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SIMGE VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

Bp : Baz Cifti
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STEC : Shiga Toksojenik Escherichia coli
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Um : Mikro metre

UPEC : Uro-Patojenik Escherichia coli

uTI . Idrar Yolu Enfeksiyonu



YUKSEK LiSANS TEZi

BAGDAT'TA IYE'DEN iZOLE EDILEN Escherichia coli IZOLATLARININ
VIRULANS FAKTORLERI, ANTIiBiYOTIK DIRENCI VE BiYOFILM
URETIMI ARASINDAKI iLISKININ INCELENMESI

AHMAD AMER ALHITAWI

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Ileri Teknolojiler Anabilim Dal

Damisman: Dr. 6gr. Uyesi Esin KIRAY

II. Damisman: Do¢ent Dr. Muthana HAMID

Toplumda edinilen idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE) %80-90’nin1 ve hastane kaynakli IYE'lerin
%30-50’sini Escherichia coli enfeksiyonu olusturmaktadir. Biyofilm olusturan E. coli izolatlar
idrar yolunda kalic1 ve kronik inflamasyon olarak karmasik ve tekrarlayan enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Biyofilm i¢indeki bakteri tiirleri arasinda patojenik genlerin transferi ve degisimi, bu
zarlara ila¢ penetrasyonunun zorluguna ve ayrica bilinen bir¢ok antibiyotige direng gosterme
egilimine yol agtigindan, bu genlerin biyofilm olusumunda ve antibiyotiklere karsi ¢oklu direng
gelisimindeki roliiniin anlasilmas1 gerekmektedir. Bu ¢alisamamizda bazi UPEC viriilans
genlerinin biyofilm olusumundaki olas1 roliiniin belirlenmesi ile glcli biyofilm tireten izolatlarin
saptanmasi ve bu izolatlarin daha fazla antibiyotik direncine egilim gdsterme kapasitelerinin
arastirilmas1 amaclanmigtir. Calisma Bagdat'ta birden fazla hastanede idrar yolu enfeksiyonu
olan Irakli hastalardan 100 idrar Ornegi toplandi. VITIC 2 sistemi kullanilarak E. coli
enfeksiyonuna bagli 20 vaka tespit edilip teshis edildi. Ilaca karsi direng profili ve biyofilm
uretme kapasiteleri tespit edilerek en gucli biyofilm Ureten izolatlar belirlendi. PCR teknigi ile

E. coli susuna ait baz1 viriilans genler belirlendi. izole edilen suslarin antibiyotiklere kars: direng
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profillerinde ampisiline kars1 %95, augmentine karsi %90 ve oksasiline karst %90 oraninda
yuksek direng gozlemlenirken vankomisin, sefotaksim, ceftazidim ve sefepim igin sirasiyla %70,
%65, %60 ve %60 oranlarinda direng gelistirdigi goriilmistiir. Gentamisin, siprofloksasin,
norfloksasin i¢in zayif direng (sirasiyla %40, %40 ve %35) olusmustur. papC, fimH, sfa ve cnfl
genlerinin siklig1 sirastyla (%45, %95, %25 ve %15) olmustur. Biyofilm Gretim kapasitesi
agisindan 20 E. coli izolatindan 20'si (%100) biyofilm olusturma yetenegine sahip bulunmustur.
Bu 20 izolat, gucli biyofilm dreticileri (5 izolat, %25), orta biyofilm Ureticileri (9 izolat, %45) ve
zayif biyofilm fireticileri (6 izolat, %30) olmak iizere li¢ gruba ayrilmistir. Ayrica fimH geni
(%95) arasinda giiclii bir iliski varken, papC geni orta diizeyde (%55), sfa ve cnfl genleriyle
karsilagtirildiginda biyofilm olusumuyla (sirasiyla %25 ve %15) zayif bir iliski gosterdigi
belirlenmistir. UPEC izolatlar1 biyofilm olusturma yetenegine sahip olmakla beraber ¢oklu
antibiyotige diren¢ gosterme egilimindedir ve bu genler biyofilm olusumunda 6nemli rol

oynamaktadir.

Anahtar Kelimeler: idrar yolu enfeksiyonu, Escherichia coli, Antibiyotik direnci,

Haziran 2022, 90 sayfa
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ABSTRACT

MASTER'S THESIS

STUDY THE RELATIONSHIP BETWEEN VIRULENCE FACTORS,
ANTIBIOTIC RESISTANCE AND BIOFILM PRODUCTION OF
ISOLATES Escherichia coli ISOLATED FROM UTI IN BAGHDAD

AHMAD AMER ALHITAWI

Kirsehir Ahi Evran University

Graduate School of Natural and Applied Sciences

Advanced Technologies Department

Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Esin Kiray
I1. Supervisor: Dogent Dr. Muthana Hamid

Escherichia coli infection accounts for 80-90% of community-acquired urinary tract infections
(UTIs) and 30-50% of hospital-acquired UTIs. Biofilm-forming E. coli isolates cause complex
and recurrent infections as persistent and chronic inflammation in the urinary tract. The role of
these genes in biofilm formation and the development of multiple resistance to antibiotics
remains to be understood, as the transfer and exchange of pathogenic genes between bacterial
species within the biofilm leads to difficulty in drug penetration through these membranes, as

well as a tendency to resist many known antibiotics. In this study, it was aimed to determine the
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possible role of some Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) virulence genes in biofilm
formation, to detect strong biofilm producing isolates and to investigate the capacity of these
isolates to tend to more antibiotic resistance. The role of these genes in biofilm formation and the
development of multiple resistance to antibiotics remains to be understood, as the transfer and
exchange of pathogenic genes between bacterial strains within these membranes results in
difficulty of drug penetration into these membranes, as well as a tendency to resist many known
antibiotics. In this study, it was aimed to determine the possible role of some UPEC virulence
genes in biofilm formation, to detect strong biofilm producing isolates and to investigate the
capacity of these isolates to tend to more antibiotic resistance. Study 100 urine samples were
collected from Iraqgi patients with urinary tract infections at multiple hospitals in Baghdad. Using
the VITIC 2 system, 20 cases of E. coli infection were identified and diagnosed. The drug
resistance profile and biofilm producing capacity were determined and the strongest biofilm
producing isolates were determined. Some virulence genes of E. coli strain were determined by
PCR technique. In the antibiotic resistance profiles of the isolated strains, high resistance was
observed at the rate of 95% against ampicillin, 90% against augmentin and 90% against,
oxacillin, while it was observed that resistance rates of 70%, 65%, 60% and 60% were developed
for vancomycin, cefotaxime, ceftazidime and cefepim, respectively. Weak resistance (40%, 40%
and 35%, respectively) occurred for gentamicin, ciprofloxacin, norfloxacin. The frequencies of
papC, fimH, sfa and cnfl genes were (45%, 95%, 25% and 15%), respectively. In terms of
biofilm production capacity, 20 (100%) of 20 E. coli isolates were found to be capable of
forming biofilms. These 20 isolates were divided into three groups as strong biofilm producers (5
isolates, 25%), moderate biofilm producers (9 isolates, 45%) and weak biofilm producers (6
isolates, 30%). In addition, there was a strong association between the fimH gene (95%), while
the papC gene was moderately (55%) and weakly associated with biofilm formation (25% and
15%, respectively) compared to the sfa and cnfl genes. Although UPEC isolates have the ability
to form biofilms, they tend to show resistance to multiple antibiotics, and these genes play an

important role in biofilm formation.

Keywords: Urinary tract infection, Escherichia coli, Antibiotic resistance,

June 2022, 90 page
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1.GIRIS

Uriner sistem enfeksiyonlar1 olarak da adlandirilan idrar yolu enfeksiyonlari, idrar yolunun
herhangi bir bolimiinde, bobrekler ve Ureterlerden mesaneye ve idrar yoluna kadar olan
enfeksiyonlardir. IYE’nin ortaya ¢ikmasinin ana nedeni genellikle bakteriyel bir enfeksiyonlar
olup kltiirde, mililitrede gorilen (CFU/mI) 100.000 bakteri sayis1, IYE igin kesin tam kriteri
olarak kabul edilmistir T. IYE’nin teshis edilen izolatlarmin ¢ogunlugunun Escherichia coli
olmasi nedeniyle, gram pozitif bakteri olarak Staphylococcus, saprofitcus ve Gram negatif
bakteri olarak Proteus, Enterobacter, Klebsiella ve Enterococcus tiirlerini igeren diger gruplarin
yani sira idrar yolu enfeksiyonu olusumunda rolii olan birgok bakteri tiirii vardir (Jaber & Aal
Owaif, 2020).

Irak'ta, ayni hastalifa neden olan diger bakteri tiirlerine kiyasla, idrar yolu enfeksiyonu olan
hastalardan alinan idrar 6rneklerinin en yaygin ve teshis edilen tiirii E. coli‘dir (Hindi, 2013). E.
coli bakterisinin hayatta kalmasina ve iiriner sisteme yapigsmasina, etkilenmemesine ve ¢ikmasina
yardime1 olan ve ayn1 zamanda IYE nun olusmasina ve gelismesine katkida bulundugu kabul
edilen en 6nemli sebeplerden biri biyofilm olusum siirecidir. Bu slirecte patojenik genlerin
degisiminin yani sira plazmitler ve bir¢ok izolat arasinda gen degisimi de 6nemli yer tutmaktadir.
Plazmitlerde mutasyonlarin olusmasi, bakterilerin bircok antibiyotige karsi direng gelistirme
yeteneginin artirmaya yardimci olmaktadir (Boroumand et al., 2019). Bagisiklik hiicrelerine
kars1 koruma ve direng gosterme, biyofilm Ureten bakterilerin enfeksiyon bolgesinde yapigsma
siirecini kolaylagtirma, hiicre disi DNA ve polisakkaritlerden olusan bir matris olusumunun

sonucu olarak kabul edilir (Limoli et al., 2015).

Uropatojenik E. coli bakterilerinin patojenik suslar, fimbria tip 1 (pap), S-fimbriae (sfa), fimbriae
(fimH), kronik nekroz ve faktdr 1 (cnfl) genleri siddetli ve tekrarlayan IYE'lerle dogrudan iliskili
birka¢ virtlans genini kodlama yetenegine sahiptir (Sarowska et al., 2019). Bu genler,
bakterilerin konakgiya yol acan, dokulari istila eden, bagisiklik sistemini bozan ve konakci
organizmanin hiicrelerinde ve dokularinda hasara neden olan bir inflamatuar yanit1 tetiklemesini

saglayan proteinleri kodlamaya yardimci olur (Lithje & Brauner, 2014). Oysa fimoperon, iYE



neden olan E. coli izolatlarinin ¢ogunda bulunur ve fimbriya tip I'i kodlar (Alam Parvez &
Rahman, 2019; Steerk et al., 2016). Biyofilm olusum siireci, 6zellikle virtlans faktori fimH ile
yakindan iliskilidir (Tajbakhsh et al., 2016). Biyofilm olusumunun erken asamalarinda fimH,
hem biyolojik hem de biyolojik olmayan yiizeylerde biyofilm olusumunu destekler (Makled et
al.,, 2017). PapC geni, biyofilm olusturan bakteriler tarafindan, biyofilm olusturmayan
bakterilerden daha yaygin olarak eksprese edilir. Pfimbriae, pap A-K faktorl icindeki on bir gen
tarafindan kodlanir ve UPEC’in yaklasik %70’i bu faktorl icermektedir (Fattahi et al., 2015).
Antibiyotik direnci, birgok UPEC izolati arasinda yaygin olarak ortaya c¢ikmis ve diger
antibiyotikler arasinda en yaygin olan siprofloksasin, ampisilin ve trimetoprim-silfametoksazol
gibi ila¢ direncine daha yatkin olmakla beraber birgok ¢alismada rapor edilmistir (Ali et al.,
2016; Neupane et al., 2016).

Cografi alanlardaki farklilik, bakteri izolatlar1 arasinda belirli tipteki antibiyotiklere direng
gdsterme egiliminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Parveen et al., 2006). IYE'ler igin en yaygin
kontrol faktérlerinden biri, dogru zamanda uygun tedaviyi se¢mektir ve bu c¢ok Onemli bir
faktordiir. Tiim bunlara ragmen viriilans genlerini bilmek ve tanimlamak, biyofilm olusum
mekanizmasint anlamak ve hasta 6rneklerinden izole edilen bakteriler i¢in antibiyotik duyarlilik
testlerine glivenmek gerekmektedir (Donelli & Vuotto, 2014; Karam et al., 2018). Ozellikle
siddetli, karmasik ve tekrarlayan vakalarda IYE'leri azaltmak ve tedavi etmek igin yeni stratejiler
gelistirmek ve etkili 6nlemler almak dnemli bir faktor olup bu plan; ilag direnci, epitop olusumu
ve genler arasindaki iliskiyi ve bunlarin IYE neden olan E. coli izolatlarindaki viriilans genleriyle

iligkisini anlamaya dayanmaktadir (Donelli & Vuotto, 2014).

1.1. Amag

Calismanmn amaci, IYE olan Irakli hastalardan UPEC izolatlarin1 elde ederek izolatlarin
antibiyotiklere direng profillerini ve biyofilm olusturma yeteneklerini arastirmak ve guclu
biyofilm Ureten izolatlarda bazi viriilans genlerinin (papC, fimH,sfa ve cnfl) biyofilm olusumu

ve antibiyotik direnci arasindaki olasi roliinii aragtirmaktir.



2. LITERATUR INCELEMESI

2.1 idrar Yolu Enfeksiyonu

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), diinyadaki en yaygin bulasici hastaliklardan biri olup, gripten
sonra en yaygin ikinci bulasic1 hastalik olarak kabul edilmektedir (Smelov et al., 2016; Asadi
Karam et al., 2019). Bu enfeksiyonlar hastanin hastanede kalis siiresini uzatabilir ve 6liim ve
morbidite riskini artirabilir (Smelov et al., 2016).

Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik 11 milyon kisiye her yil IYE teshisi konmakta olup bu
durum da yaklasik 470.000 hastaneye yatisa ve yillik yaklasik 6 milyar dolarlik harcamaya yol
agmaktadir. IYE yasamlari boyunca kadimlarin yaklasik %50’sini ve erkeklerin %12’sini
etkilemekte ve bu kisilerin %25’i bu hastaliga tekrar yakalanmaktadir (Smelov et al., 2016).

2.2. Idrar Yolu Enfeksiyonlariin Simiflandirilmasi

Asemptomatik Dbakterilirinin varligt ve c¢esitli sekillerde akut, kronik ve tekrarlayan
enfeksiyonlarin gelismesi, IYE’nin cesitli sekillerde ortaya cikabilecegini gostermektedir
(Smelov et al., 2016). Her yil ii¢ veya daha fazla IYE nin insidans1 ve alt1 aydan daha kisa bir
sure icinde iki veya daha fazla IYE'nin ortaya c¢ikmasi, IYE’ nin tekrarlayan bir enfeksiyon
oldugunu gostermektedir. Daha 6nce IYE 6ykiisii olan hastalarda enfeksiyonun tedavisi en zor
problemlerdendir (Terlizzi et al., 2017). IYE!'ler, alt ve iist IYE enfeksiyonlar1 olmak iizere iki
tirde siniflandiriimaktadir (Smelov et al., 2016; Terlizzi et al., 2017).

Semptomlarin benzer olmasindan dolayi sistit ve piyelonefrit arasindaki ayrimi yapmak zordur.
Alt veya iist IYE tiriiniin belirlenmesi, en iyi olas1 sonucu elde etmek icin klinik incelemelere ve
laboratuvardan elde edilen verilere dayanarak yapilmalidir (Foxman, 2014). IYE'ler, karmasik ve
komplike olmayan IYE'ler olmak iizere iki klinik alt tiirde siniflandirilabilir (Foxman, 2014).
Problemli veya tikali idrar yolu sistemlerine sahip kisilerin yan1 sira kateter gibi tibbi cihazlar

kullanan kisilerin karmagsik IYE nin gelismesi daha olasi olup bu durum da tedaviyi doktorlar
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icin daha zor hale getirmektedir. Idrar yolu sagligi olan ve herhangi bir tedavi arac1 olmayan
(toplum kaynakli enfeksiyonlar) ayaktan hastalarda, komplike olmayan IYE en sik rapor edilen

tirdur (Foxman, 2014; Mann et al., 2017). Sekil 2.1, IYE’nin siniflandirmasini gstermektedir.

2.3. Idrar Yolu Enfeksiyonlar1: Epidemiyolojinin Gozden Gecirilmesi

Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) ayakta tedavi goren enfeksiyonlarin cogu IYE’dir. 14-24
yas arasinda geng kadinlardaki bir artis disinda, yasla birlikte yayginlik da artmaktadir. Genel
niifusla karsilastirildiginda, 65 yas istii kadinlarin prevalansi %20 civarindadir (Schmiemann et
al., 2010). Orta yash kadmlarin %50-60'inda en az bir IYE goriilmekte ve menopoz sonrasi
kadinlarin yaklasik %10'u 6nceki yil IYE gecirdigini bildirmektedir (Flores-Mireles et al., 2015).
Diyabet, kateterizasyon 0ykisl, omurilik disfonksiyonu ve antibiyotik kullanimi olan
postmenopozal kadinlarin hepsinin patogenezde rolii vardir. Kateterize olmayan yaslilarda
IYE’ler nadirdir. Yapisal anormallikler ve kateterizasyon mevcut oldugunda idrar kiiltiiriinde
birden fazla tirin varligi olagandisi degildir. Bu hastalar diizenli olarak kateter ve diger tibbi
cihazlar1 kullandiklarindan, Proteus ve Klebsiella gibi gram negatif bakterilerin neden oldugu
IYE’lerine yakalanmaya daha yatkindirlar. Diyabetiklerin Klebsiella, Enterobacter ve
Candida'nin neden oldugu enfeksiyonlara yakalanma olasiligi daha yiiksektir. ABD’de cinsel
olarak aktif kadinlar yilda ortalama %0,5 oraninda basit sistit nobeti yasarlar. 18-39 yas
arasindaki cinsel olarak aktif kisilerin komplike olmayan IYE’lere yakalanma olasilig1 daha
ylksektir. Komplike olmayan tekrarlayan IYE'ler gen¢ kadinlari yashi kadmlar kadar sik
etkilemektedir. 6 ay icinde kadimlarm %27'sinde IYE tekrarlamas1 meydana gelmektedir (Flores-
Mireles et al., 2015).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezlerine (CDC) gore, ABD’de her y1l yaklasik 250.000 kisiye
kadinlarda daha sik goriilen piyelonefrit teshisi konmaktadir. Etki yayginhiginda kiltiirel ve
genetik degiskenlerin rol oynamasi olasidir (6rnegin, piyelonefrit Giiney Kore'de 10.000 kisiden
59'unu etkilemektedir). CDC raporlarmna gére, komplike olmayan IYE geciren dokuz kadindan
biri ve erkeklerin %5’i bir yil icinde bir baska IYE gelistirebilir. Hem basit hem de ciddi IYE'ler
i¢in en yaygin patojen UPEC’dir (Flores-Mireles et al., 2015).



2.4. Laboratuvarda Idrar Yolu Enfeksiyonu I¢in Tam Testi

"Temiz yakalama" teknigi kullanilarak toplanan akintili idrar 6rnekleri, test i¢in en yaygin olarak
kullanilan idrardir. Bunun yani sira nitrit ve l6kosit esteraz testleri, en yaygin kullanilan idrar
ol¢tim gubugu testlerinden digeridir ve her ikisi de dogrudur (Flores-Mireles et al., 2015). Nitrati
nitrite doniistiirebilen bakterileri ararken, nitrit testi ve 16kosit esteraz testi gibi yontemler enfekte
16kositler tarafindan iiretilen enzimler ve 10° CFU/mL'ye esit veya daha biiyiik konsantrasyonlar1
tespit edebilir. Pozitif nitrit ve esteraz testleri, klinik semptomlarin varhigmnda IYE ile
iliskilendirilmistir. IYE’leri saptamak icin pozitif bir nitrit veya pozitif esteraz testi de
kullanilabilse de, bu testlerin hastaligin tek belirtisi olarak kullanilmasi 6nerilmez. Bu testlerle
ilgili birincil sorun, negatif tahmin degerlerinin oldukg¢a diisiik olmasidir ki bu 6nemli bir
simirlamadir. Enterokoklar ve Stafilokoklar nitrit olusturmamalar1 I0kosit esteraz duzeylerinin,
enfeksiyonlar ortaya ¢iktiklarinda hastaligin erken evrelerinde tanimlamak i¢in yeterince yiiksek
olmayabilecegi anlamima gelmektedir. Sonug¢ olarak, bu seviye c¢ubugu testleri artik klinik
ortamda degil, laboratuvarda ¢esitli bozukluklarin teshisine yardimci olmak i¢in kullanilmaktadir

(Davenport et al., 2017; Flores-Mireles et al., 2015).

Klinik laboratuvarlarda mikroskobik inceleme ile idrarda beyaz kan hicreleri ve bakteriler de
bulunabilir. Semptomlar ortaya cikarsa, IYE'nin belirlenmesine yardimci olmak igin piyiiri ve
bakteritiri kullanilabilir. Herhangi bir enfeksiyon belirtisi veya semptomunun yoklugunda,
asemptomatik bakteriliri veya kontaminasyon bakteriiirinin gelismesine neden olabilir. Saglikli
premenopozal kadinlar, hamile kadinlar ve yasghh kadinlarin tiimii asemptomatik bakteriiiri
acisindan risk altindadir. Saglikli premenopozal kadinlarda, popiilasyonun %5'inde, hamile
kadinlarin %2-10'unda ve yaslilarin %10-15'inde asemptomatik bakteritiri gortilmektedir. (Chu
& Lowder, 2018).

Okul ¢ocuklari, kateter bagimli hastalar, hastanede yatan yaslilar, diyabeti veya omurilik
yaralanmas1 gibi tibbi durumlari olan hastalarin tiimii, IYE’ye yakalanma riski altindadir.
Asemptomatik bakteriiirisi olan hamile kadinlarin tedavisi sadece semptom gosteriyorsa
onerilmektedir (Nicolle et al., 2019). Sekil 2.1.’de laboratuvarlardada IYE tanimlamasinda

kullanilan standart ve gelisen yaklasimlar gosterilmektedir.
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Sekil 2. 1. Laboratuvarda IYE teshisi i¢in standart ve gelisen yaklasimlar (Nicolle et al., 2019).
2.5. Idrar Yolu Enfeksiyonuna Neden Olan Ajanlar

IYE’de en sik goriilen etkenler E. coli ve Klebsiella pneumoniae dir. Bu mikroorganizmalarin
disinda daha az az yaygin goriilen Proteus mirabilis, Citrobacter, Staphylococcus aureus,
Staphylococco saprophyticus, Streptococcus ve Enterococcus faecalis gibi bakterilerin timii IYE
enfeksiyonlarina sebep olmaktadir (Flores-Mireles et al., 2015; Mann et al., 2017). IYE'ye neden
olan bakterilerin en yayginin UPEC oldugu tespit edilmis olup, basit IYE'lerin %80'inden,
toplum kaynakli enfeksiyonlarin %95'inden ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin %50'sinden
sorumludur. UPEC, bagirsaktan viicudun diger boliimlerine yayilan E. coli patojeni olup
karmasik IYE'lerin en sik nedenidir (Tabasi et al., 2016).

Cok sayida arastirmaya gore, insan [YE'leri ile iliskili viriilans genlerine sahip E. coli suslari
¢iftlik hayvanlarinda bulunabilir. IYE hastalarindan, ciftlik hayvanlarindan ve etten (6zellikle
tavuk) elde edilen tim E. coli suslar1 incelenmis ve antibiyotik diren¢ profillerinde ve genetik
viriilans faktorlerinde yiiksek derecede homojenlige sahip olduklar1 gosterilmistir (Mellata et al.,
2018). Son birkag yilda fenotipik ve genotipik 6zelliklere dayali olarak yedi E. coli filogrubu
(A'dan F'ye) kesfedilmis olup filogenetik analiz sonuglarina gore UPEC suslarinin ¢ogunun B2
ve D gruplarina ait oldugu ortaya konulmustur (Clermont et al., 2013).
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2.6. UPEC Patogenezi

UPEC suslarmin zorlu bir siirecle IYE’ye sebep oldugu gésterilmistir. UPEC suslar iiretra
yoluyla idrar yolu sistemine gegtikten sonra, liretradan gelen normal floranin kaynagi olan E.
coli’nin bakteriyel adezyon faktorleri mesanenin yiizey epiteline yapigsmaktadir (Mann et al.,
2017). Bakterilerin viicutta yayilmasmi onlemek igin konak¢inin bagisiklik sistemi Kkendi
yontemlerini kullanmaktadir. Bakteriler mesane hicrelerinin sitoplazmasina girdikten sonra
cogalmaya baglamakta ve hiicre i¢i bakteri kolonileri olusturarak hticrelerin yirtilmasina neden
olmaktadir.

Bir konagin bagisiklik sisteminin, mesane yiizeyi faset hiicrelerini idrara dokerek mesane ici
kataterleri (IBC)'leri pul pul dokmesi ve bunun da ara sira IBC'lerin pul pul dokiilmesine neden
olmasi olasidir (McLellan & Hunstad, 2016). Bakteriler daha sonra, biyofilm olusumlarini terk
ederken ve filamentli ve hareketli hale geldik¢e ilaglara ve immiinolojik tepkilere karsi direng
gelistirdikleri mesane liimenine yayilabilir (Flores-Mireles et al., 2015). Bir dizi IBC susu,
direncli rezervuarlar olarak yeniden aktiflesebilecekleri ve tekrarlayan IYE neden olabilecekleri

mesane hiicrelerinde kalic1 goriinmektedir (Spaulding & Hultgren, 2016).

2.7. UPEC Suslarmin Viriilans Faktorleri

UPEC suslari, tiriner sistemde hayatta kalabilmek igin ¢esitli viriilans faktorlerini kodlamaktadir.
Yapilan ¢esitli ¢alismalar, adezyonlar, reseptorler, toksinler, kapsiler, proteinler, flagella ve
lipopolisakkarit gibi bilesenlerdeki mutasyonlarin bazi suslarin patojenitesini etkileyebilecegini
gostermistir. Bu faktorler, plazmitler, transpozonlar, bakteriyofajlar ve patojenite adalar1 gibi
genetik unsurlar tarafindan iletilir (Spaulding & Hultgren, 2016; Terlizzi et al., 2017). Bu
arastirma sirasinda dikkatimiz biyofilm gelisimi ve antibiyotik direnci ile ilgili bir dizi virtilans

faktorii tizerinde olacaktir.

2.7.1. Fimbrial Adezyonlu UPEC Virulans Faktorleri

UPEC suslarinda bulunan bir gen kiimesi, 6nemli bir pili olan tip 1 pili kodlamaktadir (Busch &
Waksman, 2012). Konakg1 hiicrenin yilizeyindeki glikoprotein molekiillerinde bulunan mannoz

oligosakkaritlerinin tip 1 fimbria tarafindan tanindigina ve bu tanimlamanin bakteriyel



yapismanin ve biyofilm biiylimesinin desteklenmesine yardimci olabilecegine inanilmaktadir.
Tip 1 fimbria, FIM gen ailesi tarafindan kodlanir. Tip 1 fimbrialar, yardime1 proteinler FimF ve
FimG'ye bagli olan birincil protein FimA'nin yani sira yapigma proteini FimH'den olusur. Tip 2
fimbria, FIM gen ailesi tarafindan kodlanir. fim gen kiimesi, FIM ile ilgili genleri icermektedir.
(Zamani & Salehzadeh, 2018).

FimH proteini, bakteri varliginda biyofilm olusumundan sorumlu olan kritik bir viriilans
faktoradir (Tajbakhsh et al., 2016). Yapilan ¢alismalara gore, FimH'nin biyofilm olusumunun
erken asamalarinda hem biyolojik hem de biyolojik olmayan yiizeylerde biyofilm olusumunu
arttirdig1 bulunmustur (Makled et al., 2017). UPEC suslarinda kesfedilen bir¢ok farkli mannoz
direngli pili tiirii vardir ve bunlar, reseptor 6zelliklerine ve tlrlere gore ¢esitlilik gostermektedir
(Busch & Waksman, 2012). UPEC bakterisi, bakterinin bobregi kolonize etme ve piyelonefrite
(bbbrek iltihab1) neden olma yetenegi ile yakindan iliskili olan P fimbrialarini1 ifade etmektedir.
Fimbria c¢ubugunun birincil bilesenini kodlayan papA, adaptor alt birimlerini ve terminal
yapigmasini kodlayan papEF ve papG dahil olmak tizere toplam 11 gen bu siirece katilmaktadir.
(Emody et al., 2003).

papC geni, biyofilm olusturan bakterilerde, biyofilm olusturmayan bakterilere gore ¢cok daha
yuksek diizeyde eksprese edilir (Fattahi et al., 2015). S pili, ana bilesen olan sfaA'dan ve diger
mannoz direngli pililerde oldugu gibi sfaG, sfaH ve sfaS olmak iizere ii¢ alt birimden olusur
(Mulvey, 2002). Sfa geni, fimbria S'yi kodlamaktan sorumludur. S fimbria, mesane epiteli ve
iiretral kanallardaki sialik asit reseptorleri ile etkilesime girdiginde, mesane epitelyumu ve iiretral
kanallar1 igeren konak¢1 dokularda patojenin patojenitesini arttirmaktadir (Baby S, Karnaker VK,
2016; Bien et al., 2012).

2.7.2. Fibriyal Olmayan Adezyonlu UPEC Virulans Faktorleri

E. coli'nin ti¢ farkli toksin tiirii olusturmasi miimkiindiir: enterotoksijenik E. coli (ETEC), Shiga
toksijenik E. coli (STEC), ayrica nenterotoksijenik E. coli (NTEC). NTEC1 ve NTEC?2,
iirettikleri toksine gore kesfedilen iki NTEC tiirii olup bunlar sirasiyla NTEC1 ve NTEC2 olarak
etiketlenmistir CNF1 olarak da bilinen sitotoksik nekrotizan faktor 1, sitotoksik nekrotizan faktor
2'nin yani sira NTEC1'in kombinasyonu ile iiretilir. CNF1, kromozom 1 iizerinde kodlanan bir
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gendir (Mainil et al., 1999). Yiiksek diizeyde CNF yapic1 gen (cnf) igeren E. coli'nin, CNF1
proteininin sitoplazmik olmasina ve dolayisiyla kan-beyin bariyerini gecememesi gergegine

ragmen [YE'leri ile birlikte olduguna dair kanitlar vardir (Landraud et al., 2000).

2.8. UPEC ve Antibiyotik Direncinin Patogenezinde Biyofilmin Roll

E. coli, mesane epiteli i¢inde biyofilm benzeri 6zelliklere sahip hiicre i¢i bakteri topluluklari
uretmektedir (Landraud et al., 2000). Biyofilm iireticileri, biiyiime hiz1 ve diger bakterilerden gen
transkripsiyonu agisindan farkli bir fenotipe sahiptir (Peirano et al., 2013). Biyofilmler
kimyasallarin yayilmasini1 ve antimikrobiyallerin cilt yiizeyine yapigsmasini engelleyebilir. Bu,
biyofilm hiicrelerine, bakterilerde siklikla goriilen antibakteriyel proteinler lizozim ve
kompleman gibi biiylik molekiillere karsi etkili direng saglamaktadir. Ulusal Saglik Enstitiileri
tarafindan yliriitiilen arastirmalara gore, biyofilmler tiim bakteriyel hastaliklarin %60'indan
sorumludur (Feraco et al., 2016). Yapilan arastirmalara gére UPEC bakterilerinin yizeylerinde
60 ila 70 persentil araliginda biyofilmler goriilebilmektedir (Peirano et al., 2013). Sonug olarak,
prostatite neden olan bakteriler, ciltte biyofilm olusumu sonucu tekrarlayan IYE’ye neden olma
konusunda daha yetenekli hale gelebilirler. Enfeksiyonlarin biyofilm olusturma egilimi, UPEC
niiksiiniin olusumuna baglanmistir. Birkag¢ ¢alismada, tekrarlayan enfeksiyonlari olan bireylerden
elde edilen izolatlarin yarisindan fazlasinin biyofilm tiretebildigi kesfedilmistir (Oelschlaeger et
al., 2012). Bakteriler, Uriner sistemdeki bir E. coli biyofilminde kalabilir ve yukarida agiklanan
yontemin bir sonucu olarak tahliye edilmesini dnleyebilir. Ornegin biyofilmler, bir bakteriden
digerine besin ve genetik materyal akigini tesvik ederek, bakterilerin antibiyotiklere maruz kalma
tehlikesini en aza indirirken ayn1 zamanda antimikrobiyal diren¢ gelisme olasiligin1 da azaltabilir

(Das & Dash, 2015).

Bakteriler, hiicre dis1 matrisler i¢inde bakteri topluluklar1 olusturan ekzopolisakkaritler (EPS),
proteinler ve nikleik asitler Uretir ve biyofilmler EPS’den, proteinlerden ve nikleik asitlerden
olusmaktadir (Boroumand et al., 2019). Antibiyotikler, biyofilmlerde hapsedilmis bakterilere
kars: planktonik hiicrelere gére 10'-10* kat daha giiclii bir minimum inhibitér konsantrasyonuna
sahip olabilir. Biyofilme gomiilii patojenlerin in vivo olarak uzaklastirilmasi i¢in 6zel ilaglar
bulunmadig: siirece, tip arastirmacilar1 bu bakterilerin enfeksiyonlarda temizlenmesi konusunda

endige duyacaktir (Lebeaux et al., 2014). Biyofilmler dogal olarak heterojen oldugundan (buna
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fizyolojik genetik degiskenlik, heterojenlik ve gen ekspresyonundaki stokastik olaylar dahildir),
biyolojik biyofilmler iizerinde arastirma yapmak zordur (Delcaru et al., 2016; Verderosa et al.,
2019). Son yillarda, birkag arastirmaci bakteriyel patojen fenotipik 6zellikleri, biyofilm olusumu
ve antibiyotik direncinin gelisimi arasindaki baglantiy1 kesfetmeye yonelik ¢aligmalar yapmistir

(Soto, 2014).

2.9. Idrar Yolu Enfeksiyonlarimin Antibiyotiklerle Tedavisi ve Diren¢ Goriiniimii

2.9.1. Antibiyotiklerin Cesitli idrar Yolu Enfeksiyonlarimin Tedavisi icin Kullanim

Hastanin yasi, cinsiyeti, alerjileri, altta yatan kosullar, 6nceki antibiyotik ve diger ilaglarin
kullanim1 ve IYE’nin yeri ve ayrica neden olan izolatin patojenik veya normal florasi gibi
faktorlerin dikkate alinmasinin timu bir hasta icin antibiyotik segcerken énemlidir (Whelan et al.,
2020). Baz iilkelerde, IYE nin tedavisi icin trimetoprim, beta-laktamlar ve nitrofurantoin gibi
antibiyotikler kullanilmaktadir (Walker et al., 2016). Bircok iilkede IYE'ler, hem karmasik hem
de hafif vakalarda etkili oldugu gosterilen ve bir antibiyotik tiiri olan florokinolonlarla tedavi
edilmektedir (Vachhani et al., 2015). Hafif IYE vakalarinda, hastaliga neden olan bakteriler
antibiyotige direngli olsa bile hastalara fosfomisin ve nitrofurantoin verilmelidir. Baz1 IYE'ler,
hastanin durumuna ve altta yatan hastaliga bagli olarak farkli sekillerde tedavi edilmektedir
(Fasugba et al., 2015). Bakteriyel rezervuarlar geleneksel olarak tekrarlayan IYE’lerini tedavi
ederken ele alinmistir. Antibiyotikler uygun sekilde uygulanmazsa, yalnizca bakteri
rezervuarlarini ortadan kaldirmakta basarisiz olmakla kalmaz, ayn1 zamanda bakterilerin mesane

hlicrelerinde yasamasi i¢in giivenli bir siginak olusturabilirler (Walker et al., 2016).
2.9.2. Upec Suslar1 Arasinda Antibiyotik Diren¢ Dagilimi

Cok sayida hakemli bilimsel makale, IYE olan bireylerden izole edilen UPEC'nin antibiyotik
direncine iligkin aragtirma sonuglarin1 belgelemistir. Mevcut literatiir gézden gegirildiginde,
arastirilan zaman dilimine ve ziyaret edilen cografi bolgeye gore farkli antibiyotik direnci
oranlariin gozlemlendigi sonucunu ¢ikarmak miimkiindiir. Buna ragmen, 6zellikle gelismemis

iilkelerde yapilan birgok calisma, bu vakalarin bir kismimin ¢oklu ilag direnci (MDR) olarak
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smiflandirilmasi nedeniyle antibiyotik direncinde bir artis oldugunu géstermistir (Terlizzi et al.,
2017).

IYE gelismeden &nce antibiyotik almis, uzun siire hastanede kalmis, idrar sondasi gibi tibbi
cihazlar kullanmisg, altta yatan hastaliklar1 olan ve 65 yasin iizerindeki hastalarda ¢oklu ila¢
direnci geligebilir (Sanchez et al., 2016). Sistematik bir inceleme aragtirmasinda arastirmacilar,
coklu dirence sahip (yani ii¢ veya daha fazla antibiyotik sinifina direng) UPEC izolatlarinin
mevcut oldugunu kesfetmislerdir (Walker et al., 2016). Cesitli direnglere sahip UPEC'in
Hindistan'da 2007 ve 2008 yillar1 arasinda daha az etkili oldugu gosterilmis, ancak 2011'den beri
coklu direnglerin siklig1 %80'e yiikselmistir (Hadifar et al., 2017). Pakistan’da, 2011'den bu yana
coklu ilaca direngli bakterilerin prevalansinda bir artig goriilmiis ve bu oran bazi bolgelerde

%65'in tizerine ¢ikmustir (Ali et al., 2014; Hadifar et al., 2017).

Yapilan ¢aligmalara gore, ABD gibi gelismis iilkelerde bile, ¢oklu ilag direncine sahip UPEC’in
ayakta tedavi enfeksiyonlar1 2001'de %9 iken 2010'da bu oran %17'ye yiikselmistir (Sabir et al.,
2014). UPEC suslarinin, beta-laktam ilaglar1 ve nalidiksik asit gibi rutin olarak uygulanan IYE
antibiyotiklerine ve ayrica literatiire gore siprofloksasin ve nalidiksik asit gibi ko-trimoksazol
tedavilerine direncli oldugu gosterilmistir. Antibiyotiklerin yanlis kullanimi, kendi kendine ilag
tedavisi ve antibiyotik bulagmis hayvan yemlerinin alimi gegmiste bu durumla iliskilendirilmistir
(Sanchez et al., 2014; Visseaux, 2010). Bazi iilkelerde antibiyotik direncindeki artisa yanit
olarak, florokinolonlar ve yaygin sefalosporinler gibi alternatif antibiyotikler recete edilmistir.
Bu alternatif antibiyotikler, ABD’de dahil olmak tizere bir dizi farkli Ulkede antibiyotik
direncinde 6nemli ve endise verici bir artisla iliskilendirilmistir (Neamati et al., 2015; Walker et
al., 2016). Avrupa'da florokinolon antibiyotiklerine kars1 diren¢ artmaktadir. Arastirmalara gore,
ABD’de hastanede yatan hastalarin yaklasik %31'inde florokinolonlara direngli UPEC suslari
bulunmustur (Neamati et al., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Laboratuvar Ekipman ve Aparatlar

Calismamizda sirasinda kullanilan cihaz ve ekipmanlarin firma ve menseileri Tablo 3.1.°de

verilmistir.

Tablo 3. 1. Calismamizda kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Cihaz - Ekipman Firma Mensei
Otoklav Hirayama Japonya
Santrifuj Hettich Almanya
Bilesik 151k mikroskobu Olympus Japonya
Konik siseler Marienfield Almanya
Sogutma santrifiijii Hettich Almanya
Derin dondurucu GFL Almanya
Dijital kamera Nikon Japonya
Tek kullanimlik Petri kaplari Biozek Hollanda
Damitict GFL Almanya
Elektrikli firin Media Tarkiye
Eelektroforez sistemi Cleaver Ingiltere
Ependorf tiipleri Ependorff Almanya
Ependorf santrifuj Ependorff Almanya
Jel dokiimantasyon sistemi Cleaver Ingiltere
Sicak Plaka DLAB Cin
Incubator Memert Almanya
Laminer akis kabini Cleaver Ingiltere
Manyetik karistirict DLAB Cin
Mikropipet Cleaver Ingiltere
Mikro okuyucu plakasi Biorad ABD
Milipor filtreler (0.22um) Difco ABD
PCR tipleri Ependorff Almanya
PH olcer Hanna Almanya
Kuantus Florometre Promega ABD
Buzdolab1 Next Turkiye
Hassas elektronik terazi Denver Almanya
Spektrofotometre Jenway Ingiltere
Standart tel spiral (1) Himedia Hindistan
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Sterilize pamuklu ¢ubuklar Sterellin Ingiltere

Is1 Dongiileyici Applied biosystem ABD
Vorteks mikser DLAB Cin
Benmari Memert Almanya

3.1.2. Kimyasallar, Tamponlar ve Biyolojik Materyaller

Calismamizda sirasinda kullanilan kimyasallar, tamponlar ve biyolojik materyallerin firma ve

menseileri Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3. 2. Calismamizda kullanilan kimyasallar, tamponlar ve biyolojik materyaller

Materyal Firma Mensei
Agaroz Cleaver Ingiltere
DNA merdiveni 100 bp Biolabs Ingiltere
Etanol BDH ABD
Genomik DNA ekstraksiyonu Promega ABD
Buzlu asetik asit Meric Millipore | Almanya
Hucker kristal menekse Meric Millipore = Almanya
Izopropanol BDH ABD
Yiikleme boyasi Biolabs Ingiltere
Metanol Meric Millipore | Almanya
Niikleaz icermeyen su Biolabs Ingiltere
Fosfat tamponlu tuzlu su Meric Millipore = Almanya
RedSafe Nukleik Asit Boyama Cozeltisi | Biolabs Ingiltere
TAE tamponu 10 X Promega ABD
3.1.3. Kitler

Calismada kullanilan tiim kitler Tablo 3.3'te gosterilmistir.

Tablo 3. 3. Calismamizda kullanian Kitlerin firma ve menseileri Tablo 3.3’te verilmistir.

Kit Firma Mensei
Gram boyama Syrbio Suriye
Genomik DNA ekstraksiyonu Favorgen Tayvan
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3.1.4. Kultur Besiyerleri

Calismamizda bakteri izolasyonu amaci ile kullanilan besiyeri ¢esitleri Tablo 3.4°te verilmistir.

Tablo 3. 4. Calisamamizda kullanila besiyerler
No  Besiyerler Firma Mensei

Kanli agar

MacConkey agari

Beyin-Kalp agari Himedia Hindistan
Besleyici agar

Triptik Soya Fasulyesi Sivi Besiyeri

g B~ W N -

3.1.5. Primerler

Calismamizda polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan primerlerin dizisi (Alfa DNA,

Kanada) Tablo 3.5.’te verilmistir.

Tablo 3. 5. Geleneksel PCR'de kullanilan primerler ve dizileri

Hedef Primer Dizisi (5°-3") Amplifikasyon

Gen Boyutu
O | GAACTTATTAAGGATAGT

cnfl 544 bp
A | CATTATTTATAACGCTG
O | ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

pap ¢ 203 bp
A | GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA
O | CCGTAAAGATGTCTGCGAGA

sfa 99 bp
A | GCAAGTCTGGCAACGAG
O | GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA

fim H 506 bp
A | TCGAGAACGAACGGATAAGCCGTGG
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3.2. YONTEM

3.2. Materyallerin Toplanmasi
3.2.1. Hastalarin Belirlenmesi

Calisamamiz Eylul 2021 ile Mart 2022 tarihleri arasindaki donemde, Bagdat'ta c¢esitli
hastanelerin iiriner sistem iinitesinde idrar yolu enfeksiyonu tanist konmus 100 hastadan (39
erkek ve 61 kadin) orta akim idrar Orne8i alinarak gergeklestirilen kesitsel bir c¢aligmadir.
Calismaya dahil ettigimiz hastalain tanisi konsiiltan {irolog tarafindan klinik semptomlara ve

laboratuvar incelemelerine gore konulmustur.

e (Calismaya dahil edilen hasta kriterleri: Uropatojenik Escherichia coli'nin (UPEC) neden
oldugu IYE olan hastalar.

e (Calismada hari¢ tutulan hasta Kriterleri: Baska bir mikroorganizma tlrinin neden
oldugu idrar yolu enfeksiyonundan ve diger kronik iiriner sistem hastaliklarindan
muztarip hastalar.

e (alismaya dahil edilmesi icin katilimcilardan s6zlii onam alinmistir. Bilgiler tim

hastalardan direkt goriisme ile elde edilmistir.

3.2.2. idrar Orneklerinin Toplanmasi

Her katilimcidan steril tek kullanimlik idrar kabina en az bes mililitre (5 ml) orta akim idrar
numunesi almmistir. Idrar numunelerinin 6ncelikle kanli ve MacConkey agarlarina ekimleri

yapilmis ve ardinda mikroskobik incelemesi yapilmaistir.

3.2.3. Bakteri Izolasyonu ve Tanimlanmasi
3.2.3.1. Kiiltiir Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Tablo 3.4'te verilen besiyerler, iiretici firmanin talimatlarina gore hazirlanmis ve nemli 1s1
sterilizasyon yontemiyle (otoklav) 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis, sonra petri kaplarina

dagitilmig; daha sonra, steriliteyi kontrol etmek i¢in petriler 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir.
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3.2.3.2. Bakterilerin izolasyonu

Orta akim idrar drneklerinden elde edilen bakteri izolasyonu, rutin laboratuvar tekniklerine bagli
olarak gerceklestirilmistir. izolatlarin teshisinde ilk adim olarak tiim o6rnekler hemoliz
paternlerini saptamak icin kanli agar, laktoz fermantasyonu i¢in MacConkey agar ve mannitol
fermantasyonu icin mannitol tuz agara ekilmis ve 37°C sicaklikta 24 saat boyunca tiim plaklar

aerobik olarak inkiibe edilmistir.

3.2.3.3. Bakteriyel Izolatlar1 Saklama Yontemleri

Bakteriyel izolatlarin saklanmasi asagidaki belirtildigi iizere gergeklestirigmistir:

1- Kisa donem saklama

e Gerekli bakteri izolatlarindan saf bir koloni, niitrient agar plaklarina ekildikten sonra 24
saat 37°C'de inkiibe edilmis ve buzdolabinda 4°C'de saklanmustir.

2- Uzun dénem saklama

e Bakteriler 5 ml'lik Beyin-Kalp agar tiiplerine igne batirilarak Beyin-Kalp agar tiiplerinde
bir yil siireyle saklanmistir. Inkiibasyondan sonra tiipler oda sicakliginda (22-25°C)

saklanmistir.

3.2.3.4. Bakterilerin Tanimlanmasi

Bakterilerin tanimlanmasinda izolatlarin kultir besiyerindeki morfolojik 6zellikleri, mikroskobik

goruntdleri ve biyokimyasal testler kullanilmistir.

1- Kaltdr besiyerlerindeki morfolojik 6zellikler

Izolatlarmn baz1 spesifik o6zelliklerini tespit etmek ve belirlemek icin farkli besiyerler
kullanilmigtir. Kanli agar plaklarinda gelistirilen koloniler, sekil, boyut, renk ve kan hemoliz
modeli acisindan test edilmistir. Bu nedenle, laktoz sekerini biiyiitme ve fermente etme

yeteneklerini test etmek icin MacConkey agar tizerinde kiiltiirlenmistir.
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2- Mikroskobik inceleme

Izole edilen bakteri kolonileri ile Gram boyama islemi yapilarak bakterilerin Gram (-) ve Gram
(+) durumlar1 belirlenmistir.

3- VITEK 2 kompakt sistem ile bakteri tanimlamasi ve antibiyotik direncinin belirlenmesi

VITEK 2 sisteminde 6zel kartlar kullanilarak bir dizi biyokimyasal testler ile bakterilerin

tanimlamasi yapilmaistir.

3.2.4. Bakteri Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Bakteriler, triptik soya fasulyesi sivi besiyeri 37 °C’de 24 saat icerisinde 45 kuyucuk iceren bir
polistiren kiiltiir plakasinda gelistirilmistir. Her bir kuyucuga yaklasik 180 ul steril TSB besiyeri
ve 0,5 McFarland standardina esdeger olan yaklagik 20 mikrolitre bakteri eklenmistir. Steril sivi
besiyeri igeren kuyucuklar negatif kontrol olarak kullanilmis ve kapak kapatildiktan sonra
aerobik olarak 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar, ti¢ kez ¢ok
dikkatli bir sekilde yikanmustir. Serbest yizen bakteriler, konsantrasyonlu (pH 7.2) bir fosfat
tamponlu salin solisyonu (PBS) kullanilarak uzaklagtirilmig olup bagl bakterileri sabitlemek
icin 200 pl %99 metanol ¢ozeltisi ve ayrica 0.2 ml %2 kristal menekse ¢ozeltisi kullanilmustir.
Lekeli plakalar 7 dakika sonra su ile yikanmis ve kalintilar %33 oraninda 160 pl asetik asit
kullanarak ¢O6ziindiirilmistir. Daha sonar kuyucuklar 630 nm'de okunmustur. Absorbans
degerlerine gore, asetik asit ilavesinden once ve sonra absorbans degerleri iki kez okunduktan
sonra bakteriler tutunma kabiliyetlerine gore dort kategoriye ayrilmistir. Gruplar su sekilde
olusturulmustur: giiclii (+++), orta (++), zayif (+). Biyofilm olusturmayan grupta, optik yogunluk
konsantrasyon degerleri, negatif kontrol kuyucuklari i¢in optik yogunluk degerlerinin ortalama
degerlerinden {ii¢ standart sapma daha yiiksek olarak kabul edilmistir. Ayrica bu testler ii¢ kez

yapildiktan sonra ortalama sonuglar hesaplanmistir. Test sonuglar1 Tablo 3.6.’da verilmistir.
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Tablo 3. 6. Mikrotiter plaka yontemine dayali yapisma siniflandirmast

Yapigsma Biyofilm Olusumu
Ortalama Optik Yogunluk Degeri
OD<ODc¢ ) _
OD¢<OD< 20D ¢ ™) ™)
20Dc<0OD< 40Dc () (H)(+)
40D c<0OD () ()

3.2.5. Molekiiler Calismalar

3.2.5.1. DNA Ekstraksiyonu

Bir gece boyunca aktive edilen kulturlerden Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Tayvan)

kullanilarak DNA ekstraktraksiyonu gerceklestirilmistir.

Prosedir

Pelet hazirland1 (1 ml bakteri hiicresinin yiiksek hizda 2 dakika santrifiijlenmesi).

200ul FATG tamponu eklendi ve pipetleme kullanarak peleti yeniden siispanse edildi ve
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

200ul FABG tampon eklendi ve 10 saniye vortekslendi. 10 dakika boyunca 70 °C'de
inkiibe edildi, hatta numune berrak olarak lizat edidi (inkiibasyon sirasinda her 3
dakikada bir tlp vortekslendi) daha sonra numune oda sicakliginda soguduktan sonra 5
plof 10 mg\ ml RNaz eklendi ve vorteksle karistirildi.

Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Gerekli eliisyon tamponu 70 °C'de dnceden

1s1tild1 ve 200ul etanol (%100) eklendi ve 10 saniye vortekslendi.
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5- FABG kolonu toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi ve numune kolona aktarildi, sonra 75
saniye yiiksek hizda santrifiij edildi.

6- 200ul W1 tamponu eklendi ve 30 saniye yiiksek hizda santrifiijlendi, daha sonra 600 pl
yikama tamponu eklendi ve 30 saniye yiiksek hizda santrifiijlendi, ayrica kolonu
kurutmak igin yiiksek hizda 3 dakika santrifiijlendi.

7- Kuru FABG kolonunu yeni bir 1.5 ml Eppendorf tiipiline yerlestirildi.

8- 100ul onceden 1sitilmig eliisyon tamponuna kadar cevrildi ve 37 °C'de 10 dk inkiibe
edildikten sonra 1 dk yiiksek hizda santrifiij yapildi.

Ekstrakte edilen DNA 2 ila 8°C'de sakland..

©
I

3.2.5.2. Ekstrakte Edilen DNA'nin Safliginin ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Nano-drop cihazi kullanilarak DNA konsantrasyonu ve saflif1 belirlenmistir. Olgiim icin her
DNA orneginden 1 ul kullanilmistir. Ekstrakte DNA konsantrasyonu (11-100 ng/ul) ve
260nm/280nm dalga boyunda saflik araligi (1.8-1.9) optik yogunluk (O.D) arasindadir.

3.2.5.3. Cnfl, Pap C, Sfa ve Fim H Gen bdlgelerinin Konvansiyonel PCR ile Tamimlanmasi

PCR islemi cnfl, pap c, sfa ve fim H genlerinin tanimlanmasi amaci ile Tablo 3.5.'te verilen
spesifik primerler vasitasiyla gerceklestirilmistir.

PCR reaksiyonunun gergeklestirilebilmesi i¢in 25 pl nihai reaksiyon hacmine ulasmak amaci ile
12.5 pl Quick-Load® Taq 2X Master Mix, 5 ul kalip DNA (60 — 150 ng), 1.5 ul iceren hem ileri
hem de geri primerler (4.5 uM) ve niikleaz icermeyen su eklenerek PCR mix hazirlanmistir. PCR
kosullar1 Tablo 3.7.°de gosterildigi gibidir. Kalip kontrol tiipii, tim PCR ana karisim
bilesenlerine ek olarak DNA yerine 5 pl ddH,0O ekleme yapilarak hazirlanmistir.
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Tablo 3. 7. PCR sartlar

Sicaklik Sire Dongii sayist
94°C 3dk 1

94°C 30sn

(cnfl, sfa, fim H & pap ¢ ) i¢in

sirastyla (36, 52, 57, & 53) °C 1dk 35

68°C 1dk

68°C 5dk 1

3.2.5.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen drlnlerin goruntulenmesinde agaroz jel elektroforezi

kullantlmistir.
Prosedir

1- Araroz jel elektroforezinin gergeklestirilebilmesi igin 1.5 gr agaroz 100 ml TBE tampon
cozeltisi icinde manyetik karistirict yardimi ile kaynatilarak ¢oziinmesi saglanmistir.

2- Karigim 55°C sicakliga gelinceye kadar sogumaya birakildiktan sonra ve agaroz tepsiye
dokdldikten bir sire sonra karisima 3-5 mikrolitre kirmizi sollisyon ilave edilmis ve
24°C'de donmaya birakilmistir.

3- Agaroz tamamen katilagtiktan sonra taraklar g¢ikarilarak 1 hacim TBE ¢ozeltisi ile
doldurulmus elektroforez tankina aktarilmistir.

4- Yaklasik 5 pl polimeraz sonucu, artt molekiiler agirligr 100-10000 bp olan ayni miktarda
DNA markorii jel kuyusuna yiiklenmistir.

5- Elektroforez tanki 70 voltta 75 dakika kapatildiktan sonra gii¢ agilmistir.

6- Jel ultraviyole transilliminator ile incelenmis ve sonuglar kaydedilmistir.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Veri analizi, Windows i¢in SPSS, siirim 22 (SPSS Inc. Chicago, Illinois, Amerika Birlesik

Devletleri) kullanilarak yapilmis, kategorik degiskenler frekans ve oranlar olarak ifade edilmis

ve oranlar Ki-kare testi (¥2) kullanilarak karsilagtiritlmis olup 0.05'ten kiigiik bir p degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR
4.1. Calisma Grubunun Demografik Ozellikleri

Eylil 2021-Aralik 2022 déneminde Bagdat'taki cesitli hastanelerden I'YE semptomlari olan farkli
yas ve cinsiyetteki hastalardan 100 idrar 6rnegi toplanmustir. Idrar 6rnekleri MacConkey agar ve
kanl1 agar besiyerlerine ekilerek 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Identifikasyon i¢in Gram
boyama ve Vitek2 sistemi kullanilmistir. Sonuglar, sadece 20 izolatin (%20) E. coli'nin
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada elde edilen
toplam 20 E. coli izolatindan 16 (%80) tanesi kadinlardan ve 4 (%20) tanesi erkeklerden elde
edilmistir. Bu ¢alismada her iki cinsiyet i¢in hastalarin yaslar1 3 ay ile 90 yas arasinda degisiklik
gostermistir. Calisma gruplarinin cinsiyet ve yas dagilimimi temsil eden veriler sirasiyla Tablo
4.1 ve Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4. 1. Calisma grubunda cinsiyet dagilimi

Say1 %
Kadin 16 80.0
Cinsiyet Erkek 4 20.0
Toplam 20 100.0

Tablo 4. 2.Calisma grubunun yas dagilimi

Ortalama | Standart | Medyan | Minimum | Maksimum

sapma
Yas

42.69 29.07 51.00 3ay 90

4.2. EPEC Izolatlarinin Antimikrobiyal Direnc¢ Profili

Bu calisma, Uropatojenik E. coli izolatlarinda Ampisilin (%95), Augmentin, Oksasilin (%90) ve

Fosfomisine maksimum direng gostermistir. Buna karsilik, bu UPEC izolatlar, sirasiyla,

Imipenem'e karsi maksimum yliksek duyarlilik (%90), Amikasine orta diizeyde duyarlilik (%45)
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ve Azitromisin ve Fosfomisine kars1 hafif diizeyde duyarlilik (%45) gostermistir. Tablo 4.3’de

UPEC izolatlarinin direng profile verilmistir.

Tablo 4. 3. UPEC'in antimikrobiyal direng profili

Antibiyotikler Direng Hafif duyarlilik Orta duyarlilik Yiiksek duyarlilik
Ertapenem 0 | %0 2 %10 1 %5 17 %85
Imipenem 0 | %0 0 %0 2 %10 18 %90
Meropenem 0 | %0 0 %0 5 %25 15 %75
Amikasin 3 | %15 |4 %20 9 %45 4 %20
Fosfomisin 2 | %10 |9 %45 8 %40 1 %5
Azitromisin 3 | %15 |9 %45 6 %30 2 %10
Nitrofurantoin 5 | %25 |5 %25 8 %40 2 %10
Ampisilin 19 | %95 |1 %5 0 %0 0 %0
Augmentin 18 (%90 |1 %5 0 %0 1 %5
Piperasilin 7 |%35 |5 %25 7 %35 1 %5
Sefotaksim 13 | %65 |3 %15 0 %0 4 %20
Seftazidim 12 | %60 |3 %15 1 %5 4 %20
Sefapim 12 | %60 |3 %15 3 %15 2 %10
Gentamisin 8 |%40 |1 %5 5 %25 6 %30
Siprofloksasin 8 | %40 |3 %15 1 %5 8 %40
Norfloksasin 7 | %35 |4 %20 3 %15 6 %30
Trimetoprim 12 | %60 |6 %30 0 %0 2 %10
Tetrasiklin 12 | %60 |8 %40 0 %0 0 %0
Vankomisin 14 | %70 |3 %15 3 %15 0 %0
Levofloksasin 5 |%25 |1 %5 5 %25 9 %45
Gentamisin2 5 | %25 |3 %15 7 %35 5 %25
Oksasilin 18 | %90 |2 %10 0 %0 0 %0

4.3. UPEC Izolatlarn Arasinda Viriilans Genlerinin Dagilimi

E. coli izolatlarinda viriilans genlerin varligi ile biyofilm olusumu arasindaki iliskiyi tespit etmek
amaci ile PCR yontemi ile papC, safa, fimH ve cnfl viriilans genlerinin varli1 tespit edilmistir.
Tablo 4.4’de ve Sekil 4-1'de gosterildigi gibi bu ¢alisma sirasinda elde sonuglar, 20 UPEC izolati
arasinda papC, safa, fimH ve cnfl prevalansinin sirasiyla (%55, %95, %25 ve %15) seklinde

belirlenmistir.
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Tablo 4. 4. UPEC izolatlar1 arasinda viriilans genlerinin prevalansi

Virtlans Gen Bolgeleri Say1 %
papC Negatif 9 45.0
Pozitif 11 55.0
Toplam 20 100.0
fimH Negatif 1 5.0
Pozitif 19 95.0
Toplam 20 100.0
Sfa Negatif 15 75.0
Pozitif 5 25.0
Toplam 20 100.0
cnfl Negatif 17 85.0
Pozitif 3 15.0
Toplam 20 100.0

papC-ileri ve pap C-Geri primerleri, papC, fimH, Sfa ve cnfl genlerinin belirlenmesinde
kullanilmis olup ve parcanin boyutu, Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5'te gosterildigi gibi sirasiyla (203,
506, 99 ve 544) bp olmustur.

papC fimH

Il 55.00% 11 Positive
Il 45.00% 9 Negative

I 95.00% 19 Positive
I 5.00% 1 Negative

cnf1

Il 25.00% 5 Positive
Il 75.00% 15 Negative

Il 15.00% 3 Positive
H 85.00% 17 Negative

Sekil.4. 2. UPEC izolatlar1 arasinda viriilans genlerinin prevalansi
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papcC (203) bp

Sekil4. 3. papC geninin PCR taramasi. Marker (M): (100-1500 bp). Hasta Ornekeleri (1-15):
papC-ileri ve papC-geri primerleri tarafindan taranan papC gen bolgesi (203 bp).

000 s
===

S500 ees - T TN T T
Q00 w—
300 s

200 s
100

fimH ( 506 ) bp

Sekil 4. 4. fimH geninin PCR taramasi. Markir (M):100-1500 bp. Hasta 6rnekleri (1-15): fimH-
ileri ve fimH-geri primerleri tarafindan taranan fimH gen bolgesi (506 bp).
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sfa (99 ) bp

Sekil 4. 5. sfa geninin geninin PCR taramasi. Markir (M):100-1500 bp.Hasta ornekleri (1-15):
sfa-ileri ve sfa-geri primerleri tarafindan taranan sfa gen bolgesi.

cnfl ( 544 ) bp

Sekil 4. 6. cnfl geninin PCR taramasi. Markir (M):100-1500 bp. Hasta érnekleri (1-15): cnfl-
ileri ve cnfl -geri primerleri tarafindan taranan cnfl gen bolgesi (544 bp).
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4.4, UPEC Biyofilm Olusumunun Tespiti

Polistiren mikrolitre plakasi, E. coli izolatlarinin biyofilm olusturma yetenegini belirlmek amaci
ile kullanilmistir. Mevcut ¢alismanin sonuglarina gore, 20 E. coli izolatindan 20'sinin (%2100) de
ayn1 deneysel kosullar altinda farkli miktarlarda biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugunu
gostermistir. Bu 20 izolat Sekil 4.6'da gosterildigi gibi giiglii biyofilm iireticileri (5 izolat, %25),
orta duzey biyofilm Ureticileri (9 izolat, %45) ve zayif biyofilm iireticileri (6 izolat, %30) olmak

iizere li¢ gruba ayrilmstir.

Biofilm

W 25.00% 5 Weak

[l 45.00% 9 Moderate
Il 30.00% 6 Strong

Sekil 4. 7. E. coli izolatlar1 tarafindan biyofilm olusumu

4 . 5. UPEC Viriilans Genleri Ile Biyofilm Olusumu Arasindaki Iliski

Tablo 4.5'te gosterildigi iizere, mevcut ¢alisma sirasinda, biyofilm tireten E. coli izolatlarinin
papc, fim H, sfa ve cnfl genleri i¢in sirasiyla (%55, %95, %25 ve %15) oranlariyla pozitif, papc,

fim H, sfa ve cnfl genleri i¢in sirasiyla (%45, %5, %75 ve %85) oranlariyla negative olmustur.
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Tablo 4. 5.UPEC izolatlarinin viriilans genleri ile biyofilm olusumu arasindaki iliski

- » . Biyofilm
Viriilans Gen Bolgeleri Zayif Orta dizey Gucli Toplam
papC Negatif 1 4 4 9
%11.1 %44.4 %44.4 %45
Pozitif 4 5 2 11
%36.4 %45.5 %18.2 %55
fimH Negatif 0 0 1 1
%0.0 %0.0 %100.0 %5
Pozitif 5 9 5 19
%26.3 %47.4 %26.3 %95
sfa Negatif 1 8 6 15
%6.7 %53.3 %40.0 %75
Pozitif 4 1 0 5
%80.0 %20.0 %0.0 %25
cnfl Negatif 2 9 6 17
%11.8 %52.9 %35.3 %85
Pozitif 3 0 0 3
%100.0 %0.0 %0.0 %15
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5. TARTISMA

Yapmis oldugumuz calisma Bagdat'ta g¢esitli hastanelerin iiriner sistem {initesinde idrar yolu
enfeksiyonu tanist almig 100 hastadan (39 erkek ve 61 kadin) orta akim idrar 6rnekleri
toplanarak gerceklestirilen kesitsel bir c¢aligmadir. Hastalarin yaglar1 39 ile 61 arasinda
degisiyordu. Calismanin amaci, izolatlarin antibiyotik direng profillerini ve biyofilm olusturma
yeteneklerini arastirmak ve olasi roliinii arastirmak igin Irak'ta IYE’den muzdarip hastalardan
UPEC izolatlarin1 toplamak ve giiclii biyofilm iireten izolatlarda biyofilm olusumu ile antibiyotik
direnci arasindaki belirli viriilans genlerini (papC, fimH, sfa ve cnfl) belirlemekti. Elde edilen
sonuclara gore sadece 20 izolatin (%20) E. coli'nin morfolojik ve biyokimyasal Ozelliklerine
sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmada kadinlardan 16 (%80) ve erkeklerden 4 (%20) olmak
uzere toplam 20 E. coli izolat1 elde edilmis olup her iki cinsiyetten hastalarin yaslari 3 ay ile 90
yas arasinda degismektedir. Bu sonuglar, 2020 yilinda Jabar et al. tarafindan Irak'ta yapilan ve
kadinlardan 47 (%77) ve erkeklerden 13 (%23) olmak Uzere toplam 60 E. coli izolati elde edilen
ve her iki cinsiyetten hastalarin yaslar1 1 ila 80 yas arasinda oldugunu bildiren ¢alisma ile
uyumludur (Jaber & Aal Owaif, 2020). Ali ve Khudhair tarafindan 2018'de Bagdat'ta yapilan bir
baska calismada, 329 kadin ve 58 erkekten toplam 450 idrar numunesinde IYE saptandigini
belirtmistir (Radwan Ali & Mohammed Khudhair, 2018). Calismamizin sonuglari ayrica, 2015
yilinda Iran Kashan Beheshti Hastanesi'nden toplanan yaslar1 1 ila 95 arasinda degisen
hastalardan alinan toplam 150 idrar numunesinden izole edilen E. coli izolatlarinin %78'inin
kadinlardan ve %22'sinin erkeklerden elde edildigini gosteren Neamati et al. ‘un bulgulariyla da
uyumludur (Neamati et al., 2015). Kadinlarda yiiksek IYE insidansi, kadmlarm UPEC'in viriilans
faktorlerinden biri olarak kabul edilen tip 1 fimbria'nin (FimH) birgok reseptoriine sahip olmasi

da dahil olmak iizere ¢esitli faktorler nedeniyle yasla birlikte artmaktadir (Kolawole, 2009).

Son yillarda antibiyotiklerin yanlis ve asir1 kullanimi sonucunda bakteri direnci artmuistir.
IYE'lerin %80-90"1nin E. coli'den kaynaklandigi tahmin edilmekte olup en yaygin bakteriyel
enfeksiyonlardan biri oldugu bilinmektedir (Ejrnas, 2011). Bu calisma, UPEC izolatlarinda
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ampisilin (%95), augmentin, oksasilin (%90) ve fosfomisine maksimum diren¢ yani dérdiine de
yuksek diren¢ gostermistir. Buna karsilik, UPEC'min bu izolatlar1 sirasiyla imipenem'e karsi
maksimum yiiksek duyarlilik (%90), amikasine orta diizeyde duyarlilik (%45) ve azitromisin ve
fosfomisine karsi hafif duyarlilik (%45) goéstermistir. Bu sonuglar, 2021 yilinda Sarra ve
Souadkia tarafindan en yiiksek diren¢ oranlarina sahip antibiyotikler olan amoksisilin (%69,8),
ampisilin (%62,3), sefazolin (%39,5), trimetoprim (TR) (%36,7), seftriakson (%34,9) ve
tetrasiklin (%33,0) oldugunu bildiren Rusya'da yiiriitiilen bir ¢alismayla benzerlik gdstermistir.
(Sarra et al., 2021). Ayrica Nikzad et al., 2021 tarafindan yiiriitiilen ve direngle iliskili en yaygin
antibiyotiklerin kotrimoksazol %40,6, ampisilin %31,3, siprofloksasin %12,5, gentamisin %?7,8,
nitrofurantoin %4,6 ve amikasin %3,1 oldugunu gosteren baska bir ¢alismanin bulgulariyla
uyumludur. Bu sirayla, deneyde antibiyotik spektrumunun se¢imindeki farklilik nedeniyle
calisma sonuglaramiz ile benzerlik gosteren birgok calisma da vardir (Nikzad et al., 2021).
Bunlardan ilki, Ahmed, N. et al. tarafindan 2019 yilinda Lahor Pakistan'da yiiriitiilen ¢alisma
olup, UPEC izolatlarinin sefradin %100 ve sefalaksine %100 kars1 yiiksek direng gosterdigini
ancak amikasin %96.27, imipenem %92.63 ve meropeneme %92.63 karsi oldukca duyarli
oldugunu agiklamigtir (Ahmed et al., 2019).

(Sonal Jindal ve Miss Shivani tarafindan 2018'de) yapilan ikinci ¢alisma, UPEC izolatlarinin test
edilen antibiyotikler arasinda farkli antimikrobiyal ajanlara kars1i diren¢ modelini ortaya
cikarmistir. Amoksisilin / Klavulanat direng prevalansi en yiiksek %96,7 olup bunu eretapenem
%61,9, kloramfenikol %63,3 ve tobramisin %56,6 izlemistir. Izolatlar, imipenem %98 ve
meropenem 9%78,3, amikasin %85, piperasilin/tazobaktum %91,6 ve nitrofurantion %80 gibi
antibiyotiklere kars1 en yiiksek duyarliligi gostermistir (Jindal, 2018). 2018 yilinda Raeispour,
Maryam ve Reza Ranjbar., E. coli izolatlarinin ¢ogunun sefepime %100 ve sefalotine %74
direngli ve imipenem %2100, vankomisine %100 ve doksisikline %100 duyarli oldugunu
bulmuslardir (Raeispour & Ranjbar, 2018).

Calismamizda 20 UPEC izolati arasinda papC, safa, fimH ve cnfl'in prevalansini sirasiyla (%55,
%95, %25 ve %15) oranlarinda bulunmustur. Calismamizin sonuglari, 2020 yilinda Jaber et al.
tarafindan Irak’ta yiritilen ve 60 izolattan 26'sinin (%43,3) papC genine sahip oldugunu
bildiren bagka bir ¢aligmala uyumludur (Jaber & Aal Owaif, 2020). Bu sonug, Fattahi et al. 2015,

Aljebory ve Mohammad (2019) ve UPEC izolatlarinin sirasiyla %43, %45 ve %55,4'Unln papC
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genini tasidigini bildiren Ali ve Khudhair'in 2018'de sundugu sonuglarla tutarlidir (Aljebory &
Mohammad, 2019; Fattahi et al., 2015; Radwan Ali & Mohammed Khudhair, 2018). 2017'de
Abdul-Ghaffar ve Abu-Risha ve 2014'te Abass et al. tarafindan yapilan diger ¢alismalar, sirasiyla
%72 ve %79 oranlariyla papC geni i¢in pozitif oldugunu gostermistir (Abdul-Ghaffar & Abu-
Risha, 2017).

Mevcut ¢alismanin sonuglari, 2020 yilinda Jaber et al. tarafindan yiiriitiilen ve 60 izolattan
57'sinin (%95) fimH genine sahip oldugunu goésteren baska bir Irak arastirmasi ile uyumludur
(Jaber & Aal Owaif, 2020). Mevcut sonuglar ayrica Merza tarafindan 2017 yilinda
gergeklestirilen ve izolatlarin %94,5'inin fimH geni icin pozitif oldugunu saptayan baska bir
calismayla da ayni fikirdedir (Merza, 2017). Hojati et al. 2015 yilinda; Al-Taai et al., 2018'de;
2019 yilinda Nader & Rasheed ve 2014 yilinda Abass et al. tarafindan sunulan diger calismalar
izolatlarin sirastyla %92,2, %100, %91 ve %71'inin fimH geni i¢in pozitif oldugunu gostermistir
(Abass, S.K., 2014; Al-Taai et al., 2018; Hojati et al., 2015; Nader & Rasheed, 2019). fimH,
bakterilerin enfeksiyon ve biyofilm olusumunun ilk adimi olarak kabul edilen idrar yolundaki

epitel hiicrelerine baglanmasina yardimci olur (Orndorff et al., 2004).

Mevcut calismanin bulgulari, Nikzad, Maryam et al. tarafindan 2021'de gerceklestirilen ve
UPEC izolatlarinda sfa geninin varligim incelemek igin Duplex PCR tekniginin kullanildig: bir
calismanin bulgulariyla tutarli olmakla beraber elde edlen sonuglar mevcut c¢alismanin
sonuglariyla uyumludur. Sfa genine sahip 10 izolat %15.6 mevcut iken dokuz izolat %14.06 hem
sfa hem de papC genlerini icermektedir (Nikzad et al., 2021). Benzer sekilde Tarchouna et al.
tarafindan yapilan bir caligmada Meksika'da idrar yolu enfeksiyonu olan kadinlardan elde edilen
108 UPEC izolat: iizerinde patojenik genler ve ila¢ direnci filogenetik gruplarda test edilmistir
(Tarchouna et al., 2013). Ayrica Lopez-Banda et al. tarafindan Meksika'da idrar yolu
enfeksiyonu olan kadinlardan elde edilen 108 UPEC izolatinda, patojenik genler ve ilag direnci
filogenetik gruplarda test edilmistir. Sfa geninin popdlasyonun %1,9'unda varoldugu

bulunmustur (LOpez-Banda et al., 2014).

2018 yilinda Iran'm Bushehr kentinde 140 UPEC izolat1 iizerinde yapilan bir arastirma, sfa/foc
gen frekansinin %0,7 oldugunu bulmus olup bu sonu¢ da sfa/foc geninin yaygin olarak
dagilmadigim1 gostermektedir (Najafi et al., 2018). Abe et al. Brezilya'da test edilen 225 E. coli
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susunun % 29,8'inde sfa geninin mevcut oldugunu bulmustur (Abe et al., 2008). Brezilya’da Tiba
et al. tarafindan 2008 yilinda 162 UPEC izolati iizerinde yapilan bir arastirmanin bulgularina
gore test edilen drneklerde sfa genlerinin siklig1 %6.2 olmustur (Tiba et al., 2008). Karimian et
al. UTI'den elde edilen 123 E. coli izolatinin yiizde 14,6'sinin sfa genini tasidigini kesfetmistir
(Abdul-Ghaffar & Abu-Risha, 2017). Bahalo et al. tarafindan yapilan ¢alismada katilimcilarin
%30'unda sfa geni mevcuttur (Bahalo et al., 2013). Mohajeri ve arkadaslarinin bulgularina gore,

sfa geninin populasyonun %21.5'inde mevcut oldugu bulunmustur (Mohajeri et al., 2014).

Bunun yant sira, bu ¢aligmanin bulgular1 Katongole ve Paul tarafindan 2020 yilinda 'de viriilans
genlerinin PCR tespitini gergeklestiren ve bu sustaki sfa ve cnf genlerinin prevalansinin sirasiyla
%21 ve %5,5 oldugunu bulan baska bir ¢alismanin bulgular1 ile tutarlidir (Katongole, Paul,
2020). 2020'de Hozzari, Ali et al. bu arastirmada test edilen izole edilmis tiim UPEC suslarinda
cnfl viriilans geninin tespit edildigini ortaya ¢ikarmistir (%100 vaka) (Hozzari et al., 2020).
Vargova et al. 2017; Tabasi et al. 2016; Hashemizadeh et al. 2017; ve Farshad ve Emamghorashi
(2009) tarafindan yapilan arastirmalarda cnfl viriilans geninin yaygmhg: %17,3, %36,5, %29,2
ve %229 olarak bildirilmis olup Vargov tarafindan yiiriitiilen arastirmada ise %17,3, %36,5,
%29,2 ve %22,9 olarak rapor edilmistir (Farshad & Emamghorashi, 2009; Hashemizadeh et al.,
2017; Tabasi et al., 2016; Vargova et al., 2017).

2014 yilinda yayinlanan ¢aligmalarinda Lopez-Banda et al. tanimlanan UPC suglari arasinda cnfl
viriilans faktoriiniin prevalansinin %6,5 oldugunu bulmustur. Johnson ve Stell (2000) yaptiklar
arastirmada, cnfl viriilans geninin, izole UPEC suslarinin yiizde 16'sinda mevcut oldugunu
bulmuslardir ki bu yiiksek bir orandir. cnfl viriilans faktoriiniin varligi, mesanedeki apoptotik
stire¢c boyunca konagin mesanesinin lirotelyal hiicrelerini yok etme yeteneklerinde UPEC
suslarina yardimer olur. Konagin idrar yolu i¢inde bakteri istilasi ve dagilimi s6z konusu
oldugunda, cnfl toksini kritik bir virlilans faktorii olarak iyi bilinmektedir. Ayrica UPEC
bakterilerinin {irotelyal hiicre zar1 iginde stabilitelerini korumalarina yardimei olur (Lopez-Banda
et al., 2014). Genel olarak, cnfl viriilans faktorii, siddetli IYE'lerin gelismesinde onemli rol
oynar (Jahandeh et al., 2015).

Polistiren mikrotitre plakasi, E. coli izolatlarmin biyofilm olusturma yetenegini saptamak icin

kullanilmistir. Mevcut ¢aligmanin sonuglari, 20 E. coli izolatindan 20'sinin (%100) ayni deneysel
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kosullar altinda farkli miktarlarda biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugunu gostermistir.
Bu 20 izolat gucli biyofilm Greticileri (5 izolat, %25), orta biyofilm Ureticileri (9 izolat, %45) ve
zayif lreticiler (6 izolat, %30) olmak {izere {i¢ gruba ayrilmistir. Nikzad et al. tarafindan 2021
yilinda yapilan bir c¢alismada izolatlarin yiizde 48,4'liniin biyofilm olusturabildigi, yiizde
15,6'sinin orta derecede, yiizde 21,8'inin zayif derecede oldugu ve yizde 14,2'sinin biyofilm
olusturamadig tespit edilmistir (Nikzad et al., 2021). Jaber ve ark.’da aymi teknigi E. coli
izolatlarindan biyofilm {iretiminin tespiti i¢in kullanmigtir. Yapilan ¢alismada 60 izolattan
56'smin (%93) ayn1 deneysel kosullar altinda farkli miktarlarda biyofilm olusturma yetenegine
sahip oldugunu gostermistir. Bu 56 izolat, gii¢lii biyofilm iireticileri (19 izolat, %34), orta diizey
biyofilm dreticileri (25 izolat, %45) ve zayif biyofilm treticileri (12 izolat, %21) olmak iizere ii¢
gruba ayrilmistir (Jaber & Aal Owaif, 2020; Nikzad et al., 2021). Bu bulgular, UTI izolatlarinin
%92'sinin biyofilm pozitif oldugunu gosteren Fattahi et al., 2015 tarafindan Iran'da elde edilen
sonuglarla benzer sekilde tutarlidir (Fattahi et al., 2015). Irak'ta yapilan bir bagka arastirma,
izolatlarin %90'min biyofilm iiretme kabiliyetine sahip oldugunu géstermistir (Makia et al.,
2013). Al-Taai et al, 2018, Umamageswari ve Priya (2019) ve Gawad et al., 2018 tarafindan
sunulan c¢alismalar, biyofilm iireten izolatlarin sirasiyla %100, %96 ve %76.5 oldugunu

bildirmistir (Al-Taai et al., 2018; Elsayed Gawad et al., 2018; Umamageswari et al., 2019).

Mikroorganizmalar tarafindan biyofilm {iretimi, onlar1 iireten tiirler i¢in Onemli viriilans
faktorlerinden biridir. Epitel hiicrelerinin yiizeylerine bakteri yapismasi, 6zellikle tibbi cihaz
implante edilmis hastalar ve diger hastaliklarin yani sira biyofilm olusumuna yonelik ilk adimdir
(Anderson et al., 2007). Bu mevcut ¢alisma sirasinda, bulgular E. coli biyofilm iireten izolatlarin
sirastyla (%55, %95, %25 ve %15) papc, fim H, sfa ve cnfl genlerine pozitif ve sirasiyla (%45,
%5, %75 ve %85) oranlariyla papC, fim H, sfa ve cnfl genlerine negatif oldugunu gostermistir.
Jaber et al. tarafindan 2020 yilinda yapilan c¢alismanin sonuglari, biyofilm {ireten izolatlarin
%42.8'inin papC geni icin pozitif oldugunu gostermektedir (Jaber & Aal Owaif, 2020). 2017
yilinda Schiebel et al. tarafindan sunulan bir baska ¢alisma, papC geni igin sadece %33.7'nin
pozitif oldugunu gosterirken, Fattahi et al.'nin 2015 yilindaki sonuglart %100'in papC geni igin
pozitif oldugunu ve ayrica Naves et al, 2008 tarafindan elde edilen sonuglar biyofilm iireten
izolatlarin %53'iniin papC geni icgin pozitif oldugunu goéstermistir (Fattahi et al., 2015; Naves et
al., 2008; Schiebel et al., 2017). Jaber et al. tarafindan 2020 yilinda sunulan ayni g¢alisma,
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biyofilm iireten izolatlarin %100%iniin fimH geni igin pozitif oldugunu ortaya koymustur.
Calismamizdan elde edilen mevcut sonuglar, biyofilm iireten tiim izolatlarin fimH geni igin
pozitif oldugunu bulan Muhammed and Ghareb (2019) ile Mahmood and Abdullah (2015) ile
uyumludur (Jaber & Aal Owaif, 2020; Muhammad & Ghareb, 2019; T. Mahmood & A.
Abdullah, 2015). 2018'de Zamani and Salehzadeh ve Makled et al. 2017 tarafindan sunulan diger
caligmalar, fimH geni i¢in sirasiyla %86 ve %81,3"lin pozitif oldugunu gostermistir. Her iki geni
de tastyan dokuz susun tiimii, biyofilm olusturma yetenegi, papC genine sahip 15 E. coli
izolatindan 141 (%93,3) biyofilm olusturma yetenegi ve ayrica sfa genini tasiyan 10 E. coli
izolatinin tiimii (%100) biyofilm olusturma yetenegini gostermistir (Makled et al., 2017; Zamani
& Salehzadeh, 2018). Tabatabaie, Azardokht et al., 2022, cnfl ve sfa genlerinin biyofilm Ureten
UPEC izolatlar ile yiiksek oranda iligkili oldugunu bildirmistir. Tajbakhsh, Elahe et al., 2016
130 E. coli'den 80'inin biyofilm Gretme kabiliyetine sahip oldugunu ve biyofilm iireten izolatlarin

%54'Unun sfa geni igin pozitif oldugunu ortaya koymustur (Tabatabaie et al., 2022).
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug

Idrar yolu enfeksiyonundan muzdarip Irakli hastalardan alman numunelerde papC, fimH, sfa ve
cnfl genleri dahil olmak tizere farkli viriilans genlerinin sikligi, bu genlerin biyofilm olusturma
yetenegi ile iligskisi ve UPEC izolatlar1 arasinda antibiyotik direnci arastirtlmistir. Mevcut
caligmanin bulgular1 asagidaki gibi siralanmastir:
1- papC, fimH, sfa ve cnfl genlerinin siklig1 sirasiyla (%45, %95, %25 ve %15) olmustur.
Bu sonuclar, fimH geninin orta derece rol oynayan papC geni ve hafif bir rol oynayan sfa ve

cnfl genlerine kiyaslla UPEC patojenitesinde en giiglii rolii oynadigini gostermistir.

2- UPEC izolatlar1 birkac antibiyotige diren¢ gdstermis ve bu ¢aligma sirasinda ampisilin,
augmentin ve oksasilin icin yiksek direng (%95, %90 ve %90) s6z konus iken vankomisin
sefotaksim, seftazidim ve sefepime kars1 orta derecede direng (%70, %65, %60 & %60),
buna karsilik gentamisin, siprofloksasin, norfloksasin vb. i¢in zayif direng (%40, %40 ve
%35) gostermistir. Bu sonug, UPEC izolatlarinin ¢oklu ilaca direngli oldugunu ve genis bir
antibiyotik yelpazesine direnebildigini ortaya ¢ikarmistir. Bu, UPEC'nin neden oldugu iYE

tekrarini ve bir veya iki farkli antibiyotik kullanarak tedavinin zorlastigini1 agiklamaktadir.

3- Bu ¢alisma, UPEC izolatlarinin biyofilm iiretme yetenegine sahip oldugunu gostermistir.
Bu sonuglar, biyofilmin antibiyotik direncinde énemli bir rol oynadigini gdstermis olup, bu
nedenle, biyofilm iireten UPEC izolatlarmimn neden oldugu IYE’nun tedavisi igin dogru

kilavuz tedaviyi bulmak gereklidir.

4- Bu ¢alismanin sonuglari, fimH geni ile biyofilm olusumu (%95) arasinda giiglii bir iliski
oldugunu gostermistir. PapC geni, biyofilm olusumuyla sirasiyla (%25 ve %15) zayif iliski
gosteren sfa ve cnfl genlerine kiyasla biyofilm olusumuyla (%55) orta diizeyde bir iligki

gostermistir. Bu bulgular, UPEC'min neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarinda biyofilm
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olusumunda ve antibiyotik direncinde fimH ve papC genlerinin kritik bir rol oynadigini

gOstermistir.

6.2. Oneriler

1-

2-

IYE neden olan E. coli'nin patojenitesindeki rollerini anlamak igin diger viriilans
genlerinin incelenmesi.

Daha fazla UPEC viriilans genlerinin arastirilmasit ve UPEC izolatlar1 arasinda
antibiyotik direnci ile iliskilerinin belirlenmesi.

Diger UPEC viriilans genleri arasindaki iligskinin saptanmasi ve biyofilm olusumundaki
rollerinin arastirilmasi.

IYE’nin baslamasinda ve devam etmesinde kilit rol oynayan UPEC viriilans faktorleri ve

bunlarin antibiyotik direnci ile iligkisi i¢in daha fazla arastirmaya gerek vardir.
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