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ONSOZ
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1. GIRIS

Enfeksiyon hastaliklari, neden olduklari mortalite ve morbidite ve yiksek tedavi
maliyetleri nedeniyle, sadece gelismekte olan Ulkelerde degil, gelismis Ulkelerde de
temel bir toplum sagligi problemi olustururlar. Staphylococcus aureus (S aureus)
insanlarda en sk gordlen enfeksiyon etkenlerinden biriss olarak karsimiza
cikmaktadir. Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarindan, yasamu tehdit eden invaziv
enfeksiyonlara kadar, ¢ok sayida farkli klinik tabloya yol acabilir. Antibiyotik
tedavis S aureus’a bagli mortalite oranlarim %80’lerden %20’lere dustrmis
olmasina ragmen, hizli antibakteriyel diren¢ gelisimi nedeniyle, sadece hastane
kokenli degil, toplum kokenli S. aureus suslarimin yol actigir enfeksiyonlar da ciddi
bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Bu gibi hastaliklarin kontrolt ise
toplumda ve hastanelerde S aureus tasiyicilik oranlarimin belirlenmesine, izole
edilen S aureus suglarinin molekiler epidemiyolojik yontemlerle tammlanmasina ve
olusturduklart  enfeksiyonlarin  patogenezinde rol oynayan mekanizmalarin
aydinlatiimasina baglidir. Epidemiyolojik inceleme ve epideminin kaynaginin
bulunmasi, ainacak onlemlerin belirlenmesi ve epidemilerin  sonlandirilmasi
acisindan oldukga Onemlidir. Epidemiyolojik incelemeler suslari birbirinden ayird
edebilecek ya da aralarindaki benzerlikleri ortaya koyabilecek yontemler kullanilarak
ve suslar arasindaki fenotipik ve genotipik farkliliklar esas alinarak gerceklestirilir.
Bu nedenle, konak savunma sistemleri ile etkilesimlerinde rol oynayan cesitli
bilesenlerin tammlanmasi ve patojenik mekanizmalarinin ortaya konmasi igin buy ik
caba sarf edilmekte, ancak bu konuda halen cevap bekleyen bircok soru
bulunmaktadir (Lowy, 1998; Oliveira, 2002; Gonzalez, 2005).

Bu calismanin amaci, konvansiyonel ve molekuler yontemler kullamlarak
toplum kaynakli metisiline direngli S aureus (TK-MRSA) ve metisiline duyarli S
aureus (MSSA) tasiyicilik oranlarinin tespit edilmesi; izole edilen metisiline direncli
suslarinin kaset tiplerinin ve antibakteriyel duyarlilik paternlerinin ortaya konmasi ve
S aureus izolatlarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin  arastinlmasidir.  Ayrica,

klindamisin ve eritromisine kars: direncli suslarda yapisal ve indiklenebilir makrolid



linkozamid streptogramin B (iMLSg) direncinin arastirilmasi da hedeflenmistir.
Cssitli virulans faktorlerinin ortaya konmasi amaciyla, izole edilen tim MRSA,
MSSA suslarindan deoksiriboniikleik asit (DNA) izolasyonunu takiben, polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile “Panton-Valentin |6kosidin” (PVL [IUKS-PV ve
lukF-PV], kaset kromozom rekombinaz (ccr) ve mec tipi tayini yapilarak SCCmec
tipleri belirlenmistir.



1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Stafilokoklar

Saphylococcus cinsi, Micrococcaceae ailesi icerisinde incelenir. Bu ailede
Planococcus, Stomatococcus, Micrococcus ve Staphyl ococcus olmak Uizere 4 cins yer
almaktadir. Planococcus cins hareketli, gram-pozitif koklardan olusur ve
insanlardan izole edilmemistir. Micrococcus tirleri ise genellikle laboratuvar
kontaminant: olarak izole edilirler. Insan agiz florasimin normal bir (yesi olarak
bulunan Stomatococcus mucilagunosus ile meydana gelen enfeksiyonlar pek sik
gorilmemekle birlikte, imminkompromize hastalarda nadiren bildirilmektedir.
Saphylococcus cinsinde yer aan tirler ise belirgin insan patojenleridir ve yuzeyel
cilt enfeksiyonlarindan, hayati tehdit eden sistemik enfeksiyonlara kadar degisen, cok
genis bir hastalik spektrumuna sahiptirler. DNA’daki G+C oranlari, genom yapilart
ve hiucre duvari yapilan arasinda farklhiliklar olmasina karsin, nikleik asit
hibridizasyon deneyleri ve 16S rRNA sekanslarinin incelenmesi sonucunda bu dort

cins ayn aile igerisinde toplanmustir (Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Micrococcaceae ailesinin tim Uyeleri dizgin veya dizensiz kimeler
olusturan, gram pozitif boyanma 6zelligi gosteren, genellikle hareketsiz, aerop veya
fakUltatif anaerop, kemoorganotrof koklardan olusur. Boyutlart 0,5 ile 1,5 pum
arasinda degisir. %5’lik koyun kanl1 agar ve gikolata agarda iyi Urerken, MacConkey
agarda Uremezler (Wenzel, 1998; Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Stafilokoklarin - DNA’larindaki G+C  oranlan %32,8-32,9 mol  iken,
mikrokoklarda bu oran %66-75 mol’dur. Ayrica fakultatif anaerob olmalar1, 0,04 U
basitrasine direncli, furazolidon ve lizostafine duyarli olmalari ve mikrodaz-negatif
olmalar: ile; aerob, 0,04 U basitrasine duyarli, furazolidon ve lizostafine Kkarsi
direncli ve mikrodaz-pozitif olan mikrokoklardan kolaylikla ayird edilebilirler
(Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Staphylococcus ismi Yunanca’dan koken alir ve Gzim-benzeri kok anlamina

gelir. Bu sekilde isimlendirilmelerinin nedeni, hicresel dizilislerinin  Gzim



kimelerini andirmasidir. Bu 06zellik agarda Ureyenlerde daha belirgin olarak
gorulurken, klinik drneklerden izole edilen organizmalar tek tek, ikiserli veya kisa
zincirler seklinde goralebilir (Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Saphylococcus cinsi igerisinde 35 tur ve 17 alt tir saptanmus, 21 tur insanlarda
enfeksiyon etkeni olarak tammlanmigtir. Normalde insan, diger memeliler ve
kuslarin cilt ve milkk6z membranlarinda bulunurlar. Insanlarda enfeksiyon etkeni
olarak en sk izole edilen tirler S aureus (en virulan ve en iyi bilinen tdr),
Saphylococcus epidermidis (S epidermidis), Staphylococcus haemolyticus (S
haemolyticus), Saphylococcus lugdunensis (S lugdunensis), Staphylococcus
saprophyticus (S saprophyticus) ve Saphylococcus schleiferi (S schleiferi)’dir.
(Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Stafilokoklar gram pozitif, hareketsiz, 0,5-1,5 um capinda, fakiltatif anaerob
(S. saccharolyticus anaerob Urer), katalaz pozitif, oksidaz negatif koklardir. Spor
olusturmazlar ve hareketsizdirler. Invitro ortamda Uretilen stafilokoklarda nadiren
gevsek, polisakkarid yapisinda bir kapsil bulunur, ancak invivo sartlarda bu
kapsiilin daha sik bulundugu dustnilmektedir. Bu kapsil kemotaksisi, fagositozu ve
mononUkleer hicrelerin proliferasyonunu engelleyerek bakteriyi  korur. Ayrica
bakterinin kateter ve baska sentetik materyallere (Or. greft, prostetik kapak ve
eklemler, santlar) adheransimi kolaylastirir (Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Tim oafilokoklar katalaz enzimi  Oretirler  ve bu ozelikleri ile
streptokoklar’dan kolayca ayrilirlar. Bazilart %10 NaCl iceren ortamlarda treyebilir.
Basta glukoz olmak Uzere birgok karbonhidrati fermente ederler ve son Urtin olarak
laktik asit olusturur, ancak gaz olusturmazlar. S. aureus mannitolu parcalarken,
digerlerinin bu sekere kars1 etkileri degiskendir. Bu nedenle Mannitol Tuz Agar
(MTA), S aureus izolasyonu icgin selektif besiyeri olarak kullamlmaktadir
(Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Stafilokoklar genis  bir sicaklik araliginda  (6,5C°-45C°)  Ureyebilen
bakterilerdir, ancak optimal Ureme sicakliklar1 30-37C*dir. pH 7-7,5 civarinda daha
iyi Urerler. Stafilokoklar birgok besiyerinde Ureyebilir. %5’lik koyun kanli agarda,
18-24 saatlik inkiibasyonu takiben tipik olarak yuvarlak, dizgin kenarli, kabarik,



mat, 1-4 mm c¢apinda, “Smooth” Stipi koloniler olustururlar. S aureus kolonilerinin
cogunda sar1 pigment ve beta hemoliz gorulirken, S epidermidis ve S
saprophyticus’un bazi kokenleri de sar1 veya turuncu pigment ve hemoliz
olusturabilir (Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Stafilokoklar gliserol monofosfat gibi yag asitleri ile zenginlestirilmis
besiyerlerinde 37C° de ve aerop ortamda Urediklerinde, ortamdaki keratenoidlerden
dolay: pigment olustururlar. Anaerop kosullarda ve buyyonda Urediklerinde pigment
olusturmazlar. S. aureus altin sarisi, S epidermidis tebesir beyazi (porselen beyazi)
renginde koloniler olusturur. Staphylococcus simulans (S. simulans), Staphylococcus
intermedius (S intermedius) ve Staphylococcus hyicus (S. hyicus) pigment
olusturmaz. Genel olarak pigment olusumu icin oksijen gereklidir (Koneman, 2006;
Forbes, 2007).

Stafilokoklar sporsuz olmalarina ragmen kuruluga karst son derece
dayanikhdirlar. Fakat kristal viyole ve malasit yesili gibi boyalarin dusik
konsantrasyonlarinda bile ¢ok c¢abuk harab olurlar. Stafilokoklar 30’dan fazla
antijenik maddeye sahiptirler. Stafilokoklarin en 6nemli antijenik maddel erinden
biris hiicre duvarlarinda bulunan ve asir1 duyarlilik reaksiyonlarinda rol oynayan
teikoik asittir (Kloss, 1995; Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).

1.1.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus turleri dogada yaygin bulunan 0,5-1,5 um c¢apinda, Uzim
salkimi seklinde kimeler olusturan, gram pozitif, fakultatif anaerob koklardir.
Hareketsizdirler ve spor olusturmazlar. Kati besiyerlerinde S tipi koloni olustururlar.
Katalaz ve koagllaz pozitif, oksidaz negatif 6zellik gosterirler. Eskilini hidrolize
etmez, D-mannitol, D-mannoz, sikroz, maltoz ve trehalozu fermente ederler.
Novobiyosin’e duyarli ve lizozime kars1 direnclidirler. Enterotoksinler, toksik sok
sendromu toksin-1 (TSST-1), eksfoliyatif toksin, I6kosidin, koagilaz, fibrinolizin,
hiyaltUronidaz, cesitli proteazlar, nikleazlar ve lipazlar gibi cok sayida toksinler ve

enzimler sentezlerler. Saphylococcus cins iginde S aureus, S. intermedius, S hyicus



ve S schleiferi subsp. coagulans koagulaz pozitif turler olarak tammlanmustir. S
aureus adi jeloz besiyerinde Urese de, %5’lik koyun kanli agarda, 37C®de ve pH
7,4’te daha iyi Urer ve kolonilerin etrafinda tam bir hemoliz alam goraldr. Yuvarlak
ve dizgun kenarli, mat, kabarik, parlak ylzeyli, S tipinde ve 1-2 mm capinda
koloniler olusturur. S aureus ayrica atin sarnist renginde pigment olusturur.
Kolonilere altin sarisi rengini veren karotenoid pigmentleridir. S aureus 1siya ve
kuruluga kars1 dayaniklidir. Antibiyotiklere kars1 da diger bircok bakteriye gore daha
direncli olduklar: gibi, genel olarak kemoterapétiklere kars: stiratle direng gelistirirler
(Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).

1.1.2.1. Patogenez ve Patofizyoloji

S aureus enfeksiyonlarinin patogenezinde yiizey proteinleri, kapsiler polisakkaritler,
sitotoksinler, siperantijenler ve enzimler gibi ¢ok sayida faktor rol oynar. Spesifik
stafilokoksik ylzey proteinleri, fibronektinin “arginin-glisin-aspartat” dizinine
baglamr (Koneman, 2006).

S aureus U¢ magor mekanizma ile hastaliga yol acar: (1) UOrettigi
ekzoenzimlerin direkt doku hasarinayol agmasi; (2) ekzotoksinlerin dolasima girerek
intoksikasyon semptomlarina yol agcmasi; (3) slperantijenlerin ekspresyonu ile T
hiicre aktivasyonu ve sitokin salimmu ile multisistem tutulumu. S, aureus’un konak
dokusuna adezyonunda fibronektin, fibrinojen, vitronektin, laminin ve kollgen
olmak Uzere bes protein rol oynar. Fibronektin hem dokularda hem de kanda bulunan
bir glikoproteindir. Invaziv Saphylococcus tirlerinin diger tirlere gore, fibronektine
daha fazla baglandig: bildirilmektedir. Trombositlerden salgilanan trombospondin de
S aureus’un adezyonunda rol oynar. Adezyondan sonra mikroorganizma mukozal
veya epiteliyal ylzeylere penetre olarak konaga invaze olur. Kemotaksis,
opsonizasyon ve fagositozun baglamasindan sonra intraselliler stafilokoklar ¢ok
gekirdekli 10kositler tarafindan hizla éldurdltrler. Yabanct cisim enfeksiyonlarinda
ise yabanci cismin konagin plazma ve matriks proteinleriyle kaplanmasi ve
bakterinin bunlara yapismasi enfeksiyonun ortaya cikmasina yol agar (Moreillon,
2005; Koneman, 2006).



1.1.2.2. Virulans Faktorleri

S aureus’un virulans faktorleri bir veya birden cok gen tarafindan kontrol
edilmektedir. Cizelge 1.1°de S. aureus enfeksiyonlarinin patogenezindeki rol onayan

baslica virulans faktorleri ve bunlari kontrol eden genler gortlmektedir.

Koagilaz, hemoalizinler, deoksiribonikleaz (DNaz), hyaluronidaz, fosfataz ve
Protein-A virulanda ilgili bulunmustur. Adezinler, kolonizasyonda rol oynarlar.
Stafilokinaz ve diger ekstraselller enzimler (proteaz, lipaz, kollgjenaz, elastaz)
invazyonda; koagulaz, |6kosidin ve kapsill yapisi fagositoza kars: direnci saglamada
etkilidir. Koagilaz immin cevaba karsi etkin bir savunma rolU Ustlenirken,
hemolizin ve |6kosidin de sitotoksik etki gosterir. Lokosidin, ayrica virulansi
artirmaktadir. Hayvanlarda uygulanan deneysel sepsis modelinde kapsl polisakkariti
tip 5 ve tip 8’e kars1 gelistirilen antikorlarin koruyucu etkisi gosterilmistir ve tip 5 ve
tip 8 kapsller polisakkarite kars1 gelistirilmis konjuge asimin hemodiyaliz uygulanan
hastalarda faydal1 oldugu ortaya konulmustur (Bannerman, 2003; Koneman, 2006;
Forbes, 2007).



Cizelge 1.1. S aureus’un virulans faktérleri ve bunlar: kontrol eden genler (Pragman, 2004; Iwatsuki,

Gen Urun Fonksiyon
spa Protein-A Antifagositoz
can Kollajen Baglayan Protein (KBP) Kollajenin baglanmasi
fnba Fibronektin BPA Fibronektinin baglanmasi
fnbb Fibronektin BPB Fibronektinin baglanmas
clfa Clumping factor A Fibronektinin baglanmasi
clfb Clumping factor B Laktoferrin BP | Fibronektinin baglanmasi L aktoferrinin baglanmasi

Kapstiler polisakkaritler

cap5 Polisakkarit kapsil tip 5 Anti-fagositoz

cap8 Polisakkarit kapsil tip 8 Anti-fagositoz
Sitotoksinler

hla Alfa-hemolizin Hemolizin, sitotoksin

hib Beta-hemolizin Hemolizin, sitotoksin

hid Gama-hemolizin Hemolizin, sitotoksin

hlg Delta-hemolizin Hemolizin, sitotoksin
luks/f Panton Valentin I6kosidin Lokalizin
Slperantijenler

tst Toksik sok sendrom toksin-1 Toksik sok sendromu (TSS)

sea Enterotoksin A Besin zehirlenmesi, TSS
seb Enterotoksin B Besin zehirlenmesi, TSS
sec Enterotoksin C Besin zehirlenmesi, TSS
sed Enterotoksin D Besin zehirlenmesi, TSS
eta Eksfoliatin A Haglanms deri sendromu
etb Eksfoliatin B Hagslanmus deri sendromu
Enzimler

plc Fosfolipaz C Yag asiti esterifikasyonu
nuc Nkleaz Beslenme

hys Hiyaluronidaz Yayilma faktori

coa Koagiilaz Fibrinojeni fibrine gcevirme
sak Stafilokinaz Plazminojen aktivatori
1.1.2.2.1. Kapsill

S aureus’un 6zellikle mukoid koloni olusturan kdkenleri, polisakkarit yapisinda bir
kapsiile sahiptir. Kapsil yamsi elektron mikroskobik arastirmalar sonucunda,
Ozellikle enfekte kalp pilleri, peritonit ve intravendz kateter enfeksiyonlarindan izole
edilen S aureus kokenlerinde gosterilmistir. S, aureus’un kapsil antijenlerinden iki



tanesi kimyasal olarak tammlanmustir. “Wilky susu” olarak isimlendirilen ilk antijen
glutamik asit, lizin, alanin ve glisinden olusmustur. “Smith susu” olarak
issmlendirilen digeri ise, 2-amino-2-deoksi-D-glukronik asidin bir polimeridir. Klinik
laboratuvardan izole edilen S. aureus’larin %90’ 1ndan fazlasi kapsulstizdur. Kapstill G
S aureus’larin 11 serolojik serotipi bulunmus ve klinik izolatlarinda 5. ve 8.
serotipler en baskin (%70-80) tipler olarak tanimlanmustir. Bu serotiplerden serotip 8,
S aureus’un toksik sok sendromu toksini ile iliskilidir. Ek olarak 6zellikle oksasilin
direncli S. aureus suslarinda, serotip 5’e ait kapsll polisakkarid yapisimn varlig

gosterilmistir (Branger, 1990; Koneman, 2006).

1.1.2.2.2. “Slime” Tabakas

Slime maddes bir ekzopolisakkarit olup amorf kapsil yapisindadir. Bazi koagilaz
negatif stafilokoklar (KNS) tarafindan salgilanan, %401 karbonhidrat ve %27’si
protein yapisinda olan bir maddedir. Bakterilerin plastik ve metal gibi yuzeylere
tutunmasim saglar. Biyofilm ve dlime terimleri siklikla birbirlerinin yerine
kullanmimaktadir. Slime tabakasi hiicresel immuin yaniti baskilar, bakteriyi fagositoz
ve degranilasyondan korur, kemotaksis ve opsonizasyonu oOnler ve lenfosit
aktivitelerini azaltir. Slime olusturan bakteriler, olusturmayanlara gore, tedavisi daha
guc olan enfeksiyonlara neden olur. Slime tabakasimn antibiyotiklerin etkisini de
Onleyici fonksiyonu oldugu bildirilmektedir. Slime maddesini eradike etmek son
derece gugctur. Slime olusturan S. aureus ve KNS’lar, oldukga inat¢i enfeksiyonlara
yol acarlar. Biyofilm olusturan bakteriler antimikrobiyal maddelere, ytzey gerilimini
degistiren gjanlara, sicakliga, fagositoza, toksik oksijen radikallerine, proteazlar gibi
cesitli enzimlere kars1 direng gelistirirler. Tabakal1 dizilim sonucu, yizeyde bulunan
bakteriler hem mekanik bir kalkan olusturarak, hem de katalaz, proteaz, lipaz gibi
enzimler sentezleyerek, daha i¢c ylzeyde bulunan bakterileri antimikrobiyallere ve
konak savunmasina kars1 korurlar. Antimikrobiyal gjanlarin bakteriye etki edebilmesi

icin biyofilm tabakasina yayilmalari gerekir (Fidan, 2005; Koneman, 2006).
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1.1.2.2.3. Peptidoglikan ve Teikoik Asit

Stafilokoklarin hiicre duvari; peptidoglikan, teikoik asit ve protein-A olmak Gzere Ui¢
ana bilesenden olusur. S aureus’un hiicre duvarinin esas bileseni, hiicre duvar
agirhgimin  yaklagik  %50’sini - olusturan peptidoglikan (murein, mukopeptid,
glikopeptid) tabakasidir. Peptidoglikanin yapisinda N-asetil-glikozamin (GIcNAc) ve
N-asetil-muramik asit (MurNAc) bulunmaktadir. Kalinligr bakteri tirine goére
degisiklik gosterebilmekle birlikte, yaklasik, 10-12 nm civarindadir. Bu yapi
bakteriye karakteristik seklini verdigi gibi, hucreye esneklik ve saglamlik da
kazandirir (Bannerman, 2003; Koneman, 2006).

Hucre duvarimn bir diger dnemli bileseni de, hiicre duvar: agirligimn yaklasik
%40’1n1 olusturan teikoik asitlerdir. Teikoik asit; ya 5-karbonlu ribitol ya da 3-
karbonlu gliserol birimlerden meydana gelmis bir polimerdir. Bu polimer, ribitol
veya gliserol molekdllerin fosfodiester baglari ile baglanarak ribitol telkoik asiti ya
da gliserol teikoik asiti olusturur. Ribitol teikoik asit hiicre duvarina baglanirken,
gliserol telkoik asit hiicre membranina baglanmaktadir. Ribitol teikoik asit
peptidoglikan tabakasindaki N-asetil-muramik asit (MurNAc) molekilin C6
karbonuna baglanirken, gliserol teikoik asit hicre zarinda bulunan glikolipidiere
baglamir. Sadece gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan bu yapi, hicre
ylzeyine negatif yuk vererek ¢esitli metal iyonlarimin, katyonlarin lokalizasyonunda
ve otolitik enzimlerin aktivasyonunda rol oynar. Teikoik asitler bulunduklar: yerlere
gore, hicre duvar ve hiicre zar1 teikoik asitleri olarak baslica ikiye ayrilirlar. Hicre
duvari teikoik asitleri, gram pozitif bakterilerde peptidoglikan tabakasina baglanmis
olup, temel yapisinda poliribitol fosfat (S aureus) veya poligliserol fosfat (S
epidermidis) bulunur. Membran teikoik asitleri ise sitoplazmik membramin dig
ylzeyinde lokalize olmustur. Hicre duvar: teikoik asitlerine benzer kimyasal yapiya
sahip olmakla beraber, gliserol fosfat molekdlleri hakim durumdadir. Peptidoglikan
ve teikoik asit baska bircok biyolojik aktiviteye daha sahiptir. Bunlar arasinda
komplemanin  aktiflestirilmesi, polimorfonukleer hicrelerin  atraksiyonu ve
kemotaksis, monositler ve makrofgjlar tarafindan interlokin-1 sentezinin ve

opsonizasyonda rol oynayan antikorlarin dretiminin stimtle edilmes sayilabilir.
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Telkoik asit mukozalarda bulunan spesifik reseptorler aracilig: ile stafilokoklarin
konak hicrelerine tutunmasint da saglar. Ayrica hicre duvariin sertligini ve
esnekligini de destekler (Bannerman, 2003; Koneman, 2006).

Sekil 1.1’de gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 yapmsi, sekil 1.2’de S
aureus’un peptidoglikan yapisi ve sekil 1.3’te gram pozitif bakterilerin teikoik asit
yapisi gorilmektedir.
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Sekil 1.1. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar yapisi (Koneman, 2006)




S. aureus’un peptidoglikan yapisi
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Sekil 1.3. Gram pozitif bakterilerde teikoik asit yapisi (Koneman, 2006)
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1.1.2.2.4. Stafilokoksik protein-A (SpA)

Cogu S. aureus suslarinda protein A bulunur. Hiicre duvarinda bulunan ve gruba 6zel
bir antijen olan protein-A, 1940 yilinda Wervey tarafindan tanimlanmis énemli bir
virulans faktoridir. Bu yapr peptidoglikan tabakasinin en disinda yer alir ve hiicre
duvarimin yaklasik %7’sini olusturur. Molekdl agirligit 42 kDa olan kuguk bir
proteindir. Iki tip SpA taimlanmustir: Serbest protein-A ve hiicre duvarina bagl
protein-A. Bagli protein-A, S. aureus’un hicre duvarinmin bir bilesenidir ve buyuk bir
kismi peptidoglikan’a kovalen olarak baglanmistir. Serbest protein-A ise hicre disi
ortama salinmaktadir. SpA kompleman: aktive ettigi gibi antifagositik, kemotaktik ve
imminolojik etkiler de gosterir. S. aureus, protein-A araciligiyla, immtnglobulin G,
(IgGy), 1gG; ve IgG, molekiillerinin Fc (fragment crystallizable [kristalize olabilen
fragman]) Dbolgelerine baglanarak, bakterilerin antikor araciligi ile ortadan
kaldirilmasint etkin olarak engeller. Hiicre dis1 protein-A da antikorlar: baglayabilir
ve immin kompleksler olusturarak, kompleman bilesenlerinin fazla miktarda
tlketimine neden olur ve bakteriyi komplemana bagli vicut savunmasindan korur.
SpA ayrica, bakterinin antibiyotiklere karsi duyarliligini azaltmasi nedeniyle de,
Onemli bir patojenite determinanti olarak kabul edilmektedir (Bannerman, 2003;
Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Antikorlarin Fc bolgesini baglayabilme 6zelliginden dolay: protein A’dan,
streptokoksik ve gonokoksik enfeksiyonlar gibi bazi enfeksiyonlarin tamsi amaciyla
serolgjik testlerde yararlanilmaktadir. Bu testlerde stafilokoksik protein A ile kapl
partikiller, bagka antijenlere kars1 olusmus antikorlar icin non-spesifik tasiyici olarak
kullanlir. Protein-A antikorlarin Fc bolgeleri ile baglandiginda, 6zgul baglanma
bolgeleri olan Fab (antijen baglayan fragman) bolgeleri serbest kalir. incelenen
orneklerde aranan antijen varsa, meydana gelen antijen-antikor kompleksi goézle
gorultr kiimelerin olusmasina yol agar. Buna koaglutinasyon ad: verilir (Bannerman,
2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).
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1.1.2.25. Enzimler

1.1.2.25.1. Katalaz

TUm stafilokoklar katalaz enzimi Uretirler. Katalaz, hidrojen peroksiti su ve oksijene
aynistirr. Dolayisiyla, toksik hidrojen peroksit ve serbest radikallerini inaktive
ederek mikroorganizmay:r konagin savunma mekanizmalarina karst - korur.
Eritrositierde de katalaz enzimi bulundugundan dolay:, test kan icermeyen
besiyerlerinde Uretilmis bakterilerde yapilir (Bannerman, 2003; Koneman, 2006;
Forbes, 2007).

1.1.2.2.5.2. Koagilaz

EkstrasellUler bir proenzimdir. “Coagulase-Reacting factor” (CRF) ile reaksiyona
girerek aktif duruma geger ve plazmay: pihtilastirir. Koagllaz testi S. aureus icin
standart bir belirleyicidir. S aureus suslart bagli koagilaz (clumping factor =
kimelestirici faktor) ve serbest koagllaz olmak Uzere iki tip koagilaz enzimi Uretir.
Bunlar immunolojik olarak farkli oldugu gibi, etki mekanizmalar da farklidir. Hicre
duvarinda bulunan bagli koagilaz direkt olarak fibrinojeni ¢ozilemez fibrine
donustdrdr. Bunun sonucunda hiicre ytizeyinde fibrin presipitasyonu meydana gelir
ve stafilokoklarin kiimelesmelerine yol agar. Serbest koagilaz da bir globulin plazma
faktori CRF ile reaksiyona girerek trombin benzeri bir faktor (stafilotrombin)
olusturmak sureti ile yine stafilokoklarin kiimelesmesine yol acar. Bu faktor
fibrinojenin, ¢ozulemez fibrine donusimind katalizler (Koneman, 2006; Forbes,
2007).

Koagilaz S aureus icin bir virulans faktorudir. Koagilaz pozitif
stafilokoklarin Uzerinde olusan fibrin tabakasi mikroorganizmay: fagositoza karsi
koruyarak patojenitesini artirir. Stafilokoksik absenin etrafinda bir fibrin tabakasinin
olusmasini saglayarak enfeksiyonu lokalize edebilir ve organizmalar: fagositozdan,
ve immin sistemin diger hicresel ve himoral savunma mekanizmalarindan
koruyabilir (Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).
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1.1.2.2.5.3. Hiyaluronidaz

S aureus suslarmmin %901 hiyaluronidaz Uretir. Bu enzim bag dokusunun
matriksinde bulunan mukopolisakkarid yapisindaki hiyaluronik asidleri hidrolize
eder ve mikroorganizmanin kolayca yayilmasin saglar (Franklin, 1998; Koneman,
2006; Iwatsuki, 2006).

1.1.2.2.5.4. Fibrinolizin

Stafilokinaz adh da verilen bu enzim tim S. aureus suglan tarafindan olusturulur ve
fibrin pihtilarint ¢ozer. Fibrin kiliflarimn yikinn enfeksiyonun dokularda daha kolay
yayilmasina yol acar. Stafilokoklar tarafindan salinan kinazlar, plazmada bulunan
plazminojeni aktive ederek plazmin olusturur. Fibrinolitik etki bu madde araciligiyla
olusur. Stafilokinaz sak geni tarafindan kodlamr. Enzimin Uretimi bazi suslarda bir
faj genomunun kontroll altindayken, diger suslarda kromozomal genler tarafindan
kontrol edilir. Stafilokinaz ayrica igG’yi ve kompleman C3b bilesenini parcal ayarak
bakteriyi fagositoza kars1 korur (Bokarewa, 2006).

1.1.2.255. Lipaz

Tum S aureus suslar ve KNS’larin %30’undan fazlasi gesitli lipazlar olusturur. Bu
enzimler stafilokoklarin viicudun sebase bdlgel erinde yasayabilmeleri icin gereklidir
ve lipidleri hidrolize ederek stafilokoklarin cilt ve cilt alti dokularda yayilmasin
kolaylastirir. Ayrica yuzeyel cilt enfeksiyonlarinin gelismesinde oOnemli  rol
oynadiklar1 disunilmektedir (Murray, 2005).
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1.1.2.2.5.6. DNaz

DNaz ve 1siya dayanikli stafilokoksik nikleaz (Termonuclease [TNase]), endo ve
ekzo nikleolitik aktivite gosteren enzimler olarak sentezlenir. Her ikisi de DNA ve
RNA’y1 nukleotidlere parcalar. DNaz S aureus’larin %90°dan fazlasinda bulunan,
hiicre dis1 bir enzimdir. Bu nedenle DNaz testi, laboratuvarda S. aureus suslarinin
ayirict tamsinda kullanilabilir. S aureus, S schleiferi, S intermedius ve S hyicus
suslarinin cogu DNaz olustururken, S. epidermidis, S. simulans, S. carnosus ¢ok
zayif DNaz aktivitesine sahiptirler. Test, ticari olarak mevcuttur (DNaz test agar,
metil yesili iceren DNaz test agar, toluidin mavisi iceren DNaz test agar) ve sonuglar
35C%de 13-24 saatlik inkUbasyondan sonra degerlendirilir (Bannerman, 2003;
Forbes, 2007).

1.1.2.2.5.7. lsalya-Dayanikli NUkleaz (Heat-Stable Nuclease)

TNaz nukleaz (nuc) geni tarafindan kodlanir, DNA’y1 nukleotidiere parcalar. S
aureus, S schleiferi, S. intermedius ve S, hyicus suslarimin ¢ogu TNaz olustururken,
S epidermidis, S simulans, S carnosus ¢ok zayif TNaz aktivitesine sahiptirler. S.
aureus TNaz aktivitesini digerlerinden ayird etmek icin (nuc geni) PZR ve
seroinhibitdr testleri kullamlir. Bu amagla DNaz test besiyerleri (DNaz test agar,
toluidin mavisi iceren DNaz test agar) kullamlarak Uzerinde 3 mm ¢apinda bir delik
acilir ve test edilen organizmanin sivi besiyerinde Uretilen kultard, 15 dakika
kaynatilarak delige aktarilir ve sonu¢g 35C%de 4 saatlik inkibasyondan sonra
degerlendirilir (Bannerman, 2003).

1.1.2.2.5.8. Fosfatidilinozitol-Spesifik Fosfolipaz C

S aureus suglar fosfatidilinozitol (Pl)-spesifik fosfolipaz C (PI-PLC) sentezleyerek,

Okaryotik htcrelerin  fosfolipid inositol iceren zarlarim hidrolize eder ve

bozulmalarina neden olur. PI-PLC 6zellikle eriskin tip solunum zorlugu sendromu
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(ARDS) ve yaygin damarici koagulopatisi (DIC) bulunan hastalardan izole edilen
suslarda bulunan bir enzimdir (Daugherty, 1993; Koneman, 2006).

1.1.2.2.5.9. Beta L aktamaz

Bu enzimi sentezleyen suslar, 6zellikle penisilin ve sefalosporinler gibi beta laktam
halkas bulunan hiicre duvari inhibitérlerine kars: direnclidirler. Bu suslarda aymn
zamanda eritromisin ve tetrasiklin gibi ¢ok sayida antibakteriyel ajanlara kars: direng
de sk goralir. Bu enzimler plazmid kontrolinde sentezlendiklerinden dolays,
konjugasyon, transformasyon ve transdikksiyon yoluyla bakteriler arasinda yayilim
oldukca yaygindir (Koneman, 2006).

1.1.2.2.6. Sitolitik Toksinler

S aureus ¢ok sayida virulans faktoriine sahiptir. En azindan 5 sitolitik toksin (alfa-,
beta-, gamma-, delta-toksin ve l6kosidin), eksfoliyatif toksin, toksik sok sendromu
toksini-1 ve 5 farkli enterotoksin bulunur. Sitolitik toksinler, hemolizinler olarak da
tammlanmustir, fakat ilk dort toksinin aktivites eritrositlerle sinirli degildir, ayrica

|6kosidin eritrositler Uzerine etki etmemektedir (Bannerman, 2003; Forbes, 2007).

1.1.2.2.6.1. AlfaToksin

Alfa toksin (a-hemolizin) 33 kDa molekiler agirliginda bir ekzotoksindir. Etki
mekanizmast tam bilinmemekle birlikte, hicre membranlarinin  bitinl Gguna
bozdugu diusunulmektedir. Bu toksin eritrosit, |6kosit, hepatosit, trombosit, insan
diploid fibroblastlari, HeLa hicreleri, ve “Ehrlich ascites” karsinoma hticreleri gibi
cok gesitli hicre tipleri icin sitotoksik Ozellik gosterir. Ayni zamanda kan
damarlarindaki diz kaslari harab eder. Alfa toksin, genetik olarak hem bakteriyel

kromozomda hem de bir plazmidde kodlanir (Bannerman, 2003; Forbes, 2007).
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1.1.2.2.6.2. BetaToksin

B-hemolizin veya sfingomiyelinaz C olarak da isimlendirilen bu toksin, 35 kDa
molekll agirligina sahip, 1siya duyarl bir proteindir. Eritrosit, 16kosit, makrofa ve
fibroblastlar dahil birgcok hticre icin toksik 6zellik gosterir. Beta toksin ve afa
toksinin beraberce, stafilokoksik hastaliklarda karakteristik olan doku yikimi ve abse
olusumundan sorumlu oldugu distuntlmektedir (Bannerman, 2003; Forbes, 2007).

1.1.2.2.6.3. Gamma Toksin

Gama toksin (y-hemolizin) molekiler agirliklarr 32 ile 35 kDa arasinda degisen (¢
ayn proteinden olusmaktadir. Bu proteinlerden birisi, molekul agirligi 32 ve 34 kDa
olan PVL proteinleriyle birleserek, PVL toksinini olusturur. Insan, koyun, tavsan gibi
farkl tUrlerin eritrositlerini ve ayrica insan lenfoblastik hiicrelerini parcalayabilme
yetenegine sahiptir. Belirgin hemolitik aktivites olmasina ragmen etki mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir (Bannerman, 2003; Forbes, 2007).

1.1.2.2.6.4. Delta Toksin

Delta toksin (3-hemolizin), molekdl agirligi 3 kDa olan termostabil bir proteindir. S
aureus suslarinin %97°si ve KNS’larin %50-70’i bu enzimi sentezler. Genis bir
sitolitik aktivite spektrumuna sahiptir. Hlicre membranim deterjan benzeri bir etkiyle
parcaladigr dustinulmektedir. Aymi zamanda adenilat siklazi aktive ederek siklik
adenozin monofosfat (CAMP) salimmmina neden olur. Bu enzimatik aktivite
stafilokoksik toksik sok sendromunda ve stafilokoksik besin zehirlenmelerinde

gorulen ishalin patogenezinde rol oynar (Bannerman, 2003; Forbes, 2007).
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1.1.2.2.6.5. Lokosidin

S aureus tarafindan salgilanan toksin sadece grantlosit ve makrofgjlarin Gzerinde
litik etkiye sahiptir. Elektroforetik olarak birbirinden ayrilan F (Fast) ve S (Slow)
olmak Uzere iki bilesenten olusmustur. Bu bilesenlerden her biri iyi antijenik 6zellige
sahiptir ve toksoid olustururlar. Bilesenlerden hichiri tek basinalékosit membraninda
toksik etkiye neden olmaz. Ancak iki molekilin kombinasyonu hiicre membraninda
yapisal degisiklige, por olusumuna ve ¢zellikle potasyum ve diger katyonlara karsi
permeabilite artisina yol agarak degranulasyona neden olur. Lokosidin Ureten
bakteriler fagositoza karsi artmus bir direng gosterirler (Lina, 1999; Gillet, 2002;
Koneman, 2006).

S aureus’un PVL, y-hemolizin, LUKE ve LukD gibi toksinleri konak hticre zar1
Uzerinde sinerjik etki gosterirler. Bu toksinlere sinergohimenotropik toksinler denir.
Invitro ve invivo sartlarda tek doz enjeksiyonla geriye donustimlii |6kopeni olusur ve
60 dakika icinde membranlara hasar verici etki mikroskopik olarak gorulebilir hale
gelir (Lina, 1999; Gillet, 2002; Koneman, 2006).

1.1.2.2.6.6. Eksfoliyatif Toksin

Eksfoliatin veya epidermolitik toksin olarak da bilinen eksfoliyatif toksin, ciltte
yaygin biller ve cildin soyulmasiyla karekterize bir klinik tablo olan stafilokoksik
haglanmis deri sendromu (staphylococcal scalded skin syndrome; SSSS)’na yol acar.
SSSS en sik bebeklerde ve kiglk cocuklarda gorilurken, buyUk cocuklarda ve
eriskinlerde son derece nadirdir. Bunun nedeni muhtemelen koruyucu antikorlarin
varligi veya eriskin cildinin toksine karsi duyarsizhigidir. Hastalik ates, ciltte
hassasiyet ve kizil tipi dokuntllerle seyreder. Ardindan, olusan genis buller
pargalanmir ve cilt tabakalari ayrilir. Cildin saglam gorulen bolgeleri hafif bir
surtiinmeyle soyularak asinmis bolgeler ortaya gikar (Nikolsky bulgusu).

Eksfoliyatif toksinin ET-A ve ET-B olmak Uzereiki farkli sekli tanimlanmustir.
Her ikisinin de molekil agirliklar1 23 kDa ve biyolojik aktiviteleri aym olsa da,
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antijenik ve biyokimyasal Ozellikleri bakimindan farklilik gosterirler. ET-A 1siya
direncli, ET-B ise 1siya duyarlidir. ET-A kromozomal genlerde kodlamirken, ET-B
sentezi plazmid genlerinin kontroli altindacir. Bu toksinler cildin epidermis
tabakasimn matriksindeki mukopolisakkaritlerini hidrolize ederek graniler kattaki
hicreleri birbirinden ayirir, fakat primer olarak hticre 6limine sebep olmaz (Plano,
2004; Koneman, 2006).

1.1.2.2.6.7. TSST-1

Toksk sok sendromu (TSS); ates, hipotansiyon, dokuntiler ve ¢ok sayida organ
tutulumu ile karakterize, TSST-1’in yol actigi bir hastaliktir. TSST-1 tet geni
tarafindan kodlanir ve TSS’nun yanisira, stafilokoksik kizil hastaligindan da
sorumludur. Daha onceleri pirojenik ekzotoksin C ve enterotoksin F olarak da
ismlendirilen TSST-1, bircok S. aureus suglari tarafindan salinan bir ekzotoksindir.
TSST-1, 22 kDa’luk molekil agirhigina sahip bir slperantijendir. T lenfosit
proliferasyonu ve monositlerden iL-1 saliminini uyarir. Isiya ve proteolitik enzimlere
kars1 direnclidir. TSST-1’in S, aurues disindaki tlrlerde varligi haen tartisma
konusudur. Ancak, KNS’larin ve A grubu streptokoklarin da TSS’una yol
acabildikleri bilinmektedir (Iwatsuki, 2006; Koneman, 2006; Tristan, 2007).

1.1.2.2.6.8. Enterotoksinler

S aureus suglarinin yaklasik Ugte biri ¢esitli enterotoksinler dretir. Enterotoksinler
dustk molekdl agirligina sahip (26-34 kDa), basit zincir seklinde, 1siya direncli
proteinlerdir. Gastrointestina enzimler tarafindan hidrolize karsi direnclidirler ve
100C°de 30 dk. 1sitmaya dayanabilirler. Bu nedenle enterotoksin Ureten stafil okoklar
besin Urdnlerini kontamine eder ve toksinlerini salgilarsa, yiyecegin yeniden

1sitiimast koruyucu olmaz (Koneman, 2006).

Serolojik olarak farkli ok sayida stefilokoksik enterotoksin tanimlanmstir (A,

B, C, D, E, H ve I). Bu toksinler S. aureus suslarinin yamsira, S epidermidis
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suslarinda da bulunabilir. En sik saptanan enterotoksin A’dir. Enterotoksin C ve D
genellikle kontamine st Grinlerinden kaynaklanir, enterotoksin B ise stafilokoksik
psddomembrandz enterokolit ile iliskilidir. Bu toksinlerin besinlerle alinmasi,
gastrointestinal  bulgularla seyreden besin zehirlenmes tablosuna yol acar.
Enterotoksinin alinmasindan 2-8 saat sonra bulanti, kusma ve bazen ishal baglar ve
bulgular genellikle 24-48 saat iginde kendiliginden geger. Enterotoksinlerin aym
zamanda merkezi sinir sistemine de etkileri vardir (Koneman, 2006).

1.1.2.2.7. Slperantijenler (SAQs)

Slperantijenler belirli T hicre antijen reseptorlerinin beta zincirinin degisken
bdlgesine (Vg) direkt olarak baglanmr ve bu reseptorleri, antijen sunucu hlicrel erdeki
MHC (major histokompatibilite kompleks) simif II molekdlleri ile kdpri olusturarak,
non-spesifik olarak birlestirir. Sonu¢ olarak antijenin, antijen sunucu hicreler
tarafindan islenmesi ve sunulmasi gerekmeksizin, uygun Vg gen trdniind tastyan tim
T hicreleri aktive olur. Normal sartlarda bir antijen makrofg] ytzeyinde MHC Il ile
kompleks olusturmus halde eksprese edildiginde, sadece kendisi icin ozgul T
hicrelerini uyarirken, slperantijenler, cok az miktarlarda bile 6zgil olmayan T
hicrelerine baglanarak asiri miktarda sitokin salimina neden olur. S. aureus tirleri
tarafindan sentezlenen piyojenik toksinler, basta SEA ve SEB olmak Uzere
stafilokoksik enterotoksinler, TSST-1, ET-A, ET-B ve ET-D slperantijen olarak
fonksiyon gosterir ve gida zehirlenmelerine, TSS ve SSSS hastaliklarina yol agarlar
(Plano, 2004; Iwatsuki, 2006; Koneman, 2006).

1.1.2.3. S. aureus Enfeksiyonlari

S aureus’larin olusturduklar: hastaliklar toksikojenik (toksik sok sendromu, besin
zehirlenmesi, haslanmis deri sendromu, vb.) ve piyojenik (impetigo, follikdlit,
fronkdl, karbonkl, selltlit, blefarit, mastit, cerrahi yara enfeksiyonlari, endokardit,
prikardit, osteomiyelit, septik artrit, piyomiyozit, sepsis, pnémoni, idrar yolu
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enfeksiyonlari, metastatik abseler, intraabdominal enfeksiyonlar santral sinir sistemi
enfeksiyonlari, menenjit, vb.) olmak tizere iki gruptaincelenebilir. Invaziv stafilokok
enfeksiyonlart mikroorganizmanin kolonizasyonu ile baglar. Cilt ve mikéz membran
gibi bariyer sistemlerinin bozulmasi, invazyona zemin hazirlar. Bazen bakteriyemi
gelisebilir ve olgularin bir kisminda primer enfeksiyon odagi belirlenemeyebilir.
Bazen de birden fazla metastatik abse odaklari gelisir. Venlerdeki enfeksiyon
odaklarindan (septik trombofilebit gibi) akcigerlere yayilim ve metastatik abse
olusumu, S. aureus bakteriyemisinin onemli 6zelliklerinden birisidir. S. aureus
enfekte damar ici kateter, fronkdl gibi primer enfeksiyon odagindan kalp kapagina,
kemik, eklem, bobrek ve diger retroperitoneal organlara, karaciger, beyin ve
meninkslere yayilabilir. Vertebra osteomiyeliti ve endokardit en sk goérulen
metastatik komplikasyondur. S. aureus bakteriyemisine bagli komplikasyon oran
%0-38 arasinda degismektedir. S aureus bakteriyemisine bagli endokardit gorilme
sikhigr %1,7-18, vertebra osteomiyeliti gorilme sikligi ise %6-34 arasinda
degismektedir (Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Brooks, 2007).

1.1.2.4. S. aureus’un Epidemiyolojik Ozellikleri

Metisilin direncli S. aureus (MRSA) da dahil olmak Uzere, S. aureus’larin ortak
kaynag1 insandir. Ancak nadir de olsa, enfeksiyon zincirinde diger hayvanlarin da
roli vardir. S aureus insanlarda basta burun ve nazofarenks olmak Uzere Ust
solunum vyollarinda ve ciltte, daha nadir olarak da vaen, rektum ve perineal
bolgelerde yerleserek viicut florasinin gegici veya kalici bir Gyesi olarak bulunabilir.
Y enidoganlarda umbilikal kdkte S. aureus kolonizasyonu yaygindir. Cilt ytzeyinde
ve nazofarinksde tasindigindan dolay: bakterinin yayilimi kolaydir ve bu nedenle
bircok hastane kaynakli enfeksiyondan sorumludur. Bu bolgelerdeki bakteriler
insandan insana genellikle kontamine aerosoller veya direkt temas yoluyla
bulasabilir. Purtlan drengji olan hastalar en 6nemli bulas kaynaklaridir (Eriksen,
1994; Wertheim, 2005).

Nazal tasiyiciligin stafilokok enfeksiyonlarimin gelisimindeki rolt uzun stiredir
bilinmektedir. Nazal S aureus tasiyiciligimn hem toplumda hem de hastanelerde
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sporadik enfeksiyonlarin ve epidemilerin gelismesinde onemli rol oynadiginm
bilinmektedir. Saglikli bireylerde mevsimsel ve lokal epidemiyolojik faktorlere bagli
olarak %20-40 arasinda degisen tasiyicilik oranlari, hastane calisanlarinda %40-
50’ye kadar ¢ikabilmektedir (Eriksen, 1994; Wertheim, 2005).

Tasiyicilik beyaz irkta, erkeklerde ve yaglilarda daha yaygindir. Eriskin
kadinlarda vajina tasiyicilik oram diger yas gruplarina gore artis gostermektedir.
Yine; diyabetiklerde, bobrek yetmezligi olanlarda, hemodiyaliz ve periton diyalizi
uygulanan  hastalarda, kronik karaciger hastaligi  bulunanlarda, insan
immunyetmezlik virusu (HIV) ile enfekte kisilerde, S. aureus’a bagli lokal cilt
enfeksiyonu bulunanlarda, ekzema ve psoriazis gibi cilt hastaligi olanlarda,
sismanlarda ve serebrovaskiler hastaligi bulunanlarda S aureus tasiyiciligi daha
yiksek oranlarda saptanmaktadir (Eriksen, 1994; Wertheim, 2005).

1.1.2.5. S. aureus Enfeksiyonlarinin Laboratuvar Tamsi

1.1.2.5.1. Mikroskopi

Stafilokoklar kati1 besiyerlerinde Urediklerinde Uzim salkimina benzer kimeler
olusturan, gram pozitif koklardir. Ancak, klinik materyal mikroskopik olarak
incelendiginde genellikle tek tek hlcreler veya kiguk gruplar seklinde gordlUrler.
Klinik materyalde organizmay: tespit etmek enfeksiyonun tipine ve drneklemeye
baglidir. Abse materyali incelenirken lezyonun taban bir ekivyon veya kiret ile
kazinmalidir. Aspire edilen cerahat primer olarak nekrotik materyal igerirken, az
sayida mikroorganizma bulunur. Bakteriyemili hastalarin kamnda genellikle az
sayida organizma mevcuttur (ortalama 1 organizma/ml’den az). Bu nedenle tam
amaciyla kamn gram boyamas: guvenilir degildir. SSSS olan hastalarin
nazofarinksinde ve TSS olanlarin vajeninde S aureus’lar bulunur, fakat bunlari bu
bolgede normal sartlarda kolonize olanlardan, mikroskopik olarak ayird etmek
mumkiin degildir (Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).

1.1.2.5.2. Kaltar
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Klinik materyal zenginlestirilmis, koyun kam igeren ortamlara ekilmelidir. Karisik
organizmalar iceren materyalden S. aureus’u selektif olarak izole etmek ve ayird
etmek icin %7,5 NaCl (cogu diger organizmalar icin inhibitordir) ve mannitol (S
aureus mannitol U fermente eder) igeren ortama ekim yapilabilir. Stafilokoklar non-
selektif ortamlarda, hem aerob hem de anaerob sartlarda siratle Ureyerek, 24 saatte
buyUk S tipi koloniler olustururlar. Karotenoidlerin yol actigi sar pigmentasyon S,
aureus kolonilerinde sik gorulur (6zellikle oda 1sisinda inktbe edildiginde). Hemen
tim S. aureus suslar ve bazi nadir KNS suslari sitolitik toksinleri ile kanli agarda
hemolize yol acar (Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).

1.1.2.5.3. Serolgji

Stafilokok antijenlerini kanda veya klinik materyalde tespit etme girisimleri
genellikle basarisiz kamistir. Ne var ki hlcre duvan teikoik asidlerine karsi
antikorlar, uzun streli S. aureus enfeksiyonu bulunan bir¢ok hastada mevcuttur (6r.
endokardit, osteomiyelit). Antikorlar hastalik baslamasini takiben 2 hafta icerisinde
olusur ve stafilokoksik endokarditi bulunan hastalarin ¢cogunda pozitiftir. Antikor
tespiti stafilokoksik osteomiyelit olgularinin tamsinda daha az guvenilirdir, ¢unku
enfeksiyon odagi1 daha lokalizedir ve organizmalar sistemik hiimoral immtn cevabi
stimtle etmeyebilir. Bakteriyemik hastalarda yikselmis antikor titreleri bulunmasi
uzun bir antimikrobik tedavi siiresi gerektirir. Ancak, negatif seroloji hastalik
ihtimalini ortadan kaldirmaz, ¢linku testin duyarlilig: disuktir (Wertheim, 2005).

1.1.2.5.4. idantifikasyon

S aureus, mikroskopik morfolojisi, koloni morfolojisi ve biyokimyasal dzellikleri ile
diger gram pozitif koklardan ve diger stafilokoklardan kolayca ayrilabilir.
Epidemiyolojik amaclarla tir ici idantifikasyon icin stafilokoklarin antibiyotik
duyarlilik paternleri (antibiyogram), biyokimyasal profilleri (biyotiplendirme),
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bakteriyofajlara kars1 duyarliliklar: (faj tiplendirimi) incelenebilir veya niklelk asit
analizi yapilabilir (Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).

Katalaz testi, stafilokoklarin streptokoklardan ayiriminda kullanilan énemli bir
testtir. Stafilokoklarin dahil oldugu Micrococcaceae ales katalaz pozitifken,
streptokoklar katalaz negatif 6zellik gosterirler. Koagllaz testi, S, aureus’un diger
Sapylococcus tiurlerinden ayiriminda kullanmilir. S, aureus koagllaz pozitif 6zellik
gosterirken, enfeksiyon etkeni olarak siklikla karsimiza ¢ikan S. epidermidis ve S
saprophyticus koagillaz negatif reaksiyon gosterirler. Termontkleaz testi, DNA’y1
hidrolize eden deoksiribonukleaz enziminin varligim tespit etmek amaciyla yapilir.
Sapylococcus tirleri glukozu ve mannitol i hem aerobik hem de anaerobik ortamda
fermente eder. Bu sekerlerin anaerobik fermentasyonunu gostermek igin, brain heart
infusion (BHI) kultdrinden 6ze ile alinan bir miktar bakteri, %0,5 glukoz ve %0,5
mannitol iceren iki ayrn karbohidrat fermentasyon ortamina inokile edilir.
Besiyerlerinin ylzeyi en az 25 mm kalinliginda olacak sekilde steril sivi parafin ile
kaplanir ve 5 giin sireyle 37C>de inkiibe edilir. inkiibasyon siresinin sonunda,
tuplerde anaerobik kosullarda asit olusumuna bagli olarak sari rengin olusmasi, S
aureus varligint gosterir (Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).

S aureus’un hizli idantifikasyonu amaciyla latex aglutinasyonu, RiboPrinter
(Qualicon) mikrobiyal tam sistemi ve toksin testleri kullamlmaktadir. RiboPrinter
(Qualicon) mikrobiyal tani sistemi ile 24-30 saat icinde S. aureus idantifikasyonu
yapilabilmektedir. Bu sistem temel olarak genetik parmak izi  yontemini
kullanmaktadir. “E. coli bakteri kesim enzimi” EcoRI kesm enzimi ile kesilen
kromozomal DNA fragmanlar: boyutlarina gore ayrilip isaretli rRNA operon problari
ile hibridize edilir. S. aureus’un bilgisayar ortamunda kayitli 252 referans molekuiler
buyUklUk belirteci fragman, izolattan elde edilen fragman ile Kkarsilastirilarak
izolatin S, aureus olup olmadig: tespit edilir (Bannerman, 2003; Koneman, 2006;
Forbes, 2007).
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1.1.2.6. S. aureus Suslarinda Antimikrobiyal Direnc

Penisilin 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan kesfedilmis, 1940 yilinda klinik
kullamma girmesiyle, dstafilokoksik enfeksiyonlarin  tedavisinde basariyla
kullanmlmaya baslanmistir. 1944 yilinda S aureus’larin %940 penisiline karsi
duyarliyken, penisilinaz genlerinin bakteriler arasinda yayilmasi sonucu 1950°li
yillarda hizla diren¢ gelismeye baslamistir. 1960°dan itibaren penisilinaza direncli
penisilinler (oksasilin, nafsilin, metisilin, dikloksasilin ve kloksasilin) kullamlmaya
baglanmis ve diren¢ sorunu gegici olarak ortadan kaldirilmugtir. Ancak bir yil sonra
MRSA suslart ortaya cikmistir. Bu suslar ¢ogu zaman c¢oklu antibiyotik direnci
gostermektedir. 1970°li yillardan itibaren MRSA suslari, yaygin olarak kullamlan
bircok antimikrobiyal ganlara (B-laktam antibiyotiklerin yani sira kinolonlar,
klindamisin, makrolid grubu antibiyotikler, kloramfenikol, tetrasiklinler,
aminoglikozidler, trimetoprim/sulfametoksazol, rifampisin) karsi direncli hale
gelmeye baslamistir (Cokga, 1998; Chang, 2003; Lowy, 2003; Deliaioglu, 2005;
Wikler, 2007; Janapatla, 2007).

Glikopeptitlerin ilk temsilcisi olan vankomisin 1956 yilinda kullamma girmis
ve uzun yillar direncli suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde basariyla
kullanslmigtir.  Ancak, ilk kez 1997 yilinda Japonya’dan, vankomisine ve
teikoplanine orta diizeyde direngli bir S aureus (VISA) susu bildirilmistir. “Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)”, VISA igin vankomisin minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) deserlerini litrede 8-16 mg olarak tammlamustir
(Wikler, 2007; Janapatla, 2007). VISA suslarinin standart disk difflizyon, broth
mikrodilisyon, agar dilisyon ve E-test yontemiyle tespit edilebilecegi kabul
edilmistir. ABD’nde, vanA geni iceren ilk vankomisin direncli S. aureus (VRSA)
susu 2002 yilinda bildirilmistir. Makrolid, linkozamid, streptogramin (MLS) tirevi
antimikrobiyaller, makrosiklik lakton halkasindan ibaret ortak bir yapiya ve benzer
etki mekanizmalarina sahip olduklari igin, aym grupta incelenirler ve MLS grubu
olarak isimlendirilirler. Bu grup antimikrobiyaller bakteri ribozomunun 50 S alt
birimine baglanarak, protein sentezinin elangasyon safhasinda peptidil tRNA
molekulintin ribozomdan ayrilmasini indikler ve bakteriyel protein sentezini inhibe

ederler. Eritromisinin klinik kullanima girmesinden bir yil sonra ABD, Japonya ve
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Avrupa’dan eritromisine karsi direng bildirilmistir (Cokca, 1998; Chang, 2003;
Lowy, 2003; Delialioglu, 2005; Wikler, 2007; Janapatla, 2007).

1.1.2.7. Metisilin Direncli S. aureus (MRSA)

Stafilokoklarda metisilin direnci ilk kez 1961’de, metisilinin klinik kullamma
girmesinden kisa siire sonra Ingiltere’de bildirilmistir. Hemen arcindan Japonya,
Avrupa, Avustralya’ya yayilmis ve Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) ilk
direncli olgu 1968’de bildirilmistir. 1970’lerin sonunda MRSA suslar1 klindamisin,
makrolidler, kloramfenikol, tetrasiklin, rifampisin, aminoglikozidler gibi cok sayida
antibakteriyel ajana kars1 direnc kazanmaya baslamistir. 1980°li yillardan sonra
MRSA suslari tim dinyada hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda ilk siralardaki
yerini amistir. MRSA’lar onceleri 6nemli bir nozokomiyal patojen olarak kabul
edilmekteyken, takip eden yillarda, toplumda MRSA enfeksiyonlarimin gorilme
sikhigindaki artis dikkat cekmistir. Bugin, hastane kaynakli S. aureus’larin yaklagik
%40’1nda, toplum kaynakli S aureus’larin ise yaklasik %8-20’sinde metisilin direnci
saptanmaktadir (Shukla, 2005).

1.1.2.7.1. Stafilokoklarda M etisilin Direnci M ekanizmalari

Metisiline kars1 direng gelisimi U¢ sekilde olmaktadhr:

1) intrensek (kromozomal) metisilin direnci: Bu tip direng en sik rastlanan
direnctir ve yeni bir penisilin baglayan protein (PBP2a) sentezi ile olusur. PBP’ler
bakteri hicre membraminda bulunan B-laktam antibiyotiklerin baglandigi hedef
proteinlerdir. Bu proteinler bakteriyel hiicre duvarinin sentezi sirasinda peptidoglikan
agin birlesmesinde terminal gapraz baglanma reaksiyonunu katalizleyen enzimlerdir.
Hucre duvar: inhibitorleri de bu proteinlere baglanarak bakteriyel hicre duvar
sentezini bozarlar. PBP2a’nin B-laktam antibiyotiklere afinites diger PBP’lerden
(PBP1, PBP2, PBP2a, PBP3, PBP4) daha dusuktir. Bu nedenle antibiyotik bakteriye
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yeteri kadar baglanamaz ve etkinligi azalir (Unal, 1996; Lowy, 2003; Chongtrakool,
2006).

Molekil agirligir 78 kDa olan PBP2a, 2,1 kb’lik DNA segmentine lokalize olan
mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen induklenebilir bir gendir ve
transdiksiyon yoluyla direngli suslardan duyarli suslara aktarilabilir. Bakteride
metisilin direncinin ortaya cikabilmesi icin mecA geninin eksprese olmasi gerekir.
Ancak bu ekspresyon her bakteride aym sekilde olmamaktadir. Bu nedenle mecA
geni tasidigi halde metisiline degisik dizeylerde direncli, hatta duyarli S aureus
suslart bildirilmektedir. Metisilin direnci icin mecA geninin varligr mutlaka
gereklidir, ancak yeterli degildir. MRSA’larda mecA geninin ekspresyonunu
etkileyerek fenotipi belirleyen bazi regiilasyon mekanizmalar1 vardir. intrensek
metisilin direnci fenotipik olarak homojen veya heterojen direng olmak Uzere iki
sekilde gorilebilir. Homojen direncte koloniyi olusturan tim bakteriler mecA genini
tasirlar. Hepsinde mecA geni eksprese olmustur ve yiksek diizeyde direng gelisimine
yol acar. Direng gelisimi, ortamin pH’si, sicakligi, tuz konsantrasyonu, inkibasyon
sures gibi cevresel faktorlerden etkilenmez. Ancak klinik  mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda izole edilen stafilokoklarin az bir kisminda homojen metisilin
direnci gortlmektedir (Unal, 1996; L owy, 2003; Chongtrakool, 2006).

Heterojen direng, klinik uygulamada daha sk gordlen, ancak cevre
kosullarindan etkilenmes nedeniyle tespit edilmesi gic¢ olan direng tipidir. Bu tip
direncte, koloni olusturan tim bakteriler mecA geni tasimalarina ragmen, direng
ancak 10° yada 10° bakteriden birinde tespit edilebilmektedir. Bu durum muhtemelen
mecA geninin fonksiyonunu kontrol ettigi dusinilen “metisilin  direncinin
ekspresyonu icin esansiyel faktor (femA)”, faktor X veya mecR, mecl gibi kontrol
genlerine bagl olarak ortaya gikmaktachr (Unal, 1996; Lowy, 2003; Chongtrakool,
2006).

2) Beta laktamaz Uretimi: Beta laktamaz Uretimi metisilin molektlindeki beta
laktam halkasim kismen pargalayarak metisilin direncine yol acar. Beta laktam
antibiyotiklerin beta laktamaz inhibitorleri ile kombine edilmesi, bu tir direng
gelisimini engeller (Unal, 1996; Lowy, 2003).
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3) Mevcut PBP’lerde beta laktam antibiyotik afinitesinde azalma: Son yillarda
beta laktamaz sentezlemeyen, ayrica mecA geni de tasimadiklari halde metisiline
direncli stafilokoklar tespit edilmistir. Cok az sayidaki bu izolatlar incelendiginde, bu
bakterilerin  mevcut PBP’lerinin  B-laktam antibiyotiklere karsi disuk afinite
gosterdikleri tespit edilmistir (Unal, 1996; Lowy, 2003; Chongtrakool, 2006; Kilic,
2008).

1.1.2.7.2. Metisilin Direncli S. aureus’un Genom Y apisi

S aureus’un DNA’sindaki G+C icerigi %32,8-32,9 mol ve kromozom uzunlugu
2810-2880 kb olarak saptanmustir. S aureus’un kromozomal DNA’s genetik altyap
ve genomik adalar olmak Uzere iki kategoride incelenmektedir (Chongtrakool, 2006;
Kilig, 2008).

PBP2a (PBP2") sentezleyen tim MRSA ve metisilin direncli koagtlaz negatif
stafilokoklar (MR-KNS), B-laktam antibiyotiklere karsi direnglidir. PBP2a sentezi
mecA geni tarafindan kontrol edilir. mecA genin ekspresyonu mecR1 ve mecl genleri
tarafindan duzenlenir. mecA geni ve regulatorleri, bir genomik ada olan ve
“stafilokoksik kaset kromozom mec (SCCmec)” olarak isimlendirilen, 21-67 kb
uzunlugundaki mobil DNA pargalarn Uzerinde tasimir. SCCmec, virulans ve
metisilin direncinin  Staphylococcus tirleri arasinda genomik aktarilmasindan
sorumludur. SCCmec kasetinin kokeni hala kesin olarak bilinmemekle birlikte, B-
laktam antibiyotiklere kars1 duyarli Staphylococcus sciuri suslarinda PBP’ler ile
MRSA’lardaki PBP2a arasinda % 87,8 oranindaki homoloji bulunmasi, kdkenin bu
bakteri oldugunu dustUndirmektedir. SCCmec, S aureus kromozomlarinin
replikasyon bolgesindeki attBSCC olarak isimlendirilen bdlgede orfX geni ile
birlesmis olarak bulunmaktadir (Chongtrakool, 2006; Kili¢, 2008).
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1.1.2.7.2.1. SCCmec Y apis1

S aureus’un SCCmec yapisi, mec geni kompleksi, kaset kromozom rekombinaz (ccr)
gen kompleksi ve J (junkyard) olmak Uzere ¢ elementten olusur. SCCmec, mec ve
ccr gen komplekslerine gore tiplere ve J bolgelerindeki farkliliklara gore alt tiplere
ayrilir. SCCmec elementleri, fa transdilksiyonu veya diger genetik transfer sistemleri
ile tasinabilmektedir. S aureus’lardaki esas genetik yap tipine gbre su ana kadar alti
farkli SCCmec gen kaseti tammmlanmustir. ccr gen kompleks bdlgesi SCCmec gen
kaset bolgesinin mobilitesinden, yani S. aureus’un kromozomuna girip ¢gitkmasindan
sorumludur. Amino asit tipine gore ccrA ve ccrB olmak Uzere iki tipi ve her bir tip
icin dort farkli alotipi (ccrA igin ccrAl, ccrA2, ccrA3 ve ccrA4; cerB igin cerBl,
ccrB2, ccrB3 ve cerB4) bulunmaktayken son zamanlarda ccrC olmak Uizere tglinct
bir tip bildirilmistir. ccrA veccrB tip I, I1, 111, IV ve VI SCCmec gen kaset yapisinda
bulunurken, ccrC sadece tip V SCCmec gen kaset bdlgesinde bulunmaktadirlar.
SCCmec gen kaset yapisinda bulunan ikinci olusum mec kompleksidir. mec geni
kompleksi 1S431mec, mecA ve regilator genler olan mecR1 ve mecl’nin bitini veya
bir parcasini tasimaktadir. Bu da 5 farkli sinifa ayrilmaktadir (simf A, 1S431-mecA-
mecR1-mecl; simif B, 15431-mecA-AmecR1-1S1272; simf C, [S431-mecA-
AmMecR1-15431; sinif D, 1S431-mecA-mecR1 ve; simif E, 1S431-mecA-AmecR1).
mec geni kompleksinin simiflandiriimast sekil 1.4°te gosterilmistir (Chongtrakool,
2006; Kilig, 2008).
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Sekil 1.4. mec geni kompleksinin siniflandirilmas: (Katayama, 2001)

SCCmec gen kaset bolgesinin diger kisimlari J bélgesi; J, J2 ve J3 olarak
bilinmektedir. Bu bdlge 6zellikle SCCmec gen kaset tiplerinin alt tiplendirilmesi
amaciyla kullanilmaktadir. Bakteri hicres igin gerekli veya yararli Ortnler
icermemektedir. Sadece B-laktam disindaki antibiyotiklerin direng genlerini ve agir
metallerin direng genlerini icermektedir. J kromozomun sag birlesme bolgesi ile ccr
kompleks arasinda, J2 mec kompleksile ccr kompleks arasinda, J3 ise mec kompleks
ile sol birlesme bolgesinde bulunmaktadir. Bu ylizden SCCmec kaset gen yapisi J3-
mec-J2-ccr-J olarak Ozetlenebilir. Cizelge 1.2 ve sekil 1.5°te SCCmec tiplerinin
sahip olduklar: yapilar gorilmektedir (Katayama, 2001; Chongtrakool, 2006; Kilig,
2008).

Cizelge 1.2. ccr ve mec tasityan SCCmec kaset gen tipleri

SCCmectipi ccr gen kompleksi mec gen kompleksi
Tip | Tip-1 ccrAl ve Bl Sinif B mec (1B)
Tip || Tip-2 ccrA2 ve B2 Simf A mec (2A)
Tip Il Tip-3 ccrA3 ve B3 Sinif A mec (3A)
Tip IV Tip-2 ccrA2 ve B2 Simf B mec (2B)
TipV Tip-5ccrC Sinif C mec (5C)
Tip VI Tip-4 ccrAd ve B4 Simf B mec (4B)
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SCCmec YAPISI (I-VI)

. ,,,ni mec complex B
Tlp I 5 Eh mecA mecR1 V1812
Tip II = =
..../-"--;,"‘";"'"M——_ — mec complex A
1 | R (I — ] s i po
Tip IV P b mec complex B
v g
. mec complex C
Tip V e
" mec complex B \\\,
Tlp VI Cma Cre== e

Sekil 1.5. SCCmec kaset gen tiplerinin yapisal gorintust (Kilig, 2008)

1.1.2.7.2.2. SCCmec Tipleri

Tip I SCCmec, ssmf B mec gen kompleksi ve tip | ccr gen kompleksinden
olusmaktadir. 1961 yilinda izole edilen en eski MRSA susunda bulunmustur. Tip |
SCCmec’in J bolges bir ytizey proteinini kodlayan pls genini icermektedir. Bu gen
fibronektine bakteriyel aderansi etkilemektedir. Bu fonksiyon S aureus
enfeksiyonunun baslamasinda 6nemlidir. Tip I SCCmec, mecA haricinde herhangi bir
antibiyotik diren¢ geni tasimamaktadir. Tip 11 SCCmec, sinif A mec gen kompleksi
ve tip Il ccr gen kompleksinden olusmaktadir. J bolgesinde pUB110 plazmidi ve
Tn554 transpozonu bulunmaktadir. Tip 111 SCCmec, simif A mec gen kompleks ve
tip 111 ccr gen kompleksinden olusmaktadir. pT181 plazmidi, Tn554 transpozonu ve
pseudo Tn554 tasimaktadir. Tasidiklart Tn554 transpozonu iMLSg direncinden
sorumluyken; pT181 plazmidi tetrasiklinlere kars: direngten sorumludur. SCCmec tip
Il ve lll MRSA suslarimin 6nemli bir 6zelligi, coklu ilag direncine yol agmalar1 ve
Ozellikle hastane ortaminda sik bulunmalaridir. Tip 1l ve Ill  SCCmec kaset gen
tipleri, direnc genlerinin bulundugu genis J (J1, J2, ve J3) bolgelerine sahiptirler. Bu
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tipler tasidiklar1 direng genleri sayesinde aminoglikozidler, makrolidler, tetrasiklin
gibi gesitli antibiyotiklere ve kadmiyum, civa gibi agir metallere kars1 direncli hale
gelirler. Tip IV SCCmec, sinif B mec gen kompleksi ve tip 1l ccr gen kompleksi
icermektedir. Tip IVa ve IVb, mecA geni disinda herhangi bir direng geni
tasimamaktadir, zira J1 bolgesi diger SCCmec tiplerine gore oldukga kiguktur, J2
bolges ise bulunmamaktadir (Cizelge 1.3) (Hiramatsu, 2001; Hiramatsu, 2002,
Chongtrakool, 2006; kilig, 2008).

Cizelge 1.3. SCCmec gen kaset tiplerinin dzellikleri

Ozdlikler Tip 1 Tip2 | Tip3 | Tip4 Tip5
Uzunluk 32-34kb | 52-53kb | 67kb | 21-24kb 24 kb
mecA + + + + + +
mecR1-mecl Delesyon + + Delesyon +
ccrA-ccrB + + + + -
cer tipi 1B 2A 3A 2B
Tobramisin-kanamisin direnci (pUB110, aadD) - + -
Tetrasiklin direnci (pT 181, tetK) - - +
iML Sg direnci (Tn554, ermA) - + + - -
13431 1 2 4 1 1
ccrC - - - - +

1.1.2.7.3. S. aureus Suslarinda Metisilin Direncinin Belirlenmesinde Kullanilan

Y Ontemler

Gunumizde metisilin direncinin ortaya konmasinda mecA geninin molekiler
yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak, ©6zel
yetismis personel gerektirmes ve yiksek maliyeti nedeniyle, uygulama genellikle
referans laboratuvarlar ile sinirli kalmaktadir. Bu nedenle klinik laboratuvarlarda S,
aureus izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasi amaciyla ¢esitli  yontemler
kullanmlmaktadir (Wikler, 2007; Sancak, 2007).

1.1.2.7.3.1. Oksasilin Disk Diflzyon Y éntemi

Kimyasal yapisi itibar1 ile penisilinazlara direncgli penisilinler icerisinde yuksek

dayanikliliga sahip olmasi nedeniyle, indikator antibiyotik olarak siklikla oksasilin
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kullanilir. Bu yontemde MRSA izolatlarinin saptanmasi amaciyla 1 pg oksasilin
iceren antibiyogram diskleri kullaniimaktadir. CLSI tarafindan belirlenen direng simir
degerlerine gore inhibisyon zonunun ¢apr <10 mm olan izolatlar direngli, 11-12 mm
olan izolatlar orta diizeyde duyarli, >13 mm olan izolatlar ise duyarl: olarak kabul
edilmektedir (Wikler, 2007; Sancak, 2007).

1.1.2.7.3.2. Sefoksitin Disk Diflizyon Y 6ntemi

Sefalosporinler de son yillarda, indikatorii metisilin direng olarak Uzerinde calisilan
bir diger onemli antibiyotik grubunu olusturmaktadir. Moksalaktam ve sefoksitin
diskleri kullamlarak yapilan disk diflizyon testleri, MRSA ayinminda oldukca
yiksek duyarliliga ve 6zgullGge sahiptir. Ayrica, sefoksitin disk diflizyon yonteminin
degerlendirilmesinin, oksasilin disk difiizyon yéntemine gore daha kolay oldugu
bildirilmistir. Bu yontemde 30 ug sefoksitin iceren antibiyogram diskleri
kullanmimaktadir. CLSI tarafindan belirlenen diren¢ sinir degerlerine gére inhibisyon
zon ¢ap1 <21 mm olan izolatlar direncli, >22 mm olan izolatlar ise duyarl: olarak
kabul edilmektedir (Wikler, 2007).

1.1.2.7.3.3. Sivi Mikrodiliisyon Y 6ntemi

Bu yontemde %2 NaCl iceren Mueller-Hinton sivi besiyeri  kullamlmaktadir.
Antibiyotik olarak oksasilin tercih edilmektedir. CLSI tarafindan belirlenen direng
sinir degerlerine gore MIK degeri <2 pg/ml olan izolatlar duyarli, >4 pg/ml olan
izolatlar ise direngli olarak kabul edilmektedir (Wikler, 2007).

1.1.2.7.3.4. “Oksasilin Tuz Tarama Agar” Testi

CLSI tarafindan tammlanan “oksasilin tuz tarama agar test”, S. aureus izolatlarinda

metisiline kars: direncin belirlenmesinde 6zgullGgti ve duyarliligi oldukca yiksek bir
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testtir. Bu amagla, 6 pg/ml oksasilin ve %4 (w/v) oramnda NaCl iceren Mueller
Hinton agar kullanilmaktadir. Bu besiyerine mannitol eklenerek, dogrudan Klinik
orneklerden MRSA selektif olarak izole edilebilir (Wikler, 2007).

1.1.2.7.3.5. E-test YOntemi

E-test yontemi de, mikrodilUsyon ve disk diflizyon yontemlerine benzer sekilde test
kosullarindan etkilenmektedir. %2 NaCl iceren Mueller Hinton agar besiyerine 0,5
McFarland bulanikliga ayarlanmis olan bakteri stispansiyonundan ekim yapilmasi
Onerilmektedir (Wikler, 2007, Sancak, 2007).

1.1.2.7.3.6. Lateks Aglutinasyon

Metisilin direncinin erken dénemde saptanmasi amaciyla pek ¢ok farkli test yontemi
de gelistirilmistir. Kolay uygulanmast ve disik maliyeti nedeniyle lateks
aglutinasyon (LA) testleri bu amagla yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu testte mecA
geni  kontrolinde sentezlenen PBP2a’min, monoklona antikorlarla kapli lateks
partiklleri ile verdigi aglutinasyon reaksiyonu incelenir (Wikler, 2007, Sancak,
2007).

1.1.2.7.3.7. Molekiler Yontemler

PZR ile mecA geninin saptanmasi, metisilin direncinin tespitinde altin standart olarak
kabul edilmektedir. Bununla birlikte, mecA geninin bulundugu, ancak eksprese
olmadigi, duyarl: suslarin da bulunabilecegi unutulmamalidir (Wikler, 2007; Sancak,
2007).



36

1.1.2.7.3.8. Kromojenik Y ontemler

Son yillarda MRSA’larin saptanmasinda enzimatik substratlar iceren kromojenik
besiyerleri denenmektedir. Bunlar arasinda “oksasilin direnc tarama agar besiyeri”
(ORSAB) gibi degisik kromojenik besiyerleri yer amaktadir (Sancak, 2007).

1.1.2.7.4. Toplum Kaynakh Metisilin Direncli S. aureus (TK-MRSA) ve Hastane
Kaynakh Metisilin Direngli S. aureus (HK-MRSA) Suslarin Molekiler

Epidemiyolojisi

MRSA suslart onceleri sadece hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olurken,
1990’11 yillardan sonra TK-MRSA enfeksiyonlari da bildirilmeye bagslanmustir.
SCCmec kaset gen tiplendirme sistemi, hastane kaynakli metisilin direngli S. aureus
(HK-MRSA) ve TK-MRSA suslarimin ayriminda bagimsiz bir  kriter olarak
kullanilmaktadir (Katayama, 2001; Ito, 2003). HK-MRSA suslar esas olarak, 34-67
kb uzunlugundatip I, Il ve Il SCCmec gen kaset tipi tasirken; iyi tammmlanmus, ¢oklu
direncli olmayan TK-MRSA suglar1 daha cok tip IV ve V SCCmec kaset gen tipleri
tasimaktadir. Yapilan calismalar, TK-MRSA suglarinda tespit edilen yeni SCCmec
kaset gen tiplerinin, HK-MRSA suslarindan evrimsel olarak bagimsiz oldugunu
gostermektedir. Bu durum, TK-MRSA suslarimin HK-MRSA suslarindan bagimsiz
olarak gdlistigini ve toplum kaynakli S. aureus suslarinin transformasyonu sonucu
ortaya ciktigim dusindirmektedir (De Lencastre, 2007; Kilig, 2008). Tip 1V
SCCmec kaset gen bolges 1970°li yillarda S. epidermidis suslarinda bulunmus ve
1980 yilinda ilk kez S aureus’ta bildirilmistir. Bu durum da, 1980’li yillarda
SCCmec IV’Un S epidermidis’ten S aureus’a transfer oldugunu distndirmektedir.
Yani mecA geni bir stafilokoktan digerine vertikal olarak aktarilabilmektedir. TK-
MRSA suslari, bolgesel farkliklar gostermekle birlikte, kloramfenikol, klindamisin
ve florokinolon grubu antibiyotiklere kars1 genellikle duyarliyken, HK-MRSA suglari
bu antibiyotiklere karsi1 genellikle direnclidir. Bunun en 6nemli nedeni, hastanelerde
yaygin antibiyotik kullamminin, direngli suslarin ortaya gikmasina neden olmasidir.
Bu durum aym zamanda, suslarin hangi tip SCCmec kaset gen yapisi tasidigi ile de
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iligkilidir. Tip 11 ve I11 SCCmec kaset gen tipleri, direng genlerinin bulundugu genis J
(J, 32 ve J3) bolgelerine sahipken, tip IV SCCmec kaset genleri daha kisa ve basit
yapiya sahiptir. Boyutlart 20-24 kb arasinda degisen farkli tip IV kaset tipleri
bildirilmistir. Yapilarimn kisa olmasindan dolay: da Saphylococcus tirleri arasinda
kolaylikla yayilabilmektedir (muhtemelen fg transdiksiyonu yoluyla). TK-MRSA,
atta yatan bir hastaligi bulunmayan, ya da uzun siire hastanede yatis 6ykusl gibi
herhangi bir risk faktorli tasimayan hastalardan izole edilebilmektedir. Ozellikle
askeri birlikler, bakim evleri, huzur evleri gibi ortamlarda yasayan ve birbirleriyle
yakin temasta bulunan bireylerde enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bir¢ok toplumda,
TK-MRSA suglar1 enfeksiyon etkeni olarak, arttk HK-MRSA’larin yerini almaya
baslamislardir.  TK-MRSA’lar  6zellikle cocuklarda cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarina yol agmaktadir. Ancak invaziv, hizli ilerleyen nekrotizan pnémoni,
agir sepsis, nekrotizan fasiit gibi hastalik tablolarina da neden olabilirler. Ayrica
fulminant purpura ve yaygin damarici koagulopatisine (DIC) de yol agabilirler
(Katayama, 2001, Ito, 2003; Kili¢, 2006; De Lencastre, 2007; Kili¢, 2008).

TK-MRSA’nin dnemli bir 6zelligi de, HK-MRSA ve diger S aureus suslarina
gbre daha yuksek oranda PVL geni bulundurmalaricir. Bu nedenle daha virulan
olarak kabul edilmektedir. PVL, 1932 yilinda cilt ve yumusak doku enfeksiyonuna
yol acan S aureus suslan tarafindan sentezlenen bir lokotoksin olarak
tammlanmustir. Daha sonralari, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar: ile nekrotizan
pnémoniye yol acan MSSA suslarinda pvl geni ortaya konmustur. MLST ve pulsed
field gel eectrophoresis (PFGE) teknikleri ile, bolgesel olarak yaygin bulunan HK-
MRSA suslarinin, TK-MRSA suslarindan genetik olarak farkli olduklar1 da tespit
edilmistir. ABD’nde cogu TK-MRSA susu tip IV SCCmec kaset tipi tasiyan
STL/USA 400 ve ST8/USA 300 olarak tammlanmirken, yaygin HK-MRSA suslar tip
Il SCCmec kaset tipi tasiyan ST5/pulsotip USA 100 veya ST36/pulsotip 200
(EMRSA-16) olarak tanimlanmaktadir. Avrupa’daise ST8/USA 300, ST30 (okyanus
klonu, USA1100) ve ST80 TK-MRSA suslar1 yayginken, en sk rastlanan HK-
MRSA susu ST36/pulsotip 200 (EMRSA-16)’dir. Kore ve Japonya’da en stk ST5-
MRSA-II klonlar1 bulunurken, diger Asya tlkelerinde ST239 (veya ST241)-MRSA-
11 (veya II1A) klonlar1 daha yaygin olarak bulunmaktadir. Son zamanlarda kabul
edilen hipotez, MSSA suslarinin PVL’yi kodlayan IUkS-PV ve [ukF-PV genlerinin
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(pvl) lizojenik faj (phiSLT) ile alinmasi, daha sonra da mecA geni tasiyan metisilin
direng kasetlerinin (SCCmec 1V, V) horizontal olarak PVL pozitif MSSA suslarina
transfer olmasi ve phiSLT bolgesinden bagka bir bdlgeye integre olmasidir. Boylece
MSSA suslari, PVL pozitif olan MRSA haline gelmektedir (Katayama, 2001; Ito,
2003; Kili¢, 2006; De Lencastre, 2007; Kilig, 2008).

MLST yoéntemi ile yapilan populasyon genetigi calismalarinda, MRSA
klonlarinin - biydk bir kissumin 5 kompleks klondan (CCs) koken adigi
gosterilmistir: CC5, CC8, CC22, CC30 ve CC45. Tum CC5, CC22 ve CC45 MRSA
klonlar: enterotoksin gen kompleks (egc) lokusunda ortaktirlar. Epidemik MRSA-16
(EMRSA-16) klonlar1 CC30’u sunarak hem sea geni hem de egc lokusunu icerirler.
Brezilya klonu su ana kadar tim superantijenik toksinlerden yoksun olan tek klon
olarak tammmlanmustir (Tristan, 2007; Cockfield, 2007).

1.1.2.75. HK-MRSA ve TK-MRSA Klonlarinin Virulans Faktorleri

S aureus farkli klinik sendromlarin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan ¢ok sayida
virulans faktérine sahiptir. Virulans faktorlerinin  tammmlanmasi, hastaliklarin
patogenezinde rol oynayan molekiler mekanizmalarin dahaiyi anlasiimasina ve yeni
tedavi yaklasimlarimin ortaya konmasina olanak saglar. TK-MRSA’nin en iyi bilinen
virulans faktor PVL’dir. Bu toksin S aureus’larda yaklasik %5 oraninda
bulunmasina karsin, TK-MRSA’larda yaklasik %90 oraninda bulunmaktadir. TK-
MRSA’lar siklikla PVL geni tasirlar ve SCCmec IV ve bazen SCCmec V tipinde yer
alirlar.  PVL pozitif TK-MRSA klonlar1  cografi  dagilimlarina  gore
isimlendirilmislerdir. Ornesin ST80 Avrupa’da, ST8 ve ST1 Amerika’da ve ST30
Okyanusya’da saptanmustir (Tristan, 2007; Cockfield, 2007).

S aureus’un 6 farkli sitolitik toksini tammlanmistir. Bunlardan Gcgl tek
bilesenli ve Ucu iki bilesenlidir. Tek bilesenli toksinler (a-hemolizin-Hla, p-
hemolizin-HIb, 3-hemolizin-HId) hemolitik etkiye sahipken, iki bilesenli toksinler (y-
hemolizin-HIg [HIgl ve HIg2], |6kosidin-Luk [LukF ve LukS ve Panton-Vaentin
Lokosidin [LukS-PV ve LukF-PV]) hemoliz yapmazlar. PVL, y-hemolizin ve diger
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|6kosidinler ile birlikte sinerjik etki gosterir ve bibilesen sinergohimenotropik
toksinler aillesinde yer air. PVL iki farkli aktif protein olan S ve F proteinlerinden
olusmaktadir. Bu proteinler [UkKSPV ve |ukF-PV genleri tarafindan kodlanmr. PVL
insan, polimorfonikleer nétrofil (PMN), monosit ve makrofg) hicrelerine karsi
toksik etki gosterir. PVL kalsiyum kanallarimin agilmasini indikleyerek kalsiyum
akimina yol agar ve I0kotrien B4 (LT-B4), IL-8 ve histamin gibi inflamatuvar
mediatérlerin asir miktarda salinmasinayol agar (Tristan, 2007; Cockfield, 2007).

Yamaguchi ve arkadaslari (Yamaguchi, 2002) yaptiklari calismada, eta
(eksfoliyatif toksin A) ve etb geni iceren MRSA suslar izole etmislerdir. Bu
toksinler epidermal hiicreleri birarada tutan desmoglein 1’e baglanirlar, epidermolitik
proteazlar gibi calisarak, epidermisde nekroz veya inflamatuvar yanit
olusturmaksizin haslanmis deri sendromuna neden olurlar (Tristan, 2007; Cockfield,
2007).

tst geni iceren MRSA klonlari 2002’ de Fransa ve Isvigre’de saptanmustir. tst-
pozitif MRSA suslari daha yuksek virulansa sahiptirler ve TSS’ndan slpuratif
enfeksiyonlara kadar cesitli klinik tablolara da yol acabilirler. tst-pozitif MRSA’lar,
birist ST5 ve agr2 iceren buyuk klon, digeri ise ST30 ve agr3 igeren kugik klon
olmak Uzere, iki farkli klondan kéken alirlar. Her iki tst-pozitif MRSA klonu da hem
HK-MRSA hem de TK-MRSA enfeksiyonlar ile iliskili bulunmustur. tst-pozitif
MRSA Kklonlar1 genellikle kicUk cocuklardan izole edilmistir. Her iki klon da
SCCmec IV kaset tipini tasirlar. Bu klonlarin kékeni bilinmemektedir (Tristan, 2007;
Cockfield, 2007).

tst-pozitif agr2 MRSA klonlari, iki pandemik nozokomiyal klon (pediatrik klon
ve New-york/Japon klonu) gibi aym ST’ye sahiptir. Ayrica TSST-1 Japonya’da
baskin olan ve simdi Avrupa’da yayilmakta olan bir MRSA klonu tarafindan da
Uretilmektedir. Bu klon nozokomiyal toksik sok sendromunun ortaya cikmasindan ve
“neonatal toksik sok sendromu benzeri egzantematéz hastaliktan (NTED)”
sorumludur. Bu klon Fransa’da tanimlanmistir ve dolasim sistemi enfeksiyonlar: ile
iliskili oldugu dusunulmektedir. Sea-pozitif olan suslar dolasim sistemi
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enfeksiyonlarina yol agtigi zaman tst-pozitif olan S. aureus’lar gibi, soka yol
acabilirler (Tristan, 2007; Cockfield, 2007).

1.1.2.7.6. TK-MRSA ve HK-MRSA’larin Karsilastirilmas

TK-MRSA ile HK-MRSA arasinda, klinik, antibiyotik duyarlilik, virulans faktorleri
ve molekuler oOzellikler bakimindan farkliliklar sbz konusudur. HK-MRSA
enfeksiyonlarinin aksine, TK-MRSA enfeksiyonu tespit edilen kisilerde tipik risk
faktorleri  bulunmamaktadir. TK-MRSA genellikle sporadik enfeksiyonlar
olustururken, intraventz ilag kullamicilar arasinda, kres, huzurevi, kisla gibi toplu
yasanilan yerlerde salginlara yol acabilir. Toplum kokenli suslar hastane kdkenlerine
gore antibiyotiklere daha duyarlidirlar. Yine hastane kokenlerinde %5 civarinda
bildirilen PVL geni, toplum kokenli suslarin %90’dan fazlasinda bulunabilmektedir.
TK-MRSA suslari, HK-MRSA’ya gore daha kolay kolonize olmakta ve daha sik
enfeksiyonlara yol agmaktadir. Molekiler incelemeler ile hastane ve toplum kaynakli
izolatlarin molekuler agidan da farkli klonlar olduklari gosterilmistir. TK-MRSA
siklikla cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari ve nekrotizan pndémoniye neden
olurken, hastane kaynakli suslar daha c¢ok bakteriyemi, pnémoni, kateter
enfeksiyonu, cerrahi yara enfeksiyonu gibi Kklinik tablolara yol acmaktadir. TK-
MRSA ile HK-MRSA arasindaki mikrobiyolojik ve klinik farkliliklar Cizelge 1.4’te
gosterilmektedir (Chen, 2005; Shukla, 2005; Gupta, 2007).
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Cizelge 1.4. TK-MRSA ve HK-MRSA arasindaki mikrobiyolojik ve klinik farkliliklar

TK-MRSA HK-MRSA
SCCmectip V,V I, 10,10
Klasik risk faktorleri yok var
Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari %75 %25
Pnémoni nadiren daha sik
Cocuk ve genc eriskinlerde nekrotizan pnémoni daha sik nadiren
Bakteriyemi - +
Multipl antibiyotik direnc profili - +
PVL sikhig %90 %5
Y ashlarda enfeksiyon daha sik nadiren
Genglerde enfeksiyon nadiren daha sik
Klonal tip USA100 ve 200 USA300 ve 400

Molekuler teknolojik ilerlemeler TK-MRSA enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin
belirlenmesinde buyik avantg) saglamistir. Bircok molekiler teknik ile MRSA
tiplendirilmess mimkin olsa da, en sk kullamlan yontem PFGE’dir. Genetik
analizler, bazi izolatlarin tipik hastane kaynakli suslarin klonal yayilimi ile topluma
gectigini ve toplum kaynakli enfeksiyonlara neden oldugunu gostermistir. Ancak,
MLST sonuglari, bazi toplum kaynakli suslarin, hastane kaynakli suslardan farkl:
genetik ozelliklere sahip olduklarini gostermistir (Chen, 2005; Shukla, 2005; Gupta,
2007).

Metisilin direncinden sorumlu olan mecA genini tasiyan hareketli SCCmec
elementinin ati tipi tanimlanmustir (tip 1-V1). HK-MRSA suslar1 genellikle SCCmec
tip I, 11 ve IlI’e sahiptir. Bunlar nispeten biytk molekiller olup, B-laktam
antibiyotikler disindaki bircok antibiyotige kars1 direng genlerini de tasirlar. Tip IV,
SCCmec en kiguk olan tiptir ve tzerinde p-laktam dis1 antibiyotik direng genlerini
tasimaz. Yapilan calismalarda TK-MRSA suslarinda daha ¢ok SCCmec tip 1V
geninin varhg gosterilmis, son yillarda yapilan calismalarda tip V’in varhigi da
saptanmustir. Tip IV geni bir genetik belirleyici olarak gorilmektedir. Hastane
kaynakli suslara kiyasla daha hizl replike oldugu anlasilmistir. Kiguk yapisi ile daha
hareketli olup, plazmid veya bakteriyofg ile diger klonlara transfer olabilme
ozelligine sahiptir. Baz1 genetik calismalarda ise SCCmec tip 1V geninin MSSA’ya
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horizontal transferi gosterilmistir. Bunun yanisira mec geninin hareketi ve transferi
halen tam olarak anlasilamamistir. Bu diren¢ genlerinin turler arasi transferinin
yanisira, floradaki stafilokok tirlerine direng adaciklari seklinde gecisi ile de
yayilimin olabilecegi distntlmektedir (Chen, 2005; Shukla, 2005; Gupta, 2007).



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Geregler
2.1.1. Besiyerleri

Stuart Tasima Besiyeri

Blood Agar Base (Infusion Agar), (HIMEDIA, M073)
Mannitol Tuz Agar (MTA)

Mueller-Hinton Agar (HIMEDIA, M173)

Eosin Methylene Blue (MERCK, 1.01347)

Sabouraud Dekstroz Agar (LAB M, LAB009-A)
DNaz Test Agar (SALUBRIS, MP130)

Oksasilin Tuz Tarama Besiyeri

Oksasilin Direng Tarama Agar Besiyeri (ORSAB)
Brain Heart Infusion Broth (HIMEDIA, M210)
Trypton Soy Broth Without Dextrose (DIFCO, 0862-01-6)
Craigie Besiyeri

Triple Sugar Iron Agar (MERCK 1.03915)

MR-V P Broth (Clark-Lubs Broth)

Urea Agar Base (Christensen), (SIGMA, 1321268)
Simmons Citrate Agar (HIMEDIA, M099)

Neopepton (DIFCO, 0119-01)

Agar (LAB M, MC002-B5)

2.1.2. Kimyasal Malzemeler

Tris (AMRESCO, 0497)
EDTA (MERCK, 6358398)

SDS (RIEDEL-de HAEN, 03150)
Hidroklorik Asit (SIGMA, 96208)



Alkol (MERCK, 1.00986)

Phenol: Chloroform: Isoamyl Alc. 25:24:1 (SIGMA, 77617)
Lizostafin (SIGMA, L4402)

Kloroform (DOP, 0001)

TrissHCI (APPLICHEM, A4725)

Borik Asit (AMRESCO, 0588)

Agaroz (VIVANTIS, PC0O701)

Etidyum Bromid (AMRESCO, 0492-5G)

Tavsan Koagulaz Plasmasi (BBL, 240658)

Hidrojen Peroksit (MERCK, 386790)

Oksidaz Cubugu (OXOID, BR0064)

a-Naftol (SIGMA, N2780)

Potasyum Hidroksit (KOH), (CHEMAPOL, 1079)

Metil Kirmizist (MERCK, 1.06076)

[zoamil Alkol (CsH1;0H), (MERCK, 1.00979)
4-(Dimetilamino) Benzaldehit (MERCK, 1.03058)

D(-) Mannitol (MERCK, 1.05982)

D(+) Glukoz (MERCK, 1.08342)

Dipotasyum fosfat (K:HPQO,), (SIGMA, P5504)

Tag DNA Polimeraz (FERMENTAS, EP0402)

(NH4)2SO4 iceren 10X Taq Tampon (FERMENTAS, EP0402)
25 mM MgCl, (FERMENTAS, EP0402)

dNTP Karisimi, 2mM (FERMENTAS, R0242)
O’RangeRuler 50 bp DNA Ladder (FERMENTAS, SM0613)
MassRuler DNA Ladder Mix (80-10,000 bp) (FERMENTAS, SM0403)
6X Orange DNA Loading Dye (FERMENTAS, R0631)



2.1.3. Araclar

Elektroforez Tanki (THERMO, AMERIKA)

Elektroforez Glig Kaynag1 (EC250-09, AMERIKA)

Termal Déngii Cihazi (TECHNE DB2A, INGILTERE)

Mikrodalga Firin (BEKO, TURKIYE)

Mikrosantrifijj (HERMLE, ALMANYA)

Otomatik Pipetler (EPPENDORF, ALMANYA)

UV Transilluminatdr (VILBER-LOURMAT TFX-20.M, FRANSA)
Fotograf Makiness (CANON POWER SHOT G5, KANADA)
Vortex (VELP SCIENTIFICA, ITALYA)

Sogutmal Santrifijj (HERMLE Z233 MK-2, ALMANYA)

Isik Mikroskobu (ZEISS, ALMANYA)

pH Metre (HANNA, PORTEKZ)

Etiv (HERAUS, ALMANYA)

Pipetér (GREINER, ALMANYA)

Otomatik Pipetler (TRANSFERPETTE, ALMANYA)

Hassas Terazi (SARTORIUS, ALMANYA)

Class || Guvenlik Kabini (TECHNOMER, TURKIYE)
Spektrofotometre (HITACHI, JAPONYA)

Steril PZR Tipii 0,2 ml (AXY GEN, AMERIKA)

Steril Filtreli Pipet Ucu 10 pl, 200 pl, 1000 pl (CORNING, MEKSIKA)

2.1.4. Tampon ve Cozeltiler

TrisEDTA (TE) Tamponu (pH=8)
a 10 mM Tris HCI i¢in 315,12 mg madde tartilir, sonra distile
su ile toplam hacim 200 ml’ye tamamlanr.
b) Yukaridaki ¢ozelti icinde 1 mM etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) hazirlamak igin 58,4 mg EDTA ¢0zeltiye eklenir.
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Maddeler iyice ¢ozundikten sonra pH 8,0’e ayarlanir ve otoklavda 121C®de
15 dakika sterilize edilerek buz dolabinda saklanir.

10xTBE (Tris- Borik Asit- EDTA) Tamponu

TrisHCE(PHI84) e, 0,89 M (121,10 g)
Borik asit 0,89 M (61,83 g)

EDTA 0,02 M (5,84 g)

Digtile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanir. pH 8,0’e ayarlanarak, buz
dolabinda saklanir.

0,5xTBE Tamponu
0,5xTBE Tamponu hazirlamak i¢in, 100 ml 10xTBE Tamponu 1900 ml

distile suile sulandirilir.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) %10
100 g SDS, 800 ml distile suya eklenir. lyice ¢ozilmes icin 68C*deki su

banyosunda bekletilir. Sonra hacim 1000 ml’ye tamamlanir. 1IN HCl ile
pH=7,2’ye ayarlanir.

Etidyum Bromir (10 mg/ml stok)

10 mg etidyum bromirtin 1 ml distile suda, manyetik calkalayici Uzerinde bir
kag saat karistinlarak ¢oziinmesi ile hazirlanir. Renkli siseye konur ve sisenin
etraf1 aliminyum kagit ile kapatilarak oda sicakliginda saklanir. Hazirlanan bu
cozeltiden her 100 ml agaroz jele 5 pl etidyum bromir eklenerek (0,5 pg/ml)
agaroz jelde yuritilen DNA’lar isaretlenir. Etidyum bromirin buharlasmasin
engellemek icin agaroz iyice cozildikten sonra, sicakligi 60C°ye gelince
etidyum bromur eklenmelidir. Eldiven ve maskeilejel hazirlanir.



Aqgaroz Jel (% 3)

Etidyum Bromdir

Agaroz Jel (% 2)

Etidyum Bromdir

2.1.5. Biyokimyasal Testler ve Ayiraglar

Voges-Proskauer (VP) Ayirac (100 ml)

A solisyonu:

B sollisyonu:

%5 a-Naftol

KOH

Metil kirmiziss (MR) Avirac (100 ml)

Metil kirmizist
Etanol %95

1N HCI

47

5449
180 ml
9ul

360
180 ml
oul

59
100 ml

40g
100 mi

029
50 ml
50 mi

75 ml
5049
25ml

Istenilen voliim (litre)xistenilen normalitexmolekler agirligi (g)—cozelti hacmi
DegerlikxDansitexK onsantrasyon (%)
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1 x 36,46 x 1000 — 102 ml %30’luk HCI
1x 1,19 x 0,30

1000 —-102 = 898 ml dH,O

1 litre 1 N HCI hazirlamak igin 102 ml %30’luk HCI ¢ozeltisi distile suile 1

litreye tamamlanir.

2.1.6. Diger

Kontrol Suslari

MSSA standard susu (S aureus ATCC 95045) katalaz, koagllaz ve antimikrobiyal
duyarlilik testlerinde; S. epidermidis standard susu (ATCC 12228) koagtilaz testinde;
GRE-14, PVL ve SCCmec tip tayininde; HPV-107, BK-2464, HUSA-304, HCJ-216
ve HDE-288 SCCmec tip tayininde kontrol suslari olarak kullanmlmstir. GRE-14 tip
IV’e, HPV-107 tip 1a’ya, BK-2464 tip I1’ye, HUSA-304 tip IlI’e, HCJ}-216 tip
[11a’yave HDE-288 tip VI’e karsilik gelmektedir (Milheirigo, 2007).

Mantar Idantifikasyon Testi

APl 20 C AUX (BIOMERIEUX, B20210RRP)

Antimikrobiyal Diskler ve Tozlar

Sefoksitin (30 ug), (BBL, 231590)

Oksasilin Diski (1 pg), (BD BBL, 231319)

Eritromisin Diski (15 ug), (BBL, 231290)

Klindamisin Diski (2 ug), (BD BBL, 231275)

Tetrasiklin Diski (30 pg), (BD BBL, 231344)
Trimetoprim/Sulfametoksazol Diski (1.25/23.75 ug), (BD BBL, 231539)



2.1.7.
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Imipenem Diski (10 pug), (BD BBL, 231645)

Gentamisin Diski (10 pg), (BD BBL, 231299)

Amikasin Diski (30 ug), (BD BBL, 231597)

Teikoplanin Diski (30 pg), (BD BBL, 291311)
Kloramfenikol Diski (30 pg), (BBL, 231274)

Siprofloksasin Diski (5 pg), (BD BBL, 231658)

Vankomisin Diski (30 pg), (BD BBL, 231353)

Ampisilin Diski (10 ug), (BD BBL, 231264)

Amoksisilin (10 ug), (BD BBL, 291370)
Amoksisilin/Klavulanik Asit Diski (20/10 ug), (BD BBL, 231629)
Ampisilin/Sulbaktam Diski (10/10 ug), (BD BBL, 231660)
Seftriakson Diski (30ug), (BD BBL, 231636

Sefotaksim Diski (30 ug), (BD BBL, 231607)
Sefotaksim/Klavulanik Asit Diski (30/10 pg), (BBL, 231751)
Seftazidim/Klavulanik Asit Diski (30/10 ug), (BBL, 231754)
Oksasilin Sodyum Salt Monohydrate (SIGMA, 01002)
Polimiksin B (SIGMA, P1004)

Aztreonam (30 pg), (BD BBL, 231641)

Sefepim (30 pg) (BD BBL, 231696)

Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Kanh Agar (Blood Agar Base)

Dehidrate besiyerininicerigi

Beef heartinfusion ., 5009
Tryptose 109
Sodyumklorid (NaCl) . . =J¢
Agar 159

Kanl agar hazirlamak icin, 40 g dehidrate besiyeri balon icerisinde bir
litre ditile suda eritilmis, pH 7,3’e ayarlannmus, 121C%de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir. Besiyeri 45-50C°’ye kadar sogutularak icerisine 50 ml
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defibrine steril koyun kam ilave edilmis, karistirlarak uygun sicaklikta ve
aseptik kosullarda 4 mm kalinlhiginda petri kutularina aktarilmistir.

M annitol Tuz Agar (MTA)
Dehidrate besiyerininicerigi

Pancreatic digestof casein . 59
Peptic digest of animal tissve 59
Sigrekstrakty e 19
D-Mannitol e, 109
X 159
Sodyumklorid (NaCl) . 759
Fenol Kirmuzist e, 0,0259

MTA besiyeri hazirlamak icin, 111 g dehidrate besiyeri balon igerisinde
bir litre distile suda eritilmis, pH 7,4’e ayarlanmig, 121C>de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Uygun sicaklikta ve aseptik kosullarda 4 mm
kalinliginda petri kutularina aktarilmistir.

Mueller-Hinton Agar (MHA)
Dehidrate besiyerininicerigi

Buff, infusionfrom . 300,00 g
Hydrolysate kazeingsit 175¢g
NISASI e 159
Agar 1709

MHA besiyeri hazirlamak icin, 38 g dehidrate besiyeri balon igerisinde
bir litre distile suda eritilmis, pH 7,3’e ayarlanmis, 121C°de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Uygun sicaklikta ve aseptik kosullarda 4 mm
kalinliginda petri kutularina aktaril mistir.

Eosin M ethylene Blue (EM B)
Dehidrate besiyerininicerigi

PO 0N e 10,09
I (0 509
SUKIOZ e 509

........................................ 209
Eozin Y 049
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Metilen mavis 0,079

EMB besiyeri hazirlamak icin, 36 g dehidrate besiyeri balon igerisinde
bir litre distile suda eritilmis, pH 7,1’e ayarlanmis, 121C>de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Uygun sicaklikta ve aseptik kosullarda 4 mm
kalinliginda petri kutularina aktaril mistir.

Antibiyotikli Sabouraud Dekstroz Agar (AB-SDA)
Dehidrate SDA besiyerinin icerigi

Dengeli pepton .~~~ 10049
DEKSIOZ, | oo 40,09
Agar 12,09

Antibiyotikli Sabouraud Dekstroz Agar besiyeri hazirlamak icin, 62 g
dehidrate besiyeri balon icerisinde bir litre distile suda eritilmis, pH 5,6’e
ayarlanmigtir. 50 mg kloramfenikol 10 ml %95’lik etil alkolde ¢ozulerek 50
mg/l olacak sekilde, gentamisin soliisyonu ise 100 mg/l olacak sekilde
besiyerine ilave edilmis, 121C%de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten
sonra uygun sicaklikta ve aseptik kosullarda 4 mm kalinliginda petri kutularina
aktarilmustir.

DNaz Test Agar
Besiyerininicerigi

Pancreatic Digest of Casein. .~~~ 1509
Papaic Digest of SoybeanMedl . .. 509
Deoksribonuklekgsit 209
Sodyumklorid_ . 509
Agar 1509

DNaz Test Agar hazir olarak alinmis ve firmamin onerileri dogrultusunda

kullanmlmstir.
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“Oksasilin Tuz Tarama Besiyeri”

Besiyerininicerigi

M A e 38049
sodyumklorid 40,09
Oksasilin 0,006 g

78,0 g olarak hazirlanan karisim bir litre distile su igerisinde tamamen
eritilmis, pH 7,3’e ayarlanmis, 121C%de 15 dakika otoklavda sterilize
edilmistir. Uygun sicaklikta ve aseptik kosullarda 4 mm kalinlhiginda petri

kutularina aktaril mistir.

“Oksasilin Direnc Tarama Agar Besiyeri (ORSAB)”

Besiyerininicerigi

pPeton 11,89
Mayaekstrakt ... 909
mannitol 10049
SodyumKlorid e 95,09
Lityumkliori 509
ANITINMAVIS | 029
Agar 125¢g
POIMIKSING e eeeseens 50,000 1U
Oksasilin 2,0mg

103,5 g olarak hazirlanan karisim bir litre distile su igerisinde tamamen
eritilmis, pH 7,2’ye ayarlanms, 121C>de 15 dakika otoklavda sterilize
edilmistir. Uygun sicaklikta ve aseptik kosullarda 4 mm kalinhiginda petri

kutularina aktaril mstir.

“Brain Heart I nfusion Broth (BHIB)”

Dehidrate besiyerininicerigi

Beef INfUSION et 250,09
Calf brain, infusion______...e 20009
DEKSITOZ, ... 209
Disodyum fosfal | ... 2,59
Proteoz PEPION, | oot 10049

Sodyum klorid 509
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BHIB besiyeri hazirlamak icin, 37 g dehidrate besiyeri balon igerisinde
bir litre distile suda eritilmis, pH 7,4’e ayarlanmis, 121C°>de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Uygun sicaklikta ve aseptik kosullarda 4 mm
kalinliginda petri kutularina aktaril mistir.

Saklama Besiveri (% 16°hk Gliserollii Buyyon)

Gliserallt Buyyonun hazirlanmasi

Yukaridaki kimyasal maddeler 40 ml distile su igerisinde tamamen
cozulinceye kadar manyetik karistiricida karistirllmis, pH 7,2’ye ayarlanmus,
115C>de 10 dakika otoklavlanmistir. Steril sartlarda, yaklasik 1,5 mi’lik
miktarlarda burgu kapakli, plastik derin dondurucu tiplerine dagitilmistir.

Suslarin saklanmas: icin oncelikle istenilen suslarin saf kdltirleri elde
edilmis, saklama besiyerine pasgjlanmis, 24 saat inklbasyona birakildiktan
sonra derin dondurucuda saklanmstir (Bannerman, 2003; Levent, 2008).

Craigie Besiyeri

Dehidrate besiyerininicerigi

Beef INfUSION e 250,09
Calf brain, infusion_______..e 20009
DEKSITOZ, ... sessss e 209
Disodyum fOsfal | ... 2,59
PrOt0Z PEPION | ...t ee e 10049
Sodyumklorid e 509

Craigie besiyeri hazirlamak icin, 37 g dehidrate BHIB besiyeri ve 4 g
agar balon icerisinde bir litre distile suda eritilmis, pH 7,4’e ayarlanmus,
121C>de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Daha sonra uygun 1sida,
icerisine 5 mm capinda ve 9 cm uzunlugunda ince cam tupler yerlestirilmis

steril, 17 mm ¢apinda, 15 cm uzunlugundaki cam tuplere aktarilmistir.



Uc Sekerli Demir Besiyeri (TSI)
Dehidrate besiyerininicerigi

Peptone fromcesen 1509
Peptonefrommeat ., 509
Meat extract 309
YEBSLEXITACT ||| oo 309
Le&ktoz 10049
O (O 10049
b+)dwukoz 10g
Ammoniumiron (I11) citrate ... 059
sodyumklorid 509
Sodyum tiyostlfat .. 059
Fenol kerovzaisy, ... 0,024 g
AGBE et et eeee e e e s se s e 12,09

TSI besiyeri hazirlamak icin, 65 g dehidrate besiyeri balon icerisinde bir
litre distile suda eritilmis, pH 7,4’e ayarlanmis, besiyeri hentiz sivi halde iken,
standart 16 X 160 mm tUplere 7°ser ml olarak dagitilmis ve 121C%de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Besiyerleri henliz sivi haldeyken tipler 1-1,5 cm
yuksekliginde bir cubuga yatirilarak (tlpun dibinde 2-2,5 cm yuksekliginde bir
besiyeri kainhigi olacak sekilde) besiyerinin katilasmas: beklenmistir.

Hazirlanan besiyeri berrak kirmizi renklidir.

“MR-VP Broth (Clark-L ubs Broth)”
Dehidrate besiyerininigerigi

NEOPEDION, e, 5049
¢likoz 509
Dipotasyum fosfat (K:HPOs) . .. . 509

Clark-Lubs Broth besiyeri hazirlamak icin, 15,0 g dehidrate besiyeri
balon icerisinde bir litre distile suda eritilmis, pH 7,0’ye ayarlanmis, 105C®’de
20 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Uygun sicaklikta ve aseptik kosullarda
steril tiplere tger mililitre aktarilmustir. Clark-Lubs besiyeri Metil Kirmizisi ve

V oges Proskauer testlerinde kullamilmistir.

Ureaz Besiyeri (Christensen iire agar)
Dehidrate Ureaz besiyerinin icerigi
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DEKSITOZ | oot 109
Sodyum Klorid e 509
Disodyum fosfat 129
Monopotasyum fosfat ... 08g
Fenol krovizzie. ..~~~ 0,120 g
a2 O 1509

Ureaz besiyeri hazirlamak icin, 24 g dehidrate besiyeri balon igerisinde
950 ml distile suda eritilmis, pH 6,8’e ayarlanmig, 115C%de 20 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Sonra 50 ml distile suda %40’l1k Ure hazirlanms
ve filtreden gecirilerek steril edildikten sonra, 50C°ye kadar sogutulmus
besiyerine ilave edilmis ve iyice karstirilmistir. Besiyeri heniiz sivi iken steril
tiplere 5 ml dagitilmis ve 1-1,5 cm yuksekliginde bir gubuga yatirilarak (tupin
dibinde yaklasik 2 cm yiksekliginde bir besiyeri kainligi olacak sekilde)
besiyerinin katilasmasi beklenmistir. Hazirlanan besiyeri parlak turuncu
renktedir.

Sitrat Besiyeri

Dehidrate Simmons sitrat agar besiyerinin igerigi

Magnezyumsilfat . 029
Amonyum dihidrojenfosfat 1,09
Dipotasyumfosfat . 109
Sodyum sitrat, e 209
SodyumKlorid e 509
Bromtimol mavisi . 0,089
Y RS 15,09

Simmons sitrat agar besiyeri hazirlamak igin, 24,28 g dehidrate besiyeri
balon icerisinde bir litre distile suda eritilmis, pH 6,8’e ayarlanmis ve 5’er ml
tuplere dagitilmistir. TUpler 121C%de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
Besiyeri henlz sivi iken steril tiplere 5 ml dagitilmis ve 1-1,5 cm
yuksekliginde bir cubuga yatinlarak (tUpin dibinde yaklasik 2 cm
yuksekliginde bir besiyeri kalinligi olacak sekilde) besiyerinin katilasmasi
beklenmistir. Hazirlanan besiyeri yesil renktedir.
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2.2. YOntemler

Bu calisma Ankara Universites Tip Fakiltes, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yuritilmistir. Calisma icin Ankara Universitesi
Tip Faklltes Etik Kurul’unun 3 Kasim 2008 tarihli ve 140-4164 sayili karari ile
onay alinmig, tum hastalar calisma ile ilgili bilgilendirilmis ve yazili onaylar
alinarak calismaya dahil edilmistir.

2.2.1. Calisma Gruplari

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA grubu ve enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA

grubu olmak Uzereiki farkli calisma grubu olusturulmustur.

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarinin elde edilmesi amaciyla,
Ekim 2007-Mayis 2008 tarihleri arasinda 1040 saglikli bireyden burun ve koltuk alti
ornekleri alinmistir. Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslari, 2004-2005 vyillan
arasinda Istanbul Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’nin cesitli
polikliniklerine basvuran hastalardan alinan 6rneklerden (idrar, Uretral akinti, burun,

ply, yara, eklem sivist) enfeksiyon etkeni olarak izole edilmistir.

Tdm izolatlarin biyokimyasal idantifikasyonlari yapilmis, antibiyotik duyarlilik
paternleri incelenmis, PZR ve multipleks PZR yontemleri ile molekiler

epidemiyolojileri ve genotipik 6zellikleri arastirilmistir.

2.2.2. Cahsmada Dikkate Alinan Kriterler

Orneklerin toplandig1 saglikli bireyler ve hastalar “Centers for Disease Control and

Prevention (Hastalik Kontrol ve Engelleme Merkezleri; CDC)” kriterleri esas
alinarak secilmistir (Buck, 2005).
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Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA grubu icin, risk faktori bulunmayan,
saglikli bireyler segilmistir.

Calismaya AinmamaKriterleri:

Halen hastanede yatmakta olmasi

Son 14 gin icerisinde hastanede 48 saatten daha uzun slre yatis
Oykusl bulunmasi

Onceki donemlere ait MRSA enfeksiyonu veya kolonizasyonu
oykusl bulunmas

Kalic kateter veya transdermal medikal alet bulunmasi

Beta laktam antibiyotiklere ve klindamisine karsi asiriduyarliligi
bulunmasi

Kazanilmis veya kalitimsal immin yetmezligi bulunmas

Sirekli antibiyotik tedavisi goriyor olmasi

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA grubu igin, drneklerin alinacag: saglikli

bireyler icin hazirlanmis olan anket formlarr doldurularak bilgileri ainmistir (Sekil

2.1).
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TOPLUM KAYNAKLI MRSA TASIYICILIGININ ANKET FORMU
Ady, Soyadr : Tarih Sond oo 2005
Yas : Cinsiyeti: [JK [JE Protokol No. :
Advres : Telefonno. :
Meseti  : [(Ogmd  [(JOgamen  [JPesmd  [IDiger......... |
Ahmanémek: [ 1 Bumn []2 Koltukalts  []3 Yara Ooiger. ...
Son 6ay icinde hastanede yats oykisiivar na? [JEwvet (JHayrr
son Sy fivbeubokninienibedin? | OFve | g
Son 2hafta inde herhangibir skt hasalik bylisivarm?  (Evet  (Hayr |
Kronik hastalik 6 ykiisii var na? [ Evet [JHayy
Deri veya yuusak doku infeksiyonu dykissiivar i ? [C]Ewet [JHayr
Formu dolduran : Imza :

Sekil 2.1. Enfeksiyon etkeni olmayan, TK-MRSA hasta grubu anket formu

2.2.3. S. aureus Izolasyonu ve idantifikasyonu

Saglikli tasiyict grubundan steril nemlendirilmis ektvyonlar kullamlarak ainan
burun ve koltuk alti strintil 6rnekleri Stuart tasima besiyeri icerisine alinarak, en
fazla 8 saat icerisinde Ankara Universitess Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Mikrobiyoloji Laboratuvarina ulastiriimistir. Ornekler
%5 koyun kanli agara, EMB besiyeri ve antibiyotikli-SDA besiyerlerine inokile
edilmistir. Kanli agar ve EMB besiyerine inokile edilen érnekler 37C* de 24-48 saat,
antibiyotikli-SDA besiyerine inokile edilen 6rnekler 30C”de 48-72 saat aerobik
sartlarda inktbe edilmistir. Kanli agarda beta hemoliz olusturan S tipi kolonilerden
gram boyali preparat hazirlanarak, mikroskopik morfolojileri ve dizilisleri S
aureus’u dusinduren gram pozitif koklardan katalaz, koagllaz ve tlpte koagulaz
testleri yaplmis, katalaz ve koagulaz testleri pozitif bulunan kolonilerden mannitol
salt agara pasg) yapilmis, mannitol i fermente ederek sari-turuncu koloniler olusturan
koloniler secilmistir. Daha sonra bu suslarin DNaz aktiviteleri incelenmis ve DNaz
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pozitif bulunanlar S aureus olarak tammlanmistir. S aureus’un idantifikasyon

semasi Cizelge 2.1. de verilmistir (Bannerman, 2003).

Cizelge2.1. S aureusidantifikasyon semasi

@ a < . B
,, §20 8y 232508 &
ORNEK =5 & | E |2 S| = |n8| & |soNuG
SEl 8|2 |85 |22|27) 2
X1 o = o =1
- =
Burun [ ]S aureus [ ]KNS
Koltuk altx []S aureus []KNS
Yara []S aureus []KNS
Diger [ ]S aureus [ ]KNS

Izole edilen mikroorganizmalardan saf kiiltir elde edilerek %16 gliserollii
buyyona inokile edilmis, 24 saat 37C>de inkubasyona birakilmis ve yapilmasi
planlanan ¢alismalar icin -20C° de saklanmustir.

2.2.3.1. Katalaz Testi

Katalaz, hidrojen peroksid (H2O,)’i parcalayarak su ve oksijene donisttren enzimdir.
[zole edilen S aureus suslarinda katalaz aktivitesini arastirmak icin, bakteri
kolonisinden alinan bir parga, temiz bir lam Uzerinde bir damla fizyolojik tuzlu su
(FTS) icerisinde stispanse edilmis ve Uzerine 1-2 damla taze hazirlanmis %310k
H,O, damlatilmistir. Oksijen kabarciklarimin olusmasi testin pozitif oldugunu
gostermistir. Eritrositlerde de katalaz enzimi bulundugundan dolayi, test edilecek
bakteri kan icermeyen bir besiyerinden alinmistir. Staphylococcus turleri katalaz
pozitif, Streptococcus turleri katalaz negatiftir. Pozitif kontrol olarak S aureus
standard susu kullanilmistir (Arda, 2000; Forbes, 2007).
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2.2.3.2. Koagulaz Testi

Lam deneyinde, kiltur filtratina gegmeyen ve bakteri hiicresi ylzeyinde bulunan
“bagli koagilaz” (clumping factor = kimelestirici faktor) arastirilmustir. Bakteri
ylUzeyindeki  faktorin plazmadaki  fibrinojeni  pihtilastirmast  bakterilerin
kimelesmesine yol agmaktadir. Lam testinde temiz bir lamin ug¢ kisimlarina birer
damla distile su damlatilmis, kolonilerinden 6ze ile bir miktar ainarak homojen
stispansiyonlar elde edilmis ve elde edilen bu siispansiyonlarin birisinin Gzerine bir
damla EDTA’l1 tavsan plazmasi, digerinin Uzerine bir damla FTS damlatilmistir.
Tavsan plazmasi damlatilan tarafta 5-10 saniye icerisinde gozle gorulir kimelerin
olusmasi testin pozitif oldugunu géstermistir (FTS damlatilan tarafta kiimelesmenin
olmamasi beklenir). Pozitif ve negatif kontrol olarak sirasiyla S aureus ve S
epidermidis standard suslari kullanilmustir (Bannerman, 2003; Koneman, 2006;
Forbes, 2007).

Tlp deneyinde, bakterilerin bulunduklart ortama saldiklari “bagli olmayan
koagulaz” arastirilmistir. Liyofilize halde temin edilen EDTA’l1 tavsan plazmasi
uretici firmanin (BBL) Onerileri dogrultusunda 6nce 3 ml steril distile su ile
sulandiriimis, 0,5’er ml kicuk steril tuplere dagitilms, Gzerlerine treme olan 0,3 ml
brain heart infusion broth veya kati1 besiyerinden 6ze ile alinan birkag koloni ilave
edilerek 35C°de inkiibe edilmistir. ilk 4 saatte pihti olusmasi (slispansiyonun jel
halini almasi) testin pozitif oldugunu gostermistir. Koagtilaz pozitif suslarin ¢ogu 4
saat icerisinde plazmanin pihtilasmasina yol acarken, pihti olusmamasi halinde
stispansiyon oda 1sisinda 24 saate kadar bekletilmistir ve pihtilasma olusmayan
testler negatif olarak degerlendirilmistir (Arda, 2000; Bannerman, 2003; Koneman,
2006; Forbes, 2007).
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2.2.3.3. Mannitol Tuz Agar (MTA)

Mannitol fermentasyon testi icin, saf kiltur olarak izole edilen suglar MTA’ainokile
edilmis ve aerob ortamda 35C>de 18-24 saat sireyle inkiibasyona birakilmistir.
Mannitoli fermente eden suslar besiyerinde sari-turuncu renginde koloniler

olusturmustur (Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).

2.2.3.4. DNaz Testi

DNaz agar testi icin, saf kiltlr olarak izole edilen suslar DNaz Agarainokile edilmis
ve aerob ortamda 35C”de 13-24 saat sireyle inkibasyona birakilmistir.
Inkilbasyondan sonra besiyerinin tizerine IN HCI damlatiimus, treme bolgesinin
etrafinda saydam bir zon olusan koloniler DNaz pozitif olarak kabul edilmistir. DNaz
negatif kultlrlerde Ureme bdlgesinin etrafinda opak bir gorinim izlenmistir
(Bannerman, 2003; Koneman, 2006; Forbes, 2007).

2.2.3.5. Tupte DNaz Testi

DNaz aktivites incelenecek bakteri kolonisinden bir 6ze dolusu ainarak eppendorf
tuptnde 100 pl BHIB besiyeri icerisinde stispanse edilmis ve tizerine 20 pl genomik
DNA ilave edilmis, 37C>de 2-8 saat slireyle calkalamali etlvde inklbasyona
brrakilmistir. inkiibasyondan sonra 6rnekler 7,000 devir/dakikada 5 dakika siireyle
santrif(j edilmis, her bir tipten 10 pl alinarak, 1 saat 100 volt elektrik akininda
%2’lik agaroz jelde vydrdtilmis ve ultraviyole (UV) transilluminator ile
degerlendirilmistir. Jelde DNA degradasyonu DNaz testinin pozitif oldugunu

gOstermistir.
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2.2.4. Antibiyotik Duyar liliklarinin Belirlenmesi

S aureus olarak tamimlanan suslarin antibakteriyel duyarliliklart Kirby-Bauer disk
difflzyon yontemi ile, CLSI’nin onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Bu
amagla dnce antibakteriyel duyarlilik paterni incelenecek bakterinin taze kultirinden
steril FTS icerisinde, 0,5 McFarland standardina (10° bakteri/ml) gére slispansiyonu
hazirlanmis ve steril bir ekiivyon yardimiyla MHA besiyerinin yiizeyine homojen
olarak yayilmistir. 10-15 dakika bekletildikten sonra standart miktarda antibakteriyel
gjan iceren diskler besiyerinin ytizeyine belirli araliklarla yerlestirilmis, 18-24 saatlik
inkuibasyonu takiben olusan inhibisyon zonlar1 degerlendirilmistir (Wikler, 2007).

2.2.4.1. Metisilin Direngli Staphylococcus aureus Suslarimin Belirlenmesi

Metisilin direncli S. aureus suslarinin belirlenmesi amaciyla konvensiyonel olarak
sefoksitin disk diflizyonu, oksasilin disk difiizyonu, oksasilin tuz tarama besiyeri ve
“oksasilin diren¢ tarama agar besiyeri (ORSAB)” testleri kullanmlmstir. Ayrica PZR
yontemiyle, potansiyel olarak MRSA kabul edilen suslarin mecA geninin bulunup
bulunmadigi da arastirilmistir (Wikler, 2007).

2.2.4.1.1. Sefoksitin Disk Diflizyon Testi

Fenotipik metisilin direncinin arastinlmasi icin sefoksitin disk diflizyon testi
CLSI’nin onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Bu amagla 6nce S aureus
olarak tammlanan suslarin taze kultirinden steril FTS icerisinde, 0,5 McFarland
standardina gore stispansiyonu hazirlanmig ve steril bir ekiivyon yardimiyla MHA
besiyerinin yizeyine homojen olarak yayilmistir. 10-15 dakika bekletildikten sonra
besiyerinin ylzeyine sefoksitin (30 pg) diski yerlestirilmistir, 35C%de 24 saat
inkubasyonu takiben olusan inhibisyon zonlari1 degerlendirilmistir. CLSI’nin 2007
kriterlerine gore 21 mm ve 21 mm’den kugik (R<21 mm) inhibisyon zonu metisilin



63

direncli, 22 mm ve 22 mm’den blyik (S>22 mm) inhibisyon zonu ise metisilin
duyarl: olarak kabul edilmistir (Wikler, 2007).

2.2.4.1.2.”Oksasilin Tuz Tarama Agar” Testi

“Oksasilin tuz tarama agar” testi 6 pug/ml oksasilin ve %4 (w/v) NaCl iceren
MHA’da, CLSI’nin onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Bu amagla énce S
aureus olarak tammlanan suslarin taze kdltdrinden steril FTS icerisinde, 0,5
McFarland standardina gore stspansiyonu hazirlanmis, otomatik pipet ile 1 pl
besiyerinin yizeyine inoklle edilmis ve inokulum 6ze ile 10-15 mm c¢apinda bir
alana yayilmustir. Normal atmosfer sartlarinda, 35C°’de 24 saat inkbasyonu takiben,
ekim alaninda tremenin (tek bir koloni bile olsa) gorilmesi durumunda metisiline

direncli S aureus olarak degerlendirilmistir (Wikler, 2007).

2.2.4.1.3. “Oksasilin Direng Tarama Agar Besiyeri (ORSAB)”

ORSAB testi 2 pg/ml oksasilin ve 50,000 U polimiksin B iceren %5,5 NaCl’li
besiyerinde yapilmistir. Bunun icin FTS icerisinde 0,5 McFarland standardina gére
bakteri slispansiyonu hazirlanmis, sonra steril ektivyonla ORSAB besiyerinin Uzerine
Gizgi seklinde sUrilmustir. Daha sonra normal atmosferde 35C”de 24-48 saat
inkubasyona birakilmistir. Besiyerinin tGzerindeki mavi renkli koloniler, metisiline
direncli S. aureus olarak degerlendirilmistir (Nahimana, 2006).

2.2.4.1.4. TK-MRSA’larin Genotipik Yontemler ile Tanimlanmasi

[zolatlarin tammmlamasinda ve tiplendirilmesinde PZR yontemleri kullanmlmistir.
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2.2.4.1.4.1. Bakteriyel Genomik DNA Ekstraksiyonu

mecA, SCCmec, ccr gen kompleks ve PVL (IukS-PV ve IukF-PV) tayini icin S
aureus, izolatlarinin DNA ekstraksiyonu daha once tarif edildigi sekilde yapilmistir
(Okamoto ve ark. 1996; Ida ve ark. 2001). Bu amacla, %5’lik koyun kanli1 agarda saf
kiltir olarak elde edilen S aureus suslart 500 ul distile suda slispanse edilmis,
11,000 rpm’de 5 dakika santrifjlenmis, stipernatan atildiktan sonra tzerine 100 pl
erime soltsyonu (20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA [pH 8,0]) ve 250
ng (25 U) lizostafin ilave edilmistir. Ornekler 37C”de 4 saat inkilbasyona
birakilmig, sonra 200 pl distile su ilave edilmis ve 95C®de 5 dakika su banyosunda
bekletilerek hicreler patlatiimistir. Uzerine 300 pl fenol: kloroform: izoamil alkol
(25: 24: 1) karisimi ilave edilerek 10 dakika vortekslenmistir. Daha sonra érnekler 10
dakika buz icerisinde bekletilmis ve 11,000 rpm ve 4C%de 10 dakika sireyle
santrifUjlenmistir. Spernatan pipet yardimi ile alinarak yeni bir tipe aktarilmis ve
Uzerine 500 pl kloroform eklenmistir. TUpler tekrar 10 dakika vortekslenmis, tekrar
10 dakika buz icerisinde bekletilmis ve 11,000 rpm ve 4C%de 10 dakika sireyle
santrifUjlenmistir. SUpernatan pipet yardim ile alinarak yeni bir tUpe aktarilmis,
Uzerine 1,000 pl %99’1uk etil alkol ve 50 pl sodyum asetat ilave edilmis ve bir gece
-20C®de bekletilmistir. Sonra 11,000 rpm’de, 4C>de 5 dakika santriftjlenmis, alkol
dokulerek Gzerine 1,000 ul %70’lik etil alkol ilave edilerek bir kez daha yikanmustir.
Sonra tekrar 11,000 rpm’de 5 dakika santrifijlenmis, stpernatan dokilmus, tipler
kurutulduktan sonra Gizerine 100 pl distile su veya TE tampon (10 mM Tris-HCI [pH
8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) konularak 37C%de 10 dakika inkiibe edilmistir. izole
edilen DNA’larin varligi %21’lik agaroz jel elektroforezinde gosterilerek, sablon
DNA olarak -20C?de saklanmustir (Sekil 2.2) (Okamoto ve ark. 1996; Ida ve ark.
2001’de).
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Sekil 2.2. DNA varliginin %1’lik agaroz jel elektroforezinde goruntiisi

2.2.4.1.4.2. mecA Geni Tayini

mecA geninin amplifikasyonu amaciyla, mecAl ve mecA2 primerleri kullamlarak,
Arg ve ark. (Argj, 1999) tarafindan tammlanan ve Johnsson ve ark. (Johnsson, 2004)
tarafindan modifiye edilen PZR yontemi kullamlmstir (Cizelge 2.2). Bu primerler ile
yapilan PZR sonucunda 310 baz ¢iftlik Grin olusmaktadir.

Cizelge 2.2. mecAl ve mecA2 primerlerinin dizisi

Primer Dizi (5’-3) Amplikon BuyukIGg
mecAl (5-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3’) 310 bp
mecA2 (5>-CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3)

PZR Y ontemi ile mecA Geninin Amplifikasyonu

mecA geninin amplifikasyonu amaciyla, DNA orneklerinden 30 ng alinarak kalip
DNA olarak PZR karisimina eklenmistir (Argj, 1999). PZR karisimini hazirlamak
icin 10X PZR tamponuna 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her bir primerden 50’ser
pmol, 2 U Tag DNA polimeraz enzimi ve 6nceden hesaplanarak belirlenen miktarda
distile su, son hacim 50 pl olacak sekilde ilave edilmistir. Ornekler termal déngii
cihazinda ilk denattirasyon icin 94C°%de 5 dakika bekletildikten sonra, her bir dongu
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sirastyla 94C° de 30 saniye, 55C°de 30 saniye ve 72C*de 30 saniye olacak sekilde,
30 dongu calisilmistir. Son olarak ornekler 72C>de 10 dakika bekletilerek PZR
sonlandirilmistir (Argj, 1999; Adaleti, 2008).

PZR protokolu Master mix (M1X) N
deo 777777777777777777777777777777777777777777777777 xN
L Lo 10X (NH4)2SO4xN
AN TP e 200 uMxN
MOCI 2 e 2,5 mMxN
Primer F(MeCAL) . 50 pmolxN
Primer R(MeCA2) . 50 pmolxN
Taqpolimeraz . ... 2 UxN
DN A e 30 ng xN
TV =50 ulxN
PZR programu
Baslangi¢ denatlrasyonu_ .. ... 94C>de 5 dakika
Denatirasyonasamas ... ... 94C°de 30 saniye
Primerlerin yapismast (anneling) 55C?de 30 saniye } 30 dongu
Sentez (uzama) asamast, 72Cde 30 saniye
Son uzama 72C°%de 10 dakika

Negatif kontrol olarak metisiline duyarli (S. aureus ATCC 95045), pozitif
kontrol olarak GRE-14, HPV-107, BK-2464, HUSA-304, HDE-288 ve HSJ}216
suslart kullamlmistir. GRE-14 tip 1V’e, HPV-107 tip 1a’ya, BK-2464 tip 1I’ye,
HUSA-304 tip I11’e, HCJ-216 tip 1l15’ya ve HDE-288 tip VI’e karsilik gelmektedir
(Milheirigo, 2007).

mecA PZR Uriiniiniin Agar oz Jel Elektrofor ezinde Saptanmasi

mecA Urinin saptanmasi amaciyla 10 pl PZR drind, 2 pl yikleme soliisyonu (6X
Orange DNA Loading Dye) ile stispanse edilerek, 0,5X TBE tampon ile hazirlanan
%2’lik agarozda jel elektroforezi yapilmistir. Agaroz jelde yurutulen amplikon 0,5
ug/ml etidyum bromdr ile isaretlenmis ve 60 dakika 80 Volt eektrik akimina tabi
tutulduktan sonra, UV transilluminator ile degerlendirilmistir (Mulvey, 2001,



Podzorski,

2004).
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PZR Urdnunun  blydklagh molektler  baydklik  belirtegi

(O’RangeRuler 50 bp DNA Ladder) bantlari ile karsilastirilarak dogrulanmis ve

jeller dijital fotograf makines ile gérunttlenmistir.

2.2.4.1.4.3. SCCmec Tiplerinin Multipleks PZR ile Tayini

mecA pozitif drneklerde SCCmec I, 11, 111, 1V, V ve VI tipleri Milheirico ve ark.’nmin

multipleks PZR yontemi kullamlarak calisilmistir. Bu amagla cizelge 2.3’te gorilen

primerler kullanilmigtir. Bu primerler ile yapilan PZR sonucunda 162, 209, 243, 284,
311, 342, 377, 414, 449, 495 baz ciftlik Grinler olusmaktadir (Milheirico, 2007).

Cizelge 2.3. SCCmec tip tayinide kullanmilan primer dizileri (Milheirigo, 2007)

Primer Dizi (5°-3’) SCCmec tipi Amplikon BlytkIUgu |
CIF2F2 TTCGAG TTG CTG ATG AAG AAG G g
CIF2 R2 ATT TAC CAC AAG GACTACCAGC | I-JLregion 495 bp
ccrCF2 GTA CTCGTT ACAATGTTT GG
ccrCR2 ATA ATG GCT TCA TGC TTA CC V-cer kompleks 449 bp
RIF5 F10 TTC TTA AGT ACA CGC TGA ATCG "
RIF5R13 GTCACA GTAATTCCATCAATGC | !1-J3region 414 bp
SCCmecVJI1F TTCTCCATT CTT GTT CATCC .
SCCmecVJIR | AGA GACTACTGA CTT AAG TGG V-JL region 377 bp
dcsF2 CAT CCT ATG ATA GCT TGG TC I, 11,1V, VI-J3 312D
desR1 CTA AAT CAT AGC CAT GAC CG region P
ccrB2F2 AGT TTC TCA GAA TTC GAA CG I, I\V-ccr 311b
ccrB2R2 CCG ATA TAG AAW GGG TTA GC kompleks p
kdp F1 AAT CAT CTG CCA TTG GTGATG C ;
kdp R1 CGA ATG AAG TGA AAG AAA GTG G | |I-JLregion 284 bp
SCCmecl 11 J1F CAT TTG TGA AAC ACA GTA CG .
SCCmecl11J1R | GTT ATT GAG ACT CCT AAA GC I1-J1 region 243 bp
mecl P2 ATCAAGACT TGCATT CAG GC I, [11-mec 209 b
mecl P3 GCG GTT TCA ATT CACTTG TC kompleks P
mecAP4 TCCAGA TTA CAA CTT CACCAGG | Internal pozitif 162 b
mecAP7 CCA CTT CATATCTTG TAA CG kontrol P

2.2.4.1.4.4. SCCmec Mulipleks PZR Amplifikasyonu

mecA pozitif drneklerde SCCmec tip tayini amaciyla, DNA orneklerinden 5 ng
alinarak kalip DNA olarak PZR karisimina eklenmistir (Milheirico, 2007). PZR
karisimim hazirlamak igin 10X PZR tamponuna 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her
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bir primerden protokola uygun (0,2 uM, 0,4 uM, 0,8 uM), 1,25 U Tag DNA
polimeraz enzimi ve 6nceden hesaplanarak belirlenen miktarda distile su, son hacim
50 ul olacak sekilde ilave edilmistir. Ornekler termal dongu cihazinda ilk
denatiirasyon icin 94C%de 4 dakika bekletildikten sonra, her bir dongu sirasiyla
94C>de 30 saniye, 53C>de 30 saniye ve 72C°de 1 dakika olacak sekilde, 30 dongu
calisilmistir. Son olarak drnekler 72C°de 4 dakika bekletilerek PZR sonlandirilmigtir
(Milheirigo, 2007).

PZR protokolu Master mix (MIX) N
deo 777777777777777777777777777777777777777777777777 xN
TaMIPON e 10X (NH4)2SO4xN
s 200 pMxN
MOCI2 et ee e ee e ee e eeees 1,5 mMxN

Primer CIF2R2 | e, 0,4 uMxN
Primer CIF2F2 o) 0,4 uMxN
Primer ccrC F2 | e 0,8 uMxN
Primer ccrCR2 0,8 uMxN
Primer RIFSF10_ 0,4 uMxN
Primer RIFSR13 | e 0,4 uMxN
Primer SCCmecVILE 0,4 uMxN
Primer SCCmecVIIR | . 0,4 uMxN
Primer desF2 e 0,8 uMxN
Primer desRL e 0,8 uMxN
Primer ccrB2F2 o) 0,8 uMxN
Primer ccrB2R2, | 0,8 uMxN
Primer KAp FL e 0,2 uMxN
Primer KAp R | e 0,2 utMxN
Primer SCCmeclllJ1F 0,4 uMxN
Primer SCCmecl IR ... 0,4 uMxN
Primer mecl P2 ) 0,8 uMxN
Primer mecl P3_ 0,8 uMxN
Primer meCAPA | e 0,8 uMxN
Primer MeCAPT | e 0,8 uMxN
Taqpolimeraz, .. e 1,25 UxN
DNA 5ng xN

TV =50 pIxN
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PZR program:
Baslangi¢ denatiirasyonu 94C*de 4 dakika

94C%de 30 saniye
.............. 53C”de 30 saniye } 30 dongi
Sentez (uzama) asamas 72C%de 1 dakika

Son uzama 72C°%de 4 dakika

Negatif kontrol olarak MSSA (S aureus ATCC 95045), pozitif kontrol olarak
GRE-14, HPV-107, BK-2464, HUSA-304, HDE-288 ve HSJ}216 suslan
kullanilmistir. GRE-14 tip 1V’e, HPV-107 tip 15’ya, BK-2464 tip I1’ye, HUSA-304
tip l1’e, HCJ-216 tip 1114’ya ve HDE-288 tip VI’e karsilik gelmektedir (Milheirico,
2007).

SCCmec PZR Uriinlerinin Agar oz Jel Elektrofor ezinde Saptanmasi

SCCmec Urtnlerinin saptanmasi amaciyla 10 pl PZR Grdnd, 2 pl yikleme solisyonu
(6X Orange DNA Loading Dye) ile slspanse edilerek, 0,5X TBE tampon ile
hazirlanan %3’IUk agarozda jel elektroforezi yapilmistir. Agaroz jelde yuritdlen
amplikon 0,5 pg/ml etidyum bromdir ile isaretlenmis ve 2,5 saat 4 Volt/cm elektrik
akimina tabi tutulduktan sonra, UV transilluminator ile degerlendirilmistir
(Milheirico, 2007). PZR udrununun blydklagt molektler buydklik belirtec
(O’RangeRuler 50 bp DNA Ladder) bantlar1 ile karsilastirilarak dogrulanmis ve
jeller dijital fotograf makinesi ile géruntilenmistir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. SCCmec tipilerinin amplikon biyukl Gkl eri

SCCmec Tipi Amplikon Buyuklugu (bp)
Tip | 162-342-495
Tip 11 162-209-284-311-342
Tip Il 162-209-243-414
Tip IV 162-311-342 (IVa, b, ¢, d, g, h) / 162-311 (IV E/F)
TipV 162-377-449
Tip VI 162-342
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2.2.4.1.4.5. Kaset Kromozom Rekombinaz (ccr) Tip Tayini

1) ccr gen kompleks (ccr gen kompleks [tip 1 ccr, tip 2 ccr, tip 3
ccr] veccrC gen kompleks [tip V ccr])

2) mec gen komplekss (mecR1 [ms domain], mecA, mecA-
|S431mec, Class C mec gen, Class B mec gen ve Class A mec

gen).

2.2.4.1.4.5.1. ccr Gen Kompleksi

mecA pozitif érneklerde tip 1, 2, 3, ccr gen kompleksi tip tayini Okuma ve ark.’nin
(Okuma, 2002) onerdigi multipleks PZR yontemi ile calisiimistir. Bu amacla cizelge
2.5’te gorulen primerler kullanlmustir. Bu primerler ile yapilan PZR sonucunda 560,
700, 1,000, 1,600 baz ¢iftlik trtndler olusmaktadir (Okuma, 2002).

Cizelge 2.5. ccr Gen Kompleksinde kullanilan primer dizileri (Okuma, 2002)

Primer Dizi (5°-3’) ccr gen kompleksi Amplikon BUyUkIU&
Bc(p2) | ATT GCCTTG ATA ATAGCCITCT Tum ccrB tiplerinde

ac ATCTAT TTC AAA AAT GAA CCA Bc (tim ccrA tiplerinde) 560 bp

al(a2) | AACCTA TAT CAT CAA TCA GTA CGT | Bc(ccrAtip 1’de) 700 bp

a2 (a3) | TAA AGG CAT CAA TGC ACA AACACT | Bec(ccrAtip 2°de) 1 kbp

a3 (ad4) | AGC TCA AAA GCA AGC AAT AGA AT | Bc(ccrAtip 3°'de) 1,6 kbp

ccr Gen Komplekderinin PZR Amplifikasyonu

mecA pozitif drneklerde ccr gen kompleks tip tayini amaciyla, DNA drneklerinden 5
ng ainarak kalip DNA olarak PZR karisimina eklenmistir. PZR karisimin
hazirlamak i¢in 10X PZR tamponuna 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her bir
primerden protokola uygun [al (a2), a2 (a3), a3 (ad) primerden 20 pmol ve c (B2)
primerinden 3x20 pmol], 2,5 U Tag DNA polimeraz enzimi ve 6nceden hesaplanarak
belirlenen miktarda distile su, son hacim 50 pul olacak sekilde ilave edilmistir.
Ornekler termal dongl cihazinda ilk denatiirasyon igin 94C”de 5 dakika
bekletildikten sonra, her bir dongu sirastyla 94C° de 30 saniye, 48C%de 1 dakika ve
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72C%de 2 dakika olacak sekilde, 30 dongu calisiimistir. Son olarak drnekler 72C°de
7 dakika bekletilerek PZR sonlandirilmistir (Okuma, 2002).

PZR protokolu Master mix (MIX) N
aH.o xN
LI Lo 10X (NH4)2S04xN
AN T P e ee e 200 pMxN
MGG e 2,5mMxN
PrME o0 (02) e 20 pmolxN
Primer a2 (03) e, 20 pmolxN
Prmer a3 (04) oo 20 pmolxN
Prmer BC(B2) oo, 3x20 pmolxN
Tagpolimeraz e 2,5UxN
DNA 5,0 ngxN

TV =50 plxN

PZR programi
Baslangi¢ denatirasyoow .~~~ 94C®de 5 dakika
Denatirasyonasamast .. ... ... 94C°de 30 saniye
Primerlerin yapismas: (anneling) 48C°de 1 dakika } 30 dongu
Sentez (uzama) asamast____.... 72C%de 2 dakika
Son uzama 72C%de 7 dakika

Pozitif kontrol olarak GRE-14, HPV-107, HUSA-304 sugslar1 kullanilmistir. GRE-14
tip 2’ye, HPV-107 tip 1’e, HUSA-304 tip 3’e karsilik gelmektedir.

ccr Gen Kompleks PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektrofor ezinde Saptanmasi

ccr gen kompleks Urtinlerinin saptanmast amaciyla 10 ul PZR Orind, 2 pl yikleme
soltsyonu (6X Orange DNA Loading Dye) ile stispanse edilerek, 0,5X TBE tampon
ile hazirlanan %1’lik agarozda jel elektroforezi yaplmistir. Agaroz jelde yuritilen
amplikon 0,5 pg/ml etidyum bromr ile isaretlenmis ve 1,5 saat 100 volt elektrik
akimina tabi tutulduktan sonra, UV transilluminator ile degerlendirilmistir
(Katayama, 2001; Ito, 2001; Okuma, 2002). PZR UrinUnin biyudklagu, molekuler
blyuklik belirteci (MassRule DNA Ladder Mix [80-10,000 bp]) bantlari ile
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karsilastirilarak dogrulanmis ve jeller dijital fotograf makines ile gorunttlenmistir
(Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6. ccr gen komplekserinin amplikon buiyukltkl eri

ccr gen kompleksi Amplikon Buyukligl
TUm ccrB tiplerinde
Tim ccrA tiplerinde 560 bp
Tip 1 ccrA (ccAl) 700 bp
Tip 2 ccrA (ccA2) 1 kbp
Tip 2 ccrA (ccA3) 1,6 kbp

2.2.4.1.4.5.2. ccrC Gen Kompleks

mecA pozitif 6rneklerde ccrC gen kompleksi tip tayini Ito ve ark.’mn 6nerdigi PZR
yontemi ile calisilmistir. ccrC sadece tip V’te bulunmaktadirlar. Bu amagla gizelge
2.7°de gorulen primerler kullamilmigtir. Bu primerler ile yapilan PZR sonucunda 520
baz ciftlik Grtin olusmaktadir (1to, 2004).

Cizelge 2.7. ccrC gen kompleksin primerleri ve amplikon by ikl Ukl eri

Primer Dizi (5’-3%) TiP Amplikon BUyUkIUgU

ccrCE | CGT CTA TTA CAA GTA GTT AAG GAT AAT

crCR_ | CCT TTA TAG ACT GGA TTA TTCAAAATAT | ooecetipV 520 bp

ccrC Gen Kompleksin PZR Amplifikasyonu

mecA pozitif 6rneklerde ccrC gen kompleks tip tayini amaciyla, DNA Orneklerinden
5 ng ainarak kalip DNA olarak PZR karisimina eklenmistir. PZR Kkarigimim
hazirlamak icin 10X PZR tamponuna 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her bir
primerden protokola uygun 20 pmol, 1 U Taq DNA polimeraz enzimi ve énceden
hesaplanarak belirlenen miktarda distile su, son hacim 25 pl olacak sekilde ilave
edilmistir. Ornekler termal dongl cihazinda ilk denatiirasyon icin 94C*de 5 dakika
bekletildikten sonra, her bir dongu sirasiyla 94C° de 30 saniye, 55C°’de 30 saniye ve
72C%de 1 dakika olacak sekilde, 30 dongu ¢alisiimistir. Son olarak drnekler 72C%de
7 dakika bekletilerek PZR sonlandirilmistir (Okuma, 2002).
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PZR protokolu Master mix (M1X) N
deo 7777777777777777777777777777777777777777777 xN
Lz 10100 10X (NH4)2S04 xN
AN T P e 200 uM xN
MOCI 2, e 1,5mM xN
Prmer CCrCF e 20 pmolxN
Primer CCrCR e 20 pmolxN
Taqpolimeraz, . e, 1UxN
DN A e S ngxN
TV =25 ulxN
PZR programu
Baglangi¢ denatlrasyonu 94C®de 5 dakika
Denaturasyonasamasi ... ... . 94C>de 30 saniye
Primerlerin yapismast (anneling) 55Cde 30 saniye } 30 dongu
Sentez (uzama) asamast, 72C>de 1 dakika
Son uzama 72C%2de 7 dakika

Pozitif kontrol olarak P78, P39, P71, P58 suslar: kullanilmustir (bu suslar, daha
onceki ¢alismalardan ccrC pozitif olduklar: bilinen suglardir) (Karahan, 2008).

ccrC Gen Kompleks PZR Uriiniiniin Agar oz Jel Elektrofor ezinde Saptanmasi

ccrC gen kompleks drdnlerinin saptanmast amaciyla 10 ul PZR Grind, 2 ul yikleme
soltsyonu (6X Orange DNA Loading Dye) ile stispanse edilerek, 0,5X TBE tampon
ile hazirlanan %1’lik agarozda jel elektroforezi yapilmistir. Agaroz jelde yuritilen
amplikon 0,5 ug/ml etidyum bromdr ile isaretlenmis ve 1 saat 100 volt elektrik
akimina tabi tutulduktan sonra, UV transilluminator ile degerlendirilmistir (Okuma,
2002). PZR urdnindn buyukltgt, molekiler blyiklik belirteci (O’RangeRuler 50
bp DNA Ladder) bantlar ile karsilastirilarak dogrulanmus ve jeller dijital fotograf

makinesi ile goruntilenmistir.
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2.2.4.1.4.5.3. mec Gen Kompleksi

mecA pozitif drneklerde mec gen kompleksi (mecR1 [ms domain], mecA, mecA-
|$431mec, Class C mec gen, Class B mec gen ve Class A mec gen) Ito ve ark.’min
(1to,2004) onerdigi PZR yontemi ile calisiimistir. Bu amacla gizelge 2.8’de gorilen
primerler kullamilmistir. Bu primerler ile yaplan PZR sonucunda 310, 200, 4000,
3000, 2000, 180, 320 baz ciftlik trinler olusmaktadir(Okuma, 2002;1t0,2004). DNA
orneklerinden 10 ng alinarak kalip DNA olarak PZR karisimina eklenmistir (Kondo,
2007).

Cizelge 2.8. mec gen kompleksinin primer dizileri ve amplikon biiy Ukl Ukl eri

mec Gen Kompleks
Primer Dizi (5°-3’) Amplikon [ TiP
mecR1 (ms mecR4 (mecR-msdomain) | GTC GTT CAT TAA GAT ATG ACG 310b |
domain) mecR3 (mecR-ms domain) | GTC TCCACG TTA ATT CCA TT P
mA1 (mecA) TGC TAT CCA CCC TCA AAC AGG
I, 1v
mecA mMA2 (mecA) AAC GTT GTA ACC ACC CCA AGA e '
mA1 (mecA) TGC TAT CCA CCC TCA AACAGG
- 1
mecA-1 S431mec 1S2 (1S431mec) TGA GGT TAT TCA GATATT TCGATGT 4000 bp
mA2 (mecA) AAC GTT GTA ACC ACC CCA AGA
%
Class C mec gen 1S2 (1S431mec) TGA GGT TAT TCA GAT ATT TCGATG T =Lbla
IS5 (1S1272) AAC GCC ACT CAT AAC ATA TGG AA
(1Y
ClassB mec gen MAG (mecA) TAT ACC AAA CCC GACAAC 2000 bp '
mli4 (mecl) CAA GTG AAT TGA AAC CGC CT 180 b |
ClassA ml 3 (mecl) CAA AAG GAC TGG ACT GGA GTC CAAA P
el mcR2 (mecR1-PB domain) | CGCTCA GAA ATT TGT TGT GC 320 b "
mCcR5 (mecR1-PB domain) | CAG GGA ATG AAA ATT ATT GGA P

mec Gen Kompleksin PZR Amplifikasyonu

mecA pozitif 6rneklerde mec gen kompleksin PZR amplifikasyonu, mecR1 (ms
domain), mecA, mecA-1S431mec, Class C mec, Class B mec ve Class A mec genleri
icin ayr1 ayr1 yapilmis ve 6zet olarak asagida verilmistir.

Class C mec Gen Kompleks

mecA pozitif orneklerde Class C mec Gen Kompleks tip tayini amaciyla, DNA
orneklerinden 10 ng alinarak kalip DNA olarak PZR karisimina eklenmistir. PZR
karisimim hazirlamak icin 10X PZR tamponuna 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her
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bir primerden protokola uygun 20 pmol, 25 U Tag DNA polimeraz enzimi ve
Onceden hesaplanarak belirlenen miktarda distile su, son hacim 25 pl olacak sekilde
ilave edilmistir. Ornekler termal dongu cihazinda ilk denatiirasyon icin 94C°de 5
dakika bekletildikten sonra, her bir dongi sirasiyla 94C°de 15 saniye, 50C*’de 30
saniye ve 68C%de 8 dakika olacak sekilde, 10 dongu calisilmistir. PZR’in ikinci
asamasinda denatlrrasyon icin her bir dongl sirasiyla 94C° de 30 saniye, 50C° de 45
saniye ve 68C>de 12 dakika olacak sekilde, 20 dongu calisiimistir. Son olarak
ornekler 72C°de 5 dakika bekletilerek PZR sonlandirilmistir.

PZR protokolu Master mix (MIX) N
aHO xN
Lz 1000 10X (NH4)2SO4xN
AN T P e 200 pMxN
MG s e 1,5 mMxN
PrMEr AL e 20 pmolxN
PrME 182 e 20 pmolxN
Tagqpolimeraz . e 2,5UxN
DN A e 10 ng DNAxN
TV =25 ulxN
PZR programi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94C*de 5 dakika

94C*de 15 saniye
.............. 50C*de 30 saniye } x10 dong
Sentez (uzama) asamast 68C*de 8 dakika

Denatlrasyon asamasi_.___.............c....... 94C? de 30 saniye

Primerlerin yapismas: (anneling) 50C*de 45 saniye } %20 dongui
Sentez (uzama) asamas,______.... 68C?"de 12 dakika

Son uzama 72C%de 5 dakika

Class B mec Gen Kompleks

mecA pozitif orneklerde Class B mec Gen Kompleks tip tayini amaciyla, DNA
orneklerinden 10 ng alinarak kalip DNA olarak PZR karisimina eklenmistir. PZR
karisimim hazirlamak icin 10X PZR tamponuna 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her
bir primerden protokola uygun 20 pmol, 2,5 U Taq DNA polimeraz enzimi ve
Onceden hesaplanarak belirlenen miktarda distile su, son hacim 50 pl olacak sekilde
ilave edilmistir. Ornekler termal dongu cihazinda ilk denatiirasyon icin 94C°de 5
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dakika bekletildikten sonra, her bir dongi sirasiyla 94C°de 15 saniye, 50C®’de 30
saniye ve 68C%de 8 dakika olacak sekilde, 10 dongu calisilmistir. PZR’in ikinci
asamasinda denatlrasyon icin her bir dongl sirasiyla 94C° de 30 saniye, 50C° de 45
saniye ve 68C>de 12 dakika olacak sekilde, 20 dongu calisiimistir. Son olarak
ornekler 72C2de 5 dakika bekletilerek PZR sonlandirilmustir.

PZR protokolu Master mix (M1X) N
Ho xN
TaMPON, e 10X (NH4)2SOsxN
aNTP_ 200 uMxN
MOCI2. ... 15 mMxN
PimertiS5... 20 pmolxN
Primer MAB . .o sessss e 20 pmolxN
Tagpolimeraz 2,5 UxN
DNA et sne 10 ng=xN
TV =50 pIxN
PZR program
Baslangic denatiirasyonu, ..., 94C?de 5 dakika
Denatirasyonasamast 94C*de 15 saniye
Primerlerin yapismast (anneling) 50C”de 30 saniye } %10 dongu
Sentez (uzama) asamast 68C*de 8 dakika
Denatirasyonasamast 94C*de 30 saniye
Primerlerin yapismast (anneling) 50C”de 45 saniye } %20 dongu
Sentez (uzama) asamast 68C%de 12 dakika
Son uzama 72C2de 5 dakika

Class A mec Gen Kompleks

1) Class A mec (mecl) PZR

mecA pozitif drneklerde Class A mec (mecl) tip tayini amactyla, DNA Orneklerinden
10 ng ahinarak kalip DNA olarak PZR karisimina eklenmistir. PZR karisimin
hazirlamak icin 10X PZR tamponuna 1 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her bir
primerden protokola uygun 20 pmol, 1 U Taq DNA polimeraz enzimi ve énceden
hesaplanarak belirlenen miktarda distile su, son hacim 25 pl olacak sekilde ilave
edilmistir. Ornekler termal dongl cihazinda ilk denatiirasyon icin 94C*de 5 dakika
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bekletildikten sonra, her bir dongu sirasiyla 94C° de 30 saniye, 56C° de 30 saniye ve
72C°de 1 dakika olacak sekilde, 30 dongu calisiimistir. Son olarak drnekler 72C°de
7 dakika bekletilerek PZR sonlandirilmustir.

PZR protokolu Master mix (M1X) N
deo 77777777777777777777777777777777777777 xN
L Lo 10X (NH4)2SO4xN
AN TP e 200 uMxN
MOCT o e 1 mMxN
Primer M4 e 20 pmolxN
Primer MI3 e 20 pmolxN
Taqpolimeraz .. .. 1UxN
DN A e 10 ngxN
TV =25 ulxN
PZR programu
Baslangi¢ denatlrasyonu_ .. ... 94C>de 5 dakika
Denatirasyonasamas ... ... 94C°de 30 saniye
Primerlerin yapismast (anneling) 56C>de 30 saniye } %30 dongu
Sentez (uzama) asamast____ ... 72C%de 1 dakika
Son uzama 72C%de 7 dakika

2) Class A mec (mecR1-PB domain) PZR

mecA pozitif drneklerde Class A mec (mecR1-PB domain) tip tayini amaciyla, DNA
orneklerinden 10 ng alinarak kalip DNA olarak PZR karisimina eklenmistir. PZR
karisimim hazirlamak icin 10X PZR tamponuna 1 mM MgCl,, 200 uM dNTP, her
bir primerden protokola uygun 20 pmol, 1 U Tag DNA polimeraz enzimi ve énceden
hesaplanarak belirlenen miktarda distile su, son hacim 25 pl olacak sekilde ilave
edilmistir. Ornekler termal dongl cihazinda ilk denatiirasyon icin 94C%de 5 dakika
bekletildikten sonra, her bir dongu sirasiyla 94C° de 30 saniye, 50C°’de 30 saniye ve
72C%de 1 dakika olacak sekilde, 30 dongu calisiimistir. Son olarak drnekler 72C°°de
7 dakika bekletilerek PZR sonlandirilmustir.
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PZR protokolu Master mix (M1X) N
deo 77777777777777777777777777777777777777 xN
Lz 10100 10X (NH4)2SO4xN
AN T P e 200 uMxN
MOC 2, e 1 mMxN
Primer MCRZ s 20 pmolxN
Primer meRS, e, 20 pmol xN
Taqpolimeraz,_ e 1UxN
DN A e 10 ngxN

TV =25 ulxN

PZR programi

Baslangi¢ denatirasyonu_ . ... 94C*de 5 dakika

94C*de 30 saniye
.............. 50C*de 30 saniye } x30 dong
Sentez (uzama) asamast 72C>de 1 dakika

Son uzama 72C%de 7 dakika

mec Gen Kompleksi Urtinlerinin Agar oz Jel Elektr ofor ezinde Saptanmasi

mec gen kompleksi Urtinlerinin saptanmast amaciyla 10 yl PZR Grind, 2 pl yiukleme
solisyonu (6X Orange DNA Loading Dye) ile stispanse edilerek, 0,5X TBE tampon
ile hazirlanan %1’lik agarozda jel elektroforezi yapilmistir. Agaroz jelde yurdtilen
amplikon 0,5 pg/ml etidyum bromdr ile isaretlenmis ve 1,5 saat 100 Voltta elektrik
akimina tabi tutulduktan sonra, UV transilluminator ile degerlendirilmistir (Okuma,
2002; 1t0,2004). PZR Urinunun baydkligt molekiler  buyukluk — belirtec
[(O’RangeRuler 50 bp DNA Ladder ve MassRuler DNA Ladder Mix (80-10,000 bp)]
bantlar: ile karsilastirilarak dogrulanmis ve jel goruntuleri dijital fotograf makinesi

ile goruntilenmistir.

2.2.4.1.4.6. PVL Geni Tayini

mecA pozitif drneklerde PVL gen tayini Linave ark.’nin (Lina, 1999) 6nerdigi PZR
yontemi ile calisilmigtir. Bu amagla cizelge 2.9’da gorilen luk-PV1 ve |luk-PV2
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primerler kullaniimistir. Bu primerler ile yapilan PZR sonucunda 432 baz ciftlik trin
olusmaktadir (Lina, 1999).

Cizelge 2.9. luk-PV 1 ve luk-PV2 primerlerinin dizisi

Primer Dizi (5’-3) Amplikon
luk-PV1 ATCATT AGG TAA AAT GTCTGGACA TGATCCA
luk-PV2 GCA TCA AGT GTA TTG GAT AGC AAA AGC

432 bp

PVL Geninin PZR Amplifikasyonu

mecA pozitif orneklerde PVL gen tayini icin 10 ng DNA, kalip olarak PZR
karistmina eklenmistir. PZR karisimi: 10X PZR tamponu [(750 mM Tris-HCI
(25C>de pH 8,8), 200 mM (NH,4)2SO,, %0,1 Tween 20)], 1,5 mM MgCl,, 200 uM
dNTP, her bir primerden protokola uygun 10 pmol, 1 U Tag DNA polimeraz
enziminden kullanilarak son hacim 20 pl olacak sekilde hazirlanmstir. Ornekler
termal dongu cihazinda ilk denattirasyon icin 94C°de 5 dakika daha sonra 25 dongu
(94C>de 30 saniye, 58C%de 30 saniye ve 72C%de 1 dakika) olacak sekilde
calisilmistir. Son olarak drnekler 72C°de 7 dakika bekletilerek PZR sonlandirilmigtir
(Lina, 1999).

PZR protokolu Master mix (M1X) N
deO 77777777777777777777777777777777777777777777 xN
Tampon 10X (NH4)2S04xN
AN TP e 200 uMxN
moCl, 1,5 mM MgCl,xN
Primer [UK-PV L e 10 pmolxN
rrimer luk-p,V2_ 10 pmolxN
Tagpolimeraz e 1UxN
DNA 10 ngxN
TV =20 ulxN
PZR programi
Baslangi¢ denatlrasyonu . 94C®de 5 dakika
Denatirasyonasamast 94C>de 30 saniye
Primerlerin yapismast (anneling) 58C°de 30 saniye } 30 dongu
Sentez (uzama) asamasi 72C%de 1 dakika

Son uzama 72C%de 7 dakika
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Pozitif kontrol olarak GRE-14 susu kullanlmistir.

PVL Geni Uriiniiniin Agaroz Jel Elektrofor ezinde Saptanmasi

PVL Urinin saptanmasi amaciyla 10 pyl PZR Grint 2 pl yikleme soltisyonu 6X
Orange DNA Loading Dye ile siispanse edilerek 0,5X TBE tampon ile hazirlanan
%2’lik agarozda jel elektroforezi yapilmustir. Agaroz jelde yuritilen amplikon 0,5
ug/ml etidyum bromr ile isaretlenmis ve 1 saat 100 Voltta elektrik akimina tabi
tutulduktan sonra UV transilluminator ile degerlendirilmistir (Lina, 1999). PZR
Urdndn buy Ukl Ggt molekdler buyukl Uk belirteci (O’RangeRuler 50 bp DNA Ladder)
bantlar1 ile karsilastirllarak dogrulanmis ve jel gorUntlleri dijital makines ile

gorantulenmistir.

2.2.4.2. TK-MRSA’larin Cesitli Antibiyotiklere Duyarhhk Profilleri

Metisiline direncli S. aureus suslarinin gesitli antibiyotiklere duyarliliklari, CLSI’nin
Onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile arastirilmustir. Bu
amacla 6nce S aureus olarak tammlanan sugslarin taze kudlturinden steril FTS
icerisinde, 0,5 McFarland standardina gore stispansiyonu hazirlanmis ve steril bir
eklivyon yardimiyla MHA besiyerinin yizeyine homojen olarak yayilmistir. 10-15
dakika bekletildikten sonra besiyerinin yizeyine oksasilin (1 pg), eritromisin (15
ug), klindamisin (2 pg), amoksisilin/klavulanik asit (20/10 ug), tetrasiklin (30 ug),
trimetoprim/sulfametoksazol (1,25/23,75 pg), imipenem (10 ug), gentamisin (10 pg),
amikasin (30 ug), teikoplanin (30 pg), kloramfenikol (30 ug), siprofloksasin (5 pg)
ve vankomisin (30 pg) diskleri belirli araliklarla yerlestirilmistir. Normal atmosfer
sartlarinda 35C%de inklbasyonu takiben olusan inhibisyon zonlari oksasilin ve
vankomisin igin 24 saat, digerleri icin 16-18 saat sonra degerlendirilmistir (Cizelge
2.10). Tum antibiyotik duyarlilik testlerinde kontrol susu olarak S aureus ATCC
95045 kullanmlmstir (Wikler, 2007).
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Cizelge 2.10. CLSI’ye gore S. aureus suslarimn antibiyotik duyarlilik zon ¢aplarinin
degerlendirilmesi

R | S
Sefoksitin (30 pg) <21 - >22
Oksasilin (1 pg) <10 11-12 >13
Eritromisin (15 pg) <13 14-22 >23
Klindamisin (2 pg) <14 15-20 >21
Amoksisilin/klavulanik asit (20/10 ug) <19 - >20
Tetrasiklin (30 ug) <14 15-18 >19
Trimetoprim/sulfametoksazol (1,25/23,75 ug) <10 11-15 >16
Imipenem (10 ug) <13 14-15 >16
Gentamisin (10 pg) <12 13-14 >15
Amikasin (30 ug) <14 15-16 >17
Teikoplanin (30 ug) <10 11-13 >14
Kloramfenikol (30 pg) <12 13-17 >18
Siprofloksasin (5 ug) <15 16-20 >21
Vankomisin (30 pug) - - >15

2.2.4.3. TK-MRSA’larin iML Sg Fenotipleri

S aureus ve KNS’larin makrolidlere direncli suslarinda, klindamisine kars1 yapisal
veya induklenebilir direng gorulebilir (MLSg [makrolid, linkozamid ve tip B
streptogramin] direnci veya sadece MS [makrolidlere ve streptogramin kars: direncli
klindamisine karsi duyarli] olabilir). induklenebilir makrolid-linkozamid-
streptogramin B (iIMLSg) fenotipini tespit etmek icin D-testi (ikili disk difizyon
testi), CLSI’nin Onerileri dogrultusunda yapilmistir. Bu amagla, bakteri stispansiyonu
daha oOnce anlatildigi sekilde MHA besiyerinin yizeyine yayildiktan sonra,
klindamisin (2 pg) ve eritromisin (15 pg) diskleri 15-26 mm arayla yerlestirilmistir.
35C°de 16-18 saat normal atmosfer sartlarinda, inkiibasyonu takiben, klindamisin’in
inhibisyon zonunda diizlesme goértlmeyen mikroorganizmalar klindamisine duyarl:
olarak bildilmistir. Klindamisin diskinin eritromisin diskine bakan kenarindaki zonda
bir diizlesme olmasi (D zonu olarak tanimlanir) indiklenebilir klindamisin direncini
gostermektedir (Wikler, 2007).



82

2.2.5. Gram Negatif Suslarin izolasyonu ve idantifikasyonu

EMB besiyerinde Uriyen mikroorganizma kolonilerinden gram boyali1 preparatlar
hazirlanmis, mikroskopik morfolojileri gram negatif bakterilere uyan koloniler,
IMVIC (indol, metil kirmizisi, voges proskauer, Sitrat) testi ve Craigie besiyerinde
hareket testi yapilarak tiplendirilmistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. EMB besiyerinde gram negatif bakterilerin gorintuleri

2.2.5.1. Ug Sekerli Demir (TSl) Besiyeri

Ozellikle Enterobacteriaceae ailesinin Uyelerini tammlamak amaciyla kullanlan bir
besiyeridir. Bu besiyerinde sekerlerin fermentasyonu, sekerlerin fermentasyonu
sonucu gaz olusumu ve hidrojen stlfid (H.S) olusumu olmak Uzere, bakterilerin g
temel Ozelligi incelenir. Besiyeri glukoz, laktoz ve sikroz olmak Uzere U¢ farkl
seker, pH indikatori olarak fenol kirmizisi ve H,S olusumunun gostergesi olarak

ferroz stlfat (ferrik ammonyum sllfat) icerir (Forbes, 2007).

Igne 6ze ile tek koloniden alinan orneklerden TSI besiyerine 6nce batirma,
daha sonra besiyerinin yatik tarafina yizey inokilasyonu yapilmistir. Besiyerindeki
sikroz ve laktoz miktari, glukoz miktarinin 10 katidir. Glukozu fermente eden

bakteriler 6 saatlik inkibasyonu takiben, olusan asit Urtinler nedeniyle besiyerinin
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hem dip kissunin hem de ylzeyinin sar1 renge donidsmesine yol agarlar. Sinirli
miktardaki glukoz tikenince, besiyerindeki laktoz veya sikrozu kullanabilen
bakteriler asit Urinler olusturmaya devam eder, bunun sonucunda 18-24 saatlik
inkilbasyondan sonra besiyerinin rengi sar1 kalir. Bakteriler glukoz veya laktozu
kullanamiyorsa, enerji kaynagi olarak besiyerinde bulunan proteinleri ve
aminoasidleri kullanirlar. Protein metabolizmas: primer olarak oksijenin bol oldugu
besiyeri ylizeyinde meydana gelir ve ortaya ¢ikan alkali Urinler besiyeri ylzeyinin

kirmiz1 renk almasinayol acarlar (Forbes, 2007).

Sonug olarak, 35C%de 18-24 saat inkibasyonu takiben besiyerinin dip
kismunin kirmuzi kalmasi bakterinin glukozu fermente edemedigini, dolayisiyla
Enterobacteriaceae ailesinin Uyesi olmadigin; dipte sari, Ust tarafta kirmizi renk
olusmasi, glukozun fermente oldugunu, ancak laktoz ve siikrozun pargalanmadigins,
besiyerinin tUminin sar1 renge dontsmes ise glukozun yamsira laktoz velveya

stikrozun da bakteri tarafindan kullanmldigim gosterir (Forbes, 2007).

Sekerlerin fermentasyonu sonucu gaz olusumu besiyerinin yukariya dogru
itilmesi veya besiyerinde yer yer parcalanmaarin olusmas: ile anlasilir. H,S
olusturan bakteriler besiyerinin dip kismumn siyahlasmasina yol acarlar ¢unkt bu
madde ferrdz silfat ile reaksiyona girerek siyah renkli ferr6z stlfit olusturur (Forbes,
2007).

2.2.5.2. Ureaz Testi

Ureaz, Urenin hidrolizini katalizeyen enzimdir. Ureaz testi bakterilerin Ureaz
aktivitesini arastirmak icin yapilmis ve bu amagla indikator olarak fenol kirmizisi
iceren Christensen Ure agar besiyeri kullamlmistir. izne 6ze ile tek koloniden alinan
orneklerden besiyerine dnce batirma, daha sonra besiyerinin yatik tarafina yuzey
inokilasyonu yapilmis, 2-7 gun siireyle 35C%de inkiibe edilmistir. Urenin hidrolizi
sonucu amonyak ve karbondioksit meydana gelir. Ortaya ¢ikan amonyak alkali bir

Urinddr ve besiyerinin rengini kirmiziya donustirdr. Koltirde kirmizi rengin
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meydana gelmesi pozitif, renk degisikliginin olmamasi ise negatif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir (Forbes, 2007).

2.2.5.3. Sitrat Testi

Baz1 bakteriler karbon kaynag: olarak tek bir substrat ile yetinebilirler. Sitrat testi,
tek karbon kaynag: olarak sitrat kullanabilen bakterileri ayird etmek amaciyla yapilir.
Bu amacla sitrat ve pH indikatori olarak bromtimol mavisi iceren Simmons sitrat
agar besiyeri kullanilir. Tek karbon kaynag: olarak sitrat kullanan bakteriler, sitrataz
enzimi araciligiyla sitrat1 oksalasetat ve asetat’a pargalarlar. Oksalasetat daha sonra
oksal oasetat dekarboksilaz enzimi tarafindan piruvat ve karbon dioksit’e parcalanir.
Karbon dioksit, sodyum ve su ile birlesir ve bir alkali Urin olan sodyum karbonat
(N&CO3) meydana gelir. 35-37C%de 24 saatlik inklbasyondan sonra (negatif
testlerde inkUibasyon siiresi 4 guine kadar uzatilmustir), olusan alkali Grtinler nedeniyle
besiyerinin renginin yesilden maviye dénismesi testin pozitif oldugunu gostermistir.
Pozitif kontrol olarak Klebsiella pneumoniae, negatif kontrol olarak ise Escherichia

coli kullanimustir (Forbes, 2007).

2.2.5.4. Voges-Proskauer (VP) Testi

Bazi bakteriler karbonhidratlar: parcalayarak asetoin (asetil metil karbinol) olusturur.
Asetoin, potasyum hidroksid (KOH) varliginda okside olarak diasetii meydana
getirir. Bu Urtn ise afa naftol ile reaksiyona girdiginde kirmizi bir renk olusturur.
Asetoin olusumunu arastirmak igin, glukoz igeren 5 ml Clark-Lubs besiyerine ekim
yapilir ve 35-37C%de en az 48 saat inkibasyondan sonra (negatif testlerde
inklbasyon siiresi 4 gune kadar uzatilmustir), ortama yaklasik 0,6 ml (6 damla) %5
afanaftol ve yaklasik 0,2 ml (2 damla) %40 KOH ilave edilmistir. Besiyerinin hava
ile temas etmesi i¢in ¢alkalandiktan sonra, 15 dakika igerisinde kirmizi renk olusmasi
testin pozitif oldugunu gostermistir. Pozitif kontrol olarak Klebsiella pneumoniae,
negatif kontrol olarak ise Escherichia coli kullammustir (Arda, 2000; Forbes, 2007).



85

2.25.5. Metil kirmiasi (MR) Testi

Metil kirmizisi testi, bakterilerin glukozu fermente ederek ortamin pH’im 4,4°0n
altina distrmeleri esasina dayanir. Bakteriler pepton ve glukoz iceren, 5 ml
tamponlanmis Clark-Lubs besiyerine inokile edilmistir. 35-37C>de en az 48 saat
inkubasyondan (negatif testlerde inkiibasyon siiresi 4 gline kadar uzatilmistir) sonra
ortama 5-6 damla metil kirmizisi ayiraci ilave edilmistir. Bu ayirag pH 4,4 ve altinda
kirmizi, pH 6,2 ve Uzerinde ise sar1 renk verir, dolayisiyla kirmizi renk olusmasi
testin pozitif oldugunu gostermistir. Pozitif kontrol olarak Escherichia coli, negatif
kontrol olarak ise Klebsiella pneumoniae kullaniimistir (Arda, 2000; Forbes, 2007).

2.2.5.6. indol Testi

Indol, triptofan’in triptofanaz enzimi ile parcalanmas: sonucu olusan nitrojenli bir
bilesiktir ve aldehidlerle reaksiyona girdiginde kirmizi renkli bir Grin olusturur.
Incelenecek bakteri brain heart infusion broth besiyerine inokiile edilmistir. 35C”de
48 saat inkUbasyondan sonra Uzerine, tupun kenarindan yavasca akitilmak suretiyle,
0,5 ml Kovaks ayiraci ilave edilmis, besiyerinin Ust kisminda 1-2 dakika igerisinde
parlak kirmizi bir halka olusmasi testin pozitif oldugunu gostermistir. Pozitif kontrol
olarak Escherichia coli kullanmmustir (Arda, 2000; Forbes, 2007).

2.2.5.7. Craigie Besiyeri

Craigie besiyeri bakterilerin hareket muayenesi amaciyla kullanilan yari1 kat1 bir
besiyeridir. inokilasyon, igne 6ze yardimyla besiyerinde bulunan iki ucu agik cam
tlpun Gst ucundan girilerek, besiyerinin Ust kismina yapilmis ve 37C%de 18-24 saat
inkibasyondan sonra degerlendirilmistir. TUm besiyerinde bulamklik olusmasi
bakterinin hareketli oldugunu, sadece cam tUpun Ust kisminda Ureme olmasi ise
hareketsiz oldugunu gostermistir.
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2.2.6. Gram Negatif Suslarin Cesitli Antibiyotiklere Duyarhhik Profilleri

Calismada izole edilen gram negatif bakterilerin cesitli antibiyotiklere duyarliliklari,
CLSI’nin  onerileri  dogrultusunda Kirby-Bauer disk difizyon yontemi ile
arastirllmigtir. Bu amagla 6nce gram negatif bakteri suslarimin taze kaltirinden steril
FTS icerisinde, 0,5 McFarland standardina gore stispansiyonu hazirlanmis ve steril
bir ekiivyon yardimiyla MHA besiyerinin yiizeyine homojen olarak yayilmistir. 10-
15 dakika bekletildikten sonra besiyerinin  ylzeyine ampisilin (10 pug),
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 ug), ampisilin/sulbaktam (10/10 pg), imipenem
(10 pg), gentamisin (10 pg), amikasin (30 pg), tetrasiklin (30 pQ),
trimetoprim/sulfametoksazol (1,25/23,75 ug), kloramfenikol (30 pug), seftriakson (30
png) ve sefotaksm (30 pg) diskleri belirli araliklarla yerlestirilmistir. Normal
atmosfer sartlarinda 35C®de 16-18 saat inkubasyonu takiben olusan inhibisyon
zonlar1 CLSI Onerileri dogrultusunda zon caplart Olgulerek degerlendirilmistir.
Cizelge 2.11°de gram negatif suslarin CLSI de belirtilen antibiyotik duyarlilik zon
caplar verilmistir (Wikler, 2007).

Cizelge 2.11. Gram negatif suslarin CLSI’de antibiyotik duyarlilik zon ¢aplar:

R | S
Ampisilin (10 pg) <13 14-16 >17
Amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg) <13 14-17 >18
Ampicilin/sulbaktam (10/10 pg) <11 12-14 >15
Imipenem (10 ng) <13 14-15 >16
Gentamisin (10 pg) <12 13-14 >15
Amikasin (30 ng) <14 15-16 >17
Tetrasiklin (30 pg) <11 12-14 >15
Trimetoprim/sulfametoksazol (12,25/23,75 ng) <10 11-15 >16
Kloramfenikol (30 pg) <12 13-17 >18
Seftriakson (30 pg) <13 14-20 >21
Sefotaksim (30 pg) <14 15-22 >23
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2.2.6.1. Gram Negatif Suslarinda ESBL Tayini

2.2.6.1.1. Gram Negatif Suslarinda ESBL Tarama Testi

ESBL (Genislemis spektromlu beta-laktamaz) tarama testi CLSI’nin Onerileri
dogrultusunda Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile arastirilmistir. Bu amagla 6nce
gram negatif bakteri suslarinin taze kilttrtinden steril FTS icerisinde, 0,5 McFarland
standardina gére slispansiyonu hazirlanmis ve steril bir eklivyon yardimiyla MHA
besiyerinin ylzeyine homojen olarak yayilmistir. 10-15 dakika bekletildikten sonra
besiyerinin ylzeyine seftriakson (30 pg) ve sefotaksm (30 pg) diskleri
yerlestirilmistir. Normal atmosfer sartlarinda 35C%de 16-18 saat inkiibasyonu
takiben olusan inhibisyon zonlar1 CLSI 6nerileri dogrultusunda zon caplar: 6lcllerek
degerlendirilmistir. Cizelge 2.12°de ESBL tarama testi icin CLSI’de belirtilen
antibiyotik duyarlilik zon ¢aplari verilmistir (Wikler, 2007).

Cizelge 2.12. ESBL tarama testi

R | S ESBL tarama testi
Seftriakson (30 pg) <13 14-20 >21 >25
Sefotaksim (30 pg) <14 15-22 >23 >27

2.2.6.1.2. Gram Negatif Suslarinda ESBL Dogrulama Testi

ESBL dogrulama testinde sefotaksim (30 pg) ve seftazidim (30 pg) hem tek basina,
hem de klavulanik asit kombinasyonlar1 (30/10 pg sefotaksim/klavulanik asit ve
seftazidim/klavulanik asit) ile test edilmistir. Klavulanik asit kombinasyonlar ile
elde edilen inhibisyon zonu c¢api, ilacin tek basina olusturdugu inhibisyon zonu
capindan 5 mm veya daha fazla olmasi ESBL olarak degerlendirilmistir (Wikler,
2007).
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2.2.6.1.3. Gram Negatif Suslarda ESBL Cift Disk Sinerji Testi

ESBL Ureten suslarda amoksisilin/klavulanik asit diskinin etrafina 20-30 mm aralikla
yerlestirilen seftazidim, sefotaksim, seftriakson, sefepim, aztreonam veya
sefpodoksim inhibisyon zon caplarimin  genislemesi  gosterilmektedir. ESBL
enziminin klavulanik asit varliginda inhibe olmasiyla fB-laktam antibiyotigin
aktivites artmaktadir. Bu amagla 6nce gram negatif bakteri suslarinin taze
kiltarinden steril FTS icerisinde, 0,5 McFarland standardina goére slispansiyonu
hazirlanmis ve steril bir eklivyon yardimiyla MHA besiyerinin ylizeyine homojen
olarak yayilmistir. 10-15 dakika bekletildikten sonra besiyerinin ortasina
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg) diski, etrafina da 20-30 mm araliklarla
seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg), aztreonam (30 ug) ve sefepim (30 pg)
diskleri yerlestirilmistir. Seftazidim, sefotaksim, aztreonam ve sefepim disklerinin
etrafindaki inhibisyon zonunun amoksisilin/klavulanik asit diskine dogru genislemesi
veya arada bakteri Uremeyen bir sinerji alammin bulunmasi, ESBL varligin
gostermistir (Bradford, 2001; Bannerman, 2003).

2.2.7. Mantar Suslarimn izolasyonu ve idantifikasyonu

Eklvyon ile ainan burun ve koltuk alti ornekleri antibiyotikli-SDA besiyerine
inokile edilmis, 30C®de, aerobik sartlarda, 3-5 gun sireyle inkibe edilmistir.
Ureyen kolonilerden lam lamel arasi preparat ve gram boyal1 preparat hazirlanarak

mikroskopik morfolojileri degerlendirilmistir (Bannerman, 2003).

2.2.7.1. Germ Tup Olusumu

Izole edilen suslar 1 ml insan serumu igerisinde, 37C>de 3 saat siireyle inkiibe

edilmis ve germ tlp olusumu incelenmistir. Sonugta tim suslarin germ tup testleri
negatif bulunmustur (Bannerman, 2003).
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2.2.7.2. (Biomerieux, Fransa) Testi

Izole edilen mantarlarin biyokimyasal profilleri APl 20 C AUX karbonhidrat
kullarmm testi ile Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda degerlendirilmistir.

2.2.8. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizlerde kategorik veriler icin Ki-Kare (x%) ya da Fisher’in kesin Ki-

kare testi kullamlmustir. Bagimli gruplarda olan karsilastirmalarda ise McNemar testi
kullanmlmistir. p<0,05 olan sonuclar istatistiksel olarak anlamli1 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA grubu olarak, yaslarn 4 ile 85 arasinda
degisen (yas ortalamasi 29,35+13,41) 564 (%54,2) erkek ve 476 (%45,8) kadin
olmak Uzere, toplam 1040 saglikli bireyden izole edilen 18 MRSA izolatlari;
enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA grubu olarak ise, 2004-2005 yillar1 arasinda
Istanbul Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’nin cesitli
polikliniklerine basvuran, yaslari 4 ile 76 arasinda degisen (yas ortalamasi
39,6+£19,9) 21 erkek (%67,7) ve 10 (%32,3) kadin hastadan izole edilmis olan 31
MRSA izolat1 kullanilmastir.

Burun ve koltuk alti érneklerinden yapilan klltlrlerde S. aureus suslarinin
idantifikasyonu amaciyla, Ureyen bakterilerin koloni morfolojileri ve mikroskobik
morfolojileri (gram boyama) incelenmis, katalaz, koagilaz (lam ve tip), DNaz (agar
ve tlp) ve MTA testleri yapilmis, toplam 294 izolat S. aureus olarak tanimlanmustir.
1040 saglikl1 bireyden 282’sinde S. aureus izole edilmis, S. aureus tasiyicilik oran
%27,1 olarak bulunmustur.

Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA grubu, cesitli polikliniklere basvuran
hastalardan izole edilen 31 MRSA izolatindan olusmustur. 10’u idrar, 7’si ply, 5’i
yara, 3’0 Uretral akinti, 3’0 eklem sivisi ve 3’0 burun strtintti 6rneklerinden elde
edilen izolatlarin idantifikasyonu amaciyla, koloni morfolojileri ve mikroskobik
morfolojileri (gram boyama) incelenmis, katalaz, koagilaz (lam ve tUp), DNaz (agar
ve tlp) ve MTA testleri yapilmistir. MTA, DNaz (agar ve tup) testlerinin sonuclar
sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3.2. SoldaDNaz agarda S. aureus’un olusturdugu saydam zon, sagdaise KNS’larin opak

gorinumleri gorilmektedir
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ilk 2 Saatte Tiipte DNAz Testinin Jel Goriintiisii

1 2 3 4 5 6 78 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 S DNA

8 Saat Sonra Tiipte DNAz Testinin Jel Goriintiisii

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 S DNA

Sekil 3.3. Tupte DNaz Testinin ilk 2 saatte ve 8 saatte jel gorinttleri verilmistir (1-20: DNaz pozitif S.
aureus suslari; 21-24: DNaz negatif S. aureus suslart; 25-29; KNS; S: pozitif kontrol [S. aureus
ATCC 95045] ve DNA)

3.1. Enfeksiyon Etkeni Olan ve Olmayan TK-MRSA Suslarimin Dagilim

1040 saglikli gondlla Gzerinde yuratilen calismamizda S aureus tasiyiciligi
erkeklerde %32,1 (181/564) ve kadinlarda %21,2 (101/476); MRSA tasiyicilig: ise
erkeklerde %2,3 (13/564) ve kadinlarda %1,1 (5/476) olarak bulunmustur.
Calismamizda 259’u (%24,9) sadece burundan, 11’1 (%1,1) sadece koltuk alti ve
12’s (%1,2) hem burun hem de koltuk altindan olmak Uzere, toplam 294 S aureus
susu izole edilmistir. Bu durumda S aureus tasiyicilarinda (toplam 282 kisi) burun
kolonizasyonu %91,8 (259/282), koltuk ati kolonizasyonu %3,9 (11/282), hem
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burun hem de koltuk alti kolonizasyonu %4,3 (12/282) olarak hesaplanmistir. 18
MRSA susunun hepsi (18/18) burundan alinan érneklerden izole edilmis ve koltuk
altindan alinan drneklerden MRSA susu izole edilmemistir. Erkek ve kadinlarda S.
aureus ve TK-MRSA tasiyiciligr dagilimlar gizelge 3.1; S aureus ve TK-MRSA
tasiyicilarinda burun ve koltuk alti tasiyiciligi dagilimi cgizelge 3.2 ve 3.3’te

verilmistir.

Erkeklerde | Erkeklerde | Exkeklerde Kadmlarda | Kadmlarda | Kadinlarda
katilun S. aureus katilun S. aureus
Savis1 tasiyicth@ | tasiyichgn SavIs1 tagiyicah@ | tasiviahg
mSeriesl 54,2 32.1 2,3 45,8 212 1.1

Cizelge 3.1. Erkek ve kadinlarda S. aureus ve TK-MRSA tasiyiciligi dagilimlar:



Cizelge 3.2. S aureus tasiyicilarinda burun ve koltuk alti tastyiciligi dagilimu

TK-MRSA tasiyicilarinda burun ve/veya koltuk alti dagilim

Cizelge 3.3. TK-MRSA tagiyicilarinda burun velveya koltuk alti dagilim

Enfeksiyon etkeni olmayan S aureus tasiyicilarinda yas dagilimina
baktigimizda, S. aureus tasiyicihigi 4-9 yas grubunda %35,5 (11/31), 10-19 yas
grubunda %23,7 (46/194), 20-29 yas grubunda %26,2 (106/405), 30-39 yas grubunda
%29,1 (51/175), 40-49 yas grubunda %32,7 (48/147), 50-59 yas grubunda %25,0
(12/48) ve 60 yas Ustil grubunda %22,5 (9/40) olarak bulunmustur (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. S aureus tagtyicilarimn yas dagilimu

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA tasiyicilarinda 1040 saglikli bireyden
18’inde MRSA izole edilmis, MRSA tasiyicilik oram %1,7 olarak bulunmustur. Y as
dagilimina baktigimizda, MRSA tasiyiciligi 4-9 yas grubunda %3,2 (1/31), 10-19 yas
grubunda %1,5 (3/194), 20-29 yas grubunda %2,0 (8/405), 30-39 yas grubunda %1,1
(2/175), 40-49 yas grubunda %2,0 (3/147), 50-59 yas grubunda %2,1 (1/48) olarak
hesaplanmis, 60 yas Ustl grubunda MRSA tasiyiciligi saptanmamistir (Cizelge 3.6).

Enfeksiyon etkeni olmayan S aureus tasiyicilarinda risk faktorlerinin
dagilimina bakildiginda; %18,1’inin son U¢ ay icinde herhangi bir nedenle
antibiyotik kullandigi, %13,1’inde son 2 hafta igerisinde akut bir enfeksiyon belirtis
oldugu, %09,6’simn kronik hastaligi bulundugu, %4,3’tnde deri veya yumusak doku
enfeksiyonu bulundugu ve %5,3’Unde son 6 ay icerisinde hastanede yatis 6ykisi
bulundugu gorilmuistar (Cizelge 3.5).

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA tasiyicilarinda risk faktorlerinin
dagilimina bakildiginda; %22,2’sinin son U¢ ay icinde herhangi bir nedenle
antibiyotik kullandigi, %22,2°sinin son 2 hafta igerisinde akut bir enfeksiyon belirtisi
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oldugu, %5,6’simin kronik hastaligr bulundugu, %11,1’sinin son 6 ay igerisinde
hastanede yatis Oykisl bulundugu ve deri veya yumusak doku enfeksiyonu
bulunmadigi gorilmustir (Cizelge 3.5).

Kronik hastaligi bulunan ve enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA grubun S
aureus tasiyicilarinda en yaygin bulunan hastalik aerjik rinit %4,3 (12/282) idi.
Bunu sirasiyla astim (%1,4), kronik bronsit (%1,1), hipertansiyon (%1,1), diabetes
mellitus (%0,7), immunosUpresif tedavi géren hastaar (%0,7) ve idrar yolu
enfeksiyonu (%0,4) takip etmistir (Cizelge 3.5).

Enfeksiyon etkeni olmayan toplum kaynakli MRSA tasiyicilarinda kronik
hastaligi %5,6 (1/18) bulunurken en yaygin bulunan kronik hastalik alerjik rinit
%5,6 (1/18) idi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5te S aureus ve MRSA tasiyicisi olanlarin risk faktorlerinin

dagilimt verilmistir.

Cizelge 3.5. S aureusve MRSA tagsiyicisi olanlarin risk faktorlerinin dagilimi

K olonizasyon (N=1040)

Kolonizeolmayan S aureus MRSA auret?s’un MRSA’nin
N=758 (% ) N=282 N=18 p *P
Risk faktorler

Son 6 ay iginde hastanede yatis SykUsi 59 (7,8) 15(5,3) 2(11,1) 0,169 0,371
Son 3 ay iginde antibakteriyel gjan kullamm oykiisl 164 (21,6) 51 (18,1) 4(22,2) 0,209 0,775
Son 2 haftaiginde herhangi bir akut hastalik dykisi 114 (15,0) 37(13,1) 4(22,2) 0,435 0,316
Deri veyayumusak doku enfeksyonu 34(45) 12 (4,3) 0(0,0) 0,872 1,000
Kronik hastaligi 59 (7,8) 27(9,6) 1(5,6) 0,351 1,000

Diabetes mellitus 1(0,1) 2(0,7) 0(0,0)

Immiinostipresif tedavi uygulamas: 2(0,3) 2(0,7) 0(0,0)

Brongit 5(0,7) 3(1)) 0(0,0)

Astim 7(0,9 4(1,4) 0(0,0)

Rinit alerjik 25(3,3) 12 (4,3 1(5,6)

Hipertansiyon 10(1,3) 3(1) 0(0,0)

Idrar yolu enfeksiyonu 5(0,7) 1(0,4) 0(0,0

Bobrek yetmezligi 4(05) 0(0,0) 0(0,0)

*P degeri,£P< 0,05
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Cizelge 3.6’da tasiyici olmayanlar ile S aureus ve MRSA tasiyicisi olanlarin

Ozellikleri verilmistir.

Cizelge 3.6. Kolonize olmayanlar ile S. aureus ve MRSA tasiyicisi olanlarin 6zellikleri

K olonizasyon (N=1040)

Gruplarn total Kolonize olmayan S. aureus MRSA S aureus’un MRSA’min
sayilar (%) (N=758) (N=282) (N=18) *p *p
Yas 0471 0,824
4-9yas 31(3,0) 20 (64,5) 11 (35,5) 1(0,2)
10-19 yas 194 (18,7) 148 (76,3) 46 (23,7) 4(0,4)
20-29 yas 405 (38,9) 299 (73,8) 106 (26,2) 8(0,8)
30-39 yas 175 (16,8) 124 (70,9) 51(29,1) 1(0,2)
40-49 yas 147 (14,1) 99 (67,3) 48 (32,7) 3(0,3)
50-59 yas 48 (4,6) 36 (75,0) 12 (25,0) 1(0,2)
>60 40 (3,8) 31(77,5) 9(22,5) 0(0,0)
O_Jmmv\m_“ <0,001% 0,122
Erkek 564 (54,2) 383 (67,9) 181(32,1) 13(2,3)
Kadin 476 (45,8) 375(78,9) 101 (21,2) 5(1,1)
Alinan ornek <0,001% <0,001%
Burun 1040 758 (72,9) 259 (24,9) 18(1,7)
Koltuk alty 1040 1029 (98,9) 11(1,2) 0(0,0)
Hem burun hemde koltuk alt 1040 1028 (98,8) 12(1,2) 0(0,0)
Meslek 0,214 0,143
Ogrenci 445 (42,8) 332 (74,6) 113 (25,4) 10(2,2)
Saglik kurumlaruileiliskili meslekler 340 (32,7) 236 (69,4) 104 (30,6) 2(0,6)
Diger meslekler 255 (24,5) 190 (74,5) 65 (25,5) 6(2,4)
Risk faktorler
Son 6 ay iginde hastanede yatis Oykisi 74(7,1) 59 (79,7) 15(20,3) 2(2,7) 0,169 0,371
Son 3 ay iginde antibakteriyel ajan kullamm dykusi 215 (20,7) 164 (76,3) 51 (23,7) 4(1,9) 0,209 0,775
Son 2 haftaiginde herhangi bir akut hastalhik dykusi 151 (14,5) 114 (75,5) 37 (24,5) 4(2,6) 0,435 0,316
Deri veya yumusak doku enfeksyonu 46 (4,4) 34 (73,9) 12 (26,1) 0(0,0) 0,872 1,000
Kronik hastahig 86 (8,3) 59 (68,6) 27 (31,4) 11,2 0,351 1,000
Diabetes mellitus 3(0,3) 1(3333) 2(66,7) 0(0,0)
immunosiipresif tedavi uygulamasi 4(04) 2(50,0) 2 (50,0 0(0,0)
Bronsit 8(0,8) 5(62,5) 3(37,5) 0(0,0)
Astim 11(1,2) 7 (63,6) 4(36,4) 0(0,0)
Rinit alerjik 37(3,5) 25 (67,6) 12 (32,4) 1(2,7)
Hipertansiyon 13(1,2) 10 (76,9) 3(231) 0(0,0)
idrar yolu enfeksiyonu 6 (0,6) 5(83,3) 1(16,7) 0(0,0)
Bobrek yetmezligi 4(0,4) 4 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)

*P degeri, tP< 0,05

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarimin izole edildigi calisma

grubundaki 1040 kisiden 340’ 1m saglik kurumlari ile iligkili mesleklerde calisanlar,

445’ini Ogrenciler ve 255’ini diger meslek gruplarinda calisanlar olusturmustur. S
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aureus tasiyiciligi, saglik kurumlari ile iliskili mesleklerde calisanlarda %30,6
(104/340), Ogrencilerde %25,4 (113/445) ve diger meslek gruplarinda calisanlarda
%25,5 (65/255) olarak bulunmustur. MRSA tasiyiciligi ise saglik kurumlar: ile
iliskili mesleklerde caisanlarda, Ogrencilerde ve diger meslek gruplarinda
calisanlarda sirasiyla %0,6 (2/340), %2,2 (10/445) ve %24 (6/255) olarak
bulunmustur (Cizelge 3.7).

100%

80%

60%

40%

20% gl

0%
Saghk Saghk
P g . . kurumlan kurumlan Diger Diger
ptrenclierdegbirenclerda ileiliskisi | ileiliskisi mesleklerde | mesleklerde
S. aureus MRSA
taspciith tasciiE) olanlarda olanlarda S.aureus MRSA
23 Y S.aureus MRSA tasiyicihg tasiyicihg
tagiyiciliga tagiyiciiga
eriesl 25,4% 2,2% 30,6% 0,6% 25,5% 2,4%

Cizelge 3.7. Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA grubunda S aureus ve MRSA tagiyicilig
dagilim

izole edilen 294 S. aureus susunda fenotipik metisilin direncini ortaya koymak
amaciyla sefoksitin diski (30 pg) ile disk diflizyon testi, “oksasilin tuz tarama agar”
testi, ORSAB testi yapilirken, genotipik metisilin direncini ortaya koymak amaciyla
PZR yontemi ile mecA gen tayini yapilmistir. Sonuclar cizelge 3.8, 3.9 ve sekil 3.4,
3.5, 3.6’daverilmistir.
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Cizelge 3.8. MRSA suslarin tayininde kullanmlan testlerin sonuglar

Oksasilin tuz

tarama agar testi

Sekil 3.4. Sefoksitin (30 pg) disk diflizyon testi

Sekil 3.5. Oksasilin tuz tarama agar testi
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Sekil 3.6. ORSAB testi

>
>
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100%
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Enfeksiyon etkeni Tzole edilen Sefoksitin disk Oxacillin-salt
. ‘ olmayan ‘ S. aureus | difiizyon test | screening | test -

CANRSA sruby agartest

1 CA-MRSAgrubu | I | agar test |

. [= Seriest | 100 \ 28,3 | 12 | 12 | 49 -

Cizelge 3.9. Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarimn saptanmasinda kullamlan yontemlerin
sonuglar

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suglarinin antimikrobiyal duyarlilik
profilleri cizelge 3.10 ve 3.16°da verilmistir. En duyarli antimikrobiyaller sirasiyla
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vankomisin %100 (18/18), trimetoprim/sulfametoksazol %100 (18/18) ve
kloramfenikol %100 (18/18) iken, tetrasiklin %16,7 (3/18) ve amoksisilin/klavulanik
asit %16,7 (3/18) en direncli antimikrobiyaller olarak bulunmustur.

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarimin antimikrobiyal
duyarhhbk profilleri

® Duyarh
“ Ortaduyarh
H Direncli

Cizelge 3.10. Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarimin antimikrobiyal duyarhilik profilleri

Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinin  antimikrobiyal duyarlilik
profilleri cizelge 3.11 ve 3.16’da verilmistir. En duyarli antimikrobiyaller sirasiyla
vankomisin %100 (31/31) ve kloramfenikol %96,8 (1/31) iken, tetrasiklin %38,7
(12/31) ve siprofloksasin %35,5 (11/31) en direncli antimikrobiyaller olarak

bulunmustur.
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Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinin antimikrobiyal duyarhlk profilleri

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

AMC SXT IMP GM AN TEC C CIP VA
EDuyarh 80,6 71 71 2 100
BOrtaduyarh 32 12,9
ODirencli 194 , X 3 K 16.1

Cizelge 3.11. Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suglarinin antimikrobiyal duyarlilik profilleri

Enfeksiyon etkeni olan ve enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarinin
IMLSg fenotipi tayini D-test ile yapilmustir. Sonuglar sekil 3.7, gizelge 3.9, 3.10 ve
3,16’da verilmistir.

Enfeksiyon etkeni olan ve enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA
suslarinin D-testi ile iMLS,, fenotipi tayini

Sekil 3.7. Enfeksiyon etkeni olan ve enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarimn D-testi ile
iIML S fenotipi tayini
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Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinda iMLSg direnci

Cizelge 3.12. Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarindaiML S direnci

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarinda iMLSg direnci

2

Cizelge 3.13. Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarindaiML Sg direnci

iIMLSg (ER-R, C-S, D) fenotipi enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinda
%12,9 (4/31), enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarinda ise %11,1 (2/18)
olarak bulunmustur. Makrolid ve streptogramin direncligi (MS) fenotipi (ER-R, C-S,
D) enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinda %6,5 (2/31), enfeksiyon etkeni
olmayan TK-MRSA suglarinda ise %0 (0/18) olarak bulunmustur. Eritromisin ve
klindamisin duyarliligi (S) fenotipi (ER-S, C-S) enfeksiyon etkeni olmayan TK-
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MRSA suslarinda %88,9 (16/18), enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinda ise
%80,6 (25/31) olarak bulunmustur. Y apisal makrolid, linkozamid ve strptogramin B
diren¢ (cMLSg) fenotipi (ER-R, C-R) enfeksiyon etkeni olan ve olmayan TK-MRSA
suslarinda tespit edilmemistir (Cizelge 3.16).

3.2. PZR Bulgulari

3.2.1. TK-MRSA Suslarinin SCCmec Tiplendirmesi

Genotipik metisilin direncini incelemek amaciyla, izole edilen 294 S. aureus susunda
PZR ile mecA geni aranmustir. mecA geni pozitif bulunan, enfeksiyon etkeni olmayan
18 ve enfeksiyon etkeni olan 31 TK-MRSA susunun tip tayini icin SCCmec ve ccr
tiplendirme yontemleri kullanilmistir. Elde edilen PZR sonuclari sekil 3.8, 3.9, 3.10,
3.11, 3.12, 3.13, 3.14 ve 3.15’te verilmistir.

Sekil 3.8. MRSA suglarimin mecA genlerinin jel goéruntileri (M: Molekiler blyiklUk belirteci, 1-13:
MRSA suslar, K: Kontrol sus, NK: Negatif kontrol)
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SCCmec Tipi

M N12345 67 8 9 101112131415 K1K2K3K4KS5K6 NKM

Sekil 3.9. Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarinin SCCmec tiplerinin jel gorantileri (M:
Molekiler biyukltk belirteci, N: MSSA, 1-15: MRSA suslari, K1-K6: Kontrol suslari [K1: GRE-14,
K2: HPV-107, K3: BK-2464, K4: HUSA-304, K5: HDE-288 ve K6: HSJ-216], NK: Negatif kontrol)

SCCmec Tipi

o] o
- o
- .

-

- -~ - -

- .

W ET WD WEE BB S .-

M12 345 6 78 91011121314151617181920212223 K1K2K3K4K5K6 NKM

Sekil 3.10. Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinin SCCmec tiplerinin jel gorintuleri (M:
Molekiler blyiklUk belirteci, 1-23: MRSA suslari, K1-K6: Kontrol suslar [K1: GRE-14, K2: HPV-
107, K3: BK-2464, K4: HUSA-304, K5: HDE-288 ve K6: HSJ-216], NK: Negatif kontrol)
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ccr gen kompleks

M 1 2 34 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 K1K2K3 NKM

Sekil 3.11. TK-MRSA suslarimn ccr gen komplekslerinin jel gorunttleri (M: Molekuler blyukl ik
belirteci, 1-24: MRSA suslari, K1-K3: Kontrol suslar [K1: GRE-14, K2: HPV-107, K3: HUSA-304],
NK: Negatif kontrol)

ccrC Gen Kompleks
bp

520

N AR

1 23 45 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 K1 K2 K3K4 NK M

Sekil 3.12. TK-MRSA suslarinin ccrC gen komplekslerinin jel gorinttleri (M: Molekiler biyukl ik
belirteci, 1-25: MRSA suslari, K1-K4: Kontrol suglar [tip V], NK: Negatif kontrol)
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Class C mec

2072 bp

M 1 2 3 4 P P K NK M

Sekil 3.13. TK-MRSA suglarimin class C mec genlerinin jel gorantuleri (M: Molekdler buy ikl ik
belirteci, 1-4: Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslari, P: Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA
suslar, K: Kontrol sus, NK: Negatif control)
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Class B mec

2000 bp

M1 2 345678 9101112131415161718192021 KK NKM

Sekil 3.14. TK-MRSA suslarinin class B mec genlerinin jel gorinttleri (M: Molekiler buy Ukl ik
belirteci, 1-21: MRSA suslari, K: Kontrol suslari, NK: Negatif kontrol)

Class A mec (mecl)

M 1 2 3 4 3 &7 8 9 00 01102 13 14 05 16 17 1% 19 20 20 22 2} K WK M

Class A mec (mecR1)

320 bp

M1 2 3 4 % &7 8 % 1M N0EXE 1Y N4 0% 16 0T DR 19 20 R 22 23 K NE M

Sekil 3.15. TK-MRSA suglarimin class B mec genlerinin jel gorantileri (M: Molekiler
buyukltk belirteci, 1-23: MRSA suslari, K: Kontrol sus, NK: Negatif control)
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SCCmec tip tayini sonucunda, enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA
suslarinda tip | %5,6 (1/18), tip 11 %38,9 (7/18), tip 111 %11,1 (2/18), tip IV %38,9
(7/18) ve tip V %5,6 (1/18) olarak bulunmus ve tip VI bulunmamistir; enfeksiyon
etkeni olan TK-MRSA suslarinda ise tip | %9,7 (3/31), tip 1l %9,7 (3/31), tip 1l
%48,4 (15/31), tip 1V %22,6 (7/31) ve tip V %9,7 (3/31) olarak bulunmus ve tip VI
bulunmamustir. Elde edilen sonuglar cizelge 3.14 ve 3.15’te verilmistir.

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarinda SCCmec tiplerinin dagilim

4

Cizelge 3.14. Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarinda SCCmec tiplerinin dagilim

Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinda SCCmec tiplerinin dagilimi

'

Cizelge 3.15. Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinda SCCmec tiplerinin dagilim
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izole edilen 294 S aureus susunda fenotipik metisilin direnci CLSI’nin
Onerileri dogrultusunda incelenmistir. Bu amagla sefoksitin (30 pg) disk diftizyon
yontemi ve oxacillin salt screening test kullamlmis ve 12 sus MRSA olarak
tammlanmustir. Bu suglarin her biri SCCmec yontemiyle tiplendirilmistir. 294 S
aureus susunda genotipik metisilin direncini gostermek amaciyla mecA gen tayini
yapilmig ve 18’inde mecA geni pozitif bulunmustur. Bunlardan 12’si aym zamanda
fenotipik olarak da MRSA olarak tamimlanan suslardir. Buna karsin mecA geni

pozitif bulunan 6 sus, fenotipik olarak metisiline duyarli bulunmustur.

Genotipik ve fenotipik olarak pozitif bulunan 12 sus, hem SCCmec hem de ccr
yontemi ile tiplendirilmis; genotipik olarak pozitif, ancak fenotipik olarak negatif
bulunan 6 sus ise sadece ccr yontemiyle tiplendirilebilmistir. Bu 6 sus potansiyel
MRSA olarak kabul edilmistir.

3.2.2. TK-MRSA Suslarinda PVL Tayini

mecA pozitif bulunan enfeksiyon etkeni olmayan 18 ve enfeksiyon etkeni olan 31
TK-MRSA susunda, PVL geni PZR yontemi ile arastirilms, jel goruntileri 3.16°da
verilmistir. Enfeksiyon etkeni olmayan 18 TK-MRSA susundan 4’0 (4/18) PVL (+)
bulunurken, enfeksiyon etkeni olan 31 TK-MRSA susundan hicbirinde PVL geni
bulunmamistir. SCCmec velveya ccr yontemiyle tiplendirilen 18 MRSA susundan

PVL (+) bulunan 4 susun hepsi detip IV olarak tanimlanmustir.

345 6 78 9101112 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 K NK M

Sekil 3.16. TK-MRSA sugslarimn PVL jel gorantuleri (M: Molekiler buyikl ik belirteci, 1-18:
Enfeksiyon etkeni olmayan MRSA suslari, P1-P17: [Enfeksiyon etkeni olan MRSA suslari], K:
Kontrol sus, NK: Negatif control)
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Cizelge 3.16. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayam CA-MRSA sugslarinin ¢zellikleri

Enfeksiyon etkeni

Enfeksiyon etkeni Enfeksiyon etkeni olan ve

Ozelikler olan CA-MRSA olmayan CA-MRSA olmayan CA-MRSA'larinin
N=31 (%) N=18 (%) *P
Yas ortalamasi 39,6+19,9 29,39+ 13,73
Cinsiyet NS
Erkek 21(67,7) 13(72,2)
Kadin 10(32,3) 5(27,8)
SCCmec tipi NS
Tip| 3(9,7) 1(5,6)
Tip Il 3(9,7) 7(38,9
Tip Il 15 (48,4) 2(11,1)
Tip IV 7(22,6) 7(38,9
TipV 3(9,7) 1(5,6)
Tip VI 0(0) 0(0)
PVL 0(0) 4(22,2) <0,014%
Antimikrobiyal duyarhlik profilleri Duyarh Ortaduyarh Direncli Duyarh Ortaduyarh Direncli
AMC 25 (80,6) 0(0,0) 6(19,4) 15(83,3) 0(0,0) 3(16,7) NS
TE 19 (61,3) 0(0,0) 12(38,7) 15(83,3) 0(0,0) 3(16,7) NS
SXT 28(90,3) 0(0,0) 3(9,7) 18 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) NS
IMP 26 (83,9) 0(0,0) 5(16,1) 17 (94,4) 0(0,0) 1(5,6) NS
GM 22 (71,0) 1(32) 8(25.9) 16 (88,9) 1(5,6) 1(5,6) NS
AN 25 (80,6) 0(0,0) 6(19,4) 16 (88,9) 2(11,1) 0(0,0) NS
TEC 22 (71,0 4(12,9) 5(16,1) 16(88,9) 1(56) 1(56) NS
C 30 (96,8) 0(0,0) 132 18 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) NS
CIP 20 (64,5) 0(0,0) 11(35,5) 16 (88,9) 1(56) 1(56) NS
VA 31(100,0) 0(0,0) 0(0,0) 18 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) NS
induklenebilir Makrolid-Linkozamid
b ) - NS
Streptogramin B direnci
iMLSB (ER-R, C-S,D") 4(12)9) 2(11,1)
MS(ER-R, C-S, D) 2(6,5) 0(0,0)
ER-S, C-S 25 (80,6) 16 (88,9)
ER-R,C-R 0(0,0) 0(0,0)

*P degeri, 1P< 0,05, NS; Anlamh degil, ER=Eritromisin, C=Klindamisin, D*=D-test pozitif, D'=D-test negatif, R=Direncli, S=Duyarh
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3.3. Saghkh Bireyden Burun ve Koltuk Alti Orneklerinde Gram Negatif
Suslarin Dagilimi

1040 saglikl1 bireyden alinan burun ve koltuk alti 6rneklerinde, Enterobacteriaceae
ailesinde yer dan 64 gram negatif basil Uremistir ve tasiyicilik oram %5,8 olarak
bulunmustur. En sik izole edilen tir Enterobacter spp. (%28,1) iken, bunu sirasiyla
Klebsiella spp. (%23,4), Escherichia spp. (%17,2), Proteus spp. (%14,1),
Citrobacter spp. (%7,8), Pseudomonas spp. (%7,8) ve Serratia spp. (%1,6)
izlemistir. Gram negatif suslarin dagilim gizelge 3.17 ve 3.18’de verilmistir.

Cizelge 3.17. Saglikl bireyden burun ve koltuk alti drneklerinde gram negatif suslarin dagilim

Gram Negatif Burun Koltuk alt1 Dagilimi (%)
Enterobacter spp. 14 4 18 (28,1)
Klebsiella spp. 10 5 15(23,4)
Escherichia spp. 10 1 11 (17,2)
Proteus spp. 9 0 9(14,1)
Citrobacter spp. 5 0 5(7,8)
Pseudomonas spp. 4 1 5(7,8)
Serratia spp. 0 1 1(1,6)

100%

80%
= Enterobacter spp.

60% u Klebsiella spp.

1 Escherichia spp.
40% g

u Proteus spp.

20% = Citrobacter spp.
0%  Pseudomonas spp.

© Serratia spp.

Cizelge 3.18. Saglikl bireyden burun ve koltuk alti 6rneklerinde gram negatif suslarin dagilim
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64 gram negatif basilden 52’s (%81,3) burun, 12’si (%18,8) koltuk ati ve 4’U
(%6,3) hem burun hem de koltuk altindan alinan drneklerden izole edilmistir. Hem

burun hem de koltuk altindan izole edilen suslar ayni cinste yer amaktayd:.

3.4. Gram Negatif Suslarin Antimikrobiyal Duyarhhk Profilleri ve ESBL Tayini

64 gram negatif bakteri susunun antimikrobiyal profilleri incelenmis ve ESBL tayini
yapilmis, sonuclar sekil 3.17 ve cizelge 3.19, 3.20, 3.21, 3.22, 3.23, 3.24, 3.25 ve

3.26’da verilmistir.

Cizelge 3.19. Gram negatif suslarin antimikrobiyal profilleri

Gram negatif bakterilerin antimikrobiyal duyarhlik profilleri

ESBL (%)
Enterobacter spp. (N=18) AM AMC AS | CN AN T SXT [¢ 0(0)
Duyarl (%) 0(0) 4(22,2) 9 (50) 18(100) 18(100) 18(100) 15(833) 18(100) 18 (100)
Ortaduyarh (%) 0(0) 5(278) 6(333) 0(0) 0(0) 0(0) 2(11,1) 0(0) 0(0)
Direngli (%) 18(100)  9(50) 3(16,7) 0(0) 0(0) 0(0) 1(5,6) 0(0) 0(0)
Klebsiella spp. (N=15) 2(13,3)
Duyarh (%) 2(133) 11(733) 11(733) 15(100) 14(933) 14(933) 15(100) 15(100) 15 (100)
Ortaduyarh (%) 1(6,7) 3(20) 3(20) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Direncli (%) 12 (80) 1(6,7) 1(6,7) 0(0) 1(6,7) 1(6,7) 0(0) 0(0) 0(0)
Escherichia spp. (N=11) 0(0)
Duyarli (%) 2(182) 10(90,9) 10(90,9) 11(100) 10(90,9) 11(100) 11(100) 11(100) 11 (100)
Ortaduyarh (%) 1(9,1) 1(9,1) 1(9,1) 0(0) 1(9,1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Direngli (%) 8(72,7) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Proteus spp. (N=9) 0(0)
Duyarl (%) 5(556) 7(778) 8(889)  9(100)  7(77.8)  9(100) 0(0) 5(55,6) 5(55,6)
Ortaduyar (%) 0(0) 1(11,) 17111 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(11,) 17111
Direngli (%) 4(444)  1(11,0) 0(0) 0(0) 2(22,2) 0(0) 9(100) 3(333) 3(333)
Citrobacter spp. (N=5) 0(0)
Duyarl (%) 0(0) 3(60) 3(60) 5 (100) 5 (100) 5 (100) 4(80) 5(100)  5(100)
Ortaduyarh (%) 0(0) 1(20) 1(20) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Direngli (%) 5 (100) 1(20) 1(20) 0(0) 0(0) 0(0) 1(20) 0(0) 0(0)
Pseudomonas spp. (N=5) 3(60)
Duyarl (%) 5(100)  5(100) 5(100) 5(100) 5(100)  5(100)  5(100) 4.(80) 5 (100)
Ortaduyarh (%) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Direngli (%) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(20) 0(0)
Serratia spp. (N=1) 0(0)
Duyarh (%) 0(0) 0(0) 1(100) 1(100)  1(100)  1(100)  1(100)  1(100) 0(0)
Ortaduyarh (%) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100)
Direndli (%) 1(100) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
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Cizelge 3.20. Enterobacter spp.’nin antimikrobiyal duyarlilik profilleri
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Cizelge 3.21. Proteus spp.’nin antimikrobiyal duyarlilik profilleri
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Cizelge 3.22. Escherichia spp.’nin antimikrobiyal duyarlilik profilleri
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Cizelge 3.23. Citrobacter spp.’nin antimikrobiyal duyarlilik profilleri
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Cizelge 3.24. Klebsiella spp.’nin antimikrobiyal duyarlilik profilleri

Pseudomonas spp. suslarinin antimikrobiyal duyarhilik profilleri

M Duyarli

m Ortaduyarl

M Direngli

Cizelge 3.25. Pseudomonas spp.’nin antimikrobiyal duyarhilik profilleri
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Cizelge 3.26. Serratia spp.’nin antimikrobiya duyarlilik profilleri

Tarama, dogrulama ve cift disk sinerji yontemleri kullamlarak 64 gram negatif
izolatin 5’i (3 Pseudomonas spp. ve 2 Klebsiella spp.) ESBL (+) olarak
tammlanmustir. ESBL pozitif suslarin hepsi burun 6rneklerinden izole edilmistir.

W g72
(81 0g) vosyeLnzos

(@ op) roxmores
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TgSg=1seunie wur ¢< uruided uoz
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Sekil 3.17. Gram negatif suslarin ESBL tayininde kullamlan yontemler (tarama, dogrulama ve ift
sinerji) ve elde edilen sonuglar
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3.5. Mantar izolatlarinin Dagilim

Calismaya ainan 1040 saglikli bireyde, 3’0 (%0,3) koltuk alt1 ve 2’si (%0,2) burun
orneklerinden olmak Uzere toplam 5 maya mantar1 antibiyotikli-SDA besiyerinde
izole edilmistir (Sekil 3.18). Izolatlarin germ tip olusturup olusturmadiklar
arastirildiktan sonra, APl 20 C AUX Kkiti ile biyokimyasal Ozellikleri incelenmistir.
Germ tup olusumu 1 ml insan serumunda 37C®de 3 saat inklbasyonu takiben
degerlendirilmistir. Tim izolatlar Candida parapsilosis olarak tanimlanmis, maya

mantar tasiyiciligi %0,5 olarak bulunmustur (Sekil 3.19).

Sekil 3.19. Maya mantarlarin API 20 C AUX ile yapilan tr tayini
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4. TARTISMA

Direncli suslarla olusan enfeksiyonlar tUm dinyada 6nemli bir saglik sorunu
olusturmaktadir. MRSA suslarimin tim dinyada yayilmasi, 6zellikle hastanelerde bu
suslarla ortaya cikan enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlar dogurmaktadir.
MRSA’lar, Avrupa’da metisilinin kullamlmaya baglanmasindan kisa siire sonra,
1960’larda ortaya c¢ikmis, 1980’lerin ortasina gelindiginde ise epidemik suslar ttim
dunyadaki hastanelere yayilmistir. Enfeksiyon kontrol dnlemlerinin gelistirilmes ve
uygulanmasi sonucunda bu suslar endemik hale gelmis, arkasindan, kolonize ve
enfekte hastalardan olusan ciddi bir rezervuar birakmistir. 1990’larin ortasindan
itibaren Avustralya, Kanada, Fransa ve ABD’nde, altta yatan herhangi bir risk
faktori bulunmayan hastalarda da TK-MRSA enfeksiyonlarimin bildirilmesi, son
yillarda ortaya ¢ikan en 6nemli saglik sorunlarindan biris olarak kabul edilmistir
(Witte, 2005).

S aureus tasiyicihigimin tespit edilmesi, enfeksiyonlarin yayilma 0Ozelligi
nedeniyle 6nem tasimaktadir. Tasiyiciligin tespitinde anamnez ve fizik muayene
bulgular1 yardimci olamamaktadir. Tastyicilig1 belirlemenin tek yolu, hastadan alinan
Klinik orneklerde bakterinin Uretilmesidir. Bununla birlikte, farkli bireylerde, S
aureus’un farkl1 bolgelerde kolonize olabildigi ve tek basina nazal 6rnek alinmasinin
tasiyiciligi belirlemede yetersiz kalabilecegi de vurgulanmaktadir. Bu nedenle,
tasiyihigin arastirnlmasinda, birden fazla kolonizasyon bdlgesinden 6rnek alinmasi
gerekmektedir. Ancak, hichir sikayeti bulunmayan saglikli insanlardan muayene
materyalinin  elde edilmesindeki guclikler, tasiyicihigin tespit edilmesinde,
kontrolinde ve azaltiimasinda basarisizliga yol agmaktadir. MRSA suslari, ¢oklu
antibiyotik direnci nedeniyle oldukca yiksek mortalite ile seyreden enfeksiyonlara
yol acarlar. Bu bakterilerin sahip olduklari virulans faktérleri, neden olduklar
enfeksiyonlarin patogenezinde onemli rol oynamaktadir. Virulans faktorlerini
kodlayan genlerdeki polimorfizmler S aureus enfeksiyonlarinin — seyrini
etkileyebileceginden dolayi, izole edilen S aureus suslarinin virulansinda rol

oynayan ¢esitli genlerin ve Urlnlerinin tammmlanmasi, enfeksiyonlarin patogenezini
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anlamada buyuk ©nem tasimaktadir. Bu da ancak, izole edilen suglarinin
tiplendirilmesi ile mimkin ol abilmektedir.

S aureus, basta burun ve deri olmak Uzere perine, aksilla, nazofarinks, vajen
ve rektumda kolonize olmakta, tasiyicilik oranlar yetiskinlerde %20-40’1
bulabilmektedir. Hem cocuklarda hem de yetiskinlerde, kolonizasyonun en sik
goruldigt yer burun bolgesidir. Tasiyicilik durumu klinik agidan blyik 6nem tagir,
zira S. aureus kolonizasyon bolgesinden farkli bolgelere yayilarak endojen kaynakl
enfeksiyonlara yol agabilir. Ornegin, burun tasiyicilaninda cildin S aureus ile
kontamine olmasi, cerrahi uygulama ya da cilt batinlGgunin herhangi bir nedenle
bozulmasi durumunda cesitli enfeksiyonlara neden olabilir (Saravolatz, 1982).

Burunda S aureus tasiyiciligi prevalans,, calisilan popilasyona gore
degiskenlik gosterebilmektedir. Tasiyicilik oranlarn yas, 1rk, cinsiyet, antibiyotik
kullammu, hastanede yatis Oykisl, altta yatan hastaliklarin varligi (diyabet,
hemodiyaliz hastalari, vb.), nazogastrik tlp ve kateter mevcudiyeti, hijyenik
aliskanliklar ve giyim tarzi gibi birgok fakttrden etkilenmektedir. Saglik personeli
(doktorlar, hemsireler, hasta bakicilar, vb.) intraventz ilag kullananlar, uyusturucu
madde bagimlilari, dermatolojik hastaligi olanlar (ekzama gibi) ve HIV pozitif
hastalarda tasiyicilik oranlari genel popilasyona gore daha yiksek bulunmaktadir.
Ayrica, tasiyici kisilerin aile bireylerinde de tasiyicilik daha yaygin gorilmektedir
(Bradley, 1992; Moreno, 1995; Kluytmans, 1997; Kluytmans, 2005).

Creech ve ark. 2001 ve 2004 yillarinda, ABD’nde ayn: populasyonda saglikli
gonullilerde S. aureus tasiyicilhigi oranlarim sirastyla %29,0 (145/500) ve %36,4
(182/500) olarak bulmustur. Bu calismalarda, S aureus tasiyiciliginda yillar
icerisinde gorulen artis dikkat gekicidir. Yine, saglikli gonullilerde S. aureus
tasiyicihigr Cizelge 3.16. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayam CA-MRSA suslarinin
ozellikleri prevalansim arastirmak amaciyla yapilan calismalarda tasiyicilik
oranlarini, Kuehnert ve ark. (2006) ABD’nde %32,4 (2916/9622), Fluegge ve ark.
(2006) Almanya’da %25,8 (489/1895) Leman ve ark. (2004) ABD’nde %27,3
(128/469), Hisata ve ark. (2005) Japonya’da %28,2 (231/818) olarak bulmuslardir.
Bu konuda Glkemizde yapilan cesitli arastirmalarda S. aureustasiyicihign ~ Cizelge
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3.16. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayam CA-MRSA suglarinin o6zellikleri
prevalansim Soysal ve ark. (2006) ve Oguzkaya ve ark. (2008) istanbul’da sirasiyla
%17,3 (173/1000) ve %18,0 (36/200), Erdenizmenli ve ark. (2004) izmir’de %11,0
(55/500), Ugur (2006) istanbul’da %11,4 (552/4843), Citak ve ark. (2004) Ankara’da
%31,1 (50/161), Karabiber ve ark. (1991) Ankara’da %28,5 (41/144) olarak tespit
etmislerdir. Ugur, Soysal, Erdenizmenli, Oguzkaya ve ark.’nin calismalarinda, S.
aureus tastyiciligimn distk oranda bulunmasi dikkat gekicidir. Bu durum, ¢alismaya
alinan kisilerin risk faktorlerinin rolatif olarak az olmasi ile aciklanabilir. Bizim
calismamizda yas ortalamas: (29,35+13,41) ve S aureus tasiyicilik oram %27,1
(282/1040) olarak bulunmustur. Bu oranlar tGlkemizde ve dinyada bu konuda yapilan
calismalarda elde edilen rakamlarla uyumludur. Saglikli bireylerde S aureus
tasiyicihigr oranlarindaki fakliliklar yas ortalamasindan baska, mevsimsel ve lokal
epidemiyolojik faktorler arasindaki degiskenlerle de agiklanabilir.

Erdenizmenli ve ark. (2004) 500 saglikli gonulli Uzerinde yaptiklar: calismada
42’s (%8,4) burundan, 8’i (%1,6) koltuk altindan ve 5’i (%1,0) hem burun hem de
koltuk altindan olmak Uzere toplam 55 S. aureus izole etmislerdir. Soysal ve ark.
(2006) ise 1000 saglikli gonulla Uzerinde yaptiklari calismada 169°u (%16,9)
burundan, 3’0 (%0,3) perineden ve 1’i (%0,1) hem burun hem de perineden olmak
Uzere toplam 173 S aureus izole etmiglerdir. 1040 saghkli gondllu Gzerinde
ylrattlen bizim calismamizda ise, 259°u (%24,9) sadece burun, 11’1 (%1,1) sadece
koltuk ati ve 12’s (%1,2) hem burun hem de koltuk atindan olmak Uzere, toplam
294 S, aureus susu izole edilmistir. Bu durumda S. aureus tasiyicilarinda (toplam 282
kisi) burun kolonizasyonu %91,8 (259/282), koltuk alti kolonizasyonu %3,9
(11/282), hem burun hem de koltuk ati kolonizasyonu %4,3 (12/282) olarak
hesaplanmistir.  Burun tasiyicihigi ile koltuk ati tasiyicihign arasindaki  fark
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0,001).

Erdenizmenli ve Soysal’in ¢calismalarinda S. aureus burun tasiyiciligimn daha
dustk oranlarda bulunmasi, yine calismaya alinan Kisilerin yas ortalamasinin disik
olmasi ve hasta sayisinin az olmasi ile agiklanabilir. S aureus tasiyiciligim, Kuehnert
ve ark. (2006) ABD’nde erkeklerde %37,0 (1733/4685), kadinlarda %28,0
(1382/4937); Soysal ve ark. (2006) erkeklerde %16,9 (90/534), kadinlarda %17,8
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(83/466); Oguzkaya ve ark. (2008) erkeklerde %15,1 (16/106), kadinlarda %21,3
(20/94); Kenner ve ark. (2003) erkeklerde %43,6 (95/218), kadinlarda %31,4
(58/185) olarak tespit etmislerdir. Bizim calismamizda da S. aureus tasiyiciligi,
Kuehnert ve Kenner’in calismalarina benzer sekilde, erkeklerde kadinlara gore daha
yuksek tespit edilmis (sirasiyla %32,1 [181/564] ve %21,2 [101/476]); tasiyicilik ile
cingiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (p<0,001). Birgok
calismada S. aureus tasiyiciligimin erkeklerde kadinlara gore daha yiksek bulunmasi
dikkat cekicidir. Kesin kanitlar bulunmamakla birlikte, erkek ve kadinlar arasindaki
hormonal ve anatomik farkliliklar, erkeklerde pubertenin daha ileri yaslarda
baslamasi, erkeklerde andropoz yasinin kadinlardaki menapoz yasina gore daha ileri
olmasi, Uzerinde durulmasi gereken faktorler olarak karsimiza cikmaktadir.
Erkeklerde tasiyiciligin kadinlara oranla daha yiksek cikmasi, kadinlarin el yikama
gibi temel hijyenik kurallara daha fazla uydugunu da dustndirmektedir. Bunun
yanisira diger hijyenik aliskanhiklar, calisma mekam ve Kkosullari, giyim
aliskanliklari, beslenme aliskanliklar, fiziksel aktiviteler, sigara ve alkol kullanimi,
uzun sireli toplu yerlerde bulunma, sosyoekonomik durum gibi cesitli faktorler,
kadin ve erkeklerde tasiyicilik oranlarn arasindaki  farklari  aciklayabilecek
niteliktedir. Buna karsin Soysa ve Oguzkaya’min calismalarinda tasiyicilik
oranlarinin kadinlarda dusik bulunmasi, drneklem sayisimin yetersiz olmasi ile

aciklanabilir.

Toplumda S. aureus tasiyicilarinin yas dagilimina baktiginnzda, Kuehnert ve
ark. (2006) ABD’nde 1-19 yas grubunda %36,9 (1760/4772), 20-59 yas grubunda
%31,4 (1033/3290) ve 60 yas ustti grubunda %27,7 (432/1560); Fluegge ve ark.
(2006) Almanya’da 5-7 yas grubunda %25,8 (489/1895); Oguzkaya ve ark. (2008) 5-
7 yas grubunda %18,0 (36/200); Soysal ve ark. (2006) 0-16 yas grubunda %17,3
(173/1000) oranlarinda S. aureus tasiyiciligi saptamislardir. Bizim ¢alismanizda da
benzer sonuglar elde edilmis ve S aureus tasiyicihigi 4-9 yas grubunda %35,5
(11/31), 10-19 yas grubunda %23,7 (46/194), 20-29 yas grubunda %26,2 (106/405),
30-39 yas grubunda %29,1 (51/175), 40-49 yas grubunda %32,7 (48/147), 50-59 yas
grubunda %25,0 (12/48) ve 60 yas Ustl grubunda %22,5 (9/40) olarak bulunmustur.
Calismamizda tasiyicilik oram 4-9 yas grubunda beklendigi gibi yuksek c¢ikmis, 60
yas Ustil grubunda ise daha ylksek olmasi beklenirken distk c¢ikmustir. Yas
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gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasi, gruplarda, yas
gruplarindan bagimsiz olarak risk faktorlerinin bulunmasi ve/veya gruplarda 6rnek
sayisinin yetersiz olmasi ile agiklanabilir.

S aureus tastyicillarinda risk  faktorlerinin - dagilimina  bakildiginda,
Erdenizmenli ve ark. (2004) 55 S. aureustasiyicisindan 5’inin (%9,1) son 6 ay icinde
B-laktam antibiyotik kullandigini, 3’Unin (%05,5) diyabet hastasi oldugunu; Soysal ve
ark. (2006) 173 S aureus tasiyicisindan 64°0nin (%37,0) son 1 yil igerisinde
hastanede yatis 6ykisl bulundugunu, 106’simn (%61,3) son 6 ay icinde antibiyotik
kullandigini, 25’inde (%14,5) Uriner katater bulundugunu ve 13’tUnde (%7,5) son 6
ay icerisinde cerrahi midahele 6ykusl bulundugunu bildirmislerdir. Kenner ve ark.
(2003) 153 S. aureus tasiyicisindan 18’inin (%12,0) son 1 yil icerisinde hastanede
yatis Oykusl bulundugunu, 121’inin (%7,0) son 1 yil icinde antibiyotik kullandigini,
22’sinin (%14,0) kronik hastaligi bulundugunu bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda
S aureus tasiyicilarinda risk faktorlerinin dagilimina bakildiginda; %18,1’inin son (¢
ay icinde ¢esitli nedenlerle antibiyotik kullandigi, %13,1’inde son 2 hafta igerisinde
akut bir enfeksiyon belirtis bulundugu, %9,6’simn kronik hastaligi bulundugu,
%4,3’Unde deri veya yumusak doku enfeksiyonu bulundugu ve %5,3’Unde son 6 ay
icerisinde hastanede yatis Oykusi bulundugu gordlmastir. S. aureus tasiyiciligi ile

risk faktorleri arasinda daistatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamustir.

Kluytmans ve ark. S. aureus tastyiciligimn hemodiyaliz uygulanan hastalarda
%30,1-84,4, insuline bagimli diyabeti bulunan hastalarda %24,1-76,4, insuline
bagiml1 olmayan diyabeti bulunan hastalarda %11,1-35,0, HIV enfeksiyonu bulunan
hastalarda %26,9-54,7, kronik bobrek yetmezligi bulunan hastalarda %14,3-33,3, cilt
enfeksiyonu bulunan hastalarda %42,0-100, intravenoz uyusturucu bagimlilarinda
%33,8-61,4 ve saglik kurumlarinda calisanlarda %16,8-56,1 arasinda degistigini
bildirmistir. Erdenizmenli ve ark. (2004) 500 saglikli gonlllu Gzerinde yaptiklari
calismada, 55 S. aureus tasiyicisindan 3’Unin (%5,5) diyabet hastasi oldugunu;
Soysal ve ark. (2006) 1000 saglikli gonulli Gzerinde yaptiklar calismada, 173 S.
aureus tasiyicisindan 26’sinda (%15,0) astim, 15’inde (%8,6) alerjik rinit ve 4’Unde
(%4,0) atopik dermatit bulundugunu bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda, S aureus
tasiyicilarinda en yaygin bulunan kronik hastalik %4,3 (12/282) ile aerjik rinit idi.
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Bunu sirasiyla %1,4 (4/282) ile asim, %1,1 (3/282) ile kronik bronsit ve
hipertansiyon, %0,7 (2/282) ile diabetes mellitus ve immuinostpresif tedavi goren
hastalar ve %0,4 (1/282) ile idrar yolu enfeksiyonu bulunan hastalar takip etmistir.

S aureus burun tasiyiciligi ile kronik alerjik rinit arasinda anlamli bir iligki
oldugu bildirilmektedir. Ayrica birgok calismada bronsiyal astim ve atopik dermatit
ile S aureus kolonizasyonu arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Shiomori, 2000).
Istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamakla birlikte, S. aureus burun

tasiyiciligi ile aerjik rinit arasindaki iliski bizim calismamizda da dikkat ¢ekicidir.

S aureus tasiyiciligr ile meslek gruplarn arasinda bir iligki oldugu
bilinmektedir. Saglik kurumlarinda calisanlarda S. aureus tasiyiciligi, diger meslek
gruplarinda calisanlara gére daha yiksek oranlarda bildirilmektedir. Kampf ve ark.
(2003) Almanya’da Uc hastanede toplam 447 saglik personelinde nazal S. aureus
kolonizasyonunu %33,8 (151/447) olarak bildirmistir. Oncil ve ark. (2002)
Istanbul’da 495 saghik personelinde nazal S aureus kolonizasyon oranlarim
doktorlarda 9%10,6 (15/141), hemsirelerde %16,6 (35/211) ve diger saglik
personelinde %19,6 (28/143) olmak Uzere, toplam %15,8 (78/495); Naz ve ark.
(2006) Eskisehirde 500 saglik personelinde nazal kolonizasyon oranlarin
doktorlarda %14,0 (14/100), hemsirelerde %11,1 (21/190) ve diger saglik
personelinde %16,2 (34/210) olmak lzere, toplam %13,8 (69/500); Oguzkaya ve ark.
Erciyes’de 136 saglik personelinde nazal kolonizasyon oranlarinm doktorlarda %11,8
(2/17), hemsirelerde %12,5 (4/32) ve diger saglik personelinde %14,8 (12/81) olmak
Uzere, toplam %13,2 (18/136); Demirdal ve ark. (2006) Afyon’da 189 saglik
personelinde nazal kolonizasyon oranlarini doktorlarda %30,0 (33/110), hemsirelerde
%33,9 (20/59) ve diger saglik personelinde %30,0 (6/20) olmak Uzere, toplam %31,2
(59/189) olarak bildirmiglerdir. Erdenizmenli ve ark. (2004) ise, hastanelerde ¢alisan
102 saglikli bireyde S aureus tasiyiciligint %8,8 (9/102) olarak bildirmistir. Bizim
calismamizda da saglik kurumlarinda calisan 340 kisiden 104’Unde (%30,6), 445
Ogrenciden 113’Unde (%25,4) ve diger meslek gruplarinda calisan 255 kisiden
65’inde (%25,5) S aureus tasiyiciligi tespit edilmistir. Calismamizda yer aan
Ogrenciler ve diger meslek gruplarina bakildiginda, bunlarda, saglik kurumlarinda
calisanlarda bulunan mesleki risk faktorlerinin  bulunmadigi  gordlmemektedir.
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Caismamizda S. aureus tasiyiciligr ile meslek gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir iligki bulunmamustir (p=0,214).

Velasco ve ark. (2005) 102 S. aureus susunda metisilin direnci tespit etmek
amaciyla oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon, “oksasilin tuz tarama besiyeri”
ORSAB, E-test ve mecA gen tayini yontemlerini kullanmislar; PZR ile 51 susta mecA
geni tespit etmelerine karsin, bu suslarin 3’Und diger yontemlerle metisiline karsi
duyarli olarak bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda da MRSA suslarimin saptanmasi
amaciyla hem fenotipik (sefoksitin disk difiizyon, oksasilin disk diftizyon, “oksasilin
tuz tarama besiyeri” ve ORSAB), hem de genotipik yontemler kullanilmstir. 294 S
aureus susunun 18’inde PZR yontemiyle mecA geni tespit edilmis olmasina ragmen;
sefoksitin ve oksasilin disk diflizyon testleriyle ve “oksasilin tuz tarama besiyeri”
testiyle 12’sinde ve ORSAB testiyle 51’inde fenotipik metisilin direnci saptanmustir.
Goruldugl gibi, metisilin direncinin saptanmasinda testler birbiriyle uyumlu
bulunmamistir (Cizelge 4.1). GUnumizde metisilin direncinin tespiti amaciyla
fenotipik yontemlerden ¢ok genotipik inceleme yoOntemleri  kullanilmaya
baslanmistir. Zira, simrda dirence sahip suslarda direncin saptanmasinda fenotipik
yontemler yetersiz kalmakta, PZR ile mecA geninin saptanmasi altin standart olarak
kabul edilmektedir (Fluit, 2001; Koneman, 2006; Sancak, 2007).

PZR ile sefoksitin disk diftizyon, oksasilin disk difiizyon ve oksasilin tuz
tarama agar testlerinin uyumlu bulunmamasi, suslarin muhtemelen borderline dirence
sahip olduklarim distndirmektedir. Bununla birlikte, mecA geni bulunmasina
ragmen, genin her zaman eksprese olmadigi, ya da dusik dizeyde eksprese oldugu,
bunun sonucunda yetersiz miktarda PBP2a sentezleyen duyarli suslarin da
bulunabilecegi dusunilmektedir.
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Cizelge 4.1. Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarimn idantifikasyonu ve tiplendirilmesi

Adh, Soy Adi Pr.No| Ornek | Yasi| Cinsiyet | Meslek | FOX|OX| OX-Screning| ORSAB | mecA | SCCmec tipi |ccr tipi| TK-MRSA tipi | PVL
M. Akgul 132 B 11 K Opr S |S S S + |Tiplendirilemedi| Il 1l

O. Doganlt 172 B 12 E Opr R R R R + v v v

B. Manti 228 B 20 K Osr S |S S S + |Tiplendirilemedi| Il 1

C. Erol 234 B 20 E Ogr S |[S S S + [Tiplendirilemedi| Il 1l

E. Yacin 236 B 21 K Opr S |S S S + |Tiplendirilemedi| Il 1l

D. Bbozoglan 277 B 44 E Diger R R R R + 11 11 11

H. Unal 294 B 28 E Diger | S | S S S + |Tiplendirilemedi| Il 1

M. Kaya 305 B 20 E Opr S |S S S + |Tiplendirilemedi| Il 1

M. Yildiz 388 B 29 E Sag.K R R R R + \ \ \

S. Kavak 437 B 54 E Diger | R | R R R + v [\ [\ +
H. Tag 453 B 18 E Diger | R | R R R + [\ 1l [\ +
N. Acar 454 B 49 E Diger R R R R + \Y \Y \Y +
C. Giingor 459 B 44 K Sag.K R R R R + 11 11 11

L. Agl 559 B 20 E Osr S |S S S + |Tiplendirilemedi| Il 1

C. Bayramova 581 B 7 E Ogr R [ R R R + | | |

A.Leylan 598 B 21 E Opr R R R R + v v v

Z.Ince 759 B 19 K Ogr R R R R + v v v +
H. Erdogan 797 B 38 E Diger | R | R R R + v [\ v

Skt g (S, D (0 (S Onelin e sme Sorosing A s (ORSAR) et 4

PZR ve diger fenotipik yontemlerle karsilastirildiginda, ORSAB testi ile
direncli sus sayisimin ¢ok yuksek cikmasi, testte kullamlan besiyerinin oksasilin
iceriginden kaynaklanmyor olabilir. Zira, “oksasilin tuz tarama besiyeri” testi igin
CLSI tarafindan Onerilen ve bizim de kullanmis oldugumuz oksasilin miktar: 6 pg/mi
iken, standart ORSAB testinde besiyerinde bulunan oksasilin miktar1 2 pg/mi’dir. Bu
durumda doza bagli olarak yanhs pozitif sonuclar ortaya cikabilmektedir.
Kromojenik besiyerleri ile MRSA’larin saptanmasinda c¢eliskili sonuclar elde
edilebilecegi bildirilmektedir (Sancak, 2007).

MRSA kolonizasyonu en sik burunda gorilmektedir. Kenner ve ark. (2003)
ayakta tedavi goren 404 hastamin 8’inde (%2,0) MRSA kolonizasyonu tespit etmis,
kolonizasyonun da en sik burunda (%88,0), sonra da bogazda (%13,0) oldugunu
bildirmislerdir. iki olguda hem burun hem de bogazda kolonizasyon saptanmrken,
koltuk altindan alinan 6rneklerde MRSA tespit edilmemistir. Bizim ¢alismamizda 18
MRSA susunun hepsi (%100) burundan alinan 6rneklerden izole edilmis, koltuk

altindan alinan érneklerden MRSA izole edilmemistir.

TK-MRSA tasiyiciligi Cizelge 3.16. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayam CA-
MRSA suslarimin 6zellikleri prevalans toplumlar arasinda farklilik géstermektedir.
Cesitli yayinlarda TK-MRSA tasiyiciligr prevalansinin %0,1-10 arasinda degistigi
bildirilmektedir. leri yas, cinsiyet, hastanede yatis Oykusii, hastanede kalis siiresi,
kronik hastaliklar, antibiyotik kullanimi, MRSA ile kolonize ya da enfekte hastalarla
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aym ortanda bulunma ve intravaskiler arag varligi gibi faktorler, MRSA
enfeksiyonu gelisimi icin klasik risk faktorleri olarak kabul edilmektedir.
Tastyiciligin toplum iginde hizla yayilmasindan ve suslarin, TK-MRSA suslari gibi,
birden fazla antibakteriyel ajana karsi direncli hale gelmesinden endise
duyulmaktadir. isve¢ ve Danimarka gibi Kuzey Avrupa ulkelerinde TK-MRSA
tasiyiciligi oranlart %00,1-0,3 gibi dusik diizeylerde seyretmektedir. Kuehnert ve ark.
(2006) ABD’nde tasiyicilik oranlarint erkeklerde %0,5 (23/4685), kadinlarda %1,2
(60/4937) olmak Uizere ortalama %0,8 (75/9622); Kenner ve ark. (2003) ABD’nde
erkeklerde %1,5 (6/218), kadinlarda %1,1 (2/185) olmak Uzere ortalama %2,0
(8/404); Leman ve ark. (2004) Amerika’daki Hintli populasyonunda %1,1 (5/469);
Hisata ve ark. (2005) Japonya’da %4,3 (35/818); Karapsias ve ark. (2008)
Y unanistan’da %0,9 (9/959); Harbarth ve ark. (2005) Isvigre’de %0,7 (13/1718)
olarak bildirmiglerdir. Creech ve ark. (2005) ABD’nde tasiyicilik oranlarini, aymn
toplulukta yaptiklar: iki farkli arastirmada 2001 yilinda %0,8 (4/500), 2004 yilinda
ise %9,2 (46/500) olarak bulmugslardir. Bu konuda uUlkemizde yapilan g¢esitli
arastirmalarda TK-MRSA tasiyicilign Cizelge 3.16. Enfeksiyon etkeni olan ve
olmayam CA-MRSA suglarimin Ozellikleri prevalansini, Soysal ve ark. (2006) ve
Ugur (2006) Istanbul’da srasiyla %0,1 (1/1000) ve %0,14 (7/4843) olarak
bildirmislerdir. Citak ve ark. (2004) Ankara’da 161, Erdenizmenli ve ark. (2004) ise
Izmirde 500 saglikli gonillii Uzerinde yaptiklari arastirmalarda hic MRSA
saptamamiglardir. Bizim calismamizda TK-MRSA tasiyiciligl, erkeklerde %2,3
(13/564) ve kadinlarda %1,1 (5/476) olmak Uzere, ortalama %1,7 (18/1040) olarak
bulunmustur. Citak ve Erdenizmenli’mn arastirmalarinda hic MRSA  susu
saptanmamis olmasi dikkat cekicidir. Bu durum, her iki calismada da 6rneklem
sayillarinin az olmasi ve/lveya MRSA idantifikasyonunda genotipik yontemlerin
kullamlmamis olmasiyla agiklanabilir. Creech ve ark. (2005) ayni populasyonda
standart yontemler kullanarak yaptiklari iki calismada, 3 yil icinde MRSA
tasiyicihgimin 10 kathk artis gostermesi Ozellikle dikkat cekmektedir. Ay
caismalarda S aureus burun tasiyiciligi oranlarn da %29,0’dan  %36,4’e
yukselmistir. Populasyonda S. aureus tasiyiciligimin artmasi, MRSA kolonizasyonun
da artmasina neden olabilir. Ayrica, PFGE gibi yontemlerle yapilan epidemiyolojik
calismalar, TK-MRSA suslarinin datoplumda hizla yayildigini géstermektedir.
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TK-MRSA tasyicilarinda yas dagilimina baktigimizda, Kuehnert ve ark.
(2006) ABD’nde TK-MRSA tasiyicihik oranlanmi 1-19 yas grubunda %0,6
(28/4772), 20-59 yas grubunda %0,6 (19/3290), ve 60 yas Ustl grubunda %?2,2
(34/1560); Fluegge ve ark. (2006) Almanya’da 5-7 yas grubunda %0,05 (1/1895);
Oguzkaya ve ark. (2008) 5-7 yas grubunda %5,6 (2/36), Soysal ve ark. (2006) 0-16
yas grubunda %0,1 (1/1000) olarak bildirmislerdir. Bizim calismanzda MRSA
tasiyiciligr 4-9 yas grubunda %3,2 (1/31), 10-19 yas grubunda %1,5 (3/194), 20-29
yas grubunda %2,0 (8/405), 30-39 yas grubunda %1,1 (2/175), 40-49 yas grubunda
%2,0 (3/147), 50-59 yas grubunda %2,1 (1/48) olarak hesaplanmis, 60 yas Ustl
grubunda MRSA tasiyicilig1 saptanmanmustir. Bu rakamlar dlkemizde ve dinyada bu
konuda yapilan calismalarla uyum gostermektedir. Istatistiksel olarak MRSA
tasiyiciligi ile yas gruplar arasinda anlamlt bir iliski bulunmamistir (p=0,824).

Karapsias ve ark. (2008) 959 kisi Uzerinde yaptiklar: arastirmada, son iki ay
icinde antibiyotik kullanan 57 kisiden birinde (%1,7), kortikosteroid kullanan 10
kisiden birinde (%10,0), son bir yil icerisinde hastanede yatis 6ykust bulunan 115
kisiden Ucunde (%2,6) ve sigara kullanan 458 kisiden ikisinde (%0,4) MRSA tespit
etmisler; kortikoistroid kullammi ve son bir yil icinde hastanede yatis Oykusi ile
MRSA tasiyicilign arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir iliski oldugunu
bildirmislerdir. Leman ve ark. (2004) son bir yil iginde antibiyotik kullammin ile
MRSA tasiyiciligr arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bildirirken, Kenner
ve ark. (2003) TK-MRSA izole edilen kisilerde, anlamli bir risk faktori tespit
edememislerdir. Bizim calismamizda TK-MRSA tasiyicilarinda risk faktorlerinin
dagilimina bakildiginda, %1,9’unun son U¢ ay icerisinde antibiyotik kullandigi,
%2,6’sinda son iki hafta icerisinde akut bir enfeksiyon belirtis bulundugu,
%1,2’sinin kronik hastaligi bulundugu, %2,7’sinde son alti ay igerisinde hastanede
yatis 6ykust bulundugu gorilmustir. Calismada MRSA tasiyicilig ile risk faktorleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamis olmasina ragmen,
erkeklerde, akut enfeksiyon Oykist bulunanlarda ve son ati ay icinde
hospitalizasyon Oykust bulunanlarda, MRSA tastyiciligina bir egilim oldugunu
gbzlenmektedir. Kronik hastaliklar ve bazi akut hastaliklar, bakterilerin deri veya
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gastrointestinal  sistem  kolonizasyonuna ve direng kazanmasina neden
olabilmektedir. Bizim calismamizda TK-MRSA tasiyicilarinda en yaygin bulunan
kronik hastalik alerjik rinit (%2,7) idi, ancak MRSA tasiyiciligi ile kronik hastaliklar
arasindaistatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamustir (p=1,000).

MRSA tasiyiciligr ile meslek gruplart arasinda bir iliski oldugu bilinmektedir.
Saglik kurumlarinda calisanlarda MRSA tasiyiciligl, diger meslek gruplarinda
calisanlara gore daha yuksek oranlarda bildirilmektedir. Kampf ve ark. (2003)
Almanya’da U¢ hastanede toplan 447 saglik calisamnda nazal MRSA
kolonizasyonunu %0,7 (3/447) olarak saptamuslardir. Ulkemizde yapilan
arastirmalarda hastane calisanlarinda nazal MRSA kolonizasyonunu Cesur ve ark.
(2002) Ankara’da %6,0 (30/500); Erdenizmenli ve ark. (2004) %31,0 (1/102); Oncill
ve ark. (2002) istanbul’da %2,4 (12/495); Naz ve ark. (2006) Eskisehir’de %1,8
(9/500); Demirdal ve ark. (2006) Afyon’da %4,8 (9/189) olarak bildirmislerdir.
Demirdal ve ark. ayrica MRSA tasiyiciligimn doktorlarda %2,7 ve hemsirelerde
%10,2 oldugunu belirtmistir. Bizim calismamizda MRSA tasiyiciligi  saglik
kurumlart ile iligkili mesleklerde calisanlarda %0,6 (2/340), 6grencilerde %2,2
(10/445) ve diger meslek gruplarinda calisanlarda %2,4 (6/255) olarak bulunmustur.
MRSA tasiyiciligr ile meslek gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmamasina ragmen (p=0,143), saghk kurumlari ile iliskili mesleklerde MRSA
tasiyicihigin dusik oranda bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Bunun bir nedeni, 6rneklerin
yogun bakim Uniteleri, cerrahi klinikler gibi, daha yuksek riskli yerlerde
calisanlardan alinmamis olmasi olabilir. Sonug olarak, hastane ortaminda stafilokok
enfeksiyonlariyla sik karsilasilan durumlarda S. aureus ve MRSA tasiyiciliginin
belirlenmesi, etkin enfeksiyon kontrol yontemlerinin uygulanmasinda atilacak ciddi
bir achm olarak kabul edilmelidir. Ayrica tasiyici personelin saptanmasi, egitimi,
kontrolU ve bunlarin daha az hasta temasim gerektiren yerlerde istihdam edilmes,

g6z 6nunde bulundurulmas: gereken dnemli yaklasimlardir.

Saglikli kisilerden izole edilen TK-MRSA suslarinin antimikrobiyal duyarlilik
profillerine baktigmizda, Kuehnert ve ark. (2006) ABD’nde izole ettikleri 75 MRSA
susundan hepsinin (%100) vankomisin, gentamisin ve trimetoprim/sulfametoksazol,
19’unun (%25,3) eritromisin, 51’inin (%68,0) klindamisine kars1 duyarli ve hepsinin
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(%100) penisiline karsi direngli oldugunu; Creech ve ark. (2005) izole ettikleri 46
MRSA susundan 45’inin (%97,8) gentamisin, rifampin ve
trimetoprim/sulfametoksazol, 21’inin (%55,7) eritromisin ve 34’Unin (%74,9)
klindamisine kars1 duyarl: oldugunu; Buck ve ark. (2005) izole ettikleri 517 MRSA
izolatinin hepsinin (%100) vankomisin ve linezolid, 509’unun (%98,5) gentamisin,
rifampin ve trimetoprim/sulfametoksazol, 201’inin (%38,9) eritromisine karsi duyarl
oldugunu; Harbarth ve ark. (2005) izole ettikleri 13 MRSA susunun hepsinin (%100)
klindamisin, vankomisin ve trimetoprim/sulfametoksazole karsi duyarli, yine
hepsinin (%100) eritromisine karst direncgli oldugunu bildirmislerdir. Bu konuda
ulkemizde yapilan calismalarda Citak ve ark. (2004) toplum kaynakli 50 MRSA
izolatinda vankomisin duyarliligim %100 (50/50), netilmisin duyarliligint %72,0
(36/50), fusidik asit duyarliligint ve levofloksasin duyarliligim %42,0 (21/50),
kloramfenikol duyarliligimt %58,0 (29/50), siprofloksasin duyarliligim %46,0
(23/50), tetrasiklin ve eritromisin duyarliligint %16,0 (8/50) ve gentamisin
duyarliligim %30,0 (15/50) olarak bildirmistir. Demirdal ve ark. (2006) ise Afyon’da
izole ettikleri dokuz MRSA izolatimin hepsinin de (%100) vankomisin ve
teikoplanine kars1 duyarli oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da benzer
sonuglar elde edilmis, saglikli kisilerden izole edilen TK-MRSA suslarinda en
yuksek duyarlilik vankomisin (%100), trimetoprim/sulfametoksazol (%100) ve
kloramfenikole (%100) karsi saptanirken, tetrasiklin ve amoksisilin/klavulanik asit
duyarlilig1 %16,7 (3/18) olarak bulunmustur. Ulkemizde yapilan diger calismalarda

davankomisin direnci bildirilmemistir.

Ayaktan tedavi goren hastalarda enfeksiyon etkeni olarak izole edilen TK-
MRSA suslarimn antimikrobiyal duyarlilik profillerine bakildiginda; Buck ve ark.
(2005) 57 MRSA izolatinda vankomisin ve linezolid duyarliligint %100, gentamisin,
rifampin ve trimetoprim/sulfametoksazol duyarliligim  %98,0, eritromisin ve
klindamisin duyarliligin ise sirasiyla %36,9 ve %77,2 olarak bulmustur. Frazee ve
ark. (2005) 89 MRSA izolatinda vankomisin ve trimetoprim/sulfametoksazol
duyarliligim %100, klindamisin duyarliligim %94,3, tetrasiklin duyarliligint %86,0
olarak bulurken, en yiksek direncin eritromisine kars1 %96,4 oldugunu saptamustir.
Bizim caismamizda da benzer sonuclar elde edilmis ve en yuksek duyarlilik

vankomisin (%100) ve kloramfenikole (%96,8) karsi bulunurken, tetrasiklin ve
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siprofloksazin duyarliliklar1 sirasiyla %38,7 ve %355 olarak saptanmustir.
Ulkemizde, ayaktan tedavi goren hastalardan izole edilen TK-MRSA suslarinda
vankomisin direnci bildirilmemistir. Buck, Frazee ve ark.’mn (2005) calismalarinda,
MRSA suslarinin hepsinin (%100) vankomisin, linezolid ve
trimetoprim/sulfametoksazole karsi duyarli olmasi ve ertiromisine karsi ¢ok yuksek
direng (%96,4) tespit edilmes dikkat ¢ekicidir. Bu durumun orneklerin alindig
bolgeye (cilt ve yumusak doku) ve calisma grubundaki degisken ozelliklere (eslik
eden kronik hastaliklarin bulunmasi, antibiyotik, immuinsipresif ila¢ ve intraventz

ilag kullamim 6ykusi, vb.) bagli oldugu distntlebilir.

TK-MRSA suslarinda antibakteriyel direng gelisiminde, tim dinyada oldugu
gibi Ukemizde de artis gorilmekte, bu suslarla meydana gelen enfeksiyonlarin
tedavisinde genellikle vankomisin veya teikoplanin gibi glikopeptid antibiyotikler
kullanilmaktadir. MRSA enfeksiyonlarimin  tedavisinde vankomisinin en  etkili
antibiyotik olma 6zeligini  sUrdirdigl  gordlmektedir. Ancak glikopeptid
antibiyotiklerin maliyetleri géz 6nunde bulunduruldugunda, tedaviye baslamadan
Once antibiyogram sonuclarinin ve enfeksiyonun lokalizasyonunun da dikkate
alinmas: gerektigi, daha ucuz ve etkili aternatiflerin bulundugu durumlarda bunlarin
tercih edilmesinin ve glikopeptid antibiyotiklerin son tercih olarak kullanilmasinin
uygun oldugu ortaya gikmaktadir. Ayrica, vankomisinin ileri derecede ototoksik ve
nefrotokrik olmasi da, kullanimim kisitlayan 6nemli bir faktordar.

Janapatl ve ark. (2007) Tayvan’da 709 TK-MRSA susunun 29’unda (%4,1)
iIMLSg, 3l’inde (%4,4) MS, sekizinde (%1,0) S ve 659’unda (%92,9) cMLSg
fenotipi; Patel ve ark. (2008) Amerika’da 58 TK-MRSA susunun 13’tnde (%22,4)
IMLSg fenotipi; Delialioglu ve ark. (2005) Mersin’de 128 MRSA susunun yedisinde
(%5,4) IMLSg, 56’sinda (%43,7) cMLSg ve 65’inde (%50,8) S fenotipi; Yilmaz ve
ark. (2007) Trabzon’da 464 MRSA susunun 113’lUnde (%24,4) iIMLSg, 24’Unde
(%5,2) MS, 122’sinde (%26,3) S ve 205’inde (%44,2) cMLSg fenotipi; Balaban
(2008) Ankara’da 125 MRSA susunun 66’sinda (%52,8) S, 4’Unde (%3,2) MS,
34’Unde (%27,2) IMLSg ve 20’sinde (%16,0) cML Sg fenotipi saptamiglardir. Bizim
calismamizda da D-test kullamlarak, enfeksiyon etkeni olan ve olmayan TK-MRSA
suslarinin IML Sg fenotipi tayini yapilmistir. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan TK-
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MRSA suslarinda iMLSg fenotipi (ER-R, C-S, D*) sirasiyla %12,9 (4/31) ve %11,1
(2/18); MS fenctipi (ER-R, C-S, D) sirasiyla %6,5 (2/31) ve %0 (0/18); S fenotipi
(ER-S, C-S) srrasiyla %80,6 (25/31) ve %88,9 (16/18) olarak bulunmustur.
Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan TK-MRSA suslarinda cMLSg (ER-S, C-R)
direnci tespit edilmemistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan TK-MRSA suslarinda direnc fenotipleri

Enfeksiyon etkeni olan | Enfeksiyon etkeni olmayan

TK-MRSA TK-MRSA TK-MRSA iMLS | MS S |cMLS
Janapatl ve ark. + %4,1 | %4,4 | %1,0 | %92,9
Patel veark. + %22,4
Delialioglu ve ark. + %5,4 | %0,0 | %50,8 | %43,7
Yilmaz ve ark. + %24,4 | %5,2 | %26,3 | %44,2
Balaban + %27,2 | %3,2 | %52,8 | %16,0
Barkar + %12,9 | %6,5 | %80,6 | %0,0
barkar + %11,1 | %0,0 | %88,9 | %0,0

TK-MRSA suslarimn SCCmec ve ccr tip tayini, Milheirico ve Okuma
tiplendirme yontemleri ile yapilmustir. Gonzalez ve ark. (2005) ABD’nde 12 TK-
MRSA susunun hepsini SCCmec tip IV olarak tammlamis ve yine hepsinin PVL geni
tagidiklarim saptamiglardir. Patel ve ark. (2008) 58 TK-MRSA susunun 36°sin
(%62,0) SCCmec tip 1V, 15%ini (%26,0) tip Il olarak tanimlamus, 7’sini (%12,0)
tiplendirememislerdir. Hisata ve ark. (2005) 44 TK-MRSA susunun 30’unu (%68,1)
SCCmec tip Il ve 14°Un0U (%31,9) tip IV olarak tammmlamus, hicbirinde PVL geni
saptamamuglardir. Frazee ve ark. (2005) 85 TK-MRSA susunun 84°Unu (%98,8)
SCCmec tip IV ve birini (%1,1) tip 1l olarak; Harbarth ve ark. (2005) 13 TK-MRSA
susunun 10’unu (%76,9) SCCmec tip IV, ikisini (%15,4) tip V ve birini (%7,7) tip I
olarak; Karapsias ve ark. (2008) dokuz TK-MRSA susunun hepsini (%100) SCCmec
tip IV olarak tammlamislardir. Turkiye’de TK-MRSA ileilgili simirli sayida galisma
vardir ve henliz epidemiyolojisi hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir (Karahan,
2008). Bizim calismamizda genotipik metisilin direncini incelemek amaciyla, izole
edilen 294 S aureus susunda PZR ile mecA geni aranmistir. mecA geni pozitif
bulunan, enfeksiyon etkeni olmayan 18 ve enfeksiyon etkeni olan 31 TK-MRSA
susunun tip tayini icin SCCmec ve ccr tiplendirme yontemleri kullamlmustir.
SCCmec tip tayinini sonucunda, enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarindatip
| 95,6, tip Il %38,9, tip Il %11,1, tip IV %38,9 ve tip V %5,6; enfeksiyon etkeni
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olan TK-MRSA suslarindaise tip | %9,7, tip 11 %9,7, tip 111 %484, tip IV %22,6 ve
tip V %09,7 oraninda bulunmustur. Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarinin
kaset tipleri, daha ¢ok TK-MRSA suslarina benzerlik gostermektedir. Bu durum,
enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA hastalarinda daha cok risk faktorii (antibiyotik
kullammu, hastanede yatis 0ykusi, kronik hastaliklar, immtnstpresif ilag kullanimi,
vb.) bulunmasiyla agiklanabilir. Bazi arastirmalarda PFGE yontemiyle, enfeksiyon
etkeni olan ve olmayan TK-MRSA suslari arasinda klonal iliski gosterilmistir (Buck,
2005; Naimi, 2001).

Sentezledikleri cesitli ekstrasellller enzimler ve toksinler, S. aureus suglarinin
virulansindan sorumludur. Stafilokoklarda bugiine kadar otuzdan fazla ekstraselltler
drin tanimlanmistir. Hemen bitin suslar hemolizinler (a, B, y ve 9d), nukleazlar,
proteazlar, lipazlar, hyaluronidaz ve kollaenaz gibi sitotoksinler ve enzimler
sentezler. Bazi suslar bunlardan baska, bir veya daha ¢ok sayida ekzoprotein de
salgilar. Bunlar arasinda toksik sok sendromu toksini-1, stafilokoksik enterotoksinler
(A-E, G-l), eksfoliyatif toksinler (ETA ve ETB) ve PVL yer amaktadir. Klinik S,
aureus izolatlarimn neredeyse tamami y-hemolizin salgilamakla birlikte, bu
izolatlarin yanlizca %2-5’inde PVL geni pozitifligi gosterilmistir. PVL GUretiminin
ozellikle fronkl, cilt abseleri ve agir nekrotik doku enfeksiyonlari ile iligkili oldugu
gosterilmis, bircok calismada, 6zellikle nekrotik cilt enfeksiyonlari ve toplumdan
kazamlmis nekrotik pndmoni olgularinda 6nemli bir virulans faktori olarak rol
oynachg ortaya konmustur. PVL Uretimi ile diger virulans faktorleri arasindaki iligki
ise heniz bilinmemektedir (Lina, 1999; Witte, 2005; Johnsson, 2004).

Lina ve ark. (1999), c¢ssitli enfeksiyonlardan izole etikleri 172 S aureus
susunun 64’tnde (%37,2) ve 27 TK-MRSA susunun 23’lnde (%85,1) PVL geni
tespit etmisler ve PVL (+) olarak saptanan S. aureus suslari en sik fronkdllerden
izole edildigini bildirmiglerdir. Dufour ve ark. (2002) 14, Gonzalez ve ark. (2005) ise
12 TK-MRSA izolatimin hepsinde (%100) PVL geni tespit etmis, PVL (+) olarak
saptanan suglarin cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarindan izole edildigini bildirmis,
PVL geni tasiyan suslarin hepsini SCCmec tip 1V olarak tanimlamislardir. Harbarth
ve ark. (2005) 13 TK-MRSA izolatimn besinde (%38,5) PVL geni tespit etmis, PVL
geni tastyan suslarin hepsini SCCmec tip 1V olarak tammlamglardir. Patel ve ark.
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(2008) 58 TK-MRSA izolatimn 35’inde (%60,3) PVL geni tespit etmis, PVL geni
tasiyan suslarin hepsini SCCmec tip IV olarak tamimlamiglardir. Creech ve ark.
(2005) 46 TK-MRSA izolatinin 10’unda (%22,0), Frazee ve ark. (2005) 85 TK-
MRSA izolatinin 80’inde (%94,1) PVL geni tespit etmislerdir. Kuehnert ve ark.
(2006) izole ettikleri 75 MRSA susunun altisinda (%0,8) PVL geni tespit etmis, PVL
geni tasiyan suslarin hepsini SCCmec tip IV olarak tammlamislardir. Karapsias ve
ark. (2008) dokuz TK-MRSA izolatinin birinde (%11,1) PVL geni tespit etmis, bunu
da SCCmec tip IV olarak tanimlamuslardir. Buna karsin Hisata ve ark. (2005) 44 TK-
MRSA izolatimin higbirinde PVL geni tespit etmemislerdir. Goruldugu gibi, farkl:
caismalarda TK-MRSA izolatlarinda PVL geni pozitifliginde buyuk farkliliklar
(%0,0-100) bulunmaktadir. Ancak PVL dretiminin, suslarin izole edildigi enfeksiyon
bolges ile iliskis yine dikkat gekmektedir. Ornegin Dufour ve Gonzalez, PVL
pozitif bulduklar1 tim suslarn cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarindan izole
etmislerdir. Bizim calismamizda enfeksiyon etkeni olmayan 18 TK-MRSA susunda
%22,2 (4/18) PVL (+) bulunurken, enfeksiyon etkeni olan 31 TK-MRSA susundan
hichirinde PVL geni bulunmamustir. SCCmec velveya ccr yontemiyle tiplendirilen
18 MRSA susundan PVL (+) bulunan 4 susun heps de tip 1V olarak tanimlanmustir.
Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan TK-MRSA suslarinda PVL pozitifligi arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,014). Bu durumda, enfeksiyon
etkeni olan TK-MRSA suslarimin TK-MRSA suslarina benzerlik gosterdikleri
dusUnulebilir. Sonug olarak, TK-MRSA izolatlarinda PVL geni pozitifliginin,
orneklerin alindig1 bolgeye, calisilan toplumlara, hormonal faktérlere, hastanin
immunitesine, yas, irk ve cinsiyet gibi ¢ok sayida faktore bagli olarak degisiklik
gosterebildigi  dusUnUlmektedir. Ayrica, PVL geni arastirilirken, kullanilan
yontemlere bagli olarak da yalanci pozitif veya negatif sonuclar elde edilebilecegi
bildirilmektedir. Bu nedenle, dogrulama amaciyla sekans analizi gibi diger
yontemlerin kullamimas da onerilebilir. Bizim ¢alismamizda TK-MRSA suslarinda
PVL pozitifligi rolatif olarak disik oranlarda saptanmistir. Bu durum muhtemelen,
orneklerin deri ve yumusak dokudan ziyade burun ve koltuk atindan alinms
olmasindan kaynaklanmakta ve PVL geninin toplum kokenli S aureus suslarinda
hentiz yaygin olarak bulunmadigini gostermektedir.



135

MRSA suslarinin  yayginlasmasinda rastgele anitibiyotik  kullanimi  ¢ok
Onemlidir. MRSA tasiyiciliginin azalmasinda egitim, uygun dezenfeksiyon-antisepsi
uygulanmalari, etkin karantina énlemleri, ve belki de en 6nemlisi, bilincli antibiyotik
kullarmmu, biyUk rol oynamaktadir. Antibiyotikler, bir bakteriyel enfeksiyon tamsi
kondugunda tedavi amaciyla, enfeksiyon stphesi bulundugunda ampirik olarak, ya
da profilaks amaciyla kullanlabilir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde en sik
rastlanan sorunlardan birisi, antibakteriyel diren¢ gelisimidir. Uygun olmayan
antibiyotik secimi veya antibiyotiklerin uygun olmayan dozlarda ya da slrelerde
kullamlmasi, istenmeyen yan etkilerin ortaya ¢ikmasi disinda, ciddi ekonomik
kayiplara da yol agmaktadir. Ancak, daha da 6nemlisi, bilingsiz antibiyotik kullanimi
antibakteriyel direnc gelisiminde en 6nemli faktor olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Bu
nedenle, antibiyotik kullanmadan dnce uygun klinik drnekler alinarak antibakteriyel
duyarlilik testlerinin yapilmas: blyik onem tasir. Antibakteriyellerin seciminde ve
doz ayarlanmasinda enfeksiyon bolgesi, kisinin yasi ve kilosu gdz o6ninde
bulundurulmalidir. Bazi durumlarda (sepsis, menenjit vb.) kombine antibiyotik
tedavisi de uygulanabilir, ancak bu durumda da, kullamlacak ajanlarin sinerjik
etkileri dikkate alinmalidhr.

TK-MRSA suslann  bugine kadar, pB-laktam antibiyotikler disindaki
antibiyotiklere kars1 biyuk 6lclde duyarli kalmglardir. Bu nedenle, yol agtiklari
enfeksiyonlarin tedavisi de, TK-MRSA’larin yol agtigi enfeksiyonlarin tedavisi kadar
zor olmamistir. TK-MRSA suslarimin ¢ogu  coklu antibiyotik  direnci
gostermemektedir. Ancak zaman icerisinde, hastane ortaminda coklu ila¢ direncine
sahip suslar toplumda yayginlasacak ve ¢oklu antibiyotik direncine sahip TK-MRSA
suslar da ortaya ¢ikacak gibi gorinmektedir.
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Klebsiella tirleri insanlarda diskida %5-38, nazofarenkste ise %1-6 oramnda
bulunur. Genellikle floranin gecici tyeleri olarak kabul edilirler. Pseudomonas tiirleri
saglikli insanlarda ¢ok nadiren kolonize olurlar. Ciltte %0-2, burun mukozasinda
%0-3,3, nazofarenkste %0-6,6 ve diskida %2,6-24,0 oramnda bulunabilirler. Saglikl
insanlarin yaklasik %25’i normal floralarinda Acinetobacter turleri tasirlar. Bunlar
vicutta genellikle koltuk alti, kasiklar, parmak aralari gibi nemli bolgelerde, bazen
de ora kavite ve solunum vyollarinda kolonize olurlar. Escherichia coli ve

Enterobacter tirleri ise insanlarda gastrointestinal sistem florasinda bulunurlar.

Mobbs ve ark. (1999) ABD’nde 120 saglikli bireyden alinan orofarinks
orneklerinde, Enterobacteriaceae ailesinde yer alan ¢esitli gram negatif basiller izole
etmisler, tasiyicilik oramni %6,6 olarak bildirmislerdir. En sik izole edilen tor
Escherichia coli (%14,2) iken, bunu sirasiyla Enterobacter spp. (%11,7), Serratia
spp. (%8,3), Klebsiela spp. (%04,2), Proteus spp. (%1,7), Citrobacter spp. (%1,7)
takip etmistir. Mengistu ve ark. (1986) saglikl1 kisilerden alinan bogaz drneklerinde
gram negatif basil tasiyiciligim %16,0 olarak bulmuslar, en sik izole edilen tirleri
sirastyla Klebsiella spp. (%36,0), Pseudomonas spp. (%13,0), Enterobacter spp.
(%13) ve Acinetobacter spp. (%10) olarak bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda 1040
saglikli bireyden ainan burun ve koltuk alti orneklerinde, Enterobacteriaceae
ailesinde yer alan 64 gram negatif basil izole edilmis ve tasiyicilik orani %5,8 olarak
bulunmustur. En sik izole edilen tir Enterobacter spp. (%28,1) iken, bunu sirasiyla
Klebsiella spp. (%23,4), Escherichia spp. (%17,2), Proteus spp. (%14,1),
Citrobacter spp. (%7,8), Pseudomonas spp. (%7,8) ve Serratia spp. (%1,6)
izlemistir. 64 gram negatif basilden 52’si (%81,3) burun, 12’si (%18,8) koltuk ati ve
dordi (%6,3) hem burun hem de koltuk altindan alinan drneklerden izole edilmistir.
Hem burun hem de koltuk altindan izole edilen suslar ayni tir bakterilerdi.

Deliaioglu ve ark. 2005 yilinda yaptiklar: ¢alismada yatan hastalardan izole
edilen E. coli suslarinin %29,0’unda, K. pneumoniae suslarinin %35,8’inde ve K.
oxytoca suslarinin %6,7’sinda; poliklinik hastalarindan izole edilen E. coli suslarinin
%7,7’sinde ve K. pneumoniae suslarimin %15,4’Unde ESBL saptanmislar, yatan
hastalardan izole edilen suslarin daha yiksek oranda ESBL olusturdugunu
vurgulamislardir. Kogoglu ve ark. (2007) Bolu’da Uriner sistem enfeksiyonu bulunan
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ve ayaktan tedavi goren hastalardan izole ettikleri 267 E. coli susunun dokuzunda (%
3,4); Guler (2006) Erzurum’da farkli poliklinik orneklerinden izole ettigi 343
Enterobacter susunun 35’inde (%10,2), 332 Pseudomonas susunun dokuzunda
(%2,7), 166 Acinetobacter susunun sekizinde (%4,8) ve 870 E. coli susunun 91’inde
(%10,5) ESBL tespit etmislerdir. Bizim calismamizda ise 64 gram negatif izolatin
besi (%7,8, [3 Pseudomonas spp. ve iki Klebsiella spp.]) ESBL (+) olarak
tammlanmig, ESBL pozitif suslarin hepsi burundan alinan orneklerden izole
edilmistir. ESBL’ler tUm dinyada saptanmalarina ragmen bu enzimi Ureten
mikroorganizmalarin sikligi bolgeden bolgeye, Ulkeden Ulkeye, hatta hastaneden
hastaneye farklilik gostermektedir. ESBL, Enterobacteriaceae ailesinin bir cok
Uyesinde gorilmekle birlikte, en sik K. pneumoniae suslarinda bulunmaktadir.

Candida turleri, basta gastrointestinal sistem olmak Uzere, tim mukokutantz
ylizeylerde normal flora tyesi olarak bulunabilir. Insan gastrointestinal sisteminden
en sik izole edilen tir Candida albicans olup, bunu Candida tropicalis ve Candida
glabrata izler. Candida parapsilosis ise C. albicans’la beraber deri florasinda
bulunur. Candida albicans vaen florasinda en sik yer alan Candida turudur ve
vainit olgularimin %90’mndan sorumludur. Buna karsin, vajen disindaki mokozal
ylzeylerde diger Candida tirleri hakimdir. Kandidoz olgulari diyabetiklerde,
antibiyotik, kortikosteroid ya da oral kontraseptif kullananlarda, uzun streli damar
ici kateter kullananlarda ve gebelerde daha sik gordldr. Hicresel imminite
yetmezligi olanlardaise yaygin olarak kronik mukokutandz kandidoz olusmaktadhr.

Saglikli bireylerde maya mantar: tasiyiciligi ile ilgili az sayida ¢alisma vardir.
Genelde literatirlerde hastane kaynakli izolatlar calisilmistir. Bizim calismamizda
1040 saglikli bireyden Ucinde (%0,3) koltuk alti ve ikisinde (%0,2) burun
orneklerinden olmak Uzere, toplam bes maya mantar: izole edilmistir. TUm izolatlar
C. parapsilosis olarak tammlanmis, maya mantart tasiyicihign %0,5 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.3). C. parapsilosis bulunan iki olguda S. aureus burun
tasiyicihig tespit edilmis, bir olguda bobrek yetmezligi, son alti ay icinde hastanede
yatis Oykusll ve son Ucay ay iginde antibiyotik kullanim dykusi bulunmustur. Ayrica

ikisinin saglikla iliskili kurumlarda calistiklar1 bildirilmistir. Saglik calisanlarinin
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ellerinde mayalarin tanimlanmasi ile ilgili yapilan birgok ¢alismada bizim gibi en sik

C. parapsilosisizole edilmistir.

Cizelge.4.3. Maya mantalarin risk faktor ozellikleri

Pr.No| Yas | Cinsiyets | Meslek | Son 6 ayda HYO| Son 3 ayda ABK O | Son 2 haftada AHO|KHO|DYDE(S. aureus | MRSA |Gram (-)| Maya burun velveya koltuk alti
501 | 63 E Diger - + + BOY| - - - - Burun (C. parapesilosis)
811 | 47 E Sag. P - - - - - + - - Burun (C. parapesilosis)

39 | 37 E Sag. P - - - - - - - - Koltuk alti (C. parapesilosis)
8l | 43 E Diger - - - - - - - - Koltuk alti (C. parapesilosis)
514 | 9 E Ogrenci + Koltuk alti (C. parapesilosis)

HY O; Hastanede yatma 6ykiisil, ABK O; Antibiyotik kullanma 8ykiisii, AHO; Akut hastal ik dykiisii, KHO; Kronik hastalik dykisii, DY DE; Cilt ve yumusak doku enfeksiyonu
Sag. P; saglik kurumlar: personeli, BOY; Bobrek yetmezligi

Elde edilen sonuclar; etkili ve kisa sireli tedavi protokollerinin
gelistirilmesinde, antibakteriyel direng gelisiminin  Onlenmesinde, S aureus
enfeksiyonlarinda morbidite ve mortalite oranlarinin ve bu enfeksiyonlarin tedavi
maliyetlerinin azaltilmasinda 6nemli veriler saglamistir. Elde edilecek veriler ayrica
ulkemizde daha Once yapilmis calismalardan elde edilen sonuglarla karsilastirilarak,
yillar igerisinde S aureus tasiyiciligi oranlarindaki degisiklik, S aureus’larin
antibakteriyel diren¢ paternlerinde olusan farkliliklar ve bu farkliliklara yol agan

faktorler irdelenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA grubu olarak, yaslarn 4 ile 85 arasinda
degisen (yas ortalamasi 29,35+13,41) 564 (%54,2) erkek ve 476 (%45,8) kadin
olmak Uzere, toplam 1040 saglikl1 bireyden izole edilen MRSA izolatlari; enfeksiyon
etkeni olan TK-MRSA grubu olarak ise, 2004-2005 yillarn arasinda Istanbul
Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’nin cesitli polikliniklerine
bagvuran, yaslart 4 ile 76 arasinda degisen (yas ortalamasi 39,6+19,9) 21 erkek
(%67,7) ve 10 (%32,3) kadin hastadan izole edilmis olan 31 MRSA izolati
kullanmlmigtir.

1040 saglikli gondlltden; 259°u (%24,9) sadece burundan, 11’°i (%1,1) sadece koltuk
altindan ve 12’si (%1,2) hem burun hem de koltuk altindan olmak Uizere, toplam 294
S aureus susu izole edilmistir. Bu durumda S. aureus tasiyicilarinda (toplam 282
kisi) burun kolonizasyonu %91,8 (259/282), koltuk alti kolonizasyonu %3,9
(11/282), hem burun hem de koltuk ati kolonizasyonu %4,3 (12/282) olarak
hesaplanmistir. S. aureus burun tasiyiciligi, koltuk alti tasiyicihigina gére yuksek
bulunmus, burun tasiyiciligr ile koltuk alti tasiyiciligi arasindaki fark istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmustur (p<0,001).

S aureus tasiyicihigi erkeklerde %32,1 ve kadinlarda %21,2 olarak bulunmustur
(p<0,001). El hijyenine uyum ve enfeksiyon kontrol énlemleri konusunda egitime
onem verilmesinin, tasiyicilik oranlarimn  azalmasinda  etkili  olacag:
dustnul mektedir.

S aureus tasiyiciligi 4-9 yas grubunda %35,5, 10-19 yas grubunda %23,7, 20-29 yas
grubunda %26,2, 30-39 yas grubunda %29,1, 40-49 yas grubunda %32,7, 50-59 yas
grubunda %25,0 ve 60 yas Usti grubunda %22,5 olarak bulunmustur. S. aureus
tasiyicihigr her yasta gorilmekle birlikte, 6zellikle cocuk ve genclerde daha sik
oldugu gorulmektedir.

S aureus tasiyicilarinda risk faktorlerin dagilimina bakildiginda; %18,1’inin son Ug
ay icinde gssitli nedenlelerle antibiyotik kullandigi, %13,1’inde son iki hafta
icerisinde akut bir enfeksiyon belirtis oldugu, %9,6’sinin  kronik hastaligi
bulundugu, %4,3’Unde deri veya yumusak doku enfeksiyonu bulundugu ve
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%05,3’Unde son ati ay icerisinde hastanede yatis Oykust bulundugu gordlmustir. En
yaygin bulunan kronik hastalik aerjik rinit (%4,3) idi. Bunu sirasiyla astim (%1,4),
kronik bronsit (%1,1), hipertansiyon (%1,1), diabetes mellitus (%0,7),
imminostpresif tedavi goren hastalar (%0,7) ve idrar yolu enfeksiyonu (%0,4)
izlemistir.

S aureus tasiyiciligr saglik kurumlarinda galisanlarda %30,6, 6grencilerde %25,4 ve
diger mesek gruplarinda calisanlarda %25,5 olarak bulunmustur (p=0,214). Bu
durum istatistiksel olarak anlamli bulunmamasina ragmen, saglik kurumlarinda
calisanlarda S aureus tagiyiciligina bir egilim oldugunu gozlenmektedir.

Iki ylUiz doksan dort S. aureus susunun 18’inde PZR yontemiyle mecA geni tespit
edilirken; sefoksitin ve oksasilin disk diflizyon testleriyle ve “oksasilin tuz tarama
besiyeri” testiyle 12’sinde ve ORSAB testiyle 51’inde fenotipik metisilin direnci
saptanmistir. PZR ile fenotipik yontemlerle elde edilen sonuclarin uyumlu
bulunmamasinin, suslarin muhtemelen sinirda dirence sahip olmalarina bagl: oldugu,
ayrica mecA geni bulunmasina ragmen, genin her zaman eksprese olmadigi, ya da
dusUk dizeyde eksprese oldugu distnulmistir. Bu sonuclar fenotipik yontemlerin
MRSA suslarimin belirlemesinde yetersiz kaldigint ve molekiler yontemlerle
dogrulanmasi gerektigini gostermektedir.

1040 saglikli bireyde TK-MRSA tasiyiciligi, erkeklerde %2,3 ve kadinlarda %1,1
olmak Uzere, ortalama %1,7 olarak bulunmus ve MRSA suslarimin hepsi burundan
alinan orneklerden izole edilmistir. MRSA tasiyiciligi 4-9 yas grubunda %3,2, 10-19
yas grubunda %1,5, 20-29 yas grubunda %2,0, 30-39 yas grubunda %1,1, 40-49 yas
grubunda %2,0, 50-59 yas grubunda %2,1 olarak hesaplanms, 60 yas Ustll grubunda
MRSA tasiyicilig1 saptanmamustir. MRSA tasiyiciligi da her yasta gortilmekte ve S
aureus tasiyiciliginda oldugu gibi, yine cocuk ve genclerde daha sik rastlanmaktadir.

. TK-MRSA tasiyicilarinda risk faktorlerinin dagilimina bakildiginda, %1,9’Unin son
Uc ay icinde cesitli nedenlerle antibiyotik kullandigi, %2,6’sinda son iki hafta
icerisinde akut bir enfeksiyon belirtis bulundugu, %1,2’sinin kronik hastalig:
bulundugu, %?2,7’sinde son alti ay icerisinde hastanede yatis Oykust bulundugu
gorulmustdr. En yaygin bulunan kronik hastalik alerjik rinit (%2,7) idi.
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MRSA tasiyicihigr saghik kurumlar: ile iliskili mesleklerde calisanlarda %00,6,
Ogrencilerde %2,2 ve diger meslek gruplarinda ¢alisanlarda %2,4 olarak bulunmustur
(p=0,143).

Enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suslarinda, en yiksek duyarlilik vankomisin
(%100), trimetoprim/sulfametoksazol (%100) ve kloramfenikole (%100) karsi
saptanirken, tetrasiklin ve amoksisilin/klavulanik asit duyarliligi %16,7 olarak
bulunmustur. Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarindaise en yuksek duyarlilik,
vankomisin (%100) ve kloramfenikole (%96,8) karsi saptanirken, tetrasiklin ve
siprofloksazin duyarliliklar sirasiyla %38,7 ve %35,5 olarak bulunmustur. Elde
edilen antibakteriyel duyarlilik testleri sonuglari, TK-MRSA kuskusu olan
enfeksiyonlarin  ampirik tedavisinde p-laktamazlara karst dayamkli p-laktam
antibiyotiklerin, B-laktamaz inhibitoru kombinasyonlarinin,
trimetoprim/sulfametoksazoliin ve kloramfenikoltin tGlkemizde halen etkin olarak
kullanilabilecegini  gostermektedir.  Kloramfenikol MRSA  enfeksiyonlarin
tedavisinde etkili olmasina ragmen, ciddi yan etkilere yol agmasi nedeniyle,
kullanmm sadece ciddi enfeksiyonlarla sinirli kalmalidir.

Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan TK-MRSA suslarinin iMLSg fenotipi tayini D-
test ile yapilmustir. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan TK-MRSA suglarindaiMLSg
fenotipi sirasiyla %12,9 ve %11,1; MS fenotipi sirasiyla %6,5 ve %0; S fenotipi
sirastyla %80,6 ve %88,9 olarak bulunmustur. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan
TK-MRSA suslarinda cMLSg fenotipi tespit edilmemistir. Sonugta fenotipik olarak
duyarli gorilen suglarda da direng genlerinin belirlenmis olmasi, direng tesbitinde
fenotipik yontemlerin yetersiz kaldigint ve molekiler yontemlerle de dogrulamasi
gerektigini gostermektedir.

Enfeksiyon etkeni olmayan 18 ve enfeksiyon etkeni olan 31 TK-MRSA suslarinin
SCCmec tip tayini icin SCCmec ve ccr tiplendirme yontemleri kullanilmustir.
SCCmec tip tayini sonucunda, enfeksiyon etkeni olmayan TK-MRSA suglarindatip |
%05,6, tip 11 %38,9, tip 111 %11,1, tip IV %38,9 vetip V %5,6; enfeksiyon etkeni olan
TK-MRSA suslarindaisetip | %9,7, tip 11 %9,7, tip 111 %48,4, tip IV %22,6 vetip V
%9,7 olarak bulunmustur. Toplumda MRSA enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin ve

kolonizasyon ile enfeksiyon arasindaki iliskinin daha iyi aydinlatiimasina ihtiyag
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oldugu gorulmektedir. Sonug olarak llke genelinde MRSA tasiyiciliginin yanisira,
yaygin tiplerin ve klonlarin belirlenmesi de biytk 6nem tasimaktadir.

Enfeksiyon etkeni olmayan 18 TK-MRSA susunda %22,2 PVL (+) bulunurken,
enfeksiyon etkeni olan 31 TK-MRSA susundan hi¢birinde PVL geni bulunmanustir.
SCCmec velveya ccr yontemiyle tiplendirilen 18 MRSA susundan PVL (+) bulunan
4 susun hepsi de tip IV olarak tammlanmustir. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan
TK-MRSA suslarinda PVL pozitifligi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamii
bulunmustir (p<0,014).

Enfeksiyon etkeni olan TK-MRSA suslarimin kaset tiplerine, PVL varligina ve
antimikrobiyal duyarlilik profillerine baktigimizda, daha ¢ok TK-MRSA suslarina
benzerlik gosterdikleri gérilmstir.

1040 saglikli bireyden alinan burun ve koltuk alti érneklerinden, Enterobacteriaceae
ailesinde yer alan 64 gram negatif basil Uremistir. Tasiyicilik oram %5,8 olarak
bulunmus ve en sik Enterobacter spp. izole edilmistir (%28,1). Bunu sirasiyla
Klebsiella spp. (%23,4), Escherichia spp. (%17,2), Proteus spp. (%14,1),
Citrobacter spp. (%7,8), Pseudomonas spp. (%7,8) ve Serratia spp. (%1,6)
izlemistir.

64 gram negatif bakteri susunun antimikrobiyal profilleri incelenmis ve ESBL tayini
yapilmig ve 64 gram negatif izolatin besi (%7,8, [U¢ Pseudomonas spp. ve iki
Klebsiella spp.]) ESBL (+) olarak tammmlanmustir. ESBL pozitif suslarin hepsi burun
orneklerinden izole edilmistir.

1040 saglikli bireyde, tcu (%0,3) koltuk alti ve ikis (%0,2) burun 6rneklerinden
olmak Uzere toplam bes maya mantar1 izole edilmistir. TUm izolatlar Candida
parapsilosis olarak tanimlanmis, maya mantari tasiyiciligi %0,5 olarak bulunmustur.

Elde edilen bulgular literatlr verileriyle birlikte degerlendirildiginde, mecA geni
varligi ile metisilin direnci arasinda her zaman direkt bir iliski kurulamayacag: ortaya
cikmaktadir. Bu durum, bilinen mekanizmalarin disinda baska faktérlerin de rol
oynachgim distindirmektedir.

Bu ¢alismada toplumda S. aureus tasiyiciligi, bu konuda yapilan ¢alismalarla uyumlu
bulunmustur. Dinyada bircok bdlgede yapilan calismalarla karsilastirildiginda,
tagtyicilik oranlarimin ve PVL pozitifliginin rolatif olarak distik bulunmasi,

Ulkemizde toplum icin hentiz ciddi bir tehlike olusturmadigini vurgulamistir. Ancak,
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belirli araliklarlarisk faktorlerine yonelik epidemiyolojik calismalar devam etmeli ve
gerekli 6nlemler alinmalidir. Toplumda MRSA tasiyiciliginin azalmasinda egitim,
uygun dezenfeksiyon-antisepsi uygulanmalari, etkin karantina énlemleri, ve belki de

en 6nemlisi, bilincli antibiyotik kullammu, blyUk rol oynayacaktir.



144

OZET

TOPLUM KAYNAKLI METISILIN DIRENGCLI STAPHYLOCOCCUS
AUREUS (CA-MRSA) SUSLARINDA KROMOZOMAL KASET TIPLERININ
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PCR) YONTEMLERI ILE
ARASTIRILMAS

S aureus tUm dinyada toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara yol agan en
onemli patojenlerden birisidir. Toksik sok sendromu, gida zehirlenmesi, haslanms
deri sendromu gibi toksikojenik hastaliklara; impetigo, follikulit, fronkdl, karbonkdl,
sellulit, blefarit, mastit, cerrahi yara enfeksiyonlar: gibi loka piyojenik hastaliklara
ve endokardit, osteomiyelit, artrit, sepsis, pnomoni, idrar yolu enfeksiyonlari,
metastatik abseler ve menenjit gibi sistemik enfeksiyonlara yol agcmaktadir. Nazal
tastyicilik S aureus enfeksiyonlar: icin énemli bir risk faktorudir. Onceleri bir
nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak kabul edilen metisilin direncli S. aureus
(MRSA)’lar, 1980’lerden itibaren toplum kaynakli enfeksiyonlardan da izole
edilmeye baslamistir. Calismamn amaci, konvansiyonel ve molekiler yontemler
kullanarak, ¢esitli  klinik orneklerden ve gssitli yas gruplarindaki  saglikli
tasiyicilardan izole edilen S. aureus suslarimin direng profillerinin ve virulans
faktorlerinin belirlenmesi ve CA-MRSA suslarin kromozomal kaset tiplerinin
(SCCmec ve ccr gen kompleks) PCR yontemleriyle arastiriimasidir.

Bu calisma Ankara Universitess Tip Fakultesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yuritilmustlr. Enfeksiyon etkeni olmayan CA-
MRSA suslarimin elde edilmesi amaciyla, Ekim 2007-May1s 2008 tarihleri arasinda,
yaslar 4 ile 85 arasinda degisen toplam 1040 saglikli bireyden burun ve koltuk alti
ornekleri alinmigtir. Steril nemlendirilmis ektvyonlar kullamlarak ainan burun ve
koltuk alti ornekleri stuart tasima besiyeri icerisine ainarak %5 koyun kanli agar,
EMB besiyeri ve antibiyotikli-SDA besiyerlerine inokile edilerek rutin
bakteriyolojik incelemeler yapilmistir. Enfeksiyon etkeni olan 31 CA-MRSA susu,
2004-2005 yillart arasinda, istanbul Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nin ¢esitli polikliniklerine basvuran ve yagslar1 4 ile 76 arasinda degisen
hastalardan alinan orneklerden (idrar, Uretral akinti, burun, ply, yara, eklem sivisi)
enfeksiyon etkeni olarak izole edilmistir. S aureus’u dustndlren gram pozitif
koklardan katalaz, koagtilaz, tlpte koagtilaz testleri, mannitol salt agar ve DNaz testi
yapilmistir. Tum S aureus suslarindan fenol kloroform yodntemiyle DNA
ekstraksiyonu yapilmis, PCR ve multipleks PCR yontemleriyle mecA, PVL, SCCmec
ve ccr gen kompleks arastirilmustir.

1040 saglikli bireyde S. aureus tasiyiciligr oram %27,1 olarak hesaplanirken,
bu oran erkeklerde (%32,1), kadinlara gore (%21,2) daha yuksek bulunmustur
(p<0,001). S aureus burun kolonizasyonu %91,8, koltuk alti kolonizasyonu %3,9,
hem burun hem de koltuk alti kolonizasyonu %4,3 olarak hesaplanmistir. Burun
tasiyiciligi, koltuk alti tasiyicihigina gore yuksek bulunmustur (p<0,001). S aureus
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tasiyicihigr saglik kurumlarinda calisanlarda %30,6, Ogrencilerde %25,4 ve diger
meslek gruplarinda ¢alisanlarda %25,5 olarak bulunmustur.

PCR ile 18, sefoksitin, oksasilin disk diflizyon, oksasilin tuz tarama agar
testleriyle 12 ve ORSAB testiyle 51 MRSA susu saptanmistir. CA-MRSA
tasiyiciligi, erkeklerde %2,3 ve kadinlarda %1,1 olmak Uzere, ortalama %1,7 olarak
bulunmustur.

Enfeksiyon etkeni olmayan CA-MRSA suslarinda, en yuksek duyarlilik
vankomisin (%100), trimetoprim/sulfametoksazol (%100) ve kloramfenikole (%100)
kars1 saptanirken, tetrasiklin ve amoksisilin/klavulanik asit duyarliligi %16,7 olarak
bulunmustur. Enfeksiyon etkeni olan CA-MRSA suslarinda en yiksek duyarlilik
vankomisin (%100) ve kloramfenikole (%96,8) karsi saptanirken, tetrasiklin ve
siprofloksazin duyarliliklari sirasiyla %38,7 ve %35,5 olarak bulunmustur.
Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan CA-MRSA suslarinda iMLSg fenotipi sirasiyla
%12,9 ve %11,1; MS fenotipi sirasiyla %6,5 ve %0; S fenotipi sirasiyla %80,6 ve
%88,9 olarak bulunmustur. Enfeksiyon etkeni olan ve olmayan CA-MRSA
suslarinda cM L Sg fenotipi tespit edilmemistir.

Enfeksiyon etkeni olmayan 18 ve enfeksiyon etkeni olan 31 CA-MRSA
suslarinin tip tayini icin SCCmec ve ccr tiplendirme yontemleri kullamilmigtir. Kaset
kromozom tip tayini sonucunda, enfeksiyon etkeni olmayan CA-MRSA suslarinda
tip | %5,6 (1/18), tip 11 %38,9 (7/18), tip 111 %11,1 (2/18), tip IV %38,9 (7/18) vetip
V %05,6 (1/18) olarak bulunmus ve tip VI bulunmamustir; enfeksiyon etkeni olan CA-
MRSA suslarindaise tip | %9,7 (3/31), tip Il %9,7 (3/31), tip 111 %48,4 (15/31), tip
IV %22,6 (7/31) ve tip V %9,7 (3/31) olarak bulunmus ve tip VI bulunmanmustir.
Enfeksiyon etkeni olmayan 18 CA-MRSA susunda %22,2 PVL pozitifligi
saptanirken, enfeksiyon etkeni olan 31 CA-MRSA susundan highirinde PVL geni
bulunmamistir. SCCmec velveya ccr yontemiyle tiplendirilen 18 MRSA susundan
PVL (+) bulunan 4 susun hepsi de tip IV olarak tammlanmistir. Enfeksiyon etkeni
olan ve olmayan CA-MRSA suslarinda PVL pozitifligi arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustir (p<0,014).

Enfeksiyon etkeni olan CA-MRSA suglarinin kaset tiplerine, PVL varligina ve

antimikrobiyal duyarlilik profillerine baktigimizda, daha ¢ok HA-MRSA suslarina
benzerlik gosterdikleri gérilmstir.

Anahtar Sozcukler: Saphylococcus aureus, CA-MRSA, PVL, SCCmec
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SUMMARY

INVESTIGATION OF CASSETTE CHROMOSOME TYPES WITH
POLIMERASE CHAIN REACTION (PCR) IN COMMUNITY-ASSOCIATED
METHICILLIN RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS (CA-MRSA)
STRAINS

S aureus is one of the magjor causes of infections in both communities and hospitals
worldwide. It is associated with toxigenic diseases such as toxic shock syndrome,
food poisoning, scalded skin syndrome; local pyogenic diseases such as impetigo,
folliculitis, furuncles, carbuncles, cellulites, blepharitis, mastitis, surgica wound
infections, and systemic infections such as endocarditis, osteomyelitis, arthritis,
sepsis, pneumonia, urinary tract infections, metastatic abscesses and meningitis.
Nasal carriage is an important risk factor for S. aureus infections. Formerly known to
be a nosocomial pathogen, methicillin resistant S. aureus (MRSA) has begun to be
isolated from community associated infections since the 1980s. The aim of this study
is to determine the resistance profiles and virulance factors of S aureus strains
isolated from various clinical specimens and healthy carriers of different age groups,
and to investigate the cassette chromosome types (SCCmec ve ccr gen complex) with
PCR methods.

This study was carried out at Ankara University Faculty of Medicine,
Department of Microbiology and Clinical Microbiology. In order to obtain CA-
MRSA strains, nasal and axillary specimen were taken from 1040 healthy individuals
of ages from 4 to 85, between October 2007 and May 2008. Taken using sterile
moistured swabs and carried in Stuart’s transpor media, nasal and axillary specimen
were inoculated on to 5% sheep blood agar, EMB media and SDA (including
antibiotics) for routine bacteriological examinations. 31 CA-MRSA strains as
infectious agents were isolated from urine, uretral discharge, nasal, pus, wound, joint
fluid samples of outpatients of ages from 4 to 76 who applied to I stanbul Haydarpasa
Numune, Teaching and Research Hospital between 2004-2005. For all S aureus
strains, DNA extraction was performed by phenol chloroform method and mecA,
PVL, SCCmec genes and ccr gene complex was investigated by PCR and multiplex
PCR methods.

The rate of S. aureus carriers among 1040 healthy individuals was found to be
27,1%, while carriage rates in males and females were found to be 32,1% and 21,2%
respectively (p<0,001). S aureus nasal, axillary, and both nasal and axillary
colonisation rates were found to be 91,8%, 3,9% and 4,3% respectively. Nasa
carriage was higher than axillary carriage (p<0,001). S aureus carriage rates were
found to be 30,6% among medical workers, 25,4% among students and 25,5%
among other occupational groups.

18 MRSA strains were determined by PCR method, 12 by cefoxitin, oxacillin
disc diffusion and oxacillin-salt screening agar tests and 51 by ORSAB tests. CA-
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MRSA carriage rates among males and females were found to be 2,3% and 1,1%
respectively, while the avarage rate was 1,7%.

Among CA-MRSA strains isolated from healthy individuals, highest sensivity
were found against vancomycin (100%), trimethoprim/sulfamethoxazole (100%) and
chloramphenicol; whereas sensivity against tetracycline and amoxycilline/clavulanic
acid was found to be 16,7%. Among CA-MRSA strains isolated from outpatients,
highest sensivity rates were found against vancomycin (100%), and chloramphenicol
(96,8%), whereas tetracycline and ciprofloxacin sensivities were found to be 38,7%
and 35,5% respectively. IMLSg, MS and S phenotypes of CA-MRSA strains isolated
from healthy individuals /outpatients were found as 12,9% / 11,1%; 6,5% / 0% and
80,6% / 88,9% respectively. cMLSg phenotypes could not be detected in any of the
CA-MRSA dtrains.

SCCmec and ccr typing methods were used for type determination of 18 CA-
MRSA dtrains isolated from hedthy individuas and 31 strains isolated from
outpatient. Casette chromozomal typing resulted as %5,6 (1/18) type I, %38,9 (7/18)
type 11, %11,1 (2/18) type Ill, %38,9 (7/18) type IV and %5,6 (1/18) type V in
healthy individual CA-MRSA strains; and %9,7 (3/31) type |, %9,7 (3/31) type Il,
%48,4 (15/31) type I11, %22,6 (7/31) type IV and %9,7 (3/31) type V in outpatients
CA-MRSA dtrains. 22,2% of 18 healthy individuals CA-MRSA strains were found to
be PVL positive, while the PVL gene was not found in any of the 31 outpatient CA-
MRSA strains. All of 4 PVL positive strains out of 18 healthy individual MRSA
strains which were typed by SCCmec and/or ccr methods where found to be type V.
The differentiation of PVL pozitivity between CA-MRSA strains isolated from
healthy individuals and from outpatients was statistically found to be significant
(p<0,014).

When cassette types, PVL positivity and antimicrobial suseptibility test profiles

of outpatient CA-MRSA strains were investigated, they were found to be more
similar to HA-MRSA strains.

Key Words: Saphylococcus aureus, CA-MRSA, PVL, SCCmec
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