T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBIiYOLOJI ANABILIM DALI

CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN IZOLE EDIiLEN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDA PANTON-
VALENTIN LOKOSIDIN TOKSINININ POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU ILE ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
DR. OZGURD. YiGiT

DANISMAN
DOC.DR. MELEK DEMIR

DENIiZLi-2013



T.C.
PAMUKKALE UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBiYOLOJIi ANABILIM DALI

CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN IZOLE EDIiLEN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDA PANTON-
VALENTIN LOKOSIDIN TOKSINININ POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU iLE ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
DR. OZGURD. YiGiT

DANISMAN
DOC.DR. MELEK DEMIR

Bu calisma Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’nin 26.07.2011 tarih ve
2011TPFO030 nolu karar ile desteklenmistir.

DENIZLi-2013



Do¢. Dr. Melek DEMIR damismanh@inda Dr. OZGUR D. YIGIT tarafindan
yapilan “Cesitli klinik orneklerden izole edilen Staphylococcus aureus
suslarinda Panton-Valentin lokosidin toksininin polimeraz zincir reaksiyonu ile
arastirilmas1” bashklh tez ¢caliymasi 11/04/2013 tarihinde yapilan tez savunma
sinavi sonrasi yapilan degerlendirme sonucu jiirimiz tarafindan Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal’nda TIPTA UZMANLIK TEZi olarak kabul
edilmistir.

BASKAN: Prof.Dr. ilknur KALELI

’

UYE: Prof.Dr. Cagr1 ERGIN

| //7//

,, 4//«/{

UYE: Dog¢.Dr. Melek DEMIR 7
/
/

Yukaridaki imzalarin adi gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarmm. .../ ..../.
Prof. Dr. ....\...\\\AN= ...
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Dekan .

Prof.Dr.Ali fhsan BOZKURT
Dekan V.



TESEKKUR

Egitimimde ¢ok emegi olan ve destegini esirgemeyen tez danismanim Sayin
Dog¢.Dr. Melek Demir basta olmak iizere uzmanhk 6grenciligim siiresince sonsuz
katkis1 bulunan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda gorevli &gretim iiyeleri
Prof.Dr. Ilknur Kaleli, Prof.Dr. Cagri Ergin, Dog¢.Dr. Nural Cevahir, Yrd.Dog.Dr.
Mustafa Sengiil, Yrd.Do¢.Dr Ergun Mete’ye; tezimin fotograflama asamasinda
emegi gecen Tibbi Biyoloji 6gretim {iyesi Yrd.Do¢.Dr. Yavuz Dodurga‘ya; kontrol
suslar i¢in Dog¢.Dr. Biilent Bozdogan’a, tez calismam boyunca her zaman yanimda
olan aileme, bilimsel ve manevi destegini esirgemeyen asistan arkadasim
Aras.Gor.Dr. Osman Acar’a; asistan arkadaslarima; Tibbi Mikrobiyoloji AD.’nin

tiim ¢alisanlarina sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

Sayfa
ONAY SAYFASI ..ot teee ettt ettt s st I
TESEKKUR ......ooviiiiiiceeeeee et ena st as st n s ens s aan s \Y
ICINDEKILER ..........cooviiiiieeeeeee ettt Vv
SIMGELER ve KISALTMALAR ............ooooooiiiimmneeneeeeveoeose s sessssssssns s see e IX
TABLOLAR DIZINT ..o XI
SEKILLER DIZINI.... ....ccoooiiiiiiiececeeeee e, XIl
(072 3 AT XIll
SUMMARY ..ottt ettt nes sttt en st s st an st en e tas e snens XIV
L] 1 23 1PN 1
GENEL BILGILER .........c.coooviiiiiiieeece et 3
STAFILOKOKLAR .........cooiviiiitieeieteeteese e ten sttt 3
S. AUREUS 4
Morfoloji ve Boyanma OzelliKleri... .............co.ccooveveruereeeceeieceeeieeeseeeeeeas 4
Kiltir OZeIKIErT ............ccooveviieeeieiieeeeeceeeeeesees st 4
Biyokimyasal OZelliKIETi....................ccco.covrveiiieerireieeeeie s 4
HUCKE YAPISI...oooiiiiiiiiii 5
Kapsiil .............cccooooiiiiiiiiiiic 5
HUCIe DUVAFL...............coiiieiiieeeicii et 5
Virulans FaKtorleri...............cccoo, 7



KALAIAZ ... 7
KOGGUUIAT ... 7
LIDAZ. s 8
Hyaliironidazg .....................cccccooouiiiiiiiiiiiiiiiie et 8
SEAFHOKINGZ ... 8
Deoksiriboniikleaz (DINGSE) ..................ccooeeeiiiieeeeiiiiee e 9
Fosfotidilinozitol - spesifik fosfolipaz C..........ccocveiiiiiiiiniiicccn, 9
Penisilinaz (Beta- Laktamaz) ..........ccccoevveiiiieiece e 9
TOKSINIEE ... 9
AIFE TOKSIN o 10
Beta TOKSIN ... 10
DIt TOKSIN ..t 11
Gama TOKSIN VE PVL ..ot 11
Panton- Valentin Lékosidin( PVL = non hemolitik lokosidin ) ........... 11
ENTEIOTOKSIN ..o s 14
Eksfoliyatif Toksin (Eksfoliyatin)...........cccoooiviiiiiciiiic e, 14
Toksik Sok Sendromu TOKSING =1 ......covvieiieiiie e 14
SHMe FaKEOT ........cooovviiiiiiiii e 15

S. AUREUS HASTALANDIRICILIK OZELLIKLERI VE IMMUNITE .... 16

S. AUREUS ENFEKSIYONLARI ......ocooooeeeeeeeeeeeeee oo e e, 17

\



Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar: .................ccccooooiiiiiiinniincnn, 18

Solunum Sistemi Enfeksiyonlari................c.ccccoiiiiiii 19
Haslanmis Deri ENfeKSiyonuU...........cccccoooiiieii i 19
Toksik SOK Sendromu...............cccooiiiiiiiiiiii e 19
BeSin ZeNIrIENMESI .......ooviiiiiiiiic e 19
ANTIBIYOTIK DUYARLILIGL...........ccovviiiiiiiiisieseeieesesiee e 20
METISILIN DIRENCI ve STAFILOKOKAL KASET KROMOZOM......... 21
PeNISHIN DIFENCH c..eeveiiecie et 21

Kromozomal (Intrinsik) Metisilin DirenCi.......oeevereererenrieeirnrnrirnnnn 22

Aswrt miktarda Beta Laktamaz Salgilanmasi..............................c......... 23
PBP'lerdeki yapisal degigiklikler .....................c...ccooviiiiiiniiiiiiniinnn, 23
Stafilokokal Kaset Kromozom mec (SCCMEC).......cccevviiriniinnninieiennns 24
GEREC VE YONTEM ........cooitiiiiiiieeee ettt en st 27
SUSLARIN IZOLASYONU VE SAKLANMASI .........c..cccooovvomninreeererereeenas 27
ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIGIN SAPTANMASI..........c..cc.ccevunnnee. 27
METISILIN DIRENCININ SAPTANMASI .......cocccovoiiiiieieeeeeeeee e 27
Disk Difiizyon YOntemi .............cccooiiiiiiiiiiiiii 27
Oksasilin Tuz Agar Tarama TS ........cccoocvririiinieieee e 28
BAKTERIYEL DNA' NIN EKSTRAKSIYONU.....cccvuviivueieinnnennnnnnnn. 28
Mec A GENININ VARLIGININ ARASTIRILMASLI.............ccccovevvivrennann. 29
PVL GENLERININ VARLIGININ ARASTIRILMASLI.........cccc0uuunnnnnn. 30

Vi



SCCMec GENLERININ VARLIGININ ARASTIRILMASI................... 33

BULGULAR ...t i tttieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnsssssssssssssssssssssseseeeeseeseeeesens 36
TARTISMA ....ceeeiiieieeieeeeeeeeeeeeeeeennnnnnsressssssssrsesressseeeeeeeeeeeeeseeseseessn 48
SONUC VE ONERILER.......ccuituiiiiiiiinieierneereenereeserneeserneesessnesan 61
KAYNAKLAR.....0vvtvtrttereeerreereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeessesssssssssssssssssssssssen 63

VI



SIMGELER VE KISALTMALAR

AMC : Amoksisilin-klavulonat

AZM: Azitromisin

BORSA : Borderline Resistant Staphylococcus aureus
C: Kloramfenikol

CCR : Casette Chromosome Recombinase

CIP : Siprofloksasin

CLSI : Clinical and Laboratory Standarts Institute
CN: Gentamisin

CTX: Sefotaksim

ETA-ETB: Eksolyatif toksin A-B

HK-MRSA : Hastane Kaynakli Metisilin Direngli Staphylococcus aureus
ME: Meropenem

MODSA : Modified Resistant Staphylococcus aureus
MRSA : Metisilin Resistan Staphylococcus aureus
MSSA : Metisilin Sensitif Staphylococcus aureus
MSCRAMM: Microbial surface component reacting with adherence matrix
molecules

NAG : N-asetil glukozamin

NAM : N-asetil muramik asit

ORF : Open Reading Frame

P: Penisilin

PBP : Penisilin Baglayan Protein

PBP2A: Penisilin Baglayan Protein 2A

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PMNL : Polimorfoniiklear Lokositleri

PVL : Panton-Valentine Lokosidin

RA: Rifampisin

S. aureus: Staphylococcus aureus

SCC : Staphylococcal Cassette Chromosome

TE: Tetrasiklin

TEC: Teikoplanin



TMP- SXT : Trimetoprim- Siilfametoksazol

TK-MRSA : Toplum Kaynakli Metisilin Direngli Staphylococcus aureus
VA: Vankomisin

Kbg : Kilobaz ¢ifti

B¢ : Baz cifti



Tablo 1

Tablo 2

Tablo 3

Tablo 4

Tablo 5

Tablo 6

Tablo 7

Tablo 8

Tablo 9

Tablo 10

Tablo 11

TABLOLAR DiZiNi

SCCmec tiplendirmesi i¢in multipleks PCR gen
bolgeleri.

MRSA ve MSSA suglarinin gonderildigi boliimlere
gore dagilimi.

MRSA ve MSSA suslarmin izole edildikleri yara ve
yara-dis1 orneklere gore dagilima.

MRSA ve MSSA suslarinin yatan ve ayaktan izlenen
hastalardaki dagilimi.

Yatan ve ayaktan izlenen hastalardan izole edilen
MRSA ve MSSA suslarinin antibiyotik direng

dagilim tablosu.

SCCmec tiplerinin MecA pozitif suslardaki dagilimi.

SCCmec tiplerinin yatan ve ayaktan izlenen hasta
suslarindaki dagilimai.

SCCmec tiplerinin izole edildikleri 6rneklere gore
dagilima.

SCCmec tiplerine gore antibiyotik direng oranlari.

PVL(+) MRSA ve MSSA suslariin antibiyotik
duyarhiliklari.

SCCmec Tip IV saptanan suslarin antibiyotik direng
profili.

XI

Sayfa No
35

36

37

37

38

41

41

42

43

46



Sekil 1
Sekil 2
Sekil 3

Sekil 4

Sekil 5

Sekil 6

Sekil 7

SEKILLER DIiZiNi

MRSA suslarinda Mec A genlerinin PCR jel gétiintiileri
MRSA suslarmin SCCmec tiplerinin PCR jel goriintiileri
MRSA suslarinin SCCmec tiplerinin PCR jel goriintiileri

Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri ile 55 °C baglanma
sicakligindaki PCR jel goriintiileri

Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri ile 58 °C baglanma
sicakligindaki PCR jel goriintiileri

Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri ile 55 °C ve 58 °C
baglanma sicakliklarindaki amplikonlarin es zamanli PCR
jel goriintiileri

PVLup ve PVLdn primerleri ile 48 °C ve 50 °C baglanma

sicakliklarindaki amplikonlarin es zamanli PCR jel
goriintiileri

Xl

Sayfa No
39

40
40

44

45

45

47



OZET

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen Staphylococcus aureus suslarinda Panton-
Valentin lokosidin toksininin polimeraz zincir reaksiyonu ile arastiriimasi

Dr. Ozgiir Déne YIGIT

Staphylococcus aureus (S. aureus) insanlarda en sik goriilen enfeksiyon
etkenlerinden birisidir. Ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarn en 6nemli
etkenlerinden birisi de metisilin direngli S. aureus (MRSA)’tur. Giiniimiizde
metisilin direncine yol agan mecA geninin molekiiler yontemlerle saptanmasi altin
standart olarak kabul edilmektedir. Stafilokoklarin viriilansta rol oynayan cesitli
enzim, hemolizin ve toksinleri bulunmaktadir. Bunlar igerisinde bulunan Panton-
Valentine Lokosidin (PVL), siddetli akciger ve cilt enfeksiyonuyla iliskili bir
sitotoksin olup viriilansta 6nemli bir role sahiptir.

Bu ¢alismada yara ve yara dis1 ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen S. aureus
suslarinda, mecA, PVL gen varliginin ve staphylococcal cassette chromosome mec
(SCCmec) tiplerinin arastirilmasi ve yatan/ayaktan izlenen hastalardan izole edilen
suslar arasindaki farkliligin ortaya konmasi amaglanmistir.

Aralik 2010 ile Nisan 2012 tarihleri arasinda, Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen yara ve yara dig1 6rneklerden izole edilen, 65 MRSA ve 135 MSSA susu
caligmaya dahil edildi. Metisilin direncinden sorumlu mecA geninin saptanmasi ve
PVL varligt PCR, SCCmec olarak isimlendirilen mobil genetik elemente gore

tiplendirme multiplex PCR yontemi kullanilarak yapildi.

Caligmaya alinan 65 MRSA susunun 4’iinde mecA geni saptanmadi. 61 mecA
(+) MRSA susunun 37 (60.7)’si SCCmec Tip Il olarak saptandi. Toplam 200 adet S.
aureus susu arasinda 2 (%1) sus PVL pozitif olarak tespit edildi. PVL pozitif
saptanan suglarin ikisi de ayaktan izlenen hastalarin yara Orneklerinden izole
edilmistir. Yara 6rneginden izole edilen MRSA susunun SCCmec Tip IV ve PVL

pozitif saptanmasi 6nemli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, mecA, MRSA, PVL, SCCmec.
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SUMMARY

Investigation of Panton-Valentine leukocidin toxin by using polymerase chain
reaction in Staphylococcus aureus strains which are isolated from various
clinical samples.

Dr. Ozgiir Déne YIGIT

Staphylococcus aureus (S. aureus) is one of the most common infectious agent in
humans. Methicillin resistant S.aureus (MRSA) is especially one of the most
important factors of nosocomial infections. Today, detecting mecA gene, which
causes methicillin resistance, by molecular methods is considered to be the gold
standard. Staphylococcus have various enzymes, hemolysins and toxins that play a
role in virulence. Panton-Valentine leukocidin (PVL) in them is a cytotoxin
associated with severe lung and skin infection and also plays an important role in
virulence.

In this study, it is aimed to determine the difference between the strains
isolated from patients and to investigate Staphylococcal Cassette Chromosome mec
(SCCmec ) types and the existence of mecA, PVL genes in S. aureus strains that are
isolated from wound and the other clinical samples.

Between December 2010 and April 2012, in Pamukkale University Medical
Faculty Hospital, Laboratory of Medical Microbiology, 65 MRSA and 135 MSSA
strains isolated from wound and the other clinical samples are included in the study.
Detection of the mecA gene responsible for methicillin resistance is examined by
PVL existence and PCR, typology, which is called as SCCmec is done according to
mobile genetic element and using multiplex PCR method.

MecA gene was not detected in 4 out of 65 MRSA strains in the study. 37
(60.7%) mecA positive MRSA strains out of 61 is detected as SCCmec type IlII.
Among 200 S. aureus strains, 2 (1%) of them were identified as PVL positive. Both
PVL-positive strains were detected from outpatients and isolated from the wound.
The detection of SCCmec type IV and PVL-positivity in MRSA strain isolated from

wound sample was significant.

Keywords: Antibiotic Resistance, mecA, MRSA, PVL, SCCmec.
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GIRIS

Staphylococcus aureus (S. aureus), insanlarda en sik goriilen enfeksiyon
etkenlerinden birisidir. S. aureus, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarindan, yasami
tehdit eden invaziv enfeksiyonlara kadar farkl: klinik tablolara neden olabilmektedir.

Antimikrobiyal tedavi ile S. aureus’a bagli mortalite oranlarini oldukga
diistiriilmesine ragmen, antimikrobiyallere karsi hizli direng gelisimi nedeniyle,
sadece hastane kokenli degil, toplum kokenli S. aureus suslarmin yol agtigi
enfeksiyonlarda da ciddi saglik sorunlari goriilmektedir. Bu suslar ile olusan
enfeksiyonlarin kontrolii ve uygun tedavileri, toplum ve hastane kaynakli S. aureus
suslarinin olusturduklar1 enfeksiyonlarin patogenezinde rol oynayan mekanizmalarin
aydinlatilmasina ve molekiiler yontemlerle kdkenlerinin dogru tanimlanmasina ve
tiplendirmelerine baglidir (1-4).

Metisilin direngli S. aureus (MRSA), hastane kaynakli enfeksiyonlarin en
onemli  etkenlerinden biridir. MRSA’larda tim beta-laktam yapisindaki
antibiyotiklere, ayn1 zamanda beta-laktam dis1 antibiyotiklere de olmak {izere ¢oklu
ilag direnci goriilmektedir. Metisilin direncinin en kisa zamanda dogru olarak
saptanmasinin bu enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda ve tedavisinde dogru
antibiyotigin se¢ilmesinde biiyiik 6nemi vardir. Giiniimiizde metisilin direncine yol
acan mecA geninin molekiiler yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul
edilmektedir (5, 6).

Panton-Valentin Lokosidin (PVL), siddetli akciger ve cilt enfeksiyonuyla
iligkili bir sitotoksindir (7). MRSA enfeksiyonlar1 toplumdaki saglikli bireyler
arasinda yaygin goriilmese de son yillarda MRSA’nin yeni suslari ile toplumda deri
enfeksiyonu salgini ve siddetli pndmoni olgulart bildirilmistir. PVL toksini, metisilin
direncini kodlayan SCCmec TiplV kaset varhigi ve beta laktamlar disindaki
antibiyotiklerin c¢oguna duyarli olmalar1 bu suslarin ortak O6zellikleri olarak
tanimlanmustir (7). PVL toksin varligt MRSA izolatlarinin toplum kaynaklit MRSA
(TK-MRSA) olduguna isaret etmektedir. Ciddi TK-MRSA enfeksiyonlar1 ve buna
bagli mortalitenin artist PVL geni tagiyan S. aureus izolatlarinin tanimlanmasinin

onemli oldugunu gostermektedir (8).



TK-MRSA izolatlarinin bir kism1 mecA genini tagimalarina ragmen metisilin
icin minimum inhibe edici konsantrasyon (MiK) degerleri ¢ok diisiik olabilmektedir.
Antibiyotik duyarlilik testlerinde yanlislikla metisiline duyarli S. aureus (MSSA)
olarak tanimlanabilmektedir. Bu nedenle PVL pozitif MSSA izolatlarinda mecA
geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile belirlenmesi onerilmektedir
(8).

Bu c¢alismada Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’nde yara ve yara dis1 ¢esitli klinik ornekten izole edilen S. aureus
suglarinda, fenotipik olarak antibiyotik duyarliliklarinin, molekiiler olarak mecA,
PVL gen varligi, SCCmec tiplerinin arastirilmasi, yatan ve ayaktan izlenen

hastalardan izole edilen suslar arasindaki farkliligin ortaya konmasi amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

STAFILOKOKLAR

Insan ve hayvanlarda cesitli enfeksiyonlara yol agabilen stafilokoklar, ilk
olarak 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmistir. 1880 yilinda Pasteur
tarafindan siv1 besiyerinde iiretilmistir. Aym1 yilda Iskogyali cerrah Alexander
Ogston, fare ve kobaylarda etkenin patojen oldugunu vurgulamis ve Staphylococcus
adin1 kullanmisgtir (9).

Staphylococcus cinsi, Micrococcaceae ailesi igerisinde yer alir. Bu ailede
Planococcus, Stomatococcus, Micrococcus ve Staphylococcus olmak {izere 4 cins yer
almaktadir. Planococcus cinsi hareketli, gram-pozitif koklardan olusur ve
insanlardan izole edilmemistir. Micrococcus tiirleri ise genellikle laboratuvar
kontaminant1 olarak izole edilirler. Stomatococcus mucilagunosus, insan agiz
florasinin normal bir iyesdir ve bagisikligi baskilanmisg hastalarda nadiren
bildirilmektedir. Staphylococcus cinsinde yer alan tirler ise belirgin insan
patojenleridir ve yiizeyel cilt enfeksiyonlarindan, hayati tehdit eden sistemik
enfeksiyonlara kadar ¢ok genis bir spektrumda hastaliklara neden olmaktadirlar.
DNA’daki G+C oranlari, genom yapilari ve hiicre duvar yapilar1 arasinda
farkliliklara ragmen, niikleik asit hibridizasyon deneyleri ve 16S rRNA sekanslarinin
incelenmesi sonucunda bu dort cins ayni aile igerisinde toplanmugtir (10, 11).

Staphylococcus cinsi igerisinde ¢ogu insanlarda bulunabilen 40 tiir ve 24 alt tiir
yer almaktadir. Insanlarda enfeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen tiirler S.
aureus (en virulan ve en iyi bilinen tir), Staphylococcus epidermidis (S.
epidermidis), Staphylococcus haemolyticus (S. haemolyticus), Staphylococcus
lugdunensis (S. lugdunensis), Staphylococcus saprophyticus (S. saprophyticus) ve
Staphylococcus schleiferi (S. schleiferi) dir (7, 10, 11).



S. AUREUS

Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

S. aureus 0.5-1.5 um ¢apinda, tiziim salkimi seklinde topluluklar olusturan kok
morfolojisinde, sivi besiyerinde diplokok veya kisa zincir seklinde goriilebilen
sporsuz, hareketsiz mikroorganizmalardir. Bazik boyalarla kolay boyanirlar ve gram
pozitiftirler. Genellikle kapsiilsiiz olmakla birlikte nadiren kisithh bir kapsiil

formasyonu olusturabilirler (12).

Kiiltiir ozellikleri

S.aureus, genis bir 1s1 araliginda (6.5-45 °C) {ireyebilen, aerop ve fakiiltatif
anaerop bakterilerdir. Optimal ireme 1sis1 30-37 °C ve pH: 7-7.5°tir. Basit
besiyerinde lireseler de, kanli besiyerinde daha iyi ¢ogalir ve griden tipik altin
sarisina kadar degisen pigment olustururlar. Pigment olusumu igin en iyi 1s1 20-25
°C’dir. Kat1 besiyerinde yuvarlak kenarli, parlak, kabarik, S tipinde ve 2-4 mm
capinda koloniler olusturur. Isiya ve kuruluga dayaniklidir. Cogu %7.5-10 NaCl
iceren besiyerinde, 18-45 °C’de kolaylikla iireyebilmektedir. S.aureus subsp.
anaerobius ve S.saccharolitycus diger tiirlerin aksine anaerop ortamda tiremektedir.
Ancak anaerobik ortamda ve sivi besiyerinde pigment olusumu gézlenmemektedir.
Kanli besiyerinde kolonilerinin etrafinda degisik derecelerde hemoliz yaparlar (12-

14).

Biyokimyasal ozellikleri

S. aureus katalaz ve koagiilaz pozitiftir, katalaz enzimi yardimiyla hidrojen
peroksidi (H.O,) su ve oksijene pargalar. Ekstraseliiler bir proenzim olan koagiilaz
plazmada ‘coagulase releasing factor’ ile birleserek aktiflesir ve plazmanin
pthtilasmasina kadar giden bir dizi reaksiyon baglatir. Bu sekilde mikroorganizmanin
cevresini saran kalin fibrin tabakasi olusur ve bu tabaka yardimiyla bakteri konak
savunma sisteminin fagositozundan korunmus olur. Invazif patojenitenin bir
gostergesi olan, serbest ve bagli (clumping factor, kiimelestirici faktor) olmak tizere
iki cesit koagiilaz vardir. Bu koagiilazlarin sonuglari ayn1 olmakla birlikte antijenik

yap1, etki mekanizmalar1 ve saptanma yontemleri farklidir (12, 13).



Oksidaz negatif, hemoliz pozitif bakterilerdir. Karbonhidratlardan trehaloz,
mannoz, maltoz, siikroz ve laktozu fermente eder, ksiloz, sellobioz, arabinoz ve
rafinozu etkilemezler. Nitratlar1 nitritlere indirger. Mannitolii pargalayarak asit
olustururlar. Koagiilaz testinden sonra S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirt
etmede kullanilan en 6nemli testlerden biri Mannitol testidir. Lizozim ve basitrasine
direngli olup furazolidon ve lizostafine duyarlidir. Eritromisin varliginda gliserolden
asit olusturabilir (14, 10, 15).

Hiicre yapisi

Genomu yaklasik 2000-3000 kbg bir kromozom ile profajlar, plazmidler ve
transpozonlardan olusur. Stafilokoklarin DNA’larindaki G+C oran1 % 30-39 moldiir
(16, 17). S. aureus genomunun, yaklasik 2500 geni kodladig: diistiniilmektedir (16).

Kapsiil

Genellikle kapsiilsiiz  olup nadiren smirli  bir kapsiil formasyonu
olusturabilirler. Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde infekte kalp
pillerinde, periton ve intravendz kateterlerden iiretilen S. aureus suslarinda kapsiil
yapist gosterilmistir. Ozellikle S. aureus’un mukoid tiirlerinde polisakkarid yapida
bir mikrokapsiil bulunmaktadir. Bakteriyi fagositozdan korur ve konak hiicrelerine,
kateterler gibi yabanci cisimlere yapismay1 kolaylastirir. Stafilokoklarda 11
mikrokapsiiler polisakkarit serotipi tanimlanmistir. S. aureus suslarinin % 70-
80’ninde Tip 5 ve Tip 8 kapsiil serotiplerine rastlanmistir. Bu serotiplerin biyolojik
farkliliklarinin invivo ortamda viriilans &zelliklerini etkiledigi ve Tip 5 serotipinin

virulansinin daha fazla oldugu goriilmustiir (15, 18).

Hiicre Duvar

S. aureus’un hiicre duvari; peptidoglikan tabaka, teikoik asit, protein A ve
diger yiizey proteinleri olmak {izere 3 boliimden olusmaktadir (10).

Peptidoglikan tabaka, S. aureus hiicre duvar yapisinin %50’sinden fazlasini
olusturmaktadir. Peptidoglikan tabakanin polisakkarit iskeleti; birbirine B(1-4)
baglariyla bagli, tekrarlayan N-Asetil Glikozamin (NAG) ve N-Asetil Muramik asit
(NAM) birimlerinden olugmaktadir (10). NAM’a bagh D ve L aminoasitler sirasiyla



L-alanin, D-glutamin, L-lizin ve D-alanin tetrapeptid zinciri olustururlar. Tetrapeptid
zincirdeki  L-lizin, stafilokoklar ve streptokoklar igin tipiktir.  Birgok
mikrorganizmada ve gram negatif mikroorganizmalarda L-lizin  yerine
diaminopimelik asit bulunur (19).

Peptidoglikan  tabakanin  makrofajlardan  sitokin  salinimini  uyardigi
belirtilmektedir. Komplemanin aktivasyonuna ve trombosit agregasyonuna neden
olan peptidoglikan tabaka ayrica monositlerden IL-1 salimmimi uyararak
polimorfoniikleer 10kositlerin enfeksiyon bolgesine toplanmalarina neden olur.
Stafilokoklardaki pentaglisin kopriileri  lizostafin - enzimine ve peptidoglikan
tabakanin B1-4 baglari, ter, gézyast ve lokositlerde bulunan lizozim (muramidaz)
enzimine duyarlidir (10, 16, 19-21).

Peptidoglikan tabakanin sentezinde transglikozilaz, disakkarid pentapeptidlerin
birbirlerine baglanmalarinda; transpeptidaz, pentapeptid kopriiler olusturarak
peptidoglikan yapmin retikiiler bir yapi1 kazanmasinda ve D-karboksipeptidaz ise
pentapeptid yapi i¢indeki son D-alaninin zincirden ayrilmasinda rol alir. Beta-laktam
antibiyotikler, peptidoglikan sentezini, spesifik olarak karboksipeptidaz ve 6zellikle
de transpeptidazlar1 inhibe ederek durdururlar. Inhibisyon beta-laktam
antibiyotiklerin bu enzimlere baglanmasi sonucu gelistiginden bu enzimlere penisilin
baglayan proteinler (PBP) adi verilir. S. aureus’ta PBP1, PBP2, PBP3, PBP4 olmak
tizere dort tane PBP vardir (19-21).

Teikoik asit suda eriyebilen, antijenik yapida, seker-alkol-fosfat polimerleridir
ve S.aureus hiicre duvar agirliginin %50’ye yakin bir kismini olusturur. S. aureus’un
hiicre duvarinda aktif enzimlerin ve diger proteinlerin baglandigi yerdir.
Ribitolteikoik asit ve lipoteikoik asit (Gliserol teikoik asit) olmak tizere iki tiptir.
Lipoteikoik asit hiicre membranindan, Ribitolteikoik asit hiicre duvarindan uzanir.
Lipoteikoik asitte, ribitolteikoik asitten farkli olarak poligliserol fosfat bulunmaktadir
ve plazma membranindaki diagilgliserol molekiilleriyle baglanarak biitiinliigiin
korunmasina yardimer olur. Makrofaj ve diger bagisiklik hiicrelerinden sitokinlerin
salinimini baslatarak inflamasyonda rol oynar (10, 19).

Hiicre duvarinin diger 6nemli bir elemani Protein A’dir. Sadece S. aureus’ta
bulunan protein A, 42 kDa agirhiginda olup hiicre duvarinin yaklasik %7’sini

olusturur. Ik olarak 1940°da Wervey tarafindan tanimlanmistir. En 6nemli 6zelligi,



IgG3 disindaki tim IgG ve IgA2 ile bazi IgM’lerin Fc reseptorleri ile
birlesebilmesidir. Bu nedenle protein A’nin antikomplemanter ve antifagositer
etkinligi vardir (10, 12).

Hiicre duvarinda Protein A disinda, Elastin, Kollajen, Fibronektin baglayan
proteinler ve kiimelesme faktorii (clumping factor) de ylizey proteinleri olarak
tanimlanmistir. Bu proteinler stafilokoklarin konak dokularinda kolonize olmasinda

onemli faktorlerdir (10, 16, 19).

Virulans Faktorleri
S. aureus’un viriilansinda; kapsiil, hiicre duvar yapilar, ylizey proteinleri,

toksinler, enzimler ve slime faktor rol almaktadir (12).

Enzimler

Katalaz

S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius disinda tiim stafilokoklarin
sentezledigi enzimdir. Katalaz; toksik hidrojen peroksidi (H.O.), toksik olmayan
oksijen ve suya doniistiiriir. Katalaz enzimi, fagozom iginde toksik oksijen radikalleri

tarafindan 6ldirilmeye kars1 korunma saglar (10).

Koagiilaz

Ekstraselliiler bir proenzim olan koagiilaz plazma pihtilasma proteinidir.
Koagiilaz reaktif faktor ile birleserek aktif duruma geger ve plazmay pihtilastirir. S.
aureus’un diger stafilokoklardan ayirimimi saglar. Filtrelerden gegebilen, 1siya
direngli bir enzimdir. Iki tip koagiilaz bulunur; serbest koagiilaz ve bagl (clumping
factor) koagiilaz. Bunlar; fibrinojeni fibrine direkt olarak doniistiiren bagh koagiilaz
ve bu doniisiimii serumdaki koagiilaz reaktif faktor yardimiyla yapabilen serbest
koagiilazdir. Serbest koagiilaz protein yapisindadir ve proteolitik enzimlerle
kolaylikla inaktive edilir. Bagl koagiilaz stafilokoklarin kiimelesmelerini de saglar.
Bu enzimlerin farkli mekanizmalarla plazmayi pihtilastirdiklart belirlenmistir.
Koagiilaz pozitif stafilokoklarmn, girdikleri organizmada fibrin bir zirh ile kaplanarak

fagositoza karsi korunduklari gibi ayni zamanda serumun bakterisit etkisini de



onleyerek patojeniteye katki yaptigi bildirilmistir. Koagiilaz enzimi lamda ve tiipte
koagiilaz olmak ftizere 2 sekilde arastirilmaktadir. (10, 12, 22, 23). Lam testi ile
stafilokoklarin yiizeylerinde bagli bulunan koagiilaz saptanmaktadir. S. aureus
suslarinin ¢ogunda baglh koagiilaz pozitiftir. Lam koagiilaz testi negatif olan suslara
mutlaka tlip koagiilaz testi yapilmalidir. Ciinkii bagh koagiilaz liretmeyen suslar
serbest koagiilaz iiretebilir ve tiip koagiilaz testi ile serbest koagiilaz saptanabilir.
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus delphini ve Staphylococcus schleiferi supsp.
coagulans gibi baz1 hayvan suslar1 da tiip koagiilaz pozitif olabilir. Staphylococcus.
lugdunensis ve Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi gibi serbest koagiilaz
tiretmeyen suslar bagl koagiilaz iiretebilir ve lam testi pozitif olabilir. Nadiren bazi
S. aureus suslart koagiilaz negatif olabilir. Boyle durumlarda ayirdedici testlerden
birisi olan DNAz testi yardimci olabilir. S. aureus hem DNAz, hem de nuc geni
tarafindan kodlanan termostabil niikleaz tiretebilir (10).

Her iki test icin de EDTA’ tavsan plazmasinin kullanilmasi 6nerilmektedir. S.

aureus tanimlamasi i¢in tiip koagiilaz testi referans yontem olarak kabul edilmektedir

(10).

Lipaz
Lipaz enzimi lipitleri hidrolize eder. S. aureus’un tiim suslar1 ve KNS’lerin
%30°dan fazlas1 birkag¢ farkli lipaz iretirler. Kutanéz ve subkutanéz dokularda

ytiizeyel cilt enfeksiyonlarinin gelisiminde rol oynar (12, 23).

Hyaliironidaz

S. aureus suslarinin %90°dan fazlas1 tarafindan salgilanir. Hyaliironik asidi
hidrolize ederek enfeksiyonun yayilimini kolaylastiran bir enzimdir. “Yayilma
faktorii’ olarak da bilinir (12).

Stafilokinaz
Stafilokinaz ‘Fibrinolizin’ olarak da bilinir. Fibrinolitik etki bu madde
araciligiyla olusur ve fibrini pargalayarak organizmanin yayilmasina yardimci olur.

Plazminojeni plazmine ¢evirir ve 1s1ya direnglidir (23, 24).



Deoksiriboniikleaz (DNase)
DNaz enzimleri endo ve ekzoniikleaz aktivitesine sahip, niikleik asitleri
3’-fosfomononiikleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir. S. aureus suslarmin

%90’dan fazlasinda bulunan 1s1ya direngli bir enzimdir (10).

Fosfatidilinozitol-spesifik fosfolipaz C

Ozellikle eriskin tip respiratuar distres sendromu ve dissemine intravaskiiler
koagiilasyon bulunan hastalardan izole edilen suslarda saptanmakla birlikte bu
suglarin penisilin basta olmak {izere antimikrobiyal ajanlara daha direngli hale

gelmesini saglar (10).

Penisilinaz ( Beta-laktamaz)

Penisilin grubu antibiyotiklerdeki [-laktam halkasinin hidroksil grubunu
parcalayarak etkisiz hale getirir. Bunun sonucunda bakteriler hiicre duvari sentezini
inhibe eden B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direncli hale gelirler. Bu enzimin
salgilanmasini saglayan genler, plazmid ve transpozonlarla aktarilir (23, 25).
Penisilinin ilk klinik kullanima girdigi 1941 yilinda stafilokoklar yiiksek oranda
penisiline duyarli iken, Trettigi penisilinaz sayesinde bugiin stafilokoklarin

%90’ 1ndan fazlasi penisiline direngli durumdadir (7).

Toksinler

Toksin adin1 almalarinin nedeni konak hiicre yapis1 ve fonksiyonlarini
etkilemeleridir. Bazilarinin etkileri enzimatik aktivitelerinden kaynaklanirken,
enterotoksin ve toksik sok sendromu toksini gibi toksinler ise gii¢lii sitokin
indikatortdiirler. S.aureus, sitolitik ya da membran eritici toksin (alfa, beta, delta,
gama ve Panton-Valentine 16kosidin), eksfoliatif toksin (A ve B), enterotoksin ve
toksik sok sendromu toksinini (TSST-1) iretebilmektedir. Sitolitik toksinler
hemolizin olarak da adlandirilmaktadir. Tlk dért toksinin etkileri sadece eritrositlerle
sinirli  olmadigindan ve Panton-Valentine Lokosidin  (PVL) eritrositleri
etkilemediginden tiim bu toksinlerin hemolizin olarak adlandirilmasinin yanlis

oldugu disiiniilmektedir (16).



Sitotoksinler nétrofilleri eriterek, lizozomal enzimlerinin agia ¢ikmasina ve
etraflarindaki dokularin harabiyetine neden olur. Eksfoliatif toksin A, enterotoksinler
ve TSST-1 siiperantijen olarak adlandirilan bir polipeptid sinifina dahildirler (16).

Stiperantijenler makrofajlardaki MHC-2 (major histocompatibility complex 2)
molekiillerine baglanir. MHC-2 molekiilleri spesifik olarak T-hiicre reseptorlerinin
beta alt birimine baglanarak T-hiicrelerinin proliferasyonuna ve doku hasarini
baslatacak sitokinlerin salinimina neden olurlar (16).

S. aureus’lardan en sik izole edilen sitolitik toksinler Alfa, Beta, Delta ve
Gama toksinlerdir (16).

Alfa Toksin

S. aureus’un bir¢ok susunun irettigi alfa-toksin, kromozom ve plazmid
tarafindan kodlanabilen 33.000 Da agirhiginda polipeptidden olusur. Bu toksin, kan
damarlarindaki diiz kaslar1 parcalar. Eritrosit, 16kosit, hepatosit, trombosit ve hiicre
kiiltiirlerini de i¢eren birgok hiicreye toksik etkisi vardir (7, 23).

Konak hiicre membraninin hidrofobik bolgelerine integre olur ve 1-2 nm’lik
por olusumuna neden olur. Potasyumun hizla disar1 ¢ikisi ve sodyum, kalsiyum,
diger kii¢iik molekiillerin igeri girisi ile osmotik sisme ve hiicre lizisi meydana gelir
(7, 10).

Alfa toksin subkutanéz verildiginde dermonekrotik etki yapar, hayvanlara
intravendz yolla verildiginde ise 6liime neden olmaktadir. Koyun kanli agarda tireyen
baz1 S. aureus kolonilerinin etrafinda gozlenen eritrosit hemolizinden bu toksin

sorumludur (10).

Beta Toksin

Yag agisindan zengin membranlar1 hasara ugratan; Sfingomyelinaz C olarak da
adlandirilan beta toksin, 35.000 Da molekiil agirliginda 1stya duyarli proteinden
olusur. Substrat 6zgiilliigii sfingomyelin ve lizofosfatidilkolinle sinirlt olup hemolitik
aktivite igin magnezyum iyonlar1 gerekir. Beta toksin, B grup streptokoklarca
uretilen CAMP faktor ile birlikte, B grubu streptokoklarin tanisinda kullanilan

CAMP testinde gozlenen sinerjistik hemolizden sorumludur (7, 10).
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Beta toksin koyun eritrositlerini parcalamasiyla gosterilebilir. Hemoliz
reaksiyonunu goérmek i¢cin koyun veya insan eritrositli buyyon ve agar plaklarinin
37°C’deki inkiibasyonunun ardindan +4-20 °C’de bekletilmesi gerekir. Bu fenomen
sicak-soguk lizisi olarak bilinir. Hemolizin-eritrosit karisimi 37°C inkiibasyondan
sonra diisiik 1silarda tutulursa lizis artar (26).

Stafilokokal enfeksiyonlarda doku harabiyeti ve abse olusumunda alfa ve beta
toksin birlikte rol oynar (7).

Delta toksin

Molekiil agirligit 3000 Da’luk bir polipeptidden olusur. Hiicre membraninda
surfaktani parc¢alayarak kalict membran hasar1 yapar. Bu toksin S. aureus suslarinin
%97’sinden fazlasinda ve koagiilaz negatif stafilokoklarin (KNS) %50-70’inde
bulunur (10). Eritrositleri ve diger hiicreleri oldugu kadar, hiicre i¢i membran

yapilarini da etkileyen genis spektrumlu sitolitik aktiviteye sahiptir (7).

Gama Toksin ve PVL

Gama toksin ve PVL ikibilesenli toksinlerdir. S (slow eluting proteins) ve F
(fast eluting proteins) olmak {iizere iki polipeptid zincirinden olusurlar. 6 S protein
(LukSPV, LukE, LukM, HIgA, HIgC, LukSl) ve 5 F protein (LukFPV, LukD,
LukF’PV, HlgB, LukFI) tanimlanmistir (27).

Bu toksinler nétrofil ve makrofaj lizisi ile hemolitik aktivite gosterirler. Por
olusumu ile permeabilite artis1 ve osmotik gegirgenligin bozulmasi sonucu hiicre

lizisi gergeklesir (10).

Panton-Valentine Lékosidin ( PVL = non hemolitik lokosidin )

[k olarak 1894°te, Van de Velde tarafindan baz1 S. aureus suslarinin 16kositleri
parcalama yeteneginden dolay1 “lokosidin” ad1 verilmistir. Van de Velde tarafindan,
S. aureus’un virulans O6zelliklerinin arastirildigi calismada; kopek ve tavsanlarda
plevral infeksiyon modeli gelistirilmistir. Enjekte edilen S. aureus suslarindan
birisinin l6kositleri 61diirdiigli belirlenen ¢alismada 16kosidinin; 58°C’de 10 dakikada
1sitmakla inaktive olan albiiminoid (protein) yapida molekiil oldugunu bununla

birlikte bakteri sayisin1 ve hayvan Oliimlerini artirdigr gortilmistiir. Lokositlerin
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16kosidine duyarliliginin ise tiire bagimli oldugu bildirilmistir. Panton ve Valentine
adindaki arastirmacilar tarafindan, deri ve yumusak doku enfeksiyonlariyla
l16kotoksin arasindaki iliski gosterilmistir (28, 29).

Panton—Valentin Lokosidin (PVL), ekzotoksinlerin ‘synergohymenotropic’
ailesinin bir iiyesidir. PVL, y (Gama) —hemolizin homologundan biridir. y-hemolizin
S. aureus suslarinin %99’unda iretilirken PVL, %2-3’linde {iretilmektedir (27).
yv-hemolizin kanli agar besiyerlerinde agarin inhibitor etkisine bagli olarak
gosterilemez. PVL, inflamatuvar yanit1 y-hemolizinler’den daha gii¢lii uyarmaktadir.
v-hemolizin ve PVL alt gruplarinin tek baslarina hemolitik ve 16kotoksik aktiviteleri
yoktur. Iki farkli PVL proteini ii¢ farkli y-hemolizin ile kombinasyonlanir ve ¢ift
komponentli, alt1 farkli toksin meydana getirir. Ikili gruplar olusturduklarinda;
toksinlerin hepsi 16kosit lizisine neden olurken, farkli derecelerde hemolitik
aktiviteye sahip olurlar. Bu toksinler, S. aureus’un kromozomuna entegre olmus
profajlarla tasinmaktadir (14, 27).

PVL, birbiri ile sinerjik etkili, LukF (hizli) ve LukS (yavas) seklinde
adlandirilan iki proteinden olusan bir toksindir. Her iki komponent te antijeniktir. S
proteini, F proteinine gore, inflamatuvar yanitt daha giiglii uyarmaktadir. Toksinin
yapisini olusturan bu proteinler elektroforezdeki hizlarina gore adlandirilmistir.
Elektroforezde hizli olanina F (Fast), yavas olanina S (Slow) adi verilmistir. S ve F
proteinleri, bakteriyofaj tarafindan, S. aureus kromozomuna yerlesen IukS-PV ve
luKF-PV adinda iki gen tarafindan kodlanir. Her iki bilesen de kristal 6zelliktedir
(27).

LukS-PV ve lukF-PV, S. aureus genomunun iki bagimsiz ORF bolgesini igeren
EcoRV lokusunda yer almaktadir. LUKS-PV gen bolgesi, 32 kDa molekiil agirliginda,
312 aminoasit ve 28 sinyal peptidi igermektedir. LUKF-PV proteini ise molekiiler
agirligl 34 kDa, 325 aminoasit ve 24 sinyal peptidi icermektedir (27, 29).

PVL'nin S ve F komponentleri S. aureus tarafindan ayr1 olarak
salgilanmaktadir. Baglangigta lukS-PV bileseni PMNL {iizerine heniiz bilinmeyen bir
reseptore baglanir. LukS-PV bileseni PMNL iizerine baglandiginda protein kinaz
tarafindan fosforile edilir ve Ca*? kanallar1 aktive olur. Bu durum interldkin ve diger
inflamatuvar mediatorlerin tiretimi ve salinimi i¢in tetik sinyali olusturur. LukF-PV

bileseni lukS-PV iizerine baglanarak dimer yapist olusur. Sonra Sirastyla lukS-PV ve
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lukF-PV bilesenleri birbirleri lizerine baglanarak heptamer (7°1i) halka yapist olusur
ve PMNL lizisi meydana gelir. Ortamda PVL konsantrasyonu fazla ise, hiicre
membraninda porlar olusturarak PMNL’ler lizise ugrarken, PVL konsantrasyonu az
ise, mitokondri membraninda por olusturarak hiicreyi apopitoza gotiirtir (27, 29-32).

PVL, 16kositler ve makrofajlar iizerine litik etkisi olan bir S.aureus toksinidir.
Diger por olusturan I0kosidinlerin aksine Panton-Valentine Lokosidin (PVL)
l16kositler ve. makrofajlar1 etkilemesine ragmen eritrositleri etkilemez. Fagositozu
etkileyerek virulansta 6nemli rol alir. Intradermal olarak Panton—Valentin Lokosidin
enjekte edilmis tavsanlarda, kapiller dilatasyon, kemotaksis, polimorfoniikleer hiicre
infiltrasyonu, polimorfoniikleer karyorekzis ile deri ve doku nekrozunu da igeren
ciddi inflamatuar lezyonlar gozlenmistir (33).

PVL, ilk olarak TK- MRSA izolatlarinda saptanmistir. PVL iireten TK-MRSA
Suslar1 liretmeyenlere gore daha ciddi enfeksiyonlara neden olurlar. PVL pozitif S.
aureus; basit deri enfeksiyonundan, ciddi deri ve doku enfeksiyonlarina, nekrotizan
pnémoni ve septisemiye kadar gesitli hastaliklara neden olur. Ozellikle ¢ocuklarda,
nekrotizan pnomoni nedenidir. Pnomonilerde yiiksek ates, 10kopeni, plevral
efflizyon, sepsis ve 6liim daha sik goriilmektedir. Benzer sekilde deri ve yumusak
doku enfeksiyonlar1 ve nekrotizan pndmoniye neden olan epidemik TK-MRSA
suslarinin PVL pozitif oldugu da gosterilmistir. PVL’nin patogenezdeki etkisi ile
ilgili bilgiler kisitlidir. Ancak PVL’nin toksik etkisiyle lizise ugrayan 16kositlerden
aciga c¢ikan otolitik enzimler ve serbest oksijen radikallerinin doku nekrozunu
meydana getirdigi diisiiniilmektedir (34-36).

Son yillarda, PVL genlerinin TK-MRSA kokenlerinde yer almasi dikkat
cekicidir. TK-MRSA kokenlerinde kiigiik ve mobil stafilokokal kaset kromozom mec
tipi (SCCmec) IV veya V vardir. Bu kaset tipini tasiyan S. aureus kokenlerinde,
metisilin direncinin (mecA) yayilmasi, SCCmec tipleri I-IlI’den daha hizli oldugu
bildirilmistir (37).

PVL’nin S. aureus infeksiyonlarmin patogenezisindeki rolii tam olarak
aydinlatilamamistir. PVL genlerinin yayilmasinda TK-MRSA suglar1 su¢lanmis ve
tim diinyada PVL pozitif S. aureus suslarina bagli infeksiyonlarinda artig
bildirilmistir (28).
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PVL geni ile ilgili yapilan ¢aligmalarda PVL %1.6 ile %100 arasinda degisen
oranlarda pozitif saptanmis olmasina ragmen iilkemizde ve yurtdisinda yapilan bazi

calismalarda PVL pozitifligine rastlanmamustir (34, 38-42).

Enterotoksin

S. aureus suslarinin % 35-50’sinin olusturabildigi saptanan bu toksin; 1siya
direngli, 100°C’ye 30 dakika dayanabilen, polipeptid yapisinda maddelerdir.
Enterotoksin; makrofaj ve T-helper hiicrelerinden, sirasiyla IL-1 ve IL-2 salinimini
uyarip, sindirim sisteminde siiper antijen gibi davranir. A, B, C1, C2, C3, D, E ve F
olmak {tizere sekiz immiinolojik tipi vardir. Besin zehirlenmelerinde sik karsilasilan
tipleri A ve D’dir (10, 20).

Belirli bir hayvan modeli bulunmadigindan toksin aktivitesinin kesin
mekanizmasi tam anlagilamamigtir. Bu toksinler birer siiperantijendir, T hiicrelerinin
ve sitokin saliniminin nonspesifik aktivasyonuna neden olurlar. Midede epitelyum ve
lamina propria altinda noétrofil infiltrasyonu ve jejenumda firgamsi kenar kaybi
karekteristik  histolojik  degisikliklerdir. Mast hiicrelerinden inflamatuvar
mediatorlerin saliniminin, stafilokokal besin zehirlenmesinin 6zelligi olan kusmadan

sorumlu olabilecegi diisiinilmektedir ( 7, 23).

Eksfoliyatif toksin (Eksfoliyatin)

Epidermolitik toksindir. Stafilokokal Haglanmis Deri Sendromu (SSSS)’ndan
ve stafilokokal enfeksiyonlarin eksfoliyatif deri lezyonlarindan sorumludur.
Antijenik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore iki ¢esittir. Eksfoliyatif toksin A; 1siya
duyarli ve plazmid orjinlidir. Eksfoliyatif toksin B; ise isiya direngli ve kromozom
orjinlidir. Bu iki protein yapisal olarak farkli olmasma ragmen gosterdikleri

biyolojik aktivite benzerdir (7, 10).

Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)
Onceden pirojenik ekzotoksin C ve enterotoksin F olarak isimlendirilen TSST-
1, 22.000 Da agirliginda, 1s1 ve proteolizise direncli, kromozomal kaynakli bir

ekzotoksindir. TSST-1; sistemik olarak salinir ve toksik sok sendromuna neden olur.
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Siiperantijen gibi davranarak; T lenfosit proliferasyonu ve monositlerden IL-1
salinimini uyarir (7, 23).

TSST-1 disiik konsantrasyonlarda endotelyal hiicrelerden sizintiya neden
olurken, yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelere sitotoksik etki yapar. TSST-1 vajina
veya yara bolgesinden mukozal bariyerlere penetre olabildigi ig¢in Toksik sok
Sendromunun (TSS) sistemik etkisinden sorumludur. TSS’da hipovolemik sokun
neden oldugu coklu organ yetmezligi nedeniyle 6lim olusmaktadir. S. aureus
suslarinin %5-25’1 TSST-1 geni tasir. Son yillarda KNS’lara bagli toksik sok
sendromu da bildirilmistir (7, 10, 23, 43).

Slime faktor

Slime {retimi stafilokoklarda 6nemli bir patojenite faktorii olarak kabul
edilmektedir. Slime, mikroorganizmanin konak hiicreye veya yapay yiizeylere
adezyonunu saglayan bir yapidir. Yiizeye adezyonda mikroorganizma ile yiizey
arasindaki hidrofobik etkilesim ve hidrojen baglar etkilidir. S. aureus’un matriks
proteinlerine baglanmas1 sik¢a bildirilmistir. Konak matriks proteinlerine
baglanmada aracilik eden ve “MSCRAMM (mikrobiyal yiizey komponentini tantyan
adezif matriks molekiilleri)” olarak da adlandirilan adezinler; fibronektin, fibrinojen,
elastin, osteopontin ve kolajene baglanirlar (10, 12, 44).

S. aureus’un, viicut i¢ine yerlestirilen cihazlara yapismasi ilk asamayi
olusturmaktadir. Biyofilm tabakas1 olustuktan sonra kolonizasyon meydana gelmekte
ve biyofilmden ayrilan mikroorganizmalar sepsise yol agmaktadir. Slime maddesi
amorf kapsiil yapisinda, glikokaliks materyali olup % 40 karbonhidrat, % 27 protein
icermektedir. Cok kuvvetli antijenik yapida oldugundan, tavsanlara enjekte
edildiginde cok yiiksek titrede antikor cevabi elde edilir. Slime pozitif stafilokok
suslarinin daha viriilan ve antibiyotiklere daha diren¢li olduklar1 bildirilmektedir.
Slime faktor hiicresel immiin yaniti baskilar, opsonizasyonu, ndtrofil kemotaksisini

ve notrofil fagositozunu inhibe eder (10, 12, 44, 45).
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S. AUREUS HASTALANDIRICILIK OZELLIKLERI ve IMMUNITE

S. aureus suslarinda sitolitik veya membran hasar1 yapan toksinler: Alfa, Beta,
Delta, Gama ve Panton- Valentin Lokosidin (PVL), eksfolyatif toksin, enterotoksin,
Toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1) gibi bir¢ok faktor virulans faktorii olarak
tamimlanmistir.  Sitolitik toksinler, eritrosit ve noétrofil gibi hiicrelerde lizis
olusturarak, enterotoksinler ve TSST-1 siiperantijen 6zelligi gostererek hastaliklarin
olusumunda 6nemli rol alirlar (10).

S.aureus suslarinin hastalandiricilik 6zelligi virulans faktorleri yaninda konaga
bagl predispozan faktorlere de baglhidir. S. aureus enfeksiyonundan 6nce bakterinin
konak hiicrelerine kolonizasyonu gereklidir. Burun mukoza hiicrelerine yapisma,
teikoik asit ve diger ligandlarla olur. S. aureus biitiinliigii bozulmus deri, yabanci
cisim ve endotel tizerinde bulunan fibrinojen, fibronektin, laminin, trombospondin,
vitronektin, elastin, kemik siyaloproteini ve kollajene bakteri yiizeyindeki fibronektin
baglayan protein A ve B, kollajen baglayan protein, elastin baglayan protein ile
baglanir (46).

S. aureus mukoza veya epitel tabakasini bir sekilde gegince polimorfoniikleer
16kositler, monosit ve makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Bakteriye bagh
peptidoglikan, teikoik asit ve protein A’nin uyarimi sonucu kompleman sistemi
aktive olur. Bunun sonucunda olusan kompleman C5a’nin etkisi ile fagositik
hiicrelerin bakterinin bulundugu yere gécii gerceklesir (10).

S. aureus’un fagositozu, spesifik IgG ve aktive olan kompleman sisteminin
(C3Db) opsonizasyonu ile artar. Bakteri tarafindan tiretilen hiicre yiizeyinde bulunan
ayn1 zamanda da serbest olarak ortama salinan protein A, IgG molekiiliiniin Fc
pargasina baglanarak hem komplemanin harcanmasina yol agar; hem de bakteriye
baglanan IgG’ye fagositlerin baglanmasina engel olur. Ayrica bakteri yiizeyindeki
protein A’ya Fc kismiyla ters olarak baglanan IgG’ler yiizeyi kaplayarak kompleman
ve diger spesifik IgG’lerin bakteri yilizeyine baglanmasini engelleyici etki yaratir,
nonspesifik ve spesifik immiin mekanizmalar1 bozar. Viicutta bulunan yabanci
cisimler (iv damar ici kateter, protez), stafilokok suslarinin irettikleri polisakkarit
yapidaki slime tabakasina yatak olusturarak ve slime tabakasinin i¢ine antimikrobiyal

ajanlarin girmesini 6nleyerek enfeksiyon olusumuna egilimi artirirlar (46).
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Konjenital 16kosit kemotaksis defektinin goriildigic Wiskott-Aldrich, Down,
Job’s ve Chediak-Higashi sendromu’nda ve diyabet, romatoid artrit hastaliklarinda
oldugu gibi kazanilmis 16kosit kemotaksis defektleri stafilokok enfeksiyonlarina
yatkinlig1 artirir. Antikorlarla opsonizasyon defekti sonucu gelisen, konjenital veya
kazanilmis hipogamaglobulinemiler ya da kompleman komponentlerinde eksiklik
(ozellikle C3 ve C5) stafilokok enfeksiyonlari igin predispozan faktorlerdir.
Membrana bagimli oksidaz defektlerinde fagozomlarda peroksidaz ve siiperoksitin
yokluguna bagli, fagositozu takiben bakterinin hiicre i¢i 6ldiiriilmesinde bozukluk
olan kronik graniilamatdz hastalik ve lenfoblastik 16semi gibi hastaliklar da
stafilokok enfeksiyonu gelisimine katkida bulunur. Deri biitlinliigliniin bozulmasi
(cerrahi insizyon, egzema); yabanci cisim varhi@i (dikis, protez, damarigi kateter);
alkolizm, malignensi gibi altta yatan kronik hastaliklar ve 6zellikle viriisler olmak
tizere diger etkenlerle enfeksiyonlar stafilokok enfeksiyonlarna yatkinligi artiran
faktorlerdir (46).

S. aureus, infekte ettigi bolgede hizla kolonize olabilen bir bakteridir. S.
aureus, yiiksek virulansi, ¢evresel kosullara {istiin adaptasyon yetenegi ve
antibiyotiklere ¢cok ¢abuk direng gelistirebilmesi ile stafilokok tiirleri arasinda 6zel
bir yere sahiptir. Yeni gelistirilen antibiyotiklere bile olduk¢a hizli ve etkin direng
mekanizmalar1 gelistirerek hastane enfeksiyonlarinin basta gelen etkenlerinden
olmaktadir (18).

Bu sartlar altinda S. aureus bening cilt enfeksiyonlarindan hayati tehdit eden

sistemik hastaliklara kadar ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara neden olur (10).

S. AUREUS ENFEKSIYONLARI

S. aureus viicutta herhangi bir organ veya dokuyu enfekte edebilir. Deri,
yumusak doku ve kemik enfeksiyonlari en sik goriilenleridir. Bu enfeksiyonlar
lokalize bir enfeksiyondan seliilit, impetigo, follikiilit, fronkiil, karbonkiil ve cerrahi
yara enfeksiyonlarina kadar siralanabilmektedir (47).

S. aureus’larm olusturdugu hastaliklar toksikojenik (toksik sok sendromu,
besin zehirlenmesi, haslanmig deri sendromu, vb.) ve piyojenik (impetigo, follikiilit,
fronkiil, karbonkiil, selilit, blefarit, mastit, cerrahi yara enfeksiyonlari, endokardit,

prikardit, osteomiyelit, septik artrit, piyomiyozit, sepsis, pndmoni, idrar yolu
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enfeksiyonlari, metastatik abseler, intraabdominal enfeksiyonlar, santral sinir sistemi
enfeksiyonlari, menenjit vb.) olmak tizere iki grupta incelenebilir (7, 10).

Invaziv enfeksiyonlar mikroorganizmanin kolonizasyonu ile baslar. Cilt ve
miikoz membran gibi bariyer sistemlerinin bozulmasi, invazyona zemin hazirlar.
Bakteriyemi gelisen bazi olgularda primer enfeksiyon kaynagi belirlenemeyebilir.
Bazen de birden fazla metastatik abse odaklari gelisebilir. Venlerdeki enfeksiyon
odaklarindan (septik trombofilebit gibi) akcigerlere yayilim ve metastatik abse
olusumu, S. aureus bakteriyemisinin 6nemli Ozelliklerinden birisidir. Vertebra

osteomiyeliti ve endokardit en sik goriilen metastatik komplikasyondur (7, 10).

Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Insanlarda en sik goriilen enfeksiyon tipidir. Kil folikiilii enfeksiyonunun
(folikulit) deri alt1 dokuya yayilmasiyla fronkiil ve karbonkiil meydana gelir. Fronkiil
kabarcik seklinde lokal bir lezyon goriiniimiindedir. Enfeksiyon deri alti dokuya
penetre olduktan birkag saat sonra édem, kizariklik ve agr1 olusur. Odemli bdlgenin
tizerindeki deri parlak ve incedir. Kisa bir siire sonra drene olur. Bazen gevresinde
kendiliginden inokiilasyon sonucu uydu nodiiller olusabilir. Geng Yyetiskinlerdeki
fronkiiloz vakalar1 ile PVL iireten S. aureus suslar1 arasinda iliski bulunmustur (33,
39). Boyle vakalar, hayati tehdit eden nekrotizan pnémoni riski tasirlar. Karbonkiilde
ise daha fazla odak ve fibroz dokunun derin tabakalarina yayilim vardir. Yiiz, boyun
ve sit bolgesinde siklikla goriliir. Piistiiler ve impetigo seklindeki lezyonlar
yenidoganlarda ve ¢ocuklarda daha sik goriiliir. Impetigo, derinin yiizeyel
tabakalarinda kabuklu pistiillerin olusumu ile karakterizedir. Cok bulasici olup kres
ve okullarda epidemik tarzda yayilir (10, 12).

Apokrin ter bezlerinin rekiirren bir piyojenik enfeksiyonu olan hidradenitis
stippurativa siklikla S. aureus’a baglh gelisir. Aksiller, perineal ve genital alanlarda
gelisen fronkiillerdir. Lezyonlar genellikle sinus yollart ve hipertrofik skar
olusturarak kendiliginden drene olur. S. aureus ile iliskili biitiin lokalize, primer cilt
enfeksiyonlart derin dokulara hizla yayilabilir ve selliilit, lenfanjit ve nekrotizan fasiit
meydana getirebilir (9, 10, 46, 48).

S. aureus deride kolonize olabilen bir bakteridir, bu nedenle cerrahi sonrasi

olusan yara enfeksiyonlarinda 6zel bir neme sahiptir. S. aureus’a bagh olarak %]15-
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20 oraninda goriilmektedir. Cerrahi yara enfeksiyonlari, ameliyattan iki giin veya
daha uzun siire sonra insizyon bolgesinde Odem, eritem, agriyla birlikte

konstitusyonel semptomlar ve atesin de eslik ettigi bir tablodur (9, 10, 46, 48).

Solunum Sistemi Enfeksiyonlari

Lober, interstisyel pnomoni ve lokal septik emboli yapabilir. Stafilokokal
pnémonide, abse olusumuna egilim vardir. Akciger parankim harabiyeti ile
bronkopnoémoni, fulminan hemorajik pnomoni tablolar1 gelisebilir. Hastalarda
yiiksek ates, sar1- kanli balgam ¢ikarma ve 6ksiiriik mevcuttur (12).

PVL’nin esas olarak deri ya da mukozay1 igeren nekrotik lezyonlarla ve toplum
kaynakli pnomoniyle iliskili oldugu bildirilmistir. Toplum kaynakli agir nekrotizan
pnomonili hasta izolatlarinda yiiksek oranda PVL geni saptanmustir (12, 34, 38, 49).

Haslanmis Deri Sendromu

Yiizeysel bir deri enfeksiyonudur. “Ritter’in hastaligi” olarakta anilmaktadir.
Tipik olarak S. aureus’ta bulunan Eksolyatif toksin A veya B’den (ETA-ETB) biri ile
meydana gelmektedir (50).

Toksik Sok Sendromu
Hastaligin toksijenik suslar tarafindan iiretilen Toksik Sok Sendrom Toksin-1
(TSST-1) tarafindan meydana geldigi gosterilmistir. Menstural ve non-menstural

Toksik Sok Sendromu olmak iizere iki klinik sekilde meydana gelmektedir (20).

Besin Zehirlenmesi

S. aureus, kusma ve ishal gibi gastrointestinal semptomlara neden olan SAg
olarak adlandirilan 15’ten fazla egzotoksini icermektedir. Sindirimden 2-6 saat sonra
halsizlik, mide bulantisi, kusma, karin agrisi ve diare ile baslayan hastalikta ates

yoktur (51, 52).
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ANTIBIYOTIiK DUYARLILIGI

Stafilokoklarin antimikrobiyal ajanlara duyarliliklar1 zamanla degismekte ve
farkl1 diren¢ oranlar1 saptanabilmektedir. S. aureus 1940’11 yillarda penisilin ile
tedavi edilebilirken 1950’lerde eritromisin ve tetrasiklin direnci gézlenmis, 1961°de
metisilin-direncli Staphylococcus aureus (MRSA) tanimlanmigtir. MRSA suslarinin
coklu ilag direnci gostermesi ve tedavi segeneklerinin kisitliligi sonucu betalaktam
disindaki antibiyotikler 6nem kazanmistir. Bu antibiyotiklerin etkinlikleri ise
antibiyotik duyarlilik testleri ile gosterilmistir (12, 53).

MRSA suslarinin  ¢ogu basta beta-laktam antibiyotikler olmak tizere
(penisilinler, sefolosporinler, karbapenemler gibi) aminoglikozitlere ve tetrasikline
de direnglidir (12). TMP-SMX, TK-MRSA kaynakli deri ve yumusak doku
enfeksiyonunda ilk segenek ilag olarak onerilmektedir (54). S. aureus suslarinda
florokinolon grubu ilaglara karst yaygin direng vardir ve tedavi sirasinda ¢ok kisa
zamanda direng¢ olusabilmektedir. Rifampine karsida ¢ok kisa bir siirede direng
gelisebildigi i¢in bu ilag da tek basina kullanilmamalidir (55, 56).

Metisiline direngli S. aureus suslar1 basta metisilin olmak iizere, tiim beta
laktamlara direngli kabul edildiginden MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde
glikopeptit antibiyotiklerin tek basina kullanilmasi 6nerilmektedir. Hastanede yatan
hastalarda ciddi MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisin primer ajandir (7).

[Ik kez 1997 yilinda Japonya ve ardindan Amerika Birlesik Devletleri’nde
vankomisine duyarlilig1 azalmis S. aureus (VISA) suslari bildirilmistir. Ozellikle
PBP2 ve PBP2a’nin asir1 iretiminin vankomisin direnci ile iligkili oldugu
bildirilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 2002 yilinda enterokoklardan
aktarilan vanA genine baglh olarak vankomisine direncli 2 S. aureus izolati rapor
edilmisgtir (7, 57, 58). Tirkiye’de yapilmis ¢alismalarda vankomisin direnci
saptanmamustir (54, 59-61).
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METISILIN DIRENCI ve STAFILOKOKAL KASET KROMOZOM

Penisilin Direnci

Penisilin ilk defa 1940 yilinda stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmaya baglanmig ve bdylece stafilokok enfeksiyonlarmmin morbidite ve
mortalitesinde belirgin bir azalma goriilmiistiir. ilk kez Ingiltere’de 1944 yilinda
penisiline direngli stafilokok suslar1 rapor edilmistir (61, 62).

Bir penisilin tiirevi olan metisilin, B-laktamaz enzimine direnglidir. B-laktamaz
enzimine direngli antibiyotikler (metisilin, oksasilin, nafsilin, kloksasilin,
dikloksasilin) igerisinde 1959 yilinda ilk iiretilen ve klinikte ilk kullanilan antibiyotik
olmasina ragmen ciddi interstisyel nefrit yapma yan etkisinden dolay1 klinikte
kullanimindan ~ vazgecilmistir.  Sadece  laboratuvarlarda  deneysel = amagh
kullanilmaktadir (63, 64).

MRSA ilk kez, 1960’larda Amerika’da Boston hastanesinden rapor edilen bir
salginda tanimlanmistir (65). Bu direngli suslar bircok Avrupa hastanesinden de
bildirilmigtir. 1975’te 6zellikle yanik {niteleri ve egitim hastanelerinden diizenli
olarak MRSA salginlar1 bildirilmistir (66). Amerika Birlesik Devletleri’inde
hastanelerde MRSA goriilme sikligr siirekli artis gostermistir. Kurumsal ve cografik
degisimler olmakla beraber, hastaneler ve diger saglik kuruluslarinda ( huzurevleri
v.b.) bu suslarin goriilme siklig1 belirgin olarak artmaktadir (2).

Gliniimiizde stafilokok suslarinda penisilin direnci %80-90’lara ulasmustir.
Penisilinazlar, penisilin ile beraber bazi beta-laktam antibiyotikleri de pargaladiklari
i¢in beta-laktamaz olarak adlandirilirlar. Tasinabilir bir gen olan beta-laktamaz geni;
genelde diger antibiyotik direng genleri ile birlikte plazmid iizerinde bulunur (16).

Invitro olarak metisiline direngli bulunan stafilokok suslari, diger B-laktam
antibiyotiklere de direncli kabul edilmistir (63, 64).

Stafilokoklarda tanimlanan beta-laktamaz; blaZ geni tarafindan kodlanir. Bu
gen bolgesinin ekspresyonu blaR1, blaR2 (regulator) ve blal (inhibitor) gibi
diizenleyici genler tarafindan kontrol edilir. Gram negatif bakterilerde oldugu gibi
stafilokoklarda da betalaktamaz iretiminin indiiklenebilirlik 6zelligi vardir.
Inhibisyondan sorumlu blal geni ortamda beta laktam antibiyotik yoklugunda blaz

ve blaR gen bolgelerinin ¢alismasint baski altinda tutarak diisiik seviyede beta-
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laktamaz iiretimine sebep olur. Ortamda betalaktam antibiyotik varliginda ise blaZz

geni blaR1 tarafindan uyarilarak yiiksek seviyede beta-laktamaz iiretilir (16, 67).
Stafilokoklardaki metisilin direnci ii¢ farklt mekanizma ile gerceklesmektedir

(20);

1) Kromozomal (intrinsik) metisilin direnci.

2) Asirt miktarda B-laktamaz salgilanmasi.

3) PBP’lerdeki yapisal degisiklikler.

1) Kromozomal (intrinsik) metisilin direnci

Yeni bir penisilin baglayici protein (PBP2a) sentezi nedeniyle olusan ve en sik
karsilasilan direngtir. MRSA suslarinda MSSA suslarindan farkli bir PBP vardir ve
PBP2a olarak adlandiriimaktadir. PBP2a’nin beta-laktam antibiyotiklere afinitesi
diger PBP’lerden daha diistiktiir. 2 kb’lik DNA segmentine lokalize bir gen olan
mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bazen bu gen indiiklenebilir ve direngli
suslardan duyarli suslara transdiiksiyon ile aktarilabilir. mecA geni regiilasyonunu
saglayan mecl (represor geni Ve mecRI (sinyal doniistiiriicii gen) genleriyle beraber
stafilokokal kaset kromozomu (staphylococcal cassette chromosome-SCC) ismi
verilen genetik yapinin iizerinde taginir (20, 68).

Kromozomal metisilin direnci fenotipik olarak ti¢ sekilde ortaya ¢ikmaktadir
(69);
a) Homojen direng; bakterilerin hepsi yiiksek konsantrasyondaki metisilin varliginda
tireyebilme 0zelligi gostererek yiiksek diizeyde direng ortaya koyarlar. Hepsinde de
mecA geni vardir ve PBP2a sentezlenmektedir.
b) Heterojen direnc;. kolonide bulunan tiim bakteriler mecA genini tasimalarina
ragmen sadece belirli bir kisim bakteride metisilin direnci goriilir. Klinikte daha sik
goriilmektedir. Heterojen direng gosteren MRSA toplulugunda, bakterilerin
cogunlugu diisiik metisilin konsantrasyonlarina (1-5 pg/ml) duyarl: iken, bakterilerin
bir kismui yiiksek metisilin konsantrasyonlarina (>50ug/ml) direng gdstermektedir. Bu
direng indiiklenebilir ve buna fem “factors essential for the expression of methicillin
resistance” sisteminin neden oldugu diistiniilmektedir.
c) Eagle-tip direng ise yeni tanimlanan metisilin direng fenotipidir. Bu tip direncin,

homojenden heterojen metisilin direncine doniisiimiine neden olan chr mutasyonuna
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bagli oldugu ve yliksek metisilin konsantrasyonlarinda saglam mecA regiilator
genlerinin PBP2a sentezini indiiklemeleri sonucu olustugu diisiiniilmektedir. (69).

MeCA genini tasiyan plazmid ve transpozonlar, B-laktam antibiyotiklerden
bagka, kinolonlar, makrolidler, kloramfenikol, klindamisin tetrasiklinler,
aminoglikozidler, siilfametoksazol/trimetoprim ve rifampin direncinden sorumlu
genleri de tagimaktadir. MRSA suslarmin 1970°li yillardan beri gittikge artan
antibiyotik direnci ile 6nemli patojenler haline gelmesinde direng genlerinin,
transpozonlar ve plazmidler aracilig1 ile kolay ve etkin bir sekilde aktarilmasinin
yaninda SCCmec gibi 1yi organize olmus yapilarin 6nemi de biiyiiktiir. Bu sebeple
ciddi MRSA enfeksiyonlar1 ve hastane salginlar1 da sik¢a rapor edilir olmustur (5,
64).

2) Asirt miktarda B-laktamaz salgilanmasi

Sinirda (borderline) metisilin direncine neden olmaktadir. Metisilin -laktamaz
enzimine dayaniklidir. Ancak, McDougal ve arkadaslar1 (70), metisiline direng
gelismesine asir1  miktarda P-laktamaz {iretiminin de neden olabilecegini
gostermiglerdir. Bu suslar Borderline resistant S. aureus (BORSA) olarak
adlandirtlirlar (70). Bu tiir direng, beta laktam antibiyotiklerin beta laktamaz

inhibitori ile kombine edilmesi ile yenilebilir (67).

3) PBP’lerdeki yapisal degisiklikler

Mevcut PBP’lerde beta laktam antibiyotik afinitesinde azalma ile olusan
direnctir. Son yillarda mecA geni tasimadiklar1 halde metisiline direngli stafilokoklar
tespit edilmistir. Nadir goriilen bu suglar incelendiginde, bu bakterilerin mevcut
PBP’lerinin beta laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosterdikleri saptanmustir.
Ayrica mecA negatif olmasina ragmen oksasilin MIK degerleri 8-16 mg/L civarinda
olan suslar bulunabilmektedir. Bunlarin bir kismi beta-laktamazin asir1 iiretiminden
(BORSA), bir kism: da var olan PBP’lerdeki 6zellikle PBP2 ve PBP4’de nokta
mutasyonlarindan [Moderately resistant S. aureus (MODSA)] veya diisiik molekiil

agirlikli PBP olan PBP4’iin asir1 yapimindan kaynaklanabilir (16, 67, 20).
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Stafilokokal Kaset Kromozom mec (SCCmec)

MecA geni; 2.1 kb uzunlugunda olup Stafilokok Kaset Kromozom mec
(SCCmec) olarak adlandirilan 21-67 kb biyiikliigiindeki mobil genetik eleman
tizerinde yer alir (7). SCC, stafilokok tiirleri arasinda genetik degisimi saglayan
genomik adalardir. SCCmec, SCC’lerin metisilin direnci tasiyan 6zel bir tipidir (71).
2001 yilinda, Ito ve arkadaslari, mecA geninin yerlestigi genom bolgesini
arastirmiglar, mecA geninin mobil bir genetik adacik {izerinde yerlestigini
gostermisler ve bu yapiya SCCmec adin1 vermislerdir (72). SCCmec bakteriyofajlar,
transpozonlar, konjugatif transpozonlar veya integre olabilen plazmidler gibi bilinen
diger mobil genetik elemanlardan farklidir. Genomik bir ada gibi goriilse de S.
aureus’un virulansi ile iligkili hicbir gen igermedigi icin patojenite adalarindan
farklidir (73).

KNS tiirlerinde ve Metisilin duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarinda da SCC
bulunmaktadir fakat SCCmec icermemektedirler. mecA igermeyen SCC’ler daha ¢ok
mikroorganizmanin stres durumlarinda hayatta kalmasina yardimci olan genleri
tasimaktadir (5, 74) MRSA suslarmin en belirleyici 6zelligi SCCmec’e sahip
olmalaridir. Bu mobil genetik element mecA geni tarafindan kodlanan genis
spektrumlu beta laktam direnci i¢in onemli bir belirleyicidir. MSSA suslarinin
kromozomlarinin SCCmec elemanlarin1 kazanmasiyla metisilin direngli stafilokok
suslar1 ortaya ¢ikmaktadir (75).

SCCmec kasetinin kokeni heniiz bilinememektedir. Gliniimiize kadar SCCmec
elemanlarinin farkli yapisal organizasyonu ve genetik icerigi ile sekiz farkli SCCmec
tipi ve alt tipleri tanimlannmustir. Ilk olarak SCCmec Tip I, Il ve Il (72, 76), sonra
SCCmec Tip 1V, V, VI, VI, VIII tanimlanmustir (77, 78).

SCCmec Tip I, IT ve III asil olarak hastanede kazanilmis metisilin direngli
stafilokok (HK MRSA) suslarinda bulunur. Bunlar plazmid veya transpozonlar gibi
genetik elemanlar {izerinde tasinir. SCCmec tip II ve III beta laktam dis1 ¢oklu
antibiyotik direncine sebep olur. Bunun sebebi, tip IT ve III elemanlarin kaset igine
entegre olmus plazmidler (pUB110, pl258 ve pT181) ve bir transpozon (Tn 554)
araciligiyla ek direng genleri tasimalaridir. Plazmid pUB110, kanamisin ve

tobramisin direncinden sorumlu ant(4’) genini; pI258 penisilin ve agir metal

24



direncini, pT181 tetrasiklin direncini tagirken, Tn 554 ise indiiklenebilir MLSb tipi
dirence yol agan ermA genini tagimaktadir (79).

SCCmec Tip IV ve V tipik olarak TK-MRSA suslarinda bulunur (79). Bu gen
kasetlerinin diger gen kasetlerine kiyasla ¢ok daha kiigiik olmasi diger suslara
yayilimini kolaylastirdigi diisiiniilmektedir. Ayrica bu gen kasetlerinde beta laktam
dis1 antibiyotiklere diren¢ geni bulunmaz. TK-MRSA’da metisilin diren¢ kazanim
mekanizmas1 SCCmec gen kaseti araciligiyladir. Bu gen kasetinin boyutunun kiigiik
olmasi ve hareketliligini saglayan genlere sahip olmasi nedeniyle, gelecekte ciddi
saglik problemlerine neden olmasi ve diger gram pozitif bakterilerde de goriilmeye
baslamasinin kaginilmaz olacagi belirtilmistir (80).

Koagiilaz negatif stafilokoklar da MRSA gibi SCCmec tasiyabilir. 1970’li
yillarda izole edilmis olan metisiline direngli S. epidermidis izolatlarinin SCCmec
Tip I-1V tasidigr gosterilmistir (81).

SCCmec; replikasyon merkezine yakin bir bolgede yerlesmesi, antibiyotik
diren¢ genlerini ¢abuk almasin1 saglayarak bakteriye Onemli bir avantaj
kazandirmaktadir (73, 82, 83).

SCCmec, mecA ve regiile edici genler (mec gen kompleksi) ve rekombinaz
geni (ccr) kompleksinden olusmustur. (73, 82, 83). SCCmec elemanlar1, ccr geni
kompleks allotiplerine ve mec gen smifinin farkli kombinasyonlarina gore
siiflandirilmaktadir (68, 73).

SCCmec kasetinde ikinci ana genetik yap: olan ccr gen kompleksi kasetin
bakteriyel genoma integrasyonu ve eksizyonundan sorumludur. Bunlar invertaz/
rezolvaz ailesinden ccrA, ccrB ve yeni tanimlanan ccrC olmak tizere ti¢ farkh
rekombinaz  kodlayan gendir. SCCmec’in  mobilitesinden  sorumludurlar.
ccrA invertaz varliginda, SCCmec kromozomun dogru bdolgesine girer ve ccrB
rezolvaz ile kromozomdan eksiksiz olarak ayrilir (74, 83).

Tip | SCCmec, simif B mec gen kompleksi ve tip 1 ccr gen kompleksi;

Tip 1l SCCmec, sinif Amec kompleksi ve tip 2 ccr gen kompleksi;

Tip 111 SCCmec, sinif A mec gen kompleksi ve tip 3 ccr gen kompleksi;

Tip IV SCCmec, sinif B mec gen kompleksi ve tip 2 ccr gen kompleksi;

Tip V SCCmec, smif C mec ve ccrC;

Tip VI SCCmec, sinif B mec kompleksi tip IV ccr gen kompleksi;
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Tip VII SCCmec, smif C mec kompleksi ve ccrC;

Tip VIII SCCmec, smmif A mec kompleksi ve tip 4 ccr gen kompleksi
igermektedir (75, 78).

SCCmec tiplerine ilaveten bir¢ok varyant tanimlanmistir. Ornegin, I A, II (A-
G), Il (AveB), IV (a b, c,d, E, A, g). Bu varyantlar J bélgelerindeki farkliliklara
gore ortaya c¢ikmistir. SCCmec tiplendirmesi ile HK-MRSA ile TK-MRSA’larin
farkli olduklar1 gosterilmistir. Tiim diinyada, SCCmec tiplerinden Tip I, II, 11l ve
VIII hastane kokenli, Tip IV, V, VI ve VII toplum kokenli MRSA izolatlarinda
bulundugu bildirilmistir (75, 88).

SCCmec Tip Il ve SCCmec Tip IV tasiyan izolatlarin iretildikleri klinik
ornekler arasinda onemli derecede farklilik vardir. Genellikle SCCmec Tip I
izolatlar1 siklikla ¢cocuk ve yetigkinlerin solunum yolu 6rneklerinden izole edilirken
SCCmec Tip 1V izolatlar1 deri, yumusak doku, apseler ve ameliyat sonrasi yaralardan
izole edilmektedir (84).
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GEREC VE YONTEM

SUSLARIN IZOLASYONU VE SAKLANMASI

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina, Aralik 2010—Nisan 2012 tarihleri arasinda, ayaktan ve
yatan hastalardan gonderilen yara ve yara disi 6rneklerden izole edilen toplam 200
adet S. aureus susu calismaya dahil edildi. Bu suslarin 65’i MRSA, 135’1 MSSA
olarak tanimlandi. Ayni hastaya ait birden ¢ok defa gonderilmis 6rneklerden sadece
tek bir 6rnegi ¢aligmaya alindi.

Suslar standart yontemlerle tanimlandi (7). Calismaya alinan S. aureus suslari;
caligma anina kadar uygun kosullarda saklandi. Calisma sirasinda suslar, %5 koyun
kanli besiyerine ekilerek bir gece 37°C’de inkiibe edildi. Taze kiiltlirlerden elde
edilen koloniler calismada kullanildi. Ureyen koloniler beta hemoliz olusturma,
koloni morfolojisi, gram boyama, katalaz ve koagiilaz enzimi tretimi ile tiir

diizeyinde tekrar tanimlanip dogrulandi.

ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIGININ SAPTANMASI

Antibiyotik duyarliliklart CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
Onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile belirlendi.
Vankomisin, penisilin, gentamisin, siprofloksasin, azitromisin, meropenem,
sefotaksim, amoksisilin-kavulonat, kloramfenikol, trimetoprim-sulfometoksazol,
teikoplanin, rifampisin, tetrasiklin, klindamisin, eritromisin (Bioanalyse-Tiirkiye)
antibiyotiklerine karsi duyarliliklar test edildi. Sonuglar CLSI standartlarina goére
yorumlandi (85).

METISILIN DIRENCININ SAPTANMASI
Metisilin direnci, CLSI onerileri dogrultusunda disk diflizyon yontemi ve

oksasilin tuz agar tarama testi ile yapildi (85).
Disk Difiizyon Yontemi

Calismaya alman suslarin 0.5 McFarland yogunlugunda hazirlanan

sispansiyonlari, Miiller-Hinton Agar besiyerine ekildi ve 1ug oksasilin (Oxoid-
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Ingiltere), 30ug sefoksitin diski (Oxoid- Ingiltere) konuldu. Bir gece 35°C’de
inkiibasyondan sonra, oksasilin i¢in 10 mm ve daha kiigiik, sefoksitin i¢in ise 21mm

ve daha kiigiik zon ¢aplar1 olan izolatlar metisiline direngli kabul edildi (85).

Oksasilin Tuz Agar Tarama Testi

Oksasilin tuz agar tarama testi CLSI standartlarina gore yapildi. %4 NaCl
iceren Miiller-Hinton Agara oksasilin toz 6 pug/ml eklendi. Hazirlanan besiyeri
petrilere dokiildi. Test tiiplerinde 0.5 McFarland yogunlugunda hazirlanan bakteri
siispansiyonlari, besiyerine ekildi. Besiyerleri 35°C’de 24 saat inkiibe edildi. Ureme

olmasi durumunda oksasiline direngli kabul edildi (85).

BAKTERIYEL DNA’NIN EKSTRAKSIYONU

Bakteri DNA ekstraksiyonunda hazir ticari kit kullanildi (PeqGold Bacterial
DNA Kit- peQlab- Almanya). DNA ekstraksiyonu kit onerileri dogrultusunda
asagida tanimlandigi sekilde yapildi.

S. aureus’larin %S5’lik koyun kanli agarda bir gecelik inkiibasyondan sonra
tireyen saf tek kolonilerinden 1-2 koloni alinip Brain Heart Infusion Broth (BHIB)
icinde homojen siispansiyon haline getirildi. Bir gece 37°C’de inkiibasyondan sonra
elde edilen bakteri siispansiyonu 4000g°de 10 dakika santriifiij edildi. Tipiin
tizerinde kalan sivi kisim atildi. Tipiin i¢ine 100 pl TE buffer ve 100 pl lizozim
(10mg/ml) eklendi. Tiipler 30°C’de ¢alkalamali su banyosunda 10 dakika
inkiibasyonu takiben oda 1sisinda 4000g’de 5 dakika santrifiij edildi. Uzerine 200pl
DNA lizis Buffer T eklendi. DNA lizis buffer T igindeki hiicrelere 20 ul Proteinaz K
soliisyonu ve 15ul RNA’az A (20 mg/ml) eklendi. On saniye vortekslenen tiipler tam
etkili bir lizis i¢in 70°C’de ¢alkalamali su banyosunda 30 dakika siire ile inkiibe
edildi.

Homojenize edilerek lizise ugratilan bakteri siispansiyonunun tizerine 200 pl
DNA-binding buffer eklendi ve pipetlenerek tamamen karigtirildi. Perfect DNA
kolonu toplama tiipiine yerlestirildi ve elde edilmis lizat tamamen kolonun igine
aktarildi. 10000g°de 1 dakika santrifiij ile DNA baglanmasi saglandi. Toplama tiipii
santrifiijden ¢ikarildi ve kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi.

28



Yeni toplama tiipiine yerlestirilmis kolon iizerine 650l etanolde diliie edilmis
DNA wash buffer eklenerek yikandi. 10000g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama
tipl santrifiijden ¢ikarildi ve kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi. Yikama
basamagi 650ul DNA wash buffer ile birkez daha tekrarlandi.

Elde edilen kolon yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi. 10000g’de 2 dakika
santrifiij ile kolon yiizeyi kurutuldu.

Kolon, steril 1.5ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Elution buffer’dan
100ul eklendikten sonra 3 dakika oda 1sisinda bekletildi. Kolondan ayrilan DNA
6000g’de 1 dakika santrifiijlendi. Boylece DNA ekstraksiyonu yapilmis oldu. Kolon
atildi ve mikrosantrifiij tiipiiniin igindeki Son {irlin toplama tiiplerine alindi. Elde

edilen son tiriin PCR calismalarinda bakteriyel DNA olarak kullanildi.

Mec A GENININ VARLIGININ ARASTIRILMASI
Mec A genin saptanmasi i¢in asagidaki primerler kullanildi (86-89).
mecAl: 5’GTT GTA GTT GTC GGG TTT GG 3°
mecA2: 5’CCA CCC AAT TTG TCT GCC AGT TTC TCC 3’
PCR protokolii i¢in amplifikasyon karigimi agagidaki gibi hazirlandi (90):

Distile su 29.75ul
PCR tampon (10 x) Sul
MgCl, (25 mM) 5ul
dNTP mix (2 mM) 4ul
mecAl (100 pmol/ul ) 0.5ul
mecA2 (100 pmol/ul) 0.5ul
Tag DNA polimeraz (5U) 0.25ul
Total DNA Sul
Toplam S50l
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Hazirlanan tiipler Thermal Cycler’a (BIO-RAD-ABD) yerlestirildi ve amplifikasyon

programi asagidaki gibi diizenlendi.

SICAKLIK SURE
On denatiirasyon 94°C 4 dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn.
Primer baglanmasi 55°C 30 sn. > 30 dongi
Primer uzamasi 72°C 2 dk.,
Son uzama basamagi 72°C 5 dk.

Elde edilen amplifikasyon irtinleri 100V’da 1 saat boyunca etidyum bromiir
ile boyanmis %1.5°’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Elektroforez sonrasinda jel UV
1s1g¢inda CCD kamera ile (Gel Logic 2200 Kodak ve DNR Bio-imaging systems,
Israil) ile goriintiilenerek fotograflandi. Amplifiye edilen DNA’nm molekiil agirhig,
0.1-10kb (Biolab-Ingiltere) DNA molekiiler agirlik belirteci ile karsilastirilarak
belirlendi. 1800 bg biiyiikliigiinde bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi (86,
91, 92). Pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 43300 kullanilda.

PVL GENLERININ VARLIGININ ARASTIRILMASI

PVL genlerinin arastirilmasinda iki farkli primer seti ile iki ayri protokol
uygulandi.

Her iki protokol; daha onceki arastirmalarda primer baglanma 1s1 degerinin
PVL saptanmasini etkilediginin bildirilmis olmasi nedeniyle (93) iki farkli baglanma
1s1s1 degerinde de ¢aligildi.

Birinci protokolde lukPV1 ve lukPV2 olmak iizere iki adet primer kullanildi
(30, 93).

Primerlerin dizilimleri:
lukPV1: 5’ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCC A3’
lukPV2: 5’GCA TCA A(GC)T GTA TTG GAT AGC AAA AGC 3’

30



PCR protokolii i¢in amplifikasyon karisimi asagidaki gibi hazirlandi (90):

Distile su 29.75ul
PCR tampon (10 x) 5ul
MgCl;, (25 mM) Sul
dNTP mix (2 mM) 4ul
lukPV1 (100 pmol/pl) 0.5ul
lukPV2 (100 pmol/pl) 0.5ul
Tag DNA polimeraz (5U) 0.25ul
Total DNA Sul
Toplam 50ul

Hazirlanan tiipler Thermal Cycler’a (BIO-RAD-ABD) yerlestirildi ve amplifikasyon

programi asagidaki gibi diizenlendi.

SICAKLIK SURE
On denatiirasyon 94°C 4 dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn.
Primer baglanmasi 58°C 30 sn. =30 dongii
Primer uzamasi 72°C 1 dk.
Son uzama basamagi 72°C 4 dk.

Elde edilen amplifikasyon iriinleri 100 V’da 1 saat boyunca etidyum bromiir
ile boyanmis %1.5°’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Elektroforez sonrasinda jel UV
1s1g¢inda CCD kamera ile (Gel Logic 2200 Kodak ve DNR Bio-imaging systems,
Israil) ile goriintiilenerek fotograflandi. Amplifiye edilen DNA’nm molekiil agirhig,
@174 DNA (Biolab-ingiltere) ve 100b¢ DNA marker (Bioron-Almanya) ile
karsilagtirilarak belirlendi. 433 bg¢ biiyiikliigiinde bant goriilmesi pozitif olarak
degerlendirildi (30, 93). Pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 (37, 94) ve
daha 6nceden PVL pozitif tanimlanmig S. aureus susu kullanildi (Bu sus, Dr. Biilent
Bozdogan’dan saglanmistir). Bu protokol ayrica primer baglanma 1sis1 55°C olacak

sekilde ¢alisild1 ve sonuglar karsilastirildi (30, 93).
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Ikinci protokolde PVL genleri igcin PVLup ve PVLdn olmak iizere iki adet
primer kullanild1 (40, 93).
Primerlerin dizilimleri:
PVLup (5’AAG ACT ATT AGC TGC AAC ATT GTC3”)
PVLdn (5’AAT CTA TCT GTT TAG CTC ATA GGA3’)
PCR protokolii i¢in amplifikasyon karigimi agagidaki gibi hazirlandi:

Distile su 29.75ul
PCR tampon (10 x) 5ul
MgCl; (25 mM) Sul
dNTP mix (2 mM) 4ul
PVLup (25 pmol/ul) 0.5ul
PVLdn (25 pmol/ul) 0.5ul
Tag DNA polimeraz (5U) 0.25ul
Total DNA Sul
Toplam 50ul

Hazirlanan tiipler Thermal Cycler’a (BIO-RAD-ABD) yerlestirildi ve amplifikasyon

programi asagidaki gibi diizenlendi.

SICAKLIK SURE
Lizis ve 6n- denatiirasyon 94°C 4 dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn:
Primer baglanmasi 48°C 1 dk. > 30 dongii
Primer uzamasi 72°C 2 dk.
Son uzama basamagi 72 °C 4 dk.

Elde edilen amplifikasyon iriinleri 100 V’da 1 saat boyunca etidyum bromiir
ile boyanmis %1.5’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Elektroforez sonrasinda jel UV
1s1ginda CCD kamera ile (Gel Logic 2200 Kodak ve DNR Bio-imaging systems,
Israil) ile goriintiilenerek fotograflandi. Amplifiye edilen DNA’nin molekiil agirhig,
0.1-10kb (Biolab-ingiltere) DNA marker ile karsilastirilarak belirlendi. 1918bg
biiyiikliigiinde bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak S.
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aureus ATCC 25923 (37, 94) ve daha 6nceden PVL pozitif tanimlanmig S. aureus

susu kullanild1 (Bu sus Dr. Biilent Bozdogan’dan saglanmistir). Bu protokol ayrica

primer baglanma 1s1s1 50°C olacak sekilde tekrar ¢alisilarak sonuclar karsilastirildi

(40, 93).

SCCMec GENLERININ VARLIGININ ARASTIRILMASI
SCCmec geninin varli@i multipleks PCR ile c¢alisildi. Multipleks PCR

yonteminde asagidaki primer dizilimleri kullanildi (3).

CIF2 F2: 5 TTC GAG TTG CTG ATG AAG AAG G 3
CIF2R2: 5> ATT TAC CAC AAG GACTACCAGC3®

KDP F1: 5 AAT CAT CTG CCA TTG GTG ATG C 3°
KDP R1: 5> CGA ATG AAG TGA AAG AAA GTG G’

MECIP2: 5’ATC AAG ACT TGC ATT CAG GC 3’
MECI1P3: 5> GCG GTT TCA ATT CACTTG TC 3°

DCS F2: 5° CAT CCT ATG ATA GCT TGG TC 3’
DCS R1: 5 CTA AAT CAT AGC CAT GAC CG 3°

RIF4 F3: 5 GTG ATT GTT CGA GAT ATG TGG 3’
RIF4 R9: 5 CGC TTT ATC TGT ATC TAT CGC 3’

RIF5 F10: 5 TTC TTA AGT ACA CGC TGA ATCG ¥’
RIF5R13: 5 GTC ACA GTA ATT CCATCAATGC3’

pUBI10 R1: 5> GAG CCA TAA ACA CCA ATA GCC 3’

IS431 P4: 5 CAG GTC TCT TCA GAT CTACG ¥’

IS431 P4: 5 CAG GTC TCT TCA GAT CTACG ¥’

pT181 R1:5” GAA GAA TGG GGA AAG CTT CAC 3’

mecA P4: 5 TCC AGA TTA CAA CTT CACCAG G 3’
mecA P7: 5 CCA CTT CAT ATC TTG TAA CG 3’
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PCR protokolii i¢in amplifikasyon karisimi asagidaki gibi hazirlandi (90):

Distile su 22.5ul
PCR tampon (10 x) 5ul
MgCl; (25 mM) 5ul
dNTP mix (2 mM) 4ul
Herbir primerden(100 pmol/ul) 0.5ul
Tag DNA polimeraz (5U) 0.25ul
Total DNA Sul
Toplam S0ul

Hazirlanan tiipler Thermal Cycler’a (BIO-RAD-ABD) yerlestirildi ve amplifikasyon
programi asagidaki gibi diizenlendi (3).

SICAKLIK SURE
On denatiirasyon 94°C 4 dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn:
Primer baglanmasi 53°C 30 sn. >~ 30 dongii
Primer uzamast 72°C 1 dk.
Son uzama basamagi 72 °C 4 dk.

Elde edilen amplifikasyon iiriinleri 100 V’da 1 saat boyunca etidyum bromiir
ile boyanmis %1.5°’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Elektroforez sonrasinda jel UV
1s183inda CCD kamera (Gel Logic 2200 Kodak ve DNR Bio-imaging systems, Israil)
ile goriintiilenerek fotograflandi. Amplifiye edilen DNA’nin molekiil agirligi, @174
(Biolab-ingiltere) ve 100b¢ DNA marker (Bioron-Almanya) ile karsilastirilarak
asagidaki Dbelirtilmis olan Tablo-1’den yararlanilarak degerlendirildi (3, 90).
Degerlendirilmede dizi analizi yapilmamis olmasi ve mevcut multipleks PCR
yontemi ile bazi ara tiplerin tam olarak tanimlanamiyor olmasi nedeniyle bazi tiplerin
tanimlanmasinda “benzeri” ifadesi kullanild1 (95). Kontrol suslar olarak; Tip IlI, IV
icin daha 6nce SCCmec tiplendirilmesi yapilmig S. aureus suslart ve Tip II igin
ATCC 43300 kullanild1. (Tip 11 ve Tip IV kontrol suslar1 Dr. Biilent Bozdogan’dan

saglanmistir).
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Tablo 1: SCCmec tiplendirmesi i¢in multipleks PCR gen bolgeleri

SCC SCC SCC SCC SCC SCC SCC SCC
mecl meclA mecll meclll meclllA mecllIB meclV | meclVA
162 162 162 162 162 162 162 162
342 342 209 209 209 209 342 342
495 381 284 243 243 381
495 342 303 414
381 414
Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (Statistical Packet for The Social Sciences) 18 paket programi

kullanilarak analiz edildi. Calismada kategorik veriler i¢in frekanslar ve oranlari

verildi. Verilerin analizinde ki-kare testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya alinan 200 S. aureus susu 65 (%32.5) MRSA ve 135 (%67.5)
MSSA olarak tanimlandi. MRSA suslari, en fazla Anestezi ve Yogun Bakim (%35.4)
ile Kardiyovaskiiler Cerrahi (%15.4), MSSA suslari ise en fazla Dermatoloji (%31.9)
kliniginden gonderilen 6rneklerden izole edilmistir. MRSA ve MSSA suslarinin

gonderildikleri boliimlere gore dagilimi Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2: MRSA ve MSSA suslarinin gonderildigi boliimlere gore dagilimu.

- MRSA (N:65 MSSA (N:135
BOLUM ’ (050 ) ) g ((5/0 ) )

Kalp-Damar Cerrahisi 10 (15.4) 8 (5.9)
Anestezi ve Yogun Bakim 23 (35.4) 4 (3.0)
Plastik Cerrahi 3 (4.6) 3(2.2)
Gogiis Hastaliklar 2(3.1) 13 (9.6)
Dahiliye 3(4.6) 17 (12.6)
Ortopedi 4 (6.2) 9(6.7)
Gogiis Cerrahisi 1(1.5) 1(0.7)
Cocuk Hastaliklari 2(3.1) 19 (14.1)
Beyin Cerrahi 4 (6.2) 7(5.2)
Uroloji 5(7.7) 4(3.0)
Dermatoloji 2(3.1) 43 (31.9)
Fizik Tedavi 2(3.1) 1(0.7)
Genel Cerrahi 2(3.1) _

Enfeksiyon Hastaliklar 1(1.5) 3(2.2)
Noroloji 1(1.5) _

Kardiyoloji _ 1(0.7)
Goz _ 1(0.7)
Acil Servis _ 1(0.7)

Incelenen 200 S. aureus susunun 100’{i yara, diger 100’ii ise yara-disi
orneklerden izole edilmistir. MRSA suslariin 21 (%32.3)’1 yara orneklerinden, 44
(%67.7)’1 yara-dis1 6rneklerden izole edilirken, MSSA suslarinin 79 (%58.5)’u yara
orneklerinden 56 (%41.5)’s1 yara dis1 6rneklerden izole edilmistir. MRSA ve MSSA
suslarinin izole edildikleri yara ve yara-dis1 Orneklere gore dagilimi Tablo 3’de

gosterilmistir.
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MSSA suglari; yara orneklerinde yara-disi 6rneklere gore daha fazla izole
edilirken, MRSA vyara-dis1 oOrneklerde yara Orneklerine gore daha fazla izole

edilmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ( p<0.0001 ).

Tablo 3: MRSA ve MSSA suslarinin izole edildikleri yara ve yara-disi 6rneklere
gore dagilimu.

ORNEK TURU Yaran (%) | Yara-disin (%) P
MRSA (N:65) 21 (32.3) 44 (67.7)
0.0001
MSSA (N:135) 79 (58.5) 56 (41.5)

MRSA suslariin 57 (%87.7)’si yatan hastalardan, 8 (%12.3) ’i ayaktan izlenen
hastalardan, MSSA suslarinin ise 66 (%48.9)’s1 yatan hastalardan, 69 (%51.1)u
ayaktan izlenen hastalardan izole edilmistir. MSSA suslarinin izolasyon orani yatan
ve ayaktan izlenen hasta 6rneklerinde benzer bulunurken; MRSA suslari yatan hasta
orneklerinde ayaktan izlenen hasta drneklerine gore daha fazla izole edilmistir ve

aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ( p<0.0001 ) (Tablo 4).

Tablo 4: MRSA ve MSSA suslarinin yatan ve ayaktan izlenen hastalardaki dagilimi.

Yatan hasta ornekleri | Ayaktan hasta ornekleri
(N:123) (N:77) P
57 (87.7) 8(12.3)
MRSA n (%) 0.0001
MSSA n (%) 66 (48.9) 69 (51.1)

Calismaya alinan 200 susun antibiyotik duyarliliklar1 Kirby Bauer disk
difizyon yontemiyle degerlendirilmistir. Yatan hastalardan izole edilen MRSA
suslarinin antibiyotik diren¢ dagilimlarina bakildiginda; 57 susun 57’sinde de
penisilin direnci bulunurken, 56 (%98.2)’sinda rifampin ve sefotaksime, 54
(%94.7)’iinde tetrasiklin, amoksisilin- klavulonat ve meropeneme, 51 (%89.5)’inde
siprofloksasine, 50 (%87.7)’sinde gentamisine, 33 (%57.9)linde azitromisine ve 5
(%8.8)’inde trimetoprim/sulfametoksazole, 4 (%7.0)’tinde kloramfenikole direng

bulunmustur. Ayaktan izlenen hastalardan izole edilen MRSA suslarinda ise, en
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yiikksek direng orant 8 susun 8 (%100)’inde penisiline karst bulunurken, 7
(%87.5)’sinde tetrasikline, 6 (%75)’sinda amoksisilin-klavulonat ve siprofloksasine,
5 (% 62.5)’inde azitromisin, gentamisin, rifampin ve sefotaksime, 4 (%50)’iinde
(%12.5)’inde

bulunmustur. Yatan hastalardan izole edilen MSSA suslarinda ise penisiline 36 susta

meropeneme, 1 sulfametoksazol ve kloramfenikole direng
(%54.5), azitromisine 6 susta (%9.1), siprofloksasine 4 susta (% 6.1), rifampine 3
susta (% 4.5), tetrasikline ve gentamisine 2 susta (%3.0), kloramfenikole kars1 1
susta (%]1.5) direng bulunurken sefotaksim, amoksisilin-klavulonat ve meropeneme
kars1 diren¢ bulunmamistir. Ayaktan izlenen hastalardan izole edilen MSSA
suslarimin 36 (%52.2)’sinda penisilin direnci, 7 (%10.1)’inde azitromisine, 5
(%7.2)’inde, 1’er susta rifampine ve siprofloksasine karsi direng bulunmustur.
Ayaktan ve vyatan hastalardan izole edilen tim MRSA ve MSSA suslarinda

vankomisin ve teikoplanine kars1 direng gortilmemistir (Tablo 5).

Tablo 5: Yatan ve ayaktan izlenen hastalardan izole edilen MRSA ve MSSA
suslarinin antibiyotik diren¢ dagilim tablosu.

MRSA MSSA
ANTIBIYOTIK Yatan Ayaktan Yatan Ayaktan
hasta hasta hasta hasta
n (%) n (%) n (%) n (%)
Penisilin 57 (100) 8 (100) 36 (54.5) | 36(52.2)
Sefotaksim 56 (98.2) | 5(62.5) _ _
Amoksisilin- klavulonat 54 (94.7) | 6(75.0) _ _
Meropenem 54 (94.7) | 4(50.0) _ _
Siprofloksasin 51(89.5) | 6(75.0) 4 (6.1) 1(1.4)
Gentamisin 50 (87.7) | 5(62.5) 2 (3.0) _
Azitromisin 33(57.9) | 5(62.5) 6 (9.1) 7(10.1)
Trimetoprim/sulfametoksazol 5 (8.8) 1(12.5) _ _
Kloramfenikol 4 (7.0) 1(12.5) 1(1.5) _
Tetrasiklin 54 (94.7) | 7(87.5) 2 (3.0) 5(7.2)
Vankomisin _ _ _ _
Teikoplanine _ _ _ _
Rifampin 56 (98.2) | 5(62.5) 3(4.5) 1(1.4)
Klindamisin 51(89.5) | 5(62.5) 6 (9.1) 5(7.2)
Eritromisin 33 (57.9) 5(62.5) 6 (9.1) 1(1.4)
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izole edilen 200 S. aureus susunda fenotipik olarak metisilin direnci CLSI’nin
onerileri dogrultusunda oksasilin, sefoksitin disk difiizyon yontemi ve oksasilin tuz
agar tarama yontemiyle saptanmistir. 65 susun hepsi disk diflizyon yontemiyle hem
oksasilin ve sefoksitin hem de oksasilin tuz agar tarama yontemi ile direngli
saptanmistir. Fenotipik yontemlerle MRSA olarak tanimlanan 65 susun genotipik
olarak metisilin direncini gostermek amaciyla PCR yontemiyle mecA gen tespiti
yapilmistir. MRSA suslarinin 61 (%93.8)’inde mecA geni pozitif bulunmustur
(Sekil 1). Fenotipik olarak hem oksasilin hem de sefoksitin testi ile MRSA olarak
tanimlanan 4 susta genotipik olarak mecA geni saptanmamistir. Ayrica MSSA olarak
tanimlanan 135 susun da mecA geni arastirilmis ve higbirinde mecA geni

saptanmamuistir.

~-2000bg
~1500bg

~-1000bg

Sekil 1: MRSA suslarinda Mec A genlerinin PCR jel gotiintiileri. ( M1: 0.1-10kb DNA
ladder, 1: Negatif kontrol, 2: Pozitif kontrol; ATCC 43300, 3-8, 10-13: Mec A pozitif MRSA suslari,
9: Mec A negatif MRSA).

MecA geni pozitif bulunan suslarin herbirinin SCCmec tipleri uygun primerler
kullanilarak multipleks PCR yontemi ile SCCmec | ( 1A, IA benzeri), SCCmec I,
SCCmec Il (1A, 111 benzeri), SCCmec IV(IVA) seklinde tiplendirildi. SCCmec
PCR goriintiileri Sekil 2 ve 3°de gosterilmistir.
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Sekil 2: MRSA suslarinin SCCmec tiplerinin PCR jel goriintiileri. ( M1: @X174 DNA
ladder, M2: 100 b¢ DNA ladder, 1:Negatif kontrol, 2-5: Kontrol suslar (2, 4: Sccmec Tiplll, 3:
Sccmec Tip 11, 5: Scemec Tip V) 6, 7, 8, 10 : Sccmec Tip 1A benzeri, 9: Sccmec Tip 11, 11: Sccmec
Tip IV, 12: Sccmec Tip IVA).

MI 9 10 11 12 M1

Sekil 3: MRSA susglarmin SCCmec tiplerinin PCR jel goriintiileri. ( M1: 100 bg¢ DNA
ladder, 5-8: Kontrol suglar (5,7: Sccmec Tiplll, 6: Sccmec Tip I, 8: Sccmec Tip IV) 1, 3, 4, 12: :
Sccmec Tip I, 2: Tip 11 benzeri, 9, 10: Sccmec Tip I, 11: Sccmec Tip V).
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Calismaya alinan genotipik olarak mecA gen varlig1 gosterilmis olan 61 MRSA
susunun 37’si SCCmec Tip III, 9’u SCCmec Tip 1, 5°i SCCmec Tip III benzeri, 6’s1
SCCmec Tip IA benzeri, 2’si Tip IV, 1’1 SCCmec Tip IVA ve 1’1 de Tip 1A olarak

tanimlandi (Tablo 6).

Tablo 6: SCCmec tiplerinin MecA pozitif suslardaki dagilimi.

scCmec | Tipl | TiplA bTeinpz'Qi Tipll | Tiplll bTeiri'e'h TiplV | TipIVA
MecA(+)
Z"\Egﬁ 0(14.8) | 1(1.6) | 6(9.8) | _ |37(60.7) | 5(82) | 2(3.3)| 1(1.6)
n(%o)

Yatan ve ayaktan izlenen hastalardan izole edilen MecA pozitif 61 susun

SCCmec tiplendirilmesi Tablo 7°de verilmistir. Yatan hastalardan izole edilen mecA

pozitif toplam 55 susun 34’1 (%61.8) ve ayaktan izlenen hastalardan izole edilen 6

susun 3’1 (%50) SCCmec Tiplll olarak saptanmustir.

Tablo 7: SCCmec tiplerinin yatan ve ayaktan izlenen hasta suslarindaki dagilimi.

SCCmec Tip Yatan hasta n (%) | Ayaktan hasta n (%o)
SCCmec Tip | 8 (14.5) 1(16.7)
SCCmec Tip 1A 1(1.8) _
SCCmec Tip IA benzeri 6 (10.9) _
SCCmec Tip I 34 (61.8) 3 (50.0)
SCCmec Tip Il benzeri 4 (7.3) 1(16.7)
SCCmec Tip IV 1(1.8) 1(16.7)
SCCmec Tip IVA 1(1.8) _
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SCCmec Tip III saptanan 37 susun 15 (%40.5)’1 yara oOrneklerinden izole
edilirken 22 (%59.5)’si yara dis1 orneklerden izole edilmistir. SCCmec Tip | ve 1A
saptanan suslarin tiimii yara-dis1 6rneklerden izole edilirken, SCCmec Tip IV ve IVA
saptanan suslarin tiimii yara 6rneklerinden izole edilmistir. SCCmec Tiplerinin izole

edildikleri 6rneklere gore dagilimi Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8: SCCmec tiplerinin izole edildikleri 6rneklere gore dagilima.

SCCmec Tip Yara n (%) Yara-dis1 n (%)
SCCmec Tip | _ 9 (100)
SCCmec Tip IA _ 1 (100)
SCCmec Tip IA benzeri 3 (50.0) 3 (50)
SCCmec Tip HI 15 (40.5) 22 (59.5)
SCCmec Tip HI benzeri _ 5 (100)
SCCmec Tip IV 2 (100) _
SCCmec Tip IVA 1 (100) _

SCCmec tiplerinin antibiyotik direng oranlar1 Tablo 9’da gosterilmistir.
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Tablo 9: SCCmec tiplerine gore antibiyotik direng oranlari.

SXT C CIP CN RA AZM CTX ME AMC TE
SCCmec (N)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Tip 1 (9) _ _ 7(77.8) | 7(77.8) | 8(88.9) | 4(44.4) 8(88.9) | 8(88.9) | 9(100) | 9 (100)
Tip 1A (1) _ _ 1 1 1 1 1 1 1 1
Tip IA_ _ _ 6 (100) | 4(66.7) | 6(100) | 4 (66.7) 6 (100) 6 (100) 6 (100) | 6(100)
Benzeri (6)

Tip 111 37) | 4(10.8) | 3(8.1) |33(89.2) | 35(94.6) | 36 (97.3) | 18 (48.6) | 35(94.6) | 33(89.2) | 33(89.2) | 36(97.3)

Tip ”I_ 1 (20) 1 (20) 4 (80) 5(100) | 5(100) 5 (100) 5 (100) 5 (100) 5(100) | 5(100)
Benzeri (5)

Tip IV (2) B B 2 1 B 1 2 1 2 B
Tip IVA (1) _ _ 1 _ 1 1 1 1 1

(SXT: Trimetoprim/siilfametoksazol, C: Kloramfenikol, CIP: Siprofloksasin, CN: Gentamisin, RA: Rifampisin, AZM: Azitromisin, CTX: Sefotaksim, ME:
Meropenem, AMC: Amoksisilin-klavulonat, TE: Tetrasiklin )

Not: N< 5 verilerde % verilmemistir.
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S. aureus suslarmin PVL gen amplifikasyonlari i¢in iki farkli primer seti igeren
iki protokol uygulandi. Birinci protokolde Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri
kullanilarak 55°C ve 58°C’lerde iki farkli baglanma sicakligi denendi (Sekil:4-6). On
caligmalar sonrasi protokole 58°C ile devam edildi ve PCR yontemiyle 65 MRSA ve
135 MSSA izolatinda IukS/F-PV geninin varligi arastirildi. Luk-PV-1 ve Luk-PV-2
primerleri kullanilan ve 55°C’de baglanma 1s1s1 uygulanan PCR yontemiyle ¢alisilan
65 MRSA izolatinin 52 (%80)’sinde pozitif kontrolden daha kisa amplikon
gozlenmistir (Sekil 4). Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri ile 58°C baglanma 1sis1
uygulanilarak gergeklestirilen PCR ¢alismasinda 200 S. aureus susunun 2 (%1)’sinde
pozitif kontrol ile benzer sekilde 433 b¢’de amplikon izlenmistir. Iki sus PVL pozitif
olarak degerlendirilmistir. PVL pozitif olan izolatlardan 1’inin MRSA (%1.5), I’inin
ise MSSA’ya (%0.7) ait oldugu belirlenmistir (Sekil 5). On deneme gériintiileri Sekil
4 ve 6’da yer almaktadir.

Sekil 4: Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri ile 55 °C baglanma sicakligindaki PCR
jel goriintiileri (M1: @X174 DNA ladder, M2: 100 b¢ DNA ladder, 1: Negatif kontrol, 2: Pozitif
kontrol, 3- 6: 400 b¢ amplikon veren suslar).
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Sekil 5: Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri ile 58 °C baglanma sicakligindaki PCR
jel goriintiileri (M1: @X174 DNA ladder, M2: 100 bg¢ DNA ladder, 1: Negatif kontrol, 2: Pozitif
kontrol, 3, 4: PVL(+) suslar, 5, 6: PVL (-) suslar).

Sekil 6: Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri ile 55 °C ve 58 °C baglanma
sicakliklarindaki amplikonlarin es zamanl PCR jel gorintiileri (1- 7; 55 °C — 8- 13; 58
°C. M1 :100 b¢ DNA ladder, 1: Negatif kontrol, 2, 8: ATCC 25923, 3,9 : 67 no’lu MRSA susu, 4, 10:
13 no’lu MSSA susu, 5, 11: 44 no’lu sus, 6, 12: 37 no’lu sus, 7, 13:23 no’lu sus ).
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MRSA’lar ve MSSA’lar arasinda PVL saptanan izolatlarin her ikisi de
Dermatoloji polikliniginden gonderilen yara 6rneklerinden izole edilmislerdir. PVL
pozitif MRSA susu siprofloksasin, gentamisin, azitromisin, sefotaksim ve
amoksisilin-klavulonata direngli bulunmustur. PVL pozitif MSSA susu ise penisilin
disinda ¢aligilan biitiin antibiyotiklere duyarli bulunmustur. PVL pozitif MRSA susu
SCCmec tiplV olarak saptanmistir. PVL pozitif MRSA ve MSSA suslarinin
antibiyotik duyarliliklar1 Tablo 10° da gosterilmistir.

Tablo 10: PVL(+) MRSA ve MSSA suslarmin antibiyotik duyarliliklari.

P SXT | VA | C CIP | CN RA AZM CTX | ME | AMC | TEC TE

PULBMRSA T 2l s |sls| R IR s | R |R|s|R | s |s
(n:1)
PVLE”'l\;'SSARssssssssssss
n:

(P:Penisilin, VA:Vankomisin, SXT:Trimetoprim/siilfametoksazol, AK:Amikasin, C:Kloramfenikol,
CIP:Siprofloksasin, CN:Gentamisin, RA:Rifampisin, AMC:Amoksisilin-klavulonat,
AZM:Azitromisin, TE:Tetrasiklin, CTX:Sefotaksim, TEC:Teikoplanin, R:Direngli, S:Duyarli )

Luk-S PV ve luk-F PV genlerini kapsayan 1918 b¢’lik bolgenin amplifikasyonu
icin ikinci protokolde PVLup ve PVLdn primerleri kullanilarak 50°C ve 48°C olmak
tizere iki farkli baglanma sicakligi denendi. Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri
kullanilarak pozitif saptanan 2 sus ve pozitif kontrol suslarla birlikte toplam 30 sus,
PVLup ve PVLdn primerleri kullanilarak 50°C baglanma sicakliginda caligild.
Pozitif kontrol suslar ve Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri kullanilarak pozitif
saptanan 2 sustan 1’i PVL pozitif saptandi (Sekil 7). On ¢alismalar sonras protokole
48°C ile devam edildi. Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri kullanilarak 58°C’de PVL
pozitif saptanan iki izolat, PVL up-dn primerleri ile 48°C’de PVL pozitif saptanan

suslar ile ayniydi.
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2

Sekil 7: PVLup ve PVLdn primerleri ile 48 °C ve 50 °C baglanma sicakliklarindaki
amplikonlarin es zamanli PCR jel goriintiileri (1-8; 48 °C _ 9-13; 50 °C. M1: 0.1-10kb DNA
ladder, 1,9: Negatif kontrol, 2,10: ATCC 25923, 5,12 : 67 no’lu MRSA susu, 6,11: 13 no’lu MSSA

susu, 3,13: 44 no’lu sus, 4,7,8 : PVL (-) suslar).

SCCmec Tip IV ve IVA saptanan suslarin antibiyotik direng profili Tablo

11°de verilmistir.

Tablo 11: SCCmec Tip IV saptanan suslarin antibiyotik direng profili.

SCCmec Tip IV SCCmec Tip IV SCCmec Tip IVA
(Uroloji) (n:1) (Dermotoloji) (n:1) (Dahiliye) (n:1)
P R R R
SXT R S S
VA S S S
C S S R
CIP R R R
CN S R S
RA S S R
AZM S R R
CTX R R R
ME R S R
AMC R R R
TEC S S S
TE S R S

(P:Penisilin, VA:Vankomisin, SXT:Trimetoprim/siilfametoksazol, AK:Amikasin, C:Kloramfenikol,
RA:Rifampisin, AMC: Amoksisilin-klavulonat,
AZM:Azitromisin, TE:Tetrasiklin, CTX:Sefotaksim, TEC:Teikoplanin, R:Direngli, S:Duyarli )

CIP:Siprofloksasin, CN:Gentamisin,
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TARTISMA

S. aureus izolatlarinda goriilen en Onemli sorun, giderek artan oranlarda
gorilen metisilin direncidir. Giiniimiizde MRSA tiim diinyada yaygin olarak
goriilmesine ragmen prevalansi iilkeler arasinda farklilik gostermektedir. HK-MRSA
enfeksiyonlarmin yaninda TK-MRSA enfeksiyonlarinin goriilme sikliginda da
onemli bir artis gorilmektedir. TK-MRSA ve HK-MRSA’larin molekiiler
epidemiyolojisi ve antibiyotiklere duyarliliklari birbirinden farklidir (75).

Caligmaya aldigimiz MRSA suslarinin gonderilen servislere gore dagilimlarina
bakildiginda; suslarin % 67.0’sinin yogun bakim ve cerrahi servislerden gelen
orneklerden izole edildigi goriilmektedir. Bu servislerde yatan hastalarin uzun siire
yattyor olmasi, invaziv isleme diger hastalardan daha fazla maruz kalmasi ve
antibiyotik kullaniminin daha sik olmasina MRSA suslarimin bu servislerde
digerlerine oranla daha fazla izole edilmesinin nedeni olabilir.

Calismamizda yatan hastalardan izole edilen MRSA suslarinin antibiyotik
diren¢ dagilimlarina bakildiginda; rifampin ve sefotaksimde %98.2 ile en yiiksek
direng saptanirken tetrasiklin, amoksisilin-klavulonat ve meropenemde %94.7,
siprofloksasinde %89.5, gentamisinde %@87.7, azitromisinde %57.9 direng
saptanmistir.  En  disik direng ise trimetoprim/sulfametoksazolde %8.8,
kloramfenikolde %7.0 olarak tespit edilmistir. Ayaktan izlenen hastalardan izole
edilen MRSA suslarindan ise en yiiksek direng tetrasiklinde (%87.5) goriiliirken en
diisiik diren¢ kloramfenikol ve trimetoprim/sulfametoksazolde (%12.5) gortilmiistiir.
Ayaktan ve yatan hastalardan izole edilen tiim MRSA suslarinda vankomisin ve
teikoplanine kars1 direng saptanmamustir.

Tiirkiye’de ve yurtdisinda yapilmis ¢aligmalarda gentamisin direnci MRSA
suglarinda %28-92, MSSA suslarinda ise %2-10 arasinda bildirilmistir (96-100).
TMP-SXT’de direng oranlart MRSA suslarinda %2.5-74, MSSA’da ise %5-38
arasinda bildirilmistir (96, 98-100, 102). MRSA suslarinda siprofloksasine %17-95
ve MSSA suslarinda ise %2-4 arasinda direng saptanmistir (96, 98-101, 103).
Rifampine direng, MRSA ve MSSA suslarinda sirasiyla %2.5-66 ve %0-17 olarak
bildirilmistir (96, 98-100, 102, 104).
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MRSA’larda ¢oklu antibiyotik direnci goriildiigii icin oncelikle suslarinin hizli
ve dogru tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliligina goére uygun antibiyotigin
secilmesi  gerekmektedir. Metisiline direngli stafilokoklarin, duyarli olarak
saptanmasi tedavinin yetersizligine neden olurken, metisiline duyarl stafilokoklarin
direngli saptanmasi da glikopeptid antibiyotiklerin gereksiz kullanimina ve tedavi
maliyetinin artmasina yol agmaktadir (105, 106).

CLSI, S. aureus’larda metisilin direncini gostermede oksasilin ve sefoksitin
disk diflizyon yontemlerini fenotipik test olarak onermektedir. CLSI disk diflizyon
testine ek olarak oksasilin agar tarama testini de Onermektedir. Bazi MRSA
suslarinda heterojen metisilin direnci ekspresyonundan dolay1 fenotipik metotlarla
her zaman dogru olarak tanimlanamayabilir. Bu nedenle stafilokoklarda, metisilin
direncini belirleyebilmek i¢in PCR ile mecA geninin tespiti altin standart olarak
kabul edilmektedir. Fakat rutin laboratuvarlarda molekiiler tekniklerin uygulanma
zorluklar1 nedeniyle metisilin direnci fenotipik yontemlerle gosterilmektedir (107,
108).

Calismamizda, S. aureus suslar1 izole edildikten sonra, disk diflizyon
yontemiyle oksasilin ve sefoksitin direncine ek olarak oksasilin agar tarama testine
bakilmis ve 65 susun tamami MRSA olarak tanimlanmigtir. Daha sonra tiim suglarda
PCR ile mecA geni arastirtlmis ve 61 susun MRSA olduklar1 dogrulanmistir.
Baslangicta MRSA izolasyonu i¢in uygulanan oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon
yonteminde direngli bulunan 4 susta PCR teknigi ile mecA geni tespit edilememistir.
Bu sonug; 4 susun mecA geni tasimadigr halde normal PBP genlerinde modifikasyon,
normal PBP’lerin asir1 ekspresyonu ya da stafilokokal beta laktamazlarin asiri
tiretimi sonucu diisiik diizeyde oksasilin direnci gdsteren “Borderline MRSA” suslar1
olabilecegini diisiindiirmektedir (16, 70).

Fenotipik testlerde inkiibasyon 1sis1, NaCl konsantrasyonu, besiyeri, bakteri
saklama kosullar1 ve inokulum yogunlugu gibi invitro sartlarin direncin
ekspresyonunu etkiledigi bildirilmistir. Ayrica stafilokoklarda mecA geni tasidigi
halde fenotipik olarak oksasilin ve sefoksitine duyarli ya da diisiik diizeyde direngli
goriilen heterorezistan suslar oldugu bilinmektedir (109, 110). Bu nedenlerden dolay1
bu ¢alismada fenotipik yontemlerle duyarli bulunan ve MSSA olarak tanimlanan 135

susta da PCR ile mecA gen varligi arastirtlmistir. Suslarin higbirisinde mecA
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saptanmamistir. Bu sonug fenotipik yontemlerle elde edilen sonuglarimizla uyumlu
bulunmustur.

MecA geni, kromozomda Stafilokok Kaset Kromozom mec (SCCmec) olarak
adlandirilan bliyiik ve hareketli bir eleman iizerinde yer alir. SCCmec tiplerinin
belirlenmesi, SCCmec tiplerinin prevalansi, iilke genelindeki MRSA klonlarinin
takibi ve klinik ortamda MRSA suslarinin yayilimi1 hakkinda bilgi edinmek i¢in
kullanilan bir yontemdir. Genellikle HK-MRSA suslarinin SCCmec tip I, II, 11, TK-
MRSA suslariin ise SCCmec Tip IV, V ile iliskili oldugu belirtilmistir (111, 112).
Onceki calismalarda, SCCmec tiplerinin MRSA izolatlarindaki  dagilim
incelendiginde, HK-MRSA izolatlarinin biiyiik ¢ogunlugunun SCCmec Tip I, Il veya
I1l, TK-MRSA izolatlarinin ise SCCmec Tip IV, V veya VI olarak bulundugu
goriilmektedir (41, 84, 113, 114).

Hong Kong Halk Sagligi Laboratuvar’inda TK-MRSA oldugu diisiiniilen 140
izolat incelenmis ve SCCmec Tip IV %71.4 ve SCCmec Tip V %28.6 oraninda
bulunmustur (114). Arakere ve ark. (115), Hindistan’da 6nemli bir nozokomiyal
patojen oldugu i¢in iki farkli hastanede izole edilmis toplam 82 MRSA’da molekiiler
genotipleme yapmuslardir. Calismada multipleks PCR kullanilarak suslardan 49
(%59.7)’unun SCCmec Tip II1, 26 (%31.7)’smin Tip IIIA igerdigi saptanmistir. Cin
ve Tayvan'da iki hastaneden izole edilen 132 MRSA susunun multipleks PCR
yontemi ile SCCmec tipi arastirilmis ve izolatlarin 126 (% 95)’st SCCmec Tip 1l
veya IITA ve 2’sinde SCCmec Tip Il varyant ve 1 susta SCCmec Tip IV saptandigi
bildirilmistir. (116). Kili¢ ve ark. (84), yaptiklari ¢calismada HK-MRSA suslarinda
%90.9 (40/44) oraninda SCCmec Tip I, TK-MRSA suslarinda %40 (2/5) oraninda
SCCmec Tip IV saptamislardir.

Yapilan calisma sonuclarina benzer olarak bizim ¢alismamizda da, 61 MRSA
susunun 37 (%60.7)’sinin SCCmec tip I, 5 (%8.2)’inin Tip Il benzeri SCCmec
eleman1 tasidigi bulunmustur. SCCmec tip Il saptanan suslarin 34’4 yatan
hastalardan 3’1 ayaktan izlenen hastalardan izole edilirken, SCCmec tip Il benzeri
suslarin 4’1 yatan hastalardan, 1’1 ise ayaktan izlenen hastadan izole edilmistir..
Ancak calismamizda, Tip III benzerinin yanisira 6 (%9.8)’smin Tip 1A benzeri

SCCmec elemani tasidigi da saptanmustir. Bu tip, multipleks PCR ile daha once
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belirtilen Tip IA ile ayni bantlar1 igermektedir. Calismamizda Tip I, 1A, I, IV ve
IVA SCCmec tipleri de saptanmustir.

Ulkemizde vyapilan ¢alismalar incelendiginde; Tekeli ve ark. (117)
calismalarinda, yatan hastalarin kan kiiltiirlerinden izole edilen 100 adet HK-MRSA
izolatindan 84 (%84)’iinde SCCmec Tip III, birer susta ise Tip IA, Tipll ve Tip 1A
oldugunu saptamislardir. Benzer sonuclar bagka ¢aligmalarda da saptanmistir (115,
116).

Hacettepe Universitesi Hastanesi’nde 2004-2005 tarihleri arasinda yatan
hastalardan alinan klinik 6rneklerden izole edilmis 110 MRSA susunun antibiyotik
duyarliliklari, mecA gen varligi ve SCCmec tiplerini aragtirmislardir. Suslar; agirlikli
olarak (%71) yogun bakim initeleri ve cerrahi servislerin klinik 6rneklerinden izole
edilmistir. Suslarin tiimiinde mecA geni pozitif bulunmus ve 68 (%61.8)’inde
SCCmec Tip III, 38 (%34.5)’inde SCCmec varyant IIIB ve 3 (%2.7)’tinde SCCmec
Tip IV tespit edildigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada 1 susta mecA geni pozitif olup,
SCCmec tipleri arasinda siniflandirilamadigi belirtilmistir (113). Calismalarda mecA
geni tasidigr halde multipleks PCR yontemiyle hi¢ bant vermeyen veya elde edilen
bant paterninin herhangi bir tiple uyum saglamamasi halinde bu suslar
“Tanimlanamayan” veya “Siniflandiritlamayan” grubuna dahil edilmistir (93, 113).

Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli bir calismada, alt1 farkli cografik bolgedeki
sekiz tiniversite hastanesinden izole edilen 54 MRSA izolatinin tiimiinde SCCmec
Tip HI gosterilmistir (112). Tiirkiye genelini yansitan bu ¢aligmadaki bulgular ile
calismamizda SCCmec Tip III baskinligi ile ilgili sonuglarimiz paraleldir. Dokuz
Eyliill Universitesi'nde yapilan diger bir ¢alismada ise, yatan hastalarin kan
kiiltiirlerinden izole edilen 9 MRSA izolatinin daha 6nce bildirilen Tip A ve
[IB’den farkli bir Tip III varyanti tagidig1 saptanmigtir (118).

HK-MRSA izolatlar1 farkli direng belirleyicileri tasimalar1 ve suslarin icerdigi
SCCmec tipi nedeniyle genellikle ¢oklu ilag direnglidir. Hastane kdkenli suslarda en
stk bulunan SCCmec tipleri Tip II ve III’tiir. Bu tiplerde daha fazla direng elemani
bulundugu i¢in bunlar tagiyan klonal soylar da daha direnglidir. SCCmec Tip I, 1V,
V sadece beta-laktam direncini kodlarken, SCCmec Tip II ve III ¢oklu ilag direncine
yol agar. Bunun nedeni, Tip II ve IIl elemanlarin kaset igine entegre olmus

plazmidler (pUB110, pI258 ve pT181) ile bir transpozon (Tn 554) araciligiyla ek
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direng genleri tasimalaridir. Plazmid pUB110, kanamisin, tobramisin, bleomisin
direncinden sorumlu ant(4’) genini; pI258 penisilin ve agir metal direncini, pT181
tetrasiklin direncini tasirken, Tn 554 ise indiiklenebilir MLSD tipi dirence yol acan
ermA genini tasimaktadir. Farkli cografi bolgelerde farkli SCCmec tiplerinin baskin
oldugu ve farkli antibiyotik direng paterni gosterdikleri bildirilmistir (8, 119).

Calismamizda degerlendirilen suslarda baskin tip olarak saptanan SCCmec Tip
I1l, HK-MRSA izolatlarinda en sik tespit edilen kromozomal kaset tiplerindendir.
Ulkemizde yapilan diger ¢alismalarda da SCCmec Tip IlI’in baskin oldugu
goriilmektedir (112, 113, 117, 118). SCCmec Tip III elemani, mec geni yani sira
tetrasiklin ve civa direncinden sorumlu pT181 plazmidini, ermA geninin tasidig1
MLS direncinden sorumlu Tn 554 ve kadmiyum direncinden sorumlu Tn 554
transpozonlarin1  tasimaktadir. Bu diren¢ genlerine sahip izolatlar, siklikla
antibiyotiklere karsi coklu direng gostermektedir (120). Akoglu ve ark. (113)
yaptiklar1 ¢alismada; ¢cogunlukla yogun bakim iiniteleri ve cerrahi servislerde yatan
hastalarin piiy ve kan orneklerinden izole edilen HK-MRSA suslarmin ¢ogunda
SCCmec Il veya varyant Tip IIIB saptanmis ve bu suslarda c¢oklu ilag direnci
gozlendigini belirtmislerdir. Yapilan bir diger ¢alismada da SCCmec III tipi suslarin
coklu ilag direncine sahip olduklart bildirilmistir (116). Bizim g¢alismamizda da
SCCmec Tip Il ve SCCmec Tip III benzeri saptanan suslarin antibiyotik
duyarhliklarina baktigimizda, ¢oklu antibiyotik direnci gozlenmistir.

Son yillarda, HK-MRSA suslariin yanisira, agir nekrotik enfeksiyonlar yapan
TK-MRSA’lar da insan hayatini tehdit etmeye baslamistir. TK-MRSA izolatlarinin
HK-MRSA izolatlarindan farkli olarak SCCmec Tip IV, V ve VI elemanlarini
tasimalari; az sayida diren¢ genine sahip olmalari ve ¢ogu antibiyotige duyarl
olmalarini saglamaktadir. Fakat SCCmec IV MRSA suslarinin genetik elemaninin
kiicik olmas1 aym1 zamanda diger S. aureus suslarina aktarimasini da
kolaylastirmaktadir (84, 121).

Moran ve ark. (55) SCCmec Tip IV saptadiklart MRSA izolatlarinin %95’inde
klindamisine, %6’sinda eritromisine, %60°inda florokinolona, %100’{inde rifampine
%100’inde trimetoprim-sulfametoksazole ve %92’sinde tetrasikline duyarl
bulmuslardir. Cezayir’de yapilan bir ¢alismada ise; SCCmec IV ve SCCmec IVA
saptanan 45 MRSA susunun 5’i HK-MRSA olup bu suslarda c¢oklu antibiyotik

52



direnci saptanmistir (122). Calismamizda SCCmec IV tipi saptanan 2 sustan 1’1
Uroloji servisinde yatan hastanin yara oOrneginden, digeri ise Dermatoloji
polikliniginde ayaktan hastanin yara 6rneginden izole edilmistir. SCCmec IVA tipi
ise yatan hastanin yara orneginden izole edilmis 1 susta saptanmustir. Bu suslarin
timii yara Orneginden izole edilmistir ve bu suslarda ¢oklu antibiyotik direnci
goriilmistiir. SCCmec IV ve IVA saptanan suglarin tiimiinde siprofloksasine,
sefotaksime ve amoksisilin-klavulonata direng saptanmustir.

Japonya’da yapilan bir ¢alismada, saghikli ¢ocuklarin nazal siiriintii
orneklerinden izole edilen 231 S. aureus susunun 44’ti MRSA olarak belirlenmistir.
MRSA suslarinin 11’1 SCCmec IIA, 19°u SCCmec IIB, 14’i ise SCCmec IV olarak
tespit edilmistir (40). Florida-Miami’de yapilan bir ¢alismada; 202 MRSA susunda
multiplex PCR yontemiyle SCCmec tipleri arastirilmistir. Suslarin  107’sinde
SCCmec Tip II, 73’tinde SCCmec Tip IV, 5’inde SCCmec Tip I, 2’sinde SCCmec
Tiplll, 1’inde SCCmec IIIA saptanmis ve 4 susta ise tiplendirme yapilamamistir
(123). Bu calismalarin bizim ¢alismamizdan farki SCCmec Tip IV ve Tip II’nin
agirlikli olarak saptanmis olmasidir.

Tekeli ve ark. (117) galismalarinda HK-MRSA izolatlarinda SCCmec tip 1V
belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada da; kan 6rneklerinden izole edilen HK-MRSA
suglarinin %60°1inda SCCmec Tip IV saptanmistir (124). Strandén ve ark. (125) 4 yil
boyunca izole ettikleri 66 HK-MRSA ve 11 TK-MRSA susu ile yaptiklari ¢alismada;
HK-MRSA suslarinin = %43.9’unun, TK-MRSA izolatlarinin ise %36.4’{inilin
SCCmec tip IV/IVA tasidigint saptamislardir. Bu ¢alisma, SCCmec tip IV’iin TK-
MRSA gibi HK-MRSA suslarinda da tasinabilecegini gostermektedir. Kore’ de
yapilan diger calismada; MRSA bakteriyemi enfeksiyonu olan hastalardan izole
edilen 78 susun 9’unun SCCmec tip IVA tasidig1 saptanmistir. Bu suslarin  6’sinin
HK-MRSA ve 2’sinin TK-MRSA oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar ¢alismadan
elde edilen sonuglar1 degerlendirdiklerinde SCCmec Tip IVA’nin aslinda TK-MRSA
icin kesin bir gosterge olmadigmi ve klonal olarak toplumla hastane arasinda
yayildiginmi 6ne siirmiislerdir (126). Cezayir’de HK-MRSA suslarinda SCCmec Tip
IV’iin agirhikli olarak goriilmesi bir toplumsal klonun hastane salgini yapmasiyla

aciklanmustir (122).
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SCCmec tip IV deri ve yumusak doku enfeksiyonlariyla iligkili goriilmektedir
(119). Giilmez ve ark. (127) yaptiklar1 ¢alismada; SCCmec tip IV saptanan MRSA
suslarinin = %3.1’inin  deri- yumusak doku enfeksiyonlariyla iligkili oldugu
gorilmistiir. Bizim c¢alismamizda da Tip IV ve IVA saptanan suslarin yara
orneklerinden izole edilmis olmasi benzerlik gostermektedir.

Nekrotizan enfeksiyonlara neden olan TK-MRSA, HK-MRSA suslarina gore
SCCmec Tip IV ve PVL toksinini daha sik oranda tasimaktadir. PVL, 6zellikle
MSSA suslarinda saptanmasina ragmen MRSA’larda da tespit edilebilmektedir (29,
121). Bu suslarin toplumda yaygin olarak bulunan ve PVL tagiyan MSSA izolatlarina
SCCmec Tip IV girmesi ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Bu diisiinceye ek olarak;
hastane kokenli izolatlarin PVL sentez genleri kazanip toplumda yayilimi veya
toplumda bulunan MSSA suslarinin hem PVL hem de SCCmec Tip IV kazanmasi
gibi hipotezler de bulunmaktadir. PVL pozitif MRSA izolatlari, 6zellikle cocuklarda
nekrotizan pnémoni ve S. aureus’a bagl agir cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarina
sebep olmaktadir (8).

Cercenado ve ark. (41) Acil Servis’e bagvuran hastalardan izole ettikleri ve
licten fazla antibiyotik grubuna direngli olarak bulduklar1 53 MRSA izolatinin
13’tinde (%24) PVL pozitifligi saptamiglardir. PVL pozitif suslarin hepsi TK-MRSA
olup 11’1 deri ve yumusak doku enfeksiyon drneklerinden izole edilmistir. SCCmec
tipi ise SCCmec IV olarak saptanmistir. Hong Kong’ta yapilan bagka bir prospektif
caligmaya piiriilan deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 olan 298 hasta dahil
edilmistir. Tim TK-MRSA izolatlar1 arasinda %10.4 (13/125) ve abselerin %5
(12/241)’inde PVL pozitif bulunmustur. PVL pozitif 13 sustan 10’unda SCCmec Tip
IV, 3’tinde ise SCCmec TipV saptanmustir (128).

Fransa’da, S. aureus’un neden oldugu deri enfeksiyonu olan 229 hasta susuyla
yapilan c¢alismada, 97 (%42.5) PVL pozitifligi saptanmistir. 53 follikiiler
enfeksiyonun (follikiilit, fronkiil, karbonkiil) 39 (%74)’unda PVL pozitif saptanirken
131 nonfollikiiler enfeksiyonun 16 (12%)’sinda PVL pozitif saptanmistir. PVL
pozitif S. aureus suslarmin 6zellikle folikiiler deri enfeksiyonlar ile iligkili oldugu
sonucuna varilmistir (129).

Calismamizda PVL pozitiflik oran1 %1 olarak saptanmigtir. PVL pozitif
suslardan birisi SCCmec Tip IV tasirken, digeri MSSA olarak tanimlanmigtir. PVL
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pozitif 2 susun da Dermatoloji kliniginden gonderilen yara 6rneginden izole edilmis
olmasi SCCmec Tip IV ve PVL deri ve yumusak doku enfeksiyonlariyla iligkili
oldugu bilgisini desteklemektedir. SCCmec Tip IV ve PVL genini birlikte tagimasi ve
ayaktan hastanin yara 6rneginden izole edilmesi bu susun TK-MRSA susu oldugunu
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte calismamizda PVL geni tasiyan MSSA izolatinin
saptanmis olmasi PVL pozitif MRSA’ya kaynak olabilecegi i¢in 6nemlidir (130).

Saglam deriden penetre olabilen PVL pozitif suslarin neden oldugu
enfeksiyonlarin komplikasyonlarina daha sik rastlanmakta ve mortalite oranlar1 daha
yiiksek seyretmektedir (49). PVL pozitif suslarin yaptigi pnomonilerin incelendigi
bir ¢alismada; daha once saglik sorunu olmayan, PVL pozitif susla enfekte 8 hastada
hemorajik nekrotizan pnoémoni tanis1 konulmus ve bunlardan 6’s1 Oliimle
sonuclanmustir (49). Ulkemizde yapilan bir calismada da; PVL pozitif saptanmis 3
sus ciddi nozokomiyal enfeksiyonla iliskili bulunurken, deri ve yumusak dokudan
izole edildigi bildirilen 7 susun 4’iiniin altta yatan hastaligt olmayan saglikli
bireylerden izole edildigi bildirilmistir (127).

Ingiltere’de, PVL geninin stafilokokal hastaliklarda dagilimini saptamak igin
secilen 470 izolattan 23’tinde (%4.9) PVL pozitif saptanmistir. PVL pozitif 23
izolatin 15’ini (%65) deri ve yumusak doku oOrneklerinden, 4’G  pndmonili
olgulardan, 2’si yanik enfeksiyonlarindan, 1 tanesi haslanmis deri sendromlu 1 tanesi
de bakteriyemili hastalardan izole edilmistir. PVL pozitifligi, dzellikle abse olmak
tizere cogu deri ve yumusak doku enfeksiyonu ile iligkili bulunmustur (38).

Lina ve ark. (30), 172 S. aureus izolatinda PVL genlerini PCR yontemi ile
incelemislerdir. Fronkiille iligkili izolatlarin %93’iinde, tamami1 toplum kaynakli agir
nekrotizan pndmoniyle iliskili izolatlarm %85’inde PVL saptanmustir. Infektif
endokardit, mediastinit, hastane kokenli pndmoni, idrar yolu enfeksiyonu, enterokolit
gibi enfeksiyonlar ve toksik sok sendromundan sorumlu suglarda PVL tespit
edilememistir. Calismada, PVL’nin esas olarak deri ya da mukozay1 igeren nekrotik
lezyonlarla ve toplum kaynakli siddetli nekrotizan pnomoniyle iliskili oldugu
sonucuna var1lm1§,t1r.

Aires de Sousa ve ark. (131) hastane kaynakli MSSA izolatlarinda PVL

pozitifligini %35 oraninda saptamiglardir.
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Yunanistan’da 2001-2003 yillar1 arasinda yatan ve poliklinik hastalarindan
izole edilen 1058 S. aureus susunda PVL pozitifligi 287 (%27) susta saptanmustir.
PVL pozitif suslarin %45°’i MRSA, %12’si MSSA oldugu belirlenmistir. TK-
MRSA’larda %72, HK-MRSA’larda %23, poliklinik hastalarinda %20, yatan
hastadan %5 oraninda PVL pozitifligi saptanmstir. izole edilen suslar poliklinik
hastalarindan deri ve yumusak doku enfeksiyonundan, yatan hastalarda ise cerrahi
yara ve protez cihaz 6rneklerinden elde edilmistir (132).

Ellington ve ark. (133) da, Ingiltere ve irlanda'da bakteriyemili yatan
hastalardan izole edilen 244 S. aureus susunun 4(%1.6)’inde PVL pozitifligi
saptamiglardir. PVL pozitif suslarin hepsi MSSA iken 88(%36)’i MRSA olan
suslarin higbirisinde PVL pozitifligi saptanmamistir. PVL pozitif suglar deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarindan izole edilmistir.

Amerika Birlesik Devletleri’nde, deri ve yumusak doku enfeksiyonu olan
hastalardan izole edilen 320 S.aureus izolatinda SCCmec ve PVL arastirilmustir.
Izolatlarin 249(%78)’ u MRSA ve 71(%17)’i MSSA olarak belirlenmistir. MRSA
izolatlarinin %98’inde PVL pozitifligi ve SCCmec tip IV saptanirken, MSSA
izolatlarinin %42’sinde PVL pozitifligi saptanmistir (55).

Fransa’da yapilan bir ¢alismada ise; deri ve yumusak doku enfeksiyonlu
ayaktan ve yatan hastalardan izole edilen 22 MRSA susunda % 31 oraninda, 6 TK-
MRSA susunun hepsinde (%100) PVL pozitifligi bildirilmistir (39).

Bu c¢aligmalarda PVL %]1.6 ile %100 arasinda degisen oranlarda pozitif
saptanmis olmasina ragmen iilkemizde ve yurtdisinda yapilan bazi ¢caligmalarda PVL
pozitifligine rastlanmamugtir (39, 40, 55, 131-134).

Budimir ve ark. (134) kan dolasimi enfeksiyonuna neden olmus 82 MRSA
susunun higbirisinde PVL pozitifligine rastlamamiglardir. Hisata ve ark. (40) da 231
S.aureus susunun 44’tinii MRSA olarak tanimlamiglar ve bu suslarin higbirisinde
PVL pozitifligi saptamamislardir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalar incelendiginde; Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi’nde klinik 6rneklerden izole edilen 55 MRSA ve 79 MSSA susunda PVL
varhigi arastirilmistir. Calismada MRSA kokenlerinde PVL pozitifligi saptanmamus,
buna karsin 2005 yilina ait 40 MSSA susunun 2’sinde (%5), 2006 yilina ait 39
MSSA susunun 4’iinde (%10.3) PVL pozitifligi saptandigr bildirilmistir (42).
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Ondokuz May1s Universitesi T1p Fakiiltesi’nde 130 MRSA susunun 2 (%]1.5)’sinde,
20 MSSA susunun 1 (%5)’inde PVL pozitifligi saptanmistir. PVL pozitif MRSA
suslarindan biri yara 6érneginden digeri kan kiiltiir 6rneginden ve PVL pozitif MSSA
susu ise idrar 6rneginden izole edilmistir. PVL varliginin tespitinin PVL pozitif S.
aureus’un yayilmasini Onlemek agisindan 6nemli oldugu vurgulanmistir (135).
Giilhane Askeri Tip Akademisi Mikrobiyoloji laboratuvarinda farkli klinik
orneklerden izole edilen 147 S. aureus susunun 6’sinda (%4.0) PVL tespit edilmistir
(136). Akoglu ve ark. (113) 110 MRSA susunun 14’iinde (%12.7) ve HK-MRSA
suglarinda 6nemli oranda PVL pozitifligi saptamiglardir. Tekeli ve ark. (117)
yaptiklar1 ¢alismada ise 100 adet HK-MRSA izolatinda PVL pozitifligine
rastlamamuaslardir.

Ulkemizde ve yurtdisinda yapilan calismalara bakildiginda farkli PVL
pozitiflik oranlarmin bildirilmesi oncelikle MRSA ve MSSA suslarindaki PVL
pozitiflik oraninin cografi bolgeye gore degisiklik gostermesine (37) baglanabilecegi
gibi kullanilan primerlerin farkliligindan veya molekiiler yontemdeki farkliliklardan
da kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica PVL’yi kodlayan genlerin diger
l16kosidinleri kodlayan genlerle yiiksek oranda homoloji gosterdikleri bilinmektedir.
Bu nedenlerle ¢alisma sirasinda farkli primer se¢imi ve termal dongii kosullarindan
kaynaklanan yalanci pozitif ve yalanci negatif sonuglarin alinabilecegi
bildirilmektedir. Bunu azaltmak i¢in farkli primerlerle sonuglarin dogrulanmasi
onerilmektedir (93).

Bizim calismamizda bu oneriler dikkate alinarak farkli primer setleri ve farkl
PCR kosullart uygulanmistir.

Karahan ve ark. (93) yaptiklari ¢alismada cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
toplam 321 adet S. aureus susunda (%84.4’i MRSA; %76.9’u HK-MRSA) PVL
pozitifligini aragtirmiglardir. Calismada, iki farkli primer seti ve her set i¢in farklh
baglanma sicakliklar1 kullanilarak, primer se¢iminin ve termal dongii kosullarinin
PCR ile PVL pozitifligine etkileri aragtirilmigtir. luk-PV-1 ve luk-PV-2 primerleri ile
55°C’de S. aureus izolatlariin 161 (%50.2)’inde amplikon elde edilirken, 58°C’de
sadece 5 (%]1.6 )’inde amplikon elde edildigi bildirilmistir. Ayni1 caligmada yapilan
dizi analizi ile 58°C’de elde edilen amplikonlarin PVL ile uyumlu oldugunun
saptandig belirtilmistir ve PVL i¢in kullanilan, luk-PV-1 ve luk-PV-2 primerleri igin
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ozellikle diisiik baglanma 1silar1 kullanildiginda hatali baglanmalar sonucunda, yanlis
pozitif sonuglar alinabilecegine dikkat ¢ekilmistir (93)

Karahan ve ark. (93) ¢alismasindaki bu veriden yola ¢ikarak bizim ¢alismamiz
da; luk-PV-1 ve luk-PV-2 primerleri ile 65 MRSA susunun hepsinde PCR hem 55°C
hem de 58°C baglanma sicakliklart ile yiiriitiilmiistir. Yapilan bu 6n deneme
calismalarinda 65 MRSA susunun 52 (%80)’sinde beklenen bandin (433bg) yaklasik
50-100b¢. altinda amplikonlar elde edildi. Baglanma sicakligt 58°C’ye
yiikseltildiginde PVL pozitifligi oraninda [65 MRSA susunun 1 (%1.5)’inde] belirgin
bir azalma goriilmistiir. Ancak gergek pozitiflik i¢in dizi analizi yapilmasi uygun
olacaktir.

Bir¢ok calismada PVL pozitifligini saptamada en yaygin kullanilan yontem
PCR ‘dir. PVL arastirmalarinda, gercek PVL oranini saptayabilmek i¢in ¢alisma
protokollerinin optimizasyonu yapilmalidir.

Caligmamizda 55°C baglanma sicakligi kullanarak saptadigimiz amplikonlarin
58°C kullanidiginda saptadiklarimiza oranla daha kisa olduklar1 goriilmiistiir (Resim
5) Ancak degerlendirdigimiz izolatlarda gercek PVL pozitifligininin saptanmasi igin
gen bolgesinin dogrulanmasi gerekmektedir.

PVL igin kullanilan diger primer seti PVLup ve PVLdn olup daha 6nce Hisata
ve ark.(40) tarafindan kullanilmistir. Karahan ve ark.’nin (93) Hisata ve ark. (40)
calismasindaki primerleri kullanarak yaptiklari c¢alismalarinda; 321 S. aureus
izolatinin higbirinin (pozitif kontrol susu hari¢) 50°C’de amplikon vermedigi,
sicakligin 48°C’ye indirildiginde 5 (%1.6) klinik izolatta PVL pozitifligi saptandigi
bildirilmistir. Bu izolatlarin da luk-PV-1 ve luk-PV-2 primerleri ile 58°C’de PVL
pozitif bulunan suslar ile ayn1 oldugunu bildirmislerdir. Calismada bu primerlerin
yiksek baglanma sicakliklarinda PVL pozitifligini saptamada yalanci negatif
sonuglara yol acabildigi vurgulanmistir (93). Karahan ve ark.’nin (93) ¢alisma
verileri dikkate alinarak bizim ¢alismamizda hem 50°C hem de 48°C’ de PVLup ve
PVLdn primerleri ile 6n ¢aligmalar yapilmistir. Yapilan 6n deneme caligmalarinda
Karahan ve ark. (93) sonuglarina benzer sonuglarin gézlenmesi iizerine PVLup ve
PVLdn primerleri i¢in PCR protokolii 48°C baglanma 1sis1 ile yiritildi.

Bizim calismamizda PVLup ve PVLdn primerleri ile yapilan 48°C’de PVL
pozitif saptanan suslar luk-PV-1 ve luk-PV-2 primerleri kullanilarak 58°C’de PVL
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pozitif saptanan iki izolat ile ayniydi. PVLup ve PVLdn primerleri 50°C’de sinirh
sayida susta (30 MRSA) denenmis olsa da kontrol susumuzla birlikte PVL pozitif
MRSA susunda pozitiflik saptanirken, PVL pozitift MSSA susunda 50°C baglanma
1s1sinda amplikon gézlenmemistir. Bu bakimdan Karahan ve ark. (93) tarafindan
yapilan ¢alismadaki sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Glinimiizde MRSA suslarminin ¢oklu antimikrobiyal direng gostermesi
stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisini zorlastirmaktadir. Bununla birlikte; PVL
pozitif suslarin nozokomiyal salginlar olusturma potansiyeli de zamanla daha direngli
ve daha viriilan S. aureus suslarinin ortaya ¢ikmasina yol agacaktir (131, 137).

Tristan ve ark. (138) diinya genelinde 17 iilkeden toplanan 469 PVL pozitif
TK-MRSA susu ile yaptiklar1 ¢alismada tiim suslar trimetoprim- siilfametoksazol,
glikopeptidler ve linezolide duyarli olarak bulunmustur. Suslarin genelde bir¢ok
antimikrobiyal ajana duyarli olduklarim1 fakat tetrasiklin ve fusidik aside direngli
suslarin saptandig1 da bildirilmistir. Baska bir ¢calismada PVL saptanan 4 sustan biri
penisilin ve fusidik aside direncli, diger 3 sus test edilen tiim antibiyotiklere duyarh
bulunmustur (133). Cezayir’de yapilan arastirmada, 45 PVL pozitif HK-MRSA
susunun 5’inde ¢oklu antibiyotik direnci saptanmustir. 43 susun 32 (% 73)’si
tetrasikline, 11 (% 25)’i eritromisine, 7 (%16)’si ofloksasine, 5 (%11.3)’i
klindamisine, 3 (% 7)’i gentamisine, 1 (% 2.3)’i kloramfenikole ve 1 (% 2.3)’i
rifampisine diren¢li bulunmustur (122). Calismamizda Dermatoloji polikliniginden
gonderilen yara ornegine ait PVL pozitif MRSA susu c¢oklu dirence sahipti. PVL
pozitif MSSA susu ise penisilin disinda tiim antibiyotiklere duyarli bulunmustur.

Sonug olarak bu ¢alismada hem MRSA hem de MSSA suslarinda toplam PVL
varligi %1 olarak saptanmistir. Bu pozitif suslarin biri MRSA, digeri MSSA idi.
MRSA susunun SCCmec TiplV olarak tanimlanmasi ve ayaktan izlenen bir hastanin
yara yeri siirlintli 6rneginden izole edilmis olmasi 6nemli bulunmustur. Bu bulgu
literatiir bilgileri ile uyumlu olarak degerlendirilmistir.

S. aureus hem yatan hastalarda hem de ayaktan izlenen hastalarda énemli bir
enfeksiyon etkenidir. PVL pozitif MRSA suslart ¢oklu antibiyotik direnci
bulundurmalar1 nedeniyle 6nemlidir. Hem yatan hem de ayaktan izlenen hastalarda
S. aureus enfeksiyonlarinda, PVL varliligmin arastirilmast hem uygun tedavi

planlamas1 hem de bu suslarin toplumda yayilimimin kontrol edilmesi agisindan
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onemli oldugu disiinilmistir. Ayrica MRSA suslarinin  SCCmec tiplerinin
belirlenmesi, iilkemizde baskin klonun belirlenmesi ve buna yonelik Onlemlerin

alinmasi agisindan énemlidir.

60



SONUC VE ONERILER

1- Calismaya alinan 200 S.aureus susu 65 (% 32.5) MRSA ve 135 (% 67.5)
MSSA olarak tanimlandi.

2- MRSA suslari, en fazla Anestezi ve Yogun Bakim (%35.4) ile
Kardiyovaskiiler Cerrahi (%15.4), MSSA suslar1 ise en fazla Dermatoloji (%31.9)
kliniginden gonderilen drneklerden izole edilmistir.

3- MRSA suslariin 21 (%32.3)’1 yara 6rneklerinden, 44 (%67.7)’1 yara-dist
orneklerden izole edilirken, MSSA suslarinin 79 (%58.5)’u yara orneklerinden 56
(%41.5)’s1 yara dis1 orneklerden izole edilmistir. MSSA suslari; yara 6rneklerinde
yara-dis1 Orneklere gore daha fazla izole edilirken, MRSA suslar1 Yyara-disi
orneklerde yara 6rneklerine gore daha fazla izole edilmistir. Aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur.

4- MRSA susglarinin 57’si (%87.7) yatan hastalardan, 8’1 (%12.3) ayaktan
izlenen hastalardan, MSSA suslarinin ise 66’s1 (%48.9) yatan hastalardan, 69’u
(%51.1) ayaktan izlenen hastalardan izole edilmistir. MSSA Ssuslarinin izolasyon
orani yatan ve ayaktan izlenen hasta drneklerinde benzer bulunurken; MRSA sugslar
yatan hasta 6rneklerinden daha fazla izole edilmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur.

5- Yatan hastalardan izole edilen MRSA suslarinin antibiyotik direng
dagilimlarina bakildiginda; en yiikksek direng orani penisilin (%2100), rifampin
(%98.2) ve sefotaksimde (%98.2) bulunurken, ayaktan izlenen hastalardan izole
edilen MRSA suslarinda bu oranlar penisilin i¢in %100, ve tetrasiklin i¢in %87.5
bulunmustur.

6- Fenotipik yontemlerle MRSA olarak tanimlanan 65 susun 61°(%93.8) inde
mecA geni pozitif bulunmustur.

7- MecA geni pozitif bulunan 61 MRSA susunda en yiiksek oranda SCCmec
Tiplll 37  (%60.7) tanimlanirken, SCCmec Tipll suslarin  higbirisinde
tanimlanmamustir.

8- Luk-PV-1 ve luk-PV-2 primerleri kullanilarak ve amplifikasyonda 58°C
baglanma 1sis1 uygulanarak PCR yontemiyle calisilan 200 adet S. aureus izolati
arasinda lukS/F-PV geni 2 izolatta (%1) pozitif olarak tespit edildi.
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9- PVL up-dn primerleri ile 48°C baglanma 1s1s1 uygulandiginda 2 susta PVL
pozitifligi saptandi.

10- MRSA’lar ve MSSA’lar arasinda PVL pozitif saptanan izolatlarin her ikisi
de Dermatoloji polikliniginden gonderilen yara 6rneklerinden izole edilmislerdir.

11- PVL pozitif MRSA susunun SCCmec TipIV olarak tanimlanmasi ve
ayaktan izlenen bir hastanin yara yeri siiriintii 0rneginden izole edilmis olmasi
onemli bulunmustur.

PVL, S. aureus’un c¢oklu antibiyotik direncine neden olan ve tedavide
giiclikler yasatan bir virulans faktoriidir. Bu sebeple, PVL pozitif suslarin
arastirtlmasi, toplum ve hastanede bu suslarin yayilimimin engellemesi ve 6nlem

alinmasi ag¢isindan 6nemlidir.
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