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IDRAR YOLU ENFEKSiYONUNDAN iZOLE EDILEN PATOJENIK
Escherichia coli BAKTERI SUSLARININ ANTIBiYOTIK DIRENCININ VE
GENETIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
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KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

GENETIK VE BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI
DANISMAN: DOC. DR. NEJDET GULTEPE

Idrar yolu enfeksiyonunda patojenik Escherichia coli suslarmin antibiyotik direnci ve genetik
Ozelliklerinin belirlenmesinde toplanan 30 idrar 6rneginin %66,66 oraninda kadimlardan,
%33,33 oraninda ise erkeklerden iiro-patojenik E. coli izole edilmistir. Orneklerden elde edilen
30 izolatin %73,30 oranindaki kismi iki ila on ii¢ antibiyotige karsi direng gostermistir.
Yapilan antibiyogram tesitinde izolatlarin sirasiyla trimetoprim+siilfametoksazole (17)
%56,66 oraninda, siprofloksasin ve gentamisine (14) %46,66 oraninda ve ampisilin/sulbaktam
ve sefiksimin (9) %30,00 oraninda direng gosterdigi belirlenmistir. Bunun yani sira
ertapeneme 93,33 oraninda, imipeneme %96,33 oaninda ve meropeneme ise %100 oraninda
hassas olduklar belirlenmistir. Resistans gelistirdigi tespit edilen 5 susun tiim genom dizileme
(WGS) diizenegi, izolat 1 igin 5,24 Gbp, izolat 2 i¢in 5,20 Gbp izolat 3 igin 5,25 Gbp, izolat 4
i¢in 5,25 Gbp ve izolat 5 igin 5,36 Gbp olarak bulunmustur. Segilen bu 5 direngli sus igindeki
diren¢ genlerini arastirmak icin, web tabanli platform verileri birden ¢ok sinifa ait 19 direng
geni gostermistir. Bunlardan B-laktamaz (blaTEM-1B, blaCTX-M-15 ve blaOXA-1) ¢esitli
nesillerde sefalosporinlere karsi dayanikli bulunmustur. sull, sul2, dfrA17 ve dfrAl14 genleri
trimetoprim+siilfametoksazole karsi, aph(3 ”)-1b, aph(3”)-1a, aph(6)-1d, aac(3)lI1d, aac(3)lle,
aac(6)-1b-cr, aadA5 genleri aminoglikozidlere karsi, tet(B) ve tet(A) genleri tetrasiklinlere
karsi, catAl geni kloramfenkole karsi, gnrS1 florokinolonlara karsi ve mph(A) geni
makroliglere karsi dirence sahip bulunmustur. Florokinolonlar, gyrA, parC ve parE
genlerindeki nokta mutasyonlarim kagirmiglardir. Bu ¢aligmaya dahil edilen viriilans faktor
genleri (VF) bakimindan izolat 1, %17,85 oraninda, izolat 2 %15,47 oraninda ve izolat 3
%14,28 oraminda insidansa saip bulunmustur. izolat 4 %25 oraninda, izolat 5 ise en yiiksek
insidans orani ile %27,38 olarak bulunmustur. Izolatlarin VF Kkategorisi; adhesins 12, demir
alim sistemi 9, koruma ve istila, toksin 4 ve muhtelif protein 7 olarak dagitilmistir. Filogruplar
dort ana tiirde stmiflanmus olup; izolat 1 ve izolat 4 B1 ve B2 olurken izolat 2, izolat 3 ve izolat
5 grup D’de ayni filogenetik grupta yer almislardir.

ANAHTAR KELIMELER:Escherichia coli, antibiyotik direnci, genetik varyasyon, genom
analizi
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ABSTRACT

Ph.D THESIS

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE AND GENETIC
PROPERTIES OF PATHOGENIC Escherichia coli BACTERIAL STRAINS
ISOLATED FROM URINARY TRACT INFECTION

OSAMAH FAISAL KOKAZ ALZUBAIDI

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING
SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. NEJDET GULTEPE

In collecting 30 urine samples, women (66,66%) were a major source of Uro-Pathogenic E.
coli, while men (33,33%) existed. 73,3% of 30 isolates had resistance to two up to thirteenth
antibiotics of many classes (even though belonging to the same class). The sensitivity test
discloses resistance against trimethoprim-+sulphamethoxazole (17) 56,66%, then ciprofloxacin
and gentamicin (14) 46,66%. However, (9) 30,00% of ampicillin/sulbactam and cefixime
witnessed resistance in 16 antibiotics of different classes. Ertapenem, imipenem, and
meropenem all demonstrated little or no resistance, but great sensitivity arose at 93,33; 96,33,
and 100%, respectively. Whole genome sequencing (WGS) assembly of five strains
incriminated genome length start with 5,24 Gbp for isolate 1; 5,20 Gbp for 2; 5,25 Gbp for 3;
5,25 Gbp for 4 and 5,36 Gbp for 5. For investigating the resistance genes within 5 chosen
resistant strains, web-based platform data showed 19 resistance genes belonging to multiple
classes: p-Lactamase (blaTEM-1B, blaCTX-M-15, and blaOXA-1) withstand to cephalosporins
in  assorted generations. sull, sul2, and dfrAl7, dfrAl14 donate to
trimethoprim+sulphamethoxazole resistance. Aminoglycosides (aph(3”)-1b, aph(3”)-1a,
aph(6)-1d, aac(3)lld, aac(3)lle, aac(6)-lb-cr, aadA5), tetracyclines (tet(B), tet(A)),
chloramphenicol  (catAl), fluoroquinolones (gnrS1) and macrolides (mph(A)).
Fluoroguinolones overlooked point mutations inwards gyrA, parC, and parE. Virulence factor
genes (VFs) were included in this study, isolate 1; 2 and 3 represent (15;13;12) (17,85; 15,47,
14,28%) respectively. Isolate 4 (21) (25%) finally isolate 5 as the highest incidence strain (23)
(27,38%). VVFs category distributed within our isolates as adhesins 12 genes, iron acquisition
system 9, protection and invasion, toxins four, and other miscellaneous proteins 7.
Phylogroups were located in four main sorts, isolates one and four located in B1 and B2,
respectively, and isolate two, three, and five in the same phylogenetic group D.

KEYWORDS:Escherichia coli, antibiotic resistances, genetic variation, genome analysis
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1. GIRIS

Yeni bir konak¢r nis icinde kommensal bakteri olusturmak, genellikle
kommensalizmden patojeniteye gecisi destekler. Ekstraintestinal patojenik
Escherichia coli (EXPEC), iki fazli yasam tarzlarina sahip farkli patovarlari temsil
eder. Bunlar, kommensal olarak bagirsakta kalabilirler veya kagip insan viicudunun
baska yerlerinde hastaliklara neden olabilirler. EXPEC, baglantili olduklar1 hastaliga
bagli olarak tiropatojenik E. coli (UPEC), neonatal menenjitle iliskili E. coli (NMEC)
ve sepsis ile iligkili E. coli (SEPEC) olarak ayrilabilir (Zlatkov, 2019).

Birkag patojenik bakteri idrar yolu enfeksiyonlarma (IYE) neden olabilir, ancak
IYE’nin birincil nedensel maddesi, gastrointestinal sistemdeki (GIT) gram-negatif,
cubuk seklindeki bakteri Escherichia coli’den ayrilan patojenik bir serotip olan
UPEC’dir. E. coli’nin, konakgisiyla faydali bir simbiyotik iliski olugturan kommensal
bir bagirsak bakterisi oldugu bilinmesine ragmen, bazi suslar kommensal
kohortlarindan ayrilarak daha patojenik bir dogaya biirtinebilir (Wiles vd., 2008). Bu
nedenle, UPEC’in hastanin [YE’sinin GI kanallarindan kaynaklandigi ancak
periiiretral alan1 kolonize ederek iiriner sisteme translokasyonuna neden olduguna
inanilir. Cesitli virlilans faktorleri (VF), bakterilerin benzersiz bilesenleri veya
triinleri, idrar yollarinda bu kolonizasyonu mimkiin kilar. Bu VF, UPEC
enfeksiyonuna bir yanit olarak indiiklenen dogustan gelen kat1 bagisiklik savunmasiyla
savagsmak ve insan idrar yolunun zayif ortaminda bakterinin hayatta kalmasini
desteklemek i¢in ihtiyag¢ vardir (Meerman, 2016). Fonksiyonel kategoriler, UPEC VF
adezinler, toksinler, demir alma sistemleri ve koruyucular olarak gruplandirir. VF
genlerini kodlayan kromozomlar veya plazmitler dikey veya yatay olabilir, bu da
spesifik VF genlerinin IYE patogenezinde oynadig: rolii anlamanim karmasikligina
katkida bulunur (Kudinha, 2017). Ayrica, bu viriilans faktorlerinin ve iligkili kodlayici
genlerin arastirilmasi, enterik E. coli patotiplerindeki bu faktorler ile konakei
proteinler arasindaki etkilesim hakkinda molekiiler diizeyde acik bilgi saglayarak,
bunlarin hastaliklara nasil yol actigini1 gosterebilir ve bunlara kars1 6nleyici stratejiler

ortaya koyabilir (Kaper vd., 2004).



Antimikrobiyal direng (AMR), hastanelerde, ¢iftlik hayvanlarinda ve vahsi yasamda
gozlemlenen hizla artan AMR seviyeleri, bakteriyel enfeksiyonun bir kez daha tedavi
edilemez hale geldigi bir senaryo yaratma tehdidiyle, glinlimiiziin ciddi bir halk saglhig1
sorunudur (WHO, 2014). Klinikte veya laboratuvarda yaygin olarak bulunan en iyi
bilinen antibiyotik direnci mekanizmalar1 arasinda antibiyotik parcalayici enzimler,
ila¢ hedef modifikasyonu, disa akis ve ilag aliminin 6nlenmesi yer alir (Blair vd., 2015;
Holmes vd., 2016; Khameneh vd., 2016). Bu mekanizmalar, 'resistome’
veritabanlarinda (direng veren bilinen tiim genlerin toplanmasi) sonuglanan, onlarca
yillik verimli caligmalarda ¢ok ayrintili bir sekilde karakterize edilmistir (Winkler vd.,
2016).

Bir dizi yeni nesil dizileme (NGS) platformu su anda mevcuttur ve bu tiir dizileme
platformlarinin azalan maliyeti ve artan hiz1 ile tim genom dizilemenin (WGS)
kullanimi1 muhtemelen artacaktir. Her siralama platformunun avantajlar1 ve
sinirlamalart vardir. Pacific Biosciences dizileme, genom montaji1 i¢in faydali olan
diger teknolojilere gore daha uzun okumalar saglar; ancak bu platformun hata oram
daha yiiksektir (~%13). Ion Torrent, nispeten diisiik bir ham hata oranina (%1,78)
sahiptir, ancak homopolimerleri saptamak ve yorumlamak igin daha iyi olabilir
(Buermans ve den Dunnen, 2014; Quail vd., 2012). Illumine dizileme platformlari,
NGS igin rutin olarak kullanilir ve diisiik hata oranina (<%0,4) sahiptir; bu durum, bu
platformlarin 6nemli bir avantajidir, ancak kisa okuma verilerinin kullanimi1 ve artan
sayida bitisik, genom montaj1 i¢in zor olabilir. Tam sekanslanmis genomlarin sayisinin
diisiik oldugu ve maliyet ve gerekli teknik beceriler nedeniyle bircok genomun hala

tamamlanmasi gerektigi tahmin edilmektedir (Mavromatis vd., 2012).

Patojenlerin genotipleme yontemleri, bulagsmasini anlamak, salgin yonetimi igin
onemli bir aractir. Son zamanlarda, patojenlerin WGS’si, bir genotipleme araci olarak
daha erisilebilir ve uygun fiyatli hale gelmistir. Tiim patojen genomunun WGS yoluyla
analizi, yiiksek oranda iligkili bakteri soylarini bile ayirt etmede benzeri goriilmemis
bir ¢ozlinilirlik saglayabilir ve hastanelerde salgin analizinde ¢igir acabilecek
durumdadir. Bun ragmen klinisyenler, erken dizileme platformlarinin pahali ve kiilfetli
dogas1 nedeniyle WGS’yi salgin analizlerinde uygulamak konusunda uzun siiredir

tereddiit etmektedirler. Siralama teknolojilerindeki ve analiz araglarindaki son



gelismeler, ciktt ve analiz hizim1 6nemli diizeyde artirmig ve WGS’nin genel

maliyetlerini diistirmiistiir (Quainoo vd., 2017).

Coklu odak sekans tiplemesi (MLST), E. coli ve diger bir¢ok bakteri tiiriiniin klonal
bir yapiya sahip oldugunu ve bazi klonlarin yaygin oldugunu ortaya koymustur
(Woodford vd., 2011). Tirleri tamimlamak i¢in birkag temizlik genindeki dizi
varyasyonunu kullanan MLST, evrimsel ¢alismalar i¢in miitkemmeldir ve izolatlari
kolayca karsilastirir, ancak salgin analizi i¢in daha fazla ayrim gerektirebilir
(Diancourt vd., 2010). Farkli soylar, tiim E. coli’nin ortak bir atasindan ayrilarak dort
ana filogenetik grup A, B1, B2 ve D’ye yol agmistir (Clermont vd., 2000). Tiirlerin
daha yeni sekans tabanli filogenisi, bunlarin birden ¢ok alt soya boliinebilen ¢esitli
klonal gruplara nasil ayrildigin1 gostermistir (Banerjee ve Johnson, 2014; Nicolas-
Chanoine vd., 2014). EXPEC’¢e ait baz1 alt soylar, idrar yolu enfeksiyonlari, kan
dolasim1 enfeksiyonlari, neonatal menenjit ve peritonit gibi bagirsak dist
enfeksiyonlara neden olur. Diger soylar ishal yapan E. coli’yi (DEC) temsil ederken,

digerleri kommensaldir.

Bu ¢alisma, idrar yolu enfeksiyonlarina (IYE) neden olan E. coli bakterisini izole ve
identifiye etmek ve ayrica cinsiyet ve yas gruplari arasindaki dagilimi arastirmak iizere
planlanmistir. Temel olarak, morfolojik ve segici kiiltiir ortamin kullanilarak izole
edilen Escherichia coli suslari farkli kusaklardan antibiyotiklere karsi antibiyogram
testine tabi tutulmus ve bilinen antibiyotiklere kars1 dirence neden olan islevsel genler
incelenmistir. Genlerin incelenmesinde tiim genom dizileme (WGS) uygulamistir.
Oncelikli olarak hedef genler arasindaki iliskiyi bulmanin yani sira viriilans faktor
genleri, filogenetik gruplari, coklu odak sekans tiplemesi ve tek niileotid polimorfizmi

(SNP) arastirilmstr.



2. LITERATUR DEGERLENDIRMESI

2.1. Escherichia coli

Bakterilerin doga ve Ozellikle insanlar i¢in 6nemini Gould (1996) “miimkiin olan,
makul veya adil herhangi bir kritere gore, bakteriler diinyadaki baskin yasam
bicimidir ve her zaman da oyle olmustur” seklinde ifade etmektedir. Son 20 yilda,
biyoloji biliminde yasanan gelismeler ve teknoloji ile birlikte organizmalarin biyolojik
ozelliklerinden bir¢ogunu 6grenme imkanimiz dogmustur. Bu bakimdan Escherihia
coli bakterisi mevcut tiim model organizmalar ve genetik modifikasyon araglari
arasinda molekiiler biyolojinin en 6ncelikli kullanim aract olarak tercih edilmektedir

(Idalia ve Bernardo, 2017).

Enterobacteriaceae, genetik olarak iliskili ancak ekolojileri, konukgu araliklar1 ve
patojenik potansiyelleri acisindan olduk¢a degisken olan bir Gram-negatif gubuk
ailesidir. Bu aile 44 cins ve 107 tiirden olusur, bazilari memelilerin gastrointestinal
sisteminde kolonize olur ve kommensal mikrobiyomun bir pargasinit olusturur (Fam
vd., 2015). Salmonella ve Shigella gibi bazi cinsler ve Klebsiella pneumoniae, Yersinia
pestis, Y. enterocolitica gibi tiirler ve Escherichia coli bakterisinin baz1 serotipleri
normal kosullarda bile patojenken, diger Enterobacteriaceae oportiinistik
patojenlerdir (Mukerji vd., 2017).

Tipik E. coli ilk olarak bebek diskisindan 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan
izole ve karakterize edilmistir (Escobar-Paramo vd., 2003). Gram-negatif bir basil
cubuk seklindedir, sadece yaklasik bir pm uzunlugunda ve 0,35 pm genisligindedir.
Boyutlari, susa ve kosullarina bagl olarak 6nemli 6l¢iide degisebilse de, bliyiikliigiinii
ve uzunlugunu o6nemli Ol¢lide etkileyen farkli mutasyonlarla ilgili ¢calismalar vardir.
El-hajj ve Newman (2015), rastgele Tn10 yerlestirme yoluyla, islevi belirsiz kalan ve
bagka bir mutasyonun tanimlanmay1 bekleyen ybdN ve ybdM genlerinde bir eklemeye
sahip oldugunu bulmus ve bu 6zel mutantin 750 um uzunluga kadar biiyiiyebilecegini

gostermislerdir.



Ekoloji agisindan, E. coli, oksijen varligt i¢in bir sensor (kinon havuzunda redoks
durumu) tasiyan ve aktif hale getirebilen veya baskilayabilen oksijen seviyelerine
bagli olarak gerekli metabolik enzimler araciligiyla fakiiltatif bir acrob bakteridir (ya
oksijen varliginda solunum ya da yoklugunda fermantasyon gerceklesir) (Liebert vd.,
2006). Ayrica E. coli ve diger Enterobacteriaceae, oksijeni veya fermenti metabolize
etme kapasiteleri nedeniyle bebek bagirsaginda kolonize olan ilk organizmalar
olabilecegi diistiniilmektedir. Bu fakiiltatif bakteri bu ortamda kalan oksijeni
tilketeceginden, diger siki anaerobik bakteriler bagirsakta kolonize olabilir, insanlarda
bulunan normal mikrobiyotay1 olusturur ve normal mikrobiyotanin bir pargasi olarak
geligirler. Genellikle hareketlidirler, aside direngli degildirler, spor olusturmazlar,

oksidaz negatif ve katalaz pozitiftirler ve nitrat1 nitrite indirgeyebilirler (Palmer vd.,
2007).

E. coli bakterisi, yaklasik %55 protein, %25 niikleik asit, %9 lipid, %6 hiicre duvari,
%2,5 glikojen ve %3 diger metabolitlerden olumaktadir (Drews ve Schlegel, 1999).
Bakterilerin viicutlarini olusturan yapi taslar1 ve bunlarin diizeylerinin bilinmesi
biyoteknolojik uygulamalar i¢in 6nemlidir, ¢iinkii karbon akis1, yeni bir metabolik yol
olusturmak veya mevcut isleyen bir yolu gelistirmek icin siklikla ele alinmasi gereken
sorunlu bir konudur. Ayrica, karbon akisi, onlar1 manipiile etmek ve istenen hedeflere
ulagmak i¢in modelleme ve diizenleyici mekanizmalarin temel olarak anlasilmasini

gerektiren karmagik diizenleyici aglar tarafindan siki bir sekilde diizenlenir (Machado,
2015; Romeo vd., 2013).

E. coli, hastaliga neden olma kabiliyetine gore ii¢ ana gruba ayrilabilen oldukga gesitli

bir bakteri tiirtidiir (Sekil 2.1). Bunlar:

v' Kommensal veya patojenik olmayan E. coli,

v' Ishale neden olan bagirsak patojenik E. coli (IPEC),
v' Bagirsak dis1 patojenik E. coli (EXPEC),

seklinde tanmimlanmaktadir. EXPEC terimi, Johnson ve Stell (2000) tarafindan
tanimlanmustir. Ayrica bu bakteri, iiropatojenik E. coli (UPEC), sepsisle iliskili E. coli
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(SEPEC), neonatal menenjitle iliskili E. coli (NMEC) ve kus patojeni E. coli (APEC)
olarak alt smiflara ayrilir (Horner vd., 2014). Patotip siniflandirmasi, hastaligin klinik
tezahiiriine, dahil olan viriilans faktorlerine (VF) ve filogenetik arka planina dayanir.
En belirgin IPEC patotipleri, enteroagregatif E. coli (EAEC), enterohemorajik E. coli
(EHEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC), enteropatojenik E. coli (EPEC),
enterotoksijenik E. coli (ETEC), diffiiz yapisik E. coli (DAEC) ve yapisik invaziv E.
coli (AIEC) seklindedir (Crossman vd., 2010; Croxen ve Finlay, 2010; Kaper vd.,
2004).

AT

e Q Beyin: NMEC

h Kan dolagimi: UPEC
ve NMEC

/1 | Kalin bagirsak: EHEC,
- \ EIEC ve EAEC

Karaciger: UPEC
. Ince bagirsak: EPEC,
' ETEC, DAEC ve EAEC
" Mesane: UPEC

Sekil 2.1 Patojenik E. coli kolonizasyon bolgeleri (Croxen ve Finlay, 2010)

2.2. idrar Yolu Enfeksiyonu (IYE)

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE), kadimlarda ve yash bireylerde en sik gériilen bakteriyel
enfeksiyonlardan biridir. Bu tiir bir enfeksiyon, hayati tehdit eden daha az ciddi
enfeksiyonlara neden olabilir fakat hastaya 6nemli bir sikintilar yasatir (Sheerin ve
Glover, 2019). Enfeksiyon, diziiri ve idrara ¢ikma siklig1 gibi semptomlarla birlikte alt
tiriner sistemle sinirli oldugunda akut sistit olarak adlandirilir. Enfeksiyon yan agrisi,
ates, halsizlik gibi semptomlarla {ist {iriner sisteme yayilirsa enfeksiyon akut
piyelonefrit olarak tanimlanir (Moreno vd., 2006). Bebekler ve yaslilar disinda,
enfeksiyon kadinlarda erkeklerden daha yaygin olarak goriiliir ve kadinlarin yaklasik
%40-50’sinin hayatlarinda bir epizot gecirdigi ve %20-30’unun baska epizotlara sahip
oldugu tahmin edilmektedir (Huang ve Lev, 2018). UPEC suslari, toplum kokenli



IYE’lerin (%70-95) ve nozokomiyal IYE’lerin biiyiik bir boliimiiniin birincil nedenidir
(Kudinha vd., 2012). IYE asemptomatik, akut, kronik, komplike veya komplike
olmayabilir. IYE’lerin klinik belirtileri, iiriner sistemin ilgili kismina, etiyolojik
organizmalara, enfeksiyonun ciddiyetine ve hastanin buna kars1 bir bagisiklik tepkisi
olusturma yetenegine baglidir. Hem asemptomatik hem de semptomatik IYE, halk
saglig1 hizmetleri i¢in ciddi bir tehdit olusturarak yasam kalitesini diisiiriir ve ¢aligma

hayatinda aksakliklara neden olabilir (Olowe vd., 2015).

IYE’nin esas nedeni bakterilerdir, ancak mantarlar ve bazi viriisler de buna sebep
olarak goriilmiistiir. Bakteriler arasinda; E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus sp.
vb. dahil olmak iizere Enterobacteriaceae ailesinden Gram-negatif bakteriler oncelikli
olarak yer alir. Ancak basta Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus ve
Streptococcus agalactiae olmak iizere bazi Gram-pozitif organizmalar da 6zellikle
geng kadinlar arasinda bu hastaliga neden olabilmektedir. E. coli, tim hasta
gruplarinda baskin nedensel ajandir ve tiim IYE’lerin %80-90’1na neden olur. Sonug
olarak, E. coli IYE patogenezini incelemek igin bir model patojendir (Foxman, 2003).
Riskli olmayan bireylerin ¢ogunda idrar yolu normalde sterildir ve eksojen
mikroorganizmalarin girisi idrar akisi, salgilanan ve dokuyla iligkili antibakteriyel
faktorler ve efektor bagisiklik hiicrelerinin bakterisidal aktiviteleri ile engellenir. Cogu
durumda, konakg¢1 digki florasi, enfekte edici E. coli susunun kaynagidir. Perineal,
vajinal ve periiiretral alanlar yoluyla kolonizasyon olusturabilecekleri alt {iriner
sisteme (yani iiretra ve mesane) yayilir (Moreno vd., 2006). IYE patogenezi
karmasiktir. Periiiretral boslugun bir barsak iiropatojeni ile kontamine olmasi ilk adim
olarak kabul edilir, ardindan {iretra ve mesane kolonizasyonu gelir. Kolonizasyon
adimlarm aydilatan ¢alismalar, IYE gelisimi sirasinda iiropatojenlerin basarili bir
sekilde yayilmasinda pili ve flagellanin roliinii agiklamaktadir (Flores-Mireles vd.,
2015). Terlizzi vd. (2017), patojeniteyi:

Uretra kolonizasyonu ile periiiretral ve vajinal alanlarin UPEC kolonizasyonu,
Mesane liimenine yiikselme ve idrarda planktonik hiicreler olarak biiylime,

Yiizeye yapisma ve mesane epitel savunma sistemi ile etkilesim,

ANEANEE NN

Biyofilm olusumu,



v' Hareketsiz hiicre i¢i rezervuarlarin (QIR) olustugu ve altta yatan tirotelyumda
bulundugu mesane hiicre i¢i bakteriyel topluluklart (IBC) olusturarak istila ve
replikasyon,

v" Artan bakteriyemi/septisemi riski ile birlikte bobrek kolonizasyonu ve konakgi

doku hasari,

seklinde agiklamaktadir.

UPEC idrar yoluna girdikten sonra konagin bagisiklik tepkisini ortaya ¢ikarir.
UPEC’in {lirotelyuma baglanmasini azaltabilecek ana kars1 faktorler, idrar akisi, diisiik
pH ve yiiksek ozmolaritesi ve laktoferrin, lipokalin, tamm-horsfall proteini ve salgi
IgA gibi birkag ¢ozliniir faktordiir. Bu birinci basamak savunmadan kaginan UPEC,
tirotelyuma yapisir ve istila eder, bu da bir dizi savunma mekanizmasina neden olan
farkli toll benzeri reseptorleri aktive eder. Ardindan, katelisidin veya defensinler (alfa
ve beta-defensinler) gibi antimikrobiyal molekiillerin salinmasi, interlokin 6’nin
salinmas1 ve 8, istilact UPEC’yi ortadan kaldirmak i¢in nétrofiller ve dendritik
hiicreler gibi ek bagisiklik saglayan hiicreleri ¢eker, daha fazla istilay1 6nleyen hiicre
iskeleti yeniden diizenlemelerinin inhibisyonu ve faset hiicrelerinde pul pul dokiilmeye

yol acan apoptotik yollarin aktivasyonu seklinde sistem ¢alisir (Weichhart vd., 2008).

2.3. Viriilens Faktorleri (VF)

UPEC suslari, sistit ve piyeloneftit dahil olmak iizere IYE’lerin birincil nedenidir. Bu
bakteriler, konak¢i idrar yolunun olumsuz ortamlarinda bakteriyel biliylimeyi ve
kalicilig1 kolaylastiran ¢ok sayida virtilans faktorii ve stratejisi gelistirmistir (Wiles
vd., 2008). Gram-negatif ve bazi Gram-pozitif bakterilerde, viriilans genleri,
genomlarinin patojenite adalari olarak adlandirilan genomun diger boliimlerinden
farkli G + C igerigine sahip belirli segmentlerinde (yaklagik 10-200 kilobaz boyutunda
PAT’ler) tahsis edilir. Viriilant suslarda bulunurlar, ancak nadiren ayni tiiriin patojenik
olmayan suglarinda bulunurlar. Bu sekanslar, yatay gen transferi (HGT) yoluyla tiirden
tiire yatay olarak aktarilabilir (Gal-mor ve Finlay, 2006; Hacker vd., 1997). Viriilans
faktorleri, basta bakteri, mantar, protozoa ve viriisler tarafindan iiretilen ve salinan

proteinler olmak tizere spesifik molekiillerdir. Bakteriyel patojenlerde bu faktorler,



kromozom iizerinde bulunan spesifik genler veya mobil genetik elementler (plazmitler
veya transpozonlar) tarafindan kodlanir (Oluwaseun vd., 2018). Viriilans faktorlerini
kodlayan bir¢ok genin ekspresyonu, IYE sirasinda hastaligin siddetine katkida bulunur
(Lopez-Banda vd., 2014). E. coli patotiplerinin dort viriilans sinifi kolonizasyon,
uygunluk, toksinler ve efektorler, her biri belirli bir isleve ve aktiviteye sahip birkag
spesifik viriilans faktorii seklinde Tablo 2.1°de verilmistir (Pakbin vd., 2021). Siddetli
IYE’lerle iliskili UPEC suslarinin en 6nemli viriilans genlerinden bazi adezinler ve
fimbrialar; aerobaktin (aer), P fimbriae (pap), tip 1 fimbria (fimH), fimbrial adezin 1
(afal), hemolizin (hly), S fimbriadir (sfa). Ancak kpsMT, traT, iutA, cvaC, ibe, fyuA ve
usp gibi diger viriilans genlerinin bu organizmanin patojenitesinde rol oynadigi

bilinmektedir (Rashki, 2014).

Patojenik bakteriler ve konakgilar1 arasinda demir i¢in siirekli devam eden bir savas
vardir. Demir, prokaryotik ve 6karyotik hiicresel aktiviteler igin gerekli bir faktordiir
(Andrews vd.,, 2003). EXPEC ve daha spesifik olarak UPEC dahil olmak iizere
patojenik bakteriler, konak¢idan demiri kaydirmak ic¢in ¢ok sayida strateji
gelistirmistir. Bunlar, ¢evreden demiri temizlemek ve onu bakteriyel sitozolde
yogunlastirmak i¢in yanroforlar1 kullanan demir alim sistemlerinin ifadesini igerir.
Sideroforlar, serbest bir katyon olarak ¢éziinmeyen ferrik (Fe*®) demire yiiksek
afiniteye sahip, diisiik molekiiler agirlikli molekiiller salgilar. Bakteriler, siderofor-
demir komplekslerinin bakteri zar1 boyunca ve demirin salindigi sitozol igine
taginmasini kolaylastiran reseptorler yoluyla demire bagli sideroforlar: alir. Bununla
birlikte, hem patojenik hem de K1z, E. coli suslari tarafindan eksprese edilen ortak bir
siderofor (enterobaktin), demiri ~10-49’luk daha da disiik bir Kd ile baglar ve
enterobaktinin demir baglama igin transferrini geride birakmasina izin verir.
Enterobaktin kullanimi, UPEC gibi bakterilerin idrar yolu gibi demirden fakir nisleri
kolonize etmesine izin verebilir (Wiles vd., 2008). EXPEC patotipleri tipik olarak
enterobaktin disinda birden ¢ok demir alma sistemini kodlar. Ozellikle UPEC,
sideroforlar salmochelin, yersiniabactin ve aerobactin dahil olmak iizere, goriiniiste
gereksiz goriinen ¢ok sayida demir toplama sistemini ifade eder. Ilging bir sekilde,
salmochelinler, iroA gen kiimesinde kodlanan bir glukosiltransferazin etkisi yoluyla
glikosilasyonla modifiye edilmis enterobaktin varyantlaridir (Bister vd., 2004; Smith,
2007).



Tablo 2.1 EXPEC viriilans faktorleri (Dale ve Woodford, 2015; Ejrnees, 2011)

Viriilans faktorii Genler Fonksiyon
Adezinler
Adhezyon siderofor iha Siderofor fonksiyonu
Dr baglayici adezinler afa/draBC Sistit ve piyelonefrit le
iirotelyumun invazyonu
E. coli ortak pilus ecpA Adezin
F1C fimbria Foc gen kiimesi Adezin
Isiya dayanikli hemaglutinin hra Adezin
M fimbria bmak Adezin
N-asetil D-glukozamin-spesifik fimbria Gaf Adezin
P fimbria 0apACEFG Piyelonefrit ile tirotelyuma
baglanma
S fimbria sfa/sfaS Sistit ve piyelonefrit ile baglanma
Istya hassas hemaglutinin Tsh Ana kolonizasyon proteini
Urotelyuma baglanma ve invazyona
Tip 1 fimbria fimH aracilik eder, IBC olusumunda rol

oynar

Demir toplama sistemleri

Aerobaktin reseptorii
Peri-plazmik demir baglayici protein
Salmogelin reseptori
Siderofor reseptorii

Yersiniabaktin reseptorii

iutA
SitA
iroN
ireA
fyuA

Ferrik demir alim1
Ferrik demir alimt1
Ferrik demir alim1
Ferrik demir alim1

Ferrik demir alim1

Koruyucular ve istilacilar

Kolisin V
Konjugal transfer yiizey dislama proteini
Grup 3 kapsiil
Artan serum sagkalimi

Beyin endoteli invazyonu

K1/K2/K5 grup 2 kapsiil ¢esitleri

Cva
traT
kpsMT Il
iss

ibeA

K1/K2/K5

ATP’den cAMP’nin olusumunu
katalize eder
Dis zar proteini, serum bakterisit
aktivitesine direng
Fagositoz, opsonizasyon ve lizise
kars1 koruma
Dais zar proteini, serum bakterisit
aktivitesine direng
Neonatal menenjit, endotel
invazyonu
Fagositoz ve kompleman aracili
oldiirme, ekstraintestinal viriilansa
katkida bulunma
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Tablo 2.1’nin devami

Koruyucular ve istilacilar

kpsM 1I grup 2 kapsiil

Dis zar proteaz T

Fagositoz, opsonizasyon ve lizise
kpsM 11
kars1 koruma
Bakterilerin karsilastig1 yabanci
ompT peptit materyalini parcalayan

temizlik proteazi

Toksinler

o-hemolizin

Sitoletal distansiyon toksini

Sitotoksik nekrotizan faktor

Enteroagregatif E. coli toksini

Salgilanan otomatik tastyict toksin

Serin proteaz

Vakumlama toksini

Hiicre pargalanmasi, konakgi sinyal
yolaklarimin modiilasyonu, doku
hylD
yaralanmas, tirotelyumun pul pul
dokiilmesi
Konak hiicre islevinde veya
cdiB morfolojisinde, hiicre dongiisii
durmasinda veya par¢alanmasinda
anormallikler
Hiicre iskeletinin yeniden
Cnfl diizenlenmesi, sinyal yollarimnin
modiilasyonu
astA
Konak hiicre islevinde veya
Sat morfolojisinde, hiicre dongiisii
durmasi veya parcalanmasi

Protein substratlarindaki peptit

Pic baglarini ayirmak

Mesane epitel hiicrelerinde hiicre
iskeletinde degisikliklere neden olur
vat
ve lizozomal olmayan vakuol

olusumunu saglar

Digerleri

B-glukoronidaz

Kolibaktin sentezi

) Glukuronik asit ve toksinler
uidA
arasindaki siki1 bagi koparir
Epitel hiicrelerinin yaslanmasina ve
bagisiklik hiicrelerinin apoptozuna
Clb & clbB yol agan okaryotik hiicrelerde
kromozomal dengesizlik ve DNA

hasari
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Tablo 2.1’nin devami

Koruyucular ve istilacilar

.. o ) ) Bilinmeyen, 6nerilen bakteriyosin
Uropatojenik spesifik protein Usp evi
islevi

. Flagella teshis ve epidemiyolojik
Flagellin varyanti H7 fliC o
saptama proteini

) Sayisiz seker substratinin
Maltoz ve glikoza 6zgii PTS tastyici alt

o manXYZ sitoplazmik zar boyunca
birim 11CBx )
fosforilasyonu ve translokasyonu
L o PAI belirteci olan farkl1 VF
Patojenite ada belirteci malX
kodlama
D-serin deaminaz DsdA Detoksifiye edici enzim

UPEC ve diger bir¢ok mikrop tarafindan kodlanan birincil yapisma faktorleri, pili veya
fimbria olarak bilinen supramolekiiler, filamentli yapiskan organellerdir. UPEC
tarafindan gelistirilen tipik yapiskan organeller, fim, pap, sfa ve foc operonlari
tarafindan kodlanan tip 1, P, S ve F1C pilidir. Bireysel UPEC genomlari, ayirt edilmesi
zor olan UPEC viriilansina her bir pilus tipine katkida bulunan tstlinkorii ayrintilarla
karakterize edilen N10 sagakli gen kiimelerini tasiyabilir (Snyder vd., 2005; 2006).
Prototip tip 1 salgilanan toksin, a-hemolizin (HIyA), UPEC izolatlarinin ~%50'si
tarafindan kodlanir ve ekspresyonu, IYE hastalarinda artan klinik siddet ile iliskilidir
(Henderson vd., 2004). Prototipik tip 1 salgilanan toksin, a-hemolizin (HIyA), UPEC
izolatlarmin ~%50'si tarafindan kodlanir ve ekspresyonu, IYE hastalarinda artan klinik
siddet ile iligkilidir (Marrs vd., 2005). EXPEC ayrica, toplu olarak oto-tastyicilar olarak
bilinen gesitli tipte V-salgilanmis toksinleri kodlar (Henderson vd., 2004). Bunlardan
ikisi, vakumlanan oto-tasiyict toksini (Vat) ve salgilanan oto-tasiyici toksini (Sat),
genellikle UPEC izolatlari tarafindan ifade edilir. Vat ve Sat baslangicta hedef konake1
hiicrelerde vakuolasyon ve sisme dahil olmak iizere ¢esitli sitopatik etkileri indiikleme

yetenekleriyle karakterize edilirler (Ewers vd., 2007; Restieri vd., 2007).

UPEC tarafindan eksprese edilen toksinler mutlaka ¢iplak proteinler olarak
salgilanmaz, bunun yerine bakteri ylizeyinden tasan dis zar vezikiilleri (OMV) ile
iliskilendirilebilir. Pek ¢ok bakteri tiirti, tiir i¢i ve tiirler aras1 iletisimi kolaylastirmak,

genetik materyal aligverisi yapmak, konake1 hiicrelere bakteri yapigsmasi ve istilast ve
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toksinlerin taginmasini kolaylagtirmak i¢cin OMV kullanir (Mashburn-Warren ve
Whiteley, 2006). OMV’lerin patojenik bakteriler tarafindan salinmasinin, hedef
konakg¢1 hiicrelere gegiste toksik kargolari korudugu ve ayni zamanda konake1
aktiviteleri modiile edebilen konsantre efektdr molekiil patlamalar1 saglamanin etkili
bir yolunu sagladig: diislinlilmektedir. HlyA ve sitotoksik nekrotize edici faktor 1
(CNF1), birincil olarak OMV yoluyla hedef konakgi hiicrelere verildigi goriilen,
UPEC ile iliskili iki toksindir (Balsalobre vd., 2006). Bu 113 kDa proteinin toksisitesi,
Rho ailesi GTPazlar RhoA, Rac ve/veya Cdc42’yi aktive etme kabiliyetine baglanir
(Lemonnier vd., 2007). Rho GTPazlarin aktivasyonu, aktin stres liflerinin olusumu,
lamellipodia, filopodia, membran dalgalanmasinin indiiklenmesi ve enflamatuar sinyal
yollarinin modiilasyonu dahil olmak {izere ¢cok sayida 6karyotik hiicresel islevi etkiler

(Davis vd., 2006).
2.4. Serotipler

O:H:K serotipleme, spesifik bakterinin ifade ettigi lipopolisakkaritlerin (O),
flagellanin (H) ve kapsiiler yiizey antijenlerinin (K) tipine bagli olarak farkli E. coli
suslarini karakterize etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. O, H ve K gibi
belirli antijjenlerin spesifik kombinasyonuna serotip denir ve birgok calisma bazi
serotiplerin belirli bir hastalikla digerlerinden daha fazla iliskili oldugunu zaten
gostermistir (Orskov ve Orskov, 1983). E. coli’nin serotiplendirmesi, O (somatik)
(lipopolisakkaritler yerine) esas alinarak modifiye edilmis Kauffman semasina goére
yapilir ve H, K ve F antijenlerinin diger dallar1 ile birlikte, antijenlerin spesifik bir
kombinasyonu ile devam eder (Kai vd., 2010). 1976’dan beri, E. coli i¢in O-
serogruplar1 tanimlanmistir (Wiles vd., 2008). UPEC’de O-serogruplari, her susun
viriilans faktérii profili ile iliskilidir. Onceki ¢alismalar, 01, 02, 04, 06, 07, 08, 015,
016, 018, 021, 022, 025, O75 ve 083 serogruplarinin tercihen UPEC suslar ile
iliskili oldugunu bildirmis ve bir ¢alismada, ti¢ serogrup O4, O6 ve O75 UPEC’in
%50’sini olusturdugu bulunmustur (Abe vd., 2008; Yamamoto, 2007). Spesifik K ve
H antijenleri daha az tanimlanmis paternlere sahiptir (Johnson vd., 2005; Vosti, 2007).
Her bir E. coli, IYE nin klinik sunumunda hayati bir role sahiptir ve farkli serotiplerin
prevalansi, farkli bolgelerde degisiklik gosterir. Son yillarda, IYE vakalari arasinda

sefalosporinler, florokinolonlar ve trimetoprim direncinde bir artis olmustur ve bu
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artan bir endise nedenidir. Hastanede yatan hastalarda, genisletilmis spektrumlu S-
laktamaz, Amp C ve Metallo-S-laktamaz tireten E. coli suslarinin prevalansinda artis
vardir ve bu da klinik yonetimi daha da zorlastirir (Sharma vd., 2016; Stamm ve
Norrby, 2001).

2.5. Genom

Genel olarak E. coli genomunun ¢esitli, dinamik oldugu ve kromozomal plastisite
sergiledigi yaygin olarak kabul edilmektedir. Yanal gen transfer oran yiiksektir ve gen
yerlesimi nispeten kisadir, bu da E. coli genomlarinda yiiksek bir gen akisina neden
olur (Touchon vd., 2009). Bir tiiriin genomu iki kategoriye ayrilabilir. Bir yandan
cekirdek genom, bir bakteri tiiriiniin tiim suslarinda bulunan genler olarak tanimlanir.
Replikasyon, transkripsiyon ve translasyonda yer alan temel temizlik genlerini igerir.
Cekirdek genom, temel metabolik fonksiyonlari tanimlayan bir bakteri tiirtiniin
genomik omurgasini olusturur (Rousset vd., 2021). Ote yandan, esnek/vazgecilebilir
genom, yalnizca birka¢ susta bulunan veya tekil izolatlar olarak adlandirilan tek
izolatlara ©zgii genleri igerir. Bu genler, bir popiilasyon veya tiirdeki g¢esitli
fenotiplerden ve belirli ¢cevresel kosullara adaptasyonlardan sorumludur (Masignani

vd., 2005).

Blattner vd. (1997), E. coli K-12 tiirii MG1655’in genom dizisinin tamaminin 4,6-
Mbp’lik tek bir kromozom halinde diizenlendigini gostermistir. 4.500 geni (303
temel), yani 4.300 ORF’yi, yedi rRNA operonunu, 86 tRNA’y1 ve 74 psddojeni kodlar
(Baba vd., 2006). Genel olarak, E. coli genomu genellikle yanal gen aktarimiyla
sekillenir (Jarocki vd., 2020). E. coli pangenomu 18.000°den fazla farkli gen igerirken,
tek bir hiicre tipik olarak 4.000 ila 5.000 gen tasir ve farkli izolatlar arasinda yalnizca
yaklasik 3.000 ortak gen bulunur. Bu, E. coli arasinda yiiksek genetik ¢esitlilikle
sonuglanir (Stokes ve Gillings, 2011; Poirel vd., 2018), bu da fenotipik ¢esitlilige ve
E. coli konakgilarina gesitli diizeylerde ve sekillerde zarar vermesine yol agar.
Bakteriyel pangenomlarin "agik" oldugunu ve bakteriler gelistik¢ce artmaya devam
edecegi tahmin edilmektedir (Lapierre ve Gogarten, 2009). Farkli E. coli suslari

arasinda gozlemlenen genom boyutu farkliliklari, temel olarak, farkli suglar arasinda

14



korunan genel gen diizeni ile birka¢ biiyiik kromozomal bolgenin eklenmesi veya

silinmesinden kaynaklanmaktadir (Rode vd., 1999).

Genom dizileme projeleri, EXPEC arasinda genis genom ¢esitliligi ortaya ¢ikarmistir
ancak ayn1 zamanda toksinler, demir alim sistemleri, adezinler, lipopolisakkaritler
(LPS), polisakarit kapstilleri, proteazlar ve istilacilar dahil olmak iizere bazi patotipe
O0zgli genleri de tanimlamis ve bu faktorler siklikla mobil Ogeler iizerinde

kodlanmaktadir (Gomes vd., 2010; Lu vd., 2011).

2.6. Filogrup ve Cok Odakh Dizi Yazma (MLST)

Van Belkum (2007), baz1 tanimlamalar yapmistir. Bunlarin basinda “sus” ve “izolat”
gelir ve bunlarin bu tip ¢aligmalarda karistirllmamasi gerekir. Cilinki tiplendirme ile
ayirt edilemeyen izolatlar ayn1 susun sonraki nesilleri olabilir. Oysa “suslar” tipleme
yontemleri ile ayirt edilebilir 6zelliikte olmalidir. “Klon” kelimesi, bir orijinden
dogrudan tiireyen izolatlar1 tanimlamak i¢in kullanilirken, bu kelime genellikle “sus”
kelimesinin alternatifi olarak kullanilir. Farkli yerlerde ve belki de farkli zamanlarda
farkli kaynaklardan bagimsiz olarak kiiltiirlenmis olabilirler, yine de o kadar ¢ok aym
fenotipik ve genotipik benzerlige sahiptirler ki en olasi agiklama ortak bir kdken

olabilir (Orskov ve Orskov, 1983).

Farkli soylar, tiim E. coli’nin ortak bir atasindan ¢ikarak dort ana filogenetik grup A,
B1l, B2 ve D’ye yol agmistir (Clermont vd., 2000). Ayrica iki aksesuar grubu
tanimlanmustir (C ve E) (Tenaillon vd., 2010) ve daha sonra D’nin bir alt grubu “F”
grubu tanimlanmigtir (Jaureguy vd., 2008). Tiirlerin daha yeni dizi tabanl filogenisi,
bunlarin birden ¢ok alt soya boliinebilen c¢esitli klonal gruplara nasil ayrildigini

gostermistir (Banerjee ve Johnson, 2014).

MLST ilk olarak Neisseria meningitides icin 1998’de eski molekiiler tipleme
semalarinin laboratuvarlar arasindaki zayif tekrarlanabilirligin iistesinden gelmek i¢in
gelistirilmistir (Maiden vd., 1998). Sekans tipi (ST), bakteri kromozomu boyunca
yayllmis yedi korunmus temizlik geninin alelik varyantlarimin MLST tarafindan

siiflandirilan bakteri suslarini tanimlar. Standartlagtirilmis bir semaya dayalidir,
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dolayisiyla kiiresel olarak karsilastirilabilir (Lane vd., 2007; Larsen vd., 2012). Bu
ayirma yararlidir, ancak klonal yayilimi saptamak i¢in yine de yetersizdir. Bu nedenle,
epidemiyolojik baglantiyr arastirmak icin genellikle daha ayrintili bir filogenetik
karsilastirmaya ihtiya¢ duyulur (Pightling vd., 2018; Rantsiou vd., 2018). E. coli’nin
belirli dizi tiirlerinin, tercih edilen bir konake¢i ile sinirli olmayip insanlardan
hayvanlara veya tam tersine aktarilabildigi i¢in, ciddi enfeksiyonlar acisindan daha
yaygin oldugu ve zoonotik potansiyel sergiledigi kabul edilmistir. Bu uluslararasi
olarak mevcut yiiksek riskli soylar arasinda E. coli ST10, ST38, ST58, ST117, ST93,
ST95, ST354, ST405, ST410, ST457, ST648, ST744, ST1158 ve ST1251 bulunur
(Hayer vd., 2020; de Carvalho vd., 2020; Soncini vd., 2021).

Geleneksel olarak MLST, MLST semasinin lokuslaria 6zgii primerleri kullanan bir
PCR amplifikasyon adimiyla baglar, ardindan Sanger sekanslamasi gelir. Prosediir
hem maliyetli hem de zaman alicidir. Bu yeni yiiksek verimli dizileme c¢aginda,
yazmak i¢cin WGS verilerini kullanmak daha mantikli olabilir. DNA dizileme
maliyetleri, her bes yilda bir diizenli olarak yaklasik 10 kat azalmistir. Takip eden ve
liclincli nesil siralama yontemlerinin gelistirilmesi, ekipman yatirimlarinda esit
derecede dnemli azalmalar saglayarak, teknolojiyi bireysel arastirmacilar ve rutin

klinik ve mikrobiyal laboratuvarlar igin erisilebilir hale getirmistir (Service, 2006).

2.7. Antibiyotikler

Antimikrobiyallerin klinik kullanimimin modern c¢agi, 1907°de Paul Ehrlich ve
Salvarsan araciligiyla arsfenamin ajanlartyla baslamig (Jacoby, 2017) ve 1930’larda
Sir Alexander Fleming tarafindan penisilin ve siilfonamidlerin  kesfi,
antimikrobiyallerin klinik kullanimin1 daha da hizlandirmistir. 1935  yilinda
yayimlanan siilfonamidlerin kesfi, viicuttaki bakteriyel enfeksiyonlar: tedavi eden ilk
ilag olarak literatiire girmistir (Stokstad ve Jukes, 1987). 1960’lardan sonra, baz1 yeni
antimikrobiyal siniflar1 kesfedilmistir. Bunlardan biri hiicre zarmi hedefleyen
daptomisin, bir digeri ise tiiberkiiloza kars1 dar bir spektrum olan bedakilindir (Lewis,
2013). Antibiyotikler tip tarihindeki en 6nemli kesiflerden birini temsil etmektedir.
Antibiyotik terimi “hayata kars1” anlamina gelse de, terapdtik ajan olarak kullanimlari

ilk kez 20. ylizyilin ilk yarisindan itibaren karmasik, yasami tehdit eden bakteriyel
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enfeksiyonlarin tedavisi igin gerekli araglardan birini temsil etmektedir. Boylece,
antibiyotikler sadece bakteriyel enfeksiyonlarin neden oldugu mortalite ve morbiditeyi
azaltmakla kalmamis; insan yasam kalitesini artirmaya yardimci olmak igin tibbi

miidahaleye iligskin olasiliklarda da etkili olmuslardir (Sass, 2017).

Bilesige ve hedef bolgesine bagli olarak, bazi antibiyotikler, sirasiyla ¢oklu bakteri
tiirlerini veya yalnizca secilmis kiiglik bir tiir grubunu hedef alan genis veya dar bir
aktivite spektrumuna sahiptir. Baz1 antimikrobiyal ajanlar, konsantrasyona bagl bir
sekilde ¢ok ¢esitli mikroorganizmalara kars1 etki gosteren ¢ok hedefli bilesiklerdir. Bu
tir kimyasallar, bakteri hiicre zarina niifuz ederek ve biitiinliigiinii bozarak, DNA
capraz bagi iireterek veya spor biiylimesini ortadan kaldirarak olduke¢a spesifik

olmayan etki modlarina sahiptir (Russell, 2003).

Antimikrobiyallerin ortaya ¢ikisi, potansiyel olarak dliimciil enfeksiyonlarin etkili bir
sekilde tedavi edilmesini saglamis ve insan klinik tedavi prosediirlerinde devrim
yaratmistir (El-Salabi vd., 2013). Antibiyotikler modern tibbin temelini olusturur ve
kullanimlar1 ¢ocuk oliimlerini azaltmis ve yasam beklentisini artirmistir ve ayrica
invaziv cerrahi ve kemoterapi gibi tedaviler i¢in ¢ok 6nemlidir (Blair vd., 2015).
Bununla birlikte, adindan da anlasilacag gibi, antibakteriyel aktivite antibiyotiklerin
tek islevi degildir ve antibiyotik siniflarinin bazi iiyelerinin alan igi iletisim ig¢in
bakteriyel araglar olarak gelistigi giderek daha fazla kabul gérmektedir (Aminov,
2009). Ornegin, antimikrobiyal peptitler, yiiksek organizmalarda dogustan gelen
bagisiklik tepkisinin modiilatorleri olarak islev gormektedir (Bowdish vd., 2005).

Genel olarak, antimikrobiyallerin biiylimeyi engellemek ve hatta bakteriyel hiicre

6limiine neden olmak i¢in baslica bes mekanizmasi vardir. Bunlar:

1. DNA sentezini (florokinolonlar) inhibe ederek ¢ift DNA olusumunun

inhibisyonu,
2. RNA sentezinin inhibisyonu (rifamisinler),

3. 50S veya 30S ribozomu inhibe ederek protein sentezinin inhibisyonu

(makrolidler, aminoglikositler, tetrasiklinler),
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4. Hicre duvar sentezinin inhibisyonu (B-laktamlar, glikopeptitler, lipopeptitler),

5. Rekabetci yol antimikrobiyalleri olarak metabolik ilaglar (siilfonamidler,

trimetoprim).

Ayrica ilaca bagl strese karsi dezavantajli bakteriyel hiicre tepkisi gibi baska

mekanizmalar da bildirilmistir (Kohanski vd., 2010).

Plazma zan

Polimiksinler
Hiicre duvan Pohm;ksm B Ribozomlar
B-laktamlar - k Kolista 30S alt Gnite
Penisilinler ipopeptid Aminoglikozitler
Sefalosporinler Daptomisin Tetrasiklinler
Monobaktamlar 308 alt Gnite
Karbapenemler Makrolitler
Glikopeptidler Linkozamidler
Vankomisin Kloramfenikol
Basitrasin Oksazolidonlar
DNA sentezi
Florokinolonlar Metabolik yollar
Siprofloksasin Folik asit sentezi
Levoflaksin Sulfanomidler
Moksifloksasin Sulfonlar
RNA sentezi Trimetoprim
Rifamisinler Mikolik asit sentezi
Rifampin Izoniazid

Sekil 2.2 Bakterilere kars1 antibiyotik hedef bolgeleri

B -laktam antimikrobiyaller, ayn1 yap1 6zelligi olan beta-laktam halkasina sahip genis
bir antimikrobiyal grubudur. Penisilin G'nin kesfinden baslayarak tarihte tanimlanan
ilk antimikrobiyal grubudur (Essack, 2001). Yapisal olarak, bakterilerin hiicre zarfi,
bir veya iki lipit zardan ve hiicre duvarmin glikopeptid yap: iskelesinden
(peptidoglikan) olusur. Genel olarak bakterilerde iki tip hiicre zarfi vardir: Gram-
pozitif ve Gram-negatif. Gram pozitif bakterilerin hiicre zarfi, bakteriyel plazma
zarmin disinda kalin bir hiicre duvar tabakasindan olusur ve hiicreyi tamamen kaplar

(Sass, 2017).

Gram-negatif bakteriler, yapisal olarak Gram-pozitif tiirlerin peptidoglikanina

benzeyen ek bir dis lipit membrana ve ¢ok daha ince bir peptidoglikan tabakasina sahip
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olduklarindan, 6énemli 6l¢iide farkli bir hiicre zar1 mimarisine sahiptir. Antibiyotik
arastirmasi ile ilgili olarak, dis lipid membran, antimikrobiyal maddeler dahil olmak
tizere birgok bilesik i¢in bir difiizyon bariyeri gorevi goren ve bdylece bakterileri
bircok antibiyotigin potansiyel olarak oOldiiriicii etkilerinden koruyan igsel bir
antibiyotik diren¢ faktoriinii temsil eder. I¢ ve dis zarlar arasindaki bosluk olan
periplazma, peptidoglikan biyosentezi, besin alimi, elektron transfer sistemleri ve
detoksifikasyon gibi farkli fizyolojik yollardaki ¢esitli enzimleri barindirir (Pages vd.,
2008). Antibiyotikler, peptidoglikan sentezinin hemen hemen her asamasina, ya sentez
reaksiyonunun temel bir substratini1 ayirarak ya da spesifik bir enzimatik reaksiyonu

dogrudan inhibe ederek miidahale eder (Schneider ve Sahl, 2010).
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Sekil 2.3 B-laktam antibiyotiklerin ana kimyasal yapis1 (Sauvage ve Terrak, 2016)

B-laktam antibiyotikler, bakteriyel transpeptidazlarin katalitik  aktivitesini
peptidoglikan tabakasini ¢apraz baglayarak ve biiyiime ve boliinme sirasinda hiicre
duvarini yeniden sekillendirerek hiicre duvarinin birlestirilmesinin son asamalarinda
yer alacak seklide etkili bir bigimde inhibe eder. Bu nedenle, bu enzimlere penisilin
baglayici proteinler de (PBP) denir. Genel olarak, ¢ogu bakteri tiiriinde en az dért PBP
vardir. Ornegin E. coli’de, yiiksek molekiiler agirlikli 1-3 PBP’nin transpeptidazlar ve
transglikosilazlar olarak ¢alistigi ve diisiik molekiiler agirlikli 4-6 PBP’nin D-alanin
karboksilpeptidaz olarak ¢alistig1 gézlenir. Penisilin ve diger B-laktam antibiyotiklerin

PBP inhibe edici aktivitesi, penisilinin amid baglari ile enzim substrat1 (D-Ala-D-Ala
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dipeptid - 2) arasindaki yapisal, geometrik ve stereokimyasal benzerliklere dayanir
(Sauvage ve Terrak, 2016; Cochrane ve Lohans, 2020). Bu nedenle, diisiik molekiiler
agirlikli B-laktam antibiyotik molekiilleri, sitoplazmik zarin dis tabakasina kolayca
niifuz edebilir ve PBP’lere veya transpeptidazlara ulasabilir (Lima vd., 2020).
Genellikle penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, penemler (tiopenemler olarak
da bilinirler) ve monobaktamlar olarak siniflandirilirlar. Bu siniflandirma, -laktam
farmakofor birimine kaynasmis halkanin kimyasal yapisina baghdir ve es diizlemli

olmayan bir bisiklik iskelet olusturur (Sekil 2.3) (Selwyn, 1979).

Baska bir smiflandirma, laktam halkasi tirevlerinde daha fazla ayrinti ortaya
cikarmistir (Sahoo ve Banik, 2020). Buna gore p-laktamlar ¢ekirdek halka yapilarina

gore:

1) Doymus bes iiyeli halkalara kaynagmis -laktamlar:

a) Tiazolidin halkalari igeren B-laktamlar (penemler),

b) Pirolidin halkalari i¢eren p-laktamlar (karbapenemlar),

c) Oksazolidin halkalarina kaynasmis [B-laktamlar  (oksapenemlar,

klavamlar),

2) Doymamis bes liyeli halkalara kaynasmis B-laktamlar:

a) 2,3-dihidrotiyazol halkalari igeren B-laktamlar (penemler),

b) 2,3-dihidro-IH-pirol halkalar iceren B-laktamlar (karbapenemler),

3) Doymamus alt1 liyeli halkalara kaynasmis B-laktamlar:

a) 3,6-dihidro-2H-1,3-tiazin halkalari igeren B-laktamlar (sephemler),

b) 1,2,3,4-tetrahidropiridin halkalar1 igeren -laktamlar (karbakefemler),
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c) 3,6-dihidro-2H-1,3-oksazin halkalari igeren [3-laktamlar (oksafem).

4) Herhangi bir bagka halka ile kaynagsmamis B-laktamlar (monobaktamlar),

B-Laktamlar ayrica Sekil 2.4’te gosterildigi gibi aktivite spektrumlarina gore

smiflandirilirlar.
’ PENISILINLER |
Orijin ‘ | Uvgulama Yolu | ‘ Aktivite Spektrumu | | Enzim Direnci ‘ ‘ Asit Direnci
Dar Spekirum Asit Kararh
Metisilin p-laktamaz Direnci Penisilin V
Oral i Lo o
- . , Oksasilin Kloksasilin Oksasilin
Dogal Penisilin V - . e S
o o Nafsili Dikloksasin Dikloksasin
Penisilin G Amoksisilin o . e o
. P Dikloksasin Metisilin Kloksasilin
Penisilin V Ampisilin - o
N . Genis Spektrum Nafsilin Amoksisilin
Yarisentetik Oksasilin i " S
o Amoksisilin Oksasilin Ampisilin
Kloksasilin Parenteral L - N
I . Ampisilin p-laktamaz Direngsizligi Asit Kararsiz
Dikloksasin Penisilin G S
i o i Orta Spektrum Penisilin G Metisilin
Metisilin Metisilin P .. e
o T Penisilin V Penisilin V Nafsilin
Nafsilin Nafsilin . . i
Oksasilin Karbensilin Penisilin G Amoksisilin Penisilin G
Pi Emsilm Genisletilmis Spektrum Ampisilin Karbensilin
P Karbensilin Karbensilin Piperasilin
Piperasilin Tikarsilin

Sekil 2.4 B-laktam antibiyotiklerin terapétik siniflart

Kinolon grubu antibiyotikler DNA replikasyonu ve dongiisiinde yer alan temel
bakteriyel siireclere basariyla etki ederler. Burada, klinik olarak ilgili florokinolonlar
da dahil olmak iizere kinolonlar, muhtemelen en iinlii DNA sentezi inhibitorleri sinifi,
pertiirb giraz (topoizomeraz II), topoizomeraz IV aktiviteleri ve DNA nin kivrilmasi
ve ¢oziilmesiyle kromozom islevinde temel roller oynayan enzimlerdir. Ornegin giraz,
DNA’dan diigtimleri kaldirir, DNA’nin biikiilmesine ve katlanmasina yardime1 olur,
iplik¢ik ayrilmasini igeren tiim islemler i¢in kromozomu etkinlestirir ve hatta DNA
boyunca kompleksin onilinde negatif siiper sargilar ekleyerek replikasyon ve
transkripsiyon komplekslerinin hareketini kolaylastirarak ¢evresel degisikliklere yanit

verir (Drlica ve Zhao, 1997).

Kinolonlar, klorokin (kinin) sentezinin bir yan iirlinii olarak kesfedilen ve 1962°de
George Lesher tarafindan IYE tedavisi igin tanitilan nalidiksik asidin tiirevleridir
(Hooper ve Jacoby, 2016). Nalidiksik asit ve diger birinci nesil kinolonlar (oksalinik

asit), toksisiteleri nedeniyle giiniimiizde nadiren kullanilmaktadir (Rubinstein, 2001).
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Ikinci (siprofloksasin), iigiincii (levofloksasin) ve dordiincii (gemifloksasin) kusak
kinolon antibiyotikler, kimyasal yapilarina ve kullandiklar1 6ldiirme mekanizmalari

arasindaki niteliksel farkliliklara gore siniflandirilabilir (Lu vd., 2001).

Birkag ¢alisma, SOS yanitinin E. coli’de indiiksiyon tepkisini onledigini gostermistir.
Bu sistem, DNA’nin bitiinligini destekleyen ¢oklu faktorlerden ve yiiksek
mutagenez pahasina kapsamli DNA hasar1 iizerine hayatta kalmaya ve siirekli
replikasyona izin veren hataya egilimli faktorlerden olusan kiiresel bir diizenleyici
agdir (Maslowska vd., 2019), kinolonlar (nalidiksik asit hari¢) 6ldiirmeyi artirir
(Kohanski vd., 2007). SOS yanitinin aktivasyonunun onlenmesinin, hataya yatkin
DNA polimerazlarin indiiksiyonunu, homolog rekombinasyonu ve ilaca direngli
elementlerin yatay transferini bloke ederek ilaca diren¢li mutantlarin olusumunu

azalttig1 da gosterilmistir (Beaber vd., 2004; Guerin vd., 2009).

Rifamisinler, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi giiclii antibiyotik
aktivitesi olan genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Ilk olarak 1957°de kesfedilmis ve
tiberkiiloz (TB) tedavisinde kullanilmislardir (Adams vd., 2021). DNA
replikasyonunun kinolonlar tarafindan inhibisyonuna benzer sekilde, rifamisin sinifi
yar1 sentetik bakterisidal antibiyotikler tarafindan RNA sentezinin inhibisyonu,
prokaryotik niikleik asit metabolizmasi tizerinde yikici bir etkiye sahiptir ve bakteriyel
hiicre 6liimiinii tetiklemektedirler (Floss ve Yu, 2005). Eylemlerine gore ii¢ rifamisin
grubu vardir. Bir inhibitdr grubu, transkripsiyonu bloke etmek i¢in DNA’ya bagiml
RNA-polimeraz (RNAP) ile etkilesime girer. Bagka bir grup, ¢eviri baglangicini ve
uzamasin1 engellemek veya ¢eviri dogrulugunu etkilemek icin 30S veya 50S
ribozomal alt birimlerine baglanir. Baz1 antibiyotikler, yiiklii tRNA molekiillerinin
hiicresel konsantrasyonunu veya tRNA molekiillerinin ribozoma teslim edilmesini ve
salinmasini bozmak i¢in tRNA molekiillerine ve uzama faktorlerine miidahale eder
(Sass, 2017). Bunlarin yar1 sentetik tlirevi antibiyotik rifampisin (rifampin olarak da
bilinir), muhtemelen RNAP aktif merkezine bitisik bir bélgede RNAP’a baglanan ve
fosfodiester olusumunu fiziksel olarak bloke ederek RNA sentezinin baslamasini
engelleyen RNAP inhibitdrlerinin en iyi bilinen temsilcisidir. RNA omurgasinda bir
"sterik okliizyon" mekanizmasi ile baglanir (Cavalleri vd., 1990; Bae vd., 2015). RNA
ve RIF carpismasi, RNA 3-4 niikleotitlik bir uzunluga ulastiginda meydana gelir ve
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ardindan RNA, promotér kompleksinden abortif bir transkript olarak salinir. Abortif
RNA firiiniinlin uzunlugu, bireysel yar1 sentetik rifamisinin C3 siibstitlientinin
dogasindan etkilenebilir. Reaksiyon 50-fosforile olmayan bir diniikleotid primeri ile
baslatildiginda, rifabutin bir triniikleotidin sentezini bile inhibe eder, oysa RIF buna

izin verir (Artsimovitch vd., 2005).

mRNA translasyonu siireci, li¢ sirali asamadan (baslangi¢, uzama ve sonlandirma)
olusur. Ribozom, bir mMRNA transkripti, N-formilmetionin yiiklii aminoasil tRNA,
birka¢ baslatma faktorii ve serbest bir 30S arasindaki bir kompleksin olusumunu
takiben (baslangic fazi sirasinda) bir araya gelen iki riboniikleoprotein alt biriminden,
50S ve 30S alt birimden olusur. Protein sentezini inhibe eden ilaglar, en genis
antibiyotik siniflar1 arasindadir ve 50S inhibitorleri ve 30S inhibitorleri olarak iki alt
sinifa ayrilabilir (Sohmen vd., 2009).

Bakteriyel ribozomun kritik rolii, onu antibakteriyel ajanlar i¢in 6nemli bir hedef
haline getirir. Aslinda, klinik olarak degerli bir¢ok antibiyotik, bu karmasik
translasyonel riboniikleoprotein mekanizmasini hedefler. Cogunlukla dogal kaynakli
olan bu bilesiklerin ¢ogu, 30S’de kod ¢ozme (veya A bolgesi), 50S’de peptidil
transferaz merkezi (PTC) ve ribozomalda peptid ¢ikis tiineli olarak ii¢ baglanma

ribozomal bdlgesinden birine baglanir (Mccoy vd., 2011).

30S ribozom inhibitorleri arasinda tetrasiklinler ve aminosiklitoller bulunur.
Tetrasiklinler, aminoasil tRNA’larin ribozoma erisimini engelleyerek c¢alisir (Krause
vd., 2016)). Aminosiklitol simifi, spektinomisin ve aminoglikozitleri (streptomisin,
kanamisin ve gentamisin) igerir. 30S ribozom alt biriminin 16S rRNA bilesenini
baglar. Spektinomisin, uzama faktorii katalizli translokasyonu inhibe ederek peptidil
tRNA’nin ribozoma baglanmasinin stabilitesine miidahale eder ancak protein yanlis
translasyonuna neden olmaz (Davis, 1987; Pioletti vd., 2001). Aksine,
aminoglikozidler ve 16S rRNA arasindaki etkilesim, ribozomda bir mRNA kodonu ile
onun aym kokenli yikli aminoasil tRNA’s1 arasinda olusan kompleksin
konformasyonunu degistirebilir. tRNA yanlis eslesmesini tesvik ederek proteinin

yanlis translasyonuna neden olur (Pape vd., 2000).
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50S ribozom inhibitorleri arasinda makrolidler (eritromisin), linkozamidler
(klindamisin), streptograminler (dalfopristin-kinupristin), amfenikoller
(kloramfenikol) ve oksazolidinonlar (linezolid) bulunur (Katz ve Ashley, 2005). 50S
ribozom inhibitorleri, yeni olusan peptit zincirini uzatan peptidiltransferaz
reaksiyonunu inhibe eden protein translasyon baslangicini veya peptidil tRNA’larin
translokasyonunu oksazolidinonlar i¢in oldugu gibi fiziksel olarak bloke ederek ¢alisir
(Patel ve digerleri, 2001). Makrolidler, linkozamidler ve streptograminler iizerine
yapilan calismalar, bu ilaclarin etki mekanizmasi i¢in bir model formiile etmistir.
Model, peptidil tRNA’larin ribozoma erisiminin bloke edilmesini (degisen
derecelerde), ardindan peptidiltransferaz uzama reaksiyonunun sterik inhibisyon
tarafindan bloke edilmesini ve sonunda peptidil tRNA’nin ayrigsmasinin tetiklenmesini
icerir (Vannuffel ve Cocito, 1996). Model ayn1 zamanda bu ilag siniflarinin, uzama
¢ok 6nemli bir uzunlugun Gtesine gectiginde antibakteriyel aktivitelerini kaybetme

olgusunu da agiklamaktadir (Tenson vd., 2003).

Siilfonamidler, dihidropteroat sentetaz aktivitesini rekabetci bir sekilde inhibe eden
para-aminobenzoik asit (PABA) yapisal analoglaridir. Dihidrofolat rediiktazin
(trimetoprim) siilfonamidlerle eszamanli regetesi, bakteriyel enfeksiyonlarda
sinerjistik bir antimikrobiyal aktivite yaratir. Trimetoprim ve siilfametoksazol ile
kotrimoksazol kombinasyonu, idrar yolu enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan
ilk antibiyotiktir (Suzuki ve Hoa, 2012). Siilfonamidler, folik asit biyosentez yolundaki
bir katalitik enzim olan dihidropteroat sentaza (DHPS) baglanmak i¢in yapisal analog
p-aminobenzoik asit ile rekabet eder, boylece dihidrofolik asit olusumunu engeller
(Skold, 2000) ve sonunda dihidrofolat, tetrahidrofolat olusumunu inhibe eder ve ayrica
daha sonra bakteriyel DNA biiylimesini ve hiicre boliinmesini veya replikasyonunu

inhibe eder (Nemeth vd., 2015).

2.8. Antimikrobiyal Diren¢ (AMR)

Antimikrobiyal dirence atfedilebilen saglik hizmetlerine yonelik artan zorluk ve
ardindan etkili antimikrobiyallere erisimin olmamasi diinya ¢apinda bir endise
kaynagidir. Gergek bir tehdit, cocuklukta hayatta kalmadaki gelismeler de dahil olmak

lizere antimikrobiyallere gelismis erisimden elde edilen halk saglig1 kazanimlarinin
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sekteye ugramasidir (Laxminarayan vd., 2016). Antimikrobiyal direncin bilimsel
temelini anlamak, antimikrobiyal diren¢ tehdidiyle miicadele etmek igin ¢ok
onemlidir. Bu anlayis, uygun miidahale politikalar1 gelistirmek i¢in gerekli olan
toplum ve cevredeki antimikrobiyal direncin itici giiclerine kadar teshis ve
terapotiklere yeni yaklasimlar saglayan direng¢ mekanizmalarin1 kapsamalidir
(Mendelson vd., 2016). Bakteriler, en az bir antibiyotik sinifina duyarli olmadiklarinda
antibiyotige direncli olarak siniflandirilir. Direncli enfeksiyonlarin 2050 yilina kadar
her 3 saniyede bir kisiyi 6ldiirebilecegi ve diinya ¢apinda 6lii sayisini yilda 10 milyona
cikarabilecegi tahmin edilmektedir (Kauser, 2020). Bu mikroorganizmalari direng
derecesine ve kazanilmis direng profillerine gore siniflandirmak i¢in, antimikrobiyal
direnc alaninda uzman bir grup, Avrupa Hastaliklar1 ve Kontrolii Onleme Merkezi
(ECDC) ve hastalik kontrol ve 6nleme merkezleri (CDC) ile ortak galisma yaparak

direncli bakteriler arasindaki tanimlari ve 6zellikleri belirlemistir: Bunlar:

v Coklu ilaca direngli (MDR) (ii¢ veya daha fazla kategorideki en az bir antibiyotige

kars1 kazanilmig dirence sahiptir),
v Yaygn ilaca direngli (XDR) (en az bir antibiyotige kars direnglidir),

v Pan ilaca direngli (PDR) bakteriler (tiim antimikrobiyal kategorilerindeki tiim
ajanlara direnclidir) (Vazquez-Lopez vd., 2019),

seklindedir.

Asirt antibiyotik kullanimi ve yetersiz tedavi, AMR’yi daha uzun hastanede kalis
stirelerine, cok maliyetli tedavilere ve daha yiiksek 6liim oranlarina yol agan kiiresel
bir sorun haline getirmenin ana nedenleridir (Elbadawi vd., 2022). Antibiyotiklere

kars1 bakteriyel direng iki tipe ayrilabilir:
1. Igsel veya dogustan gelen direnc,

2. Kazanilmis direng.
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[lki, belirli bir bakterinin 6zelligidir ve biyolojik 6zelliklerine baghdir (E. coli,

vankomisine i¢sel direng gosterir). Kazanilmis direng:

1.

2.

3.

Direng genlerinin bakteriler tarafindan edinilmesi,

Kromozomal DNA’nin mutasyonu,

Her iki mekanizmanin bir kombinasyonundan kaynaklanir (Khameneh vd., 2016).

Diren¢ genlerinin kazanilmasina plazmidler, transpozonlar ve integronlar gibi

aktarilabilir genetik elementler aracilik edebilir. Ozellikle, aktarilabilir plazmitler,

konjugasyon yoluyla HGT i¢in oldukc¢a verimli bir aragtir. Bu prosediir sirasinda, hem

dondr hem de alici bakterinin hiicre yilizeyi, donér bakteriden aliciya konjugatif

plazmitleri aktarmak i¢in bir koprii olusturmak iizere temas eder (Llosa vd., 2002).

Gram-negatif bakteriler, Ozellikle Enterobacteriaceae familyasina ait olanlar,

antibiyotiklerin etkilerine kars1 c¢esitli savunmalar gelistirmistir. Ek olarak, bazi

suslarin birden fazla ilaca direng gdstermelerine neden olan ¢ok sayida yolu vardir.

Bunlar sirasiyla:

v Enzimatik bozunma veya modifikasyon: Bu mekanizma, antimikrobiyallerin, j3-

laktam halkasini hidrolize eden B-laktamaz enzimleri gibi bakteriler tarafindan
salgilanan spesifik enzimlerle inaktivasyonunu, dolayisiyla penisilin ve
sefalosporinleri inaktive etmesini igerir (Livermore ve Woodford, 2006).
Sefalosporinlerin enzimatik bozunmasina yol acan enzim ornekleri, AmpC B-
laktamazlar, genisletilmis  spektrumlu  p-laktamazlar  (ESBL’ler) ve

karbapenemazlardir (Verraes vd., 2013).

Hedef modifikasyonu: Bu diren¢ mekanizmasi, antimikrobiyalin hedef bolgesinin
degistirilmesiyle olusur ve bu da antimikrobiyalin bakteri hiicresine baglanmasini
engeller ve boylece antimikrobiyal aktiviteyi devre dist birakir. Antimikrobiyalin
iki ana hedefi olan DNA giraz ve DNA topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan
genin modifikasyonu sonucu florokinolon direnci, hedef modifikasyonu ve
yapisal gen mutasyonuna (nokta mutasyon) bir drnektir (Drlica ve Zhao, 1997;
Verraes vd., 2013).
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v’ Hiicre gecirgenliginde azalma ve disa akis pompalarimn ekspresyonu: Hiicre
gecirgenligini degistirmek veya disa akis etkisini artirmak, Gram negatif
bakterilerde gézlenen bir bagka diren¢ mekanizmasidir. Antimikrobiyaller porin
Ozgiilliigiine sahiptir ve hedef bolgelere girmek igin su dolu kanallardan
gegmelidir (Bricefio vd., 2012). Disa akis aktivitesindeki bir artis, bakteri hiicresi
icindeki direng-nodiilasyon bdoliimii (RND) akis pompalart gibi kromozomal
olarak kodlanmis akis pompalarindan veya tetrasiklin direncine bir 6rnek olan
spesifik genlerin (genellikle plazmit kodlu) edinilmesinden kaynaklanabilir
(Puzari ve Chetia, 2017). RND akis sistemleri E. coli’nin ArcAB-TolC’si genis
capta incelenmistir ve bunlarin sefalosporinler, florokinolonlar, penisilinler ve
kloramfenikol dahil c¢ok c¢esitli antimikrobiyallere kars1i etkili oldugu
bilinmektedir (Puzari ve Chetia, 2017).

v" Metabolik yolun modifikasyonu: Bakteri hiicresindeki metabolik yollardaki
(modifiye enzimler salgilayarak) degisiklikler veya degisiklikler de bir
antimikrobiyal maddeye kars1 direncle sonuglanabilir. Bu tiir enzimleri kodlayan
genler genellikle plazmitlerde bulunur. Trimetoprim direnci, plazmit aracili ek
trimetoprim direngli DHFR’nin senteziyle trimetoprimin hedef bdlgesinin
degistirildigi ve baypas edildigi bu mekanizmanin bir 6rnegidir (Young ve

Amyes, 1986).

B-laktam antibiyotikler gibi 6nemli sayida antimikrobiyal ilaca ve son zamanlarda bazi
B-laktamaz inhibitorlerine kars1 bakteriyel direng, antibiyotik kemoterapisinin temelini
olusturan ilaglarin terapdtik kullanimini tehdit eden biiyiiyen bir klinik problemdir. -
laktamaz enzimleri penisilinlerin, sefalosporinlerin, monobaktamlarin ve
karbapenemlerin B-laktam halkasini asilasyon/deasilasyon bazli bir siirecte hidrolize

eder (Drawz vd., 2014; Odoki vd., 2019).

B-laktamazlar, Ambler’in (Ambler, 1980) molekiiler yap1 siniflandirmasina ve Bush-
Jacobi-Medeiros’un (Bush ve Jacoby, 2010) fonksiyonel siniflandirmasina gore

simiflandirilmigtir. 1970°den beri, B-laktamazlar ayirt etmek ve siniflandirmak igin;

v 1zoelektrik nokta,
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Molekiiler kiitle,

Farkli B-laktamlara yonelik nispi aktivite (substrat profili),
Inhibitorler ile etkilesim,

Aktif bolgenin dogasi,

Amino asit dizisi,

A N N NN

Ug boyutlu yaps,

gibi bazi kriterler kullanilmistir (Ambler, 1980). Bununla birlikte, en yaygin olarak
kullanilan smiflandirma, protein sekans benzerliklerine dayanmaktadir. Dort ana (-

laktamaz sinifi tanimlanmistir:

A. Penisilinazlar,

B. Cinko metaloenzimler/Metalo- B-laktamazlar (MBL),
C. Sefalosporinazlar,

D. Oksasilinazlar (Sekil 2.5).

Bunlardan A, C ve D smiflari, reaktif nikleofil olarak katalitik bir serin kalintisi
kullandiklar1 igin serin-B-laktamazlardir ve B smifi enzimler ve ¢inkoya bagiml
hidrolazlardir (Wilke vd., 2005; Rawlings vd., 2010). B Sinifi, digerlerinden farkli
olarak, B-laktam halkasinin hidrolizini katalize etmek ig¢in iki degerlikli bir metal

katyon, esas olarak Zn?* ihtiyac duyar.

A siifi enzimler, hidrolize edebildikleri substratin tiirline gére oldukca ¢esitli bir
gruptur. En yaygin enzimler, plazmit kodlu B-laktamazlardir: Enterobacteriaceae’nin
cogunda bulunan TEM, SHV ve penisilinleri ve sefalosporinleri hidrolize eden E.
coli’de yaygin olarak bulunan CTX-M enzimleridir (Bush, 2018; Liakopoulos vd.,
2016; Walther-Rasmussen ve Hgiby, 2007). Plazmid aracili TEM-1, TEM-2 ve SHV-
1, 1970’lerden 1980’lere kadar rapor edilmistir (Sirot, 1995). Son olarak, 1990’larin
sonlarinda, A smifi olarak siniflandirilan B-laktamaz, karbapenemleri pargalayan bir
karbapenemaz olmak iizere mutasyona ugramistir (Walther-Rasmussen ve Hgiby,
2007).
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C Smifi enzimler, Enterobacteriaceae familyasinin Enterobacteria cinsinin birgok
liyesinin genomunda taginan ve sefalosporinleri (serin sefalosporinazlar) spesifik
olarak hidrolize eden serin-pB-laktamazlardir. Bu grubun en temsili Ornekleri,
genisletilmis spektrumlu sefalosporinler (seftazidime, sefotaksim ve seftriakson) ve
sefamisinler (sefoksitin) dahil olmak tizere ¢ogu sefalosporini hidrolize eden AmpC

tipi B-laktamazlardir (Thomson, 2010).

B-laktamazlar

Karakteristik aktif bélge Senn Metallo (Zn*)
Molekdler sinif A C 0 8
2 1 3
Fonksiyonel grup 2 o
Ana fonksiyonel I l l ] I | | | : *| I j
attgrup 2 2 e M 2 A 1 te 20 22 2 N B
Bilinen P P PCp P P PCp. Cp CpE ¢ PE PCO PO v
substratlar Cp EM COEM M E C
AY + +* +* + + + + + +* + +
CA + + + . e 4 . . +/- +/-
EDTA + +
Temsilci : . ~
. . PCH TEM "N RY CARBY WP el 1 1 v CT Y] cha
enzimler/enzim SHv-1  ESBLS SHV-10 SUE  CuY A48 NOM
TEM S

aileleri

Sekil 2.5 B-laktamazlar arasindaki molekiiler ve fonksiyonel iliskiler (Bush, 2013). (AV,
avibaktam; CA, klavulanik asit; Cb, karbapenem; Cp, sefalosporin; E, genis spektrumlu
sefalosporin; M, monobaktam; P, penisilin)

OXA-1 ve OXA-10’u iceren OXA enzimleri olarak bilinen Ambler D smnifi -
laktamazlar, A ve C sinifi B-laktamazlara benzer bir aktif serin bolgesine sahiptir. Bu
B-laktamazlar, kloksasilin- ve oksasilin-hidrolize edici aktivite gosterir. OXA-11 ve
OXA-15 gibi B-laktamazlarda, bozunma substrat1 genis spektrumlu sefalosporinlere
(oksiimino-B-laktamlar) kadar uzanir, ancak karbapenemlere yayilmaz (Danel vd.,

1995; 1997). Bu tip PB-laktamazlar siklikla plazmitler ve/veya integronlar iizerinde
kodlanir ve bu da genis yayilmaya olanak tanir (Antunes ve Fisher, 2014).

29



B sinifi B-laktamaz, diger B-laktamaz siniflar1 i¢in kesin konumdaki bir serin
kalintisina kiyasla, enzim aktif merkezinde Zn?* metaline sahip bir MBL dir. MBL
geni bir integron, transpozon, plazmit, kromozom veya baska bir genetik molekiil
tizerinde bulunabilir. MBL’ler, amino asit dizilerine gore ii¢ alt sinmifa (B1, B2, B3)
siiflandirilabilir. Bununla birlikte, gruplar arasindaki amino asit 6zdesligi seviyesi
%20 kadar diisiik veya daha azdir (Palzkill, 2013). Bugiine kadar karbapenem direngli
metallo-B-laktamazlar, imipenemaz (IMP) (Arakawa vd., 1995), Verona entegre kodlu
MBL (VIM) (Lauretti vd., 1999), Sao Paulo MBL (SPM) (Toleman vd., 2002),
Almanya imipenemazi (GIM) (Castanheira vd., 2004), Yeni Delhi MBL (NDM)
(Isozumi vd., 2012) ve Floransa imipenemazi (FIM) (Pollini vd., 2013) arastirmacilar

tarafindan bildirilmistir.

Aminoglikozit direnci hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde
bildirilmistir. Aminoglikozit ilaglar1 etkileyen ana mekanizmalar, ilacin bakterilerde
alimimin ve/veya birikmesinin azalmasi ve sonunda ilaglar1 etkisiz hale getiren
aminoglikozit modifiye edici enzimlerin (AME) ekspresyonudur (Gad vd., 2011).
Asetiltransferazlar, niikleotidiltransferazlar ve fosfotransferazlar sirasiyla asetilasyon,
adenilasyon ve fosforilasyon yoluyla aminoglikozit ilaglarin  enzimatik
inaktivasyonuna neden olur. Bu enzimlerin genetik belirleyicileri genellikle cesitli
bakteri popiilasyonlarinda genlerin hizli yayilmasini kolaylastiran hareketli elementler
tizerinde bulunur (Ramirez ve Tolmasky, 2010). AME, ila¢ iskelesinin c¢esitli
yerlerinde aminoglikozitleri modifiye edebilir ve enzimler, farkli substrat profillerine
gore alt siniflar ve tipler halinde smiflandirilir. Ornegin AAC (3), merkezi 4,6-di-
ikameli deoksistreptamin halkas1 I1’nin 3. pozisyonundaki amino grubunu asetile eder.
AAC (6"), aminoglikozidin I halkasinin 6' pozisyonundaki amino grubunu asetiller ve
APH (3'), aminoglikozidin I halkasinin 3' pozisyonundaki hidroksil grubunu fosforile
eder. AME siklikla birden fazla aminoglikozidi degistirir ve ayn1 aminoglikozit birkag
enzimden etkilenebilir (Mancini vd., 2019). AME ve B-laktamazlar i¢in yapisal genler,
genellikle diger ila¢ simniflarina direng genleri ile kombinasyon halinde cesitli
plazmitler tarafindan taginan mobil genetik elementlerin bir pargasidir ve bu da ¢oklu

ilaca direngli izolatlarla sonuglanir (Iredell vd., 2016).
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Tetrasiklinlerde, bakteriler tetrasiklinlere direngli hale gelmek igin ii¢ strateji
gelistirmistir Ki bunlar; tetrasiklinlerin ribozomlara erigsimini sinirlamak, ribozomlarin
baglanma bolgesini degistirmek ve tetrasiklin inhibitorlerinin tiretimidir (Speer vd.,
1992). Tetrasiklin direng genleri genellikle plazmitlerde ve transpozonlarda kodlanir
ve konjugasyon yoluyla iletilir. Bununla birlikte, bazi izolatlar kromozomda ilgili
genleri de bulur (Oppegaard vd., 2001). Gram negatif bakterilerde en yaygin tetrasiklin
diren¢ mekanizmas1 gnes tetA, tetB, tetC, tetD ve tetG’dir. Bununla birlikte,
Enterobacteriaceae en sik kullanilan tetrasiklin direnci mekanizmasin1 kodladiklari
icin tetA ve tetB genleri en sik mevcuttur; enerjiye bagl akis (Fluit vd., 2001;
Skockova vd., 2012) tet(A), tet(K), tet(M) ve tet(X) tetrasiklin direng proteinlerindeki
mutasyon tigesiklin direncine neden olur. tet(X3) ve tet(X4)’iin tigesiklin ve yeni FDA
onayli eravasiklin ve omadasiklin dahil tiim tetrasiklinleri etkisiz hale getirdigine

dikkat etmek 6nemlidir (Liu vd., 2019).

Kinolon antibiyotiklere diren¢, miinhasir olmayan {i¢ mekanizma ile elde edilebilir.

Bunlar:

1. Hedeflenen iki tip 1A topoizomeraz, DNA giraz ve DNA topoizomeraz 1V ’ten

birini kodlayan genlerde nokta mutasyonlarinin kazanilmasiyla,

2. Etkili konsantrasyonlarin azaltilmasiyla sitoplazmadaki ilaglar, ya pasif olarak zar
gecirgenligindeki degisikliklerle ya da aktif olarak disa akis sistemlerini asir1 ifade

ederek,

3. Mobil kinolon direng belirleyicilerinin (plazmit aracili kinolon direnci PMQR)
edinilmesiyledir (Martinez, 2019; Ruiz, 2003).

Kromozomal mutasyonlarla iligkili kinolon direnci, DNA girazin GyrA alt birimlerini
ve topoizomeraz IV’in ParC’sini kodlayan genlerin replikasyonundaki hatalar
nedeniyle olusur (Hooper ve Jacoby, 2015). Ayrica GyrB ve ParE alt birimlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlara bagli olarak da kinolon direnci olusabilecegi

bildirilmistir fakat ¢ok sik meydana gelmezler ve klinik degerleri ¢ok sinirh
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goriinmektedir ve bu fenomen Enterobacteriaceae tiirlerinde kaydedilmistir (Breines
vd., 1997; Hooper ve Jacoby, 2016).

PMQ s6z konusu oldugunda, qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS ve qnrVC plazmid genleri,
DNA girazi ve topoizomeraz [V’ kinolon inhibisyonundan koruyan pentapeptit tekrar
ailesinden proteinleri kodlar. gnr genleri genellikle plazmitlerdeki mobilize edici veya
yer degistirebilir elementlerle iliskilidir ve genellikle sull tipi integronlara dahil edilir.
Plazmitlerin aracilik ettigi ikinci mekanizma, standart aminoglikozit asetiltransferaz
AAC (6)-Ib-cr’nin bir varyanti tarafindan uygun bir amino nitrojen hedefi ile
kinolonlarin asetilasyonunu igerir. Son olarak, QepAB ve OqxAB pompalar1 igin
plazmid genleri tarafindan gelistirilmis ¢ikis akisi tiretilir (Solano-Galvez vd., 2020).
sull, sul2 ve sul3, dihidropteroat sentetaz (DHP’ler) tireten ve siilfonamidlere karsi
direnci indiikleyen bilinen plazmit kodlu siilfonamid direng genleridir (Wu vd., 2010).
Insan ve hayvan kaynaklarindan izole edilen E. coli de dahil olmak iizere Gram-negatif
bakteriler arasinda yiiksek siilfonamid direnci prevalansi diinya ¢apinda bildirilmistir

(Kozak vd., 2009; Labar vd., 2012).

2.9. Tiim Genom Dizileme (WGS)

1995°te ilk bakteri genomu tamamen dizilenmistir. Fleischmann vd. (1995), bilinen
bir bolgede genom dizilimi boyunca "yiirimek" yerine, tim genom genomik
niikleotidlerinin kiiglik parcalarini rastgele siralamak i¢in tiim genom dizilimi (WGS)
ad1 verilen bir teknik uyguladilamislardir. 20. yiizy1lin ikinci yarisi, molekiiler biyoloji
ve DNA ¢aligmalar1 alaninda ¢ok verimli ge¢cmis ve belirli DNA bdlgelerinin roliinii
ve bunlarin fenotip ve ¢esitli islevlerle iliskisini anlamada 6nemli 6l¢iide yardimci olan
birka¢ yontem gelistirilmistir. Ilk nesil DNA dizileme 1970’lerde ortaya cikmus;
Maxam Gilbert dizileme (fragmentasyon teknolojisi) ve Sanger dizileme (zincir
sonlandirma teknolojisi) olmak tiizere iki yontem gelistirilmistir. Bununla birlikte,
Sanger dizileme daha az toksik kimyasal ve radyoizotop gerektirdiginden, sonraki 30
yil boyunca merkezi dizileme teknolojisi haline gelmistir (Thermes, 2014). Bu metot
yaklagik 1000 bp uzunlugunda dizilerin iiretilmesine izin vermektedir (Besser vd.,
2018). Hem ilk bakteri hem de insan genomu Sanger dizilimi kullanilarak dizilenmis,

stire¢ birkag yil siirmiis ve ¢ok fazla maliyeti olmustur. Bu durum Sanger diziliminin
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biitiin bir genomun yeniden ingasi i¢in kullanmak ¢ok pahali ve zaman alic1 oldugunu
gostermistir (Brown vd., 2019). Maxam Gilbert dizilemesinin ilkesi, DNA’y1 kimyasal
modifikasyonla parcalamak ve boliinme bolgesi, degistirici ajan konsantrasyonunun
ayarlanmasiyla kontrol edilebilir. DNA molekiiliiniin 5' ucu radyoaktif olarak
etiketlenebilmektedir.  Farkli  boyuttaki DNA  pargalari, X-1smm1  altinda
gorsellestirilmekte ve Sanger dizilemede sablon olarak tek sarmalli DNA
kullanilmaktadir. DNA uzantisi, DNA primeri, DNA polimeraz, dNTP ve ddNTP
eklenerek yapilmaktadir. Dort PCR reaksiyonu, farkli ddNTP eklenerek islenir.
Uzatma reaksiyonlari, ddNTP varligi nedeniyle belirli niikleotit bdolgelerinde
sonlandirilir (ddNTP, bir sonraki niikleotid ile bir fosfodiester bagi yapamayan bir
riboz sekerin C3’linde bir hidroksil grubuna sahip degildir). Reaksiyon karisimindaki
farkli boyuttaki DNA parcalari elektroforez ile ayrilabilir ve bandin konumu niikleotit

tiplerini gostermektedir (Guo, 2020).

2000’1erin basinda ikinci nesil veya yeni nesil dizilemenin (NGS) tanitilmasi, DNA
dizilemenin gida gilivenligi ve halk saghigina rutin olarak nasil uygulanabilecegi
konusunda devrim olarak nitelendirilmistir. NGS yaklagimiyla, biitiin bir bakteri
genomu kiiciik rastgele pargalar halinde (<100 ila birka¢ 1000 bg) tek bir reaksiyonda
birden ¢ok kez siralanabilir (“masif paralel dizileme” ad1 verilen bir teknik), ardindan
tim DNA dizisi sekans birlestirme yazilimi kullanilarak, ortiisen sekanslara sahip
fragmanlarin baglanmasiyla elektronik olarak belirlenir (Vincent vd., 2017). NGS, 25-
100 bp uzunlugunda kisa okumalar tiretebilmektedir (Illumina’dan HiSeq (eski adiyla
Solexa), Roche’tan 454 Life sciences ve SOLID). Yiiksek kapsama derinligi ile tek
seferde birka¢ milyondan fazla okuma gergeklestirerek DNA dizileme maliyeti 6nemli
oOlglide azaltilabilmektedir (Butler, 2010). Her dizileme platformunun avantajlar1 ve
sinirlamalar vardir. Pacific Biosciences dizileme, diger teknolojilere gore daha uzun
okumalar saglar, bu da genom montaj1 i¢in faydalidir ancak bu platformun hata oram
daha yiiksektir (~%13) (Quail vd., 2012). Ion Torrent nispeten diisiik bir ham hata
oranina (%1,78) sahiptir, ancak homopolimerleri tespit etmek ve yorumlamak igin
ideal degildir. [llumina siralama platformlari, NGS i¢in rutin olarak kullanilir ve diisiik
bir hata oranina sahiptir (<%0,4), bu platformlarin 6nemli bir avantajidir, ancak kisa
okuma verilerinin kullanim1 ve artan sayida kontig genom montaji i¢in zor

olabilmektedir (Buermans ve den Dunnen, 2014; Quail vd., 2012).
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Ug ana Illumina model serisi vardir. Bunlar:

v En kiigiik, en uygun fiyath Illumina siralayici MiniSeq,

v Nispeten diisiik ¢iktilarla hizli siralama igin basit bir sistem olan MiSeq;

v' Orta 0lgekli, esnek bir sistem olan NextSeq, yiliksek ve orta menzilli ¢ikti
secenekleriyle (ve su anda mevcut olan en yiiksek iiretim devlerine (farkli
modellerde HiSeq ve en yeni NovaSeq) kadar) Illumina sentez yoluyla siralama
(SBS) teknolojisi baslar ve cesitli kiitliphane hazirlama adimlari ile tamamlanir
(Bentley vd., 2008).

Baslangigta, saflastiriimis numune DNA; mekanik kesme ile DNA fragmanlarinin her
iki ucuna baglanir ve siralayiciya yerlestirilen bir reaktif kartusuna yiiklenir. Siralayici
daha sonra reaktiflerin ve DNA fragmanlarinin karistmini, adaptdr sekanslarini
tamamlayici primerlerle kapli kati yiizeyli bir akis hiicresine yiikler. Baglanan fragman
biter daha sonra hiicre ylizeyine baglanir ve bir DNA polimeraz, kiimeler ad1 verilen
ilk DNA parcasinin birkag¢ kopyasini liretmek icin parcalari ¢ogaltir. Daha sonra, akis
hiicresine dort fliioresan etiketli niikleotit (A, C, G ve T) eklenir ve her seferinde bir
baz olmak tizere bir polimeraz tarafindan yeni bir DNA sarmalina dahil edilir. MiniSeq
ve NextSeq sistemleri, MiSeq sistemi tarafindan kullanilan dort florofor sistemi yerine
iki florofor sistemi kullanir (Goodwin vd., 2016). 2011 yilinda Illumina, daha kiigiik
laboratuvarlar1 ve klinik teshis pazarin1 hedefleyen daha diisiik verimli hizli1 doniisli
bir cihaz olan MiSeq’i piyasaya siirmiistiir (Quail vd., 2012). Bir yikama adimindan
sonra, dahil edilen niikleotitlerin floresansi, dort goriintileme kanalindan biri
kullanilarak goriintiilenir. Daha sonra floresan boyalar ayrilir, yikanir ve islem
tekrarlanir. Siralayici, DNA kiimelerinin genetik dizisini olusturmak icin niikleotid
ilavesinden sonraki renk degisikliklerini belgelenir. Her iki sonug da tek u¢lu okumalar
olarak analiz edilebilir veya ikinci bir sarmal sentezlenebilir ve islem ¢ift uclu
okumalar i¢in tekrarlanir. Cift uglu okumalar daha fazla dizileme bilgisi saglar ancak
dizileme maliyetini ve siiresini artirir. [llumine, kiime olusturma, siralama ve temel
arama dahil olmak {izere toplam calisma siirelerini azaltmistir, bu nedenle Illumina

MiSeq sisteminde en diisiik ¢ikt1 (reaktif kiti v2) ve en yiiksek ¢ikt1 (reaktif kiti v3) ile
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4 saat ve 56 saate diigiiriilebilir. Bununla birlikte, goriintiilenen yiizey alanindaki bir
azalmayla, calistirma basina iretilen toplam veri noktasi sayisi azalir ve bu da

niikleotit basina siralama maliyetini 6nemli 6lglide artirir (Buermans ve den Dunnen,

2014).

Cogu genomik calisma, dha ¢ok genom kompozisyonunu tiim genom dizisinde
(genom uzunlugu, GC igerigi ve birka¢ gen dahil), mevcut viriilans faktorleri, HGT
olaylari, MLST ve halka agik diger genom dizileriyle filogenetik karsilagtirma yoluyla
arastirir ve genellikle ¢ekirdek genom gibi faktorleri karsilastirir (Ogura vd., 2009;
Lorenz vd., 2017). E. coli, 1997°de tamamen dizilenen en eski mikrobiyal tiirlerden
biriydi (Blattner vd., 1997). Genom dizileme projeleri, EXPEC arasinda kapsamli
genom c¢esitliligi ortaya cikarmistir, ancak ayni zamanda toksinler, demir alim
sistemleri, adezinler, lipopolisakkaritler (LPS), polisakarit kapsiiller, proteazlar ve
istilacilar dahil olmak tizere bazi patotipe 6zgii genleri de tanimlanmistir (KShler ve
Dobrindt, 2011; Lu vd., 2011). Price vd. (2016), yetiskin kadinlarin IYE’lerinden iki
susu izole ettikten sonra bunlar1 genom dizilimi yoluyla analiz etmis ve elde edilen
sonuclar1 agiklamislardir. NGS tarafindan saglanan kisa siirede bir¢ok verinin elde
edilmesi, bunlarin etkin bir sekilde islenmesi talebini ortaya ¢ikarmis ve bu amacla
biyolojik mekanizmalar ve bunlarin etkileri hakkinda bilgi ile programlama becerileri
gerektiren bilgisayar yazilimlari kullanmak gerekmistir (Ellington vd., 2017). Boylece
mikrobiyoloji gibi mikrobiyal biyoinformatik/hesaplamali biyoloji de bir takim
araclar, veritabanlar1 ve uygun bir kariyer yapis1 gelistirmek i¢in finansmana ihtiyag
duyan olgunlagan bir arastirma alani1 haline gelmistir (Pallen, 2020). Cikt1 dizisi
okumalarindan temel genomik bilgileri ayiklamak icin (genellikle tekli okumalarda bir
dosya ve aydinlatmada FASTQ formati olarak ciftli okumalarda iki dosya), birkag
analiz adim1 uygulanabilir. Birlestirme araglar ilk olarak, parcalanmis okumalari,
neredeyse tamamlanmis genomlar halinde olusturulabilen daha biiylik kontigler
halinde birlestirmek icin kullanilir. Ardindan, bu birlestirilmis DNA dizisinden,
genom karakterizasyonu i¢in araglar uygulanabilir. Bu karakterizasyon, numunenin
bakteriyel kimligini belirleyerek, genleri agiklayarak AMR ve viriilans genleri gibi
klinik dneme sahip genleri belirleyerek elde edilir. Iki tiir biyoinformatik veri seti
mevcuttur. Birincisi, internet tizerinden web tabanli araglara erisilebilir olanlardir

(6rnegin, Genomik Epidemiyoloji Merkezi (CGE)). Bunlar kullanicinin web tabanli
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bir kullanici arabirimi kullanarak ham okumalar1 bir araya getirmesine izin veren bir

hizmet saglar (https://cge.cbs.dtu.dk/services/) ve bunlart klinik bir ortamda
kullanmak miimkiindiir. Siralama verilerine erisim ve istikrarli bir internet baglantisi
ile bu araglar giinliik uygulamaya dahil edilebilir. Ikincisi, iicretsiz olarak
kullanilabilen komut satir1 araglaridir. Bunu kullanabilmek igin de biyoinformatik

uzmanlig1 ve Unix tabanl bilgisayarlara erisim gereklidir (Lund vd., 2020).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Orneklerin Alinmasi

Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi’nde (Erzurum-Tiirkiye) Ocak 2021 ile Nisan
2021 tarihleri arasinda IYE olan erkek ve kadin toplam 30 hastadan alinmis olan idrar
orneklerinden izole edilmis bakteri izolatlari laboratuvardan temin edilerek ¢alismada

kullanilmastir.
3.2 Bakterilerin identifikasyonu

Bakteri izolatlart MacConkey agar ve kanli agarda 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten
sonra E. coli secici besiyeri olan EMB besi yerinde (eosin metilen mavisi)
izolatlarimiz1 37°C’de 24 saat ayrica inkiibasyona tabi tutulmustur. EMB besi yerinde
iireyen yesil metalik koloniler; TSI (trpile sugar iron agar), sitrat, mannitol, iireaz, MR
(metil kirmizis1), VP (Voges-Proskauer) ve MiO (hareket, indol, ornitin) besiyerinde
testlerine tabi tutularak izolatlarin Escherichia coli bakterisi oldugu dogrulanmistir
(Mahe vd., 2021)

3.3  Antibiyogram Testi

Antibiyogram testi Mueller Hinton agar ile disk diiffiizyonmetodu ile McFarland 0,5
standardina gore hazirlanan E.coli bakteri suslari ile yapilmistir. Antibiyogram test
sonuclart EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
standartlarina gore degerlendirilmistir (Hulscher vd., 2010; Dolinsky, 2020).

Cesitli antibiyotik gruplarindan; piperasilin/tazobaktam (100/10 pg), ertapenem (10
ng), amikasin (30 pg), seftazidime (30 pg), siprofloksasin (5 pg), gentamisin (10 pg),
seftriakson (30 ng), sefotaksim (30 pg), sefuroksim (30 pg), sefepim (30 pg),
imipenem (10 ug), trimetoprim+siilfametoksazol (1,25/23,75 ug),
ampisilin/sulbaktam (10/10 pg), sefiksime (5 pg), meropenem (10 pg) ve evofloksasin
(5 ng) antibiyogram testi i¢in kullanilmigtir (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK).
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3.4  Tiim Genom Dizileme (WGS)

Tiim genom dizilimi i¢in antibiyogram testine gore antbiyotiklere en fazla resistans
gosteren bes izolat secilmistir. Baslangigta DNA ekstraksiyon kiti adimlari, ardindan
Ankara’da bulunan bir 6zel laboratuvarda Illumine firmasmin talimatlarina gore
kullanilan Miseq reaktif V3 kiti ile 1, 2, 3, 4 ve 5 olarak adlandirilan izolatlar [llumina
Miseq silico platformunda (San Diego, CA, ABD) ve https://www.bmlabosis.com/

kiitiiphanesi kullanilarak WGS analizleri yapilmistir. Analiz sonuglar ¢iktilar1 Fastq
dosya bigiminde alinarak ve FastQC analizi ile kalite parametreleri dogralanmistir.
Analiz okumalarini birlestirmek i¢in OmicsBox platform araglari (ABySS araciligiyla)
kullanilmistir. NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) araciligiyla yapilan hizalamasi ile ¢alismada
kullanilacak olan NZ-CP017669.1 susunun Aralik 2021 tarihi itibari ile uygun bir

referans sus olacagi dogrulanmistir.

3.5  Antibiyotik Diren¢ Genleri

Center for Genomic Epidemiology

Publications

Overview of Services
Phenotyping Phylogeny
ResFinder MINTyper
Identifcation of acquired antibiotic resistance genes. Ientification of SNPs with automatic filtering, masking and site
validation together with inferred phylogeny based on both long and
ResFinderfG short sequencing data.
Identifcation of functional metagenomic antibictic resistance
determinants. CSlPhylogeny
CS1 Phylogeny calls SNPs, fifters the SNPs, does site validation and
LRE-finder infers a phylogeny based on the concatenated alignment of the high
Identifcation of genes and mutations leacfing to inezolid resistance. quality* SNPs.

Sekil 3.1 Genomik Epidemiyoloji Merkezi ResFinder 4.1 veritabani arayiizii
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Fenotipik dirence gore, direng 6zelliklerine sahip genetik 6zellikleri (genotipik olarak)
belirlemek i¢in daha dnce belirtilen antibiyotiklere kars1 6nemli 6l¢iide direng gosteren
bes izolat se¢ilmistir. Genomik Epidemiyoloji Merkezi’ndeki (CGE) E. coli ResFinder

4.1 veritaban1 https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/. Direng genlerini ve nokta

kromozomal mutasyonlarini bulmak igin Sekil 3.1’de verilen program arayiizii
kullanilarak bir¢ok antibiyotik grubuna karsi direncin birgok parametre igeren ¢alisma
ornek islemi silerek kullanilmistir. ResFinder 4.1 tarafindan kabul edilen dizi, %80
0zdeslik ve %60 minimum uzunluk esigi tizerinden birlestirilmis, genomlar (kontrol

suslar1) ve ham okumalar (degerlendirme suslari) yapilmistir.

3.6  Viriilens Faktorii (VF)

Patojenik bir tiir olarak E. coli, kolonizasyon ve patojenite siirecine yardimci olan
bir¢ok viriilans faktoriine ve enzime sahiptir. Bu faktorler, tiir secimi ve esik kimligini
iceren  web  tabanli  olarak  Genomik  Epidemiyoloji Merkezi’nin
http://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/ adresindeki kiitiiphaneye bir genomik

ozellik bulucu araciligiyla 80% 6zdeslik ve %60 minimum uzunluk esigi lizerinden

arastirilarak, veriler birlestirilmis kontigler olarak yiiklenmistir.

3.7 Filogruplar

Izolatlarin, E. coli suslar1 igindeki filogruplari saptamak i¢in wen-arayiiziinde taramas1
yapilmistir. Clermont vd. (2000) tarafindan 6nerilen ve Clermont vd. (2013) tarafindan
giincellenen Escherichia siniflarini tanimlamak igin gelistirilen gesitli PCR deneyleri

ile http://clermontyping.iame-research.center/index.php adresinden herkesin web

tarayicisinda sadece birkag tiklama ile bir Escherichia sp. susuna tanimasina hizmet
eden ClermonTyping platformu kullanilmistir. Bu platform, asagidaki Sekil 3.2°de
goriildiigii gibi, verileri bitisik ve/veya tiim genom ¢oklu baglantili Fastq dosyalari
olarak kabul edip, bu sorgu genomu kullanilarak bir BLAST veri taban1 olusturur ve
Blastn algoritmasi, bir dizi primer igin eslesmelerini bulmak iizere belirli
parametrelerle ¢agr1 yapar (Altschul vd., 1990). BLAST sonucu daha sonra PCR’nin
her bir primer ¢ifti i¢in amplifikasyonun varlig1 veya yoklugu agisindan yorumlanir.

Dortlii PCR yontemi alt1 primer ¢ifti kullanir ve bir tripleks yerine filogrup genlerinin
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varligint saptar (Beghain vd., 2018; Clermont vd., 2019). Mutasyon, SNP ve HGT
sonucu bazi noktalarda olumsuz etkilenebilir. Bu durumlar1 ele almak igin
arastirmacilar, Mash adli bir genom kiimeleme aracina dayali bir filogrup belirleme
adimi eklemislerdir (Ondov vd., 2016). Mash, sorgu genomu ile Escherichia
sp./phylogroup genomik c¢esitliligini miimkiin oldugunca temsil eden manuel olarak
derlenmis bir veritabani arasindaki ikili mutasyon mesafesini yaklasik olarak tahmin
etmemize imkan saglamistir. Arastirmacilar, bir Escherichia sp. susunun en yakin
genomunu tahmin etmek i¢in manuel olarak kiiratorliigli yapilan genomik veritabani
Mash2.0 ekran komutu kullanmaktadirlar. Mash grubu, veri tabanindaki en yakin

genomun tiirii/filogrubu ifade etmketdir.

“19 '|'\h. Help  About

yping

1. Upload here your FASTA file. Cnly contigs or whole genome is
allowed

=

2. (Optional) Adjust parameters if needed in "Advanced opfions”
3. Click on "Run".

4. The results wil be displayed in a new page - this might take a
while.

jor'-*— ™

OGitHub ST "'l“!nserm ....m.num&g rna

Sekil 3.2 Filogrup spesifikasyonu i¢in Clermont platformu

3.8  Coklu Odakh Dizi Tiplemesi (MLST) ve Dizi Tiplemesi (ST)

E.coli bakterisinde ekans tiplemesi ve bunlarin nereye ait olduklarini saptamak igin
korunmus bir parametre olarak bakterinin adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA ve recA

gibi  yedi  koruyucu genine  bakilmistir. Web  tabanli  araclarlarla
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https://cge.food.dtu.dk/servicessMLST/ baglantisindan, tiir se¢imi ve minimum
derinlik aleli ile MLST saptamasi saglanmis ve MLST ’lerin alanina karar vermek i¢in

genomik kontiglerle ¢alisilmistir (Larsen vd., 2012).

3.9  Varyant Cagri Formati (VCF)

Varyant ¢agri formati (VCF), gen dizisi varyasyonlarini depolamak igin
biyoinformatikte kullanilan bir metin dosyasinin formatini belirtir. Her sus, konum
degisiklikleri iireten ve diger genomik oOzellikleri etkileyen mutasyonlar (delesyon
veya ekleme) yoluyla baz1 genomik farkliliklara sahiptir. Ornegin, patojenik bakterinin
bir iiyesi olarak E. coli, kromozomal veya plazmid kazandiran genleri kullanir.
Windows siiriimiiyle uyumlu bir komut satir1 paketi olan BCFtools, degisken bazlari
veya niikleotit degisikliklerini cagirmak iizere analize rehberlik etmek i¢in GitHub’dan
indirilebilir. Varyant ¢agr1 formati1 (VCF) icindeki diziler araciligiyla islenen bantla
sinirlandirilmis dosyalar (TDF) olarak depolanan ¢ikt1 verileridir (Li vd., 2009). Bu
calismada (v 4.2) kullanilan VCF, tek niikleotid polimorfizmi SNP’lerini, eklemeleri
ve silmeleri (indeller) ve/veya yapisal varyantlar1 icermektedir. SNP ve indel ¢agirma
yontemleri, burada NZ-CP017669.1 susu ile biraz ilerledigi igin bir referansa gore
polimorfizmli genom pozisyonlarini tanimlamistir. SNP ve indel ¢agrisi, ya okumanin
dogrudan referans genomla eslenmesiyle ya da okumalardan bir de novo genom
diizeneg8i olusturularak ve diizenegin referans genomla karsilastirilmasiyla elde

edilmistir (Olson vd., 2015).

3.10  Veri Kullamlabilirligi ve Ulasim

Bu ¢aligmadan elde edilen veriler, Bioprojects kapsaminda ulusal biyoteknoloji bilgi
merkezi (NCBI) veritabanina izolat 1 i¢in PRINA835456;SRR 19553197, izolat 2 i¢in
PRINAB846072;SRR 19543626, izolat 3 icin PRINA846072;SRR 19543627, izolat 4
icin PRINA846072;SRR 19543628 ve izolat 5 i¢cin PRINA846072;SRR 19543629
kodlar1 kullanilanilarak kayit yaptirilmistir.

3.11 istatistiksel Analiz

Izolatladan elde edilen sonuglardaki statistiksel farkliliklar1 degerlendirmek icin tek
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yonlii veyans analizi (ANOVA) kullanilmustir. Istatistiksel olarak faklilik diizeylerini
degerlendirmek i¢in Tukey HSD testi kullanilmis ve ¢calismada farkliliklara dair dnem
seviyesi P<0,05 olarak degerlendirilmistir. Yapilan her degerlendirmede standart

sapma (SD) dikkate alinmistir.
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4.  DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1  Hastalarin Ozellikleri

Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi’nde (Erzurum-Tiirkiye) Ocak 2021 ile Nisan
2021 tarihleri arasinda IYE olan erkek ve kadin toplam 30 hastadan almmis olan idrar
orneklerinden izole edilmis bakteri izolatlari laboratuvardan temin edilerek ¢calismada
kullanilmistir. Hastalarin yas dagilimi Sekil 4.1°de verilmis olup, ortalama yas
40,46’dir. Hastalarin 20/30’u (%66,66) kadin iken geri kalan 10/30’u (%33,33)
erkeklerden olusmaktadir. Istatistiksel analizler neticesinde 56> yas grubu hastalarda
IYE %33,33 oranla prevalansinin yiiksek oldugu (p<0,05), < 15 grubunda ise %23,3

oranla prevelansin ikinci sirada oldugu goriilmiistiir.

10; 34%

Sekil 4.1 Hastalarin yas gruplarina gore dagilimi

Yetiskin kadinlarin %50-60 oraninda en az bir ve menopoz sonrasi kadinlarin yaklasik
%10 oraninda y1lda bir IYE goriildiigii belirtilmektedir (Alds, 2005). IYE yasla birlikte
artmakta ve 65 yas tustii kadinlarda, genel kadin popiilasyonuna ve geng kadinlarda
goriilen oranin yaklasik iki katidir. Artan cinsel aktivite IYE icin 6nemli bir risk
faktortdiir ve alt1 ay i¢inde yeniden niiks edebilmektedir (Medina ve Castillo-Pino,
2019). Ayrica kadinlarin yarisinin, erkeklerin aksine anatomik farkliliklar ve fiziksel
nedenlerle yasamlar1 boyunca IYE gecirdigi bildirilmistir (Al-Badr ve Al-Shaikh,
2013; Fazly Bazzaz vd., 2021).
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4.2  Fenotipik Antibiyotik Direnci

Elde edien 30 izolatin tiimii, bilinen 16 antibiyotige karsi antibiyotik duyarlilik
testlerine tabi tutulmus ve timiniin en az bir antibiyotige direng gosterdigi
belilenmistir. 30 izolatin %73,3’{ bircok siniftan (ayni sinifa ait olmasina ragmen) iki
ila on lgiincii antibiyotige karsi diren¢ gostermistir. Karsilastirildiginda, 12 izolat
(%40) antibiyogram testinde kullanilan bir-iki antibiyotige karsi direng gdostermis ve
MDR olarak  ayrilmustir. Izolatlarm  %56,66 a7 oraninda
trimetoprim+siilfametoksazol antibiyotigine en yiiksek direng gosterdigi, bunu
%46,66 (14) ile siprofloksasin ve gentamisin, %30 (9) ile ampisilin/sulbaktam ve
sefiksim antibiyotiklerinin izledigi gorilmistiir. Piperasilin/tazobaktam (%93,33),
ertapenem (%96,33), imipenem (%100) ve meropenem (%2100) antibiyotiklerine kars1
izolatlarin direncinin olmadig1 veya ¢ok az direng gosterdigi belirlenmistir. Bunlarin
disinda izolatlar sefepim (%80), amikasin (%76,66) ve sefotaksim (%76,66)

antibiyotiklerine ise orta derece direngli olduklar1 belirlenmistir.

* It dd 144
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Sekil 4.2 E.coli bakterisinin antibiyogram test sonuglari

Gereksiz ve/veya hatali antibiyotik kullanimi ilaca direngli suglarin sayisinin artmasina
neden olmaktadir (Xu vd., 2011). Bu durum, nozokomiyal, gastrointestinal ve
ekstraintestinal rahatsizliklara birincil katkida bulunan unsurlardan da biridir (Kaper
vd., 2004) ve ayrica diinya genelinde mortalite ve morbidite iizerine ciddi sekilde etki

etmektedir. Diinya saglik orgiitiiniin (WHO) 2015 yilinda yayimnladig: raporda, E. coli
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yilda 550 milyon insan1 hasta ettmekte ve bunlarn 230.000 kadari Oliimle
sonuglanmaktadir (Mehlhorn, 2015). 2018 yilinda yapilan bir ¢alismalada 18 Avrupa
tilkesinde; UPEC izolatlarinin %56,66 (17)’s1 trimetoprim+siilfametoksazol’e direng
gostermistir. Bu izolatlarin %23,1-56,2 araliginda ortalama %32,7 oranindaki kismi
pisuarlardan toplanmistir (Critchley vd., 2020). E.coli’nin siprofloksasin ve
gentamisine olan direci Alabsi vd. (2014) (%46,66), Lopez-Banda vd. (2014) (%62,3)
ve Giray vd. (2012) (%47) tarafindan benzer oranlarda bulunmustur. Ojdana vd.
(2018), hastanelerdeki Klinik alanlardan izole edilen 44 GSBL E. coli bakterisinin,
%59 gentamisin %23,34 amkasin atibiyotigine direngli oldugunu bulmuslardir. Bu
veriler, Shah vd. (2019) tarafindan bildirilen amikasin antibiyotigine karst %22

direngli olan UPEC raporu ile benzer nitelikte oldugu goriilmiistiir.

100
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Aminoglycosides
-B- Carbapenems
Fluoroquinolones

Sekil 4.3 E.coli bakterisinin Tiirkiye’deki direng durumu (URL-1)

Aminopenicillins
-+~ Cephalosporins (3rd gen)
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Hastalik Dinamik, Ekonomik ve Politika Merkezi (Center of Disease Dynamic,
Economic & Policy; cddep.org) verilerine gore, 2019 yilina kadar izole edilen ve
yaygin olarak karsilasilan E.coli bakterisinin diren¢ oraninin arttigi bildirilmistir.
Penisilinlere diren¢ %75’in {lizerindeyken, florokinolonlar ve sefalosporinlere direng
%50-55 ve aminoglikozitlerde ise %?25’in altinda insidans kaydedilmistir.
Piperasilin/tazobaktam ve karbapenemlere ise 2015-2019 arasinda %5-25 gibi diisikk

bir oranda insidans goriilmistiir (Sekil 4.3).

4.3  Tiim Genom Dizileme (WGS)

Tablo 4.1 E.coli izolatlarinin kalite skorlari

N Toplam Kalitesiz Uzunluk GC Parametre Linki

o Dizi (bp) Dizi (bp) %

1 4.036.936 0 150 50 file:///[F:/ING1/quality/NG1 1 fastqc.html

2 3.716.627 0 150 50 file:///[F:ING2/quality/NG2_1 fastqc.html

3 4.072.225 0 150 50 file:///[F:/ING3/quality/NG3_1_fastqc.html#M10
4 3.696.916 0 150 50 file:///F:/ING4/quality/NG4_1_fastgc.html

5  4.730.241 0 150 50 file:///F:/NG5/quality/NG5_1_fastgc.html

Uretilen ¢ikt1 tek ucu, Fataq formatindaki bes izolattan 150 bp uzunlugunda iiretilen
verileri okutularak biitiiniiyle biyoinformatik arag setlerine iletilmistir. Fastqc kalite
kontrolli, Illumine’den gelen ¢iktt dosyalarmin ¢ok 1iyi gectigini ve Kkalite
parametrelerinin ¢ogu i¢in iyi notlar aldigim gdstermistir. Kalite puanlarini
aciklamalar1 Tablo 4.1°de detaylar ile verilmisitir. ABySS birlestiricisi (Jackman vd.,
2017) tarafindan OmicsBox versiyonundan (2,1,10) K-mer boyutu 55 ile kastedilen
toplam genom uzunlugu izolat 1 i¢in 5,24 Gbp; izolat 2 i¢in 5,20 Gbp; izolat 3 i¢in
5,25 Gbp; izolat 4 i¢in 5,25 Gbp ve izolat 5 i¢in 5,36 Gbp olarak baslamistir. Kontig
sayis1 > 500 olup her izolat i¢in sirasiyla; izolat 1 (382), izolat 2 (132), izolat 3 (199),
izolat 4 (243) ve izolat 5 (180) olmustur. 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali izolatlarda en biiyiik
bitisik uzunluk sirastyla 91,85; 35,7616; 35,6038; 30,2444 ve 32,2642 seklinde
olmustur. N50 ayrica ¢ikt1 veri kalitesinin bir gostergesidir, bu nedenle N50 izolat 1
i¢in 28,317; izolat 2 i¢in 123,955; izolat 3 i¢in 81,475; izolat 4 i¢in 117,395 ve izolat
5 i¢in 149,638 olarak bulunmustur. E. coli izolatlarinin kalite skolar1 Tablo 4.1°de

verilmistir.
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Genom boyutunun Kauser (2020) verilerine yakin oldugu, E. coli bakterisinin
genomik igerigi 4-5 Gbp iken birkag kontig 471+622 oldugu goriilmiistiir. Calismada
elde edilen tiim izolatlar i¢in en biiyiik kontigler 373.475+229.473 bulunmus olup,
Cooper vd. (2014), Lorenz vd. (2017) ve Ogura vd. (2009) arastirmalarinda ¢oklu
serotiplerin WGS bulgularini ve toplam genom boyutu olarak 5,3-5,6 Gbps ve %GC’yi
%50-50,6 olarak bildirmislerdir. N50, kontiglerin yaris1 kadar kisa ve yarisindan daha
uzun olacak sekilde uzunluklarina goére siralanan tiim elde edilen kontiglerin ortasinda
yer alan kontig boyutuna atifta bulunmaktadir. 15 000 bp’den yiiksek N50 tipik olarak
kabul edilebilir ve kaliteyi gostermektedir. Ancak N50 i¢in genellikle en az 30.000 bp
oraninda bir deger tercih edilir ve kontig boyutu ve N50 hesaplamalarinda biraz daha
gidebilir (Ellington vd., 2017).

OmicsBox, veri analizi i¢in ¢ok islevli bir platformdur. Bu ¢alismada, izolatlar %97-
100 arasinda degisen yiiksek dogrulukta ve hassas bir sekilde tiir diizeyinde
simiflandirmak igin kullanilan siniflandirma modeli kullanilmistir (Wood vd., 2019).

Ayni rasgele adimlarda bulunan tiim izolatlar, Sekil 4.4’de gorudigi gibi

sonlandirilmistir.
‘ Species
‘ =coli
Genus
‘ . = Escherichia
Family
‘ nterobacteriaceae
Order
‘ Enterobacterales
‘ Class
* Gammaproteo
Phylum bacteria
. = Proteobacteria
Super kingdom

«Bacteria

Sekil 4.4 E.coli bakterisinin siniflandirmasinin sematik gosterimi

E. coli siniflandirmasinin kesfinden bu yana cinsin tip tiirleri sabit kalmistir fakat
cinsin geri kalaninin taksonomik statiisii 6nemli dl¢iide degismistir. Biyokimyasal ve
filogenetik kanitlar, E. coli bakterisini cins i¢inde temsili tiir olarak gdsterse de, model
bakterinin kapsamli konak¢1 ve nise 0zgilliigii ile birlesen muazzam genetik ve
biyolojik ¢esitliligi mevcuttur. E. coli birkag farkli konaga 6zgii ekotipten ibaret bir
kompleksten olusabileceginden, mevcut taksonominin garanti olsa bile yeniden

gbzden gecirilmesinin gerekliligi 6ne stiriilmiistiir. Fakat, cinsin diger iiyelerinin (E.
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fergusonii, E. albertii ve E. marmotae gibi) siirekli degisen statiisiine ragmen, E. coli
hem biyokimyasal hem de filogenetik kanitlarla taksonomik pozisyonunu devam
ettirmigtir (Yu vd., 2021).

4.4  Diren¢ Genleri

Gilintimiizde, bir¢ok veri taban1 ve platform, genomun milyon bazinda neye sahip olup
olmadig1 hakkinda yiiksek diizeyde bir garanti ile bize ne ile karsi karsiya oldugumuz
hakkinda bilgiler vererek tahminde bulunmamiza yardimci olabilir. Bu g¢alismada
kullanilan CGE bu amaca hizmet eden en uygun aragtir (Zhao vd., 2021). Yapilan
analize gore, elde edilen izolatlarin fenotipik verilerle tutarli olarak birka¢ direng
genine sahip oldugu goriilmiistiir. On dokuz kodlayic1 gen tanimlanmis, haritalanmis
ve kromozomlara entegre edilmistir. Sefalosporinler, siilfonamidler ve

aminoglikozidler insidensi en yiiksek olanlar olarak bulunmustur.

Verilere gore 6nemli sayida plazmid aracili direng olan -laktamaz gelisimi (blaTEM-
1b, blaCTX-M-15 ve blaOXA-1) durumunda fenotipik olarak kaydedildigi iizere
coklu ilag direncine sahip olan direng geni goriilmistiir. Genisletilmis spektrumlu -
laktamazlar, sefalosporinlerin birinci, ikinci, ti¢lincii ve dordiincii kusaklarinda temsil
edilir (Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6). Siilfonamidler,
aminoglikozitler, tetrasiklinler, kloramfenikol, florokinolonlar ve makrolidler genleri

etkileyen bu antimikrobiyal gruplaridir.

Trimetoprim (dfrA17, drfA14) ve siilfametoksazole (sull, sul2) direngli genlerin
onemli bir kismi fenotipik direngle birlikte gelir ve yiiksek oranda (%56,66) yer
almaktadir. Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4te goriilecegi iizere; sirasiyla
streptomisin, gentamisin, amikasin, kanamisin ve tobramisin aminoglikozit O-
fosfotransferaz, ANT(3")-la ailesi aminoglikozit niikleotidiltransferaz, aminoglikozit
N-asetiltransferaz  ve AAC(6)-1b ailesi aminoglikozit 6'-N-asetiltransferaz,
aminoglikozit tiirevlerinin kesintiye ugramasina neden olmaktadir. Tablo 4.2, Tablo
4.3, Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’te goriilecegi lizere; tetrasiklinler, tetrasiklin MFS tastyicisi
yoluyla tetA ve tetB kodlayan genler tarafindan doksisiklin, tetrasiklin ve minosiklin

etkisini ortadan kaldirmistir.
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Tablo 4.2 izolat 1’in direng genleri

Direng Bag-  Hizalama . .. Kontig/ .
geni Oran Son / Gen Iplik Derinlik Fenotip Not
Siilfonamide
1709- . direngli
sul2 100,0 2594 816/816 + 155,63  Siilfametoksazol dihidropteroat
sentaz
1013- Trimetoprim
dfrA17 100,0 1486 4741474 - 151,96 Trimetoprim direngli dihidrofolat
rediiktaz
Doksisiklin, -
©t(B) 1000 *92 1206/1206 + 15824  Tetrasiklin, Tetrasiklin MFS
5357 Lo tastyici
Minosiklin
Amoksisilin,
i Ampisilin, A sinifi genis
blarews 149 g gil 861/861  + 141,39 Sefalotin, spektrumlu -
Piperasilin, laktamaz
Ticarsilin
4199- Tip AL
catAl 99,85 4858 660/660 153,0 Kloramfenikol kloramfenikol O-
asetiltransferaz
aph(3")- . —_—
2561- . Aminoglikozit O-
Ib 100,0 3388 828/828 + 85,493 Streptomisin fosfotransferaz
Aph(6)- T
3388- by Aminoglikozit O-
Id 100,0 4224 837/837 + 85,4937 Streptomisin fosfotransferaz
g ANT(3")-la ailesi
aadA5  100,0 882 789/789 - 3472 Streptomisin aminoglikozit

niikleotidiltransferaz

Daort sus, makrolid antibiyotikler eritromisin, azitromisin, spiramisin ve telitromisine
kars1 hayati bir protein olarak Mph (A) ailesi makrolid 2'-fosfotransferaz vermektedir.
Izolat 1 ve 2, kloramfenikole kars: direng faktorii olarak catA1 tarafindan kodlanan tip
A-1 kloramfenikol O-asetiltransferaz icermektedir. Siprofloksasin, qnrS1 olusumunda
ve kinolon direngli pentapeptit proteinine ¢evrilen aac(6')-1b-cr genleri ile aktivitesini
kaybedebilmektedir (Tablo 4.6).
UPEC

Karbapenemler (ertapenem, meropenem ve

imipenem), tarafindan  kullanilan  hidrolize veya diger savunma
mekanizmalarina maruz kalan tek antibiyotik olarak giliniimiizde ¢ok degerli
olduklarini ispatlamaktadirlar. Veri tabani, arastirilan tiim genlere ideal bir tanilama
saglamistir. Giivenligi artir1p, tim gen hesaplamalarinda ve tiim E. coli izolatlarinda
belirli bir bolgeyi, ileri veya geri sarmali bulmada sapma veya yanlilik yapma sansini
ortadan kaldirmaktadir. Bu durum, arastirmacilar1 web tabanli biyoinformatik arag
setine odaklanmaya tegvik etmekte ve diinya ¢apinda yayin yapan bilimsel dergilerde

de bu durum goriilmektedir.
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Tablo 4.3 izolat 2’nin direng genleri

Direng Bas- Hizalama ; .. Kontig/ .
geni Oran Son / Gen Iplik Derinlik Fenotip Not
Homan, Monge e
mph(A)  100,0 906/906 + 114,08 L makrolid 2'-
1068 Spiramisin,
. . fosfotransferaz
Telitromisin
8668- Trimetoprim
dfrAl7 100,0 474/474 - 111,41 Trimetoprim direncli dihidrofolat
9141 .
rediiktaz
Siilfonamide
1938- . direngli
sul2 100,0 2753 816/816 + 115,56  Siilfametoksazol dihidropteroat
sentaz
Silfonamide
6363- . direngli
sull 99,88 7902 839/840 - 108,45  Siilfametoksazol dihidropteroat
sentaz
Doksisiklin, -
©f(B) 1000 270 1206/1206 + 10845  Tetrasiklin, Tetrasiklin MFS
2175 Ly tastyici
Minosiklin
Amoksisilin,
598- Ampisilin, A sinifi genis
blarem1s  100,0 861/861 + 106,17 Sefalotin, spektrumlu B-
1458 ; -
Piperasilin, laktamaz
Tikarsilin
1054 Tip A-1
catAl 99,85 764 660/660 + 134,88 Kloramfenikol kloramfenikol O-
asetiltransferaz
7749- ANT(3")-la ailesi
aadA5 100,0 789/789 - 64,023 Sterptomisin aminoglikozid
8537 . o
niikleotidiltransferaz
6540- - Aminoglikozit N-
aac(3)Ild  100,0 2400 861/861 - 65,042 Gentamisin asetiltransferaz
aph(31- 2790- - Aminoglikozit O-
b 100,0 3617 828/828 + 64,877 Streptomisin fosfotransferaz
3617- . Aminoglikozit O-
aph(6)-1d  100,0 4453 837/837 + 64,8776 Streptomisin fosfotransferaz

Calismada elde

edilen WGS bulgular1 Tadesse vd. (2012) tarafindan yapilan

amoksisilin, ampisilin, aztreonam, sefepim, sefotaksim, seftazidim, seftriakson,
piperasilin ve ticarsiline kars1 B-laktamaz (blaTEM-1b, blaCTX-M-15 ve blaOXA-1)

prevalansi ile benzer oldugu bulunmus ve B-laktam direncinin birgok siniftaki ¢ok

fazla ilaca kars1 biiyiik Olgiide arttigini gostermistir. Fam vd. (2011), yaptiklar

calismada 74 idrar 6rneginden izole edilen ESBL E.coli suslarinin %75 oraninda

sefalosporin antibiytik grubuna kars1 direng gosgerdigi ve dnemli dl¢iide CTX-M-15

iirettigi bulmuslardir. Ozgiines vd. (2006), Tiirkiye’de idrar da dahil olmak {izere klinik

alanlardan alinan 6rneklerde ESBL E. coli prevalansin1 %12 olarak bildirmislerdir.

blaCTX-M-15 geninin yayilmasi, Ekvador’daki klinik 6rneklerde en sik bildirilen E.
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coli izolatlarinda B-laktamaz antibiyotik direncinin 6nde gelen nedeni oldugu
bildirilmektedir (Zurita vd., 2019). OXA, kesfedilen en eski -laktamazlar arasinda D

smifi B-laktamazlara aittir.

Tablo 4.4 izolat 3’iin direng genleri

Direng Bas- Hizalama ; .. Kontig/ .
geni Oran Son / Gen Iplik Derinlik Fenotip Not
, Amikasin, AAC(6’)-1b ailesi
Aac6)- 4000 189 Gooe00  + 8583  Kanamisin,  aminoglikozit 6'-N-
Ib-cr 723 - :
Tobramisin asetiltransferaz
aacBd)- 1909 121 geimsr 4 7083 Gentmisin Aminoglikozit N-
lle 981 asetiltransferaz
1780- ANT(3")-la ailesi
aadA5 100,0 789/789 - 57,088 Streptomisin aminoglikozid
2568 . o
niikleotidiltransferaz
146- poitromisin,  MPN(A ailesi
Mph(A)  100,0 906/906 + 152,35 . makrolit 2°-
1067 Spiramisin,
4 4 fosfotransferaz
Telitromisin
Siilfonamide
394- .. direncli
sull 99,64 1233 837/840 - 91,67 Siilfametoksazol dihidropteroat
sentaz
2699- Trimetoprime
dfrA17  100,0 474/474 - 92,96 Trimetoprim direncli dihidrofolat
3172 .
rediiktaz
Doksisiklin, -
©t(B) 1000 2077 120611206 + 14452  Tetrasiklin, Tetrasiklin MFS
3282 Lo tastyict
Minosiklin
Amoksisilin,
Amoksisilin+kl
avulanik asit,
Ampicillin e
R Oksasilin- hidrolize
854- Ampicillin+clav .
blaoxa1  100,0 1684 831/831 + 91,99 ulanic acid, edici D smifi B-
- laktamaz
Sefepim,
Piperasilin,
Piperasilin+tazo
bactam
Amoksisilin,
Ampisilin,
Aztreonam,
bla 2713 Sefepim, A sinifi genis
M- 100,0 aogg  876/876 - 106,36 Sefotaksim, spektrumlu p-
15 Seftazidim, laktamaz
Seftriakson,
Piperasilin,
Ticarsilin

Bu ¢alismada OXA-1, CTX-M-15 ile birlikte bir izolatta tespit edilmistir. TEM-1 ve
OXA-1, ampisilin, tikarsilin, piperasilin direncine yol agan genis spektrumlu B-

laktamazlardir (Sugumar vd., 2014; Guo, 2020). CTX-Ms ile bir arada bulunmalari, -
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laktamazlara direng eklemektedir. Diger AMR genlerinin veya ilgili mutasyonlarin bir
arada bulunmasi da yaygin goriilen bir durumdur. Tetrasiklin direnci, bakterilerin
hiicre disina tetrasiklin pompalamasina yardimci olan enerjiye bagiml akis
proteinlerini kodlamak ig¢in birlikte kullanilan tetB ve tetA genleri ile ortaya
¢ikmaktadir (Roberts, 2005).

Tablo 4.5 izolat 4’{in diren¢ genleri

Direng Bas-  Hizalama . .. Kontig/ .
geni Oran Son / Gen Iplik Derinlik Fenotip Not
Eritromisin o
) - L Mph(A) ailesi
Mph(A) 1000 °70%  o0pigo6 - 9539  ‘ulomisin, makrolit 2'-
6719 Spiramisin,
. . fosfotransferaz
Telitromisin
Siilfonamide
1785- . direngli
sul2 100,0 2600 816/816 - 131,5  Siilfametoksazol dihidropteroat
sentaz
1635- Trimetoprime
dfrAl14  100,0 474474 + 96,85 Trimetoprim direngli dihidrofolat
2108 .
rediiktaz
Amoksisilin,
177- Ampisilin, A sinifi genis
blatem-1s  100,0 861/861 + 233,99 Sefalotin, spektrumlu B-
1037 - -
Piperasilin, laktamaz
Tikarsilin
Amoksisilin,
Ampisilin,
Aztreonam,
bla 62‘?7 Sefepim, A sinifi genis
CTM-100,0 876/876 - 162,8 Sefotaksim, spektrumlu p-
15 6544 .
8 Seftazidim, laktamaz
Seftriakson,
Piperasilin,
Ticarsilin
W) 1900 164 gigie  + 83711 Kanamisin  2minoglikozit O-
la 979 fosfotransferaz
85- . aminoglikozit O-
aph(6)-1d  100,0 921 837/837 - 79,1575 Streptomisin fosfotransferaz
aph(3")- 921- i L aminoglikozit O-
b 100,0 1748 828/828 79,157 Streptomisin fosfotransferaz

Kinolon, amino grubunu kesinlikle asetilleyen aac(6')-1b-cr gen aktivitesi tarafindan
hedeflenen bir piperazin halkasi igermektedir. Bir istisna olarak, amino grubunu
tikayan levofloksasindir (Cattoir ve Nordmann, 2009). Kinolonlara karsi plazmit
yoluyla bir diren¢ mekanizmasi1 sonunda direncin fenotipik olarak asir1 diizeyde
katilimini (%46,66) agiklamaktadir. Ayrica, qnr gen ailesi tarafindan kodlanan peptit,
DNA giraz veya DNA topoizomeraz IV komplekslerini kinolonlar yoluyla sinirlandiril

bir diizeyde koruyabilmektedir (Fabrega vd., 2009). Tiirkiye’de yapilan arastirmalar
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grnsS ile aac(6')-1b-cr arasinda bir miktar buraya dogru giden bir iliski oldugunu ortaya
koymustur (Nazik vd., 2011).

Tablo 4.6 izolat 5’in direng genleri

Direng

Bas-

Hizalama

Kontig/

geni Oran Son / Gen Iplik Derinlik Fenotip Not
146- Egittrrmliilirr]{ Mph(A) ailesi
Mph(A)  100,0 906/906 + 115,43 AT makrolit 2°-
1067 Spiramisin,
. . fosfotransferaz
Telitromisin
9738- Kinolon direngli
gnrS1 100,0 1039 657/657 + 155,7 Siprofloksasin pentapetid tekrar
4 proteini
2099 Siilfonamide
1- . direngli
sull 100,0 2183 840/840 - 118,14  Siilfametoksazol dihidropteroat
0 sentaz
1602 Siilfonamide
9- . direngli
sul2 100,0 1684 816/816 + 227,92  Sulfametoksazol dihidropteroat
4 sentaz
2211_10 Trimetoprime
dfrAl7 100,0 2987 4741474 - 126,98 Trimetoprim direncli dihidrofolat
4 rediiktaz
9747- T -
tet(A) 99,84 1094 1275/1275 - 1075 [%Oks's!k'!”* Letrasiklin MFS
6 etrasiklin tastyici
Amoksisilin,
Ampisilin, A sinifi genis
blarem1s  100,0 1-769  861/861 - 155,31 Sefalotin, spektrumlu B-
Piperasilin, laktamaz
Tikarsilin
Amoksisilin,
Ampisilin,
Aztreonam,
blactca 62?7 Sefepim, A sinifi genis
- 100,0 6544 876/876 - 162,8 Sefotaksim, spektrumlu -
15 - gs
8 Sefta}2|d|m, laktamaz
Seftriakson,
Piperasilin,
Ticarsilin

Bu calismada, ESBL E. coli i¢inde aac(6')Ib-cr’nin Tiirkiye’de kinolon direncine
neden olan standart bir gen olarak grnS genleri ve ailelerinden daha fazla insidansa
sahip oldugu sonucuna varan Azeez vd. (2018) bulgular1 ile uyumludur ancak
Tirkiye’de ¢ok-yalitilmis sayida izolat mevcut oldugu da goz Oniine alinmalidir.
Florokinolonlar ve kinolonlar1 igeren antimikrobiyal ilaglarin insan enfeksiyonlarini
iyilestirmedeki 6nemi bilinmektedir. Duyarli bakterilerde kinolonlara karsi kazanilmis

direng genellikle tek asamali spontan kromozom mutasyonlarindan olusmaktadir.

53



Kromozom mutasyonlart iki bigimde agiklanmaktadir; birincisi, kinolonlarin hedef
enzimi olan DNA giraz ve DNA topoizomeraz IV alt birimlerindeki bir
modifikasyondur. Ikincisi ise zar gegirgenliginin bozulmasidir (Heeb vd., 2011). Giraz
enzimi, 2 alt birim gyrA ve iki alt birim gyrB’den olusmakta olup, topoizomeraz IV,
halihazirda GNB tarafindan saldiriya ugrayan iki parC ve iki parE alt birimi
icermektedir (Hopkins vd., 2005).

Calismada incelenen 16 antibiyotikten imipenem, meropenem ve ertapenem %0,00-
3,3 oraninda diren¢ gostermistir buna ragmen imipeneme uzun siire maruz kalma
durumunda da son derece etkili olan antibiyotige karsi direng gelisiine neden
olabilecegi goz ard1 edilmemelidir. Son ¢alismalar, Enterobacteriaceae tiirlerinin artik
karbapenem direnci gelistirdigini ortaya koymustur (Mediavilla vd., 2016; Shields vd.,
2021).

45  Kromozomal Nokta Mutasyonlari

ResFinder4.1 yazilim programindan alinan kromozomal nokta mutasyonlar1 Tablo
4.7°de verilmistir. Kinolonlarin aktivitesinin iistesinden gelmek i¢in giraz kodlayan
genlerde mutasyonlarin varligi veri tabanindan tespit edilmistir. GyrA genindeki tek
bir mutasyon, kinolonlara diren¢ kazandirabilir, ancak tiim gruplar i¢in gyrA ve/veya
parC birimleri iginde baska mutasyonlar gerekmektedir (Hopkins vd., 2005; Poriel vd.,
2018). Nalidiksik asit ve siprofloksasin direnci gosteren izolatlarin (izolat 1, izolat 2,
izolat 3 ve izolat 4) uyumlu oldugu goriilmiistiir. gyrA (Ser > Leu, Asp > Asn)
gosterdigi mutasyonlarin, parE (Ser > Ala, lle > Leu) ve parC (Ser > Ile) diger
mutasyonlardan daha biiyiik bir olusum oranina sahip oldugu belirlenmistir. Izolat 2,
insidans1 bes ana mutasyon araciligiyla yiikseltmis, bunu izolat 3, izolat 1 ve izolat 4

takip etmistir. Fakat izolat 5’te hi¢bir kromozom mutasyonu goriilmemistir.

Ispanya’da yapilan bir calismada gyrA’nin Ser83Leu, parC’nin Ser80lle ve parE’nin
Ser458Ala ile yiiksek prevalansi oldugu ve kinolonlar icin MIC degerlerinin arttig
bildirilmistir (Sorlozano vd., 2007). Tablo 4.8’de verilen mutasyonlarin, E. coli
suglarinin antimikrobiyalleri hedefleyen DNA’siin herhangi bir etkili yolu bloke etme

yetenegini destekledigi tespit edilmistir.
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Table 4.7 E. coli izolatlarinda mutasyonlar ve buna bagli degisiklikler

Mutasyon Niikleotid Degisimi  Amino Asit Degisimi Fenotip

Izolat 1

parC:p.S80I agc>atc Ser>lle g?;'rg:,ll(;:(i::;

gyrA:p.S83L tcg>ttg Ser>Leu g?;'rg:,ll(g:(i::;
Izolat 2

gyrA:p.D87N gac>aac Asp>Asn g?;'rg'fll(g:(ks:;';

gyrA:p.D87N gac>aac Asp>Asn ':?;Lg'flfg:(l(s:;'rt]

parC:p.S80I agc>atc Ser>lle ':?;Lg'flfg:(l(s:;';

parE:p.S458A tcg>gcg Ser>Ala g?;lr(cj):‘ll(g:(ks:j;
Izolat 3

gyrA:p.D87N gac>aac Ser>Asn g?;r(cj):‘ll(glki:;l;

parE:p.S458A tcg>geg Ser>Ala gf‘;'r‘i;'l‘g:("sssl';

parC:p.S80I agc>atc Ser>lle g?;'rgm(ks:;ﬁ

gyrA:p.S83L tog>ttg Ser>Leu gf‘;'r‘i']c'l‘;:(ks:;';
izolat 4

parE:p.1529L att=ctt lle>Leu Nalidiksik asit,

Siprofloksasin

Kisaltmalar: Ser, Serin; lle, 1zol6sin; Leu, Losin; Asp, Aspartik asit; Asn: Asparjin; Ala, Alanin

4.6  Virulans Faktorleri (VF)

Extraintestinal patojenik Escherichia coli (ExPEC), tiim yas gruplarmi etkileyen
cesitli klinik hastaliklara neden olan en yaygin Gram negatif bakteriyel patojendir.
ExPEC, oncellikle yash yetiskinleri etkileyen ve yenidoganlarda menenjitin sik
goriilen bir nedeni olan bakteriyeminin en yaygin nedenidir (Russo ve Johnson, 2003).
Geng saglikli kadinlarda idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE) coguna ExPEC neden olur.
ExXPEC enfeksiyonlarina bagl kiiresel morbidite ve mortalite oranlar1 dnemlidir ve
stirekli olarak artmaktadir. Genomik ¢agin ardindan, bakteri genomlarinin
karakterizasyonu igin ¢esitli web aracglar1 gelistirilmistir. Bu web araclardan birisi de
Genomik Epidemiyoloji Merkezi (CGE) tarafindan saglanan VirulenceFinder’dir

(URL-1, 2023). VirulenceFinder, E. coli izolatlarinin karakterizasyonu igin tiim
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genom dizileme (WGS) verilerini kullanir ve arastirmacilarin ve klinik saglik
personelinin, WGS verilerinden viriilansla ilgili bilgileri hizli bir sekilde ¢ikarmasini
ve yorumlamasini saglar (Joensen vd., 2014). VirulenceFinder, ya birlestirilmis genom
verilerine kars1 bir BLAST aramasi gergeklestirerek ya da ham okumalar1 viriilans
genlerini iceren bir FASTA veri tabanma karsi k-mer hizalamast (KMA) ile

hizalayarak viriilans genlerini saptar (Clausen vd., 2018).

Table 4.8 Gen dagilimini kodlayan viriilans faktorleri

izolat 1 izolat 2 izolat 3 izolat 4 izolat 5
gad air chuA afaA chu
iss chuA gad afaC gad
ompT eilA terC afaD iha
terC gad air capu iss
cea hra eilA chuA ompT
etsC iucC fyuA fyuA terC
hlyC iutA hra gad air
hra kpsE irp iha cia
iroN kpsMI1-K96 kpsE ipr2 cib
iucC ipfA kpsMII-K5 iucC eilA
iutA ompT SitA iutA fyuA
ipfA SitA traT kpsE hra
papC terC kpsMII-K5 iroN
SitA nfak ipr2
traT ompT iss
papAF43 kpsE
sat kpsMI11-K96
satA ipfA
terC mcmA
traT papA-F11
yfcv papC
SitA
traT
Toplam
15 13 12 21 23
84

Bu ¢aligmada bes izolattan, E. coli’nin UTI patojenite seyri sirasinda birgok konakg1
hiicreye yapigmasini, kolonize olmasini ve istila etmesini saglayan farkli islevlere
sahip toplam 84 viriilans faktorii kodlayan gen saptanmistir. Genler, Tablo 4.8’de
sunulmustur. En ¢ok VF geni sirastyla izolat 5’te (23) (%27,38), ardindan izolat 4’te
(21) (%25), izolat 1°de (15) (%17,85), izolat 2°de (13) (15,47) ve izolat 3’te (12)
(%14,28) olarak temsil edildigi belirlenmistir. izolatlarda VF; adhezin 12 geni (iha,
afaA, afaC, afaD, hra, papAF43, papA-F11, papC, cea, ipfA, nfak, yfcV), demir alim
sistemi 9 (fuyA, iutA, sitA, iroN, iucC, irp, ipr2, chu, chuA), koruma ve istila 8 (traT,
iss, terC, kpsk, kpsMII-K96, kpsMII-K5, kpsMIII-K96, hlyC), toksinler 4 (sat, satA,
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cia, cib) ve diger muhtelif proteinler 7 (gad, etsC, air, eilA, capU, mcmA, ompT)
seklindedir. Izolat 1°de gad (3), iss (2) ve etsC (2) gibi birden fazla kopyada temsil
edilen baz1 genler mevcut olup, gad (2), sitA (2) ve terC (2) genleri izolat 2’nin
genomunda tespit edilmistir. izolat 3 gad (2), terC (2), eilA (2), fyuA (2), hra (3), irp2
(3), kpsE (3), kpsMI1-K5 (3), sitA (3) ve traT (3) genlerini, izolat 4 ise terC (2) ve traT
(2) genlerini igermektedir. izolat 5’in genom bilesiminde ise gad (2), iss (2), terC (2)
ve traT (2) genleri tespit edilmistir.

ExPEC, IPEC’den farkhidir, ¢linkii bu fakiiltatif patojenler, geleneksel olarak,
serotiplerinin ¢esitliligi ile gosterilen, farkli filogenetik gruplardan tiiretilmis olarak
kabul edilmistir. Bununla birlikte belirli bir hastalik tipine 6zgii VF kesin ve ayirt edici
bir dagarcigr bulunmamaktadir (Dobrindt 2005; Kdhler ve Dobrindt 2011). Cesitli
virtilans faktorleri (VF) kombinasyonlari, yalnizca bir EXPEC patotipini tanimlayan
ekstraintestinal hastaligin ortaya c¢ikmasina yol agmaktadir. Genom dizileme
calismalari, EXPEC arasinda kapsamli genom cesitliligi ortaya ¢ikarmistir, ancak ayni
zamanda toksinler, demir alim sistemleri, adezinler, lipopolisakkaritler (LPS),
polisakarit kapsiiller, proteazlar ve invazinler dahil olmak iizere bazi patotipe 6zgii
genleri de tanimlamistir. Yine, bu faktorler siklikla mobil elemanlar {iizerinde
kodlanmaktadirlar (Kohler ve Dobrindt, 2011; Lu vd., 2011; Moriel vd., 2010). Ayrica,
hlyA, fyuA, traT ve iutA gibi birkag EXPEC viriilans geni, patojenite i¢in bagimsiz
belirleyicilerdir. Ozellikle iutA ve traT genlerinin ikisi, patojenite igin bagimsiz
belirleyicilerdir (Lee vd., 2010). Bakteriyemi etkeni olarak E. coli’den yaklasik 30 VF
geninin saptanmasi ve rektal siirlintiilerin (digk1 6rnekleri) (Sannes vd., 2004) ¢aisma

sonuglarimizi destekleyen birgok gen igermektedir.

IYE sirasinda niiksetmeye veya kaliciliga neden olan birincil enfeksiyonlu E. coli,
daha yiiksek bir toplam virlilans faktorii gen skoruna ve daha yiliksek hemoliz
prevalansina ve ardindan tedavi veya yeniden enfeksiyona gore birgok viriilans faktorii
genine sahiptir. Kalicilik veya niiks sonuglariyla iligkili viriilans faktorii genleri sunlari
igermektedir: Adezinler (sfa/focDE, papAH), demir alim sistemleri (ChuA, fyuA, iroN),
koruyucular (kpsM 11, kpsMIl K2), toksinler (cnfl, hlyD) ve CFT073’ten (malX)
patojenite ile iliskili bir adanin belirteci iken, biyofilm ile ilgili bir faktor (agn43) ve
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bir bakteriyosin benzeri faktér (usp) (Ejrnees vd., 2011), ¢alismamizda ampisilin,

stilfametizol, streptomisin ve tetrasikline direngli oldugu bulunmustur.

chuA, fyuA, vat ve yfcV genlerini tasiyan E. coli izolatlari, iiriner sistemi verimli bir
sekilde kolonize eder ve tiropatojeniteyi yiikseltir (Crossman vd., 2010; Spurbeck vd.,
2012). chu ve fyu genlerinin varliginda kommensali patojenik suslardan ayirt etmek
icin bu kose tasidir. Bir izolattan elde edilen mevcut veriler, kandaki demiri kullanmak
icin chu geninin bulunmadigimi ortaya cikarmistir ve bunun nedeni, E. coli
patogruplarinin bir¢ok genomunun analiz edilmesi yoluyla bu izolatin B1 filogrubuna
ait olmasidir. Uropatojenik suslar ve hedef glikosfingolipidlerle iliskilidir (Mulvey,
2002). Hem PAI ICFT073 hem de PAI IICFT073 patojenite adalarinin bir pargasidir
(Rasko vd., 2001). Demir edinim proteinleri durumunda, viriilans ile iliskili oldugu
uzun zamandir bilinmektedir ¢iinkii demir, konakgidaki patojenik bakteriler i¢in
siirlayict bir temel besindir, bu nedenle heme gelirleri i¢in 6nemli oldugundan
patojeniteyi tetiklemektedir (Wilks ve Heinzl, 2014; Subashchandrabose ve Mobley,
2015). Bu ¢alismada, hayatta kalmak i¢in patojenik izolatlar1 zenginlestiren dokuz
demir edinim viriilans geni saptanmistir. ISS geni, sporadik olarak dagildiklari ve profaj
kodlu olduklart i¢in EXPEC ve diger patotipler arasinda izolat 5’te sunulan bir
bagisiklik yaniti sirasinda konak¢i tamamlayict sistemine direnen proteinleri

kodlamaktadir (Lynne vd., 2006).

4.7  Filogenetik Gruplar

Clermont vd. (2000) caligmasinda chuA ve yjaA genlerinin ve DNA fragmani
TSPE4.C2’nin bir molekiiler tanima teknigi olan PCR tespitine dayali olarak E. coli
suslarinin filogenetik gruplarini belirlemek i¢in hizli bir teknik agiklanmistir. Bu ii¢
genin varlig1 veya yoklugu ile ilgili olarak, bir E. coli susu ana filogruplardan biri olan
A, Bl1, B2 veya D’ye aittir. Clermont vd. (2013) c¢alismasinda ise bu ii¢ aday
isaretleyiciye bir gen hedefi olan arpA eklenmistir ve bir E. coli izolatin1 A, B1, B2,
C, D, E, F ve smif 1 filogruplarindan birine siniflandirmak igin dortli bir PCR testi
yapilmustir.
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Tablo 4.9°de temsil edilen filogenetik grup siniflarindaki tez ¢alismasindaki bulgular
aciklamaktadir. Bir yandan sirasiyla B1 ve B2’de yer alan izolat 1 ve izolat 4, &te

yandan, izolat 2, izolat 3, ve izolat 5 ayn1 filogenetik grup D’i meydana getirmektedir.

Table 4.9 E. coli izolatlarinin filogenetik gruplari

izolat No Dotlii Genler Ekler Filogrup Filogenetik
Grup
1 et Fdm, trpAgpC, B1 B1
ybgD
2 +4-- trpAgpC, ybgD D D
3 -t trpAgpC, ybgD D D
4 et trpAgpC B2 B2
S - trpAgpC, ybgD D D

A, B1, B2 ve D dahil olmak {izere ana filogenetik gruplardan, B2 ve D filogruplarina
aitolan E. coli suslarinin, A ve B1 gruplarindan daha fazla ekstraintestinal enfeksiyona
neden olma ve karsilik gelen viriilans genlerine sahip olma olasilig1 daha yiiksektir
(Picard vd., 1999; Johnson ve Stell, 2000). Ayrica, bagirsak dis1 iliskili B2 ve D
filogruplar1 karsilastirildiginda, filogrup B2, UPEC patotipi ile pozitif olarak
iliskilidir. Buna karsilik, D filogrubu, diger EXPEC patotipleriyle daha fazla ve UPEC
patotipiyle daha az iliskilidir (Hutton vd., 2018). Tenaillon vd. (2010) ¢alismasinda
ayn1 bulgulart elde ederek filogenetik gruplar B2 ve D’nin bagirsak dis1 patojenik E.
coli izolatlarinin ¢ogunun ait oldugu gruplar olarak bilindigini gostermistir. Bunlar
izolatlarimizin sirastyla %26 ve %32’sinde mevcut oldugu belerilenmistir. Tlgili
filogruplar, EXPEC’ler arasinda E. coli klonal grubundaki MDR’i, filogenetik grup
D’den klonal grup A’dir (CGA). 1990’larda ortaya ¢ikan klon grubu, trimetoprim-
stilfametoksazol direnci ile iligkilidir ve cesitli bagirsak dis1 enfeksiyonlarin yaygin bir
nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ifade edilen tiim bu calismalar, E. coli i¢indeki
filogrup B1, B2 ve D prevalansia iliskin verilerimizi desteklemektedir. Ote yandan,
elf ve CFA/I fimbrialari, kommensalizm veya bagirsak patogenezi ile iliskili
filogruplarda iyi korundugu, ancak B2 ve D suslarinda eksik oldugu goriilmiistiir.
Clark ve Maresso (2021) ¢alismasina buna gore bulgularimizda bu iki genin yoklugu
nettir. Belirli filogruplarda artan demir edinim genleri, B2 ve D filogruplarinin
tiyelerinin neden ExPEC’lerde asir1 temsil edildigini agiklayabilmektedir. Ciinkii son

caligmalar demir edinim genlerinin igsel viriilans1 artirdigin1 gostermistir (Id vd.,
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2020). Bu iliski, s6z konusu filogruplarda bu genlerin yayilimini ¢aligmamizda oldugu
gibi desteklemektedir.

4.8  Coklu Odak Sekans Tiplemesi (MLST)

Coklu odak sekans tiplemesi (MLST), genellikle yedi temizlik geninin dahili
fragmanlarinin sekanslarini kullanarak bakteri tilirlerinin izolatlarini karakterize etmek
igin kesin bir prosediirdiir. Her bir genin yaklasik 450-500 bp dahili fragmanlari
kullanilir, ¢linkii bunlar otomatiklestirilmis bir DNA dizileyici kullanilarak her iki
sarmal iizerinde dogru bir sekilde dizilenebilmektedir. Her bir ev tutma geni i¢in, bir
bakteri tiirii i¢ginde bulunan farkli diziler, farkli aleller olarak atanir ve her izolat i¢in,

yedi lokusun her birindeki aleller, alelik profili veya dizi tipini (ST) tanimlamaktadir.

Halihazirda, E. coli dizisi tiplemesinin ana anahtar1 olarak yedi gen tespit edilmistir.

Bunlar1 su sekilde siralayabiliriz:

adk,
fumC,
gyrB,
icd,
mdh,
purA,

DN N N NN

recA.

Veriler, tiim izolatlarin %100 6zdeslige sahip ve herhangi bir bosluk olmaksizin farkli
ST alanlarina sahip oldugunu ortaya koymustur. Ornegin, izolat 1°de ST 69°da yer
almakta ancak izolat 2’de ST 162’de diismektedir. Digerlerinde ise izolat 3’te ST
405°te, izolat 4’te ST 131°de ve izolat 5’te ST 69°da yerlesmektedir.

Fimbrial adezin Afa, afa genleri tarafindan kodlanir ve genellikle ExXPEC, UPEC ve
yaygin olarak yapisan E. coli suslar ile iliskilidir (Servin, 2005; Dhakal vd., 2008).
afa genlerini igeren ¢ogu sus, ST131 klonal grubuna aittir (Clark ve Maresso, 2021).
Sat toksini, iiropatogenezde yer alan vakuollestirici bir sitotoksindir (Guyer vd., 2002).

FimH, fyuA, kpsMI|, iha, i1utA, tratT, ompT ve usp, bagirsak disinda ST131’i saptamak
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i¢in ana anahtarlar olarak degerlendirilir (Chanoine vd., 2008; Shaik vd., 2017). B1 ve
D’nin yan sira B2 filo grubundan ST131 ve EXxPEC suslarinda da tespit edilmistir
(Guyer vd., 2000; Hojabri vd., 2020); bunlar, arastiritlmakta olan veri taban1 analizinde
sat, afaA, afaC ve afaD genini ve diger VF eksprese eden izolatin ST131’ini ortaya
cikarmaktadir. ST131 izolatlarinin, CTX-M-15 gibi (Lau vd., 2008) genisletilmis
spektrumlu B-laktamazlar iirettigi ve neredeyse tamaminin florokinolonlara direncli
oldugu bildirilmektedir. Tim ExPEC’lerin %30’u, florokinolon direnci EXPEC’in
%60-90’1 ve ESBL direnci EXPEC’in %40-80’i ST131 ile baglantilidir (Pitout ve
DeVinney, 2017). Ayrica, ST131 E. coli izolatlarr, hem toplum hem de hastane
ortamlarinda neden olduklar1 enfeksiyon spektrumu ve igerdikleri birgok viriilansla
iliskili gen nedeniyle patojen olarak kabul edilir. ST131 izolatlari, yiiksek diizeyde
antimikrobiyal direncin zorunlu olarak patogenezde bir azalmaya yol acan bir
uygunluk maliyeti ile iligkili oldugu seklindeki yaygin goriisle celisiyor gibi
goriinmektedir (Banerjee ve Johnson, 2014; Nicolas-Chanoine vd., 2014). MLST
genlerindeki (housekeeping genler) stabilite aslinda o kadar yiiksektir ki, hem
serotipleme hem de PFGE’den 6nemli 6l¢iide daha diisiik olan bu tipleme yonteminin
ayrimci giiciinii olumsuz etkilemektedir. E. coli genlerindeki varyasyonun bir tahmini
ayrica, ortalama korunmus genden daha degisken genler icerdigini gosteren Pasteur
semasi disinda, MLST tiplendirmesi i¢in kullanilan genlerin E. coli’de bulunan

ortalama korunmus genden daha az varyasyon i¢erdigini diisiindiiriir (Kaas vd., 2012).

Multidirengle iligkili ‘virulans’ filogrup D’nin E. coli soylari, ST69 ve ST405’i
igcermektedir (Cagnacci vd., 2008; Platell vd., 2010). ESBL genisletilmis spektrumlu
B-laktamaz anlamina gelir. B-laktamazlar, bazi bakteriler tarafindan iiretilen ve onlari
bazi antibiyotiklere direngli hale getirebilen enzimlerdir. ESBL {iretimi, genellikle
bagirsakta bulunan bir bakteri ile iliskilidir. ST405, ESBL iireten E. coli izolatlar1 igin
en yaygin ikinci sekans tipidir. ST405 ayn1 zamanda ESBL iireticilerinin CTX-M-15
genotipi ile de yakindan iligkilidir. ST131 ve ST405 oldukga 6ldiiriiciidiir ve direngli
ve duyarli genlere sahiptir (Mihaila vd., 2010; Smet vd., 2010). Cogu IYE ST69 coklu
ilaca direnglidir ve tipik olarak bir smif [ integron {izerinde sirasiyla
trimetoprim/siilfametoksazol ve aminoglikozid adeniltransferaz i¢in dihidrofolat
rediiktazt kodlayan tek bir gen kaseti (dfrAl17-aadAS) diizenlemesi igcermektedir
(Ajiboye vd., 2009; Solberg vd., 2006). Kritik halk sagligi ve klinik kaygilardan
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bazilari, klonal soylarda, 6zellikle ST131, ST393, ST69, ST95 ve ST73 (Riley, 2014)
dahil olmak iizere kiiresel yayilma soylarinda ilaca kars1 direncin giderek artmasidir.
ST162 ishal ve toplumdan edinilmis enfeksiyonlarla yatan hastalarda tanimlanmistir
(Zhang vd., 2016). Literatiirdeki diger ¢alismalarda, blaCTX-M-55 barindiran E. coli
ST162 (CC469) prevalansinin daha yiiksek oldugunu bulunmustur; bu nedenle E. coli-
ST162, bu blaCTX-M varyantlarinin iilke ¢apinda yayilmasiyla iliskilendirilebilir
(Zurita vd., 2020). Sirasiyla 69, 162 ve 69 dizilim tiplerinde yer alan izolat 1, izolat 3
ve izolat 5 daha 6nce gosterilen direng sonuglari ile uyumludur. Ludden vd. (2021)
calismasindan elde edilen sonuglara gore patojenik E. coli ile enfekte hastalarin klinik
kohortlarindan en ¢ok tanimlanan ST’lerde bu ¢alismadakilere benzer olarak ST131,
ST10 ve ST69 bulunmustur.

4.9  Varyant Cagr1 Tabanlar (VCB)

Bilinen bir referans genomla (daha 6nce bahsedilen) ek a¢iklamanin ardindan farkl
konumlarda bes izolatta (2,217) ¢ok fazla SNP ortaya ¢ikmustir. izolat 1°de 5 Gbps’den
427 indel, 6zellikle delesyonlar icin 138 (%32,31) ve eklemeler i¢in 288 (%67,44)
indel olurken, sadece bir baz ¢ifti G—T transversiyon mutasyonu olarak
kaydedilmistir. Izolat 2, tiim genomda delesyon olarak algilanan 424 insersiyon-
delesyon noktas1 mutasyonuna sahip olup 142 (%33,49) ve 282 (%66,50) insersiyon
goriilmiistiir. Ayni noktada izolat 3’te 140 (%30,5) i¢cinde toplam 459 indel delesyon
ve 319 (%69,49) insersiyon mevcuttur. izolat 4 ve izolat 5, 466 ve 441 toplam hasat
edilmis indel, sirasiyla 166 (%35,62) ve 135 (%30,61) delesyon, 300 (%64,37) ve 306
(%69,38) insersiyon igermektedir. Nokta mutasyonu, DNA dizisindeki bir baz ¢iftinin
degistirildigi bir gen i¢indeki degisikliktir. Nokta mutasyon siniflandirmasina gore,
veri analizinde bazlarda birden fazla varyant tiiretmistir. Izolat 1, 21 (%4,91) gerceve
kaymal1 varyasyon, 94 (%22,01) intragenik varyant ve kodlamayan ekson varyanti
olarak yalmzca bir SNP’dir. izolat 2’nin genomunun i¢inde cerceve kaymali 12
(%2,83), intragenik varyant 114 (%26,88) ve 1 (%0,23) konservatif insersiyon
bilgisine sahiptir. Izolat 3, intragenik varyasyonlar olarak 19 (%#4,13) ¢er¢eve kaymasi
ve 105 (%22,87) ile temsil edilmistir. izolat 4 sirasiyla cerceve kaydirma, intragenik
varyantlar ve konservatif bilgi ekleme i¢in 11 (%2,36), 129 (%27,68) ve 1 (%0,21)
selinde, izolat 5 ise 14 (%3,17) ¢erceve kaymasi, 92 (%29,86) intragenik varyant,
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esanlamli varyant 1 (%0,22) ve missense 1 (%0,22) toplam SNP’lerden olusmaktadir.
69 E. coli SNP tespit ¢alismasi, 1.000°den fazla gende ¢ekirdek genomda 86.350
varyant bulunmustur (Lorenz vd., 2017). Cekirdek genomun farkli boyutlari,
calismadaki farkliliga da neden olmus olabilir. Niikleotit veya SNP varyasyonlari,
bireysel organizmalar arasindaki DNA’daki tek bazli farkliliklardir (Foster vd., 2008;
Uelze vd., 2020; Jian ve Li, 2021). izolatlar arasindaki genlerin SNP’lerindeki
farkliliklar1 belirlemek de E. coli’nin cografi kokenlerini belirlemek i¢in umut verici
bir tekniktir (Liu vd., 2020; Parsons vd., 2016). SNP’ler mikroplarda bol miktarda
bulunur ve genellikle genetik c¢alismalar i¢in optimum se¢im olarak kabul edilir ve
ayrica esneklik, azaltilmis hata orani, hiz ve maliyet etkinligi gibi ¢esitli avantajlara

sahiptir (Dallman vd., 2021).

Klinik vakalarindan toplanan 74 numune, WGS teknolojisiyle E. coli O157:H7
genomunda 813 SNP sergilenmistir (Strachan vd., 2015). O157:H7 serotipinde 105
izolatta toplam 8.721 niikleotit varyantt WGS ile toplanmistir. Holmes vd. (2015)
caligmasina gore SNP’lerin %47’si rekombinant bolgeleri icermektedir. Farkli E. coli
genleri i¢indeki SNP’ler, gida kaynakli hastaliklarin hizli gdzetimi, salgin takibi
(Navjot vd., 2019), tipleme yontemleri ve rutin teshisler i¢in degerli belirtecler olabilir.
Multiplex PCR, her hedef igin farkli bir primer ¢ifti ile tek bir reaksiyon kuyusunda
birden ¢ok hedefin es zamanl tespitidir. Multiplex PCR yontemi sirasinda, temizlik
genlerinde E. coli izole edilen iiriner enfeksiyon 6rneklerinden 2559 6rnekte 54 SNP
tanimlanmustir (Tchesnokova vd., 2016). Onceki arastirmalarda, SNP tabanl teknik,
benzer bakteri suslarinin farkli izolatlarini tespit edebilen WGS’nin SNP’lerine dayali
retrospektif aragtirma ¢aligmalarinda yardimer olmaktadir (Camprubi-font vd., 2018).
Bu ¢alismadan eelde edilen bulgular, E. coli DH10B’nin WGS’sinde esanlamli tagiyan
30 gen, 66 gen yanlis anlam ve bes gen anlamsiz SNP varlig: ile Durfee vd. (2008)
calismasi ile farklilik gostermektedir. Ek olarak, yanlis anlamli 11 gen, 42 SNP’nin
intragenik varyasyon olup olmadigi ve dort genin gergeve kaydirmali SNP’lerle
karsilasip karsilasmadigi bu calismada gosterilmektedir. SNP olusumunun ana nedeni
olan nokta mutasyonlari, farkli genom bolgelerinde ¢oklu degisikliklere yol agmustir.
Bu, antibiyotik direncinde, fonksiyonel genlerde, viriilans faktor genlerinde ve
filogenetik gruplarda goriilmiistiir. Tiim bu degisiklikler, E. coli genomunun bunlari

yasam dongiisii sirasinda elde ettigini gostermektedir.
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5.

SONUC VE ONERILER

Calismadan elde edilen sonuglar 6zetle asagida siralanmistir:

Calismada kullanilmak i¢in izole edilmis olan Escherichia coli bakteri suslari,
erkekler ve kadinlarda idrar yolu enfeksiyonu amili olarak tanimlanmis olup,
prevalansi 6zellikle 56 yas ve iizerindedir.

Uygulanan antibiyogram testinde kullanilan 16 antibiyotik arasindan, fenotipik
olarak trimetoprim/siilfametoksazol ve gentamisine karsi Escherichia coli
izolatlar1 en yiiksek direnci géstermistir. Antibiyogram testi sonuglarina gore
karbapenemler bu bakteriye karsi kullanilacak elimizdeki en degerli gruptur.
Calismada tercih edilen tim genom dizileme teknolojisinin (WGS),
milyonlarca baz ¢iftini arastirmak, tespit etmek ve biyoinformatik platformlarla
gen analizi liretmek i¢in hassas ve dogru bir yontem sundugu goriilmiistiir.
[MNlumine platformu tarafindan genom dizileme teknolojisi ile dizilenen bes
izolattan stilfanilamid, sefalosporinler, eritromisinler ve tetrasiklinlere karsi
birgok direng geni tespit edilmis ve haritalanmistir.

Florokinolonlara karsi gyrA, gyrB, parC ve parE genlerinde 5 nokta
kromozomal mutasyon meydana gelmistir.

Bes genomun izole edilmesinden kaynaklanan coklu viriilans faktorii gen
kategorileri orataya konulmustur.

Filogenetik grup D ii¢ izolattan en tipik olami olarak kaydedilirken, veri
analizinde B1 ve B2 bunu takip etmistir.

Sekans tiplemesi, ST405, ST162 ve ST131 olmak iizere iki izolatta ST69’u
ortaya ¢ikarmuistir.

Antibiyotik direnci ve viriilans faktor genleri, SNP insidanst ve buna bagh
degisiklikler ile klinik olarak ST’ler i¢indeki patojenik bakterilerin dagilimina

ve yayilmasina yardimei oldugu dgerlendirilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore ise:
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Hig kimsenin doktor regetesi olmadan idrar yolu enfeksiyonlarina karsi yanlis
ve/veya asir1 antibiyotik kullanmamalarini,

Antibiyotik direncinden sorumlu genlerin susturulmasi veya devre disi
birakilmasi i¢in klinik ¢alismalarin arttirilmasini,

Zamanla artis1 devam ettigi ve gelecek agisindan ¢ok 6nemli bir problem teskil
edecegi icin antibiyotik direncine dikkat edilmesini,

Eksiksiz bir genom analizi olmadan, 6énemli klinik patojenlerin her gegen giin
yayilmasi tehlikesiyle karsi karsiya oldugumuzu,

Niikleotid polimorfizmi genom i¢indeki degisikliklerden dramatik bir sekilde
ifade etmektedir, bu nedenle bu degisikliklerin Oniine gegebilmek ve/veya
asgari seviyeye indirebilmek i¢in biiyiik arastirmalar yapilmasi gerektigini,
Bakteri suslarinin kiiresel dagilimini1 dogru bir sekilde bilmek i¢in Centre for
Genomic Epidemiology gibi web tabanli platformlarla bakterilerin, filogeetik
gruplarinin, viriilanlarinin sekans tipi gibi bir¢ok 6zelliklerinin ortaya konmasi

gerektigini,

onermekteyiz.
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