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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tibbi Mikrobiyoloji
Yiiksek Lisans Tezi

STAPHYLOCOCCUS AUREUS KLINIK SUSLARINDA VIRULANS FAKTORLERI
VE QUORUM SENSING GENLERININ ARASTIRILMASI

Aysegiil GURBAK
Konya-2024

Son yillarda diinya ¢apinda giderek artan siklikta hastane ve toplum kaynakli salginlarla giindeme gelen
Staphylococcus aureus iliskili enfeksiyonlarm onemli bir nedenidir. Ozellikle ¢oklu ilaca direngli (MDR)
S.aureus 'un artik biiyiik klinik 6neme sahip oldugu kabul edilmektedir. Metisiline direngli S.aureus (MRSA),
birgok antibiyotige karsi direngli olup, tedavi siireglerinde kullanilan modern antibiyotiklere hizla direng
gelistirme yetenegine sahiptir. Bu nedenle, MRSA enfeksiyonlari, normal S.aureus enfeksiyonlarina kiyasla daha
giiclii ve inatc1 enfeksiyonlara yol agmaktadir. S.aureus suslari tarafindan salgilanan Panton-Valentine 16kosidin
(PVL) toksini, toplum kaynakli deri ve yumusak doku enfeksiyonlari ile 6liimciil nekrotizan pnémonilerden
sorumlu tutulan 6nemli bir toksindir. Bunun yaminda S.aureus quorum sensing (QS) sistemlerinin biyofilm
tiretimi gibi gesitli hiicresel mekanizmalarda kilit rol oynadig1 ve varolan antibiyotik direncinin giiclenmesine
sebep oldugu gosterilmistir.

S.aureus metisilin direncinde mecA ve mecC genleri sorumludur. Bakterilerdeki QS mekanizmasi,
biyofilm iiretimi vb. dirence katki saglayan ve viriilans1 arttiran bazi yetenekleri organize etmektedir ve bu
mekanizmayi inhibe edebilecek “Quorum Quencher” arayisi son zamanlarda artmistir. Bu tiir bilesiklerin QS
mekanizmasint inhibe etmesi ve dolayisiyla bakterilerde ilag direnci gelisimini azaltmasi/engellemesi
beklenmektedir. QS sistemlerine sahip S.aureus suslarinin, bu mekanizmayi regiile eden genlerden bazilar1 AgrA
ve AgrC genleridir. Kongo kirmizi biyofilm olulumunda fenotipik degerlendirmede kullanilan bir yontemdir.

Gliniimiizde bakteriler tiim antibiyotiklere karsi hayatta kalmak i¢in farkli yollarla direng gelistirme
yetenegine sahiptirler. Bakteriler arasindaki QS mekanizmasinin inhibe edilerek; bu sistemle regiile edilen
virlilans faktorleri, biyofilm olusumu ve bakteriyel direng mekanizmalarinin zayiflatilma stratejisi direngli
bakteriyel enfeksiyonlarin 6nlenmesinde umut vaadetmektedir. Bu nedenle bakterilerin QS ve antibiyotik direng
mekanizmalari arasindaki iligskinin daha da aydinlatilmasi gerekmektedir.

Calismamizda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen, identifikasyonu MALDI-TOF MS (bioMerieux,
Marcy I'Etoile, France) yapilmis, antibiyotik duyarhiliklart BD Phoenix otomatize sistemi (Becton-Dickinson,
ABD) ile tespit edilmis 100 adet S.aureus susu kullanilmigtir. Mec A, mec C, Luks PVL1-2 ve QS genleri olan
agrA, agrC RT-PCR ile tespit edilmistir. Calismamizda housekeeping gen olarak 16s rRNA kullanilmustir.
Susglardan izole edilen DNA Titertek Berthold Colibri Microvolume Spectro Nanodrop ol¢iimii ve jel
elektroforezi ile dogrulanmustir.

RT-PCR bulgularimiza gore, QS genleri AgrA ve AgrC'yi birlikte tagiyan izolatlar QS (+) olarak, geri
kalan izolatlar ise QS (-) olarak iki gruba ayrilmistir. Bu gruplar arasinda cesitli antibiyotiklere kars1 direng
diizeyleri ve ilgili antibiyotik diren¢ genlerinin varligi karsilastirilmistir. Ayni zamanda kongo kirmizi ile
fenotipik degerlendirme neticesinde molekiiler yOntemlere ihtiyag duymadan da biyofilm varliginin
anlagilabilirliginin tespiti yapilmustir.

Elde ettigimiz bulgular, QS genleri ile sefoksitin, oksasilin, klindamisin ve tetrasiklin diren¢ diizeyleri
ve mecA geninin varlig1 arasinda iliski olabilecegini destekler nitelikte literatiire katki sunmaktadir. Bir direng
geni olan mecC geni higbir izolatta tespit edilememistir. S.aureus MDR bakterilerin tiir i¢i seciliminde QS
sistemlerinin rol oynayabilecegini ve dolayisiyla MDR suglarin ortaya g¢ikmasinda etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Ancak bu alanda daha fazla ¢aliymaya ihtiyag vardir. PVL toksin geninin varligt mecA
pozitifliginde deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda ¢ok daha fazla ortay ¢iktig1 gosterilmistir. MecA geninin
inhibe edileerek MRSA olusumun izlenmesi, ayrica gesitli inhibitorlerin kullanilmasi gerekmektedir. S.aureus
enfeksiyonlarinda antibiyotik direnciyle miicadelede umut vadeden QS inhibisyonu stratejisinin ilerleme
kaydetmesi, antibiyotik direnciyle miicadelede yeni bir donemin baslangici olabilir. Bu ¢alismamizda S.aureus
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suslarimin  viriillans faktorlerini, quorum sensing ozelliklerini gen diizeyinde arastirmak ve beta-laktam
antibiyotikleri tizerindeki olumlu ya da olumsuz etkilerinin belirlenmesi amaglanmistit.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, mecA ve mecC, MRSA, PVL, Staphylococcus aureus, Quorum sensing.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Microbiology
Medical Microbiology
Master Thesis

INVESTIGATION OF VIRULENCE FACTORS AND QUORUM SENSING GENES
IN STAPHYLOCOCCUS AUREUS CLINICAL STRAINS

Aysegul GURBAK

Konya-2024

In recent years, Staphylococcus aureus has emerged as a significant cause of hospital and community-
associated outbreaks worldwide. Particularly, multidrug-resistant (MDR) S.aureus is now recognized as having
major clinical importance. Methicillin-resistant S.aureus (MRSA) is resistant to many antibiotics and has the
ability to rapidly develop resistance to modern antibiotics used in treatment processes. Therefore, MRSA
infections lead to stronger and more persistent infections compared to normal S.aureus infections. The Panton-
Valentine leukocidin (PVL) toxin secreted by S.aureus strains is an important toxin held responsible for
community-associated skin and soft tissue infections, as well as fatal necrotizing pneumonia. Additionally, it has
been shown that S.aureus quorum sensing (QS) systems play a key role in various cellular mechanisms such as
biofilm production and contribute to the enhancement of existing antibiotic resistance.

Methicillin resistance in S.aureus is attributed to the mecA and mecC genes. The QS mechanism in
bacteria organizes some abilities that contribute to resistance, such as biofilm production, and increase virulence.
The search for “Quorum Quenchers” that can inhibit this mechanism has recently increased. It is expected that
such compounds will inhibit the QS mechanism and consequently reduce/prevent the development of drug
resistance in bacteria. Some of the genes regulating the QS mechanisms in S.aureus strains are AgrA and AgrC
genes. Congo red is a method used for phenotypic evaluation in biofilm formation.

Today, bacteria have the ability to develop resistance to all antibiotics through different mechanisms.
Inhibiting the QS mechanism among bacteria and thereby weakening the virulence factors, biofilm formation,
and bacterial resistance mechanisms regulated by this system is a promising strategy for preventing resistant
bacterial infections. Therefore, it is necessary to further elucidate the relationship between bacterial QS and
antibiotic resistance mechanisms.

In our study, 100 S. aureus strains isolated from various clinical samples were used. These strains were
identified using MALDI-TOF MS (bioMerieux, Marcy I'Etoile, France), and their antibiotic susceptibilities were
determined using the BD Phoenix automated system (Becton-Dickinson, USA). Mec A, mec C, Luks PVL1-2,
and the QS genes agrA and agrC were detected by RT-PCR. In our study, 16s rRNA was used as the
housekeeping gene. The DNA isolated from the strains was verified by Titertek Berthold Colibri Microvolume
Spectro Nanodrop measurement and gel electrophoresis.

According to our RT-PCR findings, isolates carrying both QS genes AgrA and AgrC were classified as
QS (+), while the remaining isolates were classified as QS (-). Resistance levels to various antibiotics and the
presence of related antibiotic resistance genes were compared between these groups. Additionally, the ability to
detect biofilm presence without molecular methods was assessed through phenotypic evaluation with congo red.

Our findings contribute to the literature by supporting a potential relationship between QS genes and
resistance levels to cefoxitin, oxacillin, clindamycin, and tetracycline, as well as the presence of the mecA gene.
The mecC gene, another resistance gene, was not detected in any isolate. This finding suggests that QS systems
may play a role in the intra-species selection of S.aureus MDR bacteria and, consequently, in the emergence of
MDR strains. However, further studies are needed in this area. The presence of the PVL toxin gene has been
shown to be more prevalent in skin and soft tissue infections with mecA positivity. Inhibiting the mecA gene and
monitoring the formation of MRSA, as well as using various inhibitors, is necessary.

Advancing the promising QS inhibition strategy in combating antibiotic resistance in S.aureus
infections could mark the beginning of a new era in fighting antibiotic resistance. This study aims to investigate
the virulence factors and quorum sensing characteristics of S.aureus strains at the gene level and to determine
their positive or negative effects on beta-lactam antibiotics.
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1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus (S.aureus), hastane ve toplumsal kaynakli enfeksiyon
etkenlerinden olup, en 6nemli firsat¢1 patojenlerden birisidir. Bu bakteriler deri ile yumusak
doku enfeksiyonlariyla (karbonkiil, impetigo, masitit, folikiilit), endokardit, pnomoni,
osteomiyelit gibi enfeksiyonlara neden olabilmektedirler, ayrica toksik sok sendromu, septik
sok, besin zehirlenmeleri ve haslanmis deri sendromu gibi klinik tablolara neden olmaktadir
(Sudagidan vd., 2008).

Stafilokoklarin onem arz eden virulans etkenleri igerisinde toksin ve enzim lretimi,
antibiyotik direnci ve biyofilm olusumu sayilabilmektedir (Sudagidan ve ark., 2008).
Stafilokok enfeksiyonlar1 yasami tehdit eden sonuglari ve tedavide kullanilan antibiyotiklere
kars1 hizla diren¢ kazanmasi sonucunda mortalite ve morbiditeyi arttirmaktadir (Karbuz,
2012). Metisiline direngli S.aureus (MRSA)lar birgok antibiyotige karsi direnglidir ve tedavi
stireglerinde kullanilan glinlimiiz antibiyotiklerine hizli bir seklide direng gelistirme 6zelligine
sahiptirler. Bu sebepten otiiriidir ki MRSA enfeksiyonlarmin normal S.aureus
enfeksiyonlarindan daha kuvvetli ve inat¢1 enfeksiyonlara neden olamaktadir. Bazi iilkelerde
salginlar bildirilmektedir; bunun sebebi olarak toplum kokenli MRSA ya bagli infeksiyonlarin
goriilme sikligindaki artma gosterilmektedir. Hastane ve toplum kaynakli MRSA’larin halk
saglig1 agisindan epidemi olusturma potansiyeli yiiksektir (Sudagidan vd., 2008).

S.aureus suslarindan salgilanan Panton-Valentine 16kosidin (PVL) toksini, toplum
kaynakli deri, yumusak doku enfeksiyonlarinda ve oOliimciil nekrozitan pndmonilerden
sorumlu tutulan onemli bir toksindir. Zamanla yapilan ¢alismalar PVL’nin hastane
ortamlarinda hizla yayildigini ortaya ¢ikarmistir. Bu toksinler konak savunmasinda bazofil,
monosit, polimorfoniikleer (PMNL) ve makrofajlar {izerindeki sitolitik etkisiyle porlar
olusturur ve organizmayi lizisden korur. Toksin bu o6zelligi ile S.aureus’un immiin sistem

hiicrelerinden kagisinda kritik rol oynamaktadir (Duman vd., 2013).

MRSA izolatlarinin nerdeyse tamaminda bulunan penisilin baglayan protein2a
(PBP2a)’nin tespiti ya da bu protinleri kodlayan mecA geninin varliginin gésterilmesi MRSA
tanisinda en gilivenilir yontemlerden oldugu goriilmiistiir. EUCAST e gore sefoksitine direngli

stafilokoklar metisilin direngli olarak kabul edilmektedir (Vural vd., 2023).

Glinimiizde hiicreler arasi isbirligi ve iletisimin yalnizca Okaryotlarda oldugu

zannedilirken artik prokaryotlarda da oldugu gozlemlenmistir. Bakteriler arasindaki bu

1



haberlesme mekanizmasi quorum sensing (QS) olarak adlandirilmaktadir. QS ayni tiirlerin
hiicreleri arasinda degil, bakteriler, farkli tiirler ve gelismis organizmalar arasinda da oldugu
kanitlanmistir. Bakterilerin arasindaki iletisim, kimyasal sinyal molekiilleriyle gerceklesir.
Biiyiik hiicre topluluklarinin aktivitesinin eszamanli (senkronize) olarak gerceklesmesinde
onemli bir rolii vardir. Bakterilerdeki bu kimyasal haberlesme, “oto indiikleyici” olarak
isimlendirilen hormon benzeri kii¢iik molekiillere verilen cevabi, iiretimini, salinimini ve
algilanma yetisini igermektedir. QS, prokaryotla okaryot arasindaki farki tamamen ortadan
kaldirir. Sonug olarak bakteri ¢ok hiicreli organizmalarin davranma yeteneklerini kazanmustir.
(Kaya & Yardimci, 2014; Srivastava vd., 2014). Bakteri, QS mekanizmasi araciligi ile iireme
davranisglari, biyofilm iiretimi gibi 6zellikleri yoneterek ¢esitli mekanizmalar1 igsletmektedir ve
bu 6zelliklerinin yonetilebilmesiyle bakterinin olusturacagi enfeksiyonlarla miicadelede ¢esitli

gelismelerin saglanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada, NEU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarina kabul edilen gesitli
klinik 6rneklerinden izole edilen S.aureus izolatlarinin olusturmus olduklar1 enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin, diren¢ genlerinin, PVL’nin, biyofilm ve quorum

sensing (QS) genleri arasindaki iliskinin ve etkilesimin saptanmasi amag¢lanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. S.aureus Tarihcgesi

Alexander Ongston 1881 yilinda stafilokoklarin fare ve kobaylarda hastalik yaptig
kanitlandiktan sonra 1898 yilinda ilk kez Robert Koch’un yaptigi ¢alisma ile tanimlanmustir.
Ongston bir hastasindan aldig1 apse ornegindeki cerahati mikroskopta incelemis, yuvarlak ve
zincir seklinde olusturulan kiimelerde canlilarin varligini saptamistir. Sonug olarak apseye
mikrokoklarin apseye neden oldugunu sdylenmistir. Uziim salkimi seklinde kiimelenmis bu
yapilar, Yunanca ‘’staphyle’’ kelimesinden tiiretilen Staphylococcus olarak isimlendirilmistir
(Ogston, 1882).

Alman cerrah olan Anton J. Rosenbach 1884 yilinda iki farkli Staphylococcus susu
izole etmis ve kolonileri yapmis olduklar1 pigmentlere gore isimlendirmistir. Latince altin
anlamimdaki “’aurum”’ sozciigiinden tiiretilen altin saris1 renginde olana Staphylococcus
aureus, Latince ’albus’’ kelimesinden tiiretilen ve beyaz renk pigment olusturana ise
Staphylococcus albus admi vermistir (Rosenbach, 1984). 1903 yilinda stafilokoklarin
plazmasint koagiile (pihtilasma) etmesi Loeb tarafindan ilk kez kan plazmasinda
gosterilmistir. Bu durum 1930°1u yillarin basina kadar pek de dikkate alinmamistir (Leob |,
1903). 1957 yilindan itibaren stafilokoklar1 ayirt etmede anahtar 6zellik koagiilaz testi olup,
sonrasinda koagiilaz pozitif koklar, stafilokoklar icerisinde S.aureus olarak adlandirilmistir
(Karbuz, 2013).

Stafilokoklar eski zamanlarda insanlar i¢in tedavisi gii¢, 6liimciil enfeksiyonlara sebep
olmakta idi. Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini bulmasiyla birlikte 1940 yilinda
antibiyotik  kullanilmaya  baslanmistir.  Boylelikle  stafilokokallarin  olusturdugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kayda deger basarilar elde edilmistir. Penisilin kullaniminin
artmasiyla birlikte, stafilokok tiirlerinden penisilini etkisiz hale getiren tiirler ortaya ¢ikmistir.
1945°1i yillardan itibaren penisilin direnci giderek artmis, sonraki yillarda penisilin haricinde
eritromisin, tetraksilin, streptomisin gibi antibiyotiklere de direng gelisimi gozlemlenmistir
(Erdem, 2011; Wenzel vd. 1998).

1960 yilinda, stafilokoklar tarafindan {iretilen penisilinaz adli enzimlere direngli,
yarisentetik bir penisilin olan metisilin gelistirildi. Bu, stafilokok enfeksiyonlariin
tedavisinde 6nemli bir adim olarak kaydedilmistir. Ancak, bu basaridan sadece bir yil sonra,

1961 yilinda stafilokoklarda metisilin direnci kesfedilmistir. Sonraki yillarda, ozellikle



1970'lerin sonlar1 ile 1980'lerin baslarinda, metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA)
suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci ortaya ¢ikmistir. MRSA, diinya genelinde o6zellikle
hastane enfeksiyonlarina neden olan ciddi bir sorun haline gelirken, giinlimiizde antibiyotik

direnci sorunu artarak devam etmektedir (Ahmad-Mansour vd., 2021; Erdem, 2011).

Hayvanlarda ilk MRSA izolasyonu 1972 yilinda meme dokusunda enfeksiyon olan
(mastitisli) sigirlardan elde edilirken,1988 ve 1989 yillarinda kedi ve kopekten MRSA
izolasyonu yapilmistir. Bu gelismelerin ardindan diinyanin ¢esitli bolgelerindeki izolat
sayisindaki artigla birlikte, MRSA enfeksiyonlar1 hayvanlar arasinda da 6nemli bir sorun
haline gelmeye baslamistir (Leonard vd. 2006). Mastitisli sigirlardan elde edilen MRSA
izolatlar1 ve bu sigirlara bakim veren kisilerden alinan 6rnekler, MRSA suslarinin insanlardan
hayvanlara bulasabilme yetenegini gostermis ve bu durumun zooantroponoz ya da
antropozoonoz olarak adlandirilan 6nemli bir fenomen olabilecegini ortaya koymustur.
Hastane kokenli MRSA klonlarinin kopeklerde ve mastitisli sigirlarin siitlerinde bulunmasi,
MRSA suglarinin insanlardan hayvanlara gecis yapabilecegi olasiligini diisiindiirmiistiir.
Atlarin hem c¢iftliklerde hem de klinik ortamlarda tedavi gormesi, dnemli oranlarda MRSA
tespit edilmesine neden olmus ve yapilan alt tiplendirme g¢alismalarinda atlar ile insanlar
arasinda karsilikli bulagma oldugunu ortaya koymustur (Tiirkyilmaz S, Tekbiyik S, Oryasin E,
2010).

Son 50 yil iginde, ¢coklu direngli MRSA suslarina bagl enfeksiyonlarin artisi nedeniyle
stafilokokal nozokomiyal (hastane kaynakli) enfeksiyonlarin tedavisinde, glikopeptid grubu
antibiyotiklerden biri olan vankomisin ©One c¢ikan segenekler arasinda kullanilmaya
baslanmigtir. Vankomisinin orta derecede duyarli S.aureus suslarina (Vankomisin
Intermediate S.aureus - VISA) karsi etkisiz oldugu, ilk kez 1995'te Fransa'da, 1996'da
Japonya'da, 1997'de ABD, Hong Kong ve Kore'de, ayn1 zamanda Tiirkiye'de insanlar ve
hayvanlarda izole edilen suslarla anlasilmistir. Insanlarda vankomisine direncli ilk S.aureus
susu (VRSA), Haziran 2002'de ABD'de diyaliz tedavisi goren 40 yasindaki bir erkek hastanin
kateterinden izole edilmistir. VRSA suslarin diinya genelinde artan sayida rapor edilmesine
ragmen, lilkemizde heniiz bu tiir suglarin varligina dair bildirim bulunmamaktadir. Ancak,
Tiirkiye'de heterojen direngli suslar gozlemlenmeye baslamistir. 1998 yilinda, ilk heterojen
direngli susun (hVISA) varlig: bildirilirken, vankomisin ve teikoplanine karsi heterojen direng
oraninin, koagiilaz negatif stafilokok suslar1 arasinda S.aureus suslarina kiyasla daha yiiksek

oldugu (%11 ve %13) rapor edilmistir (Yasar vd., 2004),(Erdem, 2011).



Genellikle insan ve hayvan deri mukozalarinin florasinda ve dogada olduk¢a yaygin
olarak bulunan stafilokoklar, uygun sartlar olustugunda, basit yiizeysel bir enfeksiyon nedeni
olabilirken ciddi hastaliklara da sebep olabilen hayati tehdit eden durumlar ortaya ¢ikabilir
(Alen vd.1997). Insanda en sik hastalik olusturan tiirler, S.epidermidis, S.aureus ve
S.saprophyticus’tur. S.aureus, saglikli bir insanin % 30-35’inin burun mukozasinda kolonize
olabilir. Bu bakteri hem hayvanlarin hem de insanlarin normal cilt mikrobiyotasinda bulunur
ve saglikli insan popiilasyonunda %20 ila %30 arasinda bir tasiyicilik oran1 vardir (Ahmad-
Mansour vd., 2021). S. epidermidis, genellikle koltuk alt1, kasik, perianal bolgeler ve nadiren
diger deri bolgelerinde ve S.aureus'un bulunmadigi durumlarda burun mukozasinda kolonize
olur, bu durumda burundaki stafilokoklarin %90-100"inii olusturur. S.saprophyticus ise
genellikle iirogenital mukoza epitelinde kolonize olur (Pervanlar, 2020). S.aureus, insanlarda

en yaygin hastalik olusturan, ayn1 zamanda en virulan ve patojen stafilokok tiiriidiir.

Stafilokoklar, mikroskop altinda tek tek, ikili, dortlii veya kisa zincir olusturabilen ve
diizensiz liziim salkimi goriiniimiinde kiime olusturan 0,5 ile 1,5 um ¢apinda gram pozitif
koklardir. Ug boyutlu olarak béliinebilmeleri ve béliinme sonrasmda ayrilmadan birlikte
hareket etmeleri, liziim salkimi seklinin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Stafilokoklar,
hareketsiz, spor olusturmayan, genellikle kapsiilsiiz ve ¢ogu zaman tuz konsantrasyonu
yiiksek besiyerlerinde yetisen, 18-40 °C arasinda iireyebilen mikroorganizmalardir.
Stafilokoklar en iyi kanl1 agarda iirer, ancak basit besiyerlerinde de ¢ogalabilirler. Kanli agar
lizerinde iiremeleri sonucunda cesitli renklerde pigment olusturabilirler ve tiire ve cevre
kosullarina bagl olarak degisen derecelerde hemoliz 6zelligi sergileyebilirler (Basustaoglu

AC., 2010; Murray PR, Rosenthal KS, 2010).



Sekil 2.1. S.aureus elektron mikroskop gorintiisti (https://www.flickr.com/photos/niaid/5148710483 ).

2.2. S.aureus Identifikasyonu

Tablo 2.1. Stafilokok tiirlerinin siniflandirilmasi (Lous vd., 2011).

Domain

Alem Eubacteria

Boliim Firmicutes

Smif Bacilli

Takim Bacillales

Aile Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus
Tiir (insan ve hayvanlarda hastalik yapan en  S.aureus

onemli tiirler) S.epidermidis

S.saprophyticus
S.haemolyticus
S.lugdunensis



https://www.flickr.com/photos/niaid/5148710483

Stafilokoklarin laboratuvar tanisinda mikroskop altindaki gram boyama o&zellikleri,
kiiltiir ortaminda {iremelerinden sonra gozlemlenen morfolojik ozellikler ve cesitli

biyokimyasal yontemler énemlidir (Hortag, 2016).

Stafilokoklar, kanli agar iizerinde kati besi yerlerinde 37 °C'de 24 saatlik
inklibasyonun ardindan yuvarlak, diizgiin, diisik konveks, 1-4 mm c¢apinda, parlak bir
goriinim sergileyen ve genellikle ¢evresinde agik bir beta-hemoliz zonuyla belirginlesen
koloniler olusturur. Griden parlak sariya kadar degisen pigment agiga ¢ikaran S.aureus tiirleri
ise 4-6mm’lik koloniler olusturabilir. Pigment olusumu ¢evre kosuluyla iligkilidir. Ayrica
hiicre zarinda bulunan karotenoid yap1 da pigement olusumunda etkilidir. Sar1 renkli pigment,
S.aureus i¢in bir viriilans faktordiir. Kanli besiyerinde degisik derecelerde hemoliz yapabilen
stafilokoklar, lizozime direng gosterirler. Ayn1 zamanda basitrasin, furazolidon ve lizostafine
duyarhidirlar. Ek olarak, eritromisin varliginda gliserolden asit olusturma kapasitelerine

sahiptirler (Alen S, 2017; Davis vd., 2007).

%3'lik H20, (Katalaz) solusyonu ile bakteri muamele edildiginde, lam {izerinde gok
hizli bir sekilde gaz ¢ikist ve koplirme gozlenir, bu islem Katalaz testinin pozitif olup
olmadigin1 belirlemede kullanilir. Katalaz enzimi, hidrojen peroksidi su ve oksijen olarak

pargalar, bu 6zellik, stafilokoklari, streptokoklar ve enterokoklardan ayirt etmek igin kullanilir

(Huang vd., 2021; Winn W, 2006).

Kogiilaz testi, koagiilaz1 pozitif olan S.aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmekte
kullanilan tani Kriterlerinden biridir. Nadiren de olsa S.aureus suslari koagiilaz negatif
olabilmektedir. Koagiilaz enzimi, fibrinojeni fibrine doniistiiren bir enzimdir ve plazmanin
pihtilagsmasina sebep olur. S.aureus, bagli ve serbest olmak tiizere iki tiir serbest koagiilaza
sahiptir. Serbest koagiilaz, plazmadaki koagiilaz aktivatdrii ile reaksiyona girer, aktive olur ve
bu sayede fibrinojenin fibrine doniisiim siirecini baslatir. Serbest koagiilazin varligi, tiip
icinde incelenir. Bagli koagiilazin hiicre duvarinda bulunmasi, plazmadaki fibrinojene
dogrudan baglanarak fibrin olusumunu kolaylastirir. Bagl koagiilazin varligi, lam iizerinde
koagiilaz testi ile belirlenir. Tiipte yapilan koagiilaz testine gére daha hizli bir sonug verir,
ancak lam iizerinde yapilan koagiilaz testi, S.aureus suglarmin %10-15'inde yanlis negatif
sonuglar verebilir (Davis vd., 2007). Tium stafilokoklar, glukoz fermantasyonu yapar ve laktik
asit liretir. Ayrica, maltoz, laktoz, siikroz gibi karbonhidratlar1 da fermente edebilirler. Sadece

S.aureus, mannitolii fermente ederek asit olusturabilen bir 6zellik gosterir. Stafilokoklardan



S.aureus'u ayiran bagka bir 6nemli 6zellik de, niikleik asitleri hidroliz eden DNAaz ve 1s1ya

dayanikli endoniikleaz tiretebilirler (Bilgehan H., 2004).

Stafilokok tanisinda kullanilan alternatif manuel ve otomatize ticari sistemler de

bulunmaktadir;
- Vitek (bioMerieux Vitek, Mo.)
-Phoenix (Becton Dickinson, ABD)
-Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),
-“pulsed field” jel elektroforezi (PFGE)
-Kromozomal DNA restriksiyon analizi
- Minitek Gram Positive Panel (BD Microbiology System)
- RapiDEC Staph ve Vitek Gram-Positive Identification (GPI) card (BioMerieux)
- MicroScan Rapid Pos Combo Panel ve MicroScan Pos ID panel (Dade/MicroScan)
- BBL Crystal GP Identification System (BD Biosciences)
- Microbact Staphylococcal 12S (Oxoid) (Hortag, 2016)

Son yillarda, MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time
of Flight Mass Spectrometry) adli hizli ve maliyeti diisiik bir sistem, mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bu sistemde, mikroorganizmaya ait kiiciik biyomolekiiller
ve bunlarin polimeri olan biiyiik makromolekiiller, lazer 1sinlar1 ile iyonize edilir. Olusan
iyonlar, elektromanyetik bir tiipten gecirilerek farkli kiitlelere sahip iyonlar tiipten gecerken
iyon dedektoriine farkli zamanlarda ulasir. Bu zaman kayitlari, veri tabanindaki kiitle
spektrometre degerleriyle karsilastirilarak mikroorganizmanin tanist konulur. Bu yliksek
duyarhilik seviyesine sahip sistem, S.aureus tanisini koymak igin kullanilabilir (Wieser ve
ark., 2012).

Epidemiyolojik arastirmalar kapsaminda kullanilan siirveyans calismalarinin bir
parcas1 olarak, antibiyotip, faj ve kapsiil tiplemesi, plazmid profili, ribotipleme, polimeraz

zincir reaksiyonu (PZR), PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), MLST (multilocus



sequence typing) ve kromozomal DNA restriksiyon analizi gibi testler de yapilmaktadir
(Dendani Chadi & Arcangioli, 2023).

2.3. S.aureus’un Viriilans Faktorleri
Viriilans faktorii en yiiksek olan stafilokoklar, S.aureus’zur. S.aureus'un viriilans
faktorleri arasinda kapsiil, hiicre duvar yapilari, ylizey proteinleri, toksinler, enzimler ve slime

faktor gibi viriilans faktorler sayilabilir (Cheung vd., 2021)
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Sekil 2.2. S.aureus’un bagisikliktan kaginma mekanizmalar1 (Cheung vd., 2021).

2.3.1. Kapsiil

S.aureus'tan elde edilen klinik izolatlarin %90"1indan fazlasinda polisakkarit yapida bir
kapsiil bulunmaktadir. Hayvan deneyleri ile kapsiil iiretimi ile viriilans arasindaki iliski bazi
hastaliklarda gosterilmistir. Kapsiil, organizmay1 polimorfoniikleer (graniilosit) hiicrelerin
fagositozundan korurken, ayn1 zamanda organizmanin konakgi hiicrelere ve protezlere daha
kolay yapismasini destekleyebilir. On bir tanimlanmis alt serotip arasinda, Tip-1 ve Tip-2
kapsiil, insan klinik Orneklerinde nadiren bulunurken, Tip-5 ve Tip-8 kapsiillerin klinik
Kapsiil enfeksiyonlarin = %75'inden fazlasinda bol miktarda polisakkarid icerdigi
gozlemlenmistir. Tip-8 kapsiil, endokarditli farelerin lezyonlarindan elde edilen S.aureus

suslarinda yiiksek oranda tespit edilmistir. Ayrica, fare modellerinde yapilan g¢alismalarda

a-toxin, bicomponent

<—— Direct disruption



Kapsiil Tip-5'in stafilokokal bakteriyemi ve artrit gelisiminde bir viriilans faktorii oldugu
gosterilmistir. Kapsiil Tip-8'in  toksik sok sendromu toksini (TSST) diretimi ile
iliskilendirildigi, Kapsiil Tip-5'in ise oksasilin direnci ile baglantili oldugu gosterilmistir.
Hayvan deneylerinde Tip-5 ve Tip-8'e kars1 gelisen antikorlarin koruyucu oldugu ancak
bugiine kadar gelistirilen konjuge (dogrudan) asilarla istenilen etkinlik diizeyine ulasilamadigi

belirlenmistir (Basustaoglu AC., 2010; Kaplan SL HK, 2018).

2.3.2. Hiicre duvari

S.aureus'un hiicre duvari ti¢ temel bilesen igerir: peptidoglikan tabakasi, teikoik asit ve
protein A gibi diger yiizey proteinleri. Peptidoglikan tabakasi, tekrarlayan N-asetil
glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit (NAM) birimlerinden olusan bir polisakkarit
iskeletini icerir ve P(1-4) baglariyla birbirine baglidir. N-asetil muramik asit subiinitleri,
baglanan oligopeptit yan zincirlerini pentaglisin kopriileriyle capraz baglayarak yapiy1
giiclendirir. Peptidoglikan tabakasi, beta-laktam antibiyotiklerin ve glikopeptidlerin hedefidir,
bu nedenle dnemli bir yapidir. Teikoik asit, kuru agirligin %50'sinden fazlasini olusturur ve
S.aureus'a 6zgi olan ribitol teikoik asit, peptidoglikanin NAM alt birimine baglanir. Teikoik
asit, tiire 6zgldiir ve bakterinin konak mukoza hiicrelerine yapismasinda rol oynar. Hiicre
duvari, gram negatif bakterilerin aksine ¢ok katmanli kalin bir tabaka halinde bulunur. Ancak,
teikoik asidin S.aureus enfeksiyonlarinin patogenezinde ve immiin sistemin aktive
olmasindaki dogrudan rolii tam olarak anlagilamamistir (Bitrus AA, Peter OM, Abbas MA,
2018; Sutton vd., 2021).

Gram pozitif bakterilerdeki peptidoglikan tabakadaki cok sayida capraz bag, gram
negatif bakterilere gore daha rijit bir yapiya sahip olmasini saglar. Ayrica, peptidoglikan
tabakasi, endojen pirojenlerin {iiretimini, kompleman aktivasyonunu, monositlerden
Interldkin-1 (IL-1) {iretimini ve I&kositlerin kemotaksisini stimiile eden endotoksin benzeri

aktiviteye sahiptir (Pervanlar, 2020).

Hiicre duvar1 sentezinin son basamaginda gorev alan transpeptidaz ve
karboksipeptidaz gibi enzimler, plazma membranina sikica baglanmis durumdadir. Bu
enzimler, kovalent olarak baglandiklar1 beta-laktam antibiyotikler tarafindan inaktive
edildikleri i¢in enisilin Baglayan Protein (PBP) olarak da adlandirilir. S.aureus'ta hiicre duvari
sentezinde PBP 1, 2 ve 3 gorev alirken, MRSA'larin (metisillin direngli Staphylococcus

aureus) farkli bir PBP olan PBP2a'ya sahip oldugu gozlemlenmistir. PBP'lerin inaktivasyonu
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bakterinin 6liimiine neden olurken, PBP'lerin beta-laktam antibiyotiklere olan afinitesindeki

azalma antibiyotik direncine yol agar (Basustaoglu AC., 2010; Sutton vd., 2021).

Sadece S.aureus’ta bulunan protein A vyiizey proteinlerinin bir 6rnegidir. Ayrica ve
peptidoglikan yapimnin en disindaki hiicre duvari bilesenidir. Hiicre disinda, ayn1 reseptorlere
baglanarak kompleman aktivasyonuna neden olan protein A, kemotaktik ve mitojenik etkiler
de gosterir. Niikleaz ve koagiilaz aktiviteleri ile yiiksek oranda korelasyon gosteren protein A,

ayni zamanda gii¢lii bir viriilans faktoridiir (Hasan, 2022).

DNA-di d RNA
Coll wall synthesis | S ey RAA clongaion |

Cycloserine Quinolones-[ Nalidixic acid Actinomycin Rifampin

Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins

Bacitracin Novobiocin

Penicillins Protein synthesis
Cephalosporins (508 inhibitors)
?;:2::::::: Erythromycin (macrolides)

Chloramphenicol
Clindamycin
Lincomycin

Protein synthesis
(308 inhibitors)

-Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin

: ';;.1 Tanolis|

ro 1e
Trimethroprim
Sulfonamides \((v

Cytoplasmic membrane Z Gentamic.ln
structure . Kanamycin
Polymyxins Amikacin

Daptomycin | Nitrofurans
PABA Cytoplasmic  Cell wall
membrane T
Mupirocin
Puromycin

Sekil 2.3. S.aureus hiicre yapis1 ve viriilans faktorleri (Bitrus AA, Peter OM, Abbas MA, 2018).

2.3.3. Yiizey proteinleri

S.aureus, konak canlida matriks proteinlerine baglanmada rol oynayan ¢esitli ylizey
proteinleri tagir. Bu yiizey proteinleri arasinda protein A, kiimelestirici faktor A ve B, kollajen
baglayan protein, plazmine duyarli protein, fibronektin baglayan protein A ve B, serin-
aspartat tekrar proteini, metisilin direncini etkileyen protein, demir regiile determinant A-C,
S.aureus yiizey proteini A-K bulunmaktadir. Bu proteinler, hiicre duvari peptidoglikan
tabakasina kovalent olarak baglanarak 'matriks proteinlerini taniyan mikrobiyal yilizey
komponentleri' (MSCRAMMSs) olarak tanmimlanirlar  (Karbuz, 2013). S.aureus
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enfeksiyonlarinin  baslamasi1 ve konak dokulara baglanma siirecinde bu adezyon

molekiillerinin 6nemli rolleri bulunmaktadir (Bien vd., 2011).

2.3.4. Protein A

S.aureus suslarinin ¢ogunda bulunan ve koagiilaz negatif stafilokoklarda bulunmayan
protein A, 6zgiin bir tanimlama testi olarak kullanilabilir. Bu ylizey proteini, hiicre duvarinin
en dis katmaninda yer alir. Protein A, IgG3 disindaki tim IgG alt tiplerinin Fc bdliimiine
immiin olmayan bir sekilde baglanma 06zelligine sahiptir. Bu 06zelligi sayesinde serum
immunglobulinlerini tiiketerek antibakteriyel antikorlardan, komplemandan ve nihayetinde
bakteriyi fagositozdan korur. Protein A'ya karsi gelisen antikorlar, ciddi S.aureus
enfeksiyonlu hastalarda tespit edilir. Ayrica, Protein A'nin trombositlerdeki von Willebrand
faktore baglanabilme o6zelligi, S.aureus'un olusturdugu endovaskiiler enfeksiyonlarin
patogenezinde onemli bir rol oynayabilir. Son calismalar ayrica protein A'min S.aureus'un
neden oldugu pnomoninin patogenezinde merkezi bir rol oynadigini gostermistir. Hayvan
deneylerinde, protein A'nin yoklugunun pnémoni olaylarini ve pndmoni ile iliskili mortaliteyi
azalttig1 gosterilmistir. Protein A, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) igin reseptor gorevi goriir

ve bu nedenle akcigerlerde temel proinflamatuvar faktor olarak gorev yapar (Alen S, 2017;

Bien vd., 2011; Kaplan SL HK, 2018; Lin vd., 2024).

2.3.5. Enzimler

S.aureus suslari, viriilansa katki saglayan koagiilaz, lipaz, katalaz, kollajenaz, niikleaz,
proteaz, lipaz, slime faktor, hiyaluronidaz ve beta-laktamaz (penisilinaz) gibi gesitli enzimleri
salgilar. Bu enzimlerin bazilari, bakterinin etrafini fibrinle orter ve bu sayede bakterinin
opsonizasyon ve fagositozdan kurtulmasini saglar. Fagosite edilen bakterilerin yok edilmesini
engeller veya konak doku komponentlerini pargalayarak bakterinin yayilmasini kolaylastirir.
S.aureus, en az u¢ farkli beta-laktamazi siirekli olarak Uretebilir. Bu beta-laktamazlar,
antibiyotik varliginda iiretilebilecekleri gibi antibiyotige maruz kalmadan da siirekli olarak
tiretilebilirler (Otto, 2014). Bakterinin penisilin ve ampisiline direng gelistirmesine neden
olur. Beta-laktamazlar1 kodlayan genler genellikle plazmidler iizerinde bulunur ve bu
plazmidler, eritromisin ve tetrasiklin gibi diger antibiyotiklere direng¢ genlerini de tasiyabilir.
Bu direng genleri, transformasyon ve transdiiksiyon yoluyla bakteriler arasinda transfer

edilebilir (Alen S, 2017; Bien vd., 2011).
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2.4. Toksinler

Toksinler, dogrudan konakgiyla etkilesime giren ve salgilanan zehirli maddelerdir.
Toksinler, membrana zarar veren toksinler, reseptorlere miidahale eden toksinler ve salgilanan
enzimler olmak tlizere U¢ kategoride smiflandirilabilir (Otto, 2014). Stafilokokal
enterotoksinler (SE'ler) ve alfa-toksin (a-toksin) gibi birgok S.aureus toksini proapoptotik
aktivite gosterir (Ulett & Adderson, 2006). Ancak S.aureus toksinlerinin neden oldugu kesin
apoptotik hiicre tipleri ve altta yatan mekanizmalar hala belirsizdir. Bununla birlikte,
stafilokokal protein A (SPA) gibi yiizeyde yerlesik proteinler de dahil olmak iizere diger
viriilans faktorleri de potansiyel olarak apoptozu tetikler (Zhang vd., 2017).

2.4.1. Sitotoksinler

A. Alfa-Toksin: Bu toksin eritrosit, 16kosit, hepatosit, trambosit, insan diploit
fibroblastlar1, hela hiicreleri ve Ehrlich asit karsinoma hiicreleri gibibir¢ok
hiicre iizerine sitolitik etki gosterir. Memeli hiicrelerinde (eritrosit, l6kosit,
trombosit gibi) por olusumuna neden olarak inflamatuar yaniti indiikler. Kanl
agarda tireyen S.aureus kolonilerinin etrafinda olusan beta hemolizden
sorumludur.

B. Beta Toksin: Eritrositler, 16kositler, ve makrofajlar gibi gesitli hiicreler igin
sitolitik etki gdsterir. Hemolitik aktivitesi bulunup, bu etki eritrositlerin
duvarindaki sfingomylin miktarina bagldir. Toksinin en énemli 6zelligi sicak-
soguk lizis yapabilme yetenegidir. Eritrositler tizerindeki etkisi sogukla artar.

C. Delta Toksin: Insan eritrosit hiicrelerine orta derecede etkilidir.

D. GamaToksin: Insan, tavsan ve koyun eritrositleri gibi gesitli eritrositleri
hemolize ederek kanli agarda biiytik ve belirgin birhemoliz alani olusturur.

E. PVL (Panton-Valentine Lokosidin): Polimorf niikleer 16kositlerde graniil

sekresyonunu ve yangisal medyatorlerin salinmasini uyarir (Yigit, 2013).

2.4.2. Eksfoliyatif toksinler

Stafilokokal eksfolyatif toksinler (ET'ler), stafilokokal haglanmis deriden sorumludur.
Ritter hastalig1 olarak da bilinen ve dehidrasyon, yiizeysel cilt katmanlarinin kayb1 ve ikincil
enfeksiyonlarla karakterize edilen sendromdur (SSSS) (Bukowski vd., 2010). Viicudun genis
alanlar1 SSSS'den etkilenir ve lezyonlar siklikla sterildir. Biilloz impetigo, SSSS'ye neden
olan ayni1 eksfolyatif toksinin neden oldugu, altta yatan ayn1 enfeksiyon tarafindan olusturulan

ve en sik olarak yiizii, elleri, govdeyi ve kalcalar1 etkileyen bir cilt hastalifidir. Biilloz
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impetigoda piistiiller ve kabarciklar orijinal enfeksiyon bolgesine yakin yerde gelisir, ancak
SSSS'de oldugu gibi viicudun baska bir yerinde gelismez. Kabarciklar ve piistiiller
epidermisin yiizeyine ¢ok yakin bir yerde ortaya ciktiklarindan, higbir zaman birkag
milimetreden fazla biiyiimezler, ardindan sizinti ve sar1 kabuklanmanin gelistigi sinirda
delinip genislerler ve hastalar cildi ovaladiginda enfeksiyon cevredeki cilde yayilabilir
dokiintii. Bu nedenle iki hastalik arasindaki tek fark cilt hasarinin diizeyidir. Biill6z impetigo
genellikle kiigiik ¢ocuklar1 ve bebekleri etkiler, ancak SSSS'de oldugu gibi kizariklik ve
dokiintiiler gelismez ¢ilinkii daha biiyiik ¢ocuklar ve yetiskinler, bagisiklik sistemini etkisiz
hale getiren notralize edici antikorlara sahiptir (Ahmad-Mansour vd., 2021).

2.4.3. Siiperantijenler

S.aureus stiperantijenleri (SAg'ler) en etkili T hiicresi mitojenleridir. Mekanizma
SAg'lerin etkisi geleneksel peptid antijenlerininkinden farklilik gosterir. Antijen sunan
hiicreler (APC'ler) geleneksel antijenleri alir ve islerler. T hiicreleri, T hiicresi reseptori
(TCR) a- ve B-zincirlerinin hiperdegisken bolgelerini kullanarak APC yiizeylerine maruz
kalan MHC sinif II ile smurl antijenik peptidi tanimlayabilir (Wieczorek vd., 2017). Ancak
SAg'ler, APC'lerde goriintiilenen korunmus MHC sinif II yapilarindan yararlanarak ve
ardindan antijen isleme kullanilmadan T hiicresi aktivasyonunu ve ¢ogalmasini tetikleyerek
TCR B-alanlarini dogrudan baglayabilir. Bu, IL-2, IFN-y ve TNF-a dahil olmak iizere
proinflamatuar sitokinlerin asir1 aktif hale gelmesine ve salinmasina neden olarak, her bir
sliperantijene 6zgii ¢oklu sistem organ yetmezligi olasiligi da dahil olmak tizere ¢ok sayida
yan etki ve semptoma neden olur (Ahmad-Mansour vd., 2021). SAg'ler, oral uygulamadan
sonra kusturucu etkilere sahip stafilokokal enterotoksinleri (SE'ler) ve kusturucu 6zelliklere

sahip olmayan toksik sok sendromu toksini 1'i (TSST-1) igerir (Lina vd., 2004).

Enterotoksinler (SEs)

Enterotoksinler bagirsak aktivitesini bozan ve stafilokok olusumunu tetikleyen 20-30
kDa salinan toksinlerdir. Ates veya hipotansiyon gibi toksik etki belirtileri olmaksizin kusma,
karm agrisi, bulant1 ve ishal ile karakterize olan stafilokokal gida zehirlenmesidir (SFP)
((Hennekinne vd., 2012; Hu vd., 2021). Antijenik heterojeniteye dayanarak 20'den fazla SE
(SEA—SEIV) kesfedilmistir (Fisher vd., 2018; Hennekinne vd., 2012). SE'lere kusturucu
yanitta yer alan reseptorler kesfedilmemis olsa da, stafilokokal gida zehirlenmesinin klinik
belirtileri, her ikisi de SE'lere yanit olarak iiretilen l6kotrien B4 ve prostaglandin E2 gibi

inflamatuar aracilarla iligskilendirilmistir (Pezato vd., 2012; Uchiyama vd., 1992). Mide ve
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ince bagirsagin list kismi, epitel ve lamina propriadaki notrofil sizintilariyla iligkili en 6nemli
mukoza lezyonlarin1 sunarken, jejunumda genislemis kriptler goriiliir. Bazi toplumdan
edinilen MRSA (Community-acquired MRSA, CA-MRSA), enfeksiyonlarinda o6liimciil
sepsis, enfektif endokardit ve bobrek enfeksiyonunda bu durum, yiiksek diizeyde stafilokokal
enterotoksin C'ye (SEC) kritik derecede bagimlidir (Salgado-Pabon vd., 2013). Stafilokokal
enterotoksin B (SEB) gida zehirlenmesiyle iligkili olsa da, solunan bir biyolojik silah olarak

potansiyel kullanim agisindan arastirilmistir (Pinchuk vd., 2010).

Toksik sok sendromu toksini

SE'lerin aksine, TSST-1 (22-kD) kusmay1 tetiklemez ancak mide bulantisini uyarir.
Konak¢1 T hiicrelerinden ve makrofajlardan 6nemli miktarlarda proinflamatuar sitokinler
salmir. Bu sitokin patlamasi, ¢coklu organ yetmezligine ilerleyebilen yliksek ates, dokiintii,
deskuamasyon, hipotansiyon ve hipovolemik sok gibi toksik sok sendromu (TSS)
semptomlarina neden olur (Christopher S. Stach, Alfa Herrera, 2014).

2.5. Panton-Valentine Lokosidin (PVL)

Beyaz kan hiicrelerinin par¢alanmasina neden olan S.aureus sitotoksinleri; S ve F
olarak bilinen, ayr1 ayr1 salgilanan ancak hedef hiicre zarinda birleserek hiicre homeostazisini
bozabilen ve hiicre lizisine neden olabilen beta gozenekleri olusturan iki alt birimden
olusurlar. S.aureus ¢ift bilesenli l6kosidinleri arasinda bulunanalardan biri de Panton-
Valentine 16kosidin (PVL)’dir (Rungelrath & Deleo, 2021). Bu toksin patojeniteyi arttiran
hiicre dis1 protein toksindir. Lokotoksinler monositler, ndtrofiller veya makrofajlar gibi beyaz
kan hiicrelerini hedef alir (Spaan vd., 2017). PVL, LukDE ve LukAB'nin (bazen LukGH
olarak da bilinir) tiimii iki bilesenli Luk toksin ailesinin liyeleridir ve PVL l6kosidinler
arasinda 100 kat daha yiiksek bir 16kositotik aktivite sunarlar. Bu Luk toksin ailesi, ¢ekirdek
genom veya faj lizerinde kodlanan ve bir gozenek yapisi olusturmak {izere oligomerize olan
32-35 kDa lokotoksinleri igerir (Ahmad-Mansour vd., 2021). Lokotoksinlerin 16kositotik
aktivitesi reseptdr etkilesimine dayanmaktadir. Immiin hiicreler iizerindeki CCRS, LukDE'nin
reseptoridiir; C5aR, C5L2 ve CDI11b ise PVL ve LukAB'nin reseptorleridir (DuMont vd.,
2013; Mohimani vd., 2017). PVL iki boliimden olusan bir toksindir: LukS-PV ve LukF-PV.
Birbirlerini sinerjik olarak etkileyen F (hizli) ve S (yavas) adinda iki protein komponentinden
olusmus bu ekzotoksin; konak 16kositlerinin membranlarinda porlar olusturarak bu hiicrelerin

erimesine neden olmaktadir ve bunlarin par¢alanmasiyla sonuglanir. PVL o6ncelikle deri ve
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yumusak doku hastaliklariyla ve diger invazif hastalik tiirleri ile baglantilidir (Kaneko &
Kamio, 2004).

Zatiirre, kas-iskelet sistemi hastaliklar1 ve bakteriyemi gibi hastaliklar ¢ok daha az
yaygindir. PVL pozitif bir susla enfeksiyonun yetiskinlerde stafilokok pnémonisi, kas-iskelet
sistemi hastalig1 veya bakteriyemi i¢in kotii bir klinik sonucu 6ngordiigii goriilmemektedir,
ancak PVL pozitif deri ve yumusak doku hastalifi olan hastalarin cerrahi miidahale

gerektirme olasilig1 daha yiiksek goriinmektedir (Shallcross vd., 2013).

PVL, sus tipine bakilmaksizin hem MRSA hem de MSSA suslarinda deri ve yumusak
doku enfeksiyonlariyla baglantilidir. Bu nedenle enfeksiyon olasiligi nedeniyle yeni tedavilere
ihtiyag duyulmaktadir. PVL-pozitif S.aureus suslar1 artmaktadir ve bu suslarin bazilart
halihazirda mevcut olan MRSA'dir (Ahmad-Mansour vd., 2021; Shallcross vd., 2013).

2.6. MRSA (Metisiline Direngli S.aureus)

Metisiline direncli S.aureus (MRSA) 1961 yilinda ilk kez ingiltere'de penisiline
direngli yar1 sentetik penisilin olan metisilinin gelistirilmesinden kisa bir siire sonra izole
edilmistir (Itou vd., 2000). S.aureus izolatlarinin zamanla antibiyotiklerin ¢oguna direngli
olusu, biitiin diinyada hizli yayilmas: stafilokok infeksiyonlarmin tedavisinde onemli bir

problem haline gelmistir. (Ergon vd., 2010; Itou vd., 2000)

MRSA, penisilinler ve sefalosporinler tarafindan temsil edilen bir antibiyotik sinifi
olan hemen hemen tiim B-laktam antibiyotiklere direnglidir. MRSA'nin -laktam direnci, yeni
bir penisilin baglayic1 proteinin (PBP) iiretilmesinden kaynaklanir (Hortag, 2016; Itou vd.,
2000). MRSA'nin B- laktam direnci, PBP 2a olarak adlandirilan yeni bir penisilin baglayici
proteinin (PBP) iiretilmesinden kaynaklanir; bu protein, S.aureus'un i¢sel PBP dizisinden
(PBP1 ila 4) farkli olarak onemli olglide azaltilmistir. B -laktam antibiyotikler; B-laktam
antibiyotiklerin bagka tiirlii engelleyici konsantrasyonlarinin varlifina ragmen, MRSA,
yalmizca PBP 2a'min engellenmemis aktivitesine bagli olarak hiicre duvari sentezini
stirdiirebilir. PBP2/2a, diger PBP’lerden farkli olarak beta-laktam yapisindaki antibiyotiklere
kars1 diisiik afinitede baglanma o6zelligi gostermektedir. Dolayisiyla, PBP 2a, MRSA
kromozomunda yer alan bir mecA geni tarafindan kodlanir. 1987 yilinda bir Japon MRSA
susundan mec A geni klonlanmis ve dizisi belirlenmistir. Mec A geni S.aureus'un yani sira
koagiilaz negatif stafilokoklar arasinda da yaygin olarak bulunmaktadir. Bu nedenle metisilin

direnci belirleyicisinin (mec determinant) stafilokok tiirleri arasinda serbest¢e bulasabildigi
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One siiriilmiistiir. Ancak ayrintili bir molekiiler epidemiyolojik ¢alisma ile Kreiswirth ve ark.
MRSA'nin tek veya iki atasal klondan kaynaklandigini ileri slirmiislerdir. Bu durum,
mecA'nin tiirler aras1 veya tiir i¢i aktarim sikliginin oldukga sinirli bir siire¢ oldugu ve mec
aktariminin, bir transpozon gibi 6zel aktarim mekanizmalarindan kaynaklanmayabilecegi

goriisiine yol agmistir (Dogan vd., 2018; Itou vd., 2000; Suzuki vd., 1992).

2.7. Biyofilm

Biyofilmler, bagli mikrobiyal hiicreler tarafindan olusturulan matrisle g¢evrili sessiz
topluluklar1 temsil eder. Biyofilm olusumu, bakterilerin enfeksiyonlar sirasinda antibiyotikler
dahil antimikrobiyal ajanlarin etkilerine karsi direnmek i¢in kullandig: stratejilerden biridir.
Ormegin, S.aureus biyofilm olusumu, bakterilerin vankomisine karst duyarlihigini azaltir;
bakteriyel biyofilm minimum biyofilm inhibitér konsantrasyonlarina neredeyse planktonik
bakterilere kiyasla vankomisinin minimum inhibitdr konsantrasyonunun (MIC) yaklasik 10
kat1 gerekir (Aboelnaga vd., 2024). Biyofilm, ¢esitli mikrobiyal tiirlerin ¢evresel etkenlerden
korunmak; dogal g¢evrede sik¢a bulunan ve yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmek igin
olusturduklart uygun ortamda kalan mikroorganizmalar, bir mikroekosistem olarak
tanimlanabilir (Marcinkiewicz vd., 2013). Mikroorganizmalar, hiicresel organizasyonlarini
siirdirmek ve belirli bir yapisal biitiinliik icinde yasamak igin birbirleriyle haberlesen
biyofilm yapisiyla dikkat ¢eker. Bu biyofilm yapisini olusturan organizmalar, QS o&zelligi
aracilifiyla bir araya gelir. QS sisteminde yer alan sinyal molekiilleri, bakterilerin belirli bir

odakta toplanmasini saglayarak biyofilm olusumunun temelini atmaktadir (Temel & Erag,
2018).

\ Planktonik
%\ hiicreler

Yiiziiye ' \ ' ‘
ltumnmd - o,

', !
Tutunma Kolonizasyon ve Biyofilm yapisinin Kopma
mikrokoloni olusumu olgunlasmasi

Sekil 2.4. Biyofilm olusum asamalar1 (Temel & Erag, 2018).
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Mikroorganizmalarin organik ekzopolisakkarit yapilarini kullanarak olusturduklar
biyofilm yapisi, canli veya cansiz bir yiizeye geri donlisiimsiiz olarak tutunmalarini saglar. Bu
biyofilm yapisi, mikroorganizmanin konak bagisiklik sisteminden kagmasina, antibiyotiklere
diren¢ kazanmasina avantaj saglar. Bakteriyi bir dizi dezenfektan, pH degisimi ve kuruluga
kars1 direngli hale getirir. Bu durum, damar kateterleri, implantlar, kalp kapakgiklari, kalp
pilleri, kontakt lensler gibi ¢esitli tibbi ara¢ ve biyomateryaller iizerinde olusan biyofilmlerin
gelisimine neden olabilir ve bu da hastalarda ciddi terapétik sorunlara yol agabilir. Kronik
bakteriyel enfeksiyonlarin %80'den fazlas1 biyofilmlerle baglantilidir ve nozokomiyal
enfeksiyonlarin %65'inden sorumlu olan biyofilm yapisi, yapilan ¢aligsmalarla belirlenmistir

(Hortag, 2016; Kim vd., 2017; McCarthy vd., 2015).

Biyofilmler, mikrobiyal hiicreler ve EPS (extracellular polymeric substance)
tarafindan olusturulan, ayirt edici direk veya mantar seklinde yapilarla organize mimarilere
sahiptir. EPS bazli matriks, biyofilm olusumunu yapisma bolgesinde meydana getirir, ya
bakteriyel yilizeylerde tiretilir ya da baglanma yiizeyinde salinir ve mikrobiyal kolonizayonu
ve hiicre kiimelesmesini tesvik eden bir baslangi¢ polimerik matriks olusturur. Bu tiir yapilar,
biyofilm ¢ekirdegini dis ortamla birlestiren besin tasima sistemleri olarak islev goren titiz
kanal aglarini olusturur. Besin eksikligi kosullar1 biyofilm olusumunu tetikleyebilir. Biyofilm
EPS matrisi, ¢evrede bulunan karbon, fosfat ve azot gibi ¢evresel metal besin maddelerinin
herhangi bir miktarin1 baglar. Biyofilm igindeki bakteriyel hiicreler, persister hiicreler olarak
bilinen durgun bir duruma girerler; azaltilmis metabolik aktivite gosterir, hiicre boliinme
hizlar1 yavaglar ve antimikrobiyal ajanlara yiiksek tolerans gosterirler. Ayirma ve dagilma
gerceklestikten sonra, persister hiicreler metabolik aktiviteyi yeniden kazanir ve

antibiyotiklere hassasiyet gosterirler (Aboelnaga vd., 2024).

S.aureus'un konake¢inin hiicrelerine ve dokularina temasiyla birlikte yapismasi, epitel
ve endotel hiicrelerini el gegirmesi, bir biyofilm olusturmasi ve konake¢min bagisiklik
tepkisinden kaginmasi, bunlarin tiimii bakterinin yiizey proteinlerinden kaynaklanmaktadir
(Hasan, 2022).

S.aureus biyofilm enfeksiyonlari, enfekte bireylerle dogrudan temas yoluyla kolayca
yayilabilir veya cerrahi kesiler gibi cilt yiizeyinden bakterilerin girmesiyle tetiklenebilir.
Implantin yiizeyi, cerrahi yara bolgesinde bulunan fibronektin gibi proteinler agisindan
zengindir. Bu proteinler, mikrobiyal yiizey bilesenleri tarafindan (MSCRAMM'ler olarak

bilinir) tantyan yapiskan matris molekiillerine baglanir ve bakterilerin biyofilm olusturmasi
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icin bir yer saglar. Konak¢1 immiin tepkisi veya antibiyotik tedavisi ile temizlenmezse, bu
bakteriler biyofilm olusumundan ¢ikarak dolasima katilir ve bakteriyemiye (kanda bakteri
varligl) neden olabilir. Aksesuar gen diizenleyici(agr) sistemindeki bir delesyon, klinik
MRSA suslarn tarafindan biyofilm olusumunu arttirmis, ancak MSSA suslar tarafindan
olusturulan biyofilmler ilizerinde herhangi bir etkisi olmamistir (Cheung vd., 2021; McCarthy
vd., 2015; Thurlow vd., 2011).

_
AMssa

- Surfaceof medical device

Sekil 2.5. (A) MSSA ve MRSA tarafindan ifade edilen biyofilm fenotiplerinin grafiksel gosterimleri. MSSA
suslart ica-bagimli biyofilm olusturur ve PIA aracili biyofilmler iiretirken, MRSA suslart PIA'dan bagimsiz
biyofilmler olusturur ve yiizeylerin kolonizasyonu ve biyofilm birikimi i¢in fibronektin baglayici proteinler, Atl
aracili hiicre lizizi ve eDNA gibi ylizey proteinlerine ihtiya¢ duyar. (B) %4 NaCl ile desteklenmis BHI ortaminda
yetigtirilen MSSA SH1000 susu (solda) ve %1 glikoz ile desteklenmis BHI ortaminda yetistirilen MRSA
BHICC susu (sagda) tarafindan olusturulan biyofilmlerin taramali elektron mikrograflari. (3500 X biiyiitme)
(McCarthy vd., 2015)

2.8. Quorum Sensing (QS)

Quorum Sensing (QS), bakteriyel hiicreler arasi iletisimi saglayan bir siirectir.
Bakteriyel viriilansin diizenlenmesinde ¢esitli mekanizmalar yer almaktadir, bunlardan biri de
kritik olan quorum sensing (QS) mekanizmasidir(Letizia vd., 2022). Otoindiiktorler (Al'ler)
olarak adlandirilan hiicre dist sinyal molekiillerinin iiretimi, tespiti ve yaniti ile karakterizedir.
Bakteri popiilasyonu yogunlugu arttikca, Al'ler ¢evrede birikir ve bakteriler, hiicre
sayilarindaki degisiklikleri izlemek ve toplu halde gen ifadesini degistirmek i¢in bu bilgiyi
kullanirlar. QS, senkronize hareket eden bakteri gruplari tarafindan gercgeklestirildiginde,

19



bakteri lehine olan faaliyetleri yonlendiren genleri kontrol eder. QS tarafindan kontrol edilen
sliregler arasinda biyoliiminesans, sporlanma, yeterlilik, antibiyotik iiretimi, biyofilm olusumu
ve viriilans faktorii salgilanmasi yer alir (Lina vd., 1998; Rutherford & Bassler, 2012;
Williams vd., 2023).

QS aglar1 ve molekiiler mekanizmalari, bilinen tiim QS sistemleri {i¢ temel prensibe
dayanur. Ik olarak, toplulugun iiyeleri sinyal molekiilleri olan yapay zekalar1 iiretmektedirler.
Diisiik hiicre yogunlugunda (LCD), Al'ler dagilir ve dolayisiyla tespit i¢in gereken esigin
altindaki konsantrasyonlarda bulunur. Yiiksek hiicre yogunlugunda (HCD), Al'lerin kiimiilatif
tiretimi, tespit ve tepkiyi miimkiin kilan yerel bir yiiksek konsantrasyona yol acar (Kaplan ve
Greenberg 1985). Ikincisi, Al'ler sitoplazmada veya membranda bulunan reseptdrler
tarafindan tespit edilir. Ugiinciisii, isbirlik¢i davramslar icin gerekli olan genlerin
ekspresyonunun aktive edilmesine ek olarak, Al'lerin tespiti Al iiretiminin aktivasyonuyla
sonuglanir. Bu ileri beslemeli otomatik indiiksiyon dongiisii muhtemelen popiilasyondaki

senkronizasyonu tesvik eder.

Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler farkli tiirde QS sistemleri kullanir (Sekil 1,
dort paradigmatik QS baglanti semasin1 gosterir). Gram-pozitif bakteriler, sinyal molekiilleri
olarak otoindiikleyici peptitler (AIP'ler) adi verilen peptitleri kullanir. AIP'ler hiicrede
uretildikten sonra islenir ve salgilanir. HCD'de meydana gelen AIP'nin hiicre disi
konsantrasyonu yliksek oldugunda, ayni kokenli membrana bagh iki bilesenli histidin kinaz
reseptOriine baglanir. Genellikle baglanma, reseptoriin kinaz aktivitesini aktive eder,
otofosforile olur ve fosfatt ayn1 kokenli bir sitoplazmik yanit diizenleyiciye aktarir. Fosforile
yanit diizenleyici, QS regulonundaki genlerin transkripsiyonunu aktive eder (Sekil 2.6 A).
Bazi Gram-pozitif bakteriyel QS vakalarinda AIP'ler, transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini
modiile etmek ve ardindan gen ekspresyonu degisikliklerini modiile etmek i¢in transkripsiyon
faktorleriyle etkilesime girdikleri hiicre sitoplazmasina geri tagimir (Sekil 2.6 B) (Rutherford
& Bassler, 2012).
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Sekil 2.6. Kanonik bakteriyel c¢ekirdek algilama (QS) devreleri. (A) iki bilesenli sinyalleme veya (B) bir AIP
baglayict transkripsiyon faktorii ile Gram pozitif bakterilerde otomatik indiikleyici peptit (AIP) QS. (C)
LuxI/LuxR tipi bir sistem veya (D) iki bilesenli sinyalleme ile Gram-negatif bakterilerdeki kii¢iik molekiil QS.

2.9. Aksesuar Gen Bolgeleri (Agr)
2.9.1. Agr Ave AgrC

Agr sisteminin, S.aureus'un patogenezinde biiyilk 6nem tasidigi diisiiniilmektedir;
clinkli viriilans faktorlerinin ekspresyonunu diizenler. Agr sisteminin bir¢cok akut klinik

enfeksiyondaki 6nemine ragmen, agr-kusurlu klinik izolatlar siklikla tibbi cihazlarla iliskili

enfeksiyonlar ve kalic1 bakteriyemi gibi ¢esitli enfeksiyon tiirlerinde tanimlanir. (Huang vd.,

2021).

Viriilans faktorlerinin ¢ogu, iki bilesenli bir sistem (TCS) olan AgrAC tarafindan
diizenlenir. AgrACTCS, agr lokusu tarafindan kodlanir ve S.aureus'ta bir QS sistemi gorevi
goriir. Bu c¢ekirdek algilama mekanizmasi, cevresel uyaranlara yanit olarak popiilasyon
yogunluguna dayali olarak gen ekspresyonunu modiile eder. S.aureus'un agr lokusu iki farkli
transkripsiyonel iiniteden olusur; agrBDCA ve diizenleyici RNA efektorii, sirasiyla P2 ve P3
promoterleri tarafindan kontrol edilen RNAIII’diir. P2 operonu, P2 ve P3 promotdrlerinden
transkripsiyonun aktivasyonu icin gerekli olan agrBDCA adli dort genden olusurken, 517-
niikleotitli bir transkript olan P3 transkript RNAIIl'in kendisi agr tepkisi i¢in birincil
efektordiir. agrD, olgun QS otoindiikleyici peptid (AIP) i¢in modifiye edilen ve AgrB proteini
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tarafindan hiicre dis1 bosluga salgilanan 6n peptid sinyali AgrD'yi kodlar. agrC ve agrA
strasiyla histidin kinazi ve onun ayn1 kdkenli yanit diizenleyicisini kodlar ve TCS'yi olusturur.
Agr operonu, S.aureus suslari dort varyant veya agr tipine gore siniflandirabilir. Bu dort
varyant (agr tiirleri), degisen uzunluklarda farkli motiflerle karakterize edilen farkli AIP'ler
tiretir. Bir grubun AIP'sinin diger gruplardaki agr ifadesini c¢apraz inhibe ettigi tespit
edilmistir. Agr varyantlarinin farkliligi hakkinda ¢ok sey bilinmesine ragmen, ¢ogu calisma
konakg1 egilimine (6rnegin, insanlar, sigirlar vb.) odaklanmistir veya cografi konum baghdir

(Luo vd., 2023).

AgrA ve AgrC, transmembran proteini AgrC'nin histidin sensor kinaz oldugu ve
sitoplazmik AgrA proteininin yanit diizenleyici oldugu iki bilesenli bir sistem olusturur.
Yayilabilir agr QS sinyali, ribozomal olarak sentezlenen AgrD propeptidinin AgrB'ye bagimli
proteolitik islenmesi yoluyla tiiretilen bir otoindiikleyici peptiddir (AIP). AIP'ler, fosfat1 AgrA
tizerindeki korunmus bir Asp'ye aktaran AgrC'min trans-oto-fosforilasyonunu indiikler

(Williams vd., 2023).

Bu, agrBCDA'y1 yukan regiile eden agrP2 promotoriine baglanarak, AIP {iretimini
otomatik olarak indiikleyen ve hedef gen ekspresyonunu dogrudan AgrA veya AgrA'ya
bagimli agrP3 promotorii ve transkripsiyon sonrasi diizenleyici RNAIIl araciligiyla
yonlendiren bir pozitif geri besleme dongiisii saglar. AgrB, agrD ve agrC genlerinde bulunan
hiper degisken bir bolgeye gore S.aureus agr lokusunun dort alellik varyanti (I — IV) vardir
(Sekil 2b, c). Bunlar, dort S.aureus AIP'sindeki amino asit sekans1 varyasyonlarini yansitir ve
aynt kokenli reseptorlerin aktivatorleri, ancak diger AgrC varyantlarmin rekabetci
inhibitorleri olarak AgrC'ye yonelik spesifikliklerini agiklar (Choudhary vd., 2018; Williams
vd., 2023).

S.aureus aksesuar diizenleyici (SarA) proteini hem ekzoproteini hem de hiicre ylizeyi
protein ekspresyonunu akici hale getirir. SarA lokusu sarA, sarC ve sarB olarak adlandirilan
lic Ortlisen transkript icerir ve bunlarin her biri SarA'y1 kodlayan ortak bir 3’uca sahiptir.
SarA, hiicre ylizeyi proteinlerini kodlayan genlerin (spa, protein A'yt kodlayan),
ekzoproteinleri kodlayan genlerin (hla, alfa-hemolisini kodlayan) ve agr'nin promotor
bolgeleri icindeki Sar kutulari olarak adlandirilan korunmus bolgelere baglanir. Agr promotor
elemanlarina baglanan SarA, hem RNAII hem de RNAIII transkripsiyonunu arttirir ve
dolayisiyla virtilans faktorii diizenlemesine dolayl olarak katkida bulunur. SarA'nin ayrica agr

mutant arka planda spa ve hla ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir; bu da SarA'nin belirli

22



viriilans faktorlerinin diizenlenmesini agr'dan bagimsiz bir sekilde dogrudan kontrol ettigini

gosterir (Butrico & Cassat, 2020; Dunman vd., 2001; Wright vd., 2005).
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Sekil 2.7. Quorum sensing gen regiilatér mekanizmasi (Butrico & Cassat, 2020).

Accessory gene regulator (Agr), kendine 0Ozgii diizenleme ve diger iki bilesen
sistemleriyle karsilikli etkilesim yoluyla sinyal verir. Quorum aracili Agr sinyallemesi,
diizenleyici proteinler stafilokok aksesuar diizenleyici A (SarA), karbon katabolit kontrol
proteinii A (CcpA) ve CodY ile iki bilesen sistemleri, stafilokok solunum tepki AB (SrrAB)
ve S. aureus ekzoprotein ifadesi yamit diizenleyicisi (SaeRS) tarafindan etkilenir. Bu
sistemler, oksijene (SrrAB) ve besin maddelerinin bulunurluguna (SaeRS) yanit verir, ayrica
konak bagisiklik stresinden etkilenir. AgrB, AgrD 6n Onciisiinden ekstraseliiler AIP'nin
olusumunu kolaylastirir. Agr sinyallesmesi, AgrC fosfotransferaz aktivitesini etkinlestiren
esik konsantrasyonda AIP aracili sinyal iletimi yoluyla gergeklesir ve AgrA'y: fosforile eder.
AgrA, S.aureus akut osteomiyelitinde 6nemli olan virulans faktorlerini iireten RNAIII'iin P3
tizerinden transkripsiyonunu etkinlestirir. AgrA'nin P2'ye baglanmasi, agrA, agrC, agrD ve
agrB mRNA'si1 iceren RNAII'nin transkripsiyonuna yol acar. Fosforile AgrA ayrica fenol-

¢Oziinlir modulinlerin (PSM'ler) transkripsiyonunu dogrudan artirir. SarA ve aktive edilmis
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SaeR, Aur proteazinin inhibisyonu yoluyla PSM {iretimini dolayli olarak artirir (Butrico &
Cassat, 2020).

2.10. Klinik Bulgular

S.aureus’un neden oldugu enfeksiyonlar 4 baslik altinda toplanir:
1. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari
2. Endokardit - Septisemi

3. Organ enfeksiyonlari
4. Toksin ile olan hastaliklar1 (Pervanlar, 2020)

2.10.1. Yumusak doku ve cilt enfeksiyonlari
Deri ve deri alti tabakalarin enfeksiyonlari, anatomik olarak dort ana grupta

siiflandirilabilir.

i. Epidermis enfeksiyonlart: impetigo 6rnek verilebilir. Ortak havlu kullanimi ve direkt

temas ile bulasir.

ii. Yizeyel dermis enfeksiyonlari: follikiilitler 6rnek verilebilir. Kil folikiillerininin

tikanmasi ile olusur.

iii. Derin dermis enfeksiyonlari, furonkiil, karbonkiil ve siipiiratif hidradenit gibi

ornekleri icerir. Follikiilit, daha derin bir inflamatuar nodiile doniiserek ortaya cikar.

iv. Cilt alt1 hiicresel dokularin enfeksiyonlari, erizipel, selliilit, fasiit ve pyomiyozit
gibi Ornekleri igerir. Deride sinirlart belirgin eritemli alan olarak goriilen erizipel mikst

etkenidir. Yiiksek atesle birlikte sepsis bulgularinin gézlenebilir.

Mastit: Genelde dogumdan sonraki 2., 3. haftalarda emziren annelerde %1-3 oraninda

stafilokokal meme infeksiyonu gelisimidir. (Karbuz, 2013; Pervanlar, 2020).

2.10.2. Bakteriyomi ve endokardit
Stafilokoklarin neden oldugu bakteriyemiler hastane kokenli saglik hizmeti iliskili
enfeksiyon ve toplum kokenli olarak iki grupta incelenir. Hastaneye yatigtan 48-72 saat sonra

ya da hastaneden ¢ikistan sonraki ilk 10 giin i¢inde gelisen bakteriyemiler hastane kokenli,
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hastaneye yatista var olan ya da ilk 24-72 saat igerisinde gelisen bakteriyemiler ise toplum
kaynakl1 bakteriyemidir.

Uzayan hastanede yatislarinda S.aureus’a bagli bakteriyemi olasiligi artarken ve
hastanede gelisen febril- septik epizodun tamisinda nozokomiyal S.aureus mutlaka
diistiniilmelidir. Hastane kdkenli MRSA bakteriyemilerinde mortalite oran1 %80 civarindadir.
Ates ve hipotansiyon varliginda kanda tespit edilebilen mikroorganizmalardandir (Karbuz,
2012, 2013; Pervanlar, 2020).

S.aureus bakteriyemisi, 6zellikle infektif endokardit gibi ¢ok ciddi komplikasyonlara
neden olmasi agisindan onemlidir. Genellikle dnceden zarar goérmiis dogal kalp kapaklari
endokarditine yol agabilmektedir. Yiiksek hizli kan akimina neden olan kardiyak lezyonlu

cocuklar ve protez kalp kapaklarina sahip bireyler, S.aureus endokarditi i¢in yiiksek risk
altindadirlar (Karbuz, 2013; Pervanlar, 2020).

2.10.3. Organ enfeksiyonlari
Pnémoni ve ampiyem

Genellikle aspirasyon veya bagka bir odaktan hematojen yayilim (belilrli bir odaktan
baslayip kanyolu ile gelerek iiriner sisteme yerlesmesi) ile S.aureus’un akcigerlere
ulagmasiyla pnomoni ve ampiyem meydana gelebilmektedir. Viral iist solunum yolu
enfeksiyonlarint takiben goriilen S.aureus pnomonilerinin %42'si bir yasin altindaki
bireylerde ortaya cikar. Yeni nesil antibiyotikler ve resiisitasyon tekniklerindeki ilerlemelere
ragmen, ¢ocukluk ¢agi bakteriyel pndmonileri arasinda en ciddi pndmoni grubudur. Bu yas
grubundaki mortalite oran1 %10-30'dur. Daha ¢ok ani baglayan yiiksek ates ve solunum
zorlugunu izleyen genel durum bozuklugu ve toksik belirtilerin eslik ettigi Klinik bir tablodur.
S.aureus izolasyonu, hastane kokenli pnomonilerde toplum kaynakli pnémonilere gore daha
sik goriilmektedir. Toplum kokenli S.aureus pnomonisinin Influenza epidemilerinden sonra
insidans1 artmaktadir ve genellikle 75 yasindan biiyiilk bakimevlerinde kalan hastalarda,
diyabet ve alkolizm gibi predispozan faktérlere sahip olan bireylerde daha sik izlenmektedir.
Hastane kokenli S.aureus pnomonisi genellikle entiibasyon veya aspirasyon ile iligkilidir,
ancak sag kalp endokarditi veya bakteriyemi yoluyla hematojen yayilim ile de meydana
gelebilir. Akciger grafisinde lokal konsolidasyon yama tarzinda olan infiltrasyonlar, apse
formasyonu, ampiyem, bronkoplevral fistiile bagli plevral hava-sivi seviyesi gibi cesitli
goriintliler olusturabilir. S.aureus pnomonisi, ¢ok hizli bir sekilde doku destriikksiyonu ve

kavitasyona ilerleyen nekrotizan bir enfeksiyondur. Komplike olmayan vakalar 10-14 giinliik
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stire ile tedavi edilirken, endokardit varliginda tedavi siiresi en az 4 hafta olmalidir (Murray

PR, Rosenthal KS, 2010).

Osteomyelit

Akut hematojen osteomiyelitin en sik nedenidir ve hastalarin %50 ila %70'inde
etkendir. Genellikle uzun tiibiiler kemiklerin metafizleri etkilenir. Klinik olarak ani yiiksek
ates ve etkilenen kemik bolgesinde agri ile karakterizedir. Vakalarin yarisinda kan kiiltiiri
pozitiftir. Hastaligin baslangicindan 2-3 hafta sonra tipik radyografik goriintii elde edilir.
S.aureus osteomiyeliti, hizl1 tan1 ve dogru tedavi ile oldukga iyi bir iyilesme sansina sahiptir.

Tedavi en az 4-6 hafta siirdirtliir (Karbuz, 2013; Sudagidan vd., 2008).

Septik artrit ve septik bursit

Septik artrit, ¢ocuklar ve eriskinlerin nongonokokal artritlerinde en sik izole edilen
patojendir ve genellikle etken S.aureus'tur. Bu enfeksiyon, lokal travma sonucu, hematojen
yolla veya iyatrojenik olarak gelisebilir. Eklemde agri, 1s1 artis1 ve sislik tipiktir. Tedavi

osteomyelitlerde oldugu gibi uygulanir ve tedaviye olan yanat, altta yatan hastalikla iliskilidir.

Septik bursit, en sik diz ve dirsek eklemlerini etkiler. Eklem hareket kisitliligi
genellikle g6zlenmez. Tedavide antistafilokokal antibiyotikler 2-3 hafta siireyle
kullanilmalidir (Pervanlar, 2020; Sancak, 2012).

2.10.4. S.aureus’un toksinleri ile yaptig1 hastaliklar
Stafilokokal haslanmus deri sendromu (SHDS) eksfoliatin

[k olarak 1878 yilinda 297 bebekten elde edilen verilere dayanarak Ritter Von
Rittershain tarafindan tanimlandigi i¢in Ritter hastaligi olarak da bilinir. S.aureus'un neden
oldugu bu hastalik, mukoza veya ciltte ET-A ve ET-B adli toksinlerin iiretilmesi sonucunda
ortaya ¢ikar. Klinik olarak lokalize ve jeneralize olmak {lizere iki farkli formda goriilebilir.
Ciltte yaygin bir eritemin ardindan hizli bir sekilde kabarcik ve vezikiil olusumu gozlenir.
Jeneralize formda goriilen kabarciklarin igerisinde bakteri ve lokosit bulunmaz. Cilt ¢ok
hassas ve kirilgan oldugundan, yumusak dokunmalarda bile kolayca soyulmalara neden
olabilir (Nikolsky belirtisi). Toksinin yaygin hematojen yayilimi atese neden olur. Bu hastalik
genellikle iki yas altindaki ¢cocuklar ve yenidoganlart etkiler (Hassanin, 2022).

Lokalize form, biill6z impetigo olarak da adlandirilir ve genellikle etkenin kolonize
oldugu cilt etrafinda biillerin goriilmesiyle karakterizedir. Bu durum daha biiyiik ¢cocuklarda

da gozlenebilir. Hastalarda, toksine karsi koruyucu antikorlarin varligi nedeniyle toksinin
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bakterinin kolonize oldugu bolgenin disinda etkili olmadigi kabul edilir. Lokalize formda
kabarciklarin i¢inde bakteri ve 16kosit goriiliir. Toksin, stratum granulosum adi verilen
epidermis tabasinin i¢inde bulunan GM4 ad1 verilen hiicre membran gangliyositlerini etkiler.
GM4 (hiicre membran gangliyositleri), sadece kiiciik ¢ocuklar ve 6zel deri hastaliklar1 olan
yetiskinlerde goriilen bir bilesendir. Bu durum, hastalifin kiiciik yas gruplarinda daha sik
goriilmesini agiklar. Mukoza kesinlikle etkilenmez. Mukozanin etkilenmemesi, toksik
epidermal nekrolizden ayirt edilmesini saglar. Bakteriyemi eslik edebilir ancak nadir goriiliir.
Yine siiperenfeksiyonlar gézlenebilir. Tedavisi antibiyotik tedavisi, antiseptik yara bakimi ve
s1v1 elektrolit destegi seklindedir. lyi bir miidahale ile mortalite %5'ten daha azdir (Hassanin,
2022; Pervanlar, 2020).

Superficial blistering over the axillag, face  Superficial erosions in the napkin area Erythema and wrinkling of the necrotic

and chest due to staphylococcal scalded  and widespread erythema in epidermis in staphylococcal scalded skin
skin syndrome staphylococcal scalded skin syndrome syndrome

A post-operative Staphylococcal wound Staphylococcal scalded skin syndrome Erythema, scaling and crusting in an
infection was followed by this eruption - infant with staphylococcal scalded skin
widespread partial thickess epidermal syndrome

necrosis with normal mucous membranes
due to staphylococcal scalded skin
syndrome

Sekil 2.8. Stafilokokal haglanmig deri sendromu (SHDS) (Hassanin, 2022).

Toksik sok sendromu
Yiiksek ates, bol sulu ishal, eritroderma, hipotansiyon, mental konfiizyon ve renal

yetmezligin baslica bulgularinin olusturdugu ciddi bir tablo mevcuttur. 1980 yilinda,
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menstruasyon donemindeki kadinlarda tampon kullanimi ile iligkili Toksik Sok Sendromu
(TSS) tanimlanmustir. Lokal olarak salgilanan TSST-1, mukozalari gecer ve tiim viicuda
yayilir. Yiiksek emme 06zelligi olan tamponlarla dogrudan iliskilendirilen menstriiel TSS,
menstrilasyonun bitiminden sonraki ilk iki giin i¢inde baslar. Hastaligin %3'liik bir mortalitesi

vardir (Hu vd., 2021).

Ates, halsizlik, kas agrilari, dokiintii, vajinal hiperemi, bogaz agrisi, bulant1 ve ishali
takiben yiiksek ates, hipotansiyonla birlikte kapiller yetmezlik, yaygin O6dem, eritemli
makiilopapiiler bol sulu ishal, konfiizyon ve renal yetmezlikle karakterizedir. Kan
kiiltiirlerinde bakteri tespit edilemez. Olgularin %98'inde stafilokoklar vajinadan izole
edilebilmektedir. Hastalik, bir siiperantijen olan TSST-1'in immiin sistemi hiperaktive

etmesiyle meydana gelir (Hu vd., 2021), (Pinchuk vd., 2010).

Tampon kullanimiyla iliskili olmayan, menstriiel olmayan Toksik Sok Sendromu
(TSS), TSST-1 disinda enterotoksin B ve C ile de olusabilir. Cerrahi yaralar, akcigerler,
mukoza veya deri, diyaliz kateterleri gibi viicudun cesitli bdlgelerinde kolonize olabilen
mikroorganizmanin, TSST-1'in makrofajlarin lezyon bdlgesine ulasmalarini engelleme

yetenegi sayesinde, yara bolgelerinde inflamasyon goriilmeyebilir (Hu vd., 2021).

Menstriiasyonla ilgili TSS'de antikorlar belirlenemese de, tiim popiilasyonda TSST-1
antikorlar1 prevalanst %90'dan fazladir. Ayrica, klinik 6rneklerden ve tasiyicilardan izole

edilen S.aureus suslarinin %20'sinin TSST-1 tiretebildigi gosterilmistir (Seike vd., 2022).

Tedavi sirasinda Oncelik, sok ve sistemlere yonelik komplikasyonlara verilmelidir.
Eger varsa tampon uzaklastirilmali ve derhal uygun antibiyotik tedavisine baslanmalidir.
Bakteriyemi yoklugunda tedavi siiresi 10-15 giin olmalidir. B-laktam antibiyotiklerin TSST-1
tretimini artirdig1 iddialarina alternatif olarak, makrolidler tedavide tercih edilebilir. Agir
vakalarda tedaviye intravendz immunglobulin (IVIG) eklenebilir (Hu vd., 2021; Parks vd.,
2018).

Besin zehirlenmeleri

Yiyecek hazirlayanlarin ellerinde kolonize olmus S.aureus suslarinin yiyeceklere
bulagsmas1 ve bu yiyeceklerin {lizerine bulasan 1siya direngli enterotoksinlerin tiikketilmesiyle
salginlar meydana gelir. Bu salginlar genellikle bol karbonhidrath ve siitlii tatlilar, patates
salatalari, tavuk eti ve dondurma gibi yiyeceklerle iligkilidir. Semptomlar, besin alimindan 2-6

saat sonra bulanti, kusma, karin agris1 ve sulu ishal ile baslar. Tim semptomlar genellikle
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sekiz saat iginde diizelir. Tedavide esas olarak sivi-elektrolit kaybiin yerine konmasi

onemlidir (Dinges vd., 2000; Gilot vd., 2002).

2.11. 16S rRNA

Bakterilerde ve arkelerde, ribozomun RNA bilesenlerini kodlayan gen, geleneksel
olarak tek bir operonda 16S-23S-5S sirasina gore diizenlenir. Bakterilerde bulunan 16S rRNA
(ribozomal RNA) geni bir¢ok molekiiler uygulamada popiiler bir hedef olarak sec¢ilmektedir.
16S rRNA gen dizisi ilk olarak1985 ‘ten giinlimiize filogenetik analiz i¢in kullanilmaktadir.
Kiictik alt birim 16S rRNA gen analizi, prokaryotlarin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda
kullanilir. Prokaryotik ribozomlar 30S ve 50S’lik alt birimlere sahip olup, 16S rRNA geni 30
S’lik ribozom alt birimlerinde yer alir. Bu genler, mRNA’dan protein translasyonunda gorev
aldig1 i¢in organizmalar arasinda son derece korunmaktadirlar. 16S rRNA, 23S gibi diger
ribozomal alt birimlerle etkilesime girmekte ve 50S ve 30S ribozomal alt birimlerinin
baglanmasini kolaylagtirmatadir. 16S rRNA’nin 3 {issii ucu S1 VE S21 proteini ile etkilesime
girerek protein sentezinin baslamasina yardimci olmaktadir. 16S rRNA, mRNA'nin AUG
kodunda baglanam kapasitesine sahip olan “anti-Shine Dalgarno” dizileri olarak bilinen bazi
0zel dizilere sahiptir (Janda & Abbott, 2007; Yang vd., 2016)(Janda & Abbott, 2007). rRNA
operonu, 30S pre-rRNA adi verilen tek bir RNA oOnciistine kopyalanir ve bu, bir dizi RNaz
tarafindan ayrilir ve islenir. Tek bir operon icindeki rRNA genlerinin bu diizenlemesinin,
degisen biiyiime kosullarina hizli yanitlara izin verdigi diistiniilmektedir; tek bir promoter
altinda rRNA iretimi, iic temel bilesenin tiimii arasindaki stokiyometrinin tutarh
diizenlenmesine ve korunmasina izin verir. Aslinda, rRNA iiretimi, ribozom sentezinin hiz
siirlayict adimidir ve hizli biiyiiyen bakteriler ve arkeler, birden fazla rRNA operonunu
kodlayarak ribozom sentezini hizlandirir. Bazi bakteriler ve arkeler, 16S'nin bulundugu
"baglantisiz" rRNA genlerine sahiptir ve 23S rRNA genleri genis genomik alanla ayrilmistir.
Bu baglantisiz rRNA gen diizenlemesi ilk olarak termofilik bakteri Thermus thermophilus'ta
kesfedilmistir (Brewer vd., 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismaya, Temmuz 2023 - Subat 2024 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari'ma kabul edilen gesitli klinik
orneklerden izole edilen 100 adet S.aureus susu (periton sivisi, plevra sivisi, drenaj materyali,
abse materyali, derin doku biyopsisi, kan, BOS, idrar, vajinal sivi, eklem sivis1 vb.) dahil
edilmistir. izole edilen suslarin 6rneklerinin yas ve cinsiyet bilgileri kaydedilmistir. Calisma
izni, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 22 Mayis
2023 tarihli, Ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Etik Kurulu; 2023/4342 sayili karar ile verilmistir.
Ornekler laboratuvara ulastiktan hemen sonra degerlendirmeye alinmistir. Hasta bilgileri

eksik olan numuneler ¢alisma dis1 birakilmistir.

3.2. Kiiltiir

Kiiltiirlerin ~ ekilmesi ve degerlendirilmesi, NEUTF Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari'nda gerceklestirildi. Alinan kiiltiirler %5 koyun kanli agar plaklarina ekildi. Agar
plaklari, 35+£1°C, 18+2 saat saat boyunca normal atmosfer sartlarinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda incelenen agar plaklarinda stafilokoklarla uyumlu koloni morfolojisine
sahip ve yapilan Gram boyamasinda gram pozitif kok morfolojisinde goriilen, katalaz pozitif
olan suslar ¢alismaya alind1 matriks aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrofotometrisi (MALDI-TOF MS) teknolojisini kullanan VITEK ® 2 MALDI-TOF MS
(bioMerieux, Marcy [I'Etoile, France) ile tamimlama yapilmistir. Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) 14.0 versiyon kriterleri kullanilarak zon c¢aplari
belirlendi ve MRSA ve MSSA olanlar kaydedildi. Tiim bakteriler, %15 gliserin igeren

besiyeri igerisinde stok besiyeri olarak -80 °C'de stoklandi.

3.3. EUCAST ile S.aureus Suslarimin Antibiyotik Duyarhliklarinin Saptanmasi
Antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesi icin EUCAST 14.0 versiyon Kkriterleri
kriterleri dogrultusunda disk diflizyon testi uygulandi. S.aureus izolatlarinin 0,5 McFarland
bulaniklik standardina uygun olarak (1,5x108 bakteri/mL) steril serum fizyolojik icinde
¢ozeltileri hazirlanarak, %4 NaCl iceren Miieller-Hinton agar (BD, Amerika) {izerine ii¢
yonde ekimleri yapildi. Metisilin direncinin belirlenmesi i¢in 1 pg oksasilin diski (Liofilchem,
Italya) ile 30 ug sefoksitin diski (Liofilchem, Italya) kullanildi. Normal atmosfer, 35+1°C,

18+2 saatlik inkiibasyondan sonra oksasilin ve sefoksitin inhibisyon zon caplari, EUCAST
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kriterlerine gore degerlendirildi; sirasiyla <12 ve/veya <22 mm olanlar MSSA olarak kabul
edildi.

3.4. Bakteriden DNA izolasyonu
DNA izolasyonu i¢in Roche ® (Amerika Birlesik Devletleri) kit kullanilmistir.

Gerekli malzemeler: Isopropanol

Prosediir.  Uretici firmanmn  onerileri  dogrultusunda asagidaki  prosediirler

uygulanmustir.

1. Ornekler PBS ile resiispanse edilir. Bir ependorfa 200 ul PBS ile response
edilen Ornekten alinarak, 200 pl binding buffer ve 40 pl Proteinaz K
eklennistir. +70 °C DE 10 dk bekletilmistir.

2. Uzerine 100 pl Izopropanol eklenmis ve pipetaj yapilmistir.

3. Bu karisim kit igerisinde verilenfiltreli tiiplere konularak 1 dk 8000 rpm de
santrifiij yapilmistir. Alttaki tiip atilarak filtre yeni toplama tiipiine
aktarilmistir.

4. Filtre tiiptin tizerine 500 pl inhibitér removal buffer (siyah kapakli tiip)
eklenerek alt iist yapilarak karigtirllmistir. 1 dk 8000 rpm de santrifiij edilerek
alttaki tiip atilir ve filtre yeni tolama tiipiine aktarilmistir.

5. Filtreli tiipiin tizerine 500 pl wash buffer (mavi kapakl tiip) eklenerek alt st
yapilarak karigtinlmigtir. 1 dk 8000 rpm de santrifiij edilerek alttaki tiip
atilmigtir ve filtre yeni tolama tiiptine aktarilmistir.

6. 5. adim tekrarlanmigtir. Daha sonra alttaki tiipiin icerisindeki sivi atilir ve
tekrar filtreli tiipe alinmistir. Maximum hizda 13000 rpm de tekrar santrifiij
yapilmistir.

7. Filtreli tiip, steril 1.5 ml ependorf tiipiin icerisine alinmigtir. Uzerine 200
ul (+70°C de daha o6nceden 1sitilmig) elution buffer (seffaf kapakli tiip)
eklenmistir. Bir dk 8000 rpm de santrifiij edilmistir.

8. Hemen ¢alisilacaksa 2-8 °C de, uzun siireli ise -20°C de saklanmustir.
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3.5. Bakteriden RNA izolasyonu

1.

10.

500 pul stlispansiyon halinde bulunan bakteri hiicrelerine, kit igerisinde
(BIOBASIC,USA) verilen 1 ml miRNA extractor eklenerek oda sicakliginda 5-10
dakika inkiibasyona birakilmistir.

0.2 ml kloroform eklenerek 30 saniye vorteks yapildi ve 4 °C'de 10 dakika boyunca
12.000 x g'de santrifiij edilmistir.

Santrifiijleme sonrasi, numune 3 faza ayrildi; en iistte bulunan renksiz ve sulu faz
kisim RNA i¢ermektedir.

Stipernatant (yaklasik 540 pl), temiz bir 1,5 ml RNaz icermeyen santrifiij tlipiine
aktartlmistir.

1,5 hacim (genellikle 810 pl) %100 etanol eklenerek birka¢ kez yukari ve asagi
pipetleyerek iyice karistirilmistir.

750 ul ¢ozelti, kit igeriginde verilen spin column TR'ye aktarildi ve 12.000 x g'de 2
dakika santrifiij yapilarak akis atilmistir.

Kalan ¢ozelti tekrar spin column TR'ye aktarilarak 12.000 x g'de 30 saniye santrifiij
yapilarak akis atilmistir.

Spin Column TR'ye 0,5 ml RPE Soliisyonu eklenerek, 12.000 x g'de 30 saniye
santrifiij edildi ve akis atilmistir.

8.adim tekrarlanmustir.

30 saniye boyunca 12.000 x g'de tekrar santrifiij yapilmistir, bu adim etanoliin

tamamen uzaklastirilmasi i¢in 6nemlidir.

Kolon, yeni bir 1,5 ml'lik santrifijj tiipiine yerlestirilerek, 30-50 pul RNaz icermeyen su

eklenerek 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra, 30 saniye boyunca 12.000 x g'de santrifiij

yapilarak ayristiritlan RNA ¢ozeltisi -80°C'de saklanmastir.

3.6. cDNA Eldesi

Olgiimleri yapilan RNA’larin gerekli hesaplamalar yapilarak asagida verilen (abm®

Hot cDNA Synthesis Kit, Canada) ait tablo uygulanarak tiim 6rnekler i¢in Tablo 3.1’deki

reaksiyon uygulandi.
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Tablo 3.1. cDNA kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Component Volume
5x RT Buffer 4 ul
dNTP 1 ul
Primers 1 ul
Total RNA or poly (A) 4 mRNA Variable (1ng — 2 ug7rxn)
OneScript® Plus RTase 1ul
Nuclease-free H.0 up to 20 ul

50-55°C'de 15 dakika inkiibe ederek cDNA sentezini ger¢eklestirin. 85°C'de 5 dakika 1sitarak reaksiyonu
durdurun ve buz iizerinde sogutun.

3.7. Real Time PCR
Asagida tabloda verilen primerler ¢aligildi. (LightCycler® 96-Roche)

Tablo 3.2. PCR calismasinda kullanilan primerler ve primer dizileri.

Gen Primer Dizisi

16srRNA F: GTAGGTGGCAAGCGTTATCC

R: CGCACATCAGCGTCAG

Agr(A)- Staphylococcus aureus F: ACAAAGTTGCAGCGATGGAT

R: TGGGCAATGAGTCTGTGAGA

Agr(C)- Staphylococcus aureus F: TTTACGCGCCCAAGAAATGA

R: GCAACGCGAATGATAGGGTC

Mec a- Staphylococcus aureus F: GCTATCCACCCTCAAACAGGT

R: AACGTTGTAACCACCCCAAGA

Mec ¢ - Staphylococcus aureus F: GCCCGCATTGCATTAGCATT

R: CGCCTTGGCCATATCCTGAA

LUKSPV1-LUKSPV2 F: GATGGCGCTGAGGTAGTCAA

Staphylococcus aureus
R: GGAAAGGCCACCTCATTGCT

BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix igerisinde verilen kosullar saglanarak real time PCR reaksiyon protokolii
olusturuldu.
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Tablo 3.3. PCR reaksiyon protokolii.

BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix 10 ul

F-primer 0,6 ul

R-primer 0,6 ul

ddH20 3,8ul

cDNA 5ul

Toplam Hacim 20 ul

Denaturasyon 95°C de 180 sn

Amplifikasyon 95°C de 10 sn.

Bu islem, 40 kez tekrarlanir. (40 X°C de 30 sn
dongli, Ramp-rate 1,6°C/sn, saniyedeki 1s1 72 °C de 5 sn
degisimi.)

Melting Curve 95°C de 10 sn.

65 °C de 60 sn.
97 °C de continue (Acquisitions 3
per/°C)

Cooling 37 °C de 30 sn

X: Caligilan primere ait baglanma sicakligi.

1X lik TAE ve 0,9 g Agarose ile % 1,5’Iuk jel hazirlanmig. PCR iirlinleri kuyucukara
yiiklenerek 60V’da 40 dk yiiriitilmiistiir. Ardindan UV Transliiminator ile goriiniiteleme

yapilmustir. PCR islemi i¢in kullanilan primerler Tablo 3.2.’te gdsterilmistir.
DNA izolasyonundan PCR asamasinda kullanilan malzemeler ve kimyasallar;

Kullanilan kimyasallar:

1. SanPrep Column microRNA Miniprep Kit- BioBasic (SK8811)
2- SanPrep Column microRNA Miniprep Kit icerigi;
e mirnaextractor
e Klorofom
e PPE soliisyon
e PNaz-free Water
3- Etanol
4- Applied biological Materials (abm) Cdna izolasyon kiti (G236)
5- Applied biological Materials (abm) Blas Tag ™ 2X gPCR MaSsterMix (G891)

35



B- Laboratuvar Araglari ve Kullanilan Cihazlar
1- Real Time PCR (LightCycler ® 96)
2- KIRGEN- 0.1 ml Qpcr 8-Sstrip with flath caps, CLEAR (KG2541)
3- Mikrosantrifiij (Hettich Mikro 200)
4- Vorteks karistirict (BIOSAN-FVL- 2400N)
5- (DNAse & RNAse free) ddH, O
6- 96-100% Etanol
7- Mikrosantrifiij tiipleri (1.5 ml, 2.0 ml)
8- Mikropipet seti ve steril filtreli mikropipet uglari
9- spin kolonlar
10- Toplama tiipleri
11- Eliisyon tiiplerli
12-NUVE-LN 120- Laminer Hava Kabini
3.8. Kongo Kirmizis1 Agar Yontemi

Izolatlarin biyofilm yapma yetenekleri fenotipik olarak degerlendirilmek iizere
Freeman ve ekibinin tanimladigi yontem kullanildi (Freeman vd., 1989). Bu kapsamda, bir
litrelik besiyerine 50 g sakkaroz (Liofilchem, Italya), 37 g brain heart nfusion agar (Neogen,
Tiirkiye) ve 0,8 g kongo kirmizisi (Merck, Almanya) eklenerek besiyeri hazirlandi. Caligmada
yer alan izolatlar, pozitif ve negatif kontrol suslariyla birlikte KKA besiyerine yayma plak
teknigi kullanilarak ekildi. Ardindan, 37°C'de 24 saat siireyle inkiibe edildikten sonra, koloni
morfolojisine gore degerlendirilen petriler, oda sicakligina alinarak 24 saat sonra tekrar
gozden gegirildi. Kuru, opak siyah ve koyu kirmizi-siyah renkteki koloniler biyofilm pozitif
olarak kabul edilirken, pembe-kirmizi renkteki koloniler biyofilm negatif olarak

degerlendirildi (Giindog vd., 2023).

3.9. istatistiksel Analiz

Kategorik degiskenler i¢in frekans ve ylizde tanimlayici istatistikleri verilmistir.
Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki kare ve Flsher exact testleri kullanilmistir.
Analizler R 4.3.2 (R Core Team,2024) programi ile yapilmistir. p<0.05 anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Deneyde kullanilan 6rnekler klinik kan, yara, idrar, dreanaj, balgam, bogaz kiiltiiri,
burun siiriintiisii, BOS, apse, vajinal akint1 érneklerinden alinan, MALDI-TOF MS cihaz ile
S.aureus olarak tanimlanan ve 57 tanesi MRSA 43 tanesi ise MSSA olacak sekilde 100 adet
ornek calisilmigtir. Calismamizda pozitif kontrol grubu olarak ATCCBAA1026 (metisiline
direncli) standart susu, negatif konrol grubu olarak ATCC 29213 (metisiline duyarli) susu
kullanilmistir. Tiim izolatlarin yas, cinsiyet ve numune tiirline gore sayr ve yiizdeleri

Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Numune ve katilimci yas / cinsiyet dagilimi.

Kadin Erkek Toplam

Say1 % Say1 % Say1 %
Kan 11 11 7 7 18 18
Drenaj 5 5 8 8 13 13
Idrar 3 3 10 10 13 13
Yara 10 10 22 22 32 32
Balgam 3 3 9 9 12 12
Bogaz Kiiltiirii 1 1 1 1 2 2
Apse 2 2 3 3 5 5
BOS 1 1 0 0 1 1
Burun 2 2 1 1 3 3
Vajinal Akinti 1 1 0 0 1 1
TOPLAM 39 39 61 61 100 100
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Suslardan izole edilen 100 adet drenegin drneklere gore oksasilin ve sefoksitine direng

gostermelerine gore dagilimlart Tablo 4.2.’de gosterilmistir gosterilmistir. Bazi 6rnekler her

iki antibiyotige de direnclidir. Sefoksitinin oksasiline gore daha direngli oldugu 6rneklerin

zon ¢ap1 degerlendirilmesinde yiizde olarak gosterilmistir.

Tablo 4.2. Orneklerin dagilimina gore sefoksitin ve oksasilinin karsilastirilarak metisilin direng oranlari.

n FOX OX
KAN (n:18) n 7 8

% 38.9 444
DRENAJ (n:13) n 8 7

% 61.5 53.8
IDRAR (n:13) n 7 3

% 53.8 23.1
YARA (n:32) n 19 17

% 59.4 53.1
BALGAM (n:12) n 9 6

% 75 50
BOGAZ n 1 1
KULTURU (n:2) % 50 50
APSE (n:5) n 4 4

% 80 80
BOS (n:1) n 1 1

% 100 100
BURUN (n:3) n 2 1

% 66.6 333
VAJINAL AKINTI ~ n 0 0
(n:1) % 0 0
Toplam (n:100) n 58 48

% 58 48

QS (+) izolatlarin antibiyotik direng diizeylerinin ise QS (-) izolatlara oksasilin ve

sefoksitin igin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Oksasiline direngli izolatlarin

QS’e pozitif yani biyofilm olusturan hedef genlerin eksprese olma olasiliklar1 sefoksitine gore

biraz daha yiiksek bulunmustur. izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin QS ile iliskisine dair

veriler Tablo 4.3.’te gdsterilmistir.
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Tablo 4.3. izolatlarin metisilin duyarliliklar1 ve QS ile iliskisi.

n: 100 QS (+) n:55 QS (-)n:45 P Degeri
FOX (R) 58 26 (47.3%) 32 (13.3%)

FOX (S) 42 29 (52.8%) 13 (28.9%) 0.016
OX (R) 51 21 (38.18%) 30 (66.7%)

OX (S) 49 34 (61.81%) 15 (33.3%) 0.005

Calismamizda kullanilan antibiyotik direng geni olan mec C 100 adet hi¢ birisinde
pozitif anlamli bir sonu¢ bulunanamamigtir. mecA geni varliginda sefoksitin ve oksasiline
olan diren¢ anlamli olarak bulunmustur. mecA geninin antiyotik duyarliliklar1 arasindaki
iliski Tablo 4.4.’te gosterilmistir.

Tablo 4.4. izolatlardaki direng genleri mecA/C ve antibiyotik duyarliliklarmin iligkisi.

Direng Geni FOX (R) n:58 FOX (S) n:42 P Degeri
mecA () 0 (0%) 42 (100%) 0.016
mecA (+) 58 (100 %) 0 (0%)

OX (R) n:51 OX (S) n:49
mecA () 2 (3.93%) 41 (83.67%) <0.001
mecA (+) 49 (96.07%) 8 (16.33%)

Calismamizda kullanilan 100 adet 6rnegin 13 adedi PVL (+) olarak bulunmustur. PVL
geninin mecA geni ve MRSA yo6niinde degerlendirilmesi 6rnek yilizdesi agisindan anlamli
bulunmustur. 13 adet PVL(+) 6rnegin 10 tanesinde mecA geni pozitif oldugu bulunmustur.
mecA geninin pozitif oldugu durumda PVL toksini geninin varligi yliksek bulunmustur.
Tablo 4.5.’te gosterilmistir.

Tablo 4.5. MRSA i¢indeki mecA’ nin PVL pozitiflik agisindan iligkisi.

Diren¢ Genleri PVL n:13
mecA (+) 10 (76.9%)

A (-
mecA () 3 (23.1%)

Ornek tiirlerinin ile toksin geni olan PVL, QS ile iliskilendirilen agrA/C genleri ve

bunlarin biyofilm olusumunu fiziksel olarak gozlemledigimiz kongo kirmizisi ydniinden
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degerlendirildiginde idrar, drenaj, yara ve apse drneklerinde yiiksek yiizde oranlari ile anlami1

olarak iliskilendirilmistir. Ornek tiirlerinin PVL pozitif yoniinden degerlendirilmesinde yara

ve apse Orneklerinde yiiksek yilizde oranlari tespit edilmistir. Tablo 4.6.’da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Ornek tiirlerine gore PVL agrA/C MRSA, kongo kirmizi iliskisi.

n PVL agrC agrA MRSA  KONGO agrA/C
KIRMIZISI

KAN (n:18) n 2 8 16 9 14 *pozitif 7

% 111 44.44 88.88 50 %77.77 38.88
DRENAJ (n:13) n 0 8 10 7 11*pozitif 8

% 0 61.53 76.92 53.85 84.61 61.54
IDRAR (n:13) n 0 9 12 8 13*pozitif 8

% 0 69.23 92.30 61.54 %100 61.54
YARA (n:32) n 7 19 30 19 23*pozitif 18

% 21.87 59.38 93.75 59.37 71.88 56.25
BALGAM (n:12) n 1 6 10 9 8 *pozitif 6

% 8.33 50 83.33 75 66.66 50
BOGAZ n 0 1 2 1 1*pozitif 1
KULTURU (n:2) % 0 50 100 50 %50 50
APSE (n:5) n 3 3 5 4 3*pozitif 3

% 60 60 100 80 %60 60
BOS (n:1) n 0 0 0 1 1*pozitif 0

% 0 0 0 100 %100 0
BURUN (n:3) n 0 2 3 2 3*pozitif 2

% 0 66.66 100 66.66 %100 66.66
VAJINAL n 0 1 1 0 1*pozitif 1
AKINTI (n:1) % 100 100 0 %100 %100
Toplam (n:100) n 13 57 89 60 78 54

% 13.9 57,9 89,9 60.9 78.9 54.9

*POZITIF ile gosterilenler giiglii pozitif olarak degerlendirilmistir.

QS ile iliskilendirilen agr A/C genlerinin MRSA, MSSA, PVL ve Kongo Kirmizi
yoniinden degerlendirilmesinde agrA/C’nin (+); PVL(+) oldugu durumda PVL(-) oldugu
duruma gore sayisal olarak daha yiiksektir ve Kongo kirmizisi besiyeri morfolojik goriintiisii
ile pozitif yonde iligkisi vardir. PVL(+) 6rneklerinin tamami agrA(+) oldugu i¢in anlamlidir.
AgrA(+) olanlarda RNA transkripsiyonunun gerceklestigini ve QS in devrede oldugunu
Kongo kirmizis1 pozitif vermesi ile de biyofilm olusumunun pozitif oldugu Tablo 4.7.te

gosterilmistir.

Tablo 4.7. AgrA/C genlerine gore MRSA, MSSA, PVL ve kongo kirmizisi iligkisi.

QS genleri MRSA  MSSA PVL KONGO
n:57 n:43 n:13 KIRMIZISI
n:78
AgrA (+) n 50 39 13 68 *pozitif
% 87.7 90 100 87.1
AgrA (-) n 7 4 0 10 *pozitif
% 11.66 10 0 12.8
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AgrC (+) n 28 28 8 39 *pozitif
% 46.66 70 61.54 50

AgrC (-) n 32 12 5 39 *pozitif
% 53.33 30 38.46 50

AgrA/C (+) n 26 28 8 38 *pozitif
% 43.33 70 61.54 50

AgrA/C (-) n 5 4 5 9 *pozitif
% 8.33 10 38.46 115

*POZITIF ile gosterilenler giiglii pozitif olarak degerlendirilmistir.

Kongo kirmizisi besiyerine ekilen 6rnekler koloni morfolojisine gore; kuru opak siyah

ve koyu kirmizi- siyah koloniler biyofilm pozitif olarak, pembe-kirmiz1 renkli koloniler ise

biyofilm nnegatif olarak degerlendirildi. QS ile iliskilendirilen agr A/C genlerinin varliginin

Kongo kirmizisi pozitiflik yoniiniinden degerlendirilmesinde agr C (+) ve agr A/C (+) iken p

degeri anlaml1 olarak Tablo 4.8’de gosterilmistir. Agr C (+) sayisal verisi agrA (+)’e gore ne

kadar az olsada Agr C’ye oto indikleyici (AIP) peptitlerin baglanmast agrA’nin fosforile

oldugu unutulmamalidir; Tablo 4.8 de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Kongo kirmizist ile agrA/C genleri arasindaki iligki.

Kongo Kongo P degeri
Kirmizisi Kirmizisi
Pozitif negatif
AgrA (+) 68 21 0.273
AgrA (-) 10 1
AgrC (+) 39 18 0.008
AgrC (-) 39 4
AgrA/C (+) 38 17 0.054
AgrA/C (-) 9 0

Antibiyotik diren¢ geni olan mec A ve toksin geni olan PVL pozitif izolatlarda QS (+)

izolatlarda QS (-) olan izolatlara kiyasla daha yiiksek oranda anlamli olarak tespit edilmistir.
PVL i¢in QS (+) istatiksel olarak anlamli ¢ikmasa da 13 adet PVL (+) nin 8 tanesi QS (+)

pozitif bulunmustur. izolatlardaki antibiyotik diren¢ genlerinin QS ile iliskisi Tablo 4.9.’da

gosterilmistir.

41



Tablo 4.9. Izolatlardaki antibiyotik diren¢ genlerinin QS ile iliskisi.

QS (+) n:55 QS () n:45 P Degeri
mecA (+) 26 (47.2%) 31 (68.9%) 0.03
mecA (-) 29 (52.72%) 14 (31.1%)
vl (+) 8 (14.5%) 5 (11.1%) 0.611
pvl () 47 (85.5%) 40 (88.9 %)

*QS(+); agrA/agr C’nin her ikisinin de ayn1 anda pozitif oldugu durumlarda pozitif
kabul edildi.

Izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinda QS genleri olan AgrA ve AgrC’nin her biri igin
ayrt ayr1 bir farklilik goézlenmemistir. Klindamisin ve tetraksiklin i¢in anlamli sonuglar

bulunmustur. Iki ayr1 genin antibiyotik direnci ile iliskisi Tablo 4.9.’da gdsterilmistir.

Tablo 4.10. izolatlardaki antibiyotiklerin QS direnc genleri ile iliskisi.

QS Genleri Amikasin (R) n:3 Amikasin (S) n:97 P Degeri
AgrA (+) 0.86
AgrC () 1 (58%) 33 (34 %)

AgrC (+) 2 (42%) 53 (55 %)
AgrA (-) -
AgrC (-) 0 (0%) 9 (9%)
AgrC (+) 0(0%) 2 (2%)

Ciprofloxacin (R) n:12  Ciprofloxacin (S) n:88
AgrA (+) 0.597
AgrC () 5 (42%) 29 (33%)
AgrC (+) 6 (50%) 49 (56%)
AgrA (-) 0.621
AgrC (-) 1(8%) 8 (9%)
AgrC (+) 0 (0%) 2(2%)

Daptomycin (R) n:3 Daptomycin (S) n:97

AgrA (+) 0.302
AgrC () 2 (66%) 32 (33%)
AgrC (+) 1 (33%) 54 (56%0)
AgrA (-)
AgrC (-) 0 (0%) 9 (9%)
AgrC (+) 0 (0%) 2 (2%)
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Eritromycin (R) n:34

Eritromycin (S) n:66

AgrA (+) 0.094
AgrC (-) 18 (53%) 5 (8%)
AgrC (+) 11 (32%) 0 (0%)
AgrA (-) 0.154
AgrC (-) 5 (15%) 4 (6%)
AgrC (+) 0 (0%) 2 (3%)

Fusidic Acid (R) n:10 Fusidic Acid ( (S) n:90
AgrA (+) 0.751
AgrC (-) 3 (30%) 31 (34%)
AgrC (+) 6 (60%) 49 (54%)
AgrA (-) 0.621
AgrC (-) 1 (10%) 8 (9%)
AgrC (+) 0 (0%) 2 (2%)

Gentamicin (R) n:4 Gentamicin (S) n:96
AgrA (+) 0.578
AgrC (-) 1 (25%) 33 (34%)
AgrC (+) 3 (75%) 52 (54%)
AgrA (-) -
AgrC (-) 0 (0%) 9 (9%)
AgrC (+) 0 (0%) 2 (2%)

Klindamisin (R) n:18 Klindamisin (S) n: 82
AgrA (+) 0.001
AgrC (-) 11 (61%) 21 (26%)
AgrC (+) 4 (22%) 51 (62%)
AgrA (-) 0.338
AgrC (-) 3 (17%) 6 (7%)
AgrC (+) 0 (0%) 2 (3%)

Levofloxacin (R) n:4 Levofloxacin (S) n:96
AgrA (+) 0.578
AgrC (-) 1 (25%) 33 (34%)
AgrC (+) 3 (75%) 52 (54%)
AgrA (-) -
AgrC (-) 0 (0%) 3 (3%)
AgrC (+) 0 (0%) 9 (9%)

Moxifloxacin (R) n:6 Moxifloxacin (S) n:94
AgrA (+) 0.617
AgrC (-) 1 (17%) 31 (33%)
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AgrC (+) 3 (50%) 52 (55%)
AgrA (-)
AgrC (-) 0 (0%) 9 (10%)
AgrC (+) 0 (0%) 2 (2%)

Rifampicin (R) n:7 Rifampicin (S) n:93
AgrA (+) 0.538
AgrC (-) 3 (43%) 31 (33%)
AgrC (+) 3 (43%) 52 (56%)
AgrA (-) 0.621
AgrC (-) 1(14%) 8 (9%)
AgrC (+) 0 (0%) 2 (2%)

Tetrasiklin (R) n:28 Tetrasiklin (S) n:72
AgrA (+) <0.001
AgrC (-) 16 (57%) 18 (25%)
AgrC (+) 7 (25%) 48 (67%)
AgrA (-) 0.887
AgrC (-) 4 (14%) 5 (7%)
AgrC (+) 1 (4%) 1 (2%)

amp./sulb (R) n:56 amp./sulb (S) n:44
AgrA (+) 0.467
AgrC (-) 20 (36%) 14 (32%)
AgrC (+) 28 (50%) 27 (61%)
AgrA (-) 0.425
AgrC (-) 7 (13%) 2 (5%)
AgrC (+) 1 (2%) 1 (2%)

trimetop/sulfamet (R) trimetop/sulfamet (S)
n:8 n:92

AgrA (+) 0.137
AgrC (-) 4 (50%) 30 (0%)
AgrC (+) 2 (25%) 53 (0%)
AgrA (-)
AgrC (-) 0 (0%) 0 (0%)
AgrC (+) 0 (0%) 0 (0%)

Izolatlarin antibiyotik diren¢ geni bulundurmasi agisindan AIP peptitlerini taniyan ve
histidinkinaz reseptorii olan QS reseptorlerini kodlayan AgrA geni ile AgrC geni arasinda
anlamli bir iliski tespit edilmistir. MecA geni varliginda QS genleri pozitiftir; dolayisiyla

biyofilm olusumunun da pozitif egilimde oldugu gosterilmistir. izolatlardaki QS genleri ve

mecA ile direng genleri arasindaki iliski Tablo 4.10.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.11. Izolatlardaki QS genleri AgrA/C ve direng genlerinin iliskisi.

QS Genleri mec A (-) n: 43 mec A (+) n:57 P Degeri
AgrA (+) 0.031
AgrC () 10 (80%) 24 (57%)

AgrC (+) 29(20%) 26 (46%)

AgrA () 0.237
AgrC (-) 4 (0%) 5 (6.1%)

AgrC (+) 0 (0%) 2 (94%)

QS (+) izolatlarin antibiyotik diren¢ diizeylerinin ise QS (-) izolatlara gore
eritromycin, klindamisin, levofloksasin ve tetrasiklin igin istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek oldugu goriilmiistiir. izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin QS ile iliskisine dair

veriler Tablo 4.12.’de gosterilmistir.

Tablo 4.12. izolatlarin antibiyotik duyarliliklar: ve QS ile iliskisi.

QS (+) n:55 QS (-) n:45 P Degeri
Amikasin (R) 2 (3.6%) 1 (2.2%)
Amikasin (S) 0.68
53 (96.4%) 44 (97.8%)
Ciprofloxacin (R) 6 (10.9%) 6 (13.3%)
Ciprofloxacin (S) 0.71
49 (89.1%) 39 (86.7%)
Daptomycin (R) 1 (1.8%) 2 (4.4%)
Daptomycin (S) 0.44
54 (98.2%) 43 (95.6%)
Eritromycin (R) 11 (20.00%) 23 (51.1%)
Eritromycin (S) <0.001
44 (80.00%) 22 (48.9%)
Fusidic Acid (R) 6 (10.9%) 4 (8.9%)
Fusidic Acid (S) 0.74
49 (89.1%) 41 (91.1%)
Gentamicin (R) 3 (5.4%) 1 (2.2%) 0.41
Gentamicin (S
®) 52 (94.6%) 44 (97.8%)
Klindamisin (R) 4 (7.3%) 14 (31.1%)
Klindamisin (S) 0.002
51 (92.7%) 31 (68.9%)
Levofloxacin (R) 33 (60%) 1 (2.2%)
Levofloxacin (S) <0.001
22 (40%) 44 (97.8%)
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Moxifloxacin (R)

Moxifloxacin (S)

3 (5.4%)

52 (94.6%)

3(6.7%)

42 (93.3%)

0.80

Rifampicin (R)

Rifampicin (S)

3 (5.4%)

52 (94.6%)

4 (8.9%)

41 (91.1%)

0.50

Tetrasiklin (R)

Tetrasiklin (S)

7 (12.7%)

48 (87.3%)

21 (46.7%)

24 (53.3%)

<0.001

amp./sulb (R)

amp./sulb (S)

28 (50.9%)

27 (49.1%)

28 (62.2%)

17 (37.8%)

0.26

trimetop/sulfamet (R)

trimetop/sulfamet (S)

2 (3.6%)

53 (96.4%)

6 (13.3%)

39 (86.7%)

0.44
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Sekil 4.1. Koyun kanli agar S.aureus kolonileri.

Koyun kanli agar besiyerinde iiretilen S.aureus’un beta hemoliz, yuvarlak, parlak

goriiniimii Sekil 4.1.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Kongo kirmizisi besiyeri S.aureus kolonileri.

Kongo kirmizisi besiyerinde fenotipik olarak goriilen biyofilm goriintiisii besiyerinde
siyah bir zon ile karakterizedir. Hi¢ biyofilm liretmeyen bir baska stafilokok goriintiisti Sekil

4.2.°de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Mueller Hinton Agar besi
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Sekil 4.4. 16S rRNA igin yapilan jel elektroforezi gériintiisii.

Tiim 6rnekler DNA ¢ogalmasi igin jel elektroforezde kontrol edildi. DNA ¢ogalmasi

Sekil 4.4°te gosterilmistir. Cogalma goriilmeyen 6rnekler tekrar ¢alisildi.
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5. TARTISMA

S.aureus, bir enfeksiyon etkeni olarak diinya capinda morbidite ve mortalitenin en
yaygin nedenlerinden biridir. Bu patojen, hafiften siddetliye kadar degisen genis bir hastalik
yelpazesine neden olabilir, bunlar arasinda 6liimciil pndmoni ve sepsis de bulunur. S.aureus
enfeksiyonlarin tedavisi, antibiyotik direnci nedeniyle karmagiktir ve etkili bir as1 mevcut
degildir. S.aureus'un Trettigi olaganiistii yiliksek sayidaki toksin ve diger viriilans
belirleyicileri ve bunlarin hastalik iizerindeki etkisiyle ilgili siirekli ve artan bir ilgi olmustur
(Cheung vd., 2021). Antibakteriyel kemoterapideki ilerlemelere ragmen S.aureus suslari
mevcut tim antibiyotiklere karsi direng gostermistir. Kismen bu organizmanin muazzam
klinik Onemi nedeniyle, S.aureus patogeneziyle iliskili genlerin ve diizenleyici

mekanizmalarin tanimlanmasina yonelik ¢ok biiyiik miktarda ¢aba harcanmistir.

2021'de 76 iilke arasinda ortalama MRSA enfeksiyon orani yaklasik %35 idi ve bu
oran 2017'den %15 artt1. {lk basamak ila¢ vankomisin ve yeni nesil ilaglar olan linezolid ve
daptomisin'e direng rapor edilmistir. Direnci agmak i¢in yenilik¢i yaklagimlarla anti-MRSA
ilaglar1 gelistirmek acil bir ihtiyagtir (Zhu vd., 2024). Obasuyi ve ark. (Obasuyi vd., 2020)
Afrika'da S.aureus suslarinin ve klonlarin detayli molekiiler karakterizasyonu ve molekiiler
epidemiyolojisi incelemis, Benin City, Nijerya'dan Ocak-Temmuz 2016 tarihleri arasinda
toplanan 81 tekil S.aureus izolatinin molekiiler epidemiyolojisini ve viriilansini belirlemis ve
kiiresel suslarla karsilastirmiglardir. Kirk yedi izolat (9%58.0) metisilin duyarli MSSA olarak
bulunurken, 34 (%42.0) izolat metisilin direngli MRSA bulmuslar. En baskin gruplar olarak
belirlenen ST152-MSSA (%24.7) ve ST7-MRSA-V (%19.8), kiiresel baskin suslarla genetik
olarak iligkili degildi, ancak bolgesel bir istiinliik sergiledi. Caligmanin ilging bir bulgusu,
bolgede yiiksek oranda benzer suglarin varlifiydi; bunlar genellikle metisiline direngli gen
tastyiciligl ve stafilokok kaset kromozom mec (SCCmec) bakimindan farklilik gdsteriyordu
ve MRSA-MSSA ciftleri i¢indeki suslarin genomlari arasinda %99.4-99.7 oraninda benzerlik
gosteriyordu. Bu 81 izolattan, 47'si (%58.0) MSSA olarak bulunurken, 34'i (%42.0) MRSA
1di. MSSA'ya kiyasla, MRSA izolatlar1 ¢ok daha yliksek diizeyde antibiyotik direnci gosterdi.
Toplam 34 MRSA izolatinin (%100) penisilin ve sefoksitine direngli oldugu belirlendi;
bununla birlikte, 22'si (%64.7) gentamisine; 9'u (%26.5) eritromisine; 311 (%91.2)
tetrasikline; 2'si  (%5.9) doksisikline; 281 (%82.4) siprofloksasine; 27'si (%79.4)
levofloksasine; 7'si (%20.6) klindamisine; 130 (%38.2) trimetoprim-siilfametoksazola; 1'i

(%2.9) rifampisine; ve 1'i (%2.9) linezolide direngliydi. Hesari ve ark.(Hesari vd., 2018)
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yaptig1 aragtirmaya goére S.aureus suslarmin %68'1 sefoksitin (MRSA) direngli hastalardan
izole edilmistir ve bu oran bazi aragtirmacilarin yaptigi ¢aligmalara gére daha fazladir. Bu
sonuglar deneklerdeki MRSA suslarinin sikligimin daha c¢ok enfeksiyonoloji ve cerrahi
boliimleriyle iligkili oldugunu gostermistir. Calismamizda direngleri arasindaki iliski i¢in
sefoksitin  ve oksasilin  kullanilmistir.  Zon c¢aplarmin  EUCAST 2024’e¢  gore
degerlendirilmesinde bunlardan 58 adet izolatin sefoksitine direngli, 42 adedinin ise duyarli
oldugu ve mecA geni pozitifligi ile uyumlu oldugu goriilmistiir. Baz1 6rneklerde sefoksitine
direngli olup oksasiline duyarli oldugu gézlemlenmis ve ancak bunlardaki mecA pozitifliginin
daha yiiksek olmasi sebebiyle oksasilin yerine sefoksitin zon ¢ap1 direncinin belirlenmesinin

daha iyi olacagini gézlemledik.

MRSA izolatlarinin hemen hemen tiimii mecA geni tarafindan kodlanan penisilin
baglayan protein 2a (PBP2a)’y1 iiretir. MRSA saptanmasinda mecA veya mecA’nin kodladig:
PBP2a’nin saptanmasi en kesin yontemlerdir. MecA geni tasiyan veya mecA geni {irlinii olan
PBP2a’y1 sentezleyen stafilokoklar oksasiline direnc¢li, mecA geni tasimayan veya PBP2a’y1
sentezlemeyen stafilokoklar oksasiline duyarli olarak verilmelidir. MeCcA geninin bulunmasi
disinda diger diren¢ mekanizmalarinin da bulunmasi nedeniyle disk difiizyon testinde gore
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) testleri yapilmissa, MIK degerleri >4 pg/ ml
bulunan suslarin mecA veya PBP2a negatif olsalar bile oksasiline direngli olarak bildirilmesi
onerilmektedir. Bu suslarin sefoksitin disk difiizyon testi ile de duyarli ¢ikabilecegi
bildirilmistir (Weinstein & Lewis, 2020). S.aureus'te metisilin direncin tespitinde altin
standart mecA geninin PCR oldugunu belirten Hou ve ark. (Hou vd., 2024) PCR ile mecA
geni pozitif olan MRSA ve negatif olan MSSA Orneklerinin ¢esitli antibiyotiklerle
kombinasyon tedavisinin antibakteriyel etkisinin in vitro ve in vivo olarak bireysel
tedavilerden daha etkili oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, SA (Shikimic Acid
Restores) veya oksasilinin in vitro ve in vivo olarak dogrudan anti-MRSA ilaglar1 olarak
uygun olmayabilecegini, bunun yerine oksasilin i¢in yardimci ilaglar olarak degerlendirilmesi
gerektigini gostermektedir. Ali ve Riaz yaptigi ¢alismada (Ali & Riaz, 2024) 150 MRSA
izolatin tamamini sefoksitine diregli; 131 inde ise mec A genini tespit etmistir. MRSA'y1
tespit etmek icin bu disk testinin tercih edilmesi gerektigi sonucuna varmistir. Fenotipik
ifadesi metisilin direnci bazen heterojendir. O zaman, bunu belirlemek zordur. Sinir
direncinin metisilin direnci belirlemekte EUCAST tarafindan &nerilen sefoksitin disk
diflizyon testinin kullanilmasidir. Metisilin direncinin tespiti i¢in rutin laboratuvar

uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan yontemdir. Birgok c¢aligma, sefoksitin disk testinin
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oksasilin ile karsilastirildiginda daha yiliksek duyarlilik ve ozgillik degerlerine sahip
oldugunu gostermektedir. Caligmamizda S.aureus fenotipik degerlendirmesi i¢in yapilan disk
difiizyon testinde oksasilin(ox) ve sefoksitin (fox) antibiyotik diskleri kullanilmis ve 6rnekler
EUCAST 2024 ¢ gore degerlendirilmistir. 57 adet MRSA ve 43 adet MSSA 06rneginin
sefoksitin ¢ap1 ve oksasilin ¢ap1 ile uyumlu bulunmustur. 57 adet mecA pozitif drnegin 57 si
de sefoksitine direngli iken 49 adedi oksasiline direnglidir. Yine 57 adet mecA pozitif
orenegin 49 u hem oksasiline hem de sefoksitine direngli bulunmustur. Bu ve benzeri
makalelere dayanarak, biz de sefoksitin disk testlerinin MRSA pozitif olanlari bulmak igin
tespit edilmesinde kullanilmasinin gerekli oldugunu diistiniiyoruz. Her iki antibiyotik i¢inde p
degeri <0.001 bulunmus ve anlamli olarak degerlendirilmistir. Calismamizda mec C geni

hicbir 6rnekte bulunmamis olup degerlendirmeye alinmamastir.

Sawhney ve ark. (Sawhney vd., 2022) yaptig1 arastirmaya disk difiizyonu araciligiyla
sefoksitine direng, mecA aracili metisilin direncini (MRSA) tahmin etmek i¢in bir isaretleyici
belirtectir. Sefoksitin direncini belirlemek i¢in, 42 izolat CLSI tarafindan tarif edilen disk
difiizyon yontemi kullanilarak test edildi. 9 MRSA izolatindan 8'i direngliydi (PBP2a- ve
mecA-pozitif izolatlar). Bir MRSA izolat1 sefoksitine duyarliyd: (zone boyutu = 25 mm). iki
izolat daha kirilma noktasina yakin direngli ¢ikt1 (her ikisi de, 19 mm) ancak PBP2a ve mecA
negatif idi. 60 karsilastirma kan izolatindan higbiri sefoksitine direngli degildi. Oksasilin
direnci igin de duyarlilik testi yapildi. ilk olarak, izolatlar oksasilin disk difiizyon yontemi ile
test edildi ve 2007 CLSI kirilma noktalart kullanilarak yorumlandi. Bu tarihsel oksasilin
kirilma noktalari, 6zellikle mecA-aracili beta-laktam direncinin tespitine odaklandiginda
arsivlenmisti. 42 izolattan 15'1 direngliydi, bunlarin i¢inde 8 onaylanmig MRSA izolat1 vardu.
Tek sefoksitin-duyarli MRSA izolat1 oksasilin arastirmaliydi. Iki ek izolat da oksasilin
arastirmaliydi. Karsilastirma i¢in segilen 60 kan izolatinin higbiri disk difiizyonu ile oksasilin
direncli veya arastirmali degildi. Bunu takiben, izolatlar diren¢ olusturan 2% NaCl tarama
agarinda hiicrelerin ekimi ile direnci indiikleyen onceden bildirilen bir gradyan difiizyon
yontemi ile oksasilin direnci i¢in test edildi. 42 izolattan 33" direncli bulunmus. Karsilastirma
i¢in secilen 60 kan izolatindan da 9'u oksasilin direngliymis. ileriki analizler i¢in, BORSA
izolatlar1 su kriterlere gore tanimlandi: mecA/PBP2a-negatif S.aureus ve (i) disk difiizyonu ile
oksasilin'e direncgli veya arastirmali (zone boyutu < 12 mm) veya (ii) indiiklenmis 2% NaCl
agarinda gradient diflizyonu kullanarak oksasilin'e direngli (tekrarlanan iiglii testte 4

mg/mL'den fazla olan tutarli MIC).
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Arias ve Jinnethe (Arias & Jinnethe, 2017) yaptiklar1 calismada toplamda, Latin
Amerika'daki 24 hastaneden 1,346 kan izolati topladilar. Toplam 161 izolat, sik¢a yanlis
tanimlama veya kontaminasyondan kaynaklanan protokol ihlalleri nedeniyle projeden
cikartmiglar. Son analiz, 1,010 hastadan alinan 1,185 izolati i¢eriyordu. Genel olarak,
metisilin direnci tiim izolatlarin %45'inde bulundu ve 6nemli bolgesel farkliliklar gosterdi.
Genel olarak, ¢ogu MRSA izolat1 eritromisin (%81), klindamisin (%74) ve seftriakson (%78)
gibi yiiksek diren¢ oranlar1 sergilemis. Tiim S.aureus izolatlar1 minosiklin (MIN), linezolid
(LZD) ve vankomisin (VAN) (MIC90, 1ug/ml) ile duyarli oldugunu gostermisler. Metisiline
duyarl S.aureus (MSSA) izolatlari, test edilen antibiyotiklerin ¢oguna yiiksek oranda duyarlt
cikmustir.

Ariza ve ark. (Ariza-Miguel vd., 2014) ispanya'da ilk kez, ciftlik hayvanlarinda mecC
pozitif metisilin direngli S.aureus (mecC-MRSA) bildirdiler. 601 S.aureus izolatindan elde
edilen 229 siit koyunu ¢iftliginden alinan siit 6rneklerinde bir izolat (dizi tipi 130) bulundu.
Bu bulgu, mecC pozitif MRSA'nin zoonotik bulasma potansiyelini vurgulamakta ve varligini

ve klonal evrimini izlemek i¢in gézetim programlarinin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Silva ve ark. (Silva vd., 2021) yabani hayvanlarda tema mecA gen homologu
mecC'nin tekrarlanan tespiti, bu hayvanlarin mecC-MRSA i¢in bir rezervuar olup
olamayacagi sorusunu giindeme getirmektedir. Bdylece S.aureus ve MRSA'yt liman
bolgelerinde yasayan yabani kemirgenlerden elde etmek ve bunlarin antimikrobiyal
direnglerini ve genetik soylarini karakterize etmeyi amg¢lamistir. 204 yabani kemirgenden agiz
ve rektal siiriintii o6rnekleri elde edildi. Numuneler %6,5 NaCl iceren BHI (Brain Heart
Infusion) besiyerinde inkiibe edildi ve 37°C'de 24 saat sonra inokulum Baird-Parker agar,
Mannitol Salt agar ve ORSAB (2 mg/L oksasilin ile desteklenmis) plakalara ekildi. Ttir
tanimlamas1 su sekilde dogrulandi: MALDI-TOF MS. Antimikrobiyal duyarlilik testi 14
antibiyotige karg1 Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle yapildi. Virillans ve direng
genlerinin varligt PCR ile gerceklestirildi. Bagisiklik kacirma kiimesi (IEC) sistemi tiim
S.aureus orneklerinde arastirildi. Tim izolatlar MLST, spa ve agr tipleme ile karakterize
edildi. 204 ornekten, 38 S.aureus izole edildi ve bunlardan altist MRSA tespit edildi. Altt
MRSA izolatinin iici mecC genini ve diger {ligli mecA genini barindirtyordu. Tiim mecC-
MRSA izolatlar1, sekans tipi (ST) 1945 (CC130'a aittir) ve spa tipi t1535'e atfedilirken, tema
mecA izolatlar1 ST22 ve ST36 ile spa tipleri t747 ve t018'e aittir. Yirmi bes S.aureus test
edilen tiim antibiyotiklere duyarliydi. S.aureus izolatlar 11 MLST ve 12spa tipine
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atfedilmistir. S.aureus yabani kemirgenlerde ¢ok ¢esitli genetik soylar sunar. Bu Portekiz'deki
ilk mecC-MRSA raporudur. Bu ¢alismada mec C pozitif higbir 6rnek bulunamistir. Yapilan

caligmalar bize direng¢ geninin daha ¢ok zoonotik yolla gecisi oldugunu gostermistir.

Dhungel ve ark. (Dhungel vd., 2021) yaptig1 arastirmada laboratuvarina alinan klinik
orneklerin dortte birinde bakteri tiremesi gordii. Klinik 6rneklerden en sik goriilen bakteriler
S.aureus olup bunu K. pneumoniae ve E. coli takip etmistir. Kiiltlir pozitif izolatlarin dortte
birinin S.aureus oldugu belirlenmis. Izole edilen S.aureus'larm tamam: MDR (Multiple Drug
Resistant) 'dir ve bunlarin yaklasik %901 MRSA'dir. 34 MRSA izolatinin %94'inde mecA

geni gortiilmis ve MRSA'larin higbirinde vanA geni olmadigi tespit etmisler.

Hesari ve ark. (Hesari vd., 2018) yaptiklar1 ¢alismada Iran'in Rasht sehrinden izole
edilen klinik Ornekte antibiyotik direnci, mecA ve pvl genlerin varligi ve bu izolatlarin
polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmi (PCR-RFLP)
yontemine gore epidemiyolojik tiplendirilmesinin aragtirmiglardir. 250 6rnekten 50 S.aureus
oldugu tespit edilmis. %68'inin (34 6rnek) metisiline direng¢li oldugunu gosterdi. S.aureuslarin
arasinda mecA ve PVL genlerin sikligi %60 (30 ornek) ve %20 (10 ornek) oldugunu
gostermisler. Pvl'nin PCR sonucu, bu bdlgede bu genin yiiksek frekansini gostermislerdir.
Ayrilmis S.aureus suslarinda PVL genin varligini degerlendirmek i¢in S.aureus'a ait bu genin
spesifik primerleri kullanildi ve elektroforez jelde goriintiisii gozlenen 575 bp bandinin
varligini gozlemlemeyi beklemisler. PVL gen 6rneklerin %20'sinde (10 6rnek) pozitif, suslar
arasinda pvl gen varligi, 6rnek tipi (p<0.046) ve mecA geni varlig1 arasinda anlamli bir iligki
bulunmadigini belirtmislerdir (p<0.015). Khosravi ve ark. (Khosravi, A. D., Hoveizavi, H.,
Farshadzadeh, 2012) PVL geninin dagilimimin MRSA suslarinda %7,2, MSSA suslarinda ise
%33,3 oldugunu bildirmislerdir. Son zamanlarda MRSA'nin pozitif PVL suslar {izerine daha
fazla ¢alisma yapilmistir, oysa pozitif MSSA'nin enfeksiyonlart PVL pozitif suslarinin
dagilimi 6nemli rol oynar. Gegtigimiz 5 yilda Ingiltere'deki PVL’nin pozitif suslarinin
yaklagik %601 metisiline duyarliydi (Otokunefor vd., 2012) . Osman ve ark. (Osman vd.,
2015), 210 S.aureus orneklerinde PVL geni %58 oraninda gozlendi. Brown ve ark. (Brown
vd., 2012) 1.055S'yi degerlendirdi. S.aureus PVL gen varligina bakildiginda 377 susun
(%35,7) metisilin'e en direngli olan bu gene sahip oldugu goriildi. Lima ve ark. (Lima vd.
2014), kistik fibrozlu hastalardan izole edilen MRSA suslari {izerinde, suslarin neredeyse
yarisinin PVL gen tasidigin1 gosterdi. Bu ¢alismada, MRSA suslarinda PVL gen dagilimi,
MRSA suslarinda pozitif PVL 6rneklerinin %60'imdan (alti 6rnek) ve MSSA suslarinda
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%40"ndan (4 6rnek) fazlaydi. Darboe ve ark. (Darboe vd., 2019) 293 hastada yapmis oldugu
arastirmada MRSA orani ne kadar yliksek olsa da Antimikrobiyal diren¢ ile PVL durumu

arasinda iliskiye dair hi¢bir kanit olmadigini gostermislerdir.

Bu ¢alismada yukarida belirtilen ¢alismalardaki 6rnekler gibi MRSA pozitif olgusu ile
mecA geni varhigr arasindaki baglanti; disk difiizyon testi ile kanitlanmis olan tim MRSA
orneklerinde yapilan RT-PCR c¢alismasi neticesinde mecA geni pozitiftir. mec A geni igin
MRSA pozitiflik ve PVL arasindaki iliskiye bakildiginda 57 MRSA susunun 13 tanesi (22.8)
PVL (+) olarak bulunmus ve bu gene sahip oldugu belirlenmistir. Pozitif 6rneklerin 10 tanesi
(%76.9) mec A pozitif, 3 tanesi (%23.1) ise mec A negatif olarak degerlendirilmistir. Yine
antibiyotik disk ¢ap1 degerlendirmesinde fox direngli 58 6rnegin 57’si (%98.28) mecA pozitif;
ox direngli 51 6rnegin 49 adedi (%96.07) mec A pozitif olarak degerndirilmistir. Yine PVL
pozitif olan numune Ornekleri agisindan incelememizde yara (%21.87) ve apse (%60)
orneklerinde yiiksek yiizde oranlari ile anlami olarak iliskilendirilmistir. Bizde PVL’nin deri

ve yumusak doku enfeksiyonlari ile baglantili oldugunu kanitlar nitelikte sonuglar bulduk.

S.aureus'un enfeksiyonu siirdiirmesinin bir diger onemli yolu da biyofilmlerin
olugsmasidir (Otto, 2018). Bunlar, yerlesik tibbi cihazlarin abiyotik materyalinde olusabilecegi
gibi, endokardit durumunda kalp kapakg¢iklar: gibi doku ylizeylerinde de olusabilir. Biyofilm
olusumu ii¢ ana asamada gelisir: yapisma, olgunlasma/cogalma ve ayrilma. in vivo yapisma,
c¢ogu MSCRAMM ailesine ait olan hiicre duvarina sabitlenmis ve diger ylizey proteinleri
yoluyla insan matriks proteinlerine meydana gelir (Cheung ve ark., 2021). Gronseth ‘in
(Gronseth, 2023) yapmis oldugu ¢alismada farlerin derilerinde biyofilm olusunu gézlemlemis,
Lugol ¢ozeltisi ve Gentian meneksesi, deri yarasi enfeksiyonlarinda metisiline direncli
Staphylococcus aureus biyofilmini yok eder. S.aureus'tan siiphelenilen topikal biyofilm
enfeksiyonunu tedavi etmek i¢in kullanilabilecegini gostermis. Giiglii biyofilm olusumu,
smirl sayida izolatta belirgindir, iran'daki bulgularin aksine (%52.27) ve Cin'deki ¢ok yiiksek
bir oran gosteren (%83.3) gostermektedir (Yang vd., 2016).

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler, klasik olarak bir histidin kinaz ve yanit
diizenleyiciden olusan iki bilesenli diizenleyici sistemler araciligiyla ¢evreyi algilama ve tepki
verme yetenegine sahiptirler (Brandis ve ark., 2017). S.aureus'un karmasiklig1 toksin tiretimi,
toksin aktivasyonu ve azalan baglilik da dahil olmak iizere Agr ¢ekirdek sisteminin etkileriyle
birleserek S.aureus icin ters etki yaratabilir. Ornegin, agr locus igindeki mutasyonlar,

bakteriyel toksin iiretiminin baskilanmasiyla sonuglanir ve bu da persistan S sirasinda immiin
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tanimanin kagmasina yol acabilir. Agr sistemi stafilokokal viriilansa gliglii bir sekilde katkida
bulunmasina ragmen, diger iki bilesenli sistemler ve stafilokok yardimci regiilatér A (SarA),
katabolit kontrol proteini A (CcpA) dahil olmak lizere diizenleyici proteinler. S.aureus
exoprotein ekspresyonu (SaeRS) ve stafilokok solunum yaniti AB (SrrAB) de viriilans faktori
diizenlemesini etkiler. Daha da 6nemlisi, bu iki bilesenli sistemler viriilans faktorlerini hem
Agr'a bagimli hem de Agr'dan bagimsiz sekillerde diizenleyebilir (Butrico & Cassat, 2020;
Voyich vd., 2009).

Bu galismada QS genlerinden olan agr A/C (+) genlerinin numune 6rnekleri drnekleri
yoniinden ve MRSA pozitifligine bakildiginda; kandan izlole edilen 18 adet 6rnegin 7’si
(%38), 13 adet idrar 6rneginin 8 tanesi (%61.54), 13 adet drenaj 6rneginin 8 tanesi (%61.54),
32 adet yara 6rneginin 18 adedi (%56.35), 5 adet apse 6rneginin 3’1 (%60), 12 adet balgam
orneginin 6’s1(%50), 3 adet burun siiriintiisii 6rneginin 2’si(%66) arasinda anlamli sonug
bulunmustur. Yine ¢alismamizda agrA ve C (+) oldugunda mec A(+) 57 6rnegin p:0.031 ile
anlamli , mecA (-) iken agrA/C yoniinden iken ise anlamli bulunmamistir (Tablo 4.11) Bu da
bize mecA(+) suslarda QS mekanizmasini regiile eden genlerin daha ¢ok devreye girerek
biyofilm olusturma 6zelliginin arttigin1 gostermektedir. Agr A ve agr C her ikisi de pozitif
olan suslar QS(+) olarak kabul edilmistir. QS(+) 55 6rnegin 26 ‘s1 (% 47.2), QS(-) 45 6rnegin
31’inin (%68.9) mecA(+) pozitif oldugunu bulduk. Bu da bize gen regiilasyonunda AIP’nin
agrC’ye baglanarak agrA’nin fosforilasyonuna destekler nitelikte olabilecegi TABLO 4.11°de
agrC pozitifliginde p degerinin anlamli oldugunu géstermistir. MecA (+) oldugu durumlarda
QS genlerinin kritik rolii de dikkate alindiginda bu genlerin yakindan takip edilmesi artan
metisilin direnci ile miicadelede 6nem arz etmektedir. Dolayisiyla hem gen diizeyinde QS
ifadesinin tespiti hem de AIP molekiillerinin sinyalizasyon gosterebilmesi ile yapilmasi
gereken daha giivenilir testlere ihitiyag vardir. Bu caligmada antibiyotik duyarliliklari
acisindan QS (+) ve QS (-) olan gruplar arasinda karsilastirma yapilmis ve QS (+) suslarin
klindamisin, levofloxacin ve tetrasiklin antibiyotikler daha yiiksek oranlarina sahip oldugu ve
boylelikle biyofilm olusturma 6zelliginin daha yiiksek oldugunun istatistiksel olarak anlamli

oldugu bulunmustur, Tablo 4.12°de gosterilmistir.

Giindog ve ark. (Giindog vd., 2023) yaptig1 calismada test edilen S.aureus izolatlarinin
%35’1 KKA yonteminde, %36’s1t MP yonteminde ve %94.4’1 her iki yontemde de biyofilm
pozitif olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde, Shakya ve ark. (Shakya vd., 2022), sigir
mastitisine sebep olan 20 MRSA izolatinin KKA yonteminde %25'inin ve MP ydnteminde
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%45'inin biyofilm pozitif oldugunu bildirmislerdir. Jain ve Agarwal (Jain & Agarwal, 2009),
biyofilm tespit yontemlerini kiyasladiklar1 ¢aligmalarinda analiz ettikleri 84 adet S.aureus
izolatinin %79’unun MP yontemiyle ve %75’inin KKA yontemiyle biyofilm pozitif sonug
verdigini rapor etmislerdir. Kirmusaoglu (Kirmusaoglu, 2017) ise analiz ettigi S.aureus
izolatlarinin %40’ 1min KKA yonteminde pozitiflik gosterirken, %51’ inin MP testinde pozitif

sonug verdigini bildirmistir.

Melo ve arkadaslar1 (Melo vd., 2013), test ettikleri S.aureus suslarinin biyofilm olusturma
ozelliginin belirlenmesinde KKA yonteminin duyarliligimi %86 olarak belirlemislerdir.
Arastirmacilar, KKA’nin S. aureus’un biyofilm 6zelligini tespit etmede istatistiksel olarak
onemli oldugunu; ancak, MP yonteminin duyarlilik a¢isindan daha hassas oldugunu

bildirmislerdir.

Giindog ve ark. (Gilindog vd., 2023), MP (Micro Plate) yontemine kiyasla KKA (Kongo
Kirmizis1 Agar) yoOnteminin S.aureus izolatlarinin biyofilm olusturma 6zelliklerinin
saptanmasinda yiiksek duyarliliga (%97) sahip oldugunu, Listeria spp. izolatlarinda ise iyi bir
duyarliliga (%59) ve diisiik 6zgiilliige (%39) sahip oldugunu gostermisler. Bu veriler, S.
aureus’un biyofilm yeteneginin KKA ile giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegini, ancak
Listeria spp. i¢in bu yontemin tek basina kullanilmasinin yanlhs pozitiflik veya yanlis
negatifliklere neden olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismanin sonuglarina benzer sekilde,
onceki caligmalarda da KKA’nin S.aureus biyofilm yeteneginin belirlenmesinde yiiksek
duyarliliga sahip oldugu, diger ¢alismalarda ise bu yontemun diisiik duyarlilik ve giivenilirlige

sahip oldugu rapor edilmislerdi.

Yaptigimiz ¢alismada; 100 adet S.aureus susunun 78’i Kongo kirmizist giiglii pozitif
olarak bulunmustur. Kongo kirmizi giiglii pozitif degerlendirilen 78 adet 6rnegin QS ile
iliskilendirilen agr A(+) pozitif degerlendirmesinde 68’i (%87.1) giiglii pozitif, 39’u (%50)
agr C (+) ve ve yine 39 6rnek (%50) hem agrA hem de agrC (+) olarak degerlendirilmistir.
Tablo 4.8’de sadece agrC (+) olan ya da her iki gen acisindan da pozitif olanlarda p degeri
anlamli olarak bulunmustur. mec A (+) 57 o6rnegin 48’1 (%84.2) Kongo kirmizis1 giiclii
pozitif, mec A (-) 43 6rnegin 30’u (%69.8) giiclii pozitif olarak bulunmustur. 13 adet PVL(+)
orneginin 5’1 (%38.5) Kongo kirmizisi gii¢lii pozitif olarak degerlendirilmistir. Kongo
kirmizisinin numune tiirii agisindan biyofilm olusturmasini degrlendirecek olursak idrar
orneklerinin %100 tiniinde gii¢li pozitif oldugu gosterilmistir. Bu 6rnek uyumunu %84 ile

drenaj %77 ile kan ve %71 ile yara 6rnekleri takip etmektedir ve Tablo 4.6’da gdsterilmistir.
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Bu da bize Kongo kirmizisi ile biyofilm olugumun gosteriminin daha kolay ve giivenilir;

maliyet agisindan daha az oldugunu gdstermistir.

Coklu ilaca direngli (MDR) stafilokok enfeksiyonlarinin sayisinin artmasi, antibiyotik
direncine neden olan genetik varyasyonlarin bakteri popiilasyonunda nasil gelistigine iliskin
temel sorularin arastirilmasi ihtiyacini dogurmustur. Sonug olarak, son yillarda 16S rRNA
geninin dizi analizi, S.aureus filogenisi ve taksonomisine iligkin anlayisimizi dogrulamak i¢in
genetik bir belirteg olarak daha yaygin hale geliyor ve klinik ortamda giderek daha yaygin
hale geliyor (Kawasaki vd., 2008), (Janda & Abbott, 2007). Mikroorganizmanin direng
kazanma ve iletme yetenegi arttiran bir faktordiir. S.aureus icindeki cografi baglanti
muhtemelen yerel topluluklar i¢indeki yeniden diizenlemeyle birlesen aileler arasi aktarimin
bir sonucudur. Sudan'da 16S rRNA gen dizilimi iizerine ¢ok az g¢alisma yaymlanmustir.
Hassan ve ark., taksonomi igin kullanilan Sudan izolatlarindan Staphylococci tiirleri igin
mikrobiyal tanimlama ve filogenetik belirte¢lerin 6nemini gosterdi (Alfatih vd., 2018)
Merghani ve arkadaslar tarafindan Sudan'da aragtirilan 6nceki arastirmalar, 16S rRNA gen
dizisini hedef alan primerlerle yapilan PCR testinin, bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi
ve bir tliriin digerlerinden ayirt edilmesi i¢in yararli bir yontem sundugunu ileri stirmiistiir
(Gumaa vd., 2021). Ancak bu c¢aligmalar, sonuglarin polifazik taksonominin sonuglariyla
ortismemesi ve ilgili tirlerin her zaman birbirinden ayirt edilemedigini ortaya koymasi
nedeniyle kesin olarak kabul edilemez nitelikte goriilmektedir (Mamoun vd., 2015). Bu
nedenle, umut verici bagka bir arastirma hatti da olabilir. 16S rRNA'daki mutasyonlarin
varhigimi tespit etmek ve S.aureus dizilerinin korunmasini arastirmak. Bu noktalar Sudan'da
daha once hi¢ ele alinmamustir ve Afrika niifusuyla ilgili bilgiler sinirlidir. 16 rRNA geninin
molekiiler analizi ve yara enfeksiyonlu Sudanli hastalardan izole edilen S.aureus suslarinin
filogeni yaklasimi hakkindaki temel ilkeleri daha iyi anlamayi ele almaktadir. Milano'da
yiriitiilen bir ¢aligmada 6n burun deliklerinden siirlintii 6rnekleri toplanmis ve temiz olarak
simiflandirilan ameliyata girecek pediatrik hastalarin farenksi; 138 (%35,1) cocuklarda
S.aureus taramasi pozitif gikmistir. MRSA 40 hastada tanimlanmustir (pozitif vakalarin %29'u
S.aureus) cocuklart i¢in vakalar; Bu mikroorganizmanin kolonilestirici olarak bulunmast,
bunun neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin gelismesi daha fazla, ancak calisma karakterize
etmedi MRSA'nin toplumla m1 yoksa hastaneyle mi iliskili oldugu (Messias vd., 2023). Baska
bir calismada, MRSA kolonizasyonu i¢in bilinen herhangi bir faktér olmaksizin anaokuluna

giden cocuklarda MRSA varlig1 arastirilmis; toplamda 354 ¢ocuk analiz edildigi; bunlarin
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arasinda 20 ¢ocugun (%5,8) toplumdan edinilen kolonizasyon oldugu gozlenmis ve MRSA

olarak tanimlanmaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

S.aureus, enfeksiyonlarinin olusumunda tek bir mekanizmasinin olmadigimi ve
dolayisiyla sorunun tek bir “tedavisi” olmadiginin yapilan bir¢ok c¢alismada goériilmektedir.
Bu nedenle, her endikasyon igin her ilaca yonelik tedavi basarisizliginin dogasin1 anlamak,
tedaviyi iyilestirmek i¢in ¢ok 6nemlidir. Giiniimiizde antibiyotiklere hizla direng gelismi ve
yeni antibiyotiklerin gelistirilmesindeki sorunlarda dikkate alindiginda, enfeksiyonun
ozellikleri ve bagisiklik durumlar da dikkate alinarak antibiyotiklerinin etkinliginin oniindeki
engellerin  kaldirilmasina  yonelik  g¢alismalara  odaklanilmasinda  fayda  olacagi
diistiniilmektedir. Bu baglamda, mec A/C geninin inhibe edilerek MRSA olusumun izlenmesi
ile ilgili ¢aligmalarin yapilmasina odaklanmak gerekir. Yine enfeksiyonlar igin giiclii bir
virtilans faktorii olan biyofilm olusumundan sorumlu olan agr lokusunun inhibe edildigi

invitro ve invivo c¢alismalara odaklanilmasinda fayda vardir.

Bunun i¢in bir AIP inhibitori tespit edilerek bu ekspresyon durduruldugunda agr gen
ifadesi gecici olarak mi1 durur yoksa tamamen mi durur mutlaka incelenmelidir. Fare
modelleri bize S.aureus’ un dogasina dair Olgiilemez bir anlayis kazandiran giiglii bir
kaynaktir. S.aureus'un insanlarda bulunan bazi toksinler reseptorleri farelerde yoktur ve
farelerdeki notrofiller, insan nétrofilleri tarafindan eksprese edilen giiglii antimikrobiyal
peptid olan defensinleri eksprese etmezler. Antibiyotik etkinliginin insan birincil hiicreleri ve
yakin zamanda gelistirilen hiimanize fare hatlar1 kullanilarak incelenmesi, fare ilgisinden
insan ilgisine kadar olan boslugu kapatmak i¢in tesvik edilmesinin enfeksiyonla miicadelede
ciddi katki sunacagmi umuyoruz. Benzer sekilde invivo ve invitro olarak biyofilmin
engellenmesine yonelik calismalarin yapilmasinda fayda vardir. Ayrica Kongo kirmizisi
benzeri ayiraglarin kullanilmas1 ile biyofilm arastirma yontemlerinin kullanilmasinin

enfeksiyonla miicadelede hiz kazandiracagini diisiinmekteyiz.

16S rRNA'daki mutasyonlarin varligini tespit etmek ve mutasyonlarin engellenmesi ya
da olusmus mutasyonlarin ortadan kaldirilmasi ile ilgili ¢alismalara odaklanmak da 6nem arz

etmektedir.
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