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SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

Simgeler Aciklama

df Ozgiirliik derecesi

spa Stafilokokal protein A geni

ng Mikro gram

ul Mikrolitre

tst-1 Toksik sok toksini-1 geni

W/V Agirlik / Hacim

°C Santigrat Derece

Kisaltmalar Aciklama

API Analitik Profil Indeksi

B¢ Baz Ciftleri

CA-MRSA Topluluk — Edinilmis Metisiline Direngli Staphylococcus aureus
DNA Deoksiriboniikleik Asit

G Gram

HA-MRSA Saglik hizmetinden edinilen Metisiline Direngli Staphylococcus aureus
IYE Idrar Yolu Enfeskiyonlari
MEGAG6.0 Molekiiler Evrimsel Genetik Analizi Siiriim 6.0
Mg Miligram

NCBI Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
NITI 1&NITI 2 Nitrare Indirgeme Reaktifi 1 ve 2
PBS Fosfat Tampon Tuzlu Su

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PVL Panton-Sevgililer Lokosidin

RPM Dakikadaki devir sayisi

RUTI Tekrarlayan Idrar Yolu Enfeksiyonu
SET Stafilokokal Enterotoksin

SNPs Tek Niikleotid Polimorfizmleri
SPSS Sosyal Bilimler istatistik Paketi
TBE Tris baz-Borik asit-EDTA

TSST Toksik sok sendromu toksini

UV Asiri ihlal

UPEC Uro Patojenik Escherichia coli
IYEs Idrar yolu enfeksiyonlari

VFs Viriilans Faktorleri

VPI&VP2 Voges-Proskauer Reaktifi 1 ve 2
ZYMA&ZYMB Alkalin fosfataz Reaktifi
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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

THI-QAR iLINDE URINER SISTEM ENFESKIYONU OLAN
HASTALARINDAN iZOLE EDILEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS’UN
BAKTERIYOLOJIiK VE MOLEKULER CALISMASI

AHMED SABAH MOHAN

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Bilim ve Teknoloji Enstitiisii

Biyomiihendislik ve Genetik Boliimii

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Esin KIRAY

II. Damisman: Dr. Amran MEZHER

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE), insanlarda goriilen en yaygin bulasic hastaliklardan biridir. Gram

pozitif bir bakteri olan Staphylococcus aureus TYE’ nm en sik gériilen etkenlerindendir.

Calismamizda IYE hastalarindan izole edilen S. aureus’un izolasyonu ve identifikasonu
sonrasinda, kiiltiire] ve biyokimyasal incelemeler ile molekiiler genotiplendirmesi ve genetik
varyasyonunu arastirilmistir. Tiirlerin idendifikasyonunda API-20 ve Vitek2 kompakt sistemleri

kullanilmistir.

Calismamizda, Subat-Haziran 2021 aylar1 arasinda Giliney Irak, AL-Nasiriyah Sehrindeki AL-
Hussein Egitim Hastanesinde IYE sikayeti ile bagvuru yapan 200 hastadan alinan idrar érnekleri
degerlendirilmistir. Alinan 200 hasta 6rneginin 133’tinde (%66.5) Staphylococcus aureus pozitif

olarak bulunmustur.
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Suslarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde klinikte sik olarak kullanilan on dort
antibiyotik kullanilmistir. Suslarin en yiiksek direng oranlar1 Ampisilin (%100), Sefoksitin
(%97.7), Tetrasiklin (%76.6), Klindamisin (7%1.4) ve Trimetoprim-Siilfametoksazole (%54.1)
olarak belirlenirken Eritromisin (%43.6) ve Doksisiklin (%42.8) olarak tespit edilmistir. Diger
yandan, test edilen suslar, Vankomisin ve Novobiyosine karsi yiiksek derecede duyarlilik

gostermistir.

IYE hastalarindan izole edilen S. aureus’un viriilans geni olarak (spa) geninin varhigini belirlemek
icin PCR teknigi kullanilmistir. Tim S. aureus izolatlar1 (n=55), spa genine kars1 (260-1400 bg)
%100 oran ile pozitif reaksiyonla amplifiye edilmistir. Ayrica, bu genin genotiplenmesinde

molekiiler boyutu (538 bg) olan zst-1 geni tiim S. aureus suslarinin %?20' sinde tespit edilmistir.

Bir DNA dizileme analizi yonteminde, S. aureus izolatlar1 (IQ-IYE.1-IQ-IYE.2) ve NCBI-Blast
ile ilgili v immiinoglobulin G baglayici protein A (spa) genindeki genetik varyasyon (ikame
Mutasyonlar1) analizi S. aureus izolati, (IQ-IYE.3) ve NCBI-Blast ile ilgili S. aureus izolati,

toplam genetik varyasyon ylizdesi (%0.23) araliginda bir ikame mutasyon bulunmustur.

Kasim 2021, 94 Sayfa

Anahtar Kelimeler: IYE, S. aureus, Molekiiler, PCR, Antibiyotik.
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ABSTRACT

M.SC. THESIS

BACTERIOLOGICAL AND MOLECULAR STUDY OF
STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLATED FROM PATIENTS WITH
URINARY INFECTION IN THI-QAR PROVINCE

AHMED SABAH MOHAN

Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Sciences and Technology

Bioengineering and Genetics Department

Supervisor: Prof. Dr. Esin KIRAY

I1. Supervisor: Prof. Dr. Amran MEZHER

Urinary tract infection (UTI) is one of the most common infectious diseases in humans both in the
clinical and community settings. involvement of Gram-positive bacteria cannot be ruled out in
relation to UTL Staphylococcus aureus is one of such agents involved in the infection that is

capable of invading the urinary tract. Although S. aureus accounts to 0.5-6% of UTL

This study aims to detect the molecular genotyping and genetic variation of S. aureus isolated from
UTIs patients after its isolation and diagnosis, depending on the cultural and biochemical

examinations and confirmation by API-20 and Vitek2 compact systems.

Two hundred clinical (urine) specimens were collected during the period (February to June 2021);
from patients who were complained from IYEs at AL-Hussein Teaching Hospital in AL-Nasiriyah
City, South Iraq. diagnostic results show that 133 out of the 200 specimens gave positive bacterial

cultures as Staphylococcus aureus.

According to gender, females recorded the high IYE rates with 136 cases (68%) (p<0.01). the

antibiotic susceptibility profile for these isolates was examined against Fourteen types of

XVI



antibiotics. Highest resistance was recorded against Ampicillin, Cefoxitin, Tetracycline,
Clindamycin and Trimethoprim-Sulfamethoxazole with a percentages of (100%), (97.7%),
(76.6%), (71.4%), and (54.1%), respectively while Erythromycin (43.6%) followed by
Doxycycline (42.8%). On the other hand the tested isolates showed a high degree of susceptibility

towards vancomycin and novobiocin.

PCR technique was used to detect the presence of (spa) gene as a virulence gene in S. aureus

isolated from IYE patients.

All S. aureus isolates (n=55) were amplificated to (spa) gene at (1400-260 b¢) with a positive
reaction of 55 (100%), with note the genotyping of this gene. also, (tsz-1) gene detected in (20%)

of all S. aureus isolates with a molecular size of (538 bg).

In a DNA sequencing analysis method , the genetic variation (substit UTI on Mutations)
analysis in v immunoglobulin G binding protein A (spa) gene between local S. aureus isolates
(IQ-UTL1-IQ-UTIL.2) and NCBI-Blast related S. aureus isolate were find 4 into 5 substitlYEon
mutations at total genetic variation percentage ranged (0.84-1.05%).While the genetic variation
analysis in toxic shock syndrome toxin- 1 (zsst-1) gene between local S. aureus isolates (IQ-
UTIL3) and NCBI-Blast related S. aureus isolate were find one substit UTI on mutation at total

genetic variation percentage ranged (0.23%).

November 2021, 94 Pages

Key Words: IYE, S. aureus, Molecular, PCR, Antibiotic.
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1. GIRIS

Staphylococci, iki Yunanca kelime ile adlandirilmistir: "tiziim salkimi1" anlamina gelen staphyle
ve karakteristik kiimeler halinde diizenlenmesi nedeniyle "kiiresel bakteri" anlamina gelen coccus
(Wang ve et al., 2018). Staphylococcus bakterisi ilk olarak 1880 yilinda Alexander Ogston
tarafindan diz kapagi eklemindeki cerrahi bir enfeksiyondan tanimlanmistir. Alman doktor
Friedrich Julius Rosenbach, organizmalar1 1884'te saf kiiltiirde yetistirmeyi basarmis ve onlari

renk olusumlarina gore siniflandirmistir (Licitra et al., 2013).

Stafilokoklar Gram pozitif, katalaz pozitif, hareketli olmayan, spor olusturmayan, fakiiltatif
anaerobik koklardir. Ortalama ¢ap1 0.5—-1.0 m olan bakteriler; ¢iftler, dortliiler veya diizensiz tizim
benzeri kiimeler halinde diizenlenir. Bilinen yaklasik 40 tiirii vardir ve bunlardan dokuzu iki, biri

ti¢ alt tiire sahiptir (Doskar et al., 2010).

Stafilokoklarin siiflandirilmasi heniiz kapsamli degildir; yeni tiirler siirekli olarak kesfedilmekte
ve onaylanmaktadir. Bazi liyeler klinikte dnemliyken, digerleri hayvanlarda veya gidalarda
bulunur. Hayvanlarda bulunmasi nedeni ile de veterinerlik i¢in de 6nemi olan bir bakteri grubudur.
Cinsin 1iyeleri biyokimyalarina gore koagiilaz pozitif stafilokoklar ve koagiilaz negatif
stafilokoklar olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Koagiilaz pozitif stafilokoklarin en 6nemli {iyesi olan
Staphylococcus aureus tiirii stafilokok cinsinin en patojenik {iyesi olarak kabul edilir (Turnidge et

al., 2008).

Staphylococcus aureus, altin pigment iireten firsat¢1 bir patojendir ve stafilokoklar arasinda en
yaygin insan ve hayvan patojenidir (Markey et al., 2014). Koagiilaz testi, S. aureus'u koagiilaz
negatif stafilokoklardan ayirt etmek i¢in en basit laboratuvar yontemidir, ayrica S. aureus,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi ile de tespit edilebilir veya dogrulanabilir (Becker et

al., 2014).

S. aureus suglar1 hem toplum kaynakli hem de hastane kaynakli olarak ayr1 ayr1 simiflandirilir
(Khan et al., 2015). Her iki tipte de S. aureus suslarinin klinik belirtileri, genetik 6zelliklerine bagl
olarak antimikrobiyal duyarlilik acisindan farklilik gostermektedir (Bien et al., 2011). Bu
mikroorganizmalar yiizeyel bir enfeksiyondan, yagsami tehdit eden ciddi enfeksiyonlara kadar degisen
spektrumda bir¢ok klinik tabloya yol agabilmektedirler. S. aureus ile ilgili hastaliklar mindr, lokalize
hastaliktan siddetli sistemik enfeksiyonlara kadar cesitlilik gostermektedir. Pyomiyozit enfektif

deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, endokardit, ploropulmoner enfeksiyonlar, sepsis ve



osteoartikiiler enfeksiyonlar (Bassetti et al., 2011; Kechrid) et al., 2011) en sik goriilen klinik S.

aureus enfeksiyonlaridir (Burdette et al., 2012).

Diger klinik enfeksiyonlar nekrotizan pnémoni, idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE)’lar1 (Kreienbuehl
et al., 2011), menenjit, epidural apse ve toksik sok sendromudur (Tong et al., 2015). Yizey
proteini, biyofilm, ekzoenzimler, eksotoksinler ve eksfolyatif toksinler gibi ¢esitli olas1 viriilans
faktorlerinin olusturulmasi hastaligin siddetine katkida bulunur. Birden fazla antibiyotik sinifina
kars1 diren¢ kazanma yetenegi, mecA, VanA, stafilokokal eksotoksinler gibi antibiyotik direng
genlerine ve hastaligin baslamasini, bagisikliktan kaginmayi ve konakgiy1 kolaylagtiran diger
faktorlere sahip olmasi nedeniyle S. aureus'u tedavi edilmesi zor bir patojen yapar. Ayrica doku
tahribatinin yan1 sira toksik bir etkiye neden olan bagisiklik sistemini istila etme yetenegine de

sahiptir (Costa et al., 2013).

IYE nun, her yil diinya ¢apinda 150 milyondan fazla insam etkiledigi bilinmektedir. Ayrica,
IYE'ler her iki cinsiyeti de etkilemektedir ancak kadinlarin enfekte olma olasilig1 erkeklerden daha
yiiksektir. Yas ve cinsiyet ayirt etmeksizin hemen hemen herkes yasami boyunca en az bir kez

IYE enfeksiyonu gecirmistir (Stamm et al., 2001).

1.1. Amag

1. S. aureus ve IYE arasindaki iliskinin belirlenmesi

2. IYE hastalarindan alinan S. aureus izolatlarinda spa ve tst-1 genlerinin molekiiler tespiti.
3. S. aureus 'un spa ve tst-1gen bolgelerinde baz1 genetik mutasyonlarin belirlenmesi

4. Bazi1 antibiyotiklere kars1 direng testleri yoluyla terapotik amagclar igin.

1.2. Onem
Irak'ta var olan suslar1 ve komsu iilkeler ile diinya arasindaki mevcut suslardan farkin1 bulmak.



2. LITERATUR INCELEMESI

2.1. Staphylococcus aureus’un Tarihsel Arka Plam

Stafilokoklar ilk olarak Koch (1878) ve Pasteur tarafindan (1880) tanimlanmis, ancak ilk detayli
calismalar1 Rosenbach ve Ogston adli iki arastirmaci yapmustir. Iskog¢ cerrah Sir Alexander
Ogston, bir tedavi sirasinda cerrahi apseden bakteri kiimelerini tespit ettikten sonra, 1881'de
Staphylococcus'un yara enfeksiyonlarina neden olabilecegini kesfetmistir. Mikroskop altinda

kiimelenmis gorlinlimiinden sonra ona Staphylococcus ad1 verilmistir (Licitra G et al., 2013).

Alman bilim adami Friedrich Julius Rosenbach 1884 yilinda, Staphylococcus aureus'n tespit
etmesinin ardindan bu bakteriyi yakindan iliskili olan Staphylococcus albus tiirinden ayirmistir.
Hekimler, 1930'larin baslarinda bir S. aureus enfeksiyonunun varligini tespit etmek i¢in bakteri
tarafindan tiretilen bir enzimin belirlenmesini saglayan koagiilaz testini kullanmaya baslamislardir.
1940' I yillardan 6nce, S. aureus enfeksiyonlarinda goriilen 6liim vakalarinin sayisi daha fazla idi
ve penisilinin S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili oldugu kesfedilmisti. 1940'larin
sonunda bu bakteri popiilasyonunda penisilin direnci yayginlasti ve direncli sus salginlari meydana

gelmeye basladi (Orent W, 2006).

1948' de Ingiltere’de bir hastanesinde iyilesen hastalardan izole edilen stafilokok suslarinm % 50’
den fazlasinin penisiline direncgli oldugu tespit edilmistir (Barber ve Rozwadowska-Dowzenko,
1948). 1959' da metisilin olarak kullanilan penisilinaz direngli bir penisilin S. aureus 'un tedavisi
icin sunulmasindan bir yi1l sonra S. aureus izolatinin metisiline direngli oldugu ortaya ¢ikmistir

(Kim, 2009).

2.2. Staphylococcus aureus’un Simiflandirilmasi
Stafilokoklar, Bacteria kralligina, Firmicutes filumuna, Bacilli sinifina, Bacillales takimina,

Staphylococcaceae familyasina ve Staphylococcus cinsine ait bakterilerdir (Moroni et al., 2011).

Alan Bakteriler

Phylum Firmicutes

Siif Basiller

Siparis Basil

Aile Staphylococcaceae
Cins Staphylococus
Tiirler S. aureus



2.3. Morfoloji, Genel Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikler

Laboratuvar tanimlamasi, kiiltiir ve biyokimyasal incelemelere, koagiilaz reaksiyonuna ve tipik
morfolojiye, 1siya dayanikli niikleaz olusumuna (S. aureus icin termoniikleaz) ve trehaloz ve
mannitoliin fermentasyonuna baglidir. Koagiilazin plazmayi pihtilastirma yetenegi, S. aureus' u S.
epidermidis’ den ayirt etmek ve onu tanimlamak i¢in en yaygin yontemdir (Brooks et al., 2013).
S. aureus Gram-pozitif bakteri olup ¢ap1 0.5-1.0 um'dir. Ciftler halinde, tek tek, kisa zincirli
tetradlar, {i¢ veya dort hiicreden olusabilir ve tipik olarak asimetrik {izim benzeri hiicre kiimeleri
olusturmak ic¢in birden fazla diizlemde boliinerek cogalabilirler (Go6tz et al., 2006). Taramali
elektron mikroskobuna gore hiicreler yaklasik olarak kiire seklindedir ve piiriizsiiz bir yiizeye
sahiptir. Stafilokoklarin hiicre zarina etkili oldugu bilinen dort sitotoksini vardir. Bunlardan alfa,
beta, delta ve gama toksinleri hemolizin 6zelligindedir. Beta hemolitik streptokoklar, kanli agar
plaklarinda {iretildikleri zaman kolonilerinin etrafinda eritrositlerin tam olarak eritilmesine bagl
olarak seffaf zonlar olustururken alfa hemolitik streptokoklar, kanli agar plaklarinda kolonilerin
etrafinda eritrositlerin tam olarak eritilmemesi sonucu yesilimsi bir bolge olusturular. Bu tiir
hemolize alfa hemoliz denmektedir. Gama hemolitik (non hemolitik) streptokoklar ise kanli agarda

koloni etrafinda herhangi bir hemoliz olusturmayan streptokoklardir (Martin et al., 2000).

Hemen hemen tiim S. aureus suslari, bakteriyel tanimlamaya da yardimci olan bir viriilans faktori
olan koagiilaz enzimi liretmektedir. Organizma tuza toleranshidir ve %7.5 sodyum kloriir iceren
mannitol tuzlu agar ortaminda biiyiiyebilir (Brown et al., 2005). Voges proskauer, katalaz, nitrat
indirgeme, lireaz, metil kirmizisi, jelatin hidrolizi, proteaz, sitrat ve lipaz aktiviteleri i¢in pozitif,

oksidaz testi negatiftir (Karmakar et al., 2016).

2.4. Staphylococcus aureus Epidemiyolojisi

Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil, hastanelerde yaklasik 400.000 hasta S. aureus ile enfekte
olmakta ve bunlarin yaklasik 100.000' 1 enfeksiyonlarin neden oldugu komplikasyonlardan dolay1
hayatlarin1 kaybetmektedir (Haque et al., 2018). S. aureus, tanimlanmasindan iizerinden bir
asirdan fazla bir siire gegmis olmasia ragmen halen insanlar i¢in 6liimciil bir patojen olmaya
devam etmektedir. S.aureus enfeksiyonlari, hasta bakimindaki siirekli gelismelere ragmen, hem
hastanelerde hem de toplumda yiiksek morbidite ve 6liimle iliskilendirilmeye devam etmektedir.
Toplumla iliskili metisiline direngli S. aureus son yirmi yilda daha yaygin hale geldiginden, S.
aureus enfeksiyonlarinin klinik ve genetik epidemiyolojisi 6nemli dl¢iide degismistir (Boucher ve
Corey, 2008). 1998 yilindan 2005 yilina kadar Amerika Birlesik Devletleri'nde laboratuvar temelli
izlemede, kokeni ne olursa olsun yatarak tedavi goren hastalardan alinan izolatlarda S. aureus,
tanimlanan en yaygin tiir olurken (tim bakteri izolatlarinin %18.7' si) ayakta tedavi edilen

hastalardan alinan izolatlarda ise ikinci en yaygin (%14.7) tiir olarak bulunmustur.
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2.5. Patogenez

Patogenez, bir mikroorganizmanin hastaliga neden olma yetenegini ifade etmektedir. Bu,
mikroorganizmanin konakc¢iya girisi, kolonizasyonu ve biiylimesini i¢cermektedir (Schjerring et
al., 2002). Stafilokoklar her yerde bulunan mikroorganizmalardir ve yetiskinlerin biiylik bir
boliimiiniin cildinde de bulunmaktadir. Bununla birlikte, bazi popiilasyon gruplari, patojenik
stafilokok enfeksiyonlar1 agisindan daha yiiksek risk altindadir (Perez-Roth et al., 2001). Ayrica
stafilokok enfeksiyonlar1 hastanelerde hastane kaynakli bakteriyeminin ikinci en yaygin nedenidir

(Wisplinghoff et al., 2004).

En viriilan stafilokok tiirli Staphylococcus aureus'tur ve 6nemli bir halk saglig1 tehdidi olusturur
(Peacock et al., 2001). S. aureus, saglikli insanlarin bogaz ve burun florasinda yer almakla birlikte
bogaz, burun, goz, deri, kil kokii, gastrointestinal sistem enfeksiyonlarina, septisemi, osteomiyelit
ve menenjite neden olabilmektedir (Taylor ve Unakal, 2018). Burun yolu bakteriyi diger viicut
yiizeylerine ve konakeilarina etkili bir sekilde yayabildiginden, S. aureus enfeksiyonlarmin
yayiliminda burun tasiyiciligi 6nemli bir yer tutmaktadir (Wertheim er al., 20006). S. aureus’un
diger bulagsma yollar1 ise dogrudan temas, kolonize veya enfekte olmus bir kisiyle ten tene temas

ve kontamine nesneler ve yiizeylerle temastir (Miller ve Diep, 2008; Kazakova et al., 2005).

Spesifik olarak, S. aureus ile kolonizasyon veya enfeksiyon riski, yeni doganlarda, yaslilarda,
genel olarak bagisikligi baskilanmis kisilerde, diyabetli hastalarda, intravendz ilag kullananlarda
ve hemodiyaliz uygulanan hastanede yatan hastalarda, sik kateter ve enjeksiyon uygulanan
hastalarda, postoperatif cerrahi yaralarda, kronik bronkopulmoner bozuklugu olan hastalarda,
edinilmis immiin yetmezlik sendromu olan hastalarda, olduk¢a yiiksektir (Lindsay ve Holden,
2004). Bunlarin diginda hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nde gelen nedeni olarak belirlenmistir
(Al-Ruaily ve Khalil, 2011). Bakteri, ii¢ tiire ayrilabilen genis bir enfeksiyon yelpazesine neden
olabilir: Kutan6z (yara enfeksiyonu), toksinozlar (toksik sok sendromu, gida zehirlenmesi ve
haglanmis cilt sendromu), pndmoni, bakteriyemi, osteomiyelit, beyin iltithabi, endokardit
ornekleridir (Al-Ugaili, D, 2013). Stafilokok hastaliginin ortaya ¢ikmasinda viriilans faktorlerinin
aracilik ettigi cesitli bakteriyel aktiviteler, adezyon, kolonizasyon, hiicre-hiicre etkilesimleri,
immiin kag1s ve doku hasarmi seklinde patolojik durumlar agiga ¢ikmaktadir. Insanlarda S. aureus
enfeksiyonlar1 yaygindir, ancak normal konak savunmasi genellikle onlar1 viicuda giris noktasinda

lokalize tutar.

Yapisma hiicre disi peptidoglikan tabakasina “Adhesiv Matriks Molekiilleri” olarak bilinen
“Mikrobiyal Yiizey Komponentleri” (MSCRAMM)’nin kovalent olarak baglanmasi ile epitel
hiicreleri istila eder (Erdem, 2011). Hayatta kalmanin ardindan, biiylime ve enfeksiyon olusumu,

bakterinin konak savunmasindan kagma yetenegine baglidir. Polimorfoniikleer 16kositler, birincil
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konak yanitina aracilik eden yapisma molekiillerinin ekspresyonu ile endotel hiicrelerine ¢ekilir
(Verdrengh ve Tarkowski, 1997). Hiicre duvarinin bilesenleri olan peptidoglikan ve teikoik asitler,
sitokinlerin salinmasiyla sonuglanan sinyal yollarini aktive eder (Fournier et al., 2005). Lokal
olarak hareket eden bakteriyel toksinler, l16kositleri ve diger konake¢i hiicresel faktorleri yok
edebilir. S. aureus tarafindan iiretilen toksinler, insan beyaz ve kirmizi kan hiicrelerine dogrudan

zarar verir. Virilent tiirler ciddi hastaliklara, hatta 6liime neden olabilir.

2.6. Staphylococcus aureus’un Viriilans Faktorleri

S. aureus, islevlerine gore kategorize edilen yapisma, penetrasyon, ylizey proteinleri, enzimler ve
toksinler gib g¢esitli viriilans faktorleri tretir. Bunlardan konak¢i doku yapismasina ve
kolonizasyonuna yardimci olan yiizey proteinleri, kiimelenme faktdrleri, fibronektin baglayici
proteinler ve fibrinojen baglama 6zelliklerine sahiptir. Bakteri konak hiicreye baglandiktan sonra
konake1 dokularda yayilmasina yardimer olan hiyaliironidaz, 16kosidinler ve kinaz gibi enzimler
gorev alir (Foster et al., 2014). Bakteriye ait karotenoidler ve katalaz gibi ¢esitli biyokimyasal
ozellikler ise konak hiicre i¢inde hayatta kalma sansini artiran viriilans faktorlerindendir. Protein
A ve koagiilaz immiinolojik kamuflajda rol alirken, 16kosidin, hemolizinler ve 16kotoksin gibi
enzimleri konak hiicreler zarlarini pargalama yetenegine sahip viriilans faktorleridir. Bunlarin
disinda konak¢1 dokulara zarar veren ve hastalik semptomlarinin artmasina sebep olan zehir
ozellgine sahip cesitli salgilara sahiptirler (eksfolyatif toksin, enterotoksinler ve "Toksik Sok
Sendromu Toksini (7SST-1 gen bolgesi) (Jenkins et al., 2015). Antimikrobiyal diren¢g hem
dogustan hem de sonradan kazanilmis olabilir (Davis et al., 2004). TSST-1, PVL, enterotoksin A
ve eksfolyatif toksinler gibi toksinler bakteriyofaj mobile genetic elements (MGEs) lerinde

kodlanmistir, bu nedenle sadece birkag tanesinde bulunurlar (Novick et al., 1993).

S. aureus g¢evresini algilayabilir ve kolonizasyon, yayillma ve enfeksiyon i¢in uygun viriilans
bilesenlerinin iiretimini degistirebilir (Gravet er al., 2001). Sus tarafindan salinan viriilans
faktdrleri, bir susun belirli bir konakgiya basarili bir sekilde iletilmesinde rol oynar. S. aureus'taki
viriilans faktorleri ¢oktur. Bu ozellikler organizmanin insanlarda ve hayvanlarda c¢ok cesitli

rahatsizliklara neden olabilecek bir patojen olarak hayatta kalmasini saglar.

Viriilans faktorleri, patojenlerin konakgi hiicrelere yapigsmasina, konak¢r bagisiklik sisteminin
bozulmasina, doku istilasina, sepsis ve toksin aracili sendromlarin ortaya ¢ikmasina yardimer olur.
Bu, 6nemli bir konak¢t immiin yanitinin yoklugunda devam eden stafilokok enfeksiyonlarinin
temelidir (Kim et al., 2016). Staphylococcus tarafindan iiretilen enterotoksinler, diisitk molekiiler
agirlikli bakteri protein ailesine ait pirojenik eksotoksinlerdir. Bu proteinler siiperantijenler gibi
davranarak T lenfositlerinin aktive olmasina ve inflamatuar sitokinlerin {iretilmesine yol acar

(Krakauer, 2016).



2.6.1. Kapsiil

S. aureus'taki kapsiiler polisakkaritler (CP), bakteriyi kompleman baglanmasindan ve miiteakip
notrofil fagositik 6liimden koruyan viriilans faktorleridir,kapsiil ayrica patojeni konagin bagisiklik
savunma mekanizmalarindan koruyabilir, ayrica konak¢i tarafindan iiretilen anti-kapsiiler
antikorlar patojeni opsonize edebildiginden patojeni riske sokar ve nétrofillerin onu alip yok

etmesini kolaylastirir (Nanra et al., 2013).

2.6.2. Yiizey Proteini (Protein A)

Bakteri hiicre duvar yapisinda bulunan Protein A koagiilaz pozitif suslarinin bir parcasidir. Bu
protein, S. aureus hiicre duvarinin %7'sini olusturup, tiim patojenik suslarin %95'inden fazlasinda
bulunur (Greenberg et al., 1990; Pastrana et al., 2018). 1mmﬁn0globulin G (IgG) antikorlarmin Fc
kismina baglanan Protein A, bakterinin insan bagisiklik sisteminden kaginmasina yardimci olan
Oonemli bir patojenite faktoriidiir. Antikorlar, bu tiir bir baglanma sonucunda fagositik hiicrelerle
etkilesim i¢in yanlis yone yonlendirilecek ve koruyucu bir kaplama olusturulabilecektir (Nair et

al., 2000).

2.6.3. Toksinler

Stafilokoklar, ¢alisma mekanizmalarina gore cesitli toksinler tiretmektedir. Bunlar sunlardir:

2.6.3.1. Hemolizinler

Bakteriyel toksin a-hemolizin, Okaryotik hiicrelerin plazma zarinda delikler olusturan ilk
kesfedilen toksindir (Oliveira et al., 2018). Alfa toksin (33-kd), cok ¢esitli 6karyotik hiicre zarlar1
ile etkilesime giren ¢ok islevli bir proteindir. Bu toksin, gii¢lii bir hemolizindir ve bakteriyel
patojenitede onemli bir faktore sahiptir. Bu toksin, bir ¢ok hiicreye ait plazma membran ile
dogrudan etkilesime girerek, lipid tabakasi i¢ine kendini gomer ve iyonlarin hiicre i¢ine ve disina
akmasina izin veren gozenekler olusturur. Ozellikle, potasyum iyonlarinin hiicre disina ¢ikmasi,
sodyum ve kalsiyum iyonlarinin ise hiicre i¢ine girmesi ozmotik lizise sebep olur. (Bhakdi ve

Tranum Jensen, 1991; Swallows, 2014).

Beta toksin insan kirmizi kan hiicreleri de dahil olmak iizere gesitli hiicreler igin toksikdir. Bu
toksinin toksisite derecesi, ¢ift katli plazma membraninin 6zellikle dis tabakasi i¢cinde bulunan,
hiicre lipitlerinin konsantrasyonlarina bagli oldugu goriilmektedir. Delta toksini biyolojik
membranlar1 bozan ve bir ¢ok hiicreye sitotoksik etki gdsteren kiigiik bir proteindir. Deterjanlar
gibi, ¢ift katmanli hiicre membrani hasari ile sitolizle sonuglanan, bir etki gosterir. S. aureus ishal
hastaliginda rol oynayabilir, gama toksini katyonu artirarak beyaz kan hiicrelerini parcalama
giicline sahiptir (Brooks et al., 2013). Diger bir hemolitik etki gosteren toksin Gama toksinidir.

Yine ayni sekilde gama toksinler bir ¢cok S. aureus suslari tarafindan iiretilmekte ve metisiline
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direncli Staphylococcus aureus (MRSA), enfeksiyonu ile iligkili bulunmustur (Al-Mebairik
et al., 2016).

2.6.3.2. Lokosidin

Bu toksin, insan beyaz kan hiicrelerine zarar verebilecek iki bilesen icerir. Beyaz kan hiicrelerinde,
iki bilesen sinerjik bir sekilde birlikte calisir. Bu toksin [(Panton-Valentine 16kosidin (PVL)]
toplumdan edinilen metisiline direngli S. aureus'ta, 6nemli viriilans bileseni olarak kabul edilir

(Wannet et al., 2005).

2.6.4. Enzimler
S. aureus, patojeniteye veya direncli antibakteriyel ajanlara katkida bulunan ¢esitli enzimler iiretir

(Harley ve Prescott, 2007). Bu enzimler sunlar1 igerir:

2.6.4.1. Proteazlar

S. aureus, bakteriyel patogenezle iligkili bir dizi hiicre dis1 protein iiretir (Karlsson ve Arvidson,
2002). Biiylimenin iist fazinda, hizla hiicre dis1 proteinlerin ¢ogu sentezlenir ve daha sonra
salgilanir (Murray et al., 2009). Stafilokok proteazlarin, elastin, insan immiinoglobulin siniflarinin
agir zincirleri ve plazma proteinaz inhibitorii gibi ¢esitli temel konak proteinlerini in vitro olarak
kesip yok ettigi gosterilmistir. Bu enzimler bakterilerin protein molekiillerini tiiketmesini ve
metabolizmalarinda kullanmak tizere kazeinin (slitteki ana protein) sindirmesini saglar. (Karlsson

ve Arvidson, 2002).

2.6.4.2. Hiyaliironidaz
Bu enzim, bag dokularinin hiicresel matrisinde bulunan hyaluronik asidi hidrolize ederek
konak¢inin dokularint yok eder. Bu enzim yayilma faktorii olarak da adlandirilir (Girish et al.,

2004).

2.6.4.3. Diger Enzimler

Stafilokoklar, viskoz DNA'y1 hidrolize eden niikleazlar gibi ¢esitli enzimler iiretir. Bu enzimler
termostabildir ve patojenik stafilokok tiirlerini patojenik olmayanlardan ayiran 6nemli bir viriilans
faktoriidlir. Tim S. aureus suslari tarafindan {retilen stafilokinaz veya fibrinolisin, fibrin
pihtilarin1 ¢6zme yetenegine sahiptir (Bokarewa et al., 2006). Ayrica S. aureus izolatlari, laktam
halkasimi hidrolize ederek beta-laktam antibiyotikleri inaktive eden beta laktamazlar iiretir.

Boylece bakteriler bu tiir antibiyotiklere direncli hale gelir (Brooks et al., 2013).

2.7. Antibiyotik Direnci
Ik antibiyotikler klinik kullanima sunuldugundan beri, antibiyotiklere karsi bakteriyel direng

bilinmektedir (Chinedum, 2005). Bir mikroorganizmanin ilaglarin veya diger tedavilerin etkilerine
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dayanma kabiliyeti diren¢ olarak adlandirilir. Bakterilerde dogal olarak meydana gelen genetik
mutasyon ve dogal seleksiyon sonucunda direng gelisir. Organizma, antibiyotigi yok etme veya
onun varliginda biiylime yetenegini gelistirebilir. Hastane kaynakli enfeksiyonlara bagl
antibiyotik direnci, 1940'larin sonlarindan beri diinya ¢apinda biiyiik bir sorun olmustur. Bu
baglamda hastanelerde elde edilen bakteri suslari ile toplumda edinilen bakteri suglar1 arasinda
ayrim yapmak hayati onem tasimaktadir (Zhang et al., 2006). Penisilin direncinin ana
mekanizmasi, beta laktam halkasini hidrolize eden blaZ kodlu-laktamazlar aracilifiyla olmaktadir
(Peacock ve Paterson, 2015). Antimikrobiyal diren¢ ayni zamanda, patojenik bir
mikroorganizmanin klinik uygulamada kullanilan bir veya daha fazla kemoterapétik ilaca
duyarliligindaki azalma olarakta tanimlanabilir (Elufisan ef al., 2012). Stafilokok tiirlerine kars1
kullanilan antibiyotikler, hiicre duvar1 sentezini, niikleik asit sentezini, protein sentezini ve diger

metabolik stire¢leri hedef almaktadir (Allen et al., 2010).

2.7.1. Staphylococcus aureu’un Antibiyotik Direnci

Patojenik S. aureus 'un antibiyotige direncli suslari, klinik tipta kiiresel bir endige kaynag: olarak
ortaya ¢cikmistir (Holden et al., 2013). Penisilin direnci klinik S. aureus izolatlarinda yaklasik
%100 oraninda yaygindir ve Ozellikle hastanelerde yaygindir. Sonug¢ olarak, yeni penisilin
nesilleri olusturuldu ve 1960' larda metisilin'in gelisini metisiline direncli izolatlarin ortaya

cikmasi izledi. (Mohammadi et al., 2014).

Kloramfenikol, streptomisin, tetrasiklin ve eritromisin gibi beta-laktam olmayan antibiyotikler de
1960' larda gelistirildi. S. aureus direnci baslangigta etkili olmamasina ragmen hizla gelisti ve
bir¢cok yerde hastane salginlari i¢in ¢ok direngli S. aureus suslar1 gelisti (Suleyman et al., 2018).
Coklu ilaca direncli S. aureus enfeksiyonlari, diinya genelinde hastanelerin karsilastigi en giiglii

hastane patojenlerinden biri olarak bilinir (Tiemersma ez al., 2004; Khan et al., 2019).

Son on bes yildir, vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptid grubu antibiyotikler, dnemli
nozokomiyal MRSA enfeksiyonlar1 icin ilk tedavi yontemi olmustur. Vankomisine direngli
enterokoklarin gelismesinden bu yana, tamamen Vankomisine Direngli S. aureus (VRSA)
bekleniyordu. 1996' da Japonya, ilk Vancomycin-Intermediate S. aureus (VISA), Mu50.'nin
Vankomisin i¢in Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun (MIC) 8 pg / ml oldugunu bildirdi
(Appelbaum, 2006). Bunu takiben, 1997'de Amerika Birlesik Devletlerinde VISA'nin izole
edildigi ve yaymlandig1 klinik vakalar Glycopeptides Intermediate S. aureus (GISA) yayinlandi
(Cui et al., 20006).



2.7.2. Metisilin Direncli S. aureus (MRSA)

MRSA, ¢ok cesitli antibiyotiklere karsi direng gelistirmis bir bakteridir. Metisilin, yar1 sentetik bir
penisilindir ve klinik uygulamada ilk kez 1959' da kullanilmistir. Metisilinin uygulanmasindan
sadece iki y1l sonra ilk MRSA ortaya ¢ikmistir (Livermore et al., 2001). MRSA, yakin zamanda
hastaneye yatirilmamis veya invaziv operasyon gecirmemis hastalarda bir sorun haline gelmistir.
Bu enfeksiyonlara neden olan susglar toplum kokenli veya toplumla iligkili suslar olarak bilinir
(Otter ve French, 2010). MRSA, idrar dahil hemen hemen her kaynaktan izole edilebilir ve halen
klinik olarak anlamli bir izolat olarak kabul edilir. MRSA iki tipte siniflandirilir; toplumla iligkili
MRSA (CA-MRSA) ve saglikla iliskili MRSA (HA-MRSA). HA-MRSA suslari, genetik olarak CA-
MRSA suslarindan farklidir.

Baglangicta, bu siniflandirmalar epidemiyolojik ve mikrobiyolojik kriterlere dayaniyordu.
Spesifik toksin genlerinin varligindan ayr1 olarak, molekiiler tipleme, metisilin direncinin kesfi ve
antimikrobiyal duyarlilik testi icin 6nemli bir 6zellik haline gelmistir (Nathwani et al., 2008).
MRSA suglarinin ¢ogunlugunda bulunan PBP2a, B-laktamlar i¢in diisiik afiniteye sahip penisilin
baglayici bir proteindir (Moellering, 2011). Bu nedenle, PBP2a genellikle direncli suslarda ifade
edilirken duyarli suslarda ifade edilmez. Bu nedenle PBP2a protein, beta laktam direncinin

belirlenmesinde kullanilabilecek iyi bir molekiiler belirtegtir (Anand et al., 2009).

MRSA suslarinda bulunan mec A geni indiiklenebilir bir gendir ve biiyiik molekiiler agirlikli bir
polipeptidi (78-kD) kodlar (Katayama et al., 2004). Bir kromozomal mobil genetik elementin
(SCC mec) varlig1 metisilin direnci ile baglantilidir (Saber et al., 2017). 12 ana SCCmec ¢esidi
vardir. Hastane kaynakli enfeksiyonlar (HA-MRSA) Tip 1, 11, III, VI ve VIII ile iliskilidir. Cesitli
antimikrobiyallere kars1 direnci kodlayan genler de bulunabilir. mec A geni, tip I SCCmec' deki
tek direng elemanidir, ancak mec A, tip II ve III elemanlarda da mevcuttur. Beta laktam olmayan
antibiyotiklere direncin ¢ok sayida belirleyicisi vardir. Sonug olarak, hastane kaynakli MRSA
enfeksiyonlarinda ¢oklu ilag direnci tip II ve IIl SCCmec bilesenlerinden kaynaklanir. Tip IV SCC
mec elemanlart, tip I gibi direng genlerine sahip degildir ve tip II ve III'ten ¢ok daha kiiciiktiir. Bu
mobil genetik bilesenlerin bakteri popiilasyonlar1 arasinda daha kolay yayilmasini saglayan
evrimsel bir avantaj olabilir, SCC mec tip IV, oncelikle CA-MRSA suslarinda tespit edilmistir.
Daha bulasicidir, daha az direnglidir ve son on yilda Amerika Birlesik Devletleri ve baz1 Avrupa
tilkelerindeki salginlardan sorumlu olmugtur. Tiir IX ve X (hayvancilik) ile baglantilidir. Diger

tiirler diinyadaki belirli cografi alanlarla sinirlandirilmistir (Goudarzi et al., 2018).

2.8. Staphylococcus aureus'a T Hiicre Yaniti

S. aureus, oldukga biiylik bir viriilans ajan bulundurmasi gerektiren fakiiltatif bir patojendir ve

birgok tiirii bagisiklik sistemi baskilamaktadir (Foster et al., 2005; Foster et al., 2014). Fagositleri
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iceren dogustan gelen bagisiklik sistemi, basta notrofiller olmak {izere bu bakteriye karsi
korumaktan birincil olarak sorumludur ve islevlerini yerine getirmek i¢in kompleman sistemi ile
etkilesime girer (Spaan et al., 2013; van Kessel et al., 2014). T hiicrelerinin opsonofagositoz
siirecinde iki islevi vardir; ilk olarak, opsonize edici immiinoglobulinlerin iiretimi igin
gereklidirler, ¢iinkii immiinoglobulin afinite gelisimi i¢in yardimci T hiicreleri gereklidir
(McHeyzer-Williams et al., 2012). Ikincisinde, T hiicreleri, nétrofiller olusturarak ve kemik
iliginden enfeksiyon lokalizasyonuna gelerek fagositozu arttirir, mikroplar makrofaj fagozomlari
icinde kaldig1 siirece, en belirgin sekilde IFN-y yoluyla olmak iizere T hiicresinin sitokinleri
tarafindan bakteri eradikasyonuna yardim edilir (Broeker et al, 2014). Ancak, S. aureus
fagozomdan kagar ve sitoplazmaya girer, T yardime1 hiicrelerinden uzaktirlar. Dogal katil hiicreler
(NK) hiicreleri veya sitotoksik T hiicreleri, enfekte olmus hiicreyi parcalamali ve dldirmelidir
(Broker et al., 2016). S. aureus' u serbest birakmak ve onlar yeni bir fagositoz ve 6liim yolculugu
icin erigilebilir kilmak i¢in son olarak, T hiicreleri, inflamatuar siire¢leri inhibe ederek bagisiklik

homeostazini tegvik etmek i¢in 6nemlidir (Broeker et al., 2014).

Yapilan bazi ¢aligmalarda, T hiicresinden tiiretilen IL-17 ve IFN- y'nin uygunluguna dair kanitlar
saglamistir. Varyant hiicre tipleri, IL-17 ailesinin yeni nesil sitokinleri olabilir (Chien ef al., 2013;
Dong, 2008). IL-17A esas olarak CD4+ T yardimci hiicresi 17 (TH17) hiicreleri tarafindan
iiretilirken, daha genis bir hiicre yelpazesi IL-17F serbest birakildi. Hem antikorlar hem de TH17

hiicreleri uyarilmis ve bir dereceye kadar savunma saglamistir. (Montgomery et al., 2014).

Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri yoluyla IL-22 ve IL-17'nin olusumuda, S. aureus 'un nazal
tasiyiciliginda kritik olarak hayati dneme sahiptir (Mulcahy et al., 2016; Archer et al., 2013;
Archer et al., 2016). Bu nedenle bu sonugclar, konagin S. aureus'a karsi savunmasinin, tek basina
hiimoral yanitlardan ziyade bircok bagisiklik faktoriinliin miidahalesine ihtiya¢ duyabildigini
gostermektedir. HIV hastalarinda MRSA yumusak doku enfeskiyonu (SSTI) olusumunun
artmasinin nedeni, S. aureus’un azalmis spesifik Th1 bagisiklik sisteminden kaynaklaniyor olabilir

(Utay et al., 2016).

2.9. Idrar Yolu Enfeksiyonlari

IYE, hem erkeklerde hem de kadinlarda idrar yolunun gesitli béliimlerini etkileyen yaygin bir
bakteriyel hastaliktir. IYE'ler asemptomatik veya semptomatik olabilir ve semptomlar mindr
bosluk tahriginden sepsis, bakteriyemi ve oliime kadar degisebilir (Ranjbar et al., 2016). Hem
erkeklerin hem de kadinlarin enfeksiyona karsi duyarli olmalarina ragmen, kadinlar anatomileri
ve iireme sistemleri nedeniyle erkeklere gore daha duyarlidir. Alt ve iist idrar yolunu igeren idrar

yolu bakteri istilasi, enfeksiyonun en yaygin nedenidir.
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Sistit, mesane enfeksiyonu anlamina gelen bir terimdir. Bu iltihabi siire¢ genellikle
bakteri kaynakli bir idrar yolu enfeksiyonu nedeniyle tetiklenir. Sistit enfeskiyonunun
bobreklere 1ilerlemesi halinde piyelonefrit denilen bir idrar yolu enfeksiyonu meydana

gelir.

(Lane ve Takhar, 2011). Escherichia coli, enfeksiyonlarin %80-85'ini olusturan en
yaygin  bakteri tlrlidir ve bunu %10-15'ini  olusturan  Staphylococcus  tiirleri
izlemektedir. Ayrica, bakteri turleri  Proteus, Enterococcus, Klebsiella ve
Pseudomonas, hastaligin bulasmasinda smirli bir role sahiptir.  IYE, yas, yercekimi,
parite, hamilelik ve diger bozukluklarin varlign gibi bir dizi faktdrden etkilenir.  Ust
idrar yolu enfeksiyonlari, sik idrara c¢ikma (poliliri), idrarda kan goriilmesi (hematiiri),
idrarda 16kosit goriilmesi (piyliri) ve idrar yaparken agri1 (diziiri) ile karakterizedir. E.

coli enfeksiyonu bu belirti veya semptomlarin hi¢birine neden olmaz (Davidson, 2006).

2.9.1. idrar Yolunun Biyolojisi

Uriner sistem enfeksiyonu, alt ve {ist idrar yollar1 dahil olmak {izere idrar yolunun tiim kisimlarmi
etkiler ve ilireme yapilar1 nedeniyle kadinlarda daha sik goriiliir. Enfeksiyon idrar yolunun
herhangi bir boliimiinii etkileyebileceginden, idrar yolunun pargalar1 da dahil olmak iizere tim
idrar sistemi tehlikededir. Uriner sistem, bobrekler, renal arter, ven, mesane, iireter ve iiretra gibi

idrar yolunun ¢ok sayida elemanindan olusur.

Bobrekler, kritik diizenleyici faaliyetler sagladigi bilinen son derece 6nemli organlardir. Bunlar
dogal filtreler olarak islev goriir, suda ¢dziinmeyen istenmeyen atiklar1 kan dolasimindan
uzaklastirir, ayrica amino asitler, su ve glikoz gibi 6nemli elementlerin yeniden emilmesini saglar.
Idrar, bobrekler tarafindan iiretilir ve dar tiibiiler bir yap: olan iireter yoluyla idrar kesesine
gonderilir. Kan renal artere girer ve renal ven yoluyla salinir. Bir renal arter, yiyecekleri
bobreklere ve bobrek atilimlarina tasir, bdylece yiyecekler, hiicrelerinin hayatta kalmasi igin

kullanilir ve atiklar1 bertaraf edilir (Jarrell ez al., 2015).

Mesane, idrar1 atmadan dnce bobreklerden toplayan esnek, kasli bir yapidir (Drake et al., 2017).
Idrar kesesi ve cinsel organlar1 birlestiren iiretra, toplanan suda ¢dziiniir atiklari idrar seklinde
cinsel organlardan disar1 atar. Idrarm iiretilmesi ve atilmasi sistematik bir siirectir ve idrar yolu
enfeksiyonunun {izerinde Onemli bir etkisi vardir ve bu da hastanin hastalik sirasinda
yasayabilecegi cesitli semptomlara neden olur. Basitce sdylemek gerekirse, idrar yolu
enfeksiyonu, idrar yolunu isgal eden ve mesane enfeksiyonuna neden olan enfeksiyoz
organizmalardan kaynaklanir, ancak kontrol edilmezse bobrek anormallikleri bobrek hasarina

neden olabilir. Alt ve iist idrar yollari, iriner sistemin yapilandirilmis ¢calismasindan sorumludur
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ve idrar olusumundan atilmasina kadar cesitli diizenleyici faaliyetleri yiirlitmektedirler.
Enfeksiyona sebep olacak bir patojen genellikle iiretra yoluyla idrar yoluna girdiginde ortaya ¢ikar.
Kadinlarin iiretralar1 erkeklerinkinden (8 ing¢) daha kisa oldugundan, kadinlarda idrar yolu
enfeksiyou goriilme orani daha yiisektir ve idrar yolu enfeksiyonlarina kars1 daha savunmasizdir

(Zozaya et al., 2016).

Bobrek
Usti bezi e

Bobrek

Bobrek
.( | | toplardamar

Malpigi
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Idrar
kesesi

Uretra | Nefron

/
Sekil 2.1. Uriner sistemin sematik goriiniisii

2.9.2. IYE nedir?

Idrar steril ve mikropsuz olarak kabul edilir. Uretra, akla gelebilecek herhangi bir enfeksiyonun
girig noktasidir. Viral veya fungal ajanlarin neden oldugu enfeksiyon olduk¢a nadir bir olaydir. E.
coli, Staphylococcus, Klebsiella, Enterobacter, Proteus ve Pseudomonas IYE ile baglantili
bakteriler arasindadir. Mikroorganizmalar {iiretra yoluyla mesaneye girer ve enfeksiyon kan ve

lenfatik sistem yoluyla da yayilabilir.

E.coli ve S. saprophyticus gibi organizmalar, genel popiilasyonda enfeksiyonla
iligkilendirilmistir. Klebsiella, Proteus ve Enterococcus'tan farkli olarak Enterobacter'in sporadik
sistit ve piyelonefrite neden oldugu bilinmektedir. IYE'lere neden olan bakteriler, dayanikliliklar
ve antibiyotik direngleri ile taninir. Ayrica fenotipik ve genotipik 6zellikleriyle de taninirlar, bu da
onlar1 enfeksiyon bulagmasi i¢in gii¢lii rakipler yapmaktadir. Yas, diyabet, uzun siire hastanede
yatan hastalar ve kullanilan kateter, idrar sondasi1 gibi tibbi ekipmanlar dikkate alinmas1 gereken
faktorlerdir. Bakterinin konak hiicreye girisinden itibaren, bagisiklik tepkisine direnen ve
bakteriyel enfeksiyonun birincil nedeni olan bir biyofilm olusur. S. aureus’un neden oldugu
IYE'lerin genellikle kan yoluyla bulasan hastaliklar1 takiben ikincil bir enfeksiyon oldugu
distnilir (Lane ve Takhar, 2011).
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Semptomatik ve asemptomatik IYE'ler semptomlarmn varligi veya yoklugu ile ayirt edilir.
Semptomatik, hastanin semptomlar yasadigi bir durumu ifade ederken, asemptomatik, hastanin
semptom yasamadig1 bir durumu ifade eder. Her iki durumda da idrarda 6nemli miktarda bakteri
olacaktir. Hamilelik sirasinda, semptomatik veya asemptomatik bakteriiirinin varligini géstermek
icin 103 ila 10% arasinda bir saymin yeterli oldugu kabul edilmektedir (Harding et al., 2002).
Uzmanlara gore gercek bakteriiiri, iki ardigik temiz idrar 6rneginde 100.000 bakteri/ml veya tek

bir orta akim idrar 6rneginde ayni1 deger olarak tanimlanmaktadir (Smill et al., 2007).

2.9.3. IYE’lerin Smiflandirmasi

Enfeksiyonun idrar yolunun birden fazla bolgesini hedef aldig1 ve bunun sonucunda hem alt hem
de st idrar yollarinda enfeksiyona neden oldugu diisiiniilmektedir. Enfeksiyon bolgesine bagli
olarak enfeksiyona bir ad verilir. Uretrit ve iireterit, sirasiyla iiretra ve iireter enfeksiyonlarinin

terimleridir. Sistit ve filonefrit ise sirasiyla mesane ve bobrek enfeksiyonlaridir.

Sistit sik goriilen bir enfeksiyondur, ancak bobrek yetmezligine bagli enfeksiyon ciddi bir endise
kaynagidir. Sonug olarak, mesane ve iiretra enfeksiyonuna alt idrar yolu enfeksiyonu, bobrek ve
iireter enfeksiyonuna ise iist idrar yolu enfeksiyonu denmektedir. IYE'ler genel olarak enfeksiyona
neden olan nedenlere ve olusma sikliklarina gore siniflandirilir. Tiim bu faktorler dikkate

alindiginda, IYE'ler asagidaki gibi kategorize edilebilir:
I. Komplike veya komplike olmayan (enfeksiyonun kaynagina bagli olarak).
II. Birincil veya tekrarlayan (olayin dogasina gore).

Komplike ve komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonu: Bunlarin bir sonucu olarak, kadinlarin
bakteriyel enfeksiyona yakalanma olasilig1 erkeklerden daha fazladir. Alt ve {ist idrar yollarini
etkileyen mesane ve bobrek enfeksiyonlarina neden olan sistit ve piyelonefrit gibi hastaliklar
icermektedir. Komplike idrar yolu enfeksiyonu ise her yasta kadin ve erkegi etkileyebilir ve
ilerleyen durumlarda oliimciil olabilir. Ayrica bu enfeksiyonlar karmasiktir, tedavisi zordur ve
uzun siirebilir. Komplike idrar yolu enfeksiyonlari, iiriner sistemin idrar1 disar1 atma yetenegini
bozan yapisal anormalliklerle sonuglanabilir. Bu durum bakterilerin daha kolay ¢ogalmasina izin
verir, ¢iinkii idrar bakteriler igin iyi bir biiyiime ortamidir. Idrar yolu enfeksiyonu olan kisiler, sik
stk enfeksiyon kaynagi olan idrar sondasi gibi tibbi ekipmanlara siklikla maruz kalmaktadir.
Komplike idrar yolu enfeksiyonunun diger nedenleri arasinda mesane ve bobrek fonksiyon
bozuklugu ile bobrek nakli yer alir. Bobrek naklini takip eden ilk ii¢ ay kritiktir ve hastada
enfeksiyon gelisme riski olduke¢a yiiksektir (Ranjbar ez al., 2016).
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2.9.4. Tekrarlayan idrar Yolu Enfeksiyonu

Tekrarlayan IYE, daha 6nce IYE enfeksiyonu gegiren kadinlar arasinda goriilen bir durumdur
(Griebling, 2007). Yeniden enfeksiyonlar, en ciddi IYE tiirleridir ve hasta birkac hafta antibiyotik
kullandiktan sonra ortaya ¢ikar. Niiks, tedavi basarisizligimmin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan ve
hastayr 6nceki enfeksiyondan sonraki iki hafta icinde etkileyen daha az yaygin tekrarlayan IYE
tiiriidiir. IYE niiksiine genellikle hem erkeklerde hem de kadinlarda bébrek yetmezligine, bobrek

taglarina ve morfolojik anomalilere yol agabilen piyelonefrit eslik eder (Vahlensieck et al., 2016).

2.9.5. IYE'lerin Klinik Belirtileri

2.9.5.1. Sistit

Diziiri, abdominal rahatsizlik, idrar siklig1 ve idrara ¢ikma aciliyeti semptomlarinin varlig, distk
IYE sistiti olarak kategorize edilmektedir. Bakteriyel enfeksiyonun bir sonucu olabilen mesane
iltihabidir (Mansour et al., 2009). Tipik semptomlar; siklikla idrara ¢ikma, idrara ¢ikma sirasinda
agr1, ates, alt karin agris1 ve idrarda kan bulunmasidir. Idrarin bulaniklasmasi veya kotii kokmasi
da miimkiindiir. Geng kadinlarin akut komplike olmayan sistit gegirme olasilig1 daha yiiksek olup
erkeklerde ve cocuklarda da goriilebilmektedir. Aniden ortaya ¢ikar ve genellikle bakteriiiri ve

piyliri ile baglantili ciddi semptomlara neden olur (Latif, 2004).

2.9.5.2. Uretrit

Idrar1 mesaneden viicudun disina tasiyan tiip olan iiretranin iltihaplanmasidir. Her iki cinsiyette,
erkek ve kadin hastalarda sik gériiliir ve genellikle IYE veya bakteriyel prostatit ile baglantilidir.
Erkeklerde {iretritin en yaygin nedeni cinsel yolla bulagan enfeksiyonlardir ve iiretral akint1 ile

iligkilidir (Naber et al., 2009).

2.9.5.3. Prostatit

Prostatit, bazilar1 enfeksiyon igceren ¢esitli bicimler alabilen prostat bezinin iltihaplanmasidir.
Artan lretral enfeksiyon, enfekte idrarin arka liretraya bosalan prostat kanallarina geri akis1 ve
hematojen yayilim, dogrudan yayilma veya lenfatik yollarla rektal bakterilerin istilasi prostati
enfekte etmenin ¢esitli yollaridir (Khan et al., 2017). Ates, diziiri, perine agrisi, bel agrisi, titreme,
zaylf idrar akisi ve idrar yapma giicliigli, akut bakteriyel prostatitin semptomlaridir. Prostat
bilyiimiistiir ve muayenede agrilidir. Tekrarlayan IYE geciren erkeklerde kronik bakteriyel
prostatitten siiphelenilmelidir. Tekrarlayan IYE antibiyotik tedavisine ragmen prostat salgilarinda

canli kalan mikroorganizmalarin gelismesi sonucu olusmaktadir (Latif, 2004).

2.9.5.4. Akut ve Kronik Piyelonefrit
Akut komplike olmayan piyelonefrit, bobrek ve komsu dokularin iltihaplanma siirecidir. Karin

agrisi, ates, titreme, bas agrisi, bulanti, kusma, halsizlik durumlarinda piyelonefritten
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siiphelenilmelidir (Johnson ve Russo, 2018). Eriskinlerde akut sistit ve akut piyelonefrit basit ['YE
ornekleridir. Bu IYE'ler cogunlukla kadimnlarda goriiliir. Kronik piyelonefrit siklikla idrar yolu
tikaniklig1, bagisiklik sisteminin baskilanmasi ve diyabet ile baglantili olabilmektedir (Bodro et
al., 2018). Tedavi edilmeyen IYE, gecici bobrek yetmezligi, hematolojik anormallikler ve orta
diizeyde solunum yolu hastaliklar1 gibi ciddi sonuglara yol acabilen piyelonefrit riskini

artirmaktadir (Quaia et al., 2018).

2.9.5.5. Bobrek iltihabi

Bobrek iltihabi, bobrek naklinden sonraki ilk ii¢ ayda en sik goriilen hastaliklardan biridir ve siklig1
9%10-98 arasinda degismektedir. Asemptomatik bakteriiiri, allogreft iltihab1 ve septik sok olasi
komplikasyonlardir. Vakalarin %75'inden fazlasinda Gram negatif bakteriler sebep olmaktadir ve

en yaygin olan1 E. coli'dir (Assimakopoulos ef al., 2018).

2.9.6. Bakteriiiri

Idrarda bakteri bulunmasi durumudur. Bir IYE mikroorganizmalarm varligindan gelen belirti ve
semptomlarm yani sira inflamatuar bir yanit ile karakterizedir. Ozellikle yaslilarda asemptomatik
olabilmektedir (Nicolle et al. 2019). Bakteriiiri prevalansi, genitoliriner sistemde anatomik veya
fonksiyonel sorunlar1 olan popiilasyonlarda son derece yiiksek olabilir, ancak saglikli insanlarda
bile siklikla idrar kiiltiirii pozitif olabilmektedir (Naber ef al., 2009). Piriiri olarak bilinen idrarda
beyaz kan hiicreleri bulunabilir. Bakteriyel enfeksiyon kaynakli inflamasyonun bir gostergesidir

(Griebling, 2007).

2.9.7. Risk Faktorleri

Kadilarda goriilen bakteriiiri hastalif1 asemptomatik olabileceginden, IYE komplikasyon riski
daha yiiksektir (Al-Badr ve AlShaikh, 2013). Gebelik, diyabet, ileri yas, fonksiyonel yetersizlik,
multipl skleroz, omurilik yaralanmasi, edinilmis immiin yetmezlik sendromu olan hastalar, kateter

kullanimi olan ve iirojinekolojik cerrahi oykiisii olan hastalar tekrarlayan IYE igin risk

faktorleridir. TYE (Foxman, 2002).

2.9.8. IYE Prevalansi ve Epidemiyolojisi

IYE'ler, yillik kiiresel olarak tahmini 250 milyon vaka insidansi ile az gelismis iilkelerdeki
klinisyenlerin karsilastigi en yaygin bulasici enfeksiyonlardan biridir (John et al., 2016). IYE
hastaliginin prevalans ortalamasi ve epidemiyolojisi hastanin yasi, cinsiyeti, 1rki ve slinnet olma
durumuna gére siniflandirilmaktadir (Zorc et al., 2005). Epidemiyolojik ¢aligmalar, IYE'lerin
prevalansinin ve sonuglarmin rka gore degistigini 6ne siirse de, IYE tiim rrklardan insanlar

etkiler. IYE, beyaz insanlarda diger irklardan daha yaygindir. Ayrica cinsiyet IYE'de 6nemli bir
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rol oynar. Yasamin ilk yilinda erkeklerin kizlardan daha yiiksek bir IYE orani vardir, ancak daha
sonraki yillarda kizlarin IYE orani1 daha yiiksektir.

IYE'ler dogas: geregi iki modludur, yasamn ilk yilinda yiikselir ve daha sonra ergenlik déneminde
azalir. Geng erkeklerde sabit kalirken, ergenlik déneminde geng kadinlarda IYE insidansi carpici
bicimde artar. Kizlarda IYE oranlar alt1 yasindan sonra diiser, ancak daha sonra cinsel aktivite

arttik¢a ergenlik doneminde ¢arpici bir sekilde yiikselir (Sawalha, 2009).

2.9.9. iYE'lerin Onlenmesi ve Tedavileri

Insanlar1 TYE'nin risk faktdrleri ve patojenleri hakkinda bilinglendirme konusunda egitmek,
hastaligin dnlenmesinde énemli bir yer tutmaktadir. Idrarin seyreltilmesi icin yeterli sivi alimu,
uygun kisisel hijyenin saglanmasi, mesanenin tamamen bosaltilmas1 gibi uygulanabilecek basit

yontemler ile kolonizasyonun [YE'ye ilerlemesi nlenebilir (Andersen, 2019).

Dogal uygulamalar arasinda narenciye suyu, idrar asitlestirici olarak kullanilabilir, kizilcik ve
yaban mersini gibi meyveler ve bunlarin &zleri, tekrarlayan IYE enfeksiyonlar1 ve bakteriiiri olan
kadinlarin semptomlarinin azaltilmasina yardimci olabilmektedir. Bu meyvelerde bulunan
bilesenlerin, bakterinin iiroepitelyal hiicrelerine baglanmasini 06nledigi ve enfeksiyonun

ilerlemesini engelledigi goriilmiistiir (Jepson et al., 2013).

Diinya ¢apinda artan direngli iropatojen sorunu, IYE'lerin hem tedavisi hem de dnlenmesi igin
diger antimikrobiyal olmayan tekniklerin gelistirilmesini gerektirmektedir. TYE'leri dnlemek igin
taninan antibakteriyel ilaglarla ilgili 6n kanitlar mevcuttur. Tekrarlayan IYE'si olan kadinlarda,
iiropatojenlerin tiroepitelyal hiicrelere yapismasini onleyip engelleyemeyecegini gormek icin bir
anti-E.coli asis1 test edilmistir (Sihra et al., 2018). Lactobacillus igeren vajinal probiyotiklerin
normal vajinal floray1 diizeltmeye ve tekrarlayan IYE'leri azaltmaya yardimci oldugu
gosterilmistir (Reid ve Bruce, 2006). Probiyotik agisindan zengin fermente siit {iriinlerinin
tilketimi daha diisiik idrar yolu enfeksiyonu riskiyle iliskilendirilmistir (Kontiokari et al., 2004).
Tam doz tedavi yontemi ile bakteriiiri eradikasyonunu takiben profilaksi baglanmalidir.
Kadinlarda semptomatik enfeksiyon ataklarmi onlemek ig¢in cinsel iliskiden sonra profilaktik

tedavi uygulanmalidir (Matulay et al., 2016).

Saglikli erigkin gebe olmayan kadinlarda akut komplike olmayan bakteriyel sistit i¢cin Onerilen

birinci basamak ampirik antibiyotik tedavisi 5 giinliik nitrofurantoin, 3 g tek doz fosfomisin

trometamin veya 5 giinliik pivmecillinam tedavisidir. Trimetoprim-siilfametoksazol ve

siprofloksasine kars1 yliksek direng oranlari, 6zellikle bunlara yakin zamanda maruz kalmis veya

genis spektrumlu B-laktamaz (ESBL'ler) enfeksiyon riski tasiyan hastalarda, cesitli topluluklarda

IYE'lerin ampirik tedavisi olarak kullanilmalarini engellemektedir Enterobacteriales iiretir. ikinci
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basamak secenekler arasinda sefaleksin veya sefiksim gibi oral sefalosporinler, florokinolonlar ve
amoksisilin-klavulanat gibi pB-laktamlar bulunur. Amp C- B-laktamaz iireten Enterobakterilere
baglh IYE'ler icin mevcut tedavi secenckleri nitrofurantoin, fosfomisin, pivmesilinam,

florokinolonlar, sefepim, piperasilin-tazobaktam ve karbapenemleri igerir (Bader et al., 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Malzemeler

3.1.1. Aletler ve EKipmanlar

Calismamizda kullanilan cihazlar ve ekipmanlarin listesi Tablo 3.1°de ve bazi cihazlarin

goriintiileri Sekil 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismamizda kullanilan laboratuvar cihaz ve ekipmanlar

Numara Cihazlar ve ekipmanlar Sirket / Mensei
1 Otoklav Rayapa / Ispanya
Otomatik Mikropipetler (1-10 pl, 1- .
2 120 pl, 10-100 ul?l%O-lOE)Opl) g Gibson/ Fransa
3 Benzen briilorii Naugra / Hindistan
4 Vorteks karistirici Bilimsel Endiistriler/ ABD
5 Pamuklu ¢ubuklar Unolok / Ingiltere
6 Dijital kamera Sony / Japonya
7 Elektrikli davlumbaz odas1 Laboratuvar Agi1 /ABD
8 Elektroforez Bioneer / Kore
9 Ependorf tiipleri BioBasic/ Kanada
10 Yiiz maskesi ESG /Cin
11 Filtre kagidi Cin
12 Cam gozlik Pyrex / Ingiltere
13 Eldivenler Cin
14 Yiiksek hizli soguk santrifiij LabNet / ABD
15 Sicak plaka manyetik karistirict Takashima / Japonya
16 Kulucka makinesi Karbolit / ABD
17 Isik mikroskobu Olimpos / Japonya
18 Mikroplaka Afco / Urdiin
19 Mikroskop slaytlari Japonya
20 Milipor filter ABD
21 Nano damla Termo / ABD
22 Nicrome dongii tutucu KD /Hindistan
23 Firin Ecocell / Almanya
24 Petri kaplari steril / Urdiin
25 pH olger Jenway / Almanya
26 Plastik kap Cin
27 Pipet Ucu Rafi Afco / Urdiin
28 Buzdolab1 Profilo / Tiirkiye
29 Makas Kore
30 Hassas elektrik dengesi Ohaus / Cin
31 Siringa (5, 10) ml Cin
32 Plastik test tiipleri (10 ml) Afco/ Urdiin
33 Termocycler T100 BioRad / ABD
34 Tiip sporu, PCR Santrifiijii P-ABC/ ABD
35 UV transilliiminator bilge/Kore
36 Vorteks Talboys/ ABD
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37 Vitek 2 kompakt BioMerieux / Fransa
38 Su banyosu Polisbilim / ABD

39 Su damitma cihazi GFL / Almanya

40 Tel dongii Himedia / Hindistan
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GSONA (Foctor 50)

A260 {10 muw) 1132
A260/A280- 200

Sekil 3.1. Calismamizda kullanilan bazi cihazlar A:Vitek2 compact, B:Nano drop, C: PCR
Thermo cycler, D: UV transilluminator, E: Elektroforez

21



3.1.2. Kiiltiir Medyasi

Calismamizda bakterilerin iiretilmesinde kullanilan kiiltiir ortamlar1 Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kiiltiir ortamlar1 ve kdkenleri

Kiiltiir ortamlar Sirket / Mensei

1 Kanli agar tabani Oksioid / Ingiltere

2 Beyin kalp infiizyon agar | Oksioid / Ingiltere

3 Beyin kalp infiizyon suyu | Rashmi Kazi./ Hindistan
4 CLED agarn CDH / Yeni Delhi

5 Muller-hinton agar1 Biomark / Hindistan

6 mannitol tuzlu agar Biomark / Hindistan

7 MacConkey agar1 Himedia / Hindistan

8 Besin agar1 LAB / INGILTERE

9 Staph.medium No.110 Oksoid / Ingiltere

3.1.3. Kimyasallar ve Tepkimeler

Calismamizda kullanilan kimyasal bilesikler, reaktifler ve lireticileri firmalar1 Tablo 3.3’de

verilmistir.

Tablo 3.3. Calismamizda kullanilan biyolojik ve kimyasal bilesikler

Kimyasallar Sirket / Mensei
1 Saf etanol CHEM-LAB/ Belgika
2 Agar agar Oksoid / Ingiltere
3 Agaroz jel Merck / Almanya
4 Elma sarab1 yagi Sirbio / Isvicre
5 DNA Ladder (100-2000 bg) Bioneer / Kore
6 10X TBE (Tris- Borik asit- EDTA) Bioneer / Kore
7 Etanol (%96) Fluke / Almanya
8 Etidyum bromiir BioBasic/ Kanada
9 Serbest niikleaz suyu BioLabs/ Ingiltere
10 Hidrojen peroksit Fluka / Ingiltere
11 Lizozim Bio Basic / ABD
12 Gliserol Fluka / Ingiltere
13 Novobiyosin Biyoanaliz / Tiirkiye
14 Tuzlu su (0.9) S.D.1/ Irak
15 Oksidaz Himedia / Hindistan
16 Potasyum hidroksit ( KOH) Oksoid / Ingiltere
17 Fosfat tamponlu tuzlu su Jourilabs / Addis Ababa
18 VP1 ve VP2 Fluke / Almanya

19 NIT 1 ve NIT 2

BioMerieux / Fransa

20 ZYM Ave ZYM B

BioMerieux / Fransa
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3.1.4. Kitler

Calismamizda kullanilan ticari kitlerin listesi Tablo 3.4’de verilmistir.
Tablo 3.4. Calismamizda kullanilan ticari kitler

Numara Kit Tipi Aciklama ve bilesenler Sirket / Mensei

1. GT liziz tamponu 30 ml
2. GB baglama tamponu 40 ml
DNA saflastirma kiti | 3. W1 Tampon 45 ml
(Presto™ Mini gDNA | 4. Yikama tamponu Geneaid / Tayvan
Bakteri Kiti) 5. Eliisyon tamponu 30 ml
6. GD siitunu
7. Koleksiyon tiipti 2ml
8. Proteinaz k (20 pl)
PCR ana karisim kiti | Taqg DNA polimeraz
(GoTag® Yesil PCR | dNTP'ler (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP) Promega / ABD
ana Karigimi) Tris-HCl pH 9.0, KCI ve MgCl2
Stabilizator ve takip boyasi
1. Kristal viyole
2. Safranin
3. Lugol iyodin ¢ozeltisi
4. Alkol aseton ¢ozeltisi

Gram boyama kiti Sirbo /Isvigre

1. API Staphylococcus besiyeri ampulii

2. API Staphylococcus analitik profil

indeksi

. API Staphylococcus seritleri

. Kulugka kutusu

. Mineral yag damlaliklar Bio Merieux /
. Paket eki Fransa
. Sonug sayfalari

. Kimyasal reaktifler:

a. Asetil-metil-karbinol {iretimi i¢in

Voges Proskauer (VP1 + VP2)

b- Nitrat tiretimi i¢in NIT 1+ NIT 2

c- Alkalin fosfataz ZYM A + ZYM B

API tanimlama sistemi
4 (API 20 Staph)

03N N W

Pro-Lab tegshisi /
ABD

5 Koagiilaz plazma

1. Test lateks (Sar1 kapak)

2. Kontrol lateks (Gri kapak)

3. Tek kullanimlik reaksiyon kartlar1
(RT64/R30369001)

4. Tek kullanimlik karistirma ¢ubuklari

Staphaurex Art1 Remel / Ingiltere
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3.1.5. Antimikrobiyal Diskler

Calismamizda kullanilan antibiyotik disklerinin listesi Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5. Antibiyotik diskler, konsantrasyonlar1 ve mensei

Numara Antibiyotik Sembol Konsantrasyon Sirket / Mense
(ng,U)

1 Vankomisin VA 30 Biyoanaliz / Tiirkiye
2 Trimetoprim T™P 5 Biyoanaliz / Tiirkiye
3 Tetrasiklin TE 30 Himedia / Hindistan
4 Sefoksitin FOX 30 Biyoanaliz / Tiirkiye
5 Netilimisin NET 30 Himedia / Hindistan
6 Ampisilin AMP 10 Merseyside / Ingiltere
7 Klindamisin CD 2 Merseyside / Ingiltere
8 Eritromisin E 15 Biyoanaliz / Tiirkiye
9 Doksisiklin DO 30 Himedia / Hindistan
10 Nitrofuransiyon NIT 300 Biyoanaliz / Tiirkiye
11 Kotrimoksasin COT 25 Merseyside / Ingiltere
12 Siprofloksasin CIP 5 Biyoanaliz / Tiirkiye
13 Novobiyosin NV 30 Himedia / Hindistan

3.1.6. Primerler
Bu calismada, Staphylococcus aureus protein A (spa) ve toksik sok sendromu toksin-1 (zst-1)
genlerinin tespiti i¢in PCR primerleri gelistirmek i¢cin NCBI-Genbank veri taban1 ve primer3 plus

kullanilmigtir. Calismamizda kullanilan primerler ve Genbank numaralar1 Tablo 3.6'da verilmistir.

Tablo 3.6. Niikleotid dizileri ve {iriin boyutlar1 ile PCR primerleri

Astar Sira (5'-3") bli;lliltlu Genbank

Staphylococcus | F | TATAGTTCGCGACGACGTCC
aureus protein
A (spa) R | AGCACCAAAAGCTGACAACA

705b¢ JQ066313.1

Toksik sok | g | CCCTTTGTTGCTTGCGACAAA
sendromu 538bg MH920616.1

tokS“;;i(’s"l ) | R| ACCACCCGTTTTATCGCTTG
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3.2. Yontemler

3.2.1. Kiiltiir Ortamlarinin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Kanh Agar

Calismamizda hemolizin iireten bakteri izolatlarinin ilk izolasyonu ve kiiltiirii i¢in kanl agar
besiyeri hazirlandi. Besiyerinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle, 40 gr kanli agar tozu 1 litre distile suda
lyice ¢Ozilindiiriildii. Coziindiirme isleminde besiyeri c¢alkalanarak kaynama noktasina kadar
isitilmis ve ardindan 121°C'de 15 dakika sterilize edildi. Ortamin sicakligl 50 °C'ye diistiigiinde
%5 v\v steril insan kani ilave edilmis, homojen hale gelinceye kadar iyice karistirildi. Steril petri
kaplarinda oda sicakliginda katilasan kanli agar besiyeri sterilizasyonu saglamak i¢in 37°C'de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda besiyerler kullanima kadar 4 °C'de sakland1 (Multari et al.,

2013).

3.2.1.2. Beyin Kalp infiizyon Agar

Calismamizda kullanmak {izere beyin kalp infiizyon agar iiretici firmanin talimatlarina gore
hazirlandi. Sik calkalanarak kaynama noktasina kadar isitilan besiyeri 121°C'de 15 dakika
otoklavlandi, steril tliplere dagitildi ve tiipler 50°C'ye kadar sogutuldu. Sterilizasyondan sonra tiip
egik bir konuma yerlestirildi ve oda sicakliginda katilasana kadar birakildi. Tiipler 37°C'de 24
saat inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda 4 °C'de saklandi, bu nedenle gesitli miiskiilpesent
organizmalar1 kiiltiirlemek i¢in kullanilabilir. Ozellikle, biiyiimesi zor olabilen streptokok,

pnomokok ve meningokok kiiltiirii i¢in kullanilmigtir (Multari et al., 2013).

3.2.1.3. Mannitol Tuzlu Agar (MSA)

Mannitol Tuzlu Agar besiyerinin hazirlanmast i¢in 111 g MSA 1 litre distile su icinde
¢ozlindiiriildii ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Steril petri plaklarina dokmeden
once 50 °C'ye kadar sogutuldu. Sonraki islemler yukarida belirtilen besiyerleri hazirlanma sekli

ile aynidir, patojenik Stafilokoklarin izolasyonu i¢in segici bir besiyeri olarak kullanilir.

3.2.1.4. MacConkey Agar

Gram-negatif bakterilerin gelistirilmesi amaci ile 51 gram besiyeri 1 litre distile su i¢inde
cozlindiiriildiikten sonra otoklavda sterilize edildi. Besiyeri petri plakalarina dokiilmeden once
50°C'ye sogutuldu ve oda 1sisinda katilasmasi beklendi. Sonraki islemler yukarida belirtilen
besiyerleri hazirlanma sekli ile aymidir. Bu ortamdaki kristal viyole, Gram-negatif bakterilerin

gelismesine izin verirken, gram-pozitif bakterilerin biiylimesini engeller.

3.2.1.5. Muller —Hinton Agar1 (MHA)
Antibiyotik duyarlilik testi ¢aligmasinda kullanilmak {izere MHA hazirlanmistir. Besiyeri

hazirlanirken 38 gram MHA tozu 1 litre distile su icinde ¢oziindiiriilmiis ve sik calkalanarak
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kaynama noktasina kadar isitilmistir. Kiiltiir ortam1 daha sonra 121°C’de 15 dakika siireyle
sterilize edilmis ve petri plaklarina dokmeden 6nce 50°C'ye kadar sogutulmustur. Sonraki islemler

yukarida belirtilen besiyerleri hazirlanma sekli ile aynidir.

3.2.1.6. Sistein Laktoz Elektrolit Eksik Agar (CLED Agar)

CLED agar, iiriner bakteriyoloji teshisi i¢in 6nerilen bir diferansiyel besiyeri tiiriidiir. Ortam, tim
potansiyel iiriner patojenlerin biiyiimesini destekler ve koloninin farkli morfolojisini saglar. Idrar
orneklerindeki patojen mikroorganizmalarin tespiti i¢in 36 gram besiyeri tozu 1 litre distile su
cOziindirilmistir. 121°C, 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra 50°C’ye kadar

sogutulmustur. Sonraki islemler yukarida belirtilen besiyerleri hazirlanma sekli ile aynidir.
3.2.1.7. Staphylococcus Medium No. 110 i

Staphylococcus Medium No. 110 I pathojenik Stafilokoklarin izolasyonunda kullanilan segici bir
besiyeridir. Stafilokoklarin izolasyonu i¢in 150 gr toz besiyerinin 1000 ml distile su icinde
¢coziilmesiyle hazirlanmigtir. Tamamen ¢Oziinmesi i¢in kaynama noktasina getirildikten sonra
121°C, 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra 50°C’ye kadar sogutulmustur. Sonraki

islemler yukarida belirtilen besiyerleri hazirlanma sekli ile aynidir.
3.2.2. Reaktiflerin, Soliisyonlarin ve Tamponlarin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Katalaz Reaktifi
I ml %30 HxO; ile 9 ml distile su karistirilarak %3 nihai konsantrasyon elde edilerek
hazirlandiktan sonra koyu renkli bir sisede 4°C'de saklanmistir. Katalaz reaktifi bakterilerin katalaz

enzimi liretme yetenegini belirlemek i¢in kullanilmistir (Aryal, 2018).

3.2.2.2. Oksidaz Reaktifi
Oksidaz reaktifi, 100 ml distile suya bir gram oksidaz tozu (N-N-N-N tetrametil-pfenilendiamin
dihidrokloriir) eklenerek hazirlanmigtir. Bakterilerin oksidaz iiretimine duyarliligini tespit etmek

icin kullanilmistir (Aryal, 2018).

3.2.2.3. Bulamikhik Standardi (McFarland)

Standart McFarland ¢ozeltisi (No.0.5), 0.5 ml % 1.175 (agirlik/hacim) baryum kloriir dehidrat
cozeltisi (BaCl2.2H20) ile 99.5 ml %1 (hacim/hacim) siilfiirik asit karistirilarak standart kilavuzlar
olarak hazirlanmistir 0.5 McFarland standart tiipleri, buharlasmay1 6nlemek icin parafilm ile
kapatild1 ve karanlikta oda sicakliginda (22-25°C) 6 aya kadar saklanmistir. No. 0.5 McFarland
standard, steril salin veya bakteri besleyici et suyu silispansiyonu ile gorsel olarak karsilastirilabilir

(Aryal, 2018).
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3.2.2.4. Tris- Borat -EDTA (TBE)
Calisma tamponu (1X), TBE tamponundan (10X) 900 ml distile suya 100 ml eklenerek
hazirlanmistir (Aryal, 2018).

3.2.2.5. Jel Elektroforez Cozeltisi
Agaroz tozu (DNA ekstraksiyonu durumunda 1 gr ve PCR iiriinii tespiti i¢in 2 gr) 100 ml 1X TBE
tamponu i¢inde karigtirstirildiktan kisa siireli kaynatilarak agarin erimesi saglanmistir. 50°C’ye

kadar soguduktan sonra 2-3 puL etidyum bromiir (niikleik asit boyama soliisyonu) eklenmistir. (Lee

etal., 2012).

3.2.2.6. Hidroklorik Asit (HCL)
DNaz testinde reaktif olarak hidroklorik asit kullanilmistir. HCL, 8.98 ml ile 91.02 ml disitle su

karistirilarak hazirlanmistir.

3.2.3. Numunelerin Toplanmasi

Calismamizda kullanilan suslar, Subat-Haziran 2021 tarihleri arasinda Giliney Irak'n AL-
Nasiriyah sehrindeki AL-Hussein Egitim Hastanesi’ne IYE sikayeti ile basvuru yapan 200
hastadan alinan idrar rneklerinden izole edilmistir. IYE belirtileri gdsteren hastalar hekim
tarafindan muayene edildikten sonra hastalara olur belgesi imzalatilmis ve hastalardan steril bir
kabin igine orta akim idrarlarmi yapmalari istenmistir. Ornekler toplama noktasinda uygun sekilde
etiketlenmis ve mikroskobik inceleme, kiiltiir ve duyarlilik analizi i¢in hizli bir sekilde
mikrobiyoloji laboratuvarmna iletilmistir. Orneklerin toplanmas: sirasinda tiim hastalara yas ve
ozgecmis bilgilerini igeren bir anket uygulanmgtir. Orneklerin toplanmasindan sonra

gerceklestirilen calisma plan1 Sekil 3.2°de verilmistir.
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3.2.4. Bakteriyel idendifikasyon

3.2.4.1. Stafilokoklarin Tanimlanmasi

Toplanan biitiin idrar 6rnekleri kanli agar, MSA, MacConkey agar ve Staph.110 agar besiyerlerine
ekilmistir. 37°C'de 24 saat inkiibasyonun ardindan saf olarak izole edilen koloniler,
identifikasyonu dogrulamak icin beyin kalp infiizyon agara pasajlanmistir. Inkiibasyonun sonunda
Stafilokoklar, kiiltiir ortaminda kolonilerin boyutu, saydamlig1, rengi, sekli, kenar yapisi, hemoliz

durumu ve yliksekligine gore tanimlanmistir (MacFaddin, 2000).

3.2.4.2. Mikroskobik Inceleme

Stafilokok suslariin mikroskobik incelemesi i¢in gram boyama yapilmistir. Steril bir 6ze ile
alman saf stafilokok kolonisi, bir damla su damlatilmis lam {izerine yayilmistir. Ardindan oda
isisinda kurutulan lamlarin gram boyamalart yapilmistir. Kuruyan lamlar imversiyon yagi

damlatilarak 151k mikroskobu altinda (100x) incelenmistir.

3.2.5. Biyokimyasal Testler
Bu calismada kullanilan tiim biyokimyasal testler Atlas, (2010) ve Markey et al., (2014)'e gore

hazirlanmustir.

3.2.5.1. Katalaz Testi
Mikroskop lami lizerine tahta bir gubuk kullanilarak saf bir koloninin yayilmasiyla gerceklestirilen
bu testte hidrojen peroksit ¢ozeltisi kullanilmistir. Lam iizerinde % 3hidrojen peroksit damlalar1

dokiildiiginde Oz kabarciklarinin gozlenmesi katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Markey et

al., 2014).

3.2.5.2. Oksidaz Testi

Sitokrom C oksidaz enziminin varhi§inin arastirildig bu testte, bir petri kabindaki %1 sulu tetra
metil-p-fenilendiamin dihidrokloriir (oksidaz reaktifi) ¢ozeltisine bir parga filtre kagidi batirilarak
gerceklestirilmistir. Islatilan filitre kagidinin {izerine test bakterisinden yayilir ve 10 saniye iginde

gozlenen renk degisimi (agik mordan koyu mora) oksidaz pozitif olarak degerlendirilmistir

(Markey et al., 2014).

3.2.5.3. Koagiilaz Testi

Koagiilaz testi, oOzelilkle stafilokoklarda bulunan ve kan plazmasini pihtilastiran koagulase
enzimini (stafilokoagulase) ortaya koyma, patojenik olanlarla nonpatojenik olanlart ayirmak amaci
ile yapilmistir. Temiz bir tiipe 0.5 ml kadar plasma konduktan sonar iizerine ayn1 miktar S. aureus
kiiltiirlerinden damlatilir ve homojenize edilir. Tiipler 37 °C de su banyosunda 4 saat inkiibe edilir
ve her saat gozle kontrol edilirler. Tiipler cok hafifce egilerek koagulasyon durumu belirlenir.

Pihtilagmanin goriinlimii, kontrole kiyasla olumlu bir sonug gostermektedir (Atlas, 2010).
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3.2.5.4. Deoksiriboniikleaz (DNaz) Testi

Bu test, mikroorganizmalarin 1s1ya dayanikli olan DNase enzimini sentezleyebilme yeteneklerini
Olemek i¢in kullanilmistir. Enzim, hiicre ¢ekirdeklerinde bulunan deoksiribonukleik asidi (DNA)
depolimerize ederek ayristirir. Ayrica, S. aureus 'larin DNase'lerinin 1s1 karsisinda termonuklease
stabilitesini 6l¢mede de yararlanilir. DNase aktivitesi, 6zellikle, koagulaz negatif reaksiyon veren

S. aureus 'larin patojenitelerini belirlemede de kullanilmaktadir.

Incelenecek mikroorganizma kiiltiirleri DNA agar iizerine ekim yapilir. Petri kutusu 37 °C'de 18-
24 giin inkube edilir. Bu siirenin sonunda, kiiltiire birka¢ damla HCI (1N) eklendi ve DNA'nin
bakteriyel DNaz enzimi tarafindan hidrolizi i¢in 15-30 dakika izlenmistir. Pozitif durumlarda
iireme etrafinda agik bir alan meydana gelirken, negatif kiiltiirlerde, lireme etrafinda opak bir renk

olusmaktadir (Markey et al., 2014).

3.2.5.5. Novobiyosin Testi

Novobiyosin testi, koagiilaz-negatif stafilokoklar1 ayirt etmek ve direngli (R) S. saprophyticus'a
belirlemek i¢in kullanilmistir. Testin gerceklestirilmesinde disk diflizyon yontemi kullanilmastir.
Diyagnostik Duyarlilik Testi agar plakasi kurutulduktan sonra, steril swab 24 saatlik besleyici et
suyu kiiltiiriine batirilip besiyeri yiizeyi boyunca esit sekilde asilamak igin kullanilmistir. Ardindan
plakanin kurumasima izin verilmistir. Novobiocin "5Sug" diski steril forseps ile orta yilizeye
yerlestirilip hafif¢e bastirilarak 15 dakika oda sicakliginda bekletimistir. Daha sonar 37°C'de 24
saat inkiibasyona birakilip inhibisyon bdlgesindeki zon ¢api milimetre cinsinden Olgiilerek

izolatlarin duyarl veya direngli oldugu bildirilmistir (Atlas, 2010).

3.2.5.6. Ureaz Testi
Ureaz testinde, iire agara ekilen saf bakteri kolonisi 37°C'de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda ortamin renginin saridan pembeye degismesi pozitif olarak degistirilmistir

(Markey et al., 2014).

3.2.5.7. Hemoliz Testi
Bakteriyel izolatlarin hemoliz testi i¢in kanli agar plaklarina ekilmis ve 37°C'de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Bakteri kolonilerinin etrafindaki seffaf bolgelerin gelismesi, bakterilerin hemolizin

salgilanmasina duyarliligin1 géstermektedir.

3.2.5.8. Staph icin Analitik Profil Indeksi (Api - 20 Staph)
API Staph, standartlastirilmis bir Staphylococcus ve Micrococcus cins tanimlama sistemidir. Bu
test, sirketin yonergelerine uygun olarak gerceklestirilmistir. Staphylococcus spp. gibi izole edilen

bakterileri tanimlamak i¢in API-20 Staph sistemi kullanilmistir.
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Bu system, tekli mikro tiiplerde 20 biyokimyasal reaksiyondan olusmaktadir. izole edilmis bakteri
kolonisi daha sonra 5 ml'lik bir tuzlu su ¢dzeltisi lizerinde siispanse edilir, iyice karigtirilir ve
McFarland tiipii 0.5 ile karsilastirilir. Baz1 kuyucuklarda sadece bakteri siispansiyonu eklenirken
bazi kuyucuklara anaerobik kosullari saglamak i¢in yag eklenir. Api testi 37°C'de 24 saat

inkiibasyonun ardindan spesifik reaktifler eklenmis ve sonug¢lar yorumlanmistir.

3.2.5.9. VITEK®2 Compact Sistem ile izolatlarin Tanmimlanmasi
Otomatik VITEK2 Compact sistemi (Biomerieux, Fransa) daha dnce manuel olarak tanimlama
yapilmig olan tanimlamay1 dogrulamak i¢in kullanilmistir. VITEK2 compact sistemi (Biomerieux,

Fransa) tireticisinin talimatlarina uygundur ve asagidaki adimlar1 icermektedir.

Prosediir:

1- MSA ortami lizerinde 24 saat boyunca 1-2 koloniyi 3 mL salin soliisyonu igeren steril test

tiipiine bir 6ze ile aktarilmistir.

2- Bakteri slispansiyonunu 0.5 konsantrasyondaki Macfarland ¢ozeltisi ile karsilastirmak i¢in test

tiipii (Dens makinesi) i¢ine yerlestirilmistir.
3- Bakteri siispansiyonu cihazin inkiibatoriindeki kasete yerlestirilmistir.

4- Numune, kart programlama, inkiibasyon sicakligi, kartlarin gorsel olarak okunmasi gibi birgok
asamadan gecmistir. Bilgiler siirekli olarak bilgisayara aktarilmistir. Dongii bittiginde, kartlar

aygit tarafindan otomatik olarak atilir ve ¢iktiyla birlikte bir rapor yazdirir.

3.2.6. Bakteriyel izolatlarinin Depolanmasi

3.2.6.1. Kisa Siireli Depolama
Bakteri izolatlar1, Brain-Heart Infusion agarda (BHI) saflastirildiktan sonra 4°C'de birkag¢ hafta

saklanmustir.

3.2.6.2. Uzun Siireli Depolama
Bakteri izolatlarinin uzun siire saklanmasi i¢in saf bakteri kiiltiirleri %15 gliserol igeren
besiyerinde asilanmig ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra (-20)°C'de uzun siire

saklanmustir.

3.2.7. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Disk difiizyon yonteminde tarif edildigi gibi tim Staphylococcus aureus izolatlarinin antibiyotik
duyarlilik testi yapilmistir (Bauer et.al, 1966). Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI), antibiyotik disklerin se¢ilmesinde kriter olarak kullanilmigtir (CLSI, 2018). 3 veya 5 saf
izole koloni, 5 ml beyin-kalp suyu iginde siispanse edildikten sonra ve 37°C'de 24 saat inkiibe
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edilmistir. Biiyiime kiiltiiriinden iiretilen siispansiyonun yogunlugu, 0.5 McFarland standardina
bagli olarak steril normal salin eklenerek ayarlanmistir. McFarland1 ayarlanan kiiltiirler MHA
plaklarma steril swap yardimi ile ekilmistir. Daha sonar plaklara antibiyotik diskleri
yerlestirildikten sonra 37°C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
inhibisyon zon c¢aplar1 (disk ¢apt dahil) incelendi ve milimetre (mm) cinsinden 6l¢iildii. Her bir
antimikrobiyal ila¢ i¢in inhibisyon bolgesinin ¢apini standartla karsilastirarak, ¢ap (CLSI, 2018)

tarafindan saglanan hassas (S), orta (I) veya direngli (R) olarak siniflandirilmistir.

3.2.8. Staphylococcus aureus’un Molekiiler Tayini

IYE enfeksiyon sikayeti olan hastalardan alinan idrar Srneklerinden izole edilen S. aureus
izolatlarinda, S. aureus protein A (spa) ve toksik sok sendromu toksin-1 (zsz-1) genlerini tespit
etmek icin PCR testi kullanilmistir. Bu teknikte kullanilan tiim PCR primerleri bu ¢alismada

tasarlanmigtir.

3.2.8.1. Bakteriyel DNA Ekstraksiyonu
S. aureus izolatlarindan DNA ekstaksiyonu i¢in Bakteriyel genomik DNA, (Presto™ Mini gDNA
Bacteria Kit) kiti kullanilmistir. Kitin kullanimau, iiretici firmanin talimatlarina gore yapilmistir. Kit

prosediirii asagidaki gibidir.

1- 18 saat inkiibe edilen 1 ml bakteri kiiltiir hiicresi (1 x 10”'a kadar) 1.5 ml mikro santrifiij tiipiine

aktarildi, 10000 rpm'de bir dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

2- Hiicre peleti vorteks ile siispanse edildikten sonra lizerine 180 pul GT (Guanidium Thiocyanate)
tamponu ilave edildikten sonra 20 ul Proteinaz K ilave edildi ve karisimlar 60°C'de 10 dakika

inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi boyunca karigim tiipleri her ii¢ dakikada bir alt iist edildi.

3 Her tiipe 200 pul GB (Guanidine Hydrochloride Buffer) tampon eklendi ve 10 saniye boyunca
vortekslendi. Tiipler daha sonra 10 dakika siireyle 60°C'de inkiibe edildi ve inkiibasyon siiresi

boyunca tiipler her li¢ dakikada bir ters ¢evrildi.
4- Tiiplerin tizerine 200 pl etanol (%100) eklendi ve vortekslendi.

5- 2 ml'lik toplama tiipiine bir GD kolonu yerlestirildi ve tiim kompozisyonlar (herhangi bir ¢okelti
dahil) GD kolonuna tasindi. Daha sonra 10.000 rpm'de bir dakika santrifiij edildi. Akis, 2 ml'lik
toplama tiiplerinden ¢ikarildi1 ve GD kolonu, 2 ml'lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

6- GD kolonu 400 ul W1 tamponu ile dolduruldu ve 10000 rpm'de bir dakika santrifiijlendi. Akis

atild1 ve GD kolonu 2 ml'lik toplama tiipiine yeniden yerlestirildi.
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7- GD kolonu 600 pl yikama tamponu ile dolduruldu. Daha sonra 10000 rpm'de 1 dakika santrifij
edildi. Akis ¢ikarildi ve GD kolonu 2 ml'lik toplama tiipiine yeniden yerlestirildi. Kolon matrisini
kurutmak i¢in tiipler 12000 rpm'de iki dakika santrifiij edildi.

8- Kurutulmus GD kolonu 1.5 ml mikro santrifiij tlipiine tasind1 ve kolon matrisinin merkezine

100ul 6nceden 1sitilmis eliisyon tamponu eklendi.

9-Eliisyon tamponunun matris tarafindan emildigini dogrulamak icin tlipler en az ii¢ dakika

bekletildi. Saf DNA daha sonra 10000 rpm'de bir dakika santrifiij edilerek ayristirildi.
3.2.8.2. izole Edilen Toplam DNA 'min Ol¢iimii

Nanodrop, absorbansta (260/280 nm) RNA safligin1 degerlendiren ve DNA konsantrasyonunu
(ng/L) asagidaki gibi kaydeden, ekstrakte edilen toplam DNA'nin (Thermo Scientific NanoDrop
Lite UV Goriiniir Spektrofotometre. ABD) safligin1 ve konsantrasyonunu incelemek belirlemek

icin kullanilmustir.
1. Nanodrop yazilimini (Niikleik asit, DNA) baslattiktan sonra uygun uygulama belirlendi.

2. Kuru bir bez ile 6l¢iim yerleri birgok kez silindi. Daha sonra 2ul serbest niikleaz suyu uygun

sekilde pipetlendi ve sistemi bosaltmak i¢in alt 6l¢iim merkezine yerlestirildi.
3. Nanodrop'un numune alma kolu diisiiriildii ve bir ul DNA numunesi 6l¢iildii.

3.2.8.3. PCR Karisiminin Hazirlanmasi
PCR testi i¢in (GoTaq Green PCR ana kiti) kullanilmistir. Test Tablo 3.7'de belirtildigi gibi tiretici

firmanin talimatlarina gore gergeklestirilmistir.

Tablo 3.7. Standart PCR karigim protokolii

PCR karisimi Miktar
Saf DNA 5-50ng SpL
Tleri primer (10pmol) 2ul
Geri primer (10pmol) 2uL
GoTaq Green 12.5uL
PCR suyu 3.5uL
Toplam 25 uL

PCR tiipleri daha sonra bir T100 PCR Thermocycler'a (BioRad-USA) yerlestirilmeden once ii¢
dakika boyunca 3000 rpm'de vortekslenmistir.
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3.2.8.4. PCR Termocycler Kosullar1

Her gen i¢in PCR termocycler kosullart metodolojisi, Optimase ProtocolWriterTM web programi
kullanilarak hesaplanmistir. Spa ve tst-1 gen bolgeleri i¢in uygulanan PCR sartlar1 Tablo 3.8 ve
Tablo 3.9'da verilmistir.

Tablo 3.8. Spa geni i¢in PCR termocycler kosullar

Ileri primer (F) dizisi: | TATAGTTCGCGACGACGTCC (Tm = 56.3°C)

Ters primer (R) dizisi: | AGCACCAAAAGCTGACAACA (Tm = 52.2°C)
PCR iiriin uzunlugu: | 705 bg
Protokol tiirii: Touchdown PCR protokolii

Asama 1: 95°C, 2 dk.

Asama 2: 95°C, 30 sn.

Asama 3: 61.3°C, dongii basina 0.5°C azalma, 30 sn.
Asama 4: 72°C, 80.0 sn.

Asama 5: 2-4 arasindaki adimlar14 kez daha tekrarlandi
Asama 6: 95°C, 30 sn.

Asama 7: 54.3°C, 30 sn.

Asama 8: 72°C, 80.0 sn.

Asama 9: 6-8 arasindaki adimlar 19 kez tekrarlandi
Asama 10: 72°C, 5 dak.
Asama 11: 4°C, sonsuz

Tablo 3.9. rst-1 geni i¢in PCR termocycler kosullar protokolii

Ileri primer dizisi: CCCTTTGTTGCTTGCGACAA (Tm = 54.2°C)
Ters astar dizisi: ACCACCCGTTTTATCGCTTG (Tm = 54.2°C)
PCR iiriin uzunlugu: | 538 bg

Protokol tiirii: Basit 3 adimli PCR protokolii

Asama 1: 95°C, 2 dk.

Asama 2: 95°C, 30 sn.

Asama 3: 57.2°C, 30 sn.

Asama 4: 72°C, 60.0 sn.

Asama 5: 2-4 arasindaki adimlar1 29 kez tekrarland1
Asama 6: 72°C, 5 dak.

Asama 7: 4°C, sonsuz
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3.2.8.5. PCR Uriin Analizi
PCR sonuglarmin incelemesinde kullanilan Agaroz jel elektroforez tekniginde asagidaki asamalar

kullanilmustir.
1-0.5X TBE ile %1.5 agaroz jel hazirlanmis ve 50°C'ye kadar sogumasi i¢in bekletildi.
2- Sogutulan agaroz jel karisimina 3 pl etidyum bromiir boyasi eklendi.

3- Agaroz jel elektroforezinde kullanilan taraklar yerlestirdikten sonra agaroz jel soliisyonu tepsiye

dokildii ve jel katilastiktan sonar tarak tepsiden nazik¢e ¢ikarildi.
4- Jel tepsisi elektroforez tankina yerlestirildi ve 0.5X TBE tamponu eklendi.

5- Her kuyucuga 10 pl PCR {iriinii yiiklendi, ilk kuyucuga 5 ul DNA markir yiiklendi. Ardindan
bir saat boyunca 100 volt ve 80 Hz'lik bir elektrik akim1 uygulandi.

6- PCR sonuglarini gérmek i¢in UV Transilliiminator kullanildi.

3.2.9. DNA Dizileme Yontemi

Yerel S. aureus izolatlar1 tamimlamak, filogenetik agaclarimi analiz etmek ve homoloji dizi
benzerliklerini belirlemek i¢in DNA dizilime yontemi kullanilmistir. Applied Biosystems (AB)
DNA dizileme analizleri, Giiney Kore'de bulunan Macrogen firmasindan hizmet alimi yapildi.
Sonuglar, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nde (NCBI) bulunan Temel Yerel Hizalama Arama
Aracma (BLAST) gore okundu. Caligma genlerindeki genetik mutasyonlarin sayisi, tiirii ve daha
sonra S. aureus izolatlar ile standart izolatlar arasindaki genetik degisiklikleri gostermek i¢in
Molecular EvollYEonary Genetics Analysis Version 6.0 (MEGA version 6.0) programi
kullanilarak genetik agac cizildi ve analiz edildi. Sonunda, izolatlar gen bankasi sitesinde (NCBI

Genbank Submission) kaydedildi.

3.2.10. istatistiksel Analiz
Ki-kare istatistigi, tiim caligma tanimlayic istatistik gruplarinda istatistiksel analiz yapmak icin
kullanildi (P-0.01)'in anlamlilig1 belirlendi. Tiim analizleri gerceklestirmek i¢in Windows igin

Sosyal Bilimler Istatistik Paketi (SPSS) kullanild: (siiriim23.0, SPSSInc, Chicago,III).
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4. SONUCLAR

4.1. Hasta Sonuclar

Subat-Haziran 2021 déneminde bu ¢alismaya dahil edilen farkli yaslardaki IYE olan hem erkek
hem de kadm hastalardan toplam 200 adet taze idrar rnegi alinmistir. Orneklenen hastalardan
1330 (%66.5) pozitif biiylime gostermistir. Geriye kalan 67 hastada (%33.5) ise 6nemli bir
biiyiime gdzlenmemistir. AL-Hussein Egitim Hastanesime IYE semptomlar: ile basvuran

hastalarin demografik bilgileri Tablo 4.1'de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Bu calismaya dahil edilen IYE hastalarinin 6zellikleri

Parametre Hasta Sayisi Yiizde (%)

Ornek boyutu 200 100

. - Biiylime 133 66.5

Bakteriyel Biiyiime eyl 67 335
Cinsivet Disi 136 68

N Erkek 64 32
. . Kentsel 124 62
Ikamet eden kisi Kirsal 76 33
Ayakta tedavi 118 59
Hastane durg Yatan hasta 82 41

Onemli farkliiklar (p <0.01)

4.1.1. Bakteri Biiyiimesine Gore Hastalarin Dagilimi

Bu galismanim mevcut bulgulari, 133 (%66.5) izolatin IYE hastalarindan toplanan patojenin pozitif
biiylimesi oldugunu, 67 Ornegin (%33.5) ise onemli bir biiylime gostermedigini gostermistir.
[statistiksel olarak, bakteri iireme dagiliminda énemli farkliliklar yoktur (P< 0.01). Hastalarin

cinsiyet ve bakteri tiremesine gore dagilimi Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Hastalarin cinsiyet ve bakteri iiremesine gére dagilimi

Cinsiyet Kiiltiir Toplam
Biiyiime % Biiyiime yok %
Erkek 33 31 64
%16.5 %15.5 %32
Disi 100 36 136
%50 %18 %68
Toplam 133 67 200
%66.5 %33.5 %100.0

Cal.X2: 941 Tab.X2: 6.63 df: 1 P_value: 0.01

4.1.2. Hastalarin Yasa Gore Dagilim
En vyiiksek IYE oranlarim1 55 hasta (%27.5) ile (51-70) yas grubu arasinda goriilmiistiir.
Diger yandan, bu hastalik i¢in en diisiik enfeksiyon oram1i Tablo 4.3'te gosterildigi gibi

36



25 olgu (%12.5) ile (11-20) yas grubunda belirlenmistir.

dagiliminda anlaml farkliliklar yoktur (P<0.01).

Istatistiksel olarak yas grubu

Tablo 4.3. Idrar yolu enfeksiyon durumu yas gruplarina gore degisir

Yas grubu Hasta vakasi Hayir. Test edildi
Pozitif Sayis1 | Negatif Sayis %
% %
11-20 13 12 25
%6.5 %6 %12.5
21-30 29 11 40
%14.5 %5.5 %720
31-40 27 14 41
%13.5 %7 %20.5
41-50 26 13 39
%13 %6.5 %19.5
51-70 38 17 55
%19 %8.5 %27.5
Toplam 133 67 200
%66.5 %33.5 %100.0
Cal.X2: 3. Tab.X2: 13.28 df: 4 p_degeri: 0.01

4.1.3. Hastalarin Cinsiyete Gore Dagilim

Bu caligmaya dahil edilen toplam hasta sayis1 (136) kadin (%68) ve (64) (%32) erkektir. Enfekte
kadm sayis1 100 (%50), erkek sayist 33 (%16.5) idi (Sekil 4.1.). Istatistiksel olarak cinsiyet
dagiliminda 6nemli farkliliklar vardi (P<0.01).

120
100
80
60
40 33 31

20

100

‘ Biiyiime H Biiyiime yok

Sekil 4.1. Hastalarin cinsiyete gore dagilimi
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4.1.4. Hastalarin Yerlesim Bolgesine Gore Dagilim

Bu calismada hastalarin ikametgahi da arastirilmistir. Kentsel alanlarin istatistiksel olarak en
yiiksek IYE enfeksiyonlar1 oranlarini (124) kaydettigi yerlerde (%62), kirsal alanlara (76) kiyasla
(%38) bir ylizde. Sekil 4.2'de ve tablo 4.4'te gosterildigi gibi hasta dagiliminda (P> 0.01) kayda
deger bir degisiklik olmamustir.

Tablo 4.4. Yerlesim bolgelerine gore hastalik dagilimi

Kiiltiir
Ikamet eden Kkisi Toplam
Biiyiime Biiyiime yok
Yo Vi
Kentsel 95 29 124
%47.5 1%4.5 %62
Kirsal 39 37 76
%19.5 %18.5 %38
134 66 200
Toplam
%67 %33 %100.0
Cal.X2: 13.63 Tab.X2: 6,63 df: 1 p_degeri: 0.01
100
80
60
40
20
| Biiyiime
0 T T
u Biiyiime
Kentsel Kirsal yok

Sekil 4.2. Hastaligin yerlesim bolgelerine gore dagilimi
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4.1.5. Hasta Durumuna Gore Enfeksiyonun Dagilim

Orneklenen popiilasyondaki hastane incelemesine gore, IYE hastalarmin ¢ogunlugu ayaktan 118

(%59) hasta iken 82'si (%41) yatan hastaydi. Hastalarin dagilimi, Sekil 4.3 ve Tablo 4.5'te

gosterildigi gibi 6nemli bir degisiklik yoktur (P< 0.01).

Tablo 4.5. Hastalik durumuna gore enfeksiyonun dagilimi

Hasta Durumu Biiyiime (%) Buyl(lge): yok Toplam (%)
Ayakta tedavi 87 (43.5%) 31 (15.5%) 118 (59%)
Yatan hasta 64 (32%) 18 (9%) 82 (41%)
Toplam 151 (75.5%) 49 (24.5%) 200 (100%)
Cal.X2: 0,47 Tab.X2: 6,63 df: 1 p _degeri: 0.01
90
87
80
70 64
60
50
40 31
30
20 8
10
0 -
— - i B| Biiyiime
Avakta tedavi T—<L A —
yatan hasta Biiyiime
yok

Sekil 4.3. Hastalik durumuna gore enfeksiyonun dagilimi

4.2. Staphylococcus aureus’un izolasyonu ve tanimlanmasi

IYE hastalarindan toplam 200 klinik 6rnek geleneksel kiiltiirel prosediirlere bagli olarak, 133
ornek pozitif kiiltiir gosterirken bir¢ogunun kanli agar iizerinde beta hemolitik aktivite gosterdigi

goriilmiistiir. Izolatlarin hemolizin {iretmesi sonucunda izolatlar1 cevreleyen net bir bolge
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olusturdugu goézlendi. Pozitif kiiltiirlerin, ilk olarak gram boyama ve biyokimyasal testler ile

tanimlamasi yapildu.

Staphylococcus aureus izolasyonu i¢in klinik 6rnekler lizerinde bakteriyolojik inceleme, agagidaki

prosediirler kullanilarak gerceklestirilmistir:

4.2.1. Staphylococcus Kiiltiirii

Mannitol Tuzlu Agar Besiyerindeki Staphylococcus kolonileri, ile bakteriyolojik kiiltiire gore
farkl1 morfolojik sekil ve renklere sahipti. Sekil 4.4'te goriildiigii gibi S. aureus izolatlar1 mannitolii
fermente ederek kirmizi renkteki agari sartya doniistiirmiistiir. Koloniler sar1 renkte sar1 zonlu

yuvarlak ve piirlizsiiz gériinmektedir.

Sekil 4.4. Mannitol Salt Agar lizerinde Staphylococcus aureus 'un mannitol fermantasyonu

Kanli agarda, S. aureus izolatlart Sekil 4.5'te gosterildigi gibi biiylik, yuvarlak, piiriizsiiz,

beyazdan sariya renkli, parlak, opak ve berrak hemoliz zonlu olarak gériilmektedir.

Sekil 4.5. Kanli agarda S. aureus izolatlarinin gériiniimii
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4.2.2. Makroskopik Inceleme

Farkli besiyerlerinde gelisen S. aureus 'un morfolojik goriintiileri incelendiginde en hizli1 37°C'de
gelisirken, en iyl pigment olusumunun goriildiigii sicaklik araligr (20-25°C) arasindadir. Kati
besiyerinde goriilen koloniler kiiresel, piirlizsiiz, kabarik ve parlak goriinmektedir. S. aureus

kolonileri genellikle gri ile koyu altin saris1 renkte olup degisen seviyelerde hemoliz gdstermistir.

4.2.3. Mikroskobik Inceleme
Izolatlarin kiiltiirel ekiminden sonar saf kolonilerin gram boyamalar1 yapilmis ve mikroskop
altinda incelenmistir. Mikroskop altinda bakteri hiicreleri Sekil 4.6'da goriildiigii gibi gram-pozitif

koklar olarak ve iiziim salkimina benzer diizensiz kiimeler halinde goriilmiistiir.

Sekil 4.6. Isik mikroskobu altinda Staphylococcus aureus un gram boyama goriintiisii

4.3. Biyokimyasal tanimlama

Staphylococcus aureus XKiiltiirleri iizerinde gergeklestirilen biyokimyasal testler yapilmustir.
Yapilan testler arasindan Sekil 4.6’da goriildiigii gibi katalaz, jelatinaz, DNaz, koagiilaz testleri,
hemoliz sirasiyla izolatlarda pozitif bulunmustur. Sekil 4.7., 4.8., 4.9., 4.10'da oksidaz testi

sonuglarinin goriintiileri verilmistir.
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Tablo 4.6. Staphylococcus aureus 1zolatlarinin biyokimyasal testleri

Biyokimyasal test Sonu¢
Gram boyama +
Katalaz +
Novobiyosin S
Oksidaz -
DNAz +
Koagiilaz +
Jelatin sivilagtirma +
Hemoliz +
Mannitol fermantasyonu +

Sekil 4.7. Tiip koagiilaz testi

Sekil 4.8. Staphylococcus aureus katalaz testi i¢in pozitif sonug
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Sekil 4.9. Staphylococcus aureus Sekil 4.10. Staphylococcus aureus
novobiyosin testi DNAse duyarl

4.3.1. Api-20 Sistem Tanimlama

API 20 Staph, Staphylococcus spp. izolatlarimin tanisim1 dogrulamak icin kullanilan 6nemli
biyokimyasal testtir. Sekil 4.11'de gosterildigi gibi S. aureus izolatlar1 i¢in kit indeksinden farkl
olarak %86 ile %97 arasinda degisen yiiksek bir ylizde gostermistir.
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Sekil 4.11. Api-20 sistemine gore S. aureus sonuglari

4.4. Antibiyotik Duyarhhk Testi

IYE olan hastalardan izole edilen tiim S. aureus numunelerinin antibiyotige kars1 duyarlilik
testinde disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Test edilen bakterilerin diren¢ oranlarinda énemli
farkliliklar oldugu gozlenmistir. S. aureus izolatlarinin en yiiksek direng orani (%100) Ampisilin
(Amp) ve (%97.7) Sefoksitin (FOX) i¢in olup Tetrasiklin (TE), Klindamisin (CD) ve Trimetoprim-
Siilfametoksazol (TMP) ve Eritromisin’e (E) kars1 diren¢ oranlar sirasiyla (%76.6), (%71.4),
(%54.1) ve (%43.6) seklindedir. Izolatlarin antibiyotiklere kars1 en yiiksek duyarlig1 Tablo 4.7'de
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ve Sekil 4.12°de gosterildigi gibi Novobiocin (NV) ve Vankomisin (VA) antibiyotiklerine kars1
(%88.7) ve (%83.4) oranlarindadir.

Tablo 4.7. Staphylococcus aureus izolatlarinin antibiyogram sonuglari

Numara. Antibiyotik Sembol Duyarh Orta diizey Direncli
1 Ampisilin AMP 0 0 133 (%100)
2 Sefoksitin FOX 2 (%1.5) 1 (%1.0) 130 (%97.7)
3 Tetrasiklin TE 25 (%18.7) 6 (%4.5) 102 (%76.6)
4 Klindamisin CD 30 (%22.5) 8 (%6.0) 95 (%71.4)
5 Trimetoprim TMP 40 (%30) 21 (%15.8) 72 (%54.1)
6 Eritromisin E 56 (%42.1) 19 (%14.2) 58 (%43.6)
7 Kotrimoksasin COT 47 (%35.2) | 29 (%21.7) 57 (%42.8)
8 Doksisiklin DO 49 (%36.8) | 30 (%22.5) 54 (%40.6)
9 Siprofloksasin CIP 45 (%33.7) | 35 (%26.2) 53 (%39.8)
10 Netilimisin NET 66 (%49.5) 17 (%12.0) 50 (%37.6)
11 Nitrofuransiyon NIT 95 (%71.4) 8 (%)6.0 30 (%22.5)
12 Vankomisin VA 111 (%83.4) 10 (%7.5) 12 (%9.1)
13 Novobiyosin NV 118 (%88.7) 3 (%2.2) 12 (%9.0)

Sekil 4.12. Staphylococcus aureus izolatlarinin agar disk diflizyon testi

4.5. S. aureus'a Ozgii Genlerin Molekiiler Tanimlanmasi
Morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklere gore tanimlanmis S. aureus izolatlar1 VITEK 2 Sisteminde

de tanimlanmasi dogrulanmustir. Idendifikasyonu yapilan izolatlarin DNAlar1 ekstrakte edilmis
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(n=55) ve ekstrakte DNA'nin konsantrasyonu ve safligi Nano drop cihazi kullanilarak ol¢lilmiistiir,
Sekil 4.13.

dsDNA (Factor: 50)

#4
A260 (10 mm): 0.428
A260/A280: 1.73

a4 nglyl

Blank: 17

Measure sample

Sekil 4.13. Ekstrakte edilen DNA'nin Nano drop ile konsantrasyonunun ve safliginin
belirlenmesi
4.5.1. S. aureus izolatlarinda spa Geninin Belirlenmesi
Calismamizda IYE hastalarindan alinan S. aureus izolatlarinda (spa) geninin varligi PCR teknigi
kullanilarak tespit edilmistir. Tim S. aureus izolatlarinin (n=55) hepsinde (%100) pozitif
reaksiyonla (1400-260 bg) spa geni amplifiye edilmistir. Spa genotipleme sonuglar1 Tablo 4.8'de
oldugu gibi ve S. aureus protein A (spa) geninin PCR irlin analizini gdsteren agaroz jel

elektroforez goriintiisii Sekil 4.14'te gosterilmistir.

Tablo 4.8. Spa genotipleme sonuclar

S. aureus IYE | Tekrar polimorfizm | ~bant boyutu Genotip
izolat1 No. sitesi sayisi (bg)
IYE.1 2 705bg, 590bg Tipi B1
IYE.2 2 705bg, 590bg Tipi B1
IYE.3 1 530bg Tipi Al
IYE4 2 705bg, 590bg Tipi B1
IYE.5 2 705b¢, 590bg Tipi B1
IYE.6 1 705bg Tipi A2
IYE.7 1 705bg Tipi A2
IYE.S 1 705bg Tipi A2
IYE.9 1 705bg Tipi A2
IYE.10 1 705bg Tipi A2
IYE.11 1 705bg Tipi A2
IYE.12 2 705bg, 590bg Tipi B1
IYE.13 2 705bg, 590bg Tipi Bl
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IYE.14 1 705bg Tipi A2
IYE.15 2 705bg, 590bg Tipi B1
IYE.16 2 705bg, 590bg Tipi B1
: 14 -

iYE.17 4 78;'3’;’ 57 958]'3’5’ Tipi D1
IYE.18 1 705bg Tipi A2
IYE.19 1 705bg Tipi A2
iYE.20 3 > 90296’0%3;01’9’ Tipi CI
IYE.21 2 705bg, 590bg Tipi B1
IYE.22 1 530bg Tipi Al
IYE.23 2 705bg, 590bg Tipi B1
1YE.24 2 705bg, 590bg Tipi B1

M12 345 6 78 91011121314 1516 1718 19 20 21222324

1500bp !

Eg 5 750bp

[o— " il — 705bp
S

Sekil 4.14. IYE hastalarindan izole edilen S. aureus izolatlarmda S. aureus protein A (spa) geninin
PCR fiiriin analizini gosteren agaroz jel elektroforezi goriintiisii. Markir (100-1500 bg), serit (1-
24): (260-1400 bg) PCR iiriin boyutunda pozitif spa geni goriintiisii.

4.5.2. S. aureus'ta tst-1 Geninin Tespiti

Bu arastirmada, IYE hastalarindan izole edilen S. aureus'ta (tst-1) geninin varligi PCR teknigi
kullanilarak tespit edildi. “Her bir gen, DNA merdiveninin karsilik gelen bolgesinde (1500-100bg)
tek bir bant ile temsil edildi. Tim S. aureus izolatlar1 (n=55), Sekil 4.16'da gosterildigi gibi, 11
(%20) pozitif reaksiyonla (538bg) tst-1 genine amplifiye edildi.
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M12 34567 891011121314 1516 171819 20

1500hp
1000bp -

Sy 538bp

100bp

Sekil 4.15. idrar yolu enfeksiyonu Staphylococcus aureus izolatlarinda toksik sok sendromu
toksin-1 (#sz-7) geninin PCR {iriin analizini gosteren agaroz jel elektroforezi goriintiisii. Markir
(100-1500b¢), PCR 4, 5, 17 ve 18 drneklerinde pozitif zsz-1 geni (538bg) goriintiillenmektedir.
4.6. S. aureus Dizileme Analizi

Idrardan izole edilen ii¢ S. aureus 'un PCR iiriinleri, (spa ve tst-1) genleri i¢in kismi dizileme igin
Giliney Kore’de bulunan Macrogen Firmasindan hizmet alimi gerg¢eklestirilmistir. NCBI-GenBank

sitesindeki her bir gen sisteme yiiklenmis ve izolat erisim numarasi elde edilmistir.

4.6.1. Spa geni icin DNA Dizisi sonuglari
DNA dizileme ydntemi, yerel S. aureus izolatlarinin (IQ-IYE.1-IQ-IYE.2) ve ilgili NCBI-Blast'in
immiinoglobulin G baglayici protein A (spa) genindeki genetik varyasyon (ikame Mutasyonlar1)

analizini belirlemek i¢in gerceklestirilmistir.

Filogenetik agac genetik iliski analizi, yerel S. aureus izolatlarmin (IQ-IYE.1 - IQ-IYE.2), toplam
genetik degisimde (0.060) NCBI BLAST  S. aureus genetik kiime varyant 2 izolati ile iligkili
goriilmektedir  (%0.020). Sekil 4.16'da gosterildigi gibi calismada izeol edilen S.
aureus izolatlar1 (IQ-IYE.1 - IQ-IYE.2) ve NCBI BLAST ile ilgili S. aureus Hindistan izolati
arasindaki homoloji dizisi 6zdesligi, %98.95 - %99.16 arasinda degisen genetik bir homoloji dizisi

0zdesligi goriilmistiir.

Lokal S. aureus izolatlar1 (IQ-IYE.1 - IQ-IYE.2) ve NCBI-Blast ile ilgili S. aureus izolat
arasindaki v immiinoglobulin G baglayici protein A (spa) genindeki genetik varyasyon (ikame
Mutasyonlari) analizi bulundu 4 5 ikame mutasyonuna toplam genetik varyasyon yiizdesi (0.84-

1.05) arasinda degismektedir Tablo 4.9 ve Sekil 4.17.

Son olarak, yerel S. aureus 1Q-IYE.1 - IQ-IYE.2 izolatlar1 IQ-UTI-1 ve IQ-UTI-2 olarak
OLA411975 ve OL411976 erisim numaralar1 ile NCBI Genbank'a gonderilmistir.

47



— Al407250.1

KC 1421441

— HI063824.1

HM063840.1

- HI062828.1
. L US4835 1

85

103

Sekil 4.16. Filogenetik agac¢ analizi, genetik iligki analizi i¢in kullanilan lokal S. aureus
izolatlarinda immiinoglobulin G baglayici protein A (spa) geni kismi sekansina dayalidir.
Filogenetik aga¢, (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama (UPGMA agaci) ile Agirliksiz
Cift Grup ydntemi kullanilarak olusturulmustur. Yerel S. aureus izolatlarmin (IYE-IQ.1 ve IYE-
1Q.2), toplam genetik degisimde (%0.020-0.060) NCBI BLAST S. aureus genetik kiime varyant 2
izolat1 ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir.

Tablo 4.9. Calismamizda elde edilen S. aureus izolatlar1 arasindaki NCBI-BLAST genetik
varyasyon analizi.

Homoloji dizi analizi
Bakteri Erisim
No numarasi
Say1 Mutasyon Benzerlik
Mutasyonlari Tiiri IER (%)
. A/C, A/C,
IYE.No.1 | OL411975 5 A/T, A/T, A/T %1.05 %98.95
IYE.No.2 | OL411976 4 AL O AT 084 %99.16
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IQ-IYE-1

Puan Expect Benzerlik Bosluk Yah

848 Bit (459) 0.0 469/474 (%99) 0/474 (%0) Arti/Art1
Query 563 AACGCAATGGTTTTATCCAAAGCCTTAAAGATGATCCAAGCCAAAGTGCTAACGTTTTAG 622
SDICE L ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 60
Query 623 GTGAAGCTAAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAAGCTGAAGCGCAACAAAATAACT 682
SDICE 6L et et e e e e e e e e e e e e e e e 120
Query 683 TCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATTTTGAACATGCCTAACTTARACGAAG 742
) o3 e 5 180
Query 743 CGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGATCCAAGCCAAAGCACTAACGTTT 802
) o 1 - 1 240
Query 803 TAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCGAAAGCTGACAACAAATTCAACA 862
Sbjct 241 ... CX et C*evvnnnnn. T*.T*..... 300
Query 863 AAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTAACTTAAACGAAGAACAAC 922
SBICE 301 et T, et 360
Query 923 GCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCAAAGCGCTAACCTTTTAGCAG 982
) o 1 X% 420
Query 983 AAGCTAAAAAGCTAAATGATGCACAAGCACCAAAAGCTGACAACAAATTCAACA 1036
SDICE 421 ettt et e e e e e e e e e e e e e e 474
1Q-IYE-2

Puan Ummak Benzerlik Bosluk Yah
863 Bits (467) 0.0 475/479 (%99) 0/479 (% 0) Arti/Arti

Query 563 AACGCAATGGTTTTATCCAAAGCCTTAAAGATGATCCAAGCCAAAGTGCTAACGTTTTAG 622
SDICE L ettt e e e e e e e e e e e 60
Query 623 GTGAAGCTAAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAAGCTGAAGCGCAACAAAATAACT 682
) o5 1 - N 120

49




Query 683 TCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATTTTGAACATGCCTAACTTAAACGAAG 742

Sbjet 121 i T8 e e e e e e 180

Query 743 CGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGATCCAAGCCAAAGCACTAACGTTT 802
1S o B o I Ax. . ..., 240

Query 803 TAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCGAAAGCTGACAACAAATTCAACA 862

SDICE 241 ettt T 300

Query 863 AAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTAACTTAAACGAAGAACAAC 922

Sbijct 301 .. e e T e i i e e 360

Query 923 GCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCAAAGCGCTAACCTTTTAGCAG 982
1S o 2 A 420

Query 983 AAGCTAAAAAGCTAAATGATGCACAAGCACCAAAAGCTGACAACAAATTCAACAAAGAA 1041

SDICE 421 ettt e 479

Sekil 4.17. Lokal S. aureus izolatlarinda ve Genbankta bulunan S. aureus izolatlar1 arasindaki
immiinoglobulin G baglayici protein A (spa) geninin ¢oklu dizi analizi. Coklu dizi analizinde,
cevrimici ClustalW hizalama arac1 kullanilmistir. Bu hizalama analizi, izolatlar arasinda (*) olarak
niikleotit hizalama benzerligini ve immiinoglobulin G baglayici protein A (spa) genindeki ikame
mutasyonlarin1 gostermektedir.

4.6.2. tsst-1 geni icin DNA Dizi sonuclari

Yerel S. aureus izolatmin (IQ-IYE.3) ile ilgili NCBI-Blast toksik sok toksininin toksik sok toksin-
1 (zst-1) genindeki genetik varyasyon (trafo Mutasyonlar1) analizi i¢in DNA dizileme yontemi

uygulanmigtir.

Filogenetik aga¢ analizi sonucunda, en ¢ok benzerligin yerel S. aureus izolatinin (IQ-IYE.3)
MH920611.1 erisim numarasina sahip NCBI BLAST S. aureus tst-1 geni ile iligkili oldugunu
gostermistir. Sekil 4.18'de gosterildigi gibi genetik degisim (%0.00050-0.00350) arasindadir.

Lokal S. aureus izolat1 (IQ-IYE.3) ve NCBI BLAST ile ilgili S. aureus izolat: arasindaki homoloji
dizi 6zdesligi, (%99.77) arasinda degisen genetik homoloji dizi 6zdesligi gostermistir.

Lokal S. aureus izolatlar1 (IQ-IYE.3) ve NCBI-Blast ile ilgili S. aureus izolat1 arasindaki tst-1
genindeki genetik varyasyon (ikame Mutasyonlar1) analizi, toplam genetik varyasyonda bir ikame
mutasyonu bulunmustur. Tablo 4.10'da ve Sekil 4.19°da gosterildigi gibi genetik varyasyon %0.23

olarak bulunmustur.
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Son olarak, yerel S. aureus 1Q-IYE-3 izolat1 IQ-UTI-3 olarak, OL411977 erisim numaralariyla
NCBI Genbank'a génderilmistir.

7% 1Q-UTI-3
76% e MH920611.1
9504
MT906809.1
76%
AB084255.1
2% || MH920610.1
MH920609.1
MH920613.1
76%
60 MH920612.1
76% MH920615.1
MG717461.1
: : : : : : : |
0.00350 0.00300 0.00250 0.00200 0.00150 0.00100 0.00050 0.00000

Sekil 4.18. Genetik iliski analizi i¢in kullanilan lokal S. aureus izolatlarinda filogenetik agac
analizine dayali toksik sok sendromu toksin-1 (tsst-1) geni kismi dizisi. Filogenetik agac, (MEGA
6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama (UPGMA agaci) ile Agirliksiz Cift Grup yontemi
kullanilarak olusturulmustur. Yerel S. aureus izolatlar1 (IYE-IQ.3), toplam genetik degisimde
(%0.00050-0.00350) NCBI BLAST S. aureus izolatt (MH920611.1) ile yakindan iligki
gostermistir.
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Tablo 4.10. Yerli S. aureus izolat1 tsst1 geni ve GENBANK ’ta yer alan S. aureus izolatlari
arasindaki genetik varyasyon analizi

Homoloji dizi analizi
Yerel Erisim
izolat numarasi Say1 Mutasyon Mutasyon Ozdeslik
Mutasyonlar Tirt (%) (%)
IYE.No.3 | OL411977 1 T/C %0.23 %99.77
IQ-IYE-3
Puan Ummak Benzerlik Bosluk Yah

806 Bits(436) 0.0 438/439 (%99) 0/439 % (0) Arti/Arti

Query 80 TTCCCTTATCATCTAATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAA 139

SDICE L e 60

Query 140 AGGATTTGCTAGACTGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAG 199
SDTCE 6L et et e e 120

Query 200 ATAATTCCTTAGGATCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTT 259

SDICE 121 ettt et e e e e 180

Query 260 TTCCGAGTCCTTATTATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAA 319
1S ot 240

Query 320 AATGAACTAAAAAAAGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTG 379
£ o e A 300

Query 380 GCGTTACAAATACTGAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTC 439

SDICE 301 ettt et e e e e 360

Query 440 ATGGTAAAGATAGCCCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATAT 499
1S G B 420
Query 500 CAACTTTAGACTTTGAAAT 518
Sbjct 421 ... 439

Sekil 4.19. Yerel S. aureus izolati ve NCBI-Genbank S. aureus ile ilgili izolatlarda toksik sok
sendromu toksin-1 (zssz-1) geninin ¢oklu dizi analizi. Coklu hizalama analizi (ClustalW hizalama
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aract. Cevrimici) kullanilarak olusturulmustur. Bu hizalama analizi, izolatlar arasinda tssz-/
genindeki (*) niikleotid hizalama benzerligini ve ikame mutasyonlarini gostermistir.

5. TARTISMA

Idrar yolu enfeksiyonlar (IYE) yaygin bir hastalik olup, genellikle ayaktan ve hastanede yatan
hastalarda sik goriilen bir morbidite nedenidir. Tiim yas gruplarindan ve farkli cografi bolgelerden
her insan1 etkilemektedir (Wagenlehner ve Naber, 2006). IYE'de hastalarin semptomatik veya
asemptomatik belirtileri olabilir. IYE genetic farkliliktan dolay, kadinlarda erkeklerden daha sik
gorilmektedir. Giliniimiizde insanlarda meydana gelen en yaygin bakteriyel enfeksiyon

hastaliklarindan biridir (Angami et al., 2015).

Mevcut c¢alisma AL-Nasiriyah sehrindeki IYE hastalarindan izole edilen Staphylococcus
aureus 'un morfolojik ve molekiiler tespiti amaciyla yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismanin bulgulari 66.5%
gibi oldukea yiiksek diizeyde pozitiflik gostermistir. Irak’da yapilan benzer bir ¢alismada idrar
kiiltiiriinden izole edilen kiiltiirlerdeki pozitiflik orant %57.9 seklindedir. Bu oranlar bizim
calismamiz ile benzerlik géstermektedir (Hammoudi, 2013). Diger yandan bir baska calismada ise
pozitif kiiltlir oran1 %41.6 olarak bulunmustur (Alsamarai et al., 2016). Bu oran bizim pozitif
orammiza gore oldukga diisiiktiir. Irak disinda yapilan farkli calismalarda da, IYE pozitiflik
oranlar sirastyla %39.7, % 26ve %30.69 olarak belirlenmistir (Oladeinde et al., 2011; Sohail et
al., 2015; Sujatha ve Pal, 2015). Patojen dagilimindaki bu farkliliklar, calismalarin farkli alanlar
ile agiklanabilecegi gibi, tedavide kullanilan ve patojenin dagiliminda ve yayilmasinda énemli rolii
olan ilaglardan da kaynaklanabilir. Bir mikrobiyal ajanin kaybolma riski, numune alma siiresi
boyunca hastalarin kullandig1 antibiyotiklere bagli olabilir. Insanlarda IYE'lerin ¢ok yaygin
oldugu ancak belirsiz veya ihmal edildigi, bu da ihmal veya yanlis teshis nedeniyle istenmeyen
komplikasyonlara neden olabilmektedir. IYE'nin erken teshisi ve tedavisi, gelecekte yiiksek
tansiyon ve bobrek kanamasi insidansini1 6nemli dl¢lide azaltmaya yardimer olacaktir (Al-Rawi,

2010).

2007 yilinda yapilan benzer bir ¢alismada pozitiflik oraninin 20-49 yas grubunda daha sik
goriildiigiiniin bildirilmesi (Akram et al., 2007) IYE riskinin yasla birlikte arttigim bildiren diger
caligmalarla geligkili gériinmektedir (Anbumani ve Mallika, 2007). Calismamiz sonucunda elde
ettigimiz veriler IYE’larinda S. aureus goriilme oran1 yas ile birlikte artmistir. Yas ilerlemesi ile
IYE insidansinin artmasi, kadinda menopozdan sonra genitoiiriner atrofi ve vajinal prolapsus
nedeniyle olabililmekte, bu durum vajinal pH"1 artirarak vajinal Lactobacillus sayisinin azalmasina

ve bakteriiiri riskinin atrmasina sebep olamaktadir (Scholes et al., 2000).

Calismamizda IYE semptomlar1 olan hastalarm cogu, %68 oran ile kadinlar olusturmaktaydi.

Kadinlardaki enfeksiyon prevalansinin yiiksek olmasi, iiretranin kisaligi, patojenlerin iiretraya
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kolay ulagmasini saglamasi ve dolayisiyla bakterilerin idrar yoluna ¢ikma mesafesinin daha kisa
olmas1 gibi anatomik ve patojenik faktorlere baghdir. Ornegin menopozla birlikte bir kadinmn
ostrojen seviyeleri azaldik¢a, koruyucu vajinal floranin kaybi nedeniyle IYE riski daha da
artmaktadir (Ismail ez al., 2018). Bunlarin disinda kontraseptif kullanimi, dogum ve menopoz da

diger etkenler olarak sayilabilir (Dielubanza ve Schaeffer, 2011).

Yash kadinlar, hormonal degisiklikler ve vajinanin asitligindeki farkliliklar nedeniyle, geng
kadinlara gére IYE enfeksiyonuna kars1 daha savunmasizdir (Rahman et al., 2010). Bu nedenle,
mevcut ¢alismanin sonuglarmin, ayni alanda IYE'nin kadilarda erkeklerden daha sik oldugunu
kanitlayan diger calismalarla tutarli olmasi beklenen bir sonugtur (Fadhel et al., 2013; Sohail et

al., 2015; Bartani et al., 2018).

Calismamizda enfeksiyonlarin goriilme orani, kentsel alanlara kiyasla kirsal alanlara gore daha
yiikksek bulunmustur. Benzer bir ¢calismada yine sonuglar benzerlik gostermis olup, kentsel ve
kirsal alanlar i¢in sirastyla (%62.9) ve (%37.1) bir oran goriilmiistiir (Seifu ve Gebissa, 2018). Bu
oranlarin farkli olmasinin nedenlerinden biride kentsel alanlarda kirsal alanlara kiyasla niifus
yogunlugunun ve ¢evre kirliliginin fazla olmasidir. Yine bir bagka calismada da, kentsel alanlarda

goriilen S. aureus enfeksiyon yiizdesini (%66.1) olarak belirlemislerdir (Gessese et al., 2017)

Calismanmiza dahil edilen hasta gruplarinda ayaktan hasta gruplarinda IYE goriilme oraninin
hastanede yatan gruba gore daha yiiksek oranda bulunmustur. Calismamizin sonuglar1 diger
caligmalar ile uyumlu bulunmustur (Harsha et al., 2013; Iregbu ve Nwajiobi, 2013). Ayakta tedavi
goren hastalarda enfeksiyon oranlarinin daha ytiksek goriilmesinin nedeni kirli tuvalet tesisleri ve

yetersiz drenaj gibi hazirlayici faktorlere baglanabilir (Hannah et al., 2011).

S. aureus’un tiim izolatlar1 farkli biyokimyasal testlere ek olarak mikroskobik inceleme, kiiltiir
ortaminin morfoloji &zelligi gibi sayisiz ozelliklerle tanimlanmistir. Ozellikle hastanelerde S.
aureus un identifikasyonunda biyokimyasal testlerin pahali, yavas ve yetersiz olmasi sebebi ile

API-20 Staph testleri hizli tan1 i¢in kullanilmaktadir.

Bu calismada izole edilen S. aureus’un koloni morfolojisi, gram boyamasi ve biyokimyasal
reaksiyonu, diger ¢alismalarda bildirilen sonuglara benzerdir (Habib et al., 2015; Markey et al.,
2014).

Bunun {izerine mikroskop altinda, on mannitol tuz agarina gore esas olarak kiimeler halinde
gruplanmis kok sekli ile G (+) olarak goriilen 85 siipheli izolat, mannitolii fermente edebilmis ve
asit Uiretimi nedeniyle sar1 renk iiretmistir. Onlar1 Streptococcus spp.'den ayiran katalaz enzimi

tiretimi nedeniyle katalaz pozitif, protrombin ile reaksiyona giren ve fibrinojeni fibrine
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dontistiirerek kanin pihtilagmasma neden olan stafilotrombini olusturan koagiilaz enzimi
{iretmeleri nedeniyle koagiilaz pozitiftiler. Izolatlarin koagiilaz pozitifligi S. aureusu diger
Staphylococcus spp. Bu nedenle, koagiilaz iiretimi olan tiipler, test edilen izolatlarin niikleaz
enzimi liretme kabiliyetini tanimlayan S. aureus 'un tanimlanmasi i¢in "altin standart" olarak kabul

edilir ve bu izolatlarin DNA'y1 par¢alama kabiliyetine sahip oldugunu diisiindiiriir.

Ayrica veri (kit) olarak verilen spesifik antibiyotiklere karsi izolatlarin antibiyotik duyarlilik
paternini ¢ikarabilme Ozelliginin yani sira siipheli izolatlarin tiir diizeyinde hizli bir sekilde
tanimlanmasin1 saglayan bir sistem olan VITEK 2 kullanilarak dogrulayici identifikasyon

yapilmistir (Cartwright et al., 2013).

Son yillarda S. aureus hem yeni hem de geleneksel antibiyotiklere karsi direngli hale gelmesi
antibiyotige direncli bakterilerin tedavisinde terapdtik bir sorun teskil etmektedir. Bu nedenle,
duyarlilik paterninin arastirilmasi, etkili tedavinin gelecekteki zorluklarmi belirlemede biiyiik

onem arz etmektedir (Chambers et al., 2009).

Antibiyotikler, tiim [YE'lerin ana tedavisidir. Cesitli antibiyotikler mevcuttur ve segenekler,
enfeksiyonun komplike ya da komplike olmamasi veya birincil ya da tekrarlayan olmasi gibi
bircok faktore baglidir (Zahera et al., 2011). Diinya ¢apindaki verilerin, idrar yolu patojenleri
arasinda geleneksel ilaglara karsi artan bir direng gosterdigi goriilmektedir (Khan et al., 2019).
Calismamizda izole edilen biitiin izolatlar, ampisilin ve sefoksitine (metisilin direncinin bir 6l¢iisii)
%100 direngli bulunmustur. Irak’da yapilan benzer calismalarda da ampisilin direnci uyumlu

bulunmustur (Saad ve Ahmed, 2019; Hussain et al., 2018).

Diinya capinda yapilan calismalarda da, ampisiline (%100), sefoksitine (%97.7) ve ardindan
tetrasikline (%76.6) kars1 yiiksek direng oranlar1 goriilmiistiir (Onanuga et al., 2012). Ampisilin
direnci, enzimatik etkinin yapisal modifikasyonuna (fB-laktam etkisi) veya dis membran
gecirgenligini degistirerek hedefe erisimin engellenmesine bagli olabilir ve antibiyotik hedef

bdlgesinin degismesine bagli olabilir (Chakraborty et al., 2011).

Calismamizda vankomisin ve novobiyosin antibiyotiklerine karsi test edilen izolatlarin (%83.4)
ve (%88.7) oran ile duyarli olduklar1 goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar yapilan baska ¢alismalar
ile benzerlik gostermektedir (Moussa ve Shibl, 2009). Ayrica Nitrofurantoin en etkili
antibiyotiklerden biri olup (%71.4), bunu Netilimicin ve Ciprofloxacin takip etmistir. Bu

sonuclarda diger ¢alisma sonuglar1 ile uyumluluk gostermektedir (Barberis et al., 2001).
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S. aureus un hizli ve dogrudan tanimlanmasi i¢in kullanilan bir genetik belirteg olarak kabul edilen
spa ve tst-1gen tespiti gibi fenotipik ve genotipik analiz dahil olmak iizere S. aureus’un

tanimlanmasi i¢in ¢esitli teknikler gelistirilmistir (Ostoji¢ ve Huki¢, 2015).

Spa tiplemesi, protein A spa'sini kodlayan genin polimorfizm sitine dayanir. Protein A, bes IgG
baglanma bdlgesinden (A, B, C, D, E) ve C-terminal hiicre duvari ek kismindan olusan S.
aureus 'un 6nemli bir viriilans faktoriidiir. Bu protein spa sin1 kodlayan gen, biri Fc-baglanma

alanini kodlayan ve digeri X bolgesini kodlayan iki bolgeden olusmaktadir (Harmsen et al., 2003).

Spa tipleme yontemi, tandem tekrarlarinin sayisina ve protein A geninin X bdolgesindeki dizi
varyasyonuna dayanmaktadir. Cok sayida c¢alisma, diinyanin farkli cografi bdlgelerindeki
hastalardan izole edilen S. aureus suslar1 arasinda farkli spa gen kaliplar1 géstermistir (Furuya et

al. 2010).

Bu calismada, IYE 6rneklerinde spa geninin genotipik tanimlama orani, dzellikle IYE'de farkli
sayida tekrar polimorfizm bolgesi ile 24 (%100) idi. Elde edilen ¢alisma verileri diger benzer
caligmalar ile uyum iginde goriinmektedir (Goudarzi, Mehdi et al., 2018). Ancak sonuglar ayni
aragtirmacinin farkli yillarda yaptiklari calisma ile benzerlik gostermemektedir. Bu ¢alismada
benzerlik yiizdesini (%25.3) olarak belirlemislerdir (Goudarzi, Mehdi et al., 2019). Bu farkliliklar
kullanilan klinik 6rneklerin kaynak ve sayisindan, kullanilan farkli tekniklerin duyarliligindan

veya cografi bolgelerden kaynaklanabilir.

Istya, asitlere, proteolize ve kurumaya karsi oldukca direncli olan S. aureus siiperantijenleri
(SAg'ler), glikosile edilmemis diisiik molekiiler agirlikli ekzoproteinlerin olaganiistii bir ailesidir
(Spaulding et al., 2013). Bu ailenin toksinleri, asir1 ve konvansiyonel olmayan T hiicresi
aktivasyonunu ve sitokin salinimini tetikleme ve sonug olarak bagisiklik sistemi islevine sistemik

olarak miidahale etme kapasitesine sahiptir.

SAg'lerin biyolojik toksisitesi, onlar1 yasami tehdit eden enfeksiyonlara neden olan kritik katkilar
haline getirir. #st-1 geni tarafindan kodlanan toksik sok sendromu toksini-1 (7SS7-1), SAg'lerin
onemli bir liyesidir ve duyarl bir konakgida stafilokokal toksik sok sendromuna (TSS) yol agabilir
(Spaulding et al., 2013). Bu ¢alismada, tiim S. aureus izolatlari, 4 (%?20) pozitif reaksiyonla #st-
I genine (538 bg) amplifiye edildi. Bu sonuglar bagka caligmalarda %22 ve %18 olarak
belirtilmistir (Alni et al., 2018; Wang et al., 2017). Diger ¢alismalarda zs¢-1 gen orani biraz daha
yiiksekti, yapilan bir calismada zst-1 geni pozitiflik orant %26.31 (Costa et al. 2018) olarak
bulunurken bagka bir calismada da %44.4 (Goudarzi, Mehdi et al., 2018) olarak tespit edilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER
6.1. SONUCLAR

1- Molekiiler teknik, hem cins hem de tiir diizeyinde S. aureus'u tespit etmede en hassas ve dogru

yontem olarak bulunmustur.

2- IYE hastalarindan izole edilen S. aureus izolatlarmm antimikrobiyal duyarlilik testinde en

yiiksek direng Ampisilin ve Sefoksitin'e kars1 olusmustur.
3- Yas ve cinsiyet, IYE'lerde goze ¢arpan bir risk faktorii olarak goriinmektedir.

4- TYE hastalarindan izole edilen S. aureus 'un genotipik tanimlamasi, izolatlarin (%100) spa geni

tasidigini gostermistir.

5- Gen dizilemesi, IYE'lerin patogenezinde ve evrimsel iliskilerinde énemli bir aragtir.

6.2. ONERILER

1- S. aureus’un 1YE hastaliklarindaki etkisini takip etmek i¢in immiinolojik ve histopatolojik

caligmalar gibi daha fazla calismaya ihtiyag vardir.

2- S aureus suslarinin direng profilini belirleyebilmek i¢in diger antibiyotik tiirlerini kullanmak

gereklidir.
3- IYE patojenlerinin diizenli olarak taranmasi bu hastaligin prevalansini azaltacaktir.

4- Diger bakteriyel viriilans faktorlerinin tespiti ve polimorfizm a ve fragman harita ¢alismalari

yapilmas1 gerekmektedir.
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EKL-3

Vitek2 compact kullanilarak saglanan sonuclarin formu

S al Y s

bioMérieux Customer:

Laboratory Report Printed Oct 20, 2018 12:43 COT
System #:

Printed by: Labadmin
Patient Name: 7 (s 2ana (il

Patient ID: 457
Isolate: 457-1 (Approved)

Card Type: GP Bar Code: 2421091403273441  Testing Instrument. 0000144FD31A (VITEK2C)

Setup T st: Laboralory Administrator(Labadmin
Bionumber: 070003067761271
Organism Quantity: Selected Organism: Staphy!
c, o

. Lot ’ Nov 21,2020 12:00
\dentification Card: GP Number: 2421091403 |Expires: csT
Information . Sep 24,2018 . : Analysis
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" 91% Probability Staphylococcus aureus
| i
Selacted Organ s Bionumber: 070003067761271 Confidence: Good identification
SRF
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Staphylococcus aureus AGAL(1), PHOS(99),
Biochemical Details
2 |amy . & |piPLC - |5 laxyL . [s JaoHi |+ 9 [BGAL + [11 |aGLu B
13 |APPA . |14 |CDEX . |15 |AspA . [16 |BGAR . |17 |AMAN - 119 |PHOS -
20 |LeuA . |23 |ProA . |24 |BGURr . |25 JAGAL + |26 |PyrA + |27 |BGUR -
28 |AlaA . |29 |TyrA . |30 |dSOR - |31 |URE . |32 |POLYB + |37 |dGAL +
38 |dRIB + |39 |ILATK + |42 |LAC + |44 |NAG + |45 [dMAL + |46 |BACI +
47 |NOVO . |50 |NC6S + |52 |dMAN + |53 |dMNE + |54 |MBAG . |56 |PUL -
57 |dRAF . |s8 |0128R + |59 |SAL . |60 |sac + |62 |dTRE + |63 |ADH2s +
oprto |+ | | |
Installed VITEK 2 Systems Version: 08.01 " "
MIC Interpretation Guideline: Global CLS!-based Therapeutic Interp G NATURAL RESISTANCE
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73



EKL-4

API-20 Sistemi okuma tablosu

API® Staph READING TABLE
TESTS ACTIVE REACTIONS / RESULT
i INGREDIENTS ENZYMES NEGATIVE | POSITIVE
0 No substrate Negative control Red a
GLU D-glucose (Positive control) (D-
GLUcose)
FRU D-fructose acidification (D-
FRUctose)
MNE- D-mannose acidification (D-
ManNosE)
MAL D-maltose acidification (MALtose) Red * Yellow
LAC D-lactose acidification (LACtose) ,
(bovine origin)
TRE D-trehalose acidification (D-
TREhalose)
MAN D-mannitol acidification (D-
MANRitol) o
XLT Xylitol acidification (XyLiTol)
MEL D-melibiose acidification (D-
: MELibiose)
NIT | potassium nitrafe)| Reduction of NITrates to | 1
— : nitrites Colorless- |~ Red
light pink '
PAL B-naphthyl ALKaline Phosphatase
phosphate ’
Yellow Violet
VP sodium pyruvate | Acetyl-methyl-carbinol 10 mi
P, ~  production” Colorless- Violet-
(Voges Proskauer) light pink pink
RAF D-raffinose acidification (RAFfinose)
XYL D-xylose acidification (XYLose)
SAC D-saccharose acidification
(sucrose) (SACcharose) Red Yellow
MDG methyl- acidification (Methyl-
aDglucopyranoside |  aDGlucopyranoside)
NAG N-acetyl- acidification (N-Acetyl-
__ glucosamine Glucosamine)
ADH L-arginine Arginine DiHydrolase Yellow Orangr
red
URE Urea UREase Yellow | Red-violet

Ilie acudifieation tests should be compared to the negative (0) and positive (GLU) controls,

“ When MINE and XLT are preceded or followed by positive tests, then an oran,
(| rantities indicated may be adjusted depending on the titer of the raw m

Cerlam cupules contain prodacts of animal origin, notably peptones.
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EKL-5

Spa geni Dizi analizi ve BLAST sonucu

AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA
AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA
AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA
AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA
AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA
AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA
AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTCAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA
AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTCAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA
AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTCAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA
AGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTCAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAA

KA KAAAKAA KA IAAAAAAKNAAA A AA AR A KA KR, A A A A A A A A A A A AR AR A A A A Ak A kA kA kA k%

GCTGAAGCGCAACAAAATAACTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATTTTG
GCTGAAGCGCAACAAAATAACTTCAACAAAGATCAACAATGCGCCTTCTATGAAATTTTG
GCTGAAGCGCAACAAAATAACTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATTTTG
GCTGAAGCGCAACAAAATAACTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATTTTG
GCTGAAGCGCAACAAAATAACTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATTTTG
GCTGAAGCGCAACAAAATAACTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATTTTG
GCTGATGCGCAACAAAATAACTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATTTTG
GCTGATGCGCAACAAAATAACTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATTTTG
GCTGATGCGCAACAAAATAAGTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATCTTG
GCTGATGCGCAACAAAATAAGTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATCTTG

khkhkkhkkx hhkhkhkhkkhkhkhkkhkrkhkhkhkh dhkhkhkkhkhhkkhkrhkkhkhkhhkrkhkhkh *hkkhkrkhkkhkhrkhkhkrkhkrxhkkhkxkx *k%

AACATGCCTAACTTAAACGAAGCGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGAT
AACATGCCTAACTTAAACGAAGCGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGAT
AACATGCCTAACTTAAACGAAGCGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGAT
AACATGCCTAACTTAAACGAAGCGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGAT
AACATGCCTAACTTAAACGAAGCGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGAT
AACATGCCTAACTTAAACGAAGCGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGAT
AACATGCCTAACTTAAACGAAGCGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGATGAT
AACATGCCTAACTTAAACGAAGCGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGAT
AACATGCCTAACTTAAACGAAGCGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGAT
AACATGCCTAACTTAAACGAAGAGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGAT

Ak hkkhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkkhkhhhkdx dhkhhhkhkrhkhkhhkhkrkhkhhhkrhkkhkrhkhkhkhkhkrkhkrhkkhkxkx *k%

CCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
CCAAGCCAAAGCAATAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
CCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
CCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
CCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
CCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
CCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
CCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
CCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
CCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCG
KAAKAKAAKAKRKIAAAA A AKRA AR A AR AR A A A AR A AR AR A AR A R A AR AR A A A A AR A A A AR A Xk k
AAAGCTGACAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTA
AAAGCTGACAACAATTTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACTTTTA
AAAGCTGACAACAATTTCAACAAAGATCAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTA
ACAGCTGACAACTATTTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTTCATTTA
AAAGCTGACAACAATTTCAACAAAGATCAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTGAACATG
AAAGCTGACAACAATTTCAACAAAGATCAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTGAACATG
AAAGCTGACAACAATTTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTGAACATG
AAAGCTGACAACAATTTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTA
AAAGCTGACAACAATTTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTGAACATG
AAAGCTGACAACAATTTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTGAACATG

Kk kkkkkhkrkhkkhkhkkhk ok Ahkkhkhkhkkhkrhkhkhkkh dhhkhkhkkhkhkhkhkrhkhkrhkhkrkkhkhkhkhkxkkx *

CCTAACTTAAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGC
CCTAACTTAAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGC
CCTAACTTAAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGC
CCTAACTTAAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGC
CCTAACTTGAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGT
CCTAACTTGAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGT
CCTAACTTGAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGC
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CCTAACTTAAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCCTAAAAGATGACCCAAGC
CCTAACTTGAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGC
CCTAACTTGAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGC

KAKAA KA, AAAAAAA KA AAA A A A KNI A I A A AR A AR A AR A, Ak A A A Ak dA Ak kKK

CAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATGATGCACAAGCACCAAAAGCT
CAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATGATGCACAAGCACCAAAAGCT
CAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATGATGCACAAGCACCAAAAGCT
CAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATGATGCACAAGCACCAAAAGCT
CAAAGTGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGTTAAATGAATCTCAAGCACCGAAAGCT
CAAAGTGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGTTAAATGAATCTCAAGCACCGAAAGCT
CAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGTTAAATGAATCTCAAGCACCGAAAGCT
CAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATGATGCACAAGCACCAAAAGCT
CAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATGATGCACAAGCACCAAAAGCT
CAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATGATGCACAAGCACCAAAAGCT

khkhkkhkk Khrhkhkhkkhkhkhkkrhkkhkhkkhkrhkhkhkkhkrhkkhkrhkkkx *xkxkk*x * kkkkkkkk kkkkkx

GACAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAAC
GACAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAAC
GACAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAAC
GACAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAAC
GATAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTAAC
GATAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTAAC
GATAACAATTTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAAC
GACAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAAC
GACAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAAC
GACAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAAC

kk hkhkhkkhkk hAhkkhkkhkkhk Ak khkhhhkrhkhkhkhhhkkhkrhkkhhhhkrkhkhhkkhkrhkhkx ,hkhkkhkrkrhkkhkrkhkkxkx

EKL-5

Spa geni Dizi analizi ve BLAST sonucu

AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC
AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC
AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC
AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC
AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC
AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC
AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC
AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC
AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC
AATCAAATAATCAAAACTGCAAAAGCATCTACAAACGATAATATAAAGGATTTGCTAGAC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A Ak ARk XKk

TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA
TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA
TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA
TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA
TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA
TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA
TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA
TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA
TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA
TGGTATAGTAGTGGGTCTGACACTTTTACAAATAGTGAAGTTTTAGATAATTCCTTAGGA

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A AR A AR A Ak kA kA kK k

TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT
TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT
TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT
TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT
TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT
TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT
TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT
TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT
TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT
TCTATGCGTATAAAAAACACAGATGGCAGCATCAGCCTTATAATTTTTCCGAGTCCTTAT

kA hkhkrkhhkrhkhkhhkhkhkhkrhhkhhhkhhkhkhhhkhhkhrhhkrhhkrhkhkhkhhkhhkrhkrhkhkrkhhhkhxhkxkx*k
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MH920615.
MH920612.
MH920609.
MH920611.

IQ-IYE-3

MT906809.
AB084255.
MH920613.
MH920610.
MG717461.

MH920615.
MH920612.
MH920609.
MH920611.

IQ0-IYE-3

MT906809.
AB084255.
MH920613.
MH920610.
MG717461.

MH920615.
MH920612.
MH920609.
MH920611.

IQ-IYE-3

MT906809.
AB084255.
MH920613.
MH920610.
MG717461.

MH920615.
MH920612.
MH920609.
MH920611.

IQ-IYE-3

MT906809.
AB084255.
MH920613.
MH920610.
MG717461.
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I = = S

TATAGCCCTGCTTTTACAAAAGCGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAAACAACTAAAAAA
TATAGCCCTGCTTTTATAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAAAGAACTAAAARAA
TATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAAAGAACTAAAAAA
TATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAATGAACTAAAARAA
TATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAACGAACTAAAAAA
TATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAAAGAACTAAAARAA
TATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAAAGAACTAAAAAA
TATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAATAGAACTAAAAAA
TATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAAAGAACTAAAAAA
TATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAAAGAACTAAAAAA

KAkRkAkAAAAhAkAIAAhA Ak, K*hhkkhhk *hA AkhkkhdhkAkhhAdhkkx Ak Ak hAkhkkkxhk% *khkkhk Kk kKK kK

AGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT
AGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT
AGCCAACATACTTGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT
AGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT
AGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT
AGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT
AGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT
AGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT
AGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT
AGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACT

KAIAKAKAIAKAAKRETAKA A A AR A AR A AR AR AR A IR A AR AR A AR AR A AR AR AR A A AR A AR AR A X kK

GAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGC
GAAAAATTAACTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGC
GAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGC
GAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGC
GAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGC
GAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGC
GAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGC
GAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGC
GAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGC

GAAAAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGAAAGC
hokkkkkkkk hokkkkhkhkhkkkkkkkkhkhkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkx K,k

CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTT
CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTT
CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTT
CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTT
CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTT
CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTT
CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTT
CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTT
CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTT
CCCTTAAAGTATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACATTTAGCTATATCAACTTTAGACTTT

KA IA KA AR AKRKAAKARA AT AR A AR A AA AR AR AR A AR A, kA A A A A A A A Ak Ak Ak Ak kA kA kA k%
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