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OZET

Idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE) en sik nedeni iiropatojenik Escherichia coli'dir
(UPEC) ve 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Bu tez ¢alismada idrar yolu enfeksiyonundan
izole edilen E.coli izolatlarinin antibiyotik duyarliligi, viriilans genlerinin varligi ve
biyofilm olusturma kapasitesi arastirildi.  Izolatlarm  %52.2  sefepim, %85.5
amoksisilin/klavulanik asit, %53.3 seftazidim, %26.6 nitrofurontoin, %56.6 sefiksim,
%37.7 gentamisin, %53.3 sefotaksim, %32.2 sefoxitin, %55.5 sefuroksim, %44.4
piperasilin/tazobaktam, %93.3 ampisilin, %37.7 seftriakson, %48.8 tobramisin, %28.8
fosfomisin, %61.1 siprofloksasin, %64.4 levofloksasin, %58.8
siilfametoksazal/trimetoprim, %90 ampisilin/sulbaktam, %?24.4 amikasin, %16.6
meropenem, %15.5 ertapenem ve %16.6 imipeneme karsi direngli oldugu tespit edildi. 90
E.coli'de viriilans faktor genlerinin (sfa, pap, hly, cnf, aer, afa ve fim) varligi arastirildi.
Elde edilen sonuglara gore toplam 86 susta viriilans faktor genlerinin varligi gozlendi. En
yiiksek oranda fim (%92.2) viriilans faktor geni suslarda tespit edildi. %30 Aer, %28.8 Afa,
%13 pap, %13 cnf, %3.3 sfa, %2.2 hly virulans faktér genleri suslar arasinda goriildii.
Ayrica 90 E.coli izolatinda 13 farkli viriilans faktor gen paterni belirlendi. Biyofilm
olusturma kapasiteleri degerlendirilen 90 E. coli izolatindan 42'sinin biyofilm olusturma
kapasitesine sahip oldugu belirlendi. Bunlarin 26's1 (%28,8) zayif, 12'si (%13,3) orta ve 4'i
(%4,4) giiclii biyofilm olusturdugu goriildi. Ayrica zayif biyofilm olusturan suslarin afa,
aer, cnf, afa+pap, orta derecede biyofilm olusturan suslar afa, aer ve cnf, giiclii biyofilm
olusturan suslar afa, aer+pap, pap+sfa+cnf viriilans faktorii genlerini tagidig: belirlendi.

Sonug olarak, idrar yolu enfeksiyonu énemli bir halk sagligi sorunu oldugundan, IYE
ile iliskili bakteriyel patojenlerde antibiyotik direnci, viriilans faktor genleri ve biyofilm

olusumunun arastirilmasi daha iyi tedavi se¢enekleri acisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Escherichia coli, Viriilans faktor geni

Vi



SUMMARY

The most common cause of urinary tract infections (UTI) is uropathogenic
Escherichia coli (UPEC) and is an important public health problem. In this thesis study,
antibiotic sensitivity, presence of virulence genes and biofilm formation capacity of E.coli
isolates isolated from urinary tract infection were investigated. The isolates, 52.2%
cefepime, 85.5% amoxicillin/clavulanic acid, 53.3% ceftazidime, 26.6% nitrofurontoin,
56.6% cefixime, 37.7% gentamicin, 53.3% cefotaxime, 32.2% cefoxitin, 55.5%
cefuroxime, 44.4% piperacillin/tazobactam, 93.3%. ampicillin , 37.7% ceftriaxone, 48.8%
tobramycin, 28.8% fosfomycin, 61.1% ciprofloxacin, 64.4% levofloxacin, 58.8%
sulfamethoxasal/trimethoprim, 90% ampicillin/sulbactam, 24.4% amikacin, 16.6%
meropenem, 15.5% ertapenem and 16.6%. imipenem were found to be resistant. The
presence of virulence factor genes (sfa, pap, hly, cnf, aer, afa and fim) was investigated in
90 E.coli. According to the total obtained, the presence of virulence factor genes was
observed in a total of 86 strains. The highest rate of fim (92.2%) virulence factor gene was
detected in the strains. 30% Aer, 28.8% Afa, 13% pap, 13% cnf, 3.3% sfa, 2.2% hly
virulence factor genes were seen among the strains. Also, 13 different virulence factor gene
patterns were determined in 90 E.coli isolates. The biofilm-forming capacity of 90 clinical
E.coli isolates were evaluated and it was determined that 42 strains formed biofilm. It was
observed that 26 (28.8%) of the biofilm-forming strains had weak, 12 (13.3%) moderate
and 4 (4.4%) strong biofilm-forming capacities. In addition, weak biofilm strains carry afa,
aer, cnf, afa+pap, medium biofilm strains carry afa, aer and cnf, and strong biofilm strains
carry afa, aer+pap, pap+sfa+cnf virulence factor genes. In conclusion, since urinary tract
infection is an important public health problem, investigating antibiotic resistance,
virulence factor genes and biofilm formation in bacterial pathogens associated with UTI is

important for better treatment options.

Keywords: Biofilm, Escherichia coli, Virulence factor gene
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Enterobacteriaceae familyasinin kamegili iiyesi Escherichia coli (E.coli),insan
gastrointestinal sisteminin normal mikrobiyal ekolojisinin 6nemli bir pargasidir. Ancak ¢ok
sayida E.coli tiirii vardir. Viriilans faktorleri ¢ok ¢esitli patotiplerde mevcuttur ve bu durum
cesitli klinik bulgulara neden olabilir (Kaper vd., 2004; Hamelin vd., 2006; Behzadi ve
Behzadi, 2007). Uropatojenik E. coli'nin (UPEC) hastaliga neden oldugu siirece gore,
UPEC'in patojenitesini kolaylagtiran birka¢ yaygin viriilans faktorii tiirii vardir ve bunlarin
her biri benzersiz bir gen tarafindan kodlanir. UPECler, bakterilerin idrar yolu sisteminde
kolonizasyonuna ve uzun stireli kaliciligina yardime1 olan birkag farkli viriilans faktorii
tasir (Wiles vd., 2008; Oelschlaeger vd., 2002). En sik UPECler de goriilen virulans faktor
genleri P fimbriae (pap), aerobactin (aer), afimbrial adezin I (afal), tip 1 fimbria, hemolizin
(hly), S fimbriae (sfa), desin fimbriae (CNF1) ve salgilanan ototransporter toksinidir (SAT)
(Arisoy vd., 2006; Sharma vd.,2007).

Bir tiir yapiskan molekiil olan fimbrialar, ylizey viriilans faktorleri arasindadir:
bakterilerin iiriner sistem konakg1 hiicrelerine baglanmasini tesvik eder. Uropatojenik E.
coli'deki yapisma molekiilleri, (i) bakteriyel hiicreyi ve konakei sinyal yollarini dogrudan
aktive ederek, (i) diger bakteriyel tiriinlerin konakg1 hiicrelere transferini kolaylastirarak ve
(ii1) bakteriyel istilay1 tesvik etmekte dahil olmak {izere ¢esitli yollarla viriilans1 artirabilir
(Mulvey, 2002). Bunlar arasinda ornegin: Tip 1 fimbrialar iiropatojenik E. coli'nin
baslangi¢ ve en yaygin viriilans faktorli olmasma ragmen, insan patogenezindeki kesin
islevleri hala anlasilmamustir (Bergsten vd., 2005; Snyder vd., 2004). Fimbriyal ugta yer
alan adezin alt birimi FimH, tip 1 fimbrialarin iirotelyal mannosile edilmis glikoproteinler
iiroplakin Ia ve Illa'ya (UPIIla) baglanmasina aracilik eder (Hull vd., 2000). ikinci en sik
goriilen tip olan P fimbria, ¢esitli polimerik liflerden olusur ve papA-K gen operonu ve
papG yapismasi tarafindan ifade edilen proteinlerin alt birimlerinden olusur (Servin, 2005;
Garcia vd., 1996). S fimbriae, F1C fimbriae, afimbrial Afa da IYE'lerin gelisimine katkida
bulunan diger 6rneklerdir (Foxman vd., 2000; Salyers ve Whitt, 2002). Lipopolisakkarit
(LPS) ve kapsiil, bakteri hiicrelerinin yiizeyinde de bulunan iki viriilans faktoriidiir

(Johnson, 2003).



Uropatojenik E. coli tarafindan iiretilen en énemli toksin, -hemolizin (HlyA) olarak
bilinen bir lipoproteindir (Guyer vd., 2002).

Biyofilm olusumu, biyofilm gelisimi olarak bilinen siire¢, bakterilere antibiyotiklere
kars1 daha iyi bir savunma saglarken ayni1 zamanda konakg1 hiicrelerinde yasamalarini ve
cogalmalarini  saglar. Siklikla tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarina (IYE) yol
actiklarindan, biyofilm olusturan iiropatojenik bakteriler antibiyotik tedavisine kars1 yiiksek
derecede dirence sahiptirler (Rijavec vd., 2008). Yapisal olarak bakteri hiicrelerinin
ylizeyine yapisan polimerik matris olarak bilinen bir matristen yapilirlar (Soto, 2014).
Biyofilm olusturan bakteriler proteinler, polisakkaritler ve hiicre dis1t DNA'dan olusan bir
matris tretir. Yapi, yapisma (bakteriyel adezinler tarafindan kolaylastirilir) ve bagisiklik
hiicrelerine tolerans, bu matrisin bakteri topluluklarina sagladigi faydalar arasindadir
(Limoli, 2014). Gram-negatif bakteriler (GNB), antibiyotiklere kars1 yliksek direngleri
nedeniyle diinyanin en Onemli halk sagligi sorunlari arasinda yer almaktadir. Bu
mikroorganizmalar yogun bakim {initesindeki (YBU) hastalar1 yiiksek risk altina soktugu
ve yiiksek morbidite ve mortaliteye yol agtigi i¢in hastanelerde klinik dneme sahiptir (Ak
vd., 2011; Oliveira ve Reygaert, 2023). Iki biiyiik grup, Enterobacteriaceae ve fermente
olmayanlar, ¢ogu klinik izolattan sorumludur; bununla birlikte Neisseria, Haemophilus
spp ., Helicobacter pylori ve Chlamydia trachomatis dahil ancak bunlarla siirli olmamak
tizere klinik agidan diger Gram-negatif organizmalarda mevcuttur (Hormozi vd., 2018;

Oliveira ve Reygaert, 2023).

1.1.1. Enterobakteriler

Enterobacteriaceae, dogada yaygin olarak dagilmis heterojen bir gruptur. Idrar yolu
enfeksiyonlari, zatiirre, ishal, menenjit, sepsis, endotoksik sok ve digerleri de dahil olmak
tizere insanlarda hastaliga neden olan ¢ok sayida genel/tiirle birlikte Gram negatif
izolatlarin yaklasik %80'ini olustururlar (Tan ve Yeow, 2010). Insanlar1 siklikla etkileyen
genel/tiirler, digerleri arasinda Escherichia, Proteus, Enterobacter, Klebsiella,
Citrobacter , Yersinia ,Shigella ve Salmonella'dir.

Mikroorganizmalar s6z konusu oldugunda laboratuvar karakterizasyonu onemli bir
bilesendir; bu nedenle, sporlanmayan, degisken hareketlilige sahip, oksijen varliginda ve
yoklugunda biiyliyen, glikoz fermente eden organizmalar olan, sitokrom oksidaz negatif
olan ve nitrat1 nitrite indirgeyebilen Enterobacteriaceae'nin 0Ozelliklerinin ortaya

¢ikarilmasi zorunludur (Tan ve Yeow, 2010; Oliveira ve Reygaert, 2023).
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Fermente edici olmayan Gram-negatif basiller (BNF), Enterobacteriaceae ile
karsilastirildiginda daha diisiik izolasyon sikligina sahiptir; ancak Ozellikle hastane
ortaminda ciddi, Oliimcil enfeksiyonlara neden olmalar1 nedeniyle ilgili bir
grupturlar. Ayrica yogun bakim {initesinde invaziv islemler uygulanan hastalarda firsatgi
hastaliklara da neden olurlar (Perry, 2017).Insan hastaligina neden olan ana BNF
mikroorganizmalar1 Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Burkholderia
cepacia, Burkholderia pseudomallei, Stenotrophomonas, Alcaligenesve Moraxella'dir.
Bunlar aerobik ve sporsuz olmalariyla 6ne c¢ikar; sekerleri oksidatif yoldan kullanarak
fermente edemezler (Perry, 2017; Oliveira ve Reygaert, 2023).

1.1.2. Etiyoloji

Gram-negatif bakteriler insanlarda hastaliga neden olma konusunda biiyiikk bir
yetenege sahiptir ve sindirim sistemi, sinir sistemi, idrar sistemi ve kan dolagimi gibi
organizmadaki hemen hemen tiim sistemlere ulasarak ishalli gastroenteriten menenjite
kadar neden olabilir. Bu tiir mikroorganizmalar bagirsaklarda, solunum yollarinda ve deride
kolonize olur, bu da ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde insan
organizmasinin diger kisimlarina yayilmasini kolaylastirir. Saglik calisanlarinin en biiyiik
zorluklarindan biri GNB patojeninin dahil oldugu alt solunum yolu nozokomiyal
enfeksiyonlarin1 tedavi etmektir ¢iinkii bu enfeksiyonlarin 6nemli bir kismindan sorumlu
olmalarina ragmen yiiksek oranda antibiyotik tedavisine yanit vermezler (Wenzler vd.,
2016; Oliveira ve Reygaert, 2023). Bir diger énemli endise ise diinya ¢apinda milyonlarca
insan1 etkileyen ve hijyen eksikligiyle iligkili olan Enterobacteriaceae'nin (Shigella spp.,
Salmonella spp., enteropatojenik E. coli) neden oldugu gastroenterittir (Crump ve
Heyderman, 2015; Oliveira ve Reygaert, 2023).

Ayrica, zamaninda tedavi edilmezse oliimciil olabilecek bir hastalik olan ve hem
toplumdan hem de hastane ortammdan bulasan menenjitten de sorumludurlar. Idrar yolu
enfeksiyonlar1 da ozellikle geng kadinlarda yaygindir Ancak bu enfeksiyonlar, ¢oklu
direncli bakterilerin hizla ortaya ¢ikmasiyla bir sorun haline gelmistir (Lee vd., 2016). Son
olarak bakteriyemi, yukarida bahsedilen mikroorganizmalarin gosterdigi diren¢ nedeniyle
bu enfeksiyonlarin énemli bir komplikasyonudur (Lee vd., 2016; Oliveira ve Reygaert,
2023).



1.1.3. Escherichia coli

E.coli, normal bagirsak florasinin bir pargasi oldugu bilinen Gram-negatif bir basildir
ancak ayni zamanda insanlarda bagirsak ve bagirsak dis1t hastaliklarin da nedeni
olabilir. Yiizlerce tanimlanmis E. coli susu vardir ve bunlar hafif, kendi kendini siirlayan
gastroenteritten bobrek yetmezligi ve septik soka kadar genis bir hastalik yelpazesine neden
olurlar. Viriilansi, E. coli'nin konak¢1 savunmasindan kagma ve yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1 direng gelistirme yetenegini saglar (Oliveira ve Reygaert, 2023).

Bagirsak hastaliklari, enterotoksijenik E. coli (ETEC), enterohemorajik E. coli
(EHEC) dahil olmak iizere STEC, enteroinvaziv E. coli (EIEC), enteropatojenik E. coli
(EPEC) ve enteroagregatif E. coli (EAEC) bir ¢ok tiir vardir (Mueller ve Tainter, 2024).
E.coli kommensal bagirsak florasinin bir pargasidir ve ayni zamanda hastanelerin ve uzun
stireli bakim tesislerinin zeminlerinde de bulunur, E. coli insan gastrointestinal kanalinda en
yaygin Gram-negatif bakteridir ve bu ortamda viriilanstan yoksundur (Mueller ve Tainter,
2024). Bununla birlikte, E.coli bagirsak yolunun disinda bulundugunda digerlerinin yani
sira idrar yolu enfeksiyonlarina (IYE), zatiirreye, bakteriyemiye ve peritonite neden olabilir
(Mylotte vd., 2002)

E. coli, kateterle iligkili UTI'ler ve ventilatorle iliskili pndmoni (VAP) dahil olmak
tizere nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli bir nedenidir (Sligl vd., 2006; Mueller ve
Tainter, 2024). E. colitoprakta, sebzelerde, suda ve az pismis etlerde de

bulunabilir. Patojenik suslar yutuldugunda insanlarda bagirsak hastaligina neden olur.

1.1.4. Epidemiyoloji

E. coli bagirsak hastaliginin yan1 sira bagirsak disinda enfeksiyona da neden olur. E.
coli'nin neden oldugu bagirsak hastaligina bes alt tipten biri neden olur ve bunlar O ve H
antijenlerine gore tanimlanir. O antijeni, lipopolisakkarit (LPS) dig zarinda bulunan
tekrarlanan bir polisakarit zinciri tarafindan belirlenir ve flagellum, H antijenini belirler
(Mueller ve Tainter, 2024).

¢ ETEC, kaynaklarin smirli oldugu ortamlarda sulu ishale neden olur ve genellikle
yeterli sanitasyonun olmadig1 bolgelerdeki yiyecek ve suda bulunur. Saglikli bir insanda
hastaliga neden olabilmek i¢in yaklagitk 100.000.000 organizmanin yutulmasi
gerekir. Gezgin ishaline neden olan en Onemli organizmadir. ETEC ayni zamanda

kaynaklarin smirli oldugu ortamlarda bebeklerde ve c¢ocuklarda ishal hastaliginin



dehidrasyonuna da onemli bir katkida bulunmaktadir (Kotloff vd., 2013; Mueller ve
Tainter, 2024).

e EPEC, kaynaklarin smirli oldugu ortamlarda o6zellikle bebeklerde ve kiigiik
¢ocuklarda sulu ishalin etken maddesi olarak tanimlanan ilk E. coli patotipidir ve sporadik
salginlardan sorumludur (Ochoa ve Contreras, 2011; Mueller ve Tainter, 2024). EPEC'in
neden oldugu ishal hastaligi ¢ogunlukla yutma yoluyla bulasir ancak kisiden kisiye de
yayilabilir (Mueller ve Tainter, 2024).

e EAEC, kaynaklarin sinirli ve kaynak agisindan zengin oldugu bdlgelerde akut ve
kronik sulu ishale neden olan bir organizmadir ve son zamanlarda giderek artan sekilde
seyahat eden ishalin bir nedeni olarak tanimlanmaktadir (Huang vd., 2006; Mueller ve
Tainter, 2024).

¢ EHEC/STEC, Shiga-toksin iiretir ve digerlerinin yani1 sira O157:H7 serotiplerini
icerir (Karch ve Bielaszewska, 2001; Mueller ve Tainter, 2024). EHEC/STEC, kontamine
trtinlerin (6rn. 1spanak, lahana, marul, meyve) ve az pismis sigir etinin tiiketilmesinden
sonra ortaya cikan biiyiik ishal salginlarindan sorumlu olmustur. EHEC/STEC ¢ig siit
tiriinlerinin tiiketimiyle baglantilidir. EHEC/STEC, isleme sirasinda kontamine olabilen
kiymada yaygin olarak bulunur. Mahsuller EHEC/STEC igeren giibre ile giibrelendiginde
sebzeler kontamine olur ve bu mahsullerden gelen su akist su sistemlerinde EHEC/STEC
bulunmasina yol agar. Nispeten diisiik asilar (102 CFU) hastalifa yol acarak g¢evreden
insanlara ve insanlardan insanlara bulagmayi kolaylastirir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
2019 yilinda bildirilen O157:H7 vakalarinin sayisi azalirken, O157:H7 dis1t EHEC/STEC
vakalarinin sayist bir Onceki yila gore %35 artmistir. Bunun nedeni muhtemelen
laboratuvarlarin E. coli O157:H7'yi O157:H7 olmayan suslardan ayirt etmesine olanak
tantyan organizmalari tamimlamak i¢in daha kolay bulunabilen PCR bazl
analizlerdir. EHEC/STEC enfeksiyonlar1 tim yas gruplarinda yaygindir, ancak
EHEC/STEC enfeksiyonlarindan kaynaklanan hemolitik iiremik sendrom (HUS) en ¢ok bes
yasin altindaki ¢ocuklarda ve 60 yasin tizerindeki yetiskinlerde gortliir (Tack vd., 2020;
Mueller ve Tainter, 2024).

¢ EIEC, Shigella ile yakindan iliskilidir ve az pismis etlerin ve kontamine sebzelerin
tiiketilmesiyle bulasir (Kaper vd., 2004; Mueller ve Tainter, 2024).

E. coli'nin neden oldugu bagirsak disi hastalik, bagirsak bakterilerinin viicudun diger

bolgelerine tasinmasindan veya hastanelerde ve uzun siireli bakim tesislerinde ¢evreye
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yayilmasindan kaynaklanir (Kaper vd., 2004). E. coli, insanlarda bagirsak dis1 hastaliklara
neden olan baskin Gram-negatif bakterilerdir ve digerlerinin yani sira idrar yolu
enfeksiyonu, karin ve pelvik enfeksiyon, zatiirre, bakteriyemi ve menenjite neden olabilir.

UPEC'in enfeksiyona neden olmasi i¢in, bunun nihai kaynagi, son olarak digki
rezervuarl gorevi goren insan konagin bagirsak sistemidir. Esas olarak kadinlarda goriilen
ilk adim, vajinal introitus ve periiiretral kanalda bakteriyel kolonizasyondur, Ozellikle
kolonizasyon, koruyucu vajinal doku kaybina paralel olarak gerceklesir (Mobley HL,
Donnenberg MS vd., 2009). Bu, mesaneye yiikselisi ve mesane epiteline (iiroepitelyum)
yapismay1 takip eder. Bunu semsiye hiicreler (iiroepitelyumun en dis katmanidir) tarafindan
UPEC igsellestirmesi takip eder. Mesane hiicrelerinin i¢inde Dbakterilerin ¢ogu
ekzositozlanirken az bir kismi1 bu mekanizmadan kacarak sitozole girerek IBC'leri (hiicre
ici bakteri topluluklari) olusturur. Bu hiicre i¢i bakteriler ¢ogalmayi biraktiginda, QIR
(hareketsiz hiicre i¢i rezervuar) olarak bilinen baska bir agsamaya girerler ve tekrarlayan
UTI ataklarinin arkasinda kalirlar.

Bu sekilde alt idrar yolu enfeksiyonu bobreklere ilerleyerek kan dolagimina girerek

tirosepsise neden olma giiciine sahiptir (Mobley vd., 2009; Kaur vd., 2022).

1.2. UPEC'te antimikrobiyal diren¢

Komplike olmayan ve komplike vakalar da dahil olmak iizere tiim semptomatik [YE
vakalar1 i¢in genellikle antimikrobiyal tedavi Onerilmektedir.Bir antibiyotigin sec¢imine
neden olan ajanin spektrumu ve duyarlilik modelleri, belirli endikasyondaki etkinligi, tolere
edilebilirligi ve yan etkileri, maliyetleri ve bulunabilirligi vb. dikkate alinmalidir (Kaur
vd., 2022). Komplike olmayan vakalarin tedavisinde en yaygin kullanilan
antimikrobiyaller arasinda nitrofurantoin, kotrimoksazol bulunur (birinci basamak),
fosfomisin ve pivmesilinam (alternatif), florokinolonlar (ikinci basamak). Komplike
vakalarda seftriakson, sefepim, piperasilin-tazobaktam, aminoglikozidler ve karbapenamlar
kullanilmaktadir (Avrupa Uroloji Dernegi, 2020; Kaur vd., 2022). Uluslararas
kilavuzlar, komplikasyonsuz idrar yolu enfeksiyonu tedavisinde nitrofurantoin, fosfomisin
trometamol ve trimetoprim-siilfametoksazoliin kullanilmasin1  6nermektedir. Bu gibi
durumlarda florokinolonlar, komplike idrar yolu enfeksiyonu ve hafif ila orta dereceli
piyelonefritin tedavisinde kullamildiklar1 i¢in bir kenara birakilmalidir (Avrupa Uroloji

Dernegi, 2020; Kaur vd., 2022).



IYE'ler ve dzellikle tekrarlayan IYE'ler, direnci artiran antibiyotiklerin énemli dlgiide
kullanimiyla iliskilidir. UPEC'te antimikrobiyal diren¢ ve c¢oklu ilaca direngli (MDR)
UPEC'in yayilmasi, ozellikle tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu olan kadinlarda endise
verici bir klinik sorundur (Ochoa vd., 2016). Antimikrobiyallerin artan etkisizligi, MDR
UPEC'n (ii¢ veya daha fazla smifta en az bir antibiyotige direng) ve XDR UPEC'in (en az
iki veya daha az siiftan en az birine direng) ortaya ¢ikmasina yol agmistir (Ochoa vd.,
2016; Kaur vd., 2022).

Direncten sorumlu cesitli mekanizmalar sunlari icerir:

1. Bakteriyel mekanizmalar
Hedef sitenin devre dis1 birakilmasi
B-laktamaz enziminin varligi

Akis pompalari mekanizmasi

Y V VYV V

Transpozonlar, gen kasetleri, ekleme dizileri, integronlar vb. gibi hareketli genetik

unsurlar araciligiyla.

no

IYE patojeninin bakteriyel karakterizasyonu olmadan antibiyotik tiiketimi.

3. Antimikrobiyallerin recetesiz bulunmasi, dolayisiyla asir1 kullanimina yol agiyor.

1.2.1. Farkh Antibiyotik Siniflarindaki Ila¢ Direnci Mekanizmalari

1.2.1.1. Beta Laktam Ilaclar1

Hiicre duvar sentez inhibitorleridir. UPEC'teki ana diren¢ mekanizmalarindan biri, -
laktamaz enziminin iretilmesidir.Plazmitlerde bulunan genler. ESBL (genisletilmis
spektrumlu B-laktamaz), B-laktamaz tiirlerinden biridir ve penisilin, sefalosporinler ve
monobaktamlara  diren¢  kazandirmaktan  sorumludur, ESBL'ler  sefamisinlere,
karbapenemlere ve beta laktamaz inhibitorlerine duyarlidir; bu nedenle bu gibi durumlarda
karbapenemlerin tercih edilen ilag haline gelmesine neden olur CTX-M, TEM ve SHV,
UPEC arasinda en yaygin goriilen ESBL'lerdir (Kot, 2019).

1.2.1.2. Florokinolonlar

Bakterisidal ilaglardir. DNA'nin sarilmasinda ve ¢oziilmesinde rol oynayan
topoizomeraz II (gyr A ve gyr B genleri tarafindan kodlanan DNA giraz) ve topoizomeraz
IV (parC ve parE) enzimlerini inhibe ederek islev goriir. Kolayca temin edilebilen oral

formiilasyonlar nedeniyle en yaygin olarak regete edilen ilaglardan biridir. Florokinolon
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direnci, kromozomal mutasyonlara, plazmid mutasyonlarina, antibiyotik aliminin
azalmasina neden olan dis membran proteinlerindeki degisikliklere ve digar1 akis pompa
sistemlerinin varligina baglh olabilir (Kot, 2019).

Gyr A QRDR'lerin DNA sekanslarindaki kromozomal mutasyon, yani kinolon
direncini belirleyen bolge, agirlikli olarak florokinolon direncinden sorumludur. Direng
ayn1 zamanda qnrA, qnr B ve qnr C gibi qnr genlerini iceren PMQR (plazmid aracili

kinolon direnci) genleri araciligiyla da aracilik eder.

1.2.1.3. Fosfomisin
Hiicre duvari sentezini erken asamalarda bloke eden bakterisidal bir ilagtir. Bu genis

capta Komplike olmayan IYE'nin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilagtir.

1.2.1.4. Trimetoprim-Siilfametoksazol

Folat sentez yolunu inhibe ederek ve dolayisiyla duyarli organizmada DNA sentezini
inhibe ederek calisir. Komplike olmayan sistit i¢in birinci basamak tedavi olarak yaygin
sekilde kullanilmasina ragmen, trimetoprim-siilfametoksazoliin kullanimi1 direnci nedeniyle
ampirik kullanim i¢in durdurulmustur, UPEC izolatlarinin %20'den fazlasi trimetoprim-

stilfametoksazole direnglidir (Kot, 2019).

1.2.1.5. Nitrofurantoin

Reaktif ara iiriinler, flavoproteinlerin etkisiyle nitrofurantoinden olusturulur ve bunun
sonucunda bakteriyel ribozomal proteinler etkisiz hale gelir. Bugiine kadar nitrofurantoine
kars1 direng, mevcut diger ilaclarla karsilastirildiginda ¢ok daha azdir; bu durum, bakteri
hiicresinde birden fazla hedefe etki etmesi ger¢cegine baglanmaktadir. NsfA ve nfsB genleri

gibi gen mutasyonlarina bagl olarak direng gelisebilir (Kot, 2019; Kaur vd., 2022).

1.3. UPEC'in Viriilans Faktorleri

UPEC'in kolonizasyonunu ve patojenitesini saglayan cesitli virlilans faktorleri
vardir. Bu faktorler ya genoma (kromozom) yerlestirme elemanlar1 ya da transpozonlar
yoluyla eklenir ya da plazmidler tizerinde kodlanir. Viriilans faktorleri, adezinler gibi
bakteriyel hiicre yiizeyi ve toksinler gibi salgilanan ve etki bdlgesine taginan faktorlerle

iliskilidir (Emody vd., 2003; Kaur vd., 2022).



1.3.1. Adhezinler

UPEC'in kolonize olmasi ve enfeksiyona neden olmasi i¢in, konak¢1 hiicre ylizeyine
baglanmay1 kolaylastiracak bazi yapiskan molekiillerle donatilmasi gerekir. Konake1
hiicreye baglilik kolonizasyon i¢in ¢ok 6nemli bir adim olarak kabul edilir, ¢linkii normal
durumlarda diizenli idrar akigi bakterilerin idrar Yyoluna kolonizasyonuna izin
vermez. UPEC'te bulunan yapiskan faktorlerin, pili veya fimbria adi verilen filamentli
ylizey organelleri formunda veya dis zarda filamentli olmayan proteinler seklinde bulunan

adezinler oldugu bilinmektedir.

1.3.2. P fimbria
Edén ve meslektaslari, 1976 yilinda, piyelonefrit vakalarindan kiiltiirlenen E. coli'nin,

digki orneklerinden elde edilen E. coli suslarina kiyasla pul pul dokiilmiis iiroepitelyal
hiicrelere daha fazla sayida baglandigini tespit ettiklerini kesfettiler. Bu giiclii yapisma,

izole edildiginde ayn1 zamanda {iroepitelyal hiicre yilizeyine de spesifik olarak yapisabilen
'fimbria'larin varligiyla baglantiliydi (Korhonen vd., 1998; Kaur vd., 2022). Bu tiir
fimbrialar1 eksprese eden bakteriler insan O eritrositlerini agliitine edebilir ve
hemaglutinasyon mannoz tarafindan inhibe edilemediginden Mannoza direnglidir. Bu tiir
agliitinasyon, bu yeni fimbrialar1 tip 1 fimbrialardan farkli kilmistir. Daha sonraki
caligmalar, bu yeni fimbrialarin, yani 'P fimbriae'nin baglandig1 reseptoriin, insan
eritrositlerinde ve tiroepitelyal hiicrelerde bulunan P kan grubu antijeninin bir bileseni olan
globoseries reseptdrii oldugunu ortaya cikarmistir. Ayrica bu antijenin, hiicre zarina
sabitlenmis bir lipit parcasina ve eritrosit yiizeyinde agiga ¢ikan bir karbonhidrat zincirine
sahip bir glikospingolipid (spesifik glikosiltransferazlar tarafindan sentezlenen ve
tiroepitelyal hiicreleri c¢evreleyen glikokaliks bileseni) oldugu tanimlanmistir, Bu
globoserisi glikosfingolipid reseptorleri (Gal-Gal), basta bobrekler olmak iizere idrar
yollarinin her yerine esit sekilde dagilmistir (Korhonen vd., 1998; Kaur vd., 2022).

P fimbrialarin enfeksiyonun ¢esitli asamalarinda UPEC viriilansin1 arttirdigi
sOylenmektedir. Bakterilerin bagirsak sisteminde daha uzun siire kalmasina ve
kolonizasyon plani ve artan enfeksiyonla ilerlemesi ile idrar yolunda daha giiclii bir sekilde
yayllmasina yardimci olurlar (Wullt vd., 2001; Kaur vd., 2022). Yani idrar yoluna
ulastiklarinda E. coli P fimbriae'ye sahip suslar tutunur, varligimi siirdiiriir ve gelismis

bagisiklik tepkisi varliginda bile (iicret benzeri reseptorler 4'lin devreye girmesi ve sitokin



olusumu) bobrekleri istila eder ve bakteriyemiye neden olabilir. Bu nedenle vakalarin
%90'indan fazlasinda P fimbria ile akut hastalik siddeti arasinda bir korelasyon
vardir. Bununla birlikte, <%20 asemptomatik tasiyicilar da bu P fimbrialar1 eksprese
eder. Adhezin kompleksi pap geni EFG dizileri tarafindan kodlanir. PapG siif 1 ile IV
alelleri tarafindan kodlanan PapG adhezinin 3 molekiiler varyanti vardir, bunlar sonugta
klinik sonuglar1 etkileyen farkli reseptor baglanma tercihlerine sahiptir (Otto vd., 2001;
Kaur vd., 2022). Ornegin, piyelonefrit ve bakteriyemiye neden olan suslar arasinda alel
simif II baskinken, sinif III siklikla sistitli kadinlarda ve ¢ocuklarda goriiliir (Otto vd., 2001;
Kaur vd., 2022).

1.3.3. Tip | Fimbrialar

Tip I fimbrialar, IYE'de cok énemli bir viriilan faktdr olarak kabul edilir, ancak
patojenik ve ayn1 zamanda kommensal suslar tarafindan ifade edildikleri i¢in bunlarin kesin
bireysel roliinii anlamak zordur. E. coli Enterobacteriaceae ailesindeki diger cinsler
dahil. Ayrica frekanslar arasinda da anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir.fimaz ya da
¢ok viriilan suslar arasinda yer alan gen (tip I fimbrialar1 kodlayan) igerir (Kaur vd., 2022).
Bu fimbrialar, UPEC'in ¢ogunun kromozomunda bulunan dokuz geni i¢eren bir operon
tarafindan su sirayla kodlanir: fimB, fimg, fimA, fiml, fimC, fimD, fimF, fimG, fimH;bunlar
kodlayan yapisal ve diizenleyici proteinlerdir (Mobley vd., 2009; Kaur vd., 2022).

Tip I fimbrialar tiroplakin Ia ve Illa'ya (iirotelyal mannosile glikoprotein) baglanir.
FimH alt birim (Bien vd., 2012; Kaur vd., 2022). FimH tip I fimbrialarin ug
proteinidir. Ayrica integrinler, fibronektin, Tamm-Horsfall proteini (THP) gibi diger hiicre
ylizeyi proteinlerine de baglanabilir. Bu baglanma veya etkilesim, istilada yer alan sinyal
yollarinin uyarilmasi i¢in gerekli olan molekiiler fosforilasyon olaylariyla sonuglanir.
Ayrica, mesane epiteline baglanmada bir rol oynamasinin yani sira, UPEC'in mesanenin
epitelyal hiicrelerine (BEC'ler) istilasin1 dogrudan tetikledigi, burada IBC'lerin olusumunu
indiikledigi ve klinik bir niiksetme kaynagi olarak hareket edecek rezervuarlar olarak
kaldig1 da bulunmustur (Oelschlaeger vd., 2002). Baz1 c¢aligmalar, tip I fimbrialarin
UPEC'in bulasic1 potansiyelini arttirdig1 gergegine dair bir fikir vermistir (Johnson, 2003;
Marrs vd., 2002). ancak idrar yolu enfeksiyonu sirasinda fimbria ekspresyonunun dogru
zamanlamasi bulanik kalmaktadir. Ayrica enfeksiyon sirasinda klinik 6rneklerden (idrar)
elde edilen UPEC izolatlarinin ¢ok az tip I fimbria ifade ettigi veya hi¢ ifade etmedigi
goriilmistir (Marrs vd., 2005; Kaur vd., 2022).
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Bu fimbrialarin ekspresyonu, ¢evresel sinyallere gore hassas bir sekilde diizenlenir ve
popiilasyondaki fimbriali hiicrelerin yilizdesini belirleyen faz degisiminin kontrolii

altindadir.

1.3.4. Dra adezinler

Dra adezin ailesi hem fimbrial hem de afimbrial adezinlerden olusur. E. coli yiizey
dort gen vardir; dra A, B, C, D adezinleri ve yapisal proteinleri kodlayan. Bu adezinler Dra.
kan grubu antijenine (kompleman tarafindan pargalanmay1 onleyen c¢ilirlimeyi hizlandiran
faktoriin bir bileseni) baglanabilir. idrar yolunun iginde mesanenin epitelyumuna ve bazal
membranlarda bulunan tip IV kollajene baglanirlar. Her ne kadar bu adezinler UTI'ye
neden olan suslarda daha az sayida mevcut olsa da, ¢esitli kaynaklardan elde edilen toplu
veriler, Dra adezin ailesini kodlayan genlerin, kontrol suslari (digki izolatlar) ile
karsilastirildiginda  sistit ve  piyelonefrit suslar1 arasinda yaygin  oldugunu
gostermektedir. Fare modellerini i¢eren deneylerde Dra adesins, renal intersititumun bazal
membran1 i¢in tropizm sergiler, dolayisiyla kronik piyelonefrit gelisimi i¢in
tamamlayicidir. Varliklar epitelyal istila ile baglantilidir. Sigan modellerinde yapilan bazi
calismalar, bobreklerdeki konakg hiicre reseptorleriyle etkilesimlerinin ¢ok kalici olduguna
da isaret etmektedir (Das vd., 2005). Ek olarak, Dra-pozitif susun patolojik olarak kronik
tiibiilointerstisyel nefrite benzer bir hastaliga yol actig1 ve Dra-negatif izojenik bir mutantin
hicbir hastaliga neden olmadig1 bir fare modeli ¢calismasinda agikg¢a goriildiigii gibi, UPEC
patogenezinde de bir rolii vardir. Tip | fimbria ve Dra adezin birlikte mesanenin epitelyal
hiicrelerinin invazyonu ve UPEC'in hiicre i¢i kaliciligr ile iliskilidir (Das vd., 2005; Kaur
vd., 2022).

1.3.5. S ve F1C fimbrialan

S ve FIC fimbrialar1 da idrar yolu enfeksiyonu siirecinde rol oynar. Her iki
fimbrianin da birbiriyle ¢ok iliskili biyogenez genlerine sahip oldugu ancak farkli adezin
alellerine sahip olduklar1 gdsterilmistir. Insanlarda alt idrar yolu ve bdbreklerden epitelyal
ve endotelyal hiicrelere baglanma sergilerler. S fimbria, renal sialile lipoproteinlerde
bulunan sialik asit epitoplarina baglanir. Ayrica IYE disinda sepsis, menenjit gibi diger
bagirsak dis1 enfeksiyonlardan da ozellikle sorumludurlar c¢ilinkii bakterilerin konakg1
dokularda yayilmasini tesvik edebilirler, Cesitli toplu calismalara gdre, F1C fimbrialari,

kontrol olarak kullanilan digki suslarina kiyasla piyelonefrit ve sistit hastalarindan alinan
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suglarda daha sik goriiliir (Foxman vd., 2000; Kaur vd., 2022). Ayrica, UTI'deki kesin
rollerini bilmek amaciyla yapilan deneyler agik¢a rapor edilmemistir ancak tip 1 ve P
fimbrialar1 kodlayan genlerin etkisiz hale getirildigi CFT073 susunda, F1C fimbrialar
yiiksek seviyelerde eksprese edilmis ve bu da senkronize bir fimbria ekspresyonunu ortaya

koymustur. (Foxman vd., 2000; Kaur vd., 2022).

1.3.6. Toksinler

Uropatojenik suslar tarafindan salgilanan cesitli toksik maddeler veya proteinler
E.Coli IYE'lerde viriilans faktdrleri olarak &nemli bir rol oynarlar. Bununla birlikte,
toksinlerin konake1 hiicre sinyal zincirini degistirme ve inflamatuar yanitlar1 modiile etme
yetenegi vardir (Agarwal vd., 2012; Sorwer, 2018). Cesitli in vitro ve in vivo g¢aligmalar,
toksinlerin ayn1 zamanda konake1 hiicre 6limiiniin uyarilmasina ve idrar yolu i¢indeki daha
derin dokulara erisim olanagt saglayan gerekli besinlerin salinmasmma da katkida
bulundugunu gostermistir (Agarwal vd., 2012; Sorwer,2018). 1987'de CDT toksini
(siklomodulinler) ilk kez UPEC'te viriilan toksin olarak rapor edildi (Soltani vd., 2018;
Sorwer, 2018). Bu, IYE'lerin patogenezine iliskin ¢alismalarda yeni bir kap1 act1 ve daha
sonra pek ¢ok baska UPEC'te a-hemolizin (HlyA), sitotoksik nekrotizan faktoér dahil olmak
tizere toksinler rapor edildi (CNF1), salgilanan ototransporter toksini (SAT), sitolizin A,
plazmit kodlu toksin (PET), vakumlayic1 ototransporter toksini (VAT), Shigella
enterotoksin-1 (ShET-1), arginin siiksinil transferaz (AST), vb.

1.3.6.1. a-Hemolizin

Tim toksinler arasinda bir lipoprotein olan a-hemolizin (HlyA) ¢ok onemlidir ve
RTX (toksinde tekrarlanan) toksinler ailesine aittir. HlyA gdzenek olusturucu bir toksindir
ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) aracili hiicre zar1 hasarina ve apoptoza neden
olur (Chen vd., 2003; Sorwer, 2018). Bununla birlikte HlyA, konakg¢min besin
maddelerine ve demir depolarina daha iyi erisim saglamak icin konak¢1 bagisiklik efektor
hiicrelerine zarar verebilecek UPEC'i miimkiin kilan bir iglemle eritrositleri ve ¢ekirdekli
konakg1 hiicreleri yiiksek konsantrasyonda pargalayabilir. (Russo vd., 2005; Sorwer, 2018).
Ayrica, HlyA'min nefropatojeniteye de katkida bulunabilecegi, farelerin transiiretral veya
intravezikal olarak toksin iireten ve iiretmeyen izojenik klon ¢iftleri ile enfekte edilmesiyle

kanitlanmistir. Yakin zamanda yapilan bir calisma HlyA'nin Akt'in fosforilasyonunu
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diizenledigini gostermistir (Ristow vd., 2016; Sorwer, 2018). Cok islevli bir sinyal
diizenleyicidir ve konak¢ida inflamatuar yanitlarin kontroliinden sorumludur ayrica hiicre
dongiisii kontroliinden sorumlu olan Akt'nin defosforilasyonunu diizenledigini géstermistir
(Ristow vd., 2016; Sorwer, 2018). Ayrica HIyA, bdbrek epitel hiicrelerinde
Ca2 + salimimlarini indiikleyerek IL-6 ve IL-8 iiretiminin artmasinda rol oynar (Uhlen vd.,
2000; Sorwer, 2018).

1.3.6.2. Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1 (CNF1)

E. coli tarafindan salgilanan ve sitotoksik nekrotizan faktér 1 (CNF1) ad1 verilen bir
diger viriilans faktorii ise ayn1 zamanda IYE'lerde rol oynar ve Rho GTPaz'a bagimli bir
sekilde aktin stres lifi olusumunu ve membran kivrimi olusumunu uyarir, bu da E. coli'nin
hiicrelere girmesiyle sonuglanir (Bower vd., 2000; Sorwer, 2018).Toksinin HEp-2
hiicrelerinin aktin iskeleti tizerinde dikkat ¢ekici bir etkisi vardir ve biiylik miktarda protein
retir. (Soltani vd., 2018; Sorwer, 2018). Bununla birlikte, ¢esitli in vitro ve in vivo
caligmalar, bu proteinin polimorfoniikleer fagositoza miidahale ettigini ve mesane epitel
hiicrelerinin apoptotik dliimiine yol agtigin1 ve mesane hiicresi eksfoliasyonuna ve altta
yatan dokuya bakteriyel erisimin artmasina yol acabilecegini gostermisti. Ayrica CNF1'in
virlilans mekanizmasindaki hemolizin ile iligkilendirilme olasiligt da vardir ve bu da

bakteriler i¢in faydalidir (Soltani vd., 2018; Sorwer, 2018).

1.3.6.3. Salgilanan Ototransporter Toksini (SAT)

Salgilanan ototransporter toksini (SAT) ayni zamanda hastalik olusturma faktorii
olarak da onemli olabilir. IYE'lerin patogenezinde mesane veya bobrek kaynakli hiicre
dizilerine kars1 toksin aktivitesi vardir. SAT, ototransporterlerin bir alt grubuna giren bir
serin proteaz ototransportoriidiir. SAT, yakin zamanda SPATE (Enterobacteriaceae'nin
serin proteaz ototransporterleri) ailesi olarak siniflandirilmis ve piyelonefritik E. coli
suslartyla iligskilendirilmistir (Guyer vd., 2000; Sorwer, 2018). SAT, konak¢i dokuda
hasara neden olan sitopatik aktiviteye sahip olabilir ve UPEC'in yayilma yetenegini
artirabilir. Bununla birlikte, bu toksin, glomeriiller ve proksimal tiibiillerdeki spesifik
hasardan kaynaklanan piyelonefritojenik suslarin kan dolasimina girisini kolaylastirabilir

(Guyer vd., 2002; Sorwer, 2018).
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1.3.6.4. Sitoletal sisirici toksin (CDT)

Hedefin DNA'sina zarar verme konusunda benzersiz bir 6zellige sahip olan sitoletal
sisirici toksin hiicre, ilk olarak 1987 yilinda patojenik E. coli'de rapor edilmistir (Soltani
vd., 2018; Guerra vd., 2011; Sorwer, 2018). Bu toksin hiicre dongiisiinii durdurma
yetenegine sahiptir ve IYE patogenezine katkida bulunur (Féria vd., 2002; Téth vd., 2003;
Sorwer, 2018). Ancak CDT, sirasiyla cdtA, cdtB ve cdtC genleri tarafindan kodlanan CdtA,
CdtB ve CdtC proteinlerini igeren ii¢ proteini kodlayan bir operon iriiniidir (Soltani vd.,
2018; Sorwer, 2018). CDT, DNaz | benzeri enzimatik aktiviteye sahiptir ve DNA'ya
saldirirken, diger bakteriyel toksinler hiicre zarina veya farkli hedeflere saldirir (Ladant vd.,
2005; Sorwer, 2018). DNA'ya saldirmanin bu benzersiz 6zelligi, hedef hiicre DNA'sina
zarar verir ve bu da hiicre 6liimiine yol acan ilerleyici hiicre genislemesiyle sonug¢lanir

(Ladant vd., 2005).

1.3.6.5. Diger toksinler

Sitolisin A ve toll/interlokin (IL-1) reseptorii (TIR) alani igeren protein (Tcp) dahil
olmak {iizere IYE'lerde viriilans faktdrleri olarak kabul edilir (Cirl vd., 2008; Lai, 2000;
Sorwer, 2018). Birincisi konakg1 hiicrelerin apoptozuna neden olur (Lai, 2000; Md Sorwer,
2018). Digeri ise IYE sirasinda hayatta kalma avantaji saglayan TLR sinyalini bozma
yetenegine sahiptir (Cirl vd., 2008; Sorwer, 2018). Bununla birlikte, Tcp piyelonefrit ile

iliskilidir, ancak g¢evresel E. coli'de, saglikli ¢ocuklarin digki florasinda ve daha az siddetli
IYE formlarinda nadirdir (Agarwal vd., 2012; Sorwer, 2018). Bunlarmn yani sira, Tcp'nin
insan kag¢inma sisteminde ve bobrek tizerindeki sitopatik etkide de rolii vardir (Jahandeh
vd., 2015; Sorwer, 2018). Bu toksinlere ek olarak vakuollestirici ototransporter toksini
(KDV), Shigella enterotoksin-1 (ShET-1) ve arginin siiksiniltransferaz (AST) da IYE'lere
katkida bulunabilir. KDV'nin mesane ve bobrek iizerinde sitotoksik etkisi vardir, diger ikisi
ise enfeksiyonlarin yayilmasinda rol oynar (Jahandeh vd., 2015; Sorwer, 2018). Ancak
KDV, yiiksek oranda korunan immiinojenik bir proteindir. SPATE'in proteaz ailesine aittir

(Soltani vd., 2018; Sorwer, 2018).

1.3.7. Sideroforlar
Demir, tiim canlilar i¢in ¢ok onemli bir molekiildiir ve E. coli demiri oksijenin

taginmast ve depolanmasi, DNA sentezi, elektron taginmasi ve peroksit metabolizmasi igin
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kullanir. Ancak IYE sirasinda konakginin idrar yolundaki demir miktar1 azalir (Henderson
vd., 2009; Sorwer, 2018). Buna yanit olarak, E.coli Sideroforlar olarak bilinen diisiik
molekiiler agirlikli Fe3 + selatlayict molekiilleri salgilayarak demir alimina aracilik eden
bazi ¢oklu fonksiyonel olarak yedekli sistemlere sahiptir (Olson vd., 2015; Sorwer, 2018).
Bu sideroforlarin aracilik ettigi demir kullanimi kolonizasyon i¢in kritik 6neme sahiptir.
Dort farkli siderofor sistemi bulunmaktadir; yersiniabactin, aerobactin, enterobactin ve
salmochelindir. Bu sistemler ayn1 zamanda enterobactini kodlayan ent genleri, aerobactin'i
kodlayan iuc genleri ve ent benzeri sistemi kodlayan iro genleri gibi bazi genleri de
igerir. Bununla birlikte, tiim bu sistemler diisiik demir kosullar1 altinda ifade edilir ve ferr6z
demir ve ferrik alim diizenleyici Fur 53 tarafindan negatif olarak diizenlenir (Hagan vd.,

2008; Sorwer, 2018).

1.3.8. Aerobaktin

Aerobaktin disiik agirlikli bir molekiil ve daha yiiksek Fe3+ igeren bir hidroksamat
siderofordur. Asidik ortamlarda baglanma stabilitesine sahiptir ve maksimum diizeyde
diisiik pH'da tiretilir. Bu Siderofor, Fe3+'y1 konak demir baglayict proteinlerden ¢ikarir ve
bir dis zar reseptdr proteini yoluyla almir (Téth vd., 2003; Sorwer, 2018). Bununla birlikte,
aerobaktin diger sid eroforlara gore bir¢ok avantaja sahiptir ve aerobaktin sentaz adi verilen
bir enzim tarafindan katalize edilen iki lizin molekiilii ve bir sitratin yogunlagmasindan

olusur.

1.3.9. Enterobaktin

Enterobaktin, aerobaktinden daha az ¢oziiniir ve daha az stabil olan, oldukg¢a yaygin
bir bagka 6zellesmis katekolat siderofordur. Ancak bu sideroforun demir afinitesi daha
yuksektir ve sulu ¢ozeltide transferrin'i aerobaktinden daha hizli erteleyebilir. Ancak bu
sideroforun hidrolizi yoluyla enterobaktinden demir salinir. Bunlarin yani sira enterobactin,
UPEC'e demir simirlayici bir ortamda kolonilesme yetenegi saglayabilir (Wiles vd., 2008;
Sorwer, 2018). Ancak bu sideroforun bir siirlamasi vardir: serum albiimini ve siderokalin

gibi konake1 proteinler tarafindan etkisiz hale getirilir.
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1.3.10.Yersiniabaktin

Karigik tipte bir siderofor olan Yersiniabactin, E. coli dahil Enterobacteriaceae'de
yaygindir ve yliksek patojenite adasinda kodlanmistir. Yersiniabaktin yiliksek demir
afinitesine sahiptir ve demir molekiiliine baglanan yersiniabaktin-Fe3+ kompleksini iiretir.
Spesifik bakteriyel dig membran TonB'ye bagimli reseptorii ve Fyu'yu (Psn) tantyan demir
molekiiliine baglanan yersiniabactin-Fe 3+ kompleksini {iretmistir. Demir molekiilii
membrana gomiilii proteinlerin yardimiyla sitozoldeki yersiniabaktin'den salinir (Billips
vd., 2007; Sorwer, 2018). Ayrica bu siderofor Cu2+'yi selatlayarak bakir stresine karsi

direnci arttirir.

1.3.11.Salmochelin
Salmochelin, siderokalin tarafindan taninmayan ve dolayisiyla konakg¢min immiin
tepkisinden kagan, enterobaktinin glikosile edilmis bir tiirevidir. Ancak siderokalin, notrofil

jelatinazla iligkili lipokalin, enterobaktini baglayan ve alimin1 6nleyen lipokalin 2 olarak da
bilinir (Wiles vd., 2008; Sorwer, 2018). Bunun {istesinden gelmek i¢in enterobaktin

salmocheline doniistiiriiliir. Glukoziltransferaz etkisiyle glukozilasyon gergeklesir ve
lipokalin 2 tarafindan taninmaz (Wiles vd., 2008; Sorwer, 2018). Ancak yakin zamanda
yapilan bir ¢alisma, salmochelin siderofor reseptdrii IroN'nin {irotelyal hiicrelerin istilasinda
rol oynadigint ve dolayisiyla IroN'nin idrar yolu enfeksiyonlarmin olusumunda hem bir
demir alim reseptorii hem de bir igsellestirme faktorii oynayabilecegini bulmustur

(Spurbeck ve Mobley, 2012; Sorwer, 2018).

1.3.12. Hemin alim sistemi

ChuA ve Hma'yr igeren hemin alim sistemi adi verilen baska bir demir alim sistemi
daha vardir. Hem reseptorlerinin dogrudan diizenlenmesini igerir. Bu sistem sirasinda
serbest demiri alir. IYE'ler ve gesitli calismalar bakteriyel biiyiime ve biyofilm
olusumundaki roliinii belirtmistir (Reigstad vd., 2007; Sorwer, 2018). ChuA ekspresyonu,
tiropatojenik E. coli'de diger diizenleyici proteinler tarafindan diizenlenir. E. coli sus
536'da, RfaH seviyesindeki artis ChuA'nin ekspresyonunu indiikler. Ama diger alict Hma,
ChuA'dan bagimsiz olarak islev goriir ve islevi i¢in bir kalinti olan Tyr-126 gereklidir.
Ancak hem ChuA hem de Hma, maksimum bdbrek kolonizasyonu i¢in gerekli olan hem

kullanimina katkida bulunur (Nagy vd., 2001; Sorwer, 2018).
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1.3.13.Kapsiil

Kapsiiliin ana rolii, bakteriyi cesitli olumsuz kosullardan ve ayrica esas olarak
polisakkaritlerden olusan konakg¢i bagisiklik sistemini kaplamak ve korumaktir.
Kapsiil, antimikrobiyal diren¢ ve antiserum aktivitesi de dahil olmak iizere, konak¢ida
yutulmaya ve kompleman aracili bakterisidal etkiye karsi koruma saglar (Bien vd., 2012;
Sorwer, 2018). K1 ve K5 gibi belirli kapsiiller, doku bilesenlerine molekiiler bir taklit
gostererek enfekte konakginin uygun bir humoral immiin tepkisini onler (Bien vd., 2012).
Dogrusal bir a2-8-bagl sialik asit homopolimeri olan K1 polisakkariti, IBC gelisiminde ve

ayrica IYE patogenezinin goklu asamalarinda ¢ok énemli bir role sahiptir (Agarwal vd.,
2012; Sorwer, 2018).

1.3.14.Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit (LPS), hiicre duvarinin ayrilmaz bir bilesenidir ve seker kalintilarina
ve bunlarin tekrarlanan alt birimler igindeki baglanti modellerine dayali olarak suslar
arasinda biiylik farklilik gosteren, yiiksek diizeyde korunmus lipit A-gekirdegi ve
tekrarlayan O-antijen alt birimlerinden olusur (Nagy vd., 2001; Sorwer, 2018). LPS'nin
konak tepkisini aktive ettigi ve inflamatuar yanit1 artiran nitrik oksit ve sitokin (IL-1, TNF-
a) Uretimini indiikledigi c¢ok iyi bilinmektedir. Ayrica somatik antijene karsi spesifik
antikorlarin sentezini indiikler ve immiin-adjuvan etki gosterir. Patojenin diger antijenlerine
kars1 humoral bagisiklik tepkisini tesvik eder. Ancak belirli LPS'nin antijenik tiirleri ayni
zamanda patojenin Oldiirtici etkisine karsi direncinde de rol oynar. Hayvan modelleri
tizerinde yapilan ¢aligmalara gore akut bobrek yetmezligi LPS nedeniyle LPS'ye verilen
sistemik cevaba baglhidir ve bobrekteki fonksiyonel LPS reseptorii TLR4'lin ekspresyonuna
bagl degildir. Ancak IYE'li hastalarda bobrek yetmezligi ve akut allograft hasarina aracilik
etmede LPS'nin bir rol oynayip oynamadigi agik degildir (Bien vd., 2012; Sorwer, 2018).

1.3.15.Hareketlilik
Flagellum, bakteriyel hareketlilikten sorumlu olan ve biyofilm olusumunun ilk
yapisma asamasinda rol oynayan bir organeldir (Bien vd., 2012; Sorwer, 2018). Yakin

zamanda yapilan bir ¢alisma, enfeksiyonun mesaneden bobreklere gecisinde hareketliligin
rol oynadigim1 gostermistir (Lane vd., 2007; Sorwer, 2018). Tim idrar yolu

enfeksiyonlarinin yaklasik %70-90"ma flagellali UPEC neden olur ve patogenez, bakteriler
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ile idrar yolunun epitelyal hiicre yiizeyi arasindaki temasi igerir (Bien vd., 2012; Sorwer,
2018). Ancak flagellar hareketlilik, cekici veya itici ¢evresel zihinsel uyaranlara uyum

saglayan yanitlar yoluyla E. coli'nin yetenegini arttirir.

1.4. Biyofilm

Biyofilmler, biyotik veya abiyotik yiizeylerde birbirine yapisan, kendiliginden
tiretilen polimerik matris i¢inde yer alan bir grup mikroorganizmadan olusan, iyi organize
edilmis, multimikrobiyal, ii¢c boyutlu bir topluluk olarak tanimlanir (Sekil 1). Baslangicta
kiiciik bir hiicre grubu veya tek bir hiicre, karmasik bir yapiya bolliniir ve farklilagir
(O'toole ve Kolter, 1998; Vani ve Vadakkan, 2023).Biyofilm i¢indeki bakteri popiilasyonu
homojen veya heterojen olabilir. Biyofilmler siklikla klinik ve diger cesitli endiistriyel
alanlar i¢in potansiyel olarak zararl olarak algilansa da, bir¢ok biyofilm faydalidir ve bu
biyofilmlerin faydali kullanimina iligkin ¢ok sayida rapor bulunmaktadir (Unal Turhan vd.,
2019; Vani ve Vadakkan, 2023).

Faydali biyofilmlerin tarimsal, tibbi, cevresel, gida ve biyogiibre, antibakteriyel,
antimikrobiyal ajanlar, filtrasyon, korozyon Onleme, atik su aritiminda biyolojik
kirlilik, mikrobiyal yakit hiicreleri, biyolojik iyilestirme ve gida fermantasyonu
dahil olmak tizere diger alanlarda ¢esitli kullanimlar1 vardir.

Peynir iiretiminde ¢ig siit ve Tina biyofilmi, Lactobacillus lactis, Streptococcus
thermophiles , Enterococcus faecium ve Lactobacillus delbrueckii gibi bakterileri igeren
fermentatif mikrofloranin kaynaklaridir (Licitra vd.,2007; Vani ve Vadakkan, 2023).

Biyofilmler ¢ok uzun zamandir sirke tiretiminde basarityla kullanilmaktadir. Sirke,
serbest yiizen woo'da {iretildiAce'den ¢ipleri daha yiiksek ¢iktiya sahip tobakter veya
Glukonobakter bakterilerinin ¢ogalmasini tesvik eder (Vani ve Vadakkan, 2023).
Bakterilerin olusturdugu biyofilmler endiistrilerde gesitli roller oynar ve genis bir alana
dagilir. Siit endiistrisinde, biyofilmlerin neden oldugu ekipman bozulmast ve gida

bozulmasi, endiistri i¢in ekonomik kayba yol agmasinin yan1 sira biiytlik hijyen sorunlarina

da neden olur (Gram vd., 2007; Vani ve Vadakkan, 2023).
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Sekil 1. Biyofilm olusumunu mikroskop goriintiisii verilmistir

Biyofilm iireten bir¢ok bakteri popiilasyonu antibiyotiklere karst direng
gostermektedir (Brackman vd., 2011; Vani ve Vadakkan, 2023). Biyofilmlerin yapisi,
bakterilerin farkli stresli ortamlarda hayatta kalmasini saglayacak sekilde diizenlenmistir
(Maric ve Vranes, 2007; Vani ve Vadakkan, 2023). Tek hiicreli organizmalarin olumsuz
kosullarda hayatta kalmasi, bu organizmalar1 ¢ok hiicreli bir yasam tarsi siirdiirmeye tesvik
eden ve koruyan biyofilmden kaynaklanan "grup davranmigi" ile kolaylagtirilmigtir. Sivi
yiizeylerde biyofilmlerin ylizen bir mat olarak goriildiigii ve biyofilmlerin batik kosullarda
da bulundugu bulunmustur (Lemon vd., 2008; Vani ve Vadakkan, 2023). Biyofilmler ¢esitli
yapisal elementlere sahip oldugundan, hem farklilagsmamis diiz biyofilmler hem de farkli su
kanallarina sahip mantar benzeri uzun biyofilmler, bunlarin olusumundan sorumlu bakteri
tiiriine gore gorsellestirilmistir (Durham-Colleran vd., 2010; Vani ve Vadakkan, 2023).

EPS, bakteri topluluklarinin yerlestigi hiicre dis1 polimerik maddelerdir (Dean SN
vd., 2015). Polisakkaritler EPS'de bulunan ana biyomolekiillerdir ve ayrica lipitler,
proteinler ve niikleik asitlerden olusur (Vani ve Vadakkan, 2023). Biyofilmde hakim olan
bakteri toplulugu, polimerler olan lipitlerin, lipopolisakkaritlerin ve glikopeptitlerin
olusturdugu iskele tarafindan bir arada tutulur. Biyofilmlerin olusumu ve stabilizasyonu,
hiicre-yiizey etkilesimlerini ve ayrica hiicreler arasindaki etkilesimleri gerektirir (Flemming
ve Wingender, 2010). Buna bakteriyel polisakkaritler aracilik eder (Flemming ve
Wingender, 2010; Vani ve Vadakkan, 2023).

Mekanik strese direnmeye yardimci olan viskoelastik davranigin biyofilmler
tarafindan sergilendigi kesfedilmis ve bunlarin hidrojel oldugu da ortaya cikmustir
(Stoodley vd., 2002; Vani ve Vadakkan, 2023). Su ve besinler, bakterilerin varligi igin
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kullandigi EPS matrisinde tutulur. EPS matrisinin iginde su, EPS ig¢indeki hidrofilik
polisakkaritlerle hidrojen baglanmasi yoluyla verimli bir sekilde yakalanir. Topraktaki
mikrobiyal hiicre dis1 polimerik maddelerin (EPS) fonksiyonlarinin kavramsal g¢ergevesi
Sekil 2'de gosterilmektedir (Stoodley vd., 2002; Vani ve Vadakkan, 2023).

Biyofilmler bakterilerin farkli ylizeylere tutunmalarim1 artirarak ortamda
gelismelerine yardimer olur; onlar1 kuruma, antibiyotik, yirticilik, bagisiklik saldirisi ve
acliktan koruyor. Biyofilmlerde hakim olan tiim bu o&zellikler, s6z konusu bakterilere
bakteriyel uygunluk saglar (Wong ve O'Toole, 2011; Vani ve Vadakkan, 2023). Biyofilm
olusumu ¢ekirdek algilama ile diizenlenir; Bu ¢ekirdek algilamaya ek olarak spor
olusumunu ve ikincil metabolitlerin tiretimini de diizenler (Papenfort ve Basler, 2016; Vani
ve Vadakkan, 2023).

1.4.1. Biyofilm olusum mekanizmasi

Biyofilm olusumunun ardisik siirecinde 6ne ¢ikan dort asama vardir: (i) hiicrelerin
gbcll ve yiizeye yapismasi, (ii) mikro koloni olusumu ve hiicrelerden EPS (hiicre disi
polimerik madde) sizintisi; hiicre proliferasyonu ve matris olusumuyla sonuglanan geri
doniistimsiiz baglanma, (iii) olgunlasma asamasi, (iv) hiicre ayrilmasi (Sutherland, 2001;
Vani ve Vadakkan, 2023). Biyofilmlerin farkli asamalar1 Sekil 2 'te gosterilmektedir. Bu

adimlarin her biri asagida aciklanmustir.

1.4.1.1. Gog ve baghhk

Biyofilmin baglatilmasi, yiizen hiicrelerin mevcut yiizey ile hiicre yiizeyi arasindaki
hidrofilik veya hidrofobik etkilesimle yapismasi durumunda gergeklesir (Hamadi vd., 2005;
Maikranz vd., 2020; Vani ve Vadakkan, 2023). Bakterilerin yiizeydeki etkilesimi flagella,
pili ve fimbria gibi bakteri uzantilari ile gii¢lendirilir. Bu giiclenme, bakteri hiicre yiizeyi ile
canli veya cansiz yiizey arasindaki itici kuvvetin azalmasina neden olan ylizeydeki
hidrofobik kuvvetten kaynaklanmaktadir (Tribedi vd., 2014; Vani ve Vadakkan, 2023). Bu
kuvvetlerin diginda bazi proteinler de aralarindaki baglanmaya aracilik etmede 6nemli bir
rol oynar. Heilmann ve arkadaglar1 ilk kez tamimladilar.bu tiir spesifik proteinler,
otolizinler, ss ikili roller: yapiskan ve enzimatik fonksiyon.

Biyotik yiizeylere baglanmak i¢in hiicreler belirli CWA (Hiicre Duvarina Bagl)
proteinler tretir. Bu MSCRAMM'ler (yapigkan matris molekiillerini taniyan mikrobiyal
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ylizey bilesenleri) arasinda iyi ayirt edilen grup bulunmaktadir (Schilcher ve Horswill,
2020; Vani ve Vadakkan, 2023).

1.4.1.2. Mikro koloni olusumu ve EPS

Yiizeye yapisan bakteriler ¢ogalarak mikro koloniler olusturur. Bir biyofilmde farkl
tiirde mikro topluluklar bulunur. Metabolik iiriin dagitimi, substrat degisimi ve atilim,
mikro koloniler arasindaki koordinasyonla kolaylastirilir. Bakteriyel matrikste bulunan
bilesenler ¢evresel kosullara, farkli bakteri tiirlerine ve bunlarin sus tiplerine bagli olarak
degisiklik gosterir (Arciola vd., 2005; Vani ve Vadakkan, 2023). Hiicreler tarafindan
salinan hiicre dis1 polimerik madde polisakkaritler, niikleik asitler (eDNA), lipitler ve

proteinler igerir (Annous vd., 2009; Vani ve Vadakkan, 2023).

1.4.1.3. Olgunlasma asamasi

Mikrobiyal hiicre yogunlugundaki bir degisiklik nedeniyle, bu mikrobiyal hiicreler
tarafindan oto-indiiktorler adi verilen belirli sinyal molekiilleri iretilir. Bu oto-
indiikleyiciler, bakteri hiicresinin hiicreden hiicreye iletisim yoluyla hiicre yogunlugunu
algilama yetenegi olan c¢ekirdek algilamada (QS) hayati bir rol oynar. Minimum esige
ulasildiginda, bu sinyal molekiilleri gen ekspresyonunda degisiklige neden olur (Vani ve
Vadakkan, 2023). Oto-indiikleyicinin reseptére baglanmasi, hedef genlerin aktive
edilmesine veya baskilanmasina neden olur. Cekirdek algilamadaki bu degisiklik sayesinde,
biyofilmdeki tiim bakteri toplulugu, birlesik bir tepki sergileyerek yararlanir. Yanitin bu
birlesik dogasi, biyofilmin ideal boyutunun korunmasi ve viriilans fenotiplerinin senkronize

edilmesiyle elde edilir (Nadell vd., 2008; Vani ve Vadakkan, 2023).

1.4.1.4. Hiicre ayrilmasi

Olgunlagsmay1 tamamladiktan sonra biyofilmdeki hiicreler, matrisi parcalayan ve
biyofilmin dagilmasina yardimci olan belirli kimyasallar ve EPS pargalayici enzimler iiretir
(Kostakioti vd., 2013; Vani ve Vadakkan, 2023). Bu ayrilma siireci i¢in, biyofilm i¢indeki
hiicre  topluluklar1  farkli  pargalayici  enzimler kullanir;  6rnegin Pseudomonas
aeruginosa ve P. fluorescens tarafindan ftretilen aljinat liyaz , Streptococcus equal
tarafindan iiretilen hyaluronidaz ve Escherichia coli tarafindan tretilen N-asetil-heparosan
liyaz . Bakteriyel hareket flagella gerektirir. Bu nedenle, flagella olusumuna yonelik

genlerin protein ekspresyonu yukart dogru diizenlenir ve bu, organizmanin serbest
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hareketine izin verir, bdylece sesil hiicreler serbest yiizen hareketli hiicrelere doniistiiriiliir
(Otto, 2013; Vani ve Vadakkan, 2023). Son olarak ya yeni bir alanda yeni bir biyofilm
olusturabilirler ya da aynm1 bolgeye baglanip yeniden kolonilesebilirler (Vani ve Vadakkan,
2023).

6.dongtindn tekrarlanmasi

1.planktonik 2 bakteriyel  3.biyofilm 4, olgun 5. biyofilmin bir

hiicrelerin ~ hiicrelerin bir  olugumu icin biyofilm parcasl, daha fazla
ylizeye araya gelmesi  bakterilerin olusumu koloni tiretimi igin
tutunmasi Ve birbirlerine  blylimesi ve planktonik
tutunmasi bélinmesi hiicreleri birakmak
adina daglir

Sekil 2. Biyofilm olusum mekanizmalari
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Alet ve Ekipmanlar

Calismada kullamlan, Giimiishane Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii Laboratuvarinda bulunan cihazlar
sunlardir:

e Buzdolab1 (Beko, Tiirkiye),

¢ Calkalayici inkiibator (Shel Lab, USA),

e Diktip otoklav (Hirayama, Japan),

e Distile su cihaz1 (mes, Tiirkiye),

e Elektroforez Giig¢ Kaynagi (BIO-RAD, USA),

e Elektroforez tanki (Scie-Plas HU10 Mini, England),

e Etiiv (Dathan, Tiirkiye),

e Hassas terazi (Kern ABJ-NM/ABS-N, England),

e Manyetik karistirict (IKA RH Basic 2, Germany)

e Mikrodalga firin (Altus, Tiirkiye),

o Otomatik pipetler (Eppendorf, Germany

o Santrifiij (Allegra, Germany),

e Termal dongii cihaz1 (Thermo scientific, USA),

e UV illiiminator (Herolab, Germany),

¢ VVorteks (Heidolph, Germany),

Genetik ve Biyomiihensilik Laboratuvarinda bulunan erlenmayer, meziir, beher, jel

dokme tepsisi ve tarak, petri, deney tiipii, ekiivyon ¢ubugu, tiipliik ve parafilm kullanildi.

2.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Agar (Liofilchem, Ital), Agaroz (Sigma, USA), Gliserol (ADR), dNTP (Solis
Biodyn), DNA ladder (Promega), MgCl, (GeneON), Etidyum bromiir (PanReac
AppliChem, Germany), Etanol (Alkomed, Tiirkiye), NaCl, Tripton (Pronadisa, Spain),
Buffer (GeneON), Ampisilin, Kristal viyole (Merck), Tag DNA polimeraz (GeneON).



2.1.3. Cozeltiler, Tampon Soliisyonlarinin ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

LB (Luria-Bertani): 5 g yeast, 10 g tripton, 5 g NaClI hassas terazide tartilarak 1000
ml saf suda ¢oziildii ve 121°C’de otoklav cihazinda steril edildi.

LB (Luria-Bertani) Agar: 5 g yeast, 10 g tripton, 5 g NaCl, 15 g agar hassas
terazide tartildi. Daha sonra 1000 ml saf suda ¢6ziildii ve 120°C’de otoklav cihazinda steril
edildi. Sicaklik 55°C’ye diistiikten sonra petri plaklarina 4 mm kalinliginda dokiildi ve
donduruldu.

Primer Hazirlama: Stok c¢ozeltiler i¢in liyofilize halde bulunan primerler steril saf
su ile hazirlandi. Ependorf tiiplere stok ¢ozeltiden 10 ul eklendi ve lizerine 90 pl steril saf
su ilave edilerek son konsantrasyonu 10 pmol/ul olacak sekilde primerler hazirland1 ve -
20°C’de saklanarak muhafaza edildi.

1X TAE’nin Hazilamsi: 980 ml steril deiyonize su iizerine 20 ml 50X TAE’den
eklenerek hazirlandi.

%1 Agaroz Jel hazirlanmasi: 90 ml 1X TAE tamponuna 0.9 gram agaroz eklendi
ve mikrodalga firinda yaklasik 2 dk bekletildi. Daha sonra 2 pl etidyum bromiir eklenerek
jel tepsisine aktarildi

dNTP hazirlama: Stok dNTP’den 50 pl alinip iizerine 950 pl steril deiyonize su

eklenerek hazirlandi.

2.2. Yontem

2.2.1. E. coli Bakteri izolatimin Temini ve Antibiyotik Direngliligi Tanimlanmasi

Calismaya 2022 yilinda Bayburt Devlet Hastanesi'nden temin edilen idrar, aspirat,
balgam, kan, yara, kulak kiiltiiri olmak tizere 90 E.coli sus dahil edilmistir. Tiim klinik
izolatlar biyokimyasal yontemler ile tanimlanmistir. Antibiyotik duyarlilik testi i¢in
kullanilan antibiyotikler; sefepim, amoksisilin-klavulanik asit, seftazidim, nitrofurantoin,
sefiksim, gentamisin, sefotaksim, sefoksitin, sefuroksim, piperasilin-tazobaktam, ampisilin,
seftriakson,  tobramisin,  fosfomisin,  amikasin,  siprofloksasin, levofloksasin,
stilfametoksazol-trimetoprim, meropenem, ertepenem, imipenem, ampisilin-sulbaktamdir.
Antibiyotik duyarlilik testleri, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemine gore yapilmis ve
EUCAST standartlarina gore degerlendirilmistir (EUCAST, 2022).
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2.2.2. Izolatlarimin Stoklanmasi

Izolatlardan birer koloni secilerek 3 ml antibiyotiksiz Luria-Bertani (LB) besiyerine
ekildi. Gece boyu 16 saat 37°C’de etiivde inkiibe edildi. Bakteriyel siispansiyonlarin 800’er
ul’si alind1 ve % 20’lik gliserol stoklar hazirlandi. Stoklar -20°C’de sakland1 (Diizgiin vd.,
2019).

2.2.3. DNA izolasyonu

3 ml gece kiiltiirii 12.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Pellete 1000 pl saf su eklendi
ve vortekslendi. Daha sonra 2 dk boyunca 12.000 rpm’de santrifiij edildi. 1000 ul saf su
tekrar pellet tizerine eklendi. Yeniden vortekslendi. Vortekslendikten sonra 10 dk boyunca
100°C’de kaynatildi. Kaynatildiktan sonra 2 dk boyunca 12.000 rpm’de santrifiij edildi.
Tipiin ist kismindan 500 pl DNA almip PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
reaksiyonlarinda kullanilmak iizere tiiplere aktarildi. Ornekler saklanmasi igin - 20°C’ye

yerlestirildi (Diizgiin vd., 2019).

2.2.4. Viriilans Faktor GenlerininTespiti

Viriilans faktor genleri (pap, sfa, afa, hly, aer, cnf ve fim) primerleri kullanilarak
aragtirildi (Tablo 1). PZR karigimi; 5 pl genomik DNA, her primerden 20 pM, 5 ul
reaksiyon tamponu, 3 pl 25mM MgCly, 2.5 pul 4mM dNTP ve 0.5 U Taqg DNA Polimeraz
(GeneON) ve 50 pl nihai hacimde hazirlandi. PZR dongii sartlar1 94°C de 3 dk, 94°C de 1
dk, 63C de 30 sn, 72°C de 3 dk (30 dongii), 72°C de 7 dk (Sekil 3) (Diizgiin vd., 2019).

Tablo 1. PZR da kullanilan viriilans faktor gen primerleri

. s ns Amplikon
Primer 5-3 Biiyiikliigii
pap3 GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 336
pap4 AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA
hlyl AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 1177
hly2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
aerl TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 602
aer2 AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG
cnfl AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 498
cnf2 CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT
sfal CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 410
sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
afal CGGCTTTTCTGCTGAACTGGCAGGC 672
afa2 CCGTCAGCCCCCACGGCAGACC
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Tablo 1. (Devami)

Primer 5-3 Amplikon
Biiyiikliigii

fiml GTTGATCAAACCGTTCAG 331

fim2 AATAACGCGCCTGGAACG

Sekil 3. PZR dongii sartlari

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

PZR iiriinlerinin degerlendirilmesi agaroz jel elektroforezi ile yapildi. 5 pg/ml
etidyum bromiir iceren % 1’lik agaroz jel hazirland1 (Sekil 4). PZR {irtinlerinden 7 pl
otomatik pipetle alind1 ve 3 pl yiikleme tamponu ile pipetaj yapilarak jeldeki kuyucuklara
yiikleme yapildi. Ornekler 90 voltta marker iyice agilana kadar yiiriitiildii (Sekil 5). Jel
UV’de gozlendi.

Sekil 4. PZR orneklerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi
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Sekil 5. Agaroz jel yiiriitiilmesinde kullanilan enerji kaynagi

2.2.6. Biyofilm Olusumunun Kantitatif Tayini

90 Susun biyofilm kantitatif analizi yar1 kantitatif kristal viyole boyama kullanilarak
yapildi. Izolatlar, Mueller Hinton Agar (MHA) ortaminda gece boyunca inkiibe edildi ve
tek bir koloni LB broth besiyerine ekildi. 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 200
mL bakteriyel siispansiyon ilave edildi ve daha sonra plaka, 24 saat boyunca 37°C' de
inkiibasyona birakild1 (Sekil 6). Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda bulunan bakteriyel
siispansiyon dokiildii ve plaka daha sonra her 30 saniyede bir ii¢ kez saf su ile yikandi. Her
kuyucuga 200 uL %1 kristal viyole boya ilave edildikten sonra oda sicakliginda 20 dakika
bekletildi (Sekil 7) ve daha sonra boya uzaklastirildi. Boya uzaklastirildiktan sonra saf su
ile plaka tekrar yikand1 ve 15 dakika oda sicakliginda kurutuldu. Her bir kuyucuga 200 pL
%95 etanol ilave edildi ve optik absorbans (A) degeri, kuyucuk duvarma yapisan kristal
viyole tamamen ¢oziildiikten sonra 620 nm'de spektrometrede (Thermo Scientific, ABD)
okundu. Negatif kontrol olarak E.coli DH5a'nin OD degeri (Ac) ii¢ kez 6lgiildii ve ortalama
degeri, izolatlar tarafindan dort biyofilm olusturma kabiliyetinde yorumlama kriterleri
olusturmak i¢in kullanildi: (1) negatif (-), A <AC; (2) zayif pozitif (+), Ac 4Ac (Cimen ve
Ozad Diizgiin, 2021).
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Sekil 6. Biyofilm deneyi

Sekil 7. Orneklerin Kristal viole ile boyanmas1
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3. BULGULAR

3.1. izolatlarin Temini ve Tanimlanmasi

Bayburt Devlet Hastanesi'nden 90 adet E.coli susu izole edildi. Izolasyondaki 90
E.coli izolatinin 65'1 (%72.2) idrardan, 11'1 (%12.2) aspirattan, 8'1 (%8.8) yaradan, 3'i
(%3.3) balgamdan, 2'si (%2.2) kandan, 1'1 (%1.1) kulak kiiltiirtinden izole edildi.

3.2. lIzolatlarin Antibiyotik Duyarhhklari

Sefepim, amoksisilin -klavulanik asit, seftazidim, nitrofurantoin, sefiksim,
gentamisin, sefotaksim, sefoksitin, sefuroksim, piperasilin-tazobaktam, ampisilin,
seftriakson,  tobramisin,  fosfomisin,  amikasin,  siprofloksasin, levofloksasin,
stilfametoksazol-trimetoprim, meropenem, ertepenem, imipenem, ampisilin-sulbaktam
antibiyotiklerine kars1 direng oranlar1 belirlendi.

Toplamda suslarin %52.2 sefepim, %485.5 amoksisilin/klavulanik asit, %53.3
seftazidim, %26.6 nitrofurontoin, %56.6 sefiksim, %37.7 gentamisin, %53.3 sefotaksim,
%32.2 sefoksitin, %55.5 sefuroksim, %44.4 piperasilin/tazobaktom, %93.3 ampisilin,
%37.7 seftriakson, %48.8 tobramisin, %28.8 fosfomisin, %61.1 siprofloksasin, %64.4
levofloksasin, %258.8 siilfametoksazal/trimetoprim, %90 ampisilin/sulbaktam, %724.4
amikasin, %16.6 meropenem, %15.5 ertapenem ve %16.6 imipeneme kars1 direngli oldugu
tespit edildi (Tablo 2 ve Sekil 8).

Tablo 2. Izolatlarin antibiyotik direng oranlari

Antibiyogram Ad1 N (izolat sayis1) Toplam (R)
FEB 47 %52.2
AMC 77 %85.5
CAZ 48 %53.3
F 24 %26.6
CFM 51 %56.6
CN 34 %37.7
CTX 48 %53.3
FOX 29 %32.2
CXM 50 %55.5
TZP 40 %44.4
AM 84 %93.3
CRO 34 %37.7
TOB 44 %48.8
FF 25 %28.8

CIP 55 %61.1




Tablo 2. (Devami)

Antibiyogram Ad1 N (izolat sayis1) Toplam (R)
LEV 58 %64.4

SXT 53 %58.8
SAM 81 %90

AK 22 %24.4
MEM 15 %16.6

ETP 14 %15.5

IPM 15 %16.6

B N (izolat sayisi) ~ Toplam(R)

L @ FETSTETLF C g F

Sekil 8. 90 susa ait antibiyotik diren¢ oranlari

FEB: Sefepim, AMC: Amoksisilin-Klavulonik Asit, CAZ: Seftazidim, F100:
Nitrofurantoin, CFM: Sefiksim, CN: Gentamisin, CTX : Sefotaksim, CXM: Sefiroksim,
TZP: Piperasilin-tazobaktam, AM: Ampisilin, CRO: Seftriakson, TOB: Tobramisin, FF-
200 : Fosfomisin, CiP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, SXT:
Trimetoprim/sulfametoksazol, SAM: Ampisilin/ sulbaktam, AK: Amikasin, MEM:
Meropenem, ETP: Ertapenem, IMP: Imipenem.

3.3. Viriilans Faktor Genlerinin Belirlenmesi

90 E.coli‘de virtilans faktor genlerinin (sfa, pap, hly, cnf, aer, afa ve fim) varlig
arastirildi (Sekil 9). Elde edilen sonuglara gore toplam 86 susta viriilans faktor genlerinin
varlig1 gozlendi. En yiiksek oranda fim (%92.2) viriilans faktor geni suglarda tespit edildi.
%30 Aer, %28.8 Afa, %13 pap, %13 cnf, %3.3 sfa, %2.2 hly virulans faktor genleri suslar
arasinda goriildii (Sekil 10). Ayrica 90 izolatta 13 farkli viriilans faktorii gen paterni
belirlendi (Tablo 3). 2 tekli, 5 Gg¢lii, 4 dortli ve 2 besli gen paterni gézlemlendi (afa, fim,
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pap+afa+fim, aer+pap+fim, afa+aer+fim, sfa+cnf+fim, cnf+aer+fim, afa+aer+pap-+fim,

pap+sfat+cnf+fim,  cnf+aer+afa+fim,  cnf+afa+hly+fim,  afa+aer+cnf+pap-+fim,

pap+sfa+cnf+aer+fim).

Sekil 9. Virulans faktor genlerinin marker ile yiiriitilmesi

Sekil 10. izolatlar arasinda viriilans faktér genlerinin varligt

Tablo 3. Viriilans faktor gen paterni
Patern
Afa
Fim
Afa+pap+fim
Aer+pap+fim
Afataer+fim
Sfa+cnf+fim
Cnf+aer+fim
Afa+aer+pap+fim
Pap+sfa+cnf+fim

z

e
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Tablo 3. (Devami)
Cnf+aer+afa+fim
Cnf+afat+hly+fim
Afa+aer+cnf+pap+fim
Pap+sfa+cnf+aer+fim

NN

3.4. Biyofilm Olusumunun Kantitatif Olarak Belirlenmesi

90 Klinik E.coli izolatinin biyofilm olusturma yetenekleri degerlendirildi ve 42 susun
biyofilm olusturdugu, 48 susun ise olusturmadigi tespit edildi. Biyofilm olusturan suslarin
26's1 (%28.8) zayif, 12'si (%13.3) orta ve 4'U (%4.4) gigli biyofilm olusturma
kapasitelerinin oldugu goriildii (Sekil 11). Ayrica zayif biyofilm olusturan suslarin afa, aer,
cnf, afa+pap, orta derecede biyofilm olusturan suslar afa, aer ve cnf, giiclii biyofilm
olusturan suslar afa, aer+pap, pap+sfa+cnf viriilans faktorii genlerini tasidigi bulunmustur.
Tim suslarin viriilans faktér genleri ve biyofilm olusturma ozellikleri Tablo 4’ de

verilmistir.

Sekil 11. izolatlarin biyofilm olusturma kapasiteleri
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Tablo 4. Suslarin viriilans faktor genleri ve biyofilm olusturma 6zellikleri

sus . Biyofilm Olusturma
Aumara pap sfa afa hly aer cnf fim Kabiliyeti

1 + Negatif

2 + Zayif Pozitif

3 +  Orta Derece Pozitif
4 + Kuvvetli Pozitif

5 + Negatif

6 + + Negatif

7 + + Negatif

8 + + + Negatif

9 + + + Zayif Pozitif

10 + + + Kuvvetli Pozitif

11 + + + Negatif

12 + Negatif

13 + + Negatif

14 + + + Negatif

15 + Negatif

16 + + + + Zay1f Pozitif

17 + + + Negatif

18 + + Orta Derece Pozitif
19 + Zayif Pozitif

20 + + Zay1f Pozitif

21 + + Negatif

22 + + + Negatif

23 + + Zay1f Pozitif

24 + + Negatif

25 + + Zayif Pozitif

26 + + Negatif

27 + + Zayif Pozitif

28 + + Negatif

29 + + Kuvvetli Pozitif
30 ++ + Negatif

31 + + Negatif

32 + + +  Orta Derece Pozitif
33 + Zayif Pozitif

34 + + Negatif

35 + +  Zayif Pozitif

36 + + Negatif

37 + Negatif

38 + +  Orta Derece Pozitif
39 + Negatif

40 Negatif

41 Negatif

42 + Negatif

43 + + + + + Zayif Pozitif
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Tablo 4. (Devami)

sus . Biyofilm Olusturma
numAara pap sfa afa hly aer cnf fim Kgbiliyeti 3

44 + + + + o+ Negatif

45 + Negatif

46 + + +  + 4+ Negatif

47 + + Negatif

48 + Zay1f Pozitif

49 + + + Negatif

50 + + + o+ Negatif

51 + Kuvvetli Pozitif

52 + Orta Derece Pozitif
53 + + Orta Derece Pozitif
54 + + Orta Derece Pozitif
55 + Negatif

56 + +  Zayif Pozitif

S/ + Zay1f Pozitif

58 + Orta Derece Pozitif
59 +  Zayif Pozitif

60 + Orta Derece Pozitif
61 Negatif

62 + Zay1f Pozitif

63 +  Zayif Pozitif

64 + Zay1f Pozitif

65 + + + Orta Derece Pozitif
66 + + Negatif

67 + + + + Zay1f Pozitif

68 + + Negatif

69 Zay1f Pozitif

70 + Negatif

71 + Negatif

72 + Negatif

73 + + + Negatif

74 + + Negatif

75 + + Orta Derece Pozitif
76 + Negatif

77 + + Zay1f Pozitif

78 + Zayif Pozitif

79 + Negatif

80 + Negatif

81 + Negatif

82 + + + + Negatif

83 + o+ + o+ Negatif

84 + Negatif

85 + +  Zayif Pozitif

86 + Zay1f Pozitif

87 + Negatif
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Tablo 4. (Devami)

sus . Biyofilm Olusturma
numara pap sfa afa hly aer cnf fim Kgbiliyeti d

88 + + Orta Derece Pozitif
89 + + Zay1f Pozitif

90 + Zay1f Pozitif
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4. TARTISMA

Idrar yolu enfeksiyonu, her yastan insanda en sik gériilen toplum kékenli ve hastane
enfeksiyon hastaliklarindan biridir. Cin'deki (http://www.chinets.com/) CHINET bakteriyel
ilag direnci izlemesine gore, idrardan izole edilen patojenler, solunum yolundan izole
edilenlerden sadece ikinci siradadir. Uropatojenik E. coli, IYE'nin baslica etiyolojik
faktoridiir (Kot, 2019). Calismalar, kadinlarin %40' inin ve erkeklerin %12' sinin yasamlar1
boyunca en az bir semptomatik IYE atag1 yasayacagini gdstermektedir; ek olarak, etkilenen
kadinlarin  %27-48'i yasamlarinda tekrarlayan IYE'lerle karsilasacagi bildirilmistir
(Zangane vd., 2021). istatistiklere gore, diinya capinda her yil 150 milyon insan IYE'ye
sahip ve bu da dogrudan 4 milyar liray1 asan saglik harcamalarina yol agmaktadir. UPEC,
insan gastrointestinal sistemini kolonize eder, uygun kosullar altinda iirinogenital sistemi
enfekte edebilir ve kolonize edebilir. UPEC'in viriilans faktorleri ve konakla ilgili
ozellikleri, I'YE'nin olusumunu tesvik eder (Abd vd., 2018).

Idrar yolu enfeksiyonlar1 geligmis iilkelerde yaygindir. UPEC, toplum kokenli
enfeksiyonlarin ¢goguna neden olur. Viriilans genlerinin varligi, UPEC ve diger patotipleri
patojenik olmayan E. coli'den ayirir (Oelschlaeger vd., 2002). Bir susta bulunan viriilans
genlerinin repertuvari, drnegin sistit veya piyelonefrit gibi hastaligin tipini ve ciddiyetini
yonetir. Ayrica yatay gen transferi, bakteri popiilasyonlar1 arasinda viriilans genlerinin
yayilmasini kolaylastirabilir (Oelschlaeger vd., 2002).

Biyofilm gelisiminin karmasik siireci, birden fazla gen ve diizenleyici sistemi igerir.
Biyofilm olusumunun gergeklesmesi i¢in fimB, fimE fimbrial genleri ve kivriml diizenek
bileseni csgE gereklidir. Ancak bu adezyon genlerinin yani sira transkripsiyon ve motilitede
gorev alan genler de gelisimin ilk 12 saati boyunca daha énemli bir rol oynar (Holden vd.,
2021). Biyofilm iiretimi ile filogenetik gruplar arasindaki baglantiy1 inceleyen cok sayida
arastirma bulunmaktadir. Filogrup B2 ve D ile baglantili en yaygin ozellikler, artan
biyofilm olusumu, c¢oklu ila¢ direnci ve bilyiik oranda sagakli, demir emilimi ve toksin
genleridir (Javed vd., 2021; Ochoa vd., 2016).

2019 yilinda yapilan bir calismada idrar Orneklerinden izole edilen E. coli
izolatlarinin ¢ogunlugunun B-laktam B-laktamaz inhibitér kombinasyonlari, kinolonlar ve
sefalosporinlere direng gosterdigi, fosfomisin, imipenem ve meropenem direncinin ise

diisiik oldugu goriilmiistiir (Dilizgiin vd., 2019). 2020 yilinda yapilan farkli bir ¢alismada ise



E. coli izolatlar1 arasinda en yiiksek direncin seftriakson ve sefuroksimaksetil
antibiyotiklere kars1 oldugu tespit edilmistir (Akyildiz vd., 2020). Tiirkiye'de 2023 yilinda
yapilan bir ¢alismada E. coli izolatlarinin kinolonlar, sefalosporinler, aminoglikozidler,
karbapenemler ve penisilinler dahil olmak {izere antibiyotiklere kars1 dnemli 6l¢iide direncli
oldugu bulunmustur (Ozad Diizgiin ve Yiiksel, 2023). Iran'da yapilan bir arastirmada izole
edilen iropatojenik E. coli suslarinin ¢ogunlukla sefepim ve sefhalotine direngli oldugu
belirlenmigtir. Ancak suslarin imipeneme duyarli oldugu tespit edilmistir (Raeispour ve
Ranjbar, 2018). Shenagari ve Iran'm kuzeyinden meslektaslar;, UPEC izolatlarinin %45.3
norfoxasin'e,%48.9'unun ofoxasin'e, %50.2 siprofoksine ve %61.9 nalidiksik aside direncli
oldugunu bildirmistir (Shenagari vd., 2018; Rastegar vd., 2023).

Kinolonlar ve fuorokinolonlar komplike IYE'min ampirik tedavisi igin
kullanildigindan, bu antibiyotiklere karst diren¢ olusmasi idrar yolu enfeksiyonlarinin
tedavisini zorlastirmaktadir (Poursina vd, 2018; Rastegar vd., 2023).

Ponnusamy ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada biyofilm iireten E. coli
izolatlarmin antibiyotik diren¢ oranlar1 kloramfenikol ve amoksiklal (amoksisilin ve
klavulanik asit) i¢cin %100, gentamisin ve sefotaksim icin %86, seftazidim igin %84,
kotrimoksazol ve piperasilin/tazobaktam icin %83, tetrasiklin i¢in %75 ve amikasin ig¢in
%70 olarak belirlemislerdir (Ponnusamy vd., 2012; Zhao vd., 2020). Calismalarinda,
biyofilm iireten tiropatojenik E. coli izolatlar1 arasinda hastane ortamlarinda MDR 'lerin (ii¢
veya daha fazla antibiyotik sinifinda en az bir ajana diren¢ kazanmis bakteri suglari)
yayilmasindan kaynaklandigini vurgulamiglardir (Ponnusamy vd., 2012; Zhao vd., 2020).

Yapilan bir ¢aligmada, biyofilm iiretimine tabi tutulan 200 E. coli izolatinin
cogunlugu 1251 (%62.5) Kongo Kirmizi Agar'da (CRA) biyofilm olusturduklarini
gostermislerdir. (Subramanian vd., 2012; Katongole vd., 2020). Ayni ¢calismada planktonik
durumdaki tiim UPEC izolatlar1 {izerinde antibiyotik duyarlilik paterni uygulanmig ve
biyofilm olusturan izolatlar ampisilin ve ktrimoksazole (%93) karst maksimum direng
gosterdigini belirlemislerdir. Bu oranlari sirastyla gentamisin (%87), sefuroksim (%84) ve
nalidiksik asit (%79) izlemistir (Reisner vd., 2006; Ponnusamy vd., 2012). Bu tez
calismasinda 90 E.coli izolatinin %93.3 ampisilin, %90 ampisilin/sulbaktam, ve %85.5
amoksisilin/klavulanik asit, ve en az ise %15.5 ertapenem, %16.6 meropenem, ve %16.6
imipenem direngli oldugu tespit edilmistir.

Bir¢ogu biyofilm olusumuyla da baglantili olan ¢ok sayida viriilans faktorii, UPEC'in

mesaneyi kolonize etme ve antibiyotik tedavisine dayanma kapasitesinden sorumludur
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(Anderson vd., 2003; Eberly vd., 2017). PapC, kivircik lifler, Tip 1 fimbrialar, P fimbrialar,
S fimbrialar, F1C fimbrialar, fimbrialar ve afimbria adezinleri adezyon faktorlerinin birkag
ornegidir (Rahdar vd., 2015; Kadry vd., 2020). Bu yapisma faktorleri, UPEC'in iiriner
sistemde kolonize olmasina, konak¢inin bagisiklik tepkisinden kagmasina ve konakg1 hiicre
ve dokulara yapisip sizmasina olanak tanir (Schiiroff vd., 2022; Wojciuk vd., 2022). Klinik
E. coli susalarinda viriilans faktor genlerinin varligi bir¢ok c¢alismada bildirilmistir.
Tiirkiye'de 2019 yilinda idrar yolu enfeksiyonlarindan izole edilen E.coli izolatlar1 lizerinde
yapilan ¢aligmada en yaygin viriilans faktor geninin fim oldugu belirlenmistir (Diizgiin vd.,
2019). Ayni ¢alismada susglar arasinda sfa ve pap viriilans genlerine rastlanmamistir. Ek
olarak, ¢calismada 90 E. coli izolatinda 11 farkli viriilans gen paterni belirlenmistir.

Tiirkiye'de yapilan farkli bir aragtirmada, aer'in en sik goriilen viriilans geni oldugu
goriilmiistiir; suslarda sfa ve pap genlerinin de varlig: tespit edilmistir. Ayrica suslar on
farkl: viriilans gen paterni sergilemistir (Akyildiz vd., 2020).

Tiirkiye'de 2023 yilinda klinik E. coli izolatlar1 tizerinde yapilan ¢alismada en sik
tespit edilen gen aer olmustur. Ek olarak, ¢aligmada suslar arasinda 34 farkli viriilans gen
paterni bulunmustur (Ozad Diizgiin ve Yiiksel, 2023). Uropatojenik E. coli ile ilgili 2018
yilinda yapilan ¢alismada da benzer sekilde izolatlar arasinda en yaygin viriilans faktor geni
aer, ikinci en yaygin viriilans faktor geni ise fim geni olmustur (Racispour ve Ranjbar,
2018). Brezilya'da yapilan bir arastirmaya gore, E. coli izolatlarinin sirasiyla %96'sinda
hemolizin viriilans faktorleri mevcuttu ve izolatlarin sirasiyla %32,0'inda fimbriyal
yapiskan sistemleri kodlayan genler tasidigi belirlenmistir (Santo vd., 2006). Romanya'da
yapilan bir ¢alismada izolatlar arasinda en yaygin viriilans faktorii geninin fim geni oldugu
goriilmiistiir (Usein vd., 2001). Calismamizda toplam 86 susta viriilans faktoér genlerinin
varlig1 gozlemlenmistir. En yiiksek oranda fim (%92,2) viriilans faktor geni suslarda tespit
edilmistir. Afa, pap, cnf, sfa, hly sirasiyla %30, %13, %13, %3,3, %2,2 oraninda
goriilmiistiir. Tip 1 fimbrialarin yiliksek seviyeleri izole edilen suslarin patojenitesi ile
iliskili olabilir, ¢linkii tip 1 fimbrialar (fimH) idrar yollarinin kolonizasyonunda ¢ok 6nemli
bir rol oynar. Fimbrial genlerin yiiksek ekspresyonunun goézlenmesi, mikrobiyal biyofilm
olusumunda 6nemli bir mekanizma olarak isaret edebilir. Calismamizda yiiksek fimbrial
gen ekspresyonu, mikroorganizmalarin ¢evresel kosullara uyum saglama ve konakgi
hiicrelerle etkilesimde bulunma kabiliyetlerini giiglendirebileceklerini 6ne siirmektedir.

Tiba ve arkdaslarinin 2008 yilinda Brezilya'da 162 UPEC izolati lizerinde yaptiklar
calismada pap, afa ve sfa genlerinin sikhigi sirasiyla %32.7, %27.8 ve %6.2 olarak
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bildirilmistir (Tiba vd., 2008; Nikzad vd., 2021). 2006 yilinda Arisoy ve arkadaslar1 161
UPEC izolatin1 inceleyerek pap ve sfa genlerinin sikligini sirasiyla %22.98 ve %6.21
olarak saptamiglardir (Arisoy vd., 2006; Nikzad vd., 2021). Fathollahi ve arkdaslar
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise cesitli idrar yolu enfeksiyonu formlarindan izole
edilen E. coli iizerinde pap operon prevalansi bildirilmistir (Fathollahi vd., 2009; Nikzad
vd., 2021). Karimian ve arkdaslarinin IYE'den derledigi 123 E. coli izolatinin %27'sinde
pap geni, %14.6'sinda sfa geni saptamistir (Karimian vd., 2012). Mohajeri ve arkdaslarinin
raporunda ise pap gen sikligi %?20.5, sfa geni sikligi ise %21.5 olarak goriilmiistiir
(Mohajeri vd., 2012; Nikzad vd., 2021.)

Biyofilm olusumu, insan mukozasinda enfeksiyon gelisiminde ¢ok onemli bir adim
olarak kabul edilir. Farkl1 yilizeylere yapigsma yetenegi ve biyofilm olusumu UPEC E. coli
patojenitesinin dnemli bir 6zelligi olarak kabul edilmistir. Farkli yapisma faktorleri de dahil
olmak Tlizere bakterinin ylizey viriilans faktorleri, bakteriyel yapigsmaya ve biyofilm
bliylimesine katkida bulunabilir.

Tez ¢aligmasinda ayrica Gram-negatif bakterilerin biyofilm olusturucu 6zelliklerinin
viriilanslar1 i¢in gerekli olmasi nedeniyle UPEC izolatlarinin biyofilm olusturma
yetenekleri de arastinlmistir. Sonuglarimiz 42 susun  biyofilm  olusturdugunu
gostermektedir. 2021 yilinda yapilan bir ¢galismada UPEC'lerin biyofilm olusturma yetenegi
arastirilmis ve izolatlarin %99'unun bu yetenege sahip oldugu bulunmustur (Naziri vd.,
2021). Idrar 6rneklerinden elde edilen 57 E. coli izolatindan Shah ve ark. %50’sinin
biyofilm olusturabildigini bulmustur (Shah vd., 2020). Detho ve arkadaslari tarafindan
UPEC izolatlarinin yarisindan fazlasinin in vitro biyofilm olusturabildigini gdstermistir
(Detho vd., 2023). 126 UPEC izolatinin dahil edildigi ¢alismada izolatlarin %80,2'sinin
biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugu belirlenmis olup, biyofilm iireticilerinin
sirastyla %42,1, %16,7 ve %21,4'iniin zayif, orta ve %?21,4 oraninda gii¢lii iireticiler
oldugu gozlenmistir (Rastegar vd., 2023).

Fattahi ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan calismada biyofilm olusturan
izolatlarin oranin yiiksek (%90) oldugu gozlenmistir (Fattahi vd., 2015; Shah vd., 2019).
Karam ve arkadaglar1 (2018) UPEC'de biyofilm olusumunun kontrol suslarina gére daha
yiiksek oldugu sonucuna varmiglardir (Karam vd., 2018; Shah vd., 2019). Biyofilm,
UPEC'in 6nemli viriilans faktorlerinden biridir ve onlar1 konake1 bagisikligindan ve kalict
enfeksiyonlara neden olan antimikrobiyal ajanlardan korur (Shah vd., 2019). Farkli bir

calismada, UPEC izolatlarinin %99' unun in vitro biyofilm olusturma yetenegi gosterdigini
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belirlemiglerdir ve izolatlarin %27'sinin orta ila giiclii biyofilm {ireticileri oldugunu
gostermislerdir (Tabasi vd., 2015).

[ran’da, yapilan bir calismada, E. coli izolatlarmin %94'iiniin in vitro biyofilm
olusumu i¢in pozitif oldugu diisiiniilmiistiir. Genel olarak, izolatlarin sirasiyla %36, %48 ve
%10'giiclii, orta ve zayif biyofilm {ireticileri oldugu belirlenmistir (Zamani ve Salehzadeh,
2018; Naziri vd., 2021).

[ran'm Shahrekord kentinden yapilan bagka bir ¢alismada (Tajbakhsh vd., 2016), E.
coli izolatlarinin %61,53'i biyofilm fireticisi oldugu tespit edilmistir; izolatlarin sirasiyla
%18.75"1 gliclii, %25'1 orta ve %56.25'1 zayif biyofilm olusturma kapasitelerine sahip
oldugu belirlenmistir.

Bu tez calismasinda 90 klinik E.coli izolatinin biyofilm olusturma yetenekleri
degerlendirildi ve 42 susun biyofilm olusturdugu, 48 susun ise olusturmadigi gorildi.
Biyofilm olusturan suslarin 26's1 (%28.8) zayif, 12'si (%13.3) orta ve 41 (%4.4) giicli
biyofilm olusturma kapasitesine sahip olduklar1 belirlendi. Patogenezi ve biyofilm olusumu
ile iligkili faktorleri anlamak, yeni tedavilerin gelistirilmesinin anahtaridir (R6mling ve

Balsalobre ,2012; Katongole vd., 2020).

40



5. SONUC VE DEGERLENDIiRME

Sonug¢ olarak, ¢aligmada hastaneden izole edilen UPEC'ler antibiyotiklere karsi
oldukca direncli oldugu goriildii; viriilans faktorii genlerini barindiran ¢ok sayida sus ve
bunlar arasinda biyofilm olusturma kapasitesine sahip olanlar dikkat g¢ekmektedir.
UPEC'lerin yiiksek antibiyotik direnci ve enfeksiyonun kolay tekrarlama orani nedeniyle
IYE igin tedavi segenekleri smirlidir (Chen vd., 2003). Bu nedenle enfeksiyonlara yonelik
daha etkili tedavilerin gelistirilmesine, E. coli'de biyofilm olusumunun incelenmesiyle
yardimer olunabilir. Ayrica antibiyotik duyarhilik paternlerinin, biyofilm olusumunun ve
viriilans faktor genlerinin varliginin belirlenmesi, uygun antibiyotik tedavisinin se¢iminde
faydali olabilir (Karigoudar vd., 2019)

Oneriler arasinda viriilans faktorii genleri arasindaki spesifik etkilesimleri ortaya
cikarmaya yonelik daha fazla arastirma yapilmasinin yani sira biyofilm olusumunu bozacak
potansiyel terapdtik hedeflerin arastirilmasi da yer almaktadir. Bu mekanizmalari
engellemek ic¢in stratejiler gelistirmek, UPEC ile iliskili enfeksiyonlarin O6nlenmesi ve

tedavisinde yeni yaklasimlara yol acabilir.
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