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1. Giris ve Amag

B. BAYKARA!

Konak ile iligkilerine gore E. coli iiyeleri; patojen olmayan
kommensal, bagirsakta ve bagirsak disi patojenler olarak {i¢ gruba
ayrilir. Patojen olmayan suslar bagirsakta kolonize olarak hastalik
olusturamaz ve bagirsak disin1 ¢ikmazlar (Johnson & Russo,
2002:157).

Bagirsakta patojen olan suslar nadiren de olsa bagirsak digina
cikarak sosyoekonomik seviyesi diisiik olan toplumlarda bebek ve
cocuklarda oliimlii seyredebilen diyareli hastaliklarda oldugu gibi
izole edilebilir. Gram negatif bakteriler arasinda klinik
materyallerden en sik izole edilen ekstraintestinal patojenik E. coli
suslart morbidite kadar mortalitenin (>2,5 milyon) de en 6nemli
sebepleri arasindadir. Calismalar, E. coli’ nin yalnizca insanlarda
degil evcil ve kiigiikbas hayvanlarda da enfeksiyonlara sebep olarak
maddi kayiplara; insanlara bulas ile de bakteriyemi gibi mortal
enfeksiyonlara da yol agabildigini gostermistir. (Rojec & ark.,
2019:490).

Calismalarda, ekstraintestinal patojenik E. coli suslarinda
adezyon ve invazyondan sorumlu genlerin kodlandig1 patojenite
adalarinin diger E. coli suslarinda da gorildiigi belirtilmistir
(Moxley, 2004:15-33). Kaynag1 bagirsak olan bu suslar; virulans
faktorlerinin transferi yolu ile evrimleserek viicut bolgelerinde
enfeksiyonlara sebep olurlar. (Topgu Willke & ark., 2008:1564-
1574).

Klinik 6nemi intestinal sistem enfeksiyonlarinda en sik izole
edilen bakteriyal kaynakli etkenlerden olmas1 sebebi ile de giderek
artan E. coli, hakkinda bilgi sahibi olunmasi hem enfeksiyon kontrol
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stratejilerinin gelistirilmesinde hem de duyarl kisilerin belirlenerek
akilcr ilag kullaniminin saglanmasi yoniinden olduk¢a 6nemlidir.

2. Genel Bilgiler
B. BAYKARA!

2.1. E. coli

Theodor Escherich (1885) bakteriler ve sindirim sistem
hastaliklar1 arasindaki iligkiyi arastirdigt calismasinda, saglikli
bireylerin de gaita Orneklerinden izole ettigi bir bakterinin
bagirsaklarda yaygin olarak bulundugunu fark etmis; bakteriye
bagirsaklarda yaygin olarak bulunan bakteri anlamina gelen
“Bacterium coli commune” ismini vermistir (Rojec & ark., 2019).

Nomenklatiir ¢alismalarinda Castellani ve Chalmer (1919)
mikroorganizmanin ismini Theodor Escherich’ in anisina Esherichia
coli olarak degistirilmesi teklif etmistir; bu oneri kabul edilerek Tip
literatiiriine Esherichia coli olarak ge¢mistir (Kanwal & ark., 2019).

Resim 1: Kiiltiirde Ureyen Escherichia coli’ nin Lam Uzerinde
Taramall Elektron Mikroskobu Goriintiisti

-5



Escherichia coli basta insan olmak {izere ¢ok sayida
hayvanin ozellikle kalin bagirsaklarinda yerlesik 6zellik gosteren
major floranin fakiiltatif anerob bakterisidir (Arda, 2000:158).
Resim 1°¢ de Kiiltiirde Ureyen E. coli’ nin Lam Uzerinde Taramali
Elektron Mikroskobu Goriintiisti verilmistir. (Fernandez & Turner,
2017).

Gram  negatif bakteri tiirleri arasinda E. coli
Enterobacteriaceae ailesinin hastaliklardan sorumlu olarak en sik
izole edilen tiyesidir. (Antao, Wieler & Ewers, 2009)

Baz1 patojen suslar oOzellikle bebek, c¢ocuk, yash gibi
immunsupresif bireyler ve biitiin yas grubu saglikli bireylerde
intestinal sistem digina ¢ikarak yiiksek mortaliteye sebep olabilecek
enfeksiyonlarda etkendir (Johnson & Russo, 2002).

Insanlarda hastaliklarla iliskili ilk E. coli susu olan
Enteropatojenik E. coli 1978 yilinda rapor edilmistir. Daha sonraki
yillarda (1980) ABD’ de bir¢ok morbidite ve mortalite ile iliskili
oldugu tespit edilen E. coli O157:H7’ nin klinik 6nemi agiklanmistir
(Moxley, 2004).

2.1.1. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

E. coli dogumdan sonra ilk 40 saat i¢inde bagirsaklara
yerleserek, bir yilda gaitanm graminda 107-10° cfu miktarma ulasir;
sonraki yillarda diger flora bakterilerinin de kolonizasyonuyla
sayisal olarak 10°-107 cfu’e kadar geriler (Martinson & Walk, 2020).

E. coli bagirsak disinda diski ile kontamine olmus
topraklarda ve suda canliligini koruyabilir. (Bilgehan, 2009:425-
430). Notral pH ‘da, optimal iireme sicakligi 37°C’ dir. Bazi
laboratuvar suslar1 48°C’ de de iireyebilir (Jang & ark., 2017).

E. coli, besleyici besiyerlerinde multiplikasyon siiresi 15-25
dakikada in-vitro sartlarda hizla tireyebilir (Foxman, 2002).
Besiyerinde S tipi, diizgiin koloniler olustuturlar. Sivi

besiyerlerinde hareketli suglar homojen bulanik meydana getirir
(Berkiten, 2005).
—6--



Resim 2: E. coli ‘nin Kanli Agar’ da Ureme Profilleri

Resim 2’ de (Hans, 2019) A, B: E. coli' nin ¢ogu susu,
yaklagik 3-4 mm c¢apinda, tiim kenar1 piiriizsiiz, dairesel, diisiik
digbiikey koloniler tretir. Grimsi, biitiriktir ve kolayca emiilsifiye
edilirler (Hans, 2019).

B, G: Eritrositlerin kismi hemolizi, kolonilerin altinda ve
cevresinde agarin az veya ¢ok derin renk bozulmasina sebep olabilir
(Hans, 2019).

F: Idrar yollarindan izole edilenler genellikle beta-
hemolitiktir; C, H: Daha az yaygin olanlar, tipik olarak idrardan izole
edilen yiiksek mukuslu suslardir (Hans, 2019).

D, I: veya daha Once ciice koloniler olarak bilinen, tipik
olarak idrardan izole edilen kii¢iik koloni varyantlari; J: idrar izolati,
Piirtizlii koloniler klinik 6rneklerde olduk¢a nadirdir (Hans, 2019).

Idrar yolu enfeksiyonlarindan izole edilen suslarda hemoliz
ozelligi gozlenebilir. Laktozu yogun sekilde kullandigi Eozin
Metilen Blue (EMB) besiyerinde metalik refle vererek yesil
koloniler olusturur. MacConkey agarda safray1 presipite, laktozu
fermente ederek kirmizi renkli koloniler olustururlar (Baysal, 2004)
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Eskiyen besiyerlerde kuru, R tipi koloniler olusturabilirler (Baysal,
2004).

2.1.2. Morfolojisi ve Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli, 0,5 um en ve 2,0 um boyunda genellikle flagellalar
ile hareket etmesine ragmen bazen hareketsiz de olabilen, sporsuz,
gram negatif Kisa, kok benzeri veya ¢ubuk seklinde basillerdir
(Johnson & Russo, 2002). Resim 3’ de MacConkey Agarda Ureyen
Gram Negatif E. coli Kolonilerinin Isik Mikroskobunda X100
Biiylitmede Goriintiisii verilmistir (Anwar & ark., 2022).

Resim 3: MacConkey Agarda Ureyen Gram Negatif E. coli
Kolonilerinin Isik Mikroskobunda X100 Biiyiitmede Goriintiisti

Biyofilm veya mikrokapsiil olusturan suslarda hiicre
duvarinin {istlinde mukopolisakkarit yapida bir slime tabaka
bulunur; nadiren kapsiil olustururlar (Topgu Willke & ark., 2008).

E. coli, giiglii katalaz aktivitesine sahip; oksidan olmayan,
fermantatif bir bakteri tiiriidiir (Hemm & Stirz, 2020). Nitrat1 nitrite
indirgeyebilmesi; karbonhidratlarin ¢ogunu fermente ederek asit ve
gaz olusturmasi ile aerob ve fakiiltatif anaerop sartlarda kolaylikla
iireyebilir (Abbott & ark., 2003).
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Fizyolojik ozellikleri ile benzer olmalar1 sebebi ile
filogenetik olarak iligkili olduklar: diigiiniilen Shigellalardan laktozu
fermente edebilme dzellikleri ile ayrilirlar (Ongen, 2008).

Glikozu fermente ederler. (Clermont, Bonacorsi & Bingen,
2000). Yiksek karbonhidratlardan mannitol, ksiloz, sorbitol,
mannoz ve maltozu fermente edebilir; adonitol, inositol ve arabitolii
fermente edemezler (Bilgehan, 2009).

IMVIC testindeki profile, benzerlik gosterdigi E. aerogenes’
den ayirt edilebilmesini saglar (Unat, 1986).

Resim 4: E. coli* nin 37°C'" de 24 Saatlik Inkiibasyonu Sonrasinda
Kiiltiiriinden Yapilan IMVIC Testinin Sonuglar

Resim 4’ te verilmis olan E. coli‘ nin IMVIC testinin
sonuglarma gore; A, triptofandan indol olusumu pozitif indol testi,
Kovacs reaktifi eklendikten sonra tiipiin tepesindeki kirmizi halka ile
belirtilmektedir. B, metil kirmizisi reaktifi eklendikten sonra kirmizi
renk testin pozitifligini gostermektedir. Bu durum karbonhidratlarin
bakteri tarafindan kullanildig1 ve son iiriin olarak asit olusturdugunu
ifade etmektedir (Kamel & Jarjes, 2015).

C, Barritt's A ve Barritt's B reaktifleri eklendikten sonra renk
degisiminin olmamasi Voges-Proskauer testinin negatif oldugunu
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gostermektedir Metil red ve Voges Proskauer testleri bakterinin
karbonhidratlar1 fermente etmesi sonucunda asit veya nétral tirlinler
olusturacagindan birbirinin zitti sonuglar vermektedir (Kamel &
Jarjes, 2015).

D, tiipte biiylime ve renk degisiminin olmamasi ile
gosterildigi gibi negatif bir sitrat sonucu gosteriyor. Sitrat testi
bakterinin C kaynagi olarak sitrat1 kullanip kullanmadigini ifade
etmektedir (Kamel & Jarjes, 2015).

2.1.3. Genom Ozellikleri

Tam DNA dizisi K-12 laboratuvar susu ile 1997 yilinda
yaymlanmigtir. Genom; 4,5-5,5 Mb uzunlugunda, dairesel, 4290
protein kodlayan gen icermektedir (Goodall ve digerleri, 2018).

Genetik ¢alismalar sonucu, genomun Onemli sayida
transpoze edilebilen genetik ve tekrar elementleri icerdigi; kodlama
yogunlugunun 120 bp ¢ifti ile genler arasinda ortalama mesafenin
¢ok fazla oldugu tespit edilmistir (Kim & ark., 2017).

E. coli suslarina ait genomik diziler karsilastirildiginda suslar
onemli olgiide ¢esitlilik gostermektedir. (Arman ve Leblebicioglu,
2003:9-14). Genomun yaklasik %20°si her bir izolatta olan dizileri
temsil ederken, %80’ 1 izolatlar arasinda degisiklik gostermektedir
(Lukjancenko, Wassenaar & Ussery, 2010).

E. coli suslari arasindaki farkli genlerin toplam uzunlugu
17,000 dir Herbir genom tek basma 4,500-5,000 arast gen
icermektedir (Zhaxybayeva & Doolittle, 2011).

2.1.4. Hiicre Duvar ve Antijenik Yapi

Ince bir peptidoglikan tabakasi sitoplazmik membrandan
sonra gelen periplazmik boslugun iizerini orter. (Topgu Willke &
ark., 2008).

Lipopolisakkarit (LPS) duvarin igerisinde porin proteinleri,
flagella  ve fimbria  uzantilar bulunur. Bakterinin

--10--



serotiplendirilmesinde; O somatik, H kirpik, F ve K antijenleri de
kullanilir (Bidet, Bonarcorsi & Bingen, 2012).

2.1.4.1. Kapsiil ve Antijenleri

Hiicre duvarinin iizerinde asidik polisakkaritlerden olusan
mukoid yapida; biyiikliigii suslara gore 50-100 kDa arasinda
degisen kapsiil bulunabilir (Sarowska ve digerleri, 2019). Bakteriye
konak savunma sistemlerine kars1i koruyar virulans &zellik
kazandirir.  Yeni  dogan  menejitinde  mortal  seyreden
enfeksiyonlardan sorumlu K1 olmak iizere 60 farkli K antijen tipi
tamimlanmustir (Holmes & ark., 2021).

K antijenleri alt tip olarak mukoid ve opak koloni morfolojisi
gosteren grup bir (A) ve patojeniteden sorumlu (¢ocuk ishalleri) B
tipinin bulundugu grup iki (B, L) gruplandirilmistir. Epidemik
kokenli ishallerden 1siya duyarli B tipi sorumludur. Genellikle

fareler icin toksik olan L antijeni, B antijende oldugu gibi 1siya
duyarlidir (Aldawood & Roberts, 2022)

2.1.4.2. Fimbria (F) ve Flagella (H) Antijenleri

Flagella antijene ozgii spesifik o6zellik kazandiran farkh
aminoasit dizilimleri ile bir araya gelen flagellin proteinlerinden
olusur (Sarowska & ark., 2019:10). Resim 5’ da transmisyon
elektron mikroskobunda E. coli flagellalarinin goriintiisii verilmistir
(Eisenbach, 2001).

Hareketli  suslarda  mikrocevresindeki  kimyasallar
algilayarak zararlilardan kagmasimi veya metabolize etmek igin
yakinlagmasin1 saglayan flagella motoruna bes transmembran
proteini yon verir. (Terlizzi, Gribaudo & Maffei, 2017).

Protein yapilar1 sebebi ile 1stya duyarli H antijenlerinden
giintimiize kadar 1-56 tip oldugu belirlenmistir (Avelino-Flores &
ark., 2022:792). Kauffman’in serotip semasmna gore E. coli
serotipleri F, H, K, O antijenleri ile belirtilir (Holmes & ark.,
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2021:234). H-, F- hareketsiz ve fimbriyas: bulunmayan serotipleri
ifade etmektedir (Blattner & ark., 1997).

Resim 5: Transmisyon Elektron Mikroskobunda Gozlemlenen I Mm
Boyutunda E. coli Flagellalar

Ince, sa¢ benzeri adeziv organeller olan fimbrialar,
sitoplazmadan orijin alarak hiicre duvar1 boyunca yerlesmis olan
protein alt {initelerinden olusur (Dubreuil, Isaacson & Schifferli,
2016).

Resim 6: Taramal: Elektron Mikroskobunda E. coli Fimbria
Yapilar
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Resim 6’ da taramali elektron mikroskobunda E. coli’ nin
fimbria yapilart verilmistir (Lane & Mobley, 2007). Fimbrialar E.
coli’ nin epitel hiicrelerindeki glikoprotein ve glikolipidlere
baglanarak idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olur (Mulvey, 2002).

2.1.4.3. Somatik Antijenler

Hiicrenin duvar yapisinin temelini lipopolisakkarit meydana
getirir. Hiicre duvarma gomiilii olan Lipid A; LPS yapinin distalinde
yer alir ve endotoksin 6zelligindedir, hemen {izerinde biitiin gram
negatif bakterilerde ortak ozellikte olan kor polisakkariti yer alir
(Bilgehan, 2009)

Sayilar1 1-40 arasinda degisen oligosakkarit zincirler,
polisakkarit tabakasinin iistiinde bulunan kor proteinlerinden hiicre
disina dogru sentezlenerek bakteriye O antijenik 6zelligini
kazandirir (Avelino-Flores & ark., 2022).

O antijenleri formaldehite karsi direngsiz ancak asitlere
dayaniklidir; 100°C 1s1ya 150 dakika, %96’ lik alkole 240 dakika
dayanabilirler (Liu & ark., 2020).

2.1.5. Virulans Faktorleri

Hiicrenin yiizey kisminda ve i¢ tarafta iiretilebilir. Farkl
fimbrialardan olusan ylizey virulans faktorleri, bakterinin konak
hiicreye tutunmasint ve S. mutans’ ta oldugu gibi agiz mukozal
yapisinda biyofilm olusturabilmesini saglar (Vranes & ark.,
2001:165-170).

Resim 7’ de E. coli‘ nin virulans faktorleri verilmistir
(Shenouda & ark., 2020:4).

Di1s ortama salgilananlar ise oksijenin siirli oldugu sartlarda
demir aliminda rol oynar (Pakbin, Briick & Rossen, 2021).
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Resim 7: E. coli “ nin Virulans Faktorleri

2.1.5.1. Siderofor ve Aerobaktin

E. coli canli tiim hiicreler igin zaruri bir mineral olan demiri
DNA sentezi, elektron transport, peroksit metabolizmasi, oksijen
transportu ve depolanmasi i¢in kullanir (Massip & Oswald,

2020:381).
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Resim 8: Bakteriler Tarafindan Siderofor Araciligiyla Demir Alimi
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Resim 8’ de bakteriler tarafindan siderofor araciligiyla demir
alim1 gosterilmektedir (Chu & ark., 2010).

Sitrat ve lizin molekiillerinden olusmus kiiciik bir molekiil
olan aerobaktin, demir elde edilebilmesi igin E. coli’ de gelistirilmis
en etkili sistemidir. Demiri konagmn hiicre duvar reseptor
proteinlerinden absorbe eder; iiretimi demir konsantrasyonlarina
bagli olarak diizenlenmektedir. (Wang & ark., 2022).

Aerobaktin, aerobaktin sentezi i¢in gerekli olan enzimleri
kodlayan iucA, iucB, iucC (demir alimi), iucD (demir alimi i¢in
zorunlu reseptdr geni) ve hiicre duvar reseptor proteinlerini kodlayan
iutA operonu tarafindan kodlanmaktadir. fucA, iucB ve iutA
transport mekanizmasindan sorumludur (Johnson, 1991:80-128)

2.1.5.2. Sitoletal Distending Toksinler (CDT)

Patojenik E. coli susundan Kaper ve Scott (1987) tarafindan
izole edilmis; 1994 yilinda A, B, C CDT operonlar1 klonlanmistir
(Wang & Fu, 2023:1152).

Mide, bagirsak gibi gastrointestinal sistemde CDT sayesinde
bakteri kendisini 1srarla konak hiicreye kolonize ederek siirekli
enfeksiyonlara sebep olur (Glick & ark., 2010)

Belirlenen tiim CDT’ ler gama ve epsilon sinifindaki gram
negatif bakteriler tarafindan tretilir (Mainil, Jacquemin & Oswald,
2003:159-165).

Heterotoksin sinifinda uretilen CDT’ ler hiicre siklusunu
bloke ederek apoptozisine yol agar (Clarke, 2001).

2.1.5.3. Sitotoksik Nekrotizan Faktor (CNF)

Uropatojenik E. coli suslarinda alfa hemolizin ile birlikte
tiretilerek idrar kesesi epitel hiicrelerine tutunarak; iiriner sistem
enfeksiyonlarina sebep olur (Herrera-Vazquez & ark., 2023: 2065).
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Konak hiicrenin morfolojisi ve fonksiyonlarinda bozan CNF;

hiicre siklusunun bozulmasina ve hiicrenin lizisine yol acar (Feng &
ark., 2017).

CNF-1, N-terminusunda bir baglanma alani, merkezi bir
translokasyon alani1 ve C-terminusunda bir enzimatik alan i¢eren tek
zincirli ¢ok alanl bir protein toksinidir. CNF-1, Rho GTPazlarinin
switch 2 alaninda bulunan ve GTP hidrolizi ile molekiiliin
inaktivasyonu icin gerekli olan bir glutamin kalintist iizerinde
deamidasyon aktivitesini uygular (Wang & Fu, 2023).

Resim 9’ da CNF-1' in etki mekanizmasi1 gosterilmektedir
(Fabbri ve digerleri, 2013: 1462). CNF-1, glutamini glutamik aside
dontistiirerek, G proteinlerini GTP' ye bagl aktif formlarinda
stabilize eder ve bunlarin efektdrleri {izerinde kalici bir aktivite
gostermelerini saglar. Bu GTPazlar1 aktive ederek, CNF-1 aktin
sitoskeletonunu uyarir. Aktif hale gelen Rho GTPazlar daha sonra
ubikitinasyon i¢in taninir ve proteazomda pargalanir (Fabbri & ark.,
2013).

Resim

9: CNF-1'in Etki Mekanizmasi



2.1.5.4. Kolisin ve Hemolizin

Kolisinler, E. coli tarafindan sentezlenen ve yakin iligkili
oldugu Enterobacteriaceae’ nin baz1 tiirlerinde mortal etkili
bakteriyosin maddelerdir (Housden & Kleanthous, 2012).

Sitoplazmik membranda porlar acararak endoniikleaz
aktivitesi gostererek hiicre duvar elemanlarini inhibe ederek etki
ederler (Lazdunski & ark., 1998).

Kromozomal ekstraseliiler proteinlerden olusan plazmidler
tarafindan determine edilen alfa ve beta hemolizin genellikle ekstra

intestinal ve lriner sistem enfeksiyonlarina sebep olur (Schwidder,
Heinisch & Schmidt, 2019).

2.1.5.5. Serum Direnci

Normal kosullarda bakteriler kompleman sistem ile etkisiz
hale getirilmektedir. Lipid A antikor yoklugunda hiicre duvarinda
lokalize olarak komplement sistemin klasik yolunu aktive eder
(Avdonin & ark., 2023).

Serumun oldiiriicti etkisine ragmen, bakterilerin duyarliligs;
serumun inkubasyonundan/ diltie edilmis serum
konsantrasyonlarinda bakterilerin iiremelerine bakilarak belirlenir
(Szijarto, Nagy & Nagy, 2018).

2.1.5.6. Endotoksin

Lipid A ile aktive olan bir virulans faktor olan endotoksin
tim aerobik gram negative ve anaerobik bakterilerde bulunur
(Hacker & ark., 1997).

Lipid A etkisini hiicre duvarmin parcalanmasi sonucunda
ortaya ¢ikarak, makrofajlarin sitokin olusturmasi ve salgilanmasini
arttirarak gosterir (Dufour & ark., 2017).
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2.1.6. Direng

E. coli dezenfektanlara kars1 direngsizdir ancak 8-60°C arasi
1sida uygun ortam kosulu oldugunda canliligini koruyabilen oldukca
dayanikli bir bakteridir (Sussman & Gally, 1999).

E. coli‘ nin safra ve selenit tuzlari; brilliant ve malasit yesili;
sodyum deoksikolat, tetratiyonat ve siilfat; fuksin, bizmuta olan
duyarliligindan faydalanilarak secici besiyerleri {iretilmigtir
(Schwidder & ark., 2019).

Yiiksek tuz konsantrasyonlu besiyerlerinde iireyemezler; bu

sayede silipheli gaita o6rneklerinde stafilokok izolosyonu yapilabilir
(Schuchardt & Hahn, 2017).

2.1.7. Smiflandirma ve Tiplendirme

Smiflandirma ile ilgili yapilan ¢aligmalar fenotipik ve
genotipik farkliliklar gosterebilen E. coli suslarminin, benzer
bakteriler ile olan filogenetik uzakligimi ve klinik yansimalarini
etkilemememis; E. coli Enterobacteriaceae ailesi igerisine
yerlestirilmistir (Denamur & ark., 2021).

Tiplendirmede fenotipik olarak, E. coli suslariin bolgeye
yerleserek enfeksiyon olusturma kabiliyeti, enzim ve toksinler,
antibiyotik duyarliliklari; genotipik olarak, tek nokta mutasyonlari,
insersiyon ve delesyon gibi klonal bazda ayirim giicline sahip

ozellikleri hedef alan yontemler kullanilmaktadir (Castro & ark.,
2019).

2.1.7.1. Fenotipik Tiplendirme

Fenotipe dayali yontemler E. coli tiplendirmesinde siklikla
kullanilmaktaydi (Denamur & ark., 2021:37-54). Zaman iginde bu
yontemler zaman alict ve pahali olmasi; uygulamada 06zel
ekipmanlara ve tecriibeli personele ihtiya¢ duyulmasi, laboratuvarlar
arasi tekrarlanabilirliklerinin diisiik olmas1 sebebi ile ayrim giiciinii
arttirarak tekrarlanabilirligin saglanabilmesi amaci ile molekiiler
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teknikler ile birlikte kullanilmaya baslanmistir (Balaban & ark.,
2004).

2.1.7.1.1. Fizyolojik Ozelliklere Gore

Mikroorganizmaya ait antijenik yapi, biyokimyasal
ozellikler, sekrete edilen enzim ve toksinlerin 6zellikleri, fenotipik
tiplendirmede kullanilan  yontemlerin  birgogunun  temelini
olusturmaktadir (Rock & Cronan, 1996).

Biyokimyasal  6zelliklerin =~ kullanildigi ~ yontemlerin
tekrarlanabilirliginin diisiik, emek, zaman alic1 ve pahali olmas; gibi
sebepler genellikle serotipleme, antibiyogram, MLEE gibi
yontemlerin tercih edilmesine sebep olmustur (Balaban & ark.,
2004).

2.1.7.1.1.1. Multilokus Enzim Elektroforezi (MLEE)

[lk olarak 1980’ li yillarda kullanilan MLEE yontemi,
hiicresel housekeeping enzimlerinin hareketli bir matrikste
elektroforetik hareketinin kiyaslanmasi prensibine dayanir. Allel
profillerinin tamamin1 elektroforetik tip olarak verebilmesi

acisindan smiflandirma ve diger fenotipik yontemlerden farklidir
(Boerlin & Piffaretti, 1995).

Organizmalar olusturduklar1 elektromorfo tiplerine gore
hiicre i¢i enzimlerin elektroforez ortamindaki hareketlerine gore
karakterize edilmesi yontemini temel alarak populasyon

karakterizasyonu i¢in objektif bir veri taban1 olusturulur (Tibayrenc,
2009).

Multilokus Enzim FElektroforez ydnteminde degiskenlik
gosteren lokuslar housekeeping enzim ile hedef alindig1 i¢in ayrim
giicii yiiksektir (Andrews & Chilton, 1999:213).

Bakteriler yapisal isleve sahip izoenzimler iireterek;
boliinme, ¢ogalma, enerji transferi gibi hayati fonksiyonlarmni
diizenler (Santos & ark., 2012).
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[zoenzimler en az iki farkli gen ile kodlanan; direkt veya
indirekt genetik faktorlere bagli olarak degisken elektroforetik
hareket yetenegine sahiptirler (Stanley & Wilson, 2003).

Epidemiyolojide 6nemli bir rol oynayan MLEE ydntemi,
farkli laboratuvarlarin sonuglarmin karsilastirilmasinin zorlugu ve
teknik olarak elverigsiz olmasi sebebi ile genotipik ydntemlere
alternatif olarak tercih edilmektedir (Caierao & ark., 2016)

2.1.7.1.1.2. Serotiplendirme

Kauffman’ in 1940 yilinda gelistirdigi yonteme gore; O (190’
dan fazla), H (56) ve K (80) antijenlerine gbre fazla; serotiplere
ayrilmaktadir (Bessonov & ark., 2021)

Ancak uygulanabilirlik ve diisiik ayirim gilicii sebebi ile
fenotipik tiplendirme yontemleri O antijen genini kodlayan genlerin
arastirlldigt  PCR  temelli yontemler ile desteklenmeye
caligilmaktadir (Faber & ark., 2022).

Konak hiicrede antikor cevabini uyaran O antijenleri, hiicre
duvarindan sentezlenir. Antikorlar ile yapilacak serotiplendirmede
genellikle O, K ve H antijenleri tercih edilir (Paudel & ark., 2023).

2.1.7.1.2. Patotiplendirme

Kolonizasyon ve enfeksiyon olusturma ozellikleri dikkate
alindiginda kalin bagirsak florasinin dogal elemani olan E. coli
Kommensal, bagirsak ici ve dis1 olarak 3 grup icerisinde
degerlendirilmektedir (Biran & Ron, 2018).

2.1.7.1.2.1. Kommensal E. coli

Insanlarda kalin bagirsaklarda dogal florada yer alirlar.
Bagirsaklarin disarisina ¢ikarak enfeksiyon olusturabilecek toksin
genlerine sahip degillerdir (Faber & ark., 2022).

Kommensal E. coli suslari, genel immun sistemi baskilanmis
hastalarda, bolgesel savunma sistemlerininin yeterli olamadigi
durumlarda, triner kateter gibi invaziv enstruman uygulamalarinda
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yiliksek bakteri yogunlugu ile temas halinde primer patojen veya
sekonder enfeksiyon ajani olarak intestinal sistem  dig1
enfeksiyonlardan izole edilebilirler (Tenaillon & ark., 2010).

2.1.7.1.2.2. Intestinal Patojenik Escherichia coli (inPEC)

Dogal olarak bulunan susglarda olugu gibi intestinal patojenik
E. coli suslart kazandiklar1 virulans faktorleri yardimi ile
bagirsaklarda diyare etkeni olabilirler (Denamur & ark., 2021).

1-Enterotoksijenik E. coli (ETEC): Bol sivi ve elektrolit
kaybina sebep olan diyare etkenidir. Tiiketilen sularin ve gidalarin
temizligine Onem verilmeyen bolgelerde siklikla  goriiliir
(Pawlowska & Sobieszczanska, 2017).

Enterotoksijenik E. coli suslar1 turist ishallerinin % 30-70°
inden sorumludur. Kolonizasyon etkeni (adezyon)/ koli yiizey
proteinleri vasitasi ile kan hiicrelerinin ylizey kismina tutunarak 1stya
duyarli ve direncli virulans faktorleri ile kolera benzeri diyareye
sebep olurlar (Dubreuil, 2017).

Istya duyarl toksin aktif bir A pargasi ve adezyon ile iliskili
bes B parcasindan olusur (Sj6ling, von Mentzer & Svennerholm,
2015). A parcast hiicre i¢ine girerek siklik AMP miktarini arttirir,
transmembran regulator kanallar1 kapanmaz ve viicuttan elektrolit
kaybi olur (Sheikh & ark., 2022)

ETEC suslarinin belirlenmesinde virulans faktorlerinin
belirlenebilmesi i¢in serotiplendirme ydntemi ve gesitli antijenler
kullanilmis ancak yapilarin kararli olmasi sebebi ile siniflandirma
yapilamamistir (Munson, 2013).

2- Enteropatojenik E. coli (EPEC): Onceleri dogal flora
bakterileri olarak kabul edilse de gelismemis veya gelismekte olan
tilkelerde bebeklerde mortal seyreden diyare etkenli enfeksiyonlarda
intestinal sistemden izole edilmesi ile patojen etkenli oldugu Kabul
edilmistir (Hu & Torres, 2015).
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EPEC suslar1 mikrovilluslarin yap1 ve fonksiyonlarmin
bozulmasma sebep olur. Liimenden absorbsiyon azalarak, sivi
birikmeye baslar; sulu diyare baslayarak irinli lezyonlar olusur (Yen,
Karino & Tobe, 2016).

Son yillarda EPEC siirveyansinda eae gen polimorfizmi de
kullanilmaya baglanmistir. EPEC patotipinde antijenik olarak; 12
serogrup bulunmaktadir (Pearson & ark., 2016).

3-Enteroaggregative E. coli (EAEC): Son yillarda
gelismiglik fark etmeksizin tiim yas gruplarinda, mukuslu ve kanh
diyareden sorumlu olduklari bildirilmistir. Turist diyaresinde ikinci
derece etken patotipler bu grupta yer alir (Yang & ark., 2017).

Bagirsak mukozasina Adezyon i¢in ¢ok sayida baglanma
faktorii ve toksin kullanildigi diistintilmekte; genellikle adherans
fimbria kullanilmaktadir (Gilligan, 1999).

4-Enterohemorajik E. coli (EHEC): Fekal oral yolla bulasan
EHEC suslari shiga ve vero olarak ikiye ayrilir (Gilligan, 1999). ilk
iiyesi olan O157: H7 dizanterik koliti olan hastadan 1983 yilinda
izole edilmistir (Agustina & Waturangi, 2023).

Cok diisiik miktarda bakteriler ¢ig gidalarla fekal oral yolla
bulasarak  bagirsak  sisteminin yan1 sira  Uriner  sistem
enfeksiyonlarinda da etken olarak epidemi ve pandemilere sebep
olabilirler. (Lee, Jeong & Lee, 2021).

Gilinlimiizde basta O157: H7 olmak {izere hemorajik
enterokolit tablosuna sebep olabilen 380 kadar serotip
tanimlanmistir (Yang & ark., 2017).

Karmagikligin 6nlenebilmesi i¢in sonraki yillarda EHEC i¢in
klinik ile iligkili bes seropatotipin bulundugu bir sema
olusturulmugstur. Patotiplerin tamami (SPT-E disinda) epidemik,
pandemik, HUS ve hemorajik bagirsak vakalarindan izole edilen
serotiplerdir (Agustina & Waturangi, 2023).

EHEC i¢inde yer alan suslarda, bakteriyofajlarla taginarak,
biyolojik aktivite ve yapisi itibariyle Vero hiicrelerinde sitopatolojik
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etki gosteren sitotoksin oldugu tespit edilmistir (Martins & ark.,
2022). Cocuk ve yaslilarda Sigellosis benzeri dizanterik tablonun
hakim oldugu hastalik, Hemolitik iiremik sendromunda sekillenmesi
ile mortal seyredebilir (Kolodziejek & ark., 2022).

Genomlarinda eae ve tir genlerini kodlayarak epitel
hiicrelerine atak mekanizmasini diizenleyip hiicre igine gecisini
saglayan proteinler diizenleyen intimin ve intiminin hiicre igerisine
translokasyonunu saglayan proteinler bulunur (Gilligan, 1999).

Bakteriler enterositlere saldirarak bagirsak yiizeyine adheze
olur. Bu esnada ETEC 1s1ya direncli (TL) toksini gibi 6 parcali Shiga
benzeri toksin sekrete edilir. Toksinin Bs alt tinitelerinden olusan
halka hiicrelerin yiizey kisminda bulunan globotriaosylceramidese
(Gb3s) baglanarak hiicre Oliimiinii uyaran A alt iinitesinin hiicre
icerisine girisini saglar (Munson, 2013).

5-Enteroinvasive E. coli (EIEC): Fizyolojik ve Genomik
ozellikleri Shigellalara benzer. Dizanterik formda ishalden sorumlu

olmasina ragmen uzun siiredir EIEC suslart ile iliskili vaka bildirimi
bulunmamaktadir (Beld &Reubsaet, 2012).

Kommensal E. coli suslart Tip III sekresyon sisteminin
kodlandig1 invaziv plazmid (pINV) kazanarak EIEC patotipine
doniisebilir (Ud-Din & Wahid, 2015).

6-Diffusely adherent E. coli (DAEC): Gelismis iilkelerde,
siklikla cocuklarda sulu diyare olarak baslayan ve kronige doniisen
ishal enfeksiyonlarindan sorumludur (Meza-Segura & ark., 2020).

Patofizyolojik 06zellikleri ve virulans faktorleri hakkinda
yeterli calisma bulunmamasina ragmen mannos direngli, Afa-Dr
adezin ailesine dahil, iki tip adezinin bagirsak hiicrelerine yapigmada
etkili oldugu bilinmektedir (Mirsepasi-Lauridsen, & ark., 2019).

2.1.7.1.2.3. EXPEC
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Extraintestinal patojenik E. coli suslari, saglikli bireylerin
yaklasik %20’ sinde alt intestinal sistemde asemptomatik
kolonizasyon gosterir (Gilligan, 1999).

Patotipte yer alan diger suslar, sahip olduklar1 toksinler
vasitast ile bagirsak sisteminin disarisina ¢ikarak enfeksiyon
olustururlar. Ozellikle hastane kokenli pndmoniler idrar yolu
enfeksiyonlari, bakteriyemi, yenidogan bebeklerde menenjitte en sik
etken olan enterobecterecea iiyesidir (Munson, 2013).

Siklikla insanlarda hastalik etkeni olsa da bazi suslarin
kanatli c¢iftlik hayvanlarinda da goriilmesi ExPEC suslarinin
zoonotic olabilecegi siiphesini diisiindiirmiis ancak sadece EXPEC
gruplar igin spesifik bazi toksinlerin bulunmasi filogenetik olarak

kommensal ve InPEC suslarindan farkli evrimlestigini ispatlamistir
(Riley, 2020).

Sat ve USP proteinleri iiropatojenik, ColV ve Tsh plazmitleri
ciftlik hayvanlarinda; K-1 yenidogan bebeklerde menenjit etkeni
suslarda gosterilmistir (Meena, Priyanka & Singh, 2023).

Yakin zamand ayapilan calismalarda ciftlik hayvanlardaki
suslardan izole edilen suslarda plasmid ColV i¢in belirte¢ olarak
kabul edilen iss geninin yenidogan bebeklerde goriilen menenjitte
izole edilen E. coli suslarinin tamamina yakininda da bulundugu
tespit edilmistir (Manges & ark., 2019).

Filogenetik gruplandirilma ExPEC suslarinin
tiplendirilmesinde en gecerli yontemdir. Buna gore suslar A, B1, B2
ve D olmak iizere dort major; C, E ve F olmak iizere de {i¢ minor
gruba ayrilmaktadir (Shah & ark., 2019).

Insanlarda enfeksiyon etkeni yiiksek toksin genlerine sahip
suslar cogunlukla B2 grubunda yer alirken; nadiren D grubununda
da patojenler yer almaktadir. Kommensal veya diisiik virulans
gosteren suslar ise A ve Bl filogenetik gruplarinda yer alir
(Ferraresso & ark., 2022).
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Son yillarda plazmid araciligi ile yayilan Beta-laktam direnci
EXPEC suslarinin klinik 6nemini artirmigtir (Sheikh & ark., 2022)

2.1.8. Molekiiler Teknikler

Klasik fenotipik yontemler rutin incelemelerde hala 6nemini
koruyor olsa da mikroorganizmalarin tam karakterizasyonunun
belirlenmesi ve klonal diizeyde ayirt edilmesi agisindan genotipik
yontemler olduk¢a 6nemlidir (Lee & ark., 2021).

Gelismekte olan teknoloji, son yillarda mikrobiyolojiye
sundugu yeniliklerle, molekiiler tanimlama tekniklerine katk1
saglamistir (Banjo & ark., 2018).

Deneyimli personel ihtiyact ve maliyet molekiiler
yontemlerin etkin bir sekilde kullanilmasinda etkili olsa da
iilkemizde de tiim diinyada oldugu gibi hiz kazanan c¢aligmalar ile
faydalanilmaktadir (Villa & Carattoli, 2020)

Molekiiler teknik i¢eren ¢aligmalara hergiin yenisi eklense de
bu yontemlerin basinda en ¢ok PCR ve PCR tabanli yontemler tercih
edilmektedir (Bertani & ark., 2019).

2.1.8.1. Polymerase Chain Reaction (PCR)

In vitro kosullarda dogal replikasyon islemini tiipler iginde
gerceklestirerek DNA” y1 ¢ogaltilma yontemidir (Huttner & ark.,
2014).

PCR, farkli sicakliklarda DNA’ da bozulma, baglanma ve
uzama dongiilerinin tekrarinin gerceklesmesi prensibine dayanir.

Cok az ornek ile DNA fragmentleri cogaltilarak yeterli miktarda
DNA elde edilebilir (Brunk, Li & Avaniss-Aghajani, 2002).

Thermal Cycle (PCR’ nin gergeklestirildigi cihaz)
kullanilarak giiniimiizde rastgele (RAPD) veya 6zgiin (AFLP, RFLP
ve mikrosatelit gibi) gibi pek cok yontem gelistirilmistir (Green &
Sambrook, 2019).
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2.1.8.1.1. Rastgele Arttirilmis Polimofik DNA, Randomly
Amplified Polimorphic DNA (RAPD)

Rastgele secilmis primerlerin kullanilmasi ile gelistirilen,
PCR temelli yontemlerin en basiti Rastgele Arttirilmis Polimorfik
DNA (RAPD) yontemi Williams ve arkadaglar1 tarafindan 1990
yilinda gelistirilmistir (Neoh & ark., 2019).

RAPD markérleri Guanin ve Sitozinden meydana gelmis,
kiiciik rastgele secilmis primerler tarafindan gerceklestirilir. Bilinen
O0zgiin DNA bolgesinin yerine rastgele segilen oligoniikleotit
primer/primerler kullanilarak DNA’ daki bircok bdlgenin
cogaltilmasi saglanir (Chen & ark., 2019).

Genom dizisi hakkinda bilgi olmayan DNA’ lar bu sistemle
caligilabilir. Olusan pargalarin sayisi ve biiylikliigli arastirilan
genoma gore degisen 6zgiil bir desen olusturur (Hertz, Nielsen &
Frimodt-Mpgller, 2018).

Secilen primerlerin baglanma bolgelerinin sayist ve uzakligi
ayni tiir i¢indeki suslarda farklilik gostereceginden amplifiye edilen
parcalarin say1 ve biiyiikliikleri agaroz jelde farklilik gdsterir (Chen
& ark., 2019).

Primerlerin baglanma yerlerinde ger¢eklesmis olan bir
mutasyon bant polimorfizminin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir
(Romling & ark., 1992).

Amplifikasyon sonucunda her bir izolata ait bant profilleri
karsilagtirilir (Nielsen & ark., 2014).

Filogenetik olarak iligkili olarak yorumlanan izolatlar, aynm
bant profilini gosterir. Bant profilleri benzer olan izolatlar farkl
primerler ile tekrar test edilerek tiplendirme yapilir (Nielsen & ark.,
2014).

Y ontemin giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen en
onemli degisken hedef DNA' dir. Bunlarin yan1 sira MgCl,, Taq
DNA polimeraz, primer, dNTP konsantrasyonu, primer baglanmasi,
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baslangi¢ denaturasyonu, primer karigimlar1 da yer almaktadir (Chen
& ark., 2019).

Haricen kontaminasyon, DNA izolasyonunda olusan hatalar,
PCR kosullar1 ve cihazinin tipi de etkilidir (Banjo & ark., 2018).

Yapilan ¢alismalarin 6zgiinliigii ve tekrarlanabilirligi kontrol
etmek amaci ile her farkli tiir icin rekasiyon optimizasyonunu
saglamak sarttir. Bu parametrelerin ¢ogu birbiri ile baglantili
oldugundan optimizasyonu saglamak olduk¢a zordur. Bu sebeple
analizlerden 6nce yontemin optimize edilmesi olduk¢a 6nemlidir
(Pakbin & ark., 2021).

RAPD yontemi, zaman ve pratiklik a¢isindan genis kullanim
alanina sahip oldugundan diger molekiiler genetik yontemlere gore
daha c¢ok tercih edilebilirr Bu sayede genom yapisinin
arastirtlmasinda, Ozgiin bir gen lokusunun belirlenmesinde,
taksonomik calismalarda, genetik varyasyonlarin belirlenmesinde,
iligki haritalarinin olusturulmasi ve salginlarda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Matsumoto & ark., 2022).

2.1.8.1.2. Amplified Length Fragment Polymorphisms (AFLP)

Temel olarak RFLP ve RAPD-PCR tekniklerinin bir arada
kullanilarak sus diizeyinde oldukca yiiksek oranda ayrim giicline
sahip genotipik yontemlere alternatif bir tekniktir (Weeks, van
Opijnen & Breeuwer, 2000).

Hedef DNA’ y1 ¢ogaltmak i¢cin DNA adaptorlerini taniyan
primerler ile secici amplifikasyon gerekli oldugundan sonuglar
tekrarlanabilir 6zelliktedir (Bertani & ark., 2019).

Farkli restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin es zamanl
olarak kullanilmasi ile DNA iizerindeki spesifik bir bolge/ sekans

taninir ve kesim gergeklesir boylece DNA fragmanlari olusur (Liu,
Ghaziani & Wolf, 2017).

Preselektif amplifikasyon ile hedef fragman taranarak,
fragmanin sayis1 binlerce kez arttirtlir (Meudt & Clarke, 2007).

-27--



AFLP reaksiyonlarinda yaklasik otuz ile 80 arasinda
restriksiyon fragmani birlikte amplifiye olarak denatiirasyon
kosullarinda gergeklesen jel elektroforezinde tespit edilebildikleri
icin DNA polimorfizmin tespitinde tiir-alt tiir seviyesinde ayrim
saglayabilen oldukea giiglii bir tekniktir (Schrey & ark., 2013).

Analiz oncesinde DNA sekansi ile ilgili bilgiye ihtiyag
duymadan az miktarlarda DNA oOrnegi ile dogru sonuglara
ulagilabilmektedir (Fu & Williams, 2008).

Genis alan taramasi, is giicline duyulan ihtiyacin az olmasi,
hizli  sonu¢ vermesi, tekrarlanabilir olmasi ve kolay
yorumlanabilmesi en temel avantajlardandir; diger molekiiler
yontemlere gore zaman alici ve yliksek maliyetli olmasi, 6zel beceri
ve duyarlilik gerektirmesi gibi dezavantajlaridir (Mueller &
Wolfenbarger, 1999).

2.1.8.1.3. Multilokus Dizi Tiplendirme, Multilocus Sequence
Typing (MLST)

Prof. Dr. Brian Spratt, lan Feavers, Dominique Caugant,
Mark Achtman ve Martin Maiden (1990) tarafindan gelistirilen
Multilokus ~ Dizi  Tiplendirme  (MLST) son  yillarda
mikroorganizmalara ait birden c¢ok lokusun tiplendirilmesinde
kullanilan molekiiler biyoloji c¢alismalarinda siklikla tercih
edilmektedir (Enright & Spratt, 1998).

DNA dizi analizi ile ‘“house-keeping” genlerindeki
degisikligin gosterilmesi prensibine dayanir. Hedef gene ait her bir
lokus i¢in her farkli dizilim, farkli bir allel numarasi ile temsil
edilerek bir allelik profili (dizi tipi, sequence type=ST)
olusturulmaktadir (Matsumura, 2013).

Bu profiler veri bankasindaki bilinen alleller ile
karsilastirilarak, sus hakkinda {ilkelerdeki yayginlik derecesi
hakkinda bilgi edinilebilmektedir (Liu & ark., 2017).

Multilokus Dizi Tiplendirme (MLST) i¢in kiiltiir yapilarak
ornek hazirlanir; DNA ekstrakte edilerek MLST genleri PCR ile
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cogaltilir, PCR firiinlerinin saflastirildiktan sonar dizi analizi
yapilarak sonuglar bilgisayar ortaminda sorgulanir (Pérez-Losada &
ark., 2013).

MLST ile patojen veya direngli klonlar tiplendirilerek
evrimsel agidan gelisimleri takip edilebilir (Matsumura, 2013).

En 6nemli avantajlarindan biri sonuglarin elektronik ortamda
saklanabilir olmasidir. Bu sayede daha dncekiler ile yeni izolatlar
kolay bir sekilde karsilastirilabilmekte ve verilerin daha kolay
paylasimi miimkiin olabilmektedir (Ruiz & Pons, 2018).

Multilokus Dizi Tiplendirme (MLST) ¢ok fazla avantaja
sahip olmasina ragmen g¢esitli zorluklara da sahiptir (Liu & ark.,
2017).

Bu zorluklarin basinda 7 allel {izerinde c¢ok diisiik hata
oranina sahip dizi analizi yapma zorunlulugu gelmektedir. Cogu
laboratuvar i¢in bunlar1 saglayabilmek oldukga pahali ve zaman alan
bir siirectir (Jelocnik, Polkinghorne & Pannekoek, 2019).

2.1.8.1.4. Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Restriksiyon enzimleri ile tiim genomun kesimi sonucu
ortaya ¢ikan bant polimorfizmi degerlendirilmektedir. Schwartz ve
arkadaslar1 tarafindan Degisken elektriksel alan kullanilarak 50 Kb’
den daha biiylik DNA molekiillerinin ayristirilmasi prensibi ile ilk
kez 1982 yilinda kullanilmistir (Neoh & ark., 2019).

Siv1 veya kat1 besiyerinde iiretilen bakteriler, diisiik erime
1sili agaroz ile karigtirillarak kiigiik kaliplar igine dokiilerek
uygulanan bu yontemde deterjan ve enzim yardimi ile agaroz
icindeki bakteri hiicreleri pargalanarak DNA izolasyonuna tabi
tutulmaktadir (Lopez-Canovas & ark., 2019).

Lizis sonrasi kaliplarin yikanmasi ile karbonhidrat ve
proteinler uzaklastirilir. Agaroz jel icinde kalan bakteriyel DNA
restriksiyon enzimi ile muamele edilerek kesime ugratilir
(Gosiewski & Brzychczy-Wloch, 2015). Olusan DNA parcalari
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belirli araliklarla yonii degisen elektrik akimimna tabi tutulur
(Romling & ark., 1992).

Elektrik akim yoOniinlin peryodik olarak degistirilmesi ve
jeldeki DNA fragmentleri iizerine belirlenen araliklar ile diiz akim
gonderilebilmesi sonucu, 50kb’ dan daha biiylik olan DNA
molekiilleri bile kolaylikla ayristirilabilmekte ve genomun tamamini
degerlendirebilmek miimkiin olmaktadir (Neoh & ark., 2019).

Elektroforez sonrast DNA fragmentleri jelin Ethidium
bromid ile boyanmasi ile UV isikta goriintiilenerek bilgisayar
programlart yardimu ile degerlendirilir (Romling & ark., 1992).

Olusan bant profillerine goére kromozomal DNA’ nin
blytkligi  tahmin  edilerek  suslarin  klonal iliskileri
degerlendirilebilmektedir (Romling & ark., 1992).

Ayrim giicliniin  yiiksek, yorumlanmasinin kolay ve
tekrarlanabilir olmasi ile 0&zellikle hastane enfeksiyonlarinin
siirveyansinda referans yontem olarak kullanilmaktadir (Lopez-
Canovas & ark., 2019).

Yontemin pahali, deneyimli personele ihtiya¢c duyulmasi,
zaman ve is glicli gerektirmesi sebebi ile uygulamasi zordur. Yontem
tiire 6zgli yaklagimi gerekli kildigindan tiir i¢i ayrim veya iliskilerin
ortaya konulmasinda zahmetli bir yontem olarak kabul edilmektedir
(Romling & ark., 1992).

2.1.8.1.5 Restriction Fragment Length Polimorphism (RFLP)

PCR ile ¢ogaltilan DNA bdlgesi 6zel tanima bolgelerinden
restriksiyon enzimi ile kesilerek, olusan parcacik modelleri, kesim
noktasinin varligl/ yokluguna gore suslar arasindaki farkliliklar jel
elektroforezinde DNA parcalarinin fragment biiyiikliiklerine gore
ayrilmasi ile tespit edilir (Liu & ark., 2010).

Tespit edilebilen polimorfizm DNA’ da olusan
mutasyonlarin fragment sayisini degistirmesine sebep olan nokta
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Mancini & ark., 2012).
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RFLP yoOnteminde Dbiiylik oligoniikleotid primerler
kullanilarak lokus veya gen bolgesi hakkinda dnceden bilgi sahibi
olunan Ornekler kullanilarak amplifikasyon gerceklestirildigi icin
oldukea giivenilirdir (Liu & ark., 2010).

Ancak lokuslar i¢in spesifik primerlerin hazirlanmasi zaman
ve maliyet gerektiren bir siiregtir. Ayrica ¢alismanin icerigine bagl
olarak, restriksiyon enzimlerinin maliyetinin de artmasi yontemin
dezavantajlar1 arasindadir (Ochoa-Diaz, Daza-Giovannetty &
Gomez-Camargo, 2018).

Restriksiyon enzimleri olarak siklikla 1000-20000 baz ¢iftlik
pargalar olusturan Ecorl, Clal, Hindlll ve Hinfl kullanilmaktadir.
Restriksiyon enzim tanima bolgelerinin dagilimi genomda kodlama
yapan ve yapmayan bolgelerde farklilik gosterir. RFLP yontemi
enzim se¢imine onem verildigi kosullarda kolaylikla uygulanabilen
duyarli bir yontemdir (Mancini & ark., 2012).

2.1.9. Tedavi, Korunma ve Kontrol

Cogunlukla toplum kdkenli {iriner sistem enfeksiyonlarindan
sorumlu olsalar da E. coli, hastane enfeksiyonlarindan da siklikla
izole edilmektedir (Palk & ark., 1989).

Enfeksiyonlarda tedavinin genellikle ampirik olarak
baglatilmasi sebebi ile toplum ve hastanede kokenli E. coli suslariin
antibiyotik duyarliliklar1 da farklilik gosterebilmektedir (Nonaka,
Manabe & Tobe, 1990).

Uriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde amoksisilin,
trimetoprim-sulfametoksazol, aminoglikozitler, sefalosporinler ve
kinolonlar siklikla tercih edilen antimikrobiyallerdir. Artan direng ile
yapilan ¢alismalar tiim diinyada E. coli suslarinda Genis Spektrumlu
Beta Laktamaz (GSBL) iiretiminin giderek artmakta oldugunu
bildirilmektedir (Jain & ark., 2014).

Sistit tedavisinde kotrimaksazoldiir tercih edilmesine ragmen
direngli suslarla gelisen tabloda kinolon grubu (norfloksasin,
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ofloksasin, ciprofloksasin) ile tedavi desteklenmektedir (Ohia,
Mancino & Kulkarni, 1992).

CTX-M, TEM, CMY, SHYV tiirleri de dahil olmak {izere
karbapenemaz (oksa-48 ve NDM-1) ve genis spektrumlu B-laktamaz
(sefalosporinler ve penisilinler) gibi tim O©nemli antibiyotik
smiflarina  direng mekanizmalarimin dretimini E. coli  suslari
icermektedir. Ekstraintestinal patojenik E. coli suslari arasinda en sik
goriilen genis spektrumlu Beta laktamaz CTX-M-15" dir (Hertz &
ark., 2018).

Antibiyotige  direngli E. coli  suslart  giderek
yayginlagsmaktadir. Kromozomal olarak veya plasmid araciligi ile
kodlanmis transferazlar veya hiicre i¢i antimikrobiyal alimi1 azaltma
mekanizmalar1 ile Aminoglikozidlere ve Florokinolonlara direng
gerceklesir. E. coli O25b:ST131 ve yeni direngli EXPEC klonlarinin,
hizla yayilmasi ile ekstraintestinal hastaligin lokalize salginlarina
sebep oldugu tespit edilmistir (Rivett & ark., 2022).

Antibiyotiklere direngli Ekstraintestinal patojenik E. coli
(EXPEC) suslarina bagli idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) tedavi
sliresininin uzamasina, prostat biyopsisi sonrasi komplikasyonlarin
artarak bakteriyemili hastalarda kotii sonuglar i¢in risk faktori
olugmasinda etkilidir. Bu sebeple O-polisakkaritlerini hedef alan as1
tiretimine yonelik ¢alismalar siirmektedir (Shahid, 2017).

Dogal olarak bagirsak florasinin bir elemant olan E. coli’ den
hastalik olusturmamasi sebebi ile normal sartlar altinda korunmaya
ihtiya¢ duyulmaz (Prihandana & ark., 2023).

Patojen suglar haline gelmeleri durumunda da korunma
oldukc¢a zordur. Ancak sehirlerdeki altyapi sistemlerinin uygun bir
sekilde diizenlenmesi, kisisel temizlige, dezenfeksiyona tiiketilen su
ve yiyeceklerin temiz olmasina 6nem verilmesi korunma ig¢in
gereklidir (Bautista-Toledo & ark., 2015).
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