik bobrek hastaligi
veya kolonda polip olmast gibi faktorlerin tasiyicilik i¢in risk faktorii oldugu, daha
once antibiyotik kullaniminin, kaynamamis su kullaniminin, hayvanlarla iligkili
yasamin, tastyicilik riskini arttrmadigi bildirilmistir (Wu et al., 2019). Altmis iki
makalenin degerlendirildigi 29872 saglkli kisinin verilerinin incelendigi bir
arastirmada, GSBL tastyiciliginin Giiney Asya’da %27, Bati Pasifik’te %724.5,
Afrika’da %21.4, Dogu Akdeniz’de %20.6, Avrupa iilkelerinde %4-7.5 oranlarinda
oldugu bildirilmistir. Ulke bazinda ise, tastyicilik oranlar1 Tanzanya’da %76.3,
Vietnam’da %75.1, Laos’da %70.2, Tayland’da %56.1, Misir’da %45.1, Liibnan’da
%38.5, Avustralya’da %1.9, ABD’de %3.5 olarak rapor edilmistir (Bezabih et al.,
2021).

Cesitli tilkelerde yapilan ¢alismalarda GSBL iireten E.coli fekal tasiyiciligiyla
iliskili olabilecek faktorler degerlendirildiginde, uzun siire hastanede yatis (Friedmann
et al., 2009) kadin cinsiyet (Pitout et al., 2007, Friedmann et al., 2009), mesane
kateterizasyonu, 65 yas Ustiinde olmak, (Ben-Ami et al., 2009) diyabet, tekrarlayan
idrar yolu enfeksiyonu gecirmek ve daha dnce gesitli antibiyotikleri kullanmak gibi
Ozelliklerin risk faktorleri oldugu gosterilmistir (Kurt Azap et al., 2007). Son 20 yilda
tilkemizde yapilan caligmalarda GSBL iireten E.coli oranlar1 %3-%35 arasinda
bulunmustur (Altan AKSOY et al., 2005, Gilr et al., 2008, Bayraktar, 2018).
Ulkemizde ve diinyada yapilan galismalarmn biiyiik bir kisminmn hastanede yatan ve
ayaktan tedavi alan kisileri kapsadig1 goriilmektedir (Kaya et al., 2013, Ndir et al.,
2016). Alpay ve arkadaslari tiriner sistem enfeksiyonlu hastalardan izole edilen E.coli
suslarinda GSBL pozitiflik oranin1 %27 olarak saptamiglardir (Alpay et al., 2017).
Hazirolan ve arkadaslar1 hastaneye basvuran hastalarda yaptiklar1 GSBL iireten
Enterobacteriaceae tastyicihigmi  %34,3 olarak belirlemislerdir. Izole edilen
bakterilerin %94,1’ini E.coli olarak tanimlamislardir (Hazirolan et al., 2018). Baska
bir ¢calismada hastanede kan kiiltiirlerinden izole edilen E.coli suslarindaki GSBL
pozitiflik oram1 %35 olarak bulunmustur (Bayraktar, 2018). Ulkemizde yapilan
caligmalarda GSBL iireten E.coli fekal tasiyiciligmin risk faktorleri olarak; 60
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yagindan biiylik olmak, diyabet, tekrarlayan uriner system enfeksiyonu (Cakir Erdogan
et al., 2017) kronik karaciger yetmezligi, kronik bobrek yetmezligi, diyabet, malignite,
yakin zamanda hastaneye yatis ve yakin zamanda antibiyotik kullanimi bildirilmistir
(Kurt Azap et al., 2007, Cakir Erdogan et al., 2017). Bunun yanisira bazi ¢alismalarda
erkek cinsiyetin (Kicukbasmaci, 2009), bazi ¢alismalarda ise kadin cinsiyetin GSBL
ureten E.coli fekal tastyicilikta risk faktorii oldugu bildirilmistir (Cakir Erdogan et al.,
2017, Friedmann et al., 2009, Pitout et al., 2007).

Calismamizda buldugumuz %31,05 GSBL pozitif E.coli orani tlkemizden
bildirilen oranlara yakindir, bu oranin klinik 6rneklerden izole edilen GSBL pozitif
E.coli oranlarina yaklagmasi direngli suslarin toplum i¢inde yayginlastigini gosterir.
Ayrica calismamizda cinsiyet, hastaneye yatis 0ykiisii, kronik hastaliga sahip olma,
evcil hayvan besleme, yakin zamanda antibiyotik kullanim gibi 6zelliklerin GSBL
ureten E.coli tasiyiciligma etkisi istatistiksel olarak degerlendirilmis, bu 6zelliklerin
risk faktorii olmadigi bulunmustur.

GSBL iireten bakterilerdeki coklu antibiyotik direnci, bu bakterilerin hizla
yayllmasina ve olusturduklar1 enfeksiyonlarin tedavisinin zorlagsmasma neden
olmaktadir. Bu durum hem insan saglig1 icin hem de ekonomik olarak olduk¢a 6nemli
ve tizerinde ¢alisilmasi gereken bir konudur. E.coli suslar1 insandan insana dogrudan
temas, hayvan salgilariyla temas veya besin zincirine bulasarak, hayvanlar ve insanlar
arasinda yayilabilmektedir. Ayrica E.coli’ler hem tip hem de veterinerlik alaninda
tedavi basarisizliklarina yol agan direng genlerinin biiyiik bir kismina sahip olabilirler.
Son yillarda E.coli izolatlarinda artan sayida direng geni tanimlanmustir ve bu direng
genlerinin ¢ogunun horizontal yolla kazanildig1 bildirilmistir. (Poirel et al., 2018).
GSBL enzimleri penisilinler, 1-4. kusak sefalosporinler, monobaktamlar1 hidrolize
eder, (sefamisinler ve karbapenemler etkilenmez) beta-laktamaz inhibitorleri ile
inaktive olurlar. Ayrica bu enzimleri tasiyan bakteriler diger antibiyotik gruplarina
(aminoglikozidlere, trimetoprim-siilfametoksazole ve Kkinolonlar gibi) direncli
olabilirler. Yurti¢i ve yurtdisinda GSBL iireten E.coli suglarinmn antibiyotiklere direng
profillerinin arastirildig1 ¢aligmalarda, izolatlarn genellikle karbapenem ve
aminoglikozid gruplarina duyarli olduklar1 bildirilmistir. Meksika’da yapilan bir
caligmada, GSBL fireten E.coli suslarinin meropeneme %98, siprofloksasine %88,

trimetoprim-sulfametoksazole %72, gentamisine %58 ve amikasine %14 oraninda
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duyarli oldugu bildirilmistir (Gallegos-Miranda et al., 2021). Yine son yillarda yapilan
bir ¢aligmada GSBL iireten Enterobacteriaceae Uyelerinin en duyarli olduklari
antibiyotiklerin sirasiyla ertapenem, amikasin ve siprofloksasin oldugu bildirilmistir
(Subramanya et al., 2021).

Ulkemizde yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde, Kurt Azap ve arkadaslar1
tarafindan yapilan ¢alismada, GSBL iireten E.coli izolatlarmm tiimii imipenem,
meropeneme %86’s1 amikasine, %67’si piperasilin-tazobaktama, %43’{i gentamisine,
%39’u siprofloksasine duyarli bulunmustur (Kurt Azap et al., 2007). Son yillarda
tilkemizde yapilan ¢alismalara bakildiginda GSBL {ireten E.coli suslarinmn en duyarl
olduklar1 antibiyotik  gruplarmin karbapenemler, aminoglikozidler oldugu
gorulmektedir. Bununla birlikte florokinolonlar, aminoglikozidler, trimetoprim-
stilfametoksazol, piperasilin-tazobaktam ve karbapenem grubu antibiyotiklere karsi
direng gelisiminde bir artis oldugu gézlenmektedir. (Gorgeg et al., 2015, Kiirekci et
al., 2017, Hazirolan et al., 2018).

DSO-Orta Asya ve Avrupa Antimikrobiyal Direng Siirvseyans Ag1 (CAESAR)
2021 raporuna gore Tiirkiye’deki invaziv enfeksiyonlardan iiretilen E.coli izolatlarinin
aminopenisiline %74.8, igiincli kusak sefalosporinlere %350.2, florokinolonlara
%50.9, karbapenemlere %4.8, aminoglikozidlere %24, kombine direng (3.kusak
sefalosporin+ florokinolon+ aminoglikozid) 9%15.9 oraninda direngli oldugu
yaymlanmistir (WHO, 2021)

Calismamizda GSBL iireten 50 E.coli izolatinin tiimii ampisiline, %82-94,
3.kusak sefalosporinlere, %68’1 sefepime, %76’s1 aztreonama, %4’ ertapeneme,
%781 amoksisilin-klavulanik asite, %42’si piperasilin-tazobaktama, %6’s1 amikasine,
%14°1 gentamisine, %38’1 siprofloksasine direncli, tiimii meropenem ve imipeneme
duyarli bulundu. Aminoglikozid ve kinolon direng oranlarinin Ulusal E.coli direng
raporundaki oranlardan diisiik oldugu goriildii.

GSBL direng genlerinin en sik saptanan tipleri TEM, CTX-M, OXA, SHV tipi
enzimlerdir (Castanheira et al., 2021). Ulkemizde Cigek ve arkadaslarmin yaptiklari
bir galigmada ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 404 GSBL pozitif E.coli susundaki
en yaygin enzim tliriiniin CTX-M oldugu, bunu sirastyla TEM ve SHV enzimlerinin
izledigi bulunmustur. CTX-M Ureten E.coli’lerin biiyiikk bir kisminm idrar

orneklerinden izole edilen suslar oldugu bildirilmistir (Copur Cicek et al., 2013).
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Kiirek¢i ve arkadaslar1 Asi nehrinden irettikleri GSBL pozitif E.coli’lerde %68
oraninda CTX-M tipi beta laktamaz enzimi saptamislar ve izolatlarin higbirinde SHV
ve OXA direng genlerinin bulunmadigini bildirmisleridir (Kirekci et al., 2017).
Gorgeg ve arkadaslar1 hastane kokenli GSBL {ireten E.coli izolatlarinda en yiiksek
oranda CTX-M tipi enziminin oldugunu ve bunu sirasiyla TEM, OXA, PER ve SHV
tipi enzim oranlarinin izledigini, 76 izolatn 25’inde TEM ve CTX-M enzimlerinin
birlikte bulundugunu bildirmislerdir (Gorgec et al., 2015). Baska bir ¢alismada 203
adet GSBL pozitif E.coli izolatinin %83,5’inde CTX-M enzimi bulunmustur (Aktas et
al., 2017). Hazirolan ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada E.coli izolatlarinda en
yaygin GSBL diren¢ geninin CTX-M (%98) oldugunu bulunmuslardir. Bagka bir
calismada, 100 GSBL pozitif E.coli izolatinda %92 CTX-M, %70 TEM, %21 SHV ve
%3 oraninda OXA enzimleri bulunmustur. Bu ¢alismada E.coli’lerin %83’t idrar
kiiltliriinden izole edilmistir (Bektas et al., 2018). Giir ve arkadaslarinin hastanede
yatan hastalara ait klinik 6rneklerden iiretilen bakterilerdeki en yaygin direng geninin
CTX-M tiirevleri oldugunu ve bunu TEM direng geninin izledigini rapor etmislerdir
(Gdr et al., 2008). Bektas ve arkadaslarmin gesitli klinik 6rneklerden izole edilen
GSBL pozitif 100 E.coli izolatiyla yaptiklari ¢alismada izolatlarin %92°sinde CTX-M,
%70’inde TEM, %21’inde SHV ve %3’iinde OXA-2 enzimi saptamislar, PER, VEB
ve GES enzimlerine hi¢bir susta rastlamamilardir (Bektas et al., 2018).

Diinya genelinde yapilan ¢alismalara bakildiginda iilkemizde oldugu gibi en
yaygin GSBL direng enziminin CTX-M oldugu goriilmektedir. Calismalarda
genellikle hastanede yatan ya da ayakta tedavi i¢in hastanelere bagvuran ve diger saglik
kuruluslarindaki hastalardan izole edilen E.coli suslar1 kullamilmustir (Fang et al.,
2008, Dallenne et al., 2010, Gallegos-Miranda et al., 2021).

Calismamizda GSBL Ureten E.coli suslarmin %82’sinde TEM, %68’inde
CTX-M ve %10’unda OXA genleri, %40’inda TEM ve CTX-M, %10’unda TEM,
CTX-M ve OXA genleri birlikte bulundu. Sonuglarimiz TEM tipi gen oraninin yiiksek
olmas1 bakimindan iilkemizde yapilan ¢alisma sonuglarindan faklilik gosterdi. Bu
sonucun c¢aligmaya aldiimiz izolatlarin klinik izolatlar degil, toplum kaynakli
izolatlar olmasmdan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Orneklerimizde SHV geninin

bulunmamasi iilkemizde yapilan bazi ¢alisma sonuglartyla (Copur Cicek et al., 2013),
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PER, GES, VEB genlerinin saptanamama sonucu ise Bektas ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢caligma sonucuyla uyumlu bulundu (Bektas et al., 2018).

PCR tabanli yontemler arasinda, ERIC PCR, farkli suslar1 ayirt etmek i¢in
basit, kesin ve uygun maliyetli bir genotipleme teknolojisidir. ERIC dizileri, E.coli
dahil Enterobacteriaceae familyasi iiyelerindeki ¢ok sayida bakteri genomunda
bulunur. ERIC PCR yontei kullanilarak E.coli izolatlar1 arasindaki genetic iligki
arastirilabilir. Yapilan bir ¢alismada ¢esitli klinik 6rneklerden elde edilen 351 E.coli
izolat1 igerisinde kolistine direngli olan 38 izolata ERIC PCR yontemi uygulanmis ve
izolatlarin 36 kiimeye ayrildigi bildirilmistir. Izolatlar’in 4°iin(in ayn1 paterne sahip
oldugu, diger izolatlarn genetk cesitlilik gosterdigi bulunmustur (Moosavian &
Emam, 2019). Mozambik’te {niversite Ogrencilerinin fekal kolonizasyonunun
arastirildig1 bir ¢alismada, 35 E.coli izolatinin ERIC PCR ile tiplendirilmesi sonunda
izolatlar 15 kiimede toplanmis ve izolatlarin benzerliklerinin az oldugu belirtilmistir
(Chirindze et al., 2018). Iran’da saglikli kisilerde GSBL iireten Enterobacterales
tiyeleriyle olan fekal tasiyicilik arastirilmis, izole edilen E.coli’lerin ERIC PCR ile
genetik iliskisinin bulunmadig: bildirilmistir (Habibzadeh et al., 2022).

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen ¢oklu ilag direngli 41 E.coli izolati,
ERIC-PCR ile benzerlik orani % 60 olarak segilerek 14 kiimeye ayrilmis, bu izolatlarin
22’sinin GSBL iirettigi bildirilmistir, MDR E.coli izolatlarinin 6nemli 6lgtide klonal
heterojenite sergiledigi rapor edilmistir. Klonal olarak benzer izolatlarin antibiyotik
duyarhlik profilleri veya B-laktamaz enzim iiretimlerinin farkli oldugu bildirilmistir
(Jena et al., 2017) Mwanza ve arkadaslarnin yaptigi bir ¢alismada ¢ift¢ilik,
hayvancilik ve sebze iiretimi yapilan bolgelerden topladiklar1 giibre, sebze ve balik
numunelerinden izole edilen 48 E.coli izolat1 % 90 benzerlik orani baz alinarak 9 farkl
kiimeye ayrilmigtr. Bu ¢aligma, suslarmm kontaminasyon yoluyla insanlara
gegebilecegini ve bu durumun mikrobiyal saglik riski potansiyelini gdstermistir
(Mwanza et al., 2021). ERIC-PCR ile yakinlik iliskilerinin arastirildigi ¢alismalarda
farkli klinik 6rneklerden izole edilen E.coli’lerin biiyiik heterojenlik gosterdigi rapor
edilmistir (Mun’im et al., 2014, Ramazanzadeh et al., 2012, EI-Badawy et al., 2017).
Yapilan bir ¢caligmada, yeni dogan yogun bakim iinitesinden toplanan drneklerden
izole edilen E.coli’lerin genetik olarak benzer olduklar1 ve ortaya ¢ikan bir salgindan
sorumlu olduklar1 ERIC-PCR ile belirlenmistir (Shakil et al., 2010). Bir Universite
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hastanesinde yatan kanser hastalarinin idrar 6rneklerinden izole edilen E.coli suslari
arasindaki benzerligin ERIC-PCR ile arastirildig1 diger bir ¢aligmada izolatlar arasinda
yiiksek diizeyde genetik yakinlik bulunmustur. izolatlar bu ¢alismada ii¢ ana kiimeye
ayrilmislardir (Mahmoud et al., 2020). Bu sonuglara gére yogun bakim tiniteleri ya da
hastaneler gibi belirli bolgelerden izole edilen suslarin genetik olarak benzer
bulunmalar1 ayni susun yayilarak enfeksiyona yol agtigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda, 50 izolatin ERIC PCR ile elde edilen bant profilleri %85
benzerlik oranma gore degerlendirildiginde, izolatlar 30 kiimede toplanmislardi.
Kiimeler i¢indeki izolatlar arasinda benzerlik oranlar1 > %95 ve {izeri olanlar ayn1 sus
olarak kabul edildi. Buna gore A kiimesindeki iki izolat (22, 23), P kiimesindeki iki
izolat (32, 39), R kiimesindeki (¢ izolat (31, 35, 36), V kiimesindeki iki izolat (1, 2)
ve X kiimesindeki iki izolatin (11, 4) birbirlerine benzerlik oranlar1 > %95°di. Boylece
bu kiimelerdeki izolatlarin ayn1 klondan olduklar1 sonucuna varildi. P kiimesindeki iKi
izolatin ayni enzim tiplerini (TEM+CTX-M), ayn1 direng profilini sergiledigi goriildii.
ERIC PCR sonucuna gore izolatlar arasinda genetik heterojenlik oldugu, benzer
izolatlarin az sayida bulundugu saptandi. Bu sonu¢, GSBL iireten E.coli lerin farkl
kaynaklardan kazanildigini disiindiirdii. Buldugumuz enzim gruplarinin alt tipleri
olanaklar dahilinde belirlenemedi. Bu durum yurdumuzda yapilan ¢alismalarda elde
edilen enzim alt tipleri oranlariyla karsilastirma yapmamizi engelledi.

Bagirsak dis1 patojenik E.coli suslari, bagirsak dismdaki viicut bélgelerinde
idrar yolu, kan dolagimi, prostat ve diger enfeksiyonlara neden olabilen ¢ok yonlii
bakterilerdir. insanlarm ve hayvanlarm bagirsak mikrobiyotasinda yer edinirler ve bu
rezervuardan ekstraintestinal enfeksiyonlara neden olmak igin ortaya ¢ikarlar. EXPEC
suslari, hem hastane hem de toplum kaynakli ¢ok sayida insan enfeksiyonundan
sorumludur. EXPEC suslar1 ayrica, yeni antibiyotik direng genlerinin yayilmasinda da
etkilidirler.

E.coli ST131, ekstraintestinal patojenik Ozellikte, dinya genelinde yaygin
olarak saptanan ¢oklu ilag direncine sahip bir klondur. Tanimlandig: yildan sonraki ti¢
yil icinde, hizla kiiresel yayilim gostermistir. ST131 klonu MLST analiziyle
belirlenmektedir. MLST analizi zaman alan, yogun emek gerektiren ve pahali bir
testtir. Bu nedenle ST131 klonunu saptayabilen PCR yontemleri gelistirilmistir. Bu
yontemlerde farkli gen bdlgelerini hedefleyen primerlerle PCR protokolleri
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olusturulmustur (Clermont et al., 2009, Dhanji et al., 2010). Calismamizda ST131
klonunun varhig iki farkli primer setinin kullanildigi iki PCR protokolu ile arastirildi.
pabBspe primerlerinin kullanildigi birinci PCR testinde, 50 izolatin 47’sinin E.coli
ST131oldugu saptanirken, 19. Bolgeye 6zgii ST131 primeri kullanilarak yapilan ikinci
PCR sonucunda 50 izolatm 5’inin (%10) E.coli ST131 oldugu bulundu. Birinci PCR
ile ¢cok yiksek oranda ST131 E.coli bulunmasi nedeniyle bu deneyler iki kez
(bakterilerden tekrar DNA izole edildi) tekrarland1 ve sonucun degismedigi goriildii.
pabBspe primerinin kullanildig1 birinci PCR deneyleriyle ST131 olarak saptanan ve
ikinci PCR deneyiyle (19. Bolge primeri kullanilarak yapilan PCR) ST131 olarak
saptanmayan 5 izolatim MLST analiziyle 5 farkli klona (ST10, ST6834, ST349,
ST8712, ST34) ait olduklar1 bulundu. 19. Bélge primeri kullanilarak yapilan PCR ile
ST131 bulunan diger 5 izolatin hepsi MLST analiziyle de ST131 olarak saptandi.
Clermont ve arkadaglar1 kendilerinin tasarladigi pabBspe primerlerinin 3’ bazinda
olusan degradasyon nedeniyle PCR deneylerinin yanlis pozitif sonuglanabilecegi ve
bu durumun allele 6zgl her PCR yontemlerinde olabilecegini bildirmislerdir. Hem
yazarlarm bildirdigi ¢alismamizda uyguladigimiz birinci PCR protokoliine yonelik
yanlis pozitif sonu¢ alinabilecegi bilgisi, hem de ¢alismamizda elde ettigimiz MLST
analiz sonuglarina gore, ikinci PCR protokoliiyle elde ettigimiz ST131 orani dikkate
alindi. Buna gore, GSBL pozitif 50 susun 5’inin ST131 klonu oldugu sonucuna varildi.
Bu nedenle s6zii edilen bu primer setiyle ST131 olarak elde edilen sonuglarin, MLST
yontemiyle de dogrulanmasini 6nermekteyiz.

Cesitli tilkelerde ekstraintestinal enfeksiyonlardan ve bagirsak florasi iiyesi
olan E.coli izolatlarinda ST131 klon varhigini arastiran bir ¢ok ¢alisma yapilmustir.
Klonunun goriilme sikligmm diinyadaki c¢esitli bolgelerde degistigi goriilmektedir.
E.coli ST131 izolatlarinin, idrar yolu enfeksiyonu olan hastalardan en sik izole edilen
etken oldugu, klinik o6rneklerden izole edilen GSBL pozitif izolatlarin %70'ini,
florokinolona direngli izolatlarm %78'ini ve toplam E.coli izolatlarinin %38'ini
olusturdugu bildirilmistir (Pitout & Finn, 2020). Martischang ve arkadaslar1 uzun
stireli bakim merkezindeki kisilerden 10 y1l boyunca izole edilen 236 GSBL iireten
E.coli susunun %58’inin ST131 klonuna ait oldugunu bildirmislerdir (Martischang et
al., 2021). Giiney Tayvan'daki bir tip merkezinde saglik muayenelerine katilan saglikli
yetiskinlerden, fekal GSBL iireten E.coli veya E.coli ST131 tastyiciligma iliskin risk
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faktorlerini analiz etmek i¢cin 724 diski Ornegi toplanmis ve incelenmistir.
Yetiskinlerdeki asemptomatik GSBL pozitif E.coli tasiyiciligi %1,9 (14/724), E.coli
ST131 tastyiciligr ise %3 (22/724) olarak saptanmistir. 14 GSBL iireten E.coli
izolatinin 2’sinin (14,3) ST131 klonuna ait oldugu belirlenmistir. Calismada bulunan
GSBL pozitif E.coli tagiyicilik oraninin Asya kitasinin diger bolgelerinde rapor edilen
oranlardan daha diisiikk oldugunu bildirmislerdir. (Wu et al., 2019). Baska bir
calisgmada GSBL iireten 52 E.coli izolatinin 22’sinin (%42) ST131 klonuna ait oldugu
ve GSBL dreten 52 E.coli izolatmm 16’smin (%30) CTX-M-15 tip beta laktamaz
urettigi bildirilmistir (EI-Badawy et al., 2017).

Calismamizda da ST131 klonuna ait oldugu belirlenen 5 izolatin 4’tinde CTX-
M tipi beta laktamaz enzimine rastlanmasi ve yine 5 izolattan 3’iiniin siprofloksasin
direncine sahip oldugu sonucu diinyada ve iilkemizde yapilan g¢alismalarin
sonuglartyla ortiismektedir. Diinyada ve Tirkiye’de yapilan ¢alismalarin sonuglari
incelendiginde ST131 klonu olarak tespit edilen E.coli’lerin ¢ogunlukla CTX-M-15
tipi beta laktamaz Urettikleri ve florokinolon grubu antibiyotiklere direnc gosterdikleri
raporlanmigtir (Castanheira et al.,, 2021, Copur Cicek et al., 2013). Aktas ve
arkadaglarinin Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesine gonderilen idrar
orneklerinden izole ettikleri 203 GSBL pozitif E.coli susunda PCR yontemi ile ST131
klonunu arastirdiklar1 ¢alismada 81 (%39,9) susun ST131 klonuna ait oldugunu
bulmuslardir (Aktas et al., 2017). Ulkemizde yapilan baska bir ¢calismada Hacettepe
Universitesi Hastanesinde pediatrik hastalar haric tutularak idrar 6rneklerinden izole
edilen 104 siprofloksasin direncli E.coli susu Clermont ve arkadaslarnm oOnerdigi
primer setleri kullanilarak PCR yontemi ile arastirilmis ve izolatlarm %31,7’si O25b
ST131 klonuna ait oldugu belirlenmistir (Demirci-Duarte et al., 2020). Cizmeci ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada 251°1 idrar Orneklerinden 50°si idrar dist
orneklerden izole edilen toplam 301 GSBL (reten E.coli izolatinin 110’u (%36,6) real-
time PCR yontemi ile ST131 klonu olarak tespit edilmistir. (Cizmeci et al., 2018).
Ulkemizde yapilan diger bir caliymada hastanede yatan ve ayaktan tedavi alan IYE’li
hastalardan izole edilen 101 adet E.coli izolatmin %22,27’sinin real-time PCR ile
ST131 klonuna ait oldugu saptanmistir (Demirci et al., 2019).

Calismamizda 50 adet GSBL pozitif E.coli izolatmin %10’unun ST131

klonuna ait oldugunu belirlendi. Calismamizda bulunan ST131 E.coli oranmin
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tilkemizde saptanan oranlardan daha disiik oldugu goriildi. Bunun nedeninin,
ulkemizdeki ¢aligmalarda saptanan E.coli ST131 izolatlarinin enfeksiyon etkeni olan
suslar arasindan belirlendigi, buna karsin ¢alismamizda bulunan ST131 izolatlarinin
toplum kokenli ve herhangi bir hastalik belirtisi gostermeyen kisilerden iiretilmesine
bagli olabilecegi diistiniildii.

Bagirsak dig1 enfeksiyonlara neden olan E.coli ST’leri arasinda en sik
rastlanilanlarin ST131, ST69, ST10, ST405, ST38, ST95, ST648 oldugu gosterilmistir.
Calismamizda MLST yontemiyle incelenen 10 izolatin 5’1 ST131, digerleri ST10,
ST34, ST349, ST683 ve ST8712 olarak belirlendi. E.coli ile ilgili baslica saglik
sorunlarindan birinin antimikrobiyal direncin yayilmasinda ST10, ST69, ST131,
ST405 klonlarinin rolii oldugu bildirilmistir (Garcia-Menifio et al., 2018).
Calismamizda da diinya genelinde riskli klonlar olarak ifade edilen bu ST’lerden
ST131 ve ST10 klonlarina ait izolatlar bulunmas1 6nemlidir.

Calismamiz Sivas yoresinde bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen GSBL
pozitif E.coli izolatlarinin orani, antibiyotik duyarliliklari, GSBL enzim tipleri, klonal
iliskileri ve E.coli ST131 klonunun varliginin gosterildigi ilk ¢alismadir ve ilimiz i¢in

veri saglamaktadir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

1. Toplam 161 bireyin 50’sinin (%31,05) GSBL pozitif E.coli tasidigi bulundu.

2. Bireylerin GSBL pozitif E.coli tasima oranlariyla, yas, cinsiyet, son alt1 ay i¢inde
hastaneye yatis Oykiisii, kronik hastaliga sahip olma, evcil hayvan besleme, son U¢
ay icinde antibiyotik kullanma ve son bir y1l i¢inde operasyon gecirme durumlar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi bulundu (p>0,05).

3. GSBL (reten izolatlarm ampisilin, seftazidim, sefotaksim, seftriakson,
amoksisilin-klavulanik asit, aztreonam, sefepim, trimetoprim/siilfametoksazol,
piperasilin tazobaktam, sefoksitin, siprofloksasin, gentamisin, amikasin ve
ertapeneme direng oranlar1 sirasiyla, %100, %94, %92, %82, %78, %76, %68,
%358, %42, %40, %38, %14, %6, %4°tl. Bitln izolatlar imipenem ve meropeneme
duyarli bulundu.

4. Izolatlarm 41’inde (%82) blarewm, 34’iinde (%68) blactx-m ve 5’inde (%10) blaoxa
geni bulundu. Izolatlarin 20’sinde (%40) blatem + blacrx-m, 5’inde (%10) blarem,
blactx-m, blaoxa genleri birlikte saptandi.

5. GSBL pozitif E.coli izolatlarinm ERIC PCR ile klonal iligkilerinin
degerlendirilmesi sonunda izolatlar %85 benzerlik oran1 baz alinarak 30 kiimeye
ayrild1. Izolatlarda klonal heterojenite goriildii.

6. Toplam 50 bireyin 5’inin (%10) E.coli ST131 klonu tasidig1 bulundu.

7. GSBL pozitif E.coli izolatlarmm 5’inin MLST analiziyle ST131 klonundan
oldugu, 5 izolatn ise ST8712, ST10, ST6834, ST349, ST34 klonundan olduklar1

bulundu.

Bu ¢aligma ile Sivas ilindeki bireylerin GSBL iireten E.coli bagirsak tasiyicilik
oraninin yiiksek oldugu ve ST131 pandemik klonunun bulundugu ile ilgili veriler elde
edildi. Hem toplumdan izole edilen hem de klinik érneklerden izole edilen daha fazla

sayida Ornek iceren ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varild.
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8. EKLER

Ek 1: Disk1 6rnegi veren goniilliilere uygulanan anket formu

CUMHURIYET UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK
KURULU ONAYLI 2018-06/27 NO’LU DOKTORA TEZi CALISMASINA
GONULLU KATILIM NUMUNE TESLiM FORMU

Numune numarast................... (Liitfen numune kabinin lizerindeki etikette yazan
kodu bosluga yaziniz)

Yasiniz:

Cinsiyetinizz oERKEK oKADIN

Soru 1. Son 6 ay iginde hastaneye yatis oykiiniiz var mi?
o Evet O Hayir

Varsa ne kadar zaman once hastaneye yattiniz?

0 2-6 ay Once o 1ay Once 0 1 aydan daha kisa siire 6nce
Soru 2. Kronik bir hastah@imiz var mi? (Diyabet veya bagirsak hastahigr)
tevE O OHayir

Varsa hastahi@inizin adi nedir?
Soru 3. Evcil hayvanimiz var m?

o Evet o Hayir

Hangi hayvani besliyorsunuz?
Soru 4. Son 3 ay icinde herhangi bir hastalik sebebiyle antibiyotik ila¢ kullandiniz
mi?

o Evet o Hayir
Ne kadar zaman 6nce kullandiniz?
o 3 ay once o 2 ay once 0 1 ay veya daha kisa zaman 6nce

Soru 5. Son 1 yil icerisinde herhangi bir operasyon gecirdiniz mi?
o Evet o Hayir
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9. iZINLER

Ek 2: Sivas Cumhuriyet Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurul Onay1
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