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OZET

Hastane Enfeksiyonu Etkeni Olarak Metisiline Direngli Staphyloccoccus aureus
Epidemiyolojisinin Rep-PZR ile Arastirilmasi

Stafilokoklar tekli ya da ikili goriilen, kisa zincir veya iiziim salkim
seklinde Kkoloniler olusturabilen Gram pozitif koklardir. Stafilokoklar
nozokomiyal enfeksiyonlarin en onemli etkenlerindendir. Stafilokoklarin deri,
yumusak doku enfeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit, menenjit, perikardit,
pulmoner enfeksiyonlar, osteomiyelit ve piyomiyozite neden olduklarn
gosterilmistir. Ozellikle metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde giicliikler yasanmaktadir. Bu
nedenle, hastanemizin cesitli servislerinde ve yogun bakimlarinda yatan hastalarin
klinik orneklerinden izole edilen stafilokok izolatlarimin, Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi ile sefoksitin duyarhhigmma bakilarak 67 metisilin direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) susu tespit edildi ve bu suslar arasinda klonal
iliski olup olmadig1 Rep-PZR ile arastirildi. Bu analizler sonucu calismaya dahil
edilen 67 MRSA izolatimin 2’si ana klon (A ve B) olmak iizere toplamda 15 farkh
klona (A-O) ayrildigi belirlendi. A ana klonu MRSA’larin 37 (%55)’sinin
toplandigi en biiyiik klon olarak tespit edildi. B ana klonu 11 sus (%16.5) ile ikinci
biiyiik klondu. Diger klonlar; C, D, E, F, G, H 2 (%3)’ser sus; L J, K, L, M, N, O
klonlari ise 1 (%1.5)’er sus icermekteydi. Sonuc¢ olarak; Degerlendirilen hastane
enfeksiyonu ve kolonizasyonu ile iligkili MRSA izolatlar arasinda yakin klonal
iliskinin oldugu goriildii. Rep-PZR yonteminin ayrim giiciine sahip ve stabil
sonuglar iireten bir yontem oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: MRSA, Genotiplendirme, Rep-PZR, Enfeksiyon, Stafilokok,
Sus.
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ABSTRACT

Investigation of Epidemiology of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus as
Nosocomial Infection Factor by Rep-PCR

Staphylococci are seen in single or double and they are Gram-positive cocci
which can create colonies in the form of a short chain or cluster of grapes.
Staphylococci are the most important causes of nosocomial infections.
Staphylococci are shown to cause skin and soft tissue infections, bacteremia,
endocarditis, meningitis, pericarditis, pulmonary infections, osteomyelitis and
pyomyositis. Especially difficulties are experienced in the treatment of infections
caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains. For this
reason, 67 methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strain were
detected by observing cefoxitin sentivity of staphylococci isolates those are isolated
from clinical specimens of hospitalized patients from a variety of hospital wards
and intensive care units by Kirby-Bauer disk diffusion method and whether or not
clonal relationship between these strains by Rep-PCR investigated and whether
clonal relationship exists or not between these strains were investigated by
Rep-PCR. As a result of this analysis, 2 of 67 MRSA isolates which were included
in the study were detected as main clones (A and B) with a total of 15 different
clones (A-O) separation. A main clone was found to be the largest clone in which
37 of MRSAs (%055) were collected. B main clone was the second largest clone with
11 strains (16.5%). Other clones as C, D, E, F, G, H and I, J, K, L, M, N, O
included 2 strains (%3) and 1 strain (%1.5) respectively. As a result it was seen
that the evaluated isolates associated with hospital-acquired infection and
colonization were dominated by MRSA and there are close clonal relationship
between isolates. Rep-PCR method was determined to be a method capable of
separation and producing stable results.

Keywords: MRSA, Genotyping, Rep-PCR, Infection, Staphylococcus, Strain.



1. GIRIS

Stafilokoklar, nozokomiyal ve toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarin en dnemli
etkenlerindendir. Baz1 stafilokok enfeksiyonlari, yasami tehdit eden komplikasyonlara
sebep olmasi nedeniyle giiniimiizde halen 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir.
Ozellikle metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarmin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde biiylik sikintilar yasanabilmektedir (1). Staphylococcus
aureus hastane ve toplum kaynakl ciddi enfeksiyonlarin 6nemli bir nedenidir. Deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit, menenjit, perikardit, pulmoner
enfeksiyonlar, osteomiyelit/septik artrit, piyomiyozitin en 6nemli etkenlerindendir (2).
Epidemi yapma o&zellikleri de bulundugundan stafilokoklar, halk sagligi yoniinden
biiylik 6nem tasimaktadirlar (3). Yakin ge¢mise dek oOzellikle hastane kaynakli
enfeksiyon etkenleri iginde yerini alan metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA), giiniimiizde toplum kaynakli enfeksiyon etkenleri arasinda da giderek artan
oranda goriilmekte, ciddi morbidite ve mortaliteye neden olmakta, yiiksek bir ekonomik
yiik olusturmaktadir (4). Enfeksiyon kaynagini saptama ve ortadan kaldirmaya yonelik
epidemiyolojik ¢aligmalar, MRSA yayilimini 6nlemede ilk basamagi olusturmaktadir
(5). MRSA izolatlar1 arasindaki klonal iligkinin tespiti, hem hastane enfeksiyonlarinin
kaynaginin ortaya ¢ikmasini saglayacak hem de hastane enfeksiyonlarina bagli olarak
ortaya c¢ikan ekonomik kayiplarin en aza indirilmesi acisindan son derece faydali
olacaktir (6). Molekiiler tiplendirme yontemlerindeki gelismeler MRSA epidemiyolojisi
ile ilgili yeni bilgilerin elde edilmesinde, toplum ve hastane kdkenli MRSA izolatlar
arasindaki genetik farkliliklarin ortaya c¢ikarilmasinda 6nemli rol oynamustir (7).
Molekiiler tiplendirme yoOntemleri olarak giiniimiizde cogunlukla DNA’ya dayali
genotipik yontemler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) 6nemli yer tutmaktadir. PZR metisilin direncinin tespitinde, MRSA suslarinin
genotiplendirilmesinde ~ ve  virulans  faktorlerinin  belirlenmesinde  siklikla
kullanilmaktadir (8). REP (Repetitive Extragenic Palindromic Element) PZR

tiplendirme metodu ise otomatize ve kullanish ticari bir sistemdir. Molekiiler parmak izi



olusturarak suslarin tiplendirilmesini saglamaktadir. Bakteriyel ve fungal genomlarin
kodlanmayan tekrarlayan sekanslarinda Rep-PZR hedef primerleri kullanilmaktadir.
Elektroforezle ayrilmis DNA fragmentleri, bakterilerin ve mantarlarin tiir ve alttiir
ayrimi i¢in genomik parmakizi olusturmaktadir (9).

Bu calismada amag, hastanemizin ¢esitli servislerinde ve yogun bakimlarinda
yatan hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen stafilokok suslarinin son yillarda hizl
ve kullanim kolaylig1 ile 6n plana ¢ikan Rep-PZR yontemiyle genotiplendirilmesi ve

aralarinda klonal iliski olup olmadiginin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Ilk kez 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlanan stafilokoklar, 1880°de
Pasteur tarafindan sivi besiyerinde tretilmistir. 1881°de Alexander Ogston insan abse
materyalinden elde ettigi bakteriyi iizim benzeri kiime yapmasi nedeniyle
Staphylococcus olarak adlandirmigtir. Daha sonrasinda ise fare ve kobaylar igin
stafilokoklarin patojen olduklarini vurgulamistir. Rosenbach 1884’de besiyerindeki
beyaz renkli kolonileri Staphylococcus albus, sari-portakal rengi kolonileri ise
Staphylococcus aureus olarak isimlendirmistir (3). S. aureus antimikrobiyal ajanlara
kars1 gelistirdigi direng mekanizmalariyla 6nem kazanmistir (2). Alexander Fleming’in
1928 yilinda penisilini bulmasi ile stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde énemli bir
asama kaydedilmistir. Ancak penisilinin klinikte yaygin olarak kullanilmaya baslanmasi
ile birlikte penisilini parcalayan stafilokok suslari da ortaya ¢ikmustir. Stafilokoklarin
penisilinaz salgiladig: ilk kez 1944°te Kirby tarafindan gosterilmistir (10). 1961 yilinda
ise metisilinin kullanilmaya baslanmasindan kisa siire sonra bu antibiyotige de direng
gelismistir. Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslar1 1970°1i yillardan
beri yaygin olarak tespit edilmeye baglanmigtir (11).

2.2. Genel Ozellikler

Onemli bir enfeksiyon etkeni olan Staphylococcus cinsi bakteriler
Micrococcaceae ailesine aittir. Micrococcaceae ailesi 4 genus igerir; Planococcus,
Micrococcus, Stomatococcus ve Staphylococcus. Staphylococcus, Micrococcaceae
ailesinin klinik agidan en 6nemli grubudur. Bu genus i¢inde insanda en sik enfeksiyon
etkeni olarak izole edilen Stafilokoklar; Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis ve Staphylococcus saprophyticus’dur. Bu tiirler igerisinde Staphylococcus

aureus giintimiizde kullanilan bir ¢ok antibiyotige hizla diren¢ kazanmasi ve bu sebeple



eskiye oranla olusturdugu enfeksiyonlara daha sik rastlanmasi nedeniyle insan
enfeksiyonlarinda oncelikli patojen olarak yer alir (12, 13). Stafilokoklar gerek toplum
kokenli gerekse hastane enfeksiyonlarinda onemli etkenlerden biridir. En sik deri
enfeksiyonlarina neden olmakla beraber solunum sistemi enfeksiyonlari, endokardit,
osteomyelit gibi degisik enfeksiyonlardan da etken olarak soyutlanmaktadirlar (14).
S. aureus, normal insanlarin %10-40’1nmn, burun mukozasinda kolonize olabilir.
S. aureus’un burunda bulunmamasi durumunda S. epidermidis, burun mukozasindan
soyutlanan stafilokoklarin %90-100’tinii olusturur. Ayrica; aksiller, inguinal, perineal
bolgeler ile ayak parmaklarinda ve daha az olarak derinin diger kisimlarinda da
kolonize olur. S. hominis ve S. haemolyticus aksiller, inguinal ve perineal bolgede
yerlesme egilimindedir. S. saprophyticus deriden ¢ok iirogenital mukoza epiteline

yapigma Ozelligi gosterdiginden daha ¢ok bu bdlgelerde kolonize olmaktadir (15).

2.2.1. Morfoloji, Ureme ve Biyokimyasal Ozellikler

Stafilokoklar isimlerini eski Yunancada ‘bir salkim {iziim’ anlamina gelen
‘staphilé’ sozciliginden almislardir. Stafilokoklar; Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz,
oksidaz negatif, katalaz pozitif, ¢aplari 0.5-1.5 um arasinda degisen bakterilerdir.
Genellikle kapsiilsiiz olmakla birlikte nadiren kisith bir kapsiil formasyonu
olusturabilirler. Birden fazla diizlemde boliindiikleri igin {izim salkimi seklinde
koloniler olustururlar. Stafilokok genusunda 32 tiir ve 8 alttlir bulunmaktadir. Bunlarin
pek ¢ogu insan viicudunda kolonize olur. Fakat bunlar arasinda Staphylococcus aureus
ve Staphyloccocus epidermidis en karakteristik ve en ¢ok calisilan suslardir (16).
Stafilokoklarin hiicre duvarimin ince yapist ve kimyasal bilesimi diger Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarina benzemektedir. Hiicre duvarlart; peptidoglikan, teikoikasit
ve proteinden olusmustur (17). Koagiilaz deneyi, S. aureus’u diger stafilokoklardan
ayirt etmede bir tani kriteri olarak kullanilmaktadir. S. aureus koagiilaz pozitiftir ve
plazmay1 pihtilastirma O6zelligi gosterir. Ekstraseliiler bir proenzim olan koagiilaz,
plazmada ‘coagulasereleasing factor’ ile birleserek aktiflesir ve plazmanin
pihtilasmasina yol acar. Bu sekilde mikroorganizmanin g¢evresini saran kalin fibrin

tabakasi olusur ve bu tabaka yardimiyla bakteri konak savunma sisteminin



fagositozundan korunmus olur. invazif patojenitenin bir gdstergesi olan, serbest ve bagl
(clumping faktor, kiimelestirici faktor) olmak iizere iki ¢esit koagililaz bulunmaktadir.
Bu koagiilazlarin sonuglar1 ayni1 olmakla birlikte antijenik yapi, etki mekanizmalar1 ve
saptanma yontemleri farklidir (3). Sekerlerden mannitol tizerine olan etkileri, koagiilaz
testiyle beraber S. aureus’u ayirt etmede kullanilan en Onemli testlerden biridir.
S. aureus mannitolii parcalayarak asit olusturur. Karbonhidratlardan trehaloz, mannoz,
maltoz, siikroz ve laktozu pargalarken, ksiloz, sellobioz, arabinoz ve rafinozu

parcalamaz. Nitratlar1 nitritlere indirger (18).

2.2.2. Hiicre Yapisi

Staphylococcus aureus’un hiicre duvar1 peptidoglikan, teikoik asit ve protein-A
seklinde li¢ temel komponentten olusmaktadir. Bir ¢ok stafilokok un hiicre duvarmnin en
dis tabakasi polisakkarit kapsiil ile kaplanmistir. Kapsiil bakteriye fagositoza karsi
koruma saglar. Hiicre duvarmin agirhigmin yarisimi  peptidoglikan olusturur.
Peptidoglikan stafilokoklarin yiiksek i¢ basinca dayanabilen ¢ok katmanli hiicre duvar
yapisinin ayrilmaz bir parcasidir. Peptidoglikan tabakasi glikan zincir tabakalarindan
olusur (13, 16). Teikoik asit hiicre duvarinin bir diger bilesenidir ve teikoik asit tiirlere
Ozgudiir. Hiicre duvarinin agirligiin %40°lik kismini teikoik asit olusturur. Teikoikasit
ve peptidoglikan birlikte bakteri hiicre duvarmin %90’lik agirligini olustururlar. Hiicre
duvari teikoik asidi ve hiicre membrani ile iliskili lipoteikoikasit olarak iki tip teikoik
asit vardir. Lipoteikoikasit bakteri membranina kovalent baglidir. Teikoik asit zayif
immiinojen olmasina ragmen peptidoglikana baglandiginda spesifik bir antikor cevabi
uyarilir. Bu spesifik antikor cevabi sistemik stafilokokal hastaligi belirlemede
kullaniliyor olmasina ragmen, diger tesbit yontemlerine gore daha az duyarhiliga sahip
oldugu i¢in artik kullanilmamaktadir (13, 16). Protein-A, peptidoglikan yapmin en
disindaki hiicre duvart komponentidir ve bu yap1 sadece S. aureus’ta bulunmaktadir.
Yiizey proteinlerinin bir prototipi olan protein-A, hiicre duvarinin yaklasik %7’sini
olusturur. En 6nemli 6zelligi, 1gG3 disindaki tim IgG ve IgA2 ile bazi IgM’lerin Fc

reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu sekilde mikrorganizmay:1 fagositoza karsi



korumaktadir. Ayrica hiicre disina salgilanan protein-A ayni reseptorlere baglanarak

komplemanin aktive olmasina neden olmaktadir (3).

2.2.3. Genom Yapisi

Gen calismalarinda en ¢ok kullanilan mikroorganizma S. aureus’tur. 1975
yilinda NCTC 8325 susunda yapilan ¢alismalarla S. aureus’un kromozomal haritasi
ortaya ¢ikarilmaya baslamistir (19). Sonraki ¢alismalarda Pulsed Field Jel Elektroforez
(PFGE) ve sekans hibridizasyon dizi analizi tekniklerinin gelismesiyle S. aureus
genomunun fiziksel haritasi ortaya g¢ikarilmistir. S. aureus’un genomunun uzunlugu
yaklagik olarak 2.8 mega baz ciftidir (bg). Genomun %84.5’ini olusturan 2600 Open
Reading Frame (ORF) bolgesi bulunmaktadir. G+C oran1 %33’tiir. Antibakteriyel
direng ve viriilans faktorleri plazmidler, fajlar ve SCC (Staphylococcal Cassette
Chromosome) genleri tarafindan kodlanmaktadir (20).

2.3. Viriilans Faktorleri

Viriilansi en yiiksek olan stafilokok tiirti S. aureus’tur. Fakat enfeksiyonun olup
olmamas1 mikroorganizmanin viriilans1 ile konak savunma sisteminin arasindaki
dengeye baghdir. Stafilokoklarin viriilansinda rol oynayan baslica faktorler; kapsiil,

hiicre duvar yapilari, yiizey proteinleri, toksinler ve enzimlerdir (3).

2.3.1. Toksinler

2.3.1.1. Sitolitik Toksinler

Stafilokoklar, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen ¢ok

sayida ekstraselliiler toksin iiretebilmektedirler. Bu toksinler vasitasiyla stafilokoklar

yogun inflamatuvar yanit olan bolgelerde iiremelerini siirdiirebilirler. Bu toksinlerden

en iyi bilinenleri hemolizinler ve 16kosidindir.



A- Hemolizinler

Antijenik 6zellik bakimindan S. aureus dort farkli hemolizin iiretmektedir. Bu

hemolizinler; « (alfa), S (beta), o (delta), y (gama) olarak isimlendirilirler (3).

e Alfa Hemolizin (Alfa Toksin)

a-toksin memeli hiicrelerinde por olusumuna neden olarak inflamatuvar yaniti
indiikler. Subkutan verildiginde nekroza yol acar ve potansiyel norotoksin etkisi de
vardir. Kanl agarda olusan B-hemolizden bu toksin sorumludur. Ayrica a-hemolizinin
deneysel endokardit olusumunda 6nemli oldugu saptanmistir (21). Alfa hemolizin
S. aureus’un bir¢ok susu tarafindan tretilir. Bu toksin, kan damarlarindaki diiz kaslar1
pargalar. Eritrosit, 16kosit, hepatosit, trombosit ve hiicre kiiltiirlerini de igeren birgok

hiicreye toksik etki gosterir (13).

e Beta Hemolizin (Beta Toksin)

B-toksin sfingomyelinaz 6zelligiyle membranlar: lipid komponentlerini bozarak
hasara ugratir. Sicak-soguk hemolizin olarak da bilinir. Ayrica B grubu streptokoklar ve
Listeria monositogenes tarafindan iiretilen ve S. aureus’un hemolizini arttirici etkiye
sahip olan Christie, Atkins, MuncPeterson (CAMP) faktorle etkilesen ve sinerjik
hemolize neden olan yapidir (22). Makrofaj, 16kosit, eritrositleri i¢eren birgok hiicreye
toksik etki gostermektedir. Hiicre ylizeyindeki sfingomyelin konsantrasyonu ile orantili
lizise neden olur. Duyarli hiicrelerde membran fosfolipitlerinin hidrolizini katalize eder.
Stafilokokal enfeksiyonlarda doku harabiyeti ve abse olusumunda alfa ve beta toksin
birlikte rol oynar (13).



e Gama Hemolizin (Gama Toksin)

y-hemolizin diger hiicrelere ek olarak lokositleri de eritebilir ve bazen lokosidin
olarak da adlandirilir (22). S. aureus suslarinin %97’sinden fazlasinda, koagiilaz negatif
stafilokoklarin %50-70 kadarinda bulunmaktadir. Deterjan benzeri bir etkiye sahip
kiiciik molekiillerin agregatidir. Hiicre membraninda zamanla genisleyen kanallar

acarak sitoplazma igeriginin digar1 sizmasina neden olur (3).

e Delta Hemolizin (Delta Toksin)

d-toksin deterjan benzeri etki ile membran biyolojik membranlarinda hasar
olusturur. Kolera enzimine de benzer etki ile CAMP salinimina neden olur. Bu
enzimatik aktivitenin toksik sok sendromu ve stafilokoksik besin zehirlenmesi gibi

hastaliklarda gériilen diyarenin olusumunda rol oynadig: diistiniilmektedir (23).

B- Panton-Valentine Lokosidin (PVL)

Insan ve tavsan lokositleri ile makrofajlari etkiler. Toksin elektroforetik olarak
birbirinden ayr1 F (Fast: Hizli) ve S (Slow: Yavas) iki protein kompenentinden
olusmustur. Her iki kompenent de antijeniktir. Lokosidin 16kositleri harap ettiginden ve

fagositozu engellediginden, virulansta rolii olan bir elemandir (3).

2.3.1.2. Enterotoksin

Serolojik olarak sekiz farkli stafilokokal enterotoksin (A-E, G-1) ve enterotoksin
C’nin ii¢ subtipi tanimlanmistir. Enterotoksinler 100°C’de 30 dakika 1sitmaya ve
gastrik-jejunal enzimlerle hidrolize direnglidir. Bu nedenle besin maddesi bir kere

enterotoksin iireten stafilokoklarla kontamine olduktan sonra, yiyecegin tekrar isitilmasi



ya da sindirim siireci, Onleyici olmayacaktir. Biitiin S. aureus suslarinin %30-50’si bu

toksinleri tiretmektedir (13).

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

Stafilokokal siiperantijenler olarak bilinen toksin grubunun bir pargasidir. 22
kDA molekiil agirligindadir. Is1 ve tripsin gibi proteazlara direnglidir. Siiperantijenite
ozelligi, antijenik oOzgiillige gerek olmaksizin direkt olarak T lenfositlerin
proliferasyonunu ve sitokinlerin salinimint stimiile etme o&zelligine sahiptir. Bu
toksinlerin hepsi de MHC class II molekiilii yoluyla poliklonal T lenfositlerin

proliferasyonuna neden olmaktadirlar (24).

2.3.1.4. Eksfoliatif Toksin

Stafilokok enfeksiyonlarinin dermatolojik belirtilerinden sorumlu eksfoliatin,
S. aureus’un buyyon kiiltiiriinde meydana gelir. Eksfoliatin haglanmig deri sendromuna
neden olur. Eksfoliatin ekzotoksin niteliginde bir proteindir. A ve B tipi bulunmustur.

Bu toksine kars1 ndtralizan ve presipitan antikorlar meydana gelir (3).

2.3.2. Enzimler

e Katalaz

Biitiin stafilokoklar miyeloperoksidaz sistemince diizenlenen toksik hidrojen
peroksitin su ve oksijene doniisiimiinii katalize eden katalaz enzimi tiretirler. Hidrojen
peroksit bakteriyel metabolizma sirasinda veya fagositoz sonrasi birikebilir (13).
Katalaz, fagosite edilmis bakterinin oksijen radikalleri ile oldiiriilmesini engelleyerek

konak savunma mekanizmalarini bozar (25)



e Koagiilaz

S. aureus suslar1 bagli ve serbest olmak tizere iki formda koagiilaza sahiptirler.
Stafilokokal hiicre duvarindaki bagl koagiilaz, direkt olarak fibrinojeni ¢oziinmeyen
fibrine gevirir ve stafilokoklarin kiimelenmesine neden olur (12). Serbest koagiilaz da
globulin plazma faktor (koagiilaz reacting faktor) ile reaksiyona girerek, fibrinojeni
¢oziinmeyen fibrine doniistiiriir ve stafilotrombin formunu olusturur (13). Bu faktorlerin
enzimatik aktivitesi sayesinde bakteri fibrinle kaplanarak, opsonizasyon ve fagositoza
daha direngli hale gelir (12, 13).

e Hyaluronidaz

Hyaluronik asiti hidrolize eder. Bu enzim S. aureus’un dokuda yayilimini

kolaylastirir. S. aureus suslarinin %90’dan fazlasi bu enzimi iiretirler (12).

e Fibrinolizin

Ayn1 zamanda stafilokinaz olarak da isimlendirilir. Hemen hemen tiim S. aureus
tirlerince {retilen fibrinolizin, fibrin kilifin1 eriterek infeksiyonun yayilimini

kolaylastirir (12). Stafilokokal fibrinolizin, 1siya direnglidir (3).

e Lipaz

S. aureus’un tiim suslar1 ve KNS (koagiilaz negatif stafilokok)’lerin %30’dan
fazlas1 birkag farkli lipaz tretirler. Bu enzim lipitleri hidrolize eder ve viicutta yagca
zengin deri bolgelerinde bulunan stafilokoklarin canliligini devam ettirmesini saglayan
bir faktordiir. Ayrica kutandz ve subkutanéz dokularda yiizeyel cilt enfeksiyonlarinin

gelisiminde rol oynar (3, 13).
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e Fosfolipaz C (Phosphatidyinositol-specific Phospholipase C, Lesitinaz)

Hiicrelerin kompleman ve onun biyoaktif {irlinlerine karst duyarliligin
arttirmaktadir ve bunun sonucu olarak hiicreler daha ¢abuk pargalanir. Ozellikle eriskin
tip solunum zorlugu sendromu ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon tanis1 bulunan
hastalardan izole edilen suslarda saptanan bir enzim ¢esididir. Bu suslar antimikrobiyal

ajanlara 6zellikle de penisiline direnglidir (26).

e Beta-laktamaz (Penisilinaz)

S. aureus en az 3 farkli tip f-laktamaz iiretmektedir. B-laktamazlar, p-laktam
halkasindaki amid bagimmi parcalayarak p-laktam antibiyotiklerin etkilerini inhibe
ederler. Penisilin, ampisilin ve diger B-laktam antibiyotiklere karsi gelisen direncin
biiyiilk kismi bu yolla ortaya ¢ikmaktadir. Bu direng geni esas olarak plazmidlerle
tasinmaktadir (27).

2.4. Patogenez

S. aureus yaygin insan patojenidir. Deri ve yumusak dokudan, pndmoni,
osteomiyelit ve endokardit gibi enfeksiyonlara neden olur. Deri enfeksiyonlarinda
stafilokok, yag ve ter bezleri ile kil diplerinden organizmaya girer. Insanin savunma
mekanizmasi, mikroorganizmanin sayisi, virulansi, deri ve mukoza biitlinliigliniin
bozulmasi enfeksiyon olusumunu etkileyen faktorlerdir. Deri yaniklari, travmatik ve
dekiibitik yaralar hazirlayici faktorlerdir. Damar i¢i protez ve plastik katater
uygulamalar1 ile bakteriyemi gelisebilir. Burunda stafilokok tasiyanlar Onemli
enfeksiyon kaynagidir. Bakteri hava yoluyla ve temasla bulasir, yayilir (28). S. aureus,
enfekte ettigi bolgede hizla kolonize olabilen bir bakteridir. S. aureus, yiiksek virulansi,
cevresel kosullara {istiin adaptasyon yetenegi ve antibiyotiklere cok cabuk direng
gelistirebilmesi ile stafilokok tiirleri arasinda 6zel bir yere sahiptir. Yeni gelistirilen
antibiyotiklere bile olduk¢a hizli ve etkin direng mekanizmalari gelistirerek hastane

enfeksiyonlarinin en basta gelen etkenlerinden biri olmaktadir (18). Toksinler (alfa-
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hemolizin, panton-valentin 16kosidin), siiper antijenler (enterotoksinler, toksik sok
sendorom toksini-1), fagositoz inhibitorleri (polisakkarit kapsiil, protein-A) ve immiin
sistemden kacis molekiilleri (stafilokinaz, aerolizin) S. aureus’un patogenezine énemli
katkida bulunurlar (28). Insanlardaki stafilokok enfeksiyonlarinda S. aureus oncelikli
patojen olarak yer alir. Bundan baska deri ve mukozalarin normal flora bakterileri
olarak kabul edilen S. epidermidis ve S. saprophyticus gibi koagiilaz negatif

stafilokoklar da enfeksiyon tablosu olustururlar (12).

2.5. Epidemiyoloji

Stafilokoklar ¢ok yaygindirlar. Tiim insanlarda deri ilizerinde koagiilaz negatif
stafilokoklar bulunur ve S. aureus’un gegcici kolonizasyonu nemli deri bélgelerinde sik
olarak gériiliir (13). Insanlarin burun, bogaz ve deri gibi disa acik bélgelerinde var olan
bakterilerin bir boliimii daimi, bir boliimii de gecici flora olmak iizere, iki gruba
ayrilmaktadirlar. Bu bolgelerdeki bakterilerin say1 ve ¢esitliligi yas, cinsiyet, irk, 1s1,
nem, kisinin saglik, beslenme, kisisel hijyen, sosyo-ekonomik ve kiiltiirel durumu gibi
faktorlerle yakindan ilgilidir (3). Stafilokoklar yiiksek sicakliga, dezenfektanlara ve
antiseptik soliisyonlara duyarli olmakla birlikte kuru yiizeylerde uzun siire canli
kalabilme ozelligindedir (13). Stafilokok enfeksiyonunun kaynag: stafilokokal lezyonu
olan bir hasta veya hastane personelidir. Bulas kisiden kisiye olmaktadir. Atopik
dermatiti olanlarin %85 kadarinda deri tasiyiciligt bildirilmektedir. Ancak S. aureus
enfeksiyonlarinda burun tasiyiciligi daha énemlidir (3). MRSA suslari 1980°1i yillarin
baslarinda hizla hastanede yatan duyarli bireyler arasinda yayilmaya baslamis ve buna
bagli olarak stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde ve bu enfeksiyonlardan korunmada

onemli gelismeler yasanmistir (13).

2.6. Hastane Enfeksiyonu Etkeni Olarak S. aureus

Staphylococcus aureus toplum ve hastane kaynakli ciddi enfeksiyonlarin 6nemli

bir nedeni olarak bilinmektedir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, bakteriyemi,

12



endokardit, menenjit, pulmoner enfeksiyonlar, perikardit, osteomiyelit/septik artrit,
piyomiyozitin en 6nemli etkenlerindendir. Ayrica S. aureus antimikrobiyal ajanlara
kars1t gelistirdigi diren¢ mekanizmalariyla da olduk¢a 6nem tasimaktadir (2). 1945
yilindan itibaren penisilinin tedaviye girmesiyle birlikte S. aureus suslarinda beta-
laktamaza bagli penisilin direnci hizla artmistir. 1960 yilinda penisilinaza dayanikli
semisentetik bir penisilin olan metisilinin kullanima girmesiyle birlikte bir yil iginde
metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslar1 Avrupa’da goriilmeye baslamistir. 1980°de
Ingiltere’de ilk “epidemik MRSA” susu tanimlanmis ve ardindan farkli cografik
bolgelerden de direngli suglar bildirilmeye baslamistir. Giiniimiizde MRSA tim
diinyada hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda énemli bir sorun olarak bilinmektedir
(29). 1980°li yillardan itibaren metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
hastanelerde major klinik ve epidemiyolojik bir problem olarak bilinmektedir. MRSA,
S. aureus’un bir susu olup, miikoz membranlarin ve derinin normal florasinda
bulunmaktadir. Major kolonizasyon yeri burun igidir. Genel populasyonun yaklasik
%40°1 nazal tasiyicidir. Hastane personelinde bu oran, %70’e kadar ¢ikabilmektedir.
Hastalar ve hastane personelinde MRSA nazal tasiyiciligi, hastanede MRSA’nin
yayllmasina neden olmaktadir (30). Nozokomiyal MRSA yayiliminin yollarim
tanimlamak ve MRSA salginlarinin epidemiyolojisini incelemek igin bireysel MRSA
kokenlerinin ayirt edilebilmesi gerekir. Hastane i¢inde S. aureus’un klonal yayilma
egilimi Kklinik izolatlarda 6zgiil tipleme yontemlerinin gelistirilmesine yol agmustir.
Ancak MRSA kokenleri arasinda yiiksek derecedeki genetik yakinlik nedeniyle
ozellikle rutin bakteriyolojik yontemleri kullanan pek ¢ok hastane laboratuvari i¢in bu
ayrim gii¢ olabilir (31). Hastanelerde MRSA salginlar1 durumunda enfeksiyon kontrol
ekibi bircok problemle kas1 karsiya kalabilmektedir. Bu problemler; salgin kaynagim
tanimlamada zorluk, izolasyon imkanlarinin smirli olmasi sebebiyle vakalarin artan
sayis1 ile basa cikamamak, servis kapatmanin karigikliliga yol agmasi, personel
taramasindan etkili sonug¢ alinamamas: gibi giiglilkler MRSA kontroliine daha fazla
onem verilmesi gerekliligini ortaya c¢ikarmaktadir. MRSA kolonizasyonu ve
enfeksiyonlar: ig¢in risk altindaki hastalar; immiin yetmezligi olan hastalar, ¢ogul
antibiyotik tedavisi uygulanan hastalar, steroid ve kemoterapi alan hastalar, hemodiyaliz
hastalari, cerrahi ve yogun bakim {initesi hastalari, yasli ve malniitrisyonu olan hastalar

ve diyabet hastalaridir. MRSA nazal tasiyicist olan hastane personeli, bu bakteriyi diger
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personele ve hastalara direkt el temasi veya hava yolu ile bulagtirabilmektedir. MRSA
bir aydan daha uzun siire ¢evre kosullarinda canli kalabilmektedir ve hava yolu ile uzak
mesafelere yayilabilmektedir. Indirekt temas (bilgisayar klavyeleri vb.) yolu ile de

bulasabilir. En yaygin bulas yolu saglik personelinin kontamine elleridir (31).

2.7. Yaptig1 Hastahklar

S. aureus, ya toksinleriyle ya da dokulara yayilip zarar vererek hastalik
yapmaktadir. Stafilokok enfeksiyonlarinm ana bulgusu siipiirasyondur. irin dolu apse
olustururlar. Baz1 stafilokok hastaliklar1 sadece toksin etkisinin bir sonucu olarak
(stafilokoklara bagli haslanmis deri sendromu, stafilokoklara bagli besin zehirlenmeleri
ve toksik sok sendromu gibi), diger bazilar1 ise bakterilerin gogalmasini takiben abse
gelisimi ve doku yikimina bagli olarak (deri enfeksiyonlari, endokardit, pndmoni,

ampiyem, osteomiyelit, septik artrit gibi) ortaya ¢ikmaktadir (3, 13).

e Deri Enfeksiyonlar

Insanlarda en ¢ok goriilen enfeksiyon tipidir. Kil folikiilii enfeksiyonu
(follikiilit)’nun deri alti dokuya yayilmasiyla fronkiil ve karbonkiil meydana gelir.
Fronkiil kabarcik seklinde, lokal bir lezyon goriintimiindedir. Enfeksiyon deri altina
penetre olduktan bir kag saat sonra 6dem, kirmizilik ve agr1 olusturur. Odemli bélgenin
tizerindeki deri parlak ve incedir. Kisa bir siire sonra delinir. Karbonkiilde ise daha fazla
odak ve fibr6z dokunun derin tabakalarina yayilim vardir. Yiiz boyun ve sirt bolgesinde
siklikla goriiliir. Impetigo, derinin yiizeyel tabakalarinda kabuklu piistiillerin olusumu
ile karakterizedir. Cok bulasicidir. Bebeklerde haslanmis deri sendromuna neden olur.
Lokal lezyonu, deri kavlamasi izler. Yenidoganda jeneralize eksfoliatif dermatit
(Ritter’s hastalig1) yapar (3). Bu hastalik tipik olarak S. aureus’ta bulunan eta ve eth
genlerinin kodladig1 eksfolyatif toksin A veya B’den (ETA-ETB) biri ile meydana

gelmektedir. Bu genler faj veya plazmid iizerinde bulunmaktadir (8). Hidradenitis

14



slipiirativa; aksilla, perine ve genital bolgelerde goriilen, ter bezlerinin piyojenik
enfeksiyonudur. Lezyonlar fronkiil benzeri gruplar halinde goriiliir. Birden fazla drenaj

aciklig1 olabilir. lyilestiginde skar birakir (18).

e Mastit

Puerperal donemin genellikle ikinci veya iiglincii haftasinda olmak {izere

emziren kadinlarin %1-3’{inde S. aureus ile iligkili mastit gelisebilmektedir (25).

e Solunum Sistemi Enfeksiyonlar:

Stafilokoklar nazofarenjit ve akut siniizitin en ¢ok goriilen nedenleri arasinda yer
almaktadir. Lober, interstisyel pndmoni ve lokal septik emboli yapabilir. Stafilokokal
pnomonide, abse olusumuna egilim vardir. Akciger parankim harabiyetiyle
bronkopndmoni, fulminan hemorajik pnémoni tablolar1 gelisebilir. Hastalarda yiliksek
ates, sari-kanli balgam ¢ikarma ve oksiiriik mevcuttur. Bakteri, ampiyem sivisi, balgam

ve akciger igne biyopsisi materyalinden ve kan kiiltiiriinden izole edilebilmektedir (3).

e Pnomoni

S. aureus pnomonisi Onceleri daha az siklikta tanimlanmistir ve ilk olarak
influenza’nin bir komplikasyonu olarak goriilmiistiir. 1918’lerde geng¢ bireylerdeki
influenza pandemilerinden elde edilen kayitlarda 6liimlerin ¢ogu ile S. aureus’un yol
actig1r bakteriyel siiper enfeksiyonlar arasinda iligki kurulmustur. Son yillarda, PVL
toksini treten S. aureus izolatlar1 saglikli geng bireylerdeki pnomoni gibi deri ve

yumusak doku infeksiyonlart ile iligkili bulunmustur (32).
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¢ Siipiiratif Hidraadenit

Apokrin ter bezlerinin siipiiratif enfeksiyonudur. Aksilla, perine ve genital
bolgede ¢ok sayida fronkiile benzer lezyonlar goriiliir. Lezyonlar kendiliginden direne
olur. Hipertrofik skar dokusu ile iyilesir (25).

e Septik Artrit

S. aureus, eriskinlerdeki non-gonokokal artrit ve ¢ocuklardaki septik artrite
neden olan en sik etkendir. Septik artrit, lokal travma gibi durumlardan sonra hematojen
veya iyatrojenik olarak meydana gelebilir. Semptomlar akut agri ve eklem sismesi
olarak goriilmektedir. Birkag¢ giin iginde bireylerdeki bakteriyel enfeksiyonlardan dolayi
eklem yikimi gergeklesir. Bu durumlardan dolayi hastalara hemen kiiltiir, kan ve

biyokimyasal testler uygulanir (33).

e Septik Bursit

Septik bursit ¢ogunlukla dirsek ve diz kapagi gibi bolgelerde goriilmektedir.
Hastalik eklemlerdeki akut bir enfeksiyon olarak tanimlanmaktadir. Eklem tizerindeki
deri genellikle iltthaplanmistir. Artrit ve osteomyelitin aksine septik bursitte eklem
lizerini Orten deride hareket veya baski durumlarinda agr1 olusmamaktadir. Septik bursit

olgularmin %80’inden ¢oguna S. aureus enfeksiyonlari neden olur (33).

e Pyomiyozit
Iskelet kasmin sik rastlanmayan piyojenik enfeksiyonu olan piyomiyozit,

cocuklarda nadir goriilen, fakat ciddi seyredebilen bir hastaliktir. Piyomiyozit benign

hastaliklarla kolaylikla karistirilabilecegi i¢in, kompartman sendromu, komsu eklemde

16



osteomiyelit, bitisik eklemin ekstansiyonu ve yikimi, sepsis ve Oliime yol

acabilmektedir (34).

e Bakteriyemi ve Endokardit

Toplumdan kazanilmis stafilokoklara bagli bakteriyemi genellikle selliilit,
osteomiyelit ve pndmoni gibi bir odaktan kaynaklanirken; hastane kokenli stafilokok
bakteriyemileri daha c¢ok intravendz kateterlerden kaynaklanmaktadir. Hastalik
genellikle trperme ve titremelerle baslamaktadir. Fizik muayenede ates ve
subkonjonktival hemoraji yaninda ileri olgularda nekrotik deri lezyonlar1 ve
ekstremitelerde gangren goriilebilmektedir (12, 25). Staphylococcus aureus, akut
bakteriyel endokarditis’in en sik etkenidir. Hastane ya da toplum kaynakli
olabilmektedir. Bunlar arasinda bir¢cok vakanin hastane calisanlarindan kazanildigi

bildirilmistir (35).

e Menenjit

S. aureus menenjiti bakteriyemi, travma veya intratekal implant kolonizasyonu

sonucu goriliir. Klinik 6zellikleri diger bakteriyel menenjitlerle aynidir (25).

e Osteomyelit

Yara ve fronkiil gibi primer bir odaktan hematojen yayilim sonucu, S. aureus
tarafindan daha ¢ok ¢ocuklarda meydana gelen osteomyelit, uzun kemiklerin diafizinde
goriilmektedir (12, 3). Osteomyelit ¢ok eskiden beri bilinmektedir. Vakalarin %50-
70’ine S. aureus enfeksiyonlari neden olmaktadir. Bakterinin kemikte meydana
getirdigi enfeksiyonlar sonucu bu hastalik meydana gelmektedir. Antibakteriyel
tedavilerin uygulanmasindan sonra hem 6liim hemde osteomyelit yayginliginda 6nemli

bir azalma olmustur (36).
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e Besin Zehirlenmesi

Genellikle yiyecek hazirlayicilarinin ellerinde kolonize olmus S. aureus
suslarinin yiyeceklere bulasmasi ve bu yiyecekler iizerine sagiladiklar1 1siya direncli
enterotoksinlerin yiyeceklerle birlikte tiiketilmesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Genellikle bol
karbonhidratli ve siitli tatlilar, patates salatalari, tavuk eti ve dondurma gibi
yiyeceklerle bulasmaktadir. Besinler genel olarak normal goriiniise ve kokuya
sahiptirler (18). Bakteriyel besin zehirlenmelerinin en fazla goriileni, stafilokokal besin
zehirlenmeleridir. Hastalik enterotoksin olusturan suslar tarafindan agiga cikarilan
toksini bulunduran besinlerin yenilmesinden birka¢ saat sonra meydana gelmektedir.
Hastaligin belirtileri besinin tiiketilmesinden 6-8 saat sonra baslayan bulanti, kusma,
diyare, karin agrisi, agir kramplar, bas agrisi, terleme ve soktur. Ates goriilmez. 6-8 saat

icinde, tam iyilesme gozlenir (3).

e Toksik Sok Sendromu (TSS)

1980’lerin baglarinda menstriiasyon siirecinde yliksek emici tamponlarin
kullaniminin artmasi ile birlikte gen¢ kadinlarda c¢ok sayida olgu bildirilmistir.
Menstriiel TSS (Toksik sok sendromu), TSST-1 (Toksik sok sendromu toksini-1) adi
verilen toksin ile olusmaktadir. Toksijenik suslar lokal olarak toksini salgilarlar. TSST-
1 mukozalar1 geger ve tiim viicuda yayilir (18). TSS, primer olarak (TSST-1) iireten
S. aureus’ un lokal enfeksiyonu sonucu olusan, septik soka benzer bir klinik tablodur.
Bu sendrom ates, bulanti, kusma, diyare, yaygin dokiintiiler (skarlatino form), el ve
ayak tabanlarinda eksfoliasyon ile kizilin yiizeyel formlarma benzemektedir. TSST-1
ekzotoksini, aerobik kosullarda en fazla iiretilmektedir. TSS, 20-40 yasindaki
kadinlarda daha sik goriilmekte ve menstrilasyon sirasinda kullanilan tamponlarin,
vajinada S. aureus kolonizasyonuna yol agmasiyla ortaya ¢ikmaktadir (3).

TSST-1’in sok ve ¢ok sayida organ-sistem yetmezligi olusturmasinda, gesitli

mekanizmalar etkin olmaktadir.
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1- Interlékin-1 (IL-1) ve tiimér nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa) gibi sitokinlerin
salinimini tetikler. Gram negatif bakterilerin lipopolisakkarit (LPS)’leri gibi ayni
yoldan etki ederek, sok nedeni olur. T hiicre proliferasyonu ve yliiksek
diizeylerde IL-2 iiretimi gozlenir. Sekonder etki IL-1 ve TNF-alfa tiretiminin
artmasi gibi goziikmektedir.

2- TSST-1, LPS ile sinerjik etki gosterir ve organizmanin LPS duyarliligini artirir.

3- TSST-1 dogrudan endotel hiicrelerini etkileyebilir. Bu yolla dolasim sistemi

fonksiyonlarinda bozulma, kapillerden siv1 sizmasi ve hipotansiyon gelisir (3).

e Haslanms Deri Sendromu

Haslanmis deri sendromu yiizeysel bir deri enfeksiyonudur. ilk kez Alman
Doktor Baron Gotfried Ritter von Rittershain tarafindan 1878 yilinda tanimlanmistir.
Bazen “Ritter’in hastaligi” olarakta anilmaktadir (8). Yenidoganda nazofarenks, gébek
veya iriner sistemde enfeksiyon olusturan, epidermolitik toksin iireten S. aureus suslari,
enfeksiyonun 24-48. saatinde deride yaygin biiller olusturmaktadir. Saglam goriinen
deri hafif bir siirtiinme ile soyulur hale gelir. Daha sonra i¢leri steril duru siv1 ile dolu
biiller olusur. Sonra biiller parcalanir, yerlerinde yaygin kirmizi nemli ¢iplak bolgeler
kalir. 3-5 giin i¢inde soyulan yerler kurur ve 10 giinde yeni epidermis ile kaplanarak
cogu kez iyilesir. Fakat ciddi sivi ve elektrolit kayb1 sonucu hipovolemi ve sepsis
olugabilmektedir (12, 25). Tutulan deri bdlgesinde mikroorganizma yoktur. Toksin
yiizeysel olarak tiim viicuda yayilir ve haslanmis bir deri goriiniimii meydana gelir.
Deriye dokunuldugunda hemen dokiilme gergeklesir. Meydana gelen kabarciklar
i¢cindeki s1v1 temizdir. Hastalik 4-7 giin i¢inde kendiliginden diizelir. Tedavide spesifik
antibiyotikler de kullanilabilmektedir (37, 38).
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2.8. Antibiyotik Direnci

Hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olan S. aureus’un
antibiyotiklere hizla uyum saglama yetenegi dikkat cekicidir. Ozellikle MRSA nin, tiim
B-laktam antibiyotiklere intrensek direnci ve ayrica diger antibiyotiklere de direng

gelistirme egilimi vardir (39).

2.9. Metisilin Direnci

S. aureus suslar1 Onceden beta-laktamaz iretimi ile sadece penisilin ve
tirevlerine direng gosterirken, penisilin baglayan protein 2 (PBP2)’nin 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 (40). Stafilokoklarda metisilin direnci,
Staphylococcal Cassette Chromosome (SCC) adi verilen genetik yapinin iizerinde
bulunan mecA (SSCmec) geni tarafindan diisiik afiniteli bir penisilin baglayan protein
(PBP) olan PBP2a’nin sentezlenmesi sonucu ortaya ¢ikmustir (41). Metisilin direnci ilk
kez antibiyotigin klinik kullanima girmesinden ¢ok kisa bir siire sonra, 1961 yilinda
Ingiltereden S. aureus susunda bildirilmistir. 1970'lerde Avrupa iilkelerinde 1980’lerde
de Amerika Birlesik Devletlerinde yayilmigtir. 1990 yilinda Center for Diseases Control
ABD'de hastane enfeksiyonlarindan izole edilen stafilokok suslarinin % 15'inin (yogun
bakim initelerinde %22) metisiline direngli oldugu bildirilmistir (42). Diger gelismis
tilkelerdeki oran da yaklasik olarak bu civardadir. MRSA'larin tim p-laktam
antibiyotiklere direngli olduklar1 kabul edilmektedir. S. aureus suslarinda tedaviden
sonra ayni suslarin hastalardan tekrar elde edildigi gozlenmistir. Metisiline direngli
stafilokoklar metisiline duyarl stafilokoklardan farkli olarak mecA geni bulunduran ve
beta laktamaz enzimi salgilayan bir yapiya sahiptir. B-laktamazlar, p-laktam
antibiyotiklere baglanarak onlar1 hidrolize eden ve bu yolla bakteriyel dirence neden

olan enzimlerdir (43).
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2.10. Metisiline Diren¢ Mekanizmasi

2.10.1. Kromozomal (Intrinsik) Metisilin Direnci

En sik karsimiza ¢ikan mekanizmadir. Metisilin direncinden sorumlu mecA
genini tasiyan plazmid ve transpozonlarin bulundugu gen kaseti, bakteri kromozomuna
entegre olmaktadir. mecA geninin etkisi ile MRSA suslarinda PBP2 ya da PBP2a
denilen yeni bir PBP sentezlenmektedir. PBP2a 78 kDa agirligindadir ve B-laktam
antibiyotiklere karsi PBP’den daha diisiik afinite gostermektedir. Buna bagli olarak
B-laktam antibiyotikler PBP2a’ya baglanmamakta, bdylece bakteri hiicre duvari igin
gerekli olan peptidoglikan sentezi devam etmektedir (18). MRSA suslarindaki
direnglilik; bu bakterilerin normal PBP’den farkli olarak beta-laktam antibiyotiklere
daha diisiik afinitesi olan PBP2a veya PBP2 denilen PBP’leri nedeniyledir. MRSA’da
PBP2a olusturulmasi kromozomal kontroldedir; ¢ogu zaman penisilin veya diger
B-laktamlarin varliginda indiiklenebilir bazen de yapisaldir. Yapisal olusturulan PBP2a
iceren MRSA’larin direng fenotipi homojendir, yani bakteri toplulugundaki tiim bireyler
direnglidir. indiiklenebilir PBP2a iceren MRSA’larda ise direng tipi heterojendir; yani
ayni bakteri toplulugundaki direngli sus orani degisir. Yapilan genetik ¢aligmalarda
PBP2a’nin mecA denilen bir kromozomal genin 2.1 kilobaselik bir kism1 ile kodlandig1
gosterilmistir (44).

MRSA’larda mec geninin ekspresyonunu etkileyen, fenotipi belirleyen en az 3
regiilasyon mekanizmasi vardir.

1- PBP2a olusumunun bakteride hem mecA geni hem de B-laktamaz plazmidi
varsa, p-laktamlar tarafindan indiiklendigi go6zlemine dayanmaktadir. Bu
nedenle B-laktamaz geninin kontrolii ile PBP2a geninin benzer oldugu
distiniilmektedir.

2- Mec geni icindeki bir kismimn PBP2a yapimini regiile ettigi ve bunun da fenotipi
etkiledigi diistiniilmektedir.

3- MecA disinda bir yerde lokalize olan femA geni tarafindan ekspresyonun

belirlendigidir.
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2.10.2. “Borderline” Metisilin Direnci

Buna kazanilmis metisilin direnci de denmektedir. S. aureus’lardaki borderline
metisilin direnci bakterinin asir1 B-laktamaz salgilamasiyla ortaya c¢ikmaktadir.
B-laktamaz enzimi salgilanmasi esas olarak penisilin direncine neden olur, metisilin bu
enzime dayaniklidir. Ancak 1984’de Tornsberry ve arkadaslar1 S. aureus’larda
metisiline diren¢ gelisiminde bir diger mekanizma olarak asir1 B-laktamaz dretimini
gostermislerdir. Bu suslar metisiline sinirda direng gosterdikleri igin bunlara BORSA
(borderline resistant S. aureus) denilmistir. BORSA suslari PBP2a olusturmamalari ve

direng kontroliiniin plazmide bagimli olmasiyla MRSA’lardan farklidirlar (45).

2.10.3. “intermediate” Metisilin Direnci

Stafilokoklarda modifiye PBP’lere bagli metisiline duyarlilik azalmasidir. Bu tip
direngli suslara MODSA denmektedir. MODSA suslar1 normal yapida PBP1 ve PBP2
igerirler ancak bu PBP’lerin B-laktam antibiyotiklere affinitesi dusiiktiir. Ayrica
MODSA suslarinda normalden fazla PBP4 vardir (44).

2.11. Epidemiyolojik Tiplendirme

Hastalardaki epidemiyolojik iliskilerin ortaya konulmasi, salgin arastirmalarinda
epidemik suslarin kaynagmin ve yayilim yolunun belirlenmesi, hastane ve toplumsal
kaynakli enfeksiyonlarin belirlenmesi, direngli suslarin tanimlanmasi, yayginliginin
belirlenmesi ve enfeksiyon etkenlerinin yayiliminin belirlenmesi gibi amaglarla
kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan bir¢ok fenotipik ve genotipik tiplendirme

yontemleri bulunmaktadir (46).
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2.11.1. Geleneksel (Fenotipik) Tiplendirme Yontemleri

e Biyotiplendirme

Biyotiplendirme ile bir izolatin biyokimyasal 6zellikleri, koloni morfolojisi ve
cevresel sartlara toleransi (bazi besiyerlerinde, ekstrem pH ve sicakliklarda iireme vb.)
gibi 6zgiil metabolik aktivite paterni ortaya g¢ikarilir. Biyotipik 6zelliklerden klasik
olarak simiflandirmada (taksonomi) ve ¢ogu klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin
olarak tiirlerin identifikasyonunda yararlanilmaktadir. Giivenilir, otomatize veya
modiiler paneller ticari olarak bulunmaktadir. Ancak, bazi mikroorganizmalarin

ayriminda biyokimyasal reaksiyonlarin kullanimi yetersiz olmaktadir (47).

e Faj Tiplendirme

Bakteriyofajlar, bakteri hiicresini enfekte ederek ¢ogu kez bakteri hiicresinin
erimesine neden olan viriisler olarak tanimlanmaktadirlar. Epidemiyolojik ¢aligmalarda
bakteriler degisik bakteriyofajlara olan duyarlilik ve direnglerine  gore
tiplendirilmektedirler. Stafilokoklarla ilgili tiplendirme sistemleri arasinda sadece faj
tiplendirilmesi standardize edilmistir. “International Subcommittee on Phage Typing of
Staphylococci” tarafindan giliniimiizde kullanimi Onerilen 23 adet standart faj vardir.
S. aureus’un epidemiyolojik analizinde bakteriyofaj tiplendirilmesinin yaygin kullanimi
1940’1 yillarda olmustur. Faj tiplendirme yonteminin dezavantajlar1 stok fajlarin ve
kontrol suslarmin ancak referans laboratuvarlarinda bulunmasi, yontemin zayif

tekrarlanabilirligi ve ayrim giictidiir (48).
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e Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

Izolatlar1 antibiyotik duyarlilik benzerliklerine gore gruplandirmak ve direng
gelisimini tespit etmek amaciyla kullamlmaktadir. Genellikle MIK (Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu), breakpoint ve disk difiizyon zon degerleri kullanilmaktadir
(49). Tiplendirme i¢in antibiyogram sonuglarinin diger yontemlerle ve epidemiyolojik
verilerle birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Bazen benzer olmayan suslar ayni
antibiyogram profilini gosterirken, bazen de enfeksiyon ataklari sirasinda duyarlilik

profilleri degismektedir (50).

e Kapsiiler Serotiplendirme

Kapsiiler polisakkarit tiplendirmesini S. aureus’lar i¢in ilk kez Karakawa ve
Vann gelistirmislerdir. Yapilan bir calismada 11 kapsiiler tip tanimlanmis olup,
S. aureus klinik izolatlarinin %85-90’1 tip 5 ve 8 olarak bulunmustur. Yapilan bazi
calismalara gore diger bakteriyel oOzelliklerle kapsiiler tipler arasinda giiclii bir
korelasyon bulunmustur. Ozellikle bazi faj tipleri ayn1 kapsiiler tipi gdstermektedirler.

MRSA’1ar tipik olarak kapsiiler tip 5°tir (51).

2.11.2. Molekiiler (Genotipik) Tiplendirme Yontemleri

2.11.2.1. Plazmid Analizi

Bakteriyel plazmidler kendini esletme yeteneginde olan ekstrakromozomal
genetik elementlerdir. Plazmidler degisik mekanizmalarla kazanilirlar ve genellikle
prolifere olan tiirler arasinda kalitimsal olarak aktarilirlar. Siklikla yapilarinda mobil
genetik elementler (transpozonlar) bulunan antibiyotik diren¢ determinantlar1 tagirlar.

Yogun bir antibiyotik kullanimi oldugunda, plazmidler farkli suslar arasinda kolayca
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yayilirlar. Plazmid DNA’simnin  kompozisyonu transpozonlarin kolayca kaybedilip
kazanilmas1 nedeniyle degisir. Plazmid profil analizi teknik olarak basittir ve
S. aureus’larda uygulanan ilk DNA’ya dayali tiplendirme yontemidir. Bu yontemde
oncelikle plazmid DNA’s1 ekstrakte edilir ve daha sonra rutin agaroz jel elektroforeziyle
bakterinin tasidigi plazmidlerin say1r ve biiyiikliikleri belirlenir. MRSA suslarinin
%90’1ndan fazlasinda plazmid bulunmaktadir (52).

2.11.2.2. “Pulsed-Field Gel Electrophoresis” Yontemiyle Tiplendirme

Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE), S. aureus ve diger bir¢cok patojen
bakterilerin genetik farkliliklarini arastirmak i¢in molekiiler epidemiyolojide kullanilan
onemli bir genetik tiplendirme metodudur. 1990 yilindan beri PFGE, birgok bakteri i¢in
etkili ve ¢ok yonlii genetik tiplendirme metodudur. PFGE temel olarak bozulmamis
bakteri hiicrelerinin yumusak agaroz jele gdmiilmesini daha sonra hiicre duvari lizizini
ve kromozomun kesilmesini igermektedir. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
genomun kesilmesinden sonra agaroz jel elektroforez yontemi ile ayirma islemi
gerceklestirilir. Meydana gelen fragmentlerin konvansiyonel elektroforez sistemlerle
ayrilmast ¢ok zordur. PFGE sistemlerinde bu fragmentleri ayirmak miimkiin
olabilmektedir. Sistemlerde baslangi¢ vuruslart kisadir ve elektroforez devam ettigi

slirece artar. Bant paternleri bir goriintiileme sistemi araciligi ile degerlendirilir (47, 53).

2.11.2.3. Polimeraz Zincir Tepkimesine Dayah Tiplendirme Yontemleri

Multilokus sekans tiplendirmesi (MLST), DNA dizi analizi, PZR ribotyping,
restriction fragment length polymorphism calismalart (RFLP), amplified fragment
length polymorphism (AFLP), Infrequentrestriction site PZR, integraz gen PZR,
Amplifiye ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA), Arbitrarily-primed PZR (AP-
PZR), tekrarlayan sekans-temelli PZR (repetitive sequence- based PZR [rep-PZR])’yi
icermektedir (54, 55).
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e Arbitrary-Primed PZR (AP-PZR)

Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD-PZR) olarak da adlandirilan
Arbitrary-primed PZR, rastgele secilmis primerler kullanilarak yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu olup, niikleotit dizi bilgisine sahip olmaksizin polimorfizmin belirlenmesini
saglar. Polimorfizmin belirlenmesi genetik isaretlerin (marker) elde edilmesinde ve
genetik harita yapiminda kullanilir. Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA’nin temeli
yaklagik 10 niikleotidlik ve niikleotit dizilimi rastgele se¢ilmis bir veya birkag primer ile
cogaltilmasi esasina dayanir. Kullanilan primerler G-C bakimindan zengindir. PZR ile
elde edilen tiriinlerin jel elektroforezi ile analizi sonucu meydana gelen bantlarin
profillerinin benzerlik/benzemezlik dereceleri belirlenerek polimorfizm hakkinda bilgi
edinilir (56).

e Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST)

MLST yontemi, prensip olarak multilokus enzim elektroforez (MLEE) sistemi
ile benzerlik gostermektedir. MLEE den farkli olarak, temel metabolik fonksiyonu
kodlayan “housekeeping” genlerdeki degisiklik aragtirllmaktadir.  Yo6ntemde;
“housekeeping” genlerin arasinda kalan bolgelerin PZR ile ¢ogaltilmasi yapilmakta
olup, olusan PZR firiinlerinin dizi analizi ¢ikarilmaktadir. Her bir lokus i¢in, her farkl
dizilim farkli bir alel numarasi ile gosterilmekte olup boylece susa ait bir alellik profil
tanimlamasi yapilmaktadir (57). Her bir alellik profili, dizi tipi (diploid sequence
type=DST) olarak belirtilmektedir. Belirlenen alellik profilleri, MLST veri
bankasindaki (http://www.mlst.net) bilinen alellerle karsilagtirilarak, saptanan alel
profilinin diger tlkelerdeki yayginlik derecesi konusunda bilgi edinilebilmektedir.
“Multilocus sequence typing”deki lokuslarin her birinde ¢ok sayida alel bulunmakta ve
bu alellerin sayist MLEE’dekinden daha fazladir. Bu sekilde MLST’de kullanilan alti-
yedi lokusla, MLEE’dekine benzer oranda ayirim giicii elde edilmektedir. “Multilocus
sequence typing” sonuglarinin  kolayca saklanabilmesi, elektronik ortama
aktarilabilmesi ve tiplendirilen herhangi bir susun sonucunu daha 6nceden var olanlarla

karsilagtirma olanaginin bulunmasi, bu yontemin MLEE yontemine gore daha {istiin
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gelen taraflaridir (58, 59). “Multilocus sequence typing”, hizli ve uygulamasi kolay olan
bir yontemdir. Bu teknigin en 6dnemli avantajlarindan birisi, genomun tamaminin dizi
analizinin  yapilmasina gerek duyulmadan yapilmasidir. Laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilir sonuglar alinabilme olasilig1 oldukc¢a yiiksek bir yontemdir. Diger PZR
tekniklerinde oldugu gibi MLST yonteminde de, izolatin elde olmadigi durumlarda,
dogrudan klinik 6rnekler {izerinden yapilabilmektedir (57, 59).

e Rep-PZR

Rep-PZR yonteminde bakteriyel genom boyunca serpistirilmis non-coding
(kodlama yapmayan) tekrarlayan sekanslar1 hedefleyen primerler kullanilmaktadir. Bu
tekrar elementlerin amplifikasyondaki en Onemli avantaji olduk¢a ayirici genomik
parmakizi olusturmasidir (60). Bu parmakizi boyutlar1 her bir bakteri susuna spesifiktir
bu sebeple de amplifiye olan fragmanlarin biiytikliigii farkli suslar arasinda degiskenlik
gostermektedir. Amplikonlarin biiyiikliikk ayrimi ise standart agaroz jel elektroforezi ile
yapilabilmektedir. Ortaya ¢ikan bant paternleri ¢ok ¢esitli prokaryotik ve Okaryotik
organizmalarin DNA  parmakizlerinin  (fingerprinting) ortaya ¢ikarilmasinda
kullanilabilmektedir (61). Bakteri suslarinin alt tiirlere kadar smiflandirilmasinda ve
filogenetik olarak degerlendirilmesinde onaylanmis bir yaklasim olarak kabul
gormektedir (54). Standardize bir Kit olup, ticari olarak temin edilebilen tek molekiiler
sus tiplendirme sistemi olan otomatize DiversiLab sistemi (Spectral Genomics, Inc.,
Houston, Tex.), Rep-PZR teknigi ile ¢caligmakta olup, bakteriyel ve fungal izolatlarin tiir
diizeyinde ayrimimi yapabilmektedir (62). Oncelikle izolatlara DNA ekstraksiyonu
yapilmaktadir, daha sonra kullanilan primerler bakteriyel genom boyunca serpistirilmis
multiple non-coding tekrarlayan sekanslari (genellikle 30-500 bp) hedeflemektedir. Disg
taraftan baglanan primerler genellikle tekrarlayan elementler arasini amplifiye
etmektedir, diger taraftan i¢ kisimdan baglanan primerler tekrarlayan elementleri
(degisken sayida tandem repeat [arda arda tekrarlar]) amplifiye etmektedir. PZR
sirasinda farkli biiytikliikte ve degisik miktarda (yogunlukta) bircok DNA amplikonu
elde edilmektedir. Manuel bir yontem olan Rep-PZR, bakterilerin alt tiir

smiflandirilmasinda ve sus delineasyonunu ortaya ¢ikarmada kullanilmaktadir. Bununla
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birlikte otomatize Rep-PZR yontemleri de bulunmaktadir. Bunlar: (a) Agilent 2100
bioanalyzer; amplifiye fragmentleri mikrofulidik bir ¢ip ilizerinde ayirir ve floresans
yogunlugu ve gog¢ siiresine gore tespit eder, (b) Rep-PZR reaktif kitleri ve (c) web
tabanli DiversiLab software (versiyon 2.1.66)’dir. Software analiz sonuglari, test edilen
biitlin ornekler arasinda pair-wise benzerligi hesaplamak icin Pearson correlation’u
kullanarak proximity matrix’ini olusturmaktadir. DiversiLab sistemi tarafindan
olusturulan sonuglar, dendogram (izolatlar arasinda hiyerarsik olarak iligkiyi
gostermektedir) ve scatterplot (grafiksel cizim, iliskinin spatial (boyutsal), non-
hiyerarsik goriintiisiinii saglamaktadir); jel-benzeri goriintli ve/veya elektroferogramdir.
Ticari olarak temin edilebilen bu bilesenlerin, otomasyon, teknik kolaylik, hizlilik ve
yogun mikrobiyoloji laboratuarlarinda calisanlar i¢in kullanislt oldugu bildirilmektedir

(62, 63).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Bu ¢alismada Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarma Ocak 2011-Ekim 2012 tarihleri arasinda 67 hastanin farkli
Kliniklerden gonderilen ¢esitli klinik ornekleriden izole edilen Staphylococcus spp.
izolatlar1 ¢alismaya dahil edildi. Bu izolatlar diren¢ durumlari, klonal iliskilerinin tespiti
ve hastane enfeksiyonu salginina 6rnek teskil etmek {izere, hizli tan1 ve tedavide yol
gosterici olmasi amaci ile degerlendirildi.

Klinik 6rnekleri kan, yara, idrar, trakeal aspirat kiiltiirdi, periton sivisi, katater,
santral venoz katater, doku, burun siiriintiisii, abse olusturmaktadir. Bu o6rneklerden
herhangi birinde iireme gozlendiginde Gram boyama yontemiyle boyanarak Gram
pozitif olan 6rneklere tanimlama islemleri uygulanarak taniya gidildi. Stafilokok olarak
tanimlanan izolatlarin S. aureus ve KNS (koagiilaz negatif stafilokok) ayrimi plazma
koagiilaz, DNAse ve mannitollii tuzlu agar testleri ile yapildi. S. aureus oldugu
belirlenen suslarin Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile sefoksitin duyarliligina

bakildi. Bu yontem sonucu 67 izolatin MRSA oldugu belirlendi.

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

e PZR Cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler personal)
e Diversilab Sistemi ve yazilimi (BioMerieux, Fransa )

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30)

e Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)
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Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

Etiiv (Memmert, Ingiltere)

Otoklav (Hirayama HV-L Series 50L)

Nanodrop (NANODROP 2000, Thermo scientific)

Hassas Terazi (Scaltec)

Mikropipet seti (HTL LAB, Discovery comfort, 1000ul, 200ul, 100ul,
10ul)

Buzdolabi (Ariston)

Distile su cihaz1 (GFL-2104, Almanya)

Vortex (Vortex Genie 2)

Vortex bagligi (MO BIO Vortex Adapter)

Is1 Dongii cihaz1 (Eppendorf, Mastercycler Gradient 22331, Almanya)
Agilant chip yiikleme istasyonu

Chip vorteksi (IKA MS 3 Vortexer)

Agilent 2100 Bioanalyzer

3.2.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

dNTP (Fermantes, Almanya)
Buffer B (Fermantes, Almanya)
Tag DNA Polimeraz (250 U/ml) (Fermantes, Almanya)

3.2.3. Kullanilan Besiyerleri

Blood Agar Base (Titan Media, lot: M3GOCGO01, Hindistan)
Mueller Hinton agar (MHA)(OXOID, lot: 654362, Ingiltere)
DNAse Test Agar (Merck, Almanya)

Mannitol Salt Phenol-Red Agar (Merck, Almanya)
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3.2.4. Kullanilan Diversilab Kitleri

e DiversiLab DNA Ekstraksiyon Kiti (UltraClean Microbial DNA isolation
Kit 50 Purifications) (Catalog: BMX12224-50, LOT: BX11H15, MO
BIO Laboratories, BioMerieux SA, Fransa)

e DiversiLab Staphylococcus Kiti (Rep-PCR Reagents for DNA
Fingerprinting, Lot: SC101101, BioMerieux SA, Fransa)

Kit igerigi: Primer MixA, Rep-PCR MML1, Pozitif kontrol C3, Negatif
kontrol

AmpliTag DNA polymerase, 10X PCR Buffer (Applied Biosystems, Lot:
N13173, Roche)

e DNA Reagent ve Supplies
DiversiLab System 25 Chip Kits (Lot: NM06RKO01, BioMerieux SA,

Fransa)

Kit igerigi: DNA Dye Concentrate, DNA gel matrix, DNA ladder, DNA
marker

DiversiLab System labchip (Lot No: ND12BKO02, BioMerieux SA,
Fransa)

3.3. Orneklerin Ekilmesi ve Identifikasyonu

Hasta ornekleri %5 kanli agar besiyerine ekildi ve 35-37°C’de, 18-24 saat
inkiibe edildi. Kan kiiltiir 6rnekleri BACTEC kan kiiltiirii siselerine alinarak, BACTEC
9240 (Becton-Dickinson, USA) otomatize kan kiiltiirii cihazina konuldu. Klinik
orneklerden herhangi birinde bakteri liremesi saptandiginda, Gram boyas1 yapilarak

Gram pozitif kok olanlara oncelikle katalaz testi yapildi. Katalaz testi pozitif olan
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izolatlarin S. aureus ve KNS ayrimi plazma koagiilaz, DNAse ve mannitollii tuzlu agar

testleri ile yapildi.

3.3.1. identifikasyonda Kullanilan Yéntemler

e Gram Boyama

Gram boyamada koloniden bir 6ze yardimiyla alindi ve lam iizerindeki steril
serum fizyolojik ile siispanse edildi. Daha sonra alevde ya da havada tespit edildikten
sonra kristal viole boyasi ile 1 dakika boyandi ve siire sonunda boyanin fazlasi ¢esme
suyu ile yikandi. Daha sonra lugol boyasiyla 1 dakika boyandi ve yine boyanin fazlasi
cesme suyu ile yikandi. Ugiincii asamada alkolde 30 saniye bekletildi ve yikandiktan
sonra en son asama olarak sulu fuksin boyasiyla 15-20 saniye boyanip boyanin fazlasi
cesme suyu ile yikandi. Hazirlanan preperatin  kurumasi beklendikten sonra

mikroskobisinde kiimeler halinde koloni olusturan 6rnekler ¢alismaya alindi.
o Katalaz Testi
Stafilokok oldugu diisiiniilen koloniden lam iizerine alinarak iizerine %3’liik
H,0; (hidrojen peroksit) damlatildi. Damlatir damlatmaz hava kabarciginin olusmasi
pozitif test olarak kabul edildi. Katalaz testi pozitif olan suslar ¢alismaya alindi.
e Plazma Koagiilaz Testi
Gram pozitif kok olarak boyanan ve katalaz testi pozitif olan tiim izolatlara

plazma koagiilaz testi uygulandi. Plazma koagiilaz testi tiip yontemi ile yapildi. Bu

testte steril insan plazmasi kullanildi. Besiyerinden 6ze ile alinan birkag¢ koloni, steril bir
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tiipte bulunan 1 ml steril insan plazmasi i¢inde karigtirildi. Daha sonra bu tiip etiivde
37°C’de inkiibe edildi. Koagiilasyon olusup olusmadigi kontrol edildi. Bu siire iginde
koagiilasyon olusturan suslar ¢alismaya dahil edildi.

e DNAse Testi

Izolatlar DNAse test agara (Merck, Almanya) ekildikten sonra 35°C’de 18-24
saat inkiibe edildi. Ertesi giin koloniler iizerine 1 normal HCI dokiildii. Kolonilerin

etrafinda seffaf zon meydana getiren izolatlar DNAse testi pozitif olarak degerlendirildi.

e Mannitollii Tuzlu Agar Testi

DNAse pozitif izolatlarin mannitollii tuzlu agara da ekimleri yapildi ve etiivde
bir gece siireyle inkiibe edildi. Ertesi glin mannitollii tuzlu agara ekimleri yapilan tiim

oneklerde tireme ve spesifik sar1 renk olusumu gozlendi.

e Metisilin Direncinin Saptanmasi

Metisilin direnci, CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) Onerileri
dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile belirlendi. Test tiiplerinde 0.5
McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonlari hazirlandiktan sonra Mueller-Hinton
agar besiyerine yaygin bir sekilde ekildi. Besiyerine sefoksitin (Oxoid) diski konulup
bir gece 34°C’deki etiivde inkiibe edildikten sonra, sefoksitin i¢in zon ¢aplar1 21 mm ve

daha kii¢iik olan izolatlar metisiline direncli olarak kabul edildi.

33



3.3.2. Molekiiler Yontemler

3.3.2.1. Rep-PZR

Calismaya dahil edilen hasta oOrneklerinden izole edilen 67 MRSA susu

arasindaki klonal iligskinin varlig1 Rep-PZR Diversilab sistemi ile aragtirildi.

¢ Rep-PZR Diversilab Sistemi ile Molekiiler Tiplendirme

REP (Repetitive Extragenic Palindromic Element) PZR yonteminde,
epidemiyolojisi arastirilan mikroorganizmalarin kromozomlar1 iizerinde bulunan, kisa,
tekrarlayan ve konservatif yapilari hedef alan kisa primerler kullanilir. Bu bélgelerin
birbirlerine yakinligina bagli olarak iki ekstragenik bolge arasinda kalan kisim
amplifiye edilir ve elde edilen PZR firiinleri agaroz jel elektroforezinde degerlendirilir.
Diversilab sistemine bagli Rep-PZR uygulamasi asamalari; DNA ekstraksiyonu,
Diversilab parmak izi Kitleri ile Rep-PZR; Diversilab ¢ipleri ile mikroakiskan
elektroforez ve internet tabanli yazilim programi ile sonuglarin degerlendirilmesini takip

eden asamalardan olusur.

e DNA izolasyonu

DNA izolasyonu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories,
ABD) ile iiretici firmanin 6nerdigi DNA izolasyon protokoliine gore yapildi. DNA
ekstraksiyonu yapilacak ornekler kanli agara tek koloni ekimi yapilarak 35°C’de 18-24
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda drnekler ikinci kez pasajlanarak elde edilen

kiiltirlerden DNA ekstraksiyonu yapildi.
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e DNA Ekstraksiyonunun Yapihsi

» 300 ul MicroBead cozeltisi, calisilacak Ornek sayist kadar ¢ikarilan
MicroBead tiiplerine dagitildi.

» Besiyerindeki bakterilerden 1 plL’lik steril 6ze ile 2 6ze dolusu ornek
MicroBead tiipii igerisine alinarak tiip icerisinde bulunan kum taneleri ile
karigmasi saglandi.

» MicroBead tiipline 50 ul MD1 ¢ozeltisi eklendi.

> Icerisinde bakteri siispansiyonu bulunan MicroBead tiipleri, MOBIO
vorteks adaptoriine takilarak 10 dakika boyunca maksimum hizda
vortekslendi.

» Vorteksleme isleminden sonra tiipler 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij
edildi.

» Temiz tiiplere 100 pul MD2 ¢ozeltisi kondu.

» Santrifiij islemi sonunda elde edilen tiim siipernatant 100 pul MD2
¢ozeltisine aktarildi. Bu asamada siipernatant ile birlikte MicroBead
tiiplerindeki kum tanelerinin transfer edilmemesine dikkat edildi.

> Ornekler kisa bir siire vortekslendi ve 15 dakika veya yeterli sogukluga
ulasincaya kadar buzdolabina birakildi.

» Buzdolabindan ¢ikarilan 6rnekler 1 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildi.

» Temiz tiiplere 450 ul MD3 ¢ozeltisi eklendi.

» Santrifiij sonunda orneklerden 200 pl siipernatant 450 pul MD3 ¢dzeltisine
aktarildi.

» Tipler kisa bir siire vortekslendi ve santrifiij edildi.

» Siipernatant (yaklasik 650 pl) temiz bir spin filtreye transfer edildi.

» Spin filtreli tipler 30 saniye boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edildi.
Toplama tiipiine akan siv1 atildi.

» 300 pl MD4 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltildi.

» Spin filtreli tiipler 30 saniye boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edildi ve
toplama tiipiline akan s1v1 atild1.

» Tipler, 1 dakika 10.000 rpm’de kuru olarak santrifiij edildi.
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» Spin filtreler temiz bir tiipe aktarildi.

» 35 ul MDS ¢ozeltisi spin filtrenin ortasina gelecek sekilde bosaltildi ve 2
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

> Inkiibasyon sonunda spin filtre iceren tiipler 30 saniye 10.000 rpm’de
santrifiij edildi.

» Santrifiij isleminden sonra DNA’lar toplama tiipiine aktarildi ve spin filtre
atild1.

» Toplama tiipiinde elde edilen DNA’lar Rep-PZR uygulamasina kadar -
20°C’de bekletildi.

e DNA Miktarlarmin Olgiilmesi

Ekstrakte edilen DNA’larin miktarlar1 nanodrop cihazi (NANODROP 2000,
Thermo scientific) ile 6l¢iildii. Miktar1 fazla olan 6rneklerin DNA’lar1, Diversilab
diliisyon hesaplama (dilution calculator) programi ile diliisyon i¢in gereken DNA ve su
miktarlar1 hesaplanarak, niikleaz igermeyen steril distile su ile 35 ng/uL olacak sekilde

seyreltildi.
e Rep-PZR Uygulamasi
Rep-PZR uygulamasi1 Diversilab Staphylococcus DNA fingerprinting kit
(Biomerieux SA, FRANCE) ile yapildi. Reaksiyon bilesenlerinin hazirlanmasi ve termal

dongii programinin olusturulmasi Diversilab sistemi Rep-PZR worksheet programinda

belirtildigi gibi uygulandi (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. Rep-PZR amplifikasyonunda bir drnek i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Rep-PZR MM1 18 uL
GeneAmp 10X PCR Buffer 2,5 uL
Primer Mix 2 ulL
AmpliTag DNA polimeraz 0,5 uL
Ekstraksiyon tiriini 35ng/pL 2 uL
Toplam 25 pL
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Cizelge 3.2. Rep-PZR amlifikasyon kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) | Siire (saniye) | Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangig denatiirasyonu) 94 120 1
Denatiirasyon 94 30

Primer baglanmasi (annealing) 50 30 35
Zincir uzamasi (extension) 70 90

Son uzama (Final extension) 70 180 1
Muhafaza 4 0 0

¢ Jel-Boya Matriks Hazirlanmasi

» Diversilab DNA chip kiti ile birlikte kullanilan ve buzdolabinda muhafaza
edilen DNA Reagent & Supplies kiti jel matriksi hazirlamak i¢in

buzdolabindan ¢ikartildi ve oda 1sisina gelinceye kadar beklendi.

YV VvV

eklendi.

vV V VYV V

yiikleme agamasinda kullanildu.
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Jel ve boya vortekslendi ve kisaca spin yapildi.

Karigim homojen olana kadar vortekslendi.
Karigim kit iginde bulunan spin filtreye transfer edildi.
Spin filtre 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

1.5 ml’lik bir tiipe 200 pl jel yavasca pipetlendi ve iizerine 10 pl boya

Santrifiij isleminden sonra filtre atilarak toplama tiiplindeki jel-boya ¢ip




e Cip Yiikleme

» DNA Reagent & Supplies kiti oda 1sisina gelinceye kadar bekletildi.

» Kit icerisinde bulunan DNA marker ve ladder kisaca vortekslendi, jel boya
karisimi1 vortekslenmeden kullanildi.

» 9 ul jel boya karisimi ¢ipin iizerindeki siyah daireye alinmigs G yiikleme

kuyusuna pipetlendi.

A\

Cip ytkleme istasyonu siringast 1 ml’de iken ¢ip istasyona yerlestirildi ve
¢ipe 30 saniye basing uygulandi.

Kalan G kuyularina 9 pl jel boya karisimi pipetlendi.

Her bir numune kuyusuna 5 pl DNA marker pipetlendi.

[gili numune kuyularma 1 pl PCR iiriinii eklendi.

vV V VYV V

Ornekler cipe yiiklendikten sonra ¢ip 1 dakika vortekslendi.

e Diversilab DNA Labchip Uygulamasi

Diversilab labchip kiti vorteks isleminden sonra Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Tecnologies, USA) cihazina yerlestirildi ve cihazin programina ¢ip numarast
girilerek mikroakiskan ¢ip elektroforezi baslatildi. Cip elektroforezi sonucunda
Rep-PZR parmak izi grafikleri ve bant kaliplar1 internet tabanli yazilim programi
(DiversiLab, version 2.1.66, bioMerieux, Fransa) ile elde edildi. Orneklerin Rep-PZR
profil benzerliklerinin hesaplanmasi, DiversiLab yazilimi iizerinde Pearson korelasyon
katsayisi ve UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) yontemi
kullanilarak yapildi. Verilerin analizinde, her bir izolat i¢in jel profil goriintiisii, ylizde
benzerlik oranlar1 ve dendrogram raporu olusturuldu.

Rep-PZR parmak izi profil benzerliklerinin yorumlanmasi Diversilab rehberinde

verilen kriterler referans alinarak yapildi.
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e izolatlarin Rep-PZR Parmak izi iliskilerinin Degerlendirilmesi

1- Ayt edilemez Orneklerin benzerlik yiizdeleri (benzerlik >%97) yiiksektir.
Bu grupta yer alan Ornekler genellikle %97’nin {izerinde benzerlik
gosterirler ve bant farkliligr yoktur. Calismada bu grupta yer alan 6rnekler
ana klonun alt tipi olarak (alt klon) olarak degerlendirildi.

2- Benzer orneklerin benzerlik oranlar1 (benzerlik %95-97 arasinda, 1-2 bant
farki) biraz disiiktiir. Genellikle %95’in ilizerinde benzerlik gosterirler ve
1-2 bant farkliligi vardir. Calismada bu 6zellige sahip ornekler ana klon
olarak degerlendirildi.

3- Farkli 6rnekler diisiik benzerlik oranina (benzerlik <%95 ve >2 bant farki)
sahiptir. Benzerlik orani genellikle %95’in altindadir ve bant farklilig
fazladir. Bu grupta yer alan Ornekler calismada farkli klon olarak
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’nde, Ocak 2011-Ekim 2012 tarihleri arasinda, 67 hastanin c¢esitli klinik
orneklerinden izole edilen ve Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile sefoksitin
duyarliligina bakilarak MRSA oldugu tespit edilen 67 MRSA susu ¢alismaya alindi. Bu
67 MRSA susundan bir tanesinin hastanede ¢alisan asistan ve hemsirelerin (8 asistan ve
12 hemsire) burun siirlintiisii 6rneklerinde yapilan taramalar sonucunda MRSA oldugu
saptanmustir (Sekil 4.3’ te 3 numaral1 sa45 susu).

Klinik materyalinde MRSA izole edilen 67 hastanin 40 (%59,7)’1 erkek ve
27 (%40,3)’si kadindi. Bu hastalarin yas ortalamasi 48,2 (minimum:2, maksimum:81)
olarak belirlendi. Cizelge 4.1’de bu 67 hastanin MRSA iiremesi saptanan klinik

materyallerinin dagilimi verilmistir.

Cizelge 4.1. MRSA suslarinin izole edildigi klinik materyaller

Ornek Tiirii Say1 | Yiizde (%)
P.kan 21 31,3
Yara 14 20,9
Trakeal aspirat 9 13,5
idrar 9 13,5
Burun siirtintiisi 4 5,9
Santral Venoz Katater 4 59
Kateter 2 3
Abse 2 3
Periton Sivisi 1 1,5
Doku 1 15
Toplam 67 100

40



%1,5%1,5 =P Kan

N Yara
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B Burun Siiriintiisii
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m Kateter
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Periton S1visi
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Sekil 4.1. MRSA izole edilen 6rneklerin dagilim oranlari

Cizelge 4.2. MRSA izole edilen hastalarin yas gruplari

Yas aralhig

0-20 yas 21-40 yas 41-60 yas 61-80 yas 80 yas iizeri

Say1

10 13 20 23 1

Yiizde (%)

15 19,4 29,8 34,3 1,5
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Cizelge 4.3. MRSA izolatlarinin kliniklere gore dagilimi

Boliimler Hasta Sayisi Toplam
£ £ | Reanimasyon 14
50 2 %056,7
>~ & | Genel yogun bakim 24
Genel cerrahi 6
Ortopedi 2
Plastik cerrahi 1
Hematoloji 2
Uroloji 1
2 Kardiyo vaskiiler cerrahi 1
c %43,3
2 Gogiis hastaliklari 1
Kardiyoloji 1
Enfeksiyon 3
Cocuk hastaliklar 5
Beyin cerrahi 4
Onkoloji 2
B Yogun Bakim
H Servis

Sekil 4.2. MRSA izolatlarinin kliniklere gore dagilim oranlari
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4.1. Molekiiler Analiz Sonuclar:

4.1.1. Rep-PZR Sonuclan

Calismada 67 hastadan izole edilen MRSA suslar1 arasindaki genetik yakinligin
belirlenmesi i¢in Rep-PZR yontemi kullanildi. Tiim MRSA suslarinin Rep-PZR tabanh
parmak izi kaliplari, internet tabanli yorumlama ve yazilim programi ile otomatik olarak
elde edildi. Bu analizler sonucu ¢alismaya dahil edilen 67 MRSA izolatinin 2’si ana
klon (A ve B) olmak {izere toplamda 15 farkli klona (A-O) ayrildig: belirlendi.

A ana klonu MRSA’larin 37 (%55)’sinin toplandig1 en biiylik klon olarak tespit
edildi. B ana klonu 11 sus (%16,5) ile ikinci biiylik klondu. Diger klonlar; C, D, E, F, G,
H 2 (%3)’ser sus; 1, J, K, L, M, N, O klonlar1 ise 1 (%1,5)’er sus igermekteydi. A ana
klonuna ait dendrogram (Sekil 4.3) ve benzerlik matriksi (Sekil 4.4) gdsterilmistir.

B ana klonuna ait dendrogram (Sekil 4.5) ve benzerlik matriksi (Sekil 4.6)
gosterilmistir. Diger klonlara (C, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O) ait dendrogram
(Sekil 4.7) ve benzerlik matriksi (Sekil 4.8) gosterilmistir.

Rep-PZR sonuglarina goére 67 MRSA izolatinin klonlara ve servislere gore
dagilimi Cizelge 4.4’te, Rep-PZR sonuglarina gére 67 MRSA izolatina ait sekiz farkli

klonun klinik materyallere gore dagilimi Cizelge 4. 5’te gosterilmistir.
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Diversilab w4+
FC

#I10S

Key Sample ID  Location Date Collected Sample Type
1 sa¥d URO, 2012-02-27 TAK
[ saf2 GYB 2012-02-16 P.KAN
[ ] sads REAN, 2012-02-24 BUR SUR.
[ § 3a3d GYB 2012-03-15 BUR SUR.
[ - sa32 REAN, 2011-01-03 SVK
L3 sadd P.CER, 2011-01-19 YARA
i a2 ENF, 2011-12-26 YARA
[ i ] sa30 GVB 2011-01-03 PKAN
- o sa3d GYB 2011-02-15 BUR SUR.
=i 3029 GYB 2012-01-03 YARA
.11 326 BEY.CER.  2011-11-29 YARA
-z sadl REAH, 2011-02-23 P.KAN
] sad3 GVB 2012-02-24 KATATER
: .14 3a33 BEY.CER.  2011-01-11 YARA
— 15 sab GEM.CER.  2011-05-07 P.KAN
=16 salg GYB 2011-10-05 YARA
: mar sal REAH, 2011-05-01 TAK
[ k] sa2l GOGHAST. 2011-10-18 TAK
[ Wk} sad BEY CER.  2011-05-03 TAK
[ _B-di) sald GEM.CER,  2011-02-10 IDR
-2 salb GYB 2011-04-10 ABSE
maer 3a20 GYB 2012-10-12 TAK
.23 sals GEM.CER,  2011-09-28 PKAN
29 sa3 OHNK. 2011-01-13 DOKU
i | m2s sa22 REAN, 2011-10-23 ABSE
. 26 sald GYB 2011-08-19 TAK
[y sa24 GYB 2011-02-11 P.KAN
8 3a23 HEM. 2011-10-25 PKAN
29 sab OHNK. 2011-09-05 P.KAN
J0 sa3f ENF. 2011-01-23 PKAN
[ b ] 3a25 GYB 2011-12-06 YARA
[ =i 4 sadb REAN, 2012-02-26 PERITON SIVISI
[ i sadd REAN. 2012-03-02 YARA
_|: . 3a sa37? GYB 2012-09-02 PKAN
S— [ =10 sab0 CHAST, 2012-04-09 IDR
36 sadi GYB 2012-03-02 IDR
37T sald BEY.CER.,  2011-09-19 IDR
I 1 } } |
as a5 5 aa g5 100

& Similarite

Sekil 4.3. A ana klonuna ait dendogram
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Diversilab w4 ——
=}

o To S0
#+10E wa Similarite

Sekil 4.4. A ana klonuna ait benzerlik matriksi

Diversilib 3.4
PC

#03 Key  SamplelD Location  Date Collected Sample Type

1 SR KV 20120320 TAK |
m2 sl GYB 20120616 KATATER

3 sk KARD, 20120516 SVK
4 sk GYB 20121009 VARA

m5  sabl REAN.  2012-04-30 YaRA
6 S9sa ORTOPEDI  2012-06-05 YARA
B7  bbsa GEN.CER.  2012-06-21 PKAN

mg  sabd GEN.CER.  2011-09-24 PKAN

my sand REAN, 2012-05-05 TAK

mi0  sabd GYB 2012-05-09 PKAN

m11 o sa? GYB 2011-06-12 YARA

94 95 9B 97 9F 99 100
% Similarity

Sekil 4.5. B ana klonuna ait dendogram

45



Diversilab v3.4 I . |
PC u] Ta &0 a0 95 100

#105 % Similarite

Sekil 4.6. B klonuna ait benzerlik matriksi

Diversilab v3.4
PC

7 Key Sampleld  Location  Date Collected Sample Type

w1 8 CHAST,  2012-12-21 DR I I
m2 s GYB 20120217 BUR SUR. | I
m3 6 CHAST,  2012-07-10 PKAN I I
g4 sl REAN.  2012-06-26 DR I | il
T REAN.  2011-11-33 DR I I
[ TR ENF, 2110215 YARA I | | |
| w7 w0 GYB  2011-05-10 TAK I | | |
E ms s GYB  2011-09-02 PKAN I I | I
my s REAN.  2011-09-01 PKAN | |
i s REAN.  2012-02-15 VK I 1 | I
mi1 w2 GYE  2012-09-13 DR I | I |
w2 s ORTOPEDI 2011-03-10 YARA [ |
13 5% REAN.  2012-01-%7 PKAN |
F 14 s CHAST,  2011-06-15 PKAN I
mis sl GYB  2011-10-08 PKAN |
16 a3l GEM.CER.  2011-01-03 SVK | | | | | |
7 =5 CHAST,  2012-05-30 DR |
[ mig s HEM. 211-01-27 PKAN | I
W19 sa6 GVB 2121317 PKAN | | [

% Similarity

Sekil 4.7. Diger klonlara ait dendogram
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P L] o =0 a0 as
52 Similarito

Sekil 4.8. Diger klonlara ait benzerlik matriksi

Cizelge 4.4. Rep-PZR sonuglarma gore 67 MRSA izolatinin klonlara ve servislere gore dagilimi

KLONLAR
SERVISLER

C|D|E|J]F|G|H]I |J|K|]L|MI|N O)

GYB 14 1|2 1 1

KVvC

N~
[any

G.CER.

URO

B.CER.

C.HAST.

Nk aP|w

REAN.

KARD. 1

ENF.

N
[EN

HEM.

[N
[EEN

ORT. 1 1

P.CER. 1

ONK. 2

G.HAST. 1

GYB: Genel yogun bakim, KVC: Kardiyo vaskiiler cerrrahi, G.CER.: Genel cerrahi, URO: Uroloji
B.CER: Beyin cerrahi, C.HAST.: Cocuk hastaliklari, REAN.: Reanimasyon, KARD.: Kardiyoloji
ENF.: Enfeksiyon, HEM: Hemaoloji, ORT.: Ortopedi, P.CER.: Plastik cerrahi, ONK..: Onkoloji
G.HAST.: Go6giis hastaliklar
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Cizelge 4. 5. Rep-PZR sonuglarina gore 67 MRSA izolatina ait sekiz farkli klonun klinik
materyallere gore dagilimi

KLINIK KLONLAR
MATERYALLER

>

C|IDIE|F|G|IH|I|J|K]J]L|M|N]J|O

P.kan 1 (1111 2 |1

Yara

[y
o
N~ |w (o

TAK

Idrar

Bur.siir.

SVK

[EEN
[EEN
[EEN

Kateter

Abse

RN R (Rlw oo
—

P.s1vis1

Doku

[y

P.kan: Periferik kan, TAK:Trakeal aspirat kiiltiirli, Bur.siir:Burun siiriintiisii, SVK:Santral venoz
katater, P.s1visi:Periton sivisi
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5. TARTISMA

Hastane enfeksiyon etkeni olarak onemli bir yere sahip Staphylococcus cinsi
bakteriler Micrococcaceae ailesi igerisinde yer alirlar. Staphylococcus, Micrococcaceae
ailesinin klinik agidan en 6nemli grubudur. insanda en sik enfeksiyon etkeni olarak
izole edilen Stafilokoklar; S. aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus’dur (12).
Hastane ve toplum kaynakli ciddi enfeksiyonlarin en énemli nedenlerinden biri olan
S. aureus; deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit, menenjit,
perikardit, pulmoner enfeksiyonlar gibi 6nemli saglik problemlerine yol agar (2).
S. aureus giliniimiizde kullanilan bircok antibiyotige hizla diren¢ kazanmasi ve bu
sebeple eskiye oranla daha sik enfeksiyonlara sebep olmasi nedeniyle insan
enfeksiyonlarinda oncelikli patojen olarak yer almaktadir (13).

1960 yilinda metisilinin kullanima girmesiyle birlikte bir yil igerisinde
metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslar1 saptanmaya baslamigtir. MRSA
giiniimiizde tiim diinyada hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda onemli bir sorun
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (29). Hastane enfeksiyonu etkeni olan MRSA suslari,
enfekte hastalar ya da bu suslarla kolonize olan hastane personeli araciligiyla kolaylikla
yayilarak tedavisi gii¢ enfeksiyonlara neden olmaktadir (6). MRSA bakteriyemilerinde,
metisiline duyarli Staphylococcus aureus (MSSA) bakteriyemilerine gore 6liim riskinin
3 kat daha fazla oldugunu gosteren calismalar vardir. Yogun bakim birimlerinde;
MRSA bulasan hastalar daha uzun siire yatar, mortalite daha yiiksektir, daha fazla
antibiyotige ihtiya¢ duyarlar. Diinyanin bir¢ok bolgesinde MRSA’nin artan prevalanst,
nozokomiyal patojen olarak onemine yeniden dikkatleri ¢ekmistir (30). Stafilokoklar
epidemiye neden olurlar ve halk sagligi acisindan biiyliik 6nem tasimaktadirlar (3).
MRSA yayilimini 6nlemede oncelikli olarak stafilokoklara bagli enfeksiyon kaynagim
saptamak ve yok etme ¢abalar1 yer almaktadir (5). Molekiiler tiplendirme yontemleri ise
MRSA epidemiyolojisi ile ilgili yeni bilgilerin elde edilmesinde, toplum ve hastane

kokenli MRSA izolatlar1 arasindaki genetik ayrimin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli rol
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oynamistir (7). Bu genetik farkliliklarin ortaya c¢ikarilmasiyla hastane enfeksiyon
kaynag1 tespit edilecek ve enfeksiyona bagli ekonomik kayiplarda 6nemli derecede
azalma olacaktir (6).

Sultan ve ark. (64)’nin 2008 yilinda yapmis oldugu ¢alismada ¢esitli servislerden
gonderilen hasta 6rneklerinden 66 MRSA susu izole edilmistir. Incelenen MRSA’larin
%28,7’s1 yara, %19,6’s1 kan, %18,1’1 bronkoalveoler lavaj, %9’u balgam, %6’s1 pii,
%3’1 trakeal aspirat, %3’l eklem sivisi, %3’ doku biyopsisi, %3’l burun kiiltiiri,
%1,5’1 periton sivisi, %1,5°1 plevra sivisi, %1,5°1 beyin-omurilik sivisi, %1,5°1 kateter
kiiltiirlerinden izole edilmistir. Ozel ve ark. (65)’nin yapmis oldugu ¢alismada MRSA
olarak tiplendirilen 30 susun 15’1 yara yeri, 5’1 solunum yolu 6rnekleri (bronkoalveolar
lavaj (BAL), trakeal aspirat) 4’1 idrar, 3’1 abse materyali, 3’1 kan kiiltiirii 6rneklerinden
izole edilmistir. Namiduru ve ark. (66) nin yapmis oldugu ¢alismada MRSA’nin en sik
izole edildigi klinik materyal yara ve trakeal aspirat olarak saptanmistir. Kapuagasi ve
ark. (67)’nin yapmis oldugu ¢alismada ise MRSA suslart %70 oraninda yaradan ve
kateterlerden izole edilmistir. Bizim ¢alismamizda MRSA’larin %31,3’1 kan, %20,9’u
yara, %13,5’1 trakeal aspirat, %13,5’i idrar ve %20,8’i de diger ¢esitli klinik 6rneklere
aittir. Sultan ve ark.’min yapmis oldugu calisma ile bizim ¢alismamizda benzer
oranlarda kan ve yara kiiltlirlerinden MRSA izole edilmistir.

Tirkiye’de yapilan ¢aligmalarda yogun bakim {initelerinde enfeksiyon etkeni
olan S. aureus suslarinda %68-90 oranlarinda metisilin direnci bildirilmektedir (68).
Duman ve ark. (69)’nin 173 S. aureus izolatindan %63 oraninda MRSA saptadiklar
calismada 6rneklerin 44’1 (%25,4) yogun bakim hastalarina, 45°1 (%26) cerrahi bolim
hastalarina ait oldugu gorilmiistiir. Bizim ¢alismamizda 67 MRSA susunun %56,7°si
GYB ve reanimasyon boliimlerinde yatan hastalardan izole edildi. Namiduru ve ark.’nin
yapmis oldugu calismada MRSA suslarinin %76,5’i cerrahi yogun bakim iinitesinden
izole edilmistir. Kapuagasi ve ark.’min yapmis oldugu c¢alismada MRSA en ¢ok
reanimasyon kliniginde saptanmustir.

Hastane enfeksiyon etkeni olarak MRSA izolatlar1 arasindaki klonal iliskiyi
tespit etmeye yonelik yapmis oldugumuz bu g¢alismada, 67 MRSA susu Rep-PZR
yontemi kullanilarak genotiplendirilmis ve bu suslarin birbirleriyle klonal iliskileri
karsilastirilmistir. Calisma sonucunda, Rep-PZR analizi ile 67 MRSA susu iki ana klon
[A (37 alt tip), B (11 alt tip)] ve 13 farkli klon (C-O) olmak iizere toplam 15 farkli klon
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tespit edildi. MRSA’nin nozokomiyal enfeksiyonlarda karsilasilan 6nemli bir patojen
oldugu bir¢ok ¢alismada raporlanmis ve desteklenmistir. Rep-PZR yontemi son yillarda
Diversilab sistemi ile otomatik formata adapte edilmistir. Bu sayede veri hazirlama,
raporlama ve arsivleme kolaylig1 saglanmistir.

A klonu, genel yogun bakim (GYB) iinitesi orneklerinin %58 (14/24)’inden,
reanimasyon oOrneklerinin %50 (7/14)’sinden, genel cerrahi servisinden goderilen
orneklerin %50 (3/6)’sinden, beyin cerrahi 6rneklerinin %100 (4/4)’tinden, {iroloji
servisinden gonderilen 6rneklerin %100 (1/1)’iinden, ¢ocuk hastaliklar1 servisinden
gonderilen orneklerin %20 (1/5)’sinden, enfeksiyon servisinden gonderilen 6rneklerin
%66 (2/3)’sindan, hematoloji servisinden gonderilen Orneklerin %50 (1/2)’sinden,
ortopedi servisinden gonderilen 6rneklerin %50(1/2) sinden, plastik cerrahi servisinden
gonderilen orneklerin %100 (1/1)’iinden, onkoloji servisinden gonderilen G6rneklerin
%100 (2/2)’inden ve gogiis hastaliklari servisinden gonderilen o6rneklerin %100
(1/1)’tinden izole edilmistir.

Giiler ve ark. (6)’nin Rep-PZR analizi sonunda 3 ana klon [A (4 alt tip), B (2 alt
tip) ve C (2 alt tip)] ve sekiz farkli klon (D-K) olmak tizere toplam 11 klon tespit etmis;
A klonunun baskin tip oldugu belirlenmistir. Toplam 100 MRSA susunun %78’inin
A klonuna ait oldugu, B klonuna ait 11 sus, C klonuna ait 3 sus ve diger klonlara
(D, E, F, G, H, L7, K) ait ise birer sus saptanmistir. A klonu, dahiliye yogun bakim
tinitesi  6rneklerinin = %93,3  (14/15)’tiinden, enfeksiyon hastaliklar1 servisinden
gonderilen orneklerin  %66,6 (10/15)’sindan ve hematoloji-onkoloji servisinden
toplanan Orneklerin %91 (10/11)’inden izole edilmistir. Bu suslarin izolasyon
tarihlerinin de birbirine yakin oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, ¢alisma siirecinde
hastane genelinde A klonunun hakim oldugu ve MRSA suslarmin klonal yayilim
gosterdigi ortaya konmus ve Rep-PZR yonteminin epidemiyolojik ¢aligmalarda
kullanilabilecek kolay uygulanabilir, hizli ve basarili bir yontem oldugu diistiniilmiistiir.
Sonug olarak, bizim c¢alismamiz da Giler ve ark.’nin yapmis oldugu calismay1
desteklemektedir.

2009 yilinda Tenover ve ark. (70) tarafindan Giircistan’da, 105 MRSA izolat
Diversilab sistemi kullanilarak tiplendirilmistir. Salgin olusturmus MRSA suslarindan 4
benzersiz  MRSA izolati kiimesi daha Onceden Diversilab sistemi tarafindan

tiplendirilmistir. Diversilab sistemi 105 MRSA izolatim1 11 kiimeye ve 6 benzersiz bant
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seklinde ayirrmigtir. Church ve ark. (71) tarafindan 2010 yilinda Kanada’da 54 MRSA
izolat1 ¢alisilmis ve %95 Rep-PZR benzerlik indeksi kullanilarak toplamda 54 izolatin
47 (%87)’sinin kiime olusturdugu belirtilmistir. Ross ve ark. (72) 2005 yilinda
yaptiklar1 bir calismada benzerlik indeksini %85 olarak kullanilmiglar ve genel olarak
salgin olusturan izolat kiimeleri ile salgin olusturmayanlart karsilastirdiklarinda 109
izolatin 91 tanesini salgin kiimelerinin olusturdugunu (%85) belirtmislerdir. Bizim
yapmis oldugumuz ¢alismada ise 67 MRSA izolatindan 48 tanesinin salgin olusturdugu
ve bu 48 izolatindan A ve B ana klonlarini olusturdugu goériilmiistiir. Babouee ve ark.
(73)’nin 2011 yilinda isvigrede yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, 1994-2006 yillar
arasinda izole edilen toplam 106 MRSA susu analiz edilmistir. Diversilab sistemi %95
benzerlik indeksiyle 106 MRSA susunu 10 ayr1 kiimeye ve 8 benzersiz bant seklinde
ayirmistir.

Tiirlerin ayrimi, salginin olup olmadigimin tespitinde ve hastane enfeksiyonlari
kontrol arastirmalart i¢in 6nemli bilgiler saglamaktadir. Hastane enfeksiyonuna neden
olan mikroorganizmanin kokeninin arastirilmasi gerekmektedir. Suslar arasindaki
klonal iligkilerin belirlenmesiyle de, enfeksiyon kaynagi yayilma yolu tespit edilerek
uygun korunma Onlemleri alinabilir. Bu sayede Onlem alinarak, hastane
enfeksiyonlarinin kontrolii saglanir.

Sonug olarak, ¢alismamiz sonucunda elde ettigimiz verilere gore hastanemizdeki
MRSA enfeksiyonlarinin  yliksek oranlarda ayni1 klona ait suslar tarafindan
olusturuldugu ortaya konmustur. Servisler arasinda ya da servis ve yogun bakim
tiniteleri arasinda hasta transferlerinin sik olmast MRSA klonlarinin yayilmasini
arttirmaktadir. A ve B klonuna ait izolatlarin hastanemizde yaygin oldugu ve 6zellikle
yogun bakim iinitelerinde bulundugu tespit edilmistir. Klonal iligkiyi arastirmak ig¢in
kullandigimiz Rep-PZR Diversilab sisteminin epidemiyolojik caligmalarda klonal
iligkili izolatlarin yakinligmni belirlemede; klonal olarak birbirinden uzak suslar

ayirmada basarilt oldugu diistiniilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, yaptigimiz bu ¢alisma ile hastanemizdeki c¢esitli servislerde ve
yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin klinik materyallerinden izole edilen MRSA
suslarinin  Rep-PZR yontemiyle genotiplendirilerek aralarinda klonal iliski olup
olmadig1 arastirildi. Tim MRSA suslarinin Rep-PZR tabanli parmak izi kaliplar,
internet tabanli yorumlama ve yazilim program: ile otomatik olarak elde edildi. Bu
analizler sonucu galigmaya dahil edilen 67 MRSA izolatinin 2’si ana klon (A ve B)
olmak {izere toplamda 15 farkli klona (A-O) ayrildigi belirlendi. A ana klonu
MRSA’larin 37 (%55)’sinin toplandigi en biiyiik klon olarak tespit edildi. B ana klonu
11 sus (%16,5) ile ikinci biiyiik klondu. Diger klonlar; C, D, E, F, G, H 2 (%3)’ser sus;
I, J, K, L, M, N, O klonlar1 ise 1 (%]1,5)’er sus icermekteydi. Belirgin olarak A ve B
klonlarmin yogun bakim ve reanimasyon iinitelerinden izole edilen MRSA suslarindan
elde edilmesi dikkat ¢ekicidir. Ayrica ¢alismadaki 67 6rnegin 48’°inin %71,5 oraninda A
ve B klonuna ait olmasi da hastane enfeksiyonu ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Elde edilen klonlara gore hastalar arasinda suslarin bulas derecesinin yiiksek oldugu ve
ayni klonun hastane ortaminda uzun siire kalabildigi goriilmektedir. Yaptigimiz
molekiiler tiplendirme ile hastanemizde daha etkili bir korunma ve kontrol énlemlerinin
alinmas1 gerekliligi ortaya konulmustur. Ayrica benzer calismalarin iilkemizde farkl
hastanelerde gergeklestirilerek genis bir veri tabani olusturulmasi ve MRSA’larin
saptanmasinin yani sira yaygin olan klonlarin belirlenmesi gerekliligini diisiinmekteyiz.

Molekiiler tiplendirme yontemlerinin rutin uygulamada kullanimi, genellikle bu
yontemlerin uzun siirmesi, maliyetinin yiikksek olmast ve yogun is giici
gerektirmesinden dolay1 pek yaygin degildir. Buna ragmen hastane salginlaria yonelik
epidemiyolojik caligmalarda genotiplendirme ve klonal iliski tespitinde Rep-PZR
Diversilab yontemi tercih edilecek yontemlerden biri olabilir. S6z konusu yontem gerek
hiz1 gerekse uygulama kolayligi ile epidemilerin erken donemde saptanmasinda faydal
olacaktir. Ayrica elde edilecek verilerin toplanmasi epidemiden siiphelenilen

durumlarda geriye doniik calisma yapma imkanini da saglayacaktir.
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