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Bu caligma, Irakli idrar yolu enfeksiyonu (IYE) olan hastalardan izole edilen
tiropatojenik Escherichia coli (UPEC) izolatlarinda demir iyonlarinin siderofor
genlerinin  (iucA, iroN ve irp2) ekspresyonu flizerine etkisini arastirmayi
amaclamaktadir.Farkli yas gruplarindan idrar yolu enfeksiyonu (IYE) siiphesi olan
hastalardan idrar ornekleri (230) alinmistir.Bu Orneklerin farkli kiiltiir ortamlarinda
kiiltiirlenmesinden sonra, orneklerin 109'u (%68,81) E. coli ile enfekte olurken,
orneklerin 511 (%22,17) negatif lireme gostermistir.Cinsiyete gore bakildiginda
kadmlar erkeklere gore IYE'den daha fazla etkilenmektedir (p<0,05) ve enfeksiyon
yiizdesi sirasiyla %068,81 ve %31,19 olmustur.Daha sonraUPEC izolatlarinin
antibiyotiklere direnci arastirllmis ve bunun sonucunda izolatlarin ampisilin ve
amoksisilin/klavulanik aside yiiksek direncgli (%98) oldugu goriilmiistiir.[YE'lerin
kaliciig1 ve tekrarlanmasindaki en Onemli faktor, UPEC'in biyofilm olusturma
yetenegidir ve bu ¢alismadaki UPEC izolatlarinin %77,5'1 biyofilm {ireticisi olarak
tespit edilmistir. Biyofilm iireten UPEC izolatlarinda troviriilans belirteci olarak
siderofor tiretimi, siderofor iiretimini kodlayan genlerin, yersiniabaktin geninin (rp2),
salmokelin geninin (iroN) ve aerobaktin geninin (lucA) PCR kullanilarak
yiikseltilmesiyle tespit edilmistir.Sonuclar bakterilerde biyofilm olusumu ile siderofor
iiretimi arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermistir. Ayrica, UPEC izolatlarinda 1
mM demir ve ferrik iyonlarinin (Fe2 +, Fe3 +) siderofor genlerinin (irp2, iroN ve iucA)
ekspresyon seviyesi lizerindeki etkisi gercek zamanli PCR  kullanilarak
arastirtlmistir.Sonuclar, demir iyonunun siderofor iiretimini kodlayan genlerin
ekspresyonunu indiikledigini, ozellikle iucA geninin ekspresyonunda onemli bir
(p<0,01) yukar1 regiilasyon fark edildigini gostermistir.Buna karsilik, ImM demir iyonu
siderofor genlerinionemli dl¢tide (p<0,05) asagi regiile etmistir.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF GENES CODING SIDEROPHORES IN UROPATHOGENIC
ESCHERICHIA COLI IN IRAQI PATIENTS

Raed Amer Ali ALSAHOO

Cankin Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Asst. Dr. Miige FIRAT
Co-Advisor: Prof. Dr. Hayfa Hadi Hassani ALATTIYA

This study is aimed to investigate the influence of iron ions on the expression of
siderophore genes (iucA, iroN, and irp2) in uropathogenic Escherichia coli(UPEC)
isolates that isolated from lIragi patients with urinary tract infections(UTIs).Urine
samples (230) were collected from patients suspected of urinary tract infections (UTISs)
at different ages.After culturing these samples on different culture media, 109 (68.81%)
of samples were infected with E. coli while 51(22.17%) of samples were negative
growth. According to the gender, women were more effected with UTIs than men with
significant differences (p<0.05) the percentage of infection was 68.81% and 31.19%
respectively. The resistance of UPEC isolates to antibiotics was investigaed, the isolates
were high resist (98%) to ampicillin and amoxicillin/clavulanic acid. The most
important factor in the persistence and recurrence of UTIs is the ability of UPEC to
form a biofilm, and in this study 77.5% of UPEC isolates were biofilm producers. The
siderophore production as urovirulence marker in biofilm-producing UPEC isolates was
detected by amplifying genes encoding siderophore production, yersiniabactin gene
(irp2), salmochelin gene (iroN) and aerobactin gene (iucA) using PCR. The results
demonstrated a positive correlation between biofilm formationand siderophore
production in bacteria. Furthermore, the effect of 1 mM of iron and ferric ions (Fe 2+,
Fe 3+) on expression level of siderophore genes (irp2, iroN, and iucA) in UPEC isolates
was investigated using real-time quantitative PCR. The results indicated ferrous ion
induced the expression of the genes encoding siderophore production, particularly a
significant (p<0.01) upregulation was noticed in the expression of iucA gene. In
contrast, 1 mM ferrric ion was significantly (p<0.05) downregulated siderophore genes.

2022, 68 pages

Keywords: Uropathogenic Escherichia coli, Aerobactin, Salmochelin, Yersiniabactin,
Siderophore systems, Gene expression
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1. GIRIS

Idrar Yolu Enfeksiyonu (IYE), mikroorganizmalarin idrar yolunun herhangi bir yerinde
bulunmasi ve iiremesinden kaynaklanan bir enfeksiyondur ve insanlarda belki de en sik
goriilen bakteriyel enfeksiyondur (Okonko et al.2010).Her yil milyonlarca insani
etkileyen ciddi bir saglik sorunudur (O'Brien et al.2020, Okonko et al.2010). Hem
toplum hem de hastane ortamlarinda, her iki cinsiyette de tiim yas gruplarinda IYE
bildirilmistir. Semptomatik idrar yolu enfeksiyonu (IYE) icin yiiksek risk altindaki
bireyler arasinda yeni doganlar, okuldncesi kizlar, cinsel olarak aktif kadinlar ve yash
kadinlar ve erkekler bulunmaktadir, bir IYE icin diger énemli risk faktorleri bobreklerin
ve idrar yollarinin konjenital malformasyonlari (CAKUT) sebebiyle mesane ve bagirsak

disfonksiyonu olmaktadir (BBD) (Mattoo et al.2021).

Genellikle IYE'ler kadinlarla iliskilidir, ¢iinkii yasamlar1 boyunca etkilenme olasiliklari
%50'ye kadar ¢ikmaktadir ve etkilenme olasiliklar1 erkeklerden yaklasik 6 kat daha
fazla olmaktadir (Waller et al.2018). idrar Yolu Enfeksiyonlari, idrar yolunu olusturan
iiretra, mesane, iireterler veya bobreklerin enfeksiyonlaridir, bu tiir bir enfeksiyon ya
yalnizca alt idrar yolunda (iiretrit, sistit, tiretrosistit) kendini gostermektedir veya renal
pelvis ve bobrekleri etkilemektedir (sistopyelit, piyelonefrit) (Komala and Kumar
2013). IYE'lerin yaklasik %95'ine Klebsiella pneumoniae, Enterococcus sp. ve
Staphylococcus saprophyticus gibi bakteriler neden olmaktadir, ancak en yaygin olani
Escherichia coli'dir (Karigoudar et al.2019, Dadi et al.2020).

Escherichia coli(E. coli), tiim komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE)
%50-90'in1 olusturan en sik izole edilen idrar patojenidir. Periiiretral bolgeyi kolonize
edebilen, idrar yoluna girebilen ve semptomatik hastaliga neden olabilen bir fekal E.
coli alt grubu oldugu kabuledilmektedir. Bunlar su anda iiropatojenik E. coli (UPEC)
olarak tanimlanmaktadir (Vagarali2009).

UPEC suglari, hastaliga neden olma kapasitelerine katkida bulunan hem yapisal

(fimbria, pili, curli, flagella gibi) hem de salgilanmis (toksinler, demir alim sistemleri)



cok sayida wviriilans faktoriine sahiptir; iiriner sistem patojenitenin en Onemli

belirleyicisini temsil etmektedir (Terlizzi et al.2017).

Demir alimi, idrar yolu gibi demirin smirli oldugu birortamda UPEC'nin hayatta
kalmasi i¢in kritik bir gereklilik olmaktadir (Skaar2010). Bu nedenle, UPEC'in demir
elde etmek i¢in fazlalik sistemlerin diizenlenmesini  gostermesi  sasirtic
bulunmamaktadir (Reigstad et al.2007). Bu baglamda, sideroforlar, UPEC suslar
tarafindan ferrik demiri (Fe3+) temizlemek i¢in Tlretilen kiiglik molekiilli demir
selatorleridir, bu nedenle UPEC, aerobaktin, salmokelin, enterobaktin ve yersiniabaktin

olmak {iizere dort tip sideroforu ifade etmektedir (O'Brien et al. 2016).

Bakteriler tarafindan demir elde etmek i¢in kullanilan ve iucDBAC gen kiimesi
tarafindan kodlanan ¢esitli demir selasyon sistemlerinden en etkilisinin hidroksimat
siderofor aerobaktin oldugu, salmokelinin iroAgen kiimesi tarafindan kodlandigitespit
edilmistir. Ada (HPI) ve irp2, irpl, yptSETUXPQA gen kiimeleri, Fe3+ -enterobaktin
ise bakteri hiicre yiizeyinde taninmaktadir ve bir TBDT olan FepA tarafindan
periplazmaya tasinmaktadir(Khasheii et al.2016, Moynié et al.2019).

Bu ¢alisma, iiropatojenik Escherichia coli izolatlarinda demir iyonlarinin siderofor

genlerinin ekspresyonu iizerindeki etkisini arastirmay1 amaglamaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1Iidrar Yolu Enfeksiyonlar1 (IYE)

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), cesitli patojenlerin neden oldugu ciddi halk saghig:
sorunlarindan biridir ve karmasik veya basit olarak siniflandirilmaktadir (Mireles et
al.2015). 1YE, her iki cinsiyetten tiim yas gruplarindaki bireylerde ¢ok ciddi morbidite
ve hastaliktan sorumludur (Mickymaray and Al Aboody 2019). Hastaliga genellikle
hem iist hem de alt kisimlar1 igeren idrar yollarna saldiranbakterilerneden olmaktadir

(Hamzah and Khan 2017).

Hastalik yayildig1 yere gorenefrit (bobrek enfeksiyonu) ve sistit (mesane hastaligi)
olarak adlandirilmaktadir, bobrek ve mesane enfeksiyonu ile iliskili semptomlar agrili
sik idrara ¢ikma ve bel agrisidir,nefritte ise genellikle yiiksek ates de vardir (Pollann
2019). Bobrekleri etkileyen ve kan yoluyla bulasan enfeksiyon gelistirme riskini artiran,
tedavi edilmemis bir alt sistem enfeksiyonunun bir sonucu olarak bir iist idrar yolu
enfeksiyonu olusabilmektedir. Bu nedenle, IYE'ler ciddi klinik vakalarda &liimciil
olabilir ve kan yoluyla bulasan enfeksiyondan sonra en yaygin ikinci bakteriyel

enfeksiyon tiirii olarak tanimlanmaktadir (Vasudevan2015).

Viriislerin, bakterilerin ve mantarlarin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarina
ragmen, bakteriler, 6zellikle bagirsaktan kaynaklanan IYE'lerin %95'inden fazlasim
olusturmaktadir (Mireles et al.2015, Mickymaray and Al Aboody 2019). Proteus ve
Klebsiella gibi diger hastane kaynakli bagirsak bakterilerinin ticte ikisi Pseudomonas
ailesinin {iyeleriyken, Enterobacteriaceae, IYE'lerin en yaygm nedenidir ve ayakta
tedavi edilen hastalardaki tiim IYE'lerin %90'indan en yaygin olarak Escherichia coli
sorumlu olmaktadir ayrica Staphylococcusspp.’nin bazi popiilasyonlarda IYE'lerin %5-

10'unu olusturdugu gozlemlenmektedir (Foxman2013, Leeand Le2018).

Hiicre dis1 faktorler (sideroforlar, toksinler, polisakkarit kaplamalar ve enzimler) ve
yiizey faktorleri (adezinler, fimbria ve P ve tipl pili) ¢esitli bakteri tiirleri tarafindan

kullanilmaktadir ve bu da ilk hiicre, kolonizasyon ve konak¢1 mukozal yiizeylerin doku



invazyonu i¢in IYE'lere ve enfeksiyonlara neden olmaktadir (Delcaru et al.2016).
IYE'ler ¢ogunlukla solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra ikinci yaygin bakteriyel
enfeksiyonlar olmaktadir, birinci basamakta goriilmektedir ve tipik olarak piyiiri ve
bakteriiiri ile baglantili olan bakteri istilasina iirotelyumla iligkili inflamatuar yanitlar

olarak belirtilmektedir (Zare et al.2018).

Olgunlagmamis bir bagisiklik sistemi, bakteriyel bagirsak florasindaki degisiklikler ve
en yaygin olan1 vezikoiireteral refli (VUR) olan idrar yolu anomalilerinin tiimii,
cocuklarda IYE'ye yatkinlik ile iliskilendirilmistir (Swerkerssonet al.2014). Urogenital
sistemin anatomik &zellikleri, iiretranin kisa olmasi nedeniyle IYE kadinlara gére daha
sik goriilmektedir (Grabe et al.2008). Tiim idrar yolu enfeksiyonlarinin yaklasik %80',
biiylik 6l¢iide premenopozal kadinlarda cinsel temastan kaynaklanmaktadir. Ancak idrar
yolu enfeksiyonlarinin diger etiyolojileri eniirezis, menopoz ve gebelik olmaktadir.

(Mickymaray and Al Aboody 2019).

Semptomatik IYE'ler, asemptomatik bakteriiiri (ABU) en yaygm IYE tiirii olarak
kabuledilse de, siire ve siirelerine gore kronik, tekrarlayan veya akut olarak
siniflandiriimaktadir. Tekrarlayan IYE her yastan ve her iki cinsiyetten bireyleri etkiler
ve nedeni tipik olarak genitoiiriner sistem hastaligi olmaktadir (6rnegin, dogustan gelen
bir anormallik) (Jhang and Kuo 2017). IYE'lerde erken tedavi morbidite oraninda bir
azalmaya neden olmaktadir, bu da vakalarin ¢ogunda antimikrobiyal tedavinin ampirik

olarak regete edilebilecegini gostermektedir (Ibrahim et al.2020).

Antibiyotik kullanimi siklikla, antibiyotiklerin hastalar tarafindan yanlis kullanimi,
antibiyotik  kalitesi ve hijyenik olmayan bir ortam nedeniyle direncli
mikroorganizmalarin artmasina neden olur ve bunlarin tiimii, florokinolonlar ve tiim
sefalosporin nesilleri gibi birgok antibiyotige direngte carpict bir artisa katkida
bulunmaktadir (Karam et al.2016).



2.2 lidrar Yolu Enfeksiyonlarimin Smiflandirilmasi

2.2.1 Altidrar yolu enfeksiyonlari

Sistit olarak da bilinen alt idrar yolu enfeksiyonlari, kadinlarda erkeklere gére 6nemli
Olgiide daha yaygin goriilmektedir (Fcshp et al.2018). Bu enfeksiyonlar, bakteriler
iiretraya ulastifinda ortaya ¢ikmaktadir ve bakterilerin bu bolgeyi kolonize etmeye ve
istila etmeye Dbasladigi flretrite veya mesaneye ulasarak sistite neden
olabilmektedir(Flores-Mireles et al.2015). Bu, esas olarak, kadinlarda daha kisa tiretral
uzunluk ve nemli bir periiiretral ortam dahil olmak {izere anatomik farkliliklardan

kaynaklanmaktadir.

Diziirinin en 6nemli semptomlarindan biri sik idrara ¢ikma ve idrarda irin veya kan
bulunmasidir. Kadinlarda enfeksiyon iiretradan mesaneye kadar uzanarak cinsel siire¢
sonucu olugabilen sistite yol acabilecegi gibi semptomatik sistit de

olabilmektedir(Kolawole et al.2010).

2.2.2 Ustidrar yolu enfeksiyonlar

Piyelonefrit olarak da bilinen {ist idrar yolu enfeksiyonlari, iiropatojenler iireterler
yoluyla bobreklere ulastiginda gelismektedir ve bu enfeksiyon sistitten daha siddetli
olmaktadir. Ust idrar yollardaki enfeksiyonlara ates, titreme, agr1 ve idrarda bakteri
semptomlart eslik etmektedir (Jackson 2015). Genellikle {ist tiriner sistem enfektedir
veya komplike degildir.Bir tikaniklik varsa veya o bolgede komplikasyon riski tasiyan
hastalarda ortaya ¢ikarsa tehlikeli olabilmektedir (Ifergan et al.2012).

2.2.3 Komplike idrar yolu enfeksiyonlar:

Karmagik bir idrar yolu enfeksiyonu, genitoiiriner sistemde fonksiyonel veya yapisal
anormallikleri olan bir kiside meydana gelen bir idrar yolu enfeksiyonunu ifade

etmektedir (Nicolle 1997). Kompleks IYE'ler, cihazlar1 kullandiktan sonra obstriiktif



iiropati olusumuna bagli olarak piyelonefrit veya prostat iltthabini icermektedir (Rubini

et al.2020).

Asemptomatik bir hastada kompleks idrar yolu enfeksiyonlarini teshis etmek icin, 105
koloni olusturan tinite CFU/mL ile iki ardisik idrar kiiltiirii gerekmektedir. Semptomatik
bir hasta i¢in bir pozitif idrar kiiltiirii yeterli olmaktadir (Nicolle 1997). Karmasik
[YE'lerde énemli bir nokta, tedavi siirelerini kisaltmak ve enfeksiyonun iist organa
ulagmasimi onlemek icin enfekte olmus materyalin bosaltilmasi kavramidir (Lee et

al.2018).

2.2.4 Komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlari

Ana etiyolojik ajan1 Escherichia coli olan toplum koékenli komplike olmayan idrar yolu
enfeksiyonlaridir. Hem yatan hastalarda hem de ayakta tedavi goren hastalarda toplum
kokenliler igin yaklasik %95 ve komplike olmayan IYE'ler igin %80 siklikta
tiropatojenik E. coli gériilmektedir (UPEC) (Gonzalez et al.2021).

14-24 yas aras1 gen¢ kadinlarda ani bir artis disinda, IYE prevalansi yasla birlikte
artmaktadir. 65 yas istii kadinlarda prevalans, genel popiilasyondaki yaklasik %]11'e
kiyasla yaklasik %?20'dir. Yetiskin kadmlarin %350 ila %601 en az bir idrar yolu
enfeksiyonu gecirmistir ve menopoz sonrast kadinlarin yaklasik %10'unun 6nceki yil

idrar yolu enfeksiyonu gegirdigi bildirilmistir(Medine and Castillo-Pino 2019).

2.2.5 Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlari

Komplike olmayan ve/veya komplike IYE'lerin (rUTI'ler) niiksetmesi ile son alt1 ay
iginde en az ii¢ IYE/y1l veya iki IYE tekrarlamasi durumudur. rUTI'ler hem alt organ
enfeksiyonunu (sistit) hem de {ist organ enfeksiyonunu (piyelonefrit) icermesine
ragmen, tekrarlayan piyelonefrit, karmasik bir etiyolojinin diisiiniilmesine yol
agmaktadir (Bonkat et al.2021). Niiks, komplike olmayan IYE'lerden daha az yaygindur;

kadinlarin %9'u ve erkeklerin %5,7'si bir yil iginde ikinci bir atak gecirmektedir



(Medina and Castillo-Pino 2019).S1k IYE!'ler, anksiyete ve depresyon semptomlari ile
iliskili bulunmaktadir. Bir IYE'nin ani, hizli ve agrili baslangic1 genellikle hastalarda

endise nedeni olmaktadir.

Hastanin olagan aktivitelerini yapamamasi veya sik sik enfeksiyonun sosyal
aktivitelerine etkisi nedeniyle sucluluk duygusu klinik depresyon belirtilerine yol
acabilmektedir. Tekrarlayan IYE'lerin sosyal etkisi, ozellikle ¢alisan premenopozal
kadinlarda fark edilebilmektedir. IYE tedavisi tek basina bir hastanin yasam kalitesini
iyilestirmek i¢in genellikle yeterli olmamaktadir (Renard et al.2015).

2.3 Escherichia coli

Gram negatif, hareketli, fakiiltatif anaerobik, c¢ubuk seklinde bir bakteri olan
Escherichia coli, idrar yolu enfeksiyonlarina, karin enfeksiyonlarina ve kan dolagimi
enfeksiyonlarina (BSI) neden olabilen hastane kaynakli en yaygin patojenlerden
birisidir (Li et al.2021).E. colihem ¢evrede hem de konak¢i hayvanda bir¢ok niste
kolonize olma ve kalict olma kabiliyetine sahipbir bakteridir.E. coli klonlarinda, yeni
nislere adapte olmalarini artirmalarina ve ¢ok cesitli hastaliklara neden olmalarina izin
veren belirli viriilans 6zellikleri edinmis bir¢ok yiiksek diizeyde adaptasyon yetenegi

bulunmaktadir.

Bu viriilans 6zellikleri genellikle yeni viriilans faktorleri kombinasyonlar: yaratmak i¢in
farkli suslar halinde paketlenebilen genetik elementler lizerinde kodlanmaktadir (Kaper
et al. 2004). E. coli'nin baz1 suslart ortak gruplarindan sapabilir, daha patojenik hale
gelebilir ve hem bagirsakta hem de konakg¢inin baska yerlerinde ciddi hastaliklara neden
olma potansiyeline sahiptir. (Wiles et al.2008). Genel olarak patojenik Escherichia coli
suslar1, enfeksiyon bolgesine gore Enteropatojenik koli ve ekstraintestinal patojenik

Escherichia coli olmak iizere iki ana gruba ayrilabilmektedir (Ramos et al.2020).



2.4 Enfeksiyon Bolgesine Gore E. coli Tiirleri

Birkag¢ farkli E. coli susu, ¢ok cesitli hiicresel siiregleri etkileyen viriilans faktorleri
aracili@iyla ¢esitli bagirsak ve bagirsak disi hastaliklara neden olmaktadir. Ancak E. coli
suslar1 enteropatojenik E. coli (EPEC) ve ekstraintestinal E. coli (EXEC) olmak tizere
iki alt gruba ayrilabilmektedir (Kaper et al.2004).

2.4.1 Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC)

Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC), 1940 yilinda ishal hastalig: ile bilinen ilk E.
coli suslarindandir. Bu tip E. coli suslar1 gelismekte olan {ilkelerde bebek ishali ile
iligkilendirilmistir, bu nedenle EPEC suslar1 cocuklarda daha yaygin olmaktadir (Santos
et al.2019). EPEC suslarmin klinik tanimlamasi, klasik olarak, yerel yapisma (LA),
demet olusturan demetler (BFP) ve mikro koloni olusumu olarak adlandirilan
kiiltiirlenmis epitel hiicrelerine baglanma yeteneklerini icermektedir. Genellikle epitel

hiicrelerinin ylizeyindeki 3B kiimelerde 5 ila 200 bakteri bulunmaktadir (Munhoz et
al.2018).

1995 yilinda EPEC, tipik EPEC (t-EPEC) ve atipik EPEC (a -EPEC) olmak iizere iki
gruba ayrilmistir. Iki grup arasindaki birincil fark, insanlarda bulasici ishale neden olan
tipik EPEC suslarinin, EPEC taahhiit faktorii (EAF) olarak bilinen biiyiik bir zararl
plazmit i¢ermesi ve atipik EPEC'in bu plazmidi igermemesidir (Slinger et al.2017).
Atipik Escherichia coli (a-EPEC) suslari, tipik EPEC suslarinin patogenezinin dnemli
bir 6zelligi olan lokalize yapisma modelinden sorumlu demet olusturan demetler (BFP)
tretememektedir. a-EPEC suslarinda BFP eksikligi, pentamerik veya pentapiller

olmayan yapigmanin, konak¢1 hiicrelere yapismalarinda rol oynadigint gostermektedir

(Munhoz et al.2018).

Atipik enterik patojenik Escherichia coli (o -EPEC) yeni ortaya c¢ikan enterik
patojenlerdir ve gelismekte olan ve gelismis iilkelerde tipik EPEC'den daha yaygindir.
EPEC suslarinin  temel 0zelligi, bagirsakta yapisikliklar ve yikict lezyonlar

olusturabilmeleridir. Bu lezyonlar1 iiretmek i¢in gereken genler, enteropatojenik lokus



(LEE) olarak bilinen patojenik bir adada bulunmaktadir EPEC, genetik ve fenotipik
ozellikler, 6zellikle patojenik bagirsak adacik bolgesi (PAI) ile karakterize edilmektedir
(Xu et al.2016). Atipik EPEC suslari, ¢oklu lenfokinlerin ekspresyonunu inhibe eden ve
lenfosit proliferasyonunu inhibe eden lenfosit inhibitor faktor (LifA) gibi genis bir
yiizey proteinini kodlamaktadir. Iliskili iki gen, Lifa/efal ve ToxB, epitel hiicre
yapismasinda rol oynar ve LifA'nin in vitro epitel hiicre yapismasina katkida

bulundugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir (Slinger et al. 2017).

Herhangi bir kolonize edici ajana sahip degildirler ve ST veya LT toksinleri
iiretmemektedirler. Ozellikle antimin i¢in asindirict olmayan bir yapistirict
iretmektedirler (Mirza2015). Enterokoklar (EPEC), viriilans faktorlerini dogrudan
konake1 hiicrelere aktarmak igin tip III salgilama sistemlerine (T3SS) giivenmektedir.
T3SS, bircok Gram-negatif bakteride patojenite i¢in gerekmektedir. Enjeksiyon benzeri
bir aparat olan T3SS, bakteri istilasin1 tesvik etmek, fagositozu inhibe etmek, hiicre ici
oldiirmeyi inhibe etmek, bakteri kagakciligini tesvik etmek ve hiicre 6lim yollarini

aktive etmek i¢in gereklidir (Larzabal et al.2019).

Epidemiyolojik ¢alismalar, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde a-EPEC'in
t-EPEC'den daha yaygin oldugunu ve a-EPEC'in hem pediatrik endemik diyare hem de

diyare salginlarinda 6nemli oldugunu gostermektedir (Hu and Torres2015).

2.4.2 Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC)

Enterohemorajik E. coli (EHEC), son 30 yillik siirveyansa dayali olarak siirekli olarak
diinya capinda en onde gelen gida kaynakli patojen tehditlerinden biri olmaktadir.
EHEC, oncelikle yakindaki ¢iftlik ortamlarmma bulasabilecegi ve aylarca canli
kalabilecegi sigir gastrointestinal (GI) yolunu kolonize etmektedir (Saberianfar et
al.2019). Genel olarak EHEC ile enfeksiyonun ana nedenleri O157:H7 idi, ancak daha
sonra EHEC suslarinin neden oldugu enfeksiyonlar O157'den 026, O111, O103 ve
0145 gibi anter serogruplarina baglanmaktadir. E. coli O157'nin kendi kendini
sinirlayabilen veya Hemolitik Ureemik Sendrom'a (HUS) komplike olabilen kanl

ishalin 6nemli nedenlerinden biri oldugu bulunmustur (Sah et al.2017). Shiga toksini



iireten E. coli (STEC) serotipi ve salgminin énem o6zelliklerine gore STEC, O157 ve
O157 olmayan olmak iizere iki ana gruba ayrilmistir. Hemorajik kolit ve hemolitik
iiremik sendrom (HC/ HUS) gibi yasami tehdit eden O157 Shiga toksini olmayan birkag
sus vardir, ancak Shiga toksini iireten E. coli'nin tiim suslart HC veya HUS'a neden
olmamaktadir (In et al.2016).

Amerika Birlesik Devletleri'nde, E. coli O157:H7, 1994'te ulusal olarak dikkate deger
hale gelirken, O157 olmayan STEC enfeksiyonlart 2000 yilina kadar rapor edilebilir
degildi. O157 dis1 taramanin, kommensal bir E. coli davranisiyla ayni olmasi nedeniyle
laboratuvarda tanimlanmasi zor olmaya devam etmektedir (Nagy et al.2016). Shiga
toksini tireten E. coli (STEC) O157:H7, Birlesik Devletler'de her yil 96.000'den fazla
ishalli hastalik vakasinin ve enfeksiyona bagli 3.200 hastaneye yatis vakasinin nedensel

ajani olmaktadir (Slayton et al.2013).

Shiga toksini (Stx) iireten E. coli'nin (STEC) ortaya ¢ikan halk sagligi sorunlari, daha
stk veya siddetli hastalik olusumunu ve degisikliklerle iliskili ve genellikle patojen,
niifus ve c¢evreyle baglantili risk  faktorleri  kaymalarin1  igermektedir
(Karmali2016).Shiga toksini (STX), EHEC'in ana viriilans faktorii olmaktadir, simdiye
kadar, EHEC enfeksiyonunun patofizyolojisi tam olarak anlagilmamistir ve bir STEC
susunun insanlarda hastaliga neden olmasini saglayan "yardimc1" faktorleri karakterize

etmek i¢in daha fazla bilgiye ihtiya¢ bulunmaktadir (Gardette et al.2019).

2.4.3 Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC)

Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC), diisiik ve orta gelirli tilkelerden gelen
cocuklarda ve gezginlerde yaygin bir ishal nedenidir. Cocuklarda termotoksin (ST)
salgilayan ETEC suslar1 en yaygin patojenler olmaktadir (Diaz et al.2019). Isiya
dayanikli enterotoksin (LT), ETEC tarafindan iiretilmektedir ve halk sagligi icin
potansiyel bir tehdit olusturan asir1 sulu ishale neden olabilmektedir, ancak sadece ST
insanlar ilgilendirmektedir (Zhai et al.2020).ETEC'in spesifik kolonize edici faktorler
(CF'ler) ile elde edilen epitel hiicrelerine baglandig1 varsayilmistir; bu faktorler yapisal,

islevsel ve antijenik olarak olduk¢a degiskendir. ETEC kolonize edici ajanlarin ¢ogu
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pili(fimbria) olmaktadir(Vidal et al.2019). Hastalik hafif bir rahatsizliktan siddetli
kolera benzeri bir sendroma kadar degismektedir. ETEC, kontamine yiyecek ve suyun
yutulmasiyla elde edilmekte ve endemik bolgelerdeki yetiskinlerin bagisiklik
gelistirdigi goriilmektedir (Mirza 2015).

2.4.4 Enteroinvaziv Escherichia coli (EIEC)

Enteroinvaziv Escherichia coli (EIEC), kolonun epitel hiicrelerine girebilen, i¢lerinde
cogalabilen ve Shigella'ya benzer bir mekanizma ile komsu hiicreler arasinda goc
edebilen bir hiicre i¢i patojen grubudur (Pasqua et al.2017). Hem EIEC hem de Shigella
spp. suslari, insanlarda kolonik mukozanin epitel hiicrelerinde istila ve ¢ogalma yoluyla
basil dizanterisine neden olmaktadir (Gomes et al.2016). EIEC, kolonun epitel
hiicrelerine niifuz eder ve ¢ogalarak genis hiicre yikimma neden olmaktadir. Klinik
sendrom shigella dizanteri ile aynidir ve atesin eslik ettigi dizanteri benzeri ishali

icermektedir (Kaper et al.2004).

2.4.5 Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC)

Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC), diinya capinda akut ve kalici ishalli
hastaliklara neden olan Onemli enterik patojenlerdir. EAEC icin birkag varsayilan
viriilans faktorii tanimlanmis olmasina ragmen, ¢evresel ipuglari bakteriyel viriilansi
modiile edebildiginden bunlarin patojenite ile iligkileri belirsizligini korumaktadir (Ellis
et al.2019). EAEC, salgin hastaliklarda ve gezginlerde hafif inflamatuar ishal ile
iliskilendirilmistir ve acgik ve agiklanamayan ishali olan kii¢lik ¢cocuklarda giderek artan
bir sekilde bagirsak patojeni olarak taninmaktadir (Rogawski et al.2017). Bakterilerin
bagirsak mukozasina tutunmasi ve istila veya iltithaplanmaya neden olmadan kanli

olmayan ishale neden olmasi1 bakimindan ETEC suslarina benzerler (Mirza 2015).

EAEC, jejunum, ileum ve kolonun epitelyumuna baglanabilir ve farkli kiimelenme
modeli, sitotoksik ve proinflamatuar etkilerin izledigi mukozal bir tabakada saglam bir
biyofilm olusturmaya hizmet etmektedir. EAEC patogenezinin {i¢ asamal1 bir modelidir:

(a) bagirsak mukozasina asir1 yapisma (b) sitotoksiklerin ve enterotoksinlerin iiretimi ve
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(c) mukozal inflamasyonun indiiklenmesi. Ilk asamada pentagonal ve embriyonik
yapistiricilarin yani sira diger yapistirict yapilarin katkis1 onemlidir (Estrada-Garcia and
Navarro-Garcia2012).

2.4.6 Diffiiz yapisik Escherichia coli (DAEC)

DAEC'de, Escherichia coli genis olglide yapismis, uzun siireli ¢ocukluk ishalinin
yaygin bir nedenidir ve bagirsak mukozasinin iltihaplanmasini indiikleyebilecegi ve
duyarli cocuklarda inflamatuar bagirsak hastaliginin (IBD) gelisimine katkida
bulunabilecegi varsayilmaktadir (Walczuk et al.2019). Escherichia coli'nin (DAEC)
yayllmasmin neden oldugu ishal tartismalidir. Baz1 ¢alismalar, diyare hastalarindan
izole edilen DAEC suslarinin, Toll benzeri reseptorler aracilifiyla yiiksek seviyelerde

interlokin-8 (IL-8) salgilanmasini uyardigini gostermektedir (Tanimoto et al.2019).

Diger ¢alismalar, DAEC'nin bagirsak epitel hiicreleri tarafindan icsellestirilmesini ve
bunlarin tiimor nekroz faktorii-alfa'nin  (TNF-a) asir1  ekspresyonunu uyarma
yeteneklerini gostermektedir (Walczuk et al.2019). Yaygin sekilde yapisan E. coli, idrar
yolu enfeksiyonu gibi hastaliklarda Ekstraintestinal patojenik Escherichia coli'ye
(EXPEC) benzemektedir (Desilets et al.2016).

2.5 Bagirsak Dis1 Patojenik Escherichia coli (EXPEC)

Bagirsak dis1 patojenik E. coli (EXPEC) suslart insan viicudundaki gesitli bolgeleri
kolonize eder ve ¢esitli bagirsak disi enfeksiyonlara neden olmaktadir (Orskov and
Orskov 1985, Eisenstein and Jones 1988). Kommensal E. coli suslar ile
karsilastirildiginda, ekstraintestinal suslar daha biiyiik genomlara sahiptir ve daha fazla
virlilans faktorii kodlamaktadir(Rasko et al.2008). Ekstraintestinal patojenik E. coli
(ExPEC), normal insan bagirsak florasinin  bir parcast olan fakiiltatif
patojenlerdir.EXPEC grubu, neonatal menenjit E. coli'yi (NMEC), sepsis ile iligkili E.
coli'yi (SEPEC) ve kus patojenik E. coli'yi (APEC) ve iiropatojenik E. coli'yi (UPEC)
igermektedir (Johnson and Russo 2002).

12



ExPEC'in patojenitesi ile ilgili viriilans faktorleri (VF'ler) sayisizdir ve bakteri
kolonizasyonu ile ilgili olanlardan viriilans ile ilgili olanlara, 6rnegin adezinler,
toksinler, demir edinme faktorleri, lipopolisakkaritler, polisakkarit kapsiilleri ve
invazinler dahil olmak {izere genis bir aktivite yelpazesine sahip olmaktadir, genellikle
patojenite adalarinda (PAl'ler), plazmitlerde ve diger mobil genetik elementlerde

kodlanmaktadir (Micenkova et al.2016).

2.5.1 Yenidogan menenjiti E. coli (NMEC)

E. coli neonatal menenjite neden olan en yaygin Gram negatif organizmadir ve neonatal
menenjit tiim diinyada Onemli bir mortalite ve morbidite nedeni olmaya devam
etmektedir. Patogenezi ve patofizyolojisi hakkindaki eksik bilgimiz bu tiir mortalite ve
morbiditeye katkida bulunmaktadir. CTX-M tipi veya TEM tipi genisletilmis
spektrumlu B-laktamaz iireten E. coli suslarinin neden oldugu yenidogan menenjitine
iliskin son raporlar bir zorluk yaratmaktadir. Kan-beyin bariyerinin E. coli istilas1 beyne
niifuz etmek i¢in bir 6n kosuldur ve spesifik mikrobiyal-konak faktorlerinin yani sira

mikrop ve konak¢iya 6zgii sinyal molekiilleri gerektirmektedir.

Bu tiir mikrobiyal-konak¢1 faktorlerin ve konak hiicre sinyal molekiillerinin bloke
edilmesinin, E. coli menenjit gelisiminde temel adim olanE. coli'nin beyne girmesini

onlemede etkili oldugu gosterilmektedir (Kim2013).

2.5.2 Sepsis ile iligkili E. coli (SEPEC)

Sepsis ile iligkili E. coli (SEPEC), ekstra bagirsak patojenik E. coli'ye (EXPEC) ait
olmaktadir ve insan mikrobiyotasinin bir pargasi olan hem bagirsak patojenik E. coli
hem de kommensal E. coli'den filogenetik ve epidemiyolojik olarak farklidir. Insan
SEPEC!" ile ilgili gesitli viriilans faktorleri arasinda HlyA (a-hemolizin), Sat (salgilanan
ototransportdr toksin) ve CNF-1 (sitotoksik nekrotizan faktor 1) gibi salgilanan
toksinler bulunmaktadir. Bu toksinler, konak hiicre seklini ve/veya islevini

degistirebilir, bdylece patojen tarafindan uyarilan biyolojik siireglere katkida

bulunabilmektedir (Tibo et al.2016).
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2.5.3 Kaus patojenik E. coli (APEC)

Insanlarda enfeksiyonlara neden olan kus patojenik E. coli (APEC) ve ekstraintestinal
patojenik E. coli(ExPEC) suslarinin filogenetik olarak oldukca yakin akraba oldugunu
ve ayni virillans genlerinin bazilarin1 paylagtigin1 ortaya koyan bazi ¢alismalar
bulunmaktadir (Manges 2016). APEC suslari, EXPEC'in insanlarda patojenik olan
viriilans genlerinin bir rezervuari olabilir, iss geni, kus patojenik E. coli suslarma 6zgii
biliylik bir viriilans plazmiti olan plazmit ColV iizerinde bulunmaktadir; bu viriilans
genlerinin ¢ogu, insan ve kus patojenik E. coli suslar1 arasinda miimkiin olmaktadir

(Rodriguez-Siek et al.2005).

2.5.4 Uropatojenik Escherichia coli (UPEC)

Patojenik bakteri Escherichia coli, hastane veya toplum kaynakli olabilen idrar yolu
enfeksiyonlarma (IYE) neden olabilmektedir. IYE'lerin kalicilig1 ve tekrarlanmasindaki
en Onemli faktor, UPEC'min kendisini antimikrobiyal tedaviden koruyan biyofilm
olusturma yetenegidir (Naziri et al.2021). Uriner patojenik bakteriler idrar yoluna
girdikten sonra, daha fazla idrar akisi, biiyiik bir antibakteriyel molekiil akisi ve hassas
bagisiklik hiicreleri iceren c¢ok sayida yapici ve uyarilabilir konak savunmasiyla
karsilasmaktadirlar. Konak savunmasimin iistesinden gelmek igin, {iriner patojenler

konak dokulara baglanmak ve onlar1 istila etmek igin bir dizi mekanizma gelistirmistir

(Mulvey2002).

UPEC izolatlar genetik olarak heterojen bir gruptur ve mesane veya bobrekte kolonize
olma ve kalict olma yeteneklerinde biiylik farkliliklar gosterebilmektedir (Foxman et
al.1995). Epidemiyolojik, hiicresel ve hayvan calismalari, UPEC tarafindan kodlanan
bir dizi faktoriin idrar yolu i¢indeki bakteriyel viriilans1 modiile edebildigini
gostermistir. Bu viriilans faktorleri genellikle UPEC kromozomu {izerinde kodlanir ve
genellikle patojenite adalari olarak bilinen biiyiik kararsiz kromozomal bdlgelerin bir
pargast olmaktadir (Naziri et al.2021). UPEC'in viriilans faktorleri, bakteri hiicre
yiizeyini ve salgilanan viriilans faktoriinii icermektedir. En yaygin bakteri hiicre ylizeyi

viriillans faktorleri esas olarak tip 1 fimbria ve P fimbria gibi fimbrialar1 igermektedir.
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Bu fimbrialar konak hiicre yiizeyine tutunmaya, doku invazyonuna (UPEC idrar yolu
enfeksiyonlarina neden olmada Onemlidir), biyofilm olusumuna ve sitokin

indiiksiyonuna yardimci olmaktadir (Emody et al.2003).

Bakteri hiicre yiizeyi viriilans faktorii ayrica flagella, kapsiiler lipopolisakkaritler ve dig
zar proteinlerini igermektedir (Shah et al.2019). Bu viriilans mekanizmalarinin basarili
kullannmi, kismen su anda insanlar tarafindan edinilen en yaygin bakteriyel
enfeksiyonlar arasinda yer alan idrar yolu enfeksiyonlarmnin (IYE'ler) prevalansi ile
yansitilmaktadir (Mulvey2002). Ote yandan hemolizin ve sideroforlar salgilanan
viriilans faktorleridir (Johnson 1991, Emody et al.2003). Bu viriilans faktorleri,
bakterilerin {iriner sistemde kolonize olmasini ve etkin bir sekilde isleyen konak
savunma mekanizmasina ragmen varligin siirdiirmesini saglamada énemlidir (Vagarali

et al.2008, Shah et al.2019).

2.6 Uropatojenik Escherichia coli Viriilans Faktorleri

Viriilans, (Latince zehirli kelimesinden) bir organizmanin konagi enfekte etme ve
hastalia neden olma yetenegi olarak adlandirilmaktadir (Johnson 1991). Viriilans
faktorleri, bir mikroorganizmanin belirli bir konakg1 tiir i¢cinde kendini olusturma ve
cogalma yetenegi anlamia gelir, bu da mikropun hastalia neden olma yetenegini
arttirmaktadir (Bien et al.2012). Uremik patojen Escherichia coli'nin (UPEC) 6nemli
viriilans faktorleri, konak savunmasi tlzerindeki etkilere direng saglamaktadir. Ek
olarak, oldiirlicii bakteriler, konagin bagisiklik tepkisini aktif olarak baskilayan
molekiiller iiretebilmektedir. Bu, artan bakteri direncine ve doku hasarina yol
agcmaktadir. UPEC viriilans faktorlerini kodlayan genler, 'patojenite adalar1' ad1 verilen

kromozomal gen kiimelerine gevrilmektedir (Navidinia et al.2013).

Ekstra-intestinal patojenik E. coli suslari, 6rnegin adezinler, kapsiil, sitotoksinler ve
sideroforlar gibi viriilans faktorlerine (VF'ler) sahiptir ve bunlar konak savunmasinin
listesinden gelmek, konak dokular1 istila etmek ve bir lokal inflamatuar yaniti
tetiklemek i¢in gerekmektedir (Johnson1991). Farkl viriilans faktorleri uyum igindedir,

ifadeleri enfeksiyon sirasinda agilir veya kapanir ve cevresel sinyallerle diizenlenebilir
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(Johnson et al.2005). Kolon viriilans faktorleri iki gruba ayrilmaktadir: (1) bakteri hiicre
ylizeyine bagl viriilans faktorleri (adezyon faktorleri), (2) viriilans faktorleri (toksinler)

salgilanmakta ve etki bolgesine ihrag edilmektedir (Emody et al.2003).

Viriilan E. coli ile iligkili mikrobiyal 6zellikler arasinda toksin iiretimi, bes degerlikli ve
bes degerlikli olmayan yapigsma faktorleri, tip III salgilama sistemleri yer almaktadir,
enterosit silinmesi (LEE),demir tasiyicilar1 ve hemolizin lokusundaki bir gen tarafindan
kodlanmaktadir. Genler, epitel adezyonunda, viicut bariyerlerinin asilmasinda
(gastrointestinal, bobrek ve beyin), demir emiliminde ve bagisiklik sistemi direncinde

rol oynayan viriilans faktorlerini kodlamaktadir (Fard et al.2019).

2.6.1 Biyofilm olusumu

Biyofilm, polimerik bir matriste birbirine kenetlenen kiimeler olarak hiicrelerden olusan
agirlikli olarak bakteriyel bir yasam tarzidir. Biyofilm olusumu, besin maddelerine
erisim sagladigi ve hiicreleri gevresel streslerden korudugu i¢in bakteri tiirleri igin
hayati 6neme sahip olmaktadir (Miryala et al.2021).Biyofilmler, bakterilerin iirotelyum
hiicrelerine baglanmasina yardimci olan mikroorganizma topluluklart ve onlarin
mikrobiyal {iriinleridir (Zhao et al.2020). Biyofilmler, yilizeye geri doniisiimsiiz olarak
baglanan ve esas olarak bir polisakarit matrisi ile ¢evrili bir grup mikrobiyal hiicreyi
temsil etmektedir. Ayrica biyofilmler, bakterileri mevcut besinleri verimli bir sekilde
kullanacak sekilde yerlestirerek ve antimikrobiyal ajanlara, antikorlara ve beyaz kan
hiicrelerine erisimi  engelleyerek bakteriler i¢in bir hayatta kalma stratejisi

saglamaktadir (Katongole et al.2020).

Ince biyofilmler, idrar yolu patojeni Escherichia coli'yi (UPEC) insanlarda IYE'lerin
birincil nedeni yapan faktorler arasindadir. Bu bakteri, hayvanlarda, insanlarda ve
cevrede sayisiz nislerde kolonilesebilen ve varligini siirdiirebilen oldukca ¢esitli bir
tirdiir (Nikzad et al.2021). Biyofilm olusumu, Escherichia coli'nin antimikrobiyal
ilaclara direnci ile yakindan iligkilidir, organizmay1 konagin bagisiklik tepkisine karsi

direng gostermektedir (Mittal et al.2015).
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2.6.2Sideroforiiretme

Sideroforlar, mikroorganizmalar tarafindan demir alimii artiran, diisiik demir stresi
altinda biiyliyen bakteri ve mantarlar tarafindan hazirlanan nispeten diisiik molekiiler
agirlikli, demir iyonuna 6zgii selatlama ajanlarini temsil etmektedir (Khan et al.2018).
Demir; DNA sentezi, elektron transferi ve merkezi metabolizma dahil olmak tizere
birgok biyolojik siiregte 6onemli bir kofaktordiir (Skaar and Raffatellu 2015). Enfeksiyon
sirasinda bakteri iiremesi i¢in genellikle demir alimi gerekmektedir (Frey and Reed
2012).

Dogustan gelen bagisikligin bir yonii, yani “beslenme bagisiklig1”, kritik metal
kofaktorlerine erisimi sinirlayarak bakteriyel enfeksiyonlari kisitlamaktadir (Cassat and
Skaar2013). Memeli konakei, laktoferrin, transferrin, ferritin ve hemoglobin gibi
proteinlerde demiri sekestre ederek hiicre ig¢i ve serbest dolagimdaki demiri
sinirlamaktadir (Miethke and Marahiel2007). Ozellikle, UPEC, ayirt edici 6zellikleri
sentezleyerek yeni metal kompleksleri yaratmaktadir. (Sideroforlar) olarak adlandirilan
daha yiliksek metal iyon afinitelerine sahip yiiksek afiniteli kiiglik molekiillii metal
selatlayicilardir. UPEC'de dort tip siderofor vardir; enterobaktin, salmokelin, aerobaktin
ve yersiniabaktin(Robinson et al.2018).

2.6.3 Enterobaktin

Enterobaktin (eskiden enterokelin olarak bilinir) Salmonella spp. ve Klebsiella spp.
dahil olmak iizere neredeyse tiim Escherichia coli tiirleri tarafindan tretilmektedir
(Crosa and Walsh2002). Enterobaktin korunmus E. coli sideroforudur.Cok sayida
aragtirma hatti, enterobaktin sistemini insan IYE patogenezinde bir katilimc1 olarak ima
etmektedir. Enterobaktin, E. coli IYE hastalarindan alman idrarda dogrudan tespit
edilmistir(Shields-Cutler et al.2016).

Enterobaktin alt birimleri 2,3-dihidroksibenzoat ve DHBSdir (Hantke1990). iki dis zar
reseptoriiniin (Fiu ve CirA) insan UTI sirasinda transkripsiyonun arttig1 da gozlenmistir

(Brumbaugh et al.2015). Klinik E. coli izolatlarindaki korunmus genlerin karsilagtirmali
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bir genomik analizi, idrar suslar1 arasinda hem enterobaktin biyosentezinin (entD, entF)
hem de alimmn (fepE) bilesenlerini kodlayan genlerde pozitif se¢imin kanitini
vermektedir (Chen et al.2006). Bu bulgular, enterobaktin sisteminin insan UTI sirasinda
aktif oldugunu ve idrar suslariin evrimini etkilemek i¢in E. coli uygunlugunu yeterince

etkiledigini gostermektedir.

2.6.4 Salmokelin

Salmokelin viriilansla iligkili bir enterobaktin tiirevidir. Salmokelin, en ¢ok tanimlanan
UPEC sideroforudur ve katekollerin ayirt edici bir C-glukosilasyonu ve enterobaktin
siklik trilakton iskelesinin hidrolizi ile {iretilen enterobaktinin degistirilmis bir seklidir
(Hantke et al.2003, Bister et al.2004). Orijinal olarak Salmonella tiirlerinden
tanimlanmig olup, genom veya plazmitlerde korunmamis iroA gen kiimesini tasiyan
UPEC tarafindan da tiretilmektedir (Johnson et al.2002). Bu gen kiimesi, salmokelinin
toplam sentezi igin gerekli genleri kodlamaz, bunun yerine biyosentetik genleri,

olagandis1 bir karbon baglantisidir (iroB) (Hantke et al.2003).

Salgilamadan 6nce enterobaktin ve salmokelinin siklik versiyonlarini dogrusallastiran
bir periplazmik esteraz (iroE) yoluyla glukozu enterobaktine baglayan bir enzimi
kodlamaktadir. (Lin et al.2005, Zhu et al.2005). iroA kiimesi ayrica salmokelin aracili
demir alimi i¢in gerekli olan ayr1 bir ihracatci, reseptdr ve sitoplazmik esterazi da
kodlamaktadir (Lin et al.2005).Salmonella typhimurium, enterobaktin aliminda rol
oynayan iki dis zar reseptor proteini olan iroN ve FepA'ya sahiptir. Her iki reseptoriin
de ayni substrat spesifikliklerine sahip olup olmadigini belirlemek igin fepA ve iroN

mutantlar1 ve bir ¢ift mutant karakterize edilmistir.

iroN ve FepA;enterobaktini tasirken, corynebaktin ve miksokelin C alimina segici
olarak sirasiyla aracilik ederler. Bu iki dis zar enterobaktin reseptorlerinin mevcudiyeti,
mevcut sideroforlarin sadece FepA veya iroN yoluyla kullanilabilecegi kosullar altinda
avantajli olabilir (Rabsch etal.1999). iroN, yakin zamanda tanimlanan siderofor
reseptoriidiir. Cesitli calismalardan elde edilen molekiiler epidemiyolojik kanitlar, fekal

izolatlara kiyasla IYE izolatlar1 arasinda artan bir iroN prevalanst oldugunu
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gOstermistir. Bu kanit, iro N'nin asterofor reseptorii olarak islev gordiigiinii ve UTI igin
auroviriilans faktorii oldugunu gostermektedir (Russo etal. 2002) ve iiriner viriilansa
katkida bulunan bir demir asit reseptoriinii kodlayan iroN geni, ekstra-intestinal
Escherichia coli'de tanimlanmistir. iroN ayrica Salmonella enterica suslarinda da
bulunur (Okeke etal. 2004).

2.6.5 Aerobaktin

Aerobaktin, yapisal olarak enterobaktin, salmokelin ve Ybt'den farkli olan Aerobacter
aerogenes'ten orijinal olarak izole edilen hidroksamat tipi bir siderofordur. Sentetik
(iucABCD) ve dis zar reseptorii (iucA) genlerini igeren operon, UPEC'nin kromozom
veya viriilans ile iliskili plazmitlerin yan1 sira ¢ok ¢esitli diger tibbi ve ¢evresel bakteri
tirleri bulunmaktadir (Johnson et al.1988, Schmidt and Hensel2004). Aerobaktin aracili
demir alimi, ferrik hidroksamatlarin aliminda rol oynayan ayri, korunmus E.

coligenlerini (fhuBCD) i¢cermektedir (Braun et al.1984).

Enterobaktin ve salmokelinden farkli olarak, metalin aerobaktinden tahribatsiz bir
sekilde ¢ikarilabildigi ve hiicrenin metal igermeyen aerobaktini geri doniistiirdigi
goriilmektedir (Braun et al.1984). Aerobaktin, enterobaktine gére demir igin daha diistik
bir afiniteye sahip olmasina ragmen Viriilans ile iliskisi, enfeksiyonlar sirasinda dnemli
islev kazanimlar1 saglama olasihigini yiikseltmektedir(Harris et al.1979). Klinik IYE'ler
sirasinda aerobaktin ekspresyonunun kanit1, kadin IYE hastalarindan alinan bazi isemis
E. coli'de iliskili dis membran aerobaktin ithalat¢isi (iucA) i¢in RNA'nin
transkripsiyonel tespiti ile onerilmektedir (Hagan et al.2010).

Bununla birlikte, bazi iutA+ izolatlar1 aerobaktin sentezlemediginden, transkripsiyonel
veriler UTI sirasinda aerobaktin sistemi ekspresyonunun kesin kaniti olmamaktadir
(Henderson et al.2009). Epidemiyolojik ¢alismalar, acrobaktin gen tasiyicisinin mesane,
bobrek ve kan izolatlarinda fekal izolatlara gore daha sik oldugunu gostermektedir (De
Lorenzo and Martinez 1988). Diger epidemiyolojik ¢aligmalar, ayni tiirden tekrarlayan
enfeksiyonlara neden olan UPEC suslarinda aerobaktin prevalansinin daha yiiksek

oldugunu gézlemlemistir (Soto et al.2006).
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2.6.6 Yersiniabaktin

Yersiniabaktin (Ybt), adindan da anlasilacagi gibi, ilk olarak Yersinia pestis'te (kara
veba etkeni) tamimlanmistir. Yersiniabaktin bir enterobakteriyel siderofor ve
metallofordur.Ybt sistem genleri, Klebsiella, Enterobacter ve Citrobacter dahil olmak
iizere bircok iiriner Enterobacteriaceae'de tanimlanmis Yersinia yiiksek patojenite adasi
(HPI) olarak bilinen karmasik, multioperon patojenite adasinda kodlanmistir (Perry and
Fetherston2011). HPI'nin dort operonunun ifadesi, bir HPI kodlu transkripsiyon faktorii
olan YbtA'ya baglidir (Fetherston et al.1996). Ferrik alim baskilayici tarafindan ek bir
transkripsiyonel ~ kontrol  seviyesi  bulunmaktadir.  Ybt  yapisal  olarak
enterobaktin,salmokelin ve aerobaktinden farklidir. Kapsamli bir ribozomal olmayan
peptit sentaz/poliketid sentaz sistemi, polisiklik Ybt'yi ve yakin zamanda takdir edilen
escherikelin triiniinii olusturmak i¢in salisilik asit, {i¢ sistein ve malonik asidi

birlestirmektedir (Miller et al.2010, Ohlemacher et al.2017).

Ybt alim yolunun dikkatli ¢alismalari, UPECmin Ybt'yi tamamen geri
doniistiirebildigini, Ybt'yi metal yiikiinden tahribatsiz bir sekilde ayirdigini ve serbest
birakilan Ybt'yi ek metal teslimat turlarindan gecebilecegi hiicre dis1 bosluga geri
dondirdigiini gostermektedir (Koh et al.2017). E. coli‘deki Yersinia HPI aktivitesi,
dogrudan insan IYE patogenezi ile baglantilidir. Hem Ybt hem de escherikelin, E. coli
IYE hastalarindan alinan idrarda kiitle spektrometrisi kullanilarak agik bir sekilde tespit
edilmigtir (Ohlemacher et al.2017, Chaturvedi et al.2012). Voided E. coli'nin
transkripsiyonel profili, dis membran ferrik Ybt ithalatgisinin (fyuA) klinik UTI
sirasinda eksprese edildigini diisiindiirmektedir (Hagan et al.2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Laboratuvar ekipmanlari

Bu calismada kullanilan laboratuvar ekipmanlari Cizelge 3.1'de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Bu calismada kullanilan laboratuvar ekipmanlari

Ekipmanlar Sirket Ulke
Otoklav Rayap Ispanya
Santrifij GFL Almanya
Dijital kamera I phone 6s Amerika
Jel elektroforez aparati BIO-RAD Ingiltere
Davlumbaz dolab1 Memmert Kore
Kulugka makinesi Memmert Almanya
Isik mikroskobu Olympus Japonya
Mikro santrifiij Fison Ingiltere
Milipor filtre 0,22 Proway Cin
PCR termal dongiileyici MyGe&egzl\g +M0d6| Cin
Spektrofotometre Biochrom Almanya
ELISA Biotek Amerika
Petri kab1 Biozek Hollanda
PCR tiipleri 50uL, DNA tiipleri 100 pL Eppendorf Oxford
Buzdolab1 Arcelik Tiirkiye
Hassas elektronik terazi Aand D Japonya
UV- transilliiminator Cleaver Ingiltere
Girdap karistiric Gemmy Tayvan
Calkalamali su banyosu Julabo ALmanya
Dontistirme PCR Isolab Almanya
Derin dondurucu GFL Almanya
VITEK 2 kompakt Biomerieux Amerika
Mikrotiter plakast 96 kuyusu Bio Basic Kanada
Damutict AlabTech Kore
DNA elektroforez cihazi Hettich Almanya
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3.1.2 Reaktifler ve kimyasallar

Bu calismada kullanilan kimyasallarve soliisyonlar Cizelge 3.2'de gostermektedir.

Cizelge 3.2Mevcut calismada kullanilan kimyasallar ve reaktifler

Kimyasallar Sirket Ulke
Agaroz tozu Bio basic Kanada
Etanol %99, %70 BDH Ingiltere
Gliserol Scharlau Espine
Gram boyama reaktifleri Kimadia Irak
Hidrojen peroksit (H,0,) Panreac Ingiltere
TBE arabellegi (Tris-BorateEDTA) Bio-basic Kanada
N,N,N,N-Tetrametil-P-fenilendiaminodihikloriir BDH Ingiltere
Normal saline Braun Almanya
Oksidaz reaktifi Himedia Hindistan
Kovacs reaktifi Himedia Hindistan
TE Tamponu Himedia Hindistan
Ure ¢ozeltisi reaktifi MastDiagnostic Ingiltere
Tetrametil-p-fenilendiamin dihidrokloriir B.D.H Ingiltere
Immersiyon yagi Syrbio Suriye
Boya Cozeltisi Yiikleme Promega Amerika
Glikoz B.D.H Ingiltere
a-Naftol B.D.H Ingiltere
Pepton B.D.H Ingiltere
Tripton B.D.H Ingiltere
Kirmizi metil B.D.H Ingiltere
Ure B.D.H Ingiltere
Kloroform Sigma Amerika
izopropanol Sigma Amerika
RNase Zap RNase Dekontaminasyon Cozeltisi ngﬂiz(rjns Amerika

3.1.3 Antibiyotikler

IYE'li hastalarda yaygin olarak kullanilan antibiyotikler Cizelge 3.3'te listelenmistir.
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Cizelge 3.3IYE'li hastalarda yaygin olarak kullanilan antibiyotikler

Uluslararasi kisa antibiyotik
Antibiyotik Gruplar Disk (mg/tablet)
kodlamasi

Aminoglycosides Amikacin (AK) 30
Aminoglycosides Gentamicin (CN) 10
Quinolones Ciprofloxacin (CIP) 10
Quinolones Nalidixic acid (NA) 30
Aminopenicillin Ampicillin (AM) 30
Nitrofurans Nitrofurantoin (F) 10
[-Lactamase inhibitor Amoxicillin Clavulanica (AMC) 30
Cephalosporin 1 Ceftriaxone (CRO) 10
Tetracyclines Tetracycline (T) 10

3.1.4 Kiiltiir ortamm

Bu ¢aligmada kullanilan kiiltiir besiyerleri Cizelge 3.4'te listelenmistir. Kiiltiir ortama,
iireticinin talimatlarma gore hazirlandi ve 121°C'de (15 1b) 15 dakika boyunca

otoklavlanarak sterilize edildi.

Cizelge 3.4 Bu calismada kullanilan kiiltiir besiyerleri

Ortam Uretici Ulke
Beyin kalp infiizyon suyu Neogen Birlesik Krallik
Kanli agar Neogen Birlesik Krallik
Mueller-Hinton agar1 Neogen Birlesik Krallik
MacConkey agari Acumedia Birlesik Krallik
Uclii sekerli demir agar Himedia Hindistan
Simmon sitrat agar Himedia Hindistan
Eozin Metilen Mavisi SuperMix Oxoid Birlesik Krallik

23



3.2 Yontem

3.2.1 Deneysel tasarim ve ¢calisma gruplari

Bu calisma Mart ile Haziran 2021 arasinda yiiriitiilen bir vaka kontrol ¢alismasidir.
Yaslar1 15 ile 60 arasinda degisen hastalardan (kadin ve erkek) toplam 230 idrar 6rnegi
alinarak bu ¢alisma gergeklestirilmistir. Bunlardan 109'u E. coli ile enfekte olmus, 70'i
diger bakterilerle enfekte olmustur. Ayrica kontrol grubu olarak saglikli bireylerden 51
idrar 6rnegi alinmustir. Tiim katilimeilar igin toplanan veriler sunlar1 igermektedir: Isim,
cinsiyet, yas, diger hastaliklar, tedavi, agirlik, viicut kitle indeksi, tibbi ge¢mis ve
numune alma tarihi. Ornekler Bagdat kentindeki Abu Ghraib Hastanesi'nden

toplanmustir.

3.2.2 idrar 6rneklerinden iiropatojenik Escherichia coli'nin mikroskobik ve

kiiltiirel incelemeleri

3.2.2.1 idrar érneginin mikroskobik inceleme

Bir test tiipiindeki idrar Orneginin bir kismi, bes dakika boyunca 3000 rpm'de
santrifiijlendi. Cokeltinin bir damlasi temiz bir cam lam iizerine aktarildi, daha sonra

tizerine lam kapagi yerlestirilerek 151k mikroskobu ile 40x biiyiitmede incelendi
(MacFaddin2000).

3.2.2.2 Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Ureticinin talimatlarina gére bir grup genel kiiltiir ortami hazirlandi ve bu ortamlarm
timii otoklavda 121°C'de 15 dakika 15 psi'de sterilize edildi. Bakteriyel izolatlarin

tanimlanmasi i¢in kullanilan kiiltiirel besiyerleri asagida verilmistir.
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MacConkey agar: MacConkey agar plakalar1 bakteri ile kiiltiirlendi ve gece boyunca
37°C'de inkiibe edildi. inkiibasyon periyodundan sonra agar iizerinde pembe kolonilerin

goriilmesi laktoz fermantasyonu i¢in olumlu sonug verdi(Mossel et al.1962).

Eozin metilen mavisi (EMB) agar: Steril bir 6ze kullanilarak, bakteriler EMB agarin
ylizeyine ¢izildi ve ardindan gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Agar ylizeyinde yesil-
metalik parlak koloniler goriildiigiinde sonuglar olumlu kabul edildi (Leininger2001).

Besin agar ortama: Besin agar ortami, lireticinin talimatlarina gére hazirlandr (28
gm/L). Genel deneylerde, kiiltiirde ve gerektiginde bakteri izolatlarinin aktivasyonunda

kullanild1 (MacFaddin2000).

Kanh agar ortam: Kanli agar besiyeri, 40 g kanli agar bazinin 1000 mL distile su
icinde ¢ozlilmesiyle hazirlandi. Bu besiyeri 121°C, 15 psi'de 15 dakika otoklavlandi ve
daha sonra 50°C'ye sogutuldu, ardindan %5 taze insan kani eklendi.Bu besiyeri, belirli
biliylime gereksinimleri olan miigkiilpesent bakterileri kiiltiirlemek i¢in kullanildi(Forbes

et al.2007).

Mueller hinton agar ortam: Mueller-Hinton agar besiyeri, iireticinin talimatlarina

gore hazirlandi. Antibakteriyel duyarlilik testi i¢in kullanildi (MacFaddin2000).

Beyin-kalp infiizyon broth: 37 g besiyerinin 100 mL distile su i¢inde ¢ozlilmesiyle
hazirlandi. pH 7,2'ye ayarland1 ve daha sonra otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize
edildi (MacFaddin2000).

Ure agar ortamm: Bu besiyeri, 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilen ve
50°C'de sogutulan 100 mL iire agar bazimna filtrasyon ile sterilize edilen 15 mL {ire
soliisyonu eklenerek hazirlanmistir. pH 7,1'e ayarland1 ve ortam sterilize edilmis test
tiiplerine dagitild1 ve egimli bir sekilde katilagsmasina izin verildi. Bu ortam, bakterilerin

iireaz enzimi iiretme yetenegini test etmek i¢in kullanildi (MacFaddin2000).
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Eozin metilen mavisi (EMB) ortami: Bu besiyeri, iiretici tarafindan 6nerilen yonteme
gore hazirlandi. Mor renk, asit varliginda olusan ecozin-metilen mavisi kompleksinin
absorpsiyonundan kaynaklanir. Bazi E. coli temsilcileri, yansiyan 1sikta yesilimsi

metalik bir parlaklik sergiler (Murray et al. 2003).

3.3 Cozeltilerin, Tamponlarin ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

Ure cozeltisi (%20): 20g iire 10mL distile suda ¢oziilerek hazirland1 ve
100mL’yedistile su ile tamamlandi. Ardindan Millipore filtre (0,22um) ile siiziildii.

Ureaz enziminin tespiti igin iireaz testinde kullanildi1 (MacFaddin2000).

Tris-BorateEDTA (TBE) ( 0,5 X)tampon (pH 8,30): Stok TBE tamponu (10X) distile
su ile seyreltilerek hazirlanmigtir. 500mL distile suya 50mL (10X) TBE tamponu
eklenerek bir litre hazirlandi, pH 8,3'e ayarlandi ve ardindan hacim 1L'ye tamamlandi

(Al-Guranie and Al-Mayahie2020)

Etidyum bromiir (EtBr) (5mg/mL): 0,059 EtBr'nin 10mL steril distile su iginde
coziilmesiyle hazirlanmistir. Daha sonra oda sicakliginda karanlik bir kapta saklandi

(Al-Guranie and Al-Mayahie2020).

McFarland standart ¢oziimii: Bu ¢ozelti, Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii

CLSI'ye (Wayne 2011) gore asagidaki sekilde hazirlanmistir:

Cozelti A i¢inl,175 g BaCl,.2H,0, 100 mL distile suya ilave edildi. Cozelti B i¢in 99
mL distile suya 1 mL siilfiirik asit eklendi.Daha sonra 0,5 mL (A) soliisyonu 99,5 mL
(B) soliisyonuna eklendi, iyice karistirild1 ve soliisyonun buharlasmamasi i¢in kapaklari
sitki cam tiplere 4-5 mL boyutlarinda dagitildi ve bulamklik 625 nm'de
spektrofotometre ile belirlendi. Boylece okuma, 1,5x108 hiicre/mL bakteri hiicresini
simiile eden 0,08 — 0,1 olmustur.Kullanilincaya kadar karanlik bir yerde saklandi ve
antibiyotik duyarlilik testindeki bakteri hiicre konsantrasyonu ile karsilastirmali olarak

kullanilmadan 6nce iyice ¢alkaland1 (Vandepitteet al.2003).
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Oksidaz reaktifi:0,1 mg Tetra-p-parafenilen diamin dehidrokloriiriin 10 mL damitilmis
su i¢inde ¢oziilmesiyle dogrudan hazirland1 ve bakterilerin bir oksidaz enzimi iiretme

yetenegini saptamak i¢in karanlik bir kapta saklandi (Forbes et al. 2007).

Hidrojen peroksit: Katalaz testi i¢in kullanildi, reaktif kullanima hazirlandi.H,O,'nin

%?3'li, bakterilerin katalaz enzimi iiretme yetenegini saptamak i¢in karanlik bir kapta

sakland1 (Forbes et al. 2007).

Voges-Proskauer reaktifi (Barritt reaktifi): Bakteriler tarafindan asetil-metilkarbinol
{iretimini tespit etmek i¢in kullanildi. iki kisimdan olustu: a-neftol (5g) 100 mL %99
etanol i¢inde ¢Ozlldii, daha sonra 1siktan uzakta karanlik bir kapta saklandi ve KOH

(40g) 100 mL damitilmis suda ¢oziildii (Collee et al.1996).

Kovac reaktifi: 5 g P-Dimetil amino Benz aldehitin (DMAB) 75 mL izoamil alkol
icinde ¢6ziilmesiyle hazirlandi. Daha sonra bu karisima yavas yavas 25 mL konsantre

HCL ilave edildi. Bakteriler tarafindan indol iiretimini tespit etmek icin kullanildi

(MacFaddin 2000).

Metil kirmuzi reaktif: Metil kirmizisi reaktifi, 0,1 g metil kirmizisinin 300 mL %95
etanol iginde ¢ozilmesiyle hazirlandi. Daha sonra hacim distile su ile 500 mL'ye

tamamlandi. Tam glikoz hidrolizini saptamak i¢in kullanildi (MacFaddin 2000).

Biyofilm i¢in kristal menekse ¢oziimii: 10 mL distile suya 0,1 g kristal viyole tozu
eklenerek hazirlanmis ve Millipore filtreleri ile sterilize edilmis ve biyofilm tiretiminin

tespiti i¢in kullanilmistir (Christensen et al.1985).
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3.4 Uropatojenik Escherichia coli izolatlarinin Tanimlanmasi i¢in Biyokimyasal

Testler

Katalaz testi: Bu test lam iizerine birka¢ damla %3 H,0; eklenerek ve tizerine steril
oze tek koloni E. coli transferi kullanilarak yapildi. Oksijen kabarciklarinin tiretimi

olumlu sonug kabul edildi (Brown2012).

Oksidaz testi: Tahta bir gubukla 24 saatlik bir koloni kiiltiirii alind1 ve substrat (%1
tetra-metil-p-fenilendiamin dihidrokloriir, TMPD) ile nemlendirilmis filtre kagidina
ovusturularak 10 saniye beklendi ve inokiile edilen alanin renginde herhangi bir
degisiklik gozlenmedi (Brown and Smith 2014).

IMVC testi: MacFaddin (2000)’egore asagidaki gibi yapilmustir.

1. iIndol test: Triptofan broth besiyerine bakteri inokiile edildi ve 37°C'de 24 saat
inkiibasyona tabi tutuldu. Pembe sarap rengi halkasinin tiip olusumlarina bazi

Kovac reaktif damlalar1 eklendi, bu da olumlu degerlendirildi.

2. Metil kirmuzisi testi: Test edilen bakteri kiiltiiri, MR-VP ortamina inokiile edildi
ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi.Hazirlanan metil kirmizis1 soliisyondan birkag
damla et suyuna ilave edildi. Ortamin renginin saridan kirmiziya degismesi,
bakterinin glikozu fermente etme ve nihai iirlin olarak asit {iretme yetenegini

gostermektedir.

3. Voges-Proskauer testi: MR-VP ortami, test edilen bakteri kiiltiirii ile asiland1 ve 24
saat inklibasyondan sonra 0,6 mL VP1 ve 0,2 mL 6nceden hazirlanmis VP2 eklendi.
37°C'de 15 dakika sonra kirmizi, pozitif bir sonucu gosterirken, degismeyen renk
negatif bir sonucu gostermektedir. Bu tahlilin amaci, bakterinin glikozu fermente

etme ve aseton liretme yetenegini saptamaktir.
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4. Simmon sitrat testi: Test edilen bakteri kiiltiiriinii egimli Simmons sitrat agar
iizerinde hatlar dosenerek asilamak icin steril bir 6ze kullanildi.37°C'de 24-48 saat
inkiibasyon periyodundan sonra, mavi renkli ortam pozitif bir sonu¢ gosterirken,
degismeyen yesil negatif sonu¢ verdi.Test bakterinin karbon kaynagi olarak sodyum

sitrat1 kullanma yetenegini kontrol etmek i¢in kullanildi.

3.5 Vitek2

Vitek2 otomatik yontemi, bakterileri tanimlamak i¢in en hizli ve en dogru yontemdir.
Vitek?2 sistemi, organizma teshisi i¢in biyokimyasal bir profil saglayan 47 kuyuda cesitli
biyokimyasal test ortamlarimin kantitatif mikrolitrelerini iceren plastik reaktif

kartlarindan olusmaktadir (Maina and Kagotho 2014).

Inokulum, otomatik olarak karta aktarilan kiiltiir &rneklerinden toplandigindan,
fotometre, mikrobun metabolik aktivitesinin neden oldugu karttaki renk degisimini
aralikli olarak 6l¢gmektedir. Veriler bilgisayarli bir veritabaninda analiz edilmektedir,
saklanmakta ve yazdirilmaktadir. Bakterilerin gram negatif (GN) ve gram pozitif (GP)
tanimlanmasi i¢in olanlar da dahil olmak tizere gesitli kart tiirleri bulunmaktadir (Maina

and Kagotho2014).

3.6 Antimikrobiyal Duyarhhk Testi

Bu tahlil, Mueller-Hinton agar tizerinde Kirby-Bauer islemi ile gergeklestirilmistir. Bir
inokulum izolati, kolonilerin steril normal salin i¢inde bir gecelik kiiltiirden 0,50
McFarland soliisyon standardina esdeger bir tiirbiditeye kadar emiilsifikasyonu yoluyla
tiretildi. Mueller-Hinton agarina steril bir siiriintii kullanilarak bakteriyel siispansiyon
stirmesi esit sekilde uygulandi1 ve kurumaya birakildi. Antibiyotik tabletler steril forseps
kullanilarak plak iizerine birakildi. Plakalar 24 saat 37°C'de inkiibe edildi ve inhibisyon
bolgesinin ¢ap1 6l¢iildii ve sonuglar Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI
(2017) temelinde yorumlandi.
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3.7 UPEC lizolatlarindan Biyofilm Uretiminin Ol¢iimii

Uropatojenik Escherichia coli (UPEC) biyofilm olusumu Patel vd. (2016) tarafindan
tarif edildigi gibi degerlendirildi. Tiim izolatlar, 37°C'de Brain Heart Infusion (BHI)
broth icinde gece boyunca kiiltiirlendi. Her izolat, %1 glikoz iceren Triptofan soya
suyuna (TSB) aktarildi. Bakteriyel izolatlarin siispansiyonu, bulaniklik i¢in McFarland
standardi No. 0,5'e ayarlandi. Her kiiltiirtin bir hacmi (200 pL), steril bir 96 oyuklu diiz
tabanli mikrotitre plakasina ii¢ kopya halinde ilave edildi. Plaka kapaklari ile kapatildi
ve aerobik kosullar altinda 37°C'de 24 saat inkiibe edildi.

Kulugka déneminden sonra, ilgisiz bakterileri uzaklastirmak i¢in planktonik hiicreler iki
kez damitilmis su ile durulandi. Her kuyudaki yapisik bakteri hiicreleri, oda sicakliginda
20 dakika boyunca 200 uL mutlak metanol ile sabitlendi. Yapiskan hiicreler, her bir
oyuga 15 dakika boyunca 200 pL %0,1 kristal viyole eklenerek boyandi. Boyama
reaksiyonu tamamlandiktan sonra, fazla leke, distile su ile tekrar tekrar yikama (2-3
yikama) ile ¢ikarildi. Plaka, tamamen kuru oldugundan emin olmak i¢in yaklasik 30
dakika oda sicakliginda kurutuldu ve son olarak boyamayi sabitlemek i¢in %33 asetik

asit ilave edildi.

Optik yogunluk (OD), 630 nm dalga boyunda otomatik bir ELISA okuyucusu
kullanilarak belirlendi. Steril ortam i¢in ortalama O.D degerleri hesaplandi ve tiim test
degerlerinden ¢ikarildi. izolatlarin biyo-iiriin olarak siniflandirilmasini saglayabilecek
bir cut-off degeri (O.Dc) hesaplanmigtir (Kirmusaoglu2019).Burada ODc, Negatif
kontroliin ortalama OD'si + Negatif kontroliin (3 X standart sapmasi (SD) seklinde
hesaplanmaktadir. OD izolat1 iseizolatin ortalama OD'si — ODc seklindedir.Bakteriyel
bireyler i¢in elde edilen OD degerlerine dayali olarak Cizelge 3.5’te 6zetlenen bakteri

yapismasinin siniflandirilmasi gésterilmektedir.

Cizelge 3.5 Bakteriyel yapismanin siniflandiriimasi

Ortalama OD630 Biyofilm yogunlugu
OD < ODc* Biyofilm olmayan
ODc <OD <£20Dc Zayif
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20Dc < OD <40Dc Orta

OD > 40Dc Giiglii

3.8 Bakteri izolatlarinin Saklanmasi

Bakteri izolatlarinin saklanmasi kisa ve uzun siireli olmak iizere yapilmustir.

Kisa siireli saklama: Izolatlar, Parafilm ile sikica kaplanmis besleyici egimli
buzdolabinda 4°C'de saklandi.

Uzun siireli saklama: Izolatlar, 37 °C'de 18 saat boyunca beyin-kalp infiizyonu
besiyerinde biiylitiildii ve daha sonra steril gliseroliin %20'si ilave edilerek -20°C'de

tutuldu (Green2008).

3.9 UPEC izolatlar1 Tarafindan Siderofor Uretiminin Tespiti

UPEC izolatlarinda siderofor tiretimi, Krom azurol siilfonat (CAS) analizi kullanilarak
tespit edildi (Saleem and Shah 2017).Krom azurol siilfonat (CAS) ortami, 60,5 mg
CAS'in 50 mL deiyonize su iginde ¢oziilmesi ve 20 mL Fe3+ soliisyonu (1 mm FeCI3 —
6H20, 10mM HCI) ile karistirtlmasiyla hazirlandi.Daha sonra bu soliisyon 40 mL
distile suda c¢oziilen 72,9mg hekzadesil trimetil amonyum bromiir (HDTMA) ile
karistirilarak, soliisyonun rengi koyu mavi oldugunda otoklavlandi ve 900 mL distile
suda eritilmis otoklavlanmis 15g agar ile karistirildi.Daha sonra 30,249 1,4-piperazin
dietan siilfonik asit (PIPES) ve %50 NaOH'den olusan 12g soliisyon pH'1 PIPES'in
Pka'sia yiikseltmek i¢in ilave edildi.Bir jel zzimba kullanilarak, modifiye edilmis CAS
agar plakast 2,5-5 mm c¢apinda cukurcuklarla delindi.Bundan sonra, her oyuk, 2,5
mm'den iki kat seri olarak seyreltilmis bakteri kiiltiirii iceren 25-35 pL siv1 besi-yeri ile
dolduruldu, plakalar 4-8 saat 37°C'de inkiibe edildi.Renk maviden turuncuya veya
sartya dondiigiinde ve her cukurun etrafinda bir hale goriindiigiinde, bu renk degisimi

olumlu bir sonug olarak kabuledilir.
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3.10 UPEC izolatlarinda Siderofor Genlerinin Saptanmasi icin Molekiiler Analiz

3.10.1 UPEC izolatlarindan DNA ekstraksiyonu

Genomik DNA, Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, ABD) protokoliine
gore ekstrakte edildi.

Bakteri hiicrelerinden pelet elde etmek i¢in, 1 mM Fe 3+ ile Krom azurol siilfonat
(CAS) s1v1 besi-yeri takviyesi iizerindeki UPEC izolatlarinin gecelik kiiltiirinden 1 mL,
2 dakika 13.000 rpm'de santrifiijlendi.Siipernatant atild1, 600 pL niikleer lizis soliisyonu
eklendi ve karistirmak icin hafif¢e pipetlendi. Tiim karisimlar 80°C'de 5 dakika inkiibe
edildi ve ardindan oda sicakligina sogutuldu. RNA'y1 ¢6ziimlemek icin, 3uL. RNase
soliisyonu karistirildi ve daha sonra 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi.Sonra, hiicre
lizatina 200 pL protein ¢okeltme ¢ozeltisi eklenerek protein ¢oktiiriildii, vorteksle iyice
karigtirildi, -30°C'de inkiibe edildi, daha sonra 5 dakika 13.000 rpm'de santrifiijlendi.
Seyreltilmis DNA, 37°C'de 600uL izopropanol igeren temiz bir tiipe aktarild.
Dikkatlice karistirildiktan sonra, 2 dakika 13000 rpm'de bir santrifiij islemi yapildi,
daha sonra siipernatany dokiildi, 600 pL %70 etanol eklendi ve 13.000 rpm'de 2 dakika

santrifiijlendi.

3.10.2 DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

Ekstrakte edilen DNA konsantrasyonunu belirlemek i¢in Quantus Florometer
kullanildi.1 pL DNA 199 uL seyreltilmis QuantyFlour Dye ile karistirilarak yapildi,
ardindan karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve daha sonra DNA

konsantrasyon degerleri belirlendi.
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3.10.3 UPEC izolatlarinda siderofor genlerinin (irp2, iroN ve iucA) PCR ile

belirlenmesi

UPEC izolatlarinda siderofor iiretimini kodlayan genlerin arastirilmasi i¢in, Salehi et al.
(2008) tarafindan aciklanan ydnteme bagl kalindi. ilk olarak, 3uL sablon DNA'dan
olusan bir soliisyon karisimi hazirlandi.Her siderofor geni igin 1 uL1,6 mikromolar
primer oligoniikleotit soliisyonu (Cizelge 3.6), 2,5 uL 10X PCR tamponu, 2mM MgCl,,
0,4mM her niikleotid ve 25uL PCR reaksiyon karistiminda 0,2 birim Smart Taq
termostabil DNA polimeraz kullanildi.Ikinci olarak, bu karisim i¢in amplifikasyon, bir
TC-512 termocycler (Techne, Cambridge, UK) icinde gerceklestirildi. Isisal dongii
cihazi igin program parametreleri baslatma i¢in 30 saniye 94 °C, 7 saniye 42°C ve 70
saniye 72°C olmak lizere 2 dongii ve uzama i¢in, 1 saniye 94°C, 7 saniye 42°C ve 70

saniye 72°C'lik 38 dongii ve son uzatma i¢in 5 dakika 72°C kullanild.

PCR iiriinleri, 75 dakika boyunca 80 V'ta %1,5 agaroz jel lizerinde elektroforez ile
analiz edildi. Jeller, 15 dakika boyunca 0,5pg/mL etidyum bromiir soliisyonunda

boyandi.

Cizelge 3.6 UPEC izolatlarinda Irp2, iroN ve iucA genlerinin PCR amplifikasyonu i¢in
primer ciftleri

Primer Dizilim Uriin boyutu | Tavlama
Ad1 (bp) sicakhigi (°C)
iucA F: 5>-CCCGCCAGACGAATTGATTA-3’ 113 55

R: 5>-TGACCAGATGAGCAGGAAATG-3’

iroN F:5’-GGAGTTCACCTGGGAAGATTAC-3’ 101 55

R: 5’-AAGCGGTTTGCCCGATAA-3’

irp2 F:5’-AAGGATTCGCTGTTACCGGAC-3’ 413 58

R: 5’-AACTCCTGATACAGGTGGC-3’
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3.11 Demir iyonlarinin UPEC izolatlarinda Siderofor Uretimini Kodlayan ifade
Genleri Uzerindeki Etkisi

3.11.1 Fe 2+ ve Fe 3+ stok cozeltilerinin hazirlanmasi

1 mMFe2+ stok soliisyonunun (20mM) hazirlanmasi i¢in, 556 mg demir siilfat
(FeS04.7H,0, Merck, Almanya) 100 mL damitilmis su i¢inde ¢6ziildii.Hazirlamak igin,
1 mMFe3+, 541 mg demir kloriir (FeCls, 6H,0, Merck, Almanya) stok soliisyonu
(20mM) 100 mL damitilmis su iginde ¢oziildii.Her iki stok ¢ozelti de 0,4 mikron
gozenek boyutuna sahip bir filtre kullanilarak filtrelendi (Khasheii et al. 2016).

3.11.2 Kiiltiir ortami

UPEC izolatlari, CAS ortamina 6nceden hazirlanmis her bir demir stok soliisyonundan
2500uL eklenerek 1 mM demir iyonlart ile ayr1 ayri takviye edilmis Krom azurol
stilfonat (CAS) siv1 besi-yerinde kiiltiirlendi ve 37°C'de 18 saat inkiibe edildi. Bakteriyel
biiytimenin bulanikligi, bir spektrofotometre kullanilarak optik yogunluk (OD600) ile
ol¢tilmiistiir (Khasheii et al. 2016).

3.11.3 Gercek zamanh PCR ile UPEC izolatlarinda siderofor iiretimini kodlayan
ifade genlerinin (irp2, iroN ve iucA) tespiti

3.11.3.1 RNA ekstraksiyonu

UPEC izolatlarindan RNA ekstraksiyonu i¢in, demir iyonlarinin varhiginda ve
yoklugunda beyin kalp kiiltiirleri, iistel biiyiime fazina (OD600 = 0,2) ulasilana kadar
37°C'de calkalayici bir inkiibatérde inkiibe edildi. RNA sentezi ve bozunmasi 1:5 hacim
durdurma soliisyonu (%90 etanol / %10 fenol) eklenerek bloke edildi.Ardindan,
tireticinin talimatlarina goére RNA saflagtirma kiti (Promega, ABD) kullanilarak RNA
saflagtirmas1 yapildi. RNA miktari, bir Nanodrop 1000 spektrofotometrede 260 nm
absorbansta 6l¢iilmiistiir (Searle et al. 2015).
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3.11.3.2 cDNA sentezi

Tamamlayict DNA (cDNA), sabit hacimde (15uL) konsantrasyonda (1000ng/ul)
sentezlendi ve cDNA, tedarik¢inin talimatlarina gore bir yiiksek kapasiteli cDNA Ters
Transkripsiyon Kiti (Biosystems Applied™, ABD) kullanilarak ekstre edilmis RNA'dan
sentezlendi (Gomes et at. 2018).

3.11.3.3 Kantitatif PCR (qPCR)

Kantitatif gercek zamanli PCR (qRT-PCR), 7500 Real-Time PCR Enstriimaninda
(Applied Biosystems™, ABD) elde edildi.20pl'lik reaksiyon karisimlart sunlari
iceriyordu: 2xPower SYBR Green Mastermix (Termo Scientifc, ABD), 300nM nihai
konsantrasyonda ileri ve ters primerler (Cizelge 3.7) ve 4uL seyreltilmis (1:3) RT
sonrast  karisim c¢cDNA  (Searle et al. 2015).qPCR, su kosullar altinda
gerceklestirilmistir: baslangic adimi 95 °C'de 7 dakika, 95 °C'de 20 saniyelik ilk
denatiirasyon, 40 dongiide 59 °C'de 60 saniyelik baglanma ve uzamadir.Toplam
RNA'min bagil ifade verileri 2—AACt prosediiriine gore hesapland:r ve kat degisimi
olarak sunuldu (Livak and Schmittgen 2001). Her gRT-PCR deneyi bir multipleks
reaksiyon igermistir ve rpoB dahili kontrol olarak kullanilmistir (Soltanloo et al. 2010,
El-Maraghy et al. 2020).

Cizelge 3.7 Bu calismada gercek zamanli PCR i¢in kullanilan primerler

Siderofor Genleri Dizilim Uriin boyutu (bp)
Aerobactin F: 5>-CCCGCCAGACGAATTGATTA-3’ 13
(iucA) R: 5°-TGACCAGATGAGCAGGAAATG-3’

F:5’-GGAGTTCACCTGGGAAGATTAC-3’
Salmochelin (iroN) 101
R: 5>-AAGCGGTTTGCCCGATAA-3’

Yersiniabactin F:5’-AAGGATTCGCTGTTACCGGAC-3’ 413

(irp2) R: 5~ AACTCCTGATACAGGTGGC-3’
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3.12 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, ortalamalar1 karsilastirmak icin Tukeynin test versiyonu 11.0

kullanilarak SAS programu ile yapildi (P > 0,05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hastalarda Uropatojenik Escherichia coli (UPEC) Dagilim

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE) siiphesi olan hastalardan alinan 230 idrar érneginin primer
kiiltiirii yapildiktan sonra, 109 (%47,39) numunenin Escherichia coli ile enfekte oldugu,
70 (9%30,43) numunenin diger bakteriyel patojenlerle enfekte oldugu ve 51 (%22,17)
numunede bakteri {iremesi olmadigi (viral veya mantar enfeksiyonlar

olasilig1)gosterilmistir (Sekil 4.1).

Percentage (%)

UPEC Other bacteria Mo growth
UTI Group

Sekil 4.1idrar yolu enfeksiyonu olan hastalardan alman idrar numunelerinde enfeksiyon
yiizdesi

Cinsiyete gore IYE insidans1 incelenip, sonuglar karsilastirildiginda kadinlarda(%68,81,
p< 0,05) erkeklere (%31,19) oranla daha yiiksek IYE prevalansi oldugunu ortaya
koymustur (Sekil 4.2).Gergekten de, tiretranin kisaligi ve aniise yakinligi nedeniyle
kadinlarda bakterilerin rektumdan iiretraya gec¢isi kolaydir, bu da bakterilerle
enfeksiyon olasihigini artirir (Kolawole et al. 2009, Turay et al. 2014).
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Percentage (%)

Female Male
Gender

Sekil4.2Cinsiyete gore hastalarda IYE yiizdesi ve dagilimi

4.2 UPEC izolatlarinin Kiiltiirel Ozellikleri

109 UPEC izolatinin kiiltiirel 6zellikleri, ti¢ farkli kiiltiir ortam1 (Eosin Metilen Mavisi
agar, MacConkey agar ve Blood agar) kullanilarak belirlendi (Sekil 4.3). Eosin Metilen
Mavisi (EMB) ortami iizerinde koyu merkez E. coli izolatlar1 kolonileri ile yesilimsi
metalik parlakligi gosteritken, MacConkey plakalarindaki koloniler ise laktoz
fermantasyonu icin pembe renkle ortaya c¢ikmistir.Ote yandan, koloniler Kan
plakalarinda nemli ve gri dairesel olarak gériinmiistiir. Ayrica, 151k mikroskobu altinda
UPEC izolatlar1 gram negatif, kisa gubuklu ve sporsuz eski hiicrelerdi (Levinson 2016,
Al-Saadi and Abdullah 2019).
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A\ p &L
EMB Agar MacConkey Agar Blood Agar

Sekil 4.3Farkl1 kiiltiir ortamlarinda UPEC izolatlarinin 6zellikleri

4.3 UPEC lzolatlarinin Biyokimyasal Ozellikleri

Cizelge 4.1, UPEC izolatlarinin biyokimyasal ozelliklerini gdstermektedir.izolatlar
katalaz testi i¢in pozitiftir, yani E. coli izolatlar1 katalaz enzimini tiretebilmektedir.Bu
enzim, hidrojen peroksiti su ve oksijen gazina pargalayarak detoksifiye eder (Sharmin et
al.2010).Ancak bu izolatlar oksidaz testi igin negatiftir; kolonilerin rengi mora
donlismemistir ¢linkii bakteri hiicrelerinde elektronlar1 elektron tasima zincirinden
oksijene (son elektron alicisi) aktaran ve onu suya indirgeyen sitokrom oksidaz

bulunmamaktadir.

UPEC izolatlar1 lireaz testine tabi tutuldugunda, sonu¢ negatif c¢ikmistir, bu da

izolatlarin iireyi amonyak ve CO;'ye hidrolize edemedikleri anlamina gelmektedir.
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IMVIC testinin sonuglarina gore, UPEC izolatlar1 indol testine pozitif ¢ikmistir, indol
salinimi ile amino asit triptofanin parcalanmasi nedeniyle besiyerinin yiizeyinde kirmizi
bir halka olusmustur.Bu, genellikle "triptofanaz" olarak adlandirilan bir sistem olan bir

dizi farkli hiicre i¢i enzim zinciri tarafindan gergeklestirilir.

Bu tahlil, bagirsak bakterileri ve UPEC bakterileri arasinda ayrim yapmak i¢in ¢ok
onemlidir. Ayrica UPEC izolatlar1 metil kirmizis1 testinde pozitif sonu¢ gostermistir,
glikozu piruvik aside metabolize edebilmis, bu da 'karigik asit yolu ile daha da
metabolize edilerek stabil asidi tretmistir ve bunun sonucu pH'' 4,5 veya altina
diisiirmiistiir ve bu metil kirmizisinin renginin saridan kirmiziya degismesiyle

gosterilmektedir

Voges-Proskauer testinin sonuglartyla ilgili olarak, pembe-kirmizi renk eksikligi, UPEC
izolatlarinin glikoz fermentasyonundan asetilmetil karbinol iiretemedigi anlamina gelen
negatif sonucu yansitmaktadir.UPEC izolatlar1 da sitrat testine negatif ¢ikmustir,
besiyerinin yesil rengi maviye degismemis olup bu sonug, test bakterilerinin sitrati tek
karbon kaynagi olarak kullanma yeteneginin olmadigini gostermektedir (Al-Saadi and
Abdullah 2019).Ayrica, yukaridaki sonuglari dogrulamak icin Vitek 2 testi de
kullanilmigtir. Vitek 2 cihazi, UPEC izolatlarinin tanimlanmast i¢in %99,0 dogruluk

gostermistir.

Cizelge 4.1 UPEC izolatlarinin biyokimyasal 6zellikleri

Test Sonug
Katalaz +
Oksidaz
Motilite testi +
Ureaz testi
Sitrat kullanimi1 -
Vogues-proskauer -
Metil kirmizisi
Indol testi
H2S iiretimi
Laktoz fermantasyonu +
Gaz tiretimi ile glikoz fermantasyonu +
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4.4 UPEC izolatlarinin Antibiyotik Duyarhhg

UPEC izolatlarinin antibiyotiklere olan duyarlilig: tespit edilmistir (Sekil 4.4). E. coli
izolatlarinin antibiyotik duyarliliklarini belirlemek i¢in bir¢ok bakterinin tedavisinde sik
kullanilmalar1 nedeniyle 9 antibiyotik se¢ilmistir. CRO = Seftriakson, AK = Amikasin,
CIP = Siprofloksasin, CN = Gentamisin, F = Nitrofurantoin, AM = Ampisilin, AMC =

Amoksisilin klavulanik asit, T = Tetrasiklin, NA = Nalidixi asit.

Percentage of resistance (%)
g2

CRO AK cie CN F aM AMC T HA&

Antibiotics

Sekil 4.4 UPEC izolatlarinda antibiyotiklere direng

UPEChin amikasin (AK) ve gentamisin (CN) tarafindan temsil edilen
Aminoglikozitlere kars1 direnci sirasiyla %60 ve %48,3 idi.Bir antibiyotige kars1 klasik
direng  mekanizmasi, antibiyotigin  hedefinin  bakteriyel = modifikasyonudur.
Aminoglikozitler (AG'ler) i¢in, bakteriyel ribozomun A bolgesi hedef bolgeyi temsil
eder. Bakterilerin AG'ler tarafindan inhibisyonundan kag¢inmak i¢in kazanilmig iki
potansiyel diren¢ mekanizmast vardir: ribozomun mutasyonlart veya ribozomun
enzimatik modifikasyonlari. AG direnci, AG baglanmasimi engelleyen 16S rRNA'y1
kodlayan ribozomal RNA'lar (rrs) genindeki mutasyonlardan kaynaklanabilir. Ancak bu
mutasyonlar, bu hayati hiicresel mekanizmadaki degisiklikler olarak ¢ok yaygin degildir

(Garneau-Tsodikovaa and Labby 2016).
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Izolatlarm bu antibiyotiklere karsi diren¢ oranlarmin yiiksek olmasmi mutasyona
ugramis izolatlarin ortaya c¢ikmasina neden olan subterapotik dozlarin kullanilmasi
nedeniyle bakterilerin neden oldugu direncin kendi lehine gelismesine ek olarak
gelisigiizel antibiyotik kullaniminin artmasiyla da agiklamak miimkiindiir (Magnet and
Blanchard 2005).

UPEC izolatlarinin siprofloksasin(CIP) ve nalidiksik asit(NA) ile temsil edilen
kinolonlara duyarlilig: ile ilgili olarak, sonuglar izolatlarin %43,23"iniin siprofloksasine
diren¢ gosterdigini ve izolatlarin %30'unun nalidiksik aside direngli oldugunu
gostermistir. Ancak qnr genlerinin varligi ile kinolon direnci arasinda bir iliski
gozlenmistir (Malekzadegan et al. 2019).Qnr ailesinin E. coli'deki kinolon direncinin
ana mekanizmasi olmadigi ve gyrA ve parC genlerindeki nokta mutasyonlart gibi diger
mekanizmalarin direncin desteklenmesinde rol oynayabilecegi goriilmektedir (Correia

et al. 2017).

UPEC izolatinin %98't ampisiline (AMP) direng gostermesi dikkate deger bir
bulgudur.Yar1 sentetik bir B-laktam antibiyotik olan ampisilin, bakteri hiicre duvarinin
sentezini engelleyerek bakterilerin aktif replikasyon asamasinda c¢alisir. Bakteriler
genellikle boyle bir antibiyotige su yollarla direng gosterirler: B-laktamazi kodlar, hiicre
duvarindaki hedef proteini degistirir, dis zarin gecirgenligini azaltir ve ilag akis
pompasinin ifadesini arttirir (Kot 2019, Li et al. 2019).Ayrica nitrofurantoin ile temsil
edilen Nitrofuranlara kars1 %15,54 UPEC izolat1 direng gostermistir.Nitrofurantoin (F)
komplike olmayan sistit tedavisi i¢in Onerilmektedir ve su anda UPEChin
nitrofurantoine direnci ¢ok diisiiktiir. Nitrofurantoine direng, bakteri hiicresindeki ¢oklu
hedeflerde bu antimikrobiyal etkiler nedeniyle diger ilaglar kadar hizli gelismemistir

(Shaktiand Veeraraghavan 2015).

Sandegren vd. (2008), nitrofurantoine diren¢ kazandiran mutasyonlari tanimlayip ve
mutasyon sikliginin E. coli'de yaklasik 10—7/hiicre oldugunu bulmustur. Oksijene
duyarsiz nitrorediiktazlari kodlayan nsfA ve nfsB genlerindeki mutasyonlar
nitrofurantoin  direncinden sorumludur. Ayrica, terapdtik konsantrasyonlarda

nitrofurantoin varliinda bakteri hiicrelerinin biiylimesinin, nitrofurantoine direngli
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mutantlarda biiyiik 6l¢iide azaldigr bulunmustur. Nitrofurantoin varliginda direngli

mutantlarin muhtemelen bir enfeksiyon olusturamadigini gosterebilir (Sandegren et al.
2008).

Amoksisilin-Klavulanat ile temsil edilen B-laktamaz inhibitoriine direng de test edildi
ve sonuglar UPEC izolatlarinin %89,75'inin amoksisilin-klavulanata direngli oldugunu
gosterdi.Aslinda, se¢ilmemis bliyiik bir klinik veri setinde diizenli olarak goriilen
amoksisilin-klavulanata (AMC) diren¢ mekanizmalari, ¢ok kopyali beta-laktamaz
genlerinin kombinasyonlarindan, direng geni ile iligkili promotoérlerdeki mutasyonlardan
ve inhibitdr diren¢ mekanizmalarindan kaynaklanan ¢ok faktorliiydii (Davies et al.
2020).Ayrica, UPEC izolatlarinin %74,46's1  Seftriakson (CRO)'ya direnclidir.
Seftriakson, E. coli gibi Enterobacteriaceae’'nin neden oldugu invaziv enfeksiyonlari
tedavi etmek icin siklikla kullanilan {igiinci nesil bir sefalosporin antibiyotiktir (Chua
and Stewardson 2019).Enterobacteriaceac arasinda seftriakson direncinin en yaygin
mekanizmalar1 genis spektrumlu B-laktamazlar (ESBL'ler) ve AmpC B-laktamazlardir.
Bu enzimleri kodlayan genler bakteriler arasinda yatay olarak bulasabilir ve direncin

yayilmasini kolaylastirir (Iredell et al. 2016).

Ote yandan UPEC izolatlarmin %58'i tetrasikline (T) direnglidir. Tetrasiklin direng
genleri genellikle plazmitlerde ve transpozonlarda kodlanir ve konjugasyon yoluyla
iletilir (Jahantigh et al. 2020).Ancak bazi izolatlarda ilgili genler kromozomda da
bulunur (Oppegaard et al. 2001).Tet genlerinin kazanilmas1 yoluyla tetrasikline direng
mekanizmalar: temel olarak disa akis pompalarini, ribozomal korumayr ve enzimatik
deaktivasyonu igerir.Mutasyonlar ayrica antibiyotik direncine de katkida bulunur (Koo
and Woo 2011). Gram negatif bakterilerde en yiiksek frekansta bulunan tet genleri, tetA,
tetB, tetC, tetD ve tetG genleri tarafindan kodlanan akis pompalariyla iliskilidir
(Skockova et al. 2012).

45  UPEC lizolatlar1 Tarafindan Biyofilm Olusumu

80 UPEC izolatinda biyofilm olusumu Microtiter plate yontemi kullanilarak belirlendi.
Sekil 4.5 izolatlarin 62'sinin (%77,5) farkli profillerde biyofilm olustugunu
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gostermektedir; 2 (%2,5) izolat gii¢lii biyofilm, 20 (%25) izolat orta diizeyde biyofilm
ve 40 (%50) izolat zayif biyofilm ile ortaya ¢ikmustir. Ayrica 18 (%22,5) izolatta

biyofilm iiretimi bulunmamaktadir.

Waksman ve Hultgren (2009), UPEC suslarinin ve diger patojenik E. coli tiirlerinin,
saperon usher yolu (CUP) tarafindan birlestirilen ¢ok alt birimli yapiskan organeller
olan tip 1 pili'ye biyiik dl¢tide bagimli oldugunu dogrulamistir. UPEC, bir dizi CUP pili
sistemini barindirir ve farkli ifadesinin farkli nislerin kolonizasyonunu kolaylastirdigi
diistintiliir (Spurbeck et al. 2011).Tip 1 pili, biiyiik O6l¢iide biyotik ve abiyotik
yiizeylerde mannosillenmis kisimlart baglayan FimH u¢ yapismasi yoluyla yapismaya
aracilik eder.Hadjifrangiskou vd. (2012) FimH'nin mesane epiteline UPEC
baglanmasina aracilik ettigini ve ayrica mesane epitel hiicrelerinde biyofilm benzeri
hiicre i¢i bakteri topluluklarinin (IBC'ler) uygun olusumu icin gerekli oldugunu
bildirmistir.

Strong Maoderate Weak Mo Biofilm
Biofilm

Sekil 4.5UPEC adalarinda biyofilm olusumunun yiizdesi

4.6  UPEC izolatlarinda Uroviriilans Belirteci Olarak Siderofor

4.6.1 UPEC izolatlarindan DNA ekstraksiyonu

DNA, ii¢ UPEC izolatindan ekstre edildi; R5' gii¢lii biyofilm olusumu ile izole, R32'yi

zay1f bir biyofilm {iireticisi olarak izoleve R40'1 biyofilm iiretimi olmadan izole seklinde.
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DNA konsantrasyonu 50 ile 360 mg/uL arasinda, safligi ise 1,8 ile 2,0 arasinda
degismistir.

4.6.2 UPEC izolatlar ile siderofor iiretimi

Ug UPEC izolatinda iiroviriilans belirteci olarak siderofor iiretimi (giiclii bir biyofilm
iireticisi izolat1 RS, zayif bir biyofilm lireticisi izolat1 R32 ve biyofilm liretmeyen izolat
R40)PCR kullanilarak sideroforu kodlayan genlerin (irp2, iroN ve iucA) amplifiye
edilmesiyle arastirildi.Cizelge 4.2 giiclii ve zayif biyofilm iireten izolatlar olan RS ve
R32'nin yersiniabaktin geni (irp2), salmokelin geni (iroN) ve siderofor tretimini
kodlayan aerobaktin geni (iucA) i¢in pozitif sonu¢ verdigini ortaya koymustur.Buna
karsilik, biyofilm iiretmeyen izolat R40, siderphore iiretimini kodlayan genlere sahip

degildir.

Cizelge 4.2 Farkli biyofilm formasyonu profiline sahip UPEC izolatlarinda sideroforu

UPEC Biyofilm Siderofor genleri

izolatlar olusumu irp2 ‘ToN oA
RS Giiglii + + +
R32 Zayif + + +
R40 biyofilm yok

kodlayan genler

Aslinda demir, bakteriler de dahil olmak {izere neredeyse tiim canli organizmalar i¢in
gerekli metaldir. Patojenik bakteriler tarafindan demir elde edilmesi, biiylimeleri ve

biyofilm olusumu i¢in kesinlikle gerekliydi (Razzi et al. 2019).

Idrar yolu enfeksiyonlar1 sirasinda, UPEC izolatlari, demirin sl oldugu g¢evre
ortamindan verimli demir alimi icin farkli stratejiler uygular. Bakterilerin ¢evrede
yagamasi ve bliylimesi i¢in Onemli stratejilerden biri, sideroforlar adi verilen diislik

molekiiler agirlikli, yiiksek afiniteli demir selatlayici ajanlarin sentezidir (Mann et al.
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2017).Enfeksiyon sirasinda E. coli suslar1 dort tip siderofor ile ifade edilebilir;
enterobaktin, aerobaktin, salmochelin ve yersiniabactin (Khasheii et al. 2016).Elde
ettigimiz sonuglarla ilgili olarak, biyofilm olusumu ile siderofor iiretimi arasinda bir
iliski oldugu soylenebilir. Dikkate deger, hiicre morfolojisi ve molekiiler biyoloji
calismalari, idrar yolu enfeksiyonuna neden olan E. coli suslarina 6zgii UPEC ekspres
fimbria, pili ve siderofor {iretimini ortaya ¢ikarmistir (Vagarali et al. 2008). Bununla
birlikte, daha 6nceki bir ¢alismada, IYE'li hastalardan alinan E. coli'de sideroforlar ve

p-fimbrialarin yaygin olarak birlikte bulundugunu dogrulamistir (Stapleton et al. 1991).

4.6.3 Demir iyonlarimin (Fe2+, Fe3+) UPEC izolatlar: tarafindan siderofor

iiretimini kodlayan genlerin ifadesi iizerindeki etkisi

1 mM demir iyonlarmin (Fe2+, Fe3+) siderofor genlerinin (irp2, iroN ve iucA)
ekspresyon seviyesi iizerindeki etkisi, iki UPEC izolatinda, izolat R5'in giicli bir
biyofilm iireticisi ve izolat R32'de zayif bir biyofilm {ireticisi olarak su sekilde

belirlendi:

4.6.3.1 Demir iyonunun UPEC izolatlarinda yersiniabaktin geni, salmokelin geni

ve aerobaktin geninin (iucA) ekspresyon seviyesi iizerindeki etkisi

1 mM Fe2+ varliginda, sonug¢ Sekil 4.6’da gosterilmektedir. Kontrole kiyasla giiglii
biyofilm {ireten izolat R5'te yersiniabaktin geni, irp2'nin ekspresyon seviyesinde
anlamli olmayan (p<0,05) bir yukar1 regiilasyonu gosterdi, katlama degeri 1,22 idi.Zayif
biyofilm {ireten izolat R32, irp2'de kontrol ile karsilagtirildiginda 6nemli olmayan

farkliliklarla asagi regiilasyon ile ortaya ¢ikarken, katlama degeri sirasiyla 0,9 ve 1'di.

46



Folding

UPEC isolates

Sekil 4.6UPEC izolatlarinda 1 mM Fe 2+'nin irp2 ekspresyon seviyesi lizerindeki etkisi

Salmokelin geni, iroN'nin ekspresyonu ile ilgili olarak, sonuglar, UPEC izolatlarinin
ferroz iyon varliginda kiiltivasyonunun, her iki izolatta, RS ve R32'de iroN geninin
ekspresyonunu indiikledigini gostermistir.Kayda deger, giiclii biyofilm iireten izolat
R5'te, zayif biyofilm lireten izolat R32 ile karsilastirildiginda, iron ekspresyon seviyesi
onemli ol¢iide (p<0,05) yukar1 dogru diizenlenmistir, katlama degeri sirasiyla 1,22 ve
0,9'dur.(Sekil 4.7). Mavi renk: R5 izolati, kirmiz1 renk: rpoB kontrol geni, Yesil renk:

R32 izolatin1 gostermektedir.

Folding

UPEC Isolates

Sekil 4.7 UPEC izolatlarinda 1 mM Fe 2+'nin demirN ekspresyon diizeyine etkisi
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Demir iyonu ayrica, hem UPEC izolatlarinda, RS hem de R32'de aerobaktin geninin
(iucA) ekspresyonunu arttirdi. Zayif biyofilm iireten izolat R32 ile karsilastirildiginda,
giiclii biyofilm {iireten izolat R5'te iuCA'nin ekspresyon seviyesinde onemli bir artis

(p<0,01) tespit edildi; katlama degeri sirasiyla 2,02 ve 1,5 idi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8UPEC izolatlarinda 1 mM Fe2+'nin iucA ekspresyon diizeyine etkisi

4.6.3.2 Ferrik iyonun UPEC izolatlarinda yersiniabaktin geni (irp2),salmokelin

geni (iroN) ve aerobaktin geninin (iucA) ifade seviyesi iizerindeki etkisi

UPEC izolatlarinda 1 mM Fe 3+'nin yersiniabaktin geni irp2'nin ekspresyon diizeyine
etkisi tespit edildi. Kontrol ile karsilastirildiginda her iki UPEC izolatinda (RS ve R32)
irp2'de bir asagi regiilasyon tespit edildi (Sekil 4.9). Ayrica, irp2'nin RS izolatindaki
ekspresyon seviyesi, R32 izolatindaki seviyesine kiyasla onemli Ol¢iide azalmistir

(p<0,05), katlama degeri sirasiyla 0,08 ve 0,32 idi.

Ote yandan, Sekil 4.10'daki sonuglar, zayif biyofilm iireten izolat R32 ile
karsilastirildiginda, giiglii biyofilm {ireten izolat R5'te ferrik iyonun Onemli 6lgiide
(p<0,05) asag1 regiile edilmis salmochelin geni,iroN oldugunu gostermistir; katlama

degeri sirasiyla 0,32 ve 0,81 idi.
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Ek olarak, 1 mM Fe3+, kontrol ile karsilastirildiginda, ¢alisilan her iki UPEC izolatinda
da aerobaktin geni, iucA'y1 6nemli dlgiide (p<0,05) asag: regiile etmistir (Sekil 4.11).
Kayda deger, R5 ve R32 izolatinda ekspresyon geni IUCA seviyesinde 6nemli (p<0,05)
farkliliklar bulunmamaktadir, katlama degeri sirasiyla 0,32 ve 0,38 idi.

Folding

UPEC Isolates

Sekil 4.9UPEC izolatlarinda 1 mM Fe 3+'nin irp2 ekspresyon seviyesi iizerindeki etkisi
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Sekil 4.10 UPEC izolatlarinda 1 mM Fe 3+'nin iroN ekspresyon diizeyine etkisi.
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Sekil 4.11UPEC izolatlarinda 1 mM Fe3+'nin iucA ekspresyon diizeyine etkisi

Yukaridaki sonug, UPEC izolatlar1 tarafindan siderofor iiretiminin demir ve demir
iyonlar1 (Fe2+) ile giiglii bir sekilde iliskili oldugunu ortaya ¢ikarmistir. 1 mM demirli
iyon, siderofor genleri, yersiniabaktin (irp2), salmokelin (iroN) ve aerobaktin (iucA)
ekspresyon seviyesini indiikledi, 6zellikle aerobaktinde (iucA) &nemli (p<0,05) bir
yiikkselme tespit edildi.Bu bulgu, ferrik iyonun siderofor genlerinin promotoriinde
demetilasyonu indiikledigini ve bunun da bakterilerde siderofor liretimini kodlayan

ekspresyon genlerini yukar regiile ettigini diisiindiirebilir (Weigele and Raleigh 2016).

Buna karsilik, 1 mMferrik iyonu (Fe3+), UPEC izolatlarinda siderofor genleri,
yersiniabaktin (irp2), salmokelin (iroN) ve aerobaktin (iucA) énemli 6l¢iide (p<0,05)
asagl regiile olmustur. Bu demir iyon konsantrasyonunun bakteri liremesi lizerinde
toksik bir etkiye sahip olabilecegi, biliylime hizinin azaldigi, ardindan bakterilerde
siderofor iiretimi dahil tiim biyolojik aktivitenin inaktif olacagi onerilebilir (Kalantari

and Ghaffari2008).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

E. coli, IYE'ye neden olan bakteriler arasinda en baskin tiirdiir. Kadinlar IYE'ye
erkeklerden daha duyarlidir. UPEC izolatlari, 6zellikle Ampisilin ve Amoksisilin-
Klavulanik asit basta olmak iizere IYE'lerin tedavisi i¢in yaygin olarak recete edilen
antimikrobiyallere kars1 gogunlukla yiiksek direng oranlaridir. Cogu izolat iiropatojenik
Escherichia coli bir biyofilm olusturur.Ayrica, siderofor iiretimini kodlayan genler,
iucA, iroN ve irp2, giiglii biyofilm ve zayif biyofilm iireten izolatlarda bulunur. UPEC
izolatlarinin siderofor iiretimi, demir ve demir iyonlar ile giiclii bir sekilde iliskili
bulunmustur. 1 mM demir iyonu(Fe2+), siderofor genlerinin, yersinibaktin (irp2),
salmolelin (iroN) ve aerobaktin (iucA) ekspresyon seviyesini indiikklemistir. Aynt 1 mM
demir iyon konsantrasyonu énemli 6l¢iideyken (p<0,05), UPEC izolatlarinda siderofor

iiretimini kodlayan calisilan genleri down-regiile etmistir.

Mevcut c¢aligmanin bulgularindan, UPEC'in biyofilmler olusturmak ve konakgida
bulunan besinden yoksun ortamda hayatta kalmak igin siderofor aracili bir demir
edinme stratejisine dayandigina dair kanitlar incelenmelidir. Ek olarak, Escherichia coli
biyofilmi ile iligkili enfeksiyonlara karsi yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesi icin
uygun bir hedef olarak siderofor biyosentezinin potansiyeli arastirilmalidir. Escherichia
coli'de demir homeostazi ve viriilans faktorlerinin diizenlenmesi igin kiigiik diizenleyici
RNA'nin (sRNA) 6nemine dayanarak, patojenik E. coli ve diger bakteriyel patojenlere
karst bir hedef olarak SRNA oOnerilebilir. Ayrica, ekspresyonu DNA metilasyonu ile
diizenlenen E. coligenlerinin tanimlanmasi ve bu metilasyonda yer alan diizenleyici
sistemlerin tanimlanmasi, epigenetik diizenleme yoluyla E. coli hiicre adaptasyonunun
biyolojik olarak anlasilmasina katkida bulunduklart i¢in saptanmalidir. Ayrica

gelecekteenterobaktin tizerinde de benzer caligmalar yapilabilir.
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