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OZET

YOGUN BAKIM HASTALARININ iDRAR KULTURLERINDEN iZOLE
EDILEN ESCHERICHIA COLI SUSLARINDA FiMH TEK NUKLEOTID
POLIMORFiZMi ARASTIRILMASI

Uriner sistem enfeksiyonu (USE), insanlarda en sik morbiditeye yol
acan ve saglk alaninda ciddi harcamalara neden olan enfeksiyonlardan
biridir. Uriner sistem enfeksiyonlari triner sistemin farkli bélimlerini etkiler ve
enfeksiyon bdlgelerine gore cesitli hastalik gruplarina ayrilir. Asemptomatik
bakteritriden, sepsise yol agabilecek akut piyelonefrite kadar dedisebilen ¢ok
farkh klinik formlari tanimlar. Uriner sistem enfeksiyonlari nozokomial
enfeksiyonlar icerisinde de siklik agisindan birinci sirada yer alir. Yogun
bakim Unitelerinde pndémonilerle beraber en sik gorulen iki enfeksiyondan
biridir. Uropatojenik Escherichia coli suslari, Uriner sistem enfeksiyonu
geciren hastalarin yaklasik %80'inde birincil patojen olarak kabul
edilmektedir.  Bakterilerin ~ konak  hlcrenin  ylzeyine  yapigmasi;
kolonizasyonun ve enfeksiyonun asil baslangic asamasidir. Tipl fimbria
adezyonu, Uropatojenik Escherichia coli’lerin Uriner sistem epiteline yapisma
mekanizmasinda c¢ok o6nemli olan ve en iyi tanimlanan bakteriyel
adezyonlardir. FimH proteini Tip1 fimbrianin ucunda yer alan yapisma
proteinidir ve Uriner sistemde Uropatojenik Escherichia coli 'lerin patogenez
mekanizmasinda 6nemli bir rol oynar. idrar yolunun epitel hiicrelerinde
bulunan a-D-mannosile edilmig glikoproteinlere baglanmaya aracilik eder.
FimH alt dnitesinin  farkli  fenotipik varyantlari  Uriner  sistemin
kolonizasyonunda ve uriner sistem enfeksiyonu patojenitesinde bakterilere
onemli avantajlar saglar. FimH’ nin fenotipik varyantlari temel olarak fimH
genindeki tek nikleotid polimorfizmlerinin (SNP) sonucudur. Calismamizda
yogun bakim hastalarinin idrar kultlrlerinden izole edilen E.coli suslarinda

fimH gen bolgesindeki olasi SNP’lerin belirlenmesi amaclanmistir.

Calismamiza Haziran 2017-Haziran 2018 tarihleri arasinda Recep
Tayyip Erdogan Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuvarina enfeksiyon suphesi ile dahiliye yogun bakim, cerrahi yogun



bakim, koroner yogun bakim, kalp damar cerrahisi yogun bakim,
anaesteziyoloji ve reanimasyon yogun bakim Unitelerinden gonderilen idrar
orneklerinden Ureyen 34 E.coli susu dahil edildi. fimH pozitif suglara dizi
analizi yapildi. Sekans sonuglari, Escherichia coli ATCC 700415 referans
susu kullanilarak; Clustal 2.1 Multiple Sequence Alignment’ te filogenetik

analiz yapildi.

34 E.coli susundan 32 sinde fimH pozitif bulundu. 100-500 bp

arasinda toplam 42 polimorfik bolge saptandi.

Bu SNP’lerin bakterinin virulansina ne tir bir katki sundugunu
gOstermek icin daha ileri calismalar yapilmasi gerekmektedir. Bizim
yaptigimiz ¢alismanin 1s1ginda, FimH proteinlerinin aminoasit dizi analizinin
yapllmasi ve ortaya cikan degisikliklerin Uriner sistemin epitel hucrelerine
yapisma egilimleri  Uzerine  etkisinin  belirlenmesinin  patogenezin

anlasilmasina ¢ok buyuk katkilarinin olacagina inanmaktayiz.

Anahtar Kelimeler: Uriner sistem enfeksiyonu, Escherichia coli, fimH, SNP



ABSTRACT

INVESTIGATION OF FIMH SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM IN
ESCHERIACHIA COLI STRAINS ISOLATED FROM URINARY CULTURES
OF INTENSIVE CARE PATIENTS

Urinary tract infections (UTI) are among the most common causes of
morbidityin humans and cause serious expenditures in healthcost. UTI affect
different parts of the urinary system and are divided in to disease groups
accordingly. UTI identify very different clinical forms which may vary from
asymptomatic bacteriuria to acute pyelonephritis which may lead to sepsis.
UTI rank first in terms of frequency among nosocomial infections together
with pneumonia, they are the most common infections in intensive care units.
Uropathogenic Escherichia coli strains are considered as the primary
pathogens in approximately 80% of patients with UTI. The initial stage of
colonization and infection involve bacteria adhering to the surface of the host
cell. The type 1 fimbria of uropathogenic Escherichia coli is the most
important and well-defined bacterial structure facilitating adhesion to the
urinary tract epithelium. The tip of the type 1 fimbria is formed by the fimH
protein, which is one of the virulence factors for uropathogenesis. FimH
mediates the binding of Type 1 fimbria to the a-D-mannosylated
glycoproteins in the epithelial cells of the urinaryt ract. Different phenotypic
variants of the FimH subunit provide significant advantages to bacteria in the
colonization and the pathogenesis. Phenotypic variants of FimH result mainly
from single nucleotide polymorphisms (SNP) of the fimH gene. In our study, it
was aimed to determine possible SNPs in the fimH gene region in E.coli
strains isolated from urine cultures of intensive care patients.

In this study, 34 Escherichia coli strains were isolated from urine
samples sent from the intensive care units of internal medicine, surgery,
cardiology, cardiovascular surgery, anaesthesiology and reanimation with
suspicion of infection to the Microbiology Laboratory between June 2017
andJ une 2018 were included. Sequencing was performed for the fimH

positive strains. Using the sequence of Escherichia coli ATCC 700415 as



reference, phylogenetic analysis was performed in Clustal 2.1 Multiple
Sequence Alignment.

fimH was positive in 32 of 34 E. coli strains. A total of 42
polymorphic regions were detected that lied between 100-500 bp.

Further studies are required to demonstrate the extent to which
these SNPs contribute to the virulence of bacteria. In light of this study, we
believe that the amino acid sequence variations of the FimH proteins can be
matched with their adherence potency to th epithelial cells and thus their

contribution to uropathogenesis.

Keywords: Urinary tract infection, Escherichia coli, fimH, SNP
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1.GiRIS VE AMAC

Uriner sistem enfeksiyonu (USE), doku invazyonu ile birlikte
mikroorganizmalarin Uriner sistemin bir veya birden fazla bolgesinde
¢ogalmasidir. USE en sik karsilagilan enfeksiyon hastaliklarindan biridir.
Dinyada ve Ulkemizde saglik alaninda ciddi harcamalara neden olur!. Yogun
bakim Unitelerinde pndédmonilerle beraber en sik gorilen iki enfeksiyondan
biridir2. Uropatojenik Escherichia coli (UPEC) suslari, USE gegiren hastalarin
yaklasik %80'inde birincil patojen olarak kabul edilmektedir®. UPEC’in Uriner
sistemde enfeksiyon olusturmasina sebep olan fimbrial adezinler, afimbrial
adezinler, hemolizin, sideroforlar gibi c¢esitli virulans faktorleri vardir.
Bakterilerin  konak hlcrenin yluzeyine yapigmasi; Kkolonizasyonun ve
enfeksiyonun asil baslangi¢ asamasidir. Tipl fimbria adezyonu, UPEC'lerin
driner sistem epiteline yapisma mekanizmasinda ¢ok énemli olan ve en iyi
tanimlanan bakteriyel adezyonlardir. FimH proteini Tip1 fimbrianin ucunda
yer alan yapisma proteinidir ve Uuriner sistemde UPEC'lerin patogenez
mekanizmasinda 6nemli bir rol oynar. idrar yolunun epitel hiicrelerinde
bulunan a-D-mannosile edilmis glikoproteinlere baglanmaya aracilik eder*®.
UPEC patogenezi ile ilgili yapilan calismalarda fimH geni bulunma sikhgi
yiksek oranlarda bulunmustur®. FimH alt Unitesinin farkli fenotipik
varyantlarinin, Uriner sistemin kolonizasyonunda ve USE patojenitesinde
bakterilere 6nemli avantajlar sagladigi yapilan calismalarda belirtiimigtir”8.
FimH’nin fenotipik varyantlari temel olarak fimH genindeki tek ntkleotid

polimorfizmlerinin (SNP) sonucu olugsmustur®.

Calismamizda yogun bakim hastalarinin idrar kultirlerinden izole
edilen E. coli suglarinda fimH gen bdlgesindeki olasi SNP’lerin belirlenmesi

amagclanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Uriner sistem; bobrekler, renal pelvis, ve lreterlerden olusan Ust Uriner
sistem ile mesane ve uretrayi igeren alt Uriner sistem olmak Uzere iki bolume
ayrilarak incelenir'®. Normal kosullar altinda driner sistemi olusturan
bobrekler, Ureter ve mesane sterildir ve idrar da steril bir vicut sivisidir.
Ancak idrar; perine, prostat, Uretra veya vajende yerlesen mikroorganizmalar
ile kolayca kontamine olabilir. USE, doku invazyonu ile birlikte
mikroorganizmalarin Uriner sistemin bir veya birden fazla bolgesinde
cogalmasidir. Asemptomatik bakteriiriden sepsise yol acabilecek akut

piyelonefrite kadar degisebilen ¢ok farkli klinik formlari tanimlar??,

USE en sik karsilagilan enfeksiyon hastaliklarindan biridir. Her yil
Amerika Birlesik Devletlerinde USE sikayeti ile sekiz milyon kisi klinik veya
acil bélumlere bagvurmakta ve bunlardan 100.000’i hastanede yatarak tedavi
goérmektedirler. Bu hastalarin %15’ine antibiyotik tedavisi veriimekte ve yillik
maliyeti 1.6 milyar dolari bulmaktadir. Ulkemizde de USE maliyetinin yiiksek
oldugu dusunulmekte fakat elimizde istatistiksel bir veri henlz

bulunmamaktadir?.

USE prevelansi hastanin yagina ve cinsiyetine gore degisiklik gosterir.
Yenidogan ve bebeklerde uriner sistem enfeksiyonu prevelansi %1 kadardir
ve daha cok erkek cocuklarda gorilir. Bu enfeksiyonlarin ¢cogu konjenital
anomaliler ile iligkilidir. Okul ¢adi ve cocukluk déneminde, kiz cocuklarda
erkek cocuklara gore daha ylksek prevalans vardirl®. Bu oran erigkin
doneminde de ayni kalir. Kadinlarin %40-50’si yagsamlarinin bir doneminde
en az bir kez USE gegirmekte ve bunlarin %20’sinde de takip eden ilk 6 ay
icerisinde USE tekrar etmektedir?2. Yashlarda bazi hazirlayici faktorler
nedeniyle hem kadinlarda (%20) hem erkeklerde (%10) yuksek oranlar

gorulmesi beklenebilirl®,



Uriner sistem enfeksiyonlarinin etyolojik ajanlari genellikle hastalarin
kendi bagirsak florasina ait olan bakterilerle sinirlidir. Escherichia coli,
Enterococcus spp., Klebsiella-Enterobacter spp., ve Proteus spp gibi izolatlar
hastanede yatan hastalar veya poliklinik hastalirndan elde edilenlerin

cogunlugunu olusturur®s.

2.1.1. Tanimlar
Piyuri: Urotelyal epitelin etkene karsi olusturdugu inflamatuar yanit sonucu

idrarda I6kosit bulunmasi durumudur 4.

Steril pytri: Piylri saptanmasina ragmen kuiltirde UGreme olmamasi
durumudur. Etken olarak akla anaeroblar (Peptostreptococcus spp.,
Clostridium spp., Eubacterium spp. ve Lactobacillus spp.), Chlamydia
trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Mycobacterium tuberculosis, sistemik

fungal etkenler ve Leptospira gelmelidir?.

Bakteriliri: Idrarda bakteri bulunmasi anlamina gelir. Anlamli bakteriliri;
idrarda 10° CFU/ml bakteri olmasidir!l.

Asemptomatik Bakteriiri: Hastada USE’ye ait higbir semptom ve bulgu yok
iken idrarda anlamli bakteriuri saptanmasi asemptomatik bakterilri olarak
tanimlanir 1. Bu durum pek ¢ok hastada ve klinik senaryoda bildiriimis olsa
da gebeler, genitouriner girisim yapilacak kadin hastalar ve erken donem

renal transplant alicilari disinda tedavi gerektirmez'©.

Sistit: Agrih, sik idrar yapma gibi bulgularla birlikte olan mesane

enfeksiyonlarini tanimlamak igin kullanilir.

Pyolonefrit: Ates titreme, halsizlik gibi sistemik bulgular ile birlikte yan ve sirt
agrisi ile karekterli bobrek parankimi ve toplayici sistemin bakteriyel

enfeksiyonlarini tanimlamak igin kullanilir %5,

Tekrarlayan USE: Tekrarlayan USE, en az 12 aylik ddnemde (i¢ veya daha

fazla sayida semptomatik ataklarla seyreden USE’ dir.



Relaps: Bir idrar yolu enfeksiyonu atadini takiben tedaviden iki hafta sonraki
doénem igerisinde ayni bakteri suslarinca idrar yolu enfeksiyonu olugsmasidir.
Erkeklerde gelisen tekrarlayici enfeksiyonlarin cogu relapslara baglidir.

Relapslar genellikle altta yatan urolojik bir anormalligin olduguna isaret eder.

Reenfeksiyon: Yeni bir enfeksiyonu ifade eder. Bir 6nceki enfeksiyonda
idrarda bulunan etken Uretilemez. Yeni bir bakteri tlirl veya ayni bakterinin
farkh tipi ile enfeksiyon gelismistir. Kadinlarda gorilen tekrarlayici

enfeksiyonlarin cogu reenfeksiyonlara baghdir?é.

Komplike olmayan USE: Akut sistit ve piyelonefrit; yapisal(anatomik) ve
fonksiyonel olarak normal bir Uriner sistemde goéruldugu takdirde ‘komplike

olmayan uriner sistem enfeksiyonu varligindan bahsedilir.

Komplike USE: Uriner sistemde idrarin olagan akisini yavaslatacak
anatomik-fonksiyonel bozukluklar; bakteriyel kolonizasyona egilim yaratacak
durumlar (kontrolsiiz diyabet, geciriimis Urolojik cerrahi, kalici kateter
uygulamalari ); yakin tedavi takibi gerektiren durumlar (transplante bobrek,
bdbrek yetmezligi, gebelik); antimikrobiyal diren¢ riskinin arttigi hastane
kaynakli enfeksiyon, sik antibiyotik kullanimi ve idrar yolu enfeksiyonu
gecirme Oykusu veya tedavi basarisizhigini artiran immunsupresyon
(hematolojik maligniteler, ilerlemis hiv enfeksiyonu vs.) gibi durumlarin

varliginda ‘komplike Uriner sistem enfeksiyonu’ ndan s6z edilir'’.

2.1.2. Etken Mikroorganizmalar
Cogunlukla etken olan mikroorganizmalar bakterilerdir. Enfeksiyonlarin
buayuk bir boliumu tek bir mikroorganizma ile gelismektedir. Hastane

enfeksiyonlarinda birden fazla bakteri etken olabilmektedir.

Komplike olmayan sistit ve piyelonefrit olgularinin  %80’inden
fazlasinda sorumlu mikroorganizma E.coli'dir. Nonkomplike Uriner sistem
infeksiyonlari  E.coli‘nin c¢esitli O serotipiyle (01,2,4,6,8,16,18,75,150)
olugsmakta ve bu suslar Uropatojenik E.coli (UPEC) veya ekstraintestinal
patojenik E.coli (EXPEC) olarak isimlendirilmektedir. Bu serotipler hemolizin

olusturmalari ve Uriner sistem epiteline baglanmalari nedeniyle en sik



enfeksiyon olusturan serotiplerdir. UPEC tip O4 serotipi diger serotiplerden

daha fazla virtilans faktorlerine sahiptir 8.

Ulkemizde de toplum kékenli USE'de en sik izole edilen etken (%80-
85) E.col’dir. Bunu daha az siklikla S.saphrophyticus, P.mirabilis,
K.pneumoniae (%10-15) izler 1°. S. saphrophyticus, 6zellikle bahar ve yaz

aylarinda, cinsel yonden aktif geng kadinlarda etken olur'®.

Komplike infeksiyonlarda da en sik karsilagilan etken E.coli'dir®.
Ozellikle yapisal anomalileri(obstruktif Gropati, konjenital anomaliler,
norojenik mesane v.b) olan hastalarda gelisen enfeksiyonlarda, tekrarlayan
USE’de ve hastane kokenli enfeksiyonlarda Proteus, Pseudomonas,
Klebsiella, Enterobacter tirleri, enterokok ve stafilokoklarin gorilme siklig

artar 20,

Anaerob  mikroorganizmalar nadiren USE'ye neden olurlar.
Gardnerella vaginalis USE semptomlari olan kadinlarda siklikla izole
edilmesine ragmen patojenik rolu tam olarak anlasilamamistir. Ureaplasma
urealyticum ve Mycoplasma hominis de piyelonefrit ve sisto- Uretrite neden
olan nadir etkenlerdir'l. Urogenital tuberkilozlarda idrardan mikobakteri
kaltird  yapildiginda vakalarin  %90’inda Ureme olmaktadir.  Atipik

mikobakterilerin neden oldugu USE nadir bildirilmistir®.

Virtsler, immiinokompetan bir konakgida USE'lerin nadir nedenidir.
BK virisl, adenoviris ve sitomegaloviris, kdk hicre ve kati organ
transplantasyonu sonrasi hemorajik sistitte rol oynayan etkenlerdir?t:22,
Herpes simplex virls tip 2 de Uretrayl enfekte edebilir. Viral enfeksiyonlarin
inkilbasyon déneminde pek c¢ok virls idrarla atilmaktadir. Kabakulak virtsu,
kizamik virGsu, CMV ve adenoviris semptomlar ortaya ciktiktan sonra
sikhikla idrardan izole edilirler. Konjenital CMV ve konjenital rubella

enfeksiyonlarinda da idrarla virlis sagilimi aylar hatta yillarca devam edebilir*.

Mantarlardan 0zellikle Candida turleri antibiyotik tedavisi alan

kateterize hastalarda enfeksiyonlara yol acar. Trichosporon suslari, endemik



bdlgelerden gelen kisilerde nadir olarak Blastomyces ve Coccidioides suglari

da etken olarak disuntlmelidir?.

Parazitler nadiren USE’ye neden olmaktadirlar. idrar ve (rogenital
orneklerin parazitolojik incelenmesi ile Trichomonas vaginalis trofozoitleri,
Strongyloides stercoralis larvalari, Schistosoma haematobium yumurtalari,
Wuchereria  bancrofti ve  Onchocerca  volvulus  mikrofilaryalar

saptanabilmektedir®.

2.1.3. Patogenez

Bakterilerin Uriner sisteme girigi 3 yolla olur:

Asendan Yol: USE'lerin patogenezindeki en énemli yoldur?. Kadinlarda
USE’lerin erkeklere oranla daha fazla gérilmesinin nedeni, kadin Gretrasinin
daha kisa olmasi ve perianal bolgeye komsulugu nedeniyle peritretral alan
ile vajina agzinda kolonize olan USE’lere yol acacak mikroorganizmalarin
asendan vyolla Uriner sisteme cok rahat ulasabilmesidir. Ozellikle cinsel
aktivite sirasinda mikroorganizmalar Uretradan mesaneye ¢ok rahat
gecebilmekte ve daha sonra burada c¢ogalarak ureter ve bobreklere
ulasabilmektedir. Erkeklerde hem Uretra uzunlugunun daha fazla olmasi hem
de prostat salgilarinin anti-bakteriyel 6zellikleri nedeniyle asendan yolla

enfeksiyon gelisim riski dliglktir?*.

Vezikoureteral refli varliginda mikroorganizmalarin renal pelvis ve
parankime ulasma riski artar ve bu durum piyelonefrite yatkinlik yaratir?.
Kontrasepsiyon yontemlerinden kondom kullaniminin travmatik etkisi,
kadinlardaki diyafram ve spermisid jel kullaniminin da bakteriyel
kolonizasyonu artirmasi nedeniyle asendan enfeksiyonlara yol actig
gosterilmigtir. Ayrica post-menapozal donemde Ostrojen eksikligine bagh
vagina florasinin buylk ¢odunlugunu olusturan laktobasillerin yerini diger
mikroorganizmalara birakmasi asendan enfeksiyonlar icin risk olusturur.
Erkeklerde ise 0Ozellikle prezervatif sonda kullanimi en blylk asendan

enfeksiyon kaynagidir 2.



Hematojen Yol: Bu yolla USE gelisimi nadirdir. Ozellikle, Staphylococcus
aureus, Candida spp, Salmonella spp ve Mycobacterium tuberculosis primer
odaktan hematojen yolla Uriner sisteme ulasarak sekonder enfeksiyonlara

neden olurlar 24,

Lenfatik Yol: Hayvan deneylerinde Ureter ve bobrek arasinda anatomik
dizeyde lenfatik bir iliski oldugunun goésterilmistir. Enfeksiyonun lenfatikler
aracihgr ile driner traktusa yayilabilecegi dustUnulmuagtar. Ancak,
piyelonefritlerin patogenezinde bobrek lenfatiklerinin rolli kesin olarak ortaya

konamamigtirt:18,

Mikroorganizma hangi yolla gelirse gelsin Uriner sistemde infeksiyon
olusturup olusturmayacagi u¢ faktor tarafindan belirlenir. Bunlar; inokulum

miktari, bakteri virulansi ve konak¢li savunma mekanizmalaridir.
Uriner sistem infeksiyonlarinda konak savunma mekanizmalari:

e idrarn osmoloritesi, yuksek uresi, organik asit
konsantrasyonlari, dusuk pH'i,

e Miksiyonun mekanik temizleme etkisi,

e Erkeklerde prostat sekresyonunun antibakteriyel etkisi,

e Salgilanan mukopolisakkarit tabakanin ve Tamm-Horsfall
proteininin bakteri yapismasini engelleyici etkisi,

e Lokal antikor (IgA) salgilanmasi,

e Vajenin, peritretral bolgenin, deri ve distal Uretranin bakteriyel

florasidir?’.

2.1.4. Laboratuvar Tanisi

Uriner sistem enfeksiyonu tanisi klinik ve laboratuvar bulgularinin bir
bitln olarak ele alinmasiyla konur. Ates, Ustuime, titreme gibi genel infeksiyon
belirtileri, suprapubik hassasiyet, bobrek bdlgesinde agri ya da pollakdri,
dizri, sikisma hissi gibi sistit semptom ve bulgular olan hastalarda
laboratuvar testlerine bagvurulur. Genel olarak sedimentasyon ve C-reaktif

protein yukselmesi ve lokositoz akut piyelonefrit lehinedir. Ancak sistitte bu



degisiklikler gorilmez. Tanida en oOnemli laboratuvar yontemi idrarin

incelenmesidir 8.
idrar Orneginin Alinmasi ve Laboratuvara Génderilmesi

Laboratuvara orta akim idrari, suprapubik aspirat, kateterden alinmis
idrar, torba idrar1 (bebeklerde) ve sistoskopi, nefrostomi, Grostomi ile alinan

ornekler génderilebilir.

Orta Akim idrar Toplama: Sabah ilk idrar 6rnedi veya mesanede en az
4 saat beklemis idrar 6rnegdi tercih edilmelidir. idrar vermeyi cabuklastirmak
igin sivi alimi onerilmemelidir. Daha 6nceden sabunlu su ile islatilimis gazh
bez ile kadinlarda Uretral ve vaginal bdlge (6nden arkaya dogru); stinnetsiz
erkeklerde glans penis dikkatlice silinmelidir. Daha sonra su ile islatiimig
gazli bez ile durulanmalidir. Sinnetli erkeklerde herhangi bir iglem gerekmez.
Benzalkonium veya heksaklorofen kullaniimamalidir. idrarin ilk birkac
mililitrelik boluma disari atildiktan sonra orta akim idrar steril bir kaba

alinmalidir.

Kalici Kateterli Hastalardan idrar Alma: Ornek kateterin tiretraya yakin
noktasindan alinmalidir. Kalici kateter takildiktan sonra ilk 48-72 saat icinde
idrar orneg@i alinmasi onerilmektedir. Kalici kateterlerde 48-72 saatten sonra
kolonizasyon olusabileceginden yapilacak kulturde ureyecek
mikroorganizmanin etken olma olasiligi azalmaktadir. Kateterin Uretraya
yakin bolimua %70 alkol ile temizlenmelidir. Kateter Uretraya yakin yerinden,
idrar bosaldiktan sonra klemplenmeli ve idrarin tekrar dolmasi beklenmelidir.
Enjektor steril kosullarda ve wucu yukar bakacak gsekilde katetere
batirilmalidir. idrar aspire edilip steril kaba konulmalidir. Ornek asla idrar

torbasindan alinmamalidir?.



Sekil 1: Kalici kataterden idrar 6rnegi alinmasi?®

Suprapubik Aspirasyon ile idrar Alma: Bu ydntem orta akim ydéntemi ile
ornek alinamayan ¢ocuklarda, spinal kord hasari olan hastalarda, anaerobik
uriner sistem enfeksiyonu tanisinda ve tanida karara varilamayan sipheli
durumlarda uygulanmalidir. Bu ydntem ile idrarin dretral veya perineal
bdlgedeki bakteriler ile kontaminasyonu ve arastirilacak bakterilerin hava ile
temasi engellenir. Mesanenin dolu oldugu kontrol edilmelidir. Suprapubik
bolgeye antisepsi uygulanmalidir. Ponksiyon bolgesi orta hatta, gobek ile
symphysis pubis arasinda 1/3 alt kisimdir. Bu noktaya enjektor ile girilir.
Tercihen ultrason esliginde yapiimasi onerilir. Mesaneden idrar aspire edilir.

Alinan idrar 6rnegi steril kaba aktarilir ve hizla laboratuvara génderilir3°,



Bowel Urine in is

Sekil 2: Suprapubik aspirasyonla idrar 6rnegi alinmasi 3!

Sistoskopi ile idrar Alma: Bu yéntem USE yerinin belirlenmesinde kullanilir.

Ameliyathane veya 6zel alanlarda yapiimalidir! .

idrar 6rnegi alindiktan sonra idrar kabinin etiketine hastanin
demografik bilgileri, 6rnek alinma zamani ve ydntemi yazilmaldir. Ornekler
hemen laboratuvara gonderilmelidir. Eger idrar 2 saat igerisinde
ulagtirlamayacaksa, saklama ve tasima suresi dahil 24 saate kadar
buzdolabinda(+4 °C de) tutulabilir. Ornek dondurulmamalidir. Eger sogutma
mumkun degilse ve tasinma sirasinda gecikme olacaksa, ornekler
dondurulmus kurutulmusg borik asit-gliserol veya borik asit-sodyum format gibi

koruyucularin oldugu tiplerde nakledilmelidir. Bu sure iki gund gegmemelidir.

Red Kriterleri

e Ornek alindiktan sonra en fazla 2 saat iginde laboratuvara ulasmamis
idrar drnekleri (Buzdolabinda +4°C’de 24 saate kadar tutulabilir veya
borik asid gibi koruyucu madde iceren tuplere konulabilir),

e GUnNIUK (24 saat) biriktirilmis idrar érnekleri,

e Ayni yontemle alinmig ilk 6érnekten sonraki 48 saat iginde tekrar
gonderilen idrar drnekleri,

e Foley katater uclari,
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e Sondali hastanin torbasindan alinan idrar 6rnekleri,

e Steril olmayan kaplarda gelen idrar 6érnekleri,

e Sizdiran kaplarda gelen idrar 6rnekleri,

e Suprapubik mesane aspirasyonu ornekleri disinda yapilmis anaerobik

kultdr istemleri

reddedilir. Bu érnekler Uriner sistem enfeksiyonu tanisi icin uygun ornekler

degildir.

Yenidoganlar, infantlar, kiguk bebekler iseme idrari veremezler. Bu
yas gruplarinda sonda ile kateterizasyon idrar kualtirl igin tercih edilen
yontemdir. Fakat 6zellikle yenidoganlarda sonda ile 6rnek alinmasi mimkan
olmayabilir. Bu yas gruplarinda pediatrik torba ile 6érnek alinmasi tek yontem
olabilir. Torbalanmig érnekler kabul edilebilir olmasa da alinabilen tek 6rnek

ise isleme alinmalidir,
Laboratuvarda Yapilan islemler

Pyuri Saptanmasi: Santriflj edilmemis idrarda thoma laminda =10
I6kosit/ml veya lam lamel arasi incelemede 40x objektifte bir alanda =3
I6kosit bulunmasi pydriyi gosterir3?. Piylriyi saptamak amaciyla kullanilan
hizli bir tarama yontemi de |okosit esteraz testidir. Duyarhlik ve 6zgulligu
mikroskobiden daha dusuktur (%75- 96 ve %94- 98), bu yizden |okosit
esterazi negatif olan semptomatik hastalarda mutlaka idrar mikroskobisi

bakilmali veya idrar kiltliri alinmalidirss.

Gram Boyama: Santriflj edilmemis idrardan 10 uL alinip yapilan gram
boyasinda her immersiyon sahasinda bir veya daha fazla sayida I6kosit ve
bakteri olmasi, USE igin anlamlidir. Bu 10° CFU/ml’lik bakteriliriyi ve pyriyi

gosterir34,

Nitrit Testi: Enterobacteriaceae ailesine ait bakterilerin normalde
idrarda var olan nitratlari nitritlere donusturebilmesi esasina dayanir. Bunun

icin idrarin mesanede en az 4 saat beklemis olmasi gereklidir. Bu nedenle
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test icin en uygun 6rnek sabah alinan ilk idrardir. Yalanci negatiflik orani

yuksektir 1°.

Mikobakteriler icin inceleme: idrar 6érnekleri santrifiij ile konsantre

edildikten sonra dekontamine edilir, mikroskopisi ve kltir igin ekimi yapilir 3.

Parazitolojik inceleme: idrar santrifiij edildikten sonra lam lamel arasi
preparat hazirlanip 10x ve 40x objektiflerde incelenir (Trichomonas vaginalis

ve Schistosoma haematobium tanisi igin)36.

Viral etkenler icin inceleme: Hicre kultirinde virs izolasyonu ve

molekuler testler viral etkenlerin tanisinda kullanilan yontemlerdir.

Kiltlr islemleri: Idrar hafifge calkalandiktan sonra 6rnegin dip
kismindan kalibre 6ze ile alinarak koyun kanh agara (KKA) kantitatif
yontemle ekilir. MacConkey agar veya eozin-metilen-blue (EMB) agara
kantitatif veya azaltma yontemi ile ekim yapilir (Sekil 3 ve Sekil 4 ). invazif
islem ile alinan o6rnekler 0.01 ml kalibre 6zeler ile ekilmelidir. Diger ornekler

0.001 mi veya 0.01ml kalibre Ozelerle ekilebilir.

1

Sekil 3: Kantitatif idrar kilttr( ekimis”
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Sekil 4: Azaltma yontemiyle ekim38

Plaklar 16-24 saat (gerekirse 48 saat ) sureyle 35-37 °C’lik etuvde
inkube edilir ve degerlendirilir. Eger ureme olmus ise oncelikle koloni miktari
sayllmaldir. Eger 0,001 ml 6ze kullanildi ise, bir koloni 1.000 cfu/ml'ye
esdegerdir; 0,01 ml 6ze kullanildi ise, bir koloni 100 cfu/ml'ye esdederdir
Yeterli miktarlarda Greyen Uropatojenler(Tablo 1), laboratuvar prosedirlerine
gore tanimlanir ve antimikrobiyal duyarlilik testi (ADT) yapilir3. Pozitif bir
idrar kiltlirG sonucu igin; Greyen bakterilerin koloni sayisinin 105> CFU/ml'nin
altinda olmamasi gerekir. Aksi durum bulagi gésterir. Ote yandan suprapubik
aspirasyon ile alinan idrar orneklerinde her koloni anlamh kabul edilir'!.
Amerikan Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi semptomatik hastalarda sistit
tanisi igcin 103 CFU/ml, piyelonefrit tanisi igcin de 10* CFU/ml sinirini

onermektedir3®.
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Tablo 1: idrarda tireyen mikroorganizmalarin degerlendirilimesi.( * Konagin florasina
ait olup kdltdr plaginda ureyen tim mikroroganizmalardan 10 kat daha fazla Greme olmasi
durumunda)

Enterobacteriaceae Bacillus turleri

Pseudomonas aeruginosa Difteroidler (C. urealyticum haric)
Diger gram negatif basiller Lactobacillus

Staphylococcus aureus Viridans streptokoklar (A. urinae harig)

Enterococcus turleri

Beta-hemolitik streptokok

Staphylococcus saprophyticus - (kadin 12 - 60 yas arasi)
Diger koagiilaz negatif stafilokoklar*

Gardnerella vaginalis*

Aerococcus urinae*

Corynebacterium urealyticum

Mantarlar

2.1.5. Yogun Bakim Hastalarinda Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Yogun bakim Uniteleri hastane geneline gore invaziv girisimlerin daha
sik uygulandigi direngli mikroorganizmalarin daha ¢ok izole edildigi yerlerdir
ve bu nedenle buralarda hastane enfeksiyonlari daha siktir 2. Yogun bakim
Unitelerinde enfeksiyonlar ciddi morbidite, mortalite ve maliyet artisina neden
olur. Enfeksiyonlar ve sepsis, yogun bakim unitelerinde kardiyak digi 6lum
nedenidir ve yogun bakim harcamalarinin %40'in1 olusturmaktadir. Direngli
bir patojen ile enfeksiyon, hastanin yogun bakim unitesinde yatis suresinin
uzamasina neden olmaktadir®®, Hastane genelinde nozokomiyal enfeksiyon
oranlari % 5-10 iken yogun bakim Unitelerinde bu oran % 20- 25’lerin Uzerine
cikabilmektedir. Uriner sistem enfeksiyonlari nozokomial enfeksiyonlar
icerisinde sikhk agisindan birinci sirada yer alir. Nozokomial enfeksiyonlarin
%40- 60'indan sorumludur. Yogun bakim unitelerinde pnémonilerle beraber
en sik gorllen iki enfeksiyondan biridir. Hastalarin yaklasik %80’inde uretral
kateter kullanimi geri kalanlarda sistoskopi ve diger urolojik girisimler sorumlu

tutulmustur.

Yogun bakim hastalarinda Uriner sistem enfeksiyonuna yol agan risk
faktorleri;
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e Kateterizasyon suresi,

e Drenaj torbasinin kolonizasyonu,

e Antibiyotik kullanimi,

e Diabetes Mellitus (DM) ve altta yatan diger hastaliklar,

e Kadin cinsiyette olma,

e Cerrahi girisim veya idrar Olgimu digi nedenlerle kateter
konulmasi,

e Kreatinin yuksekligi,

e Kateter bakiminda aksama olarak siralanabilir 2.

Uriner kateter takilan hastalarin %20-40'inda yedinci giinden sonra
bakteritri ya da kandiduri gelismekte, sonraki her gun risk %5 artmaktadir.
Uzun sureli kateterizasyon sonrasi tum hastalarda bakteritri beklenmektedir.
Katetere bagli bakteriUrilerde bakterilerin 6nemli bir kismi hastanin kendi
kolon florasina ait bakterilerdir. Bunlar, hastanin hastaneye yattiktan sonra
hastane ortamindan kazandidi ve bagirsaklarinda kolonize olan bakteriler de
olabilir*t. Hastanede gelisen gram-negatif bakteriyeminin en sik nedeni triner
kateterizasyondur. Kisa sureli kateterizasyonda gelisen enfeksiyonlar siklikla
tek bir patojen tarafindan olugturulur. Uzun sireli olanlarda ise polimikrobiyal
etiyoloji siktir. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis ve
Pseudomonas aeruginosa kisa sureli kateterizasyonlarda; Escherichia coli,
Providencia stuartii, P. mirabilis, Morgenella morganii ise uzun sureli
kateterizasyonlarda rastlanan etkenlerdir 2. Bu etkenler disinda Enterokok

spp., Stafilakok spp. ve mantarlar da énemli diger etkenlerdir.

Amerika Birlesik Devletleri National Healthcare Safety Network
(NHSN) verilerine gore, 2009 ve 2010 yillari arasinda akut bakim hastaneleri
ve uzun sireli akut bakim Unitelerinde yaklasik 20000 kateter iligkili USE
tespit edilmis ve en yaygin patojenler su sekilde bildirilmigtir*:

e E.coli— % 27
e Enterococcus spp - %15

e Candida spp - %13
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e P.aeruginosa - %11
e Klebsiella spp - %11

Kateter iligkili Uriner infeksiyon siklikla asemptomatiktir. Uriner
kateterin varliginda saptanan asemptomatik bakterilride immunyanit
baskilanmasi, Uriner sisteme cerrahi girisim uygulanmasi durumlar disinda
antibiyotik tedavisi uygulanmamahdir®?, Kandiduri de kateteri bulunan
hastalarda, 0Ozellikle de antimikrobiyal tedavi alanlarda veya diyabetik
hastalarda sik gorulen bir bulgudur. Bununla birlikte, ¢ogu hasta
asemptomatik oldugu icin kandiduri genellikle kolonizasyon olarak kabul edilir

ve kandidemiye ilerleme nadirdir43.

2.2. Escherichia coli

E. coli, 1885 yilinda Thedor Escherich tarafindan ishalli st
cocuklarinin diskisindan izole edilmis ve 1919'da Castellani ve Chalmer
tarafindan Escherichia cins ismi 6nerilene kadar Bacterium coli commune
ismi ile taninmistir**, E.coli; Eubacteria alemi, Proteobacteria subesi, Gamma
Proteobacteria sinifi, Enterobacteriales takimi ve Enterobacteriaceae
ailesinde yer alir. Escherichia cinsinde, en sik rastlanan ve klinik olarak da en
onemli olan E. coli ‘dir. Bununla birlikte E. adecarboxylata, E. hermanni, E.
vulneris, E. fergussoni tirleri de yer alir®>. Dogumu takiben kisa bir siire
icerisinde gastrointestinal sisteme yerlesen E. coli kdkenlerinin buyuk bir
kismi ince bagirsagin distal bolgesinde bulunur. E. coli ayni zamanda kalin

barsak florasi iginde de en yaygin olarak bulunan fakultatif anaerop bakteridir
45

2.2.1. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli, 2-6 um boyunda, 1-1,5 um c¢apinda, Gram negatif, sporsuz,
comak seklinde, fakiltatif anaerob bir bakteridir®®. Bazi kdiltiirlerde koka
benzeyen klguk ve kisa zincirler olustururken bazi kultirlerde de normalden
uzun ve hatta Y harfi seklinde dallanan flamanl sekiller de bulunabilirt’.
Peritiris kirpikleri ile hareketlidirler. Hareketsiz suslari da vardir*>. Seyrek

olarak kapsul olusturmakla beraber, pek ¢ok izolat polisakkarit yapida M
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antijeni iceren bir mikrokapstl veya yine ayni yapida K antijeni igeren slime

tabaka icerebilir 1°.

Kati besiyerinde 18-24 saatte dizgin kenarl, 2-3 mm c¢apinda,
konveks, cogunlukla metalik yesil rofle veren S tipi koloniler olusturan E. coli,
sivi besiyerinde yogun Ureyerek bulaniklik yapar. Kati besiyerinde
tekrarlayan pasajlarinda graniler R tipi koloniler olusturabilir®®. E. coli
faklltatif anaerop bir bakteri olup peptonlu su, buyyon ve jel6z gibi genel
besiyerlerinde rahatlkla Grer. Optimal Greme 1sis1 37°C ve optimal pH 7-7,2
olmakla beraber 18- 45°C ve pH 5-8 araliklarinda da dreyebilir. Optimal
sartlarin var oldugu durumlarda 20 dakikada ikiye bollnebilir. Eozin-Metilen
Blue (EMB) agar ve McConkey agar gibi secici besiyerlerinde bariz bir
sekilde uUrer. EMB besiyerinde laktozu fermente ettiklerinden metalik refle
veren koloniler olusturlar. SalmonellaShigella (SS) agar ve McConkey agarda
laktoz fermentasyonu sonucu kirmizi renkte ve etraflarinda zon olusan
(safrayl prespite ettiginden dolayi) koloniler yaparlar(Sekil 5). Cysteine
Lactose Electrolyte Deficient (CLED) agar ve Xylose Lysine Deoxycholate

(XLD) agar besiyerlerinde sari koloniler meydana getirirler. Bazi E. coli

izolatlar kanl agarda hemoliz yapabilir 4°.

Sekil 5: MacConkey agarda E.coli*®
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E.coli’'ler laktoz, glukoz, maltoz, mannitol, ksiloz, ramnoz, arabinoz
sorbitol, trehaloz ve gliserolu asit ve gaz yaparak parcalar. Sukroz, salisin
dulsitol ve rafinoz tzerine etkileri degigkendir. Adonitol, inozitol ve sellobiozu
nadiren fermente ederler ve nisastadan asla gaz olusturmazlar. Laktoza olan
pozitif etkileri 6zellikle Salmonella ve Shigella gibi bu sekere etki etmeyen
diger bagirsak bakterilerinden ayirt edilmelerini saglar. Bu yuzden pratikte
E.col’nin diskida birlikte bulundugu laktoza etki etmeyen bakterilerden ayirt
edilmesinde iginde laktoz ve bir ayirag bulunan gesitli besiyerleri kullanilir4’.
Katalaz, metil kirmizisi, lizin dekarboksilaz reaksiyonlari olumlu iken, oksidaz,
fenilalanin deaminaz, lipaz, 25°C’de DNaz aktiviteleri olumsuzdur.
Cogdunlukla indol pozitif, GUreaz negatiftirler. Genellikle bazi suslari diginda
H2S yapmasalar da, sisteinli besiyerlerinde az miktarlarda H2S yaptiklari
tespit edilmistir. Hemen hemen timinde potasyum siyanid testi (KCN) testi
negatiftir. Tek karbon kaynagi olarak sitrati kullanmazlar ve jelatini hidrolize

etmezler 3.

E. coli'nin hareketsiz, laktozu fermente etmeyen, glukozdan gaz
olusturmayan suslari inaktif suglar olarak kabul edilir ve bu suslar birgok

ozellikleri ile Shigella cinsine daha yakin bulunurlar®®.

Ozellikle bagirsak bakterilerini IMVIiC (indol, metil kirmizisi, Voges
Proskauer, sitrat) testleriyle ayirt etmek mamkundur. E.coli icin IMVIC testleri
(+ + = =) dir. E.col’ler triptofandan indol yaparlar, Metil kirmizisi testi pozitif,
Voges Proskauer testi negatiftir ve Simon’un sitrath besiyerinde genellikle

ureyemezlerd! .
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Sekil 6 : E. coli IMVIC testleri 52

Tablo 2 : E. coli ve diger enterik basillerin IMViC testleri®?

|
Escherichia coli +
Edwardsiella tarda +
Proteus vulgaris +
Klebsiella pneumoniae —
Klebsiella oxytoca o

Enterobacter spp. -

Serratia marcescens -
Citrobacter freundii -

Citrobacter koseri

2.2.2. Antijenik Yapisi

Karmasik bir antijenik yapiya sahip olan E. col’de O, H, K ve fimbria
antijenleri bulunur. 1944 yilinda Kauffman tarafindan antijenik 6zelliklerine
gore siniflandinimistir. Bu siniflandirmaya goére hicre duvarinda bulunan

lipopolisakkaritlerdeki  O-spesifik  polisakkarit zincirine gore serolojik
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guruplara, H ve K antijenlerine gore serolojik tiplere(serovarlara) ayrilirlar.
Simdiye kadar 170’i askin O antijeni, 50’yi askin H antijeni ve 100’den fazla K

antijeni tanimlanmigtir. Toplamda ise 1000’in tzerinde antijenik tipi mevcuttur
54

O antijeni: Somatik bir antijen olup 1si ve alkole dayanikli, formole kargi
hassastir. Shigella, Salmonella, Yersinia, Citrobacter ve Providencia cinsi
bakterilerin O antijenleri ile E. coli antijenleri arasinda ¢apraz reaksiyonlar
meydana gelebilir. E. coli’'nin yol actigi Uriner sistem infeksiyonlarinin UGgte
ikisine bilinmekte olan butin E. coli serotiplerinin sadece %8-10’luk kismi
sebep olur. Simdiye kadar 171 E.coli O antijeni bulunmus olsa da bunlardan
en cok rastlanilani 25 kadardir. Uriner sistem enfeksiyonlarina en sik yol
acan serotip 1, 2, 4, 6,7, 8,9, 11, 18a, 18b, 22, 25, 50 ve 75"tir °°.

H antijeni: Kirpik antijeni olup protein yapisindadir. Hareketli suslarda
bulunur. Formole dayanikli olmasina ragmen 100°C’ye kadar isitiimaya,
proteolitik enzimlere ve alkole kargl hassastir. Simdiye kadar 56 adet ayr H
antijeni  bulunmasina ragmen idantifikasyonda ancak 20 kadar
kullanilmaktadir. Ne birbirleriyle ne de bagka bakterilerin H antijenleri ile

capraz reaksiyon olusturmazlar 6.

K antijeni: Polisakkarit yapida olan K antijeni kapsil antijenidir®®. K
antijenleri i1siya dayanikhidirlar. 100 ve bazen 120 derecede bir iki saat
kaynatmakla ortadan kaldirilabilirler. Kapsul antijenlerini bulunduran E.coli
bakterileri O antiserumlarn ile aglitine olmazlar. K antijenleri aglitinasyon
Ozellikleri ve yapilarinin farkliigina gére K1, K2, ...seklinde adlandiriimis olup
yaklasik 80 cesidi saptanmistir®”. Bu gurubun antijenleri L, A, B harfleri ile
gosterilir. K 1, 2, 3, 5, 12 ve 13 antijenlerini iceren suslar blyuk oranda
piyelonefrit etkenidir. K1 en sik saptanan antijen olup, E. coli ’ lerin %80’inde
bulunmaktadir. Bakteri hicre yuzeyinde hidrofilik ve negatif yuklu 6zellik
olusturarak opsonizasyon ve fagositoza engel olur. Ayrica alternatif
kompleman yolunu inhibe ederek kompleman sisteminin bakterisidal etkisini

ortadan kaldirir 58,
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K antijenleri L, A, B antijenlerinden olusan bir gruptur. L antijenine
sahip E.coli suslari genellikle hemolitiktir ve kolonileri daha opaktir. Bu antijen
findik fareleri igin toksik, tavsanlar igin nekrotik etki gosterir. Yaklagik olarak
27 tane L antijeni tanimlanmigtir. A antijenine sahip olan suslarin kolonileri
opak, mukoid ve M koloni Ozelligindedir. Yaklasik olarak 26 tane A antijeni
tanimlanmistir. 100°C’ye 1 saat dayanabilen B antijeni patojeniteden sorumlu
baslica kapsil antijenidir*®. B antijeni L antijenlerine benzer olup sadece
gastroenterit yapan suslarda bulunur. Bu antijenin ¢ocuklardaki epidemik

diyarelerde etken olan E.coli suslarinda bulunduklari gosterilmistir>”:>9,

Fimbria Antijeni: Bakterilerde O aglitinasyonunu engelleyebilen
37°C’de olusturulan, eritrosit ve cesitli hlcrelere bakterinin aderensini

saglayan protein yapida antijenlerdir®. F1, F2, F3...seklinde adlandirilirlar.

Capsule (K)
Flagella (H)
LPS (O)

Cell
membrane

__1-,0/ =

it

Production of toxins = g ® =9
® 9

J

Sekil 7: Escherichia coli antijenik yapisi

2.2.3. Virulans Faktdrleri ve Patogenezi

Virulans, mikroorganizmanin hastalik olusturma yetenegidir. Konaga
giris ve birincil savunma mekanizmalarindan kagis, konak hucrelerine
adezyon, c¢ogalma ve vyayllma, konak huicrelere toksinlerle ya da
enflamatuvar cevapla zarar verme, ikincil savunma mekanizmalarindan kagis
patogenezin basamaklarini olusturur. Yapisal ve iglevsel bir bozukluk

olmayan ve bagigsiklik sisteminde bir sorun bulunmayan konakta, bakteri
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miktari ve virulans faktorleri infeksiyon gelisebilmesi icin dnem kazanir®l.
Normal kolon florasinda bulunan E. coli patojen bir bakteri dedildir. Patojen
ve patojen olmayan suslar arasindaki esas farkhlik virulans faktorleridir.
Patojen E. coli suslari, bazi spesifik virulans 6zelliklerine sahiptir2. E.coli'nin
cesitli konaklarda degisik dokulari infekte edebilmek igin hlcre yapisi ile ilgili
veya hucre digina salgilanan toksinler, enzimler gibi ¢ok sayida degisik
virulans faktorleri vardir®3-66,  Uriner sistemde bakterinin enfeksiyon
olusturabilmesi i¢cin  ©6ncelikle Uroepitelyal hicrelere  6zgul olarak

baglanabilmesi gerekmektedir?.

Fimbrial adezinler: E. coli’lerde adezyondan sorumlu en onemli
bakteri ylzey adezinleri fimbriyalardir*’. Fimbria jejunum, ileum ve Uriner
sistem epiteline tutunmayi, invazyonu ve biyofilm olusumunu saglar®’-8,
Fimbrial yapilar infeksiyon olusturmada diger virulans faktérlerinden daha
onemlidir®®. Her bir E. coli, ucunda adezin bulunan 100-200 fimbria
tasiyabilir. Elektron mikroskopisi ve eritrosit aglutinasyonu yontemleri
kullanilarak farkh morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklere sahip bir¢ok fimbria tipi
tanimlanmistir.  Uzerinde en ¢ok calisilan Uropatojen olan E.coli'nin
fimbria'lari adezin proteinlerinin reseptor Ozgulluklerine gore
siniflandiriimaktadir®?, Konak hicrelerine tutunmaya yarayan ayni zamanda
pili de denilen fimbrialar antijenik ve fonksiyonel 6zellik gdsterirler. Mannoza

kars! olan duyarliigina gore Tip 1 ve Tip 2 diye ikiye ayrilir 4554,

Tip 1 fimbria: Tip 1 fimbria E.coli suglarinin kolon mukozasina, agiz
bosluguna ve vajina mukozasina tutunmasina yardimci olur. Birgok E.coli
susunda tip 1 fimbria ya da tip 1 fimbriayl eksprese etme kapasitesi vardir
61,7071 " UPEC’lerin %90’dan fazlasinda bulunan tip 1 fimbriaya mannoz-
sensitive fimbria da denilmektedir’>="4, D-mannoz iceren glikoproteinlerin
oligosakkarid kisimlarinin bu fimbria i¢in reseptér oldugu distiniiimektedir’.
Tip1 fimbrialarin reseptorleri ¢esitli canhlarin eritrositlerinin  ylzeyinde
bulunan mannoz iceren glikoproteinlere baglanma egilimi gosterirler. Tipl
fimbria E.coli'nin insan ureteral mukoza epitelyum hicrelerine, idrarda

normalde bulunan Tamm-Horsefall proteini ve Gromukoide tutunmasini da
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saglamaktadir. Katetere bakteriyel adezyonda da tip 1 fimbria adezyonunun
esas roli oynadigi disinilmektedirét7476.77 Bu baglanma alfa-metil D
mannozid veya D-mannoz soliisyonu ile bozulur*”62. Uriner sistemde yaygin
oldugu gibi diger birgok doku sisteminde de D-mannoz reseptorleri
bulunmaktadir. Bu nedenle tip 1 fimbria yapan E.coli suslari Gromukoide

kuvvetle adere olmaktadirlar®?.

Tip 2 fimbrialar: E.coli suslarinin adheranslarinin mannoz tarafindan
onlenmeyen fimbrialar da icerdikleri gdsterilmis ve bunlara mannoz rezistans
fimbrialar (MRHA) denilmistir®2. Tip 1’den daha karmasik olup degisik yapida
kolonizasyon faktorleri ve adezinleri barindirir®2. Bunlar S fimbria, P fimbria,
X faktor (Dr hemaglutinin) ve cesitli kolonizasyon faktorleridir ve bu yapilar

diger virulans faktorleri ile yakin iligki icindedirler?®.

P fimbria, MRHA yapan fimbrialardan en 6nemlisidir®. ilk olarak
insanlarin alt Uriner sistem infeksiyonu etkeni olan E.coli'lerden izole
edilmistir’>. P kan grubu antijenlerine baglanabildiginden bu adi
almistiré2.66.80 UPEC suslarinda bulunup Uriner enfeksiyonlarda roli vardir’?,
Ozellikle E.coli’den kaynaklanan pyelonefritde P fimbrianin 6nemli rol

oldugu gorilmektedir3-66.:81,

S fimbria, beyin ventrikillerine, koroid pleksusa ve damar epitelinde
bulunan reseptorlere tutunmayl saglayan, bakteriyemi yapan E.coli

suslarinda bulunan fimbriadiré®-82,

X faktér, P kan grubu antijenleri ve mannoz i¢eren bolgeler disindaki
alanlara tutunan ve E.coli’'nin Uropatojenitesinde 6nemli olan heterolog
adezinlerdir®2. Dr kan grubu antijenlerine tutunmay sagladiklari igin artik Dr

hemaglutinin olarak adlandiriimaktadirlar®?.

HemaglUtinasyon: Fimbriya bulunan E.coli suslar, fimbriya benzeri
yuzey reseptorleri bulunduran eritrositler ile hemaglitinasyon olustururlar.
Hemaglutinasyonun mannoz varliginda devam edip etmemesine gore
adezinlerin olusturdugu iki tip hemaglutinasyon vardir. Mannoza duyarli
hemaglitinasyon (MSHA), Tipl fimbria varliginda olugsmaktadir. Tipl
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fimbrialar mannoz igceren reseptorlerle reaksiyona girdigi icin eritrosit
suspansiyonuna mannoz eklendiginde hemaglitinasyon inhibe olur ($ekil 8).
MRHA da ise Tip2 fimbrialar 6zellikle de P fimbria etkendir. Bu fimbriyalar ise
mannoz icermeyen reseptorlerle etkilesir ve ortamda mannoz varliginda

hemaglitinasyon devam eder®7:68:83,

Mannose

900
J0¢
|

| Rec |

Sekil 8: Mannoz duyarli hemaglitinasyon (Tipl fimbria)84

Afimbrial adezinler (afa): ilk defa 1984 yiinda afa gen demeti
piyelonefritojenik E.coli suslarinin genomik DNA’si Uzerinde lokalize afaA,
afaB, afaC, afaD, afakE isimli genlerden afaB, afaC ve afaE nin kodladigi
adezinler olup mannoz rezistans hemaglitinasyon yapma ve uroepitelyal
hicrelere yapisma 06zelligi godstermektedir. Ayrica enteropatojenik E.coli
(EPEC) suslarinda ve UPEC suslarinda AIDA-I, CS6, M, NFA, CS31A gibi
bagka afimbrial adezinler de vardir®?.

Biyofilm Tabakasi: Biyofiim; etrafi kendi olusturdugu polimerik bir

matriksle gevrili olarak canli ya da cansiz bir ylzeye tutunan bakteri toplulugu
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olarak tanimlanmaktadir®>. Adherens, antibiyotik direnci ve fagositoza karsi
direngte dnemli rolii vardir ve son yillarda tibbi 6nemini daha da arttirmistir®®.
Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan ekstraselller matrix biyofilm
hdcrelerinin  tutunmasini saglar. Yuzeye sikica tutunan bakteri burada
¢ogalarak dnce mikrokolonileri, mikrokoloniler de buyuyerek ve genisleyerek
biyofilm tabakasini olusturur®”(Sekil 9). Ozellikle invaziv aletlerin yiizeyine
tutunarak biyofilm tabakasi olusturan direngli patojen mikroorganizmalar,
konak savunma mekanizmalarina karsi da direng geligtirerek, infeksiyon

olustururlar &,

- e e
- -
- - -

- o -~ -
- -~
Planktonic {' L Chemoattractant T ~< _ 5 Dispersion
Bacteria i A ~
Water \.
= 2 Channel X
./\/ Signal
Molecules
o
Extracellular 15)

Polymeric Matrix <' )

1. Adsorption 2. Irreversible Attachment 3. Growth and Division 4, Mature Macrocolony

@ Planktonic Phase () Growth and Biofilm Production (@) Sessile Resistant Core (@) Persister Cells

Sekil 9: Biofilm olusumus®®

Uriner kataterlerin hem i¢, hem de dis yiizeylerinde biyofilm olusabilir
(Sekil 10). Kateter ne kadar uzun stre kalirsa biyofilm olusumu da o derece
kaginilmazdir. Kateterin ilk 7 gliniinde biyofilm olusma olasihgi %10-50 iken,

ileriki glinlerde bu oran artmaktadir °°.
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Catheter

Urethra

‘ ; Catheter

Biofilm

Sekil 10: Katater duvari ve Uretral duvarda biyofilm olusumu °*

Biyofilm olusturan mikroorganizmalar antibiyotiklere planktonik
formlarindan daha direnglidirler. Planktonik formlara gore saptanan
antibiyotik duyarhliklar ile biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisinin zorlastigi

bilinmektedir 2.

Hemolizinler: Kromozomal genlerin GrlUnleri olan veya plazmidler
tarafindan kodlanan hemolizinler, eritrosit, noétrofil ve monosit gibi birgok
hiicreye toksik etkili proteinlerdir®'62, E. coli birgok farkl tip hemolizin
uretebilmektedir. Bunlarin bashcalari a-hemolizin (hucre digi), B-hemolizin
(htcre bagli), y-hemolizin ve enterohemolizindir. E. coli suslarinda a-
hemolizin Uretiminin Uriner sistem enfeksiyonlariyla iligkili oldugu birgok
epidemiyolojik ¢aligsmayla gosterilmigtir. Bu protein yiksek sitotoksik aktivite

sahibi olmasinin yanisira fagositozu da etkileyebilmektedir °3.

Ekzotoksinler: Enterotoksijenik E. coli suslari, yapimi plazmidle
kodlanan sicakliga duyarli (LT1 ve LT2) ve sicakhga direngli (Sta ve STb)
toksinler salgilar®®. ince barsagin ic kisminda uygun reseptorlere baglanan
LT adenil siklazi, ST’de guanozil siklazi aktive ederek barsaklardan klora
bagli sodyum emilimini engellerken klor salinimini da uyarir. Glikoza bagh

sodyum emilimi ise normal kalir. Barsak duvarlarinda bir degisiklik olmadan
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bol sulu, kan ve mukus icermeyen ishale neden olur. Enterotoksijenik E. coli
suglarinin  olusturdugu ishaller daha c¢ok gelismekte olan Uulkelerde

cocuklarda ve turist ishali olarak yetiskinlerde ortaya ¢ikar.

E. coli suglari, Shigella'nin salgiladigi Shigatoksin benzeri olan ve
Shigalike toksin de denilen verotoksinler (Stx-1, Stx-2) salgilar3®4°, Bu
toksinler kalin barsak hlcrelerine baglanarak mikrovilluslari harap ederek bol
miktarda kanli diyare (hemorajik kolit) ve akut bobrek yetmezligine (hemolitik
uremik sendrom) neden olur. Verotoksin olusturan en dnemli E. coli serotipi
O157:H7dir®,

Kolisin: Birgcok Gram negatif bakteri, baska bakteriler Uzerinde
bakterisidal aktivite gosteren ancak salgilandigi mikroorganizmaya zarar
vermeyen bakteriosinler salgilar. Uretilmeleri plazmid kontrolindedir. E.

coli’'nin salgiladigi bakteriosin kolisindir 4.

Serum direnci: Bircok Gram negatif bakteri, taze insan serumuyla
canhhigini yitirir. Bakteriler komplemanin oldurtcu etkisinden, kompleman
aktivasyonunu bloke ederek ya da hedef bolgelere baglanmasini
engelleyerek kacar. Serum direnci susun lipopolisakkarit yan zincirindeki
karbonhidrat uzunluguyla ilgilidir. Ozellikle K1 antijenine sahip E. coli

suslarinda serum direnci artar®-°.

Kapsul: K antijeni kapsul antijeni olup, polisakkarid yapisindadir ve
sicakhga duyarlidir. K1, 2 3, 5, 12 ve 13 antijenleri iceren E. coli suslar
yiuksek oranda piyelonefrit etkenidir. UPEC suslarinda en sik rastlanan K1
antijeni olup, bu antijen hem fagositoza karsi direnci gelistirirken hem de
alternatif kompleman yolunu inhibe ederek, kompleman sisteminin
bakterisidal etkisini yok eder®*57:98, Menenijitli yenidoganlardan izole edilen E.

coli suglarinin gcogu K1 kapsli tasimaktadir.

Sideroforlar: Sideroforlar, demir baglamaya yuksek egilim gosteren
bilesiklerdir. Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen demir selatérleridir ve
Yunanca “demir tasiyan” anlamina gelir. Enterik bakteriler aerobaktin ve

enterobaktin denilen iki tip siderofor icerirf2. Aerobaktin ve enterobaktin,
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UPEC’lerde demir baglayan proteinlerdir. Aerobik metabolizmanin devamini
saglayarak, ¢odalmaya yardimci olur. Aerobaktin dizeyi akut piyelonefrit
yapan kokenlerde, asemptomatik bakteritiri yapan kdkenlerden daha fazla
bulunmustur®®. Bakteriyel sideroforlar konagin demir baglayan proteinleri ile
yarismaya girerler. Demir, konagin demir baglayan proteinleri yerine
bakteriyel sideroforlar tarafindan baglandiginda, bakteri tarafindan kullanilir.

Idrar yolu infeksiyonlarina neden olan birgok E.coli sugu siderofor igerirt,

Hareketlilik: E. coli’nin de iginde bulundugu bazi mikroorganizmalarda
hareketi sagliyan flagellum adi verilen organel bulunur. Ortalari bos olan
flagellumlarin, degisik rotasyon hareketleri ile E.coli sivi ortamda aktif hareket
eder!®, Hareketlilik, bakterinin idrar akimina karsi koymasini kolaylastirarak,

uriner sisteme daha kolay yerlesmesini saglar®®.

2.2.4. Epidemiyolojisi ve Yaptigi Enfeksiyonlar

E. coli, kalin barsak florasi iginde yer alan en yaygin fakultatif anaerob
turdur. Barsak florasinin normal flora elemani olarak barsaklarin patojen
mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyonunu o6nlemeye calisir®®. E.coli
bagdirsak flora bakterisi olmasi nedeniyle fekal-oral yoldan kolaylikla
bulagabilir. Hastanelerde alet sterilizasyonunun tam olarak yapiimadigi
durumlar, el ve ortam temizliginin yetersiz oldugu durumlar bakterinin
bulagsma oranini artirmaktadir*’. Cogunlukla sigir, tavuk ve koyun gibi evcil
hayvanlar, marti gibi yabani kanatlilar patojen suslarin insanlara
bulastirimasinda 6nemli rol oynamaktadirlar®?1°3, Bununla birlikte, E.coli
gerek  gastrointestinal  sistem, gerekse  ekstraintestinal  sistem

infeksiyonlarinda etken olabilir.
Barsaklarda Olusturdugu Enfeksiyonlar

Barsak hastaliginin en sik bulagsma yolu kontamine besinler ve sularla
olmak (zere, fekal-oral yoldurl®. ilk basamak organizmanin bakteri
yuzeyinden disari c¢ikan pili aracihgl ile jejenum ve ileum hucrelerine
yapismasidir. Bakteri tutundugunda ishal yapmak Uzere jejenum ve ileum

hiicrelerini etkileyen enterotoksinler Gretir. Toksinler belirgin sekilde hicreye
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Ozguldur. Kalin barsak hucreleri olasilikla toksine ait reseptorler
tasimadiklarindan duyarli degildir. Patojenite mekanizmalarindaki farkliliklara

gore bes tip barsak infeksiyonu tanimlanmistir®.

Enterotoksijenik E. coli (ETEC): ETEC suslar siklikla turist diyarelerinin
etkenidir. Gelismekte olan ulkelerde daha sik gorulur. Bulagma insan
cikartilariyla kontamine besinler ve sularla veya birey-birey temasiyla olur.
ETEC hacreleri fimbriyalar araciligiyla barsak mukozasina tutunarak ince
barsagi kolonize eder. ETEC, sicakliga duyarli (LT1 ve LT2) ve sicakliga
direncli (Sta ve STb) toksinler salgilar. LT2, insandaki hastalik tablosuyla ilgili
degilken LT1, hem fonksiyon olarak hem de yapisal olarak kolera toksinine
benzer ve hastalik olugsumu ile ilgilidir. LT1, bir A alt Unitesi ve birbirinin ayni
olan bes B alt Unitesinden olusur. B alt Uniteleri kolera toksini ile ayni
reseptore tutunur. A alt Unitesi, adenozin difosfat ribozil transferaz aktivitesi
gOsterir ve adenilat siklazi regule eden membran proteini ile bu sekilde iligki
kurar. Bu iligki sonucunda ortamda cAMP duzeyi artar. Boylece barsak
mukoza hucrelerince klorid iyonlarinin ve suyun artmig miktarlarda
salgilanmasina neden olurken, sodyum reabsorbsiyonunu inhibe eder.
Barsaklarda sivi artisi olur, bunun sonucunda birka¢ gin siren sulu diyare

olusurs®,

insandaki hastalik tablosuyla iliskili olan sicakliga direncli toksin ise
STa'dir. Transmembran guanilat siklaz reseptériine baglanarak cGMP
dizeyinin artmasina neden olarak barsaklarda sivi artigsina ve sulu diyareye
neden olur. ETEC’nin neden oldugu ishal 1-2 gunlik inkiibasyonu takiben
gelisir. Sulu ishal ve karin kramplari gériiliir. intestinal mukozada histolojik bir

degisiklik ya da enflamasyon g6zlenmez®.

Enterohemorajik E. coli (EHEC): Gelismis Ulkelerdeki infeksiyonlarda
en sik Kkarsilagilan suslardir. Stx1, Stx-2 veya her ikisinin birden
salgilanmasiyla olusan bir hastalik tablosuna neden olurlar®. Mukozal
invazyon veya inflamasyon olmadan agir, kanl diyareye (hemorajik kolit)
neden olur. O157:H7 serotipi, verotoksin Ureten E.coli serotipleri arasinda en

sik rastlanilanidir. EHEC igin esas kaynak sigirlardir. Bu nedenle, infeksiyon,
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etlerin iyi pisiriimesi ve sutlerin pastorize edilmesiyle 6nlenebilirt®4,
Hastalarda, 3-4 gunlik bir inkiibasyonu takiben kanlh olmayan ancak karin
kramplarina neden olan ishal gozlenir. Hastalarda siklikla kusma da

gorulebilir®.

Enteroinvazif E. coli (EIEC): Enterotoksin saliniminda bulunmayan bu
tip, siklikla c¢ocuklarda barsak mukozasinda Uulserlere ve purulan sivi
saliniminin artisina yol agarak ishallere yol agar. Nadiren goérulen bir E.coli
infeksiyonudur. Suslarin fenotipik ve patolojik 6zellikleri Shigella’ya benzerlik
gosterir. Kolon epiteline yerlesip zarar vererek sulu ishale neden olurlar. Ates

ve kanli digkilamayla seyreden dizanteri benzeri bir tablo olusur®®.

Enteropatojenik E. coli (EPEC): EPEC, ozellikle hijyen kosullarinin
kotl oldugu yerlerde sut gcocugu diyarelerinin dnemli etkenlerden biridir. Yeni
doganlarda bulasma dodum sirasinda veya uterusta gergeklesir. EPEC
hiicreleri ince barsak mukoza hiicrelerini enfekte eder ve mikrovilluslarda
yapisak bozukluklara ve karakteristik lezyonlarin olusumuna neden olur. Sulu

diyare gelisir, nadiren kroniklesir®*.

Enteroaggregatif E. coli (EaggEC): Gelismekte olan Ulkelerde gezgin
diyaresi ve kicuk cocuklarda persistan diyare (14 gunden fazla siren)

etkenidir3®.
Barsak Disinda Olusturdugu Enfeksiyonlar

Barsak disi hastaliklarin kaynagi siklikla hastanin kendi florasidir.
Hastanin kendi florasinin Uyesi olarak barsaklarda bulunan ve hastalik
nedeni olmayan E. coli, mesane veya kan dolasimi gibi, barsaklardan baska

vicut dokularina ulasti§inda hastalik nedeni olur'®4,

Uriner sistem enfeksiyonlarina, 50 yasin lizerindeki kisilerde olusan ve
hastane kaynakl olan pnomonilere, yeni dogan menenijitine, yasllarda
meydana gelen yuksek mortaliteli menenjite, travma ya da apandisit sonrasi
olusan peritonite yol acgabilirler. Bunlarin yanisira, sepsis, septik artrit,

endoftalmit, karaciger absesi, sinuzit, osteomiyelit, prostatla ilgili
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enfeksiyonlar gibi pek ¢ok hastaligin etkeni olarak da karsimiza c¢ikabilirler

45,49,105

2.2.5. E.coli’de Direng¢

E.coli, dis kosullara oldukga direngli bir bakteridir. 60°C 1sida 30
dakika, 55°C'de 60 dakika, oda isisinda uzun sure canli kalabilir. Soguga
karg! direnclidir ve dezenfaktanlara karsi duyarlidir. E.coli; benzilpenisilinlere,
glikopeptidler, fusidik asit, makrolidler, linkozamidler, streptograminler,
rifampisin, daptomisin ve linezolide karsi dogal direnglidir. Bakterilerde direng
gegisi kromozomal ya da plazmid araciligi ile olabilir. Kromozomal direngte
ya ilacin hedefinde ya da ilacin yakalamasini denetleyen membran tagsima
sistemini kodlayan gende mutasyon vardir. Diren¢ plazmidleri (R faktorleri)
kromozom digi, ¢cembersel, cift ipliki DNA molekdlleri olup antibiyotikleri
yikabilen ve membran tasima sistemlerini degistirebilen gesitli enzimlere ait
genleri tasirlar. Bakteriden bakteriye gecebilen bulasici direng plazmidlerini
kazanmasi ile amoksisilin, tetrasiklin, aminoglikozid, florokinolon ve

trimetoprim-sulfametoksazol direncli hale gelirlers5:%6,

2.3. FimH

Uriner sistem enfeksiyonlarinin %80'inden fazlasi, tipl fimbria olarak
bilinen filamentli yapiskan organeller ile donatiimig E.coli suslarindan
kaynaklanir. E.coli, insanlarin ve diger hayvanlarin kalin bagirsaginda,
normal mikrobiyotanin bir parcasi olarak bulunur. Tipl fimbria hem normal
ekoloji hem de patojenite acisindan dnemli kabul edilir. Kolonda E.coli'nin
korunmasi i¢in tipl fimbria ekspresyonu gerekli olmayabilir. Fakat E.coli'nin
konaklar arasinda normal fekal/oral iletiminde orofaringeal bdlgenin gegici
kolonizasyonu i¢in dnemli bir avantaj saglar. Komensal ekolojide bu 6énemli
role ek olarak, tip1 fimbrialar idrar yolu enfeksiyonlarinin patogenezi igin de
onemlidir. Tipl fimbria, ucunda FimH adhesininin olmasiyla UPEC'in en
onemli virilans faktorudur. Tim E.coli izolatlarinin %95'inden fazlasinda tipl
fimbria bulunur. Bakteri ylzeyinin her tarafina dagitilan tipl fimbria,
‘chaperone-usher yolu ile sentezlenir. Alt birimler ‘SecYEG’ translokon

Uzerinden periplazma igine salinir. Daha sonra FimC ("saperon") protein
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katlanmasini hizlandirir ve alt birimleri dis zardaki FimD proteinine ("usher")
gonderir. Burada alt birimler baytyen pilusa dahil edilir. Her bir tip1 fimbrianin
ana kismi, binlerce kez tekrarlanan FimA pilin alt biriminden olusan 7
nm(nanometre) genigliginde bir helikal gubuktan olusur. Pilusun distal kismi
ise iki adaptor protein ( FimF, FimG) ve mannoz-baglayici adezin FimH
tarafindan olusturulan 3 nm genisliginde fibrillum yapisindan olusurl6-
110(Sekil 11). FimH proteini, 300 aminoasitlik bir prekursor olarak uretilir,
matur formu 279 aminoasitten olusur. 30-kDa luk bir proteindir. Fimbrial

organelin bilesenleri kromozomal yerlesimli fim gen kiimesiyle kodlanir 111,

(A)
e &
—
(B) FimH
Tip fibrillum
: : FimA Pilus rod
- (500-3000

subunits)

FimC-Subunit
complex

Periplasm

£z

M)

Cytoplasm

Sekil 11: Tip1 fimbrianin(A) elektron mikrografi ve (B) ‘chaperone-usher’yolu 112

FimH, UPEC dahil olmak Uzere Enterobacteriaciae ailesinin ¢ogu
tarafindan uretilen tip1 fimbrianin ucunda bulunan mannoz baglayan lektin

benzeri adezindir. iki alt birimden olugur; N-terminal alani (HL) reseptor
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baglayici bolgeyi igerir ve C-terminal alani (HP) organel entegrasyonu icin
gereklidirt® (Sekil 12)

-

Sekil 12: Tip 1 fimbria; fimH N-terminal alani (HL) ve C-terminal alani (HP) 113

UPEC; FimH proteini araciigi ile Uroepitelyumun luminal yuzeyini
kaplayan yuzeysel semsiye hucrelerinin Uroplakin adli proteinlerine
baglanirt®(Sekil 13).

(e ) =

/%Wdhesm

Umbrella cell mbrella cell

‘ Urothelial cell H Urothelial cell \

Sekil 13: FimH-Uroplakin baglanmasi 114

Uroplakins

FimH aracili bakteriyel baglanma, cesitli kinazlarin aktivasyonu ve
adaptor proteinlerinin yeniden aktive edilmesine sebep olur. Bu da bakterinin
yutulmasi ve hucre igine invazyonu ile sonuglanir. Bakteri mesane yizeysel

hdcrelerinin sitoplazmasinda Urer. IBC(intracellular bacterial communities

33



)Jolarak bilinen blyuk biyofilm benzeri agregatlar (her biri 104-105 bakteri)
olan hicre ici bakteriyel topluluklari olusturur. Sitoplazmada bakteriler
organize ve daha yogun biofilm yapisi alarak hemen tim sitoplazmayi
doldururlar. Bakteri, hicre icindeki koloniden ayrilir ve hucreyi terk eder. Yeni
olusan bakteri, lokositlere karsi daha donanimli olmaktadir ve tekrardan
htcre icine girebilir 1°07.199(Sekil 14).

Umbrella cells i W
(IDEC Exfoliation BN i
Intermediate celis o UPE( ‘ s
e " 737 & I
.} / Basal cells s & IBC e A ‘.'/‘
e b y/l i

Sekil 14: IBC(intracellular bacterial communities) olusumu %5

Urotelyal yilizey reseptorlerine FimH aracili baglanma; bakterinin
Urotelyal yiizey Uzerinde bir dayanak kazanmasini sagladigi ve bu nedenle
miksiyon sirasinda sUpurilmesini onledidi i¢in enfeksiyonu baslatmak igin
gereklidir. Bu baglanma ayrica UPEC'in  Urotelyal hucrelerde
kolonizasyonunda ve mesane epitelyal hicrelerine invazyonunda da kritik
role sahiptir. Konakgi hucrelere boyle bir bakteriyel invazyon; patojenleri
hicre disi konakgl savunma mekanizmalarindan korur, patojenin hicre igi
yayihimasini veya konak hucrelerde sessiz bir halde kalmasina izin verir ve

tekrarlayan enfeksiyonlara sebep olurt®’.

Fekal E.coli izolatlarinin yaklagsik %80'inde, FimH adezin sadece
trimannos reseptorlerine baglanabilir. Buna karsilik, idrar yolu izolatlarinin

yaklagik %70'inden elde edilen FimH adezinleri, monomannoz reseptdrlerini
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tanima kabiliyetlerini arttiran mindér mutasyonlari (fekal izolatlara kiyasla)

tasirlar 116,

35



3. MATERYAL METOD

3.1. Bakterilerin Seg¢imi

Haziran 2017-Haziran 2018 tarihleri arasinda Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
enfeksiyon siUphesi ile dahiliye yogun bakim, cerrahi yogun bakim, koroner
yogun bakim, kalp damar cerrahisi yogun bakim, anaesteziyoloji ve
reanimasyon yogun bakim Unitelerinden gonderilen idrar 6rnekleri kdlttr igin
%5 koyun kanli ve EMB ikili agara(RTA) ekimleri yapilmigtir. Kdlttrler 37°
C’de 18-24 saat inkibe edildikten sonra tGreme saptanan bakterilere ait tir
tayini icin cesitli fenotipik testler uygulanmistir. Calismamiza 34 E.coli susu

danhil edilmisgitr.
Gram Boyama

Bakteriler Gram boyama ydntemiyle boyanmistir. Suslar, Uretilen
plaklardan, 6ze ile lam Uzerine alinarak, 1 damla serum fizyolojik icerisinde
suspanse edilmigtir. Lamlar kuruduktan sonra alev ile fikse edilip ve Uzerleri
kristal viyole solisyonu ile kaplanmistir. 1 dakika beklendikten sonra su ile
yikanmistir. Lamlar lugol ile kaplanarak 1 dakika beklenmistir ve su ile
yikanmistir. Renk giderme iglemi igin alkol kullaniimisir ve 30 saniye sonra su
ile yikanmistir. Lamlar, son olarak safranin ile kaplanmistir ve 30 saniye
beklendikten sonra su ile yikanmistir. Kurumasi beklenen preperatlar, daha
sonra Uzerlerine 1 damla immersiyon yagi damlatilarak mikroskobun 100X
objektifinde incelenmistir. Gram negatif comak oldugu tespit edilen suslara

bazi biyokimyasal testler uygulanmigtir.
Biyokimyasal Testler

indol Testi: indol testi, triptofan bulunan bir besiyerinde Uretilen bakterilerin,
triptofani enzimatik hidrolize ugratarak indol olusturup olusturmadiklarini
belirlemek amaciyla yapilan bir testtir ve E.coli icin indol testi pozitiftir.

Bakteriler, triptofanli besiyeri igceren tiplere inokile edilerek 37°C’de 24 saat
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inkiibe edilmstir. inkiilbasyon sonrasi 0.2-0.3ml Kovaks ayiraci ilave
edilmistir. Ust kisimda kirmizi halka olusumu pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmigtir.

Ug sekerli demirli (TSI) besiyerine ekim: Besiyeri, ferro silfat, glukoz,
laktoz ve sukroz igerir. Tupte, yatik olarak hazirlanir. Dik kisim denilen ve
tipun alt kisminda yer alan, zayif oksijenlenen bir bdlim ile egri kisim
denilen ve ustte yer alan, yatik ve iyi oksijenlenen bir kisimdan olugur.
Bakteri, laktozu fermente ediyorsa blyuk miktarda asit agiga ¢ikar ve hem
dik hem de egri kismin her ikisinde de fenol kirmizisi belirteci sari renge
doner. Bakteri, laktoz ve glukozu fermente etmiyorsa hem dik hem de egri
kisim kirmizi kalacaktir. H2S dretiliyorsa siyah renk goralar. E.coli icin hem
yatik hem de dip kisim saridir. Calismamizda, E.coli suslari, besiyerinin yatik
kismina ¢izgi ekim yontemiyle pasajlandiktan sonra igne 6ze ucu dik kisma
daldirihp gikariimistir. Boylece bakteriler hem dik kisim igine, hem egri kismin
ylzeyine ekilmigtir. Besiyerleri, 37°C’de 24 saat inkube edilmistir ve renk

degimine gore degerlendirme yapilmigtir.

Ureaz Testi: Ure iceren besiyeri ile yapilir. Bu besiyerinin dnemli bilesenleri
ure ve pH belirteci olan fenol kirmizisidir. Organizma Ureaz yapiyorsa Ure
NH* ve CO2'e hidroliz olur. Amonyak besiyerini alkali yapar ve fenol
kirmizisinin rengi kirmizi-pembe olur. E.coli i¢cin Ureaz negatiftir. Calismada,
bakteriler Ure iceren kati besiyerine pasajlanarak 37°C’de 24 saat inklbe

edilmigtir ve renk degisimine gore degerlendirme yapilmigtir.

Sitrat Testi: Bu test mikroorganizmalarin, besiyerlerine eklenilen sitrati
karbon kaynagi ve amonyum tuzlarini da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme
yetenegini saptamada kullanilir. Bu amagla Simmon’s sitratli besiyeri
kullanilir. Simmon’s sitratl besiyerinde, uygun bir inklibasyon sliresi sonunda
higbir Gremenin olmamasi ve ortamin orjinal yesil rengini korumasi negatif
reaksiyon ve ureme ile birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi de pozitif
reaksiyon olarak degerlendirilir. E.coli sitrat testi negatiftir. Calismamizda,
bakteriler, sitrath agar besiyerine pasajlanmistir ve 37°C’de 24 saat inkube
edilmistir. inkiibasyon sonrasi renk degisimi degerlendirilmistir.
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E.coli izolatlari oksidaz enziminin olmamasi, sitrati kullanamamasi,
indol Uretebilmesi, glukozu, laktoz ve sikrozu fermente etmesi, Ureaz
enziminin olmamasi, hareketli olmasi ve EMB agarda olusturdugu kendine
has yesil metalik refle veren koloni gorinimi gibi 6zelliklere gore
tanimlanmistir. SUphede kalinan durumlarda tanimlama islemi VITEK 2

(BioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile dogrulanmistir.

izolatlar ¢alisma yapilana kadar Luria-Bertani Buyyon (LB) besiyerine
ekilip %15-20 gliserol ilave edilerek -20°C’ de sonrasinda -80°C‘de

saklanmigtir.

Resim 2: Calismamizdan E.coli biyokimyasal testleri (indol(+) , Ureaz(-) , Sitrat(-),

Glukoz, laktoz ve siikrozu fermente etmis)

38



3.2. DNA (Deoksiriboniikleik asit) izolasyonu

Saklanan E.coli suslari DNA izolasyonu icin yeniden canlandiriimigtir.

Tek koloni dusurme yontemi ile elde edilen bir koloni, aseptik sartlar altinda

mikrosantriflj tupU igerisindeki 1 ml Luria-Bertani Buyyon (LB) besiyerine

ekilerek 37 + 2 °C’de, 18 + 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda

siraslyla agsagidaki basamaklar izlenmistir.

1 dakika 13000 rpm devirde santriflj edilmigtir.

Santriflij sonrasi Ust sivi mikropipet ile pelet oynatilmadan
cekilmigtir.

Uzerine 1 ml steril distile su eklendi ve vortekslenmistir.

Tekrar 1 dakika 13000 rpm devirde santriftij edilmistir.

Santrifij sonrasi Ust sivi mikropipet ile pelet oynatilmadan
cekilmistir.

Uzerine 1 ml steril distile su eklenmistir.

Tlp icerisinde pipetaj yapilarak, pelet ¢cozulmesi saglanmigtir.
Cozllen pelet kuru isi blogu (HLC by Ditabis, Almanya)
icerisine alinarak, 97°C’de 10 dakika inkibe edilmigtir.

Siure sonunda mikrosantrifllj tapleri oda sicakhdina gelene
kadar bekletilmistir.

Sogutmali santrifujde 4°C’de 10 dakika 13000 rpm’de tekrar
santrifijlenmistir.

Elde edilen Ust sivi, steril bir mikrosantriflj tiptne alinmistir ve

elde edilen DNA, kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.

3.3. PCR Caligmasi

DNA izolasyonu yapilmis orneklerden; amplifikasyonlar her bir érnek

icin toplam 50 pl hacimde gerceklestirilmigtir. Her bir reaksiyon karigiminin

icerigi tabloda gosterilmistir(Tablo 3).
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Tablo 3: Her bir PCR reaksiyonu igerigi

Uruin Hacim
Master mix 25 ul
Steril distile su 18 pl
DNA 5 ul
Primer F 1l
Primer R 1l
TOPLAM 50 pl

F ve R primerden 10 uM (100 uM’luk ana stoktan 10 ul alinip Uzerine

90 pl su eklenerek), ara stok olusturulmustur. fimH PCR analizi igin kullanilan

oligonukleotid DNA dizileri tabloda gosterilmistir.

Tablo 4: fimH primerleri

Gen

Primer Dizisi

fimH (Forward )

5'-CGAGTTATTACCCTGTTTGCTG-3'

fimH (Reverse)

5'-ACGCCAATAATCGATTGCAC-3'

Tepkime, Veriti 96 Well Thermal Cycler'da (Applied Biosystem, ABD)

gerceklestiriimistir. Donguler sirasi ile asagidaki tabloda gosterilmistir:

Tablo 5: fimH PCR donguleri

Sicaklik Sure
ilk denaturasyon 96 °C 2 dakika 1 siklus
Denaturasyon 95 °C 30 saniye )
Primer eslesmesi(Annealing) 52°C 30 saniye 25 siklus
Uzama(Extension) 72°C ldakika20saniye (
Son uzama(Final extension) 72°C 5 dakika

4°C %
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Olugsan drunlerin  gbzlemlenmesi icin yatay jel elektroforezi
kullaniimistir.  Elektroforez igin  Tris-Asetikasit-EDTA (TAE) tamponu
icerisinde %1’lik agaroz jel asagidaki basamaklara gore hazirlanmigtir ve

elektroforez yapilmistir:

e Temiz bir erlen icerisinde 80 ml 1XTAE tampon icerisine 1 g
agaroz (Vivantis, Malezya) ilave edilmistir.

e Uzerine, 100 ml'ye tamamlanacak sekilde 1XTAE tamponu ilave
edilmigtir.

e Mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyinceye kadar isitilmigtir.

e Jel sicakhgi yaklasik 50-55°C’ ye dusene kadar sogutulmustur.

e cerisine 10 mg/ml’ lik stok Etidyum Bromiir soliisyonundan
%0.5 ug/ml olacak sekilde 5 pul ilave edilmistir.

e Elektroforez yatagina taraklar takilip agaroz elektroforez
yatagina alinmis ve yaklasik 30 dakika polimerizasyona
birakilmigtir.

e Polimerizasyon sonunda taraklar cikariimis, jel elektroforez
tankina (Thermo Scientific, ABD) alinmistir.

e Jelin Uzeri kapanacak sekilde 1XTAE tamponu ilave edilmigtir.

e PCR drlnleri, VC 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Malezya)
ve negatif kontrol jelin kuyucuklarina yuklenmistir.

e 7 V/cm ile 2 saatte elektroforez gerceklestiriimistir.

e Sonuclar, Minilumi (DNR, israil) jel gériintileme sisteminde

goruntulenmistir.

PCR sonucu fimH pozitif (+) olan suslarin PCR urtnleri Recep Tayyip
Erdogan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi TTU-
2018-940 nolu proje kapsaminda sekans icin firmaya (Sentegen Biotech,
Tarkiye) gonderilmigtir.

Sekans sonuglari, Escherichia coli ATCC 700415 (GenBank:
CP022609.1) referans susu kullanilarak; Clustal 2.1 Multiple Sequence

Alignment’ te filogenetik analiz yapiimistir.
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4. BULGULAR

Caligmamiza Haziran 2017-Haziran 2018 tarihleri arasinda Recep
Tayyip Erdogan Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina enfeksiyon suphesi ile dahiliye yogun bakim, cerrahi yogun
bakim, koroner yogun bakim, kalp damar cerrahisi yogun bakim,
anesteziyoloji ve reanimasyon yogun bakim Unitelerinden gonderilen idrar
orneklerinde Ureyen 34 E.coli susu dahil edilmistir. Yapilan PCR
calismasinda 34 Ornekten 32 sinde(%94) fimH pozitif; 2 sinde fimH negatif
bulunmustur. Sekil 15'te 18 susun fimH PCR sonrasi agaroz jel goérintusu
gOsterilmigtir. (Sekilde 15'te agaroz jel gorintistu gorilen 18 ornekten 17
sinde fimH pozitif )
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Sekil 15: Calismamizdan agaraoz jel goruntisi (NK: Negatif Kontrol)
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PCR sonrasi fimH pozitif olan suslarin PCR drunleri sekans igin
firmaya (Sentegen Biotech, Turkiye) génderilmistir. Sekans sonuglari Clustal
2.1 Multiple Sequnce Alignment‘te filogenetik analiz yapiimistir. 100-500 bp
arasinda toplam 42 polimorfik bolge saptanmigtir. 101-151 bp arasinda 3
polimorfik bélge (Sekil 16), 151-200 bp arasinda 4 polimorfik bolge (Sekil 17),
201-250 arasinda 6 polimorfik bdlge (Sekil 18), 251-300 bp arasinda 5
polimorfik bolge (Sekil 19), 301- 350 bp arasinda 7 polimorfik bolge (Sekil
20), 351-400 bp arasinda 4 polimorfik bolge (Sekil 21), 401-450 bp arasi 3
polimorfik bolge (Sekil 22), 451-500 bp arasi 9 polimorfik bdlge (Sekil 23)

saptanmigtir.

Escherichia GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATICCGREAAACCAT
Samplel GTGREATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAMACCAT
Samplel® GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTACCCARAAACCAT
Samplell GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTACLCCGRAAACCAT
Samplel2 GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Samplel5 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Samplelé GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Samplel7 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Samplel8 GTABATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample2 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample2® GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample2l GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample23 GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample24 GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample25 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample26 GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample27 GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTACCCARAAACCAT
Sample28 GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample3 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample3@ GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample32 GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample33 GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample34 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample35 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample36 GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample37 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTACLCCGRAAACCAT
Sample38 GTARBATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sampled GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sampled® GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sampledl GTARATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
SampleS GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGRAAACCAT
Sample?7 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTACLCCGRAAACCAT
Sample8 GTGRATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTACLCCGRAAACCAT
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Sekil 16: 101 —150 bp arasi sekans dizisi (3 polimorfik bolge)
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Escherichia TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGEICTCGGCTTATGGAG
Samplel TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGITCGGCTTATGGG
Samplel@ TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGTTCGGCTTATGGOG
Samplell TACAGATTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGOG
Samplel2 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGECTTATGGG
SamplelS TACAGACTTATGTCACACTGCAACGAGGIL[TCGGCTTATGGOG
Samplel6 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGG
Samplel? TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGITCGGCTTATGGG
Samplel8 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGLTCGGCTTATGGOG
Sample2 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGITCGGCTTATGGG
Sample2@ TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGOG
Sample2l TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGOG
Sample23 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGECTTATGGG
Sample24a TACAGACTTATGTCACACTGCAACGAGGIL[TCGGCTTATGGOG
Sample25 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGG
Sample2s TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGITCGGCTTATGGG
Sample27 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGTTCGGCTTATGGOA
Sample28 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGITCGGCTTATGGG
Sample3 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGOG
Sample3@ TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGOG
Sample32 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGECTTATGGG
Sample33 TACAGACTTATGTCACACTGCAACGAGGIL[TCGGCTTATGGOG
Sample34 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGG
Sample3s TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGITCGGCTTATGGG
Sample36 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGLTCGGCTTATGGOG
Sample37 TACAGATTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGG
Sample38 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGOG
Sampled TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGOG
Sampledd TACAGACTATGTCACATTGCAACGAGGILTCGECTTATGGOG
Sampledl TACAGACTTATGTCACACTGCAACGAGGIL[TCGGCTTATGGOG
Sample5 TACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGG
Sample? TACAGATTATGTCACACTGCAACGAGGITCGGCTTATGGG
Sample8 TACAGATTATGTCACACTGCAACGAGGILTCGGCTTATGGOG
skdorn| lewsskdorkoor| Bokssorsosok| s s ks s

Sekil 17: 151-200 bp arasi sekans dizisi (4 polimorfik bolge)

Escherichia TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGT GGG TAGC TATCAAT TTIECT]
Samplel TTTTTCCGGEACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECT
Samplel@ TTTTTCCGGGACCGTAAMATATNATGGOAGTAGCTATCOTITICECT
Samplell TTTTTCCGGGACCGTAAMATATAGTGGUCGTAGCTATCOATTITCCG
Samplel2 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGOAGTAGCTATCOATTITCCG
Samplels TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITCCT
Samplel6 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITLCG
Samplel? TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECT
Sampleld TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECG
Sample2 TTTTTCCGEGACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECT
Sample2@ TTTTTCCGEEACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECG
Sample2l TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITCCG
Sample23 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGOAGTAGCTATCOATTITCCG
Sample24 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITCCG
Sample25s TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITECT
Sample26 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECT
Sample27 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAATGGUAGTAGCTATCOTITICECT
Sample2d TTTTTCCGEGACCGTAAAATATAGIGGUAGTAGCTATCOATTITECG
Sample3 TTTTTCCGGEACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECT
Sample3@ TTTTTCCGGGACCGTAAMAATATAGTIGGOAGTAGCTATCOATTITCCG
Sample32 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITCCG
Sample33 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGOAGTAGCTATCOATTITCCG
Sample34 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITCCG
Sample35 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECT
Sample36 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECG
Sample37 TTTTTCCGEGACCGTAAAATATAGIGGUAGTAGCTATCOATTITECG
Sample38 TTTTTCCGGEACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITECT
Sampled TTTTTCCGGGACCGTAAMAATATAGTIGGOAGTAGCTATCOATTITCCG
Sampled@ TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITCCG
Sampledl TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGOAGTAGCTATCOATTITCCG
Samples TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITCCG
Sample7 TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGUAGTAGCTATCOATTITLCG
SampleB TTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTIGGUAGTAGCTATCOATTITLCG
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Sekil 18: 201-250 bp arasi sekans dizisi (6 polimorfik bolge)
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Escherichia
Samplel
Samplel®
Samplell
Samplel2
Samplels
Samplel6
Samplel?
Samplel8
Sample2
Sample2d
Sample2l
Sample23
Sample2d
Sample25
Sample2f
Sample27
Sample28
Sample3
Sample3@
Sample32
Sample33
Sample34
Sample3s
Sample36
Sample37
Sample38
Sampled
Sampledd
Sample4l
SampleS
Sample?
Sample8

Escherichia
Samplel
Samplel®
Samplell
Samplel2
Samplels
Samplelb
Samplel?
Samplel8
Sample2
Sample2@
Sample21
Sample23
Sample24
Sample25
Sample2b
Sample27
Sample28
Sample3
Sample3@
Sample32
Sample33
Sample34
Sample3s
Sample36
Sample37
Sample38
Sampled
Sampled@
Sampledl
Sample5s
Sample7
Sample8

Sekil 20: 301-350 bp arasi sekans dizisi (7 polimorfik bdlge)

GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG
GTGG

GTGG
ok

GGTGG(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGGE(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGGE(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGGE(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGGE(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGGE(
GGTGG(
GGTGG(
GTGG(
GGTGG(
GGTGG(
GTGG(
GGTGG(
GGTGG(
GTGG(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGG(
GGTGGE(
GGTGG(

AAACGCCGCGC
AAACGCCGCGC
AAACGCCGLG
AAACGCCGLG
AAACGCCGLG
AAACGCCGLGC
AAACGCCGCG
AAACGCCGCGC
AAACGCCGCG
AAACGCCGLGC
AAACGCCGLG
AAACGCCGLG
AAACGCCGLGC
AAACGCCGCG
AAACGCCGCGC
AAACGCCGLGC
AAACGCCGLG
AAACGCCGLG
AAACGCCGLGC
AAACGCCGLG
AAACGCCGCG
AAACGCCGCG
AAACGCCGLGC
AAACGCCGLGC
AAACGCCGLG
AAACGCCGLG
AAACGCCGCGC
AAACGCCGCG
AAACGCCGLGC
AAACGCCGLGC
AAACGCCGLGC
AAACGCCGLG

AAACGCCGCG
S
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CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
CTTTATTTGACGCC
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TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
TTGTTTATAAT TCGAGAACGGATAAG
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ETGG
GTGG
GTGG
ETGG
GTGG
GTGG
ETGG
GTGG
ETGG
ETGG
ETGG
ETGG
ETGG
ETGG
ETGG
ETGG
ETGG
ETGG
RTGG
ETGG
ETGG
RTGG
ETGG
ETGG
RTGG
ETGG
ETGG
GTGG
ETGG
GTGG
GTGG
ETGG
GTGG

RS



Escherichia
Samplel
Samplel®
Samplell
Samplel2
Samplels
Samplel6
Samplel?
Samplels
Sample2
Sample2@
Sample2l
Sample23
Sample24
Sample25
Sample2b
Sample27
Sample28
Sample3
Sample38
Sample32
Sample33
Sample34
Sample35
Sample36
Sample37
Sample38
Sampled
Sampledd
Sampledl
Sample5
Sample?
Sample8

MTTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTALMAGCTGGCTCATTAATTGC(
RTTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
MTTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTALMAGCTGGCTCATTAATTGC(
RTTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
MTTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTALMAGCTGGCTCATTAATTGC(
RTTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
MTTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTALMAGCTGGCTCATTAATTGC(
MTTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
ATTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(
MTTAAAGCTGGCTCATTAATTGC(

TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|
TGCT|

06 o 6o GGG GGG B G GGG GGG GGG GG GG B GGy I o G

FEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEE |

MTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
MTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
RTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
MTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
MTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
RTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
MTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
MTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
RTTTTGCGACAGACCAAC
MTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
MTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
MTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
RTTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC
ATTTTGCGACAGACCAAC

ATTTTGCGACAGACCAAC
b s e s ok o ok ok R R R R R RO R K

Sekil 21: 351-400 bp arasi sekans dizisi (4 polimorfik bolge)

Escherichia
Samplel
Samplel®
Samplell
Samplel2
SamplelS
Samplel6
Samplel?
Samplels
Sample2
Sample28
Sample2l
Sample23
Sample24
Sample25
Sample2s
Sample27
Sample28
Sample3
Sample3@
Sample32
Sample33
Sample34
Sample35
Sample36
Sample37
Sample38
Sampled
Sampledd
Sample4l
SampleS
Sample?7
Sample8

AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGET
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGET
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGET
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGET
AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGET

AACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGT
R R R R R R R R R KR R R R R R R R R R R R K

RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC(
RATATTTACGC(
RATATTTACGC(
RATATTTACGC(
PATATTTACGC
PATATTTACGC
PATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
PATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC
RATATTTACGC

BATATTTACGCC
b 35 e o o R R

Sekil 22: 401-450 bp arasi sekans dizisi (3 polimorfik bdlge)
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Escherichia TRCTGGECGGCTACRATETTTETGCTCRTGATGTIER
Samplel OTIRCTGGCGGCTGCEATETTTETGCTCRTGATGTCA
Samplel® (CIpCTGGCGGCTETEATGTTTETGCTCRTGATGTCA
Samplell (A TGGECGGCTECEATETTTETGCTCRTGATET-A
samplel2 (TIACTGGCGGCTGCEATET[TTETGCTCATGATGTCR
Samplels OTACTGGCGGCTECEATETTTETGCTCRTGATETCA
samplel6 OTIRC TGECGGCTGCEATGTTTETGCTCATGATGTCA
Samplel? CTRC TGGCGGCTECEATETTTETGCTCRTGATGTCA
Ssamplels TIACTGECGGCTGCEATETTTETGCTCATGATGTCA
Sample?2 OTIRC TGGCGGCTECEATETTTETGCTCRTGATGTCR
Sample2@ TIAC TGGECGGCTGCEATETTTETGCTCATGATGTCA
Sample21 (TIACTGGCGGCTGCEATGTTTETGCTCATGATGTCA
Sample23 TRCTGGECGGCTETEATETTTETGCTCRTGATGTCA
Sample24 (TIACTGGCGGCTGCEATGTTTETGCTCATGATGTCA
Sample25 TRCTGGCGGCTGCEATETTCLTGCTCRTGATGTCA
Sample26 (CIpCTGGCGGCTETEATGTTTETGCTCRTGATGTCA
Sample27 CCAC TGGECGGCTETEATETTTETGCTCRTGATETCA
Sample28 (TIACTGGCGGCTGCEATET[TTETGCTCATGATGTCR
Sample3 OTACTGGCGGCTECEATETTTETGCTCRTGATETCA
Sample3@ OTIRC TGECGGCTGCEATGTTTETGCTCATGATGTCA
Sample32 CTRC TGGCGGCTECEATETTTETGCTCATGATGTCA
Sample33 TIACTGECGGCTGCEATETTTETGCTCATGATGTCA
Sample34 OTIRCTGGCGGCTETEATETTTETGCTCRTGATGTCR
Sample3s TIACTGGCGGCTGCEATGATTETGCTCGTGATETLC
sample36 (TIACTGGCGGCTGCEATGTTTETGCTCATGATGTCA
Sample37 CCIAC TGGECGGCTECEATETTTETGCTCRTGATETCA
Sample3s (CIpCTGGCGGCTETEATGTTTETGCTCRTGATGTCA
Sampled OTIRCTGGCGGCTGCEATETTTETGCTCRTGATGTCA
Sampled® (TIACTGGCGGCTETEATGTTTETGCTCRTGATGTCA
Sampledl OTACTGGECGGCTETEATETTTETGCTCRTGATETCA
samples (TIACTGGCGGCTGCEATET[TTETGCTCRTGATGTCR
Sample? CCAC TGECGGCTECEATETTTETGCTCRTGATETCA
Sample8 CCIpC TGECGGCTECEATETTTETGCTCRTGATGTCA

#l Mk kckkmmkee gl B kg | BEssssl Easssxl | |

Sekil 23: 451-500 bp arasi sekans dizisi (9 polimorfik bolge)
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32 fimH pozitif sus ve referans susun (Escherichia coli ATCC
700415 (GenBank: CP022609.1)) suslar arasi filogenetik iligkisini gosteren
‘guide tree’ ve filogenetik agag Sekil 24’'te ve Sekil 25'te gosterilmistir.

CP022609.1_1243378-1244111 -0.0004
sample1 0.00043
sample2 -0.00043
sample15 0.00397
sample17 0.00518
sample3 0.00482
sample5 0.01198
sample10 0.01613
sample27 0.03387
sample11 0.03473
sample7 0.01527
sample37 0.00612
sampled 0.00388
sample25 0.04367
sample3s 0.04633
sample34 0.03515
sample23 0.01551
sample41 0.00449
sample38 0.02257
sample26 0.01283
sample40 0.00717
sample4 0.0091
sample30 0.00143
sample20 0.00031
sample32 -0.00031
sample12 0.006
sample18 0.004
sample16 0.00341
sample36 0.00659
sample21 0.01952
sample28 0.00048
sample24 -0.00216
sample33 0.01216

HFWHHH HHW%FL

Sekil 24: fimH(+) suslarin ve referans susun ‘guide tree’ si

48



Filogenetik agacgta goérdaldigua gibi 32 sus 3 terminal grup ve 21

subterminal gruba ayrilmistir(Sekil 25).

L

!'L [TT111

[

Sekil 25: Filogenetik agac (Neighbour-joining tree)
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CP022609.1_1243378-1244111 0.00134

sample17 0.00549
sample1 0.00493
sample15 0.00345
sample3 0.00478
sample2 0.00379
sample25 0.04121
sample35 0.04092
sample11 0.02386
sample37 0.00929
sample7 0.01059
sample8 0.00638
sample34 0.01988
sample23 0.01151
sample41 0.00923
sample26 0.00838
sample38 0.01218
sample10 0.01307
sample27 0.02996
sample40 0.01101
sample5 0.01015
sample4 0.00848
sample28 0.00382
sample16 0.00312
sample24 0.0025
sample20 0.00069
sample30 0.00604
sample21 0.01211
sample3d3 0.00612
sample36 0.0093
sample12 0.00685
sample18 0.0024
sample32 0.00297



Referans susun ve fimH(+) suslarin benzerlik matriksi ( identity matrix) sekil

26’da gosterilmistir.

1: Eschericiz 10088 99.45 .18 5.5 e EiNg %7 e B 9n

: Semplel WA e BE 5 T B %7 0.3 Wl an .85 e WL 9B
Gmleld 549 %l 95,08 5% 9.6 %.78 %50 B 5 6L
:Samplell 9606 9567 . .. %6 Wi 59 B3I B Xy B BN B
: nnowE %I W BIE %5 %9 9.6 iR TR iR} .M B4 56 BB
we T 5. . 1 E ny 9.5 kA WY EiN] .18 %59 0L WL %A
T n.4 7.4 B4 0B a4 .18 B 2% 94
L3 8.3 %9 0.3 Wl 4 %5 B M3 %%
G: Semplelf 9768 .y .3 04 9.1 .3 R TR N ]
10: Semlel w1 1.0 FIES I TR B %92 TR U RN T
1: Semleld 9.8 .8 7 9.3 KR 8 6 9 i3 B4 B4 B4
1 Semled 903 %6.36 B4 0.8 By 5.4 LRI IRTRTNTR
1 Smle 0.% ) §.08 0.4 Wl BH %9 B.51 B4 98 9
.3 §7.58 W B ) .M B35 908 AM %
W ] B4 BI lMe WE wn N 5.9 0N 8.
1.6 .1 N W0 W 87 0.4 B3 04 %4 %
wn A B4 W BT a4 B4 Mk B4
9.3 .5 e N 938 8y 5.2 W07 D86 %% %
w1 %9 ST 4 1i.0 B3 MM B¥® 9
7.6 I s 6.8 5.9 .18 LNV IRTI K B
.4 .4 B 9.8 TR} .0 TN TR BT
EN G .y B 0.8 9.6 EX) B8 Bl %A %5
3 Sempled .8 .M %35 0.8 a4 %.37 T B3 BT %2
:Samplels %503 S 5 5.9 m 9.1 ) 8.3 e .8 9
s Smlel 0.0 %6.89 wona R %.58 B0 960 e %635 ¢
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Sekil 26: fimH (+) suslarin ve referans susun yilizde benzerlik matriksi (identity matrix)
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5. TARTISMA

USE, insanlarda en sik morbiditeye yol acan ve saglik alaninda ciddi
harcamalara neden olan enfeksiyonlardan biridir 17, USE'ler riner sistemin
farkh bolimlerini etkiler ve enfeksiyon bdlgelerine gore cesitli hastalik
gruplarina ayrilir. Asemptomatik bakteritriden, sepsise yol acabilecek akut
piyelonefrite kadar degisebilen gok farkli klinik formlari tanimlarl18-120, JSE,
nozokomial enfeksiyonlar igerisinde de siklik agisindan birinci sirada yer alir.
Nozokomial enfeksiyonlarin %40- 60’indan sorumludur. Yogun bakim
Unitelerinde pndmonilerle beraber en sik gortlen iki enfeksiyondan biridir.
UPEC suglar, USE gegiren hastalarin yaklagik %80'inde birincil patojen
olarak kabul edilmektedir®. UPEC tarafindan enfeksiyonun basarih bir sekilde
baglatilmasi i¢in konakgi hucrelere adezyon, dokularin kolonize edilmesi,
hicresel invazyon gibi asamalar gereklidir. Bu olaylar birgcok virllans
faktorlerinin varligina baglh farkli hiicresel ve molekiiler yollari igerir 21,
Siderofor reseptorlerini kodlayan genler, demir alim sistemi, tip 1 fimbria
kodlayan genler ve hemolizin kodlayan gen gibi cesitli virilans faktorleri

UPEC suslarinin virulansini ve USE'lerin siddetini arttirmaktadirt22.123,

USE patogenezinde aderans 6nemli bir adimdir. Bakterilerin konak
hicrenin ylzeyine yapismasi; kolonizasyonun ve enfeksiyonun asil baglangic
asamasidir 124, Bu agsama diger hicre ve ylizeylere yapismayl mimk{n kilan
bakteri uzantilari olan adhezin adi verilen yapilar tarafindan gercgeklestirilir.
Tip 1 fimbria adezyonu, UPEC'lerin Uriner sistem epiteline yapisma
mekanizmasinda ¢ok dnemli olan en iyi tanimlanan bakteriyel adezyonlardir.
Tip 1 fimbrialar, en 6nemlisi FimH olarak tanimlanan bir adhezyon proteini
olan birkag alt birim icerir. Tip 1 fimbrialarin ucunda yer alan FimH, Uriner
sistemde UPEC'lerin patogenez mekanizmasinda énemli bir rol oynar. idrar
yolunun epitel hdcrelerinde bulunan a-D-mannosile edilmis glikoproteinlere

baglanmaya aracilik eder 4°.
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USE’de, UPEC patogenezi ile ilgili yapilan galismalarda fimH geni
bulunma sikligi yiksek oranlarda bulunmustur. Andreu ve arkadaslari USE’li
hastalarindan izole edilen E.coli suglarinda fimH geninin insidansini %90
olarak saptamiglardir ¢. Hojati ve arkadaslari da 140 E.coli izolati arasinda
fimH geni sikhidini yiksek oranda (%92.8) bildirmiglerdir 12°. Yapilan baska
bir calismada Romali erigkinlerden izole edilen E.coli suslarinda fimH geninin
insidansi %86 idi?%. Joachim ve arkadaglari da UPEC suslarinda fimH
sikhiginin %95 oldugunu bildirmiglerdir. USE tanili hastalardan izole edilen E.
coli'lerde virllans genleri Uzerinde yapilan baska calismada Tarchouna ve
arkadaslari fimH geninin prevalansini %68 bulmuslardir!?’. Biz de
calismamizda yapilan ¢alismalarla benzer sekilde fimH sikligini %94 bulduk.
USE'lere iligkin tim calismalarda fimH geninin yiksek sikligi, E.coli

patogenezinde bu virllans faktérintn kritik roliint gosterir.

Yapisal ve duzenleyici genlerdeki ¢esitli SNP'lerin, tim organizmalarin
biyolojisi izerinde kayda deger etkileri vardir 128, insan genomunda SNP
analizleri, bazi spesifik SNP’lerle c¢esitli hastaliklar arasindaki iliskiyi
arastirmak igin yaygin olarak kullanilmaktadir'?°. Bu tir ¢alismalar, potansiyel
bireylerin erken teshisi icin farklh biyobelirteclerin tanimlanmasina ve kesfine
yol agmaktadir 130, Son yillarda, bakteriyel patojenlerin farkli diizenleyici ve
yapisal genlerinde de patoadaptif mutasyonlara ait olan bircok SNP
kesfedilmistir. Yapilan ¢alismalarda, bakteriyel patojenlerin farkli SNP'leri ile
patojenin virulansi ve yaptigi hastaligin siddeti arasindaki iligki ortaya
koyulmaya calisimistir'20,  FimH alt {nitesinin  farkli  fenotipik
varyantlarinin, Uriner sistemin kolonizasyonunda ve USE patojenitesinde
bakterilere 6nemli avantajlar sagladigi yapilan calismalarda belirtiimigtir”8.
Tartof ve arkadaglari FimH fenotipik varyantlarinin temel olarak fimH

genindeki SNP'lerin sonucu oldugunu bildirmislerdir®.

Toll-benzeri reseptorler (TLR) ailesindeki farkli polimorfizmler gibi
insandaki genetik varyasyonlar, USE’ye yatkinlik olusturur. E.coli viriilans
genleri insan duyarlilik faktérlerinin yani sira, USE'lerin etiyolojisinde de ana

faktorlerdirt17.131.132 . Cogu USE'ye neden olan UPEC suslarinin, ¢oklu
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virGlans faktorleri ile genetik olarak farkh bir grup olusturdugu bildirilmistir33,
Genel olarak, konak ve patojendeki cesitli faktérlerin kombinasyonu,

USE'lere bireysel duyarliligi belirlemistir.

Biz de calismamizda yogun bakim hastalarin idrar kilturlerinden izole
ettigimiz E.coli’ lerde fimH gen bdlgesindeki SNP’leri arastirdik. fimH SNP
analizinin UPEC’in epidemiyolojik ¢alismalari igin bir tarama testi olarak
kullanilabilecegini gosteren calismalar vardir®134135  Bizim c¢alismamiz
epidemiyolojik amagli degil fimH boélgesindeki olasi SNP’leri ortaya koymak
ve bu SNP’lerin virllansta yapabilecegi degisikliklerle ilgili yapilacak

calismalara i1sik tutmaktir.

Calismamizda 32 susun fimH bolgesini sekansladik ve benzerlik
matriksinde gorllecegi gibi en az benzer susun bile referans susla
benzerligini %93.77 bulduk. Diger suslarin da referans susla benzerlikleri
benzerlik matriksinde de gorulecegdi gibi %99.45 ile %93.77 arasindadir. Bu
da bakterinin patogenezinde fimH yapisinin korundugunu gostermektedir.
Fakat bu SNP’lerin bakterinin virulansina ne tur bir katki sundugunu
gostermek icin daha ileri calismalar yapilmasi gerekmektedir. FimH
bdlgesinin aminoasit dizi analizi yapilmasi ve ortaya cikan degisikliklerin
driner sistemin epitel hicrelerine yapisma egilimleri Uzerine etkisinin
belirlenmesi bizim yaptigimiz calismanin isiginda patogenezin anlasiimasina

¢ok buyuk katkilarinin olacagina inanmaktayiz.
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