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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

UROLITIYAZISLI HASTALARDAN iZOLE EDILEN BAKTERI SUSLARININ
BIYOFILM OLUSTURMA YETENEGININ FENOTIPiK VE MOLEKULER
OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Mohammed Munadi Mohammed MOHAMMED

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Serhat SIREKBASAN
Es Danisman: Dog. Dr. Asal Aziz TAWFEEQ

Bu calisma, iirolitiyazisli hastalarda gelisen iiriner sistem enfeksiyonlarinin yaygin
etkenlerini saptamak ve bu kokenlerin biyofilm olusturma yeteneginin fenotipik ve
molekiiler olarak degerlendirilmesi amaglamaktadir. Kesitsel olarak planlanan ve Nisan-
Agustos 2022 tarihleri arasinda yiiriitiilen prospektif calismamiza Kerkiik Egitim ve
Arastirma Hastanesi'ne idrar yolu enfeksiyonu semptomlari ile bagvuran ve bobrek tasi
tanis1 alan toplam 100 hasta dahil edildi. Alinan idrar 6rneklerinden klinik olarak 6nemli
bakterilerin tanimlanmasi igin rutin konvansiyonel yontemler kullanildi. Izole edilen
bakterilerin antibiyotik duyarlilik testleri disk difiizyon yontemi ile gerceklestirildi.
Gerekli oldugunda VITEK® 2 (bioMérieux, Fransa) ticari identifikasyon ve duyarlilik
sistemleri kullanildi. Saptanan kokenlerin biyofilm olusumu mikroplak yontemi ile
incelendi ve biyofilm ile iliskili baz1 genlerin molekiiler tespiti yapildi. Hastalardan alinan
idrar 6rneklerinin %60’inda anlamli iireme oldu. En sik izole edilen etkenler sirasiyla
Escherichia coli (n:36), Proteus mirabilis (n:17), Staphylococcus aureus (n:3), Klebsiella
pneumoniae (n:2) ve Pseudomonas aeruginosa (n:2) olarak saptandi. E. coli ve P.
mirabilis kokenlerinde en duyarl antibiyotigin imipenem oldugu belirlendi. izole edilen
E. coli kokenlerinin %89’unda biyofilm olusumu gozlenirken, bu oran P. mirabilis
kokenleri igin %94 olarak saptandu. Izole ettigimiz 36 E. coli izolatinin 24’iinde foc geni,
20’sinde ise sfa geni tespit edilmistir. P. mirabilis’e ait 17 izolatin 12’sinde pfmA geni
saptanirken 10’ unda mrpA geni bulunmustur. Elde edilen sonuglar, 6zellikle E. coli ve P.
mirabilis kokenlerinde yiiksek biyofilm olusumu ve bu biyofilm olusumuna iliskin
genlerin siklikla bulunmasi agisindan énemlidir. Calismamizin, iirolitiyazisli hastalarda
gelisen lriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisi ve 6nlenmesinde kullanilabilecek etkili
stratejilerin gelistirilmesine katki saglayabilecegi kanaatindeyiz.

2023, 63 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Urolitiyazis, Biyofilm, Bobrek tasi, Direng genleri



ABSTRACT
Master of Science Thesis

PHENOTYPIC AND MOLECULAR EVALUATION OF BIOFILM-FORMING
ABILITY OF BACTERIAL STRAINS ISOLATED FROM PATIENTS WITH
UROLITHIASIS

Mohammed Munadi Mohammed MOHAMMED

Cankir Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Serhat SIREKBASAN
Co-Advisor: Assoc. Prof. Dr. Asal Aziz TAWFEEQ

This study aims to identify the common causative agents of urinary tract infections (UTIs)
in patients with urolithiasis and to evaluate the phenotypic and molecular biofilm-forming
ability of these agents. A total of 100 patients diagnosed with kidney stones who presented
with UTI symptoms were included in this prospective cross-sectional study conducted
from April till August 2022 at the Kerkuk Education and Research Hospital. Routine
conventional methods were used to identify clinically significant bacteria from urine
samples. Antibiotic susceptibility tests were performed using the disk diffusion method
for the isolated bacteria. VITEK® 2 (bioMérieux, France) commercial identification and
susceptibility systems were used when necessary. Biofilm formation of the detected
agents was examined by the microplate method, and the molecular detection of some
genes associated with biofilm was performed. Significant growth was observed in 60%
of the urine samples obtained from the patients. The most frequently isolated agents were
Escherichia coli (n: 36), Proteus mirabilis (n: 17), Staphylococcus aureus (n: 3),
Klebsiella pneumoniae (n: 2), and Pseudomonas aeruginosa (n: 2), respectively.
Imipenem was found to be the most sensitive antibiotic for E. coli and P. mirabilis strains.
Biofilm formation was observed in 89% of the isolated E. coli strains and 94% of the P.
mirabilis strains. The foc gene was detected in 24 of the 36 E. coli isolates, while the sfa
gene was detected in 20 of them. Of the 17 P. mirabilis isolates, 12 had the pfmA gene,
and 10 had the mrpA gene. The results obtained are particularly important in terms of the
high biofilm formation and the frequent occurrence of genes associated with this biofilm
formation in E. coli and P. mirabilis strains. We believe that our study may contribute to
the development of effective strategies that can be used in the treatment and prevention
of urinary tract infections in patients with urolithiasis.

2023, 63 pages
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1. GIRIS

Tipta iirolitiyazis olarak da bilinen bobrek tasi hastaliginin tarihgesi adeta medeniyet
tarihi ile baslar ve ona paralel olarak ilerler. Toplumda yasayan her 15 kisiden birinin
yasaminin belirli bir asamasinda bobrek tasi ile karsilasabilecegi tahmin edilmektedir.
Bununla birlikte iirolitiyazis sikliginin ve olusumunun kiiresel olarak arttigina

inanilmaktadir (Morgan and Pearle 2016).

Hastaligin etiyolojisine uygun tedavinin yoklugunda bu taslar iireterin tikanmasina,
idrarda kana, tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarina, kusmaya ve ayrica idrar yaparken
agriya neden olabilir. Bu durum da bobreklerin gorevlerini yerine getirme yeteneginde
geri doniisii olmayan fonksiyon bozulmalarina neden olabilir (Ziemba and Matlaga
2017). Buna ek olarak toplumdaki beslenme aligkanliklar1 ve degisen yasam tarzi ile
birlikte kiiresel 1sinmanin bir sonucu olarak iklim degisikligi etkilerinin de bobrek tasi

prevalansinda bir artiga sebep olmasi beklenebilir (Brikowski et al. 2008).

Urolitiyazis, yiiksek insidansi nedeniyle toplum iizerinde énemli bir etkiye sahiptir ve bir
halk saglig1 sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle sicak ve kuru iklime sahip
bolgelerde yasayan toplumlarda daha sik goriilmektedir (Wang et al. 2019). Tas
olusumunun kesin patogenezi tam olarak anlagilamamakla birlikte hem metabolik hem
de gevresel faktdrlerin rol oynadigi bilinmektedir. Idrar bilesiminde yer alan kalsiyumun,
iirik asitin, okzalatin yiikselmesi ve sitrat diizeyinin diismesi bobrek tasi olusumunu
etkileyen baslica faktdrler olarak saptanmustir. Icermis olduklar1 mineral bilesimlerine
gore kalsiyum oksalat, kalsiyum fosfat, lirik asit, struvit ve sistinden olusan farkli taglar
vardir. Cogunlugu kalsiyum oksalat (CaOx) ile kalsiyum fosfattan (CaP) olusur
(Aggarwal et al. 2013).

Ye ve arkadaglarinin 2020 yilinda Cin’de yapmis olduklari bir ¢aligmaya gore kalsiyum
oksalat ve irat taslarinin erkeklerde daha fazla goriildiigli, karbapatit (esas olarak
kalsiyum fosfattan olusan) ve struvit taslarinin kadinlarda daha yiliksek oldugu

bildirilmektedir (Ye et al. 2020). Ote yandan b&brek tasi olusumuna yol agan



patofizyolojik siireclerde cinsiyetin oynadigi rol heniiz tam olarak bilinmemektedir. Esas
olarak bobrek taglarinin olusumu, tasin tiirlinden bagimsiz olarak karmasik ve ¢ok asamali
bir mekanizmadir (Hamamoto et al. 2011). Diyabet, obezite, kardiyovaskiiler
bozukluklar, yiiksek tansiyon ve metabolik sendrom gibi sistemik hastaliklar bobrek tasi
tretimiyle baglantilidir (Devarajan 2018). Bobrek tasi liretimi siirecinde ¢esitli
degiskenlerin 6nemli roller oynadigi tespit edilmistir. Bu duruma oOrnek olarak;
hiperoksaliiri, hipertirikoziiri, hiperkalsiiiri ve ayrica fosfatiiri tas olusumu igin bir risk

faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ha et al. 2010).

Ureaz iireten bakterilerin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlar1 viicutta olusan struvit
(magnezyum amonyum fosfat) taglarmnin sorumlusudur. Ureoliz olarak da adlandirilan bu
siire¢ hem idrarin pH'sin1 hem de amonyak miktarini yiikseltir. Bunun sonucunda asir1
doygunluk elde edildiginde struvit tas1 olusur. Idrar yolu enfeksiyonlar1 séz konusu
oldugunda akilda tutulmasi gereken diger bir konu, biyofilm adi1 verilen ve bobrek tasi
gibi cansiz yiizeylerde tutunup tistesinden gelinmesinin zor oldugu mikroorganizmalarin
olusturdugu topluluk ger¢egidir. Biyofilmlerin neden oldugu enfeksiyonlar tedaviye son
derece direncli olmakla kalmaz, aym1 zamanda yakin yiizeylerde kimyasal
konsantrasyonlar yoluyla farkliliklar iireterek tas olusum siirecini hizlandirabilir (Schultz

et al. 2016).

Mikrobiyal bir yasam formu olan biyofilm, yapistiklar1 yiizeyde kendi trettikleri
ekzopolisakkarit matriks icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk
olarak tanimlanabilir. Biyofilmlerde bulunan mikroorganizmalar, hiicre dis1 polimerik
maddeler adi verilen koruyucu bir tabaka igerisinde yer aldiklarindan olumsuz ¢evresel
kosullara kars1 direng gosterirler ve gesitli bakteriyel enfeksiyonlarin patogenezinde ¢ok
onemli bir rol oynarlar. Biyofilmler; tutunma, baglanma, biiyiime, olgunlagma ve
ardindan geniglemeyi igeren ¢ok asamali birden fazla asamay1 iceren karmasik bir siirecte
olusur ve gelisir. Bu asamalarin her biri farkli bir dizi 68e tarafindan kontrol edilir

(Girmaye et al. 2018).

Biyofilmler hem abiyotik hem de biyotik yiizeylere yapigma ile ilgili hiicre dis1 polimerik

maddelerle cevrili kompleks bir mikro-ekosistem kiitlesidir. Quorum sensing olarak



adlandirilan bir mekanizma araciligiyla birbirleriyle etkilesime girebilirler. Bakteriyel
biyofilmlerin varligi, kronik ve tekrarlayict bakteriyel enfeksiyonlarin (iirolitiyazis, dis
plag1 ve ayrica kronik enflamatuar enfeksiyonlar vb.) gelismesi, gida verimliliginin
azalmasi ve antibiyotik diren¢ gelisimi dahil olmak {izere bir dizi olumsuz sonuglar

dogurabilir (Girmaye et al. 2018).

Uriner sistem enfeksiyonlaria bagli iirolitiyazisli hastalarda hangi iiriner faktérlerin tas
olusumunu tesvik ettigi konusunda genel bir bilgi eksikligi vardir. Ne yazik ki yapilan
mevecut caligmalar, bakteri biyofilm olusumunun ve farkli kosullar altinda tas
olusumunun gercek zamanli incelenmesi i¢in uygun modellerin olmamasi nedeniyle
sinirlidir. Bu ¢aligma, tirolitiyazisli hastalardan izole edilen bakteri suslarinin biyofilm
olusturma yeteneginin fenotipik ve molekiiler olarak degerlendirilmesi amaglamaktadir.

Buna ek olarak, asagida yer alan amaglar dogrultusunda bazi bilgiler sunmaktadir.

1.1 Calismanin Amaci

Urolitiyazisli hastalarda gelisen iiriner sistem enfeksiyonlarma bagl en yaygin

liropatojenlerin izolasyonu ve tanimlanmast,

e Saptanan kokenlerin antibiyotik direncinin belirlenmesi,

e izole edilen kokenlerden biyofilm olusumunun tespit edilmesi,

e Urolitiyazis hastalarinda biyofilm ile iligkili bazi genlerin molekiiler tespiti ve

biyofilm olusumu ile iliskilerinin belirlenmesi.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Bobrek

Renal sistem igerisinde yer alan bobrekler normal viicut fonksiyonlarinin
siirdiiriilmesinde hayati dneme sahiptirler. Iki kiiciik fasulye seklindeki i¢ organlarimiz
olan bobrekler, on ikinci torasik omur seviyesinden ii¢lincii lomber omurlara kadar
uzanirlar. Sol bobrek orta hatta daha yakindir ve sagda yer alana gore daha uzun ve daha

incedir (Cunningham et al. 2016).

Bobreklerimizin en 6nemli gorevlerinden biri metabolik toksinleri ve atiklari idrar
yoluyla viicuttan uzaklastirmaktir. Buna ek olarak, kalbe donmeden once kanin
stiziilmesine de yardimci olurlar. Renal hilum, bobregin i¢biikey medial kenarinda yer
alan renal siniis adi1 verilen bir yariktir. Sinirler, lireterler, renal kan damarlar1 ve lenfatik
damarlar gibi bobrege hizmet eden yapilarin girip ¢iktig1 yerdir. Bobrekler ayrica, onlar
yerinde tutmaya yardimci olan ve ayni zamanda darbelere karsi belirli bir diizeyde

koruma saglayan bir yag tabakasiyla kaplidirlar (Cunningham et al. 2016).

2.2 Bobrek Taslar (Urolitiyazis)

Urolitiyazis veya bobrek tasi olusumu, idrardaki kalsiyum, oksalat ve iirik asit gibi
maddelerin normal seviyelerinde bir artis oldugunda ortaya ¢ikar. Bu maddeler cok
konsantre olduklarinda, sonunda bobrek taslarina doniisebilen kristaller olusturabilirler.
Bobrek taslari, genetik ve cevresel etkileri igeren ¢ok faktorlii bir slirecin sonucudur

(Khan 2010).

Urolitiyazis olarak da bilinen nefrolitiyazis, iiriner sistem icinde olusan taslar icin
kullanilan tibbi bir terimdir. Bu taslar, idrarda bulunan baz1 minerallerin asir1 doygun hale
gelmesi ile olugur. Bunun sonucunda bobreklerde kristal olusumu; birikmesi, gogalmasi
ve kaliciligi ile sonuglanir (Finlayson 1978). Kalsiyum oksalat ve kalsiyum fosfat, diinya

capinda goriilen bobrek taslarinin yaklasik %80'inin ana bilesenleridir. Ureaz enzimine



sahip bakterilerin neden oldugu enfeksiyon sonrasi olusan struvit %10, iirik asit yaklasik

%09 ve geri kalan taglarin tiimii %1'lik bir oran olusturur (Evan 2010).

Idrarm bazi az ¢dziiniir ilaglar veya bunlarin yan iiriinleri ile asir1 doygun hale gelmesinin
bir sonucu olarak bobrek toplama kanallarinda da kristallesme meydana gelebilir. Bazi
ilaglar da bobrek tas1 olusum riskini arttirabilir. Ornegin, indinavir ve ayrica atazanavir
gibi proteaz inhibitdrleri verilen enfekte bireyler nefrolitiazis gelistirme tehdidi altindadir.

Bunun nedeni, proteaz ilaglarinin bobrek taslarina neden olmasidir (Tattevin et al. 2013).

Sodyum, hayvansal protein ve seker icerigi yiiksek olan ve diisiik siv1 igerigine sahip bir
diyet, bobrek tasi olusumuna katkida bulunabilir. Oksalat agisindan yiiksek bir yemek de
bobrek tas riskini artirabilir (Bischoff and Rumbeiha 2012). Gida iirinlerinde, 6zellikle
de bebek mamalarinda melamin kontaminasyonuna bagli bobrek tasi olusumu rapor
edilmistir. Cin’de 2008 yilinda 294.000'den fazla bebek tarandi ve siit iiriinlerinde
melaminle iligkili idrar yolu taglar1 ve kum benzeri olusumlar teshis edildi. Erken
bebeklik doneminde sik sik melaminle kontamine bebek mamasi alimi nedeniyle
bebeklerden 50.000 tanesinin hastaneye kaldirildigi ve bu durumun bir sonucu olarak en

az alt1 bebegin 6ldiigii ifade edilmektedir (Gabriels et al. 2015).

Tas gelisimi toplumda sik goriilen bir durumdur ve bes yil sonra hastalarin yaklasik
%350’sinde niiks etmesi beklenmektedir. Son yarim asir boyunca, tas insidansinda stirekli
bir artis olmustur. Beslenme ve yasam tarzi aligkanliklarindaki degisikliklerin yani sira
iklim degisikligi, fazla kilo, diyabet, yiiksek tansiyon ve metabolik bozukluklar nedeniyle
gelecekte artiglar beklenmektedir (Fink et al. 2013). Ote yandan, nefrolitiazisli hastalarda
kronik bobrek rahasizliklari ve son donem bobrek hastaligi riski ¢cok daha yiiksektir
(Shoag et al. 2014).



2.2.1 Urolitiyazis epidemiyolojisi

Urolitiyazis hem erkekleri hem de kadimlari etkileyen yaygin bir hastaliktir. Bébrek
taglarinin yayginligi, incelenen popiilasyona bagli olarak farklilik gostermekle birlikte,
yaklasik %10-15 oraninda insanin yasamlarinin belirli bir doneminde bobrek tasi ile
kargilasma olasiligi tahmin edilmektedir. Bunun yanmi sira ge¢miste idrar tasi olan
bireylerin on yillik bir siire zarfinda yaklasik yarisinda tekrarlamasi beklenmektedir
(Portis and Sundaram 2001). Erkeklerde bobrek tasina yakalanma riski kadinlara gore iki
ila li¢ kat daha fazladir. Ancak menopozdan sonra idrardaki mineral madde dengesini
etkileyen hormonal degisiklikler nedeniyle kadinlarda bobrek tasi gelisme riski artar. Her
yasta ortaya c¢ikabilen bir durum olmasina ragmen bobrek tasi gelistirme riski yasla
birlikte artar ve genglere gore yaslilarda daha sik goriiliir. Ayrica sicak ve kuru olan
yerlerde, iliml1 olan bdlgelere gore daha yiiksek tas olusumu insidansi vardir. Daha az
stv1 tiiketimi ve bunun sonucunda idrar konsantrasyonundaki artis, tas gelisimine katkida

bulunan en kritik unsurlardan biridir (Heilberg and Goldfarb 2013).

2.2.2 Urolitiyazis icin risk faktorleri

o Aile oyKkiisii

Ailede bobrek tasi dykiisiiniin olmasi, kiside bobrek tasi gelistirme riskini artirir (Staff
2022).

e Dehidrasyon

Bobrek tas1 gelistirme riskinin artmasi bir bakima giinliik yetersiz su alimu ile iliskilidir.
Yeterince sivi igmemek, bobrek tast olusum riskini artirabilen konsantre idrara yol
acabilir. Ayrica, sicak iklimlerde yasayan veya sik sik terleyen bazi insanlar digerlerinden

daha fazla tehlike altinda olabilir (Staff 2022).



e Diyet

Sodyum, hayvansal protein ve seker agisindan yiiksek bir diyet lirolitiyazis gelistirme
riskini artirabilir. Asir1 miktarda tuz tiikketmek bobrekleri daha fazla miktarda kalsiyum
islemeye zorlamakla kalmaz, ayn1 zamanda bobrek tasi gelistirme olasiligini da dnemli

oOlgtide artirir (Staff 2022).

e Obezite

Asirt kilolu veya obez olmak ve yiiksek Viicut Kitle Indeksi (VKI) bobrek tasi riskini
artirabilir (Staff 2022).

¢ Gastrointestinal hastaliklar ve cerrahi miidahale

Sindirim siirecindeki degisiklikler, enflamatuar barsak hastaligi, gastrik bypass ameliyati
ve kronik ishalden kaynaklanabilir. Bu degisiklikler, kalsiyum ve su emilimini
zorlagtirarak, idrardaki taslarin olusmasina neden olabilecek maddelerin sayisinda artiga

yol agabilmektedir (Staff 2022).

e Tibbi problemler

Cesitli tiriner enfeksiyonlar, renal tiibiiler asidoz, sistiniiri ve ayrica tiroid disfonksiyonu

gibi bazi tibbi durumlar bobrek tasi riskini artirabilir (Staff 2022).

2.2.3 Bdbrek tas tiirleri

Dort ana bobrek tasi tiirii vardir ve isimlerini onlar1 olusturan birincil bilesenlerinden alir.
Uriner taslarin ana bilesenlerinin dagilimimi arastiran epidemiyolojik ¢alismalar goz
ontine alindiginda kalsiyum oksalat (CaOx) ve kalsiyum fosfat (CaP) kristalleri tek
baslarina veya bir araya gelerek en sik goriilen bobrek taglarini olustururlar (Daudon et

al. 2004). Kalsiyum oksalat dihidrat (COD) kristalleri ¢ogunlukla heterojen taglarin



yiizeyini doldurur ve yiizeyin kirildig1 izlenimini verir. Saf kalsiyum okzalat monohidrat
(COM) taslarmin ylizeyleri ise piiriizsiizdiir. CaOx taglarinin sentezi ¢ok asamali bir
stirectir. Apatit, kalsiyum hidrojen fosfat dihidrat (brusit) ve trikalsiyum fosfat, kalsiyum
fosfatin (whitlockite) ti¢ ana formudur. Tamamen CaP'den olusan taslar nadirdir (Khan
et al. 2016). Bobrek taslarinda bulunan ¢ok daha yaygin kristal tiiriine apatit denir ve
diger tim kristal bi¢imleri arasindaki catlaklarda, en yaygin olarak CaOx kristallerinde
bulunabilen graniiler bir madde seklini alir. Brusit, bobrek taslarinda oldukca yaygin
olarak bulunabilen bir mineraldir. Ince bigaklara benzeyen, radyal olarak hizalanmis
kristallerin rozetleri olarak goriiniir. Hiperkalsiiiri, hipositratiiri varlig1 ve idrar pH'inda

yiikselme, CaP taglariin gelisimi i¢in en 6nemli ti¢ risk faktoriidiir (Siener et al. 2013).

Metabolik sendromun birincil unsurlarindan olan obezite ve insiiline direngli kisilerde
asir1 {irik asit tas1 insidans1 vardir. Urik asit taslar1, diinya capinda bulunan tiim bdbrek
taslarinin yaklasik %10"unu olustururlar. Diger kalsiyum tas1 formlarinin aksine, iirik asit
nefrolitiyazisi genellikle birincil anomali olarak pH's1t 5,5'in altinda olan anormal
derecede asidik bir idrara atfedilir (Sakhaee et al. 2002). Urik asidin idrar pH's1 diisiik
oldugunda ¢oziinmemesi ve dehidrate olmasinin yani sira, idrarda iirik asit ¢ikisinin
artmasina katkida bulunan durumlar hipertirikoziiri olarak adlandirilir. Bu fenomen, tirik
asit taglarinin gelisimi ile iliskilendirilmistir (Fathallah-Shaykh and Cramer, 2014). Daha
yliksek oranda piirin katabolizmasi ve iirik asidin bobrekler tarafindan bagirsak emilimini
engelleyen ilaglarin verilmesi de katkida bulunan diger degiskenlerdir. Urik asit taglarinin
cogu, goriiniiste cakil benzeridir ve zayif bir sekilde toplanmis susuz {irik asit
kristallerinden olusan merkezi bir c¢ekirdege sahiptir. Bu merkez, esmerkezli
laminasyonlar halinde yapilandirilmis siitunlu susuz {rik asit graniilleri ile cevrilidir

(Khan et al. 2017).

Bazi taglar, susuz iirik asit, tirik asit dihidrat ve ayrica organik maddelerle birlestirilmis
COM kristallerinden olusan gecirgen ve kirilgan bir merkezi c¢evreleyen kalin bir dig
katmana sahiptir ve bu tiir taslara tirolit ad1 verilir. Genellikle 'enfeksiyon taslar1' olarak
adlandirilan struvit taglari ise diinya c¢apinda bulunan tiim taslarin yaklasik %48'ini
olustururlar. Bu taslar genellikle Proteus spp. ve Klebsiella spp. gibi iireaz iireten bir

mikroorganizmanin neden oldugu enfeksiyonun sonucu olarak artan amonyak {iretimiyle



iligkilidir. Magnezyum amonyum fosfat hekzahidrat kristalleri daha sonra miiteakip alkali
idrar tiretiminin bir sonucu olarak gelismeye baslayabilir (Espinosa-Ortiz et al. 2019).
Staghorn taglari, struvit ve ilgili karbonat apatit kristallerinden hizla olusabilen biiyiik
taglardir. Bobrek pelvisini ve bobrek kalikslerini dolduran boynuz benzeri ¢ikintilar
nedeniyle "geyik boynuzu taslar’" olarak da adlandirilirlar. Gegmiste yiiksek Oliim
oranlariyla iligkili oldugu i¢in struvit taslarindan korkulurdu. Ancak giiniimiizde, struvit
taglar1 ve bunlarla iligkili enfeksiyonlar artik invaziv cerrahi ve ilaglarla tedavi edilebilir
hale gelmistir. Bu tiir taslar, 6zellikle kismi tas temizligi olan bagisikligi baskilanmis

kisilerde tekrarlama egilimleri nedeniyle daha fazla taninmaktadir (Saravanan 2018).

Sistin taglari, bobrek kanallarinda amino asit sistein i¢in bir eksiklik olan otozomal resesif
bir kalitm paterni sonucu olusur (Biyani and Cartledge 2006). Sistinin yeniden
emilememesi, idrarla atilan sistin miktarinin artmasina neden olur. Sistin hidrofobiktir ve
zamanla kristaller tretir. Bu sistin kristalleri, mesane ve bobrek taslarmi olusturma

potansiyeline sahiptir (Al-Jalawee and Durdagi 2021).

2.2.4 Bobrek tasi olusum mekanizmalari

Bobrek taslarinin  karmasik biyokimyasal olusum mekanizmasi tam olarak
anlasilamamustir (Al-Jalawee and Durdagi 2021). Bu taslarin liretimi, idrarin asiri doymus
olmasini ve fizikokimyasal degisikliklere ugramasini igeren biyolojik bir siirectir. "Asir1
doymus ¢ozelti" terimi, tipik kosullar altinda ¢6zebilen ¢oziicliden daha yiiksek ¢oziinmiis
madde konsantrasyonuna sahip bir ¢ozeltiyi tanimlar (Basavaraj et al. 2007). Asiri
doygunlugun varligi, idrarda ¢6zlinen maddelerin ¢okmesine neden olur. Bu da kristal
olusumlarin gelismesiyle sonuglanan yapilara neden olur. Diger bir deyisle, ¢ozeltide
bulunan iyon miktari doymus hale geldiginde kristallesme gergeklesir (Basavaraj et al.
2007). Bir siv1 katiya doniistigiinde meydana gelen faz degisiminde, mevcut madde
pH'smin yani sira belirli bir fazla bilesenin konsantrasyonunun da rolii vardir. Idrar
miktarinin azalmasina ek olarak, kalsiyum, fosfor, {irik asit, oksalat ve ayrica sistin gibi
tas olusturan elementlerle yiiksek derecede idrar doygunlugu kristallesme i¢in potansiyel
bir risktir (Giannossi and Summa 2012). Bir bakima kristallesme mekanizmasi, asirt

doymus bir sivinin termodinamigine ve kinetigine de baghdir (Alonzo et al. 2012).



Bununla birlikte, tas olusumunun genellikle iiriner sistemde kristallesmeyi tesvik eden
faktorler ile bu siirece karsi koyan faktorler arasindaki dengesizligin derecesine gore
belirlendigini akilda tutmak oOnemlidir. Tas {liretiminin mineral bileseni s6z konusu
oldugunda, her tiir tas ayni tiir olaylar1 yasar. Ancak, bir tasin gelisimine yol agan
kosullarin sirasi, tagin cinsine ve ayrica idrarin kimyasal bilesimine bagli olarak biiyiik
Olciide degisebilir. Bobreklerdeki kristallerin ¢ekirdeklenmesi, gelismesi, birikmesi ve
devamlilig1 tas olusturma siirecinin ilk adimlaridir. Bunu en sonunda tagin iiretimi takip

eder (Chhiber et al. 2014).

2.3 Urolitiyaziste Bakterilerin Rolii

Son aragtirmalar, insan mikrobiyal popiilasyonunun bir parcasini olusturan idrar yolu ve
bobreklerde tanimlanan mikroorganizmalarin, lirogenital sistem {izerinde hem olumlu
hem de olumsuz olarak onemli bir etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir
(Whiteside et al. 2015). Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Providentia stuartii, Serratia marcescens ve Morganella
morganii gibi ilireaz tireten bakteriler Sekil 2.1’de goriildiigi tizere striivit tagi liretimi ile

baglantilidir (Espinosa-Ortiz et al. 2019, Wang et al. 2021).
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Sekil 2.1 Ureaz iireten bakterilerin tas olusumundaki rolii (Wang et al. 2021)

Ureaz iireten patojenlerin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonu (IYE) olan hasta
popiilasyonlarinda struvit taglarinin O6nlenmesi veya parcalanmasi i¢in ¢esitli lireaz
inhibitorleri onerilmis ve kullanilmistir. Bu lireaz inhibitdrlerinin uzun siire kullanilmasi,
tedavilerin etkisizligine sebep olmasi ve toksik etkileri nedeniyle ile siirhidir (Marien
and Miller 2015). IYE'nin ana nedeni olmasina ragmen, Escherichia coli tiirlerinin
yalnizca %1,4'linlin iireaz lirettigi ve bu nedenle struvit tag1 olusumunun ana nedeni olarak
kabul edilmedigi bildirilmektedir. Ote yandan, bdbrek taslarmin gelisip daha sonra
enfekte olup olmadig1 veya tas olusumunu ¢ogaltan bir enfeksiyon etkeninin sonucu olup

olmadig tartigsmali bir konudur (Flannigan et al. 2014).

Nanobakteriler (NB), sadece diinyadaki en kiigiik canli mikroorganizmalar olarak
karsimiza ¢ikmakla kalmayip bobrek tasi olusumunda da 6nemli rol oynarlar (Wu et al.
2019). Ansari ve meslektaglari, NB'lerin ¢apinin 60 ila 160 nm arasinda degisebilecegini
ve apatitten olusan bobrek tasi olan bireyleri enfekte edebildigini kesfettiler (Ansari et al.
2017). Cift¢ioglu ve arkadaslarinin yiiriittiigti baska bir arastirmanin bulgularina gore ise
bobrek taglarinin % 97,2'sinde NB oldugu tespit edilmistir (Ciftcioglu et al. 1999).
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Tagin tiirii ile NB'nin varlig1 arasinda bir iligkinin olmadigi, ancak apatite dayali taslarin
en yiksek immiinopozitiflige sahip oldugu bildirilmistir (Kajander et al. 2003).
Nanobakterilerin, idrarin asirt doygunluk durumuna bagli bir oranda bobrek taslarimi
olusturdugu varsayilmaktadir NB'lerin, bobrek tasi olusumunun baslamasi igin hiicre
duvarlarinda karbonat apatit iiretmeleri nedeniyle biyomineralizasyon merkezleri olarak
rol oynadiklar1 diistiniilmektedir (Shiekh et al. 2006). NB’lerin; tiibiiler epitel hasari,
biyomineralizasyon ve tas olusumu ile sonu¢lanan kronik enfeksiyonu iceren bdbrek

patolojilerini tetikleyebildikleri bildirilmektedir (Martel et al. 2014).

NB’nin bdbrek taglarinin olusumundaki rolii hala tam olarak anlagilmamistir ve konu hala
arastirmalarin devam ettigi bir alandir. Bazi aragtirmalar nanobakterilerin gercek
varligina dair kanitlar bulmus olsa da diger bazi ¢alismalar bu kii¢iik organizmalarin
sadece mineral pargaciklari oldugunu ©One siirmektedir Nanobakterilerin tas

olusumundaki rolii Sekil 2.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2 Nanobakterilerin bobrek tasi olusumundaki rolii (Wang et al. 2021)
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Son zamanlarda yaygin bir ¢alisma konusu olan bagirsak mikrobiyomunun hem bdbrek
tas1 hastaliginin gelismesinde hem de onlenmesinde rol oynadigi bildirilmektedir (Sadaf
et al. 2017). Oxalobacter formigenes, bu alanda en kapsamli sekilde incelenen Gram-
negatif anaerobik bakteridir. Bu bakteri sindirim sisteminde oksalati pargalar ve
boylelikle bobrek tasi liretimini azaltmaya yardimci olabilecek potansiyel probiyotik
niteliklere sahiptir. Bazi arastirmalar, tas olusumunda rol oynayan bakteri tiirlerinin
bagirsaklarda daha yiiksek seviyelerde bulundugunu gostermistir. Stern ve arkadaslari
viicutlarinda bobrek tasi iiretimi olmayan kisilerin aksine, nefrolitiazis hastasi bireylerin
bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikleri inceledi. Calismalarinin bulgularina gore
kontrol grubuna kiyasla Bacteroides cinsi, bobrek tasi olan hasta grubunda 3,4 kat daha
yaygin bulunurken; Prevotella cinsi 2,8 kat daha daha fazla goriildii. Bagirsak
mikrobiyomunun bobreklerdeki metabolit diizeylerini etkileyebilecegi ve boylelikle
bobrek tasi patolojisini modiile edebilecegi diisiiniilmektedir (Ticinesi et al. 2018). Bazi
arastirmalar, bobrek tasi olusumunun bagirsak mikrobiyomundaki dengesizliklerden
kaynaklanabilecegini one siirmektedir. Ozellikle, bagirsak mikrobiyomundaki diisiik
cesitlilik, yiiksek oranda inflamasyon ve artan oksidatif stres ile bobrek tasi gelisimi
arasinda bir iliski oldugu disiinlilmektedir. Bu nedenle, saglikli bir bagirsak
mikrobiyomunun korunmasi ve siirdiiriilmesi, bobrek tasi gelisimini dnlemeye yardimci
olabilir (Falony 2018, Peck et al. 2016). Sekil 2.3’de gosterildigi gibi oksalat1 par¢alayan
bakterilerin aracilik ettigi, bagirsaklarda meydana gelen ekstra renal oksalat klerensi
vardir. Bu aktivite ayrica idrar ve plazmadaki homeostatik oksalat konsantrasyonlari

tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Cornelius and Peck 2004).
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Oksalat Bozulan bakterileri
salgisi Oksalat

Fomil-CoA transferaz ve
Oksalil-CoA dekarboksilaz

3-fosfogliserat uretir

Uriner oksalat bOksaI;t
absorpsiyon Bagirsak yolu

Sekil 2.3 Oksalati pargalayan bakterilerin tag yapiminda oynadigi rol (Wang et al. 2021)

2.4 Uriner Sistem Enfeksiyonlarimin Urolitiyazisi Indiiklemedeki Rolii

Hafif sistitten hayati tehdit eden piyelonefrite ve nefrolitiyazise kadar degisebilen idrar
yolu enfeksiyonlari, insanlarda goriilen iiclincii en yaygin enfeksiyon seklidir ve tim
diinyada her y1l yaklasik 150 milyon kisiyi etkilemektedir (Wang et al. 2021). Tahminlere
gore bu enfeksiyonlarin toplumsal maliyeti yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde
yilda yaklasik 3,5 milyar ABD dolari civarindadir (Flores-Mireles et al. 2015).

Bir¢ok aragtirma, iiriner sistem enfeksiyonlarinin tirolitiyazis gelisimindeki rolii hakkinda
bilgi saglamaktadir. Ornegin bir calismada, iiriner sistem enfeksiyonu Oykiisii olan
hastalarda {irolitiyazis sikligmmin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica bazi
caligmalar, enfeksiyonlarin neden oldugu inflamasyonun {irolitiyazis gelisimine katkida
bulundugunu gostermektedir (Bauza et al. 2018, Karki and Leslie 2023, Wong et al. 2015,
Lee et al. 2017). Escherichia coli, Proteus mirabilis ve Klebsiella pneumoniae gibi bazi
bakteri tiirleri, iirolitiyazis gelisimine neden olan struvit taglarinin olusumunda rol
oynarlar. Bu bakteriler, {irecaz enzimi salgilarlar ve tireyi amonyak ve karbondioksite

dontstiiriirler.  Amonyak, idrar pH'sni artirarak struvit kristallerinin  olusumunu
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kolaylastirir. Bu kristaller de, zamanla biiyiiyerek struvit taslarini olustururlar (Daudon et
al. 2022). Miano ve arkadaslar iiriner taslar ve IYE arasindaki iliskiyi iki farkli klinik
tablo ile agiklamaktadirlar. Birinci durumda iiriner sistem enfeksiyonlar1 sonrasinda
gelisen taslar, enfeksiyon taslar1 olarak adlandirilir ve tas patogenezinde énemli bir rol
oynarlar. ikinci durumda ise, mevcut tas yapisinin iiriner sistem enfeksiyonlar: ile
komplike olmas1 s6z konusudur ve enfeksiyonlu taglar olarak adlandirilirlar (Miano et al.

2007).

2.5 Biyofilm

Biyofilm, yiizeylerde bulunan mikroorganizmalarin salgiladig1 polisakkarit matrisiyle
cevrili bir topluluktur. Bu matris, mikroorganizmalarin bir arada tutunmalarmni ve
yiizeylere yapismalarin1 saglar (Rao et al. 2005). Biyofilm, mikroorganizmalarin bir
araya gelmesiyle olusan kompleks bir yap1 oldugundan, biyofilm olusumunu etkileyen
bircok genetik faktér bulunmaktadir. Bu genler; mikroorganizmalarin biyofilm matrisi
tiretiminde, tutunmada, hareketlilikte, bir araya gelmelerinde ve biyofilm yasam
dongiisiiniin farkli asamalarinda rol oynarlar. Bakterilerin biyofilm olusturmak i¢in bir
araya geldigi siireg, yalnizca genetik yollar degil ayni zamanda ¢ok ¢esitli diger unsurlari
da (¢evresel degisiklik, beslenme mevcudiyeti, gen diizenlemesi ve ayrica yiizey
baglantisi) igeren karmasik bir siirectir. (Shi and Zhu 2009). Biyofilm olusumu tizerindeki
genetik kontroliin daha iyi anlasilmasi, biyofilmlerin kontrol altina alinmasinda ve olasi
enfeksiyonlarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Bakterij 2014). Biyofilm
yapisinda yer alan mikroorganizmalar, bagisiklik hiicrelerinin dogrudan saldirisina karsi
korunakli hale gelebilirler. Bunun yani sira, biyofilm matrisinde birikmis olan proteinler
ve polisakkaritler antijenik 6zellikler gostererek hiimoral bagisiklik sistemi tarafindan
taniabilirler (Cortés et al. 2011). Ozellikle hiimoral ve hiicresel bagisiklik sistemi giiglii
olanlarda, biyofilm enfeksiyonlar1 ¢ok nadiren de olsa konagin savunma mekanizmalari
tarafindan temizlenirler (Loo 2003). Biyofilm yapisi, mikroorganizmalarin
antibiyotiklere kars1 direncli hale gelmelerine neden olabilir. Bu direng, antibiyotiklerin
biyofilm matrisine etkili bir sekilde ulasamamasindan kaynaklanir. Biyofilm matrisi,
antibiyotiklerin biyofilm i¢indeki hedef mikroorganizmalara ulagmasini engelleyebilir ve

bu nedenle antibiyotiklerin etkinligini azaltabilir (Baldassarri et al. 2001).
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Insanlar ortaya ¢ikan biyofilm enfeksiyonlarinin kabaca %60'1nin zoonotik bir kaynagi
vardir ve hem hayvanlart hem de insanlar etkileyen bulasici hastaliklarin yaklasik yiizde
80'inden biyofilmler sorumludur (Garcia and Percival 2011). Biyofilm enfeksiyonlarinin
tedavisi enfeksiyonun lokalizasyonuna, mikroorganizmanin tiiriine ve enfeksiyonun
siddetine baghdir. Tedavide, genellikle ¢oklu ila¢ kullanimi ve cerrahi miidahale
gerekebilir. Antibiyotiklere karst direngli biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisi oldukg¢a
zorlu olabilir ve bu nedenle aragtirmacilar, biyofilm enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in yeni yaklasimlar gelistirmek icin ¢alismaktadirlar (Hall-Stoodley and
Stoodley 2009, Heiby et al. 2010).

2.5.1 Biyofilm olusumu ve gelisimi iizerinde etkili olan faktorler

Bakteriyel biyofilm olusumu ve hiicre adezyonu, bir¢ok farkli faktoriin birlesimi ile
karmasik bir siiregtir. Bu faktorler, bakterilerin yilizeye baglanmasi, bakteriyel hiicrelerin
cogalmast ve metabolizma gibi hayati islevleri gerceklestirmeleri i¢in gerekli olan
kosullar1 saglar. Bakterilerin bir yiizeye baglanmasi i¢in, yiizey 6zellikleri ve bakteri
hiicre yiizeyleri arasindaki gesitli etkilesimlerin 6nemi vardir (Puttamreddy et al. 2010).
Bakteriyel hiicrelerin biyofilm olusturmasi i¢in gerekli olan bir diger faktdr, hiicre
adezyonu ile ilgilidir. Bu, bakterilerin yiizeylere tutunma kabiliyetlerini etkileyen bir dizi
molekiiler siireci igerir. Hiicre adezyonu, hiicre yiizeyindeki reseptorlerin bir ylizeye
baglanmasi, sitoplazmik membranin reorganizasyonu ve hiicre ylizeyinin yeniden

diizenlenmesi yoluyla gerceklesir (Rossi et al. 2016).

Biyofilmlerin iiretimi, besin kaynagi, sicaklik, pH ve asit konsantrasyonu dahil olmak
tizere ¢esitli ¢gevresel kosullardan da etkilenebilir (Agarwal et al. 2011). Bakteriyel
biyofilmlerin gelisimi i¢in yiizey Ozellikleri, hiicre adezyonu ve bakteri-bakteri
etkilesimleri gibi faktorlerin yani sira bir¢ok diger faktor de onemlidir (Oder et al. 2017).
Bunlar arasinda gevresel faktorler, hiicre i¢i sinyal molekiilleri, genetik diizenlemeler ve
hiicre ¢evresindeki diger organizmalar yer alir (Simdes et al. 2010). Cizelge 2.1°de
bakteriyel hiicre adezyonu ve biyofilm olusumu siirecinde kritik 6neme sahip

belirleyiciler gosterilmistir.
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Cizelge 2.1 Bakteriyel biyofilmlerin ve hiicre adezyonunun gelisiminde rol oynayan
unsurlar (Donlan 2002)

Hiicre ozellikleri Siv1 ozellikleri Substratum ozellikleri
Ekstraseliiler uzantilar pH Materyal _uzermdekl
besinler
Polimerik ekstraseliiler maddeler Akis hizi ve katyonlar Doku veya piiriizliilik
Hiicre yiizeylerinin hidrofobikligi Sicaklik Hidrofobiklik

2.5.2 Biyofilm olusum siireci

Bakterilerin biyofilm olusumu olduk¢a karmasik bir siirectir ve birden fazla adimdan
olusur. Bu adimlar arasinda bakterilerin bir yilizeye baglanmasi, hiicrelerin ¢ogalmasi,
ekstraselliiler matriks (ECM) iiretimi ve son olarak biyofilm yapisinin olgunlagsmasi yer
alir (Muhsin et al. 2015). Bakteriler yiizeye baglandiktan sonra, hiicre ¢ogalmasi
gerceklesir. Bu, biyofilm yapisin1 olusturan bakteri hiicrelerinin sayisinin artmasi
anlamma gelir. Bakterilerin hiicre ¢ogalmasi, biyofilm olusumunun en Onemli
adimlarindan biridir (Muhammad et al. 2020). Son olarak, biyofilm olgunlasir ve bunu
takiben Sekil 2.4’de goriildiigii tizere biyofilmde yer alan bakteri hiicrelerinde kopma

gerceklesir.
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Sekil 2.4 Biyofilm olusum asamalar1 (BioRender.com)

2.5.3 Bakteriyel biyofilmin etkisi

o Patolojik etkiler

Bakteriyel biyofilmler, birgok patolojik etkiyle iligkilendirilebilir. Biyofilm yapisi,
bakterilerin konak¢1t bagisiklik sisteminden kagmasma, daha yiliksek mikrop
yogunluguna, bakteriler arasinda genlerin  kolaylikla  transferine,  toksin
konsantrasyonlarinin artmasina ve antibakteriyel ilaglardan korunmaya neden olabilir
(Hall-Stoodley et al. 2006). Biyofilm ayrica bakterilerin konak¢iya saldirmasina izin
veren viriilans faktorleri gibi bilesenlerin olusumuna da neden olabilir (Maione et al.
2005). Biyofilmlerin neden oldugu enfeksiyonlarin insidansi olduk¢a Onemlidir.
Endokardit, osteomiyelit ve kateterle iliskili iiriner sistem enfeksiyonlari gibi ¢ok sayida
kronik hastalik biyofilmlerle iliskilidir. Bu nedenle biyofilmin patolojik etkileri,

bakteriyel enfeksiyonlarin anlagilmasi ve tedavisi i¢in dnemlidir (Conlon et al. 2013).
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e Antibiyotik direnci

Antibiyotikler, insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlarin tedavisinde ve dnlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, bakteriyel biyofilmler, tekrarlayan enfeksiyonlara
yanit vermede geleneksel antibiyotik tedavisine iyi yanit vermemektedir (Wright, 2010).
Bakteriyel biyofilmler, geleneksel antibiyotik tedavisi sirasinda direngli olan ¢esitli
tekrarlayan enfeksiyonlarla iligkilendirilmistir. Biyofilmler, bakterilerde mutasyon
oranlarin1 artirarak ve antibiyotik direncinde rol oynayan genlerin degisimini
kolaylastirarak antibiyotige diren¢li nozokomiyal enfeksiyonlarda yayilmasina katkida

bulunurlar (Lynch and Robertson 2008).

Bakterilerin hayatta kalabilmeleri igin, siirekli degisen gevreye uyum saglamalar1 ve
diren¢ mekanizmalarina sahip olmalar1 gereklidir. (Russell 2003). Biyofilmde yasayan
bakteriler, serbest yasayan bakterilere oranla antimikrobiyallere kars1 daha direnglidirler
(Mah and O’Toole 2001). Bakterilerin antibiyotiklere nasil direngli hale geldigi tam
olarak bilinmemektedir. Ancak, EPS'nin antimikrobiyal bilesiklerle etkilesime girerek
onlarin etkisini yavaglatmasi, onlara baglanarak dagilmalarin1 engellemesi veya
fizyolojik degisikliklere neden olarak onlari etkisiz hale getiren enzimlerin gelismesine

neden olmasi gibi birkag fikir 6ne stirtilmiistiir (Anderl et al. 2000).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyaller

3.1.1 Arac-gerec ve cihazlar

Calismamiz siiresince kullanilan arag-gere¢ ve cihazlarin listesi Cizelge 3.1°de yer

almaktadir.

Cizelge 3.1 Arag-gereg ve cihazlar

Araclar ve cihazlar Sirket ismi / Mensei

Denge Kernpfb / (Almanya)
Mikrodalga firin GOSONIC/ (Cin)

Biopette Degisken Hacmi (Almanya)

Manyetik karistirict Gallenkamp Labs / (Ingiltere)
Siif I1 B - Biyogiivenlik kabini Genex / (ABD)

Mikropipet Brand / (Almanya)
Mikrodalga firmi Gosonic / (Cin)

Isik mikroskobu Olympus / (Japonya)

Otoklav Express / (Germany)

Distile su cihazi

GFL Technology / (Almanya)

Hassas terazi

GFL Technology / (Almanya)

Etiv

Jrad / (Cin)

McFarland tiipii

BioM¢érieux / (Fransa)

VITEK 2 sistemi

BioM¢érieux / (Fransa)

Santrifiij tiipii 1.5mL, 0.5mL ve 0.2mL

Jet Biofil / (Singapur)

Jel goriintiileme sistemi

Thermo Fisher Scientific / (ABD)

Santrifiij My Fugene / (Cin)

Elektroforez sistemi Thermo Fisher Scientific/ (ABD)
Buzdolab1 Teka / (Ispanya)

Tahta gubuk Biozek / (Hollanda)

3.1.2 Cahsmada kullanilan besiyerleri

Calismamiz siiresince kullanilan besiyerleri ve cihazlarin listesi Cizelge 3.2°de yer

almaktadir.
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Cizelge 3.2 Kullanilan besiyerleri

Besiyeri ismi Sirket ismi ve Mensei
Cikolata agar Hindistan mengeili Biomark firmasi
Kanl agar Hindistan menseili Biomark firmasi
MacConkey agar Birlesik Krallik menseili Neogen firmasi
Brain heart infiizyon broth Hindistan menseili Biomark firmasi

3.1.3 Cahsmada kullamlan kimyasal ve biyolojik reaktifler

Calismamiz siiresince kullanilan kimyasal ve biyolojik reaktiflerin listesi Cizelge 3.3’de

yer almaktadir.

Cizelge 3.3 Kimyasal ve biyolojik reaktifler

Kimyasal ve biyolojik reaktifler Company and origin
ABIOpureTM Total DNA ABIOpure \ ABD
Agaroz

Etidyum bromiir (10mg/ml)
GoTag Green Master Mix

Niikleaz Free Su Rromegd WegD
TAE (Tris-Asetat-EDTA) 40X
Quantifluor dsDNA Sistem
Absolute Etanol ROMIL Pure Chemistry \ UK
Primerler Macrogen \ Kore
Etil Alkol 70% Tiebah \ Irak

Kristal Violet Boyasi
Safranin Boyasi
Iodine Soliisyonu Tiebah \ Irak

Denkapharma \ Almanya

3.1.4 Cahsmada kullanilan primerler

PCR yontemi ile sfa, foc, pmfA ve mrpA genlerinin dizilerini ¢ogaltmak i¢in spesifik
primerler kullanildi. Molekiiler ¢aligmalar siiresince kullanilan primer ¢iftlerinin listesi

Cizelge 3.4’de yer almaktadir.
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Cizelge 3.4 Primer setleri

Gen | Primer adi Primer dizileri 5--3° Amplikon biiyiikliigii (bp)
16 27-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
rRNA T 1492 R TACGGTTACCTTGTTACGACTT 1463
omiA pmfA- F GGATCATCTATAATGAAACTG 64
pmfA- R CTGATAATCAACTTGGAAGTT
mrpn | MPA-F TTCTTACTGATAAGACATTG 10
MrpA- R ATTTCAGGAAACAAAAGATG
o Sfa-F CCGTAAGATGTCTGCGAG 100
Sfa-R AGCAAGTCTGGCAACGAG
o Foc- F GGTGGAACCGCAGAAAATA 288
Foc- R GAACTGTTG GGGAAAGAGTG
3.2 Metodlar

3.2.1 Calisma tasarmm ve hastalar

Kesitsel olarak planlanan ve klinik olarak yiiriitiilen “Urolitiyazisli Hastalardan Izole
Edilen Bakteri Suslarimin Biyofilm Olusturma Yeteneginin Fenotipik ve Molekiiler
Olarak Degerlendirilmesi” baslikli ¢alismamiza, Kerkiikk Egitim ve Arastirma
Hastanesi'ne idrar yolu enfeksiyonu semptomlari ile bagvuran ve bobrek tasi tanisi alan,
61°1 erkek, 39’u kadin olmak iizere yaslar1 20 ile 60 arasinda degisen toplam 100 hasta
dahil edildi. Prospektif calismamizda, idrar yolu enfeksiyonu semptomlar1 ve bobrek tasi

olma olasiliklarina gore segilen hastalarimizdan bilgilendirilmis onam alindi.

e Dahil etme Kriterleri: Bobrek taslari ile iligkili idrar yolu enfeksiyonu

semptomlariyla tarafimiza bagvuran hastalar ¢alismaya dahil edildi.

e Dislama Kriterleri: Otoimmiin bobrek hastaliklari, bobrek yetmezligi ile iligkili

farkli durumlar1 ve diger kronik hastaliklar: olan olgular ¢alismaya dahil edilmedi.
Onsekiz yasindan kiiclik ve semptomatik donemde profilaktik antibiyotik tedavisi

almis olan hastalar da ¢alismadan diglandi.
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3.2.2 Orneklerin toplanmasi

Kerkiik Egitim ve Arastirma Hastanesi'ne bagvuran ve galisma kriterlerine uygun olan
20-60 yas aras1 eriskin bireylerden mikrobiyolojik tetkikler i¢in alinan idrar ornekleri
kullanild. Idrar kiiltiir 8rneginin elde edilmesi i¢in verilen steril idrar kabina, idrarin bir
kisminin disar1 yapilmasi gerektigi belirtilerek en az 10 mL hacminde orta akim idrar

alinmasi saglandu.

3.2.3 Bakterilerin identifikasyonu

e Mikroskobik inceleme

Toplanan idrar 6rnekleri direkt ve santrifiij sonrasi mikroskopik incelemeye tabi tutuldu.
Santrifiijle inceleme i¢in idrarin 5 mL’si steril bir tiip icerisine alinarak 3000 devirde 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant atilarak dipte kalan pellet resiispanse
edildi. Yaymadan lam {izerine konulan idrar 6rneklerinden Gram boyamasi yapildi. Gram
boyamas1 yapilan preparatlar en az 25 mikroskop sahasi olmak lizere bakteriyolojik
olarak incelendi. Bunun yani sira alinan idrar 6rneginin tek bir damlas1 40X biiyiitmeli

151k mikroskobunda kristal, eritrosit ve 16kosit varlig1 agisindan degerlendirildi.

e Kullanilan besiyerleri

Calismaya alinan 6rnekler Kanli agar, Cikolata agar ve MacConkey agar besiyerlerine
ekilerek 37°C'de 18-24 saat siireyle etiivde inkiibe edildi. Klinik olarak 6nemli
mikroorganizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasi, rutin geleneksel mikrobiyolojik

tekniklerin uygulanmasi yoluyla gerceklestirildi.

MacConkey agar

Besiyeri igeriginde bulunan kristal viyole ve safra tuzlar sayesinde ¢esitli Gram negatif

bakterilerin izolasyonunda ve ayristirilmasinda segici olarak kullanilan bir besiyeridir.
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Ayrica besiyerinde yer alan pH indikatorii sayesinde laktozu fermente etme yetenegine

bagli olarak farkli renkte koloniler iireterek tanida fayda saglar.

Ticari olarak alinan liyofilize toz seklindeki MacConkey agar besiyerinin kullanima hazir
hale getirilmesi i¢in iiretici firmanin 6nerdigi siiregler izlendi. Kutu iizerinde yer alan
prosediire uygun olarak belli oranda distile suda eritilen toz besiyeri 121 °C’de 15 dakika
boyunca otoklavlandi. Sogumaya birakilan besiyeri 45-50 °C’ye geldikten sonra 4 mm

kalinliginda olacak sekilde petri kaplarina dokiilerek katilagtirildi.

Kanh agar

Bir litre distile su igerisinde eritilen 28 g dehidre nutrient besiyeri karigimi otoklavda 15
dakika boyunca 121 °C’de sterilize edildi. Besyiiz mL besiyeri bulunan balon jojeler 45-
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine %5 oraninda steril defibrine koyun kani
eklendi. Hafifce karistirilan besiyeri petri kutularina 4 mm kalinlikta olacak sekilde
dokiildii. Yiiksek besin degerine sahip genel amagl bir besiyeri olan %5 koyun kani ile
zenginlestirilmis kanli agar bir¢ok mikroorganizmanin klinik 6rneklerden izolasyonu i¢in
kullanilmaktadir. Kan igerisinde bulunan zengin besin kaynaklari sayesinde

mikroorganizmalarin biiyiimesi ve ¢ogalmasi i¢in uygun bir ortam saglar.

Cikolata agar

Hazirlanmasi igin oncelikle bir litre distile su igerisinde eritilen 28 g dehidre nutrient
besiyeri karigimi otoklavda 15 dakika boyunca 121 °C’de sterilize edildi. Besiyeri 75-80
°C sicakligindayken igerisine %5 oraninda steril defibrine koyun kani eklendi. lyice
karistirtlan besiyeri steril petri kaplarna 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii.
Sicakliga bagh olarak kan igerisinde bulunan eritrositlerin hemolizi sonucu hemoglobin
aciga c¢ikar ve besiyeri c¢ikolatamsit bir renk alir. Bu islem sayesinde, cesitli
mikroorganizmalarin yetistirilmesi i¢in uygun bir ortam olusur. Besin degeri yiiksek,

secici olmayan genel iiretici kat1 bir besiyeridir.
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Brain Heart infiizyon broth

Brain Heart inflizyon besiyerine 15 g/L olacak sekilde agar agar ilave edilerek uygun 1sida
eritilip tiiplere dagiltildi. Elde edilen besiyeri 1 atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dk
boyunca steril edildi. Brain Heart infiizyon besiyeri klinik 6rneklerden birgok bakterinin

tiremesine olanak saglayan genel amagli siv1 bir besiyeridir.

Kiiltiirde iireyen bakterilerin Gram boyama ile incelenmesi

Gram boyama yOntemi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda olasi etkenin tanimlanmasina
yardimct olmak amactyla kullanilan en temel testlerden biridir. Diger bir deyisle Gram
boyama mikrobiyoloji laboratuvarlarinin vazgegilmezidir. Calismamizda, kiiltiirde
tireyen bakterilerin yorumlanmasi ve drnekteki etkenin tanimlanmasi i¢in her bir 6rnege

Gram boyama yontemi uygulandi.

VITEK® 2 sistemi ile bakterilerin tanimlanmasi ve antibiyotik direncinin

belirlenmesi

VITEK® 2 (bioMérieux, Fransa) sistemi, bakterilerin identifikasyonu ve antimikrobiyal
duyarhilik testleri i¢in floresan tabanli teknolojileri kullanan yenilik¢i ve otomatik bir
yaklagimdir. Bu sistem ilk olarak 1970’lerde gelistirilmis ve tanit amagli kullanilmistir.
Sonrasinda gelistirilerek antimikrobiyal duyarlilifi saptayabilecek sekilde dizayn
edilmistir. Bu sistem, her testi 15 dakikada bir diizenli okuyarak analiz eder. Optik
sistemler araciligiyla, bulaniklik, floresan 1s1mas1 ve kolorimetrik sinyalleri kaydederek

fotometrik okumalar yapar.

VITEK® 2 sisteminin ¢alisma prensibi

VITEK® 2 sistemine ait reaktif kartlari, her biri ayr1 bir test substrat1 igeren 64 kuyuya
sahiptir. Bu substratlar ¢esitli metabolik aktiviteleri Olgerler. Kiiltiirde tireyen bakterinin

saf kolonisinden hazirlanan siispansiyon agagidaki prosediire uygun sekilde hazirlanir.
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Prosediir

1

Test tiibiine (3.0 mL) standart %0,9'luk sodyum kloriir ¢ozeltisi yerlestirildi.

Kiiltiirde iireyen bakterinin saf kolonisinden steril bir ekiivyon yardimiyla 6rnek

alindi.

Test tiipiine yogunlugu 0,5 McFarland olacak sekilde bakteri 6rnegi inokiile edilerek
reaktif kart yerlestirildi.

Inokiiliimii iceren kart VITEK® 2 kaset i¢cinde tastyici istasyona yerlestirildi.

Kaset yiiklendikten sonra cihaz tiim inkiibasyon ve okuma adimlarim1 otomatik

gergeklestirerek dort ila alt1 saat sonra sonuglari verdi.

3.2.4 Biyofilm olusumunu saptama

Izole edilen kokenlere ait siispansiyonlar, igerisinde %1-3 glukoz igeren beyin kalp

inflizyon buyyon bulunan 96 kuyucuklu mikroplaklara inokiile edildi.

Inokiilasyon sonras1 mikroplagin iizeri kapatilarak 37°C'de aerobik kosullarda 24 saat

inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan mikroplak distile su ile dikkatli bir sekilde yikanarak oda
sicakliginda 15 dk kurumaya birakildi.

Yikama isleminden sonra her kuyucuga 200 pl %0,1'lik kristal viyole boya maddesi
eklendi.

Boyanin biyofilme penetrasyonu i¢in belirli bir siire beklendikten sonra kuyucuklar

bosaltilarak yeniden yikama islemi yapildi ve 20 dk kurumaya birakildi.
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6- Bu asamadan sonra %95 konsantrasyonda 200 pl etanolle muamele edilerek
spektrofotometrik 6l¢iim yapan mikroplak okuyucu cihazda her kuyucuk 630 nm'de

Olctim yapilarak optik dansite degeri belirlendi.

Spektrofotome cihazi tarafindan Slgiilen degerler, belirli bakteri izolatlar1 igeren negatif
kontrol kuyucuklarinin ortalama optik dansite degerleriyle karsilastirilarak biyofilm

olusumunun varlig1 ve derecesi saptandi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 Bakterilerin biyofilm olusturma aktivitelerinin degerlendirilmesi

Mean OD degeri Biyofilm yogunlugu
OD < ODc* Biyofilm olusturmayan
ODc < OD < 2x0ODc Zayif yapigsma
2x0ODc < OD < 4x0ODc Orta yapisma
4xODc < ODc Giiglii yapigma

*Cut off degerinin optik dansitesi (ODc) = negatif kontroliin ortalama OD’si + 3x negatif

kontroliin standart sapmasi

Cut off degeri (ODc), her bir bakteri izolatinin yani sira negatif kontroliin de ne kadar
etkili bir biyofilm olusturabilecegini belirleyerek kesfedildi. Negatif referansin ortalama
OD'sinden ii¢ standart sapma ¢ikarilarak belirlendi. Cut off degerine gore biyofilm

yogunlugu Cizelge 3.6’da gosterilmektedir.

Cizelge 3.6 Cut off degerine gore biyofilm yogunlugu

Biyofilm yogunlugu 630 nm'de OD
1- biyofilm olusturmayan <0,244
2- zay1f 0,244 - 0,488
3- orta 0,488 - 0,976
4- giicli >0,976

3.3 Molekiiler Yontemler

3.3.1 Escherichia coli ve Proteus mirabilis'te 16s rRNA, sfa, foc, pfmA ve mrpA

genlerinin tespiti
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DNA ektraksiyonu

Bakteriyal izolatlarin DNA ekstraksiyonu ABIOpure™ Genomic DNA Kit’i kullanilarak

tiretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. Niikleik asit ekstraksiyonu i¢in asagidaki

islemler uygulandi;

Genomik DNA ekstraksiyonu yapilacak olan izolatlarin bir giinliik pasajlarindan
alinan koloniler 1 ml Phosphate-Buffered Saline (PBS) tamponu i¢ceren PCR tiipiine

konuldu. Homojenize edilen siispansiyon 13.000 devirde 2 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan atildiktan sonra kalan pellete 200 ul Lysis Buffer eklendi.

Lizat tlizerine 20 mg/ml konsantrasyonunda 20 pl Proteinaz K soliisyonu eklenip

vortekslenerek 56°C’de 10 dakika siireyle inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda, 200 puL genomik lizis baglama tamponu eklenerek tiip

vortekslendi ve ardindan 70 °C’de 30 dk siireyle tutuldu.

Numunelere 200 pl %96-100 etanol eklenerek 10 saniye vortekslendi.

Igerik per tiiplerine aktarilarak 10.000 rpm hizda bir dakika santrifiij edildikten sonra
kolonlarin toplayici tiipleri degistirildi.

Ardindan 600 pl Wash Buffer eklenerek 10.000 rpm’de santrifiij edildi ve kolonlarin
toplama tiipleri yenisiyle degistirildi.

Wash Buffer’in fazlasin1 almak i¢in kolonlarin toplama tiipleri degistirilerek 14.000
rpm’de 1 dakikada santrifiij edildikten sonra alt siv1 atildi ve kolonlar 1.5 mL’lik

mikrosantrifiij tiiplerine aktarildu.
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9- Son santriflijleme islemini takiben daha 6nceden 1sitilmig elution bufferden 100 ul
eklenerek oda 1sisinda 1 dakika inkiibasyona birakildi ve ardindan yaklasik 5.000
rpm'de bes dakika santrifiijlendi.

DNA miktar tayini

Numunelerin sonraki islemlerde kullanilmaya uygun olup olmadigin1 belirlemek ve elde
edilen DNA miktarini 6lgmek i¢in Quantus™ Fluorometre (Promega®, Madisson, USA)
kullanildi. QuantiFluor® dsDNA sistemi, kiiciik miktarlardaki DNA’nin hassas bir
sekilde belirlenmesini saglayan bir floresan DNA baglayicit boya icerir. Her bir DNA
ornegini 1:200 diliisyon oraninda seyrelterek QuantiFluor® boyasi ile 0,5 ml PCR
tiipiinde birlestirildi. Oda sicakliginda 5 dakikalik inkiibasyon siiresinin ardindan, DNA
numunesinin miktar1 Quantus™ fluorometre kullanarak absorbans bazli dijital olarak

sleiildii.

Primerlerin hazirhg:

Calismada kullanilacak primerler Macrogen Company (Seoul, Korea) firmasindan
liyofilize halde temin edildi. Liyofilize halde gelen primerler steril ortamda niikleaz
icermeyen suda c¢oziilerek nihai konsantrasyonu 100 pmol/ul olacak sekilde elde edildi.
Ana stoktan sulandirma yapilarak 10 pmol/ul’lik diliisyonlar hazirlanarak daha sonra

kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

DNA amplifikasyonu
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Calismamizda arastirilan sfa, foc, pfmA ve mrpA genlerinin amplifikasyonu i¢in tek
asamali PCR deneyi yapildi. Deneyde termal siklus cihazi olarak PTC- 200 (Peltier
Thermal Cycler, MJ Research, A.B.D.) kullanildi

PCR i¢in gerekli reaktif karisimi Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7 Termal siklus protokolii

Master Mix 12,5 uL
Forward primer 1 uL
Reverse primer 1 uL
Niikleaz igermeyen deiyonize su 8,5 uL
Hedef DNA 2 uL

Toplam hacim 25 pL

PCR program

Termal siklus programina ait kosullar Cizelge 3.8’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.8 Termal siklus programi

Basamak Sicaklik Siire Siklus
Baglangi¢ denatiirasyonu 95°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 63 °C 30 saniye 30
Ektansiyon 72 °C 1 dakika
Final ekstansiyonu 72 °C 7 dakika
Sogutma 10 °C 10 dakika

Elektroforez icin agaroz jelin hazirlanmasi

1- Erlen kabima 100 mL 1X TAE tamponu eklendi. Ek olarak, tampona %]1,5
konsantrasyonda 1,5 gram agaroz dahil edildi.
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2- Hazirlanan jelin ¢oziilmesi ve erimesi i¢in hafifce galkalanarak mikrodalga firina
konuldu. Araliklarla mikrodalga firindan ¢ikartilan erlen tamamen eriyene kadar

calkaland.

3- Tampon eritilip 40-50 °C’ye sogutulduktan sonra igerisine 1ul etidyum bromiir

eklendi ve baloncuk olusmamasina dikkat edilerek yavasga karistirildi.

4- Gerekli hacimler ayarlandiktan sonra taraklar yerlestirilerek jel dokiildii. Jel

donduktan sonra taraklar ¢ikartilarak iizerine TAE tamponu eklendi.

Cogaltilan PCR iuriinlerinin yatay agaroz jel elektroforezine yiiklenmesi

Cogaltilan amplikonlar yilikleme boyast (loading dye) karistirilarak kuyucuklara
dogrudan 5 pl hacminde yiiklendi. Uriinlerle beraber molekiiler agirlik belirteci olan
DNA ladder (Promega, ABD)’da yiiklendi. Yiikleme sonras1 100 voltta 30 dk yiiriitiildii.
Arastinlan  her bir gene Ozgii biyikliikteki bantlar UV transilluminatorde
degerlendirilerek fotograflari ¢ekildi.

3.4 istatistiksel analiz

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22 (IBM Corp. Armonk,
NY: USA. Released 2013) kullanilarak gergeklestirildi. Bu calismada kategorik
degiskenler frekans ve yiizde kullanilarak temsil edildi. Yiizdelerin karsilastirilmasinda

ki-kare testi (¥2) kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Demografik ozellikler

Bu c¢alismada, bobrek taslariyla iligkili veya bdbrek taslarindan kaynaklandigi
siiphelenilen idrar yolu enfeksiyonlarindan muzdarip 100 hasta yer almaktadir. Hastalar,
idrar yolu enfeksiyonu semptomlarina ve bobrek tasi olma olasiliklarina gore ¢alisma icin
secildi. Yaslart 20 ile 60 arasinda degisen olgularin 61°1 erkek, 39'u ise kadin hastaydi
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.1 Hastalarin yas ve cinsiyet 0zellikleri

Erkek Kadin
61 39
Mean + SD 42.88+12.2
Aralik 20-60

Cinsiyet

Yas

4.2 Bakteri Kiiltiirii sonuclar:

Bobrek tast oldugundan siiphelenilen idrar yolu enfeksiyonu olan 100 hastadan alinan
idrar Orneklerinden 60 bakteri izole edildi. En sik izole edilen etkenler sirasiyla
Escherichia coli (n:36), Proteus mirabilis (n:17), Staphylococcus aureus (n:3), Klebsiella
pneumoniae (n:2) ve Pseudomonas aeruginosa (n:2) olarak saptand1 Sekil 4.1. izole

edilen bakterilerin kiiltiirde tiremeleri Sekil 4.2°de gosterilmektedir.

32



K. pnuemoniae P. aeruginosa
4% 3%

S. aureus
5%

P. mirabilis
28%

E. coli

60%

Sekil 4.1 Izole edilen bakterilerin dagilimi

e

Sekil 4.2 izole edilen bakterilerin kiiltiirde iiremeleri
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4.3 izole edilen E. coli kékenlerinin antibiyotik diren¢ oranlari

Antibiyotik duyarlilik testi, Vitek® 2 (bioMérieux, Fransa) kartlar1 kullanilarak yapildi.
Izole edilen E. coli kokenlerine en yiiksek direng oranlar1 %78’le piperasilin/tikarsilin,
%59’1a siprofloksasin ve %58 ile trimetoprim-siilfametoksazole karsi tespit edildi. E. coli

kokenlerinde en duyarli antibiyotik ise imipenem olarak belirlendi Sekil 4.3.

Amikasin

Aztreonam

Gentamisin

imipenem

Meropenem

Minosiklin

Piperasilin
Piperasilin-tazobaktam
Sefepim

Seftazidim
Siprofloksasin
Tikarsilin
Tikarsilin-klavulonik asit

Tobramisin

Trimetoprim-silfametoksazol

o
X

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%

M Direngli M Duyarli

Sekil 4.3 E. coli izolatlarinin antibiyotik direng oranlari

4.4 izole edilen P. mirabilis kékenlerinin antibiyotik diren¢ oranlar

Izole edilen P. mirabilis kokenlerinin en direngli oldugu antibiyotigin minosiklin (%59)
oldugu bulundu. Yiiksek dirence sahip diger antibiyotikler ise sirasiyla siprofloksasin
(%55) ve trimetoprim-siilfametoksazol (%52) olarak tespit edildi. P. mirabilis
kokenlerinin en duyarli oldugu antibiyotik ise %18 diren¢ oraniyla imipenem oldugu

saptandi Sekil 4.4.
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Amikasin

Aztreonam

Gentamisin

imipenem

Meropenem

Minosiklin

Piperasilin
Piperasilin-tazobaktam
Sefepim

Seftazidim
Siprofloksasin
Tikarsilin
Tikarsilin-klavulonik asit

Tobramisin

Trimetoprim-silfametoksazol

o
X

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M Direngli ® Duyarh

Sekil 4.4 P. mirabilis izolatlarinin antibiyotik direng oranlari

4.5 E. coli ve P. mirabilis kokenlerinin biyofilm olusturma durumu

Idrar 6rneklerinden en fazla izole edilen bakteri tiirleri olan E. coli ve P. mirabilis
izolatlarinin biyofilm olusturma yeteneklerine yonelik yapilan degerlendirme sonuglaria

gore;

Toplamda 36 E. coli izolatinin 16 (%44,4)'sinda iiretim giicii yiiksek biyofilm kapasitesi,
11 (%30,6)'inde tiretim giicii orta diizeyde biyofilm kapasitesi, 5 (%13,9)'inde iiretim
giicii zayif biyofilm kapasitesi saptandi Cizelge 4.2. E. coli izolatlarinin 4 (%]11,1)"linde
ise biyofilm olusumu tespit edilememistir. Elde edilen sonuglar gosteriyor ki, izole edilen

E. coli’lerin ¢gogu biyofilm olusturma yetenegine sahipti Sekil 4.5.

Buna karsin, izole edilem 17 P. mirabilis’in 10 (%58,8)'unda iiretim giicii yiiksek
biyofilm kapasitesi, 4 (%23,5)"inde iiretim giicii orta diizeyde biyofilm kapasitesi, 2
(%11,8)'sinde biyofilm iliskisi zay1f bulunmustur Cizelge 4.2. P. mirabilis izolatlarinin 1
(%5,9)'inde ise biyofilm olusumu tespit edilememistir Sekil 4.6.
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Cizelge 4.2 E. coli ve P. mirabilis kokenlerinin biyofilm olusturma yetenegi

. Biyofilm olusumu
Bakteri —
Giiclii Orta Zayif Yok
. 16 11 5 4
E. coli
%44,4 %30,6 %13,9 %11,1
- 10 4 2 1
P. mirabilis
%58,8 %23,5 %11,8 %5,9

Witz 7

Sekil 4.6 P. mirabilis kokenlerinin mikroplaka yontemi ile biyofilm tespiti
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4.6 Viriilans genlerinin (foc, sfa, pfmA ve mrpA) varhg

Izole ettigimiz 36 E. coli izolatinin 24°iinde foc geni, 20’sinde ise sfa geni tespit edilmistir
Sekil 4.7. P. mirabilis’c ait 17 izolatin 12’sinde pfmA geni saptanirken 10’unda mrpA
geni saptanmustir Sekil 4.8. Hasta 6rneklerinden izole ettigimiz E. coli ve P. mirabilis

izolatlarina ait viriilans genlerinin yayginlik oranlar1 Cizelge 4.3’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.3 E. coli ve P. mirabilis izolatlarinda saptanan viriilans genleri

. Genler
Bakteri n
foc sfa pmfA mrpA 16sRNA

. 24 20 0
E. coli 36 (%66.7) (%55,6) 36 (100%)

. 12 10 o
P. mirabilis 17 (%70,6) (%58.8) 17 (100%)
~NE i S 1 == =3 =-3

1 SO0

RO DL >

SO0 bH

RO H

Sekil 4.7 E. coli viriilans genlerinin jel elektroforez sonucu
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1S00bp

1000bp

S00obp

100bp

S6abp

1S00bp

1000bp

S0Obp

100bp

P2 P3

Sekil 4.8 P. mirabilis viriilans genlerinin jel elektroforez sonucu

4.7 E. coli kokenlerinin biyofilm olusturma kapasiteleri ile sfa ve foc genlerinin

birlikteligi

E. coli kokenlerine ait giiclii biyofilm olusturan 10 izolatta, orta diizeyde biyofilm
olusturan 7 izolatta ve zayif biyofilm olusturan 3 izolatta sfa geni saptanmistir. Giiglii,
orta ve zayif biyofilm olusturma kapasitesine sahip E. coli kokenlerine ait sirasiyla 14, 8

ve 2 izolatta foc geni saptanmustir Cizelge 4.4.

Cizelge 4.4 E. coli izolatlarinda sfa ve foc genlerinin biyofilm olusturma kapasitelerine
gore dagilimi

E. coli Biyofilm
Giiclii olusum | Orta olusum | Zayif olusum | Olusum yok
(n:16) (n:11) (n:5) (n:4)
sfa 10 7 3 0
% %62,5 %63,6 %60 %0
foc 14 8 2 0
% %87,5 %72,7 %40 %0
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4.8 P. mirabilis izolatlarmmn biyofilm olusturma kapasiteleri ile pmfA ve mrpA

genlerinin birlikteligi

P. mirabilis kokenlerine ait gii¢lii biyofilm olusturan izolatlarin 6'sinda, orta diizeyde
biyofilm olusturan izolatlarin 4%inde, zayif biyofilm olusturan izolatlarin 1'inde ve
biyofilm olusturmayan izolatin 1'inde pmfA geninin bulundugu saptandi. Giiglii biyofilm
olusturan 10 izolatin 6’sinda, orta diizeyde biyofilm olusturabilen 4 izolatin 3’iinde, zayif
biyofilm olusturabilen 2 izolatin ise 1’inde mrpA geni tespit edilmistir. Biyofilm

olusturmayan bir izolatta ise mrpA geni tespit edilememistir Cizelge 4.5.

Cizelge 4.5 P. mirabilis izolatlarinda pmfA ve mrpA genlerinin biyofilm olusturma
kapasitelerine gore dagilimi

P. mirabilis Biyofilm
Giiclii olusum | Orta olusum | Zayif olusum | Olusum yok
(n:10) (n:4) (n:2) (n:1)
pmfA 6 4 1 1
% 60% 100% 50% 100%
mrpA 6 3 1 0
% 60% 5% 50% 0%
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5. TARTISMA

Urolitiyazis, bobreklerde veya iireterde sertlesmis mineral veya tas olusumudur. Bu
durum, diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunu olarak kabul edilir ve idrar yolu
sistemine bagli bircok komplikasyona neden olabilir. Ozellikle, iirolitiyazis hastalari,
iriner sistem enfeksiyonlarina yakalanma riskinin artmasi nedeniyle daha fazla dikkat
gerektirirler. Bazi durumlarda, iiriner sistem enfeksiyonlar1 tag olusumunun dogrudan
nedeni olabilir. Bununla birlikte, taslar kendileri de patojenler igerebilir ve bu nedenle
enfeksiyonlara katkida bulunabilirler. Bu durum, iirolitiazis tedavisi i¢in uygun
antibiyotiklerin se¢ilmesi ve enfeksiyonlarin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir (Thomas and
Tolley 2008).

Irak’in Tikrit sehrinde yapilan bir ¢alismada, tirolitiyazisli hastalardan alinan 160 idrar
orneginin 45’inde idrar kiltliriiniin pozitif olarak saptandigi bildirilmistir. En sik izole
edilen mikroorganizmanin E. coli oldugu ve bunu siklik olarak P. mirabilis, P.
aeruginosa, S. aureus, K. pneumoniae, S. saprophyticus ve S. marcescens izledigi rapor
edilmistir (Al-Jebouri and Mdish 2013). Bobrek tasi olan hastalardan izole edilen
tiropatojenlerin arastirildig1 baska bir ¢alismada ise ¢aligma siiresince toplam 3892 idrar
ornegi incelenmis, tespit edilen en yaygin 4 iropatojenin sirasiyla E. coli (%49), K.
pneumoniae (%10), E. faecalis (%9) ve P. mirabilis (%5) oldugu bildirilmistir (Chen et
al. 2018). Yakin zamanda Cin’de yapilan bir caligmada, Giriner tas1 olan hastalardan izole
edilen tiropatojenik mikroorganizmalarin dagilimina baktigimizda E. coli’nin en yaygin

patojen olmaya devam ettigi goriilmektedir (Gu et al. 2022).

Urolitiyazis hastalarinda yapilan cesitli calismalarda, idrar kiiltiirlerinde bakteriyel
enfeksiyon prevalansinin her zaman benzer olmadigir gézlemlenmistir. Calismamizda,
idrar yolu enfeksiyonu geciren ve bobrek tagi olusumu ile uyumlu semptomlar1 olan 100
hastadan alinan idrar 6rneklerinde toplamda 60 bakteri izole edilmistir. Bu oran, Misir’da
yapilan ve vakalarin %30’unun bakteriyel izolatlara sahip oldugunu gosteren yakin tarihli
bir ¢alismanin sonuglarindan oldukea yiiksektir (Ahmed et al. 2022). Bununla birlikte,
Tayland’da bobrek tasi olan hastalarda %59 oraniyla saptanan idrar kiiltiirii pozitifligi

calismamizin sonuglariyla olduk¢a benzerdir (Tanthanuch 2006). Verilerimiz,
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iirolitiyazis ile iliskili IYE prevalansinin hala yiiksek oranda saptandigimi gostermektedir.
Bu sonuglar cografi farkliliklardan, hastalarin demografik 6zelliklerinden ve daha da
onemlisi trolitiyazisin altinda yatan farkli patojenik mekanizmalardan kaynaklaniyor

olabilir.

Calismamizda E. coli 36 Ornekle en sik izole edilen etken olurken, P. mirabilis 17
ornekten izole edilmistir. Izole edilen diger etkenler sirastyla S. aureus (n:3), K.
pneumoniae (n:2) ve P. aeruginosa (n:2) olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, bobrek tasi
oldugundan siiphelenilen idrar yolu enfeksiyonlarinin en sik nedeninin E. coli oldugunu,

bununla birlikte, P. mirabilis'in de sik¢a izole edilen bir etken oldugunu teyit etmektedir.

Yapilan farkli ¢alismalarin sonuglarina bakildiginda, bobrek tasi olan hastalarin idrar yolu
enfeksiyonlarinin en sik nedenleri arasinda E. coli ve P. mirabilis’in 6ne ¢iktig1 ve bu
sonucun ¢aligmamizdan elde edilen verilerle uyumlu oldugu goriilmektedir. E. coli’nin
insan bagirsak florasinda bulunmasi ve fimbriyali yiizey proteinleri ile birlikte gesitli
enzimleri sayesinde idrar yolu duvarlarina kolayca yapisabilmesi idrar yolu enfeksiyonu
geciren Urolitiyazisli hastalarda sik saptanmasina neden olabilir. E. coli enfeksiyonunun
ortaya ¢ikmasindaki ilk asama konak¢i dokulara tutunmadir. Bakterinin yiizeyindeki
adhezin adi verilen molekiiller, konak hiicrelere baglanmayi saglar. Bu baglanma,
bakterinin konak hiicrelerde ¢ogalmasina ve enfeksiyonun yayilmasina olanak tanir (Al
Benwan et al. 2010). P. mirabilis'in iirolitiyazisli hastalarda sik saptanmasinin olasi
nedenleri arasinda, bu bakterinin o6zellikle iireaz enzimini yiiksek seviyelerde
iretebilmesi ve bu enzim sayesinde idrarda bulunan iire molekiillerinin hidrolizini hizli
bir sekilde gerceklestirebilmesi yer alir (Torzewska et al. 2014). Bu durum, idrarda {ire

miktarinin artmasina ve bu sayede iire kristallerinin olugsmasina neden olabilir.

Misir’da yapilan bir arastirmaya gore, bobrek taslariyla iligkili baskin bakterilerin %57
oranla E. coli ve %20 oranla S. aureus oldugu saptanmistir (Ahmed et al. 2022). Farkli
bir arastirmanin bulgularina gore ise en sik saptanan mikroorganizmalar ilging bir sekilde
sirasiyla %23,5 oranla Corynebacterium spp. ve %21,5 oranla E. coli oldugu bildirilmistir
(Tanthanuch 2006). Bu bulgular c¢alismamizdan elde edilen verilerden farklilik

gostermektedir. Hastalarda varolan tasin Ozellikleri, tasin olusum mekanizmasi,

41



biiyiikliigii ve bilesimi, izole edilen baskin bakteri tiirlerinde farkliliklara neden olabilir.
Ayrica degisik bolgelerde farkli hasta popiilasyonlartyla yapilan ¢alismalar nedeniyle
bobrek tasi olusumuna bagl enfeksiyonlardan izole edilen bakteri tiirlerinde farkliliklar

olabilir.

E. coli gibi klinik agidan 6nemli bir bakterinin, enfeksiyon hastaliklarinda varolan
antimikrobiyal direncinin giderek daha da fazla endise verici hale geldigi bir gergektir.
Diinya genelinde yapilan bir¢ok ¢alisma, E. coli izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere kars1
direng gelistirdigini ortaya koymaktadir. Ozellikle son yillarda, E. colinin siklikla
goriilen idrar yolu enfeksiyonlariin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi direng
gelistirme oranlan yiiksek seviyelerde kaydedilmistir. Ornegin, Cezayir'de yapilan bir
calismada, E. coli izolatlarinin %86'sinin birinci kusak sefalosporin grubu antibiyotiklere
direngli oldugu belirlenmistir. Bunu sirasiyla %83’liik oranla tikarsilin, %73 oranla
ampisilin ve %58 oranla amoksisilin- klavulonik asit izlemektedir (Ait-Mimoune et al.
2022). Benzer sekilde, Irak'ta yapilan bir ¢alisma, E. coli izolatlarinin yaklasik %90'1inin
kinolon grubu antibiyotiklere direngli oldugunu ortaya koymustur (Jalil and Al Atbee
2022).

Asya'da da durum benzerdir. Kore'de yapilan bir ¢alismada, E. coli izolatlarinin %75'inin
penisilin grubu antibiyotiklere direngli oldugu belirlenmistir. Ayrica, Giliney Asya
tilkelerinde yapilan bir¢cok c¢alismada da E. coli izolatlariin yiiksek diizeyde
antimikrobiyal diren¢ gosterdigi ortaya koyulmustur. Bu sonuglar, E. coli'yi baskin
tiropatojen olarak tanimlayan diger yazarlar tarafindan yayinlanan sonuglarla tutarlidir

(Kim et al. 2022).

Calismamizda, idrar orneklerinden elde edilen E. coli izolatlarinin antimikrobiyal
direncine baktigimizda piperasilin/tikarsilin (%78) ve trimetoprim-siilfametoksazole
(%58) kars1 daha yiiksek diren¢ oranlari saptanmustir. Ote yandan en diisiik direng
imipenem (%12) ve amikasine (%24) kars1 gézlenmistir.

Mortazavi-Tabatabaei ve arkadaglarinin 2019 yilinda idrar yolu enfeksiyonlarinda

antibakteriyel direng modeli iizerine Iran'n farkli bolgelerinden yayinlanan toplam 90

42



aragtirmanin dahil edildigi sistematik bir meta analiz incelemesinde en etkili
antimikrobiyal ajanin imipenem oldugu tespit edilmistir (Mortazavi-Tabatabaei et al.
2019). Benzer sekilde Tayvan, Giiney Kore, Hindistan, Suudi Arabistan ve Tiirkiye’de
yapilan calismalarda da E. coli izolatlarmin %90'indan fazlasinin imipenem'e karsi
duyarli oldugu bildirilmistir (Chen et al. 2013, Lee et al. 2013, Gales et al. 2002, Yolbas
et al. 2013). Bu sonuglar, imipenem'in E. coli gibi 6nemli patojenlerin tedavisinde etkili
bir secenek oldugunu gostermektedir. Ancak, imipenem gibi gii¢lii bir antibiyotigin
siklikla kullanilmasi, direng gelisimine de katkida bulunabilir. Bu nedenle, antimikrobiyal
direncin Onlenmesi i¢in uygun antibiyotik kullanimi c¢ok Onemlidir. Antibiyotik
kullaniminin uygun olmayan sekilde kullanilmasi, antimikrobiyal direncin artmasina ve

tedavi segeneklerinin azalmasina neden olabilir.

P. mirabilis, iiriner sistem enfeksiyonlarinin en sik nedenlerinden biridir ve {irolitiyazisli
hastalarda enfeksiyon olusma riski daha yiiksektir. Bu bakteri, idrar pH'sin1 yiikseltme
yetenegine sahiptir ve bu da iireaz enzimi aracilifiyla saglanir. Ureaz, idrardaki iire
molekiillerini parcalayarak amonyak ve karbondioksit agiga ¢ikarir. Bu islem sonucunda,
idrar pH's1 yiikselir ve boylece ¢okelme yapma potansiyeli yiiksek olan minerallerin

kristallegsmesi ve tas olusumu artar (Armbruster et al. 2018).

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore, izole edilen P. mirabilis kékenlerinde en
yiiksek direng oraninin %59 ile minosikline ait oldugu saptandi. Siprofloksasin (%55) ve
trimetoprim-siilfametoksazol (%52) da yiiksek direng oranlar1 bulundu. En diisiik direng
orani ise %18 ile imipeneme kars1 gézlendi ve bu antibiyotik, P. mirabilis suslarina kars1

en etkili ajanlardan biri olarak belirlendi.

P. mirabilis IYE'lerin en 6nemli etiyolojik faktdrlerindendir ve belirli antibiyotiklere
kars1 yiiksek seviyede direng gosterdigi bilinmektedir. Ornegin, yapilan baz1 calismalar,
tetrasiklin, polimiksinler ve kinolonlar gibi bazi yaygin antibiyotiklere karsi direng
gelistirdigini gostermektedir (Adamus-Bialek et al. 2013). Calismalardan elde edilen
sonuglar arasinda farkliliklar olsa da arastirmamizin sonuglar1 genel olarak literatiirde

bulunan diger ¢aligmalarin bulgulariyla uyumludur.
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P. mirabilis'in tirettigi baz1 enzimler, antibiyotiklerin etkisini azaltabilir veya tamamen
ortadan kaldirabilir. Bu enzimler arasinda beta-laktamazlar, aminoglikozidler ve
stilfonamidlerin etkisini azaltan dihidrofolat rediiktaz gibi enzimler yer alir (Armbruster
et al. 2018). P. mirabilis'in antibiyotik direnci, tedavi segeneklerini smirlayarak
enfeksiyonlarin kontroliinii zorlastirabilir. Bu nedenle, antibiyotik direncinin siki takibi

ve yonetimi oldukc¢a dnemlidir.

Bakterilerin idrar yolu enfeksiyonlarina neden olma mekanizmalarindan biri de biyofilm
olusumudur. Biyofilm, bakterilerin bir araya gelerek olusturduklar1 ¢ok katmanli bir
yapidir ve bir¢ok bakteri tiirli i¢in enfeksiyon olusturabilme yeteneginin 6nemli bir
faktoriidiir. Biyofilm olusumu, bakterilerin hiicre yiizeylerine baglanarak polisakkarit

matrisi ile kaplamasi ile gergeklesir (Boroumand et al. 2019, Zhao et al. 2020).

Biyofilm olusumu; bakterilerin enfeksiyonlara neden olan viriilans faktorlerini
etkileyerek, antimikrobiyal direnglerini artirarak ve immiin yanitlart baskilayarak
enfeksiyonlar1 siirdiirmelerine yardimeci olur. Bu olusum, antimikrobiyal tedaviyi
zorlastirir  ve iyilesmesi zor kronik enfeksiyonlara neden olabilir. Idrar yolu
enfeksiyonlarinda da biyofilm olusumu 6nemli bir faktordiir ve tedavi sirasinda dikkate

alinmasi gereken bir unsurdur (Tenke et al. 2012).

Calismamizdan izole edilen 36 E. coli izolatindan 16'sinin iiretim giicii yiiksek, 11'inin
orta diizeyde, 5'inin zayif biyofilm olusturma kapasitesinin oldugu saptandi. E. coli
izolatlarinin 4 (%]11)"linde ise biyofilm olusumu tespit edilemedi. Irak'ta yiiriitiilen bagka
bir arastirmanin sonuglarina baktigimizda, E. coli izolatlarinin %93 oranla biyofilm
olusturma yetenegine sahip oldugu saptanmistir. Biyofilm olusturan kokenleri gruplara
ayirdiklarinda; giiglii biyofilm iireten 19 (%34) izolatin oldugu, bunu orta derecede
biyofilm iireten 25 (%45) izolat ve zayif biyofilm iireten 12 (%21) izolatin takip ettigi
bildirilmektedir (Jaber and Aal Owaif 2020). Iran'da iiropatojenik E. coli izolatlarinda
biyofilm olusumu tizerine yapilan bagka bir arastirmanin bulgularina gére %92 oraninda
biyofilm varlig1 pozitif olarak tespit edilmistir (Fattahi et al. 2015). Irak'ta yapilan baska
bir arastirmanin bulgularina gore, izolatlarin % 90’1 biyofilm olusturma potansiyeline

sahipti (Makia et al. 2013). Davari Abad ve arkadaslari, E. coli kdkenlerinde biyofilm
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olusumunun izolatlarin %93'linden fazlasinda goriildiigii, izolatlarin %13%inilin giiglii,
%06's1nin orta ve %75'Iinin zay1f biyofilm tiretme kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir

(Davari Abad et al. 2019).

P. mirabilis kokenlerinin biyofilm olusturma yetenegi, son yillarda arastirmacilarin
yogun ilgi gosterdigi bir konudur. Biyofilm olusumu, P. mirabilis i¢in 6nemli bir viriilans
faktoriidiir. Bu sayede yaygin komplike idrar yolu enfeksiyonlarina neden olurlar. P.
mirabilis kokenleri, idrar yolu enfeksiyonlarina neden olabilen birgok viriilans faktoriine
sahiptir. Bunlar arasinda {ireaz enzimi, biyofilm olusumu, flagella ve pili ad1 verilen
yapilardaki hareket kabiliyeti yer alir. Ureaz enzimi, iire molekiillerini amonyaga ve
karbondioksite doniistiiriir. Bu reaksiyon sonucunda iiriner pH yiikselir ve idrar alkali
hale gelir. Bu alkali ortam, P. mirabilis kokenlerinin biyofilm yapis1 gelistirilmesinde

onemli bir rol oynar (Wasfi et al. 2020, Kwiecinska-Pirog et al. 2015).

Tabatabaei ve arkadaslari, idrar yolu enfeksiyonlu hastalardan izole ettikleri P. mirabilis
suslarinin yarisinin biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu sonucuna ulagmiglardir.
Arastirma sonuglarina gore, bu izolatlarin %25'1 gii¢lii biyofilm olusturabilen, %13'li orta
diizeyde biyofilm olusturabilen ve %12'si ise zayif biyofilm olusturabilen suslar olarak
smiflandirilmistir (Tabatabaei et al. 2021). Benzer sekilde, Irak ve Polonya’da yapilan
caligmalar idrar yolu enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen tiim Proteus izolatlarinin
biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Qaddoorri et al.
2015, Kwiecinska-Pirog et al. 2015).

Calismamizda, izole edilem 17 P. mirabilis kokeninin 10 (%58,8)'unda yiiksek diizeyde
biyofilm kapasitesi tespit edilmistir. Bu izolatlar, yogun bir sekilde biyofilm olusturabilen
bakteri tiirleri olarak degerlendirilmistir. Diger yandan, 4 (%23,5)'linde orta diizeyde
biyofilm kapasitesi tespit edilmis ve 2 (%11,8)'sinde ise biyofilm olusumu zayif
bulunmustur. Bu izolatlar, daha az yogun bir biyofilm olusturabilen bakteri tiirleri olarak
simiflandirilmistir. P. mirabilis izolatlarinin 1 (%5,9)'inde ise biyofilm olusumu tespit
edilememistir. Calismamizin sonuglar1 literatiirdeki P. mirabilis suslarmin biyofilm

olusturma yetenegini saptayan arastirma bulgulartyla uyumluluk gostermektedir.
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P. mirabilis'in benzersiz biyofilm olusturma yetenegi sayesinde enfeksiyonlar1 kolaylikla
stirdiirtilebildigi diisiiniilebilir. Bu durum, konak¢inin giiglii bagisiklik yanitina ragmen

bakterinin nasil bu denli enfeksiyonlara sebep olabildigini anlamamiza yardimei olabilir.

Bakteri hiicrelerinin iriner sisteme baglanmasinda ve biyofilm gelisiminde cesitli
adezyon faktorleri gorev almaktadir. Bir¢ok virlilans faktorii, 6zellikle iiropatojenik E.
coli (UPEC) olarak adlandirilan bu suslarm patojenitesine katkida bulunur. IYE
patogenezinde 6nemi bilinen viriilans faktorleri arasinda foc (F1C fimbriyalari) ve sfa (S
fimbriyal adezin) gibi proteinler 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu fimbriyal adezinler,
bakterilerin Okaryotik hiicrelere baglanmasini saglarlar (Johnson 1991, Bahalo et al.
2013, Lee et al. 2016).

Sonuglarimiz, {irolitiyazisli hastalardan izole edilen E. coli suslarinin 24 (%66,7)’iinde
foc geni, 20 (%55,6)’sinde ise sfa geni oldugunu ortaya ¢ikardi. Bu bulgular, saptadigimiz
viriilans genlerinin IYE gelisiminde 6nemli bir rol oynadigimi gostermektedir. Cesitli
calismalar, E. coli'nin neden oldugu IYE patofizyolojisinde yer alan adezyon
molekiillerini kodlamada sfa ve foc genlerinin roliinti bildirmistir (Usein et al. 2001,
Davari Abad et al. 2019). Iran’da yapilan baska bir arastirmanin bulgulari, IYE'den
muzdarip bireylerden elde edilen E. coli suslarinin oldukga yiiksek bir sfa ve foc gen
siklig1 igerdigini gostermektedir (Zamani and Salehzadeh, 2018). Benzer sekilde IYE
olan hastalardan izole edilen UPEC suslarinda foc geni i¢in %16 ve sfa geni igin %81
oraninda yayginlik bildirildi (Rahdar et al. 2015).

E. coli'nin sfa operonu, S fimbriya olarak bilinen mannoza direngli adezyonlar
kodlamaktan sorumludur. Bununla birlikte, S fimbria varligi ile E. coli izolatlarinin
viriilans1 arasinda bir korelasyon oldugu bildirilmistir. Patojenik E. coli izolatlari,
hemaglutinasyon yapmayan bir adezyon faktorii olarak tanimlanan F1C fimbriyasini
sergileyen tek suslardir. F1C fimbriyalarinin biyosentezinin ger¢eklesmesi igin foc adi
verilen sekiz gen toplulugu gereklidir (Emody et al., 2003). Arastirmamizin bulgularina
gore, E. coli izolatlarindan olusan biyofilmler arasinda viriilans genlerin dagilimina
baktigimizda; gliclii biyofilm olusturan izolatlarin 10'unda, orta diizeyde biyofilm

olusturan izolatlarin 7'sinde ve zayif biyofilm olusturan izolatlarin 3'iinde sfa geni
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saptanmistir. Tespit edilen foc geni ise giglii, orta ve zayif biyofilm olusturma
kapasitesine sahip E. coli kdkenlerine ait sirasiyla 14, 8 ve 2 izolatta bulunmustur. Zamani
ve Salehzadeh tarafindan yapilan bir ¢alismada, biyofilm olusturma kapasitesileri
arasinda foc geninin frekansinda fark edilebilir bir degisiklik gézlenmemistir. Ote yandan,
orta ve giiclii biyofilmler iireten izolatlarda sfa geninin daha yiiksek bir prevalansa sahip
oldugu gozlendi (Zamani and Salehzadeh, 2018). Daha giiglii bir biyofilm olusturma
kapasitesi ile ¢esitli viriilans genleri arasinda bir iliski oldugu, 6zellikle sfa ve foc
genlerinin bu olusumda kritik bir rol oynadigin1 bildirilmektedir (Wang et al., 2013). Bu
sonuglar, IYE’den muzdarip hastalardan elde edilen E. coli izolatlarinin biyofilm
gelisiminin erken asamalarinda sfa ve foc genlerinin adezyonu arttirarak kritik bir rol

oynadiginmi gostermektedir.

Calismamizda izole ettigimiz P. mirabilis suslarmin 12 (%70,6)’sinde pmfA geni, 10
(%58,8) unda mrpA geni saptanmustir. Brezilya'da IYE olan hastalardan izole edilen P.
mirabilis suslarinda viriilans genlerinin arastirildigi bir ¢alismada, incelenen tiim
izolatlarin mrpA ve pmfA genleri agisindan pozitif oldugu bildirilmistir (de Oliveiraet al.,
2021). Ali ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen bir calismaya gére, IYE'li hastalardan izole
edilen P. mirabilis suslarin %38’inin mrpA ve %46’sinin pmfA geni igin pozitif oldugu
tespit edilmistir (Ali et al., 2018). Banglades’te yapilan bir ¢alismada, biyofilm tireten 29
P. mirabilis izolatinin 10’unda pmfA geni saptanirken, 16’sinda mrpA geni tespit
edilmistir. Mevcut ¢alismada pmfA ve mrpA genlerinin varligi ile biyofilm olusumu
arasinda anlamli bir iligki yoktu (Jabin Mishu et al., 2022). Irak’ta yapilan benzer bir
caligmada da izole edilen P. mirabilis suslarinin %41’inde pmfA geni, %35’inde mrpA
geni saptanmistir (Abbas et al., 2015). Iran’da yapilan bir calismada ise IYE ile basvuran
hastalardan izole edilen P. mirabilis suslarinin tamaminda pmfA geni bulunurken,
%90’1inda mrpA geni saptanmigtir. Bu bulgular, pmfA ve mrpA genlerinin P. mirabilis
suslarinda yaygin olarak bulunabilecegini ve viriilans 6zellikleri ile iliskili olabilecegini

gostermektedir.

Farkli arastirmalar tarafindan rapor edilen gen yayginlik oranlarinin degiskenlik
gosterdigi gozlemlenmektedir (Hussein et al., 2020). Bu farkliliklar muhtemelen,

genlerin dagiliminda c¢alisilan popiilasyonlar ve cografi konumlar arasinda
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degiskenliklerden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte genel olarak bakildiginda,
caligmamizin sonuglart literatiirde bildirilen pmfA ve mrpA genlerinin P. mirabilis'in

IYE'deki viriilanstyla iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, insanlardan izole edilen P. mirabilis suslarinda biyofilm
olusumu ile cesitli viriilans faktorleri arasinda bir korelasyon oldugunu bildirmistir. P.
mirabilis'in biyofilm iiretme kapasitesi biiyiik dlgiide mrpA, pmfA ve diger genlerin
ifadesiyle baglantilidir. Bakterilerin birbirine adezyonu ve kiimelenmesi, biyofilmlerin
olusturulmasinda gerekli bir adimdir (Stickler et al., 1993, Jansen et al., 2004). Ayrica
mrpA geninin bakterilerin tutunmasinda ve birlesmesinde rolii oldugu ileri siiriilmiistiir

(Barbour et al., 2012).

Calismamizin sonuglarina gore, izole ettigimiz P. mirabilis suslarinin biyofilm olusturma
kapasitesi ile viriilans genlerinin birlikteligine baktigimizda; gii¢lii biyofilm olusturan 10
izolatin 6'sinda, orta diizeyde biyofilm olusturan izolatin 4'iinde, zay1f biyofilm olusturan
2 izolatin ise 1'inde pmfA geni saptandi. Ayrica, giiglii biyofilm olusturan 10 izolatin
6’sinda, orta diizeyde biyofilm olusturan 4 izolatin 3’linde, zayif biyofilm olusturan 2
izolatin ise 1’inde mrpA geni tespit edilmistir. Biyofilm olusturmayan bir izolatta ise

mrpA geni tespit edilememistir.

Urolitiyazis ile iliskili idrar yolu enfeksiyonu olan hastalardan alinan idrar 6rneklerinde
E. coli ve P. mirabilis gibi patojenlerin yiiksek bir prevalansa sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu bulgular, E. coli ve P. mirabilis’in bobrek tas1 gelisen IYE'lerin en sik

nedenleri oldugunu gostermektedir.

Izole edilen kokenlerin yiiksek antibiyotik direnci, bu bakterilerin tedaviye karsi direngli
olmalarina neden olan bircok mekanizmaya sahip olabilecegini gdstermektedir. IYE ve
bobrek tasi olusumunun tekrarlamasiin baslica nedenleri arasinda yiiksek antibiyotik
direncli E. coli ve P. mirabilis izolatlarinin bulunmasi yer almaktadir. Bu bakterilerin,
ylksek antibiyotik direnci sayesinde tedavilere yanit verememeleri ve enfeksiyonlarin

tekrarlayarak kroniklesmesine sebep olmalart miimkiindiir.
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izole edilen patojenlerin ¢ogunlugunun biyofilm olusturma egiliminde olmasi, bu
bakterilerin konak¢1 immiin yanitina karsi yiiksek oranda patojenik olma egiliminde
oldugunu gostermektedir. Biyofilm olusumu ayrica, bakterilerin antibiyotik tedavisine
kars1 diren¢ kazanmalarina da katkida bulunabilir. Bu nedenle, biyofilm olusturma
egilimine sahip olan bakterilerin neden oldugu IYE'lerinin tedavisi zorlu olabilir ve

tekrarlama riski artabilir.

Biyofilm olusturan izolatlar arasinda foc, sfa, mrpA ve pmfA gibi viriilans genlerinin
yayginligi, s6z konusu izolatlarin patofizyolojisi ve direnci i¢in dnemli bir rol oynadigini

gostermistir.

Bu ¢alismada, tirolitiyazis ile iliskili idrar yolu enfeksiyonu olan hastalardan alinan idrar
orneklerinde E. coli ve P. mirabilis gibi patojenlerin yiiksek prevalansa sahip oldugu
belirlenmistir. Bu patojenlerin yiiksek antibiyotik direncine sahip olmalari, tedavi
seceneklerini smirlayarak enfeksiyonlarin tekrarlanmasimna ve kroniklesmesine neden
olabilir. Ayrica, biyofilm olusturma egilimi gosteren bu bakterilerin antibiyotik

tedavisine kars1 direng kazanmalar1 da tedavileri zorlastirabilir.

Sonug olarak, antibiyotik direnci ve biyofilm olusumu agisindan yiiksek riskli
patojenlerin belirlenmesi ve bu patojenlere karsi etkili tedavilerin gelistirilmesi 6nemlidir.
Calismamizin sonuglari, iirolitiyazis ile iliskili IYE'lerin tedavisinde, 6zellikle E. coli ve
P. mirabilis gibi patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin tekrarlamasini 6nlemek igin
uygun antibiyotik se¢iminin 6nemini vurgulamaktadir. Bobrek tasi olusumunda rol
oynayan ve biyofilm olusturma egilimi gdsteren patojenlerin sahip oldugu viriilans

genlerinin mekanizmasini ve roliinii anlamak i¢in ek ¢alismalara ihtiyag vardir.
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