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OZET

Staphylococcus aureus, nozokomiyal ve toplumdan kazanilmig
enfeksiyonlarin en &nemli etkenlerindendir. Ozellikle metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde gugclikler yasanmaktadir. MR, fenotipik yontemlerle her zaman
dogru olarak belirlenememektedir. Bu nedenle Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile mecA geninin tespit edilmesi, stafilokoklarda MR’yi agiga ¢ikarmak
icin altin standart olarak kabul edilmektedir. Stafilokoklarin virllansta rol
oynayan cesitli enzim, hemolizin ve toksinleri bulunmaktadir. Bunlar icerisinde
bulunan ve bir nonhemolitik I6kosidin olan Panton-Valentine Lokosidin (PVL),
virllansta 6nemli role sahiptir. PVL, o6karyotik hicre membraninda porlar
olusturmak suretiyle 16kosit ve makrofajlari pargalamakta ve fagositozu
engellemektedir.

Eylil 2008 ile Eylil 2010 tarihleri arasinda, Mersin Universitesi Tip
Fakulltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’'nda cesitli
klinik érneklerden izole edilen ve Clinical and Laboratory Standarts Institute’nin
(CLSI) énerdigi sekilde oksasilin disk difiizyon testi sonucu MR bulunan 190
adet S. aureus susu calismaya alinmigtir. Bu suslara ayni zamanda sefoksitin
disk diflizyon testi, oksasilin agar tarama, oksasilin E test, sefoksitin E test ve
MR’den sorumlu mecA geninin saptanmasi i¢cin PZR ydntemi uygulanmigtir.
MRSA suslarinda PVL gen bélgesi PZR yéntemiyle arastinimistir.

MRSA olarak degerlendirilien 190 susun timinde mecA geni tespit
edilirken, oksasilin agar tarama, oksasilin E test, sefoksitin disk difizyon testi ve
sefoksitin E test ile 188’i MR olarak bulundu. Toplam 190 adet MRSA susunun
170’i hastane kaynakl, 20’si toplum kaynakliydi. Toplam 6 adet (%3,16) MRSA
izolatinda PVL geni saptandi. Bunlarin 5'inin (%2,94) hastane kaynakli ve 1’inin
(%5) toplum kaynakh oldugu gértlmastar. PVL geni tasiyan MRSA’larin ¢oklu
antibiyotik direncine sahip oldugu géralmustar.

Sonug olarak; PVL pozitif hastane kaynaklh MRSA suslari daha virllan ve

coklu ilag direngli oldugu icin arastiriimali ve buna gére énlemler alinmalidir.

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



ABSTRACT
The Detection of Panton-Valentine Leukocidine Virulans Factor In MRSA

Strains Isolated From Clinical Specimens by Molecular Methods

Staphylococcus aureus is the most important factor of nosocomial and
infections. Especially the treatment of infections that are due to methicillin
resistance (MRSA) strains are becoming harder. MR can not be always
determined by phenotypical methods. So, the determination of mecA gene with
the polymerase chain reaction (PCR) method is accepted the gold standard for
establishing the methicillin resistance of staphylococcus. Staphylococcus have
various enzymes, toxins and hemolysin as virlance factors. Panton-Valentine
Leukocidin (PVL) as a non-hemolytic leukocydin is one of these factors and
have important role at virulance. PVL leads to pore formation on the cell
membranes, destroys macrophages and leucocytes and interrupting
phagocytosis.

A total of 190 S. aureus strains isolated from specimens which were
detected to be methicillin-resistant by using the disc diffusion method with
oxacillin by using the methods suggested from Clinical and Laboratory
Standarts Institute (CLSI) were included in the study. These specimens were
collected from Mersin Univercity Faculty of Medicine Microbiology Laboratory
from september 2008 to september 2010. Although cefoxitin disc diffusion test,
oxacillin agar screen, oxacillin E test, cefoxitin E test and PCR method for
determining mecA gene which is responsible for MR are evaluated at these
strains. PVL gene region is analysed with PCR method at MRSA strains.

MecA gene is detected at all 190 strains determined as MRSA. By using
oxacillin agar screen, oxacillin E test, cefoxitin disc diffusion test, cefoxitin E test
188 strains determined as MRSA. The 20 strains were community-acquired and
170 strains were hospital-acquired of the total 190 strains. PVL gene is
determined at 6 (%3.16) MRSA isolates. 5 (%2.94) of these were hospital-
acquired and one of these (%5) was community-acquired. The MRSA strains
that has PVL gene seems to have multiple antibiotic resistance.

As a result hospital-acquired PVL positive MRSA strains must be
researched and take cautions for them because they have multiple antibiotic
resistance and more virulance.

Key words: Antibiotic resistance, mecA, MRSA, PVL.



GiRiS VE AMAC

Stafilokoklar, nozokomiyal ve toplumdan kazaniimis enfeksiyonlarin en
6nemli etkenlerindendir. Ciddi stafilokok enfeksiyonlari, yasami tehdit eden
komplikasyonlara sebep olmasi nedeniyle halen énemli bir sorun olmaya devam
etmektedir. Ozellikle metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde gliglikler yasanmaktadir'.

S. aureus, toplumun %30-70’inde nazal florada kommensal olarak
bulunmasina ragmen deri ¢atlaklarini veya mikéz membranlari enfekte ederek
ve primer enfeksiyon odagindan kan yoluyla yayilarak bircok enfeksiyona neden
olmakta, ayrica besin zehirlenmesinde de etken olarak karsimiza gikmaktadir®.

Stafilokoklarda metisilin direnci; Staphylococcal Cassette Chromosome
(SCC) adi verilen genetik yapinin Gzerinde bulunan mecA (SCCmec) geni
tarafindan dusuk afiniteli bir penisilin baglayan protein (PBP) olan PBP2a
sentezlenmesi sonucu ortaya cikmaktadir. Kromozomunda mecA geni tasiyan
suglar, tim beta-laktam antibiyotiklere intrensek direng¢ gdsterirler. MecA genine
bagli olarak gelisen metisilin direnci homojen veya heterojen diren¢ olarak
ortaya cikabilmektedir. Heterojen direnc tipiyle daha sik karsilasiimaktadir®*,

Stafilokoklarin ¢esitli enzim, hemolizin ve toksinleri bulunmaktadir. Bunlar
icerisinde bulunan ve bir nonhemolitik I6kosidin olan Panton-Valentine
Loékosidin (PVL); okaryotik hicre membraninda porlar olusturmak suretiyle
I6kosit ve makrofajlari pargalamakta, fagositozu engellemektedir. Bu nedenle
virlansta dnemli role sahiptir. PVL, elekiroforetik olarak birbirinden farkh F
(mzl) ve S (yavas) 2 protein komponentinden olusmustur. Bu PVL proteinleri,
u¢ farkli gama hemolizinle yaptigi kombinasyonlar sonucu ¢ift komponentli, alti
farkli toksin meydana getirirler. Bu toksinler degisen derecelerde hemolitik
aktiviteye sahip olmakla birlikte hepsi de etkin sekilde I6kosit lizisine neden
olurlar ve S. aureusun kromozomuna entegre olmus profajlarla
tasinmaktadirlar>®.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda metisilin direncinin tespiti igin
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)in 6nerdigi yontemler;
sefoksitin ve oksasilin disk difiizyon, oksasilin agar tarama, E-test veya dilisyon
ile oksasilin ve sefoksitin minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) belirleme
testleridir. Sefoksitin disk testinin okunmasi daha kolaydir ve bu nedenle tercih
edilmektedir. Metisilin direncinin tespitinde hatali sonu¢ alinmasi ciddi Klinik



problemlere neden olmaktadir. Yanlis duyarli sonu¢ bildiriimesi, tedavide
basarisizliga ve MRSA suslarinin yayilimina sebep olurken, yanls direncli
sonucun bildirilmesi de saglik bakim masraflarinda artis, gereksiz izolasyon
O6nlemleri ve gereksiz glikopeptid antibiyotik kullanimina sebep olmaktadir. Bu
nedenle MRSA suslarinin dogru ve hizli tanimlanmasi gereklidir’®.

Metisilin direncinin heterojen ekspresyonundan dolayi, MRSA suslari
fenotipik yontemlerle her zaman dogru olarak tanimlanamamaktadir. Bu
nedenle PZR teknigi ile mecA geninin tespit edilmesi, stafilokoklarda metisilin
direncini agiga ¢ikarmak igin altin standart olarak kabul edilmektedir. Fakat her
laboratuvarin molekdiler teknikleri uygulayabilme olanag bulunmamaktadir®.

Bu calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na cesitli klinik ve polikliniklerden
génderilen &érneklerde Ureyen MRSA suslarinda, metisilin direncinin CLSI'In
Onerdigi klasik ydntemlerle saptanmasinin ardindan, molekller yéntemle mecA
geni arastirildi. MecA pozitif saptanan érneklerde PVL gen bdlgesinin tespiti ve

bu genin varliginin antibiyotik direng paternine etkisinin arastiriimasi amaglandi.



GENEL BILGILER

Stafilokoklar Micrococcaceae ailesi igerisinde yer alirlar. Dogada yaygin
olarak bulunurlar. Stafilokoklarin ¢cogu sicakkanli hayvanlarin derisinde, deri ile
iliskili bezlerin kanallarinda ve mukozalarinda dogal olarak barinirlar ve birgcogu
firsat¢i patojendirler. Normalde vicut florasinda yer alirlar. Ancak gerekli
sartlarin olusmasi ile birlikte basit ylzeyel bir enfeksiyondan hayati tehdit eden
ciddi hastaliklara kadar genis bir spektrumda klinik tablolara neden olabilirler® ™.

Tarihce

Stafilokoklar ilk olarak 1878’de Robert Koch tarafindan i1sik mikroskobunda
tanimlanmigtir. Pasteur, stafilokoklari 1880’de sivi besiyerinde GUretmigtir.
iskogya’ll bir cerrah olan Alexander Ongston, 1881’de fare ve kobaylar igin
patojen olduklarini vurgulamis ve bu mikroorganizmalara; Gremeleri sirasinda
birbirlerinden ayrilmayip, 0zim salkimina benzeyen duzensiz kimeler
olusturmalari nedeniyle ”Staphylococcus” (Staphyle: Uzim salkimi) adini
vermistir. 1884°de stafilokoklari ilk kez insandan izole eden Rosenbach, beyaz
renkli kolonilere Staphylococcus albus, sari-portakal rengi kolonilere ise
Staphylococcus aureus adini vermistir' "1,

Alexander Fleming'in 1928'de penisilini bulmasi ve 1940'da Florey ve
Chain tarafindan penisilinin Uretilmesiyle birlikte stafilokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde 6nemli bir asama kaydedilmigtir. Penisilinaz Gretimi ilk olarak
1940’da Abraham Chain tarafindan Escherchia colide bildirilmistir. S. aureus
suslarinda ise penisilin direncini 1944’de Kirby tanimlamistir'®.

Ik MRSA izolatlar 1961 yilinda ingiltere’den bildiriimigtir. MRSA suglari
Ozellikle 1980’li yillarda hastane kaynakli salgin etkeni olarak bildirilirken, ¢oklu
antibiyotik direnciyle de karsilasiimistir. Diren¢ probleminin artmasiyla birlikte
MRSA tiim diinyada nozokomiyal epidemilere yol agan ciddi bir saglik sorunu
haline gelmistir'* ',

Siniflama

Micrococcaceae familyasi icinde yer alan stafilokoklar, genetik ve
kemotaksonomik analizler sonucunda Firmicutes filumunda, Aile V ve Cins 1
icerisinde siniflandirilmistir.  Aile 'V (Staphylococcaceae) igerisinde ayni
zamanda Gemella, Macrococcus ve Salinicoccusda bulunur'®.

Staphylococcus cinsi icinde bugline kadar 35 tir tanimlanmis olup,

bunlardan 17 tanesi klinik drneklerden izole edilmistir'®. Patojenik stafilokoklarin



bazilari koagilaz enzimi Uretirler ve bu enzim stafilokoklarin laboratuvar
tanisinda kullanilir. Koagllaz pozitif S. aureus ile koagilaz negatif S.
epidermidis ve S. saprophyticus, insanlarda en sik enfeksiyona neden olan
stafilokoklardir. insanlarda en sik klinik tablo olusturan tiirler S. aureus, S.
epidermidis ve S. saprophyticus’tur'.

S. epidermidis, koagulaz negatif stafilokoklar i¢cinde %50 - %80 arasinda
degisen oran ile en sik hastalik etkeni olarak karsimiza c¢ikan tarddr.
Endokardiyal kapak tutulumu ve venéz kateter tutulumu haric S. epidermidis
enfeksiyonlari neredeyse timuiyle hastane kaynaklidir. Ek olarak endokardiyal
kapak tutulumu veya kateter enfeksiyonu olan hastalarda, driner sistem
enfeksiyonlari, cerrahi yara enfeksiyonlari, serebrospinal sant enfeksiyonlari,
cesitli prostetik cihaz enfeksiyonlari, ve oftalmik enfeksiyonlara da neden
olabilmektedir. S. epidermidis genomunda, PSA/A adi verilen yiksek molekdl
agirhkh bir kapsiler polisakkarit ve ekstraselliler molekillerin, bakterinin
yabanci cisimler ve plastik ylzeylere adhezyonundan sorumlu oldugunu
gdstermistir'®.

S. saprophyticus, seksuUel olarak aktif olan gen¢ ve saglkl kadinlarda
driner sistem enfeksiyonuna neden olmaktadir. Dogurgan ¢agdaki kadinlarda,
Escherichia coliden sonra ikinci siklikla primer komplikasyonsuz sistit etkenidir.
Uriner sistem enfeksiyon etkeni olan diger bakteriler gibi (reaz enzimi
salgilayabilmektedir. Uriner sistem epiteline diger viicut bélgelerinden daha
fazla afinite gdsterir'®.

Bugine kadar tanimlanmis stafilokok tur ve alt turleri tablo 1'de
gOsterilmistir. Bu tdrlerin arasinda insanlarda klinik érneklerden izole edilen
stafilokoklar su sekilde siralanabilir: S. haemolyticus, S. warneri, S. hominis, S.
simulans, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. capitis, S. auricularis, S. cohnii, S.

sciuri, S. xylosus, S. saccharolyticus, S. pasteuri'®.
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Tablo 1. Stafilokok tiir ve alt tirleri'’.

7

Tir Alt tiir Referans

S.arlettae Schleifer et. al. 1984

S.aureus anaerobius De la Fuente et. al. 1985
S.aureus aureus Rosenbach 1884

S.auricularis Kloos and Schleifer 1983
S.capitis capitis Kloos and Schleifer 1975
S.capitis ureolyticus Bannerman and Kloos 1991
S.caprae Devriese et. al. 1983
S.carnosus carnosus Schleifer and Fischer 1982
S.carnosus utilis Probst et. al. 1998
S.chromogenes (Devriese et. al. 1978), Hajek et. al. 1986
S.cohnii cohnii Schleifer and Kloos 1975
S.cohnii urealyticum Kloos and Wolfshohl1991
S.condimenti Probst et. al. 1998

S.delphin Varaldo et. al.1988
S.epidermidis Winslow and Winslow 1908; Evans 1916
S.equorum equorum Schleifer et. al.1984
S.equorum linens Place et. al.2003

S.felis Igimi et. al. 1989

S.fleurettii Vernozy-Rozand et. al.2000
S.gallinarum Devriese et. al.1978
S.haemolyticus Schleifer and Kloos 1975
S.hominis hominis Kloos and Schleifer 1975
S.hominis novobiosepticus Kloos et. al.1998

S.hyicus (Sompolinski 1953), Devriese et. al. 1978
S.hyicus chromogenes Devriese et. al. 1978
S.intermedius Hajek 1976

S.kloosii Schleifer et. al.1984

S.lentus Kloos et. al.1976, Schleifer et. al 1983
S.lugdunensis Freney et. al. 1988

S.lutrae Foster et. al.1997

S.muscae Hajek et. al. 1992

S.pasteuri Chesneau et. al.1993
S.piscifermentans Tanasupawat et. al.1992
S.saccharolyticus Kilpper-Balz and Schleifer 1981
S.saprophyticus bovis Hajek et. al. 1996
S.saprophyticus saprophyticus Shaw et. al.1951

S.schleiferi coagulans Igimi et. al. 1990

S.schleiferi schleiferi Freney et. al.1988

S.sciuri carnaticus Kloos et. al. 1997

S.sciuri lentus Kloos et. al 1976

S.sciuri rodentium Kloos et. al 1997

S.sciuri sciuri Kloos et. al 1976

S.simulans Kloos and Schleifer 1975
S.succinus casei Place et. al. 2003

S.succinus succinus Lambert et. al. 1998
S.vitulinus Websteret. al. 1994

S.warneri Kloos and Schleifer 1975
S.xylosus Schleifer and Kloos 1975
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Morfoloji ve Kimyasal Ozellikleri

Staphylococcus cins ismi, mikroskobik goérinimleri Gz0m salkimina
benzediklerinden dolay! Yunanca'da Gzim salkimi anlamina gelen “staphilé”
kelimesinden tiretilmigtir. Dlzensiz kimeler, bazen ¢ift ya da 3-4'lu gruplar
halinde goralebildigi gibi sivi besiyerinde Urediklerinde streptokoklar gibi zincir
seklinde de gorulebililer. Bu gérinamleri ile streptokoklara benzeyen
stafilokoklar, katalaz testinin pozitif olmasi ile ayirt edilirler. Capi 0.5-1.5um,
Gram pozitif, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz mikroorganizmalardir. Zorunlu
anaerop olan S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius diginda
fakdltatif anaerop olup cogunlukla aerop Uremeyi tercih ederler. Genellikle
katalaz pozitif (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius harig),
oksidaz negatif (S. sciurii S. lentus ve S. vitulinus harig), kapstlsiz
mikroorganizmalardir.  Ancak nadiren kisith  bir kapstl formasyonu
olusturabilirler'®.

Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Stafilokoklarin gogu %7,5-10 NaCl iceren besiyerlerinde, 18-45°C’de
kolaylikla treyebilmektedirler. Optimal Greme 1sisi 37°C olmakla birlikte pigment
olusumu igin en iyi 1s1 20-25°C’dir™".

Stafilokoklar kati besiyerinde (Kanl agar, triptik soy agar, nutrient agar
veya beyin kalp inflzyon agar) 18-24 saatlik inkibasyondan sonra 1-3 mm
blyUkligunde yuvarlak, dizgin, distk konveks ve parlak gérinimde koloni
olustururlar. Bu tir besiyerlerinden 18-24 saat icinde izole edilen S. aureus
kolonileri, 4-6 mm c¢apinda, pigmente (krem rengi, sari-portakal rengi), S tipi,
yuvarlak, hafif kabariktir ve ¢cogunlugu kanh agarda beta hemoliz olusturur.
Belirgin kapstl olusturan suslar parlak ve islak gérinime sahip olabilir. S.
aureus’'un kanl besiyerinde kiguk, pigmentsiz ve hemoliz olugturmayan
koloniler seklinde Ureyen klgUk koloni varyantlari tanimlanmistir. KNS kolonileri
hafif konveks kabarik, S tipi, parlak, ve genellikle pigmentsizdir. Kuvvetli slime
tabakasi olusturan nadir tlrler mukoid koloni morfolojisi gdsterirler. S.
haemolyticus kolonileri genellikle S. epidermidis ve S. hominis kolonilerinden
blyGOktir. S. epidermidis ve S. saprophyticus suslarinin bazilarinda beta

hemoliz gérilebilir'®"”.
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Biyokimyasal Ozellikleri

Btln stafilokoklar katalaz testi pozitiftir. Katalaz testi; lam Uzerinde %3’lUk
H.O, ile mikroorganizmanin karsilastirilmasi sonucu, hizli bir sekilde gaz
cikisini gdsteren kdpiirmenin gdzlenmesine dayanmaktadir'®.

Plazmay! pihtilastirma 6zelligini gdsteren koagllaz deneyi, S. aureusu
diger stafilokoklardan ayirt etmede kullaniimaktadir. S. aureus koagulaz
pozitiftir. Koagllaz pozitif olan diger stafilokoklar; S. intermedius, S.
lugdunensis, S. hyicus, S. delphini, S. lutrae ve S. schleiferi subspdir ancak bu
bakterilerle klinikte sik karsilasiimamaktadir™.

Ekstraselller bir proenzim olan koagllaz, plazmada koagllaz reaktive
edici faktor ile birlegserek aktiflesir ve plazmanin pihtilasmasina kadar giden bir
dizi reaksiyon baslatir. Bu sekilde mikroorganizmanin ¢evresini saran kalin fibrin
tabakasi olusur ve bu tabaka yardimiyla bakteri konak savunma sisteminin
fagositozundan korunmus olur'°.

Serbest ve bagh (clumping faktér, kiimelestirici faktér) olmak Uzere iki
cesit koagllaz vardir. Bu koagulazlarin sonuglar ayni olmakla birlikte antijenik
yapl, etki mekanizmalari ve saptanma ydntemleri farklidir''. Lam ve tiip olmak
tzere iki farkh yéntemle koagullaz varligi saptanir. Lam deneyi ile stafilokoklarin
ylzeylerinde bagh halde bulunan koagllaz saptanmaktadir. Hemen hemen
batin S. aureus suglar bagll koagilaz pozitiftir. Lam koagllaz deneyi negatif
olan suslara mutlaka tip koagilaz testi yapiimalidir. Cinkld baglh koagilaz
Uretmeyen suslar serbest koagtlaz tretmektedir ve tlp koagtlaz testi ile bu
serbest koagiilaz saptanmaktadir'®.

Nadiren bazi S. aureus suslari koagllaz negatif olabilmektedir. Boyle
durumlarda diger ayirt edici testler oldukga yardimci olabilmektedir ki, bunlardan
birisi DNAse testidir. S. aureus hem DNAse, hem de nuc geni tarafindan
kodlanan termostabil nilkleaz tretebilmektedir'®.

Stafilokoklar glukozu fermentatif olarak pargalar ve son Griin olarak laktik
asit olustururlar. Ayrica laktoz, sikroz, mannoz, trehaloz ve maltozu da
fermente edebilirler. Mannitolli ise sadece S. aureus fermente eder''. Mannitole
etki deneyi, koagullaz testinden sonra S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirt
etmede kullanilan en &6nemli deneylerden biridir. S. aureus mannitoll

parcalayarak asit olusturur'".
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Stafilokoklarin  ¢ogunlugu %7.5-10 NaCl iceren basit besiyerlerinde
Ureyebilirler. Suslarin optimal tGreme 1silari 30-37°C ve pH 7-7.5 arasindadir.
Furazolidon ve lizostafine duyarli olmalarina karsin, basitrasin ve lizozime
diren¢ gosterirler. S. aureus 1siya ve kuruluga dayaniklidir. Stafilokoklar
dezenfektan ve antiseptiklere duyarhdir. Kuarterner amonyum klortr bilegikleri
etkin bir gekilde dezenfeksiyonda kullanilabilir. Ayrica alkol ve iyot gibi
antiseptiklere de oldukga duyarlidir'’.

Staphylococcus aureus

S. aureus; dogada oldukca yaygin olan, tozda toprakta, esya (zerinde,
insan ve hayvan deri, burun mukozasi ve agiz floralarinda bulunan,
antibiyotiklere ¢ok cabuk direng gelistirebilmesi nedeniyle giinimuzde stafilokok
tirleri arasinda dzel bir yere sahiptir'?. Hastane enfeksiyonlarinin basta gelen
etkenlerindendir. Bunun yaninda her gecen gin toplum kokenli
enfeksiyonlardan da daha yiksek oranda izole edilmektedir'®. Basit yilzeyel
enfeksiyonlardan, derin yerlesimli, hayati tehdit eden apseler, pnémoni,
osteomiyelit, sepsis ve endokardit gibi yaygin ve ciddi seyreden cok cesitli
enfeksiyonlara neden olmakta, ayrica ekzotoksinleri sayesinde yerlestigi
bdlgeden uzak sistemleri de etkileyebilmektedir®°.

Son 30 yilda teknolojinin gelismesiyle birlikte, S. aureus’un hedef dokulara
adhezyon ve invazyonundan, salgiladii enzimler ve toksinlerinden sorumlu
molekller ve genetik 6zellikler ortaya konmustur (tablo 2). Genetik ¢calismalar ile
birkag S. aureus susunun tam genom sekansinin ortaya c¢ikariimasi bu
ozelliklerin belirlenmesinde dnemli bir asama olmustur.

MRSA enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve patogenezinde nazal tasiyicilik
6nemlidir. Galismalar S. aureus’un izole edilebilecegi en uygun bdlgenin burun
oldugunu gdstermistir. Nazal S. aureus tedavi edildiginde mikroorganizma
vilcudun diger bdlgelerinden de kaybolmaktadir®'. Nifusun yaklasik %20’si
surekli olarak en az bir sus tagsimaktadir (persistan tagiyicilik). Nufusun ¢ogu
(%60) belli araliklarla tasiyici olmaktadir (intermittan tasiyicilik). Siklikla bu
kisilerin burunlarindan her seferinde farkli sus izole edilmektedir. NGfusun
%20’den daha az bir kismi ise tasiyici degildir. Persistan tasiyicilik ¢ocuklarda
yetiskinlerden daha siktir. Nazal tasiyicilik oranlar toplumlara gére degismekle

birlikte genel olarak %32.7 olarak tespit edilmistir?>%3.
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Tablo 2. S. aureus’'un patogenezinde rol oynayan ekstraselliller faktdrler®.

Gen | Yerlesim | Uriin | Fonksiyon
Yiizey Proteinleri

Cpa Kromozom Protein A Antifagositoz
Cna Patojenite Adaciklari Kollajen BP A Kollajene baglanma
fnbA Kromozom Fibronektin BP A Fibronektin baglama
fnbB Kromozom Fibronektin BP B Fibronektin baglama
clfA Kromozom Kimelestirici Faktér A | Fibronektin baglama
clfB Kromozom Kimelestirici Faktér B | Fibronektin baglama

Laktoferrin BP Laktoferrin baglama

Kapsiil polisakkaritleri
cap5 Kromozom Polisakkarid  kapsul | Antifagositoz
cap8 Kromozom Polisakkarid  kapsul | Antifagositoz
Sitotoksinler
Hla Kromozom a-hemolizin Hemolizin, sitotoksin
Hib Kromozom B-hemolizin Hemolizin, sitotoksin
Hid Kromozom O0-hemolizin Hemolizin, sitotoksin
Hig Kromozom y-hemolizin Hemolizin, sitotoksin
lukS/lukF Bakteriyofaj PVL I6kotoksin Loékotoksin
Siiperantijenler
Sea Bakteriyofaj Enterotoksin Besin zehirlenmesi, TSS
Seb SaPI3 Enterotoksin Besin zehirlenmesi, TSS
Sec SaPl4 Enterotoksin Besin zehirlenmesi, TSS
Sed Plazmid Enterotoksin Besin zehirlenmesi, TSS
Eta ETA faj Eksfoliyatif toksin A Haslanmis deri sendromu
Etb Plazmid Eksfoliyatif toksin B Haslanmis deri sendromu
Tst SaPl1, 2, bov Toksik Sok Toksini Toksik sok sendromu
Enzimler

SplA-F Kromozom Serin proteaz benzeri | Proteaz
Ssp Kromozom V8 proteaz Yayilma faktoru
Aur Metalloproteaz Yapisal enzim?
sspB Sistein proteaz Yapisal enzim?
Scp Stafopain proteaz Yayilma, beslenme
Geh Kromozom Gliserol ester hidrolaz | Yayilma, metabolizma
Lip Lipaz Yayilma, metabolizma
Fme Kromozom FAME Yag asidi metabolizmasi
Plc Fosfolipaz C Yayilma faktori
Nuc Kromozom Nikleaz Metabolizma
Hys Kromozom Hyaluronidaz Yayilma faktoru
Coa Kromozom Koagllaz Koagulasyon
Sak Bakteriyofaj Stafilokinaz Plazminojen aktivatéri
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Genom Yapisi

S. aureus, gen calismalarinda en ¢ok kullanilan mikroorganizmadir. S.
aureus’un kromozomal haritasinin ortaya konmasi 1975 yilinda NCTC 8325
susunda yapilan calismalarla baslamistir®. Sonraki calismalarda Pulsed Field
Jel Elektroforez (PFGE) ve sekans hibridizasyon dizi analizi tekniklerinin
gelismesiyle bu susun genomunun fiziksel haritasi ¢ikariimistir®.

S. aureus genomu yaklasik 2.8 mega baz cifti (b¢) uzunlugundadir ve
genomun %84.5’ini olusturan 2600 Open Reading Frame (ORF) bodlgesi
icermektedir. G+C orani %33’tlr. Antibakteriyel direng ve virllans faktérleri
fajlar, plazmidler, patojenite adaciklari ve SCC genleri tarafindan
kodlanmaktadir®®.

Karsilastirmali genom calismalarinda, S. aureus N315 susu ile Bacillus
subtilis veya Bacillus halodurans’in kromozomlarinin %50’den fazlasinin benzer
oldugu gosterilmigtir. Bu benzerlik iki mikroorganizmanin ayni atadan
geldiklerini ve daha sonra farklilastiklarini disindirmektedir. Degismemis olan
genlerin, blylme, karbonhidrat metabolizmasi ve ¢odalmadan sorumlu olan
genler olduklari tespit edilmigtir. Farklilagan genler ise sadece B. subtiliste
bulunan spor yapma ile ilgili genler ve S. aureusta bulunan virllans ve
adaptasyonla ilgili genlerdir. S. aureus’un diger genlerinin yaklasik %40’1 heniz
bilinmeyen veya global gen data bankasindaki proteinler ile benzerlik
gdstermeyen dizilerden olusmaktadir?®.

S. aureus; ylUzeyinde bulunan faj reseptérleri nedeniyle 6zgil fajlarla
lizise duyarliliklarina gére 4 gruba ayriimakta ve epidemiyolojik ¢aligmalarda
énemli olan bu &zellikleri kullanilmaktadir. Ornegin grup 2 (faj tip 3A, 3B, 3C, 55
ve 71 faj reseptérlerini icerir) daha sik eksfoliyatif toksin salgilayarak deri
enfeksiyonlarina neden olmakta iken; grup 1 (faj tip 29, 52, 52A, 79 ve 80 faj
reseptorlerini icerir) daha sik Toksik Sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)
salgilayabilmektedirler'®.

Virilans Faktorleri

S. aureus virllansi en yiksek olan stafilokok turidir. Ancak enfeksiyon
olup olmamasi mikroorganizmanin virGlansi ile konak savunma sisteminin
olusturacaklar dengeye baglidir. Stafilokoklarin virilansinda rol oynayan
faktorler; kapsul, hicre duvar vyapilari, ylzey proteinleri, toksinleri ve

enzimleridir''.
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Kapstl

Klinik 6rneklerden izole edilen S. aureus izolatlarinin %90°’dan fazlasinda
polisakkarit yapida bir mikrokapsil bulunmaktadir. In vitro olarak saptanabilse
de in vivo sartlarda daha belirgin hale gelmektedir. Elektron mikroskobi
calismalarinda kapsul formasyonu kalp pillerinde, peritoneal ve intravendz
kateterlerde g0sterilmigtir. Bu ekzopolisakkarit, bakteriyi fagositozdan korur ve
konak hucrelerine, 6zelikle de kateterler gibi yabanci cisimlere adherensini
kolaylastirir'”.

Stafilokoklarda 11 mikrokapsuller polisakkarit serotipi tanimlanmistir.
Bunlardan tip 5 ve tip 8 insanlardaki S. aureus enfeksiyonlarinin %70-80’'inde
gorilmektedir. Penisiline direngli S. aureus suslarinin biyik ¢ogunlugu tip 5
kapsil icerirken, toksik sok sendromu toksini Ureten suslarin ¢odunda tip 8
kapsul bulunmaktadir. Tip 1 ve tip 2 serotipler olduk¢a fazla miktarda kapstil
olusturmakta ve kultlr plaklarinda mukoid koloni seklinde gdérinmektedirler.
Ancak bu serotipler klinik 8rneklerden nadiren izole edilirler'’.

Hucre Duvari

S. aureus’un hiicre duvari 3 bélimden olusmaktadir.

1- Peptidoglikan tabaka
2- Teikoik asit
3- Ylzey proteinleri

Peptidoglikan tabaka

Peptidoglikan tabaka hicre duvarinin esas yapisini olusturmaktadir.
Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde bulunan karmasik bir
makromolekildir. Peptidoglikan; birden fazla tabakadan olusmus dayanikh ve
kompleks bir yapidir. Sitoplazmik membranin disinda yer alir, bakteriye seklini
verir ve onu ozmotik basingtan korur. Cok sayidaki capraz bag icerigi, hiicre
duvarinin saglamhgini artirarak konak savunmasina katki yapar ve farkl fiziksel
kosullara kars! koyabilmesini ve canli kalabilmesini saglar®’.

Diger Gram pozitif mikroorganizmalarla benzer olarak S. aureus’'un da
hiicre duvarinin %50’sinden fazlasi peptidoglikandir. Insan hiicrelerinde
bulunmayip bakteri hlcresinde bulundugundan antibakteriyel ilaglar igin iyi bir
hedef olusturmaktadir®’.

Bu tabaka U¢ bdélimden olusur. Bunlarin ilki f1-4 glikozid baglar ile
baglanan N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit (NAM) alt
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gruplarindan olugsan disakkarid yapidir. ikinci tabaka NAM'a bagh D ve L
aminoasitlerinden olugmus pentapeptid zincirdir. Bu pentapeptid yapisi
sirasiyla; L-alanin, D-glutamat, L-lizin, D-alanin, D-alanin seklindedir. Uglinci
siradaki L-lizin stafilokoklar ve streptokoklar igin tipiktir ancak diger bircok
mikroorganizmalarda ve Gram negatif mikroorganizmalarda bunun yerine
diaminopimelik asit bulunur. Son tabakada ise pentapeptid yan zincirleri,
pentaglisin koéprileri ile birbirlerine c¢apraz baglanir. Capraz baglar hiicre
duvarinin saglamhligi ile yakindan iligkilidir ve bu baglarin yapisi tirler arasinda
farkhlik gésterir. S. aureus'ta ¢apraz baglanti orani yuksektir ve bu 6zellik
bakterinin lizozim enzimine kars! direncli olmasini saglar'®.

Transglikozilaz; disakkarid pentapeptidlerin birbirlerine baglanmalarini
saglar. Transpeptidaz; pentapeptid kdpriler olusturarak peptidoglikan yapinin
retikGler bir yapi kazanmasini saglar. D-karboksipeptidaz; pentapeptid yapi
icindeki son D-alaninin zincirden ayrilmasina neden olur. Beta-laktam
antibiyotikler, peptidoglikan sentezini, spesifik olarak karboksipeptidaz ve
Ozellikle de transpeptidazlari inhibe ederek durdururlar. Bu enzimlere penisilin
baglayan proteinler (PBP) adi verilir, ¢lnkl inhibisyon beta-laktam
antibiyotiklerin bu enzimlere baglanmasi sonucu gelisir. S. aureus'ta PBP1,
PBP2, PBP3, PBP4 olmak iizere dort tane PBP vardir®®.

Peptidoglikan tabaka, adhezyon molekdlleri, fibronektin-baglayan protein,
kollajen-baglayan protein ve kiimelestirici faktor gibi birgok molekdl igin baglanti
bélgesidir'®.

Teikoik asit

Hucre duvarinda ikinci bélim teikoik asittir. Hlcre duvari agirhginin %30-
50’lik kismini olusturur. Teikoik asit suda eriyebilen, fosfodiester baglari ile
baglanarak uzun zincirler olusturan, antijenik yapida, seker-alkol-fosfat
polimerleridir. Peptidoglikan tabakasindaki NAM moleklline fosfodiester
baglariyla kovalent olarak baglanmistir. Hlcre duvarinda aktif enzimlerin ve
diger proteinlerin baglandidi yer olarak S. aureus’'un metabolizmasinda oldukga
6nemli fizyolojik gorevleri vardir. Stafilokoklarin tlre 6zgl antijenleri teikoik
asitlerdir. Mukozalarda bulunan 6zgul reseptorleri (fibronektin, fibrinojen,
laminin, trombospondin, vitronektin, elastin, sialoprotein ve kollajen) ile

birleserek stafilokoklarin konaga adherensini saglar'% .
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Ribitol teikoik asit ve lipoteikoik asit olmak Uzere iki tiptir. Ribitol teikoik asit
hicre duvarindan uzanir. Lipoteikoik asit (Gliserol teikoik asit) ise hicre
membranindan uzanir. Lipoteikoik asitte, ribitol teikoik asitten farkli olarak
poligliserol fosfat bulunmaktadir ve plazma membranindaki diagilgliserol
molekdlleriyle baglanarak butinligin korunmasina yardimci olur. Lipoteikoik
asit, makrofaj ve diger bagisiklik hicrelerinden sitokinlerin salinimini baglatarak
inflamasyonda rol oynar'%.

Yizey proteinleri

Protein A, elastin, kollajen, kimelesme faktéri (clumping faktdr) ve
fibronektin baglayan proteinler, hicre duvari yerlesimi ve kimyasal yapi
acisindan birbirlerine benzeyen stafilokoksik ylzey proteinleridir. Bu proteinler
stafilokoklarin konak dokularinda kolonize olmasinda en dnemli faktérlerdir'".

Protein A, peptidoglikan yapinin en disindaki hiicre duvari komponentidir
ve bu yapi sadece S. aureus'ta bulunmaktadir. Ylzey proteinlerinin bir prototipi
olan protein A, hicre duvarinin yaklasik %7’sini olusturur. BlyUk bir kismi
peptidoglikan yapiya kovalan olarak baglanmistir. Bir kismi ise hicre disi
ortama salinmaktadir. En 6nemli 6zelligi, 1I9G3 digindaki tim 1gG ve IgA2 ile
bazi IgM’lerin Fc reseptérleri ile birlesebilmesidir. Bu sekilde mikroorganizmayi
fagositoza karsi korumaktadir. Ayrica hicre disina salgilanan protein A ayni
reseptérlere baglanarak komplemanin aktive olmasina neden olur'’.

Protein A’dan baska bircok ylzey proteini de virllansta rol oynar.

Bunlardan bazilari tablo 3'te gésterilmistir®®.
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Tablo 3. S. aureus’un bazi yiizey proteinleri®°.

Gen Protein Fonksiyon Enfeksiyondaki rolii
spa Protein A Antikorlarin Fc pargasina Deneysel sepsis
baglanir
clfA Kumelestirici faktor Fibrinojene baglanma Deneysel osteoartrit
clfB KUumelestirici faktor Fibrinojene baglanma Deneysel endokardit
cna Kollajen baglayan protein | Kollajene baglanma Deneysel osteoartrit
fna Fibronektin baglayan Fibronektine baglanma Deneysel endokardit
protein
fnb Fibronektin baglayan Fibronektine baglanma invazyon
protein
sdrC Serin-aspartat tekrar Fibronektine baglanma -
proteini
sdrD Serin-aspartat tekrar Muhtemelen fibrinojene -
proteini baglanir
sdrE Serin-aspartat tekrar Muhtemelen fibrinojene -
proteini baglanir
pls Plazmine duyarli protein Nazal mukoza hicrelerine Nazal mukozada
baglanma kolonizasyon
fmtB Metisiline direncini Muhtemelen hiicre duvari Metisilin direncinin ortaya
etkileyen protein yapisinda rol oynar ¢ikmasina katki saglar
sasA Protein A ylzey proteini Bilinmiyor -
sasA Protein A ylizey proteini Bilinmiyor -
sasB Protein B ylizey proteini Bilinmiyor -
sasC Protein C yuzey proteini Bilinmiyor -
saskE Protein E ylzey proteini Bilinmiyor -
sasF Protein F yiizey proteini Nazal mukoza hicrelerine invaziv hastaliklarla iligkili
baglanma
sasG Protein G ylizey proteini Bilinmiyor invaziv hastaliklarla iligkili
sasl Protein | ylizey proteini Bilinmiyor -
sasJ Protein J ylizey proteini Bilinmiyor -
sasK Protein K ylizey proteini Bilinmiyor -

Enzimler

1- Katalaz: S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius hari¢ tim
stafilokoklar tarafindan Uretilen, hidrojen peroksidi (H2O2) oksijen ve suya
ayristiran bir enzimdir. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin i¢inde toksik
oksijen radikalleri tarafindan &ldirilmeye direng kazanir'’.

2- Koagiulaz: Stafilokoklar tarafindan Uretilen bir plazma pihtilasma

proteinidir. Serbest koagllaz ve bagl (clumping factor) koagllaz olmak Gzere iki
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tip koagullaz bulunur. Serbest koagllaz, “coagulase-releasing factor (CRF)” ile
birleserek trombine benzer yapidaki stafilotrombini olusturur. Bu molekl
fibrinojeni aktive ederek fibrin polimerizasyonunu baslatir. Bu gsekilde
mikroorganizmanin g¢evresi siki bir fibrin yumagi ile sarilmis olur. Bdylece S.
aureus konak bagisiklik sisteminin fagositer hicrelerinden korunmus olur. Bagl
koagulaz (Clumping factor, kimelestirici faktér); fibrin ve fibrinojene baglanma
ve enzimatik aktivite ile fibrinojeni fibrine dénlstirme yetenegindedir. Bunun
sonucu mikroorganizma serbest koagulazda oldugu gibi bir fibrin ve fibrinojen
ag! ile sarilarak fagositoza karsi kendini korumus olur'®.

3- Hyalluronidaz: S. aureus suslarinin %90'1 tarafindan dretilir. Konak
bag dokusu matriksinde asit mukopolisakkaritlerden olan hyallUronik asiti
parcalayarak mikroorganizmanin kolayca yayilmasini saglar. Antijenik 6zellige
sahip bir enzimdir'®.

4- Fibrinolizinler (stafilokinaz): Plazmada bulunan plazminojeni aktif
formu olan plazmine dénustarUrler. Plazmin; fibrin polimerlerini ¢ézer ve komsu
dokulara yayilimi saglar™.

5- Lipaz: TUum S. aureus ve bazi koagulaz negatif stafilokoklar tarafindan
salgilanmaktadir. Bu enzim dokuda bulunan lipid yapiy! parcalayarak bakterinin
deri ve deri altl bdélgelere yerlesmesini ve hyalUronidaz ile birlikte dokulara
yayllmasini saglamaktadir'®.

6- Fosfolipaz C (Phosphatidyinositol-specific Phospholipase C,
Lesitinaz): Hucrelerin kompleman ve onun biyoaktif UGrlnlerine Kkarsi
duyarhhg@imni artirir ve bunun sonucu olarak hlcreler daha c¢abuk pargalanir.
Ozellikle eriskin tip solunum zorlugu sendromu ve dissemine intravaskdiler
koagulasyon tanisi bulunan hastalardan izole edilen suslarda saptanan bir
enzimdir. Bu suslar antimikrobiyal ajanlara Ozellikle de penisiline daha
direnclidir'"2°.

7- Deoksiribontikleaz ve fosfodiesteraz: S. aureus suslarinin %90’dan
fazlasinda bulunurlar. Her iki enzim de hem endo hem ekzonukleaz aktivitesine
sahiptir. NUkleik asitleri 3’-fosfomonontikleotidlere parcalayan
fosfodiesterazlardir. DNAse isiya direngli bir enzimdir'”'8.

8- Beta-laktamaz (penisilinaz): S. aureus en az 3 farkl tip B-laktamaz
Uretmektedir. B-laktamazlar, B-laktam halkasindaki amid bagdini parcalayarak -
laktam antibiyotiklerin etkilerini inhibe ederler. Penisilin, ampisilin ve diger B-
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laktam antibiyotiklere karsi gelisen direncin bilyldk kismi bu yolla ortaya
cikmaktadir. Bu direng geni esas olarak plazmidlerle tasinmaktadir'®.

9- Slime faktor: Amorf kapsul yapisinda, glikokaliks materyali olup %40
karbonhidrat, %27 protein icermektedir. Cok kuvvetli antijenik yapida
oldugundan, tavsanlara enjekte edildiginde cok ylksek titrede antikor cevabi
elde edilir. Slime pozitif stafilokok suslarinin daha virtilan ve antibiyotiklere daha
direncli olduklar bildiriimektedir. Slime faktér hicresel immuin yaniti baskilar,
opsonizasyonu, ndtrofil kemotaksisini ve nétrofil fagositozunu inhibe eder'"'’.

Toksinler

I- Sitolitik Toksinler

Stafilokoklar, konak hicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen
cok sayida ekstrasellller toksin Gretebilir. Bu toksinler sayesinde stafilokoklar
yogun enflamatuar yanit olan bdlgelerde Gremelerini sirdirebilirler. Bunlardan
en iyi tanimlananlari hemolizinler ve I6kosidindir™.

A- Hemolizinler: S. aureus antijenik 6zellik bakimindan farkli dért adet
hemolizin Uretmektedir. Bunlar; a (alfa), B (beta), & (delta), y (gama)
hemolizinler olarak isimlendirilirler'".

1- Alfa hemolizin (Alfa toksin): S. aureus’'un en sik olusturduklar
hemolizin tipidir. 33 kDa agirliginda olup Uremenin ge¢ logaritmik fazinda
salinmaktadir. Bakteriyel kromozomlarda ve plazmidlerde kodlanmaktadir.
Hucre membraninda porlar agilmasina neden olarak potasyum ve diger klguk
molekullerin hicre disina ¢ikmalarina, sodyum ve kalsiyum iyonlarinin hlcre
icine girmelerine neden olur. Sonugta ozmotik denge bozularak hiicre lizise
ugrar. Alfa-hemolizin Ozellikle tavsan olmak Uzere birgok hayvan eritrositleri,
trombositler, polimorfontkleer |6kositler ve makrofajlar Uzerine oldukca toksik
etkilidir. Monositler bu toksine direnclidirler. Antijeniktir ve antitoksini ile etkisi
sonlandirilabilmektedir. S. aureus’un koyun kanli agarda yaptigi § hemoliz,
bilytik dlglide a-hemolizin tarafindan olusturulmaktadir'®.

2- Beta hemolizin (Beta toksin, sfingomiyelinaz C): Stafilokokal
sfingomiyelinaz olup 35 kDa agirligindadir. En iyi koyun eritrositlerine, daha az
olarak da insan ve tavsan eritrositlerine litikk etki gosterir. Aktivitesi igin
magnezyum iyonuna gereksinimi vardir. Toksinin en édnemli 6zelligi sicak-soguk

lizis yapabilme yetenegidir. Eritrositler Gzerindeki etkisi sogukla artar. Fibroblast
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ve I6kosit hicrelerine de toksik etki gosterir. Antijeniktir, antitoksini ile nétralize
olur ve formol ile toksoid haline getirilebilir'®.

3- Gama hemolizin (Gama toksin): 3 kDa agirhigindadir. S. aureus
suglarinin  %97’sinden fazlasinda, koagllaz negatif stafilokoklarin %50-70
kadarinda bulunmaktadir. Deterjan benzeri bir etkiye sahip kiguk molekillerin
agregatidir. Hlcre membraninda zamanla genisleyen kanallar acgarak
sitoplazma igeriginin disari sizmasina yol agar'®"". Ozellikle stafilokokal kemik
enfeksiyonlarinda kanda bu toksine karsi antikor dizeyinin yiksek bulunmasi,
toksinin bu hastaliklarda etkili oldugunu distindiirmektedir'”-2.

4- Delta Hemolizin (Delta toksin): S ve F olmak Uzere iki farkl
bilesenden olusur. Diger hicrelerin yani sira I6kositleri de lizise ugratabildigi igin
I6kosidin olarak da bilinir. Hicre membran bitinligind bozar ve adenilat siklazi
aktive ederek cAMP salinimina neden olur. Bu enzimatik aktivite, Stafilokoksik
Toksik Sok Sendromu (STSS) ve stafilokokal besin zehirlenmesinde rol oynar.
insan, tavsan ve maymun eritrositlerine etkilidir. Ayrica, I6kosit, makrofaj,
lenfosit ve trombositleri de hasara ugratir. Alfa ve delta toksin insanda hastalik
olusturan stafilokok suslarinda en ¢ok bulunanlardir. S. aureus suslarinin
%95'inde bunlardan biri veya digeri bulunurken, %82’inde her ikisi de birlikte
bulunabilmektedir'”.

B- Panton-Valentine LoOkosidin (PVL): Loékosidinler; y—hemolizinle
birlikte S. aureus suslarinin %99’unda Uretilmekte ve luk-E— luk-D ve Luk-M adi
verilen gen Dbdlgelerinde kodlanmaktadirlar. LOkosit membranlarinda porlar
olusturarak toksik etki gdstermektedirler'®.

PVL, tanimlanmis birkag y—hemolizin homologundan biridir. y-hemolizin
hemen hemen bitiin S. aureus suslarinda yapilmasina kargin PVL suslarin %2-
3’Unde uretilmektedir. Gama hemolizin kanl agar besiyerlerinde gdsterilemez.
Bu durum agarin inhibitdr etkisine baglidir®.

PVL, 6karyotik hiicre membraninda porlar olusturmak suretiyle tavsan
ve insan Ibkositleri ile makrofajlarint  parcalamakta ve fagositozu
engellemektedir. Virtlansta énemli role sahiptir ve ilk olarak toplum kaynakh
(TK) MRSA izolatlarinda saptanmistir. iki farkli PVL proteini (¢ farkli y-hemolizin
ile kombinasyonlarla c¢ift komponentli, alti farkli toksin meydana getirir. Bu
toksinler degisen derecelerde hemolitik aktiviteye sahip olmakla birlikte hepsi de
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etkin sekilde I6kosit lizisine neden olurlar ve S. aureus’un kromozomuna
entegre olmus profajlarla tasinmaktadirlar®® (Sekil1).

PVL bakteriyofaj MRSA PVL Uretebilir
MSSA ile MSSA icine Profaj MSSA hale geliyor
giriyor kromozomu
igerisine giriyor
( S
7 7~
‘\.._‘_‘_\‘ /
k" k A
kromozom ﬁ : L?
O
{? > MSSA, SCCmec
(tip IV veya tipV)
PVL Q edinerek metisiline
toksin direng kazaniyor

Sekil 1. PVL irretebilen TK-MRSA’nin ortaya gikisi®'.

PVL ve y-hemolizin komponentlerinin S. aureus genomunun farkli iki
bolgesi tarafindan kodlanmakta oldugu ve sonugta iki farkli toksin drettigi
anlasiimistir. iki toksini de Gretebilen S. aureus suslari, ¢ S bileseni (HIgA,
HIgC ve LukS-PV) ve iki F bileseni (HIgB ve LukF-PV) kodlayan gen bélgelerine
sahiptir®®,

PVL'yi kodlayan genler lukS-PV ve lukF-PV olarak adlandirilir. Her iki
bilesen de kristal 6zelliktedir. LukS-PV ve IukF-PV, S. aureus genomunun iki
bagimsiz ORF bdlgesini iceren EcoRV lokusunda yer almaktadir. PVL
proteinlerinin I0kotoksik oldugu ancak hemolitik aktivitelerinin olmadigi ortaya
cikarilmistir. LukS-PV gen bdlgesi, 32 kDa molekul agirliginda, 312 aminoasit
ve 28 sinyal peptidi icermektedir. LukF-PV proteini ise 325 aminoasit ve 24
sinyal peptidi icermektedir. Molekiler agirligi 34 kDa'dir®.

y-hemolizin ve PVL alt gruplarinin tek baslarina hemolitik ve |6kotoksik
aktiviteleri yoktur. Ancak ikili gruplar haline geldiklerinde eritrositler Gzerine
degdisik derecelerde litik etkileri olabilmektedir. En ylUksek hemolitik aktivite,
HIgA-HIgB kompleksinde goértlmastir. Bununla birlikte altt kombinasyonun
hepsinin l6kositler Gzerine oldukca etkili bicimde toksik etkileri vardir. PVL,
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inflamatuvar yaniti y-hemolizinlerden daha gugli uyarmaktadir. Toksin
yapisindaki S alt grup, F alt gruba gbre, inflamatuvar yaniti daha gtgcli
uyarmaktadir®®.

S. aureus suglarinin sadece %2-3’'Unde Uretilen PVL’nin fronkiloz, primer
cilt apseleri ve ciddi deri nekrozlanyla giden enfeksiyonlar ve 06zellikle
cocuklarda gorulen ciddi nekrotizan pnémoni gibi hastaliklarla iligkili oldugu
gosterilmistir. insan polimorfoniikleer Ikositleri (PMNL) ve makrofajlari lizerine
glclu litik etkileri nedeniyle PVL'nin 6nemli bir virGlans faktérd oldugu
dustinilmektedir®®. PVL (ireten TK-MRSA suslari da tretmeyenlere oranla daha
ciddi seyreden enfeksiyonlara neden olurlar. Ornegin pnémonilerle iligkili PVL
pozitif S. aureus enfeksiyonlarinda sepsis, ylksek ates, l6kopeni, plevral
efflzyon ve 6lim daha sik gérilmektedir. Benzer sekilde deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari ve nekrotizan pndmoniye neden olan epidemik TK-MRSA
suslarinin PVL pozitif oldugu da gdésterilmistir. PVL'nin patogenezdeki etkileriyle
ilgili kanitlar sinirhidir. Ancak PVL’nin toksik etkisiyle lizise ugrayan I6kositlerden
aciga cikan otolitik enzimler ve serbest oksijen radikallerinin doku nekrozuna
neden oldugu disintlmektedir®'C.

PVL'nin S ve F komponentleri S. aureus tarafindan ayri ayri
salgilanmaktadirlar. Baslangicta [ukS-PV bileseni PMNL (zerine heniz
bilinmeyen bir reseptére baglanir. Bunu, lukF-PV bileseninin S komponenti
Uzerine baglanarak dimer yapinin olusumu izler. Sirasiyla IukS-PV ve lukF-PV
bilesenleri birbirleri Gzerine baglanarak PMNL lizisine neden olan heptamer
halka yapisini olusturur. LukS-PV bileseni PMNL Uzerine baglandiginda protein
kinaz tarafindan fosforile edilir ve Ca*?kanallari aktive olur. Bu durum interlékin
ve diger inflamatuvar mediatérlerin Gretimi ve salinimi igin tetik sinyali olusturur.
Ortamda bulunan PVL konsantrasyonu fazla ise, hiicre membraninda porlar
olugarak PMNL'ler lizis olur. Ancak PVL konsantrasyonu az ise, PVL'ye 6zel bir
yolakla hiicre apopitoza ugrar (Sekil 2). Bu olayin mitokondri membraninda por
olusumu nedeniyle ortaya ¢iktigi diistiniilmektedir®.

PVL pozitif S. aureus suslarinin neden oldugu nekrotizan pnémonilerde
sikhkla nétropeni saptanir. Bu durum PVL'nin PMNL Gzerine sitolitik etkileri ile
aciklanmaktadir®’-38.

PVL'nin doku nekrozu ve agir sepsisteki roli hentz aydinlatilamamistir.
PVL ile iligkili lizis ve apopitoz, S. aureus’'un konak savunmasinin ilk
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basamagindan kurtulmasini aciklayabilir ancak epitel hucreleri PVL'ye
direnclidirler. PMNL lizisiyle ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri ve lizozomal
grandllerdeki  hidrolitik  enzimlerin  bu  sUregte etkili  olabilecekleri
diistinilmektedir®'.

MRSA /\ PN
: Pyl .
. i@ | /_\Q/) =N Disiik (VL)
‘-J L hiF Py . | ‘_' "
' \_j k//\ Apopitor

Yihsek {PVL}
Sitwliz

Mitokondei

\ f\ ) . Hiicre lizisine neden olan
\\/ 0 243" inflamamuvar  olaylar veva

PVL aracili cpirclyal nckros V4 3%, serbest oksijen radikallermin

” t" . olava katilim
w

Makrafajlanin 'y A neal A
biraraya gelmesi

Sekil 2. PVL'nin doku nekrozundaki roli®’.

ll- Enterotoksin

Mide asidi, enzimleri ve i1siya direngli, 100°C’ye 30 dakika dayanabilen,
polipeptid yapisinda maddelerdir. S. aureus, 15'ten fazla sUperantijen 6zelligi
goOsteren enterotoksin Uretmektedir. Enterotoksin; makrofaj ve yardimci T
hucrelerinden, sirasiyla IL-1 ve IL-2 salinimini uyarip, sindirim kanalinda bir
stper antijen olarak davranir. S. aureus suslarinin %35-50’sinin bu toksinleri
olusturabildigi saptanmistir. Ozellikle pasta, kek gibi karbonhidratli ve proteinli
besinler Uzerinde Ureyen stafilokoklar tarafindan salgilanir. Ortamda CO; olmasi
toksin Uretimini artirmaktadir. Enterotoksin A, B, C, D, E, H ve | seklinde

isimlendirilirler’®. Besin zehirlenmelerinde en sik karsilasilan tipler enterotoksin
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A ve D'dir. Enterotoksin B pseudomembranéz enterokolite neden
olmaktadir'”%,

lll- Eksfoliyatif Toksin (ET) (Eksfoliyatin, Epidermolitik Toksin)

Antijenik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore iki tipe ayrilir. Eksfoliyatif toksin
A (ET-A); 1siya duyarh ve plazmid orijinlidir, eksfoliyatif toksin B (ET-B) ise i1siya
direnglidir ve yapisal geni kromozomaldir. Bu iki protein biyokimyasal ve
immadnolojik olarak farkli olmasina ragmen benzer biyolojik aktiviteye sahiptir.
Stafilokoklar ET-A veya ET-B proteinlerinden birisini ya da her ikisini
salgilayabilirler'”2,

Her iki toksin de proteolitik 6zelliktedir. ET, proteolitik etki ile derinin
stratum granilozum tabakasinda desmoglein | reseptorlerine baglanip
intraselliler mukopolisakkarit matriksin ¢bziulmesine neden olur. Bunun sonucu
olarak stratum grantlozum, alt tabakalardan ayrilir. Derinin bu gérinima yanik
benzeri bir tablo olusturur. Bu tabloya "stafilokokal haslanmis deri sendromu
(SHDS) " ya da "Ritter Sendromu" adi verilir. Toksinler tek baslarina aktiftirler.
Dolayisiyla herhangi birini salgilayan S. aureus suslari SHDS’ye neden
olabilirler. Nadir olarak gérilen SHDS, daha c¢ok cocuk yuvalari gibi kigluk
gruplari etkilemektedir. ET-A ve ET-B proteinlerini kodlayan eta veya etb gen
bdlgeleri tasiyicihginin, tim stafilokokal tasiyiciliga gére daha az oranda olmasi
(%0-2) bu durumu aciklayabilir®. Eksfoliyatif toksinin sitolitik aktivitesi
olmadigindan enfeksiyon bélgesinde giiclii inflamatuvar yanit goriilmez.

IV- Toksik Sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)

TSST-1 22 kDA molekul agirliginda, 1si1 ve tripsin gibi proteazlara direngli,
stafilokokal siperantijenler olarak bilinen toksin grubunun bir pargasidir.
Slperantijenite 6zelligi, antijenik 6zglllige gerek olmaksizin direkt olarak T
lenfositlerin proliferasyonunu ve sitokinlerin salinimini stimlle etme yetenegidir.
Bu toksinlerin hepsi de MHC class Il molekull yoluyla poliklonal T lenfositlerin
proliferasyonuna neden olmaktadirlar®®. TSST-1; sistemik olarak salinir ve TSS
neden olur. T lenfosit proliferasyonu ve monositlerden IL-1 salinimini uyarir.
Lenfosit ve monositlerden salinan sitokinlerin, hizli sistemik yayilimlari,
TSS’deki multisistem organ yetmezlikleri ile sonuglanmaktadir. S. aureus
suslarinin %5-25'i TSST-1 geni tasir. Son yillarda KNS’lere bagl toksik sok
sendromu da bildirilmistir'”.
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TSS’nin, ylksek emicilik 6zelligi olan tamponlarin kullanimiyla iligkisi
1980 yilinda tanimlanmigtir. Bu tamponlarin kullanimlarinin ve satilmalarinin
yasaklanmasi ile birlikte vaka sayisinda ve mortalitede azalma gérilmistir'®.

Staphylococcus aureus’un Neden Oldugu Hastaliklar

S. aureus’un neden oldugu hastaliklar 3 grupta toplanabilir.

a) Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari
- Follikulit, fronkil ve karbonkdl

- impetigo

- Seldlit

- Hidradenitis sUpurativa,

- Mastit

- Yara enfeksiyonlari

b)Toksinlere Bagl Olarak Ortaya Cikan Enfeksiyonlar
-TSS

- SHDS

- Besin zehirlenmesi

c) Sistemik Stafilokok Enfeksiyonlari

- Bakteriyemi ve endokardit, perikardit

- Menenijit

- Pulmoner enfeksiyonlar

- Kemik, kas ve eklem enfeksiyonlari

Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari:

Follikiilit; kil folikili kanallarinin tikanmasi ile karakterize, kendi kendini
sinirlayan iyi huylu enfeksiyon odagidir. Kigtk, kizark ve agrihdir. Sistemik
belirti vermez'°.

Fronkil; ylz, boyun, koltuk alti, kalgalar gibi kil foliklllerinin yogun
oldugu bélgelerde daha sik goérilmektedir. Agrili, sert, ortasinda nekrotik
bolimi olan kabarik lezyonlardir. igerisinde pily birikir ve bazen spontan olarak,
bazen de cerrahi insizyon ile drene olur. Lezyon hizh bir sekilde geriler. Bazen
cevresinde kendiliginden inokllasyon sonucu uydu noddller olusabilir. Geng
yetiskinlerdeki fronklloz vakalari ile PVL Ureten S. aureus arasinda iligki
bulunmustur. BOyle vakalar kisa zamanda hayati tehdit edici nekrotizan
pndmoni riski altinda olabilirler®.
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Karbonkdil; fronkdl gibi kil folikillerinden baglar ancak deri alti dokulara
da ulagabilen, daha derin yerlesimli lezyonlardir. Agrili, kizarik noddl olarak
baslar. Hizla ilerleyerek 1 cm ¢apinda, hipertrofik skar dokusu ile geuvrili, sert
nodiller olusur. Uzerinde birden fazla pily drenaj delikleri bulunabilir. Genellikle
ense, ylUz, boyun, aksilla, bacak Ust kisimlari ve gluteal bodlgelerde gorulr.
Siklikla otoinokilasyondan kaynaklanan ikinci bir odak vardir. Uzun sire
tekrarlayan lezyonlar gorilebilir. Sistemik bulgular olmasa da, bazen
bakteremiye neden olabilir. Tekrarlayan ve tedaviye direncli karbonkdl
vakalarinda, nazal tasiyicilik ve ailesel bagisiklik sorunlari arastiriimalidir'®.

impetigo; en sik stafilokoklarla ortaya cikmaktadir ancak %20’si
Streptococcus pyogenes tarafindan olusturulur. Genellikle cocuklarda goérilen,
yuz ve eller gibi viicudun agik bdlgelerini tutan, ylzeyel derinin enfeksiyonudur.
Hastalik énce bir makul olarak baglar. Zamanla makul Gzerinde i¢i yogun sivi ile
dolu vezikuller olusur. Vezikiller gabucak yirtilarak ayrilir ve gevresinde eritem
olan, yaklagik 1cm c¢apli, tabanlan islak gérinen, tipik sar kurutlarla kaph
lezyonlar seklinde gorultr. Vezikiler eritemlerle seyreden diger hastaliklarla
(Herpes simplex virlisi gibi) karistirilabilse de hastaligin baslangici tipiktir.
Sistemik semptomlar gbzlenmez ancak bdlgesel lenfadenopati goértulmesi
kuraldir. YUksek oranda bulasiciligi oldugundan dolayi, antimikrobik tedavi
baslanana kadar hasta ¢ocudun diger c¢ocuklardan izole edilmesi
gerekmektedir. Ortak esyalarin kullaniimasi ve direkt temasla bulasir. immin
yetmezliklerde daha agir ve atipik seyredebilecegdi unutulmamalidir®.

Sellilit; deri ve deri alti bag dokusunun enfeksiyonudurm.

Hidradenitis Supdurativa; koltukalti, perine ve genital bdlgelerde
gbrilen, ter bezlerinin piyojenik enfeksiyonudur. Lezyonlar fronkll benzeri
gruplar halinde géralir. Birden fazla drenaj agikhigi olabilir. Skar birakarak
iyilesir'®.

Mastit; daha cok emziren annelerde ve dogumdan sonraki ilk 2-3
haftada ortaya cikar. Gériilme sikligi %1-3’tlr. Meme Uzerinde kizariklik, sislik,
sertlik ve agri vardir. Sut kanallarinda apse olugsumlari vardir ve yogun bir akinti
tabloya eslik eder. Yiksek ates ve genel semptomlar gériilebilir'®°.

Yara enfeksiyonlari; S. aureus’a bagl olarak %15-20 oraninda
gérulmektedir. S. aureus deride kolonize olabilen bir bakteridir, bu nedenle

cerrahi sonrasi olusan yara enfeksiyonlarinda 6zel bir 6neme sahiptir'®%.
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Cerrahi sonrasi enfeksiyonlar, insizyon bélgesinde iki glin veya daha sonra
ortaya c¢ikan 6dem, eritem ve agn ile karakterizedir. Lezyonun buyukligine
gbre sistemik semptomlar gérllebilir. S. aureus’a bagl yara enfeksiyonlarina
predispozan faktdrler arasinda; yas, sismanlik, diyabet, beslenme bozukluklari,
bagisiklik sistemi bozukluklari, steroid ya da immunsupresif ilag kullanimi, uzun
sureli hastane yatislari ve vicudun baska bir bdlgesinde S. aureus enfeksiyonu
ya da kolonizasyonu sayilabilir. Enfeksiyonun dokulara invazyon derecesine
bagh olarak klinik belirtiler gzlenir'®.

Toksinlere Bagh Olarak Ortaya Cikan Enfeksiyonlar

TS$S; tampon kullanimi, vajinal enfeksiyonlar, gebeligi dnleyici rahim igi
arac kullananlar, dasukler, dogum, cerrahi yara enfeksiyonlari ve osteomyelitler
sonrasinda gorulebilen bir hastaliktir. Olgularin %50’sinde T$ST-1 (reten S.
aureus suslari sorumlu iken diger %50’sinden enterotoksin B ve C Ureten
suslarin sorumlu oldugu anlasiimistir. Siddetli kas agrisi, ates, kusma ve ishal
en belirgin semptomlardir. Glnes yanidina benzer yaygin eritem, konjonktival
kizariklik, hipotansiyon, hipovolemik sok géraliir'® ',

SHDS; cogunlukla yeni dogan ve bir yasin altindaki ¢ocuklarda gérulir.
S. aureus’'un eksfoliyatif toksini sorumludur. Erigkinlerde nadiren go6rQlUr.
Nazofarenks, gdbek veya Uriner sistemde enfeksiyon olusturan, epidermolitik
toksin dreten S. aureus suslari, enfeksiyonun 24-48. saatinde deride yaygin
biller olusturur. Saglam gdértinen deri hafif bir strtinme ile soyulur hale gelir
(Nikolsky belirtisi). Daha sonra igleri steril duru sivi ile dolu bdller olugur. Sonra
baller parcalanir, yerlerinde yaygin, kirmizi, nemli, ¢ciplak bdlgeler kalir. 3-5 giin
icinde soyulan yerler kurur ve 10 ginde yeni epidermis ile kaplanarak cogu kez
iyilesir. Fakat ciddi sivi ve elektrolit kaybi sonucu hipovolemi ve sepsis
olugabilir'®'2.

Besin zehirlenmesi; genellikle yiyecek iscilerinin ellerinde kolonize
olmus S. aureus suslarinin yiyeceklere bulasmasi ve bu yiyecekler Uzerine
salgilanan 1siya direngli enterotoksinlerin yiyeceklerle birlikte tlketiimesi ile
ortaya c¢ikar. Genellikle bol karbonhidratli ve satli tathlar, tavuk eti, patates
salatalari ve dondurma gibi yiyeceklerle bulagsmaktadir. Besinler genel olarak
normal goérinltste ve kokudadirlar. Kisa bir inkiibasyon silrecinden (2-6 saat)
sonra bulanti ve kusma ile baslamaktadir. Daha sonra bulanti kusmanin eslik
ettigi karin agrisi ve sulu ishal baglar. Ates ve ndrolojik bulgular tipik olarak
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bulunmaz. Salginlar halinde gérilmektedir. Hastallk daha cok stafilokokal
enterotoksin A, B ve C ile olusur'®.

Sistemik Stafilokok Enfeksiyonlari

Bakteriyemi; hastane kaynakli (HK) ve toplum kaynakh (TK) olmak
tzere iki grupta incelenmektedir. Hastane kaynakli bakteriyemiler hastaneye
yatistan 48-72 saat sonra ya da hastaneden cikistan sonraki ilk 10 gin
icerisinde baglayan bakteriyemileri ifade eder. Toplum kaynakl bakteriyemiler
ise hastaneye yatista var olan ya da ilk 24-72 saat icerisinde baslayan
bakteriyemileri ifade eder. Uzun sire hastanede yatis S. aureus’a bagh
bakteriyemi olasihgini artirmaktadir. HK-MRSA bakteriyemilerinde mortalite
orani %80 civarindadir’®. TK-MRSA’lara bagl bakteriyemiler ise genellikle
selltlit, osteomiyelit ve pndédmoni gibi bir odaktan kaynaklanirlar. Hastalk
genellikle Urperme ve titremelerle baslar. Fizik muayenede ates, petesiler ve
subkonjonktival hemoraji yaninda ileri olgularda nekrotik deri lezyonlar ve
ekstremitelerde gangren gérilebilir'® ',

Endokardit; en ¢ok mitral kapagi tutar, ancak aort kapag! tutulumunda
prognoz daha koétlidir. YUksek ates, kalpte yeni Gftrimler veya Gftrimlerde
degisme, yaygin metastatik enfeksiyonlar ve emboliler, miyokardiyal abse,
perikardit ve akut bakteriyel menenijit hizla gelisebilir'®'2,

Perikardit; penetran g6gls travmasi sonrasi veya hematojen yayihmla
meydana gelir. Septisemi ve endokardit sirasinda ani gdégus agrisi, perikardiyal
surtinme  sesi, kontrol  edilemeyen kalp  yetmezligi  perikarditi
distnddrmelidir'®'2,

Menenijit; bakteriyemi komplikasyonu, travma veya intratekal implant
kolonizasyonu sonucu gorular. Klinik 6zellikleri diger bakteriyel menenijitlerle
aynidir'®'2,

Pulmoner enfeksiyonlar; aspirasyon veya hematojen yayillim sonrasi
meydana gelir. Akciger apsesi ve plevral ampiyem gibi komplikasyonlara yol
acabilir. Toplumdan kazanilmis S. aureus pndmonileri genellikle influenza
epidemilerinden sonra goér0lir. Hastane koékenli S. aureus pnémonileri ise
genellikle entlibasyon sonrasi veya aspirasyona bagl gérulir' "2,

Osteomiyelit; yenidoganda umblikal enfeksiyon sonrasi hematojen
yayilhmla ve o6zellikle alt ekstremitelerde goér0lir. YUksek ates ve uzun

kemiklerin metafiz bélgesinde agri ile ortaya cikar. Yetiskinlerde ise S. aureus
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bakteriyemisi daha ¢ok vertebral osteomiyelite neden olur. Ates, bel agrisi sik
gorular. Etkilenen vertebralarin perkisyonu siddetli agriya neden olur.
Komsuluk yoluyla olusan osteomiyelit genellikle cerrahi ve travma sonrasi
gorular. Genellikle erken dbénemde disan fistilize olur. Protez eklem
enfeksiyonlarinda erken dénemde etken S. aureus’tur. Protez enfeksiyonu yeni
bir operasyonla protezin degistirilmesini gerektirir'®'24°,

Septik artrit; icin puberte 6ncesi yas grubunda baslica etken S.
aureus’tur. Yetigkinlerde de bakteriyemi sonrasi 6zellikle romatoid artritli
kisilerde septik artrit gértlmektedir. Eklem sis, sicak ve agrilidir. Hareket ve
dokunmak agriya yol acar. En sik diz, kalga, el bilegi, omuz ve parmak
eklemlerinde géralur''4°,

Septik bursit; daha ¢ok dirsek ve diz eklemlerinde gorilir. Gevresindeki
deri kizarik, sicak ve 6demlidir ancak eklem rahatca hareket edebilmektedir.
Etken genellikle travma sonrasi direkt olarak bulagir®.

Piyomiyozit; iskelet kasinin purilan bir enfeksiyonudur. Ates ve kas
agrisi ile gider. Tutulan kaslar agrili sis ve tahta sertligindedir. Siklikla kint
travma hikayesi bulunur®.

S. aureus’un Laboratuvar Tanisi

a) Koloni Morfolojisi ve Mikroskobik Goriinim

Klinik 6rnekler koyun kanli agara ekilir. Kontamine d&rneklerdeki
organizmanin izolasyonu icin érnekler, “Columbia kolistin nalidiksik-asit besiyeri
(CNA)” veya “Feniletil alkol agar (PEA)” gibi Gram negatif bakterilerin Gremesini
inhibe eden besiyerlerine ekilmelidir. Ayrica S. aureus’'un selektif izolasyonu
isteniyorsa %7,5 sodyum Kklorid eklenmis agarli besiyeri de kullanilabilir.
Mannitoli S. aureus fermente eder, diger stafilokoklar fermente edemez.
“Mannitol salts agar” nazal kultir gibi érneklerde S. aureus’'un varligini tayin
eden iyi bir selektif besiyeridir'?.

S. aureus koyun kanl agar besiyerinde, 37°C’'de, 24 saatlik inkiibasyon
sonunda 1-3 mm capinda, dizgin parlak ve konveks ylzeyli, sari-turuncu
pigmentli gérinime sahip S tipi koloniler seklinde ve genellikle B-hemoliz
yapmis olarak goérdlarler. Bu hemolizin nedeni, sitotoksinler 6zellikle de a-
hemolizin’dir. Gram boyama ile Gzim salkimina benzer kimeler seklinde, gugll

Gram pozitif boyanmis koklar olarak gérdiliirler®.
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Uzun slre antibiyotik tedavisi alan hastalarda ya da kistik fibrozis gibi
altta yatan persistan hastaligi olanlarda S. aureus, “small koloni varyant” olarak
bilinen atipik koloniler seklinde Greyebilir. Bu koloniler genellikle ¢ok kigik ve
pigmentsizdirler ve karbondioksit varliginda daha iyi Grerler'®.

S. aureus’un izolasyonu icin kromojenik substrat iceren besiyerleri de
kullanilmaktadir. S. aureus kolonileri CHROMagar’da leylak renginde, IDagar’da
ise yesil renkte goérulirler. Bu besiyerlerinde kolonilerdeki renk degisikliginin
nedeni organizmanin Uremesi sirasinda a-glukozidaz Uretiminin bir sonucudur.
KNS’ler ise bu besiyerlerinde mavi, beyaz veya bej renginde koloniler
olustururlar™.

b) Katalaz Testi

Hidrojen peroksiti (H2O2) su ve oksijene ayristirmaya yarayan katalaz
enziminin gosterilmesi icin yapilir. Stafilokoklar katalaz pozitiftir. Stafilokok ve
mikrokoklar katalaz testi ile streptokok, enterokoklardan ayrilirlar. Bu test
sitokrom oksidaz enzimlerinin varligini tespit eder. Katalaz testi lam GUzerinde
%3 hidrojen peroksit ve 1-2 bakteri kolonisi karistirilarak yapilir. Képirme
seklinde gaz cikisi varsa pozitif olarak degerlendirilir. Hizli ve kuvvetli kbplirme,
H2O2'nin su ve oksijene dénlisiminin gostergesidir. Kirmizi kan hicreleri zayif
pozitif katalaz reaksiyonuna sebep olmaktadir. Bu nedenle testin, kan
icermeyen besiyerinde Ureyen kolonilerden yapilmasi uygundur. Stafilokoklarin
nadir suslari katalaz negatif olabilir ve bazi enterokoklar pseudokatalaz Greterek
H.0: ile zayif tepkimeye girebilirler®.

c) Koagiilaz Testi

S. aureus koagllaz pozitiftir ve koaguilaz testi S. aureus’'u diger
stafilokoklardan ayirt etmede en yaygin kullanilan ve genel olarak kabul géren
bir tani testidir. Bagl koagllaz ve serbest koagulaz olmak UGzere iki farkh
koagulaz enzimi vardir

Koagulaz testi, tlp ve lam testi olmak Uzere iki sekilde yapilabilir. Her iki
test icin EDTA’ll tavsan plazmasi Onerilmekle birlikie insan plazmasi da
kullanilabilir'®.

1-Tup koagulaz testi: Stafilokoklarin besiyerine salgiladiklari serbest
koagulaz arastinlir. Bu madde plazmada bulunan “coagulase reacting factor”
(CRF) ile iligki kurar ve trombokinaza benzeyen bir etki ile fibrinojeni pihtilastirir.
Tavsan veya insan plazmasi kullanilir. 1/5 dilie edilmis 1 ml plazma ile 1-3
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koloni mikroorganizma tlpte karigtirilir ve 37°C’de 4-5 saat inkibasyondan
sonra plazmanin koagulasyonu izlenir. Test sonucunun fazla bekletiimeden
belirlenmesi gerekmektedir. Clnku stafilokoklarin salgiladiklari diger bir enzim
olan fibrinolizinler, plazmin olusumunu saglayarak tipte olusmus koagulasyonu
eritmektedirler. Bu durum yanlis negatif sonuclara neden olur. Sitrati metabolize
eden bazi mikroorganizmalarin (6rnegin P. aeruginosa, S. marcescens, bazi
enterokoklar) yalanci pozitif sonu¢ verebilmesi nedeniyle sitratl plazmanin
kullanimi uygun degildir'®"".

2-Lam koagiilaz testi: Bu test ile bagl koagulaz (kimelestirme faktori-
clumping factor) gosteriimektedir. Bagl koagulaz kuiltdr filtratlarina ge¢mez,
hicreye baglidir. Etkinliginin ortaya ¢ikmasi icin CRF’ye gereksinim yoktur.
Besiyerinden 6ze ile alinan stafilokok kolonisi lam Gzerinde bir damla distile su
ile homojenize edilir ve Gzerine bir damla plazma damlatilip elde cevrilerek
karistirithr. Olumlu sonuglarda gézle goérilen kimelesmeler olusur. Negatif
sonug c¢iktiginda mutlaka serbest koagulaz testi yapiimalidir. Baglh koagulaz
tespiti igin ticari olarak uretilen hizli sonug veren lateks aglitinasyon testleri de
mevcuttur. Ayrica Protein A'ya, fibrinojene ve S. aureusun spesifik antijenlerine
bagl IgG’ler ile kapli lateks partikdilleri ile tasarlanmis testler de mevcuttur'®'”.

d) DNAse Testi ( Deoksiriboniikleaz Testi)

DNAse ve termonikleaz varhdi, metakromatik agar difizyon prosedir
ve DNA toluidine blue agar kullanilarak tespit edilebilmektedir. S. aureus DNAse
ve termontkleaz pozitiftir. Bu test genellikle koagilaz negatif S. aureus
izolatlarinin tanisinda yardimeidir®'.

e) Mannitol Fermantasyonu

S. aureus ylUksek tuzlu ortamlarda Greyebilir. S. aureus, S. epidermidis
ve birtakim diger koagulaz negatif suslar mannitoli fermente ederler. Bu
Ozellikten epidemiyolojik calismalarda S. aureus nazal tastyicilarinin
taranmasinda faydalanilir. Kullanilan besiyeri “Mannitol Salts Agar’dir. Bu
besiyeri %1 mannitol, %7.5 NaCl, fenol kirmizisi ve pepton icerir. Yiksek tuz
konsantrasyonu diger organizmalarin Gremesini engeller (enterokoklar diginda).
Besiyerine ekimi yapilan kolonilerin 18-24 saat sonra Gremeleri tuzlu ortamlarda
dreyebildiklerini, kolonilerin etrafinda olusan sari renk ise mannitoli fermente
ederek asit olusturduklarini géstermektedir'.

f) Otomatize Yontemler
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Gram pozitif ve Gram negatif birgok bakterinin identifikasyon ve duyarlilik
sonuglarinin belirlenmesinde kullanilan otomatize sistemler bulunmaktadir.
Sistemde Gram pozitif ve negatif mikroorganizmalarin identifikasyon ve
duyarliik kartlari farkhdir. Vitek 2 Gram pozitif identifikasyon karti (GP)
(BioMerieux) ile c¢odu o6nemli Gram pozitif bakterinin identifikasyonu
amaglanmigtir. GP karti ile identifikasyon, biyokimyasal metodlara ve yeni
gelistirilmis substratlara dayanmaktadir. Sistemde karbon kaynagi kullanimi,
enzimatik aktivite ve direnci Olcen 43 biyokimyasal test mevcuttur.
identifikasyon sonuclarl yaklasik olarak 8 saat icinde verilmektedir. Ayrica
RapiDEC Staph (BioMerieux), API-ID 32 Staph (BioMerieux), Microscan Rapid
POS Combo panel (Dade/MicroScan) gibi birgok firmanin Urettigi identifikasyon
panelleri bulunmaktadir'”#2.

d) Molekuler Testler

Koagullaz ve diger biyokimyasal testlerde stpheli sonuclar elde edilen
suglar icin  molekller yodntemlerin  kullaniimasi  gerekebildigi  gibi,
metisilin/oksasilin duyarlihginda belirsiz sonucglar elde edildiginde de bu
ybéntemlere basvurulabilir®®.

S. aureus'un tanisi icin kullanilan molekiler ydntemlerin ¢cogu PZR
bazlidir. NUkleaz (nuc), koagllaz (coa), protein A (spa), femA ve femB, Sa442,
16 S rBNA ve ylzey iligkili fibrinojen baglayan protein genleri gibi tire 6zgu
bélgeleri amplifiye eden bircok primer gelistiriimistir**. Mevcut ticari gercek
zamanh PZR’nin basarisi ispatlanmigtir. Bu ve diger alternatif molekdiler
metotlar, son yillarda tani ve duyarhlik testlerini kombine ederek gelistiriimis ve
rutin laboratuvarlarin kullanimina sunulmustur. Fakat bu yontemlerin ek maliyet
yuklinden dolayi, diger yontemlerle sUpheli sonuglar alindigi zaman dogrulama
amacl yapilmasi énerilmektedir*.

Antibiyotik Direnci

Stafilokoklara bagli enfeksiyonlarda pensilinin kullanima girmesi bir umut
olmakla birlikte kisa bir stre sonra gelisen penisilin direnci bu umutlari bosa
ctkarmistir. Daha sonra gelistirilen metisilinin de kullanima girmesinden sadece
bir yil sonra bu antibiyotige direncli ik sus tanimlanmistir. Ozellikle hastane
kaynakli enfeksiyonlarin 6nde gelen sebeplerinden biri olan MRSA, hayati tehdit
eden ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Son zamanlarda toplumda da
cesitli enfeksiyonlardan MRSA suslar izole edilmeye baslanmistir. Bu TK-
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MRSA suslari HK-MRSA suslarina gére antibiyotiklere daha duyarli olmalarina
ragmen, bazilari PVL gibi toksinler Ureterek daha virllan olabilmektedir. TK-
MRSA susglari nekrotizan pnémoni gibi ciddi enfeksiyonlarda olugturmasina
ragmen siklikla deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan izole
edilmektedirler*>*°.

S. aureus Klinik kullanimda olan antibiyotiklerin goguna diren¢ gelistirme
yeteneg@indedir. Tim dinyada cesitli antibiyotiklere karsi dedisik direng oranlari
rapor edilmistir. Diren¢ gelisiminde pek ¢ok mekanizma rol oynamaktadir.
Bunlardan en &nemlileri patojenite adalari ve hareketli gen kaset gruplaridir®®
(staphylococcal cassette chromosome-SCC) .

Patojenite Adalari

Bircok patojenik faktor plazmidler, bakteriyofajlar, transpozonlar ve
integronlar ile; konjugasyon, transdiksiyon ve transformasyon gibi
mekanizmalar ile aktariimaktadir. DNA dizi analizi ¢alismalan sayesinde bu
hareketli gen gruplarina ek olarak “Patojenite Adalari (PA)” adi verilen ve
bakteri kromozomu Uzerinde belirli bdlgelerde bir araya gelmis gen gruplarinin
varligr gosterilmistir. PA insan, hayvan ve bitki patojeni birgcok bakteride
gosterilmis ve virllansa katkilari ispatlanmistir. Bununla birlikte patojen olmayan
bazi suslarda da PA’'nin varligi gosterilmis ve virllansa katkisi olmasa da
bakteriye ¢ogalma, fiziksel kosullara adaptasyon ya da bagisiklik sisteminden
kacis gibi 6zellikler kazandirdigi distndlen bu yapilara ekolojik adalar (EA) adi
verilmistir*®.

PA bir veya daha cok virllans faktori tagsimaktadirlar. Bunlardan bazilarr;
kapsul polisakkaritleri, endotoksin, bazi ekzotoksinler, sekresyon sistemleri ve
demir kullanimi ile ilgili genlerdir. PA bunlardan bagka antibiyotik direng
genlerini de tasiyabilirler®.

PA bakteri kromozomunun digsinda, bakteriyofajlar ve plazmidler gibi
ekstrakromozomal DNA yapilari i¢erisinde de bulunabilirler. PA’nin molekiler
agirhgr 10-200 kb arasindadir. Genellikle bakteri kromozomundan farkli G+C
oranina ve farkli kodon kullanim &ézelligine sahiptirler. Bu durum PA’nin baska
bir kaynaktan kazanildigini diistindtirmektedir*’.

Tdm genom yapilari tanimlanmis olan S. aureus suslarinda birkag PA
tanimlanmigtir. PA1 ve PA2, TSST-1’i kodlayan genleri icermektedir. PA3 ve
PA4 ise cok sayida enterotoksini kodlayan genleri icermektedirler®’.
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S. aureus, PA benzeri ancak toksin genlerinden baska gen dizileri
tagiyan yapilar da barindirmaktadir. Bunlar, antibiyotik diren¢ genleri tagsiyan
SCCmec grubu, kapstl genlerini tasiyan diger SCC gen grubu ve adherens
protein kodlarini iceren PAbap grubudur?.

SCCmec Gen Grubu

SCC; stafilokok tlrleri arasinda genetik madde aligverisine aracilik eden
hareketli bir elemandir. KNS tirlerinde ve MSSA izolatlarinda da bulunmaktadir.
Yap! olarak PA’lara benzemekle birlikte, hi¢ virGlans geni icermemektedir.
mecA geni, SCCmec adi verilen ve SCC ailesinin metisilin direnci agisindan
Ozellesmis bir Uyesinde bulunmaktadir. Bu genomik adaciklarda, mecA
geninden bagka, diger antibiyotiklere direncten sorumlu genler, insersiyon gen
dizileri ve fonksiyonlari heniiz tanimlanmamig genler de yer alir. MSSA suslar
SCCmec icermemektedirler. mec geni icermeyen SCC’ler de vardir ve
stafilokok tlrlerinde gen aktarimi igin oldukga uygundurlar. mecA icermeyen
SCC’ler daha ¢ok mikroorganizmanin stres durumlarinda hayatta kalmasina
yardimci olan genleri tasimaktadirlar’*2.

SCCmec ve SCC, bakteri kromozomuna yerlesme ve ayrilmadan
sorumlu olan "cassette chromosome recombinase" (ccr) genleri ve yapilarinin
genetik bilesenleri ile siniflandinlirlar.  SCCmec kompleksinin  hareketi,
invertaz/rezolvaz ailesinden olan rekombinazlarca kodlanan ccrler tarafindan
saglanmaktadir. Her SCCmec, karakteristik bir ccr ve mec gen kompleksini
icerir. SCCmec; ccr ve mec genleri digsinda ¢ok sayida transpozon ve entegre
plazmid kopyalar ile tasinan, bir veya daha fazla antibiyotik diren¢ geni de
tasimaktadirlar®®. SCCmec elemaninin diger kisimlarinda ise, SCCmec tipleri
icinde farklilik gbsteren ve junkyard (J) bdlgesi olarak adlandirilan ¢esitli diziler
bulunur.  SCCmec’in  boyut  degisikliklerinin ~ bu  nedenle  oldugu
diistinilmektedir®.

GUnumUze kadar ccr ve mec kombinasyonlarina gére bes SCCmec tipi
tanimlanmigtir.

SCCmec Tipl: Sinif B mec gen kompleksi ve tipl ccr gen kompleksinden
olusmaktadir. Transpozon veya plazmid tagimamaktadir. 34 kb agirhigindadir. J
bélgesinde, virdlans faktéri fibronektinin adheransini etkileyen pls geni
icermektedir. SCCmec Tip |, mecAdan bagka antibiyotik diren¢ geni
tasimamaktadir®.
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SCCmec Tipll: Sinif A mec gen kompleksi ve tipll ccr kompleksinden
olusmaktadir. 53 kb agirligindadir ve metisilin direnci olusturan mecA ile mecR1
genleri disinda J bodlgesinde pUB110 plazmidi ve Tn554 transpozonu
tagimaktadir. Tn554; makrolid, klindamisin ve streptogramin B’ye Kkarsi
direncten, pUB110 ise aminoglikozidlere kargi direncten sorumludur. Genellikle
hastane kaynakh enfeksiyonlardan izole edilir, genis bir diren¢c spektrumu
vardir*®°',

SCCmec Tiplll: Sinif A mec gen kompleksi ve tip Il ccr gen
kompleksinden olugsmaktadir. 66 kb molekll agirhigi ile bes tipin en bayigu olup
mecA, mecR1 disinda pT181 ve PI258 plazmidi, Tn554 transpozonu ve
pseudo Tn554 (¥Tn554) tasimaktadir. Diger tiplerde bulunmayan Wccr geni
adi verilen geni de igerir. SCCmec tip Il genellikle hastane kaynakh
enfeksiyonlardan izole edilmektedir ve oldukg¢a genis bir direng spektrumuna
sahiptir. Aminoglikozidler, tetrasiklin, makrolid grubu antibiyotikler ve agir
metallere direncten sorumludur®?°2.

SCCmec TiplV: Sinif B mec gen kompleksi ve tip Il ccr gen
kompleksinden olusmaktadir. SCCmec tip IV digerlerine gbre daha kigulk
boyutlu, 20-24 kb agirhigindadir. SCCmec tip |, IV ve V mecA disinda antibiyotik
direnc geni tagsimamaktadirlar. Ancak tip IVc varyanti Tn4001 transpozonu
icermektedir. Bu transpozon Uzerindeki aacA-aphD genleri, arbekasin
haricindeki aminoglikozid direncinden sorumlu, gift fonksiyonlu AAC/APH
proteinini kodlamaktadir. Az sayida direng geni iceren SCCmec tip IV, genellikle
TK-MRSA’larda bulunmaktadir®®®,

SCCmec TipV: Sinif C mec gen kompleksi ile ccrC icermektedir. Ito ve
ark. tarafindan 2006 yilinda tanimlanmigtir. Bu kasetin boyutu 27 kb olup
tiplV’den biraz blylktir. Daha ¢ok TK-MRSA izolatlarinda bulunmakta ve
sadece metisilin direnci kodlayan genleri icermektedir. Son olarak SCCmec tip
V’in bir varyanti (V1) tanimlanmigtir.  SCCmec tip V1, 1S431 transpozonunda
prematir bir stop kodon (tnp’) icermesi ile SCCmec tip V’ten ayriimaktadir®®>3.

SCCmec tiplerinden, Tip I, Il ve lll genellikle hastane kdkenli, Tip IV ve V
ise toplum kdkenli MRSA izolatlarinda bulunmaktadir. mecA disinda direng geni
tasimadiklarindan dolay!r toplum kaynakli suslar genelde beta-laktam disi
antibiyotiklere duyarlidirlar®®®*>®. Stafilokoklarda tanimlanan mec tipleri sekil

3’de gosterilmigtir.
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Stafilokok enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotikler ve direnc
mekanizmalari

1- Penisilinaza direncli penisilinler ve metisilin direnci

Metisilin, nafsilin ve izoksazolil penisilinler (kloksasilin, dikloksasilin,
flukloksasilin ve oksasilin) bu grupta yer almaktadir. Bu antibiyotikler beta-
laktamazlarin hidrolizine direnclidirler. Etkinlikleri stafilokok enfeksiyonlari ile
sinirhdir, bu nedenle “anti-stafilokokal penisilinler” de denilmektedir.
Mikroorganizmalar Urettikleri B-laktamaz (penisilinaz) enzimi ile B-laktam halkasi
tasiyan antibiyotiklerin etkilerini inhibe ederler. Bu durum B-laktam halkasinin
amid baginin hidrolizi yoluyla gerceklesmektedir. (-laktamazlarin B-laktam
halkasindaki amid bagina ulagsmalarini engellemek icin benzilpenisilin
yapisindaki fenoksi grubunun yerine metoksi grubunun eklenmesi ile metisilin
(2,6-dimetoksifenilpenisilin) sentez edilmistir. Bir penisilin tlrevi olan metisilin, -
laktamaz enzimine direnclidir ve B-laktamaz enzimine direngli antibiyotikler
icerisinde 1959 yilinda ilk Uretilen ve Klinikte ilk kullanilan antibiyotiktir. Ancak
ciddi interstisyel nefrit yapma yan etkisinden dolay! sadece laboratuvarlarda
kullaniimaktadir. Metisilinin kullanima girmesinden sadece bir yiIl sonra
ingiltere’de ilk metisilin direngli stafilokok rapor edilmigtir. In vitro olarak
metisiline direncli bulunan stafilokok suslari, diger B-laktam antibiyotiklere de
direncli kabul edilir*®®8.
MRSA’larda metisilin direnci ¢ mekanizma ile gerceklesmektedir;

1) Asiri miktarda B-laktamaz salgilanmasi.

2) Kromozomal metisilin direnci.

3) PBP’lerdeki yapisal degisiklikler.

1) Asiri miktarda B-laktamaz salgilanmasi: Sinirda metisilin direncine
neden olmaktadir. Metisilin B-laktamaz enzimine dayaniklidir. Ancak metisiline
diren¢ gelisimine asiri miktarda B-laktamaz Uretiminin de neden olabilecedi
gosterilmistir. Bu suslar Borderline resistant S. aureus (BORSA) olarak
adlandirilirlar™.

2) Kromozomal Metisilin Direnci: En sik gorulen direng mekanizmasidir.
intrinsik metisilin direnci olarak bilinir. Metisilin direncinden sorumlu mecA genini
tasiyan plazmid ve transpozonlarin bulundugu gen kaseti, bakteri kromozomuna
integre olmaktadir. MecA geninin etkisi ile MRSA suslarinda PBP2' ya da
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PBP2a denilen yeni bir PBP sentezlenmektedir. PBP2a 78 kDa agirhdindadir ve
B-laktam antibiyotiklere karsi PBP’den daha disuk afinite géstermektedir. Buna
bagli olarak B-laktam antibiyotikler PBP2a’ya baglanmamakta, bdylece bakteri
hiicre duvari icin gerekli olan peptidoglikan sentezi devam etmektedir'®.

Stafilokoklarda PBP2a sentezinin diizenlenmesinde mecR1 ve mecl adi
verilen iki dizenleyici gen ©6nemli rol oynar. Bu genler mecA gen
transkripsiyonunu diizenlemektedirler®®.

Sik veya wuygunsuz antibiyotik kullanimi S. aureus suslarinda
kromozomal mutasyonlara veya mecA gen sisteminde delesyonlara neden
olarak PBP2a’nin devamh dretilir hale gelmesine neden olabilir. Klinik MRSA
izolatlarinda mecl ve siklikla da mecR1 bdlgelerinde delesyonlar ya da mecl
veya mecAnin promotor bdlgesinde mutasyonlar gériilmektedir®®-e".

Kromozomal metisilin direnci U¢ sekilde ortaya ¢ikmaktadir; 1) Homojen
direnc; kolonideki her bakterinin ayni ve ylksek derecede metisilin direnci
géstermesi  durumudur. Hepsinde de mecA geni vardir ve PBP2a
sentezlenmektedir. 2) Heterojen direng; daha sik goérilen direng tipidir.
Kolonideki tiim bakteriler mecA tasirlar ancak 10° ile 10® bakteriden birinde
yiksek metisilin direncine rastlanmaktadir. 3) Eagle-tip direngte ise suslar
distik metisilin  konsantrasyonlarinda metisiline duyarli iken, yUksek
konsantrasyonlarda direnglidirler. Bu tip direncin, saglam mecA regulatér
genlerinin yiksek metisilin konsantrasyonlarinda PBP2a sentezini induklemeleri
sonucu ortaya ciktigi diistintilmektedir®.

3) PBP’lerdeki yapisal degisiklikler: Bu degisiklikler orta dizeyde metisilin
direncine neden olmaktadir. Bu MRSA suslari B-laktamaz Uretemezler ve mecA
geni tasimazlar. Ancak metisiline direnglidirler. PBP’lerin  yapisindaki
mutasyonel degisikliklerle ilgili bir mekanizma oldugu disindimektedir. Bunun
sonucu olarak PBP’lerin B-laktam antibiyotiklere afiniteleri azalir. Bu tip direngli
suslara Modified resistant S. aureus (MODSA) ad verilmektedir®.

Metisilin direncinin dizenlenmesi, esas olarak mecA ve varsa blaZ
genlerinin dlzenleyici-sinyal Uretici sistemleri ile olmaktadir. Bununla birlikte
metisilin direncini etkileyen baska faktorler de vardir. Bu faktérlerden bir tanesi
bakteri hucre duvarinin yapisi ile iligkilidir. PBP2a’nin optimal etki
gosterebilmesi icin NAM ve NAG vyapisindaki karbonhidrat yapilarin belirli
uzunlukta olmasi gerekmektedir. Peptidoglikan yapisindaki pentapeptidlerde
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olusan degisiklikler de metisilin direncinde azalmaya neden olmaktadir®®®*,

Metisilin direncinde “fem faktérleri” adi verilen bir protein grubunu kodlayan
genlerin de rol oynadigi disundlmektedir. Bu genler, “factors essential for the
expression of methicillin resistance” (fem) ya da “auxiliary” (aux) olarak
tanimlanmiglardir ve mecA gen bdlgesinden farkh bir bdlgede yer almaktadir.
Fem faktorleri 20 kadar proteini ifade eder. PBP2a’y1 etkilememektedirler.
Bunlarin ¢ogu peptidoglikan tabakanin yapiminda gérev alir. Peptidoglikan
zincirleri arasina glisin rezidlleri ekleyerek pentaglisin yapiyi olustururlar. Fem
faktorlerinin enzimatik aktiviteleri vardir. Dogrudan ya da direkt olarak metisilin
direncine etki ederler®>,

Ayrica  besiyeri  bilesenleri, ortam sicakligi, ortamdaki tuz
konsantrasyonu, pH ve ozmolarite de metisilin direncini etkilemektedir.
inklibasyon siiresinin uzun olmasi, yilksek tuz konsantrasyonlari (%6,5) ve
duslk 1s1 (30-35°C) metisilin direncini artirir. Bu sekilde dis faktorlerin etkili
oldugu metisilin direnci, laboratuvarlarda genellikle heterojen diren¢ fenotipinde
gorilmektedir®*®”.

2- Beta-laktamaz inhibitorli kombine penisilinler

Ampisilin, amoksisilin, tikarsilin, piperasilin gibi penisilin tlrevlerinin,
klavulonik asit, sulbaktam ve tazobaktam ile kombinasyonu ile beta-laktamaz
salgilayan bakterileri etkileyen ilaglar gelistirilmistir'®~’.

3- Sefalosporinler

Bakteri hlcre duvari sentezinde rol oynayan PBP’lere baglanarak
inhibisyon vyoluyla etki goésterirler. PBP’lerde meydana gelen degisiklikler
sonucu sefalosporinlere direng gelisir. Yapi ve antimikrobiyal etkinliklerine gore
dort kusak altinda toplanirlar. Birinci kusak sefalosporinler, metisiline duyarh
stafilokoklara (MSSA) en etkili gruptur. Ancak hic bir sefalosporin kusaginin
MRSA iizerine etkinligi yoktur®®-°.

4- Aminoglikozidler

Bakteri ribozomunun 30S subunitine baglanarak protein sentezini
bozarlar. Gentamisin, netilmisin ve tobramisin stafilokoklara karsi en aktif
aminoglikozidlerdir. Rifampin gibi; aminoglikozidlerin de tek baslarina
kullanimlari, ylOksek diren¢ gelisme riski nedeniyle kisithdir. B-laktam
antibiyotikler ve vankomisin ile sinerjistik etki gdstermeleri nedeniyle birlikte

kullanilmalari énerilmekle birlikte; in vitro olarak sinerjistik etkilesim gérilmesine
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ragmen in vivo olarak bu etki bilinmemektedir'. Tobramisin MRSA suslarina
etkisizdir. CUnkl mecA, yapisinda tobramisin direncinden sorumlu aadD geni
icermektedirler. Bazi MRSA suslarinca plazmid ve transpozonlarda bulunan
genler araciligiyla aminoglikozid modifiye edici enzim sentez edilir. Bu enzimatik
inaktivasyon aminoglikozidlere kargi diren¢ olusumunda en OGnemli
mekanizmadir. Ayrica gentamisine karsi plazmid kaynakl diren¢c de yaygin
olarak gorilmektedir®®7°.

5- Tetrasiklinler

Ribozomun 30S subunitine baglanip aminoacil-tRNA’y1 bloke ederek
protein sentezini inhibe ederler. Stafilokoklarda tet (K), tet (L), tet (M) olmak
Uzere GO¢ direng geni bulunmaktadir. tet(M) geni minosiklin ve doksisikline
kromozomal direnci kodladi§i icin klinik agidan énemlidir®®7".

6- Karbapenemler

Beta-laktam antibiyotikler icinde en genis spektruma sahip
antibiyotiklerdir. Karbapenemlerin Gram pozitif aerop bakterilere etkileri iyidir.
MSSA suslarina etkin, MRSA suslarina etkisizdirler™® 2.

7- Trimetoprim-Silfametoksazol

Trimetoprim, dihidrofolat rediktaz (DHFR) enzimini inhibe ederek
bakterilerde  tetrahidrofolat  sentezini engeller. Silfonamidler  ise
paraaminobenzoik asit analoglar olup bu metabolik yolda dihidropteroat sentaz
(DHPS) enzimini inhibe ederek tetrahidrofolat sentezini engeller. En sik
g6zlenen sulfonamid direnci, bakterinin stlfonamidlerin digtk afinite gosterdigi
DHPS sentezlemesi olup bu olay plazmid kontroliindedir®"3.

8- Kinolonlar

Nalidiksik asit tlrevi olan florokinolonlar, DNA girazi ve topoizomeraz IV’Q
hedefler. Siprofloksasin ve ofloksasinin klinik kullanima girdigi ilk yillarda S.
aureus’a karsi ¢ok iyi etkinlik gézlenmis ancak kisa strede direng gelismistir.

Kinolonlara diren¢g gelisimi kromozomal mutasyonlar nedeniyle ortaya
¢citkmaktadir. Direngte iki farkli mekanizma rol oynamaktadir. Bu
mekanizmalardan biri NorA c¢oklu ila¢ effluks pompasinin yapiminin
induksiyonudur ve distk duzeyde kinolon direncine neden olur. Diger
mekanizma ise kinolonlarin hedefleri olan topoizomeraz IV (griA ve grB) veya
DNA giraz (gyrA ve gyrB) genlerindeki mutasyonlardir. Topoizomeraz IV veya

DNA giraz genleri Uzerindeki mutasyonlar, enzimlerin yapisinda aminoasit
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degisimlerine ve kinolonlarin hedef afinitelerinde dusise neden olur. Bu
mutasyonlar en sik topoizomeraz [V’Un grlA alt Unitesi ve DNA giraz'in gyrA alt
(initesinde gériilmektedir®®”.

9- Makrolidler, Linkozamidler ve Streptograminler

Bu antibiyotik gruplarinin ortak O&zellikleri, bakteriyel ribozomlara
baglanarak protein sentezini inhibe etmeleridir. Diren¢ gelisimi G¢ klasik
mekanizma ile gergeklesir. Bunlar; ilacin hedefinde degisiklik olmasi, ilacin
kendisinin bakteri tarafindan inaktivasyonu ve ilacin hicre igerisine alimindaki
degisikliklerdir'®9.

Makrolidler grubunda linkomisin ve klindamisin bulunur. Bakteri
ribozomunun 50S subunitine baglanarak protein sentezini bozarlar. En sik
goriilen direng mekanizmasi ribozomal hedefin degismesidir®”-"*.

Linkozamidler bakteri ribozomunun 50S subunitine baglanarak protein
sentezini bozarlar. Ribozomal hedefin degismesi en sik goérilen direng
mekanizmasidir. Klaritromisinin MSSA suslarina etkinligi eritromisinden daha
fazladir. MRSA suslari ise genellikle bu gruba direnglidir®”".

Streptograminler molekuler yapilarina gére baslhca A ve B olmak (zere
iki gruba ayrilir. Birlikte kullanildiginda sinerjistik etki gdsteren bu ilaglardan;
dalfopristin A ve kinopristin B bu grupta yer almaktadir. Bakteriyel ribozomun
50S subunitine baglanarak protein sentezini sinerjistik olarak inhibe ederler.
Hem MSSA hem de MRSA suslarina etkilidirler®”:”.

Ribozomal degisiklikler ve ilacin disari pompalanmasi (effluks sistemi), S.
aureus suslarinda en sik goértulen direng mekanizmalaridir. Ribozomal
degisiklikler erm geni ile iligkilidir. Bu degisiklik, ilacin ribozomlardaki hedefine
afinitesini oldukga dusurmektedir. erm geni, plazmidler ve transpozonlar ile
aktariimaktadir. Stafilokoklardaki erm geni indUklenebilir ézelliktedir. Yani erm
geni Uriinleri ancak ortamda indikleyici ilaglar varsa sentez edilmektedir’®””.

Effluks sisteminde, S. aureus ve koagllaz negatif stafilokoklarda, ATP
bagiml effluks pompasini dizenleyen gen grubunun bir Gyesi olan msrA adi
verilen bir gen rol oynamaktadir. Bu tir direngte bdtin makrolidlere ve

streptogramin B'ye direng (MS tipi direng) géralir'®.
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10- Kloramfenikol

Bakteri ribozomunun 50S subunitine baglanarak protein sentezini
bozarlar. Direng mekanizmasi plazmid kontroliinde sentezlenen ve hicre i¢i bir
enzim olan kloramfenikol asetil transferaz enzim aktivitesidir""®.

11- Rifampisin

DNA’ya bagimh RNA polimeraz enzimine baglanarak bu enzimi inhibe
eden ve protein sentezini bozan bakterisidal bir ilagtir. Diger antibiyotiklerin
daha az ulasabildikleri doku ve apselere iyi dagihm gosterir. RNA polimeraz
enzimini kodlayan rpoB gen bdlgesinde olusan kromozomal mutasyonlar
rifampisin direncine yol acar. Bu sekildeki direnc gelisimi tek basina rifampisin
kullaniminda yiksek seviyede gorilmektedir ve bu ylzden MRSA
enfeksiyonlarinda tek basina kullanimi tartismalidir. Diger antistafilokokal
ilaclarla birlikte MSSA ve MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir’®”,

12- Fusidik asit

Bakterinin protein sentezini ribozomlara baglanmadan inhibe eden
steroid benzeri bir antibiyotiktir. Etki mekanizmasinin 6zgulligi nedeniyle diger
antibiyotiklerle arasinda gapraz direnc gériilmemektedir®’.

13- Oksazolidinonlar

Hem oral hem parenteral kullanilabilme 6zelligine sahip olan Linezolid ve
Eperozolid bu grubun iki Gyesidirler. Ribozomlarda 50S alt birimine baglanarak
70S baslangic kompleksinin olusmasini 6nlerler. Etki mekanizmalarinin farkl
olmasi nedeniyle diger antibiyotiklerle capraz direng gdstermezler®”°.

14- Mupirosin

Mupirosin Pseudomonas fluorescensin dog@al bir Grind olan psédomonik
asittir. izolésil-tRNA sentetaz enzimini inhibe ederek stafilokoklar (zerine
bakterisidal etki gosterir. Klinikte sadece topikal kullanima uygun formlan
mevcuttur. Deri enfeksiyonlarinda etken olan stafilokoklara kargi ylksek in-vitro
etkinlik gdsterir. Mupirosinin lokal olarak burun deligine uygulanmasinin,
MRSA’lar dahil S. aureus nazal tasiyicihdinin eradikasyonunda etkili oldugu
bildirilmektedir. Uzamis ve yiksek doz kullanimlarinda mupirosin direnci
gelisebilmektedir”®.

Digik seviye direng (MIK >100 pg/ml) bakteri kromozomunda, hedef
enzim yapisinda degisikliklere neden olan nokta mutasyonlari ile ortaya

¢ctkmaktadir ve antibiyotik konsantrasyonunun artiriimasiyla asilabilmektedir.
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Yilksek seviye direng (MIK >1000 pg/ml), gentamisin direncini kodlayan
konjugatif bir plazmid Uzerindeki yeni bir izolosil-tRNA sentetaz geni ile ortaya
cilkmaktadir. Bu yeni gen, mupirosinin hedefinde yapisal bir degisiklik
olusturarak etkisini inhibe etmektedir Bu tip diren¢ ise yiksek doz mupirosin
uygulamasi ile asilamaz. Ylksek seviye dirence sahip MRSA suslari
nozokomiyal salginlara neden olabilmektedirler’®®'

15- Glikopeptidler

Vankomisin, teikoplanin, ristosetin, avoparsin bu grupta yer almaktadirlar.
Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari sentezini inhibe ederler. Bu inhibisyonu,
hicre duvari peptidoglikan 6ncullerindeki peptidil D-alanin-D-alanin ug kismina
baglanarak transglikozilaz ve transpeptidaz enzimlerinin hedeflerini bozarak
gerceklestirirler®”".

Molekuler agirhgi yaklasik 1450 Da agirhiginda, suda ¢6zunebilir, trisiklik
bir glikopeptid olan vankomisin, diger glikopeptid antibiyotikler igerisinde klinikte
en cok tercih edilendir ve MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk segenektir'®,

Vankomisine az duyarh S. aureus ilk olarak 1997 yilinda Japonya’dan
bildirilmistir®®. Bu susun vankomisin MIK degeri 8 ug/ml olup, orta diizeyde
(intermediate) direncli S. aureus (VISA) olarak tanimlanmistir. Daha sonra bunu
ABD, Fransa, ingiltere ve Almanya’dan bildirilen VISA suslari izlemistir.
Hepsinin de ortak noktasi MRSA ve farkli klonal dzelliklere sahip olmalaridir. ilk
vankomisin direncli S. aureus susu 2002 yilinda ABD’den bildirilmigtir. MiK
degeri = 32 pug/ml olarak élgiilmistiir ve VRSA olarak tanimlanmaktadir®.

VISA ve VRSA direng tiplerinin ortaya ¢ikis mekanizmalar farkhdir. VISA
suslarinda azalmig duyarlihgin nedeni hiicre duvarindaki peptidoglikan
yapisindaki degisikliklerdir. Bu suslarda hiicre duvari daha dizensiz ve kalindir.
Bu durum D-alanin-D-alanin rezidllerinin sayisinin artmasina neden olmaktadir.
Dolayisiyla vankomisinin baglanabileceg@i daha fazla D-alanin-D-alanin molekuld
vardir ve bu durum orta dizeyde vankomisin direnciyle sonuc¢lanmaktadir.
Peptidoglikan yapisindaki degisiklerin mekanizmasi heniiz bilinmemektedir'®2°.

VRSA suglarinda ise direng mekanizmasi vanA geni varligina baghdir.
vanA geni varhdinda D-alanin-D-alanin yapisi D-alanin-D-laktat olarak
degistiriimektedir. Glikopeptidler bu yeni yapiya daha disik afinite gosterirler.

Bu durum vankomisine direng ile sonuglanmaktadir'®.
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Metisilin Direncinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

MRSA’lar, nozokomiyal enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerindendirler.
MRSA’larda ¢oklu ila¢ direnci sik olarak gérilmektedir. Bu nedenle metisilin
direncinin en kisa slrede dogru olarak saptanmasi bu enfeksiyonlarin kontrol
altina alinmasinda ve tedavisinde dogru antibiyotigin secilmesinde blylik énem
tasimaktadir.

Metisilin direncinin saptanmasinda mecA geninin molekdler yéntemlerle
saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu yéntemlerin klinik
laboratuvarlarda uygulanmasi zor ve pahalidir. Bu nedenle Klinik
laboratuvarlarda stafilokok izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda
oncelikle fenotipik ydontemler kullaniimaktadir.

Fenotipik Yontemler

Disk difiizyon yéntemi: En sik kullanilan yéntemdir. inokulum yogunlugu
McFarland 0.5 standardina esdeger olacak sekilde hazirlanir. MHA besiyerine
eklivyon ile ekim yapildiktan sonra diskler yerlestirilir ve 35°C’de 16-18 saat
inkUbe edilir. Bunun sonucunda, disk ¢evresinde bakterilerin Gremedigi dairesel
bir inhibisyon alani olugur. Bu alanin ¢api mm cinsinden 6él¢llerek ‘duyarl’’, ‘orta
duyarl’’, ‘direncli’ olacak sekilde duyarlilik belirlenir. Diskler arasindaki mesafe
en az 2 cm olmalidir®*®,

CLSI, oksasilin disk diflizyonu igin 33-35°C’de 24 saat inkibasyonu
6nermektedir. Oksasiline direngli suslar, diger tim Beta-laktamlara in vitro
olarak duyarli gérinebilmelerine karsin klinik olarak etkili degildirler. S.
aureus'ta mecA kontroltindeki oksasilin direncini saptamada sefoksitin disk testi,
oksasilin disk testi ile benzer sonuglar vermektedir. Ayrica sefoksitin disk
difiizyon testinin performansi, referans test olarak kabul edilen mikrodiliisyon
ybntemi kadar iyi ve okunmasi daha kolaydir. Eger S. aureus’ta sonug¢ “orta
dizeyde duyarh” ¢ikarsa, mecA analizi veya PBP2a testi, sefoksitin disk testi,
bir oksasilin MIK testi veya oksasilin-tuz agar tarama testi yapiimalidir. Orta
diizeyde duyarli yerine bu testlerden birinin sonucu bildirilmelidir®®.

Diltisyon yontemleri: Test yontemlerinin duyarlihklarini
degerlendirmede, dilisyon  metoduyla belirlenen  minimal  inhibitdr
konsantrasyon (MIK) degeri, referans metot olarak kabul edilmistir*>#*.

Agar diltisyon: British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC), %2 NaCl
eklenmis Mueller-Hinton Agar (MHA) veya Columbia agarin tercih
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edilebilecegini bildirirken, CLSI sadece %2 NaCl'li MHA énermektedir. Her iki
yontem de 24 saat inklilbasyon gerekiirir. inkilbasyon isisi olarak BSAC 30°C'yi,
CLSI ise 33-35°C’yi 6nermektedir. Oksasilin i¢in 2 mg/L MIK degeri duyarli, >2
mg/L MIK degderi direngli suslari gdsterir.

Sivi mikrodiltisyon: CLSI %2 NaCl eklenmis MH sivi besiyeri, 5x10° inokulum
miktari ve 33-35°C’de 24 saat inkiibasyonu énermektedir*.

Breakpoint Yontemi: Dilisyon MIK yéntemleriyle temelde ayni olan bu
ybntem, hem agar hem de sivi dilisyon metotlarini kapsar. Fakat bu test
sadece 2mg/L oksasilin seklinde breakpoint konsantrasyonunu verir®,

Tuz agar tarama: Disk diflizyon ydnteminde goértlen siUpheli direncin
dogrulanmasi igin tavsiye edilen testtir. Bu yontemde, 6 ug/ml oksasilin ve %4
NaCl iceren MHA besiyerine, McFarland 0.5 standardinda bakteri
slispansiyonundan eklivyon ile ekim yapilir. Plaklar 24 saat 35°C’'de inklbe
edilir. Bir tek koloni tGremesi dahi susun metisiline direncli oldugunu gdsterir.
Testin duyarhlik ve 06zgulligu oldukga yuksektir. Bu test KNS igin
dnerilmemektedir®®.

E-test yontemi: Bakteri stispansiyonu yine McFarland 0.5 standardinda
hazirlanir ve MHA’ya eklvyon ile ekim yapilir. E-test stribi yerlestirilip, 35°C’'de
24 saat inkiibe edilir. inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon
alaninin stribi kestigi konsantrasyon MiK olarak belirlenir®.

PBP2a Lateks Aglitinasyon Testi: Ticari olarak temin edilir. PBP2a’ya
karsi monoklonal antikorlarla kaplanmis lateks partikillerinin aglitinasyonu
esasina dayanir. S. aureus igin 6zgulligi ve duyarlihdr yldksek ve ayni
zamanda 10 dakika gibi kisa bir siirede sonuc verebilen bir testtir. Ancak NaCl
iceren besiyerlerinden alinan koloniler igin giivenilir degildir*.

Otomatize sistemler: Bu sistemlerden en sik kullanilani Vitek 2
sistemidir. Bu sistemde Vitek 2 sistem antibiyotik duyarlilik test (AST) karti,
Gram pozitif mikroorganizmalarin otomatize kantitatif veya kalitatif duyarlilik
testi igin kullanilir. Antibiyotik duyarhlik sonuglarn sistem tarafindan 16-24 saat
icinde verilmektedir. VITEK 2 otomatize sistemde S. aureus ve KNS’ler igin
oksasilin MIK degeri CLSI énerileri dogrultusunda rapor edilmektedir (60,121).
Otomatize sistemler ile yanlis negatif sonuglara rastlanmadigi, distik oranda da

olsa yanlis pozitif sonuclarin elde edilebilecedi bildirilmektedir*.
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Molekiiler yontemler

Metisilin direncinin heterojen ekspresyonundan dolayr MRSA suslari,
fenotipik metotlarla her zaman dogru olarak tanimlanamamaktadir. Bu nedenle
stafilokoklarda, metisilin direncini agiga ¢ikarmak igin PZR ile mecA geninin
tespiti altin standarttir. PZR yontemi, fenotipik olarak oksasilin direnci
gdstermeyen ancak mecA geni bulunduran suslari da tespit eder*®®’.

PZR, Uc¢ degisik sicaklikia calisan basamaklarin bir déngld halinde
tekrarlanmasi ile gerceklestirilir. ilk basamak denatiirasyondur. Bu basamakta
94°C’ye dek 1sitilan DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilir. ikinci basamak
birlesmedir (annealing). Sicakligin disdrtlmesi ile primerler cogaltilacak
bblgenin uglarinda yer alan kendilerine 6zgul dizileri tanir, hidrojen baglan
kurarak baglanir. Primerlerin ortamdaki derisimlerinin, kalip DNA’dan
milyonlarca kez daha fazla olmasi sayesinde, ayrilan kalip DNA zincirleri tekrar
birbirlerine degil, primerler kalip DNA zincirlerine baglanirlar. Primerlerin 6zgul
olarak baglanmasi icin kullanilan sicaklik genellikle 50-70°C arasinda degisir.
Uglincii basamak primerlerin uzamasidir (extension). Karisim, DNA polimerazin
calistigi optimum sicakliga getirildiginde, primerlere baglanmis olan enzim
molekulleri bunlarin 3’ ucuna, kalip DNA’ya uygun nikleotidleri ekleyerek DNA
sentezi yaparlar. Bu ¢ basamak bir ddnglyu olusturur ve her tekrarlanisinda iki
primer arasinda kalan 6zgul DNA pargasinin her iki zincirinin birer kopyasi
¢tkarilmis olur. Gogaltilan DNA pargalari birgok degisik ydntemle belirlenebilir.

Bunlardan en yaygin olarak kullanilani agaroz jel elektroforezdir®®-88:2°,
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma yapilmadan énce, Mersin Universitesi Tip Fakdiltesinden etik
kurul onay! alinmigtir (15/05/2009 tarih ve 5/104 no’lu etik kurul karart).

Orneklerin Toplanmasi ve izolasyonu

Bu calismada Eylil 2008-Eylil 2010 tarihleri arasinda, Mersin
Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda, cesitli klinik érneklerden; koloni morfolojisi, Gram boyama,
katalaz, lam koagulaz, DNAse ve oksasilin disk diflizyon testlerinin sonucunda
MRSA oldugu saptanan 190 adet S. aureus susu incelemeye alindi.

Hastane yatisinin Gzerinden en az 2 gin gegmis olan drnekler hastane
kaynakli olarak kabul edildi. Son 1 ay icinde hastane yatisi olmayan ve
polikliniklerden gelen &rnekler toplum kaynakh olarak kabul edildi. Gelen
orneklerden 170 adedi hastane kaynakli, 20 adedi toplum kaynakliydi.

Klinik Orneklerden izolasyon ve identifikasyon

Bronko-alveolar lavaj, trakeal aspirat 6rnekleri, beyin omurilik sivisi
(BOS), asit mayi, plevral mayi 6érnekleri, yara, apse, idrar érnekleri ve diger
klinik 6rnekler %5 kanl agar besiyerine ekildi ve 35-37°C’de, 18-24 saat inkibe
edildi. Kan kultar érnekleri Bactec kan kuiltlri siselerine alinarak, Bactec 9240
(Becton-Dickinson, USA) otomatize kan kultlrl cihazina konuldu ve cihaz
pozitif uyari verene kadar bes gun inkibe edildi. Pozitif kan kdltirleri Gram
boyama yapilarak stafilokok morfolojisinde olanlara ileri testler yapildi.

Bakteri Uremesi saptanan kolonilerden Gram boyasi yapilarak Gram
pozitif kok olanlara katalaz, lam koagullaz ve DNAse testi uygulandi.

a- Katalaz testi: Eritrositlerde var olan katalaz aktivitesi nedeniyle,
cikolata besiyerinden lam Gzerine alinmis koloniye %3’l0k hidrojen peroksitten
(H20.) birkac damla damlatildi ve hava kabarciginin olusmasi pozitif test olarak
kabul edildi. Kontrol sus olarak S. aureus ATCC 25923 kullanildi.

b- Lam koagulaz testi: Gram pozitif kok olarak boyanan ve katalaz testi
pozitif olan tim izolatlara uygulandi. Calismada, lam koagulaz testi yapilirken
insan plazmasi kullanildi. Besiyerinden 6ze ile alinan birka¢ koloni, 1ml insan
plazmas! icinde ezildi ve emdllsiyon haline getirildi. Koaguilasyon olusup
olusmadig! kontrol edildi. Bu sire iginde pihti olugturmayan suglar koagulaz
negatif kabul edildi. Lam koagilaz testinde pozitif kontrol olarak S. aureus
ATCC 25923 susu kullanildi.
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c-DNAse testi: Mikroorganizma DNAse test agara (Merck, Almanya)
ekildi. 35°C'de 18-24 saat inklbe edildi.. Daha sonra koloniler Gzerine 1 N HCI
dokulda. Berrak zon meydana getirenler DNAse testi pozitif yorumlandi. Pozitif
kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 susu kullanildi.

Metisilin direnci tespiti

Metisilin direncinin tespitinde; oksasilin-sefoksitin disk difiizyon, oksasilin
agar tarama, oksasilin-sefoksitin E test yontemleri ve PZR ydntemiyle mecA
geni arastirildi.
Disk diflizyon yontemi: Kirby-Bauer disk diflizyon teknigi ile CLSI dékiman
M2-A9 onerileri dikkate alinarak yapildi. Ticari firmadan satin alinan 1 pg
oksasilin diski (Oxoid, ingiltere) ve 30 ug sefoksitin diski (Oxoid, Ingiltere)
kullanildi. inkiibasyon periyodu sonunda S. aureus igin énerilen lreme zon
¢aplart mm cinsinden deg@erlendirildi. Kontrol susu olarak metisiline duyarli S.
aureus ATCC 25923 ve metisiline direncli S. aureus ATCC 43300 kullanildi.

Resim 1. Oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon testi (direngli)
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Resim 2. Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon testi (duyarli)

Ayrica calismamizda stafilokok enfeksiyonlarinda tercih edilen birgok
antibiyotik icinde disk diflizyon yéntemi kullanildi. Bu antibiyotikler; 10 pg
penisilin, 5 pg rifampin, 2 pug klindamisin, 30 ug tetrasiklin, 10 ug gentamisin, 5
ug siprofloksasin, 10 ug fusidik asit, 30 ug vankomisin ve 25 ug trimetoprim-
sulfametoksazol olup degerlendirmede CLSI tarafindan 6&nerilen duyarlilik
sinirlari kullanildi®®.  Fusidik asit duyarliligi Fransa Mikrobiyoloji Cemiyeti
Antibiyogram Komitesi'nin 1996’da belirledigi kriterlere gére yapildi®.

E-Test yontemi: CLSI'iIn M7-A7 belgesi 6nerileri dikkate alinarak yapildi.
Bakteri sUspansiyonu McFarland 0.5 standardinda hazirlandi ve MHA’a
eklivyon ile ekim yapildi. E-test stribi yerlestirilip, 35°C’de 24 saat inkiibe edildi.
inklibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon alaninin stribi kestigi
konsantrasyon MiK olarak belirlendi®®.

Oksasilin E-test, Sefoksitin E-test stripleri kullanildi. Testte kontrol susu olarak
S. aureus ATCC 29213 kullanildi.
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Resim 4. Oksasilin ve sefoksitin E Test (duyarh)
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Tablo 4. S. aureus ve KNS’lerde CLSI tarafindan dnerilen oksasilin-sefoksitin

disk difiizyon ve E-test duyarlilik sinirlar

Antibiyotik Zon cap! (mm) MiK (ug/ml)

R I S R S

S. aureus Oksasilin <10 11-12 >13 24 <2
Sefoksitin <19 - 220 28 <4

Tuz Agar Tarama YoOntemi:

Oksasilin agar tarama CLSI dékiman M7-

A7 standartlarina gére yapildi. Mueller Hinton toz agara (Oxoid, ingiltere) %4
NaCl eklendi, 121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra 50°C ye sogutuldu ve

steril sartlarda 6 pg/ml olacak sekilde oksasilin toz (Sigma, Almanya) eklenerek

4 mm kalinhiginda petrilere besiyeri dokildi. inokilum disk diflizyon igin tarif
edildigi gibi hazirlandi. Besiyerleri 35°C’de 24 saat inklibe edildi. Tek bir koloni
tremesi halinde bile oksasiline direncli kabul edildi. Kontrol sus olarak S. aureus
ATCC 25923 kullanildi®®.
Molekiiler yontem

DNA'nin elde edilmesi: Kiltirden alinan bakterilere kaynatma yéntemi

uygulanarak DNA'nin ekstraksiyonu yapildi.

1. 1000 pl Tris-EDTA pH 8.0 (TE) igine 6ze dolusu koloniler toplandi.

. 30 dakika 80 C°de i1sitma bloguna konuldu.

2

3. 10 dakika 12000 rpm'de santrif(ij yapilarak tstteki sivi dékulda.
4. Kalan pelletin tzerine 200 ul kloroform koyularak vortekslendi.
5

. Uzerine 200 pl TE koyularak 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip tst

sivi alinarak yeni ependorfa aktarildi.

MecA Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

MecA primerleri 100 pmol konsantrasyonda olacak sekilde dille edildi..
MecA1 (5’GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A3’) ve MecA2 (5'CCA
ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA AS3’) oligonikleotid primerleri kullanilarak,

310 b¢’lik mecA geni bdlgesi PCR ydntemi ile amplifiye edildi®’.

MecA igin pozitif kontrol olarak, S. aureus ATCC 43300 standart susu

kullanildi.
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Resim 5. mecA PZR gérinimu
(1- DNA ladder, 2- Pozitif kontrol, 3- Negatif kontrol, 4- mecA-, 5, 6, 7, 8- mecA +)

Tablo 5. MecA PZR testi icin gereken PZR karigimi

PZR KARISMI KONSANTRASYON MIKTAR
(1 6rnek icin)

Enzim Tampon solUsyonu 10 X 5 pl
dNTP 10pmol 1 pl
MgCl» 25mM 5ul
mecA F 100pmol 0.5 ul
mecA R 100pmol 0.5 ul
Hot start Taq S5U/pl 0.25 ul
DNA 5ul
dH>O 32.75 ul
Toplam 50 ul

PZR igin tlOpler 1si dongl cihazina yerlestirilerek 94°C’de 4 dk
denatiirasyondan sonra 94°C’de 45 sn, 55°C’de 45sn, 72°C'de 1 dk olacak
sekilde 30 dongl gerceklestirildi ve ardindan 72°C’de 2 dk ek uzama basamag!
uygulandi (tablo 6).
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Tablo 6. MecA Isi ddngu reaksiyon asamalari

Sicaklik
Reaksiyon Asamasi (°C) Siure |DOngi Sayisi
ilk Denattirasyon 94 4 dak 1
Denatlrasyon 94 45 sn
Primer Baglanmasi 50 45 sn 30
Zincir Uzamasi 72 1 dak
Son Uzatma 72 2 dak 1

Panton-Valentine Lékosidin Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

PVL gen bdlgesi primerleri 100 pmol konsantrasyonda olacak sekilde
dilie edildi. PCR amplifikasyonunda kullanilan luk-PV1 (5GTA AAATGT CTG
GAC ATG ATC CAS) ve luk-PV2 (5’CAA (C/G)TG TAT TGG ATA GCA AAA
GC3’) oligonlkleotid primerleri ile amplifiye edilen 433 b¢’lik bdlge PCR ydntemi
ile amplifiye edildi .Hedef DNA bdélgesinin gogaltiimasi igin asagidaki PZR
karisimi hazirlandi® (tablo 7).

PVL icin pozitif kontrol olarak S. aureus GRE14 susu kullanildi®2.

Resim 6. PVL PZR goérinima
(1- DNA Ladder, 2- Pozitif kontrol, 3- PVL+, 4-11- PVL-, 12- negatif kontrol)
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Tablo 7. PVL testi icin gereken PZR karigimi

PZR KARISMI KONSANTRASYON | MIKTAR
(1 6rnek icin)

Enzim Tampon solUsyonu 10 X 5ul
dNTP 10pmol 1l
MgCl» 25mM 5ul

Luk-PV F 100pmol 0.5 ul
Luk-PV R 100pmol 0.5 pl
Hot start Taq 5U/ul 0.25 ul
DNA 5ul
dH20 32.75 pl
Toplam 50 ul

PZR igin tlpler 1si dongl cihazina yerlestirilerek 95°C'de 12 dk
denatiirasyondan sonra 94°C’de 30 sn, 55°C’'de 30 sn, 72°C’de 60 sn olacak
sekilde 30 dongl gerceklestirildi ve ardindan 72°C’de 7 dk ek uzama basamag!
uygulandi (tablo 8).

Tablo 8. PVL igin 1s1 déngl reaksiyon agamalari

Sicakhk
Reaksiyon Asamasi (°C) Sure |Dongul Sayisi
ik Denatiirasyon 95 12 dak 1
Denatiirasyon 94 30 sn
Primer Baglanmasi 55 30 sn 30
Zincir Uzamasi 72 1 dak
Son Uzatma 72 7 dak 1

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriinlerinin Gériintiilenmesi:

mecA ve PVL PZR sonuglarinin degerlendirilmesi icin, PZR programi
tamamlandiktan sonra amplifiye olan bélgeler %1,5’lik agaroz jelde analiz edildi.
%1,5’lik agaroz jel igerisine 0,5 mg/ml etidiyum bromir eklendi. Daha sonra,

PZR reaksiyonu drtnlerine 6X yukleme tamponundan 1/5 oraninda (1 hacim
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ylikleme tamponu, 5 hacim PZR reaksiyonu riinii) eklendi. Ornekler agaroz

jele yuklendikten sonra 100 mA, 110 Voltta 35 dakika elektroforeze tabi tutuldu.

Elektroforez sonucu, UV transliminatérll (Salubris-technica) bilgisayarli jel

dokimantasyon sistemi ile fotografi ¢ekilerek yorumlandi. Primerlerin ¢ogalttigi

bdlge mecA igin 310 be’lik,PVL icin 433 b¢'lik olup, beklenen bant uzunlugu,

molektler marker (Fermantes DNA 100 base pair ladder ) yardimiyla

yorumlandi.

—h

Kullanilan Cihaz ve Gerecler
Cihazlar

Otomatik pipetler
Tek kanallh 20 pl, 200 pl ve 1000 pl'lik Eppendorf (Eppendorf
Reference, Germany).
Steril pipet ucu olarak 2 pl, 10 pul, 200 ul ve 1000 pllik filtreli plastik
pipet (Eppendorf Reference, Germany)

Isi dongli cihaz
PZR iglemlerinin yapilmasinda programlanabilen Ust kapak isitmali
otomatik thermal cycler (Eppendorf, Mastercycler Gradient 22331,
Almanya)

Elektroforez Tanki ve Gli¢ Kaynagi
Agaroz jel elektroforez (Biometra)

Jel Goruntiuleme ve Analiz Sistemi
UV transliminatérli  (Salubris-technica, USA) bilgisayarli jel
dokUmantasyon sistemi elde edilen  jeldeki bantlarin
gbruntilenmesinde kullanildi.

Hassas Terazi
Kimyasal maddelerin tartiminda hassas terazi (Scaltec, Almanya)
kullanildi.

Vorteks (Mekanik Karistirici)
PZR iglemleri sirasinda O&rneklerin ve PZR komponentlerinin
karigtirilmasi i¢in Vorteks (NUve, Turkiye) cihazi kullanildi.

Sogutmali Santrifiij
Orneklerin santrifij edilmesi ve PZR islemleri sirasinda santrifij

isleminin  gerekli oldugu durumlarda ¢o6zelti ve karngimlarin
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¢Oktlrilmesi amaciyla sogutmal santrif(j cihazi (Hettich, Almanya)
kullanildi.
8. inkiibator
Ekimi yapilan besiyerlerinin inkibasyonu igin inkibatér (Memmert,
Almanya) kullanildi.
9. Otoklav
Besiyerlerinin ve sollsyonlarin sterilizasyonu icin otoklav (Nive,
Tarkiye) kullanildi.
10. Steril laminar akimh giivenlik kabini
Ekimlerin, besiyerlerinin steril bir bicimde hazirlanmasi, ayni sekilde
DNA ekstraksiyonu, PZR ve kesim reaksiyonunun steril bir ortamda
gerceklestirilebilmesi igin steril laminar akimlh glvenlik kabini
(Heraeus, Almanya) kullanildi.
11.Benmari
Ben-mari (Memmert, Aimanya), DNA ekstraksiyonunda ve hazirlanan
soltsyonlarin isi ile ¢éztlmesinde kullanildi.
12.Mikrodalga Firin
Elektroforezde kullanilan agarozun tampon sollsyonu igerisinde
eritimesinde mikrodalga firin (Beko, MD 1500, Turkiye) kullanildi.
13.Derin Dondurucu
DNA ekstraksiyonu, PZR ve kesim sonucu elde edilen &6rneklerin
saklanmas! igin derin dondurucu (-20°C, Ugur, 2005, Trkiye)
kullanildi.
14.Bactec 9240 otomatize kan kiiltlirii cihazi (Becton-Dickinson,USA)
Kullanilan antibiyotikler
Disk difiizyon testinde kullanilanlar
Oksasilin (OX)-1ug (Oxoid, ingiltere)
Sefoksitin (FOX)-30 pg (Oxoid, ingiltere)
Vankomisin (VA)-30 ug (Oxoid, ingiltere)
Gentamisin (CN)-10 pg (Bioanalyse, Turkiye)
Tetrasiklin (TE)-30 pg (Bioanalyse, Turkiye)
Rifampin (RA)-5 pg (Bioanalyse, Turkiye)
Siprofloksasin (CIP)-5 ug (Bioanalyse, Turkiye)
Klindamisin (DA)-2 ug (Bioanalyse, Turkiye)
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TMP-SXT (SXT)-1.25/23,75 ug (Bioanalyse, Turkiye)
Linezolid (LZD)-30 ug (Oxoid, ingiltere)
Fusidik asit (FD)-10 pg
Agar tarama testinde kullanilanlar
Oksasilin selektif supplement 5 mg (Sigma, Almanya)
Kitler
Oksasilin E-test (Biomerieux, isveg)
Sefoksitin E-test (Biomerieux, isvec)
Besiyerleri
Kanli Agar (Oxoid, ingiltere, LOT 646736 )
Mueller-Hinton Agar (Biomerieux, Fransa,LOT 823405401 )
DNAse Test Agar (Merck, Almanya)
PZR Tekniginde Kullanilan Gerecler
dNTP (Fermantes, Almanya)
Primerler ( Ella Biotech GmbH, Almanya )
Buffer B (Fermantes, Almanya)
Taq DNA Polimeraz (250 U/ml) (Fermantes, Almanya)
Elektroforetik Analiz Soliisyonlari
a) 10 X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Stok sollisyonu
e 108 g Tris-base(Sigma T-1503, USA) (0,9 M)
e 55 g Borik asid (Merck 2993665, USA) (0,9 M)
e 8,39 EDTA (Sigma E-6788, USA) pH 8,0 (20mM)
e Distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.
e Manyetik karistiricida ¢ézilerek pH 8,0’e ayarlandi.
e Otoklavda sterilizasyon yapilarak oda i1sisinda saklandi.
b) 1X TBE (Calisma soliisyonu)
e 100 ml 10 X TBE Uzerine, 900 ml distile su eklendi.
e Elektroforez tankina konularak kullanildi.
c) Etidiyum Bromid Solisyonu (10mg/ml)
e 0,1 g Etidiyum bromid (Sigma E-9884, USA) 10 ml distile su
icinde ¢6z0ld0.
¢ Isiga hassas oldugu icin aliminyum folyo ile sarilarak + 4 ° C’

de saklandi.
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d) Yukleme tamponu (6X)
e 1XTBE
® %40 Sukroz (Sigma S—7903, USA)
* %0,025 Brom fenol mavisi (Sigma B-0126, USA).
e) Bromtimol mavisi:
e 0,4 gr bromtimol (Merck 64271, Darmstad, Germany) mavisi
100 ml distile su i¢erisinde ¢6zuldU.
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BULGULAR

Gesitli klinik drneklerden izole edilen ve oksasilin disk diflzyon testi
sonucu direngli saptanan 190 S. aureus susunda; sefoksitin disk diflzyon,
oksasilin agar tarama, oksasilin E test, sefoksitin E test ¢alisildi ve PZR ile
mecA gen varhgi arastinidi.

Suslarin timinde mecA geni saptandigindan tim 6rnekler MRSA olarak
kabul edildi. 190 adet MRSA d&rneginin 170’i hastane kaynakli, 20’si toplum
kaynakliydi. 73 sus dabhili bélimlerden, 117 sus cerrahi bélimlerden génderilen
Orneklerden elde edildi.

Orneklerin alinis yerlerine gore dagilimi ise tablo 9'da gésterilmistir.

Tablo 9. Klinik érneklerin dagilimi

Ornek Sayi %
Trakeal aspirat 55 29
Yara 50 26,3
Doku 21 11,1
Periferik kan 20 10,6
Kateter 18 9,5
idrar 5 2,6
Abse 5 2,6
Dren 5 2,6
Balgam 3 1,6
Plevra 1 0,5
Bogaz 1 0,5
BOS 1 0,5
Bronko-alveolar lavaj 1 0,5
Diger 4 2,1
Toplam 190 100

MecA geni pozitif olan 190 sustan; oksasilin disk difiizyon testi, 190 susu
direncli olarak belirlerken diger tim testler 188 susu direncli olarak saptadi.
Tablo 10’da direng paternleri gésterilmistir.
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Tablo 10. Uygulanan testlere gére MR ve MS suslarin dagilimi

MR MS
Oksasilin Disk Diflizyon 190 0
Oksasilin Agar Tarama 188 2
Sefoksitin Disk Diflzyon 188 2
Oksasilin E test 188 2
Sefoksitin E test 188 2
mecA 190 0

Toplam 2 adet sus; oksasilin disk difizyon testi ile metisiline direncli
olarak tespit edilirken, diger fenotipik yontemlerle duyarli saptandi. Bu suslarin

PZR ile mecA geni icerdigi tespit edildi (resim 7 ve 8).

Resim 7. 56 numarali sus
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Resim 8. 58 numarali sus

Oksasilin disk difizyon testi ile diger testler arasinda gugli bir uyum
gbzlenirken, sefoksitin disk difiizyon, oksasilin agar tarama, oksasilin E test ve
sefoksitin E testlerinin birbiri ile tam uyumlu olduklari saptanmistir (kappa: 1,00).

Oksasilin agar tarama, sefoksitin disk diflzyon, oksasilin E test ve
sefoksitin E testleri ile mecA gen pozitifligi karsilastirildiginda tablo 4.2'deki
sonugclara goére duyarlilik orani %98,9 olarak hesaplandi.

Oksasilin disk difizyon testi ile mecA pozitifligi karsilastirldiginda ise
duyarhlik orani %100 olarak hesaplandi.

Toplam 6 hastaya ait izolatda PVL geni tespit edildi (%3,16). 6 6rnegin
5’inin hastane kaynakl, 1’inin toplum kaynakli oldugu saptandi (tablo 11).
Hastane ve toplum kaynakli &rnekler arasinda, PVL pozitifligi yéninden

istatistiksel agidan anlamli fark bulunamadi.

Tablo 11. Hastane ve toplum kaynakli 6rneklerdeki PVL dagilimi

PVL Say! %

PVL pozitif 5 2,94

Hastane kaynakl PVL negatif 165 97,06
PVL pozitif 1 5
Toplum kaynakh PVL negatif 19 95
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TK-MRSA 6rneklerinde bulunan PVL (+) sus, dermatoloji polikliniginden
génderilen scalp bélgesindeki apseden izole edilmisti. HK-MRSA &rneklerindeki
PVL (+) suslardan 2’si Enfeksiyon Hastaliklari ve Beyin Cerrahisi Klinigi'nden
gbnderilen trakeal aspirat kultirt, 2’'si Cocuk Saglhgi ve Hastaliklari ve
Enfeksiyon Hastaliklari Klinigi'nden génderilen periferik kan kulttrd, 1’i Gocuk
Saghgi ve Hastaliklari Klinigi’nden gdnderilen kateter kilttrinde izole edilmisti.

TOm suslarin gesitli antibiyotiklere duyarhlik sonuglari tablo 12’de gdsterilmistir.

Tablo 12. Suslarin gesitli antibiyotiklere duyarhlik sonuglari.

AK DA SXT | GN | FD | CIP RA TE VA | TEC | LZD

Direngli | 171 | 57 2 |178| 12 | 180 | 178 | 180 | O 0 0
sayl (%) | (90) | (30) | (1) | (94)| (6) | (95) | (94) | (95) | (0) | (O) | (0)

Duyarli 19 133 188 | 12 | 178 | 10 12 10 190 190 190
sayl (%) | (10) | (70) | (99) | (6) | (94) | (5) (6) (5) | (100) | (100) | (100)

(AK: Amikasin, DA: Klindamisin, SXT: Trimetoprim/silfametoksazol, GN: Gentamisin, FD:
fusidik asit, GiP: Siprofloksasin, RA: Rifampisin, TE: Tetrasiklin VA: Vankomisin, LZD: Linezolid
TEC: Teikoplanin)

190 susun hastane ya da toplum kaynakli olmasina gére dizenlenmis
antibiyotik duyarlik sonuclari tablo 13’te gosterilmigtir.
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Tablo 13. Suslarin antibiyotik duyarlik sonuglarinin hastane ve toplum kaynakli
olarak dagilhmi

AK | DA |SXT |GN |FD |CIP |RA | TE | VA | TEC | LZD
Direncli
156 | 53 1 160 | 10 | 161 | 160 | 164 0 0 0
Sayi
% 92 31 0,6 94 6 95 | 94 | 96 0 0 0
Hastane
kaynakll | Duyarl
14 | 117 | 169 10 | 160 9 10 6 170 | 170 170
Sayi
% 8 69 | 99,4 6 90 5 6 4 100 | 100 | 100
Direngli
15 4 1 16 2 16 15 14 0 0 0
Sayi
% 75 20 5 80 10 80 75 70 0 0 0
Toplum
kaynakll | Duyarl
5 16 19 4 18 4 5 6 20 | 20 20
Sayi
% 25 80 95 20 90 20 | 25 | 30 | 100 | 100 100

(AK: Amikasin, DA: Klindamisin, SXT: Trimetoprim/silfametoksazol, GN: Gentamisin, FD:
fusidik asit, CIP: Siprofloksasin, RA: Rifampisin, TE: Tetrasiklin VA: Vankomisin, LZD: Linezolid
TEC: Teikoplanin)

PVL geni pozitif bulunan 6 susun ¢esitli antibiyotiklere duyarlik sonuglar

tablo 14’te gésterilmigtir.

PVL geni negatif bulunan 184 susun cesitli antibiyotiklere duyarlik

sonuclari tablo 15’te gésterilmistir.
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Tablo 14. PVL pozitif suglarin antibiyotiklere duyarliklarinin dagilimi.

AK DA |SXT |GN |FD |CIP RA TE VA TEC | LzZD
Direncli
6 2 1 6 1 6 6 6 0 0 0
Sayi
% 100 33 17 | 100 | 17 | 100 100 100 0 0 0
Duyarh
0 4 5 0 5 0 0 0 6 6 6
Sayi
% 0 67 83 0 83 0 0 0 100 100 100

(AK: Amikasin, DA: Klindamisin, SXT: Trimetoprim/silfametoksazol, GN: Gentamisin, FD:
fusidik asit, CIP: Siprofloksasin, RA: Rifampisin, TE: Tetrasiklin VA: Vankomisin, LZD: Linezolid
TEC: Teikoplanin)

Tablo 15. PVL negatif suslarin antibiyotiklere duyarliklarinin dagilimi.

AK DA | SXT | GN FD CIP RA TE VA TEC | LzD
Direncli
165 | 55 1 172 11 174 172 174 0 0 0
Sayi
% 90 30 | 05 93 6 95 93 95 0 0 0
Duyarli
19 [ 129 | 183 | 12 173 10 12 10 184 | 184 184
Sayi
% 10 70 | 99,5 7 94 5 7 5 100 | 100 100

(AK: Amikasin, DA: Klindamisin, SXT: Trimetoprim/silfametoksazol, GN: Gentamisin, FD:
fusidik asit, GiP: Siprofloksasin, RA: Rifampisin, TE: Tetrasiklin VA: Vankomisin, LZD: Linezolid
TEC: Teikoplanin)

PVL (+) suslarda PVL (-) suslara gbre; amikasin, klindamisin, gentamisin,
fusidik asit, siprofloksasin, rifampisin, tetrasiklin ve &zellikle trimetoprim-
stlfametoksazol’de daha yUksek direnc oranlari saptanmakla birlikte istatistiksel
olarak anlamli fark gbézlenmedi (tablo 16). Vankomisin, linezolid ve teikoplanin’e

ise tim suglar duyarh olarak bulundu.
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Tablo 16. PVL pozitif ve negatif suslarin antibiyotik direng paternleri

o PVL (+) PVL (-)
Antibiyotikler p
n % n )
AK 6 100 165 90 0,89
DA 2 33,3 55 30 0,86
SXT 1 16,7 1 0,5 0,08
GN 6 100 172 93 0,95
FD 1 16,7 11 6 0,84
cip 6 100 174 95 0,99
RA 6 100 172 93 0,95
TE 6 100 174 95 0,99
VA 0 0 0 0 -
TEC 0 0 0 0
LzD 0 0 0 0

(AK: Amikasin, DA: Klindamisin, SXT: Trimetoprim/stlfametoksazol, GN: Gentamisin, FD:
fusidik asit, GiP: Siprofloksasin, RA: Rifampisin, TE: Tetrasiklin VA: Vankomisin, LZD: Linezolid
TEC: Teikoplanin)

istatistiksel Analiz

Galismada excel programinda toplanan veriler SPSS (Statistical Packet
for The Social Sciences) 11.5 paket programina aktariimistir.

Galismada kullanilan veriler kategorik veriler oldugu igin verilerin
tanimlayici istatistiklerinde frekanslar ve oranlari verilmigtir. Tani testleri
arasindaki uyumun ortaya koyulmasi icin kappa test istatistigine bakilmistir.

Testlerin diagnostik performanslarinda MecA test sonuglari altin standart
olarak alinarak test istatistikleri hesaplanmistir. Ayrica gelen materyallerin
kaynagi ile test sonuglar arasindaki kategorik verilerin analizinde ki kare testi
kullantimistir.

P<0,05 istatistik agidan anlaml kabul edilmigtir. Hesaplamalarda SPSS

11.5 ve MedCalc®v11.0.1paket programi kullaniimigtir.
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TARTISMA

Stafilokoklarda 6zellikle yUksek dlzey heterojen direncin varlig
nedeniyle direngli suslar siklikla gbézden kacabilir. Fenotipik ydntemlerle
metisilin direncinin saptanmasi, uygulanan test kosullarindan etkilenmektedir.
inokulum miktari, inkilbasyon isisi ve siiresi, NaCl konsantrasyonu ve ortamin
pH’si gibi birgcok faktdr direncin belirlenmesinde rol oynar. Bu nedenle
Orneklerde mecA gen bdlgesinin gosterilmesi, direncin tespitinde en iyi ydntem
olarak kabul edilmektedir. Bu gen bdlgesi PZR ya da DNA prob ydntemleri ile
saptanabilmektedir. En 6nemli avantajlari hizli ve dogru sonug¢ alinmasi olan bu
yOntemlerin, dezavantajlari test basina maliyetlerinin yiksek olmasi ve egitimli
personel gerektirmesidir'®.

Stafilokoklarda metisilin direnci, hizla yayilan ve 6zellikle hastanede
yatan hastalarda yiksek seviyelere ulasmis olmasi nedeniyle de tedavide
sorunlar olusturan 6nemli bir problemdir. MRSA suslarinin beta-laktam
antibiyotikler yaninda diger birgok antibiyotige de direncli olabilmeleri metisilin
direncinin kisa silrede, dogru olarak tespit edilmesinin 6nemini daha da
artirmaktadir. Metisilin direncinin tespitinde genellikle maliyeti ucuz, uygulamasi
kolay, duyarlihgi ve o6zgullugu yuksek olan oksasilin disk difizyon testi
kullanilmaktadir. Ancak disk difiizyon yénteminde asiri penisilinaz Ureten suslar,
metisilin veya oksasilin disklerinin ¢evresinde kugtk bir inhibisyon zonu
yaparken, gercek metisilin veya oksasilin direncli suslar higbir zon yapmaz. Bazi
asir penisilinaz Ureten suslarin hig zon yapmamasi ve MRSA olarak
tanimlanmasi da mumkindir. Sefoksitin disk diflizyon testinin asiri penisilinaz
(iretiminden oksasilin disk diflizyon testi kadar etkilenmedigi bildiriimektedir*.

CLSI, S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasi sirasinda
kuskulu sonug alindiginda, dogrulama testi olarak oksasilin agar tarama testini
Onermektedir. Altin standart olan mecA geninin saptandigi PZR ydntemiyle en
iyi uyumu bu test gbéstermektedir. Swenson ve arkadaslari, S. aureus tirlerinde
mikrodilisyon, disk diflizyon ve oksasilin agar tarama testi arasindan, oksasilin
agar tarama ydnteminin duyarliligini en yiiksek olarak saptamislardir®®. Oguz ve
arkadaslari, toplam 117 S. aureus susunda, agar dilisyon, agar tarama ve disk
difiizyon ydntemi ile metisilin direnci arastirmislardir®. Agar diliisyona gére agar
tarama ve disk diftizyon ydntemlerinin duyarhlik ve 6zgullUkleri sirasi ile %100,
%95 ve %100, %92.6 bulmusglardir. Bu ¢alismalarin yaninda MR’nin tespitinde
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kullanilan testlerin duyarliik ve 6zgulliguni c¢ok farkli oranlarda saptayan
calismalar da mevcuttur. Cavassini ve arkadaslari, 200 S. aureus izolatinda
yaptiklari calismada, disk diflizyon ve agar tarama testlerinin sonuglarini mecA
sonuglariyla karsilastirmiglar, disk diflzyon testinin duyarlihgini  %61.3,
O0zgulliginu %96.7, agar tarama testinin duyarhligini %82.5; 6zgulliginu ise
%98.3 olarak tespit etmisler®™. Arastirmacilar MRSA suslarinda duyarlilik ve
O6zgulligu yuksek bir test olarak bilinmesine karsilik, oksasilin agar tarama
testinin duyarhligini diasik bulmuslardir. Zhu ve arkadaslari, oksasilin disk
difizyon ydénteminin duyarhligini (%97,5), sefoksitin disk diflzyon yénteminin
duyarlii§indan (%96,6) daha yiksek bulmuslardir®. Telli ve arkadaslarinin
calismalarinda elde ettikleri duyarliik sonuclari; oksasilin disk diflzyon testi
%98.8, sefoksitin disk diflzyon testi %98.3, oksasilin agar tarama testi %98.8,
MRSA lateks aglitinasyon testi %97.7 iken, oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon
testlerinin tanisal degerlerini daha yiksek saptamislardir®. Oksasilin disk
difizyon testinin bircok heterojen susta %61-98,8 arasinda duyarlilik
gdsterdigini belirten calismalar vardir®®'%.

Calismamizda oksasilin disk diflzyon testi ile 190 susu direngli olarak
saptarken diger tim testlerle 188 sus direncli olarak degerlendirildi. Istatistiksel
fark olmasa da oksasilin disk diflizyon testi, MRSA &rneklerini tespit etmekte
daha iyi sonuglar elde etti. Calismamizdaki tim suslar mecA geni icerdigi igin
sadece duyarlilik kargilastirmasi yapildi. Bu karsilastirma sonucu oksasilin disk
difiizyon testi ile %100 olarak saptanan duyarhlik, diger testlerle %98,9 olarak
belirlendi. Elde ettigimiz sonuclar, Telli ve arkadaslari ile Zhu ve arkadaslarinin
calismalari ile benzerlik gdsterdi®®®’. Testlerin birbiri ile uyumu, oksasilin disk
difiizyon testi ile diger testler arasinda yiksek olarak saptandi. Bu test digindaki
testler her bir susta ayni sonuglar elde edildigi igin tam uyumlu olarak belirlendi.
Calismada MRSA disinda S. aureus susu yer almadidi icin, oksasilin disk
diftzyon testinin yanhs pozitiflik agisindan degerlendiriimesi ya da testler
arasinda 6zgullik karsilagtirmasi yapilamadi.

Galismamizda uygulanan testlerle yanlis negatif sonuglarin olmasi, bize
duyarhlik testlerinin dig faktorlerden etkilendigini, metisilin direncini belirlemede
genotipik yéntemlerin daha duyarli ve glvenilir oldugunu géstermistir. Metisilin
direncinin dogru olarak belirlenememesi, etkili olmayan bir tedavinin

uygulanmasina yol acarken, klinie yanls pozitif sonu¢ verilmesi de gereksiz
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yere pahali ve ciddi yan etkileri bulunan bir glikopeptid antibiyotigin
kullanilmasina neden olabilmektedir. Ancak genotipik yontemlerin maliyet ve
ekipman sorunlari nedeniyle rutin laboratuvar tanisinda kullaniimasi zor
g6rulmektedir.

Stafilokoklarda bir virtilans faktérl olan PVL, 6zellikle deri, yumusak doku
enfeksiyonlari ve akut nekrotizan pnémoniler ile iligkilidir™®’. Literatiirde, yapilan
calismalarin blydk cogunlugunda, toplum kdkenli izolatlarda PVL pozitifligi
daha yilksek oranlarda bulunmustur. Ek olarak PVL pozitif TK-MRSA
izolatlarinin daha sik deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina yol actiklari ¢ok

sayida arastirici tarafindan bildirilmistir'®''%

. Galismamizda 190 sustan 6’sinda
(%3,16) PVL geni saptandi. PVL pozitif suslarin 5 tanesi hastane kaynakl, 1
tanesi toplum kaynakli érneklerdeydi.

TK-MRSA 6rneklerinde bulunan PVL (+) sus, dermatoloji polikliniginden
g6nderilen skalp bélgesindeki apseden izole edildi. Yapilan ¢alismalarda PVL
iceren  TK-MRSA’larin  siklikla cilt  enfeksiyonlarina sebep  oldugu
bildiriimektedir>®".

S.aureus izolatlarinda PVL gen bélgesinin arastinldigi ¢alismalarda farkh

oranlarda pozitiflik  (%0,44-%72) saptanmistir'®+1%°

Amerika  Birlesik
Devletlerinde, 11 sehirde hastanelere cilt ve yumusak doku enfeksiyonu ile
basvuran hastalarda yapilan bir ¢alismada; saptanan 249 MRSA izolatinin %
50’sinde PVL pozitifligi bildirilmistir'®. Avrupa’da ise MRSA suslarinda %1-3
oraninda PVL pozitifligi bildiriimektedir'®’.

Ulkemizde bu konuda yapilan galismalarda; Oksiiz ve arkadaslari 22 MRSA
izolatindan 9'unda (%41) PVL pozitifligi saptamislardir'®. Kilic ve arkadaslari
385 MRSA izolatindan 5'inde (%1,3) PVL geni saptadiklarini bildirmislerdir'®.
Karahan ve arkadaslari yaptiklari galismada, 261 MRSA susundan 8’inde
(%3,1) PVL pozitifligi saptamislar’®®. Bu érneklerden; 193 adet HK-MRSA
izolatinda 1 (%0,5), 68 adet TK-MRSA izolatinda 7’sinde (%10) PVL geni
saptamiglardir. Bu PVL (+) MRSA izolatlarinin 5 tanesi yara, 2 tanesi idrar, 1
tanesi apseden izole edilmistir. Arastirmacilar PVL pozitif izolatlarin idrar yolu
enfeksiyonu ile iliskisine de dikkat gekmektedirler. Hacettepe Universitesi
Hastanesinde yapilan bir ¢alismada; Akoglu ve arkadaslari, klinik birimlerden
izole edilen gesitli 6rneklere ait 110 HK-MRSA izolatindan 14’Gnde (%12,7) PVL

geni varhig saptamistir’®.
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Chini ve arkadaslar yaptiklari ¢calismada; 218 adet TK-MRSA izolatindan
157’sinde (%72), 280 HK-MRSA izolatindan ise 65’inde (%23) PVL geni
saptamiglar ve PVL pozitif MRSA izolatlarinin hastanelere yayildigina dikkat
cekmislerdir'®.

PVL geninin toplum kaynakh MRSA’lara ait oldugu kabul edilirken
ginimizde yapilan calismalarda hastane kaynakll izolatlarda da tespit
edilmektedir. Salgado ve arkadaglari, MRSA Kkolonizasyonunun yillar
suUrebilecegine, hastanede ya da toplumdan kazanilan MRSA’nin Kklinik
enfeksiyon gelisene kadar fark edilmeyecegine, bu nedenle TK-MRSA
ifadesinin aslinda bakterinin toplumdan kazanilmasindan ziyade toplumda
kolonizasyon ve enfeksiyonun saptanmasi anlamina gelebilecegine dikkat
cekmektedirler®. Aires de Sousa ve arkadaslari tarafindan Yunanistan’da, klinik
orneklerden izole edilen HK-MRSA suslari ile yapilan bir calismada hastaneden
hic disari cikmamis premattire bir bebekten izole edilen MRSA izolatinin PVL

pozitif oldugu bildirilmistir'"

. Bu MRSA izolatinin SCCmec tipi, antibiyogram
Ozellikleri ve PVL pozitif olmasi toplum kaynakli oldugunu distndlrse de, hi¢
hastane disina ¢cikmamis bir bebekten izole edilmesi hastane kaynakli oldugu
g6rusinu desteklemektedir.

HK-MRSA izolatlarinda PVL sikhgi, dinyada en disUk Fransa ve en
yiksek Cezayirde olmak Uzere %0,4 ile %67,5 arasinda degismektedir ve
toplum kaynakli MRSA O&rneklerinde daha ylksek oranlarda rapor
edilmektedir''2113116,

Calismamizda; HK-MRSA’larda % 2,94, TK-MRSA’larda % 5 oraninda
PVL pozitifligi tespit edilmistir. Hastanemizde PVL pozitif suslarin bulundugu
gorulmektedir. Yapilan calismalarda PVL geninin sadece toplum kaynakh
Orneklere ait bir virtlans faktért oldugu fikrinin degismekte oldugunu ve hastane
kaynakli érneklerdede bu genin tespit edildigi bildirilmektedir®% 102110111,

MRSA izolatlarinda gerek Ulkemizden, gerekse yurtdisindan oldukca
farkli PVL pozitiflik oranlarinin rapor edilmesi, kullanilan farkli pirmerler ve
molekuler ydontemdeki farkhliklardan kaynaklanabilmektedir. Bu sebeple ¢calisma
sirasinda farkli primer sec¢imi ve termal doéngld kosularindan kaynaklanan
yalanci pozitif ve yalanci negatif sonuglarin alinabilecegi bildiriimektedir. Bunu

azaltmak icin farkli primerlerle sonuglarin dogrulanmasi énerilmektedir''’.
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PVL pozitifligi, S. aureus suslarinin virtlansini énemli élgtide artirmakta ve
neden oldugu hastaliklarin klinik seyrini agirlagtirarak komplikasyon gelisme
riskini yUkseltmektedir''®. PVL pozitif suslarin hastane ortaminda yayilmasi,
hatta salginlar olusturmasi, bu suglarin antibiyotik direng 6zelliklerini de
tzerinde toplamasi ile daha direncli ve daha virllan S. aureus suslarinin ortaya
cikma riskini artirmaktadir' 12,

GUndmizde coklu direnc gbsteren MRSA suslarinin artmasi nedeniyle
stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde zorluklar yasanmaktadir. Son 14 yil
icinde bircok iilkede VISA ve VRSA suslari bildirilmistir'2#'2¢,

Bizim calismamizda; calisilan tim suslar vankomisin, linezolid ve
teikoplanine duyarliydilar. Diger antibiyotiklerden trimetoprim/sutlfametoksazol
ve fusidik asit disindakilerde HK-MRSA’larda daha yUksek diren¢ oranlari
saptandi. Trimetoprim/silfametoksazol ve fusidik asit ile TK-MRSA’larda
g6zlenen daha yiksek diren¢ orani, bu antibiyotiklerin poliklinik hastalarinda
daha yogun kullanimi ile iligkili olabilir. Fusidik aside direncli 2 TK-MRSA susu,
dermatoloji polikliniginden gelen skalp apsesi ve plastik cerrahi polikliniginden
gelen yara enfeksiyonundan izole edildi. Dermatoloji polikliniginden génderilen
skalp apsesine ait MRSA susu PVL (+) olan tek TK izolati olarak ¢oklu dirence
sahipti ve vankomisin, linezolid ve teikoplanin disindaki tim antibiyotiklere
direncli saptandi. Trimetoprim/stilfametoksazole direngli diger TK-MRSA susu
idrar kaltdrinden izole edilmisti. Siprofloksasinde saptadigimiz yiksek direng
oranlari, MRSA’larda siprofloksasin direncinin son yillarda giderek arttigina
iliskin calismalarla paralellik géstermektedir'?”'2°,

Tristan ve arkadaslar tarafindan, Fransiz ulusal stafilokok merkezinin
1999-2005 yillan arasinda dinya genelinde 17 Glkeden topladigr 469 PVL (+)
TK-MRSA izolati ile yaptigi ¢alismada; bu suslarin, birgcok antimikrobiyal ajana
genelde duyarh olduklarini bildirmislerdir. Bu calismada, tetrasikline ylUksek,
fusidik aside orta dizeyde direng oranlari saptanirken, tim suslar trimetoprim-
stilfametoksazol, glikopeptidler ve linezolide duyarli olarak saptanmistir'®C.
Ellington ve arkadaslari tarafindan ingiltere’de yapilan bir caligmada; 2005-2008
yillar arasinda toplanan 76 PVL (+) TK-MRSA izolatinin (53’0 cilt ve yumusak
doku enfeksiyonu kaynakl)) HK-MRSA’lara gbre genelde daha disik direng
oranlari goésterdikleri ancak eski c¢alismalara gbére direncin artmakta oldugu

131

belirlenmistir'®>’. Bu calismada ayni aileden 2 bireyde saptanan suslarin, faj
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yapisi ve antibiyotik diren¢ paternlerinin ayni oldugu saptanmistir. Bu durum
ailesel gegis olarak yorumlanmistir. Yine bu ¢alismada siprofloksasine ylksek
oranda direng (%67) saptanmis ve bu suslarda ¢oklu antibiyotik direnci de
belirlenmistir.

Calismamizda, PVL (+) suslarda, PVL (-) suslara go6re; amikasin,
klindamisin, gentamisin, fusidik asit, siprofloksasin, rifampisin, tetrasiklin ve
Ozellikle trimetoprim-sulfametoksazol’de daha ylksek oranda diren¢ oldugu
gorulmektedir. Ancak istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi (tablo 16).

Sonug olarak hastanemizde, hastane ve toplum kaynakl MRSA
suslarinda PVL geni bulunmaktadir. Bu nedenle hastane ve toplumda bu

suslarin yayilimini énlemek icin gerekli enfeksiyon kontrol énlemleri alinmalidir.
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SONUC ve ONERILER

Galismamizda, 2008-2010 Eylil aylan arasinda laboratuvarimiza
génderilen; koloni morfolojisi, gram boyama, katalaz, lam koagulaz, DNAse ve
oksasilin disk difiizyon testleri sonucu MRSA olarak degerlendirilen S. aureus
suslar incelendi. Oksasilin disk diflizyon testi ile direncli saptanan 190 susun
timinde mecA geni tespit edilirken, sefoksitin disk diflizyon testi, oksasilin agar
tarama, oksasilin E test, ve sefoksitin E test ile 190 sustan 188’i metisiline
direncli saptandi. Calismamizda, testler arasinda belirgin fark olmamakla birlikte
oksasilin disk diflizyon testinin MRSA tespitinde daha duyarli oldugu saptandi.

Galismamizda MRSA suslarinin 6’sinda (%3,16) PVL geni saptand..
Hastane kaynakli 5 (%2,94) ve toplum kaynakli 1 hasta (%5) 6rneginde PVL
geni tespit edildi. Onceki calismalarda PVL siklikla toplum kaynakli stafilokok
suglarinda tespit edilirken, ginimuzde yapilan ¢alismalarda hastane kaynakh
izolatlarda da tespit edildigi gérilmektedir. Calismamizda saptadigimiz HK-
MRSA’larda gbézlenen PVL pozitifliginin TK-MRSA’lara yakin oranda olmasi
sonucu, bu virGlans faktérinin hastanelere yayilabilecegine dikkat cekmektedir.

Hastane icinde bu suslarin yayilimini dnlemek igin gerekli izolasyon
6nlemlerinin uygulanmasi, yayilimi énleme ya da geciktirmede etkili olabilir.

PVL geni tasiyan MRSA’lar coklu antibiyotik direncine sahip oldugu igin
tedavide guglUkler yasanabilir.

Yapilacak ileri calismalarda, PVL geninin dogru tespiti icin standardize
yontemlerin ve primerlerin geligtiriimesi gerekmektedir.

Sonug olarak;

PVL pozitif MRSA suslari daha virulan ve ¢oklu ilag direnci oldugu igin
arastinlmali ve bu suslarin toplum ve hastanede yayilimini engellemek igin

uygun enfeksiyon kontrol dnlemleri alinmalidir.
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BORSA
BOS
CCR
CIP
CLSI
CRF
DA
DDT
EA
ET
FD
FOX
GN
HK
KNS
LZD
MHA
MIK
MODSA
MRSA
MSSA
NAG
NAM
ORF
OX
PA
PBP
PFGE
PMNL
PVL

KISALTMALAR

: Borderline Resistant Staphylococcus aureus
: Beyin Omurilik Sivisi

: Casette Chromosome Recombinase

: Siprofloksasin

: Clinical and Laboratory Standarts Institute
: Coagulase Releasing Factor

: Klindamisin

: Disk Diflzyon Testi

: Ekolojik Adalar

: Eksfoliyatif Toksin

: Fusidik Asit

: Sefoksitin

: Gentamisin

: Hastane Kaynakli

: Koagulaz Negatif Stafilokok

: Linezolid

: Mueller-Hinton Agar

: Minimal inhibitér Konsantrasyon

: Modified Resistant Staphylococcus aureus
: Metisilin Resistan Staphylococcus aureus
: Metisilin Sensitif Staphylococcus aureus

: N-asetil glukozamin

: N-asetil muramik asit

: Open Reading Frame

: Oksasilin

: Patojenite Adalari

: Penisilin Baglayan Protein

: Pulsed Field Jel Elektroforez

: PolimorfonUkleer Lokositleri

: Panton-Valentine Lékosidin
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PZR
RA
scc
SHDS
STSS
SXT
TE
TK
TSST-1
VA
VISA
VRSA

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Rifampin

: Staphylococcal Cassette Chromosome
: Stafilokokal Haglanmis Deri Sendromu
. Stafilokoksik Toksik Sok Sendromu

: Trimetoprim Sulfametoksazol

: Tetrasiklin

: Toplum Kaynakli

: Toksik Sok Sendromu Toksini-1

: Vankomisin

: Vancomycin intermediate Staphylococcus aureus

: Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus
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