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VIII. OZET

Uriner Ve Yara Enfeksiyonlarinda izole Edilen Staphylococcus aureus
Suslarinda Viriilans Faktorlerle Antibiyotik Direnci Arasindaki Tiski

Giris ve Amag: Giiniimiizde ilag direnci infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ciddi
bir problemdir. Antibiyotik direnci her gecen giin Oyle biiyiikk bir sorun haline
gelmektedir ki yakin bir gelecekte duyarl tiim suslarin ilag direngli kokenler haline
gelmesi en biiylik korkudur. Artan ilag direnci yaninda patojen mikroorganizmalarin
virilan faktorleri de infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde Onemli sorunlar
yaratmaktadir. Son yillarda ila¢ direnci ile viriilans iliskisinin s6z konusu olabilecegi
tartisilmaktadir. Biz bu calismada iiriner ve yara enfeksiyonlarindan izole edilen
Staphylococcus aureus kdkenlerinde ilag direng profilleri ile viriilans genlerinin (icaA,
icaD, coa, pvl, tsst-1, hla, hlb, nuc, hla, pvl, cIfA) frekansini arastirmayi, ilag direnci
ile virtilanshik arasindaki iliskiyi Vero hiicrelerinde adezyon invazyon testleriyle
arastirmay1 amagladik.

Materyal ve Yontem: Cesitli kliniklerden steril ekiivyonlarla alinan yara 6rnekleri ve
idrar ornekleri ¢evresel etkenlerden kotaminasyona dikkat edilerek transport besiyeri
icinde mikrobiyoloji kiiltiir laboratuvarina getirildi. Konvansiyonel yontemler
kullanilarak satafilokok izolasyonlar1 ve ila¢ diren¢ prodilleri belirlendi. Direng ve
virulans genlerinin varligi multipleks PCR yontemiyle arastirildi. Adezyon invazyon
deneyleri ise Vero Hiire hattinda gerceklestirildi.

Bulgular: Yara 6rneklerinde penisilin direnci %84.5 olarak en yiiksek oranda tespit
edilirken, oksasilin direncinin de oldukca yiiksek oldugu (%42.3) bulundu. Bu
orneklerde teikoplanin ve tigesiklin direnci tespit edilmedi. Uriner izolatlarda ise
penisilin direnci yara 6rneklerinde oldugu gibi yiiksek oranda bulunurken (%84.6)
oksasilin direncinin yara izolatlarindan anlamli derecede daha diisiik olugu tespit
edilmistir (%22.8). Uriner sistem izolatlarinda daptomisin, linezolid, teikoplanin ve
vancomisin direncli susa rastlanmadi. Yara orneklerinde fibronektin, klumping faktor,
niikleaz, hemolizin A ve hemolizin B genlerinin varligi metisilin direncine gore
degismezken, panton-valentin 16kosidin geni, slime genleri (icaA ve icaD) ve toksik
sok sendromu toksini genlerinin varlig1 metisilin direngliyle direkt iligkili oldugu tespit
edildi. Uriner kaynakli izolatlarda mecA geni varlig1 ile fibronektin, klumping faktor,
niikleaz, hemolizin genlerinin arasinda anlamli bir korelasyon tespit edilmezken, ica
A ve ica D genleri ile hemolizin b geni varligi arasinda anlamli bir iligskinin varlig
saptand1. Slime tretimi, pvl, hemolizin aktivitesi ve klumping faktor pozitif olan
metisilin diren¢li S. aureus kokenleri ile slime iireten, pvl ve hemolizin aktivitesi
pozitif olan kokenler arasinda hiicresel adezyon test sonuclarinin anlamli derecede
farkli oldugu tespit edilmistir (p=0,0002). Panton valentin 16kosidin geni pozitif, slime
tireten, hemoliz yapabilen ve klumping faktor pozitif metisilin direngli S. aureus
kokenleri, Panton valentin 16kosidin pozitif, slime iireten, hemoliz yapabilen suslarla
kiyaslandiginda hiicresel invazyon diizeylerinde anlamli derecede artiglar tespit
edilmistir (p=0,0003).

Sonug: Calismada yara orneklerinden izole edilen stafiloklarda metisilin direnci
olduk¢a yiiksek bulunmustur. Izolatlarda vakomisin direncine rastlanmasi endise
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vericidir. Ayrica artan viriilasnligin ilag direnci arasinda pozitifi bir korelasyon tespit
edilmistir. Artan viriilans dogal olarak artan antibiyotik direncine yanit olarak veya
eszamanli olarak gelisebilir; dolayisiyla antibiyotik direncinin yayilmasi kontrol
edilirken viriilansin yayilmasi da kontrol edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: S. aureus, ilag direnci, viriilans, adezyon, invazyon, korelasyon.
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IX. ABSRACT

The Relationship Between Virulence Factors And Antibiotic Resistance In
Staphylococcus aureus Strains Isolated In Urinary And Wound Infections

Background & Aim: Today, drug resistance is a serious problem in treating infectious
diseases. Antibiotic resistance is becoming such a big problem day by day that the
biggest fear is that all sensitive strains will become drug-resistant strains shortly. In
addition to increasing drug resistance, virulent factors of pathogenic microorganisms
also create important problems in treating infectious diseases. In recent years, it has
been discussed that there may be a relationship between drug resistance and virulence.
In this study, we investigated the drug resistance profiles and the frequency of
virulence genes (icaA, icaD, coa, pvl, test-1, hla, hlb, nuc, hla, pvl, cIfA) in
Staphylococcus aureus isolates isolated from urinary and wound infections, and the
relationship between drug resistance and virulence. We aimed to investigate the
relationship between adhesion invasion tests in Vero cells.

Material and Method: Wound samples and urine samples taken from various clinics
with sterile swabs were brought to the Microbiology culture laboratory in a transport
medium, paying attention to contamination from environmental factors.
Staphylococcus isolations and drug resistance profiles were determined using
conventional methods. The presence of resistance and virulence genes was
investigated by the multiplex PCR method. Adhesion invasion experiments were
carried out on the Vero Hiire line.

Results: While penicillin resistance was detected at the highest rate in wound samples,
84.5%, oxacillin resistance was also quite high (42.3%). Teicoplanin and tigecycline
resistance was not detected in these samples. While penicillin resistance was found at
a high rate in urinary isolates (84.6%), as in wound samples, oxacillin resistance was
found to be significantly lower than in wound isolates (22.8%). The urinary system
isolates found no Daptomycin, Linezolid, Teicoplanin, and vancomycin-resistant
strains. While the presence of fibronectin, clumping factor, nuclease, hemolysin A,
and hemolysin B genes in wound samples did not change according to methicillin
resistance, the presence of Pantone-valentin leucocidin gene, slime genes (icaA and
icaD) and toxic shock syndrome toxin genes were found to be directly related to
methicillin resistance. While no significant correlation was detected between the
presence of the mecA gene and the fibronectin, clumping factor, nuclease, and
hemolysin genes in urinary isolates, a significant relationship was found between the
icaA and icaD genes and the presence of the hemolysin b gene. It was determined that
the cellular adhesion test results were significantly different between methicillin-
resistant S. aureus strains with positive slime production, pvl, hemolysin activity, and
clumping factor, and slime-producing strains with positive pvl and hemolysin activity
(p = 0.0002). Significant increases in cellular invasion levels were detected in Panton
Valentin leukocidin positive, slime producing, hemolyzing and clumping factor
positive methicillin-resistant S. aureus strains when compared to Panton Valentin
leukocidin positive, slime producing, hemolyzing strains (p=0.0003).
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Conclusion: In the study, methicillin resistance was quite high in staphylococcus
isolated from wound samples. It is worrying that vancomycin resistance was found in
isolates. Additionally, a positive correlation was detected between increased virulence
and drug resistance. Increased virulence may develop naturally in response to or
simultaneously with increasing antibiotic resistance; Therefore, while controlling the
spread of antibiotic resistance, the spread of virulence must also be controlled.

Keywords: S. aureus, drug resistance, virulence, adhesion, invasion, correlation.
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1. GIRIS

Giiniimiizde ilag direnci infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ciddi bir
problemdir. Antibiyotik direnci her gecen giin 6yle biiyiik bir sorun haline gelmektedir ki
yakin bir gelecekte duyarli tiim suslarin ilag direngli kokenler haline gelmesi korkulan
senaryodur. Artan ilag direnci yaninda patojen mikroorganizmalarin viriilan faktorleri
de infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde énemli sorunlar yaratmaktadir. Son yillarda
artan viriilansin ila¢ direnci iliskisine dikat g¢ekilmekte olup, ila¢ direncine katki

verebildigine iliskin raporlar bildirilmektedir (1).

Antimikrobiyal ajanlarin asir1 kullanimindan kaynaklanan antibiyotik direnci,
cesitli mekanizmalardan, 6zellikle de antibiyotik direng genlerinin yatay transferinden
kaynaklandig1 ayrica viriilans genlerinin aktarmmin ilag direnciyle iliskili olabilecegi
konusunda da gériisler bulunmaktadir. S6zgelimi ila¢ direng geni aktariminin biyofilm
olusumuyla daha kolay gergeklesebildigi bildirilmistir. Biyofilm tabakasi i¢inde dis
ortamdan/faktorlerden korunan bakteriler sinyal iletim yollar1 araciligiyla iletisim
kurarak gen ifadesinde Oonemli degisikliklere yol acarak virulansi artirmakta ve
antibiyotik diren¢ gelisimini hizlandirabilmektedir. Bu nedenle virulans ve direncteki
genetik degisimin biyofilm olusumu disindaki virulans faktorlerinin baglantilarinin
arastirtlmas1 6nem arz etmektedir. Artan virulans ile antibiyotik direncinin ortaya
cikisinin neredeyse aymi anda ortaya ciktigi aciktir, ancak genetik iliskileri pek

arastirtlmamustir (2).

Bakterilerde viriilans ve diren¢ arasindaki temel genetik etkilesimlerin
gosterilmesi yeni ilag hedeflerin belirlenmesi yolunu agabileceginden infeksiyon
hastaliklarinin  tedavi seceneklerini iyilestirmek icin yeni ilag kesiflerinin
yapilabilmesi ve ilag gelistirme segeneklerinin ¢ogaltilmas1 agisindan oldukga
degerlidir. Cesitli hayvan modellerinde bakterilerde viriilans faktorlerinin ¢oklu ilag
direnci arasinda bir iliskinin olabileceginden bahsedilse de viriilans faktorleri ile
antibiyotik direnci arasindaki mekanizma bilinmezligini ya da belirsizligini

korumaktadir (3, 4).



Ilag direnci ve viriilanslig1 acisindan insanlar igin her zaman ciddi problem olan
mikroorganizmalarin basinda Gram pozitif bakterilerden Staphylococcus aureus (S.
aureus) gelmektedir. S. aureus tiim diinyada yaygin olarak goriilen yiizeyel veya
invaziv enfesikyonlara neden olan en yaygin bakteriyel patojenlerden biridir (5).
Pnémoni ve diger solunum yolu enfeksiyonlari, cerrahi alan, protez eklem ve
kardiyovaskiiler enfeksiyonlar ile bakteriyeminin 6nde gele sebeplerindedir. Sadece S.
aureus bakteriyemisine bagli 6liimlerin yilda 20-50 vaka/100.000 arasinda oldugu
bildirilmektedir. Gelismis tlilkelerde dahi S. aureus enfeksiyonlarina bagli 6liimlerin
yillik HIV, tiiberkiiloz ve viral hepatitlere bagli 6liimlerin toplamindan daha yiiksek
oldugu bildirilmektedir. Mortaliteye sebep olan pnomdni, osteomyelit, menenjit gibi
enfeksiyonlar1 yaninda bakterinin furonkiil, apse ve yara enfeksiyonlar1 gibi cilt
enfeksiyonlarinin da O6nemli morbidite etkeni oldugu bildirilmektedir. Bu
mikroorganizmanin sebep oldugu enfeksiyonlar tiim diinyada iilkelerin ekonomileri

i¢in de ciddi maliyetlere yol agmakta ve 6nemli bir halk sagligi problemidir (6).

S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisi antibiyotik direnci sebebiyle giderek daha
zor bir hal almaktadir. Ozellikle metisiline direngli S. aureus (MRSA) izolatlarinda
siklikla goriilen antibiyotik direnci ciddi bir tehdittir. MRSA enfeksiyonlarinda
metisilin direng oranlarinin %50’lere kadar ¢ikabildigi bildirilmektedir (7). Ulkemizde
yapilan ¢esitli calismalarda metisilin direncinin oldukga yiiksek seyrettigini bildiren

caligmalar mevcuttur (8, 12).

Metisilin direnci yaninda S. aureus’a karsi diger antibiyotiklere direng de
yaygin ve yiiksek oranlarda seyretmektedir. S6zgelimi beta-laktam antibiyotiklere
(penisilin ve tiirevleri) kars1 goriilen direng hemen her iilkede oldukga yaygindir (9).
Gilinlimiizde S. aureus’a karsi en giiclii antibiyotik olan Vankomisin’e dahi diisiik
diizeylerde direng bildirilmekte hatta bazen hemen hemen tiim mevcut antibiyotiklere
kars1 direngli suslara dahi rastlanabilmektedir (10). Spesifik antibiyotik direnci
yaninda biyofilm olusumu ile spesifik olmayan antibiyotik direnci de bu
mikroorganizma enfeksiyonlari agisindan énemli bir husustur. Biyofilm olusumu ile
mikroorganizma antibiyotiklerin  etkisinden kendini  koruyarak enfeksiyon
olusturabilmektedir. ~Ozellikle konakta yabanci cisim iliskili stafilokok
enfeksiyonlarinda (endokardit, osteomiyelit, konjonktivit gibi) biyofilm olusumuna

sik rastlanilmaktadir (11).



Stafilokoklarda enfeksiyonun siddeti ila¢ direnci yaninda patojenin sahip
oldugu viriilans faktorleriyle yakindan iliskilidir. S. aureus’un ¢ok ¢esitli viriilans
faktorleri bulunmaktadir. Bu viriilans faktorleri arasinda ¢ok sayida enzim, toksin,
immuniteden kacinmada rol oynayan faktorler ve konak hiicreye adezyon ve

kolonizasyon proteinleri yer almaktadir (13).

Biyofim olusumu S. aureus'un konakta antibiyotiklerden etkilenmeden
enfeksiyonunu siirdiirmesinin 6nemli bir yoludur. Biyofilm olusumunun temel gorevi
bakteriyi fagositik hiicrelerden korumak ve antimikrobiyaller i¢in bir bariyer
olusturmaktir (14). Biyofilm bakterinin antibiyotiklere karsi direncini artirarak
konagin savunmasina karsi korunan bir ortam olusturarak patogenezde rol oynayan
onemli bir faktordiir (14). Bakterinin biyofilm iiretme yeteneklerinin tespit edilerek

viriilan suslarin tanimlamasi oldukg¢a 6nemlidir.

S. aureus konak hiicrede ciddi hasarlar olusturan Onemli toksinler de
salgilamaktadir. Bu toksinlerin salinimu, ilgili genlerin kontroliindedir. Bu toksinler
basta eritrositler, trombositler, monositler ve notrofiller olmak iizere genis bir hiicre
yelpazesinde lizise neden olduklari igin sitolitik bir etkiye sahiptir. S. aureus’un
memeli hiicre zarlarinda porlar olusturarak hedef hiicreyi nekroze eden dermonekrotik
ve norotoksik isleve sahip alfa toksini ve eritrosit hasarina yol agan beta toksinleri de

onemli viriilans faktorleri arasinda yer almaktadir (13).

S. aureus suslarinin Panton-Valentine l6kosidin (pvl), eksfolyatif toksin (et),
enterotoksinler, Toksik Sok Sendromu Toksini (tsst), hemolizinler, koagiilaz enzimi
gibi cesitli toksin iretimi yaptiklari da bilinmektedir (15). Tsst geni toksini
multisistemik hastaliklara bagl toksik sok sendromu ile ilgili hiicre dis1 proteinlerin
bir dizisini olusturan toksik sok sendromu toksinini kodlamaktadir. Bu toksin
16kositlerin kemotaksisini ve retikiiloendotelyal sistemi bloke etmektedir. Ayrica T
lenfositlerin inhibisyonunu da tetiklemektedir. Bu toksini kodlayan S. aureus
kokenleri genellikle cerrahi yaralarda, tamponlarda (menstriiel toksik sok),
akcigerlerde (viral enfeksiyon iliskili toksik sok), periton diyaliz kateterlerinde,

epidermis ve ayrica mukozal zarlarda bulunabilmektedir (16).

Bakterinin 6nemli toksinlerinden biri olan Panton-Valentine 16kositin toksini

ise bakterinin konak hiicreden kaginmasininda ve patogenezde énemli role sahiptir. Pvl



geni hiicre gegirgenliginin degismesine, 10kosit yikimma neden olarak etkinlik
gostermektedir (17). Pvl, nétrofiller ve makrofajlarda 16kosit toksisitesi sergileyen, basit
deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan pnomoni, siddetli sepsis ve nekrotizan fasit
gibi invaziv hastaliklara kadar gesitli hastaliklara neden olan S. aureus'un spesifik bir
ekzotoksinidir. Pvl yakin zamanda toplum temelli metisiline direngli S. aureus (c-

MRSA) ile de iliskilendirilmistir (18).

S. aureus hemolizinler, ekzotoksinler, 16kosidinler, siiperantijenler, kapsiiller
ve salgilanan enzimler de dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli viriilans faktorlerini
barmdirabilmektedir. Mikroorganizmanin bu yetenegi konak savunmasinin iistesinden
gelinmesinde rol oynamaktadir. Bunlardan bazilar1 alfa-hemolizin de dahil olmak
tizere toksinler genomda kodlanirken Panton-Valentine 16kosidin gibi digerleri profaj
gibi hareketli genetik elementler iizerinde kodlanir. Eritrositlerin S. aureus tarafindan
lizizi esas olarak hemolizinler (alfa, beta, delta toksinleri ve gama) tarafindan
gerceklestirilmektedir. Eritorositlerdeki komponentlerden mikroorganizma tarafindan
kolayca alinmasina aracilik etmektedir. S6zgelimi alfa-hemolizin hla geni tarafindan
kodlanan ve S. aureus'un klinik izolatlar1 tarafindan salgilanan, insanlarda pndmoni ve
sepsis gibi klinik semptomlara yol acan toksindir. Hlb geni beta toksin veya
sfingomiyelinaz olarak da bilinen enzimi kodlamaktadir. Bu toksin en Onemli
gorevlerinden biri siliyer epitel hiicrelerinin fonksiyonlarin1 bozarak patojenite

olusturmasidir (19).

S. aureus’da yiizeyle iliskili adezinler, bakteriyel adezyonda,
kolonizasyonunda ve biyofilm yapimi gibi fonksiyonlarda gorev alabilmektedir.
Klumping faktorleri (A ve B) hiicre matris molekiillerini taniyarak konak hiicre
adezyonunda dolayisiyla da patojenitede rol oynamaktadirlar. Koagiilaz S. aureus
tarafindan salgilanan ve konak¢ida plazmanin pihtilagsmasina neden olan bir enzim
olup oldukca 6nemli bir virtilans faktordiir. Fibrinojenin fibrine doniismesine neden

olur ve fibrin tiretimi bakteriyi fagositozdan korur (20).

Biz bu caligmada iiriner sistem ve yara enfeksiyonlarindan izole edilen S.
aureus kokenlerinde ilag direng profilleri ile viriilans genlerinin (icaA, icaD, coa, pvl,

tsst-1, hla, hlb, nuc, hla, pvl, clfA) frekansini arastirmayzi, ilag direnci ile virtilanslik



arasindaki korelasyonu ise Vero hiicre hattinda adezyon invazyon testleriyle

arastirmayi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Staphylococcus aureus

S. aureus kok sekilli, iiziim salkimi benzeri olarak tanimlanan kiimeler halinde
diizenlenme egiliminde olan Gram pozitif bakteridir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
dahi treyebilen bu bakteri (%10'a kadar) S tipi tipik koloniler olusturur.
Mikroorganizmanin respirasyon titpi aerobik veya anaerobic olarak (fakiiltatif) olarak

tanmimlanirken genis bir tireme araliginda (18-40 °C) ¢ogalabilmektedir (21, 22).

Mikroorganizma c¢ok cesitli klinik tablolara yol agan 6nemli bir bakteriyel
insan patojenidir. Mikroorganizmanin enfeksiyonlari hem toplum kaynakli hem de
hastane kaynakli ortamlarda yaygin olup MRSA (metisilin direngli Staphylococcus
aureus) gibi ilag¢ direncli suslarin tedavisi daha da zorlagsmaktadir. Mikroorganizma
saglikli bireylerin cildinde, mukozalarinda (genellikle burun bolgesinde) normal flora
tiyesi olarak bulunabilmektedir. Normal flora iiyesi olan S. aureus saglikli ciltte
enfeksiyona neden olmazken, kan dolagimina veya i¢ organlara  bulastigindaciddi
enfeksiyonlara yol agabilmektedirler. Bulas temel olarak direkt kontakla gergeklesse
de kontakt disinda bulas yollar1 da bulunmaktadir (21).

Mikroroganizmanin katalaz ve koagiilaz aktivitesi pozitif olup, novobiyosine
duyarli ve mannitol fermantasyonu da pozitiftir. MRSA suslar1 bakteri kromozomu
tizerinde bir mec geni tasimakta olup bu gen ekspresyonu yapan bakterilerde yiiksek
direng oranlar1 bildirilmektedir. Mec geni PBP-2a proteinini (penisilin baglayici
protein 2a) kodlamaktadir. PBP-2a penisilin baglayict bir proteindir (PBP) veya
bakteri hiicre duvarinda peptidoglikan iiretimini katalize eden temel bakteri hiicre

duvari enzimidir (23).



PBP-2a’nin diger PBP'lere kiyasla beta-laktamlara (ayrica diger penisilin
tiirevli antibiyotiklere) baglanma afinitesi daha diisiiktiir, bu nedenle PBP-2a bir¢ok
antibiyotik varliginda bile bakteri hiicre duvarmin sentezini katalize etmeye devam
edebilmektedir. Sonug olarak, PBP-2a sentezleyen S. aureus suslar1 birgok antibiyotik
varliginda ¢ogalabilmekte olup birgok antibiyotige de direnglidir. S. aureus insanlarda
en yaygin bakteriyel enfeksiyonlardan biridir ve bakteriyemi, endokardit, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari, osteomiyelit, septik artrit, protez cihaz enfeksiyonlari,
akciger enfeksiyonlar1 (pndmoni ve ampiyem gibi), gastroenterit, menenjit, toksik sok

sendromu ve idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olabilir (23).

Susa ve enfeksiyon bolgesine bagli olarak bu bakteriler invaziv enfeksiyonlara
ve/veya toksin aracili hastaliklara neden olabilmektedir Patofizyoloji S. aureus
enfeksiyonunun tipine bagli olarak biiyiik Olciide degismektedir. Konak
immiinyanitindan kagma mekanizmalari, antifagositik kapsiil {iretimi, konak
antikorlarmin sekrete edilmesi, biyofilm olusumu, hiicre i¢i hayatta kalma ve
16kositlerin  kemotaksisinin bloke edilmesini icermektedir. Mikroorganizmanin
enfeksiyozitesine bakterilerin hiicre dist matriks proteinlerine ve fibronektine
baglanmasina, fibrinojen baglayici proteinler, kiimelenme faktorleri ve teikoik asitler
gibi bakteri hiicre duvari ile iliskili proteinler aracilik etmektedir. Ayrica, stafilokok
siiperantijenleri (TSST-1 veya toksik sok sendromu toksini 1) de enfeksiyoz
endokardit, sepsis ve toksik sok sendromunda 6nemli viriilans faktorleridir. Pnémoni
enfeksiyonlari, PVL, Protein A ve alfa-hemolizinin bakteriyel tiretimi ile iligkili olup
enfeksiyonlar1 bazi viral ve metabolik hastaliklarin varliginda (influenza, kistik

fibrozis gibi) daha sik ortaya ¢ikmakta progresyonu daha ciddi olabilmektedir (24).



2.2. Kapsiiler Polisakkaritler

Kapsiiler polisakkaritler MRSA’nin hiicre duvarin1 ¢evreleyen polisakkarit
polimerleridir. Klinik MRSA izolatlarinin %76-90"mmin kapsiiler polisakkarit tirettigi
bildirilmistir ve serolojik olarak farkli 11 kapstiler polisakkarit tipi (CP 1’den CP11’e
kadar) tanimlanmistir. Kapsiiler polisakkaritler, kompleman ve antikor aracili
opsonizasyonu bozar ve fagositozu inhibe ederek S. aureus’un viriilansini
arttirmaktadir (25, 26).

2.3. Yiizeyel Proteinler

2.3.1. Stafilokok Protein-A

Stafilokokal protein A dolasimdaki IgG’ye baglanan, kompleman sisteminin
opsonizasyonunu Onleyen ve mikroorganizmay1 fagositoz siirecinden koruyan bir

hiicre duvar1 komponentidir (24, 27).

2.4. Ekstraseliiler Toksinler
2.4.1. Hemolizinler

MRSA suglari alfa, beta, gama ve delta toksin iiretimi yapabilmektedir. Alfa
toksini ¢ogu patojenik MRSA susu tarafindan iiretilmekte ve ana viriilans faktorii
olarak kabul edilmektedir. Alfa toksin iireten kokenlerle meydana gelen
enfeksiyonlarin daha mortal seyrettigi bildirilmistir. S. aureus enterotoksinlerinin hem
insanlarda hem de hayvanlarda gida zehirlenmelerne yol agabildigi bilinmektedir (24,
28).

2.4.2. Panton-Valentine Lokosidin

Panton-Valentine 16kosidin gii¢lii bir stafilokok ekzotoksinidir ve aktivitesine
iki salg1 proteini aracilik etmektedir; F ve S tipleri. PVL toksini insanda polimorf-
niikleer hiicrelerin plazma zarmi parglamaktadir. Ayrica PVL polimorf-niikleer
hiicrelerden oksijen-metabolitlerinin salinimini, interldkin-8 salinimini, lizozimlerin
liretimini ve insan bazofillerinden histamin salinimint da uyarmaktadir. PVL’nin
hayvanlarda komplike inflamatuar reaksiyonlara, nekrotik lezyonlara, bazofil

degraniilasyonuna ve 16kositik infiltrasyona neden oldugu bildirilmistir (23, 29).



2.4.3. Toksik Sok Sendromu Toksini

Toksik sok sendromu toksini insanlarda toksik sok sendromuna (TSS) neden
olan S. aureus'un en giiglii sliperantijenlerinden biridir. Hastalik, TNF-a, IL-1 velL-2
tiretimini active eden TSST'nin salinmasi nedeniyle meydana gelmektedir. Toksik sok
sendromu, yiiksek morbidite ve mortalitenin eslik ettigi ciddi bir hastaliktir. TSST
kadinlar1 genellikle adet doneminde, siklikla 2. ve 3. giinlerde etkiler. Bu donemde S.
aureus vajinada hizli gogalmakta ve toksin tiretimi gergeklestirmektedir. Hem sistemik
hem de gastrointestinal bozukluklarla karakterize edilen hastalik, ates, bas agrisi,

kusma, karin agrisi, asir1 diyare, jeneralize miyalji tablosundan ibarettir (30, 31).

2.5. S. aureus’un Enzimleri
2.5.1. Koagiilaz

S. aureus’un en 6nemli enzimlerinden biridir. Bu enzim (koagiilaz: coa) insan
plazmasimin pihtilasmasina yol agar. Giiniimiizde 6zellikle farkli MRSA izolatlari
arasindaki N-terminal kodlama alaninda dikkate deger sekans gesitliligi (%50'den
fazla) ile yaklasik on iki farkli koagiilaz izoformu tanimlanmistir. Koagiilaz enzimi

protrombin baglanmasina yol agar (24, 32).

2.5.2. Stafilokinaz

Stafilokinaz enzimi fibrin pithtilarinin parcalanmasi ig¢in plazminojeni uyaran
ve ardindan bakterinin liremesini saglayan hiicre dis1 bir enzimdir. MRSA'nin lizojenik
suslar1 tarafindan salinan enzimdir. Stafilokinaz esas olarak tiire 6zgiidiir ve genellikle
kopek, tavsan, koyun, keci ve insan plazmasini koagiile edebilirken diger memeli
plazmalarinin = koagiile edemedigi nbildirilmistrir ~ Bkaterinin  stafilokinaz
sentezlemesinin olumlu yanlarindan biri biyofilm olusumunu ile ters iliski icinde
olmasidir. Stafilokinaz enzim tigretimi yapan mikroorganizmalarin (MRSA suslarinin)
biyofilm olusturmadigi ya da diisiik diizey biyofilm iiretimiyle iliskili oldugi
bildirilmistir (24, 33).



2.5.3. Niikleazlar

DNase’lar da denilmektedir. Stafilokokkal niikleaz ilk olarak S. aureus'un
kiiltiir filtratlar1 olarak kabul edilmistir. Stafilokokkal niikleaz 1siya dayanikli ve
sentezlenebilmesi Ca2+ varligina bagimhdir. iki tipi mevcuttur; DNA ve RNA
substratlarin1 yok eden endo ve ekzoniikleazlar. MRSA’da Nuc ve Nuc2 stafilokokal
niikkleaz tretimi goriiliir. Aralarindaki temel farklilik hiicre lokalizasyonundan
kaynaklidir. Nuc, NucB ve NucA olmak {izere iki farkli izoforma sahip hiicre dis1 bir
enzimken, nuc2 ise ylizeye bagli olarak bulunmaktadir (23, 34).

2.5.4. Proteazlan

Ug tip stafilokokal proteaz vardir: 1-serin proteazlar, 2-metalloproteazlar ve 3-
sistein proteazlar. Konak savunmasindan kaginma ve bakteri yayiliminda énemli bir
rol oynamaktadirsar. Bugiine kadar bir metalloproteaz-2 sistein proteaz (staphopain A
ve staphopain B) ve 9 ¢esitli serin proteaz dahil olmak tizere yaklasik 12 farkli proteaz

tiiri tanimlanmustir (35).

2.5.5. Hiyaliironidaz

Hyaluronik asit; birbirini izleyen B-1,3 ve B-1,4 glikozidik baglarla baglanan
N-asetil-glukozamin ve glukuronik asidin tekrar eden birimlerinden olusan bir
polisakkarit molekiiliidiir. Memelilerde hiicre ve doku biitiinliigiiniin yan1 sira konakta
bagisiklik yanitinin diizenlemesinden sorumlu olan hiicre dis1 matrikslerin 6nemli bir
bilesenidir. Staphylococcal hyaluronidase “yayilma faktorii”, hyaluronik asidin hem
hiicre dis1 matrislerde hem de biyofilmlerde disakkaritlere parcalanmasindan ve

ardindan bakteriyel yayilmadan sorumludur (20, 36).
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2.6. Antibiyotik Direnci

Antibiyotiklerin kesfi infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde devrim niteliginde
bulustur. Yaklasik elli yildir kullanilmakta olan antibiyotikler mikroorganizmalar
tarafindan tretilen bazi enzim, protein ve peptipler gibi bilesikler tarafindan
etkisizlestirimekte ve ilaglara karsi direngli hale gelebilmektedir (38). Bakteriler
antibiyotiklere kars1 direng¢ olusturmak ve c¢esitli direng mekanizmalar
gelistirmiglerdir. Bu amagla genel olarak bakteriler direnci dogal yolla ya da gen
aktarim yollarindan biriyle kazanmaktadirlar. Cevresel faktorler fizyolojik
degisiklikleri tetikleyebilmekte ve bu durum da mutasyonlara ve antibiyotik

inaktivasyonu yol agarak ilag direncine sebep olabilmektedir (37).

2.7. Direng Tiirleri

2.7.1. Dogal Direnc¢

Antibiyotik iireten bakterilerde dogal olarak bulunan antimikrobiyal direnci
kodlayan genler dogal direnci olusturmaktadir. Antibiyotik direnci ve yayilimi
bakterilerden gelen antibiyotik direng genlerinin bir sonucu olabilecegi gibi gevresel
faktorlerin etkisiyle de gelisebilmektedir (39). Antibiyotikler bakteriler lizerinde se¢ici
bir baski olusturmakta, evrimi hizlandirmakta ve ¢oklu ilaca direngli fenotipler
tretmek icin genetik ve metabolizmada es zamanli regiilasyonlara imkan
saglamaktadir (40) Bakterilerin antibiyotiklerin varliginda canli kalabilmesi
antibiyotik se¢ici baskilari altinda diren¢ kazanma yetenegi, direng genotiplerini hem
indiiklemek hem de siirdiirmek i¢in bir esik antibiyotik konsantrasyonunun gerekli

oldugunu kabul edilmektedir (41).

2.8. Diren¢ Aktarim Yollari

2.8.1. Yatay Gen Aktarimi

Antibiyotik direnci ¢ogu enfeksiyonlarin polimikrobiyal olmasi sebebiyle
patojenlerin yakinlig1 nedeniyle genellikle bakteriler arasinda yatay gen transferi
yoluyla gergeklesmektedir (42). Yatay gen transferi ii¢ yolla gerceklesebilir: Cevresel
DNA entegrasyonu sonucu, bakteriyofaj efeksiyonlar1 yardimiyla, gen aktarim

yollartyla (43).
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Genetik materyalin tiirler arasinda yer degistirebilmesi sadece antibiyotik
direncinin transferini degil, ayn1 zamanda direncin tek bir ilacin 6tesine yayilmasini
da yol acabilmektedir. Yiiksek seviyeli direng genellikle bir yan iiriin olarak aym

smiftaki bir antibiyotige kars1 diistik seviyeli direng tiretebilmektedir (44, 45).

Konakta antibiyotik kullanimi antibiyotik baskisi olusturabileceginden bu
durum Dbakterileri yiiksek oranda mutasyona siiriiklemektedir (46). Tedavide
antibiyotik kullanimi veya diisiik dozlarla tedavi verilmesi mutasyon yoluyla novo
diren¢ gelisimini tetikleyebilmektedir. Buna 6rnek olarak mikobakterilerde gelisen
ilag direnci gosterilebilir (47) (Escherichia coli/Salmonella enterica tiirlerinde
florokinonlara karsi gelisen idireng ile (48) Pseudomonas aeruginosa’da goriilen ilag
direncleri) (44). Bakterilerde artan mutasyon orani yanlis eslesme onarim (MMR:
mismatch repair) sistemini olusturan genlerdeki (mutS, mutlL, mutH, mutT, mutY,

mutM ve uvrD) degisikliklerden kaynaklanmaktadir (49).

MMR sistemindeki mutasyonlar ayrica genetik rekombinasyonun yayginlhigini
arttirarak antibiyotik diren¢ mekanizmalarina c¢esitlilik saglayabilmektedir (50).
Yanlis eslesme onarim sistemlerindeki genetik degisikliklerin yaninda giraz ve
topoizomeraz enzimlerindeki mutasyonlar (Salmonella’da kinolon direnci) (51),
antibiyotiklerin olusturdugu oksidatif hasar ve stres tepkileri (52) mutasyon ihtimalleri

yiikseltmektedir.
2.8.2. Kazanmilmus (Adaptif) Direng

Adaptif direng genellikle ¢evredeki mikrobiyotasinda gelen baskilar nedeniyle
ortaya ¢ikan mikroorganizmanin ekolojik nisinin bir yansimasidir. Adaptif direngte en
onemli mekanizma ortamdaki antibiyotik rezervlerinin bu baskiyr olusturmasiyla
iligkilidir (44). Adaptif direng; biyofilm olusumu, enzim kaynakli antibiyotik
inaktivasyonu, antibiyotik hedefindeki degisikliklerini, hiicre gegirgenligindeki
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degisiklikler ve akis pompasi diizenlemesi gibi ¢evresel olarak tetiklenen genetik

degisikliklerin tamamini igermektedir (45).

2.9. Biyofilm Olusumu

Bakterilerin ¢ogu 6zellikle yabanci cisim varliginda veya diisiik doz antibiyotik
konsantrasyonlarina uzun siireli maruz kalma durumunlar1 gibi ¢evresel stres sz
konusu oldugunda biyofilm tabakasi i¢inde canliligmni siirdiirmektedir. Biyofilm
olusumunun Gram pozitif bakterilerde peptitlerin, Gram negatif bakterilerde ise
otoindiiktorler gibi kiiciik molekiillerin hiicre-hiicre iletisimi (yani ¢ekirdek algilama)
yoluyla koordine edilen bir takim olay araciligiyla meydana geldigi bildirilmistir (53).
Sinyal kaskadlar1 peptitler veya otoindiiktor molekiillerin kritik hiicre dis1
konsantrasyonunun saptanmasi ile baslamakta ve adezyon, metabolik degisiklikler,
koruyucu glikokaliks iiretimi, viriilansin yukar1 regiilasyonu ve azalmis antibiyotik
duyarliligi ile sonuglanmaktadir (53). Glikokaliks olusumundan once bakteriyel
adezyonun bozulmasi planktonik bakterilerin  antibiyotiklerden etkilenme

mekanizmasi benzer sekilde ger¢eklesmektedir (54, 55).

Biyofilm ile gelisen direncin sadece  glikokaliks ~ olusumuyla  iliskili
olamayacagi, ayn1 zamanda bakteriyel flora ile de iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica bakteriyel floranin patojenin sadece antibiyotik duyarlilig1 ve diren¢ noktasina
ulasmada da rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Biyofilm iiretebilen
mikroorganizmalarin antibiyotikleri inaktive edebilen enzimler salgilayabildikleri,
efluks mekanizmasinin ¢aligmasini yukari regiile edebildikleri de bildirilmistir. Bunun
yaninda biyofilm igerisinde ¢ogalan mikroorganizmalarin oksidatif stresi arttidiklar
da bildirilmistir. Biyofilm yap1 ¢ok ilaca direngli bir fenotipi hizli bir sekilde
olusturabilme yeteneginde bir olusum olup farkli grup ilaglara da hizli direng

mekanizmasi gelisimde rol oynamaktadir (55, 56).
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Kolonizasyon yapan bakteriler bir biyofilm i¢indeki metabolik olarak eski bir
alt popiilasyondur. Genel olarak ¢ogu antibiyotigin etkinligi bakterilerin metabolik
aktivitesiyle yakindan iliskilidir. S6zgelimi aktif olarak béliinen P. aeruginosa'da hiicre
duvan sentezini hedefleyen B-laktamlar ¢ok etkilidir ve aktif replikasyon sirasinda
niikleik asit replikasyonunu bozan kinolonlar yiiksek diizeyde aktivite sergilemektedir.
Niikleik asit replikasyonu yapmayan bakteriler c¢ogalan hiicrelere kiyasla
antibiyotiklerden daha diislik diizeyde etkilenmektedir. Yavaslamis ¢ogalmanin bu
duragan fazi sirasinda hiicreler antibiyotiklerle muamele edildiginde ayn1 antibiyotik
konsantrasyonunda logaritmik iireme fazindaki hiicrelerle karsilastirildiginda daha
yiiksek hayatta kalma oranina sahip olan kalic1 bir fenotip sergilemektedir. Bu durum

ilag ilgisizligi olarak adlandirilmaktadir (55, 57).

2.10. ila¢ inaktivasyonu

Antibiyotik direncinin yaygin bir mekanizmasi antibiyotigin enzimatik
modifikasyonunu veya yok edilmesini igermektedir (58). Genel olarak, dort

antibiyotik modifiye edici enzim sinifi bilinmektedir (58, 59).

- Hidrolazlar,
- Transferazlar,
- Redoks enzimleri

- Lizazlar

Bunlarin ¢ogu ekzotoksin olarak kabul edilir ve viriilans: artirirken aym
zamanda antibiyotik direnci saglamaktadirlar. B-laktam halkasin1 pargalayan
amidazlar gibi hidrolazlar, genellikle antibiyotik biyolojik aktivitesi i¢in gerekli olan
esterler ve amidler gibi hidrolitik olarak duyarli kimyasal baglar1 par¢calamaktadir.
Suda ¢oziinen bu enzimler bakterilerle temas etmeden once antibiyotik molekiillerini
yakalayarak profilaktik bir kars1 onlem olarak bakterilerden kolayca atilabildiginden,
antibiyotik direnci ve viriilans artig1 saglamak i¢in oldukga popiiler bir stratejidir (58).
So6zgelimi grup transferazlar gibi agiltransferazlar fosfotransferazlar tiyoltransferazlar
niikleotidetransferazlar, ADP-riboziltransferazlar, glikoziltransferazlar, antibiyotik
hedef baglanmasini inhibe etmek igin antibiyotiklerle kovalent modifikasyonlar

olusturan bakteriyel enzimlerdir (60). Aminoglikozid direnci genellikle antibiyotik

14



inaktivasyonuna yol agan transferaz (asetiltransferazlar, niikleotidiltransferazlar ve

fosfotransferazlar) temelinde ortaya ¢ikmaktadir (59, 61).

Redoks enzimleri antibiyotik modifikasyonlar1 yapabilen gruptur. Bu gruba
ornek olarak TetX enzimi tarafindan saglanan tetrasiklin direnci verilebilir (62).
Lizazlar ise karbon-karbon, karbon-oksijen, karbon-azot ve karbon-siilfiir baglarini
hidrolitik veya oksidatif boliinmeden bagimsiz bir mekanizma ile keserek aktivite
gostermektedir. Streptogramin direncinden sorumlu olan Vgb buna bir 6rnektir (59,

63).

2.11. Tla¢ Hedefinin Degistirilmesi

Antibiyotik  hedefleri, ilag  hedefinin  korunmasi  gibi  yeniden
programlanabilmekte veya kamufle edilebilmektedir (64). Bu tiir bir 6rnek yatay gen
transferi ve mecA geni kazanimina dayanan, bakterilerin hiicre duvar1 biyosentezine
sorunsuz devam edebilmesi icin bircok P-laktam antibiyotige diisiik afiniteli bir
baglanma saglayan penisilin baglayict protein 2’dir (PBP2) (65). Antibiyotiklerin
hedef bolgesinin modifikasyonu (6rnegin, rRNA'nin metilasyonu) da uygunluk i¢in

siirl maliyetlerle afiniteyi azaltmada rol oynayabilir (59, 64).

2.12. Hiicre Zan Gegirgenligi ve Efluks Sistemindeki Degisiklikler

Bakteriyel efluks pompalart hem Gram-pozitif hem de 6zellikle Gram-negatif
bakterilerde ¢oziinmiis maddeleri, metabolitleri, quorum sensing molekiillerini,
toksinleri, 0zellikle de antimikrobiyal bilesikleri aktif olarak disar1 pompalayarak
hiicre homeostazin1 ve iletisimi siirdiirmek i¢in koruyucu bir mekanizma olarak

evrimlesmistir (66,67).

Bakteriyel ilag efluks pompalarinin bes 6nemli ailesi mevcuttur:

- ATP baglayici kaset (ABC) siiper ailest,
- Ana kolaylastirict siiper ailesi (MFS),
- Coklu ilag ve toksik bilesik ekstriizyon (MATE) ailesi,
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- Kiigiik ¢oklu ila¢ direnci (SMR) ailesi (ilag/metabolit tasiyici siiper ailesinin
bir alt grubu)
- Direng-nodiilasyon-boliinmesi (RND) {ist ailesi (68-71).

Mikroorganizmalarin tek bir efluks pompasinda up-regiilasyon yoluyla ¢oklu ilag
direnci kazanilabilmesi olduk¢a etkin bir sistemdir (66). E.coli izolatlari {izerinde
yapilan bir ¢calismada test edilen 33 antimikrobiyal bilesikten 31’inin ¢oklu ilag akis
sistemi tarafindan disa akisa duyarli oldugu bildirilmistir (72). ilag spesifitesindeki
eksiklik efluks up-regiilasyonunun diger direng mekanizmalariyla 6zellikle de dis
membran gecirgenligindeki degisikliklerle sinerji olusturdugu bildirilmistir. Bu durum

yeni gelistirilmekte olan ilaglar igin ciddi tehdittir (67, 73).

2.13. Viriillans Mekanizmalari

Antibiyotik direncinin ve viriilansin bulagmasinin asagida 6zetlendigi gibi

bir¢ok paralel mekanizmasinin oldugu bildirilmistir.

2.13.1. Viriilans Faktorleri

Viriilans sadece bakterilerin konakta hastaliga neden olma kabiliyetini
(yani patojenite derecesini) degil, ayni zamanda bakterilerin bir konaga sizma ve
kolonilesme kabiliyetini de kapsamaktadir. Onceleri viriilans patojen merkezli bir
Ozellik olarak diisiiniilmiis ve doksanli yillarin sonunda ise viriilansin genetik faktor
iligkili oldugu goriisii ortaya ¢ikmistir. Genetik viriilans faktorleri bakterilerin flagella,

fimbriae, adezyonlar, biyofilm gibi fiziksel dzelliklerini kapsamaktadir (13, 74).

Ayrica virililans faktorler patojen agisindan rekabet avantaji saglamak ig¢in
konak hiicre yiizeyini degistiren ¢esitli enzimler, toksinler ve antibiyotikler gibi
biyokimyasal faktorleri de diizenleyebilmektedir (75). Bir¢ok agidan genetik olarak
kodlanmis antibiyotik direnci, konak patogenezini tetikleyerek kalici veya kronik
hastaliklarin gelismesine yol acabildiginden viriilans faktorlerinin bir alt tiirli olarak
kabul edilebilir (76). Ciinkii viriilans faktorler konak direng genlerini ve iligkili
transkripsiyonel ve translasyonel regiilatorleri tesvik etmekte ve kalict veya kronik

hastaliklara yol agarak patogenezde ©Onemli rol oynamaktadir.  Antibakteriyel
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seceneklerin arastirllmasinda yeni hedeflerin taninmasi ve gelistirilmesi viriilans
mekanizmasin belirlenmesi biiylik Oneme sahiptir. Antibiyotik arastirmalarinda
virlilans ve antibiyotik diren¢ genleri ile bunlarin iligkili transkripsiyonel ve
translasyonel 6nemi biiyliktiir. Bu tip arastirmalarda viriilans aktarimi dikkate alinmali
ve antibiyotigin potansiyel kombinatoryal yaklagiminda yeni araglarin aragtirilmasinda

ilaglanabilir hedefleri tanimak ve degerlendirmek igin kritik neme sahiptir (13).

2.13.2. Adezyon Molekiilleri

Bakterilerin biyotik ve abiyotik yiizeylere yapisma ve biyofilm olusturma
kabiliyeti, bakteriyel patojenitenin yani sira viriilansta da artisa neden olmaktadir.
Bakteriyel baglanma flagella, pili, fimbriae gibi hiicre ylizeyi yapilar1 vasitasiyla
olmaktadir (77). Flagellanin regiilasyonu bir operon araciligiyla genetik olarak kontrol
edilmektedir (78) Hangi mekanizma olursa olsun genetik olarak kontrol edilen
adezyon molekiillerinin up-regiilasyonu biyofilm gelisimini diizenlemektedir.
Adezyon, quarum senecense ve biyofilm gelisimi, bakterilerin antibiyotik baskisina

secici bir sekilde yanit verebildigi karmasik bir mekanizmadir (13, 78).

Bakterilerin konak hiicrelere invazyonu hiicre membranlarini parcalayan
kollajenaz, hiyaliironidaz ve lesitinaz gibi enzimlerin up-regiilasyonu ile
kolaylastirilir. Ayrica Staphylococcus aureus gibi bazi bakteriler bir fibronektin
kopriisii  veya kolajen baglayici protein (cna) aracilifiyla osteoblastlara
sizabilmektedir. Bakteriler profesyonel olmayan fagositik hiicrelerin aktin hiicre
iskeletini yeniden diizenleyerek bir fermuar veya tetik mekanizmasi yoluyla bir hiicre
sinyal kaskadini tetikleyebilmektedir (13, 79).

Bacterize patojenlerde kaynaklarin kullanim1 ve demir i¢in rekabet virtilans ile
iliskilendirilmistir (80). Bir ¢alismada siderophore-interacting protein (SIP)’in sadece
demir kazanimi i¢in degil, ayn1 zamanda optimal viriilans i¢in de gerekli oldugu
bildirilmigtir. SIP geninin silinmesinin biyofilm olusumunda azalma ve Vero

hiicrelerine adezyon ve invazyonda azalma ile sonuglandigi bildirilmistir (13, 81).
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2.14. immiiniteden Kacis

Salmonella enterica serovar typhimurium {izerinde yapilan bir ¢alismada
salmonella plazmid viriilans (spv) lokusunun balik larvalarinda bakterinin 6ldiirticii
dozunu azalttigi (LD50), nétrofilleri ve makrofajlar1 inhibe ederek bakteriyel
replikasyonun hizlanmasina sebep oldugu bildirilmistir. Ayrica, “spv” lokusunun
otofagozomlarin olusumunu engelleyerek S. typhimurium’un bakteriyel otofajiyi
onledigi de tespit edilmis, calismada “spv” lokusunun dogustan gelen bagisiklik
tepkisinin bastirilmasinda rol oynadigi sonucuna varilmistir (82). Bunun yaninda,
sideroforlarin glikozile yapisindaki gesitliligin sadece islevde ve 6zgiilliigii ayn1 anda
arttirmakla kalmadigi, ayn1 zamanda konak savunma mekanizmalarindan kagisa da
yardim ettigi saptanmistir. Cesitli bakteriyel patojenler, konagin bagisiklik sinyalini
maniplile etmek i¢in molekiiler taklit¢iligin yani sira konak sitokinleri ve diger
faktorlerle dogrudan etkilesim kurma becerisini gelistirmistir. Bunlar, bagisikliktan
kaginmaya yonelik bakteriyel stratejilerin sadece kiigiik bir boliimiidiir. Bakteriler
konagin bagisikliktan kacinmasina katkida bulunan c¢ok sayida viriilans faktorii

gelistirmislerdir (24, 83).

2.14.1. Toksinler

Bir¢ok bakteri viriilans genlerinin ekspre olmasiyla cesitli toksin salinimi
gerceklestirebilir. Bunlar ya bakteriyel hiicre 6liimiiyle ortaya ¢ikan lipopolisakkarit
tabakanin lipit kismini olusturan endotoksinler ya da hiicredigina  salinan  ekzo-
toksinler olarak siniflandirilabilir. Kistik fibrozisli ¢ocuklardan izole edilen P.
aeruginosa lizerinde yapilan bir ¢alismada viriilans genleri toxA, lasB ve exoS'un
ekspresyonunda 6nemli artiglar oldugu bildirilmistir. Bu genler hastaligin hem kronik
hem de akut formlarinda yer almakta olup doku hasar1 ve biyofilm olusumunda rol
oynamaktadir (84). S. aureus, yukarida tartisildigi gibi, konak dokuya sizmaya ve
besin elde etmeye yardimci olmak i¢in bir dizi toksin salgilama yeteneklerine haizdir.
Ayrica bu patojenler bakteriyel ¢ogalmada rol oynayan hemolizin, ldkotoksin,
eksfoliyatif toksin ve enterotoksin dahil olmak iizere diger bir¢ok toksinin yani sira
sitolitik toksinler de liretmektedir (85). Bakteriyel viriilansin bu ortak mekanizmasi

yeni ila¢ hedeflerin kaynagi olarak arastiritlmalidir (24).
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2.14.2. Hareket

Bakteriyel patojenler yiizme, segirme ve siirii halinde hareket etme gibi ¢esitli
farkli hareket tarzlar sergilemektedir. Artan ve degisken hareketlilik sadece bir
patojenin fiziksel konumunu degistirmesine izin vermekle kalmaz, ayn1 zamanda ¢ok
sayida virlilans geninin asir1 ekspresyonu ile de iliskilidir. Bir ¢alismada tip III
sekresyon ve demir taginmasi gibi viriilans genlerinin artan ekspresyonunun yani sira
polimiksin B, gentamisin ve siprofloksasine karsi antibiyotik direncinde artigin

bakteriyel hareketlilikle iliskili oldugu bildirilmistir (24, 86).

2.14.3. Viriilans Plazmidleri

Plazmidler bakterilerin ayni tiirden bakteriler arasinda oldugu kadar farkl
bakteri tiirleri arasinda da genetik materyal aktarmak i¢in kullandiklar1 bir yoldur.
Patojenik bakterilerdeki bircok plazmid, viriilans, antibiyotik diren¢ genlerini veya
kromozom Tizerindeki viriilans genlerini aktive etmek icin gerekli genleri
kodlamaktadir. Buna en giizel 6rnek E. coli serotiplerden biri olan O157:H7°dir. Bu
serotip biiyiik bir viriilans plazmidine sahip olup bu plazmidin enterohemolizin, tip-2
salgi sistemi, katalaz-peroksidaz, adezin faktor, metalloproteaz gibi c¢esitli genleri
kodlayabildigi bildirilmistir (87, 88).

Hayvanlardan ve cesitli ¢cevresel orneklerden izole edilen shiga toksin {ireten
ve iiretmeyen E.coli suslari lizerinde yapilan bir calismada viriilans ve yeni antibiyotik
direng¢ plazmidlerini tanimlamak i¢in tiim genom dizileri karsilastirilmis, ¢cogu shiga
toksin {iireten suslarda olmak iizere toplam 39 yeni plazmid tanimlanmistir. Bu
plazmidlerden 8'inin antibiyotik gruplarinda direnci kodlayan 29 antibiyotik direng
geni icerdigi bildirilmistir. Plazmidlerin ¢ogu birden fazla antibiyotik diren¢ geni
ithtiva ettiginden genis spektrumlu antibiyotik direncine yol acabilmektedirler. Bu
calismada viriilans plazmidlerinin farkli orijinlerden izole edilen bir¢ok izolatlarda
veya serotiplerde bulunabilecegi gosterilmis olup, ¢coklu viriilans ve antibiyotik direng

genlerine sahip plazmidlerin kolayca yayilabilecegini gostermektedir (87, 89).
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2.15. Viriilans ve Antibiyotik Direncinin Regiilasyonu

Viriilans ve antibiyotik diren¢ genlerinin regiilasyonu olduk¢a komplikedir. Bu
regiilasyon ayr1 olaylar olarak diisiiniilse de birbiriyle baglantilidir. Cogu zaman
viriilans genlerinin diizenlenmesi antibiyotik diren¢ genlerinin ekspresyonunu
etkileyebilecegi gibi bunun tersi de sOylenebilir. Ne yazik ki bu genlerin regiilasyonu
gen ekspresyonunu dogrudan ve dolayli olarak etkileyebilen bir dizi ¢evresel faktérden
etkilenmektedir. Metilasyon gibi transkripsiyon sonrast modifikasyonlar, ribo-
regiilasyon, cevresel algilama, stres yaniti ve quorum sensing yoluyla biyofilm

olusumu dahil olmak iizere en yaygin gen regiilasyon sekilleridir (20).

2.15.1. Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri hem virlilans hem de antibiyotik diren¢ genlerinde
global gen diizenleyicileri araciligiyla dogrudan veya dolayli olarak gen
ekspresyonunu regiile edebilmektedir. Metisiline direngli S. aureus'ta 6zellikle de
vankomisine (VISA) karst orta seviye direng gosteren suslarda, transkripsiyon
faktorleri araciligiyla antibiyotik diren¢ genlerinin diizenlenebildigi bildirilmistir (20,

90).

2.15.2. Post-Trnskripsiyonel Degisiklikler

Post-translasyonel modifikasyonlar iyi bilinen bir regiilasyon sekli olsa da
viriilans ve antibiyotik direncinin diizenlenmesi de post-transkripsiyonel
regiilasyonlara baghdir. Stabil RNA transkriptleri iiretmek i¢in bir kalite kontrol
mekanizmas1 olarak hareket eden transkripsiyon sonrast modifikasyonlar,

prokaryotlarda bildirilenden ¢ok daha yaygin olarak meydana gelir (91, 92).

RNA baglayici elementler transkripsiyon sonrasi modifikasyonlardan sorumlu
olsa da RNA tiirleri ayn1 zamanda viriilans ve antibiyotik diren¢ genlerinin ribo-
regiilasyonundan da sorumludur. Sonlandirma bazli ribo-diizenleyicilerde,
antibiyotigin varligi ya bastan sona okumaya ya da erken sonlandirmaya olanak

saglamakta ve sonugta antibiyotik direncinin olugsmasina yol agmaktadir (93).
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2.15.3. Cevresel Akis

Hem antibiyotik direncinin hem de viriilansin etkili bir sekilde
diizenlenmesinde, temel ilke bakterinin dis ortamim1 Ozellikle de ortamdaki
antibiyotigin varligini ve konsantrasyonunu algilama ve bunlara yanit verme
yetenegiyle iliskilidir. Dis ortam iligkili metabolik siireglerin bozulmasi, biyofilm
olusumu gibi viriilans faktorlerin ekspresyonunu da dolayli olarak etkilemektedir.
Antibiyotik varliginda pndmokoklarda bakteriyosin iiretiminin etkilenmesi buna giizel
bir ornektir (94). Bir caligmada Ramoplanin direngli S. aureus suslari bu antibiyotigin
varhiginda ¢ok kisa bir silire iginde diger antibyotiklere hizla direng gelistigi

bildirilmistir (91, 95).

2.15.4. Stres Yanit1

Coklu stres yanit yollar1 antibiyotik direnci ve viriilansin diizenlenmesinde kilit
oyuncular olarak tanimlanmistir. Oksijen konsantrasyonu gibi ¢evresel faktorler,
transkripsiyon faktdrlerinin viriilans ve antibiyotik direng genleri iizerindeki etkisini
degistirebilmektedir. S6zgelimi bir transkripsiyon faktorii (Cra), aerobik kosullar
altinda patojenite faktorleri giiclii sekilde aktive edilirken bir bagka transkripsiyon
faktorii (FusR) ayn1 kosullar altinda inhibe edilebilmektedir (96). Ornegin S. aureus'ta
iki bilesenli sistem SrrAB anaerobik solunum i¢in gereklidir. SrrAB’nin bakterinin
viriilans faktorleri olan serin proteaz ve o-hemolizinin atilimina yardimci olan
regiilator sistemi (RNA agr-RNAIII) inhibe ettigi gosterilmistir (97). Ayrica hiicre disi

polisakkariti artiran ica operonunun ekspresyonunu artirdigi da bildirilmistir (95).

Stres yanitinin MRSA suslarinda beta-laktam antibiyotik direncinde kilit bir
rol oynadigi gosterilmistir (98). Baska bir ¢alismada ise diisiik ve yiiksek eksternal
kalsiyum konsantrasyonlarinin bakteriyel viriilans faktorleri tizerinde etkili oldugu
bildirilmistir. Pseudomanas’da bakteriyel hareketliliin, piyosiyanin iiretiminin ve

tobramisin duyarliliginin azalmasini1 mutasyonlarin tetikledigi bildirilmistir (97).

Ayrica karbon depolama diizenleyici sisteminin stres iligkili olarak degisiklik

gosterebildigi ve bu durumun da bakteriyel viriilans1 etkiledigi bildirilmistir. Bir
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calismada L. monocytogenes’de bagirsaktaki ¢esitli viriilans genlerini aktive eden

strese duyarli sigma faktorii oldugu da bildirilmistir (99).

Viriilans ve antibiyotik direnci arasinda genetik transkripsiyonel faktorler
araciligiyla yapilan regiilasyon olduk¢a komplikedir. Bu konuda ¢ok ¢esitli bakteriler
tizerinde yapilmis caligmalar mevcuttur. Bir ¢aligmada P. aeruginosa'da typA geninde
goriilen bir mutasyonun bakteriyel virulansi azalttigi, adezyon ve biyofilm olusumunu
tetikledigi bildirilmistir. Ayrica bu mutasyonun antibiyotik direncini arttirdig1 ve tip
III sekresyon sisteminin asag1 yonde regiile ettigi bildirilmistir (100). Bu ¢aligmadan
farkli olarak baska bir calismada ise pseudomonaslarda antibiyotik direnci ve viriilans
arasinda ters bir korrelasyon oldugunu, antibiyotik direng ve viriilans iligkisinin tiire
0zgli olabilecegini bildirmistir (101). Ayrica tip A geninin enteropatojenik E. coli'de
flagella, tip III salg1 sistemi ve virililans faktorlerinin diizenlenmesinde énemli bir rol
oynadigi  gosterilmistir (96). Bir c¢aligmada Acinetobacter baumannii'de
gerceklestirilen transpozon tabanl bir genetik tarama, yalnizca konakta ¢ogalma icin
gerekli olmayan, ayn1 zamanda antibiyotik direnci ve cevresel stres kosullarinda da
mevcut olan ve viriilans ile antibiyotik direnci arasinda bir baglantinin varligini
vurgulayan 30 transkripsiyon faktoriinii tanimlamistir (102). Bir c¢alismada P.
aeruginosa'nin karbapenem antibiyotiklere direngten sorumlu OprD genindeki
mutasyonun bakterinin mukozal kolonizasyonunu, invazyon yetenegini, makrofajlar

i¢in sitotoksisitesini arttirdig da bildildirilmistir (91, 103).

2.16. Biyofilm Olusumu

Viriilans ve antibiyotik direnci arasindaki iligki genellikle bir biyofilm topluluk
yapisinin olusumunda goriiliir. Biyofilm olusumu patojenitenin 6nemli bir pargasi olup
karmasik bir transkripsiyonel diizenleme ag1 tarafindan regiile edilir. Biyofilm
olusumu birka¢ adimda gerceklesmekte olup her adimi tipik olarak belirli bir hiicre
yiizeyi organeli ile iligkilidir. Bakterinin bir ylizeye gevsekge baglanip tekrar
ayrilabildigi tersinir baglanma flagella, fimbria ve pili tarafindan desteklenmektedir.
Hiicreler birkez adezin ve bir miktar ekstraseliiler polimer matriks {iretmeye
basladiginda, hiicrelerin yiizeye geri doniisiimsiiz olarak baglandig1 kabul edilir.

Olgunlagsma asamasinda, bagl hiicreler ¢cogalmaya ve biyofilmin {i¢ boyutlu yapisini
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olusturmaya yardimc1 olan bir hiicre dis1 polisakkarit matrisi liretimi baglamaktadir

(104, 105, 107).

Biyofilm olusumunun baslamasi sadece bir viriilans diizenleyicisi olarak kabul
edilebilen qourum sensing (¢ekirdek algilama) ile gergeklesmez, ayni zamanda
biyofilm yapisinin direnci de hem virlilans hem de antibiyotik direncinin bir
diizenleyicisi olarak kabul edilebilir. Bir biyofilm olustuktan sonra, yine quorum
sensing veya iki bilesenli sistemler araciligiyla biyofilm i¢indeki ek viriilans genlerini
aktive edebilir. S6zgelimi L. monocytogenes’te VirR/S sistemi antibiyotiklere ve gida
koruyuculaa kars1 direng de dahil olmak iizere ¢ok sayida genin ekspresyonunu kontrol
etmektedir (106). Ayrica biyofilmler yapisi geregi antibiyotiklere karsi daha direngli
olmalarinin yani sira, hiicrelerin yakinligi nedeniyle antibiyotik direncinin ve
viriilansin transferini ve yayilmasini da kolaylastirmaktadirlar. Bu siire¢ bir
antimikrobiyalin varlig1 gibi ¢evresel stress altina girdiginde daha da hizlanmaktadir

(107, 108).

2.17. Biyofilm Formasyonu

Biyofilmler viriilans ve antibiyotik direncinin iletimini arttirmaktadir. CDC
(Hastalik Kontrol Merkezi) bakterilerin ¢ogunun bir biyofilmde ya da salgilanan bir
ekzopolisakkarit, mukoid matris tarafindan korunan bir bakteri toplulugunda meydana
geldigini bildirmistir. Tlging bir sekilde bakterinin bu formasyonu viriilans genlerinin
senkronize diizenlenmesi de dahil olmak iizere topluluk davranisina yol agmaktadir.
Biyofilmler serbest yiizen planktonik muadillerine kiyasla antibiyotiklere karsi 1000
kata kadar daha direncli olabilmektedir. Ayrica, glikokaliks adi verilen mukoid bir
matris tarafindan korunan bu topluluk, antibiyotik direncinin yayilmasmi da
kolaylastirmaktadir (109). Bir calismada antibiyotige direngli P.aeruginosa suslarinin
biyofilm iiretimini arttirdig1 ve biyofilm formasyonunun antibiyotik direncini koordine

edici bir diizenleyici proteine sahip oldugu gosterilmistir (107, 110).

Biyofilm iireten mikroorganizmalarla yapilan c¢alismalarda biyofilm
Formasyonu gelistiren tek tip patojenlerin dahi mortaliteye sebep olabilirlerken,

ozellikle son yillarda cesitli calismalarda da bildirildigi gibi biyofilm igerisinde ¢ok
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tipte patojenlerin yer alabilecegi ve hem antibiyotik direncinde daha ciddi sorunlar
olusturdugu hem de progresyonun daha ciddi olabildigi bildirilmistir (111). Tek tipte
patojen barindiran biyofilm formasyonuna gore ¢ok tipte patojenin yer aldigi biyofilm
farmasyonunda mikroorganzima metabolizmalarinin daha yavas ve farkli yapilarda
olabildigi bildirilmistir (112). Bir ¢alismada biyofilm olusturan mikst bakteriyel
patojenlerin (P. aeruginosa ve S. aureus) bir tavsan modelinde yara iyilesmesi
incelenmis iyilesmenin ayr1 suslarla infeksiyonlara gére daha uzun ve progresyonun
daha kotii oldugu bilirilmistir (113). Biyofilm bilesimi ne olursa olsun biyofilmin

olusumunun viriilans1 artirdig1 agiktir (107).

2.18. Bakteriyel Tletisim

Bakteriler arasindaki iletisim, biyofilm olusumu, sporlanma, antibiyotik
direnci ve ¢esitli diger viriilans faktorlerinin diizenlenmesi gibi bir¢ok hiicresel
fonksiyon icin gereklidir. Bakteriler ya quorum sensing (¢ekirdek algilama) ya da
bakterilerin direkt veya planli iletisim bigimleri olan iki bilesenli sistemler araciligiyla

iletisim kurar (114).

Cekirdek algilama (quorum sensing)’l1 hiicreden hiicreye iletisim bakteri yogunluguna
dayal1 olarak hiicresel eylemleri koordine eder. Cekirdek algilama mekanizmalarinda
bakteriler otoindiiktorler olan kimyasal sinyal molekiilleri salgilamaktadirlar. Bakteri
yogunlugu arttikca, yakin g¢evredeki otoindiiktér konsantrasyonu da artmakta ve
cevredeki bakteriler lizerindeki hiicre sinyal reseptorleri ile etkilesime girmektedir

(107, 115).

Gram negatif bakteriler arasindaki iletisime asillenmis homoserin lakton
otoindiiktorleri aracilik etmektedir. Bunun yaninda otoindiiktdr; otoindiiktor 1 ve 2
sirastyla tiire 6zgii iletisim molekiillerine ve tiirler arasi iletisim molekiillerine aracilik
etmektedir. Gram pozitf bakterilerde ise otomatik indiikleyici olarak da bilinen
peptitler ¢ekirdek algilamasini kolaylastirmaktadir. Bakteriler hem biyofilm olusumu
icin hem de virlilans1 arttirabilmek igin iletisim araci olarak ¢ekirdek algilamasini
kullanabilmektedir (116). Bir ¢alismada qourum sensing molekiillerinin hiicresel

baglanmayi1 ve biyofilm olusumunu kontrol eden genleri etkileyerek susun viriilansini
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arttirdigr  bildirilmistir (117). Biyofilm olusumunu artiran viriilans. genlerinin

giiclendirilmesi, antibiyotik direng genlerinin degisimini kolaylastirabilir (107).

Viriilans ayrica iki bilesenli bakteriyel iletisim sistemleri araciligiyla da
arttirlabilmektedir. Iki bilesenli sistemler sinyal molekiiliiniin bir fosforilasyon
kaskadi olayma neden olan bir histidin kinaz reseptor proteinine baglanmasiyla
calismaktadir. S. aureus'ta birden fazla hiicresel islevi kontrol eden iki bilesenli bir
sistem viriilans i¢in esas olup stafilokok enfeksiyonlariyla miicadelede potansiyel bir
hedef olarak arastirilmaktadir. Spesifik bakteriyel iletisim mekanizmasindan bagimsiz
olarak iletisimin virlilansi arttirdig1 ve segici yasam veya 6liim baskisinin olmamasi ve
bakteriyel direncin ortaya c¢ikma sanst ¢ok az olan yeni ilag hedefler
saglayabilmektedir (107, 118).

2.19. Viriilans Gen Transferi

Viriilans gen aktarimi antibiyotik diren¢ genlerinin transferine benzer sekilde
spontan mutasyonlar ve yatay gen transferi yoluyla gerceklesebilmektedir. Yatay gen
transferi genlerin hem tek tiir arasinda hem de birden fazla tiir arasinda aktarilmasini
imkan saglayabilmektedir. Bu sekilde bir aktarim yakinlikla kolaylaglasmaktadir. Bir
planktonik mikroorganizma sesil bir mikroorganizmaya doniistiiglinde plazmidler

araciligiyla aktarim hizlanmaktadir (119, 120, 121).

Antibiyotik direncinde plazmid aracili yatay gen transferinin roliinii arastiran
bir calismada, hastanede yatan hastalardan ve saglikli goniillillerden alinan bagirsak
mikrobiyotalar1 karsilastirilmis izole hastalar arasinda da bir¢ok ortak ilag direng
genlerinin varligi tespit edilmistir. Calismada ilging olarak izole bir saglikli goniilliide
de bir ila¢ direng geni tanimlanmasi olmustur. Bu hastada ila¢ direnci kaynaginin
normal filara iligkili mi yoksa nozokomiyal kaynakli m1 oldugu tanimlanamamastir.
Yakinlik nedeniyle yatay gen transferine yaninda ortamin pH’s1 gibi g¢evresel
faktorserin etkili olabilecegi akilda tutulmalidir. Atik su kaynaklarindan izole edilen
bakterilerde yiiksek tetrasiklin direncinin diisiik pH iliski oldugu bildirilmistir. Bu
durum bir plazmit iizerinde yer alan tetrasiklin diren¢ genlerinin yatay olarak

aktarilmasiyla dogrudan iligkilidir (120, 121, 122).

25



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler

Bu c¢alisma Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda yapilmistir. Calismada ¢esitli klniklerden toplanan yara ve {iriner
orneklerinden izole edilen tplam 188 S. aureus (97 yara ve 91 iiriner sistem) izolati
dahil edildi. Calismada S. aureus oksasilin, klindamsin, eritromisin, siprofloksasin,
vankomisin, penisilin, gentamisin, TMP-SXT, rifampin duyarliliklar1 Vitek-2
(bioMeuriux, France) otomatize sistemle belirlendi. Mikroorganizmalarin duyarlilik
testleri Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) kriterlerine uygun olarak
yapildi. Ayrica izolatlardan multipleks PCR yontemiyle ilag¢ direng ve metisilin direng
geni (mecA geni) ve viriilans genleri (icaA, icaD, coa, pvl, tsst-1, hla, hlb, nuc) varligi,
RT-PCR yontemiyle arastirildi. Bakteriyel viriilans ile metisilin direng iliskisi ise Vero
(Afrika yesil maymun bobrek hiicre hatt1) hiicre kiiltiiriinde adezyon ve invazyon

deneyleri ile arastirildi.

3.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

. Agaroz (Sigma, ABD)

J Kanl agar (biIEOMrieux, Fransa)

. Miiller Hinton Agar (Merck, Almanya)

. Buffer (Fermentas, EU)

. Mg (Fermentas, EU)

. dNTP (Fermentas, EU)

o dH20 (Fermentas, EU)

. Taq polimeraz enzimi (Thermo Scientific Fermentas, EU)
o DNA Ladder (100 bp, Fermentas, EU)

o Etil Alkol (Merck, Almanya)

o Etidium Bromid (Sigma, ABD)

o Potasyum dihidrojen fosfat, KH2PO4 (Sigma, ABD)
. Proteinaz K (Sigma, ABD)
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. Potasyum kloriir, KCI (Sigma, ABD)
o Sodyum hidrojen fosfat, Na2HPO4 (Sigma, ABD)

3.3. Orneklerin Toplanmasi ve Kiiltivasyon

Cesitli kliniklerden steril ekiivyonlarla alinan yara ve idrar ornekleri ¢evresel
etkenlerden kotaminasyona dikkat edilerek transport besiyeri i¢inde Mikrobiyoloji
kiiltiir laboratuvarina getirildi. Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen 6rnekler %5 koyun
kanli agara inokiile edilerek inokiile edilerek 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
izole edilen mikroorganizmalarin identifikasyonu, Gram boyama, katalaz testi, plazma
koagiilaz testi, oksidaz ayiraci ve biyokimyasal reaksiyonlar temeline dayanan
biyokimyasal testlerle gergeklestirildi (ihtiyag duyuldugunda otomatize kiiltiir
sistemleri de kullamlmustir). Identifiye edilen izolatlar istenilen &rnek sayisina
ulagilincaya kadar igerisinde %20 oraninda gliserol (Merck, Almanya) bulunan

buyyonda -70 °C’de muhafaza edildi.

3.4. Kullanilan Besiyerleri, Soliisyonlar
3.4.1. Besiyerleri

Kanli agar, Miieller-Hinton Agar ve Triptik Soy Buyyon ticari olarak toz
halinde temin edildi (bioMeurieux, Fransa). Besiyerlerin sirasiyla 40, 34 ve 3 gr
tartilarak bidistile su ile ayr1 ayr1 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15
dakika sterilize isleminden sonra kanli agara 45-50°C'ye kadar sogutuldugunda %5.0
(v/v) oraninda, steril sartlarda alinmis koyun kani ilave edilip karistirildiktan sonra

petri kutularina dagitildu.

Miieller-Hinton Agar otoklavizasyondan sonra 9 cm capinda steril petri
plaklarina dokiildii. Triptik Soy Buyyon ise sterilazyondan sonra oda 1sisinda 30 dk.
bekletilerek +4 °C’ye kaldirildi. Triptik soy broth besiyerinden saklama besiyeri
hazirlamak i¢in sogutulduktan sonra icerisine 25 ml gliserol eklendi. Daha sonra 1’er
ml olarak eppendorf tiiplere porsiyonlanarak bakteriyel izolatlarin derin dondurucuda

saklanmasi i¢in kullanildi.
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3.4.2. Fosfat Buffer Tamponu (PBS)

- 8.0 gr NaCl

-0.2 gr KCI

- 1.15 gr Na2HPO4

- 0.2 gr KH2PO#4 tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve pH’s1 7.2

olacak sekilde ayarlanarak +4°C’de muhafaza edildi.

3.4.3. RPMI-1640 Besiyeri

Besiyeri ticari olarak toz (powder) olarak temin edildi. Laboratuvarda 2 gr
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 1 It besiyeri i¢in hazir paket halindeki toz besiyerine
eklendi ve 1 It distile su ile erlenmayer i¢inde karistirildi. Homojenize olmasi i¢in
erlenmayerin agzi kapatilip karistiricida 30 dk. kadar karistirildi. Homojen hale gelen

karisimin ciltrasyon yontemiyle sterilizasyonu gergeklestirildi.

3.4.4. Versen-Tripsin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Bu soliisyonun hazirlanmasi i¢in 8 gr NaCl, 0.2 gr KCl, 2.37 gr Na2HPO4 12
H20, 0.2 g KH2PO4, 1 g titriplex Il (versen) ve 1.25 gr tripsin 1 It distile su ile
erlenmayer icinde karistirildi. Erlenmayerin agzi kapatilarak karistiricida 30 dk.
karistirilip homojenize edildi. Homojen hale gelen karisimin filtrasyon yontemiyle

sterilizasyonu gergeklestirildi.

3.4.5. Hiicre Kiiltrii Calismalar: icin PBS Hazirlanmasi

Soliisyonun hazirlanmasi igin 8 gr. NaCl, 0.2 gr. KCl, 2.37 gr. NaoHPO4 12
H20 ve 0.2 gr. KH2PO4 1 1t distile su ile erlenmayer i¢inde karistirildi. Erlenmayerin
agz1 kapatilarak karistiricida 30 dk karigtirilip homojenize edildi. 121 °C 15 psi 15 dk

otoklavda sterilizasyonu yapildi.

3.4.6. Tripan Mauvisi ile Hiicre Canlihig: Tayini

Hiicre canlilig1 tespitinde tripan mavisi yontemi kullanildi. Olii hiicrelerin
membran biitiinliiglinde bozulma olmas1 nedeniyle boya 6lii hiicrelerin igine girer ve

hiicreleri boyar. Mikroskopta bakildiginda mavi boyanan hiicreler 6lii, boya almamis
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(mavi boyanmamis) hiicreler canli olarak tespit yorumlanir. Hiicre canlilif tespit i¢in
tripan mavisi boyast PBS ile %1 oraninda karistirildi. Versen-Tripsin ¢ozeltisi ile
toplanan hiicreler hazirlanan tripan mavisi boyasi ile 1:1 olacak sekilde karistirildi.
Oda 1sisinda 15 dk. bekletildikten sonra mikroskopta incelenerek hiicre canliligi tayini

ve hiicre sayimi1 yapildi.

3.4.7. Kongo Kirmzsi Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen Brain-Hearth infusion (BHI) broth besiyerinden 37
0, 10 gr agar, 50 gr siikroz, 800 mg Kongo kirmizis1 hassas terazide tartilip erlenmayer
igine konuldu. Bidistile suyla 1 litreye tamamlandi. Manyetik karistirictda homojenize

edildikten sonra sterilizasyon islemi igin

3.5. Caliymada Kullanilan Suslar

Deneylerde Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali bakteri kiiltiir koleksiyonunda bulunan Metisiline
direngli ve Staphylococcus aureus susu (ATCC 33592) ve duyarli Staphylococcus
aureus susu (ATCC 22913) suslar1 kullanildi.

3.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismada bakteriyel adezyon-invazyon testlerinin yapilmasi i¢in Vero hiicre
hatt1 kullanildi. Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dal1 kiiltiir kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

(Calismada hiicre hiicre kiiltiirii deneylerinde hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve idamesi
i¢in igerisinde %10 oraninda fetal dana serumu, 10 mM HEPES, 4 mM glutaminli 100
IU/ml penisilin/streptomisin ihtiva eden RPMI 1640 sivi besiyeri kullanildi.
Hiicrelerin inkiibasyonu 37°C, %5 CO2 ve %95 hava bulunduran inkiibatorde
gerceklestirildi. Hiicrelerin iiretilmesi icin 1x10° hiicre/ml olacak sekilde farkli
hacimlerde (100, 250 ve 500 ml’lik) kiiltiir kaplarma kiiltiir kabinin yiizde 10’u

nispetinde besiyeri bulunan kaplarda inkiibe edildi. Hiicrelerin cogalmasi i¢in 3-7 giin
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arasinda lireme giinliik takip edilerek hiicreler kiiltiir kab1 ylizeyinde monolayer tarzda
iirediklerinde pasaj islemleri gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresi i¢inde besiyeri
pH’inda degisme gozlemlendiginde besiyeri degisimi yapildi. Hiicreler kiiltiir
kabindan, hazirlanan tripsinizasyon soliisyonu ile kaldirilarak 50 ml’lik santrifiij
tiiplerine alinip 1500 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek hiicre pelleti toplandi. Hiicre
canliligi ve sayist %0.9’luk NaCl i¢inde hazirlanmis %1°lik tripan mavisi ile

hemositometrede mikroskop altinda belirlendi.

Adezyon ve invazyon testleri diiz tabanli mikroplaklarda yapildi. Kuyucuklara
icerisinde %10 oraninda fetal dana serumu bulunan RPMI 1640 besiyeri ile ml’sinde
1x10° hiicre olacak sekilde hiicre inokiile edildi. Calismada slime iireten ve iiretmeyen
metisilin direnci S. aureus kokenleri ile slime iireten ve iiretmeyen msrA ve blaZ
kokenleri Vero hiicre hatt1 kullanilarak gergeklestirildi. Inkiibasyon sonunda invazyon

yapan bakterilerde diren¢ genleri ekspresyon diizeyleri belirlendi.

3.7. Direng ve Viriilans Genlerinin Tespiti
3.7.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu i¢in ticari olarak temin edilen GF-1 Bacterial
DNA Extraction Kit (Vivantis, Amerika) kullanildi. Ekstraksiyon adimlar1 asagidaki
sekilde uygulandi.

e Saklama besiyeri iginde -80 °C’de muhafaza edilen S. aureus kokenleri
benmaride (37 °C’de) ¢oziilerek kanli besiyerine pasajlanarak ve 37°C’de 48
saat inkiibasyona birakildu.

e Inkiibasyon sonunda saf tek bir koloniden almarak steril igerinde 3 ml Miiller
Hinton Broth bulunan besiyerlerine ekimleri yapildi ve yeniden ayni sartlarda
inkiibasyona birakild.

e Inkiibasyon sonunda tiipler 4000 devirde 15 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda siipernatant atild1.

e Tiiplerde bulunan pelletin {izerine 1000 pl serum fizyolojik konularak
vortekslenerek pipetlendi

e Sonra 6000 g’ de 2 dakika santrifiij yapilarak siipernatan atildi.
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Pellet tlizerine ticari kit igerisinde buluan soliisyon B1’den 100 ul eklenedi ve
giiclii sekilde pipetaj yapilarak resiispanse edildi.

Hiicre slispansiyonu iizerine 6nceden hazirlanmis lizozim solsyonundan 20 pl
(50 mg/ml) eklendi, vortekslenerek 37°C’ de 20 dakika inkiibe edildi.
Ardindan tiipler 10.000 g’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatanat atildi.
Pellet tizerine 180 pul R2 solgsyonu konularak resiispanse edildi ve sonra
tizerine 20 pl proteinaz K eklendi. Vortekslenerek 65°C, 1000 rpm’de 20
dakika inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonunda tiiplere 400 pl BG solgsyonu eklendi ve homojen bir
sollisyon elde edilene kadar tiip birka¢ kez ters-diiz edilerek karistirildi,
65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Sonra tiiplere 200 ul %100’1iik etil alkol eklenerek vortekslendi.

Bu karisim toplama tiipii igine yerlestirilmis spin kolonlara aktarildi.

Tiipler 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek siv1 igeren alttaki tiip atild1 ve
kolon yeni bir toplama tiiplerine yerlestirildi.

Sonra tiiplere 750 pl yikama tamponu eklendi ve 10.000g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Toplama tiiptindeki siv1 atild1 ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirildi.
Kalan etanolii uzaklagtirmak icin 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Spin kolon 1.5 mI’lik bir mikrosantrifiij tiipe transfer edildi.

Mikrosantrifiij tlipe transfer edilen spin kolon {izerine 50-100 ul 70°C’ ye
1sitilmis eliisyon soliisyonu ilave edilerek oda sicakliginda 2 dakika inkiibe
edildi.

Tiipler 10.000g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Son olarak spin kolon atildi ve mikrosantrifiij tiipiiniin i¢indeki eliisyon
tamponunda genomik DNA elde edildi.

Tiipler 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek siv1 igeren alttaki tiip atildi ve
kolon yeni bir toplama tiiplerine yerlestirildi.

Sonra tiiplere 750 pl yikama tamponu eklendi ve 10.000g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki sivi atildi ve kolon tekrar ayni tiipe
yerlestirildi.

Kalan etanolii uzaklagtirmak i¢in 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
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e Spin kolon 1.5 mP’lik bir mikrosantrifiij tiipe transfer edildi.

e Mikrosantrifiij tiipe transfer edilen spin kolon tizerine 50-100 pl 70°C’ ye

e Isitilmis eliisyon soliisyonu ilave edilerek oda sicakliginda 2 dakika inkiibe
edildi.

e Tiipler 10.000g°de 1 dakika santrifiij edildi.

e Son olarak spin kolon atildi ve mikrosantrifiij tiipiiniin igindeki eliisyon

tamponunda genomik DNA elde edildi.

3.7.2. PCR Amplifikasyonu

Ekstrakte edilen S. aureus DNA 6rneklerinden ticari olarak temin edilen; mecA,
icaA, icaD, coa, pvl, tsst-1, hla, hlb, nuc ve cIfA primerleri kullanilarak 1s1 dongii

cihazinda PCR amplifikasyonu gergeklestirildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Stafilokoklar i¢in, multiplex PCR’da kullanilan primer dizileri.

Primer Hedef Primer dizisi (5'-3") Fragment Kaynak
gen boyutu (bp)
16SrDNA | Fw 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 420-1500 127
Rv 5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’
mecA Fw 5- ACTGCTATCCACCCTCAAAC -3’ 163 123,124
Rv 5- CTGGTGAAGTTGTAATCTGG-3’
icaA Fw 5’-CGAGACCAAGATTCAATAAG-3’ 1315 123,124
Rv 5’-AAAGAAAACCACTCACATCAGT-3’
icaD Fw 5°- 381 123,124
ATCATTAGGTAAAATGTCTGCACATGATC
CA-3’
Rv 5 -

GCATCAASTGTATTGGATAGCCAAAAGC-
3 2

coa Fw 5'-CGAGACCAAGATTCAATAAG-3' 900 125
Rv 5-AAAGAAAACCACTCACATCAGT-3'
pvl Fw 5 - 433 123, 124
ATCATTAGGTAAAATGTCTGCACATGATC
CA-3’
Rv 5 -

GCATCAASTGTATTGGATAGCCAAAAGC-
3 b

tsst-1 Fw 5-CGTAAGCCCTTTGTTGCTTG-3’ 143 123, 124
Rv 5-TGTCAGACCCACTACTATAC-3"
hla Fw 5’-CGAAAGGTACCATTGCTGGT-3" 744 128
Rv 5’- CCAATCGATTTTATATCTTTC -3°
hlb Fw 5-GCAATATAAACGCGCTGATTTAATCG-3’ 420 126
Rv 5-GAGTGCCTTTATTGACATTAAGGTCG-3"
nuc Fw 5-GCGATTGATGGTGATACGGT-3" 279 126
Rv 5-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3’
clfA Fw 5-ATTGGCGTGGCTTCAGTGCTTG-3’ 357 126
Rv 5-GCTTGATTGAGTTGTTGCCGGTGT-3”’

Stafilokoklar i¢in; PCR karisimi 25 pl olarak ayarlanarak asagidaki thermal cycler

programlarinda amplifikasyonlar gerceklestirildi.
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Bilesen Her ornek i¢in ul hacim

Distile su 15.5

Buffer 2.5ul

dNTP 0.5ul

Taq DNA Polimeraz | 1ul

MgCl» 2.5ul

P1 forward (F) Tul

P1 reverse (R) 1ul

Genomik DNA Tul

Toplam 25ul

Asama | Tanimlama Sicaklik Siire

1 [k denatiirasyon 94 °C 5 dk.
Denatiirasyon 94 °C 45 sn.

2 Baglanma (Annealing) 58 °C 50sn.
Uzama 72 °C 1 dk. 35 siklus

3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.

4 Bekleme +4 °C ©

3.7.3. 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre
-242 gr Tris Base (Sigma)

-57.1 ml Glasiyal asetik asit
-100 ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma)

Oncelikle Tris base 600 ml distile su igerisinde ¢6ziildii, sonra glasiyal asetik asit
ve son olarak EDTA eklendi. Son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. TAE 50X

olacak sekilde stok soliisyon olarak hazirland1 ve IXTAE olacak sekilde sulandirilarak

kullanildi.

3.7.4. Yiikleme (Loading) Tamponu (6X)
- 40 gr siikroz
- 0.25 gr Bromfenol mavisi

Yukarida miktarlar1 verilen maddeler karistirilarak 100 ml olacak sekilde distile

su i¢inde ¢Ozdiiriildii. Porsiyonlanarak -20 °C‘de muhafaza edildi.
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3.75. PCR (Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Teknigi ile
Goriintiilenmesi
Is1 dongii cihazinda amplifikasyon isleminden sonra {iirlinler %2’lik agaroz
jelde yiritiilerek incelendi. Agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Asetat-EDTA)
tamponu kullanildi. TAE 50X olacak sekilde stok soliisyon olarak hazirlandi ve
IXxTAE olacak sekilde sulandirilarak kullanildi.

- 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre

- 242 gr Tris Base (Sigma)

- 57.1 ml Glasiyal asetik asit

- 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma)

Bu amacla 242 gr Tris base 600 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra glasiyal
asetik asit eklendi. Son olarak ise EDTA eklendi ve son hacim distile su ile 1 litreye

tamamlandi.

- Elektroforez igin stok TAE soliisyonundan 1xTAE olacak sekilde distile su ile
diliie edildi.

3.7.6. invazyon Deneyi

Hiicre kiiltiirlerinde biyofilm tlireten MSSA ve MRSA kokenlerinde bakterilerin
hiicrelere adezyon testleri i¢in pleytin kuyucuklarina antibiyotik soliisyonlarindan
hazirlanarak ilave edildi. Antibiyotik sollisyonun ilavesinden sonra kiiltiir pleytleri 37
°C’de kisa siireligine (yaklasik 10 dk) inkiibasyona birakildi. Bu siire zarfindan hiicre
yiizeyi ve ortamdaki bakteriler inaktive edilmis oldu.

Ardindan pleytin kuyucuklarmma PBS soliisyonu ilave edilerek yukarida adezyon
deneylerinde oldugu gibi hiicre yiizeyleri 3 kez yikandi.

Bu asamadan sonra benzer sekilde hiicrelerin tizerine 0.025% Triton X-100 ilave
edilerek oda 1sisinda yaklasik 5 dakika inkiibe edildi.

Kuyucuklarda olusan lizat hoomojenize edilerek her bir kuyucuktan alinan 6rnegin
Mueller-Hinton agara ekimleri yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu takiben koloni

sayimlari gerceklestirildi.
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3.7.7. Slime Uretimi

S. aureus kokenlerinin biyofilm olusturma potansiyelleri fenotipik olarak
Kongo kirmizisi yontemiyle gergeklestirildi. Hiicre kiiltiirlerinde antibiyotiklerle
muamele edilen S. aureus kokenleri Kongo-kirmizist besiyerine ekim yapilarak
biyofilm iiretimi slime pozitif S. aureus kokenleriyle karsilastirildi. Mikroorganizma
inokiilasyonunu takiben 37 °C 48 saatlik inkiibasyon sonrasi yapilan degerlendirmede
Kongo-kirmisisi besiyerinde siyah renkte kolonilerin varligi slime iiretimi pozitif, agik

renkli kolonilerin varligi ise slime iiretimi negatif olarak degerlendirildi.

3.7.8. Direnc¢ ve viriilansin S. aureus suslarinda Hiicre Adezyonu ve

invazyonu Uzerindeki Etkinliklerinin Degerlendirilmesi

o Biyofilm {ireten MSSA ve MRSA kokenlerinde hiicresel adezyon ve invazyon
etkinliklerini incelemek icin deneyler 12-24 kuyucuklu diiz tabanli pleytlerde
gerceklestirildi.

o Bu amag icin S. aureus’un Mueller-Hinton agara pasajlanan taze kiiltiirleri
kullanildi. Bu islemlerden 6nce ise Vero hiicre hatt1 her bir ml’sinde 1x106 hiicre
olacak sekilde hazirlanmis ve en az %80 oraninda kiiltiir kab1 yilizeyini kaplamis
hiicreler iizerine antibiyotik soliisyonlar1 (oksasilin; 10 pg/ml, gentamisin; 200 pg/ml
ve penisilin; 100 pg/ml) non-toksik konsantrasyonlarda hiicrelere inokiile edilerek 2
saat 37 °C’de inkiibe edildi.

o Daha sonra ise S. aureus’un 24 saatlik taze kiiltiirlerinden hazirlanan 1x108
yogunluktaki bakteri soliisyonu kimyasal bilesiklerle muamele edilen hiicre kiiltiir
besiyerlerine ilave edildi.

o Adezyon deneylerinin sonuglandirilmasi i¢in 37 °C’de 3 saat inkiibasyonu
gergeklestirildi. Pleytin kuyucuklarina PBS soliisyonu ilave edilerek aspire edildi. Bu
islem 3 kez tekrarlanarak hiicrelerin yikama islemleri gerceklestirildi.

. Adezyon testleri igin bu asamadan sonra; hiicreler 0.025% Triton X-100 ile
muamele edilerek ve bu soliisyon ile en 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

o Inkiibasyon sonunda hiicreler ve mikroorganizmalardan olusan karisim
homojenize edilerek ve pleytin her bir kuyucugundan alinan 6rnekler Mueller-Hinton
agara ekimleri gerceklestirildi. Inkiibasyondan 24 saat sonra bakteri koloni sayimlar

gergeklestirildi.
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3.8. istatistiksel Analiz

Biz bu g¢alismada iiriner sistem ve yara enfeksiyonlarindan izole edilen S.
aureus kokenlerinde ilag direng profilleri ile viriilans genlerinin (icaA, icaD, coa, pvl,
tsst-1, hla, hlb, nuc, hla, pvl, clfA) frekansini arastirmayi, ilag direnci ile viriilanslik
arasindaki korelasyonu ise Vero hiicre hattinda adezyon invazyon testleriyle
arastirmay1 amagladik. Istatiksel Analiz: Calismada elde edilen verilerin analizi igin
tek ve/veya cift yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA test) ve Student’s-T Testi
kullanildi. Ortalamalar arasi farklarin 6nem dereceleri test edilirken tiim analizlerde
farklar p<0.05 ise istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Gruplar arasi herhangi bir
farkin olusup olusmadig1 nce Kruskal-Wallis ve sonrasinda ise her grubun kontrol
grubuna gore farkini saptamak icin Mann-Whitney testleri uygulanarak analizler
yapildi. Tiim istatiksel analizler Graphpad Prizma yazilimi programi kullanilarak
gerceklestirildi. Ortalamalar arasi farklarin 6nem dereceleri test edilirken tiim

analizlerde farklar p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin yas aralig1 5-83 arasinda olup yas ortalamasi
34.8+19.9 idi. Hastalarin 23’si (%12.3) 5-10, 31’si (%16.5) 10-20, 32’si, (%17.0) 20-
30, 41’1 (%21.8) 30-50 ve 61’1 (%32.4) ise 50 yasindan biiyiik idi (Sekil 1).

35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

5-10vyas 10- 20 yas 20 - 30vyas 30 - 50vyas >50vyas

Sekil 1. Ornek ¢alisilan hastalarin yas oranlar

Calismada yara ve tiriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen stafilokoklarda
MIK referans degerleri dikkate almarak antibiyotik direng profilleri belirlenmistir
(Tablo 2, sekil 2). Yara 6rneklerinde penisilin direnci %84.5 olarak en yiiksek oranda
tespit edilirken, oksasilin direncinin de oldukga yiiksek oldugu (%42.3) bulunmustur.
Omneklerde teikoplanin ve tigesiklin direnci tespit edilmezken, vankomisin, linezolid

ve daptomisin direngli vakalara da rastlanmistir (Sekil 2).
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Tablo 2. Yara infeksiyonlarindan izole edilen stafilokok tiirlerinde antibiyotik direng

profilleri.

Antibiyotik MIK (ug/L) | n: 97 (%)
Benzilpenisilin 0.03-0.5 82/97 84,5
Oksasilin 0.25-4 41/97 42,3
Klindamisin 0.12-4 22/97 22,7
Tetrasiklin 1-16 19/97 19,6
Fusidik asit 0.5-32 16/97 16,5
Trimotoprim/Sulfometaksazol | 10-160 3/97 3,1
Vancomisin 0.5-32 2/97 2,1
Daptomisin 0.25-2 1/97 0,9
Linezolid 1-2 1/97 0,9
Teikoplanin 0.5-32 0/97 0
Tigesiklin 0.12-0.25 0/97 0

120

100

80

60

Direng orani (%)

40

2

o

Sekil 2. Yara infeksiyonlarindan izole edilen S. aureus suslarinda antibiyotik direng oranlari.
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Uriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen suslarda ise penisilin direnci yara
orneklerinde oldugu gibi yiiksek oranda bulunurken oksasilin direncinin anlamli
derecede daha diisiik olugu tespit edilmistir (%22.8). Uriner sistem etkenleri olarak
izole edilen stafilokoklarda tetrasiklin direnci, penisilin direncini takip eden yiiksek
direng profilli antibiyotik olurken (%26.7), Daptomisin, Linezolid, Teikoplanin ve

vancomisin direngli sussa rastlanilmamistir (Tablo 3, sekil 3).

Tablo 3. Uriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen stafilokok tiirlerinde antibiyotik direng

profilleri.
Antibiyotik MIK (pg/L) | n:91 %
Benzilpenisilin 0.25-4 77/91 84,6
Tetrasiklin 0.12-4 24/91 26,7
Oksasilin 1-16 20/91 22,0
Klindamisin 0.25-2 15/91 16,5
Fusidik asit 0.5-32 14/91 15,4
Trimotoprim/Sulfometaksazol | 10-160 14/91 154
Daptomisin 1-2 1/91 1,1
Linezolid 0.03-0.5 0/91 0
Teikoplanin 0.5-32 0/91 0
Tigesiklin 0.12-0.25 0/91 0
Vancomisin 0.5-32 0/91 0
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Sekil 3. Uriner sistem infeksiyonlardan izole edilen stafilokok kokenlerinde ilag direng

oranlari.
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Tablo 4.Yara ve iiriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen stafilokok tiirlerinde antibiyotik

direng profilleri.

n: 188
Antibiyotik MIK (ug/L) Yara-+iiriner: %

toplam
Benzilpenisilin 0.03-0.5 77+82: 159 84,6
Oksasilin 0.25-4 41+20: 61 32,4
Klindamisin 0.12-4 22+15:37 19,7
Tetrasiklin 1-16 19+24:43 22,9
Fusidik asit 0.5-32 16+14: 30 16,0
Trimotoprim/Sulfometaksazol | 10-160 3+14: 17 9,0
Linezolid 1-2 0+1:1 0,5
Vancomisin 0.5-32 240: 1,1
Daptomisin 0.25-2 1+1:2 1,1
Teicoplanin 0.5-32 0 0
Tigesiklin 0.12-0.25 0 0

Yara ve tiriner sitem infeksiyonu etkeni olarak izole edilen stafilokoklarda ise
toplam ilag direng profilleri degerlendirildiginde penisilin, oksasilin ve klindamisin
diren¢ oranlarinin sirastyla %84,6, 32,4 ve 19,7 oldugu saptanmistir. Teikoplanin ve

tigesikline diren¢ goriilmemistir (Sekil 4; Tablo 4).
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Sekil 4. Yara ve iiriner infeksiyonlardan izole edilen stafilokoklarda antibiyotik direng

oranlari.
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mecA: 163 bp

Al. MecA geni 163 bp, DNA marker 100 bp.

mecA: 163 bp

mecA: 1631

DNA marker 100 bp

DNA marker 50 bp
A2. MecA geni 163 bp, DNA marker 100 bp.
nuc: 279 bp
clfA: 357 bp
DNA marker 100 bp I
DNA marker 100 bp

B. cIfA geni 357 bp, nuc: 279 bp, DNA marker 100 bp.
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DNA marker 100 bp

C. coa geni 900 bp, DNA marker 100 bp.

DNA marker 100 bp

hla: 744 bp

DNA marker 100 bp

DNA marker 100 bp

E. Hlb geni 420 bp, pvl geni 433 bp, DNA marker 100 bp.
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icaA: 1315 bp

icaD 381 bp

DNA marker 100 bp
DNA marker 100 bp

F. icA geni 1315 bp, icaD geni 381 bp, coa geni 900 bp, DNA marker 100 bp.
Sekil 5. A-F. MecA, icaA, icaD, coa, hla, hlb, cIfA ve nuc genlerinin PCR amplifikasyon

iirtinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri. Marker: 100 bp.

Yara orneklerinden izole edilen virulans genlerinin dagilimi Sekil 10°da
verilmistir. Niikleaz (nuc), fibronektin (fnba) ve hemolizin a (hla) genleri varlig: tim
suslarda varlig: tespit edilirken, benzer sekilde clumping factor A (clfA)’nin yiiksek
diizeylerde varligi saptanmistir. Bu 6rneklerde en diisiik diizeyde tespit edilen viriilans

geni ise toksik sok sendromu (TSST-1) geni idi (%7.2).
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Viriilans genleri

Sekil 6. Yara drneklerinden izole edilen stafilokoklarda virulans genlerinin dagilimu.

Yara orneklerinde viriilans geni varligi ile metisilin direngli kokenlerde

viriilans genlerinin dagilimi incelendiginde ise fibronektin (fnba), klumping faktor
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(clfA), niikleaz (nuc), hemolizin a (hla) ve hemolizin b (hlb) genlerinin varlig
metisilin direncine gore degismezken, panton-valentin 16kosidin (pvl), slime genleri
(icaA ve icaD) ve toksik sok sendromu (tsst-1) genlerinin varligi metisilin direnciyle

direkt iligkili tespit edilmistir (Sekil 6 ve 7).

140

120

fnba clfA nu icaA icaD tsst-1
V|rulans genlerl

Oran (%)
o o o

o

m MRSA:22 m MSSA:77

Sekil 7. Yara drneklerinden izole edilen stafilokoklarda metisilin direcine gore viriilans genleri

frekansi.

Uriner sistem orjinli stafilokoklarda icaA, icaD, pvl ve tsst-1 genlerinin
frekans1 sirasiyla 9%75.8, 69.2, 49.5 ve 4.4 idi. Suslarin tamaminda diger viriilans

genleri (fnba, clfa, nuc ve hla: %100) varligi tespit edilmistir (Sekil 8).

fnba clfA nu icaA icaD tsst-1
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Sekil 8. Uriner infeksiyonlardan izole edilen stafilokoklarda viriilans genlerinin frekansi.
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Enfeksiyoz etken olarak iiriiner sistemden izole edilen stafilokoklarda mecA

geni varligi ile fnba, clfA, nuc, hla ve hlb genlerinin arasinda anlamli bir korelasyon

tespit edilmezken, icaA ve icaD geleri ile hemolizin b geni varlig arasinda anlaml bir

iliskinin varlig1 saptandi (Sekil 9).
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Sekil 9. Uriner infeksiyonlardan izole edilen stafilokoklarda metisilin direnci varligi ile

viriilans genleri arasindaki korelasyon.

Vero hiicreleriyle muamele edilen MRSA ve MSSA suslarinda hiicresel

adezyon sonugclar1 sekil 14’te verilmistir. Deneylerde metisilin direngli kokenlerin

istatiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek hiicresel invazyon yaptigi tespit

edilmistir (Sekil 14).

1.5%108—

g >k 3k %k |

E 1x108-]

P

=

w

= 5%107 —
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o T
MRSA MSSA

Gruplar Ozet P degeri
MRSA vs MSAA faadad 0,0003

Sekil 10. Vero hiicrelerinde metisilin direngli ve duyarl: stafilokok tiirlerinin hiicre adezyon

testi sonuglari.
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Sekil 11°te de goriildiigi gibi metisilin duyarli ve direngli S. aureus kokenleri
ile metsilin direngli art1 slime iiretimi yapan suslarin hiicresel adezyon sonuglari
verilmistir. Bakteriyel slime {iretiminin metisilin direnci varliginda hiicrelerde
metisilin duyarli kdkenlerle kiyaslandiginda anlamli derecede fark tespit edilirken,
MRSA kdkenleri ile slime lireten MRSA kokenleri arasinda istatiksel olarak anlaml

farklilik tespit edilmemistir (Sekil 11).
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MRSA mecA+icaA+icaD
Gruplar Ozet P degerleri
MRSA vs. mecA+icaA+icaD * 0,0165

Sekil 11. Vero hiicrelerinde slime genleri varliginda metisilin direngli ve duyarl stafilokok

tiirlerinin hiicre adezyon testi sonuglari.

Panton valentin 16kosidin viriilans geninin metisilin direncli slime iiretimi
yapan suslarla kiyaslandiginda hiicresel adezyon testleri arasinda anlamli bir fark
tespit edilmezken (p=0,0574), slime genleri ve pvl genlerini birlikte tasiyan metisilin
direncli kokenlerin metisilin direngli ve duyarli S. aureus suslar1 arasinda istatiksel
olarak anlaml derecede farkliliklar tespit edilmistir (sirastyla p=0,0004 ve p=0,0002;
Sekil 12).
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Gruplar Ozet P degerleri
MRSA vs. mecA+icaA+icaD * 0,0231
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl ** 0,0016
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvl | ns 0,0722

Sekil 12. Vero hiicrelerinde slime (icaA, icaD) ve pvl genlerinin metisilin direngli ve duyarli

kokenlerde hiicre adezyonu test sonuglari.

Hemolizin aktivitesi tespit edilen slime lireten, panton valentin 16kosidin geni
pozitif metisilin direngli suslarla, slime iiretimi yapan panton valentin l6kosidin geni
pozitif suslar arasinda kiiltiir sivisinda bakteri sayimlar1 arasinda anlamli bir fark
saptanmazken (p=0,0671), slime {iretimi yapan metisilin direngli suslarla

kiyaslandiginda anlamli derecede azalma tespit edilmistir (p=0,0093; Sekil 13).
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Gruplar Ozet | P degerleri
MRSA vs. mecA+icaA+icaD *Hxk 1 <0,0001
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl *xxx1<0,0001
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl+hla *xxx 1 <0,0001
mecA-+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvl Fhx 0,0003
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvi+hla * 0,0132
mecA+icaA+icaD+pvl VS, | *** 0,0002
mecA+icaA+icaD+pvl+hla

Sekil 13. Vero hiicrelerinde slime (icaA ve icaD), pvl ve hemolizin genlerinin (hla ve hlb)

metisilin direngli ve duyarli kokenlerde hiicre adezyon test sonuglari.

Slime iretimi, panton valentin 16kosidin genleri, hemolizin aktivitesi ve
klumping faktorii pozitif olan metisilin direngli S. aureus kokenleri ile slime iireten,
pvl ve hemolizin aktivitesi pozitif olan kokenler arasinda hiicresel adezyon test

sonuglarmin anlamli derecede farkli oldugu tespit edilmistir (p=0,0002; Sekil 14).
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Gruplar Ozet P degerleri
MRSA vs. mecA+icaA+icaD * 0,0136
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl Fxx 0,0002
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl+hla ioleioled <0,0001
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl+clIfA Sadadadad <0,0001
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvl ns 0,0688
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvl+hla *x 0,0096
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvi+cIfA | **** <0,0001
mecA+icaA+icaD+pvl Vs. | ns 0,7080
mecA+icaA+icaD+pvl+hla
mecA+icaA+icaD+pvl VS, | *** 0,0001
mecA+icaA+icaD+pvi+clfA
mecA+icaA+icaD+pvl+hla VS, | *** 0,0006
mecA+icaA+icaD+pvi+cIfA

Sekil 14. Vero hiicrelerinde slime ve panton-valentin 16kosidin, hemolizin ve klumping

faktorii genlerinin metisilin direncli ve duyarli kdkenlerde hiicre adezyon test sonuglari.
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Sekil 15°da goriildiigii gibi metisilin direngli S. aureus kdkenlerinin Vero
hiicrelerine metisilin duyarli kdkenlerle kiyaslandiginda analamli derecede yiiksek

oranda invazyon yaptig1 tespit edilmistir (p<0.0001; Sekil 15).
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Gruplar Ozet P degeri
MRSA vs MSSA xwx <0,0001

Sekil 15. Vero hiicrelerinde Metisilin direncli ve duyarl: stafilokok tiirlerinin hiicre invazyon

test sonuglari.

Metisilin direngli S. aureus kokenleri ile slime iireten metisilin direngli
kokenler kiyaslandiginda slime ftretiminin hiicresel invazyonu anlamli diizeyde

arttirdig tespit edilmistir (p=0,0086; Sekil 16).
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0

1
MRSA mecA+icaA+icaD

Gruplar Ozet P degeri
MRSA vs MSSA *x <0,0072

Sekil 16. Vero hiicrelerinde slime genleri varliginda metisilin direngli ve duyarl stafilokok

tiirlerinin hiicre invazyon test sonuglari.
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Slime iireten metisilin direngli S. aureus kokenleri ile panton valentin l6kosidin
geni pozitif olan slime iireten metislin direcli kokenler arasinda istatiksel olarak bir
anlamlilik olmasa da (p=0,0743), metisilin diren¢li kokenler ile kiyaslandiginda
hiicresel adezyonun anlamlilik derecesinin arttig1 tespit edilmistir (p=0.0004; Sekil

17).
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MRSA mecA+icaA+icaD mecA+icaA+icaD+pvl

Gruplar Ozet P degerleri
MRSA vs. mecA+icaA+icaD * 0,0231
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl ** 0,0016
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvl ns 0,0722

Sekil 17. Vero hiicrelerinde slime ve panton-valentin 16kosidin genlerinin metisilin direngli ve

duyarl kdkenlerde hiicresel invazyon iizerindeki etkisi.

Panton valentin 16kosidin pozitif, slime tlireten metisilin direngli S. aureus
kokenleriyle Panton valentin 16kosidin pozitif, slime iireten, hemoliz {ireten metisilin
direngli S. aureus kokenleri arasinda istatiksel olarak anlamli derecede artis olmasa da
hemoliz iireten kokenlerde hiicrelere bakteriyel invazyonda artiglar tespit edilmistir

(p=0,9982; Sekil 18).
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Gruplar Ozet P degerleri
MRSA vs. mecA+icaA+icaD ns 0,0869
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl ** 0,0060
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl+hla ** 0,0043
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvl ns 0,2713
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvi+hla ns 0,1899
mecA+icaA+icaD+pvl vs. mecA+icaA+icaD+pvi+hla | ns 0,9926

Sekil 18. Vero hiicrelerinde slime, panton-valentin 16kosidin ve hemolizin genlerinin metisilin

direngli ve duyarli kokenlerde hiicresel invazyon tizerindeki etkisi.
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Panton valentin 16kosidin pozitif, slime iireten, hemoliz yapabilen ve klumping
faktor pozitif metisilin direngli S. aureus kokenleri, Panton valentin 16kosidin pozitif,
slime {ireten, hemoliz yapabilen suslarla kiyaslandiginda hiicresel invazyon

diizeylerinde anlamli derecede artislar tespit edilmistir (p=0,0002; Sekil 19).
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Gruplar Ozet P degerleri

MRSA vs. mecA+icaA+icaD * 0,0136
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl Fhx 0,0002
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl+hla Fkkk <0,0001
MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl+clfA falaloiel <0,0001
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvl ns 0,0688
mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvi+hla *x 0,0096

mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvi+cIfA | **** <0,0001

mecA+icaA+icaD+pvl Vs. | ns 0,7080
mecA+icaA+icaD+pvl+hla

mecA+icaA+icaD+pvl VS, | *** 0,0001
mecA+icaA+icaD+pvl+clfA

mecA+icaA+icaD+pvl+hla VS, | *** 0,0006

mecA+icaA+icaD+pvi+cIfA

Sekil 19. Vero hiicrelerinde slime ve panton-valentin 16kosidin, hemolizin ve Klumping
faktoriin genlerinin metisilin direngli ve duyarli kdkenlerde hiicresel invazyon iizerindeki

etkisi.
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5. TARTISMA

Bakterilerin antibiyotiklerden, konak¢idan veya ¢evreden gelen secici baskilar
gibi sebeplerden dolay1 siirekli olarak evrimi s6z konusudur. Bu evrilme
mikroorganizmanin lehine veya aleyhine olacak sekilde ortaya cikabilmektedir. Bu
calisma antibiyotik direncini arttiran mutasyonlarin mikroorganizmalarin sahip oldugu
birtakim viriilans faktorlerin, patojeniteye etkisi olabilecegi noktasindan hareketle
virlilans faktorlerin antibiyotik direnci ile iliskisinin ortaya konmasi amaciyla
planlanmistir. Bu amagla yara ve iiriner sistem orneklerinden izole edilen S. aureus

izolatlart kullanilmistir (24).

Bu calisma ile bakterinin patojenik potansiyelin azalmasi veya artmasi direng
profilleri lizerinde nasil ortaya ¢ikmaktadir sorusunun cevabi aranmistir. Viriilansligin
ozellikle ila¢ direngli patojenlerde tezahiir eden etkilerinin ne oldugu agiklanmaya
calistlmistir. Ilag direngli patojenlerde degisen viriilans potansiyeli hastaligin
sonucunu modiile eden mekanizmalarin aydinlatilmasi acisindan 6nem tasimaktadir.
Bu calisma ile ila¢ direnci-viriilans korelasyonunun en kapsamli olarak arastitildigi
calismalardan biridir. la¢ direnci ile viriillans faktorleri iliskisinin izahi insan
patojenleriyle miicadelede ve/veya ila¢g direncini yenmede yeni bir bakis agisi

getirebilecektir.

Giinlimiizlin en 6nemli saglik sorunlarindan biri giinden giine artan ilag direng
oranlaridir. Antimikrobiyallerin yaygin kullanilmast ¢ogu problemi de beraberinde
getirmektedir. Yogun ve yaygin ila¢ kullanimi1 mikroorganizmalar {izerinde ekolojik
bir baski olusturabilmekte, insanlarda ve cevrede kolonize olabilen mikrobiyal

popiilasyonlarda antimikrobiyel direncin ortaya ¢ikmasina yol agabilmektedir (24).

Calismamizda yara 6rneklerinde nuc, fnba, hla, clfA ve hlb geni frekanslarinin
iriner izolatlara benzer oranlarda oldugu bulunmustur. Yara izolatlarinda slime
genlerinin frekansinin iiriner izolatlardan anlamli derecede diisiik oldugu tespit
edilirken bu 6rneklerde pvl ve tsst genleri frekansinin tiriner enfeksiyon etkenlerinden
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yara orneklerinde pvl, icaA, icaD ve tsst genleri

ile metisilin direnci arasinda analamli bir korelasyon tespit edilmezken, iiriner
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izolatlarda icaD geni disinda tiim virlilans genlerinin varlig1 ile metisilin direnci

arasindan anlamli bir korelasyon tespit edilmistir (129).

Vero hiicrelerinde MRSA ve MSSA suglarininin hiicre adezyon oranlari
kiyaslandiginda MRSA izolatlarinin adezyon oranlarinin MSSA suslarindan anlamhi
derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.0003). Metisilin direngli ve slime tireten
suslarin yalnizca metisilin direncli suslarla hiicresel adezyon oranlar1 kiyaslandiginda,
slime iiretiminin hiicre adezyonunu arttirdigi, slime tretimi ile hiicre adezyonu

arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu tespit edilmistir (p>0.05).

Bunun yaninda, slime {ireten ve panton-valentin 16kosidin genleri pozitif olan
MRSA suslarinin hiicresel adezyon orant MRSA izolatlar1 ile kiyaslandiginda hiicre
adezyonu lizerinde anlamli diizeyde olmasa da artiglar saptanmistir (p<0.0574). Pvl ile
hiicresel adezyon arasinda pozitif bir korelasyonun saptanmistir. S. aureus onemli
hemolitik aktivite gosteren bakterilerden biridir. Benzer sekilde hemolizin aktivitesi
de hiicresel adezyonunu arttirici bir aktivite gostermis ve pozitif bir korelasyon varligi

tespit edilmistir.

Stafiloklarda hiicre yiizey prteinleri énemli viriilans faktorlerden olup bu
proteinlerden biri de klumping faktor A’dir. Deneylerde slime iireten, hemolitik
aktivite gosteren Panton-valentin 16kosidin etkinligi pozitif olan MRSA izolatlarinin
(mecA+icaA+icaD+pvl+hla) adezyon oranlari klumping faktor A varliginda
(mecA+icaA+icaD+pvl+clfA genleri tasiyan S. aureus izolatlarinda) hiicresel

adezyonun anlamli derecede daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.0002).

Mikroorganizmalarda biyofilm olusumu fiziksel ve biyokimyasal yollarla
antimikrobiyel ilag direncinin artmasia yol agmaktadir (6). Biyofilm, bir substrata
veya araylize birbirine geri doniilemez sekilde baglanan hiicrelerle karakterize edilen
hiicre dis1 polimerik maddelerin (protein, DNA ve polisakaritten olusan) iiretilen bir
matrise gomiilerek olusturulmus biiyiime hizi ve gen transkripsiyonu acgisindan
degisiklik gosteren bir fenotipidir [5]. Biyofilm formda {ireyen mikroorganizmlarin

serbest iireyen bakterilerden fizyolojik olarak farkliklar sergileyebilecegi bildirilmistir
(9, 10, 130).
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Biyofilmler bakterilerin zorlu ¢evre kosullarina daha iyi diren¢ gdstermesini
saglamaktadir (11). Bakterilerin bu formu insan, hayvan infeksiyonlarinda konakta
veya gida isleme tesisleri gibi besin kaynaginin bulundugu alanlarada yaygin olarak
bulunabilmektedir  (14). Biyofilmlerin  dezenfektanlara/  antimikrobiyallere/
antibiyotiklere kars1 artan direnci insan ve hayvan sagligi ve gida endiistrileri i¢in cok
ciddi tehdit olusturmaktadir (14). Biyofilm yapisi patojenleri yiizeylerden koparilip
atilmasina, dezenfektanlara ve ilaglara karsi koruyan bir ortiidir (15). Biyofilm
koruma  mekanizmalarinin  geleneksel antibiyotiklere  direngten  sorumlu
mekanizmalardan farkli oldugu bildirilmistir (16). Biyofilm yap1 (hiicre dist polimerik
maddeler matrisi: EPS matrisi) dezenfektanlarin diflizyonunu sinirlayarak veya
proteinler ve hiicre dis1 polisakkaritlerle kimyasal etkilesim ya da inaktivasyon yoluyla
antimikrobiyal etkiyi geciktirmekte veya inhibe edebilmektedir (17). Bakteriyel iireme
hizi, biyofilm igindeki heterojenlik, genel stres tepkisi, quarum sensing
mekanizmalari, biyofilm fenotipinin indiiksiyonu ve efluks (akig) pompalarinin
ekspresyonu gibi faktorler direng mekanizmasinda rol oynayabilmektedir (18). Ayrica
biyofilm olusumu bakteriyel viriilans faktorlerinin diizenlenmesini ve hiicre disi
polimerlerin salgilanmasinda da rol oynayabilir (26). Ozellikle yatay gen transferi
antimikrobiyel direncte Onemli bir role sahip olabilir. Biyofilmlere o06zgli dar
intraseliiler mesafe, diren¢ genlerinin yayilmasini kolaylastirir ve biyofilm matrisinde

hiicre dist DNA'nin varhigimi olusturur (27, 130).

Hiicresel istila ve mortalite bakimindan MRSA suslari, MSSA suslarindan
daha oldiiriicii olmasa da MRSA suslariin viriilanslarini artirabilecek veya belirli
klinik sendromlara neden olmalarini saglayabilecek faktorlere veya genetik yapiya
sahip olacagi bildirilmistir (131). Calismamizda MRSA ve MSSA suslarinin Vero
hiicrelerine invazyon sonuglart kiyaslandiginda hiicresel invazyonun MRSA
gruplarinda MSSA gruplarindan istatiksel olarak anlamli derecede yliksek olmasin
bununla iligkili oldugunu diistinmekteyiz. Yani metisiline diren¢ mekanizmasinin
mikroorganizmanin  viriilensini  dogrudan etkileyebilecek genetik  Gzellikler

kazandirabilecegiyle alakali oldugunu diistinmekteyiz.

MRSA izolatlari ile icaA, icaD slime genleri tasiyan slime iiretiminin oldugu

metisilin direng¢li suslarin invazyon test sonuglarinin da anlamli derecede yiiksek
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olmasmin ayni mekanizmadan kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz (Sekil 16;

p<0.086).

Onemli Gram pozitif bakterilerden olan S. aureus insan ve hayvan dokularinda,
yiizeylerde ve gida endiistrisindeki hemen hemen tiim cevresel kosullar altinda
biyofilm olusturabilmektedir (28). Kommensal ve firsat¢1 bir patojendir ve belirli
kosullar altinda cilt enfeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit, pnomoni ve gida
zehirlenmesi gibi ¢ok ¢esitli bulasict hastaliklara neden olabilir. S. aureus biyofilm
olusumu komplike genetik faktorler tarafindan diizenlenmekte olup en az iki farkl
biyofilm tipi iiretebilirler. Bunlardan ilki ica operona bagimli digeri ica operondan
bagimsiz biyofilm olusumudur (28). Bir ¢alismada biyofilm kosullarinda 160’tan fazla
genin asirt eksprese edildigi bildirilmistir. Bu genler baglanma faktorlerini,
polisakkarit hiicre ici yapismayr (PIA) ve peptidoglikan modelleme faktorlerini
kodlamaktadir (10). Ayrica bir¢ok proteinin hiicresel yapisma ve biyofilm matrisi
gelisiminde Onemli bilesenler oldugu gosterilmistir (29). Bunlar arasinda yiizeyle
iligkili proteinler (protein A), fibrinojen baglayici proteinler (fnbPA ve fnbPB),
biyofilmle iliskili protein (bap) ve klumping (topaklanma) faktorii (clf) bulunur.

Klumping faktér A (cIfA) S. aureus’un en dnemli baglayici proteinlerindendir.
CIfA S. aureus'un fibrinojen ve fibrine yapigsmasinin hiicre yiizeyiyle iliskili temel bir
proteindir (132). Calismamizda clfA geni tasiyan MRSA izolatlarinin hem hiicresel
adezyonu hem de hiicreye invazyonunu diger MRSA iolalatlariyla kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli derecede arttirdig: tespit edilmistir ki (p<0.002), bu bulgu

calismanin 6zgiin sonuc¢larindan biridir.

S. aureus biyofilmleriyle iliskili gida giivenligine iligkin kaygilar ve gida
endiistrisinde bu sorunu yonetmenin yiiksek maliyeti géz Oniine alindiginda, S.
aureus’un biyofilm olusumu ile ilgili mekanizmalar hakkinda detayli bilgi sahibi
olunmas1 dnemlidir. Bugiine kadar bir¢ok calisma patojeniteye odaklanirken ve gok
az1 ise S. aureus'un protein ekspresyonundaki biyofilm olusumuna bagh farkliliklari
ele almistir (31, 32). Biyofilm ile ilgili proteinlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu,
S. aureus'ta biyofilm olusumunun mekanizmasi ve/veya siireci hakkinda 6nemli

bilgiler saglayabilir.
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Panton-Valentine 16kosidin toksini tireten Staphylococcus aureus’un (pvISA)
tekrarlayan yumusak doku enfeksiyonlarindan ve nekrotizan pndmoni, piyomiyozit ve
osteomiyelit gibi daha ciddi invaziv enfeksiyonlardan sorumlu oldugu bildirilmektedir
(133). Panton-Valentine 16kosidin Staphylococcus aureus tarafindan salgilanan ve
nekrotizan pnomoni ile iligkilendirilen orlar olusturarak hiicre 6liimiine sebep olan bir
toksindir. PVL’nin nekroz veya apoptoz yoluyla polimorfoniikleer hiicre liimiinii
indiikledigi bildirilmistir (134). Pvl pozitif MRSA suslarinin pvl geni tagimayan
suglara kiyasla hiicre invazyonunu anlamli olmayan 6l¢iide arttirdig1 tespit edilmistir

(Sekil 17; mecA+icaA+icaD vs. mecA+icaA+icaD+pvl; p<0.0743).

Hemolizinler S. aureus'a bagl tim hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. Hemolizler konaker hiicre zarinin par¢alanmasina, bagisiklik sisteminin
bozulmasina veya bakterinin immuniteden kagmasina ve hayatta kalmasi1 yardimci
olurken, hiicre lizisi sonucu besin maddelerinin serbest kalmasina ve enfeksiyonun

progresyonunun kotiilesemesine yol agar (135).

Calismada MRSA suglarinda hemolizin geni varliinin hem konak hiicre
adezyonuna hem de invazyonunu arttirdig1 tespit edilmistir. Slime lireten, panton
valentin 16kosidin genlerini tasiyan MRSA izolatlariyla kiyaslandiginda hemolizin
genleri tasiyan suslarinin daha yiiksek diizeyde invaziv karekter sergiledgi tespit

edilmistir.

Antimikrobiyal diren¢ sorununun insanliin gelecekte karsilasacagi en 6nemli
problemlerden biri olacagi disiiniilmektedir. Bu sebeple antimikrobiyal direncin
yayilmasini 6neleyebilmek i¢in insanlari, hayvanlar ve gevreleriyle iliskili olarak ilag
direnci kaynaklariyla iligkili caligmalarin yapilmasi ve diren¢ mekanizmasinin
anlasilmas1 Onelenebilmesi agsisindan da son derece biiyiikk Oneme sahiptir.
Bakterilerin en yaygin bulag yollarindan biri temas olup, temas ettigi yiizeye yapigarak
canliligini siirdiirmesiyle iliskilidir. Bakterilerin yapistiklar1 yiizeyde canliliklarini
stirdiirebilmeleri i¢in en 6onemli mekanizma biyofilm olusturmasidir. S. aureus’un en
onemli virulans faktorlerinden biri ylizeylerde ve c¢ok cesitli ¢evresel kosullarda
olusturduklart biyofilm formudur. Biyofilm olusumu S. aureus'un zorlu kosullarda

canliligini siirdiirebilmesi agisindan biiyiikk 6nme sahiptir (136).
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S. aureus kokenlerinde biyofilmle iligkili proteinlerin tanimlanmasi ve
karakterizasyonun amagclandigr bir ¢alismada bakterinin ¢ok farkli tipte protein
sentezleri gergeklestirdigi tespit edilmistir. Proteomik analizlerde biyofilm olusturan
formlarda 14 farkli protein ekspresyonundan bahsedilmistir. Ayrica alkol
dehidrojenaz, ATP'ye bagimli 6-fosfofruktokinaz ve fruktoz-bisfosfat aldolaz gibi ii¢
tipte protein sentezinin oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda, biyofilm olusturan
formlardaki bakterilerde katabolit mekanizmalarin farkli sekilde diizenlendikleri, daha

diistik oksijen iligkili metabolizmalarin arttig1 bildirilmistir (37).

Biyofilm olusumu besinlerin mevcut oldugu yiizeylerde veya insan veya
hayvan gibi canlt konak dokularinda kaliciligin en etkili bigimlerinden biridir.
Bakteriyel kalicilik bu yapiin yiiksek orandaki antimikrobiyal direnciyle yakindan
iligkilidir. Bu ¢aligmada S. aureus izolatlarinin biyofilm olusum mekanizmalarini ile
antimikrobiyal direng iligkisi arastirilmistir. Biyofilm olusumu ile artan antibiyotik
direncinin oncelikle katabolitlerin kontrolii, yeni protein iiretimi ve antimikrobiyal
aktiviteye sahip alkol gibi bilesiklerin detoksifikasyonu ile ilgili oldugu bildirilmistir.
Biyofilm konformasyonunda hiicresel glikoliz ve aerobik metabolizmalarin daha
diisiik diizeyde aktif oldugu bildirilmistir. Sonugta aerobik metabolizmadan daha az
H20: iiretimi ve katalaz proteininin dl¢iilebilir bir sekilde yetersiz sentezlenmesine yol

agcmaktadir (37).

Antimikrobiyallere karsi1 direng ve tolerans, stafilokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde ciddi sorunlar yaratmaktadir. Ciinkii bazi1 vakalarda suslarin mevcut
antimikrobiyal ilaclarin ¢oguna duyarli olmasina ragmen evrimin ciddi oldugu ve
tedaviye simirli yamit verdigi gozlemlenebilmektedir. Bu durumlarda olasi

aciklamalardan biri viriilans profili olabilir (137).

Cesitli yara 6rneklerinden ¢ok sayida stafilokok izolatinin analiz edildigi bir
calismada suslarin proteazlar, toksinler, lipazlar ve DN-azlar gibi ¢ok ¢esitli viriilans
faktorleri salgildiklar: bildirilmistir. En sik tanimlanan viriilans faktorlerinin proteaz,
kazeinaz, lipaz enzimleri salgiladiklari, suslarmin yariya yakimin ise biyofilm
tirettikleri tespit edilmistir. Calismada cna, hlg, clfB, clfA, tst, fnbA ve coag ve fnbB,
can, bbp ve fib virulans genlerinin yiiksek oranda tespit edildigi bu gen genlere sahip

suslarin ise daha yiiksek bir biyofilm gelistirme kapasitesi saptandigi bildirilmistir.
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Yara infeksiyonlarinda bakteriyel tutunmayi etkileyen dokuya penetrasyonu ve
invazyonu ciddi enfeksiyon gelisme riskini artirmaktadir. Piiriilan salgilardan izole
edilen suslarin daha yiiksek biyofilm direttikleri bildirilmistir. Benzer sekilde cilt
infeksiyonlarina yol acan stafilokoklarin da viriilans faktorlerinin yiiksek oranda

sentezlendigi bildirilmistir (37, 130).

Calisma sonuglarimiz viriilansin bulasici siirecin gelisiminde anahtar bir unsur
oldugu ve viriilans modiilasyonunun ¢esitliliginin ve karmasikliginin anlagilmasinin,
yeni ve kisisellestirilmis terapotik yaklasimlar i¢in temel alternatif stratejilerden birini

temsil ettigi fikrini desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmadan elde etti§imiz sonuglar1 asagidaki gibi siralayabiliriz.

Yara ve lriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen S. aureus izolatlarinda en
yiiksek ila¢ direnci olan penisilin direnci ¢ok yakin oranlarda bulunmustur
(swrasiyla, %84.5 ve 84.6)

Metisilin direnci yara izolatlarinda (%42.3) firiner izolatlardan (%22) anlaml
derecede daha yiiksek olarak saptanmaistir.

Yara orneklerinde teikoplanin ve tigesiklin direncine rastlanmamustir.

Yara orneklerinde 2 ornekte (%2.1) vankomisin direngli izolat tespit edilmistir
(VISA).

Uriner sistem Orneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda teikoplanin,
tigesiklin, daptomisin ve linezolid direncine ratlanmamastir.

Yara izolatlarindan viriilans genlerden hla, fnba ve nuc genleri izolatlarin tiimiinde
tespit edildi.

Yara izolatlarinda en diisiik oranda (%7.2) tespit edilen viriilans geni tsst geni idi.

Uriner izolatlarda yara drneklerinde oldugu gibi hla, fnba ve nuc genleri pozitiligi
%100 1di. Ayrica clfA geni varlig1 da tiim liriner sistem izolatlarinda pozitif olarak
saptandi.

MRSA suslar1 MSSA suslan ile hiicresel adezyon agisindan kiyaslandiginda,
MRSA suglarinin anlamli derecede daha yiiksek adezyon oranlari tespit edildi
(MRSA vs MSAA; p<0.0003).

Slime genleri tlireten MRSA izolatlarinda MRSA kdkenleriyle kiyaslandiginda
anlamli derecede daha yilikzek hiicresel adezyon oranlar1 saptandi (MRSA vs.
mecA+icaA+icaD).

Panton-valentin 16kosidin geni varlig1 slime iireten MRSA izolatlarinda hiicresel
adezyonu arttirmistir (MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl; p<0.0004).

Hemolizin viriilans geni hiicresel adezyon iizerinde anlamli diizeyde etkili
bulunmustur (MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl+hla; p<0.0001).

Klumping faktor A S. aureus kokenlerinde hiiresel adezyon lizerinde anlamli
derecede etkinlik sergilemistir (MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvi+clfA;
p<0.0001).
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- MRSA izolatlar1 Vero hiicrelerine MSSA iozlatlarindan anlamli derecee daha
yiiksek oranda invazyon yapmistir (MRSA vs MSSA; p<0.001).

- Slime tretimininn MRSA kokenlerinde hiicresel invazyonu anlamli deredece
arttirdig1 tespit edilmistir (MRSA vs. mecA+icaA+icaD; p<0.0086).

- Panton-valentin 16kosidin geni varliginda MRSA izolatlarinda hiicresel invazyon
anlamli derecede artmaktadir (MRSA vs. mecA+icaA+icaD+pvl; p<0.0743).

- Hemolizn geni tasiyan MRSA izolatlarinda hiicresel invazyon MRSA kokenleri ile
kiyaslandiginda  anlamli  derecede  yiiksek  bulundu (MRSA  vs.
mecA+icaA+icaD+pvl+hla; p<0.0021).

- Klumping faktér A geni tastyan MRSA izolatlarmin hiicresel invazyon oranlari
MRSA suslari ile kiyaslandiginda anlamli derecede ytiksek olarak saptandi (MRSA
vs. mecA+icaA+icaD+pvl+clfA; p<0.0001).

Artan antibiyotik direnci sorunu gilinlimiizde toplumumuzu rahatsiz eden en
onemli halk saglig1 problemlerinden biridir. Ne yazik ki, bu biiyiik probleme tek bir
etiyoloji olarak yaklagsmak ¢ozlimleri sinirlamaktadir. Bu kiiresel sorunda énemli bir
ilerleme kaydedebilmek i¢in antibiyotik direncinin ve viriilansinin hem diizenlenmesi
hem de aktarilmasinin karsilikli etkilesimini dikkate alan yeni bir yaklagim
benimsenmelidir. Antibiyotik direnci ve viriilans artis1 saglayan altta yatan genetik
unsurlar arasindaki baglanti, bakterilerin quorum sensing ve iki bilesen sistemi
araciligiyla hem dogrudan hem de dolayli olarak iletisim kurma becerisine yakindan
baghdir. Bu genlerin degisimi, aktarimi, ifadesi ve diizenlenmesi yalnizca her iki
genetik unsurun ayni plazmid iizerinde bulundugu durumlarda degil, ayn1 zamanda
bakteriler biyofilm i¢indeyken de kolaylasir. Artan viriilans dogal olarak artan
antibiyotik direncine yanit olarak veya eszamanli olarak gelisebilir; dolayisiyla
antibiyotik direncinin yayilmasin kontrol edilirken viriilansin yayilmasini da kontrol
edilmelidir. Bu, yasam ya da 6liim secici baskilar1 uygulamayan yeni kombinasyon
anti-viriilans stratejileri yoluyla gerceklestirilebilir. Viriilans ve antibiyotik direncinin
diizenlenmesini, Ozellikle de bunlarin dilizenlenmesinin  birbirlerini  nasil
etkileyebilecegini anlayarak; bu daha spesifik ve yoOnlendirilmis ilag tedavileri

saglamamiza olanak taniyacaktir.
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9. 0ZGECMIS

B ynda JEEEEEE dogdum. Liseye kadar Hatay ve Istanbul’da cesitli
okullarda okudum. Lise 6grenimini Corum Fen Lisesi’de tamamladim. 2015 yilinda
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi'nden mezun oldum.2019  yilinda Mustafa

Kemal Universitesi Mikrobiyoloji Boliimiinde egitimine basladm.

77





