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OZET

Infeksiyiz ishalin basta gelen etiyolojik ajanlarindan birisi olan Shigella spp. infeksiyonlar: major bir kiiresel halk saghgt problemi
olarak g(irﬁlme;{tedir, Bu ¢alismada 2005—2056 illarida Ankara ilinde d@é 'o'rnek?erinden izole edilmis olan Shigella suslarinin fenotipik
(antimikrobiyal direng profillerinin helirlenmesii/ve genotipik (PFGE-Degisken alanli jel elektroforezi) yontemlerle tiplendirilmesi amaglan-
mugtir. Bu sonuglardan hareketle Ankara iline ait Shigella spp. suglart icin ampirik tedaviye yon verebilecek bir antibiyotik duyarlilik bilgisine
ulasilmast ve antimikrobiyal duyarlilik yaninda PFGE analizi ile suslar arasinda muhtemel klonal iliskiyi ortaya koyarak bu%@ derecelerinin
belirlenmesi ve ileriye doniik infeksiyon kontrol onlemlerinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Calismaya 2005 ve 2006 yillarmda izole edilmis
ikisi Shigella dysenteriae 27'si Shigella sonnei olmak iizere toplam 29 Shigella susu dahil edilmigtir. Suglar 17 farkli antibiyoti§e duyarlilik-
lart agisindan degerlendirilmistir. Suglarin antibiyotik duyarhilik sonuglarina gore bes farkl profil elde edilmigtir. Calisilan suglarin tiimii
siproﬂoksasin, amikasin, imipenem, tobramisin, gentamisin, kloramfenikol ve aztreonama duyarl bulunmustur. Ampisiline bes (% 17.2),
ampisilin-sulbaktama bir (% 3.4), piperasiline bes (% 17.2), tetrasikline 18 (% 62), trimetoprim-siilfametoksazol’e 21 (% 72.4) sus direngli
olarak saptanmigtir. Suslar arasinda dort tane Egenigletilmig spektrumlu beta laktamaz (ESBL) pozitif S.sonnei susu tespit edilmistir. Xbal
enzimiyle elde edilen genomik DNA’larin PFGE analizleri sonucunda S.sonnei suslart icin bes major, S.dysenteriae suglari icin ise bir PFGE
profili elde edilmistir.

PFEGE ile elde edilen bulgulara gore; 2005 ve 2006 yillar: Shigella suslart arasinda yapilan kiyaslamalarda genotipik homojenitenin
biiyiik olgiide korundugu gozlenmistir. §u§lur arasmda ayirt edilemez ya da yakin iligkili pe;(/ cok susun olmast bu donemde gerceklesen vaka
kiimelenmelerinin ayni bakteriyel kikenden olabilecegini ve devam eden bir Zlonun varhgm diisiindiirmektedir. Antimikrobiyal direng pro-
filleri farkly iken PFGE profilleri identik ;/u da yakn iliskili ¢ikan pek cok susun varligr, PEGE nin epidemiyolojik tiplendirmede antimikrobi-
yal direng profillerine gore daha duyarli sonuglar verdigini diisiindiirmektedir. Ancak Shigella splp, suglarimn antimikrobiyal duyarlilik
calismalayimin yapimasinin ampirik tedavi icin her zaman yol gosterici oldugu akildan ¢ikarilmamalidir.

Ulkemizde sporadik ya da salgin seklinde vakalara neden olan Shigella spp. suglarinin bolgelere gore dagilimlarini degerlendirmek ve
dogrulamak icin daha cok sayida ve uzun donemleri kapsayan calismalarin yupzfmasz erektigine inanmaktayiz.

Bu calismalara ek o;izmk, bildirilen suslarm klonal iligkilerinin genotipik ti §endirme yb‘ntemleriy]‘/e ortaya konulmasi; salgmlarin
dogrulanmasinda giivenilir bilgiler sunacak, bulas yollar: ve kaynaklarinin bu sekilde tespiti, infeksiyon kontrol ve tedavilerinde eti?in yon-
temler gelistirilmesine onemli katki saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: antibiyotik duyarlhiligi, degisken alanli jel elektroforezi, epidemiyoloji, PFGE, Shigella spp.
SUMMARY

Investigation of Antibiotic Susceptibilities and Pulsed Field Gel Electrophoresis Genotypic Profiles of Shigella Strains
Produced from Clinical Specimens

Shigella spp. are among the major etiological agents of infectious diarrhea, and their infections are regarded as a major global public
health problem. The aim of this study was to characterize Shigella strains isolated from stool samples between 2005-2006 in Ankara, using
phenotypic (determining the antimicrobial resistance profiles) and genotypic (pulsed-field gel electrophoresis; PFGE) methods. By employing
these results, we aim to acquire a knowledge about the antibiotic sensitivity of the Shigella spp. strains in Ankara that could guide empirical
treatment; in addition, we aim to reveal t%e possible clonal relationship between the isolates by PFGE analysis, to determine the degree of
infections, and to develop preventive measures against infections. A total of 29 Shigella strains (fwo Shigella dysenteriae and 27 were Shigella
sonnei) isolated in 2005 and 2006 were included in the study. The isolates were evaluated for their sensitivities against 17 different antibiotics.
Five different profiles were determined according to the isolates’ sensitivity. All isolated were sensitive to ciproﬁoxacin, amikacin, imipenem,
tobrumycin, gentamicin, chloramphenicol and aztreonama. Five isolates (17.2 %) were resistant to ampicillin, one isolate (3.4 %) was resistant
to ampicillin sulbactam, five isolates (17.2 %) were resistant to piperacillin, 18 isolates (62 %) were resistant to tetracycline, and 21 isolates
(72.4 %) were resistant to trimetoprim-sulfametoxazole. Four extended spectrum beta-lactamase (ESBL) positive S.sonnei strains were detec-
ted among the isolates. PFGE analysis of Xbal-digested genomic DNAs revealed five major isolates of S.sonnei and one PFGE profile for
S.dysenteriae isolates.

According to PFGE findings; the genot%pic homaogenity was substantially conserved between the Shigella strains isolated in 2005 and
2006. Considering that various strains were either indistinguishable or closely related, we suspect that the case clusters could share a common
bacterial origin, and at least one clone continues to persist. Many isolates were distinct from each other in terms of their antimicrobial resis-
tance pro]ﬁles; yet, their PFGE profiles were identical or closely-related. This ﬁndinﬁ suggests that PFGE provides more accurate results in
epidemiological typing compared fo antimicrobial resistance profiles. However, it should be noted that the antimicrobial sensitivity studies
using Sl‘z/{?ella spp. isolates is always instructive for the empirical treatment.

e believe that there is a need for additional studies that cover longer terms to evaluate and confirm the geographical distribution of
Shigella spp. strains which cause sporadic cases or epidemics in our country.

In addition to the forementioned studies, determining the clonal relationships between the isolates by genotyping will provide accurate infor-
mj:ftion to confirm epidemics, and detecting the route and the source(s) of infection will aid to develop more effective methods to control and treat these
infections.

Keywords: antibiotic sensitivity, epidemiology, PFGE, pulsed field gel electrophoresis, Shigella spp.
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GIRIS

Infeksiyona bagli ishaller basta gocuklar
olmak {izere yasli, debil ve immiin siipresif
hasta gruplarimi ve diisiik sosyoekonomik sevi-
yedeki poptilasyonlar1 etkilemekte ve yasami
tehdit edici sonuglar dogurabilmektedirler.
Infeksiy6z ishalin bagta gelen etiyolojik ajanla-
rindan birisi olan Shigella spp. infeksiyonlari
major bir kiiresel halk saghg: problemi olarak
goriilmektedir. Shigella sonnei gelismekte olan ve
gelismis {tilkelerde ishallerin 6nemli bir sebebi
olup Tiirkiye i¢in yakin dénemlerin en sik bildi-
rilen Shigella serogrubu haline gelmistir®®.

Akut diyareden ciddi dizanteriye kadar
degisen hastalik tablolar1 olusturan sigelloz
vakalarinda uygun antimikrobiyal tedavi ile
hastalik stiresi kisalabilmekte ve hayati tehdit
eden ciddi komplikasyonlar 6nlenebilmektedir.
Ne yazik ki Shigella spp. suslar siklikla kullani-
lan antimikrobiyallere direngli hale gelmistir.
Antimikrobiyalle tedaviye direng gelistiren sus-
lar bolgeden bolgeye farkliliklar gosterdiklerin-
den lokal epidemiyolojik bilgiler sigelloz tedavi-
sinde ampirik tedavinin dogru yapilmasi agisin-
dan 6nemli olmaktadir@.

Infeksiyon hastaliklarimin epidemiyoloji-
sinde olgulardan izole edilen mikroorganizma-
lar arasindaki epidemiyolojik iliskinin gosteril-
mesi biiytik 6nem tasimaktadir. Genellikle sal-
ginlara yol agan etiyolojik ajanlar es ya da yakin
iligkili klonlardan koken almaktadir. Infeksiyon
etkenlerinin alt tiplerine gore siniflandirilmasi,
toplumsal ya da hastane kaynakli salgimlarmn ve
infeksiyon kaynaginin belirlenmesi ile yayilimi-
nin takibini, viriilan suslarin saptanmasini,
infeksiyon sebebiyle tedavi edilen hastalarda
reinfeksiyon veya relapsin degerlendirilmesini
ve asilama programlarmin izlenebilmesini miim-
kiin kilmaktadir®.

Tiplendirme amaci ile 1980’lerin baslarina
kadar kullanilmis olan fenotipik yontemler
ayristirma gliclerinin diistikligii, degiskenlikle-
rin fazla olmasi, sonuglarin geg elde edilmesi,
6zel ve yogun laboratuvar calismalarimi gerek-
tirmesi gibi nedenlerle yerlerini genotipik tip-
lendirme  yontemlerine  birakmaktadir.
Genotipik tiplendirme yontemlerinden “Pulsed
Field Gel Electrophoresis” (PFGE), ayristirma
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glictiniin ve tekrarlanabilirliginin ytiksek olmasi
nedeniyle bircok etiyolojik ajan igin altin stan-
dart olarak kabul edilmektedir®.

Bu calismada 2005-2006 yillarinda gaita
orneklerinden izole edilmis olan Shigella suslari-
nin fenotipik (antimikrobiyal direng profilleri-
nin belirlenmesi) ve genotipik (PFGE analizi)
yontemlerle tiplendirilmesi amaclanmistir. Bu
sonuglardan hareketle Ankara iline ait Shigella
spp. suslari icin ampirik tedaviye yon verebile-
cek bir antibiyotik duyarlhilik bilgisine ulasilmasi
ve antimikrobiyal duyarlilik yaninda PFGE ana-
lizi ile suslar arasinda muhtemel klonal iliskiyi
ortaya koyarak bulas derecelerinin belirlenmesi
ve ileriye doniik infeksiyon kontrol dnerilerinin
gelistirilmesi hedeflenmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan suslar ve epidemiyolo-
jik ozellikleri

Calismamizda 2005 ve 2006 yillar1 boyun-
ca toplanarak stoklanmis olan 27 adet S.sonnei
ve iki adet S.dysenteriae susu kullanilmistir.

Stok suslarin canlandirilmasi ve biyokimyasal
dogrulama islemleri

-80°C’de saklanmis olan stok suslarinin
Eosin-metylene-blue (EMB-Salubris) ve Salmo-
nella-Shigella (SS-Salubris) agarlara yapilan
pasajlar1 36°C’de bir gecelik inkiibasyona bira-
kaldiktan sonra besiyeri plaklarinda laktoz nega-
tif koloniler ileri identifikasyon islemlerine tabi
tutulmustur. Sitrat, Kligler iron agar, iire, argi-
nin ve lizin besiyerlerinde tipik Shigella reaksi-
yonu gosteren suslar, Shigella antiserumlari
(RSHM) ile lam agliitinasyonla dogrulanmigtir.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri
Antimikrobiyal duyarlilik testi Clinical
and Laboratory Standards Institute standartlari-
na gore disk diftizyon yontemi ile ¢alisilmigtir®.
Antibiyotik olarak Beckton Dickinson tarafin-
dan tiretilmis BBL markali seftriakson (30 pg),
sefazolin (30 ng), cefalotin (30 pg), sefuroksim (5
pg), ampisilin (10 pg), ampisilin-sulbaktam (10 pg),
amoksisilin-klavulanat (30pg), imipenem (10
png), piperasilin (100 png), trimetoprim-
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stilfametoksazol (SXT, 23.75/1.25 ng), kloramfe-
nikol (30 ng), siprofloksasin (5 pg), amikasin (30
pg), tobramisin (10 pg), gentamisin (10 ug), tet-
rasiklin (30 nug), aztreonam (30 pg) kullanilmis-
tir. Kalite kontrolti E.coli ATTC 25922 susu ile
yapilmistir. Suslar duyarlilik farklarina gore
gruplandirilmigtir.

Suslarin genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (ESBL) agisindan pozitif olup olmadigi
sefotaksim, seftazidim ve amoksisilin-klavulonat
disklerinin senkronize kullanildig: cift-disk
sinerji yontemiyle tespit edilmistir®®.

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Antibiyogram tiplendirmesi gerceklestiri-
len 29 Shigella susu 2005-1 [1-10 no’lu suslar],
2005-2 [11-20 no’lu suslar], 2006 [21-29 no’lu
suslar] seklinde ti¢ gruba ayrilmistir.

PFGE uygulamasmda Durmaz ve ark.®%nin
Gram negatif Enterobacteriaceae icin optimize
ettikleri protokol izlenmistir. Suslar oncelikle
FastDigestXbal enzimi ile kesilmis, bu enzim ile
suslar arasinda yeteri kadar heterojenite saglan-
madig1 gozlenince, ikinci bir enzim olan
FastDigestNotl ile secilmis suslar tizerinde dene-
meler yapilmustir. FastDigestNot! ile kesilen sus
DNA’larma uygulanan elektroforez isleminde
ise diger kosullar sabit kalmak kaydzile “switch”
zamani 5-33 sn. ve iglem siiresi 22 saat olarak
degistirilmistir.

Sonuclarin gozlemlenmesi ve analizi
Elektroforezden sonra jel, 5 ug/ml etid-
yum bromiir igeren 400 ml ultra saf su icine
alinmistir. Yirmi dakika boyunca boyanmaya
birakilmistir. Boyanan jel “’Gel logic 2200 ima-
ging system” (ayrim glicti: 1780x1280 pixel,
Kodak Company, NY, ABD) kullanilarak DNA
bant goriintiilerinin fotografi cekilmistir.
Resimler “TIFF” formatinda kayit edilmisgtir.

Tablo 2. Antimikrobiyal direng profilleri ve sikliklar:.

profillerinin arastirilmasi

"GelCompare II” yazilim sistemi (version 3.0;
Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belcika)
kullanilarak bant profilleri analiz edilmistir.
Oncelikle her resimde bulunan {ic adet standart
(1,7,15. kuyucuklarda yiriitiilen) yardimi ile
resimler arasi normalizasyon yapilmistir.
“Unweighted pair group method with mathe-
matical averaging” (UPMA) kullanilarak PFGE
profillerinin dendogrami olusturulmus ve
kiimelesme analizleri yapilmistir. Bantlara bagl
“Dice” benzerlik katsayisina gore suslar arasin-
daki iligki belirlenmistir. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, % 1-1.5
olarak alinmistir. Tenover ve ark.®? tarafindan
gelistirilmis kriterler kullanilarak suslar ayni,
yakin iliskili, muhtemel iliskili ve iliskisiz olarak
degerlendirilmistir.

BULGULAR
Calismaya alinan 29 Shigella susunun yer
ve tarih dagilimlar1 Tablo 1’de verilmistir.
Susglarm 27’sinin (% 93.1) S.sonnei, ikisinin (% 6.8)

S.dysenteriae oldugu belirlenmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan suglarim dagilim.

Izolasyon yeri, yil Say1

Ankara, Eyliil, 2005
Ankara, Ekim, 2005
Ankara, Kasim, 2005*
Ankara, Temmuz, 2005*
Ankara, Agustos, 2006
Ankara, Eyliil, 2006
Ankara, Ekim, 2006

N R RO

*Bu tarihlerde birer adet S.dysenteriae susu izole edilmistir.

Calisilan suglarin tiimii siprofloksasin,
amikasin, imipenem, tobramisin, gentamisin,
kloramfenikol ve aztreonama duyarli bulun-

Direng fenotipi Direng profili Sus No. %

S Tiim antibiyotiklere duyarl 1,8,12,13,14,18,19,20,27 27.5
RI SXT, TET 2,3,5,6,10,11,17,21,22,23,24,28,29 44.8
RII* CRO, CZ, CE, CEM, AMP, PIP, SXT, TET 4,79,15 13.7
RIII AMP, SAM, PIP, SXT, TET 16 34
RIV SXT 18,25,26 10.3

CRO: seftriakson, CZ: sefazolin, CF: sefalotin, CFM: sefuroksim, AMP: ampisilin, SAM: ampisillin-sulbaktam PIP: piperasilin, SXT:

trimetoprim-siilfametoksazol, TET: tetrasiklin *ESBL pozitif
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Sekil 1. FastDigest Xbal PGFE goriintiisii, 2005-1.grup [1-10]
S:Standart sus.

GGS GGS

Sekil 3. S.sonnei FastDigest Xbal PFGE profili.

mustur. Ampisiline bes (% 17.2), ampisilin-
sulbaktama bir (% 3.4), piperasiline bes (% 17.2),
tetrasikline 18 (% 62), SXT’ye 21 (% 72.4) susun
direngli oldugu tespit edilmistir. Antimikrobiyal
duyarliliklar: gruplandirildiginda bes farkli pro-
fil elde edilmistir (Tablo 2).

Iki farkli enzimle kesilen bant profilleri
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Sekil 2. FastDigest Notl PFGE goriintiisii, 2005-1.grup [1-10]
S:Standart sus.

PFGE paterni Sus No
N A 12
L A 13
Ll A 14
I B 15
I B 17
L B 18
LI B 18
LT ¢ "
L] c 27
. c 28
LT c 20
IR D 22
Lol D 23
T D 24
. D 2
L D 2
I D 21
NI D1 7
[ ] |1 D2 10
Ll E 2
LT E 3
L E 4
L E s
1] E 6
LIl E 8
LDl E °
LT E1 1

karsilastirildiginda ortak profil olan suslarin
enzimlere gore farklilik gostermedigi goriilmiis-
tir (Sekil 1 ve 2). Bu nedenle dendogram analiz-
lerinin yalnizca FastDigestXbal ile elde edilen
jeller {izerinden yapilmasina karar verilmistir.
PFEGE profil tiplendirmesi yapilan 2005 ve
2006 yillarina ait 29 Shigella susundan S.sonnei
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GGS GGS

Sekil 4. S.dysenteriae FastDigest Xbal PFGE profili.

Tablo 3. Suslarn direng fenotipleri ve PFGE profilleri.

izolasyon yeri, tarihi Sus Direng PFGE
No fenotipi* profili
Ankara, Eyliil, 2005 1 S El
Ankara, Eyliil, 2005 2 RI E
Ankara, Eyliil, 2005 3 RI E
Ankara, Eyliil, 2005** 4 RIT E
Ankara, Eyliil, 2005 5 RI E
Ankara, Eyliil, 2005 6 RI E
Ankara, Ekim, 2005** 7 RII D1
Ankara, Ekim, 2005 8 S E
Ankara, Ekim, 2005** 9 RII E
Ankara, Ekim, 2005 10 RI D2
Ankara, Ekim, 2005 11 RI C
Ankara, Ekim, 2005 12 S A
Ankara, Ekim, 2005 13 S A
Ankara, Ekim, 2005 14 S A
Ankara, Ekim, 2005** 15 RII B
Ankara, Kasim, 2005 16 RIIT B
Ankara, Kasim, 2005 17 RI B
Ankara, Kasim, 2005 18 RIV B
Ankara, Temmuz, 2005 19 S F
Ankara, Kasim, 2005 20 S F
Ankara, Agustos, 2006 21 RI D
Ankara, Eyliil, 2006 22 RI D
Ankara, Eyliil, 2006* 23 RI D
Ankara, Eyliil, 2006* 24 RI D
Ankara, Eyliil, 2006 25 RIV D
Ankara, Eyliil, 2006 26 RIV D
Ankara, Eyliil, 2006 27 RI C
Ankara, Ekim, 2006 28 RI C
Ankara, Ekim, 2006 29 RI C

*bkz. Tablo 2, ** ESBL pozitif, k: kardes sug

i¢cin bes major kiime saptanmugtir. Ayrica kiime
D ile yakin iliskili iki sus (D1-D2) ve kiime E ile
yakin iliskili bir sus (E1) belirlenmistir (Sekil 3).
S.dysenterige suglarinin her ikisi de aymni kiime
igerisinde yeralmis (F) ve bu kiime ile S.sonnei
suglart arasinda herhangi bir iliski bulunama-
mustir (Sekil 4). Major PFGE profillerinin kendi
iclerinde alt tiplere ayrilmasiyla S.sonnei icin
sekiz PFGE profili elde edilmistir.

Caligilan suslarin epidemiyolojik bilgileri,
antimikrobiyal direng profilleri ve PFGE tipleri
Tablo 3’'te goriilmektedir.

Calismaya dahil edilen 27 S.sonnei susun-
dan elde edilen sekiz PFGE tipinden en sik
goriilen iki tanesi esit sus sayisina sahip olan D
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profillerinin arastirilmasi

PFGE paterni Sus No
[ | | F 19
LLld F 20

ve E profilleridir. D profilinin tiyeleri RI (n=4) ve
RIV (n=2) antibiyotik direng profili (ADP) gos-
termektedir. Bu profille yakin iliskili oldugu
belirlenen D1 tipli sus RII ADP sergilerken D2
tipinde RI ADP goriilmiistiir. E profilinde RI
(n=4) ve RII (n=2) ADP gosteren suslarla birlikte
bir adet tiim antibiyotiklere duyarh sus bulun-
maktadir (8 no’lu sus). E profili ile yakin iligkili
olan E1 tipli bir numarali susun da tiim antibi-
yotiklere duyarli oldugu goriilmiistiir. C profi-
lindeki dort susun da ADP’lerinin ayni oldugu
gozlemlenmistir (RI). Benzer sekilde A kiimesi-
nin de ADP agisindan homojen bir grup oldugu
tespit edilmistir (S). B profilinin tiyeleri olan
dort susun ise ADP yoniiyle en heterojen kiime-
yi olusturduklar1 belirlenmistir (RI, RII, RIII,
RIV).

Calismaya alman S.dysenteriae suslari igin
belirlenmis olan F profilindeki iki susun da
calismada kullanilan tiim antibiyotiklere duyar-
I1 oldugu tespit edilmistir.

TARTISMA

Sigellozlar infektif dozlarinin diisiik olma-
st nedeni ile kisiden kisiye bulasin kolay ve
sekonder atak hizinin yiiksek oldugu, zaman
zaman biiyiik epidemilere yol acan infeksiyon-
lar olup, ozellikle bes yas alti ¢ocuklarda ve
diinya genelinde 6nemli bir saghk sorunu ola-
rak giincelligini korumaktadirlar®®2.

Infeksiyon hastaliklar1 etkenlerinin alt tip-
lere smiflandirilmasi; toplumsal veya nozokomi-
yal salginlarin ve infeksiyon kaynagmin saptan-
masi ile yayiliminin takibi, organizmalarin viri-
lan suslarmin belirlenmesi, bir infeksiyon nede-
niyle tedavi edilen hastalarda reinfeksiyon veya
relapsin degerlendirilmesi ve asilama programla-
rinin izlenebilmesini mimkiin kilmaktadir®®.

Fenotipik tiplendirme yontemleri; ayris-
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tirma gticlerinin zayif olmas: ve farkli zamanlar-
da uygulandiklarinda degisik sonuclar elde
edilmesinden dolay:r tekrarlanabilirliklerinin
diisiik olmasi, ayrica degiskenliklerinin fazla ve
sonuglarinin geg¢ elde edilmesi gibi nedenlerle,
1980°li yillardan itibaren yerlerini genotipik
yontemlere birakmaktadirlar®.

Ik kez 1984 yilinda Schwartz ve Cantor®
tarafindan tanimlanmis olan PFGE, genotipik
yontemler i¢inde ayristirma giicii ve tekrarlana-
bilirligi yiiksek oldugu icin giintimiizde pek ¢ok
etiyolojik ajan i¢in altin standart olarak kabul
edilmektedir21%2). Shigella tiirlerinin PFGE ile
tiplendirilebildigini ise ilk kez Soldati ve
Piffaretti® 1991’de bildirmislerdir.

Ulkemizde goriilen ishallerin insidansi
kesin olarak bilinmemekle birlikte, her yil 1 ile
1.5 milyon kisinin ishale yakalandig1 ve biiyiik
c¢ogunlugunu ¢ocuklarin olusturdugu 30,000
kadar ishale bagl 6liim oldugu tahmin edilmek-
tedir®. Cesitli ¢alismalarda ishal sikayetiyle
bagvuranlarin digkilarindan Shigella spp. izolas-
yon sikliginin % 2 ile % 11.4 arasinda ve
Salmonella izolasyon sikligimnin ortalama dort
kat1 kadar oldugu bildirilmistir®. Tiirkiye
genelini kapsayan ayrintih epidemiyolojik veri-
ler mevcut degildir. Ankara bolgesinde 80°1i y1l-
larin sonundan baslayarak S.sonnei izolasyon
sikliginda artis gozlenmistir®. Aysev ve ark.
©’min calismasinda Ankara bolgesinde artik S.
sonnei'nin en sik izole edilen tiir oldugu bildiril-
mektedir. Daha sonraki yillarda da S.sonnei
hakimiyetinin devam ettigini gdsteren yayinlar
mevcuttur®>17182559 - Pullukgu ve ark.®®nin
calismasinda genis bir Shigella kolleksiyonu
incelenmis ve S.sonmnei tiirtiniin baskin oldugu
gozlemlenmistir. Saran ve ark.®”’nin yakin
donemi kapsayan calismalarinda da Ankara igin
baskin kékenin S.sonnei oldugu dogrulanmistir.

Caligmamizda 2005 yili Eyliil, Ekim ve
Kasim aylarinda izole edilmis 18 Shigella sonnei
susu ile Temmuz ve Kasim aylarinda izole edil-
mis iki S.dysenteriaze susu; 2006 yili Agustos,
Eyliil ve Ekim aylarina ait dokuz S.sonnei sugu-
nu iceren vaka kiimelenmeleri degerlendirilip
birbirleriyle kiyaslanmas1 yapilmistir. Suglar 17
farkli antibiyotige duyarliliklari acisindan deger-
lendirilmistir. Suslarin antibiyotik duyarlilik
tablolarma gore bes farkli antimikrobiyal direng
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profili elde edilmistir. FastdigestXbal enzimiyle
gergeklestirilen restriksiyon islemi sonrasinda
yapilan PFGE analizi sonucunda 2005 ve 2006
yillarina ait 27 S.sonnei susu igin bes major, iki
adet S.dysenteriae susu icin bir PFGE profili elde
edilmistir.

Ankara bolgesinde yapilan calismalarda;
Ceyhan ve ark.” 1994 yilinda izole ettikleri 150
S.sonnei susunun % 58’inde SXT direnci, %
10’'unda ampisilin direnci bildirmislerdir. Aysev
ve Giriz® 1993-1996 déneminde izole edilen 217
S.sonnei susunda SXT direncini % 55.3, ampisilin
direncini % 11.5 olarak tespit etmislerdir. Kuzucu
ve ark.® 1998-1999 yillar1 arasinda izole ettikle-
ri 28 S.sonnei susunda SXT direncini % 69.4 ve
ampisilin direncini % 8.3 rapor etmislerdir.
Akgali ve ark.® 1997-2000 ve 2001 yillarinda
Ankara’da izole ettikleri 17 S.sonnei susunda
SXT’ye direng oranini % 70.5 bulurken, ampisili-
ne % 23.5 direng tespit edilmistir. Ay ¢alisma-
da, suslarin tiimii gentamisin, seftriakson, imi-
penem, nalidiksik asit ve siprofloksasine duyar-
It bulunmus, kloramfenikole kars1 % 3.3 direng
tespit edilmis olup bu diren¢ Adapazari’nda
izole edilen suslarda gortilmiistiir. Karacan ve
ark.?”’nin 2002 Haziran ve Kasim aylar1 arasin-
da Dr. Sami Ulus Cocuk Hastanesi'ne bagvuran
198 sigellozlu hastay1 kapsayan calismalarinda
165 hastada S.sonnei izole edilmis, ampisilin
direnci % 13.6 iken, SXT direnci % 86.4 olarak
bulunmustur. Bu c¢alismada siprofloksasin
duyarliligr % 100 bulunurken sefotaksim ya da
seftriaksona duyarlilik % 98 olarak hesaplan-
mustir. Ozmert ve ark.®nin 1987-1994 ve 1995-
2002 yillarmi iceren periyotlari kiyaslayan calis-
masinda her iki periyotta da S.sonnei hakimiyeti
saptanmus, suslarin SXT direncinin % 39’dan %
70’e ¢iktig1 ampisilin direng oranlarmin da artti-
&1 tespit edilmistir. 1995-2000 yillar1 arasindaki
suslarda SXT’ye % 71.1, ampisiline % 22.6,
ampisilin-sulbaktama % 16.8, kloramfenikole %
20.6, gentamisine % 1.9, seftriaksona % 1.4
direng belirlenmistir. Bu ¢alismada direng oran-
larmi ytikselten suglarin genel olarak S.flexneri
suslan oldugu goze carpmaktadir. Ulkemizde bu
bulguyu destekleyen farkli ¢alismalar da
mevcuttur®3. Ozmert ve ark.” ayni gahsmada
siprofloksasine kars: direngli sus saptamamus, klo-
ramfenikol direnci agisindan da iki zaman periyodu
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arasinda fark olmadigini tespit etmiglerdir.

Bahsedilen calismalardaki sonuglarla ben-
zer sekilde bizim ¢alismamizda da S.sonnei haki-
miyeti gdzlenmistir (n=27 % 93.1). Mevcut iki
S.dysenteriae susu kullanilan tiim antibiyotikler
agisindan duyarl tespit edilmistir. 27 S.sonnei
susunun % 72.4'ti SXT"ye direngli iken ampisili-
ne % 17.2’si direncli bulunmustur. SXT direncin-
deki bu yiiksek oranlar Ankara ¢evresinde art-
mis direncin kanitlar olabilir. Ampisiline karsi
direngli suslarin tespiti de sigellozun ampirik
tedavisinde bu antimikrobiyalle tedavinin basa-
risiz olabilecegini gostermektedir. Ampisilinle
tedavinin basarisiz oldugu durumlarda sefalo-
sporinler tedavi secenegi olabilir®).

Caligmadaki tiim Shigella suslar siproflok-
sasine duyarl bulunmustur. Bu sonug siproflok-
sasinin sigelloz tedavisinde hali hazirda iyi bir
secenek oldugunun bir gostergesi olabilir.

Ustiin ve ark.®® Ankara ilindeki 6zel bir
hastanede 2001 yazinda S.sonnei izolasyon sikli-
gmin arttigini, 54 susun tamaminin ampisilin,
kloramfenikol, siprofloksasine duyarli ve SXT"ye
direngli oldugunu bildirmislerdir. Calismamiza
dahil edilen ti¢ sus bahsi gecen bu antimikrobi-
yal direng profili ile uyumluluk sergilemektedir.
Ancak bu suslarin genotipik yapilar1 hakkinda
bilgi sahibi olmadigimiz igin devam eden bir
klonun varligr hakkinda fikir yiirlitememekte-
yiz.

ESBL, sefamisin ve karbapenemler disinda
hemen tiim beta laktam antibiyotikleri inaktive
ederek ciddi terapotik problemler olusturmak-
tadir®. 1999 yilinda Hindistan’dan ESBL {ireten
S.dysenterige suslar1 rapor edilene kadar hentiz
ESBL pozitif Shigella suslarinin oldugu bilinme-
mekteydi®. Bu yaymu takiben Fransa, Kore,
Arjantin, Tayvan, Banglades, Israil, Izlanda gibi
pek cok tilkeden ESBL iireten suslarin raporlar1
yayinlanmistir®. A¢ikgoz ve ark.!) 2003 yilinda
Tiirkiye’den ilk ESBL pozitif Shigella sonnei rapo-
runu yayimnlamislardir. Bes sene sonra Acikgoz
ve ark.® 163 Shigella susunu igeren ¢alismalarin-
da 122 (% 79.7) Shigella sonnei susu arasindan
bes ESBL pozitif sus tespit etmislerdir.
Calismamizda 2005 yili Shigella sonnei suslari
iginde dort tane ESBL pozitif sus tanimlanmustr.
Bu suslarin tespiti sefotaksim, seftazidim ve
amoksisilin klavulanat disklerini kullanarak
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cift-disk sinerji testi ile tespit edilmigtir®.

Houang ve ark.M, 1986-1987 ve 1994-1995
yili Shigella flexneri ve Shigella sonnei suslarimni
igeren iki zaman periyodunu karsilastiran calis-
malarinda S.flexneri igin ampisilin, amoksisilin-
klavulanat, kloramfenikol, tetrasiklin ve SXT
direng oranlarinda artis tespit ederken, dort ve
daha fazla antimikrobiyal ajana direncli S.sonnei
suslarinin direng oranlar1 agisindan iki yil grubu
arasinda istatistiksel fark bulamamislardir. Xbal
enzimi kullanilarak yapilan restriksiyon islemi
sonrasi gerceklestirdikleri PFGE analiz ¢alisma-
larinda on yil sonra genetik yapinin oldukga
degistigi kanisina varmuslardir. S.sonnei igin ilk
zaman periyodunda tespit edilmis olan yedi
pulsotipin ikinci periyotta ortadan kalktigini ve
bu periyotta 6nceki periyotta olmayan {i¢ yeni
pulsotipin ortaya ¢iktigin1 ve bir pulsotipte de
artis oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢aligma-
mizda ardigik iki y1l boyunca toplanan suslarda
genotipik homojenitenin ¢ok biyiik 0lciide
korundugu goézlenmistir. Bahsi gecen ¢alismada
gozlenen genotipik heterojenite aradan gecen
zaman periyodunun uzunlugundan kaynaklan-
mis olabilir.

Liu ve ark.®®, 1987-1994 yillar1 arasinda
alt1 farkli infeksiyon vakasindan izole ettikleri
20 S.sonnei susuyla yaptiklari ¢alismada Xbal
enzimini kullanarak birisi kullanilan standart
susa ait olmak tizere yedi adet makrorestriksi-
yon profili elde etmislerdir. Alt1 vaka grubunu
epidemiyolojik iliskilerine gore basar ile ayir-
muslardir. Izolasyon sikligimin arttig1 {ig aylik bir
dénemde toplanmis sekiz sporadik susun hepsi-
nin tiim yéntemlerde ayru tipi gosterdigini sap-
tamislar ve bu suslarin toplulukta o dénemde
dolasan tek bir bakteriyel kokene ait olabilecegi-
ni diistinmiislerdir. Calismamizda da ayirt edi-
lemez ya da yakin iligkili pek ¢ok susun olmasi
bu dénemde gerceklesen vaka kiimelenmeleri-
nin ayni bakteriyel kokenden olabilecegini
distindtirmektedir.

Lin ve ark.®, 1996-1997 yillarini kapsayan
dénemdeki yedi Shigella salginindan izole edil-
mis 22 Sflexneri 3a susu lizerinde yaptiklari
PFGE calismasinda Xbal, Sfil ve Notl enzimleri-
nin {i¢linii de kullanmislardir. Xbal ve Sfil tim
suslar i¢in ayni PFGE profillerini ortaya ¢ikarir-
ken Notl'da farkliliklar gbzlemlenmistir. Her tig
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enzimle kesim islemleri sonucu ayni vaka grup-
larinda aynu profiller elde edilmistir. Ug enzim
kombinasyonu ile yedi vakada yedi kargilagtir-
mal1 profil elde etmislerdir. Sonucta kapali cog-
rafik alanlardan ayni zaman periyodunda izole
edilmis bazi suslarin ayni kaynaktan orjin aldig1
kanaatine varmiglardir. Bizim ¢alismamizda da
Xbal ve Notl ile, ayn1 vaka gruplarinda ayni
genotipik profiller ortaya ¢ikmustir. Lin ve ark.
@’nin galismasinda ayni vaka gruplarinda fark-
i enzimlerle DNA restriksiyonu yapilmasima
ragmen ayni genotipik profillerin elde edilmesi,
Xbal enziminin ayrim giiclinde bir sorun olma-
digmin bir gostergesi gibi goriinmektedir.

Malezyanin endemik sigelloz goriilen
degisik kesimlerindeki sporadik vakalardan
elde edilen 1997-2000 yillarmna ait 62 S.sonnei
susuyla yapilan bir ¢calismada suslarin yaklasik
% 29’u kullanilan tiim antimikrobiyallere duyar-
1 bulunmus, streptomisine % 62.9, SXT"ye % 37.1,
tetrasikline % 35.5, ampisiline % 6.5 ve kloram-
fenikole % 4.8 diren¢ saptanmistir. Calismada
elde edilen direng ytiizdeleri bizim ¢alismamiza
kiyasla diisiik oranlarda goziikmektedir. Ancak
bu ¢alismada saptanan kloramfenikol direncine
kargilik bizim c¢alismamizda kloramfenikol
direnci gdzlemlenmemistir. Bu ¢alismanin mole-
kiiler tiplendirme ayagi i¢in NotI ve Xbal enzim-
leri ile restriksiyon yapilarak genomik DNA’lar
elde edilmis, PFGE sonuglarma gore her iki
kiime analizinde ortak pek ¢ok bulgu elde edil-
mesine karsin, Xbal enzimiyle restriksiyonun,
¢alismanin diskriminatif giiciinii hafifce arttirdi-
g1 kanaatine varilmistir®™. Calismamizda da
Xbal enzimiyle suslar arasinda yeteri kadar
heterojenite saglanmadig1 kanaatiyle Notl ile
denemeler yapilmis, NotI'nin segilen suslar icin
Xbal enziminden daha ayirt edici bir profil olus-
turmadigi gorilmiistiir.

Hindistanin degisik bdlgelerindeki sal-
ginlardan ve hopitalize edilmis sporadik vaka-
lardan izole edilen 60 Shigella susu (20 S.dysente-
riae, 16 S.flexneri, 7 Shigella boydii, 17 S.sonnei) ile
yapilan baska bir ¢alismada 16 S.sonnei susunun
SXT, tetrasiklin, nalidiksik asit ve streptomisine
direngli oldugu, bir S.sonnei susunun da bu anti-
biyotiklere ilaveten ampisiline de direngli oldu-
gu tespit edilmistir. Antimikrobiyal direng sikli-
ginin ve determinantlarinin genis yayilim alani
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bulan spesifik klonlarin varligina bagh olup
olmadigmin cevabini bulmak amaciyla yapilan
Xbal PFGE sonugclarmin analizinde bizim bulgu-
larimizla benzer sekilde 11 S.sonnei susu arasin-
da ytiksek oranda genotipik homojenite oldugu
tespit edilmistir®@.

Japonya’da 2004 yili Agustos ayinda
Hawai’den gelen yolcularda sigelloz saptanmis-
tir. Tim vakalardan S.sonnei izole edilmistir. 15
susun Xbal restriksiyon enzimi ile elde edilen
genomik DNA'larinin PFGE sonrasi analizlerin-
de ikisi tek bantla ayrilan {igiinciisii de diger
ikisinden iki bant fark: gosteren ti¢ PFGE profi-
lini g6zlemlemiglerdir®.

Akcal1 ve ark.?’nin 1999 Marmara bolgesi
depremi sonrasi izlemde Izmit, Adapazari ve
Yalova’da izole edilen 13; 1997, 2000 ve 2001
yillarinda Ankara’da izole edilen 17 S.sonnei
susu ile yaptiklar1 calismada Xbal enzimiyle
restriksiyonu yapilarak elde edilen genomik
DNA’larin PFGE analiz sonuglarinda A (n=24)
ve B (n=6) olmak {izere iki ana grup ve ana
grupla yakin ve ya olas: iligkili alt tiplerinin
olusturdugu 15 PGFE profili elde edilmistir.
Ankara’da A ve A alt tipleri goriiliirken, B ana
PFGE profilinin Marmara bolgesinde yogunlas-
tigin1 tespit etmislerdir. Bu sonuca gore farkh
sehirlerde farkli donemlerde farkli S.sonnei alt
tiplerinin dolastig1 kanaatine varmislardir. Ayni
calismada iki kardesten izole edilen iki sus ara-
sinda tek bant farkliligi goézlemlenmistir.
Calismamizda Shigella infeksiyonu gecirmekte
olan iki kardesin digkilarindan izole edilen iki
S.sonnei susu icin ayni antibiyotik direng profili
ve PFGE profili elde edilmistir. Bu sonug infek-
siyon etkeni olan klonun aile i¢i bulasimi diistin-
diirmektedir. Ankara ili ya da Tiirkiye'nin diger
illerinde dolasan Shigella spp. suslarinin PFGE
tiplerinin bdlgelere gore dagilimini degerlendir-
mek ve dogrulamak icin daha ¢ok sayida ve
uzun siireli ¢alismalarin yapilmas: gerektigini
diistinmekteyiz.

Saran ve ark.®? calismalarinda mevcut
calismamizdaki bulgulara benzer sekilde S.son-
nei suglarinda en yiiksek direncin SXT’ye karsi
(% 97.9) goriildiigiinii ve en sik goriilen direng
modelinin TET ve SXT (% 16.3) oldugunu tespit
etmislerdir. Ay calismada 2001 y1l1 S.sonnei sus-
lar1 arasinda AMP direnci goriilmezken bizim
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calismamizda 2005-2006 yillarinda AMP direnci
% 17.2 tespit edilmis Saran ve ark.?? 2008 ve
2009 yillarinda bu oranin % 22.2'ye giktigini
belirlemislerdir. Bu ¢alismada 2008 ve 2009 sus-
larmin 2001 yilinda izole edilmis olan S.sonnei
salgin suslartyla ayni PFGE profili gosterdigi
saptanmig, Ankara’da ayni kokenin uzun
zamandan beri dolasimda oldugu kanaatine
varilmistir.

Ulkemizde salgmlarinin saptanmasi ve bu
infeksiyonlara neden olan etiyolojik ajanlar icin
giincel bir epidemiyolojik veri agina stirekli ekle-
nebilecek bilginin toplanmast ve bu verilerin 1s1-
gmda gerekli kontrol 6nlemlerinin alinmasi igin
laboratuvara dayah ajan bildirim sisteminin gelis-
tirilmesinin ¢ok 6nemli olacag1 kanaatindeyiz.
CDC (Centers for Disease Control and Prevention)
tarafindan yapilandirilmis PulseNet (http://
www.cdc.gov/pulsenet) slirveyans agina benzer
bir sistem olan UEPLA (Ulusal Enterik Patojenler
Siirveyans Ag1)nin yaygimnhg: arttikca salgin has-
taliklar agisindan giincel ve giivenilir bir epide-
miyolojik veri tabani saglanacagina inanmakta-
yiz.

Calismamizda yalnizca iki sus olmas:
nedeniyle, S.dysenteriae suslar1 arasindaki klonal
iliski hakkinda herhangi bir tartisma yapmami-
zm dogru olmadigimi diisiinmekteyiz. S.dysente-
rige tlirlin de igine alan ¢ok sayida suslarin
incelendigi yeni klonal iligkilerinin ortaya konul-
mast; olasi salginlarin dogrulanmasi, Shigella
spp. gibi énemli bir enterik patojenin bulas yol-
lar1 ve kaynaginin tanimlanmasi ve bu bilgilere
bagh olarak daha etkili kontrol Onerilerinin
gelistirilmesi agisindan yararli olacaktir.
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