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OZET

Doktora Tezi

IRAK'IN GUNEY BOLGELERINDEKi{ HASTALARDA COKLU ILACA DIRENCLI
BAKTERILERIN NEDEN OLDUGU IDRAR YOLU ENFEKSIYONLARI iLE TLR4
GEN POLIMORFiZMi ARASINDAKI ILISKI

Akram Radhi Salim AL-ZEHERE

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Segil AKILLI SIMSEK
Es Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Mohammed Mousa Atta AL-FAYADH

Calismamizda, fonksiyonel gen polimorfizmleri (TLR4 rs7873784 ve TLR4-
1s11536889) ile idrar yolu enfeksiyonlarmda (IYE) ¢oklu ilaca direngli (CID) bakteri
gelistirme duyarliligi arasindaki iligkinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda, Temmuz 2022 ile Ocak 2023 tarihleri arasinda Irak'in giineyindeki Thi-
Qar vilayetinde bulunan Al-Rifai Genel Hastanesi'nden yaslari 10 ile 75 arasinda degisen
kadin ve erkeklerden toplam 350 idrar 6rnegi toplanmistir. Toplanan 150 (%42,9) 6rnek
bakteri tireme kiiltiirli i¢in pozitif sonug gosterirken, 200 (%57,1) 6rnek bakteri {ireme
kiiltiirii i¢in negatif sonug¢ gdstermistir. Idrar yolu enfeksiyonlarinda ¢oklu ilaca direngli
bakterilerden muzdarip hastalarin cinsiyetinin frekans dagiliminda kadmlar (%67)
erkeklerden (%33) daha yiiksek degerlere sahip olmustur. IYE'ye neden olan CID
bakteriyel patojenleri; 44(%44) Escherichia coli, 33(%33) Staphylococcus aureus,
10(%10) Klebsiella pneumoniae ve 13(%13) Proteus mirabilis olarak siralanmistir.
Ayrica, BlaCTX-M geni E. coli'de 36 (%81,8), K. pneumonia'da 10 (%2100,0) ve P.
mirabilis'te 4 (%30,8), BlaSHV geni E. coli'de 13 (%29,5), K. pneumonia‘da 10 (%100,0)
ve P. mirabilis'te 13 (%100,0), BlaAMPC geni E. coli'de 40 (%90,9), K. pneumonia'‘da
10 (%100,0) ve P. mirabilis'te 4 (%30,8), BIaTEM geni tiim gram-negatif bakteri
izolatlarinda ve son olarak mecA, ermA ve ermC genleri S.aureus izolatlarinin
tamaminda 33 (%100,0) goriilmiistiir. Idrar yolu enfeksiyonu olan hastalar ve saglikli
kontroller arasinda TLR4-rs7873784 SNP ve TLR4-rs11536889 SNP genotipleri ve
alellerinin karsilastirilmasinda, homozigot CC ve heterozigot GC genotiplerinin dnemli
risk faktorleri oldugu tespit edilmistir. Bu veriler, homozigot CC ve GC genotiplerine
sahip hastalarda diger genotiplere kiyasla hastalik gelisme olasiliginin daha yiiksek
olugunu gostermistir.

2024, 149 sayfa
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ABSTRACT
PhD Thesis

THE ASSOCIATION BETWEEN TLR4 GENE POLYMORPHISM AND URINARY
TRACT INFECTIONS CAUSED BY MULTIDRUG RESISTANT BACTERIA
AMONG IRAQI PATIENTS IN SOUTH REGIONS

Akram Radhi Salim AL-ZEHERE

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. Secil AKILLI SIMSEK
Co-Advisor: Asst. Prof. Dr. Mohammed Mousa Atta AL-FAYADH

The aim of this study was to evaluate the relationship between functional gene
polymorphisms (TLR4 rs7873784 and TLR4- rs11536889) and susceptibility to develop
multidrug-resistant (MDR) bacteria in urinary tract infections (UTIs). For this purpose, a
total of 350 urine samples were collected from men and women aged between 10 and 75
years from Al-Rifai General Hospital in Thi-Qar province in southern Iraq between July
2022 and January 2023. While 150 (42.9%) of the collected samples showed positive
results for bacterial growth culture, 200 (57.1%) samples showed negative results for
bacterial growth culture. In the frequency distribution of the gender of patients suffering
from multidrug-resistant bacteria in urinary tract infections, females (67%) had higher
values than males (33%). The MDR bacterial pathogens causing UTI were Escherichia
coli (44%), Staphylococcus aureus (33%), Klebsiella pneumoniae (10%) and Proteus
mirabilis (13%). In addition, BlaCTX-M gene was 36 (81.8%) in E. coli, 10 (100.0%) in
K. pneumonia and 4 (30.8%) in P. mirabilis, BlaSHV gene was 13 (29.5%) in E. coli, 10
(100.0%) in K. pneumonia and 13 (100.0%) in P. mirabilis, BlaAMPC gene was 40
(90.9%) in E. coli, 10 (100%) in K. pneumonia 10 (100.0%) and P. mirabilis 4 (30.8%),
BIaTEM gene was found in all gram-negative bacterial isolates and finally mecA, ermA
and ermC genes were found in 33 (100.0%) S. aureus isolates. In the comparison of
TLR4-rs7873784 SNP and TLR4-rs11536889 SNP genotypes and alleles between
patients with urinary tract infections and healthy controls, homozygous CC and
heterozygous GC genotypes were found to be significant risk factors. These data showed
that patients with homozygous CC and GC genotypes were more likely to develop the
disease compared to other genotypes.

2024, 149 pages
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1. GIRIS

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE), mesaneyi ve iiretray1 etkileyen bir enfeksiyondur. IYE'ler
komplike olmayan veya komplike olarak siniflandirilir. Komplike olmayan IYE'ler (sistit
ve piyelonefrit), idrar yollarinda yapisal veya norolojik anormalliklerin olmadigi saglikli
kisileri etkilemektedir. Komplike idrar yolu enfeksiyonlar1 ise idrar yolu tikanikligi, idrar
retansiyonu, immiinosupresyon, bobrek yetmezligi, hamilelik, kalici kateterler veya diger
drenaj cihazlar1 gibi idrar yolunu veya konak savunmasini tehlikeye atan faktorlerle
iligkilidir (Flores-Mireles et al. 2015). Diinya’da yilda yaklasik 150 milyon insan
IYE'lerden etkilenmektedir (Bruxvoort et al. 2020) IYE'ler, asemptomatik veya
semptomatik bakteriiiri ve akut, kronik ve tekrarlayan enfeksiyonlar dahil olmak iizere

farkli hastalik tiirlerinin nedenidir (Klein and Hultgren 2020).

Yapilan calismalarda, IYE'lere neden olan en yaygm bakteriler Escherichia coli,
Klebsiella spp., Staphylococcus spp. ve Proteus spp. olarak belirlenmistir. Ancak bu
bakterilerin hastalarda goriilme sikliklari arasinda farkliliklar bulunmaktadir (Sargiary et
al. 2016). Coklu ilag direnci (MDR), bir mikroorganizma tiirii tarafindan {i¢ veya daha
fazla antimikrobiyal kategoride en az bir antimikrobiyal ilaca karsi gosterilen
antimikrobiyal direng olarak tamimlanmaktadir (Magiorakos et al. 2012). Ozellikle ¢oklu
ilaca direngli (CID) mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar, ciddi miktarlarda
klinik ve ekonomik yiike sahip oldugundan, diinya ¢apinda 6nemli bir saglik sorunu

haline gelmistir (Kadri et al. 2021).

CID mikroorganizmalar hem toplum kaynakli hem de saglik hizmetleriyle iligkili
enfeksiyonlarda artan bir IYE nedenidir ve bu da daha yiiksek oranda tedavi
basarisizligma yol acabilir (Naziri et al. 2020). Idrar yolu enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla
antimikrobiyal ajanlara kars1 artan direncle iligkilidir Bakterilerde ¢oklu ilag direncinin
ortaya c¢ikmasi, kiiltiir duyarlilik testi yapilmadan sik ve gelisiglizel antibiyotik
kullanimina baglanabilir (Adamus-Bialek et al. 2018). Staphylococcus aureus yaygin bir
Gram-pozitif koktur ve gilinlimiizde hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin 6nde

gelen patojenlerinden biridir. Siklikla pndmoni, sepsis, IYE, deri ve yumusak doku



enfeksiyonlari, endokardit, osteomiyelit ve protez eklem enfeksiyonlarina neden olur.
Yiiksek insidans ve mortalite oranina sahiptir (Cheung et al. 2021) S. aureus insanlarda
farkli enfeksiyonlara neden olur ve bir¢cok antibiyotige kars1 direng gelistirebilir (Moges
et al. 2003). Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslar1, ¢gogu B-laktam antibiyotik i¢in
diisik baglanma afinitesine sahip alternatif bir trans-peptidaz olan Penisilin Baglayici
Protein 2a'yi (PBP2a) kodlayan mecA genini barindirmaktadir. Bu nedenle, sadece
metisiline degil, ayn1 zamanda genis spektrumlu B-laktam antibiyotik ailesinin tiim
iyelerine karst direng tiretir (Idrees and Saeed 2021). Penisiline direngli S. aureus,
penisilin -laktam halkasini hidrolize edebilen penisilinaz iiretebilir ve bu da penisiline

kars1 dirence yol agar (Khoshnood et al. 2019).

Stafilokok suslarinda makrolidlere, linkozamidlere ve streptogramin B'ye karsi direng,
metisiline kars1 direncgle iliskilidir. Makrolid-linkozamid-streptogramin B (MLSB)
direncinden sorumlu erm genlerinin hizli aktarimi, eritromisin gibi geleneksel
makrolidlerin klinik uygulamasimi biiyiik 6l¢iide smirlamistir (Miklasinska-Majdanik
2021). Gram-negatif bakterilerde, genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL'ler),
gram-negatif bakteriler tarafindan gelistirilen, klinik terapotikler lizerinde yiik olusturan
ve gecikmis tedavi ile daha yiiksek morbiditeye neden olan diren¢ mekanizmalaridir
(Shilpakar et al. 2021). ESBL'ler, 3. ve 4. nesil sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize
edebilen plazmid aracili beta-laktamaz genleridir (Jalal et al. 2023).

Plazmidler, son derece hareketli olan GSBL genlerini barndirir ve kinolonlar ve
aminoglikozitler gibi diger antimikrobiyal gruplara diren¢ saglayan genler icerebilir
(Ugbo et al. 2020). SHV, TEM ve CTX-M gen direnci GSBL'ler arasinda en yaygin
ailelerdir (Ouchar Mahamat et al. 2019). AmpC p-laktamaz genleri klinik olarak
onemlidir ¢iinkii genellikle 4. nesil sefalosporinler ve karbapenemler disindaki ¢ogu B-
laktama diren¢ kazandirirlar (Zhou et al. 2022). Dogustan gelen bagisiklik sistemi,
patojenlere veya doku hasarina karsi birinci basamak savunma mekanizmasi olarak gorev
yapar; patojenle iliskili molekiiler kaliplarin (PAMP'ler) veya hasarla iligkili molekiiler
kaliplarin (DAMP'ler) iiretimi, sirasiyla enfeksiyon, doku hasar1 veya nekroz nedeniyle
salinan patojenlerin veya endojen ligandlarin taninmasini saglar (Zhang and Liang 2016).

Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), dogustan gelen bagisiklik tepkisi sirasinda PAMP



tanimada 6nemli bir role sahip bir Oriintii tanima reseptdrleri (PRR'ler) ailesini olusturur.
TLR'ler, antimikrobiyal aktivitenin indiiksiyonu ve inflamatuar sitokinlerin {iretimi
yoluyla islevlerini yerine getirirken, ayn1 zamanda doku onarimi ve rejenerasyonunda da
onemli bir rol oynarlar (Vidya et al. 2018). PCR, molekiiler biyolojide ve iiropatojenik
bakteri izolatlarinin tespitinde hizla en yaygin kullanilan tekniklerden biri haline gelen
gicli bir tekniktir (Mihaylova et al. 2012). Tetra-ARMS-PCR, tek niikleotid
polimorfizmini (SNP) tamimlamak (Islam et al. 2021) ve DNA'daki tek mutasyonun
heterozigot mu yoksa homozigot mu oldugunu ayirt etmek i¢in uygulanmistir (Komijani

et al. 2022).

Bu ¢alisma, TLR4 rs7873784, TLR4-rs11536889 fonksiyonel polimorfizmleri ile idrar
yolu enfeksiyonlarinda ¢oklu ilaca direngli bakteri gelistirme duyarliligi arasindaki

iliskiyi asagidaki hedefler dogrultusunda degerlendirmeyi amaglamaktadir:

e Giiney bolgelerindeki Irakli hastalarda TLR4 gen polimorfizmi ile ¢coklu ilaca direngli
bakterilerin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlar1 arasindaki iliskinin belirlenmesi.

e [YE'de bakteriyel enfeksiyonlarla iliskili tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler)
rs11536889, rs7873784'in genetik risk faktdrlerinin arastirilmasi.

e TLR4 reseptor gen polimorfizmi TLR4 rs7873784 G/C, TLR4-rs11536889 G/C'nin
IYE'l hasta ve saglikli kontrol tam kan orneklerinde Amplifikasyon refrakter
mutasyon sistemi polimeraz zincir reaksiyonlari (ARMS- PCR) ile saptanmasi.

e ldrar yolu enfeksiyonu olan hastanin idrar drneginde bulunan en yaygin bakterilerin
izolasyonu, karakterizasyonu ve tanimlanmasi, altin standart test olan segici ve
diferansiyel besiyerinde kiiltiir, konvansiyonel biyokimyasal testler, VITEK-2

kompakt sistemi ve PCR Teknigi ile taninin dogrulanmasi.



2. LITERATUR OZETi

2.1 idrar Yolu Enfeksiyonlar1 (IYE)

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), hem toplumda hem de hastanelerde insanlarda en yaygin
goriilen bakteriyel hastaliklardan biridir, I'YE'ler her y1l milyonlarca kisiyi etkileyen ciddi
bir sorundur, viicutta en yaygin ikinci enfeksiyon sekli idrar yolu enfeksiyonlaridir
(Salvatore et al. 2011). idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), solunum yolu enfeksiyonlarindan
sonra insanlarda en sik goriilen enfeksiyonlardir ve ayn1 zamanda hastanede yatan
hastalarda nozokomiyal (hastane kaynakli) enfeksiyonlarin ana kaynagidir (Rawal et al.
2017). Asemptomatik veya semptomatik olabilen IYE'lere bakteriyemi, sepsis ve hatta
oliime kadar genis bir yelpazede cesitli semptomlar eslik edebilir (Ranjbar et al. 2016).
Yetiskin kadinlarin %50 ile %60 hayatlarmin bir doneminde IYE ile karsilasmaktadir
ve bu durum IYE'yi kadmlarda en sik goriilen bakteriyel hastaliklardan biri haline

getirmektedir (Al-Badr and Al-Shaikh 2013).

Kadinlarda, iiretranin nispeten kisa olmasi1 ve bakterisidal prostatik salginin bulunmamasi
nedeniyle ¢esitli organizmalarin mesaneye yiikselmesi erkeklere gore daha kolaydir.
Enfeksiyonlar, her yil milyonlarca insani etkileyen ciddi bir saglik sorununa neden
olmakta ve bebeklerden yaslilara kadar her yas1 etkileyen en yaygin bulasici hastaliklar
arasinda bulunmaktadir (Bader et al. 2017). Idrar yolu enfeksiyonu (IYE); sistit,
piyeloneftit, prostatit, {irosepsis ve kateter iliskili [YE gibi ¢ok sayida klinik fenotipi ifade
etmektedir (Gupta et al. 2017). Hem klinik uygulamada hem de arastirmalarda IYE tanis1
¢ok sayida klinik belirti ve semptom ile belirlenmektedir. Belirti ve semptomlar; (1)
diziiri, siklik gibi alt idrar yolu semptomlari (2) ates gibi sistemik belirti ve semptomlar
(3) bulant1 ve halsizlik gibi spesifik olmayan belirti ve semptomlar olarak alt gruplara
ayrilabilir. Yaygin olarak kullanilan tanisal testler arasinda, 10kosit esteraz ve nitrit
varligini belirlemek i¢in, idrar dipstick, piyliri miktarini belirlemek i¢in mikroskopi veya

akis sitometrisi yer almaktadir (Bilsen et al. 2023).



2.2 ldrar Yolu Enfeksiyonlarimin Simflandiriimasi

2.2.1 Komplike idrar yolu enfeksiyonu

Komplike bir IYE, idrar yollarinda yapisal veya nérolojik anormalliklerin oldugu kisileri
etkilemektedir. Bu nedenle, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda, tas, sepsis, idrar
tikaniklig1, kateterler veya bobrekleri iceren tiim idrar yolu enfeksiyonlari komplike

enfeksiyon olarak kabul edilir (Cruz et al. 2019).

Komplike IYE 6rnekleri sunlari igerir:

e Obstriiksiyon, hidronefroz, bobrek yolu tast veya kolovezikal fistiil gibi anatomik
anormallikler nedeniyle ortaya ¢ikan enfeksiyonlar

e Bagisiklik sistemi baskilanmig bir duruma bagli olarak ortaya ¢ikan enfeksiyonlar,
(6rnegin steroid kullanimi, kemoterapi sonrasi, diyabet, yash niifus, HIV)

e IYE'ye neden olan atipik organizmalar

e Yeterli tedaviye ragmen tekrarlayan enfeksiyonlar (¢cok ilaca direngli organizmalar)

e Gebelikte meydana gelen asemptomatik enfeksiyonlar (bakteriiiri dahil)

e Nefrostomi tiipleri, Ureterik stentler, suprapubik tiipler veya foley kateterlerin
yerlestirilmesi veya degistirilmesi gibi enstriimantasyon islemlerinden sonra ortaya
cikan enfeksiyonlar

e Bobrek nakli ve omurilik yaralanmasi hastalarinda enfeksiyonlar

e Bobrek fonksiyon bozuklugu, diyaliz veya aniirisi olan hastalarda enfeksiyonlar

e Cerrahi prostatektomi veya radyoterapi sonrasi enfeksiyonlar

Kateterle iliskili IYE'ler (CAUTI'ler): IYE agisindan tedavi edilmesi en zor hasta
gruplarindan biri kalic1 kateteri olanlardir. Kateterle iliskili IYE'ler (CAUTI) hem
hastanede hem de uzun siireli saglik tesislerinde en sik goriilen hastane enfeksiyonlaridir
(Flores-Mireles et al. 2015). Kisa siireli kateterizasyon, yerlestirildigi her giin CAUTI
riskini %3-7 oraninda artirmakta ve hastanede yatis sirasinda komplikasyon riski %80'e

kadar ¢ikmaktadir. Uzun siireli kateterizasyonda ise komplikasyon riski neredeyse



%100'diir (Flores-Mireles et al. 2019). CAUTI'ler artmis morbidite ve mortalite ile
iliskilidir ve sekonder bakteriyeminin en yaygin nedenidir (Flores-Mireles et al. 2015).
Uriner kateter, normal konakg1 bagisiklik savunmasini iiretra boyunca gegcirerek kasik ve
perineyi kolonize eden mikroorganizmalarin mesaneye dogrudan erisimini saglar, ayrica
kalic1 tahris mesanede kateterin iltihaplanmasina ve normal mesane kasilmasinin ve
isemenin engellenmesine neden olur, bu da enfeksiyona yatkinligi artirir (Flores-Mireles

et al. 2019).

Bu hastalar 6zellikle ¢oklu ilaca direngli (MDR) patojenlerle yiiksek kolonizasyon ve
semptomatik enfeksiyon oranlarina sahiptir. Kateteri olan hastalar genellikle yashdir.
Uzun siireli bir bakim tesisinde ikamet etmektedir ve ¢oklu antibiyotiklere yaygin olarak
maruz kalmaktadir (Zowawi et al. 2015). Hidrofilik kateterler, biyofilmlerin olusumunu
en aza indirme ozelligine sahip olmasina ragmen (Hooton et al. 2010) bir CAUTI
durumunda, kateter yerindeyken tedaviye devam etmek MDR kolonizasyonu riskini
artirmaktadir. Bu nedenle, kateterin hizli bir sekilde degistirilmesi énemlidir (Lo et al.

2014).

Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu (rUTI): Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu (IYE),
yilda en az ii¢ IYE veya son alt1 ayda iki IYE siklig1 ile komplike olmayan veya komplike
IYE'lerin tekrarlamasi olarak tamimlanabilir (Bonkat et al. 2018). Tekrarlayan

enfeksiyonlarin iki ana mekanizma ile gergeklestigi one stiriilmektedir:

Ayni izolatin, vajinadan veya rektumdan kontaminasyon yoluyla yeniden iiretilmesi,
spesifik antibiyotik diren¢ 6zellikleri ve sekans tipi ile iliskilendirilmistir (Karami et al.
2020). IYE'lerde antibiyotik direncini etkileyen diger 6nemli bir faktér de biyofilm
olusumudur (Zhao et al. 2020). Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlar1 genellikle farkli
bakteriyel organizmalarla yeni enfeksiyonlar olusturur. Organizma ayni olmaya devam
ederse, bu niikseden bir enfeksiyondur ve apse, iiriner tas veya prostatit gibi yetersiz
tedavi edilmis bir kaynag: diistindiiriir. Tekrarlayan enfeksiyonlarin kaynagi herhangi bir
basit sistit ile aynidir ve tipik olarak rektal bakteriyel flora per iiretral bolgeyi ve iiretray1

kontamine eder. Bakteriler buradan kolayca mesaneye ulagabilir. Yapilan arastirmalar



bagirsak, vajina arasinda karmasik bir iliski oldugunu gostermektedir (Mestrovié et al.

2020). Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonunun yaygin risk faktorleri sunlardir;

e Tekrarlayan IYE, antibiyotik direnci gelisimi igin onemli bir risk faktoriidiir
(Eremenko et al. 2020).

e Uropatojen bagirsak bollugu bobrek nakli hastalarinda IYE igin bir risk faktoriidiir
(Magruder et al. 2019). Diger taraftan, konjenital bobrek ve idrar yolu anomalileri,
mesane ve bagirsak disfonksiyonlari, {irolitiyazis ve mesanenin tam bosalmamasi
(Buettcher et al. 2021), Diabetes mellitus, immiinosupresyon, halsizlik, koti hijyen

ve ileri yas yaygin risk faktorleri olarak siralanabilir (Bonkat et al. 2018)

Urosepsis IYE: Sepsis, enfeksiyona karsi diizensiz konakg¢i yanitmin neden oldugu
fizyolojik, biyolojik ve biyokimyasal anormalliklerle karakterize klinik bir sendromdur.
Sepsis ve iligkili inflamatuar yanit, adindan da anlasilacagi gibi ¢oklu organ
disfonksiyonu sendromuna iirosepsise ve hatta oliime neden olabilir. Urosepsis,
tirogenital sistem kaynakli sepsistir. Tiim septik hastalarin yaklasik %30'unda enfeksiyon
odagy, esas olarak lireter taglar1 gibi cesitli seviyelerdeki tikanikliklar nedeniyle lirogenital
sistemde lokalizedir. Urosepsis, iirogenital sistemdeki operasyonlardan sonra da ortaya
cikabilir. Urosepsiste, iirogenital sistemden gelen bakterilerin tamami ve bakteri hiicre
duvarinin bilesenleri konakg¢i inflamatuar olay: tetikler ve hastalarin 6karyotik hedef
hiicreleri iizerinde eksojen pirojenler olarak hareket eder. Hiperaktiviteden
immiinosupresyona kadar, piyelonefrit iirosepsisin en sik nedeni bobrek fonksiyonudur

(Shimoni et al. 2020).

2.2.2 Komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonu

Komplike olmayan bir idrar yolu enfeksiyonu (IYE), mesanenin ve iligkili yapilarin
bakteriyel bir enfeksiyonudur. Bu hastalarda yapisal anormallik ve diyabet, bagigiklik
sistemi baskilanmig durum veya gebelik gibi komorbiditeler yoktur. Komplike olmayan
IYE, sistit veya alt IYE olarak da bilinir. Bakteriiiri (idrarda bakteri bulunmasina) tek
basina semptomlar1 olmayan bir IYE olusturmaz. Genellikle gériilen tipik semptomlar,

idrar sikligi, suprapubik rahatsizlik ve diziiridir. Birgok komplike olmayan IYE vakasi



tedavi olmaksizin kendiliginden diizelir, ancak bir¢ok hasta semptomlarin giderilmesi
icin tedavi olmaktadir. Tedavi, bakterinin bobreklere yayilmasini, nefronlardaki hassas
yapilarin tahrip olmasini ve hipertansiyona yol agabilecek {ist yol hastaligi olan

piyelonefrite doniismesini 6nlemektedir (Tang et al. 2019).

2.3 lIdrar yolu Enfeksiyonlarinin Enfeksiyon Bolgesine Gore Siiflandirilmasi

2.3.1 Altidrar yolu (Mesane enfeksiyonu)

IYE’nin Kkarakteristik semptomlari; Idrar yaparken agr1 veya yanma (diziiri), gece idrar
yapmak i¢in kalkma ihtiyaci (Noktiiri), idrar tutamama (iiriner inkontinans), sik ve az
miktarda idrar ¢ikarma, kotii kokulu idrar, bulanik idrar (piyiiri), kanli idrar (hematiiri),
alt karin veya pelvik agrisi, ates ve yorgunluk olarak siralanmaktadir (Saleem and
Hamawy 2020).

2.3.2  Ust idrar yolu (Piyelonefrit)

Piyelonefrit belirtileri; Genellikle sirtta veya yanlarda derin ve yiiksek olan yan agrisi, tist
karin agrisi, yiiksek ates, viicut titremesi ve terleme, Bulant1 veya kusma, Bebek ve daha
biiylik ¢ocuklarda karin agrisi, halsizlik, diziiri, siklik, gece idrar kacirma, istahsizlik,
diistiik kilo, biiylimede gecikme, zayif biiylime olarak siralanabilir (Qazaryan and Karim
2019).

2.4  [YE'lerin Klinik Belirtileri

2.4.1 Sistit

Sistit, alt idrar yolunun veya daha spesifik olarak idrar kesesinin enfeksiyonu anlamina
gelir ve genel olarak komplike veya komplike olmayan olarak kategorize edilebilir.
Komplike olmayan sistit, saglikli olan erkeklerde veya hamile olmayan kadinlarda alt

idrar yolu enfeksiyonunu (IYE) ifade eder. Komplike sistit ise enfeksiyon olasiligin1 ve



tehlikesini veya antibiyotik tedavisinin basarisiz olma sansini artiran risk faktorleriyle

iliskilidir (Duane et al. 2019).

Sistit genellikle periiiretral mukozanin fekal veya vajinal floradan bakteriler tarafindan
kolonize edilmesi ve bu patojenlerin idrar kesesine ulasmasi nedeniyle gelisir.
Uropatojen, konak savunmalarindan kagmalarma ve idrar yolundaki dokular istila
etmelerine izin veren mikrobiyal viriilans faktdrlerine sahip olabilir, Erkeklerde 1YE,
daha uzun anatomik iiretra, daha kuru peritliretral ortam ve prostatik sivinin sagladigi
antibakteriyel savunma nedeniyle daha az goriiliir. Geleneksel olarak, erkeklerdeki tiim
[YE'ler komplike olarak kabul edilir. Bununla birlikte, {irolojik anormallikler, mesane
¢ikist obstriiksiyonu, iirolitiyazis veya yakin zamanda idrar yolu enstriimantasyonu gibi
komplike IYE'ler icin herhangi bir risk faktdriine sahip olmadiklar: siirece, 6zellikle
cinsel olarak aktif olan ve siinnetsiz olan 15 ile 50 yas arasindaki erkeklerde zaman zaman

komplike olmayan [YE'ler ortaya ¢ikabilir (Tyagi et al. 2019).

2.4.2 Uretrit

Uretrit, iiretranin iltihaplanmasidir ve bir alt idrar yolu enfeksiyonudur. Uretra hem
erkeklerde hem de kadinlarda idrarin ve erkeklerde meninin viicuttan ¢iktig
fibromiiskiiler bir tiiptiir. Uretritin cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarla (CYBE) giiclii bir
iliskisi vardir. Uretrit, gonokokal veya gonokokal olmayan enfeksiyonlar olarak
karakterize edilir. Neisseria gonorrhea ve Chlamydia trachomatis CYBE'lerin en yaygin
etken organizmalaridir. Uretritin en yaygin semptomu iiretral akintidir (Ito et al. 2016).
Uretrit, {iretral mukopiiriilan veya piiriilan akmnt1 gibi semptomlarla tespit edilebilir.
Ayrica, iiretral sekresyonlarin Gram boyamasinda yaga daldirma alan1 basina >2 WBC
goriilmesi, Gram boyama iiretriti test etmek ic¢in tercih edilen hizli tani testidir. Bu
yontem, hem iiretriti hem de gonokok enfeksiyonunun varligini (veya yoklugunu)
belgelemek icin yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir. Bunlara ek olarak, birinci iseme
idrarinda pozitif 10kosit esteraz testi veya yiiksek giiclii alan basina 10'dan fazla WBC
gOsteren birinci iseme idrar sedimentinin mikroskobik incelemesi sonucunda da

belirlenebilir (Workowski 2015).



2.4.3 Prostatit

Prostatit, prostat bezinin gesitli farkli sekillerde ortaya ¢ikan bir iltihabidir ve bazilari
enfeksiyonu igerir. Prostatin enfeksiyon yollar1 arasinda yiikselen tiretral enfeksiyon,
enfekte idrarin posterior liretraya bosalan prostatik kanallara refliisii, dogrudan uzanti,
lenfatik veya hematojen yayilma yoluyla rektal bakterilerin istilasi yer almaktadir (Khan
et al. 2017). Bakteriyel prostatit, geng ve yash erkeklerde bimodal dagilim gosteren
prostat bezinin bakteriyel bir enfeksiyonudur. Dogasi geregi akut bakteriyel prostatit veya
kronik bakteriyel prostatit olarak simiflandirilabilir. Uygun sekilde tedavi edilmezse

onemli morbiditeye neden olabilir (Kang et al. 2018).

Bakteriyel prostatit en yaygin olarak Enterobacteriaceae ailesinin iiyelerinden
kaynaklanir, ancak diger ailelerden organizmalar da sorumlu olabilir. Escherichia coli
idrar kiiltlirlerinden en yaygin izolattir ve vakalarin ¢ogunda (yaklasik %50 ile %90)
etken ajandir. Diger yaygin izolatlar arasinda Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia
ve Pseudomonas tiirleri bulunur. Enterococcus tiirleri ve Staphylococcus tiirleri gibi
Gram-pozitif organizmalar ve Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis,
Ureaplasma urealyticum gibi cinsel yolla bulagan organizmalar da bazen transrektal
prostat biyopsisi gibi prosediirlerden kaynaklanan prostat manipiilasyonuyla
iliskilendirilir.  Transiiretral prostat biyopsisi, sistoskopi ve kateterizasyonun;
Pseudomonas, karistk organizmalar, Staphylococcus enfeksiyonlart ve tedavi

basarisizligi ile arttigi goriilmektedir (Carroll et al. 2017).

2.4.4 Akut ve kronik piyelonefrit

Akut piyelonefrit, bobrek ve komsu yapilarin iltihaplanma siirecidir. Tipik alt sistem
semptomlar1 olan diziiri, siklik ile yan agrisi, karin agrisi, bulanti, titreme, bas agrisi,
halsizlik, kusma, ates veya titreme ile basvuran hastalarda piyelonefrit oldugundan
siiphelenilmelidir (Johnson and Russo 2018). Yetiskinlerde akut IYE'ler; akut sistit ve
akut piyelonefrit ataklarim icerir. Bu IYE'ler ¢ogunlukla kadinlarda goriiliir. Kronik
piyelonefrit genellikle idrar yolu tikanikligi, diyabet ve bagisiklik sisteminin

baskilanmasiyla iliskilidir (Bodro et al. 2018). Piyelonefrit riskinin artmasi, tedavi
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edilmeyen IYE'nin bir sonucu olabilir ve gecici bdbrek yetmezligi, akut solunum
bozukluklar1 ve hematolojik anormallikler gibi ciddi sonuglara yol agabilir (Quaia et al.

2018).

2.4.5 Renal apseler

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE), bobrek naklinden sonraki ii¢ ay iginde en sik karsilagilan
enfeksiyonlardan biridir ve insidanst (%10 ile %98) arasindadir. Asemptomatik
bakteriiiriden allogreft apsesi ve septik soka kadar degisebilir. Gram-negatif organizmalar
vakalarin %75'inden fazlasinda izole edilir ve en sik E. coli goriiliir (Assimakopoulos et

al. 2018).

2.5 1YE Patogenezi

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), bagirsakta yerlesik iiropatojenlerin iiretray1 ve ardindan
spesifik adhezinlerin etkisiyle mesaneyi kolonize etmesiyle baslar. Konagin inflamatuar
yanit1 tim bakterileri ortadan kaldiramazsa cogalir. Hayatta kalmalarini destekleyen
toksinler ve enzimler iireten bobreklerin kolonizasyonu, patojen bobrek epitel bariyerini
gecerse bakteriyemiye doniisebilir. Komplike IYE'lerde, iiropatojenlerin enfeksiyonunu
kateterizasyon ile ortaya ¢ikan mesane tehlikesi belirir. En yaygm durum,
kateterizasyonun indiikledigi gii¢lii bagisiklik tepkisinin bir sonucu olarak kateter
lizerinde fibrinojen birikmesidir. Uropatojen, fibrinojen baglayict proteinlerin
ekspresyonu yoluyla katetere baglanir ve bakteriler de biyofilm korumasinin bir sonucu
olarak ¢ogalir. Enfeksiyon tedavi edilmezse piyelonefrit ve bakteriyemiye ilerleyebilir.
IYE'ler diinya ¢apinda insanlarda en yaygin bakteriyel ve en yaygm hastane kaynakli
enfeksiyondur (McLellan and Hunstad 2016).

Cogu zaman, enfeksiyon 6zellikle erken evrelerde ¢ok siddetli gériinmez, ancak komplike
edici faktorlerin varliginda 6nemli dlgiide kotiilesebilir (Zagaglia et al. 2022). IYE'nin
ilerlemesinde rol oynayan komplikasyon faktorleri biyofilmler, obstriiksiyona bagl

{iriner staz ve kateterlerdir. IYE'ler, etiyoloji ve kosullarin ciddiyeti acisindan farklilik
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gdsteren heterojen bir klinik bozukluk grubunu olusturmaktadir. IYE riski, cok cesitli
i¢sel ve edinsel faktorlerden etkilenmektedir. Uriner retansiyon, vezikoiireteral reflii, sik
cinsel iligki, prostat bezi biiyiimesi, vulvovajinal atrofi ve aile Oykiisli gibi nedenlerle
spermisit kullanimi1 kadinlarda IYE riskini de artirabilir (Craven et al. 2019). Herhangi
bir spesifik IYE semptomu olmaksizin >105 iinite/mL koloni olusturan bir idrar kiiltiirii,
genellikle kendiliginden diizeldigi ve tedavi gerektirmedigi icin asemptomatik bakteriiiri

olarak tanimlanir (Sekil 2.1) (Luu and Albarillo 2022).

bakteriyel idrar yolu enfeksiyonu

1

—P llihap [P iretral gecirgenlik
t A

sitokinler °

| 3

mesane innervasyon duyu sinirlerinin hassaslagmasi

l

belirtiler - acilivet, siklik, nokttri

Hucre ici bakteri koloni

Sekil 2.1 Idrar yolu enfeksiyonunun patogenezi (Mansfield et al. 2022)

2.6 Risk Faktorleri

IYE komplikasyonlar: riski kadimlarda daha yaygindir ¢iinkii hastalik kadinlarda belirti
vermeden bakteriiiri ile iliskili olabilir (Al-Badr and Al-Shaikh 2013). Idrar yolu
enfeksiyonlar1 (IYE) icin risk faktdrleri davramigsal, anatomik veya genetik olabilir.
Hamilelik gibi gegici durumlar IYE'ye yatkinlik yaratabilir veya omurilik yaralanmasina
bagli norojenik mesane disfonksiyonu gibi kalici durumlarda enfeksiyondan kaynaklanan

ciddi komplikasyon riskini artirabilir. Hastanin ihtiyaglari ve tibbi miidahaleler nedeniyle,
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IYE riski zaman iginde degismektedir. Iyilestirilmis uygulamalar (6rnegin daha iyi hijyen
veya kateterlerden kaginma) degistirilebilir risk faktorlerini kontrol edebilirken,
degistirilemeyen risk faktorleri s6z konusu oldugunda profilaktik tedavilerin kullanilmasi

tavsiye edilebilir (Ahmed et al. 2017).

2.7 1YE Prevalansi ve Epidemiyolojisi

En yaygin enfeksiyon hastaliklar1 arasinda yer alan IYE'ler, gelismekte olan iilkelerde
klinisyenler tarafindan sikca karsilasilan bir hastaliktir ve yillik kiiresel insidansinin en
az 250 milyon vaka oldugu tahmin edilmektedir (John et al. 2016). IYE'in
epidemiyolojisi ve prevalans oranlari yas, cinsiyet, irk ve hastanin siinnet durumuna gore
gruplandiriimaktadir (Zorc et al. 2005). IYE tiim irklarda gériiliir, ancak epidemiyolojik
calismalar farkli wklarda IYE prevalansmin ve komplikasyonlarinm degistigini
gdstermektedir. Beyaz irk IYE'ye diger irklardan daha agiktir. Cinsiyet I'YE'de 6nemli bir
faktordiir. Cinsiyet yasamin ilk yilinda erkeklerde IYE'nin baskin oldugunu ancak
yasamin ilk yilindan sonra kizlarda erkeklerden daha fazla IYE gostermektedir. IYE
insidans1 yasamin ilk yilinda en yiiksek seviyededir ve ergenlik déoneminde tekrar zirve
yapar. IYE insidans1 gen¢ kadinlarda énemli dlgiide artarken geng erkeklerde sabit kalir.
IYE oranlar1 6 yasindan sonra diiser ve yasamin ilk yilinda cinsel aktivitenin artmasi

nedeniyle ergenlik déoneminde tekrar 6nemli 6l¢iide yiikselir (Sawalha 2009).

2.8 1YE'nin Etiyolojik Ajam

Uriner sistemde kolonize olan herhangi bir patojen (mantarlar, parazitler ve viriisler gibi)
IYE'ye neden olabilse de enterik kokenli bakteriler en yaygin suglulardir. Idrar yolu
enfeksiyonlarma bircok bakteri cinsi neden olur. idrar yolu enfeksiyonuna neden olan
bakteriler siklikla iiretra yoluyla mesaneye girer. Kan veya lenfatik sistemler potansiyel
olarak enfekte olabilir. Uretra herhangi bir potansiyel enfeksiyon kaynagidir ve
enfeksiyonun ilk olarak kendini gosterdigi yerdir. Bakterilerin genellikle bagirsaktan
iiretraya bulastigina ve kadinlarin anatomileri nedeniyle daha fazla risk altinda olduguna

inanilmaktadir (Vasudeva and Madersbacher 2014).
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Bu enfeksiyondan sorumlu birgok idrar yolu bakteriyel patojeni vardir. Uropatojenik
Escherichia coli (UPEC), iYE'lerin en yaygin etkenidir ve toplum kaynakli IYE'lerin
%80'inden fazlasindan sorumludur (Terlizzi et al. 2017). Diger patojenler arasinda
bulunan; Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Staphylococcus saprophyticus,
Enterococcus faecalis, Grup B Streptococcus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus ve Candida spp. 6zellikle hastane kaynakli ve kateter iliskili enfeksiyon ajanlari
olarak bilinmektedir (Flores-Mireles et al. 2015). Gram-pozitif iiropatojenlerin neden
oldugu komplike olmayan IYE'lerde yalnizca Stafilokoklar, 6zellikle de S. saprophyticus
onemli bir rol oynamakta ve vakalarin yaklasik %5 ile 15'ine katkida bulunmaktadir.
Komplike IYE'lerde Stafilokoklar ve Enterokoklar ana gram-pozitif iiropatojenlerdir. Bu
organizmalar hastanelerde, bakim evlerinde ve kronik bakim tesislerinde yaygin hale
gelmistir. S. aureus'un neden oldugu IYE'ler tipik olarak ikincil kan kaynakli

enfeksiyonlar nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Lane and Takhar 2011).

2.8.1 1YE'lere neden olan gram pozitif bakteriler

e Staphylococcaceae taksonomisi

Gram pozitif bakterilerin taksonomik siniflandirmasi Cizelge 2.1°de verilmistir (Jawetz

et al. 2013).

Cizelge 2.1 Gram pozitif bakterilerin taksonomik siniflandirmasi (Jawetz et al. 2013)

Alem Bacteria

Filum Bacillota

Smif Bacilli

Ordo Bacillales

Familya Staphylococcaceae

Cins Staphylococcus

Tiir Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus

A) Staphylococcus saprophyticus
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Staphylococcus saprophyticus, ozellikle cinsel olarak aktif geng kadinlarda komplike
olmayan idrar yolu enfeksiyonlarmin (IYE) yaygmn bir nedeni olan Gram-pozitif,
koagiilaz-negatif, hemolitik olmayan bir koktur. Daha az yaygin olarak, akut piyelonefrit,

tiretrit, epididimit ve prostatit gibi komplikasyonlardan sorumludur (Argemi et al. 2019).

B) Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, geng kadinlarda I'YE'lerden sorumlu ikinci en yaygin patojendir
(Foxman et al. 2000). Staphylococcus, Staphylococcaceae familyasina bagh fakiiltatif
anaerobik bir bakteridir (Stark 2013). S. aureus katalaz, koagiilaz pozitif, spor
olusturmayan, 0,5 ile 1um ¢apinda kiimeler halinde dizilmis, motil olmayan Gram-pozitif
bir bakteridir (Bitrus et al. 2017). Oksidaz negatiftir ve yiiksek tuz konsantrasyonunu
tolere edebilir ve 1s1l isleme direnglidir (Oliveira et al. 2018). S. aureus hem hastane hem
de toplum ortaminda bulunur ve cilt enfeksiyonlari, endokardit, idrar yolu enfeksiyonlari,
solunum yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi, sepsis ve gida zehirlenmesi gibi ¢ok cesitli

enfeksiyonlara neden olur (Dayan et al. 2016).

S. aureus, IYE'in %0,5-6'stm1 olusturmasma ragmen idrar yollarm istila edebilen
enfeksiyonda rol oynayan ajanlardan biridir. Ancak tedavi edilmezse enfeksiyon hayati
tehdit eden ciddi bir duruma yol agabilir (Tayebi et al. 2014). S. aureus, hiicre duvart ile
iligkili proteinler ve polimerler, hiicre dis1 enzimler ve toksinler dahil olmak iizere bir¢ok
onemli viriilans faktoriine sahiptir (Gao et al. 2018). Koagiilaz, S. aureus enfeksiyonlari
sirasinda biyofilm olusumunda 6nemli bir rol oynar. Koagiilaz konak protrombinine
baglanir ve aktif stafilotrombin kompleksleri olusturur. Daha sonra, ¢oziiniir monomerik
fibrinojeni kendiliginden polimerize olan ¢6ziinmez fibrine doniistiiriir ve bir pithtilasma
kaskadin1 aktive eder (Crosby et al. 2016). Spesifik olarak, kiimelenme faktorii B'nin
Metisiline direncgli S. aureus kateter iliskili idrar yolu enfeksiyonu (MRSA CAUTI)
patogenezinde aktif bir role sahip oldugu, kiimelenme faktdrii A'nin ise sistemik
enfeksiyon i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (Walker et al. 2017). Metisiline duyarlt S.
aureus (MSSA) ve metisiline direncli suslarla iliskili Saglik Hizmeti Kaynakli Metisiline
direngli S. aureus (HA-MRSA), MRSA baglantili toplum kaynakli suglar (CA-MRSA)
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bulunmaktadir. MRSA enfeksiyonlarinin ¢ogu, 1961 ve 2008 yillar1 arasinda
hastanelerde birka¢ klonal komplekse ait suslardan kaynaklanmistir (Pitt 2018).

Biyofilm olusumu, {i¢ membran proteini (IcaA, IcaD ve IcaC) ve bir hiicre dis1 protein
(IcaB) kodlayan hiicreler aras1 yapisma molekiilii operonunun (icaADBC) ekspresyonuna
bagli olan polisakkarit hiicreler arasi adezin iiretimini igerir. Ayrica, stafilokoklarda
biyofilm olusum siirecine biyofilmle iliskili protein; ylizey proteini G fibronektin,
baglayici proteinler ve stafilokokal protein A dahil olmak iizere gesitli yiizey proteinleri

dahil olmustur (Foulston et al. 2014).

2.8.2 TYE'lere neden olan gram negatif bakteriler

e Enterobacteriacea taksonomi siniflandirmasi

Enterobacteriacea'nin taksonomik siniflandirmasi Cizelge 2.2’de verilmistir (Jawetz et
al. 2013).

Cizelge 2.2 Enterobacteriacea'nin taksonomik siniflandirmasi

Alem Eubacteria

Filum Proteobacteria

Simf Gamma proteobacteria

Ordo Enterobacteriales

Famlya Enterobacteriaceae

Cins Klebsiella spp-Escherichia spp-Proteus spp

A) Escherichia coli

Esherichia coli, Gram negatif, comak seklinde, laktoz fermentorii, bir dairesel
kromozomdan olusan, insan kolonunda yaygin fakiiltatif anaerob olan, dagilimi ¢esitlilik
gbsteren ve ¢ogu zararsiz olan Escherichia cinsine ait zararh tiirlerdir. Idrar yolu,
gastrointestinal sistem, bakteriyemi ve septisemi enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Lee

et al. 2016). O-hiicre antijeni, H- flagella antijeni ve K- Kapsiiler antijen olmak iizere ii¢
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antijene sahiptir (Reisner et al. 2014). O ve K antijenleri, konak savunmasindan kaginma
yoluyla E. coli'nin hayatta kalmasina katkida bulunan iyi tanimlanmis viriilans
faktorleridir (Miajlovic and Smith 2014). Uropatojenik Escherichia coli (UPEC),
Escherichia coli'nin bagirsak floras1 olarak kommensal statiisiinden sapan, idrar yolunda
biiyiiyen, kalict olan ve idrar yolunda enfekte olmalarina ve hastaliklara neden olmalarina
izin veren cesitli viriilans faktdrleri ve stratejileri sergileyen suslaridir. Uropatojenik
Escherichia coli (UPEC), IYE'lerin birincil etiyolojik ajamidir (Al-Jamei et al. 2019).
Ekstra intestinal patojenik Escherichia coli (ExPEC) oldukga esnek genomlara ve yatay
gen transferi yoluyla genleri yakalama ve yayma egilimine sahiptir (Bajaj et al. 2016).
Yatay gen transferi plazmid konjugasyonu, faj transdiiksiyonu ve transpozonlar, ekleme
dizileri ve integronlar gibi kii¢iik mobil genetik elementler yoluyla gergeklesebilir ve
genetik bilginin tiirler aras1 ve tiir i¢i hareketine izin verir (Partridge et al. 2018). Coklu
ilaca direngli gram-negatif basil vakalarinin sayisinin artmasi ve genis spektrumlu

antibiyotiklerin etkinliginin azalmasi kiiresel bir endise kaynagidir (Ismail et al. 2018).

B-Laktam antibiyotikler, hastane ve toplum kaynakli UPEC enfeksiyonlarini tedavi etmek
icin kullanilan ana ila¢ siifidir (Dasgupta et al. 2018). B-laktamlara karsi bakteriyel
direncin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, tedavi basarisizligina ve tekrarlayan enfeksiyonlara
yol agmasi klinik bir endise kaynagidir (Gajamer and ark. 2020). E. coli'de B-laktam
antibiyotiklere kars1 direncin ana mekanizmasi, genislemis spektrumlu pB-laktamazlarin
(ESBL'ler) ve plazmid aracili B-laktamazlarin (pAmpC'ler) iiretimidir (Ghonaim and
Moaety 2018).

B) Klebsiella pneumonia

Klebsiella Gram-negatif, hareketli olmayan ve ¢ubuk seklinde bir bakteridir. Bakteri bir
kapsiile sahiptir ve birgok antibiyotigin etkisine kars1 direnglidir (Al-Nakeeb et al. 2018).
K. pneumoniae, patojenitesine katkida bulunan gesitli viriilans genleri barindirabilir. Tim
genom dizilimi kullanilarak yapilan yakin tarihli bir calismada, yersiniabactin, aerobactin
ve mukoid fenotip diizenleyicileri gibi invaziv K. pneumonia arasinda 6nemli 6l¢iide daha
stk goriilen birkag viriilans faktorii tespit edilmistir (Holt et al. 2015). Yapistiricilar

arasinda bulunan Pilli, protein yapim1 ve bakterinin konaga baglanmasini saglar. MrkD
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geni hiicre dis1 matrise baglanmaya aracilik eder. Ayrica tip 3 fimbria yapismay1 kodlar
(Compain et al. 2014). K. pneumoniae tarafindan eksprese edilen tip 1 ve tip 3 fimbria,
kateterize mesane modelinde iiriner kateterler lizerinde biyofilm olusumunu artirmaktadir

(Clarke 2015).

C) Proteus mirabilis

Proteus mirabilis, kateterin liiminal yilizeylerinde ve ¢evresinde biyofilm olusturan Gram-
negatif, cubuk seklinde, tircaz-pozitif bir bakteridir (Armbruster et al. 2018). P. mirabilis
tarafindan ifade edilen iireazin birincil islevi bakteri i¢in bir nitrojen kaynagi saglamaktir.
ureC geni idrar pH'inin yiikselmesinden ve bunun sonucunda tas olusumundan
sorumludur (Mohammed et al. 2014). Proteus enfeksiyonlarinin yiizde doksani P.
mirabilis nedeniyle ortaya ¢ikar ve bunlar toplum kaynakli enfeksiyonlar olarak kabul
edilir (Wang et al. 2020). P. mirabilis iireazi, idrarda biiyiime sirasinda yapisal olarak
ifade edilir. Ureaz, Proteus vulgaris, Providencia rettgeri ve Morganella morganii gibi
diger tiirlere kiyasla iireyi birkag¢ kat daha hizli bir sekilde amonyak ve karbonata aktif
olarak hidrolize eder. Oldukg¢a aktif olan P. mirabilis iireazi, bagh bakteri hiicreleri
tarafindan iretilen polisakkaritler icinde hapsolmus hizli kristal olusumu {iretir ve
kateterler {izerinde kristal biyofilmler olustururlar (Flores-Mireles et al. 2015). Proteus
mirabilis, flagellar peritrichous bir bakteridir (Fattorini et al. 2020). Bu
mikroorganizmanin hareketliligi siirii halindedir, bu mikroorganizma siirii halindeyken

virtilans ifadesi artar (Kotian et al. 2020).

2.9 Coklu ilac¢ Direnci (MDR)

Coklu ilag direnci (MDR) veya ¢oklu direng, bir mikroorganizma tiiriiniin ii¢ veya daha
fazla antimikrobiyal kategoride en az bir antimikrobiyal ilaca karsi gosterdigi
antimikrobiyal direngtir (Magiorakos et al. 2012). Birgok insan patojeninde direng
gelisimi daha Once goriilmemis bir Ol¢ekte olmustur. Direng coklu ilag direncine
doniistiigii icin sonug olarak diinya ¢apinda morbidite ve 6liimlerde artis olmustur (WHO
2014). Ozellikle, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia,

Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirlerine ait bakteri suslari bu
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salgin i¢in 6nem tasimaktadir (Rice 2008). Hem Gram negatif hem de Gram pozitif
bakterileri kapsayan bu patojenler genellikle kromozom veya plazmidler iizerinde
kodlanan karmagik evrimsel kokenli genetik direng adasinda ikamet eden MDR

belirleyici genler tasimaktadir (Toleman and Walsh 2011).

2.9.1 Coklu ilag direnci (MDR) gram-pozitif bakteriler

Gram-pozitif bakteriler arasindaki yaygin MDR, 6nemli firsat¢1 patojen S. aureus ile
orneklendirilebilir. Bu bakteri, insan niifusunun %30'unda tasinan normal bir
komensaldir. Bakteri, penisilinin kullanilmaya baglanmasindan 6nce yumusak doku ve
deri enfeksiyonlarindan hayati tehdit eden endokardite kadar ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara
neden olmaktadir. S. aureus, hastalarin %80'inin 6liimiine neden olan bakteriyemiye

neden olur (Peacock and Paterson 2015).

e Penisilinin kesfi S. aureus'a kars1 yaygin kullanimina yol agmistir. Ancak 1940'larin
ortalarinda plazmid kaynakl penisilinazlar yoluyla penisilin direnci yayginlagsmistir
(Padovan et al. 2012). Alternatif tedavi olarak Ingiltere'de 1959 yilinda bozunmaya
direngli yar1 sentetik penisilinin (metisilin) piyasaya siiriilmesiyle metisiline direngli
S. aureus (MRSA) tanimlanmistir. MRSA genotipi, 11 tipi tanimlanmig olan
Stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec) elementinin taginmasindan
kaynaklanmaktadir (Lowy 2003). SCCmec elemanlarinin hepsinin ortak ozellikleri,
S. aureus kromozomu {iizerindeki orfX geninin ayni bolgesine yerlesmeleridir. S.
aureus, mecl ve mecR diizenleyici genleri tarafindan kontrol edilen bir mecA geni
Penisilin baglayic1 protein (PBP2a) ve SCCmec elementinin eksizyon ve
entegrasyonuna aracilik eden kaset kromozom rekombinaz (ccr) igerir. Eksizyon ve
entegrasyon, ccr kodlu DNA rekombinaz tarafindan taninan spesifik ters ¢cevrilmis ve
dogrudan tekrarlar i¢inde bulunan ekleme bodlgesi dizisinin taninmasi yoluyla
gerceklesir (Padovan et al. 2012). MRSA'nin; Saglik hizmetleri ile iligkili MRSA
(HA-MRSA), Toplumla iliskili MRSA (CA-MRSA) ve son olarak canli hayvanlarla
iliskili MRSA (LA-MRSA) olamk iizere ii¢ ana grubu bulunmaktadir (Scherer et al.
2013)
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Bu ii¢ grup, SCCmec kaseti tasidiklar i¢in neredeyse tiim [-laktam antibiyotiklere
direnglidir, ancak enfeksiyona neden olma yetenekleri bakimindan farklilik gosterirler.
HA-MRSA ve LA-MRSA'nin her ikisinin de hastanede yatan hastalarda enfeksiyona
neden oldugu gosterilmistir (Brand et al. 2010). LA-MRSA'nin insanlarda daha az viriilan
oldugu diisiiniilse de bu durum, USA300 gibi yakin zamanda ortaya ¢ikan ve saglikli
yetiskinlerde enfeksiyona neden olabilen CA-MRSA suslariyla tezat olusturmaktadir
(Miinch et al. 2014). MRSA soylar1 arasindaki farkliliklar temel olarak farkli soylardan
izolatlar arasindaki viriilans farkliliklariyla iliskilidir. MSSA ve MRSA'nin viriilansi
toksin iiretimi, hiicrenin yapiskan 6zellikleri ve bagisikliktan kaginma gibi ¢ok faktorlii
mekanizmalara baglidir. MRSA suslart sorunludur ¢iinkii SCCmec genotiplerinin yani
sira genellikle S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan diger Onemli
antibiyotiklere kars1 diren¢ determinantlar tasirlar. S. aureus enfeksiyonlari, Avrupa'da
izole edilen MRSA'larin %70'inde enzimatik bozulma veya antibiyotik direncine sebep
olmustur (Dosler and Gerceker 2011).

Bu nedenlerle MRSA tedavisi genellikle glikopeptid antibiyotikler (vankomisin) ve
linezolid gibi oksazolidinonlarla tedaviyi igermektedir. Vankomisin direnci ya aralikli
vankomisine direngli S. aureus (VISA) ya da vankomisine direngli S. aureus (VRSA)
olarak bildirilmistir. Ayrica vanA gen kiimesinin yatay gen transferi yoluyla vankomisin
direnci bilinmektedir. Bu da bir baska 6nemli Gram-pozitif patojen olan vankomisine

direngli Enterococcus faecalis'ten (VRE) kaynaklanmaktadir (Rossi et al. 2014).

Direngli izolatlarin siirekli gelismesi ve yayilmasi nedeniyle, onemli Gram-pozitif
patojenlerle miicadele igin yeni stratejiler gelistirmek Onem tasimaktadir. Birlesik
Krallik'ta yapilan caligmalar, antibiyotik tiiketiminin kisitlanmasinin MRSA gibi
bakteriyel enfeksiyonlarla enfeksiyon oranlarini azalttigi gdstermistir (Lawes et al. 2015).
Gram-pozitif enfeksiyonlar i¢in yeni antibiyotiklerin gelistirilmesine yonelik ihtiyag
devam etmektedir. Ciddi Gram-pozitif enfeksiyonlar i¢in en yeni antibiyotik
telavansindir, ancak daha 6nceki pek ¢ok ilag gibi bu da daha 6nce gelistirilen vankomisin

antibiyotiginin bir tiirevidir (Sekil 2.2) (Karlowsky et al. 2015).
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Sekil 2.2 Gram-pozitif bakterilerin diren¢ mekanizmalar1 (Jubeh et al. 2020)

2.9.2 Coklu ilag direncli (MDR) gram-negatif bakteriler

Hastane enfeksiyonlarinin biyiik ¢ogunlugu MDR Gram-negatif enfeksiyonlardan
kaynaklandigindan, bugiin toplumumuzda agik ara en 6nemli ve maliyetli patojenlerdir
(Livermore 2012). Olduke¢a sorunlu suslar, penisilinler, sefalosporinler ve son ¢are olan
karbapenemler gibi ¢esitli B-Laktam antibiyotik nesillerini hidrolize etme kapasitesine
sahip B-Laktamaz enzimlerini kodlayan genis spektrumlu p-Laktamaz (ESBL) ve
karbapenemaz genlerini tasimaktadir (Nordmann et al. 2012). Onemli bakteri suslari,
CTX-M-15 (ESBL) geni tasiyan E. coli dizi tipi ST131 (Nicolas-Chanoine et al. 2014)
ve K. pneumonia karbapenemaz ST258 susu (Gootz 2010) gibi enterobakterileri

kapsamaktadir.

Genislemis spektrumlu B-laktamazl (ESBL), 1980'lerin ortalarinda bu ailenin iiyelerine
genis spektrumlu direng kazandirmistir. Rotondo and Wright (2017)'ye gére ESBL tireten
bakteriler bakim hastanelerinde daha yaygin hale gelmektedir. Genel popiilasyon
prevalansi iilkelere gore degismektedir. Oksimino yan zincirine sahip GSBL'ler GSBL
olarak bilinir, hidrolize seftriakson, antibiyotiklere ve beta-laktamlardaki oksiminoya

karst ¢oklu direng saglayan oksiminomonobaktam ve aztreonam GSBL'leri gibidir
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(Ramadan et al. 2019). Bu B-laktamazlarin canli bolgesini ¢evreleyen amino asit icerigini
uyarlayan TEM-1, TEM-2 veya SHV-1 genlerinden iiretilir. Normal sartlar altinda bu
enzimler daha genis bir beta-laktam antibiyotik setini pargalayabilir. TEM veya spesifik
olmayan artan sayida ESBL tanimlanmistir. ESBL'ler tipik olarak diizenli olarak ESBL
tiretebilen bir plazmid ile kodlanir ve diger ilag tiirlerine (6rn. aminoglikozidler) kars1 ilag
direnci i¢in kodlanan genleri igerirler. ESBL iireten organizmalarin tedavisinin 6nemi ¢ok
bliyliktiir. Baz1 genislemis spektrumlu sefalosporinler, ESBL iireten mikroplarin hassas
goriinmesini saglayabilir. Ancak yiiksek basarisizlik oranina sahip antibiyotiklerle tedavi

edilmistir (Spadafino et al. 2014) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Gram-negatif bakterilerin yapisi ve direng mekanizmalari (Breijyeh et al. 2020)
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2.10 1YE'ye Neden Olan Bakterileri Kodlayan Genler

2.10.1 mecA geni

Staphylococcus aureus, antibakteriyel ilacin 1961 yilinda klinik olarak kullanilmaya
baslamasindan hemen sonra metisiline kars1 direng gelistirmis ve hem hastanelerde hem
de toplumda metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) kiiresel bir salgin haline
gelmistir (Crespo-Piazuelo and Lawlor 2021). Peptidoglikan olusumunda bir enzim islevi
goren penisilin baglayici proteinler (PBP'ler) bakteri hiicre duvarinda bulunur (Akusobi
etal. 2022). MRSA'nin aksine, PBP'ler genellikle beta-laktam antibiyotiklere kars1 diigiik
bir afiniteye sahiptir ve bu da antibiyotik direncine yol acar (Bilyk et al. 2022). mecA,
bakteri hiicre duvarinin olugsmasina yardimci olan bir transpeptidaz olan PBP2A (penisilin
baglayici protein 2A) proteinini kodlar. PBP2A, metisilin ve penisilin gibi beta-laktam
antibiyotiklere DD-transpeptidazdan daha diisiik bir afiniteye sahiptir. Boylece penisilin
benzeri antibiyotiklerin halkali yapisina baglanmaz. Bu da beta-laktamlarin varliginda
transpeptidaz aktivitesini miimkiin kilarak hiicre duvari sentezini inhibe etmelerini onler

(Idrees and Saeed 2021).

2.10.2 ermA ve ermB genleri

1952'de kesfedilen ilk makrolid olan eritromisinin, S. aureus da dahil olmak {izere ¢ok
cesitli bakteriyel enfeksiyonlara karsi etkili oldugu bildirilmistir (Schonfeld and Kirst
2002). Eritromisinin asir1 kullanimi, direngten sorumlu mekanizmalarin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. S. aureus'un eritromisine karsi direncinde ¢esitli mekanizmalar rol
oynamistir. En yaygin diren¢ mekanizmasi, eritromisinin ribozomlara baglanma
yetenegini azaltan ribozomal baglanma bdlgesinin modifikasyonudur. erm genleri
tarafindan kodlanan ribozomal metilaz sentezi bu modifikasyona aracilik eder (Aktas et
al. 2007). Ornegin, makrolid antibiyotikler diizenleyici lider peptid ermCL veya ermBL
tizerinde ribozom duraklamasini tesvik eder ve ardindan ermC veya ermB'nin
ekspresyonunu indiikler (Arenz et al. 2014). ermC ve ermB genleri, 23S rRNA'daki tek

bir adenini dimetilleyen bir ribozomal metilaz kodlar, makrolidlerin ribozoma olan
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afinitesini 6nemli Olgiide azaltir, yiiksek diizeyde makrolid direncine ve hiicre

sagkalimina neden olur (Leclercq and Courvalin 2002).

Bakteriyel patojenlerde ilag direncinin hizla ortaya ¢ikmasi, makrolid antibiyotikler de
dahil olmak iizere bir¢ok antibiyotigi bu tehdide karsi etkisiz hale getirmektedir. Bugiine
kadar, 16 tiyeli halkali makrolid antibiyotikler klinikte nadiren kullanilmigtir. Bu nedenle
klinikte 16 iiyeli halkali makrolidlere direngli bakterilerin ortaya ¢ikisi séz konusu
degildir. Bu tiir antibiyotikler, geleneksel anlayisa gore klinikte tedavi i¢in potansiyel bir
alternatif yaklasim olarak kullanilabilir. 16 {iyeli halkali makrolidler diren¢ genlerinin
ekspresyonunu indiikleyemez (Breiner-Goldstein et al. 2021). ermB geninin yukari
akisinda bulunan diizenleyici bolgeye bagl olarak, diizenleyici bolge, kendi ribozom
baglanma bdlgesi (RBS1), translasyonel olmayan bir dongii sap1 yapisi, birka¢ ermB
(ermB') kodlama dizisi ve kendi ribozom baglanma bolgesi ile ermBL olarak da
adlandirilan kisa bir lider peptit igerir. Ek olarak, ermBL2 adl1 baska bir lider peptidin
diizenleyici bolgede bulundugunu ve gen ifadesinin eritromisin (Ery) aracili indiiksiyonu

icin kritik oldugunu da belirlenmistir (Wang et al. 2021).

2.10.3 TEM B-laktamaz

GSBL'ler en ¢ok sayida ve en yaygin enzim kategorisidir. TEM-1 ve TEM-2 bunlarin
evrimsel Onciileridir. TEM laktamaz ilk olarak 1960 yilinda Yunanistan'da Temoniera
adli bir kadindan izole edilen gram-negatif bakterilerde sadece plazmid aracili bir enzim
olarak kesfedilmistir ve ilk nesil sefalosporinler buna direnglidir. Penisilin ve sefalosporin
direncinin her ikisi de TEM tarafindan saglani. Ikinci ve dordiincii nesil sefalosporinlere,
-laktamaz inhibitorlerine ve tiirevlerine karsi direngli oldugu gosterilmistir (Sharma et al.

2010).

2.10.4 SHYV p-laktamaz

Degisken siilfhidril reaktifi terimi, TEM beta-laktamazlarinin kesfedilmesinden kisa bir

slire sonra kesfedilen degisken siilfhidril reaktifi teriminden gelmektedir (Drawz and
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Bonomo 2010). SHV geni, K. pneumoniae izolatlarinda ortak bir plazmid araci beta-
laktamaz olarak bulunur. Buna gore, SHV-1 laktamaz, Enterobacteriaceae'de SHV-1'e
onemli diizeyde diren¢ kazandiran plazmid kodlu bir beta-laktamazdir ancak SHV-
laktamazlar en sik goriilenidir (Pfaller and Segreti 2006). ilk olarak K. pneumoniae'nin
klinik izolatlarinda ve siilthidril hidrolizi olan sefalosporin ilaglari i¢in genel bir tercih

olarak kesfedilmistir (Li et al. 2009).

2.10.5 CTX-M p-laktamazlar

CTX-M-laktamazlar 1980'lerin sonunda bulunmustur (Peerayeh et al. 2014). CTX-M
ailesi, diger GSBL tiplerinden farkli olarak, ¢esitli ve birbirine benzemeyen bir dizi
enzimden olusur. CTX-M varyasyonlar1 baslangigta amino asit dizisi hizalamasina
dayanan bes kiimede (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25)
gizlenmigtir. CTX-M -laktamazlar, Escherichia coli ile yakin akraba olan ve filogenetik
calismaya gore diinya capinda bulunan bakterilerden -laktamaz genlerinin kromozomal

mobilizasyonunu tamamlayarak evrimlesmistir (Abbassi et al. 2008).

bla genlerinin hareketli genetik yapilara dahil edildigi ve daha sonra aktarilabilir
plazmidler tizerinde konjugasyon yoluyla klinik bakterilere aktarildig: tespit edilmistir.
blaCTX-M genleri siklikla gen aktariminda K. pneumoniae izolatlarinin tek nedeni
degildir. CTX-M enzimi iireten suslarin klonal genislemesi de katkida bulunan diger bir
faktordiir. Ayrica, IYE'ye neden olan MDR K. pneumoniae izolatlarinda, CTX-M-
laktamazin diger virtilans faktorleriyle kombinasyonu enfeksiyonu artirabilir ve tedavi

seceneklerini kisitlayabilir (Goldar et al. 2015).

2.10.6 AmpC p-laktamaz

Gram-negatif bakteriler dogada yaygindir ve insanlarda yasami tehdit eden
enfeksiyonlara neden olur. Gram-negatif bakterilerde C smifi sefalosporinazlar
(AmpCl'ler), genislemis spektrumlu B-laktamaz (ESBL) ve karbapenemaz gibi beta-

laktamaz (B-laktamaz) enzimlerinin ekspresyonu, tedavi basarisizligi, hastanede kalig
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stiresinin uzamasi, artan saglik hizmeti maliyeti ve 6liimle sonuglanan artan antibiyotik

direnci ile iliskilendirilmistir (De Oliveira et al. 2020).

Plazmid aracili AmpC B-laktamazlar (blaFOX-M, blaDHA-M, blaCMY-M ve blaACC-
M dahil), sefalotin, sefazolin, sefoksitine kars1 dirence aracilik eden klinik olarak ilgili
sefalosporinazlardir.  Cogu  penisilin ~ ve B-laktamaz  inhibitorii-beta-laktam
kombinasyonlarinda AmpC'nin asir1 iiretimi, sefotaksim, seftazidim ve seftriakson gibi
genislemis spektrumlu sefalosporinlere direng kazandirmaktadir (Abdalhamid et al.
2017). AmpC firetimi Enterobacterales'de siklikla rapor edilmistir. Endise verici olan
AmpC B-laktamazlarin asir1 iiretimi ve efluks pompalarinin yukari regiilasyonudur. Bu
da sinerjik olarak gram negatif bakterilerde karbapenemlere ek direng kazandirabilir
(Codjoe and Donkor 2017).

2.10.7 Antimikrobiyal ajanlarin etki mekanizmalari

B-laktamlar hiicre duvarinin gelisimini engelleyen antibiyotiklerdir ve amoksil, ampisilin
ve karbapenem gibi antibiyotikleri igerir. Protein sentezini inhibe eden antibiyotikler
arasinda makrolidler tetrasiklin, klindamisin ve klinik laboratuvar tetrasiklini bulunur. Bu
antibiyotikler sirastyla 50S ve 30S ribozomal birimlerine baglanarak c¢alisir (Tenover
2006). Florokinolonlar ve rifampisin gibi antibiyotikler DNA sentezini ve RNA'y1 inhibe
ederek niikleik asit sentezine miidahale eder. Antibiyotikler siilfonamid adi verilen ve
folik aside benzeyen bir metabolik siireci bloke eder. Antibiyotikler, polimiksinler ve

daptomisin gibi bakteriyel membranlarin yapisini degistirir (Tenover 2006).

Beta-laktamazlar, penisilinler, sefalosporinler, sefamisinler ve karbapenemler gibi beta-
laktam antibiyotik ailesine kars1 bakteriyel direncin baglica nedeni olan enzimlerdir. Bu
enzimler, dort dyeli beta-laktam halkasinin amid bagmnin hidrolizini katalize eder ve
antibiyotigi orijinal hiicresel hedefine kars1 inaktif hale getirir. Hiicre duvan
transpeptidazlart primer yapilari temelinde beta-laktamazlar A, B, C ve D enzimleri
olmak iizere dort siifa ayrilir. A, C ve D sinifi enzimlerin aktif bolgesinde serin
bulunurken, B smifi enzimler c¢inko-metalloenzimlerdir (Eftekhar et al. 2012).

Antimikrobiyal diren¢ yaygin olarak genis spektrumlu beta-laktamazlarin (GSBL'ler)
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tiretilmesiyle ortaya ¢ikabilir (Nagid et al. 2020). ESBL'ler, esas olarak plazmidler iginde
bulunan genler tarafindan kodlanan ve B-laktam halkasini hedef alan enzimlerdir. Bazi
ESBL kodlayan genler, bakteri tiirleri arasinda DNA transferini kolaylastiran
transpozonlar veya ekleme dizileri iginde bulunur. Plazmidler iizerinde bulunan
ESBL'leri kodlayan genler, bakteri suslari arasinda transfer olabilir ve transferi
kolaylastirir (Rozwandowicz et al. 2018).

K. pneumoniae’nin de dahil oldugu Gram-negatif bakterilerde, bla genleri gibi B-laktam
antibiyotiklerin asir1 kullanimi nedeniyle genis aralikli enzimler ortaya ¢ikmistir. Bla
geni, nispeten daha az etkilenen karbapenemler ve sefamisinler disinda, B-laktamlar
olarak adlandirilan farkli antibiyotiklere direngli olabilen B-laktamazlar: kodlar (Sawa et
al. 2020). GSBL enzimleri, klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi [-laktamaz
inhibitorleri tarafindan inhibe edilen birkac antibiyotikten yalnizca biri olan penisilin,
sefalosporin ve monobaktam tiirlerini igeren ¢esitli B-laktam antibiyotikleri hidrolize ve
deaktive eder. GSBL'ler ¢cogunlukla blaSHV, blaTEM ve blaCTX-M geni tarafindan
kodlanan B-laktamazlardaki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar (Gundran et al. 2019).
ESBL'ler, 3. ve 4. nesil sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize edebilen plazmid aracili

beta-laktamaz genleridir (Jalal et al. 2023).

2.11 Bagisiklik ve Idrar Yolu Enfeksiyonlarinin Molekiiler Genetigi

2.11.1 Bagisikhk

Bagisiklik sistemi; cildi, solunum yollarini, bagirsak sistemini mikroplar (bakteri, mantar
ve parazitler gibi organizmalar), viriisler, kanser hiicreleri ve toksinler gibi yabanci
antijenlerden korumak igin islev goren hiicreler, kimyasallar toplulugunu ve bizi
enfeksiyondan koruyan yapisal ve kimyasal bariyerleri ifade eder. Bagisiklik sistemi
basitce iki savunma hattina sahip olarak goriilebilir: dogustan gelen bagisiklik ve adaptif
bagisiklik. Dogustan gelen bagisiklik, davetsiz bir patojene karsi ilk savunma hattin
temsil eder ve konak¢i tarafindan bir antijenle karsilastiktan hemen sonra veya saatler
icinde kullanilan antijenden bagimsiz (spesifik olmayan) bir savunma mekanizmasidir

(Murphy and Weaver 2016).
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Dogustan gelen bagisiklik tepkisinin immiinolojik hafizas1 yoktur ve bu nedenle, viicudun
gelecekte ayni patojene maruz kalmast durumunda ayni patojeni tantyamaz veya hafizaya
alamaz. Diger taraftan, adaptif bagisiklik antijene bagimlidir ve antijene 6zgiidiir. Adaptif
bagisikligin ayirt edici 6zelligi, konagin antijene maruz kaldiginda daha hizli ve etkili bir
bagisiklik yaniti vermesini saglayan hafiza kapasitesidir. Dogal ve adaptif bagisiklik,
konak savunmasinin birbirini diglayan mekanizmalar1 degildir. Bunun aksine
tamamlayicidir ve her iki sistemdeki kusurlar konak savunmasizligina veya uygunsuz

yanitlara neden olur (Murphy and Weaver 2016).

IYE diisiik bagisiklik fonksiyonu olan hastalar1 etkilediginde, antibiyotikler ¢ok daha
uzun siire ve daha sik kullanilabilir. Bu durumda, mantar enfeksiyonu, ila¢ direnci ve
dysbacteriosis birlesir ve idrar yolu enfeksiyonunun klinik tedavisi ig¢in bir¢ok zorluk
getirir. Bunun sonucunda tekrarlayan IYE piyelonefrite neden olur. Sistemik bagisiklik
ve mukozal bagisikligin arttirilmasi, idrar yolu enfeksiyonunu, 6zellikle de tekrarlayan
idrar yolu enfeksiyonunu 6nlemek ve kontrol etmek i¢in dnemlidir (Gupta et al. 2017).
Dogal ve adaptif bagisikhigi iceren bagisiklik sistemi mekanizmalari, Uropatojenik
Escherichia coli (UPEC) ve Candida albicans (C. albicans) gibi patojenik
mikroorganizmalarin insan idrar yoluna girmesiyle aktive olur (Jahandeh et al. 2015).
Dogal Bagisiklik Alt IYE'de konak savunmasi; dogal bagisiklik yanitlari ve iirotelyum
bariyer islevi olarak iki ana mekanizmadan olusur (Abraham and Miao 2015).

Dogustan gelen bagisiklik sistemi; Toll benzeri reseptorler (TLR) gibi oriintii tanima
reseptorleri, Plazma proteinleri, kemokinler ve sitokinler, Epitel hiicreleri, kemik iligi
kaynakl1 fagositler, dendritik hiicreler ve dogal 6ldiirticii hiicreler gibi hiicresel bilesenler,
Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen ara {irinleri gibi toksik molekiiller ve Antimikrobiyal

peptitlerden (AMP'ler) olusur.

Ek olarak, iirogenital sistem ve bagirsak kanalinda normal olarak bulunan yerel
mikrobiyota, yerel ortamm pH'mn1 degistirerek ve IYE'yi kontrol eder. Bunun igin, yar
kendi antimikrobiyal iiriinlerini iireterek ve ayrica Uropatojenik Escherichia coli (UPEC)
gibi daha viriilan bakteriyel suslarin rekabetci inhibitorleri olarak hareket eder. EK olarak,

bagka bir dogustan gelen bagisiklik kaynagi olarak hizmet eder (Spencer et al. 2014).
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Patojenlere karsi konake1 bagisiklik tepkisinin IYE patogenezi iizerinde biiyiik bir etkisi

vardir.

Dogustan gelen bagisiklik tepkileri patojenlere karsi konak savunmasinin ilk hattinda
onemli roller oynasa da asir1 miktarda mevcut olduklarinda veya diizensiz olduklarinda
da zarar verirler. Ornegin akut kosullarda, iiroepitelyal hiicreler ve inflamatuar hiicreler,
UPEC uyarimina yanit olarak, bir dizi pro-inflamatuar mediator tiretir (IL-6, TNF ve IL
8). Bunlar asir1 miktarda mevcutsa epitelyal inflamasyon hasarina neden olarak
bakterilerin alttaki dokuya girmesine izin verir (Godaly et al. 2015). Son ¢alismalar,
Gram-negatif patojenlerin enfeksiyonunu temizlemeye yonelik yiizeysel mesane epitel
hiicrelerinde toll benzeri reseptor 4 (TLR4) tarafindan tetiklenen ¢ok yonlii bir dogustan
gelen bagisiklik tepkisinin varligini ve belki de adaptif bagisikligin daha az 6nemli veya
farkli bir roliiniin oldugunu ortaya koymustur. Daha once steril olarak kabul edilmesine
ragmen, mesane mikrobiyomunun iiretranin yani sira koruyucu bir role sahip oldugu

distintilmektedir (Thomas-White et al. 2018).

Idrar yollarinda patojenik bakteri kolonizasyonunun éniindeki engeller arasinda asidik pH
ve idrar nakli yer alir. Urotelyum, idrar yollarinda enfeksiyona kars1 baglica kurucu
bariyerdir. Patojen yapismasini geciktiren mukus glikozamino glikanlardan, enfeksiyona
direngli ¢ok ¢ekirdekli semsiye hiicrelerinin birka¢ katmanindan olusur. Uroplakinler ad:
verilen glikoprotein plakalari, Apoptotik enfekte epitel hiicreleri pul pul dokiilerek
mesane liimenine salinir ve bakteri yiikiinii azaltir. I¢ bazal stromal hiicreler bu apoptotik
hiicrelerin yerine yeni iirotelyum iiretir. Uromodulin gibi ¢dziiniir faktérler UPEC'nin
epitel hiicrelerine yapismasm engelleyebilir (Abraham and Miao 2015). Urotelyum
tarafindan iretilen tiromodulin, UPEC nétrofil jelatinaz iliskili lipokaline (NGAL)
yapismay1 engeller, demir reseptorlerini inhibe eder ve bakteriyel ¢ogalma kapasitesini
bloke eder. Katelisidin ve diger antimikrobiyal peptitler membran lizisine neden olur.
Pentraxin 3 {iropatojenleri opsonize eder ve noétrofiller ve makrofajlar tarafindan
fagositozlarint kolaylastirir. Epitel hiicreleri TLR'ler araciligiyla inflamazomu aktive
ederek pro-inflamatuar sitokinler iiretir. Adaptif immiin yanit da tiropatojenleri notralize

eden antijene 6zgii IgA tireten B lenfositleri ile katilir (Abraham and Miao 2015).
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Bariyer iglevlerine ek olarak, epitel hiicreleri patojenlere yanit vermek i¢in TLR'leri ifade
eder. Urotelyum tarafindan eksprese edilen TLR4/5'in aktivasyonu, fagositoz igin
notrofilleri kan akisindan mesane liimenine ¢eken pro-inflamatuar sitokinlerin ve ¢esitli
kemokinlerin salinmasina yol agar. Hem makrofajlar hem de dogal 6ldiiriicii hiicreler bu
stireci desteklemek i¢in sitokinler salgilarken, mast hiicresi kaynakli faktorler (6rn,
Histamin) hiicre gogiine yardimci olmak i¢in vazodilatasyona neden olur (Abraham and
Miao 2015). Tim bagisiklik yanitlarinda oldugu gibi, idrar yollarindaki bagisiklik
sisteminin uyarictya bagli kisimlari, yanitin giicii ile asir1 iltihaplanma arasinda bir denge
kurmalidir. Aksi bir durum, bakterilerin kalic1 olmasina, daha sonra enfeksiyona neden
olmasima veya iirotelyumda inflamatuar hasara yol agmasma neden olabilir. Ornegin,
TLR/desen tanima reseptorlerinin (PRR) aktivasyonu, savunmaya yonelik hiicreye 6zgii
inflamatuar yanitlar1 indiikler. Bu surum ayni zamanda bobrek hastaligi ile de iliskilidir
(Kurts et al. 2013). Dengeyi korumak amaciyla, enflamasyonu azaltmak i¢in notrofiller
idrardan atilir. Diizenleyici olarak degismez NK T hiicreleri (NKT hiicreleri) ve Treg
hiicreleri, hiicreler {iizerinde anti-inflamatuar etkiler gosterir. Enfeksiyonun son
asamasinda mast hiicreleri, dendritik hiicreleri olgunlasmamis T hiicresi inhibitor
durumunda tutarak ve interlokin (IL)-10 iiretimi yoluyla enflamasyonu azaltarak inhibitor
bir rol istlenir. Ayrica notrofiller anti-inflamatuar meta-proteaz enzimleri iiretme

kapasitesine sahiptir (Kurts et al. 2013).

2.11.2 Toll benzeri reseptorler (TLR)

Hayvan hiicreleri, koruyucu dogustan gelen bagisiklik tepkilerini baglatmak i¢in lireme
bandi tarafindan kodlanan Oriintii tanima reseptorlerine (PRR'ler) giivenir. PRR'ler,
enfekte veya hasarli dokular tarafindan iiretilen tehlike ile iliskili molekiiler kaliplarin
(DAMP'ler) taninmasi ile patojenlerden gelen patojen ile iliskili molekiiler kaliplar
(PAMP'ler) araciligryla istilact mikrobiyal patojenleri tanir (Hato and Dagher 2015).
PRR'ler iyi karakterize edilmis; Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), retinoik asitle
indiiklenebilir gen-1 (RIG)-I benzeri reseptorler (RLR'ler), niikleotid baglayici
oligomerizasyon alani (NOD) benzeri reseptorler (NLR'ler), C tipi lektin reseptorleri

(CLR'ler), opsonik reseptorler, AIM2 benzeri reseptorler (ALR'ler), ¢opgii reseptorleri
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(SR'ler) ve interferon genlerinin uyaricist (STING) olarak 8 gruba ayrilir (Fu and Harrison
2021).

PRR, dogustan gelen bagisiklikta 6nemli bir faktordiir ve ayrica dendritik hiicrelerin
olgunlagmasi ve inflamatuar sitokinlerin salinmasi yoluyla adaptif bagisikligin
baslatilmasinda rol oynar (Kawai and Akira 2011). TLR, ¢ok gesitli patojenleri tantyan
ilk tanimlanmis PRR'dir (Akira et al. 2006). Bu reseptorler, makrofajlar, nétrofiller,
dendritik hiicreler (DC'ler), dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler, mast hiicreleri, eozinofiller ve
bazofiller dahil olmak tizere ¢esitli dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinde her yerde ifade
edilir. Bunlarin timii istilac1 patojenlere kars1 dogustan gelen bagisiklik tepkilerinin
olusturulmasinda etkilidir (Delneste et al. 2007). Yapisal olarak TLR'ler, ligand
baglanmasindan sorumlu 16sin bakimindan zengin bir hiicre dis1 alana ve hiicre ici
sinyallesmeyi indiikleyen sitozolik bir Toll-IL-1 reseptér (TIR) alanma sahip

transmembran proteinleridir (Akira et al. 2006).

Aktivasyon iizerine TLR'ler, miyeloid farklilagma birincil yanit proteini 88 (MyDS88),
Toll/interlokin-1 reseptor alani igeren adaptor protein (TIRAP), TIRAP-indiikleyici IFN-
B (TRIF) gibi adaptor proteinleri alir. TRIF ile iliskili adaptor molekiilii (TRAM), NF-xB
kinaz inhibitori, interlokin-1 reseptori ile iliskili kinazlar 1-4 ve Tank baglayici kinaz
(TBK)) gibi protein kinazlarin yam sira, hepsi bagisiklik hiicrelerinin sitoplazmasinda
bulunur. Ligand kaynakli sinyal iletim kaskadlarini1 yaymak i¢in asagi akis proteinlerinin
miiteakip aktivasyonu sitokin iiretimine, ¢cogalmaya ve hayatta kalmaya yol acar. Bazi
sinyaller daha fazla adaptif bagisikliga neden olur. TLR aktivasyonu, konak¢i igin
enfeksiyonlara ve doku hasarina karsi bir savunma mekanizmasi olarak hizmet eder.
Ardindan ¢esitli inflamatuar sitokinlerin salgilanmasma ve bagisiklik hiicrelerinin

aktivasyonuna yol agan bir sinyal kaskadi baslatir (Wang et al. 2016).

2.11.3 TLR4 sinyal yolu

TLR4, {i¢ alandan olusan bir transmembran proteindir: ekstraseliiler alan, transmembran
alan ve sitoplazmik alan. Hiicre dist alan, her biri 20-29 kalintidan olusan ve ligand

etkilesimi i¢in spesifik bolgeler saglayan 16sin bakimindan zengin tekrar (LRR) motifleri
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icerir (Kim et al. 2007). Gram-negatif bakterilerden elde edilen lipopolisakkarit (LPS),
TLR4 i¢in 6nemli bir temsili ligand olarak hizmet eder (Beutler et al. 2001). LPS, TLR4
ile dogrudan etkilesime giremediginden, adaptor protein miyeloid farklilagsma faktorii-2
(MD-2) araciligiyla TLR4'e baglanir. Daha sonra, LPS/TLR4/MD-2 kompleksi bir dimer
olusturarak LPS'nin &tesinde hiicre i¢i sinyali baslatir. TLR4 bakteri, virlis ve mantar
kaynakli ¢esitli PAMP'lar tarafindan aktive edilir. Hiicrelerden tiiretilen DAMP'lar hiicre
dis1 matris molekiillerini igerebilir (Modhiran et al. 2015).

Yiiksek hareketlilik grubu kutusu 1 (HMGB1) ve hiicresel HSP'ler gibi DNA baglayici
proteinler de dahil olmak tizere hiicre igi faktorleri igerir (Wu et al. 2016). Bazt DAMP'ler
icin TLR4'e kesin baglanma mekanizmalar1 tanimlanmamis olsa da TLR4 sinyali yoluyla
bir bagisiklik tepkisini tetikledikleri acikliga kavusturulmustur. TLR4'{in hiicre i¢i sinyali,
MyD88 bagimli ve bagimsiz sinyalizasyonu olarak iki ayr1 yol iizerinden iletilir (Guven-
Maiorov et al. 2015). TLR4'{in hiicre i¢i TIR alami ¢esitli adaptér proteinlerin
baglanmasini kolaylastirir (O'Neill and Bowie 2007).

TIR alaninin dimerizasyonu, MyD88 ve TIRAP (MyD88-adaptor benzeri (MAL) olarak
da bilinir) adaptdr proteinlerinin ise alinmasina yol acar ve fosforilasyonlart yoluyla
IRAK'lar araciligiyla sinyali tesvik eder. Aktive IRAK, adaptor protein TNF-reseptor-
iligkili faktor 6 (TRAF6) ve TAKI-baglayic1 proteinler 2 ve 3 (TAB2 ve TAB3)
tarafindan kolaylastirilan TAK1'e baglanarak kinaz aktivitesini artirir. TAK1 daha sonra
JNK, ERK1/2, p38 ve IkB kinaz kompleksi (IKK) dahil olmak tizere MAPK'lar1 aktive
ederek NF-xB ve aktivator protein-1 (AP-1) gibi ¢ok 6nemli transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna neden olur. Boylece transkripsiyon faktorleri enflamatuar sitokinlerin

tiretimini tesvik eder (Valkov et al. 2011).
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2.12 Laboratuvar incelemeleri

2.12.1 idrar numunesi Kiiltiirii

IYE'lerin teshisi i¢in altin standart idrar kiiltiirii ve antimikrobiyal duyarlilik testidir
(AST) (Sathiananthamoorthy et al. 2019), (Bonkat et al. 2019). Toplanan idrar 6rnekleri
islenmis ve kalibre edilmis bir halka (0,001 ml) kullanilarak, kanli agar ve MacConkey
agar plakalarina inokiile edilmistir. 37°C'de 24-48 saat boyunca bir gece inkiibasyondan
sonra koloniler, 6nemli biiylimeyi kontrol etmek i¢in sayilmistir. >105 CFU/mL idrarda

bakteri tiremesinin koloni sayimlari anlamli olarak kabul edilmistir (Tadesse et al. 2018).

IYE tanis1 i¢in standart yontem zaman alic1 ve lojistik olarak zordur (Bonkat et al. 2017).
Idrar kiiltiirii, bir akut sistit atag1 icin taninin temel dayanag olmaya devam etmektedir.
Idrar tahlili, tanisal dogrulukta ¢ok az artis saglamaktadir (Hilt et al. 2014). Idrar
kiiltiirleri, ciddi bir enfeksiyon veya yiiksek antibiyotik direnci riski (¢ok ilaca direncli
izolat; yakin zamanda hastaneye yatis) durumunda yapilmalidir. Idrar kiiltiirleri,
tekrarlayan enfeksiyonlar1 (farkli organizmalarla tekrarlayan enfeksiyonlar) ayirt etmek
i¢in de gereklidir (Anger et al. 2019). IYE semptomlarindan sikdyet eden hastalarin
%331 ve idrar tahlilinde piyiiri olanlarmn %41', IYE'de yaygin mikroorganizmalari
ekarte edebilecek negatif bir idrar kiiltiiriine sahip olacaktir (Watson et al. 2018). Ayrica
kiiltlirler, cinsel yolla bulasan hastaliklar (Shapiro et al. 2005), menopozun genitoiiriner
sendromu (Portman and Panel 2014) gibi diger durumlarin neden olabilecegi iiriner veya

pelvik semptomlarin ayirici tanisinda yardimer olmaktadir.

2.12.2 Biyokimyasal inceleme

Tek bir organizmanin >105 CFU/mL konsantrasyonda kiiltiire edilmesi durumunda bir
numune IYE icgin pozitif kabul edilir. Bakteriyel tanimlama biyokimyasal testler
kullanilarak yapilir. Biyokimyasal testler; Indol, sitrat, oksidaz, H.S iiretimi, lizin
dekarboksilaz, laktoz fermantasyonu, iire hidrolizi, gaz {iretimi, katalaz, koagiilaz,

mannitol fermantasyonu ve novobiyosin duyarlilik testi (Bonadio et al. 2001) olarak
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siralanabilir. Test seridi analizinin bilesenlerinden 16kosit esteraz ve nitrit, rutin klinik
uygulamalarda IYE teshisi i¢in yaygm olarak kullamilmaktadir. idrar LE pozitifligi
piyiiriyi, idrar nitrit pozitifligi ise nitrat indirgeyen bakterilerin varligini gosterir (Demilie
et al. 2014). VITEK 2 sisteminin (bioMe'rieux, Fransa) mikroorganizmalarin
tanimlanmasi i¢in giivenilir bir tam otomatik cihaz oldugu gosterilmistir (Aubertine et al.
2006). Otomatik yontemler, bakteriyel tanimlama yontemlerinin en hizlist ve en
dogrusudur. VITEK 2 sistemi, organizma teshisi i¢in kullanilan bir biyokimyasal profil
saglayan 30 kuyuda cesitli biyokimyasal test ortamlarinin mikrolitre miktarlarindan

olusan plastik bir reaktif kartindan olusur (Maina and Kagotho 2014).

2.12.3 Molekiiler teshis

IYE'ler igin PCR tabanli tani testlerinin cazibesi, yiiksek 6zgiilliik ve duyarliligmin yam
sira, daha Once standart idrarla adlandirilan enfeksiyonlar i¢in standart bakteri
kiiltiirlerine kiyasla sonuglarin elde edilebildigi hizda yatmaktadir (Scerbo et al. 2016).
Lokosit igeren idrar 6rnekleri rutin kiiltiir duyarliligi ve PCR testine tabi tutulmus, kiiltiir
yontemiyle tespit edilen bakteriler ve molekiiler yontemle izole edilen bakterilerin
direngli suslarindan analiz edilmistir. Arastirmacilar TLR'lerin tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) ile idrar yolu enfeksiyonlar1 arasindaki iligkiyi incelemislerdir.
Ancak bu caligmalarin sonuglari tutarsizdir. Daha 6nce yapilan bir meta-analizde TLR4
ile MDR bakteri kaynakli idrar yolu enfeksiyonlar: arasindaki iligki tartisilmis olsa da
(Ziakas et al. 2013), TLR4 geninde birka¢ basit niikleotid polimorfizmi (SNP)
tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlara karsi artan
duyarhilikla gii¢lii bir sekilde iliskilendirilmistir (Papadimitraki et al. 2007). Bununla
birlikte, 16STRNA gen dizisi karsilastirmasi, farkli tlirleri ayirt etmek, bilinmeyen
bakterileri tanimlamak ve izolatlar arasindaki genetik iliskiyi karsilastirmak ve yakindan
iligkili organizmalar1 klonal kompleksler halinde gruplandirmak ig¢in altin standart bir
genetik teknik haline gelmistir (Janda and Abbott 2007). Onceki ¢alismalar PCR'! hem
iistlin hassasiyete hem de 6zgiilliige sahip oldugunu bildirmis ve sepsiste patojenlerin
hizli bir sekilde tanimlanmasi (Florio et al. 2018) ve genital enfeksiyonlarin ve cinsel

yolla bulasan hastaliklarin teshisi igin PCR"1 6nermistir (Sahi et al. 2017).
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Cok az sayida calisma, IYE ve akut sistit tanis1 i¢in multipleks PCR ile idrar kiiltiiriinii
karsilagtirmistir (Lehmann et al. 2010). Tetra-primer amplifikasyon refrakter mutasyon
sistemi-polimeraz zinciri (ARMS-PCR), durumdan sorumlu spesifik mutasyonlari teshis
etmek ve kategorize etmek i¢in kullanilabilir. Bu bilgi genetik danismanlik, aile
planlamasi ve erken miidahale i¢in vazgecilmezdir. ARMS-PCR, adli genetikte, 6zellikle
DNA profili olusturma ve babalik testi iceren durumlarda insan kimliginin belirlenmesi
icin uygulama alani bulur. Bireylerin belirli genetik belirteclerle ayirt edilmesinde ¢ok
onemli bir rol oynar. Sonuglarin giivenilirligini ve dogrulugunu saglar. Arastirma ve
epidemiyoloji alaninda, ARMS-PCR popiilasyonlar i¢indeki genetik varyasyonlari
kesfetmek i¢in bir arag olarak hizmet eder. Bu veriler alel veya mutasyon prevalansini ve
bunlarin hastaliklarla baglantilarin1 anlamamiza katkida bulunur. Bdylece halk sagligi
stratejilerini bilgilendirir ve arastirma yonlerini ydnlendirir. Ozellikle genetik bileseni
olan hastaliklarda, ARMS-PCR ile genotipleme, bu tiir durumlarin erken tespitinde etkili
olabilir (Alyethodi et al. 2021).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Ekipman ve cihazlar

Bu c¢aligmada kullanilan ekipman ve cihazlar Cizelge 3.1'de listelenmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan ekipman ve cihazlar

No | Ekipman ve Cihazlar Sirket Mensei
1 PCR thermocycler T100 BioRad ABD

2 | Otoklav Euronda Italya

3 | Barkod tarayici Adaptus Cin

4 | Benzen briilori Alab Tech Kore

5 | Konik siseler 500 mLI, 1000 mL Sans Ambala cantt Hindistan
6 | Hiicre bozucu Cin girdabi Scientific Industries ABD

7 | Tek kullanimlik petri kaplart AFCO Urdiin
8 | Dijital kamera Samsung CIN

9 | Denis Check plus Biomeriuex Fransa
10 | Exispin vorteks santrifiij Bioneer Kore
11 | Jel elektroforezi Bioneer Hindistan
12 | Yiiksek hizli santrifiij Hettich Italya
13 | Yiiksek hizli soguk santrifiij Hettich Almanya
14 | Inkiibator Memmert Almanya
15 | Isik mikroskobu Optika Almanya
16 | Mikropipetler CYAN Fransa
17 | 5-50, 0,5-10,100-1000 pL Argose Belgika
18 | Mikrodalga Biobasic Almanya
19 | Mikrosantrifiij tiipleri Polyscience ABD
20 | Su Banyosu High media Hindistan
21 | Steril standart dongii (0,001) BioRad ABD
22 | Power Pac HC Elektroforez THERMO ABD
23 | Spektrofotometre (Nano damla) P-ABC ABD
24 | PCR santrifiyj tiip tutucu Wised Kore
25 | U.V transilliminator Biomeriuex Fransa
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3.1.2 Kimyasal ve biyolojik materyaller

Bu ¢aligsmada kullanilan kimyasallar ve biyolojik materyaller firmalartyla birlikte Cizelge

3.2'de listelenmistir.

Cizelge 3.2 Kimyasallar ve biyolojik materyaller

No | Kimyasallar ve Biyolojik Materyaller Sirket Ulke

1 AST-GN kart1 Biomeriuex Fransa

2 AST-GP kart1 Biomeriuex Fransa

3 ID-GN kart1 Biomeriuex Fransa

4 ID-GP kart1 Biomeriuex Fransa

5 Mutlak etanol Chem-Lab Belgika
6 Agaroz iNtRON Kore

7 DNA Marker merdiveni 2000-100 bp Bioneer Kore

8 Etidyum bromiir BioBasic Kanada
9 Serbest niikleaz suyu BiolLabs Birlesik Krallik
10 | Gram boyama reaktifleri Syrbio Isvigre
11 | Hidrojen peroksit (H202) %3 Al.Mothalath. Irak

12 | Insan plazmasi , Insan Kani Blood Bank Wasit-1rak
13 | 5 mL %0,85 Nacl Biomeriuex Fransa
14 | K3-EDTA Afco Urdiin
15 | N, N, N, N-tetrametil-fenilen Biomerieux Fransa

3.1.3 Kiiltiir ortamm

Tiim besiyerleri tiretici firma talimatlarina uygun olarak hazirlanmistir. Besiyerlerinin
sterilizasyonu 121°C'de 15 dakika boyunca 15 pound basingta otoklavlanarak
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Kiiltiir ortam1

No | Kiiltiir Medya Sirket Ulke

1 Kanli Agar Liofilchem Italya

2 Beyin-Kalp Infiizyon Suyu Mast group Birlesik Krallik
3 Gliserol Thomas Baker Hindistan

4 MacConkey Agar Liofilchem Italya

5 Mannitol Tuz Agart Liofilchem Italya

6 Mueller-Hinton Agar Oxoid A.B.D.
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3.1.4 Cozelti ve reaktifler

Gram Boyasi: Mikroskobik 6zellikleri belirlemek i¢in Kristal viyole ¢ozeltisi, Gram iyot

¢oOzeltisi, renk agic1 ¢ézelti ve Safranin kars1 boyas1 kullanilmistir (Tille 2015).

Indol testi: Peptonlu su (5 mL) geng kiiltiir ile inokiile edilmis ve 37°C'de 24 saat inkiibe
edilmistir. Her tiipe 1-2 damla Kovacs reaktifi eklenir, pozitif sonu¢ kirmizi renk halkasi

gosterirken, negatif sonug sar1 renk gosterir (MacFaddin 2000).

Metil kirmizis1 reaktifi: Reaktifler, 0,1 mg metil kirmizisinin 300 mL %96'lik etanolde
¢oziilmesi ve son hacminin distile su ile 500 mL'ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Bu

preparatin amaci metil kirmizisi test 6zelliklerinde indikator olarak kullanilmasidir (Tille

2015).

Voges proskauer reaktifleri (VP): %11 VP reaktifinin, demineralize suda %89 ve %401k

sulu KOH g¢ozeltisinde ¢oziinmesiyel hazirlanmigtir (Cobos-Trigueros et al. 2017).

Ureaz testi: 24,0 g toz 950 mL distile veya deiyonize suda siispanse edilir. Ardindan
tamamen ¢6ziinene kadar 1sitilir. 121°C'de 15 dakika otoklavlanir. Daha sonra 45-50°C'ye
kadar sogutulur. Aseptik olarak 50 mL %40 Ure eklenir. Bu islemden sonra steril tiiplere

dagitilir ve yatik pozisyonda katilagmaya birakilir (Cobos-Trigueros et al. 2017).

Katalaz testi: Katalaz enzimi, hidrojen peroksitten su ve oksijen salinimini katalize eder
(H202+katalaz=H,O+0,). Katalaz testi bir¢ok gram-pozitif organizmanin tanimlama

semasinin anahtaridir (Mourabit et al. 2021).

Koagiilaz testi: Staphylococcus aureus’ta bulunan ve kan plazmasini pihtilagtiran koagul
enzimini (stafilokoagulase) ortaya koyma, patojenik olanlarla nonpatojenik olanlar

ayirmak amaci ile yapilir.(MacFaddin 2000).

Vitek 2-Test kiti:
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ID-GN: ID-GN Kkart1 10 saat i¢cinde 154 Enterobacteriaceae tiiriinii ve glikoz fermente

etmeyen gram negatif organizmalarin secilmis bir grubunu tanimlar.

ID-GP: ID-GP kart1, 6-8 saat i¢inde 124 stafilokok, streptokok, enterokok tiirii ve seckin

bir gram pozitif organizma grubunu tanimlar.

3.2 Kitler

3.2.1 PCR bakteriyel DNA ekstraksiyonu

Bu calismada kullanilan PCR tespit kitleri, firmalar1 ve mense iilkeleri ile Cizelge 3.4'te

listelenmistir.

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan PCR tespit kitleri

No Kit Firma Ulke
1 Presto™ Mini gDNA Bakteri Kiti
Gram+ Tampon
GT tamponu lizis tamponu
GB tampon baglayici tampon
Proteinaz K
W1 tampon Geneaid Tayvan
Yikama tamponu
Ellisyon tamponu
GD siitunu
Toplama tiipli 2mL
Lizozim
2 GoTaq® Green PCR ana karigimi
Tag DNA polimeraz
dNTP'ler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Promega ABD
Tris-HCI pH 9.0, KCI ve MgCI2
Stabilizator ve ylikleme boyast

3.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu primerleri

Bu ¢aligmada, baz1 IYE bakteri bazli 16S ribozomal RNA geninin ve bazi antibiyotik
direng genlerinin molekiiler tespiti i¢in; PCR primerleri, NCBI Genbank veri tabani ve

primer 3 kullanilmistir. Ayrica Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7'de gosterilen bu
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primerler Irak'taki Scientific Research. Co. Ltd. tarafindan tedarik edilmistir. Ayrica, bu

primerlerin Genbanktan alinan ID numaralar verilmistir.

Cizelge 3.5 Niikleotid dizileri ve {iriin boyutlariyla birlikte PCR primerleri

] Uriin Genbank
Primer Sekans (5'-3")
boyutu ID no
16S rRNA geni F TCCCCATCTTTGTCCATCTC
i . 453bp LR739012.1
Escherichia coli R | AGAATACCGGTGACGAATGC
16S rRNA geni F | GAGGGTCATTGGAAACTGGA
611bp L37597.1
Staphylococcus aureus R | TAGCACGTGTGTAGCCCAAA
16S rRNA geni F | CAGAAGAAGCACCGGCTAAC
o 368bp LR739004.1
Proteus mirabilis R CGGTTTCAAGACCACAACCT
16S rRNA geni F ACCTTGGCGATTGACGTTAC
. . 562bp HG416956.1
Klebsiella pneumoniae R AAGGCACCAATCCATCTCTG

Cizelge 3.6 Gram pozitif bakterilerle ilgili beta laktam antibiyotik diren¢ genleri PCR
primerleri, niikleotid dizileri ve {iriin boyutlari

Uriin Genbank
Primer Sekans (5'-3")

boyutu ID no
Staphylococcus F | ACCTCTGCTCAACAAGTTCCA

683bp KC243783.1
aureus mecA R | ACCACCCAATTTGTCTGCCA
Staphylococcus F | AGCGGTAAACCCCTCTGAGA

306bp KT803896.1
aureus ermA R | ACAGAGTCTACACTTGGCTTAGG
Staphylococcus F | TGGCTCAGGAAAAGGGCATT

558bp | JF968539.1
aureus ermC R | TCGTCAATTCCCGCATGTTT

Cizelge 3.7 Gram negatif bakterilerle ilgili beta laktam antibiyotik diren¢ genleri PCR
primerleri, niikleotid dizileri ve iiriin boyutlari

Primer Sekans (5'-3") bUrun Genbank 1D
oyutu no
BIaCTX-M F CAGACTGGGTGTGGCATTGA 241bp OM326869.1
R GCTAAGCTCAGCCAGTGACA
blaSHV F TATCGGCCCTCACTCAAGGA 412bp 0L906381.1
R ATCGCTCATGGTAATGGCGG
blaTEM F GAGAGTTTTCGCCCCGAAGA 522bp ON221404.1
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R AATAAACCAGCCAGCCGGAA
F ACATCTCGCAACCTACACCG 655bp LC455576.1
R ATAGCTACCAAATCCGCCGG

blaAMPC

3.2.3 Tetra-ARMS-PCR primerleri

Bu ¢alismada TLR4 rs11536889 gen polimorfizmi igin; Tetra-ARMS-PCR primerleri,
NCBI-SNP veri taban1 ve Primerl ARMS-PCR ¢evrimigi tasarimi kullanilmistir. Bu
primerler Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9°da gosterildigi gibi Scientific Researcher. Co. Ltd.

Irak firmasindan temin edilmistir.

Cizelge 3.8 TLR4 rs7873784 gen polimorfizmi i¢in Tetra-ARMS-PCR Primerleri,
dizileri ve amplikon boyutlar

Primer Sekans (5'-3") Uriin boyutu
fleri i¢ primer (G aleli) GATCAGCTGTATAGCAGAGTACG 300bp
Ters i¢ primer (C aleli) TGCATAATACAGTATTGTTCATTAAAG 368bp
fleri dis primer TTTCCATTGAAAAATAAATGGA 618bp
Ters dis primer ATTTCCAGTTTTGACAACTGAA

Cizelge 3.9 TLR4 rs11536889 gen polimorfizmi igin Tetra-ARMS-PCR Primerleri,
dizileri ve amplikon boyutlar1

Primer Sekans (5'-3") Uriin boyutu
fleri i¢ primer (C aleli) TCCTTGACCACATTTTGGGTAC 303bp
Ters i¢ primer (G aleli) TGTTTTCTCAATGATAACATCCAGTC 236bp
fleri dig primer CTCATGAAATGAGTTGCAGCAG 491bp
Ters dig primer TAACGGCTACACCATTTTCCAT
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3.3 Yontem

3.3.1 Cahsma diizeni

Bu calismada, Temmuz 2022 ile Ocak 2023 tarihleri arasinda, yas ortalamasi1 34,09+18
olan (10 ile 75) yas araligindaki kadin ve erkek hastalardan 350 idrar 6rnegi toplanmaistir.
Bu amagla, Irak'in giineyindeki Thi- Qar vilayetinde bulunan Al-Rifai Genel Hastanesine
basvuran hastalarla yliz yilize goriistilmistiir. Bu goriismeler sirasinda hasta yast,
cinsiyeti, belirti ve semptomlar1, numune alimindan 6nceki hafta antibiyotik tedavisi alip
almadigs bilgileri not edilmistir. Idrar yolu enfeksiyonu hastalarina, klinik ve laboratuvar
kriterlerine gore tant konmustur. Klinik kriterler, ,belirti ve semptomlara dayanirken,
laboratuvar kriterleri genel idrar muayenesini igermektedir. Hasta ve kontrol grubunda
irin hiicresi, bakteri ve < 105 CFU/mL bakteri igeren pozitif idrar kiiltiirii varlig1 agisindan
mikroskobik olarak analizler yapilmistiredilmistir. Idrar yolu enfeksiyonlarmimn kesin
tanis1 i¢cin orta akim idrar Orneklerini toplamak {izere steril vidali kapakli kaplar
kullanilmistir. Tiim 6rnekler daha sonra Kanli Agar, MacConkey Agar ve Mannitol tuzlu
agara ekilmistir. Steril bir standart halka (0,001 mL) ile 37°C'de 24 saat ekim yapilmaistir.
Saf bakteri kolonilerinin hiicre morfolojisi Gram boyama reaktifleri kullanilarak
incelenmistir. Tim bakteri izolatlar1 biyokimyasal ve VITEK-2 sistemi ile teshis
edilmistir. Daha sonra izolatlarin tamami 16SrRNA geni ile dogrulanmis ve bir PCR
testinde bakteri kolonileri kullanilarak direng genleri tespit edilmistir. Hasta ve saglikli
kontrol kan 6rneklerinde TLR4 gen polimorfizmini (rs11536889, rs7873784) tespit etmek
i¢in Tetra-ARMS -PCR kullanilmistir.

3.3.2 Idrar numunelerinin toplanmasi

15 mL orta akim idrari, mikroskobik analiz ve bakteri ekimi icin steril bir kapta temiz
yakalama ydntemi kullanilarak toplanmustir. Idrarda irin, kan, epitel hiicreleri, mukus ve
dokiintii varlig1 mikroskop altinda incelenmistir. Idrar 6rnekleri steril bir standart halka
(0,001 mL) kullanilarak kiiltiirlenmistir. Tiim idrar 6rnekleri kanli agar, MacConkey agar
ve mannitol tuzlu agar plaklarinda 24 saat boyunca kiiltiirlenmis, kiiltiir ortam1 aerobik

olarak 37°C'de inkiibe edilmistir. Geleneksel biyokimyasal testler (Gram Boyama, indol
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testi, Katalaz testi, Koagiilaz Testi) ve daha sonra taniyr dogrulamak i¢in VITEK-2
sistemi (ID-GN, ID-GP) kullanilmistir (AST-GN ve AST-GP).

3.3.3 Tam kan numunelerinin toplanmasi

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE) olan hastalarin ve saglikli kontrollerin her birinden 6n kol
damardan 3 mL kan 6rnegi alinmistir. Kan 6rnekleri K3-EDTA igeren tiiplerde muhafaza
edilmis ve DNA ekstrakte edilip saflastirilana kadar 4°C'de saklanmigtir. Amplifikasyon
refrakter mutasyon sistemi polimeraz zincir reaksiyonu (ARMS -PCR), hasta ve saglikli
kontrol kan 6rneklerinde TLR4 gen polimorfizmini (rs11536889, rs7873784) tespit etmek

icin kullanilmustir.

3.3.4 Mikroskobik muayene ve biyokimyasal test

Idrar 6rneginin goriiniimii berrak, sari, bulanik veya kanli olarak kaydedilmistir. idrar
sedimentinin mikroskobik incelemesi, idrar Ornegindeki c¢esitli hiicre tiirlerini,
dokiintiiler1 ve kristalleri tanimlayarak idrar yolu hastaliklarini teshis etmek icin de
yaygin olarak kullanilmaktadir (Linko et al. 2006). Kimyasal inceleme pH, kirmizi kan
hiicreleri, beyaz kan hiicreleri, proteinler, glukoz, iirobilinojen, bilirubin, keton cisimleri,
16kosit esteraz ve nitritleri tanimlar (Delanghe and Speeckaert 2016). Asemptomatik veya
semptomatik enfeksiyonlarla iligkili tiim idrar 6rnekleri hastanenin merkez laboratuvari

tarafindan mikrobiyolojik olarak analiz edilmistir (Fisher et al. 2018).

3.4 Mikrobiyolojik Teshis

3.4.1 Kanh agar besiyeri

Kanli agar, farkli bakterilerin liremesine olanak taniyan zenginlestirilmis bir besiyeridir,
hizli lireyen organizmalar: biiyiitiir ve bakterileri hemolitik 6zelliklerine gore ayirt etmek
i¢in kullanilmistir. Bu islem igin otoklavda sterilize edilen besiyerine 45-50°C'ye kadar

sogutulduktan sonra %5 oraninda kan eklenmistir. Daha sonra dikkatli bir sekilde (100
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mL besiyeri basina yaklasik 5 mL kan) petri kaplarina dagitilmistir (Niederstebruch et al.
2017).

3.4.2 Mannitol tuz agar besiyeri

111 g Mannitol Tuz Agari, 1 litre deiyonize suda kaynatilarak c¢oziildiikten sonra
otoklavda 121°C'de 15 dakika boyunca steril edilmistir. Ardindan 50°C'ye kadar
sogutulmus ve petri kaplarina dokiilmistiir. Staphylococcus aureus suslart mannitol
fermantasyonu nedeniyle sar1 bolgelerle ¢evrili koloniler olusturur (Khelissa et al. 2017).
Mannitol fermantasyonu Staphylococcus aureus'un spesifik bir aktivitesidir (Kateete et
al. 2010).

3.4.3 MacConkey agar besiyeri

MacConkey besiyerinin temel bilesenleri arasinda kristal viyole boya, safra tuzlari, laktoz
ve notr kirmizi (pH indikatorii) bulunmaktadir. Kristal viyole boya ve safra tuzlari gram-
pozitif bakterilerin biiylimesini durdurarak MacConkey agarda sadece gram-negatif
tiirlerin koloni olusturmasini saglar (Lagier et al. 2015). Cogu Gram-negatif bakterinin
birincil izolasyonu i¢in ve laktoz fermente edenleri laktoz fermente etmeyenlerden
ayirmak igin kullanilmistir. 51,5 g. Besiyeri, 1 L. Damitilmis su i¢inde ¢6ziilerek besiyeri
hazirlanmistir. Daha sonra besiyeri tamamen ¢oziinene kadar isitilmistir. Otoklavda
121°C'de 15 dakika sterile edilmistir. Daha sonra 50°C'ye kadar sogutulup petri kaplarina

dokiilmiistiir.

3.4.4 Beyin kalp infiizyon broth ortam

Beyin Kalp Infiizyon Broth Ortami hazirlamak igin 34,5 gram toz, 1 litre distile veya
deiyonize suda siispanse edilerek iyice karigtirllmistir. Daha sonra 121°C'de (15 psi) 15
dakika otoklavlanmistir. Daha sonra 50°C'ye kadar sogutulup steril tiiplere dagitilmistir.

5 mL besiyeri i¢eren bir tiipe sterilize edildikten sonra yaklasik 5 mL gliserol eklenmistir.
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3.5 Gram Boyama

Kuru yayma islemi i¢in, kristal viyole ¢ozeltisi bunsen briilor alevine 1 dakika boyunca
2 ile 3 kez yayilarak 1s1yla sabitlenmesi saglanir. Lam boyasi, yikama sisesi suyu veya
yavas akan musluk suyu ile durulanmustir. Daha sonra iyot ile 1 dakika boyunca
boyanmis ve ardindan tekrar durulanmistir. Lam yaklasik 10-20 saniye %95 etanol
(Alkol) ile yikanmis ve yaklagik 1 dakika safranin ile boyanmis su ile durulanmigtir. Daha
sonra yavas akan musluk suyu veya yikama sisesi suyu ile durulanmistir. Boyamadan
sonra bakteriler gram pozitif koklar olarak goriinmiistiir. Kiiclik ve liziim benzeri kiimeler
Staphylococcus spp.’yi  yuvarlak uglu gram negatif basiller (¢ubuk seklinde)

Enterobacteriaceae'yi gostermistir.
3.6 Biyokimyasal Testler
3.6.1 1Indol iiretim testi

Pepton broth test edilecek izolatlara uygulanmis ve 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan birka¢ damla Kovac reaktifi eklenir ve hafifge karistirilmistir. Kirmizi veya

pembe bir halka olusumu pozitif sonug olarak kabul edilmistir (Sekil 3.1).

L o=

Sekil 3.1 Indol {iretim testi
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3.6.2 Metil kirmzisi testi

Metil kirmizisi-Voges Proskauer broth taze bakteri kiiltiirii ile inokiile edilerek 37°C’de
24saat inkiibe edilmistir. Birkag damla metil kirmizisi ¢ozeltisi eklenip karistirildiktan

sonra elde edilen parlak kirmizi renk sonucun pozitif oldugunu gostermistir (Sekil 3.2)
(Tille 2015).

Sekil 3.2 Metil kirmizist testi

3.6.3 Voges-proskauer testi

Metil kirmizisi-Voges Proskauer broth taze bakteri kiiltiirii ile inokiile edildikten sonra
37°C’de 24saat inkiibe edilmistir. Her tlipe 10 damla %40 KOH ¢d6zeltisi ve 10 damla %5
a-naftol ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra 2 veya 5 dakika i¢inde pembe bir renk olugsmasi
sonucun pozitif oldugunun gostergesi olarak kabul edilmistir. Voges-proskauer ve metil

kirmizist testi pozitif ve negatif sonuglari (Tille 2015), Sekil 3.3'te gosterilmistir.

negatif pozitif

Sekil 3.3 Voges-proskauer testi ve Metil kirmizisi testi
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3.6.4 Katalaz testi

Iyi izole edilmis az miktarda bakteri kolonisi, bir halka veya sterilize edilmis tahta cubuk
kullanilarak temiz, kuru bir cam lamin yilizeyine aktarilmistir. Cam lamin i¢ine bir damla
%3 hidrojen peroksit soliisyonu eklenmistir. Aninda kabarciklanma olup olmadigina
bakilmistir (Mourabit et al. 2021). Kabarcik tiretimi katalaz pozitif sonuglarinin pozitif
oldugunu gostermistir (Sarwar et al. 2014) (Sekil 3.4).

negatif pozitif

Sekil 3.4 Katalaz testi

3.6.5 Ureaz testi

Ure, amino asitlerin dekarboksilasyonunun iiriiniidiir. Urenin hidrolizi sonunda amonyak
ve COg iretilmistir. Amonyak olugumu ortanu alkalilestirir ve pHdegisir. Testin pozitif
sonug verdigi, fenol kirmizisinin (pH 6,8'de) a¢ik turuncudan (pH 8,1'de) pembeye renk
degisimi ile tespit edilmistir. Hizl iireaz pozitif organizmalar 24 saat i¢inde tiim ortami
pembeye cevirmistir. Zayif pozitif organizmalar birka¢ gilin siirebilir ve negatif
organizmalar asit liretiminin bir sonucu olarak renk degisikligi liretmez veya sar1 renk

tiretir (Cobos-Trigueros et al. 2017) (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Ureaz testi
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3.6.6 Koagiilaz testi (Topaklanma faktorii)

Bir damla normal salin soliisyonu lam {izerine yerlestirilir ve bakteri siispansiyonu
eklenmistir. Ardindan bir damla seyreltilmemis insan plazmasi Yerlestirilerek iyice
karismalar1 saglanmistir. Ortaya ¢ikan kaba kiimelenme gelisimi sonucun pozitif

oldugunun gostergesidir (Malachowa et al. 2016).

3.7 Tammlama ve Antimikrobiyal Duyarhlik Testi icin Vitek2 Sistemi

VITEK 2 sisteminin teknolojisi hizli tanimlamaya olanak saglamaktadir (Crowley et al.
2012). Bakteriyel tanimlama ve AST, otomatik bir VITEK 2 sistemi (BioMerieux,
Fransa) kullanilarak gerceklestirilmigtir. Bu sistemde, negatif tanimlama GN ve Gram
pozitif tanimlama GP olmak iizere ¢esitli kart tiirleri mevcuttur (Maina and Kagotho
2014) VITEK 2 Kompakt (30 kart kapasiteli) sistemi, organizma tanimlamasi i¢in 64
kuyucuklu bir kart ve duyarlilik testi i¢in tlirbidimetrik bir yaklagim kullanilmistir.

3.7.1 Test kart1 kurulum prosediirii (ID karti1 ve AST karti)

64 biyokimyasal test iceren VITEK 2 kompakt cihaz sisteminde (Biomeriuex, Fransa),
Gram-pozitif bakteriler i¢cin (GP-ID kartlar1) ve Gram-negatif bakteriler icin (GN-ID

kartlar1) kullanilarak tanimlanmis ve dogrulanmistir. Buna gore;

e 3,0 mL steril salin (%0,45-%0,5 NaCl, pH 4,5-7,0) seffaf plastik bir test tiipiine
aktarilmstir.

e Yeterli miktarda saf bakteri kolonisi steril ¢ubukla hazirlanan tuzlu su tiipiine
aktarilmigtir. McFarland standardina (0,50 ile 0,63) uygun yogunlukta homojen bir
organizma siispansiyonu elde edilerek bulanikligi 6l¢mek i¢in VITEK 2 DensiCHEK
Plus kullanilmistir.

e AST-GN Kkartlart i¢in hazirlanan siispansiyonun 145ul'si, AST-GP kartlari igin
hazirlanan siispansiyonun 280ul'si; 3,0 mL serum fizyolojik igeren ikinci bir tiipe

aktarilmigtir. DensiCHEK ile optik yogunlugun kontrol edilir. Daha sonra bu tiip
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duyarlilik kartinin bulundugu kasete yerlestirilmistir. ilk bakteri siispansiyonunun
bulundugu tiip, tanimlama kartinin agilanmasi i¢in de kullanilabilir.

o D karti ve tiip ile AST kart1 ve tiip kasete yerlestirilmistir.

e Tip aktarilmis ve kart 35,5+1,0°C'deki karusel inkiibatore yiiklenmeden Once
sabitlenmistir. Her kart her 15 dakikada bir karusel inkiibatorden ¢ikarilmistir. Her

kart reaksiyon okumalar1 igin optik sisteme taginmis ve ardindan bir sonraki okuma

zamanina kadar inkiibatore geri gonderilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Tanimlama ve antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in Vitek 2 sistemi

3.7.2 Antimikrobiyal duyarhlik testi

GN ve GP bakteri izolatlarinin antibiyotik duyarlilifi VITEK 2 kompakt cihaz sistemi

(Biomeriuex, Fransa) kullanilarak test edilmistir (Weinstein and Lewis 2020).

3.8 Bakterilerin Saklanmasi

Kisa Siireli Saklama: Bakteriler Kan Agar, Mannitol Salt Agar ve MacConkey Agar'a
inokiile edilmis ve aerobik kosullar altinda 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Plakalar

daha sonra parafilmle kaplanmis ve 3-4 giin boyunca 4°C'de saklanmistir.

Uzun Siireli Saklama: Bakteri izolatlar1, tek bir bakteri kiiltiirii kolonisinin 5 mL beyin

kalp inflizyon suyu ig¢eren steril bir tiipe gece boyunca inokiile edilmesiyle birkag ay canli
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tutulabilir. 37°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, inokuluma nihai %25

konsantrasyonda gliserol eklenmis ve tiipler -20°C'de 2-8 ay boyunca saklanmustir.

3.9 Molekiiler Yontemler

3.9.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR teknigi, baz1 IYE bakterilerinin 16S ribozomal RNA geni ve bazi antibiyotik direng

genleri i¢cin uygulanmistir. Bu teknikte kullanilan tim PCR primerleri bu ¢aligmada

tasarlanmis ve asagidaki adimlarla gergeklestirilmistir.

3.9.1.1 Bakteriyel DNA ekstraksiyonu

Bakteriyel genomik DNA, Presto™ Mini gDNA Bacteria Kiti kullanilarak bakteriyel

izolatlardan ¢ikarilmig ve asagidaki adimlara gore yapilmstir:

Ornek hazirlama: Bir mL inkiibe edilmis kiiltiirlenmis bakteri hiicresi (1x109'a kadar)
1,5 mL mikrosantrifiij tlipline aktarilmis ve 10,000 rpm'de 1 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant atilmistir.

Hiicre parcalama: (i) Tiipe 180 uL GT tamponu eklenmis ve hiicre pelleti vorteks ile
stispanse edilmistir. Ardindan Gram pozitif bakteriler igin 100 pL lizozim eklenmis
ve karigimlar 60°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siireleri boyunca
karigim tiipleri her 3 dakikada bir ters gevrilmistir. (ii) Her tiipe 200 uLL GB tamponu
eklenmis ve 10 saniye boyunca vorteks ile karistirilmistir. Daha sonra tiipler 60°C'de
10 dakika inkiibe edilmis ve inkiibasyon siireleri boyunca tiipler her 3 dakikada bir
ters ¢evrilmistir.

DNA Baglama: (i) 200 pL mutlak etanol eklenmis ve hemen vorteksle karistirtlmistir.
(it) Bir GD kolonu 2 mL'lik bir toplama tiipiine yerlestirilmis ve tiim karigimlar
(herhangi bir ¢okelti dahil) GD kolonuna aktarilmis ve ardindan 10,000 rpm'de 1
dakika santrifiij edilmistir. Akis suyunu iceren 2 mL'lik toplama tiipleri atilmis ve GD

kolonu yeni bir 2 mL'lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.
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Yikama adimlari: (i) GD kolonuna 400 uL. W1 tamponu eklenmis, ardindan 10,000
rpm'de 1 dakika santrifiijlenmistir. Akis suyu atilmig ve GD kolonu 2 mL toplama
tiipline geri yerlestirilmistir. (ii) GD Kolonuna 600 uL Yikama Tamponu eklenmistir.
Ardindan 10,000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir. Akis suyu atildi ve GD kolon
tekrar 2 mL'lik toplama tiipline yerlestirilmistir. Ardindan, kolon matrisini kurutmak
i¢in tlipler tekrar 12,000 rpm'de 2 dakika santrifiij edilmistir.

Eliisyon adimlari: (i) Kurutulmus GD kolon temiz bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmis ve kolon matrisinin ortasina 100 pL 6nceden 1sitilmis eliisyon tamponu
eklenmistir. Eliisyon tamponunun matris tarafindan emildiginden emin olmak i¢in
tiipler en az 3 dakika bekletilmistir. Ardindan saflastirilmis DNA'y1 elde etmek igin
10,000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir.

3.9.1.2 Ekstrakte edilen toplam DNA'nin tahmini

Ekstrakte edilen toplam DNA, DNA konsantrasyonunu (ng/pL) dlgen Nanodrop (Thermo
Scientific NanoDrop Lite UV Visible Spectrophotometer. USA) (Sekil 3.7) kullanilarak
kontrol edilmis ve DNA saflig1 absorbans (260/280 nm) degerinde asagidaki adimlarla

kontrol edilmistir:

Nanodrop yazilimini agtiktan sonra uygun uygulamayi (Nikleik asit, DNA)
secilmistir.

Kuru bir mendil alinmis ve 6l¢tim kaideleri birkac kez temizlenmistir. Ardindan 2 plL
serbest niikleaz suyu dikkatlice pipetlenmis ve sistemi bosaltmak icin alt Slgiim
kaidelerinin yiizeyine yerlestirilmistir.

Nanodrop 6rnekleme kolu indirilmis ve 1 pL DNA 6rnegi ol¢tilmiistiir.
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dsDNA (Factor: 50)

#14
A260 (10 nun): 0.336
AZ2G0/A280: 1.81

16.8 ng/pl

Slad s OF w

Sekil 3.7 Termo bilimsel nanodrop

3.9.2 PCR master karisiminin hazirlanmasi

Tiim genler i¢in PCR ana karisim reaksiyonlart GoTaq ®Green PCR ana kiti kullanilarak
hazirlanmis ve bu ana karigim Cizelge 3.10°da gosterildigi gibi sirket talimatlarina gore
yapilmistir. Ardindan, tiim PCR tiipleri Exispin vorteks santriflijiine 3000 rpm'de 3 dakika
boyunca aktarilmis ve ardindan TI00 PCR Thermocycler'a (BioRad-USA)

yerlestirilmistir.

Cizelge 3.10 Standart PCR ana karigim protokolii

PCR Master Karisim Hacim
DNA sablonu 5-50ng 5uL
fleri primer (10 pmol) 2 ulL
Ters primer (10 pmol) 2 ulL
GoTaq ®Green PCR master 12,5 ul
PCR su 3,5uL
Toplam hacim 25 uL

3.9.3 Multiplex PCR ana karisiminin hazirlanmasi

PCR master mix reaksiyonlar1 Gram negatif ve pozitif antibiyotik diren¢ genlerinin tespiti
icin GoTaq ®Green PCR master kit kullanilarak hazirlanmistir ve bu master mix Cizelge

3.11°de belirtildigi sekilde iiretici firma talimatlarina gore yapilmistir.
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Cizelge 3.11 Standart multipleks Gram negatif antibiyotik diren¢ genleri PCR ana
karisim protokolii

PCR Ana Karisim Hacim

DNA sablonu 5-50 ng 5uL

BlaCTX-M 2 ulL

) ) blaSHV 2 ulL
Ileri primer (10 pmol)

blaTEM 2 ulL

blaAMPC 2 ulL

BlaCTX-M 2 ulL

. blaSHV 2 ulL
Ters primer (10 pmol)

blaTEM 2 uL

blaAMPC 2 uL

GoTaq ®Green PCR master 25 uL

PCR su 4 uL

Toplam hacim 50 pL

Ardindan, tiim PCR tiipleri Exispin vorteks santrifiijiine 3,000 rpm'de 3 dakika boyunca
aktarilmig ve ardindan T100 PCR Thermocycler'a (BioRad-USA) yerlestirilmistir
(Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12 Standart multipleks Gram pozitif antibiyotik diren¢ genleri PCR ana karigim

protokolil
PCR Ana Karisim Hacim
DNA sablonu 5-50ng SulL
mecA 2 uL
fleri primer (10 pmol) ermA 2 pL
ermC Zul
2 ulL
mecA 2 uL
Ters primer (10 pmol) ermA 2 pL
ermC 2ul
2 uL
GoTaq ®Green PCR master 25 uL
PCR su 4 uL
Topla hacim 50 uL

Ardindan, tiim PCR tiipleri Exispin vorteks santrifiijiine 3,000 rpm'de 3 dakika boyunca
aktarilmis ve ardindan T100 PCR Thermocycler'a (BioRad-USA) yerlestirilmistir.

53



3.9.4 PCR thermocycler kosullar

Her bir gen i¢cin PCR thermocycler kosullar1 protokolii Optimase Protocol Writer™
online uygulamasi kullanilarak hesaplanmis ve Cizelge 3.13'e gére konvansiyonel PCR

thermocycler kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 3.13 PCR thermocycler kosullar

PCR adimlar Sicakhik Zaman Dongii
[k Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 30s

Tavlama 58°C 30s 35 dongii
Uzatma 72°C 1dk

Son uzatma 72°C 5 dk 1
Tutma 4°C Durma -

3.9.5 PCR iriin analizi

PCR iiriinleri agaroz jel elektroforez yontemi ile analiz edilmistir: 1,5 Agaroz jel 0,5X
TBE kullanilarak hazirlanmis ardindan 5 dakika boyunca mikrodalgada c¢oziilerek
50°C'de sogumaya birakilmistir. Daha sonra agaroz jel ¢ozeltisine 3 pL etidyum bromiir
boyasi eklenmistir. Agaroz jel soliisyonu, tarak uygun pozisyonda sabitlendikten sonra
tepsiye dokiilmiis ve oda sicakliginda 15 dakika katilasmaya birakilmistir. Ardindan tarak
tepsiden yavasca ¢ikarilmistir. Jel tepsisi elektroforez odasina sabitlenmis ve 0,5X TBE
tamponu ile doldurulmustur. Her bir kuyucuga 10 pL PCR iiriinli yiiklenmis ve ilk
kuyucuga 5 pLL (DNA marker Ladder) eklenmistir. Ardindan 1 saat boyunca 100 volt ve
80 AM'de elektrik akimi uygulanmistir. PCR {irtinleri UV Transilliiminatdr kullanilarak
gorsellestirilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 PCR ¢aligmalar1

3.9.6 Tetra-ARMS-PCR yontemi

Idrar yolu enfeksiyonu olan toplmada 350 hastada, TLR4 rs11536889 ve rs7873784 gen
polimorfizminin tespiti ve genotiplendirilmesi i¢in T-ARMS-PCR ydntemi
uygulanmistir. Bu yontem, Rafiei et al. (2012) tarafindan belirtilen sekilde
gergeklestirilmistir:

3.9.6.1 Genomik DNA ekstraksiyonu

Kan 6rneklerinden genomik DNA, gSYAN DNA ekstraksiyon kiti (Dondurulmus Kan)

kullanilarak asagidaki adimlar izlenerek yapilmistir:

e 200 pL dondurulmus kan steril 1,5 mL mikrosantrifiij tiipline aktarilmis ardindan 30
uL proteinaz K eklenmis ve vorteks ile karistirilmistir. Son olarak 5 dakika boyunca
60°C'de inkiibe edilmistir.

e Bundan sonra, her tiipe 200 pL lizis tamponu GSB eklenmis ve vorteks ile kuvvetlice
karistirilmistir. Ardindan tiim tiipler 10 dakika boyunca 70°C'de inkiibe edilmis ve

inkiibasyon stireleri boyunca her 3 dakikada bir ters gevrilmistir.
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e Lizata 200 uL mutlak etanol eklenmis ve hemen kuvvetlice c¢alkalanarak
karistirilmistir.

e DNA filtre kolonu 2 mL'lik bir toplama tiipiine yerlestirildi ve karisimin tamami
(herhangi bir ¢okelti dahil) kolona aktarilmistir. Daha sonra 10,000 rpm'de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Akigkanin bulundugu 2 ml'lik toplama tiipii atilmis ve kolon yeni
bir 2 mL'lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

e DNA filtre kolonuna 400 pL W1 tamponu eklenmis, ardindan 10,000 rpm'de 30
saniye santrifiij edilmistir. Akis atilmis ve kolon tekrar 2 mL'lik toplama tiipiine
yerlestirilmistir.

e Her bir kolona 600 pL Yikama Tamponu (etanol) eklenmistir. Daha sonra 10,000
rpm'de 30 saniye santrifiij edilmistir. Akis atilmis ve kolon tekrar 2 mL'lik toplama
tiipline yerlestirilmistir.

e Kolon matrisini kurutmak i¢in tiim tiipler 10,000 rpm'de 3 dakika boyunca tekrar
santrifiijlenmistir.

e Kurutulmus DNA filtre kolonu temiz bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipline aktarilmis ve
kolon matrisinin ortasina 50 uL dnceden 1sitilmis eliisyon tamponu eklenmistir.

e Ellisyon tamponunun matris tarafindan emildiginden emin olmak i¢in tiipler en az 5
dakika bekletilmistir. Daha sonra saflastiriimis DNA'y1 eliie etmek i¢in 10,000 rpm'de

30 saniye santrifiij edilmistir.

3.9.6.2 Genomik DNA tahmini

Cikarilan kan genomik DNA'si, DNA konsantrasyonunu (ng/uL) olgen Nanodrop
spektrofotometre (THERMO. ABD) kullanilarak kontrol edilmis ve asagidaki adimlar
izlenerek (260/280 nm) absorbans okunarak DNA safligi kontrol edilmistir:

e Nanodrop yazilimini agtiktan sonra uygun uygulama (Niikleik asit, DNA) secilmistir.
e Kuru bir mendil ile 6l¢glim kaideleri birka¢g kez temizlenmis. Ardindan, sistemi
bosaltmak i¢in alt 6l¢iim kaidelerinin yiizeyine dikkatlice 2 pL serbest niikkleaz suyu

pipetlenmistir.
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e Omekleme kolu indirilmis ve Nanodrop'u baslatmak icin Tamam'a tiklanmistir.

Ardindan kaideler temizlenmis ve 6l¢iime 1 pL kan genomik DNA eklenmistir.

3.9.7 T-ARMS-PCR ana karisimin hazirlanmasi

T-ARMS-PCR ana karisimi GoTaq® G2 Green Master Mix kiti kullanilarak
hazirlanmistir ve bu ana karisim Cizelge 3.14 ve Cizelge 3.15°de gosterildigi gibi sirket

talimatlarina gore her 6rnek i¢in iki reaksiyon gerceklestirmistir:

Cizelge 3.14 TLR4 rs11536889 T-ARMS-PCR reaksiyon karigimi

T-ARMS-PCR Ana karisim Hacim
DNA sablonu 5ul
Ileri i¢ primer (G allel) (10 pmol) 1ulL
Ters i¢ primer (C allel) (10 pmol) g ns
Ileri dis primer (10 pmol) 1ulL
Ters dig primer (10 pmol) i ns
G2 Yesil Ana Karisim 125 uL
Niikleaz icermeyen su 3,5 uL
Toplam hacim 25 puL

Cizelge 3.15 TLR4 rs7873784 ARMS-PCR reaksiyon karigimi

T-ARMS-PCR Master mix Hacim
DNA sablonu 5pul
Ileri i¢ primer (G allel) (10 pmol) 1uL
Ters i¢ primer (C allel) (10 pmol) 1uL
Ileri dis primer (10 pmol) 1uL
Ters dig primer (10 pmol) 1puL
G2 Yesil Ana Karigim 12,5 uL
Niikleaz igermeyen su 3,5uL
Toplam hacim 25 uL

Daha sonra, yukaridaki tabloda belirtilen bu PCR ana karigim bilesenleri Exispin vorteks
santrifiijiine 3,000 rpm'de 3 dakika siireyle aktarilmistir. Daha sonra PCR Thermocycler
(BioRad. ABD) cihazina yerlestirilmistir.
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3.9.8 PCR kosullar:

PCR kosullart her gen i¢in bagimsiz olarak Cizelge 3.16 ve Cizelge 3.17’deki gibi
yapilmustir (Dieffenbach et al 2003):

Cizelge 3.16 TLR4 rs11536889 icin PCR thermocycler kosullart

PCR adimlari Sicakhik Zaman Dongii
Ik Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 30s 35 dongii
Tavlama 60°C 30s

Uzatma 72°C 30s

Son uzatma 72°C 5 dk 1
Tutma 4°C Siiresiz -

Cizelge 3.17 TLR4 rs7873784 i¢in PCR thermocycler kosullari

PCR adimlari Sicakhik Zaman Dongii
[k Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 30s 35 dongii
Tavlama 55°C 30s

Uzatma 72°C 1dk

Son uzatma 72°C 5dk 1
Tutma 4°C Siiresiz

3.9.9 T-ARMS-PCR iiriin analizi

T-ARMS-PCR iirtinleri asagidaki adimlar izlenerek agaroz jel elektroforezi ile analiz

edilmistir (Medrano et al 2014):

%2 Agaroz jel 1X TBE kullanilarak hazirlanmis ve 100°C'de 15 dakika su
banyosunda ¢oziildiikten sonra 50°C'de sogumaya birakilmaistir.

e Daha sonra agaroz jel ¢cozeltisine 3uL etidyum bromiir boyasi eklenmistir.

e Agaroz jel soliisyonu, tarak uygun pozisyonda sabitlendikten sonra tepsiye dokiilmiis,
ardindan oda sicaklifinda 15 dakika katilasmaya birakilmis ve daha sonra tarak
tepsiden yavasca cikarilmistir.

e Jel tepsisi elektroforez odasina sabitlenmis ve 1X TBE tamponu ile doldurulmustur.
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e Her bir tarak kuyucuguna 10 pL PCR iiriinii ve ilk kuyucuga 3 pL (100 bp Merdiven)
eklenmistir.
e Elektrik akimi 1 saat boyunca 100 volt ve 80 mA'de gergeklestirilmistir.

e T-ARMS-PCR iirtinleri UV transilliiminator kullanilarak gorsellestirilmistir.

3.10 Direng¢ Genlerinin Dizi ve Filogenetik Analizi

Bu calismada, mecA, ermA ve ermC direng genlerinin dizi analizi i¢in idrar yolu
enfeksiyonundan izole edilen Staphylococcus aureus izolatinin DNA diriinleri
kullanilmigtir. Ayrica, BlaCTX-M, BlaSHV, BIaTEM ve BlaAMPC direng genlerinin
dizi analizi i¢in idrar yolu enfeksiyonundan izole edilen Escherichia coli, Proteus
mirabilis ve Klebsiella pneumoniae izolatlarinin DNA iiriinleri kullanilmistir. DNA
dizilemesi i¢cin DNA Kore'ye gonderilmigtir. DNA dizisini belirlemek i¢in Sanger
teknolojisini kullanilmigtir. Sonuglar genetik mutasyonlarin sayisini ve tiiriinii belirlemek
icin Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nde (NCBI) bulunan Temel Yerel Hizalama
Arama Araci'na (BLAST) kars1 okunmustur.

3.11 istatistiksel Analiz

Veriler, Sosyal Bilimler igin Istatistik Paketi SPSS versiyon 26 ve Microsoft Office Excel
2010 kullanilarak toplanmis, 6zetlenmis, analiz edilmis ve sunulmustur. Sayisal veriler,
Kolmogorov-Smirnov normallik testi yapildiktan ve normal ve normal dagilmayan
degiskenler hakkinda karar verildikten sonra ortalama, standart sapma olarak
sunulmustur. Bagimsiz 6rneklem t-testi, degiskenin normal dagilmasi kosuluyla herhangi
iki grup arasindaki ortalama farkini incelemek icin kullanilmistir. Tek yonlii Anova testi,
degiskenin normal dagilmasi kosuluyla ikiden fazla grup arasindaki ortalama farkinm
incelemek icin kullamlmistir. Herhangi iki kategorik degisken arasindaki iliskiyi
incelemek i¢in ki-kare testi kullanilmistir. Riski 6lgmek i¢in odds oran1 ve %95 giiven
araligr hesaplanmistir. Anlamlilik diizeyi 0,05'ten kiigiik P-degeri ve 0,01 veya daha
kiiglik yliksek anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir (Daniel 1978).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bakteri Izolasyonu

Calismaya yaslar1 (10 ile 75) arasinda degisen toplamda 350 kisi katilmistir. Bunlardan
alinan idrar 6rneklerinde, 150'sinde (%42,9) bakteri iiremesi pozitif, 200'tinde (%57,1)

ise bakteri tiremesi negatif bulunmustur (Sekil 4.1).

60,0%

50,0%

40,0%

30,0%

20,0%

10,0%

0,0%
Bakteri liremesi pozitif Bakteri Giremesi negatif

[I_nlyUzde 42,9% 57,1%

Sekil 4.1 Bakteri lireme sonuglari

Biset et al. (2020) tarafindan kuzeybati Etiyopya'da 384 hastanin katildigi ¢aligmada,
alinan 384 idrar 6rneginin 61'inde (%15,9) bakteri iiremesinin pozitif, 323'tinde (%84,1)
ise negatif tespit edilmistir. Ayrica, 320 idrar 6rneginin incelendigi Muqdad (2022)
tarafindan yapilan bagka bir caligmada, 50 6rnekte (%15,6) bakteri tiremesinin pozitif,
270 (%84,4) ornekte ise negatif olarak belirlenmistir. EK olarak Wasmy Shahab et al.
(2017) tarafindan Kerkiik'te yapilan ¢alismada, bakteriyolojik kiiltiir i¢in negatif tireme
gosteren numune yiizdesi %77,5, pozitif tireme numune yiizdesi ise %22,5 olarak
kaydedilmistir. Tiim bu c¢aligmalarda elde edilen sonuglar bizim sonuglarimizda

uyumluluk gostermektedir.
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Ayrica, Pakistan'in Lahor kentinde Asmat et al. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada,
toplam 80 idrar yolu 6rneginden, 65 ornekte pozitif ve 15 6rnekte negatif bakteriyel
tireme sonucu bulunmustur. Nijerya'nin Akure kentinde Simon-Oke et al. (2019)
tarafindan yapilan ¢alismada incelenen 300 idrar 6rneginde, 183 6rnekte pozitif, 117
ornekte ise negatif bakteriyel tireme tespit edilmistir. Diger taraftan, El-Kashif (2019)
tarafindan Al-Saudi'de 303 idrar 6rneginin incelendigi ¢alismada, 162 6rnekte pozitif, 140
ornekte ise negatif tireme bulunmustur. Bunlara ek olarak, Al-Hashmay et al. (2021)
tarafindan Irak'in Thi-Qar ilinde yapilan ve 150 idrar 6rneginin incelendigi ¢alismanin
sonuglari, 87 ornekte pozitif (%58) ve 63 ornekte negatif bakteriyel tireme gostermistir.
Calismalarda elde edilen bu sonuglar bizim c¢alisgmamizda elde ettigimiz sonuglarla

uyusmamaktadir.

Bazi orneklerde kiiltiir ortaminda {ireme goriilmemistir. Bu durum, steril piyiiri veya
triner sistemde tas bulunmasindan kaynaklanabilir. Ayrica g¢alismamiz ile diger
calismalar arasindaki uyum ve uyumsuzluklar, farkli cografi bolgeler, IYE'nin
taninmasindaki farklhiliklar, tarama yontemleri ve kanstirict risk faktorleri,
sosyoekonomik standartlar, egitim programlari, saglik bakimi ve hijyen uygulamalari gibi

farkli gevresel kosullar ve uygulamalardan kaynaklaniyor olabilir.

4.2 Tdrardan Bakteri Izolasyonunun Tanimlanmasi

Calismamizda, PCR’a dayali bakteriyel tan1 sonuglari, IYE'ye neden olan bakteriyel
patojenlerin sikhigi sirasiyla; 44 oOrnek (%44) Escherichia coli, 33 o6rnek (%33)
Staphylococcus aureus, 13 6rnek (%13) Proteus mirabilis ve 10 6rnek (%10) Klebsiella
pneumoniae’dir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.2 Idrar yolu enfeksiyonu PCR tanisma gore CIiD bakteri yiizdeleri
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Sekil 4.3 Escherichia coli izolatlarinin tespiti i¢in 16S ribozomal RNA geninin PCR
iirlin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

Serit (1-21) 453bp iiriin boyutunda pozitif Escherichia coli izolatlar1 16S ribozomal RNA

genini gostermektedir.
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Sekil 4.4 Staphylococcus aureus izolatlarinin tespiti i¢in 16S ribozomal RNA geninin
PCR firiin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

Serit (1-16) 611bp {iriin boyutunda pozitif Staphylococcus aureus izolatlar1 16S

ribozomal RNA genini gostermektedir.

2 3.4, 6.7 89 3041112 43
2000bp

1000bp

500bp 368bp
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100bp

Sekil 4.5 Proteus mirabilis izolatlarinin tespiti i¢in 16S ribozomal RNA geninin PCR
iirlin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

Serit (1-13) 368bp iiriin boyutunda pozitif Proteus mirabilis izolatlar1 16S ribozomal
RNA genini gostermektedir.

63



2000bp

1000bp

' S 562bp
500bp \-—v-—u—-~_~-—-—

100bp

Sekil 4.6 Klebsiella pneumoniae izolatlarinin tespiti i¢in 16S ribozomal RNA geninin
PCR iiriin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

Serit (1-10) 562bp firiin boyutunda pozitif Klebsiella pneumoniae izolatlar1 16S

ribozomal RNA genini gostermektedir.

Calismamizda en yiiksek 44 ornek ile (%44) Escherichia coli birinci sirada yer alirken
bunu 33 6rnek ile (%33) Staphylococcus aureus takip etmistir. Elde edilen bu sonug
Simon-Oke et al. (2019), Jain et al. (2015), Muqdad (2022) ve Kadhim et al. (2022)
tarafindan yapilan ¢aligmalarin sonuglariyla uyumlu iken Al-Wazni and Hadi (2015).

Tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglariyla uyumlu degildir.

E. coli, bagirsakta normal bir florada bulunur. Enfeksiyon genellikle ellerin
kontaminasyonu, kadmlarin anatomik yapisi, ilretra c¢evresindeki bolgenin rektuma
yakinlig1 nedeniyle meydana gelmektedir. Tiim bu nedenler enfeksiyonun mesaneye
yiikselmesine, Sistite, bobrege ilerlediginde akut nefrite neden olabilir. Konagin mekanik
savunmalarindan kaginmasina yardimer olan faktorler arasinda yer alan gii¢lii viriilans
faktorlerine, ozellikle enzimlere ve yapisma faktorlerine sahip olmasi, patojenitesinin
siddetini artirarak IYE'lerin gelismesinden sorumlu olabilecek akut enfeksiyonlara ve

inflamatuar yanita yol agar (Abass et al. 2018).
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4.3 Gram Pozitif ve Gram Negatif CID Bakterilerin Gram Boyamasina gore

Frekans Dagilim

Gram pozitif ve gran negatif CID bakterilerin gram boyamasina gore frekans dagilimi
Sekil 4.7'de gosterilmistir. Mevcut sonuglar, bakteri izolatlarinin 33'iniin (%33) gram

pozitif bakteriler ve 67'sinin (%67) gram negatif bakteriler oldugunu gdstermistir.

80%

60%

40%

20%

0%
Gram Pozitif BaKteri Gram Negatif BaKteri
Yuzde 33% 67%

Sekil 4.7 Idrar yolu enfeksiyonunda CID bakteri izolatlarimin gram boyasina gore
yiizdeleri

Asmat et al. (2021) tarafindan Pakistan'in Lahor kentinde, Wasmy Shahab et al. (2017)
tarafindan Irak'in Kerkiik vilayetinde ve Gebretensaie et al. (2023) tarafindan yapilan
caligmalarda da bizim sonug¢larimizla uyumlu olarak gram negatif bakterilerin orani gram

pozitif bakterilerden daha yiiksek belirlenmistir.

Ayrica ¢alismamiz, Bahati et al. (2020) tarafindan Giineybati Uganda'da yapilan %39,2
gram negatif bakteri ve %60,8 gram pozitif bakteri tespit eden ¢alismanin sonuglariyla
uyusmamaktadir. Buna ek olarak Al-Wazni and Hadi (2015) tarafindan Irak'in Kerbela
vilayetinde yapilan ¢aligma sonuglariyla da uyumlu degildir. Calismamiz ile diger
calismalar arasindaki bu farkliligin nedeni cografi, IYE'nin tanimlanmasi, tarama

yontemleri, karistirict risk faktorleri, sosyal ve ekonomik normlar, egitim girisimleri ve
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saglik politikalart gibi ¢esitli ¢evresel kosullar ve uygulamalardan kaynaklaniyor olabilir
(Tadesse et al. 2018).

4.4 1YE Nedenli CID Bakteriyel Hastalarin Demografik Ozellikleri

Cizelge 4.1, bakteriyolojik tan1 sonuglarina gore ¢ok ilaca direngli bakterilerle idrar yolu
enfeksiyonu olan hastalarin yas grubu ve yas ortalamasinin frekans dagiliminin
karsilagtirmasini gostermektedir. Hastalarin yas ortalamasi 34,09+18,67'dir. Mevcut
sonugclar, hastalarin yas gruplarina gore niiks dagiliminda anlamli bir farklilik oldugunu
gostermektedir (P=0,014). Mevcut sonuglar ayrica, ¢oklu ilaca direngli bakterilere sahip
hastalarin ¢ogunun, diger yas gruplarina kiyasla 40 yas iistii gruplarda oldugunu
gostermistir. Sonuglara gore idrar yolu enfeksiyonlarinda ¢oklu ilaca direngli
bakterilerden muzdarip hastalarin cinsiyetinin frekans dagilimi, erkekler (%33) ve
kadinlar (%67) arasinda anlamli bir iligki oldugunu géstermektedir. Ayrica, kentsel alan
ile kirsal alan arasindaki ikamet siklig1 dagilimindaki fark 27 (%27) ve 73 (%73) olarak
tespit edilmistir.

Cizelge 4.1 Idrar yolu enfeksiyonuna neden olan CID bakterili hastalarin demografik

ozellikleri

Karakteristik | Bakteri ¢oklu ila¢ direnci (MDR) olan hastalar | P
Yas (yil)
Ortalama +£SD 34,09+18,67
Aralik 10-75
<20, n (%) 25 (%25,0) 0,014
20-29, n (%) 24 (%24,0) ¥

S
30-39, n (%) 15 (%15,0)
>40, n (%) 36 (%36,0)
Cinsiyet
Erkek, n (%) 33 (%33,0) 0,001
Kadin, n (%) 67 (%67,0) ¥
Erkek: Kadin 1: 2,03 S
ikamet 0,001
Kentsel, n (%) 27 (%27,0) ¥
Kirsal, n (%) 73 (%73,0) S

n: vaka sayist; SD: standart sapma; ¥: Ki-kare testi; S: anlamli P<0,05
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Sonuglarimiz, 65 yas iistli yas grubunun idrar yolu enfeksiyonuna daha duyarli oldugunu
tespit eden Gajdacs et al. (2021) ile ayn1 fikirdeyken, Etiyopya'da Addis Ababa'da yapilan
ve en ylksek vakanin 40 yas alt1 yas gruplarinda goriildiigiinii tespit eden Gebretensaie
et al. (2023) ile aymi fikirde degildir. Idrar yolu enfeksiyonu hastalarinda en yiiksek
enfeksiyon oraninin (15-29) yas gruplarinda oldugunu kaydeden Kadhim et al. (2022) ile
de ayni fikirde degildir. Genel olarak, bu ¢alismada erkeklerde IYE diger yas gruplarina
gore daha ileri yas gruplarinda daha yaygindir. Bunun nedeni prostat biiyliimesi gibi bazi
faktorler olabilir. Yaghlikta erkeklerde idrar yolu enfeksiyonuna yol acan prostat
salgilarindaki antibakteriyel aktivitenin yasa bagli olarak azalmast, lirolojik operasyonlar,

diyabet, diyabetik sistopati nedeniyle bagisiksik azalmaktadir (Agbugui et al. 2016).

Ayrica, bakteriyolojik tan1 sonuglarina gére pozitif bakteriyel idrar yolu enfeksiyonu olan
hastalarin cinsiyetinin frekans dagilimi, erkek 33 (%33) ve kadin 67 (%67) cinsiyet
arasinda 1: 2,03 oraninda anlamli bir iligki oldugunu gostermistir. Bu sonug Biggel et al.
(2019) ve Bazaid et al. (2021) tarafindan yapilan ¢alismalarin sonuglariyla uyumludur.
Kadinlar erkeklere gore IYE'ye daha duyarlidir, ciinkii iiretralar: erkeklere gore daha kisa
ve aniise daha yakindir. Bu nedenle bagirsak florasi idrar yollarmna yiikselir ve IYE'ye

neden olur (Akgiil and Karakan 2018).

Calismamizda, idrar yolu enfeksiyonunun yerlesim yerine gore dagiliminda, kirsal
kesimde idrar yolu enfeksiyonu goriilme siklig1 %73 (73) iken, kentsel kesimde idrar yolu
enfeksiyonu goriilme oran1 %27 (27) olarak belirlenmistir. Bu durum, saf suya daha az
erisim, hijyenik olmayan gida kullanimi ve kotli yasam kosullarindan kaynaklanmaktadir

(Dhodi et al. 2014).

4.5 Antibiyotik Duyarhhg:

Antibiyotik duyarlilik testi, AST-N222 kartlar1 kullanilarak otomatik VITEK-2 kompakt
sistemi ile degerlendirilmistir. 33 Staphylococcus aureus izolatina ait antibiyotik
duyarhlik testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de, 44 Escherichia coli izolatina ait antibiyotik

duyarlilik testi sonuglar1 Cizelge 4.3’te, 10 Klebsiella pneumonia izolatina ait antibiyotik
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duyarlilik testi sonuglar1 Cizelge 4.4°te ve 13 Proteus mirabilis izolatina ait antibiyotik

duyarlilik testi sonuglar1 Cizelge 4.5'te gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Staphylococcus aureus izolatlarinin se¢ilmis antibiyotiklerle duyarlilik testi

Sonu¢
Antibiyotik Cesitleri Direngli iil".nek Orta seviye firnek Hassas 6rflek P
sayis1 ve yiizde sayis1 ve yiizde sayisl ve yiizde
deger deger deger
Staphylococcus aureus
Benzil penisilin 33 (%100) 0 (%0) 0 (%0) P=0,001
Oksasilin 33 (%100) 0 (%0) 0 (%0) il
Eritromisin 33 (%100) 0 (%0) 0 (%%) HS
Trimetoprim / Siilfametoksazol 2 (%6,1) 0 (%0) 31 (%93,9)
Gentamisin 25 (%75,7) 0 (%0) 8 (%24,3)
Levofloksasin 14 (%42,4) 0 (%0) 19 (%57,6)
Fusdik asit 30 (%90,9) 0 (%0) 3(%9,1)
Moksifloksasin 4 (%12,1) 0 (%0) 29 (%87,9)
Tobramisin 21 (%63,6) 0 (%0) 12 (%36,4)
Linezolid 4 (%12,1) 0 (%0) 29 (%87,9)
Vankomisin 10 (%30,3) 0 (%0) 23 (%69,7)
Rifampin 6 (%18,2) 0 (%0) 27 (%81,8)
Tetrasiklin 33 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
Klindamisin 23 (%69,7) 0 (%0) 10 (%30,3)
Siprofloksasin 4 (%12,1) 2 (%6,1) 27 (%81,8)
Klaritromisin 33 (%100) 0 (%0) 0 (%0,0)

n: 6rnek sayisi; SD: standart sapma; t: bagimsiz 6rnekler t-test; HS: Yiiksek derecede anlamli P<0,001

Cizelge 4.3 Escherichia coli izolatlarinin se¢ilmis antibiyotiklerle duyarlilik testi

Antibiyotik Cesitleri Sonu¢

Direngli | Ortaseviye | Hassas P
Escherichia coli
Amoksisilin 44 (%100) 0 (%0) 0 (%0) P=0,001
Ampisilin 44 (%100) 0 (%0) 0 (%0) +
Sefazolin 42 (%98) 0 (%0) 2 (%2) HS
Cefoxitin 39 (%95) 0 (%0) 5 (%5)
Seftazidim 40 (%2) 2 (%2) 2(%96)
Ceftriaxone 36 (%81,9) 0 (%0) 8 (%18,1)
Imipenem 0 (%0) 2 (%2) 42 (%98)
Gentamisin 10 (%43,2) 0 (%0) 34 (%56,8)
Siprofloksasin 17 (%38,6) 0 (%0) 27 (%61,4)
Levofloksasin 23 (%52,3) 0 (%0) 21 (%47,7)
Tigesiklin 10 (%22,7) 2 (%4,5) 32 (%72,8)
Nitrofurantion 4 (%72,8) 0 (%0) 40(%27,2)
Trimetoprim 38 (%86,4) 0 (%0) 6 (%13,6)
Eritromisin 44 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
Klaritromisin 42 (%95,5) 0 (%0) 2 (%4,5)

n: 6rnek sayisi; SD: standart sapma; T: bagimsiz ornekler t-test; HS: Yiiksek derecede anlamli P<0,001
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Cizelge 4.4 Klebsiella pneumonia izolatlarinin se¢ilmis antibiyotiklerle duyarlilik testi

Antibiyotik Cesitleri Sonu¢

Direncli | Ortaseviye |  Hassas P
Klebsiella pneumonia
Amoksisilin 10 (%100) 0 (%0) 0 (%0) P=0,001
Ampisilin 10 (%100) 0 (%0) 0 (%0) i
Sefazolin 10 (%100) 0 (%0) 0 (%0) HS
Cefoxitin 10 (%100) 0 (%0) 4 (%40,0)
Seftazidim 8(%20,0) 0 (%0) 2(%80,0)
Ceftriaxone 10 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
Gentamisin 2 (%20,0) 0 (%0) 8 (%80,0)
Siprofloksasin 2 (%20,0) 2 (%20,0) 6 (%60,0)
Levofloksasin 8 (%80,0) 0 (%0) 6 (%60,0)
Tigesiklin 2 (%20,0) 0 (%0) 8 (%80,0)
Nitrofurantion 4 (%40,0) 0 (%0) 6 (%60,0)
Trimetoprim/ 5 (%50,0) 0 (%0) 5 (5%50,0)
Stilfa metoksazol 10 (%100) 0 (9%0) 0 (%0)
Eritromisin 10 (%100) 0 (%0) 0 (9%0)

n: ornek sayisi; SD: standart sapma; : bagimsiz 6rnekler t-test; HS: Yiiksek derecede anlamli P<0,001

Cizelge 4.5 Proteus mirabilis izolatlarinin segilmis antibiyotiklerle duyarlilik testi

Antibiyotik Cesitleri Sonug¢

Direncli | Ortaseviye | Hassas P
Proteus mirabilis
Amoksisilin 13 (%100) 0 (%0) 0 (%0) =
Ampisilin 13 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 0,001
Sefazolin 13 (%100) 0 (%0) 0 (%0) t
Cefoxitin 13 (%100) 0 (%0) 0 (%0) HS
Seftazidim 8 (%2,3) 0 (%0) 5 (%97,7)
Ceftriaxone 9 (%69,2) 0 (%0) 4 (%30,8)
Gentamisin 0 (%0) 0 (%0) 13 (%100,0)
Siprofloksasin 7 (%53,8) 0 (%0) 6 (%46,2)
Levofloksasin 7 (%53,8) 0 (%0) 6 (%46,2)
Tigesiklin 9 (%69,2) 0 (%0) 4 (%30,8)
Nitrofurantion 11 (%84,6) 0 (%0) 2 (%15,4)
Trimetoprim/
Siilfa metoksazol 9 (%69,2) 0 (%0) 4 (%30,8)
Eritromisin 13 (%100) 0 (%0) 0 (%0)

n: ornek sayisi; SD: standart sapma; : bagimsiz 6rnekler t-test; HS: Yiiksek derecede anlamli P<0,001

Antibiyotik direnci, direngli bakterilere atfedilen artan morbidite, mortalite ve saglik
hizmeti maliyetleri nedeniyle kiiresel bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Her yil
700,000'den fazla dliime antibiyotik direngli bakteriler neden olmaktadir. 2050 yilinda
O0lim sayisinin yilda 10 milyona ¢ikabilecegi tahmin edilmektedir (CDC 2019).

Calismamizda, Staphylococcus aureus izolatlar1 arasinda en yiiksek direncin Benzil
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penisiline (%100) kars1 oldugu, bunu oksasilin (%2100), Eritromisin (%100), Fusdik asit
(%90,9) ve Gentamisine (%75,7) kars1 direncin izledigi tespit edilmistir.

Etiyopya'nin kuzeybat1 bolgesinde Belete (2020) tarafindan yapilan ¢alismada toplam 50
izolatin 31’inin Staphylococcus aureus oldugu ve bunlarin en yiiksek direnci Benzil
penisiline kars1 gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Simon-Oke et al. (2019) ve Muqdad
(2022) tarafindan yapilan ¢aligmalarda da Staphylococcus aureus izolatlarinin antibiyotik
direncinin sirasiyla en yiiksek benzil penisilin, oksasilin ve eritromisin oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen bu sonuglar bizim c¢alismamizin sonuglariyla uyumluluk

gostermistir.

Staphylococcus aureus'taki mecA geni [-laktamlara karsi direngten sorumludur.
mecA'nin iiriinli, bakteri hiicre duvarinda peptidoglikanin ¢apraz baglanmasinda rol
oynayan peptidoglikan sentez enzimi, penisilin baglayici proteindir (PBP2a). Bu
calismada, S. aureus suslarmin %1004 beta-laktamaz tretmistir. Beta-laktamaz
tiretiminin, Staphylococcus aureus'un oksasilin ve Benzil penisilinin etkisini 6nlemek
icin kullandigr 6nemli bir direng mekanizmasi oldugu bilinmektedir. Gram-negatif
bakterilerin diren¢ profillerini belirlemek icin yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere
kars1 antimikrobiyal duyarlilik testi yapilmistir. Elde edilen sonuglar, izolatlarin E. coli
suslarinin ampisilin (%10) dahil olmak {izere birden fazla antibiyotige direncli oldugunu
gostermistir. Ayrica K. pneumonia ve Proteus mirabilis'in (%100) ampisilin ve diger
beta-laktamaz antibiyotiklerine direngli oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, Asmat et
al. (2021) ve Bahati et al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglarla
uyumludur. Mutasyonlar, kodlanan proteinlerin amino asit konfiglirasyonunu degistirir,
boylece ESBL'lere penisilin ve oksimino-sefalosporinler de dahil olmak iizere daha genis

bir B-laktam antibiyotik spektrumunu hidrolize etme yetenegi kazandirir (Jena et al. 217).

4.6 Bakteri Orneklerinde fla¢ Direnci Tiirii

Calismamizda 150 drnekte tespit edilen pozitif {ireme; ¢oklu ilaca direng gdsteren (CID)
bakteri 6rnek sayis1 100 (%66,7), Asir1 ilag Direnci (XDR) gdsteren bakteri sayis1 30
(%20) ve antibiyotige duyarli bakteri sayisi 20 (%13,3) olarak belirlenmistir.
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Staphylococcus aureus MDR 33 6rnek (%22), Staphylococcus aureus XDR 13 6rnek
(%8,7), Escherichia coli MDR 44 6rnek (%29,3), Escherichia coli XDR 9 6rnek (%6),
Klebsiella pneumonia MDR 10 6rnek (%6,7), Klebsiella pneumonia 5 6rnek XDR
(%3,3), Proteus mirabilis MDR 13 6rnek (%8,7) ve son olarak Proteus mirabilis XDR 3
ornek (%2) olarak tespit edilmistir. Cizelge 4.6 bakteri izolasyonlarindaki ilag direnci

tiirlerini gostermektedir.

Cizelge 4.6 Bakteri 6rneklerinde ilag direnci tiirleri

Bakteri 6rnekleri Hassas MDR XDR PDR p

Staphylococcus aureus 5 (%3,3) 33 (%22) 13 (%8,7) 0(%0)

Escherichia coli 9 (%6) 44 (%29,3) 9 (%6) 0(%0) 0.63
Klebsiella pneumonia 2 (%1,3) 10 (%6,7) 5 (%3,3) 0(%0) ’¥'

Proteus mirabilis 4 (%2,7) 13 (%8,7) 3 (%2) 0(%0) N'S
Toplam 20 (%13,3) | 100 (%66,7) 30 (%20) 0(%0)

n: 6rnek sayisi; SD: standart sapma; ¥: ki kare testi; NS: 6nemli P< 0,05

Antibiyotige direngli bakterilerdeki artisin nedeni, artan irrasyonel antibiyotik kullanima,
antimikrobiyallerin kontrolsiiz eczanelerde kolayca bulunabilmesi, diren¢ genlerinin
insanlar arasinda aktarilmast ve asirt regete yazilmasidir. Tim bunlar direncin
bliylimesini ve genel popiilasyonda asir1 yiiksek bakteriyel direnci artiran faktorlerdir. Bu
da IYE'ler i¢in yiiksek potensli antibiyotiklerin asir1 kullanimina neden olarak bakteriyel
direnci artirmaktadir. Uropatojenler arasinda antimikrobiyal direng, farkli direng
mekanizmalariyla endise verici bir sekilde artmaktadir. S. aureus, penisilin baglayici
protein-2a (PBP2a), penisilinaz, baglanma bolgelerinin ribozomal metilasyonu ve efluks
pompalarinin modifikasyonu yoluyla kendisine kars1 kullanilan ¢ogu antibiyotige karsi
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmistir. Tiim B-laktam ilaglara benzer sekilde, S. aureus da
tiim B-laktam antibiyotiklere direngli olan PBP2a'nin gelisimi yoluyla metisilin direnci

kazanmustir (Foster 2017).

E. coli izolat1 bu ¢alismada en yaygin antibiyotik direngli patojen olmustur. ESBL'ler,
penisilinaz ve karbapenemazlar, lipopolisakkaritlerin (LPS) modifikasyonlar1 ve efluks
pompalari dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli B-laktamazlar iiretebilir (Poirel et al. 2020). K.
Pneumoniae; birinci nesil p-laktamazlarin (penisiline dogal olarak direnclidir)

gelistirilmesi, genis spektrumlu p-laktamazlarin  yapilmasi, ESBL'lerin  veya
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penisilinazlarin iretilmesi, dis membran proteinlerinin doniisii, B-laktamazlarin asiri
ekspresyonu ile uyumlu bir sekilde hareket edebilen efluks pompalarinin ortaya ¢ikmasi
gibi karbapenemaz olmayan diren¢ mekanizmalar1 yoluyla yaygin olarak bulunan ilaclara
direngli hale gelir (Kakoullis et al. 2021). P. mirabilis'in ¢oklu ilaca direngli (MDR)
suglar1 genellikle genislemis spektrumlu B-laktamazlar (ESBL'ler) veya AmpC tipi
sefalosporinaz ve nadiren karbapenemazlar tiretir. Bunlarin bazi ortamlarda prevalanslari

nispeten yiiksektir (D'Andrea et al. 2011).

4.7 S.aureus'un mecA, ermA ve ermC Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Molekiiler

Tespiti

S. aureus izolatlar1 arasinda mecA, ermA ve ermC genlerinin molekiiler tespiti icin
spesifik PCR primeri kullanilmistir. Bu ¢alismada, her ii¢ genin de (mecA, ermA ve ermC)
tim S. aureus izolatlarinin tamaminda (33'inde (%100)) bulundugu tespit edilmistir
(Sekil 4.8) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 S. aureus'un mecA, ermA ve ermC genlerinin tespiti

Sonuclar Antibiyotik dayamklhilik genleri
mecA ermA ermC
Sikhik Sikhik Sikhik
Pozitif, n (%) 33 (%100,0) 33 (%100,0) 33 (%100,0)
Negatif, n (%) 0 0 0

M1 2 3450 67 8 91011 1213 1415 16

it Lt 11441 11

il LR L N — 306bp
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Sekil 4.8 Staphylococcus aureus izolatlarinda beta laktam antibiyotik diren¢ genlerinin
PCR f{iriin analizini gdsteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

Serit (1-16) mecA, ermA ve ermC igin sirastyla (683bp, 306 ve 558bp PCR iiriin boyutu)

pozitif Staphylococcus aureus izolatlarini gostermektedir.

Calismamizda mecA genine %100 oraninda pozitif sonug¢ elde edilmistir. Bu sonug,
Alghizzi et al. (2021) ve Al-Dmour et al. (2023) tarafindan yapilangalismalarin sonuglari
ile uyumludur. mecA geni, metisilin ve B-laktam grubundaki diger ilaglara direng
kazandirmaktan sorumlu olan PBP2a adli bir proteini kodlar. PBP2a, B-laktam
antibiyotiklere karg1 diisiik bir afiniteye sahiptir ve mecA genini tasiyan bakterilerin
bunlarin varlifinda hayatta kalmasina izin verir. PBP2a ayrica -laktam grubundaki diger
ilaclara karsi ¢apraz direng gosterebilir ve mecA genine sahip bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirabilir (Grazul et al. 2023). Eritromisin Stafilokok
direnci genellikle {ic erm geni tarafindan kodlanan metiltransferazlarin dogrudan aracilik

ettigi diger antibiyotik makrolidlere direngle iliskilidir (Zmantar et al. 2008).

Calismamizda, S. aureus izolatlari arasinda ermA ve ermC genlerinin %100 pozitif sonug
gostermistir. Bu sonug, MRSA izolatlarinin eritromisin ve azitromisine kars1 oldukca
direngli oldugunu bulan Idrees et al. (2023) ile uyumludur. Ayrica, ¢alismamiz MRSA
izolatlarinin (%97) eritromisin ve azitromisine diren¢ gdsterdigini tespit eden Quezada-
Aguiluz et al. (2022) ile de uyumludur. Ancak, Mahdi Al-Buhilal et al. (2021) ve Talebi
et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismalarin sonuglariyla uyumlu degildir. Gelismekte
olan tilkelerde antibiyotik direncine katkida bulunan gesitli faktérler bulunmustur. Bunlar
arasinda antimikrobiyal ilaclarin kontrolli, antibiyotik direncinin ortaya ¢ikisimnin
izlenmesi, klinik ortamlarda uygunsuz antibiyotik kullanimi ve tedarik edilen
antibiyotikler i¢in yetersiz kalite kontrolleri yer almaktadir. Bu topluluklar antibiyotiklere
bu kadar kolay erisebildiginden, bu tutumun siirdiiriilmesi, antibiyotikler hakkinda genel
bilgi eksikligi ve antibiyotik direnci farkindalifi nedeniyle antibiyotiklerin yanlis
kullanim1 ve dagitilan antibiyotiklerin kalitesinin dikkate alinmamasi gibi bir dizi soruna
yol agacaktir. Tiim bu faktorler antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasina katkida

bulunabilir (Chokshi et al. 2019).
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4.8 Gram Negatif Bakteri Tiirlerinin BlaCTX-M, BlaSHV, BIaTEM ve
BlaAMPC Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Molekiiler Tespiti

Gram negatif bakteri izolatlar1 arasinda BlaCTX-M, BlaSHV, BlaAMPC ve BlaTEM
genlerinin molekiiler tespiti i¢in spesifik PCR primeri kullanilmistir. Bu calismada
(BIaCTX-M) geninin E. coli izolatlarmin 36'sinda (%81,8), K. pneumonia izolatlarinin
10'unda (%100,0) ve P. mirabilis izolatlarmin 36'sinda (%81,8), tim K. pneumonia
izolatlarmin 10'unda (%100,0) ve P. mirabilis izolatlarinin sadece 4'tinde (%30,8)
gozlemlenmis ve aradaki farkin anlamli oldugu (P=0,001) bulunmustur. BlaSHV geni E.
coli izolatlarinin 13'inde (%29,5), , K. pneumonia izolatlarinin 10'unda (%100,0) ve P.
mirabilis izolatlarinin 13'tinde (%100,0) tespit edilmis olup aralarindaki fark anlamlidir
(P=0,001). BIaTEM geni gram negatif bakteri izolatlarmin tamaminda, BlaAMPC
geninin ise E. coli izolatlarinin 40'mda (%90,9), K. pneumonia izolatlarinin tamaminda
10 (%100,0) ve P. mirabilis izolatlarinin sadece 4'iinde (%30,8) gdzlenmistir ve aradaki
fark anlamli bulunmustur (P=0,001) (Cizelge 4.8) (Sekil 4.9) (Sekil 4.10) (Sekil 4.11).

Cizelge 4.8 Gram negatif bakteri tiirlerinde BlaCTX-M, BlaSHV, BIaTEM ve
BlaAMPC genlerinin tespiti

Antibiyotik diren¢ genleri Bakteri érnekleri p
E. coli K. pneumonia P. mirabilis

BlaCTX-M geni

Pozitif, n (%0) 36 (%81,8) 10 (%100,0) 4 (%30,8) 0,001

Negatif, n (%) 8 (%18,2) 0 9 (%69,2) ¥
S

BlaSHV geni

Pozitif, n (%) 13 (%29,5) 10 (%100,0) 13 (%100,0) 0,001

Negatif, n (%) 31 (%70,5) 0 0 ¥
S

BIaTEM geni

Pozitif, n (%) 44 (%100,0) 10 (%100,0) 13 (%100,0)

Negatif, n (%) 0 0 0

BlaAMPC geni

Pozitif, n (%) | 40 (%90,9) | 10(%100,0) | 4(%30,8) |0,001
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Negatif, n (%) 4 (%9,1) 0 9 (%69,2) ¥

SD: standart sapma; n: vaka sayist; ¥: ki-kare testi; S: p< 0,05'te anlaml

Sekil 4.9 Escherichia coli izolatlarinda beta laktam antibiyotik diren¢ genlerinin PCR
iirlin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

Serit (1-19) bla-CTXM, bla-SHV, bla-TEM ve bla-AMPC i¢in sirasiyla (241bp, 412bp,
522bp ve 655bp PCR iriin boyutunda) bazi pozitif Escherichia coli izolatlarini

gostermektedir.

655Sbp

sS22bp
ai1zbp

Zaibp

Sekil 4.10 Proteus mirabilis izolatlarinda beta laktam antibiyotik diren¢ genlerinin PCR
iirlin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintlisii

Serit (1-6) bla-CTXM, bla-SHV, bla-TEM ve bla-AMPC i¢in sirasiyla (241bp, 412bp,
522bp ve 655bp PCR iirin boyutunda) bazi pozitif Proteus mirabilis izolatlarini

gostermektedir.
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1000bp 655bp
522bp

500bp a12bp
241bp

100bp

Sekil 4.11 Klebsiella pneumoniae izolatlarinda beta laktam antibiyotik direng genlerinin
PCR iiriin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

Serit (1-5) bla-CTXM, bla-SHV, bla-TEM ve bla-AMPC ig¢in sirastyla (241bp, 412bp,
522bp ve 655bp PCR iirlin boyutunda) pozitif Klebsiella pneumoniae izolatlarini

gostermektedir.

Sonuglarimiz, Cin'de Shi et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismayla uyumludur. Bu
caligmada, Cin'in farkli sehirlerindeki bes hastaneden 130 Escherichia coli 6rnegi
toplanmig ve bunlardan GSBL {ireten izolatlarin 126'sinda (%96,9) bla CTX-M genleri
amplifiye edilmistir. Ayrica, 99 K. pneumoniae 6rnegi izole eden Al-Sheboul et al. (2023)
ile uyumludur. Bu sonug¢ Tanzanya'da Mwakyoma et al. (2023) tarafindan yapilan ve E.
coli izolatlarinin %98,9'unda GSBL'lerin (blaCTX-M, blaTEM veya blaSHV) dagildigin1
ve sadece %]1'inde negatif oldugunu bulan ¢alisma ile de uyumludur. Bunlara ek olarak,
izolatlarmm %]1'i incelenen ESBL alelleri i¢in negatif oldugu ve Klinik izolasyonda bla
ampC (%80) oraninda bulan Shaaban et al. (2022) ile ayni fikirdedir.

Ancak, Enogiomwan ve Ebe (2018) tarafindan Benin City, Nijerya'da yapilan ve 350
ornekte %29,7 tiropatojenik E. coli varligint gosteren ¢alisma ile uyumlu degildir. Ayrica,
Lhwak and Abbas (2018) tarafindan Dhi Qar Valiligi-Irak'ta yapilan ve hamile
kadinlardan alinan 630 Ornekte gram negatif bakteri oraninin 90 (%14,3) oldugunu
gosteren calismanin sonuclarina da katilmamaktadir. Bu c¢aligmada bildirilen GSBL

sikligi, cogunlukla Irak'ta antibiyotiklerin recetelenmesi ve satisindaki kontrol
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eksikliginden ve klinik izolatlarin GSBL {iretiminin laboratuvar taramasina &6zen

gosterilmemesinden kaynaklanmaktadir (Shaaban et al. 2022).

4.9 Gen Polimorfizmlerinin Tespiti

Yaygin olarak tekrarlayan bir sorun olan IYE'ler yalnizca etkilenen bireylerin yasam
kalitesini etkilemekle kalmaz, aym1 zamanda saglik kaynaklarin1 da zorlar. IYE'lerin
sebebi ¢oklu ilaca direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasidir. Bu durum ayni zamanda
tedavisiirecini zorlastirir. Enfeksiyon duyarliligina ve direncine katkida bulunan altta
yatan faktorleri anlamak c¢ok Onemlidir. Calismanin TLR4 gen polimorfizmine
odaklanmasi, TLR4'lin bakteriyel enfeksiyonlari tanima ve bunlara yanit vermedeki
onemli rolii g6z 6niine alindiginda bu durum 6zellikle 6nem arz etmektedir (Noreen et al.
2012).

Calismamizda, spesifik genlerdeki genetik varyasyonlarin incelenmesi velYE
duyarliliginin genetik bileseninin arastiritlmas1 amaglanmistir. TLR4 gen polimorfizminin
coklu ilaca direngli bakterilerin neden oldugu IYE'lerle nasil iliskili oldugunu anlamak
sadece akademik acidan ilgi ¢ekici degil, ayn1 zamanda 6nemli klinik ¢ikarimlara da
sahipt olmamiz konusunda da 6nemlidir. TLR4 gen polimorfizminin ¢oklu ilaca direngli
bakterilerin neden oldugu IYE'lerle nasil iliskili oldugunun anlasilmasi, genetik olarak bu
tiir enfeksiyonlara yatkin olanlar i¢in risk degerlendirmesi, erken tan1 ve kisisellestirilmis
tedavi stratejilerine yardimei olabilir. Calismanin oOrnekleminin  Irak’in  giiney
bolgelerinden secilmesi, saglik sonuglarmin bolgesel saglik altyapisi, saglik hizmetlerine
erisim ve bu bolgeye 6zgii genetik cesitliligi kapsayan cografi faktorlerden derinden
etkilenebileceginin kabul edilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu yerellestirilmis
yaklagim, bulasici hastaliklar1 arastirirken bolgesel varyasyonlari dikkate almanin
onemini vurgulamaktadir. Alele 6zgii Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ARMS-PCR) ve
tiirevleri, genotipleme i¢in kullanilan gii¢lii molekiiler biyoloji teknikleridir (Alyethodi et
al. 2021). ARMS-PCR, durumdan sorumlu spesifik mutasyonlari teshis etmek ve
kategorize etmek i¢in kullanilabilir. ARMS-PCR, adli genetikte, 6zellikle DNA profili

olusturma ve babalik testi iceren durumlarda insan kimliginin belirlenmesi i¢in uygulama
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alant bulur. Bireylerin belirli genetik belirteclerle ayirt edilmesinde 6nemli bir rol

oynaryarak sonuglarm giivenilirligini ve dogrulugunu saglar (Alyethodi et al. 2021).

Aragtirma ve epidemiyoloji alaninda, ARMS-PCR popiilasyonlar i¢indeki genetik
varyasyonlar1 kesfetmek i¢in bir ara¢ olarak hizmet eder. Bu veriler alel veya mutasyon
prevalansini ve bunlarin hastaliklarla baglantilarini anlamamiza katkida bulunur. Boylece
halk saglig: stratejilerini ve arastirma metotlarin1 yonlendirir. Ozellikle genetik bileseni
olan hastaliklarda, ARMS-PCR ile genotipleme, bu tiir durumlarin erken tespitinde etkili
olabilir (Alyethodi et al. 2021).

ARMS-PCR, hastalik risk degerlendirmesi, ila¢ yanitlarinin tahmini, farmakogenomik,
kalitsal genetik bozukluklarin teshisi, dogum Oncesi tarama, adli uygulamalar,
epidemiyoloji, erken hastalik tespiti ve hastalik ilerlemesinin izlenmesini kapsayan cesitli
nedenlerle tip ve saglik hizmetleri alaninda 6nemli bir degere sahiptir. ARMS-PCR,
cesitli hastaliklarla iligkili genetik varyasyonlart belirlemek icin etkili bir sekilde
kullanilabilir. Ornegin kanser genetigi baglaminda bir bireyin belirli tibbi kosullara
duyarliligin1 degerlendirmek igin temel bilgiler saglar (Rahaman et al. 2021). Bu da
zamaninda miidahale ve tedaviyi kolaylastirarak potansiyel olarak hasta sonuglarinin
tyilesmesini saglar. Belirli senaryolarda, bir hastaligin ilerleyisi ARMS-PCR kullanilarak
belirli genetik belirtegler izlenerek takip edilebilir. Bu izleme, tedavi etkinligini
degerlendirmek ve bu nedenlerle gerekli ayarlamalar1 yapmak i¢in degerlidir. ARMS-
PCR, ¢oklu ilaca direngli bakterilerin neden oldugu I'YE'lerde genetik polimorfizmi tespit
etmede hayati bir rol oynar. Kullanilan bu genotipleme tekniginin 6nemi, direng
mekanizmalarinin tanimlanmasi, tedavi se¢imi, asir1 antibiyotik kullaniminin azaltilmasi,
kisisellestirilmis tedaviler, tedavi basarisizliklarinin  Onlenmesi, epidemiyolojik
stirveyans, direncin erken tespiti, arastirma ve gelistirme ile iliskili gesitli yonlerle
orneklendirilebilir. ARMS-PCR, antibiyotiklere diren¢ kazandiran spesifik genetik
mutasyonlart veya varyasyonlar1 tespit etmek i¢in kullanilabilir. Bu, antibiyotik
direncinden sorumlu spesifik genlerin ve altta yatan diren¢ mekanizmalarinin
belirlenmesine yardimci oldugu igin &zellikle ¢ok ilaca direngli bakteriler sz konusu

oldugunda kritik Oneme sahiptir. Antibiyotik direnciyle baglantili genetik
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polimorfizmlerin anlasilmasi, saglik hizmeti saglayicilarinin [YE tedavisinde antibiyotik

secimi konusunda daha bilingli kararlar almasini saglar (Drake 2010).

4.10 TLRA4-rs7873784 Polimorfizminin Tespiti

TLR4-rs7873784 polimorfizminin dagilimi ARMS-PCR teknigi ile tespit edilmistir. Bu
lokusta ti¢ genotip vardir; GG, GC ve CC. Yabani tip homozigot genotip 300 bp iiriin
boyutunda sadece G aleli amplifikasyonu gostermistir. Mutant tip homozigot genotip
sadece 368 bp lirlin boyutunda C aleli amplifikasyonu gostermistir. Heterozigot genotipte

ise G ve C alelleri sirastyla 618 bp iiriin boyutunda amplifikasyon gostermistir (Sekil
4.12).

GC GC GG GG CC GG GG GC

2000bp

1000bp-

500bp -

100bp .

Sekil 4.12 TLR4 rs7873784 G/C gen polimorfizmi i¢cin T-ARMS-PCR iiriin analizini
gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

Serit (GG) vahsi tip homozigot 300bp T-ARMS-PCR iiriiniinde sadece G alelini
gostermistir. (CC) mutant tip homozigot seridi 368bp T-ARMS-PCR iiriiniinde sadece C
alelini gosterirken, (GC) heterozigot 300bp ve 368bp T-ARMS-PCR iiriiniinde hem G
hem de C aleli olarak gosterilmistir. Dis i¢ kontrol 618bp T-ARMS-PCR f{iriiniinde

gozlenmistir.
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4.10.1 Hardy Weinberg denklemi (TLR4-rs7873784)

TLR4-rs7873784 genotiplerinin, GG, GC ve CC, kontrol grubu i¢indeki dagilimina
Hardy Weinberg denklemi uygulanmis ve sonuglar Cizelge 4.9'da gosterilmistir.
Homozigot vahsi genotip GG 100 kontrol deneginin 55'inde; heterozigot GC genotipi 100
kontrol deneginin 30'unda ve homozigot mutant CC genotipi 100 kontrol deneginin
15'inde goriilmiistiir. Kontrol deneklerinin TLR4-rs7873784 genotiplerine gore gbzlenen
dagilimi1 beklenenden oldukga farklidir (P=0,017).

Cizelge 4.9 Hardy Weinberg denklemi (TLR4-rs7873784)

Genotipler Gozlemlenen Beklenen 1 P
Homozigot referans GG 55 49 8,163 0,017
Heterozigot GC 30 42 ¥
Homozigot varyant CC 15 9 S

¥: Ki-kare testi; S: P< 0,05 diizeyinde anlamli

4.10.2 Hastalarda ve saghkh kontrollerde ¢alisilan gen icin genotipik ve alel

analizi

TLR4-rs7873784 SNP'ye iliskin genotip ve alel frekanslarinin hastalar ve saglikli kontrol
grubu arasindaki karsilastirmasi Cizelge 4.10'da gosterilmistir. Es baskin mod ile ilgili
olarak, hasta ve kontrol gruplari arasinda genotiplerin frekans dagiliminda anlamli
farklilik vardir (P=0,001). Risk analizi homozigot CC genotipinin 6nemli bir risk faktorii
oldugunu (OR=2.9), heterozigot GC genotipinin de dnemli bir risk faktorii oldugunu
(OR=4,35) ortaya koymustur. Bu da homozigot CC genotipine sahip hastalarin diger
genotiplere sahip hastalara kiyasla yaklagik ti¢ kat daha fazla hastalik gelistirme olasilig1
oldugu anlamina gelmektedir. Baskin mod analizine bakildiginda, hasta ve kontrol

gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p>0,05). Alel analizi acisindan da hasta
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ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark vardir (P=0,001). Ancak resesif mod ile ilgili

olarak, hastalar ve kontrol gruplari arasinda anlamli olmayan bir fark vardir (p>0,05).

Cizelge 4.10 Hastalarda ve saglikli kontrollerde TLR4-rs7873784 poli genotip siklig1

Mod TLR4- Hasta Kontrol P OR 95% CI
rs7873784 n=100 n=100
Co-dominant CcC 19 (%19,0) 15 (%15,0) 0,001 2,9 1,2-6,65
G/IC 57 (%57,0) 30 (%30,0) ¥ 4,35 | 2,26-8,35
GG 24 (%24,0) 55 (%55,0) S Referans
Dominant CC+G/C 76 (%76,0) 45 (%45,0) 0,001 Referans
GG 24 (%24,0) 55 (%55,0) ¥ 0,258 | 0,14-0,47
S
Cekinik CcC 19 (%19,0) 15 (%15,0) 0,451 1,32 | 0,63-2,79
G/C+GG 81 (%81,0) 85 (%85,0) ¥ Referans
NS
Alle C 95 (%47,5) 60 (%30,0) 0,001 ¥ 2,11 | 1,4-318
G 105 (%52,5) | 140 (%70,0) S Referans

¥: Ki-kare testi; NS: P>0,05 diizeyinde anlamli degil; S: P<0,05 diizeyinde anlamli

4.10.3 Idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarda sosyo-demografik ozelliklere gore
ARMS-PCR bulgularinin karsilastirilmasi

Idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarin sosyo-demografik ozelliklerinin frekans
dagiliminin ARMS-PCR sonuglarina gore karsilagtirilmasi Cizelge 4.11'de gosterilmistir.
GG genotipine sahip hastalarin yas ortalamasi1 34,75+21,61, GC genotipine sahip
hastalarin yas ortalamasi 36,36+17,84 ve CC genotipine sahip hastalarin yas ortalamasi
26,42+15,81 olup, yas ile ARMS-PCR sonuglari arasinda hem siklik (p=0,093) hem de
yas ortalamasi (p=0,130) agisindan anlamli bir iliski bulunmamuistir. Ayrica cinsiyet ile

ARMS-PCR sonuglar1 arasinda da anlamli bir iliski bulunmamustir (p=0,067).

Cizelge 4.11 Idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarin sosyo-demografik 6zelliklerinin
frekans dagiliminin ARMS-PCR sonuglarina gore karsilagtirilmasi

Karakteristik GG genotip GC genotip CC genotip P
n=24 n=57 n=19
Yas
Ortalama + SD 34,75+21,61 36,36+17,84 26,42+15,81 0,130
T
NS
0,093
>20, n (%) 9 (%37,5) 10 (%17,5) 6 (%31,6) y
20-29, n (%) 4 (%16,7) 12 (%21,1) 8 (%42,1) NS
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30-39, n (%) 2 (%8,3) 11 (%19,3) 2 (%10,5)
>40, n (%) 9 (%37,5) 24 (%42,1) 3 (%15,8)
Cinsiyet
0,067
Erkek, n (%) 4 (%16,7) 24 (%42,1) 5 (%26,3) y
N
Kadin, n (%) 20 (%83,3) 33 (%57,9) 14 (%73,7) S
ikamet 0'2¥42
NS
Kent, n (%) 5 (%20,8) 19 (%33,3) 3 (%15,8)
Kirsal, n (%) 19 (%79,2) 38 (%66,7 16 (%84,2)

n: vaka sayisi; SD: standart sapma; T: ANOVA testi; ¥: Ki-kare testi; NS: P 0,05'te anlamli degil

4.10.4 Genotipin bakteri tiirlerine gore frekans dagilimi

Genotipin bakteri tiirlerine gore frekans dagilimi Cizelge 4.12'de gosterilmistir. Mevcut

sonugclar, bakteri tiirleri ile ARMS-PCR sonuglar1 arasinda anlamli bir iliski oldugunu

gostermektedir (p=0,017).

Cizelge 4.12 Genotip frekans dagiliminin bakteri tiirlerine gore karsilastiriimasi

E arakteristi Bakteri 6rnekleri P
E. coli S. aureus K. pneumonia P. mirabilis

Genotip

GG, n (%) 11 (%25,0) 9 (%27,3) 0 4 (%30,8) 0,017

GC, n (%) 28 (%63,6) 20 (%60,6) 6 (%60,0) 3 (%23,1) ¥

CC, n (%) 5 (%11,4) 4 (%12,1) 4 (%40,0) 6 (%46,1) S

SD: standart sapma; n: vaka sayist; ¥: ki-kare testi; S: p< 0,05'te anlaml

Bu calismada incelenen ilk tek niikleotid polimorfizmi (SNP) rs7873784'tiir, bu SNP'de
G nitikleik asidi bu lokustaki ana aleldir ve birden fazla niikleik asit formuna (A, C veya
T) doniisme potansiyeli vardir. TOPMED frekans tahmincisine goére, bu SNP'nin
alternatif C aleli 0,164846 frekansinda mevcuttur ve Katar popiilasyonu bu SNP i¢in
0,116 ile nispeten daha diisiik bir frekans sergilemektedir. Bununla birlikte, bu SNP igin
kaydedilen en diisiik frekans 0,084 ile Japon popiilasyonunda bulunmaktadir. Ilging bir
sekilde, calismamiz mindr alel C'nin incelenen Irakli hastalar arasinda 0,475 oraninda

bulundugunu ortaya koymustur. Bu yiiksek frekansin nedeni, rs7873784 SNP'nin
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incelenen popiilasyondaki dagilim modelleriyle iliskili ¢esitli teknik ve teknik olmayan
faktorlerle baglantili olabilir. Bu goze c¢arpan farkliliklarin teknik bir agiklamasi, bu
teknik sinirlama nedeniyle mevcut arastirmada kullanilan sinirli 6rneklem biiytikliigiine
atfedilebilir, elde edilen sonuclar ¢alisma icin secilen belirli bireylerden etkilenmis

olabilir (Lawi et al. 2022).

Ayrica, bu ¢aligmada kullanilan genotipleme ve veri analizi yontemlerinin dogrulugu da
bu bulgulara katkida bulunabilir. Alternatif olarak, incelenen popiilasyonun belirli bir
genetik yapiya sahip az sayida kurucudan tiiremis olmasi miimkiindiir. Bu da belirli
genetik varyantlarin korunmasina ve hatta zenginlesmesine yol agabilir. S6z konusu
mindr alel de dahil olmak iizere, Irak 6nemli 6l¢iide genetik cesitlilik sergilemektedir ve
benzersiz genetik profillere sahip alt popiilasyonlar olabilir. Calisilan IYE hastalari,
mindr alel sikliginin daha yiiksek oldugu bir alt popiilasyona ait olabilir. Caligmamizda,
IYE hastalar1 ile kontrol grubu arasindaki genotip siklig1 dagiliminda anlamli bir fark
tespit edilmistir (p=0,001). Bu farklilik, bu mod altinda kontrol grubuna kiyasla hastalarin
genetik bilesiminde 6nemli bir farklilasmaya isaret etmektedir. Yapilan risk analizi ise

genotipler ve hastali§a yatkinlik arasindaki iligki hakkinda daha fazla bilgi saglamistir.

Homozigot CC genotipi, bu genotipe sahip bireylerin diger genotiplere sahip bireylere
kiyasla hastaliga yakalanma olasiliginin yaklasik {i¢ kat daha fazla oldugunu gdsteren
2,9"luk bir olasilik oraniyla (OR) 6nemli bir risk faktorii olarak tanimlanmistir. Ayrica,
heterozigot G/C genotipine sahip bireyler de 4'liik bir OR ile 6nemli bir risk faktorii olarak
tanimlanmistir. Hastaliga yatkinlig1 artirmadaki roliiniin altin1 ¢izerek, dominant mod
analizimizden elde edilen bulgular, hastalar ve kontrol grubu arasinda anlaml bir fark
oldugunu gostermis ve dominant alelin varliginin hastaliga katkida bulunabilecegini ima
etmistir. Bununla birlikte, tam anlamlilik diizeyi (p-degeri) 0,05'ten biiyiiktiir, bu da bu
modun hastaliga yatkinlikla alel analizimizdeki es baskin mod kadar giiglii bir sekilde

iligkili olmayabilecegini diistindiirmektedir.
Séz konusu alellerin IYE gelisme riskinde rol oynadigina isaret eden bu bulgu, hastaliga
genetik duyarliligi degerlendirirken bireysel alelleri goz 6niinde bulundurmanin 6nemini

vurgulamaktadir. Ote yandan, ¢ekinik moda iliskin analizimiz hastalar ve kontrol grubu
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arasinda anlamli bir fark ortaya koymamistir (p>0,05). Bu, ¢ekinik alelin iki kopyasinin
varliginin hastaliga yatkinligi 6nemli 6l¢iide etkilemedigi anlamina gelmektedir. Bununla
birlikte, 6rneklem biiylikliigii ve diger faktorler istatistiksel sonucu etkileyebileceginden,
bu moddaki anlamsizhigin bir iliski olasiligini dislamadigini belirtmek ¢ok 6nemlidir
(Korneev et al. 2020).

Idrar yolu enfeksiyonlarinda énemli bir rol oynayabilecek rs7873784 SNP polimorfizmi
nispeten sinirli bir ilgi gérmiistiir. Bu alandaki literatiiriin géze carpan yoklugu,
arastirmamizin dnemini vurgulamaktadir. Idrar yolu enfeksiyonlari, halk sagligi iizerinde
onemli etkileri olan yaygin bir tibbi sorundur (Wagenlehner et al. 2022). IYE'lere
yatkinlik, ilerleme ve tedaviye yanitta genetik faktorlerin etkilesimi giderek daha fazla
arastirilan bir konudur (Degtyareva et al. 2021). Bununla birlikte, IYE hastalarinda
rs7873784 ve polimorfizmi ile ilgili gozle goriiliir bir arastirma boslugu vardir.
Calismamiz, rs7873784 polimorfizmi ve IYE'ler arasindaki potansiyel baglantiya iliskin
ilk kavrayislardan birini sunarak bu bilgi boslugunun doldurulmasma katkida
bulunmaktadir. Bu spesifik genetik varyantin incelenmesi, IYE etiyolojisini anlamamizi
gelistirebilecek potansiyel iliskileri ortaya c¢ikarmaya yardimei olmustur. Bu iligkiyi
arastirmak icin titiz bir metodoloji ve veri analizi kullanilmigtir. Ancak, rs7873784 SNP
ve IYE arasindaki iligki iizerine mevcut arastirmalarin azligi, bizi bu SNP'nin diger

hastaliklar ve metabolik sendromlardaki roliinii arastirmaya yoneltmistir.

Sonug olarak, arastirilan rs7873784 SNP'si kanser, diabetes mellitus, romatoid artrit ve
diger cesitli patolojik durumlar da dahil olmak {izere genis bir hastalik yelpazesinde
degisken katkilar gostermistir. rs7873784 SNP'sinin minér C aleli ¢esitli tibbi durumlarla
iliskilidir. Ozellikle, Cin popiilasyonunda artmis romatoid artrit riski ile
iligskilendirilmistir (Yang et al. 2022). Ayrica, bu SNP kronik inflamasyon ile karakterize
genis bir patoloji spektrumu ile iligkiler gostermistir (Korneev et al. 2020). Birlestirilmis
meta-analizler, cesitli etnik popiilasyonlarda rs7873784 polimorfizmi ile tiiberkiiloz
arasinda onemli iligskiler oldugunu dogrulamistir.Varshney et al. (2022) tarafindan
yapilan calismadaontrol grubu ile akut solunum sikintis1 sendromu grubu arasinda
rs7873784'tin GG genotipinin frekanslarinda farkliliklar oldugunu ve kontrol grubunda
frekanslarin belirgin sekilde daha yiiksek oldugu bildirilmistir (P=0,000).
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flging bir sekilde, akut solunum sikintis1 sendromu grubundaki CC (P=0,034) ve CT
(P=0,000) genotiplerine sahip hastalarda serum TRL4 konsantrasyonu kontrol grubundan
daha yiiksektir.Ayrica, calismalar rs7873784'Wn ruh saghg iizerindeki etkisini
arastirmistir (Wang et al. 2020). rs7873784-G alelinden etkilenen TLR4'{in, daha yiiksek
anksiyete skorlarinin kanitladigi gibi, major depresif bozuklugu olan hastalarda
anksiyete, intihar ve diger semptomlarda 6nemli bir rol oynadigini bulmustur. Ruh
sagliginin otesine gecerek, Sili popiilasyonunda rs7873784 ile daha yiiksek periodontitis
olasilig1 arasinda bir iliski oldugu ortaya ¢ikmustir (Leite et al. 2019). Baska bir ¢alisma
dars7873784'tin minor C aleli i¢in homozigotluk ile prostat kanserinin ilerlemesi arasinda
onemli bir baglanti oldugunu vurgulamistir (Jin et al. 2017). Lojistik analiz, rs7873784'in
eklemeli ve baskin modellerde tiiberkiiloz ile karmasik olan tip-2 diabetes mellitus riski
ile iligkili oldugunu gostermistir. rs7873784'iin homozigot ve heterozigot mutantlarina
sahip tastyicilar, 1,61'lik bir olasilik oraniyla, vahsi tip homozigotlara gore daha yiliksek
bir riske sahiptir (Wang et al. 2017).

Ayrica, cesitli calismalar rs7873784 ile prostat kanserinin ilerlemesi arasinda ters iligki
oldugunu bildirmistir (Shui et al. 2012). Bu durum, bu SNP'nin belirli popiilasyonlarda
prostat kanserinin ilerlemesine karsi koruyucu bir etki gdsterebilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica, bir calismada rs7873784'in 0,71'lik bir olasilik oraniyla
kolorektal kansere karsi 6nemli Ol¢lide korudugu bulunmustur (Tsilidis et al. 2009).
Mevcut sonuglar ayrica SNP rs7873784 ile yas gruplari, cinsiyet ve ikametgah arasinda
anlamli olmayan bir iliski oldugunu gostermistir (P<0,05). TLR-4 gen polimorfizmleri
IYE'lere yatkinlikla iliskili olabilir, ancak bu iliski popiilasyonlar ve hastalik tiirleri
arasinda farklilik gosterebilir (Yin et al. 2010).

4.11 TLRA4-rs11536889 Polimorfizminin Tespiti

TLR4-rs11536889 polimorfizminin dagilimi ARMS-PCR teknigi ile tespit edilmistir. Bu
lokusta GG, GC ve CC olmak iizere li¢ genotip bulunmaktadir. Yabani tip homozigot
genotip 236 bp iirlin boyutunda sadece G aleli amplifikasyonu gosterirken, mutant tip

homozigot genotip 303 bp iiriin boyutunda sadece C aleli amplifikasyonu gostermistir.
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Heterozigot genotipte ise G ve C alelleri sirasiyla 491bp iiriin boyutunda amplifikasyon
gostermistir (Sekil 4.13).

M CC GG GC GG GC GG GC CC GC

2000bp .
1000bp
500bp -

100bp .|

Sekil 4.13 TLR4 rs11536889 G/C gen polimorfizmi i¢in T-ARMS-PCR iiriin analizini
gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

Serit (GG) vahsi tip homozigot 236bp T-ARMS-PCR iiriiniinde sadece G alelini
gostermistir. Serit (CC) mutant tip homozigot 303bp T-ARMS-PCR iiriiniinde sadece C
aleli gosterirken, (GC) heterozigot 236bp ve 303bp T-ARMS-PCR iiriiniinde hem G hem
de C aleli olarak gosterilmistir. Dis i¢ kontrol 491bp T-ARMS-PCR f{iriiniinde

gozlenmistir.

4.11.1 Hardy Weinberg denklemi (TLR4-rs11536889)

TLR4-rs11536889 genotipleri, GG, GC ve CC'nin kontrol grubu i¢indeki dagilimina
Hardy Weinberg denklemi uygulanmis ve sonuclar Homozigot vahsi genotip GG'ye 100
kontrol deneginin 77'sinde rastlanmistir. Heterozigot GC genotipi 100 kontrol deneginin
13'tinde ve homozigot mutant CC genotipi 100 kontrol deneginin 10'unda goriilmiistiir
(Cizelge 4.13). Kontrol deneklerinin TLR4-rs11536889 genotiplerine gore gozlenen
dagilimi beklenenden oldukga farklidir (P=0,001).

Cizelge 4.13 Weinberg denklemi (TLR4-rs11536889)

| Genotipler |  Gozlenen | Beklenen | 1 | P |
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Homozigot referans GG 77 69,7 27,92 0,001
Heterozigot GC 13 27,6 ¥
Homozigot varyant CC 10 2,7 HS

¥: Ki-kare testi; HS: P<0,05 diizeyinde yiiksek derecede anlamli

4.11.2 Hastalarda ve saghkh kontrollerde ¢alisilan gen icin genotipik ve alel

analizi

TLR4-rs11536889 SNP'ye iliskin genotip ve alel frekanslarinin hastalar ve saglikli
kontrol grubu arasindaki karsilastirmasi Cizelge 4.14'te gosterilmistir. Es baskin mod ile
ilgili olarak, hasta ve kontrol gruplari arasinda genotiplerin frekans dagiliminda anlamli
farklilik vardir (p=0,019). Risk analizi homozigot CC genotipinin anlamli bir risk faktorii
oldugunu (OR=1,82), heterozigot G/C genotipinin ise anlamli olmayan bir risk faktorii
oldugunu (OR=2,7) ortaya koymustur. Bu da homozigot CC genotipine sahip hastalarin
diger genotiplere sahip hastalara kiyasla hastalik gelistirme olasiliginin yaklasik iki kat
daha fazla oldugu anlamina gelmektedir. Baskin mod analizine bakildiginda, hasta ve
kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p>0,05). Alel analizinde de hasta
ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark vardir (P=0,007). Ancak resesif mod ile ilgili

olarak, hastalar ve kontrol gruplari arasinda anlamli olmayan bir fark vardir (p>0,05).

Cizelge 4.14 Hastalarda ve saglikli kontrollerde TLR4-rs11536889 poli genotip siklig1

Mod TLR4- Hasta Kontrol P OR 95% CI
rs11536889 n=100 n=100
Co- CC 14 (%14,0) 10 (%10,0) 0,019 1,82 0,75-4,40
dominant G/C 27 (%27,0) 13 (%13,0) ¥ 2,7 1,2-5,70
GG 59 (59,0) 77 (%77,0) S Referans
Dominant CC+G/C 41 (41,0) 23 (%23,0) 0,006 Referans
GG 59 (%59,0) 77 (%77,0) ¥ 0,429 0,23-0,79
S
Cekinik CC 14 (%14,0) 10 (%10,0) 0,384 1,46 0,61-3,47
G/C+GG 86 (%686,0) 90 (%90,0) ¥ Referans
S
Allel C 55 (%27,5) 33 (%16,5) 0,007 1,92 [ 1,18-3,11
G 145 (%72,5) | 167 (%83,5) ¥ Referans
S

¥: Ki-kare testi; NS: P<0,05 diizeyinde anlamli degil; S: P<0,05 diizeyinde anlaml
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4.11.3 Idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarda sosyo-demografik ozelliklere gore
ARMS-PCR bulgularinin karsilagtirilmasi

Idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarin sosyo-demografik 6zelliklerinin frekans
dagiliminin ARMS-PCR sonuglarina gore karsilastirilmasi Cizelge 4.15'te gosterilmistir.
GG genotipli hastalarin yas ortalamasi 33,94+19,45, GC genotipli hastalarin 33,40+18,05
ve CC genotipli hastalarin 36,00+17,58 olup, yas ile ARMS-PCR sonuglari arasinda hem
siklik (p=0,117) hem de yas ortalamasi (p=0,913) acisindan anlamli bir iligki
bulunmamaistir. Ayrica cinsiyet ile ARMS-PCR sonugclar1 arasinda da anlamli bir iliski

bulunmamustir (p=0,658).

Cizelge 4.15 Idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarin sosyo-demografik 6zelliklerinin
frekans dagiliminin ARMS-PCR sonuglarina gore karsilastirilmasi

Karakteristik GG genotip GC genotip CC genotip P
n=59 n=27 n=14

Yas

Ortalama + 33,94+19,45 33,40+18,05 36,00+17,58 0,913

SD t

NS

0,117

>20, n (%) 19 (%32,2) 4 (%14,8) 2 (%14,3) YNS

20-29, n (%) 10 (%16,9) 9 (%33,3) 5 (%35,7)

30-39, n (%) 7 (%11,9) 7 (%25,9) 1(%7,1)

>40, n (%) 23 (%39,0) 7 (%25,9) 6 (%42,9)

Cinsiyet

Erkek, n (%) 21 (%35,6) 7 (%25,9) 5 (35,7%) 0,658

Kadin, n (%) 38 (%64,4) 20 (%74,1) 9 (%64,3) ¥-NS

ikamet

Kentsel, n (%) 19 (% 32,2) 5 (%18,5) 3 (%21,4) 0,365

Kirsal, n (%) 40 (%67,8) 22 (%81,5) 11 (%78,4) ¥-NS

n: vaka sayist; SD: standart sapma; T: Anova testi; ¥: Ki-kare testi; NS: P<0,05'te anlaml degil

4.11.4 Genotipin bakteri tiirlerine gore frekans dagilim

Genotipin bakteri tiirlerine gore frekans dagilimi Cizelge 4.16'da gosterilmistir. Mevcut
sonugclar, bakteri tiirleri ile ARMS-PCR sonuglar1 arasinda anlamli bir iliski oldugunu

gostermektedir (p=0,001).

Cizelge 4.16 Bakteri tiirlerine gore genotip frekans dagiliminin karsilagtirilmasi
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Karakteristik Bakteri tiirleri p
E. coli S. aureus K. pneumonia P. mirabilis

Genotip

GG, n (%) 28 (%63,6) 12 (%36,4) 10 (%100) 9 (%69,2) 0,001

GC, n (%) 13 (%29,5) 14 (%42,4) 0 0 ¥

CC, n (%) 3 (%6,8) 7 (%21,2) 0 4 (%30,8) S

SD: standart sapma; n: vaka sayisi; ¥: ki-kare testi; S: p<0,05'te anlaml

rs7873784 SNP'ye ek olarak, rs11536889 SNP'nin genotiplendirilmesi tipik olarak bu
genetik varyasyonu tastyan bireyleri belirlemek ve TLR4 geniyle iligkili hastaliklarin
gelisiminde genetik degiskenligin rolii hakkinda bilgi edinmek icin kullanilir. TLR4
geninin 3’-UTR'sinde bulunan rs11536889 SNP de bu arastirmada inceleme konusudur.
rs7873784 SNP'ye benzer sekilde, rs11536889 SNP'deki ana alel G'dir ve degisen
sikliklarda A veya C ile yer degistirme potansiyeline sahiptir. TOPMED frekans veri
tabanina gore, rs11536889 SNP'sinin mindr aleli C, 0,107 gibi nispeten diisiik bir frekans
sergilemektedir. Bu frekansin frekans degerlendirmesi i¢in kullanilan yonteme bagli
olarak degisebilecegini belirtmek onemlidir. Bu alelin en yiiksek frekansi Vietnam
popiilasyonunda 0,262 olarak bildirilirken, Katar popiilasyonu 0,06 ile en diisiik frekans1

gostermistir.

Calismamizda minér C aleli, incelenen Irakli hastalarin %0,275'inde tespit edilmistir.
Incelenen Irakli hastalarin %275'inde minér C alelinin sikligindaki bu artis, rs11536889
SNP'sinin inceledigimiz Irak popiilasyonundaki dagilimina katkida bulunmus olabilecek
teknik ve teknik olmayan faktorlerin bir kombinasyonuna atfedilebilir. Bu sonuglarda
gozlemledigimiz varyasyonlar, teknik yonleri inceledigimizde potansiyel olarak birkag
faktorle agiklanabilir. Dikkate alinmasi gereken onemli bir faktor, mevcut ¢aligmada
kullanilan sinirli 6rneklem biiytikliiglidiir. Bu 6zel sinirlama, sonuglar: 6nemli 6lciide
etkileme potansiyeline sahiptir. Dikkate alinmasi gereken bir diger kritik husus, bu
aragtirmada kullanilan genotipleme ve veri analizi yontemlerinin dogrulugudur (Abondio

et al. 2023).

Veri toplama ve analiz siiregleri sirasinda meydana gelebilecek herhangi bir potansiyel
hata veya yanlilik, alel frekanslarinin sisirilmesine neden olabilir. Ek olarak, Irak'taki

onemli genetik ¢esitliligi géz Oniinde bulundurmak onemlidir (Lazim et al. 2020).
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Benzersiz genetik profillere sahip farkli alt popiilasyonlarin olmasi tamamen
miimkiindiir. Odaklandigimiz IYE hastalar1 béyle bir alt popiilasyona ait olabilir ve bu da
incelenen mindr alelin daha yiiksek frekansini agiklayabilir. Bu nedenlerle, incelenen
SNP'lerden rs7873784 ve rs11536889'un analiz edilen popiilasyonda Hardy-Weinberg
Dengesini takip etmedigi belirlenmistir. TLR4-rs11536889 SNP ile ilgili olarak
genotiplerin ve alel frekanslarinin kapsamli bir karsilagtirmasi hasta grubu ile saglikli bir

kontrol grubu arasinda yapilmistir.

Bu analizin sonuglari, hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki genotip dagiliminda, es
baskin mod analizine gore istatistiksel olarak anlamli bir degere sahip olmustur. Spesifik
olarak, homozigot CC genotipi, 1,82'lik bir olasilik oraniyla (OR) 6nemli bir risk faktorii
olarak tanimlanmistir. Bu genotipe sahip bireylerin diger genotiplere sahip olanlara
kiyasla hastaliga yakalanma olasiliginin yaklasik 1,82 kat daha fazla oldugunu
gostermektedir. Ayrica, heterozigot G/C genotipi, 2,7'lik nispeten daha yiiksek bir OR'ye
sahip olmasina ragmen, dnemli olmayan bir risk faktorii olarak tanimlanmigtir. Bu durum,
G/C genotipine sahip bireylerin hastalifa kars1 duyarliligimin artmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Baskin mod analizi goz 6niine alindiginda, hasta ve kontrol gruplari
arasinda bir fark vardir, ancak p-degeri (p>0,05) bu farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadigimi gostermistir. Benzer sekilde, alel analizinde, hastalar ve kontrol grubu

arasinda 0,007 p-degeri ile anlamli bir fark bulunmustur.

Bu, TLR4-rs11536889 SNP i¢in alel dagiliminin iki grup arasinda 6nemli olgiide
degistigini ve bunun potansiyel olarak hastalia yatkinlhik baglaminda onemli
olabilecegini gdstermektedir. Ote yandan, ¢ekinik modu incelerken, 0'1 asan bir p-degeri
ile gosterildigi gibi, hastalar ve kontrol gruplar1 arasinda o©Onemli bir fark
gozlemlenmemistir. Bu durum, bu SNP i¢in resesif kalittm modunun bu popiilasyonda
hastaliga yatkinlikta 6nemli bir rol oynamayabilecegini diisiindliirmektedir. Buna gore
bulgularimiz TLR4-rs11536889 SNP'nin &zellikle homozigot CC genotipine sahip
bireyler i¢in artmis hastalik riski ile iliskili oldugunu gostermektedir. Bu sonugclar, bu
popiilasyonda hastalifa yatkinliga katkida bulunan genetik faktorleri anlamamiz

acisindan 6nemli ¢ikarimlara sahiptir.
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Toll benzeri reseptdor (TLR) yolagindaki gen polimorfizmleri ile idrar yolu
enfeksiyonlarma (IYE) yatkinhik arasindaki baglantiyr arastiran gesitli calismalar
yapilmistir. 18-49 yas aras1 kadinlara odaklanan popiilasyon temelli bir vaka kontrol
calismasinda, TLR4 A896G polimorfizminin 987 Kafkasyali kadindan olusan bir alt
grupta tekrarlayan sistite (rUTI) kars1 korumayla baglantili oldugu, ancak piyelonefritle
baglantili olmadig1 kesfedilmistir. Baska bir ¢alismada, RELP-PCR kullanilarak 129 IYE
hastasinda TLR4 A (896) G ve CXCR1 G (2608) C polimorfizmlerinin varlig1 arastirilmis
ve TLR4 A (896) G polimorfizminin hastalarin %16,3'linde mevcut oldugu ortaya
konmustur (Yin et al. 2010).

Bununla birlikte, IYE hastalarinda rs11536889 polimorfizmine iliskin mevcut literatiir
sinirhidir. IYE hastalar1 baglaminda bu spesifik genetik polimorfizm olan rs11536889'a
iligkin literatiiriin yoklugu, bilimsel arastirmanin eksik oldugu bir alan1 vurgulamaktadir.
Bu bosluk, bu genetik varyasyonun IYE duyarliligi veya ilerlemesindeki potansiyel
roliine iliskin veri ve i¢goriilerin azliginin altin1 ¢izmektedir. Bu boslugun kapatilmasi,
IYE'lerin genetik yonlerine iliskin degerli bilgiler sunabilir ve bu enfeksiyonlar: teshis
etme, tedavi etme ve 6nleme becerimizi potansiyel olarak gelistirebilir. Bununla birlikte,
rs11536889 polimorfizmi, sepsis hastalarinda bobrek, pihtilasma ve karaciger organ
yetmezligi dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmistir ve bu da daha yiiksek
gram-negatif enfeksiyon insidansi ile baglantili olabilir. 3'-UTR i¢indeki konumu, TLR4
rs11536889'un C varyantinin translasyonu diizenleyerek TLR4 ekspresyonunu
etkileyebilecegini diisiindlirmektedir. Bu diizenleme, TLR4'lin iki spesifik mikro-RNA
(miR-642a ve miR-1236) ile baglanma motifinin bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir (Ding
et al. 2017). Spesifik olarak, TLR4 rs11536889'un CC ve CT genotiplerinin, ayni genin
diger genotipleri arasinda, Bat1 Hindistan'da artmus servikal kanser riski ile iligkili oldugu

bulunmustur (Pandey et al. 2019).

Bu SNP ayrica 310 etnik Cinli bireyi igeren bir ¢calismada mide kanseri i¢in potansiyel
bir risk faktorii olarak tanimlanmstir (OR: 3,58) (Castano-Rodriguez et al. 2014). Ayrica,
istatistiksel analiz Kore popiilasyonunda rs11536889 ile prostat kanseri riski arasinda
anlamli bir iligski oldugunu ortaya koymustur (Kim et al. 2012). TLR4 genindeki diger

SNP'ler arasinda rs11536889, 16semili ¢ocuklarda kemoterapiye bagli nétropeni riskinin
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artmastyla iliskilendirilmistir (Miedema et al. 2011). Ayrica, rs11536889 polimorfizmi
meme kanseri ile bir iliski gostermis ve bu malignite i¢in prognostik bir belirte¢ olma
potansiyeline isaret etmistir (Yang et al. 2013). TLR4 rs11536889 genotipi, Cinli sepsis
hastalarinda hastaneye yatis sirasinda yaygin damar i¢i pihtilagsma, trombositopeni ve
trombosit sayilarinin baslangici ile anlamli bir iligki sergilemis ve trombositlerin TLR4
yollari lizerinde potansiyel etkileri oldugunu diisiindiirmiistiir (Jiang et al. 2022). PCR-
RFLP kullanilarak 142 sizofreni hastasi ve 175 saglikli kontrolii igeren bir ¢calismada,
Misir popiilasyonunda rs11536889 ile sizofreniye yatkinlik arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki bulunmustur (Mostafa et al. 2022). TLR4 SNP rs11536889'un analizi,
talaromikozlu, talaromikozsuz ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda genotip dagiliminda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu géstermistir (Wang et al. 2021). Ozellikle
Dogu Asya popiilasyonlarinda TLR4 polimorfizmlerine bagli olarak konak¢i dogal
bagisikligindaki genetik varyasyonlarin 6neminin altini ¢gizmektedir (Hishida et al. 2010).

Servisit hastalarinda, TLR4 rs11536889 CC genotipinin kontrollere kiyasla daha yaygin
oldugu bulunmustur. Ayrica TLR4 1s11536889'un C alelinin Hindistan'daki
popiilasyonlarda servisit riskini artirdigi gosterilmistir (Chauhan et al. 2019). Ayrica,
rs11536889 C aleli, daha yiiksek amfizem riski ile 6nemli 6l¢iide iliskilendirilmistir (Ito
et al. 2012) ve daha yiiksek gram-negatif enfeksiyon insidansi ile baglantili olup, sepsis
hastalarinda organ yetmezliginin yararli bir belirteci olma potansiyelini gostermektedir
(Mansur et al. 2014). Japon popiilasyonunda, TLR4 genindeki rs11536889 SNP'nin
mindr C aleli, amfizem gelisme riskinin artmasiyla iliskili gériinmektedir (Ito et al. 2012).
rs11536889'un varyant genotipinin, karaciger transplantasyonundan sonra Hepatit B
virlisiiniin niikksetmesiyle dnemli 6lgiide iliskili oldugu bulunmustur (Zhou et al. 2011).
Cesitli hastalik risklerine dahil olmasinin yami sira, rs11536889 SNP'si cesitli
hastaliklarin gelisimine karsi koruyucu roller de sergilemistir. rs11536889'un minér C
aleli, mide bagirsak metaplazisinin ilerlemesiyle ters iligkili olup, bu durumun gelisimine

katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir (Nieuwenburg et al. 2021).

Arastirmamizda, rs11536889 frekansinin hem erkekler hem de kadinlar arasindaki
dagilimini aragtirmak icin karsilastirmali bir analiz yapilmistir. Birincil hedeflerimizden

biri, bu genetik varyantin iki cinsiyet arasindaki dagiliminda énemli farkliliklar olup
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olmadigmi tespit etmektir. Calisma sonuglarimiz, erkekler ve kadinlar arasinda IYE
duyarliligindaki iyi belgelenmis farkliliklara ragmen, rs11536889'un iki cinsiyet
arasindaki dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlemlemedigimizi
gostermektedir. Bulgularimiz rs11536889'un cinsiyet, yas, alkol tiikketimi, sigara
kullanimi gibi degiskenler agisindan Parkinson hastaligina yatkinlikla herhangi bir iligki
sergilemedigini gosteren bir ¢alismayla uyumludur (Li et al. 2019). Bununla birlikte,
sonuglarimiz, erkek deneklerde rs11536889'un GC genotipinin, kadin deneklerdeki GG
genotipine kiyasla onemli Olglide daha yiiksek akut aort diseksiyonu riski tasidigini
gosteren diger bulgularla ¢elismektedir (Li et al. 2020). Bu durum, hastalik duyarliligi ve
sonuclarinda cinsiyete 6zgl etkileri ve genetik varyasyonlar1 dikkate almanin 6nemini
vurgulamaktadir. TLR4 geni i¢indeki SNP rs11536889, bir dizi hastalik ve durumla iligki
gostermistir. Bununla birlikte, bu iliskilerin dogasi, belirli hastalifa ve incelenen
popiilasyona bagli olarak degisebilir. Artan riskler, koruyucu roller olarak ortaya ¢ikabilir
veya Onemli bir iliski gostermeyebilir. Sonuclarimiz ayrica SNP rs11536889 ile yas
gruplar1 ve ikametgah arasinda anlamli olmayan bir iliski oldugunu gostermistir (P<0,05).
TLR-4 gen polimorfizmleri IYE'lere yatkilikla iliskili olabilir, ancak bu iliski

popiilasyonlar ve hastalik tiirleri arasinda farklilik gosterebilir.

Arastirilan  rs11536889 SNP baglaminda E. coli {iremesinin diger bakteriyel
enfeksiyonlara gore daha yaygin oldugunu gézlemlenmistir. Bakteriyel enfeksiyonlarin,
ozellikle de E. coli'nin bu yaygmligi, her iki SNP'nin tiim genetik formlarinda tutarl
olmustur. E. coli, kolon ve rektumda 6nemli bir varligi olan insan gastrointestinal
sisteminin dogal bir bakterisidir. idrar yoluna olan bu yakinlik, E. coli'nin iiriner sisteme
girmesi ve enfekte etmesi icin erisilebilir bir rota olusturmakta ve onu siirekli olarak yakin
mesafede bulunan bir bakteri haline getirmektedir (Mao et al. 2012). E. coli, idrar yolunu
kaplayan {irotelyal hiicrelere tutunmasini saglayan fimbriae veya pili gibi spesifik
yapiskan yapilar gelistirmistir. Bu yapisma, enfeksiyonun olusumunda ¢ok 6nemli bir ilk
adimi temsil eder ve E. coli'ye benzer sekilde etkili yapisma mekanizmalarindan yoksun

olabilecek diger bakterilere gore bir avantaj saglar (Govindarajan et al. 2020).

E. coli'nin dikkate deger bir diger 6zelligi de koruyucu bir matrisle kaplanmis karmasik

bakteri topluluklar1 olan biyofilmler olusturma kabiliyetinin yiiksek olmasidir. Bu
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biyofilmler mesane veya iiretral kaplamaya yapisarak bakteriler i¢in giivenli bir siginak
olusturabilir ve hem bagisiklik sisteminin hem de antibiyotiklerin enfeksiyonu
temizlemesini zorlastirabilir. Biyofilm olusumu, belirli E. coli suslarinda gézlemlenen
benzersiz bir stratejidir (Ballén et al. 2022). Calismamizda, daha 6nce IYE hastalarinda
aragtirilmamis olan iki SNP'ye odaklanarak, IYE duyarlilig: ile iliskili genetik faktorlerin
arastirilmasi amaglanmistir. Bu farkli yaklasim, bulgularimiza yeni bir boyut getirmekte
ve IYE'lerin genetik temelini anlamamiz agisindan 6nemli sonuglar dogurmaktadir. IYE
baglaminda bu 6zel SNP {izerinde daha 6nce arastirma yapilmamis olmasi, ¢alismamizi
Oncl bir ¢aba haline getirmistir. Bu kesfedilmemis bolgede, daha 6nce incelemeden kagan
potansiyel olarak ¢ok Onemli bir genetik faktorii ortaya c¢ikmustir. Daha Once
kesfedilmemis bu genetik varyantin kesfi, IYE duyarliliginin altinda yatan karmasik
genetik manzaranin daha kapsamli bir sekilde anlagilmasina katkida bulundugundan,
bulgularimiz klinik uygulamalart ve arastirmalari anlamli sekillerde etkileme
potansiyeline sahip oldugundan kayda deger bir basaridir. Daha Once karakterize
edilmemis bu genetik faktorii tanimlayarak, I'YE hastalar1 icin daha hedefli ve kesin teshis
ve miidahalelere firsat saglamaktadir. Bu yeni kesfedilen bilgi, hasta bakiminin
iyilestirilmesine ve ardindan etkilenen bireyler iizerindeki IYE yiikiiniin azaltilmasina yol
agabilir. Bu c¢alisma, arastirmacilar ve saglik hizmeti uygulayicilart IYE duyarliliginin
genetik belirleyicilerini arastirmaya devam ederken, mevcut literatiirdeki Kritik bir
boslugu ele alarak alana énemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir. Bu ¢alisma, IYE'lerde rol
oynayan genetik faktorlerin daha iyi anlagilmasina yonelik 6nemli bir basamak gorevi

gormektedir.

Sonug olarak, ¢alismamiz sadece IYE'lerde daha once arastirilmamus bir genetik faktore
151k tutmakla kalmamis, ayn1 zamanda hastalik riskinde genetik ¢esitliligin 6nemini de
vurgulamigtir. Bu bulgular, IYE'lerin genetik karmasikligini ¢dzmeye yonelik devam
eden arayista 6nemli bir kilometre tasini isaret etmektedir ve gelecekte daha etkili teshis
ve miidahalelerin 6niinii agabilir. IYE hastalarinda rs7873784 polimorfizmine iliskin
literatiirde eksiklikler olsa da aragtirmamiz bu boslugu doldurma yolunda énemli bir adim
atmaktadir. Bulgularimiz, bu alandaki gelecekteki arastirma ¢abalarina ilham verebilir ve
kolaylastirabilir, sonugta idrar yolu enfeksiyonlar1 ve bunlarin genetik temelleri

hakkindaki anlayisimizi ilerletebilir.
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4.12 Yerel IYE Gram Pozitif Bakteri izolatinda (Staphylococcus aureus)
Antibiyotik Diren¢ Genlerinin DNA Dizi Analizi

Yerel IYE gram pozitif bakteri izolatinda (Staphylococcus aureus) ve NCBI-Genbank ile
iliskili suslarda ¢oklu ilag direnci (mecA, ermA ve ermC) genleri i¢in genetik varyasyonun
(Varyant tipleme) belirlenmesi amaciyla DNA dizileme yontemi uygulanmis ve
filogenetik agac (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile Agirliklandirilmamis
Cift Grup yontemi (UPGMA agaci1) kullanilarak olusturulmustur. Metisilin direnci mecA
icin yerel Staphylococcus aureus IQ izolatinin NCBI-BLAST Staphylococcus aureus sus
65 (KX139524.1) ile toplam genetik degisikliklerde (%0,00150-0,00050) kapal1 iligkili
oldugu gostermistir. Eritromisin direng proteini alt birimi A (ermA) geni igin yerel
Staphylococcus aureus IQSA izolatinin NCBI-BLAST Staphylococcus aureus susu sal6
(KT803896.1) ile toplam genetik degisikliklerde (%0,02-0,01) kapali iligkili oldugu
gosterilmistir. Eritromisin direng proteini alt birimi C (ermC) igin yerel Staphylococcus
aureus IQSA izolati, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil
4.19'da gosterildigi gibi toplam genetik degisikliklerde (% 0,01) NCBI-BLAST
Staphylococcus aureus susu 2006-10 (JF968530.1) ile kapali iliskili gosterilmistir.
Staphylococcus aureus ¢oklu ilag direnci geni (mecA, ermA ve ermC) genleri ile NCBI-
Genbank iliskili suglar arasindaki homoloji dizisi 6zdesligi (mecA, ermA ve ermC) igin
homoloji dizisi 6zdesligi Cizelge 4.17'de gosterildigi gibi sirasiyla (%99,65), (%99,80)
ve (%99,75) arasinda degismektedir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences

wm -Allllllllllllll.llllllll
1, KC243783 1 Staphylococeus aueus strain TNCNI12 § -
2 KM505036.1 Staphylococcus aureus strain TNCNH/14y
3. KM505044.1 Staphylococcus aureus srain TNCNH/14)
4. KX139523 1 Staphylococcus aureus strain 42 ‘
5. KX139524 1 Staphylococcus aureus strin 65
6. KX139525 1 Staphylococcus aureus strain 265
7. Staphylococcus aureus IQSA isolate (mecA) gene

Weym . » o »A..ll..l..l..l.llll‘ll.l..'..'...'.l!.lll..
1. KC243783 1 Staphylococcus aweus strain TNCN//12 B C 3

5 KX139524.1 Staphylococcus aureus strain 65
6. KX139525 1 Staphylococcus aureus strain 265
7 Staphylococcus aweus IQSA isolate (mecA) gene

LR R R AR R R R R L AL AR R R A DR AR R R D DR AR AR DR AL DR AR DA R AR D0 DR DL B B 2

SpeciesiAbbrv . A
1. KC243783 .1 Staphylococcus aureus strain TNCN/1112
2, KM505038 1 Staphylococcus aureus strain TNCNHI2/1
3. KM505044.1 Staphylococcus awreus strain TNCNHB/4
4, KX139523 1 Staphylococcus aureus strain 42
5, KX139524 1 Staphylococcus aureus strain 65
6. KX139525.1 Staphylococcus aureus strain 265
7. Staphylococous aureus KASA isolate (mecA) gene

wm _A_.".'. COL R R R R AR B R R A )
1.KC243783 1 Staphylococcus aureus strain TNICN/1/12

2 KM505038.1 Staphylococcus aweus sirain TNCNHZ/1
3 KM505044 1 Staphylococcus aureus strain TNCNHE/
4 KX139523 1 Staphylococcus aureus strain 42

5. KX139524 1 Staphylococcus aureus sirain 65

6. KX139525.1 Staphylococcus aureus strain 265

7. Staphylococcus aweus IQSA isolate (mecA) gene

swuwm A_.l.ll!lOl‘|lC|ltl'llll'l.l.‘.tl.l.l.lllltl!
1. KC243783.1 Staphylococcus aureus strain TNICNI1/12 g G

2. KM505038 1 Staphylococcus aureys strain TNCNH2/14
3, KM505044.1 Staphylococcus aureus sirain TNCNHS/1
4, KX139523 1 Staphylococcus awreus strain 42

5, KX139524 1 Staphylococcus aures sirain 65

6. KX139525.1 Staphylococcus aureus strain 265

7. Staphylococcus aureus IQSA isolate (mecA) gene

Sekil 4.14 Yerel Staphylococcus aureus IQSA izolati ve NCBI-Genbank Staphylococcus

aureus Metisiline direng¢li mecA ile iliskili izolatlarda Metisiline direngli mecA
geninin ¢oklu dizi hizalama analizi
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KM505044.1 Staphylococcus aureus strain TN/CNH/8/14

97%

KX139525.1 Staphylococcus aureus strain 265

94%
—1 KM505038.1 Staphylococcus aureus strain TN/CNH/2/14

100%

—— KX139523.1 Staphylococcus aureus strain 42

KC243783.1 Staphylococcus aureus strain TN/CN/1/12

KX139524.1 Staphylococcus aureus strain 65

Staphylococcus aureus IQSA isolate (mecA) gene

21% |
!

T T T 1
0.00150 0.00100 0.00050 0.00000

Sekil 4.15 Genetik analiz i¢in kullanilan yerel Staphylococcus aureus susu IQ izolatinda
Metisiline direncli mecA geni kismi sekansina dayali filogenetik agac analizi

Filogenetik aga¢ (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile Agirliklandirilmamis
Cift Grup yontemi (UPGMA agac1) kullanilarak olusturulmustur. Yerel Staphylococcus
aureus IQ izolatinin NCBI-BLAST Staphylococcus aureus sus 65 (KX139524.1) ile
toplam genetik degisikliklerde (9%0,00150-0,00050) kapal1 iliskili oldugu gosterilmistir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences
SPeQngN LR RS DR RS N
1. Staphylococcus aureus IQSA isolate (ermA) gene §C

2 KT803896.1 strain sa16
3. MG778116.1 strain 13

4 MG778115.1 strain 11

5 KX638975.1 strain SQ10
6. KX638973.1 strain SQ8
7. KX638972 1 strain SQ2
8 KX638941.1 strain Cd1
9. KX638940.1 strain Cdd4

L e R A

1. Staphylococcus aureus IASA isolate (emA) gene JIBIC C C

2. KT803896.1 strain sa16
3 MG778116.1 strain 13

4 MG7781151 strain 11
5 KX638975 1 strain SQ10
6. KX638973.1 strain SQ8
7. KX638972 1 strain SQ2
B. KX638941.1 strain Cd1
9. KX636940 1 strain Ca4

Srme—gﬂmr V.l'l'..'..."Il.'ll'."‘l'l.". - .
1. Staphylococcus aureus IQSA isolate (ermA) gene ! c

2 KT803896.1 strain sa16
3. MG778116.1 strain 13

4 MG778115.1 strain 11
5. KX638975.1 strain SQ10
6. KX638973 1 strain SQ8
7. KX638972 1 strain SQ2
8. KX638941 1 strain Cd1
9 KX638940.1 strain Cd4

speowm . .. CRE R B ) .
1. Staphylococcus aureus IQSA isolate (ermA) gene

2 KT803896.1 strain sa16
3. MGT778116.1 strain 13

4. MG778115.1 strain 11
5. KX638975.1 strain SQ10
6 KX638973 1 strain SQ8
7. KX638972 1 strain SQ2
8. KX638941.1 strain Cd1
9. KX638940 1 strain Cd4

Sekil 4.16 Yerel Staphylococcus aureus IQSA izolati ve NCBI-Genbank Staphylococcus
aureus Metisiline direngli mecA ile iliskili izolatlarda eritromisin direng
proteini alt birimi A (ermA) geninin ¢oklu dizi hizalama analizi

Coklu hizalama analizi (Clustal W hizalama araci. Cevrimici) kullanilarak yapilmistir. Bu
hizalama analizi, izolatlar arasinda ermA genindeki niikleotid hizalama benzerligini (*)

ve siibstitiisyon mutasyonlarii géstermistir.
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@ staphylococcus aureus IQSA isolate (ermA) gene
29%

KT803896.1 strain sal6

100%
|: MG778116.1 strain 13

100% 100%
MG778115.1 strain 11

KX638941.1 strain Cd1

100%

KX638940.1 strain Cd4

KX638973.1 strain SQ8

100% KX638975.1 strain SQ10

100%

KX638972.1 strain SQ2

T T 1
0.02 0.01 0.00

Sekil 4.17 Genetik analiz i¢in kullanilan yerel Staphylococcus aureus susu IQ izolatinda
eritromisin diren¢ proteini alt iinite A (ermA) gen kismi dizisine dayal
filogenetik agac¢ analizi

Filogenetik  agag, (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile
Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak olusturulmustur.
Yerel Staphylococcus aureus IQSA izolatinin NCBI-BLAST Staphylococcus aureus sus
sal6 (KT803896.1) ile toplam genetik degisikliklerde (%0,02-0,01) kapal: iliskili oldugu

gosterilmistir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences

Speces/Abbrv e D R R D
1. Staphylococcus aureus IQSA isolate ermC gene C

2. JF968533 1 strain 655

3. JF968532.1 strain 7504026-1

4. JF968530.1 strain 2006-10-584-1
5. JF968526 1 strain 74111411

6. JF968513.1 strain 741327-1
7.JF968525.1 strain 7141 )

8. JF68509.1 strain 7414035-2

9. JF968507.1 strain 66-1

10. JF968510.1 strain 73124291
11. JF968512 1 strain 73112421
12. JF968511.1 strain 2006-40-995

sPeaegva . LR R R R R R ) LR R R R R R ) LR R )
1. Staphylococcus aureus 1SA isolate ermC gene C { C! {

2. JF968533 1 strain 65-5

3. JF968532.1 strain 7504026.1

4. JF968530 1 strain 2006-10-584-1
5. JF968526 1 strain 7411141-1

6. JF968513.1 strain 741327.1

7 JF9685251 strain 71-1

8 JF968509 1 strain 7414035.2

9. JF968507 1 strain 66-1

10. JF968510.1 strain 73124291
11. JF968512 1 strain 7311242.1
12. JF968511 1 strain 2006-40-995

1. Staphylococcus aureus IQSA isolate ermC gene
2. JF968533 1 strain 65-5

3 JF968532.1 strain 7504026-1

4. JF968530.1 strain 2006-10.584.1
5 JF968526 1 strain 74111411

6 JF968513.1 strain 741327-1
7.JF968525.1 strain 71-1

8 JF968509.1 strain 7414035-2

9. JF968507 1 strain 66-1

10 JF968510.1 strain 7312429-1
11. JF968512 1 strain 73112421
12 JF968511.1 strain 2006-40-995

Species/Abbrv

1. Staphylococcus aureus IQSA isolate emmC gene
2. JF968533 1 strain 65-5

3. JF968532 1 strain 7504026-1

4. JF968530 1 strain 2006-10-584-1
5. JF968526 1 strain 7411141-1

6. JF968513.1 strain 741327-1

7. JF9685251 strain 71-1

8. JFO68509 1 strain 7414035.2

9. JFO68507 1 strain 66-1

10. JF968510.1 strain 7312429.1
11. JF968512.1 strain 73112421
12, JF968511.1 strain 2006-40-995

Sekil 4.18 Yerel Staphylococcus aureus IQSA izolati ve NCBI-Genbank Staphylococcus
aureus Metisiline direngli mecA ile iliskili izolatlarda eritromisin direng
proteini alt birimi C (ermC) geninin ¢oklu dizi hizalama analizi

Coklu hizalama analizi (Clustal W hizalama araci. Cevrimici) kullanilarak yapilmistir. Bu
hizalama analizi, izolatlar arasinda ermC genindeki niikleotid hizalama benzerligini (*)

ve siibstitiisyon mutasyonlarini gostermistir.
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JF968512.1 strain 7311242-1

JF968511.1 strain 2006-40-995

JF968507.1 strain 66-1

JF968509.1 strain 7414035-2

JF968513.1 strain 741327-1

JF968510.1 strain 7312429-1

.. | JF968526.1 strain 7411141-1

JF968525.1 strain 71-1

92% JF968533.1 strain 65-5

JF968532.1 strain 7504026-1

JF968530.1 strain 2006-10-584-1

@ sStaphylococcus aureus IQSA isolate ermC gene

1 1
0.01 0.00

Sekil 4.19 Genetik analiz i¢in kullanilan yerel Staphylococcus aureus susu IQ izolatinda
eritromisin direng proteini alt tinite C (ermC) gen kismi sekansina dayali
filogenetik agac analizi

Filogenetik agac, (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile
Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak olusturulmustur.
Yerel Staphylococcus aureus IQSA izolati, NCBI-BLAST Staphylococcus aureus sus
2006-10 (JF968530.1) ile toplam genetik degisikliklerde (%0,01) kapali iligkili

gosterilmistir.

Cizelge 4.17 Yerel Staphylococcus aureus IQSA izolati i¢in NCBI-BLAST genetik
varyasyon analizi

Yerel izolat Hedef Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
gen numarasl
Ozdes sus Erisim Kimlik
numarasi (%)

Staphylococcus mecA 0Q866311 Staphylococcus aureus | KX139524.1 99,565
aureus IQSA 65
Staphylococcus ermA 0Q866312 Staphylococcus aureus | KT803896.1 %99,80
aureus IQSA 16
Staphylococcus ermC 0Q866313 Staphylococcus aureus | JF968530.1 %99,75
aureus IQSA 2006-10-584-1
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4.13 Yerel IYE Gram Negatif Bakteri izolatlarinda Antibiyotik Direnc¢ Genlerinin
DNA Sekans Analizi

Yerel IYE gram negatif bakteri izolatlarinda ve NCBI-Genbank ile iliskili suslarda
Genigsletilmis beta laktamaz (blaCTXM, blaSHV, blaTEM ve blaAMPC) genleri i¢in
genetik varyasyonun (Varyant tipleme) tanimlanmasi i¢in DNA dizileme ydntemi
gerceklestirilmistir. Filogenetik agag (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile
Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak olusturulmustur.
Yerel Escherichia coli IQEC izolatlart NCBI-BLAST blaCTX-M-1 (AY847148.1) ile
kapali iliskili, yerel Proteus mirabilis IQPM izolatt NCBI-BLAST blaCTX-M-15
(KU926353.1) ve vyerel Klebsiella pneumoniae IQKP izolati toplam genetik
degisikliklerde (%0,150-0,050) NCBI-BLAST blaCTX-M-55 (KU306845.1) ile kapali
iliski gostermistir. Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis IQPM ve Klebsiella
pneumoniae IQKP izolatlar sirasiyla NCBI-BLAST beta-laktamaz (blaSHV-1) geniyle
(MG989270.1) toplam genetik degisikliklerde (%0,0030-0,00050) kapali iliski

gostermistir.

Yerel Escherichia coli IQEC ve Klebsiella pneumoniae IQKP izolatlar1 NCBI-BLAST
blaTEM-201 (JX310327.1) ile kapal1 iliski gosterirken, yerel Proteus mirabilis IQPM
izolati NCBI-BLAST blaTEM-1 (MG653121.1) ile toplam genetik degisikliklerde
(9%0,0040-0,0010) kapali iliski gostermistir. Yerel Escherichia coli IQEC ve Klebsiella
pneumoniae IQKP izolatlar1t NCBI-BLAST blaAMPC-CMY-2 (OP937254.1) ile kapali
iligki gosterirken yerel Proteus mirabilis IQPM izolatt NCBI-BLAST blaAMPC-CMY -
24 (NG_048819.1) ile toplam genetik degisikliklerde (%0.00150-0) Sekil 4.20, Sekil
4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26 ve Sekil 4.27'de gosterildigi
gibi genisletilmis beta laktamaz (blaCTXM, blaSHV, blaTEM ve blaAMPC) genleri ile
NCBI-Genbank iliskili suslar arasindaki homoloji dizisi 6zdesligi, Cizelge 4.18, Cizelge
4.19, Cizelge 4.20 ve Cizelge 4.21'de gosterildigi gibi (blaCTXM, blaSHV, blaTEM ve
blaAMPC) i¢in homoloji dizisi 6zdesligi sirasiyla (%99,45-99,65), (%99,80-99,85),
(%99,60-99,75) ve (%99,480-99,90) arasinda degismektedir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences
me A . LR L R N RN . L L R R BN LA} . .- LR A R R BRI )
1. Escherichia coil KQEC isolate CTX-M C C C

2. Proteus mirabilis I0PM isolate CTX-M

3. klebsiela pneumoneae IQKP isolate CTX-M
4. AYBAT148.1 (DIaCTX-M-1) gene complete cds
5.NG_049047.1 (CTX-M-93)

6. KU306845 1 (CTX-M.55)

7.NG_048898.1 (CTX-M-10)

8, MT156337 1 (blaCTX-M-234)

9. KU926353 1 (blaCTX-M-15)

1. Eschenchua coll IQEC isolate CTX-M

2. Proteus mirabiks IQPM isolate CTX-M

3. Kiebsiella pneumoniae IQKP isolate CTX-M c
4. AY847148 1 (baCTX-M-1) gene complete cds €
5.NG_049047.1 (CTX-M-93)

6. KU308845 1 (CTX-M-55)

7. NG_048898.1 (CTX-M-10)

B. MT156337.1 (DlaCTX-M-234)
9 KU926353 1 (DaCTX-M-15)

Species/Abbrv At s sliinle] 1a]a] 1|8} [afa]® i8] [slaix|aia]njaialnis|a] |ejs]e|s
1. Escherichia coll IQEC isolate CTX-M BAC C cC C
2. Proteus mirabiks IQPM isolate CTX-M

3. Kiebsiella pneumoniae IQKP isolate CTX-M
4 AY847148 1 (DlaCTX-M-1) gene complete cds
5. NG_049047.1 (CTX-M-93)

6. KU306845.1 (CTX-M-55)

7.NG_048898.1 (CTX-M-10)

8. MT156337 1 (DlaCTX-M-234)

9 KU926353 1 (blaCTX-M-15)

1. Eschenchia coll KOEC isolate CTX-M

2. Proteus mirabilis IOPM isolate CTX-M

3. Kiebsiella pneumoniae KOKP isolate CTX-M

4 AY847148 1 (blaCTX-M-1) gene complete cds
5. NG_049047.1 (CTX-M-93)

6. KU306845.1 (CTX-M-55)

7.NG_048898.1 (CTX-M-10)

8. MT156337 1 (blaCTX-M-234)

9. KU926353 1 (blaCTX-M-15)

Spems{mﬁrr A .. -o- .. .

Sekil 4.20 Yerel Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis IQPM ve Klebsiella
pneumoniae IQKP izolatlarinda ve NCBI-Genbank blaCTX-M ile iligkili
izolatlarda A sinifi genislemis spektrumlu beta-laktamaz (blaCTX-M) geninin
¢oklu dizi hizalama analizi

Coklu hizalama analizi (Clustal W hizalama arac1. Cevrimici) kullanilarak yapilmistir. Bu
hizalama analizi, niikleotid hizalama benzerligini (*) olarak ve izolatlar arasinda blaCTX-

M genindeki siibstitiisyon mutasyonlarini géstermistir.

103



KU306845.1 (CTX-M-55)

@ «lebsiella pneumoniae IQ isolate CTX-M gene

Proteus mirabilis 1Q isolate CTX-M gene

—]! KU926353.1 (blaCTX-M-15)

@ Escherichiacoli IQ isolate CTX-M gene

93%

14%

AY847148.1 (blaCTX-M-1)

— NG 048898.1 (CTX-M-10)

NG 049047.1 (CTX-M-93)

MT156337.1 (blaCTX-M-234)

T T T 1
0.150 0.100 0.050 0.000

Sekil 4.21 Genetik analiz i¢in kullanilan yerel Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis
IQPM ve Klebsiella pneumoniae IQKP'deki A smifi genislemis spektrumlu
beta-laktamaz (blaCTX-M) gen kismi dizisine dayali filogenetik aga¢ analizi

Filogenetik agag, (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile
Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak olusturulmustur.
Yerel Escherichia coli IQEC izolati NCBI-BLAST blaCTX-M-1 (AY847148.1) ile
kapali iligkili, yerel Proteus mirabilis IQPM izolati NCBI-BLAST blaCTX-M-15
(KU926353.1) ve vyerel Klebsiella pneumoniae IQKP izolati toplam genetik
degisikliklerde (%0,150-0,050) NCBI-BLAST blaCTX-M-55 (KU306845.1) ile kapali

iligki gostermistir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences

SP@QESIMV v----------------c----c-----.-----c.c----n-----
1. Proteus mirabiis IQPM isolate (blaSHV) gene o3 c ~

2. Klebsielia pneumoniae IOKP isolate (DlaSHV) d
3. Eschenichia coll IQEC isolate (blaSHV) gene
4.NG_050104.1 (blaSHV-7)

5 NG_050061.1 (blaSHV-24)

6. NG_050024 1 (blaSHV-15)

7 MG989270 1 (blaSHV-1)

8. JX268632 1 (blaSHV-5)

smues’m v:--'nc--'---'--nc-'--c'---o---'-'---o'-------.-
1. Proteus mirabilis IQPM isolate (blaSHV) gene C > {

2 klebsiela pneumoniae IQKP isolate (blaSHY|
3. Escherichia cob IQEC isolate (blaSHV) gene
4. NG_050104.1 (blaSHV-7)

5.NG_050061 1 (blaSHV-24)

6. NG_050024 1 (blaSHV-15)
7.MG989270 1 (blaSHV-1)

8 JX268632 1 (blaSHV.5)

SpeoeslAbblv V“voto'tlrot" D
1. Proteus mirabiks QPM isolate (blaSHV) gene CERC CB8cBc C CAAC
2 Kiebsiefia pneumoniae IQKP isolate (blaSHV)
3. Escherichia coli IQEC isolate (blaSHV) gene  ©
4.NG_050104.1 (blaSHV-7) C
5.NG_050081.1 (blaSHV-24)
6.NG_050024.1 (blaSHV-15)
7. MG989270.1 (blaSHV-1)

8. JX268632 1 (DlaSHV-5)

Species/Abbrv N IR e R
1. Proteus mirabiks KOPM isolate (blaSHV) gene C B G CTAC

2 kiebsiella pneumoniae IQKP isolate (DlaSHV) d
3. Escherichia coll KQEC isolate (blaSHV) gene
4 NG_050104.1 (plaSHV-T7)

5.NG_050061.1 (DlaSHV-24)

6. NG_050024.1 (baSHV-15)

7. MG989270.1 (blaSHV-1)

8 JX268632 1 (blaSHV-5)

wm.,*.“m,”,,..,,N,,,,,,,.,V,I.'.'.'.'.."'.".'.'.'.""'.'.' e e
1. Proteus mirabilis KPM isolate (blaSHV) gene [l G cABc cHBCcHEC

2 Klebsiella pneumoniae IQKP isolate (blaSHV) ¢

3. Escherichia coll IQEC isolate (blaSHV) gene
4.NG_050104.1 (blaSHV-7)

5. NG_050061.1 (blaSHV-24)

6. NG_050024.1 (blaSHV-15)

7.MG989270.1 (blaSHV-1)

8. JX268632.1 (blaSHV-5)

Sekil 4.22 Yerel Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis IQPM ve Klebsiella
pneumoniae IQKP ve NCBI-Genbank blaSHYV ile iliskili izolatlarda A sinifi
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (blaSHV) geninin ¢oklu dizi hizalama
analizi

Coklu hizalama analizi (Clustal W hizalama arac1. Cevrimici) kullanilarak yapilmistir. Bu
hizalama analizi, izolatlar arasinda blaSHV genindeki niikleotid hizalama benzerligini (*)

ve siibstitiisyon mutasyonlarini géstermistir.
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@ Escherichia coli IQEC isolate (blaSHV) gene

MG989270.1 (blaSHV-1)
2%

klebsiella pneumoniae IQKP isolate (blaSHV) gene

@ Proteus mirabilis IQPM isolate (blaSHV) gene

NG 050061.1 (blaSHV-24)

78%

JX268632.1 (blaSHV-5)

NG 050024.1 (blaSHV-15)

NG 050104.1 (blaSHV-7)

T T T T T T 1
000300 000250 000200 000150 000100 000050  0.00000

Sekil 4.23 Genetik analiz i¢in kullanilan yerel Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis
IQPM ve Klebsiella pneumoniae IQKP izolatlarinda A smifi genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (blaSHV) genine dayali filogenetik aga¢ analizi

Filogenetik agag, (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile
Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak olusturulmustur.
Escherichia coli 1QEC, Proteus mirabilis IQPM ve Klebsiella pneumoniae 1QKP
izolatlariin sirasiyla NCBI-BLAST beta-laktamaz (blaSHV-1) geni (MG989270.1) ile
toplam genetik degisikliklerde (9%0,0030-0,00050) kapali iliskili oldugu gdsterilmistir.

106



DNA Sequences Translated Protein Sequences

spewwv ‘Agv"'!'!I'!l"'l'l'."'ll'l"'t"l"l""'!l'
1. Escherichia coil IQEC isolate (blaTEM) gene

2. Proteus mirabiks IQPM isolate (blaTEM) gene

3 kiebsiella pneumoniae IQKP isolate (blaTEM) gene
4.JX310327.1 (blaTEM-201)

5. KY271102 1 (blaTEM-20)

6 MG653121.1 (bRTEM-1)

7.NG_050265.1 (blaTEM-4)

8 NG_068215.1 (blaTEM-5)

9. 100188 1 (HaTEM-10)

mwm S A:l.lll.l!.ll.'..i..ll..!lll.t.l.ll..l...!l.!ll
1. Escherichia col IQEC isolate (baTEM) gene cAACTC | ) o 1 ¢
2. Proteus mirabiks IQPM isolate (blaTEM) gene

3. kebsieda pneumoniae IQKP isolate (blaTEM) gene
4 JX310327 1 (blaTEM-201)

5. KY271102.1 (baTEM-20)

6. MG653121 1 (DlaTEM-1)

7.NG_050285.1 (blaTEM.4)

8. NG_068215.1 (blaTEM-5)

9.U09188.1 (bIATEM-10)

speue_yw Ai--a-.n R R )
1. Escherichia coli IQEC isolate (blaTEM) gene Cilic o CATC C

2. Proteus mirabills IQPM Isolate (bIaTEM) gene

3 Klebsiella pneumoniae IQKP isolate (blaTEM) gene
4.JX310327.1 (blaTEM-201)

5. KY271102.1 (blaTEM-20)

6. MGB53121.1 (blaTEM-1)

7. NG_050265 1 (blaTEM-4)

8 NG_068215.1 (bIaTEM.5)

9.U09188.1 (blaTEM-10)

SpecleslAbbN ! L A R ) D R R
1. Eschenchia coll IQEC isolate (blaTEM) gene ( n o ;
2. Proteus mirabilis IQPM isolate (blaTEM) gene
3. Keebsiella preumoniae KOKP isolate (MaTEM) gene |
4.JX310327.1 (DlaTEM-201)
5. KY271102.1 (blaTEM-20)
6. MG653121 1 (blRTEM-1)
7. NG_050265 1 (blaTEM-4)
8. NG_068215.1 (blaTEM-5)
9109188 1 (DlaTEM-10)

Sekil 4.24 Yerel Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis IQPM ve Klebsiella
pneumoniae IQKP ve NCBI-Genbank blaTEM ile iliskili izolatlarda A sinifi
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (blaTEM) geninin ¢oklu dizi hizalama
analizi

Coklu hizalama analizi (ClustalW hizalama arac1. Cevrimici) kullanilarak yapilmistir. Bu
hizalama analizi, izolatlar arasinda blaTEM genindeki niikleotid hizalama benzerligini

(*) ve siibstitiisyon mutasyonlarini gostermistir.
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klebsiella pneumoniae 1Q isolate TEM gene

41%

JX310327.1 (blaTEM-201)

74% @ Escherichiacoli IQ isolate TEM gene

@ Proteus mirabilis IQ isolate TEM gene

74%

41%

MG653121.1 (blaTEM-1)

74%

KY271102.1 (blaTEM-20)

NG 068215.1 (blaTEM-5)

U09188.1 (blaTEM-10)

78%

NG 050265.1 (blaTEM-4)

! ! ! ! !
T T T T 1
0.0040 0.0030 0.0020 0.0010 0.0000

Sekil 4.25 Genetik analiz i¢in kullanilan yerel Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis
IQPM ve Klebsiella pneumoniae IQKP izolatlarinda A smifi genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (blaTEM) gen kismi dizisine dayali filogenetik
agac analizi

Filogenetik agag, (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile
Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak olusturulmustur.
Yerel Escherichia coli IQEC ve Klebsiella pneumoniae IQKP izolatlarinin NCBI-
BLAST blaTEM-201 (JX310327.1) ile kapali iligkili oldugu ve yerel Proteus mirabilis
IQPM izolatinin NCBI-BLAST blaTEM-1 (MG653121.1) ile toplam genetik
degisikliklerde (%0,0040-0,0010) kapal1 iligkili oldugu gdsterilmistir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences

smclegmw :l'l'lIll'lll""'.'.".lll!"'.'.l.'llllll
1. Escherichia coli IQEC isolate blaAMPC gene CAGC
2. Proteus mirabilis IQPM isolate blaAMPC gene
3. Klebsiea pneumoniae IQKP isolate blaAMPC gene 2
4. EF415650.1 (AMPC-blaCMY-24)
5, CP116972.1 (AMPC-blaCMY-3)

6. NG_048819.1 (AMPC-blaCMY-24)
7. ON023483 1(AMPC-blaOXA-10)
8. ON759339.1 (AMPC-blaCMY-2)

9. OP937254 1(AMPC-blaCMY-2)

SPQC‘QSJMV,,,. ,.-..-.‘.' LR DL R AR DR R DR R DL R R AR N R RE B R )
1. Escherichia coli IQEC isolate blaAMPC gene

2. Proteus mirabilis IQPM isolate blkAMPC gene

3 kiebsiella pneumoniae IQKP isolate blaAMPC gene
4. EF415650.1 (AMPC-blaCMY-24)

5.CP116972.1 (AMPC-blaCMY-3)

6.NG_048819.1 (AMPC-blaCMY-24)

7. ON023483.1(AMPC-blaOXA-10)

8. ON759339.1 (AMPC-blaCMY-2)

9. OP937254.1(AMPC-blaCMY-2)

1. Escherichia coli IQEC isolate blaAMPC gene

2. Proteus mirabiks KQPM isolate blaAMPC gene

3. kiebsiella pneumoniae IQKP isolate blaAMPC gene
4. EF415650.1 (AMPC-blaCMY-24)

5 CP116972 1 (AMPC-blaCMY-3)

6.NG_048819.1 (AMPC-blaCMY-24)

7. ON023483.1(AMPC-blaOXA-10)

8. ON759339.1 (AMPC-blaCMY-2)

9. 0P937254.1(AMPC-blaCMY-2)

speCIQSlAbQN o Jig".'llnllo.la.ltoll.l!.lc..'lllll‘llll!.l"
1. Escherichia coli IQEC isolate blaAMPC gene ’ : C
2. Proteus mirabikis IQPM isolate biaAMPC gene

3. klebsiella pneumoniae IQKP isolate blaAMPC gene
4. EF415650.1 (AMPC-blaCMY-24)

5.CP116972.1 (AMPC-blaCMY-3)

6. NG_048819.1 (AMPC-blaCMY-24)

7. ON023483 1(AMPC-blaOXA-10)

8. ON759339.1 (AMPC-blaCMY-2)

9 0P937254.1(AMPC-blaCMY-2)

Sekil 4.26 Yerel Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis IQPM ve Klebsiella
pneumoniae IQKP ve NCBI-Genbank blaTEM ile iliskili izolatlarda A sinifi
geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (blaTEM) geninin ¢oklu dizi hizalama
analizi

Coklu hizalama analizi (Clustal W hizalama araci. Cevrimici) kullanilarak yapilmistir. Bu
hizalama analizi, izolatlar arasinda blaTEM genindeki niikleotid hizalama benzerligini

(*) ve stibstitiisyon mutasyonlarini géstermistir.
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OP937254.1(AMPC-blaCMY -2)

ON759339.1 (AMPC-blaCMY-2)

2%

klebsiella pneumoniae IQKP isolate AMPC gene

100% @ Escherichiacoli IQEC isolate AMPC gene

@ Proteus mirabilis IQPM isolate AMPC gene

100% NG 048819.1 (AMPC-blaCMY-24)

EF415650.1 (AMPC-blaCMY -24)

CP116972.1 (AMPC-blaCMY-3)

ONO023483.1(AMPC-blaOXA-10)

T T T 1
0.00150 0.00100 0.00050 0.00000

Sekil 4.27 Genetik analiz i¢in kullanilan yerel Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis
IQPM ve Klebsiella pneumoniae IQKP'deki A sinifi genislemis spektrumlu
beta-laktamaz (blaAMPC) gen kismi dizisine dayali filogenetik aga¢ analizi

Filogenetik agag, (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile
Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak olusturulmustur.
Yerel Escherichia coli IQEC ve Klebsiella pneumoniae IQKP izolatlarinin NCBI-
BLAST blaAMPC-CMY-2 (OP937254.1) ile kapali iliskili oldugu ve yerel Proteus
mirabilis IQPM izolatinin NCBI-BLAST blaAMPC-CMY-24 (NG_048819.1) ile toplam
genetik degisikliklerde (%0,00150-0,00050) kapali iliskili oldugu gosterilmistir.

Cizelge 4.18 A Sinifi genislemis spektrumlu beta-laktamaz (blaCTX-M) geni i¢in NCBI-
BLAST genetik varyasyon analizi

Yerel izolat Hedef gen Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
numarast | Tammlanan Erisim Kimlik
Allel numarasi (%)
Escherichia coli IQEC blaCTX-M | 0Q866299 | blaCTX-M-1 | AY847148.1 | %99,60
Proteus mirabilis IQPM blaCTX-M | 0Q866300 | blaCTX-M-15 | KU926353.1 | %99,45
Klebsiella pneumoniae IQKP blaCTX-M | 0Q866301 | blaCTX-M-55 | KU306845.1 | %99,65
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Cizelge 4.19 A smifi genislemis spektrumlu beta-laktamaz (blaSHV) geni i¢cin NCBI-

BLAST genetik varyasyon analizi

Yerel izolat Hedef Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
gen numarasi | Tammlanan Erisim Kimlik
Allel numarasi (%)
Escherichia coli IQEC blaSHV | 0Q866302 blaSHV-1 MG989270.1 | %99,85
Proteus mirabilis IQPM blaSHV | 0Q866303 blaSHV-1 MG989270.1 | %99,85
Klebsiella pneumoniae IQKP blaSHV | 0Q866304 blaSHV-1 MG989270.1 | %99,80

Cizelge 4.20 A sinifi genislemis spektrumlu beta-laktamaz (blaTEM) geni i¢in NCBI-

BLAST genetik varyasyon analizi

Yerel izolat Hedef Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
gen numarasi Tanimlanan Erisim Kimlik
Allel numarasi (%)
Escherichia coli IQEC blaTEM | 0Q866305 blaTEM-201 | JX310327.1 | %99,65
Proteus mirabilis IQPM blaTEM | 0Q866306 blaTEM-1 MG653121.1 | %99,75
Klebsiella pneumoniae IQKP | blaTEM | 0Q866307 blaTEM-201 | JX310327.1 | %99,60

Cizelge 4.21 A sinifi genislemis spektrumlu beta-laktamaz (blaAMPC) geni i¢in NCBI-
BLAST genetik varyasyon analizi

Yerel izolat Hedef Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
gen numarast | Tanimlanan Allel Erisim Kimlik
numarasi (%)
Escherichia coli IQEC blaAMPC | 0Q866308 | blaAMPC-CMY-2 OP937254.1 | %99,85
Proteus mirabilis IQPM | blaAMPC | 0Q866309 | blaAMPC-CMY-24 | NG_048819.1 | %99,80
Klebsiella pneumoniae blaAMPC | 0Q866310 | blaAMPC-CMY-2 OP937254.1 | %99,90
IQKP

Yeni nesil dizileme, tiim genomlar1 karsilastirmak ve antibiyotik direngli genler i¢inde
bulunan tek baz ¢ifti varyasyonlarii analiz etmek icin giiclii bir aragtir. Ayn1 bakteri
tiirliniin duyarli susuna kiyasla antibiyotik direngli genler i¢indeki spesifik mutasyonlari
belirlenmistir (Ramanathan et al. 2017). Yerel IYE gram pozitif bakteri izolatinda
(Staphylococcus aureus) ve NCBI-Genbank ile iliskili suslarda ¢oklu ilag direnci geni
(mecA, ermA ve ermC) genleri i¢in genetik varyasyonun (Varyant tipleme) tanimlanmasi
icin DNA dizileme yontemi gerceklestirilmis ve filogenetik aga¢ (MEGA 6.0
versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA

agaci) kullanilarak olusturulmustur.
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Metisilin direnci mecA ig¢in yerel Staphylococcus aureus IQ izolatinin NCBI-BLAST
Staphylococcus aureus susu 65 ile kapali iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica mevcut
calisma, eritromisin direng proteini alt birimi C (ermC) igin yerel Staphylococcus aureus
IQSA izolatinin NCBI- BLAST Staphylococcus aureus susu 2006-10 ve eritromisin
direng proteini alt birimi A (ermA) geni i¢in yerel Staphylococcus aureus IQSA izolatinin
NCBI-BLAST Staphylococcus aureus susu sal6 ile kapali iliskili oldugu gosterilmistir.
elde edilen sonuglar Brezilya'da Dabul et al. (2013) arafindan yapilan galisma ile
uyumludur. Staphylococcus aureus susu SA16'nin Brezilya'daki bir hastanede yaygin

oldugunu bulmuslardir.

Yerel IYE gram negatif bakteri izolatlarinda ve NCBI-Genbank iliskili suslarda
Genisletilmis beta laktamaz (blaCTXM, blaSHV, blaTEM ve blaAMPC) genleri i¢in
genetik varyasyonun (Varyant tipleme) belirlenmesi amaciyla DNA dizileme yontemi
uygulanmistir. Genislemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) tireten Enterobacteriaceae
diinya ¢apinda bir dagilima sahiptir. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Proteus
mirabilis CTX-M-, TEM- ve SHV tipi ESBL iireten baslica bakteri tiirleridir. Simdiye
kadar blaCTX-M, blaTEM ve blaSHV'nin 500'den fazla genetik varyasyonu bildirilmistir
(D'Andrea et al. 2013). Bu ¢alismada Escherichia coli IQEC izolatlarinin NCBI-BLAST
blaCTX-M-1 (AY847148.1) ile kapal1 iligkili oldugu gosterilmistir.

Proteus mirabilis IQPM izolati NCBI-BLAST blaCTX-M-15 (KU926353.1) ve
Klebsiella pneumoniae IQKP izolati NCBI-BLAST blaCTX-M-55 (KU306845.1) ile
kapali iligki gostermistir. Bu sonug, E. coli bakterilerinde bla CTX M-1 genini bulan
Verma et al. (2022) tarafindan kuzey Hindistan'da yapilan ¢alisma ile uyumludur. Idrar
yolu enfeksiyonlarindan elde edilen tiim izolatlarin mevcut sonucu, E. coli bakterilerinde
bla CTX M-1 genini (%21) bulan Gautam et al. (2019) tarafindan Hindistan'da yapilan
calisma ile ve mevcut sonug, E. coli'yi (%63,7) bulan Mohamudha Parveen et al. (2012)
tarafindan gliney Hindistan'da yapilan ¢alisma ile uyumludur. 124 pozitif klinik izolat
CTX-M grubuna 6zgii primerlerle test edildiginde, hepsi CTX-M-1 grubu igin pozitif
cikmistir. Mevcut sonug, P. mirabilistteki CTX-M-15"in izolatlarda bulunan en yaygin
GSBL tiirii oldugunu bulan Mahrouki et al. (2012) tarafindan Tunus hastanelerinde

yapilan bir ¢alisma ile uyumludur. Ayrica mevcut sonug, K. pneumonia'’da CTX-M-55
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bulan Cao et al. (2021) tarafindan Cin'de yapilan ¢alisma ile uyumludur. Sekans analizi
sonuclary, susun ti¢ plazmid igerdigini ve blaCTX-M-55"in farkli plazmidlerde
bulundugunu gostermistir. Escherichia coli IQEC, Proteus mirabilis IQPM ve Klebsiella
pneumoniae IQKP izolatlarinin NCBI-BLAST beta-laktamaz (blaSHV-1) ile kapali
iligkili oldugu gosterilirken, sonu¢ Nakama et al. (2016) tarafindan Haziran 2013 ve
Temmuz 2014 tarihleri arasinda Japonya'daki Okinawa Prefectural Hastanesi'nden
toplanan 114 GSBL iireten Enterobacteriaceae klinik izolati arasinda blaSHV-1 tespit

edilen Japonya'daki ¢aligma ile uyumludur.

Yerel Escherichia coli IQEC ve Klebsiella pneumoniae IQKP izolatlart NCBI-BLAST
blaTEM-201 ile kapali iliski gosterirken ve yerel Proteus mirabilis IQPM izolatt NCBI-
BLAST blaTEM-1 ile kapali iliski gosterirken, mevcut sonug, Proteus mirabilis'te
blaTEM-1'i bulan Jawad and Khowman (2017) tarafindan Irak'ta yapilan ¢alisma ile
uyumludur (% 56,25). Ayrica mevcut sonug yerel Escherichia coli IQEC ve Klebsiella
pneumoniae IQKP izolatlarinin NCBI-BLAST blaAMPC-CMY-2 ile kapali iligkili
oldugunu ve yerel Proteus mirabilis IQPM izolatinin NCBI-BLAST blaAMPC-CMY-24
ile kapali iliskili oldugunu gostermistir. Bu sonug Merida-Vieyra et al. (2020) tarafindan
Meksika'daki ti¢lincii basamak bir hastanedeki pediatrik hastalardan Escherichia coli
izolatlarinda yapilan ¢alisma ile uyumludur. 18 izolatta tespit edilen beta-laktamaz tip
MY'nin alel varyantlar1 CMY-2 (n=14) ve CMY-42 (n=4) olup, Malezya'daki ii¢iincii
basamak hastanede CMY-2 genlerini (%6,4) kaydeden Ho et al. (2012) tarafindan yapilan

calisma ile uyumludur.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, En sik izole edilen bakteri Escherichia coli olurken, bunu Staphylococcus
aureus, P. mirabilis ve Klebsiella pneumoniae takip etmistir. Bakterilerin antibiyotiklere
kars1 direnci, antibiyotiklerin doktor kontrolii veya regete olmadan kullanilmasi ve gerekli

dozlarin tamamlanmamasi sonucu olusur.

TLR4-rs7873784 SNP'ye iliskin genotiplerin ve alel frekanslarinin hastalar ve sagliklilar
arasinda kodominant mod agisindan karsilastirilmasinda, hasta ve kontrol gruplar
arasinda genotiplerin frekans dagiliminda anlamli farklilik vardir (p=0,001). Risk analizi,
homozigot CC genotipinin anlamli bir risk faktorii oldugunu (OR=2,9), ayrica heterozigot
G/C genotipinin 4,35'lik bir OR 1ile anlaml1 bir risk faktorii oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Bu, homozigot CC genotipine sahip hastalarin yaklasik ii¢ kat risk altinda oldugu
anlamima gelmektedir. Diger genotiplere sahip hastalarla karsilagtirildiginda hastaligi

gelistirmeye daha yatkindir.

TLR4-rs11536889 SNP'ye iligskin genotiplerin ve alel frekanslarinin hastalar ve saglikli
kontroller arasinda kodominant mod ag¢isindan karsilastirilmasinda, hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda genotiplerin frekans dagiliminda anlaml farklilik vardir (p=0,019). Risk
analizi, homozigot CC genotipinin 6nemli bir risk faktorii oldugunu (OR=1,82) ve
heterozigot G/C genotipinin, OR 2,7 ile anlamli olmayan bir risk faktorii oldugunu ortaya
cikarmigtir. Bu, homozigot CC genotipine sahip hastalarin yaklasik iki hasta oldugu
anlamina gelmektedir. Diger genotiplere sahip hastalarla karsilastirildiginda hastaliga

yakalanma riski kat kat fazladur.

Tim bu bilgiler dogrultusunda, bakterilerin antibiyotige direncini azaltmak i¢in doktora
danmismadan veya idrar kiiltiiri yaptirmadan antibiyotik kullanilmamasi, ayrica
antibiyotigin tam dozunda kullanilmasi, DNA dizilimini saptamak icin B-laktamazlarin
gen ifadesinin saptanmasi ve karakterizasyonu i¢in gergek zamanli PCR gibi daha ileri
tekniklerin kullanilmasi, , Beta-laktamaz tireten bakteri tiirlerinin siirekli gbézetimini
stirdiirmek i¢in ek aragtirmalarin yapilmasi, idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarda iligkili

hedef alelleri dogrulamak igin insan Lokosit Antijenleri (HLA) analizinin yapilmasi ve
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hastaligin siddetini etkileyebilecegi i¢in idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarda hiicresel
immiin yanittaki olas1 degisikliklerin degerlendirilmesi onerilmektedir. Ayrica, TLR'ler
yeni bir alandir ve kesin sonuglara varmak icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.
TLR'lerin temel siirecleri ve bunlarin patojenlerle olan iligkileri hakkinda daha fazla
arastirma yapilmasin1i daha fazla bilginin ortaya c¢ikmasina var olan tahminlerin

dogrulanmasina olanak saglayacaktir.
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