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OZET

Klinik Proteus mirabilis izolatlarinda Biyofilm Aktivitesinin ve Biyofilm

Olusumundan Sorumlu Genlerin Arastirilmasi

Giris-Amag: Proteus mirabilis, normal bagirsak florasinda bulunan, idrar yolu,
yara yeri, osteomyelit, goz, gastrointestinal sistem, solunum ve santral sinir sistemi
enfeksiyonlari gibi birgok hastaligin etkeni oldugu bilinen Gram-negatif bir bakteridir. Bu
patojen, trettigi biyofilm yapisi ile antibiyotik ve konak bagisiklik etkilerine karsi
korunmakta ve kronik enfeksiyonlar olusturabilmektedir. Biyofilm yapisinin olusumuna
bakteriye ait ¢esitli viriilans faktorlerinin (lreaz, kapsul, fimbriya, metalloproteaz,
flagella, hemolizin, metalloforlar) katkida bulunabildigi bilinmektedir. Bu ¢alismada idrar
yolu ve yara yeri enfeksiyonlarindan izole edilen P. mirabilis izolatlarinin biyofilm
olusturma kapasiteleri ile viriilans genlerinin varhigi arasindaki iliskinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu sayede, P. mirabilis’e bagli enfeksiyonlara karsi daha etkili tedavi
yontemlerinin ve uzun vadeli stratejilerin gelistirilmesine olanak taninacaktir.

Gereg ve Yontem: Calismaya Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda Ocak 2021- Mart 2023
tarihleri arasinda idrar ve yara orneklerinden izole edilen ve stok kiltir koleksiyonunda
yer alan 76 adet P. mirabilis izolat1 dahil edilmistir. izolatlarin tanimlanmas1t MALDI-
TOF MS (Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon-Ucus Zamani Kiitle
Spektrometrisi, Bruker Daltonics, Almanya) cihazi ile gerceklestirilmistir. Izolatlarmn
antibiyotik duyarlilik testleri VITEK®2 Compact (bioMérieux, Fransa) ile Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) yonergelerine gore incelenmistir.
Izolatlarin biyofilm olusturma kapasiteleri kristal viyole mikrotitre plak yontemi
kullanilarak 6lciilmiistiir. izolatlarda viriilans genlerinin (ureC, ireA, zapA, rshA, flaA,
atfA, pmfA, ucaA ve hpmA) varligi, ilgili gen bolgelerini hedef alan primerlerin
kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonlari ile aragtirilmistir.

Bulgular: Yara oOrneklerinden elde edilen P. mirabilis izolatlarinda idrar

izolatlarina gore ampisilin, amoksisilin-klavulanat, sefriakson, sefepim ve siprofloksasine



kars1 anlamli olarak daha ytliksek diizeyde direng saptanmustir (p<0,05).

Idrar ve yara izolatlarinda sirasiyla ireA i¢in %85,4 ve %85,7, zapA icin %92,7 ve
%91,4, rsbA ve flaA i¢in %100 ve %97,1, atfA i¢in %87,8 ve %88,6, pmfA icin %97,6 ve
%85,7, ucaA icin %75,6 ve %88,6 ve hpmA igin %95,1 ve %94,3 oraninda pozitiflik
saptanmis ve ureC biitiin izolatlarda pozitif tespit edilmistir. Idrar ve yara izolatlar:
arasinda viriilans genlerinin varhigi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlemlenmemistir (p>0,05). Karbapenemlere duyarli ve orta duyarl izolatlarda rshA
geni (%100), trimetoprim-stlfametoksazol (TMP-SXT) direngli izolatlarda ise pmfA
(%100) ve hpmA (%2100) genleri anlamli olarak daha sik tespit edilmistir (p<0.05).

Idrar ve yara izolatlarinda sirasiyla %58,5 ve %45,7 oraninda zayif, %36,6 ve %20
oraninda orta ve %4,9 ve %34,3 oraninda gii¢lii diizeyde biyofilm iiretimi saptanmaistir.
Yara izolatlarmin anlamli olarak daha giiglii diizeyde biyofilm olusturdugu tespit
edilmistir (p=0,004). Idrar 6rnegi alinan hastalarin ise %24,4 iiniin kateterize edildigi ve
kateterize edilen hastalarin %80’inin orta ve giiglii diizeyde biyofilm olusturdugu tespit
edilmistir. Tim izolatlar arasinda orta ve gii¢lii diizey biyofilm iireticilerinde, zayif diizey
biyofilm tireticilerine kiyasla zapA, atfA, pmfA ve ucaA genleri anlamli olarak daha sik
tespit edilmistir (p<0,05). Orta-giiclii diizey biyofilm iireticilerinde zayif diizey iireticilere
gore siprofloksasin ve TMP-SXT direncinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (p<0,05).

Sonug: P. mirabilis'e bagli enfeksiyonlarda ampirik tedavide kullanilan
antibiyotiklere kars1 direng hizla artmaktadir. Ozellikle yara yeri enfeksiyonlar1 ve kateter
ile iliskili idrar yolu enfeksiyonlarinda biyofilm olusumu, tedavi sirecini oldukca
karmasik hale gelmektedir. Bu noktada, P. mirabilis'in virllans genlerinin biyofilm
tiretimi tizerindeki etkilerinin ayrintili bir sekilde incelenmesi, antibiyotik tedavisine
direnc¢li biyofilm yapisini hedef alan yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan
blylk 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Proteus mirabilis, virtilans faktorleri, biyofilm, antibiyotik

direnci



ABSTRACT

Investigation of Biofilm Activity and Biofilm-Associated Genes in Clinical Proteus
mirabilis Isolates

Introduction-Objective: Proteus mirabilis is a Gram-negative bacteria
commonly found in the normal gut flora, which is known to be the causative agent of
various infections including urinary tract, wound, ostemyelitis, eye and gastrointestinal,
respiratory and central nervous system infections. This pathogen is protected against
antibiotics and host immune responses by its biofilm structure, enabling the formation of
chronic infections. It is known that various virulence factors (urease, capsule, fimbria,
metalloproteases, flagella, hemolysin, metallophores) contribute to the biofilm formation.
This study aims to investigate the relationship between the biofilm forming capacity of P.
mirabilis isolates from urinary system and wound infections and the presence of virulence
genes. This will help in the development of more effective treatment methods and long-
term strategies for P. mirabilis-associated infections.

Materials and Methods: The study included 76 P. mirabilis isolates obtained
from urinary and wound samples collected at the Medical Microbiology Laboratory of
Gulhane Education and Research Hospital, between January 2021 and March 2023, which
were stored in the stock culture collection. The identification of the isolates was performed
using MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight
Mass Spectrometry, Bruker Daltonics, Germany). Antibiotic susceptibility testing of the
isolates was performed using the VITEK®2 Compact (bioMérieux, France) according to
the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) guidelines.
Biofilm formation capacities of the isolates were measured using the crystal violet
microtiter plate method. The presence of virulence genes (ureC, ireA, zapA, rsbA, flaA,
atfA, pmfA, ucaA, and hpmA) was investigated by polymerase chain reactions using
primers targeting the relevant gene regions.

Results: P. mirabilis isolates obtained from wound samples exhibited

significantly higher resistance to ampicillin, amoxicillin-clavulanate, ceftriaxone,

Xi



cefepime, and ciprofloxacin compared to urinary tract isolates (p<0.05).

The presence of virulence genes was detected as follows in urinary and wound
isolates, respectively; for ireA, 85,4% and 85,7%; for zapA, 92,7% and 91,4%; for rsbA
and flaA, 100% and 97,1%; for atfA, 87,8% and 88,6%; for pmfA, 97,6% and 85,7%; for
ucaA, 75,6% and 88,6%; and for hpmA, 95.1% and 94.3%. ureC was detected positive in
all isolates. No statistically significant difference was observed in the presence of
virulence genes between urinary and wound isolates (p>0,05). rsbA gene was found
significantly more often in carbapenem-susceptible and intermediate-susceptible isolates
(100%), while pmfA (100%) and hpmA (100%) genes were significantly more common in
trimethoprim/sulfamethoxazole-resistant isolates (p<0.05).

Biofim forming capacity was determined as weak in 58,5% and 45,7%, moderate
in 36,6% and 20%, and strong in 4,9% and 34,3% of urinary and wound isolates,
respectively. Wound isolates were found to form significantly stronger biofilms compared
to urinary isolates (p=0.004). In urinary samples, 24,4% of the patients were catheterized,
and 80% of these catheterized patients formed moderate and strong biofilms. Among all
isolates, zapA, atfA, pmfA, and ucaA genes were significantly more frequent in moderate
and strong biofilm producers compared to weak biofilm producers (p<0,05). Moderate
and strong biofilm producers showed significantly higher resistance to ciprofloxacin and
trimethoprim/sulfamethoxazole compared to weak biofilm producers (p<0,05).

Conclusion: Antibiotic resistance to empirical treatments in P. mirabilis-
associated infections is rapidly increasing. Biofilm formation, particularly in wound
infections and catheter-associated urinary tract infections, complicates the treatment
process. In this context, a detailed understanding of the impact of P. mirabilis virulence
genes on biofilm production and the development of new treatment strategies targeting
antibiotic-resistant biofilm structures are crucial for effectively preventing these
infections.

Keywords: Proteus mirabilis, virulence factors, biofilm, antibiotic resistance
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1. GIRIS VE AMAC

Proteus mirabilis, normal bagirsak florasinda bulunabilen, idrar yolu enfeksiyonu
(IYE), urolitiyazis, yara enfeksiyonu, yenidogan menenjiti, sepsis ve romatoid artrit gibi
bircok hastaligin etkeni oldugu bilinen firsat¢1 bir enfeksiydoz ajandir. Sahip oldugu
biyofilm olusturma yetenegi, kati1 yilizeyler iizerindeki “swarming” hareketi,
metalloproteaz, hemolizin, fimbriya ve Ureaz gibi virtlans faktorleri ve bu faktorleri
kodlayan genler patojenite ile iligkilendirilmektedir (1). Biyofilm, mikroorganizmalarin
canli ya da cansiz ylizeylere yapisma sonrasi, konak bilesenlerinden ve mikrobiyal
yapilardan olusan hiicre dist polimerik madde (EPS) ile kendilerini cevreleyerek
olusturdugu kompleks, yapilandirilmis ve toplu yasam bigimleridir. Biyofilm sayesinde
mikroorganizmalarin zorlu ¢evre kosullarinda hayatta kalabildigi, konak immiinitesinden
kagabildigi ve antibiyotik etkisinden korunabildigi bilinmektedir (2). P. mirabilis’in sahip
oldugu metalloproteaz ve Ureaz enzimleri, “swarming” hareketi, fimbriya ve flagella
yapist ve toksin liretimi gibi virlilans faktorlerinin biyofilm olusumuna ve dolayisiyla
antibiyotik direncine katkida bulundugu bildirilmektedir (3). Literatiirde, P. mirabilis'in
biyofilm olusturma kapasitesine yonelik cesitli ¢alismalar bulunmakta, bu calismalar
molekiiler mekanizmalar, spesifik genler (6r. mrpA, pmfA, ucaA, ompA, rsbA, zapD, katA,
rffG, fIhDC gibi) ve sinyal yolaklar1 iizerine odaklanmaktadir. Bununla birlikte klinik
izolatlar ile yurdtilen ¢alismalarin sonuglarinin gesitlilik gosterdigi, izolatlar arasinda
biyofilm olusturma kapasitesi agisindan farkliliklar bulundugu, biyofilm olusumunun
enfeksiyon tedavisinde ve yonetiminde 6nemli engeller olusturdugu ve bu mekanizmalar1

hedef alan mudahalelerin potansiyel olarak etkili olabilecegi 6ne siriilmektedir (4).

Bu calismaya, Ocak 2021-Mart 2023 tarihleri arasmnda Saglik Bilimleri
Universitesi Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina
cesitli kliniklerden gonderilen idrar ve yara 6rneklerinden izole edilmis ve -80°C' de stok
halde saklanan P. mirabilis izolatlar1 dahil edilmistir. Bu ¢aligmada, izolatlarin biyofilm
olusturma yeteneginin fenotipik ifadesi ve ilgili virilans genlerinin (ucad, zapA, rsbA,

flaA, hpmA, ureC, atfA, ireA, pmf4) varligi analiz edilecektir. Calismamizin P. mirabilis



izolatlarinda biyofilm olusumu ve diger virilans mekanizmalar1 arasindaki ilisgkinin
arastirilmasi ile, bu enfeksiyonlara karsi olan mucadelede akilct ve ampirik ilaglarin
kullannrmma ve enfeksiyonlarinin tedavisine yonelik uzun vadeli stratejilerin

gelistirilmesine katkida bulunacagi kanaatindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Alman mikrobiyolog Gustav Hauser tarafindan 1885 yilinda kesfedilen bu
mikroorganizma, ismini Pharos Adasinda yasayan, deniz tanrisi Poseidon’un oglu
olduguna inanilan ve diismanlarindan kagmak icin sekil ve form degisikliginde
bulunabilen Proteus’tan almistir. Bu ismin giiniimiize yansimasi olan “Protean” ise,
degisken ve ¢ok yonlii anlamlarina gelmektedir. Proteus spp., sivi ve kati1 ylizeyler gibi
cesitli ortamlarda degisken kosullara uyum saglayarak karakteristik metabolik 6zellikler
sergileyebilmektedir (5). Bu anlamlarindan dolayr 1983 yilinda Wiedemann ve
arkadaslarinin degisken tezahiirler gosteren (el ve ayakta parsiyel gigantizm, kol ve
bacakta asimetri, hemanjiyom, lipom, varisler, makrosefali, kraniyel hiperostoz, uzun
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kemiklerde hipertrofi) bir sendromu “Proteus sendromu” olarak tanimlamasi ve iinlii
“Elephant Man” olarak bilinen Joseph Merrick’in hastaliginin da Proteus sendromu
oldugu diisiiniilmesi dikkat ¢ekmektedir (6).

Proteus cinsi, ilk kesfedildiginde Enterobacteriaceae ailesine dahil edilse de 2016
yilinda yiiriitiilen kapsamli genomik ve filogenetik analizler ile yeniden siniflandirilarak
Enterobacterales takimina ait Morganellaceae ailesine dahil edilmistir (4). Gustav
Hauser, jelatini stvilagtirma hizina gére bu cinse ait P. mirabilis ve P. vulgaris olmak {izere
2 tiir tanimlamistir. Wenner ve Rettger, 1919 yilinda Hauser’in bulgularin1 dogrulayarak
fermentasyon yeteneklerine gore P. vulgaris ve P. mirabilis ayrimmi gergeklestirmistir.
Hickman ve arkadaslari, 1982 yilinda, indol {iretimi, salisin fermentasyonu ve eskiilin
negatif 6zellikleri ile tanimlanan P. vulgaris biyogrup 1’1 P. penneri olarak isimlendirmis,
Costas ve ark. ise 1993 yilinda P. vulgaris biyogrup 2, 3a ve 3b’yi tanimlamistir. O’Hara
ve arkadaslar1 1994 yilinda fenotipik karakterizasyon, hibridizasyon c¢aligmalar1 ve
fermentasyon yeteneklerine gore P. vulgaris biyogrup 3’1 dort genotipe ayirmis ve genotip
3’ P. hauseri olarak yeniden tanimlamistir. Cosenza ve Podgwaite 1966’da Lymantria
dispar (¢ingene giivesi) larvalarinda P. myxofaciens adli ayr1 bir tiir izole etmisler fakat
2011 yilinda yiiriitiilen filogenetik analizler sonucu bu tiiriin Cosenzaea ad1 verilen yeni

bir bakteri cinsine dahil edilmesi gerektigini 6ne siirmiislerdir (7,8). Yapilan yeni



calismalarda, Kore fermente deniz iiriinii “Jeotgal” i¢inde P. cibarius sp. nov. (2016),
bataklik alan topraklarindan izole edilen 6rneklerde P. terrae sp. nov. (2015), Cin’de gida
orneklerinde P. faecis sp. nov., P. cibi sp. nov., P. alimentorum sp. nov. ve P. columbae sp.

nov. (2019) olmak iizere yeni tiirlerin kesfedildigi bildirilmistir (9—13).

2.2. Proteus mirabilis’IN MIKROBIYOLOJIK OZELLIKLERI

Proteus spp. iginde tiim enfeksiyonlarin %80-90’1m1 olusturmast sebebiyle P.
mirabilis 6zellikle dikkat ¢eken bir tiirdiir. P. mirabilis, dogal olarak insan ve hayvanlarin
gastrointestinal florasinda, ¢evrede ise toprak, su ve kanalizasyonlarda bulunabilen,
fakiiltatif anaerop, katalaz, lireaz, fenilalanin deaminaz ve metil kirmizisi testi pozitif,
22°C’de jelatini hidrolize edebilen, Triple Sugar Iron (TSI) agarda hidrojen siilfiir (H2S)
iiretebilen ve kat1 ylizeyler lizerinde “swarming” hareketi gosterebilen Gram-negatif bir
bakteridir (3,7). P mirabilis, ornitin dekarboksilaz pozitif, oksidaz ve spot indol testi
negatif olmasi ile diger Proteus tiirlerinden ayrilmaktadir. Ayrica P. mirabilis 'in, glukozu
hizla fermente ederken silikrozu yavas bir sekilde fermente ettigi ve maltoz ile laktozu
fermente etmedigi, arjinin dekarboksilaz, malonat kullanimi, dulsitol, d-sorbitol ve I-
arabinozdan asit iiretimi agisindan negatif oldugu bilinmektedir (7).

Siv1 yiizeyler iizerinde sahip oldugu kisa peritrik flagellalar sayesinde yilizme
hareketi gosteren P. mirabilis, kat1 ylizeyler ile karsilastiginda uzun, ¢ok ¢ekirdekli ve ¢ok
sayida flagellaya sahip “swarmer” hiicrelere doniisebilmekte ve “Bulls’eye”
goriiniimiinde koloniler olusturmaktadir. “Swarming” fenomeni Proteus spp.’ye 0zgiil
olmamakla birlikte Serratia spp., Vibrio spp., Bacillus spp. ve Clostridium spp. gibi diger
bakteri cinslerinde de goriilebilmektedir (14). Bakterinin ayrica iireaz enzimi ile iireden
karbondioksit ve amonyak lireterek ortam pH’im ylikselttigi, fimbriyal adezinleri ile
mesane epitel hiicresi dahil ¢gesitli mukozal yilizeylere tutunabildigi, salgiladig1 EPS igeren
biyofilm yapis1 sayesinde kendini antimikrobiyal ajanlardan ve konak immun cevabindan
koruyabildigi, hemolizin sitotoksini ile Okaryotik hiicrelerde porlar olusturabildigi,
sideroforlar ile metabolizmas1 i¢in gerekli demir sekestrasyonunu gercgeklestirebildigi ve

ZapA metalloproteinaz ile IgA1, IgA2 ve IgG antikorlarimi pargalayabildigi bilinmektedir
(15).



2.3. EPIDEMIYOLOJI

Uriner sistem, yara yeri, gastrointestinal sistem, solunum sistemi ve goz gibi
bir¢ok bolgede enfeksiyona sebep oldugu bildirilen P. mirabilis, firsat¢1 bir patojen olarak
tanimlanmakta ve tiim nozokomiyal enfeksiyonlarin %3-5’ini olusturmaktadir. (8,15).
Ayrica, Gram-negatif sepsis vakalarinda P. mirabilis’in %5-18 oraninda izole edildigi ve
yasl, komorbiditeleri bulunan hastalarda %50’ye varan mortalite oranlarinin gorildigi
raporlanmistir (16). Bu mikroorganizmanin, saglikli kadinlarda IYE vakalarmm %]1-
2’sinden ve hastanede yatan kadimn hastalarda ise nozokomiyal IYE vakalarinin %35’inden
sorumlu oldugu bilinmektedir. Komplike (idrar yolundaki anatomik anomaliler,
tikaniklik, norolojik hastaliklara bagl iiriner retansiyon, bagisiklik sistemini baskilayan
organ nakli ve hamilelik gibi durumlar, tas, kalic1 kateter gibi yabanci cisimlerin varligi)
hastalarda gozlenen IYE vakalarinda P. mirabilis, tedavisi zor bir enfeksiyon etkeni olarak
dikkatleri tizerine cekmekte ve uzun donem kateterize hastalarda komplike {iriner sistem
enfeksiyonlarinin %44’iinde baskin mikroorganizma olarak tespit edilmektedir (15).
Bunlar disinda, literatiirde daha nadir olmakla birlikte neonatal meningoensefalit,

ampiyem ve osteomiyelit vakalar1 da bildirilmistir (7).
2.4. NEDEN OLDUGU ENFEKSiYONLAR

2.4.1. idrar Yolu Enfeksiyonlan (IYE)

Proteus mirabilis, saglkli insanlarda toplum kokenli IYE’lerde izole
edilebilmekle birlikte, 6zellikle liriner sisteminde yapisal anomali bulunan ya da uzun
stireli kateter kullanim1 olan hastalarda 6nemli bir enfeksiyon etkenidir. Periiiretral bolge
birgok mikroorganizma ile kontamine olan bir alan olmasina ragmen miktiirasyon
sirasinda olusan hizli akis ve iirotelyal epitelin koruyucu etkisi sayesinde enfeksiyonlarin
cogu Onlenmektedir. Buna karsilik iiriner kateter yerlestirilmesi sirasinda bu dogal
koruyucu mekanizmalarin etkisinin azaldigy, lirotelyal epitelin zarar gordiigli, mukozal ve
submukozal yirtiklarin olustugu, hizli akis yerine siirekli ve yavas idrar akisinin olustugu
ve mesane i¢inde 10-100 ml kadar idrarin birikebildigi gozlenmektedir. Enfeksiyon

riskinin, 6zellikle kateterin kalis siiresine bagli olarak degistigi ve kisa donem kateterize



(1-7 gilin) edilen hastalarin %10-50 kadarinda bakteriiiri goriiliirken, uzun donem
kateterize edilen hastalarin (>28 giin) kaginilmaz olarak birden ¢ok Gram-negatif bakteri
ile (P. mirabilis, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella
pneumoniae) enfekte hale geldigi gdzlenmistir (17). P. mirabilis’e bagh IYE vakalarinda,
bakterinin sahip oldugu iireaz enzimi sayesinde ortam pH’sini yiikselterek mesane ve
bobrekte striivit (magnezyum amonyum fosfat), apatit (kalsiyum fosfat) ve tiim renal
pelvisi dolduran “staghorn” (geyik boynuzu) taslarinin olusabilmesi dikkat ¢eken bir
ozelliktir. Yapilan calismalarda, bakteri kaynakli iirolitiyazis vakalarmin %70’inde P,
mirabilis’in izole edildigi raporlanmakta ve tas olusumu sonrasi mikroorganizmanin
kateter limeninde tikanikliga, liriner retansiyona ve vezikotireteral refliiye sebep olarak
sistit, piyelonefrit ve sepsise varan 6liimciil enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir
(18).

2.4.2. Yara Yeri Enfeksiyonlan

Proteus mirabilis’e bagh yara yeri enfeksiyonlarmin genellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis bireylerde, diyabet hastalarinda veya kronik yara enfeksiyonu olan kisilerde
sik olarak goriilebildigi raporlanmaktadir (19). Literatiirde, P. mirabilis’in diyabetik ayak,
cerrahi yara ve yanik yarasi enfeksiyonlari, kalga, aksilla ve genitoiiriner bolgedeki deri
apseleri, intertrigo, progresif bakteriyel gangren, miyonekroz ve nekrotizan fasiit
vakalarindan izole edildigi bildirilmistir (19-23). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
yara yeri enfeksiyonlarindan izole edilen P. mirabilis izolatlarinin kazanmis oldugu
antimikrobiyal diren¢ sebebiyle vakalarin komplike oldugu ve yara enfeksiyonu

kontroliiniin ¢ok daha zor hale geldigi bildirilmektedir (22).

2.4.3. Solunum Sistemi Enfeksiyonlar

Proteus mirabilis’e baglh solunum sistemi enfeksiyonlari ¢ok sik goriilmemekle
birlikte kronik akciger hastaligi veya bobrek yetmezligi olan, alkolik, yasli, uzun siire
florokinolon, sefalosporin, kortikosteroid ve immiinsupresif ajan kullanmis ve mekanik

ventile edilen hastalarda sporadik pndmoni vakalar1 bildirilmistir (24).



2.4.4. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlar

Proteus mirabilis aracili santral sinir sistemi enfeksiyonlari, genelde yenidogan ve
infantlarda goriilmekle birlikte, norosiriirjik operasyon gecirenlerde, post travmatik
hastalarda veya diyabet, siroz ve kanser gibi komorbid hastaliklar1 bulunan erigkinlerde
spontan bakteriyel menenjit vakalar1 bildirilmistir (25). Bunun diginda beyin apsesi ve
intramediiller spinal kord apsesi gibi hayati tehdit edici enfeksiyonlara neden olabildigi
ve 6zellikle otojenik kokenli beyin apselerinde en ¢ok izole edilen mikroorganizmanin P,

mirabilis oldugu raporlanmistir (26).

2.4.5. Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonlan

Proteus tiirleri, insan gastrointestinal sisteminin kommensal iiyesi olarak
tanimlanmakla birlikte, Ozellikle Crohn hastalarinda intestinal rezeksiyon sonrasi
potansiyel bir enfeksiyon ajani olarak tespit edilmistir. Literatiirde spontan ve gida aracili
gastroenterit, Crohn hastaligi, biliyer sistem enfeksiyonlari, hastane kaynakli
enfeksiyonlar, apandisit, nazogastrik tiiplerin, perkiitan endoskopik gastrostomilerin,
ventrikiiloperitoneal santlarin, biliyer ve pankreatik stentlerin ve trakeo-0zefajiyal
konugsma protezlerinin kolonizasyonu gibi durumlar bu mikroorganizma ile

iligkilendirilmektedir (27).

2.4.6. Osteomyelit

Proteus mirabilis, nadir olmakla birlikte yash, immiinsupresif tedavi alan,
komorbid hastaliklar1 bulunan bireylerde, diyabetik hastalarda periferik vaskiiler
yetmezlige bagl ayak iilserlerinin enfekte olmasi sonucu gelisen osteomyelit vakalarinda
etken olarak tanimlanmistir (28). Ayrica, bakterinin {iriner sistemden vertebraya Batson
pleksusu araciligiyla yayilabildigi ve spinal osteomyelite neden olabildigi bildirilse de son

75 yilda 30°dan az vaka raporlandig1 dikkat ¢ekmektedir (29).

2.4.7. Goz Enfeksiyonlar:
Gozdeki koruyucu bariyerin bozuldugu durumlarda, g6z travmalarinda,

postoperatif vakalarmm komplikasyonu olarak veya kontakt lens kullanimi sonucu P,



mirabilis’e bagh keratit, preseptal seliilite kadar ilerleyebilen dakriyosistit, konjunktivit
ve endoftalmit vakalar1 bildirilmistir. Bu enfeksiyonlar nadir olmakla birlikte gdzde ciddi

enfeksiyonlara ve kalict hasarlara yol agabilmesi nedeniyle klinik 6nem tagimaktadir (30).

2.5. PATOGENEZ

Proteus mirabilis, kolonizasyonu ve enfeksiyon olusturma yetenegini artirmaya
yardimci bir dizi viriilans faktoriine sahiptir. Bu patojen, konak doku ve hiicrelerde hasar
olusumuna sebep olarak dokular arasi yayilimi kolaylastiran hemolizin, hareketliligi
saglayan flagella (kamgi), konak savunma proteinlerini parcalayan proteazlar, iireaz
enzimi, fimbriyal yapilar, konak immiin sisteminden ve antimikrobiyal ajanlarin
etkisinden kacgisa yardimcei olan biyofilm tabakasi gibi ¢esitli viriilans faktorleri ve konak
savunma mekanizmalarindan kagma stratejileri sayesinde hayati1 tehdit edici
enfeksiyonlarm olusumuna sebep olabilmektedir. Ozellikle ortam pH’sin1 diizenleyen
iireaz enzimi ve liroepitelyal hiicrelere yapismasii saglayan fimbriyal yapilar, kateter

aracil1 IYE gelismesinde dnemli bir rol oynamaktadir (15).

2.5.1. Viriilans Faktorleri

Ureaz: P. mirabilis, iire ile indiiklenebilen bir nikel metalloenzimi olan iireaz
yardimiyla iireyi karbondioksit ve amonyaga doniistiirerek kendisi i¢in gerekli azotu
iiretmekte ve idrar pH’smi alkali yone ¢evirmektedir. Olusan giiclii alkali ortam, memeli
hiicrelerine dogrudan toksik etki gostererek doku hasarina yol acabilmekte ve ortamda
normalde ¢oziiniir durumda olan kalsiyum ve magnezyum iyonlarmin presipitasyonunu
tetikleyerek dikkat cekici biiyliklilkte magnezyum amonyum fosfat ve kalsiyum fosfat
kristallerinin olusumuna neden olmaktadir (31). Ayrica olusan kristallerin gelismekte olan
biyofilm tabakasina entegre olarak iireolitik biyomineralizasyon adli bir siireci baslattigi
ve bu yapinin kateter tikanikliklarina sebep oldugu bilinmektedir (3).

Ureaz gen kiimesi, ureABC, ureDEFG ve ureR bdlgelerinden olusmaktadir. Inaktif
apoenzimin yapisal alt birimlerinin birlesmesi i¢in gerekli proteinleri ureABC, esansiyel

nikel iyonunun enzimin katalitik bolgesine eklenmesi i¢in gerekli proteinleri ureDEFG



bdlgesi kodlamakta, ureR ise gen regiilasyonunu kontrol etmektedir. UreR proteini, {ire
varliginda iireaz gen kiimesinin ekspresyonunu aktive eden AraC/XylS ailesine ait bir
transkripsiyonal diizenleyicidir. Urenin 491 baz ¢ifti uzunlugundaki ureR-ureD intergenik
bolgesinde bulunan wureR ve wureD promoter bolgelerine baglanmasini saglar ve
transkripsiyonu aktiflestirir. UreR yoklugunda iireaz ekspresyonunun ger¢eklesmedigi ve
ozellikle P. mirabilis’e bagl IYE’lerin tedavisinde hedef ajan olarak kullanilabilecegi éne

stiriilmektedir (32).

Flagella ve “Swarming” Hareketi: P mirabilis siv1 kiiltiirler {izerinde, her biri 2
um uzunlugunda, 4 ila 10 arasi peritrik flagellaya sahip olma 6zelligi gostermektedir. Bu
yapilar, hiicreleri sivi igerisinde ileri dogru itme gorevini iistlenmekte ve bakterinin
hareketliligini saglamaktadir. Kat1 ylizeyler ile karsilastiginda ise, koloni kenarlarindaki
vejetatif hiicreler uzun (20-80 um), cok cekirdekli ve cok sayida flagellaya sahip
“swarmer” hiicrelere farklilagsmaktadir. Farklilasma sonras1 30-45 dakika siiren bir lag
periyodu ardindan hiicreler arasi etkilesimler aracilifiyla ¢ok hiicreli kopriiler
olusturularak koordineli go¢ hareketi baslatilmaktadir (15,33). Bu hareket sirasinda
hiicreler, belirli araliklarda vejetatif haline (kisa gubuk hiicreleri, “swimmer” hiicreler)
geri farklilagsmakta ve bu olay konsolidasyon fazi olarak bilinmektedir. Bu tekrarlayan
farklilasma, lag periyodu, go¢ ve konsolidasyon fazlari, karakteristik “Bulls’eye”
goriiniimiinde koloniler olusmasina neden olmaktadir (34). “Swarming” hareketinin, P,
mirabilis’in periliretral bolgeden mesaneye gecisini kolaylastirarak enfeksiyonun
baslamasina zemin hazirladig1 bilinmektedir. Ayrica, “swarming” sirasinda bakterinin
vejetatif hiicrelere kiyasla viriilans faktorlerini (lireaz, metalloproteaz ve hemolizin gibi)
cok daha yiiksek seviyede eksprese ettigi bilinmektedir (3). P mirabilis’e spesifik
olmayan ‘“swarming” hareketi, Bacillus, Escherichia, Salmonella, Serratia ve
Pseudomonas cinsi bakterilerde de goriilebilmektedir (34). “Swarming” fenomeninin
gerceklesebilmesi i¢in mikroorganizmada flagella ve kemotaksis yeteneginin olmasi
gerektigi ve lipopolisakkarit yapis1t (LPS), hiicre dis1 matriks bilesenleri, hiicre zar1 yag
asitleri ve glutamin, putresin, arjinin, histidin ve ornitin gibi hiicre dis1 molekiillerin de

kat1 yiizeyler {iizerindeki harekete yardimci etki gosterebilecegi belirtilmektedir



(15,34,35). Transpozon mutajenezi caligmalart sonucunda, birgok gen iiriliniiniin
“swarmer” hiicrelerinin farklilagsmasini etkiledigi ortaya konmustur (34). “Swarmer”

hiicrelerinin farklilagmasini etkileyen genler ve gen iiriinlerinin fonksiyonlar1 Tablo 1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 1: “Swarmer” Hiicre Farklilasmasini Etkileyen Genler

Gen Fonksiyonu Kaynakg¢a
“Swarmer” hiicre farklilagsmasini aktive eden genler
hpmA Hemolizin (34)
flaA Flagellar protein (36)
fIhDC Erken flagellar genler igin (35)
heterotetramerik
transkripsiyon aktivatorii

“Swarmer” hiicre farklilagmasini mutasyon ya da asir1 ekspresyon durumlarinda aktive

eden genler

umoA, umoB, umoC, Flagellar ana operon (35)
umoD diizenleyicileri
mrpJ Fimbriyal proteinler (35)
rsbA Histidin fosfotransferaz (33)

Kapsiil: Kapsiil yapisi, bakteriyi fagositoz ve serumdaki antimikrobiyal etkili
molekiillere karsi korumakta ve bakterinin yiizeylere tutunmasina yardimci olmaktadir. P
mirabilis’e ait tanimlanmis kapsiiliin asidik polisakkarit yapida olmasi sebebiyle
mineralizasyon ve kristal olusumuna yardimci oldugu ve iirolitiyazise zemin hazirladigi
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda asidik kapsiiler polisakkarit varliginda P. mirabilis’in
Mg** gibi metal katyonlarm presipitasyonu ve striivit tasi olusumunu daha diisiik pH
ortaminda gerceklestirebildigi goriilmektedir (37). Kapsiiler polisakkarit yapisinin

“swarming” hareketi lizerinde de belirgin etkisi oldugu, bu yapida bozukluga sebep olan
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koloni gb¢ faktorii geni (cmfA4) mutasyonlarmin bakterinin “swarming” hizini belirgin

olarak azaltt1g1 raporlanmistir (38).

Lipopolisakkarit: LPS yapisi, endotoksik glikolipit A (Lipid A), major yiizey
antijeni olan ve serolojik spesifiteyi saglayan O-polisakkarit zinciri (O antijeni) ve kor
oligosakkarit bolgesinden olusmaktadir. P. mirabilis ve P. vulgaris’e ait 60 serogrup
tanimlanmistir. LPS, konak bagisiklik yanitini tetiklemekle birlikte antimikrobiyal
peptidlere karst olan direng ile iliskilendirilmis ve LPS yapisinda meydana gelen

degisikliklerin P. mirabilis’in “swarming” hareketini etkileyebildigi raporlanmistir (39).

Adezinler: Konak hiicre ya da kateter ylizeylerindeki konak hiicreye ait protein,
glikoprotein, glikolipit ve karbonhidrat gibi ekstraseliller yapilar1 ve konak hiicre
reseptorlerini algilamasi, hiicre membran1 ve yiizeyler arasindaki elektrostatik itme
kuvvetlerine karsi gelerek tutunmayi1 ve konak immiin sisteminden kacgis1 saglamasi
nedeniyle adezinler P. mirabilis i¢cin olduk¢a 6nem tasiyan viriilans faktorlerinden biridir
(40). Eger adezinler, hiicre zarma direkt olarak bagliysa nonfimbriyal adezin, fir¢a benzeri
(hair-like) uzantilarm ucunda yer aliyorsa fimbriya ya da pili olarak adlandirilmaktadir
(40). P. mirabilis’e ait mannoz direngli Proteus benzeri fimbriya (Mannose-resistant
Proteus-like fimbriae, MR/P), liroepitelyal hiicre adezini (UCA) ya da agliitine olmayan
fimbriyalar (NAF), P. mirabilis fimbriya (PMF), ortam sicakligi fimbriyalar1 (ATF) ve P.
mirabilis P-benzeri pili (PMP) olarak isimlendirilen 5 adet fimbriya yapisi tanimlanmakla
birlikte yapilan genom analizleri sonucunda 12 adet ek saperon-dncii fimbriyal operonu
raporlanarak toplam say1 17’ye ulasmistir. Bu, simdiye kadar kesfedilen bir bakteri
tiirliniin kodlad1g1 en yiiksek fimbriya sayis1 olmasi nedeniyle olduk¢a 6nem tagimaktadir
(41). P. mirabilis’in sahip oldugu fimbriyal operonlar, “swarming” hareketi sirasinda
genellikle daha az eksprese edilmekte ve fimbriyal ekpresyonun arttigi durumlarda
flagellar hareketin kisitlandig1 gozlenmektedir. Mikroorganizma sahip oldugu bu essiz
yap1 sayesinde farkli kosullarda formunu yapisma ya da yilizmeye uygun olarak
degistirebilmekte ve bu karar1 verme siirecinin mikroorganizmanin yasam tarzinin

merkezinde oldugu bilinmektedir (41).
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Metalloproteaz: P. mirabilis’in salgiladig1 ZapA, yapisinda iki degerlikli metal
iyonlar1 (Mg ve Ca*?) ve ¢inko (Zn) bulunan, serralizin ailesine bagl bir ekstraseliiler
metalloproteazdir. Bu proteazin insan immiinoglobiilin Al (IgAl), IgA2 ve IgG’yi
pargaladigi bilinmekle birlikte yapilan son ¢alismalarda IgA’in ZapA igin iyi bir substrat
olmadigi, ZapA’nin aslinda genis bir substrat spesifitesi gosterdigi, dogal immiin yanitta
rol alan defensin ya da matriks proteinleri gibi konak hiicrelerinin yapisal proteinlerini
yok ettigi ve fibrinolitik aktivite gosterdigi raporlanmistir (42). Patojenitede 6nemli bir rol
oynayan bu viriilans faktoriiniin “swarming” hareketi sirasinda gen ekspresyonun arttigi
ve “swarming” hareketini saglayan hiicre i¢i sinyal yolaklarinda rol aldig1 bildirilmistir

(43).

Hemolizin: Hemolizinler, eritrosit membraninda porlar olusturarak hiicre i¢1 ve
hiicre dis1 iyon dengesinin bozulmasina, hemoglobinin serbest kalmasina ve nihayetinde
hiicre 6liimiine sebep olan toksinlerdir. P. mirabilis’in sahip oldugu, Ca*? bagimsiz olarak
aktivasyon gosterebilen hemolizinler, ipmA ve hpmB adl iki gen tarafindan kodlanmakta
ve c¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz hiicreler lizerinde genis sitolitik aktivite gosterebilmektedir.
HpmA aktivitesi sonucu doku ve bobrek invazyonu gerceklestirebilmekte ve 6zellikle

IYE’lerde ciddi komplikasyonlara yol agmaktadir (44).

Metalloforlar: Metalloforlar sayesinde P mirabilis, bakteriyel biiylime ve
viriilans i¢in kritik olan demir, ¢inko, nikel ve manganez gibi temel metalleri baglayarak
enfeksiyon bolgesinde ¢ogalma ve hayatta kalma yetenegini arttirmaktadir. Ureaz
apoenziminin aktivite gosterebilmesi i¢in gerekli nikel metalinin hiicre membranindan
gecisini saglayan ATP baglayici kaset (ABC) tasiyicilart ya da nikel/kobalt permeaz;
bakterinin enzimatik siire¢lerde kofaktor olarak kullandigi ¢inko iyonlarmi hiicre igine
tagimak i¢in znuACB; oksijen transportu, DNA sentezi ve oksidatif stresin yonetimi gibi
hayati siireglerde yer alan ve insan viicudunda sinirli kaynakta bulunan demir elementinin
hiicre igine alimim arttirmak icin siderofor, hemofor, demir (Fe*?) iyon transportu ve metal

tipi ABC tastyicilari gibi sistemlere sahiptir (15).
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2.6. ANTIBiYOTIK DUYARLILIGI VE DIRENC MEKANIiZMALARI

Proteus mirabilis izolatlarinda antibiyotik direnci gosteren izolatlarin hizla
artisinin - mevcut tedavi segeneklerinin yetersiz kalmasma ve enfeksiyonlarin
kroniklesmesine sebep oldugu bilinmektedir. P mirabilis’in dogal olarak kolistine,
nitrofuranlara, tetrasikline ve tigesikline direncli oldugu bilinmekte ve bu durum tedavi
seceneklerini oldukca smirlandirmaktadir (8). P mirabilis’e baglh enfeksiyonlarin
tedavisinde B-laktam antibiyotikler ilk tercih olarak kullanilmakla birlikte plazmidler,
insersiyon dizileri, transpozonlar ve integronlar araciligiyla P. mirabilis’in antimikrobiyal
diren¢ genlerini edinebildigi ve genis spektrumlu B-laktamlar, florokinolonlar,
aminoglikozidler ve trimetoprim-siilfametoksazole kars1 direng gelistirebildigi
bilinmektedir (45). Ayrica Proteus Genomik Ada 1 (PGII) denilen, ¢oklu antibiyotik
diren¢ genlerini tasiyyan kompleks sinif 1 integron gen kiimesinin kesfi, Profeus’un
Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri arasmda da antimikrobiyal diren¢ genlerinin
yayllmasina katkida bulundugunu ispatlamaktadir (46). Test edilen biitiin
antibimikrobiyal ajanlara diren¢li pan-rezistan P. mirabilis izolatlarmin bildirilmesi,
enfeksiyon yoOnetimini zorlastrmakta ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi

gerekliligini ortaya koymaktadir (47).

2.6.1. 3-Laktam Direnci

Proteus mirabilis, kromozomal olarak kodlanan bir B-laktamaza sahip degildir.
Bununla birlikte klavulanik asit ile inhibe olan, plazmid aracili TEM-1, TEM-2 ve SHV-
1 gibi B-laktamazlara, 3-laktamaz inhibitorlerine direngli olan TEM varyantlarina, CARB-
2 ve PSE-1 gibi karbenisilinazlara, CMY-2 benzeri AmpC B-laktamazlara ve genis
spektrumlu sefalosporinler, penisilinler ve monobaktamlar1 hidrolize etme yetenegine
sahip CTX-M tipi genislemis spektrumlu B-laktamazlara (GSBL) sahip izolatlar
bildirilmistir (8,45). Epidemiyolojik ¢alismalar, GSBL {ireten P. mirabilis izolatlarmda
belirgin bir artis oldugunu gostermekle birlikte KPC-2, VIM-1, IMP, NDM-1 ve OXA-48
gibi karbapenemazlarin hala diisiikk diizeyde oldugu raporlanmaktadir. P. mirabilis’te

karbapenemazlarin erken tespiti i¢in kullanilan dipikolinik asit, EDTA, boronik asit ve
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temosilin igeren disklerle gerceklestirilen disk diflizyon sinerji testlerinin yorumlanmasi,
sahip oldugu “swarming” hareketinden dolay1 oldukca zorlasmaktadir. Ayrica penisilin
baglayan proteinlerde (PBP) meydana gelen degisim, porin kayb1 ya da karbapenemaz
genleri de dahil olmak iizere gesitli direng genlerinin edinilmesi sonucu imipeneme
azalmig duyarlilik gozlemlendiginden karbapenemaz taramasinda ertapenem veya

meropenem kullanilmasi gerektigi unutulmamalidir (8,48).

2.6.2. Aminoglikozid Direnci

Proteus mirabilis’in, tastyict genleri plazmid, integron veya transpozonlar
iizerinde bulunabilen, aminoglikozid modifiye edici enzimler ad1 verilen aadAl ve aadA?2
adeniltransferaz, aadB aminoglikozid transferaz, aacA4 asetiltransferaz ve fosfotransferaz
gibi enzimlerin yardimiyla aminoglikozidlerin yapisini bozarak etkisiz hale getirebildigi,
plazmid aracili 16S ribozomal RNA (rRNA) metilazlar1 (RmtA, RmtB, RmtC ve ArmA
gibi) ile rRNA’nin belirli bolgelerini metilleyerek aminoglikozid baglanmasini ve disa
atim pompalar1 ile aminoglikozidlerin hiicre i¢ine girisini engelleyebildigi bilinmektedir

(45).

2.6.3. Florokinolon Direnci

Kinolonlarin hedefi olan topoizomeraz IV (parC ve parE) ve DNA giraz (gyrA ve
gyrB) enzimlerinde meydana gelen modifikasyonlar, kinolon direng¢ belirleyici gen
bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar ve AcrAB disa atim pompalarinin asiri
ekspresyonu, bakterinin kinolon antibiyotiklerine karsi direng gelistirmesine ve bu

antibiyotiklerin etkisiz hale gelmesine neden olmaktadir (45).

2.7. BIYOFILM

Mikroorganizmalarin canli ya da cansiz ylizeylere yapisma sonrasi, konak
bilesenlerinden ve mikrobiyal niikleik asit, protein, polisakkarit ve lipitlerden olusan EPS
ile kendilerini ¢evreleyerek olusturdugu kompleks, yapilandirilmig ve toplu yasam
bicimlerine biyofilm adi verilmektedir. Biyofilmler sadece kati1 yiizeylerde degil, sivi

yiizeylerde hava ile temas eden bolgelerde (hava-sivi arayiizeylerinde) de bir tabaka
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halinde goriilebilmektedir (49). Yapilan calismalarda fosil kalintilarinda biyofilm
olusumuna rastlanmasi, biyofilmin prokaryotlarin ilkel diinyanin zorlu kosullarma (asir1
sicaklik, pH ve ultraviyole 15181) adaptasyonu igin gerekli bir yap1 oldugunu
kanitlamaktadir (2). Biyofilm olusumu sayesinde mikrobiyal hiicreler, yiizeyler iizerinde
bir araya toplanarak multiselliiler bir yap1 olusturmakta ve bu sayede hiicreler arasi
yakimlik saglanarak iletisim ve genetik materyal aktarimi kolaylagmaktadir. Bu sayede
antibiyotik, dezenfektan ve konak bagisiklik sistemi etkilerine karsi korunmakta ve
hayatta kalma, yayillma yeteneklerini arttirarak kronik enfeksiyon olusumuna katkida

bulunmaktadir (2).

2.7.1. Tarihce

Deniz mikrobiyolojisi alaninda 6ncii bir bilim insani olan Claude Zobell, 1943
yilinda deniz suyunda ve tabaninda bulunan mikroorganizmalarin ekolojisini ve
biyokimyasal aktivitelerini izlemis ve dogada planktonik (serbest yilizen) ve sesil (yiizeye
yapisik) olmak {izere iki farklh yasam formu oldugunu goézlemlemistir.
Mikroorganizmalarin yiizeylerdeki egilimlerini arastirdiginda ise cam ve metal gibi
inorganik yiizeylerde bir araya gelerek kompleks tabakalar olusturduklarini raporlamstir.
Bu calisma, biyofilm olusumunun temel mekanizmalarini anlamak i¢in 6nemli bir adim
olmustur (50). Costerton ve arkadaglar1 1981 yilinda kistik fibrozis hastalarinin
postmortem akciger 6rneklerinde Pseudomonas aeruginosa mikrokolonilerini elektron
mikroskobu ile gozlemleyerek “glikokaliks™ tabakasi iizerinde 6nemli gézlemler yapmus,
sonrasinda biyofilm yapisini tanimlayarak biyofilm olusturan bakterilerin, planktonik
bakterilere kiyasla daha yiiksek antimikrobiyal dirence sahip oldugunu gostermistir.
Costerton'un bu Oncii ¢alismasi, biyofilm arastirmalarinin temelini olusturarak, saglik,
endiistri ve ¢evre mikrobiyolojisi alanlarinda biyofilmlerle miicadele stratejilerinin

gelistirilmesine katkida bulunmustur (51).
2.7.2. Biyofilm Yapisi ve Olusum Asamalan

Biyofilm olusumu, serbest halde yiizen planktonik bakterinin uygun bir yiizey ile
karsilastiginda, sahip oldugu pili ve fiziksel kuvvetler yardimiyla ylizeye yapismasi ile
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baslar. Bu asamada, bakteriler yiizeye zayif kuvvetlerle ve kolayca geri ayrilabilir olarak
baglanmaktadir. Yiizeyin sahip oldugu malzeme bilesimi, bakterinin hiicre duvar1 yapist,
hidrofobik, elektrostatik ve sterik kuvvetler, Van der Waals baglari, ortam sicakligi ve
basinc1 yapismayi etkileyen dnemli faktdrlerdendir. Ozellikle polistiren kateterler, protez
cihazlar, stentler ve renal taglar gibi hidrofobik ve piiriizlii ylizeyler mikroorganizmanin
kolonize olmas1 i¢in ideal 6zellikleri tasimaktadir. Kolonizasyon sonrasi, bakteriyel
adezinlerin etkisiyle yiizeye siki bir sekilde ve geri doniisiimsiiz olarak yapigma
saglanmaktadir (52).

Ger1 doniisiimsiiz yapigma sonrasi, hiicreler arasi etkilesim sistemleri aktive
edilerek spesifik kimyasal sinyaller iiretilmekte, biyofilm ile iligkili genlerin ekspresyonu
artirilmakta ve EPS iiretimi baslatilmaktadir. Biyofilm yapisinda mikroorganizmalarin
toplam kiitlenin sadece %10’unu olusturdugu, EPS’nin ise kiitlenin %90°mndan fazlasini
olusturabildigi bilinmektedir. EPS genellikle bakterinin kendi iirettigi proteinler, lipidler,
polisakkaritler, ekstraseliler DNA ve enzimlerden olusmakta ve her bakteri i¢in bu
bilesenlerin oran1 degismektedir. Bu yap1 sayesinde bakterilerin biyofilm i¢inde yakin
uzaklikta bir arada kalmasi saglanarak hiicreler arasi iletisim ve genetik materyal aktarimi
kolaylagsmakta, mekanik olarak stabil olan {i¢ boyutlu bir yap1 olusturulmakta, antibiyotik
ve konak bagisiklik sistemi gibi dis etkenlere karsi koruma saglanmakta ve ortamdaki su
ve besin molekiilleri tutularak nemli ve hayatta kalma i¢in uygun bir ortam
olusturulmaktadir (53).

Sonraki asama, hiicre boliinmesi ve cogalma sonucunda tek veya birden fazla
bakteri tiirlinii icerebilen mikrokolonilerin olusmasidir. Olusan bu mikrokoloniler,
sintrofik iliski kurulmasina olanak taniyarak karmasik organik bilesiklerin par¢calanmasi
icin igbirligi yapilmasini, besin kaynaklarinin verimli olarak kullanilmasini ve enerji
iiretimini saglamaktadir. Bakterilerin siirekli olarak biiylimesi ve ¢ogalmasi sonucu olusan
yeni hiicreler yiizeye tutunmaya devam etmekte ve biyofilm yapisi ii¢ boyutlu diizlemde
mantar seklini alarak yukari dogru genislemektedir. Bu olgunlagma siirecinde igteki
hiicrelerin uzun siire varliklarini siirdiirebildigi korunakli bir yap1 olusturulmakta, bu da
biyofilmin tedavi edilmesini zorlastirmakta ve enfeksiyonlarin kronik hale gelmesine

neden olabilmektedir (54).
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Biyofilm olusumunun son asamasinda, iist katmanda bulunan bakterilerin bir
kismi biyofilmi stabilize eden polisakkaritleri parcalayan enzimler iireterek
serbestlesmekte ve flagella proteini ile ilgili genlerin ekspresyonunu arttirarak hareket
kabiliyetini arttirmakta, boylece sesil formdan hareketli forma geri donmektedir. Bu
bakteriler, yeni bir yiizeye yapisarak ikincil bir biyofilm tabakasi olusturmakta veya
ortamda serbest yiizen forma doniisebilmektedir (54,55). Bu siireg sayesinde
enfeksiyonun yayilmasi ve yeni yilizeylerin kolonizasyonu saglanmakta, metastatik
yayilim, emboli ve kronik enfeksiyonlar gibi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (52). Yapilan
calismalar sonucu tiim mikrobiyal (invaziv cihaz iliskili ve iliskisiz) ve kronik
enfeksiyonlarin sirasiyla 65% ve 80%’inin biyofilm olusumu ile baglantili oldugu

raporlanmaktadir (56).

2.7.3. Proteus mirabilis’te Biyofilm Olusumu

Proteus mirabilis’in biyofilm olusturma kapasitesi, sahip oldugu “swarming”
hareketi, fimbriyalar, iireaz enzimi, kapsiil polisakkaritleri ve disa atim pompasi1 gibi
yapilar ile iliskilendirilmistir. “Swarming” hareketi, 6zellikle kateter ile iligkili iiriner
sistem enfeksiyonlariin gelisiminde bakterinin periiiretral bdlgeden kateter yiizeyi
boyunca ilerleyerek mesaneye ulasmasini saglamaktadir. Ancak, biyofilm olusumun
baslatilabilmesi i¢in “swarming” hareketinin baskilanmasi ve bakterinin fimbriyalar
aracilifiyla dogrudan kateter yiizeylerindeki piiriizlii yiizeylere yada kateter lizerindeki
viicut sivilarmdan olusan protein tabakasina yapismasi gerekmektedir (3,57). Ureaz
enzimi sayesinde olusan alkali pH ve iireolitik biyomineralizasyon sonucu kristal olusumu
ile desteklenen biyofilm tabakasinin varligi, kateter tikanikligini ve kateter ylizeylerine
yapismayi kolaylastirmakta ve glimiis gibi antimikrobiyal ajanlarla kaplanmis kateterlerin
bile bu siiregten etkilenebilmesine yol agmaktadwr (57). Ayrica, ortam pH’sinin
yiikselmesi, Proteus toksin agliitinin, siderofor ve sitotoksin aktivitesi ve fimbriyalarin
reseptor ile etkilesimi icin optimum pH diizeyinin saglanmasina yardimc1 olup yiizeylerde
kalict biyofilm tabakasinin olugsmasma ve enfeksiyonun yayilmasina katkida
bulunmaktadir (41). Ureaz aktivitesinin yani sira, P. mirabilis kapsiiler polisakkaritlerinin

asidik yapis1 nedeniyle idrardaki Mg™ iyonlarini zayif bir sekilde bagladigi ve bu
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iyonlarin idrardaki konsantrasyonunu arttirarak striivit olusumunu tesvik ettigi
bilinmektedir. Disa atim sistemleri ise, kisa peptitlerin hiicre digina taginimini saglayarak
biyofilm yapisindaki EPS olusumuna katkida bulunmaktadir (3).

Son yillarda, iiriner sistem enfeksiyonlarinin yani sira, yara yeri enfeksiyonlarinda
da biyofilm olusumunun rolii ve dnemi daha iyi anlasilmaktadir. Yara dokusu igerisindeki
nekrotik doku ve hiicresel kalintilar, biyofilm olusumu i¢in ideal bir mikrogevre
saglayarak bakterilerin ylizeye tutunmasini ve enfeksiyonun kalici hale gelmesini
kolaylastirmaktadir. Ozellikle kronik yaralarin %60’mda biyofilm olusumunun tespit
edildigi ve bu durumun yara iyilesmesini geciktirdigi, enfeksiyonlarin kroniklesmesine
neden oldugu ve saglik sistemine olan maliyeti onemli 6l¢lide arttirdig1 bilinmektedir (58).
P. mirabilis, 6zellikle vendz iilser enfeksiyonlarinda biyofilm yapisinda yliksek oranda
izole edilen bir bakteri tiirli olmasina ve diyabetik ayak yarasi enfeksiyonlarinin yaklasik
%4’1ine, yara yeri enfeksiyonlariin ise %9-13’{line neden olmasina ragmen, bu patojenin
kronik yara enfeksiyonlarindaki biyofilm olusturma kapasitesi ve konak-patojen
etkilesimleri hakkinda literatiirdeki bilgilerin oldukg¢a smirli olmasi dikkat ¢ekmektedir
(59,60).

2.7.4. Biyofilm Direng iliskisi

Biyofilmler, antimikrobiyal ajanlara kars1 olusan direng ile iliskilendirilmekte ve
biyofilm yapis1 i¢inde bu direnci saglayan ¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda oral olarak alman B-laktamlar, kinolonlar, aminoglikozidler ve makrolidlerin
biyofilmler {izerinde etkisiz oldugu raporlanmaktadir. Biyofilm ekstraselliiler matriksinde
bulunan polisakkarit, protein ve DNA benzeri yapilar, antimikrobiyallerin hiicrelere
diflizyonunu fiziksel olarak sinirlamaktadir (52). Mekanik korumanimn yani sira, biyofilm
icindeki besin ve oksijen dagiliminda olusan farkliliklar sonucu bazi bakterilerin
metabolik olarak aktif oldugu, bazilarinin ise duragan faza gectigi gézlemlenmistir. Bu
heterojen yap1 sayesinde metabolik olarak aktif bakterilerin antimikrobiyal ajanlara kars1
daha duyarli oldugu raporlanirken, duragan fazdaki bakterilerin biyofilm tabakasi i¢inde
kalic1 hiicrelere doniiserek ajanlarin etkilerine kars1 korundugu bilinmektedir (61). Ayrica

biyofilm tabakasi i¢indeki bakteriler, hiicre yogunlugu arttig1 zaman “quorum sensing”

18



ad1 verilen bir siirece girerek otoindiikleyici ad1 verilen sinyal molekiillerini salgilamakta,
gen ekspresyonlarini degistirmekte, toplu ve koordineli davranislar olusturarak yikici
enzimlerin sentezini kontrol etmekte ve antimikrobiyal ajanlar gibi ¢evresel streslere olan

cevabi diizenleyebilmektedir (62).

2.7.5. Biyofilm Onleme Cahsmalar

Biyofilm olusumunun 6zellikle P. mirabilis i¢in daha yiiksek bir antimikrobiyal
direng ile iligkili oldugu gosterilmis ve bu nedenle biyofilm ile miicadele i¢in
antimikrobiyal ajanlarin etkinligini artirmaya yonelik bircok girisim yapilmistir (3).
Biyofilm 6nlemeye yonelik gelistirilen yeni stratejiler arasinda, ¢esitli dogal veya sentetik
ajanlar, faj terapisi, yiizey kaplamalar1 ve biyofilm matrisini hedef alan enzimler yer
almaktadir. Deoksiriboniikleaz ve proteinaz K gibi enzimlerin biyofilm yapisini
parcalayabildigi, benzimidazollerin EPS iiretimini engelleyebildigi, Ca™ ve Mg iceren
selatorlerin mikroorganizmalarin yiizeylere yapigmasini engelledigi, giimiis ve kuersetin
nanoparcaciklary, furanon, trimetilsilan, selenosiyanat diasetik asit ve trimetoksisilil
propildimetiloktadeasil amonyum kloriir gibi ylizey kaplamalarinda kullanilan bilesiklerin
antibiyofilm ozellik gosterdigi bilinmektedir (52). “Quorum sensing” inhibitorleri ve
monoklonal antikorlarla yapilan ¢alismalarin da olumlu sonuglar verdigi raporlamistir
(52). Son zamanlarda, bitkisel olarak elde edilen ve genis biyolojik etkinlik gdsteren
fitokimyasallarm antibiyofilm etkisi biiyiik ilgi gdrmektedir. Ornegin, turna yemisinden
(Vaccinum macrocarpon) elde edilen A2 tipi proantosiyanidinlerin bakterilerin epitel
hiicrelerine tutunmasii engelledigi raporlanmaktadir. Ayrica, kurkumin EPS {iretimini
inhibe etmekte ve sogan yagindan elde edilen N-asetilsistein ve dipropil disiilfit, yiizeylere
tutunmayi, lireaz enzimini ve motiliteyi inhibe etmektedir. Hyptis suaveolnes, Euphorbia
trigona, Capparis spinosa, Ibicella lutea gibi yerli bitkilerin 6zlerinin de c¢esitli
mekanizmalarla P. mirabilis’e ait biyofilm tabakasini inhibe edebildigi raporlanmistir (3).
Fitokimyasallar disinda, farkli botanik kdkenlerinden gelen birkag bal tiiriiniin (Manuka
bali, Misir yonca bali) ve propolis etanol ekstraktinin P. mirabilis’te biyofilm olusumunu

anlamli bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur (59,60)
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir (Tipta Uzmanlik Projesi — Proje No:
2024/057). Giilhane Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 26.09.2023 tarihinde etik

kurul onay1 alinmgtur.

3.1. IZOLATLARIN ELDE EDILMESI

Calismamiza Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Ocak 2021- Mart 2023 tarihleri arasinda idrar ve
yara Orneklerinden izole edilen ve stok kiiltiir koleksiyonunda yer alan 76 adet P. mirabilis
izolat1 dahil edilmistir. Tekrarlayan tiremeleri olan hastalarda ilk saptanan izolat dikkate

almmais ve her hastadan tek bir izolat ¢galismaya dahil edilmistir.

3.2. IZOLATLARIN TANIMLANMASI

Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak
2021- Mart 2023 tarihleri arasinda ¢esitli kliniklerden génderilen 6rnekler %5 koyun kanli
agar (KKA) (RTA, Tiirkiye) ve EMB (Eosin Methylene Blue) (RTA, Tiirkiye)
besiyerlerine ekilerek 37°C’de aerobik kosullarda en az 24 saatlik inkiibasyona
brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda iireme gozlenen plaklarm koloni morfolojileri
incelenerek pigmentasyon, koku ve kivam gibi oOzellikler degerlendirilmistir. KKA
besiyerinde karakteristik “Bulls’eye” goriiniimiinde “‘swarming” (yayilma) hareketi
olusturan ve keskin kokulu koloniler, EMB agar besiyerinde ise renksiz veya acik renkli
koloniler P. mirabilis lehine diislinlilmiistiir. Mikroskopik analiz i¢gin Gram boyama
yontemi kullanilmis ve Gram-negatif basil morfolojisi gosteren bakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmas1 protein yapilarmin kiitle ve yiik Ozelliklerine dayali kiitle spektral
profillerini analizeden MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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3.3. IZZOLATLARIN ANTIBiYOTiK DUYARLILIK TESTLERI

Izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri, minimum inhibitér konsantrasyonlarini
(MIK) belirlemeye yonelik tam otomatik bir sistem olan VITEK®2 Compact (bioMérieux,
Fransa) cihazi kullanilarak gerceklestirilmis ve elde edilen MIK degerleri Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing, EUCAST) yonergelerine gore incelenmistir (63)

3.4. IZOLATLARIN SAKLANMASI
Idrar ve yara drneklerinden izole edilen ve P. mirabilis olarak tanimlanan izolatlar
%10’luk gliserollii beyin kalp infiizyon s1v1 besiyerinde (Oxoid, Birlesik Krallik) -80°C'de

dondurularak muhafaza edilmis ve ¢calismanin ileri basamaklar1 i¢in saklanmastir.

3.5. IZOLATLARIN CANLANDIRILMASI
Stok haldeki izolatlar, ¢aligmanin diger basamaklarinda kullanilmak {izere triptik

soya agar (TSA) (Oxoid, Birlesik Krallik) besiyerine pasajlanarak canlandirilmistur.

3.6. IZZOLATLARDA BiYOFIiLM OLUSUMUNUN TESPITI

Proteus mirabilis izolatlarinin biyofilm olusturma kapasiteleri Merritt ve
arkadaslar1 tarafindan belirtilen kristal viyole mikrotitre plak yontemi kullanilarak
olciilmiistiir (64). Oncelikle tiim izolatlar, 3 ml beyin kalp infiizyon siv1 besiyerinde,
37°C’de 18 saat boyunca inkiibasyona birakilmis ve duragan faza ulasilmasi saglanmstir.
Inkiibasyon sonrast izolatlar %1 glikoz igeren triptik soya buyyon (TSB) (Oxoid, Birlesik
Krallik) besiyeri i¢inde 1/100 oraninda seyreltilmis ve her bir seyreltilmis kiiltiirden 200
pl almarak 96 kuyucuklu diiz tabanli steril mikroplaklara her bir izolat i¢in 4 ayr1 kuyucuk
ayrilacak sekilde inokiile edilmistir. Pozitif kontrol olarak biyofilm olusturdugu bilinen
kalite kontrol susu Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 kullanilmis, negatif kontrol
olarak inokiiliim eklenmemis steril %1 glikoz iceren TSB besiyerinden 200 pl 4 ayr1
kuyucuga eklenmistir. Inokiilasyon sonrasi mikroplaklarin kapagi kapatilmis ve nem
kaybmi en aza indirmek i¢in parafin ile kaplanmistir. Sonrasinda tiim mikroplaklar

37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan mikroplaklar ters
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cevrilerek igerigi bosaltilmis ve her bir kuyucuk 200 pl phosphate-buffered saline (fosfat
tamponlu salin, PBS) ile 3 kez yikanarak adezyon gostermeyen planktonik bakterilerin
ortamdan uzaklastirilmast saglanmistir. Yikama sonrast mikroplaklar ters cevrilerek
22°C’de oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan mikroplaklarin her bir
kuyucuguna %0,1 konsantrasyonda 200 pl kristal viyole (RTA, Tiirkiye) eklenerek 45
dakika boyunca 22°C’de inkiibe edilmis ve yapiskan biyofilm tabakalarinin boyanmasi
saglanmustir. Inkiibasyon sonras1 mikroplaklar tekrar ters ¢evrilerek igerigi bosaltilmis ve
kalan boyanin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in her bir kuyucuk 200 pl distile su ile 3 kez
yikanmistir. Yikama sonrasi mikroplaklar tekrar ters cevrilmis ve 22°C’de oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Sonrasinda her bir kuyucuga 200 pl %95 etanol
(Merck, Almanya) eklenerek boyanm ¢ozdiiriilmesi saglanmis ve mikroplaklar 630 nm
dalga boyunda spektrofotometre cihazinda (BioTek ELX800 Mikroplak Okuyucu, ABD)
okutularak her bir kuyucuk i¢cin ayr1 ayr1 optik dansite (OD) degerleri hesaplanmistir.
Spektrofotometre sonuglarma gore her bir izolat i¢in ayrilmis 4 ayr1 kuyucugun OD
degerlerinin ortalamas1 alinmis (ODizolat) Ve negatif kontrol olarak kullanilan besiyerlerini
iceren kuyucuklarin OD degerlerinin ortalamasima (ODnx) 3 standart sapma (3SD) degeri
eklenerek OD esik degerleri (ODcyt-of) belirlenmistir. izolatlarin ortalama OD degerleri ve
ODcutoff  degerleri  hesaplandiktan sonra biyofilm olusturma kapasitelerinin

karsilagtirilmasi i¢in Tablo 2’de belirtilen hesaplama kullanilmistir (65).

Tablo 2: Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin Smiflandirilmasi

Ortalama OD Degerleri Biyofilm Olusturma Kapasitesi
ODjzolat < ODcyt-ofr Biyofilm Uretmiyor
ODcut-oft < ODizolat < 20Deut-ofr Zayif
2 ODcut-off < ODizolat < 40Deut-oft Orta
40Dcut-off < ODizolat Giigli

* ODcut-off = ODnk + 3SD (Optik dansite esik (cut off) degeri, negatif kontroliin ortalama

OD degeri + (3x negatif kontroliin standart sapmast)
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3.7. IZZOLATLARDA VIiRULANS ILE ILISKILi GENLERIN TESPITi

3.7.1. DNA izolasyonu

Izolatlarm polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) i¢in kullanilacak kalipp DNA’larmin
izolasyonu, DNA4PCR (RTechMed, Tirkiye) kit protokoliine wuygun olarak
gerceklestirilmistir. Oncelikle DNA izolasyonu yapilacak izolatlar TSA besiyerinde
37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasy, iireyen saf kiiltiirlerden 1 ml’lik
steril distile su igerisinde bakteri slispansiyonlart hazirlanmistir. Hazirlanan
stispansiyonlar 12.000 g’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmis ve pelet
elde edilmistir. Elde edilen peletin iizerine 100 pl kit soliisyonu eklenerek vortekslenmis
ve 1s1 blogunda 56°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi vortekslenen
ornekler 100°C’de 8 dakika daha inkiibe edilmis ve son olarak 12.000 g’de 3 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen iist faz kalip DNA olarak kullanilmis ve -20°C derin

dondurucuda daha sonra kullanilmak tizere saklanmistir.

3.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu calismada P. mirabilis izolatlarinda ureC, ireA, zapA, rsbA, flaA, atfA, pmfA,
ucaA ve hpmA viriilans genlerinin varligi PCR ile arastirilmistir. Spesifik gen bolgelerinin
cogaltilmasi i¢in kullanilan oligoniikleotid primer dizilerinin igerigi, reaksiyon sonucu

beklenen baz ¢ifti uzunluklar1 ve hibridizasyon sicakliklari Tablo 3’te listelenmistir.

23



Tablo 3: Calismada Kullanilan Primerler

Baz ¢ifti | Hibridizasyon | Kaynakca
Viriilans Primer dizilimi (5°—>3’) uzunlugu | sicakligi (°C)

Geni (bg)

ureC F: GTTATTCGTGATGGTATGGG 317 56,2 (66)
R: GTAAAGGTGGTTACGCCAGA

ired F: ACTACGATAACGAGCGCCAG 681 60 67)
R: GCCCTAACTGCGGGAATACG

zapA F: ACCGCAGGAAAACATATAGCCC 540 59 (66)

R: GCGACTATCTTCCGCATAATCA

rshA F: TTGAAGGACGCGATCAGACC 467 58 (66)
R: ACTCTGCTGTCCTGTGGGTA

flaA F: AGGATAAATGGCCACATTG 417 54,2 (68)
R: CGGCATTGTTAATCGCTTTT

atf4 F: CATAATTTCTAGACCTGCCCTAGCA 382 50 67)

R: CTGCTTGGATCCGTAATTTTTAACG
pmfA F: CAAATTAATCTAGAACCACTC 617 54 67)
R: ATTATAGAGGATCCCTTGAAGGTA

ucad F: GCTTTTACATCCCAGCGGT 476 60 67)
R: GCTGCATTTGCTGGCTCATC

hpmA F: TGGTATCGATGTTGGCGTTA 717 55 (69)
R: GTGGTGCCCACTTTCAGATT

Be: Baz ¢ifti

Primerler, liyofilize olarak temin edilmis ve 300 pl niikleaz icermeyen su igerisinde

cozdiirillerek 100 mM’lik stok ¢ozelti elde edilmistir. Her bir 6rnek i¢in spesifik gen

bdlgelerine baglanan primer ciftleri, d (Genaxxon, Almanya), dNTP karisim1 (Genaxxon,

Almanya) ve Taq polimeraz (Genaxxon, Almanya), Tablo 4’te belirtilen reaksiyon

konsantrasyonlarina uygun olacak miktarda mikrosantrifiij tiipli icerisine eklenerek 48 pl

karigim hazirlanmis ve izole edilmis DNA’lardan 2 pl eklenerek, her bir 6rnek i¢in toplam

hacmin 50 pl’ye tamamlanmasi saglanmaistir.
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Tablo 4: PCR Bilesenleri

Bilesen Reaksiyon Konsantrasyonu
PCR Tamponu (10 X) 1 X
MgCl (25 mM) 2,5 mM
dNTP (10 mM) 0,2 mM
Primer-F (100 mM) 0,5 mM
Primer-R (100 mM) 0,5 mM
Taq polimeraz (5U/ul) 1,5U

Amplifikasyon protokolii, 95°C’de 5 dakika baslangi¢c denatiirasyonu sonrasi 36
dongii olusacak sekilde programlanmistir. Her bir dongiide 95°C’de 30 saniye
denatiirasyon, ureC geni i¢in 56,2°C’de 30 saniye, ired ve ucaA genleri i¢cin 60°C’de 30
saniye, zapA geni i¢in 59°C’de 30 saniye, rsbA4 geni i¢cin 58°C’de 30 saniye, flad geni igin
54,2°C’de 30 saniye, atfA geni i¢in 50°C’de 30 saniye, pmfA geni i¢in 54°C’de 30 saniye
ve hpmA geni i¢in 55°C’de 30 saniye primer baglanmasi ve 72°C’de 60 saniye uzama
asamalar1 yer almaktadir. Reaksiyonlar 72°C’de 8 dakika son uzama basamagi sonrasi

tamamlanmuistir.

3.7.3. Agaroz Jel Elektroforez Analizi

Amplikonlarm goriintiilenmesi i¢in agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir.
Oncelikle 100 ml 0,5X TBE (Tris Borate EDTA) (Wisent Inc., Kanada) tamponu icerisine
1 gr agaroz (Bio Basic Inc., Kanada) eklenerek %1’lik agaroz jel haziwrlanmis ve
mikrodalga firmn igerisinde biitiin bilesenler tamamen eriyene kadar 1sitilmistir. Sonrasinda
agaroz jelin 50-60°C’ye kadar sogumas1 beklenmis ve 5 pl jel boyasi (Clearband Safe
DNA Gel Stain Solution, Ecotech, Tiirkiye) eklenip iyice karistirilmistir. Karigim,
taraklarin 6nceden yerlestirilmis oldugu diiz bir zemin {izerindeki elektroforez jel
tepsisine, hava kabarcigi olusumunu engellemek icin nazik¢e dokiilmiis ve 22°C oda
sicakliginda jelin tamamen katilagmas1 beklenmistir. Tamamen katilasan jel, taraklardan

ayrilarak elektroforez tankina yerlestirilmis ve jelin ylizeyini kaplayacak sekilde 0.5X
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TBE tamponu eklenmistir. Jelde her siranin birinci kuyucuguna 5 pl molekiiler agirlik
standard1 (Gen Ladder, Genaxxon, Almanya) yiiklenmis, kalan kuyucuklara ise 8 pl
amplikon ve 2 pl 6X Clearband DNA Loading Dye (Ecotech, Tiirkiye) ylikleme
tamponundan olusan 10 pl’lik karisim yiiklenmistir. Ornekler 100V/mA elektrik akiminda
60 dakika yiiriitiilmistiir. Elektroforez sonras1 Gel Doc EZ Imager goriintiileme sistemi
(Bio-Rad, ABD) kullanilarak ultraviyole 1s1k altinda analiz gergeklestirilmistir. Sonuglar
Tablo 3’de belirtilen baz ¢ifti uzunluklar: dikkate alinarak degerlendirilmis ve beklenen
uzunlukta bant olusturan izolatlar pozitif kabul edilmistir. PCR sonrasi1 elde edilen
amplikonlarin sekansi ticari firma (Sentebiolab, Ankara) araciligiyla ABI Prism 3130
Genetik Analizor sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekans sonuglar1 FinchTV
(versiyon 1.4.0) programi ile degerlendirilmis ve NCBI (National Center for
Biotechnology Information) Nucleotide BlastN araciligiyla NCBI veri sisteminde

sonuglar analiz edilmistir.

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin analizinde SPSS versiyon 25 (Statistical Package for the Social Sciences,
SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) programi kullanilmigtir. Tanimlayici istatistikler ortalama,
standart sapma, ortanca, minimum, maksimum deger ve ylizde (%) seklinde
hesaplanmistir. Bagimsiz degiskenlere gore kategorik verilerin karsilastirilmasinda
Pearson Ki-kare testi kullanilmistir. Ki-kare tablosundaki hiicrelerin herhangi birinde
beklenen gozlem sayis1 5’in altinda oldugunda Fisher’s exact ki-kare testi uygulanmistur.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak almmustr.
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4. BULGULAR

4.1. HASTALARA VE IZOLATLARA AIT OZELLIKLER

Bu ¢alismaya, idrar yolu ve yara yeri enfeksiyonu olan iki hasta grubundan izole
edilen toplam 76 adet P mirabilis izolat1 dahil edilmistir. Bu izolatlarin 41 (%53,9)’i IYE
olan hastalarn idrar kiiltiirlerinden, 35 (%46,1)’1 ise yara yeri enfeksiyonu olan hastalarin
yara kiiltiirlerinden elde edilmistir. Hastalarin genel 6zelliklerine bakildiginda 37 (%48)
kisinin erkek, 39 (%52) kisinin ise kadin cinsiyette oldugu, yas araliklarinin 1-92 arasinda
degistigi, 58 (%76,3) hastanin 16 yas ve iizerinde oldugu belirlenmistir. Idrar yolu
enfeksiyonu olan hastalarin 27 (%65,8)’sinin kadin ve 14 (%34,14)’iiniin erkek cinsiyette
oldugu, yara yeri enfeksiyonu olan hastalarin ise 23 (%65,71)linlin erkek ve 12
(%34,2)’sinin kadin oldugu belirlenmistir. Hastalarin genel 6zelliklerine ait veriler Tablo

5’te gosterilmistir.

Tablo 5: Hastalarin Genel Ozellikleri

Genel 6zellikler Say1 Yiizde (%)
Idrar yolu enfeksiyonu 41 53,9
Yara yeri enfeksiyonu 35 46,1

Kadim cinsiyet 39 52
Erkek cinsiyet 37 48
15 yas ve alt1 18 23,7

16 yas ve iizeri 58 76,3

4.2. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTi SONUCLARI

Calismamizda kullanilan P mirabilis izolatlarmm VITEK®2 Compact
(bioMérieux, Fransa) cihazi kullanilarak gerceklestirilen antibiyotik duyarlilik testi
sonuglar1 incelendiginde, idrar kiiltiirlerinden elde edilen izolatlarda ampisilin i¢in 27
(%65,9) izolatin duyarl ve 14 (%34,1) izolatin direncli oldugu, amoksisilin-klavulanat
icin 35 (%85,4) izolatin duyarli ve 6 (%14,6) izolatin direngli oldugu, piperasilin-
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tazobaktam icin 41 (%100) izolatin duyarl oldugu, sefuroksim i¢in 1 (%2,4) izolatin
duyarli, 36 (%87,8) izolatin artmig dozda duyarli ve 4 (%9,8) izolatin direncli oldugu,
seftazidim i¢in 39 (%95,1) izolatin duyarli, 1 (%2,4) izolatin artmis dozda duyarl ve 1
(%2,4) izolatin direngli oldugu, seftriakson i¢in 39 (%95,1) izolatin duyarlt ve 2 (%4,9)
izolatin direngli oldugu, sefepim i¢in 38 (%92,7) izolatin duyarli, 2 (%4,9) izolatin artmis
dozda duyarl ve 1 (%2,4) izolatin direncli oldugu, ertapenem igin 41 (%100) izolatin
duyarl oldugu, meropenem icin 41 (%100) izolatin duyarli oldugu, amikasin i¢in 40
(%97,6) izolatin duyarh ve 1 (%2,4) izolatin artmis dozda duyarli oldugu, siprofloksasin
icin 32 (%78) izolatin duyarhh ve 9 (%22) izolatin direngli oldugu, trimetoprim-
stilfametoksazol (TMP-SXT) i¢in 23 (%56,1) izolatin duyarli ve 18 (43,9) izolatin direngli
oldugu raporlanmistir. Yara kiiltiirlerinden elde edilen izolatlarda ise ampisilin ig¢in 13
(%37,1) izolatin duyarli ve 22 (%62,9) izolatin diren¢li oldugu, amoksisilin-klavulanat
icin 23 (%65,7) izolatin duyarli ve 12 (%34,3) izolatin direngli oldugu, piperasilin-
tazobaktam icin 34 (%97,1) izolatin duyarli ve 1 (%2,9) izolatin diren¢li oldugu,
sefuroksim icin 26 (%74,3) izolatin artmis dozda duyarl ve 9 (%25,7) izolatin direngli
oldugu, seftazidim i¢in 28 (%80) izolatin duyarl, 2 (%5,7) izolatin artmis dozda duyarh
ve 5 (%14,3) izolatin direngli oldugu, seftriakson i¢in 26 (%74,3) izolatin duyarl ve 9
(%25,7) izolatin direncli oldugu, sefepim i¢in 27 (%77,1) izolatin duyarh, 2 (%5,7)
izolatin artmis dozda duyarli ve 6 (%17,1) izolatin direngli oldugu, ertapenem icin 32
(%91,4) izolatin duyarh ve 3 (%38,6) izolatin direncli oldugu, meropenem i¢in 34 (%97,1)
izolatin duyarli ve 1 (%2,9) izolatin artmis dozda duyarli oldugu, amikasin i¢in 32 (%91,4)
izolatin duyarli ve 3 (%8,6) izolatin direncli oldugu, siprofloksasin i¢in 15 (%42,9)
izolatin duyarl ve 20 (%57,1) izolatin direngli oldugu, TMP-SXT i¢in 12 (%34,3) izolatin
duyarli ve 23 (%65,7) izolatin direngli oldugu raporlanmustir. Idrar ve yara kiiltiirlerinden
izole edilen izolatlar arasinda ampisilin, amoksisilin-klavulanat, seftriakson, sefepim ve
siprofloksasin direnci agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlemlenmistir
(p<0,05). Istatistiksel analiz icin duyarli ve artnus dozda duyarl izolatlar tek grup, direncli
izolatlar ise ayr1 bir grup olarak kategorize edilmistir. izolatlarm antibiyotik duyarlilik
testi sonuglar1 Tablo 6’da gosterilmis ve istatistiksel olarak anlamli degerler kalin punto

ile belirtilmistir.
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Tablo 6: Izolatlarm Antibiyotik Duyarlilik Testi Sonuglar1

Idrar izolatlar1 Yara izolatlar
Antibiyotikler (n=41) (n=35) p degeri
n (%) n (%)
S I? R® S2 I? R®
Ampisilin 27 0 14 13 0 22 (%62,9) 0,012°
(%65,9) (%34,1) | (%37,1)
Amoksisilin- 35 0 6 (%14,6) 23 0 12 (%34,3) 0,045°¢
klavulanat (%85,4) (%65,7)
Piperasilin- 41 0 0 34 0 1 (%2,9) 0,461¢
tazobaktam (%100) (%97,1)
Sefuroksim 1 (%2,4) 36 4 (%9,8) 0 26 9 (%25,7) 0,066 ¢
(%87,8) (%74,3)
Seftazidim 39 1 1 (%2,4) 28 2 5(%14,3) 0,089
(%95,1) | (%2,4) (%80) | (%5,7)
Seftriakson 39 0 2 (%4.,9) 26 0 9 (%25,7) 0,010°¢
(%95,1) (%74,3)
Sefepim 38 2 1 (%2,4) 27 2 6 (%17,1) 0,044 ¢
(%92,7) | (%4,9) (%77,1) | (%5,7)
Ertapenem 41 0 0 32 0 3 (9%8,6) 0,093
(%100) (%91,4)
Meropenem 41 0 0 34 1 0 0,093¢
(%100) (%97,1) | (%2,9)
Amikasin 40 1 0 32 0 3 (%8,6) 0,0934¢
(%97,6) | (%2,4) (%91,4)
Siprofloksasin | 32 (%78) 0 9 (%22) 15 0 20 (%57,1) 0,002°
(%42,9)
TMP-SXT® 23 0 18 (43,9) 12 0 23 (%65,7) 0,057¢
(%56,1) (%34.,3)

4 S=Standart dozda duyarli, I= Artmis dozda duyarli, R= Direncli
®TMP-SXT : Trimetoprim-siilfametoksazol
¢Pearson ki-kare yontemi kullanilmustir.

¢ Fisher’s exact ki-kare yontemi kullanilmustir.
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4.3.VIRULANS ILE ILISKiLi GENLERIN ARASTIRILMASI

Calismaya dahil edilen 76 adet P. mirabilis izolatinin viriilans ile iligkili genlerinin
varlig1 arastirildiginda, idrar izolatlarinin tamaminda (%100) ureC, flaA ve rsbA, 40
(%97,6)’mda pmfA, 39 (%95,1)’unda hpmA, 38 (%92,7)’inde zapA, 36 (%87,8)’sinda
atfA, 35 (%85,4)’inde ired ve 31 (%75,6)’inde ucaA geni saptanmistir.

Yara izolatlarnin tamaminda (%100) ureC, 34 (%97,1)linde flad ve rsbA, 33
(%94,3)’linde hpmA, 32 (%91,4)’sinde zapA, 31 (%88,6)’inde atfA ve ucaAd, 30
(%85,7)’unda ired ve pmfA geni saptanmistir. Izolatlarda viriilans genlerinin varhig: Sekil
1°de gosterilmistir. idrar ve yara izolatlar1 arasinda viriilans genlerinin varhig1 agismdan
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05).

Amplikonlarm agaroz jel elektroforezi sonrasi ultraviyole 1s1g1yla goriintiilenmesi
sonucu elde edilen goriintiiler ureC geni i¢in Sekil 2°de, ired geni i¢cin Sekil 3’te, zapA
geni i¢in Sekil 4°te, rsbA geni i¢in Sekil 5°te, flaA geni igin Sekil 6°da, atfA4 geni i¢in Sekil
7’de, pmfA geni igin Sekil 8’de, ucad geni i¢in Sekil 9°da ve AipmA geni igin Sekil 10°da

sunulmustur.
100 100 100 100 m [drar yolu izolatlar1 m Yara yeri izolatlar
100
97,1 97,1 97,6
05 95,1 94,3
92,7
91,4
90 88,6
_ 87,8 88.6 ’
& 85,4 85,7 85,7
S 85
S
>
80
75,6
75 I
70

ureC ired zapA rsbA flaA atfAd pmfA ucaA hpmA
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Sekil 1: Izolatlarda Viriilans Genlerinin Varlig1

Idrar ve yara izolatlar1 arasinda ureC, ired (p=0,966), zapA (p=1,0), rsbA (p=0,461), flaA
(p=0,461), atf4 (p=1,0), pmfA (p=0,089), ucad (p=0,146) ve hpmA (p=1,0) genlerinin
varlig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir. izolatlar arasinda
zapA, rsbA, flaA, atfA ve pmfA genlerinin istatistiksel analizi i¢in Fisher’s exact ki-kare

yontemi, ureC, ired, ucaA ve hpmA igin Pearson ki-kare yontemi kullanilmistir.

300 bp
200 bp
150 bp
100 bp
50 bp

500 bp

200 bp
100 bp

S0bp

500 bp

200 bp
100 bp
50 bp

500 bp

200 bp
100 bp
50 bp

Sekil 2: ureC Viriilans Geninin Tespiti
Amplikonlar 316 bg biiylikliiglindedir. Tiim izolatlarda viriilans geni pozitiftir.

L: Molekiiler agirlik standardi
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Sekil 3: ired Viriilans Geninin Tespiti

Amplikonlar 681 bg biiyiikliigiindedir. 8, 16, 19, 20, 22, 24, 34, 47, 66, 71 ve 74 numarali

izolatlarda viriilans geni negatif, diger tiim izolatlarda ise viriilans geni pozitiftir.

L: Molekiiler agirlik standardi
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Sekil 4: zapA Viriilans Geninin Tespiti

Amplikonlar 540 bg biiyiikligiindedir. 67, 69, 71, 72, 73 ve 74 numarali izolatlarda

viriilans geni negatif, diger tiim izolatlarda ise viriilans geni pozitiftir.

L: Molekiiler agirlik standardi
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Sekil 5: rsbA Viriilans Geninin Tespiti

Amplikonlar 467 bg bliylikliiglindedir. 33 numarali izolatta viriilans geni negatif, kalan

tiim izolatlarda viriilans geni pozitiftir.

L: Molekiiler agirlik standardi
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Sekil 6: flaA Viriilans Geninin Tespiti
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Amplikonlar 417 bg biiylikliglindedir. 70 numarali izolatta viriilans geni negatif, kalan

tiim izolatlarda viriilans geni pozitiftir.

L: Molekiiler agirlik standard1
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Sekil 7: atfA Viriilans Geninin Tespiti

Amplikonlar 382 bg biiyiikligiindedir. 66, 67, 69, 71, 72, 73, 74, 75 ve 76 numarali

izolatlarda virlilans geni negatif, kalan tiim izolatlarda viriilans geni pozitiftir.

L: Molekiiler agirlik standardi
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Sekil 8: pmfA Viriilans Geninin Tespiti

Amplikonlar 617 bg biiytikliigiindedir. 32, 35, 36, 49, 71 ve 72 numaral izolatlarda

viriilans geni negatif, kalan tiim izolatlarda viriilans geni pozitiftir.

L: Molekiiler agirlik standardi
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Sekil 9: ucaA Viriilans Geninin Tespiti
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Amplikonlar 476 bg biiyiikligiindedir. 4, 5, 6, 15, 16, 24, 28, 33, 35, 38, 40, 51, 67 ve 72

numarali izolatta viriilans geni negatif, kalan tiim izolatlarda viriilans geni pozitiftir.

L: Molekiiler agirlik standardi
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Sekil 10: ipmA Viriilans Geninin Tespiti
Amplikonlar 717 bg biiylikliiglindedir. 31, 33, 35 ve 36 numarali izolatlarda viriilans

geni negatif, kalan tiim izolatlarda viriilans geni pozitiftir.

L: Molekiiler agirlik standardi

[zolatlarin antibiyotik direng profili ile viriilans genlerinin varlig1 arasindaki iliski
karsilastirildiginda, ampisiline duyarli ve artmig dozda duyarli izolatlarin 40 (%100)’nda
ureC, rsbA ve flaA, 34 (%85)’linde ired, 36 (%90)’sinda zapA, 35 (%87,5)’inde atfA ve
pmfA, 33 (%82,5)linde ucaAd ve 38 (%95)’inde hpmA geni pozitif saptanmistir.
Ampisiline direncgli izolatlarm ise 36 (%100)’sinda ureC, 31 (%86,1)’inde ired, 34
(%94,4)’tinde zapA ve hpmA, 35 (%97,2)’inde rsbA, flaA ile pmfA, 32 (%88,9)’sinde atf4
ve 29 (%80,6)’unda ucaA geni pozitif saptanmistir. Ampisiline duyarl ve artmis dozda

duyarli izolatlar ile ampisiline direngli izolatlar arasinda viriilans genlerinin varlig:
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acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05). B-laktam/p-
laktamaz inhibitor kombinasyonlarina duyarli ve artmis dozda duyarli izolatlarin 58
(%100)’inde ureC ve flad, 49 (%84,5)’unda ired, 53 (%91,4)’tinde zapA, 57
(%98,3)’sinde rsbA, 51 (%87,9)’inde atfA, 52 (%89,7)’sinde pmfA, 48 (%82,8)’inde ucad
ve 54 (%93,1)lnde hpmA geni pozitif saptanmustir. [-laktam/B-laktamaz inhibit6r
kombinasyonlarina direngli izolatlarm ise 18 (%100)’inde ureC, rsbA, pmfA ve hpmA, 16
(%88,9)’sinda ired ve atfA, 17 (%94,4)’sinde zapA ve flaA ve 14 (%77,8)’linde ucaA geni
pozitif saptanmistir. B-laktam/p-laktamaz inhibitér kombinasyonlaria duyarl ve artmig
dozda duyarli izolatlar ile B-laktam/B-laktamaz inhibitér kombinasyonlarina direngli
izolatlar arasinda viriilans genlerinin varlig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmemistir (p>0,05). Sefalosporin grubu antibiyotiklerin tamami géz Oniinde
bulundurularak yapilan degerlendirmede, sefalosporinlere duyarl ve artmis dozda duyarh
izolatlarm 61 (%100)’inde ureC ve rsbA, 51 (%83,6)’inde ireA, 55 (%90,2)’inde zapA, 60
(%98.,4)’inda flaA, 53 (%86,9)’linde atfA, 56 (%91,8)’smda pmfA4, 49 (%80,3) unda ucaA
ve 59 (%96,7)’unda hpmA geni pozitif saptanmistir. Sefalosporinlere direngli izolatlarin
ise 15 (%100)’inde ureC, zapA ve flaAd, 14 (%93.,3)’linde ired, rsbA, atfA ve pmfA, 13
(%86,7)’linde ucaAd ve hpmA geni pozitif saptanmustir. Sefalosporinlere duyarli ve artmis
dozda duyarl izolatlar ile direngli izolatlar arasinda viriilans genlerinin varlig1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlemlenmemistir (p>0,05). Karbapenem grubu
antibiyotiklerin tamami g6z Oniinde bulundurularak yapilan degerlendirmede ise
karbapenemlere duyarl ve artmis dozda duyarl izolatlarin 73 (%100)’tinde ureC ve rsbA,
62 (%84,9)’sinde ired, 67 (%91,8)’sinde zapA ve pmfA, 72 (%98,6)’sinde flad, 64
(%87,7)’tnde atfA, 60 (%82,2)’inda ucad ve 70 (%95,9)’inde hpmA geni pozitif
saptanmistir. Karbapenem grubu antibiyotikler arasinda yalnizca ertapeneme karsi direng
gbzlemlendiginden, karbapenem direnci degerlendirmesi sadece ertapenem direngli
izolatlar iizerinden yapilmistir. Karbapenem direngli izolatlarin 3 (%100)’tinde ureC, ireA,
zapA, flaA, atfA ve pmfA, 2 (%66,7)’sinde rsbA, ucad ve hpmA geni pozitif saptanmustir.
Karbapenemlere duyarli ve artmis dozda duyarli izolatlar ile direncli izolatlar arasinda
rsbA geni varlig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmistir (p<0,05).

[zolatlarda karbapenem grubu antibiyotik direnci ve viriilans genlerinin varlig1 arasmdaki
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iliski Tablo 7’de Ozetlenmis ve istatistiksel olarak anlamli deger kalin punto ile

belirtilmistir.

Tablo 7: Izolatlarm Karbapenem Grubu Antibiyotiklere Gosterdigi Direng ile Viriilans
Genlerinin Varlig1 Arasindaki iliski

Karbapenemlere duyarl ve Karbapenemlere direngli
artmis dozda duyarli izolatlar izolatlar

Viriilans (n=173) (n=3) p
geni n (%) n (%) degeri*
ureC 73 (%100) 3 (%100) -
ireAd 62 (%84,9) 3 (%100) 1,0
zapA 67 (%91,8) 3 (%100) 1,0
rsbA 73 (%100) 2 (%66,7) 0,039
flaA 72 (%98,6) 3 (%100) 1,0
atfA 64 (%87,7) 3 (%100) 1,0
pmfA 67 (%91,8) 3 (%100) 1,0
ucaA 60 (%82,2) 2 (%66,7) 0,462
hpmA 70 (%95,9) 2 (%66,7) 0,152

* Fisher’s exact ki-kare yontemi kullanilmistir.

Amikasin direnci ile virllans genlerinin varhigi arasindaki iliski
karsilastirildiginda, amikasine duyarl ve artmis dozda duyarl izolatlarin 73 (%100)’tinde
ureC, 63 (%86,3)’linde ired, 67 (%91,8)’sinde zapA ve pmfA, 72 (%98,6)’sinde rsbA ve
flaA, 64 (%87,7) linde atfA4, 59 (%80,8) unda ucaA ve 69 (%94,5)’unda hpmA geni pozitif
saptanmistir. Amikasine direncli izolatlarin 3 (%100)’linde ureC, zapA, rsbA, flaA, atfA4,
pmfA,ucad ve hpmA, 2 (%66,7)’sinde ire4 geni pozitif saptanmistir. Amikasine duyarl ve
artmis dozda duyarl izolatlar ile direngli izolatlar arasinda viriilans genlerinin varligi

acisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark gozlemlenmemistir (p>0,05). Siprofloksasin
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direnci ile viriilans genlerinin varlig1 arasindaki iligki karsilastirildiginda, siprofloksasine
duyarli ve artmis dozda duyarl izolatlarin 47 (%100)’sinde ureC ve flaA, 39 (%83)’unda
ired, 43 (%91,5)’linde zapA ve hpmA, 46 (%97,9)’sinda rsbA, 41 (%87,2)’inde atfA, 42
(%89,4)’sinde pmfA ve 37 (%78,7)’sinde ucaAd geni pozitif saptanmistir. Siprofloksasine
direngli izolatlarin 29 (%100)’unda ureC, rsbA ve hpmA, 26 (%89,7)’sinda ired ve atfA,
27 (%93,1)’sinde zapA, 28 (%96,6)’inde flad ve pmfA ve 25 (%86,2)’inde ucaAd geni
pozitif saptanmistir. Siprofloksasine duyarl ve artmis dozda duyarl izolatlar ile direngli
izolatlar arasinda virlilans genlerinin varlig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmemistir (p>0,05). Trimetoprim-siilfametoksazol direnci ile viriilans genlerinin
varlig1 arasidaki iligki karsilastirildiginda, TMP-SXT duyarli ve artmis dozda duyarli
izolatlarm 35 (%100)’inde ureC ve flaAd, 28 (%80)’inde ired, 31 (%88,6)’inde zapA ve
hpmA, 34 (%97,1)tinde rsbA, 30 (%85,7)’unda atf4, 29 (%82,9)’'unda pmf4 ve 26
(%74,3)’smmda  ucad geni pozitif saptanmusti. TMP-SXT direngli izolatlarm 41
(%100)’inde ureC, rsbA, pmfA ve hpmA, 37 (%90,2)’sinde ired ve atfA, 39 (%95,1)’unda
zapA, 40 (%97,6)’mmda flad ve 36 (%87,8)’sinda ucaAd geni pozitif saptanmistir. TMP-
SXT duyarl ve artmis dozda duyarl izolatlar ile direngli izolatlar arasinda pmfA4 ve hpmA
genlerinin varlig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmistir (p<0,05).
[zolatlarda TMP-SXT direnci ve viriilans genlerinin varlig1 arasindaki iliski Tablo 8’de

Ozetlenmis ve istatistiksel olarak anlamli deger kalin punto ile belirtilmistir.
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Tablo 8: izolatlarda Trimetoprim-Siilfametoksazol Direnci ve Viriilans Genlerinin Varlig1

Arasmdaki Iliski

TMP-SXT*ye duyarli ve artmis dozda TMP- SXT*ye direngli
Viriilans geni duyarli izolatlar izolatlar
(n=35) (n=41) p degeri
n (%) n (%)
ureC 35 (%100) 41 (%100) -
ireA 28 (%80) 37 (%90,2) 0,206°
zapA 31 (%88,6) 39 (%95,1) 0,405°¢
rsbA 34 (%97,1) 41 (%100) 0,461°¢
flaA 35 (%100) 40 (%97,6) 1,0¢
atf4 30 (%85,7) 37 (%90,2) 0,725°¢
pmfA 29 (%82,9) 41 (%100) 0,007°¢
ucaA 26 (%74,3) 36 (%87,8) 0,13°
hpmA 31 (%88,6) 41 (%100) 0,041°

# TMP-SXT : Trimetoprim-siilfametoksazol
®Pearson ki-kare yontemi kullanilmistir.

¢ Fisher’s exact ki-kare yontemi kullanilmistir.

4.4. BIYOFILM SONUCLARI

[zolatlarm biyofilm olusturma kapasiteleri degerlendirildiginde, toplam 40
(%52,6) izolatin zayif, 22 (%28.,9) izolatin orta ve 14 (%18,4) izolatn giiclii diizey
biyofilm olusturdugu gdzlemlenmistir. Idrar yolu izolatlarinm 24 (%58,5)’iiniin zayif, 15
(%36,6)’inin orta ve 2 (%4,9)’sinin gii¢lii diizey biyofilm olusturdugu, yara izolatlarinin
ise 16 (%45,7)’smin zayif, 7 (%20)’sinin orta ve 12 (%34,3)’sinin gii¢lii diizey biyofilm
olusturdugu gozlemlenmistir. Idrar ve yara izolatlarinda biyofilm olusturma kapasiteleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlemlenmistir (p<0,05). Izolatlarin
biyofilm olusturma kapasiteleri Tablo 9°da 6zetlenmis ve istatistiksel olarak anlamli deger

kalin punto ile belirtilmistir.
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Tablo 9: izolatlarm Biyofilm Olusturma Kapasiteleri

Idrar izolatlar1

Yara izolatlar1

Biyofilm tiretimi (n=41) (n=35) p degeri*
n (%) n (%)
Biyofilm tiretmiyor - -
Zayif diizey 24 (%58,5) 16 (%45,7)
Orta diizey 15 (9%36,6) 7 (%20) 0,004
Giiclii diizey 2 (%4,9) 12 (%34,3)

* Pearson ki-kare yontemi kullanilmistir.

Calismamizda, idrar kiiltiirii alinan hastalarmn 10 (%24,4) unun kateterize edildigi,
31 (%75,6)’inin ise edilmedigi tespit edilmistir. Kateterize edilen hasta izolatlarinin 2
(%20)’sinin zayif, 7 (%70)’sinin orta ve 1 (%10)’inin giiclii diizey, kateterize edilmeyen
hasta izolatlarmin ise 22 (%71)’sinin zayif, 8 (%25,8)’inin orta ve 1 (%3,2)’inin gli¢lii
diizey biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. Idrar kiiltiirii alinan hastalarda kateterize
edilen ve edilmeyen hasta izolatlar1 arasinda biyofilm olusturma kapasiteleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p<0,05). Istatistiksel analiz i¢in zayif
diizey biyofilm iireticileri bir grup, orta ve giiclii diizey biyofilm {ireticileri ayr1 bir grup
olarak smiflandirilmistir. idrar kiiltiirii alman hastalarin kateterizasyon durumunun

izolatlarm biyofilm olusturma kapasiteleri ile karsilastirilmasi Tablo 10’da raporlanmustir.

[statistiksel olarak anlaml1 deger kalm punto ile belirtilmistir.
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Tablo 10: Kateterizasyon Durumuna Gére Idrar Yolu izolatlarmin Biyofilm Olusturma

Kapasitelerinin Degerlendirilmesi

Kateterize edilmeyen | Kateterize edilen
hasta izolatlar1 hasta izolatlar1 p degeri*
Biyofilm iiretimi (n=31) (n=10)
n (%) n (%)
Zayif Diizey 22 (%71) 2 (%20)
Orta Diizey 8 (%25,8) 7 (%70) 0,006
Giiglii Diizey 1 (%3,2) 1 (%10)

* Fisher’s exact ki-kare yontemi kullanilmastr.

[zolatlarin viriilans genlerinin varligi ve biyofilm olusturma kapasiteleri arasindaki
iligki karsilastirildiginda, zayif diizey biyofilm iireticilerinin 40 (%100)’inda ureC, 32
(%80)’sinde ired, 34 (%85)’linde zapA ve pmfA, 39 (%97,5)’unda rsbA ve flad, 31
(%77,5)’inde atfA, 28 (%70)’inde ucaA ve 36 (%90)’sinda hipmA geni saptanmistir. Orta
ve gliclii diizey biyofilm iireticilerinin ise 36 (%100)’sinda ureC, zapA, rsbA, flad, atfA,
pmfA ve hpmA, 33 (%91,7)’linde ired ve 34 (%94,4)’linde ucaA geni saptanmistir. Zayif
diizey biyofilm iireticileri ile orta ve giiclii diizey biyofilm {ireticileri arasinda zapA4, atfA4,
pmfA ve ucaA genlerinin varh@i agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gdzlemlenmistir (p<0,05). Izolatlarin viriilans genlerinin varlig1 ve biyofilm olusturma
kapasiteleri arasindaki iligki Tablo 11°de 6zetlenmis ve istatistiksel olarak anlamli degerler

kalmn punto ile belirtilmistir.
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Tablo 11: izolatlarin Viriilans Genlerinin Varhig1 ile Biyofilm Olusturma Kapasiteleri

Arasmdaki Iliski

Zayif diizey Orta ve giiclii diizey
biyofilm iireticileri | biyofilm iireticileri
Viriilans genleri (n=40) (n=36) p degeri*
n (%) n (%)
ureC 40 (%100) 36 (%100) -
ireAd 32 (%80) 33 (%91,7) 0,149
zapA 34 (%85) 36 (%100) 0,026
rsbA 39 (%97,5) 36 (%100) 1,0
flaA 39 (%97,5) 36 (%100) 1,0
atfA 31 (%77,5) 36 (%100) 0,003
pmfA 34 (%85) 36 (%100) 0,026
ucaA 28 (%70) 34 (%94.,4) 0,006
hpmA 36 (%90) 36 (%100) 0,117

* Fisher’s exact ki-kare yontemi kullanilmistir.

[zolatlarm antibiyotik duyarlilik testi sonuglar1 ile biyofilm olusturma kapasiteleri
arasindaki iliski incelendiginde ise zayif diizey biyofilm iireticilerinin 15 (%37,5)’inin
ampisiline, 7 (%17,5)’sinin amoksisilin-klavulanata, 5 (%12,5)’inin sefuroksime, 2
(%5)’sinin seftazidim ve sefepime, 3 (%7,5) linilin seftriaksona, 1 (%2,5)’inin ertapeneme,
10 (%25)’unun siprofloksasine ve 13 (%32,5)linlin TMP-SXT’e direngli oldugu
saptanmistir. Orta ve giiclii diizey biyofilm lireticilerinin ise 21 (%58,3)’inin ampisiline,
11 (%30,6)’inin amoksisilin-klavulanata, 1 (%2,8)’inin piperasilin-tazobaktama, 10
(%27,8)’unun sefuroksime, 4 (%11,1)’linlin seftazidime, 8 (%22,2)’inin seftriaksona, 5
(%13,9)’inin sefepime, 2 (%5,6)’sinin ertapeneme, 3 (%48,3)’linlin amikasine, 19
(%52,8)’unun siprofloksasine ve 28 (%77,8)’inin TMP-SXT’e direngli oldugu
saptanmustir. Higbir izolatta meropenem direnci saptanmamistir. Zayif diizey biyofilm

ireticileri ile orta ve gliglii diizey biyofilm iireticileri arasinda siprofloksasin ve TMP-SXT
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direnci agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlemlenmistir (p<0,05). izolatlarin
antibiyotik direng profili ve biyofilm olusturma kapasitelerinin karsilastirilmast Tablo

12°de belirtilmis ve istatistiksel olarak anlamli degerler kalin punto ile belirtilmistir.

Tablo 12: izolatlarm Antibiyotik Direng Profilleri ile Biyofilm Olusturma Kapasiteleri
Arasmdaki Iliski

Zayif diizey biyofilm Orta ve giiclii diizey
Antibiyotikler iireticilerinden biyofilm {ireticilerinden
(n=40) direng gosterenler (n=36) diren¢ gosterenler p degeri
n (%) n (%)
Ampisilin 15 (%37,5) 21 (%58,3) 0,069°
Amoksisilin- 7 (%17,5) 11 (%30,6) 0,181°
klavulanat
Piperasilin 0 1 (%2,8) 0,474°¢
tazobaktam
Sefuroksim 5 (%12,5) 10 (%27,8) 0,095°
Seftazidim 2 (%5) 4 (%]11,1) 0,414¢
Seftriakson 3 (%7.,5) 8 (%22,2) 0,069°
Sefepim 2 (%5) 5(%13.,9) 0,246°
Ertapenem 1 (%2,5) 2 (%5,6) 0,601 ¢
Meropenem 0 0 -
Amikasin 0 3 (%8.,3) 0,102°¢
Siprofloksasin 10 (%25) 19 (%52,8) 0,013°
TMP-SXT? 13 (%32,5) 28 (%717,8) <0,001°

dTMP-SXT : Trimetoprim-siilfametoksazol
b Pearson ki-kare yontemi kullanilmistir.

¢ Fisher’s exact ki-kare yontemi kullanilmigtir.
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5. TARTISMA

Proteus mirabilis, toprakta, suda ve memeli bagirsak florasinda dogal olarak
bulunabilen, 6zellikle yapisal ve fonksiyonel anomalisi olan bireylerde ve kateterize
hastalarda tiriner sistem basta olmak iizere, yara yeri, solunum yolu, géz, gastrointestinal
sistem gibi birgok farkli bolgede enfeksiyona neden olabilen firsat¢i bir patojendir (57).
Dokulara, mukozal yiizeylere, kateterlere, invaziv tibbi cihazlara ve komsu bakterilere
baglanmaya yardimci olan fimbriya ve adezinler, tas ve kristalin biyofilm olusumuna
yardimc1 olan iireaz enzimi, yiizeyler lizerindeki “swarming” hareketi, kemotaksi
proteinleri, demir ve ¢inko alimi i¢in sentezlenen 6zel proteinler, HpmA hemolizin ve
proteus toksik agliitinin sitotoksinleri gibi bakteriye ait bir ¢ok viriilans faktoriiniin,
bakterinin biyofilm olusturma kapasitesine, antimikrobiyal tedavilere karsi olan dirence
ve enfeksiyonlarin kroniklesmesine katki saglayabildigi bilinmektedir. Tiim bu faktorlere
bagli olarak P. mirabilis’e bagh gelisen IYE’ler tedavi edilmedigi takdirde, iirolitiyazis,
bakteriyemi ve sepsis gibi ciddi komplikasyonlara yol acabilmektedir (70).

Proteus mirabilis, IYE’nin yan1 sira enfekte olmus yaralardan da siklikla izole
edilebilmektedir. Bu patojen, 6zellikle acil cerrahi yara ve ¢oklu ilag direncine sahip yanik
yaras1t enfeksiyonlarinda, vendz iilserlerde, basing yaralarinda ve diyabetik ayak
iilserlerinde yaygin olarak tanimlanmaktadir (71-74). Bakterinin, sahip oldugu viriilans
faktorleri, biyofilm olusturma yetenegi ve antibiyotiklere kars1 kazanmis oldugu direng
sebebiyle yarada graniilasyon ve iyilesme dengesini bozdugu, etkin tedaviyi geciktirdigi
ve enfeksiyonun kroniklesme siirecine katkida bulundugu bilinmektedir (22,58).
Iyilesmeyen kronik yaralarm %60°mda bakteriye ait biyofilm yapisinm bulundugu, bu
yapilarin antibiyotik diren¢ genlerinin ve viriilans faktdrlerinin horizontal yayilimi i¢in
ayricaliklh bir ortam olusturdugu ve serbest yasayan bakterilere gore konjugasyonu 700
kat daha verimli hale getirdigi raporlanmaktadir (75). Standart antibiyotik tedavisinin
yalnizca serbest yasayan hiicreleri hedef alip biyofilm i¢inde derinlere yerlesen sesil
hiicrelere etkili olamamasi, 6zellikle yara yeri enfeksiyonlarinda tedavinin zorlasmasina
ve enfeksiyonun tedaviye ragmen yeniden ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (76) Tiim bu

faktorler géz oniine alindiginda, P. mirabilis'in biyofilm olusturma yetenegi ve viriilans
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mekanizmalar1 arasindaki iligkinin ve durumun giincel antibiyotik direnci iizerindeki
etkisinin daha iyi anlagilmasi, enfeksiyonlarin patogenezi ve etkin tedavi stratejilerinin
belirlenmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Calismamiza dahil olan P. mirabilis izolatlarinin %53,9’u idrar, %46,1°1 ise yara
kiiltiirlerinden izole edilmistir. Calismamizda, her yas grubundan hastanin P. mirabilis ile
enfekte olabildigi belirlense de c¢alisma izolatlarinin %72,3’liniin 16 yas ve iizeri
bireylerden elde edildigi tespit edilmistir. Calismamiza dahil olan hastalarin demografik
ozelliklerine bakildiginda ise genel olarak kadin cinsiyette (%52) olma oram yiiksek
saptanirken idrar kiiltlirii alinan hastalarin %635,8’inin kadin cinsiyette, yara kiiltiirti alinan
hastalarin ise %65,71’inin erkek cinsiyette oldugu belirlenmistir. Yiiriitiilen benzer
calismalarda, P mirabilis’e baglhh IYE gelisen hastalarm genellikle kadin cinsiyette
oldugu, yara yeri enfeksiyonlarinda ise genellikle erkek cinsiyetin 6n plana ¢iktig1
raporlanmaktadwr. Bu durum, erkeklerin zorlayici1 fiziksel aktiviteler gerektiren
mesleklerde ¢alismalari, daha fazla fiziksel stresle karsilasmalar1 ve bu nedenle yara ve
enfeksiyon riskinin daha fazla olmasinin bir sonucu olarak agiklanmistir (77-79).

Proteus mirabilis’e baglh enfeksiyonlarda artan antibiyotik direnci, tedaviyi
oldukca zorlastiran 6nemli bir faktordiir. P mirabilis’e bagl enfeksiyonlarin tedavisinde,
ampisilin, amoksisilin-klavulanat, piperasilin-tazobaktam, TMP-SXT, sefuroksim,
seftriakson, sefepim, ertapenem, meropenem, siprofloksasin, levofloksasin, gentamisin ve
amikasin kullanilabilmektedir. Mo ve ark., 2022 yilinda Cin’de yiiriittiikleri
calismalarinda P. mirabilis’e bagl IYE’lerde siilfametoksazol, levofloksasin, sefuroksim
ve seftriakson tedavisine karsi diisiik yanit alindigini bildirmekte ve tedavide seftazidim,
amikasin, meropenem ve piperasilin-tazobaktam antibiyotiklerinin tercih edilmesini
onermektedir (80). Calismamiz bu bulgularla paralellik gostermekte olup idrar
izolatlarinda en yiiksek diren¢ oranlar1 sirasiyla TMP-SXT (%43,9), ampisilin (%37,1) ve
siprofloksasine (%22) kars1t tespit edilmis, bunu amoksisilin-klavulanat (%14,6),
sefuroksim (%9,8), seftriakson (%4,9), seftazidim ve sefepim (%2,4) takip etmistir. Higbir
idrar izolatinda piperasilin-tazobaktam, ertapenem, meropenem ve amikasine kars1 direng
tespit edilmemistir. Milletli ve ark., 2017 yilinda idrar kiiltiirlerinde tireme tespit edilen

196 hastanin dahil edildigi calismasinda P. mirabilis’in Escherichia coli ve Klebsiella
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pneumoniae’dan sonra en sik izole edilen etken oldugu belirtilmis ve bu izolatlarda
calismamiza benzer sekilde ampisilin (%40) ve TMP-SXT (%26,6) direnci tespit
edilmistir (81). Degirmenci ve ark. 2022 yilinda 772 hastaya ait idrar kiiltiirli sonuglarini
inceledigi calismalarinda, P. mirabilis izolatlarinda TMP-SXT (%47,1), ampisilin
(%66,7), siprofloksasin (%54,80), amoksisilin-klavulanat (%42,4), sefuroksim (%46,7),
seftriakson (%39,4), seftazidim (%39,4) ve sefepim (%43,8) direnci tespit etmistir. Bu
calismada, c¢alismamizdan farkli olarak izolatlarda piperasilin-tazobaktam (%21,2),
ertapenem (%34,4), meropenem (%15,6) ve amikasin (%22,9) direncinin saptanmasi
dikkat cekmektedir (79). Rank ve ark. 2018 yilinda New York eyaletinde yiirtittiikleri
calismalarinda, ¢galismamizdan farkl olarak idrar 6rneklerinden izole edilen P. mirabilis
izolatlarmin ampisiline %70, TMP-SXT’ye %87, siprofloksasine %90, seftazidime %99
ve piperasilin-tazobaktama %100 oraninda duyarlhilik gosterdigi raporlanmistir (82).
Morrissey ve ark. kiiresel calismasinda ise P mirabilis, IYE’lerde en sik izole edilen
dordiincii bakteri tiirii olarak tanimlanmis ve ABD’de yaklasik %8, Avrupa’da %12,
Asya’nm bazi bolgelerinde ise %40 oraninda GSBL pozitifligi saptandig1 bildirilmistir
(83). Ilging olarak, Cin’de 2019 yilinda vyiiriitiilen bir cahsmada kdpeklerden elde edilen
P. mirabilis izolatlarinin %37’sinin GSBL iirettigi ve bu izolatlarin hepsinin blatem genine
sahip oldugu ortaya konmustur (84). Elde edilen veriler, P. mirabilis’te antimikrobiyal
direncin bolgesel ve zamansal farkliliklar gosterebildigini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, P mirabilis’e bagl IYE’lerde ampisilin, amoksisilin-klavulanat, TMP-SXT ve
siprofloksasin gibi antibiyotiklere kars1 direng¢ oranlarinin belirgin sekilde arttig1 dikkat
cekmektedir. P mirabilis’in tetrasiklin, tigesiklin ve kolistin gibi antibiyotiklere dogal
olarak direng¢ gosterdigi géz oniinde bulunduruldugunda direncli izolatlarin ortaya ¢ikisi,
tedavi segeneklerini olduk¢a smnirlandirmaktadir (45). B-laktam antibiyotiklerine karsi
gelisen direng ise 6zellikle hamileler ve cocuklarda tedavi segeneklerini kisitladigi icin
ciddi bir sorun teskil etmektedir. Bu nedenle, tedavi siireclerinin basari ile sonu¢lanmasi
icin antibiyotiklerin duyarlliklar1 ile uyumlu tedavi yaklasimlarmin desteklenmesi ve
daha etkin bir sekilde uygulanmasi tesvik edilmelidir (81).

Calismamizda, yara izolatlarinda en fazla direng swrasiyla TMP-SXT (%65,7),

ampisilin (%62,9) ve siprofloksasin (%57,1) antibiyotiklerine karsi goriilmiistiir. Bunu
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amoksisilin-klavulanat (%34,3), sefuroksim ve seftriakson (%25,7), sefepim (%17,1),
seftazidim (%14,3), ertapenem ve amikasin (%S8,6), piperasilin-tazobaktam (%2,9) takip
etmistir. Hicbir yara izolatinda meropeneme karst direng goézlemlenmemistir. Yara
izolatlarinda ampisilin, amoksisilin-klavulanat, seftriakson, sefepim ve siprofloksasine
kars1 idrar izolatlarina gére anlamli olarak daha yiiksek direng tespit edilmistir (p<0,05).
Abbas ve ark., 2018 yilinda Misir’da yiiriittiikleri calismalarinda P. mirabilis izolatlarinda
en yiiksek diren¢ oranlarini sirasiyla yanik yarasi (%52) ve diyabetik ayak izolatlarinda
(%31), en diisiik direng oranlarmai ise idrar izolatlarinda (%20) saptamistir. Bu ¢alismada
ampisilin i¢in tiim izolatlarda diren¢ go6zlemlenirken, yanik yarasi izolatlarinda
amoksisilin-klavulanat i¢in %80, sefepim icin %86,67, seftazidim i¢in %86,67 ve TMP-
SXT i¢in %86,67 oraninda direng tespit edilmistir. Ayrica siprofloksasin i¢in idrar
izolatlarinda diren¢ gbézlemlenmezken, yanik yarasi izolatlarinda %40 oraninda direng
gozlemlenmistir (85). Tom ve ark. 2018 yilinda Nijerya’da yiiriittiikleri ¢alismasinda, yara
yeri enfeksiyonlarinda tiim Proteus tiirleri arasinda P. mirabilis 'm en sik izole edilen etken
oldugunu saptamiglardir. Ayrica, bu patojenin en sik olarak yara yeri enfeksiyonu kaynakli
sepsis (%21,43), yanik yaras1 (%14,29), yara iilseri ve diyabetik iilser (%7,14) ve cerrahi
sonrast llser (%3,57) orneklerinden izole edildigini raporlamislardir. Ek olarak, yara
izolatlarmda amoksisilin-klavulanata karsi %86 ve ampisiline kars1 %66,67 oraninda
diren¢ saptandigimi bildirmislerdir (77). Zafar ve ark. Pakistan’da 2019 yilinda
yiriittiikkleri caligmalarinda ise diyabetik ve cerrahi yaralarin yanik yaralarma kiyasla P.
mirabilis ile daha sik enfekte oldugu ve tiim izolatlarda ampisilin (%87,5), sefuroksim
(%95,3), seftriakson (%89), seftazidim (%92,1) ve siprofloksasine (%85,9) kars1 direng
oranlarinin olduk¢a yiiksek oldugu raporlanmistir (22). Yildirim ve ark. ¢aligmasinda
yanik enfeksiyonlar1 etkenleri arasinda P. mirabilis’in siklikla izole edildigi ve yara
kiiltiirlerinden izole edilen P. mirabilis izolatlarinda ampisilin (%80), TMP-SXT (%80),
gentamisin (%50) ve sefuroksim (%50) direnci saptandigi raporlanmustir (86). Gilirbiiz ve
ark. idrar dis1 6rneklere ait P. mirabilis izolatlarimda ampisilin (%31,8), TMP-SXT (%40),
seftriakson (%44.,4), siprofloksasin (%44,4), piperasilin-tazobaktam (%45,5) ve
gentamisin (%51,7) i¢in duyarlilik oranlarinda azalma gézlemlemislerdir. Ayrica en etkin

antibiyotiklerin caligmamiza benzer sekilde meropenem ve amikasin oldugunu ve
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antibiyotik duyarliliklarindaki azalma sebebiyle tedavide kullanilacak antibiyotik
seceneklerinin kisitlandigini belirtmislerdir (87). Yapilan son calismalarda, blanpwm-1
iceren yaygin ilaca direncli (XDR) P. mirabilis izolatlarinin varlig1 raporlanmaktadir
(88,89). Bu veriler dogrultusunda, yara izolatlarinda, idrar izolatlarina kiyasla oldukca
yiiksek direng oranlarmin tespit edildigi goriilmektedir. Ayrica, diinya genelinde TMP-
SXT, florokinolonlar ve aminoglikozidlere kars1 diren¢ oranlarinin arttigr ve GSBL ve
AmpC B-laktamaz tretimindeki kiiresel artigin tigiincii kusak sefalosporinlere karsi direng
oranlarmi yiikselttigi dikkat ¢cekmektedir. Bunula birlikte, karbapenem direnci prevalansi
hala diisiik seviyelerde gozlemlenmektedir (90). Ge¢gmiste, EUCAST tarafindan GSBL
iireten P. mirabilis izolatlarinin tespiti sadece kan kiiltiirii izolatlarinda onerilirken, 2017
yilinda yapilan bir giincelleme ile bu uygulama tekrar gézden gecirilmis ve artan direng
oranlar1 nedeniyle GSBL iiretimi gosteren P. mirabilis izolatlarinin daha genis bir sekilde
tespit edilmesi gerektigi vurgulanmistir (91). Bu noktada antibiyotik direng profillerinin
izlenmesi ile antimikrobiyal ajanlarin akilci kullanimi, direng yayilimimi ve yaygin ilaca
direngli izolatlarin ortaya ¢ikmasini kontrol altina almak i¢in biiyiik bir 6nem tagimaktadir.

Proteus mirabilis’in patojenitesi, operonlarda yer alan genler tarafindan kontrol
edilen bir dizi viriilans faktorlerine dayanmaktadir. P. mirabilis’in sahip oldugu viriilans
genleri ile antimikrobiyal diren¢ arasinda da dogrudan bir iliski oldugu bilinmektedir.
Hatta baz1 viriilans genlerinin antibiyotik direnci ile iligkili genler ile ayni plazmid veya
hareketli genetik elemanlar {izerinde bulundugu raporlanmaktadir. Bu sayede
mikroorganizma konakgiya zarar vermekle kalmayip ayni1 zamanda tedaviye daha direngli
hale gelmektedir. Yapilan c¢alismalar, P. mirabilis izolatlarinda viriilans genlerinin
varligmin konak¢min klinik durumuna, izolatlarin genetik yapisma, cografik bolgeye,
ornek tiiriine, Ornek boyutuna ve tanimlama yOntemlerine gore degisebildigini
raporlamaktadir (92).

Ureaz enzimi P. mirabilis’in en énemli viriilans faktdrii olarak tanimlanmakta ve
enzim aktivitesinin biyofilm olusumuna katkida bulundugu, bobrek ve mesane tasi
olusumuna zemin hazirladig1 ve kateter tikanikliklarma sebep oldugu raporlanmaktadir
(93). Ure operonunda bulunan genler arasinda (ureABC, ureDEFG ve ureR) ureC’nin

sentez sirasinda onemli bir rol {istlendigi bilinmektedir (22,94). Calismamizda tiim P.
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mirabilis izolatlarinda ureC geni pozitif saptanmistir. Zafar ve ark. calismalarinda da,
calismamiza benzer sekilde P. mirabilis izolatlarinin tamaminin {ireaz enzimi urettigi ve
bu enzimin tanisal 6zellik tasidig1 raporlanmaktadir (22). Jones BD ve ark., izojenik iireaz
negatif mutant izolat ile enfekte edilmis farelerin idrar yollarinin ¢ok daha az sayida
bakteri ile kolonize oldugunu ve iireaz enziminin bakterinin enfeksiyon olusturma
yetenegi agisindan onemli bir viriilans faktorii oldugunu ispatlamistir (95).

Proteus mirabilis’in virilans faktorleri arasinda yer alan dis zar proteinleri
(OMP’ler), bakterinin ¢esitli ortamlar ile etkilesime girmesi ve hayatta kalabilmesi i¢in
onemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle bakteriyel biiyiime i¢in esas faktorlerden biri olan
ekstraseliiler Fe** (ferrik) demirin hiicre i¢ine aliminin bir yolu ferrik selatlayicilar olarak
bilinen sideroforlarin hiicre digina salgilanmasidir. Olusan ferri-siderofor yapisi, OMP
reseptoriine yiiksek 6zgiillikle baglanmakta, hiicre membrani iizerindeki TonB-ExbB-
ExbD protein kompleksinin sagladig1 enerji sayesinde ABC tasiyic1 sistemi tarafindan
hiicre icine tasmmaktadir. Sonrasinda, sitozolde olusan ferri-siderofor kompleksi Fe™
(ferroz) formuna indirgenerek siderofordan ayrilmaktadir. Yapilan caligmalarda, P
mirabilis IreA proteininin ferri-siderofor tasiyicisi olarak gorev aldigi ve diisiik demir
kosullarinda bulunan bakterilerde ferri-siderofor reseptor lokusunda yer alan ired4 gen
ekspresyonunun artis gosterdigi raporlanmaktadir (41,96,97). Calismamizda idrar
izolatlarinda %835.4, yara izolatlarmma ise %85,7 oraninda ire4 geni pozitifligi saptanmis
ve ireA geni pozitif saptanan izolatlarda, ire4 negatif izolatlara gore ampisilin, B-
laktam/B-laktamaz inhibitrii kombinasyonlari, sefalosporinler, karbapenemler, amikasin,
siprofloksasin ve TMP-SXT diren¢ oranlar1 agisindan anlamli bir fark olmadigi tespit
edilmistir (p>0,05). Phiri ve ark. calismasinda, elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde P,
mirabilis 1zolatlarinda ired pozitifligi idrar izolatlarmmda %100 iken diyabetik ayak
izolatlarinda %81 olarak raporlanmistir (93). Oliveira ve ark. caligmasinda ise idrar
kiiltiirlerinden izole edilen P. mirabilis izolatlarinda %100 oraninda ired pozitifligi
saptanmis ve bu izolatlarda antibiyotik duyarliliklart TMP-SXT i¢in %78,1, ampisilin i¢in
%80,3, siprofloksasin i¢cin %96,7, amikasin ve amoksisilin-klavulanat icin %99,5,
meropenem ve piperasilin-tazobaktam i¢in %100 olarak raporlanmistir (98). Fare

modellerinde ise siderofor sentetaz/reseptdr mutantlar1 ile yapilan c¢aligmalarda,
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transiiretral inokiilasyon sonrasi mutantlarin vahsi tip P. mirabilis HI4320 susuna gore
patojenitesinin azaldig1 raporlanmistir. (15). Elde edilen veriler, ire4 geninin P. mirabilis
izolatlarinda yliksek prevalansa sahip oldugunu gostermektedir. Bu genin, bakterinin
konak igerisinde siderofor aracili demir temini yoluyla hayatta kalma ve enfeksiyon
olusturma kapasitesine katki sagladigi anlagilmaktadir. Ancak, ire4’nin antimikrobiyal
dirence dogrudan katkida bulundugunu gdsteren bir bulgu elde edilememistir. Bu da, ire4
pozitifliginin antibiyotik direncinden ziyade, enfeksiyoz silirecin baslatilmas1 ve
sirdiiriilmesi  gibi  viriilans 1ile 1ilgili mekanizmalarda islevsel olabilecegini
diistindiirmektedir.

ZapA ise konak immiinoglobulinlerini, (IgAl, IgA2 ve IgG), kompleman
proteinlerini (C1q ve C3), kollajeni, fibronektin ve laminin gibi matriks proteinlerini, aktin
ve tiibiilin gibi iskelet proteinlerini ve dogustan gelen bagisiklik yanit1 ile iliskili
antimikrobiyal peptitleri (insan [-defensin 1, LL37) pargalama yetenegine sahip
ekstraseliiler bir metalloproteazdir. Bu oOzellikler sayesinde ZapA’nin konak
antimikrobiyal yanitin1 zayiflatarak bagisiklik sisteminden kagisa ve enfeksiyon
gelisimine zemin hazirlamasma katkida bulundugu bilinmektedir (42). Calismamizda
idrar izolatlarmin %92,7’s1, yara izolatlarinin ise %91,4’linde zapA geni pozitif saptanmis
ve zapA geni varhigi ile ampisilin, B-laktam/B-laktamaz inhibitérii kombinasyonlari,
sefalosporinler, karbapenemler, amikasin, siprofloksasin ve TMP-SXT direnci arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Ewaoche ve ark.
calismasinda, idrar, balgam, vajinal ve iiretral siiriintii 6rneklerinden izole edilen P.
mirabilis 1zolatlarinda calismamiza benzer sekilde yiiksek oranda (%100) zapA pozitifligi
saptanmistir (99). Ancak, farklh calismalarda zapA pozitifligi degisken oranlarda tespit
edilmistir. Ornegin Phiri ve ark., idrar ve diyabetik ayak orneklerinden elde edilen P
mirabilis izolatlarinda zapA pozitifligini, calismamizdan farkli olarak idrar izolatlarinda
%56, diyabetik ayak izolatlarinda ise %78 oraninda raporlamistir (93). Alsaadi ve ark. ise,
yine ¢alismamizdan farkli olarak idrar drneklerinden izole edilen P. mirabilis izolatlarinda
zapA geni pozitifliginin sadece %10 oldugunu belirtmistir (100). Bu durum, zapA geni
varliginin ~ bolgesel ve klinik kaynaklara gore farklihk gdsterebilecegini

diisiindiirmektedir. Ayrica Belas ve ark., bakterinin ZapA disinda farkli mekanizmalar
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araciligiyla da antimikrobiyal peptitleri parcalayabildigini ve Zap A  mutant izolatlarin da
antimikrobiyal peptitlere kars1 direng gosterebildigini bildirmistir (42). Bu sonug, P,
mirabilis’in antimikrobiyal peptitlere karsi savunma mekanizmalarini agiklamak igin
ZapA’nin yeterli olmadigimi gostermektedir. Tim veriler degerlendirildiginde, klinik
orneklerden elde edilen P. mirabilis izolatlar1 arasmnda zapA geni varligi agisindan
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Ayrica, P. mirabilis’in sadece ZapA yoluyla degil,
farkli mekanizmalar ile de antimikrobiyal peptitlerin etkisinden korunabildigi ve
ZapA’nin dogrudan antimikrobiyal direng ile iliskilendirilmedigi dikkat ¢ekmektedir.
Bununla birlikte, caligmamizda tiim 1zolatlarda yiiksek oranda zapA pozitifligi saptanmis
olup, bu durum zapA’nin viriilans iizerindeki etkisini destekleyen 6nemli bir bulgu olarak
degerlendirilmektedir.

Proteus mirabilis’in sahip oldugu viriilans faktorlerinden bir digeri olan
“swarming” hareketinin, kateter kaynakli IYE’lerde, iist iiriner sistem enfeksiyonlarmda
ve pyelonefrit gelisiminde 6nemli rol oynadigi bildirilmekle beraber yiiriitiilen bazi
calismalarda hareketsiz P. mirabilis izolatlarmm da benzer komplikasyonlarla IYE
gelisimini indiikleyebildigi belirtilmistir (101). “Swarming” hareketi, farkli fazlar1 igceren
dinamik bir siirectir ve bakterinin ¢evresel sinyallere yanit olarak hareket kabiliyetini ve
viriilans faktorlerinin ekspresyonunu diizenleyen 25-50 genlik regiilatér bolgesinin
koordineli ifadesi tarafindan kontrol edilmektedir. Bu noktada, farklilasma fazinda
flagellar filamentin alt birimi olan FlaA proteini sentez oraninda belirgin artis, buna
karsilik fimbriya (MR/P, UCA, PMEF, ATF, PMP) ekspresyonunda ise belirgin azalis
gozlemlenmektedir. Bu dinamik siire¢ sayesinde, “swarming” sirasinda bakterinin hareket
kabiliyeti arttirilirken yiizeylere yapisma egiliminin azalmasina olanak taninmaktadir
(36,102,103). “Swarming” ve konsolidasyon fazindaki hiicrelerde transkripsiyon
profillerini ortaya koyan mikrodizi analizi sonucunda, fla4 geninin sirasiyla {i¢iincii ve
altinct en sik eksprese edilen gen olarak tanimlandig: belirlenmistir (34) “Swarming”
hareketi sirasinda RsbA gibi diizenleyici proteinlerin de bu siiregte kritik bir rol oynadig:
ve lireaz, proteaz ve hemolizin gibi viriilans faktdrlerinin ekspresyonunu diizenledikleri
bilinmektedir (104). RsbA, iki bilesenli diizenleyici proteinler smnifina ait olan, gevresel

kosullar1 algilayarak bakterinin “swarming” kabiliyetini ortam kosullarina (popiilasyon
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yogunlugu, yiizey temasi, peptitler, aminoasitler, intraseliiler katyonlar) uyumlu olacak
sekilde diizenleme gorevi goren ve hiicre membraninda bulunan bir sensor histidin
kinazdir. RsbA’nin dahil oldugu bu diizenleyici sistemlerin, bakteriyel biiyiime, biyofilm
olusumu, “quorum sensing” mekanizmalari, viriilans faktorlerinin ekspresyonu ve diga
atim pompalar1 lizerinde de etkisi oldugu raporlanmaktadir (15,33,104). Liaw ve ark.
caligmasinda, rshA geninin “swarming” hareketini ve hemolizin, proteaz ve iireaz gibi
viriilans faktorlerinin ekspresyonunu baskiladigi, miristik asit, laurik asit ve palmitik asit
gibi “swarming” hareketini inhibe eden molekiillerin etkisini RsbA proteini bagiml bir
yolak tlizerinden gosterdigini raporlamiglardir (104). Calismamizda idrar izolatlarinin
hepsinde (%100) ve yara izolatlarmin %97,1’inde flad ve rsbA genleri pozitif
saptanmigtir. AL-Dulaimy ve ark., calismamiza benzer sekilde cesitli kliniklerden elde
edilen P. mirabilis izolatlarmin %100’tinde rsbA ve flaA pozititligi saptamistir (68).
Calismamizda ayrica karbapenemlere duyarl ve orta duyarl izolatlarda »sbA geni anlamli
olarak daha sik tespit edilmistir (p=0,039). Literatiirde rshbA geni ve karbapenem
duyarhilig1 arasindaki iliskiye dair bilgiler sinirlidir. Ancak Zhang ve ark., rsb4 nin dahil
oldugu iki bilesenli sistemlerin porin ekspresyonu ile pozitif korelasyon gosterdigini tespit
etmistir. Bu ¢calismada, iki bilesenli sistemlerin baskilandig1 durumlarda, karbapenemlerin
hiicre i¢ine girisinde rol oynayan OmpK35/36 gibi porinlerin ekspresyonunun
baskilandig1 belirtilmistir. Bunun sonucunda dis zar gegirgenliginin azaldig1 ve
karbapenem direncine katkida bulunuldugu ifade edilmistir (105). Ote yandan, Dehnavi
ve ark. caligmasi bu bilgiler ile ¢elismektedir. Bu calismada, idrar 6rneklerinden elde
edilen P. mirabilis izolatlarinda %68 oraninda rsbA pozitifligi saptanmis ve rsbA pozitif
izolatlarin 26’smin %50°den fazla antibiyotik direnci gosterdigi raporlanmistir (106). Elde
edilen bulgular, flad ve rsbA genlerinin P. mirabilis izolatlarinda yiiksek oranda pozitif
bulundugunu ve bu genlerin virlilansta 6nemli bir rol oynadiklarini gdstermektedir.
Ozellikle galismamizda rshA geninin karbapenem duyarli izolatlarda daha yiiksek oranda
tespit edilmesi, bu genin antibiyotik gecirgenligini etkileyen dig zar porinlerinin
ekspresyonu ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgu, literatiirde yalnizca
smirli sayida ¢aligmada ele alinmig olup, bu iliskinin altta yatan mekanizmalarla birlikte

daha kapsaml1 ve ¢ok yonlii arastirmalara konu edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Bu
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yoniiyle rsbA, hem P. mirabilis’in ¢evresel adaptasyonu ve enfeksiyon olusturma yetenegi
hem de antibiyotik duyarlilik profili lizerinde etkili olabilecek ¢ok yonlii bir diizenleyici
olarak on plana ¢ikmaktadir.

Proteus mirabilis’in sahip oldugu fimbriyalarin konak hiicrelerine ve kateter
yiizeylerine baglanma yetenegi enfeksiyon gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan
calismalar, P. mirabilis’in farkl1 fimbriyalar araciligryla cesitli ortamlara tutunma ve
enfeksiyon olusturma stratejileri gelistirdigini gostermektedir. UCA’ nin deskuame olmus
iiroepitelyal hiicrelerine baglanabildigi ve ayni1 zamanda bagirsak kolonizasyonunda rol
oynayabildigi, PMF nin mesane epiteline segici olarak baglanabildigi ve IYE
patogenezinde Onemli bir faktér olabilecegi, ATF’nin ise 0Ozellikle cansiz yiizeye
tutunmada, ¢evresel kolonizasyonda ve biyofilm olusumunda rol oynadig1 raporlanmistir
(3,40). Calismamizda atf4, pmfA4 ve ucaA i¢in idrar izolatlarinda sirasiyla %87,8, %97,6
ve %75,6, yara izolatlarinda ise sirasiyla %88,6, %85,7 ve %88,6 oraninda pozitiflik tespit
edilmistir. Ayrica pmfA4 geni pozitif olan izolatlarda TMP-SXT ye kars1 direncin anlamli
olarak arttig1 belirlenmistir (p=0,007). Oliveira ve ark. ¢calismasinda, idrar kiiltlirlerinden
izole edilen P. mirabilis izolatlarinda fimbriyal adezin genlerinde calismamiza benzer
sekilde yliksek oranda pozitiflik (%100 mrpA, pmfA ve atfA, %81,5 ucaA) saptanmistir.
Bununla birlikte ucaAd geni varligi ile antimikrobiyal direng¢ arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski bulunmamistir (98). Hussein ve ark. calismasinda, elde ettigimiz
sonuglara benzer sekilde idrar kiiltiirlerinden elde edilen P. mirabilis izolatlarinda yliksek
oranda (%98,4) atfA pozitifligi saptanmistir. Bu ¢aligmada, a#f4 viriilans geninin varligi
TMP-SXT direnci ile iliskilendirilmis ve atf4 geninin biyofilm olusumunda 6nemli bir
role sahip olabilecegi belirtilmistir (107). Ramatla ve ark. calismasinda ise 26 P. mirabilis
izolatinin hepsinde fimbriyal adezin genlerinin (mrpA, pmfA ve atfA) pozitif oldugu ve
izolatlarin %62’sinin siprofloksasine diren¢li oldugu bildirilmistir (108). Tiim veriler
degerlendirildiginde, fimbriyal adezin genlerinin P. mirabilis izolatlarinda yiiksek oranda
tespit edildigi ortaya konulmakta ve bu durum, fimbriyal yapilarm P. mirabilis’in
patogenezindeki belirleyici roliinii destekler niteliktedir. Fimbriyal adezinlerin konak
hiicrelerine tutunmay: ve yiizeylerde kaliciligi kolaylagtirarak biyofilm olusumunu

destekledigi bilinmektedir. Biyofilm yapisimin, bakterileri dis etkenlere karsi koruyan
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kompleks bir savunma mekanizmasi olusturdugu goéz Oniine alindiginda, bu genlerin
biyofilm olusumuna olan belirgin katkisi, patojenin antibiyotiklere kars1 direng
kazanmasinda etkili olabilecek baslica mekanizmalardan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir.

P. mirabilis, insan ve koyun eritrositlerinin hemolizini kalsiyum bagimsiz ve por
olusturucu bir 6zellige sahip olan HpmA aracilig1 ile gerceklestirmektedir. Bu hemolizin,
hedef 6karyotik zarlara etki gOstererek Na' iyonlarmin hiicre disina ¢ikmasina, hiicre
yikimina ve doku hasarina neden olmaktadir (44). HpmA {iiretiminin, “swarmer” hiicre
farklilagsmas1 sirasinda artis gosterdigi ve bu siiregte doku invazyonuna 6nemli bir katki
sagladig1 raporlanmistir (40). Calismamizda idrar izolatlarinin %95,1’inde ve yara
izolatlarmin %94,3’linde ApmA geni pozitif saptanmis ve hpmA geni pozitif saptanan
izolatlarda TMP-SXT ye kars1 direncin anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir (p=0,041).
Hussein ve ark. ¢alismasinda idrar kiiltiirlerinden elde edilen P. mirabilis izolatlarinda
calismamiza benzer sekilde %98,4 oraninda hApmA pozitifligi tespit edilmis ve hpmA
pozitif olan izolatlarda seftriakson direncinin anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir
(p<0,05) (107). Calismamizla uyumlu olarak, Cestari ve ark. 211 tiropatojenik P. mirabilis
izolatinin 205 (%97,15)’inde hpmA geni varligint dogrulamis, Sanches ve ark. ise 32 P.
mirabilis izolatmm hepsinde (%100) hpmA geni pozitif oldugunu ve izolatlarin
%78,13’linlin c¢oklu ilaca direngli oldugunu raporlamistir (44,67). Bu bulgular
dogrultusunda, calismamiz ve literatiirdeki benzer ¢alismalar birlikte degerlendirildiginde
hpmA geninin P. mirabilis izolatlarinda yiiksek prevalansa sahip oldugu goriilmektedir.
S6z konusu genin siklikla tespit edilmesi, patogenezde Onemli bir rol oynadigini
disiindiirmekle birlikte ipmA geni pozitif izolatlarda gézlemlenen artmis direng oranlari
dikkat ¢ekicidir. Motamedi ve ark., hemolizin yapisinin konak hiicreleri parcalayarak
bakterinin immiin savunma mekanizmalarindan kagisini kolaylastirdig1 ve antibiyotiklerin
etkinligini azaltarak dolayli yoldan diren¢ gelisimini arttirdigini bildirmistir (109). Bu
bulgular, spmA geninin hem Onemli bir virlilans faktorii oldugunu hem de antibiyotik
direnci ile ilgili patojenik mekanizmalar igerisinde yer alabilecegini ortaya koymaktadir.

Caliymamizda yara yeri enfeksiyonlarindan izole edilen P. mirabilis izolatlarinin,
idrar izolatlarina gore anlamli olarak daha gii¢lii diizeyde biyofilm olusturdugu tespit

edilmistir (p=0,004). Majtan ve ark., kronik ve nadiren akut yara enfeksiyonlarinda P.
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mirabilis’in, hem monobakteriyel hem de birgok bakteri tiirlinii igeren (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae) dayanikli biyofilm yapilari
olusturabildigini, bu yapilarin yara iyilesmesini geciktirdigini ve tedaviye karst olan
direnci belirgin olarak arttirigini raporlamistir (59). Smith ve ark., ¢calismamizla uyumlu
olarak cilt Orneklerinden izole edilen Staphylococcus aureus izolatlarinin, diger
bolgelerden (bogaz, balgam, g6z, idrar, kan ve genitoliriner) elde edilen izolatlara gore
anlamli olarak daha giiclii diizeyde biyofilm olusturdugunu raporlamistir (110). Wasti ve
ark., calismamiza benzer sekilde yara 6rneklerinden izole edilen S. aureus ve Enterobacter
sp. izolatlarmin idrar izolatlarma gore daha gii¢lii biyofilm olusturma kapasitesine sahip
oldugunu raporlamis ve aradaki bu farkim viriilans faktorlerinin izolasyon bolgesine baglh
olarak farklilik gostermesi ile iligkili olabilecegini 6ne stirmiistiir (111). Calismamizda
ayrica, idrar kiiltiirii alinan hastalardan kateterize edilenlerin, edilmeyen hasta izolatlarma
gore anlamli olarak daha giiglii diizeyde biyofilm olusturduklar1 tespit edilmistir
(p=0,006). Hastalarda idrar birikimini 6nlemek ve idrar toplamak amaciyla kateterler
siklikla kullanilmasia ragmen, kateter yiizeyleri bakterilerin kolonizasyonu ve biyofilm
olusumu i¢in elverisli bir yiizey olusturmakta, bu da kateter ile iligkili idrar yolu
enfeksiyonlarina ve diger komplikasyonlara yol agabilmektedir (112). P mirabilis’in
iiriner sistem enfeksiyonlar1 sirasinda kateterlerin diizensiz liimen yiizeylerine kolonize
olarak, iireaz enzimi ve kapsil polisakkaritleri yardimiyla belirgin biyofilm yapilar1
olusturdugu bilinmektedir. Ayrica, olugsan biyofilm yapisi sayesinde yiizeylere giiglii bir
sekilde tutunan bakteri, bu bolgede kateter tikanikliklarmma yol agmakta, antibiyotik
etkisinden ve konak bagisiklik yanitindan korunabilmektedir (40). Tabatabaei ve ark.,
calismamizi destekleyecek sekilde kateterize edilmis hastalardan elde edilen iiropatojenik
P. mirabilis izolatlarinin kateterize olmayan hastalara gore anlamli olarak daha giiclii
diizeyde biyofilm olusturdugunu tespit etmistir (p<0,001) (113).

Calismamizda, viriilans genlerinin varligi agisindan idrar ve yara izolatlar1
arasinda anlamli bir fark bulunmamasma ragmen (p>0,05), kateterizasyon oraninin diigiik
olmasi sebebiyle bu izolatlarin biyofilm iiretme kapasitesinin yara izolatlarina gore sinirl
kaldig1 diisiiniilmektedir. Donlan ve ark., biyofilmin cevresel kosullardan etkilenen

karmasik bir siire¢ oldugunu ortaya koymustur. Bu c¢aligmada, mikroorganizmalarin
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ozellikle piirtizlii, hidrofobik ve nonpolar yapilar lizerinde daha hizli kolonize oldugunu
ve yiiksek akis hizi, pH, sicaklik ve antimikrobiyal ajanlarin varlig1 gibi ortam kosullarinin
biyofilm olugsumunu etkileyebildigi gdzlemlenmektedir. Mikroorganizmalar, bu kosullara
yanit olarak “quorum sensing” mekanizmalarini aktive etmekte ve ¢evresel degisimlere
uyum saglayarak biyofilm olusumu ile ilgili viriilans faktorlerinin ekspresyonunu
diizenlemektedir (114). Sonug¢ olarak, biyofilm ile iligkili viriilans genlerinin
ekspresyonunun cevresel kosullardan etkilendigi diistiniilmektedir. Bu bulgu, bakterinin
genetik potansiyeline ragmen konak ortamindaki fiziksel faktorlerin viriilansin ortaya
¢ikisinda belirleyici olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda, izolatlarin viriilans genlerinin varligr ile biyofilm olusturma
diizeyleri arasindaki iligki arastirildiginda, tiim izolatlar arasinda orta ve giiclii diizey
biyofilm iireticilerinde, zayif diizey biyofilm {ireticilerine kiyasla zapA, atfA, pmfA ve
ucaA genleri anlamli olarak daha sik tespit edilmistir (p<0,05). Sun ve ark. caligmasinda,
P mirabilis izolatlarmin %92,5’inde biyofilm iiretimi saptanmis ve calismamizdaki
bulgularla ortiisen sekilde biyofilm tireticilerinde ureC, zapA, rsbA, mrpA, atfA ve pmfA
ekspresyonunun anlamli olarak daha yiiksek diizeyde oldugu raporlanmistir (p<0,05)
(115). Chen ve ark., tropatojenik P mirabilis izolatlar1 kullanarak yiirtittiikleri
calismalarinda, ¢alismamiza benzer olarak zapA geni silinmis mutant izolatlarda biyofilm
olusumunun vahsi tip izolatlara goére daha diisiik seviyede oldugunu raporlamistir. Bu
calismada, ZapA proteininin Tip 1 sekresyon sistemi (T1SS) araciligi ile salgilanan
serralizin metalloproteaz ailesine ait bir protein oldugu ve T1SS’nin yalnizca protein
sekresyonunda degil, ayn1 zamanda biyofilm matriksinin ana bileseni olan EPS sentezi ve
bakteriyel ekstraseliiler DNA salinimimda da rol oynadigi ortaya konmustur (116). Phan
ve ark. ise, bu ¢alismalardan farkli olarak prostatit modelinde vahsi tip ve mutant ZapA-
P. mirabilis izolatlarinin biyofilm olusturma kapasitlerinin in vitro kosullarda benzer
oldugunu, fakat bu sonucun prostat dokusundaki biyofilm olusumu ac¢isindan olasi
farkliliklar1 diglamadigmi belirtmistir (117). Tiim bu veriler birlikte degerlendirildiginde,
ZapA proteininin dahil oldugu TISS aracilifiyla biyofilm matriksinin yapisal
bilesenlerinin salgilanmasi, bu genin biyofilm olusumunda 6nemli bir rol alabilecegini

desteklemektedir. Ancak bu roliin, enfeksiyonun olustugu dokuya 6zgii kosullara bagli
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olarak farklilik gdsterebilecegi ve ¢evresel faktorlerin bu siirecte belirleyici olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu durum, biyofilm olusum mekanizmalarmin yalnizca genetik
diizeyde degil, ayn1 zamanda g¢evresel sinyallerle etkilesim halinde isleyen ¢ok yonlii ve
karmasik bir siire¢ oldugunu ortaya koymaktadir.

Fimbriyal adezinlerin bakterinin yiizeylere tutunmasmi saglayarak biyofilm
olusum siirecinde temel bir gorev istlendigi literatiirdeki cesitli ¢aligmalarla ortaya
konmustur. Mishu ve ark. calismamiza benzer sekilde biyofilm iireten P. mirabilis
izolatlarmin %68,97’sinin ucaA genine sahip oldugunu ve bu oranin biyofilm {iretmeyen
izolatlara gore anlamli derecede yiiksek oldugunu raporlamistir (p<0,05). Bu ¢aligmada
ayrica, biyofilm tireten 29 izolatin 14’linde atf4 ve 10’unda pmfA4 pozitifligi saptandigi
belirtilmistir (69). Scavone ve ark. calismasinda ise, P mirabilis vahsi tip izolat1 ve
fimbriyal genleri eksprese edemeyen izojenik mutantlar1 kullanilarak MR/P, UCA, ATF
ve PMF fimbriyalarmin biyofilm olusumu, “swarming” hareketi ve kateter boyunca gog
hareketi iizerindeki etkileri arastirilmisti. Bu g¢aligmada tiim mutantlarin kateter
iizerindeki go¢ yeteneklerinin belirgin sekilde azaldigini fakat “swarming”™ hareketlerinin
etkilenmedigi raporlanmistir. Buna bagli olarak biitiin fimbriyalarin, P. mirabilis’in
yiizeylere tutunup yayilmasin1i saglayarak biyofilm olusumunda ve kateter
kolonizasyonunda kritik bir rol oynadigini dogrulamiglardir. Bununla beraber, MR/P ve
ATF mutantlarin vahsi tip izolatlara kiyasla anlamli olarak {i¢ boyutlu diizlemde daha
kii¢iik boyutta, UCA ve PMF mutantlarin ise anlamli olarak daha biiyiik boyutta biyofilm
olusturduklarini raporlamislardir (p<0,05). UCA ve PMF icin elde edilen verilere gore, bu
fimbriyalarin stabil ve fonksiyonel biyofilm olusumunun kontroliinde rol oynadiklarini ve
biyofilmin yapisal biitiinliigiine katkida bulunduklarini belirtmislerdir (118). ATF i¢in eski
caligmalarda fimbriyanm optimal ekspresyon sicakliginin 23°C oldugu ve P. mirabilis
patogenezinde rol almadigi, bu fimbriyanin daha cok enterik ortamda ve cevresel
kosullarda hayatta kalmada rol oynadigi raporlanmis olsa da yiiriitiilen yeni ¢alismalar ile
bu fimbriyanin biyofilm olusumunda ©nemli bir rolii oldugu ortaya konmustur
(107,118,119). Bu veriler 1s181nda, fimbriyal adezinlerin yalnizca biyofilm olusumunun

baslatilmasimda degil, ayn1 zamanda biyofilmin stabilizasyonu ve yapisal biitlinliigiiniin
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saglanmasinda onemli bir rol oynadig1 ve farkli fimbriya tiplerinin birbirini tamamlayan
islevler ile patogeneze katkida bulundugu anlasiimaktadir.

Calismamizda orta ve giiglii diizey biyofilm tireten izolatlarda flaA, rsbA, hpmA ve
ireA genlerinin pozitiflik oranlari, zayif biyofilm {ireticilerine kiyasla daha yiiksek
saptanmig, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmamistir (p>0,05).
Biyofilm olusumunda flagella ve “swarming” hareketinin rolii literatiirde net bir sekilde
ortaya konulamamis olup bu konuda farkli gériisler mevcuttur. Bazi calismalar, flagella
varligmin biyofilm yapisi i¢in 6nemli oldugunu ve farkh yiizeyler ile ilk temasa katkida
bulunabilecegini 6ne siirerken, digerleri bu yapilarin biyofilm olusumu i¢in kritik
olmadigmi, flaA gen delesyonu olan hareketsiz mutantlarin da biyofilm olusturabildigini
ve bu mutantlarda biyofilmi baslatan mikrokolonilerin olusma olasiligmin daha ytiksek
oldugunu bildirmektedir (40,120). Ayrica, “swarming” hareketini diizenleyen rsbA’nin
biyofilm olusumunu destekledigi ve EPS iiretimini aktive ettigi bildirilmektedir. Ancak,
rsbA’nin bu farkli diizenleyici rollerini nasil gerceklestirdigine dair etki mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamistir (104). “Swarming” hareketi sirasinda ekspresyonu arttigi
bilinen ApmA hemolizin i¢in ise Mishu ve ark., biyofilm {ireten P. mirabilis izolatlarinda
%79,31 oraninda hpmA pozitifligi saptamis ve calismamiza benzer sekilde biyofilm tireten
ve iiretmeyen izolatlar arasmmda hpmA geni varlifi agisindan anlamli bir fark tespit
etmemistir (p>0,05) (69). Sun ve ark. ise P. mirabilis izolatlarinda biyofilm {liretiminin
hpmA ekspresyonu ile anlamli bir sekilde iliskili oldugunu raporlamistir (p<0.05) (115).
Bu bulgular, hpmA geninin biyofilm olusum siirecinde rol oynayabilecegini
disiindiirmekle birlikte farkli ¢alismalardan elde edilen ¢eliskili sonuglar, bu iligkinin gen
ekspresyon diizeyi, ¢evresel kosullar ve enfeksiyonun gergeklestigi doku gibi bir ¢ok
faktoriin etkilesimiyle sekillendigini gostermektedir.

Proteus mirabilis, sahip oldugu siderofor sistemleri ile demir kisith ortamlarda da
enfeksiyona sebep olabilmektedir. Demir alim sistemlerinin biyofilm olusumundaki rolii
ile ilgili yapilan ¢aligmalar smirli olmakla birlikte, ferri-siderofor yapisinin baglandigi
TonB-bagimli reseptorleri mutasyona ugramis izolatlarn biyofilm gelisiminin erken
evrelerinde ylizeylere yapigma gosteremedigi ve stabil bir biyofilm yapis1 olusturamadig:

raporlanmigtir. Ayrica, bu izolatlarmm “swarming” hareket kabiliyetinin etkilendigi ve
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kateter ile iliskili IYE modellerinde iiriner sistemi kolonize edemedigi bildirilmistir. Bu
dogrultuda, biyofilm gelisimi ve enfeksiyonun ilerlemesini dnlemek amaciyla kateterlerin
selatorler ile kaplanmasi gibi yontemler gelistirilmekle birlikte klinik uygulanabilirlik i¢in
daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (121).

Biyofilm yapisinin %90’m1 olusturan heterojen polimerik matriks yapisinin,
antimikrobiyal ajanlara ve konak¢1 bagisiklik sistemine karsi koruma sagladigi
bilinmektedir (4). Biyofilm yapis1 icinde yer alan yerlesik bakterilerin, serbest yasayan
bakterilere kiyasla antimikrobiyal ajanlara kars1 1000 kat daha yiiksek diren¢ gosterdigi
raporlanmaktadir. Biyofilm, hastane kaynakli enfeksiyonlarmn %65’ inin baslica nedeni
olarak kabul edilmekte ve bu yiiksek diren¢ oranlar1 enfeksiyonlarin klinik yonetimini
oldukca karmasik hale getirmektedir (122). Calismamizda elde edilen bulgular da bu
bilgileri destekler niteliktedir. Orta ve giiglii diizey biyofilm iireten izolatlarda,
meropenem hari¢ test edilen biitiin antibiyotiklere karsi daha yiiksek direng oranlari
saptanmustir. Ozellikle siprofloksasin ve TMP-SXT direnci agisindan, orta ve giiglii diizey
biyofim iireten izolatlar ile zayif biyofilm iireticileri arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Mishu ve ark. calismasinda, ¢alismamizla paralel
olarak biyofilm iireten P. mirabilis izolatlarinda sefepim, siprofloksasin, aztreonam ve
tigesiklin direncinin, biyofilm liretmeyen izolatlara kiyasla anlamli olarak daha fazla
oldugu raporlanmistir (p<0,05) (69). Singh ve ark., yanik yarasi enfeksiyonlarindan elde
edilen Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Acinetobacter
spp. ve Proteus spp. izolatlarmin %56,81’inin biyofilm iirettigini, biyofilm iiretenlerin
%48’ 1nin li¢ veya daha c¢ok antibiyotik kategorisinden en az bir antibiyotige kars1 direngli
oldugunu ve biyofilm yapisinin antibiyotiklerin hiicre i¢ine alimini engelleyerek prognozu
katiilestirdigini belirtmislerdir (123). Sun ve ark. ise, ilging olarak diyaretik hayvanlardan
elde edilen P. mirabilis izolatlarinda biyofilm {ireticilerinin doksisiklin, tetrasiklin,
stilfametoksazol, kanamisin ve sefalotin antibiyotiklerine karsi biyofilm iiretmeyen
izolatlara kiyasla anlamli olarak daha diren¢li oldugunu raporlamistir. (p<0,05) Bu sonug,
direngli patojenlerin yayilimini engellemek ve insan sagligmin korunmasi agisindan
hayvanlarda da antimikrobiyal ajan kullanimmin kontrol altina alinmasi ve biyofilm

iretimine kars1 tedavi stratejilerinin gelistirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir (115).
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Biyofilm iireten izolatlarda gozlemlenen yiiksek diren¢ oranlary, enfeksiyonun
kroniklesme egilimini arttirmakta ve standart antimikrobiyal tedavi yaklagimlarini
yetersiz kilmaktadir. Bu nedenle, biyofilm yapisinin olusturdugu koruyucu bariyeri
asmaya yonelik alternatif ve hedefe yonelik stratejilerin gelistirilmesi, klinik basar1
acisindan biiylik 6nem tasimaktadir.

Elde ettigimiz veriler, yara yeri ve kateter ile iligkili idrar yolu enfeksiyonlarinda
biyofilm olusumunun diren¢ gelisimi ve enfeksiyonun inat¢i seyri tizerinde belirleyici bir
etkisi oldugunu gostermektedir. Hurlow ve ark. 2025 yilinda yiiriittiikleri ¢alismalarinda,
biyofilm ile iligkili enfeksiyonlarin diinya genelinde yaklasik 386 milyar dolar saghk
maliyetine neden oldugunu ve 6zellikle yara yeri enfeksiyonlarinda énemli bir saglik
problemi olusturdugunu raporlamaistir (124). Bu nedenle, biyofilm olusumunu hedefleyen
hizl1 ve etkili yaklasimlarin benimsenmesi, enfeksiyonlarin hizla kontrol altina alinmasmi
saglamak, tedaviye direng gelisimini Onlemek ve iyilesmeyi hizlandirmak i¢in kritik
oneme sahiptir. Biyofilm ile iligkili yara yeri enfeksiyonlarmin tedavisine yonelik,
2000’lerin baslarindan itibaren debridman ve antimikrobiyal tedavi adimlarini igeren
biyofilm tabanli yara bakimi stratejileri gelistirilmis ve bircok bolgede yaygin olarak
kullanilmaya baslanmustir (124). Ozellikle yara iyilesmesi durakladiginda biyofilm varlig:
diigiiniilmeli ve biyofilm yonetiminde altin standart olarak kabul edilen debridman ile
biyofilm yapisi parcalanmali, béylece bakteriler antimikrobiyal ajanlara karsi duyarli hale
getirilmelidir. Debridman disinda, gaza enerji verilerek olusturulan reaktif oksijen tiirleri
ile biyofilmi parcgalayabilen non-termal plazma yontemi, spesifik dalga boyundaki 1sikla
aktif olan 0zel boyalarn reaktif oksijen tiirleri lireterek yiizeyel enfeksiyonlara karsi
kullanildig1 fotodinamik terapi, yara pansumaninda kullanilan ve antimikrobiyal etki
gbsteren gilimiis nanopartikiiller, lipofilik yapisi sayesinde biyofilm yapisina niifuz
edebilen i1yot, yara pansumanlarinda, kateterlerde ve ortopedik cihazlarda kullanilabilen
furanon gibi “quorum sensing” inhibitorleri, antimikrobiyal etkili manuka bali ve faj
tedavisi gibi ¢esitli yontemler biyofilmle miicadelede iimit verici sonuglar ortaya
koymaktadir (125).

Kateter ile iligkili idrar yolu enfeksiyonlarinda ise, kateter takilmasi ve bakimma

yonelik kurallara siki1 bir sekilde uyulsa bile 96 saatten uzun siire kateteri olan hastalarin
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%48’inde enfeksiyon gelisebildigi raporlanmaktadir (126). Diinya Saglik Orgiitii, sistemik
profilaktik antibiyotiklerin, steril drenaj torbalarmin, mesane irrigasyonu ve antibiyotik
inflizyonunun bu enfeksiyonlar1 dnleyemedigini belirtmistir (127). Bu nedenle, soz
konusu hastalarda biyofilm olusumunu engelleyebilmeye yonelik olarak; kateterlerin
antibiyotik, MgF,, CaO ve giimiis nanopartikiiller gibi antimikrobiyal etki gdsteren
maddeler ile kaplanmasi, yiizey kayganlhigini arttiran ve bakteri adezyonunu Onleyen
hidrojel ilave edilmesi, bu kaplamalarm biyofilm yapisina niifuz edebilen iyot ile
kombinasyonu, faj tedavisi, viriilans faktorlerinin iiretimini engelleyen “quorum sensing”
inhibitdrleri, diisiik enerjili elektrik akimi ve yiizey akustik dalgalarinin uygulanmasi gibi
cesitli yontemler ©On plana ¢ikmaktadir (126). Bu stratejiler, biyofilm temelli
enfeksiyonlarin kontroliinde, standart tedavi yontemlerine kiyasla hedefe yonelik ve

basarili sonuglar elde edilmesini saglayabilecek niteliktedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

. Calismamiza dahil olan P. mirabilis izolatlarinin %53,9’u idrar, %46,1°1 ise

yara kiiltiirlerinden izole edilmistir. izolatlarm %72,3’i 16 yas ve iizeri
bireylerden elde edilmistir. IYE olan hastalarmn %65,8’i kadm, yara yeri
enfeksiyonu olan hastalarin ise %65,71°1 erkek cinsiyettedir.

. [Idrar izolatlarinda %43,9 oraninda TMP-SXT, %34,1 oraninda ampisilin, %22
oraninda siprofloksasin, %14,6 oraninda amoksisilin-klavulanat, %9,8
oraninda sefuroksim, %4,9 oraninda seftriakson, %?2,4 oraninda seftazidim ve
sefepim direnci tespit edilmistir. Tiim idrar izolatlar1 piperasilin-tazobaktam,

ertapenem, meropenem ve amikasine karsi duyarl tespit edilmistir.

. Yara izolatlarinda %65,7 oraninda TMP-SXT, %62,9 oraninda ampisilin,

%57,1 oraninda siprofloksasin, %34,3 oraninda amoksisilin-klavulanat, %25,7
oraninda sefuroksim ve seftriakson, %17,1 oraninda sefepim, %14,3 oraninda
seftazidim, %8,6 oraninda ertapenem ve amikasin, %2,9 oraninda piperasilin-
tazobaktam direnci tespit edilmistir. Hi¢bir yara izolatinda meropenem direnci
tespit edilmemistir. Yara izolatlarinda ampisilin, amoksisilin-klavulanat,
seftriakson, sefepim ve siprofloksasine karsi direng, idrar izolatlarma goére

anlamli olarak daha yiiksek tespit edilmistir (p<0,05).

. Calismamizda idrar ve yara izolatlarinda sirasiyla %85.,4 ve %85,7 oraninda

ireAd, %92,7 ve %91,4 oraninda zapA, %100 ve %97,1 oraninda fla4 ve rsbA,
%87,8 ve %88,6 oraninda atf4, %97,6 ve %85,7 oraninda pmfA4, %75,6 ve
%88,6 oraninda wucad, %95,1 ve %94,3 oraninda hpmA geni pozitif
saptanmustir. Tiim izolatlarda ureC geni pozitif saptanmustir. Idrar ve yara
izolatlar1 arasinda viriilans genlerinin varlig1 acisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05).

. Karbapenemlere duyarli ve orta duyarli izolatlarda rsh4 geni, TMP-SXT

direngli izolatlarda ise pmf4 ve hpmA geni anlamli olarak daha sik tespit

edilmistir (p<0,05).
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6. Idrar ve yara izolatlarmin sirastyla %58,5 ve %45,7 oraninda zayif, %36,6 ve
%20 oraninda orta ve %4,9 ve %34,3 oraninda giiglii diizeyde biyofilm
olusturdugu tespit edilmistir. Yara izolatlarinin idrar izolatlarina gére anlamli
olarak daha gii¢lii diizeyde biyofilm olusturdugu belirlenmistir (p=0,004)

7. 1drar yolu enfeksiyonu olan hastalardan kateterize edilmeyen (%75,6) ve
kateterize edilen (%?24,4) hastalarin izolatlarinda swrasiyla %71 ve %20
oraninda zayif, %25,8 ve %70 oraninda orta, %3,2 ve %10 oraninda giicli
diizey biyofilm iiretimi tespit edilmistir. Kateterize edilen hastalarin
izolatlarinda, edilmeyen hasta izolatlarma gore anlamli olarak daha giiclii
diizeyde biyofilm iiretimi saptanmistir (p=0,0006).

8. Orta-giiglii diizey biyofilm tireten izolatlarda, zapA, atfA, pmfA ve ucaA genleri
zayif diizey biyofilm tireticilerine gore anlamli olarak daha sik tespit edilmistir
(p<0,05). flaA, rsbA, hpmA ve ireA genlerinin varhig1 acisindan orta-giiclii
diizey biyofilm tireticileri ile zayif diizey biyofilm {iireticileri arasinda anlaml1
bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05).

9. Orta-giiglii diizey biyofilm {ireticilerinde siprofloksasin ve TMP-SXT ye kars1
direng, zayif diizey biyofilm iireticilerine gore anlamli olarak daha yiiksek
diizeyde tespit edilmistir (p<0,05)

10. P mirabilis izolatlarmda ampirik tedavide yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere karsi olan direng hizla artmakta ve tedavi segcenekleri giderek
kisitlanmaktadir. Bu nedenle, giincel antibiyotik duyarlilik profillerine dayali
ampirik tedavi politikalarmin benimsenmesi ve akilci antibiyotik kullanimi
politikalarinin tegvik edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

11. P. mirabilis'te viriilans genlerinin biyofilm iiretimine bagimli ya da bagimsiz
olarak antibiyotik direncine katkis1 ve c¢evresel sinyallere bagli gen
ekspresyonlarindaki degisiklikleri aydinlatan mekanizmalarin daha ayrintili
bir sekilde anlasilabilmesi i¢in ek arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu sayede,
biyofilm olusumunu engellemeye yonelik yeni tedavi stratejileri

gelistirilebilecektir.
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12.

13.

14.

15.

16.

P mirabilis’e bagl yara enfeksiyonlarinda biyofilm olusumu, goz ardi
edilemeyecek derecede giiclii ve etkili bir patojenik mekanizma olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum, antibiyotik direncindeki artisa ve
enfeksiyonlarm kroniklesmesine yol agmaktadir. Yara enfeksiyonlarmin
yonetiminde biyofilm olusumunu engellemeye yonelik tedavi yaklasimlarinin
on planda tutulmasi, enfeksiyonlarin etkin bir sekilde kontrol altina
almabilmesi i¢in kritik bir onem tagimaktadir.

Idrar yolu kateterizasyonu uygulanmus hastalarda, P. mirabilis’e baglh IYE’ler
biyofilm olusumu nedeniyle karmasik hale gelebilmektedir. Bu nedenle,
kateter kullanim siiresi miimkiin olan en kisa siire ile sinirlandirilmali ve
uygulama islemleri sirasinda steriliteye titizlikle uyulmalidir.

Calismamizda izolatlar biyofilm olusturma kapasiteleri, viriilans genlerinin
varligma dayali epidemiyolojik tamamlayic1 veriler ile sunulmustur. Ancak,
sadece smirli sayida viriilans geni ve antibiyotik test edilmistir. Gelecek
calismalarda daha fazla viriilans geninin ve antibiyotiklerin ¢alismalara dahil
edilmesi Onerilmektedir. Ayrica, daha genis bir hasta popiilasyonu lizerinde
yiiriitiilecek ¢alismalar daha kapsamli bir analize olanak taniyacaktir. Boylece
P mirabilis izolatlarinda virtilans faktorleri, biyofilm olusumu ve direng
arasindaki iliski daha kapsamli bir sekilde anlasilacaktir.

Calismamizda sadece virlilans genlerinin varhigi tespit edilmistir. Ancak,
viriilans genlerinin farkli ¢evresel kosullardaki ekspresyon diizeylerinin
incelenmesi i¢in molekiiler diizeyde daha fazla analiz yapilmasi
gerekmektedir. Bu tiir analizler, biyofilm olusumunu etkileyen genetik ve
cevresel faktorlerin daha net bir sekilde belirlenmesini saglayacaktir.

Viriilans genleri ve biyofilm yapisinin etkilesim mekanizmalarini anlamak,
tedavi yaklagimlarmi daha hedefe yonelik hale getirebilmektedir. Bu alanda
biyofilm olusumunu engelleme stratejilerinin etkinligini test etmek igin

preklinik modellerde daha fazla aragtirilma yapilmasi gerekmektedir.
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psodoksit gelisen hastalar klinik sonlanim!'

Kabul Edildi.

Dr. Pinar YILMAZ

Ankara Sehir SUAM

Cocukluk caginda Atopik Dermatit (AD) tanisi ile
takip edilen hastalarda NétrofilLenfosit orani
(NLO), Platelet-Lenfosit orani (PLO) ve
Eosinofil-Lenfosit oraninin (ELO) hastalik siddeti
ve tedavi yanit arasindaki iligkinin
degerlendirilmesi

Kabul Edildi.

Dr.Cetin KOCABIYIK

GTF
AD.Bsk.ligi

Uroloji

Rat modelinde Ana renal arter veya segmentel
renal arter klemplenerek olusturulan sicak
iskeminin neden oldugu iskemi reperfizyon
hasrinin  patolojik ve biyokimyasal olarak
kar5silastiriimasi

Kabul Edildi.

Dr. Emre UNAL

Ankara
Yildirm
SUAM

Digkapi
Beyazit

Sosyal ankisiyete bozuklugu tanili hastalarda
hastalik siddeti alturizm ve oksitosin seviyesi
arasindaki iliskinin incelenmesi

Kabul Edildi.

Dr. irem UNAT

GTF
Mikrobiyoloji
Bsk.hgi

Tibbi
AD

Klinik Proteus mirabilis izotlarinda biyofilm
aktivitesinin ve biyofilm olusumundan sorumliu
genlerin arastinlmasis

Kabul Edildi.

Dr.Sertac Yigit BINZET

Ankara Saglik SUAM

Astim hastalarinda inhaler cihaz kullanma
becerisi ile hastalik kontroli arasindaki iliskinin
degerlendirilmesi

Kabul Edildi.

Dr. Ozge DOGANAY

Ankara Sehir SUAM

Gestasyonel ve pregestasyonel diyabetes
mellitusu olan gebelerde plazma asprosin
dizeyinin gebelik prognozu ile iliskisi

Kabul Edildi.

Dr. Goktug ALAKUS

Ankara Sehir SUAM

Polikistik over sendromu hastalar ile saghkh
kadinlar arasindaki serum delta nétrofil indeksi

Kabul Edildi.
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EK 2: GULHANE EGIiTiM VE ARASTIRMA HASTANESI EGITIiM
PLANLAMA KURULU (EPK) KARARI: ARASTIRMA iZiN ONAYI

GOLIANE EAN BASHEKIM YARDIMCILIGH (OMER FARUK TANER)
GOLMANE EAN AR

QT
ANKARA VALILIGI '

iL SAGLIK MUDURLUGU
Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi

Say1 1 E-50687469-799-213406830 12.04.2023
Konu : Arastirma izni (Dr. irem UNAT)

GULHANE EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESI BASHEKIMLIGINE
(Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi Birimi)

“Klinik Proteus Mirabilis izolatlarinda Biyofilm Aktivitesinin ve Biyofilm Olusumundan Sorumlu
Gj.‘.n'lcrlnin Arastinlmasi” bashikh tez galiymamz hastanemizde uygulama talebiniz Saghk Uygulama Aragtirma Merkezi
Egitim Planlama Kurulu (EPK)'nun 06.04.2023 tarih ve 5 no’lu toplanusinda gériisiilerek kabul edilmistir.

Klinik Aragtirmalar Yonetmeliginin 23. maddesine istinaden etik kurul onay: alindiktan sonra arastirmaya
baslanabilir. Aym Yénetmeligin 1. Bendi uyarinca aragtirmanin biitgesinin kargilanmasindan aragtirmacilar sorumludur.

Geregini rica ederim.

Prof. Dr. Hanefi Cem GUL
Baghekim

Bu belge, gitvenli elektronik imza ile imzalanmistir

Belge dogirulama kodu: DY9E9S53-70BE-4DFF-ASAS-ASOES4E AS800 Belge dogrulama adresi: htps://www.turkiye.gov.tr/saglik-bakanligi-cbys

General Dr. Tevfik Saglam Cad. No:1 06010 Etlik/Kegioren/Ankara 06010 Bilgi igin: Meral AYDIN @73%-\ "Ei‘
Veri Hazirlama Ve Kontrol Islt & __5,.‘,.* ..‘_-%'F

T'elefon No.
e-Posta: Internet Adresi: hups:/www.saglik.gov.tr/

Mo ve ARG
Kep Adresi; Telefon No: 03123046106 tii.’é Tl
RO

76



EK 3: SAGLIK BiLIMLERIi UNiVERSITESI GiRiSIMSEL OLMAYAN
ARASTIRMALAR ETiK KURUL ARASTIRMA PROJESi DEGERLENDIRME
RAPORU: ETiK KURUL ONAYI

TiC
SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITESI
Giilhane Bilimsel Aragtirmalar Etik Kurulu

Sayr ;46418926 26.09.2023

Konu : Gtlhane Bilimsel Arastirmalar Etik Kurul Kararlar

ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU

TOPLANTI TARIHI  :26.09.2023

TOPLANTI SAATI  : 13:15 (toplanti online yapilmisuir.)
TOPLANTINO 1 2023/08

PROJE/ KARAR NO  : 2023-329 (Degerlendirilme Tarihi: 26.09.2023)

Universitemiz Glilhane Tip Fakiiltesi, Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda gérevli Dog. Dr. Tugrul HOSBUL un sorumlu arastirmact, Dr. Irem
UNAT'n yardimer arastirmaci oldugu,  2023/329 kayit numarali, "Klinik Proteus Mirabilis
izolatlarinda Biyofilm Aktivitesinin ve Biyofilm Olusumundan Sorumlu Genlerin Aragtiriimas”
baglikli tipta uzmanlik tezi proje Gnerisi, aragtirmanin gerekge. amag, yaklagim ve yoéntemleri dikkate
alinarak incelenmis olup, etik agidan uygun bulunmustur. Rica ederim.

Sira No Unvam ve Adi/Soyadi Kuruldaki Gorevi imza
1 Prof. Dr. Ahmet COSAR Baskan N
2 Prof. Dr. Alper GOZUBUYUK Baskan Yardimcisi |
3 Prof. Dr. Selahattin BEDIR Uye
4 Prof. Dr. Levent KENAR Uye
5 Prof. Dr. Onur ERDEM Uye =
6 Prof. Dr. Ali Kagan COSKUN Uye
7 Prof. Dr. Hiiseyin Levent YAMENEL | Uye
8 | Prof. Dr. Fulya TOKSOY TOPCU | Uye i
9 Prof. Dr. Giilten GUVENC Uye

10 Prof. Dr. Dilek YILDIZ Uye

11 Prof. Dr. Eda PURUTCUOGLU Uye

12 Prof. Dr. Mehmet Erhan YUMUSAK Uye

13 Prof. Dr. Umut BEYLIK Uye

14 Dog. Dr. Serkan PEKCETIN Uye

15 | Dog. Dr. Asiye Cigdem SIMSEK Uye L

16 | Dog. Dr. Sait YESILLIK Uye i

17 | Dog. Dr. Nezehat Ozgiil UNLUER Uye

18 Dr. Ogr. Uyesi Eray Serdar YURDAKUL | Uye ‘

Saghk Bilimleri Universitesi Gilhane Bilimsel Araguirmalar Etik Kurulu
Etlik-Ankara Telefon: 0 (312) 304 6135
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