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OZET

ISHALLI KOPEKLERDEN ELDE EDIiLEN ESCHERICHIA COLI
IZOLATLARININ PATOTIPiK VE FILOGENETIK OZELLIKLERININ
INCELENMESI

Serbest A. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Mikrobiyoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amag¢: Bu calismada evcil kopeklerden elde edilen intestinal patojenik Escherichia coli
(DEC) izolatlarmin patotiplerinin, filotiplerinin ve antimikrobiyal diren¢ durumlarinin

degerlendirilemesi ve arasindaki iliskilerinin analiz edilmesi amaglandi.

Gereg¢ ve Yontem: Bu calismada, 40 ishal ve 40 ishal olmayan evcil kopekten alinan rektal
stirintii 6rneklerinden elde edilen 200 E. coli izolati materyal olarak kullanildi. E. coli
izolasyonlar1 klasik konvansiyonel yontemler ile gergeklestirildikten sonra identifikasyonlar
BD Phoenix 100 sistemi kullanilarak yapildi. Genotipik olarak da polimeraz zindir reaksiyonu
(PZR) ile dogrulandi. Izolatlarin patotipleri gruplart multipleks PZR ile belirlendi. Antibiyotik

duyarlilik testlerinde BD Phoenix 100 otomatize sistem kullanildi.

Bulgular: Patotiplendirme ¢alismalar1 tiim E. coli izolatlarin EHEC (%47,2), EPEC
(%34,5), ETEC (%12,8), EIEC (%5,5) patotiplerinde bulundugunu; filotiplendirme
calismalar1 ise izolatlarin filogrup B2 ve C (%23,7), D (%20,0), B1 (%12,7), E (%9,0), F
(9%3,6) ve A (%1,8) filotiplerinde yer aldigin1 gosterdi. Antibiyotik duyarlilik test sonuglar
izolatlarin tiim %78,2’sinin ¢oklu antibiyotik direncine (MDR) sahip oldugunu ortaya koydu.
Kopeklerin klinik durumu ile ampisilin, amoksisilin klavulonat, siprofloksasin ve tigesiklin
direnci arasinda anlamli bir istatistiksel iligki tespit edilirken; izolatlarin ¢oklu antibiyotik

diren¢ durumlari, patotipleri ve filotipleri arasinda anlamli bir istatistiksel iligki saptanmadi.

Sonu¢: Kopek izolatlarinda DEC patotiplerine 6zgii viriilans genlerinin varligr ishal olan
kopekler kadar saglikli goriiniimlii evcil kopeklerin insan enfeksiyonlarinin potansiyel bir
kaynag1 olabilecegini ve ¢ok farkli filogruplarin varligi E. coli popiilasyon ¢esitliligini ortaya
koyarken; ¢oklu antibiyotik direnci tasiyan izolatlarin yiiksek orani enfeksiyonlarin tedavisi
ve kontrolii i¢in antibiyotik se¢ciminin 6zenle yapilmasi gerekliligini belirtmektedir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, Filotip, Ishal, Képek, Patotip.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF PATHOTYPIC AND PHYLOGENETIC CHARACTERISTICS
OF ESCHERICHIA COLI ISOLATES OBTAINED FROM DOGS WITH DIARRHEA

Serbest A. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Microbiology
Program, Master Thesis, Aydin, 2024.

Objective: This study aimed to evaluate the pathotypes, phylogroups, and antimicrobial
resistance profiles of intestinal pathogenic Escherichia coli (DEC) isolates obtained from pet
dogs and analyze their relationships.

Material and Methods: In this study, 200 E. coli isolates obtained from rectal swab samples
taken from 40 diarrheal and 40 non-diarrheal domestic dogs were used as material. After E.
coli isolations were carried out using classical conventional methods, identifications were
made using the BD Phoenix 100 system. It was confirmed genotypically by polymerase chain
reaction (PCR). The pathotype groups of the isolates were determined by multiplex PCR. BD
Phoenix 100 automated system was used in antibiotic susceptibility tests.

Results: The pathotyping studies revealed that all E. coli isolates were found to be in EHEC
(47.2%), EPEC (34.5%), ETEC (12.8%), and EIEC (5.5%) pathotypes, while the
phylogenetic studies showed that the isolates belonged to phylogroups B2 and C (23.7%), D
(20.0%), B1 (12.7%), E (9.0%), F (3.6%), and A (1.8%). Antimicrobial susceptibility testing
results indicated that 78.2% of the all isolates exhibited multidrug resistance (MDR).
Significant statistical associations were found between the clinical status of dogs and
resistance to ampicillin, amoxicillin-clavulanate, ciprofloxacin, and tigecycline. However, no
significant statistical relationships were observed between the isolates’ MDR, pathotypes,
phylogroups.

Conclusion: The presence of virulence genes specific to DEC pathotypes in canine isolates
suggests that not only diarrheic dogs but also apparently healthy domestic dogs could
potentially serve as a source of human infections. Additionally, the existence of various
phylogroups highlights the diversity within the E. coli population, and the high prevalence of
isolates carrying multiple antibiotic resistances underscores the necessity for careful antibiotic
selection in the treatment and control of these infections.

Keywords: Diarrhea, Dogs, Escherichia coli, Pathotype, Phylogroup.
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1. GIRIS

Escherichia coli, Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesi olarak, insanlarin ve
hayvanlarin normal kommensal biyotasinin 6nemli bir pargasidir. Ancak, bazi E. coli suslari,
hem insanlarda hem de hayvanlarda bir¢ok klinik ishal vakasiyla iliskilidir (Majowicz ve
digerleri, 2014). Bu suslarin patojenitesinden sorumlu ¢ok farkli viriilans genleri tasidig
bilinmektedir (Torkan ve digerleri, 2016). Bu baglamda, yedi farkli E. coli patotipi
belirlenmistir: enteropatojenik (EPEC), enterohemorajik (EHEC), enterotoksijenik (ETEC),
enteroinvasiv (EIEC), enteroagregatif (EAEC), diffiiz olarak yapisan (DAEC), adherent
invaziv (AIEC) (Donnenberg, 2013).

E. coli suslari, filogenetik ozellikleri ve genetik alt yapilarina gore farkli
siniflandirmalara tabi tutulabilir. Farkli filogenetik gruplara ait E. coli suslarinin farkli
fenotipik ve genotipik Ozellikler gosterdigi belirlenmistir (Tenaillon ve digerleri, 2010).
Clermont ve arkadaslar1 (2013), dort geni (arpA, chuA, yjaA ve TspE4.C2) analiz ederek, E.
coli izolatlarmi sekiz filogruba (A, B1, B2, C, D, E, F ve clade I) ayirmistir (Clermont ve
digerleri, 2013). Filogenetik analizler, virulent ekstraintestinal E. coli suslarinin ¢ogunlukla
B2 ve D grubuyla, kommensal suslarin ise genellikle A veya Bl filogruplar ile iligkili

oldugunu goéstermistir (Clermont ve digerleri, 2013).

Evcil hayvanlar tarafindan digskiyla atilan E. coli, patojenik ajanlarin zoonotik
bulasmasinda énemli bir kaynak olusturur (Pufio-Sarmiento ve digerleri, 2013). Ishal olan
hayvanlar, stk ve kontrolsiiz olarak digkiladiklarindan dolayi, ishal olmayan hayvanlardan
daha fazla E. coli yayilmasma katkida bulunurlar. Patojenik ve patojenik olmayan E. coli
suslari, antimikrobiyal direng genlerinin potansiyel rezervuarlar1 olarak kabul edilir ve kopek
diskisindaki varliklari, halk saghg: i¢in ciddi bir tehdit olusturur (Majowicz ve digerleri,
2014). Bu durum, kopek sahipleri, bakicilari, ¢ocuklar ve veteriner hekimler gibi bu

hayvanlarla dogrudan temas halinde olan kisileri daha yiiksek risk altina sokar.

Evcil hayvanlar, insanlarin yasaminda 6nemli bir yer tutmakta ve evcil hayvanlarla
birlikte yasayan insan sayisi giin gectikce artmaktadir. Bu nedenle, evcil hayvanlarin
potansiyel zoonotik hastalik tasiyicisi olmasi, halk sagligi i¢in onemli bir konudur. Ayrica
bakterilerde gelisen antimikrobiyal direng, tibbi tedavi seceneklerini kisitlamakta ve

hastaliklarin  yonetimini zorlastirmaktadir. Antimikrobiyal direngli E. coli suslarinin



hayvanlarda bulunmasi, evcil hayvan sahiplerinin ve veterinerlerin dikkatli olmasi1 gereken bir

konudur.

Siki diizenlemelere sahip olmayan iilkelerde, evcil hayvanlarda antimikrobiyal ilaglarin
keyfi kullanim1 yaygin bir sorundur. Bu uygulama, antimikrobiyal direngli E. coli suslarinin
artisina yol agmaktadir (Ewers ve digerleri, 2012). Ozellikle kopeklerde, B-laktamlar,
fluorokinolonlar, siilfonamidler gibi antimikrobiyal ajanlarla tedavi, 6nemli bir halk saglig1

sorununa dontismektedir (Vega-Manriquez ve digerleri, 2020).

Evcil hayvanlarda g¢oklu ilaca direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi, enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in antimikrobiyal ilaglarin potansiyel kullanimini daraltmasi nedeniyle endise verici
bir durumdur. Antimikrobiyal diren¢ siirekli olarak evrim gegirdiginden, antimikrobiyal
diren¢ (AMR) diizenli olarak izleyen g¢alismalar, tedavi kararlarini yonlendirmek ve giincel
kontrol stratejileri gelistirmek i¢in 6nemlidir. Genel olarak, antibiyotik direncindeki farklilik,
antimikrobiyal ajanlarin se¢imini karmasiklastirir, kiiltiir ve duyarlilik testi yapma ihtiyacini
artir.  Ayrica, evcil hayvanlardaki  hastalik  olusturan  mikroororganizmalarin
insanlardakilerden farkli olma egiliminde olmasina ragmen, antibiyotik diren¢ genlerinin
insanlar ve evcil hayvanlar arasinda gecis yapma potansiyeli vardir (Cao ve digerleri, 2022).
Ozellikle kopeklerden izole edilen E. coli’lerdeki antibiyotik diren¢ genlerinin insanlara
gegme potansiyeli oldugu ve ¢oklu direngli E. coli suslarinin kopeklerle sahipleri arasinda
paylasildigini 6ne stiriilmektedir (Carvalho ve digerleri, 2016). Tiirkiye’de pet hayvanlarinin
klinik orneklerden izole edilen E. coli izolatlarinin antimikrobiyal diren¢ durumlart hakkinda

cok az bilgi bulunmaktadir.

Ishal hem insanlarda hem de hayvanlarda ¢ok kompleks bir etiyolojiye sahip énemli
sorunudur. E. coli'nin, hayvanlardan insanlara bulasarak ishal olusturabilme kabiliyeti, bu
bakterinin izlenmesini ve arastirilmasini 6nemli kilmaktadir. Ishalli hastalardan izole
edildiginde, bu bakterilerin kaynak(lar)inin belirlenmesi hastaligin énlenmesinde énemli bir
adimdir. Bu ¢aligmada evcil kdpeklerden elde edilen intestinal patojenik E. coli izolatlarinin
patotiplerinin, filotiplerinin ve antimikrobiyal direng durumlarinin degerlendirilemesi ve
aralarindaki iligkilerinin analiz edilmesi amaglanmistir. Sonug olarak, bu tez ¢alismasi, hem
veteriner hekimlik hem de halk saglig1 agisindan énemli bir konuya odaklanarak, kdpekler ve
insanlar arasindaki potansiyel bakteriyel bulagsma riskini anlamamiza, miicadele etmemize
olanak saglayacak; elde edilen sonuglar, veterinerlerin kararlarin1 yonlendirmek ve

antimikrobiyal direnci izlemeye baslamak icin degerli bir rehber olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Escherichia coli

Escherichia coli Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesi olup; memeli hayvanlarin kalin
bagirsaginda yasadigi i¢in adim da buradan alir. ilk kez 1885 yilinda Theodore von Escherich
tarafindan bebek digkisindan izole edilmis ve “Bacterium coli commune” adlandirilmis
(Escobar-Paramo ve digerleri, 2003); daha sonra Alman pediatri uzman1 Theodor Escherich
tarafindan arastirilan ve bebek bagirsaklarini kolonize eden bakterilerin karakteristikleri

tizerine ¢alistig1 i¢in, Escherichia coli olarak isimlendirilmistir (Shulman ve digerleri, 2007).

E. coli fakiiltatif, anaerobik, ¢comak sekilli olan bu bakteri 44°C inkube edildigi zaman
laktozu asit ve gaz olusturarak fermente etmektedir. Gram-negatif, sporsuz, yaklasik olarak
1,1-1,5 pm ¢apinda ve 1,0-6,0 pm uzunlugundadir. E. coli genellikle flagellas1 yardimiyla
hareketlidir (Kaper ve digerleri, 2004). E. coli, hizli bir sekilde ¢ogalabilmesi, gérece basit
beslenme gereksinimlerine sahip olmasi ve genetik agidan kolayca manipiile edilebilmesi gibi
nedenlerle ana Gram-negatif prokaryotik model sistemi haline gelmistir. Dahasi, farkli
bolgelere kolonize etme yetenegi, genetik olarak da gesitlilik gdostermesi, birgok biyolojik
cevrede hem kommensal hem de patojen bakteri olarak davranma yetenegi, bu tiirii bakteri
evrimi ve adaptasyonunun incelenmesi i¢in milkemmel bir aday yapmaktadir (Leimbach ve

digerleri, 2013).

E. coli dogumdan birkag saat sonra, bebeklerin mide-bagirsak sisteminde kolonize
olur. Normalde canli viicudunda herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadan flora bakterisi
olarak kommensal olarak yasayabilir. Bununla birlikte, bagisikligi baskilanmis konakcilarda
gastrointestinal bariyerleri asarak enfeksiyonlara yol acabilir (Kaper ve digerleri, 2004). Ciddi
enterik hastaliklara yol acabilen E. coli insan sindirim sisteminin sik goriilen bir patojenidir;

bununla birlikte hayvansal gidalar da da siklikla bulunmaktadir (Tenaillon ve digerleri, 2010).

Bazi E. coli suslar1 ekstraintestinal ve intestinal klinik 6zelliklerle ilgili spesifik viriilans
ozelliklerinin kazanilmasi ile farkli organizmalarda hayatta kalabilme yetenegi kazanmislardir
(Kaper ve digerleri, 2004). Giinimiizde patojen E. coli suslart ishal olusturan ve
ekstraintestinal hastaliklara neden olan E. coli patotipleri olarak siniflandirilmaktadir (Resim

1). Viriilans faktorlerine, klinik goriiniim ve hastaligin seyrine gore intestinal E. coli’ler yedi



onemli patotipte ayrilmaktadir: enteropatojenik (EPEC), enterohemorajik (EHEC),
enterotoksijenik (ETEC), enteroinvasiv (EIEC), enteroagregatif (EAEC), diffiiz olarak
yapisan (DAEC), adherent invaziv (AIEC) ve (Donnenberg, 2013). DEC’ler A, B1 ve D
filogenetik gruplarinda bulunmaktadir (Smith ve digerleri, 2007).

A.

Typical
EPEC
Atypical
EPEC

Resim 1. A. Farkli E. coli suslari arasindaki fenotipik ve filogenetik iliskiler (Zlatkov, 2019)
B. E. coli gruplant ve iliski patotipleri Ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC), avian
patojenik E. coli (APEC), iiropatojenik E. coli (UPEC), neonatal menenjit E. coli (NMEC),
sepsis ile iligkili E. coli (SEPEC), meme patojenik E. coli (MPEC), diyarejenik E. coli (DEC),
enteropatojen E. coli (EPEC), enterohemorajik E. coli (EHEC), enterotoksijenik E. coli
(ETEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC), enteroajregatif E. coli (EAEC), diffiiz olarak yapisan
E. coli (DAEC), adherent invaziv E. coli (AIEC).

2.1.1. Kommensal E. coli

E. coli suslarmin biiyiik bir kismi kommensal olarak adlandirilan nonpatojenik suslar
oldugu bilinmektedir. Insanlar da dahil olmak iizere pek ¢ok memelinin gastrointestinal
florasinda kommensal E. coli suslart kolonize olmustur (Blyton ve digerleri, 2013). Bu
dokularda E. coli’nin varlig1 sindirim ve enterik patojenlere karsi savunma mekanizmalari ile
ilgilidir. E. coli tarafindan gergeklestirilen en Onemli savunma mekanizmasi vitamin K
iiretilmesi ve zararli patojenlerin kolonizasyonunun engellenmesi yolu ile diger patojenlerle
yapilan yarigmadir (Schierack ve digerleri, 2009). Bu patotip tarafindan neden olunan hastalik
yalnizca bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde kolon mukoz tabakasinin kolonizasyonu
sebebi ile bildirilmistir (Kaper ve digerleri, 2004). E. coli A ve Bl viriilans faktorii

bulunmayan insan orijinli en 6nemli filogenetik gruplardir (Picard ve digerleri, 1999).



2.1.2. Diyarejenik E. coli

Her E. coli patotipi, karakteristik patojenik mekanizmalara ve belirli gen kiimesi

tarafindan kodlanan 6zel bir viriilans faktorii profiline sahiptir. Patojenite ile iliskilendirilen

genler, adezyon, invazyon, baglanma, demir edinimi, hareketlilik ve toksin aktivitesi gibi

aktiviteleri kodlayabilir. Dort ana E. coli patotipi viriilans sinifi ayirt edebiliriz: kolonizasyon,

uyumluluk (rekabet giicii), toksinler ve etki molekiilleri; her biri belirli bir islev ve aktiviteye

sahip birkag o0zel viriilans faktoriinden olusur (Tablo 1). Ayrica, farkli enterik ve

ekstraintestinal E. coli patotipleri aynmi viriilans faktorlerini ve stratejileri paylasir (Maini,

2013). Son yillarda, bagirsak ve ekstraintestinal bozukluklarla iligkilendirilen enterik E. coli

patotiplerine bagl bir¢ok viriilans faktorii tanimlanmistir (Gomes ve digerleri, 2016).

Tablo 1. Enterik E. coli patotiplerinin viriilans faktor genleri: kolonizasyon, uyumluluk,

toksinler ve etki molekiilleri (Pakbin ve digerleri, 2021).

Simif Viriilans Faktorii Aktivite/Fonksiyon Patotip

Kolonizasyon | bfp adhezyon EPEC
eae enterositlere yapisma ve diizeltme olusturma EPEC, EHEC
tir translokasyonlu intimin reseptorii EPEC, EHEC
lifA enterositlere ilk yapisma EPEC
CSgA kurli fimbriya EPEC, EHEC
fimA tip | fimbriya EPEC,EHEC,DAEC
fimH tip | fimbriya ETEC, AIEC
bcsA seliiloz yapi EPEC
eha biofilm olusumu EHEC
saa biofilm olusumu EHEC
sab biofilm olusumu EHEC
toxB biofilm ve yapisma olusturma EHEC
nleB biofilm olusumu EHEC
nleE biofilm olusumu EHEC
nleH biofilm olusumu EHEC
bleG biofilm olusumu EHEC
Ifp uzun kutupsal fimbriya, ilk yapisma EHEC
CFA/ 1 kolonizasyon faktorii ETEC
CFA/l kolonizasyon faktorii ETEC




CFA/IV kolonizasyon faktorii ETEC
CS1-6 kolonizasyon (coli yiizey antijeni) ETEC
etpA ilk yapisma ETEC
aggR yapisma ve adezyon EAEC
aggA agregatif adezyon fimbriyasi EAEC
aafA agregatif adezyon fimbriyasi EAEC
agg3A agregatif adezyon fimbriyasi EAEC
ago4A agregatif adezyon fimbriyasi EAEC
aggbA agregatif adezyon fimbriyasi EAEC
aap Dispersin, EAEC'nin dagilmast EAEC
afaA-E Afa/Dr adezinleri, IL-8 salinimu DAEC
draA-E sitoplazma  iskeletinin  yeniden  diizenlenmesi | DAEC
mikrovilluslarin yok edilmesi, Afa/Dr adezinleri, IL-8
salinimi, MICA'nin ifadesi
daaA-E sitoplazma  iskeletinin  yeniden  diizenlenmesi, | DAEC
mikrovilluslarin yok edilmesi, Afa/Dr adezinleri, IL-8
salintmi, MICA'nin ifadesi.
pop tip I pili adezin DAEC
Uyumluluk sdiA quorum sensing sinyal iletimi EPEC
(rekabet iutA aerobaktin sentezi EIEC
giicii) iucB kompleks sidrofor demir reseptorii EIEC
yjaA polipeptid stres yanit proteini AIEC
fyuA ferrik yersiniabaktin alimi AIEC
kpsMT 11 kapsiil sentezi AIEC
Toksinler stx1 shiga toksini, niikleolinin yiizeyde lokalizasyonu ve | EHEC
sitotoksik etki
stx2 shiga toksini, niikleolinin yiizeyde lokalizasyonu ve | EHEC
sitotoksik etki
estA ST | toksini, sulu ve sekretuar ishal, kemokin ve | ETEC
sitokin salmimi
estB ST 1l toksini, sulu ve sekretuar ishal, kemokin ve | ETEC
sitokin salimimi
LTI sulu ishal ETEC
LTH sulu ishal ETEC
eatA Serin proteaz otoiletenleri (SPATE) ETEC, EIEC
astA enteroagregatif 1siya dayanikli toksin, sekretuar ishal ETEC,EAEC,DAEC




ShET1 shigella enterotoksin, 1 sekretuar intestinal aktivite ETEC

ShET2 shigella enterotoksin 2, sekretuar intestinal aktivite ETEC

pet SPATE, plazmidle kodlanan toksin, epitelyal hiicre | EAEC, DAEC
ekstriizyonu indiiksiyonu, konak hiicre igine giris

pic SPATE, ShET1 ifadesi, epitelyal hiicre ekstriizyonu | EIEC, EAEC
indiiksiyonu, mukolitik aktivite,

SigA SPATE, sitotoksin, bagirsak sivisinin birikmesi EIEC,EAEC, DAEC

sat SPATE, salgilanan otoiletken toksin, siki baglantiyr | EAEC, DAEC
bozma, otomasiyi aracilik etme

sepA shigella ekstraselliiler enterotoksin, sitotoksin, IgA | EAEC
proteaz benzeri homolog

hlyE alpha hemolizin toksini EAEC

Etki espA T3SS'nin tastyici yapilari, E. coli yaygin pili EPEC, ETEC
molekiilleri espB T3SS'nin tasiyict yapilari, fagositoz inhibisyonu EPEC

espC T3SS'nin tasiyici yapilarinin pargcalanmast EPEC

espD T3SS'nin tastyici yapilari EPEC

espF Mitokondriyal 6liim, siki baglanti bozulmasi, immiin | EPEC, EHEC
kaginma, konak hiicre 6liimii

espH Fagositoz inhibisyonu EPEC

espJ Fagositoz inhibisyonu, biyofilm olusumu EPEC, EHEC

espP T3SS'nin tastyic1 yapilarinin pargalanmasi EPEC, DAEC

espT Konak hiicre 6limii EHEC

MAP Mitokondriyal membran islevselligini bozar, konak | EPEC
hiicre 6liimii

nleA Inflamazom aktivasyonu, siki baglanti bozulmasi, | EPEC
sitokin salinimini inhibe etme

etp Otoiletken protein ETEC

tolC ST toksinlerinin salinimi ETEC

nleF Konak hiicre 6liimii, inflamazom aktivasyonu EPEC, EHEC

cif Hiicre dongiisii bozulmasi, apoptoz gecikmesi EPEC

ipaA Tip II etken, sitoskeletonu yeniden diizenleme, hiicre | EIEC
Olimii engelleme

ipaB Tip Il etken, adezyon, fagosomdan kag1s, hiicre devir | EIEC
hiz1

ipaC Tip 1l etken, adezyon, aktin polimerizasyonu, | EIEC

fagosomdan kagis,




ipaD Tip III etken, adezyon, fagosomdan kagis EIEC

ipaH Enflamatuvar yanitlar1 zayiflatma, invazyon EIEC, AIEC
ipal Konak hiicre trafigi zarini inhibe etme, inflamazomlar1 | EIEC
inhibe etme
ipgB1 Sitoskeletonu yeniden diizenleme, ruffle olusumu EIEC
ipgD Sitoskeletonu yeniden diizenleme EIEC
VirA Sitoskeletonu yeniden diizenleme, hiicre o&limi | EIEC

engelleme, otofaji inhibisyonu

virB Viriilans faktori gen sentezi EIEC
VirkF Viriilans faktori gen ifadesi EIEC
virG Aktin niikleasyonu EIEC
ospB Enflamatuvar yanitlar1 zayiflatma EIEC
ospE Hiicrenin ayrilmasi EIEC
ospF Enflamatuvar yanitlar1 zayiflatma EIEC
ospG Enflamatuvar yanitlar1 zayiflatma EIEC
ospl Enflamatuvar yanitlari zayiflatma EIEC
ospZ Enflamatuvar yanitlari zayiflatma ETEC, EIEC
icsB Otofaji inhibisyonu ETEC
aaiA-Y Tip VI salgilama sistemi EAEC
ibeA Invazyon proteini ibeA AIEC

2.1.2.1. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

EPEC, ilk kez 1945 yilinda Ingiltere'de tanimlanan ve g¢ocuklarin alti ay altindaki
yiiksek morbidite ve mortalite oranlariyla karakterize olan ishal hastaliklarinin ve salginlarin
baslica nedenidir. Gelismis iilkelerdeki EPEC oran1 son yillarda azalmistir. Ancak, gelismekte
olan iilkelerdeki bebekler ve yetiskinler i¢in dnemli bir halk sagligi sorunudur (Ochoa ve
digerleri, 2008). EPEC'min baz1 patogenez mekanizmalari, tavsan-EPEC, farelerde
Citrobacter rodentium, EHEC ve Escherichia albertii gibi patojenlerle paylasilan birlestirme
ve diizeltilme (A/E) viriilans faktorleri gibi ortaktir (Gaytan ve digerleri, 2016). Ozellikle siit
ve kiyma gibi gidalar, EPEC'nin insanlara ve hayvanlara bulagmasinin bir aracidir ve bagirsak

enfeksiyonlarma yol acar (Kaper ve digerleri, 2004).




Histopatolojik olarak, EPEC, A/E patojenleri arasinda yer alir. EPEC'nin temel viriilans
faktorii kodlayan genleri, sirasiyla 41 agik okuma gergevesi (ORF) ve patojenik plazmid-LEE
ve EPEC adezyon faktorii (EAF) olarak adlandirilan 35,6 kb'lik bir kromozomal patojenisite
adas1 (PAI) tizerinde yer alir (Hernandes ve digerleri, 2009). LEE gen ifadesi, LEE tarafindan
kodlanan diizenleyici gen tarafindan modiile edilir ve bu genler LEE'nin ilk kisminda yer alir.
EPEChin diger bir PAI'si ESpC adasi olarak adlandirilir ve aynmi isimle kodlanan bir serin
proteaz otoiletken enterotoksin geni kodlar ve bu, EPEC tarafindan salinan tek toksindir ve
epitelyal hiicre nekrozu ile sonuglanabilir (Ochoa ve digerleri, 2008). EAF plazmidinin varlik
/ yokluguna gore, EPEC, tam viriilans genlerine sahip tipik (t-EPEC) ve bundle tip 1V pili
(bfp) i¢in EAF tasiyan operon igermeyen atipik EPEC olmak iizere siniflandirilir (Serapio-
Palacios ve Finlay, 2020). Tipik ve atipik patojenlerdeki en belirgin EPEC viriilans faktorleri,
her ikisinde de LEE iizerinde yer alir. Bu PAI, ESpA, EspB ve EspD (EPEC salinan protein)
translokasyon proteinleri, etkileyici proteinler (Map, EspF, EspG, EspH, EspZ), yakin
adezyonda rol alan proteinler ve diizenleyici elementleri igeren tip {i¢ sekresyon sistemi
(T3SS) olarak adlandirilan bir yapidir (Xu ve digerleri, 2017). Bagirsak mikrobiyomunun
yiizey molekiilleri, gevredeki oksijen seviyeleri ve hormonlar, LEE aktive edici transkripsiyon
sinyallesmesini diizenler. A/E reaksiyonu, dis zar intimin ile translokasyonlu intimin
reseptorii arasindaki etkilesimle baglar ve bunlar sirasiyla eae ve tir genleri tarafindan
kodlanir (Zheng ve digerleri, 2021). Stabil bir baglanma ve etkileyici enjeksiyonu ile T3SS
ifadesinden once, EPEC konak hiicrelerin yiizeyine (ilk baglanma) pil benzeri yapilar
kullanarak yapisir (Platenkamp ve Mellies, 2018). Tip-1V pili (bfp) a-EPEC'de ve lenfosit
inhibe edici faktor (lifA/efal) t-EPEC'de, yerel mikrokolonilerin olusumunu takiben ince
bagirsakta bulunan enterositlere ilk baglanmayi saglar. T3SS, bakteri membranina halka
yapilar1 ile gomiilii bir merkezi kanali olan sirmgayr ve konak hiicreye bagli olan ignenin
iistiinde supramolekiiler bir yapiy1 igeren molekiiler nano 6l¢ekte karmasik bir enjeksiyom
makinadir (Pollock, 2019). EspA, espB ve espD proteinleri, T3SS'nin farkli translokasyon
yapilarin1 olusturur ve bu proteinler espP ve espC tarafindan kesilir (Pinaud ve digerleri,
2018). Tir'in translokasyonundan sonra, intimin ile etkilesim sonucu giiclii bir baglanma
olusur. Tir'in translokasyonlu proteini, konak hiicresinde tirozin kinaz tarafindan fosforile
edilir. Tir'in fosforilasyonu, NcK proteiniyi ¢eker ve ndral Wiskott-Aldrich sendromu
proteininin (N-WASP) aktive olmasina, aktinle iligkili protein (ARP) 2/3'iin uyarilmasina ve
aktin polimerizasyon ve yeniden diizenlemeye aracilik etmesine yol agar, bu da piedestal
olusumuna yol acar. Bu sitoplazma diizenlemesi bagisiklik diizenlemesine ve ishale katkida

bulunur. Kalin bir biyofilm olusumu da EPEC patogenezi igin kritik bir rol oynar (Slater ve
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digerleri, 2018). Biyofilm olusumunun aktive edilmesi, baskilayici boliinme inhibitorii (SdiA)
gen tarafindan kodlanan iletisim mekanizmasi (quorum sensing) tarafindan aracilik edilir.
Ancak, biyofilm olusumu i¢in bakterilerin bu karakteristik curli fimbriyalari, tip-1 fimbriyalari
ve sirasiyla EPEC'de csgA, fimA ve bcsA genleri tarafindan kodlanan seliiloz yapilar

destekleyen yapilar talep etmektedir (Ruano-Gallego ve digerleri, 2021).

EPEC patogenezindeki bir sonraki adim, LEE ve Nle etkileyicilerinin ve proteinlerinin
T3SS araciligiyla konak hiicresine translokasyonudur. Bu etkileyicilerden bazilar1 konak
hiicresini ¢ok yonlii islevlerle etkiler. Baglanma ve aktin piedestal olusumuna ek olarak, Tir,
EPEC patogenezi sirasinda bagisiklik kaginma mekanizmasi olarak NF-kB sinyalini inhibe
eder (Deborah Chen ve Frankel 2005). Mitokondri ile iliskili protein (MAP), GTPaz GEF
aktivitesini saglayan Trp-xXX-Glu motifini paylasir. GEF, Cdc42 faktoriinii indiikler ve
bakteri baglanma bdlgesinde filopodi olusumuna katkida bulunur. MAP ayrica mitokondriyal
membran islevselligini bozar, konak hiicrenin 6liimiine katkida bulunur. Bir diger belirgin
etkileyici NleA (espl) ise bircok rolii olan, NLRP3 inflamazomu aktivasyonuna devam
ederek, siki baglanti bozulmasina ve konak hiicresinin sitokin salgilama inhibisyonuna yol
acar (Donnenberg ve digerleri, 2013). EspF, mitokondriyal 6liimii indiikleyen, siki baglanti
biitiinliglinli bozan ve fagositoz inhibisyonuna katkida bulunan ¢ok fonksiyonlu bir
etkileyicidir, bu da EPEC'nin patogenezi sirasinda bagisiklik kaginmasina katkida bulunur.
EspB, H ve J genleri de fagositozu inhibe etmek igin proteinler ifade eder (Hartland ve Leong,
2013). Bagka bir ¢ok fonksiyonlu olmayan LEE etkileyicisi de nleF'dir, caspase-4'e
baglanarak inflamazomu aktive eder ve hiicresel bagisiklik yanitin1 zayiflatir. EspF, espT,
MAP, nleF ve dongii inhibe eden faktor (Cif), hiicre dongiistiniin ilerlemesini bloke ederek
konak hiicre 6liimiinii indiikler. Bu etkileyicilerin iglevlerinin belirlenmesine ragmen, EPEC
ve diger A/E patojenleri tarafindan salgilanan bircok Nle ve esp proteininin ¢ok ve tek etkileri

heniiz karakterize edilmemistir (Tablo 1) (Croxen ve Finlay , 2010).

Bu patotip toplum ve hastane ortaminda en sik rastlanilan ve tiim diinyada ¢ocuklar1 en
cok enfekte eden en dnemli patotiptir. EPEC’lerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi baglanma
ve yok etme (A/E) lezyonlarinki etkileridir. Bu lezyonlar E. coli’lerin konak hiicre
membranina baglanma sonucunda hiicre yiizeyine zarar vermesi ve mikrovilluslarin yapisinin
bozulmasina yol agmasina bagl olarak goriiliir. Intimin, bir dis membran proteinidir ve

bakterinin intestinal hiicrelere baglanmasini saglamaktadir (Ochoa ve digerleri, 2008).
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2.1.2.2. Enterohemorajik E. coli (EHEC)

EHEC, insanlarda ishale, kanli ishale yol agcan hemorajik kolit (HC) ve hemolitik
iremik sendrom (HUS) neden olan ve gelismis lilkelerde bir¢ok gida kaynakli salgina
karistig1 bilinen bir patojendir. Bu patojenin ana rezervuari sigirlarin bagirsak yoludur. EHEC
ilk kez 1982 yilinda kanl1 ishal ve gastrointestinal bozukluklari olan bir hastadan izole edilmis
ve diinya ¢apinda bir pandemiye neden olmustur (Welinder-Olsson ve Kaijser, 2005). Gida
kaynakli A/E patojenleri olarak, EHEC genellikle kontamine gida ve su yoluyla insanlara
bulasir (van Hoek ve digerleri, 2019). EHEC serotiplerinin salginlar1 genellikle diski-yolla,
kisiden kisiye bulagsma, hayvan temasi1 ve az pisirilmig et liriinleri, pastorize edilmemis elma
suyu, ¢ig siit veya ¢ig sebzelerin (0rnegin marul ve filiz fasulye) capraz bulasma yoluyla
tiiketilmesi gibi yollarla meydana gelir. Son zamanlarda, ¢ig un da EHEC salginlarinin bir

kaynag olarak belirlenmistir (Pakbin ve digerleri, 2021).

EHEC salginlarinda 6nemli bir rol oynayan en 6nemli serotip hala Japonya, Avrupa ve
Kuzey Amerika'da ciddi bir saglik endisesi olarak kabul edilen O157: H7'dir. EHEC serotipi
0104: H4, 2011 yilinda Almanya'da filiz tiikketimiyle gastrointestinal enfeksiyon ve HUS
salginindan ilk kez izole edilmistir. Oradan diinya ¢apinda yayilmistir. Ancak bu serotipin
genom dizilemesi, hem EHEC hem de enteroagregatif E. coli (EAEC) patotiplerine ait
oldugunu ortaya c¢ikarmig ve yeni bir ortaya ¢ikan E. coli patotipi olan enteroagregatif
hemorajik E. coli (EAHEC) olarak adlandirilmistir (van Hoek ve digerleri, 2019).

Shiga benzeri toksin (SLT), ayn1 zamanda verotoksin olarak da adlandirilan ve stx
genleri tarafindan kodlanan, EHEC serotiplerinde ana viriilans faktoriidiir. Shiga benzeri
toksin iireten E. coli grubuna aittir ve EHEC enfeksiyonlari sirasinda olusan belirli hastalik
semptomlarma (6rnegin HUS ve bdbrek yetmezligi) yol agan patolojik bulgulardan
sorumludur (Pakbin ve digerleri, 2020). SLT, stx1 ve stx2 olmak tizere iki alt gruptan ve farkli
alt tiplerden olusur. Stx2a, stx2c¢ ve stx2d pozitif EHEC izolatlari, diger stx-alt gruplari ve alt
tiplere gore HC ve HUS ile giiglii bir iliski gosterir (Ferdous ve digerleri, 2016). Shiga toksini
ABS toksinidir. Alt iinite A, bir disiilfid baginin indirgenmesiyle A1 ve A2 fragmentlara
boliiniir ve Al fragmenti sitoplazmaya salinir. Al fragmenti, 60S ribozomun 28S rRNAsinin
4324. konumunu enzimatik olarak deadenilasyon yaparak protein sentezini engelleyerek
hiicre oliimiine neden olan sitotoksik etkisini gerceklestirir (Melton-Celsa, 2014). Ayrica,

ribotoksik stresi tetiklemenin yani sira, Stx'in Al fragmenti sitokin iiretimini uyarir ve
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apoptotik hiicre yollarni aktive eder. Protein g¢evirisinin inhibe edilmesi ve bagisiklik yaniti
diizenlemesi, shiga toksininin A alt biriminin patogenezi i¢in baslica sorumludur. A alt birimi
fragmentlar1 hedef hiicreye girmek ve sitotoksik etki yapmak icin homopentamerik B alt
birimlerine kovalent olmayan bag yapmalar1 gerekmektedir. Shiga toksinlerinin B alt
birimleri, insanlarda bdbrek epitelyum hiicreleri ve intestinal Paneth hiicreleri ylizeyinde
bulunan 6zel reseptdr molekiilii olan glisfingolipit globotriosilseramidin (Gb3 veya CD77)
karbonhidrat kismina 6zgiil olarak baglanir. Reseptér baglanmasi ve Gb3-stx kompleksi
olusumu sonrasinda bagli toksinler kiimelesir, membran igerigi alir ve hiicrenin plazma
membraninda endositoz gukurlart olusturur (Mauro ve Koudelka, 2011). Bu ic¢e kivrilmalar
plazma membranindan ayrilarak hiicre i¢i toksin tastyicilart olusturur. Endositoz
tastyicilarinin hiicre i¢i tasimasi, stx'in Gb3-stx kompleksinden c¢ikarak sitotoksik etkisini
gerceklestirmeden Once erken endozomdan Golgi ve endoplazmik retikulum'a hareket
etmesiyle gerceklestirilir. Stx toksinleri, notrofil transmigrasyonu, mikropinositoz ve Gb3-
bagimsiz transsitoz yoluyla hedef olmayan (Gb3-negatif) hiicrelere tasinir. Gb3-negatif
hiicrelerde stx toksinleri yalnizca bir inflamatuar yaniti tetikler ve protein sentezini
engellemez (Smith ve digerleri, 2014). EHEC serotipleri tarafindan stx toksinlerinin salinmasi
icin belirli bir sekresyon sistemi eksiktir. Shiga toksinleri, bakteriyofaj aracili lizis yoluyla
salinirken, antibiyotik tedavisi veya DNA hasar1 gibi belirli tetikleyiciler, litik faz genlerinin
transkripsiyonunu baskilar. Bu, STEC bakteriyel hiicresinin lizisine ve shiga toksinlerinin

ekstraseliiler ¢evreye salinmasina katkida bulunur (Melton-Celsa ve digerleri, 2011).

EHEC serotipleri, LEE patojenlik adas1 tarafindan kodlanan yapigsma ve baglanma
viriilans faktorlerini igeren STEC suslarinin bir alt grubudur. Yapisma proteinleri, EHEC'in
cansiz ve biyolojik yiizeyler lizerinde kolonizasyon ve biyofilm olusumuyla iliskilidir
(Schwidder ve digerleri, 2019). EHEC'in bagirsak epitelyal hiicrelere yapismasimnmn ilk adimi
baslangigta baglanmadir. Son caligmalar, patojen ile konak hiicre arasindaki baslangi¢
temasinin ve baglanmanin, patojenin uzun kutuplu fimbriyalar: (Ifp geni) ve konak hiicredeki
fibronektin, kolajen IV ve laminin gibi hiicre dist membran proteinleri arasindaki
etkilesimlerle saglandigini gostermistir (Huang ve digerleri, 2021). Bu etkilesimler sik1 bir
baglant1 olusturur ve A/E etkisi, konak hiicre membranindaki reseptor proteinleri (Tir - T3SS
ile enjekte edilir, niiklein ve Bl-integrinler) ve intimin (eae geni tarafindan kodlanir)
arasindaki etkilesimler yoluyla meydana gelir. EHEC'in A/E patojenik mekanizmas1 EPEC ile
farklidir. Pedestal olusumu ve aktin yeniden diizenlenmesi Nck bagimsiz bir mekanizma

araciligryla gergeklesir. Hiicre aktin sitoskeleton yeniden diizenlemesi, Tir-intimin kompleksi,
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bir insiilin reseptorii alt tipinin homolog proteini tarafindan ESpF proteini ile baglandiginda
indiiklenir (Barnett Foster, 2013). EspF tarafindan indiiklenen etkilesimler araciligiyla N-
WASP ve ARP2/3, aktin montaj1 i¢in aktive edilir. Curli (csg genleri tarafindan kodlanir),
yapisma ve kolonizasyon faktorleri olarak taninir. E. coli ortak pilusu (ECP) ve Hemorajik E.
coli ortak pilusu (HCP), konak hiicre yilizeyi ile etkilesime girerek kolonizasyon,
mikrokoloniler ve biyofilm olusumunu saglar (Barnett Foster, 2013). Tip 1, F9 ve E. coli
laminin baglayan fimbriyum gibi bazi proteinler de konak hiicreye yapismada rol oynar.
EHEC tarafindan salinan Eha, Saa ve Sab gibi otoiletler, biyofilm olusumuna ve yapismaya
katkida bulunur (Garcia-Heredia ve digerleri, 2016). Ayrica, pO157 plazmitten kaynaklanan
ToxB adi verilen bir gen, O157: H7 serotipi ve diger EHEC suslarinda yapigsmada rol alabilir
(Karpman ve Stahl, 2014). EHEC serotipleri, EPEC'ten iki kat daha fazla etkileyiciyi T3SS
araciligiyla konak hiicresine salgilar. A/E, kolonizasyon ve biyofilm olusumu tarafindan
indiiklenen konak inflamatuar yamitlari, GI bozukluklarinin semptomlarma katkida bulunur.
NleF, bir non-LEE, konak inflamatuar yanitin1 engelleyerek ve hiicre 6liimiini inhibe ederek

onemli bir viriilans faktorii olarak kabul edilir (Tablo 1) (Warr ve digerleri, 2021).

2.1.2.3. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

E. coli patotipi olan ETEC, insanin ince bagirsaginda enterotoksin salan ve gelismekte
olan iilkelerde seyahat edenlerin ve c¢ocuklarin ishalinin baslica nedenidir. ETEC'nin
enfeksiyon ve mortalite oranlar1 en yiiksek olan grup iki yasin altindaki ¢ocuklardir. Diinya
Saglik Orgiitii raporlarina gére, ETEC yilda 157.000'den fazla insan ishaline neden olan ve
oliime yol agan vakalara sebep olmaktadir (Buuck ve digerleri, 2016). ETEC enfeksiyonunun
ana belirtileri hafiften siddetliye ishal ve karm agrisidir. Kusma, bulanti, ates ve bas agris1 gibi
diger semptomlar nadiren gézlenmistir (Fleckenstein ve digerleri, 2019). ETEC ayn1 zamanda
sigir, kiimes hayvanlar1 ve yavru domuzlarda akut ishal hastaligina yol acan hayvan
patojenleridir (Bin ve digerleri, 2018). Genel olarak, ETEC'nin insanlarda ishale neden olan
iki ana viriilans faktorii kolonizasyon faktorleri ve enterotoksinlerdir (Crofts ve digerleri,
2018).

ETEC oncelikle yiizey yapilar1 aracilifiyla ince bagirsak epitelyal hiicrelere yapisir ve
ardindan enterotoksinleri salgilar. Kolonizasyon, ETEC'nin patogenez mekanizmasimin ilk

adiminda temel bir rol oynar. ETEC, cesitli plazmid kodlu kolonizasyon faktorii (CF) genleri
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ile ince bagirsak epitelyal hiicrelere baglanir; bunlar, fimbrial, fimbrial olmayan ve fibriller
yapilar1 kodlar (Bhakat ve digerleri, 2020). Bir¢ok CF arasinda, CFA/I, CFA/II ve CFA/IV,
ETEC'nin kolonizasyonunu aracilayan baslica faktorlerdir ve klinik 6rneklerden izole edilen
ETEC'lerde yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Diger protein yapilar1 arasinda E. coli yilizey
antijenleri (CS) olarak CS1-CS6, tip 1 fimbriyum (fimH), E. coli ortak piluslar1 (ecpA) (Hazen
ve digerleri, 2017), Etp protein grubu gibi otoiletciler ve SAPTE ailesinin bir iiyesi olan EatA
yer alir. Flajellalar, ETEC'nin ilk baglanmasi, adezyonu ve konak bagirsak epitelyal
hiicrelerine kolonizasyonu igin gereklidir (Rasko ve digerleri, 2019). ETEC tarafindan
salgilanan EtpA, N-asetilgalaktozamin igeren bir glikoproteindir. N-asetilgalaktozamin ayni
zamanda A kan grubu glikanlarinin iizerinde seker bileseni olarak da bulunur. Bu nedenle,
ETEC A kan grubuna sahip insanlarda daha siddetli ishal hastaligina neden olur (Kumar ve
digerleri, 2018).

ETEC'nin en belirgin ve etkili viriilans faktorii, enterotoksinlerin salgilanmasidir. ETEC
tarafindan salgilanan iki tiir enterotoksin, 1siya dayanikli toksinler (ST'ler) ve 1siya duyarl
toksinler (LT'ler), insanlarda ve hayvanlarda salgilamaya katkida bulunarak bagirsakta net su,
tuz ve s1v1 kaybina neden olarak sekretuvar ishale yol acar. ETEC suslari LT'ler, ST'ler veya
her iki toksinin bir kombinasyonunu ifade edebilir (Mirhoseini ve digerleri, 2018).
Enterotoksinleri kodlayan genler hem plazmidlerde hem de kromozomda (profajlar) yer alir
ve bu genler farkli E. coli patotipleri arasinda aktarilabilmektedir. 72 amino asitlik bir protein
(toksin prekiirsorii olarak) sentezlenir ve bunun 19-18 amino asitlik bir boélimii, 1siya
dayanikli toksinin aktif formu olarak salinir. Bu toksinler STI ve STII olarak adlandirilir ve
sirastyla estA ve estB genleri tarafindan kodlanir ve plazmidlerde bulunur (Turunen ve
digerleri, 2020). Bu toksinlerin yapisi, guanilat siklaz C reseptdriine baglanarak intraselliiler
siklik guanozin monofosfat (cGMP) seviyesini artirarak memeli peptitlerinin biyolojik
islevini taklit eder. cGMP konsantrasyonundaki artig, kistik fibrozis transmembran regiilator
(CFTR) kanalim fosforile eden protein kinazi etkinlestirir. Aktive olan CFTR kanali iyon
degisimini ve sodyum emilimini inhibe eder, bu da bagirsak liimenine su ve tuzun salinmasina
ve dolayisiyla net sivi kaybina katkida bulunur, bdylece sulu ve sekretuar ishale yol agar

(Wang ve digerleri, 2019).
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2.1.2.4. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

Siddetli mukozal ve kanl ishal, karin kramplar1 ve ates, farkli Shigella tiirleri ve invaziv
gida kaynakli patojenler olan EIEC tarafindan neden olan sigelozun tipik klinik 6zellikleridir
(Kaper ve digerleri, 2004). Shigella ilk olarak Bacillus dysenteriae olarak biliniyordu ve
Kiyoshi Shiga tarafindan 1897 yilinda Japonya'da kesfedildi. Bir salgin sirasinda 91.000'den
fazla vaka ve %20 olimle sonuc¢lanmisti (Lagerqvist ve digerleri, 2017). Elli y1l sonra, EIEC
kesfedildi ve Shigella ile gdzlenen ayni1 genetik, patojenik ve biyokimyasal 6zelliklere sahip
oldugu belirlendi. Bu nedenle, ayn1 patovar i¢inde kategorize edilebilirler. Bununla birlikte,
Shigella tiirlerinin klinik 6nemi konusunda 6nemli bir ayrim hala korunmaktadir (Escobar-
Paramo ve digerleri, 2003). EIEC ve Shigella, laktoz fermantasyonu yapamaz, hareketsizdir
ve lizin dekarboksilaz negatiftir. Bu oOzellikler, Shigella tiirlerini ve EIEC'yi diger
bakterilerden ayirt etmek i¢in kullanilir (van den Beld ve digerleri, 2019). EIEC, yapisma
veya flagella faktorleri olmayan bir zorunlu hiicre i¢i patojendir ve diger E. coli
patovarlarindan farklilik gosterir (Van den Beld ve Reubsaet, 2012). EIEC suslar1 genellikle

sulu ishale neden olur ve invaziv iltihabi kolit olusturabilir (Kaper ve digerleri, 2004).

EIEC/Shigella enfeksiyonu, patojenin kolon epitel hiicrelerine niifuz etmesiyle baslar,
mikrokat hiicrelerinden gegerek transsitosis mekanizmasiyla altta yatan submukozaya ulasir
(Hendriks ve digerleri, 2020). Iltihaplanma tarafindan neden olan siki baglantilarin bozulmasi
ve hasari, EIEC'nin altta yatan submukozaya erisimini kolaylagtirir (Pasqua ve digerleri,
2017). EIEC makrofajlar tarafindan alinir, burada endositoz vezikiiliinii lizer ve fagosomdan
kacar. Olen makrofajlardan salindiktan sonra, EIEC kolonositlerin bazolateral yiizeyine
invaze olur, hiicre i¢inde hayatta kalir ve ¢ogalir, sitoplazma i¢inde yonlii olarak hareket eder
ve bitisik epitel hiicresine uzanir (Kaper ve digerieri, 2004). Bu patojenin viriilansi, T3SS
kompleksi, saperonlar, transkripsiyonel diizenleyiciler, translokasyon maddeleri ve 25'ten
fazla etkileyici protein de dahil olmak tizere 220 kb'lik plazmid tarafindan kodlanan viriilans
faktorlerine dayanir (Donnenberg, 2013). Enfeksiyon igin siddetle gereklidir ve makrofajlarin
apoptozu ve hiicre hayatta kalmasi igin T3SS ignesi, viriilans plazmidinin mxi-spa lokusunda
kodlanmigtir (Mainil, 2013). Enfeksiyondan 6nce, EIEC'nin epitelyal hiicrelere yapismasi,
IpaBCD kompleksinin ve IpaB geninin kodladigi proteinlerin sirasiyla olp5 integrin ve
hialuronan CD44 reseptorlerine baglanmasiyla gergeklesir. Zar kabartma ve epitelyal hiicre
sitoplazma yeniden diizenlemesi, patojen alimini saglamak icin IpaA, IpaC, IpgB1, IpgD ve
VirA tarafindan aracilik edilir (Cowley ve digerleri, 2018). IpaH7.8, IpaB, IpaD ve IpaC
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ayrica fagosomdan kagista rol oynamistir (Belotserkovsky ve Sansonetti , 2018). VirG, N-
WASP edinimi saglayarak aktin polimerizasyonunu kolaylastirir ve bakteri yiizeyinde tek
kutuplu aktin kuyrugu olusumunu saglayarak aktini niikleer. IpaC ayrica SRC ailesi protein
kinazlarim1 aktive ederek ARP2/3 kompleksini bakteri temas noktasinda c¢ekirdeklemeye ve
bakteri girisi i¢in kaba olusturmaya neden olur. IpgB1, RhoG'un taklitgisi olarak da RAC1'in
aktivasyonunu saglayarak kabartma olusumunu tesvik eder. Aktin mikrofilamentleri ve
polimerizasyonu, patojenin konak hiicre sitoplazmasinda yonlendirilmis hareket i¢in gereken
itici kuvvetleri saglar (Pasqua ve digerleri, 2017). EIEC, OspE ve lIpaB gibi protein
etkileyicileri kullanarak enfeksiyonun erken asamalarinda konak hiicre biitiinliiglini ve
hayatta kalmasini saglayarak bagirsak epitelyal hiicre ayrilmasini ve doniisiimiinii engeller.
VirA, IpaA ve IpgD gibi baz1 etkileyiciler, mikrotiibiiller ve aktini destabilize ederek konak

hiicrelerde 6liimii engelleyerek kolonizasyonu tesvik eder (Donnenberg, 2013).

2.1.2.5. Enteroagregatif E. coli (EAEC)

EAEC, ozellikle ¢ocuklarda akut ve kalici ishal ile gelisme geriligiyle iliskilendirilen
gida kaynakli patojen olarak kabul edilmektedir (Kaper ve digerleri, 2004). Ayrica, EAEC
gelismis ve gelismekte olan tilkelerdeki seyahat edenlerin ishalinin ikinci baslica nedeni
olarak ETEC'ten sonra gelmekte ve HIV/AIDS hastalarinda enterik enfeksiyonlarin ana
nedenlerinden biridir (Donnenberg, 2013). EAEC enfeksiyonunun diger semptomlari arasinda
kusma, bulanti, istahsizlik ve tenesmus yer almaktadir (Croxen ve digerleri, 2013).
EAEC/STEC (serotip O104: H4) hibrit bir susu, 2011 yilinda Almanya'da biiyiik bir salgina
neden oldu ve 4300'den fazla ishal vakasi ve 50 6liimle sonuglandi (Rogawski ve digerleri,
2017). Birgok c¢alisma, EAEC'min etkili bagirsak iltihabi ve enterik kolonizasyon
potansiyeline sahip oldugunu ve diger patojenik bakteri viriilans stratejilerinin etkilerini
yogunlastirabilecegini gostermistir (Clements ve digerleri, 2012). EAEC genellikle kan veya
mukusla bazen eslik eden sulu ishale neden olur. EAEC, ince ve kalin bagirsaklarin
mukozasina yerleserek kolonda hafiften siddetliye kadar iltihaplanmaya katkida bulunur
(Jenkins, 2018). Geleneksel olarak, EAEC, Hep-2 hiicrelerine "ist iiste yigilmis tugla"
deseninde yapisma ile karakterize edilir. EAEC'min heterojenitesi nedeniyle, bu patojenin
patogenez mekanizmalar1 oldukca karmasiktir. EAEC patogenezinde ii¢ adim yer alir: baglilik

birlesik tiiyler araciligiyla bagirsak epitelyumuna baglanma, biyofilm olusturma ve toksin
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salgilama, mukozal iltihap ve sitotoksik hasarlar (Croxen ve digerleri, 2010).

EAEC'nin virlilans faktorleri, pAA adli bir virillans plazmid ailesi ve kromozom
iizerinde dagilmis patojenite adalarinda kodlanmaktadir (Kaper ve digerleri, 2004). AggR,
EAECnin ana viriilans faktorii diizenleyicisidir. Bakteriyel bir transkripsiyonel diizenleyici
ailesi olan AraC'nin bir iiyesidir ve pAA plazmidinde bulunur ve plazmid tasiyan ve
kromozomal viriilans faktorlerinin ifadesini kontrol eder (Guerrieri ve digerleri, 2019).
Epidemiyolojik ¢alismalar, AggR geninin varlig1 ile ishal hastaliklar1 ve EAEC suslan ile
enfekte hastalarda fekal sitokin konsantrasyonlari arasinda 6nemli bir iliski oldugunu
gostermistir (Yasir ve digerleri, 2019). Bu nedenle, EAEC suslari, AggR tarafindan
diizenlenen tipik ve AggR regulonunu tagimayan atipik EAEC olmak iizere ikiye ayrilir.
EAEC patogenezinin ilk asamasi, bagirsak mukozal hiicrelere tutunma ve yapismadir.
EAEC'nin bir araya getirici yapismasi, AAF genleri tarafindan kodlanan bir araya getirici
yapisma tiiyleri (AAF) ile iligkilidir (Dias ve digerleri, 2020). Dahasi, EAEC'nin epitelyal
hiicrelere ilk baglanmas1 AAF'ler tarafindan kolaylastirilir. AAF'lerin bes ¢esidi tanimlanmis
olup aggA, aafA, agg3A, agg4A ve agg5SA tarafindan sirastyla kodlanmislardir ve hepsi pAA
tizerinde bulunur. AAF genleri yalnizca EAEC patotiplerinde saptanmistir (Jenkins, 2018).
AAF'ler aracilifiyla yapilan yapisma ve flagellin, sitokin tepkilerini de uyarir AAF'lerin
izoelektrik noktas1 diger adezinlere gore oldukca yliksektir. Bagirsak boyunca, AAF'ler
yiiksek pozitif yiik tasir (Alvestegui ve digerleri, 2019). Gram negatif bakterilerin
yiizeyindeki lipopolisakkaridin negatif ylikii goz Oniine alindiginda, AAF'lerin hiicre
ylizeyinden uzanan bir uzantisi, lipopolisakkaridler tarafindan verilen negatif yiikii
maskeleyen aap geni tarafindan kodlanan bir proteinin salinimi ile saglanir ve bu protein asiri
birikimi dengeleyerek EAEC'min mukozal epitelyal hiicreler arasinda yayilmasini saglar
(Moraes ve digerleri, 2020). Biyofilm olusumu, EAEC'in baska bir patojenik mekanizmasi
olup, patojenik olmayan E. coli tarafindan aracilik edilen biyofilm olusumundan tamamen
farklidir. Kromozomda tanimlanan bir patojenite adasinda bulunan ve AggR tarafindan aktive
edilen aaiA-Y genleri tarafindan kodlanan bir tip-VI salgilama sistemi (T6SS), EAEC'de
biyofilm olusumunu saglar. Ancak, aaiA ve aaiC genleri tipik EAEC suslarinda daha yaygin
olarak bulunur (Jenkins, 2018).

EAEC patogenezinin son asamasi, toksin salinimidir ve bu, biiylimis kript agikliklari,
mikrovillus vezikiilasyonu ve epitelyal hiicre ekstriizyonu gibi birgok etkiye neden olur
(Croxen ve digerleri, 2013). Bu varsayimsal toksinler, pet, pic, SigA, sepA, sat ve astA genleri

tarafindan sirasiyla kodlanan plazmid tarafindan kodlanan bir toksin, intestinal kolonizasyona
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katilan bir protein, Shigella ekstraseliiler enterotoksin, salgilanan bir ototransporter toksin ve
enteroagregatif 1siya dayanikli toksin igerir ve pAA'da yer alir (Jenkins, 2018). EAEC
biyofilm tabakalarini kalin bir mukus tabakasi1 saran ve bakteriler, mukolitik aktiviteye sahip
SPATE pic toksininin salinimiyla bu tabakay1 gecer (Jenkins, 2018). Shigella ekstraseliiler
enterotoksinleri (ShET1), sitotoksin, enterotoksin ve IgA proteaz benzeri homologlar olup
bagirsakta donglisel GMP (cGMP) ve cAMP aracili sekresyonu indiikler. Bu toksin ayni
zamanda EAEC/STEC melez suslarinda da bulunmustur (Croxen ve digerleri, 2013).

2.1.2.6. Diffuzaderent E. coli (DAEC)

DAEC, Hep-2 ve HeLa hiicrelerinde yaygin bir desene sahip olarak tanimlanan
heterojen bir E. coli patotipidir (Croxen ve digerleri, 2013). DAEC, 1,5 ile 5 yas arasindaki
cocuklarda ishale, yetiskinlerde idrar yolu enfeksiyonuna ve gebelik komplikasyonlarina
neden olabilir; ayn1 zamanda yetigkinlerde ve cocuklarda bagirsak kommensal mikroflorasinin
bir pargasidir (Le Bouguénec ve digerleri, 2006). DAEC tarafindan olusturulan sulu ishal,
kiigiik cocuklarda daha kalic1 hale gelebilir. Yetiskinler, Crohn hastaligi, ¢élyak ve iltihabi
bagirsak hastaliklar1 da dahil olmak iizere bazi kronik iltihabi bagirsak hastaliklarina katkida
bulunan DAEC susglarinin asemptomatik tasiyicisi olabilir (Mansan-Almeida ve digerleri,
2013). DAEC suglarmin filogenetik grup B2'ye ait oldugu gosterilmistir ve bu filogenetik
grup, insan kommensal E. coli suslari arasinda baskin bir konumdadir (Croxen ve digerleri,
2010; Croxen ve digerleri, 2013). Bu susun diskilardan ve duodenal kiiltiirlerden izole
edilmesine ragmen, yetiskin hastalardan higbirinde ishal gelismedi (Croxen ve digerleri,
2013). DAEC patogenezinin baslangici, patojenin belirli konak hiicrelere baglanmasiyla
baglar. DAEC suglarinin idrar yolu ve bagirsak epitelyal hiicrelere baglanmasi, sirasiyla
mikroniitrisyon ve peristalsis tarafindan temizlenmeye direnmelerine izin verir. Baglanma
ayn1 zamanda DAEC'in konak hiicreyle etkilesime girmesine, toksinleri salivermesine ve
iletebilmesine ve konak hiicrelerinde sinyallesme olaylarini tetiklemesine olanak tanir.
DAEC, Afa/Dr adezinleri tarafindan aracilik edilen non-klasik desenlerle konak hiicrelere

baglanir ve yapisir (Walczuk ve digerleri, 2019).

DAEC suslarinin patogenezi genellikle Afa/Dr adezinleri araciligiyla gerceklesse de, bu
patotip tarafindan bazi SPATE toksinleri salgilanir (Javadi ve digerleri, 2020). Afa/Dr DAEC

suslari, iki ana sinif SPATE toksini saliverir: sinif I, sitotoksik aktiviteye sahip olanlar, bunlar
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arasinda sat, pet, ESpP ve sigA genleri tarafindan kodlanan sirasiyla salgilanan bir otojen-
iletilen toksin, plazmid-kodlanan bir toksin, bir ekstraseliiler serin proteaz ve SigA toksinleri
yer alir; smf II ise sitotoksik olmayanlar olup pic geni tarafindan kodlanan bagirsak
kolonizasyonunda rol alan bir proteini igerir (Croxen ve digerleri, 2013) Ayrica, pap, fim ve
astA genleri tarafindan kodlanan, DAEC suslarinda yakin zamanda tespit edilen diger viriilans
faktorleri arasinda tip-I piluslar, pilus adezinleri ve enteroagregatif 1siya dayanikli toksinler de

bulunmaktadir (Tablo 1) (Martinez-Medina, 2021).

2.1.2.7. Adherent Invaziv Escherichia coli (AIEC)

AIEC, o&zellikle iltehapli bagirsak hastaligi (IBH) ve Crohn’s hastaligi (CD) gibi
idiyopatik iltihabi hastaliklarin en 6nemli nedenlerinden birisidir ve temel olarak insan ince
bagirsagimi etkiler (Palmela ve digerleri, 2018). Bununla birlikte, bu patotip ayni zamanda
saglikli bireylerin bagirsak mikrobiyotasinin bir pargasi olarak bulunabilir ve herhangi bir
hastaliga neden olmaz (Shaler ve digerleri, 2019). Idiyopatik IBH'nin tek belirgin nedeni
olarak tanimlanmamistir (Caruso ve digerleri, 2020). AIEC'nin yani sira, Campylobacter
tirleri, Mycobacterium paratuberculosis ve Sitomegalovirus gibi diger bagirsak patojenlerinin
de IBH ve CD ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Caruso ve digerleri, 2020). AIEC patotipi,
bagirsak epitelyal hiicre tabakasina yapisabilen ve makrofajlar ve epitelyal hiicreler i¢inde
cogalan bir enterik patojendir. AIEC suslarinda diger E. coli patotiplerinde bulunan 6zel
viriilans faktorleri belirlenmemistir (Lee ve digerleri, 2019). AIEC patogenezinde {i¢ asama
vardir: yapisma, invazyon ve epitelyal konak hiicrelerde cogalma. Ilk olarak, AIEC ince
bagirsakta epitelyal konak hiicrelere CAECAMG6 araciliiyla yapisma gerektirir. AIEC suslari,
epitelyal konak hiicrelere yapistiktan sonra dig membran vezikiilleri, dig membran proteinleri
ve uzun kutupsal fimbriyalar gibi birkag viriilans faktorii ifade eder ve makrofajlar icinde

enfekte olmak ve ¢cogalmak i¢in kullanir (Lee ve digerleri, 2019).

Bagirsak mukozasi ile patojenik etkilesimde rol oynayan birkag viriilans faktorii ve ilgili
kodlama genleri belirlenmistir. CD, IBH ve iilseratif kolit hastalarindan izole edilen AIEC
suslarinda yapisma, invazyon ve sagkalim ile ilgili genleri kodlayan viriilans faktorleri
ekspresyon diizeylerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Abdelhalim ve digerleri, 2020).
Bagirsak hastaligi olan hastalardan izole edilen AIEC suslarinda bulunan viriilans faktorleri

arasinda tip-1 fimbriyenin yapiskan altiinitesi, polipeptit stres yanit proteini, invazyon proteini
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ibeA, invazyon plazmid antijeni ve demir yersiniabaktin alimi ve kapsiil sentezi ile iliskili
virtilans faktorleri yer almaktadir ve bunlar sirasiyla fimH, yjaA, ibeA, ipaH, fyuA ve kpsMT I
genleri tarafindan kodlanir (Beata ve digerleri, 2021). AIEC suslar1, IBH ve CD hastalariin
tedavisi igin yeni bir terapotik hedef olarak distintilmistiir (Chervy ve digerleri, 2020).
Ancak, patogenezinin bazi yonleri bilinmemektedir ve 6zellikle viriilans faktorii kodlama
genlerini belirlemek i¢in daha fazla genomik arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Tablo 1)
(Palmela ve digerleri, 2018).

Ishal ve ishal olmayan kopeklerden izole edilen aEPEC'in fenotipik ve genotipik
belirtecleri, insan hastalifindan elde edilen izolatlarda bulunanlarla benzer oldugu
bildirilmistir (de Almeida ve digerleri, 2012). Benzer sekilde, baz1 kopek aEPEC suslarinin
insan patojen suslarinda yaygin olarak bulunan viriilans genlerini paylastig1 gdsterilmistir.
Kopeklerden ve cocuklardan izole edilen ayni serotipteki suslar, viriilans genlerini
paylagmakta ve filogenetik olarak yakin olmaktadir, bu da potansiyel bir zoonotik riski igaret
etmektedir (Arais ve digerleri, 2018). Genel olarak, yapilan calismalar, kopeklerdeki
enteropatojen E. coli izolatlarinin insanlara bulagsma potansiyeline sahip olabilecegini ve
potansiyel riskleri tam olarak anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugunu

Onermektedir.

2.1.3. E. coli Filotiplendirmesi

E. coli tiiriinde genetik alt yapinin varligi 1980'lerin baslarinda ortaya ¢ikarildi. Sonraki
caligmalar, tiirde yaygin bir alt yapmin varligint dogrulamistir. E. coli'deki bu alt yapinin
anlasilmasi ile birlikte, farkli filo gruplarina ait suslarin izolasyon kaynaklarina gore rastgele
dagilmadig1 fark edildi. Ozellikle, ekstraintestinal enfeksiyona neden olan suslarin, filo
gruplar1 B2 veya D {iyeleri olma olasiligi, A veya Bl'den daha yiiksekti (Picard ve digerleri,
1999; Johnson ve Stell, 2000). Bu gozlemlerin klinik 6nemi, izolatlarin bir filo grubuna
atamasi i¢in basit bir yontemin degerli olacagini diisiindiirdii. Bu, chuA ve yjaA genlerini
tespit etmek i¢in bir polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) testi ve daha sonra bir lipaz esteraz
geni olarak karakterize edilen DNA pargast TspE4.C2'yi tespit etmek icin bir PZR testi

gelistirilmesine ve dogrulanmasina yol acti (Gordon ve digerleri, 2008).

Bu ti¢ geninin varligina gore, bir E. coli susu A, B1, B2 veya D filo grubundan birine
atanabilirdi (Clermont ve digerleri, 2000). Bu tripleks PZR filo grup atamasi, bir E. coli
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izolatim1 filo grubuna atamak icin basit ve ucuz bir yontem olarak yaygin bir sekilde
kullanilmis ve ¢esitli filo gruplarina ait suslarin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinde, ekolojik
nislerinde, yasam tarih 6zelliklerinde ve hastalik olusturma yeteneklerinde farkli olduklarini

gosteren daha fazla kanit saglamistir (Tenaillon ve digerleri, 2010).

Cesitli konakgilardan ve yasam alanlarindan elde edilen E. coli tiirleri igin 2000 yilindan
bu yana ¢ok lokuslu dizi tipi (MLST) verilerinin hizla genigleyen bir kaynagi oldu. MLST
verileri, filo grup atamasi i¢in tripleks PZR y6nteminin kullanigliligini daha etkili bir sekilde
dogrulamayr miimkiin kildi (Gordon ve digerleri, 2008). Bu dogrulama ¢aligsmasi, filo grup
atamalarinin %80-85'inin dogru oldugunu gosterdi. Bununla birlikte, belirli tripleks PZR
genotipleri (A0, D1, D2) ile iliskili suslarin 6nemli bir kisminin yanlis atandigini da gosterdi.

Genis MLST veri setleri ve daha az Olgiide artan genom verileri, E. coli'deki alt
yapinmn boyutu hakkindaki anlayisimizi iyilestirmistir. Onceden kiigiik bir dizi atamasi olan
filo grup E'nin varlig1 artik iyi taninmaktadir ve en iyi bilinen iiyesi O157:H7'dir (Tenaillon
ve digerleri, 2010). Ayrica, filo grup B2'nin kardes grubunu olusturan filo grup F de artik
belgelenmistir (Clermont ve digerleri, 2011). Daha yakin zamanda, filo grup Bl'e yakin ancak
ondan farkli bir grup olan filo grup C de bildirilmistir (Clermont ve digerleri, 2011). genetik
olarak farkli ancak fenotipik olarak ayirt edilemeyen Escherichia'nin birkag yeni tiiriinii
bildirmistir (Walk ve digerleri, 2009),

E. coli izolatlarinin filogruplarmin belirlenebilmesi i¢in gelistirilen, PZR tabanli bir
yontem olan dortlii PZR yontemi ile E. coli izolatlar1 sekiz filogrupta (A, B1, B2, C, D, E, F
ve clade I) smiflandirmislardir. Bu yontem, dort E. coli genini hedef almigtir: a. E. coli K-
12'nin  genomunda tanimlanmis varsayimsal proteini kodlayan yjaA geni, b. E. coli
O157:H7'de dis zar geni olan chuA geni, . Lipaz esteraz't kodlayan bir gen i¢inde yer alan bir
DNA sekansi olan TSpE4.C2 (Doumith ve digerleri, 2012). d. Son saptanana gen olan arpA
geni. Bu genin dahil edilmesinin iki sebebi vardir: Ilk olarak, DNA Kkalitesi igin dahili bir
kontrol gorevi goriir, ¢linkii eklenmesiyle tim E. coli ve clade I suslarmin dortlii PZR
kullanilarak en az bir PZR iiriinii vermesi beklenir. Ikincisi, arpA'nin dahil edilmesi filo grubu
F'ye ait suslari miimkiin kilar, daha 6nce D suslar1 (ChuA +, yjaA -, TSpE4.C2) olarak yanlis
tanimlanmis, ¢iinkii arpA B2 ve F filogruplarina ait suslar diginda tiim E. coli suslarinda

bulunur (Clermont ve digerleri, 2004).

E. coli izolatlarimin filotiplendirilmeleri elde edilen izolatin kaynagi ve patojenitesi

hakkinda da fikir verdigi i¢in oldukg¢a faydalidir. Son olarak, dort gen (arpA, chuA, yjaA ve
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TspE4.C2) incelenerek E. coli izolatlarini sekiz filogrupta (A, B1, B2, C, D, E, F ve clade I)
siiflandirmistir (Clermont ve digerleri, 2013). Buna filotiplendirmeye gore: A filogrubu
kuslar, siirlingenler, baliklar ve bazi memeliler tarafindan tasinir. B1 filogrubu genellikle
cevreseldir. Bu tip E. coli’nin insan saghgi agisindan riski distiktiir. B2 filogrubu agirlikli
olarak insanlar tarafindan tasinir. Bu tip E. coli'nin insan sagligi tizerindeki riski yiiksektir.
Haklarinda ¢ok az sey bilinen filogrup C ve filogrup F’nin, ekstraintestinal patojenik suslar1
iceren Clade 1 suslariin aksine, insan sagligi iizerindeki riskinin diisiik oldugu bilinmektedir.
D filogrubu, insanlar ve omnivorlar (domuzlar); E filogrubu, otgullar ve sigirlarda iliskilidir.
Bu iki filotip insan sagligi lizerinde orta diizeyde risklidir. Yapilan filogenetik analizler
virtilant ekstraintestinal E. coli suslarinin biiyiilk oranda B2 grubuna, kommensal suslarin
cogunlukla A veya grup B1 filogruplar ile iligkili oldugu gosterilmistir. Mastitise neden olan
E. coli biiyiik bir tiir i¢i gesitlilige sahiptir ve farkli filogenetik gruplarda (¢ogunlukla A, B1,
B2 veya D) smiflandirilmigtir. Sigir mastitisine neden olan E. coli suslarimin ¢ogunlugunun
filogrup A ve Bl'e ait oldugu bildirilmistir (Bag ve digerleri, 2021). Klinik mastitise neden
olan C, E ve F gruplarinin sikligina (Tomazi ve digerleri, 2018) ve kdpeklerden elde edilen E.

coli izolatlarinin filogruplarina iliskin bilgiler azdir (Vega-Manriquez ve digerleri, 2020).

E. coli filotiplendirme igin yeni genisletilmis dortli PZR yontemi orijinal tgli
yontemden daha karmasik olsa da, dogal yasam alanlarinda E. coli'nin genetik yapisini
sekillendiren ev sahibi ve cevresel faktorler hakkinda daha iyi bir anlayis saglayacagi

bildirilmektedir (Clermont ve digerleri, 2013).

2.1.4. E. coli'ye Kars1 Antimikrobiyal Direnc ve Hayvan Saghgi Uzerindeki Etkisi

Patojen bakteriler arasinda ¢oklu ilag direnci, antibiyotik tedavisinin degerini tehlikeye
atan, veteriner hekimleri zor duruma sokan bir sorundur. Kesfinden bu yana, birgok
antibiyotik hayvanlardaki bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde etkili olmustur. E. coli, bir
bakteri olarak, toplulukta antibiyotik diren¢ genlerinin rezervuarlarindan biridir (Arbab ve

digerleri, 2022).

Antibiyotik direnci, bir mikrobik enfeksiyona karsi konak¢imnin ilaca duyarli tepkisini
ifade eder ve bu, giderek artan bir sorun haline gelmistir. Mikroplarda antibiyotik direnci,
ozellikle ti¢iincii diinya {iilkelerinde olmak tiizere tiim diinyada biiyiik bir saglik sorunudur

(Afzal, 2017). Antibiyotiklerin asir1 kullanimi, baz1 bakteri popiilasyonlarinda direng veya
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hatta ¢oklu direng 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan bir secici baski olusturur
(Chen ve Jiang, 2014). Antimikrobiyal dirence yol acan bu durum, diinya genelinde saglik
sistemlerinin enfeksiyonlarla miicadelesini zorlastirir, maliyetleri 6nemli Ol¢lide arttirir ve
kaynaklara biiyiik bir yiik getirir (French, 2005). Bu nedenle, AMR ortaya ¢ikmasi, hastalar,
doktorlar, saglik sistemleri ve ilag iireticileri iizerindeki etkisi nedeniyle ciddi bir endise

haline gelmistir (McGowan Jr, 2001).

2.1.4.1. Antibiyotik Direncinin Mekanizmalari E. coli’de Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direncinin dort temel mekanizmasi olabilir: Bunlar, ilacin alinimini
kisitlama, ilacin hedefini degistirme, ilaci etkisiz hale getirme ve ilacin aktif olarak hiicre
disina atilmasidir. Bu mekanizmalar bakterinin kromozomunda bulunabilir ve tiim tiir
iiyelerinde dogal olarak mevcut olabilir (i¢sel direnc), veya diger bakterilerden, genellikle bir
plazmit (edinilmis) yoluyla elde edilebilir. I¢sel diren¢ genleri siirekli olarak ifade edilebilir
(genellikle diisiik seviyelerde) veya antimikrobiyal ilaglarin varligi tarafindan uyarilabilir.
Gram-negatif bakteriler, bu dort mekanizmay1 genis 6l¢iide kullanir ve direng elemanlarinin

yatay transferini yapabilirler (Arbab ve digerleri, 2022).

E. coli, yaygmn bir bakteri tiiriidiir ve genis bir ¢esitlilikte sus igerir, ayn1 zamanda
yiiksek derecede patojenik olabilir (Tareen ve digerleri, 2022). Antibiyotik direnci, bazi
bakteri alt-popiilasyonlarinin bir veya daha fazla antibiyotige direng gosterdigi bir fenomendir
ve birden ¢ok antibiyotige direngli patojenlere ¢oklu antibiyotik direngli (MDR) veya siiper
bakteri adi verilir (Chowdhary ve digerleri, 2014). Direngli bakteriyel suslarin evrimi,
mikroorganizmalar kendilerini hatal1 bir sekilde replike ettiginde veya direng 6zellikleri yatay
gen transfer mekanizmalar aracilifiyla suslar arasinda degistirildiginde ger¢eklesen dogal bir
olaydir. Antibiyotiklere bakteriyel direng, hayvan sagligi icin giderek daha fazla bir endise
haline gelmektedir. Su anda kullanilan antibiyotik ajanlar, siiper direngli suslar nedeniyle
bircok bakteriyel enfeksiyonu sonlandirmada basarisiz olmaktadir (Arbab ve digerleri,
2021d). Antimikrobiyal ilaglarin kullanimi ve yanlhis kullanimi, direngli suslarin ortaya
cikmasini hizlandirir. Zayif enfeksiyon kontrol uygulamalari, yetersiz hijyen kosullar1 ve
uygun olmayan gida isleme, AMR'nin daha da yayilmasini tesvik eder (WHO, 2004). Dahasi,

AMR senaryosu sadece insan patojenlerle sinirli degildir, veteriner patojenlerde de yaygindir.
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Bildirildigine gore, genis spektrumlu p-laktamaz ve metallo-p-laktamaz iireten suslar

hayvanlarda yaygindir ve ¢evrelerinde bulunmaktadir (Singh ve digerleri, 2012).

Sikca, antibiyotikler insanlar1 tedavi etmek icin kullanildig1 gibi, gida tireten hayvanlar
icin de kullanilir. Antimikrobiyal ilaglarin yanlis kullannominin pek ¢ok bakterinin direng
gelistirmesine ve zararli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtirmaya neden olabilecegi

bilinmektedir (Arbab ve digerleri, 2022).

E. coli enfeksiyonlarinda AMR diinya ¢apinda bildirilmistir. E. coli'nin B-laktamazlara
kars1 diren¢ mekanizmalar1 sik sik B-laktam ilaglara karsi direngli bakterilere yol acar (Arbab
ve digerleri, 2021¢). Baslangigta, E. coli'de kromozomik olarak kodlanan B-laktamazlar ve
genin ampC'si bulunur (ampisiline direngli olarak adlandirilir). Antimikrobiyal ilaglara karsi
artan direng, diinya capinda en ciddi endiselerden biridir. Bircok gelismekte olan iilke i¢in
antibiyotiklerin etkinligi, ¢ogu patojenik bakteri ve neredeyse tiim firsat¢1 enfeksiyonlarin

bakteriler tarafindan neden oldugu AMR sorunu ile bir problem halindedir.

E. coli izolatlarinda belirli gen tiplerine dayali yaygin direng tipi hayvanlar arasinda
yaygindir. blaTEM geni ampisiline, genis spektrumlu ilag tipi tetrasiklin ve streptomisine ve
trimetoprim tipine direng verirken, bu ana listedeki genlere ek olarak ayni direng fenotipini
kodlayan birkag ek gen tespit edilmistir: blaOXA-1 ampisilin, sul2 siilfametoksazol ve
trimetoprim (Szmolka ve digerleri, 2012). Birka¢ hayvan calismasi, bakteriyel enfeksiyona
kars1 ilag direnci konusunda bir¢ok Ornek gostermistir ve bu suslar arasinda ilk
tanimlananlardan biri yaban hayatindaki suslardir (Costa ve digerleri, 2006). CTX-M, TEM
ve SHV, genis spektrumlu B-laktamaz siniflarinin varhigini géstermektedir (Jacoby ve Munoz-
Price, 2005).

2.1.4.2. E. coli’nin Hayvan Saghg Uzerindeki Zararh Etkileri

E. coli, genellikle saglikli bagirsaklarda bulunan bakterilerin en 6nemli parcasidir. Bazi
E. coli suslar1 zararsizdir, ancak bazi suslari insanlarda, kuslarda ve hayvanlarda zararlh
etkilere neden olabilir (Kaper ve digerleri, 2004). Sigir ve gevis getiren hayvanlarin en 6nemli
rezervuart E. coli O157:H7'dir ve yapilan g¢aligmalar, insan salgim1 E. colinin yaklagik
%?75'inin besin iireten sigirlardan kaynaklandigini gostermistir (Callaway ve digerleri, 2009).
E. coli'nin diger bulas yollar1 arasinda koyunlar (Gencay, 2014), keciler (Swift ve digerleri,
2017), ve baz1 kus tiirleri (Wetzel ve LeJeune, 2006) bulunmaktadir.
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Cogu E. coli izolati, insanlarin ve hayvanlarin bagirsaklarinda zararsiz bir sekilde
bulunur ve normal mikrofloranin bir pargast olarak anahtar besinlerin iiretilmesine yardime1
olarak konakgilara fayda saglar, 6rnegin K vitamini (Suvarna ve digerleri, 1998). Baz1 E. coli
izolatlar1, bagirsak disi1 bolgelerde yerlesebilir ve bagirsak disi hastalifa neden olabilir

(Sharma ve digerleri, 2007).

E. coli'de antimikrobiyal ilag¢ direnci, hem insanlarda hem de hayvanlarda meydana
gelmesi nedeniyle son derece 6nemli bir konudur. Hayvanlarda E. coli'de MDR, tedavisi zor
enfeksiyonlara yol agabilir, ancak daha da onemlisi, ¢ogu antimikrobiyal ajan ailesine karsi
diren¢ belirleyicilerinin ana ve paylasilan bir rezervuarini olusturur. Bakteriyel patojenlerin
antimikrobiyal ilaglara karst direng gelistirmesi, hayvan sagligi i¢in biiyiik bir sorun haline
gelmistir. Antimikrobiyal ilag¢ direnci, konak¢inin yasami boyunca E. coli susunun uyum
saglayan bagirsak yolunu tekrar tekrar zorlamaktadir. Ulusal, bolgesel ve kiiresel diizeyde
AMR ve MDR patojenler icin izleme, biyovigilans ve yanit ve hayvan saghig: risklerini
kontrol etmeye yoOnelik dnleme stratejileri, hayvan sagligimi korumak i¢in yardimer olabilir

Arbab ve digerleri, 2022).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar

Calisma kapsaminda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda bulunan mikrosantrifiij (Hettich Micro 200R, Almanya),
mikroskop (Olympus), kuru blok 1sitic1 (Allsheng MK 200-1, Cin), vorteks (Velp Scientifica,
Italya), mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye), hassas terazi (Shimadzu, Japonya), biyogiivenlik
kabini (Niive, Tirkiye), pH metre (Hanna, Cin), otoklav (Niive, Tiirkiye), etiiv (Niive,
Tiirkiye), buzdolab1 (Samsung, Japonya), derin dondurucu (Samsung, Japonya), distile su
cihaz1 (Niive, Tiirkiye), nanodrop (Maestro, ABD), termal dongilileme cihaz1 (Boeco, USA),
gorlintiileme cihazi (Vilber Lourmat Infinity VX2, Almanya), elektroforez tanki (VWR,
USA), BD Phoenix sistemi (Becton-Dickinson, ABD) kullanildi.

3.1.2. Hayvan Materyali

E. coli izolasyonu i¢in gerekli olan rektal sivap 6rnekleri 2023 yili Ocak-Haziran aylari
arasinda Aydim Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dalr’na kliniklerden getirilen materyallerden ve ayrica 6zel bir klinikten saglandi. Calismaya
dahil edilen kopekler hepsi barinakda veya evde beslenen kopeklerdi. Birgogu genetik olarak
saf degildi ve karigik cinsler olarak kabul edildiler ve tiim kopekler yavru kopekler olup
yaslart 1-6 ay arasinda degisiyordu. Son iki hafta igerisinde antibiyotik tedavisi
uygulanmamis, ishal semptomlar1 gosteren 40 ve kontrol grubu olarak da ishal goriilmeyen 40
olmak iizere toplamda 80 kopek ¢aligmaya dahil edildi. Calisma esnasinda her kopegin tibbi
geemisi sorgulandi ve kayit altina alindi. Ayrica hasta sahiplerine evcil hayvanlarinin
calismaya dahil edilmesine izin verdiklerini ifade eden bir bilgilendirme formu imzalatilarak

izinleri alindu.
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Diski ornekleri veteriner hekim tarafindan sivap kullanilarak dogrudan rektumdan
alindi. Bunun icin ekiivyonlar anal sfinkterden yaklasik bir cm igeri sokularak rotasyon
hareketi yaptirildi. Ekiivyona goézle goriilebilir fekal 6rnek alindigindan emin olunduktan
sonra, nem kaybini onlemek i¢in hemen yar1 kat1 tasima besiyerine (Carry-Blair medium,
Micropoint Diagnostics, USA) yerlestirildi. Ornek {izerine hayvanin kimlik bilgileri,
ornekleme tarihi, vs. bilgileri kaydedildi. Ekim yapilincaya kadar 6rnekler buzdolabinda (4-

8°C) saklandi. Ekimlerin en kisa siirede (en fazla 72 saat) yapilmasi saglandi.

Calisma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
18.05.2023 tarih ve 64583101/2023/76 sayili onay1 ile gerceklestirildi.

3.1.3. Referans Suslar

Molekiiler ¢alismalarda pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 35150 (EHEC; stx1, stx2,
eaeA), ATCC 35401 (ETEC; It, st), ATCC 43893 (EIEC; ial) negatif kontrol olarak E. coli
ATCC 25922 susu; antibiyotik duyarlilik testinde ise kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC
25922 susu kullanildi.

3.1.4. Besiyerleri

Toplanan orneklerden E. coli izolasyon ve identifikasyon amact ile Eosin-Methylene
Blue Agar (Merc, Almanya), MacConkey Agar (Merc, Almanya), izole edilen suslarin pasaji
icin kanli agar (Merc, Almanya), nutrient agar (Oxoid, Ingiltere), nutrient buyyon (Merc,
Almanya), izolatlarin saklanmasinda ise %20 gliserinli Brain Heart Infusion Broth (Oxoid,

Ingiltere) kullanildi.

3.1.4.1. Kanh Agar (Merck 1.10886)

Besiyeri 40 g olacak sekilde tartildi ve bir litre saf suda mikrodalga firin yardimi ile
eritildi. Karigimin pH’st 7,2+0,2 olacak sekilde ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika
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otoklavlanarak sterilize edildi. 45-50°C'ye kadar sogutularak oran1 %7 olacak steril insan kan1
ilave edilerek petrilere dokiildii.

3.1.4.2. Eosin Methylene Blue Agar (EMB) (Merck 1.01347)

Besiyeri 36 g olacak sekilde tartildi ve bir litre saf suda mikrodalga firin yardimu ile
eritildi. Karisimin pH’s1 7,2+0,2 olacak sekilde ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi. 45-50°C'ye kadar sogutularak petrilere dokiildii.

3.1.4.3. MacConkey Agar (Merck, 1.05465)

Besiyeri 50 g olacak sekilde tartildi ve bir litre saf suda mikrodalga firin yardimi ile
eritildi. Karisimm pH’s1 7,240,2 olacak sekilde ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi. 45-50°C'ye kadar sogutularak petrilere dokiildii.

3.1.4.4. Nutrient Agar (Oxoid, CMO003)

Besiyeri 28 g olacak sekilde tartildi ve bir litre saf suda mikrodalga firin yardimi ile
eritildi. Karnisimm pH’s1 7,240,2 olacak sekilde ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi. 45-50°C'ye kadar sogutularak petrilere dokiildii.

3.1.4.5. Nutrient Broth (Merck 1.05443)

Besiyeri 8 g tartildiktan sonra 1 litre distile suda eritilerek pH’s1 7,0+0,2 olacak sekilde
ayarlandi. Tiiplere 5’er ml olacak sekilde dagitilip otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edildi.
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3.1.4.6. Brain Hearth Infusion Broth (Oxoid-CM1135) (%20 gliserinli)

Besiyeri 3,7 g tartilditan sonra iizerine 80 ml distile su ve 20 ml gliserin ilave edilerek
mikrodalga firinda agar eritildi. pH’s1 7,2+0,2 olacak sekilde ayarlanarak besiyeri ependorf
tiiplere yaklasik bir ml olacak sekilde dagitildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edilerek kullanilincaya kadar buzdolabinda (2-8°C) saklandi.

3.1.5. Ayirac ve Boyalar

3.1.5.1. Gram Boyama Seti (Merck-111885)

Izolatlarn Gram boyanma morfolojilerinin belirlenebilmesi amaci kullanilan set ticari

olarak temin edildi ve oda 1sisinda tutuldu.

3.1.5.2. Oksidaz Ayiraci (Oxoid, BR 64)

Izolatlarin oksidaz aktivitelerinin belirlenebilmesi amaci oksidaz test kiti kullanildi ve

kit buzdolabinda (2-8°C) saklandi.

3.1.5.3. Hidrojen Peroksit (H202) (% 3)

Izolatlarm Kkatalaz aktivitelerini belirlemek icin ticari olarak temin edildi.

3.1.6. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Laboratuvarda izole edilen bakterilerin in vitro hizli identifikasyonlarinda ve antibiyotik
duyarhlik testlerinde kullanilan ticari sistemlerden birisi olan ‘BD Phoenix Otomatik

Mikrobiyoloji Sistemi” BD Phoenix cihazi ve panellerden olugmaktadir. Sistem bakteri

29



tanimlamada, bakteri iiremesinin kontrolii i¢in oksidasyon-rediiksiyon indikatorii ile birlikte

tirbidometrik yontemi kullanmaktadir (BD Phoenix, 2023).

E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testleri BD Phoenix 100 otomatize
mikrobiyoloji sistemi yardim1 ile NMIC/ID 400 Gram-negatif identifikasyon karti
kullanilarak gergeklestirildi. NMIC/ID 400 paneli on antimikrobiyal aileye ait 19 antibiyotigi
(Aminoglikozid: amikasin (AN), gentamisin (GM), netilmisin (NET); Karbapenem:
ertapenem (ETP), imipenem (IMP), meropenem (MEM); Cephem: sefuroksim (CXM),
seftazidim (CAZ), seftriakson (CRO), sefepim (FEP); Monobaktam: aztreonam (ATM);
Penisilin: ampisilin (AMP), piperasilin (PIP); f Laktam: amoksisilin klavulanat (AXC),
piperasilin tazobaktam (TZP); Lipopeptid: kolistin (COL); Folat: trimetoprim siilfametoksazol
(SXT); Kinolon: siprofloksasin (CIP); Tetrasiklin: tigesiklin (TGC)) degerlendirmektedir.

3.1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.1.7.1. Kullanilan Solusyon ve Boyalar

3.1.7.1.1. 10x Tris Borik Asit EDTA Buffer (TBE) (Stok Soliisyonu)

Tris Base [tris (hydroxymethyl)aminomethane] ...................ooiiiiiiininn.. 108 g
BOTIK ASTE. .ottt 55¢
EDTA ..o 759

Hazirlanan toz 800 ml distile suda eritildikten sonra toplam hacim 1000 ml’ye
tamamlandi. pH 8,0’¢ ayarlandiktan sonra 121°C’de 15 dk otoklav edildi. Solusyon oda

1s1sinda muhafaza edildi.

3.1.7.1.2. 0,5x TBE (Kullanma Soliisyonu)

LOX TBE. ..ot 50 ml

DISTIIE SU ettt ettt e e et ettt et et ettt e eeeeeeeeteeeer e e e e e e e e erereeeeeraereeaees 950 ml



Hazirlanan kullanma soliisyonu, agaroz hazirlamada ve elektroforez tanki igerisinde
kullanildi.

3.1.7.1.3. Yiikleme Tamponu (Loading Buffer) (6X) (ThermoFisher R0611)

Agaroz jele 0rnek yiiklemek amaci ile karisim toplam 6 pl (1 pl yiikkleme tamponu 5 pl

amplikon) olacak sekilde kullanildi. Ticari olarak temin edirek buzdolabinda saklandi.

3.1.7.1.4. 5x FIREPoIl® Master Mix (12,5 mM MgCl>)

PCR icin gerekli tiim reaktifleri iceren Onceden karistirilmis, kullanima hazir bir
cozeltidir. Reaktif bilesimi: FIREPol® DNA polimerazi, 5x Reaksiyon Tamponu B (0,4 M
Tris-HCI, 0,1 M (NH4)2SO4, %0,1 agirlik/volume Tween-20), 12,5 mM MgCl> (1x PCR
¢ozeltisi — 2,5 mM MgCl2), 1 mM dNTP (1x PCR ¢ozeltisi — 200 uM dATP, 200 uM dCTP,
200 uM dGTP ve 200 uM dTTP).

3.1.7.1.5. Primerler

Ishale neden olan E. coli patotiplerinin belirlenebilmesi amaci ile stx1, stx2, eaeA
(EHEC) (Paton ve Paton 1998); It ve st (ETEC) (Stacy-Phipps ve digerleri 1995); eaeA ve bfp
(EPEC) (Stacy-Phipps ve digerleri 1995); ial (EIEC) (Lopez ve digerleri, 2003) hedef genleri

incelendi.

E. coli izolatlarinin filogrup dagilimi ise chuA, yjaA, TspE4.C2, arpA, (Clermont ve
digerleri, 2013) genleri hedef alinarak multipleks PZR yontemi kullanilarak belirlendi. Yine
filogrup belirlenirken grup C ve grup E (Lescat ve digerleri, 2013) belirlenebilmesinde trpA
(Clermont ve digerleri, 2008) ve arpA genleri hedef alinmaktadir. Filotiplendirme
caligmalarinda toplamda yedi kodlayici hedef gen kullanilarak E. coli sekiz filogrupta (A, B1,
B2, C, D, E, F, clade I) siniflandirmaktadir (Clermont ve digerleri, 2013).

(Calismada kullanilan tiim primerler Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. Caligmada kullanilan primerler.

Primer Hedef Dizi (5°-37) Amplikon Tm
Gen biiytikligi (bp)

EHEC stx1 CTGGATTTAATGTCGCATAGTG 150 58,0
AGAACGCCCACTGAGATCATC 61,0
EHEC stx2 GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 63,0
TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 60,0
ETEC It GGCGACAGATTATACCGTG 450 60,0
CGGTCTCTATATTCCCTGTT 56,0
ETEC st ATTTTTCTTTCTGTATTGTCTT 190 51,0
CACCCGGTACAAGCAGGATT 60,0
EPEC eae GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 63,0
CCACCTGCAGCAACAAGAGG 63,0
EPEC bfp GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT 300 61,0
GGAATCAGACGCAGACTGGTA GT 65,0
EIEC ial GGTATGATGATGATGAGTCCA 650 57,0
GGAGGCCAACAATTATTTCC 56,0
Dortlii chuA.1b chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288 60,5
PZR chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 60,5
Dortlii yjaA.1b yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211 58,4
PZR yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG 58,4
Dortlii TspE4C2.1b | TspE4.C2 | CACTATTCGTAAGGTCATCC 152 56,4
PZR TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 62,5
Dortlii | AceK F arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400 60,5
PZR ArpAl1 R TCTCCCCATACCGTACGCTA 60,5
GrupE | ArpAgpEF | arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301 60,1
ArpAgpE R GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 58,4
Grup C | trpAgpC.1 trpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219 58,4
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCCC 68,1
Internal | trpBA.F trpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489 59,4
Kontrol | trpBA.R GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 68,7
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3.1.7.1.6. Agaroz Jel

Yiiz ml 0,5X TBE buffer igerisinde iki gr agaroz tartilarak karistirildi ve mikrodalga
firinda 3 dk kaynatildi. Karigim 45-50°C’ye kadar sogutularak {izerine 6 ul Safe View (ABM,
Canada) DNA boyasi ilave edildi. Karisim elektroforez tablasina taraklart 6zenle
yerlestirildikten sonra dokiildii. Jelin katilasmasi i¢in 30 dakika beklendi. Siire sonunda

taraklar jele zarar dikkatli bir sekilde ¢ikartildi.

3.1.7.1.7. Elektroforez

Jel elektroforez tablasinda bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Tankinin
icerisine 0,5x TBE tampon soliisyonu jelin {istiine gelecek kadar ilave edildi. Polimeraz zincir
reaksiyonlar1 sonrasinda elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden 6 pl alinarak, 1 pl 6X
loading dye boyasi ile karistirilarak amplikonlarin jele yiikkleme islemi gergeklestirildi.
Elektroforez islemi 100 voltta 45 dakika olacak sekilde gergeklestirildi.

3.1.7.1.8. Goruntiilleme

Jeldeki Ornekler bilgisayarlh UV transilliminator kutusu igine yerlestirilerek
goriintiilendi. Goriintiileme isleminden sonra amplikon uzunluklar1 Tablo 2’de bildirildigi
sekilde degerlendirildi. Amplifiye edilen iirtin beklenen boyutta bir bant olusturdugunda

(Tablo 2), incelenen geni tasidig varsayildi.

3.1.7.1.9. Marker

Olusan bantlarin biiyiiklerini goriintiileyebilmek igin 100 bp’lik Fermentas® (USA)
marka 1000 bp arasinda isaretli DNA ladder kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri izolasyon ve Identifikasyonu

E. coli izolasyonu igin izolasyonu i¢in diferansiyel ve selektif agarlardan olan EMB ve
MacConkey agar kullanildi. Aseptik kosullarda alinan rektal sivap oOrneklerinin EMB agara
ekimleri yapildi. Aerobik kosullarda 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibasyonun ardindan,
EMB agar lizerinde yesilimsi metal parlak renkli bes koloni se¢ildi ve MacConkey agara
pasajlandi. Aerobik kosullarda 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibasyonun ardindan laktozu
fermente eden pembe kolonilerden viriilans genlerin saptama ihtimalini arttirmak igin her
petriden en az {i¢ koloni almaya 6zen gosterildi. Koloniler saflastirma amaci ile kanli agara
pasajlandi. Ardindan Gram boyama ve standart biyokimyasal testler (oksidaz, katalaz, indol)
testleri yapildi. Gram negatif ¢omak morfolojisinde olan, bir giin igerisinde laktozu fermante
eden, oksidaz negatif, katalaz ve indol testleri pozitif izolatlar E. coli siipheli olarak kabul
edildi (Koneman ve digerleri, 1997). Izolatlar bakteriyel tanimlama, antibiyotik duyarlilik
testleri ve molekiiler testler yapilincaya kadar -20°C’de %15 gliserol iceren BHIB igerisinde

saklandi.

Izolatlarin bakteriyel tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri BD Phoenix 100

otomatize mikrobiyoloji sistemi kullanilarak gerceklestirildi.

3.2.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi

E. coli izolatlarnin antibiyotik duyarlilik testleri BD Phoenix 100 otomatize
mikrobiyoloji  sistemi yardimi ile NMIC/ID 400 Gram-negatif identifikasyon karti
kullanilarak gerceklestirildi. Antibiyotik duyarlilik testinde kalite kontrol susu olarak da E.
coli ATCC 25922 susu kullanildi. Antibiyotik duyarlilik test sonuglart Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi kriterlerine gore degerlendirildi (EUCAST, 2022).

NMIC/ID 400 panelleri kullanilarak test agagidaki sekilde gerceklestirildi:

Kanli agar besiyerinde inkiibe edilen saf kolonilerden tek diisen kolonilerden birisi

aliarak kanli agara pasajlandi.
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En fazla 24 saatlik kiiltiirden ID Broth’a (Katalog No: 246001) 0,5-0,6 arasi Mc
Farland bulanikliga yetecek sekilde bakteri alinarak siispansiyonun bulaniklik ayar1 Phoneix

Spec cihazi ile yapildi ve broth vorteks ile karistirilarak homojenize edildi.

Daha sonra oda 1sisina getirilen AST indikator soliisyonu AST broth tiipii (8 ml) igine,
bir damla olacak sekilde, tiipiin kenarlarina degmemesine dikkat edilerek eklendi. Tiipiin

kapagi kapatildiktan sonra tiip hafifce ¢alkalanarak soliisyon karigtirilda.

ID Broth tiip i¢indeki homojen bakteri siispansiyonundan otomatik pipet ve steril ucu
yardimiyla 25 pl alinip AST broth tiipii i¢ine eklendi. Tiipiin kapagi kapatildi, AST tiipii
birkag kez ters-diiz edilerek hafifce ¢alkalanarak karistirildi.

Kullanilacak paneller ambalajindan ¢ikarildi, identifikasyon  ve antimikrobiyal
duyarlilik testi i¢in hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 panel inokiilasyon istasyonu lizerine

yerlestirildi.

ID tiip ve AST tiipii i¢indeki bakteri siispansiyonu, panelin sirasiyla ID ve AST
tarafindaki tarafindaki kuyucuklara dikkatlice bosaltildi. Tiiplerin bosaltilmis oldugu delikler,
plastik bir kapak kullanilarak kapatildi.

Paneller en ge¢ 30 dakika igerisinde cihaza yerlestirildi ve bu siire esnasinda paneller

panel tasiyicisi tizerinde vertikal pozisyonda tutuldu.

Ana ekran agilarak kayit tusuna basildi. Panelin barkodu barkod okuyucusuna
okutularak, drnegin kayit numarasi klavye ve barkod okuyucusuyla kaydedildi. Sonuglar 18-

24 saatlik inkiibasyondan sonra cihazin ¢aligma meniisiinden degerlendirildi.

Coklu antibiyotik direnci, ii¢ veya daha fazla antibiyotik sinifinda en az bir antibiyotige

direng olarak (Magiorakos ve digerleri, 2012) degerlendirildi.

3.2.3. DNA izolasyonu, Miktar Tayinleri ve Saflik Kontrolleri

DNA ekstraksiyonu sonikasyon yontemi kullanilarak gerceklestirildi (Maniatis ve
Sambrook, 1989). Bunun igin, E. coli stok kiiltiirlerinden EMB Agara pasajlandi ve 37°C’de
24 saat inkiibe edildi. Bir koloni bakteri kiiltiirlinden alinarak 3 ml Nutrient Broth’a ekim
yapildi 37°C’de 18-24 saat inkiibasyonun ardindan tiipler ti¢ dk 12000 rpmde santrifiij edildi

siipernatant atilarak tortu 1 ml steril deiyonize su ile sulandirildi (~108/ml). Siispansiyon
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vortekslendi, 40 Hz’de 7 dakika sonikatdrde (IsoLab, Tirkiye) tutularak bakteri hiicre
duvarimin pargalanarak DNA’s1 agiga ¢ikarilmis oldu. Siispansiyon 5 dk 12000 rpm de
santrifiij edilerek, {ist sivi her PZR reaksiyonunda 3 ul template DNA olarak kullanildu.

Ekstraksiyonu yapilan genomik DNA’lar miktar tayinleri ve saflik kontrolleri igin
nanodrop cihazi ile 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslart hesaplandi. OD260/0D280
oraninin 1,6-2,0 arasinda olmast DNA’nin saf oldugunu gosterdi. OD260/0D280 orani Bu
araliktan asagida olmast RNA kontaminasyonu ve yukarida olmasi ise protein

kontaminasyonu oldugunu gostermektedir (Turner ve ark, 2004).

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Izolatlarin calisma materyali olarak kullamlabilmesi igin &ncelikle E. coli olup
olmadiklari molekiiler olarak internal kontrol olarak spesifik primerler (trpA) kullanilarak
gergeklestirilen PZR ile dogrulandi. Hem fenotipik hem de genotipik olarak E. coli olduklari
dogrulanan izolatlar ¢alisma materyal olarak kullanildi. Patotiplendirme amaci ile dncelikle

virtilans gen profilleri ve sonrasinda filotiplendirme amaci ile hedef genler PZR ile incelendi.

Tiim PZR reaksiyonlarinda mastermiks 25 pl toplam hacimde, 5x master miks enzimi
tampon ¢ozeltisi igin son konsantrasyon 1x, 10 pmol/ul konsantrasyonda her bir primer igin
icin son konsantrasyon 0,4 pmol, DNA son konsantrasyon 50 ng/ul olacak sekilde
gergeklestirildi. Kullanilan malzemeler, konsatrasyonlari ve kullanilan miktarlart Tablo 3’de

belirtilmistir.

Tablo 3. Mastermiksin hazirlanma oranlar.

Malzeme (Konsantrasyon)

Istenen Son Konsantrasyon

1 6rnek (ul)

Buffer (5x)

1X

5

Primer-F (10 pmol) 0,4 pmol 1
Primer-R (10 pmol) 0,4 pmol 1
DNA 50 ng/ul 3
dH20 Son miktara tamamlanir 15
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Mastermiksler hazirlandiktan sonra PZR tiipleri, 6rnek adedi kadar numaralandirildi ve
her 6rnek ic¢in 22 pl master miks konuldu. Daha sonra, ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 3’er
ul ilave edildi ve tiiplerin agizlar1 sikica kapatildiktan sonra sonra termal dongiileme
cihazlarina yiiklendi ve cihaz programlandi. DNA amplifikasyonu i¢in cihaz 95°C’de 5 dk 6n
denatiirasyonu takiben; 30 siklus 95°C’de 30 sn denatiirasyon, 55°C (stx1, stx2, eaeA, bfp, I,
st, ial) ve 56°C (chuA, yjaA, TspE4AC2, ArpA trpA) 30 sn baglanma,72°C 60 sn uzama ve 72
°C’de 10 dk son uzama ile gergeklestirildi.

3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi igin SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) siirim 23.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) paket programi kullanildi. Frekans
verilerini karsilagtirmak i¢in Pearson Ki-kare (y2) testi (Fisher Kesin y2 Testi) kullanildi. y2
testi kullanilarak 6rnek alinana kopeklerin klinik durumu (ishal veya saglikli) ile E. coli
izolatlarimin antibiyotiklere direng durumlari, ¢oklu antibiyotik diren¢ durumlari, patotipleri
ve filotipleri arasindaki iliski incelendi. Sonuglar %95°1ik giiven araliginda, p<0,05 olan

ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri Izolasyon ve Identifikasyon

Bu ¢alisma siirecinde toplam 80 kopekten (40 klinik vaka (ishal olan) ile 40 kontrol
ornegi (ishal olmayan)) rektal siiriintii 6rnegi alindi. EMB agarlarda metalik yesil refle veren,
MacConkey agarda laktoz fermentasyonu pozitif olan 55 (%68,7; 55/80) kopege ait (29 ishal
(%72,5; 29/40); 26 kontrol (65,0; 26/40)) orneklerden E. coli siipheli koloniler elde edildi.
Ishal olan ve kontrol grubunda bulunan kopek orneklerinden 100’er koloni olmak iizere
toplamda 200 izolat pasajlandi. izolatlarinin identifikasyonlar: fenotipik olarak BD Phoenix

100 otomatik mikrobiyoloji sistemi ile yapilarak ve genotipik olarak da PZR ile dogrulandi.

Resim 2. a. EMB agarda karakteristik yesil metalik parlaklik gosteren ve b. MacConkey

agar’da laktoz fermentasyonu pozitif E. coli izolatlar.

E. coli olarak izole ve identifiye edilen izolatlarin 6nce patotipleri PZR ile
belirlendikten sonra; patotipleri tespit edilen izolatlarin sirasi ile filotipleri incelendi ve

antibiyotik duyarlilik testleri yapildi.

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

4.2.1. Patotiplendirme

Tim E. coli izolatlariin patotiplendirme amaci ile hedef viriilans genlerinin varligi
PZR ile incelendi. Sonuglar, ishalli kopeklerden elde edilen izolatlarin ise %47,0’sinin
(47/100) saglikli kopeklerden elde edilen izolatlarin %8,0'inin (8/100) en az bir ishal ile
iliskili gen tasidigini gosterdi.
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Toplam 55 izolattan %60,0’si (33/55) yalnizca bir geni (stx1, stx2, eaeA, st, It, ial)
amplifiye ederken, %40,0'si (22/55) viriilans gen kombinasyonuna sahipti (Stx1+stx2,
stxl+eaeA, stx2+eaeA, eaeA+bfpA, st+lt) (Tablo 6, Resim 3).

Ishal olan képeklerin %51,0%i (24/47) EHEC, %34,0%ii (16/47) EPEC, 10,6°s1 (5/47)
ETEC, 4,31 (2/47) EIEC olarak tespit edilirken; saglikli kdpeklerin ise %25,0’1 (2/8) EHEC,
%37,5°1 (3/8) EPEC, 25,0’si (2/8) ETEC, 12,5’i (1/8) EIEC olarak tespit edildi. Tim
izolatlarin %47,2’si (26/55) EHEC, %34,5°1 (19/55) EPEC, %12,8 (7/55) ETEC, %5,5 (3/55)
EIEC olarak tespit edildi.

Tablo 4. ishal ve saglikli kopeklerden elde edilen E. coli izolatlarmin patotipleri.

Klinik Durum Toplam (n=55)
Viriilans Gen/Patotip Ishal (n=47) (%) Saghkh (n=8) (%) (%)

EHEC 24 (51,0) 2 (25,0 26 (47,2)
stx1 3(6,4) 0(0,0) 3(5,5)

stx2 5 (10,6) 1(12,5) 6 (10,9)
Stx1+stx2 3(6,4) 0 (0,0) 3(5,5)
stx1+eaeA 5(10,6) 1(12,5) 6 (10,9)
stx2+eaeA 7 (14,5) 0(0,0) 7(12,7)
stx1+stx2+eaeA 1(2,1) 0 (0,0) 1(1,8)
EPEC 16 (34,0) 3(37,5) 19 (34,5)
Atipik EPEC (eaeA) 12 (25,5) 3(37,5) 15 (27,3)
Tipik EPEC (eaeA+bfpA) 4(8,5) 0(0,0) 4(7,2)
ETEC 5(10,6) 2(25,0) 7(12,8)

st 1(2,1) 2 (25,0) 3(5,5)

It 3(6.4) 0(0,0) 3(5,5)

st+t 1(2,1) 0(0,0) 1(1,8)
EIEC 2 (43) 1(12,5) 3(5,5)

ial 2 (4,3) 1(12,5) 3(5,5)
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Y R . e T st S R O R B e D el 1 S B Y

stx]1 150 bp  bfpA 300 bp st 190 ial 650 bp
stx2 255bp  eaeA 384 bp it 450
eaeA 384 bp

EHEC EPEC ETEC EIEC

Resim 3. Patotip ile iliskili viriilans gen PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi. 1. stx1 (150
bp), 2. stx2 (255 bp) 3. stx1+ stx2 (150 bp, 255 bp) 4. stx1+eaeA (150 bp, 384 bp) 5. stx2+
eaeA 2 (255 bp, 384 bp) 6. stx1+ stx2+eaeA (150 bp, 255 bp, 384 bp) 7. Pozitif Kontrol
EHEC (E. coli ATCC 35150) 8. eaeA (384 bp) 9. bfpA+eaeA (300 bp, 384 bp) 10. st (190
bp) 11. It (450 bp) 12. st+lt (190, 450 bp) 13. Pozitif Kontrol ETEC (E. coli ATCC 35401) 14.
ial (650 bp) 15. Pozitif Kontrol EIEC (E. coli ATCC 43890) (ial) NC: Negatif Kontrol
(DNA’s1z master miks) M: 100 bp DNA Ladder (Fermentas).

4.2.2. Filotiplendirme

Patotipleri tespit edilen E. coli izolatlarinin filotiplendirme amaci ile hedef genlerinin

varligi PZR ile incelendi.

Ishal olan kopeklerden elde edilen izolatlarin %10,6’si (5/47) filotip B1, %27,8’i
(13/47) filotip B2, %21,3’1 (10/47) filotip C ve filogrup D, %8,5’1 (4/47) filotip E, %4,3’1
(2/47) filogrup F olarak tespit edilirken; saglikli kopeklerden elde edilen izolatlarin
%12,5'inin (1/8) filogrup A, filogrup D ve filogrup E, %25,0’inin (2/8) filogrup B, %37,5’inin
(3/8) filogrup C oldugu saptandi. Ishalli kopeklerden elde edilen izolatlarin %6,4’iiniin (3/47)
filotipleri tespit edilemedi. Tim izolatlarin ise %1,8’1i (1/55) filogrup A, %12,7’si (7/55)
filogrup B1, %23,7’si (13/55) filogrup B2 ve filogrup C, %20,0’si (11/55) filogrup D, %9,0’u
(5/55) filogrup E, %3,6’s1 (2/55) filogrup F olarak tespit edilirken; izolatlarin %5,5’inin

(3/55) filotipi mevcut primerler ile saptanamadi (Tablo 5, Resim 4).
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Tablo 5. Ishal ve saglikli kdpeklerden elde edilen E. coli izolatlarinin filotipleri.

Klinik Durum Toplam
Filogrup Ishal (n=47) (%) | Saghkh (n=8) (%) (n=55)(%)
A 0(0,0) 1(12,5) 1(1,8)
B1 5 (10,6) 2 (25,0 7 (12,7)
B2 13 (27,6) 0(0,0) 13 (23,7)
C 10 (21,3) 3(37,5) 13 (23,7)
D 10 (21,3) 1(12,5) 11 (20,0)
E 4 (8,5) 1(12,5) 5(9,0)
F 2(4,3) 0 (0,0) 2 (3,6)
E 3(6,4) 0 (0,0 3(5,5)

?: MLST yapilmasi gereken filotipi belirlenemeyen izolat sayisi.

e T i S s A N Rl i )

M A Bl B2 B2 B2 F A/CDE& NC M2

P 400 bp (arpA)
00 bp

288 bp (chuA)

200 bp

152 bp(TspE4.C2)
100 bp

Resim 4. A. Yeni Clermont filotipleme yontemi ile dortlii PZR profilleri. 1. Grup A (———+
+), 2. Grup Bl (+ ——++), 3. Grup B2 (— + +—+) 4. Grup B2 (+ =+ + +) 5. Grup B2 (+ + +
—+), 6. Grup F (——+—+) 7. Grup A/C (—+—++), 8. Grup D/E (- — + + +), 9. Bilinmeyen
Grup (+ + + + +) (152 bp, 211 bp, 288 bp, 400 bp, 489 bp), NC: DNAsiz master miks M:
Marker (100 bp, Fermentas). B. 1. Grup C (219 bp) 2. Grup E (301 bp) NC: DNAsiz master
miks M: Marker (100 bp, Fermentas).

Clermont'un filogenetik yontemine gore ishalli kdpeklerde en ¢ok goriilen filotip B2
(%27,6; 13/47) olurken; saglikli baskin filogenetik grup C (%37,5; 3/8); tiim izolatlar da ise
flogrup B2 ve filogrup C (%23,7; 13/55) olarak tespit edildi (Tablo 5).

Ishalli ve saglikli kdpeklerden elde edilen E. coli izolatlarmin tasidiklar: viriilans genleri

ve filotipleri Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 6. E. coli izolatlarinin tasidiklari viriilans genleri ve filotipleri.

Klinik Durum Toplam
Ishal (n=47) Saghikl (n=8) (n=55)
Viriilans Gen Al(BL|/B2|C | D|EF|? A|B1L|B2|C|D|E|F]|?
stx1 il ] 3
stx2 2 3 1 6
Stx1+stx2 3 3
stxl+eaeA 2 3 1 6
stx2+eaeA 5 2 7
stx1+stx2+eaeA 1 il
Atipik EPEC (eaeA) 6 21212 3 15
Tipik EPEC (eaeA+bfpA) 4 4
st 1 1 1 3
It 2 il B
st+lt i il
ial 2 1 3
Toplam 0| 5 (13|10|10(14|2|3]|1 2 0 311(1]0]0 55

?: MLST yapilmasi gereken filotipi belirlenemeyen izolat saysi.

4.3. Antibiyotik Duyarhhik Testleri

Bu calismada ishal 40 kopekten elde edilen 47, saglikli 40 kopekten elde edilen 8
olmak iizere, toplamda patotipi belirlenmis olan 55 E. coli izolatinin, on antimikrobiyal aileye
ait 19 antimikrobiyal ilaca karsi antibiyotik direng durumlari otomotize sistem kullanilarak

incelendi (Tablo 7).
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Tablo 7. E. coli izolatlariin antimikrobiyal direngleri.

Antimikrobiyal Aile-

Antibiyotik Ad1 (Kisaltma)

Klinik durum

Ishal (n=47) (%)

Saglikh (n=8) (%)

Toplam
(n=55) (%)

Aminoglikozid

Amikasin 1(2,1) 0 (0,0) 1(1,8)
Gentamisin 25 (53,2) 5 (62,5) 30 (54,5)
Netilmisin 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Karbapenem

Ertapenem 6 (12,8) 0 (0,0) 6 (10,9)
Imipenem 7 (14,9) 0 (0,0) 7(12,7)
Meropenem 1(21) 0 (0,0) 1(1,8)
Cephem

Sefuroksim 30 (63,8) 3(37,5) 33(60,0)
Seftazidim 26 (55,3) 2 (25,0) 28 (50,9)
Seftriakson 28 (59,6) 2 (25,0) 30 (54,5)
Sefepim 27 (57,4) 2 (25,0) 29 (52,7)
Monobaktam

Aztreonam 27 (57,4) 2 (25,0) 29 (52,7)
Penisilin

Ampisilin 42 (89,4) 4 (50,0) 46 (83,6)
Piperasilin 36 (76,6) 4 (50,0) 40 (72,7)
Beta Laktam

Amoksisilin Klavulanat 41 (87,2) 4 (50,0) 45 (81,8)
Piperasilin Tazobaktam 20 (42,6) 1(12,5) 21 (38,2)
Lipopeptid

Kolistin 4 (8,5) 0(0,0) 4(7,3)
Folat

Trimethoprim Sulfamethoksazol 27 (57,4) 3(37,5) 30 (54,4)
Kinolon

Siprofloksasin 25 (53,2) 1(12,5) 26 (47,3)
Tetrasiklin

Tigesiklin 41 (87,2) 4 (50,0) 45 (81,8)

43




E. coli izolatlar1 bazi antibiyotiklere diisik (%1,8-%12,7) (amikasin, imipenem,

ertapenem, meropenem, Kkolistin), bazi antibiyotiklere orta (%38,2, %47,3) (piperasilin

tazobaktam, siprofloksasin) ve bazi antibiyotiklere ise yiiksek (%50,9-%%83,6) (gentamisin,

sefuroksim, seftazidim, seftriakson, sefepim, aztreonam, ampisilin, piperasilin, amokisillin

klavulanat, trimethoprim sulfamethoksazol tigesiklin) diizeylerde direngli idi. Izolatlarin hepsi

netilmisin duyarl idi (Tablo 7, Sekil 1).

100.0

%

90.0

80,0

70,0

600

500

400

300

200

100

0.0 -

Sekil 1. Ishal ve saglikli képeklerden elde edilen E. coli izolatlarinin antibiyotiklere direglilik

durumlari.

4.3.1. Coklu Antibiyotik Direnci

Ishal kopeklerden elde edilen E. coli izolatlarin %83.0 (39/47), saglikli gériiniimlii
kopeklerin  %50,0’si (4/8), tim izolatlarin ise %78.2 (43/55) MDRne sahip idi. Tim
izolatlarm 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 ve 1 antimikrobiyal aileye diren¢ oranmi sirasi ile %5,4
(3/55), %12,7 (7/55), %21,8 (12/55), %3,6 (2/55), %5,4 (3/55), %7,3 (4/55), %1,8 (1/55),

%20,0 (11/55), %14,5 (9/55) ve %5,4 (3/55) olarak belirlendi. (Tablo 8, Sekil 2).
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Tablo 8. ishal ve saglikli képeklerden elde edilen E. coli izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direng

durumlari.

Direncli antimikrobiyal aile sayisi Ishal (n=47)(%) Saghkli (n=8) Toplam (n=55) MDR
1 2(4,3) 1(12,5) 3,4 12
2 6 (12,8) 3(37,5) 9 (14,5 (21,8)
3 10 (21,3) 1(20,0) 11 (20,0)
4 1(2,1) 0(0,0) 1(1,8) 43
5 2(4,3) 2 (20,0) 4(7,3) (78,2)
6 2(4,3) 1(12,5) 3,4
7 2(4,3) 0(0,0) 2 (3,6)
8 12 (25,5) 0 (0,0) 12 (21,8)
9 7(14,9) 0(0,0) 7(12,7)
10 3(6,4) 0 (0,0) 354
% 100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
s 50,0 ishal (n=47)
40,0 | Sagllk]] (Il:8)

Direngli

antibikrobiyal

30,0
20,0 -
= N 0 I I
0,0 ; ; ; ; . ;
1 2 3 4 5 6 7

8

9

1 aile
10 sayist

Sekil 2. ishal ve saglikli kdpeklerden elde edilen E. coli izolatlarnin MDR

4. 4. Istatistiksel Degerlendirme

durumlarinin dagilimi.

Materyal alinan kopeklerin klinik durumu ile E. coli izolatlarinin antibiyotiklere karsi

diren¢ durumlar arasindaki iligki Tablo 9’da gosterilmistir.
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Tablo 9. Klinik durum ile izolatlarin antibiyotiklere direng durumlari arasindaki iligki.

Antibiyotik ‘ Klinik Durum %2 P
Ishal (n=47) Saghkli (n=8)

Amikasin, Meropenem R+ 1 0 0,170 1
Amikasin, Meropenem R- 46 8
Gentamisin R+ 25 5 0,235 0,715
Gentamisin R- 22 3
Ertapenem R+ 6 0 1,125 0,577
Ertapenem R- 41 8
Imipenem R+ 7 0 1,340 0,577
Imipenem R- 40 8
Sefuroksim R+ 30 3 1,939 0,244
Sefuroksim R- 17 5
Seftazidim R+ 26 2 2,469 0,143
Seftazidim R- 21 6
Seftriakson R+ 28 2 3,236 0,123
Seftriakson R- 19 6
Sefepim Aztreonam R+ 27 2 2,835 0,131
Sefepim Aztreonam R- 20 6
Ampisilin R+ 42 4 7,599 0,019*
Ampisilin R- 5 4
Piperasilin R+ 36 4 2,394 0,193
Piperasilin R- 11 4
AmoksisilinKlavulanat, Tigesiklin R+ 41 4 6,255 0,029*
AmoksisilinKlavulanat, Tigesiklin R- 6 4
Piperasilin Tazobaktam R+ 20 1 2,568 0,136
Piperasilin Tazobaktam R- 27 7
Kolistin R+ 4 0 0,721 1
Kolistin R- 43 8
Trimethoprim Sulfamethoksazol R+ 27 3 1,077 0,446
Trimethoprim Sulfamethoksazol R- 20 5
Siprofloksasin R+ 25 1 4,459 0,054*
Siprofloksasin R- 22 7
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Kopeklerin klinik durumu ile ampisilin (p=0,019), amoksisilin klavulonat (p=0,029),
siprofloksasin (p=0,054) ve tigesiklin (p=0,019) direnci arasinda anlaml1 bir istatistiksel iliski
tespit edilmistir (p<0,05) (Tablo 9).

Materyal alinan kopeklerin klinik durumu ile E. coli izolatlarinin ¢oklu antibiyotik

diren¢ durumlari arasindaki iliski Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Klinik durum ile izolatlarin ¢oklu antibiyotik diren¢ durumlari arasindaki iliski.

Klinik Durum %2 P
Antibiyotik Diren¢ Fenotipi Ishal (n=47) Saghkh (n=8)
MDR+ 39 4 4,280 0,059
MDR- 8 4

Kopeklerin klinik durumu ile ¢oklu antibiyotik diren¢ durumlar arasinda anlamli bir

istatistiksel iliski tespit edilememistir (Tablo 10).

Materyal alinan kopeklerin klinik durumu ile E. coli izolatlarinin patotipleri

arasindaki iligki Tablo 11°de gosterilmistir

Tablo 11. Klinik durum ile izolatlarin patotipleri arasindaki iliski.

Klinik Durum 12 P
Patotip Ishal (n=47) Saghkh (n=8
EHEC+ 24 2 1,829 0,257
EHEC- 23 6
EPEC+ 16 3 0,035 1
EPEC- 31 5
ETEC+ 5 2 1,246 0,267
ETEC- 42 6
EIEC+ 2 1 0,885 0,382
EIEC- 45 7

Kopeklerin klinik durumu ile E. coli izolatlarinin patotipleri arasinda anlamli bir

istatistiksel iliski tespit edilememistir (Tablo 11).
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Materyal alinan kopeklerin klinik durumu ile E. coli izolatlarinin filotipleri arasindaki

iligki Tablo 12’de gosterilmistir

Tablo 12. Klinik durum ile izolatlarin filotipleri arasindaki iliski.

Klinik Durum x2 P
Filotip | Ishal n=47) | Saghkh (n=8)
A+ 0 1 5875 | 0,145
A- 47 7
B1+ 5 2 1,246 | 0,267
B1- 42 6
B2+ 13 0 2,845 | 0,176
B2- 34 8
C+ 10 3 0,979 | 0,376
C- 37 5
D+ 10 1 0,323 1
D- 37 7
E+ 4 1 0,129 | 0,559
E- 43 7
F+ 2 0 0,347 1
F- 45 8

Kopeklerin klinik durumu ile E. coli izolatlarmin filotipleri arasinda anlamli bir

istatistiksel iliski tespit edilememistir (Tablo 12).
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5. TARTISMA

Evcil hayvanlar, hayatimizin énemli bir pargasidir ve insanlarla sik sik yakin temas
halindedirler. Bu yakin temas sonucunda pet hayvanlarindan insanlara ishal etkeni olan E. coli
patotiplerini bulasabilecegi bilinmektedir (Younis ve digerleri, 2015). Bu nedenle, evcil
hayvanlarimizin sagligi hem kendi sagligimiz hem de halk saglig: icin kritik 6neme sahiptir.
Bu calismada, ishal olan ve saglikli goriiniimlii yavru kopeklerden elde edilen E. coli
izolatlarinda DEC patotipleri ile iligkilendirilen viriilans faktorlerinin sikligin1 belirledik.
Daha sonra izolatlarin genetik kokenlerini ve ozelliklerini daha iyi anlayabilmek igin
filotiplendirme ¢aligmalar1 yaptik. Son olarak da patotip ve filotiplerini tespit ettigimiz
izolatlarimizin hem beseri hem de veteriner hekimlikte siklikla kullanilan antibiyotiklere karsi
diren¢ durumlarin1 belirlememeye calistik. Bu baglamda, evcil hayvanlardan kaynaklanan
DEC patotiplerini, filogruplart ve antibiyotik direng profillerini inceleyerek, hem evcil
hayvanlarimizin hem de insanlarin sagligi i¢in potansiyel riskleri daha iyi anlamayi
hedefledik.

Ishal olan kdpeklerdeki E. coli yaygmligi calismalara gore degiskenlik gostermektedir.
Son yillarda yapilan galismalarda, ishal belirtileri gosteren kopeklerden elde edilen E. coli
izolasyon oran1 Misir’da %67,7 (Zarea ve digerleri, 2020), Nijerya’da %73,5 (Mustapha ve
digerleri, 2021) olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada E. coli ise izolasyon orani diger
calismalara benzer sekilde yliksek oranlarda (%72,5) saptanmistir. Bu ¢alismada 6rnek alinan
kopekler 1-6 aylik yas grubunda olan yavru kopeklerdi. Bu durum o6zellikle geng yastaki
ishalli kopeklerde E. coli izolasyonun yiiksek goriildiigiinii bildiren ¢alismalara uyumludur
(Zarea ve digerleri, 2020). Yapilan ¢alismalardaki izolasyon oranlari arasindaki farkliliklar
ornek se¢imi, kullanilan izolasyon yontemleri, 6rnek alinan hayvanlarin yaslari, cografi

faktorler ve popiilasyon farkliliklar gibi bir dizi faktoriin birlesimi sonucunda olabilir.

Bakterilerdeki antimikrobiyal direng, antibiyotiklerin kesfedilmesinden bu yana siirekli
evrim gecirmektedir. Bakteriyel direnci artiran birgok faktdr bulunmaktadir, bunlar arasinda
antibiyotiklerin profilaktik veya yanlis kullanimi, hayvanlardan insanlara (veya tam tersi)
gecen direngli bakterilerin yayilmasi yer almaktadir (Grave ve Tanem, 2006). Bununla birlikte
yerel antibiyotik kullanimi, hayvan popiilasyonu ve cevresel faktorler goz oniine alindiginda,

farkl1 bolgelerde ve farkli zamanlarda farkli direng desenleri gézlemlenebilir. Bu da 6zellikle
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farkli iilkelerde hatta ayni iilke igerisinde farkli bolgelerde yapilan g¢alismalarda, farkli
antibiyotik diren¢ durumlarmin ortaya ¢ikmasimin en Onemli nedenlerinden birisidir. Bu
nedenlerden dolay1 sonuglarimiz, amikasine yiiksek duyarlilik agisindan Misir’da (Younis ve
digerleri, 2015; Zarea ve digerleri, 2020) yapilan g¢alisma bulgular1 ile uyumlu olmakla
birlikte diger antibiyotiklere direng durumlar1 agisindan oransal farkliliklar gostermektedir.
(Younis ve digerleri, 2015; Vega Manriquez ve digerleri, 2020; Zarea ve digerleri, 2020).

Calismamizda antimikrobiyal duyarlilik testi sonuglari hem saglikli hem de ishal
kopeklerden elde edilen izolatlarin B-laktamlara, aminoglikozidlere, tetrasislinlere ve folat
inhibitorlerine karsi direngli oldugunu gostermistir. Bu, diinya genelinde kopeklerden izole
edilen bakterilerde antinikrobiyal diren¢ konusunda yapilan birgok calisma sonuglari ile
uyumludur (Younis ve digerleri, 2015; Mustapha ve digerleri, 2021; Karahutova ve digerleri,
2021).

Kopeklerden elde edilen E. coli izolatlarimizda gentamisin, sefuroksim, seftazidim,
seftriakson, sefepim, aztreonam, ampisilin, piperasilin, amokisillin klavulanat, trimethoprim
sulfamethoksazol tigesikline yiiksek diizeyde direng saptanmustir. Seftazidim, seftriakson,
aztreonam, tigesiklin, piperasilin insanlarda cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
onemli ilaglardir. Kopeklerde bu antibiyotiklere kars1 direng gelismesi, kopeklerle insanlar
arasinda enfeksiyonlarin yayillma riskini olmasi agisindan (Younis ve digerleri, 2015)
onemlidir. Bu nedenle, evcil hayvanlarla temas eden kisilerin enfeksiyon riskini azaltmak i¢in

dikkatli olmalar1 6nemlidir.

Benzer sekilde E. coli izolatlarimizda yine beseri hekimlikte kullanilan imipenem,
ertapenem, meropenem, Kkolistine diisiik (%1,8-%12,0), piperasilin tazobaktama ise orta
diizeyde (%38,2) direng saptanmistir. Bu antibiyotiklerin veteriner hekimlikte kullanilmamasi,
veteriner pratiginde bu ilaglarla tedavi edilen bakterilere karsi direng gelisme olasiligini
diistirmiis olabilir. Ancak bu ilaglara kars1 direng, insanlarda ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilecek onemli secenekleri simirlayabilir. Ozellikle meropenem gibi karbapenem
antibiyotikleri, insanlarda ¢ok direngli bakterilere karsi son ¢are olarak kullanilir. Bu
antibiyotiklere kars1 direngli bakterilerin evcil kopeklerde bulunmasi, kopek sahiplerinin bu
bakterilerle temas etmeleri ve bu bakterilerin insanlara gegme potansiyelleri oldugundan halk

saglhigin etkileyebilir.

Calismamizda, ornek alinan kopeklerde tigesiklin hi¢ kullanilmamis olmasina ragmen,

yiiksek diizeylerde (%81,8) diren¢ saptandi. Bu durumun iki muhtemel sebebi olabilir.
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Bunlardan birincisi bu bakterilerin temas ettigi ¢evreden veya baska bir kaynaktan tigesiklin
diren¢ genini kazanmalar1 olabilir. ikincisi ise tetrasikline direngli bakterilerde ribozomal
hedeflerde veya tasima sistemlerinde meydana gelen degisiklikler, tigesiklin direncini de
tetikleyebilme ihtimalidir. Ciinkii materyal alinan isletmelerde tetrasiklin yaygin olarak
kullanilan bir antibiyotik idi. Tetrasiklin ve tigesiklin, ayn1 etki mekanizmasina sahiptir ve
ayn1 ribozomal hedeflere baglanarak bakteri hiicrelerinin protein sentezini engeller. Bu
nedenle tetrasiklin antibiyotigi tigesiklin direncinin gelisimine katkida bulunmus olabilir
(Yaghoubi ve digerleri, 2022). Diren¢ genleri, plazmidler veya diger genetik elemanlar
araciligiyla transfer edilebilir. Direng genlerinin varlig1 ve aktarimi, farkli antibiyotiklere karsi
direncin yayilmasina katkida bulunabilir (Yaghoubi ve digerleri, 2022). Bu durumu daha iyi

anlamak i¢in yapilabilecek ileri arastirmalar ve direng mekanizmalarinin analizi gerekebilir.

Calismamizin dikkat ¢ekici sonuglarindan birisi de izolatlarimizin diisiik diizeylerde de
olsa (%7,3) kolisitine direng gelistirmis olmasi idi. E. coli'deki kolistin direncinin
kromozomal genlerdeki mutasyonlardan veya plazmit aracili mcr genlerinin varlifindan
kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (Li ve digerleri, 2022). Su anki bilgilerimize gore
Tirkiye’de ishalli kopeklerden elde edilen E. coli izolatlarinda kolistin direnci
bildirilmemistir. Kolistin, insanlarda ve hayvanlarda ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde son
care olarak kullanilan bir antibiyotiktir. Bu nedenle kolistin direnci, hem veteriner hem de

insan saglig1 agisindan ciddi bir endise kaynagi olmalidir.

Benzer sekilde calismamizda, yine beseri hekimlikte enfeksiyonlarin tedavisi a¢isindan
onemli olan karbapenem grubu antibiyotiklere, diisiik diizeylerde de olsa (%1,8-%12,7) direng
saptadik. Karbapenemlere diisiik diizeylerde diren¢ gelisimi bakteriler arasi gen transferi
yoluyla olusabilecegi diisiiniilebilir. Bu durum, bakterilerin ¢evresel kosullara uyum saglama
yeteneginin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. Ayrica, antibiyotik kullaniminin yaygin oldugu
alanlarda, karbapenem direnci gelistiren bakterilerin ¢evrede bulunma olasilig1 daha yiiksek
olabilir. Bu nedenle, bu tiir diren¢ olusumlarini izlemek ve kontrol altina almak,
antibiyotiklerin etkili bir sekilde kullanilmasin1i ve antibiyotik direncinin yayilmasin

onlemeyi amaglayan dnemli bir saglik hedefi olabilir.

Bu c¢alisgmada kopeklerin klinik durumu ile ampisilin, amoksisilin Kklavulanat,
siprofloksasin ve tigesiklin direnci arasinda anlamli bir istatistiksel iliski tespit edildi. Bu
sonug antibiyotiklere karsi direng gelistirme olasiliginin kopeklerin ishal durumu ile iligkili
oldugunu gostermektedir. (Tablo 9). Bu bulgu klinik a¢idan 6nemli birka¢ noktayr isaret

edebilir: Ornegin; kopeklerde ishal vakalarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin
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bazilarinda direng gelisimi, tedavi segeneklerini sinirlayabilir. Zaman igerisinde ampisilin,
amoksisilin  klavulanat, siprofloksasin gibi antibiyotikler etkisiz hale gelebilir. Bu,
veterinerlerin tedavi seceneklerini yeniden degerlendirmeleri gerekebilecegi anlamina
gelebilir. Veteriner hekimler, kdpeklerin tedavisinde uygun antibiyotikleri segerken bu direng
profillerini gbz dniinde bulundurmalidir. Bununla birlite, E. coli izolatlarinin kazanmis oldugu
antibiyotik direnci sadece hayvan sagligi agisindan degil, ayn1 zamanda insan sagligi
acisindan da endise kaynagidir. Kopeklerde goriilen antibiyotik direnci, insanlara temas,
kontamine gida tliketilmesi vs yollarlla gecebilir. Bu nedenle Bu nedenle, kopeklerin
digkilarinin hijyenik bir sekilde insanlarin yasadiklari ortamlardan uzaklastirilmas: ve ev
ortamina bulas riskinin ortadan kaldirilmast kopeklerle temas halinde olan kisiler igin
onemlidir. Dolayisiyla, bu direncin izlenmesi ve kontrol altina alinmasi, genel halk saglig

acisindan 6nemlidir.

Coklu antibiyotik direnci, li¢ veya daha fazla antibiyotik sinifinda en az bir antibiyotige
direngli olma durumunu ifade eder (Magiorakos ve digerleri, 2012). Bu ¢alismada,
izolatlarimizin MDR oranlar1 Nijerya (Mustapha ve digerleri, 2021) ve Misir’da (Younis ve
digerleri, 2015) yapilan g¢aligmalarda bildirilen oranlar kadar yiiksek oranlarda (%100,0)
olmasa bile, yiiksek denebilecek bir oranda (%78,2) saptanmustir. Ishal olan képeklerde ¢oklu
antibiyotik direncinin yiiksek olmasi, bu kopeklerin tedavisini zorlastirabilir. Cilinkii ¢oklu
dirence sahip bakterilere kars1 kullanilabilecek etkili antibiyotiklerin secenegi sinirlidir. Bu
nedenle, tedavi secenekleri daha iyi degerlendirilmeli ve antibiyotikler sadece gerektigi

durumlarda kullanilmalidir.

Bu calismada kopeklerin klinik durumu ile ¢oklu antibiyotik diren¢ durumlar arasinda
anlaml bir istatistiksel iliski tespit edilmedi. ishalin nedenleri ¢ok ¢esitli olabilir ve sadece
bakteriyel enfeksiyonlara degil, viriisler, parazitler, diyet degisiklikleri ve baska faktorlere de
bagli olabilir. Bu faktérler, direngli suslarm olusumunu ve yayilmasini etkileyebilir. Ishal olan
ve saglikli goriinen kopeklerin yasadigi cevrelerdeki antibiyotik kullanimi aliskanliklart
benzer olabilir. Bu nedenle, ¢oklu antibiyotik direnci kazanma olasiliklar1 arasinda anlamli bir
fark gozlemlenmemis olabilir. Bu tiir bir ¢calismada istatistiksel iligkinin tespit edilememesi,
birden fazla faktoriin etkilesimi, 6rneklem biiyiikliigii ve ¢aligmanin kapsami gibi ¢ok sayida

faktorden kaynaklanabilir.

Halk saglig1 ve gida giivenligi agisindan 6nemli bir endise kaynagi olan enterik E. coli
patotipleri, yiiksek bir patojenik mekanizma ve viriilans faktorii g¢esitliligine sahiptir. Bu

caligmada, EHEC en sik tespit edilen patovardi ve izolatlarin %47,2'ini olusturdu. Bu patovar,
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ishal kopeklerin %51.0'inden saglikli kdpeklerin ise %25,0’inden izole edildi. EHEC
prevalanst goriiniiste saglikli hayvanlardan alinan orneklerde daha disiiktii. Saglikli ev
kopeklerinde daha dnce yapilan calismalarda EHEC prevalansi iran'da %4,08 (Askari ve
digerleri, 2020), Tiirkiye’de ise %5,9 (Sancak ve digerleri, 2004); ishal kopeklerde ise
Brezilya’da %2,7 olarak bildirilmistir (Coura ve digerleri, 2020). Genel olarak, bu ¢alismalar,
ishal olan kopeklerde EHEC yaygmliginin bolgeye gore degisebilecegini ve bazi saglikli
kopeklerde bulunabilecegini gostermektedir. Bizim g¢alismamizda daha yiiksek oranlarda
EHEC prevalansi tespit edilmesi cografi bolge farklilig1 sebebi ile olabilir. Calismamizin
gerceklestirildigi bolge, diger calismalardan farkli bir EHEC yayilimina sahip olabilir. Ayrica,
kullanilan laboratuvar yontemleri, c¢alismalara gore farklilik gosterebilir. Calismanizin
incelendigi kopek popiilasyonu diger calismalardan farklidir. Ornegin, képeklerin yas,

cinsiyet veya 1rk gibi faktorlere gore farkli prevalansa sahip olmasi miimkiindiir

Bu calismada EPEC en sik tespit edilen ikinci patovar idi. EPEC, intimin iretimi ile
karakterize edilir ve varlig1 veya yokluguna gore tipik veya atipik olarak siniflandirilabilir
(Mainil, 2013). Calismamizda, Brezilya’da yapilan ¢alismalara (Pufio-Sarmiento ve digerleri,
2013; Coura ve digerleri, 2018) benzer bir sekilde, atipik EPEC'in tipik EPEC'ten daha
yiiksek bir dagilima sahip oldugunu saptadik. Sonuglarimiz, diger ¢alismalarla uyumlu olup,
EPEC'in kopeklerde 6nemli ishal olusturan patotip oldugunu gostermektedir (Pufio-Sarmiento

ve digerleri, 2013; Coura ve digerleri, 2018).

Bu ¢aligmada ETEC, klinik vakalarda 9%10,6 ve ishalsiz kdpeklerde %25,0 ile en yaygin
goriilen patovar olarak ti¢ilincii sirada yer aldi. Diyareli kopeklerde ETEC yayginligi, yapilan
caligmalara gore degiskenlik gosterir. Sancak ve digerleri (2004), ETEC'in akut ve kronik
ishali olan kopeklerde, saglikli evdeki ve kopek kuliibesindeki kontrol kopeklerine gore daha
yaygin oldugunu bulmustur. Iran’da yapilan bir ¢alismada saglikli kopeklerde ETEC
prevalansi %2,1 olarak bildirilmistir (Askari ve digerleri, 2020).

Izolatlarrmiz arasinda en diisiikk oranda saptanan EIEC hem ishalli (%4.3) hem de
ishalsiz kopeklerde (%12,5) tespit edildi. Yapilan ¢alismalarda Meksika’da hem saglikli hem
de ishal kopeklerde (Vega-Manriquez ve digerleri, 2020), Brezilya’da ise ishalli kopeklerde
(Pufio-Sarmiento ve digerleri, 2013) EIEC tespit edilmedigi bildirilirken; iranda ise saglikli
kopeklerde (%6.1) tespit edilmistir (Askari ve digerleri, 2020).

Bu ¢alismada EPEC, ETEC ve EIEC prevalanslar saglikli olan kopeklerde (%37,5,
%25,0, %12,59) ishal olan kopeklerden (%37,5, %10,6, %4,3) daha yiiksek saptandi. Bu
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durum saghkli  kopeklerin, virlilans gen tasiyicist  olarak  viriilans  genlerini
barindirabileceklerini ancak semptom gdstermeyebileceklerini gdstermektedir. Saglikli
kopeklerde bulunan EPEC/ETEC/EIEC suslari, ishal kopeklerdekinden daha az patojen
olabilir, bu da semptomlar tetiklememis olabilir. Ya da 6rnek alinan saglikli kopeklerin daha
giiclii bir bagisiklik sistemi olabilir, bu da ishal semptomlarini engellemis olabilir. Bu
farkliliklarin birden ¢ok faktoére bagli oldugunu goz onilinde bulundurarak daha fazla 6rnek

kullanilarak arastirma yapilarak bu farkliliklarin kesin nedenlerini agikliga kavusturabilir.

Bu calismada, kopeklerin klinik durumu ile E. coli izolatlarinin patotipleri arasinda
anlamli bir istatistiksel iliski tespit edilmemistir (Tablo 11). E. coli, farkli patotiplere
ayrilabilir ve her bir patotipin farkli enfeksiyonlara yol agma potansiyeli vardir. Ancak, bu
patotipler farkli klinik durumlarla iliskilendirilebilirken, bazen de ayni klinik durumda farkl
patotipler bulunabilir. Bu nedenle, klinik durumla patotip arasindaki iliski karmasik olabilir.
Ishalin birden fazla nedeni olabilir ve her bir neden farkli E. coli patotipleri ile

iligkilendirilebilir. Bu karmasiklik, istatistiksel bir iligkinin tespitini zorlastirabilir.

Clermont filogruplama yontemi, genetik alt yapiya dayal olarak E. coli izolatlarin filo
gruplarina siniflandirmak icin gelistirilmistir. Orijinal yontem izolatlar1 dort filo gruptan
birine (A, Bl, B2 veya D) atamistir (Clermont ve digerleri, 2000), ancak giincellenmis bir
yontem simdi sekiz filo grubunu tanimaktadir (A, B1, B2, C, D, E, F ve klad I) (Clermont ve
digerleri, 2013). Glincellenmis yontem dogru bir sekilde E. coli izolatlarinin %95'ten fazlasini
bir filo gruba atadigini géstermistir (Clermont ve digerleri, 2013). Clermont ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen E. coli filogrup analizinde kommensal gruplar genellikle A ve Bl
filogruplari olarak adlandirilir. Bu filogruplar E. coli'nin kommensal veya dogal olarak insan
ve hayvanlarin bagirsaklarinda bulunan suslarmi igerir. Virulent gruplar ise B2 ve D
filogruplarint icermektedir. Diger filogruplarin patojeniteleri hakkinda ¢ok fazla bilgi
bulunmamaktadir. Filogruplar, E. coli suslarin1 genetik benzerliklerine gore siniflandirmak
icin kullanilir ve bakterinin farkli 6zelliklerini ve enfeksiyon potansiyelini yorumlamada
yardimci olabilir. Ancak bu filogruplar sadece bir siiflandirma yontemidir ve tek basina

patojenite hakkinda tam bir bilgi vermez (Clermont ve digerleri, 2013).

Kopek izolatlar1 arasindaki filogenik gruplarmin dagiliminin, ekstraintestinal,
kommensal ve klinik ornekler agisindan farklilik gosterdigi bilinmektedir. Ekstraintestinal
izolatlar s6z konusu oldugunda, B2 ve D gruplarinin baskin olmasi beklenirken, Gibson ve
arkadaglar1 (2010) B2 grubuna ait hi¢ izolat bulunmadigimi bildirmistir. Bununla birlikte
Maynard ve arkadaslart (2004) ekstraintestinal Orneklerde B2 filogen grubunun %88,0
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sikligini rapor etmistir. Harada ve arkadaslarinin (2012) yaptigi bir calismada kopeklerin diski
suglarinda B2 grubunun yiiksek bir prevalansi gozlenmistir. Davis ve arkadaglar1 (2011),
saglikli kopeklerin rektal bolge dahil olmak iizere farkli anatomik bdlgelerinden izole ettikleri

suslarda B2 ve D grubunun baskin oldugunu da gézlemlemislerdir.

Bu c¢alismada filo gruplart analizi, kommensal filotipler olan A ve B1’in saglikli
kopeklerden elde edilen E. coli izolatlarinin %37,5'sini (3/8); ishalli kopeklerden elde edilen
izolatlarin ise %10,6’sm1 (5/47); virulent B2 ve D filogruplarinin ise saglikli kopeklerde
%12,5 (1/8) ve ishal kopeklerde %48,9 (23/47) olusturdugunu gosterdi. Meksika’da yapilan
calismada da E. coli izolatlar1 filogrup karakterizasyonuna dayanarak analiz edildiginde,
saglikli kopeklerde kommensal filogruplar A ve B1 %57,0 ile virulent filogruplar olan B2 ve
D %43,0; diyareli kopeklerde ise kommensal filogruplar %31,0 ve virulent filogruplar %69,0
oraninda saptandi (Vega-Manriquez ve digerleri, 2020). Bu bulgular goriiniiste saglikli
kopeklerin hem kommensal hem de virulent suslarla kolonize olabildigini gostermektedir.
Meksika’da yapilan galismaya benzer bir sekilde, bu ¢alismada da, evcil kopeklerin virulent
E. coli filogruplarinin rezervuari oldugunu; sahiplerine veya dolayli temasta olan insanlara

potansiyel olarak bu etkenleri bulastirabilecekleri diistintilebilir (Arais ve digerleri, 2018).

Ornek alman képeklerin klinik durumu ile E. coli izolatlarinin filotipleri arasinda
anlamli istatistiksel farkliliklar gézlenmedi (Tablo 11). E. coli, her biri farkli 6zelliklere sahip
sekiz filotipe ayrilmaktadir. Bu filotipler farkli klinik durumlarla iligkilendirilebilirken, bazen
ayn1 klinik durumda farkl filotipler bulunabilir. Bu nedenle, klinik durumla filotip arasindaki
iliski karmasik olabilir. Ishal, bircok farkli nedenle ortaya cikabilir. Bazen bakteriyel
nedenlerle gelisirken bazen viriisler, parazitler, diyet degisiklikleri veya diger faktorler
nedeniyle de goriilebilir. Bu faktorler, klinik durumu etkileyebilir ve bu da filotiplerle iliskiyi
belirlemeyi zorlastirabilir. Benzer sekilde ornek sayilari, istatistiksel analizin sonuglarini
etkileyebilir. Ishal olan kopekler grubunun ¢ok daha biiyiikk olmasi, analizin dengesiz
olmasina ve istatistiksel olarak anlamli bir iligki belirlemenin zorlagsmasina sebep olmus

olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Filogrup ve patotiplendirme sonuglari, elde edilen E. coli izolatlarmin genetik
ozelliklerini ve patojenik potansiyellerini degerlendirmek i¢in 6nemli bir bilgi kaynagidir.
Filogruplar, izolatlarin genetik kokenini ve iliskilerini anlamamiza yardimci olurken,
patotiplendirme ise izolatlarin potansiyel hastalik yapma yeteneklerini belirlememize
yardimct olur. Bu bilgiler, E. coli enfeksiyonlarinin yayilma riskini degerlendirmek ve uygun
tedavi stratejileri gelistirmek i¢in 6nemlidir. Bu ¢aligmada, ishal ve saglikli kopeklerden elde
edilen E. coli izolatlarinin patotipik, filogenetik ve antibiyotik direng 6zelliklerini incelenmis

ve elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

Bu c¢alismada molekiiler tekniklerin benimsenmesi, farkli E. coli patotiplerini ve
filotiplerini daha hizli tespit ve tanimlama olanagi saglamistir. Bu nedenle, siipheli E. coli
enfeksiyonlar1 olan hastalar i¢in uygun tedavileri belirleme ve salginlarin kontrolii i¢in kritik

bilgiler sunmaktadir.

Patotip analizi, ishal kopeklerde beklenen sekilde diyarejenik E. coli patotiplerini tespit
etmistir. Ancak, bu c¢alismada dikkat ¢eken bir nokta, saglikli kopeklerin diskilarinda da
diyarejenik E. coli patotiplerine ait viriilans genlerinin bulunmasidir. Bu, saglikli goriinimlii
kopeklerin de insanlara veya diger hayvanlara bulasabilecek patojen E. coli suslarini tagima
potansiyeline sahip oldugunu gosterir. Bu durum, insan veya diger hayvanlar i¢in enfeksiyon
riskini artirabilir ve ciddi saglik sorunlarina yol acabilir. Bu nedenle, veterinerler ve saglik
otoriteleri, kopeklerde bu tiir patojenlerin varligini izlemeli ve gerekli onlemleri almalidir,
bdylece enfeksiyonlarin yayilmasini onleyebilirler. Kopek sahipleri, kopeklerinin temizlik ve

hijyenine 6zen gdstermelidir. Bu patojenlerin yayilmasini sinirlayabilir.

Filogrup analizi, virulent ekstraintestinal E. coli suslarmin ¢ogunlukla B2 ve D
filogrubuyla iligkilendirildigini, kommensal suslarin ise genellikle A veya B1 filogruplar ile
iliskili oldugunu gostermistir (Clermont ve digerleri, 2013). C, D ve E filogruplari, patojen E.
coli suslarina ait viriilans genlerini igerebilir ve bu nedenle halk sagligi agisindan 6nemli
olabilir. Ayrica, hem ishal hem de saglikli kopeklerden elde edilen ¢ok farkli filogruplarin
varligi, E. coli populasyonunun ¢esitliligini gosterebilir. Bu, E. coli'nin dogal olarak farkli
filogruplara sahip oldugunu veya farkli cevresel kosullara uyum saglayabilecegini

diisiindiirebilir. B2 filogrubu, insanlarda ve hayvanlarda hastalik yapma potansiyeline sahip
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olan izolatlari igerebilir. Bu nedenle, B2 filogrupuna ait izolatlarin daha yakindan incelenmesi
ve patojeniklik potansiyellerinin degerlendirilmesi 6nemlidir. E. coli izolatlarinin filogruplari,

bakterinin kdkenini ve patojeniklik potansiyelini gosteren 6nemli bir bilgidir.

Antibiyogram sonuglarina gore, hem saglikli hem de ishal kopeklerden izole edilen
suslar, B-laktamlara, aminoglikozidlere, tetrasislinlere ve folat inhibitdrlerine kars1 direnglidir
ve MDR oranlan yiiksektir. Bu durum, hem saglikli hem de ishal kopeklerden elde edilen
suslarin bircok farkli antibiyotige karsi direng gelistirdigini gosterir ve kopeklerde tedavi
seceneklerini kisitlar. Veteriner hekimler, antimikrobiyal ilaglarin1 dogru sekilde recete etmeli
ve kopek sahiplerine antibiyotik direnci konusunda bilinglendirme yapmalidir. Yanlig

kullanim, diren¢ problemini daha da kétiilestirebilir.

Kopeklerin klinik durumu ile ampisilin, amoksisilin klavulonat, siprofloksasin ve
tigesiklin direnci arasinda anlamli bir istatistiksel iliski tespit edilirken; izolatlarin goklu
antibiyotik diren¢ durumlari, patotipleri ve filotipleri arasinda anlamli bir istatistiksel iliski
saptanmadi. Bu konular iizerinde daha fazla 6rnek kullanilarak daha kapsamli arastirmalarin

yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Kopeklerden elde edilen E. coli izolatlarinda, genellikle insan hekimliginde kullanilan
(imipenem, ertapenem, meropenem, Kkolistin, piperasilin  tazobaktam, tigesiklin)
antibiyotiklere karsi diren¢ saptanmistir. Kopeklerden izole edilen E. coli suslarmin
antibiyotik diren¢ genlerinin insanlara ge¢gme potansiyeli oldugu bilinmekte ve ¢oklu direngli
E. coli suslarinin kdpeklerle sahipleri arasinda paylasildigi gézlemlenmektedir (Carvalho ve
digerleri, 2016). Bu durum, E. coli enfeksiyonlarinin tedavi se¢eneklerinin sinirlanmasina yol
acarak Onemli bir halk saglhigi sorunu teskil edebilir. Bu baglamda, kopeklerdeki E. coli
enfeksiyonlar1 ve direng sorunlar iizerine daha fazla arastirma yapilmasi gerekliligi ortaya

cikmaktadir.

Bu calismanin sonuglari, ishal kopekler kadar saglikli goriiniimlii evcil kopeklerin de
insanlara bulasabilecek c¢oklu antibiyotik direngli, patojen E. coli patotip ve filotiplerini
tagiyabilecegini gostermektedir. Kopek sahiplerinin ve veterinerlerin hijyen 6nlemlerine
dikkat etmesi ve antibiyotik kullanimini antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gére yapmalari
onemlidir. Bu, hem kdpeklerin sagligini korumak hem de insan sagligini tehlikeye atmamak

icin gereklidir.
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