~

NTOONVHID NVHI'TSAN

=

"LSNA “TI9 "OVS ISALISYIAIN] TAENV.LSI

IZAL SNVSITMASMOA

8T0Z-TNANV.LST

+—  Admz soyadinizi giriniz

Tez kabul edildikten sonra yapilan sabit ciltte sirt
yazis1 bu sablona gore yazilacak. Yazilar tek satir olacak
Cilt sirt1 yazilarin yonii yukaridan asagiya

(sol yandaki gibi) olacak . l

Tez, Yiiksek Lisans’sa, YUKSEK LISANS TEZI;
Doktora ise DOKTORA TEZI ifadesi kalacak

<+— Tez Sinavinin yapilacagi yili yaziniz



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZi

STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARININ VIRULANS
FAKTORLERININ ARASTIRILMASI

NESLiHAN CiHANOGLU

DANISMAN
DOC. DR. YASAR NAKiPOGLU

TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI
MIKROBIYOLOJi PROGRAMI

ISTANBUL-2018




YUKSEK LIiSANS TEZi ONAYI

12/01/2018 tarihinde yapilan Tez Savunma Swnavinda basaril; bulunmus ve Yiiksek Lisans
Tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Bagkam
Prof. Dr. ALI AGACFIDAN
41STANBUL Universitesi,
STANBUL TIP Fakiiltesi,
TIBBI MfKROBI'YOLOH Anabilim Daly

. =i -
Jiiri-Danlsman‘/ Jiiri _
Dog . Dr. YASAR NAKIPOGLU Prof . Dr. TANJU KADIR
ISTANBUL Universites; MARMARA Universitesi
I[STANBUL TIP Fakiiltesi DI$ HEKIMLIGI Fakiiltesi

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Temel Tip Bilimleri Boliimii



BEYAN

Bu tez galigmasimin kendi gahismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kaadar
biitiin sathalarda etik dis1 davramisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar iginde elde ettigimi, bu tez galigmayla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlzra
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine aldiginm, yine bu tezin ¢ahisilm as:
ve yazim siasinda patent ve telif haklarimi ihlal edici bir davramsimin olmadigi beyan

ederim.

Neslihan CIHANOGELU




ITHAF

Babaannem Ruhiye Cihanoglu’na ithaf ediyorum



TESEKKUR

Lisaniistii egitimim boyunca ve tez siirecimin tiim her asamasinda bana destegini ve tesvigini
esirgemeyip sorunlarima devamli ¢6ziimleyici yaklasimlar getirerek bana yol gosteren karsilik
beklemeksizin her zaman yanimda oldugunu bildigim bilgi ve deneyimlerinden devamli

faydalandigim degerli hocam sayin Dog¢ Dr. Yasar Nakipoglu’na tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca destegini esirgemeyen Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Ali AGACFIDAN’a,

Yiiksek lisans egitimim boyunca sahip oldugu engin bilgi ve tecriibeleri ile bana destegini
esirgemeyen Bakteriyoloji Bilim Dali Bagkani Prof. Dr. Nezahat Giirler’e ve manevi destegini

ayricalikli olarak hissettigim Prof. Dr. Betigiil Ongen’e

Yiiksek lisans egitimime katkida bulunan bilgi ve tecriibeleriyle yetismemde emegi gecen,
Prof. Dr. Sengiil DERBENTLI, Prof.Dr.Arif Kaygusuz, Prof.Dr. M. Derya AYDIN, Prof. Dr.
Meltem UZUN, Prof. Dr. Zayre ERTURAN, Prof. Dr. Ozden BORAL BUYUKBABA, Prof.
Dr. Zerrin AKTAS ve Dog. Dr. Dilek SATANA’ya

Tez donemimde ve sosyal hayatimda bana yol gosteren, bilgi ve birikimlerini benimle
paylasan Uzm. Dr Nurgiil YASAR’a

Ilgilerini hep hissettigim, deneyimlerini paylasan ve yardimlari higbir zaman esirgemeyen
Bio. Oner Kipritgi, Lab. Mukaddes Unsal ve Bil Uzm.Kutay SARSAR’a

Manevi destegini bir an esirgemeyen, daima yanimda olan Muazzez UYAR’a

Basta Bio. Nermin Teksoy, Bio. Aysegiil Sahin AYDIN, Bilim Uzm. Ilgin KAYA olmak
iizere birlikte calismaktan mutluluk duydugum, gosterdikleri ilgi ve dostluklar1 i¢in minnettar
oldugum tiim yiiksek lisans, doktora ve uzmanlik dgrencisi arkadaslarima ve mikrobiyoloji

laboratuvarinin tiim ¢alisanlarina

Biitlin hayatim boyunca her zaman yanimda olan, maddi ve manevi desteklerini benden

esirgemeyen aileme, sabir ve anlayislarindan dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 58343



ICINDEKILER

LI =V ] N N 4 P PSR I
23 D N P PSS 1
= N P 11
TESEKKUR.. ...t e \%
ICINDEKILER.. ...ttt e e, Vi
TABLOLAR LISTESI....eiiiiiiiiii e Vil
SEKILLER VE RESIMLER LISTESI. ... oottt e, X
SEMBOLLER/ KISALTMALAR LISTESI. ... ..ot X
OZET... Wi ... Wi ................. 0 .. A 4 AW ... XIi
ABSTRACT .ottt ettt ettt Xiii
L.GIRIS VE AMAGC . ..o e e 1
2. GENEL BILGILER ...ttt ittt 3
2.0 Taringe. .o ————— 3
2.2. Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri................ccoeeuueeieeiiiiiiiieeiisee, 3
2.3. Ureme , KGIHE OZEITKICTI. ... .. vt e 4
2.4. Hiicre yapilari ve antijenik 6zellikleri..........c..oooviiiiiiniiiiiiiiee e, 5
241 Kapsiil. ..o 5
2.4.2. Protein AL ... i e 5
2.4.3. Peptidoglikan TabaKasi............ccoevviviiiiiiiiiiiitiiiiiiee e, 6
2.4.4. TelKOIK ASIt. ...ttt 7
2.5. Virulans FaKtorleri. ... ....oooiiii i e 7
2.6. ENZIMICT ...\iiti i e e e e 8
2.6.1 Katalaz.......c.ovviiritii e e 9
2.6.2. Koagllaz.......ccoviniiii i 9
2.6.3. NUKICAZ. ...\ttt e e 9
2.6.4. LIPAZ...ooiveeeiieteeeteeee e 1O
2.6.5. Hiyaluronidaz..................ooiiiiii i, 10
2.6.6. Stafilokinaz(Fibrinolizin).............cooviieiiiniii i, 11
2.6.7. B-Laktamaz(Penisilinaz)............cccoviveiiiiiiiiiiiiee e, 11
2.6.8. DN A Z. ..t 11
2.7 TOKSINICT. ...ttt 11
2.7.1 EKZOtOKSINIET .. ..uuinititet it 11
2.7.2. Epidermolit (eksfoliatif toksin)...............cooiiiiiiiiiiiiiie, 12
2.7.3. ENterotOKSINIer. . ....ovviii e 12
2.7.4. Toksik Sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)........ccoooviiiiiiiiniinin 12
2.8. Hemolizinler ve LOKOSIdInIer. ... .....o.viiiiiiiiiii e 12
2.8.1 Alfahemolizin.........ooooiiiiiini e 13
2.8.2. Beta hemolzZin.......c.ooeiiiiiiii i 13
2.8.3. Gama Hemolizin ve Panton Valentin Lokosidin (PVL)............... 13
2.9. Patojenite ve Laboratuvar Tant.............co.vuvuiiininiiiiiiiinneeeeen, 14
2.10. S.aureus enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotikler ve direng
mekanizmalars... 1., ... e 19
2.10.12. PeniSilin DIrenCi......o.vvvieeitiiitiiet et eeee e 19



2.10.2.MELISHTIN DITENCT. . .ot 21

2.10.3.Kin0lon DIrenCi.......euuirtitiiii e ettt e ereeeaeaeens 22
2.10.4.Vankomisin Direnci..........c.oooieiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 23
P20 B ] T TS 21 o) N 23
2.12. Fibronektin baglay1Ct protein...........oovviiriviieririei e eieeeeeeinenes 24
3. GERECLER VE YONTEMLER .........c.oiiiniiiiiiiiiiiiie e 26
3.1.GERECLER. ... 26
I B 21T 4 (S o 27
3.1.2. Kimyasal Maddeler, boyalar, antibiyotik diski, ve kitler................28
3.L3PZR MAlZEMEICTi. . v vttt 29
3. 1.4, Bakteri suslari.........oooiiiiiiiii 31
32 YONTEMLER ....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 31
3.2.1. Gram Boyama.........c.ooiiiii 31
3.2.2. Katalaz teSti. ... vuee ettt 31
3.2.3. Plazma Koagiilaz TeSti.........covvviiiiiiiiiiie e e, 32
3.2.4. Protein A Saptanmast...........ooveriniiriiiiiiii et 32
3.2.5. Metisilin Direncinin Saptanmast.............ocovvviiiiiiiiii e, 32
3.2.6. Staphylococcus aureus suslarinda viriilans ve direng genlerinin
AraSHITIIMAST ...ttt e e 33
3.2.6.1. Staphylococcus aureus kolonilerinden kalip DNA’nin
hazirlanmast. ... 33
3.2.6.2. pvl genlerinin varliginin aragtirilmast........................... 33
3.2.6.3. mecA genlerinin varliginin aragtirilmasi ....................... 34
3.2.6.4. Fibronektin baglayici protein genlerinin arastirilmasi ....... 36
3.2.7. Istatiksel Degerlendirme”. .. ........coooeiiuiiniiiieeiie e 37
4. BULGULAR ..o e e e e et et 38
5. TARTISMA VE SONUQC ... .ottt e 47
6. KAYNAKLAR .. 53
T.ETIK KURUL ONAYL. ..ottt 68
8. INTIHAL RAPORU ILK SAYFASL... .ottt eee e 70
7. OZGECMIS. ..ottt sttt et ettt n s sn s 71

vii



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1.Pvl genin arastirilmasinda uygulanan PZR nun sicaklik donglisti............ooovviineninn.... 34
Tablo 2. mecAlgenin arastirilmasinda uygulanan PZR nun sicaklik donglisti...............ccoevvinnn. 35
Tablo 3. fnbAlgenin arastirilmasinda uygulanan PZR’nun sicaklik dongiisti................cooeevinnnn.. 36
Tablo 4. Cesitli klinik 6rneklerinden izole edilen S.aureus suslarn dagilhmi........................eee 38

Tablo 5. Yara siiriintii 6rneklerinden izole edilen MSSA ve MRSA suslarin fenotipik ve genotipik
OZCIIIKIETL. . ..ot e 41

Tablo 6. Trakeal aspirat 6rneklerinden izole edilen MSSA ve MRSA suslarin fenotipik ve genotipik
ozellikleri

Tablo 7. Doku biopsi orneklerinden izole edilen MSSA ve MRSA suslarin fenotipik ve genotipik
OZEIIKICTI. . oo e e e e 43

Tablo 8. Diger klinik Orneklerinden (kan, kateter ucu, balgam, bogaz salgis, burunun siiriintiisii,
plevra sivisi, BOS, kemik iligi ve vajinal salgisi) izole edilen MSSA ve MRSA suslarin fenotipik ve
genotipik ozellikleri

Tablo 9.S.aureus suslarinda  saptanan  virtlans  faktorlerinin ~ klinik ~ Ornege  gore
4 E: 741 1101 DO T RPN 45

Tablo 10. PZR ile S.aureus suslarinda saptanan pvl ve fnbA genlerin dagilimi.........cccoeevvevvrevcererinenne. 46

viii



SEKILLER VE RESIMLER LISTESI

Sekil 1.p-laktam antibiyotik penisilin varliginda stafilokok [p-laktamaz sentezinin

INAUKSTYONU. . .. e e e 20
Resim 1.pvl geninin jel gOrintlisti..........ooevviiriiiiiiii a0 39
40

Resim 2. mecA ve fnbA genlerinin jel gOrtntiisti...............coovviiiiiiiiii e



SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

ATCC: American Type Culture Collection

BC : Baz cifti

CLSI: Clinical Laboratory and Standards Institute
DDT : Disk Difiizyon Testi

ETA-ETB: Eksofolyatif toksin A-B

Fnb: Fibronektin baglayici protein

KNS: Koagulaz negatif Staphylococcus spp.
MHA : Mueller-Hinton Agar

MiK:Minimal Inhibitér Konsantrasyonu

MRSA: Metisiline direngli Staphylococcus aureus
MSSA: Metisiline hassas Staphylococcus aureus
PBP : Penisilin Baglayan Protein

PVL: Panton-Valentin Lokosidin

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

S.aureus: Staphylococcus aureus

S.epidermidis: Staphylococcus epidermidis

TK-MRSA: Toplum Kokenli Metisiline Direngli Staphylococcus aureus

YBU:Yogun Bakim Unitesi



OZET

Staphylococcus aureus, stafilokok cinsi bakterilerin en 6nemli tiirii sayilmaktadir.
Saglikl kisilerin %20-30’unun deri ve mukoz membranda 6zellikle burun boslugunda gegici
olarak kolonize olurlar. Ancak konagin savunma sistemi zayifladiginda cilt apsesi, sivilce,
furunkiil gibi yiizey enfeksiyonlar ve besin zehirlenmesi, pndmoni, {riner sistem
enfeksiyonlari, osteomiyelit, menenjit, sepsis gibi 6liimle sonug¢lanabilen ciddi enfeksiyonlara
neden olmaktadirlar. S.aureus suslariin patojenitesinde rol oyanayan bir ¢ok viriilans faktorii
bulunmaktadir. S.aureus enfeksiyonunun ilk yapisma adimlarinda yer alan fibronektin
baglama proteini (FBP) ve l6kositlerin yikimina ve doku nekrozuna yol agan Panton-Valentin
Lokosidin (PVL) toksini bu viriilans faktorlerinin basinda gelmektedir. PVL, son yillarda
cesitli iilkelerden bildirilen Toplum Kaynakli metisilin direngli Staphylococcus aureus
enfeksiyonlarinda 6nemli yeri olan virulans faktoridiir.

Calismamizda 29 yara siirlintiisii, 28 trakeal aspirat, 18 doku biopsisi ve 25 diger
klinik materyallerden olmak {izere izolasyonu yapilan toplam 100 adet S.aureus izolatinda
metisiline direng, PVL ve FBP varliginin arastirilmasi amaglanmistir. Metisilin direnci
fenotipik disk diflizyon yontemi ile yapilmistir. Ayrica genotipik yontemi ile de polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) kullanilarak mec A, pvl ve fnb A genleri arastirilmistir.

Calismamizdaki 100 S.aureus susun 37 (%37.0)’si MRSA ve 63 (%63.0)’1 metisiline
duyarli S.aureus (MSSA) olarak tanimlanmistir. MSSA suslarinin 11/63 (%17,4)’inde ve
MRSA suslarin 26/37 (%70,3)’inde pvl pozitif saptanmistir ve bu fark istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (P<0.05). Ayrica MSSA suslarin 55/63 (%87,3)’tinde ve MRSA
suslarmin  21/37 (%56,8)’sinde fnbA geni saptanmigtir  ve istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0.05).

Calismamizda 13 (%13,0) S.aureus susunda ii¢ (mecA, fnbA ve pvl), sekiz S.aureus
(%8.0) susunda iki (fnbA ve pvl) ve 50 (%50,0) S.aureus susunda fnbA veya pvl genleri
gortilmistir. Dokuz susta (%90.0) fnbA veya pvl genleri bulunmamistir. Yara siirtintii
orneginin 27/29 (%93,1)’unda, doku biopsi 6rneginin 16/18 (%88,9)’inde ve trakeal aspirat
orneginin 24/28 (%85,8)’inde fnbA/pvl goriilmiistiir.

Sonug olarak, klinik 6rneklerden izole edilen S.aureus suslarimizin patojenitede ¢ok
onemli rol oynayan fnbA ve pvl ve coklu antibiyotik direnci &zelligi olan mecA genleri

tasidig1 belirlenmistir. Potansiyel patojen olan S.aureus suslarin hastanelerde ve toplumda
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yayllmasmi Onlemek i¢in etkili bir enfeksiyon kontrol ve tedavi stratejinin uygulanmasi

sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler : Staphylococcus aureus, panton valentin Iokosidin (PVL), fibronektin
baglayici protein, metisilin, PZR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 58343
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ABSTRACT

CIHANOGLU N.MEDICAL MICROBIOLOGY , A.B. (2017). INVESTIGATION OF VIRULENCE
FACTORS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS. ISTANBUL UNIVERSITY INSTITUTE
OF HEALTH SCIENCES, MEDICAL MICROBIOLOGY, DEPARTMENT OF MEDICINE
MASTER'S THESIS.ISTANBUL.

Staphylococcus aureus is the most important species belonging to the genus Staphylococcus.
It temporarily colonized in the skin and mucous membranes, especially in the nasal cavity of
20-30% of healthy people . But it can causes severe infections such as skin infection, pimples,
furuncles, and food poisoning, pneumonia, urinary system infections, osteomyelitis,
meningitis and sepsis in those with weak immunity. There are many virulence factors which
playing an important role in the pathogenicity of S.aureus. A mong these factors are
fibronectin binding protein (FBP) which is take place in the first step of adhesion, and Panton
Valentine Leukocidin (PVL) toxin which causes destroying of leucocyte and tissue necrosis.
In recent years, many studies from different countries have been reported and considered PVL
to be an important virulence factor in the Community Acquired methicillin Resistant S.aureus
(MRSA) infections.

In this study, we aimed to investigate,methicillin resistance, PVL, and FBP of 100
S.aureus strains isolated from 29 wound swabs, 28 trakeal aspiration, 18 of tissue biopsy, and
25 of different clinical specimens. Methicillin resistance was phenotypically tested by disk
diffusion method. Also, of mec A, pvl and fnb A genes were genetically investigatd by using
of PCR method.

In the study, of 100 S.aureus strains 37 (37.0%) were identified as MRSA and 63
(63.0%) as methicillin susceptible S.aureus (MSSA) strains. Of 11/63 (17,4%) of MSSA
strains and 26/37 (70,3%) of MRSA were detected to be positive for pvl and this difference
was statistically significant (P<0.05). Additionaly, 55/63 (87,3%) of MSSA and 21/37 (56,8
%) of MRSA strains were found to be positive for fnbA and this difference was also
statistically significant (P<0.05).

In the study, we found that 13 (13.0%) of S.aureus were contained three (mecA, fnbA
and pvl), eight (8.0%) were existed two (fnbA and pvl) genes and 50 (50.0%) were shown to
contain fnbA or pvl genes. Nine strains (90.0%) were not positive for any of virulance factor.
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Also, 27/29 (93,1%) of wound swabs, 16/18 (88,9 %) of tissue biopsy, and 24/28 (85,8%) of
tracheal aspiration fluid were positive for fnbA/pvl.

As conclusion, we determined that our S.aureus strains carried pvl and fnbA which
associated with pathogenicity and mecA which displaying multiple antibiotic resistance
features. Applying of an active strategy for control and treatment of infections are necessary

for prevention spread of potential S.aureus pathogens

Key words: Staphylococcus aureus, panton valentine leukocidin (PVL), fibronectin binding
protein, methicillin, PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus, en ¢ok tespit edilen bakteriyel kaynakli enfeksiyon
sebeplerinden birisidir. S. aureus; cilt, yumusak doku ve daha bir ¢ok farkli doku
enfeksiyonlarindan yasami tehdit eden invaziv enfeksiyonlara kadar farkli klinik
tablolara neden olabilmektedir.

Antimikrobiyal tedavi ile S. aureus‘a bagl klinik tablo seyirlerinde ciddi oranda
olumlu sonug alinsada antimikrobiyallere kars1 hizli gelisen direng nedeniyle, S.aureus
suslarinin yol actigi enfeksiyonlarda ciddi klinik tablolarla karsilasiimaktadir. S.
aureus’un sebep oldugu enfeksiyonlarin kontrolii ve uygun tedavileri, enfeksiyonlarin
patogenezinde rol oynayan mekanizmalarin aydinlatilmasina ve molekiiler yontemlerle
kokenlerinin dogru tanimlanmasina ve tiplendirmelerine baghdir.

Metisilin direngli S.aureus (MRSA), hastane kdkenli enfeksiyonlarin en dnemli
sebeplerinden biridir. Ozelliklede yogun bakim iinitelerinde olmak iizere metisiline
direngli S.aureus (MRSA) enfeksiyonlar1 giderek artan oranlarda rapor edilmektedir
(1,2). MRSA‘larda tiim beta-laktam yapisindaki antibiyotikler dahil bir ¢ok beta-laktam
dis1 antibiyotiklere de ¢oklu ila¢ direnci goriilmektedir (3). Bu yiizden Metisilin
direncinin belirlenmesi, enfeksiyonlarin kontrol altinda tutulmasi ve uygun tedavinin
tercih edilmesinde biiyiik 6nem tasir. Metisilin direncine yol acan mecA gen bdlgesinin
molekiiler yontemler kullanilarak tespit edilmesi GOLD standart (altin standart) olarak
belirlenmistir(4).

S.aureus suslari, patojenitesini artiran birgok viriilans faktorleri tasimaktadir.
Bunlarin basinda fibronektin baglama proteini (FBP) ve Panton-Valentin Lokosidin
(PVL) toksini sayilmaktadir. FBP, S.aureus enfeksiyonunun ilk yapisma adimlarinda
yer alan en 6nemli adhezin molekiillerinden biridir. PVL ise 16kositlerin yikilmasina ve
doku nekrozuna sebep olur. Ayrica ¢esitli iilke insanlarinda goriilen Toplum Kdokenli
metisilin direngli S.aureus (TK-MRSA) suslarininda 6nemli virulans faktérlerindendir.
TK-MRSA suslarin bir kismi mecA genine sahip olsalarda metisilin i¢in minimal
inhibitoér konsantrasyon araliklari oldukca diisiik olabilmektedir. Bu suslar antibiyotik
hassasiyet deneylerinde metisiline duyarli S.aureus (MSSA) olarak belirlenebilmektedir.
Bu yiizden PVL goriilen MSSA suslarinda mecA geninin molekiiler yontem (polimeraz

zincir reaksiyonu) ile gosterilmesi tercih edilmektedir (5).



Calismada yer alan, ayakta ya da hastanede yatan hastalarin ¢esitli klinik 6rneklerinden
iireyen S.aureus suslarinin metisilin direncinin genotipik ve disk difiizyon yontemiyle
belirlenmesi, ayica PVL ve FBP varliginin molekiiler yontemlerle gosterilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

S.aurues ilk olarak 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmustir. Pasteur,
stafilokoklarin 1880°de sivi besiyerinde iiremesini saglamis, 1881 yilinda Alexander
Ogston ise kemirgenler i¢in patojen oldugunu bildirmistir. Staphylococcus sozciigi,
tipik kiimelenmis koklar halinde olduklarindan dolay1r Grekge iiziim salkimi anlamina
gelen “’staphyle’” Ogston tarafindan tiiretilmistir (6). Rosenbach, 1884’te beyaz renge
sahip stafilokoklar1 Staphylococcus albus (S.albus) ve turuncumsu renge sahip
stafilokok kolonilerini ise Staphylococcus aureus (S.aureus) diye adlandirmistir. Ayrim

yaparken bu yontemin kullanilmasi giiniimiize kadar stirmiistiir (7).

Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini bulmast ile stafilokok
enfeksiyonlariin tedavisinde onemli bir asama kaydedilmistir. Ancak 1941 senesinde
penisilin G’nin tedavide kullanilmasi ile penisiline direngli olan stafilokok suslar1 ortaya
cikmaya baglanmistir. Stafilokoklarin penisilinaz salgiladig: ilk kez 1944 yilinda Kirby
tarafindan gosterilmistir (8). Salgin klonlar daha sonra ki yillarda birbiri ardina,
kloramfenikol,streptomisin, oksitetrasiklin ve son olarakta makrolidlere direng
kazanmistir (5). Penisilinaz ortaya ¢ikmasi ile direng sorunu, 1959°da beta-laktamaz
enzimine direngli yari-sentetik penisilin olan metisilin ile ¢oziimlenmistir. Bu ¢oziim
kisa siireli olmus ve 1961 senesinde Ingiltere’de “COL izolat1” olarak isimledirilen ilk
MRSA susu tanimlanmistir. Onceleri "Archaic klonlar1” olarak isimlendirilen ve “COL
izolati”’ndan kokenlenen MRSA’lar “CC8” olarak tanimlanan genetik soyda bulunur.
“Archaic klonu” 1970-1980 yillar1 arasinda Ingiltere basta olmak iizere Avrupa'da
salginlara neden olmustur. Bu yillarin devaminda da ¢oklu ilag direncine sahip olan
farkli MRSA suslari, hastane kokenli ve toplum kaynakli enfeksiyonlara sebebiyet
vermistir. (9). MRSA suanda da diinya genelinde bircok hastanede 6nemli bir problem

olmasinin yanisira bakimevleri ve toplumda da artan oranda goriilmektedir.
2.2. Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri

1957°de yayimlanan Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology’de
stafilokoklarin sadece iki tiirii, S.aureus ve S.epidermidis, agikga tanimlanmaktayken

1994 yilindaki baskisinda, “Gram pozitif koklar” bolimiinde 20 farkli cins
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tamimlanmustir (10). Staphylococcus cinsi, Micrococcaceae familyasi igerisinde yer alir.
Staphylococcus, Micrococcus ve Stomatococcus cinsleri bu familyada yer alan ve
insanda hastalik yapan cinslerdir, bunlar arasinda insanlarda en sik hastalik etkeni olan
stafilokoklardir (11). Ayrica yapilan caligmalarda Staphylococcus cinsinin, Bacillus

cinsi ile filogenetik baglantilarinin bulundugunu goéstermistir (12).

Stafilokoklar hareketsiz, spor olusturma 6zelligi olmayan katalaz testi pozitif ve
Gram boyamada pozitif boyanirlar. Ancak Gram boyama taze Kkiiltiirlerden
uygulanmalidir ¢linkii ¢ok eski kiiltiirler kristal viyoleyi tutma 6zelliklerini kaybederek
Gram degisken ya da Gram negatif goriilebilirler (13). Stafilokok cinsinin tyeleri
diizensiz iizim benzeri kiimeler olusturan koklardir. Stafilokoklar siklikla kapsiilsiizdiir

ya da smirli bir kapsiile sahiptirler (14).

S. aureus, diger stafilokok tiirlerinden temel olarak sar1 pigmentli kolonileri,
koagiilaz pozitif olmasi ve mannitol fermantasyonu, deoksiriboniikleaz testleriyle ayrilir
(15). Plazmay1 pihtilastirma 06zelligi olan S.aureus’n diger stafilokoklardan ayirt
ederken en sik kullanilan identifikasyon yontemi koagiilaz deneyidir. Koagiilaz
deneyinden sonrada en ¢ok Mannitole etki deneyi S.aureus’u diger stafilokoklardan
ayirt ederken kullanilan en yararli yontemdir (16,17). Mannitolu sadece S.aureus
fermente eder ve kolonilerin rengi beyaz ile altin saris1 arasinda degisir. Ancak taze
koloniler renksizdir, kiiltiir eskidik¢e sar1 pigmentler olustururlar. Pigmentler hiicre
zarinda bulunur, karotenoid yapisindadir. Genellikle pigment olusumu ortam kosullar
ile 1ilgili olup oksijen gereklidir. Anaerob sartlar altinda ve buyyonda pigment
yapmazlar (16, 7,18). Aym stafilokok susu, degisik ortamlarda degisik renkte pigment
olusturabilir (19).

2.3. Ureme , Kiiltiir Ozellikleri

Stafilokoklarin ¢ogu yaklasik olarak %7.5-%10 oraninda NaCl bulunan
besiyerlerinde iireyebilmektedirler. Stafilokok suslarinin optimal {ireme ortami sicaklik
“32-37 °C” pH “7- 7.5” aralifindadir. En karakteristik tiremeleri kanl1 agarda olmasina
ragmen cogu besiyerinde iireyebilirler. Kolonileri diizgilin, yuvarlak, kabarik yani S
koloni tipine sahiptir. 24 saat inkubasyon ile koloni ¢aplart 1-3mm  olur.
Staphylococcus aureus suslarinin gogunda beta hemoliz ve sar1 pigment goriiliir (20,21).

Glikoz oncellikli olmak tizere karbohidratlar1 fermente ederek parcalara ayirir, iiriin



olarak gaz meydana getirmeden “laktik asit” sentezler. Stafilokoklar, sporsuz bakteriler
arasinda dis kosullara ve antibakteriyellere en ¢ok direng gosterebilenlerdendir. Kiiltiir
ortaminda +4 °C’de 3 ay, -20°C’de ise yaklasik 6 ay canliligini siirdiirebilirler (18).
S.aureus, tozlu yiizeylerde,metal, cam ya da porselen gibi yiizeylerde uzun siire
yasamlarina devam edebilirler ve 60°C sicaklikta 50 dakikaya kadar canli kalabildigi

gozlemlenmistir (22).
2.4. Hiicre yapilar ve antijenik ozellikleri
2.4. Hiicre yapilart ve antijenik ozellikleri

S.aureus virulans 6zelligi en ¢ok olan stafilokok tiiriidiir. Ama enfeksiyona
neden olmasi, S.aureus susunun virulans 6zelligi ile konak immun sisteminin arasindaki
dengeye baglhdir. Stafilokoklarin; protein A, kapsiil,teikoik asit, peptidoglikan tabakasi
gibi hiicre duvarinda yer alan elementler ile bagisiklik sistemine karsi

mikroorganizmayi korur ve konak dokularina kolonize olmasinu saglar (17).
2.4.1. Kapsiil

Staphylococcus aureus insan bagisikliginin tepkilerinden kagmak i¢in birgok
mekanizma gelistirmistir.Klinik Staphylococcus aureus suslarinin ¢ogundan bulunan
polisakarit kapsiil ,bakteri yiizeyi ve opsoninler gibi yiizey ile iligkili proteinleri etkin
bir sekilde maskeleyerek fagostik hiicreler tarafindan taninmasini engeller ve immun

cevaplardan bakteriyi korur.

S.aureus suglarinda 11 polisakkarit kapsiil serotipi tanimlanmistir (23,24).
Serotip I ve Serotip II kalin bir kapsiil yapisina sahip olup mukoid goriiniimlii koloniler
meydana getirir ve seyrek olarak insanda patojen olan tiplerle iligkilidir (23). Klinik
S.aureus suslar1 tarafindan {iretilen iki ana serotip Serotip 5 (CPS) ve serotip 8
(CP8)’dir. CP8 suslarinin en yaygin oldugu tiim klinik izolatlarm ~% 75'ini
olusturmaktadir. Penisiline direngli S. aureus suslarinin ¢cogu serotip 5 kapsiile sahiptir
(25,26). CP5 veya CP8'in ekspresyonunun, S. aureus'un viriilansini ve hayatta kalmasini

arttirdig gosterilmistir (27,28).
2.4.2. Protein A

Protein A , hem hiicre yiizeyinde hem de biiyiime sirasinda ortamda bulunan

42000-Da MSCRAMMS (“Microbial Surface Component Recognizing Adhesive

5



Matrix Molecules”) adhesinindir. Bu benzersiz protein, IgG3 haricindeki tiim insan IgG

alt simiflarinin Fc bolgesine baglanir.

Protein A, polimorfoniikleer hiicreler tarafindan organizmalarin opsonizasyonu
ve yutulmasin1 kontrol eder, komplomenti etkinlestirir ve ayrica direk ve gecikmis tip
hipersensitivite reaksiyonlarini ortaya cikarabilir. Protein A ayni zamanda bir "B-
hiicresi siiperantijeni" nden dolay1 belirli B-hiicresi reseptorlerine baglanabilir ve sonug

olarak spesifik antikorlarin sentezlenme yeteneklerini sinirlar.

Bazi B hiicresi reseptorlerini inhibe eder. Protein A ayni zamanda von
Willebrand faktoriinii ve komplement proteinini de C3'e baglar ve boylece bakterilerin

trombositlere yapismasini hizlandirir ve C3'den C3b'ye doniisiimii katalize edebilir.

Protein A molekiilii TNF reseptoriine de baglanir ve bdylece proenflamatuvar

sitokin sinyalizasyonunu azaltir.

Kromozomal spa geni tarafindan kodlanan Protein A S.aureus {iizerinde
bulunmasi ile organizmanin tanimlanmasi ve viicut sivilari igindeki bakteri
antijenlerinin saptanmasiyla bir ¢ok klinik laboratuvarda kullanilan koagulasyon test

prosediirlerinin temelini olustururlar.
2.4.3. Peptidoglikan Tabakasi

Peptidoglikan tabaka S. aureus‘un hiicre duvarini, teikoik asit, protein A ve
diger ylizey proteinleriyle beraber olusmaktadir.S.aureus hiicre duvar yapisinin
%50°sinden fazlasini olusturmaktadir. Peptidoglikan tabakanin polisakkarit iskeleti;
birbirine B(1-4) baglar1 ile bagli yinenlenen “N-Asetil Glikozamin” (NAG) ve “N-Asetil
Muramik asit” (NAM) birimlerinden olusmaktadir (24). NAM‘a bagh D ve L
aminoasitler sirasiyla “L-alanin”, “D-glutamin”, “L-lizin” ve “D-alanin” tetrapeptid
zinciri olustururlar. Ugiincii siradaki L-lizin stafilokoklar ve streptokoklar icin dzeldir
fakat ¢ogu mikrorganizmada ve Gram negatif bakterilerde bunun yerine
diaminopimelik asit yer alir. Bir tetrapeptidin karboksil grubu ile komsu NAM’daki
tetrapeptidin NH, grubu arasindaki ¢apraz bag ve tetrapeptid zincirleri arasindaki baglar

peptidoglikan yapinin biitiinliigiinii saglamaktadir (29).

Stafilokoklarin hiicre duvarinda penta peptit zincirde dordiincli pozisyonda
yer alan “D-alanin”in karboksi terminali bir diger pentapeptiddeki “L-lizinin” amin

grubuna pentaglisin kopriileri aracilifiyla capraz olarak baglanir. Capraz baglarin sayisi,
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susun niteligine bagl olarak degiskenlik gosterebilir. Ornegin, MRSA izolatlarindaki
capraz bag sayisi, MSSA izolatlarina kiyasla azdir (7,30).

Ayrica peptidoglikan tabakanin makrofajlardan sitokin salgilanmasini uyardigi

belirtilmektedir. Kompleman aktivasyonuna ve trombosit toplanmasina sebep olan
peptidoglikan tabaka ek olarak monositlerden “IL-1" salginlanmasin1 uyararak polimorf

niikleer 16kositlerin enfeksiyon alaninda gelmelerine neden olur.

Stafilokoklardaki pentaglisin kopriileri lizostafin enzimine ve peptidoglikan
tabakanin B1-4 baglari, ter, gézyasi ve lokositlerde bulunan lizozim (muramidaz)

enzimine duyarhdir (8,14,73,115,116).

2.4.4. Teikoik Asit

Fosfodiester ~baglar1 ile baglanarak zincirler olusturan “seker-alkol-fosfat”
polimerlerinden olusan teikoik asit, hiicre ylizeyinde bulunarak bakterilere antijenik
Ozellik vermektedir. Ribitolteikoik asit hiicre duvarindan uzanir. Lipoteikoik asitte,
ribitolteikoik asitten farkli olarak poligliserol fosfat bulunmakta ve plazma
membranindaki diagilgliserol molekiilleriyle baglanarak biitiinliiglin korunmasinda rol
oynar. Makrofaj ve bazi immun sistem hiicrelerinden sitokinlerin salinimini baglatarak

inflamasyonda rol oynar.
2.5. Viriilans faktorleri

S.aureus virulans Ozelligi en cok olan stafilokok tiiriidiir. Ama enfeksiyona neden
olmasi, S.aureus susunun virulans Ozelligi ile konak immun sisteminin arasindaki
dengeye baghdir. (31). S.aureus suslarinin bir¢cok virulans faktorii bulunmaktadir.
Virulans faktorleri olarak; enzimler, hiicre duvar elemanlari, slime faktorii ve toksinler

belirlenmistir.

S.aureus 'un sahip oldugu cogu virulans faktorii protein yapidadir ve hiicre duvarinin
yapisininda yer alan peptidoglikan tabakaya bagli olarak bulunurlar. Protein gruplar
bakterinin, kan proteinlerine ya da ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanmasini
saglamaktadir. Hiicre duvar matriks protenilerine baglanan ylizey adezinleri, “Adezif
Matriks Molekiillerini Taniyan Mikrobiyal Yiizey Elemanlar1” (“Microbial Surface
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Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules”) olarak adlandirilmaktadir.
S.aureus’a ait yapigskan ylizey proteinlerinin olas1 gorevlerinden biri olarak bakterinin
kan ya da doku bilesenleriyle kaplanarak konagm immun sisteminden korunacagi
ortami temin etmek digeriyse dokuya baglanmasini kolay hale getirmektir (32).
S.aureus’un ylizeye tutunmasini saglayan yiizey adezinler viicuda uygulanan kateter
veya plastik cihazlart kollajen, fibronektin benzeri doku proteinleriyle hizlica
kaplanarak S.aureus biyofilmi igin ilk tabakayi olusturur hiicre i¢inde sentezlenen
MSCRAMM, sonra sitoplazmik zar duvarina salgilanir. Burada bulunan molekiil
gruplar1 “sortaz”olarak isimlendirilen enzim tarafindan peptidoglikan tabakasinda yer
alan pentaglisin kopriilerine kovalent baglanir. Sortaz ve MSCRAMM  sadece

S.aureus’a ait degildir bir ¢ok “Gram Pozitif” bakteride bulunmaktadir.

S.aureus yiizey adezinlerinin bazilari, 6rnegin, “poli—N-siiksinil-V-1,6 glukozamin”
(PNSG) polisakkarit yapisi olan yiizey adezindir. S.aureus’un yiizeylerde biyofilm
olusturmasiyla alakali olarak polisakkariti sentezleyen enzim yapilar1 ica (The

Intercellular Adhesion) genleri olarak adlandirilan yapilarca kodlanir (32).

Yiizey adezinleri bakteri yiizeyinde yer almalari ve de patojenitede rol oynamalari
nedeniyle immun sistem icin giizel birer hedef olusturduklart disiintilebilir. Fakat
fibronektin baglayan protein yapilarina karsi olusturulan antikorlarin 6zelligi sebebiyle
konak immun sistemi S.aureus yiizey proteinlerine karsi antikor olustursalar da
enfeksiyonlara karsi bagisiklik gosteremezler. Antikorlar, stafilokokkal protein olan
FNBP’nin fibronektine baglanmasint engel olamaz. Bunun sebebi antikorlarin

fibronektine baglanabilmesi ve FNBP’ye 6zgiin oldugu gosterilmistir (32).

Diger yiizeyle alakali virulans faktorii Protein A ise, IgG yapisindaki antikorlarin “Fc”
boliimiine baglanir ve bundan dolay1 antikor baglanmasi bakterileri opsonize edemez ve

bakterilerin immun yanittan kagmasina yardimci olur (32).
2.6. Enzimler

S.aureus un sahip oldugu bircok enzim mikroorganizmanin viriilans ozellik

kazanmasina neden olur.



2.6.1 Katalaz

Fagositik  hiicrelerce  sindirilen stafilokoklar katalaz enzimi sayesinde hidrojen
peroksidin ve miyeloperoksidaz sistemi tarafindan olusturulan toksik serbest
radikallerin inaktivasyonuna yol agabilir ayrica bakteriyi  par¢ali  ¢ekirdekli

l6kositlerin etkisinden korumaktadir (10).

2.6.2. Koagiilaz

S.aureus ve insanda patojen olmayan bazi tirleri 6rnegin Staphylococcus
epidermidis, S intermedius tarafindan salgilanan koagiilaz, hiicrenin disinda salinan
ya da hiicre yiizeyine bagli olarak bulunabilen bir proteindir. Trombin ile baglanmasi

aktif hale gelmesini saglar ve de fibrinojenden fibrin polimerizasyonunu saglar (33,10).
Serbest halde bulunan koagiilaz, plazmada bulunan “coagulase reacting factor”

(CRF) ile birleserek aktif hale gecip plazma yapisini pihtilastirir (34,10). Enzim
yapisinda olan koagiilaz 1siya dayanaklidir ve proteolitik enzimlerle kolaylikla pasif
hale getirilebilir (7). Koagiilaz, mikroorganizmanin patojenligini belirler (10).
Koagiilaza sahip stafilokoklar girdikleri organizmada bu enzimleri sayesinde bir
fibrin zirh1 ile kaplanarak fagositoza karst korunduklari gibi normal serumun
bakterisid aktivitesini de oOnlediklerinden patojenlik kazanmis olurlar (34). Hiicre
yiizeyine bagl sekilde bulunabilen koagiilaz tipine clumping factor (CF) denir. Serbest
halde bulunan koagiilazin ile CF’in immiinolojisi ve etki mekanizmas1 bakimindan
birbirinden ayrilir. CF  S.aureus’un hiicre duvarinda yer alir ve fibrinojene

baglanarak onu fibrin yapisina gevirir.

2.6.3. Niikleaz

Bu enzimler endoniikleaz ve ekzoniikleaz aktivligine sahiptir. Niikleik asitleri

“3‘-fosfomononiikleotid”lere ayiran fosfodiesterazlardir. S.aureus izolatlarinin %90
oranindan fazla bulunan 1siya dayanikli enzimdir (7). Nikleik asitleri parcalar ve

S.aureus suglarinin invazyon yetenegini arttirmaktadir (35).



2.6.4. Lipaz

Lipaz enzimi lipitleri hidrolize eder. S.aureus izolatlar1 ile KNS suslarinin bazilari
farkli tiplerde lipaz liretme yetenegine sahiptirler (17). Lipaz stafilokoklarin ciltte,
kutan ve subkutan olarak (19) bulunmasini saglayarak fronkiil, karbonkiil ve biil

gibi enfeksiyonlarin olusmasini saglayabilir (17).

S.aureus suslarinin ortaya ¢ikardigi farkli lipaz enzimleri vardir;

Gliserol Ester Hidrolaz : GOrevi tam olarak bilinmemekle birlikte bakterinin

beslenmesinde rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Pl-Fosfolipaz C : S. aureus tarafindan iki ayri fosfolipaz C olusturulur; bunlardan biri, 3
hemolizine karsilik  gelen, hemolitik  sfingomiyelinazdir.  Digeri, PI-PLC
(phosphatidylinositol-specific phospholipase) dir.

FAME (Fatty Acid-Modifiying Enzyme) : S. aureus suslarinin yaklasik %80’i
tarafindan meydana getirilen FAME, bakterisidal etkisi olan lipitleri inaktif hale getirir
(36).

2.6.5. Hiyaluronidaz

Hyallironik asit Lineer bir polisakkarittir ve omurgalilarin  hiicreler arasi
bosluklarinda yer alir (36). S. aureus suslarimin ¢ogunu hyaliironidaz olusturur (7).
Bag dokusunun yapisindaki hyaliironik asidin depolimerizasyonunu yapar ve bdylece
stafilokoklarin doku igerisinde yayilmasini kolaylastirir. Yayilma faktorii olarakta
tanimlanan bu enzim antijenik 6zellige sahiptir ve 0zgiil antikorlar1 ile nétralize

olur (16, 36).

2.6.6. Stafilokinaz (Fibrinolizin)

Stafilokoklar fibrinolitik etkiye sahiptir. Stafilokoklar tarafinca salinan kinazlar
plazmada yer alan plazminojeni aktive ederek plazmin (fibrinolizin) olustururlar (34).

Plazmin, fibrini eriten proteolitik bir madde oldugundan bakterinin dokular arasinda
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yayllmasii saglar. Bazi suslarda kromozomal genler tarafindan kodlanir,
bazilarinda ise faj genomunun kontroliindedir (10). Stafilokinaz aslinda bir enzim

degildir, ancak plazmin ile olusturduklar1 kompleks yiiksek aktiviteye sahiptir (36).
2.6.7. p-Laktamaz (Penisilinaz)

Stafilokoklarda penisilinaz enzimi plazmid aracilifi ile ekstrakromozal olarak
kodlanmaktadir. Transdiiksiyon ve transformasyon ile aktarilan bu plazmid, baz
metal iyonlarina ve eritromisin gibi bagka antibiyotiklere direnci belirleyen genleri
de igerebilir. Penisilinaz yapimi nadir olarak kromozomdaki genlerle de
kodlanabilmektedir (37). Klinikte kullanilmaya baslandig1 zamanlarda neredeyse tim
stafilokoklar penisiline duyarliyken son yillarda 6zelliklede hastane kokenli suslarda

oran %5’lerin altina diismiistiir (17).
2.6.8. DNAz

Termostabil olan bu enzim S. aureus suslar1 i¢in teshis kriteri olarak
kullanilabilir. Cogu S.aureus, DNaz olusturur. DNaz enzimi, DNA ve RNA’yi,

niikleotidlere parcalayan ekstraselliiler bir enzimdir (12).
2.7. Toksinler
2.7.1 Ekzotoksinler

S.aureus suslar1 ekzotoksinler ile alakali olarak bir ¢ok hastaliga sebep olur. "Hastalik-
spesifik" ekzotoksinler harici baska hiicrelere litik etki gosteren ekzotoksinlere (“alfa,
beta, gama ve delta toksinler ve 16kosidinler”) sahip olabilir. Plazma zarinda hasara
neden olduklar1 i¢in, sitotoksin olarak isimlendirebilir. Bu lizozom enzimlerin

salgilanmasinin neticesi olarakta doku yikimina sebep olabilirler
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2.7.2. Epidermolit (eksfoliatif toksin)

ET-a ve Et-b genleri tarafindan iiretilen bu toksin biyokimyasal ve immiinolojik olarak
birbirinden farkli olasada benzer biyolojik aktiviteye ve siiper antijenik aktivitelere

sahiptir. Et-a bakteryiofaj ile tasinir et-b geni plazmidte kodlanir.

Serin proteaz aktivitesine sahip olan bu toksinler stratum graniilosumun
mukopolisakarit matriksinin epidermide eritilmesi ve hiicresel baginin intraepitelyal
boliinmesine neden olur. Klinik olarak “’Haslanmis Deri Sendromun’dan
(Staphylococcal Scalded Skin Syndrome) sorumlu olan bu toksin tipi ayrica siiper

antijen islevide gortr.
2.7.3. Enterotoksinler

Enterotoksinler tek zincirli ve polipeptid yapidadir ve 1siya direngli olup 100° de
ortalama yarim saat dayanmaktadir. S.aureus immiinolojik agidan farkli “A, B, C (CI1-
C3), D, E ve F” olarak isimlendirilen sekiz enterotoksine sahiptir. Bunlardan A
aracilifiyla E, H ve I gida zehirlenmesine yol agar. Biiylimeyi destekleyen gidalardaki
onceden olusturulmus enteretoksinin yutulmasi ile 2-8 saat i¢inde diyare ya da kusma
ile sonucglanir. “Enterotoksin F” “Toksik sok Sendrom™ olarak da adlandirilirken,

“Enterotoksin B” genellikle hastane enfeksiyonlarina sebep olur.
2.7.4. Toksik Sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)

Bakteriyofaj kokenli toksin, -TSST- , “tst” gen bolgesi araciligiyla kodlanip toksik
sok sendromundan sorumludur. Ozellikle adet gdérme sirasinda tampon kullanan
kadinlarda veya yara enfeksiyonu bulunan kisilerde toksik soka neden olur, Burun
kanamasini durdurmak i¢in burnuna tampon konan olgularda da toksik sok goriilebilir
(38). Sitokinlerin sistemik salinmasi ve genis fizyolojik etkisi multisistem hastaliklarin

hizl1 gelisimine neden olabilir.
2.8. Hemolizin ve Lokosidinler

Stafilokok suslarin salgiladiklar hemolizinler:
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2.8.1. Alfa hemolizin

Insan da bulunan ¢ok cesitli hiicreler iizerinde oldiiriicii etkisi oldugu gibi gesitli
hayvan tiirlerinin eritrositlerini de parcalayip yok edebilir. Subkutandz injeksiyonda
dermonekrotiktir ve intravendz uygulandiginda hayvanlar ic¢in Oldiiriictidiir.
Norotoksisite de alfa hemolizinin bir 6zelligidir. Bu toksin koyun kanli agarda
iireyen bazi S.aureus suslarinin kolonileri etrafinda eritrositlerin hemolizi sonucu

gbzlenen zonun olusumundan sorumludur .
2.8.2. Beta hemolizin

Alfa toksin ile beraber sfingomyelin lizerine etkili olan beta toksin (sfingomyelinaz C)
invaziv stafilokok enfeksiyonlarinda karakteristik olarak doku hasar1 ve abseye

sebebiyet veren toksinler i¢inde dnemlisidir.

Beta hemolizin, insan monositleri i¢in sitotoksikken, graniilositlere, lenfositlere ve

fibroblastlara kars1 inaktiftir.
2.8.3. Gama Hemolizin ve Panton Valentin Lokosidin (PVL)

Gama hemolizin ve PVL jel elektroforezinde yavas (S=slow) ve hizli1 (F= fast) olarak
gecis ile laboratuvarda farklilasan polipeptidlerden olusan iki bileseni olusturan

toksinlerdir.

Gama hemolizin, hIgA ve hIgC polipeptidlerinin hIgB ile kombinasyonundan olusur.
Notrofil ve makrofaj lizisi ile hemolitik aktivite gosterirler. Por olusumu ile
permeabilite artist  ve osmotik gecirgenligin  bozulmasi sonucu hiicre lizisi
gerceklesir Insan, koyun gibi konak eritrositleri bu toksine hassas iken bazi konak

eritrositleri bu toksine dayaniklidir.

PVL, lizojenik bakteriyofajlarla stafilokok suslari arasinda bulasir ve LukS ve LukF
kombinasyonundan olusur. Bu toksinlerin monomeri, duyarli hiicre membranlarina

sirayla baglanir ve gdzeneklere oligomerize olur.
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PVL'nin virulans belirleyicisi rolii

PVL, S.aureus'un bazi suslarinda, en c¢ok toplumla iliskili metisiline direngli S.
aureus'da (TK-MRSA) bulunan bir bakteriyofaj tarafindan kodlanmis iki komponentli
l6kotokindir. PVL ilk kez 1894 yilinda Van deVelde “substance leukocidine”
(I6kositleri  oldiiren madde) olarak tanimlarken, Panton ve Valentine adli
arastirmacilar bu toksinin yumusak ve deri dokusu enfeksiyonlarinla ilgili oldugunu
1932’de agiklamislardir (39).

PVL geninin tanimlanmasiyla beraber TK-MRSA izolatlarinin siddetli yumusak ve
deri dokusu enfeksiyonlari ve nekrotizan pnomoninin PVL ile iligkisi oldugu kabul
edilmeye baslanmistir (40). PVL genleri ve TK-MRSA soylar1 arasinda agik bir
epidemiyolojik iliski belirgindir. Diinya ¢apinda, PVL-MRSA suslari ¢ogunlukla belirli
bir bolgede poliklonaldir. PVL genlerinin yayilmasinda TK-MRSA suslart sorumlu
tutulmig ve tiim diinyada PVL pozitif S.aureus suslarina bagli enfeksiyonlarinda

artis bildirilmistir.

Bulgular PVL bulunan S.aureus enfeksiyonlarinin PVL-negatif S.aureus
suslarinin neden oldugi enfeksiyonlardan siddetli oldugunu ortaya koymaktadir.
Omegin PVL’ye sahip S.aureus hastaliklarinda pnémoniye ¢ogunlukla yiiksek ates,
sepsis, lokopeni, plevral efiizyon eslik eder hatta 6liim goriilebilir (40). Nekrotizan
pnomoniler geng ve saglikli bireylerde siddetli seyrederken ¢ogunlukla Oliimle
sonuglanabilmektedir (41). Ayrica c¢ocuklarda da nekrotizan pndmoni nedenidir.
Bunlara neden olan epidemik TK-MRSA suslarinin  PVL pozitif oldugu da
gosterilmistir. PVL‘nin  patogenezdeki etkisi ile ilgili bilgiler kisithidir. Ancak
PVL‘nin toksik etkisiyle lizise ugrayan lokositlerden agiga ¢ikan otolitik enzimler ve

serbest oksijen radikallerinin doku nekrozunu meydana getirdigi diisiinilmektedir.
2.9. Patojenite ve Laboratuvar Tam
Folikiilit

Yiizeysel dermisin benign enfeksiyonudur. Kii¢iik, kirmizims: agrili lezyonlarin varligi

ve sistemik semptomlarin olmamasi ile karakterizedir.
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Impetigo

Impetigo dermiste goriilen ylizeyel bir stafilokok enfeksiyonudur ve cogunlukla

cocuklarda goriiliir ve genellikle yiizde goriiliir. iki farkli formu vardir;

Non-biilloz ; Cocuklarda sik goriliir. Kiigiik ve rengi kirmizi bir makiil halinde baslar,
hizla vezikiil veya piistiil alanlara déniisiir. Uzerinde tipik olarak sarimsi, bal mumu

renginde krutlar olur. Postpiyodermal glomerulonefrite yol acabilir.

Biilloz impetigo: Biillii impetigo genellikle nemli intertriginoz alanlarda bulunur.
Sistemik semptomlar yaygin degildir, ancak ates ve bazen gastroenterit olabilir. Cogu

vaka birkac hafta i¢inde yara izi olmaksizin ¢oziiliir.
Fronkiil

Derinlere yerlesik inflamatuar nodiillerle seyreder. Siklikla S.aureus bakteresi etkendir.
Ozellikle boyunun arka tarafi, koltuk alti, yiiz ve kalgada yerlesir. Baslangicta kil
folikiili agrili, kirmizi renkli, sert, fluktuasyon alinmayan bir nodiil veya apse olarak
goriilir. Daha sonra bu nodiiliin {izerinde, ostium follikiilareye yerlesim gosteren bir
pustiil gelisir. Kronik bir durumdaysa furonkiilozis denir. Tekrarlayan fronkiilleri olan
hastalarda burun delikleri ve aksilla, perine ve bagirsaklarda kronik stafilokok

tastyiciligi, diabet ve immiinsupresyon diistiniilmelidir.
Karbonkiil

Kan ¢ibani, sir-i penge olarakta adlandirilabilir. Birka¢ yan yana halde bulunan kil
folikiiliiniin bir arada tutuldugu stafilokokal enfeksiyondur. Boynun arka béliimii, omuz,
sirt bolgesi gibi bolgelere yerlesir ve lezyon tahtamsi bir sertliktedir. Yiizeyindeki
birka¢ odaktan drene olabilir. Agir hastalarda septisemi goriilme ihtimali vardir.Tam

konuldugunda diabete de bakilmalidir.
Hidradenitis Siipiirativa (HS)

Etkilenen bolgede bir kasinti hissedilir, bunu agrili indiire papiil ve derin subkutan
nodiiller takip eder. Daha sonra nodiiller siipiire olur ve kotli kokulu materyal drene

olur. Lezyonlar genelde tam iyilesmez ve niiksler sik goriiliir. Lezyonlar fibrozis ile
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tyilesir ve dermal kontraktiirler gelisebilir. Genellikle lezyonlar komsu dokuda yineler
yasam kalitesini diisiiren bir sekilde gelisir. Bir aragtirmada HS’li hastalarda melanoma

dis1 deri kanserlerinin daha fazla goriildiigi saptanmistir (42).
Mastitis

Mastitis, dogum ve emzirme ile alaklai meme enfeksiyonlarini anlatir ve meme
dokularinda ¢ogunlukla 6dem, sisme, ve eritem ile karakterizedir. Igne aspirasyonu ile
yiizeysel apseler bosaltilabilirken, daha derin kalici lezyonlar i¢in genelde kesi ve

drenaj ile beraber antibiyotik kiir tedavisi gerektirir.
Yara enfeksiyonlar:

Genelde cerrahi operasyon sonrasi gelisen kizariklik,sisme, operayon bolgesinde agri,
kan ve seros sivilar1 iceren drenaj gibi belirtilerle varligini gosterir. Stafilokoksik yara
enfeksiyonu olan hastalarda yara bakimi yaklasimi, enfeksiyonun bulundugu bolgeye,
konak¢inin durumuna, klinik ve semptomlarin varligina ciddiyetine ve cinsteki yabanci

cisimlerin varligina baglhdir.
Kan Dolasimi Enfeksiyonlar:

S.aureus, kan dolagimi enfeksiyonlarinin en oOlimcil ve en sik karsilasilan
nedenlerinden biridir. S.aureus ciddi kan dolasim1 enfeksiyonu olmasinin sebebi yiiksek
mortalitedir. Yasam niteligindeki iyilesmelere ragmen, son 30 yilda tiim nedenlere bagl

30 giinliik mortalite oranlart hala% 17-39 seviyesindedir.

Sepsise ait belirtiler 6zgiin degildir. Hipotermi, ates, kusma, ishal, huzursuzluk,
solunum sayisinin artmasi, uyuma istegi, apne, sarilik, karacigerde biiyiime, kalp atim
hizinda degisiklikler, hipotansiyon, dolasim bozukluklar1 goriilebilir (43,44,45,46,47).
Sepsis menenjit esligindeyse havale, uyuma istegi, apne ile belirtilerle karsilasilabilir
(48,45,49,47).

Endokardit
S.aureus kapak endokarditinin nedeni olup ayrica protez kapak endokarditinin de 6nde

gelen sebeplerinden biridir. S.aureus enfektif endokardit genellikle atesin spesifik
16



olmayan semptomlarina ve yeni bir kardiyak tfiiriimiine neden olan bir akut sendrom
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kapakta vejetasyonlar olusabilir, koparilabilir, koroner ve

periferik arterlere ve ¢esitli organ sistemlerine embolizasyon yapabilir.

MSSA'ya bagli dogal kapak endokarditi i¢in, aminoglikozidli veya aminsiz bir

penisilinaz direngli penisilin veya birinci kusak sefalosporin kullanilmaktadir.

Menenjit

S.aureus'a bagli menenjit, norosirurjik miidahaleler, stent ameliyati veya hasarin
yerlestirilmesi nedeniyle bakteriyemi veya lokal travmanin komplikasyonu olarak
ortaya ¢ikabilir. S.aureus bakteriyemini komplike hale getiren meningitidis, genellikle

baska yere bulastirilmis enfeksiyonlara odaklanmis, zor durumda olan kisilerde goriiliir.

Perikardit

Eriskinlerde nadir olup tedavi edilmediginde c¢ogu zaman Oliimciildiir. Tedavi
edilenlerde bile mortalite %40°lardadir. Siklikla akciger, endokard veya mediastendeki
bir odaktan direkt yayilim ile ulasir. Ayrica gogiis duvarin penetran yaralanmalari,
torasik cerrahi ve daha nadiren hematojen yayilim yoluyla da bakteriyel perikardit

gelisebilir.

Pulmoner Enfeksiyon

Aspirasyon veya bagka bir bolgende hematojen yayilma sonucu ortaya ¢ikabilir.
S.aureus, nozokomiyal pndmoninin en sik goriilen nedeni olarak ortaya ¢ikmakta ve bu

vakalarin yarisindan ¢gogu MRSA'ya baghdir.

TK-MRSA'ya bagli pnodmoni, siddetli solunum semptomlari, ates hipotansiyonu ve
piiriilan kanli solunum sekresyonlar1 ile kendini gosterir. Bu vakalarda, gogis
radyografisinde genellikle ¢ok sayida kavitasyon sizintis1 ve apseler seklinde goriliir.
S.aureus pnomonisinin komplikasyonlari plevral ampiyem ve bronkoplevral fistiil

olusumunu igerir. Bu komplikasyonlar genellikle akciger dokusunda komsu bir
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bolgeden enfeksiyonlarin dogrudan yayilimi sonucu ortaya ¢ikar ve cesitli tarama

prosediirleri teshis edici olarak kullanilabilir.

Kemik ve eklem Enfeksiyonlari

S.aureus, yenidoganlar disinda her yastaki primer septik artrit ve osteomiyelitin 6nde
gelen nedenidir. Erken agresif tedavi olmaksizin, ¢ogunlukla cerrahi ve tibbi girdilerin
kombinasyonunu olusturur, Eklem destegini etkisiz hale getirme, nekrotik kemigin
kronik agris1 ve sepsis'e neden olmasi, ya da deformite, felg hatta 6liimle sonuglanan
spinal tahribata yol agabilir. Bu hastaliklar sirasinda olaylarin temel siras1 bakteriyemi,

ardindan bakteri liremesi ve artrit/osteomiyelit gelisimi ve sonug olarak doku hasar1 ve

kronikliktir

Piyomiyozit ( Kas enfenksiyonu)

Primer piyomiyozit, iskelet kasmin c¢ogunlukla tropikal ve subtropikal bolgelerde
goriilen piyojenik enfeksiyonudur klinik tablo nadir de olsa, ates, kalga agris1 ve ylirii-
yememe sikayeti olan hastalarda ayirici tanida yer almalidir. Genelde hastanin klinik
(kan v.s.) Kkiiltiirlerinden metisiline duyarli S.aureus izole edilir. Hasta apse drenaji ve

uygun antibiyotik tedavisiyle basarili bir sekilde tedavi edilebilir.

Besin Zehirlenmesi

Stafiokoklar suslarina bagli gida zehirlenmesinin sebebi (Stafiloenterotoksikosis;
Stafiloenterotoksemi) baz1  S.aureus izolatlarinin irettigi  enterotoksinlerdir. Bu
zehirlenmenin baslangig belirtileri konagin toksine olan duyarliligt ve tiiketilen
kontamine besin ve besinde bulunan toksin miktarina ve hastanin sagliginla alakali
olarak hizli ve aniden gelisim gosterir. En sik gézlemlenen belirtilerden bazilari kusma,
karin agris1 ve mide bulantisidir. Zehirlenme siddetliyse bas agrisi, kramplar , ve kalp
carpintis1 goriilebilir. Genel olarak hastanin iyi olma stireci iki gilindiir fakat kotii seyirli
olan hallerde siire¢ ii¢ glinden fazla devam etmesi olagandir. Bu tip zehirlenmeye
sebebiyet veren besinler; et liriinleri, salatalar, yumurtala,pasta tart gibi iriinler,
stitlerdir.
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Toksik Sok Sendromu

Toksik Sok Sendromu “TSS” olarakta adlandirilir ve viicut bdolgesinde toksin
olusturarak S.aureus enfeksiyonunda ortaya g¢ikan Oliimciil de olabilen bir hastalik
tiirtidiir. TSS vakalarin ¢ogunlugunda neden S.aureus’dan salinimi yapilan “toksik sok
sendromu toksin-1 (TSST-1)” dir. Belirtileri ates, ishal,zihin bulanikligi ve bobrek
yetmezligidir. Bol siv1 tiiketimi ve beta-laktamaza direncli anitibiyotikle tedavisine

baslanmalidir.

Idrar Yolu Enfeksiyonu

Idrarinda S.aureus bulunan bir ¢ok hasta semptomatiktir. Metisilin direncinin ortaya
c¢ikisi, idrar kiiltiirlerinde MRSA sikliginda eslik eden bir artis ile iliskilendirilmistir.
S.aureus bakterilirinin risk faktorleri, ileri yas, iiriner sistem, kateterizasyon, lriner

sistem tikaniklig1 ameliyati veya maligniteyi igerir.

2.10. S.aureus enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotikler ve direng
mekanizmalari

Ciddi, yasam riski bulunan enfeksiyonlar basta olmak iizere, bir ¢ok viicut bdlgesinde
olan bakteriyel enflamasyonlardan siklikla izole edilmesinin yaninda antibiyotik
secerken ve kullanirken bu mikroorganizmadaki direng gelisimi sebebiyle problemler
yasanmaktadir (6, 50).

S.aureus diren¢ gelisimi bir ¢ok yonden gelisebilir ve de hastalifin tedavisini
geciktirebildigi gibi 6liimlerede sebebiyet verebilir.

Son zamanlarda vankomisine direncli olan S. aureus izolatlarininda ortaya ¢ikmasiyla
bu organizmaya kars1 etkili bakterisidal antibiyotiklerin artik kolaylikla bulunamayacagi
kemoterapotik bir doneme isaret etmektedir. S. aureus'da direng molekiiler
mekanizmalar1 se¢ilmis antibiyotikler i¢in alternatif ila¢ hedeflerinin gelistirilmesi veya
terapotik ya da profilaktik miidahale icin yeni yaklagimlarin ortaya konulmasina ihtiyag

vardir.
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2.10.1. Penisilin Direnci

1940'larin basinda penisilin kullanima sokulmasi, stafilokok enfeksiyonu olan hastalarin
prognozunu ¢arpici bigimde arttirmigtir (50). Bununla birlikte, 1942 yilinin baglarinda,
once hastanelerde ve sonrasinda toplulukta penisilin direngli stafilokoklar tespit edilmis
olup 1960'larin sonlarina gelindiginde hem toplum hem de hastane kaynakli
stafilokoklari % 80'inden fazlasi penisiline kars1 direnclidir. ilk olarak hastanelerde
ortaya ¢ikan ve ardindan topluluga yayilmis direng modeli, artik her yeni antimikrobiyal
direng dalgasi ile tekrarlanan bir modeldir (52).

Stafilokok izolatlarinin % 90'indan fazlasi klinik ortamdan bagimsiz olarak penisilinaz
tiretmektedir. B-laktamaz geni biiyiik miktarda ek bir antimikrobiyal diren¢ geni olan
biiyiik bir plazmid iizerinde bulunan transpoze edilebilir bir elementin bir pargasidir.
Penisilin direncinin yayilmasi dncelikle direncli suslarin yayilmasiyla olusur.

Penisiline direng stafilokoklarda -laktamaz kodlayan direng¢ geni blaZ'dan kaynaklanir.
Stafilokoklar B-laktam antibiyotiklere maruz birakildiginda sentezlenen dominant
ekstraseliiler enzim, B-laktam halkasini hidroliz eder. BlaZ; iki bitisik diizenleyici genin,

antirepressor blaR1'in ve represor blal in kontroli altindadir (Sekil 1) (53).
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Sekil 1. B-laktam antibiyotik penisilin varhginda stafilokok p-laktamaz sentezinin
indiiksiyonu.
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2.10.2. Metisilin Direnci

1961'de piyasaya siiriilen metisilin, yari sentetik penisilinaza direngli penisilinlerin
ilkiydi (54). Ama kullanimindan hemen sonra hizla metisiline direngli izolatlar rapor
edildi.Ozellikle klinisyenler icin, metisiline direngli suslarin yayilimi kritik éneme
sahiptir. MRSA’dan kaynaklanan enfeksiyonlarin terapdtik sonucu, metisiline duyarl
suslardan kaynaklanan sonug¢tan daha kotidiir (55). Bu fark o6zellikle daha yash
olanlarda altta yatan tibbi problemlerinden c¢ok bu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan daha az etkili bakterisidal ilaglarin, MRSA suslarinin viriilansinin

giiclendirilmesinden kaynaklanmaktadir.

Penisiline direngli suglar gibi, MRSA izolatlart da siklikla diger antimikrobiyal ajanlara
diren¢ genleri tasir. Baslangic tedavisi olarak [-laktamlarin ampirik se¢imi, bu
enfeksiyonlarda artan morbiditeye katkida bulunur ayrica buna ek olarak,
enterotoksinler veya Panton-Valentine 16kosin gibi viriilans genlerin varligi, toplum

kaynakli enfeksiyonlarin bazilarinda hastanin morbiditesine katkida bulunabilir (56,57).

MecA geni (metisilin direncinden sorumlu gen) tim MRSA suslarinda bulunan
stafilokokkal kaset kromozomu mekanizmasi (SCCmec) olarak adlandirilan hareketli
bir genetik takimin pargasidir (58). Bugiine kadar 21 ila 67 kb arasinda degisen dort
farkli SCCmec elementi karakterize edilmistir. Enfeksiyonlara neden olan metisiline
duyarli S.aureus'un (MSSA) sayisiz farkli susunun aksine, MRSA'nin salgin
yayilimindan yalnizca sinirli sayida klon sorumludur. Bu ayrim, mec elementinin yatay
transferinin genetik kisitlamalar1 oldugunu gostermektedir. Farkli ilkelerdeki hastalarda
bildirilen, toplum tarafindan edinilen MRSA enfeksiyonlarmin yakin zamandaki artisi,
SCCmec IV tipi 'in saptanmasiyla iliskilendirildi (59). Diger elementlerden daha kii¢iik
olan bu element daha genetik olarak hareketli goriinmekte ve glinimiizde ek
antimikrobiyal diren¢ genleri tagimamaktadir. Aynmi zamanda, MSSA genetik

gecmisinden daha ¢esitli bir alanda ortaya ¢ikmaktadir.

Metisiline direng, kromozomal olarak lokalize mecA geninin varligin1 gerektirir MecA,
bir 78-kDa protein olan penisilin baglama proteini 2a'nin (PBP2a; PBP2 'olarak da
adlandirilir) sentezinden sorumludur (60,61). PBPler peptidoglikan zincirlerinin ¢apraz
baglanmasi i¢in gerekli olan transpeptidasyon reaksiyonunu katalize eden membrana
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baglh enzimlerdir (62). Aktiviteleri, serin proteazlarinkiyle benzerdir ve buradan
evrimlesmis goriintirler. PBP2a, diger PBP'lerin yerini alir ve tim [-laktam
antibiyotikleri ic¢in diisiik afinitesi nedeniyle, stafilokoklarin bu ajanlara yiiksek
konsantrasyonlarda maruz kalmaya devam etmesini saglar. Boylece, metisiline direng
sefalosporinler de dahil olmak iizere tim B-laktam ajanlarmma diren¢ kazandirir. Son
yillarda yapilan g¢aligmalar PBP2a'nin ¢oziiniir bir tiirevinin kristal yapisini belirledi.
PBP2a, diger PBP'lerden farkli olarak aktif bolgesi tiim [B-laktamlann baglanmasini

bloke eder, ancak transpeptidasyon reaksiyonuna devam etmesini saglar.

Metisilin direncinin fenotipik ekspresyonu degiskendir ve her MRSA susu belirli
metisilin konsantrasyonlarinda biiyliyen bakteri hiicrelerinin oraninin karakteristik bir
profiline sahiptir (63). Bazi MRSA suslarinda direng ifadesi, blaZ i¢in diizenleyici
genlerin homologlar1 tarafindan diizenlenir. Bu genler, mecl ve MecR1, penisiline
maruz kaldiktan sonra blaR genleri tarafindan blaR1 ve blal regiilasyonuna benzer
sekilde B-laktam antibiyotiklere kars1 mecA tepkisini diizenler. Son zamanlarda ya mecl
veya blal'nin tim MRSA'da islevsel olmasi gerektigini bulmuslar ve bunun toksik bir
proteinin fazla liretimini 6nleyen koruyucu bir mekanizma olabilecegini onermislerdir
(64). EK bir dizi gen olan fem genleri metisilin direncine direng i¢in gerekli faktor
olarak peptidoglikan ipliklerini ¢apraz baglamada rol oynar ve aymi zamanda

heterojenlige katkida bulunur.
2.10.3. Kinolon Direnci

Florokinolonlar baglangicta 198011 yillarda Gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde ve bununla birlikte, Gram-pozitif bakteriler olan pnomokoklar ve
stafilokoklarin neden oldugu bakteri enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilmistir. S.
aureus'lar arasindaki kinolon direnci, metisiline direngli suslar arasinda belirgin bir
sekilde ortaya ¢ikti. Buna bagl olarak, florokinolonlarin antistafilokok ajanlar olarak
kullanma 6zelligi 6nemli 6l¢iide azalmistr. MSSA ve MRSA suslar1 arasindaki kinolon

direnci oranlarindaki farkliligin nedenleri belirsizdir.

Kinolonlara direng¢, kromozomal genlerin asamali mutasyonuyla olusur. Kinolonlar,
DNA siiperior sargisini gidermek i¢in DNA girazi ve DNA zincirlerini birbirinden

ayran topoizomeraz IV ilizerinde hareket eder,topoizomeraz IV mutasyonlar1 Da
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kinolon direnci i¢in en kritik faktorlerdendir. Tekli aminoasit mutasyonlar1 bazen klinik
direnci saglamak i¢in yeterlidir, ancak daha aktif florokinolonlar i¢in ek mutasyonlar
gerekli goriinmektedir. Viriilansin antimikrobiyal dirence ilging bir baglantisinda, yeni
bir arastirma, bir kinolona bir kinolona direngli izolatin maruziyetinin, organizmanin
doku yiizeylerine yapigmasina aracilik eden bir yiizey proteini olan fibronektin

baglayici protein ifadesini arttirdigini gosterdi.
2.10.4.Vankomisin Direnci

Metisilin direngli S.aureus ve enterokoklarin yol actigi enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in
vankomisin kullanimindaki artis, vankomisine direngli stafilokoklarin ortaya ¢ikmasini
saglamistir. Vankomisine direngli S. aureus un (VRSA) neden oldugu enfeksiyonlarin
son zamanlarda bildirilen iki raporu biiyiik endise kaynagidir. Ciinkii hem direngli hem
de yaygilastirma i¢in farkli bir mekanizma gosterirler. VISA suslar1 i¢in kromozomal
aracil1 direnglerin aksine, VRSA suslari, bir Enterococcus faecalis'ten vanA operonunun
eslenik aktarimi ile direng kazanir ve Staphylococcus suslar arasinda direng geninin

yayilmasi i¢in ¢ok daha etkili araglarin artmasini saglar.

VanA ihtiva eden enterokok plazmitinin ayn1 zamanda S. aureus tarafindan sentezlenen
bir cinsiyet feromonunu kodladigi bildirildi, bu da eslenik aktarimin potansiyel
kolaylastiricist oldugunu diistindiirdii. D-Ala-D-Lac sentezi, ancak diisitk vankomisin
konsantrasyonlarina maruz kalindiginda gergeklesir. Sonug olarak, ek biyosentetik
talepler sinirlidir ve VRSA susu ekolojik olarak uygundur. Bu ekolojik uygunluk, bu
plazmid degisiminin (hastalarin hem MRSA hem de vankomisine direngli
enterokoklarla kolonize olma ihtimalinin artmasi nedeniyle) daha sik ortaya ¢ikma

ihtimali ve bu suslarin hem B-laktamlara hem de glikopeptitlere direnci artmaktadir.
2.11. Slime Faktor

Bir organizmanin slime liretme kabiliyeti, ¢esitli hastaliklar tiretme kabiliyeti ile
onemli derecede iliskilidir.Stafilokoklarda da adheransit kolaylastirabilen  “slime”
meydana getirme kabiliyetleri mevcuttur.Slime faktor, protein, teikoik asit ve de
ekzopolisakkaritten meydana gelen yapidir (65). Slime meydana getiren

mikroorganizmalar biyomateryalleri (kateter ve suni kalp kapaklar1 gibi), kaplayarak
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biyofilmler olusturulmasimi kolaylasitirr ve sepsis tablosu ortaya ¢ikmasini saglar (66).
Ayrica biyofilm formda bakteriyi konagin immun sisteminden gizlenmesini kolaylastirir

ve antibiyotiklere kars1 olan direncin artmasini saglar (67).

2.12. Fibronektin baglayici protein

Fibronektin, plazmada c¢oziinebilir hiicre dist matriste ise ¢dziinmeyen
multimerik formda bulunan bir glikoproteindir. Ayn1 zamanda, implante edilen
biyomalzemelerin ylizeyinde biriken bir¢ok ana proteinden biridir. Hasar sonrasi
hiicresel adezyon ve doku onarimi gibi c¢ok sayidaki isleve ek olarak,
fibronektin;heparin, kollajen, fibrin ve spesifik integrinler gibi ¢esitli molekiiller i¢in
yapiskan alanlara sahiptir (68). S. aureus'un fibronektin baglama proteini A (FnBPA),
fibronektin, fibrinojen ve elastin'i taniyan ¢ok islevli MSCRAMM'lerden biridir. S.
aureus'un fibronektin baglama proteini, fibrinojeni ve elastin'i baglayan bir N-terminal
bolgesi ve bir C terminal alani fibronektinle etkilesen S. aureus enfeksiyonunun ilk
yapigsma adimlarinda yer alan en 6nemli adhesin molekiillerinden biridir. Bu nedenle,

potansiyel as1 adaylari olarak incelenmistir (69).

Ayrica bu sebeple S. aureus bakterilerinin kan dolasimina girmesiyle ve
burada implante kardiyovaskiiler cihazlarda enfeksiyon olusturabilirler. Bu
enfeksiyonlarda kritik basamak olarak, S. aureus iizerindeki fibronektin baglama
proteini (FnBP) ile implantlarin yiizeyini in vivo olarak kaplayan fibronektin (Fn) gibi
konak proteinleri arasinda olusur. implante biyomalzemeler, fibronektin de dahil olmak
tizere serum bilesenleri ile kaplanir ve dolayisiyla fibronektin baglama proteini, bu

ortamda 6nemli bir viriilans belirleyicisi olacaktir.

Son yapilan calismalarda arastirmacilar FnBP'ler ¢ok islevli olduklarindan,
septik enfeksiyonda kesin rollerinin tespit edilmesinin zor oldugunu ama bakteriler
intravendz olarak enjekte edildiginde, FnBP'lerin notrofillerden kaginmada yardimei
oldugunu, ve bakteryemi sathasinda bakterilerin hayatta kalmasina yardimer etmesinin

miimkiin oldugunu gdstmertir. Endotel hiicrelerine invazyonunda kan dolagimindan
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kagmanin, i¢ organlarda abseler olusumunda ve septik artritte eklemlerin

enfeksiyonunda yardimci olabildigini ortaya koymustur (70).

S.aureus ta FNBP’yi sirasiyla FnBPA ve FnBPB ile de ifade edilen iki yakin
iliskili gen, fnbA ve fnbB tarafindan kodlar (71,72). Ayrica bu iki gen, fnbA ve fnbB'nin
tanimlanmasi, cesitli klinik ortamlardan elde edilen izolatlar arasindaki genetik ve
fenotipik ¢esitliligin degerlendirilmesine de izin vermistir. Bu nedenle S. aureus'un
fibronektin baglanmasi biiyiik bir virulans belirleyiciyse, o halde fibronektin baglanma
seviyesinin viriilan ile iliskili olacagini &ngdrdiigii diisiiniilmektedir. lgili olarak
caligmalarda invaziv hastaliklarla baglantili izolatlarda iki gen bulunma ihtimalinin daha

yiiksek oldugu sonucuna varilmistir (73,74).
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. GERECLER:

Cihazlar
Calismamizda, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali’nda bulunan cihazlardan yaralanilmisir:

Santrifiij cihaz1 (IEC)
e Is1 dongii cihazi(Techne)

PZR islemlerinin yapilmasinda programlanabilen {ist kapak 1sitmali otomatik
therma cycler
e Vorteks cihazi (Velp, ABD)

o Elektroforez cihazi (BioRad)

e inkiibator (Niive, Almanya)

e Otoklav (NUVE)

e Manyetik karistirict (IKA)

e PH Olger

e 5 ml“lik steril cam tiip

e Steril ependorf tiipleri

e Otomatik pipet

e Steril pipet ucu olarak 2 pl, 10 pl, 200 pl ve 1000 pl’lik filtreli plastik

pipet (Eppendorf Reference, Germany)

e Steril ekiivyon ¢ubugu
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3.1.1. Besiyerleri

Koyun Kanh Agar

Bilesimi: g/l
Kazein 12
Maya Ekstrakti 3
Sigir Eti Ekstrakti 3
Misir Nisastasi 1
Sodyum Kloriir 5
Agar 13,5

Toz haliden bulunan besiyerinden 40 gram alinarak 1 litrelik konsantrasyonda manyetik
karistirict ile 1sitilir ve distile suda eritilirek, otoklava konulur 121 °C'da 15 dakika da
steril edilir. Otoklav sonrasinda ortalana 50°C'a sogutulur ve %35’lik oranda koyun kan1
eklenerek karistirilir ve petri kutularina dokiiliir.Sterilizasyon sonrasi besiyeri berrak,

sarimtrak kahverengidir oda sicakliginda pH:6,8 civarindadir

Tryptic Soy Agar (TSA)
Bilesimi: o/l
Kazein 15
Soya Unu 5

NaCl 5
Agar-agar 15

Toz halinde bulunan besiyeri, 1 litrede 45 gram olacak sekilde manyetik karistirict ile
wsitilir ve distile suda eritilirek, otoklava konulur 121 °C'da 15 dakika da steril edilir.
Otoklav sonrasinda el degecek kadar sogutulur petri kutularina dokiiliir.Sterilizasyon

sonrast besiyeri sarimtrak kahverengidir oda sicakliginda pH:6,8 civarindadir.
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Mueller HintonAgar (MHA)

Bilesimi: g/1
Et ekstrakti 2,0
Kazeinhidrolisat 17,5
Nisasta 1,5
Agar-agar 13,0

Toz haliden bulunan besiyerinden 17 gram alinarak 500ml2lik konsantrasyonda
manyetik karistiricr ile 1sitilir ve distile suda eritilirek, otoklava konulur 121 °C'da 15
dakika da steril hale getirilir. Otoklav sonrasinda el degecek kadar sogutulur ve
ortalama 12.5ml olarak petri kutularina dokiiliir.Sterilizasyon sonrasi besiyeri berrak,

sarimtrak kahverengidir oda sicakliginda pH:7,3 civarindadir

Mueller HintonBuyyon (MHB)

Bilesimi: o/l
Et ekstrakti 2,
Kazein hidrolisat 17,5
Nisasta 1,5

Toz halinde bulunan besiyerinden 34 gram/litre konsantrasyonda distile-su i¢inde
manyetik karistirici ile 1sitilip eritilir ve otoklava konulur, orada 121°C'da 15 dakika
sterilir hale getirilir ve sterilize edilmis cam tiiplere dokiildii. Besiyeri rengi berrak,

sarims1 kahverengidir. Sterilizasyon sonras1 pH, 25°C'da 7,4+0,2'dir.
3.1.2 Kimyasal Maddeler, boyalar, antibiyotik diski, ve kitler

e Kristal Viyole

e Lugol

e Alkol

e Sulu Fuksin

e PZR 50-2000bp Marker (Sigma, ABD) (Promega™ 100bp)
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e Koagiilaz Tavsan plazmasi ve EDTA (BD,Fransa)
e Hidrojen peroksit (Sifa Kimya, Tiirkiye)

e Distilesu
e STAPH AUREUS Hemagglutination (FUMOZE,Fransa)
e Cefoxitin FOX-30 disklik

3.1.3 PZR Malzemeleri
e EDTA (Sigma) 0,1 M EDTA Hazirlanist

o 3.722gr EDTA
o 100 ml Distile su
o 0,2 EDTA

Behere konuldu, distile su ilave edildi ve manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziildi.

e PantonValentin Lokosidin Viriilans Gen Primerleri
o Fibronektin baglayici protein Viriilans Gen Primerleri

e MecAgen primerleri
e Staphylococcus aureus Master Mix (Promega/ABD)

o Distilesu

o PZR tampon
o MgCI2

o dNTP miks

o Taq DNA polimeraz
e Etidyum Bromiir (Sigma, ABD)

0,1 g etidiyum bromiir, 10 ml distile su i¢inde ¢oziildii. Is18a hassas oldugu igin
aliiminyum folyo ile sarilarak + 4 ° C’de saklanmustr.

e Agoroz (PRONA, ABD)

e 10 x TBE(Tris/Borate/EDTA),

e 121.1 gram Tris-baz
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e 55.67 gram Borik asit
e 7.45gram EDTA
Su ilave edilerek son hacim 1 litreye tamamlanmustir. 37.5 mililitre 10XTBE tamponun

pH’I HCl ile 6.7 ye ayalarlanir son hacim su ile 50 ml'ye tamamlanir.

e Yiikleme Tamponu 10X, 100mL (DNA Loading Dye) (Promega/ABD)

e Bromfenol Mavisi 250 mg
e TrispH 7,6 150 mM 33 mL
e Gliserol 60 mL
e dH20 7 mL

e PZR marker 50-2000 bp (Sigma/ABD)

Toz halindeki primer apirojen distile su ile sulandirilarak 10 pikomol olacak sekilde

hazirlanmstir.
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3.1.4 Bakteri suslari

Aralik 2014-Nisan 2015 zaman araliinda Haydarpasa Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji A.D. na gondrilen ayaktan ve yatan hastalarin
bir ¢cok farkli klinik 6rneklerden izolasyonu yapilan toplam 100 tane Staphylococcus
aureus izolat1 galismaya alinmistir. Bu suslardan 634 MSSA ve 37‘si MRSA olarak
tanimlanmistir. Ayn1 hastaya ait birden ¢ok defa gonderilmis 6rneklerden sadece tek bir
S.aureus susu calismaya alinmistir. Calismaya alinan S. aureus suslar1 -80 °C saklanip

daha sonra konfirmasyonu yapilarak ¢alismaya dahil edilmistir.

3.2. YONTEMLER
Saklanan S.aureus suslar, %5 koyun kanli agar besiyerlerine ekilmistir. 36 =2 °C’da ,
ortalama 1 gilinlik inkiibasyon déneminde koyun kanli agarda {ireyebilen bakterilerin

tanimlamas i¢in konvasiyonel yontemler kullanilmistir.

3.2.1. Gram Boyama

Temiz bir lam iizerine bir damla serum fizyolojik damlatildiktan sonra besiyerinde
tireyen bakteri kolonisi daha once damlatilan damlanin icinde iyice ezildi ve ince bir
tabaka seklinde lama yayildi ve havada kurutulmasi saglanmistir. Havada kurutulan
preparat alevden 3 kez gecirilerek fiziksel olarak tespit edilerek ve gram boyama
yontemi uygulanmistir. Kristal viyole damlatilip yaklasik 2 dakika beklendikten sonra
lam {izerinde boya su ile yikandi daha sonar Lugol damlatilarak ortalama 2 dakika
beklenerek su ile yikandi, alkol ile renksiz sivi gozlenene kadar giderilmis olup son
olara Sulu fuksin damlatilip 30 saniye beklenerek suyla yikanmistir. Kurutma kagidi
kullanarak hafifce kurutulan preparat mikroskobun 100x 'liik objektifiyle lama
immersiyon yagi damlatildiktan sonra incelenmistir. S.aureus bakterisi, Gram pozitif

olup tliziim salkimi seklinde topluluklar olusturan kok morfolojisinde goriilmiistiir.

3.2.2. Katalaz testi
Katalaz testi lam {izerinde %3’liikk hidrojen peroksit (H20,) ile uygulandi. Testin

sonucunda baloncuklarin goriilmesi HO, nin su ve oksijene doniisiimiiniin gosterir ve
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test pozitif olarak yorumlamasi yapilir. Calismada Kontrol sus olarak S. aureus ATCC
25923 kullanildi ve c¢alismada kullanilacak  tiim Stafilokoklarin dogrulamasi
yapilmustir.

3.2.3. Plazma Koagiilaz Testi

Koagiilaz, 6zellikle patojen stafilokoklar tarafindan olusturulan ve kan plazmasini
pihtilastiran bir enzimdir. Koagiilaz pozitif olan stafilokoklarin patojen olduklar1 kabul
edilmekte ve “koagiilaz pozitif stafilokok” deyimi S.aureus ic¢in kullanilmaktadir.
Plazma koagiilaz testi tavsan plazmasi igermekte olup, ticari bir firmanin (BD/France)
Onerileri dogrultusunda iizerine bakteri ilave edilen plazmanin pihtilasmasi pozitif
olarak degerlendirildi. Bu testin pozitif kontrolii olarak S.aureus ATCC 25923

kullanilmistir.

3.2.4. Protein A Saptanmasi

Protein A’nin belirlenmesi koagiilaz testinin alternatifidir. Protein A’y1 saptamak
igin ticari olarak kullanilan STAPH AUREUS Hamagglutination (FUMOZE/Fransa)
insan fibrinojeni ve “immunoglobulin G” ile kaplanmis lateks partikiilleri ayiractan
reaksiyon kartina damlatilir. Stafilokok kolonisinden bir tahta ¢ubuk yardimiyla alinir
ve damlanin i¢inde ezildikten sonra kart iizerindeki bu karisim 20 saniye dairesel
hareket sonunda aglutinasyon gozlenirse S.aureus pozitif (+) kabul edildi negatif olan

testlerde ise herhangi bir agliitinasyon gozlenmemistir.

3.2.5. Metisilin Direncinin Saptanmasi

Metisilin direnci CLSI 6nerileri temel alinarak Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi
uygulanmis olup yorumlanmasi CLSI standartlarina gore yapilmstir.

Calismaya alman suslarin MHB besiyerinde 0.5 McFarland yogunlugunda
hazirlanan siispansiyonlari, MHA besiyerine ekildi ve sefoksitin diski (BD/USA) diski
konulmustur. 24 saat 35°C‘de inkiibasyondan sonra, inhibisyon zonu Ol¢lilmiistiir. Bu
kritere gore 21 mm’ye kadar olan zon ¢api direngli ve 22 mm ve sonraki zon caplarinin
duyarli oldugu kabul edilmistir. Negatif kontrol susu olarak metisiline duyarli S.aureus
ATCC 25923 susu kullanilirken, pozitif kontrol susu olarak da metisiline direncli
Staphylococcus aureus ATCC 700699 (Mu50) susu kullanilmistir.
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3.2.6. Staphylococcus aureus suslarinda viriilans ve diren¢ genlerinin arastirilmasi
3.2.6.1. Staphylococcus aureus kolonilerinden kalip DNA’min  hazirlanmasi:

Is1 yontemi ile bakterinin kalip DNA eldesi.

Kat1 besiyerinde lireyen bakteri kiiltlirlinden 100 ul steril distile su iceren Eppendorf
tiipiine yogun bir sekilde alindi. Sicak blok’ta 96 °C de 10 dakika isitilmistir. Daha
sonra santirfiij de 12000 devirde (rpm) 15 dakika ¢evirdikten sonra DNA igeren iist s1vi
steril bir Ependorf tiipline aktarilmistir.

Is1 yontemi ile kalip DNA izolasyonu fnbA ve pvl viriilans genlerini saptamada uygun

olmadig anlasildiktan sonra hazir DNA kiti kullanilmistir.

Hazir kit ile bakteri kalip DNA izolasyonu
ROCHE marka High Pure PCR Product Purification Kiti kullanilmis

olup firmanin 6nerdigi talimatlar takip edilerek DNA izolasyonu yapilmistir.

3.2.6.2. pvl genlerinin varh@inin arastiriimasi

PZR i¢in Taq polimeraz karistmi (master miks) i¢in hazir kit kullanilmistir
(PROMEGA)

Hazir kitte bulunan maddeler ve miktarlar:

PZR tampon (10 x) Sul
MgCI2 (25 mM ) Sul
dNTP miks (2 mM) 4ul

Taqg DNA polimeraz (5U) 0.25ul

PZR soliisyonun hazirlanmasi:

Bilesim Miktar (ul)
Master miks 12.5

Kalip DNA 3
Primerden 2.5x2 5

Distile su 4.5
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25 mikrolitrelik bir final soliisyonu hazirlanmistir. Steril Eppendorff tiiplerinde
hazirlanan PZR soliisyonu Thermal Cycler cihazina yerlestirildi ve amplifikasyon

programi asagidaki gibi diizenlenmistir.

Tablo 1. Pvl genin arastirilmasinda uygulanan PZR’nun sicaklik dongiisii

Primer oligoniikleotid zinciri iirtin(bg) PZR dongiisii

94°C, 2 dk,
Luk-P\/-1 | S-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA- ™ | 11 b 35 x

(94°C 30 saniye;
LUk-PV-2 | 5.GCATCAACTGTATTGGATAGCAAAAGC-3 ™ 55°C 45 saniye.;

72°C 75saniye) final
(72°C 4 dakika)™®™

Elektroforez hazilanmasi: 1 gram agaroz 100ml 1X TBE’lik tampon igerisinde eritildi
sogtulduktan sonra donmadan 0,5ug/ml olarak etidyum bromiir ilave edildi. Karigim jel
kalibina dokiildii ve jel donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi.PZR
triinlerinden e 10ul yilikleme tamponundan 2pl alimarak 1X’e diliie edilerek
kuyucuklara yiiklenmistir ve PZR marker 50-2000 bp da jel kuyucuguna aktarilmistir.
Jel tank icerisinde kapagi kapatilip 100 V’da 1 saat yiiriitiildii ve UV aydinlaticida
goriintiilenmistir. Kontrol olarak negatif; Mu50 (S.aureus ATCC 700699), pozitif
;S.aureus ATCC 25923 susunu kullanilmistir.

pvl genleri PZR ile arastirilmasi amplifikasyonlart baglanma sicakligi 55°C ile denendi

ancak istenilen sonuclar alinmayinca sicaklik 57°C’e yiikseltilmistir.

3.2.6.3. mecA genlerinin varhginin arastirilmasi

PZR i¢in Taq polimeraz karisimi (master miks) i¢in hazir kit kullanilmistir
(PROMEGA)

Hazir kitte bulunan maddeler ve miktarlar:

PZR tampon (10 x) Sul
MgCI2 (25 mM ) 5ul
dNTP miks (2 mM) 4ul
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Taq DNA polimeraz (5U) 0.25ul

PZR soliisyonun hazirlanmasi:

Master miks, 12.5 ul
Kalip DNA 3ul
Primerden 2.5x2 Sul
Distile su 4.5 ul

25 ul’lik bir final soliisyon hazirlandi:

Tablo 2. mecAl genin arastirilmasinda uygulanan PZR’nun sicakhk dongiisii

Oligoniikleotid zincir iriin(bg) | PZR zinciri
F:5°-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3* 94°C, 2 dk,
mecA 532b¢ ™ | 35
R: 5-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3"" (94°C’de 30 saniye.: 55°C°de 45
saniye.; 72°C’de 75saniye) final
72°C, 4 dk.™®

Steril Ependorff tiiplerinde hazirlanan PZR soliisyonu ThermalCycler cihazina

yerlestirildi ve amplifikasyon programi yukaridaki tablo gibi diizenlenmistir.

Elektroforez hazilanmasi: 1 gram agaroz 100ml 1X TBE’lik tampon igerisinde eritildi
sogtulduktan sonra donmadan 0,5pug/ml olarak etidyum bromdir ilave edildi. Karisim jel
kalibina dokiildii ve jel donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi.PZR
driinlerinden e 10ul yilikleme tamponundan 2ul alinarak 1X’e diliie edilerek
kuyucuklara yiiklenmistir ve PZR marker 50-2000 bp da jel kuyucuguna aktarilmistir.
Jel tank icerisinde kapagi kapatilip 100 V’da 1 saat yiiriitiildii ve UV aydinlaticida
goriintiilenmistir. Negatif control sus olarak S. aureus ATCC 25923 kontrol Pozitif sus
olarak metisiline direngli Mu50 (S.aureus ATCC 700699) susu kullanilmistir.
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mecA geni PZR ile arastirilmasi amplifikasyonlar1 baglanma sicakligi 55°C ile denendi

ancak istenilen sonuglar alinmayinca sicaklik 57°C’e yiikseltilmistir.

3.2.6.4. Fibronektin baglayici protein genlerinin arastirilmasi
fnbA gen bolgesi FNBPs tespit etmek i¢in incelendi. PZR i¢in Taq polimeraz
karigimi (master miks) i¢in hazir kit kullanilmigtir (PROMEGA )

Hazir kitte bulunan maddeler ve miktarlar:

PZR tampon (10 x) Sul
MgCI2 (25 mM ) Sul
dNTP miks (2 mM) 4ul
Taq DNA polimeraz (5U) 0.25ul

PZR soliisyonun hazirlanmasi:

Master miks, 12.5 ul
Kalip DNA 3ul
Primerden 2.5x2 Sul
Distile su 4.5 ul

25 pl’lik bir final soliisyon hazirlandi:

Steril eppendorf tiiplerinde hazirlanan PZR soliisyonu  ThermalCycler cihazina

yerlestirildi ve amplifikasyon programi asagidaki tablo gibi diizenlenmistir.

Tablo 3. fnbA genin arastirllmasinda uygulanan PZR’nun sicakhik dongiisii

Primer | oligoniikleotid zincir tirtin(bg) PZR zinciri

fnibA | F-5-GCGGAGATCAAAGACAA-3® [ 1279 be ® | 95°C 3dakika. 35 siklus
R-5’-CCATCTATAGCTGTGTGG-3’ (95°C’de 30 saniye, 51°C’de 30
saniye 72°C’de 1 dakika.) 1 final
72°C’de 5 dakika 7%
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PZR protokolii i¢cin amplifikasyon karisimi yukaridaki gibi hazirlandu.

Elektroforez hazilanmasi: 1 gram agaroz 100ml 1X TBE’lik tampon igerisinde eritildi
sogtulduktan sonra donmadan 0,5ug/ml olarak etidyum bromiir ilave edildi. Karisim jel
kalibina dokiildii ve jel donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi.PZR
tiriinlerinden 10ul yiikleme tamponundan 2l alinarak 1X’e diliie edilerek kuyucuklara
yiiklenmistir ve PZR marker 50-2000 bp da jel kuyucuguna aktarilmistir. Jel tank
icerisinde kapagr kapatilip 100 V’da 1 saat vyiiriitildi ve UV aydinlaticida
goriintiilenmistir.Kontrol olarak negatif sus S. aureus ATCC 25923, pozitif kontrol sus
olarak S.aureus NCTC 8325 kullanilmistir.

«3.2.7. Istatiksel Degerlendirme”

“MRSA ve MSSA suslarinda saptanan pvl ve fnbA genlerin varlig1 yoniinden istatiksel
olarak anlamli bir farkin olup olmadig1r “ki-kare” ile arastirilmistir. Altin standart ile
karsilagtirilan yontemler i¢in spesifite degerleri ve %95 giiven araliklar1 hesaplanmistir.
Tanitic1 istatistik olarak frekans, yiizde ve ortalama + std.sapma degerleri verimistir”.
“Istatistiksel analizler igin SPSS for Windows version 16.0 paket programi

kullanilmistir. Buna gore P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.”
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4. BULGULAR

Calismamizda ¢esitli klinik Orneklerinen izole edilen ve tarafimizca koloni
morfolojisi, Gram boyama, kanli agar da hemoliz tipi, lam koagiilaz deneyi, katalaz testi
ve DNaz testi gibi deneyler ile dogrulanmasi yapilan 100 S.aureus susu calismaya
alimmustir (Tablo4).

Calisilan S.aureus suslarin metisilin direncini belirlmek i¢in sefoksitin diski (30 pg) ile
disk difiizyon testi ve molekiiler metisilin direncini ortaya ¢ikarmak amaciyla PZR
yontemi kullanilarak mecA gen bolgesi belirlenmesi yapilmistir. Yapilan bu deneyler
sonucunda 100 S.aueus susunun 37’si MRSA ve 63’1 ise MSSA olarak belirlenmistir.
MRSA ve MSSA izolatlarinin tespit edildikleri klinik materyallere gore dagilimlar
asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Cesitli klinik 6rneklerinden izole edilen S.aureus suslain dagilimi.

Trakeal aspirat 6 J1 2 |

Burunsirintist |2 Jo ]2 |
Beyinomuriliksvsi(805) |1 o 1 |
Vajinal salgs: 1 o 1 |

izole edilen 63 MSSA susun, 19 (%30,2)’u yara siiriintiisii, 16 (25,4%)’s1 trakeal
aspirat, 11 (%17,5)’i doku biopsisi, dordii (%6,3) kateter ucu, ve 13 (%20,6)’i balgam,
BOS, kan, kemik iligi, bogaz siiriintiisii, burun siirlintiisii, vajinal salgis1 ve plevra sivisi
gibi diger klinik 6rneklerinden izole edilmistir. Ayrica izole edilen 37 MRSA susun, 12
(%32,4)’si trakeal aspirat, 10 (%27,0)’u yara siirlintiisii, 7 (%18,9)’si doku biyopsisi, 7

(%18,9)’si kan, ve biri (13,5%)’i bogaz siirlintiisii 6rneklerden izole edilmistir.
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Incelenen 100 S.aureus susun, 91 (%91.0)’inin %5’lik koyun kanli besiyerinde beta
hemoliz, 4 (%4.0)’linlin alfa hemoliz yaptigim1 ve bes (%5.0) susta her hangi bir
hemoliz goriilmemistir. Metisilin direncini belirlemek i¢in indikator olarak kullanilan
sefoksitin diski, disk diflizyon yonteminde dort (%4.0) MSSA susunu MRSA olarak
gostermistir (Tabo 5, 6,7 ve 8) .

Cesitli klinik 6rnekten izole edilen 100 S.aureus susun %90’ninda pvil/fonA
saptanir iken 9 susun negatif oldugu belirlenmistir. Viriilans faktorii tagiyan 91 S.aureus
susunun klinik Orneklere gore dagilimi ise; 27/29 (%93,1)’si yara slirlintiisii, 24/28
(%85,7)1 trakeal aspirat, 16/18 (%88,9)’s1 doku biopsisi, ve 24/25 (%96,0)’ti diger

klinik drneklerden oldugu belirlenmistir (Resim 1 ve 2).

500bp

433bp

400bp

Resim 1. pvl genin jel goriintiisii

M: Molekiiler agirlik standardi

1 no’lu kuyucuk pvl pozitif kontrol sus (ATCC25923)(433 bp)

2 nolu kuyucuk pvl negatif kontrol sus (S.aureus ATCC 700699=MuU50)

3 nolu kuyucuk pvl negatif klinik sus
4 no’lu kuyucuk pvl pozitif klinik sus
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1500bp -4

1279b
2 1000?3%:'

600bp =4
532bp = —
500bp =——

Resim 2. mecA ve fnbA genlerin jel gorintisii

M Molekiiler agirlik standard:

1.Kuyucuk mecA negatif kontrol sus (ATCC 25923)

2. Kuyucuk mecA negatif klinik sus

3. Kuyucuk mecA pozitif kontrol sus (S.aureus ATCC 700699=MU50) (532 bp)
4. Kuyucuk mecA pozitif klinik sus

5. Kuyucuk fnbA negatif kontrol sus (ATCC25923)

6. Kuyucuk fnbA negatif Klinik sus

7. Kuyucuk fnbA pozitif kontrol sug (NCTC 8325) (1279 bp)

8. Kuyucuk fnbA pozitif klinik sus

Yara siiriintiisiinden izole edilen 29 S.aureus susunda 4 pvl (13,8%), 18 fnbA (62,0%)
ve 5 susta (17,3%) pvl+ fnbA genleri saptanmustir. Iki MSSA susta (%6,9) ise aranan

genler bulunmamistir. Genlerin suslara gore dagilimlar ise;

19 MSSA susunda 0 pvl (%0), 17 fnbA (%89,4) ve 0 pvl + fnbA (%0) ve 10 MRSA
susunda ise 4 pvl (%40.0), 1 fnbA (%10.0) ve 5 pvl + fnbA (%50.0) saptandig

goriilmustiir (Resim 1 ve 2, ve Tablo 5).
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Tablo 5. Yara siiriintii orneklerinden izole edilen MSSA ve MRSA suslarin

fenotipik ve genotipik o6zellikleri.

Hemoliz | Lateks PZR
NO S.aureus Tipi aglitinasyon | Sefoksitin mec_A Pyl . A nb{\
geni geni geni

1 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
2 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
3 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Pozitif
4 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Pozitif Negatif
5 MRSA 3 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Pozitif
6 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Negatif Pozitif
7 MRSA 3 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Pozitif
8 MRSA Yok Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Pozitif
9 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Pozitif Pozitif
10 MRSA 3 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
11 MSSA Yok Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
12 MSSA 13 Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
13 MSSA R Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
14 MSSA 3 Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
15 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
16 MSSA R Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
17 MSSA 13 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
18 MSSA Yok Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
19 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
20 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
21 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
22 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
23 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
24 MSSA R Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Negatif
25 MSSA 13 Pozitif Direncgli Negatif | Negatif Pozitif
26 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
27 MSSA R Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Negatif
28 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
29 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif

Trakeal aspirat 6rneklerinden izole edilen 28 S.aureus susunda 6 pvl (21,4%), 15 fnbA
(53,6%) ve 3 susta (10,7%) pvl + fnbA genleri saptanmistir. ikiser MRSA ve MSSA
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susunda aranan genler saptanmamistir. Bu iki genin suslara gére dagilimlar ise; 16
MSSA susunda 2 pvl (%12,5), 10 fnbA (%62,5) ve 2 pvl+ fnbA (%12,5) ve 12 MRSA
susunda ise 4 pvl (%33,4), 5 fnbA (%41,6) ve 1 pvl + fnbA (%8,4) saptandigi

belirlenmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Trakeal aspirat orneklerinden izole edilen MSSA ve MRSA suslarin

fenotipik ve genotipik ozellikleri.

PZR
Hemoliz | Lateks mecA fnbA

NO S.aureus tipi agliitinasyon | Sefoksitin | geni pvl geni geni

1 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif | Negatif Pozitif
2 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif Negatif Pozitif
3 MRSA 3 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
4 MRSA 13 Pozitif Direncli Pozitif Negatif Pozitif
5 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif Negatif Pozitif
6 MRSA 13 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
7 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif Negatif Negatif
8 MRSA 3 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
9 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif Negatif Negatif
10 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif Negatif Pozitif
11 MRSA 13 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
12 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Pozitif Pozitif
13 MSSA R Pozitif Direngli Negatif |Pozitif Negatif
14 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
15 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
16 MSSA R Pozitif Direngli Negatif | Negatif Pozitif
17 MSSA A Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Negatif
18 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Negatif
19 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
20 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
21 MSSA 3 Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
22 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
23 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | pozitif Pozitif
24 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
25 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | pozitif Negatif
26 MSSA 13 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
27 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
28 MSSA 13 Pozitif Duyarli Negatif | pozitif Pozitif
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Doku biopsi 6rneklerinden izole edilen 18 S.aureus susunda 3 pvl (%16,7), 7 fnbA
(%38,9) ve 6 susta (%33,4) PVL+ fnbA genleri saptanmistir.1 MRSA ve 1 MSSA

susunda ise aranan genler saptanmamuistir. Bu iki genin suslara gore dagilimlari ise;

11 MSSA susunda 0 pvl (%0), 7 fnbA (%63,6) ve 3 pvl + fnbA / (%27,3) ve 7 MRSA
susunda ise 3 pvl (%42,8), 0 fnbA (%0) ve 3 pvl+ fnbA (%42,8) olarak belirlenmistir
(Resim 1 ve 2, ve Tablo7).

Tablo 7. Doku biopsi 6rneklerinden izole edilen MSSA ve MRSA suslarin fenotipik

ve genotipik ozellikleri.

Hemoliz | Lateks PZR
NO S.aureus tipi agliitinasyon | Sefoksitin mec.A PVL. fnb;.4
geni geni geni

1 MRSA R Pozitif Direncgli Pozitif | Pozitif Pozitif
2 MRSA R Pozitif Direngli Pozitif Negatif Negatif
3 MRSA Yok Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Pozitif
4 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Pozitif Negatif
5 MRSA 3 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
6 MRSA 13 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
7 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Pozitif Pozitif
8 MSSA 13 Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
9 MSSA R Pozitif Duyarl Negatif | Negatif Pozitif
10 MSSA 3 Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
11 MSSA Yok Pozitif Duyarli Negatif | pozitif Pozitif
12 MSSA R Pozitif Duyarl Negatif | Negatif Pozitif
13 MSSA 13 Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
14 MSSA R Pozitif Duyarl Negatif | pozitif Pozitif
15 MSSA 3 Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
16 MSSA R Pozitif Duyarl Negatif | Negatif Pozitif
17 MSSA a Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Negatif
18 MSSA 13 Pozitif Duyarli Negatif | Pozitif Pozitif

Incelenen diger klinik &rneklerinden (8 kan, 4 kateter ucu, 3 balgam, 3 bogaz salgis, 2
burun siirtintiisii, 2 plevra sivisi, birer BOS, kemik iligi ve vajinal salgis1) izole edilen
25 S.aureus susunda 3 pvl (%12.0), 14 fnbA (%56,0) ve 7 susta (%28,0) pvl + fnbA
genleri saptanmistir. Bir MSSA susunda aranan genler saptanmamistir. Bu iki genin

suslara gore dagilimlar ise; 17 MSSA susunda 1 pvl (%5,9), 12 fnbA (%70,6) ve 3 pvl
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+ fnbA / (%17,6) ve 8 MRSA susunda ise 2 pvl (%25,0), 2 fnbA (%25,0) ve 4 pvl+ fnbA
(%50,0) olarak belirlenmistir (Resim 1 ve 2, Tablo 8 ve Tablo 9).

Tablo 8. Diger klinik Orneklerinden (kan, kateter ucu, balgam, bogaz salgis,

burunun siiriintiisii, plevra sivisi, BOS, kemik iligi ve vajinal salgis1) izole edilen

MSSA ve MRSA suslarin fenotipik ve genotipik ozellikleri.

PZR
Hemoliz | Lateks mecA pvl fnbA
NO S.aureus* Tipi agliitinasyon Sefoksitin | geni geni geni
1 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Pozitif Negatif
2 MRSA 3 Pozitif Direncli Pozitif Pozitif Pozitif
3 MRSA 13 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Negatif
4 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Pozitif Pozitif
5 MRSA 13 Pozitif Direngli Pozitif Pozitif Pozitif
6 MRSA A Pozitif Direncli Pozitif Pozitif Pozitif
7 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Negatif Pozitif
8 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
9 MSSA A Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
10 MSSA 13 Pozitif Duyarh Negatif | Pozitif Pozitif
11 MSSA R Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Negatif
12 MSSA 13 Pozitif Duyarh Negatif | pozitif Pozitif
13 MSSA 13 Pozitif Duyarl Negatif | Negatif Pozitif
14 | MSSA R Pozitif Direncli Negatif | pPozitif Negatif
15 MSSA 13 Pozitif Duyarl Negatif | Negatif Pozitif
16 MRSA R Pozitif Direncli Pozitif Negatif Pozitif
17 MSSA 13 Pozitif Duyarh Negatif | pozitif Pozitif
18 MSSA R Pozitif Duyarli Negatif | Negatif Pozitif
19 MSSA 3 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
20 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
21 MSSA R Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
22 MSSA 13 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
23 MSSA a Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
24 MSSA 13 Pozitif Duyarh Negatif | Negatif Pozitif
25 MSSA 13 Pozitif Duyarl Negatif | Negatif Pozitif

*Klinik 6rnekler; 1- 8 kan, 9- 12 kateter ucu, 13-15 balgam, 16-18 bogaz salgisi, 19-20

burun siirlintiisii, 21-22 plevra sivisi, 23 BOS, 24 kemik iligi ve 25 vajinal salgist.
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Tablo 9.S.aureus suslarinda saptanan viriilans faktorlerinin klinik 6rnege gore

dagilimi.
MRSA MSSA Toplam sus
(n:37) (n: 63) (n: 100)
Klinik Ornek pvl fnbA pvil+fnbA |pvl fnbA pvi+fnbA | pvl fnbA pvi+ fnbA

Yara surintusi (n:29)

Doku biopsisi(n:18)
Beyin omur liksisi (80SIn) | 00 0]o 1 o0olo 1 o]
Kemikilig (n:1) o o olo 1 olo 1 0]

Burunsirintisii) o o0 o0olo 2 o0olo 2 o]

Toplam 6rnek (n:100) 13 8 13 3 47 8 |16 55

21

Calismamizdaki 100 S.aureus susunun 16 (%16,0)’sinda pvl,55 (%55,0)’inde
fnbA ve 21 (%21,0)’inde pvl + fnbA genleri saptanmistir. Bu genlerin dagilimi ise; 63
MSSA susunda: 3 pvl (%4,7), 47 fnbA (%74,6) ve 8 pvl + fnbA (%12,7) ve 37 MRSA
susunda ise 13 pvl (%35,1), 8 fnbA (%21,6) ve 13 pvl+ fnbA (%35.1) olarak
belirlenmistir. Boylece ¢aligmamizda 100 S.aureus susunun 37 (%37,0)’sinde pvl ve
76 (%76,0)’inde fnbA pozitif oldugu saptanmistir. Bu genlerin suslara gore dagilimu ise;
37 MRSA susunun 26 (%70.3)’inde ve 63 MSSA susunun 11 (%17,4)’inde pvl ayrica
37 MRSA susun 21 (%56,7)’inde ve MSSA susunun 55 (%87.3)’inde fnbA pozitif
oldugu belirlenmisitr.

MSSA suslarindaki fnbA oraninin (%87.3) MRSA suslarina gore (%56,7) daha
yiiksek saptanmigve bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). Ayrica pvl
oraninin MRSA suslarinda (%70.3), MSSA suslarina gore (%17,4) daha yiiksek
goriilmistiir ve bu fark da istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05) (Tablo10 ).
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Tablo 10. PZR ile S.aureus suslarinda saptanan pvlve fnbA genlerin dagilimi.

MRSA (n:37) MSSA (n:63) S.aureus(n:100)

Gen n % |n % |n %

pvl pozitif(n: 16) 13 35,1 |3 4,7 |16 16,0
PVL + fnbApozitif(n: 21) 13 351 (8 12,7 |21 21,0
Toplam PVLpozitif (n: 37) 26 70,3 |11 17,4 |37 37,0
PVL negatif (n:63) 11 29,7 |52 82,6 |63 63,0
fnbAporzitif (n: 55) 8 21,6 47 74,6 |55 55,0
PVL + fnbApozitif(n: 21) 13 35,1| 8 12,7 |21 21,0
ToplamfnbApozitif (n: 76) 21 56,8 [ 55 87,376 76,0
fnbAnegatif(n: 24) 16 43,2|8 12,7 |24 24,0
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5. TARTISMA VE SONUC

S.aureus virtilans Ozellikleri ¢ok olsada ¢ogu viicut florasinda
bulunabilmektedir. Patojen olan S.aureus tiirlerinde giderek yayginlasan antibiyotik
direnci o6zelliklede metisiline olan direng biiyiik bir sorun olugturmaktadir.Yetigskin ve
cocuk ayirt etmeksizin S.aureus yer aldigi ana bolge burun bdlgesidir. S.aureus'un
baska sebeple kolonizasyon alanindan farkli alana taginmasi olagandir. Tasiyicilik
farkli siireclerde sekilde goriilebilir (80). Nazal S. aureus tasiyiciligi, TK ve HK
enfeksiyonlarin olusumunda 6nemli bir risk faktoriidiir. MRSA suslarinin sebebiyet
verdigi hastane kaynakli salginlar tedavi tercihlerinin azligi, enfeksiyonun kontrol
edilmesini ve tedavide verilen antibiyotiklerle gelen asir1 mali yilik gibi sebeplerle son
yillarda diinyanin her bolgesinde ciddi saglik sorunu olusturur (81).

Fransa’da 14 yogun bakim {initesinde alt1 ay stireyle hastalarin yatma anlarinda
burunda ve ciltte MRSA kolonizasyonu ¢ercevesinden degerlendirilmis ve bu birden
fazla merkezli calismada, 2347 hastadan 162’sinde (%6,9) MRSA kolonizasyonu
saptanmistir. Bu ¢alismada ayrica yogun bakim {initesinde MRSA tasiyicilik oraninin
yiiksek oldugu ve bu iinitelerde bulunan tiim hastalar iizerinde tarama testleri yapilma
ihtiyact lizerinde durulmustur. Tarama testleri i¢in alinan orneklerde kiiltiir neticeleri
rapor haline getiriline kadar hastalarda kolonizasyon kabul edilerek izolasyon
onlemlerinin alinmas1 salginlarin 6niine gegmekte 6nemli rol oynamaktadir.

Ulkemizde S.aureus tastyicihigma ydnelik yapilan ¢alismada; toplumsal kaynakli
MRSA kolonizasyonu ile alakali olarak yenidogan ve 15 yas aralifindaki 1000 ¢ocukta
yaptiklar1 arastirmada 173 (%17.3) oraninda S. aureus susunun izolasyonu yapilmistir.
1000 sustan %0.5 oraninda MRSA tanimlanmistir (81).

HK-MRSA ile TK-MRSA suslarin genelde farkli molekiiler ve epidemiyolojik
Ozelliklere sahip oldugu belirtilmistir (83). Epidemiyolojisi farkli 6rneklerin iyi
anlagilabilmesi icin MRSA suslarina ait molekiiler o6zelliklerin tamamina yakini
belirlenmigtir . SCCmec, TK-MRSA ve HK-MRSA suslarin1 birbirinden ayirmada
onemli bir elementtir. HK-MRSA izolatlar1 genelde SCCmec tip II ve SCCmec III’e
sahipken ,TK-MRSA suslar1 ise SCCmec tip IV ve SCCmec V igermekte olup 6zellikle
de SCCmec tip IVa’ya sahiptir (84). TK-MRSA suslarinda yer alan ve bakterinin

patojenitesinde gorev alan toksini kodlayan bir 6nemli molekiiler bolgede pvl genidir.
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Calismamizda, farkli klinik materyallerden izolasyonu yapilan 100 S.aureus susunda,
disk diflizyon yontemiyle sefoksitin direnci arastrilmis ve 41 susun tamami MRSA
olarak tanimlanmistir. Daha sonra tiim suslarda PZR ile mecA geni arastirilmig ve 41
susun 37’sinin mecA geni tasidigini (MRSA) ve 4’liniin mecA geni tagimadigini
(MSSA) anlagilmistir. Fenotipik olarak MSSA suslarin mecA geni igermedigi halde
yanlighikla MRSA olarak goziikmesi, normal PBP genlerinde modifikasyon, normal
PBP‘lerin asir1 ekspresyonu, stafilokokal beta laktamazlarin asir1 tiretimi (73,85) gibi
faktorlere bagli olabilir. Bunun yanisira, inkiibasyon 1sis1, besiyerinde bulunan NaCl
konsantrasyonu, bakteri saklama kosullar1 gibi fiziksel sartlarin da direng geninin
ekspresyonunu etkiledigi bildirilmistir. Ayrica stafilokoklarda mecA geni tasidig halde
fenotipik olarak oksasilin ve sefoksitine duyarli ya da diisiik diizeyde direngli goriilen
heterorezistan suslarin oldugu bilinmektedir (86). Calismamizdaki 63 MSSA hig
birisinde mecA geni saptanmamustir. Bu sonug, fenotipik olarak belirlenen MRSA
suslarn mecA PZR gibi ‘altin standart’> bir yontem ile dogrulanmasi Onemini

gostermistir.

S.aureus'taki fnb geninin varligi, organizmalara ilk baglanma ve epitel
hiicrelerine girisi saglar (87). S.aureus'taki fnb ile yapilan caligmalar ozellikle
ilekimizde ¢ok kisithdir. Yapar ve Oguz’un 2011 de yayinlanan ¢alismalarinda yaslari
6 ile 14 arasinda olan c¢ocuklarin burun siiriintiisnden izole ettikleri 50 S.aureus

sugsunun 14 (%28)’iinde fbnA tasidiklarini bildirmislerdir (88).

2008’de 46 S.aureus sus lizerine yaptiklart bir ¢aligmada, bu suslarin %76.1 oraninda
fnbA tasidiklarini bildirmislerdir (89). 2004 yilinda burun siiriitiisiinden izole edilen 44

S.aureus susunun tamaminin (%100) fnbA pozitif oldugunu gérmiislerdir (90).

2002 de kistik fibrozlu hastalarin hava yolu (18 sus) ve HK pnomoni (14 sus)
hastalarin salgisindan toplam 32 S.aureus susunun %97’sinde fnbA saptadiklarini
belirtmislerdir (91). 2005 yilinda ¢esitli ortopedik ve implant enfeksiyonundan izole
edilen 191 S.aureus susunun %98,4’tinde fnbA oldugunu bildirmislerdir (92).

2003 yilinda 157 S.aureus sus iizerine yaptiklari calismada suslarin 44 (%28,2)’linde
fonA oldugu gosterilmistir (93). 2005 de S.aureus tasiyicilarindan alinan 178 6rnekten
152 (% 85,4)’tinde fnb pozitif oldugu saptamislardir (73).
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2009 yilinda yaptiklari bir ¢alismada 450 MRSA suslarin tamaminda (%100) fnb pozitif
bulmuslar ancak hig birinde (%0) pvl geni saptamamslardir. Ayrica, incelenen 46 burun

stiriintiistinden izole ettikleri MSSA suslarinda fnb geni pozitif oldugunu bildirmislerdir
(94).

Calismamizda 63 MSSA susunun 55 (%87,3)’inde ve 37 MRSA susun 21
(%56,8) %)’inde olmak iizere toplam 100 S.aureus susunun 76 (%76)’tiind fnb pozitif
bulunmustur. Calismamizdaki MSSA suslarindaki fobnA oraninin (%87,3) MRSA
suslarina gore (%56,8) daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu sonug, Tiirkiyede daha 6nce
Yapar ve Oguz tarafindan bildirilen fnb pozitif oranina (%28) gore daha yiiksek
oldugunu ancak diger iilkelerde yapilan ¢alismalara (%28 — 100) benzerlik gosterdigi
anlagilmaktadir (95).

S.aureus'da PVL varligi, bu organizmanin patojenitesini arttirarak pndémoni ve
yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi agir hastaliklarin olusmasina neden olur (94). PVL
pozitif S.aureus bakterilerinin hastane ortaminda yayilmasi ve daha direngli hale
gelmesi cok tehlikelidir. PVL pozitif MRSA’lar en dikkat edilmesi gereken
mikroorganizmalardandir (82). PVL gen bolgesi bulunmasini1 S.aureus ile pnémoni
geciren hastalarmin 6liim oran1 %6 iken, PVL genine sahip S.aureus kaynakli pndmoni

hastalarinda %32 oraninda 6liim beyan edilmistir (96).

Farkli ilkelerde S.aureus suslarinda PVL gen bolgesinin arastirildig
calismalarda farkli oranlarda pozitiflik (%0,44-%72) saptanmistir (90,91). Amerika
Birlesik Devletleri’'nde 2006 yilinda, 11 sehir hastanelere cilt ve yumusak doku
enfeksiyonu ile gelen hastalarda yapilan bir c¢aligmada; saptanan 249 MRSAsuslarinin
%350’sinde PVL pozitifligi bildirmiglerdir. Avrupa’da ise MRSA suslarinda %1-3
oraninda PVL pozitifligi bildirilmektedir (99). Blain ve arkadaslarinin yaptiklar
arastirmada YBU’de yatmaktan olan 840 hastanin 266’smda (%31.7) PVL
kolonizasyonu belirlenmis olup ve bunlarin 46 tanesinde bakteriyemi gelistigini
gormiiglerdir. PVL pozitif MRSA’ya sahip hastalarda PVL gen bolgesine sahip olmayan
MRSA hastalara gore bakteriyemi ve invazyounun erken gelistiginide belirlemislerdir
(100). Elli S.aureus susu iizerine yapilan bir ¢alismada suslarin %30’u mecA genine
sahip oldugu % 6'siin ise PVLgeninin pozitif oldugunu ve mecA geni pozitif saptanan

suslarin tamaminda PVL negatif oldugunu bildirmislerdir (101).
49



[ran da Taleghani Hastanesinde yatan hastalardan toplanan 95 S. aureus susunda
PVL genin varligini aragtirilmistir. MRSA suslarinin 6 (%7.2)’sinda ve MSSA susunun
4 (% 33.3)’iinde PVL pozitif saptanmislardir (102). iran da yapilan bir baska calismada ,
103 MRSA izolatlari, fnb ve pvl genlerinin bulunmasi sirasiyla % 83.5 ve % 1.9 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar, MRSA'nin klinik izolatlar1 arasinda PVL toksininin diigiik

prevalans oranini gostermistir (102).

Fransa da 593 MRSA susu iizerine yaptiklar arastrimada PVL pozitifligi %14
olarak bulunmustur. Hastane kokenli enfeksiyon ile iligkili MRSA izolatlarinda PVL
genleri tespit edilmemistir (104).

2017 yilinda Japonya’da ayakta tedavi goren hastalardan izole edilen 854
S.aureus susunun 219°nun  MRSA olarak tamimlamislardir. Bu suslarin, 29
(%13,2)’unda ayrica 190 PVL negatif MRSA susunun 189 (%99,4)’'unda fnbA
bulmuslardir (105).

Kolombiya Bucaramanga'da Mart 2007-Mart 2009 tarihleri arasinda bir
tiniversite hastanesinde lokal veya sistemik enfeksiyonlar bulunan pediatrik hastalardan
toplam 53 MRSA susu toplamiglardir. PZR ile yaptiklart deneylerin sonugunda bu
suslarin %83’linde ise fnb ve %88’inde PVL gormiislerdir. Bu Calismaya dahil edilen S.
aureus suslarinda PVL varligi saptanmasinin koken, ornek tiirli ve sefoksitin

duyarliligina gore dagilimi agisindan farklilik oldugu diisiintilmiistiir (106).

Japonya’nin Okinawa bolgesinde 2008-2010 yillart arasinda yumusak doku ve
deri enfeksiyonlarindan izolasyonu yapilan 276 S.aureus susta %12 oraninda PVL
pozitif iken 99 MRSA susu arasinda ise 12 (% 12.1) ‘sinde PVL pozitif tespit
etmislerdir (107).

Cin'de elde edilen 120 MRSA suslardan 8 (%6.7)’inde PVL pozitif bulmuslardir.
Bu ¢alismada, TK-MRSA suslarinin beta-laktam antibiyotiklere duyarli kaldiklarini ve
cogunlukla faj kaynakli bir 16kotoksin olan PVL'yi kodlayan PVL genini tasidiklarini
desteklenmistir (108).

Endonezya’ da 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada klinik S. aureus pvl pozitif

S.aureus prevelanst % 18.5 olarak saptanmigtir. PVL pozitif S.aureus suslarmin %
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79.2’si cerahat materyalinden izole edilmistir (109). Oxfordshire bolgesindeki ana
hastanelerdeki S.aureus tasiyicilarindan alinan 178 &rnekten 6 ornek (% 4) PVL geni
tasidigini gostermislerdir (110). Tayvan'da stafilotoksik toksik sok sendrom ve
haslanmig deri sendromlu ¢ocuklardan izole edilen 11 MRSA susunun 4 (%36,3)’tiinde
PVL pozitif ve 5 MSSA susunun higbirinde (%0) PVL saptanmamgtir (111).

Ulkemizde bu konuda yapilan calismalarda; Oksiiz ve arkadaslarmin yaptigi
calismada 22 MRSA izolatindan 9 (%41)’unda PVLpozitifligi saptamislardir (112).

Kili¢ ve arkadaglari 4 yil boyunca izole edilen 385 MRSA susunun 5
(%1,3)’inde PVL pozitifligi bulmuslardir (113).

Giilhane Askeri Tip Akademisi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 2007-2010
seneleri arasinda gesitli klinik materyallerden izolasyonu yapilan 147 S.aureus suslarina
ait virlilans faktorleri molekiiler yontem ile arastirilmis ve hastane ya datoplum
kaynakli enfeksiyonlardan izole edilen 147 S.aureus susunun 6 (%4.0)’sinda PVL
bulmuslardir (114).

Ulkemizde PVL oraninin MRSA suslarinda %0— 41 ve MSSA suslarinda ise
%7,6-9,3 arasinda degistigi anlasilmaktadir. Calismamizdaki PVL oranlarimizin,
tilkemizdeki diger calismalarla karsilastirdigimizda gerek MRSA (%70,3) ve gerekse
MSSA (%17,4) suslarimizda ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir. Ulkemizin disinda
diger {ilkelerden bildirilen ¢aligmalarla kiyasladigimizda Kolombiya Bucaramanga'daki

caligmanin disinda saptanan yiiksek PVL oram1 (%88.0), calismamizdaki PVL

oraninimizin ¢ok yiiksek oldugunu gostermistir .

Sonug olarak ¢alismamizda gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 100 S.aureus
susunun  %76,0’tinde fnbA ve %37’sinde pvl saptandigi goriilmiigtir. MSSA
suslarindaki fnbA oraninin MRSA suslarina (%56,8) gore daha yiiksek (%87,3)
saptanmig ve bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). Ayrica pvl
oraninin MSSA suslarma (%17,4) gére MRSA suslarinda daha yiiksek (%70,3)

goriilmiistiir ve bu fark da istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).

Viriilans faktoriiniin sayist arttikga S.aureus suslarinin patojinetisinin de daha
siddetlendigi bilinmektedir. Calismamizda 13 (%13,0) S.aureus susunda {i¢ (mecA, fnbA
ve pvl), sekiz S.aureus (%8.0) susunda iki (fnbA ve pvl) ve 50 (%50,0) S.aureus susunda

fnbA veya pvl goriilmiistir. Balgam, BOS, kemik iligi, bogaz siiriintiisii, burun
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sliriintiisii, vajinal salgisi, kan ve plevra sivisin 6rneklerin tamaminda (%100); yara
siriintlii 6rneginin %93,1 (27/29)’inde, doku biopsi 6rnegin %88,9 (16/18)’'unda ve
trakeal aspirat 6rnegin %85,8 (24/28)” inde fnbA/pvl goriilmiistiir.

Calismamizda saptanan fnbA ve pvl oranlarinin gerek iilkemizdeki ¢alismalarla
gerekse diger iilkelerde yapilan ¢aligmalarla karsilastigimizda fnbA oranimizin (%76,0)
PVL oranimiza (%37,0) gore nispeten daha yiiksek bulunmustur. Calismamizdaki
MSSA suslarindaki fnbA oraninin (%87,3) MRSA suslarina gore (%56,8) daha yiiksek

oldugu da gorilmiistiir.

Bu nedenle, 6zellikle S.aureus gibi cesitli viriilans faktorii tasima potansiyeli
olan patojen bakterilerin hastanelerde ve toplumda yayilmasini énlemek i¢in etkili bir

enfeksiyon kontrol ve tedavi stratejinin uygulanmasi sonucuna varilmistir.
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