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OZET

Ekstraintestinal Enfeksiyonlardan izole Edilen Escherichia coli (EXPEC)
Suslarninda Cytotoxic Necrotizing Factor (CNF-1, CNF-2, CNF-3) ve Cytolethal
Distending Toxin (CDT-1, CDT-2, CDT-3, CDT4) Dagihhmi ve Filogenetik
fliskilerinin PFGE ile Tespiti

Escherichia coli‘de (E.coli) ekstraintestinal enfeksiyon tanm1 markirlar1 hala
belirsizligi korumaktadir. Ekstraintestinal patojenik E.coli'yi (EXPEC) diger E.coli
suslarindan farkh kilan viralans faktorleri konak hiicreye adezyon, invazyon ve
hidcre 6liminden sorumlu olan iki 6nemli faktor/toksin: Cytotoxic Necrotizing
Factor (CNF) ve Cytolethal Distending Toxin’dir. Bu ¢calhismada, intestinal sistem
disindaki enfeksiyon odaklarindan izole edilen 645 E. coli susunda CNF-CDT
genotip prevelanslan arastirnldi. Bu prevalans, o6rneklerin Klinik kokenleri,
filogruplar: ve filogenetik iliskileri ile analiz edildi. Analiz edilen 645 E. coli
susunda EXPEC igin tamimlanan virtlans genlerinden (CNF1-3/CDT1-4) en az
birini tasiyan 156 sus bulundu. Sirasiyla; EXPEC suslarinin 81, 20 ve 18'i cnfl,
cnf2, cnf3; 20, 4, 4 ve 4’0 cdtl, cdt2, cdt3, cdt4 icermekteydi. ikili kombinler ise
cnfl-cnf3(n=6), cnfl-cdtl(n=6), cdtl-cdt4(n=6) olarak tespit edildi. Bu 156 susun
PFGE ile 106 buyuk kume icerisinde dagldiklarnt bulundu. Virtlan EXPEC
suslarinin Oncelikli olarak filogrup B2 (%60,8) ve D (%30,7) ile iliskili oldugu
bulundu. CNF gen ailesinin 6zellikle Griner sistemde E. coli kolonizasyonunu
artardigi ve E. coli gen havuzundaki bu genler ile, insan idrar yolu gibi yeni
ortamlarda hayatta kalma yetenegi kazandigr kanaatine vanldi. E. coli‘de CNF
geninin yaygin diftizyonu, kommensal suslardan EXPEC'i ayirmaya yardimci
olabilecegi ve bu genlerin, non-kommensal E. coli igin spesifik bir marker
olabilecegi dusunuldd. Evrim acisindan farkh E. coli suslarinin  delesyon,
rekombinasyon mutasyonlann sonucunda farkh virdlans genlerini kazanarak
EXPEC ozelligi kazandig1 ve bu suslann neden oldugu enfeksiyonlarin, hastane
kaynakh olmaktan ¢ok toplum kdékenli oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: CNF, CDT, EXPEC, PFGE



ABSTRACT

The distribution of Cytotoxic Necrotizing Factors (CNF-1, CNF-2, CNF-3) and
Cytolethal Distending Toxins (CDT-1, CDT-2, CDT-3, CDT4) in Escherichia coli
Strains Isolated From Extraitestinal Infections and Determination of Their
Philogenetic Relationship by PFGE

Determinants of extraintestinal infection in Escherichia coli remain unclear.
Virulence factors making Extraintestinal pathogenic E.coli (EXPEC) different
from other E.coli strains are the host cell adhesion, invasion, and two important
factors/toxin, Cytotoxic Necrotizing Factor (CNF) and Cytolethal Distending Toxin
(CDT) that are responsible for cell death. In the present study, CNF-CDT
genotypes prevalences were investigated in 645 E. coli strains isolated from
patients. This prevalences was analyzed with clinical origins, phylogroups and
putative phylogenetic relationships. At least one virulence gene identified for
EXPEC was found in 156 (20.7%) of 645 E. coli strains. Respectivly; 81, 20, 18 of
EXPEC strains contained cnfl, cnf2, cnf3. Genes cdtl, cdt2, cdt3, cdt4 were
detected 20, 4, 4, 4. At last two factors were detected cnfl-cnf3(n=6), cnfl-
cdtl(n=6), cdtl-cdt3 (n=4). These 156 strains were found to be distributed in 106
large clusters by PFGE. Virulent EXPEC primarily related to groups B2 (60,8%)
and D (30,7%). The CNF gene family is believed to enhance colonization of E. coli
especially in the urinary system and these genes of the E. coli gene pool are gained
in the ability to survive in new environment, such as the human urinary tract. The
widespread diffusion of the CNF gene in E. coli help to distinguish EXPEC from
commensal strains and these genes may be use spesific marker for noncommensal
E. coli. Different strains of E. coli in terms of evolution have led to conclusion that
have acquired EXPEC properties by acquiring different virulence genes resulting
in deletion, recombination mutations and It is thought that infections caused by
these strains was more likely community-acquired rather than hospital-acquired.

Key Words: CNF, CDT, EXPEC, PFGE



1. GIRIS ve AMAC

Escherichia coli (E. coli), insan ve sicak kanli hayvanlarin kommensal intestinal
florasina ait genis bir cesitlilige sahip suslardan olusur. Bu suslar arasinda, cesitli
patojenik varyantlar, insanlarda ve hayvanlarda intestinal veya ekstraintestinal
enfeksiyonlara neden olurlar (1). Intestinal florada diger flora bakterilerinden kolayhkla
virlans ve direng genleri transfer edebilen E. coli’nin bazi geno/serotipleri, intestinal
sistemde, basit sekretuvar tip ishalle seyreden patolojilerden mortal seyreden dizanteri
formundaki inflamatuvar ishallere kadar degisen semptomlar ile seyreden patolojilere
de yol acarlar. Ancak intestinal sistem disinda vicutta steril alanlardaki
kolonizasyonlar: her zaman klinik patolojinin sebebi olarak kabul edilir. Multilocus
enzyme electrophoresis (MLST) ve cesitli DNA markirlarina (2, 3, 4) dayanan
populasyon genetik calismalari, E. coli suslarini dort blylk filogenetik grupta (A, B1,
B2 ve D) toplamaktadir.

Ekstraintestinal patojenik E. coli (ExXPEC) suslari henliz tam olarak
tamimlanamayan fakdltatif patojenlerdir. Cogunlukla filogrup B2 ve D'ye ait olduklar
ve fleksibl bir gen havuzuna ait ¢ok sayida virtlans genine sahip olduklar
bildirilmektedir (5, 6). EXPEC uriner sistem enfeksiyonu, yeni dogan menenjiti, sepsis,
osteomyelit, pnémoni, cerrahi alan enfeksiyonlar:1 ve diger ekstraintestinal bolgelerdeki
enfeksiyonlara neden olmaktadir. EXPEC suslari arasinda, ropatojenik E. coli (UPEC)
suslari, Uriner sistemde bakteri Gremesini ve persistansin1 kolaylastiran virtilans
faktorlerini kullanarak konak davranig ve duyarliligindan istifade etmektedir (7, 8-10).
EXPEC’in  neden oldugu enfeksiyonlar disik morbiditelerine ragmen mortal
seyretmeleri ve hastanede yatis strelerini uzatmalar1 sebebi ile giderek daha énemli bir
endemik problem haline gelmektedir. CDC (Central for Disease Control and
Prevention) verilerine gore EXPEC’e bagh ekstraintestinal enfeksiyonlar, ABD’de her
yil milyarlarca dolar ulusal saglik harcamasina ve yiz binlerce insanin 6lmesine sebep
olmaktachr. Uriner sistem enfeksiyonlari, pnomoni, cerrahi alan enfeksiyonlar ve
sepsisten izole edilen EXPEC’in neden oldugu yillik vaka sayisi bir ¢alismada 6,7 — 8,6
milyon olarak tespit edilmistir. Bir yillik mali kayip ise 1,5-2,3 milyar dolar olarak
belirlenmistir. EXPEC’i diger E. coli suslarindan farkli kilan 6nemli virilans

mekanizmalar1 adezyon, invazyon, konak defansinin defekti ve salgilanan efektorler



yoluyla konak hcresel islevlerine direkt miidahaleyi kapsamaktadir (11, 12).

Bu efektorler konak hicrenin temel hicre prosesi olan hicre saykilini bozan
fonksiyonel bir toksin sinifindan olusur. E. coli tirlerinde 6zellikle toksin-faktorler, 2
simf olarak tanimlanmistir:  Rho-GTPase-hedefleyen toksin simfi  CNF1-CNF3
(Cytotoxic Necrotizing Factor) ve genotoksin olan CDT1-CDT4 (Cytolethal Distending
Toxin)’dir. CNF’ler sitokinezis olmaksizin DNA replikasyonunu promote ederken;
CDT’ler mitozisi bloke ederler. Dolayisiyla bu toksin-faktorlerin Gretimi sitopatik
etkinin induklenmesi analiziyle tespit edilebilir (13, 14).

Bu toksin-faktorler E. coli fleksible gen havuzuna ait olan mobil elementler
patojenite adasi, plazmidler, bakteriyofajlar gibi aracihgiyla kodlanir (15).
Ekstraintestinal tutulumlardan izole edilen ve ciddi semptomlar ile seyreden
enfeksiyonlara sebep olan suslarin intestinal sistem patolojilerini olusturan suslar gibi,
diger mikroorganizmalardan transfer ettikleri farkli kolonizasyon ve virilans
faktorlerine sahip olduklari, bu virtilans faktorlerini kodlayan genlerdeki polimorfizmin
hastaligin prognozunu etkiledigi sinirli sayida yapilan klinik-epidemiyolojik ¢alisma ile
gosterilmistir. Calismamizin amaci klinik orjinleri farkl olan E. coli suslarinda CNF-
CDT prevalansint ve klinik tablo ile genotipler arasinaki iliskiyi arastirmakti. Boylece
non-kommensal E. coli tanis1 igin spesifik bir marker tespit etmekti. Ayrica CNF-CDT
pozitif suslarda enfeksiyon kaynagini belirleyebilmek ve evrim acisindan farkli E. coli
suslarinin delesyon, rekombinasyon mutasyonlar: sonucunda m: yoksa bir ata sustan
evrilerek mi EXPEC 6zelligi kazandigi anlamak igin virulans faktor genotipleri ile klinik
izolatlar arasinda muhtemel filogenetik iliskiyi tespit etmekti. BOylece bir taraftan
EXPEC suslarimin virllans ile ilgili genotipik 0Ozellikleri tespit edilirken, bu
faktor/toksinlerin suglar arasindaki dagiliminin hastane enfeksiyonlari ve toplum

kokenli enfeksiyonlar ile iliskisini sorgulamakti.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Escherichia coli

E. coli 19. yy sonunda Alman pediatrist ve bakteriyolog Theodor Escherich
(1857-1911) tarafindan “‘bacterium coli commune” olarak kesfedildi. E. coli
muhtemelen en iyi calisilan prokaryotik organizmay: temsil etmekte ve genetik ve
biyoteknoloji gibi farkli arastirma alanlarinda 6nemli bir model organizma gorevi
gbrmektedir. E. coli gama-proteobakterilerin enterobacteriaceae ailesine ait fakultatif
anerob, gram negatif, cubuk seklinde bir bakteridir. Enterobacteriacea ailesi patojenik
suslarin yani sira apotojenik veya kommensal suslarda dahil olmak tizere 40’dan daha
fazla farkh tirG (aralarindan siyrilan; Shigella, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella,
Erwinia, Proteus, Yersinia, Enterobacter and Escherichia) icerir. E. coli tirleri son
derece heterojen olup; kommensal ve patojen suslardan olusur. Bircok E. coli susu
insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin kolon normal florasinda kommensal olarak
kolonizedir; K vitamini (16) Ureterek veya kolonda patojen bakterilerin olusumunu
engelleyerek konaga fayda saglar (17). Bunula birlikte, baz1 E. coli suslar1 serotip ve
virtllans faktor paternlerine bagl olarak ciddi hastaliklara neden olabilir. Bu ylzden E.
coli klinik olarak en yaygin ve 6nemli patojenlerden biri olarak bilinir. Cogunlukla tg¢
genel Klinik sendrom patojenik E. coli suslarinin enfeksiyonuyla olusur: (i) Griner
sistem enfeksiyonu, (ii)sepsis/meninjit, ve (iii)enterik/diyare. Patojenik E. coli suslar
enfeksiyon alani1 ve virlilans gen paternlerine binaen karakterize edilen fark: patotipler
icerisinde siniflandirilabilir. intestinal patojenik E. coli suslar1 viriilans 6zellikleri ve
serolojik karakterlerine bagl olarak alt1 patotipe ayrilir (Sekil 2.1).

Enterotoxigenic E.coli (ETEC) insanda ve bircok hayvanda ishale (ates olmadan)
neden olan ajandir. ETEC ince bagirsaktaki enterosit hicrelerine baglanmak igin
fimbrial adezinleri kullanilir ve tanimlanmis iki enterotoksin grubundan en az birini
Uretir. Iki proteinden daha bilyiik olam yapis: ve islevi kolera toksinine benzeyen 1siya
dayaniksiz enterotoksin (LT) iken; daha kiicik olan isiya dayanakli enterotoksin (ST)
hedef hilicrelerde cGMP birikimine neden olur ve ardindan bagirsak limeni igine sivi ve
elektrolitlerin sekresyonuna neden olur. ETEC suslari non-invazivdir ve intestinal
[imeni terk etmezler (18).

Elli yildan daha uzun siire 6nce infant diyarenin sebebi olarak serogrup 026



E.coli susu tanimland: ve Enteropathogenic E.coli (EPEC) olarak siniflandirild.
EPEC’e Dbaglh enfeksiyonlarin en belirgin 06zelligi attaching-effacing (A/E)
histopatolojisidir. Mikroviltlerin etkili hale gelmesi ve bakteri ve epitel hiicre membran:
arasindaki siki aderans intimin olarak bilinen EPEC suslarinin karakteristik adeziv
determinant: tarafindan gerceklestirilmektedir (19). A/E fenotipinden sorumlu genler
enterocyte effacement lokus (LEE) olarak adlandirilan bir patojenite adasi Uzerinde
kodlanir. EPEC’in intestinal mukozaya aderanst onemli deformasyona sebep olarak
konak hicredeki aktinin yeniden diizenlenmesine neden olmaktadir. EPEC suslar1 orta
derecede invazivdir ve EPEC’e maruz kalanlarda intestinal hiicredeki degisiklikler
muhtemelen ishalin ilk nedenidir (20). Dahasi EPEC fimbria, invazyondan sorumlu
proteinler ve disuk molekul agirlikli EAST1 olarak adlandirilan stabil toksin gibi gesitli
virulans faktorlerine sahiptir. Ancak bu virtilans faktérlerinin EPEC patogenezindeki
onemi hala bilinmemektedir. Biyik olasilikla bu virlilans determinantlarinin A/E
lezyonlar: dretiminde rol oynadig: disuntlmektedir.

EPEC ve ETEC’in aksine, enteroinvaziv E.coli (EIEC) sadece insanda bulunur.
EIEC enfeksiyonu, profuz diyare ve ylksek ates ile karakterize Shigellosis'e benzer bir
sendroma neden olur. EIEC suslar1 oldukga invazivdir; Barsak hiicrelerine baglanma ve
internalizasyon, adezinler tarafindan tesvik edilir. EIEC suslari hicbir toksin
uretmemesine ragmen, bagirsak duvari mekanik hiicre yikimi nedeniyle ciddi hasar
gorar.

Tipik olarak, viriulan enterik suslar, saghkli erigkin insanlarda ishalden daha
fazlasina neden olmaz, ancak yasli, ¢cok geng veya bagisikligi baskilanmis insanlarda
ciddi hastalik veya 6luime neden olabilen bazi 0zel suslar vardir (21). Bu bakteriler
arasinda, tek bir sus (serotip O157:H7) tarafindan temsil edilen Enterohemorajik E.coli
(EHEC) vardir. EHEC, kanl akint1 ve ates olmamasi ile EIEC’ten (ve Shigella) farkl
bir diyarel sendroma sebep olur. Siklikla hayati tehdit eden bir durum, bébrekler Gizerine
olan, hemolitik dUremik sendrom (HUS) veya ani bobrek yetmezligi, gibi toksik
etkileridir (22). EHEC suslari, fimbriasiyla birlikte bagirsak hiicrelerine baglanir ve
konak hicreyi istila eder. Bazi suslar yogun bir enflamatuar cevap olusturabilen
verotoksini (aym: zamanda "shigatoxin; Stx" olarak adlandirilir) kodlayan bir faja
sahiptir. EHEC suslarinin bir diger énemli virtlans determinanti, EHEC hemolizini

kodlayan EHEC-hlyA geninin yer aldigi plazmiddir (EHEC toksini Ehx olarak da



adlandirihir).

Baska bir patotip, Enteroagregatif E.coli (EAEC) enterotoksin; LT veya ST

sekrete etmeyen, ancak doku kultir hucrelerini agregatif etki gosteren 6zel fimbrialar:

iceren E.coli suslari olarak tanimlanmaktadir. EAEC iligkili ishale, non-invaziv

EAEC'lerin intestinal mukozaya baglanmas: neden olur. Ozellikle kiiciik cocuklarda

ates ve inflamasyon olmaksizin persistent sulu ishale neden olmaktadir.

Bir diger patotip ise, gelismekte olan ve gelismis Ulkelerdeki 1,5-5 yas arasi

cocuklarda gorulen sekretuvar tip ishallerden sorumlu tutulan Diffusely adherent E.coli

(DAEC)’dir. Ancak akut baslayan ishallerin kronik inflamatuvar ishallere donlisme riski

yiksek bulunmustur. Patofizyolojik 6zellikleri ve viriilans faktorleri hakkinda ¢ok sey

bilinmemekle beraber Afa-Dr adezinler ailesine mensup mannos direngli iki tip adezinin

intestinal hiicre adezyonunda etkili oldugu gosterilmistir (23, 24).
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Sekil 2. 1. Diyarejenik E. coli’nin patojenik mekanizmalar: (25)

2.1.1. Ekstraintestinal patojenik Escherichia coli (EXPEC)
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Bagirsak patotiplerinin aksine, ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) dnemli

fakat az takdir goren saglik tehdidini temsil etmektedir. EXPEC suslari, gastrointestinal

sistem disindaki

toplum kaynakl

enfeksiyonlarin  ¢ogundan sorumludur.

Bu

enfeksiyonlar, asemptomatik idrar yolu enfeksiyonlarindan (IYE) pyelonefrit veya



sepsis gibi hayat: tehdit eden hastaliklara kadar degisebilir (26, 27). ExXPEC'in ana alt
tipi olan; Uropatojenik E. coli (UPEC) suslarinin neden oldugu IYE, yiiksek oranda
morbiditeye, Uretkenligin azalmasina ve saglik-bakim harcamalarinin artmasina neden
olan heterojen bir hastalik grubunu grubunu temsil eder. IYE; asemptomatik IYE’den
ve zararsiz sistitten agir piyelonefrit gibi sistemik enfeksiyonlara kadar siddetlerinde
farklilik gosterebilir. EXPEC’in diger patotipleri toplum-kokenli bakteriyeminin en
yayin nedeni olan sepsisle iliskili patojenik E. coli (SPEC) suslart ve siklikla ciddi
sekellerle ve 6lumle sonuglanan neonatal menenjit ve neonatal sepsisin 6nde gelen
nedeni olan sepsis ve yeni dogan menenjitle iliskili E. coli [NMEC]’dir (28). EXPEC
suslart aym zamanda intraabdominal enfeksiyonlarda ve nozokomiyal pndmonide goze
carpmaktadir ve arasira osteomyelit, seltlit ve yara enfeksiyonlari gibi diger
ekstraintestinal enfeksiyonlara da katilir (29).

Filogenetik analizler dogal E. coli izolatlarinin temel olarak klonal oldugunu ve
dort ana filogenetik gruba ayrildigin ortaya ¢ikarmistir: A, B1, B2 ve D. immdin sistemi
baskilanmamis konakta bircok EXPEC enfeksiyonundan sorumlu olan EXPEC suslari,
kommensal E. coli’den farkl oldugu kadar intestinal patojenik E. coli tiplerinden de
farklidir (30). Klinik kaynakla iligskili EXPEC virulans genlerinin filogenetik dagilimi
Sekil 2.2°de gosterilmektedir. Birgok intestinal patojenik E. coli susu, sadece nadiren
ekstraintestinal hastaliklara neden olan, filognetik grup A, B, veya D’den veya
gruplandirilmamis soylardan koken alirken (31); Kommensal E. coli suslar: tipik olarak
A veya B1 filogenetik gruplarindan tiretilir ve ¢ogu virtilans faktori (VF'ler)genom
yapilarinda eksiktir (32, 33). Intestinal patojenik suslar, spesifik diyare sendromlarinin
karakteristikleri olan belirgin virtlans faktorlerine (6rnegin, shigatoxin, ST, LT veya
intimin) sahiptirler. Kommensal ve intestinal patojen E. coli'nin aksine, EXPEC agirlikl
olarak filogenetik B2 ve daha az oranda D grubundan koken almaktadir (32). Ayrica,
belirli virulans genleri (cnf, cdt, papA, P fimbriae, kpsMT, grup 1l kapsil sentezi, sfa /
foc, S ve F1C fimbriasi, iutA, aerobactin reseptorti), EXPEC suslarina bu VFlerin

yuksek oranda iligkili oldugunu gosteren B2 ve D filogenetik grup igerisinde toplanir.
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Sekil 2. 2. Klinik kaynakla iligskili EXPEC viriilans genlerinin filogenetik dagilimi Dendrogram, MLST ile
¢ikarilan E. coli referans suslarimin (ECOR) 72 dyesi icin filogenetik iliskiyi gostermektedir
(29). Sagdaki yatay cubuklar, semptomatik IYE olan hastalardan gelen 10 ECOR susunu
gostermektedir. Kalan suslarin ¢ogu, saglikl insan veya hayvan konaktan izole edilen diski
izolatlaridr.

Son c¢alismalar; Cogu EXPEC susunun horizontal gen transferi yoluyla virulans
faktorlerinin kademeli olarak akimulasyonuyla ata bir sustan evrildigini gdstermistir
(34, 35). Bu virllans faktorlerinin kazanimi ve ekspresyonu spesifik genetik ge¢cmisi
gerektirebilir (36, 37, 38). Bununla birlikte susun konaga uyumu virllans faktorlerinin
belirlenmesinde 6nemli katki sagladig:i icin; Bir E. coli susunun sadece belirli bir
filogenetik grupla iliskilendirilmesi o susu patojenik veya non-patojenik bir hale
getirmez (39, 40).

2.1.2.EXPEC’in viriulans faktorleri

EXPEC suslart fekal E. coli'nin bir kismini1 (% 20) olustursa da, herhangi bir
gastrointestinal hastaliga neden olmaz (41, 42, 43, 44). Bununla birlikte, EXPEC,
gastrointestinal sistemin etkin sekilde kolonize edilmesine yonelik benzersiz bir

kabiliyete sahiptir. EXPEC suslari, konak mukozal yiizeyine kolonizasyonu, lokal ve



sistemik konak defans mekanizmalarindan kacisi, demir gibi temel besin maddelerini
alma ve oksidasyon rediksiyon potansiyelinin diizenlenmesi, epitel hiicrelerde hasar
olusturma ve inflamatuar cevabin uyarmas: gibi dokuda patolojilere yol acabilecek
potent virulans faktorlerini binyesinde barindirirlar (29). ExXPEC’in  karakteristik
virlilans faktorleri; polisakkarit kiliflar (lipopolisakkaritler ve kapsul gibi), toksinler,
adezinler, invazinler, proteazlar, serum direncli proteinler ve demir kazanim sistemleri
(sidereforlar) gibi cesitlilik gosterir (Sekil 2.3) (45). Bu virllans faktorleri EXPEC
suslarina lokal enfeksiyonlar kadar sistemik yayilimla genel enfeksiyonlar
olusturabilme yetenegi kazandirir. Bu VF'lerin ¢ogu patojenite adalarinda (PAI)
kodlanir (46). PAI'lar, komensatif E. coli'nin yoksun oldugu virulansa bagl genleri
barindiran, ayri bir G + C icerigine sahip kromozomal olarak eklenmis genetik
elementler olarak tanimlanir (47). PAl'ler karakteristik olarak patojenin evriminde
anahtar rol oynayan yatay gen transferi yoluyla kazanilir. Bununla birlikte, PAI'lerin

spesifik iletilebilirligi hentiz gosterilmemistir ve evrimsel kdkenleri bilinmemektedir.
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Sekil 2. 3. Bakteriyel patojenite ile ilgili 6zellikleri vurgulayan, konake: doku ile etkilesime giren bir E.
coli hiicresinin sematik gdsterimi. (OM: Outer membrane, CM: cytoplasmic membrane, LPS:
lipopolysaccharide) (48).



2.1.2.1. Polisakkarit kilif

Bakteriyel yiizey kiliflari, yani, kapsiler polisakkaritler (K-antijenler), LPS ve
LPS'nin (O-antijenleri) O polisakkarit kisimlari, ekstraintestinal enfeksiyonlarda olasi
virtlans belirleyicileri olarak dahil edilmistir (49, 50). E.coli'de 176 farkli O-serogrup
ve 80'den fazla K-antijeni bulunmaktadir. Buna ek olarak, birgok E.coli susu,
biyofilmlerin  polisakkarit ~ kiliflarimin ana  bileseni olan  kolonik  asidi
sentezleyebilmektedir (51). Kapsuler polisakkaritler, mikroorganizay: saran, O-antijen
tespitini engelleyen ve mikroorganizmayi konak savunma mekanizmalarindan koruyan;
tekrarlayan karbonhidrat altbirimlerinin dogrusal polimerleridir. E.coli her biri gok
sayida farkli tirden olusan dort cesit kapstler polisakkarit tretir (grup | ila IV) (52).
Cogu EXPEC susunun kapsull, grup Il polisakkaritlerini tanimlayan ince, yamals,
asidik, termostabil ve oldukca anyonik Ozelliktedir. Bazi EXPEC kapsul tiplerinin
(6rnegin K1, K5, K10, K54) bu suslarin patogenezine katkida bulundugu gosterilmistir
(53, 54, 55, 56, 57). Benzer sekilde, UPEC suslarinin O-antijen serotipleri olan; O1, 02,
04, 06, 016, 018, 022, 025 ve O75’¢e ait olmasi daha olasidir (58, 49, 50, 59). UPEC
CFTO073 susunda kapsuler polisakkarit ve LPS sentezinden sorumlu genler; invivo
olarak yiizey kiliflarinin 6nemini gosteren deneysel Uriner sistem enfeksiyonu sirasinda
yuksek oranda eksprese edilir (60). Bununla birlikte, baz1 O-polisakkarit veya kapstiler
antijenler asendan wriner sistem enfeksiyonuna katkida bulunup bulunmadigr agik
degildir. Bazi1 cahismalar, bakteriyel kiliflarin artmis serum direncinin sebebi
olabilecegini ve dolayisiyla EXPEC'nin fagositozunun engelledigine dikkat ¢eker (53,
54, 57).

2.1.2.2. Aderans

Aderans, bircok patojen mikroorganizma igin ortak bir ozelliktir. Konaga ait
yapilara baglanarak, mikrobiyal patojenlerin normal vicut sivi akisiyla (kan, idrar,
bagirsak icerigi) ortadan kaldirilmasini Onler. Tutunma, konak mukozal yuzeylerin
kolonizasyonunda gerekli bir ilk adim ve invaziv enfeksiyona bir 6rnek olarak
dusunuldr. 1970'lerin sonlarinda, Griner sistem enfeksiyonuna neden olan E. coli
suslarinin tipik olarak mannoz varligina (mannoza direncli hemagglitinasyon) ragmen
insan eritrositlerini aglutinlestirdigi ve insan Urotelyal hicrelerine yapistigi ilk kez

biliniyordu. Bununla birlikte, trotelyal hiicrelere aderans, yalnizca mannoz duyarl



hemagglitinasyon sergileyen suslar tarafindan da mimkunddr. Cogu Uriner izolatin her

iki 6zelligene de fimbria aracil eder.

2.1.2.3. Fimbrial Adezinler

Mannoz-direncli adezin ailesi; farkli tirlerin ve kan gruplarinin eritrositlerini
aglutine etmek icin kollektif 6zellige sahip P fimbria ve X adezinleri igerir.

P fimbria (pap, piyelonefritle iliskili pili), P kan grubu antijenlerini, renal epitel
hicrelerindeki glikolipid reseptorlerine Gala (1-4) Galf'ya spesifik baglanma yoluyla
tanityan UPEC'e 0zgu adezinlerdir (61). Boylece, P fimbria, bakteriyel kolonizasyonu ve
inflamasyonu stimile ederek (kemokin araciliginda noétrofillerin UT icine alinmasi)
idrar yolundaki (1Y) epitelyal hiicrelere aderense aracilik eder (62, 63). P fimbrialar
pyelonefritle (% 70) sistit izolatlarina (% 36) veya fekal suslara (% 19) gore daha sik
iliskilidir. Bu gozlemler, P fimbrialarin EXPEC'in IYE'ye neden olma kabiliyetine
katkida bulundugunu ve P fimbrianin olmadigi suslarin IY'de dezavantajli oldugunu
ortaya koymaktadir (64).

X adhesinlerin grubu, hepsi farkli reseptorlere baglanan Dr adezin, S, F ve M
fimbrianin familyasini icerir. Dr adhezinleri afimbrial adhesinlerdir ve afimbrial
adezivler boliminde belirtilmistir. S fimbriae ve FIC fimbriae, bazi Uriner sus
tarafindan eksprese edilen driner sistemle yakindan iliskili adezinlerdir. S fimbriae,
insan eritrositlerinin terminal sialil galaktoz rezidilerine veya proksimal ve distal
tubullerin epitel hicrelerine, renal interstisyumunda ve bobrek vaskiler endotelyumda
toplama kanallarina ve glomerulusa baglanir (65, 66). S fimbriae (sfa), IYE de dahil
olmak tzere bircok hayvan modelinde virtilansa katkida bulunur (67). insanlarda, S-
fimbrial1 suslar, IYE'ye kiyasla menenjit ve bakteremi ile daha yakindan iliskilidir (68).
FIC fimbrialarinin (foc) IYE patogenezindeki rolii tartismalidir, ¢linkii sadece 6zellikle
IYE’li olan hastalarda nadir olarak bulunurlar (69). Ayrica, F1C fimbrias: sadece bukkal
epitel hicrelerine ve bazi renal dokulara baglanir ancak hemagglitinasyona veya
urotelyal hiicre aderansina aracilik etmez (70).

P ve X fimbriaa'nin aksine, tip 1 pili mannoz duyarhdir. Tip 1 fimbrialar (fim),
IYE'in tim klinik kategorilerinden ve feakal suslardan izole edilen E. coli suslan
arasinda yaygin olarak gorulur (71). Tip | pililer, adeziv tip protein FimH araciligiyla;

konak Urotelyumu ve UPEC arasindaki yakin temasa araci olan ytizey adeziv fiberleridir
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(72). Tip | fimbrialar 6zellikle Griner sistemdeki hicrelere adere olurlar; ancak mesane
kolonizasyonu veya enfeksiyonunda invaziv IYE'den daha onemli bir rol oynadig
dusunulmektedir. Ayrica, tip 1 fimbrialarin, kalici bir mesane kateteri uzun sureli
kullanimz sirasinda E.coli IYE'li hastalarda bakteriyel persistansa katkida bulunabilecegi
bildirildi (73).

2.1.2.4. Afimbrial Adezinler

Dr adezinler (dra) diger E.coli fimbrial adezinlerinden yapisal olarak farkli olan
ve dUriner sistem icindeki cesitli Dr kan grubu antijenlerini baglayan afimbrial
adezinlerdir (74, 75, 76). P fimbrianin aksine, Dr adezinleri (6rn. O75x, AFA-1, AFA-
1) agirlikl olarak sistit suslariyla (% 50) iliskilidir (71). Buna ek olarak, EXPEC
suslari, E.coli O157: H7 izolatindan tellurite direncgle iliskili PAI'nin bir parcas: olarak
tanimlanan, non-hemolitik bir adezin olan IrgA homolog adezine (iha) sahiptir. EXPEC
iha geni, V.cholerae'nin demirle kontrol edilen gen A (irgA) ile benzerdir (77, 78).
V.cholerae IrgA’sinin ikili fonksiyonu vardir; hem bir adeziv olarak hem de siderefor
reseptort olarak gorev gorur (79). Son calismalarda, Johnson ve arkadaslari, iha'nin
EXPEC fenotipi ile énemli o6lgtde iliskili oldugunu gosterdi (80, 81). lha, aderent
olmayan bir E.coli'ye in vitro ve in vivo’da Uroepitelyal hiicrelere adere olma kabiliyeti
kazandirdi. Bununla birlikte, Tha'nin diger bakteri bilesenleriyle uyumlu olarak direkt

veya indirekt aderansa katkida bulunup bulunmadig: bilinmemektedir.

2.1. 2.5. Motilite

Suana kadar; E.coli igin 50'den fazla flagellar-antijeni (H-antijeni, fliC)
tamimlanmastir (82, 81). Enterik E.coli virllansinin fonksiyonel flagellae ekspresyonuna
bagimli oldugu gosterilmistir (83, 84). Buna ek olarak, flagellae'nin E.coli’nin biofilm
olusturulmasinda adeziv organlarin gerekli olmas: beklenir (85, 51). Bununla birlikte,

uriner sistem kolonizasyonunda motilite etkisi tartismalidir.

2.1.2.6. Serum direncli proteinler
Taylor (86), tarafindan incelendigi zere bakteriler, komplement sisteminin litik
aktivitesi ile normal insan serumu tarafindan éldrilir. Serum tarafindan oldirilmeye

bakteri tarafindan diren¢ gosterilmesi kapsuler polisakkarit, O-polisakarit yan zincirleri
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ve Iss (artmis serum direnci) veya TraT (dis membran lipoproteini) gibi yuzey
proteinlerinin veya plazmid pColV’un tek veya kombine etkileri sonucunda olur (87).

2.1.2.7. Proteazlar

UPEC suslarinda genellikle farkli substrat spesifitesi ve islevleri ile dort dis
membran serin proteazi (Sat, PicU, Hbp ve OmpT) bulunur (88-91). Sat (sat), in vitro
ve in vivo’da bobrek ve mesane epiteli Uzerine sitopatik aktivite sergileyen bir serin
ototransporter toksindir (92, 89, 93). PicU (picU), Shigella spp ve enteroagregatif
E.coli'nin Pic (bagirsak kolonizasyonunda yer alan protein) proteini ile homologdur. Pic
proteazlar, mukozal pepsin, spektrin ve misin indirgeyerek mukozal engelleri bozarlar
(94, 95, 91). Hemoglobin-proteaz Hbp (hbp), avian patojenik E.coli (APEC)’nin Tsh
hemaglutinininin bir homologudur. Hbp ve Tsh, hemoglobin hedefli serin proteaz
aktivitesi olan hema baglayic1 proteinlerdir (96). ExPEC'in dordunci dis membran
endopeptidaz: olan OmpT (ompT), Yersinia pestisinin plazminojen aktivatori Pla ile
homologdur ve epitel hiicreleri ve makrofajlar tarafindan salgilanan antimikrobiyal
peptidleri degrade eder (97, 90).

2.1.2.8. Sidereforlar

EXPEC suslar, intraselller olarak hem veya hemoglobine bagli demiri selatlayan
siderefor sistemi ve siderofordan bagimsiz sistem (hemin reseptori) iceren birkag farkl
demir alim sistemine sahiptir (98). Son yapilan calismalarda siderofor sistemine sahip
EXPEC suslarinin kommensal suslardan daha prevalan oldugu (99, 100) ve bu 6zelligin
uriner sistem enfeksiyonlarin patogenezinde dnemli bir rol oynadig: gosterilmistir (101,
28).

Demir; DNA replikasyonu, enerji Gretimi ve oksitadif stresten korunma gibi
pekgok hiicresel sirecte rol alan temel elementlerden biridir. Oksijen mevcut
oldugunda, serbest ferr6z demir (Fe2+) c¢ozilmeyen ferrik (Fe3+) demire hizli bir
sekilde okside edilir. EXPEC, indirgenmis demir iyonunun biyoyararlanimini saglamak
icin, hiicre ici demir konsantrasyonunu 107 ve 10®° M arasinda sabit tutmak amaciyla
demir molekdllerini toplama mekanizmasi gelistirmistir (102). EXPEC suslarinin farkl
cevre sartlarinda hayatta kalmak ve cogalmak icin jenerasyon basina 10°-10° Fe** iyonu

gerektigi tahmin edilmektedir (103). E.coli’de ferrik demir alhiminin temel
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mekanizmasin1 demire ¢ok yuksek afinite gosteren 4 farkli siderofor molekilinin
sentezi olusturmaktadir. Bunlar; yersiniabactin siderophore sistem (irp-fyuA), (ii)
salmochelin sistem (iroA), (iii) aerobactin siderophore sistem (iuc-iutA) ve (iv) the
hemin uptake (chu) sistemler olarak siralanabilir. Bu siderofor molekullerinin
sentezinden sonra sideroforlar dis ortama sekrete edilir. Siderofor-demir kompleksi
spesifik tasiyicilar araciligiyla alinir ve bakteriyel sitozelde demiri serbest birakmak igin
degrade edilir (104). Bu farkli siderofor sistemlerinin eszamanl: varligi, EXPEC’e ¢oklu
demir kaynaklarindan faydalanmasi icin imkan saglayarak konak iginde buyiimenin

verimliligini arttirmaktadir.

2.1.2.9. Toksinler

Cesitli bakteriyel toksinler (endo- ve eksotoksinler) veya efektor proteinler,
EXPEC'nin virtlansinda belirgin veya putatif role sahiptir. Bu toksinlerin gesitli
biyolojik rolleri ve aktiviteleri, 6rnegin hucre lizleri yoluyla demir birikimi, epitelin
parcalanmas: yoluyla adezyon, hiicre doéngisinin modilasyonu ve apoptozun
induklemesini icerir. EXPEC’te bu biyolojik rolleri ve aktiviteleri Ustlenen E.coli’ye
ekstraintestinal 0zellik kazandiran hicre dongistunin moduilasyonu ve apoptozun
indliklemesine sebep olan ¢cogunlukla CNF ve CDT toksin grubudur.

a-hemolizin (hlyA), siklikla EXPEC suslariyla iligkili bir eksotokindir ve EXPEC
patogenezinde rol oynayan en 6nemli virtilans faktorlerinden biridir. a-hemolizin RTX
toksin ailesine aittir ve tip | sekresyon sistemi tarafindan salgilanmaktadir. o-
hemolizinin sentezi, aktivasyonu ve salinimi, hlyCABD operon tarafindan belirlenir
(110). a-hemolizin, 110 kDa'lhik molekil agirlig: ile inaktif bir formda sentezlenir ve
sitoplazmada hemolitik olarak aktif forma HIlyC (bir yag asidi agiltransferaz) ile aktive
edilir (111). a-hemolizin, HIyB, HlyD ve TolC'den olusan bir transmembran kanal
vasitasiyla sitoplazmadan hiicre dis1 ortama dogrudan salinir (112-114). Salgilanmis a-
hemolizinin, genis bir yelpazedeki memeli hiicre tiplerine kars1 bir Ca?* 'ya bagimh
sitolitik ve / veya sitotoksik aktivitesi vardir (115). Ayrica, a-hemolizinin konak hticre
zar1 ile etkilesime girdigi ve hedef hiicrelerdeki inflamatuar cevabi (6rnegin yuksek IL-6
ve IL-8 seviyeleri ile) moddle ettigi rapor edilmistir (116-118).

Uropatojenik spesifik protein (usp) son zamanlarda putatif bir iropatojen

virulans geni olarak tanimlanmistir (119). Usp, V.cholerae zonula occludens toksin (zot)
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genine homolog olup, EXPEC suslarinda (pyelonefritin% 93'U ve sistit izolatlarinin%
80'inde) yiiksek prevalansa sahiptir, ancak saglikli bireylerin diski 6rneklerinde nadiren
bulunur (% 24) (120). Bununla birlikte, baz1 calismalar, usp'nin sadece IYE izolatlariyla
iliskili oldugunu bildirmistir (119). Kesin mekanizmasi belirsiz halde olmasina ragmen,
usp'nin fare IYE modelinde belirgin derecede viriilans olusturdugu gosterilmistir ve
P.aeruginosa suslar1 tarafindan uretilen S-tipi pyosinlere yiiksek homoloji gosterdigi
icin endonUkleaz olarak islev goren bakteriyosin oldugu distndlmektedir (121).

Mikrosinler (mch) ve kolisinler (cva), Enterobacteriaceae familyasinin cesitli
uyeleri tarafindan salgilanan antimikrobiyal peptidlerdir (122, 123). Besin maddelerinin
tikenmesi kosullarinda uretilirler ve filogenetik olarak iliskili mikrobik suslara karsi
aktiftirler. Mikrosin (mch) ve kolisinlerin (cva), enfektif populasyon ve bagirsak floras
icinde mikrobiyal rekabette 6nemli rol oynadiklar: distnliir (124, 60).

Endotoksin (LPS); EXPEC suslariyla iliskili tum bu ekzotoksinlerin arasinda,
Gram-negatif bakteriyel dis zarin bir pargasi olan lipopolisakkarit (LPS) yapidaki
endotoksin E.coli‘nin temel viriilans faktorlerinden biridir. Artan IYE'de, UPEC’in
LPS'nin O-polisakarit kismi, 6nemli bir dizenleyici fonksiyona sahiptir (125, 126).
LPS, pro-enflamatuar mediyatorlerin (6rnegin sitokinler ve kemokinler) ve hicresel
nitrik oksit sentatazlarin dretimini uyaran konak hticreye trotelyal ve enflamatuar Toll
benzeri reseptor 4 (TLR4) vasitasiyla sinyalleri verir (127-129). LPS ile uyarilan
sistemik enflamasyon, mukozal inertiyi bozar ve UPEC'e alttaki dokulara girmesi icin
izin verir. Birgok ¢alisma; LPS'ye bagimli konak hicre sinyalinin, tip 1 ve / veya P
fimbrialara bagiml: oldugunu bildirmistir (130,131, 126).

2.1.3.Cytotoxic Necrotizing Factors (CNFs)

Rho ailesinin kucik GTP baglayici proteinleri, bakteriyel toksinlerin ortak
hedefleri olarak tanimlanmistir. GTPazlar, hiicre iskeletinin yeniden organizasyonu,
endo- ve ekzositoz, hiicre proliferasyonu ve apoptozu igeren cesitli hlcresel sireclerin
duzenlenmesinde yer alir (132). GTPazlar efektér molekdiller tarafindan taninan GTP-
bagl durum-aktif ve GDP-bagl durum-inaktif arasindaki déntsumde *“a¢gma-kapama”
anahtarlar1 gibi davranirlar. Aktivasyon, bagl nikleotidin salinimi katalize eden guanin
niikleotid degisim faktorleriyle (GEFler) ve dolayisiyla GTP i¢in GDP’nin degisimiyle
gerceklesir. Tim kicuk GTPazlar gibi, Rho proteinleri de GTP'nin uyarilmis
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hidroliziyle-GTPaz aktive edici protein (GAP) veya intrinsik olarak GDP-bagl: duruma
geri doner.

Rho GTPaz aktivitesini ve fonksiyonunu diizenleyen ek faktorler, sitozolda GDP-
bagli Rho proteinlerini ayiran veya aktive edilmis GTPaz'larin diger hiicresel yerlere
nakledilmesine aracihik eden GDI'lardir (Guanine nikleotid Ayrilma inhibitorleri)
(133).

Rho GTPazlar degistirdigi bilinen ilk toksinler, proteinlerin tamamen inaktive
edilmesine yol acti. Clostridium botulinum, Clostridium limosum’den ve RhoA'nin
Staphylococcus aureus  ADP-ribosilat  Asn4l'den C3-benzeri toksinler. Bu
modifikasyon, GDlI'ya afiniteyi arttirir ve bdylece RhoA'ya bagimli sinyal yolaklarinin
engellenmesine yol acgan diger etkilerin nukleotid degisimini engeller.

Rho GTPazlari dominant olarak aktive ettigi aciklanan ilk toksin, patojen E.coli
suslart tarafindan dretilen Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1 (CNF1) idi. Toksin izole
edildiginde ve test edildiginde tavsan cildi tzerindeki nekrotizan etkisinden ismini ald:
(134). CNF1, asagida tarif edilen 6zdes (CNF) veya benzer (DNT, Dermoenekrotik
Toksin) aktiviteleri ile buyumekte olan toksin ailesinin en iyi analiz edilen Gyesidir.

Uropatojenik E. coli (UPEC) iriner sistem enfeksiyon etkenlerinden izole edilen
en yaygin suslardan biridir (135,136). Genel olarak, UPEC suslarinin ¢ogunun kolonda
normal flora elemani olarak bulunmas: ve Uretra yoluyla driner sisteme girmesi kabul
edilmektedir. Akut driner sistem infeksiyonlart yaygin antibiyotiklerle tedavi
edilebilirken, kronik tekrarlayan driner sistem infeksiyonlari daha biyuk bir tehdittir.
Kronik driner sistem enfeksiyonu olan hasta bakterinin kan dolasimina girmesi
nedeniyle yiiksek oranda septisemi riski tasirlar.

CNF1, UPEC suslarinin énemli bir virulans faktorudir (137). Aerobactin, P
fimbriae ve hemolizin gibi diger birgok virtilens faktori ile iligkilidir. Hemolizin geni,
UPEC suslarindaki cnfl ile gl bir korelasyon gosterir. Cnfl + suslarinin % 98'inde
hly genininde pozitif oldugu bildirilmistir (138). Rippere-Lampe ve ark. Griner sistem
enfeksiyonu rat modelinde Cnfl + suslarin, énemli 6l¢tide daha uzun yasama kabiliyeti
sergiledigini gostermistir (139). Cnfl + UPEC ile enfeksiyon gucli bir enflamasyon
orani eslik eder (140). Bununla birlikte, yeni calismalar, CNF'nin sadece (ropatojenlerle
iliskili olmadigin1 gostermektedir. Ayrica deri ve yumusak doku enfeksiyonlariyla
iliskilidir (141). Dahasi, CNF1, ekstraintestinal E. coli (EXPEC)'de dretilir. E. coli K1
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susu icin CNF1'in beyin mikrovaskuler endotel hicrelerinin (BMEC) invazyonunu
arttirdig bildirilmistir (142). Bu invazyon, RhoA'nin aktivasyonu nedeniyle hiicre
iskelet sisteminin yeniden duzenlenmesini gerektirir. E. coli K1 susu yenidogan
menenjitine katillan 6nemli bir patojendir (136). Yapilan bir calismada, septisemi
nedeniyle dlen 60 hastanin %22'sinin kanindan CNF1 dreten E. coli'nin izole edildigi
gosterilmistir (143). CNF1, menenjit hastasi cocuklardan izole edilen bakterilerde
bulundu. CNF2, ishalli buzagilardan ve kuzulardan izole edilen E. coli'de gosterilirken
(144), CNF3, saglikli koyun ve kecilerden Nekrotoksigenik Escherichia coli (NTEC)'de
tespit edilmistir (145). Kromozomal olarak kodlanmis olan CNF1 ve CNF3'lin aksine,
CNF2 iletilebilir bir plasmid tzerinde bulunur (146). PCR galismalart CNF1 geninin
CNF2 geninden daha yaygin oldugunu gostermistir (147).

Bircok calisma, CNF1'i bakteriyel enfeksiyonlarda dnemli bir virllans faktori
olarak tanimlamaktadir: CNF1 eksikligi olan E. coli suslarinin driner sisteme kolonize
olma potansiyeli daha dustktir (148). Dahasi, CNF1 doku hasarindan sorumludur ve
doku kultirt sistemlerinde epitel bariyer fonksiyonunu bozmaktadir (149,150) ve
fagositozu bloke ederek immuin hucrelerin fonksiyonunu etkilemektedir (151). Hicre
kiltirinde CNF1 intoksikasyonunun ardindan afagositik hicrelerin fagositik davranis
indiksiyonu ve monositlerde fagositoz inhibisyonu go6zlemlendi (148). CNF1,
siklooksijenaz-2'nin (COX-2) ekspresyonunu indikler, ntkleer faktor-kappa B'yi (NF-
kB) aktive eder, hiicre hareketliligini arttirir ve apoptozu inhibe eder; burada CNF1’in

kanser gelisiminde rol oynayabildiginin ipuclar: vardir (152-154).

2.1.3.1.CNF Etki Sekli

Kovalent modifikasyon ile Rho GTPaz'lari aktive eden tim toksinler, Rho
GTPaz'larda ayn1 aminoasidini degistirir (RhoA'daki glutamin 63 veya diger Rho
proteinlerindeki homologu, GTPaz aktivitesi igin ¢cok dnemlidir). CNFler glutaminin
deamidasyonunu katalize eder (155-156). Bu nedenle, GTP hidrolizi engellenir, bu da
surekli efektor aktivasyonuna neden olur (Sekil 1). Bu esnada, dort seri CNF izoformu
bilinmektedir: Escherichia coli'den CNF1, CNF2 (CNFI ile % 85-sekans idantitesi) ve
CNF3 (CNFl ile % 70-sekans idantitesi), Yersinia pseudotuberculosis'ten CNFY (CNF1
ile %61 sekans idantitesi).

Bordetella spp'deki Dermonekrotik Toksin (DNT), katalitik domainde CNF'ler ile
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bir dizi homolojisine sahiptir ve RhoA'nin glutamin 63'n0 transamidize eder (Sekil
2.4). (157). DNT, RhoA'nin deamidasyonunu katalize edebilir, ancak transamidasyonu
desteklemektedir (158, 159). Her iki modifikasyon intrensek ve GAP ile uyarilan
GTPaz aktivitesinin inhibisyonuna yol acar. Bununla birlikte, transamidasyon ile
RhoA'ya primer bir aminin (6r., Spermidin, putresci veya lizin) tutturulmast,
deamidasyon ile indiklenen fenotipe kiyasla memeli hicrelerinde farkli bir fenotipe
neden olur. Muhtemel sebebi bagli aminin, bazi protein-protein etkilesimlerini inhibe
etmesidir (160). Baz1 in-vitro kosullar altinda, CNF1 transamidasyonu katalize edebilir,
ancak Oncelikle bir deamidaz gibi davramir (161). Deamidasyona ugramis RhoA,
beklenmedik bir sekilde, SDS-PAGE'de daha yiiksek molekil agirligina geger, ancak
kitlenin deamidasyona bagl artis sadece 1 Da'dir. Ayni kayma, rekombinant proteinler
(vahsi tip RhoA ve RhoA-Q63E) ile de gbzlemlenebilir. Acikgasi, canli hiicrede daha
fazla modifikasyondan ziyade aminoasit kompozisyonu agikca kitle artisinin nedenidir.
Aksine, cok daha yiksek Kitlesel artisi olan transamidlenmis RhoA daha dlsik
molekdler agirlikta go¢ eder (155). Racl veya Cdc42'nin modifikasyonu SDS-PAGE ile
izlenemez.

Rho-GTPazlarin yapisal aktivasyonu nedeniyle, CNF1-intoksikasyonu, memeli
hicrelerinde karakteristik morfolojik degisikliklere neden olur (162). En carpici
farklihklar, aktin sitoskeletonun degisimiyle ortaya c¢ikar. RhoA'nin yapisal
aktivasyonu, paralel aktin filamentleri ve miyozinin kontraktil demetleri olan stres
fiberlerinin olusumuna neden olur. Rac aktivasyonu filament0z aktinin net-benzeri bir
organizasyonunu gerektiren lamellipodia olusumuna yol acar. Toksinler ayrica
Cdc42'ye bagimli yolaklarin aktivasyonu nedeniyle filopodiyay: (parmak benzeri
yapilar1) inddkler. Vucut hicresinin asirt dizlesmesinin yani sira, kiltlr hicreleri ¢cok
cekirdekli bir fenotip kazanirlar. Bunun, devam eden niikleer boliinme ile inhibe edilen
sitokinezden kaynaklandig: disundlir (163). Bununla birlikte, cekirdekler esit olarak

bolinmezler. Bélinme asimetrik ve anoploidi induklenir (164).
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Sekil 2. 4. CNFs tarafindan Rho GTPaz'larin aktivasyonu (157)

Rho GTPazlar, cesitli sinyal yolaklarinda molekuler anahtarlar gibi davranirlar.
Rho GTPazlar, GTP olusumu igin GDP’nin degisimini katalizleyen Guanin nikleotid
degisim faktorleri (GEFler) ile bir GTPaz dongusunde dizenlenirler. GTP hidrolizi,
GTPaz aktive edici proteinler (GAPs) ile katalize edilir. Rho GTPaz'lar1 sitoplazmada
tutan guanin niikleotid disosiasyon inhibitorlerinin (GDI'lar) kesin roli tamamen net
degildir. CNFler, glutamik asit treten, RhoA'nin 63. glutaminini deamine ederler. Bu,
GTP hidrolizinin engellenmesine ve G proteininin yapisal aktivasyonuna yol acar.

CNFler, Rho GTPaz'larin anahtar 11 bolgesindeki tek bir glutamin deaminasyona
ugratir. Bu glutamin, kiiciik GTPazlarin Ras siper ailesinin farkli Gyeleri arasinda
korunur. Bununla birlikte, CNFler sadece Rho proteinlerini deamine eder. Substrat
Ozgulligt CNF izoformlar arasinda degisir. CNFY, RhoA, B ve C icin spesifiktir ve
Rac veya Cdc42'yi degistirmez (165). CNF2'nin tercihen RhoA ve Rac (166) i
degistirdigi bildirilirken, CNF1 ve CNF3 RhoA, Rac ve Cdc42'yi de deamine hale
getirmektedir. Bununla birlikte, CNF3 RhoA'y1 CNF1'den daha gucli bir sekilde aktive
eder (167).

Deaminasyona ugramis Rho GTPazlar GTP'yi hidrolize etmez ve bu nedenle
yapisal aktivasyon beklenirken, bazi sinyal yollarinin yalnizca gegici olarak aktive
oldugu kesfedilmistir. Bu gecisin nedeni, modifiye edilmis GTPases'in kaderinde yatar.

CNF1l'in deamidasyonunu takiben, hicresel Rac’in, ubikitlesmis oldugu ve
akabinde proteazom bagimli bir mekanizma ile degrade oldugu bulundu (152, 168).

Diger Rho GTPazlarin degradasyonunun hiicre tipine spesifik oldugu goérilir. HUVEC
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(insan umbilikal ven endotel hicrelerinde), CNF ile aktive olan RhoA ve Cdc42 de
degrade edilir (169), oysa HelLa hicrelerinde Racl ubikitlestirilir ve degrade edilir,
diger aktive edilmis GTPazlarin ise stabil oldugu bulunmustur (170). Rac'in
degradasyonu hicre hareketliligini arttirdigindan ve bakterilerin internalizasyonunu
arttirdigindan, ardisik Rho GTPaz aktivasyonunun ve inaktivasyonunun inflamatuar

cevabi sinirladigr ve bakterilerin hayatta kalmasini sagladigi disunulmektedir (152).

2.1.3.2.Yapi-Fonksiyon iliskisi

Tim CNF'lerin uzunlugu aymdir (1013/1014 aa CNFY/CNFI, 2,3) ve bir N-
terminal reseptor baglama domenine sahip moddler bir yapr igerir. Merkezi
translokasyon alani ile baglantili olarak, hicresel girise aracilik eder.

CNFI'in C-terminal kismi (aa 720 ila 1014), tam katalitik aktiviteyi barindirir
(171, 172). Sistein 866 ve histidin 881'in CNF1'in katalitik aktivitesi icin kritik oldugu
bulunmustur (172). Kristal yaps, katalitik triadin Gglncu rezidlgln, valin 833 belirledi
(173). Dahasi, CNF'lere 6zgu oldugu dustiniilen daha énce bilinmeyen bir protein katin
ortaya c¢ikarmistir (Sekil 5). CNFY katalitik alaninin CNF1 yapis1 (zerinde
modellenmesi, ayn1 katlanmayla sonuclanmistir (174). CNF1 ve CNFY'de katalitik
domainin merkezi iki 2 B-sac karisimi igeren bir B-sandvig ile olusturulur. Katalitik
domainin merkezi Uzerinde oturan Katalitik artiklar ile derin ve dar bir cebin girisini

cizen dokuz dongu bolgesi ve a-helezonlar ile gevrilidir (173) (Sekil 2.5).

Sekil 2. 5. CNFI katalitik domainin yapisi (710-1014 aa) (173).
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Katalitik reziduler Cys866 ve His881 (sirasiyla kirmizi ve yesil yan zincirlerde
gosterilmistir), esnek baglarla kapli derin bir cebin tabaninda bulunur ve bu da Rho

baglaminda rol oynar

2.1.3.3.CNFs’nin Huicresel Alim

CNF1, reseptor aracili endositoz yoluyla konak hiicrelere girer (176) (Sekil 2.6).
Hicre ylzeyine olan etkilesime aracilik eden domain aa 53 ile 190 arasindadir ve
hlcrelere asir1 verildiginde holotoksin aktivitesini inhibe edebilir (177). Bu reseptor
baglanma domaini kullanilarak, yaygin olarak eksprese edilen 37-kDa laminin reseptor
prekursoru (37LRP), CNF1 icin bir etkilesim ortagi olarak tanimlanabilir (178).
37LRP'nin 67 kDa laminin reseptori icin bir prekirsor protein oldugu bilinmektedir.
CNF1 ile yapilan baglama calismalari, invaziv E.coli K1’de 67-kDa laminin reseptor
kiimelerinin ortaya ¢iktigini ortaya koymustur. Bu kiimelenme, bu patojenlerde CNF1
ekspresyonundan kaynaklanir ve hicrelere invazyonlarini tesvik eder (179). Bununla
birlikte, CNF1 ve CNFY ile yapilan kompetisyon calismalari, CNFl'in laminin
reseptorine ek olarak bir ko-reseptore sahip oldugunu belirtmektedir. Heparansulfat
proteoglikan (HSPG) ekspresyonunun inhibisyonu, CNFI'in yavaslamis (uzun etkili)
hicre girisine neden olur ve CNFY alimint gerektirmez (180). Boylece, HSPG'ler
sirasiyla CNFY icin reseptori ve CNFL1 igin co-reseptori temsil edebilir. Bu bulgu,
sirasiyla CNF1 ve CNFY tarafindan intoksike edilen farkli hicre spektrumu ile de
tutarhidir. Dahasi, yakin tarihli bir arastirma, 683 ila 730 aminoasitlerini iceren CNF1
dizisi igindeki ikinci bir reseptdr baglayici kismi nedeniyle CNF1 icin bir ko-reseptor
daha oldugunu ileri sirmektedir (181).

CNF1 ve CNFY'nin vezikiller icine alinmasi, kathrin ve kaveolin'den bagimsizdir
(176, 180). icsellestirilmis vezikiiller vakuoler tip H*-ATPaz (v-ATPaz) ile pH 5.5-6.0
arasinda asitlestirilir. Erken endozomal pH'nin disurilmesi, toksin translokasyonunda
onemli adimlarindan biridir. Bu, diger bircok AB tipi toksin icin de gosterilmistir.
Endozomal asidifikasyon, vezikller proton pompalarini inhibe eden Streptomyces
griseus'un bir bilesimi olan bafilomisin Al tarafindan bloke edilebilir (182). Endozomal
asidifikasyonun 6nlenmesi, kdltir hicreleri  Gzerine CNF aktivitesinin tam
inhibisyonuna yol acar (176).

CNFL1'in hidropati profili reseptor baglayici ve katalitik domain (aa 300-400)
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arasinda potansiyel bir transmembran domaini gosterir. CNF1 primer yapisinin difteri
toksini (DT) ile karsilagtirilmas: DT'deki transmembran helezonlart TH8 ve TH9'a gore
iki kisa membran helikal H1 (350-372) ve H2 (387-412) varligin: isaret eder (183 ). H1
ve H2'yi ayiran hidrofilik lup, toksinin konak hicre sitosoliine translokasyonu igin
sarttir.  Difteri  toksini  modeline gore endozomdaki asidik ortam, toksinin
konformasyonel degisimine neden olur. Bu, translokasyon alanindaki hidrofobik
bolgelerin maruziyetini zorlar (184).

Tesadufen, lup bdlgesinde bulunan asidik artiklar protonlanir ve endozomal
membran igine heliks 1 ve heliks 2'nin insersiyonunu tesvik eder. Bu modele gore, lup
bolgesinde asidik aminoasitlerin mutasyonlari, toksin aktivitesinin azalmasina neden
olur. Lup bolgesindeki bu rezidilerin siras1 ve yuku, CNF1 translokasyonu igin
onemlidir (183).

CNF'lerin hedefi olan Rho GTPazlar sitozolde ve plazma zarinda bulunur. Bu
nedenle, katalitik domainin endozomal membrandan salinmasi gerekir. Endositozu
takiben, CNFI'in katalitik domaini koparilir. Ayrilma boélgesi, bilinen proteaz alanlarina
herhangi bir dizi benzerligi gostermeyen bir sekansta, 536 ve 542 aminoasitleri arasinda
bulunur (185). Bununla birlikte, serin proteaz inhibitorleri CNFI deamidasyon
aktivitesini ve bunun islenmesini onleyebilir. Diger AB toksinlerinden farkl: olarak,
otokatalitik bolinme tanimlanmadi, bu da bir endozomal proteazin CNF1 isleme
strecine karisabilecegini goOstermekteydi. Kirilma bolgesinde eksik olan CNF1
mutantlariyla yapilan deneyler, katalitik kismin endozomlardan islenip saliniminin, tam
biyolojik aktivite igin esas oldugunu agikca gostermektedir. Muhtemelen, bu salinim
ge¢ endozomlardan kaynaklanmaktadir. Erken endozomdan ge¢ endozoma kadar
olgunlasma icin gerekli olan mikrottbullerin yok edilmesi, zayif CNF1 toksisitesiyle
sonuclanir (176, 180).
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Sekil 2. 6.CNF1’in hicresel alinimi (173)

(1) CNF1 N-terminusu vasitasiyla 67 kDa laminin reseptoriine baglanma. (2)
Reseptor aracili endositoz. (3) Erken endozomun asidifikasyonu. (4) Asidik ortamdan
dolayr CNFI'in konformasyonel degisimi ve translokasyon domainin vezikuler zar igine
sokulmasi. (5) Toksinin bir serin proteaz tarafindan kirilmasi ve katalitik olarak aktif C-
ucunun salinmasi, (6) CNF1 tarafindan GIn63 /61°de Rho proteinlerinin deamidasyonu
(183).

2.1.3.4.CNF’nin Hucresel Atilimi

Cogu arastirma, PCR ile bakterilerde cnf varligini ispatlamaktadir. Eksprese
edilen protein miktar1 ¢ok dustktir. Bu nedenle, bakteriden CNF’nin atilimi hakkinda
cok az sey biliniyor olabilir. CNF1 dizisinde hicbir tipik sinyal peptidi
bulunmamaktadir. iki grup, CNF1'in bakterilerden dis zar vesikiillerine siki sikiya bagl
cevreleyerek ortama salindigini gosteriyor. Bu CNF1 iceren vezikiller, biyolojik agidan
aktif CNF1'i memeli hicrelerine aktarir (186, 187). Menenjit olusturan E.coli'de

CNF1'in salgilanmasi icin genetik determinantlar1 arastiran Yu ve Kim, ferredoksinin
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bakteri i¢ zarindaki CNF salinim igin gerekli oldugunu 6ne stirmektedir (188). Bununla
birlikte, CNF'lerin kesin transport mekanizmasinin analiz edilmesi gerekmektedir.
Sonu¢ olarak Rho GTPazlar, hicre iskeletinin ana duzenleyicileri olup esasen
hiicre gogl, adezyon, polarite, hiuicre bolinmesi, noéronal plastisite ve diger birgok
hicresel islevlerde rol alir. Bu nedenle Rho GTPazlar cesitli bakteriyel protein
toksinlerinin hedefi olabilirler. Bu toksinler, Rho proteinlerini inhibe eder veya uyarirlar
ve Okaryotik hedef hicrelerdeki aktif ve inaktif formlarinin modelini ve oranint modiile
ederler ve/veya Rho GTPazlarin ekspresyonunu ve hiicresel kaderini degistirirler. ilging
bir sekilde, Rho proteinlerinin inhibisyonunun, gicli aktivasyonun yaptigi gibi, bakteri
sagkalimi igin aynm: faydali etkilere aracilik ettigi gorinmektedir. Bakteriyel protein
toksinleri bu arada genis capta analiz edilmekte ve Rho GTPazlarin fonksiyonlarini
incelemek icin 6nemli hicre biyolojik araclari olarak kullaniimaktadir. Rho
deamidasyon toksinleri ailesi i¢in bir prototip olarak CNF1'in hiicresel girisi hakkinda
cok sey bilinmektedir. Bir hiicresel protein reseptoriine baglanir ve endositozu takiben
serbest birakilir ve sitozol icinde kirilir. CNF'lerin molekdler etkisi bilinmekte olup ve
yap1 fonksiyonu iliskisi genis olarak karakterize edilmektedir. CNFler esas olarak GTP
hidrolizi igin gerekli olan spesifik bir glutamin deaminasyonu vasitasiyla Rho
GTPazlan aktif hale getirirler. Substrat 6zgullugi, farkli CNF izoformlar: arasinda
degisir. Rho proteinlerinin dogrudan aktivasyonu terapétik agidan dnemli olabilir ve
O0grenmeye-hafizaya veya aciya etkisi agisindan CNF1'i kullanmaya yonelik ilk

girisimler yapilmistir (189,190).

2.1.4.Cytolethal Distending Toxins (CDTSs)

Cesitli  Gram-negatif patojen bakteriler tarafindan dretilen CDT'ler, hedef
hiicrelerde DNA hasarina neden olduklarindan, tanimlanan ilk bakteri genotoksinleridir.
CDT, CdtA ve CdtC altbirimlerinin hedef hucrelerin yizeyindeki baglanmaya aracilik
eden ve fonksiyonel olarak memeli deoksiriboniikleaz I'e homolog olan aktif CdtB alt-
biriminin internalizasyonuna izin veren bir A-B, toksinidir. Yuzey reseptorinun dogasi
hala zayif karakterizedir. Ancak CDT'nin baglanmasi bozulmamis lipid bariyerlerini
gerektirir ve dynamin'e bagimh endositoz yoluyla internalizasyonu meydana gelir.
Toksin, golgi kompleksi ve endoplazmik retikulum vasitasiyla retrograd tasinir ve daha

sonra toksik aktivite uyguladigi ntkleer b6lume aktarilir. Hiicresel intoksikasyon DNA
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hasarina ve DNA hasar yanitlarimin aktivasyonuna neden olur. Bu durum hicre
dongusunin G1 ve/veya G2 fazlarindaki hedef hicrelerin arresti ve DNA tamir
mekanizmalarinin aktivasyonuyla sonuglanir. Zarari onarmay: basaramayan hicreler
yaslanir ya da apoptozise ugrar.

CDT'ler; E. coli, Aggregatibacter aktinomycetemcomitans, Haemophilus ducreyi,
Shigella dysenteriae, Campylobacter sp., Helicobacter sp. ve Salmonella enterica gibi
cesitli Gr (-) bakteriler tarafindan Uretilen bir bakteriyel protein toksini familyasin
icerir. CDT ve Colibactin kommensal E. coli suslart (191) tarafindan (Gretilen
varsayimsal bir hibrid peptit-poliketit genotoksin olan, hedef hiicrelerde DNA hasarina
neden olan benzersiz karakteristige sahip ilk bakteri genotoksinleridir. Buglne kadar,
sekiz tor-spesifik Cdts teyit edildi. EcCdt (E. coli Cdt), cesitli tyelerin cdt genleri
kloromozda, plazmitlerde veya bakteriyofajlarda bulunan bir alt aileyle temsil edilir.
EcCdt'nin bes tipi, nukleik asit dizisi farkliliklarina dayanarak tanimlanmistir (192,
193). AB toksinlerinin diger siniflarina kiyasla, Cdt alt grubu birkag benzersiz 6zellik
sergilemektedir:

(i) cdt genleri, birden cok Gram-negatif bakteri tarafindan tasinir ve ifade edilir;
(i1) cdt genleri blytk olasilikla cinsler ve tlrler arasinda horizantal gen aktarim: yoluyla
yayilir; (iii) U¢ alt birimden tlretilen amino asit dizileri ©karyotik proteinler veya
polipeptidlere filogenetik iliskilere sahiptir; (iv) cdt kompleksi, iki heterojen A altbirimi
CdtA ve CdtC'yi (diger AB toksinlerinde B zincirine esdegerdir) icerir; (v) cdtB
altbirimi (diger AB toksinlerinde A zincirine esdegerdir) birden fazla enzimatik aktivite
sergileme potansiyeline sahiptir ve bu nedenle farkli hicresel prosesleri veya yollari
etkileyebilir. (vi) cdt'nin major etkisi, toksin hucre gekirdegine girdiginden ve konak
hiicre DNA'sina zarar verdigi icin bir genotoksin eylemidir; (vii) cdt dolayli olarak
hlicre donglsln dizenleyerek bir siklomodulin olarak davranir.

CDTler, oOkaryotik hiicre dongisunid manipule edebilen bakteriyel efektor
molekdlleridir (194). Bu toksinler, reseptér tanima ve hedef hucrelerin gekirdegine
katalitik alanin verilmesi icgin gerekli olan katalitik alan (CdtB) ve tasiyici alt
birimlerden olusur (195). CdtB, hiicresel DNA hasar sinyali yolaklarini1 aktive eden
kromatin hasarina neden olur (196). CDT intoksikasyonuna karsi en yaygin olarak
bildirilen yanit, hiicre dongusunin geri dondurilemez bir blokajidir ancak CDT'lerin

etkisi, hucre tlrtne (6rn: Nekroz ve apoptozise) baglh olarak degisir (197, 198). Bir
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takim EXPEC suslari CDT'ler icin pozitif olmasina ragmen, bu suslarin patogenezindeki

fonksiyonlar1 bilinmemektedir.

2.1.4.1.CDT yapis1 ve enzimatik aktivitesi

CDT (g proteini kodlayan bir operonun trinudir: CdtA, CdtB ve CdtC. Ug alt
unite, holotoksinin tam aktivitesini vermek i¢in sarttir (199) (Sekil 2.7).

CdtB, CDT holotoksininin aktif alt birimi olarak disunultr. CdtB'nin CdtA veya
CdtC icermeyen duyarl: hicrelere mikro injeksiyonu, G2/M hicre dongusiiniin durmasi
ve CDT’nin sitoplazmik distansiyon karakteristigi ile sonuglanir (200). CdtB'nin yapisi
farkli bakteriler arasinda iyi korunmustur. CdtB altbirimi tlrler arasinda sirali olarak
korunmustur (201). CdtB'nin molekil agirhigi, tire bagl olarak 28 kDa ila 29 kDa
arasinda degisir (202). Aktif alt birim olarak CdtB, AB toksini modeline gore "A" alt
birimi olarak adlandirilir (203).

CDT'nin kristal yapis1 Nesic ve arkadaslar: tarafindan ¢6zilmuis ve holotoksinin
uclt bir kompleks oldugunu ortaya koymustur. CdtA ve CdtC altbirimleri, lektin tipi
molekiller olup, bitki toksini risininin B-zinciri tekrarlariyla yapisal homoloji
gostermektedir. CdtB altbirimi, DNase | familyasinin kanonik (standart) dort katmanh
tabakasini benimser (4). Kristal yap1, CdtB'nin memeli DNaz I'in aktif bolgesi ile bes
korunmus kalintiyr paylastigini ve in vitro olarak ve ektopik olarak 6karyotik hucrelerde
mikro-enjekte edildiginde DNAaz kapasitesine sahip oldugunu gosteren dnceki verileri
dogrular. Katalitik aktivite veya Mg”* baglanmas: icin 6nemli olan herhangi bir
korunmus reizidide mutasyon, CdtB'nin in vitro DNA'y1 parcalamasini ve in vivo DNA

hasar yanitlarini indikleme kabiliyetini ortadan kaldirir (203-206).

arfl orf2 cdtA cdiB cdtC
cdtF cdtiR
_h. .‘_
1 2015 bp

Sekil 2. 7. CDT operon (207)
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Sekil 2. 8. CDT protein yapis1 (208)

CdtB altbirimi, tim CDT Ureten bakteriler arasinda holotoksin'in en ¢ok korunan
bilesenidir. CdtA ve CdtC homologlarinin tim sekans benzerlikleri genel olarak
%30'dan azdir. Bununla birlikte, EcCCDT kristal yapisina dayanan modelleme
calismalari, bir takim yapisal 6zelliklerin kayda deger 6lcuide korundugunu gostermistir;
ornegin oluk ve aromatik yamanin olusumunda CdtA ve CdtC alt birimlerinin yakin
etkilesimi ve ricin B zincirindeki iki lektin tekrariyla konumlarinin benzerligi gibi. Bu,
CDT'nin bu iki bileseninin, hicre yuzeyinin baglanmasina ve holotoksinin
icsellesmesine aracilik etmek icin birlikte ¢alistigini ortaya koymaktadir (209).

Bu verilere dayanarak CDT, A-B2 toksini olarak kabul edilebilir, burada CdtA ve
CdtC, holotoksini hedef hicrelerin plazma membranina baglamak icin gerekli olup,
cekirdekte yer degistiren ve DNA lezyonlarini indikleyebilen aktif CdtB'ye girmeye
izin verir (209)( Sekil 2.8).

CDT biyogenezini incelemek icin Ueno ve arkadaslari, cdtABC genlerini tasiyan
bir E. coli susu kullandilar. Membranla iliskili CdtA'nin bir lipoprotein oldugunu
gostermislerdir. Periplazmada, CDT, CdtA, CdtB ve CdtC'den olusan bir kompleks
iken, kultir supernatantindaki CDT, N-ucta kesik bir CdtA igerir. Bu, CdtA'nin, ihracat
strecinde lipid modifikasyonuna ve periplazmada CdtB ve CdtC ile kompleks

olusturduktan sonra N-terminalde isleme tabi tutulduguna isaret etmektedir (210).
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Dahasi, EcCDT fukozu in vitro baglar ve muhtemelen toksin reseptdriine
baglanmasini 6nleyerek, fukoza spesifik lektinler Ec-CDT aracili hlicre dongist bloke
etmesini engeller. Bu bulgular, fukozun Ec-CDT igin baglayict bir belirte¢ oldugunu
ileri sirmektedir (212).

2.1.4.2.CDT sentezi ve sekresyonu

Cdt sentezinin en ilging 6zelligi, alt birimlerin hiicre icinde bir araya toplanmasi
(periplazmik bosluk) ve biyolojik agidan aktif holotoksin olarak salgilanmasidir. Ug alt-
uniteden her biri, bir hidrofobik sinyal sekansi varligina bagli olarak sitoplazmik zar
boyunca birbirinden bagimsiz sekilde translokasyona tabi tutulmaktadir. Bu, salgilanan
proteinlerin bakterilerin sitoplazmik zar1 boyunca hareketi igin standart bir
mekanizmadir (211). Oncii proteinler hem sinyal peptidaz I'i hem de sinyal peptidazi
II'yi iceren ortak bir yolla ihra¢ edilir (212). CdtA membrandan cikarken, teorik bir
lipoprotein isleme enzimi ile gliserolipid ile modifiye edilir.

E. coli’de CDT sentezi; Ug¢ alt birimin her biri, E. coli sitoplazmik zarin1 (CM)
zikzak cizerek gecer ve bir sinyal sekansinin ¢gikarilmasindan sonra periplazmik bosluga
(PS) ulasir. CdtA proteini disg zar (OM) (izerine baglayan lipid ile modifiye edilir. Alt
birimler kendiliginden bir araya getirilir ve holotoksin, CdtA'dan lipidin ¢ikariimasiyla
membrandan salinir. Holotoxin, hicrenin disinda, muhtemelen, plazma membraninda
(PM) reseptor aracili bir siire¢ yoluyla duyarl: hiicrelerin ylizeyine baglanmanin serbest
oldugu yerde birikir (Sekil 2.9).

27



@4« PO W
proCmA LPS
CM PS oM PM
| | | |
Bacterium Target Cell

Sekil 2. 9. E. coli'de Cdt sentezi ve sekresyon modeli (219)

2.1.4.3.Internalizasyon

CDT, hedef hiicrenin nukleusunda rol oynadigi bilinen ilk bakteriyel protein
toksinidir. Onceki paragrafta tartisildigi gibi, plazma membranina baglanma
intoksikasyon ic¢in bir 6n sarttir ve birgcok diger bakteriyel protein toksini gibi, CDT de
nikleusa ulagsmak i¢in plazma membranini gegmelidir. Bir siilfasyon bolgesi ya da bir
stlfasyon ve U¢ ucu kismen Ortlisen C-ucunda N-baglantili glikozilasyon bélgeleri
modifiye edilmis bir CdtB altbirimine sahip bir holotoksin kullanilarak; aktif altbirim,
stlfasyon meydana geldiginde trans-golgi yoluyla transitlestigini ve glikozile oldugu
endoplazmik retikil (ER) vasitasiyla retrograd translokasyona tabi tutuldugunu
gostermek muimkindir (206). Bir¢cok ER-translokasyon toksini, ER ile iliskili
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degradasyon (ERAD) yolagin1 ER'den sitozole ge¢mek icin kullanir. Bununla birlikte,
CDT intoksikasyonu, degismis bir ERAD sistemi tasiyan hucrelerde olusur ve
translokasyonu protein acilimini gerektirmez (206, 217). Butun bu veriler, muhtemelen
CDT'nin aktif altbiriminin dogrudan ER'den cekirdege translokasyona ugradigin,
bunun genotoksik aktivitesini uyguladigini gostermektedir (217).

CdtB alt biriminin nukleer translokasyonu nasil gerceklestigi hala agik bir
sorundur. Nishikubo ve arkadaslari AaCdtB'nin amino terminal bdlgesinde rekombinant
His-isaretli CdtB-GFP'nin nikleer translokasyonu icin gerekli olan atipik nukleer
lokalizasyon sinyalini (NLS) tespit ettiler. CdtB'nin NLS dizisindeki 11 amino asitin
silinmesi intoksikasyonu ortadan kaldirir (218). Ote yandan, EcCdtB-11'nin karboksi-
terminal bolgesinde NLS1 ve NLS2 olarak adlandirilan iki NLS dizisi tanimlanmstir.
Bu iki bolgenin silinmesi, in vitro deneylerde test edildigi gibi, DNase aktivitesini
etkilemeden hiicre dongusinin durdurulmas: indiksiyonunu ve holotoksin'in nukleer
lokalizasyonunu engeller (219).

Ozetle internalizasyon CdtA altbirimi membran lipid bariyerlerinde varsayilan bir
reseptore baglandiktan sonra ylizeyde kalir. Bir CdtB-CdtC heterodimeri, Klatrin
bagimli veya bagimsiz endositoz ile hicrenin igine girer. Endozomal vezikdller,
dynamin'in polimerizasyonu ile olusur. Ya erken ya da ge¢ endozomlar, CdtB-CdtC
kompleksini Golgi'ye verirler. Toksinin enzimatik olarak aktif altbirimi olan CdtB,
retrograd tasima ile Golgiden ER'ye tasinir. Golgi kaynakli COPI vezikdller yizeyini,
GTPaz'in yiizey proteinlerine baglanmasi igin coat proteinleri ile kaplar. Baglayici bir
kompleks tarafindan ER'ye yonlendirilen COPI vezikuller, ER zariyla kaynasirlar. CdtC
proteini ER'de bozunur. Bununla birlikte, CdtB, endoplasmik retikulum ile iliskili
bozulma (ERAD) ya da ERAD olmayan yol ile ER'den translokasyona tabi tutulur.
CdtB muhtemelen cekirdege, proteindeki bir NLS dizisini taniyan bir nlkleer gozenek
kompleksi yoluyla girer. Bununla birlikte, CdtB'nin dnce ER'den sitozole girmesi ve
daha sonra bir nikleer gdzenek kompleksi yoluyla niikleer zar1 ge¢gmesi olasidir. CdtB,
cekirdekte DNA'ya baglanir ve tek ve c¢ift sarmal kirilmalar getirerek DNA hasarin
baslatir (Sekil 2.10).
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Sekil 2. 10. Memeli hucrelerinde Cdt toksikasyonunun mekanik modeli ve benzersiz dzellikleri (219).

CDT proteini diger AB2 protein toksinlere gore benzersiz bazi 6zelliklere sahiptir.
i-bozulmamis holotoksin yerine CdtB ve CdtC'nin endositozu, (ii) erken endozom
olusumuna dynamin Il katilimi, (iii) CdtB'nin ER'ye bagli olmayan degradasyon
(ERAD) yolu ile translokasyonu ve (iv) CdtB'nin bir niikleer lokalizasyon sinyali (NLS)

vasitasiyla nukleer zar boyunca translokasyonudur (Sekil 2.10).

2.1.5. Tedavi

EXPEC suslari, daha ¢ok toplum kokenli Griner sistem enfeksiyonlarindan sorumlu
olmakla birlikte, hastane enfeksiyonu etkeni de olabilmektedir. Toplumdan kazanilmis
ve yatan hastalarda gelisen gesitli E. coli enfeksiyonlarinda antibiyotik duyarliliklar
farklilik gosterebilmektedir. Ayrica bu infeksiyonlarda tedavinin genellikle ampirik
olarak baslatilmas: ve buna bagli olarak da artan diren¢ problemi sebebi ile etkenlerin
antibiyotik duyarliliklarinin bilinmesi gerekli hale gelmistir (29). Dinya genelinde
cesitli yontemlerle yapilan ¢cok merkezli calismalarda farkli cografik bolgelerde E. coli
suslarinda GSBL (retiminin %1-74 arasinda degistigi bildirilmektedir. Uriner sistem
enfeksiyonlarinin tedavisinde en fazla kullanilan antimikrobiyaller amoksisilin,
trimetoprim-sulfametoksazol, aminoglikozitler, sefalosporinler ve kinolonlardir (30).

Sistit tedavisinde birinci secenek kotrimaksazoldir, ancak direncli suslarla gelisen
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tabloda tedavi alternatif olarak kinolon grubu ile (norfloksasin, ofloksasin,
ciprofloksasin) saglanmaktadir (31) E. coli suslari arasinda tim o6nemli antibiyotik
siniflarina direng mekanizmalar: bulunmaktadir. Bu TEM, SHV, CMY, CTX-M tiirleri
de dahil olmak Uzere genis spektrumlu B-laktamaz (penisilinler ve sefalosporinler) ve
karbapenemaz (NDM-1, oksa-48 tipi)iretimini icerir. Ozellikle CTX-M-15 EXPEC
arasinda en sik gorilen GSBL’ dir (32). Florokinolonlara ve Aminoglikozidlere direng
plasmid veya kromozomal olarak kodlanmis transferazlar, ya da hicre icine
antimikrobiyal alimin1 azaltma mekanizmalari ile gerceklesir. E. coli 0O25b:ST131 dahil
yeni direngli EXPEC klonlarinin, hizli yayilmasi, ekstra-intestinal hastaligin lokalize
salginlarina yol actigi bilinmektedir. Antibiyotige direncli E. coli suslari giderek

192 " Antibiyotik direncli EXPEC suslarina bagh iYE olgular: tedavi

yayginlagsmaktadir
sUresini uzatmakta, prostat biyopsisi sonrasinda komplikasyonlari artirmakta ve
bakteriyemili hastalarda kotii sonug icin bir risk faktori olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu nedenle galismalar bakterinin antijenik yapilarint (O-polisakkarit) hedef alan as1
uretimine yonelmistir. Son 15 yilda EXPEC ile iliskili enfeksiyonlar %17,8'den %65,3'e
(211) yiikselmistir. Idrar yolu enfksiyonuna yol acan EXPEC suslarinda genellikle
Genisletilmis Spektrum B-laktamaz (ESBL) direnci vardir. ESBL Ureten E. coli'lerden

dolay1 toplum kokenli idrar yolu enfeksiyonu insidans: diinya ¢apinda artmstir.

2.1.6. Korunma ve Kontrol

E. coli insan va sicak kanli hayvanlarin kommensal olarak barsak florasinda
bulunmas: nedeni ile oldukga yaygin olup, et ve et Urtinleri tiiketimi ve su kaynaklarinda
cok hizli tGremesi sebebiyle bulas yollar: oldukga fazla ve korunmas: oldukga zordur.
Ancak hijyen kurallarina uyulmasi, temiz su ve gida 6zellikle az pismis et ve et
urdinlerinin tuketilmemesi gibi dnlemler korunmada faydal: olabilir. Bunlarin yaninda
EXPEC’ten korunmada adezinler, dis membran proteinleri ve detoksifiye edilmis
lipidA/lipopolisakkaritkerin kor sakkaritleriyle kombine polivalan subunit asi1 EXPEC

enfeksiyonlarinin engellenmesi icin gelistirilmesi 6nerilmektedir (29).
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3. GEREC ve YONTEMLER

Calismamizda Cukurova Universitesi Merkez Laboratuvar: da dahil olmak iizere
bolge hastanelerinden Eylil 2014-Nisan 2016 tarihleri arasinda cesitli klinik ve
polikliniklerden gonderilen intestinal sistem disi enfeksiyonlara ait klinik
materyallerden izole edilen 645 EXPEC susu ile calisilmistir. Calismaya dahil edilen
izolatlar konvensiyonel kiltir yontemleri, biyokimyasal testler (IMVIC) ve molekdler
yontemler (PCR) kullanilarak E.coli oldugu fenotipik ve genotipik olarak
dogrulandiktan sonra EXPEC suslarina ait CNF-1, CNF-2, CNF-3 ve CDT-1, CDT-2,
CDT-3, CDT-4 toksin-faktor genlerini tespit etmek amaciyla bilinen gen bdlgelerini
hedef alan primerler kullanilarak PCR yontemine tabii tutulmustur ve PCR ile aym
genotipe sahip oldugu tespit edilen izolatlar arasindaki filogenetik iliski PFGE

yontemiyle degerlendirilmistir.

3.1. Test Suslarinin; Klinik Materyale Gore Dagilim

Calismamizda Cukurova Universitesi Merkez Laboratuvar: da dahil olmak iizere
bolge hastanelerinden Eylil 2014-Nisan 2016 tarihleri arasinda cesitli klinik ve
polikliniklerden gonderilen intestinal sistem disi enfeksiyonlara ait klinik
materyallerden izole edilen 645 EXPEC susu ile calisiimistir. Bu 645 EXPEC susunun
387’si ayaktan, 129°u ise yatan hastadan izole edilmistir (Tablo 3.1). Orneklerin ¢ogu

idrar olup en fazla 6rnek troloji ve pediatri polikliniginden alinmigtir (Tablo 3.2).

Tablo 3.1. Toplum ve hastane kaynakli EXPEC dagilimi

TK-EXPEC (Ayaktan) 387
HK-EXPEC (Yatan) 129
Toplam 645
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Tablo 3.2. EXPEC suslarinin klinik materyale gore dagilim:

ExXPEC 80 E-442 K

B [drarozz

Hm Yara:54
m Kan:28

m Balgam:21

3.2. Test Suslanmin Cogaltilmasi, Fenotipik ve Genotipik Ozelliklerine Gére
Identifikasyonu
Test suslart %5 kanli agar, ENDO agar ve EMB besiyerine ekilip, 37°C’de 24
saat inklbe edilmistir. Suslar IMVIC testi ile fenotipik olarak tanimlandiktan sonra
genotipik olarak da E. coli‘ de yapisal olarak bulunan Beta-D-glukorunidaz enzimi
kodlayan gen bélgesine PCR yontemi ile bakilarak dogrulanmigtir Sekil 3.1-3.2).

Sekil 3.1. E. coli’nin EMB agarda metalik refle vermesi ve IMVIC testi ile fenotipik olarak dogrulanmasi
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Calismaya dahil edilen E. coli suslarinin Beta-D-glukorunidaz enzimi kodlayan
120 bp’lik gen bolgesi (uidA) kontrol edilerek genotipik olarak dogrulanmistir. (Sekil
3.9)

T —— ————— — —— N — — —— —

Warker:100 bp

Sekil 3. 2. 120 bp’lik uidA gen bdélgesine ait bant profilini gosteren jel gérintisi

3.3. Calismaya Dahil Edilen EXPEC suslari ve Virilans Genlerinin Tespiti

3.3.1. PCR Bazh cahsmalar icin DNA Ekstraksiyon ve Amplifikasyon
islemlerinde kullanilan kimyasal soltisyonlar ve Enzimler
TE Buffer

Tris HCI (SIGMA T-3253): 0,1576 gr

EDTA (AMRESCO 0105-500): 0,0372 gr

Distile Su:100 ml

(pH 8.0)

dNTP Karistm

(25umol her biri) (Fermentas R0181)

(2,5 mM herbiri, toplam 10mM)

dATP (100 mM): 25 pl

dCTP (100 mM): 25 pl

dGTP (100 mM): 25 ul

dTTP (100 mM): 25 pl
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Distile su: 900 pl.

-20°C’ de saklandi.

Marker

Gene Ruler 200bp DNA Ladder Plus (Fermentas SM0323)
Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas SM0323)
Gene Ruler 50bp DNA Ladder (Fermentas SM0323)

Taqg DNA polimeraz enzimi

(Fermantas EP0402) 5U/ pl

10X PCR tampon ¢ozelti

25 mM MgCl,

10xTBE Solusyonu

Tris-base (SIGMA T-1503): 108gr

Borik Asit (MERCK 1.00165.0500): 55gr

EDTA (AMRESCO 0105-500): 7,44gr

(pH 8.4) ve Ultra pure su ile 2000ml ’ye tamamlandi.
Etidyum bromid

Etidyum bromid (Sigma E8751) (1000X, 5mg/ml): 0,59
Distile su: 100ml

Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile kaplandi. +4°C’ de saklandi.

3.3.2.Genotipik identifikasyon

3.3.2.1. DNA ekstraksiyonu
DNA ekstraksiyonu amaciyla cam boncuklarla mekanik lizis prensibine dayal
calisan MICKLE (The Mickle Lab.Engeneering Co. Ltda, Gomshall, Surrey, UK) cihazi

kullaniimastir.

1. Saf olarak elde edilen ornekler distile su ile Mc Farland 5 bulanikliginda
stspanse edildi.

2. Hazirlanan bakteri suspansiyonundan 500ul ependorf tiipe alinarak, 8000 xg de
3 dakika oda 1si1sinda santrifiij (HERAEUS Biofuge Primo R) edildi.

3. Ust siv1 atihp ve pelletin (izerine 500 pl TE buffer (10mM TrisHCI, 0.1 mM
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EDTA, pH7.5) eklendi.

4. Daha sonra 100°C’de, 10 dakika kuru 1s1 blogunda (BIOSAN Termoblock TDB-
120) tutuldu.

5. 500 pl bakteri stspansiyonuna 150 pl boncuk (SIGMA) konuldu ve Mickle
cihazinda (Mickle Tissue Disintegrator, Mickle Labratory Engineering Co. Ltd.)
maksimum hizda 7 dakika mekanik lizise ugratildi.

6. 12.000 xg de 10 dakika santrifiij edildi.

7. 200 pl stipernatant alinip ve yeni bir ependorfa aktarild:.

8. Ekstraksiyonu tamamlanan &rneklerle islemin basarili olup olmadigint test
etmek icin Spektrofotometre (CHEBIOS s.rl. Optimum-One UV-VIS
Spectrophotometer) ile 260nm’de DNA 06lcimi yapildi. Ekstraksiyon sonucu
elde edilen DNA konsantrasyonu 0.1-1.2 pg/ul arast olan érnekler calismaya
dahil edildi.

3.3.2.2. PCR Yontemi ile Beta-D-Glukorinidaz Enzim Aktivitesi ile CDT ve

CNF Toksin Genlerinin Belirlenmesi

Beta-glukorinidaz enzim aktivitesini kodlayan gen bolgesi uidA icin PCR
yonteminde; Abid and Zuwainy (221) uyguladiklar1 protokole uyularak calisildi. E coli
tirlerinde yer alan bolgenin amplifikasyonu icin uidAF 5-
ATGCCAGTCCAGCGTTTTTGT-3 UidAR-5-
AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG-3 (120 bp) primerleri  kullanildh.
Amplifikasyon; 12.5ul master mix, 0.2 pl uidA-F ve 0.2 pl uidA-R primeri, 5 pl Kalip
DNA, 7.1 ul distile su ile totalde 25 pul PCR karisiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon
asamalar1 Termal cycler (APPLIED BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) termal dongu

cihazinda asagidaki dongi sirasina gore tamamlandi.

94°C’de 5 dakika Ilk denatiirasyon

94°C’de 1 dakika Denatlirasyon

55°C’de 1 dakika Baglanma(Annealing) 30 siklusda gerceklestirildi.
72°C’de 1 dakika Uzama(Extension)

72°C’de 10 dakika Son Uzama

4°C’ de
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CNF toksin gen bolgesini kodlayan cnfl, cnf2, cnf3 igin PCR yonteminde; Dubois
et al (222) uyguladiklari protokole uyularak calisildi. EXPEC tirlerinde yer alan
bolgenin amplifikasyonu icin cnflF 5-GGGGGAAAGTACAGAAGAATTA-3 cnflR 5-
TTGCCGTCCACTCTCACCAGT-3 (1111bp) primerleri, cnf-2F 5-
TATCATACGGCAGGAGGAAGCACC-3 cnf-2R 5-
GTCACAATAGACAATAATTTTCCG-3 (1240bp), cnf3F 5-
TAACGTAATTAGCAAAGA-3 cnf3R 5- GTCTTCATTACTTACAGT-3 (757 bp)
primerleri kullanildi. Amplifikasyon; 12.5ul 2X Phire Green Hot Start II PCR Master
Mix, 0.2 pl CNF-F ve 0.2 pul CNF-R primerleri, 5 pl Kalip DNA, 7.1 pl distile su ile
totalde 25 pl PCR karisgimi ile totalde 25 pl PCR karisiminda gergeklestirildi.
Amplifikasyon asamalart Termal cycler (APPLIED BIOSYSTEMS 2720 Termal

Cycler) termal dongu cihazinda asagidaki dongu sirasina gore tamamlandi.

94°C’de 5 dakika Ilk denatiirasyon

94°C’de 1 dakika Denatlirasyon

55°C’de 1 dakika Baglanma(Annealing) 30 siklusda gerceklestirildi.
72°C’de 1 dakika Uzama(Extension)

72°C’de 10 dakika Son Uzama

4°C’ de o0

CNF toksin gen bolgesini kodlayan cdtl, cdt2, cdt3, cdt4 icin PCR ydnteminde;
Toth et al (223) uyguladiklar: protokole uyularak ¢alisildi. EXPEC tirlerinde yer alan
bolgenin amplifikasyonu icin cdtlF 5-CAATAGTCGCCCACAGGA-3 cdtlR 5-

ATAATCAAGAACACCACCAC-3 (411bp) primerleri, cdt2F 5-
GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG-3 cdi2R 5-
TTTGTGTTGCCGCCGCTGGTGAAA-3 (556bp) cdt3F 5-
GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG-3 cdt3R 5-
TTTGTGTCGGTGCAGCAGGGAAAA-3 (555bp) cdt4F 5-

CCTGATGGTTCAGGAGGCTGGTTC -3 cdt4R 5-TTGCTCCAGAATCTATACCT-3
( 350bp) primerleri kullanildi.

Amplifikasyon; 12.5ul 2X Phire Green Hot Start II PCR Master Mix, 0.2 pul CNF-
F ve 0.2 ul CNF-R primerleri, 5 pl Kalip DNA, 7.1 pl distile su ile totalde 25 ul PCR
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karigimr ile totalde 25 pl PCR karisiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon asamalar:
Termal cycler (APPLIED BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) termal déngu cihazinda

asagidaki dongu sirasina gore tamamlandi.

94°C’de 5 dakika Ilk denatiirasyon

94°C’de 1 dakika Denattirasyon

55°C’de 1 dakika Baglanma(Annealing) 30 siklusda gerceklestirildi.
72°C’de 1 dakika Uzama(Extension)

72°C’de 10 dakika Son Uzama

4°C’ de oo

PCR sonucunda olusan bant profilleri cdtl, cdt2, cdt3, cdt4 ve uidA icin %2’lik
agaroz jelde 120 V’da yaklasik 1 saat yirdtilerek gorintilendi ve degerlendirildi. cnfl,
cnf2, cnf3 igin %1,8” lik agaroz jelde tek tarak kullanarak 120 V’da yaklasik 2 saat
yurutilerek goruntulendi ve degerlendirildi.

E. coli izolatlarinin filogenetik siniflandiriimasi igin Clermont ve arkadaslarinin
tripleks PCR-temelli filotipleme teknigi kullanildi (224). Amplifikasyon i¢in ChuAF 5 -
GACGAACCAACGGTCAGGAT-3 cCchuAR-5 TGCCGCCAGTACC AAAGACA-3,
YjaAF 5 -TGAAGTGTCAGGAGACGCT G-3 YjaAR 5 -
ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3 ve TSpE4C2F 5 -GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3,
TspE4C2R 5 -CGCGCCAACAAAGTATTACG-3, (sirasiyla 279-, 211-, and 152-bp fragmentler)
primerleri kullanildi. Amplifikasyon; 12.5pl master mix, 0.2 pl uidA-F ve 0.2 pl uidA-R
primeri, 5 pl Kahp DNA, 7.1 pl distile su ile totalde 25 pl PCR karisiminda
gerceklestirildi. Amplifikasyon asamalari Termal cycler (APPLIED BIOSYSTEMS

2720 Termal Cycler) termal dongu cihazinda asagidaki dongi sirasina gore tamamlandi.

94°C’de 5 dakika Ilk denatiirasyon

94°C’de 30saniye Denatuirasyon

55°C’de 30saniye Baglanma(Annealing) 30 siklusda gerceklestirildi.
72°C’de 30saniye Uzama(Extension)

72°C’de 7dakika Son Uzama

4°C’ de oo
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PCR sonucunda olusan bant profilleri ChuA, YjaA, TspE4C2 i¢in %2’lik agaroz
jelde 120 V’da yaklasik 1 saat yurittlerek goriinttlendi ve degerlendirildi.

Sonuglar, izolatlarin dort buyik filogrupdan (A, B1, B2 ya da D) herhangi birine
siniflandiriimasina izin verdi. Tum amplifikasyon islemleri en az (¢ kez tekrarlandi.
Filogenetik gruplandirma, 3 DNA parcasinin varligi veya yokluguna dayanarak

asagidaki sekilde gosterildigi gibi yapild: (Sekil 3.3).

l P ]
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Sekil 3. 3. ChuA ve yjaA genlerinin ve TSPE4.C2 DNA fragmaninin PCR amplifikasyonunun sonuclarin
kullanarak bir E. coli susunun filogenetik grubunu belirlemek igin ikili karar agaci (224).

3.4. Klonal iliskinin Xbal-PFGE ile arastiriimasi

Izolatlar arasindaki filogenetik iliskinin degerlendirilmesinde Pulsed-field jel
elektroforezi (PFGE) yontemi ile Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA(RAPD) yontemi
kullanilmistir. Molekdler epidemiyolojik calismalar, hastanelerde ve toplum iginde
enfeksiyon etkenlerinin yayilma dinamigini anlama ve kontrol etmede PFGE, molekuler
epidemiyolojik yontemler arasinda tiplendirebilirligi, tekrarlanabilirligi ve ayrim gtcu
ile 6ne ¢ikan, kullanilabilen uygun bir yontemdir bununla birlikte RAPD ydnteminin de

kullanilabilirligi calismamizda degerlendirilmistir.

3.4.1. Xbal-PFGE Protokoli
Calismamizda EXPEC suslarinin klonal iligkisini tespitte kullandigimiz ve altin
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standart olarak kabul edilen PFGE yonteminde klinik materyallerden en sik izole edilen

gram

negatif comaklar olan Klebsiella, E.coli, P.aeruginosa, Acinetobacter (KEPA)

icin kullanilan protokol urygulanmastir.

1-

3.4.1.1. izolatlarin hazirlanmasi
Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontemlerle tiir dizeyinde tanimlamasi
yapilmis bakterilerden tek koloni ekimi yapildi.
Bir gecelik inkiibasyondan sonra klttrtn saflig: kontrol edildi.
Buradaki tek koloniden tekrar uygun besiyerine, tek koloni ekimine uygun
olacak sekilde, pasaj yapilarak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildh.
Saf kdltir halinde Greyen koloniler plastik ¢ze ile toplanarak, tiplerde 2 ml
Hicre suspansiyon tamponu (HST) ile stspanse edilerek bakteri yogunlugu
yaklasik McFarland 5-6 bulanikligi olacak sekilde ayarlandi.
Iml bakteri suspansiyonu 13000g x 3dk santrifuj edilerek sipernatant kismi

atildi ve pellet Gzerine 1ml HST eklenerek ve pipetaj yapildi.

3.4.1.2. izolatlarin agaroza gémiilmesi

HST igerisinde %2’ lik low melting agaroz hazirlandi. 0.2 g agaroz, 10 mlI’lik
balona konularak tzerine 9 ml HST eklendi, yavasga karistirilarak agarin
erimesi saglandi. Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga
firinda 10 saniye tutuldu, cikarildiktan sonra hafifce karistirildi ve tekrar 2-3
saniye mikrodalga firininda tutuldu. Agaroz iyice ¢ozullinceye kadar kisa sureli
mikrodalgada tutma islemi tekrarlandi. Agaroz iyice ¢6zuldukten sonra, balon
45-50°C’lik su banyosuna konuldu. %10 sodyum dodesil siilfat soltisyonundan 1
ml eklenerek ependorf tuplere, 200 pl dagitildi ve 45-50°C'deki su banyosunda
(veya kuru 1s1 blogunda) bakteri stispansiyonundan eklenene kadar bekletildi.
Her sus icin bir agoroz kalib1 isaretlenip altlari bantla kapatildiktan sonra buz
kaliplarina oturtularak -20 °C 15-20 dk bekletildi.

Bakteri stspansiyonundan (ependorflara dagitilan agaroz miktar: ile esit olacak
sekilde 150-200 pl) 200 pl alinarak, 50°C'de tutulan ve igerisinde 200 pl disuk
erime 1s1l1 agaroz bulunan tiipe eklendi. Birkag defa pipetaj yapilarak hiicrelerin

agaroz iginde homojen dagilmasi saglandi
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Bekletilmeden, hiicre-agaroz karistmindan 100 pl hava kabarcigr olmayacak
sekilde agaroz kalibina dagitildi.

Kaliplar, agaroz katilasincaya kadar +4°C’de, 20-30 dakika bekletildi. Bu
asamada agaroz kaliplarin sogukta tutulmas: kaliteli DNA hazirlanmasi igin
onemlidir. Boylece erken hicre parcalanmasi ve endoniukleaz aktivitesi

azalirken, agarozun homojen katilagsmasi saglanmaktadir.

3.4.1.3. Agaroz icindeki htcrelerin parcalanmasi
5 ml’lik steril kisa kapakli tlplere, her drnek icin 0,5 ml Lizis I soliisyonu
konuldu ve 1,5mg /ml proteinaz K ve 2,5mg/ml lizozim eklendi.
Igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan tiiplere ¢ikarilarak tizerine hazirlanan
lizis | solisyonu eklendi ve 37°C’de, 1 saat calkalamali su banyosunda hafif
yatik pozisyonda yerlestirilerek bekletildi.
Daha sonra igerisine 400ug/ml Protinaz K eklenen Lizis Il tamponuna alinarak
55°C de 2 saat inkube edildi (su banyosunda).

3.4.1.4.Hucre lizisinden sonra agaroz kahplarin yikanmasi
Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilagsmas: icin tupler buz icerisinde
en az 15 dakika bekletildi ve dikkatlice lizis solusyonu aspire edildi.
Daha sonra agaroz kaliplari once 4 ml ultraplr saf su ile 3 defa, 50°Cde, 15
dakika ve 4 ml 1XTE tamponuyla 3 defa, 50°C’de 15 dakika sure ile yikand: ve
TE ‘si degistirildi.
Boylece iginde saflastiritlmis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile
kesime hazir hale getirilmis oldu ve enzimle kesilene kadar +4°C’de muhafaza
edildi.

3.4.1.5 Agaroz kahplari icindeki DNA’min RE ile kesilmesi:
DNA iceren agaroz kalibi bir lam Gzerine alinarak bir bistiri yardimiyla 1/3
oraninda kesildi. Parcalardan her biri, 100 pl 1x enzim tamponu i¢ine konularak
calkalamali su banyosunda 37°C’de 10-15 dakika bekletir. (Diger parcalar ise
sonraki calismalarda kullanilmak tzere TE tamponu icinde +4 derece saklandr)

30 dk sonrasinda sivi aspire edildi.
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Her agaroz kalib1 icin asagidaki karisim hazirlandi.

calkalamali su banyosunda 30°C’de 4 saat inkdibe edildi.

o b
1 1

Tablo 3.3. Agaroz Kaliplarda Kullanilan Enzim Tampon-Su Orani

Kaliplar elektroforez igin hazir hale getirildi.

Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.

Bu karisimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalibit konulup,

P. aeruginosa | Acinetobacter Klebsiella E. coli
Steril enjeksiyon
90ul 90ul 90ul 90ul
su
Enzim tamponu 10ul 10ul 10ul 10ul
> 100ul 100ul 100ul 100ul
Tablo 3.4. Agaroz Kaliplarda Kullanilan Enzim, Enzim Tamponu ve Su Orani
P. aeruginosa | Acinetobacter Klebsiella E. coli
Steril enjeksiyon
87ul 87ul 87ul 87ul
su
Enzim tamponu 10ul 10ul 10ul 10ul
) (Apal:30V) (Xbal: 30U) (Xbal: 30U)
Enzim Spel:
3ul 3ul 3ul
> 100ul 100ul 100ul 100ul

3.4.1.6. Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kahplarin jele yuklenmesi
1- 100 ml 0.5x TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5 mM Borik asit, 1 mM
EDTA, pH 8.0) iginde %1.1’lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad

Laboratories) hazirland:.

a- 1,1 g “pulsed-field certified agarose” balona konuldu Uzerine 100 ml 0.5

x TBE eklendi, yavasca karistirilarak agarin dagilmas: saglandi.

b- Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalgada once 60

saniye tutuldu daha sonra, cikarilarak hafifce karistirildi ve tekrar 15

saniye mikrodalga firininda tutuldu.
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c- Acgaroz iyice c¢ozlldikten sonra, balon 45-50°C’ lik su banyosuna
konuldu.

Agaroz dokuilecek kaset hazirlanarak, sizdirmamas: igin etrafi bantlandi. Su
terazisi ile tamamen diizgln oldugu kontrol edilmis bir zemine konuldu.
RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 disli taragin dislerinin ug
kismina (taragin ug cizgisine tam paralel olacak sekilde) yerlestirildi. Taragin iki
kenarina ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait kaliplar veya molekuler
standart marker yuklendi.
Kurutma kagidi veya kagit havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin
fazlas: alinarak maksimum 5 dakika oda isisinda bekletildikten sonra, 6rnek
konulan kistm DNA’nin yirlyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz
dokilecek kaset icine yerlestirildi.
Su banyosundan cikarilmis ve sicakhigi yaklasik 45-50°C (cok 6nemli) olan
agaroz dikkati bir sekilde hava kabarcig: olusturulmadan kaset icine dokdld.
Oda 1sisinda 20-30 dakika katilasmaya birakildi daha sonra tarak dikkatlice
cikarild: (istenirse gukurlar %1’°lik agarozla doldurulabilir).
Agaroz kasetinin cerceveleri ¢ikarild, tabla Gzerindeki agaroz, igerisinde 1900—
2000 mililitre 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina vyerlestirilerek
Elektroforeze tabi tutuldu.

Tablo 3.5. Elektroforez Sartlar

Elektroforez E. coli, Acinetobacter, Klebsiella
Sartlan

Initial time 5sn

Final time 30sn

Voltaj 6v/cm

Sure 20 saat

Akim 150-160 mA
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3.4.1.7. Sonucun analizi
Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromdir iceren 400 ml ultra saf su
icine alinip 20 dakika boyandi.
Sonra UV 15181 altinda gorintilendi.
Gel logic 1500 imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA
bant goruntulerinin fotografi cekildi. Resimler TIFF formatinda kayit edildi.
GelCompar Il yazilim sistemi (version 5.0 Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) kullamlarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde
bulunan (¢ adet standart (1, 7, 15. kuyucuklarda yuratilen) yardimi ile resimler
arasi normalizasyon yapildi. “Unweighted pair group method with mathematical
averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin dendrogram: olusturuldu
ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli “Dice” benzerlik katsayisina gore
suslar arasindaki iliski belirlendi. Benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda bant
ve profil toleransi, %1,5 olarak alindi. Bant profilleri %80 benzerlik gdsteren
izolatlar ayn1 kiime icinde degerlendirildi ve biylk harfle isimlendirildi. Aynm

kime icerisindeki subtipler ise rakamlar ile gosterildi.

3.3.1.8. PFGE Yonteminde Kullanilan Soltsyonlar
Pulsed field jel elektroforez yonteminde kullanilan sollisyonlar laboratuvarimizda

asagida tarif edildigi gibi hazirlandi.

Hicre stispansiyon Tamponu (1x/100ml) pH:8,0: 100mM Tris-HCI: 1,576gr,

100mM EDTA: 3,722gr, 100 ml ultra pure su ile tamamlanir. NaOH pelleti ile

pH ayarlanir.

Lizis I solusyonu (1x/100ml) pH:8,0: 50mM Tris-HCI: 0,788gr, 50mM EDTA:

1,861gr, 100 ml ultra pure su ile tamamlanir. NaOH pelleti ile pH ayarlanr.
****PEGE kaliplari bu solisyonda lizisten 6nce 2,5mg/ml lizozim ve
1,5mg/ml Proteinaz K eklenmelidir.

Lizis Il solusyonu (1x/100ml) pH:8,5: 500mM EDTA:18,61gr, 100 ml ultra pure

su ile tamamlanir. Ancak EDTA’nin ¢ozilebilmesi icin NaOH pelleti eklenir. Ph

8,22ye ayarlandiginda 1gr N-lauryl sarkozin eklenir.

****Bu sollisyona 400ug/ml proteinaz K eklenmelidir.
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a-

d- TE solisyonu (1x/1000ml) pH:7,6

10mMTris-HCI 1,576gr

0,mM EDTA 0,0372gr

100 ml ultra pure su ile tamamlanir. NaOH pelleti ile pH ayarlanir.
e- TBE solusyonu (10x/1L)

Tris base 107,8gr
Borik Asit 55gr
EDTA 7,44qr

1L ultra pure su ile tamamlanur.
%10 SDS Soliisyonu

45



4. BULGULAR

Intestinal sistem dis1 klinik yakinmas: olan hastalardan alinan idrar, kan, balgam,
yara, aspirat gibi Klinik orjinleri farkli klinik materyallerden izole edilen E. coli
suslarinda EXPEC icin spesifik markerlar olan CNF-CDT prevalansinin belirlenmesi ve
dolayisi ile EXPEC suslarinin klinik yakinmalar ile iligkisini tespit amaci ile yapilan bu
calismada 3 yiluk periyotta toplam 645 hasta 6rnegi degerlendirildi. Calismada ayrica
EXPEC suslar1 arasindaki klonal iliskide Xbal-PFGE yontemi ile sorgulanarak bu
suslarin orijinleri hakkinda bilgi edinilmesi amagland:.

Bu calisma; Cukurova Universitesi Merkez Laboratuvari ile bélge hastanelerinin
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda; 522’si idrar, 54’0 yara, 28’i kan, 21’i balgam, 6’s1
aspirat, 12’si steril vicut sivis1 3’U vajen ve 1’i Urosepsisli hasta drneklerinden izole
edilen ve laboratuvarimiza transport besiyerleri igerisinde tasinan toplam 645 E. coli
susu ile gerceklestirilmistir. E. coli test suslar1 énce IMVIC testleri ile fenotipik olarak,
daha sonra da beta-glukorinidaz geni (uidA) igerisinde belirlenen 120bp uzunlugundaki
spesifik bir fragment PCR yontemi ile amplifiye edilerek dogrulanmistir. (Sekil 3.2).

CNF genlerinin amplifikasyonunda multipleks PCR yontemi kullaniimstir.
Spesifik primerler ile yapilan amplifikasyon sonunda; cnfl icin 1112bp, cnf2 igin
1241bp ve cnf3 igin de 757bp uzunlugunda bir fragmentin gorulmesi hedeflenmis ve
amplikonlarin agaroz jel elektroforezi ile separasyonu sonucunda 6érneklerden 81’inde
cnfl, 20’sinin cnf2 ve 18’nin ise cnf3 geni ile uyumlu fragmentlerin varhig: tespit
edilmistir. (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. 1111 bp’lik cnfl, 1240 bp’lik cnf2, 757 bp’lik cnf3 kodlayan gen bolgesine ait bant profilini
gosteren jel gorintusi

In-house PCR yoOntemiyle yapilan degerlendirmede, CDT gen bdlgesinin
amplifiye edilmesiyle cdtl icin 411bp, cdt2 icin 556bp, cdt3 icin 555bp ve cdt4 icin
350bp uzunlugunda fragment gorilmesi hedeflenmis ve amplikonlarin agaroz jel
elektroforezi ile separasyonu sonucunda 6rneklerden 20°si cdtl, 4’0 cdt2, 4’0 cdt3 ve

4’(inlin cdt4 geni ile uyumlu fragmentlerin varhig: tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. Sirasiyla cdtl, cdt2, cdt3, cdt4 genlerini kodlayan gen bolgesine ait bant profilini gosteren jel
goruntaleri

PCR sonrasinda olusan fragmentleri agaroz jel elektroforezi ile goriintilenerek
orneklerden en az 2 virllans geni iceren; ikili kombinler ise cnfl-cnf3(n=6), cnfl-
cdtl(n=6), cdtl-cdt4(n=6) olarak tespit edildi.

PCR yontemi ile 645 E. coli susunda EXPEC i¢in tanimlanan viriilans genlerinden
(cnfl, cnf2, cnf3-cdtl, cdt2, cdt3, cdt4) en az biri pozitif olan, 156 sus bulundu.
Burada prevalans: en yiiksek olan virilans faktorinin 78 (%12,09) izolatta tek basina
12 (%2) izolatta da diger virllans faktorleri ile birlikte olmak Gzere toplam 90(%14,09)
izolatta cnfl oldugu tespit edildi (Tablo-4.1).
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Tablo 4.1. izole edilen tiim EXPEC suslarindaki CDT ve CNF Toksin Genlerinin dagilimi

VFs N n/toplam %
cnfl 78 78/645 %12,09
cnf2 12 12/645 %1,86
cnf3 18 18/645 %2,79
cdtl 20 20/645 %3,1
cdt2 4 4/645 %0,6
cdt3 4 41645 %0,6
cdt4 4 41645 %0,6

cnfl-cnf3 6 6/645 %0,93

cnfl-cdtl 6 6/645 %0,93

cdtl-cdt3 4 4/645 %0,6

Toplam 156 156/645 %24,18

EXPEC icin tanimlanan virllans genlerinden (cnfl, cnf2, cnf3-cdtl, cdt2, cdt3,

cdt4) en az biri pozitif olan ve bu sebeplede EXPEC olarak tanimlanabilecek 156 E. coli

izolatinda diger virulans genlerinden prevalans: en yiksek olani da %50’lik orani+ ikili
kombinlerde %7,6’lik orani ile cnfl’di. Bunu %12,8’lik + ikili kombinlerde %2,5’luk

oranmyla cdtl takip etmistir. (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. CDT ve CNF pozitif EXPEC suslarindaki Toksin Genlerinin dagilimi

Virlilans
cnfl | cnf2 | cnf3 | cdtl | cdt2 | cdt3 | cdtd | cnfl-cnf3 | cnfl-cdtl | cdtl-cdt3
faktor
Toplam
78 12 18 20 4 4 4 6 6 4
(n=156)
n/toplam | 78/156 | 12/156 | 18/156 | 20/156 | 4/156 | 4/156 | 4/156 6/156 6/156 41156
% 50 | 76 | 115|128 | 25 | 25 | 25 3,8 3,8 2,5
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Bu suslarda tespit edilmis viriilans gen/gen kombinasyonlar: ile suslarin izole
edildikleri klinik materyallere gore dagiliminda; en az 1 virulans geninin pozitif oldugu
156 sustan 121(%77,56)’inin Uriner sistem iligkili oldugu, kalan 35(%22,44)’nin ise
uriner sistem dis1 ekstraintestinal enfeksiyon odaklarindan izole edildikleri goérdld.
(Tablo 4.3-4.4).

Tablo 4.3. Klinik orjinlerine gore 156 EXPEC izolatinin faktdr-toksin genleri dagilimi.
Izolatlar
. ] Peri . )
Idrar Yara Kan | Balgam | Aspirat | BOS ;Cf:ln Urosepsis
VFs (n=121) | (n=11) | (n=9) | (n=7) | (n=5) | (n=1) (n=1) (n=1)
cnfl
(n=78) 62 4 4 3 1 1 1 1
cnf2
(n=12) 10 1 1 - - - - -
cnf3
(n=18) 14 2 1 1 - - - -
cdtl
(n=20) 15 - 1 2 2 - - -
cdt2
(n=4) 2 1 1 - - - - -
cdt3
(n=4) 2 - - 1 1 - - ;
cdt4
(n=4) 2 1 - - 1 - - -
cnfl-cnf3
(n=6) 5 - 1 - - - - -
cnfl-cdtl
(n=6) 4 2 - - - - - -
cdtl-cdt3 -
(n=4) 4 - - - - - -
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Uriner sistem kaynakli 121 klinik materyalde virtilans genotiplerinden en yaygin

olam1 %71,07°lik (86/121) + ikili kombinler %7 (9/121) oramyla toplam %78’lik
oranmiyla CNF gen ailesiydi. CDT gen ailesi ise %17,35 (21/121)’di. cnfl pozitif 78

susun %79,48’i Uriner sitem kaynakliyken; 9%20,52’lik kismi diger ekstraintestinal

enfeksiyon odaklarindan izole edilmistir. Ikili kombinlerde ise cnfl toplam 12 izolattan

9’u Uriner sisteme aitken 3’0 Uriner sistem dis1 enfeksiyon odaklarindan izole edilmistir.

Benzer oranlar cnf2 ve cnf3 icinde gecerlidir; fakat cdtl, cdt2, cdt3, cdt4 poztif

genlerde yalmzca cdtl %75’lik oranla driner sistemde Ustunlugunt kanitlarken diger

3’0 esit ylzdelerde bulunmustur. En az 2 gen bolgesi bulunduran suslarin ise Griner

sistem enfeksiyonundan izole edilen suslarda agirlikli oldugu gorilmdstir (Tablo 4.4-

4.5).

Tablo 4.4. CDT ve CNF pozitif EXPEC suslarinda driner sistem ve Uriner sistem disi enfeksiyon
odaklarindaki virillans faktor dagilimlar:

Klinik Uriner sistem Uriner sistem dis1 Uriner sistem
Materyal (n=121) (n=35) Uriner sistem | dis1 enfeksiyon
%77,56 (121/156) %22,44 (35/156) % odaklart
VFs %18,75 (121/645) 65,42 (35/645) %
cnfl %79,48 %20,52
(1e78) 62 16 (62/78) (16/78)
cnf2 10 2 %83,33 %16,66
(n=12) (10/12) (2/12)
cnf3 14 4 %77,78 %22,22
(n=18) (14/18) (4/18)
cdtl 15 5 %75 %25
(n=20) (15/20) (5/20)
cdt2 2 2 %50 %50
(n=4) (2/4) (2/4)
cdt3 2 2 %50 %50
(n=4) (2/4) (2/4)
cdt4 2 2 %50 %50
(n=4) (2/4) (2/4)
cnfl-cnf3 5 1 %83,33 %16,66
(n=6) (5/6) (1/6)
cnfl-cdtl 4 2 %66,66 %33,33
(n=6) (4/6) (2/6)
cdtl-cdt3 4 0 %100 0
(n=4) (414)
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Tablo 4.5. izole edilen EXPEC suslarinda Uriner sistem ve Uriner sistem digt virtlans faktor dagilimlar:

Klinik
Materyal
VFs

Uriner sistem (n=522)

Uriner sistem dig1 (n=123)

cnfl
(n=78)

cnf2
(n=12)

cnf3
(n=18)

86
(86/522)
(%16,47)

22
22/123
(%17,88)

cdtl
(n=20)

cdt2
(n=4)

cdt3
(n=4)

cdt4
(n=4)

21
(21/522)
(%4,02)

11
(11/123)
(%8,9)

cnfl-cnf3
(n=6)

cnfl-cdtl
(n=6)

cdtl-cdt3
(n=4)

13
(13/522)
(%2,49)

3
(3/123)
(%2,43)

Filogenetik analizler E. coli'nin dort ana filogenetik gruptan (A, B1l, B2 ve D)
olustugunu ve virulent ekstraintestinal suslarin agirlikli olarak B2 ve D gruplarinda yer
aldig1 gostermistir. Aslinda filogenetik gruplar, MLST veya ribotiplendirme ile
belirlenebilir; ancak her ikisi de karmasik, zaman harcayan tekniklerdir. Tripleks PCR
dayanan basit ve hizl bir filogenetik gruplama teknigi ile iki gen bolgesi chuA ve yjaA
ve essiz bir DNA fragmentinin bir kombinasyonu kullanilarak gergeklestirilen yontem
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ile en az bir virtlans genine sahip 156 EXPEC susundan %60,8 oraniyla virilansla en
cok iliskili bulunan grup B2’dir. Bunu %30,7’lik oranla grup D takip etmektedir. A ve
B1 gruplar: ise sirasiyla %5,12 ve %3,2’°di (Tablo 4.6).

Tablo 4.6.Virilans geni tagiyan 156 izolatin filogenetik gruplarinin dagilim.

Filogenetik Virilans gen ,
N Izolatlar (n) %
grup profili
Bl cdt4 2 %3,20
(n=5) cnfl 3 (5/156)
cnf2 3
A %5,12
(n=8) ctt ' (8/156)
n=
cnf3 4
cnfl 39
cnf2 9
cnf3 14
B2 %60,89
(n=95) catt B (95/156)
n=
cdt4 2
cnfl-cnf3 6
cnfl-cdtl 6
cdtl-cdt4 4
D cdt2
%30,76
(n=48) cdt3 4
cnfl 36

Genel olarak, Griner sistem suslarinin cnfl‘e Uriner sistem disi suslara gore
anlaml: derecede yuksek prevelans: gorildi (%79,48'e karsin %20,52) (Tablo 4.6). Bu
nedenle cnfl geni Uropatogenezde rol alabilir; Bununla birlikte, filogrup B2 Uriner
sistem suslar1 cnfl'i, filogrup B2 Uriner sistem dis1 suslardan anlamli derecede daha sik
bulundugu goruldu (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Filogenetik grup ve Klinik orjinine gére 156 EXPEC izolatinin viriilans genlerinin dagilimi

o o Grup A Grup bl Grup b2 Grup D
Klinik o Uriner
Uriner ) (n=8) (n=5) (n=95) (n=48)
Materyal | . sistem dis1
sistem(US) .
(USD)
(n=121)
VFs (n=35) . N . -
US/ USD | US/ USD | US/ USD | US/USD
cnfl
62 16 0 0 0 3 |33 6 33 | 3
(n=78)
cnf2
10 2 3 0 0 0 8 1 0 0
(n=12)
cnf3
14 4 2 2 0 0 13 1 0 0
(n=18)
cdtl
15 5 0 1 0 0 10 9 0 0
(n=20)
cdt2
2 2 0 0 0 0 0 0 1 3
(n=4)
cdt3
2 2 0 0 0 0 0 0 2 2
(n=4)
cdt4
2 2 0 0 2 0 2 0 0 0
(n=4)
cnfl-cnf3
5 1 0 0 0 0 6 0 0 0
(n=6)
cnfl-cdtl
4 2 0 0 0 0 5 1 0 0
(n=6)
cdtl-cdt4 0
4 0 0 0 0 0 0 1 3
(n=4)
Toplam 121 35 5 3 2 3 | 77| 18 | 37 | 11
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EXPEC oldugu bilinen 156 susun filogenetik iliskileri tespit etmek amaciyla,
Xbal- PFGE ile yapilan tim genom DNA fragment polimorfizm analizinde %80
benzerlik baz alindiginda test izolatlarinin en buytgi 5 tyeli olmak lizere 106 biyuk
kiime, %85 benzerlik baz alindiginda ise en buytgi 3 Uyeli olmak lzere 128 buyik
kiime icerisine dagildiklar1 goruldi. Ancak %85 benzerlik ile elde edilen kiime sayisinin
daha diskriminatif olmasina karsilik kiyas zorluguna yol agacag: dustincesi ile %80
benzerligin esas alindigi PFGE sonuglari klonal iliskilendirmede kullanildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3. PFGE Sonucu Elde Edilen Bant Profilleri

55




] Exl

y 5 2 3 3 1

petowe?d  WEETHL T BT T -
a2 |l | Y

a3 U e
BI Illik IllI [Il |1 ”II |I | =

<
— 2 Wi 1 e
——o l|||l1|:||=|”||||||||I||I|| -
€ .
a2 L e
'| o e i s

£l
s W I =
g 0 T LI =
] 2 LI L e
I S I T i e
O B R TR T T PR L) e

1
{—:a L1l | g =
L e
‘_'[—I.l I|| |I II| I 1||I||I| |”4| |”| e

m
_E—:ﬂﬂ Lie o fen s
IR |'|'|| |||||”|'|'|I|"II -

=]
_E:u: EL LLh i g e
F— 0 1 U YNk

T
2 o L 11 e
—t Ililll S AN -

t
L nhalt i g e
L P FTLE T e
— R R TR TR
I_[I:V I 11 11 I
\ Y | b Ll | e
Z 110 rrtHn omoe
za | ||| i 1 =
L f——=% 11t L e
3 |h|||”|”||||||| IIIIIII:'
k| b i\
I.[—‘:ﬁb NI ERIRE:
¢ WL It o e
3] e pnr -
s o dahaYt <2
g 0l I Mooy trrpy =
27 T i 1
s ] | i VN S
ZI0 Ll T
zn oo =

Sekil 4. 4. PFGE Sonucu Elde Edilen Dendogram

EXPEC oldugu bilinen 156 sus 106 kime icerisinde toplandigi gorildi. Test
suslarinin dort tane (Z23, Z25, Z36, Z38) 5 lyeli, 8 tane (A,E,G,Z60,264,780,Z83 ve
Z88) uc uyeli ve 15 tane de iki tyeli (C,F,I,M,0,R,Z2,23,25,26,224,756,758,273 ve
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Z76) , olmak tizere kiimelendikleri goruldi. Buna karsilik 81 sus tek dyeli kiimelere

dagildr (Sekil 4.4). Tek Uyeli Kiime ve Ayni Alt Kiime Iginde toplanan Suslarin Virilans Faktérleri
Sekil 4.5.”de gosterilmistir.

udA
enfl
nf2
nf3

€

=
—
J

cdt3
| o

Sekil 4. 5.Virulans genotiplendirmesinin kiimelenmesi.
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5. TARTISMA

E. coli insan intestinal florasindaki en yaygin mikroorganizmalardan birisidir.
Kalin bagirsagin normal florasinda kommensal olarak bulunan bu bakteri virilans
faktorlerini kodlayan genlerin kazanilmasiyla intestinal (INnPEC) ve intestinal sistem
disinda patojen (EXPEC) hale gelmekte, yarattigi morbiditenin yani sira ciddi tedavi
maliyetlerine sebep olmaktadir.

EXPEC, her yastan insani etkileyen cesitli hastaliklara neden olan evrensel bir
patojendir. EXPEC suslar1 kodladiklar: virtilans faktorlerine goére patogenetik cesitlilik
gosterirler. Idrar yolu enfeksiyonlarindan o6liimcil bakteriyemiye kadar genis bir
yelpazedeki hastalik spektrumlar: sahip olduklar: virtilans faktorleri ile iliskilidir. ilging
olarak son 10 yilda, Dinya’da ve Ulkemizde EXPEC suslar ile olusan enfeksiyon
bildirimlerinde artislar kaydedilmistir. CDC verilerine gore ABD’de her yil milyarlarca
dolar ulusal saglik harcamasina ve yiiz binlerce insanin 6éImesine sebep olan EXPEC’e
bagli ekstraintestinal enfeksiyonlardaki artisin  muhtemel sebepleri arasinda
antibiyotiklerin irrasyonel kullanimi 6nemlidir. Bu varsayim dogru ise EXPEC suslar
bir taraftan genis spektrumlu antibiyotiklerde dahil farkli antibiyotik gruplarina karsi
direng gelistirirken diger taraftanda stres sartlarinda yasayabilmek igin farkh
bakterilerden mobil genetik elemanlar ile yeni viriilan 6zelliklerde kazanabilirler. Sonug
olarak daha virlilan ve kemoterapotiklere direncli yeni EXPEC suslar ve
enfeksiyonlarinin artis trendine girmeleri beklenen sonug olur.

Bu gune kadar yapilan calismalarda EXPEC suslarini INPEC ve kommensal
suslardan farkli kilan cogu putative ¢ok sayida virtilans faktorunin varligi ileri
strlmustir. Ancak; konak hiicreye adezyon, invazyon ve hiicre 6liminden sorumlu iki
onemli faktor/toksinin CNF ve CDT genotipleri polimorfizmi lzerinde en ¢ok durulan
ve virtlans ile iliskileri kesin olarak ispatlanmis faktorlerdir. EXPEC suslarindaki
virilans faktor polimorfizmine dayali genotiplerin tespitine yonelik calismalar; bir
taraftan bu suslarin evrim Ozelliklerine 1s1k tutmay: amaclarken, diger taraftanda
Ozellikle hastanede kazanilan enfeksiyonlarin siirveyansi ve prognozu igin prediktiv
Oneme sahiptir. Bu sebeple calismamizda klinik Orneklerden izole edilen EXPEC
suslarinin virtllans faktorlerleri ve polimorfik 6zellikleri ile prevalansinin belirlenmesi

amaclanmis ve bu suslarda intestinal sistem disina kolonizasyonu arttirdig: ispatlanan

58



CNF ve CDT’ye 6zgi primeler kullaniimastir.

Calismamizda EXPEC agisindan mikroorganizmaya baglh muhtemel viriilans
faktorlerini kodlayan genlerin polimorfizmi sorgulanirken yorum zorlugu ve ozel
bilgilere ulasma gulclugt sebebi ile konaga bagl faktorler irdelenemedi. Klinik patoloji
ile EXPEC virtlans gen polimorfizmi arasindaki anlaml: iliskiler hastaliklarin tedavisi
ve prognozu konusunda prediktiv bulgu olarak degerlendirildi. Ayrica virtilans faktor
genotiplerinin hizli EXPEC tanisi amaciyla spesifik bir markir olarak kullanilip
kullanilamayacag: sorguland:.

CDT’ler, hedef hiicrelerde DNA hasarina yol acabilen genotoksinlerdir. CDT,
ilk kez 1987'de E. coli'den Johnson ve Lior tarafindan tamimlandigindan beri (225),
birtakim ¢alismalar CDT'nin diger intestinal (226) ve ekstraintestinal (227) patojenik
bakterilere ait suslar tarafindan Uretilebilecegini bildirmistir. CDT ureten E. coli, sepsis
de dahil ekstraintestinal enfeksiyonlar: olan hastalardan diisik oranda izole edilmektedir
(222-228). CDT ureten suslar arasinda ekstraintestinal menseli sus oldukga fazla
bulundugu icin EXPEC suslarinin bir koleksiyonu cdt igin tarandi ve cdt genotipleri
kayit altina alindi. Calismamizda CDT prevalansint %6,2 (40/645) olarak bulduk. Bu
oran Dubois et al. (222) Urosepsis iliskili EXPEC suslaryla yaptiklar: calismada CDT
genleri icin bildirdigi %6’k (14/197), Toth ve arkadaslarinin intestinal sistem disi
enfeksiyonlardan izole ettikleri EXPEC suslar icin bildirdigi (223) %7,46 (18/241)’lik
ile Kadhum ve arkadaslarinin (9) sepsis iliski EXPEC suslar ile yaptiklari ¢alismada
bildirdikleri %8 (22/266)’lik oranlar ile hemen hemen benzer iken, Curova ve
arkadaslarinin (229) sepsis iliskili EXPEC suslar ile yaptiklar: ¢alismada bildirdikleri
%2,5 (2/80)’lik ve Lopez-Banda ve arkadaslarinin (230) Uriner sistem enfeksiyonundan
izole ettikleri E. coli suslarinda bildirdikleri %0,9’luk CDT oranindan daha yiksektir.
CDT genlerinin 0Ozellikle sepsisle iliskili EXPEC suslarinda diger enfeksiyon
bolgelerinden, mesela riner sistem enfeksiyonlarindan, izole edilen EXPEC suslarina
gore daha yuksek prevalansa sahip olmasi bizim ¢alismamiz ve diger ¢calismalardaki test
suslarinin farkli enfeksiyon alanlarindan izole edilmis olmalar1 ile izah edilebilir.
Nitekim Lopez-Banda ve arkadaslarinin Uriner sistem enfeksiyonlarindan izole ettikler
EXPEC suslarindaki dustik CDT oran ile de izah edilebilir. Burada E. coli’ye bagh
uriner sistem enfeksiyonlarinin kadin hastalarda daha prevalan olusu intestinal suslarin

komsuluk iliskisi ile Uriner sisteme invaze olup kolay koonize olmalar1 ve farkli stres
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faktorleri altindaki konakda ekstra bir virtilans faktorune ihtiyag duymadan kolaylikla
hastalik olusturabilmeleri seklinde de izah edilebilir. Ancak hicre butunluginin
bozulmasina yol acan CDT’in intestinal limende mukozal epitel bitinliglnin bozmas:
sonucu bu faktore sahip EXPEC suslarinin barsaklardan énce lamina propria’ya ordan
da genel dolasim ve hemotejen metastaz ile uzak dokulara kolaylikla translokasyon
gostererek yayilma sepsis basta olmak tizere uzak doku enfeksiyonlarina yol agmalar
muhtemeldir. Bu da sepsisli hastalardan izole edilen EXPEC suslarinda CDT
prevalansinin neden yuksek oldugunu agiklayabilir.

E. coli cdt operonunun dizi analizi, bu operonun cdtA, cdtB, cdtC’yi
okudugunu, yani (231) aktif CDT’nin Gretimi icin bu 3 genin okunmasinin gerektigini
gostermistir. E. coli’de bu 3 genin kodladigi aminoasit sekanslari biyuk 0lcude
identiktir. cdtB nikleazlar: iceren fosfodiesteraz sinifinin protein ailesinin bir Uyesi olan
CdtB’yi kodlar. CdtA ve CdtC ise duyarli hiicre Gzerine CDT reseptorinin
baglanmasina aracilik eden aksesuar proteinlerdir. Kisacasi cdtB enzimatik olarak aktif
protein subunitlerini kodlarken; cdtA ve cdtC tarafindan kodlanan polipeptitler hedef
hicreye CDT’nin baglanmasi igin gerekli olan heterodimerik subunitlerdir. E. coli'de
cdtB'nin cdtl, cdt2, cdt3, cdt4 olarak tanimlanan 4 tipi bulunmustur (232). cdt4 ile
cdtl %84 homoloji gosterirken cdt2 ve cdt3 ile daha az homolojiye sahiptir (223). cdtl
ve cdt4 menejit, UTI ve sepsis gibi farkli ekstraintestinal enfeksiyonlara sebep olan
EXPEC suslarinin yani sira ishalli hastalardan izole edilen EPEC, shiga toksin ureten E.
coli (STEC) suslarinda da gosterilmistir (10). Calismamizda, EXPEC suslarinin 20’sinde
tek basina 6’sinda cnflile 4’inde de cdt4 ile birlikte olmak Uzere toplam toplam 30
izolatta cdtl, gen alleli tespit edilmisken, 4’(inde tek basina olmak (zere toplam 8
izolatta cdt4, 4 izolatta cdt2 ve 4 izolatta da cdt3 alleli tespit edilmistir. Bu bulgular
EXPEC test suslarimizda cdtl ve cdt4 prevalansinin cdt2 ve cdt3 prevalansindan daha
yuksek oldugunu ortaya koymustur. Dubois ve arkadaslar1 (222) calismalarinda cdt2 ve
cdt3 allel pozitif sus bulamadiklarini, buna karsilik 5 izolatta cdtl ve 6 izolattada cdt4
alleli tespit ettiklerini bildirmislerdir. Toth ve arkadaslari da (223) 2003 yilinda
yaptiklar1 ¢calismada toplam 18 cdt pozitif susun 4’Gnde cdtl, 14’inde de cdt4 alleli
tespit ettiklerini bildirirken EXPEC test suslarinda cdt2 ve cdt3 allellerini
bulamadiklarini bildirmislerdir. Kadhum ve arkadaslari ise (234) calismaya dahil

ettikleri sepsis ile iliskili EXPEC suslarinda cdt2 ve cdt3 alleli bulamadiklarini ancak 16
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susda cdtl ve 2 susda da cdt4 alleli tespit ettiklerini bildirmislerdir. Benzer bir
calismada Curova ve arkadaslari da (229) sepsis iliskili EXPEC suslarin 1’inde cdtl
1’inde de cdt4 alleli tespit ettklerini suslarin hi¢ birisinde cdt2 ve cdt3 alleli tespit
edemediklerini belirtmislerdir. Bu bulgular CDT genlerinden cdtl ve cdt4 allellerinin
oldukca yaygin ve yakin homoloji gosterdiklerini ve lambdoid profaj genleri ile
cercevelenen bu iki genin (234) faj transdiksiyonuyla ortak bir atadan edinilmis
olabilecegini ima etmektedir. Johnson ve arkadaslar1 (238) neoatal bakteriyel menenjit
(NBM) olan bebeklerden izole ettikleri EXPEC suslari arasinda cdtB gen prevalansinin
diger virllans genlerinden daha yiiksek oldugunu gostermisler ve NBM ile cdtB gen
polimorfizmi gosteren EXPEC suslar1 arasindaki guclu iliskiye dikkat ¢cekmislerdir. Bu
suslar1 cdtB allelleri yonlinden degerlendiren Toth ve arkadaslari suslarin cdtl veya
cdt4 allotipi oldugunu diger allelere rastlanmadigini bildirmislerdir. Hindistan (235) ve
Brezilya'daki (236) EXPEC suslariyla yapilan galismalarda dikkat gekici bir sekilde, cdt
genlerinin ¢ogunun cdt4 alleli oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz
EXPEC suslarimizin ¢ogunda cdtl alleli goruldu. Ancak diger ¢alismalarda cdtl alleline
yakin siklikda bulunan cdt4 alleli bizim suslarimizda da ikinci siklikda tespit edilen
allel olmustur. Literatiirde de bizim bulgumuzu destekler goérusler bulunmakta bu
goruslerde eski epidemiyolojik raporlarda daha sik bildirilen cdt4 allelilin giderek
azlamakta oldugu iddia edilmektedir. Bu baglamda Toth ve arkadaslarinin 2003 yilinda
yaptiklari ¢calismada 14 susda tespit ettiklerini bildirdikleri cdt4 allelinin 2008 yilinda
yaptiklar: ¢alismada ¢ok daha duslik oldugunu belirttikleri calismalar: (237) énemlidir.
Bizim bu gruplardan farkl: olarak cdt2 ve cdt3 allo tiplerini bulmamiz yani allelik
zenginligimiz test suslarini izole ettigimiz vaka gruplarimizin gesitliligi kadar lokal stres
farkliliklar: gibi bircok faktor ile izah edilebilir.

CDT dreten suslarin daha ileri karakterizasyonunun gerekli oldugunu ileri stren
Toth ve arkadaglar (232) farkli CDT gen polimorfizmine sahip suslarin bakteri lisatlari
ve supernatantlarinin sitotoksik aktivitesini karsilastirmiglar, cdtl treten suslarin, cdt4
ureten suslardan daha giclu toksik aktiviteye sahip oldugunu, cdt2 ve cdt3 dreten
suslarin toksik aktivitelerinin de neredeyse ayn oldugunu bulmuslardir. cdt4 Greten
suslarin higbirisinin stipernatantinda toksik aktivite tespit edemediklerini buna karsilik
cdtl pozitif suslarin tamamimin slipernatantinda CDT aktivitesinin tespit edildigini

bildirmiglerdir. Bu in vitro sonuglar, cdtl'in CDT'nin en gugcli allelik tipi oldugunu
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gOstermektedir. cdt4 Ureten 6 susun tamaminda hiicre lizatlarinda CDT aktivitesinin
oldugunu ancak bu suslarin higbirisinin HelLa hticre kiltlrlerinde toksik aktivite
gostermediklerini belirtmislerdir. Benzer bir ¢calisma ile Clark ve arkadaslar: (239) bazi
CDT dureten suslarin stpernatantlarinin cdtl, cdt2 veya cdt3 delete suslarin hiicre
kalturinde toksik aktivite gosterdiklerini tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bu son iKi
calismanmin sonucglarina dayanarak EXPEC suslari arasinda bilinenlerden farkl cdt
allellerinin de var olabilecegi veya bazi suslarda cdt4 allelinin baz1 6zel sartlarda hucre
kalturlerinde toksik aktivite gosterebilen CDT Uretebilecegini disundirmustdr.

Toth ve arkadaglar1 2003 yilinda yaptiklari ¢calismalarinda (223), Uriner sistem
enfeksiyonlu hastalardan izole ettikleri 190 sus ile Uriner sistem dis1 enfeksiyonlardan
izole ettikleri 51 EXPEC susunu saglikli bireylerden izole ettikler 112 intestinal sus ile
karsilastirmislar 190 UPEC susunun 15'inde (%7,9) cdt alleleri, Uriner sistem dis1
enfeksiyonlardan izole ettikleri suslarinda 3'lnde (%5,9) cdt alleleri tespit etmisler
buna karsilik saglikli bireylerin intestinal 6rneklerinden izole ettikleri suslarin sadece
1'inde (%0,9) cdt pozitifligi tespit etmislerdir. Bizim cdt allel pozitifligi oranlarimiz bu
grubun bildirdigi oranlara benzer olup, Uriner sistem enfeksiyonlu hastalardan izole
edilen 522 susun 29 (%5)’u ile driner sistem dis1 enfeksiyonlardan izole edilen 123
susun 13'Unde (%10) cdt geni bulunmustur. Ozellikle (riner sistem dist
enfeksiyonlardan izole edilen EXPEC suslarindaki nispi yiikseklik géteren cdt pozitiflik
oranimiz sus sayimizin fazlaligindan da kaynaklanan gercege daha yakin prevalansi
ifade ediyor olabilir.

Diger taraftan patojen E. coli suslari tarafindan dretilen ve Rho GTPazlan
dominant olarak aktive ettigi bildirilen ilk toksin CNF’dir. Bu toksin tavsan cildi
uzerindeki nekrotizan etkisi sebebi ile bu ismi almistir (134).

Calismaya dahil ettigimiz 645 E. coli izolatindan 120'sinin (%18,60) en az bir
cnf alleli tasidigini tespit ettik. Bu oran, Landraud ve arkadaslar1 (240) tarafindan Uriner
sistem iliskili E. coli izolatlarinda bildirilmis %34°1ik oran ile Kadjum ve arkadaslari
tarafindan sepsis iliskili E. coli izolatlarinda bildirilen %20 (52/266)’lik pozitiflik
oranlarindan nispeten daha disik, Rahman and Deka (241) tarafindan Griner sistem
iliskili E. coli suslarinda bildirilen %15,27 (84/550)’lik oran ile Koga ve arkadaslar
tarafindan sepsis iliskili E. coli izolatlarinda bildirilen 9%?5’lik cnf oranlarindan daha

yuksektir. Ancak genel itibar1 ile test suslari sayisi ve bildirilmeyen hasta
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oOzelliklerinden kaynaklanabilecek sapmalar dikkate alindiginda oranlarin birbirlerine
benzer oldugu soylenebilir.

Bircok calisma, cnfl allelini E coli enfeksiyonlarinda énemli bir virtlans faktori
olarak tamimlamaktadir. cnfl doku hasarindan sorumludur ve doku Kkultlrl
sistemlerinde epitel bariyer fonksiyonunu bozmakta (149,150) ve fagositozu bloke
ederek immun hacrelerin fonksiyonunu etkilemektedir (151). CNF1, siklooksijenaz-
2'nin (COX-2) ekspresyonunu indukler, nikleer faktor-kappa B'yi (NF-kB) aktive eder,
hicre hareketliligini arttirir ve apoptozu inhibe eder. cnfl’in kanser gelisiminde rol
oynayabilecegine dair gucli bulgular elde edilmistir. (152-154). cnfl delete mutantlarin
uriner sisteme kolonize olma potansiyelinin daha distik oldugu gosterilmistir. (148).

Calismamizda 120 olarak tespit edilen nekrotoksijenik E. coli izolatinin 78'i
(%65) cnfl, 12’si (%10) cnf2 ve 18’1 (%15) cnf3 ve 12’si (%10) 2’li kombinlerde cnfl-
cnf3, cnfl-cdtl allelleri tasiyordu. Bulgularimiz cnfl igin Rahman ve Deka’nin
%61,9’luk oranindan yiiksek, cnf2’nin %27,4’luk ve ikili kombinasyonlarda %10,7’lik
oranindan dustktir. Ananias ve arkadaslari sepsis iliskili 60 hastanin %22'sinin
kanindan cnfl dreten E. coli'nin izole edildigi gostermistir (143). Koga ve arkadaslar
(242) sepsis iliskili E. coli suslarinda cnfl bulamazken; cnf2’yi %5 oraninda bulmustur.
Kadhum ve arkadaslar1 (243) sepsis iliskili E. coli suslarinda cnf2 negatifken; cnfl
ureten %19,54 oraninda E. coli izolat1 tespit etmislerdir. Lopez-Banda ve arkadaslar
(244) UPEC suslarinda yaptiklar1 calismada %16,5 oraninda cnfl pozitif sus
bulmuslardir. Curova ve arkadaslar1 (229) sepsis iliskili E. coli suslarinda yaptiklar:
calismada cnfl %23,75 oraminda bulmustur. Dubois ve arkadaslar1 (222) urosepsisli
hastalarla yaptig1 calismada multiplex PCR ile gerceklestirdikleri CNF tiplendirmesi;
cnf2 ve cnf3 negatifken, %44 (64/146) oramyla yalnizca cnfl genleri pozitifti. Fekal
Orneklerde ise cnfl prevalans: sadece 2 susta tespit edilmis ve %4 (2/51) oraninda
bulunmustur. Calismamizda %65 oraninda tespit edilen cnfl’e kiyasla %10 ile cnf2 ve
%15 ile cnf3 daha az oranda bulunmustur. Bu, cnf2 ve cnf3’in hayvan kokenli
olmalarina ve insanlarda az rastlanir olmasiyla agiklanabilir. Fakat diger calismalara
kiyasla ¢calismamizda cnf2, cnf3 prevalansimiz yiksektir (222, 233).

Bu sonuglar cnfl’in virtilans suslar icin 6zellikle Griner sistem ve sepsis iliskili
EXPEC igin spesifik bir marker olabilecegini gosterir.

E. coli insan ve hayvanlarda gastrointestinal sistemin yaygin flora eleman:
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oldugundan cevre, su ve gidada bulunmas: beklenen bir durumdur. Koyun ya da kuzu
eti ayrica kanatl: hayvanlar insanlar igin E. coli enfeksiyonunun 6nemli bir kaynagidir
ve hayvansal orijinli yiyecekler, hastaligin 6nemli yollarindan biridir. Halk saglig:
6nemi ve gida givenligi agisindan cdt ve cnf gibi E. coli virtlans faktorinin varligin
bulmak insan enfeksiyon kaynaginin tespiti agisindan 6nem arz etmektedir. Mehdipour
ve arkadaslarinin (245) yaptiklar: ¢alismada iran'da toplam 150 sus E. coli DNA varlig
acisindan incelenmis ve pozitif izolatlar cdt ve cnf genlerinin agisindan spesifik
primerler kullanilarak arastirnllmistir. Mevcut arastirmada, koyun eti orneklerinden
%21,33'Unde E. coli bulunmus olup, 6rneklerin %31,25'inde cdt, %50'sinde cnf ve
%18,75'inde her iki gen gosterilmistir. Calismamizda cnf %18,6 (120/645), cdt %6,5
oraninda bulundu. Kuzey Irlanda’da 2006 yilinda et 6rneklerinden yaptiklar: calismada
cnf prevelanst %13,33, cdt prevalansi %80, cnf-cdt prevanlans: ise %6,66 olarak
bulunmustur (246). Bu bulgular, koyundan izole E. coli'nin virilent faktorlerin (cdt ve
cnf) 6nemli bir varligin1 gostermistir. Santo ve arkadaslari (247) 2007'de yaptiklari
benzer bir calismada Brezilya'nin Taquaritinga kentindeki kasaplarda ekstraintestinal
patojen E. coli varligin1 arastirmis, perakende satilan gidalarin ekstraintestinal patojen
E. coli'nin toplumlarda yayginlastirilmas: igin 6énemli bir ara¢ olusturabilecegini ve
endise sebeplerini agiklamiglardir. Elde edilen sonuglar, E. coli gibi zoonotik ve
sindirim sistemi hastaliklarin1 iceren ajanlart insanlara aktaran gidanin Gnemini
tamimlamakta ve mevcut arastirmalarin bulgularint dogrulamaktadir (247). Bununla
birlikte, virilansa katkida bulunan cesitli faktorlere sahip suslarin et Grtinlerinde hayatta
kalabilecegi ve potansiyel olarak insanlara bulasabilecegi sonucuna varilmastir.

Filogenetik analizler dogal E. coli izolatlarinin A, B1, B2 ve D olmak (izere dort
ana filogenetik gruba ayrildigini ortaya c¢ikarmistir. Filogenetik gruplar, MLST veya
ribotiplendirme ile belirlenebilir; ancak her ikisi de karmasik ve zaman harcayan
tekniklerdir.

Tripleks PCR dayanan basit ve hizli bir filogenetik gruplama teknigi ile iki gen
bolgesi chuA ve yjaA ve essiz bir DNA fragmentinin TspE4.C2 kombinasyonu
kullanilarak gerceklestirilen yontem ile en az bir virllans genine sahip 156 EXPEC
susundan %60,8 oraniyla virilansla en ¢ok iligkili bulunan grup B2 dir. Bunu %30,7°lik
oranla grup D takip etmektedir. A ve Bl gruplar ise sirasiyla %5,12 ve %3,2°di.
Filogenetik grup dagilim1 Lopez-Banda ve arkadaslar: (230) UPEC suslariyla yaptiklar
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calismada A-%30,6, B1-%9,3, B2-%55,6, D-%4,6; Curova ve arkadaslar1 (229) sepsis
iligkili E. coli suslarinda yaptiklari ¢alismada A-%11,25, B1-%8,75, B2-%56,25, D-
%23,75; Clermont ve arkadaslarinin (224) neonatal menejitle iliskili E. coli suslarinda
yaptiklari calismada A-%5, B1-%3, B2-%60, D-%18; Giray ve arkadaslarinin (248)
UPEC suslanyla yaptiklari ¢alismada A-%27, B1-%7, B2-%41, D-%25, Koga ve
arkadaslarinin (242) sepsis iliskili E. coli suslarinda yaptiklari1 ¢calismada A-%30, B1-
%20, B2-%40, D-%10 ve son olarak Dubois ve arkadaslarinin (222) trosepsis suslariyla
yaptiklar: calismada A-%18,49, B1-%4,79, B2-%54,10, D-%22,60 olarak bulunmustur.
Dubois ve arkadalar1 cdt pozitif suslarin %75’nin filogrup B2’ye ait oldugu
gosterilmistir. Bizim calismamizda ise bu oran %70 (28/40) olarak bulunmustur.
Calismamizda cdtl ve cdt4, 21 sus ile cogunlukla filogrup B2'de gorildi. Bunu cdt2 ve
cdt3 pozitif 6 susla filogrup D, cdt4 pozitif 2 susla grup B1 ve son olarak cdt pozitif 1
susla grup A’nin takip ettigi belirlendi. Bu sonuglar, kommensal E. coli suslarinin tipik
olarak A veya B1 filogenetik gruplarindan tdretildigini ve ¢ogu virtlans faktorinin
(VF'ler) genom yapilarinda eksik oldugunu gosterebilir. Genel olarak kommensal ve
intestinal patojen E. coli'nin aksine, EXPEC’in agirlikli olarak filogenetik B2 ve daha az
oranda D grubundan koken aldigi séylenebilir.

Calismamizda CNF-CDT pozitif suslarda E. coli suslarimin  delesyon,
rekombinasyon mutasyonlart sonucunda mi yoksa bir ata sustan evrilerek mi EXPEC
Ozelligi kazandigr anlamak icin PFGE yontemi kullanildi. EXPEC oldugu bilinen 156
susun filogenetik iliskileri tespitinde Xbal-PFGE ile yapilan tim genom DNA fragment
polimorfizm analizinde %80 benzerlik baz alindiginda test izolatlarinin en blyagi 5
uyeli olmak tzere 106 biylk kiimede dagildiklar: géruldu. Oloomi ve arkadaslar: (249)
CNF-CDT (+) E. coli suslarinin yiiksek oranda heterojen oldugunu bulmuslardir. Mora
ve arkadaslar1 (250) sepsis, menenjit ve Uriner sistem enfeksiyonlarindan izole edilen 59
EXPEC susuyla gerceklestirdikleri calismada %85 benzerlik esas alinmis olup; 59 susun
36’sinin 12 kimede toplandigini; buna karsilik 23 sus tek Gyeli kimelere dagildigin:
bulmuslardir. Toplam 59 susun 35 kiimede toplandiklarint bulmuslardir. Calismamizda
ise bu oran %85 benzerlik baz alindiginda ise en blyigu 3 tyeli olmak Gzere 128 blyuk
kiime icerisine dagildiklar1 goraldi. Ancak %85 benzerlik ile elde edilen kiime sayisinin
daha diskriminatif olmasina Kkarsilik kiyas zorluguna yol acacagi disuncesi ile %80

benzerlik esas alindi. Xbal-PFGE sonuclar1 klonal iliskilendirmede kullanildi. Mora ve
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arkadagslar1 (250) son zamanlarda ortak bir atadan uzaklastigi gosterilen EXPEC
izolatlarimin Xbal-PFGE profillerinin 6nemli benzerliklerine dayanarak homojen bir
klonal grubu olusturdugu sonucuna varmistir. Calismamizda ise E. coli suslarinin
antibiyotik baskisida dahil olmak (izere karsilastiklart olumsuz sartlarda delesyon,
rekombinasyon mutasyonlari sonucunda farkli virllans genlerini kazanarak EXPEC
Ozelligi kazandigr sonucuna varilmistir. Kime sayimizdaki yukseklik ve suslar
arasindaki duslk benzerlik oranimiz sus sayimizin fazlahgindan da kaynaklanan

gercege daha yakin heterojeniteyi ifade ediyor olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Ekstraintestinal Enfeksiyonlardan izole Edilen Escherichia coli (EXPEC)

Suslarinda Cytotoxic Necrotizing Factor (cnfl, cnf2, cnf3) ve Cytolethal Distending
Toxin (cdtl, cdt2, cdt3, cdt4) Dagilim: ve Filogenetik iliskilerinin PFGE ile Tespitinin

sorgulandigi ¢alisma sonunda;

1-

CNF gen ailesinin 6zellikle Griner sistemde E. coli kolonizasyonunu arttirdig: ve
E. coli gen havuzundaki bu genler ile, yeni ortamlarda insan idrar yolu gibi
hayatta kalma yetenegi kazandig;,

E. coli'de cnf geninin yaygin diflizyonu, kommensal suslardan EXPEC'i
ayirmaya yardimci olabilecegi ve bu genlerin, non-kommensal E. coli igin
spesifik bir marker olabilicegi,

E. coli 4 filogrubundan (A, B1, B2, D); 6zellikle B2 ve D’nin EXPEC susglari, A
ve B1’in ise kommensal suslardan olustugu ve patojen-nonpatojen ayriminda
kullanilabilecegi,

Virllans genleri acisindan pozitif olan 156 susun PFGE ile 106 biyik kime
icerisinde dagildiklari, yani filogenetik iligkilerinin ¢ok zayif oldugu tespit

edilerek;

a- E. coli suslarinin antibiyotik baskisida dahil olmak lzere karsilastiklar:
olumsuz sartlarda delesyon, rekombinasyon mutasyonlar1 sonucunda
farkl: virtlans genlerini kazanarak EXPEC 6zelligi kazandigi,

b- Bu sebeple EXPEC suslari arasinda coklu ilag direncinin yaygin
goruldugl ve tedavide basarisizliklarinin yasanmasina yol agtigi

c- Direncli suslar ile olusan EXPEC enfeksiyonlarinin da farkl: sebepler
ile immun sistemi baskilanmis yatan hastada daha ciddi problemler
yaratacagi kanaatine varilmis olup, Ulkemizde as1 ¢alismalarida dahil
olmak lzere EXPEC suslarinin molekdler epidemiyolojik 6zelliklerinin

takip edilmesinin uygun olacagi sonucuna varilmstir.
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