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OZET

KLINIK ORNEKLERDEN IZOLE EDILEN

STAFILOKOKLAR’DA mecA VARLIGININ ARASTIRILMASI

KOYUNCU, Ayfer
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Haziran 2014, 86 Sayfa

Bu ¢alismanin amaci, ¢esitli klinik Orneklerden izole edilen 102 adet stafilokok
susunun, biyokimyasal tanimlanmasi, ¢oklu direng probleminin en ¢ok yasandigi
metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslariin alternatif antibiyotiklere
direng oranlarinin saptanmasi ve genetiksel olarak mecA varligmnin arastirilmasi
esasina dayanmaktadir. S. aureus genis bir spektrumda enfeksiyonlara neden olan,
ozellikle metisiline direnc¢li suslari ile ciddi hastane enfeksiyonlar1 olusturan bir
etkendir. Uzun siireli antibiyotik kullanimi direng gelisimi i¢in 6nemli olup bu
direnci (metisilin ve diger beta-laktam antibiyotiklere) mecA geni olusturur. Tedavisi
oldukga zor ve maliyetlidir. Bu yiizden S. aureus (MRSA) suslarinin dogru tanisi ¢gok
onemlidir. Bu ¢alismada ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen stafilokok suslarnin
tanimlanmasi konvansiyonel yontemler ve VITEK 2 (bioMerieux, St. Louis, ABD)
otomatik tanimlama sistemi kullanilarak yapilmistir. Antibiyotik duyarliliklar
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda Kirby-
Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Suslarin 75’1 (% 73,5)
metisiline direngli (71 adet MRSA ve 4 adet MR-KNS), 27’si (% 26,5) metisiline
duyarl (3 adet MSSA, 3 adet MRSA ve 21 adet KNS) olarak tespit edilmistir.



Biitiin stafilokok suslari vankomisine duyarli olarak saptanmistir. Stafilokoklarda
heterojen direngli suslar nedeniyle metisilin direncinin fenotipik yoOntemlerle
gosterilmesi siklikla yanlisliklara neden oldugundan S. aureus izolatlarinda metisilin
direncinin gosterilmesinde en uygun yontem polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
mecA gen varliginin belirlenmesidir. Bu amagla, disk difiizyon yontemi ile metisiline
direngli veya metisiline duyarli oldugu belirlenen 102 adet stafilokok suslarinda
DNA ekstraksiyonu yapilmis, PZR yontemiyle mecA geni arastirtlmistir. Disk
difiizyon yontemiyle metisiline direncli olarak saptanan 75 adet susun hepsi direngli
olarak saptanmis olup PZR yontemiyle mecA geni igerip icermedigi arastirilmis ve
yapilan islemler sonucu mecA pozitif oldugu bulunmustur. Ayni sekilde disk
diftizyon yontemiyle metisiline duyarl ¢ikan 16AC, 18AC ve 9AE kodlu izolatlarin
ise metisilin direng geni igerdigi PZR yontemiyle tespit edilmistir. Sonug olarak bu
calisma bize metisilin direncinin tespitinde disk difiizyon tekniginin molekiiler

yontemler ile desteklenmesi gerektigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik duyarliligi, MRSA, MSSA, Staphylococcus aureus,

metisilin direnci, mecA



ABSTRACT

INVESTIGATION of mecA and GENES in

STAPHYLOCOCCI STRAIN ISOLATED FROM CLINICAL

KOYUNCU, Ayfer
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
June 2014, 86 Pages

The aim of this thesis is to provide biochemical definition of 102 staphylococci
strains that were isolated from some clinics, and the ratio of resistance between
multi-resistant staphylococcus aureus (MRSA) strains and alternative antibiotics. In
thesis, we discuss the existence of mecA based on genetical investigations. In a broad
specrtrum, S.aureus causes infections, especially when it is with methicillin-resistant
strains from hospital infections. Long-terms use of antibiotics that are important for
the development of resistance (methicillin and other beta-lactam antibiotic) creates
the mecA gene. Thus it is very imperative that MRSA strains can be diagnoised
accurately. In this thesis, we study the identification of staphylococci, by using
conventional methods and VITEX 2 (bioMerieux, St.Louis, USA) automatic
identification system. We used CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute)
standards and Kirby-Bauer disc diffusion method to determine the sentitivity of
antibiotics. It was found that 27 of strains (26,5 %) were methicillin-sensitive
(MSSA) and 75 of strains (73,5 %) were methicillin-resistant. All staphylococci
strains were found to be sensitive to vancomycin. Because staphylococci contains
heterogeneously resistant strains, it can be misleading showing the resistance of
methicillin by phenotypic methods. The most appropriate method for determining the

resistance of S. aureus to methicillin is polymorre chain reaction along with mecA



gene. For this purpose, the DNA extraction of 102 staphylococci strains, wich are
know to be methicillin-resistant and sensitive by disc diffusion method, were made,
and the mecA gene were investigated by PZR method. All 75 staphylococci
methicillin-resistant strains, which is know by disc diffusion method, were
discovered to be resistant and further investigations were done on whether all 75
staphylococci contain mecA gene or not and positive results were obtained as a
result. Similarly, The methicillin-resistant 16AC, 18AC and 9AE which are known to
be sensitive by disc diffusion method, codes were discovered to contain gene-

resistance by using polimerase chain reaction (PZR) method.

Key Words: Antibiotic susceptibility, MRSA, MSSA, Staphylococcus aureus,

methicillin-resistance, mecA
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1. GIRIS

Stafilokoklar, Micrococcaceae ailesinde yer alan gram pozitif bakterilerdir. Ortam
sartlarina dayanikli olduklarindan dogada yaygin bulunurlar. Bu nedenle, patojen ve
patojen olma potansiyelinde olanlarin, hastalik yapmayanlardan ayrilmalar1 gerekir.
Stafilokoklarin bir kismi insan ve hayvanlar i¢in patojen olup ¢ogu da firsatgi
patojendirler. Patojen stafilokoklar cesitli hiicre dis1 enzim ve toksin olustururlar

[1,2,3].

Stafilokoklar ¢ok sayida tiir igeren, deri ve mukozalarda kolonize olabilen, degisik
tirleri ile farkli hastaliklar yapan 6énemli bir cinstir. Bu cins i¢inde Staphylococcus
aureus cok sayidaki virulans faktorii ile cesitli doku ve organlarda ciddi
enfeksiyonlar olusturabilen 6nemli bir tlirdiir [4]. Dogal olarak en fazla burun ve
bogaz boslugunda, insan ve hayvan diskilarinda, apseli yaralarda ve sivilcelerde
yogun olarak bulunurlar. Gidalarda ve gida isletmelerinde, elle gida hazirlayanlarda,
hastane personeli ve hastane ortamlarinda da yaygin olarak bulunurlar. Nazal
stafilokoklar, tasiyicilar (portor) ile cevreye yayilarak tehlike olustururlar. Portor
olan ve ozellikle gida sektoriinde bizzat elleriyle gida hazirlayanlar stafilokokal besin

zehirlenmesinin dnemli bir kaynagidir [2].

Uygun antibiyotik tedavisine ragmen stafilokoklar hastane kaynakli enfeksiyonlarin
basta gelen nedenlerinden biri olup 6zellikle metisiline direngli suslar tedavisi giic,

morbidite ve mortalitesi yliksek enfeksiyonlara neden olurlar [5].

Stafilokoklar koagiilaz enzimi lretmelerine gore koagiilaz pozitif stafilokoklar ve
koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) olarak iki grupta incelenir. Koagiilaz pozitif
stafilokoklar arasinda S. aureus, KNS’ler arasinda ise S. epidermidis ve S.
saprophyticus insan enfeksiyonlarinda en sik rastlanan tiirlerdir [1]. S. aureus siklikla
yara enfeksiyonu, endokardit, osteomiyelit ve sepsise yol acarken, KNS’ler yabanci

cisim enfeksiyonu ve nozokomiyal bakteremilerde ilk siralarda yer almaktadir [5].



S. aureus suglar1 beta-laktamaz {iretimi ile sadece penisilin ve tiirevlerine direngli
iken, genomlarinda bulunan penisilin baglayan protein 2a (PBP 2a veya PBP 2’)

degisimi sonucunda tiim beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng gelistirmistir.

Beta-laktamazlara dayanikli penisilin tiirevlerine de direng gelistirmis olan suslar
metisiline direngli S. aureus (MRSA) olarak adlandirilmaktadir [6]. Hemen hemen
tiim MRSA izolatlar1 PBP 2a denilen ek bir penisilin baglayan protein tiretir. PBP 2a,

kromozomal bir gen olan mecA geni tarafindan kodlanmaktadir [7].

Staphylococcus’larda genellikle plazmid araciligi ile aktarilabilen direng genleri,
bircok antibiyotige direncli suslarin ortaya c¢ikmasina neden olmakta ve bu
bakterilerde metisilin direnci, ¢oklu direncin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir
[8]. Giinlimiizde Amerika Birlesik Devletleri’nin bir¢ok eyaletinde deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarindan izole edilen MRSA oranm1 % 50’lerin iizerine ¢ikmuistir.
Daha da endise verici olani toplum kaynakli MRSA’larin (TK-MRSA) ilaglara
diren¢ oranlarinin artmasi, yeni cografi alanlarda ve popiilasyonlarda yayilmasidir.
Gogler ve yabanci iilkelere seyahat muhtemelen Avrupa’daki yayilimin hizinda

anahtar rol oynamaktadir [9].

Hem cografik bolgeler arasinda hem de ayn1 bolgede degiskenlik gosteren metisilin
direncli S. aureus prevelansinin belirlenmesinde izolatlarin g¢esitli antibiyotiklere ve
ozellikle metisiline direngliliginin arastirilmasi 6nem arz etmektedir. Ciinkii; MRSA
izolatlar1 ciddi ve tedavisi gli¢ enfeksiyonlar olusturmaktadirlar. Bu nedenle farkli
kaynaklardan izole edilen S. aureus izolatlarinin yayilimmin izlenmesi agisindan

bunlarin tiplendirilmesi 6nem tagimaktadir [2].



1.1. Kaynak Ozetleri

1.1.1. Stafilokoklar

Stafilokoklar, memelilerin deri ve mukdz membranlarinda bulunan normal flora
elemanidir. Genelde bulunduklar1 yerde konakla iyi huylu ve simbiyotik bir iligskiye
sahiptirler. Ancak deri ve mukozal travma, enjeksiyon veya cerrahi miidahale ile

dokuya girmesi sonucu patojen 6zellik gosterebilirler [10].

1.1.1.1. Stafilokoklar’da Tarihce ve Simiflandirma

Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan 1sik mikroskobu altinda
goriilmiis ve 1880 yilinda Louis Pasteur tarafindan sivi besiyerinde tiretilmistir. 1881
yilinda Sir Alexander Ogston stafilokoklarin fareler ve kobaylar i¢in patojen
oldugunu gosterirken bu mikroorganizmalari; liremeleri sirasinda birbirlerinden
ayrilmayip, liziim salkimina benzeyen diizensiz kiimeler olusturmalarina dayanarak

*Staphylococcus’’(Staphyle: tiziim salkimi) olarak adlandirmistir.

Rosenbach 1884’de insan hastalik 6rneklerinden ilk kez stafilokoklar izole etmis ve
kiiltiir ortamlarinda kolonilerin olusturdugu renklere gore stafilokoklar1 iki gruba
ayrrmustir. Sar1 koloni olusturan mikroorganizmalara Staphylococcus aureus (aureus:
sar1), beyaz koloni olusturan mikroorganizmalara ise Staphylococcus albus (albus:
beyaz) adin1 vermistir [3,11]. Sonradan stafilokoklar, pek ¢ok alt gruba ayrilmistir.
Ancak, enfeksiyon etkeni olarak ¢ogunlukla S. aureus izole edildigi i¢in galigmalar
daha c¢ok bu bakteri iizerinde yogunlagsmis ve bunun disinda kalan stafilokok alt
gruplart genel bir isimlendirme ile koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak
adlandirilmiglardir [12,13].

Stafilokoklara kars1 1936 yilindan itibaren siilfanamidler ve 1940’1 yillarin
baslarindan itibaren de penisilinler kullanilmaya baslanmis, ancak 1944’ten itibaren
penisilinazin tiretilmesiyle meydana gelen penisilin direnci gittik¢e artarak 1966-

1967 yillarinda % 80’e kadar ulagsmistir. Bunu takip eden yillarda yalniz hastane



kaynakli degil toplum kaynakli izolatlarda da penisilin direnci goriilmeye
baglanmigtir. 1950°1i yillarda giiniimiizde ST30-TK-MRSA-IV olarak adlandirilan
penisilin direngli faj 80-81 S. aureus klonu tiim diinyada gerek hastane kaynakli
gerekse toplum kaynakli enfeksiyonlara yol agmustir (Sekil 1.1). 1961 yilinda
metisilin kullanilmaya baglanilmis ve kisa slirede bu antibiyotige de direng
gelismistir. MRSA suslart 1970°1i yillardan beri yaygin olarak tespit edilmeye
baslanilmis ve bu bakteriler; penisilinaza direngli (antistafilokoksik) penisilinler
olarak bilinen metisilin, nafsilin, oksasilin gibi ilaglar ile beraber baska ilag

gruplarina da direng géstermeye baslamislardir.

1980’11 yillarin baslarindan itibaren hastanelerde sporadik MRSA suslariin
izolasyonu artmis ve 1982 yilinin basindan itibaren hastane enfeksiyonu etkeni olan
epidemik MRSA suslar1 ortaya ¢ikmistir. Ayrica, 1980’lerden itibaren KNS’lerin de
¢ok oOnemli nozokomiyal enfeksiyonlarin etkeni oldugu; sepsis, endokardit ve

osteomiyelit gibi degisik tablolar yapabildigi gosterilmistir.

1956 yilinda kullanima giren vankomisin, ilk yillarda saf preperatlarinin
hazirlanamamis olmasindan dolay1 bir siire sonra terk edilmis, ancak MRSA grubu
bakterilerin yaygin hale gelmesiyle tekrar kullanilmaya baslanilmis ve bu
enfeksiyonlarin bagariyla tedavi edilmesini saglamistir. Ancak stafilokoklar, bu ilaca
kars1 da direng gelistirmeye baslamis ve vankomisine orta derecede direngli ilk sus
1997°de Japonya’dan bildirilmis olup bu durumu takip eden yillarda ABD, Fransa,
Kore, Giiney Amerika, Brezilya ve Iskogya gibi pek ¢ok iilkeden azalmis vankomisin
duyarliligimi bildiren calismalar rapor edilmistir. Bu durum stafilokoklarda

vankomisin direncinin global bir sorun olduguna isaret etmistir.

2002 ve 2004 yillarinda ABD’den bildirilen 3 VRSA susun (MIK > 32ug/ml) vanA
genini tagidigr saptanmis ve bu izolatlar “’vankomisin direngli S. aureus’” (VRSA)

olarak adlandirilarak bu konudaki endiseleri iyice arttirmistir [12,13].
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Sekil 1.1. S. aureus sus’unun yillara gore antibiyotik direngliligi [14]

Baird-Parker 1974 yilinda Staphylococcus’lart koagiilaz reaksiyonlarina gore ii¢ tiir
olarak (S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus) tanimlamistir. Daha sonraki
yillarda ise DNA homoloji ¢aligmalari, immunokimyasal ve biyokimyasal 6zellikler
temel alinarak 22 tiir daha tamimlanmugtir. Staphylococcus’larin hayvanlarda konukcu
olan S. intermedius, S. hyicus, insanlarda konukg¢u olan S. aureus disinda diger 19 tiir
koagiilaz negatif stafilokok (KNS) tiirleridir.

Bu tiirler; S. arlettae, S. auricularis, S. capitis, S. caprae, S. caseolyticus, S. cohnii, S.
epidermidis, S. equorum, S. gallinarum, S. haemolyticus, S. hominis, S. koossii, S.
lentis, S. saprophyticus, S. sciuri, S. simulans, S. saccharolyticus, S. warneri ve S.

xylosus 'tur [11].



1.1.1.2. Stafilokoklar’in Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Staphylococcus genusunda bulunan bakteriler tekli, ikili, dortlii hiicreler halinde
bulunabilirler, li¢ veya dort hiicreden olusan kisa zincirler yapabilirler ve diizensiz
tiziim salkimi benzeri sekiller olustururlar (Sekil 1.2) [15]. Hareketsiz, spor
olusturmayan, katalaz pozitif ve genellikle koagiilaz pozitif, oksidaz negatif,
kapsiilsiiz, anaerob olan ve karbohidratlardan gaz olusturmayan S. saccharolyticus ve
S. aureus subsp. anaerobius haricinde fakiiltatif anaeroblardir. Bir¢ok tiiriinde
karotenoid pigment bulunabilir. Stafilokoklarin, sporsuz olmalarina ragmen kuruluga
dayanikliliklar fazladir. Sporsuz bakteriler i¢cinde ¢evre sartlarina ve dezenfektanlara
kars1 en dayanikli olan bu bakteri grubu, kiiltiirel ortamlarda 4°C’de 2-3 ay, 20°C’de
ise 3-6 ay canliliklarin1 korumaktadirlar [12,15,16].

Sekil 1.2. S. aureus’un 151k mikroskobu goriintiisii (solda) [2009] ile taramali
elektron mikroskop goriintiisii (sagda) [2000] [17]



Staphylococcus ‘lar optimum 30-37°C sicaklikta, pH 7-7.5’da gelisirler, % 10-15

arasindaki tuz konsantrasyonunda ise gelismeleri oldukga iyidir [11].

Stafilokoklar, basta glikoz olmak iizere bir¢ok karbonhidrati fermentatif olarak
parcalar ve son lirlin olarak laktik asit meydana getirirler (Glikozu, Emb’den
Meyerhoff glikolitik yolu ile ya da heksomonofosfat glikolitik yolu ile piruvata
metabolize ederler). Lizostafine duyarli, lizozime direnglidirler. Mannitole etkileri
degiskenlik gosterir, 6zellikle S. aureus bu sekere etkilidir ancak koagiilaz negatif
olanlar bu sekeri parcalayamaz. Bundan dolayr mannitol fermantasyonu bu bakteriyi

digerlerinden ayirmada kullanilan bir 6zelliktir [11,12,15].

Stafilokoklar basit besiyerleri dahil bircok besiyerinde {irerler. Ancak kanl
besiyerlerinde daha iyi ¢ogalirlar. S. aureus’a ait koloniler genis (0.5-1.5um
capinda), diizgiin, yuvarlak, yiizeyden hafif¢e kabarik, yari-mat goriiniimiindedir
[12,15]. Kanli agarda degisik tipte (o, B, 7y, O, €) hemolizli koloniler olustururlar
(Sekil 3.2). Kiiltiirlerin karbondioksitli (CO2) ortamda uzun siire inkiibe edilmeleri
halinde hemoliz daha belirgindir. 60°C’lik 1siya 30 dakika dayanabilirler. vy-
radyasyona oldukg¢a direnglidirler [11].

Proteaz, lipaz ve esteraz enzimleri vardir. Aerobik iireyebilmek icin aminoasit,
adenin ve tiamine de ihtiya¢ duyarlar. Anaerob sartlarda inkiibe edilen bakteriler
ilave olarak urasil ve piruvata da ihtiya¢ gosterirler. % 40 safra bulunan ortamda da
iireyebilirler [11]. Insanlarda enfeksiyonlarmna rastlanan baslica stafilokok tiirlerinin

onemli ozellikleri Cizelge 1.1.” de dzetlenmistir [18].



Cizelge 1.1. Stafilokok tiirlerinin belirgin ayirt edici 6zelikleri [18]
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1.1.2. Hiicre Yapisi

1.1.2.1. Genom

Bakteri genomu; yaklasik 2000-3000 kbp bir kromozom ile profajlar, plazmidler ve
transpozonlardan olusur. S. aureus genomu ise, 2500’¢ yakin geni kodladigi
diisiiniilen 2800 kbp uzunlugunda sirkiiler tek bir kromozomdan olusur. Antibiyotik
direnci ve bakteri viriilansindan sorumlu olan genler bu kromozom veya

ekstrakromozomal yapilar {izerinde bulunabilir [12,19].

1.1.2.2. Hiicre Duvari Yapisi

Stafilokoklarin hiicre duvari peptidoglikan, teikoik asit ve protein A olmak iizere ii¢
ana komponentten olusur. S. aureus’un hiicre duvarinin esas komponenti ise hiicre

duvari agirliginin % 50°sini olusturan peptidoglikan polisakkarit tabakasidir.

Peptidoglikan; hiicre duvarmin esas yapisini olusturan, hem Gram pozitif hem de
Gram negatif bakterilerde bulunan karmasik bir makro molekiildiir. Yapisinin temel
tas1 glikan zincirleridir. Glikan zincirleri, N-asetil glukozamin ve N-asetil miiramik
asit birimlerinin donisiimlii bir sekilde siralanmasiyla olusan disakkarit zincirlerden
olusur. Glikan zincir iizerinde, miiramik asidin laktil grubuna bagh tetrapeptid yapisi
bulunmaktadir. Tetrapeptidin li¢lincii pozisyonundaki diaminoasit ile diger
tetrapeptidin  dordiincii pozisyonundaki D-Alanin arasinda capraz baglar olusur.
Peptidoglikan tabakadaki ¢ok sayidaki ¢capraz bag, bu bakterilerin hiicre duvarlarinin
cok saglam bir yapiya sahip olmasini saglayarak konak dokularinda bu bakterilerin

canliliklarini siirdiirebilmelerini saglar [20].

S. aureus’da capraz baglanti orani yiiksektir ve bu 0Ozellik bakterilerin lizozim

enzimine karsi direngli olmasini saglar.



Hiicre duvarinin diger bir 6nemli komponenti ise hiicre duvart agirliginin % 40’11
olusturan teikoik asittir. Teikoik asit, fosfodiester baglar1 ile bagl ribitol
birimlerinden olusan suda ¢oziilebilen bir polimerdir [20]. Hiicre duvarinda bulunan
teikoik asit, mukozalarda bulunan 6zgiil reseptorler (fibronektin, fibrinojen, laminin,
trombospondin, elastin, kollajen, vitronektin ve sialoprotein) ile birleserek
stafilokoklarin enfeksiyon bolgesine yapigmasini saglar [12]. Sadece Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarinda bulunan bu yapi hiicre yiizeyine negatif yiik vererek
cesitli metal iyonlarinin, katyonlarin lokalizasyonunda ve otolitik enzimlerin

aktivasyonunda rol oynar.

Bu asit ayrica viriilans faktorii olarak bir¢ok 6zellige daha sahiptir. Bunlar arasinda
inflamasyon hiicrelerinin kemotaksisini inhibe etmesi ve antikor iiretimini sitimiile
etmesi sayilabilir [20]. Teikoik asit, peptidoglikan tabakaya ya da lipofilik zincir
arasinda sitoplazmik membrana kovalent olarak baglanmis, tiire 6zgili fosfat igeren
polimerlerden olusur. Kalinligi, bakteri tiirtine gore degismekle birlikte 10-12 nm

arasindadir.

Teikoik asitler bulunduklart yere gére 2 kisma ayrilir. Bunlar; hiicre duvar teikoik
asitleri ve membran teikoik asitleridir. Hiicre duvar teikoik asitlerinden N-asetil
glukozamin (GlcNAc) rezidiileri iceren ve polisakkarit A olarak da adlandirilan
ribitol teikoik asit S. aureus ta, glikozil rezidiileri igeren ve polisakkarit B olarak

adlandirilan gliserol teikoik asit ise S. epidermidis’te bulunur [12].

Peptidoglikan yapinin en disindaki hiicre duvar komponenti ise protein A’dir ve bu
yapt sadece S. aureus da bulunur. Protein A; duvarin yaklagik % 7’sini olusturur,

organizmay1 fagositoza karsi korur ve kompleman aktivasyonunu saglar.

S. aureus hiicre duvarlari, protein A araciligiyla IgG molekiiliiniin Fc bolgesine
baglanabilmektedir. Protein A immiinoglobulinlerin Fc reseptorlerine baglanarak
bakteriyi antikora bagl fagositozdan korur. Ayrica hiicre disina salgilanan protein A
ayni reseptorlere baglanarak komplemanin tiiketimine neden olur ve komplemana

bagli viicut savunmasindan bakteri korunur.
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Protein A viriilans faktorii olarak da rol oynar. Ayn1 zamanda immiinoglobulinlerle
nonspesifik olarak etkilesime girdikleri ve antifagositik ozellik gosterdikleri igin

konakta agir1 duyarlilik tepkimelerine de yol acabilmektedir [20].

1.1.3. Viriilans ve Patojenik Onemleri

Cesitli kaynaklardan izole edilen ve tanimlanan Staphylococcus’larin invivo ve
invitro olarak {tretildigi ortama salgiladiklar1 ve konakgr iizerinde etki gdsteren
ekstraseliiler maddeler (toksin ve enzimler) ve seliller maddeler (peptidoglikan,
kapsiiler substantlar, clumping faktér ve protein A) vardir. Bunlardan ekstraseliiler
olanlarin patojenite ile yakindan iligkili oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Bu
nedenle, Staphylococcus’larda bulunan ekstraseliiler maddelerin tespit edilmesi bu

mikroorganizmalarin tanimlanmasinda 6nemli yer tutmaktadir [11].

Viriilans1 en yiiksek olan stafilokok tiirii ise S. aureus’tur. Ancak enfeksiyon olup
olmamasi mikroorganizmanin viriilansi ile konak savunma sisteminin olusturacaklari
dengeye baghidir [15]. Stafilokoksik enfeksiyonlar; daha 6nceden kolonize olmus
hastalarda enfeksiyon olugmasi seklinde ya da gegici el kolonizasyonu olan saglik
personelinin hastalara temas: ile ortaya c¢ikabilmektedir. Bu enfeksiyonlarin
patogenezinde rol oynayan mekanizmalar; bakterinin konaga yapismasi, anatomik
bariyerlerden girisi, fagositik hiicrelerin inaktivasyonu, konagin hiimoral
savunmasinin baskilanmasi ve toksinlerin salgilanmasi1 seklinde 6zetlenebilir.
Enfeksiyonu etkileyen faktorler arasinda insanin bagisiklik sisteminin durumu,
mikroorganizmanin sayi ve viriilansi, deri ve mukoza biitiinliigliniin bozulmasi

sayilabilir.

Burunda stafilokok tasiyanlar dnemli bir enfeksiyon kaynagidir. Bakteri, hava yolu
veya temasla da bulagabilir. S. aureus, enfekte ettigi bolgede hizla kolonize olabilen
bir bakteridir. Ayn1 zamanda deri ve mukozadaki minor gatlaklardan invaze olmasini
ve konak savunma mekanizmalarinin ¢ogundan kendini korumasini saglayan
biyokimyasal mekanizmalara da sahiptir. Bundan dolayr dolasim sistemine

girdiginde, bakteriyel endokardit ve yaygin metastatik abselere neden olabilmektedir.
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Insanlardaki stafilokok enfeksiyonlarinda S. aureus éncelikli patojen olarak yer alir.
Bunun haricinde deri ve mukozalarin normal flora bakterileri olarak kabul edilen S.
epidermidis ve S. saprophyticus gibi KNS’ler de enfeksiyona neden olur. Bu
bakteriler firsat¢idirlar ve konak organizmanin uygun kosullarinda enfeksiyon
olustururlar. Bu grup i¢inde en sik (% 70-80) izole edilen tiir olan S. epidermidis’in
olusturdugu enfeksiyonlar, genellikle yabanci cisimlerin iizerine yapigsma ve bu

yiizeyler tizerinde biyofilm olusturma yetenegi ile agiklanmaktadir [12].

1.1.3.1. Toksinler

S. aureus, enfeksiyonlardaki semptomlardan sorumlu cesitli toksinler salgilar.
Bakteri, Sitolitik toksin (alfa, beta, gamma, delta toksin ve 16kosidin), eksfoliatif

toksin, toksik sok sendromu toksini-1 ve farkli tiplerde enterotoksin tiretir [21,22].

1.1.3.1.1. Sitolitik Toksinler

Eritrositler ve cesitli hiicreler iizerine sitolitik etki gosterirler. Bunlardan en iyi

tanimlananlar1 hemolizinler ve 16kosidindir.

Hemolizinlerin belirli hayvan eritrositlerini eritmelerine gore alfa, beta, gamma ve
delta olmak tiizere cesitli tipleri mevcuttur. Alfa hemolizin; tavsan, beta hemolizin;
koyun, 6kiiz, gamma hemolizin; tavsan, insan, koyun, delta hemolizin; insan, koyun,

tavsan ve maymun eritrositlerini eritir [23].

Alfa (o) hemolizin, S. aureus suslarinin ana hemolizinidir. Bakteriyel
kromozomlarda ve plazmidlerde kodlanir. Insan makrofaj ve trombosit hiicre
membranlar iizerinde litik etkiye sahiptir ancak monositlere etkisizdir. Hemolitik,

dermonekrotik ve sitolitik etkileri vardir [24,25,26].

Beta () hemolizin, en iyi koyun eritrositlerine, daha az olarak da insan ve tavsan

eritrositlerine litik etki gosterir. Sfingomiyelinazdir ve sfingomiyelin igeren zarlara
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etki eder. Toksinin en 6nemli 6zelligi sicak-soguk lizis yapabilme yetenegine sahip
olmasidir. Bu toksinin hemolitik aktivitesinin 37°C’de inkiibasyondan sonra +4°C’de
tutuldugunda arttifi gézlemlenmis ve buna bagli olarak sicak-soguk toksin olarak

adlandirilmistir. Eritrositler tizerindeki etki sogukla artar [25,26].

Delta (8) hemolizin, S. aureus suslarinin % 97’si tarafindan iiretilmektedir. Koagiilaz
negatif stafilokoklarin da % 50-70’inin bu toksini iirettigi belirtilmektedir. Genis bir
sitolitik aktiviteye sahiptir. Hiicre membranin1 deterjan benzeri bir etkiyle parcaladigi

distiniilmektedir.

Gamma (y) hemolizin, insan, koyun, tavsan gibi farkli tiirlerin eritrositlerini ve
ayrica insan lenfoblastik hiicrelerini parcalayabilme yetenegine sahiptir. S. aureus
suslarinin hemen hepsi tarafindan iretilebilmektedir. Belirgin hemolitik aktivitesi

olmasina ragmen etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir [21,22].

Lokosidin (Panton-Valentin 16kosidin), polimorf niiveli 16kosit, monosit ve
makrofajlar lizerine etkilidir. Elektroforetik olarak birbirinden ayrilan F (fast) ve S
(slow) adi1 verilen iki proteinden olusur. Gamma toksin (hemolizin) ile sinerjist etki
gosterir ve antijeniktir. Lokosidin etkisinde kalmis 16kositlerin katyon permeabilitesi

degistiginden hiicre hareketini kaybederek siser ve graniillii, yuvarlak bir sekle
doniiserek pargalanir [23].

1.1.3.1.2. Eksfoliyatif Toksin (Eksfoliyatin)

Ciltte yaygin biiller ve cildin soyulmasiyla karakterize bir klinik tablo olan
stafilokokal haslanmig deri sendromu (staphylococcal scalded skin syndrome;
SSSS)’na yol acan bir toksindir. Ozellikle yeni dogan epidermisinde ciddi sonuglara

yol agar.

Eksfoliyatif toksinin eksfoliyatif toksin-A (ET-A) ve eksfoliyatif toksin-B (ET-B)

olmak {iizere iki farkli tipi vardir. Birincisi 1siya direngli ve kromozomal genlerde
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kodlanirken, ikincisi 1siya duyarlidir ve sentezi plazmit genlerinin kontrolii

altindadir. Bir sus her ikisini salgiladig1 gibi, her ikisini de salgilamayabilir [23,27].

1.1.3.1.3. Toksik Sok Sendromu Toksini -1 (TSST-1)

Birgok S. aureus suslari tarafindan salinan ayni1 zamanda bir siiper antijen olabilen bu
toksin, toksik sok sendromuna (TSS) neden olur. Saglikli insanlarin yaklasik %

90’1inda TSST-1’¢e karsin koruyucu antikorlar bulunur.

Istya ve proteolitik enzimlere kars1 direnglidir. S. aureus suslarinin % 5-25’1 TSST-1
geni tasir. TSST-1"in S. aureus disindaki tiirlerde varligi halen tartisma konusudur.
Ancak, KNS’lerin ve A grubu streptokoklarin da TS$S’na yol acabildikleri
bilinmektedir [23,27,28,29].

1.1.3.1.4. Enterotoksin

S. aureus suslarinin yaklasik ticte biri g¢esitli enterotoksinler iiretir. Kimyasal ve
immiinolojik olarak 6 farkli (A, B, C, D, E, G) tipi vardir. Bir sus bu toksinden yalniz
birini veya bir kacini olusturabilir. Enterotoksinler 1s1 ve gastrointestinal enzimler
tarafindan hidrolize karsi oldukg¢a direnglidir. Besin zehirlenmesine neden olur.
100°C de 30 dakika kaynatilmaya dayanabilirler. Bu nedenle enterotoksin iireten
stafilokoklar besin lriinlerini kontamine eder ve toksinlerini salgilarsa, yiyecegin

yeniden 1s1tilmas1 koruyucu olmaz. Insanda en sik A tipi enterotoksin hastalik yapar
[23,27].

14



1.1.4. Stafilokoklar’in Sahip Oldugu Enzimler

1.1.4.1. Katalaz

Katalaz testi, katalaz enziminin varliginin gosterilmesi ic¢in yapilir [10].
Micrococcaceae ailesi iginde yer alan stafilokoklar ile Streptococcaceae ailesi i¢inde
bulunan streptokoklar1 birbirinden ayirmada kullanilan O6nemli bir testtir.
Stafilokoklarin dahil oldugu Micrococcaceae ailesi katalaz pozitifken, streptokoklar

katalaz negatif 6zellik gosterirler [23].

Tim stafilokoklar tarafindan salgilanan bu enzim, hidrojen peroksiti (H202), su
(H20) ve oksijene (O2) parcalayarak etkisiz hale getirir (Sekil 3.3). Dolayisiyla
toksik olan hidrojen peroksiti inaktive ederek mikroorganizmayi konagin savunma
mekanizmalarina kars1 korur. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin iginde
toksik oksijen radikalleri tarafindan oldiiriilmeye diren¢ kazanir. Eritrositler katalaz
enzimine sahip oldugundan, test kan igermeyen besiyerlerinde liretilmis bakterilerde

yapilir [21,22,27].

H202 — HO + % O2

(Biyokimyasal tepkime Katalaz enzimi varligiyla gergeklesir)

1.1.4.2. Koagiilaz (Prokoagiilaz)

S. aureus ve insanda patojen olmayan bazi tiirler (S. intermedius, S. hyicus, S.
lugdunensis, S. schleiferi) tarafindan salgilanan, kan plazmasini pihtilagtiran
ekstraselliiler bir proenzimdir. Bu test bakterinin patojenligini belirler. S. aureus
suslar1 serbest ve hiicreye bagli olmak flizere iki ¢esit koagiilaz iiretir. Serbest
koagiilaz plazmada bulunan CRF (Coagiilaz-Reacting Factor) ile reaksiyona girerek
pihtilasmaya neden olur. Hiicreye bagli olan koagiilaz, kiimelesme faktori
(Clumping Faktor) olarak isimlendirilir. Kiimelesme sirasinda CRF’ye gereksinim

yoktur ve dogrudan plazmadaki fibrinojene etki eder ve stafilokoklarin
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kiimelesmelerine yol agar. Koagiilaz testi S. aureus i¢in standart bir belirleyicidir.
Koagiilaz pozitif stafilokoklarin {izerinde olusan fibrin tabakasi1 bakteriyi fagositoza

kars1 koruyarak patojenitesini arttirir.

Koagiilaz testi, S. aureus’un diger stafilokok tiirlerinden ayiriminda kullanilan bir
test yontemidir. Insanlarda patojen olan ve plazmayr pihtilastiran tek tiir
S.aureus’tur; bunu koagiilaz negatif olan S. epidermidis ve S. saprophyticus izler
[21,22,23,27].

S. aureus icin patojenligin en dnemli olgiitii koagiilaz enziminin varligidir ve bu
susun iki tiirli koagiilaz enzimi irettigi bilinmektedir. Bunlardan bir tanesi hiicre
duvarina bagh olarak kalmakta, digeri ise hiicre disina salgilanmaktadir. Koagiilaz
testi tiipte veya lamda olmak tizere iki sekilde yapilabilmektedir (Sekil 3.4 ve Sekil
3.5) [10].

Lamda koagiilaz testiyle; hiicre duvari yiizeyinde bulunan bagh koagiilaz (clumping

faktor), tiipte koagiilaz testiyle salgilanmis ekstraseliiler koagiilaz arastirilir [27].

Nadir olarak S. aureus suslari koagiilaz negatif olabilir ve ozellikle metisiline

direngli suslarda, lam deneyi ile koagiilazin negatif olarak bulunabilecegi

belirtilmektedir [27,30,31].

1.1.4.3. Stafilokinaz (Fibrinolizin)

S. aureus suslarinin ¢ogu tarafindan plazminojeni aktive eden stafilokinaz adi verilen
bir madde salgilanir. Stafilokinaz, plazmadaki plazminojeni aktive ederek plazmine
(fibrinolizin) doniismesini ve bdylece fibrin erimesine neden olur. Stafilokinaz,
fibrini eriten proteolitik bir enzim oldugundan bakterinin dokular arasinda

yayilmasini saglar [23].
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1.1.4.4. Hiyaliironidaz

Hiicre aralarinda bulunan hiyaliironik asidi depolimerize ederek bakterinin
yayilmasini saglar. Hiyaliironidaz enzimi antijeniktir ve 6zgiil antikorlar ile notralize
olur [23].

1.1.4.5. Beta-laktamaz (Penisilinaz)

Beta-laktam antibiyotikleri etkisiz hale getirerek bakterinin bu grup antibiyotiklere

diren¢ kazanmasina ve dolayisiyla tedavinin basarisiz sonu¢ vermesine yol agar.

Cogu, plazmidler tarafindan kodlanir [23].

1.1.4.6. Lipaz

Lipidleri hidrolize eden enzimdir. Viicudun yagli bolgelerinde bakterinin kolonize

olmasini saglar. Kronik fronkiile neden olan S. aureus suslar1 tarafindan salgilanarak

bakterinin kiitan ve subkiitan dokulara yayilmasina yardimci olur [23].

1.1.4.7. Deoksiriboniikleaz (DNaz)

DNA’y1 hidrolize eden ve 1siya direngli olan DNaz enzimi S. aureus suslarinin %

90’dan fazlasi tarafindan tiretilmektedir [26].

1.1.4. S.aureus’un Epidemiyolojisi

Toplum kokenli (TK-MRSA) ve hastane kokenli (HK-MRSA) enfeksiyonlarin 6nde

gelen etkenlerinden olan S. aureus, hayati tehdit eden ciddi enfeksiyonlara yol

acabilmektedir. Ozellikle metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslarinda coklu
antibiyotik direnci gelistiginden dolayt MRSA ile olusan agir enfeksiyonlarin tedavi
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secenekleri ¢ok azdir. MRSA o6zellikle nozokomiyal enfeksiyonlarin onde gelen
etkenlerinden olmakla birlikte, son yillarda TK-MRSA enfeksiyonlar1 da giderek

onem kazanmaya baslamistir [32].

S. aureus sporsuz bakteriler igerisinde en dayaniklilarindandir. Kuruluga, 1siya,
yiiksek tuz igerikli ortama dayaniklidir. Bu nedenle etkili antibiyotiklerin, hastane
enfeksiyonu kontrol programlarinin ve uygun halk sagligi kosullarinin varligina

ragmen hala 6nemli sorunlar yaratan patojenlerdendir.

S. aureus kolonizasyonu yenidoganda baglar. Bakteri dnce gobek kordonu sonra da
burunda ortaya ¢ikar. Yetiskinde en sik 6n burun boslugu ve perinede yerlesir. Deri
ve gastrointestinal sistem tasiyiciligi da vardir. Genellikle ilk yerlesen bakteri dmiir
boyu kalir ve yeni suslarin yerlesimi flora tarafindan 6nlenir. Bu durum antibiyotik
kullanimi1 sonrasinda degisebilir. Floranin bozulmas1 baska suslarin yerlesmesine yol
acabilir. Bu durum o6zellikle hastanelerde goriiliir ve yatan hastalarda direngli S.
aureus suslar1 kolonize olur. Hastanede yatan hastalar ve hastane personelinde bu tiir
suslarin taginma orani toplumdan daha yiiksektir. Yetigkinlerde burun tasiyiciligi
oranlar1 toplumda % 20-40 arasinda degisirken, hastane popiilasyonunda % 90’a
kadar ¢ikabilir. Tasiyicilardan bulasma temas veya damlacik yoluyla olabilir.
Tagtyiciligin klinik 6nemi vardir. Cerrahi islem sonrasi S. aureus enfeksiyonu

gelisme olasiligi tasiyicilarda daha siktir.

Yaglilar, immiin yetmezligi olanlar, yogun bakim ve yanik {nitelerindeki hastalar,
intravendz kateteri olanlar, cerrahi yarasi olanlar MRSA enfeksiyonu i¢in daha
yiiksek risk tasiyan gruplardir. Ayrica hastanede kalig siiresinin uzamasi, dnceden
antibiyotik kullanmis olmak ve tasiyici veya enfekte olan kisilerle yakinlik da

kolonizasyon ve enfeksiyonu kolaylastirir [33].

Farkli hastanelerde MRSA enfeksiyon orani % 50’ye ulasmakta ve bu durum yiiksek
bir ekonomik yiike neden olmaktadir [34].

Stafilokoklarda metisilin diren¢ oranlar1 {lilkeler, bolgeler, hastaneler, hatta ayni

hastanenin servisleri arasinda bile degisiklik gostermektedir. 1999-2002 yillari
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arasinda gergeklestirilen yirmi alti Avrupa iilkesini kapsayan ¢alismada italya (%
40.9), Ingiltere (% 41.5), Malta (% 43.8) ve Yunanistan (% 44.4) metisilin direncinin
en yiiksek oldugu iilkeler olup; Izlanda (% 0.5), Danimarka (% 0.6), Hollanda (%
0.6), isve¢ (% 0.8) ve Estonya (% 0.9) ise metisilin direncinin en diisiik oldugu
tilkeler olarak bildirilmistir [35]. 2003-2005 yillarinda Akdeniz iilkelerini kapsayan
ve lilkemizin de yer aldigi ¢alismada en diisik MRSA oranlari, Liibnan (% 12),
Tunus (% 18) ve Fas’da (% 19); en yiiksek MRSA oranlari ise Urdiin (% 56), Kibris
(% 55) ve Misir’da (% 52) saptanmustir. Bu calisma kapsaminda Tiirkiye’deki
metisilin direnci ise % 39 olarak bildirilmistir [36]. Cesitli c¢alismalarda da
Tiirkiye’de % 14-73.8 arasinda degisen metisilin diren¢ oranlart bildirilmektedir.
Diindar ve arkadaslarinin [32], 2005, 2006, 2007 yillar1 arasinda yaptiklari ¢alismada
klinik orneklerden izole edilen S. aureus suslarinda 2005 yilinda yaptiklar1 % 34,
2006 yilinda % 14, 2007 yilinda ise % 21 oraninda metisilin direnci saptamislardir.
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1.1.6. S. aureus’un Olusturdugu Enfeksiyonlar

S. aureus toplum kokenli sepsislerin en 6nemli nedenidir ve en onemli hastane
patojenidir. Hastalik genis yelpazede toksin bagimli hastaliklar (besin zehirlenmesi,
haslanmig deri sendromu ve toksik sok sendromu gibi), cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlart (fronkiil, seliilit, impetigo gibi), derin enfeksiyonlar (kemik, eklem,
kalp kapagi, dalak ve akciger gibi hemen hemen her bir organi tutabilir), akciger ve
iiriner sistem enfeksiyonlar1 olarak goriilebilir. S. aureus bakteriyemisinin énemli bir
komplikasyonu organizmanin bir veya daha fazla uzak bolgesine yayilmasidir. Diger
klinik tablolar ise, cerrahi yara enfeksiyonu, ventilator ile iligkili pndmoni,
intravendz katater nedenli bakteriyemi ve serebrospinal sivi santlari, prosterik
eklemler, vaskiiler greftler gibi protezlere bagli enfeksiyonlar seklinde goriilen
hastane enfeksiyonlaridir. Farkli hastanelerde MRSA enfeksiyon orant % 50’ye
ulagmakta ve bu durum yiiksek bir ekonomik yiike neden olmaktadir [37].

1.1.7. Stafilokoklar’da Tani

Stafilokoklarin laboratuvar tanisinda koloni morfolojisi, boyanma 6zelligi, pigment
tiretimi, hemoliz, mannitol fermantasyonu, yiliksek tuz konsantrasyonlu ortamda
tireme gibi 6zelliklerine bakilarak degerlendirme yapilir. Stafilokoklarin tiir tanisinda
en c¢ok kullanilan yontemler koagiilaz ve DNaz deneyleridir. Protein A’nin
gosterilmesi, ticari hazirlanmis kitler (API), DNA prob yontemi ve PZR gibi
molekiiler teknikler de tanida kullanilabilir [23]. S. aureus’un biitiin suslar1 koagiilaz
pozitif olup mannitolii fermente ederler. Stafilokoklarin tanisinda kullanilan ticari kit
tanimlama sistemleri ve otomatize sistemler stafilokok tiirlerini % 70 ile % 90

dogrulukta ve nispeten hizli ve kolay sekilde tanimlamaktadir [37].

Lokal veya sistemik hastaliklarda alinacak uygun Orneklerden (cerehat, balgam,
beyin omurilik sivisi, idrar, kan, biopsi) yapilacak preparatta {iziim salkimi seklinde
kiimelenmis Gram pozitif koklarin goriilmesi ve Kkiiltiir besiyerinde bakterinin
tiretilmesi ile tan1 konur. Toksinlerle gelisen hastaliklarda ise lezyonlarda bakteri

saptanmaz. Klinik bulgular tanida yardimci olmaktadir [33].
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1.1.8. S. aureus’da Metisilin Diren¢ Mekanizmasi

Beta-laktamaz enzimiyle hidrolize olmayan beta-laktam antibiyotiklere (metisilin,

oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) karsi olan diren¢ metisilin direnci

olarak adlandirilir [38].

1.1.8.1. Intrensek (Kromozomal) Metisilin Direnci

En sik rastlanilan direngtir. Bu direng yeni bir penisilin baglayan protein (PBP)
sentezi ile gergeklesir. PBP’ler bakteri hiicre membraninda bulunan beta-laktam
antibiyotiklerin baglandig1 hedef proteinlerdir. Bu proteinler bakteriyel hiicre
duvarinin sentezi esnasinda peptidoglikan agin birlesmesinde terminal ¢apraz
baglanma reaksiyonunu katalizleyen enzimlerdir. Metisiline duyarli S. aureus
(MSSA) suslarinda, bes adet PBP bulunurken, MRSA ’larda bunlara ek olarak PBP 2’
ya da PBP 2a olarak adlandirilan 78 kDa agilikta olan farkli bir PBP
sentezlenmektedir. PBP 2a, diger PBP’lerden farkli olarak beta-laktam yapisindaki
antibiyotiklere kars1 diisiikk afinite gostermektedir. Dolayisiyla, beta-laktam grubu
antibiyotik  varliginda, yiliksek afiniteli PBP’lerin fonksiyonunu gorerek
peptidoglikan sentezini siirdiirebilme yeteneginde olan tek transpeptidazdir. Beta-
laktam grubu antibiyotikler, normalde hiicre duvarinda yer alan PBP’lere baglanarak
peptidoglikan sentezini engeller. MRSA’larda ise bu antibiyotikler PBP 2a’ya
baglanamazlar ve bunun sonucunda peptidoglikan sentezi devam eder. PBP 2a’y1
kodlayan gen 2,1 kb biiyiikliigiinde olan ve mecA olarak adlandirilan bir gendir.
mecA geninin ekspresyonu mecR1 ve mecl genleri ile kontrol edilir. mecR1 geni,
sinyal doniistliricii (signal transducer) bir protein olan MecR1’i, mecl geni de
represor bir protein olan MecI’y1 kodlamaktadir. Beta-laktam grubu antibiyotik
ortamda yokken Mecl, hem mecA hem de mecR1 genlerinin transkripsiyonunu

inhibe eder.
MecR1, transmembran yerlesim gosteren bir proteindir. Ortamda bulunan beta-

laktam yapisindaki antibiyotikleri hiicre dis1 yerlesim gosteren penisilin baglayan

domaini sayesinde algilar ve otomatik olarak pargalanir. Bunun sonucunda
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sitoplazmik yerlesim gdsteren metalloproteaz, MecA geninin operator bolgesine bagl
bulunan MecI’y1 pargaladiktan sonra mecA geninin operator bolgesine baglanarak
mecA’nin transkripsiyonuna yol agar. Ayrica mecR1 ve mecl geni, 1S1272 veya
IS431 insersiyon dizileri nedeniyle delesyona ugrayabilirler ki bu da mecA geni
tizerindeki baskinin ortadan kalkmasi ile sonuglanir. Tim MRSA’lar da bu gen
bulunmasina ragmen metisiline duyarli (MSSA) olan suslarda bu gen
bulunmamaktadir. mecA geni, bakteri kromozomunda SCCmec kaseti iizerinde yer
alir. SCCmec kasetinin, biiyiikliikleri 20 kb’dan 68 kb’a kadar degiskenlik gosteren 5
alt tipi (Tip I-V) bulunmaktadir. Tip I, IV ve V sadece yapisal genler, regiilator
genler ve rekombinaz genlerini igerir. Bu alt tiplerde, transpozon elemanlar1 ve beta-
laktam antibiyotik disindaki antibiyotiklere direngten sorumlu olan genler

bulunmamaktadir.

Metsilin direncinin fenotipik olarak ortaya konmasi bakteriler arasinda degiskenlik
gostermektedir. Tiim MRSA suslar1t PBP 2a olusturmalarina ragmen, direng degisik
derecelerde ortaya cikmaktadir. Bir baska deyisle, metisilin direncinin fenotipik

olarak eksprese edilmesi, homojen ya da heterojen olmak tizere iki sekildedir.

Homojen direncgte, bakterilerin hepsi yiiksek konsantrasyondaki metisilin varliginda
tireyebilme 0Ozelligi gostererek yiiksek diizeyde direng ortaya koyarlar. Heterojen
direngte ise, o bakteri toplulugunda bulunan tiim bakteriler metisilin direnci icin
gerekli olan bilgiyi yani mecA genine sahip olmalarina ragmen bu toplulugun sadece
belirli bir kisminda diren¢ agiga cikar. Bu konuda yapilan calismalar, yiiksek tuz
konsantrasyonu ve diisiik sicaklik gibi bazi c¢evresel kosullarin hiicre otolizindeki
degisikliklerle iliskili oldugunu diisiindiirmiistiir. Ornegin; ortama % 4 NaCI'nin
eklenmesi, PBP 2a miktarini arttirmamasina ragmen direncin eksprese edilmesini
arttirdigin1  goézlemlemislerdir. Yiiksek tuz konsantrasyonunun ya da 30°C ‘de

inkiibasyonun, otolizinleri inhibe ederek etki gosterdigi diisiiniilmektedir [17,38,39].

MRSA suslart siklikla beta-laktam grubu antibiyotiklere heterojen direng gosterir,
diger bir ifadeyle kiiltlir ortam1 i¢inde iki alt popiilasyon bir arada yer alir. Biri
duyarl iken digeri direnglidir. Popiilasyondaki her bir organizma direng icin genetik

bilgi tastyabilir, fakat invitro test ortaminda sadece kiiciik bir boliimii (1078 ile 10™%)
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direncli fenotipi gosterir. Direncli alt popiilasyon genellikle duyarl popiilasyona gore
cok daha yavas iirer ve laboratuvar taramalarinda atlanabilir. Heterojen direngli
suglarin bir sekilde tespitinde, direngli alt popiilasyonun iiremesine biiyiik oranda
katki saglayan faktorler, notral pH, daha disiik 1silar (30-35°C), ortamda NaCl

bulunmasi ve inkiibasyon siiresinin (48 saate kadar) uzatilmasidir [37].

1.1.8.2. Sitmirda (Borderline) Metisilin Direnci

Asirt beta-laktamaz iiretimine baglh olarak gelisen bir direnctir. Bu suslar metisiline
sinirda bir direng gosterdiginden dolay1 bunlara ‘’borderline resistant S. aureus’
(BORSA) denmektedir. Penisilinaza direngli penisilinler aslinda stafilokoklarin
penisilinaz enzimlerinin hidrolitik etkilerine dayaniklidirlar. Fakat bazi suslar asiri
miktarda penisilinaz olusturarak metisilin ve oksasilini yavas ancak dnemli ol¢iide
parcalar. BORSA suslar1 PBP 2a olusturmamalari ile MRSA’lardan farklidir. MRSA
izolatlarinin, sinirda oksasilin direnci gosteren S. aureus suslarindan ayirimindaki
giicliklerden dolayi, standart metot olarak PZR’yi rutin olarak kullanmayan klinik
laboratuvarlar i¢in MRSA nin tespiti sorun olusturabilir. Bununla birlikte, glinlimiize
kadar bu organizmalarla olusan enfeksiyon olgularinda penisilinaz direngli

penisilinler ile yapilan tedavilerde bildirilmis olumsuzluk yoktur [37,40].

1.1.8.3. Mevcut PBP’lerde Beta-laktam Antibiyotik Afinitesinde Azalma ile

Olusan Metisilin Direnci

Modifiye PBP’lere bagli metisiline duyarlilik azalmasiyla gelisen bir metisilin
direncidir. Bu suslar beta-laktamaz negatif olup mecA geni tasimazlar. Fakat
metisiline direng¢ gosterirler. Cok az sayidaki bu izolatlarda, mevcut PBP’lerin beta-
laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosterdikleri goriilmiistiir. Bunun sonucu olarak
bu tip direngli suslara MODSA (Moderately resistant S. aureus ) adi verilmektedir.
Bu suglardaki diren¢ mekanizmasi var olan PBP’lerdeki nokta mutasyonlarindan

veya PBP4’{in asir1 yapimindan kaynaklanabilir [24,40,41,42].
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1.1.9. Metisilin Direncinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

MRSA, hastane kaynakli enfeksiyonlarin en Onemli etkenlerinden birisidir.
MRSA’larda tiim beta-laktam yapisindaki antibiyotiklere ve ayn1 zamanda diger grup
antibiyotiklere olmak {izere ¢oklu ila¢ direnci goriilmektedir. Bu nedenle, metisilin
direncinin en kisa siirede dogru olarak saptanmasinin bu enfeksiyonlarin kontrol
altina almmasinda ve tedavide dogru antibiyotigin seg¢ilmesinde biiylik Onem

tasimaktadir [38].

Glinlimiizde metisilin direncinin tespitinde mecA geninin molekiiler yontemlerle
saptanmast 6nemli bir standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu yontemlerin
klinik laboratuvarlarda uygulanmasi oldukca zor ve pahalidir. Laboratuvarlar i¢in en
onemli nokta MRSA’nm izolasyonu ve tanimlanmasidir. Bundan dolayi, klinik
laboratuvarlarda S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda gesitli

yontemler kullanilmaktadir [37,38].

1.1.9.1. Disk Difiizyon Yontemi

En sik kullanilan bir laboratuvar yontemidir. Bu yonteminde MRSA izolatlariin
saptanmast amaciyla oksasilin (Ipg) diski kullanilmaktadir. 0.5 McFarland
bulanikliga ayarlanmis olan bakteri silispansiyonundan Mueller Hinton Adgar
(MHA)’a ekim yapildiktan sonra, plaklar 35°C’de 24 saat inkiibe edilmektedir.
Oksasilin disk diflizyon yontemi i¢in CLSI (Clinical Laboratory Standarts Institute)
tarafindan belirlenen direng sinir degerlerine gore inhibisyon zon ¢apt < 10 mm olan
izolatlar direngli, 11-12 mm olan izolatlar orta diizeyde duyarli, >13 mm olan

izolatlar ise duyarli olarak kabul edilmektedir.

Yiiksek miktarda beta-laktamaz enzimi olusturan bazi S. aureus suslar1 disk difiizyon
testiyle metisiline sinirda direngli olarak saptanirlar. Bundan dolay1 testin
duyarlhiligini arttirmak amaciyla besiyerine % 5 NaClI eklemek, inkiibasyon siiresini

48 saate uzatmak, yiiksek inokulum kullanmak ya da inkiibasyon derecesini
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35°C’den 30°C’ye azaltmak gibi girisimler beta-laktamaz yapimini artirabilir ve

duyarli suslarin direngli olarak saptanmasina yol agabilir [38].

Son yillarda metisilin direncinin saptanmasinda sefoksitin disk difiizyon yonteminin
kullanilmast glindeme gelmistir. Yapilan caligmalarda, oksasilin disk difiizyon
yontemiyle elde edilen sonucglara gore bu sefoksitin disk difiizyon yOnteminin
duyarhilik ve 6zgiilliigliniin daha ytliksek oldugu bulunmustur. Ayrica, sefoksitin disk
diflizyonu mecA bagimli direncin varhigin1 géstermede oksasilin diskinden daha iyi
bir belirtectir. Bununla birlikte oksasilin disk difiizyon yontemine gore
degerlendirilmesinin daha kolay oldugu bildirilmistir. Bu yontemde sefoksitin (30pg)
diski kullanilmaktadir. 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanmis olan bakteri
stispansiyonundan MHA’ya ekim yapildiktan sonra, plaklar 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmektedir. Sefoksitin disk difiizyon zon ¢ap1 < 21 mm olan izolatlar direngli, > 22

mm olan izolatlar ise duyarli olarak kabl edilmektedir [37,38].

1.1.9.2. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi

Bu yontemde % 2 NaClI iceren Mueller Hinton siv1 besiyeri kullanilmaktadir. CLSI
(Clinical Laboratory Standarts Institute), testte kullanilacak olan inokulum miktarinin
5x10° cfu/ml olmasmi ve 24 saat 35°C’de inkiibasyonu igermektedir. Antibiyotik
olarak oksasilin tercih edilmektedir. Sivi mikrodiliisyon yontemi i¢in CLSI
tarafindan belirlenen direng smir degerlerine gére MIK (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon) degeri < 2ug/ml olan izolatlar duyarli, > 4 ug/ml olan izolatlar ise

direngli olarak kabul edilmektedir [38].

1.1.9.3. Agar Tarama Yontemi

Bu yontemde 6 pg/ml oksasilin ve % 4 NaCl iceren MHA’ya 0.5 McFarland
bulanikliga ayarlanmis olan bakteri siispansiyonundan ekim yapilir. Plaklar 24 saat
35°C’de inkiibe edilir. Herhangi bir koloni liremesi halinde test edilen sus metisiline

direncli olarak kabul edilir. Testin duyarlilik ve 6zgiilliigii oldukga yiiksektir [38].
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1.1.9.4. E-test Yontemi

E-test yontemi, mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemlerine benzer sekilde test
kosullarindan etkilenmektedir. % 2 NaCl igceren MHAya 0.5 McFarland bulanikliga
ayarlanmis olan bakteri siispansiyonundan ekim yapilir. E-test stribi yerlestirilip,
35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilir ve inkiibasyon sonunda, elips seklindeki
inhibisyon alanmnin stribi kestigi konsantrasyon MIK (Minimum Inhibisyon

Konsantrasyon) olarak belirlenir [38,43].

1.1.9.5. Lateks Agliitinasyon Testi

Oldukga kisa bir siirede sonug veren lateks agliitinasyon testi, PBP 2a saptanmasini
temel alan bir yontemdir. Koloni siispansiyonlarindan PBP 2a ekstraksiyonu
yapildiktan sonra lateks ile kaplanmis olan PBP 2a monoklonal antikorla
agliitinasyon saptanir. S. aureus igin testin duyarhilik ve 6zgilliigii oldukea yiiksektir.
Bununla birlikte lateks agliitinasyon testini kullanarak sinirda oksasilin direngli S.

aureus’un MRSA’dan dogru ayriminin yapilabildigi raporlanmistir [37].

1.1.9.6. Kromojenik Yontemler

Son yillarda MRSA’larin saptanmasinda enzimatik substratlar1 iceren kromojenik
besiyerleri denenmektedir. Bunlar arasinda MRSA-ID (bioMerieux), MRSASelect
(Bio-Rad) ve ORSAB (Oxoid) (oksasilin direng tarama agar besiyeri) gibi degisik
kromojenik besiyerleri yer almaktadir [37,38].

1.1.9.7. Molekiiler Yontemler

MRSA izolatlarinin saptanmasinda mecA geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

temelli yontemlerle arastirilmasi 6nemli bir standart olarak kabul edilmektedir.
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Bununla birlikte, mecA geni bulunan ancak bunu eksprese etmeyen duyarli suslarin

bulunabilecegi unutulmamalidir [38].

PZR, niikleik asitlerin invitro sartlarda replikasyonu igin gelistirilmis bir test tiip
sistemidir. Hedef DNA’nin selektif olarak amplifikasyonuna olanak saglar. Bir test
tiipli igerisinde gerceklestirilen PZR’da DNA polimeraz enzimi sayesinde genomdaki

istedigimiz spesifik bolgelerin kopyalanmasi gercgeklestirilir.

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi amaciyla uygulanan PZR’de 6nemli olan, o
mikroorganizma i¢in kesin tanitict nitelikteki DNA ya da RNA parcasinin
cogaltilarak ortaya konulmasidir. Bu par¢ca mikroorganizmanin esas DNA’sindaki
Ozgll bir parca olabildigi gibi o mikroorganizmaya 6zgiil karakterler kazandiran
ornegin; 16 S rRNA, bir plazmit DNA pargasi hatta bir IS elementinin DNA pargasi
da olabilir [44,45].

1.1.10. MRSA’da Tedavi Secenekleri

Stafilokok tiirlerinde metisilin direng artis1 ile birlikte diger antibiyotikler bu tiir
bakterilerce olusmus ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bir
glikopeptit olan vankomisin, metisilin direngli stafilokoklara bagli enfeksiyonlarin
tedavisinde tercih edilen bir ilagtir. Ancak son yillarda vankomisine bagli direng

goriilmesinden dolay1 vankomisinin dikkatli kullanimi1 gereklidir [37].

[k kez 1996 yilinda Japonya’dan Hiramatsu ve arkadaslari, vankomisine azalmis
duyarhilik gosteren ilk MRSA klinik izolatin1 tanimlamistir. Bu izolatin vankomisin
minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degeri, mikrodiliisyon yontemi ile 8 pg/ml
olarak tespit edilmistir. Bu olguyu takiben ABD’den (Michigan ve New Jersey) iki
olgu ve Fransa’dan bir olgu olmak iizere vankomisine azalmis duyarlilik gosteren
diger S. aureus’lar bildirilmistir. Vankomisin MIK degerleri 8 pg/ml olarak
saptandi@i i¢in bu izolatlar, CLSI (Clinical Laboratory Standarts Institute)
kriterlerine gore vankomisine orta diizeyde direngli S. aureus [vancomycin-

intermediate resistant S. aureus (VISA)] olarak tanimlanmistir. Biitiin bu olgularda
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ortak olan 6zellik, direng gelisiminden alt1 ay dnceki donem iginde birgok kez ve
uzun siireli olmak {iizere vankomisin ya da teikoplanin tedavisinin uygulanmis
olmasidir. Farkli duyarlilik paternleri gosteren bu izolatlarin, tedavide bir¢ok kez
vankomisin kullanilmasi sonucunda ya da baska bir ifadeyle vankomisine defalarca
maruz kalma neticesinde ortaya ¢iktigi tezi ortaya atilmistir. 1996 yilindan sonra
Asya, ABD ve Avrupa iilkelerinden olmak {izere vankomisin MIK degerleri 8-16
pug/ml arasinda degisen diger VISA izolatlar1 bildirilmeye baslanmistir. VISA’larin
ortaya ¢ikmasindan ¢ok kisa bir siire sonra 1997 yilindan Hiramatsu ve arkadaslari,
“heterojen VISA (hVISA)”’ olarak adlandirilan yeni bir vankomisin direng tipi
tanimlamiglardir. Mu 3 olarak nitendirilen ilk hVISA izolati, 64 yasinda pndmoni
tanist almis ve vankomisin tedavisine yanit vermeyen bir hastadan izole edilmistir.
Bugiine kadar farkli iilkelerden ve degisik oranlarda olmak tizere hVISA izolatlar
rapor edilmistir. Vankomisin MIK degeri 2 pg/ml olarak saptanan hVISA izolatlari
CLSI kriterlerine gore duyarli olarak kabul edilmektedir. Fakat bu bakteri
poplilasyonu i¢inde vankomisinin degisik konsantrasyonlarma (2-9 pg/ml) direng
gosteren hiicreler bulundugu saptanmistir. Bunu takiben ilk kez 2002 yilinda
Michigan’da olmak {iizere vankomisine direngli S. aureus (VRSA) izolat1

tanimlanmistir [38].

MRSA enfeksiyonlar1 i¢in son yillarda tek tedavi secenegi gibi goriinen glikopeptit
antibiyotikler icin MIK yiikselmesi ve giderek direng gelisiyor olmasi gibi nedenlerle
klinik basarisizliklarin ortaya ¢ikmasi, yeni antibiyotik arayislarina neden olmus ve
bazi yeni antibiyotikler bu amagla klinik kullanima girmistir [46]. Bu nedenle son
yillarda MRSA enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in daptomisin ve linezolid gibi yeni
bilesiklerin arastirilmakta ve denenmekte oldugu bildirilmektedir. Vankomisin ve
linezolid tedavilerini karsilagtiran gesitli ¢aligmalarda, linezolidin MRSA nedenli
cerrahi  enfeksiyonlar, pndmoni ve komplike cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda daha iyi sonuglar verdigi goriilmektedir. Linezolid ile klinik

basarisizliklarin olustugunun bilinmesi énemlidir [37].
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1.1.11. Cahlsmanin Amaci

Bu tezin amaci, Klinik 6rneklerden izole edilen stafilokoklar’da mecA varliginin
arastirtlmasidir.  Giin gegtikce daha fazla morbidite ve mortalite etkeni olan
stafilokoklarin metisilin direncinin daha giivenilir bir sekilde saptanip, izolatlarin
metisilin duyarliliklarinin miimkiin olan en kisa siirede nasil belirlenmesi gerektigine
dair bilgi verilmesi amaglanmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, bu c¢alismada ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen (kan, yara, nazal, balgam, idrar, abse v.s) 102 adet
stafilokok susunun tanimlanmasi biyokimyasal testlerle yapilmistir. Stafilokoklarin
metisilin direncine sahip olup olmadiklart ise CLSI (Clinical Laboratory Standarts
Institute) Onerileri dogrultusunda disk diflizyon yontemi ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) yontemi kullanarak yapilmistir. Metisilin direncinden sorumlu
olan stafilokoklar’da mecA gen varliginin arastirilmasi Polimeraz Zincir Reaksiyonu

yontemiyle kanitlanmstir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. % 5 Koyun Kanh Agar

Stok kiiltiir olarak microbank’lerde (Or-bak, Tiirkiye) saklanan izolatlarin % 5
Koyun Kanli Agara ( Or-bak, Tiirkiye) ekim yapilip 37°C etiivde canlandirilmalar
saglandiktan sonra, iireyen izolatlarin biyokimyasal ve molekiiler ¢aligmalarinin
yapilmasi i¢in kullanilmugtir.

2.1.1.2. Mueller Hinton Agar (MHA)

izole edilen bakterilerin antibiyotik direncliligini test etmek i¢in MHA (Oxoid,
England ) kullanilmastir.

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanilmadan 6nce 121°C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.3. Mueller Hinton Broth (MHB)

Izole edilen bakterilerin DNA izolasyonu, antibiyotik direng profilleri ve

biyokimyasal testleri icin MHB (Oxoid, England) kullanilmistir.

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanilmadan 6nce 121°C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.
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2.1.2. Kullanilan Antibiyotik Diskler

Metisiline direngli suslarin antibiyotik diren¢ profillerinin belirlenmesinde Cizelge

2.1.’de gosterilen antibiyotik diskleri ( Oxoid, England) kullanilmistir.

Cizelge 2.1. Antibiyotik diskler ve konsantrasyonlar1

Antibiyotikler Konsantrasyon
(ng/disk)
Penisilin 10
(P)
Oksasilin 1
(OX)
Gentamisin 10
(GM)
Siprofloksasin 5
(CIP)
Sefoksitin 30
(FOX)
Eritromisin 15
(E)
Klindamisin 30
(CC)
Linezolid 10
(INZ)
Teikoplanin 15
(TP)
Vankomisin 30
(VA)
Tetrasiklin 30
(TE)
Tigesiklin 15
(TIG)
Rifampisin 5
(RA)
Trimetoprim/sulfametaksazol 25
(SXT)
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2.1.3. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.3.1. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarindan temin edilmistir.

2.1.3.2. Kullanilan Tampon Cozeltiler

2.1.3.2.1. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

2.1.3.2.1.1. TrissEDTA Tamponu (TE) (250 mL)

0.3 g Tris ve 0.008 g EDTA tartilip 250 mL distile suyla (pH: 8.0) tamamlanmustir.

2.1.3.2.1.2. Lizostafin Tamponu (500 mL)
25 mg lizostafin % 1 NaCl iceren 0.02 M fosfat tuz tampon c¢ozeltisi icerisinde

¢oOziilerek hazirlanmistir. 5 ml distile su ile ana stok sulandirilmistir. Olusturulan 500

ml ¢ozelti 4500 ml distile su ile tekrar sulandirilip ¢alismaya hazirlanmistir.

2.1.3.2.1.3. Proteinaz K’min Hazirlanmasi (10 mL)
0.0384 g CaCl2.2H0 tartilarak, 5 mL gliserol ve 100 mL, 1 M Tris-HCI (pH: 8.0) ile

¢oziilmiistlir. Son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su ile tamamlanmis ve 100 mg

proteinaz K ¢oziilmiistiir.
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2.1.3.2.1.4. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 g Tris, 37.2 g Na,EDTA.2H,0 tartilarak ( pH: 8.0) 57.1 mL glasiyal asetik asit

ile ¢oziiliir. Son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su ile tampon tamamlanmustir.

Gerekli miktarda hazirlanan tampon kullanimdan 6nce 121°C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.

2.1.3.2.1.5 % 1.5’luk Agaroz Jelin Hazirlanmasi

3 gr agar tartilarak 200 ml 1x TAE igerisinde siispanse edilmis ve mikrodalga firinda

kaynamadan 1sitilarak agaroz tamamen eritilmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada, 2013-2014 yillar1 arasinda, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari ve Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’na gelen ¢esitli drneklerden (yara, kan, balgam, trakeal aspirasyon,
kateter, beyin-omurilik sivisi, idrar, periton sivisi, balgam, eklem sivisi, burun v.s)
izole edilmis 102 adet stafilokok susu ¢alismaya dahil edilmistir. Her hastadan tek bir

izolat alinmistir.

2.2.2. Mikrobiyolojik Kiiltiir ve Tanimlama Islemleri

Laboratuvara gonderilen 6rneklerden elde edilen suslar belli bir sayiya ulagincaya
kadar stok besiyerine konulup (microbank) (Or-bak, Tiirkiye) -80°C’de saklanmus,
say1 tamamlandiginda suslar c¢ikarilarak % 5 koyun kanli besiyerine (Or-bak,
Tiirkiye) tekrar ekim yapilip canlandirilmalart saglanmistir. Calisma 6ncesinde % 5
koyun kanli besiyerine pasajlanan stafilokok siipheli kolonilerin oncelikle Gram
boyasi yapilmistir. Gram boyamada liziim salkimi seklinde kiimeler olusturmus
Gram pozitif koklar lama yayilarak tizerlerine % 3’liik Hidrojen Peroksit (H202)
damlatilarak gaz kabarcigi olusturan bakteriler stafilokok olarak kabul edilmis, S.
aureus’u diger stafilokoklardan ayirmak icin tiip koagiilaz testi uygulanmistir. Bu
test i¢in tavsan plazmasinin ig¢ine eklenen birka¢ koloni igeren tiip etiive kaldirilmig
ve 37°C’de 24 saatlik inkiibasyona tabi tutulmustur. Piht1 olusturan bakteriler S.
aureus, digerleri koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak kabul edilmistir.
Calismada kontrol susu olarak ATCC 43300 direngli S. aureus ve ATCC 25923

duyarli S. aureus kullanilmistir.
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2.2.3. Kanh Agarda Hemoliz Olusumu

Klinik 6rneklerden alinan Stafilokok izolatlar1 tanimlama amaciyla 6nce, % 5 koyun
kanli agara tek koloni ekim yapilmis ve izolatlarin koloni morfolojileri,

pigmentasyon ve hemoliz tipine bakilarak degerlendirmeye alinmigtir.

Izolatlar, hazir olarak temin edilen % 5 koyun kanli besiyerine ekim yapilarak
37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi bakteri kolonileri
etrafinda olusan seffaf zon, hemoliz pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.2).
Tam hemolizde, kanli agar besiyerinde gelisen bakteri kolonilerinin etrafinda diizgiin
bir hatla ¢evrilmis temiz ve berrak bir hemoliz zonu meydana gelmektedir. Fakat S.
aureus’un kanl besiyerinde kiigiik, pigmentsiz ve hemoliz olusturmayan koloniler

seklinde iireyen kiiglik koloni varyantlar1 da bulunmaktadir [10,37].

2.2.4. Gram Boyama

% 5 Koyun Kanli agarda hemoliz pozitif olarak degerlendirilen birka¢ koloni lam
iistiine almarak serum fizyolojik ile homojen hale getirilmistir. Tespit isleminin
ardindan Gram boyama teknigi ile boyandiktan sonra 151k mikroskobunda boyanma
Ozelliklerinin yaninda morfolojik O6zellikleri de arastirilmistir. Burada, diizensiz
iziim benzeri kiimeler olusturan Gram pozitif 0.5-1.5 um ¢apinda koloniler S. aureus

olarak degerlendirilmistir (Sekil 1.2).

2.2.5. Katalaz Testi

Calismamizda, Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerinde 24 saat inkiibasyona
birakilmis izolatlardan 6ze ile kiigiik miktarda lam {lizerine 6rnek alinarak, distile su
ile siispanse edilmistir. Bunun iizerine 2-3 ml % 30’luk Hidrojen Peroksit (H20>)
ilave edilip kanstirildiginda, hava kabarciklarinin  ¢ikisi  pozitif olarak
degerlendirilmistir. Calismada negatif kontrol olarak Streptococcus thermophilus
ATCC 14425 susu kullanilmistir (Sekil 3.3).
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2.2.6. Koagiilaz Testi

Calismamizda, koagiilaz varlig1 lam deneyi ile arastirllmistir. Lam deneyi negatif
sonug¢ veren izolatlar tiip koagiilaz testine tabi tutulmustur (Sekil 3.5). Temiz bir
lamin iki ucuna birer damla distile su damlatip, bakterinin taze kiiltlirlinden 2-3
koloni 6ze yardimiyla alinarak her iki ugtaki distile suyla homojen bir siispansiyon
elde edilmistir. Siispansiyonlardan birinin iizerine bir damla plazma damlatip elde
cevirme hareketleri yapilarak karnistirnllmistir. 10-30 saniye igerisinde plazmali
damlada olusan kiimelesme koagiilaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Lamin diger

ucundaki homojen siispansiyon ise kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 3.4).

2.2.7. Antibiyotik Duyarhhg:

Metisiline diren¢ durumunu saptamak amaciyla CLSI (Clinical Laboratory Standarts
Institute) Onerilerine uygun olarak sefoksitin (30pg) diskleri kullanilarak disk
difiizyon testi yapilmistir. Antibakteriyel duyarliliklari incelenecek izolatlarin taze
kiltirinden 0.5 McFarland standart disk difiizyon yontemiyle siispansiyon
hazirlanmistir. Bu siispansiyondan yilizeye yayma yontemiyle MHA besiyerinin
yiizeyine steril ekiivyon yardimiyla homojen olarak yayilmistir. Ekim ylizeyi
kuruduktan sonra antibakteriyel ajan iceren diskler steril pens yardimiyla kenarlardan
en az 1.5 cm ve birbirlerinden en az 2-2.5 cm uzaklikta olacak sekilde dizilmistir.
37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra olusan inhibisyon zon ¢aplar1 CLSI 6nerileri

dogrultusunda direngli, duyarli, orta duyarli olarak degerlendirilmeye alinmigtir.
Sefoksitin diski ¢evresindeki inhibisyon zonu < 21mm. olan S. aureus’lar direngli,

>22 mm. olanlar duyarli; < 24mm olan KNS’ler direngli, > 25mm olanlar duyarh

kabul edilmistir (Sekil 3.6) [12].
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2.2.8. Kromozomal DNA izolasyonu

Bakteri DNA’sinimn izolasyonunda Unal ve arkadaslari tarafindan stafilokoklar igin
tamimlanmis olan hizli lizis protokolii kullanilmistir [34]. 24 saatlik bakteri
kiiltiiriinden tek koloni Mueller Hinton besiyerine ekilip 37°C’de bir gece inkiibe
edilmistir. Bir gecelik bakteri kiiltiirleri 1.5 ml’lik MHB igeren tiiplere koyularak
3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Ust kisim uzaklastirildiktan sonra iistiine
1000 pul (1ml) TE buffer (10mM Tris/ pH: 7.5, ImM EDTA/ pH: 8.0) ekleyip
vortekslenip pipetajlanmistir. Elde edilen siispansiyon tekrar 10 dakika 14.000
rpm’de santrifiij edilip tst kisim atilmistir. 100 pg/mL’lik lizostafinden 50 pl eklenip
vortekslendikten sonra 10 dakika 37°C’lik sicak su banyosunda bekletilmistir.
Vortekslendikten sonra iizerine 100 pg/mL’lik proteinaz K’dan 50 pl eklenmistir.
Tekrar vortekslenip 10 dakika 37°C’lik sicak su banyosunda inkiibe edilmistir. Daha
sonra kaynayan suda 20 dakika kaynadiktan sonra 10 dakika mikrosantrifiijde
cevrilmistir. Siipernatant, pellete dokunmadan alinarak yeni bir ependorf tiipe
aktarilip pellet atilmistir. Hazirlanan bu DNA mecA geninin varliginin arastirilmasi

icin -20°C’de saklanmustir.

2.2.9. mecA Gen Varh@inin Arastirilmasi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) protokolii i¢cin amplifikasyon karisimi epondorf

tiptinde toplam hacim 50 pl olacak sekilde Cizelge 2.2.°de gosterildigi gibi

hazirlanmustir.
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Cizelge 2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) protokol semasi

PZR Protokolii Konsantrasyon (ng/ml)

Distile su 29.75

PZR tampon (10x) 5

25 mM MgCl; 5

dNTP mix 2 mM 4

mecA1 (100 pmol/ul) 0.5

mecA2 (100 pmol/ pl) 0.5

Taqg DNA polimeraz (5U) 0.25

Total DNA’dan 5

mecA geni i¢in mecAl ve mecA2 olmak tizere iki adet primer kullanilmistir.

mecAl: 5 GTTGTAGTTGTCGGGTTTG 3’

mecA2: 5> CCACCCAATTTGTCTGCCAGTTTCTCC 3’

Cizelge 2.3. Amplifikasyon programi

1 || Lizis ve denatiirasyon

94 °C 5 dakika

2 || Denatiirasyon

94 °C 30 saniye

3 || Primer Baglanmasi

55°C 30 saniye

4 || Primer Uzamasi

72 °C 1 dakika

Bu ii¢ dongii (Denatiirasyon, Baglanma, Uzama) 30 siklus olarak programlanmistir
(Cizelge 2.3). PZR tiiplerine konulan 6rnekler Thermal Cycler (Teachne, England)

cithazina yerlestirilmis 2 saat 30 dakika sonunda PZR reaksiyonu sonlandirilmistir.
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2.2.10. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Uygulanmasi

Amplifikasyon sonunda PZR firiinleri % 2’lik agaroz (Sigma) jel elektroforezi ile
analiz edilmistir. 10 pul amplifikasyon iiriinii yaklasik 2 pl orange G ile karistirilmig
ve % 2’lik 1xTAE tampon ile hazirlanmis olan kuyucuklara mikropipet yardimiyla
yiikklenmistir ve 5 uM Etidyum bromiir (EtBr, Sigma) ¢ozeltisi ile boyanmis jelde
100 Volt uygulanarak 1 saat boyunca elektroforez akiminda yiiritiilmiistiir.
Separasyon zamanini sonlandirmak i¢in, yiikleme tamponunda bulunan brom fenol
mavisinin jelde aldigi mesafe bize yol gosterir. Elektroforez islemi sonucunda jel bir
transilliminator lizerine alinarak UV 15181 (~ 304 nm) altinda fotograf g¢ekildikten
sonra amplifiye edilen DNA’nin molekiil agirligi, molekiiler agirlik standard: (Gene
Ruler 100 bp DNA Ladder marker) ile karsilastirilarak yaklasik olarak belirlenmistir.
533 bp biiylikliigiinde bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.7).
Calismamizda Pozitif kontrol olarak 27-R S. aureus izolati ve negatif kontrol olarak

distile su kullanilmustr.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. izole Edilen Stafilokok Sus Degerlerinin Belirlenmesi

Bu galismaya cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 102 adet stafilokok susu dahil
edilmistir. Stafilokoklarin izole edildigi 6rnek tiirlerine gore dagilimi incelendiginde;
20 adet (% 19.6) susun yara kiiltiiriinde, 63 adet (% 61.8) susun kan kiiltiiriinde, 2
adet (% 2) susun derin trakeal aspirasyon (DTA) kiiltiiriinde, 8 adet (% 7.8) susun
idrar kiiltiiriinde, 3 adet (% 2.9) susun burun kiiltliriinde, 6 adet (% 5.9) susun diger
ornek kiiltlirlerinde (balgam, beyin-omurilik sivisi, kateter, goz kiiltiirii, periton
stvist)) Uredigi gorilmistir. Cizelge 3.1.°de Cesitli kliniklerden izole edilen
stafilokok suglarinin 6rnegin alindig1 bolgeye gore dagilimlart ve ylizdelik oranlari

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Izole edilen suslarin 6rnek tiirlerine gore dagilimi [n(%)]

Ornek Tipi MRSA % MSSA % KNS % MR-KNS %  Toplam
Yara 12 (16.2) 0 8 (38.1) 20
Kan 55 (74.3) 0 4 (19 4 (100) 63
T. aspirat 2 2.7) 0 0 2
idrar 2 (2.7) 3 (100) 3 (143) 8
Burun 0 0 3 (143) 3
Balgam 0 0 1 (4.8) 1
Abse 1 (1.4) 0 0 1
Diger ornekler 2 (2.7 0 2 (10) 4
Toplam 74 3 21 4 102
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Ayrica gesitli kliniklerden izole edilen 102 adet stafilokok susu MRSA, MSSA,
KNS, MR-KNS olarak 4 gruba ayrilmig olup oransal olarak asagidaki sekilde
gosterilmistir. Oransal degerlere deg§inecek olursak; 74 adet metisiline direncgli S.
aureus (MRSA) mevcut olup tiim stafilokok izolatlar1 i¢cinde % 72’lik bir orana sahip
oldugu tespit edilmistir. 3 adet metisiline duyarli S. aureus (MSSA) mevcut olup tim
stafilokok izolatlar1 i¢inde % 3’liik bir orana sahip oldugu saptanmistir. 4 adet
metisiline direngli koagiilaz negatif stafilokok (MR-KNS) mevcut olup tiim
stafilokok izolatlar1 i¢cinde % 4’lik bir orana sahip oldugu belirlenmistir. 21 adet
koagiilaz negatif stafilokok (KNS) mevcut olup tiim stafilokok izolatlar1 i¢inde %
21’lik bir orana sahip oldugu tespit edilmis ve pasta grafiginde yiizdelik dagilim

oranlar1 sayisal olarak gosterilmistir (Sekil 3.1).

Klinik 6rneklerden izole edilen Stafilokok sus tipleri

O MR-KNS; 4;
4%

OKNS; 21; 21%
O MRSA
m MSSA

B MSSA; 3; 3% B O KNS
O MR-KNS

O MRSA; 74;
72%

Sekil 3.1. Yapilan deneylerin sonuglarina gore tespit edilen Stafilokok sus tiplerinin

yiizdelik dagilimlari
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3.2. Fenotipik Tanimlama Test Sonuclar:

Caligsmada, koloni morfolojisi, Gram boyama, mikroskobik goriiniim, kanli agarda

hemoliz tipi, koagiilaz ve katalaz deneyleri suslarin tanimlanmasi i¢in yapilmistir.

Sekil 3.2. S. aureus’un kanli agarda hemoliz pozitif (+) goriintiisii (solda) ve

hemoliz negatif (-) goriintiisii (sagda) [17]

Sekil 3.3. S. aureus’un lamda katalaz pozitif (+) test goriintiisti [17]
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Sekil 3.4. S. aureus’un lam’da koagiilaz negatif (-) test (solda) ve koagiilaz
pozitif (+) test goriintiisii (sagda) [17]

Sekil 3.5. S. aureus’un tiip’de koagiilaz pozitif (+) test goriintiisii (iistte) ve koagiilaz
negatif (-) test goriintiisii (altta) [47]
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3.3. Antibiyotik Duyarhlik Test Sonug¢lari

Calismamizda, se¢mis oldugumuz 14 adet antibiyotik diskleri CLSI (Clinical
Laboratory Standarts Institute) onerileri dogrultusunda Mueller Hinton besiyerinde
standartlara uygun olarak yapilmistir. Oncelikle kontrol suslari iizerinde yapilan
sefoksitin disk difiizyon duyarlili§i, kliniklerden aliman tiim stafilokok suslari
tizerinde test edilmistir. Calismada kullanilan antibiyotik duyarlilik profillerinin 102
adet stafilokok susu iizerindeki sonuclari izolatlarin alindigi klinikler bashigi adi

altinda ayr1 ayr1 verilmistir.

AAg il

J‘—QWS L.UOO

Mec A
pozitif kontrol

fox: 19mm
(Direngli)

Sekil 3.6. Sefoksitin antibiyotik disk’in kontrol suslari olarak kullanilan, ATCC
25923 duyarl S. aureus (solda) ve ATCC 43300 direngli S. aureus (sagda)

izolatlarina etki goriintiisii
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3.4. Molekiiler Yontem I¢in Kullanilan Standart Susun Belirlenmesi

Molekiiler ¢calismamiza baslamadan once kontrol suslar1 olarak Ankara Egitim ve
Arastirma Hastanesi’nden temin edilen ATCC 43300 direngli S. aureus ve ATCC
25923 duyarli S. aureus, Ankara Universitesi Cebeci Hastanesi’nden temin edilen
ATCC 25923 duyarli S. aureus, negatif kontrol olarak distile su ve Hacettepe
Universitesi Hastanesi’nden temin edilen 27-R pozitif kontrol standart suslariyla
mecA varligiin gosterilmesi molekiiler Weight Marker ile saglanmistir. Izole edilen
102 adet stafilokok suslarinin molekiiler calismalarinda ayni baz ¢ifti degerlerine
sahip olan bu kontrol suslarindan sadece pozitif kontrol olarak 27-R direngli S.

aureus standart susu kullanilmistir (Sekil 3.7).

MW : Gene Ruler 100 bp DNA Ladder
1: ATCC 43300 (Ank.Egitim Hast.)

21 ATCC 25923 (Ank.Egitirn Hast. )

3 ATCC 25923 (Ank.Cebeci Hast.)
1000
900 4 : Distile Su
800
700
600
500
400
300
200
100

5 : 27-R (Hacettepe Univ.Hast.)

Sekil 3.7. Molekiiler Weight Marker, duyarli ve direngli standart S. aureus kontrol

suglarinin PZR’daki (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) goriintiisii
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3.5. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi Suslarimmn
Biyokimyasal Test Analizi, Antibiyotik Direnclilik Profilleri ve

Kromozomal DNA Lokasyonunun Belirlenmesi

Cizelge 3.2.a ve Cizelge 3.2.b’de Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci
Hastanesi merkezi arastirma laboratuvarindan temin edilen gesitli Stafilokok
izolatlarmin biyokimyasal testlerle tanimlanmalar1 saglandiktan sonra, Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemiyle antibiyogramlar1 yapilmistir (Cizelge 3.3). Daha sonra bir
molekiiler yontem olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile suslarin mecA gen
varligina bakilmis ve direnglilik profil sonuglarinin dogru sonug verip- vermemesi

test edilmistir (Sekil 3.8.a ve Sekil 3.8.b).

Cizelge 3.2.a. Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Cebeci Hastanesi 1-10AC kodlu

suslarin biyokimyasal test sonuglari

Lam Tiip mecA
Sus Katalaz | Koagiilaz Koagiilaz Varhginin Tammlanan
No Testi Testi Testi Gosterilmesi Tiirler
1AC ) +) *) (+) S. aureus
(MRSA)
2AC (+) ) ) ) S. epidermidis
(KNS)
3AC (+) (+) ) ) S. epidermidis
(KNS)
4AC +) ¢) ) ) S. hominicus
(KNS)
5AC (+) (+) (+) (+) S. aureus
(MRSA)
6AC (+) ) ) ¢ S. epidermidis
(KNS)
7AC (+) (+) Q] ) S. hominis
(KNS)
8AC (+) () ) ) S.haemolyticus
(KNS)
9AC (+) ¢ ) ¢ S. epidermidis
(KNS)
10AC +) ) ) ) S. hominis
(KNS)

(+); Pozitif sonug, (-); negatif sonu¢
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Cizelge 3.2.b. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi 11-19AC kodlu

suslarin biyokimyasal test sonugclari

Lam Tiip mecA
Sus Katalaz | Koagiilaz Koagiilaz Varhginin Tamimlanan
No Testi Testi Testi Gosterilmesi Tiirler
11AC (+) +) (+) ) S. aureus
(MSSA)
12AC (+) ) ) ) S. epidermidis
(KNS)
13AC (+) ) ) ) S. hominis
(KNS)
14AC (+) (+) (+) (+) S. lugdunensis
(MR-KNS)
15AC (+) (+) (+) (+) S. aureus
(MRSA)
16AC (+) (+) (+) (+) S. aureus
(MRSA)
17AC (+) (+) (+) (+) S. aureus
(MRSA)
18AC (+) (+) (+) +) S. aureus
(MRSA)
19AC (+) ) (+) ) S. aureus
(MSSA)

(+); Pozitif sonug, (-); negatif sonug
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Cizelge 3.3. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi suslarinin

antibiyotik direnglilik profilleri

Antibiyotikler

Direnclilik Profili (n)

(ng/disk)

112134567 |8|9|10)1112 1314|1516 |17 |18 19
P R{SIR|IRIR|IT|IT'|RIR{R|IR|S|S|R|]IT |[S|S|R|S
(10)
OoX S|S|S|S|IR|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|R|S|R]|S
1)
GM S|S|S|S|S|S|IR|S|IR|S|S|S|R|S|S|S|R|S|R
(10)
CIP S|S|S|S|S|S|R|S|IR|S|S|S|R|R|S|S]|I1]S]|I
()
FOX R|IS|S|S|R|S|S|S|S|S|S|S|S|R|R|S|R|S|S
30)
E S|IR|S|S|R|S|S|S|IR|S|S|S|S|S|S|S|S|R|S
(15)
CcC S|S|S|S|S|S|S|S|IR|S|S|S|S|S|S|S|S]|S|S
(30)
INZ S|S|S|S|R|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|R|S|S|S
(10)
TP S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S|S
(15)
VA S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
(30)
TE S|S|S|S|S|S|S|S|IR|S|S|R|S|S|S|S|S|S|R
(30)
TIG S|IS|S|IR|S|IRIR|S|R|S|S|]IT|S|]IT|R|IR|S|S|R
(15)
RA SIR|S|SIR|S|S|S|IR|S|S|S|S|S|R|R|S|S]|S
(5)
SXT SIR|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|R|S|S]|I
(25)

R; Direncli (Resistant), S; Duyarh (Susceptible), I; Orta duyarh (Intermediate), n: Bakteri sayisi
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11 12 13 14 15 16 17 Pk Nk

Sekil 3.8.a. Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Cebeci Hastanesi 1-17AC kodlu

suslarin kromozomal DNA lokasyonu goriintiisii

R

Sekil 3.8.b. Ankara Universitesi T1ip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi 18-19AC kodlu

suslarin kromozomal DNA lokasyonu goriintiisii
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3.6. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Suslarnmin Biyokimyasal Test
Analizi, Antibiyotik Direnclilik Profilleri ve Kromozomal DNA

Lokasyonunun Belirlenmesi

Cizelge 3.4.a ve Cizelge 3.4.b’de Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi merkezi
aragtirma laboratuarindan temin edilen ¢esitli Stafilokok izolatlarinin biyokimyasal
testlerle tanimlanmalar1 saglandiktan sonra, Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle
antibiyogramlar1 yapilmistir (Cizelge 3.5). Daha sonra bir molekiiler yontem olan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile suslarin mecA gen varligina bakilmis ve
direnclilik profil sonuglarinin dogru sonu¢ verip-vermemesi test edilmistir (Sekil

3.9).

Cizelge 3.4.a. Ankara Egitim ve Aragtirma Hastanesi 1-9AE kodlu susglarin

biyokimyasal test sonuglari

Lam Tiip mecA
Sus Katalaz | Koagiilaz Koagiilaz Varhginin Tanimlanan
No Testi Testi Testi Gosterilmesi Tiirler
1AE +) ) () ) S. epidermidis
(KNS)
2AE +) (+) (+) +) S. aureus
(MRSA)
3AE +) ) () ) S. epidermidis
(KNS)
4AE (+) ) ) ) S. hominis
(KNS)
5AE (+) ) ) ) S. epidermidis
(KNS)
6AE (+) ) ) ) S. epidermidis
(KNS)
TAE (+) ) ) ) S. epidermidis
(KNS)
8AE (+) ) (+) ) S. aureus
(MSSA)
9AE (+) (+) (+) +) S. aureus
(MRSA)

(+); Pozitif sonug, (-); negatif sonuc
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Cizelge 3.4.b. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi 10-17AE kodlu suslarin

biyokimyasal test sonuglari

Lam Tiip mecA
Sus Katalaz Koagiilaz Koagiilaz Varhgimin Tammlanan
No Testi Testi Testi Gosterilmesi Tiirler
10AE (+) (+) “) (+) S. hominis
(MR-KNS)
11AE (+) ) “) “) S. hominis
(KNS)
12AE (+) (+) (+) ) S. lugdunensis
(KNS)
13AE (+) O] ) ) S. epidermidis
(KNS)
14AE (+) O] ) () S. hominis
(KNS)
15AE (+) (+) (+) () S. lugdunensis
(KNS)
16AE (+) (+) ) (+) S. haemolyticus
(MR-KNS)
17AE (+) O] ) (+) S. epidermidis
(MR-KNS)

(+); Pozitif sonug, (-); negatif sonu¢
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Cizelge 3.5. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi suglarinin antibiyotik direnglilik

profilleri

Antibiyotikler . . .
Direnclilik Profili (n)

(ng/disk)

1123|456 |7 |8 |9|10)1112|13 14| 15| 16| 17
P RIR|{S|R|{|S|R|RIR|IR{R|R|R|S|IT|S|R]|I
(10)
OoX SIR|{S|S|S|S|S|S|IR|S|S|S|S|S|S|S]|S
1)
GM S|S|{S|IT|IT]|IT|R|IR|S|S|S|S|S|S|S|I]I
(10)
CIP S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|R|I|I]|S
®)
FOX SIR|S|S|S|S|S|S|S|R|S|S|S|S|S|RJ|R
(30)
E S|IS|R|S|S|S|S|S|I'|R|R|IT |S|S|S|R]|S
(15)
CcC S|S|S|S|S|S|S|R|S|R|S|R|S|S|S|R|S
(30)
INZ S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
(10)
TP S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
(15)
VA S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
(30)
TE S|S|{S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
(30)
TIG I'fR|S|S|S|S|S|S|IR|{R|S |1 |l |S|S|R]|I
(15)
RA S|I'|RIR|IR|S|{S|S|S|IT |IT|R|S|S|S|R]|I
®)
SXT SIR|{S|S|S|S|S|S|S|S|R|S|S|S|S|R|R
(25)

R; Direncli (Resistant), S; Duyarh (Susceptible), I; Orta duyarh (Intermediate),
n: Bakteri sayis1
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Sekil 3.9. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi 1-17AE kodlu suslarin kromozomal
DNA lokasyonu goriintiisii

3.7. Ankara Numune Hastanesi Suslarimin Biyokimyasal Test Analizi,
Antibiyotik Direnglilik Profilleri ve Kromozomal DNA Lokasyonunun

Belirlenmesi

Cizelge 3.6.’da Ankara Numune Hastanesi merkezi aragtirma laboratuarindan temin
edilen Stafilokok izolatlarinin biyokimyasal testlerle tanimlanmalar1 saglandiktan
sonra, Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle antibiyogramlari yapilmistir (Cizelge
3.7). Daha sonra bir molekiiler yontem olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
suslarin mecA gen varligina bakilmis ve direnglilik profil sonug¢larinin dogru sonug

verip-vermemesi test edilmistir (Sekil 3.10).
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Cizelge 3.6. Ankara Numune Hastanesi suslarinin biyokimyasal test sonuglari

Sus Katalaz Lam Tiip mec A
No Testi Koagiilaz | Koagiilaz | Varhgimnin Tanimlanan
Testi Testi Gosterilmesi Tiir
1AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
2AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
3AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
4AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
5AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
6AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
7AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
8AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
9AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
10AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
11AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
12AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
13AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
14AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
15AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
16AN (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)

(+); Pozitif sonug, (-); negatif sonu¢
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Cizelge 3.7. Ankara Numune Hastanesi suslarinin antibiyotik direnclilik profilleri

Antibiyotikler Direnglilik Profili (n)

(ng/disk) 1123|4567 |89 101112131415 16
P RIRIRIRIR|[R|R|R|IR|IR|R|R|IR|R|R]J|R
(10)

OoX S|I1T|RIRIR|R|R|R|IRIR|R|[R|R|R|R]|R
1)

GM S|s|s|s|s|R|[I|R|I[R|S|R|[R|R|JIT|R]|R
(10)

CIP SIRIRIR|S|R|R|R|IRIR|R|R|R|[R|[RI|R
(5)

FOX RIRIRIR|IR|[R|[R|R|IRIR|R|R|IR|R|R]J|R
(30)

E s|s|s|s|s|s|t1|1|Ss|]s|s|s|S|[sSs|S]|sS
(15)

CcC S|IR|s|s|s|s|s|[s|[s|s|[s|s|s|[s|s]|s
(30)

INZ S|s|s|s|[s|s|[s|s|s|s|s|s|s|s|s]|s
(10)

TP S|s|s|s|s|s|[s|s|s|s|s|s|s|s|s]|s
(15)

VA S|s|s|s|s|s|[s|[s|[s|Ss|[s|s|s|[s|s]|s
(30)

TE S|s|s|s|s|s|[s|s|s|s|s|s|s|s|s]|s
(30)

TIG S|s|s|s|[s|s|[s|s|[R|[IT|[R|[IT]|S|I]|S]|S
(15)

RA S|s|s|IR|Is|t1][I]IT|R]|S|R|[R|S|R]|S]|S
(%)

SXT RIR|R[S|[S|S|S|R|[R|R|R|R|[S|S|R]|S
(25)

R; Direncli (Resistant), S; Duyarh (Susceptible), I; Orta duyarh (Intermediate),
n: Bakteri sayisi

55



12 13 14 15 16 Pk Nk

Sekil 3.10. Ankara Numune Hastanesi 1-16AN kodlu suslarin kromozomal DNA

lokasyonu goriintiisii

3.8. Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Suslarimin Biyokimyasal
Test Analizi, Antibiyotik Direnglilik Profilleri ve Kromozomal DNA

Lokasyonunun Belirlenmesi

Cizelge 3.8°de Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilen Stafilokok
izolatlarinin biyokimyasal testlerle tanimlanmalar1 saglandiktan sonra, Kirby-Bauer
disk difiizyon yontemiyle antibiyogramlari yapilmistir (Cizelge 3.9). Daha sonra bir
molekiiler yontem olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile suslarin mecA gen
varhigina bakilmis ve direnglilik profil sonuglarinin dogru sonug verip-vermemesi

test edilmistir (Sekil 3.11).
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Cizelge 3.8. Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi suslarinin biyokimyasal

test sonuglari

Lam Tiip mecA
Su Katalaz . . . Tammlanan
§ ) Koagiilaz | Koagiilaz | Varhgmm
No Testi ) . Tiir
Testi Testi Gosterilmesi
ke | | @ +) +) RS
ke | ® | @ ) ) RS
3KK (+) (+) (+) (+) S.aureus
4KK (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
5KK (+) (+) +) +) S.aureus
(MRSA)
6KK (+) (+) +) (+) S.aureus
(MRSA)
7KK (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
8KK (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
9KK (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
10KK (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)

(+); Pozitif sonug, (-); negatif sonuc
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Cizelge 3.9. Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi antibiyotik direnglilik

profilleri
Antibiyotikler ] . .
Direnclilik Profili (n)
(ng/disk)
1123|456 |7 (8|9 |10
P R|IR|IR|IR|R|R|R|R|R|R
(10)
OX R|IR|{R|R|I |[RIR|I |[R|R
1)
GM S|S|S|I|S|IT|T|R|S]| S
(10)
CIP S|S|S|S|S|S|S|S|S]| S
()
FOX RIRIRIRIR|IRIR|IR|IR|R
(30)
E S|I1|I|RIR|R|IT|R|S| S
(15)
CcC S|S|S|S|S|I|S|R|S]| S
(30)
INZ S|S|S|S|S|S|S|S|S]| S
(10)
TP S|S|S|S|S|S|S|S|S]| S
(15)
VA S|S|S|S|S|S|S|S|S| S
(30)
TE RIRIRIR|IR|IRIR|IR|IR|R
(30)
TIG SI{S|I |S|I |[R|{S|S|S]| S
15)
RA RIRIRIR|IT|RIRIR|IR|R
(©)
SXT S|S|S|S|S|S|S|S|S]| S
(25)

R; Direncli (Resistant), S; Duyarh (Susceptible),
I; Orta duyarh (Intermediate), n: Bakteri sayisi
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Sekil 3.11. Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi 1-10KK kodlu suslarin

kromozomal DNA lokasyonu goriintiisii

3.9. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Suslarimin Biyokimyasal
Test Analizi, Antibiyotik Direnglilik Profilleri ve Kromozomal DNA

Lokasyonunun Belirlenmesi

Cizelge 3.10.a, Cizelge 3.10.b ve Cizelge 3.10.c’de Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin
edilen Stafilokok izolatlarinin biyokimyasal testlerle tanimlanmalar1 saglandiktan
sonra, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle antibiyogramlari yapilmistir (Sekil
3.11.a, Sekil 3.11.b ve Sekil 3.11.c). Daha sonra bir molekiiler yontem olan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile suslarin mecA gen varligina bakilmis ve
direnclilik profil sonuglarinin dogru sonug verip-vermemesi test edilmistir (Sekil

3.12.a, Sekil 3.12.b ve Sekil 3.12.¢).
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Cizelge 3.10.a. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi 1-17HU kodlu

suslarin biyokimyasal test sonuglari

Lam Tiip mecA
Sus | Katalaz | Koagiilaz Koagiilaz Varhigmmin | Tanimlanan
No Testi Testi Testi Gosterilmesi Tiir
1HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
2HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
3HU (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
4HU €] €] €] ) S.aureus
(MRSA)
5HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
6HU (+) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
7HU (+) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
SHU (+) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
9HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
10HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
11HU €] €] ) €] S.aureus
(MRSA)
12HU €] €] ) €] S.aureus
(MRSA)
13HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
14HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
15HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
16HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
17HU +) +) (+) (+) S.aureus
(MRSA)

(+); Pozitif sonug, (-); negatif sonuc
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Cizelge 3.10.b. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi 18-30HU kodlu

suslarin biyokimyasal test sonuglari

Lam Tiip mecA
Sus Katalaz | Koagiilaz | Koagiilaz Varhigmim | Tanimlanan
No Testi Testi Testi Gosterilmesi Tiir
18HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
19HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
20HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
21HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
22HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
23HU €] €] €] €] S.aureus
(MRSA)
24HU €] ) €] €] S.aureus
(MRSA)
25HU €] ) €] €] S.aureus
(MRSA)
26HU €] €] €] €] S.aureus
(MRSA)
27HU €] ) €] €] S.aureus
(MRSA)
28HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
29HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
30HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)

(+); Pozitif sonug, (-); negatif sonug

61



Cizelge 3.10.c. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi 31-40HU kodlu

suslarin biyokimyasal test sonuglari

Lam Tiip mecA
Su Katalaz . . . Tammlanan
$ . Koagiilaz | Koagiilaz | Varhgmmn
No Testi ) ] Tiir
Testi Testi Gosterilmesi
31HU (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
32HU (+) (+) (+) (+) S.aureus
(MRSA)
33HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
34HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
35HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
36HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
37HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
38HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
39HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)
40HU +) (+) (+) +) S.aureus
(MRSA)

(+); Pozitif sonug, (-); negatif sonuc
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Cizelge 3.11.a. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi 1-15HU kodlu

suglarin antibiyotik direnglilik profilleri

Antibiyotikler Direnglilik Profili (n)

(ng/disk) 6 (78910111213 | 14 15
P RIRIRIR|IR|R|R|R|R|R
(10)

OX RIRIRIR|IR|R|R|R|R|R
1)

GM S|S|R|S|S|S|R|S|S|S
(10)

CIP S|IR|S|R|S|S|S|R|S|S
(5)

FOX RIRIRIR|R|R|R|R|R|R
30)

E S|{S|S|S|S|R|S|S|S]|S
(15)

CcC S|S|S|S|S|S|R|S|S|S
(30)

INZ S|R|S|S|S|S|S|S]|S|S
(10)

TP S|S|S|S|S|S|S|I]|S]|S
(15)

VA S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
(30)

TE SIR|S|S|S|S|S|R|S]|S
(30)

TIG S|R|S|S|S|S|S|R|S|S
(15)

RA S|{S|S|R|S|S|I|S|R|S
©)

SXT S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
(25)

R; Direngli (Resistant), S; Duyarh (Susceptible), I; Orta duyarh (Intermediate),

n: Bakteri sayisi
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Cizelge 3.11.b. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi 16-27HU kodlu
suglarin antibiyotik direnglilik profilleri

Antibiyotikler Direnglilik Profili (n)

(ng/disk) 16| 17 (18 19| 20| 21|22 | 23|24 | 25| 26| 27
P R|IR|R|R|R|/R|R|R|R|R|RI|R
(10)

OoX R|IR|R|R|R|/R|/R|R|/R|/R|RI|R
€))

GM s|s|s|s|s|s|S|R|S|R|[S|R
(10)

CIP S|IR[S|S|R[sS|S|]S|S|[S|R|R
(5)

FOX RIR|IR|R|R|/R|/R|R|R|R|RI|R
(30)

E S|IR|[S|S|[S|R|[S|[S]|Ss]|sSs]|s]|s
(15)

cC S|IR[S|Ss|[Ss|[S|R|[S|S|[S|[S]|R
(30)

INZ R|S|[s|SsS|S|R|[S|[s|s|S]|S]|R
(10)

TP Ssislt|ltr|s|s|s|t]|s|1]|s]I
(15)

VA S|s|s|s|s|s|s|s|s|s|s]|s
(30)

TE SIR|Ss|s|s|s|s|s|s|R|sSs]|s
(30)

TIG R|S|S|[S|S|[S|[S|S|[S|R|S]S
(15)

RA Ss|s|s|s|t1|s|s|s|s|s|s]|s
©)

SXT S|s|s|s|s|s|s|s|s|s|s]|s
(25)

R; Direncli (Resistant), S; Duyarh (Susceptible), I; Orta duyarh (Intermediate),
n: Bakteri sayisi

64



Cizelge 3.11.c. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi 28-40HU kodlu
suslarin antibiyotik direnglilik profilleri

Antibiyotikler Direnglilik Profili (n)

(ng/disk) 28 1293031 (32(33|34|35]|3637(38]|39]40
P R|IR|IR|IR|R|R|R|R|R|R|R|RI|R
(10)

OX R|IR|IR|IR|IR|R|R|/R|/R|R|R|RI|R
)

GM S|S|R|[S|S|S|R|S|R|[S|R|S |[S
(10)

CIP S|s|[s|s|[R[S|S|]S|S|[R|[S]|S]S
(5)

FOX RIR|IR|IR|IR|IR|/R|/R|/R|R|R|RI|R
(30)

E S|IR[S|s|[s|[s|s|[s|[S|S|[R|S]|R
(15)

cC S|S|[R|[Ss|[S|[S|R[S|[S|S|[S]|S|R
(30)

INZ R|s|[s|s|s|[s|s|[s|[S|S|R|S|R
(10)

7 1t |ls|lt|s|s|t|t1|s|t1]|[s|1]|S]s
(15)

VA S|s|s|s|s|s|s|s|s|s|s]|s]|s
(30)

TE SIR|S|S|[s|R|[S|S|R|[s|s]|s]|s
(30)

TIG R|[S|[S|[S|[S|R|[S|[S|R|[S|[S]|[S]S
(15)

RA SIR|[S|S|S|S|R|S|R|Ss|[s]|s]|s
)

SXT S|s|s|s|s|s|s|s|s|s|[s]|s]|s
(25)

R; Direngli (Resistant), S; Duyarh (Susceptible), I; Orta duyarh (Intermediate),
n: Bakteri sayisi
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Sekil 3.12.a. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi 1-17HU kodlu suslarm

kromozomal DNA lokasyonu goriintiisii

MWM 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 32 33 34 Pk

Sekil 3.12.b. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi 18-34HU kodlu suslarin

kromozomal DNA lokasyonu goriintiisii
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Sekil 3.12.c. Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi 35-40HU kodlu suslarin

kromozomal DNA lokasyonu goriintiisii

Birbiriyle celisen sonuclarin varligi nedeniyle farkliliklarimin islemsel hatalardan
kaynaklanmadigin1 gostermek igin bu izolatlarin tiim testleri bir kez daha

tekrarlanmis ve ayni sonuglar elde edilmistir.
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4. TARTISMA — SONUC

Tip diinyasinda saglanan gelismeler sonucu, bir taraftan insanoglunun yasam kalitesi
uzarken, diger yandan tam1 ve tedavi amaciyla uygulanan girisimler, yogun
antibiyotik kullanimi gibi faktorlerin faturas1 “’hastane enfeksiyonlar’’ ve

“’antibiyotiklere direngli bakteriler’” olarak karsimiza ¢ikmaktadir [15].

Alexander Fleming’in ilk antibiyotik maddeyi bulmasi insanlik tarihinin siiphe
gbtiirmez en biiylik buluslarindan birisidir. Bu basar1 hikayesinin ¢ogu zaman atlanan
Oonemli bir detayr bizzat Fleming tarafindan Nobel o6diili konusmasinda dile
getirilmistir. Fleming konusmasinda, Ozellikle diisik doz kullanilarak yapilan
tedavilerde kisa zamanda bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazandiginin
onemini belirterek ciddi bir soruna deginmistir. Gergekten de giiniimiize gelene kadar
tiretilen biitiin antibiyotiklere karst mikroorganizmalar ¢ok kisa zamanda direng
kazanmiglar ve bdylece cogu antibiyotik, diren¢ probleminden dolay1 kisith
kullanilabilir duruma gelmistir [48]. Antibiyotiklerin kullanilmasiyla milyonlarca
insanin hayatin1 tehdit eden bakteri kokenli hastaliklar artik tedavi edilebilir
olmuslardir. Ancak bakteriler kisa siire i¢inde tibbin kullanimina sunulmus her
antibiyotik ilaca kars1 direng kazanmiglar ve bu nedenden dolay1 6zellikle hastane
kokenli bakterilerden kaynaklanan bazi hastaliklarin tedavisi neredeyse imkansiz
duruma gelmistir. Ornegin; metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) gibi
bakteriler ¢ogu zaman higbir ilaca cevap verememekte ve bu durumlarda son care

olarak cerrahi miidahalelere basvurulmaktadir [17].

Stafilokoklar, giiniimiizde hem toplum kokenli hem de hastane kokenli patojenler
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Metisilin direngli suglar genetik direng¢ aktarimi
sirasinda diger antibiyotik diren¢ genlerinin de beraber aktarimi nedeniyle
cogunlukla makrolidler, klindamisin, aminoglikozidler, kloromfenikol, florokinolon

ve ko-trimoksazol gibi bir¢ok antibiyotige de direngli suslardir.

S. aureus gegmiste Once penisilin, sonrasinda penisilinaza direngli antibiyotiklerin

kullanima girmesinden kisa bir siire sonrasinda her iki antibiyotik grubuna da hizla
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direng gelistiren cilt ve yumusak doku enfeksiyonu, osteomiyelit, bakteremi ve
endokardit gibi hayati tehdit eden enfeksiyonlara neden olan bir bakteridir. Metisiline
direngli Staphyloccoccus aureus (MRSA) baslangigta sadece hastane ortaminda
tanimlanmisken zaman igerisinde toplum kaynakli enfeksiyonlardan da izole

edilmeye baglanmistir [49,50].

Giliniimiizde S. aureus izolatlarinda goriilen en 6nemli problem, giderek artan
oranlarda goriilen metisilin direncidir. MRSA, bir kez hastaneye girdikten sonra
tedavisi olduk¢a zor ve pahalidir. Bundan dolay1 hastanelerde MRSA izolatlarinin
saptanmasi, yayiliminin incelenmesi, 6zellikle hemodiyaliz ve cerrahi hastalar1 gibi
yiiksek risk tasiyan hasta gruplarinda MRSA kolonizasyonunun ortadan kaldirilmasi
biiylik dnem tasimaktadir. Bu nedenle modern laboratuvarlar i¢in en énemli nokta
MRSA’nin izolasyonu ve tanimlanmasidir. Direng belirleme amagli tercih edilen
yontemin rutin laboratuvarlarda kolay uygulanabilir, giivenilir ve g¢abuk sonug
vermesi son derece onemlidir. Metisilin direncinin en dogru sekilde saptanmasi her
laboratuvarin gorevidir. Standart fenotipik antibiyotik duyarlilik testleri hem
maliyet/etkin olmalari, hem de kolay uygulanabilirlikleri nedeniyle rutin
laboratuvarlarda tercih edilir [3,38]. Bu ¢aligmanin amaci ¢esitli klinik 6rneklerden
temin edilen stafilokok siipheli izolatlarin metisilin direngliliginden sorumlu olan

mecA gen varliginin arastirilmasi olmustur.

Bu amagla, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi, Ankara Egitim ve
Arastirma Hastanesi, Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Kirikkale
Universitesi Tip Fakiiltesi ve Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin
degisik kliniklerinde tedavi olan hastalardan toplam 102 adet stafilokok susu izole
edilmistir. Izolatlarin 6ncelikli olarak koloni morfolojisi, kanli agarda hemoliz,
katalaz ve koagiilaz deneyleri ile biyokimyasal tanimlanmalart yapilmistir. Sonra
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle antibiyotik direng profilleri belirlenmis, daha
sonrasinda ise PZR yontemiyle genotipik tanimlama yapilmistir. Tiim bu islemlerin
sonucunda izolatlarin 77 tanesi S. aureus (MRSA ve MSSA) , 25 tanesi (KNS ve
MR-KNS) koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak tanimlanmustir.
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Metisilin direnci saptamada karsilagilan sorunlar nedeniyle genetik direnci, fenotipik
yontemlerle en iyi gosteren test veya yontem arayisi siirmektedir. Heterojen dirence
sahip stafilokoklarda, sefoksitinin metisilin direncini oksasilinden daha iyi
gosterdigini kanitlayan birgok yayin bulunmaktadir. Bunun nedeni sefoksitinin PBP
2a tiretimini giiclii bir sekilde indiiklemesidir. Bunun yaninda sefoksitin stafilokokal
PBP4’e de yiiksek afinite gosterir. Yapilan g¢aligmalarla stafilokoklarda metisilin
direnci gelismesinde PBP2 ile PBP4’iin arasinda yakin iligki oldugu gosterilmistir.
Bir¢ok calismada, sefoksitin disklerinin stafilokoklarda heterojen metisilin direncini
ortaya koymada yiiksek duyarlilik (% 97-100) ve segicilik (% 99-100) gosterdigi
belirtilmistir. Bu ylizden CLSI (Clinical Laboratory Standarts Institute) 2004
yilindan bu yana stafilokoklarda metisilin direncini gostermede oksasilin disk
difiizyon ile birlikte sefoksitin disk diflizyon yonteminin de kullanilmasini

onermektedir [34].

Calismamizda biz de bu durumu goz Oniinde bulundurarak, Kirby-Bauer disk
diftizyon yontemi vasitasiyla Mueller Hinton Agar’da oksasilin diski ile birlikte
sefoksitin diski kullanilmis ve suslarin antibiyotik direng profillerinin tespit edilmesi

saglanmustir.

Fenotipik yontemlerle tanimlanan suslarin secilen 14 antibiyotige (penisilin,
oksasilin, gentamisin, siprofloksasin, sefoksitin, eritromisin, klindamisin, linezolid,
teikoplanin, vankomisin, tetrasiklin, tigesiklin, rifampisin ve trimeth/sulfa)
direnclilikleri disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir (Cizelge 2.1). Calismada
suslarin % 85.3 penisilin, % 66.7 oksasilin, % 26.5 gentamisin, % 28.4 rifampisin,
% 30.4 siprofloksasin, % 74 sefoksitin, % 15.7 klindamisin, % 9.8 linezolid, % 20.6
tigesiklin, % 19.6 tetrasiklin, % 18.6 eritromisin, % 15.7 trimetoprim/
sulfametaksazol direncli tespit edilmistir. Teikoplanin ise % 12.7 orta duyarl
(Intermediate) olarak tespit edilmistir. Metisiline direngli S. aureus suslari tiim
penisilinler, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlari,
aminoglikozidler, makrolidler, klindamisin, tetrasiklin gibi ajanlara da direnclidir. Bu
yiizden, stafilokoklarda ¢oklu direng¢ saptanmasi metisilin direncini diistindiirmelidir.
Konuya iligkin olarak yapilan c¢alismalar MRSA’larin  diger antimikrobiyal

gruplarina diren¢ oranlarinin MSSA’lara gore daha yiiksek oldugunu gostermistir
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[3,51]. Ayrica bu calismada vankomisine direngli sus saptanmamistir. MRSA
enfeksiyonlarinin  tedavisinde kullanilan vankomisine karsit direngli susun
saptanmamas1 sevindirici bir durumdur. Ciinkii bu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan glikopeptit grubu antibiyotikler icerisinde yer alan vankomisin tedavide

son se¢enek olarak kullanilmaktadir.

S. aureus tasiyicilifi, incelenen topluma gore degismekte olup yas gruplarina gore
farkliliklar gosterir. Ornegin, yenidoganda % 90’a varabilen burun tasiyiciligi,
bagisiklik sisteminin gelismesiyle birlikte ilk iki yilda % 20’lere gerilemektedir.
Genel popiilasyonda burunda S. aureus tasiyicilik oranlart % 10-40 arasinda

degisirken, saglik personelinde % 50-70’lere varabilmektedir [52].

MRSA ile kolonize ya da enfekte hastalar, hastane dis1 kazanilmis olgular (uzun
stireli bakim tiniteleri, huzur evleri), daha 6nceden MRSA tanis1 almis olan ve tekrar
hastaneye kabul edilen hastalar, kolonize saglik personeli ve hastane ortami bu
mikroorganizma ile meydana gelen enfeksiyonlar icin en Onemli kaynaklari
olusturmaktadir. Kolonize ve enfekte hastalar, MRSA’nin baslica kolonize oldugu
viicut bolgeleri burun, aksilla, cerrahi ya da yanik yaralari, dekiibitiis iilserleri, perine
veya rektum, trakeostemi ya da gastrostomi bdlgeleridir. MRSA, en sik saglik
calisanlarinin elleriyle bir hastadan digerine dogrudan temas yoluyla gecer.
Mikroorganizma, saglik personelinin ellerinde kisa siire kalabildigi gibi, uzun siire de
taginabilmektedir. Saglik c¢alisanlarinin elleri, enfekte yara pansumani sirasinda
kontamine olmakta ve inokiilasyondan ii¢ saat sonrasinda bile ellerden MRSA

saptanabilmektedir [38].

Direncli S. aureus enfeksiyonlarindan korunmak i¢in oncelikle el hijyenine biiyiik
onem verilmelidir. Ayrica kolonize hastaya temas izolasyonu yapilmali, hasta ve
ortama dekolonizasyon islemleri uygulanmalidir. Tasiyicilik arastirmasi igin rutin
kiiltiir onerilmemekle birlikte salgin durumlarinda kaynagin saptanmasi igin
yapilabilir. Son alt1 ay i¢inde antibiyotik kullanmis, uzun siire hastanede yatmus,
diyabetik ve diyaliz hastalar1 gibi yiiksek riskli hastalarda aktif siirveyansi oneren

kilavuzlar bulunmaktadir. MRSA kolonize hastanin baska bir merkeze naklinde ya
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da yeniden hastaneye kabuliinde durumu denetlenmeli ve gerekirse temas onlemleri

alinmalidir [53].

Stafilokoklarda metisilin direnci kromozomal mecA geni tarafindan kodlanmaktadir.
Bu gen sadece metisiline direncli izolatlarda bulunmaktadir ve bu genetik bilgi
direngli suslardan duyarli suglara transdiiksiyon yoluyla aktarilabilmektedir.
Metisilin direnci homojen ve heterojen direng olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Heterojen direngli S. aureus suslarinda mecA geni eksprese olmamakta ve direngli
olmasi gereken bakteri rutin duyarlilik testlerinde duyarli olarak saptanip yanlis
tedavi uygulanmaktadir. Bu direng ortam kosullarinda farkli degisiklikler yapilarak
ortaya ¢ikarilabilmektedir. Ancak, en gilivenilir sonu¢ polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile mecA geninin varliginin gosterilmesidir. Calismalarda mecA gen probe
yontemi ile paralel olarak uygulanan oksasilin agar tarama yontemi arasinda uyumlu
sonuclar alinmig ve ¢ok ornekle ¢alisilan biiyiik merkezlerde metisilin direncinin bu

yontem ile aragtirtlmasinin uygun ve ekonomik oldugu vurgulanmistir [6].

Stafilokoklarda metisilin direng oranlar iilkeler, bolgeler, hastaneler ve hatta ayni
hastanenin servisleri arasinda bile farklilik gostermektedir. Ulkemizdeki gesitli
hastanelerden bildirilmis MRSA oranlarinda bu farklar goriilmektedir. Yapilan
calismalarda MRSA oranlar;; Marmara Universitesinde 2000 yilinda % 67, 2001
yilinda % 60 [54]; Gazi Universitesinde 2001 yilinda % 73, 2002 yilinda % 77 olarak
bildirilmektedir [55]. Sipahi ve arkadaslarinin [56], yapmis oldugu calismada
metisilin direnci 2001 yilinda % 73.8 iken 2005 yilinda % 55.3 olarak bulunmustur.
Giirsoy ve arkadaslarinin [57], yaptig1 calismada S. aureus suslarinda % 32 oraninda
metisilin direnci saptanmustir. Indnii Universitesi Hastanesi Enfeksiyon Kontrol
Komitesinin yogun bakim tinitelerinde yapmis oldugu siirveyans ¢alisma sonuglarina
gore; tiim klinik 6rneklerdeki nozokomiyal S. aureus’larda metisilin direng oranlari
2005 yilinda % 77.7, 2006 yilinda % 64.7 ve 2007 yilinda % 83 olarak bulunmustur
ve sonug¢ olarak yaptiklar1 calismada MRSA bakteriyemileri 6zellikle yogun bakim
tinitesi gibi invaziv girisim uygulanan kliniklerde daha fazla rastlanmis, MRSA
suslarinda vankomisin disindaki tedavide alternatif olarak kullanilabilecek diger
antibiyotiklere de yiiksek oranda diren¢ saptanmistir. Bu ¢aligmalara ek olarak Tiirk

Dag1 ve arkadaglarinin [58], kan kiiltiirlerinden izole ettikleri S. aureus suslarinda
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metisilin direncini % 42.5; Kurutepe ve arkadaslarinin [59], ¢esitli klinik 6rneklerden
izole ettikleri S. aureus suslarinda metisilin direncini % 32.4 oraninda bulmuslardir.
Yapilan bu g¢alismalar sonucunda MRSA suglarinda MSSA suslarina gore yiiksek
oranda direng saptanmis ve metisilin direncinin sadece hastane kokenli (HK-MRSA)
suslarda degil toplum kokenli (TK-MRSA) suslarda da giderek artan oranda
karsilasilacagi diisiincesiyle S. aureus suslarinin diren¢ paternlerinin dikkatle
izlenmesi ve tedavi planlanirken bunlarin giincel degerlerinin gz Oniine alinmasi

gerektiginin kanaatine varilmistir.

Akdeniz iilkelerini kapsayan ve iilkemizden de ¢esitli laboratuvarlarin katildigi bir
calismada kan kiiltlirlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda MRSA oran1 2003
yilinda % 43, 2004 yilinda % 40 ve 2005 yilinda % 35 olarak tespit edilmistir. Ayrica
metisiline direng ile birlikte ¢oklu antibiyotik direncinin goriilmesi nedeniyle tim
merkezlerin kendi diren¢ profilini belirleyerek uygun antibiyotik politikalarinin

olusturulmasi {lizerinde durulmustur.

Yurt disinda yapilan ¢calismalarda S. aureus suslarinda metisilin direnci Tayvan’da %
33.7, Fransa’da % 36, Avrupa’da % 27.7, Amerika’da ise % 32.4 oldugu tespit
edilmistir. Ulkeler ve hastaneler arasindaki bu farkli sonuglar yerel siirveyans
calismalarinin O6nemini bir kez daha gostermektedir. Bununla birlikte direng
durumlarinin diizenli olarak incelenmesi hastanelerdeki ampirik tedavi segimleri

agisindan da 6nem tasimaktadir [17].

MRSA orani ile ilgili yapilan ¢aligmalarda tilkemizde bu oranin degismekle birlikte
% 50’nin tizerinde oldugu bildirilmektedir [60]. Calismamizda, hastane kaynakli 102

adet stafilokok susunda % 74 oraninda metisilin direnci tespit edilmistir.

Metisilin direncinin dogru olarak belirlenmesi uygun antibiyotigin kullanilmasi
acisindan Onem tagimaktadir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda stafilokoklarin
metisiline direncini saptamak icin, oksasilin disk diflizyon, oksasilin agar tarama,
mikrodiliisyon, agar diliisyon, sefoksitin disk diflizyon, otomatize duyarlilik testleri,
DNA hibridizasyon ve polimeraz zincir reaksiyonu teknikleri kullanilmaktadir.

MRSA tespitinde 6nemli standart mecA geninin PZR ile belirlenmesine ragmen rutin
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olarak laboratuvarlarda kullanimi yaygin degildir. Ozel laboratuvar ortami
gerektirmesi, deneyimli personel ihtiyaci ve pahali olmasi gibi nedenlerle ¢ok tercih
edilmemektedir [60]. Metisilin direncini saptamak i¢in laboratuvarlarda kullanilan
fenotipik ve genotipik yoOntemlerin avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Metisiline direncin heterojen olmast durumunda fenotipik yontemler yetersiz
kalmakta ve direncin tespitinde problemler olabilmektedir. Bu calismada da S.
aureus olarak tanimlanan suslarin metisilin direnglilikleri disk diflizyon yontemi ile
belirlenmis ve 71 susun metisiline direngli oldugu tespit edilmistir. Ayrica metisiline
direngli 4 adet susun MR-KNS (metisiline direngli koagiilaz negatif) oldugu tespit
edilmistir. MRSA tespitinde son yillarda disk difiizyon yonteminin yetersiz oldugu
vurgulanmaktadir. Bu bakis agisiyla birlikte bu ¢alismada disk diflizyon yontemiyle
metisiline direncli bulunan 75 adet susun ve disk difiizyon yontemiyle metisiline
duyarli saptanan 27 susun PZR yontemiyle metisilin direng geni (mecA)

arastirilmistir.

MRSA suglar siklikla beta-laktam grubu antibiyotiklere heterojen direng gosterirler,
diger bir ifadeyle popiilasyondaki her bir organizma diren¢ i¢in genetik bilgi
tagiyabilir, ancak invitro test ortaminda sadece kii¢iik bir boliimii direngli fenotipi
gosterir. Direngli alt popiilasyon genellikle duyarli popiilasyona gore ¢ok yavas iirer
ve laboratuvar taramalarinda atlanabilir. Heterojen direngli suslarin basarili bir
sekilde tespitinde; notral pH, daha diistik 1silar (30-35°C), ortamda NaCI bulunmasi
ve inkiibasyon siiresinin 48 saate kadar uzatilmasi gibi faktorler direncli alt
poplilasyonun iiremesine biiyiikk oranda katki saglar. Bununla birlikte MRSA
izolatlarinin, sinirda oksasilin direnci gosteren S. aureus suslarindan ayirimindaki
zorluklardan dolayr standart metot olarak PZR’yi rutin olarak kullanmayan klinik
laboratuvarlar icin MRSA’nin tespiti sorun olusturabilir. Cilinkii sinirda dirence sahip
olan suslarda direncin belirlenmesinde fenotipik yontemler yetersiz kalmaktadir ve

PZR yoOntemiyle meCA geninin saptanmasi Onemli bir standart olarak kabul
edilmektedir [37].

Calismada disk difiizyon teknigiyle metisiline direngli saptanan 75 adet susun (1AC,
5AC, 14AC, 15AC, 17AC, 2AE, 10AE, 16AE, 17AE, 1AN, 2AN, 3AN, 4AN, 5AN,
6AN, 7AN, 8AN, 9AN, 10AN, 11AN, 12AN, 13AN, 14AN, 15AN, 16AN, 1KU,
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2KU, 3KU, 4KU, 5KU, 6KU, 7KU, 8KU, 9KU, 10KU, 1HU, 2HU, 3HU, 4HU,
5HU, 6HU, 7HU, 8HU, 9HU, 10HU, 11HU, 12HU, 13HU, 14HU, 15HU, 16HU,
17HU, 18HU, 19HU, 20HU, 21HU, 22HU, 23HU, 24HU, 25HU, 26HU, 27HU,
28HU, 29HU, 30HU, 31HU, 32HU, 33HU, 34HU, 35HU, 36HU, 37HU, 38HU,
39HU, 40HU kodlu izolatlar) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle de
mecA geni icerip icermedigi arastirilmis ve yapilan islemler sonucu 533 baz ciftlik
mecA genine sahip olduklar1 saptanmistir. Ayni sekilde 16AC, 18AC ve 9AE kodlu
izolatlar ise metisiline duyarli olarak saptanmis olup yapilan PZR yontemiyle mecA
pozitif oldugu bulunmustur. Bu suslarin disk difiizyon yontemi ile metisilin
direncinin belirlenememesinin nedeni olarak, bu izolatlarin heterojen direng
gostermesi olabilecegi tahmin edilmistir (Bkz. Cizelge 3.3, Cizelge 3.5 ve Cizelge
3.7, Cizelge 3.9, Cizelge 3.11.a, Cizelge 3.11.b, Cizelge 3.11.c, Sekil 3.8.a, Sekil
3.8.b, Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12.a, Sekil 3.12.b, Sekil 3.12.c).

Calismamizda yapilan testler sonucunda ¢esitli kliniklerden izole edilen
stafilokoklar, biyokimyasal test, antibiyogram ve mecA gen varligi sonuglarina gére
tiplendirilip yiizdelik oranlart belirlenmistir. Sonug¢ olarak % 21 KNS (koagiilaz
negatif stafilokok), % 4 MR-KNS (metisiline direngli koagiilaz negatif stafilokok), %
72 MRSA (metisiline direngli S. aureus), % 3 MSSA (metisiline duyarli S. aureus)
oranlarina sahip stafilokok cesitliligi belirlenmis ve pasta grafigi ile gosterilmistir

(Bkz. Sekil 3.1).

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastane’sinden alman 19 adet stafilokok
izolatlarinda yapilan deneyler sonucunda 14AC kodlu (Kan Kateteri) izolatin
metisiline direngli oldugu belirlenmis, biyokimyasal testlerde koagiilaz pozitif
stafilokok oldugu tespit edilmistir. Bu izolat sefoksitine direngli olup, oksasiline ise
duyarli oldugu saptanmistir, ancak gilinlimiiz sartlarinda sefoksitin disk sonucu
onemli oldugu ic¢in direngli olarak kabul edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile de mecA geni tasidigi saptanmistir. Sonug olarak bu izolatin metisiline
direncli koagiilaz negatif stafilokok (MR-KNS) oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge
3.2.b, Cizelge 3.3, Sekil 3.8.a).
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Ankara Egitim ve Arastirma Hastane’sinden alinan 17 adet stafilokok izolatlarinda
yapilan deneyler sonucunda 10AE, 16AE ve 17AE kodlu izolatlarin metisiline
direngli oldugu belirlenmis, ancak biyokimyasal testlerde koagiilaz negatif stafilokok
oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlar sefoksitine direngli olup, oksasiline duyarh
oldugu saptanmistir, ancak gilinlimiiz sartlarinda sefoksitin disk sonucu ©6nemli
oldugu icin direngli olarak kabul edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile de
mecA geni tasidigi saptanmistir. Bu izolatlarin metisiline direngli koagiilaz negatif
stafilokok (MR-KNS) oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge 3.4.b, Cizelge 3.5, Sekil
3.9).

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastane’sinden ve Ankara Egitim ve
Arastirma Hastane’sinden alinan 14AC, 10AE, 16AE ve 17AE kodlu MR-KNS
suslarinin olusmasinda etken olarak metisiline direngli S. aureus’larda var olan mecA
geninin transdiiksiyon yoluyla KNS’lere aktarilmis olabilecegi kanisina varilmistir

(Bkz. Cizelge 3.2.b, Cizelge 3.3, Sekil 3.8.a, Cizelge 3.4.b, Cizelge 3.5, Sekil 3.9).

Peksel [3], yapmis oldugu ¢alismada S. aureus disinda koagiilaz testi pozitif olan
tirlerin S. intermedius, S. hyicus, S. lugdunensis, S. schleiferi olabilecegini belirtmis
ancak, bu dort tiiriin ¢cok nadir olarak klinik Orneklerden soyutlanabilecegini ve
koagiilaz pozitif olmalarma ragmen gerek yerlesimleri, gerek mikrobiyolojik
ozellikleri gerekse olusturduklar1 enfeksiyonlar agisindan daha ¢ok koagiilaz negatif
stafilokoklar igerisinde incelendigini belirtmistir. Ayrica S. lugdunensis ve S.
schleiferi kiimelestirici faktor (clumping factor) olusturmalari ve termostabil DNaz
tiretebilmeleri nedeniyle S. aureus’a benzer oldugunu belirtmistir. Ancak S.
lugdunensis ve S. schleiferi’nin  enfeksiyon olusturmalarindaki  patojenik
mekanizmalar1 heniiz bilinmemekle beraber virulans determinantlarin1 S. aureus ile
paylastiklarinin diisiiniildiigiinii ifade etmistir. Caliyjmamizda, Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Cebeci Hastane’sinden ve Ankara EZitim ve Arastirma Hastane’sinden
temin ettigimiz 14AC (Kan kateteri, MR-KNS, S. lugdunensis), 12AE (idrar kateteri,
KNS, S. lugdunensis) ve 15AE (Kan kateteri, KNS, S. lugdunensis), kodlu

izolatlarin aslinda KNS olduklar fakat koagiilaz test sonucunun ise pozitif oldugu
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saptanmistir (Bkz. Cizelge 3.2.b, Cizelge 3.3, Sekil 3.8.a ve Cizelge 3.4.b, Cizelge
3.5, Sekil 3.9).

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastane’sinden alinan 16 adet stafilokok
susunun yapilan tiim deneyler sonucunda hepsinin metisiline direngli Staphylococcus
aureus (MRSA) oldugu saptanmaistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile de mecA

gen varliginin dogrulugu tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 3.6, Cizelge 3.7, Sekil 3.10).

Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane’sinden alinan 10 adet stafilokok
susunun yapilan tiim deneyler sonucunda hepsinin metisiline direngli Staphylococcus
aureus (MRSA) oldugu saptanmustir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile de mecA

gen varliginin dogrulugu tespit edilmistir (Cizelge 3.8, Cizelge 3.9, Sekil 3.11).

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane’sinden alman 40 adet stafilokok
izolatlarunin yapilan deneyler sonucunda tiim izolatlar metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) olarak saptanmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile de dogrulugu saptanmistir (Bkz. Cizelge 3.10.a, Cizelge 3.10.b, Cizelge
3.10.c, Cizelge 3.11.a, Cizelge 3.11.b, Cizelge 3.11.c, Sekil 3.12.a, Sekil 3.12.b,
Sekil 3.12.c).

Stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin kontrol ve tedavisinde uygun
antibiyotigin se¢ilmesi bir hayli énemlidir. Coklu direng ile 6ne ¢ikan MRSA’larda
dogru antibiyotik tercihi i¢in Oncelikle metisilin direngli suslarinin hizli ve dogru
olarak tanimlanmasi gereklidir [61]. Yukarida belirttigimiz 3 adet (16AC, 18AC ve
9AE) stafilokok izolat1 gibi heterojen direng gosteren suslarin direng tespitinde dogru
sonuglarin alinmasi i¢in fenotipik yontemlerin, genotipik yontemlerle desteklenmesi

dogru sonuglarin alinmasini saglayacaktir.

Sebebi her ne olursa olsun fenotipik karakterlere bagl diren¢ ¢alismalarinda yanlig
negatiflikler ya da pozitiflikler s6z konusu olabilmektedir. Bu nedenle fenotipik
goriiniim 6nemli olmadig1 ayn1 zamanda heterojen suslarda da sorun olusturmayan

PZR tabanli ¢alismalar yayginlastirilmalidir [6].
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Fenotipik yontemler igerisinde de 6zellikle metisiline direngli suslarda tiip deneyi ile
koagiilazin negatif olarak bulunabilecegi belirtilmektedir [27,31]. Bu calismada
10AE ve 16AE kodlu suslarin lam deneyi ile pozitif, tiip deneyi ile koagiilaz negatif
oldugu bulunmus, disk difiizyon yontemiyle sefoksitine direngli ve mecA genine

sahip oldugu tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 3.4.b).

Sonug olarak klinik orneklerden izole edilen MRSA suslarmin tiplendirilmesi,
hastaneler veya tiniteler arasindaki suslarin yayilimini taramak ve suslar arasindaki
iliskiyi incelemek i¢in kullanilan, hastanelerde enfeksiyon kontroliiniin etkili
uygulamasinin temelini olusturmaktadir. Ayrica hastaneye yeni bir sus girdiginde

bunun farkina varilmasini ve gereken 6nlemlerin alinmasini saglamaktadir.

S. aureus antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelistirme konusunda oldukga basarili
bir bakteridir. Antibiyotiklerin uygunsuz ve gelisiglizel kullanimu ile birlikte de kisa
stirede birden cok ilaca kars1 direng gelistirmektedir. Calismada da metisiline direncli
suslarda, kullanilan tiim antibiyotiklere (vankomisin hari¢) direng saptanmis olmasi
nedeniyle hastanelerin S. aureus suslarinin direng paternlerini diizenli olarak dikkatle
izlenmesi ve tedavide uygun ve etkin antibiyotigin kullaniminin saglanmasi
gerektigine inanilmistir. Bu ¢alismada disk difiizyon yontemi ile metisiline duyarl
olarak tespit edilen suslar molekiiler yontemlerle metisilin diren¢ geni tasidig
saptanmistir. Bu sonug¢ nedeniyle disk difiizyon teknigi ile duyarli olarak belirlenen
suslarin hepsinde de mecA geninin arastirilmasi gerektigi saptanmistir. Bu sonuglar
bize metisilin direnci tespitinde disk diflizyon tekniginin yetersiz oldugunu, direncin
belirlenmesinde mutlaka molekiiler teknikler kullanilmasi gerektigini gostermektedir.
Bu diistinceye sahip olmamizda bize 6rnek teskil eden 16AC, 18AC ve 9AE kodlu
izolatlarinin 1y1 bir 6rnek teskil ettigini ve yapilacak bilimsel ¢aligmalara bu acgidan

katkis1 olacagini diistinmemize neden olmustur.
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