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OZET

Uropatojenik Esherichia coli Izolatlarinda Baz1 Viriilans Genlerinin Biyofilm ile

Iliskisinin PZR Yontemiyle Arastirilmasi

Amag: Bu calismada iiropatojen Escherichia coli (E. coli) izolatlarinda baz1 virtilans
genlerinin varhiginin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle arastirilmasi ve
bu izolatlarin fenotipik biyofilm iiretiminin belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem: Calismamizda antibiyotik duyarlilik testleri i¢cin otomatize sistem ve disk
difiizyon yontemi kullanilmistir. Ayn1 hastadan alinan idrar 6rneklerinden tiretilen
izolatlarin molekiiler benzerlikleri PZR temelli yontemler ile arastirilmistir.
Calismamizdaki suslarla tekrarlayan IYE etkeni (tiYE) ve tekrarlamayan IYE etkeni
(tmiYE) gruplar1 olusturulmustur. Suslarin filogenetik smiflandirmasi ve fimH, papC,
sfa, csgA, csgD, afa, flu, besA, pgad, pgaC, fliCH4 ve fliCH7 genlerinin varligi PZR
yontemi ile aragtirilmistir. pgad ve besA genlerinin ekspresyon diizeyi, mRNA miktari
gercek zamanli PZR (RT-PCR) yontemiyle dlgiilerek belirlenmistir. Suglarin fenotipik
biyofilm iiretimi hem Kongo kirmizili agar (KKA) kullanilarak hem de mikrotitre plak
yontemi (MPY) ile belirlenmistir.

Bulgular ve Sonu¢: Calismamizda tIYE grubunda 54, tmIYE grubunda 54 olmak
tizere 108 sus yer almistir. Seftriakson (CRO), sefiksim (CFM), siprofloksasin (CIP),
levofloksasin (LEV) direnci ve genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) iiretimi
ile IYE’lerin tekrarlamasi arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir (p< 0.05). Her
iki grupta da suslarin ¢ogunlugu filogrup B2’de, ikinci sirada ise filogrup D’de yer
almistir. Viriilans genlerinden fimH, csgA ve csgD tim suslarda pozitif bulunmus, iki
grupta da prevalansi en diisiik gen afa olarak saptanmistir. besA4 ve pgaC genlerinin
prevalasi tIYE grubunda, pgad geninin ekspresyon diizeyi tmIYE grubunda daha
yiiksek bulunmustur (p< 0.05). Her iki grupta da suslarin ¢ogunun KKA yontemiyle
biyofilm iirettigi, MPY ile ise diisiik diizeyde biyofilm iireticisi oldugu belirlenmistir.

Iki grup arasinda biyofilm iiretimi arasinda anlamli fark bulunmamustur.
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SUMMARY

Investigation of the Relationship Between Some Virulence Genes and Biofilm

Formation in Uropathogenic Escherichia coli Isolates Using PCR Method

Objective: This study aimed to investigate the presence of certain virulence genes in
uropathogen Escherichia coli (E. coli) isolates using the polymerase chain reaction

(PCR) method and to determine the phenotypic biofilm production of these isolates.

Methods: In our study, an automated system and disk diffusion method were used for
antibiotic susceptibility testing. The molecular similarities of isolates obtained from
urine samples of the same patient were investigated using PCR-based methods.
Recurrent UTI (rUTI) and non-recurrent UTI (nrUTI) groups were formed with the
strains in our study. The phylogenetic classification of the strains and the presence of
fimH, papC, sfa, csgA, csgD, afa, flu, besA, pgaA, pgaC, fliCH4, and fliCH7 genes
were investigated using PCR. The expression levels of pgad and bcsA genes were
determined by measuring mRNA quantities using real-time PCR (RT-PCR).
Phenotypic biofilm production of the strains was determined using both Congo red

agar (CRA) and the microtiter plate method (MPM).

Results and Conclusion: A total of 108 strains were included in the study, with 54
strains in the rUTI group and 54 strains in the ntUTI group. A positive correlation was
found between resistance to ceftriaxone (CRO), cefixime (CFM), ciprofloxacin (CIP),
levofloxacin (LEV), extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) production, and the
recurrence of UTIs (p< 0.05). In both groups, the majority of the strains belonged to
phylogroup B2, followed by phylogroup D. The virulence genes fimH, csgA, and csgD
were found to be positive in all strains, while afa was the least prevalent gene in both
groups. The prevalence of besA and pgaC genes was higher in the rUTI group, and the
expression level of the pgad gene was higher in the nrUTI group (p< 0.05). Most
strains in both groups produced biofilm by the CRA method and they were low level
biofilm producer by the MPM. No significant difference was found in biofilm

production between the two groups.
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KISALTMALAR VE SIMGELER DiZiNi
Agn 43 : Antijen 43
AMC : Amoksisilin-klavulanik asit

AP-PCR : Arbitrary primed PCR

ATCC : American Type Culture Collection

bp : Base pair, baz cifti

cDNA : Komplementer DNA

CFM : Sefiksim

CIp : Siprofloksasin

Cp : Crossing point, ¢akisma noktasi
CRA : Congo red agar

CRO : Seftriakson

CT : Cycle threshold, esik degeri dongiisii
Ccip : Coklu ilaca direngli

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoxyribonucleoside triphosphate
E. coli : Escherichia coli

ERIC : Enterobacterial repetitive intergenic consensus
ESBL : Extended-spectrum beta-lactamase

EUCAST : The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
-F : Forward (ileri) primer

F : Nitrofurantoin
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FF

GSBL

IYE
KKA
KPC
KTU
LB

LEV

: Fosfomisin

: Geniglemis spektrumlu beta laktamaz
: Duyarli, yiiksek doz

: Idrar yolu enfeksiyonu

: Kongo kirmizil agar

: Klebsiella pneumoniae karbapenemaz
: Karadeniz Teknik Universitesi

: Luria Bertani

: Levofloksasin

MALDI-TOF MS: Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass

spectrometry, matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamant

kiitle spektrometresi

mcg / ml
ml
MLST
MPM
MPY
mRNA
MS
NDM
nrUTI
oD

ODc

: Mikrogram bolii mililitre

: Mililitre

: Multilokus sekans tiplendirme

: Microtiter plate method

: Mikrotitre plak yontemi

: Mesajci riboniikleik asit, messenger ribonucleic acid
: Microsoft

: New Delhi metallo beta laktamaz

: Non-recurrent urinary tract infection

: Optik dansitesi

: Optik dansite cut-off degeri
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ODwms : Mikroorganizma biyofilminin optik dansitesi

OXA-48 : Oksasilinaz- 48

PBS : Fosfat tamponlu salin

PCR : Polymerase chain reaction

PFGE : Pulsed-field gel electrophoresis

PGA : Poli-B-1,6-N-asetil-D-glukozamin polimeri
pH : Potansiyel Hidrojen Iyonu

pmol : Pikomol

pmol/pl : Pikomol bolii mikrolitre

PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu

Q1-Q3 : 1. ve 3. geyreklik

QS : Quorum sensing

-R : Reverse (geri) primer

R : Direngli

RAPD : Randomly amplified polymorphic DNA
REP : Repetitive extragenic palindromic

RFLP : Restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmi
RNA : Riboniikleik asit

rRNA : Ribozomal RNA

RT-PCR : Real-time polimeraz chain reaction, gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu

rUTI : Recurrent urinary tract infection

S : Duyarh

SD : Standart sapma
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Sn : Saniye

SXT : Trimetoprim-sulfametoksazol

TBE : Tris — Borik asit — Etilen diamin tetra asetik asit
TEC : Tekrarlayan E. coli

tiYE : Tekrarlayan 1YE etkeni

Tm : Melting temperature, erime noktasi

TMEC : Tekrarlamayan E. coli

tmiYE : Tekrarlamayan IYE etkeni

UPEC : Uropathogenic E. coli, iiropatojenik E. coli

uv : Ultraviyole

VIM : Verona integron-encoded metallo beta laktamaz
% : Yiizde

B : Beta

°C : Santigrad Derece

ul : Mikrolitre

+ : Pozitif

- : Negatif
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1. GIRIS
Idrar yolu enfeksiyonu (IYE), kadinlar basta olmak iizere, insanlarda en sik

goriilen enfeksiyonlar arasindadir. Etkilenen kadmlarin 6nemli bir kisminda

enfeksiyon tekrarlamaktadir (1).

Toplum koékenli IYE'lerin ¢ogunda etken iiropatojenik E. coli (UPEC)’dir (2).
UPEC izolatlarinin, iiriner sistemde enfeksiyon olusumuna yardimci olan viriilans
faktorlerinden en Onemlisi, biyofilm olusturma yetenegidir. Bu suslar genellikle,
biyofilm olusumunu kolaylastiran tip 1 fimbria gibi adezinlere ve flagellaya sahiptir.
Tip 1 fimbria fim operonu tarafindan kodlanan, {iriner epitele invazyonda etkili bir
adezyon faktoriidiir. P fimbria akut piyelonefrit gelisimi ile iligkilidir ve pap operonu
tarafindan kodlanir. Curli fimbria, hiicreden ¢oziinebilir proteinler salgilayan ve
biyofilm olusumunu kolaylastiran amiloid fibriler yapidir ve csg operonu tarafindan
kodlanir. UPEC patojenitesine katki saglayan baska bir adezin grubu ise ototranspoter
proteinlerdir. Antijen 43, flu geni tarafindan kodlanan bir ototransporter proteindir. E.
coli’de yiizeylere yapisma, agregasyon ve biyofilm olusumu gibi iglevleri vardir.
UPEC suslart sahip olduklar1 bu viriilans faktorleri sayesinde iiriner sistemde stresli
cevresel kosullar varliginda biyofilm olusturabilir ve kaliciligr saglayabilir (3-5). Bu
nedenle gerek hedefe yonelik tedavi protokollerinin belirlenmesinde gerekse
enfeksiyonun tekrarinin  6nlenmesinde I1YE olusumunda etkili faktdrlerin

aydinlatilmasi kritik 6neme sahiptir.

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Uygulama ve
Aragtirma Merkezi (Farabi Hastanesi), Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Temmuz
2022- Subat 2023 tarihleri arasinda idrar 6rneklerinden izole edilen, IYE etkeni E. coli
suslarinin antibiyotik direng¢ paternlerinin ve fenotipik biyofilm {iretiminin
arastirilmasi ve suslarda biyofilm olusumu ile ilgili oldugu bilinen fimH, papC, sfa,
csgA, csgD, afa, flu, besA, pgaA, pgaC, fliCH4 ve fliCH7 viriilans genlerinin varliginin

belirlenmesi amaclanmustir.

Bu calisma ile UPEC suslarinin IYE patogenezinde yer alan cesitli viriilans
faktdrleri ve bunlarin tekrarlayan IYE olusumu ile iliskisinin aydinlatilmasi, elde

edilen verilerin enfeksiyonun tekrarinin 6nlenmesine katki saglamasi hedeflenmistir.
1



Ayn1 zamanda bu calisma tekrarlayan IYE konusunda gelecekte yapilacak yeni

calismalarda yol gosterici olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. idrar Yolu Enfeksiyonlari
2.1.1. idrar Yolu Enfeksiyonlariyla Ilgili Genel Bilgiler

IYE insanlarda en sik goriilen bakteriyel enfeksiyonlardandir. Cinsel aktif
yastaki kadinlar basta olmak iizere IYE her iki cinsiyette ve tiim yas gruplarinda
onemli bir morbidite nedenidir. Kadinlarin yaklasik % 60’1, erkeklerin ise yaklasik %
12’si yasamlar1 boyunca en az bir kere IYE gegirmektedir. Ozellikle kadimlarda
gecirilen IYE’lerin % 30 ila 401 tekrarlama egilimindedir.

IYE bébrekleri, renal pelvisi, iireterleri, mesaneyi, iiretray1 ve diger cevre
dokular1 etkileyebilir. Enfeksiyonun yerine gore {ist iiriner sistem enfeksiyonu (bobrek
ve Ureterlerin etkilendigi), alt iiriner sistem enfeksiyonu (mesane ve iiretranin
etkilendigi), piyelonefrit (sadece bobrek tutulumu) ve sistit (sadece mesane tutulumu)
olarak adlandirilir. Klinik faktorlere gore ise komplike olmayan ve komplike IYE

seklinde temel olarak ikiye ayrilir.

Komplike olmayan IYE: Gebe olmayan, immiinkompetan gen¢ kadinlarda
goriilen; herhangi bir anatomik veya fonksiyonel bozuklugun ve komorbiditenin s6z

konusu olmadig1 idrar yolu enfeksiyonu

Komplike IYE: Yukaridaki tanimlarm disinda kalan tiim diriner sistem
efeksiyonlarim1 kapsamaktadir. Ornegin tekrarlayan IYE, anatomik ve fonksiyonel
bozukluklarin s6z konusu oldugu IYE, gebelerde gériilen IYE, iiriner sistem kataterleri

basta olmak iizere yabanci cisim ile iliskili IYE, erkeklerde goriilen IYE (6-10).

Uriner sistem enfeksiyonlar1 etken mikroorganizmalarin asendan yolla
peritliretral bolgeden mesane ve diger iiriner yapilara ulagsmasiyla veya kan yoluyla
bolgeye yerlesip enfeksiyon olusturmasiyla ortaya cikabilir. Asendan yolla enfeksiyon
olusumu c¢ok daha sik gozlenmektedir. Periliretral bolgenin rektuma anatomik
yakinlig1 nedeniyle enteral mikrobiyota iiyesi mikroorganizmalar bu bolgeyi kolonize
eder ve IYE etyolojisinde énemli rol oynar. Komplike olmayan sistitlerin yaklasik %

80’inde etken E. coli’dir. Bunun yani sira Klebsiella pneumonia, Proteus mirabilis,



Enterococcus spp., Staphilococcus sapropyticus ve Pseudomonas auroginosa da diger

IYE etkenlerinden en sik goriilenleridir (11).

Uretra uzunlugu, idrarin asidik olmas1 (pH < 5) ve vajen mikrobiyatasinda yer
alan laktobasil tiirleri, stk stk ve cok miktarda isemenin yikayici etkisi, idrar
osmolaritesi ve idrar igeriginde bakteri cogalmasini olumsuz etkileyen proteinlerin
varlig1, mesanenin i¢ yiizeyini kaplayan mukus tabakas1 gibi 6zellikler IYE olusumuna
kars1 konag1 koruyan dogal faktorlerdir. Bununla birlikte kadinlarda iiretranin kisa
olmasi, haftada 3 kere veya daha sik cinsel iliski, gebelik, tiriner sistemde tas varligi,
vezikoiireteral reflii ya da norojenik mesane gibi fizyolojik veya anatomik nedenlere
bagli iseme bozukluklari, liriner katater kullanimi, konakta diyabetes mellitus gibi
komorbiditelerin varli§i ve immiinsupresyon gibi durumlar ise konag {iriner sistem

enfeksiyonlarina daha yatkin hale getirir (9, 12).

Enfeksiyon olusumunda konagin  ozelliklerinin  yan1  sira  etken
mikroorganizmanin viriilans &zellikleri de énemli rol oynar. IYE olusumunda rol alan
bakteriler konak savunmasindan korunmak ve driner sistemde invazyonu,
kolonizasyonu ve ilerlemeyi saglamak igin bir dizi viriilans faktoriine sahiptirler.
Bunlardan bazilar periiiretral bélgeden liretere ve mesaneye hareketi saglayan fimbria
ve flagella varligi, mesane epiteline tutunmayr kolaylastiran adezinler,
mikroorganizmanin toksin tiretimi, demir alim sistemleri, kapsiil yapist ve biyofilm

olusturmasidir (3)

Cocukluk caginda gecirilen ya da ailede var olan IYE &ykiisii, birden fazla
cinsel partner varligi, spermisid kullanimi, vulvovajinal pH ve flora degisikligi ve
bununla iliskili olarak laktobasil kolonizasyonunun azalmasi gibi nedenler tekrarlayan
IYE ataklarma neden olabilir. Postmenapozal donemde ise ozellikle &strojen
miktarinin azalmasina bagli goriilen vajinal atrofi, liriner inkontinans gibi durumlar

enfeksiyonun tekrarlamasi agisindan risk olusturur (3, 13).

2.1.2. idrar Yolu Enfeksiyonlarinda Tedavi

Akut komplike olmayan IYE’de genellikle ilk tercih antibiyotiklerle ampirik,

kisa siireli tedavi onerilir. Regete edilen ilaglarla tedavide basarisizlik, yiiksek riskli
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hastalarda enfeksiyon ya da komplike IYE durumunda ampirik tedaviye baslanmadan
once idrar kiiltiiri alinarak, iireme olmasit durumunda duyarlilik testi caligilmasi

gerekmektedir (14, 15).

Idrar yolu enfeksiyonlarmim %80’inden fazlasinda etken E. coli oldugu icin
antibiyotik se¢iminde bu durum goz Oniinde bulundurulmalidir. Ampirik tedavide
tercih edilecek antibiyotiklere liropatojenlere kars1 bolgesel direng diizeyine gore karar
verilmektedir. Genellikle tedavide ilk tercih edilen antibiyotikler nitrofurantoin,
trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) veya fosfomisindir. Beta-laktamlar ve
florokinolonlar ise maliyet ve artan direng diizeyi nedeniyle ikinci sirada tercih edilir.
Enfeksiyon etkeni bakteri genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) enzimi
sentezliyorsa tedavide sefepim, ertapenem, meropenem ya da imipenem kullanilabilir.
Bakteri karbapenemaz enzimi iretiyorsa seftazidim-avibaktam, kolistin veya

polimiksin B ile enfeksiyon tedavi edilebilir (14-16).

Semptomlarda iyilesme goriildiikten sonra tekrar kiiltlirle kanitlanmus,
semptomatik IYE gelisirse yeniden ilk tercih antibiyotiklerle kisa siireli tedavi verilir.
Bu noktada tekrarlayan IYE agisindan hayat tarzi degisiklikleri ve antibiyotik digt
profilaktik tedaviler (turna yemisi, D-mannoz kullanimi, Ostrojen igeren vajinal
kremler vs.) denenebilir. Bu oOnlemler yeterli olmuyorsa antibiyotik profilaksisi
diistiniilmelidir (16). Profilakside en sik tercih edilen antibiyotikler nitrofurantoin,

trimetoprim, SXT dir. Nadiren fosfomisin ya da norfloksasin de tercih edilebilir (15).

2.1.3. Tekrarlayan idrar Yolu Enfeksiyonu

Tekrarlayan IYE; en az 2 hafta semptomsuz olmak kosuluyla, son 6 ayda 2
veya daha fazla ya da son 1 yilda 3 veya daha fazla, kiiltiirle kanitlanmis IYE olarak
tammlanir (10). Bu tanimlama sadece komplike olmayan IYE igin gegerlidir (14).
Gegirilen ilk enfeksiyondan sonra kadinlarin; yaklasik %20’sinde 6 ay i¢inde, yaklasik
%45’inde ise 1 yil i¢inde tekrarlayan IYE gozlemlenir. Etkilenen hastalarin ¢ogunda

altta yatan herhangi bir fizyolojik veya anatomik bozukluk bulunmaz (9)

Tekrarlayan 1YE; ilk epizottaki etkenden farkli bir mikroorganizma ile ortaya

cikarsa bu durum reenfeksiyon olarak adlandirilir. Ilk epizottaki ile sonraki

5



enfeksiyondaki etkenler ayniysa ya tedavi, etkeni liriner sistemden temizlemekte
basarisiz olmustur (persistan enfeksiyon) ya da kisi ayn1 sus ile tekrardan enfekte

olmustur (relaps) (17).
Tekrarlayan 1YE vakalarinin yarisindan fazlasinda sorumlu patojen E. coli’dir.

2.1.4. idrar Yolu Enfeksiyonunda E. coli’nin rolii

E. coli

E. coli ilk kez 1885 yilinda Alman pediatrist Theodor Escherich tarafindan
tanimlanmistir (18). Enterobacteriaceae ailesine ait olan E. coli, gram negatif, sporsuz,
flagella igeren, fakdiltatif anaerob bir basildir. Laktozu fermente eder. Katalaz testi
pozitif, oksidaz testi negatiftir (16, 19). Kanli agar, MacConkey agar gibi

besiyerlerinde kolayca firer.

E. coli, insanlarin ve omurgali hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde
kommensal olarak bulunan bir bakteridir. Kommensal suslar konak bagisikliginda
azalma ya da gastrointestinal bariyerlerde bozulma olmadik¢a gastrointestinal
sistemde hastalik tablosuna neden olmazlar. Bununla birlikte, baz1 suslar1 insanlarda
ve evcil hayvanlarda, intestinal veya ekstraintestinal enfeksiyonlara neden olur (20).
E. coli’nin Shiga toksini iireten E. coli, enteropatojenik E. coli, enterotoksijenik E.
coli, enteroagregatif E. coli, diffliz aderan E. coli ve enteroinvaziv E. coli olarak
adlandirilan alt1 intestinal patojen tipi vardir. Buna ek olarak bazi suslar; sepsis,
neonatal menenjit, pndmoni, osteomiyelit, yumusak doku enfeksiyonlari, yara
enfeksiyonlar1 ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi bagirsak disi hastaliklara neden

olabilmektedir (19). IYE etkeni E. coli iiropatojenik E. coli olarak adlandirilmaktadur.

E. coli’nin Filogenetik Siniflandirmasi

Clermont ve arkadaslari, PZR ile E. coli suslarinin 4 ana filogruba (A, B1, B2
ve D) aynildigim1 gostermistir. Bu smiflandirma, suslar ve hastaliklar arasindaki
iligkinin anlagilmasina yardime1 olmaktadir. Ekstraintestinal enfeksiyon olusumunda
rol alan suslarin en ¢ok B2 grubuna ve ikinci sirada grup D’ye, kommensal ve
intestinal patojen suslarin ¢cogunlugunun grup A’ya ve grup Bl’e ait oldugu tespit

edilmistir. Filogenetik gruplandirma multilokus enzim elektroforezi ve ribotipleme
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gibi yontemlerle yapilabiliyor olsa da bunlar hem zaman alict hem de zor uygulanabilir
yontemlerdir. Clermont ve arkadaslarinin 3 gen hedefi kullanarak tripleks PCR ile
gerceklestirdigi  filogenetik  siniflandirma ise ¢ok daha hizli ve kolay
uygulanabilmektedir. ilgili calismada test edilen izolatlarin % 99’u referans yonteme
gore dogru smiflandirilmistir. Bu yontemde chud ve yjaA geni ile TspE4.C2
deoksiriboniikleik asit (DNA) fragmani spesifik primerlerle ¢ogaltilir ve bu genlerin
varligina ya da yokluguna bagl olarak incelenen izolatin filogenetik grubuna karar
verilir. chud geni B2 ve D grubuna ait izolatlarda bulunurken A ve B1 grubuna ait
olanlarda bulunmaz. chuA geni bulunan izolatlarda ayrica yjad geni de mevcutsa
bunlar B2 grubuna, yja4 geni olmayanlar ise D grubuna aittir. chuAd geni olmayanlarda
ise TspE4.C2 DNA fragmaninin varligi degerlendirilir. Bu pargay1 tasiyanlar Bl

grubunda, tasimayanlar ise D grubunda yer alir. (21).

Tablo 1. chuAd ve yjaA geni ile TspE4.C2 DNA fragmaninin PCR ile ¢ogaltilmasina

dayanan E. coli filogenetik siniflandirmasi (21)

A Bl B2 D
chuA - - + +
yjaA +/- +/- + -
TspE4.C2 - + +/- +/-
UPEC ve Biyofilm

UPEC suslarinin iriner sistemde tutunup enfeksiyon olusturmasini saglayan ve
patojenitesine katkida bulunan ¢esitli virlilans faktorleri vardir; toksin {iretimi,
adezinler, demir alim sistemleri gibi. Bunlardan biri de organizmanin biyofilm
olusturma yetenegidir. Bu suslar genellikle, biyofilm olusumunu kolaylagtiran tip 1
fimbria, P fimbria gibi adezinlere ve flagellaya sahiptir ve bu sayede iiriner sistemde,
stresli cevresel kosullar varliginda (Or: antibiyotik maruziyeti, besin aghigr vb.)
biyofilm olusturarak hayatta kalabilirler (22). Ayrica, yapilan c¢esitli caligmalarda
UPEC suslarinin iirotelyal invazyon yoluyla hiicre ici biyofilm yapis1 olusturabildigi

ve bu suslarda var olan tip 1, P ve S/FIC fimbria gibi adezinlerin bu yapiya katki
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sagladig1 goriilmiistiir (6). Bu intraseliiler yap1 sayesinde bakteri konak immiin
yanitindan kagcabilir ve IYE semptomlarina neden olabilir. Yan1 sira, rutin tani
yontemleriyle tespit edilemez ve hedefe yonelik tedavi uygulanamaz (23). Farkh
calismalarda hiicre i¢i biyofilm yapist kronik sistit ve tekrarlayan IYE tablolarinin

olugmasi ile de iliskilendirilmistir (6).

Sekil 1. UPEC suslarinda varolan fimbrial adezinler (24)

T1 Fimbria P Fimbria S Fimbria

Yapigkan Ug

Alt Uniteler

Major Alt Unite  —»FimA {

Translokasyon ve
Birlestirici Protein

Bakteriyel biyofilmler, planktonik hiicrelerin bir yiizeyle etkilesimi sonucunda
yiizeye ve birbirlerine yapisarak olusturduklart bakteri kiimeleridir. Biyofilm i¢indeki
bakteriler, kendilerini dis ortamdan ve olumsuz kosullardan koruyan bir matriks
tiretirler. Bu matriksin yapisinda ekzopolisakkaritler, proteinler ve DNA bulunur (25).
Biyofilm i¢indeki bakteriler, ii¢ boyutlu biyofilm yapisin1 ve farkl islevler iistlenen
heterojen bakteri topluluklarini olusturmak i¢in birbirleriyle koordineli olarak
calisirlar (9). Koordinasyonu saglamak i¢in quorum sensing (QS) olarak bilinen

kimyasal sinyal yolu araciligiyla birbirleriyle iletisim kurarlar. QS ile bakteri hiicreleri,
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hiicre dis1 ortama otoindiikleyici maddeler salgilar ve gerekli yliksek yogunluga

ulasildiginda, biyofilm olusumunu ve olgunlagsmasini diizenlerler (26)

Biyofilm icindeki bakteriler konakg¢i bagisiklik yanitindan kagmak ig¢in
metabolizmalarini yavaslatabilir, boylece besin ve oksijen azlig1 gibi stresli kosullara
da uyum saglayabilirler. Hiicresel fonksiyonlarinin azalmasiyla bakteriler,
antimikrobiyallerin etkisine daha direcli hale gelir (25). Oyle ki; biyofilmi olusturan
bakterilerin antimikrobiyallere karsi direnci planktonik formdaki bakterilerin 1000
katina varabilir. Bu direncin olusumunda biyofilm yapisinin antibiyotiklerin
diflizyonunu sinirlamasi, biyofilm ic¢indeki bakterilerin diren¢ genleri kazanimi vb.

genetik degisiklere daha acik olmasi gibi faktorler etkilidir (17, 27, 28).

Biyofilm olusumunun 3 temel asamasi vardir: 1. Baglanma, 2. Olgunlasma, 3.
Dagilma. Baglanma asamasi iki adimda gergeklesir. Ilk adimda bakteriler epitel
hiicreleri, insan derisi, hayvan dokular1 gibi biyotik veya metal, cam, plastik, tibbi
implantlar, paslanmaz celik gibi abiyotik yiizeylere tutunur (26). Bakteri- yiizey
arasindaki c¢ekme ve itme kuvvetleri nedeniyle yiizeye ilk baglanma geri
dontgiimlidiir. Yiizeylere zayif bir sekilde yapisan bakterilerin cogu dis etkiler ya da
kendi hareketliligi nedeniyle ylizeyden ayrilarak planktonik faza geri donebilir (29).
Ikinci adimda, bakteriler yiizeye fimbrialar gibi hiicresel adezyon faktorlerinin
etkisiyle daha siki baglarla baglanir ve artik ayrilamazlar, mikrokoloniler olustururlar.
Olgunlagsma asamasinda ylizeye baglanan bakteriler iist iiste birikir ve agregasyon
gerceklesir. Olusan mikrokoloniler gelisir, cogalir ve ekstraseliiler matriks {iretilir.
Boylece kararli, ti¢ boyutlu biyofilm yapis1 olusturulur. Ototransporter proteinler ve
ekstraseliiler polimerik maddeler bu yapilasmada 6nemli rol oynarlar. Son asamada
ise; ortam sicakligimin degismesi, besin ve oksijen miktarinda azalma gibi
degisikliklerin etkisiyle, bakteriler kiimeler halinde ya da tek tek biyofilm yapisindan
ayrilarak planktonik forma gecis yapabilir ve baska ylizeyleri kolonize edebilir (26,
30).



Sekil 2. Biyofilm olusum asamalar1 (30)
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Baglanma Olgunlasma Dagilma

Tiim mikrobiyal enfeksiyonlarin yaklasik % 80’inde biyofilm olusumunun s6z
konusu oldugu tahmin edilmektedir. Periodontit, cihaz iliskili enfeksiyonlar, kistik
fibrozis pnomonisi, tekrarlayan tonsillit, kronik otitis media gibi enfeksiyonlarin yani
stira Uriner sistem iligkili enfeksiyonlarda da biyofilm olusumu ciddi sorun teskil

etmektedir (6, 9).

UPEC suslarinin sahip oldugu g¢esitli yiizey faktorleri farkli substratlara
tutunmada ve biyofilm olusumunda etkilidir. Ornegin; bakteriye hareketlilik
kazandiran flagella (f/iC geni tarafindan kodlanir) ylizeyin taninmasina ve bakteri-
ylizey arasi itici kuvvetlerin iistesinden gelerek ilk baglanmanin gerceklesmesine
katkida bulunur. Hareket yetenegi, baglanmanin gerceklesmesinde ve biyofilm
olusumunda 6nemli olsa da zorunlu degildir. fim operonu tarafindan sentezlenen tip 1
fimbria, hem kommensal hem de patojenik E. coli izolatlar1 tarafindan yaygin olarak
eksprese edilen bir adezindir. Hiicre ylizeyinde genelikle 100-500 adet bulunan bu
fimbria, konak hiicre zarindaki mannoz oligosakkaritlerini taniyarak cesitli hiicresel
yapilara baglanmayi saglar. Ayrica tip 1 fimbrianin abiyotik yiizeylere baglanmada da

etkili oldugunu diisiindiiren caligmalar mevcuttur. Tip 1 fimbriada baglanmay:
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saglayan kisim FimH proteinidir. Curli fimbria ise, hem baslangigtaki hiicre-ylizey
etkilesimlerini hem de sonraki hiicre-hiicre etkilesimlerini kolaylastirarak ylizeylere
tutunmada ve biyofilm olusumunda etkili olan amiloid proteindir (29, 30). Curli
fimbrianin yapisal alt birimleri csgBAC operonu tarafindan, transportta gérevli yapilar
CsgEG ve regiilator protein CsgD ise csgDEFG operonu tarafindan kodlanir. CsgD
proteini ayrica seliilloz liretiminde de gorev alir (27). pap gen kiimesi tarafindan
sentezlenen P fimbria bobreklerin kolonizasyonu ve piyelonefrit olusumu ile iliskilidir
(5, 9). Bununla birlikte UPEC izolatlarinda patojeniteyi arttiran, S fimbria (sfa
operonu) ve afimbrial adezinler (afa operonu) de bulunabilir (31). Afimbrial adezinler
ve curli fimbria, bakterinin {iriner sisteme yapismasini ve rekiirren IYE olusumunu
kolaylastiran biyofilm bilesenlerindendir. cr/ geni, curli fimbrialarin ana yapisal alt
birimini kodlayan csgA geninin transkripsiyonuna katkida bulunur (32). Ayrica csgD

geni de csg operonunun yani sira biyofilm iiretimi ile iliskili pek ¢cok geni kontrol eder.

Antijen 43 (Agn 43), E. coli hiicrelerinin dis membraninda bulunan bir
ototransporter adezyon proteinidir ve flu geni tarafindan kodlanir. Biyofilm
yapisindaki hiicrelerin birbirine yapismasimi ve agregasyonunu saglar, bdylece
biyofilm yapisinin olgunlagmasina destek olur (30). Ayrica antijen 43’{in farkli bakteri
tirlerinde eksprese edildiginde, bu farkli tiirlerin birlikte biyofilm olusturmasin

destekledigine dair kanitlar mevcuttur (29).

Matriks yapisinda bulunan ekstraseliiler polimerik maddeler; ¢ogunlugu su
olmak iizere, ekzopolisakkaritler, proteinler, niikleik asitler, lipitler, besinler ve
metabolitler gibi bilesenlerden olusur. Bu maddeler hiicrelere destek saglar ve olgun
biyofilm mimarisini olusturur. E. coli biyofilmi {i¢ ana ekzopolisakkarit icerir: Poli-f3-
1,6-N-asetil-D-glukozamin polimeri (PGA), seliiloz ve kolanik asit. PGA, E. coli
biyofilminin olusumunda ve korunmasinda etkili bir adezin olarak gorev yapar.
pgaABCD operonu, PGA polimerlerinin sentezinde ve lokalizasyonunda gorevli
proteinleri kodlar. besABZC operonu ise, E. coli biyofilm yapisina sertlik katan

seliillozun sentezinde rol oynar (26).

Biyofilm matriksi, biyofilm i¢ine gomiilii bakterileri konak immun

sisteminden, kurumadan, antibiyotiklerin ve toksik molekiillerin diflizyonundan korur.
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Ayn1 zamanda enzimlerin, besinlerin ve biyofilm i¢inde dnemli fonksiyonlar1 olan
sinyal molekiillerinin dig faktorlerin etkisiyle ortamdan uzaklagmasini engeller. Bu
islevleri sayesinde bakteriler antimikrobiyallere daha direngli hale gelir ve tedavisi zor

enfeksiyonlara neden olabilir (29).

E. coli Biyofilm Yapisinin Temeli Olan Ekzopolisakkaritler

Biyofilmin ana birlestiricisi, biyofilm i¢inde yerlesmis hiicreler tarafindan
salgilanan polisakkarit karistmidir. Ekzopolisakkarit iiretemeyen bakterilerin biyofilm
olusturamadiklar bilinmektedir (33). E. coli biyofilminin ekzopolisakkaritleri PGA,

seliiloz ve kolanik asittir.

PGA, hiicrelerin birbirine ve ylizeye yapismasini destekler. pga4ABCD operonu
PgaA, PgaB, PgaC ve PgaD proteinlerini kodlar. PgaC ve PgaD proteinleri PGA
tiretiminde ve polimerizasyonunda rol alirken; PgaA ve PgaB, iiretilen PGA’nin dis

membrana iletilmesinden sorumludur (27).

Seliiloz, B-1—4 lineer glikoz zincirlerinden olusan organik bir polimerdir. Bazi
bakteri tiirleri tarafindan biyofilm yapisinin bir komponenti olacak sekilde sentezlenir.
Biyofilm yapisin1 koruyucu, destekleyici ve diizenleyici etkisi mevcuttur. Seliiloz
sentezinde yer alan proteinler yAjR-bcsQABZC ve besEFG operonlari tarafindan
kodlanir. BcsA ve BcesB proteinleri hiicre membraninda yer alan ve UDP-glikozun

seliiloza doniistimiinii saglayan seliiloz sentaz kompleksini olusturur (27, 34).

Kolanik asit bir kapsiil polisakkaritidir ve bu nedenle, dogal olarak biyofilm
yapisinda yer almaktadir. E. coli’nin stresli ¢evre kosullarinda hayatta kalmasina
katkida bulunur. Kolanik asit sentezinden 19 genden olusan wca gen kiimesi

sorumludur (35).

E. coli ve Antibiyotik Direnci

E. coli insanlarda hem mikrobiyotanin bir parcasi hem de ¢esitli enfeksiyonlara
neden olan bir mikroorganizmadir. Yapilan c¢aligmalarda E.coli suslarinin gesitli

mekanizmalarla antibiyotiklere karsi direng gelistirdigi gosterilmistir. Bu durum
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direncli suglarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmakta ve ciddi bir halk

saglig1 sorunu olusturmaktadir (36).

UPEC suslarinda antibiyotik direnci plazmid, transpozon veya gen kaseti gibi
mobil genetik elemanlarla diren¢ kazanimi, efluks pompasi aktivasyonu, membran
permeabilitesinde azalma, antibiyotikleri hidroliz eden enzimlerin iiretimi gibi gesitli
mekanizmalarla ortaya ¢ikmaktadir. Beta laktam grubu antibiyotiklere direng
(ampisilin, amoksisilin, sefalosporinler gibi) c¢esitli beta laktam enzimlerinin
tiretimiyle (TEM, SHV, CTX-M gibi) ortaya ¢ikabilir ve bu direng siklikla plazmid ile
aktarilabilir. Beta laktamaz enzimlerinin bir kism1 GSBL olarak adlandirilir. GSBL
iireten suslarda aminopenisilinlere, sefalosporinlere ve monobaktamlara dahil olmak
lizere cogu beta laktam antibiyotige karsi diren¢ gozlenir. Fakat sefamisinler ve
karbapenemler direng gozlenen grubun disindadir. GSBL enzimi klavulanat basta
olmak iizere beta laktamaz enzim inhibitorleri tarafindan baskilanir (37, 38). AmpC
siifl beta laktamazlar ise tipik olarak kromozomal kodlanan, nerdeyse tiim ii¢iincii
kusak sefalosporinlere direng olusturan ve beta laktamaz inhibitorlerine direngli

enzimlerdir (39).

Karbapenemler 6zellikle ¢oklu ilaca direngli (CID) bakterilerin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilen oldukga etkili bir antibiyotik grubudur. E.
coli suglarinda bu grup antibiyotiklere de diren¢ gozlenmektedir. Karbapenemlere
direng; efluks pompast ekspresyonunda artis, dis membran porinlerinin
ekspresyonunda azalma veya karbapenemaz enzimi iiretimi gibi mekanizmalar sonucu
ortaya ¢ikabilir. E. coli suslarinda tanimlanan karbapenemaz enzimlerinden bazilar
Verona integron-encoded metallo beta laktamaz (VIM), imipenamaz metallo beta
laktamaz (IMP), Klebsiella pneumoniae karbapenemaz (KPC), New Delhi metallo
beta laktamaz (NDM) ve Oksasilinaz- 48 (OXA-48)’dir. Genellikle karbapenemaz
tiretiminden sorumlu genler diger antibiyotik siniflarina kars1 direng olusturan genlerle

bir arada, plazmid {izerinde bulunur. (37, 40).

Florokinolonlara diren¢ DNA giraz ve DNA Topoizomeraz IV gibi ilag
hedeflerinde mutasyon, membran permeabilitesinde azalma, efluks pompast aracili

ilag atiminin arttirilmasi ve plazmid aracili direng genleri gibi mekanizmalarla olusur.
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Plazmidle aktarilan gnr genlerinin (gnrA, gnrB, gnrC) trettigi Qnr proteinleri bakteri
DNA’sindaki hedef enzimlere baglanarak bu enzimleri kinolon grubu antibiyotiklerin
etkisinden korumaktadir. Ayrica plazmidle aktarilan diger genlerden kinolon efluks
pompa genleri gepA ve ogxAB, modifiye aminoglikozid asetil transferaz geni aac(6')-

Ib-cr de kinolonlara kars1 direng olusmasina katki saglar (36, 37).

2.2. Bakterilerin Tiplendirilmesi

Bakteriler, organizmalar1 birbirinden ayirt etmek ve benzer olanlari
gruplandirmak i¢in siniflandirilir ve tanimlanir. Bakteri taksonomisinde son asama tiir
diizeyinde siniflandirmadir. Bir tiir i¢inde suslar ve alt gruplar olusturduklar: hastalik,
cevresel yasam alanlar1 ve diger birgok 6zellik acisindan farklilik gésterebilir (41). Bu
suslar ve alt gruplar cesitli tiplendirme yontemleriyle ayirt edilebilir. Tiplendirme, belli
bir tlirde birbirinden farkli organizmalarin belirlenmesidir. Tiplendirme yontemleri;
salgin durumunda izolatlarin birbiriyle ve salginla iliskisini degerlendirmede, bir
hastadan belli bir zaman diliminde elde edilen izolatlarin ayn1 ya da farkli olusunu

anlamada ya da cesitli epidemiyolojik ¢caligmalarda kullanilabilir (42).

Tiplendirme teknikleri temel olarak ikiye ayrilir: Fenotipik tiplendirme ve
genotipik tiplendirme. Fenotipik tiplendirme yontemleri arasinda biyokimyasal
reaksiyonlar, serolojik testler, biyotiplendirme, antimikrobiyal veya bakteriyofaj
direng profilleri, multilokus enzim elektroforezi ve Matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) ile tiplendirme yer
alir. Mikroorganizmalarin gen ekspresyon iiriinlerinin belirlenmesi bu tekniklerin
temelini olusturur (42). Genotipik tiplendirme yontemleri ise kromozomal ya da
ekstrakromozomal genetik elemanlarin DNA temelli yontemlerle test edilmesine
dayanir. Bu yontemler arasinda plazmid profilleri, kromozomal DNA nin restriksiyon
endoniikleaz analizi, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), restriksiyon fragman
uzunluk polimorfizmi (RFLP), multilokus sekans tiplendirme (MLST), belli bir genin
ya da gen bolgesinin dizilenmesi, tekrarlayan gen dizilerini hedefleyen teknikler
[Enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) dizileri, repetitive extragenic

palindromic (REP) dizileri vs.], random primerlere dayanan yontemler [Randomly
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amplified polymorphic DNA (RAPD), arbitrary primed PCR (AP-PCR)] ve tiim
genom dizileme yer alir (42, 43).

2.2.1. Antibiyotiplendirme

Izolatlarn; bir ya da daha fazla antibiyotik kullanilarak test edilen in vitro
duyarlilik paternine gore siniflandirilmasina antibiyotiplendirme denir. Bu yontem,
antibiyogram sonugclar1 hizla elde edilebildigi ve ek test yapilmasini gerektirmedigi
icin  yapilan  c¢alismalarda  halen  kullanilmaktadir.  Bununla  birlikte
antibiyotiplendirmenin temel dezavantaji direng¢ genlerinin ekspresyonunun
degiskenligidir. Ekspresyon diizeyleri horizontal gen aktarimindan, kromozom disi
genetik elemanlarin kaybindan veya bagka diizenleyici sistemlerden etkilenebilir. Bu
yiizden tiplendirme yaparken antibiyotik duyarlilik profillerinin diger yontemlerle
kombinasyonu, faydali ve giivenilir sonuglarin elde edilmesine katkida bulunur (42,

44)

2.2.2. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR ile Tiplendirme

PZR’ye dayali DNA parmak izi olusturma yontemleri kesin, hizl,
tekrarlanabilir, duyarlilig1 ve 6zgiilliigii yiiksek yontemlerdir. Bunlarin arasinda ERIC
PCR ise kolay uygulanabilen, ucuz bir yontem olmasiyla 6ne ¢ikmaktadir (45)

ERIC dizileri ilk olarak E. coli, ve diger Enterobacteriaceae iiyelerinde
tanimlanmistir. 127 bp uzunlugundaki bu diziler yiiksek oranda korunmus tekrar
dizileridir ve genler aras1 bolgelerde yer almaktadir. Bu dizilerin her susta farkl sayida
kopyasinin bulunmasi onlar1 genotiplemede kullanigh bir yontem haline getirmektedir.
ERIC primerleri ve bakteriyel genomun kalip olarak kullanilmasiyla bu tekrarlayan
diziler arasindaki bolgeler c¢ogaltilarak tiire ve susa O6zgii DNA parmak izi
olusturulabilmekte ve suslar arasinda karsilastirma yapilabilabilmektedir. Bu

yontemin ¢ok sayida bakteri tiiriinde uygulanabildigi gosterilmistir (46, 47).

2.2.3. Arbitrary Primed PCR (AP-PCR) ile Tiplendirme

AP-PCR de ERIC gibi genotipik tiplendirme tekniklerinden biridir. Bu

yontemde primer tasarlamak i¢in calisilacak mikroorganizmanin DNA dizilimini
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bilmeye gerek yoktur. Niikleotid dizilimi istege gore se¢ilmis, genomda pek ¢ok farkli
noktaya baglanabilen bir kisa (yaklagik 8-10 baz) oligoniikleotid primer kullanilir. Bu
primerin genomdaki tam ya da kismi eslestigi bolgelere baglanmasiyla farkli
bliyiiklikte DNA fragmanlar olusturacak sekilde DNA dizileri ¢ogaltilir. Olusan
amplikonlarin sayist ve uzunlugu incelenen susa 6zgii bir patern olusturur. Bu yonteme
ayrica RAPD adi da verilir. Burada olusturulan DNA dizilerinin jel elektroforezinde

gorlintiillenmesiyle bakterilerin genetik benzerlikleri belirlenir (48-50).

AP-PCR yonteminin en dnemli avantajlari basit, kolay uygulanabilir, hizli bir
yontem olmasi ve calisilacak mikroorganizmanin niikleotid dizilimi hakkinda bilgi

gerektirmemesidir. (50).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Tez calismasmnin etik kurul onayi, KTU Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 17.04.2023 tarihli 2023/80 protokol numarali ¢alisma olarak
verilmistir (EK-1).

3.2. Calismanin Ozellikleri

Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Uygulama ve Arastirma Merkezi
(Farabi Hastanesi), Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Temmuz 2022- Subat 2023
tarihleri arasinda idrar 6rneklerinden izole edilen, IYE etkeni olan E. coli izolatlarinin
bazi viriilans genlerinin varliginin PZR yontemiyle arastirilmasi ve bu izolatlarin
fenotipik biyofilm iiretiminin Kongo kirmizili agar ve mikrotitre plak yontemiyle

belirlenmesi amaglandi.

Izolatlar, tekrarlayan 1YE etkeni (tIYE) ve tekrarlamayan IYE etkeni (tmIYE)
olmak iizere 2 gruba ayrildi. Tekrarlayan IYE etkeni grubundaki izolatlarin benzerligi
ERIC PCR ve AP-PCR ile arastirild: ve filogenetik gruplandirmasi yapilds. Izolatlarin
fenotipik biyofilm olusturma 6zelligi ve belirlenen viriilans genlerinin (fimH, papC,
sfa, csgA, csgD, afa, flu, bcsA, pgaA, pgaC, fliCH4, fliCH7) varlig1 arastirildi. Bazi

izolatlarda se¢ilen viriilans genlerinin (bcsA, pgaA) mRNA diizeyleri belirlendi.

3.2.1. Calisma Gruplari

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda idrar orneklerden izole edilen E. coli

izolatlar1 bu ¢alismaya dahil edildi.

3.2.2. Cahsmaya Dahil Edilme/Edilmeme Olgiitleri

Calismaya kabul edilme kriterleri:

e Temmuz 2022 - Subat 2023 tarihlerinde idrar kiiltiiriinde iiretilen E. coli

1zolatlar1
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e Tekrarlayan IYE etkeni grubunda; her hasta igin en az 2 hafta - en ¢ok
6 ay arayla idrar kiiltiirtinde iireyen ve antibiyotik direng¢ paternleri ayni
olan en az 2 izolat

e Tekrarlamayan IYE etkeni grubunda; belirtilen tarih araliginda idrar

kiiltiirtinde yalnizca 1 kez E. coli iiremesi olan hastalarin izolatlar
Calismaya kabul edilmeme kriterleri:

e Tekrarlayan IYE etkeni grubunda; her hasta icin 2 haftadan az arayla
idrar kiltiiriinde iireyen ve antibiyotik direng paterni benzer olan
izolatlar

e Tekrarlayan IYE etkeni grubunda; her hasta i¢in en az 2 hafta - en ¢ok
6 ay arayla idrar kiiltiiriinde lireyen fakat antibiyotik diren¢ paterni

benzer olmayan izolatlar

3.3. E. coli izolatlarimin Uretimi ve Tanimlanmasi

KTU Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi (Farabi Hastanesi), Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Temmuz 2022 - Subat 2023 tarihleri arasinda
gonderilen idrar ornekleri % 5 koyun kanli agara ve Eozin Metilen Blue (EMB)
besiyerine inokiile edildi ve aerob ortamda 36 ° C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda E. coli tiirlerine benzeyen kolonilere matriks ile desteklenmis
lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF)

(Bruker, Almanya) ile tiir diizeyinde tanimlama yapildi.

3.4. izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklar1 BD Phoenix M50™ (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, ABD) sisteminde iiriner panel kullanilarak ya da ek
olarak Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle test edildi. Test sonuclart EUCAST
standartlarina gore duyarli, orta duyarl ve direngli olarak kategorize edildi (51). E.
coli olarak tiplendirilen ve antimikrobiyal testleri calisilan izolatlarin tek koloni

pasajlar1 %20 gliserollii s1v1 besiyerinde -80 °C’de stokland.
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3.5. Antibiyotiplendirme

Calismamizda tekrarlayan IYE grubuna dahil edilecek izolatlar icin; ayni
hastada belirtilen zaman araliginda en az 2 farkh idrar kiiltiirinde E. coli iiremesi
olmasi ve bu iki izolatin antimikrobiyal duyarlilik testinin birbirinin aynis1 ya da
yalnizca bir antimikrobiyalin duyarliliginda fark olmasi sart1 arandi. Antibiyotik direng
paternine gore secilen bu izolatlarin molekiiler benzerlik diizeylerinin arastirilmasi igin

genotiplendirme yapildi.

3.6. Kromozomal DNA izolasyonu

Kromozomal DNA izolasyonu i¢in kaynatma yontemi kullanildi. % 5 kanh
agarda (Merck, Almanya) 16 — 18 saat inkiibe edilen saf kiiltiirlerden steril saf su
kullanilarak 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerinde 1 ml 5 mcf bulanikliginda
bakteri stispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan stispansiyon 10.000 rpm’de 30 sn santrifiij
edildi ve slipernatan dokiildi. Pellet 1 ml steril saf su ile sulandirildi ve iyice
vortekslendi. Santrifiij ve sulandirma islemi tekrarlandi. Kaynatma islemi ig¢in
sacayagma oturtulmus diizenek kullanildi. Su kaynadiginda spora dizilen
mikrosantrifiij tlipleri suyun i¢ine birakildi ve 30 dk boyunca kaynatildi. Daha sonra
mikrosantrifiij tiipleri alinarak 10.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Siipernatan
alinarak UV-spektrofotometrede (Nanodrop 2000, Thermo Scientific, ABD) DNA
konsantrasyonu 6l¢iildii ve sonrasinda elde edilen DNA 100 pl hacim icerecek sekilde

steril mikrosantrifiij tiiplerinde alikotlanarak -20 © C’de donduruldu.

Bu yontemle izole edilen DNA’lar genotiplendirme, filogenotiplendirme ve

viriilans genlerinin belirlenmesinde kullanildi.

3.7. Genotiplendirme
DNA izolasyonunu takiben izolatlarin benzerlikleri ERIC PCR ve AP-PCR ile
arastirildi. Her bir hastaya ait izolatlarin benzerlikleri kendi aralarinda karsilastirilarak

izolatlarin genetik benzerlikleri belirlendi.
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3.7.1. ERIC PCR ile izolatlarin Benzerliklerinin Belirlenmesi

Tekrarlayan IYE etkeni oldugu diisiiniilen izolatlarin benzerliklerini arastirmak
i¢cin Versalovic ve arkadaslarinin tasarladigi ERICIR ve ERIC2 primerleri kullanilarak
PZR gergeklestirildi (47). Her hastanin belirtilen zaman araliginda idrar kiiltiiriinde
tiretilen tiim izolatlar1 ¢alismaya dahil edildi. Kullanilan primerler Tablo 2’de, PZR
kosullar1 Tablo 3’te verilmistir. PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezi sonrast UV
transiliiminatorde goriintiilendi ve bant paternleri degerlendirildi. Bant paterni ayni

olanlar AP-PCR ile tekrar genotiplendirildi.

3.7.2. AP — PCR ile izolatlarin Benzerliklerinin Belirlenmesi

Daha 6nce ERIC PCR ile bant paterni ayn1 olan hasta izolatlariyla, Madico ve
arkadaslari tarafindan kullanilan ‘1247’ isimli primer ile AP-PCR gergeklestirildi (52).
Kullanilan primer Tablo 2’de, PZR kosullar1 Tablo 3’te verilmistir. PZR {iriinleri
agaroz jel elektroforezi sonras1 UV transiliminatorde goriintiilendi ve bant paternleri
degerlendirildi. Bant paterni ayn1 olan izolatlar tekrarlayan IYE etkeni grubuna dahil

edildi.
3.8. Filogenotiplendirme

E. coli suslarmin filogenetik simiflandirmast ig¢in chud ve yjad geni ile
TspE4.C2 DNA fragmanina 6zgili primerler kullanilarak, Clermont ve arkadaglarinin
onerdigi tripleks PZR yontemiyle gerceklestirildi (21). PZR {iriinleri agaroz jelde
elektroforez edildi. Bu yontemle bant paternleri degerlendirilerek izolatlar Tablo 1°de

belirtilen 6zelliklere gore 4 ana filogruba ayrildi (A, B1, B2, D).

3.9. Viriilans Genlerinin Belirlenmesi

Biyofilm iiretimi ile iliskili oldugu belirlenen fimH, papC, sfa, csgA, csgD, afa,
flu, besA, pgaA, pgaC, fliCH4 ve fliCH7 genlerinin varligi her bir gene 6zgiil primerler
kullanilarak PZR yontemiyle arastirildi. Referans calismalardaki kosullar optimize
edilerek uygulandi. Kullanilan primerler ve PZR {iriinlerinin bant biiyiikliikleri Tablo
2’de, PZR kosullar1 Tablo 3’te listelendi.
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Tablo 2. PZR’de kullanilan primer dizileri

Primer Niikleotid dizisi (5°->3%) Hedef Uriin Referans

Gen Biiyiiklii-

gii (bp™)

ERIC1IR ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 47)
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
1247 AAGAGCCCGT (52)
ChuA-1 GACGAACCAACGGTCAGGAT ChuA 279 (21)
ChuA-2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA-1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG YjaA 211 (21)
YjaA-2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4C2-1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA TspE4C2 152 (21)
TspE4C2-2 CGCGCCAACAAAGTATTACG
fimH-F TGCAGAACGGATAAGCCGTGG fimH 508 (53)
fimH-R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
papC-F GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA papC 203 (53)
papC-R ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
sfa-F CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC sfaD, sfak 410 (54)
sfa-R CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
csgA-F GGGCTCAGATGACAGCTCAATC CSgA 76 (55)
csgA-R GCCGTTCCACTGATCAAGAGTAG
csgD-F ACAGCTCTCTTGCAGCACCT csgD 214 (55)
csgD-R ACGGGTAATCTTCAGGCGTA
afa-F GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC afaB, afaC 750 (54)
afa-R CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
flu-F GGGTAAAGCTGATAATGTCG flu 508 (56)
flu-R GTTGCTGACAGTGAGTGTGC
bcsA-F GCTTCTCGGCGCTAATGTTG bcsA 826 (57)
bcsA-R GAGGTATAGCCACGACGGTG
pgaA-F AGGGACTGCGCATTGATTAC pgaA 195 (55)
pgaA-R GTTCACGTTCGACAACATCG
pgaC-F ATGATTAATCGCATCGTATCG pgaC 540 (55)
pgaC-R CATCGGTTCCACAATATATG
fliCH4-F CTGGGGGTAAACAAGTCAA fliCH4 192 (58)
fliCH4-R CCAGTGCTTTTAACGGATC
fliCH7-F CGACAGGTCTTTATGATCTGA fliCH7 91 (58)
fliCH7-R ACTGTGACTTTATCGCCATT
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g-ARN16S-F TTGACATCCACGGAAGTTTT 16S rRNA 173 (59)
g-ARN16S-R TGGCAGTCTCCTTTGAGTTC

*bp: Baz cifti

PZR reaksiyonlarinda kullanilan tiim primerler {iretici firmanin Onerilerine
gore sulandirilarak 100 pmol/ul stok soliisyonu ve 10 pmol/ul ¢alisma soliisyonu elde

edildi. Stok soliisyonlar1 -80° C’de, ¢alisma soliisyonlar1 -20° C’de saklandi.

Tiim reaksiyonlarda total hacim 25 pl i¢in; 12,5 pl 2X PCR Mastermix (Key
Reserch R&D Lab Consumables, Tiirkiye), her bir primerden ERIC PCR ve AP —
PCR’de 20 pmol, filogenetik smiflandirmada 5 pmol, viriilans genlerinin
gosterilmesinde 10 pmol alinip, 5 pl kalip DNA eklenerek kalan hacim steril deiyonize
su ile tamamlandi. PZR islemi thermal cycle cihazi (Techne Thermal Cycler TC-512,
Fisher Scientific, Birlesik Krallik) kullanilarak gerceklestirildi.

Tablo 3. PZR reaksiyon sartlar1

Ik Denatiirasyon ~ Baglan-  Uzama Son Doéngii
Denatiirasyon  (°C/ sn) ma(°C/ (°C/sn) Uzama Sayisi
(°C/ dk) sn) (°C/

dk)

ERIC 94/3 94730 52 /60 72160 7215 35
AP - PCR 95/2 95/60 36/60 721120 72/4 45
Filogenetik 941/5 94/30 55/30 72130 7217 30
siniflandirma
fimH 95/4 94/30 58/ 15 72115 7218 35
papC 95/4 94/30 60 /55 72145 7218 33
sfa, afa 95/3 94/15 63/30 727180 72/1 30
CsgA, csgD 94715 94730 55730 72160 7217 30
pgaA, pgaC
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flu 95/3 94 /30 50/30 72160 7215 30

bcsA 95/3 94/30 60 /30 72160 7215 30
fliCH4, 95/3 94 /30 52/30 72130 7215 30
fliCH7

3.10. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon sonrasinda ERIC PCR ve AP — PCR iirlinlerini goriintiilemek
icin % 1.2 ‘lik, diger PZR iiriinleri i¢in % 2’lik agaroz jel kullanildi. Jel hazirlanirken
0,5 x yogunlukta Tris — Borik asit — EDTA (TBE) tamponu kullanildi. Gerekli miktarda
agar (SeaKem® LE Agarose, Lonza Inc, Isvigre) hassas terazide tartildi. Behere dnce
tampon ¢ozelti koyuldu, lizerine tartilan agar eklendi ve c¢alkalanarak karistirildi.
Beherin tizeri plastik bir kapakla kapatildi ve mikrodalga firinda eritildi. Daha sonra
50 — 55 °C’ye kadar sogutuldu, i¢ine 0,5 mcg / ml konsantrasyonda olacak sekilde
etidyum bromiir (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya) eklendi ve boyanin iyice
homojenize olmas1 saglandiktan sonra jel, i¢ine tarak yerlestirilmis olan jel tepsisine
dokiildii ve oda sicakliginda yaklasik 30 dk kadar katilasmasi i¢in bekletildi. Katilagan
jel alinarak i¢inde 0,5 x yogunlukta TBE iceren elektroforez tankina yerlestirildi. Jelde
bulunan kuyucuklara 5 — 8 pl kadar PZR {iriinii pipetlendi. Daha sonra tank gii¢
kaynagina baglandi ve 75 voltta yaklasik 60 — 75 dk elektroforez edildi. Bantlar
ultraviyole transilliiminatérde (UVP Vilber Lourmat, Almanya) gériintiilendi ve dijital
goriintiileme cihazi ile (Kodak Gel Logic Imaging System, Kaliforniya, ABD)
fotografi cekildi.

3.11. Ekzopolisakkarit Genlerinin mRNA Diizeylerinin Belirlenmesi

Bu calismada, biyofilmin kapsiil disindaki polisakkarit yapisini olusturan PGA
ve seliiloziin sentezinde rol oynayan genlerin ekspresyonundaki degisikliklerin, idrar
yolu enfeksiyonlarinin tekrarlamasindaki rolleri bu genlerin mRNA diizeyleri
karsilastirilarak belirlendi. Bu amacla, besA4 ve pgaA genleri 6zgiil primerler ve SYBR-

green boyasi igeren master miks kullanilarak RT-PCR yontemiyle termal dongi
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cihazinda (LightCycler 480 System, Roche Molecular Systems, ABD) amplifiye
edildi. Bakteri Orneklerinin hazirlanmasi, riboniikleik asit (RNA) izolasyonu ve
komplementer DNA (cDNA) sentezi sirasinda olusabilecek varyasyonlari normalize

etmek icin referans olarak 16S ribozomal RNA (rRNA) transkriptleri kullanildi.

3.11.1. Bakteri Hiicrelerinden Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin her izolattan 2-3 saf bakteri kolonisi 2 ml steril Luria
Bertani (LB) s1v1 besiyerine (Condalab, Ispanya) inokiile edildi. 36 °C’de ¢alkalamali
etlivde 120 rpm calkalama hizinda, aerop kosullarda 24 s inkiibe edildi. Bu bir gecelik
bakteri kiiltiiriinden 250 pl alinarak daha sonra total RNA izolasyonu yapilmak tizere

mikrosantrifiij tiiplerinde -80° C’de donduruldu.

Total RNA izolasyonu i¢in EZ-10 Spin Column Total RNA Mini-preps Super
Kit (Bio Basic Inc., Kanada) kullanildi. Uretici firma 6nerileri dogrultusunda, daha
once dondurularak saklanmis olan 250 pl bakteri soliisyonu alindi, ¢oziindiikten sonra
6000 x g’de 4° C’de 3 dk santriflij edildi. Lizozim igeren TE soliisyonundan
mikrosantrifiij tiipiine 100 ul eklendi ve 37° C’de 3-5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda birkac defa alt-iist edildi. Daha sonra tiipe 350 pul RLT soliisyonu eklenerek
tyice karistirildi. 6000 x g’de santrifiij edildi ve slipernatan saklandi. Stipernatan yeni
bir mikrosantrifiij tiipline aktarildi, her bir tiipiin tizerine 260 pl % 99.9 etanol eklendi
ve alt-list edilerek karistirildi. EZ-spin column tiipleri 2 ml’lik toplama tiiplerine
yerlestirildi ve bir 6nceki adimda olusturulan karisim bu kolona aktarildi. 6000 x g’de
1 dk santrifiij edildi. Toplama tiiplindeki sivi dokiildii ve kolon tekrar ayni toplama
tiipline yerlestirildi. Daha sonra kolona 500 pul RW soliisyonu eklendi, 6000 x g’de 1
dk santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki sivi dokiildii ve kolon tekrar ayni toplama
tiiptine yerlestirildi. Kolona 500 ul RPE soliisyonu eklendi ve 6000 x g’de 1 dk
santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki s1v1 dokiildii ve kolon tekrar ayni toplama tiipiine
yerlestirildi. RPE soliisyonu kalintis1 kalmamasi i¢in bir kez daha 6000 x g’de 1 dk
santrifiij edildi. Kolon, temiz ve RNAaz igcermeyen 1.5 ml’lik yeni bir mikrosantrifiij
tiipiiniin icine alindi. Kolondaki membranin ortasindan 50 pl RNAaz icermeyen su
eklendi. 50° C’de 2 dk inkiibe edildi ve 8000 x g’de 1 dk santriflij edildi.
Mikrosantrifiij tliplinde toplanan RNA’nin konsantrasyonu UV-spektrofotometrede
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(Nanodrop 2000, Thermo Scientific, ABD) 6l¢iiliip kaydedildi ve tiipler daha sonra
cDNA sentezi yapilmak iizere -80° C’de saklandi.

3.11.2. izole Edilen Total RNA’dan ¢cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin RNA o6rnekleri ve deney bilesenleri buz iizerinde eritildi ve
hafifce karistirilarak hazir hale getirildi. cDNA sentezinde cDNA sentez kiti kullanildi
(Key Reserch R&D Lab Consumables, Tiirkiye). Tiim ¢alisma iiretici firma Onerileri
dogrultusunda ve buz iizerinde gerceklestirildi. Calismada 20 ul’lik total reaksiyon
hacmi icin; 1 pl cDNA enzim mix, 4 pl cDNA reaksiyon buffer (ANTPs, random
hexamer primerler ve oligo(dT)18 primerleri igeren), 4 ul total RNA ve 11 ul niikleaz
icermeyen su kullanildi.(bu kisim key research lab protokolii) Hazirlanan reaksiyon
karisimi hafifce karistirildi ve kisa siire santrifiij edildi. Sentez islemi icin thermal
cycle cihazit (Techne Thermal Cycler TC-512, Fisher Scientific, Birlesik Krallik)
kullanildi. Ornekler 42°C’de 1 saat, ardindan 80° C’de 10 dk tutuldu. Daha sonra buz
tizerine alind1 ve cDNA’lar niikleaz igermeyen su kullanilarak 60 pl’ye diliie edildi, -

80°C’de saklanda.
3.11.3. RT-PCR ile mRNA Diizeyinin Belirlenmesi

RT-PCR, floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresan isimanin
amplifiye olan DNA miktari ile arttig1 bir yontemdir (60). PZR nin ilk dongitilerinde
temel seviyede bir floresan 1s1ma goriiliir. Bu temel seviye, esik degeri dongiisiinii
(cycle threshold, CT) belirlemede yardimci olur. Esik deger; floresan 1s1mada temel
sinyal seviyesine gore anlamli artisin yagsandig sinyal seviyesidir. CT ise sinyalin esik
degeri gegmesi icin gerekli olan dongii sayisidir (61). Cakigsma noktasi (crossing point,
Cp) ise amplifikasyon sirasinda floresan sinyal artisinin en yiliksek oldugu nokta, yani
amplifikasyonun logaritmik olarak lineerlestigi kismin tam orta noktasi olarak

bilinmektedir.

Calismamizda bcsA, pgaA ve referans olarak 16S rRNA genlerinin ekspresyon
seviyeleri lreticinin yonergelerine gore SYBR-green boyasi igeren master miks
kullanilarak bcsA-F/besA-R, pgaA-F/pgaA-R ve q-ARN16S-F/ q-ARN16S-R primer
ciftleri ile belirlendi (Tablo 2). Tiim reaksiyonlarda total hacim 25 pl i¢in; 12,5 pl 2X
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SYBR green PCR mix (Hibrigen, Tiirkiye), 0,5 ul (5 pmol) her bir primerden, 5 pl
kalip cDNA ve 6,5 ul niikleaz icermeyen su kullanildi. RT-PCR reaksiyonu
LightCycler 480 System (Roche Molecular Systems, ABD) cihazinda gerceklestirildi.
Her bir izolat i¢cin 3 ayr1 reaksiyon gergeklestirildi. RT-PCR sonunda
amplifikasyonlarin degerlendirilmesi i¢in LightCycler 480 Abs Quant/Fit Points
yazilimi kullanildi. LightCycler 480 kullanim kilavuzunda Cp degerinin CT degeri ile
es anlamli oldugu ve ol¢timlerde Cp degeri kullanildig1 ifade edildiginden analiz
sonucu elde edilen Cp degerleri CT degeri olarak kabul edildi ve {i¢ reaksiyon sonucu

olusan CT degerlerinin ortalamasi alinarak her bir izolatin CT degeri belirlendi.

SYBR green ¢ift zincirli DNA’ya baglanan floresan bir boyadir ve PCR
sonunda olusan iiriin miktarinin floresan 1s1ma Sl¢iimiiyle degerlendirilmesini saglar.
Fakat ¢ift zincirli DNA disinda primer dimerleri ya da reaksiyona 6zgiil olmayan
amplikonlara da baglanabildigi icin RT-PCR reksiyonunun &zgiilliigliniin

degerlendirilmesi ihtiyaci ortaya cikar.

Cift zincirli DNA’nin yarisinin ayrilarak tek zincire doniistigii sicaklik erime
noktasidir (melting temperature, Tm). Tm, ¢ift zincirli DNA nin sekansi, uzunlugu ve
G-C oranina baglidir. Tm sicakliginin dl¢iilmesi RT-PCR ile elde edilen amplikonlarin
ozgilligilintin degerlendirilmesinde kullanilabilir (62). Calismamizda bu amacla RT-
PCR reaksiyonu sonunda erime egrisi (melting curve) analizi yapildi. RT-PCR i¢in
reaksiyon kosullar1 Tablo 4’te gosterildi. Erime egrisi analizi i¢in 95°C'de
amplifikasyon sonundaki ¢ift zincirlerin birbirinden ayrilmasi saglandiktan sonra
60°C'de 1 dakika bekleterek zincirlerin tekrar birlesmesi saglandi ve 97°C'ye kadar
1sitma iglemi yapildi. Her bir derece 1s1 artisinda toplam bes defa floresan dlgiimii
yapildi. Bu Olclimlerle amplifikasyon iirliniiniin kendine 06zgii erime sicakligi

belirlendi.

Hedef genlerin (bcsA, pgaA) ekspresyon Olgiimleri ile 16S rRNA geninin
ekspresyon Ol¢limii oranlanarak normalizasyon islemi gerceklestirildi. pgad geninin
normalizasyonu i¢in E. coli ATCC 25922 susu referans 6rnek secildi ve 222 formiilii

kullanild1. E. coli ATCC 25922 susu besA geni igermedigi i¢in ayni formiil bu gen igin
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uygulanamadi. bcsA geninin ekspresyon diizeyi degerlendirilirken yalnizca ACT
kullanildi.

ACT = CT (hedef gen) - CT (referans gen)

AACT = ACT (hedef 6rnek) - ACT (referans 6rnek)

Tablo 4. RT-PCR reaksiyon kosullar1

16S rRNA bcsA pgaA
[k Denatiirasyon (°C / dk) 95/1 95/1 95/1
Denatiirasyon 95/10 95/10 95/10
(°C/ sn)
Baglanma 60/ 15 60 /20 55/20
Amplifikasyon (°C/ sn)
Uzama 72120 72160 72125
(°C / sn)
Siklus 30 30 30
(°C/ sn) 95/5 95/5 95/5
Melting Curve (°C / dk) 60/1 60/1 60/1
(°C) 97 97 97
Sogutma (°C / sn) 40/ 30 40/30 40/30

3.12. izolatlarin Fenotipik Biyofilm Uretiminin Saptanmasi

Izolatlarin biyofilm iiretimi hem Kongo kirmizili agar kullanilarak hem de

mikrotitre plak yontemiyle hesaplandi.

3.12.1. Kongo Kirmizili Agarda Biyofilm Uretiminin Saptanmasi

Biyofilm olusumunun kalitatif tespiti i¢in Kongo kirmizili agar kullanildi. 1

litre distile suya 49 g beyin kalp infiizyon agar (Lab M Ltd., Birlesik Krallik), 50 g
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stikroz (Merck, Almanya) ve 0,8 g Kongo kirmizisi eklenerek besiyeri hazirlandi.
Kongo kirmizisi ayr1 bir ¢ozelti olarak hazirlandi. Besiyeri ve Kongo kirmizisi
otoklavda 121 °C’de 15 - 20 dk ayr steril edildi ve agar 55 °C’ye sogudugunda
karnigtirillarak  uygun  kosullarda petrilere  dokiildi. Biyofilm  olusumunu
degerlendirmek i¢in bakterilerin saf kolonisi alinarak hazirlanan agarlara inokiile
edildi ve aerop kosullarda 36 °C’de 24 s inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaklar
etiivden cikarilarak oda sicakliginda 48 s bekletildi ve bu siirenin sonunda biyofilm
olusumu degerlendirildi. Kuru kristal kivaminda siyah koloniler biyofilm iiretimi
pozitif, pembe — kirmizi renkte koloniler biyofilm {iretimi negatif olarak yorumlandi

(63).

Sekil 3. Kongo kirmizili agarda biyofilm tiretimi

A. Kongo kirmizili agarda B. Kongo kirmizili agarda
biyofilm iiretimi negatif biyofilm iiretimi pozitif
koloniler koloniler
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3.12.2. Mikrotitre Plak Yontemiyle Biyofilm Uretiminin Saptanmasi

Mikrotitre plak yontemi ile biyofilm deneyi U tabanli 96 kuyucuklu plakta
referans yontem modifiye edilerek gerceklestirildi. Deney i¢in 2-3 saf bakteri kolonisi
2 ml steril LB s1v1 besiyerine (Condalab, Ispanya) inokiile edildi. 36 °C’de ¢alkalamali
etlivde 120 rpm ¢alkalama hizinda, aerop kosullarda 24 s inkiibe edildi. Bir gecelik
kiiltiirden 10 pl alinarak taze LB sivi besiyerinde 1: 100 oraninda diliie edildi. Bu
diliisyondan 100 pl alind1 ve steril mikrotitre plak kuyucuklarina aktarildi ve plagin
kapag1 kapatilarak aerop kosullarda 36 °C’de 48 s inkiibe edildi. Her sus i¢in 3
kuyucuk kullamldi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklarm icerigi nazikce dokiildii ve
kuyucuklar steril fosfat tamponlu salin (PBS) ile 3 kere yikand1. Her bir kuyucuga 100
ul metanol (% 99.9 saflikta) eklenerek olusan biyofilm yapisi oda sicakliginda 15 dk
tespit edildi. Sonrasinda kuyucuklar steril PBS ile 1 kere yikandi. Kuyucuklara 125 pl
% 0.1 kristal viyole eklendi, 15 dk sonunda kuyucuklar steril PBS ile 3 kez yikandi ve
oda sicakliginda bir gece kurumaya birakildi. Daha sonra 125 ul %30 asetik asit
¢ozeltisi ile boya ¢oziildii. Kuyucuklarin igerigi yeni bir steril plaga aktarildi ve her
kuyucugun optik dansitesi (OD) 550 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda
(SpectraMax Paradigm Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices, CA,
ABD) olciildii. Negatif kontrol olarak steril LB s1v1 besiyeri kullanildi (64).
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Sekil 4. Mikrotitre plak yontemiyle biyofilm tiretimi

Sonuglarin degerlendirilmesinde Stepanovic ve arkadaslari (65) tarafindan

belirlenen kriterler kullanildi (Tablo 5). ODc degeri her plak i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi.

Tablo 5. Mikrotitre plak yontemiyle biyofilm tiretiminin degerlendirilmesi

Ortalama OD degeri Biyofilm iiretimi Biyofilm Derecesi
ODwms < 0ODc Yok 0
ODc < ODwmg < 2x ODc Zayif I
2x ODc < ODwmg < 4x ODc Orta I
4x ODc < ODws Gigli "

ODwg: Mikroorganizma biyofilminin optik dansitesi, Optik dansite cut-off degeri (ODc) = Negatif
kontroliin ortalama OD’si + 3x negatif kontroliin standart sapmasi (SD)
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3.13. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler MS-Excel programina aktarildi. Verilerin analiz
asamasinda SPSS 26.0 istatistik paket programi kullanildi. Degerlendirme
sonuglarinin tanimlayici istatistikleri; kategorik degiskenler i¢in say1 ve ylizde, sayisal
degiskenler i¢in ortalama, standart sapma, ortanca, 1. ve 3. ¢eyreklik (Q1-Q3) olarak
verildi. Gruplarin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
belirlendi. Bagimsiz iki grup arasinda sayisal degiskenlerin karsilastirmalari; normal
dagilim kosulu saglandiginda Student T testi; saglanmadiginda Mann Whitney U testi
ile degerlendirildi. Bagimsiz kategorik verilerin karsilastirilmasinda ki-kare testi

kullanild1. Istatistiksel alfa dnemlilik seviyesi p< 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. izolatlarin Birimlere Gére Dagilinu

Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi
(Farabi Hastanesi), Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Temmuz 2022-Subat 2023
tarihleri arasinda 2230 hastadan elde edilen 3094 idrar 6rnegi kiiltiiriinde E.coli
liremesi mevcuttu ve bu izolatlar gliserollii s1vi besiyerinde stoklandi. Bunlar arasinda
tekrarlayan IYE etkeni tanimma uyan, 278 hastaya ait 556 izolat TEC 1, TEC 2
(tekrarlayan E. coli) seklinde numaralandirilarak stoklandi. Tekrarlayan IYE etkeni
grubunu olusturmak amaciyla tanima uyanlar arasindan rastgele secilmis 87 hastaya
ait 197 E.coli izolatina; her hastaya ait izolatlarin genetik benzerligini kendi aralarinda
degerlendirmek amaciyla ERIC PCR yapildi. ERIC PCR sonucunda 62 hastaya ait
izolatlarin bant paternleri ayni bulundu. Daha sonra bu 62 hastaya ait izolatlarin
benzerligi AP-PCR yontemiyle yeniden degerlendirildi ve 57 hastaya ait izolatlarin
bant paternlerinin birbiriyle ayn1 oldugu gozlemlendi. Sonu¢ olarak baslangicta
calismaya alinan 87 hastaya ait izolatlardan 57 hastanin izolatlarinin birbiriyle aym
oldugu tespit edildi (%65,5). Bunlardan 54 hastaya ait suslar rastgele se¢ildi. Her
hastay1 1 sus temsil edecek sekilde 54 sustan tekrarlayan IYE etkeni grubu olusturuldu.
54 hastanmn 34’1 kadm (%63), 20’si erkekti (%37). Stoklanmis tekrarlamayan YE
etkeni tanimina uyan E.coli izolatlar1 TMEC 1, TMEC 2 (tekrarlamayan E. coli)
seklinde numaralandirilarak stoklandi. Daha sonra bu stoktan 54 izolat, 34 kadin ve 20
erkek hastaya ait olacak sekilde rastgele secilerek tekrarlamayan IYE etkeni grubu

olusturuldu.

Tekrarlayan IYE etkeni grubundaki hastalarin yas ortalamasi 53,6+27,4 (2-96),
tekrarlamayan IYE grubundaki hastalarin yas ortalamasi ise 59+27,2 (2-93) idi.

Hastalarin klinik birimlere gore dagilimi Tablo 6’da gosterildi. Tekrarlayan
IYE etkeni grubunda pediatri servislerinden gelen 1 izolat (%1,9), pediatri
polikliniklerinden 7 izolat (%13); tekrarlamayan IYE grubunda pediatri servislerinden

gelen 0 izolat (%0), pediatri polikliniklerinden 7 (%13) izolat vardi.
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Tablo 6. Idrarinda E. coli izole edilen hastalarm klinik birimlere gére dagilimi

tiYE Grubu tmiYE Grubu
Ornek Alinan Klinik n % n %
Birimler

Dahili Bilimler 4 7.4 4 7.4
Servisleri
Dabhili Bilimler 22 40,7 27 50
Poliklinikleri
Cerrahi Bilimler 4 7,4 2 3,7
Servisleri
Cerrahi Bilimler 23 42.6 20 37
Poliklinikleri
YBU 1 1,9 1 1,9
Toplam 54 100 54 100

tIYE: Tekrarlayan IYE etkeni grubu, tmiYE: Tekrarlamayan IYE etkteni grubu, YBU: Yogun bakim
tinitesi

4.2. izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhhiklar

Calismamizdaki E. coli izolatlarinin fosfomisin, nitrofurantoin, trimethoprim-
sulfametoksozol, amoksisilin-klavulanik  asit, siprofloksasin  levofloksasin,
seftriakson, sefiksim, imipenem, meropenem ve ertapenem antimikrobiyalleri i¢in BD
Phoenix™ otomatize sistemi ile belirlenen antimikrobiyal MIK degerleri EUCAST
sinir degerlerine gore yorumlanarak antimikrobiyal duyarlilik kategorileri Tablo 7 ve

Tablo &’de belirtildi.

Tablo 7. Tekrarlayan IYE etkeni E. coli izolatlarinin antimikrobiyal duyarliliklar:
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AMC CIP LEV CRO CFM GSBL

SXT

Sus No

R
R
R
R
S
S
R
R
S
R
R
S
R
5
S
S
R
R
S
S
R
R
R
S
S
R
S
S
R
R
R
S

TEC1

TECS

TEC9

TEC 11
TEC 13
TEC 15
TEC 21
TEC 23
TEC 25
TEC 27
TEC 29
TEC 31
TEC 34
TEC 35
TEC 37
TEC 39
TEC 41
TEC 43
TEC 54
TEC 55
TEC 59
TEC 61
TEC 64
TEC 65
TEC 67
TEC 69
TEC 73
TEC 75
TEC 79
TEC 85
TEC 93
TEC 95
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TEC 99 S
TEC 101 R
TEC 103 S
TEC 107 S
TEC 109 S
TEC 111 S
TEC 119 R
TEC 121 S
TEC 127 S
TEC 133 R
TEC 139 S
TEC 141 S
S
R
R
5
R
R
R
R
R
S

- X

v 0w unu u unu O
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SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol, AMC: Amoksisilin-klavulanik asit, CIP: Siprofloksasin, LEV:
Levofloksasin, CRO: Seftriakson, CFM: Sefiksim. GSBL: Genislemis spektrumlu beta laktamaz
iretimi, S: Duyarli, standart doz; I: Duyarli, yiiksek doz; R: Direngli, +: Pozitif, -: Negatif

Tablo 8. Tekrarlamayan IYE etkeni E. coli izolatlarinin antimikrobiyal duyarliliklar:

Sus No SXT AMC CIP LEV CRO CFM GSBL
TMEC 2 S S I I S S -
TMEC 4 R S I S R R +
TMEC5 S S S S S -
TMEC 6 S S S S S -
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TMEC 14

TMEC 15

TMEC 19

TMEC 20

TMEC 21

TMEC 22

TMEC 23

TMEC 24

TMEC 25

TMEC 26

TMEC 27

TMEC 29

TMEC 30

TMEC 31

TMEC 32

TMEC 33

TMEC 35

TMEC 36

TMEC 37

TMEC 38

TMEC 39

TMEC 41

TMEC 43

TMEC 44

TMEC 45

TMEC 46

TMEC 47

TMEC 48

TMEC 51

TMEC 52
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TMEC 53
TMEC 54
TMEC 55
TMEC 56
TMEC 57
TMEC 67
TMEC 68
TMEC 72
TMEC 92
TMEC 95
TMEC 101
TMEC 111
TMEC 113
TMEC 124
TMEC 126
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SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol, AMC: Amoksisilin-klavulanik asit, CIP: Siprofloksasin, LEV:
Levofloksasin, CRO: Seftriakson, CFM: Sefiksim. GSBL: Genislemis spektrumlu beta laktamaz
tiretimi, S: Duyarli, standart doz; I: Duyarli, yiiksek doz; R: Direngli, +: Pozitif, -: Negatif

Tekrarlayan IYE etkeni grubunda fosfomine TEC 31 ve TEC 149 suslari
direngli (%3,7), diger suslar duyarl (%96,3); nitrofurantoine TEC 41 ve TEC 149
suslart direngli (%3,7), diger suslar duyarli (%96,3) bulundu. Trimetoprim-
sulfametoksazole suslardan 28’1 direncli (%51,9), 26’s1 duyarli (%48,1) tespit edildi.
Beta laktam grubu antibiyotiklere bakildiginda amoksisilin-klavulanik asite 28 sus
direngli (%51,9), 26’s1 duyarl (%48,1); seftriaksona 24 sus direncli (%44,4), 30 tanesi
duyarl (%355,6); sefiksime 32 sus direncgli (%59,2), 22 sus duyarh (%40,8) olarak
belirlendi. Florokinolon direnci degerlendirildiginde siprofloksasine 25 sus direncli
(%46,3), 4 sus yiiksek dozda duyarli (%7,4), 25 sus duyarh (%46,3); levofloksasine
25 sus direngli (%46,3), 1 sus yiiksek dozda duyarli (%1,8), 28 sus duyarli (%51,9)
bulundu. Bu grupta tiim suslar test edilen karbapenem grubu antibiyotiklere
(ertapenem, imipenem, meropenem) duyarli (%100) bulundu. Genislemis spektrumlu

beta laktamaz iiretimi 23 susta gozlenirken (%42,6) 31 tanesinde gozlenmedi (%57,4).
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Tekrarlamayan IYE etkeni grubunda tiim suslar fosfomisin ve nitrofurantoine
duyarli (%100) bulundu. Trimetoprim-sulfametoksazole suslardan 22’si direngli
(%40,7), 32’si duyarlt (%59,3) tespit edildi. Beta laktam grubu antibiyotiklere
bakildiginda amoksisilin-klavulanik asite 20 sus direncli (%37), 34’1 duyarli (%63);
seftriaksona 11 sus direncgli (%20,4), 43 tanesi duyarli (%79,6); sefiksime 16 sus
direncli (%29,6), 38 sus duyarli (%70,4) olarak belirlendi. Florokinolon direnci
degerlendirildiginde siprofloksasine 13 sus direngli (%24), 4 sus yiiksek dozda duyarh
(%7,4), 37 sus duyarli (%68,6); levofloksasine 13 sus direncli (%24), 3 sus yiiksek
dozda duyarli (%5,6), 38 sus duyarli (%70,4) bulundu. Bu grupta ertapeneme yalnizca
TMEC 20 numarali sus direngli (%]1,8), 53 sus duyarl (%98,2) bulunurken diger
karbapenemlere (imipenem, meropenem) karsi direng tespit edilmedi. Genislemis
spektrumlu beta laktamaz {iiretimi 8 susta gozlenirken (%14,8) 46 tanesinde

gozlenmedi (%85,2).

Tekrarlayan IYE etkeni ve tekrarlamayan IYE etkeni gruplari antibiyotik
direnci ve GSBL iiretimi acisindan degerlendirildiginde iki grup arasinda
siprofloksasin (p degeri:0,043), levofloksasin (p degeri:0,028), seftriakson (p
degeri:0,008), sefiksim (p degeri:0,002) direnci ve GSBL iiretimi (p degeri:0,001)
acisindan anlamli fark bulundu. S6z konusu antibiyotiklere diren¢ ve GSBL iiretimi
tekrarlayan IYE etkeni grubunda daha yiiksek olarak belirlendi. Diger antibiyotiklere

direnc¢ oranlarinda iki grup arasinda anlamli fark tespit edilmedi.

Sekil 5. Her iki ¢alisma grubunda antimikrobiyal duyarlilik sonuglart (%)
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ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK SONUCLARI
®Duyarli ®Yiiksek Dozda Duyarli © Direngli ™ Negatif mPozitif

(%)
H

TIYE TMIYE TIiYE TMIYE TiYE TMIYE TIiYE TMIYE TIiYE TMIYE TIYE TMIYE TiYE TMIYE
SXT AMC CIP LEV CRO CFM GSBL

TIYE: Tekrarlayan IYE etkeni grubu, TMIYE: Tekrarlamayan IYE etkeni grubu, SXT: Trimetoprim-
sulfametoksazol, AMC: Amoksisilin-klavulanik asit, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, CRO:
Seftriakson, CFM: Sefiksim, GSBL: Genislemis spektrumlu beta laktamaz

4.3. izolatlarin Genotiplendirilmesi

4.3.1. ERIC PCR ile Tiplendirme

Tekrarlayan IYE etkeni grubunu olusturmak icin, daha once stoklanan 556
izolat arasindan rastgele secilmis 87 hastaya ait 197 E.coli izolatina; her hastaya ait
izolatlarin genetik benzerligini kendi aralarinda degerlendirmek amaciyla ERIC PCR

yapildi. ERIC PCR sonucunda 62 hastaya ait izolatlarin bant paternleri ayni1 bulundu.
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500 bp

Sekil 6. ERIC primerleri ile PZR islemi sonrasinda elde edilen amplikonlarin agaroz

jel elektroforez goriintiisii.

(1 ve 12: 100 bp DNA marker, 2 ve 3: E. coli ATCC 25922, 4 ve 5: E. coli NCTC 13846, 6 ve 7: Ayni
hastaya ait bant paterni ayni olan TEC 145 ve TEC 146 suslari, 8 ve 9: Ayn1 hastaya ait bant paterni ayn1
olan TEC 147 ve 148 suslari, 10 ve 11: Ayn1 hastaya ait bant paterni farkli olan TEC 155 ve TEC 156
suslar1)

4.3.2. AP-PCR ile Tiplendirme

ERIC PCR ile bant paterni ayn1 bulunan 62 hastaya ait izolatlarin benzerligi
AP-PCR yontemiyle yeniden degerlendirildi ve 57 hastaya ait izolatlarin bant
paternlerinin birbiriyle ayn1 oldugu gézlemlendi. Sonug olarak baslangigta ¢alismaya
alinan 87 hastaya ait izolatlardan 57 hastanin izolatlarinin birbiriyle ayni oldugu tespit
edildi (%65,5). 54 hastaya ait izolatlar, her hastay1 1 izolat temsil edecek sekilde

rastgele secilerek tekrarlayan IYE etkeni grubu olusturuldu.

40

500 bp



500 bp

Sekil 7. AP-PCR primeri ‘1247’ ile PZR islemi sonrasinda elde edilen amplikonlarin

agaroz jel elektroforez goriintiisii.

(1 ve 12: 100 bp DNA marker, 2 ve 3: E. coli ATCC 25922, 4 ve 5: E. coli NCTC 13846, 6 ve 7: Ayni
hastaya ait bant paterni ayni olan TEC 167 ve TEC 168 suslari, 8 ve 9: Ayn1 hastaya ait bant paterni ayn1
olan TEC 169 ve TEC 170 suslari, 10 ve 11: Ayn1 hastaya ait bant paterni farkli olan TEC 151 ve TEC
152 suslar)

4.4. izolatlarin Filogenotiplendirilmesi

Tekrarlayan ve tekrarlamayan IYE etkeni gruplarindaki bakteriler, chud ve
yjaA geni ile TspE4.C2 DNA fragmanina 6zgili primerler kullanilarak, Clermont ve
arkadaglarinin (21) yontemiyle triplex PCR ile 4 filogenetik gruba ayrildi (A, B1, B2,
D). Tekrarlayan IYE etkeni grubunda 7 sus grup A’ya, 1 sus grup B1’e, 34 sus grup
B2’ye ve 7 sus grup D’ye ait bulundu. 5 susa ise bu yontemle filogenetik
smiflandirilama yapilamadi. Tekrarlamayan IYE etkeni grubunda ise 2 sus grup B1’e,

48 sus grup B2’ye, 4 sus grup D’ye ait bulundu. Grup A’ya ait sus bulunamada.

41

500 bp



Tekrarlayan IYE Etkeni

%9 (n=5) %13 (n=7)

%13 %2 (n=1)

(n=7)

%063
(n=34)

=A =Bl mB2 mD = Smiflandirilamayan

Tekrarlamayan IYE Etkeni

%7 %4
(n=4) %0 (n=2)

%89
(n=48)

EA ©Bl1 mB2 mD

Sekil 8. Calisma gruplarindaki suslarin filogenetik dagilimlari (%,n)
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4. 5. Izolatlarda Viriilans Genlerinin Varhigmin Belirlenmesi

Her iki grupta bulunan izolatlarda biyofilm iiretimi ile iligkili oldugu belirlenen
fimH, papC, sfa, csgA, csgD, afa, flu, bcsA, pgaA, pgaC, fliCH4 ve fliCH7 genlerinin
varligi her bir gene 6zgiil primerler kullanilarak PZR yontemiyle arastirildi. Sonuglar
Tablo 9 ve Tablo 10°da gosterildi. Her iki gruptaki tiim izolatlar fimH, csgA ve csgD

geni icerdigi i¢in tablolarda bu sonuglara yer verilmedi.

Tablo 9. Tekrarlayan IYE etkeni E. coli izolatlarinin ve E.coli ATCC 25922 susunun

viriilans genleri

Sus No papC sfa afa flu bcsA pgaA pgaC fliC

TEC1 + - - - + + + +
TECS - - - + - + + -
TEC9 - - - + + + - -
TEC 11 - - - + + - - -
TEC 13 - - - + + + + -
TEC 15 - - - + + + + -
TEC 21 - - + + - + - -
TEC 23 - - - - + + + +
TEC 25 - - - + + + + +
TEC 27 + - - - - + - -
TEC 29 + - - + - + - +
TEC 31 + - - + - + + +
TEC 34 + - - + + - - -
TEC 35 - - - - + - - -
TEC 37 + + - + - + - -
TEC 39 + - - + + - - -
TEC 41 - - - + + - - -
TEC 43 - - + + - + - +
TEC 54 + + - - - + + -
TEC 55 - - - - + + + -
TEC 59 - - - + - + - +
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TEC 61 - - - +
TEC 64 - - - +
TEC 65 - - - +
TEC 67 + - - +
TEC 69 + - - +
TEC73 + - - -
TEC75 - - - +
TEC 79 - - - -
TEC 85 - - - +
TEC 93 - - + +
TEC 95 - - - +
TEC 99 + + - ik
TEC 101 + - - +
TEC 103 + - - +
TEC 107 + - + +
TEC 109 = - - +
TEC 111 + - - +
TEC 119 - + - +
TEC 121 + + - +
TEC 127 - + - +
TEC 133 + + - +
TEC 139 + - - +
TEC 141 + + - -
TEC 145 + + - +
TEC 147 + + - +
TEC 149 - - - +
TEC 153 + + - +
TEC 159 + + + -
TEC 162 - - - +
TEC 163 - - - +
TEC 167 + - - +
TEC 169 - - - +
TEC 171 + + - +
ATCC 25922 + + - +

+ + o+ o+ o+

+ + o+ o+

+

+ + o+ 4+ o+ o+

+

+ + + o+

+
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Tablo 10. Tekrarlamayan IYE etkeni E. coli izolatlarinin viriilans genleri

Sus No papC sfa afa flu bcsA pgaA pgaC fliC

TMEC 2 + + - + - + - +
TMEC 4 + + - - - + - -
TMEC 5 - + + + - - - -
TMEC 6 + + - - - - - -
TMEC 7 + + - + + + - +
TMEC 8 + + - + - + - -
TMEC 9 - + - - - + - -
TMEC 10 - - - + - + - -
TMEC 14 + + - + - + - -
TMEC 15 + + - + - - - -
TMEC 19 + - - + + - - +
TMEC 20 + - - + + + - -
TMEC 21 + + - - - + - -
TMEC 22 + + - + - + - -
TMEC 23 - + - + - + - +
TMEC 24 + + + - - - - -
TMEC 25 + + - + - - - -
TMEC 26 + + - + - + - +
TMEC 27 - + - + - + - -
TMEC 29 - - - + - + - -
TMEC 30 + - - - - + - -
TMEC 31 - - - + - + - -
TMEC 32 + + - + - + - -
TMEC 33 - - + + - - - -
TMEC 35 - + - + - + - -
TMEC 36 - + - + + + - +
TMEC 37 - + - + - + - -
TMEC 38 - - - - + + - -
TMEC 39 + + - + - - - -
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TMEC 41 + - - + + + + ;

TMEC 43 - - - - + - - -
TMEC 44 + + - + - + - -
TMEC 45 - + - + - - - -
TMEC 46 + + - + - + - -
TMEC 47 + - - + + - - -
TMEC 48 - - - + - + - +
TMEC 51 + + - + - + - -
TMEC 52 - - + + - + - +
TMEC 53 - - + + - + - -
TMEC 54 + - - + - + - -
TMEC 55 - - + + - + - +
TMEC 56 - + - + + + - -
TMEC 57 - - - - - + - -
TMEC 67 - - - + - + - -
TMEC 68 = + - + 3 + - -
TMEC 72 - + - + - + - +
TMEC 92 - + - + + + - -
TMEC 95 + - - + - - - -
TMEC 101 + - - + - + - -
TMEC111  + + - + - + - -
TMEC113  + + - + - + - -
TMEC 124 + + - + - + - -
TMEC 126 - - - + - - - -
TMEC 129 - - - + - + - -

Viriilans genlerinin tekrarlayan IYE etkeni ve tekrarlamayan IYE etkeni
gruplarinda bulunma durumlar1 degerlendirildiginde sfa geninin tekrarlamayan IYE
etkeni grubunda daha yiliksek oranda bulundugu, bcsd ve pgaC genlerinin ise
tekrarlayan IYE etkeni grubunda daha yiiksek oranda bulundugu ve aradaki farkin
anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). Diger viriilans genlerinin varlig1 agisindan iki

grup arasinda anlamli fark bulunamadi (Tablo 11).
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Tablo 11. E.coli suslarinda viriilans genlerinin varligi

Tekrarlayan Tekrarlamayan P degeri
Viriilans Genleri  1YE etkeni (n1=54) 1YE etkeni (n=54)
fimH 54 (%100) 54 (%100) -
papC 26 (%48,1) 28 (%51,9) 0,7
sfa 13 (%24,1) 32 (%59,3) < 0,001
csgA 54 (%100) 54 (%100) -
csgD 54 (%100) 54 (%100) -
afa 5 (%9,3) 6 (%11,1) 0,75
flu 44 (%81,5) 45 (%83,3) 0,8
bcsA 25 (%46,3) 10 (%18,5) 0,002
pgaA 42 (%77,8) 41 (%75,9) 0,82
pgaC 22 (%40,7) 1(%1,9) < 0,001
fliC 18 (%33,3) 10 (%18,5) 0,079

g e B g b

o 415 16

Sekil 9. csgA primerleri ile PZR islemi sonucu elde edilen amplikonlarin

agaroz jel elektroforez goriintiisii
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(1:100 bp DNA marker, 2: TEC 5, 3: TEC 23, 4: TEC 25, 5: TEC 31, 6: TEC 35, 7: TEC 37, 8: TEC 39,
9: TEC 41, 10: TEC 43, 11: TEC 54, 12: TEC 55, 13: TEC 61, 14: TEC 75, 15: TEC 111, 16: TEC 119,
17: TEC 133)

9 Pl e 203141516 17

500 bp

Sekil 10. bcsA primerleri ile PZR islemi sonucu elde edilen amplikonlarin agaroz jel

elektroforez goriintiisii

(1:100 bp DNA marker, 2: TEC 5, 3: TEC 23, 4: TEC 25, 5: TEC 31, 6: TEC 35, 7: TEC 37, 8: TEC 39,
9: TEC 41, 10: TEC 43, 11: TEC 54, 12: TEC 55, 13: TEC 61, 14: TEC 75, 15: TEC 111, 16: TEC 119,
17: TEC 133)

4.6. Ekzopolisakkarit Genlerinin mRNA Diizeylerinin Belirlenmesi

RT-PCR islemi sonucu elde edilen amplifikasyon egrilerinin ve Cp degerlerinin

birer 6rnegi Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13’te gosterilmistir.
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Sekil 11. 16S rRNA genine ait amplifikasyon egrileri ve Cp degerleri

AnalysesIAbs Quant/2nd Derivative Max for yasemin bcsA 1. plate
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Amplification Curves
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C D = 1 v -5 17.07 1882
p Degerleri v/ [l G11631 1820 e
Iv] Il G2163-2 18.29
—/ ; -
& 10 15 20 25 30
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Sekil 12. hcsA genine ait amplifikasyon egrileri ve Cp degerleri
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Cp Degerleri

Analyses IAbs Quant/2nd Derivative Max for yasemin pgaA 2. plate

18@09

Infovmalionl gram: amplification
et tjv .Q@.- Amplification Curves
— f
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v [ 881622 el
10 15 Ell
Cycles
Sekil 13. pgaA genine ait amplifikasyon egrileri ve Cp degerleri
Calismamizda amplifikasyon egrilerinin  6zgilligiiniin

degerlendirilebilmesi i¢in erime egrisi analizi ve erime sicakligi Sl¢iimi yapildi.

Olgiimler sonucunda bcsA nin erime sicakhigi ortalama 91,45+0,13 °C, pgad 'min

erime sicakligi ortalama 88,1+£0,28 °C ve 16S rRNA’nin erime sicakligr 89,23+0,14

°C olarak tespit edildi.
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Sekil 14. 16S rRNA genine ait erime sicaklig1 ve erime egrisi analizi
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Sekil 15. hcsA genine ait erime sicaklifi ve erime egrisi analizi
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Analyses ITm Calling for yasemin pgaA 2. plate j [Z
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Sekil 16. pgaAd genine ait erime sicaklig1 ve erime egrisi analizi

Hedef genlerin (bcsA, pgaAd) ekspresyon Olgiimleri ile 16S rRNA geninin
ekspresyon Ol¢iimii oranlanarak normalizasyon iglemi gerceklestirildi. pgad geninin
normalizasyonu i¢in E. coli ATCC 25922 susu referans drnek segildi ve 2724 formiilii
kullanildi. E. coli ATCC 25922 susu bcsA geni igermedigi i¢in ayni formiil bu gen i¢in
uygulanamadi. bcsA geninin ekspresyon diizeyi degerlendirilirken yalnizca ACT
kullanildi.

Mevcut primerlerle bcsA ve pgaAd genlerinin tespit edilemedigi izolatlar i¢in
RT-PCR islemi gergeklestirilmedi ve mRNA diizeyi hesaplanmadi. Ilgili genlerin
mRNA diizeylerinin normalizasyonunda 16S rRNA geninin mRNA diizeyi kullanild1.
16S rRNA geni i¢in yeterli mRNA diizeyi bulunmayan izolatlar (Cp degeri > 20)

hesaplamalara dahil edilmedi.

becsA ve pgaA genlerinin mRNA diizeyleri istatistiksel olarak degerlendirildi.

Hesaplamalar sonucu elde edilen degerler Tablo 12°de gosterildi. Gruplar arasinda,
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pgaA geninin mRNA diizeyinde anlamli fark tespit edilirken (p degeri=0,002) bcsA
geninin mRNA diizeyinde anlamli fark bulunamadi. pgaA geninin ekspresyon seviyesi

tekrarlamayan IYE etkeni grubunda daha yiiksek olarak saptandu.

Tablo 12. bcsA ve pgaA genlerinin mRNA diizeyleri hesaplamasinda elde edilen

degerler
Tekrarlayan IYE Etkeni Tekrarlamayan IYE Etkeni
(n=54) (n=54)
Genler  Dahil edilen Sonug Dahil edilen Sonug P degeri
(n) (n)
besA' 18 2,13+£1,23 6 1,53 +1,97 0,392*
pgaA* 39 1,16 26 3,50 0,002**
(0,71-6,51) (2,11-10,24)

*Student T testi, **Mann-Whitney U testi, ‘Ortalama+Standart Sapma, *Medyan (Q1-Q3)

M pgaA M besA

30
25
20
15

10

- -

Tekrarlayan IYE Etkeni Tekrarlamayan IYE Etkeni
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Sekil 17. bcsA ve pgaA genlerinin mRNA diizeyleri hesaplamasinda elde edilen
degerler

4.7. izolatlarin Fenotipik Biyofilm Uretimi

Calismaya alinan her iki gruptaki toplam 108 susun fenotipik biyofilm iiretimi

hem Kongo kirmizili agarda hem de mikrotitre plak yontemiyle degerlendirildi.

4.7.1. Kongo Kirmizili Agarda Biyofilm Uretimi

Kuru kristal kivaminda siyah koloniler biyofilm {iretimi pozitif, pembe —

kirmizi1 renkte koloniler biyofilm iiretimi negatif olarak yorumlandi (63).

KKA’da tekrarlayan IYE etkeni grubunda suslarin 36’sinda (%66,7),
tekrarlamayan IYE etkeni grubunda ise 35 susta (%64,8) biyofilm iiretimi gozlendi
(Sekil 18). iki grup arasinda KKA’da biyofilm iiretimi agisindan anlamli fark
bulunamadi (p degeri: 0,839).

Sekil 18. Kongo kirmizili agarda biyofilm tiretimi

KKA'da Biyofilm Uretimi

40 n=36 n=35
35
30

20
15

10
%66,7 %33,3 %64,8 %35,2

Tekrarlayan IYE Etkeni Tekrarlamayan IYE etkeni

Biyofilm iiretimi pozitif Biyofilm Uretimi negatif
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4.7.2. Mikrotitre Plak Yontemiyle Biyofilm Uretimi

Biyofilm deneyi U tabanli 96 kuyucuklu plakta referans yontem modifiye
edilerek gerceklestirildi (64). Kuyucuklarda olusan biyofilm % 0.1 kristal viyole ile
boyandr ve %30 asetik asit ¢ozeltisi ile boya ¢oziildi. Kuyucuklarin optik dansitesi
(OD) 550 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda (SpectraMax Paradigm Multi-
Mode Microplate Reader, Molecular Devices, CA, ABD) o6l¢iildii. Negatif kontrol
olarak steril LB sivi besiyeri kullanildi. Sonuglar, Stepanovic ve arkadaslari (65)
tarafindan kullanilan kriterlere gore degerlendirildi (Tablo 5). Sonuglar biyofilm
tiretimi yok (0), zayif biyofilm tiretimi (I), orta derecede biyofilm tiretimi (II) ve giiclii
biyofilm iiretimi (III) seklinde siniflandirildi. Sonuglar tablo 13’te gosterildi.

Tekrarlayan IYE etkeni grubunda suslarin %74,1°i zayif, %1,9’u orta derecede
biyofilm iiretirken %24’{inde biyofilm tiretimi gozlenmedi. Bu grupta yiiksek derecede
biyofilm iireten sus tespit edilmedi. Tekrarlamayan IYE etkeni grubunda suslarin
%63 linde zayif, %5,6’sinda orta ve %5,6’sinda yiiksek derecede biyofilm iiretimi
saptand1. Suslarin %25,9’unda ise biyofilm iiretimi gerceklesmedi. Iki grup arasinda

MPY ile biyofilm iiretimi agisindan fark bulunamadi.

Tablo 13. Her iki grupta mikrotitre plak yontemiyle biyofilm iiretiminin

degerlendirilmesi
MPY ile Biyofilm Uretimi Derecesi
0 I I i Toplam
Tekrarlayan n 13 40 1 0 54
IYE etkeni % %24 %741 %19 %0,0  %100,0
Tekrarlamayan n 14 34 3 3 54
IYE etkeni % %259 %630 %56 %5,6  %100,0
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4.8. Biyofilm Uretiminin Diger Parametrelerle iliskisi

4.8.1. Antibiyotik Direnci ve Biyofilm Uretimi Iliskisi

Calismamizda yer alan tiim izolatlardan (n=108) test edilen antibiyotiklere
direncli olan ve GSBL iireten izolatlarin KKA’da biyofilm olusumu ile iligkisi
degerlendirildiginde; trimethoprim-sulfametoksazol, siprofloksasin, levofloksasin,
seftriakson, sefiksime diren¢ ve GSBL sentezi ile biyofilm iiretimi arasinda anlamli
iliski saptandi. P degerleri Tablo 14’te gosterildi. Aym1 zamanda bu izolatlarin
mikrotitre plak yontemiyle biyofilm olusumu ile iliskisi de degerlendirildi. Fosfomisin
ve nitrofurantoin haricinde diger antibiyotiklere direngli olan izolatlarin ve GSBL
sentezleyen izolatlarin biiyiik cogunlugunun MPY ile diisiik diizeyde biyofilm iireticisi

oldugu tespit edildi. Bulgular Tablo 15’te gosterildi.

Tablo 14. Antibiyotik direnci ve GSBL sentezinin KK A’da biyofilm tiretimi ile iliskisi

KKA’da Biyofilm Uretimi (n,%)

Pozitif Negatif Toplam P degeri

FF Duyarli 69 (65,1) 37(34,9) 106 (100) 0,545
Direngli 2 (100) 0(0) 2 (100)

F Duyarli 69 (65,1) 37(34,9) 106 (100) 0,545
Direngli 2 (100) 0(0) 2 (100)

SXT  Duyarh 30 (51,7) 28 (48,3) 58 (100) 0,001
Direngli 41 (82) 9 (18) 50 (100)

AMC  Duyarli 35 (58,3) 25 (41,7) 60 (100) 0,07
Direngli 36 (75) 12 (25) 48 (100)

CIP Duyarli 34 (54,8) 28 (45,2) 62 (100) 0,02
Direngli 31 (81,6) 7 (18,4) 38 (100)

LEV ~ Duyarl 37 (56,1) 29 (43,9) 66 (100) 0,024
Direngli 31 (81,6) 7 (18,4) 38 (100)

CRO  Duyarh 41 (56,2) 32 (43,8) 73 (100) 0,002
Direngli 30 (85,7) 5(14,3) 35 (100)

CFM  Duyarh 32 (53,3) 28 (46,7) 60 (100) 0,002
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Direncli 39 (81,3) 9 (18,7) 48 (100)
GSBL  Negatif 44 (57,1) 33 (42,9) 77 (100) 0,003
Pozitif 27 (87,1) 4 (12,9) 31 (100)

KKA: Kongo Kirmizilt Agar, FF: Fosfomisin, F: Nitrofurantoin, SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol,
AMC: Amoksisilin-klavulanik asit, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, CRO: Seftriakson, CFM:
Sefiksim. GSBL: Genislemis spektrumlu beta laktamaz

Tablo 15. Antibiyotik direnci ve GSBL sentezinin MPY ile biyofilm iiretimi ile iligkisi

MPY ile Biyofilm Uretimi Derecesi (n,%0)

0 I I i Toplam
FF 2 (100) 0(0) 0 (0) 0(0) 2 (100)
F 1 (50) 1 (50) 0 (0) 0 (0) 2 (100)
SXT 8 (16) 38 (76) 1(2) 3 (6) 50 (100)
AMC 12 (25) 34 (70,8) 0(0) 2(4,2) 48 (100)
CIP 10 (26,3) 27 (71,1) 0 (0) 1(2,6) 38 (100)
LEV 10 (26,3) 27 (71,1) 0 (0) 1(2,6) 38 (100)
CRO 9(25,7) 25 (71,4) 0 (0) 1(2,9) 35 (100)
CFM 11 (22,9) 36 (75) 0(0) 1(2,1) 48 (100)
GSBL 7 (22,6) 23 (74,2) 0 (0) 1(3,2) 31 (100)

MPY: Mikrotitre Plak Yontemi, FF: Fosfomisin, F: Nitrofurantoin, SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol,
AMC: Amoksisilin-klavulanik asit, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, CRO: Seftriakson, CFM:
Sefiksim, GSBL: Geniglemis spektrumlu beta laktamaz

4.8.2. Filogenetik Gruplar ve Biyofilm Uretimi Iliskisi

Calismamizda yer alan suslarin (n=108) biiyiikk cogunlugunun B2 ve D
filogenetik gruplarina ait oldugu tespit edildi. B2 ve D filogenetik gruplarinda
siiflandirilan izolatlarin ¢ogunlugunun Kongo kirmizili agar yontemiyle biyofilm
tiretiminin pozitif oldugu ve MPY ile de diisiik diizeyde biyofilm iireticisi oldugu tespit

edildi. Veriler Tablo 16 ve Tablo 17°de gosterildi.
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Tablo 16. Filogenetik grup dagiliminin KKA’da biyofilm iiretimi ile iligkisi

KKA’da Biyofilm Uretimi (n,%0)

Filogenetik Grup Pozitif Negatif Toplam
A 3(42,9) 4 (57,1) 7 (100)
B1 2 (66,7) 1(33,3) 3 (100)
B2 55 (67) 27 (33) 82 (100)
D 8(72,7) 3(27,3) 11 (100)
Siniflandirilamayan 3 (60) 2 (40) 5 (100)

Tablo 17. Filogenetik grup dagiliminin MPY ile biyofilm {iretimi ile iligkisi

MPY ile Biyofilm Uretimi Derecesi

Filogenetik Grup 0 (n,%) 1 (n,%) I (n,%) 111 (n%) Toplam (n,%)
A 3(42,9) 4 (57,1) 0 (0) 0 (0) 7 (100)
B1 0(0) 3(100) 0(0) 0(0) 3 (100)
B2 22(26,8) 53(646) 4(49  3(37) 82 (100)
D 2 (18,2) 9 (81,8) 0 (0) 0 (0) 11 (100)
Siniflandirilamayan 0 (0) 5 (100) 0 (0) 0(0) 5 (100)

4.8.3. Viriilans Genlerinin Varhg ve Biyofilm Uretimi Iliskisi

Calismamizda yer alan tiim izolatlarda (n=108) viriilans genlerinin varlig: ile
Kongo kirmizili agarda biyofilm iiretiminin iligkisi incelendiginde fimH, papC, csgA,
esgD, flu, pgaA, sfa, afa, bcsA, pgaC, fliC genleri varliginda izolatlarin ¢ogunlugunun
biyofilm iirettigi gézlemlendi. Higbir viriilans geninin varligr ile biyofilm iiretimi

arasinda anlaml iligki bulunamadi.
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Tablo 18. Viriilans genlerinin varliginin KKA’da biyofilm tliretimi ile iligkisi

KKA’da Biyofilm Uretimi (n,%)

Viriilans Genleri Pozitif Negatif Toplam P degeri

fimH Pozitif 71 (65,7) 37 (34,3) 108 (100) -
Negatif 0(0) 0 (0) 0 (0)

papC Pozitif 33 (61,1) 21 (38,9) 54 (100) 0,311

Negatif 38 (70,4) 16 (29,6) 54 (100)

sfa Pozitif 25 (55,6) 20 (44,4) 45 (100) 0,059
Negatif 46 (73) 17 (27) 63 (100)

csgA Pozitif 71 (65,7) 37(343) 108 (100) -
Negatif 0(0) 0(0) 0(0)

csgD Pozitif 71 (65,7) 37(343) 108 (100) -
Negatif 0(0) 0(0) 0(0)

afa Pozitif 9 (81,8) 2 (18,2) 11 (100) 0,325

Negatif 62 (63,9) 35 (36,1) 97 (100)

flu Pozitif 60 (67,4) 29 (32,6) 89 (100) 0,427
Negatif 11 (57,9) 8 (42,1) 19 (100)
bcsA Pozitif 19 (54,3) 16 (45,7) 35 (100) 0,082

Negatif 52 (71.2) 21 (28,8) 73 (100)

pgaA Pozitif 53 (63,9) 30 (36,1) 83 (100) 0,452
Negatif 18 (72) 7 (28) 25 (100)
pgaC Pozitif 17 (73,9) 6 (26,1) 23 (100) 0,352

Negatif 54 (63,5) 31 (36,5) 85 (100)
flic Pozitif 20 (71,4) 8 (28,6) 28 (100) 0,461
Negatif 51 (63,7) 29 (36,3) 80 (100)
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Calismamizda yer alan fimH, papC, csgA, csgD, flu, pgaA, sfa, afa, besA, pgaC
ve fIiC virlilans genlerinin varliginda izolatlarin ¢ogunun MPY ile diisiik diizeyde

biyofilm tireticisi oldugu gbzlemlendi.

Tablo 19. Viriilans genlerinin varliginin MPY ile biyofilm tiretimi ile iligkisi

MPY ile Biyofilm Uretimi Derecesi

Viriilans Genleri 0 (n,%) I (n,%) I1(n%) 11l (n,%) Toplam (n,%)
fimH 27 (25) 74 (68,5) 4(3,7) 3(2,8) 108 (100)
papC 15 (27,8)  35(64,8) 3(5,6) 1(1,8) 54 (100)
sfa 13 (28,9) 27 (60) 3(6,7) 2 (4,9 45 (100)
csgA 27 (25) 74(685)  4(37) 3(2,8) 108 (100)
csgD 27 (25) 74 (685)  4(37) 3(2,8) 108 (100)
afa 5 (45,4) 6 (54,6) 0 (0) 0 (0) 11 (100)
flu 22(24,7) 61(685)  3(3,9) 3(3,4) 89 (100)
besA 7 (20) 26 (742)  1(29) 1(2,9) 35 (100)
pgaA 22 (26,5)  55(66,3) 3(3,6) 3(3,6) 83 (100)
pgaC 9(39,1) 13 (56,6) 1(4,3) 0 (0) 23 (100)
fliC 8 (28,6) 20 (71,4) 0 (0) 0 (0) 28 (100)
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5. TARTISMA

Toplum kaynakli komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlar1 en sik goriilen
enfeksiyonlardan biridir ve Ozellikle premenapozal donemdeki geng¢ kadinlar
etkilemektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil yaklasik 11 milyon kisi IYE
nedeniyle tedavi edilmekte, bu da yillik yaklasik 6 milyar dolar maliyete neden
olmaktadir. IYE; bobrek hasari, sepsis, tekrarlayan antibiyotik kullanimi sonucu
mikrobiyatanin bozulmasi ve direngli bakterilerin secilmesi gibi komplikasyonlara

neden olabilir (2, 66).

IYE gegiren kadinlarin yaklasik 1/3’{inde tekrarlayan IYE ataklari izlenir.
Tekrarlayan IYE; 6 ay iginde 2 kez veya daha fazla ya da 1 yil i¢inde 3 kez veya daha
fazla IYE kliniginin ortaya ¢ikmasidir. Tekrarlayan IYE ortaya ¢ikan is giicii kaybr,
artan tedavi maliyeti ve hastanin sosyal hayatina olumsuz etkisiyle dnemli bir saglik

sorunudur (23).

IYE genellikle toplum kaynakli bir enfeksiyon olarak ortaya ciktigi icin
hastalarin ¢ogunlugu polikliniklere bagvuran hastalardir. Yiiksek ve arkadaglarinin
(67) 1594 hastanin idrar kiiltlirlinde iireyen E. coli izolatlar ile gergeklestirdikleri bir
calismada orneklerin %83 iiniin polikliniklere basvuran hastalardan gonderildigi
gorilmektedir. Aral ve arkadaglarinin (68) idrar kiiltiirlinde lireyen 485 E. coli
izolatiyla yaptiklar1 calismada ise Orneklerin %86,39’u poliklinige bagvuran
hastalardan alinmistir. Benzer sekilde Ocal ve arkadaslarinin (69) ¢alismasinda ise
orneklerin %98’1 poliklinik bagvurlarindan elde edilmistir. Bizim ¢alismamizda da
tekrarlayan IYE etkeni grubundaki izolatlarmn %83,3’ii, tekrarlamayan IYE etkeni
grubundaki izolatlarin % 87’si polikliniklerden gonderilen idrar 6rneklerinden izole

edilmistir.

Idrar yolu enfeksiyonlarinda sorumlu etken siklikla E. coli’dir. IYE’ler
cogunlukla yatis gerektirmeden, oral antibiyotiklerle ampirik olarak tedavi
edilmektedir. Bununla birlikte E. coli’de varolan antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 ve
viriilans faktorleri enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmakta ve ciddi bir halk saglig
problemine neden olmaktadir. Yapilan calismalar E. coli’de ¢ogu major antibiyotik

sinifina kargs1 direng gelisebildigini gostermistir. Uygun ve etkili antimikrobiyal tedavi
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saglanabilmesi, tekrarlayan ataklarin Onlenmesi i¢in bu diren¢ mekanizmalar1 ve
viriilans faktorleri iyi anlasilmali, E. coli’nin bolgesel direng profili iyi bilinmelidir

(40, 70, 71).

Komplike olmayan IYE’lerin tedavisinde ilk secenek olarak fosfomisin,
nitrofurantoin veya pivmesilinam kullanimi 6nerilmektedir. Etken mikroorganizmada
trimethoprim-sulfametoksazole kars1 bolgesel diren¢ %20’nin altindaysa tedavide o da
tercih edilebilir. Florokinolonlar akut sistit disindaki enfeksiyonlarin tedavisindeki
onemli rollerinden &tiirii akut sistit tedavisinde alternatif segenek olarak yer almalidir.
Alternatif seceneklerden digeri ise sefalosporinler gibi beta laktamlarin kullanimidir
fakat beta laktam grubu antibiyotiklerde etkinligin diisiik olabilecegi goz Oniinde
bulundurulmalidir. Ampisilin ya da amoksisilin kullanimi ise yliksek diren¢ oranlar

nedeniyle 6nerilmemektedir (72).

Calismamizdaki antibiyotik diren¢ oranlar1 degerlendirildiginde; IYE
tedavisinde ilk segeneklerden olan fosfomisin ve nitrofurantoine direncin diisiik

oldugu ve bu sonucun hem iilkemizle hem de diinya verileriyle uyumlu oldugu

gozlemlenmektedir (69, 70, 73-79).

IYE etkeni E. coli izolatlarinda trimetoprim-sulfametoksazole karsi hem
diinyanin ¢esitli bolgelerinde hem de lilkemizde yiiksek oranda direng mevcuttur (80-
82). Bizim calismamizda da her iki grupta trimetoprim-sulfametoksazol direnci
yiiksek bulunmustur. Bu durum IYE’lerin ampirik tedavisinde bdlgemizde artik bu

antibiyotigin tercih edilmemesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Antibiyotiklere kars1 direncin ortaya ¢ikmasinda en dnemli mekanizmalardan
biri antibiyotiklere artmis maruziyettir. Sefalosporinler ve florokinolonlar genis
spektrumlu antibiyotikler olmalar1 sebebiyle pek ¢ok enfeksiyonun tedavisinde tercih
edilir. Bunun sonucunda bu grup antibiyotiklere direncte 6nemli bir artis yaganmistir
(70). Bizim calismamizda da tekrarlayan IYE etkeni grubunda hem sefalosporin
(seftriakson, sefiksim) direnci hem de florokinolon (siprofloksasin, levofloksasin)
direnci anlamli derece yiiksek bulunmustur. Bu durumdan hareketle, tekrarlayan IYE

olusumunda daha direngli etkenler yer aldigindan ampirik tedaviden kaginilmali,
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mimkiinse idrar kiiltiiri yapilip etkenin antimikrobiyal diren¢ paternine gore

kullanilacak antibiyotige karar verilmelidir.

Gram negatif bakterilerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtiran en
onemli etkenlerden biri GSBL iiretimidir. GSBL iiretimi ¢ogu plazmitlerde kodlanan
genlerin aktivitesi sonucu ortaya ¢ikmakta ve bu genler bakteriler arasinda kolayca
aktarilabilmektedir. GSBL {ireten bakterilerin prevalanst cografi bolgeye, hasta
popiilasyonuna ve risk faktorlerine bagl olarak degismektedir. GSBL iireten E. coli
prevalans1 Kuzey Amerika’da yaklagik %8, Avrupa’da yaklasik %17 civarindadir (83).
Ulkemizde yapilan bazi ¢aligmalarda ise GSBL prevalans: %11,8-%40 araliginda
bulunmustur (69, 74, 77, 84, 85). Bizim calismamizda bulunun GSBL oram Tiirkiye
verileriyle uyumludur. Bununla birlikte bu oran tekrarlayan IYE etkeni grubunda daha
yiiksek bulunmustur (p< 0.05). Bu durum IYE’de antibiyotiklerin yanlis ya da asir1

kullanimindan kaynaklanmis olabilir.

Bakteri tiplendirmesi, suslarin ayrintili olarak analiz edilerek genetik
cesitliligin ve benzerlik diizeyinin belirlenmesini saglar. PFGE ayrim giicii ve
tekrarlanabilirligi agisindan bakteri tiplendirme ydntemlerinin altin standardi olarak
kabul edilmektedir. Bu yontemde kalip DNA restriksiyon enzimleriyle belli
bolgelerden parcalara ayrilir. Daha sonra bu DNA molekiilleri agaroz jelde farkli
yonlerden uygulanan ve voltaji belirli araliklarla degisen elektrik akimiyla elektroforez
edilir, boylece susa 0zgili bant paterni olusturulur. Fakat bu karmasik yontemin
uygulanmasi i¢in 3-4 giinliik bir siire ve deneyimli laboratuvar personeli gereklidir. Bu
yontemin uygulanabilmesi icin yliksek kalitede ve cok miktarda DNA gereklidir.

Ayrica gerekli malzemeler bakimindan nispeten pahali bir yontemdir (86-88).

PZR ile tiplendirme yontemleri, DNA bant paternine dayali genotipik bakteri
tiplendirme yontemlerindendir. ERIC PCR yo6nteminde ERIC primerleri ile enterik
bakterilerin ¢ogunun genomunda bulunan, 126 bp biiyiikliiglindeki tekrarlayan ve
korunmus ERIC dizileri cogaltilir. Genomda bulunan bu dizilerin sayisina ve
bulunduklar1 bolgelere bagli olarak susa 6zgii DNA bant paterni olusturulur AP-PCR

yonteminde ise kisa zincirli bir oligoniikleotid primer kullanilarak, diisiik baglanma
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sicakliginda kalip DNA pek ¢ok farkli noktadan g¢ogaltilir ve agaroz elektroforez
sonucu susa 6zgli DNA parmak izi olusturulur. (89)

PZR ile tiplendirme yontemleri hizli, ucuz ve hassas olduklari i¢in ve analizde
az miktarda bakteriyel DNA yeterli oldugu i¢in tiplendirmede siklikla tercih
edilmektedir. Bununla birlikte bu yontemlerin tekrarlanabilirliginin diigiik olmast;
tekrarlanabilirligin deney ekipmani, primer dizilimi, baglanma sicakligi gibi
faktorlerden etkilenmesi dnemli dezavantajlarindandir. Ayrica bu yontemlerin ayrim
giicli PFGE’nin ayrim giicli kadar yiiksek degildir (86, 88, 89). Bizim ¢alismamizda
ERIC PCR ve AP-PCR sadece ayni hastaya ait suslarin benzerliginin
degerlendirilmesinde kullanilmis olup, her degerlendirme ayn1 kosullarda calisilan ve
ayni jel lizerinde elektroforez edilen suslar arasinda gergeklestirilmistir. Bu nedenle
bizim c¢alismamizda bu ydntemlerin tekrarlanabilirligi sorun olusturmamaktadir.
Ayrica PZR ile tiplendirme yontemlerinin ayrim giiciiniin PFGE’ye kiyasla diisiik
olmasi nedeniyle calismamizda iki farkli PZR yontemi sirayla kullanilmistir. Ik
yontemle ayni oldugu tespit edilen izolatlar tekrardan ikinci yOntemle

degerlendirilmeye tabi tutulmus ve bu problemin iistesinden gelmemiz saglanmistir.

Filogenetik simiflandirma FE.coli suslarmin hastaliklarla iliskisini ortaya
koymak agisindan 6nemlidir. E.coli temel olarak A, B1, B2 ve D olmak iizere 4 ana
filogruba ayrilir. Genellikle ekstraintestinal enfeksiyon etkeni E.coli suslar1 en ¢ok
filogrup B2 ve daha sonra filogrup D’de bulunurken, intestinal enfeksiyon etkeni olan
veya kommensal suslar filogrup A ve B1’de yer alir. (90). Bu durum {iriner sistem
enfeksiyonu etkeni UPEC i¢in de gegerlidir. Literatiirde UPEC suslarinin ¢ogunlukla
filogrup B2’ye ve filogrup D’ye ait oldugunu gosteren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (91-
94). Bizim arastirmamizda elde edilen veriler de literatiir ile uyumludur. Tekrarlayan
IYE etkeni grubunda suslarin %63’i B2, %I13’i D filogenetik grubunda;
tekrarlamayan IYE etkeni grubunda ise suslarin %89°u B2, %7’si D filogenetik

grubunda yer almaktadir.

UPEC suglari, iiriner sistemde tutunmayi, invazyonu, kolonizasyonu ve
enfeksiyon olusumunu saglayan cesitli viriilans faktorlerinin varligiyla kommensal

E.coli’lerden ayrilir (95). UPEC izolatlar1 her ne kadar birbirlerine benzer 6zellikler
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tasisalar da bazi viriilans faktorlerinin varligi ve ekspresyonu acisindan farklilik
gosterirler. Ayrica izolatlarinin hepsinde bulunan ve iiriner sistem enfeksiyonu

olusumunda varlig1 tek basina yeterli olan bir viriilans faktorii heniiz tanimlanmamistir
).

Bu ¢alismada fimH, , csgA ve csgD genleri tiim suslarda pozitif bulunmustur.
Yapilan pek ¢ok ¢alismada UPEC suslarinda prevalansi en yiiksek viriilans geni fimH
olarak tespit edilmistir (31, 92, 94, 96). Diger fimbrial adezyon genlerinin (papC ve
sfa) prevalansi da ¢alismamizda yiiksek (%50, %41,7) bulunurken afimbrial adezin
kodlayan afa geninin prevalansi daha diisiik (%10,2) bulunmustur. Yapilan baska
calismalarda da fimbial adezyon molekiillerini kodlayan genler genellikle afimbrial
adezin genlerinden daha yiiksek oranda tespit edilmistir (31, 96, 97). Fimbrial adezyon
molekiillerini kodlayan genlerin yiiksek prevalansi, tip 1 fimbria gibi adezyon
molekiillerinin varliginin E. coli suslarmin tirotelyal epitele tutunmasinda, biyofilm
olusumunun baslamasinda ve iriner sistem enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasinda ¢ok

onemli rol oynadigin1 géstermektedir (92).

Poli-N-asetil glukozamin ve selilloz gibi ekzopolisakkaritlerin UPEC
suslarinin iiriner sistemde kolonizasyonunu ve kaliciligini destekledigini gosteren
calismalar mevcuttur. Bu durumun seliilozun bakteri membranindaki immiinojen
yapilar1 gizleyerek konak immiin yanitindan kacis1 saglamasiyla ilgili olabilecegi
diisiiniilmektedir (98). Calismamizda bcs4 ve pgaC genlerinin prevalans: tekrarlayan
IYE etkeni grubunda anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte hcsA
ve pgaA genlerinin ekspresyonu mRNA miktar1 dlgiilerek degerlendirildiginde; pgad
mRNA diizeyi tekrarlamayan IYE etkeni grubunda anlamli diizeyde daha yiiksek
bulunurken, iki grup arasinda bcsA mRNA diizeyi acisindan anlamli fark tespit
edilmemistir. Boylece, bakterilerde var olan genlerin ekspresyonunun cevresel
faktorlere veya konakla iligkili durumlara bagli olarak degisebilecegi ve UPEC
suslarinin neden oldugu tekrarlayan {triner sistem enfeksiyonu patojenezinde

ekzopolisakkarit tiretiminin tek basina etkili olmadig1 sonucuna varilmstir.

Calismamizdaki suslarin %65,7’sinde Kongo kirmizili agar yonetimiyle

biyofilm iiretimi pozitif bulunmustur. Buna ek olarak suslarin %68,5 nin mikrotitre
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plak yontemiyle diigik diizeyde biyofilm {irettigi tespit edilmistir. Zhao ve
arkadaslarinin (1) meta-analiz ¢alismasinda, UPEC suslarinin %84,6’sinin biyofilm
treticisi oldugu, %44,6’smin ise diisik diizeyde biyofilm iirettigi saptanmustir.
Tajbakhsh ve arkadaslarinin (31) ¢alismasinda suslarin %61,53 {iniin Kongo kirmizil
agarda biyofilm iirettigi, Naziri ve arkadaslarinin (32) ¢alismasinda UPEC susglarinin
%72’sinin mikrotitre plak yoOntemiyle diisiik diizeyde biyofilm iireticisi oldugu

belirlenmistir.

Bizim ¢alismamizda tekrarlayan IYE etkeni grubu ile tekrarlamayan IYE
etkeni grubu arasinda hem Kongo kirmizili agarda biyofilm tiretimi hem de mikrotitre
plak yontemiyle biyofilm iiretimi agisindan anlamli fark bulunmamistir. Literatiirde
bizim sonucumuza benzer sekilde bu iki durum arasinda anlamli iliski tespit etmeyen
calismalar mevcuttur (99, 100). Bu durumda UPEC suslarinin in vitro ortamda
biyofilm {iiretiminin her zaman in vivo ortamdaki biyofilm {iretme yetenegini
yansitmayabilecegi unutulmamalidir. Ayrica UPEC suslarinin hiicre i¢i biyofilm
benzeri topluluklar olusturdugu ve bu durumun iirotelyal epitelde kalicilig1 ve rekiirren
enfeksiyon olusumunu destekledigi bilinmektedir (98). Hiicre i¢i biyofilm benzeri
topluluklarin varhigi kolayca tespit edilemedigi i¢in g¢alismamizdaki suslarin
tekrarlayan IYE olusturma yetenegine bu durumun katkist olup olmadig

aydinlatilamamstir.

Biyofilm iiretimi tiim enfeksiyonlarin yarisindan fazlasinda goézlenebilen bir
durumdur. Biyofilm igindeki bakterilerin planktonik bakterilere goére c¢evresel
kosullara ve antibiyotik etkisine daha direngli hale gelmesi tedavi agisindan temel bir
sorun olusturmaktadir (101). Bu ¢alismada da, test edilen antibiyotiklere direngli olan
ve GSBL iireten izolatlarin KK A’da biyofilm olusumu ile iliskisi degerlendirildiginde;
trimethoprim-sulfametoksazol, siprofloksasin, levofloksasin, seftriakson, sefiksime
direng ve GSBL sentezi ile biyofilm iiretimi arasinda anlamli iliski saptanmistir. Ayni
zamanda fosfomisin ve nitrofurantoin haricinde diger antibiyotiklere direngli olan
izolatlarin ve GSBL sentezleyen izolatlarin biiyiikk cogunlugunun MPY ile diisiik
diizeyde biyofilm fireticisi oldugu tespit edilmistir. Tabasi ve arkadaglarinin (102)

fran’da gerceklestirdikleri bir calismada da GSBL iiretimi ile suslarm biyofilm
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olusturma yetenegi arasinda anlamli iligki tespit edilmistir. Garousi ve arkadaslarinin
2022 yilinda gergeklestirdikleri bir sistematik derlemede 17 caligmanin 14’iinde
(%82,35) biyofilm olusumu ile antimikrobiyal diren¢ arasinda pozitif korelasyon

belirlenmistir (103).

Calismamizda fimH, papC, csgA, csgD, flu, pgaA, sfa, afa, bcsA, pgaC, fliC
genlerinin prevalansi ile biyofilm iiretimi arasinda anlamli bir iliski tespit edilmemistir.
Bu genlerin varligindan bagimsiz olarak suslarin biliyiik ¢ogunlugunun biyofilm
tireticisi oldugu goz Onilinde bulunduruldugunda suslarin biyofilm {iretebilme
yeteneginde bu genlerin tek bagina etkili olmadigi; biyofilm tiretiminde konakla iliskili
durumlarin, bakterinin diger genetik 6zelliklerinin ve bulundugu ortamin da etkili
olabilecegi diisiiniilmiistlir. Benzer sekilde, Naziri ve arkadaslarinin (32) ¢aligmasinda
fimH, papC, csgA, flu, afa, besA ve sfa/focDE genlerinin varligi ile suslarin biyofilm
olusturma durumunun iligkisi degerlendirilmis, yalnizea sfa/focDE geninin varligiyla
biyofilm iiretimi arasinda anlamli iliski bulunmustur. Buna ragmen, bu ¢alismada da
suslarin  biiylikk bir kisminda biyofilm {iretimi saptanmistir. Katongole ve
arkadaslarinin (81) ¢alismasinda da suslarin %64’tinde biyofilm {iretimi gozlenirken;
fimH, papC, sfa ve afa genlerinin varligt ile suslarin biyofilm olusturma durumu

arasinda anlaml bir iligki tespit edilememistir.
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6. SONUC

6.1. Sonuc¢

e Siprofloksasin, levofloksasin, seftriakson, sefiksim direnci ve GSBL iiretimi
tekrarlayan IYE etkeni grubunda daha yiiksek olarak belirlendi.

e (Calismamizdaki izolatlarda en etkili antibiyotikler fosfomisin, nitrofurantoin
ve karbapenem grubu (ertapenem, imipenem, meropenem) olarak tespit edildi.

e Hem tekrarlayan IYE etkeni hem de tekrarlamayan IYE etkeni grubunda
izolatlarin cogunlugu filogenetik grup B2’de, ikinci sirada ise filogenetik grup
D’de yer aldi.

e Calismamizdaki tiim izolatlarda fimH, csgA ve csgD genleri pozitif bulundu.

e bcsA ve pgaC genlerinin prevalans: tekrarlayan IYE etkeni grubunda daha
yiiksek bulundu.

e pgad geninin ekspresyon diizeyi tekrarlamayan 1YE etkeni grubunda daha
yiiksek bulundu.

e Izolatlarin biiyiik bir kisminda her iki yontemle de biyofilm iiretimi pozitif
olarak belirlendi.

e Biyofilm tiretimi agisindan iki grup arasinda fark tespit edilmedi.

e Trimethoprim-sulfametoksazol, siprofloksasin, levofloksasin, seftriakson,
sefiksime diren¢ ve GSBL sentezi ile biyofilm iiretimi arasinda anlaml iligki
saptandi.

e Hicbir viriilans geninin varlig1 ile biyofilm {iiretimi arasinda anlamli iligki

bulunamadi.

6.2. Oneriler

e Calismamizda gruplar olusturulurken hasta ile ilgili, IYE rekiirrensine neden
olabilecek potansiyel risk faktorlerinin  bilinmemesi g¢alismamizin
kisithliklarindan biridir. Hasta dosyalarinin incelenerek hasta ile ilgili risk
faktorlerinin IYE tekrarlamasi ile iliskisinin de ortaya koyuldugu daha genis

capli caligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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Hastanemizde tekrarlayan IYE etkeni E. coli suslarinda yiiksek oranda
antibiyotik direnci mevcuttur. Bu enfeksiyonlarda kiir saglanabilmesi i¢in
antibiyotik dis1 alternatif tedavi yontemlerinin denenmesi akilda tutulmalidar.
Biyofilm iiretimi, iiriner sistem enfeksiyonlarmin patogenezinde ciddi rol
oynamakta ve etkenleri antibiyotiklere daha direngli hale getirmektedir.
Tedavisi zor enfeksiyonlarin Oniine gegebilmek adina o6zellikle iiriner katater
kullanim1 gibi biyofilm olusumunu kolaylastiracak uygulamalar miimkiin
oldugunca kisitlanmalidir.

UPEC suslarinin etken oldugu IYE’lerin tekrarlamasinda viriilans genleri ve
biyofilm olusumuna ek olarak etkili olan diger mekanizmalarin aydinlatiimasi

gelecekte tedavi acisindan biiyiik kolaylik saglayacaktir.
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