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OZET

Ekstraintestinal Enfeksiyonlardan izole Edilen ve Virulans Faktorleri Tammlanan

E. coli Suslarimin Filogenetik iligkilerinin Tespitinde RAPD Yénteminin Onemi

Intestinal ekosistemin kommensal iiyesi olmakla birlikte her tiirlii cevre sartma
kars1 yiiksek rekombinasyon-mutasyon yetenegi ile biiyiik bir uyum gosteren E. coli
suslari, yiikksek GC oranmna sahip olmakla birlikte ilgin¢ sekilde genomik plastisite
ozelligine sahiptir. Diger taraftan bu ozelliklerinin yam sira klasik besiyerlerinde hizh
iireme yetenegini koruyan E. coli, prokaryotlardaki spontan DNA transfer olaylarinin
aciklanmas1 icin iyi bir modeldir. Genomda kodlanan yapisal genlerin yam sira,
patojenite adalar1 (PI), plazmidler, bakteriyofajlar ve transpozonlar gibi mobil genetik
elemanlarda kodlanan, esasen mikroorganizmalarin icinde bulunduklar1 mikro cevre
sartlarina uyum saglamasinda rol oynayan ancak bazen mikroorganizmaya farkh
viriilans o6zellikler de kazandiran proteinlerin kodlandigl, genlerin transferi ile
kendilerinde olmayan yeni viriilans 6zellikler de kazanabilirler.

Intestinal kaynakli ExPEC suslarinin 6zel genotiplerin mutasyonu sonucumu
olustugu yoksa rastgele mutasyonlarinmi ExPEC suslarimi olusturduklarinin bilinmesi
bu suslarin toplumdaki hareketlerinin izlenmesi ve enfeksiyon kontrol protokollerinin
olusturulabilmesine imkan saglayacaktir. Bu amacla yapilacak epidemiyolojik
siirveyans da klinik ile iliskisine dayahl patotipleme, fizyolojik ozellikler, (MLEE) veya
antibiyotik duyarhhk kalplarimin tespiti gibi diisiik ayirim giiciine sahip fenotipik
yontemlerin yerine veya yaminda genomdaki spesifik dizileri tamiyan niikleik asit
amplifikasyon bazh ve/veya restriksiyon enzimlerinin de kullanildigy, filotipleme, PCR,
PCR-RFLP, PFGE ve (MLST) gibi sekanslama yontemlerine ihtiya¢c bulunmaktadir.

Bu calismada extra intestinal sistemden izole edilen ve baz viriilans genleri
gosterilmis ExXPEC izolatlarinin muhtemel klonal iliskilerini tespit amaci ile, ii¢ farkh
kisa oligoniikleotid dizisinin kullamldigi RAPD ve Xbal-PFGE yontemlerinin ayirim
giiclerini tespiti amacladik. Calismada farkh klinik 6rneklerden izole edilen 155 ExPEC
susu kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: EXPEC, CDT, CNF, PFGE ve RAPD
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ABSTRACT

Significance of RAPD Method For The Detection of Filogenetic Relation Between

Virulence Factors identified E. coli Strains Isolated From Extraintestinal Infections

The importance of RAPD method in the investigation of filogenetic relation of
E.coli strains isolated from Extraintestinal infections and virulence factors of which are
determined. E. coli strains which are the commensal members of intestinal ecosystem
and which are adapted to any environmental condition due to its great recombination
mutation ability have not only high potential of GC but also an interesting genomic
plasticity feature. In addition to these features, E. coli which can rapidly grow in classic
medium is a good model accounting for DNA transfer cases. In fact, they may gain new
virulence features which do no exist in them with the gene transfer in which proteins
playing a role in the adaption of microorganism to any micro environment, yet
providing microorganism with different virulence are coded.

Whether intestinal EXPEC strains are developed as a result of special genotype
mutation or random mutation developed EXPEC strains is of great importance for the
tracking the signs of these strains in the society and for the infections control protocols.
Thus instead of together of with fenotypic methods which have a low level of
differenciation such as clinical patotypes, physiological features multilocus enzyme
electrophoresis phylotypic, such methods as PCR, PCR-RFLP, PFGE and Multilocus
Sequence Typing (MLST) sequencing which are based on nucleic acid amplification and
can determine specific sequence and/or in which restriction enzymes are used are
needed.

In this study; We aimed at investigating the determination power of RAPD and
Xbal-PFGE in which three different short oligonucleotide sequences were used in order
to determine the possible clonal relation EXPEC isoates some virulence genes of which
were shown in the the strains isolated from extra intestinal system. In the study, 155

EXPEC strains isolated from various clinical samples were used.

Key words: EXPEC, CDT, CNF, PFGE and RAPD
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1. GIRIS VE AMAC

E. coli’ nin bazi suslart memelilerde intestinal floranin kommensal 6zellik gosteren
normal {iyesi iken diyarejenik suslar olarak tanimlanan bir grubu gastrointestinal sistemde
(InPEC), ekstra-intestinal patojenik E. coli (ExPEC) olarak tanimlanan bir grup da intestinal
sistem disinda biitiin viicut kompartmanlarinda giiclii patojenik etki gosterirler. Bdylece
konak ile iliskilerine gore E. coli genus iiyelerinin klasik olarak kommensal non-patojenler,
intestinal patojenler ve intestinal sistem dis1 patojenler olarak ili¢ major gruba ayirmak
miimkiindiir’.

Non-patojen suslar intestinal sistemde kolonize olurlar, enfeksiyon olusturmazlar ve
sistem disin1 ¢ikmazlar. Viriilans ile ilgili gen kodlanmaz veya genomda az sayida diisiik
viriilans gdsteren proteine ait gen kodlanir. InPEC suslar viriilans genleri yoniinden ¢esitlilik
gosterirler ve sarta bagl olarak diislik sosyo-ekonomik diizeyli toplumlarda bebeklerde mortal
seyredebilen ishalli hastaliklara yol acarlar. Nadirde olsa intestinal sistem disindaki
enfeksiyonlardan izole edilebilirler*?.

EXPEC suslar1 ise morbidite kadar mortalitenin de énemli sebepleri arasindadir. Bu
suslar klinik materyallerden en sik izole edilen gram negatif bakteriler arasinda ilk siralarda
yer alirlar. EXPEC suslar1 sebebi ile yilda en az 2 milyon hastanin kaybedildigi tahmin
edilmektedir. EXPEC suslarinin sadece insanlarda degil ekonomik 6neme sahip ev ve ¢iftlik
hayvanlarinda da onemli ekonomik kayiplara yol acan hastaliklara sebep oldugu, ayrica
hayvanlardan insanlara bulasarak sepsis gibi mortal enfeksiyonlara da yol agabildigi
gésterilmistirs’A.

E.coli izolatlarmin “phylogrouping triplex PCR” yontemi ile A, B1, B2, C, D, E ve F
olarak adlandirilan yedi filogenetik gruba ayrildiklari, EXPEC suslarinin genel olarak B2 ve D
filogenetik grubunda yer almalarina karsiik kommensal ve InPEC suslarinin A ve Bl
filogenetik grubunda yer aldiklari iddia edilmistir>>®.

E. coli dis membran hemin reseptor geni (chuA) ve tam olarak karakterize edilmemis
bir proteini kodlayan ( yjaA )geni ile farazi lipas esteraz geninin bir par¢asini kodlayan bir
DNA fragmentinin kombinasyonun baz alindig1 filogruplamanin, yapilan az sayidaki ¢alisma
ile heniliz genis kabul gormemisken, EHEC’ in buzagilarda non-patojen olmasina karsilik
insanlarda dizanterik formda ishalle InPEC ve intestinal bulgusu olmayan bazi insanlarda

hemolitik tiremik sendrom olmaksizin iiriner sistem enfeksiyonu olusturmasi sebebi ile



ExXPEC olarak kabul edilmesi mecburiyeti, yine filogrup A igerisinde yer alan bazi non-
patojen E. coli suslarmin EXxPEC gibi sepsisli hastalardan izole edilmesi gibi tartismali
konumlandirmalar sebebi ile, viriilans genlerinin transferini izah i¢in kesin sinirlayici veya
belirleyici olamayacag: goriilmiistir®”.

Toplamda 700’ den fazla serotipi bulunan E. coli suslari arasindan; delesyon,
insersiyon ve tek nokta mutasyonlar1 ile ¢ok daha fazla sayida, tahminen tabiatta 2010° den
fazla, genotipin ortaya ¢ikmasi, beklenen bir sonugtur. In-vivo sartlarda intestinal sistemde in-
vitro sartlarda da kanalizasyon sistemlerinde viriilans ile ilgili taginabilir genetik bilgilerin
transferini yapabilen aviriilan veya diisiik viriilans genlerine sahip E. coli suslari, viriilan
E.coli suslarindan veya mikrogevredeki farkli bakterilere ait viriilans genleri kazanarak
patojenitelerini artirirlar®. insersiyon, rekombinasyon ve spontan mutasyon yolu ile viriilans
Ozellikler kazanma yetenegi E. coli genotiplerinin tamaminda mi yoksa farkli genom
ozelliklerine sahip bazi 6zel E. coli suglarinda m1 goriilmektedir ve bu transfer hangi sartlarda
gerceklesir gibi onemli sorularin cevabr hala bilinmemektedir. Bilindigi gibi EXPEC suslari
intestinal sistemde bir patolojiye sebep olmadan kolonize olup ¢ogalmaya devam ederler™®.

Rezervuart intestinal sistem olan bu suslar sahip olduklari adhezyon, hiicresel
immunsistemden kagis ve konak hiicre yapisini degistirebilen bazi effektér proteinler gibi
genom veya mobil elementler ile taginan spesifik virulans faktdrlerinin transferi yolu ile
evrilerek iiriner sistem, kan dolasimi ve MSS gibi viicut bolgelerine de yayilip kolonize olma,
¢ogalma ve enfeksiyon olusturma yetenegi kazamirlar*'®. Mesela UPEC serogenotipleri suslar
intestinal kaynaklidir, ancak biitiik intestinal E. coli suslart UPEC degildir. EXPEC grubu E.
coli suslarinda, 6zellikle UPEC suslarinda bulunan ve adezyon ve invazyon ile iligkili
proteinlerin kodladig1 genlerin yer aldigi PI’larin, kolon kanseri, Crohn hastaligi,
Inflammatory Bowel Diseases (IBDs) ve graniilamatdz kolitli hastaliklar ile iligkili mukuzal
adeziv-invaziv E. coli (AIEC) suslarinda da goriildiigiinii bildiren yaymlarin son yillarda
artmis olmasidir™*2.

Klinik 6nemi giderek artan EXPEC suslarda viriilansi saglayan ve giiclendiren gen
transferinin yani evrimin hangi genom o6zelligine sahip suslarda gergeklestiginin bilinmesi
hem enfeksiyon kontrol stratejilerinin gelistirilmesi hemde duyarli kisilerin belirlenmesi
yoniinden 6nemlidir. Bu sebeple farkli klinik materyallerden izole edilen EXPEC suslari ile
yapilacak, popiilasyonun fenotipik ve genotipik silirveyans yontemlerinin kullanildigt
epidemiyolojik c¢alismalar ihtiya¢ vardir. Bu c¢alismalardan elde edilecek epidemiyolojik

veriler E. coli suslarindaki gen plastisitesini izah agisindan 6nemli olacaktir.



2. GENEL BILGILER

E. coli insanlar ile sicakkanli vertebralilar ve reptillerde dahil olmak ftizere ¢ok
sayidaki hayvanin gastrointestinal sisteminde, Ozellikle kalinbagirsaklarinda, yerlesik
kommensal veya simbiyotik Ozellik gosteren major flora bakterisidir. Ancak bazi patojen
viriilans faktorlerine sahip olan suslar bebek ve ¢ocuklar ile yaslilarda intestinal sistemde bazi
0zel suslar ile de biitiin yas gruplarinda intestinal sistem disinda yiliksek mortaliteye yol
acabilen enfeksiyonlara sebep olabilirler. Yiiksek gen transfer yetenegine sahip olan E. coli
suslar1 gen miihendisligi alaninda yapilan calismalarda model mikroorganizma olma
ozelligine sahiptir 2514

2.1. E. coli

Escherichia coli (E. coli) basta insan olmak iizere biitiin vertebrali memeli
hayvanlarda kolon mikro-florasinin major aerobik bakterisi olup, Enterobacterecea ailesi
gram negatif bakteri tiirleri arasinda enfeksiyon sorumlusu olarak klinik materyallerden en sik
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izole edilen tiyesidir “°.

2.1.1. E. coli’ nin Tarihgesi

[k olarak Alman mikrobiyolog ve pediatrist olan Theodor Escherich (1885) bakteriler
ve sindirim sistem hastaliklar1 arasindaki iliskiyi arastirdigi calismasinda saglikli bireylerin
gaita Orneklerinden de izole ettigi hizli {lireyen bu bakterinin kolonda yaygm olarak
goriildiigiinii fark etmis ve bakteriyi kolonda yaygin bulunan bakteri anlamina gelen
“Bacterium coli commune” olarak adlandirmistir. Mikroorganizma isimlerinin yeniden
diizenlendigi ve sadece iki ismin kullanildigi nomenklatiir ¢aligmalarinda Castellani ve
Chalmer tarafindan (1919) bu mikroorganizmanin isminin bakteriyi ilk olarak Theodor
Escherichin ¢aligmalarina izafeten, E. coli olarak degitirilmesi teklif edilmis ve kabul edilerek
Tip literatiiriine bu isimle ge(;mistirl4’16.

Insan hastaligiyla ilgili ilk E. coli bakterisi olan Enteropatojenik E. coli (EPEC) susu
1940-1950’ 1i yillarda bulunmus, ilk olarak 1980 ’li yillarda ABD’ de E. coli O157:H7’ nin
klinik 6nemi a¢iklanmus, bircok morbidite ve mortalite ile iliskilendirilmistir'’.

Toplum kaynakli (%80-85) ve bircok antibiyotige direncli olan hastane kaynakli

(%50) triner sistem infeksiyonlarin en sik etkeni E. coli’ dir'®*,



2.1.2. Morfolojisi ve Boyanma Ozellikleri

E. coli, 0,3-0,7 um en ve 1.0-6.0 um boyunda siklikla peritrik flagellali hareketli
olmasina ragmen bazen hareketsiz, sporsuz, gram-negatif basildir. Baz kiiltiirde kisa ve koka
benzer, bazi kiiltiirlerde de normalden uzun Y harfi gibi dallanan flamentli yapidadir™?°.

Enterobacteriaceae ailesi i¢inde yer alan E. coli diger koliform bakterilerle birlikte
insan ve hayvan barsak florasinda normal olarak bulunan en yaygin fakiiltatif anaerob
bakteridir. Nadiren kapsiil olustururlar, Polisakkarit yapisinda M antijeni igeren bir

mikrokapsiil ve biyofilm olusturan suslarda hiicre duvar tizerinde mokupolisakkarit yapisinda

slime tabaka bulunur®?.

2.1.3. Ureme Ozellikleri ve Kiiltiir Karakterleri

Enterobacteriaceae ailesi i¢inde yer alan E. coli diger koliform bakterilerle birlikte
insan ve hayvanlarda kalin barsaklarda 6zellikle kolon ve ¢cekumda simbiont veya kommensal
olarak yerlesen, fakiiltatif anaerob enterobactereceae tiyesi en yaygin bakteridir'**!,

Dogumdan sonraki 40 saat iginde barsaklara yerlesir. Dogumu takip eden ilk yil
gaitanin graminda 107-10° cfu miktarmna ulasan E. coli daha sonra diger flora bakterilerinin de
kolonizasyonu ile sayisal olarak 10°-10 cfu’e kadar geriler™.

Bagirsaklar disinda gaita ile kontamine nemli toprak ve suda uzun siire canliligini
korur. Bu sebeple 42°C de iireyen E. coli Tip-I sulardaki gaita kontaminasyonunun tespiti icin
indikator olarak kullanilir?.

E. coli in-vitro sartlarda hizli iirer. Optimal iireme sicakligi 37°C, pH’sida 7.2 olan
E. coli 18-44.5°C ve pH 5-8 araliginda da hayatiyetini korur. Bazi laboratuar suslar1 48°C’da
da iireyebilir. Bilinen besleyici besiyerlerinde multiplikasyon siiresi 15-25 dakika kadardir.
Zenginlestirilmemis peptonlu su, buyyon ve jeloz gibi kanli besiyerlerinde 16-24 saatte 2-3
mm ¢apinda ortas1 kabarik, diizgiin kenarli, pigmentsiz S tipi koloniler olustururlar. Ozellikle
idrar yolu infeksiyonlarindan izole edilen bazi E.coli suslart kanli besiyerinde hemoliz
yapabilir. Eozin Metilen Blue (EMB) besiyerinde laktozu fermente ederek metalik refle veren
yesil koloniler, MacConkey agar besiyerinde safray1 presipite ve laktozu fermente ederek
kirmizi renkli koloniler olustururlar®®.

Eskimis besiyerlerinde kenarlar1 diizgiin olmayan, kuru goériinimlii R- tipli mukoid

koloniler de goriilmektedir. Sivi besiyerlerinde hareketli suslar homojen bulaniklik

olustururlarz.



2.1.4. Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli non-oksidan fermentatif bakteridir. Gliglii katalaz aktivitesine sahip olmasina
ragmen nitratlar1 nitritlere indirgeyebilmesi ve karbonhidratlarin ¢ogunu asit ve gaz
olusturarak fermente etmesi sebebi ile hem aerob hemde fakiiltatif anaerop sartlarda
kolaylikla iireyebilir®?*,

Filogenetik olarak iligkili olduklar1 diisiiniilen fizyolojik 6zellikleri ile benzer olduklar
Shigellalardan laktozu fermente edebilme yetenekleri ile ayrilirlar. Glikozu etanol ve CO; ile
birlikte asetik asit, suksinik asit ve laktik asit gibi son irilinler olusturarak fermente eder.
Yiksek karbonhidratlardan D-mannitol, D-sorbitol, L-arabinoz, L-ramnoz, maltoz, D-ksiloz,
trehaloz ve D-mannozu fermente ederler, ancak; adonitol, inositol, sellobioz, eritrol, D-
arabitolii fermente edemezler. IMVIC testinde sonug; (+,+,-,-) Indol iiretimi testi %98,
Metilkirmizisi testi % 99 pozitif, Voges-Proskauer testi %100 negatif ve Sitrat kullanim testi
%99 negatif sonuglar vermesi benzerlik gosterdigi A aerogenes’den ayirt edilmesini
saglar®?t?®,

2.1.5. Diren¢

E. coli 60°C 1s1da 30 dakika, oda 1sisinda uygun ortamda olmak kosulu ile 8°C* ye
kadar olan 1silarda canliligin1 koruyabilen olduk¢a dayanikli bir bakteridir. Dezenfektanlara
karst direngsizdir.”® E. coli ile Salmonella ve Shigella gibi bakteriler arasinda, malasit yesili,
brillant yesili, sodyum tetratiyonat, fuksin, bizmut sitrat, sodyum siilfat, sodyum deoksikolat,
safra, safra tuzlari, selenit tuzlarina kars1 daha az direncleri olmasindan yararlanilarak selektif
besiyerleri gelistirilmistir. %7 NaCl iceren besiyerlerinde lireyemezler. Boyle besiyerleri bu
Ozelligi sayesinde E. coli’ nin iremesini engeller ve digski orneklerinden stafilokok
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izolosyonunun saglamasinda yardimc1 olur®.

2.1.6. Genom Ozellikleri

E.coli’nin genom yapisina ait tam DNA dizisi ilk olarak 1997 yilinda yaymlanmistir®’,
(K-12 laboratuvar susu), 4,6 milyon bp uzunlugundaki dairesel DNA molekiilii 4288 protein
kodlayan genleri, 7 rRNA operonu, 86 tRNA geni icermektedir. Yaklasik 40 yil boyunca
yapilan yogun genetik calismalar sonucu kodlama yogunlugunun 118 bp c¢ifti ile genler
arasinda ortalama mesafenin ¢ok yiiksek oldugu bulunmustur. Genomun Onemli sayida
transpoze edilebilen genetik elementler, tekrar elementleri, gizli profajlar ve bakteriyofaj

artiklari icerdigi gézlemlenmistirzg.



Giintimiizde E. coli tiirlerinin tamamen tanimlanmig birka¢ yliz genomik dizisi
mevcuttur, E. coli suslarina ait genomik dizi bilgisi 2014’ ten 6nce tam anlamiyla Once
literatiire eklenmemisti. Bu genom dizilerinin karsilastirilmasi onemli miktarda cesitlilik
gostermektedir. Genomun yaklasik %80’ 1 izolatlar arasinda degisiklik gosterirken yalnizca
yaklagik %20¢si her bir izolatta olan dizileri temsil eder?”*°.

Herbir genom tek basina 4,000-5,500 aras1 gen icermektedir ancak biitiin E.coli suslar
arasindaki farkli genlerin toplam uzunlugu 16,000 dir. Bu biiyiik ¢esitliligin 2/3*sinin tiirler

arasindaki yatay gecis sirasinda meydana geldigi kabul edilmistir.

2.1.7. Hiicre Duvari ve Antijenik Yap1

E. coli gram negatif bir bakteridir ve karekteristik olarak gram negatif bakteri hiicre
duvarina sahiptir. Sitoplazmik membrandan sonra gelen periplazmik boslugun iizerini kros
baglar1 olmayan ince bir peptidoglikan tabaka oOrter. Dig membranin omurgasini ise
lipopolisakkaritler (LPS) olusturur. LPS duvarin igerisinde yer yer porin proteinleri ile
flagella ve fimbria uzantilar1 yer alir. E. coli hiicre duvarinda yer alan LPS somatik antijen,
flagellar proteinlerde kodlanan H kirpik antijenleri, fimbria proteinleri tarafindan kodlanan F
fimbria antijeni ve kapsiillii suslarda goriilen K antijenleri de bakterinin serotiplendiril-

mesinde kullanilir?>?3%,

2.1.7.1. LPS ve Somatik (O) Antijenleri

LPS yap1 hiicre duvarinin omurgasini olusturur. LPS yapinin distalinde yer alan ve
hiicre duvarina gomiilii olan Lipid-A endotoksin 6zelligindedir ve hemen iizerinde yer alan
kor polisakkariti gibi biitiin gram negatif bakterilerde ortak 6zellige sahiptir’.

Kor polisakkaritin lizerinde yer alan ve hiicre diginda eksprese edilen ve sayilar1 1-40
arasinda degisen oligosakkarit zincirler bakteriye O antijeni 6zelligini kazandirir. O antijenleri
100°C 1siya 2,5 saat, %96’ lik alkole 4 saat dayanir. Asitlere dayaniklidir. Formaldehit

karsisinda etkinligini yitirirlG.

2.1.7.2. Flagella ve Flagella (H) Antijenleri

E coli genellikle peritrik flagellali ve hareketli bakteridir. Kemoatraktan bir bakteri
olan E.coli ’de mikrogevresindeki kimyasallar1 algilayip, uzaklagsmak veya metabolize etmek
amaci ile yaklagsmay1 saglamak iizere hareketlendirilen flagella motoruna bes transmembran
proteini yon verir. Hareketli suslarda bulunur®.

Flagellin proteinlerinden olusan sarmal bir yapidir, Flagellin proteinini olusturan



aminoasit dizilimlerindeki farkliliklar antijene tip spesifik 6zellik kazandirir. Bugiine kadar 56
farkli (H1-H56) antijenik tipi tespit edilmistir. H antijeni protein yapisi sebebi ile 1s1ya, alkole

ve aside duyarli iken formaldehite direnclidir®’.

2.1.7.3. Kapsiil ve Kapsiil (K) Antijenleri

Bazi E. coli suslarinda hiicre duvarinin tizerinde biiytiklgii suslara gore degisebilen 50-
100 kDa agirliginda asidik polisakkaritlerden olusan mukoid yapida kapsiil bulunur. Bakteriyi
konak savunma sistemlerine karsi koruyan ve bakteriye viriilans 6zellik hazandiran kapsiil
tabakas1 tip spesifik antijenik Ozellikte tasir. Bu giine kadar 60 farkli K antijen tipi
tanimlanmistir. Ozellikle yeni dogan menejitinden sorumlu olan K1 suslar1 mortal seyreden
enfeksiyonlara sebep olabilir. K antijenleri 6énceden L, A, B seklinde 3 alt tip olarak
gruplandirilirmasina ragmen bugiin A antijeni grup 1 kapsiiler polisakkarit olarak, B ve L
antijenleri ise grup 2 kapsiiler polisakkaritler olarak adlandirimaktadir*?.

-L antijeni: Isiya dayaniksiz bir antijen olan L antijenine sahip E. coli suslar
genellikle fareler icin toksiktir.

-A antijeni: Bu antijene sahip suslarin kolonileri M tipi mukoid ve opaktir. Kapsiillii
bakterilerin polisakkaritleridir.

-B antijeni: Sadece B antijeni patojeniteden sorumludur. Cocuklardaki epidemik
diyare etkeni E. coli suslar1 arasinda da gozlemlenen B antijenleri L antijenindekine benzer

sekilde, sicakliga duyarlidir®.

2.1.7.4. Fimbria ve F Antijenleri

Fimbrialar, bakterinin hiicre duvarinda bulunan protein alt iinitelerinden olusan ince,
sac benzeri adeziv organellerdir. Bakterinin sitoplazmasindan orijin alarak hiicre duvari
boyunca yerlesmis olan fimbrialarin ¢ok sayida ve farkli karakterlere sahip tipleri
belirlenmistir. Adezinler, bakterinin iiriner sistemin epitel hiicrelerinde bulunan glikoprotein
ve glikolipidlere baglanarak iiriner sisteme dahil olmasini saglar32’33.

E. coli serotipinin antijenik formiilii sirast ile O, K, H ve F antijenleri ile ya da bu
antijenlerden gozlenenleri ile yazilarak belirtilir. Mesela O78: H20, O18: K1: H7 ya da
06: K2: H1: F7 gibi. Hareket ve fimbriya gozlenmeyen suslar H-, F- olarak gosterilebilir.
Kauffman’in serotip semasina gére E. coii’de 190’dan fazla O, 56 H ve 80 K antijeni
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tanimlanmistir—=".



2.1.8. Patogenezde Rol Oynayan Virulans Faktorleri

E. coli’ de viriilans faktorleri; hiicre yilizeyinde ve hiicre iginde iiretilen olarak ikiye
ayrilir. Yiizeyde {iretilenler konak hiicrelerin yiizeyine tutunmada, doku invazyonu, biyofilm
olusumu veya sitokin indiiksiyonu gibi rolleri de olabilen farkli fimbria sekillerinden ibarettir.
Hiicre i¢inden dis ortama salgilanan viriilans faktorleri ise demirin sinirli oldugu ortamlarda

bakterinin liremesine yardimei olurlar®.

2.1.8.1. Endotoksin

Tiim aerobik ve bazi anaerobik gram negatif bakterilerde bulunan bir viriilans
faktoriidiir. Bu toksinin aktivitesi lipopolisakkaridin lipid A komponenti ile iliskilidir. Hiicre
duvarinin parg¢alanmasi sonucu ortaya ¢ikan Lipid A etkisini makrofajlarin sitokin olugturmasi

ve salgilanmasini arttirarak gosterir®,

2.1.8.2. Aerobaktin ve Siderofor

Tim hiicreler i¢in gerekli bir mineral olan demiri E. coli oksijen transportu ve
depolanmasi, DNA sentezi, elektron transportu ve peroksit metabolizmast igin kullanir®,

E. coli’de siderofor aerobaktin sistemi, demir elde edilmesi igin en etkili sistemdir.
Aerobaktin, iki lizin ve bir sitrat molekiiliinden olusmus kiigiik bir molekiildiir®.

E. coli tarafindan salgilandiktan sonra demiri konak¢inin demir baglayan ve hiicre
duvari reseptor proteinlerinden ekstrakte eder. Aerobaktin sistemi bes gen operonu tarafindan
kodlanmaktadir. Bu genler iucA, iucB, iucC, iucD ve iutA genleridir. Aerobaktin sentezi i¢in
gerekli enzimleri ilk dort gen kodlarken; hiicre duvari reseptér proteinini besinci gen
kodlamaktadir. Demir alimini iuc geni kodlarken, demir alimi icin gerekli reseptor geni iut
genidir. Diger genler transport mekanizmasinda kullanilmaktadir. Aerobaktin {iretimi demir

konsantrasyonlarma bagli olarak diizenlenmektedir®*°.

2.1.8.3. Hemolizin

Genellikle iiriner sistem ve ekstra intestinal infeksiyonlara neden olan E. coli’ ler
tarafindan sentezlenen alfa hemolizin ve hiicre iligkili beta hemolizin olmak iizere iki tiptir.
Istya duyarh ekstraseliiler proteinlerden olusan alfa hemolizin 1siya duyarli ekstraseliiler

proteinlerden olusan plazmidler tarafindan veya kromozomal olarak determine edilir®"*®,



2.1.8.4. Sitotoksik Nekrotizan Faktor (CNF)

Uropatojenik E. coli’ lerde en iyi tanimlanmis olan virulans faktorlerinden biri CNF-1
(Sitotoksik Nekrotizan Faktor-1)’dir® CNF’ nin iiriner sistem infeksiyonlarindaki spesifik
rolii heniiz tam olarak anlagilamamis olup ¢ogunukla alfa hemolizin ile birlikte tiretilir. CNF-1
tretimi genel olarak iiriner sistem enfeksiyonunu tetiklemekte olup, konakc¢inin hiicre
fonksiyonlarinda ve morfolojisinde bozukluklara, hiicre siklusunun durmasina ve hiicrenin
lizisine neden olmaktadir. CNF-1, idrar kesesi epitel hiicrelerine invazyon ve tutunmay1
saglayarak, ndtrofil 16kositleri 6ldiirme kapasitesini artirir bu ylizden yangisal reaksiyonlara

neden olarak iiriner sistem epitel hiicrelerini apoptozis ile Sldiiriir®**,

2.1.8.5. Sitoletal Distending Toksinler (CDT)

Ik olarak 1987 yilinda geng bir hastadan izole edilen patojenik E.coli susundan izole
edilmesi ile gdzlemlenmistir®.

1994 yilinda Scott ve Kaper tarafindan baska bir E.coli susundan cdt-A, cdt-B,cdt-C
olarak adlandirilan CDT operonu klonlanmistir*’. Bilinen biitin CDT’ ler proteobakteri
filumunda bulunan gama ve epsilon sinifindaki gram negatif bakterilerce iiretilir. CDT {ireten
bakteriler genellikle mide ve barsak gibi mukozal bolgelerde kalici infeksiyonlarla iliskilidir.
Biitin  CDT toksinleri hedef hiicre DNAsma zarar verebilecek genotoksinler
bulundurmaktadir. Cytolethal distending toksinler (CDT) Dnaz aktivitesi gosteren bazi gram
negatif bakteriler tarafindan {iretilen heterotoksin sinifindadir®®*%.

Bu toksinler belirli memeli hiicrelerinde G2/M hiicre siklusunda bloke olmasini
tetikler. Etkilenen hiicrelerin apoptozis ile 6lmesine neden olur. CDT toksini tiiretenler

genellikle kendisini 1srarla konak hiicreye kolonize eden bakterilerdir*®*’.

2.1.8.6. Serum Direnci

Serumda bulunan komplement sistemi aktivitesi ile bakteriler etkisiz hale gelmektedir.
Hiicre duvarinda lokalize olan Lipid A Antikor yoklugunda komplement sistemin klasik
yolunu aktive eder. Bakterilerin duyarliligi serumun Oldiiriicii etkisine ragmen, serum
inkubasyonundan sonra bakterilerin tekrar iiremeleri veya dilie edilmis serum
konsantrasyonlarinda iiretilmelerine  bakilarak  belirlenir. 1/16’dan  biiylik  serum

dilusyonlarinin komplement aktivitesi i¢in yetersiz oldugu saptanmlst1r36.

2.1.8.7. Kolisin

E. coli tarafindan sentezlenen ve bir bakteriyosin olan kolisinler, E.coli’ nin yakin



iligkili oldugu, Shigella ve Salmonella gibi tiirler {izerinde oldiiriicti etkisi olan maddelerdir.
Kolisinler bakterinin sitoplazmik membraninda porlar acip, endoniikleaz etkisi gostererek
kromozomal DNA’y1 parcalayip, protein, miirein ve lipopolisakkarit sentezini inhibe ederek

etkilerini gosterirler™.

2.1.9. Siiflandirma

Horizontal DNA transferi yapabildigi i¢in yiiksek diizeyde fenotipik ve genotipik
farkliliklar gosterebilen E. coli suglarinin siniflandirilmasinda, taksonomi alaninda molekiiler
yontemlerin kullanilmaya bagslamasi ile birlikte diger bir¢ok bakteri tiirlinde oldugu gibi
onemli degisimler yasamis ancak bu degisimler bilinen E. coli klinik yansimalarini
etkilemedigi gibi E. coli’ nin benzer bakteriler ile olan filogenetik uzakligini da
etkilememistir. E. coli; prokaryotlarin siniflandirilmasinda Enterobactereceae ailesi igerisine

bir tiir olarak yerlestirilmistir®.

2.1.9.1. E. coli’ nin Tiplendirilmesi

Mutasyon ve rekombinasyon olaylarina agik olan ve bu sayede farkli fizyolojik gevre
sartlarina uyum saglayarak c¢ogalmay1 siirdiirebilen E. coli suslarmin tip bazinda konak
mikroorganizma iliskileri, enfeksiyon yetenekleri ile epidemiyolojik 6zelliklerinin tespiti ve
kontrolii i¢in fenotipik ve genotipik farkliliklar1 baz alan ¢ok sayida tiplendirme ydntemi
kullanilmistir Bu baglamda E. coli suslarimin hastalik olusturma yetenekleri ve
lokalizasyonlari ile hiicre duvarinda eksprese ettikleri veya ortama sekrete ettikleri enzim ve
toksinleri gibi markerlar, antibiyotik duyarlilik paternleri gibi fenotipik 6zellikleri ile klonal
bazda aymrim giicline sahip gendeki delesyon, insersiyon ve tek nokta mutasyonlarinin

gosterildigi genotipik 6zellikleri hedef alan yontemler denenmistir?®*,

2.1.9.1.1. Fenotipik Yontemler

Ozellikle klinik 5neme sahip bir¢ok mikroorganizmanin tiplendirilmesinde oldugu gibi
E. coli tiplendirilmesinde de baslangigta fenotipe dayali yontemler yogun olarak
kullan11m1st1r22.

Bu yontemler diisiik  sensitivite ve  spesifiteleri, laboratuarlar  arasi
tekrarlanabilirliklerinin diisiik olmasi uygulanmalarinin siklikla 6zel ekipmanlara ihtiyag
duymasi, tecriibeye ihtiya¢ duyulmasi, pahali ve zaman alic1 yontemler olmalar1 sebebi ile ya
terk edilmis veya molekiiler teknikler ile modifiye edilerek daha yiiksek ayirim giicii ve

tekrarlanabilirlik saglanmaya calisilmistir. Bu yontemler konak mikroorganizma iligkisinin
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temel alindig1 klinik gézleme dayali patolojik tiplendirme (patotip) ve bakterinin fizyolojik

Ozelliklerinin baz alindig1 tiplendirme olarak iki alt baslikda toplanabilir48’49.

2.1.9.1.1.1. Patotiplendirme

Bu tiplendirme kalin barsak florasinin kommensal iiyesi olan E. coli’ nin kolonizasyon
enfeksiyon olusturma ozellikleri dikkate alinarak yapilmistir. Bu tiplendirmede

1-Kommensal E. coli,

2-InPEC ve

3-ExPEC suslar olmak iizere E. coli 3 grup igerisinde degerlendirilmistir®.

2.1.9.1.1.1.1. Kommensal E. coli

Bu grupta yer alan E. coli suslar1 sicakkanli vertebrali hayvanlar gibi insanlarda da
kalin barsaklarda kommensal olarak yer alirlar. Intestinal sistem disina ¢ikmazlar ve hastalik
olusturabilecek viriilans faktorleri ya yoktur veya az sayida ve etkisizdir. Ancak bu suslar
iiriner kateter gibi invaziv enstruman uygulamalarinda, lireter veya safra kanali obstriiksiyonu
gibi lokal savunma sistemlerinin etkisiz kaldig1 hallerde veya genel immun sistemi
baskilanmis hastalarda, perfore peritonitliler oldugu gibi yiiksek bakteri yogunlugu ile temas
halinde intestinal sistem dis1 enfeksiyonlardan primer patojen veya sekonder enfeksiyon ajani

olarak izole edilebilirler>*.

2.1.9.1.1.1.2. InPEC

Bu grupta yer alan E. coli suslar1 kommensal suslar gibi kolon ve ¢ekumda yerlesirler.
Ancak sahip olduklar1 farkli toksin ve enzimler ile alt intestinal sistemde sekretuvar,
inflamatuvar veya dizanterik Ozellikte ishalle seyreden hastaliklara sebep olurlar. Bu
hastaliklar bazen bebek ve yaslilarda yiiksek mortalite ile seyredebilir bazende EHEC
enfeksiyonlarinda goriilen hemolitik tiremik sendromda (HUS) oldugu gibi ekstra intestinal
klinik patolojilere yol agabilir. Patotiplendirme ile E. coli suslari sahip olduklar1 enfeksiyon
mekanizmalari ile 6 alt tipe ayrilirlar®®°",

1-Enterotoxigenic E. coli (ETEC): Su ve gida hijyenine énem verilmeyen toplumlarda
ve bu bolgelere seyahat edenlerde biitiin yas gruplarinda goriilen bol sivi ve elektrolit kaybi
ile seyreden ishallerden sorumludur™.

Turist ishallerinin % 30-70’ inden bu patotipde yer alan suslar sorumludur. Bu tip
suslar yiizeylerinde bulunan adezyondan sorumlu olan ve kolonizasyon faktor I (CF-1) veya

koli yiizey proteinleri (CS) antijenleri olarak tanimlanan proteinler yardimi ile ileal lopda
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enterositlerin yiizeylerine tutunurlar. Bu suslar sahip olduklar1 plazmidde kodlanan isiya
duyarli (TL) ve 1s1ya direngli (TS) toksinler yardimi ile kolera benzeri sekretuvar tip ishallere
yol acarlar. Ribozomlarda 72 aminoasit uzunlugunda kiiciik bir pretoksin olarak tiretilen TS
toksin proteazlar yardimi ile kesilerek yaklagik 19 aminoasitlik aktif STa pargas: ile
baglanmadan sorumlu 42 amino asid uzunlugundaki STb parcalarina ayrilirlar. TL toksin
kolera toksininde oldugu gibi bir aktif A parcasi ile baglanmadan sorumlu 5 B parcasindan
olusan heteroheksamerik (ABs) yapiya sahiptir. Kolera toksinine benzer mekanizma ile hiicre
icerisine transloke olan A pargasi hiicre i¢i siklik AMP miktarin1 artirarak hiicre
transmembran regulator kanallarin1 (CFTR) siirekli olarak acik tutarak hiicre disina sivi
elektroli kaybini1 yani sekresyonu artirir. Bu patotip igerisinde yer alan E coli suslarmin
tespitinde TL ve TS toksinlerin gosterilmesi, 25 kadar CS antijen ve serotipleme yontemleri
kullanilmigsa da bu ypilarin stabil olmamasi sebebi ile genel bir siiflandirma miimkiin
olamamigtir®®.

2-Enteropathogenic E. coli (EPEC): Bu grup igerisinde yer alan E. coli suslar1 1970’1i
yillarin baglarina kadar kommensal flora bakterileri olarak kabul edilmislerdir. Daha sonra
ishalli infantlarda kalin barsak biyopsi drneklerinden izole edilerek, 6zellikle gelismekte olan
tilkelerdeki 2 yas alti bebeklerde goriilen ishalle sayreden hastaliklardan sorumlu
tutulmuslardir™®. Bu suslar sahip olduklar1 patojenite adasinda yer alan eae geninde kodlanan
effektéor protein intimin yardimi ile mikrovilluslardaki enterositlerin dis membran
proteinlerine saldirirlar ve mikroviluslarin yapi ve fonksiyonlarini bozarlar®,
Liimenden absorbsiyon azalir, siv1 birikir, sekretuvar tip ishal baglar. Daha sonra kriptlerden
villuslara hiicre replasmani durur, iilseratif lezyonlar olusur. Bu grupta yer alan suslar
antijenik Ozellikleri ve viriilans faktorleri yardimi ile diger E.coli suslarindan ayrilirlar
Antijenik olarak 12 serogrup; 026, O55, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128,
0142 ve 0158 EPEC patotipinde yer alir. Son yillarda bu patotipin siirveyansinda eae gen
polimorfizmide kullanilmaya baslanm1$t1r56.

3-Enteroaggregative E. coli (EAEC): Turistik ishallerden ikinci derecede sorumlu
patotipler bu grupta yer alir. Gelismislik farki gdzetmeksizin tiim diinyada 6zellikle bebek ve
¢ocuklar arasinda goriilen bol sulu ancak zaman zaman mukus ve kaninda karistig1 ishallerden
giderek artan siklikda izole edildikleri bildirilmistir>®. Persistent ishallerden sorumlu
tutlmuslardir. Intestinal mukozaya kolonizasyon 55-65 MDa biiyiikliigiindeki pAA
plazmidinde kodlanan aggregative adherence fimbriac yardimi ile olur. AAF disinda ¢ok
sayida adezyon faktorii ve toksin kodlandigi diisiiniilmekte ancak patafizyolojik olaylar ve

epidemiyolojik 6zellikler konusunda kesin bilgiler bulunmamaktadir®*®’.
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4-Enterohemorrhagic E. coli (EHEC): Shiga toksijenik E. coli (STEC) ve Vero
toksijenik E. coli (VTEC) olarak da tanimlanan bu suslar fekal oral yolla bulasirlar. Sigellosis
benzeri dizanterik tablonun hakim oldugu hastalik c¢ocuk ve yashlarda HUS’unda
sekillenmesi ile mortal seyredebilir. Bu patotip icerisinde yer alan suslarda yap1 ve biyolojik
aktivitesi ile Shigella dysenteriae ile homolog olan Vero hiicrelerinde sitopatolojik etki
yaratan, bakteriyofajla tasinan genomda kodlu bir sitotoksin oldugu tespit edilmistir™. Bu
patotiplerde de genomda EPEC suslarinda goriilen ve epitele saldirty1 diizenleyen intimin ve
intiminin hiicre i¢erisine translokasyonunu saglayan proteinleri kodlayan eae ve tir genlerinin
yer aldig1 enterocyte effacement (LEE) bulunur. Bakteri enterosite saldirir ve adheze olur. Bu
esnada sekrete edilen Shiga benzeri toksin ETEC TL toksini gibi 6 pargalidir. Toksinin Bs
subiinitlerinin olusturdugu halka insan enterositlerde ve bobrek hiicre yilizeyinde yer alan
globotriaosylceramides (Gb3s)’ baglanarak sitotoksik ozellige sahip A subiinitinin hiicre
icerinse girisini saglar. A subiiniti hiicre liimiinii uyarir>®,

Bu patotipin ilk iiyesi 1983 yilinda dizanterik formda seyreden koliti olan bir hastanin
gaitasindan izole edilerek EHEC O157:H7 olarak tanimlanmistir. Daha sonra etki
mekanizmasi ve viriilans faktorlerinin tespiti ile sinonim isimlendirmeler yapilmistir. Fekal
oral yolla et, et iirlinleri ve salata ile de bulasan bu patotipin 50 cfu miktarindaki bakteri ile
enfeksiyon olusturabilmesi EHEC enfeksiyonlarinin kisa siirede sporadinin epidemi ve
pandemiye doniismesine yol acarken, HUS’ile iligkisinin gosterilmeside hastaligin boyutlarini
intestinal sistemden renal sistem tagimistir. Baslangicda O157:H7 serotipi ile tanimlanan
EHEC suslarin bu serotiple sinirli kalmadig giiniimiizde insanlarda hemorajik enterokolit
tablosuna yol acabilen 380 kadar serotipin tespit edildigi bildirilmistir. Bu Serogruplar
igerisinde en sik izole edilenler arasinda 026, O45, O91, 0103, O111, O113, O121, O145
serogrubuna ait serotipler yer almaktadir. Bu karmasayi engellemek icin EHEC igin bir
seropatotipleme semasi olusturulmustur. Bu semada klinik ile korele edilmis SPT-A, SPT-B,
SPT-C, SPT-D ve SPT-E olarak gruplandirilmig bes seropato tip bulunmaktadir. SPT-E
disindaki patotiplerin tamami insanlardaki pandemik, epidemik veya sporadik olarak HUS ve
hemorajik kolit vakalarindan izole edilen serotiplerden olusmaktadir®®",

5-Enteroinvasive E. coli (EIEC): Dizanterik formda ishalden sorumludur. Uzun
stiredir bu suslar ile iliskilendirilen vaka bildirimi bulunamamustir. Genomik ve fizyolojik
ozellikleri ile Shigella’lara benzerler. Kommensal E. coli suslariintestinal epitele invazyonu
saglayan Tip III sekresyon sisteminin kodlandigr 30 kb’lik gen kiimesi ihtiva eden invaziv
plazmid (pINV) kazanarak EIEC patotipine evrilirler. Bu suslarda enterotoksijenik aktivite
gosteren ve Sen olarak adlandirilan 63 kDa’luk bir bagka toksin daha iiretilir. EIEC patotipi
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icerisinde O28ac, 029, O112ac, 0121, 0124, 0135, 0136, 0143, 0144, 0152, 0159, 0164,
0167 ve O173 serotipleri yer alir®.

6-Diffusely adherent E. coli (DAEC): Gelismekte olan ve gelismis iilkelerdeki 1,5-5
yas arasi ¢ocuklarda goriilen sekretuvar tip ishallerden izole edilirler. Ancak akut baslayan
ishallerin kronik inflamatuvar ishallere doniisme riski yiiksek bulunmustur. Patofizyolojik
Ozellikleri ve virtilans faktorleri hakkinda ¢ok sey bilinmemekle beraber Afa-Dr adezinler
ailesine mensup mannos direngli iki tip adezinin intestinal hiicre adezyonunda etkili oldugu

gosterilmistir>®,

2.1.9.1.1.1.3. EXPEC

Saglikli bireylerin yaklasik olarak %20’ sinde alt intestinal sistemde asemptomatik
kolonizasyon gosterebilen Extraintestinal patojenik E.coli patotipde yer alan E. coli suslar
sahip olduklar1 viriilans faktorleri yardimi ile gastrointestinal sistem disma yayilabilir,
kolonize olabilir ve hastalik olusturabilirler5.

Ozellikle iiriner sistem enfeksiyonlari, yenidogan menejiti, sepsis, hastane kokenli
pnomoniler, deri yumusak doku enfeksiyonlari, osteomyelit ve intra abdominal
enfeksiyonlardan en sik izole edilen enterobecterecea ailesi mensubu gram negatif ¢omaklar
bu patotipde yer alirlar. Insanlar arasinda artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak tanimlanan
bu patotip suslardan bazilarinin 6zellikle kanatlilarda da intestinal sistem disinda hastalik
olusturmasi zoonotik karakterli bulas riskinin akla getirmektedir’®. Ancak bazi viriilans
faktorlerinin bazi EXPEC gruplart igin spesifik oldugunun iddia edilmesi bu ihtimali
uzaklastirmis, EXPEC suslarinin gerek kommensal gerekse InPEC suslarindan filogenetik
olarak farkli evrimlestiklerinin ispat1 olarak kabul edilmistir. Mesela Tsh ve ColV plasmitleri
sadece kanatlilardan izole edilen ekstra intestinal pathogenic E.coli (APEC) suslarinda
bulunurken, K1 kapsiilii yenidogan menenjitinden sorumlu E. coli (NMEC) suslarinda, Sat ve
Usp proteinleride uropathogenic E.coli (UPEC) suslarinda gosterilmistir*®.

Diger taraftan kisa siire dnce yapilan iki farkli calismada sadece APEC suslarinda
bulundugu iddia edilen ColV plazmidi i¢in marker olarak kabul edilen iss geninin NMEC
suslarinin  tamamina yakininda da bulundugu gosterilmistir. ExPEC  susglarinin
tiplendirilmesinde filogenetik gruplandirilmanin en gegerli yontem oldugu ve EXPEC
suslarinin filogenetik olarak A, B1, B2 ve D olarak tanimlanan 4 major gruba dagildiklari,
grup sayisinin C, E ve F minor gruplar ile 7’ye ¢iktig1 bildirilmistir.® Insanlarda hastalik
olusturan yiiksek viriilans genlerine sahip EXPEC suslarinin B2 grubunda yogunlagtigi, diisiik

oranda da olsa D grubunda da yine insan patojenlerinin yer aldigi gosterilmistir. A ve Bl
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filogenetik gruplarinda ise kommensal veya diisiik viriilans gosteren suslar yer alir. Ancak
INPEC ve kommensal E. coli suslarinin ekstraintestinal enfeksiyonlardan da izole edilmis
olmasi1 ve E. coli’ nin yiiksek rekombinasyon yetenegi filogenetik siniflandirma ve farkli
filogenetik yapi1 ile evrimlesme iddiasim1 zayiflatmaktadir. EXPEC suslar1 arasinda giderek
artan plazmid aracil1 beta-laktam direnci bu suslarin klinik 6nemini artirmaktadir. Bu suslarin
tiplendirilmesinde serotipleme veya viriilans faktdrlerine gore yapilan tiplendirmenin ¢ok
uygun olmadigi belirtilmistir®*>>%".

2.1.9.1.1.2. Fizyolojik Ozelliklere Gore;

Fenotipik tiplendirmede kullanilan yoOntemlerin ¢ogu mikroorganizmaya ait
biyokimyasal 6zellikler, antijenik yap1, sekrete edilen enzim ve toksinlerin 6zelliklerini temel
almistir. Biyokimyasal 6zelliklerin kullanildigi yontemler zaman alici, emek yogun, pahali ve
diisiik tekrarlanabilirlik gibi intrinsik sebeplerle kullanilmamakta olup, daha ¢ok antijenik
ozelliklerin kullanildig1 serotipleme, antibiyotik duyarlilik paternleri, multilokus enzim

elektroforezi ve toksin tiplendirilmesi kullamlmaktadir®,

2.1.9.1.1.2.1. Serotiplendirme

E. coli suslarmin tiplendirilmesinde en sik kullanilan sistem bakterinin hiicre
duvarinda eksprese edilen ve konakda spesifik antikor cevabina yol agan somatik O antijeni,
H flagella antijeni ve K kapsiil antijenine kars1 grup ve tip spesifik antikorlar ile yapilan
serotiplendirmedir. Kauffman tarafindan 1940 yilinda gelistirilen bu yontem ile E. coli suslari
LPS yapidaki O antijenlerine gore 190’ dan fazla serogruba ayrilirken, H antijenlerine gore
56, kapsiil antijenlerine gore de 80° den fazla serotipe ayrihirlar’. Bu yéntemle yapilan
tiplendirme fenotipik tiplendirme yontemlerinin diisiik ayirim giicii ve uygulanabilirligi gibi
ortak sebeplerden dolay1 kullanimi sinirlanmig, O antijenini kodlayan genlerin hedef alindig1

PCR bazli yontemler ile kullanilabilirligi artirilmaya calisilmustir®™ ™,

2.1.9.1.1.2.2. Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE)

Bakterilerin fenotipik 6zelliklerine gore tiplendirilmesinde suda ¢oziiniir hiicresel
housekeeping enzimlerin mobil bir matriksde elektroforetik migrasyonlarinin kiyaslandigi
MLEE yontemi ilk olarak 1980’ li yillarda kullanilmigtir, MLEE’ nin siniflandirma ve
epidemiyolojik iliskiyi tespite yonelik diger fenotipik yontemlerden farki, allel profillerinin
tamamini elektroforetik tip olarak verebilmesidir. Bu yontem hiicre i¢i enzimlerin

elektroforetik hareket yetenegine gore karakterize edilmesini esas alir ve organizmalari
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olusturduklar1 elektromorfo tiplerine gore digerlerinden ayirir. Bu elektroforetik tiplerden
populasyon karakterizasyonu i¢in objektif bir databaz olusturulabilir. Genellikle, MLEE ile 20
kadar housekeeping enzimde dogal olarak yiiksek degiskenlik gosteren lokuslar hedef alinir,
bu sebeple teknik monolokus enzim elektroforezinden c¢ok daha yiiksek ayrim giiciine
sahiptir™ "2,

Bakteriler boliinme, ¢ogalma, enerji transferi gibi hayati fonksiyonlar1 diizenleyen
cogu yapisal isleve sahip izoenzimler iiretmektedir. Bu izoenzimler farkl katalitik 6zelligi ve
bu sebeple farkli elektroforetik hareket yetenegi gosterirler. Enzim cesitliligi, primer
izoenzim ve alloenzimler gibi direkt veya posttranslasyonel modifikasyonla olusan sekonder
izoenzimler gibi indirekt genetik faktorlere bagldir. izoenzimler farkli hiicre
komponentlerinde dagilabilir ve en azindan iki farkli gen ile kodlanirlar. Benzer substrat
spesifitesi olan enzimleri kodlayan multipl lokuslar gen duplikasyonlart olusumunu saglar.
Nokta mutasyonlarinin sonucu olarak, duplike genlerin kodladigi aminoasitlerin
kompozisyonu degisir ve elektroforezde farkli hareket yetenegine sahip enzimler tespit edilir.
Elektroforetik hareketteki farkliliklar sarj ve/veya biiyiikliik farklilig: ile olusur. Bakterilerin

mutasyona ugramayan genlerinde goriilen farkli yapilarin listelenmesi yaklasimi MLEE

yontemiyle tespit edilmistir”.

Her ne kadar MLEE kiiresel bakteriyel epidemiyolojide 6nemli bir rol iistlenmis olsa
da teknik olarak elverigsizdir ve rutin arastirmalar i¢in adapte edilememistir. Ayrica farkl

™ Patojenik ve non

laboratuvarlarda elde edilmis sonuglarin karsilastirilmas:1 da zordur
patojenik E. coli suslari arasindaki iliskinin arastirildigi bir calismada mdh house keeping gen
bolgesinin patojen suslarla yakin iliskili oldugu tespit edilmistir. MLEE yo6ntemi ile E. coli
‘nin tiplendirilmesine yonelik bir baska ¢alismada da MLEE’ nin ayrim giiciiniin genotipik

yontemlere kiyasla daha diisiik oldugu gésterilmistir75.

2.1.10. Molekiiler Teknikler

Rutin incelemelerde klasik fenotipik yontemlerin onemini hala koruyor olmasina
ragmen, genotipik yontemler mikroorganizmalarin tam olarak karakterizasyonu ve klonal
diizeyde ayirt edilmesine katkida bulunmaktadir. Giin gectikge gelismekte olan teknoloji
mikrobiyoloji alanina sundugu yenilikler ile molekiiler tanimlama teknikleri ve farkl
amaglarla yiiriitiilen bilimsel ¢alismalara biiyiik yarar saglamaktadir®. Bu yontemlerin etkin
bir sekilde kullanimini maliyet ve deneyimli personel ihtiyact onemli dl¢lide etkilese de,

avantajlar1 ve dezavantajlar1 ile bu yontemlerden tiim diinyada yaygmn olarak
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yararlanilmaktadir. Son yillarda iilkemizde de bu tiir yontemlerin kullanildigr bilimsel
aragtirmalar hiz kazanmistir. Arastirmalarda en c¢ok kullanilan molekiiler tanimlama
yontemlerinin basinda PCR, PCR-RFLP, PFGE (Darbeli Alan Jel Elektroforezi), AFLP,
RAPD ve MLST protokolleri gelmekte olup bunlara her giin yeni bir molekiiler teknik igceren

calisma eklenmektedir 68.76,77.78,

2.1.10.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PCR dogal DNA replikasyon isleminin temel bilesenleri kullanilarak DNA’ nin tiipler
icinde cogaltilmas1 ya da kopyalanmasi kisaca in vitro olarak DNA c¢ogaltma yontemidir.
Reaksiyonlar farkli sicakliklardaki denatiirasyon, annealing ve extension olarak gerceklesen
ic olaymn dongiiler halinde tekrarina dayanmaktadir. PCR ile DNA fragmentleri ¢ogaltilabilir
ve ¢ok kiiciik Orneklerden analizler igin yeterli miktarlar elde edilebilir. PCR cihazi

kullanilarak giintimiizde pek ¢ok marker belirleme yontemi gelistirilmistir7g.

PCR temelli olarak tespit edilen polimorfizmler;

a) Kullanilan primer tipine,

b) PCR kosullarinin sikiliina (stringency),

c¢) DNA pargaciklarinin ayrimina ve

d) DNA parcaciklarinin belirlenme yontemlerine bagl olarak, rasgele (RAPD) ya da
6zgiin (AFLP, RFLP ve mikrosatelit gibi) olabilmektedir™®°.

2.1.10.1.1 Restriction Fragment Length Polimorphism (PZR-RFLP)

Restriksiyon endoniikleazlarin ¢ift iplikli DNA’ y1 6zel tanima bolgelerinden kesmesi
esasina dayanan yontemde, PZR ile cogaltilan DNA bdlgesi restriksiyon enziminin kesimine
tabi tutulur ve olusan DNA parcalart jel elektroforezi ile fragment biiyiikliiklerine gore
ayrilirlar. Kesim sonucu olusan kesim parcacik modellerine gore, kesim noktasinin varligi

veya yokluguna gore suslar arasindaki farkliliklar tespit edilmektedir®.

Bu yontemde suslar arasinda tespit edilebilen polimorfizm, enzim tanima bolgesinde
meydana gelen bir niikleotidin eklenmesi, bir niikleotidin eksilmesi veya bir niikleotidin
degismesi seklinde ortaya ¢ikan nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir ve DNA’ da
olusan mutasyonlar fragment sayisim1 degistirmektedir. Bu yontemde rutin PCR
reaksiyonunda oldugu gibi uzun oligoniikleotid primerler kullanildigi i¢in oldukg¢a giivenilir
bir ¢ogaltim yapilmaktadir. Cogaltilan lokus ya da gen hakkinda onceden bilgi sahibi

olunmasmin gerekliligi teknigin bir eksikligi olarak ifade edilmektedir. Ayrica ¢alisilacak
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lokuslar i¢in 6zgilin primerlerin hazirlanmast zaman ve maliyet gerektiren bir siirectir.
Calismanin igerigine bagli olarak kullanilacak olan kesim enzimleri de maliyeti artiran diger

82,83,84
unsurlar olarak ele alinmalidir .

Genomda kodlama yapan ve yapmayan bolgelerde restriksiyon enzim tanima
bolgelerinin dagilimi farklidir. Restriksiyon enzimleri 1000-20000 baz ¢iftlik parcalar
olusturan enzimlerdir ve siklikla Ecorl, Clal, Hindlll ve Hinfl kullanilmaktadir. RFLP
analizi ile E. coli’ nin kromozomal ve ekstra-kromozomal DNA’sinin restriksiyon profilleri
belirlenmektedir. RFLP yontemi kolaylikla uygulanabilen duyarli bir yontemdir ancak enzim
secimi Onemlidir. Cok sayida ya da ¢ok yakin bantlar1 degerlendirmek miimkiin olmayabilir.
Az sayida mikroorganizma ile calisildiginda degerlendirme nispeten kolay iken, say1 arttikca

kiyaslanma gﬁglesmektedir83’84.

2.1.10.1.2. Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Ik kez 1982 yilinda Schwartz ve arkadaslar1 tarafindan iki degisken elektriksel alan
kullanilarak 50 Kb’ den daha biiylik DNA molekiillerinin ayristirildigi sistemi tanitmasiyla
ortaya ¢cikmistir. Pulsed field jel elektroforez yontemi ile total genomun bir restriksiyon
enzimi ile hazmi sonucu ortaya gikan bant polimorfizmi degerlendirilmektedir®®,

Diisiik erime 1sili agaroz ile sivi veya kati besiyerinde {iretilen bakterilerin
karistirilarak kiiciik kaliplar i¢ine dokiilmesi ile uygulanan bu yontemde deterjan ve enzim
yardimi ile agaroz igindeki bakteri hiicreleri parcalanarak DNA izolasyonuna tabi
tutulmaktadir. Protein ve karbonhidrat gibi kontaminantlarin uzaklastirilmasi lizis islemi
sonrast kaliplarin yikanmasi veya diyalize edilmesi ile saglanmaktadir. Agaroz jel icinde
kalan bakteriyel DNA kismen az sayida ve biiyiik pargalar olusturan bir restriksiyon enzimi
ile kesime ugratilmaktadir®"®,

Kesime ugratilmis DNA parcalar1 bulunan kaliplar, jel igindeki uygun cukurlara
yerlestirilerek belli araliklarla yoni degistirilen elektrik akimina tabi tutulmaktadir. Elektrik
akim yOniiniin peryodik olarak degistirilmesi ve jeldeki DNA fragmentleri {izerine belirlenen
araliklarla diiz akim gonderilebilmesi sonucu, 50kb’ dan daha biiylik DNA molekiilleri bile
kolaylikla ayristirilabilmekte ve genomun tamamini degerlendirmek miimkiin olmaktadir,
Elektroforez sonrasi jelin Ethidium bromid ile boyamasi sonrasi jeldeki DNA fragmentleri
UV gikta goriintiilenmekte ve elde edilen bant polimorfizmi gozle veya bilgisayar

programlar1 kullanilarak degerlendirilmektedir. PFGE ile elde edilen bant paternlerine gore

hem kromozomal DNA’ nin biiyiikliigii tahmin edilebilmekte, hem de suslarin klonal olarak
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iligkilendirilmeleri miimkiin olmaktadir. PFGE olduk¢a yiiksek ayrim giicii olan, sonuglari
tekrarlanabilir ve kolay yorumlanabilir bir yontem oldugu i¢in genotipik identifikasyonda,
ozellikle hastane enfeksiyonlarinin siirveyansinda referans yontem olarak kabul edilmektedir.
Yontemin en Onemli dezavantajlari pahali ekipmanlara ihtiya¢ duymasi, oldukca fazla
zaman/is giicli gerektirmesi ve hala pek ¢ok tiir icin standart protokollerin olusturulamamis
olmasidir®.

Bu yontem tiire spesifik bir yaklasimi gerekli kilmaktadir ve genellikle tiir i¢i ayrim

veya iliskilerin ortaya konulmasinda zahmetli bir yontem olarak kabul edilmektedir®®®*.

2.1.10.1.3. Randomly Amplified Polimorphic DNA (RAPD)

RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic
DNAs) ilk defa 1990’ da Williams ve arkadaslar1 tarafindan PCR temel alinarak rastgele
secilmis primerlerin kullamlmasi ile ortaya ¢ikmustir®%%. (Welsh ve McClelland 1990;
Williams vd. 1990). RAPD, biitiin PCR temelli yontemlerin en basitidir. RAPD markérleri,
kiigiik (10 baz), %50’ den ¢cok Guanin ve Sitozin’den meydana gelmis, rastgele secilmis
primerler tarafindan PCR ile ¢ogaltilmis nispeten daha kisa DNA fragmentlerinden (yaklasik
2002000 baz ¢ifti uzunlugunda) olusmaktadir. Bu yontemde bilinen 6zgiil bir DNA bdlgesini
cogaltmak yerine, rastgele secilen bir veya daha fazla primerle DNA’daki bir¢ok bodlgenin
cogaltilmast saglanir. Oligoniikleotit primerleri polimeraz zincir reaksiyonunun anahtaridir.
Olusan pargalarin say1 ve biiylikliigli; primerin niikleotid dizisine ve kalip DNA’ da bu diziye
komplamenter dizinin varligina bagli olarak arastirilan genoma 6zgii bir desen (patern) verir.
Bu sistemle, genom dizisi hakkinda hicbir sey bilinmeyen DNA’lar c¢alisilir. Primer
baglanmasiyla, polimeraz enzimi 5'—3" yoniinde calisarak DNA molekiillerini ¢ogaltir ve
bunlar agaroz jel veya poliakrilamid jel elektroforezi ile birbirinden ayrilip uygun boyalarla
boyanarak izlenebilir. (Sekil 2.1) Diisiik sicaklik derecesinde gergeklestirilen baglanma
asamasinda, secilen primerler, kromozom iizerinde hem kendilerine 6zgiin bolgelere, hem de
0zgli olmayan bolgelere baglanmaktadir. Aymi tiir icindeki farkli suslarda primerlerin
baglanma yerlerinin sayist ve birbirlerine olan uzakliklar1 degisik olacagindan agaroz
elektroforezinde, amplifiye edilen parcalarin say1 ve biiyiikliikleri de farkli olacaktir. Suslar
arasinda primerlerin baglanma yerlerinde gerceklesmis olan bir mutasyon (delesyon veya

insersiyon) bant polimorfizminin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir®™®.

19



PCR Primer Sekans Konumu ve Yonii
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Sekil 2.1. RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)®

Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde gozlenen her bir izolata ait bant
profilleri birbirleriyle karsilastirilir. Ayni bant profilini gosteren izolatlar filogenetik olarak
iliskili seklinde yorumlanabilir. Bant profilleri benzer olan izolatlar yeni primerlerle tekrar
test edilmeli veya diger tipleme yontemleriyle calisilmalidir. RAPD metodunun
giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek ¢ok farkli ¢ogaltma degiskeni vardir. En
onemli degiskenlerden birisi hedef DNA'dir. Teknigi etkileyen diger temel degiskenler
arasinda; MgCl, konsantrasyonu, Tagq DNA polimeraz konsantrasyonu, primer
konsantrasyonu, dNTP konsantrasyonu, primer baglanmasi, baslangi¢ denaturasyonu, primer
karistmlar1 6nem tasimaktadir®™ .

Bununla beraber PCR’ da olusan ¢eliskili sonuclardan; yabanci DNA tarafindan
olusturulan kontaminasyona ek olarak DNA izolasyon teknigindeki varyasyonlar, PCR

kosullar1 ve PCR cihazinin tipi sorumlu olabilmektedir®®®.

RAPD calismalarinda her farkl tiir i¢in reaksiyon kosullarinin optimizasyonu sarttir.
Bunun amaci 6zglinligii ve tekrarlanabilirligi kontrol etmektir. Bu parametrelerin ¢ogu

birbirine bagli oldugundan bir RAPD teknigini optimize etmek oldukca zor olabilmektedir'®.

Calismalar sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren tiim
degiskenlere bagli oldugundan diisiik olabilmektedir. Bunun i¢in diger karsilastirmali

analizlere girmeden 6nce yontemin optimize edilmesi olduk¢a onemlidir'®%.
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Uygulanma kolaylig1 ve kisa siirede sonug verebilme agisindan genis kullanim alani
bulan bu yontem diger molekiiler genetik yontemlere gore daha hizli ve daha ucuzdur. RAPD
sistemi prokaryotik ve Okaryotik tiirler gibi pek ¢ok farkli yapinin genotipinin belirlenmesi,
0zgilin bir gen lokusunun belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, taksonomik ¢aligmalar,
genetik varyasyonun belirlenmesi, baglanti haritalarinin olusturulmasi ve salginlarda yogun

bir sekilde kullanilmaktadir'®*.

2.1.10.1.4. Amplified Length Fragment Polymorphisms (AFLP)

AFLP temelde RFLP ve RAPD-PCR tekniklerinin bir arada kullanildigi ve
tanimlamada o6zellikle RFLP ve RAPD-PCR’ da oldugu gibi tiir-sus diizeyinde oldukga
ylksek oranda basariya ulasan ve son yillarda diger genotipik yontemlere alternatif olarak
sunulan bir tekniktir. Teknik, uygun kosullarda amplifiye edilecek olan kalip DNA’ y1
yaratmak i¢cin DNA fragmanlarinin uglarina eklenmis olan ¢ift zincir DNA adaptérlerini
taniyan primerlerle secici amplifikasyonu gerekli kildigindan elde edilen sonuglar

tekrarlanabilir 6zellik sergilemektedirloz.

AFLP calismalarinda kullanilan restriksiyon endoniikleazlarin her biri DNA iizerinde
spesifik bir bolgeyi veya sekansi tanimakta ve kesim islemi neticesinde DNA fragmanlari
meydana gelmektedir. Farkli hedef sekanslar1 taniyan pek ¢ok farkli restriksiyon enzimlerinin
es zamanli kullanimlari farkli uzunluklara sahip yiizlerce DNA fragmaninin olusmasina sebep
olacaktir. Istenilen hedef fragmani ¢ogaltmak adina pre-selektif amplifikasyon ad1 verilen bir
islem ile fragmanlar taranir ve daha sonra PCR teknigi kullanilarak istenilen hedef fragmanin

sayist binlerce kere arttirilir'®.

Genelde her bir AFLP reaksiyonunda yaklasik 30-80 restriksiyon fragmani beraber
amplifiye oldugundan ve denatiire kosullarda gerceklesen jel elektroforez sisteminde tespit
edilebildiklerinden teknik DNA polimorfizmin tespiti i¢in oldukg¢a gii¢liidiir ve tiir-alt tiir

seviyesinde ayrim saglayan bir tekniktir'™.

Teknigin ¢ok genis bir alan1 taramasi, az miktarda is giiciine gereksinim duymasi, kisa
siirede neticelenmesi ve yorumlanabilmesinin olduk¢a kolay olusu en temel avantajlarindan
olup bu yeni teknige olan ilgiyi arttirmaktadir. Bununla beraber, analiz i¢in gerekli olan DNA
miktar1 ¢ok az olmakla beraber ulasilan bilgi oldukca fazladir. Analiz 6ncesi DNA sekansina
ait bir bilgiye gerek yoktur ve diger tekniklere kiyasla AFLP’ nin tekrarlanabilirligi oldukca
yiiksektir. Diger yandan AFLP yontemi diger molekiiler yontemlere kiyasla zaman, maliyet

duyarhilik ve 6zel beceriler istemesi gibi dezavantajlara da sahiptir'®.

21



2.1.10.1.5. Multilocus Sequence Typing (MLST)

MLST, molekiiler biyolojide kullanim1 giderek artan ve mikroorganizmaya ait birden
cok lokusun tiplendirilmesinde kullanilan bir tekniktir. Yontem ilk olarak 1990 yilinda Prof.
Dr. Brian Spratt, Martin Maiden, Dominique Caugant, lan Feavers ve Mark Achtman
tarafindan gelistirilmistir. MLST uygulamasindan 6nce bakteri izolatlar1 genellikle, jelde
DNA fragmentlerine bakarak karakterize edilmekteydi. Fakat bu yontemlerin ¢ogunda elde
edilen verilerle laboratuvarlar arasinda karsilastirma yapmak ¢ok zor olmaktaydi. MLST, ilk
olarak meningokoksik menenjit ve septisemiye neden olan, Neisseria meningitidis iizerinde
calisilmigtir. Daha sonra bu teknik, ¢ok sayida bakteriyel patojenin molekiiler analizinde
yaygin olarak kullanilir hale gelmistir. Bu yontemle virulan veya antibiyotiklere direncli

klonlarin tiplendirilmesi yaninda, klonlarin evrimsel gelisimi de izlenebilmektedir™®.

MLST, temel metabolik fonksiyonu kodlayan “house-keeping” genlerdeki degisikligin
DNA dizi analizi ile gosterilmesidir. Yontemde yedi “ housekeeping”™ genin yaklasik 450-500
baz ¢iftlik fragmentlerinin dizi analizi ¢ikarilmaktadir. Hedef gene ait her bir lokus i¢in, her
farkli dizilim farkli bir allel numarasi ile gosterilmekte ve bdylece susa ait bir allelik profil
tanimlanmaktadir. Tanimlanan allelik profiller, dizi tipi (sequence type=ST) olarak ifade
edilmektedir. Belirlenen allelik profiller, MLST veri bankasindaki (http://www.mlst.net)
bilinen allellerle kiyaslanarak, tespit edilen allel profilinin diger iilkelerdeki yayginlik derecesi
hakkinda bilgi edinmek miimkiin olabilmektedir. Elektronik ortamda saklanabilir verilerin
olusturulabilmesi MLST nin en 6nemli avantajlarindan birisidir. Bu sayede yeni izolatlar
daha oncekilerle kolay bir sekilde karsilagtirilabilmekte ve verilerin daha kolay paylagimi

miimkiin olabilmektedir %0718,

Bir MLST c¢alismast i¢in Oncelikle kiiltiir veya numunenin hazirlanmasi
gerekmektedir. Sonra sirasi ile DNA izolasyonu, MLST genlerinin PCR ile amplifikasyonu,
PCR iiriinlerinin saflastirilmasi, dizi analizi ve sonuglarin bilgisayar ortaminda sorgulanmasi
gerekmektedir. MLST cok fazla avantaja sahip olmasina ragmen c¢esitli zorluklara da sahiptir.
Bu zorluklarin baginda 7 allel iizerinde ¢ok diisiikk hata oranma sahip dizi analizi yapma
zorunlulugu gelmektedir. Cogu laboratuvar ig¢in bunlar1 saglayabilmek oldukc¢a pahali ve

zaman alan bir sﬁregtirloe’lw‘log.

2.1.11. Tedavi

EXPEC suslari, daha ¢ok toplum kokenli {iriner sistem enfeksiyonlarindan sorumlu

olmakla birlikte, hastane enfeksiyonu etkeni de olabilmektedir. Toplumdan kazanilmis ve
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yatan hastalarda gelisen ¢esitli E. coli enfeksiyonlarinda antibiyotik duyarliliklart farklilik
gosterebilmektedir. Ayrica bu infeksiyonlarda tedavinin genellikle ampirik olarak baslatilmasi
ve buna bagli olarak da artan direng problemi sebebi ile etkenlerin antibiyotik
duyarhliklarinin bilinmesi gerekli hale gelmigtir™***,

Diinya genelinde ¢esitli yontemlerle yapilan ¢ok merkezli ¢alismalarda farkli cografik
bolgelerde E. coli suslarinda GSBL iiretiminin % 1-74 arasinda degistigi bildirilmektedir.
Uriner sistem enfeksiyonlarmin tedavisinde en fazla kullanilan antimikrobiyaller amoksisilin,
trimetoprim-sulfametoksazol, aminoglikozitler, sefalosporinler ve kinolonlardir™#**2,

Sistit tedavisinde birinci segenek kotrimaksazoldiir, ancak direngli suslarla gelisen
tabloda tedavi alternatif olarak kinolon grubu ile (norfloksasin, ofloksasin, ciprofloksasin)

saglanmaktadir™ 1,

E. coli suslar1 arasinda tiim Onemli antibiyotik siniflarina direng mekanizmalari
bulunmaktadir. Bu TEM, SHV, CMY, CTX-M tiirleri de dahil olmak {izere genis spektrumlu
B-laktamaz (penisilinler ve sefalosporinler) ve karbapenemaz (NDM-1, oksa-48 tipi)iiretimini
igerir. Ozellikle CTX-M-15 ExPEC arasinda en sik goriilen GSBL’ dir'®,

Florokinolonlara ve Aminoglikozidlere direng plasmid veya kromozomal olarak
kodlanmis transferazlar, ya da hiicre i¢ine antimikrobiyal alimimni azaltma mekanizmalar ile
gerceklesir. E. coli O25b:ST131 dahil yeni direngli EXPEC klonlarinin, hizli yayilmasi,
ekstra-intestinal hastaligin lokalize salginlarina yol ac¢tig1 bilinmektedir. Antibiyotige direngli

E. coli suslar1 giderek yayginlasmaktadir™®.

Antibiyotik direncli EXPEC suslarina bagli IYE olgular1 tedavi siiresini uzatmakta,
prostat biyopsisi sonrasinda komplikasyonlar1 artirmakta ve bakteriyemili hastalarda koti
sonug i¢in bir risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle ¢alismalar bakterinin

antijenik yapilarini (O-polisakkarit) hedef alan as1 iiretimine yénelmigtirm'llg.

2.1.12. Korunma ve Kontrol
E. coli dogal olarak barsak florasinda bulunmasi nedeni ile korunmasi zordur. Ancak
Kisisel temizlik, dezenfeksiyon, temiz su ve yiyeceklerin tiiketilmesi gibi Onlemler

60,119

korunmada faydali olmasi igin gereklidir Bunun yami sira sehirlerdeki altyapi

sistemlerinin de uygun bir sekilde diizenlenmesi gerekmektedir®.
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3. GEREC ve YONTEMLER

Calismamizda EXPEC suslarinin atasal iligkilerine PFGE ve RAPD yontemleri ile 1g1k
tutabilmek amaci ile Cukurova Universitesi Merkez Laboratuvari da dahil olmak iizere bolge
hastanelerinde Eyliil 2015-Nisan 2016 tarihleri arasinda intestinal sistem dis1 enfeksiyonlara
ait klinik materyallerden izole edilen ve EXPEC suslara ait CNF-1, CNF-2, CNF-3 ve CDT-1,
CDT-2, CDT-3, CDT-4 toksin geninden en az bir tanesine sahip olduklart tip spesifik PCR ile

gosterilmis 155 E. coli susu kullanilmustir.

3.1. Test Suslarimin; Klinik Materyal, Hasta Cinsiyet Gruplari ve Yas Gruplarina
Gore Dagilimi

Calismada kullanilan EXPEC suslarinin viriilans 6zellikleri Anabilim Dalimizda
stirdiiriilmekte olan bir baska proje de tanimlanmis olup, EXPEC tanimina uyan ve ¢alismaya
dahil edilen suslarin 134’ i (%86.4° i) UPEC suslar1 olup 6rneklerden bir tanesi steril viicut

stvilarindan izole edilmistir (Tablo 3.1).

160
140
120 + Widrar:134
100 - B Aspirasyon:9
80 - Yara:6
60 - W Kan:6
40 - m Steril Vicut Sivisi:1
20 +
0 - T T T )

Sekil 3.1. Hastalarin Materyal Dagilim1

Test suslarinin, yogunlukla kadin hastalardan izole edildigi (Tablo 3.1.) ve suslarin %
31.6 (49/155)’sinin {iiroloji servisindeki izlenen hastalara ait 6rneklerden izole edilmis oldugu,
bunu %30.96 (48/155) ornek ile pediatri servislerindeki hasta Orneklerinden izole edilen
EXPEC suslarinin izledigi goriilmistiir (Tablo 3.1, Sekil 3.2).
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Cinsiyet

M Erkek

H Kadin

Sekil 3.2. Hastalarin Cinsiyet Dagilim1

Tablo 3.1. Orneklerin Cinsiyete, Alindig1 Klinik ve Polikliniklere Gére Dagilimi

Klinik ve Poliklinikler Kadin Erkek Toplam

Cocuk Poliklinigi 36 12 48

Uroloji Poliklinigi 31 18 49

Genel Cerrahi Poliklinigi

Yeni Dogan Unitesi

Enfeksiyon Servisi

1
4
Ameliyathane Yogun Bakim 8
3
2

Nefroloji Poliklinigi

Hematoloji Servisi -

Kalp Damar Cerrahi Servisi

W R R P N oM

Dabhiliye Servisi

Endokronoloji Servisi

Kadin Dogum Poliklinigi

Ortopedi Servisi

Gastroenteroloji Servisi

Fizik Tedavi Rehabilitasyon

N I ] =1 1 I N I
1
R R R k| o N N W R W N

Diyaliz Poliklinigi

Toplam 105 50 155
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60 m Uroloji Poliklinigi:49
B Cocuk Poliklinigi:48

50 B Ameliyathane Yogun Bakim:14

B Kadin Dogum Poliklinigi:9

B Enfeksiyon Servisi:7

40 - m Dahiliye Servisi:7

® Yeni Dogan Unitesi:6

m Nefroloji Poliklinigi:3

i Kalp Damar Cerrahi Servisi:3
B Genel Cerrahi Poliklinigi:2

m Endokronoloji Servisi:2

Diyaliz Poliklinigi:1
Ortopedi Servisi:1

Gastroenteroloji Servisi:1
Fizik Tedavi Rehabilitasyon:1
Hematoloji:1

Sekil 3.3. izolatlarin Alindig1 Klinik ve Poliniklere Gore Dagilimi

Calismaya dahil edilen ispatlanmigs EXPEC suglarinin 81(% 52.25) 1 10 yas alt1 ¢ocuk
hastalara 6 (%3.87)’ sida 70 yas iistii hastalara ait izolatlardir.

60
m0-10:52
50 m 10-20:7
20 ®20-30:11
m 30-40:12
30
W 40-50:6
20 ¥ 50-60:12
10 " 60-70:15
= 70-80:21
0

Sekil 3.4 Calismaya Dahil Edilen Materyallerin Alindig1 Hastalarin Yaglara Gére Dagilimi

3.2. Test Suslarimin Cogaltilmasi, Fenotipik ve Genotipik Ozelliklerine Gore
Identifikasyonu

Test suslar1 %5 kanli agar, ENDO agar ve EMB besiyerine ekilip, 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Suslar IMVIC testi ile fenotipik olarak tanimlandiktan sonra genotipik
olarak da E. coli‘ de yapisal olarak bulunan Beta-D-glukorunidaz enzimi kodlayan gen

bolgesine PCR yontemi ile bakilarak dogrulanmustir.
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Sekil 3.5. Endo Besiyeri

Sekil 3.7. EMB Besiyerinde Sekil 3.8. E. coli’nin IMVIC test sonuglari
E.coli ’nin Metalik Refle Vermesi

3.3. Cahsmaya Dahil Edilen ExPEC Suslar1 ve Viriilans Genlerinin
Dogrulanmasi

Calismaya dahil edilen ExXPEC suslarinin Beta-D-glukorunidaz enzimi kodlayan 120
bp’lik gen bolgesi pozitifti. Bu suslar EXPEC suslarinda bulunan, CNF-1, CNF-2, CNF-3 ve
CDT-1, CDT-2, CDT-3 ve CDT-4 toksin genleri gibi, en 6nemli 7 viriilans gen bolgesinden
en az birisi pozitif olan suslar arasindan se¢ilmis ve ¢alisma esnasinda dogrulanmistir(Sekil

3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14).
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1000 bp’lik

marker - 411 bp

=
=
-
-
—_
-

UREREL

120 bp

Sekil 3.9. 120 bp’lik Beta-D-glukorunidaz enzimi Sekil 3.10. 411 bp’lik CDT-1 toksin genini kodlayan
gen bolgesine ait bant profilini gosteren jel goriintiisiic  gen bdlgesine ait bant profilini gosteren jel goriintiisii

3000 bp’lik
marker

P roranm

(BRI 2820

Sekil 3.11. 350 bp’lik CDT-4 toksin genini kodlayan Sekil 3.12. 1111 bp’lik CNF-1 genini kodlayan
gen bolgesine ait bant profilini gosteren jel goriintiisii  gen bolgesine ait bant profilini gosteren jel goriintiisi

3000 bp’lik
marker

retrmeeee

EEEI EREE

Prrmeet
frrmeeee

Sekil 3.13. 1240 bp’lik CNF-2 gen bolgesine Sekil 3.14. 757 bp CNF-3 genini kodlayan gen bolgesine
ait bant profilini gosteren jel gorlintiisi ait bant profilini gdsteren jel goriintiisii

Bu suslardaki tespit edilmis viriilans gen/gen kombinasyonlart ile suslarin izole

edildikleri klinik materyallere gore dagilimi asagida verilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. EXPEC suglarindaki CDT ve CNF Toksin Genlerinin dagilimi.

Idrar Aspirasyon Yara Kan Diger Toplam

134 9 4 7 1 155
CDT-1 16 4 2 1 0 23
CDT-2 1 0 0 0 0 1
CDT-3 1 1 0 0 0 2
CDT-4 2 0 0 0 0 2
CNF-1 2 0 0 0 0 2
CNF-2 9 0 0 0 0 9
CNF-3 4 0 0 0 0 4
ikili kombin. 45 3 0 1 1 50
Uclii kombin. 31 0 2 4 0 37
Coklu kombin. 23 1 0 1 0 25
Toplam 134 9 4 7 1 155

3.3.1. PCR Bazh c¢ahsmalar icin DNA Ekstraksiyon ve Amplifikasyon

Islemlerinde Kullamlan Kimyasal Soliisyonlar 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 Karisimi

(25umol her biri) (Fermentas R0181)
(2,5 mM herbiri, toplam 10mM)
dATP (100 mM): 25 pul

dCTP (100 mM): 25 pl

dGTP (100 mM): 25 pl

dTTP (100 mM): 25 ul

Distile su: 900 pl.
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-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)

Tag DNA polimeraz enzimi
(Fermantas EP0402) 5U/ ul
10X PCR tampon ¢6zelti

25 mM MgCl,

10xTBE Soliisyonu

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 1000ml *ye tamamlandi.

Etidyum bromid

Etidyum bromid (Sigma E8751) (1000X, 5mg/ml): 0,5¢g

Distile su: 100ml

Isiktan korumak i¢in aliminyum folyo ile kaplandi. +4°C’ de saklandi.

3.3.2. Genotipik Identifikasyon

3.3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

1- Tiir diizeyinde tanimlanan bakterilerden kanli agar besiyerine tek koloni ekimi
yapild.

2- Bir gece 37°C’ de inkiibe edilecek ve saflig1 kontrol edilecektir.

3- Tek koloniden tekrar kanli agar besiyerine, tek koloni pasaj1 yapilarak 37°C’ de bir
gece inkiibasyona birakildi.

4- Saf olarak elde edilen E. coli kolonilerinden serum fizyolojik ile Mc Farland 5

bulanikliginda siispansiyonlar elde edilecektir.
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5- Hazirlanan bakteri siispansiyonundan 500ul ependorf tiipe alinarak, 13.000 xg de 3
dakika santrifiij edilecektir.

6- Ust sivi(supernatant kismi) atildi ve pelletin {izerine 250 ul 1X TE buffer (20mM
TrisHCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) eklendi

7- 1,5 mllik ependorflarda ekstraksiyonu yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

8- 95°C’ de, 15 dakika kuru 1s1 blogunda bekletildi.

9- 1,5-2 saat -20°C’ de bekletilerek daha sonra tekrar 95°C* de 15 dk 1s1 blogunda
bekletildi

10- 13.000 xg de 3 dakika santrifiij edildi.

11- Supernatandan 500 pl alinarak iizerinde ¢alismak iizere 1,5 mllik yeni

ependorflara alind1 altta kalan siv1 atild1.

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 i¢in PCR yonteminde;

Reaksiyon Karigimi:

12.5ul Master Mix,

0.2 pl uidA-F ve 0.2 ul uidA-R primeri,

5 ul Kalip DNA,

7.1 ul distile su ile totalde 25 pl PCR karisimi ile galigildi.

uidA Primerleri;
F-ATGCCAGTCCAGCGTTTTTGT ve R-AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG
(120 bp)

PCR Reaksiyonu;
94°C’de 5 dakika Ilk denatiirasyon
94°C’de 1 dakika Denatiirasyon
55°C’de 1 dakika Baglanma(Annealing) » 30 siklusda gergeklestirildi.
72°C’de 1 dakika Uzama(Extension)
72°C’de 10 dakika Son Uzama
4°C’ de o
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CNF toksin gen bolgeleri i¢cin PCR yonteminde;

Reaksiyon Karigimi;
12.5ul 2X Phire Green Hot Start Il PCR Master Mix,
0.2 ul CNF-F ve 0.2 ul CNF-R primerleri,
5 ul Kalip DNA,
7.1 pl distile su ile totalde 25 pl PCR karisimi ile galigilildi.

CDT toksin gen bolgeleri icin PCR yonteminde;

Reaksiyon Karigimi;
12.5ul Master Mix,
0.2 ul CDT-F ve 0.2 pl CDT-R primerleri,
5 ul Kalip DNA,
7.1 ul distile su ile totalde 25 ul PCR karisimu ile ¢alisilildi.

CNF-1 Primerlerleri:
F-GGGGGAAAGTACAGAAGAATTA ve R-TTGCCGTCCACTCTCACCAGT
(1111bp)

CNF-2 Primerlerleri:
F-TATCATACGGCAGGAGGAAGCACC ve R-GTCACAATAGACAATAATTTTCCG
(1240bp)

CNF-3 Primerlerleri:

F-TAACGTAATTAGCAAAGA ve R- GTCTTCATTACTTACAGT
(757 bp)

CDT-1Primerlerleri:

F-CAATAGTCGCCCACAGGA ve R-ATAATCAAGAACACCACCAC

(411 bp)

CDT-2 Primerlerleri:
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F-GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG ve R-TTTGTGTTGCCGCCGCTGGTGAAA
(556 bp)

CDT-3 Primerlerleri:
F-GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG ve R-TTGTGTCGGTGCAGCAGGGAAAA
(555bp)

CDT-4 Primerlerleri:
F- CCTGATGGTTCAGGAGGCTGGTTC ve R-TTGCTCCAGAATCTATACCT
(350bp)

PCR reaksiyonu ;
94°C’de 5 dakika i1k denatiirasyon
94°C’de 1 dakika Denatiirasyon
55°C’de 1 dakika Baglanma(Annealing) & 30 siklusda gergeklestirildi.
72°C’de 1 dakika Uzama(Extension)
72°C’de 10 dakika Son Uzama
4°C’ de w0

PCR sonucunda olusan bant profilleri CDT-1, CDT-2, CDT-3, CDT-4 ve uidA igin
%2’ lik agaroz jelde 120 V’da yaklasik 1 saat yiiriitiilerek goriintiilendi ve degerlendirildi.
CNF-1, CNF-2, CNF-3 i¢in %1,8” lik agaroz jelde tek tarak kullanarak 120 V’da yaklasik 2

saat yuriitiilerek goriintiilendi ve degerlendirildi.

3.4. Klonal Tliskinin Xbal-PFGE ve RAPD ile Arastirilmasi

Izolatlar arasindaki filogenetik iligkinin degerlendirilmesinde Pulsed-field jel
elektroforezi (PFGE) yontemi ile Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA(RAPD) yontemi
kullanilmistir. Molekiiler epidemiyolojik calismalar, hastanelerde ve toplum iginde
enfeksiyon etkenlerinin yayilma dinamigini anlama ve kontrol etmede PFGE, molekiiler
epidemiyolojik yontemler arasinda tiplendirebilirligi, tekrarlanabilirligi ve ayrim giicii ile 6ne
cikan, kullanilabilen uygun bir yontemdir bununla birlikte RAPD yonteminin de

kullanilabilirligi calismamizda degerlendirilmistir.
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3.4.1. Xbal-PFGE Protokolii

Calismamizda EXPEC suslarmin klonal iligkisini tespitte kullandigimiz ve altin
standart olarak kabul edilen PFGE yonteminde klinik materyallerden en sik izole edilen gram
negatif comaklar olan Klebsiella, E.coli, P.aeruginosa, Acinetobacter(KEPA) igin kullanilan

protokol urygulanmistir.

3.4.1.1. izolatlarin Hazirlanmasi

1- Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlamasi yapilmis
bakterilerden tek koloni ekimi yapildi.

2- Bir gecelik inkiibasyondan sonra kiiltiiriin saflig1 kontrol edildi.

3- Buradaki tek koloniden tekrar uygun besiyerine, tek koloni ekimine uygun olacak
sekilde, pasaj yapilarak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

4- Saf kiiltlir halinde tireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, tiiplerde 2 ml Hiicre
stispansiyon tamponu (HST) ile slispanse edilerek bakteri yogunlugu yaklasik McFarland 5-6
bulaniklig1 olacak sekilde ayarlandi.

5- 1ml bakteri stispansiyonu 13000g x 3dk santrifiij edilerek siipernatant kismu atildi
ve pellet tizerine Iml HST eklenerek ve pipetaj yapildi.

3.4.1.2. izolatlarin Agaroza Gémiilmesi

1- HST igerisinde %2’ lik low melting agaroz hazirlandi. 0.2 g agaroz, 10 ml’lik
balona konularak {izerine 9 ml HST eklendi, yavasca karistirilarak agarin erimesi saglandi.
Balonun agzina aliiminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye tutuldu,
cikarildiktan sonra hafifce karigtirildi ve tekrar 2-3 saniye mikrodalga firmminda tutuldu.
Agaroz iyice ¢oziiliinceye kadar kisa siireli mikrodalgada tutma islemi tekrarlandi. Agaroz
iyice ¢oziildiikten sonra, balon 45-50°C’ lik su banyosuna konuldu. %10 sodyum dodesil
stilfat soliisyonundan 1 ml eklenerek ependorf tiiplere, 200 pl dagitildi ve 45-50°C' deki su
banyosunda (veya kuru 1s1 blogunda) bakteri siispansiyonundan eklenene kadar bekletildi.

2- Her sus icin bir agoroz kalibi isaretlenip altlar1 bantla kapatildiktan sonra buz
kaliplarina oturtularak -20°C 15-20 dk bekletildi.

3- Bakteri silispansiyonundan (ependorflara dagitilan agaroz miktar1 ile esit olacak
sekilde 150-200 pl) 200 ul alinarak, 50°C'de tutulan ve igerisinde 200 pl disiik erime 1s1li
agaroz bulunan tiipe eklendi. Birkac defa pipetaj yapilarak hiicrelerin agaroz i¢cinde homojen

dagilmasi saglandi
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4- Bekletilmeden, hiicre-agaroz karisimindan 100 pl hava kabarcigi olmayacak sekilde
agaroz kalibina dagitildi.

5- Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’ de, 20-30 dakika bekletildi. Bu asamada
agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA hazirlanmasi i¢in dnemlidir. Boylece erken
hiicre parcalanmasi ve endoniikleaz aktivitesi azalirken, agarozun homojen katilasmasi

saglanmaktadir.

3.4.1.3. Agaroz I¢indeki Hiicrelerin Parcalanmasi

1- 5 ml’lik steril kisa kapakl1 tiiplere, her 6rnek igin 0,5 ml Lizis I solusyonu konuldu
ve 1,5mg /ml proteinaz K ve 2,5mg/ml lizozim eklendi.

2- Igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan tiiplere gikarilarak iizerine hazirlanan
lizis 1 soliisyonu eklendi ve 37°C’ de, 1 saat calkalamali su banyosunda hafif yatik
pozisyonda yerlestirilerek bekletildi.

3- Daha sonra igerisine 400ug/ml Protinaz K eklenen Lizis II tamponuna alinarak 55

°C’ de 2 saat inkiibe edildi.(su banyosunda)

3.4.1.4 Hiicre Lizisinden Sonra Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

1- Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilagsmasi i¢in tiipler buz igerisinde en az
15 dakika bekletildi ve dikkatlice lizis solusyonu aspire edildi.

2- Daha sonra agaroz kaliplar nce 4 ml ultrapiir saf su ile 3 defa, 50°C” de, 15 dakika
ve 4 ml 1XTE tamponuyla 3 defa, 50°C’ de 15 dakika siire ile yikandi ve TE® si degistirildi.

3- Boylece iginde saflastirilmis 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 Kaliplar: icindeki DNA’nin RE ile Kesilmesi

1- DNA iceren agaroz kalibt bir lam {izerine alinarak bir bistiiri yardimiyla 1/3
oraninda kesildi. Pargalardan her biri, 100 pl 1x enzim tamponu i¢ine konularak ¢alkalamali
su banyosunda 37°C’ de 10-15 dakika bekletir. (Diger pargalar ise sonraki caligmalarda

kullanilmak iizere TE tamponu i¢inde +4 derece saklandi) 30 dk sonrasinda sivi aspire edildi

(Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Agaroz Kaliplarda Kullanilan Enzim Tampon-Su Orani

P.aeruginosa | Acinetobacter Klebsiella E.coli
Steril enjeksiyon su | 90ul 90ul 90ul 90ul
Enzim tamponu 10ul 10ul 10ul 10ul
Y 100ul 100ul 100ul 100ul

2- Her agaroz kalibi igin asagidaki karisim hazirlandi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Agaroz Kaliplarda Kullanilan Enzim, Enzim Tamponu ve Su Orani

P.aeruginosa | Acinetobacter Klebsiella E.coli
Steril enjeksiyon su 87ul 87ul 87ul
Enzim tamponu 10ul 10ul 10ul 10ul
Enzim Spel: (Apal:30U) 3ul | (Xbal: 30U) 3ul | (Xbal: 30U) 3ul
Y 100ul 100ul 100ul 100ul

3- Bu karisimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalibi konulup,
calkalamali su banyosunda 30°C’ de 4 saat inkiibe edildi.
4- Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.

5- Kaliplar elektroforez i¢in hazir hale getirildi.

3.4.1.6. Elektroforez Jelinin Hazirlamasi ve Kaliplarin Jele Yiiklenmesi

1- 100 ml 0.5x TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5 mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH
8.0) i¢inde %1.1° lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad Laboratories) hazirland:.

a-1,1 g “Pulsed-Field Certified Agarose” balona konuldu.

b- Uzerine 100 ml 0.5 x TBE eklendi, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi.

c-Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalgada 6nce 60 saniye tutuldu
daha sonra, ¢ikarilarak hafifce karistirildi ve tekrar 15 saniye mikrodalga firininda tutuldu.

d-Agaroz iyice ¢dziildiikten sonra, balon 45-50°C” lik su banyosuna konuldu.

2- Agaroz dokiilecek kaset hazirlanarak, sizdirmamasi i¢in etrafi bantlandi. Su terazisi
ile tamamen diizgiin oldugu kontrol edilmis bir zemine konuldu.

3- RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 disli taragin dislerinin ug
kismina (taragin ug ¢izgisine tam paralel olacak sekilde) yerlestirildi. Taragin iki kenarina ve

ortasindaki dislerine kontrol susuna ait kaliplar veya molekiiler standart marker yiiklendi.

36




4- Kurutma kagidi veya kagit havlu ile agaroz kaliplariin etrafindaki sivinin fazlasi
almarak maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 6rnek konulan kisim DNA’nin
yiirliyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kaset i¢ine yerlestirildi.

5- Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi yaklasik 45-50°C (¢ok &nemli) olan agaroz
dikkati bir sekilde hava kabarcigi olusturulmadan kaset i¢ine dokiildii.

6- Oda 1sisinda 20-30 dakika katilasmaya birakildi daha sonra tarak dikkatlice
cikarildi.(Istenirse cukurlar %1° lik agarozla doldurulabilir.)

7- Agaroz kasetinin ¢ergeveleri ¢ikarildi, tabla iizerindeki agaroz, icerisinde 1900—
2000 mililitre 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirilerek Elektroforeze tabi
tutuldu.

Tablo 3.5. Elektroforez Sartlar

Elektroforez E. coli ,Acinetobacter, Klebsiella
Sartlari

Initial time 5sn

Final time 30sn

Voltaj 6v/cm

Siire 20 saat

Akim 150-160 mA

3.4.1.7. Sonucun Analizi

1- Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra saf su igine
alinip 20 dakika boyandi.

2- Sonra UV 15181 altinda goriintiilendi.

3- Gel logic 1500 imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA
bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda kayit edildi.

4- GelCompar II yazilim sistemi (version 5.0 Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde bulunan ii¢ adet
standart (1, 7, 15. kuyucuklarda ytiriitiilen) yardimi ile resimler arasi normalizasyon yapildi.
“Unweighted pair group method with mathematical averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE
profillerinin dendrogrami olusturuldu ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagh “Dice”
benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iligki belirlendi. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, % 1,5 olarak alindi. Bant profilleri %80 benzerlik
gosteren izolatlar ayni kiime i¢inde degerlendirildi ve biiyiik harfle isimlendirildi. Ayn1 kiime

icerisindeki subtipler ise rakamlar ile gosterildi.
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3.4.1.8. PFGE Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar
Pulsed field jel elektroforez yonteminde kullanilan soliisyonlar laboratuvarimizda
asagida tarif edildigi gibi hazirlandi.
a-Hiicre silispansiyon Tamponu (1x/100ml) pH:8,0
100mM Tris-HCI 1,576gr
100mM EDTA 3,7229r
100 ml ultra pure su ile tamamlanir. NaOH pelleti ile pH ayarlanur.
b-Lizis I soliisyonu (1x/100ml) pH:8,0
50mM Tris-HCI 0,788qr
50mM EDTA 1,861gr
100 ml ultra pure su ile tamamlanir. NaOH pelleti ile pH ayarlanr.
***#*PEGE kaliplar1 bu soliisyonda lizisten 6nce 2,5mg/ml lizozim ve 1,5mg/ml Proteinaz K
eklenmelidir.
c-Lizis II soltisyonu (1x/100ml) pH:8,5
500mM EDTA 18,61gr
100 ml ultra pure su ile tamamlanir. Ancak EDTA’nin ¢oziilebilmesi i¢in
NaOH pelleti eklenir. pH 8,22ye ayarlandiginda 1gr N-lauryl sarkozin eklenir.
****Bu soliisyona 400ug/ml proteinaz K eklenmelidir.
d-TE soliisyonu (1x/1000ml) pH:7,6
10mMTris-HCI 1,576gr
0,ImM EDTA 0,0372gr
100 ml ultra pure su ile tamamlanir. NaOH pelleti ile pH ayarlanir.

e-TBE soliisyonu (10x/1L)

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

1L ultra pure su ile tamamlanir.

f-%10 SDS Soliisyonu

3.5. Randomly Amplified Polimorfik DNA(RAPD)
Yanmen Wang ve arkadaslarinin metoduna uygun olarak yapilan RAPD yontemi
ile bakteri DNA’s1 random segilmis OPA-9(10 Dimerli) ,OPA-9(11 Dimerli) ve OPA-11

primerleri ile diisiik annealing 1s1sinda amplifikasyona tabii tutulmustur. Non spesifik olarak
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DNA {izerinde random baglanan oligolarla elde edilen amplikonlar agaroz jelde elektroforeze

tabii tutularak elde edilen amplikonlarin polimorfizmine gére klonalite tayini yapilmustir. 2.

3.5.1. OPA-9, OPA-10, OPA-11 Primerleri ile Amplifikasyon

E. coli izolatlarindan elde edilen DNA ekstraktlar1, random amplifikasyon
i¢in kisa oligolardan hazirlanan;

OPA-9 (10 dimerli); 5'-GGG TAA CGC C-3°

OPA-9 (11 dimerli); 5'- GGG TAA CGC CG -3’

OPA-11; 5'-CAA TCG CCG T-3" primerleri kullanildu.
Reaksiyon Karigimi;

5 U Taq Polymerase 1 pl,

10x Taq Polymerase PCR buffer 2,5 pl,

Her bir ANTP’den (2mM) 2,5 ul,

MgCl; 3,5 pl,

1 ul primer (100pmol/ pl stok soliisyondan),

5 ul DNA,
(100ng/ul) ve steril distile su ile toplam 25 pl’ye tamamlanan PCR karigiminda
gerceklestirildi. Amplifikasyon agsamalar1 termal dongii cihazinda (APPLIED
BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) asagidaki dongii sirasina gére tamamlandi:
PCR Reaksiyonu;

94°C’de 4 dakika ilk Denaturasyon

94°C’de 1 dakika Denaturasyon

36°C’de 1 dakika Baglanma (Annealing) (44 siklus

72°C’de 1 dakika Uzama (Extension)

72°C’de 10 dakika Son Uzama

4°C ‘de o0

3.5.2. Fragmentlerin Agaroz Gel Elektroforezi ile Tespiti

Amplifikasyon islemi sonrasinda olusan farkli biiyiikliikteki fragmentlerin varligini
gosterebilmek amact ile amplikonlar elektrikli ortamda agaroz jel igerisinde migrasyonel
seperasyona tabii tutuldu. Bu islem asagidaki sekilde yapildi;

1. % 2’lik agaroz jel 1XxTBE soliisyonu ile hazirlandi.

a. Bir balon igerisine tartilarak konulan 2 gr agaroz (Sigma Agarose A5093-500G)
tizerine 100 ml 1xTBE ilave edildi.
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b. Karisim homojenizasyon saglanana kadar mikrodalga firinda eritildi.

c. Oda 1s1sinda 60°C’nin altina diismeyecek sekilde bekletilerek sogutuldu.

d. Eriyik haldeki agaroz igerisine 10 mg/ml’lik etidyum bromid stok soliisyonundan 5
ul eklenerek, % 0,5 mg/ml son konsantrasyon elde edildi.

e. Hazirlanan % 0,5 ethidium bromid igeren % 2’ lik agaroz jel, dnceden hazirlanmig
ve tek tarak yerlestirilmis olan jel kalip tepsisinin iizerine yavasca dokiildii.

f. Oda sicakliginda 20-30 dakika bekletilerek jel kalibinin katilasmasi saglandi.

g. Jel kalib1 elektroforez tankina (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel
Electrophoresis System) yerlestirilerek taraklar yavasca c¢ikarildi.

2. Orneklerden 5’er pl almarak parafilm iizerindeki 1ul loading buffer tamponuna
karistirildi. 1k ve 7. kuyuya DNA markeri (Fermentas O’Range Ruler,100bp Ladder, Lot:
0302) ve diger kuyulara her birine bir 6rnek olacak sekilde bu karisimdan yiiklendi.

3. Tankin gii¢ kaynagi (LABNET International Power Station 300) calistirilarak 120 V
akim verildi. Yaklasik 1saat 40 dk olmak iizere Brom fenol mavisinin jeldeki migrasyonu

takip edilerek, boya jelin 2/3’1lik kismina ulastiginda elektroforez durduruldu.

3.5.3. Goriintiileme ve Bant Profillerinin Analizi

1- Elektroforezden sonra jel UV 1s18a altinda goriintiilendi. Gel logic 1500 imaging
system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi.
Resimler TIFF formatinda kayit edildi.

2- GelCompar II yazilim sistemi (version 5.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde bulunan 2 adet
standart (1.ve 7. kuyucuklarda yiiriitiilen) yardimi ile resimler aras1i normalizasyon yapildi.
“Unweighted pair group method with mathematical averaging (UPGMA)” kullanilarak bant

profillerinin, dendrogrami olusturuldu ve kiimelesme analizi yapildi.
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4. BULGULAR

Cukurova Universitesi Merkez Labaratuvarinda cesitli klinik materyallerden izole
edilen ve PCR ile en az bir olmak tizere EXPEC izolatlar ile iliskilendirilen viriilans genlerin
tespit edilmis ( Onlen C. Doktora tez ¢aligmas1) 155 E. coli susu klonal iliskilerinin tespiti
yoniinden PFGE ve RAPD yontemleri ile degerlendirildigi ¢alismamizda:

EXPEC oldugu bilinen 155 susun filogenetik iliskileri tespit etmek amaciyla, Xbal-
PFGE ile yapilan tim genom DNA fragment polimorfizm analizinde % 80 benzerlik baz
alindiginda test izolatlarmin en biiytigi 5 iiyeli olmak iizere 106 biiyiik kiime, % 85 benzerlik
baz alindiginda ise en biliyiigii 3 iyeli olmak lizere 128 biiyiik kiime igerisine dagildiklar:
goriildi. Ancak % 85 benzerlik ile elde edilen kiime sayisinin daha diskriminatif olmasina
karsilik kiyas zorluguna yol acacagi diislincesi ile % 80 benzerligin esas alindigt PFGE
sonuglari klonal iligkilendirmede kullanildi (Sekil 4.2). Boylece test suslarinin iki tane (Z23
ve Z38) 5 iiyeli, 8 tane (A,E,G,Z260,264,780,Z83 ve Z88) li¢ tiyeli ve 15 tane de iki tyeli
(C,F,ILIM,0,R,Z22,23,25,26,224,7256,258,Z73 ve Z76) , olmak iizere kiimelendikleri goriildii.
Buna karsilik 81 sus tek tiyeli kiimelere dagildi.

PP FQPE =~ — — &

Sekil 4.1. PFGE Sonucu Elde Edilen Bant Profilleri

41



:::Hl ' ’ Ecall L

$..%8 % g 2
——al Hlllll I|||I|II I |I I| |I I|||I|||I :‘

ds
L5 PN =
Bl [11 1] Ill II [ IIHI I| IEEA5
o a5
< =
———D I ] T O T O B
_:31 [T L1 T "f‘
el T I I O I W | B

|

{ o e T

fl
e T R R A
S 0 T LT =
] A T R N R R 1
X =0 e
A LR TR L PR Y e
1 =T
— = RN R RR
Tt N e

— K [T LR T =
L N | 1 O I DO

_|:mﬁ1 O
me III|I|III IIIIIIIIII =5

.

{—31 con T
o =4
L= b
I T =
xS TR T =
L] S I T A B A T
—— b
t]. =g
R I I R T )
G L L =
A A B IR IR A TR TR
Vool =
— S T T O B R =
20
zia =3
L= 1 et =
O TR IRR RER TR I
| z3a =1
A= i =

I [ A AR AT

SR BN

I | I o |

A RN TR
=6 RO

ehpR2ORODD

T |

2 || | (N
Z8 I 1] |11

Z10 N AN (.
z11 ! i1

Sekil 4.2. PFGE Sonucu Elde Edilen Dendogram

Ug farkli kisa oligo dizisi OPA-9 (10 dimerli), OPA-9 (11 dimerli), OPA-11 primerleri
kullanilarak yapilan EXPEC suslarinin RAPD yontemi ile klonal kiimelerinde de % 85
benzerlik esas alindiginda, 11 bp’lik OPA-9 primeri ile 95 kiime olustugu, bu sayidaki
kiimenin ayirim giicii yiiksek olmasina karsilik kullanilabilirliginin diisiik olacagindan elde

edilen sonug degerlendirme dis1 tutuldu.Diger iki primer ile sirasi ile;
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OPA-11 primeri ile 17 kiime elde edilmis, bunlar;

53 elemanl G,

44 elemanli H,

31 elemanli I,

6 clemanli N,

4 elemanl O,

alt kiimeleri ve birer elemanli diger alt kiimelerden olusmustur.
OPA-9 (10 dimerli) primeri ile 59 kiime elde edilmis bunlar;

8 elemanly; C, Zs

7 elemanli; H, Z3 Zg, Z7

6 elemanlr; L kiimesi,

5 elemanls; A, I, T, Zo,

4 elemanli; I, J, M, S, Z 2

Sekil 4.3. RAPD Sonucu Elde Edilen Bant Profilleri

43



E.COLIOPA 9

L A

L3 g 8 s sz R R 8 B

!

E.COLI OPA 9

(N AR (11
(LI |||I|| [ I
[ L O

I |||||[l|I|HI|||I||| |
(A |||I|I LT
NN

(RN
i
|

I|I |
IR III| (NI

I Tl l||
| T

OPAS(10)-141
OPA9(10)-145
OPAB(10)-143
OPAS(10)-144
OPAS(10)-146
OPAS(10)-74
OPAS(10)-8
OPAS(10)-100
OPA9(10)-99
OPAS(10)-98
OPAB(10)-108
OPAB(10)-122
OPAS(10)-85
OPA9(10)-9
OPA9(10)-84
OPAS(10)-86
OPAS(10)-91
OPAD(10)-148
OPAS(10)-80
OPAS(10)-110
OPAS(10)-97
OPAS(10)-94
OPA9(10)-81
OPAS(10)-83
OPAS(10)-06
OPAS(10)-112
OPAS(10)-54
OPAS(10)-147
OPAS(10)-149
OPAB(10)-150
OPAS(10)-152
OPA9(10)-153
OPAB(10)-155
OPAD(10)-75
OPAS(10)-76
OPA9(10)-95
OPA9(10)-82
OPAS(10)-53
OPAS(10)-93
OPAS(10)-119
OPAS(10)-78
OPAS(10)-113
OPAS(10)-120
OPA9(10)-79
OPAS(10)-111
OPAS(10)-50
OPAS(10)-55
OPAS(10)-49
OPAS(10)-11
OPAS(10)-56
OPAS(10)-57
OPAS(10)-48
OPA9(10)-58
OPAS(10)-47

Sekil 4.4. RAPD Sonucu Elde Edilen Dendogram

EXPEC suslarinin 2 farkli primerin kullanildigit RAPD ve Xbal-PFGE ile elde edilen
klonal kaliplar1 kullanilan sistemlerin kiyaslana ve kabul edilebilirligi yoniinden karsilastirildi

(Tablo 4.1.);
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Tablo 4.1. OPA-9 Primeri ile Elde Edilen Kiimeler ve Altkiimelerin OPA-11 Primeri ile Elde Edilen Alt
Kiimelerdeki Karsiligi Gosterilmektedir.

45

Sus PFGE | OPA-11 | OPA-9* PFGE | OPA-11

No

141 z23a a3

145 z24a z23b

143 Z76b z23c

144 z60a 723e

146 z80a z24b

74 z60b J

8 t2 Z8

100 z64a Z11

99 z23d N

98 z73a e2

109 z80b e3

122 Z12 Z4

85 z83a z56a

9 a2 z60c

84 z83c z38a

86 z58a z38b

91 z58b z38d

148 Z73b z38e h11l

80 264c Z76a

110 z80a Z16

97 z80b Z35

94 z80c 227 h39

81 Z15 Z33

83 Z47 z64b

86 734 Z81

112 Z49 Z31

54 z88a 746

147 z88b Z13

149 z88c gl

150 Z48 g3

152 | 718 z36 [

15 Z14 V i

15 Z78 12 h20

75 L 02

76 g2 Z17

95 Z79 z5b

j3 82 Z19 232
j4 53 z5a h32 232 12 zZi7 i29

K 93 Z29 15 Z72
L 119 Z40 13 220

78 t1

113 274 114 730

120 Z75 115 237

79 Y4 117 z6a

111 721 118 Z50




OPA-9* | Alt | SusNo| PFGE | OPA-11 | OPA-9* | Alt SusNd PFGE | OPA-11
Kiime Kiime
Zs 131 zs9 [N Z:- 31 767 i27
16 Z3a i17 Zu Zell 36 P 62
45 z3b i31 e 37 739 -
63 Z90 - 2143 35 C 61
43 S 2 Zis Z151 38 Co
17 Z71 39 D i14
129 753 4 al i3
130 Z70 42 m1l i1
Zs 137 754 1 Z55 j
138 782 27 el
132 Z22 26 Z68
134 738¢ 62 Z9 h24
135 Z59 61 m2 h22
133 Z87 68 U h23
136 Z41 28 B i21
Z; 116 Z69 66 Z10 c2
21 Z45 i26 29 rl 83
33 f1 54 30 728 i22
40 f2 i15 127 757
10 761 i5 2 128 742
14 752 i11 Zu 25 U i28
44 22 i30 67 1l h31
60 z7 hé 4 K i25
Zo 121 766 h43 | Zys 65 z6b h19
90 Y h10 | Zy 24 H i19
77 725 d1 Zy 64 751 h29
92 z1a h13 | Zy 23 784
69 z1b h35 3 765 i24
Zy 87 Z44 h7 2 70 R2 h28
Zy Zigil 14 785 i11 Zs0 2 z27 i1]
15 726 i12 Zy 125 763
Z1 32 762 i20 Z3 B 1% Z43
34 786 i23

Iki farkli RAPD primeri ile yapilan klonal tiplendirme galigmalarinda OPA-11 ile elde
edilen kiime sayis1 ile OPA-9 (10 dimerli) ile elde edilen kiime sayisi1 arasinda, sirasi ile 17 ve
59, biiylik fark olmast iki primer ile elde edilen sonuglarin korelasyonunu anlamsizlagtirdi.
Mesela OPA-11 ile elde edilen en biiylik kiime olan 53 iiyeli G kiimesinin elemanlarinin
OPA-9 (10 dimerli) ile elde edilen 25 farkli kiime igerisine, ikinci biiytikliikteki 44 tiyeli H
kiimesinin de yine OPA-9 (10 dimerli) ile yapilan klonal dagilimda 24 kiime igerisinde yer
aldiklart goriildii. Ancak OPA-9 (10 dimerli) ile olusan 5 iiyeli A kiimesinin tamaminin
OPA-11 ile olusan G kiimesi igerisinde olmast benzer sekilde Z6 kiimesi igerisinde yer alan 7
susun OPA-11 ile elde edilen G kiimesi igerisinde, J kiimesi igerisinde yer alan 4 susun
tamaminin da OPA-11 ile olusan H kiimesi igerisinde yer aldiklar1 gortildi. OPA-9 (10
dimerli) ile elde edilen ve R ila Z32 kiimeleri arasinda isimlendirilen 42 kiime igerisinde yer

alan 98 susun OPA-11 de yer alan 17 kiimeye dagildig: goriildii. Ancak her iki primer ile de
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% 100 homolog olan suslara rastlanmadi. Ayirim giicliniin yiiksekligi i¢in klonal kiime
sayisinin kabul edilebilir ¢oklugu dikkate alindiginda OPA-9 (10 dimerli) RAPD-PCR, OPA-
11 RAPD PCR’ a gore daha degerli bulundu. Bu sebeple OPA-9 (10 dimerli) ile elde edilen
kiime dagilimi1 Xbal-PFGE ile elde edilen kiime dagilimi ile kiyaslandi.

Calismaya dahil edilen EXPEC suslar1 Xbal-PFGE ile 106 biiyiik kiime igerisine
dagilmiglardir. Kiime sayis1t OPA-9(10 dimerli) RAPD ile 59 olarak belirlenmistir. Test
suglarindan 42(%27.09)’ inin her iki yontem ile benzer kiime ve alt kiime dagilimi
gosterdikleri, bunlardan 25’inin alt kiime 17 sininde tek tiyeli kiimelerde yer aldiklari tespit

edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2.Tek Uyeli Kiime ve Aym Alt Kiime I¢inde Toplanan Suslarin Viriilans Faktorleri

Sus | PFGE | OPA9 | Virulans genleri Sus | PFGE | OPA9 | Virulans genleri

No No

84 z83a c6 CNF-1,CDT-4,CNF-3 16 z3a Z52 CDT-2, CNF-1

85 z83b c8 CDT-2, CNF-3 45 z3b z53 CDT-2, CNF-1, CNF-2
86 z58a di CNF-1, CDT-2 92 zla z44 CDT-2,CDT-3

91 z58b d2 CNF-1, CDT-2 69 z1b Z95 CDT-2,CDT-3,

110 z80a gl CDT-3, CNF-1 75 L i CDT-1,CNF-1,CNF-2
97 z80b g2 CNF-1, CNF-2, CDT-4 28 B Z CDT-1

94 z80c g3 CNF-2, CDT-3 24 H Z5 CNF-1, CDT-3,CDT-4
54 z88a h5 CDT-1, CDT-2 60 z7 Zg CDT-2, CDT-3, CNF-3
147 288b h6 CNF-3 87 Z44 Z19 CDT-1,CDT-4, CNF-1
149 z88c h7 CDT-4, CNF-2 93 Z29 k CDT-1, CNF-3

55 z23b m2 CDT-1, CDT-3, CNF-2,CNF-3 19 Z13 \% CDT-1,CDT-4,CNF-1
49 z23c m3 CNF-2 118 Z50 2 CDT-1, CDT-3

11 z23e m4 CNF-2 31 267 Z13 CNF-2

51 E2 0l CDT-3,CNF-2 26 268 Z1g CDT-1, CDT-3, CNF-1,CNF-3
52 E3 62 CDT-4 62 Z9 Z19 CDT-4, CNF-2

105 z38a sl CDT-1,CNF-1, CNF-3 70 R2 Zog CDT-2, CDT-3, CNF-3
107 z38d $2 CDT-4, CNF-1, 2 227 Z39 CDT-4,CNF-2, CNF-3,
103 z38b $3 CDT-1, CDT-4, 125 263 Z31 CDT-2,CNF-2, CNF-3,
88 z38e s4 CDT-1,CDT-4 126 Z43 Z3 CDT-1,CNF-2, CNF-1,
20 gl yl CDT-2,CDT-4 128 742 Z53 CDT-1, CDT-4, CNF-1
6 g3 y2 CDT-2, CDT-3, CNF-1,CNF-2 64 Z51 Z57 CDT-4, CNF-2,

Xbal-PFGE ve OPA9-RAPD ile benzer sekilde klonal olarak iliski igerisinde olduklari
gosterilen veya her iki genotipleme yontemi ile de tek iiyeli kiimeler icerisinde yer alan 42
ExXPEC susundan sadece 13 (%30.9)’ iiniin, bir baska ifade ile de klonal iliski ve viriilans

faktorleri arasinda muhtemel bir iligskinin sorgulandigi 155 sustan sadece 13 (%8.38)’ {iniin
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gercek anlamda iliskili olabilecegi goriilmiistiir. Ancak bu suslarinda izole edildigi klinik

orneklerin farkli kliniklerden alindig1 goriilmiistiir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kiimelenme Ozellikleri ve Viriilans Faktorleri Ayni Olan Suslarin Viriilans Faktorleri ve Kliniklere
Gore Dagilimi.

Genler Sus No Klinik Materyal Servis
CDT-2,CNF-1 86 Idrar Yeni Dogan Unitesi
91 Idrar Uroloji
CNF-2 49 Idrar Dahiliye
11 Yara Ortopedi
CDT-2,CDT-3 92 Idrar Uroloji
69 Idrar Cocuk Poliklinigi
CDT-1,CDT-4 103 Idrar Cocuk Poliklinigi
88 Idrar Uroloji
CDT-4, CNF-2 62 Idrar Dahiliye
64 Yara Ortopedi
CDT-1,CDT-4 19 Idrar Cocuk Poliklinigi
CNF-1 87 Idrar Uroloji
128 Idrar Yenidogan
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S5.TARTISMA

Insan ve vertebrali hayvanlarm kalin barsaklarinda yaygin kommensal flora bakterisi
olan E.coli’ nin bazi suslar intestinal sistemde hastaliklara sebep olurken ¢ok sayidaki
serotipin yer aldigi EXPEC suslar1 intestinal sistem disinda kolonize olabildikleri biitiin doku
ve organ sistemlerinde mortal seyredebilen toplum veya hastane kokenli ciddi enfeksiyonlara
sebep olurlar. Bu suslar intestinal sistem disinda da kolonize olarak gogalmalarina yardim
eden ¢ok sayidaki viriilans faktoriine sahiptirler. Ancak sadece EXPEC suslarma ait bu
virillans faktorlerinin yani sira konaga ait faktorlerde bu suslarin hastalik olusturmasina
yardim eder. Bu sebeple EXPEC suslarinin kommensal suslardan farkli ancak intestinal sistem
disinda firsatc1 patojenler oldugu sdylenebilir.

Klinik Mikrobiyoloji yoniinden intestinal kommensal E. coli suslar1 ile EXPEC suslari
arasindaki muhtemel atasal iliskinin varliginin gosterilmesi 6nemlidir. Yani patojen suslar
kommensal suglarin sonradan veya mikrogevreden viriilans genleri kazanmis rekombinasyon-
delesyon mutantlarimidir yoksa patojen suslar bazi ortak viriilans faktorlerine sahip olan
kanath patojen E. coli suslar1 gibi atasal olarak kommensal suslardan farklimi evrilmistir. Her
iki halde de cevabin evet olmast halinde EXPEC enfeksiyonlarindan korunma ve kontrol
programlarmin olusturulmast i¢in mutasyona duyarli suslarin veya atasal olarak patajen
ozelliklere sahip suslarin molekiiler yontemler ile izlenmesi O6nemli olacaktir. E. coli
suslarinin gerek enfeksiyon mekanizmalarinin sorgulanmasi ve epidemiyolojik 6zelliklerinin
tespiti gerekse taksonomik identifikasyonu ve flogenetik iligkiler ve evriminin aydinlatilmasi
amaci ile yapilan; fizyolojik 6zellikler, antijenik 6zellikler, MLEE, antibiyotiklere duyarlilik
kaliplarinin tespiti ve hastalik olusturma yeteneklerine gore yapilan patotipleme gibi fenotipik
ve PCR ile filotipleme, PFGE, MLST, ve sekans analizi gibi genom 6zelliklerini tek nokta
mutasyonlarina kadar irdeleyen genotipik 6zelliklere dayali siniflandirmalar yapilmistir. Insan
EXPEC suslarinin evrim &zellikleri ve muhtemel kaynaklarinin tespiti i¢in patotipleme ile
kombine edilebilecek ideal bir genotiplendirme yontemlerinin kullanildigi ¢alismalara ihtiyag
vardir. Nitekim diinya genelinde bu amaglara yonelik olarak yapilan ¢aligmalarda EXPEC i¢in
insan kalin barsagi disinda insan cesitli basta evcil hayvanlar olmak iizere ¢ok sayidaki
hayvan tiiriiniin intestinal sistemi, hayvansal gida {irlinleri ve kanalizasyonlarin kaynak
olabilecekleri gosterilmistir.

Biz en azindan aymi cografi bolgede yasayan hastalara ait farkli klinik 6rneklerden
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izole edilen EXPEC suslar1 arasinda bir atasal iliskinin varligini tespit amaci ile planladigimiz
calismamizda muhtemel klonal iliskiyi tespit amaci ile RAPD-PCR ve PFGE yontemini baz
aldik. RAPD-PCR bakterilerde siirveyans amagli kullanilabilir genetik bilginin temininde,
genom ile ilgili on bilgiye ihtiyag duymayan hizli, basit, ucuz ve kolay ancak
tekrarlanabilirligi diisiik molekiiler bazli bir yontemdir. Bu sebeple de iyi standardize edilmis
bir protokoller ¢ergevesinde calisilmalidir. Buna karsilik bakteride tiim genomun kontrollii
sartlarda spesifik enzim hidrolizi sonucu olusan band paternlerinin arastirildigi PFGE yontemi
hem iyi standardize edilmis, hemde tekrarlanabilirligi ve ayrim giicli yliksek, genotipik
siirveyans ic¢in altin standart olarak kabul edilmis molekiiler bir yontemidir. Bu ¢alismada
sectigimiz antibiyotiplemede son derece karmasik ve patotipleme ile korelasyonlar1 gii¢ olan
fenotipik siirveyans metodlari i¢erisinde en ¢ok kullanilan yontemdir.

Calismamizda izolatlarin tiir tayinlerinin yapildig1 fenotipik yontemlerin disinda,
spesifik primer dizileri kullanilarak PCR yontemi ile CDT ve CNF virulans faktorlerinin
varlhigr arastirilmig ve bu proteinleri kodlayan genlerdeki polimorfizm ile bu izolatlarin total
genomlarinin RAPD ve PFGE yontemleri ile filogenetik olarak arastirilarak, RAPD ve PFGE
yonteminin suslar arasindaki polimorfizmi gostermede ve klonal iliskinin belirlenmesinde yol
gosterici olacagi diisiiniilerek gerceklestirilmistir.

Klonal iliskinin ortaya ¢ikarilabilmesi i¢in EXPEC suslarinin tanimlanmasi, birbirleri
ile benzerlikleri ve farkliliklarinin ortaya konularak tiplendirilmeleri gerekmektedir.
Tiplendirmede kullanilacak yontemler test edilen suslardan kesin sonuglar ¢ikartabilmeli, yer
ve zaman bagimliligi olmaksizin her ¢aligmada ayni sonuglari iiretmeli ve epidemiyolojik
olarak ilgisiz suslar1 belirleyebilmelidirlzo.

PFGE yo6ntemi suslar arasi klonal iligkinin belirlenmesinde; tekrarlanabilirlik, yiiksek
ayirim giicli ve kantite edilebilir sonuglar tiretmesi sebebi ile diger bircok dnemli bakteriyel
ajanda “altin standart” olarak kabul edilmektedir ve diger molekiiler testler PFGE yontemi ile
kiyaslanmaktadir. RAPD ve AFLP yontemi kiyaslanan yontemlerden olup, nispeten daha
basit, ucuz ve hizli ancak tekrarlanabilirligi diisiik bir yontemdir. Bu sebeple RAPD
reaksiyon kosullar1 biiyiik dl¢lide standardize edilmelidir'.

Bunun yaninda RAPD tekniginin zaman, maliyet, duyarlilik ve &zel beceriler
gerektiren AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ve PFGE (Pulse-Field Gel
Electrophoresis) yontemlerine kiyasla zaman ve maliyet acgisindan daha avantajli oldugu
diistiniilmektedir. Birgok arastirmaci tarafindan farkli kaynaklardan izole edilen E.coli suslari
ile yapilan ¢aligmalarda RAPD yontemi kullanilmig ve sonuglari tartigilmistir.

Mitsuda ve arkadaslarinin Temmuz 1996 yilinda Japonya’ da bir ilkokulda 800’ den
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fazla kisiyi etkileyen salginda; 2,109 6grenci ile 118 calisandan, alinan 6rneklerde gida
kaynakl1 diyare etkeni ETEC suslar izole edilmis, RAPD ve PFGE yontemi ile filogenetik
iligkileri arastirilmistir. Calismada suslarin genotipik analizi yapilarak %100 benzerlik
gosteren 6-7 bant elde edilmis, PFGE’nin epidemiyolojik ¢alismalarda giivenilir olarak tercih
edilmesine ragmen RAPD yonteminin kullanilabilirligi de kanitlanmistir. RFLP yontemine
gore daha hizli sonug verdigi, is giicii, beceri, zaman ve maliyet bakimindan da PFGE’ ye
alternatif olabilecegi desteklenmistir'®.

Hannah ve arkadaslarmmin 2009 yilinda yayimnlanan calismasinda; Mart-Mayis 2002
tarihleri arasinda ABD’nin Idaho eyaletinin baskenti Boise’deki devlet hastanesinin
laboratuvarina gelen klinik 6rnekler ile Subat-Nisan 2002 tarihleri arasinda marketlerden
temin edilen taze veya donmus sigir ve tavuk drnekleri arasindaki iliski ¢alisilmistir. Direngli
ve direngsiz toplam 502 E. coli susu ile yapilan PFGE ve RAPD molekiiler analiz
calismasinda 166 susun EXPEC susu oldugu tespit edilmistir. (tiim orneklerin %19’u). Bu
suslarin RAPD sonucunda 12 kiime olusturacak sekilde % 80 benzerlik orani gosterdigi,
PFGE’de elde edilen kiime sayisinin ¢ok fazla olmasi sebebi ile RAPD sonuglarmin daha
kullamlabilir oldugunu bildirmislerdir'?.

Suardana ve arkadaglar1 2013 yilinda Endonezya’nmin Bali kentinde insan ve
hayvanlardan izole edilen 19 o6rnekte E.coli O157:H7 susunu RAPD yontemi ile analiz
etmigler, OPA-9 ve OPA-24 aras1 10 farkli primer kullandiklar1 ¢alismalarinda sonuglarin
%70 benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak RAPD yonteminin AFLP ve
PFGE yontemine oranla daha avantajli, yorumlanmasi kolay restriksiyon enzimlerinin
kullanilmamasi nedeniyle kullanimin kolay oldugu tespit edilmistir'?*.

Johnson ve arkadaslar1 2002 yilinda ABD’ de yapmis olduklar1 calismada; kanatlilarda
kullanilan florokinolonlara direngli E. coli suslarinin da gida yolu ile insanlara gegisini
aragtirmislar, Minnesota’ da kiimes hayvanlari ve insan 6rneklerinden izole edilen 169 EXPEC
susunu RAPD ve PFGE yontemleri ile karsilastirmiglar, her iki yontem ile de benzer sonuglar
elde ettiklerini ve suslarin %40 oraninda benzer olduklarini bildirmislerdir'®®.

Biz de iki yillik bir periyotta farkli klinik ve 6rneklerden izole edilen ve viriilans gen
profilleri ¢ikartilmig 155 EXPEC susunu OPA-9 ve OPA-11 RAPD ve Xbal-PFGE ile klonal
iliskinin tespiti yoniinden degerlendirdigimiz ¢alismamizda OPA9-RAPD-PCR ile 59, OPA-
11-RAPD-PCR ile 17 ve PFGE yontemi ile 106 kiime elde ettik. Bizim OPA-11 primerler ile
elde ettigimiz sonucun ayirim giicii diger iki yontemle elde edilen kiime sayis1 ile kiyaslaninca

oldukga diisiiktii. Buna karsilik OPA-9 RAPD-PCR ile elde edilen kiime sayisida Mitsuda ve

arkadaslari, Johnson ve arkadaslari, Hannah ve arkadaslar1 ile Suardana ve arkadaslarinin
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bildirdikleri gibi PFGE ile elde edilen kiime sayisindan daha az ve dolayisi ile kolay
yorumlanabilirdi. Ancak bizim ¢alismamiz bu ¢aligmalardan farkli olarak kisa stireli bir salgin
analizinden ¢ok EXPEC suglarinin ortaya ¢ikis ve yayiliginda klonal expansiyonun mu yoksa
mobil elementler ile tasinan viriilans faktorlerinin mi belirleyici oldugunu gostermekti. Bu
sebeple tercih edilen yontemin daha uzun soluklu bir siirveyans ic¢in kullanilabilir olmasi
onemliydi. Biz bu sebeple daha yiiksek ayirim giicii gésteren OPA-9 ve PFGE sonuglarini
tartisilmaya deger bulduk.

Johnson R, J. ve arkadaslarimin 2003 yilinda yayinlanan c¢aligmasinda; 2001, 2002,
2003 yillar1 arasinda New York, Buffalo Universitesinde ve Minneapoliste ¢esitli
semptomatik bulgular gosteren 4 EXPEC suslu hastanin kan, idrar, periton, viicut sivisindan
10 farkli 6rnek alinarak izolatlar arasindaki iliski RAPD PCR yontemi ile karsilastirilmistir.
Calismada farkli hastalardan alinan, farkli klinik Orneklerdeki izolatlar arasinda benzerlik
oldugu gosterilmistir. Buna gore 2. hastanin kan, psoas kasi, omuz ve ayak bileginden 3.
hastanin kan ve BOS’undan ve 4. Hastanin kan 6rneginden izole edilen E. coli suslarinin ayni
kiime igerisinde yer aldig1 ve RAPD yontemi ile hizli ve basaril1 bir sekilde tespit edilmistir®.

George L. ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaymlanan ¢alismasinda; Bangoalore’ de
idrar yolu enfeksiyonu olan 352 gebe kadinm iiriner sisteminden 29 ¢oklu ilag direnci (CiD)
olan E.coli tespit edilmistir. Suslar arasindaki filogenetik iliskiyi belirlemek amaciyla OPV
12, OPA 13, OPA 08, OPR 08, OPU 17, OPA 11, OPU 14, OPD 19, OPS 03, OPA 10, OPD
20 primerleri ile RAPD PCR’1 galigilmistir. Her bir 6rnekte ortalama 8 olmak iizere 5 ile 13
arast 100-500 bp arasi degisen bant profili gosterilmistir. Calismada OPA 19 ve OPA 17
primerleri ile anlamli sonuglar elde edilirken, OPA 19’ da 10 kiime, OPA 17’ de ise 8 kiime, 5
farkli subtip goOsterilmis ve gebe kadinlarda iiriner sistem infeksiyonlari ile direngli E.coli
suslari arasinda iliski oldugu tespit edilmistir'?®.

RAPD-PCR ile filogenetik iliskilendirmede genis zaman araliginda alinan klinik
materyal ile yapilan calismada, yani uzun soluklu siirveyans da, kiime sayisinin fazla olmasi
beklenen bir sonugtur. Bizim 155 klinik izolatta OPA-9 primerleri kullanarak yaptigimiz
RAPD sonucunda elde ettigimiz ve tartismaya deger buldugumuz 59 kiime George L. ve
arkadaslarinin 29 MDR-E. coli susu ile ve OPA-19 primerleri kullanarak yaptiklart RAPD
sonucu elde ettikleri 10 kiime ile oran yoniinden benzerlik gostermektedir.

Ancak literatiirde bizimle benzer amaci giiden, benzer yontemlerin kullanildigi uzun
soluklu siirveyans calismas1 daha dogrusu viriilans genleri dagilimi ile bu viriilans genlerine
sahip suslar arasindaki muhtemel klonal iligkiyi testite yonelik ¢alisma bulunmamaktadir.

EXPEC suslarmin evrimi ve flogenetik ozellikleri kisa siirdede cok tartisilmis olmasina
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ragmen PFGE gibi klonal iligkinin tespitinde altin standart kabul edilen bir yontemin veya
tekrarlanabilirligi diisiik olmasina ragmen uygulama ve yorum kolayligina sahip RAPD-PCR
bazli ¢aligma yok denecek kadar az ve eksiktir. Bu sebeple klonal iliskiyi amaclayan
caligmalar iki viriilans geni ile bir kisa DNA zincir analizinin baz alindig: filotiplemeyi adres
gostermektedir. Bu klinik kullanim i¢in kolaylik saglayan 4 ana grup veya tali gruplar ile 8
filogruba karsilik gelmektedir. Oysa soru tamami intestinal kdkenli olan EXPEC suslariin
genomda tasidiklar1 sicak bolgeler yardimi ile insersiyon delesyon mutasyonlart sonucu
kommensal suslardan m1 koken aldiklari yoksa bu suslarin flogenetik yani evrimsel olarak
kommensal suslardan farkli suslar olup, farkli evrildiklerimidir.

Biz ¢alismamizda bu sorulara cevap aradik. ExXPEC olduklar1 bu suslar i¢in belirleyici
olan 7 viriilans geni ¢alisilarak tanimlanmis, farkli zaman dilimlerinde farkli kliniklerde yatan
hastalara ait farkli 6rneklerden izole edilen 155 susun klonal iliski yoniinden, PFGE ile 106 ve
RAPD ile 57 olmak iizere oldukg¢a ¢ok sayida gen kiime grubuna dagildiklarin1 gordiik. Her
iki yontem ile elde edilen ortak kiime veya tek iiyeli kiime dagilimlar1 degerlendirildiginde
yontemlerin uygunluk oraninin %27.09 (42/155) oldugunu gérdiik. iki yontem arasindaki
diisik benzerlik beklenen bir sonugtur. PFGE ile genom ¢ok daha duyarli olarak
tanimlanmakta olup, suslarin bir aylik bekleme siirecinde bile yasadiklar1 hasara bagli olarak
enzimatik hidrolizde birkag bant farki yasadiklar1 bilinmektedir. Bizim bir bagka bulgumuz da
her iki yontem ile benzer klonal iliski tespit edilen 42 sustan 3’1 tek iiyeli olmak {izere toplam
13 susun viriilans faktorleri dagilimlarinin da benzer oldugu goriilmiis, sonug olarak olup 155
sus icerisinde sadece %8.38’ i i¢in aralarinda atasal bir iligkinin varlig1 diistiniilmiistiir.

Sonug olarak EXxPEC susglarinin klonal iliskilerinin tespitinde OPA-9-RAPD-PCR ve
Xbal-PFGE yo6ntemlerinin uygulanabilir ve yorumlanabilir oldugu, ancak EXPEC suslarinin
ortak bir atadan evrilmis suslardan degil farkli viriilans genlerinin kazanildigi delesyon,

rekombinasyon olaylari sonucu ortaya ¢ikan suslar olduklar1 kanisina varilmgtir.
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6. SONUC VE ONERILER

Virulans faktorleri bilinen EXPEC suslarinin filogenetik 6zelliklerine 1s1k tutmak

amaci ile klonal diizeyde iliskilerin; 3 farkli kisa oligo dizisinin kullanildigit RAPD-PCR ve

Xbal-PGFE yontemleri ile sorgulandigi ¢alisma sonunda;

a-

b-

Xbal-PFGE yonteminin, kolay yorumlanabilir oldugu goriilerek tartisilmaya deger
bulunan OPA9-RAPD-PCR’a gére ayirim giiciiniin daha yiiksek oldugu,

Iki yontem arasinda suslarin kiime grup/alt gruplarma dagilimlarinda benzerlik
oraninin % 27 gibi diisiik diizeyde kaldig.

Viriilans faktorleri dagilimi ile klonal diizey tespit amaglhi kullanilan iki yontemin
sadece 13 (%8.38) ornek icin potansiyel bir klonal iliskiyi gosterdigi ancak bu
iligkili suslarin farkli servislerde yatan farkli hasta 6rneklerinden izole edilen suslar
olmalar1 sebebi ile bir salgindan bahsetmek yerine tesadiifi mutasyon taniminin
daha dogru olacag,

ExPEC suslarinin klonal expansiyon sonucu degil ya tesadiifi veya genlerinde
mutasyona acik belirli sicak bolgeye sahip suslar arasindan yine delesyon
rekombinasyon olaylar1 sonucu ortaya ¢iktiklari,

Bir¢ogunun kanatli ve gida kdkenli patojenler ile iliskili olduklart gdsterilen insan
saglig1 yoniinden giderek artan Oneme sahip bu suslarin tedavisi ve kontrol
protokollerinin hazirlanmasinda hayati 6neme sahip olan genetik silirveyansin
PFGE veya RAPD yerine filotipleme gibi daha basit ve yorumlanmasi olay

yontemler ile yapilmasinin uygun olacagi kanaatine varilmistir.

54



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

KAYNAKLAR

Top¢u AW, Soyletir G, Doganay G. Enfeksiyon Hastaliklari ve Mikrobiyolojisi. Nobel Tip
Kitapevleri, 2 cilt 3.basim 2008: 1564-1574.

Bilgehan H. Klinik Mikrobiyoloji Ozel Bakteriyoloji ve Bakteri Enfeksiyonlar1 (Uygulama Konulart
ile), 5. Baski. Izmir, Baris Yayinlar1 Fakiilteler Kitabevi, 2009: 425-454.

Antao EM, Wieler LH, Ewers C. Adhesive Threads of Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli Gut
Pathogen, 2009; 1: 22. d0i:10.1186/1757-4749-1-22

Foxman B. Epidemiology of Urinary Tract Infections: Incidence, Morbidity, and Economic Costs. Am
J. Med, 2002; 113:5-13.

Johnson JR and Russo TA. Extraintestinal pathogenic Escherichia coli: “The other bad E. coli” J Lab
Clin Med. J Lab Clin Med, 2002; 139:155-162.

Clermont O, Bonacorsi S and Bingen E. Rapid and Simple Determination of The Escherichia coli
Phylogenetic Group. Applied and Environmental Microbiology, 2000; 66: (10)4555-4558.

Bidet P, Bonarcorsi S and Bingen E. Virulence Factors and Pathophysiology of Extraintestinal
Pathogenic  Escherichia coli. Archives de Pédiatrie, 2012; 19: 80-92. do0i:10.1016/S0929-
693X(12)71279-4.

Hacker J, Blum-Oehler G and Muhldorfer I, Tschipe H. Pathogenicity Islands of Virulent Bacteria:
Structure, Function and Impact on Microbial Evolution. Mol Microbiol, 1997; 23: 1089-1097.

Zhaxybayeva O, Doolittle WF. Lateral Gene Transfer. Current Biology, 2011; 21(7):R242-6.
doi:10.1016/j.cub.2011.01.045. PMID 21481756.

Arman D, Leblebicioglu H. Uriner Sistem Infeksiyonlarmin Tedavisi. Bilimsel Tip Yaymevi Ankara,
2003; 1: 9-14.

Vranes J, Schonwald S, Sterk-Kuzmanovic N, Ivancic B. Low Virulence of Escherichia coli Strains
Causing Exacerbation of Chronic Pyelonefritis Acta. Clin. Croat 2001; 40: 165-170.

Silveria WD, Benetti F, Lancelotti M, Ferreira A, Solferini VN, Brocchi M. Biological and Genetic
Characteristics of Uropathogenic Escherichia coli strains. Rev. Inst. Med. Trop. S.Paulo, 2001; 43(6):
303-310.

James R. Johnson JR, Gajewski A, Lesse AJ and Russo TA. Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli
as a Cause of Invasive Nonurinary Infections. Journal Of Clinical Microbiology, 2003; 41(12): 5798-5802.

Unat EK. “Escherichia coli” Prof. Dr. Ekrem Kadri Unat, Tip Bakteriyolojisi ve Virolojisi. Dergah Tip
yayinlar1, 1986; 2.baski, cilt 1: sayfa 546.

Arda M. Temel Mikrobiyoloji. 2. Baski, Ankara: Medisan Yayimnevi, 2000.

Zarakolu Kosker PI. Enterobacteriaceae. iginde: Tibbi Mikrobiyoloji, Basustaoglu AC, Yildiran ST,
Tanyiiksel M, Yapar M (¢eviri editorleri). Medical Microbiology, Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller
MA. 6. Baski, Ankara, Atlas Kitapeilik, 2010: 301- 307.

Lawson J M. Update on Escherichia coli O157:H7. Curr Gastroenterol Rep, 2004; 6 (4): 297-301.
Tasbakan MI, Pulluk¢u H, Sipahi OR, Yamazhan T, Arda B, Ulusoy S. A Pooled Analysis of The
Resistance Patterns of Escherichia coli Strains Isolated from Urine Cultures in Turkey: A Comparison

of The Periods 1997-2001 And 2002-2007. Turkish Journal Of Medical Sciences, 2011; 41: 557- 564,
doi:10.3906/sag-1006-893.

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsch%C3%A4pe%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9106201
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://dx.doi.org/10.1016%2Fj.cub.2011.01.045
https://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Identifier
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21481756

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Arslan H, Azap OK, Ergonul O, Timurkaynak F, Urinary Tract Infection Study Group. Risk factors
for ciprofloxacin resistance among Escherichia coli strains isolated from community-acquired urinary tract
infections in Turkey. J Antimicrob Chemother, 2005; 56(5): 914-918.

Oztelli Y. Bayburt ili Merkez flgede Icme Sularinda Enterohemorajik Escherichia coli (O157:H7)’ nin
Aragtirilmasi. Fen Bilimleri Enstitiisti, Biyoloji Anabilim Dali. Yiksek Lisans tezi, Isparta: Siileyman
Demirel Universitesi, 2004,

Ongen, B. Escherichia infeksiyonlar1 ve Klebsiella infeksiyonlar1. Nobel Tip Kitabevleri, istanbul, 2008:
197-205, 221-226.

Arslan Al. Idrar Yollar1 Enfeksiyonu Etkeni E. coli’ lerin Adezinleri ile Antibiyotik Direnci Arasmndaki
fliskinin Klasik ve Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi. Saghk Bilimleri Enstitiisi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali. Doktora Tezi, Ankara: Gazi Universitesi, 2010.

Berkiten R. Fakiiltatif Anaerob Gram Negatif Comaklar. icinde: Bozkaya E. (editdr). Tibbi
Mikrobiyoloji 2, 1. Baski. istanbul, Nobel Tip Kitabevleri, 2005: 51- 68.

Sharon AL, O'Connor J, Robin T, Zimmer BL and Janda JM. Biochemical Properties of a Newly
Described Escherichia species, Escherichia albertii, J.Clin. Microbiol, 2003; 41. 4852-4854.
d0i:10.1128/JCM.41.10.4852-4854.2003

Baysal B. Escherichia coli. iginde: Cengiz T, Misirhgil A, Aydin M (editérler). Tip ve Dis Hekimliginde
Genel ve Ozel Mikrobiyoloji, 1. Baski. Ankara, Giines Kitabevi, 2004: 454- 458.

Microbeonline, Online Medical Microbiology guide. http://microbeonline.com/imvic-tests-principle-
procedure-and-results/ 2014.

Lukjancenko O, Wassenaar TM, Ussery DW. Comparison of 61 sequenced Escherichia coli
genomes. Microb Ecol. 2010; 60(4):708-20. doi: 10.1007/s00248-010-9717-3.

Blattner FR, Plunkett G, Bloch CA, Perna NT, Burland V, Riley M, Collado-Vides J, Glasner JD,
Rode CK, Mayhew GF, Gregor J, Davis NW, Kirkpatrick HA, Goeden MA, Rose DJ, Mau B, Shao
Y. The Complete Genome Sequence of Eschericia coli K-12. 1997: 1453-1462.

Meier-Kolthoff JP, Hahnke RL, Petersen JP, Scheuner CS, Michael VM, Fiebig AF, Rohde CR,
Rohde MR, Fartmann BF, Goodwin LA, Chertkov OC, Reddy TR, Pati AP, lvanova NN,
Markowitz VM, Kyrpides NC, Woyke TW, Klenk HP, Goker M. Complete Genome Sequence of
DSM 30083 the Type Strain (U5/41") of Escherichia coli and a Proposal for Delineating Subspecies
in Microbial Taxonomy. Standards in Genomic Sciences, 2014; 9: 2. D0i:10.1186/1944-3277-9-2.

Chen EM, Kasturi SS. Deja Review. Ceviri: Aygiin G. Deja Vu Mikrobiyoloji ve Immiinoloji, 1.  Baska.
Istanbul, Istanbul T1p Kitabevi, 2009: 59- 61.

Yeniiz E. Cesitli Gruplarda Diskida Escherichia coli O157:H7 Varhigmin Arastirilmasi. Haydarpasa
Egitim Hastanesi, Infeksiyon Hastaliklari Ve Klinik Mikrobiyoloji Servis Sefligi. Uzmanlik tezi,
Istanbul: Giilhane Askeri Tip Akademisi, 2005.

Demir M. Patojen Escherichia coli Suglarinda Siderofor ve Diger Virulans Faktorlerinin Aragstirilmasi
ve Patojenitedeki Rollerinin Cilt Infeksiyon Modeliyle Gosterilmesi. Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Uzmanlik Tezi, Denizli: Pamukkale Universitesi, 2001.

Mulwvey MA. Adhesion and Entry of Uropathogenic Escherichia coli. Cell. Microbilogy, 2002; 4: 257-
271.

Emody L, Kerenyi M, Nagi G. Virulence Factors of Uropathogenic Escherichia coli. Int J Antimicrob
Agent 2003; 22: 29-33.

56


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Urinary%20Tract%20Infection%20Study%20Group%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abbott%20SL%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abbott%20SL%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robin%20T%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zimmer%20BL%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janda%20JM%5Bauth%5D
http://dx.doi.org/10.1128%2FJCM.41.10.4852-4854.2003
http://microbeonline.com/imvic-tests-principle-
http://microbeonline.com/imvic-tests-principle-
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2974192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2974192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20623278
http://www.standardsingenomics.com/content/9/1/2
http://www.standardsingenomics.com/content/9/1/2
http://www.standardsingenomics.com/content/9/1/2
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://dx.doi.org/10.1186%2F1944-3277-9-2

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Lane MC, Lockatell V, Monterosso G, Lamphier D, Weinert J, Hebel JR, Johnson DE, Mobley
HLT. Role of Motility in The Colonization of Uropathogenic Escherichia coli in The Urinary Tract.
Infect. Immun. 2005; 73: 7644- 7656.

Johnson JR. Virulence Factors in Escherichia coli Urinary Tract Infection. Clin. Microbiol. Rev. 1991;
4(1): 80- 128.

Sussman M, Gally DL. The Biology of Cystitis: Host and Bacterial Factors. Annu. Rev. Med. 1999; 50:
149- 158.

Kucheria R, Dasgupta P, Sacks SH, Khan MS, Sheerin NS. Urinary Tract Infections: New Insights
into a Common Problem. Postgrad Med J.2005; 81(952):83-6.

Lerm M, Selzer J, Hoffmeyer A, Rapp UR, Aktories K, Schmidt G. Deamidation of Cdc42 and Rac
by Escherichia coli Cytotoxic Necrotizing Factor 1: Activation Of C-Jun N-Terminal Kinase in HelLa
cells. Infect Immun. 1999; 67(2):496-503.

Andreu A, Stapleton AE, Lockman HA, Xercavins M, Fernandez F, Stamm WE. Urovirulence
Determinants in Escherichia coli Strains Causing Prostatitis. J. Infect. Dis. 1997; 176: 464- 469.

Dreyfus, Lawrence, A. "Cyotlethal Distending Toxin", in D. Burns; et al. Bacterial Protein
Toxins, Washington, DC: ASM Press, 2003: 257-270.

DA Scott and JB Kaper. Cloning and Sequencing of The Escherichia coli Cytolethal Distending  Toxin.
Infection and Immunity, 1994; 62(1): 244-251.

Rasika N Jindasa, Stephen E. Bloom, Robert S. Weiss and Gerald E. Duhamel. Cytolethal
Distending Toxin: a Conserved Bacterial Genotoxin That Blocks Cell Cycle Progression, Leading to
Apoptosis of a Broad Range of Mammalian Cell Lineages. Microbiology, 2011; 157(7): 1851-1875.
doi: 10.1099/Mic.0.049536-0.

Maria Lara-Tejero, Jorge E. Galan. CdtA, CdtB and CdtC form a Tripartite Complex that id Required
for Cytolethal Distending Toxin Activity. Infectious Immunity, 2001; 69(7):4358-4365.  doi:
10.1128/1A1.69.7.4358-4365.2001. PMC 98507. PMID 11401974,

Cherilyn A. Elwell, Lawrence A. Dreyfus. Dnase | Homologous Residues in Cdtb are Critical for
Cytolethal Distending Toxin-Mediated Cell Cycle Arrest. Moleculer Microbiology, 2000; 37(4):952 963
doi: 10.1046/j.1365-2958.2000.02070.x.

Lina Guerra, Ximena Cortes-Bratti, Riccardo Guidi, Teresa Frisan. The Biology of Cytolethal
Distending Toxins. 2011; 3(3): 172-190. doi: 10.3390/toxins3030172.

De Rycke J & Oswald E. Cytolethal Distending Toxin (CDT): a Bacterial Weapon to Control Host Cell
Proliferation. FEMS Microbiol Lett. 2001; 203: 141-148.

Durmaz, R, Otlu, B, Calskan, A, Giirsoy, N. Acinetobacter baumannii, Escherichia coli ve
Klebsiella Tiirlerinin Molekiiler Tiplendirilmesinde Kullanilabilecek Kisa Siireli “Pulsed Field Gel”
Elektroforez (PFGE) Protokolii, 2007.

Johnson JR, Russo TA. Molecular Epidemiology of Extraintestinal Pathogenic (Uropathogenic)
Escherichia coli. Int. J. Med. Microbiol, 2005; 295: 383- 404.

Salyers AA, Whitt DD. Bacterial pathogenesis: A molecular approach, 1th ed. Washington DC: ASM
Press, 1994,

Cerna-Cortes JF, Gomez-Aldapa CA, Rangel-Vargas E, Ramirez-Cruz E, CastroRosas J. Presence of
Indicator bacteria, Salmonella and Diarrheagenic Escherichia coli Pathotypes on Mung Bean Sprouts from
Public Markets in Pachuca, Mexico. Food Control, 2013; 31: 280- 283.

57


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15701738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9916051
http://books.google.com/books?hl=en&lr=&id=bQIsfnZTPOIC&oi=fnd&pg=PA257&dq=Cytolethal+distending+toxin&ots=4wf5ny_rt3&sig=htF6_cgjVw6-SEoNkGIT9FVltkM#v=onepage&q=Cytolethal%20distending%20toxin&f=false
http://iai.asm.org/content/62/1/244.short
http://mic.sgmjournals.org/content/157/7/1851.short
http://mic.sgmjournals.org/content/157/7/1851.short
http://mic.sgmjournals.org/content/157/7/1851.short
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://dx.doi.org/10.1099%2Fmic.0.049536-0
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://dx.doi.org/10.1128%2FIAI.69.7.4358-4365.2001
https://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Central
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC98507
https://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Identifier
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11401974
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://dx.doi.org/10.1046%2Fj.1365-2958.2000.02070.x
http://www.mdpi.com/2072-6651/3/3/172/
http://www.mdpi.com/2072-6651/3/3/172/
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://dx.doi.org/10.3390%2Ftoxins3030172

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Donnenberg MS. Enterobacteriaceae. In: Mandell GL, Bennett JE, Dolin R. eds. Mandell Douglas
and Bennett‘s Principles and Practise of Infectious Diseases, 6th ed Philadelphia: Churchill Livinstone,
2005: 2567-2587.

Thapar N, Sanderson I. Diarrhoea in Children: an Interface Between Developing and Developed
Countries. The Lancet, 2004; 363: 641- 653.

Erigim: (http://www.ivytech.net/twmwphy/text_pg/pro=cell.htm)
Yamamoto S, Nakano M, Terai A, Yuri K, Nakata K, Nair GB, Kurazona H, Ogawa O. The
Precence of the Virulence Island Containing The Usp Gene in Uropathogenic Escherichia Coli is

Associated with Urinary Tract Infection in an Experimental Mouse Model. J. Urol. 2001; 165:1347- 1351.

Basustaoglu A. Klinik Mikrobiyoloji 9. Baski, Atlas Kitapg¢ilik, 2007: 670-685.

Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller MA, Yolken RH. Manual of Clinical Microbiology
Volume 1, 8th ed. Washington, ASM Press, 2003: 654- 659.

Serter D, Ertem E, Gokengin D. Baslica Bakteriyel, Paraziter ve Mikotik Enfeksiyon Hastaliklar1. 1.
Baski, Istanbul, Nobel Tip Kitabevi, 2000: 250- 261.

Kobayash1 H, Shimada J, Nakazawa M, Morozumu T, Pohjanvirta T, Pelkonen S, Yamamoto K.
Prevalence and Characteristics of Shiga Toxin- Producing Escherichia Coli from Healthy Cattle in Japan.
Applied and Environmental Microbiology, 2001; 67: 484- 489.

Cicek E, Savasan S. Ege Bolgesi’ndeki Sigirlarin Siit ve Diski Orneklerinden Escherichia coli
0157:H7 Izolasyonu ve Verotoksinlerinin Belirlenmesi. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi, 2010;
21: 51- 56.

Girard F, Batisson I, Frankel GM, Harel J, Fairbrother JM. Interaction of Enteropathogenic and
Shiga Toxin-Producing Escherichia coli and Porcine Intestinal Mucosa: Role Of Intimin and Tir in
Adherence. Infection and Immunity, 2005; 73: 6005- 6016.

Karapmar M, Goniil SA. Gida Kaynakli Hastaliklar. Iginde: Unliitirk A, Turantas F. Gida
Mikrobiyolojisi, 1. Bask1. Izmir, Mengi Tan Basimevi, 1998: 109- 164.

Robins- Browne RM, Hartland EL. Escherichia coli as a Cause Of Diarrhea. Journal of
Gastroenterology and Hepatology, 2002; 17: 467- 475.

Sahin I, Basoglu B. Gida Mikrobiyolojisi 2. Baski, Bursa: Dora Basim- Yaym Dagitim Ltd. Sti. 2011:
34- 38.

Hooton TM. Pathogenesis of Urinary Tract Infections: an Update. J. Antimicrob. 2000:  1- 7.

Terai A, Yamamoto S, Mitsumori K, Okada Y, Kurazono H, Takeda Y, Yoshida O. Escherichia
coli Virulence Factors and Serotypes in Acute Bacterial Prostatitis. Int. J. Urol. 1997; 4: 289- 294.

Johnson JR, Delavari P, Kuskowski M, Stell AL. Phylogenetic Distribution of Extraintestinal
Virulence-Associated Traits in Escherichia coli. J. Infect. Dis. 2001; 183: 78- 88.

Unal, N, istanbulluoglu E. insan ve Sigir Kokenli Staphylococcus Aureus izolatlarimin Fenotipik ve
Genotipik Ozelliklerinin Arastirilmasi. Ankara Un. Vet. Fak. Derg. 2009; 56: 119-126.

Ozgiir M. Escherichia coli ve Escherichia coli infeksiyonlari. In: Ozel Mikrobiyoloji. 5. Baski. Ed: Arda

M, Minbay A, Leloglu N, Aydin N, Kahraman M, Akay O, Ilgaz A, Ozgiir M, Diker KS. Medisan

70.

Yayinevi. Ankara. 1999: 45- 50.

Ozgiir M. Escherichia coli infeksiyonlari. Aydin N, Paracikoglu J. eds. Veteriner Mikrobiyoloji
(Bakteriyel Hastaliklar). ilke-Emek Yayinlari, Ankara, 2006: 110- 116.

58


http://www.ivytech.net/twmwphy/text_pg/pro=cell.htm

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Domig JK, Mayer HK, Kneifel W. Methods Used for The Isolation, Enumeration, Characterisation and
Identification of Enterococcus Spp.2. Pheno- And Genotypic Criteria. International Journal Of Food
Microbiology, 2003; 88: 165-188.

Tomayko JF, Murray BE. Analysis of Enterococcus faecalis Isolates From Intercontinental Sources
by Multilocus Enzyme Electrophoresis and Pulsed-Field Gel Electrophoresis Journal of Clinical
Microbiology 1995; 33:2903-2907.

Selander RK, Caugant DA, Ochman H, Musser JM, Gilmour MN, Whittam TS. Methods of
Multilocus Enzyme Electrophoresis for Bacterial Population Genetics and Systematics. Appl Environ
Microbiolgy, 1986; 51(5):873-84.

Enright MC and Spratt BG. Multilocus Sequence Typing. Trends Microbiol, 1999; 7:482-487.

Pupo GM, Karaolis DK, Lan R, Reeves PR. Evolutionary Relationships Among Pathogenic and
Nonpathogenic Escherichia coli Strains Inferred From Multilocus Enzyme Electrophoresis and mdh
Sequence Studies. Infect Immun. 1997; 65(7):2685-92.

Dallenne C, Da Costa A, Decré D, Favier C, Arlet G. Development of a Set of Multiplex PCR Assays
for The Detection of Genes Encoding Important B-Lactamases in Enterobacteriaceae. J Antimicrob
Chemother, 2010; 65: 490-5.

Cakir P, Giiven, K. Gida ve insan Kaynakli Staphylococcus aureus Strainlerinin Karakterizasyonu.
Yiiksek Lisans Tezi, Anadolu Universitesi, 2007: 97

US E, Erdem B, Tekelli A, Ger¢eker D, Saran B, Bayramova M, Sahin F. Salmonella serotip
Enteridis izolatlarinin plazmid profil analizi ve ‘“Pulsed Field” jel elektroforezi ile incelenmesi.
Mikrobiyol. Biil. 2011; 45(2): 210-227.

Williams FE, Varanasi U, Trumbly RJ. The CYC8 and TUPLl Proteins Involved in Glucose
Repression in Saccharomyces Cerevisiae are Associated In a Protein Complex. Mol Cell Biol. 1991;
11(6):3307-16.

Black WC. PCR with Arbitrary Primers: Approach With Care, Insect Mol Biol. 1993; 2(1):1-6.

Durmaz R. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji 2. Baski, Adana, Nobel Kitabevi, 2001: 149-160.

Botstein D, White RL, Skolnick M and Davis RW. Construction of a Genetic Linkage Map in Man
Using Restriction Fragment Length Polymorphisms. Am J Hum Genet. 1980; 32(3): 314-331.

Hall LC. Application of Molecular Typing to The Epidemiology of Streptococcus pneumoniae. J Clin
Pathol. 1998;51(4): 270-274.

M. Carmen de Vicente and Theresa Fulton. Using molecular marker technology in studies on plant
genetic diversity: learning module,Plant Genetic Resources: Characterization and Utilization, 2005;
Volume 3, Issue 3: 421-421.

Schwartz DC, Cantor CR. Separation of Yeast Chromosomesized Dnas by Pulsed Field Gradient Gel
Electrophoresis. Cell, 1984; 37: 67-75.

Gardiner K. Pulsed-Field Gel Electrophoresis. Analytical Chemistry, 1991; 63: 658-665.

Singh A, Goering RV, Simjee S, Foley SL, Zervos MJ. Application of Molecular Techniques to the
Study of Hospital Infection. Clin. Microbiol. Rev. 2006; 19: 512-530.

Vancanneyt M, Lombardi A, Andrighetto C, Knijff E, Torriani S, Bjorkroth KJ, Franz CMAP,
Foulqui¢é MMR, Revets H, De Vuyst L, Swings J, Kersters K, Dellaglio F, Holzapfel WH.
Intraspecies Genomic Groups in Enterococcus faecium and Their Correlation with Origin and
Pathogenicity. Applied and Enviromental Microbiology, 2002; 68:1381-1391.

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Selander%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2425735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caugant%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2425735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ochman%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2425735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Musser%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2425735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gilmour%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2425735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whittam%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2425735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2425735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2425735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pupo%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9199437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karaolis%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9199437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9199437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reeves%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9199437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9199437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varanasi%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2038333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trumbly%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2038333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2038333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9087536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Botstein%20D%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=White%20RL%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Skolnick%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davis%20RW%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC500668/
http://journals.cambridge.org/action/displayJournal?jid=PGR

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Moschetti G, Blaiotta G, Villani F, Coppola S. Nisin Producing Organisms During Tradditional Fior
Di Latte Cheese Making Monitored by Multiplex-PCR and PFGE Analysis, Int. J. Of Food Microbiol.
2001; 63(1-2),109-116.

Gordillo ME,Singh KV and Murray BE. Comparison of Ribotyping and Pulsed-Field Gel
Electrophoresis for Subspecies Differentiation of Strains of Enterococcus faecalis, J. of Clinical
Microbiol. 1993; 31(6);1570-1574.

Patterson JE and Kelly CC. Pulsed-field Gel Electrophoresis as an Epidemiologic Tool for
Enterococci and Streptococci, Methods in Cell Biol. 1998; 20: 233-239.

Williams, JGK, Kubelik AR, Livak KJ, Rafalski JA, Tingey SV. DNA Polimorphism Amplified by
Acrbitrary Primers are Useful as Genetic Markers. Nucleic Acids Research, 1990; 18: 6531-6535.

Welsh J and Mc Clelland M. Fingerprinting Genomes Using PCR with Arbitrary Primers. Nuc. Acids
Res. 1990; 18,7213-7218.

Williams, JGK, Kubelik AR, Livak KJ, Rafalski JA, Tingey SV. DNA Polymorphisms Amplified
by Arbitrary Primers are Useful as Genetic Markers. Nuc. Acids Res. 1990; 25;18(22):6531-6535.

Atienzar FA, Cordi B, Donkin ME, Evenden AJ, Jha AN, Depledge MH. Comparison of
Ultraviolet-Induced Genotoxicity Detected by Random Amplified Polymorphic DNA with Chlorophyll
Fluorescence and Growth in a Marine Macroalgae, Palmaria Palmata. Aquat Toxicol. 2000; 50(1-2):1-
12.

T. Séull C, Lind-Halldén, C. Halldén, Primer Mixtures in RAPD Analysis. Hereditas, 2000; 132:203-
208. D0i:10.1111/j.1601-5223.2000.00203.x

Aljanabi SM, Forget L, Dookun A. An Improved and Rapid Protocol fort he Isolation of Polysaccharide
and Polyphenol Free Sugarcane DNA. Plant Moleculer Biology Reporter, 1999; 17-281.
Do0i:10.1023/A:100769292950

Weeden NF, Timmerman GM, Hemmat M, Kneen BE, and Lodhi MA. Inheritance and Reliability
of RAPD Markers, in: Applications of RAPD Technology to Plant Breeding. Symposia Series,
Minneapolis. Joint Plant Breeding, 1992; 12-17.

Hansen J, Sato M, Glascoe J. and Ruedy R. A Common Sense Climate Index: is Climate Changing
Noticeably Proc. Natl. Acad. Sci. 1998; 4113-4120.

Halldén C. Characterization and Use of a Multiplex PCR Based System: Random Amplified
Polymorphic DNA, (Ph.D. Thesis), Department Of Genetics, Lund University, Lund 1998.

Tingey SV and Del Tufa JP. Genetic Analysis with Random Amplified Polimorphic DNA Markers.
Plant Physiology, 1993; 101, 349-352.

Huys G, Coopman R, Janssen P. and Kersters K. High-Resolution Genotypic Analysis of The Genus
Aeromonas by AFLP Fingerprinting. International Journal Of Systematic Bacteriology, 1996; 46, 572-
580.

Babalola OO. Molecular Techniques: An Overview of Methods for The Detection of Bacteria. African
Journal Of Biotechnology, 2003; 2, 710-713.

Mueller UG. and Wolfenbarger LL. AFLP Genotyping and Fingerprinting. Trends Ecol Evol. 1999;
14(10):389-394.

Voss A, Loeffen F, Bakker C, Klaassen C. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus in Pig
Farming. Emerging Infectious Disease, 2005; 11:1965-1966.

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blaiotta%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11205941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Villani%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11205941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coppola%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11205941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gordillo%20ME%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20KV%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murray%20BE%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kubelik%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1979162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Livak%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1979162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rafalski%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1979162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tingey%20SV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1979162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atienzar%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10930646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cordi%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10930646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Donkin%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10930646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evenden%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10930646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jha%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10930646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Depledge%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10930646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10930646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10481200

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

Maiden MC, Bygraves JA, Feil E, Morelli G, Russell JE, Urwin R, Zhang Q, Zhou J, Zurth K,
Caugant DA, Feavers IM, Achtman M, and Spratt BG. Multilocus Sequence Typing: a Portable
Approach to the Identification of Clones Within Populations of Pathogenic Microorganisms.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 1998; 95: 3140-3145.

Feil E. Moleculer Evolution, Recombination and Population Structure of Microbial Pathogens. IMS,
Imperial College, 2007.

Aanensen DM, Spratt BG. The Multilocus Sequence Typing Network: Mist.Net. Nucleic Acids
Resarch, 2005; 33: 728-733.

Hazimoglu S, Staphylococcus aureus Suslarinda Pantonvalentine Lokosidin - (Pvl)  Genlerinin
Aragtirilmasi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, AYDIN: Adnan Menderes Universitesi, 2011.

Altindis M. Hemsireler i¢in Mikrobiyoloji, 1. Baski, Istanbul: Nobel T1p Kitabevi, 2010: 184- 186.

Hamaide AJ, Martinez SA, Hauptman J, Walker RD. Prospective Comparison of Four Sampling
Methods (Cystocentesis, Bladder Mucosal Swab, Bladder Mucosal Biopsy And Urolith Culture) To
Identify Urinary Tract Infections in Dogs with Urolithiasis. J. Am. Anim. Hosp. Assoc. 1998; 34: 423-
430.

Tasbakan MI, Pulluk¢u H, Yamazhan T, Arda B, Ulusoy S. Toplum Kokenli Uriner Sistem
Infeksiyonlarindan Soyutlanan Escherichia coli Suslarinda Fosfomisinin Invitro Etkinliinin Diger
Antibiyotiklerle Karsilagtirilmasi. Ankem Dergisi, 2004; 18: 216-219.

Kacmaz B, Aksoy A, Sultan N. Idrar Omeklerinden izole Edilen Escherichia coli izolatlarinda Oral
Antibiyotiklere Kars1 Direncin Arastirlmasi. Tiirk Hijyen Ve Deneysel Biyoloji Dergisi, 2007; 64:11-15.

http://www.hastaneinfeksiyonlaridergisi.org/managete/fu_folder/1997-01/html/1997 1-1-021-030.htm

Akata F. Uriner Sistem Infeksiyonlarinda Uygun Antibiyotik Kullammi. Klimik Dergisi, 2001; 14:114-
123.

Mathers AJ, Peirano G, Pitout JDD. Escherichia coli ST131: The Quintessential Example of an
International Multiresistant High-Risk Clone. Adv Appl Microbiol 2015; 90: 109-54.

Williamson DA, Barrett LK, Rogers BA, Freeman JT, Hadway P, Paterson DL. Infectious
Complications Following Transrectal Ultrasound-Guided Prostate Biopsy: New Challenges in The Era
of Multidrug-Resistant Escherichia coli. Clin Infect Dis, 2013; 57: 267-74.

Leibovici L, Shraga I, Drucker M, Konigsberger H, Samra Z, Pitlik SD. The Benefit of Appropriate
Empirical Antibiotic Treatment in Patients With Bloodstream Infection. J Intern Med 1998;244:379-86.

Teker B. Mikrobiyoloji 1 Baski, Ankara: Ozkan Matbaacilik, 2009.

Livermore DM, Brown DFJ. Detection of Beta Lactamase-Mediated Resistance. J Antimicrob Chemother
2001; 48(1): 9-64.

Ramos JR, Telles MP C, Diniz-Filho JAF, Soares TN, Melo DB and Oliveira G. Optimizing
Reproducibility Evaluation for Random Amplified Polymorphic DNA Markers. Genetics and Molecular
Research 2008; 7:1384- 1391.

Mitsuda T, Muto T, Yamada M, Kobayashi N, Toba M, Aihara Y, Ito A, Yokoto S. Epidemiological
Study of a Food-Borne Outbreak of Enterotoxigenic Escherichia coli O25:NM by Pulsed-Field Gel
Electrophoresis and Randomly Amplified Polymorphic DNA Analysis. Journal of Clinical Microbiology,
1998; 652-656 Vol. 36, No. 3

Hannah E, Johnson J, Angola F, Haddadin B, Williamson J,Samore M. Moleculer Analysis of

Antimicrobial-Susceptible and Resistant Escherichia coli from Retail Meats and Human Stool and Clinical
Specimens in a Rural Community Setting. Foodborne Pathogens And Disease, 2009; volume 6, number 3,

61


http://www.hastaneinfeksiyonlaridergisi.org/managete/fu_folder/1997-01/html/1997%201-1-021-030.htm

124.

125.

126.

doi: 10.1089/fpd.2008.0176.

Suardana W, Artama W, Widiasih D. and Mahardika 1. Genetic Diversity of Escherichia coli 0157:H7
strains using random amplified polymorphic DNA (RAPD) International Research Journal of
Microbiology, 2013; Vol. 4(2): 72-78, (IRJM) (ISSN: 2141-5463). Available online
http://www.interesjournals.org/IRIM Copyright © 2013 International Research Journals.

Johnson J, Murray A, Gajewski A, Sullivan M, Snippes P, Kuskowski MA and Smith KE. Isolation
and Molecular Characterization of Nalidixic Acid-Resistant Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli
from Retail Chicken Products. Anitmicrobial Agents and Chemotherapy, 2003;  47(7): 2161-2168

George L H, Prasad M.P. Determination of Genetic Diversity Among Antibiotic Resistant E. coli Strains
using RAPD Molecular Markers. European Journal of Biotechnology and Bioscience, 2015; 3 (2): 20-25.

62


http://www.interesjournals.org/IRJM

OZGECMIS

05.11.1989 tarihinde Adana’da dogdu. Ilkogretim Egitimini 2003 yilinda Adana
Kolejinde tamamladiktan sonra Lise Egitiminden 2006 yilinda Bilimkent Kolejinden mezun
oldu. 2006 senesinde Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji béliimiiniinde basladig
lisans egitiminden 2010 senesinde mezun oldu.2014 Giiz déneminde Cukurova Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitlistinde Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine
basladi. lyi derecede Ingilizce bilmektedir.

63



