T.C.
CANKIRI KARATEKIN UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

YANIK VE SOLUNUM SISTEMI ENFEKSIYONLARINDAN IZOLE EDILEN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS'TAKI iKi VIRULANS FAKTOR GENININ
MOLEKULER CALISMASI

MUTHANNA SHAREEF TAHIBUL AL RADHI

BiYOLOJi ANABILIM DALI

ANKIRI
2021

Her hakki sakhdir



TEZ ONAYI

Muthanna Shareef Tahibul AL RADHI tarafindan hazirlanan “Yanik ve Solunum
Sistemi Enfeksiyonlarindan izole Edilen Staphylococcusaureus'taki Iki Viriilans
Faktor Geninin Molekiiler Calismas1” adli tez calismas1 asagidaki jiiri tarafindan oy
birligi ile Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim
Dali’'nda YUKSEK LiSANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damsman: Dog. Dr. Melda DOLARSLAN

Jiiri Uyeleri:

Baskan: Dog. Dr. Melda DOLARSLAN
Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Botanik ABD

Doc. Dr. Mine TURKTAS ERKEN
Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji ABD

Dr. Ogr. Uyesi Ebru GUL
Cankir1 Karatekin Universitesi Orman Fakiiltesi,
Orman Miihendisligi Boliimii, Toprak Ilmi ve Ekoloji ABD

Yukaridaki sonucu onaylarim

Dr. Ogr. Uyesi ilkay CORAK OCAL
Enstitii Miidiirii



ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Cankir1 Karatekin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeligine gore
hazirlamis oldugum “Yamik ve Solunum Sistemi Enfeksiyonlarindan Izole Edilen
Staphylococcusaureus’taki ki Viriilans Faktor Geninin Molekiiler Cahsmas1”
konulu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi, tezin icerdigi yenilik ve sonuglar1 baska bir yerden almadigimi,
tezde kullandigim eserleri usuliine gore kaynak olarak gosterdigimi, tezin Cankir
Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nden baska bir bilim kuruluna akademik
ama¢ ve unvan almak amaciyla vermedigimi ve bu calismanin Cankir1 Karatekin
Universitesi tarafindan kullanilan “Bilimsel Intihal Tespit Programi”yla tarandigini,
“intihal icermedigini” beyan ederim. Caligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir
durumun saptanmasi halinde ortaya cikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi
oldugumu bildiririm. Cankir1 Karatekin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve
Smav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca gere§inin yapilmasmi arz ederim.

(12/02/2021).

MUTHANNA SHAREEF TAHIBUL AL RADHI

il



OZET

Yanik ve Solunum Sistemi Enfeksiyonlarindan Izole Edilen Staphylococcus aureus'taki
Iki Viriilans Faktdr Geninin Molekiiler Calismasi

Muthanna Shareef Tahibul AL RADHI

Cankir1 Karatekin Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Melda DOLARSLAN
Es Danisman: Dog. Dr. Abbas Dakheel MUTAR

Bu c¢alisma, asagidakileri izole etmeyi ve tanimlamayir amaglamaktadir: S.aureus'un
yanik ve bademcik iltihab1 6rneklerinden toplanan klinik izolatlari, S. aureus genlerinin
polimeraz zincir reaksiyon teknigi (PCR) ile arastirilmasi, S. aureus'un kiimelenme
faktorii A (clfA) ve fibronektin baglayici protein A (fnbA) genlerinin genetik
polimorfizmlerinin belirlenmesi. G6zlemlenen varyantlar, ilgili genomik DNA dizileri
icindeki konumlarina gore lokalize edilmistir. Bu ¢alisma, Irak'in Thi-Qar eyaletindeki
Al-Hussein Egitim Hastanesinde Subat-Temmuz 2020 doéneminde yanik hastalarindan
ve bademcik iltihabi olan hastalardan alinan siiriintiilerden toplanan 80 siirlintiiyii
icermektedir. Staphylococci'nin tam izolatlar1 mikroskobik, morfolojik ve biyokimyasal
testlerle tanimlanir. Mannitol tuzlu agarda sadece 65 izolat (% 81,25) pozitif iireme
gosterdi ve S. aureus tanisi aldi. Sonuglar, S. aureus oraninin yiiksek oldugunu ve en
yiiksek sonuglarin (< 10 yas) yas grubunda kayit altina alindigini1 agiklarken, yanik ve
bademcik iltihabi orneklerinde en disiikk sikligim 2 (% 2,5) ile (51-60 yas) yas
grubundaki hastalarda gorildiigii tespit edilmistir. Molekiiler tanit sonuglari, S.
aureus'un % 81.54'linlin A genine sahip oldugunu, fnb geninin prevalansinin ise %
18.46 oldugunu gostermistir. CIf A ve fnb genlerinin yiizdesi, izolasyon bdlgesi ile
iliskili olarak farklilik gosterir; bu, izolatlarin % 82.86'sina boliinmiistiir ve izolatlar %
80'1 yanik ve bademcik iltihab1 6rneklerinin clf A geni i¢in pozitif sonuglar verirken, fnb
geni % 20 ve 16.67'ye boliinmiistiir. Yaniktan 7/35, yanik ve bademcik iltihabi
orneklerinden 5 / 30'a bolinmiistiir. Mevcut sonuglar, cIfA geninin biiyiitiilmiis 288 bp
fragmaninda saptanabilir herhangi bir niikleik asit varyasyonunun olmadigini
gostermektedir. Bununla birlikte, fnbA geninde birka¢ mutasyon tanimlanmaktadir.
Hem iiretilen clfR tabanli hem de fnbA tabanh filogenetik agaclar, incelenen her iki
numuneye gore dogru konumlandirmayr gostermektedir. Bu kapsamli agaclar,
belirlenen mutasyonlari ilgili organizmalarla paylastirmak i¢in yapilmistir. Halihazirda
insa edilen filogenetik, S. aureus drneklerinin dogru konumlandirilmas: ve ilgili dizileri
acisindan bilgilendirici kapsamli veriler saglar. Bu nedenle, hem {iretilen clfA tabanl
hem de fnbA tabanli filogenetik agaglar, incelenen Ornekler arasindaki filogenetik
iliskiler agisindan dogrulanmis bir kimlik saglar.

2021, 79 sayfa
Anahtar Kelimeler: S. aureus, clfA geni, DNA dizileme, PCR teknigi
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ABSTRACT
Master Thesis

Molecular Study of Two Virulence Factors Genes in Staphylococcus Aureus Isolated
From Burn and Respiratory System Infections

Muthanna Shareef Tahibul AL RADHI

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

Supervisor: Assoc. Prof. Melda DOLARSLAN
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Abbas Dakheel MUTAR

The present study is aimed at isolating and identifying: the clinical isolates S. aureus
collectng from burn and tonsillitis samples, investigating two virulence factors genes of
S.aureus by polymerase chain reaction technique (PCR) technique, identifying the
genetic polymorphisms of the clumping factor A (cIfA) and fibronectin-binding protein
A (fnbA) genes in the of S. aureus. The observed variants have been localized according
to their positions within the referring genomic DNA sequences. The current study
includes 80 swabs that are collected from burn patients and swabs extracting from
patients with tonsillitis during the period from February to July 2020 at Al-Hussein
Teaching Hospital in Thi-Qar province, Iraq. The complete isolates of Staphylococci
isidentified by microscopic, morphological, and biochemical tests. Only 65 isolates
(81.25 %) have showed positive growth on mannitol salt agar and diagnosed as S.
aureus. The results explain a high rate of S. aureus and they are registered in the age
group of (< 10 years), while the lowest frequency for burn and tonsillitis samples has
observed in (51-60 years) age group of with 2 (2.5 %) patients. The results of molecular
diagnosis have displayed that 81.54 % of S. aureus isolates and have clf A gene, while
the prevalence of fnb gene is 18.46 %. The percentage of clf A and fnb genes relates
with site of isolation is differenced, which has been divided to 82.86 % and 80 % of
isolates recovers from burn and tonsillitis samples gaving positive results for clf A gene,
while fnb gene present in 20 % and 16.67 %, which divides to 7/35 from burn and 5/30
from burn and tonsillitis samples. The current results indicate the absence of any
detectable nucleic acid variations in the amplified 288 bp fragment of the cIfA gene.
Meanwhile, several mutations are identified in the fnbA gene. Both generated clfR-
based and fnbA-based phylogenetic trees indicate accurate positioning with regard to
both investigated samples. These comprehensive trees have been constructed to allocate
the identified mutations with their related organisms. The currently constructed
phylogenetic provides informative comprehensive data, in terms of the accurate
positioning of S. aureus samples and their relative sequences. Therefore, both generated
clfA-based and fnbA-based phylogenetic trees provide a confirmed identity with respect
to the phylogenetic relationships among the investigated samples.

2021, 79 pages
Keywords: S. aureus, clfA gene, DNA sequencing, PCR technique
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1. GIRIS

S. aureus, ilk 6nemli patojenlerden biridir ve ayn1 zamanda hastane ve toplum kaynakli
enfeksiyonlarin en 6nemli nedenidir ve ciddi sonuglar dogurmaktadir (Boswihi ve Udo,
2018).Ve bu, yaygin olarak regete edilen antimikrobiyal ajanlara karsi direng
gelistirmistir (Goudarzi ve digerleri, 2016).Ayrica, S. aureus suglar1 halk sagligi i¢in
giderek artan bir tehlikeye sahiptir ve hastanelerde salginlara neden olabilir (Omidi ve

digerleri, 2020).

S. aureusis'in bulagic1 potansiyeli, ¢ok sayida hiicre ile iligkili ve hiicre dis1 viriilans
faktorleri tarafindan belirlenir, bunlarin bazilar1 yapigsma siirecinde ve digerleri de
bakteri istilasinda rol oynar (Holban ve ark., 2013).S. aureus, enterotoksinler ve ylizeye
maruz kalan viriilans faktorleri (fibrinojen, protein A, fibronektin baglayici proteinler)
gibi salgilanmig virlilans faktorleri iiretilebilir (Zhang ve digerleri, 2016). S. aureus,
Oonemli viriilans faktorleri olarak kabul edilen ve bakterilerin konakg¢i hiicrelere
baglanmasina, konagi istila etmesine ve bagisiklik kagirmasina yardimci olan ¢ok

sayida hiicre dis1 protein iiretir (Ghasemian ve digerleri, 2015).

S. aureus'un clfA proteinleri, fibrinojeni S. aureus hiicre duvarina baglama
yeteneklerinden dolay1 konak¢i immiin yanitlarindan kaginmada rol oynar, bdylece
patojene opsoninlerin birikmesini veya bunlara erisimini engeller (Higgins ve digerleri,
2006). Biyofilm olusumu, konak¢i hiicrelerin baglanmasinda, kolonizasyonda ve
invazyonda Onemli bir viriilans faktorii olarak kabul edilen fibronektin baglayici
proteinler (fnbA) gibi farkli proteinlerle iligkili insanlarda kronik ve tekrarlayan
enfeksiyonlarla siklikla iliskilendirilmistir (Aslantag ve Demir, 2016).

Calismanin Amaci:

Hastane enfeksiyonlarinda, 6zellikle yanik tinitelerinde ve solunum sistemi iinitelerinde
S. aureus mortalitesine iliskin artan kanitlar nedeniyle, bu calismada bu bakterinin
patogenezi ile ilgili iki virlilans faktoriiniin asagidaki adimlar kullanilarak tespit

edilmesi amaclanmistir:
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S. aureus'un yanik hastalarindan ve solunum yolu enfeksiyonlarindan izole

edilmesi ve teshisi.

S. aureus izolatlarinda clf A ve fnbA genlerinin molekiiler tespitinin

kullanilmasi

S. aureus'ta her iki genin genetik polimorfizmlerinin belirlenmesi ve
gbzlemlenen varyantlarin, ilgili genomik DNA dizileri i¢indeki konumlarina

gore lokalize edilmesi.
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2. KAYNAK OZETLERIi

2.1.8taphylococcus aureus

Stafilokoklar ¢ok yaygin bakterilerdir (Boswihi&Udo, 2018); S. aureus, ¢ok sayida
enfeksiyona neden olma kabiliyeti ve ¢esitli gevresel kosullara uyum saglama kapasitesi
nedeniyle biiylik 6nem tagimaktadir. Kan dolasimini, yiizeysel deri enfeksiyonlarini ve
yumusak dokular1 ve alt solunum yollarin1 etkileyebilir ve santral yolla iligkili kan
dolasim1 enfeksiyonu gibi tibbi cihazlarla ilgili enfeksiyonlarin yam sira endokardit,
pnomoni gibi bazi ciddi derin enfeksiyonlara neden olabilir. Ve osteomiyelit; ayrica
stafilokok enfeksiyonu, bakteriyel bir biyofilm olusumu ile iliskilidir (Keren ve
digerleri, 2004; Lindsay ve Holden, 2004; Schito, 2006).Son zamanlarda, organ nakli,
kemik iligi nakli ve invaziv tani testlerinin gelismesiyle birlikte bakteremi ve septisemi

gibi kan dolasimi enfeksiyonlar1 artmaktadir (De Rosa ve ark., 2016).

S. aureuslar ¢esitli hayvanlarin derisinde ve mukozasinda bulunur ve ayrica farklh
ortamlarda, 6zellikle insanlarda, hayvanlarda ve yiyeceklerde bulunur (Mathanraj ve
digerleri, 2009). S. aureus, asemptomatik olarak kolonize olmaktadir, bireylerin
yaklasik% 20'si S. aureus'un kalict nazal tastyicilaridir ve yaklasik % 30'a aralikli
tagiyicilardir buna karsin insalarin yaklasik % 50'si tasiyict degildir (Wertheim ve
digerleri, 2005; Gorwitz et al. al., 2008). Oyle ki, bu bakteri insan i¢in en basarili
firsatg1 bakterilerden biridir ¢iinkii kendine 6zgii bir dogas1 vardir ve ¢evreye uyum

saglama ve hayatta kalma kapasitesine sahiptir (De vd., 2007).

Bu nozokomiyal patojenin basarili bir sekilde yayginlasmasina katkida bulunan en
onemli faktoriin, yeni antimikrobiyal ajanlara diren¢ kazanmadaki olaganiistii yetenegi

oldugu belirtilmistir (Nezhad ve ark., 2017).

Staphylococcusaureus su sekilde siniflandirilmistir:
Alem:Bakteriler

Sube: Firmicutes
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Sinif: Bacilli

Takim: Bacillales

Aile: Staphylococcaceae
Cins: Staphylococcus

Tiir: Staphylococcusaureus (George ve digerleri, 2004).

2.2. 8. aureus'un ozellikleri

Stafilokoklar gram-pozitif, kiiresel hiicrelerdir, yaklasik 1 um capinda diizensiz grapelik
kiimeler halinde diizenlenmistir. Sivi kiiltiirlerde tek kok, ciftler, tetradlar ve zincirler
halinde goriilmekltedir. Stafilokoklar hareketsizdir ve spor olusturmazlar. Stafilokoklar,
aspenisilin gibi ilaglarin etkisi altinda parcalanir. Stafilokoklar, onlar1 streptokoklardan
ayiran katalaz tiretir ve manikarbohidratlari yavasca fermente ederek laktik asit iiretir
ancak gaz iretmez.En hizli sekilde 37° C'de biiylirler ancak pigmenti en iyi oda
sicakliginda (20-25°C) olustururlar (Argudin ve digerleri, 2010; Carrollet digerleri,
2016).

Bu bakterinin bulagmasi, kontamine ellere (veya diger viicut kisimlarina) dokunmak ve
damlacik iletimi gibi dogrudan temas yoluyla ve hastanede veya diger ortamlarda kirli
havanin solunmasi gibi dolayli temas yoluyla kolayca gerceklesir (Navidinia et al. .,

2015).

2.3. S. aureus'un Patogenezi

Cogu durumda, S. aureus enfeksiyonu, organizmaya dokulara veya kan dolasimina
dogrudan erisim saglayan yaralar, travma veya cerrahi miidahale yoluyla deri veya
mukozal bariyerlerdeki bozulmalardan sonra ortaya c¢ikar (Foster, 2009). S. aureus,
farkl1 mikro ortamlarda hayatta kalmak ve konak¢1 kolonizasyonu (Krishna& Miller,
2012) veya fagositik alim ve o6ldiirmenin engellenmesi (Kim ve digerleri, 2012), kan

dolagiminda yayilma ve apse olusumu gibi istila sirasinda karsilasmak i¢in 6zel olarak
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tasarlanmig farkli mekanizmalar kullanir (Cheng ve digerleri, 2011) biyofilm olusumu

bunlarin basinda gelir (Harro ve digerleri, 2010).

S. aureus'un patojenitesi, adhezyonunu, kolonizasyonunu, memeli hiicrelerinin istilasini,
bagisiklik savunma mekanizmasindan kagmasini ve konakg¢i1 ortamda hayatta kalmasini
miimkiin kilan ¢ok cesitli viriilans faktorlerinin varligiyla iligkilendirilmistir (Memon ve
digerleri, 2013). Bu viriilans faktorleri sunlardir: salgilanan enzimler, toksinler,
antifagositikkapsiilerpolisakkaritler ve adezyonlar (Lowy, 2011). Bunlar, yiizeysel cilt
lezyonlarindan o6liimciil enfeksiyonlara kadar c¢esitlenen ¢ok sayida sonuca yol
acmaktadir. Genellikle, pndmoni, idrar yolu enfeksiyonlari, osteomiyelit, endokardit,
hatta sepsis, yara enfeksiyonlar1 gibi durumlar goriiliir ve ¢ok nadir durumlarda S.
aureus menenjite neden olur. Akut hastalifa ek olarak, S. aureus, ¢ogu bu patojenin
tibbi cihazlara yapisma ve biyofilm olusturma yeteneginden kaynaklanan kronik

enfeksiyonlara neden olabilir (Foster ve digerleri, 2014).

Bu tiir enfeksiyonlar, hem hastanelerde hem de toplumda 6nemli 6l¢iide morbidite ve
mortalite ile iliskilendirilmistir ve bu nedenle biiyiikk bir kiiresel saglik sorunu
olusturmaktadir (Kouyos ve digerleri, 2013).Viriilans faktorleri bagisiklik sisteminden
korunmak i¢in tasarlanmistir ve sunlari igermektedir: bakterileri antikorlardan ve
dogustan gelen bagisiklik bilesenlerinden koruyan bir anti-opsonik kapsiil dahil,
notrofilkemotaksisinin protein inhibitdrlerive tamamlayici kaskad, stafilokokal protein
A gibi immiinoglobulin baglayic1 proteinler ve notrofillerinfagozomu i¢inde hayatta

kalmasina yardimci olan enzimler (Foster, 2005).

S. aureus bakteremi vakalarin (% 30-40) endokardit dahil ciddi zorluklariyla iliskilidir
ve daha da Onemlisi, MRSA bakteremisi olan hastalarin Metisilineduyarli suslarin
neden oldugu enfeksiyonlu hastalara gére daha yiliksek morbidite ve mortalite oranlarina

sahip oldugu bilinmektedir (Snyder ve al., 2010).
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2.4. Yaniklar ve S. aureus

Yanik yaralanmalari, 6zellikle genis alan yaniklarinda ve yasl hastalarda gorece yiiksek
6liim oraniyla tedavi edilmesi gereken karmasik yaralardir; Onemli doku hasar1 ve asir1
sivi kaybi cildin hayati fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilir (Jackson ve

digerleri, 2014).

Yaniklar, en yaygin ve yikict travma bi¢imlerinden biridir. Ciddi termal yaralanmasi
olan hastalar, morbidite ve mortaliteyi en aza indirmek i¢in acil 6zel bakima ihtiyag
duymaktadir. Birlesik Devletler'deki Ulusal Yaralanma Onleme ve Kontrol
Merkezi'nden elde edilen veriler, her yil yaklasik 2 milyon yanginin rapor edildigini ve
bunun 1,2 milyonunun insanlarda yanik yaralanmasiyla sonuglandigini gostermektedir
(Roth ve Hughes, 2004).Yanik yaralanmasi, 6zellikle 14 yasin altindaki ¢ocuklarda

yaralanma Oliimlerinin ana nedenlerinden biridir (ABA, 2000).

Ciddi termal yaralanma, viicudun genis bdlgelerinde cilt yiizeyinin tamamen
kaybolmasina neden olur. Mikrobiyal konakgt istilasina karst bir bariyer olarak cildin
onemi nedeniyle, sonraki yanik yarasi enfeksiyonu ve sistemik enfeksiyon riskinin
yanik yaralanmasinin boyutu ile iliskili olmasi sasirtict degildir (Santaniello ve

digerleri, 2004).

Biyofilmler, kendiliginden salgilanan hiicre dis1 bir polisakkarit matrisi veya balgikta
gomiilii olan, yiizeye bagli mikroorganizma agregalarindan olusan karmagsik
topluluklardir. Cok ¢esitli dogal ve yapay ortamlarda bulunurlar ve kurucu mikrobiyal
hiicrelerine ¢ok sayida korumali dinamik mikro ortam saglarlar (Stoodley ve digerleri,
2002). Biyofilmler olgunlastiktan sonra, antimikrobiyal ajanlara ve konak¢1 bagisiklik
sistemine kars1 etkili bariyerler olarak hareket ederek, biyofilm olusumu bélgesinde

kalic1 kolonizasyon ve/ veya enfeksiyonla sonuglanir (Edwards& Harding, 2004).

Bakteriler, yanik yaralanmasindan sonra agik cilt yaralarin1 hizla kolonize eder. Yanik

yarasini  kolonize eden mikroorganizmalar, hastanin endojen derisinden ve
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gastrointestinal ve solunum florasindan kaynaklanir (Barret&Herndon, 2003).
Mikroorganizmalar ayrica kontamine dis gevre yiizeyleri, su, fomitler, hava ve saglik
bakim calisanlarinin kirli elleriyle temas yoluyla hastanin cilt yiizeyine aktarilabilir

(Watts ve digerleri, 2001).

S. aureus ayrica, koagililaz, protein A, I6kosidinler, hemolizinler ve siliperantijenler dahil
olmak iizere konak dokulara yapismayi, bagisiklik sisteminden kagmayi ve konakgi
hiicrelerin ve dokularin yok edilmesini kolaylastiran gesitli viriilans faktorleri dizisi

olmustur (Foster, 2004).

Yanik yarasindaki bir enfeksiyon, her yasta ve hem gelismis hem de gelismekte olan
iilkelerde hala en 6nemli sakatlik ve 6liim nedeni olarak kabul edilmektedir (Pasalaret
digerleri, 2013). ilk resiisitasyon asamasindan sonra yanik hastalar1 arasindaki 6liim
oranlarinin yaklasik% 50-75"1 c¢esitli bulasict komplikasyonlara baglanabilir (Raz-
Pasteuret digerleri, 2013).

Yanik hastalar gesitli nedenlerden dolay: yiiksek enfeksiyon riski altindadir. Ornegin,
kolayca temin edilebilen viicut yiizeyi, yaniklarin bagisikligi bozucu etkileri,
invazivdiyagnostik, terapdtik prosediirler ve uzun siireli hastanede kalis. Hastanin tiiri
ve sayisi, enzim / toksin iiretimi ve organizmalarin motilitesi gibi mikrobiyal faktorlerle
baglantil1 yanik derinligi, yaralanma derecesi ve yanik derinligi gibi hasta faktorleri
invaziv enfeksiyonun belirleyicileridir. Yaranin yiizeysel bakteriyel
kontaminasyonunedeniyle, bu hastalarda enfeksiyonkolaylikla invaziv hale gelebilir.
Bakteriyel yara kontaminasyonunun derecesi, sepsis riski ile dogrudan bir iliskiye

sahiptir (Rafla ve Tredget, 2011).

Yanik yaralanmasi, hastalar1 enfeksiyona yatkin hale getiren bir bagisiklik sistemi
diizensizligi durumuna neden olur. En belirgin etki, dogal kutandz bariyerin kaybidir.
Bunun 6tesinde, inat¢1 ve adaptif immiin yanitlarin diizensizligi ile sonu¢lanan pro ve

antiinflamatuar sinyallerin daha karmasik bir etkilesimi vardir (Neelyet ark., 2014).
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Bir yanik yaralanmasindan sonra hastalarin ¢ogu, morbidite ve mortaliteyle miicadelede
en yaygin zorluk olan bakteriyel enfeksiyonun ciddi sonuglarindan muzdariptir. Yanik
yaralanmasiyla deri bariyerinin yirtilmasi, lokal ve sistemik bagisiklik tepkilerine yol
acar ve mikroorganizma enfeksiyonu komplikasyonunu paylasir (Ledereret digerleri,

1999).

Deri, mikrobiyal istilaya karsi ilk savunma engelidir ve ayrica yanik oldugunda
enfeksiyona daha yatkin hale gelir. Staphylococcusspp., Enterococcusspp.,
Pseudomonas spp., Acinetobacterspp. Ve mantarlar (Norbury ve digerleri, 2016) dahil
olmak iizere bircok patojen yamk yarasi enfeksiyonlarindan sorumludur. Bununla
birlikte, S. aureus yanik merkezlerinde enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenlerinden biri
olmaya devam etmektedir (Chen ve digerleri, 2012). Yiiksek oranda izole edilmis S.
aureus, yanik merkezlerinde yiiksek bir bulasici seviyeye karsilik gelir (Norbury ve
digerleri, 2016). Diinyada her yi1l milyonlarca insan yanmaktadir (Chen ve digerleri,

2018).

Yanik yaralanmalarmin en genel iki enfeksiyonu, c¢oklu ilaca direngli oldugu igin
tedavisi zorlasan Pseudomonas areuginosa ve S. aureus' tur. Clark ve ark., (2003)
Gram-negatif bakterilerin, biiyiik viriilans faktorlerine ve bu ¢alismada gordiigiimiiz gibi
antimikrobiyal direngli bir 6zellige sahip olmasi nedeniyle en yaygin invaziv enfeksiyon
ajan1 olarak kabul edildigini bulmustur. Calisma Bagdat / Irak'ta yapilirken, yanik
yaralanmalarindan en sik Kkiiltiirlenen mikroorganizmalarin Pseudomonas aeruginosa
oldugunu, ardindan K. pneumoniae ve ardindan S. awreus oldugunu,
Acinetobacterbaumannii' nin ise net bir yiizdeye sahip oldugunu gostermektedir
(Jasemet al., 2018). Ayrica Pasalar vd., (2013) bildirmektedir. S. aureus, bakteriyel
yanik yarast enfeksiyonlarimin baskin mikroplaridir.Genel olarak, siddetli yanma
yaralanmalarinda yaygin Oliim nedeni sepsis veya inhalasyon yaralanmasinin
komplikasyonlaridir. Yamk yaralanmalari, yanik yaralanmasi ve sepsisten sonra
monosit / makrofajlarin azalmasiyla karakterize edilen bir immiinosupresyon olarak
ciddi sonuglara yol acan antiinflamatuar tepkiye neden olur (Church ve ark.,
2006).Ancak Prostaglandin E2'min (PGE2) inhibe edici makrofajlar tarafindan

salinmasindaki artig, yanik hastalarinin immiinosupresyonunda dikkate deger bir rol
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oynar (Church ve digerleri, 2006), ancak yamk hasarmi takip eden ve

immiinosupresyona yol acan gergek olaylar bilinmemektedir.

Yanik cilt hasari, mikroorganizmaya siipiirasyona neden olan zengin bir besin ortami
saglayan zengin bir avaskiiler nekrotik doku ortami saglar. Bazen, yara izlerinin
olusumu, bagisiklik hiicrelerinin yanmis alana gociinii azaltmaya ve konak¢i1 tarafindan
iiretilen antimikrobiyal ajanlarin yanmis alana dagilimini sinirlandirmaya yol agan yerel

konake1 bagisiklik tepkilerini bozmaya yol agar (Nasseret digerleri, 2003).

S. aureus’ in yanik merkezlerinin ortaya ¢ikmasi ve bulagmasi, uzun siireli hastanede
kalig, bakteremi veya sepsis, hatta 6liim gibi daha fazla 6nleme ve tedavi gerektiren bazi
kotli sonuglara neden olur (Issler-Fisher vd., 2015).Mikroorganizma enfeksiyonunun
basaril1 klinik tedavisi i¢in temel gorev, bu enfekte edici suslarin 6zelliklerinin ve
antibiyotik duyarlilik profillerinin bilgisine baglidir. Sonu¢ olarak, yanik merkezinde
farkli suslarin antibiyotik duyarlilik modellerinin belirlenmesi daha uygun tedaviler ve
daha diisiik maliyetler saglar. Antibiyotik direncinin yan1 sira yanik hastalarinda tedavi
basarisizligina neden olan bir diger onemli faktér de farkli viriilans faktorlerinin

uretilmesidir.

Ornegin, S. aureus’ un bu Panton-Valentine Lokosidin iireten suslari, PVL-negatif

suslara kiyasla artan oldiriictiliikle iliskilendirilmistir (Holmes vd., 2005).

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari hala yanik hastalarinda birincil kaynak olarak
alinmaktadir ve antibakteriyel merhem, enjekte edilebilir antibiyotiklerle tedavi edilen
SSTI olmayan hastalardan farkli olarak genellikle tedavinin temel dayanagi olarak alinir

(Chen ve digerleri, 2017).

2.5. Bademcik Iltihabi ve S. Aureus

Bademcik iltihabi, bakteriler, alerjiler veya solunum problemleri nedeniyle

bademciklerin iltihaplanmasi olarak bilinir. iltihaplandiginda bademcikler siser ve
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yiizeyinde grimsi veya sarimsi bir irinle kirmizi hale gelir. Bu iltihaplar bademcik ve
bogaz dokularinin sigmesine neden olarak havanin solunum sistemine girip ¢ikmasini

engeller (Kocaturk ve ark., 2003).

Insanlarda S. aureus on burun deliklerinde bulunur. Bu organizmalarin hastane
personelinde nazal tasinmasi, hastanede yatan hastalarda enfeksiyon i¢in potansiyel bir
kaynaktir ve nazal tasima isleminin ortadan kaldiriimasinin S. aureus enfeksiyonlarinin
insidansin1 azalttigi bildirilmistir. insan S. aureus’ un antimikrobiyal direng profili,
ozellikle saglik tesislerinin yetersiz oldugu gelismekte olan {ilkelerde biiyiik bir halk
saglig1 sorunudur (Von-Eiffet ark., 2001). Mukosiliyer taginmanin bozulmasi ve {ist
solunum yollarinin tekrarlayan ve S. aureus, Haemophilusinfluenzae ve Pseudomonas
aeruginosa gibi bakteriyel patojenlerle kronik kolonizasyon, kistikfibroz (KF)
hastalarinda morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedenleri arasindadir (Valenzaet ark.,

2008).

S. aureus solunum yolunda kolonilesen ilk bakterilerden biridir ve 6zellikle daha kotii
prognozla iligkilendirilen metisiline direncli tiirlerden biridir (Renderset digerleri,
1997). Genel olarak, KF hastalarmin solunum enfeksiyonlarinda bakterilerin antibiyotik
direnci artan bir endise kaynagidir ve direng takibi hastalarin erken tedavisi igin
onemlidir. KF'de bakteriyel patojenler icin biyofilm olusumu gosterilmistir ve
bakterilere kronik kolonizasyon i¢in bir avantaj saglar ve antimikrobiyallerin yok

edilmesini zorlagtirir (Jackson ve digerleri, 2003).

Ust solunum yolu enfeksiyonlar: her yas grubundaki bireylerde gériilen yaygimn
hastaliklardan biridir. Farenjit, nazofarenjit, bademcik iltihabi, orta kulak iltithab1 ve
siniizit, iist solunum yollarinin baslica enfeksiyonlaridir. Ust solunum yolu
enfeksiyonlarinda (RTI) yer alan farkli bakteri tiirleri Haemophilusinfluenzae,
Streptococcuspyogenes, Moraxellacatarrhalis, S. aureus ve Streptococcuspneumonia'dir.
Ust solunum yolu enfeksiyonu vakalar1 komplike olmamasma ragmen, bu
enfeksiyonlarin neden oldugu akut sislik, astim durumuna neden olan hava yolu
acikligint tehdit edebilir veya yutmanin gecisinde tikanmaya neden olarak Onemli

dehidrasyona yol agabilir. Ishalden sonra gocuklarda pnomoniye bagh ikinci 6liim
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nedeni solunum yolu enfeksiyonu oldugu bilinmektedir ve gelismekte olan iilkelerde

daha yaygindir (Ndip ve digerleri, 2009).

Ek olarak, vyiizeysel biyofilmlerde veya tonsil dokusunda nedensel ajanlarin
lokalizasyonu, spesifik diren¢ mekanizmalarinin olmamasina ragmen fonksiyonel
antibiyotik direncine katkida bulunabilir (Swidsinski ve ark., 2007). Genel olarak, S.
aureus'un degisen verimlilikle profesyonel olmayan insan fagositlerini igsellestirdigi
gosterilmistir (Alexander ve Hudson, 2001), ancak simdiye kadar tekrarlayan
rinosiniiziti olan sadece birka¢ hastada hiicre i¢i bir yerlesik olarak tanimlanmistir

(Plouin-Gaudon ve ark., 2006).

2.6. S. Aureus'un Viriilans Faktorleri

S. aureus, saglikl tastyicilar yoluyla kolayca yayilabilmeleri ve toksinler, hiicre duvari
ile iliskili adhezinler ve salgilanan ekzoproteinler dahil olmak {izere ¢ok sayida viriilans
faktorii eksprese ettikleri i¢in halk sagligi icin ciddi bir tehdit olarak goriilmiistiir
(Herrera ve digerleri, 2016).

Insan S. aureus suslarinda, bu viriillans faktorlerinden birkagi yasami tehdit eden
enfeksiyonlarda rol oynar; bu nedenle, bir biyofilm i¢inde biyofilm olusumunu ve / veya
kalicihigini tegvik eden spesifik stafilokokal faktorleri tanimlamak i¢in Onemli ¢aba

harcanmistir (Tangchaisuriya ve digerleri, 2014).

S. aureus' taki gesitli viriilans genleri, ¢ok ¢esitli viriilans faktorlerini kodlar (Wang ve
digerleri, 2018). Stafilokok enfeksiyonu, epitel hiicresi, konak¢i dokular ve tibbi
cihazlar dahil olmak iizere farkli yiizey tiirlerine bakteriyel yapigsmayla baslar (Kot ve
ark., 2018). Konake1 hiicrelere ve proteinlere yapigmaya, yapiskan matris molekiillerini
(MSCRAMM'ler) tantyan mikrobiyal yiizey bilesenleri adi verilen yapiskan molekiiller
aracilik eder.Bu bilesenler, sortaz enzimleri tarafindan peptidoglikanakovalent olarak
baglanir (Joh ve digerleri, 1999). S. aureuse bpS, kodlayan elastin baglayici protein, eno
kodlayan laminin baglayici protein, cna kodlayan kolajen baglayici protein, fnbA / fnbB
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kodlayan fibronektin baglayic1 proteinler A / B, fib kodlayan fibrinojen baglayici
protein, clfA / clfB kodlama dahil olmak iizere farkli potansiyel MSCRAMM genlerini
eksprese edebilir kiimelenme faktorleri A / B ve kemik sialoprotein baglayici proteini

kodlayan bbp (Walsh ve digerleri, 2008).

S. aureus' un istilasi, 0zellikle adhezinler veya "yapiskan matris molekiillerini taniyan
mikrobiyal yiizey bilesenleri" (MSCRAMMS) ad1 verilen ¢ok c¢esitli hastalik olusturma
faktorlerinden etkilenir. Konakg1 hiicrelere stafilokokaladhezyon, siklikla, ayni sekilde
konak hiicreler tarafindan byl-integrinler gibi spesifik reseptorler araciligiyla baglanan
koprii matris molekiillerine baglanma yoluyla aracilik edilir (Alexander ve Hudson,
2001).Belirli invazif S. aureus suglari, 6rnegin iki fibronektin baglayici protein (FnbpA
/ -B), fibrinojen baglanmasi i¢in ii¢ protein eksprese eder:kiimelenme faktorii A ve B
(CIfA / -B) ve fibrinojen baglayicti protein (Fib) (Peacock ve digerleri,
2002).Staphylococcus'un en ¢ok neden oldugu hastaliklar, toksik sok sendromu toksini,
epidermolitik toksinler veya enterotoksinler gibi tek "tipik " toksinlerin ekspresyonu ile
iliskili olmadigindan, ancak enfektif siire¢ sirasinda bir dizi faktoriin Ozellikle
MSCRAMM'lerin kombinasyonununbelirli bir susun istilact karakterini belirledigi

varsayllmaktadir (Peacock ve digerleri, 2002).

Patojenik bakteriler aureus, hiicre dis1 matris proteinlerine c¢esitli hiicre destekli
proteinleri kullanarak baglanir (Fosteret digerleri, 2014). Bunlar arasinda, kiimelenme
faktorii A (CIfA), cesitli enfeksiyonlarda rol alan S. aureus’un Onemli viriilans
faktoriidir (McAdowet ark., 2011). Ek olarak, CIfA, bakterilerin bir biyofilm
olusturmasina ve tokolonize olmasina izin veren plazma proteini kapli biyomalzemelere

bakteriyel baglanmay1 tesvik eder (Vaudauxet digerleri, 1995).

Fibrinojen, endotel lezyonlarinda en bol bulunan konak¢i proteindir. Kiimelenme
faktorleri A ve B (CIfA, CIfB), S. aureus tarafindan bakteri hiicreleri lizerinde eksprese
edilen ve hiicre yiizeylerine yapismayi tesvik eden fibrinojen baglayici proteinlerdir.
CIfA faktorii bakteriyel biiyiime sirasinda eksprese edilirken CIfB yalmizca erken

logaritmik fazda mevcuttur (Peacock ve digerleri, 2000).
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2.7.  Biyofilm Olusumu

Biyofilmler, S. aureus’ un ¢evredeki normal yasam dongiisiiniin bir parcasi olarak kabul
edilmistir (Otto, 2008). Ornegin, biyofilmler bu mikropu antibiyotik ilaglarin etkisinden,
proteazlar salgilayarak savunma hiicrelerini barindiran ve ¢evresel stres faktorlerinden

koruyabilir (Singh ve digerleri, 2010).

Mikroakiskan akis hiicreli sistemlere ve hizlandirilmis mikroskopiye dayanmaktadir, S.
aureus biyofilm olusumunun asagidaki bes asamali bir gelisim siireci ile ilerledigi
gosterilmistir: (a) baglanma, (b) cogalma, (¢) toplu ¢ikis, (d) olgunlasma ve (e) dagilma
(Moormeier ve digerleri, 2014) .Elde dilen veriler, bu karmasik stireclerde ii¢ faktoriin,
yani eDNA'nin roliinii géstermektedir; poli - B(1,6) -N - asetil - glukozamin (PIA /
PNAG), hiicreler arasi adezinlokusuicaADBC'nin birlikte ekspresyonu ile indiiklenir
(Cramton ve digerleri, 1999); ve erken biyofilm olusumu sirasinda hiicre dig1 matris
bilesenleri olarak iglev gordiigii gosterilen yapigkan matris  molekiillerini

(MSCRAMM'ler) tantyan mikrobiyal yiizey bilesenleri de burada etkili olmaktadir.

Biyofilm, bir ara yiiz alt tabakasima veya birbirine geri cevrilemez sekilde baglanan
hiicrelerle karakterize, mikrobiyal kdkenli bir sesil topluluktur. Urettikleri hiicre disi
polimerik maddelerin bir matrisine gomiiliidiir ve biiyiime hiz1 ve gen transkripsiyonu
acisindan degistirilmis bir fenotip sergiler (Donlan ve Costerton, 2002).Biyofilm
olusumu mikroorganizmalar1 opsonofagositozdan ve antimikrobiyal ajanlardan korur

(Vancraeynest ve digerleri, 2004).

S. aureus tarafindan konak¢1 kolonizasyonuna dahil olan molekiiler mekanizmalarda iki
adimmn  yer aldigi goriilmektedir. Ilk adim, yapiskan matris molekiillerini
(MSCRAMM'ler) taniyan mikrobiyal yiizey bilesenleri ailesinin farkli proteinlerinin
aracilik ettigi hiicre dis1 matris ve plazma proteinlerini barindirmak i¢in bakteriyel
yapismadir. Ikinci adim, biyofilm olusumunda rol alan genlerin devreye girdigi ¢ok

katmanli hiicre kiimelerinde biiyiimeye bagli bakteri birikimidir (Clarke ve Foster,
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2006). MSCRAMM'ler, ¢esitli hiicre dis1 proteinlerle etkilesime girebilen ve bunlara

baglanabilen mikrobiyal yiizeyin protein bilesenleridir.

S. aureus patogenezinde biyofilm iiretiminin 6nemi ve c¢ok ilaca diren¢li suslarin
gelisimi belgelenmistir (Namvar ve ark., 2013). Diger yapigsma faktorlerinin yan sira,
icaoperon tarafindan kodlanan bir polisakkarit hiicreler arasi yapisma (PIA)

stafilokoklarda biyofilm olusumu i¢in gereklidir (O’Gara, 2007).

2.8. fnbA ve CIfA Genlerinin Molekiiler Tespiti

S. aureus' un molekiiler tiplemesi, enfeksiyonu kontrol altina almak i¢in 6nemli bir
degere sahiptir. Su anda, multilocussequencetyping (MLST), staphylococcal protein A
(spa) typing ve staphylococcalcassettechromosomemec (SCCmec) typing dahil olmak
tizere ¢esitli molekiiler tipleme yontemleri vardir. Genel olarak, tipleme yontemlerinin
bir kombinasyonu bu suslar arasinda daha ayrintili genetik baglant1 saglayabilir (Xie ve

digerleri, 2016).

S. aureus hiicre duvarina fibrinojeni baglama yeteneklerine dayanarak, opsoninlerin
patojene birikmesini veya bunlara erisimini engellerler (Higginset ark., 2006).CIfA'nin
makrofaj fagositozunu engelledigi (Palmqvistet digerleri, 2004) ve tamamlayici
diizenleyici faktor I't baglayip aktive ettigi, boylece merkezi tamamlayici bilesen olan
C3blyi etkisiz hale getirdigi gosterilmistir (Hairet digerleri, 2008).ImmiinoglobulinG
(IgG) -baglayic1 SpA proteini, B hiicresi siiperantijenik Ozelliklerine ek olarak, S.
aureus hiicre ylizeyini yanls yonlendirilmis IgG molekiilleri ile kaplama kapasitesine
sahiptir, boylece fagositozu ve klasik yol tamamlayici fiksasyonunu (Atkinset ark.,
2008).Dahasi, S.aureus'un polimorfoniikleerndtrofillerin i¢inde hayatta kalma yetenegi,

bagisikliktan kagmaya katkida bulunur (Greshamet digerleri, 2000).

Yapisma ve invazyon seviyelerinin yani sira hiicre i¢i S. aureus’ un apoptozu indiikleme
kabiliyeti, bakteri iireme fazina baghdir ve aksesuargen diizenleyici (agr) lokusu ve

stafilokokal aksesuar regiilator A (SarA) protein ailesi (Cheung ve ark., 2004).SarA,
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iissel biiyiime evresinde clfB ve fnbA ve -B'nin ekspresyonunu yukar: diizenlerken, agr,
erteleme bliylime fazinda spa ve fnbA ve —B ifadesini agsagi dogru diizenler (Cheung ve
digerleri, 2004). CIfA, biiylime donglisii boyunca kopyalanmasina ragmen, bu gen
yiiksek oranda posteksponansiyel biiylime fazinda eksprese edilir (Wolzet digerleri,

1999).

Ek olarak, agr ve sarA bagimli fonksiyonlar, dort S. aureus hemolizinin (alfa todelta)
ekspresyonunu yukar1 yonlii regiile eder (Cheunget ark., 2004).Bakterilerin antibiyotik
direncinin bir bagka nedeni, ¢esitli antibiyotiklerin bozunmasindan sorumlu olan beta-
laktamaz salgilayan ¢ekirdek algilama diizenlenmis mekanizma sirasinda biyofilmlerin
tiretimi olarak kabul edilmistir (Wilke ve ark., 2005). S. pneumoniae’ nin penisilin ve
eritromisine direngli oldugu, H. influenza'ninampisiline diren¢li oldugu, S. pyogenes

izolatlarinin ise eritromisine direng¢li oldugu bildirilmistir (Karchmer 2004).

CIfA geni, bakterilerin viriilansinda rol oynayan hiicre yiizeyiyle iliskili bir protein olan
Clumping faktdr A'yr kodlamaktan sorumludur. Insan fibrinojen parcaciklarinin gama
zincirine bakteri baglanmasini tetikler. Ayrica, grup IIA fosfolipaz A2'nin bakteriyel
fosfolipid hidrolizine ve oOldiiriilmesine neden olma kabiliyetini azaltan bakteri
kiimelerinin olusumunu indiikler. Ayrica, kiimelenme faktorii A, makrofaj fagositozunu
dikkate deger 6l¢iide arttirmaktadir (Dominiecki ve Weiss, 1999; Palmqvist ve digerleri,
2004). Sekanslama reaksiyonlari, bu PCR amplikonlar1 i¢in NCBI Blast kontrolii
gergeklestirdikten sonra tam 6zdesligi gosterir (Zhang ve digerleri, 2000).

FnbA geni, her biri Fn'nin hem ¢6ziiniir hem de hareketsizlestirilmis formlarina yapisan
coklu, ikame edici fibronektin (Fn) baglanma bdlgelerine sahip olan, Fibronektin
baglayict protein A olarak adlandirilan bir proteini kodlar. Bu baglanma modelleri, S.
aureus'u ek faktorlere gerek duymadan endotelyal hiicreleri istila etme yetenegine
sahiptir.Ayn1 zamanda, diger S. aureus yiizey molekiillerinden bagimsiz olarak aktive
trombositlere yapismayr ve kiimelenmesini destekler.Ayrica, kateterle indiiklenen aort
bitki Ortiisiine sahip sicanlarda deneysel endokarditin indiiksiyonunda rol oynayan

onemli bir aracidir ve bakterinin hem kolonizasyonunu hem de konakta kalmasini
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destekler (Que ve digerleri, 2005; Keane ve digerleri, 2017).Sekanslama reaksiyonlari,
bu PCR amplikonlar i¢cin NCBI blastn ger¢eklestirdikten sonra tam kimligi gdsterir
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.8.1 Bulasma

Hastane enfeksiyonlarinin prevalansi, 6zellikle hastanede en yiiksek S. aureus gibi
coklu ilaca direncli patojenlerdir (Vincentet ark., 2009); ve S. aureus, hafiften yasami
tehdit eden kosullara kadar genis bir yelpazede hastaliklara neden olan, saglik bakima ile
iliskili enfeksiyonlarin 6nemli bir ajanidir. Ek olarak, bu bakteri antimikrobiyal direng

kazanma potansiyeline sahiptir (Weiner ve digerleri, 2016).

On burun deliklerinin skuaméz epitelyumu, insanlarda S. aureus’ un birincil dogal
rezervuaridir. Tarihsel olarak, kalici tasiyicilar (genel popiilasyonun kabaca% 20'si),
aralikli tastyicilar (% 30) ve tastyici olmayanlar (% 50) (Mulcahy&McLoughlin, 2016)
ic kolonizasyon modeli tanimlanmistir.Ayrica vanBelkum ve digerleri (2009), aralikli
tagtyicilar ve tasiyici olmayanlar benzer S. aureus nazal eliminasyon Kkinetigini
paylastigindan, S. aureus nazal tasiyici tiplerinin, anti-stafilokokal antikor profilleri
temelinde kalict ve "diger" olarak yeniden tanimlanmasini Onermektedir. Kalici
tastyicilari burunda aralikli tastyicilardan daha yiiksek yogunlukta S. aureus vardir ve
genellikle tek bir genotip barindirir (Mulcahy&McLoughlin, 2016).Onemli olarak, S.
aureus'un kalic1 nazal tasinmasi, bakteremi, diyaliz enfeksiyonlar1 ve cerrahi alan
enfeksiyonlar1 gibi nozokomiyal enfeksiyonlarin gelisme riski ile giiclii bir sekilde
iligkilidir.Bu nedenle S. aureus’ un endojen kontaminasyonunun stafilokok
enfeksiyonlarinin patogenezinde 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (Simor,
2011).Kolonizasyon, konak¢i savunma sistemlerinde bosluklar ortaya c¢iktiginda
patojenin kan dolasimina erigebilecegi bir rezervuar sunar, ancak Ozellikle toplumla
iliskili enfeksiyonlar durumunda burun kolonizasyonu olmadan enfeksiyonlar meydana
gelebilir. S. aureusis’ in ana bulagsma sekli dogrudan temas (kisi-kisi / fomit-kisi)

yoluyla ger¢eklesmektedir (Miller ve Diep, 2008).
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Ulusal hastaneye yatis ve direng verileri, 1999'dan 2005'e kadar S. aureus ve MRSA ile
iliskili yillik hastaneye yatig ve 6liim sayisini tahmin etmek i¢in kullanilir.Bu dénemde,
S. aureus ile ilgili tahmini hastaneye yatis say1s1% 62 artmis ve MRSA ile ilgili tahmini
hastaneye yatis sayisi iki katindan fazla artmistir (Kleinet ark., 2007). Bu mikroplarin
dogrudan temas (enfekte / kolonize kisilerden veya evcil hayvanlardan bulasici
materyalle temas), kontamineyiizeylerle ve giysilerle temas,
nazofarenkstenotoinokiilasyon (endojen enfeksiyon) yoluyla bulagsmasimin bazi yollari

vardir (Scottet digerleri, 2008).

2.8.2 Teshis

Piiriilan akitmin mikroskobik testinde, diizensiz asma kiimeleri olan gram pozitif
koklarm varligi, olas1 stafilokok varligini gdsterir; ancak kesin teshisi, laboratuvar
kiiltiirti ortaminda kiiltiir ve izolasyona dayanmaktadir. S. aureus'n saptamak igin
mikroskobik inceleme, katalaz testi, koagiilaz testi ve mannitol tuzlu agar ortaminda

kiiltivasyon kullanilir (Cannieet digerleri, 2000).

Yiiksek prevalans nedeniyle S. aureus enfeksiyonlar1 hastanede yatan hastalar arasinda,
uygun antimikrobiyal tedaviyi baslatmak ve S. aureus enfeksiyonlarinin yayilmasini
onlemek i¢in bu bakterinin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasi gerekir. Genellikle
bu gorev icin yiiksek hassasiyet ve Ozgiillik nedeniyle molekiiler yontemler tercih
edilir. Molekiiler yontemlerin sonuglar1 da genellikle fenotipik yontemlerden daha hizl

elde edilebilir (Barskiet digerleri, 1996).

Disk diflizyon testi ve minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIC) belirlenmesi gibi
farkli fenotipik yontemler mevcuttur, ancak diren¢ ifadesi ortamdaki sicaklik, ortam,
inokiilum boyutu ve NaCl konsantrasyonundaki farklilik gibi degigsmeyen kosullari
etkilemistir (Afroughet digerleri, 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Araglar

Mevcut calismada kullanilan araglar Cizelge 3.1 'de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan aletler ve imalatgilar

No Arag Sirket / Mensei
1 Otoklav Gemmy/ Tayvan
2 Benzenbriilor Naugra / Hindistan
3 Santrifiij Human/ Almanya
4 ElektrikliDavlumbazodasi Labnet / ABD
5 ManyetikKaristiricilisicakplaka Lab tech/ Giiney Kore
6 Kuluckamakinesi Memmert / Almanya
7 IsikMikroskobu Olympus /Japonya
8 Firin Lab Tech / Giliney Kore
9 pH olger Hanna/ Romanya
10 Giickaynagi Biotech/ Almanya
11 Buzdolabi Concord/ Liibnan
12 Hassaselektrikdengesi Denver Instrument/ Almanya
13 Termocycleraparati Techne/ ABD
14 UV transilliiminator Optima INC. / Japan
15 Girdap Heidolph/ Almanya
16 Subanyosu Grant/ Ingiltere

3.1.1 Kimyasal malzemeler

Bu c¢alismada kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 3.2'de maddeler halinde

siralanmustir.
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Cizelge 3.2. Kimyasal malzemeler

No Material Company/ Origin

1 Agar-agar Himedia / Hindistan

2 Agaroz United states biological/ ABD
3 Bromotimolmavisi Bio Basic INC. / Kanada
4 Elma Yag Syrbio / Suriye

5 Etanol (mutlak) Fluka/ Almanya

6 GeneRuler 100 bp DNA (merdiven) Bioneer / Giiney Kore
7 Gram Boyama Syr Bio / Suriye

8 Hidrojenperoksit (H202) Fluka / Ingiltere

9 Mannitol tuzu Fluka/ Almanya

10 NaCl Fluka/ Almanya

11 Niikleazigermeyensu Bioneer / Giiney Kore
12 Emniyetboyasi ABM/ ABD

13 6X Yiiklemeboyasi Bioneer / Giiney Kore

3.1.2 Primerler
Mevcut ¢alismada kullanilan primerler Cizelge (3.3) 'de listelenmistir.

Cizelge 3.3. Gen amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri

Gen Primer Dizisi (5'- 3") Uriinbo | Referans
yutu
Fnb ATC AGC AGA TGT AGC GGA AG 198 bp | (Abraham,
A '"TT AGT ACC GCT CGT TGT CC ve
Jefferson,
2010;
Selvaraj vd
2019)
clfA F: ATT GGC GTG GCT TCA GTG CT 292 bp | (Tristan vd.,
R: CGT TTC TTC CGT AGT TGC 2003)
ATT TG

*F :forward, *R : reverse, A: adenine, C: cytosine, G: guanine, T: thymine
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3.1.1. Kiiltiir Ortami

Bu caligmada kullanilan kiiltiir ortami1 Cizelge 3.4 'de listelenmistir.

Cizelge 3.4. Kiiltlir ortami

No | Ortam Sirket / Mensei
1 | BeyinKalpinfiizyonagar1 (BHI) LAB / Ingiltere
2 | Kan bazli agar (BA) AFCO / Urdiin
3 | DNaz agar LAB / Ingiltere
4 | Mannitol tuzagari LAB / Ingiltere
5 | Besinagar (NA) Oxoid (Ingiltere) LAB / Ingiltere
6 | Besinsuyu (N.B) Oxoid (Ingiltere) LAB / Ingiltere

3.1.2. Kitler

Mevcut ¢alismada kullanilan kitle Cizelge 3.5 'de listelenmistir.

Cizelge 3.5. Caligmada kullanilan kitler

No Ortam Sirket / Mengei
1 Presto™ Mini gDNA Bakteri Kiti Geneaid / Tayvan
2 Master mix Kit Bioneer/ Giiney Kore
3 API Staph sistemi BioMerieux / Fransa
4 Gram susKiti Syr Bio / Suriye

3.2. Yontemler

3.2.1 Ortam

Bu caligmada kullanilan ortam, iireticinin talimatlarina gore hazirlanmistir (Collee ve

digerleri, 1996; Seethalakshmi ve digerleri, 2010).

3.2.1.1. Beyin kalpiinfiizyon agar1

BHI agar, 49 g D.W. ve vidali tiipe dagitilir, otoklavda 121 C'de 15 dakika sterilize

edilir, sonra egimli olarak kalir.
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3.2.1.2. Beyin Kalp Infiizyonsivi Besiyeri

BHI suyu 37 gr ¢oziilerek hazirlanir. 1 L. of D.W. tiiplere dagitildi, otoklavda 121 °C'de
15 dakika sterilize edildi.

3.2.1.3. DNaseagar

42 gr ilave edilerek hazirlanmistir. DNaseagar, 10 gr. mannitol sekeri ve 0.024 gr. 1 L
D.W'yebromofenol mavisi boyandi, karistirildi ve 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edildi, sonra 50 °C'ye sogutuldu ve plakalara dokiildii.

3.2.1.4. Kanli Agar (BA)

Kirk gr. Kan agar baz1 1 L. D.W. ve 121 ° C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi,

50 ° C'ye sogutuldu ve aseptik olarak% 5 (v / v) insan kanina eklendi.

3.2.1.5. Mannitol tuzu agar1 (MSA)

111 gr ¢ozilerek hazirlanmistir. 1 L. D.W. i¢inde, 121 C'de 15 dakika otoklavda

kaynatip sterilize edildikten sonra 50 °C'ye sogutulduktan sonra plakalara dokiildii.

3.2.2 Boyalar, Reaktifler, Cozeltiler

3.2.1.6. Etil alkol% 70

Bir siseye 70 ml mutlak etanol (% 99.9) eklenerek sunulmus ve DW ile 100 ml'ye

tamamlanmistir. (Benson, 2001)

3.2.1.7. Proteinaz K

11 mg proteinaz K'nin 1.1 ml proteinaz K saklama tamponunda c¢oziilmesi ile

hazirlanmustir.
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3.2.1.8. Tris borat EDTA tamponu (TBE-1 X)

10 ml stok TBE-10X, 90 ml D.W. ve elektroforezde kullanilana kadar 4°C 4'de
saklanmistir (Sambrook ve digerleri, 1989).

3.2.1.9. Katalaz reaktifi

Hidrojen peroksit (H202) Kullanilincaya kadar% 3'ii kahverengi bir sisede 4°C'de
saklanmigtir (Harley&Prescott, 2002).

3.3. Numunelerin Toplanmasi

Mart-Temmuz 2020 arasinda, Thi-Qar eyaleti / Irak'taki AL-Hussein Egitim
Hastanesinin yanik hastalarindan ve yaslar1 <10-60 arasinda degisen bademcik iltihab1
olan hastalardan seksen siiriintii 6rnegi alindi; Daha sonra ayni giin igerisinde hemen

Mikrobiyoloji Laboratuvarina sevk edildi.

3.3.1.1zolasyon

Toplanan 6rnekler, Staphylococci'nin izolasyonu, saflagtirilmasi ve tanimlanmasi igin
secici ve ayristiricibesiyeri olarak kabul edilen mannitol tuz agarmainokiile edilmistir.
Tim plaklar 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir, ardindan tek bir saf izole koloni, koruma
ve izolatlarin tanimlanmasini dogrulayan diger biyokimyasal testleri gerceklestirmek
icin BHI agarbesiyerineiletilmistir.izolatlar kanli agar {izerine yayilmistir, ardindan
37°C'de 24 saat inkiibe edilmistirizolatlar sekil, boyut, renk, pigmentler ve hemolitik

aktiviteleri agisindan incelenmistir.

3.3.2 izolatlarin tanimlanmasi

3.3.1.1. Mikroskobik Tahlil

Izolatlar, boyaya, sekle ve diizenlemeye tepkilerini saptamak i¢in Gram boyama ile

boyanmustir.
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3.3.1.2. BA ve MSA'da koloni morfolojisi

Koloniler kanli agar plakasinda biiylimiis ve sekil, boyut, renk ve kan hemoliz tipleri
acisindan test edilmistir.Mannitol tuzu agar plakasinda yetistirilenler mannitol sekerini

fermente etme yetenekleri agisindan test edilmistir.

3.3.1.3. Biyokimyasal Testler
- Katalaz Testi

Tahta aplikator ¢ubugu ile kiiltiirden bazi1 bakteri kolonileri aktarilmis ve bir slayt
izerine yerlestirilmistir, daha sonra slayt tizerindeki hiicrelerle 1-2 damla% 3
H,Okanistirilmigtir. Gaz kabarciklariin goriinimii pozitif bir test olarak belirtilir

(Harley&Prescott, 2002).

- Koagiilaz Testi (Tiip Koagiilaz Testi)

Bu test, test edilen bakterilerin oksalatli veya sitratli plazmayr pihtilagtiran koagiilaz
enzimini tretme kabiliyetini tespit etmek icin kullanilabilir, test asagidaki sekilde

gerceklestirilir:

Sitrathi taze insan plazmasit 1: 5 oraninda damitilmis su ile seyreltilmis, ardindan
37°C'de inkiibe edilmis bir gece boyunca bakteriyel broth kiiltiiriinden esit hacimde
kanstirllmigtir. 1-4 saatte pihtilar olusursa test pozitiftir. Steril et suyu iceren bir tiip

plazma karigimi kontrol olarak dahil edilir (Brooks ve digerleri, 2007).

- DNaz Uretim Testi

Bakteriyel izolatlar gece boyunca 37 °C'de DNazagar iizerine siirme yontemi ile inkiibe
edilir. Mannitol sekerinin fermantasyonu ve koloniler etrafinda berrak bdolgenin

goriiniimii pozitif sonuglar olarak degerlendirilir
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3.3.1.4. API Staph Sistemi

Bu yontem {iretici tarafindan bildirilen prosediirlere gore uygulanmstir.

3.4. Molekiiler Teshis

3.4.1 Genomik DNA’nin ekstraksiyonu

Tim S. aureus izolatlarindan genomik DNA, Presto ™ Mini gDNA Bakteri Kiti
kullanilarak, asagidaki gibi Ozetlenebilen f{ireticinin protokoliine gore ekstrakte

edilmistir:
3.4.1.1. Numune Hazirhg:

Bir mikrosantrifiij tiipiine bakteri izolatlar1 (1 x 10° kadar) eklenmis ve gece boyunca
BHI et suyu kiiltiirinde bekletilmistir, daha sonra 14-16.000 rpm'de 1 dakika
santrifiijlendikten sonra siipernatanti atilmistir. Gerekli Gram + Tampon hacminin (200
ul / 6rnek) 15 ml'lik bir santrifiij tiipline aktarilmasi gerceklestirilmistir. Lizozim (0,8
mg / 200 pl) Gram + Tampon’a (15 ml santrifiij tiipiinde) eklenmis ve ardindan
Lizozimi tamamen ¢dzmek icin vorteksleme gerceklestirilmistir.1.5 ml mikrosantrifiij
tiiptindeki 6rnege 200 pul Gram + Tamponaktarilmistir (Lizozim eklendiginden emin
olunarak), ardindan pelletivorteks veya pipet ile yeniden siispanseedilmis, ardindan
37°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda tiip, her 10 dakikada bir ters
cevrilmistir. 20ul Proteinase K ekledikten sonra vortekslekaristirilmig, ardindan 60°C'de
en az 10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sirasinda tiip her 3 dakikada bir ters

cevrilmistir.

3.4.1.2. Hiicre parcalanmasi (Lisis)

Ornege iki yiiz mikrolitre GB Tamponu eklenmis ve 10 saniye boyunca vortekslenerek
kanigtirilmig, ardindan 6rnek lizatinin berrak olmasini saglamak i¢in 70°C'de en az 10

dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda tiip her 3 dakikada bir ters gevrilir. Bu
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sirada gerekli Eliisyon Tamponunu 70°C'ye 6nceden 1sitilmistir (adim 5 DNA Eliisyonu

i¢in).

3.4.1.3. DNA Baglanmasi

Ornek lizatina iki yiiz mikrolitre mutlak etanol ilave edildi ve kuvvetlice ¢alkalanarak
hemen karigtirildi. Cokelti belirirse, bir pipetle olabildigince parcalanmistir, ardindan 2
ml'lik bir Toplama Tipline bir GD Kolonu yerlestirilmistir, ardindan karisim
(coziilmeyen cokelti dahil) GD Kolonuna aktarilmis ve ardindan 14-16.000 x g'de 2
dakika santifriijlenmistir. Akis1 iceren 2 ml'lik Toplama Tiipiinealma gergeklestirilmis
ve ardindan GD Kolonunu yeni 2 ml'lik Toplama Tiipiine yerlestirme adim

uygulanmigtir.

3.4.1.4. Yikama

GD Kolonuna dort yiiz mikrolitre W1 Tampon eklendi, ardindan 30 saniye 14-16.000
rpm'desantrifiijlendikten sonra akis atildi. GD Kolonu tekrar 2 ml Toplama Tiipiine
yerlestirildi ve GD Kolonuna 600 pl Yikama Tamponu (etanol eklendiginden emin
olunarak) ilave edildi. 30 saniye boyunca 14-16.000 rpm'desantrifiijlendi, ardindan akis1
atildi, ardindan GD Kolonunu 2 ml Toplama Tiipiine geri yerlestirildi. Son olarak, kolon

matrisini kurutmak igin, 14-16.000 rpm'de 3 dakika siireyle tekrar santrifiijlendi.

3.4.1.5. DNA Eliisyonu

Kurutulmus GD Kolon, temiz bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine, 100 pl 6nceden 1sitilmis
Eliisyon Tamponul kolon matrisinin merkezine aktarildi ve Eliisyon Tamponunun
tamamen emilmesi i¢in en az 3 dakika beklendi, ardindan, Saflagtirilmis DNA'y1

ayristirmak i¢in 30 saniye boyunca 16.000 rpm 14° C'de santrifiijlendi.
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3.4.2. Hedef Genlerin PCR ile Tespiti

A ve fnbAgenlerinin amplifikasyonu, Tablo (2.3) 'de agiklanan primerler kullanilarak
yapilmistir.Reaksiyon tiiplerinin son hacmi 20ul olup, Sul Master Mix, 1.5ul hem ileri
hem de her gene 0zgii primerlerden olusur, 3ul DNA sablonu ve hacim niikleaz
icermeyen su eklenerek tamamlanir.Uriinler, 45-60 dakika boyunca 70V'de 1x TBE
tamponu kullanilarak% 1.5 agaroz jel kullanilarak 8 ul emniyet boyasi ilave edilerek
gorsellestirilir.Bu genlerin 1s1l dongli programlar sirasiyla clf A ve fnb genlerinin

Cizelge 3.6 ve 3.7 listelenmistir.

Cizelge 3.2.1.1.1. cIfA geni programi (Tristan ve digerleri, 2003)

Adim Sicaklik, °C Stire Dongti
ilk denatiirasyon 95 3 dk 1
Denatiirasyon 95 30 s
Tavlama 59 30s 30
Uzatma 72 30s
Son uzatma 72 5 dk 1

Cizelge 3.2.1.1.2.fnb A geninin programi (Abraham ve Jefferson, 2010)

Adim Sicaklik, °C Stire Dongii
Ik denatiirasyon 94 2 dk 1
Denatiirasyon 94 60 s
Tavlama 55 60 s 30
Uzatma 72 60 s
Son uzatma 72 5 DK 1

3.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

1- Agaroz jel tozu (% 1 veya% 1.5) 1 ve 1.5 gr ¢oziilerek hazirlanmigtir. 100 ml 1X
TBE tamponu i¢inde agaroz, karigim kabi1 buharlasmay1 6nlemek i¢in aliiminyum
folyo ile kapatilir ve agaroz ¢oziinene kadar manyetik karistirict ile sicak bir plaka
icinde kaynatilir. DNA ekstraksiyon isleminden sonra elektroforezde% 1 agaroz
konsantrasyonu kullanilirken, PCR tespiti ile amplifikasyon genlerinden sonra%

1.5 agaroz kullanilir.

2- Sise sicak plakadan ¢ikarildi ve yaklasik 45-55 °C'ye sogumaya birakilir.
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3- Daha sonra jel 8ul emniyet boyasi ile karistirilir ve nazikge dondiiriilerek iyice

eklenir.
4- Uygun 16 disli tarak hazneye yerlestirilir ve agaroz jele batirilir.

5- Daha sonra hazneye erimis agaroz soliisyonu dokiiliir, mikropipet ucu ile diirtiilerek

erimis jel igerisindeki hava kabarciklar1 kolayca ¢ikarilir.

6- Jel katilagana kadar oda sicakliginda 30 dakika kurumaya birakilir, ardindan tarak
ve bant dikkatlice jelden ¢ikarilir.

7- Son katilasmadan sonra tarak dikkatlice ¢ikarilir, kavanoz elektroforez tankina

konur ve TBE tamponu ile doldurulur.

8- Izole edilmis DNA &rnekleri veya PCR iiriinii, DNA'dan Spl ile 2ul yiikleme boyasi
(bromotimol mavisi) karistirilarak elektroforeze tabi tutulur ve 6zel kuyulara

yiiklenir, ardindan bir elektrik alanina (45-60 dakika 70V) maruz birakilir.

9- Son olarak, niikleik asit veya PCR f{iriinii, jelden iletilen UV 15181 (300nm) altinda

incelenir (Podzorski ve digerleri, 2006).

3.4.4.DNA Dizileme

S. aureus’ un on PCR iirlinii, bes clf A'ya dagitilir ve dizileme i¢in bes fnb geni
secilmigtir ve her gen ig¢in ileri ve geri primerlerdizilenmek {izere laboratuvara
gonderilir (Macrogen, Kore).Temel Yerel Hizalama Arama Araci analizi (BLAST),
blast algoritmasina yol agar (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).CIf A geni i¢in (MCATI)
ve fnb A icin (MCA2) olarak belirtilen oOrnek dizileri, BioEdit dizi Hizalama
Diizenleyici Yazilim Siiriim 7.1 (DNASTAR, ABD) kullanilarak diizenlenmis,

hizalanmis ve referans dizilerle karsilastirilmistir (Hall, 1999).

3.4.4.1. Niikleik asit varyasyonlariin anima asit kalintilarina translasyonu

Hedeflenen proteinin amino asit dizileri, protein veri bankasindan ¢evrimig¢i olarak

alind1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).Kodlama béliimlerinde gdzlemlenen varyantlar,
Expasy ¢evrimic¢i programi kullanilarak ilgili amino asit kalintilaria karsilik gelen bir

okuma c¢ergevesine gevrilir (http://web.expasy.org/translate/).Birden fazla amino asit
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dizisi hizalamasi, BioEdit sunucusunun "hizalama" komut dosyas: kullanilarak,
yonlendiren amino asit dizileri ile gézlemlenen mutasyona ugramis karsiligi arasinda

gergeklestirilir.

3.4.4.2. Kapsaml filogenetik aga¢ yapimi

Hussein ve digerleri tarafindan acgiklanan komsu birlestirme protokoliine gore bu
calismada belirli bir kapsamli aga¢ olusturulmustur. (2020).Gozlemlenen varyantlar,
NCBI-BLASTn sunucusu kullanilarak komsu homolog referans sekanslar1 ile
karsilastirilir (Zhang ve arkadaslari, 2000).Ardindan, gozlemlenen varyanti i¢eren tam
kapsamli bir aga¢, komsu birlestirme yontemiyle olusturulur ve iTOL kiyafeti
kullanilarak bir kladogram agaci olarak gorsellestirilir (Letunic&Bork, 2019).Her
birinin dizileri, kapsamli agactaki filogenetik tiirler grubunu siniflandirir, uygun sekilde

renklendirilmistir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Bu ¢alismanin sonuglari, SPSS programi (16.versiyon) kullanilarak istatistiksel olarak
analiz edilmigtir. P degeri 0,05'in altinda veya buna esit olarak statik olarak anlaml

kabul edilmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteriyel izolasyon ve Tamimlama

Toplam 80 adet numune, Thi-Qar eyaletindeki Al-Hussein Egitim Hastanesinde yanik
hastalarindan ve tonsillitli (bademcik iltihapli) hastalardan toplanmistir. Yalnizca altmis
bes izolat (% 81,25) biiyiimiis ve MSA ortaminda sar1 koloniler olarak goriilmiis ve
S.aureus olarak belgelenmistir. Yanik 6rneklerinden izole edilen 35 (% 35,% 87,5) S.
aureus, bademcik iltihab1 drneklerinden iyilesen 30 (% 75) izolat ise Cizelge 4.1 'de
gosterildigi gibi S. aureus olarak belirtilmistir. Sekil (4.1) 'de gosterildigi gibi, yanik
orneklerinden 35/40 (% 87.5) S. aureus izolat1 ve diger bakteri tiirleri olarak% 12.5
kayit bulunmaktadir. Ote yandan, S. aureus yiizdesi bademcik iltihab1 &rneklerinden
30/40 (% 75) iken, Sekil (4.2) 'de belirtildigi gibi% 25 diger bakteriler olarak temsil
edilir. S.aureus ve iireme kiiltiiri olmayan diger bakteriler arasinda 6nemli bir fark

(P<0.05) olmustur.

Diger Bakteri

S. aureus

Sekil 4.1. Yanik 6rneklerinden izole edilen bakteri kiiltiiriiniin yiizdesi
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. Diger

Bakteriler

Sekil 4.2. Bademcik iltihab1 6rneklerinden izole edilen bakteri kiiltiiriiniin ylizdesi

Cizelge 4.1. S. aureus’ un yanik ve tonsillitnumunelerinde dagilimi

Yanik Tonsilit Toplam

Bakteri

S.. aureus 35 (87.5%) 30 (75%) 65 (81.25%)

7=0.385  df=1 p.degeri<0.05 anlamh

4.2. Mikroskobik ve biyokimyasal tam

p. degeri

0.535

Mikroskobik inceleme tamamen S. aureus izolatlarina Gram boyama ile boyandiktan

sonra lekeye tepkilerini tespit etmek i¢in kullanilmistir, hiicreler ¢ogunlukla {iziim

benzeri diizensiz kiimeler halinde diizenlenmis Gram pozitif koklar olarak goriiniir. S.

aureus’ un tamamen izolatlar1 biyokimyasal testlerle tanimlanir, bu izolatlarakatalaz,

koagiilaz ve DNaz testleri i¢in pozitif sonuglar verilmistir. API Staph sistemi, izolatlarin

cins ve tiir diizeyinde tanimlanmasinin dogrulanmasi i¢in kullanilir, Sekil (4.3).
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Sekil 4.3. S. aureus'un API staph ile tanimlanmasi

4.3. S. aureus'un yasa gore dagilimi

Sonuglar, en yiiksek enfeksiyon yiizdesinin (%38,75) , 31 adet yanik ve bademcik
iltihab1 6rnekleriyle ile en yiiksek (< 10 yas) araliginda kaydedildigini gostermektedir.
Yine de her iki 6rnek i¢in de en diisiik enfeksiyon orani Cizelge 4.2 'de gosterildigi gibi
2 (% 2,5) hasta ile (51-60 yas) yas grubunda goriilmektedir.Yasa gore istatistiksel

olarak anlaml farkliliklar olmustur (P< 0,05).

Cizelge 4.2. S. aureus'un yasa gore dagilimi (suslar = 80)

YasGrubu Say1 Yiizde (%) p. degeri

<10 31 %38.75 0.000*
11-20 19 %23.75

21-30 12 %15

31-40 9 %11.25

41-50 7 %8.75

51-60 2 %2.5

Total 80 %100

yY=40  df=5 p.degeri<0.05 anlaml
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4.4.Molekiiler Teshis

PCR testi sonuglari, S. aureus izolatlarmin sirasiyla 29/35 izolatta ve 24/30
izolatta yanik ve bademcik iltihab1 6rneklerinde dagitilan cIf A geni i¢in pozitif sonug
vermistir ki bu oranlar sirasiyla % 82.86 ve% 80'a karsilik gelmektedir. Fnb geninin
hafif oranda bulunmasina ragmen (sirasiyla % 20 ve% 16.67)yaniktan 7/35, tonsillit

orneklerinden 5 / 30'una karsilik gelmektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. S. aureus izolatlarinda clf A ve fnb genlerinin dagilimi

Numuneler Yanik Tonsilit p. degeri
N=35 N=30
Genler
clf A 29 (%82.86) 24 (%80.00) 0.820
Jfib 7 (%20.00 5 (%16.67)

¥’=0.052  df=l p.degeri<0.05 anlamh

Yanik ve tonsilit 6rneklerinden toplanan S.aureus’un 53/65’inde, tiim izoaltlardaclf A
geninin toplam ytizdesi %81,54, FnB geninin ise 12/65 izolatta %18,66 oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. S. aureus izolatlarindaki toplam gen yiizdesi, (izolatlar = 65)

Genler Say1. Yiizde (%) p. degeri
clf A 53 81.54% 0.000*
fnb 12 18.46%

¥=25.86  df=l p.degeri<0.05 anlamli

CIf A'nin PCR analizine gore, Sekil 4.4'te gosterilen ve bu genin boyutunu ortaya koyan
bantlar yaklagik 292bp'dir. Bununla birlikte, Sekil (4.5) fnb geninin yaklasik 198 bp

olan boyutu gosterilmektedir.
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200
100

292bp

Sekil 4.4. clf A gen amplifikasyonunun agaroz jel elektroforezi, burada M: merdiven, 1-
9: pozitif sonuglar

198 bp

Sekil 4.5. nb A gen amplifikasyonunun agaroz jel elektroforezi, burada M: ladder, 1-9:
pozitif sonuglar

4.5.Molekiiler Teshis
4.5.1.CIf A geni

Bu lokus i¢inde, bu calismaya bes 6rnek dahil edilmistir. Bu ornekler, S. aureus

bakterisinin genomik dizilerindeki clfA gen dizilerini ampfiliye etmek icin taranmistir.
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288 bp amplikonlarla ilgili olarak, NCBI BLASTn motoru, dizilenen Ornekler ile
amaglanan referans hedef dizileri arasinda yaklasik% 100 dizi benzerligi gostermistir.
Bu aragtirilan Orneklerin gozlemlenen DNA dizileri geri alinan DNA dizileriyle
(GenBankacc. CP038229.1) karsilastirilarak, alinan PCR pargalarinin dogru konumlari
ve diger ayrintilart tanimlanmistir. Hedeflenen lokusun toplam uzunlugu NCBI
sunucusunda lokalize edilmis ve hedeflenen lokusun baglangi¢ ve bitis pozisyonlar1 da

dogrulanmistir (Sekil 4.6).

Staphylococcus aureus strain MJ163 chromosome, complete genome

GenBank. CP038229.1

GenBank FASTA
Link To This View | Feedback
] 200 400 b 500 b 1,400 K 11,500 K 1,800 K 12M 2200 K 12,400 K 2746573
i . pMOK [\RRE  (swk  RM . @00k a0k (2748673
B pozsza9n - | Fnd— y |l A meE T A Tools + | Tracks = #_ Download= 2 7 =

o 214 150 814,200 |14.250 614,300 GLE 814370 & iU |814,450 14 500 |B14 550 814,600 $14 686

.....

FL feioh o JILER o BN o A0 [ RGN0 JRGER L (AR TOUARR L [OHSER L BHOSL . PIAEeR . FISE
CP038229.1: 14K..815K (604 nt) " ¥ Tracks shown: 2/6
‘ 288 bp PCR amplicon length ‘

Sekil 4.6. S. aureus genomik sekanslar1 (GenBankaccno. CP038229.1) icindeki clfA
geninin bir boliimiini kismen kaplayan geri alinan 288 bp amplikonun tam
konumu. Mavi ok bu amplikonun baglangi¢c noktasina, kirmizi ok ise bitis
noktasina isaret eder

S. aureus' un genomik dizileri i¢cinde 288 bp amplikon dizilerini konumlandirdiktan
sonra, dizilerinin ayrmtilari, 288 bp ylikseltilmis amplikonlarin hem ileri hem de geri

primerlerinin konumlandirilmasi agisindan vurgulanmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. S. aureus genomik dizileri (GenBankacc. No. CP038229.1) i¢inde clfA'nin
bir boliimiinii amplifiye etmek icin kullanilan 288 bp PCR amplikonlarinin konumu ve
uzunlugu. Gri renkli diziler, sirasiyla ters ve ileri primerlerin pozisyonuna atifta bulundu
Amplikon Referans lokus dizisi (5’ - 3') uzunluk

DNA *ATTGGCGTGGCTTCAGTGCTTGTAGGTACGTTAA 288 bp
dizileri: | TCGGTTTTGGACTACTCAGCAGTAAAGAAGCAGA
clfAgen | TGCAAGTGAAAATAGTGTTACGCAATCTGATAGC
lokusu GCAAGTAACGAAAGCAAAAGTAATGATTCAAGTA
icinde GCGTTAGTGCTGCACCTAAAACAGACGACACAAA
CGTGAGTGATACTAAAACATCGTCAAACACTAAT
AATGGCGAAACGAGTGTGGCGCAAAATCCAGCAC
AACAGGAAACGACACAATCAGCATTAACAAATGC
AACTACGGAAGAAACT**

* Ters primer dizilerini ifade eder (ileri yonde yerlestirilmis)
** [leri primer dizilerini ifade eder (ters yonde yerlestirilmis)

288 bp'lik numunelerin hizalama sonuglari, referans DNA sekanslar1 ile

karsilagtirildiginda analiz edilen numunelerde saptanabilir mutasyon olmadigini ortaya

koymustur (Sekil 4.7).
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Ref . ATTGGCGTGGCTTCAGTGCTTGTAGGTACGTTAATCGGTTTTGGACTACTCAGCAGTARAGAAGCAGATGCAAGTGAAAATAGTGTTAC

GCAATCTGATA

0
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0
[0
0
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200

Ref.GCGCAAGTAACGAAAGCAAAAGTAATGATTCAAGTAGCGTTAGTGCTGCACCTAARACAGACGACACAAACGTGAGTGATACTAAAACATCGTCAAACAC

210 220 230 240 250 260 270 280

Sekil 4.7. CIfA DNA dizilerinin 288 bp amplikonlarinin karsilik gelen referans dizileri
ile bes 6rnegin DNA dizileri hizalamasi. "Ref" sembolii NCBI referans sirasina, "C"
harflerine, ardindan gelen bir say1, numune numarasina karsilik gelir

Bu calismada, clfAamplikonlarmin 288 bp biiyiitiilmesine dayanan kapsamli bir
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Bu filogenetik agac, S. aureus dizilerinin diger
goreceli DNA dizilerinin yani sira C1 ila C5 ornekleri igerir. Bu kapsamli agagtaki
hizalanmig niikleik asit dizilerinin toplam sayist1 102'dir. Agagta bulunan ana
organizmay1 temsil eden S. aureus'a ek olarak, digerleri de mevcut kapsayici agacta da

dahil olmak ftizere S. argenteus gibi yiiksek diizeyde iligkili organizmalara sahiptir.
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Dikkate deger, incelenen Ornekler S. aureus dizileri iginde yalnizca birkag bitisik klad

halinde kiimelenmistir (Sekil 4.8).

Tree scale: 1 +

- 13, / - + 12 -
[N HO424272.1 4 3 j \erosTies? s W W

| epoziase i 1411027

£ [ enosossn 1 sarosa-ssezes [ T
B B crosasie . B44711B44000

>
>
| 4ad

A 1ovessigied tocal snmpies
Wl sivinviococons aurous
B soviviococcns argentous

Sekil 4.8. Bes S. aureus yerel Orneginin clfA fragmaninin genetik varyantlarinin
kapsamli filogenetik agaci. Camgdbegi licgen rengi, analiz edilen varyantlara atifta
bulunurken, kirmizi renk, dis grup tiirlerinin ilgili referans dizilerine atifta bulunur.
Bahsedile

4.5.2.fnbA geni

Bu lokus i¢inde bes numune de yer almaktadir. Bu ornekler, S. aureus bakterisinin
genomik dizilerindeki fnbA genetik dizilerini c¢ogaltmak icin taranmistir. 198 bp
amplikonlarla ilgili olarak, NCBI BLASTn motoru, dizilen 6rnekler ve amaglanan
referans hedef diziler arasinda yaklasik% 98 ila% 99 dizi benzerligi oldugunu ortaya

koymustur. Bu arastirilan 6rneklerin gézlemlenen DNA dizilerini, alinan DNA dizileri
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(GenBankacc. CP038183.1) ile karsilastirarak, alman PCR pargalarimin dogru

konumlar1 ve diger ayrintilar1 tantmlanmistir (Sekil 3.9).

Staphylococcus aureus strain MJ015 chromosome, complete genome

GenBank: CP038183.1
._;._‘:.F_' ank | ASTA

1 0 00 a0 800 K 1 200K [L800K 800K 1,800
Yt - v
= croasieal ~ | Find: Rl s = IO BRSNS ________—_———7\_7'-3?J|'s'v"ﬂ- Tracks + ¥, Download » 2 /'
2,551 300 2,551,350 [2.551,400 BT 2551466 1 b0 2.551,550 551680 551,650 5
i
|
—r— —
| 2.551.25 2 581,300 2881 350 [2.551.400 [2.551458 2 551 500 2 551,550 2 561,600 2 551 658 3.
CPO38183.1: 2.6M..2.6M (484 nt) ﬁ Tracks shown: 2/8

’ 198 bp PCR amplicon length «

Sekil 4.9. S. aureus'un genomik sekanslar1 (GenBank erisim no. CP038183.1) i¢inde
fnbA geninin bir boliimiinii kismen kaplayan geri alinan 198 bp amplikonun tam
konumu. Mavi ok bu amplikonun baslangi¢ noktasina, kirmiz1 ok ise bitis noktasina
isaret eder

198 bp amplikon sekanslarini S. aureus’ un genomik DNA'sina yerlestirdikten sonra,
amplifiye edilmis fragmanlarin hem ileri hem de ters primerlerinin konumlandirilmasi
acisindan sekanslariin ayrintilari vurgulanmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. S. aureus'un genomik sekanslar1 (GenBankacc. No. CP038183.1) igindeki
fnbA geninin bir kismint amplifiye etmek i¢in kullanilan 198 bp PCR amplikonlariin
konumu ve uzunlugu. Gri renkli diziler, sirasiyla ters ve ileri primerlerin pozisyonuna

atifta bul

Ampliko Referans lokus dizileri (5' - 3') uzunlu
n k
DNA *TAATCACCTTGGTGTAAACCATTCTCAAATTTC | 198 bp
sequenc | ACTTATATTT
es TAGCACCGCTCTTTGTCCTGCATGAGGTTCTAC
within TATTTGTAT
the TATTATGTCCCTCGATAGAGCTTTCAGTAACTG
Fnbage ACTTTACTT
netic GTAACATCTGTGCCTTTAACTTCTGAAACGTCA
locus AGCTTCCTT
AGCTTCCGCTACATCTGCTGAT**
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* Ters primer dizilerini ifade eder (ileri yonde yerlestirilmis)
** [leri primer dizilerini ifade eder (ters yonde yerlestirilmis)

Referans gosteren referans DNA dizilerine kiyasla analiz edilen orneklerin bazilar
boyunca birkag¢ ilging mutasyonun varligim1 ortaya g¢ikaran 198 bp'lik numunelerin
hizalama sonuglar1 (Sekil 4.10). Bununla birlikte, mutasyonlarin ¢ogu hem D1 hem de

D4 orneklerinde lokalizedir.

10 20 30 40 50 60 70 80 920 100

i, . ...... . ... ... MG 6 o il G....q . . ... C.GA. LA, ittt ittt
D2 .. ....... N . .......... 0 e ... € o o o R . . . .
D3 .. "% ----- - - - - Y . ... e T.eon. g8 G, . .. ... O ., . ... ... ..
D4 ...... WSS, .. ...  VESSEEEE, ... RS .., T . RN G..... AN P
161 T o 0 o T o o R . R o (. . .. [EBNF . Gl o o o o TP

110 120 130 140 150 160 170 180 190

Ref .CGATAGAGCTTTCAGTAACTGTAACTTTACTTGTAACATCTGTGCCTTTAACTTCTGAAACGTCACTAGCTTCCTTAGCTTCCGCTACATCTGCTGAT

Dl e L € e
D it e e e e e e e e e e e
D
DA e L N € e €
C5

Sekil 4.10. Bes oOrnegin DNA dizileri, fnb A genetik DNA dizilerinin 198 bp
amplikonlarinin karsilik gelen referans dizileriyle hizalamasi. "Ref" sembolii NCBI
referans sirasina, "D" harflerine ve ardindan Ornek numarasina atifta bulunan bir
numaraya karsilik gelmek

Su anda analiz edilen numunelerde tespit edildigi gibi, bir niikleik asit ikamesinde
olduk¢a ilging farkliliklar gozlemlenmistir. Bununla birlikte, tanimlanan varyasyon
bolgesinin sekanslamakromatograminin yani sira ayrintili agiklamalar1 dogrulanabilir ve
belgelenebilir ve bu sekanslarin  kromatogramlari, PCR  amplikonlarindaki

pozisyonlarina gore gosterilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. fnbA geninin hedeflenen 198 bp amplikonlarinin DNA kromatogrami i¢inde
saptanan  mutasyonlarin modeli. Tanimlanan ikame mutasyonlari, PCR
amplikonlarindaki konumlarma goére vurgulanir. ">" Sembolii, "ikame" mutasyonunu
ifade eder

Gozlemlenen mutasyonlar, bu tiir ikamelerin, kodlanmis Fibronektin baglayici protein
A'daki karsilik gelen konumlarinda olast bir degisikligi tetikleyip tetiklemedigini
belirlemek i¢in ayrica analiz edilir. Tiim niikleik asit dizileri, Expasytranslate paketi
kullanilarak karsilik gelen amino asit dizilerine ¢evrildi. Saptanan niikleik asit
ikamelerinin toplam sayist on dokuzdur, burada dokuz yanlis mutasyon saptandi, yani
215 A> E, 212 E> Q, 210 K> N, 186 V> E, 185 E> V ve 184 S> K, diger

varyasyonlarin ortaya ¢ikan protein iizerinde sessiz etkiler verdigi bulundu (Sekil 4.12).

10 20 30 40 50 60

1 e S I T I I
Ref.SADVAEAKEASDVSEVKGTDVTSKVIVTES SIEGHNNTNKVEPHAGQRAVLKYKLKFENGLHQGD

Dl oo, KVE. oo, NoQu B,
D e e e e e e
1
DA ... KVE . o oottt e e e e
D5 e

Sekil 4.12. S. aureus 6rneklerinin arastirilan 6rneklerinde saptanan varyasyonlarin
amino asit kalintilar1 hizalamasi.

50



Fibronektin baglayici protein A i¢inde yanlis anlamli mutasyon lokalizasyonu. Amino
asit ikamelerinin pozisyonlari, amplifiye edilmis 198 bp loku Sirali 198 bp
fragmanlardan elde edilen tiim sonuglar1 6zetlemek i¢in, gozlemlenen niikleik asit
ikame mutasyonunun tam konumu ve ek aciklamalari, (Cizelge 4.7) 'de gosterildigi gibi

NCBI referans dizilerinde agiklanmaktadir.

Cizelge 4.7. NCBl'ya atifta bulunan dizilere (GenBank erisim no. CP038183.1) kiyasla
fnbA geninin 198 bp amplikonlarinda gozlemlenen SNP'lerin modeli."D" sembolii ve
ardindan incelenen numune numaralarina atifta bulunan bir numara ile satir basinda yer
almaktadir

umune |Natif A PCR Referansgenom Amino Mutasyon tipi
No. lel fragmanind dakikonum
akikonum. asitkonu
mu
D1, D2, C T 48 2551316 220V Sessiz (220 V=)
D3, D4,
D5
D1, D2, T G 56 2551324 218 R Sessiz (218 R=)
D3, D4,
D5
D1 T 64 2551332 215 A Yanhsanlam (215
A>E)
D1, D4 C 72 2551340 212 E Yanhsanlam (212
E>Q)
D1, D4 CT G 74,75 2551342, 213 P Yanhsanlam (212
A 2551343 E>Q)
D1 A 78 2551345 210K Yanhsanlam (210
K>N)
D1, D4 A C 135 2551403 191V Sessiz (191 V=)
D1, D4 G A 144 2551412 188 G Sessiz (188 G=)
D1, D4 TT C 147, 148 2551415, 187 K Sessiz (187 K=)
G 2551416
D1, D4 AA T 150, 151 2551418, 186 V Yanhsanlam (186
T 2551419 V>E)
D1, D4 | GAA T 157, 158, 2551425, 18S E Yanhsanlam (185
A T 159, 160 2551426, E>V)
C 2551427, 184 S
G 2551428 [Yanhsanlam (184
S>K)

Bu caligmada, gozlemlenen niikleik asit varyasyonlarina dayanan kapsamli bir
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Bu filogenetik agac, diger ilgili DNA dizilerinin yani
sira DI ila D 5 numunelerini igcerir. Bu kapsamli agactaki hizalanmis niikleik asit
sekanslarinin toplam sayis1 155'ti. Agacta bulunan ana organizmay1 temsil eden S.
aureus'a ek olarak, mevcut kapsayici agaca bir dig grup olarak dahil edilen diger

organizmalar da dahil edilmistir. Enterococcusfaecalis. Dikkate deger bir sekilde,

51



incelenen ornekler S. aureus dizileri iginde yalnizca birkag bitisik sinifta kiimelenmistir
(Sekil 4.13).

S. aureus' a ait bircok susla incelenen oOrnekler arasinda yiiksek bir homoloji
gbzlemlenmistir. Bu agacin i¢ine ilave organizma, ana dahil edilmis S. aureus dizileriile
birlikte bir dis grup olarak yerlestirilmistir. Arastirilan tiim sekanslar agikca S. aureus

siniflarinda konumlandirilmistir ve bu klinik izolatlarin herhangi biri i¢in S. aureus 'tan

belirgin bir sapma gozlenmemistir.
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Sekil 4.13. Bes S. aureus yerel 6rneginin fnbA fragmaninin genetik varyantlarinin
kapsamli filogenetik agaci. Camgobegi tlicgen rengi analiz edilen varyantlara atifta

bulunurken, diger renkler NCBI biriktirilmis ilgili tiirlere atifta bulunur. Bahsedilen tiim
numarala
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4.5.3. Gen bankasina kayit

CIf A geni, MT 890156 erisim numaras: altinda ulusal biyoteknoloji merkezi
bilgilerinde kaydedilmistir, fnb A geni ise MT968519 erisim numarasini tagir.
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5. TARTISMA

5.4. Yanik ve bademcik iltihab1 6rneklerinden izole edilen S. aureus olusumu

Mevcut calismanin sonuglart S. aureus insidansinin yanik ve bademcik iltihabi

orneklerinde sirasiyla 35/40 (% 87.5) ve 30/40 (% 75) oldugunu gdstermistir.

S. aureus ve Ozellikle metisilin direnci S. aureus, yanik hastalarinda morbidite ve
mortalitenin en 6nde gelen nedenidir ve halk saglig1 i¢in bir zorluktur (Hajska ve ark.,
2014).Buna ek olarak, Alghalibi ve arkadaglar1 (2011), S. aureus’ un yanik hastalari

arasinda en sik goriilen bakteri olarak kabul edilebilecegini kaydetmektedir.

S. aureus, hastanede yatan hastalarda ciddi sorunlara neden olan 6nemli bir bakteri
olarak kabul edilebilir (Jan ve digerleri, 2002).Bademcik iltithab1 enfeksiyonunun bariz
nedenlerinden biri, S. aureus’ dur, ayrica Gowrishankar ve digerleri, (2013) bu fikri
dogrulamaktadir, ancak S. aureus, S. pyogenes farenjit ve bademcik iltihabina kiyasla
daha az siklikla ortaya cikmaktadir.S. aureus ve S. pneumoniae, S.pyogenes, H.
influenzae  ve  M.catarrhalis  gibi  diger  bakteri  tiirleri,  ¢ocuklarin
nazofaringealkolonizasyonunda tek basina veya iist solunum yolu enfeksiyonu sirasinda
kombinasyon halinde tanimlanmistir (Pettigrew ve digerleri, 2008 ve Wang ve digerleri,
2016).Son calismada S. aureus olusumu% 87,5'tir. Bu ¢alisma, yanik hastalarindan izole
edilen S. aureus’ un yakin yiizdesini kaydeden komsu iilkede (Iran) vyiiriitiilen
calismalarmin sonuglartyla mutabik kalmistir. Ornegin: Khosravi et al., (2012); Namvar
vd., (2014) ve Abbasi-Montazeri vd., (2015), oranlar1 sirasiyla% 87.36,% 72.7 ve%
88.6 olarak bildirmistir.

Bu c¢alismada yanik orneklerinden izole edilen S. aureus’ un yiiksek goriilme orani,
Babakir-Mina ve ark., (2012) tarafindan Irak Kiirdistan'inda (% 88) yerel olarak
gerceklestirilen ¢aligma yaklagimidir.Mevcut ¢alismada hedef bakterilerin sikligi, Irak'ta
yapilan ek calismalara benzer sekilde, sirasiyla;% 65,3), (% 75) ve (% 67,460) (Al-
Mussawi, 2014; Al-Azawi, 2013 ve Degaim ve digerleri, 2015).Ayrica bu yiizde
Kore'deki (% 98) (Song vd., 2001) ve Cin'deki (% 98) (Yali vd., 2014) diger ¢aligmalara
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benzemektedir. S. aureus'un gesitli cografi bolgelerde yanik birlikteligindeki ytliksek
yaygmlik orani, standart enfeksiyon oOnleme ve kontrol programlarinin kot
uygulanmasindan kaynaklanabilir (Bahemia ve digerleri, 2015).Mevcut verilerde,
bademcik iltihab1 6rneklerinden iyilesen S. aureus ylizdesi% 75'tir. Bu bakteri orani
yiiksektir ve sadece% 26.66'sinin bademcik iltihab1 ve farenjit 6rneklerinden izole
edilen S. aureus olarak tanimlandigini gosteren Mater vd. (2019) tarafindan yapilan
yerel calisma sonuglartyla karsilastirildiginda bu yiikseklik goze carpmaktadir.Banafshe
ve digerleri, (2015) yaklasik (% 36,3) solunum yolu enfeksiyonlarindan izole edilen S.

aureus olarak tespit edildigini belgelemistir.

5.5. . aureus' un yasa gore dagilimi

Sonuglar, S. aureus oraninin yiiksek oldugunu ve en yiiksek sonuglarin (< 10 yas) yas
grubunda kayit altina alindigini agiklarken, yanik ve bademcik iltithab1 6rneklerinde en
diisiik sikligmm 2 (% 2,5) ile (51-60 yas) yas grubundaki hastalarda goriildiigii tespit

edilmistir.

Bu yas grubundaki (<10) (¢ogunlukla okul cocuklari) S. aureus enfeksiyonunun
artmasinin bazi nedenleri, bu yas grubundaki yetersiz beslenme ve kusurlu bagisiklik

gelisimi ile iliskili olabilir.

Ayrica Wang vd., (2016), S. aureus ile en fazla enfekte olan yas grubu okula /
tiniversiteye giden ¢ocuklarin daha diisiik bagisikliga sahip olduklar1 ve solunum yolu
enfeksiyonlarina kars1 daha savunmasiz oldugunu ve bunlarin zayif, yetersiz beslenmis
ve giigsiiz oldugu tespit edilmistir. Mevcut ¢aligma, Abid(2015)tarafindan yapilan ve
(21-30) yas grubunun en yiiksek S. aureus enfeksiyonuna (% 35.56) sahip oldugunu
belgeleyen caligma ile uyumlu degildi,
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5.6. Molekiiler Teshis

PCR testinin mevcut sonuglari yanik ve bademcik iltihab1 drneklerinden iyilesen S.
aureus 1izolatlarmin% 82.86'sinda ve% 80'inde clf A genine sahip oldugunu
gostermistir. Az miktarda bulunan fnbA geni ise% 20 ve% 16.67 olup yaniktan 7/35,

tonsillit 6rneklerinden 5 / 30'a boliinmiistiir.

CIf A ve fnbgenes, S. aureus 'un biyofilm olusumuyla iligkili ve viriilansini artiran
onemli genlerdir, ayrica biyofilm formunun bakteriyel kalicilik ve viriilans ile yakindan
iliskili bir karakter oldugunu 6ne siiren Mohamed ve Huang(2007), ve bircok kronik
bakteriyel enfeksiyon ve bakterinin biyofilm olusturma yetenegi ek olarak kronik

polimer baglantili enfeksiyona neden olur (Gotz, 2004).

S. aureus tarafindan biyofilm iiretimi, konake¢1 saldirgan tepkilerine karst savunmanin
onemli unsuru olarak tanimlanmistir. Konak¢inin hiicrelerinin yakininda kolonize olan
bakteri, konak¢inin bagisiklik tepkisinden ve antimikrobiyal ilaglarin etkilerinden

korunmak i¢in biyofilm olusturmaktadir (Foster, 2005).

CIf A geni, S. aureus patojenitesinin artmasinda onemli rol oynamalidir. Ayrica Jiang
ve digerleri, (2018) ve Xie ve digerleri, (2018), clf A ve hla genlerinin bu bakterinin
patojenitesinde merkezi bir rol oynayabilecegini belirtti.Son ¢alismanin sonuclari, clf A
geninin yiiksek goriiniimiinii gostermektedir; bu, izolatlarin neredeyse tamamen clf A
(% 100) icerdigini gosteren Li ve digerlerinin (2018) sonuglarina benzer sonuglar

vermektedir.

Fnb A goriinlimiiniin mevcut sonuglari, farkli ¢alismalarla karsilagtirildiginda diistiktiir.
Bir Yerel ¢aligma, bademcik iltihab1 ve farenjitten izole edilen incelenen S. aureus’ un
% 59'unun fnb A genini barindirdigin1 gdsteren Mater ve digerleri (2019) tarafindan
yapilmigtir. Ayrica, baska bir calismada, fnb A geninin yiliksek yiizdesini
kaydedilmistir: Duran ve digerleri (2010) neredeyse tamamen bu gene sahip olan S.

aureusizolatlariniortaya koymaktair (% 97.7). Nashev ve digerleri (2004), S.
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aureus'unbiitiin izolatlarmin bu gene sahip oldugunu gostermektedir. Ote yandan,
Mirzaeea ve digerleri(2015) ve Eftekhar ve digerleri (2017), S. aureus'un yiiksek oranda
(% 77,8 ve% 57,1) bu geni barindirdigini géstermistir.

Fnb geninin varligi, insan konakg¢ilarda biyofilm olusturma yetenegi ve viriilans
mekanizmasi arasinda neredeyse gerekli bir iliskidir (Cha ve digerleri, 2013).Biyofilm
olusumuna ek olarak, fnbA ve fnbB genleri, bakterilerin istila ve yapigsmasina katkida
bulunur (Serray vd., 2016).Ve son veriler, fnbB geninin goriilme oranlarinin kii¢tik bir
yiizdesinin (% 1.89) oldugunu gosterdi.Mevcut sonuglar, Taneike ve arkadaslar
tarafindan yapilan arastirma sonuglarindan farklidir. (2006), nozokomiyal salginlardan
izole edilen tiim S. aureus’ un fnb geninden yoksun oldugunu bildirmistir. Arciola ve
arkadaslar1 (2005), S. aureus izolatlarinin yaklasik olarak tamaminin (% 99.5) bu gene

sahip oldugunu belgelemistir.

Soares ve digerleri (2017), S. aureus patojenitesinin, konakgi istilasi, kolonizasyonu ve
enfeksiyonu ile en dnemli olan gesitli viriilans faktorlerinin varligindan kaynaklandigini
belgelemistir. Ayrica Bhati ve digerleri (2019), clfA, clfB, fnbA ve fnb dahil olmak
tizere baghlik iligkili genlerin olusumunun ve clf A ve fnbA genlerinin yiizdesinin%
100 ve% 63.6 oldugunu kaydetmektedir. Caligmanin sonuglar1 Abd El-Tawab ve
digerleri, (2014) tarafindan yapilmis ve bu ¢alismanin sonuglarina gore yiiksek oranda
(% 90) clfA genini buldugunu belgelemistir. Sonuglar ayrica Tirpude ve Batra, (2012)

ve Viana ve digerleri, (2012) tarafindan yapilan ¢calismalarla da kabul edilmistir.

Mevcut calismanin sonuglart Azmi ve ark (2019) tarafindan yapilan calisma
sonuclarindan farkhidir. CIf A, fnb A genlerinin sikliginin sirasiyla% 80,2,% 78,2
oldugunu gostermektedir. Diger ¢alismalarda (Ghasemian ve ark., 2016) S.

aureusizolatlarinda bu genlerin olusumunu sirastyla 97, 64 olarak gostermistir.
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5.7. DNA Dizileme

Bu calismada, S. aureus' un iki geninin kodlama boélgelerinin genetik varyasyonlari
arastinlmustir. Ik analiz edilen gen clfA genidir, bu gen, S. aureus hiicre duvari ile
iliskili proteinlerle iliskili ¢esitli rollere sahip olan ve bir N-terminal sekretuar sinyal
dizisi, bir C-terminal motifi, bir hidrofobik duvar ve membran kapsayan alan ve pozitif
yikli bir kuyruk dahil olmak iizere bir dizi kenetleme faktoriinii kodlar.Bu gen,
tekrarlayan serin ve aspartik asit dipeptidlerinden (SD tekrarlar1) olusan bolge R olarak
bilinen bir bolgenin varligiyla karakterize edilen anahtar 6z genlerinden biridir.Bélge R,
hiicre duvarmi kapsayan alam1 benzersiz ligand baglanma bolgesine (bolge A)
baglar.Ayrica, clfA, serin-aspartat tekrar protein ailesi olarak bilinen daha biiytik bir S.
aureus proteinleri ailesinin bir iiyesidir (Brien ve digerleri, 2002).Ayrica, baskin faktor
topaklanma faktorii A, enfektifendokarditi baslatmak i¢in 6nemli bir mekanizma
olabilecek insan trombositagregasyonundan sorumludur (Palmgqvist ve digerleri,
2004).CIfA geni tarafindan kodlanan proteinin ¢ok yonlii roliine dayanarak, arastirilan
klintk numunelerin S. aureus izolatlarindaclfA gen varyasyonlarinin modelini
degerlendirmek ilgingtir. Bundan sonra, bu bakteri orneklerinin sonraki evrimsel ve
klinik stratejisi, bu hedeflenen gende gézlemlenen niikleik asit dizilerinin modellerine
gore degerlendirilebilir. Ancak bu Orneklerde saptanabilir bir mutasyon goézlenmez.
Buna gore, incelenen tiim C1 - C5 ornekleri, Almanya menseli S. aureus dizilerine ait
olan GenBank erisim numarasi CP054876.1''m hemen yakininda yan yana
kiimelenmistir. Bu sekanslar iginde, S. aureus’ un bir¢ok baska izolat1 da dahil edilir ve
bunlar, ister kdken, izolasyonlarinin pozisyonu veya diger yonleri olsun degisken veriler

saglar.

Halihazirda arastirilan Orneklerde tespit edilebilir bir genetik polimorfizm
tanimlanmamasina ragmen, bu agag, kapsamli agagtaki fiili filogenetik konumlar1 veya
bu numuneler arasindaki genetik uzakliklar ve bir taraftaki yakin dizileri ve diger
taraftaki diger diziler ayni agacin i¢inde yer almasi bakimindan, analiz edilen tiim
ornekler hakkinda birkag¢ bilgilendirici veri saglamistir. Sonuglarda gosterildigi gibi,
incelenen tiim numunelerimiz, Almanya tiirli Dresden-275757'ye ait olan GenBank

erisim numarast CP054876.1'in hemen yakininda bulunmaktadir.Bu susa ek olarak,
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orneklerimiz ayrica Amerikan HQ424272.1 susu H291 ve Danimarka CP047021.1 susu
M2024 dahil olmak iizere diger GenBank erigim numaralarinin yaninda yer almistir.Bu
veriler, arastirilan orneklerimiz ile Avrupali ve Amerikali meslektaglar1 arasinda son
derece yiiksek homolojinin varligina iliskin daha fazla ayrinti gerektirir.Bununla
birlikte, ayni organizmanin sekanslar i¢inde sadece kiiciik varyasyonlara sahip olan
tanimlanmis mutasyonlarda S. aureus'tan sapma yoktur. S. argenteus'un diger yliksek
derecede iliskili dizileri de, bu niikleik asit varyasyonlarinin arastirilan tiirlerden ayrilma
potansiyelini degerlendirmek i¢in bir dis grup olarak ayni agaca dahil edilmistir.
Incelenen 6rneklerimiz, bu dis grup dizilerinden uzakta ayri bir konumdadir. Ancak,
incelenen tiim 6rneklerin kimligi sapmadan ayni tiire ait olduklari i¢in belirlenir. Ayrica,
bu kavram, bu yerel olarak incelenen 6rneklerin kimliginin daha ileri bir gostergesini
saglar.Bu clf A gen tabanli kapsamli agacg, bu tiir genetik par¢anin bu genetik pargayi
kullanarak cIf A Orneklerini verimli bir sekilde tanimlamadaki yliksek yetenegi
hakkinda son derece kapsamli bir ara¢ saglamistir. Bununla birlikte, filogenetik
analizimiz, bu PCR -filogenetik protokollerle ilgili en yiiksek tiir tespit 6zgilliigiini
gozlemlemektedir.Bu da, halihazirda kullanilan clfA'ya 6zgii primerlerin, halihazirda
arastirtlan suslar1 ve filogenetik pozisyonlarin1 tanimlama yetene§inin bir baska
gostergesini verir. Ayrica, sunulan agag, arastiritlan numunelerin ayni tespit edilen tiirler
icinde dogru ve kapsamli bir genetik dagilimini ve konumlandirmasini ekledi. Ayrica,
mevcut aga¢ S. aureus dizilerinin izole edilmis klinik Ornekleri arasindaki genetik
cesitliligin modeli i¢in bir platform saglamistir. Bu ¢esitlilik, cins i¢inde veya hatta tiir
diizeyinde herhangi bir sapma gelistirmemis olsa da, mevcut arastirma, bu dizilerin bu
organizmanin herhangi bir olas1 evrimsel degisikligine dahil olmadigini ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte, mevcut kapsamli aga¢ tiim C1 -C5 6rneklerinin agik bir
filogenetik konumlandirmasini saglamistir, ¢iinkii tiim bu Ornekler aynmi S. aureus

tiiriiniin Avrupa ve Amerikan sekanslarinin hemen yakininda yer almaktadir.

FnbA geni ile ilgili olarak, S. aureus 'un baska herhangi bir protein veya molekiilden ek
destek olmadan konakg¢iya yapismasini ve onu isgal etmesini saglayan bir fibronektin
baglayici proteini kodlar (Roche ve digerleri, 2004).Bu nedenle, bu kritik rol, bu
oldukca Onemli lokustaki molekiiler varyasyonlari analiz ederek arastirilmistir. Bu

nedenle, arastirilan S. aureus izolatlarinin olas1 viriilansindafibronektin baglayici
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proteindeki dizi varyasyonunun Onemini alarak fnbA geninin kodlama bdlgelerini
kesfetmek 6nemli olabilir. Bu ¢aligmada 198 bp'lik spesifik bir PCR pargasi segilmistir.
Bu parca, fnbA geninin kodlama dizilimini kismen giiclendirir. Bu hedeflenen
amplikon, konakg1 hiicrelerin dogustan gelen bagisikligi tarafindan herhangi bir olasi
istilaytr 6nlemek i¢in klinik S. aureus suslarinin evrimsel stratejisi lizerinde fnbA
geninin kodlama dizilerindeki olas1 herhangi bir mutasyon modelini degerlendirmek
i¢in sec¢ilmistir.Ilging bir sekilde, gdzlemlenen mutasyonlarm ¢ogu yalnizca D1 ve D4
orneklerinde tanimlanir, yani 220 V =, 218 R =, 212 E> Q, 212 E>Q, 191 V=188 G
=, 187 K =, 185 E > V ve 184 S> K.Buna gore, hem D1 hem de D4 6rneklerinin
filogenetik konumlandirmasinin degistirilmesindeki bu varyasyonlarin kapsamin
degerlendirmek icin fnbA gen dizisi varyasyonlarima dayali kapsamli bir aga¢ insa
edilmistir ve diger D2, D3 ve D5 oOrnekleriyle karsilastirilmistir. Agacta bulunan ana
organizmay1 temsil eden S. aureus 'a ek olarak, diger yiiksek derecede iliskili
organizmalar da bir dis grup olarak, yani Enterococcusfaecalis olarak mevcut kapsayici
agaca dabhil edilir. FnbA geninden yola ¢ikarak, incelenen tiim 6rneklerin kimligi, bagka
bir tiire sapmadan ayni tiire ait olduklari i¢in de belirlenir. Ayrica, bu kapsamli agag, bu
yerel olarak incelenen orneklerin kimligine iliskin daha kapsamli bir veri saglanabilir.
Bununla birlikte, filogenetik analizimiz, fnbA tabanli PCR -filogenetik protokollerle
ilgili en yiiksek tiir tespit Ozgiilliiglinii gozlemledi.Bu veriler, halihazirda kullanilan
fnbAspesifik PCR primerlerinin, S. aureus’ un su anda arastirilan suslari1 arasinda ayrim
yapma giiciiniin bagka bir gostergesini verir.Dahasi, mevcut agag, 6zellikle hem D1 hem
de D4 orneklerinde konumlandirilan birgok yanlis ve sessiz mutasyondan kaynaklanan
arastirilan 6rneklerin baska bir kapsayici filogenetik dagilimint ve konumlandirmasini
saglamistir.Ilging bir sekilde, arastirilan drnekler S. aureus dizileri iginde dort goreceli
sinifta kiimelenmistir.Bu siniflardan biri iki 6rnekten (D1 ve D4) yapilirken, diger yakin
simif li¢ 6rnekten (D2, D3 ve DS5) yapilir. Aslinda, hem D1 hem de D4'lin ayn1 sinifta
konumlandirilmasinin nedeni, ikisi arasinda paylasilan mutasyonlarda dokuzun
varligina aitti. Bu nedenle, hem D1 hem de D4, su anda insa edilmis agagta bir kusak
isgal etmektedir. Bu smifin diger ti¢ smif D2, D3 ve DS5'in yaninda yakin
konumlandirilmasina ek olarak, ayn1 agacta yer alan birka¢ referans dizisinin yakinina
da konumlandirilmistir D1 ve D4 6rneklerinin iki drnek sinifinin, her ikisi de Ingiliz

S.aureus dizilerine ait olan LS483300.1 ve LR134088.1 GenBank erisim numaralarinin
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yakininda bulundugu bulunmustur.Ayrica, ayni organizmanm Irlandali ve Ingiliz
suslarina ait oldugu bulunan AJ938182.1 ve LS483317.1'in iki GenBank erigim
numarasiyla bu smifin bagka bir yakin konumu da gézlemlenmistir.Oysa D2, D3 ve
D5'in diger li¢ smifi, S. aureus dizilerine ait olan ve Almanya'dan sunulan GenBank
erisim numarast CP015646.1'in hemen yakininda bulunur.Tiim bu veriler, incelenen
numunelerimizin ayn1 analiz edilen organizmanin Avrupa dizileri ile net bir
homolojisini gostermistir.Bu lic D2, D3 ve D5 smifindaki bu hafif sapma, bu 6rnekte
birka¢ saptanabilir mutasyonun varligina atfedilir. Tiim bu 6rnekler yalnizca S. aureus
dizileri i¢inde konumlanmistir.Bu gozlemler, hem D1 hem de D4'te saptanan
mutasyonlarin, bu bakteriyel izolatlarin evrimsel konumlarin1 bu gelismis kapsamli
agacta baska bir genetik konuma degistirme potansiyelini ortaya koymustur.Bagka bir
deyisle, bu sessiz ve yanlis mutasyonlarin (220 V=, 218 R=, 212 E>Q, 212 E>Q, 191
V=, 188 G=, 187 K=, 185 E>V, and 184 S>K) oldugunuag¢iklamak miimkiin olabilir.
Konak¢1 endotel hiicrelerinin dogal bagisikligina karst D1 ve D4 Orneklerinin
adaptasyon stratejisini degistirmede agik bir rol sergiler.CIfA geninin aksine, fnbA gen
agaci, klinik S. aureus izolatlarmin konagin bagisikligina dayanma kabiliyetinin
evrimsel agiklamasinda daha etkilidir.Bu agiklama, mutasyonlarin ¢ogunlugunun
yalnizca bir kusakta konumlandirilmis iki bakteri izolatindaki kiimelenmesinden
gelirken, diger i D2, D3 ve D5 numunesi diger filogenetik konumlarda bulunur.D1 ve
D4 6rneklerinin bu yakin konumlandirilmasi, bu bakteriyel izolatlarin hiicresel konakg1
bagisikligin  istilasina  karst adaptasyonlarinda izledikleri belirli ~ stratejilerle
iliskilendirilebilir (Barroso-Batista ve digerleri, 2015).Bu mutasyonlarin evrimsel hayati
onemine ek olarak, fnbAlokusunda gozlemlenen bu varyasyonlarin klinik sonuglar1 da
gbz ardi edilemez. Bu veriler, arastirilan diger ii¢ 6rnekten farkli olabilecek D1 ve D4
ornekleriyle enfeksiyonun bazi olasi sonuglarini 6nermektedir. Bu nedenle, D1 ve D4
olas1 patogenezinin genetik temeli, diger D2, D3 ve D5 orneklerinde bildirilenlerden
farkl1 olabilir. CIfA gen tabanli agacin aksine, fnbA gen tabanli agacin D1 - D5
orneklerini farkl filogenetik kusaklara verimli bir sekilde alt boliimlere ayirma yetenegi
nedeniyle daha bilgilendirici genetik ayrintilar tanimlanir. Bununla birlikte, mevcut
gozlemler, analiz edilen S. aureus Orneklerinde bilgilendirici filogenetik degisiklik
olusturmada gozlemlenen fnbA varyasyonlarinin saptanan mutasyonlarmin farkli bir

roliinii gostermistir.Bu varyasyonlarin bir¢ok klinik acidan cesitli etkileri olabilir. Bu
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gozlemler, fnbA geni temelli agacta bulunmustur, S. aureus ile endotelyal konake1

bagisiklig1 arasindaki iliskiyi aciklamak i¢in daha bilgilendirici veriler saglar.

Yukarida bahsedilen agiklamadan, fnbA gen bazli analizinin, su anda arastirilmakta olan
orneklerin konakla etkilesiminin filogenetik agiklamasinda clfA genine dayali olanlara
gore daha verimli oldugu disiliniilebilir. Bunun nedeni, su anda analiz edilen
izolatlardakifnbAgene'nin yiiksek degiskenligidir. Bu nedenle, fnbA gen bazli agag, S.
aureus'un klinik orneklerinin molekiiler varyasyonlarin1 tanimlamak i¢in fnbA genini
arastirmak miimkiin olabilecek sekilde yiiksek filogenetik dogruluk saglamistir. Bu
nedenle, bu ¢alisma, bu fnbA geni temelli pargay: S. aureus dizilerinin genetik yapisini
kesfetmek icin Onermektedir bununla birlikte, ayn1 klinik kaynaklardan izole edilen
diger bakteri 6rneklerinde bulunandan farkli olan hem D1 hem de D4 izolatlarinin 6zel
bir adaptasyonunu Onerebilir.Bu nedenle, fnbA geninin genetik varyasyonu,
degistirilmis fibronektin baglayici protein A'nin bu izole edilmis bakteri numuneleri
yoluyla olasi uyarlamalarindan biri, konagin direnciyle karsilasabileceginden

onerilmektedir.
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6. SONUC GVE ONERILER
1. S. aureus, yanik ve bademcik iltihab1 enfeksiyonlarinda tekrar tekrar goriilen en
bliyiik bakteri tiirlerinden biridir.
2. S. aureus viriilans faktorleri, bu izolatlarmpatojenitesini arttirmakla
iliskilendirilmistir.
3. Hastanelerde enfeksiyon kaynagi olarak kabul edilebilecek diger bakteri
tiirlerinin tespiti i¢in daha ileri ¢alismalar dnerilmektedir.

4. Bu bakterinin diger viriilans faktorlerinin saptanmas.

5. Dabha saflastirilmis antijenler kullanarak S. aureus asisinin gelistirilmesi igin

daha fazla arastirma yapilmasi onerilir.

6. Asilama i¢in monoklonal antikor hazirlanmasi.
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