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OZET

Deniz Yildiz N. Yogun Bakimdan izole Edilen MRSA Suslarinda mecA Geni Varliginin
Konvansiyonel, Otomatize ve PCR Yéntemi fle Tespiti , Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Metisiline
direngli S. aureus MRSA suslarinin hastane ve toplum kokenli infeksiyon etkeni olarak giintimiizdeki
O6nemi artmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, S. aureus suslarinda metisilin direncinin belirlenmesi igin
kullanilan farkli yontemler ile genotipik bir yontem olan mecA geni varliginin kiyaslanmasi
amaglanmistir. Calismaya 2010-2016 yillar1 arasinda  Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen ¢esitli 6rneklerden (yara, kan, balgam, solunum, balgam, apse,
osteomiyelit vs.) izole edilmis 50 adet MRSA suslar1 belirlenerek calismaya dahil edilmistir. Her
hastadan tek bir izolat alinmigtir. Calismamizda, MRSA suslarinda mecA geni varliginin konvansiyonel,
otomatize ve PCR yontemi ile arastirilmistir. Incelenen MRSA suslarinda mecA geni varliginin tespitinde
Oksasilin E-test yontemi ile incelenen 50 adet MRSA suslarinin 49’unda mecA geni varligina
rastlanirken (MIK>2), 1 6rnekte (MIK < 2) mecA geni varligina rastlanmamistir. Sefoksitin E—test
yontemi ile incelenen orneklerin tamaminda mecA geni varligi tespit edilmistir (MIC>4). Vitek 2
Otomatize yontemi ile incelenen 6rneklerin tamaminda mecA geni varligi tespit edilmistir. PCR yontemi
ile incelenen 6rneklerin tamami pozitif, yani mecA geni varligi tespit edilmistir. Oksasilin E-test yontemi
ile incelenen suslarin duyarlilik oran1 %98 iken, Sefoksitin, Vitek 2 Otomotize ve PCR yontemleri ile
incelenen suslarin duyarlilik oran1 %100 olarak tespit edilmistir. MRSA oranin yiiksek oldugu
hastanelerde gereken onlemlerin alinmasi agisindan mecA arastirilmasi dogru sonuca ulagmada biiyiik bir
onem arz etmektedir. Caligmada {i¢ yontemin sonuglari hemen hemen birbirlerine yakin oldugu igin,
dogru tespit yapmak i¢in ii¢ yontem de kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, mecA, E-test, Vitek 2 Otomotize, PCR



ABSTRACT

Deniz Yildiz N. Determination of mecA gene presence in MRSA strains isolated from intensive care
by conventional, automated and PCR method, Van Yuzuncu Yil University, Institute of Health
Sciences, Department of Medical Microbiology Master Thesis, Van, 2019. Meticillin-resistant S.
aureus (MRSA) strains are becoming increasingly important as a cause of hospital and community-
acquired infections. The aim of this study was to compare the presence of mecA gene, a genotypic
method, by different methods used to determine methicillin resistance in S. aureus strains. The study
included 50 MRSA strains isolated from various samples (wound, blood, sputum, respiration, sputum,
abscess, osteomyelitis, etc.) from the microbiology laboratory of Yiiziincii Y1l University Medical Faculty
between 2010-2016. A single isolate was obtained from each patient. In our study, the presence of mecA
gene in MRSA strains was investigated by conventional, automated and PCR method. In the detection of
mecA gene in the MRSA strains examined, the presence of mecA gene was found in 49 of 50 MRSA
strains examined by Oxacillin E-test method (MIC> 2); The presence of mecA gene was detected in all of
the samples examined by cefoxide E- test method (MIC> 4). All of the samples examined by Vitek 2
Automated method were found to have mecA gene. All samples examined by PCR method were positive,
the presence of mecA gene was determined. Sensitivity rate of strains examined by oxacillin E-test
method was 98%, while the susceptibility rate of strains examined by Cefoxide, Vitek 2 Automated and
PCR methods was 100%. In order to obtain the necessary precautions in hospitals with high MRSA ratio,
mecA investigation is of great importance in achieving the correct results. Since the results of the three
methods are almost close to each other, three methods can be used to determine the correct results.

Keywords: Staphylococcus aureus, mecA, E -test, Vitek 2 system, PCR.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

B : Beta

BOS : Beyin omurilik s1visi

C : Sitozin

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute
CRF : Coagulase Reacting Factor

DNaz : Deoksiriboniikleaz

G : Guanin

HK-MRSA : Hastane kaynaklt MRSA
TK -MRSA : Toplum Kaynaklt MRSA

KNS : Koagiilaz Negatif Stafilokok

MIK  Minimum inhibit6ér konsantrasyon

M : Mililitre

MRSA : Metisiline direngli Staphylococcus aureus
MSSA : Metisiline duyarl Staphylococcus aureus
NaCl > Sodyum klortiir

NAG : N-asetilglikozamin

NAM - N-asetilmuramik

PBP : Penisilin baglayici protein

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction)
PMNL : Polimorfoniikleer Lokositlerin

PPD : Pozitif prediktif deger

PVL : Panton- Valentine Lokosidin

SCCmec : Staphylococcal cassette chromosome mec
SSSS . Staphylococcal scalded skin syndrome
STSS - Stafilokoksik Toksik Sok Sendromu
TSST-1 : Toksik Sok Sendromu Toksini

ng : Mikrogram

n! : Mikrolitre

pm : Mikrometre
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1. GIRIS

Insan ve hayvanlarda farkli hastaliklara sebep olan Staphyloccoccus genusu,
1878’de ilk kez 1s1k mikroskobunda Robert Koch tarafindan tanimlanmis,1880°de ise
Pasteur tarafindan abseden izole ettigi Stafilokoklari sivi besiyerinde {iiretmis ve
1881°de de Iskogyali doktor Alexande Ogston Stafilokoklarin fare ve kobaylar igin
patojen oldugunu belirtmistir (Suma, ve ark., 2016). Bu organizmalar {iziim salkimina
benzedigi i¢in (staphyle: tiziim salkimi) ¢’Staphylococcus’ adini almistir. Klinik hasta
orneklerinde ilk kez izole edilmesini ise 1884’te Rosenbach yapmistir ve beyaz renkli
kolonileri Staphylococcus albus, sar1 renkli kolonileri Staphylococcus aureus olarak
isimlendirmistir (Saleha, 2010). 1930’lardan itibaren Staphyloccoccus’a karsi
antibiyotik direnci gelisimi ve 1961°den itibaren metisilin direnci gelisimi ile 6nemli bir
kiiresel saglik sorunu olmustur (Celik, ve ark., 2013).

Kiiresel bakteriler grubunda olan Staphylococcus cinsinin en iyi bilinen tiirleri
insanlarda ve diger sicakkanli hayvanlarin mukoza zarlarinda ve derilerinde biiyiik
oranda bulunur. Genellikle tiim tiirler igin kullanilan Stafilokok terimi, hiicrelerin tiziim
salkimi gibi toplanma aliskanligini ifade eder (Bayram, 2003). Stafilokoklar
mikrobiyolojik olarak gram pozitif (geng kiiltiirlerde), spor olusturmayan, nonmotil ve
fakiiltatif anaeroblar (oksijen gerektirmeyen) olarak karakterize edilir (Aktas ve ark.,
2011; Saleha, 2010; Morellion ve ark., 2005).

S. aureus suslari, yara enfeksiyonlari, ¢ibanlar ve diger insan derisi
enfeksiyonlarinin baglica ajanlaridir ve gida zehirlenmesinin en yaygin nedenlerinden
biridir (Suma ve ark., 2016). S. aureus ayrica menenjit, pnémoni, idrar Yyolu
enfeksiyonlar1 ve kadinlarda veya evcil hayvanlarda meme enfeksiyonuna neden olur.
Ek olarak, lokal Stafilokok enfeksiyonlari, toksin sok sendromuna yol agabilir ki bu
hastalikta enfeksiyon bolgesinden kan dolasimina toksinin serbest birakilmasiyla iliskili
bir hastaliktir (Aktas ve ark., 2011).

Insanlarda biiyiik endise olusturan bir sus, metisiline direncli tek bir mutasyonun
varlig ile karakterize edilen metisiline direngli S. aureus (MRSA) olup, kiiflere direncli
stafilokok enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan yar1 sentetik bir penisilin‘dir. S.
aureus 'un bu susu ilk olarak 1960'larin basinda izole edildi, kisa bir siire sonra metisilin

bir antibiyotik olarak genis kullanim alanina girdi (Suma, ve ark., 2016).



Staphyloccoccus aureus hem hastane hemde toplum kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli bir
sebebidir. Diinya ¢apinda yaklasik 50 milyon insanin ciltle temasi1 halinde kolay bir
sekilde gecebilen ancak saglikli kisilerde nadiren enfeksiyona neden olan MRSA'yi
tasidigr  disiinilmektedir (Saleha, 2010). Bununla birlikte, hastanelerde ve
bakimevlerinde bulunan ¢ok kiiciik cocuklar ve yashi hastalar, ¢ogu antibiyotige
direncinden dolay: tedavi edilmesi zor olan MRSA enfeksiyonuna 6zellikle duyarlidir.
2005 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde, MRSA'dan 6Sliimlerin HIV/AIDS ’ten
kaynakli oliimler asmasi, bu potansiyel olarak O6limciil organizmanin yayilmasini
onlemek ve kontrol etmek igin daha iyi bir siirveyans ihtiyacini1 ortaya koymustur
(Saleha, 2010; Margarett ve ark., 2004).

Bu ¢alismada Van Yiiziincii Y1l Universitesi Arastirma Hastanesi mikrobiyoloji
labaratuarinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen MRSA suslarinda sefoksitin E-test,
oksasilin E-test ve Vitek 2 Otomatize sonuglarinin metisilin direncini saptamada altin

standart olan mecA gen varligi ile kiyaslanmas1 amaglanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikroskobik Ozellikleri

Staphylococcus tiirleri salkim seklinde diizensiz kiimeler ve kisa zincirler
olusturan, 0.8-1,5 um ¢apinda, sporlanmayan fakat kuruluga karsi oldukca direngli,

hareketsiz gram pozitif koklardir (Celik, ve ark., 2013).

Sekil 1. Staphylococcus Cinsinin Gram Boyama Mikroskobik Goriintiisii

2.2. Biyokimyasal Ozellikleri

S. aureus suslar1 koagiilaz pozitif 6zellige sahiptir Genel olarak iki ana deney
yontemi ile yapilmaktadir. Bunlar Koagiilaz testi Tiip Agliitinasyon ve lam deneyidir.
Tiip agliitinasyon deneyinde stafilokoklarin besiyerine salmig oldukar1 bagimsiz
koagiilazlar incelenmektedir. Bagimsiz koagiilaz plazmada mevcut olan Coagulase
Reacting Factor (CRF) ile iligki kurarak fibrinojeni pihtilagtirir. Diger taraftan Lam
deneyinde, bagli koagiilaz etkinligine bakilmaktadir ve bagli koagiilazin
etkinlestirilmesi i¢in CRF’ye ihtiyaci yoktur. Bu yontemde bakterinin yiizeyindeki
faktor, plazmadaki fibrinojeni pihtilagtirma 6zelligine sahiptir (Suma ve ark., 2016).

Insan plazmasinda cgesitli inhibitorlerin olmasindan dolay1 ve yalanci pozitiflik
verebileceginden dolay1 genellikle tavsan plazmasi tercih edilmektedir. Bu yontemlere
ek olarak, ayrica ticari olarak da satilmakta olan tanimlama kitleri de kullanilmaktadir
(Ciftei, ve ark., 2009).



2.3. S. aureus’un Morfolojisi, Ureme 6zellikleri ve Identifikasyonu

S. aureus gram pozitif, kok seklinde, sporsuz, hareketsiz ve 0,5-1,7 um g¢apinda
bir bakteri olarak tanimlanmaktadir. Stafilokoklar ¢ogaldiklar1 zaman {i¢ boyutta da
boliinebilirler ancak boliinmeden sonra tam ayrilma olmamasi sebebi ile kati
besiyerinden alindiklari zaman mikroskobik goriintimleri kiimeler halinde {iziim salkimi
seklindedir (Saleha, 2010).

Stafilokoklar 6.5°C-45°C arasinda tireyebilme 6zelliklerine sahiptirler. Optimal
tireme 1silar1 ise 37°C’dir ve pH:7-7.5 arasinda iyi iireme gostermektedirler. Aerop ve
fakiiltatif anaerop bakterilerdir ve yiiksek tuz (%10 NaCl) konsantrasyonu
besiyerlerinde tireyebilme ozelligine sahip olup kanli agarda ve basit besiyerinde de
tireyebilme 6zelliklerine sahiptirler (Karakog, 2009; Lodise ve McKinnon, 2005). 18-24
saat i¢inde beyaz sar1 pigmentli, 1-4 mm ¢apli, yuvarlak, diizgiin bir yiizeye sahip, hafif
konveks koloniler yapar. S. aureus insan, koyun ve at kanli agarda  (beta) hemoliz
olusturabilir ve inkiibasyon siiresi yiikseldikge hemoliz de daha fazla belirginlesir.
Stafilokoklar katalaz pozitifligi ile streptokoklardan, 200 pg/dl lizostafine veya 100 pg
furazolidona duyarli olmalari, anaerop ortamda ve 0,4 pg/dl eritromisin varliginda
gliserolden asit olusturabilmeleri, oksidaz negatif ve basitrasine direngli olmalar
Ozellikleri ile mikrokoklardan ayrilmaktadirlar (Sancak, 2011; Tiinger, 2004).

Stafilokok tiirlerinin ayirt edici 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir:

Tablo 1. Baz: Stafilokok Tiirlerinin Ayirt Edici Ozellikleri

Test S.aureus  S. epidermidis S.saprophyticus
Koagiilaz + - -
Mannitolden asit yapimi + - 4%
Deoksiriboniikleaz 4 i i
(DNA’az)

Novobiyosine direng - - Hx*
Anaerobik sartlarda iireme + + SFkK
Hemoliz + - (#)FERx )

* Genelde pozitif, nadir olarak negatiftir, ** 1.6 um/ml ve ya daha az
novobiyosin varliginda treme, *** S. saprophyticus’un anaerobik ortamda
tiremesi ¢ok yavas ya da hi¢ yok, **** Genelde negatif, bazen de pozitif olabilir.



2.4. Genom Yapisi

S. aureus genomu yaklasik olarak 2000-3000 kbp bir kromozom ile profajlari,
plazmidleri ve transpozonlar1 igermektedir. Staphylococcus sp. DNA’sinin
guanin+sitozin (G+C) oran1 % 30-40 arasinda degismektedir ve S. aureus genomunun
G+C igerigi yaklasik olarak % 32 oranindadir. S. aureus, yaklasik olarak 2500 geni
kodladigr tahmin edilen 2,8 Mb uzunlugunda tek bir kromozomdan olugmaktadir
(Karakog, 2009).

Giinimiizde 9 MRSA susu’nun tam olarak genom analizinin bilinmedigi ifade
edilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda S. aureus genomu genel olarak ii¢ kisma ayrilmistir.
Bunlardan birincisi Kor genom, ikincisi degisken kisim (ayni1 klonal soy iginde
degisebilme ozelligine sahip toksin genleri, hiicre duvarinda mevcut olan matriks
adezinleri...vb) ve {igiinciisii Vviriilans ve antibiyotik diren¢ genleri tasiyan hareketli
elemanlardir (profajlar, plazmidler, transpozonlar ve kromozomal kasetler). Epidemik
hastane kaynaklit MRSA’larin kolayca yayilabilmast MRSA’larin klonal soylart veya
tagidiklar1 genlerle alakalidir. Klonal soylarin epidemik 6zelligine sahip olmasi veya

olmamasi tigiincii grup genlerle ile ilgilidir (Ertag ve Giiniilalan, 2010).

2.5. Viriilans ve Patojeniteleri

2.5.1. Kapsiil ve slime tabakasi

Kapsiil, S. aureus suslarinin ¢ogunda bakteriyi polimorfoniikleer lokositlerin
(PMNL) fagositozundan engelleyip koruyan polisakkarit yapida bir mikrokapsiil
bulunur. Giiniimiizde S. aureus suglarinda 11 mikrokapsiil tespiti yapilmistir ve
bunlardan serotip 5, 7 ve 8 insan enfeksiyonlarina en ¢ok neden olan tiplerdir. Penisiline
direngli S. aureus suslarinda genellikle tip 5 bulunmakta iken, tip 8 Toksik Sok
Sendromu Toksini-1 ( TSST-1) tiretimiyle iliskilendirilmektedir (Karakog, 2009).

Slime tabakasi ise daha ¢ok Koagiilaz Negatif Stafilokoklarda (KNS) var olan
monosakkaritler ve peptidler iceren, suda c¢oziinebilen bir film tabakasi olarak
tanimlanmaktadir. Bakterilerin konak hiicredeki eklem, doku Ozellikle de katater, sant,

greft gibi yabanci cisimlere tutunmasini kolaylastirabilir (Murrey, 2010).



2.5.2 Hiicre duvari

Bakteriler, yiiksek derisimde ¢oziinmiis madde i¢ermesi sebebiyle hiicre iginde
meydana gelen turgor basincina dayanmak icin hiicre duvari icermektedirler. S. aureus
hiicre duvar1 kalin bir peptidoglikan tabaka, teikoik asit ve yiizey proteinlerinden
meydana gelmektedir (Karakog, 2009).

Stafilokoklarin hiicre duvari kuru agirliginin %50’sini birbirine bagl katmandan
olusan peptidoglikan tabaka olusturur. Gram pozitif bakterilerde hiicre duvarinin % 90’1
peptidoglikandan olusmaktadir. Peptidoglikan genel olarak ii¢ tabakadan olusmaktadir.
Peptidoglikan tabakasindaki N-asetilglikozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM)
polimerleri glikan omurgayr olusturmaktadir. Bu tiniteler B(1,4) baglariyla birbirine
baglanmaktadir. L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin, ve D-alanil, D-alanin aminoasitleri
NAM’a bagh peptid zincirlerini olusturmaktadir. NAM’a bagli olan pentapeptid
rezidiileri, bir zincirdeki D-alanin ile diger zincirdeki L-lizin arasindaki pentaglisin
kopriileri  ile birbirine baglanmaktadir. Stafilokoklarin  peptidoglikan tabakast;
makrofajlardan sitokin salinimini1 uyarmaya yardim ederek trombosit agregasyonuna ve
monositlerden IL- 1 salimmini uyararak polimorfoniikleer 1okositlerin infeksiyon
bolgesine toplanmasina ve apse olusmasina sebep olmaktadir. Insanlarda ter, gézyas1 ve
l16kositlerde mevcut olan lizozim enziminin hedefi stafikoklardaki peptidoglikan
tabakasinda varolan (1-4) baglaridir (Ertas ve Giiniilalan, 2010).

Peptidoglikan tabakasinin disinda ise teikoik asit ve ylizey proteinleri yer alir.
Hiicre duvarina gomiilii sekilde bulunan asidik bilesikler teikoik asit olarak
adlandirilmaktadir ve gliserofosfat veya ribitol fosfat koklerine sahip olan duvar, zar ve
kapsiil polimerlerini kapsamaktadir. Kovalent olarak peptidoglikana baglidir. Kalinligi
ise hemen hemen 10-12 nm dir. Negatif yiiklii olduklarindan dolayi hiicre yilizeyinde de
negatif yiik saglamaktadir ve Ca*?ve Mg+2 gibi katyonlarin birbirlerine baglanmasini da
saglamaktadir (Unal, 2004). Teikoik asidin peptidoglikana baglanmasiyla birlikte 6zgiil
antikor cevabii uyarmasi ve bu cevabin izlenmesi stafilokok infeksiyonlarinin
tespitinde kullanilmaktadir (Kosum, 2012).

Hiicre yiizeyindeki teikoik asit bakteriye antijenik 6zellik kazandirma 6zelligine
sahiptir. Fakat teikoik asit kendi basina giigsiiz bir immiinojen olmasindan dolay1
peptidoglikan tabakasiyla bir araya gelerek spesifik antikor yanitin1 uyarir (Morellion,

ve ark., 2005). Staphylococcus aureus hiicre duvar yapisi Sekil 2’de verilmistir.



——aps i ve polisakkarit siime
tabaka

Peptidogliikan tabaka

Teikokik Asit
(Polisakkarit A)

Protein A

Hocre Zan

Sitoplazma N\ Koagiiaz ve
diger yuzey
adhezinh
proteinieri

Sekil 2. Staphylococcus aureus Hiicre Duvar Yapisi
2.5.3. Toksinler

S. aureus, infeksiyonlarindaki belirtilerden sorumlu, konak hiicre morfolojisini
ya da fonksiyonunu etkileyebilen gesitli ekzotoksinler salgilamaktadir. Bu toksinler ile
konak hiicredeki yayilim, invazyon ve siiperantijen islevleriyle toksik etki saglar (Ertas
ve Giiniilalan, 2010).

Sitolitik Toksinler: Stafilokoklar, konak hiicresini etkileyebilen eritrosit ve
diger hiicrelerde sitolitik, hayvanlarda ise 6ldiiriicii ve nekrotik etkilere sebep olabilecek
birtakim toksinler tiretebilmektedirler. Hemolizinler ve lokosidinler en c¢ok bilinen
sitotoksinlerdir (Bilgehan, 2000).

Hemolizinler: Hemolitik etkilerine ve hemoliz igin gerekli 1s1, zaman ve
toksisite derecelerine gore 4 gruba ayrilmaktadir (Bayram, 2003).

1. Alfa Toksin: Alfa toksin, insan enfeksiyonlarina sebep olan S. aureus
suslarinin birgogu tarafindan yapilan ve bakteri kromozomu veya plazmitler tarafindan
kodlanan 33000-Da’ luk bir polipeptitten olusmaktadir. Diiz kaslari, eritrosit, 16kosit ve
trombositleri parcalama 6zelligine sahiptir ancak monositler tizerinde herhangi bir etkisi
yoktur. En giicli membran hasar proteinidir ve tavsan eritrositleri iizerinde yliksek
derecede hemolitik etkisi bulnmaktadir (Karakog, 2009; Murrey, 2010).

Alfa toksin, S. aureus un en 6nemli hemolizinidir. Hizl1 bir sekilde K* atimi1 ve

Na*,Ca*™ ve diger kiiciik molekiillerin alinmasina sebep olarak hiicre sismesine ve



pargalanmasina sebep olur. Ayrica S. aureus kolonilerinin kanli agarda yaptig1 beta
hemolizden de sorumludur. (Murrey, ve ark., 2009).

2. Beta Toksin: Sfingomiyelinaz C olarak da adlandirilan ve antijenik bir
Ozellige sahip olan beta toksin, isiya karsi duyarli ve 35000-Da agirliginda olan bir
proteindir. Beta toksini S. aureus suslarinin ¢ogu tarafindan yapilmaktadir. Beta toksini
en iyi koyun eritrositlerine litik etki gosteripinsan ve tavsan eritsositlerine ise daha az
litik etki gostermektedir. Beta toksin, doku hasar1 ve apse olusmasina sebep olan en
onemli toksin olarak ifade edilmistir. Bu enzim sfingomyelin ve fosfatidilkoline spesifik
olup eritrosit, fibroblast, 16kosit ve makrofaj benzer bir ¢ok hiicre tipine toksik etkilidir
(Ertas ve Giiniilalan, 2010). Duyarli hiicrelerde, hiicre yiizeyindeki sfingomiyelin
oranina bagli olarak hiicre parcalanmasina sebep olabilecek seviyede membran
fosfolipidlerinin hidrolizini katalize eder. Boyle bir durumda bu toksine kars1 duyarlilik
seviyesinin tiirler arasinda farklilik gosterdigi ifade edilmektedir (Ozgiiven, 2004).

3. Delta Toksin: S. aureus suslarinin ¢ogu ve diger bazi stafilokoklar (S.
epidermidis, S. haemolyticus gibi) tarafindan yapilan ve 3000-Da agirhigindaki bir
polipeptit olan delta toksin, eritrosit ve diger memeli hiicrelerdeki hiicre i¢i membran
yapilarini etkilemektedir ve bir¢ok hiicre tipine oldukca genis spektrumlu bir sitolitik
aktiviteye sahip oldugu ifade edilmektedir. Toksin, hiicrede membran biitiinliigiini
bozabilmekte ve adenilat siklazi aktive ederek cAMP salinimina sebep olmaktadir.
Stafilokoksik Toksik Sok Sendromu (STSS) ve stafilokokal besin zehirlenmesinde bu
enzimatik aktivite onemli bir rol oynamaktadir. Antijenik ozelligine sahip degildir,
immunolojik olma yoniinden alfa ve beta toksinlerinden ayrilmaktadir. Insanlarda
hastaliga sebep olan stafilokoklarda en ¢ok alfa ve delta toksini mevcuttur (Alen, ve
ark., 2006)

4. Gama Toksin: Gama toksinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
beraber birgok canlinin eritrositleri {izerine toksik etkisi vardir. Gama toksin (S. aureus
suslarinin hemen hepsi tarafindan iretilir) ve P-V 16kosidin bikomponent toksinler olup;
S (yavas etkili proteinler) ve F (hizli etkili proteinler) parcalari olmak iizere iki
polipeptid zincirinden olusmaktadir (Bayram, 2003). Uc S proteini [HIgA (hemolizin
gama A), HIgC, LukS-PV] ve 2 F proteini (HIgB, LukF-PV) tanimlanmistir. Bu iki
toksini iiretebilen bakteriler, biitiin toksin parcalarini1 yapabilir ve alt1 farkli toksin

kombinasyonu olusturabilirler. Bu alt1 farkli toksinin tiimii 16kositleri ve makrofajlari



parcalayabilme giiciine sahip; ama en giiclii hemolitik etkiyi HigA/HlgB, HlgC/HlgB ve
FfIgA/LUkF-PV gostermektedir (Suma, ve ark., 2016).

Lokosidin: Panton-Valentine Lokosidin (PVL) toksini olarakda adlandirilan
l6kosidin, birbirini etkileyebilen Fast (F) ve Slow (S) adinda 2 polipeptit zincirinden
olusan bir ekzotoksindir. Bu toksin, S. aureus suslar1 agisindan kayda deger bir viriilans
belirleyicisi olarak goriilmektedir (Ertas ve Giiniilalan, 2010). F ve S iyi birer antijendir
ve ayr1 ayri olarak da toksoid olusturabilirler. Bu toksin 16kositler iizerinde por
olusturmasiyla litik etki gostermektedir, doku nekrozuna sebep olmasmma ragmen
hemolitik etkisi yoktur. Lokosidin toplum kokenli MRSA suslarinin hemen hemen
hepsinde bulunur ancak hastane kokenli MRSA suslarinin sadece %S5’inde tespit
edilmistir. Bu nedenle bu toksin, bu suslarin saptanmasinda 6nemli bir belirteg
ozelligindedir. Gama ve P-V lokosidin toksinleri tarafindan hiicrelerin pargalanmasi,
por olusumunu takiben katyonlara karsi gecirgenligin artist ve ozmotik dengenin
bozulmasi sonucu gergeklesir (Murrey, 2010; Ozkul ve ark,. 2007).

Enterotoksin: S. aureus suslarimin ¢ogu enterotoksin olusturduklari igin
yiyeceklerde bulundugu takdirde halk sagligini tehdit etmektedir. Enterotoksinler, insan
orjinli li¢ ve dort faj grubuna ait koagiilaz pozitif suslar tarafindan meydana getirilir.
Istya direngli olup 100 °C’ye 30 dakika dayanabildigini ifade etmistir (Bayram, 2003).

Enterotoksinin A, B, C1, C2, D, E, F olmak {izere, immunolojik yedi tipi vardir.
On sekiz farkli stafilokok enterotoksini (A’dan R’ye kadar) tanimlanmis olup, gida
zehirlenmelerine en sik neden olan toksinin enterotoksin A oldugu ifade edilmistir.
Enterotoksin C ve D kontamine siit triinlerinde bulunmaktadir, enterotoksin B ise
psddomembrandz enterokolite sebep olmaktadir. Diger enterotoksinlerin prevalanst ve
klinik 6nemleri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Enterotoksinler, gida kaynakli
hastaliklar1 olusturmak i¢in olduk¢a uygun o6zelliklere sahiptirler; 100 °C’de 30 dakika
isitilmaya dayanir ve gastrik ve jejunal enzimlerin hidrolizine direng gdstermektedir.
Bundan dolay1, eger bir gida enterotoksin olusturan stafilokok ile kontamine olmus ve o
gidada toksin yapilmis ise, ne gidanin orta diizeyde 1sitilmasi ne de yendikten sonra
mide asitlerinin koruyucu etkisi olmamaktadir. Bu toksinler S. aureus suslarmin *0SO-
SO’si tarafindan yapilir. Bu toksinler siiperantijen 6zelliginde sahip olup, T hiicre
aktivasyonunu indiikler ve yogun sitokin salinmama sebep olur. Tipik histolojik

degisiklikler, mide ve jejunum epitelyumunda ve lamina proprianm altinda nétrofil



infiltrasyonu ve jejunumda mikrovillus (brush border) kaybi seklinde olmaktadir.
Stafilokoka bagli gida zehirlenmelerinin tipik bulgusu olan kusmanim, mast
hiicrelerinden  inflamatuvar mediyatér salinnminin  uyarilmasina bagli  oldugu
diistiniilmektedir. S. aureus suslarinin %35- 50’sinin bu toksinleri tiretebildigi ifade
edilmistir (Ulusoy, ve ark., 2004; Murrey, 2010; Erol ve Iseri, 2004).

Eksfoliyatif Toksin: Stafilokoka bagli haslanmis deri sendromu (Staphylococcal
scalded skin syndrome; SSSS), eksfoliyatif toksin tarafindan olusturulan ve eksfoliyatif
dermatit olarak ifade edilen hastaliklar grubudur. Bu toksinin S. aureus suslarinda
bulunma prevalansi cografi bolgelere gore degisebilmesine ragmen, genellikle %5’in
altindadir. Eksfoliyatif toksinin ET-A ve ET-B olmak iizere iki formu tanimlanmistir ve
her ikisi de hastalik olusturabilme giicline sahiptir (Ertas ve Giiniilalan, 2010). Isiya
direncli olan ET-A geni bir faja aittir; 1s1ya direncli olan ET-B ise plazmid tarafindan
kodlanmaktadir. Bu toksinler sitoliz ya da inflamasyonla herhangi bir iliskiye sahip
degildir, bundan dolay1 tutulan epidermiste stafilokok ve Idkositlere rastlanmaz.
Epidermis, toksine maruz kaldiktan sonra koruyucu nétralizan antikorlar gelismekte
olup toksik etkisini ortadan kaldirmaktadir. SSSS ¢ogunlukla kiigiik ¢ocuklarda
goriilmekte olup biiylik ¢ocuk ve yetiskinlerde ise nadiren ortaya ¢ikmaktadir (Biger,
2009).

Eksfoliyatif toksin A, enterotoksinler ve TSST-1, siiperantijenler olarak bilinen
polipeptid sinifinda yer alirlar. Bu toksinler, makrofajlar iizerinde bulunan siif II doku
uygunluk kompleksi (MHC II) molekiillerine baglanir ve 6zgiil T hiicre reseptorlerinin
(TCR) p alt tnitesinin degisken (variable) bolgesi (VpTCR) ile etkilesirler (Suma ve
ark., 2016).

Toksik Sok Sendromu Toksini-1: (TSST-1), 1siya ve proteolize dayanikli ve
kromozom tarafindan kodlanan 22.000 Da agirligindaki bir ekzotoksindir (Bayram,
2003). Enterotoksin B ve nadiren enterotoksin C, menstruasyon ile iligkili olmayan TSS
olgularmin hemen hemen yarisindan sorumludur. In vitro ortamda TSST olusturulmasi
icin yiiksek oksijen konsantrasyonu ve notral pH gerekmektedir. Bu durum yara
enfeksiyonlarinda bu tablonun neden sik olarak ortaya ¢ikmadigini gostermektedir. Bir
stiperantijen olan TSST-1, sitokin salinimina sebep olmakla beraber diisiik
konsantrasyonlarda endotelyal hiicrelerden sizintiya, yiiksek konsantrasyonlarda ise

hiicrelerde sitotoksisiteye neden olmaktadir. Enfeksiyonun vajina veya yara bolgesinde
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siirht olarak kalmasina ragmen, TSST mukozal bariyerlerden gegebilme yetenegi,
TSS’nun sis temik etkilerine sebep olur. TSS olan hastalarda 6liim, c¢oklu organ
yetmezIligi ile sonuglanan hipovolemik sok sebebiyle meydana gelmektedir (Tiinger,

2004; Murrey, 2009).

2.6. Enzimler

2.6.1. Katalaz

Katalaz, toksik hidrojen peroksidi nontoksik oksijen ve suya doniistiirebilen bir
enzim olarak tamimlanmaktadir. Biitiin stafilokok suslarinda mevcuttur. Katalaz,
stafilokoklar ile streptokok cinsi bakterilerin birbirinden ayrilmasinda kullanilmaktadir.
Konak tarafindan bakterinin {izerine gonderilen oksijen radikallerinden katalaz

araciligiyla korunmaktadirlar (Ak ve ark., 2004).

2.6.2. Koagiilaz

Koagiilaz, kan plazmasini pihtilastiran bir enzim olarak tanimlanabilir (Bayram,
2003). S. aureus suslari, bagli ve serbest olmak iizere iki tipte koagiilaz olustururlar.
Stafilokok hiicre duvarina bagl koagiilaz, fibrinojeni ¢éziinmez fibrine doniistiirerek
stafilokoklarin kiimelenmesine sebep olur. Hiicre dis1 serbest koagiilaz ise benzer etkiyi,
globulin plazma faktorii ile etkileserek, trombin benzeri bir madde olan stafilotrombin
olusumuyla gostermektedir. Bu faktor fibrinojenin ¢oziinmez fibrine donlismesini
saglar. Koagililaz hastalik patogenezindeki etkisi, spekiilatif olmakla birlikte, apse
cevresinde bir fibrin tabakasi olusturarak enfeksiyonu lokalize etmesi ve bakterileri
fagositozdan korumasina baghdir. Diger bazi1 stafilokok tiirleri de koagiilaz olusturabilir
ama bunlar primer olarak hayvan patojeni olan, insan enfeksiyonlarinda sik

karsilagilmayan tiirlerdir (Sultan, 2010; Tiinger, 2005).

2.6.3. Lipaz

Lipaz, yaglar1 hidrolize ederek Stafilokoklarin konaktaki lipit olan bolgelerde

yasamasini saglamaktadir. Deri ve 6zellikle deri altindaki yag dokularinda infeksiyon
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olugmasina sebep olmaktadir. Tiim S. aureus suslari tarafindan lipaz iiretilmektedir

(Donmez, 2011).

2.6.4. Deoksiriboniikleaz

Deoksiriboniikleaz, hemen hemen bitin S. aureus’ larda bulunmaktadir.
Niikleik asitleri parcalayabilen ve isiya olduk¢a dayanikli bir enzimdir olup endo ve
ekzonukleaz aktivitesine sahiptir. DNAaz enzimi DNA’y1 hidrolize edip bakterinin
enfeksiyon bolgesinden diger bolgelere yayilmasinda énemli bir rol oynamaktadir ve

tiim S. aureus suslar1 bu enzimi salgilar (Sancak, 2012).

2.6.5. Hyaliironidaz

S. aureus suslarinin hemen hemen g¢ogunda bulunan hiyaluronidaz, konak
organizmasinin bag dokusundaki hiyaluronik asiti pargalayip bakterinin Kkolay bir

sekilde dokularda ilerlemesini saglamaktadir (Sultan, 2010).

2.6.6. Stafilokinaz

Fibrinolizin olarak da adlandirilan Stafilokinaz, S. aureus suslarinin ¢ogunda
mevcut olup sahip oldugu fibrinolitik etkisi ile enfeksiyonun kolayca yayilmasini
saglamaktadir (Kosum, 2012).

2.6.7. Penisilinaz

Penisilinaz, Beta-laktamaz olarak da adlandirilir. Penisilinaz, plazmid ve
transpozonlarla tasinarak ve antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasin1 parcalayarak
bakteriye antibiyotik direnci saglamaktadir. S. aureus’un iirettigi penisilinaz yardimiyla

giiniimiizde Stafilokoklarin neredeyse %90°1 penisiline kars1 direnglidir (Kosum, 2012;
Livermore, 2000).

12



2.7. Epidemiyolojisi

Dogada ve insan florasinda Stafilokoklar nonpatojen olarak bulunmaktadirlar.
Hastaneye yatirilan hastalarda bilhassa tedavi amagli uygulanan endoskopi,
kateterizasyon, ventilasyon, trakeostomi gibi uygulamalar hastanin bagisiklik sistemini
bozarak mikroorganizmalarin kolonizasyonu i¢in uygun ortam olusturabilmektedir
(Karakog, 2009). 1961°den giiniimiize kadar bu mikroorganizmalarin basinda MRSA
gelmektedir. Giiniimiizde Hastane Kaynaklit MRSA (HK-MRSA) ve Toplum Kaynakli
MRSA (TK-MRSA)’ larin tanisi ve tedavisi onemli bir saglik sorunu olmustur (Sancak,
2012) .

MRSA infeksiyonlarina sebep olan o©nemli faktorler arasinda insiilin
kullanilmasi, hemodiyaliz cihazlarina baglanma, devamli olarak intravendz ila¢ alma,
uzun siire hastanede yatma, yogun bir sekilde antibiyotik kullanma, yanik {initesinde
tedavi goérme, acik cilt lezyonlari, 65 yas iistiinde olma ve ayrica hastane ¢alisani olma
bulunmaktadir (Ulusoy, ve ark., 2004; Unal, 2019; Kizilarslanoglu, ve ark., 2013).

MRSA infeksiyonlarinin goriilme sikligina gelince ise bu infeksiyon iilkeden
tilkeye, hastaneden hastaneye ve hatta hastanelerin igindeki bir birimden diger birime
gore dahi degisiklik gosterebilmektedir. Iskadinav iilkelerinde bu infeksiyonunun
goriilme oram %] iken; Italya, Yunanistan gibi baska iilkelerde iilkelerde bu oran %
80’lere kadar ¢ikabilmektedir (Martins, 2007).

2008 yilindaki European Antimicrobial Resistance Surveillance System
(EARSS) verilerine gore, Avusturya, Likksemburg ve Slovenya’da MRSA direng orani
% 10’un altinda iken; Bel¢ika, Cek Cumhuriyeti, Fransa, Almanya, Macaristan, Polonya
ve Isvigre’de direng oran1 % 10 ile % 25 arasinda; Hirvatistan, Bulgaristan, Ingiltere,
Irlanda, Ispanya, Italya, Kibris, Romanya, Tiirkiye ve Yunanistan’da ise bu oran % 25
ve lizerinde bulunmustur. Malta ve Portekiz’de ise % 50’lere kadar g¢ikmaktadir
(Sancak, 2011; Appelbaum, 2007).

Diinya da MRSA yaygmhiginin %2’nin altinda oldugu cok diisiikk 2 iilke de
bulunmaktadir. Bu alanlar Hollanda ve Kanada’dir. Bu iilkelerdeki yayginliginin diisiik
olmasinin nedeni de uygulanan siki arama ve imha etme politikalarindan kaynaklandig:
ifade edilmistir. Tiirkiye’ nin de iginde bulundugu Akdeniz {ilkelerinde goriilen

antibiyotik direncinin gosterildigi ¢alismalarda 2003-2005 yillar1 arasinda S. aureus
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izolatlar1 arasindaki metisilin direng orani sirasiyla % 43,% 40 ve % 35 olarak

gosterilmistir (Becker, ve ark., 2013).

2.8. Stafilokoklarin Sebep Oldugu Hastaliklar

Penisilin'e direngli Staphylococcus aureus suslari, uzun yillardir enfeksiyonlara
neden olmakla birlikte, son 20 yilda metisilin, oksasilin ve diger B-laktamlara direncli
izolatlar baskin hale gelmistir (Saleha, 2010).

S. aureus enfeksiyonlariin teshisi, enfekte olmus bir bdlgeden bakterileri
kiiltiirde izole etmek ile baslar. Iri, kabuklu drenaj veya kabarcik igeren herhangi bir
bolgeden alinanérnegi kiiltiirii alinmalidir. Sepsis, toksik sok sendromu veya pndmoni
olan hastalarinda kan ornekleri kiiltiir i¢in incelenmelidir. Standart mikrobiyolojik
teknikler S. aureus’u tanimlamak igin pozitif bir koagiilaz testi icerir. S. aureus, kanl
agar plaklarinda (hemolitik stafilokoklar) kirmizi kan hiicrelerini lyses ederken, S.
epidermidis’de bu o6zellik (nonhemolitik stafilokok) yoktur. Bakteriler, metisiline (ve
diger antibiyotiklere) direngli olup olmadiklarin1 gérmek ve bdylece organizmalarin
MRSA olup olmadiklarini belirlemek i¢in ayrica test edilmelidir (Celik, ve ark., 2013;
AkoOgretmen, 2016).

S. aureus birgok enfeksiyona neden olabilmektedir (Sancak, 2012):

» Yiizeysel deri lezyonlar1 (kaynar) ve lokalize apselere,

» Osteomiyelit ve endokardit gibi derin yerlesimli enfeksiyonlara ve daha ciddi

cilt enfeksiyonlar (furunkiiloz),

» Cerrahi yaralari hastane kaynakli (nozokomiyal) enfeksiyonu i¢in 6nemli bir
nedendir
Enterotoksinleri gidaya birakarak gida zehirlenmesine neden olur.
Siiperantijenlerin kan akigina birakilmasiyla toksik sok sendromuna,

Ozellikle kizlarda idrar yolu enfeksiyonlaria neden olur.

YV V VYV V

Diger stafilokok tiirleri (S. lugdunensis, S. haemolyticus, S. warneri, S.
schleiferi, S. intermedius) seyrek olarak patojenlerdir.

14



2.8.1. Deri ve yumusak doku infeksiyonlar:

S. aureus tutulan anatomik yapiya bagli olarak farkli klinik formlart olusabilir.
Bu formlarin baslicalar1 impetigo, follikiilit, fronkiil ve erizipel seklinde
smiflandirilabilir (Kizilarslanoglu, ve ark., 2013). Egzama veya atopik dermatit olusan
hastalarda sekonder deri infeksiyonlarina, ayrica ameliyat sonrasi olusan yara
bolgesinde %15-20 oraninda infeksiyon yapma 6zelligine sahip oldugu da bildirilmistir
(Sultan, 2010). Stafilokoklar ayrica piyojenik eksuda yada abse gelisimine sebep olur.
Tutulan anatomik yapiya baglh olarak farkli klinik formlar1 olusabilir. (Kock ve ark.,

2010).

2.8.2. Kas ve iskelet sistemi infeksiyonlari

Osteomiyelit, septik artrit, piyomyozitlerin temel sebebi S. aureus’lardir.
Stafilokoklar ayni1 zamanda dis tedavisinde kullanilan implantlardaki infeksiyonunda
temel sebebidir. Ozellikle MRSA’lardaki direncten dolay1 kirik fiksasyonu esnasinda %
25-32 oraninda olusan infeksiyonlar, travma cerrahisini etkileyen énemli bir sebeptir

(Giilcii, 2015).

2.8.3. Solunum sistemi infeksiyonlari

Toplum kaynakli pnomonide S. aureus’a nadir olarak karsilasilmasina ragmen
hastane kaynakli pnomoni de 6zellikle mekanik ventilasyona bagli olan hastalarda
siklikla karsilasilan kaynaktir. Yogun bakimda bulunan hastalarda Stafilokok kaynakli

pndmoninin mortalite oranlar1 oldukga yiiksek oldugu bildirilmistir (Jones, 2008).

2.8.4. Dolasim sistemi infeksiyonlari

Genellikle intravendz kateter uygulamasinin ardindan olusan hastane kaynakli
bakteriyemilerin temel etkeni olarak ifade edilmektedir. Ilag bagimlilarindaki olusumu,
gelismesi ve seyri oldukga Onemlidir. Her iki atrioventrikiiler kapakta tutunmakla
birlikte, 6zellikle trikiispit tutulumu oldukga fazladir ve endokardit mortalite orani % 50

civarinda oldugu bildirilmistir (Atmaca, 2013). Uluslararast Endokardit Calisma
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Grubu’nun verilerine gore diinya c¢apinda endokarditlerin 6nemli bir faktorii olan

streptokoklarin yerini artik Stafilokoklar almistir (Giilct, 2015).

2.8.5. Genitoiiriner sistem infeksiyonlari

Mikroapseler, renal karbonkiil ya da perinefritik apsenin olusmasindan
sorumludur. idrarda S. aureus gériilmesi vajina ya da perianal bolgede asemptomatik
kolonizasyonun kontaminasyonu ile ya da S. aureus bakteremisi sonucu infeksiyonun

bobreklere ulasmasi ile meydana gelmektedir ( Giilcii, 2015).

2.8.6. Santral sinir sistemi infeksiyonlari

Santral sinir sitemi (SSS) infeksiyonlar1 ¢ocukluk donemi infeksiyonlarinin
onemli bir grubunu olusturur. Hastalarda santral sinir sistemine O6zgii bulgular da
gortilebilir.Beyin apsesi veya menenjite sebep olabilirler. Bu tiir infeksiyonlar S. aureus
bakteriyemisi ya da sant gibi cerrahi miidahaleler sonucunda meydana gelirler ve

mortalite orani yaklasik % 30-50 arasinda oldugu bildirilmistir (Giilcii, 2015).

2.8.7. Staphylococcus aureus toksin hastaliklar:

Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu

Genellikle yenidogan ve ayrica bir yasina heniiz girmemis ¢ocuklarda siklikla
rastlanmasina ragmen yetiskinlerde nadiren goriiliir. Eksfoliyatif A ve B toksininin
etkisi sonucunda meydana gelmektedir. S. aureus kolonizasyonu veya infeksiyonu ile
epidermisin yiizeyel granulosum hiicre tabakasinin yaygin deskuamasyonu gergeklesir

(Jones, 2008; Kizilarslanoglu, ve ark., 2013).

Toksik sok sendromu

Toksik sok sendromu en basit anlatimla, bakteriler i¢in besiyeri olusturan kanin
vajinada uzun siire beklemesinden dolay: genital bolgede bakterilerin ¢ogalip yaydiklari

toksinlerin kisinin kanina ge¢mesi sonucunda meydana gelmektedir. Bu hastaligin

siddetli kas agrilari, ates, kusma ve ishal gibi belirtiler ile seyreden vajinal infeksiyon,
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gebelik Onleyici rahim i¢i araglar, diisiik, dogum, cerrahi yaralar gibi durumlarda ortaya
cikabilen Stafilokok faj grup 1 ile iliskilendirilen bir hastalik oldugu ifade edilmistir
(Kosum, 2012). Bu hastalik sakat kalmaya hatta kisinin 6liimiine sebep olabilmektedir.
En dikkat ¢ekici vakalardan bir tanesi de tampon kullannomindan kaynakli ortaya ¢ikan
bu hastalik sonucunda bir bacagini kaybeden Amerikali model Lauren Wasser’dir
(Akogretmen, 2016).

Besin zehirlenmesi

Besin zehirlenmesi genellikle salginlar seklinde goriilmektedir. En kisa kulugka
stireli (1/2-6 saat) besin zehirlenmesinden S. aureus’ un olusturdugu enterotoksin A ve
D sorumludur. Siitlii tatli, konserve, kremali pasta, etli yiyecekler, dondurma ve
mayonez besin zehirlenmesine en ¢ok sebep olan besin gruplaridir. Enteretoksinler,
sempatik sinirleri etkileyerek ve mide mukozasi reseptorlerini irrite ederek mide
bulantis1 ve kusma ile baslar. Ishalle devam eden hastalik genellikle 8 saat icinde

kendiliginden diizelir (Kosum, 2012).

2.9. S. aureus’a Bagh Hastaliklarin Tedavisinde Kullanilan Antibiyotikler

S. aureus infeksiyonlarinda giiniimiizde ¢ogunlukla kullanilanantibiyotikler ve
bunlarin baslica 6zellikleri su sekilde siralanabilir (Uzun, ve ark., 2013):

1-Hiicre duvari sentez inhibitérleri: Beta Laktam Antibiyotikleri, Glikopeptidler

2-Protein sentez inhibitorleri: Aminoglikozidler, Makrolidler, Oksazolidinonlar
Streptograminler, Linkozamidler, Kloramfenikol

3-Niikleik asit sentez inhibitorleri : Stilfonomidler ve trimethoprim, Kinolonlar,
Rifampisin

4- Hiicre zarina etkililer: Daptomisin

2.10. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

Antibiyotik ¢agmin baslamasindan giliniimiize kadar antibiyotik kullaniminin
olusturmus oldugu segici baski Stafilokoklarda da kisa bir siire i¢inde direng gelisimine
sebep olmustur (Uzun, ve ark., 2013). S. aureus’un antibiyotik direnci 1930’lu yillarda
stafilokok enfeksiyonlarini tedavi etmek igin ilk olarak kullanima giren siilfonamidler

ile baslamis olup, o zamandan giiniimiize kadar da kullanima giren her antibiyotige
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kars1 direng gelisimi stirmiistiir. 1940’larda kullanima giren antistafilokokal etkinligi
yiikksek olan benzil penisilinler, penisilinaz tireten suslar sebebiyle kisa siirede
etkinligini kaybetmistir. 1950°’li yillarda sirasiyla penisilin - G, streptomisin,
kloramfenikol, oksitetrasiklin ve daha sonra da makrolidlere direng gelismistir (Giilay,
2008). Ilk MRSA olgular1 1961°de, metisilinin kullanima sunulmasindan 2 yil sonra
Ingiltere’de bildirilmis ve giiniimiize kadar MRSA klonlar1 tiim diinyada oldugu gibi
tilkemizde de hizli bir sekilde yayilmistir (Suma ve ark., 2016).

2.11. Metisilin Direncinin Mekanizmasi

S. aureus 'un metisilin direnci oksasilin minimum inhibitér konsantrasyonunun
(MIK) > 4pg/mL olmas1 seklinde tanimlanmistir (Alm ve ark., 2014; Gould, 2011).

S. aureus'un penisilin'e olan direncinden farkli olarak, metisilin direncine
plazmid kaynakli bir B-laktamaz aracilik etmemektedir ve bazi ilk literatiirlerde intrinsik
direng olarak adlandirilmistir (Gould ve ark., 2010). Diger bakteriyel patojenlerdeki -
laktamlara benzer intrinsik direncin, PBP'lerdeki miktarlariyla ya da B-laktamlar i¢in
afiniteyle iliskili oldugu bulunmustur ve bu nedenle olasi mekanizma olarak
MRSA'daki PBP'lere dikkat ¢ekilmistirr. MRSA'ya 06zgii PBP'lerde degisiklikler
gozlemlenmistir, ancak bunlarin mevcut PBP'lerin asir1 ekspresyonuna ve / veya
modifikasyonuna veya yeni bir PBP'min varligina bagli olup olmadigi belirsizdir.
Hartman ve Tomasz, B-laktamlar i¢in afinitesi azalmis PBP2a olarak adlandirilan yeni
bir PBP'nin varligin1 gostererek, izogenik metisiline direngli ve kabul edilebilir tiirler
arasindaki ana farki ¢6zmiistiir. Bu bulgu kisa bir siire sonra PBP2 olarak yeni PBP'ye
basvuran Utsui & Yokota tarafindan dogrulanmistir (Unal, 2019). Bu protein, erken
literatirde MRSA PBP olarak da adlandirilmaktadir. B-laktamazin tersine, metisilin
direncinden sorumlu olan (baslangigta metisilin direnci i¢in mecr olarak ifade edilen)
gen, direngli suslarda mevcut olan “yabanci” DNA'nin bir bolgesine kadar izlenen
kromozoma yerlestirilmistir, ancak duyarli suslar Escherichia coli'de sorumlu genin
klonlanmasi ve ekspresyonu, PBP2a'nin heterolog ekspresyonuna yol agmistir (Alm ve
ark., 2014).

18



2.12. MRSA’nin Epidemiyolojik Ozellikleri

Ingiltere’de 1961 yilinda ilk kez izole edilen MRSA susu, SCCmec tip I igerir.
Bu MRSA klonu giinlimiizde Archaic klonu olarak bilinmektedir. Ayrica, 1960’11
yillarda biitiin diinyaya yayilmistir. 1980°li yillarda ise SCCmec tip II tasiyan N315
susu Japonya’da izole edildigi ifade edilmistir. Bu klon New York-Japonya klonu
olarak tanimlanmig ve biitiin diinyada yaygin olarak bulunan bir klondur. Yine 1980°li
yillarin ortalarina dogru Yeni Zelanda’da SCCmec tip III tasiyan 85/2082 adli sus
tamimlanmis ve 1990’11 yillarda ise SCCmec tip IV tasiyan klonlar goriilmiistiir.
SCCmec tip V ise ilk defa 2004’te Avustralya’da WIS olarak isimlendirilen izolatta
gosterilmistir. 2004” ten sonraki yillarda ise sirasiyla SCCmec tip VI, VII, VIII, IX, X
ve XI tanimlanmistir (Kizilarslanoglu, ve ark., 2013).

Son 20 yil iginde frekanslarinda hizli bir yiikselis gosteren MRSA, giiniimiizde
birgok iilkede hastane enfeksiyonlarinin kontrolinde ©onemli bir problem haline
gelmistir. MRSA goriilme sikhig1 iilkeden iilkeye degismektedir. iskandinav iilkeleri,
Hollanda ve bat1 Avustralya gibi iilke ve bolgeler diinyada MRSA enfeksiyonlariin en
az oldugu bélgelerdir (Yiiksekkaya, ve ark., 2017). Ulkemizdeki MRSA orani ise yillara
gore %50 ile %25 arasinda oldugu ifade edilmistir (Ozkaya ve ark., 2015).

Sekil 3. EARSS Avrupa MRSA Oranlari, (http://www.rivm.nl/earss/database/).
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Son yillarda Ingiltere, Fransa, Irlanda, Avusturya ve Yunanistan gibi bazi
Avrupa tilkelerinde hastane kaynakli MRSA goriilme orani diiserken diger cogu Avrupa
tilkelerinde belirlenen direng neredeyse degismemistir. Tiirkiye’de ise direng oran1 % 39
olarak saptanmistir (Ozkaya, ve ark., 2015).

1990’11 yillardan itibaren hastane kaynakli MRSA (HK-MRSA) enfeksiyonlarina
ek olarak toplum kaynakli MRSA (TK-MRSA) enfeksiyonlar1 goriilme oranlarinda artis
yasanmaya baslamistir (Yiiksekkaya, ve ark., 2017).

TK-MRSA ilk defa 1982°de Savoralatz ve ark. tarafindan IV ila¢ kullanicilari
arasinda saptamis ve daha sonra 1993’te Udo ve ark. tarafindan Bati Avustralyanin
yerlilerinde belirlemiglerdir. 1997-1999 yillar1 arasinda ABD’nin Minesota ve Kuzey
Dakota bolgesinde dort saglikli ¢ocukta TK-MRSA izole edildikten sonra TK-
MRSA’lara karst ilgi artmis, septik artrit, bakteriyemi, septik sok ve nekrotizan
pnémoni gibi ciddi enfeksiyonlar bu 4 ¢ocugun Oliimiine sebep oldugu bildirilmistir
(Donmez, 2011). Avrupa’ya bakildiginda ise halen diisiik oranlarda TK-MRSA
goriiliirken, Danimarka ve Isveg gibi iilkelerde biitin MRSA’lar igindeki TK-MRSA
orani artig gostermistir ve %29-56 gibi yliksek seviyelere ulastigi kaydedilmistir. Ayrica
TK-MRSA ¢ocuklarda goriilme orani yetigkinlerden daha yiiksek oldugu saptanmistir
(Ozkaya, ve ark., 2015).

Hastane kaynakli MRSA ile toplum kaynaklit MRSA izolatlarinin molekiiler
mikrobiyolojisi birbirlerinden faklilidirlar. HK-MRSA izolatlarinda, genellikle SCCmec
tip I, 1l ya da Ill bulunmaktayken, TK-MRSA izolatlarinda ise gogunlukla SCCmec tip
IV ve tip V bulundugu ifade edilmistir (Cetin, ve ark., 2014).

TK-MRSA klonlar1 ile HK-MRSA klonlar arasinda da bazi farkliliklar
bulunmustur. ABD’de yapilmis ¢aligmalarda, TK-MRSA enfeksiyonlarinin genellikle 2
cesit pulsotip ile meydana geldigi bilidirlmistir. Bu pulsotipler USA300 [STS8-1V,
PVL(+)] ve USA400 [ST1-IV, PVL(+)]’dir. Ote yandan HK-MRSA enfeksiyonlarinin
olusmast USA100 [ST5-11] ve USA200 [ST36-1V] pulsotipleriyle meydana geldigi
bildirilmistir. Bu nedenle TK-MRSA’larin HK-MRSA’lardan bagimsiz bir sekilde TK-
MRSA'’lardan gelistigi ifade edilmistir (David ve Daum, 2010).

TK-MRSA ile HK-MRSA arasindaki baska bir farklilik ise her ikisinin
olusturdugu enfeksiyonlardir. TK-MRSA’lar ¢ogunlukla cilt veya yumusak doku
enfeksiyonlarma (apse, follikiilit vb) ve pndmoniye sebep olurken, HK-MRSA’lar
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genellikle solunum yolu enfeksiyonlari, kan akimi enfeksiyonlar1 ve cerrahi yara
enfeksiyonlart gibi klinik enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Cetin, ve ark., 2014;
Giirsoy, ve ark., 2009; Skov, ve ark., 2012).

2.13. MRSA Enfeksiyonlarinin Kontrolii

Giintimiizde, hastane enfeksiyonlar1 agir hastaliklar, ¢ogul direngli patojenler,
yogun antibiyotik kullanimi, direngli mikroorganizmalarin seleksiyonu ve kisitl
antibiyotik kullanim1 ile yaygin hale gelmistir. Yeni antibiyotikler kullanarak direng
problemi ile basa ¢ikmak miimkiin olmadig1 ifade edilmistir. Cetin ve ark.’lar1 bu
enfeksiyonlarin iistesinden gelmenin tek yolu basarili enfeksiyon kontrol programlari
oldugunu bildirmislerdir (Cetin ve ark., 2014).

Cetin ve ark.’larina gore basarili bir enfeksiyon programi i¢in ihtiya¢ duyulan
maddi ve manevi kaynagin saglanmasi, etkili iletisimi giiglendirmeye yo6nelik gereken
sistem degisiklilerin yapilmasi, saglik calisanlarinin egitimi, sorunun belirlenmesi ve
bunun i¢in gereken davranis degisikliginin saglamasina yonelik calismalar, bilingli
antibiyotik kullaniminin 6zendirilmesi, siirveyans, izolasyon 6nlemleri, ortam kontroli,
dekolonizasyon, yogunlastirilmis 6nlemlerini igerdigini belirtmislerdir. (Cetin ve ark.,
2014).

Skov ve ark.’lan MRSA enfeksiyonlarinin kontroliiniin saglanmasinda
kuruluslarin, siirveyans verilerine ek olarak, hastalarin potansiyeli, personelin ig¢inde
bulundugu kosullar, teknik yapt ve donamimlari ve kaynaklarma gore kendi
programlarini olusturmasi 6nermislerdir ve bu sayede kolonizasyonun durdurulmasi ve
bu etkenin hastalar arasinda yayilmasinin engellenmesi amaclanmaktadir. MRSA
programlarinda el yikama, izolasyon onemlerinin uygulanmasi, iletisim, tasiyicilarin
tedavisi, egitimi, siirveyans, kontrollii antibiyotik kullanimi gibi temel 6gelerin
buludugunu ifade etmislerdir (Skov, ve ark., 2012).

Bu konuda yapilan bir ¢alismaya gore dort yatagin oldugu bir odaya besinci
yatak eklenmesinin odanin relatif kolonizasyon riskini 3,15 kat arttirdig
gozlemlenmistir. Hasta ve c¢alisanlarin sayisinin artirtlmasit ya da gegici personel
calistirilmas1 da enfeksiyon riskini artirdigr ifade edilmistir. Ayni caligmada
enfeksiyonun minimum seviyeye diisiirmek i¢in ¢ok yatakli odalarda iki yatak arasinda

2,7 m mesafenin olmasi ve yiiksek risk tasiyan yogun bakim tinitelerinde bu mesafenin
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daha yiiksek olmasi ve el yikama musluklari ve dolap hari¢ her yatagin etrafinda 3,7 m2
bos alanin olmas1 gerektigi ifade edilmistir. Dolaysiyla, her kurumun i¢inde bulundugu
sartlar dikkate alinarak MRSA enfeksiyonlarinin kontroliinii yapmasi gerekmektedir
(Honda, ve ark., 2010).

Metisiline direngli S. aureus (MRSA) ile kolonizasyon olasi bir stafilokok
enfeksiyonu igin risk faktorii olusturdugu belirlenmistir. Bu bakteri suslari ile
enfeksiyon ve kolonizasyon anlamli bir morbidite ve mortalite sebebidir (Yiiksekkaya,
ve ark., 2017). Ozellikle yogun bakim {initelerinde yatan ve S. aureus burun
kolonizasyonu olan hastalarda S. aureus enfeksiyon insidansinin anlamli bir sekilde
artis gosterdigi tespit edilmistir (Honda, ve ark., 2010). Ciinkii yogun bakim tniteleri
MRSA ile hastalarin hizlica kolonize oldugu ve enfeksiyonlarin gelistigi birimlerdir.
Bundan dolay1, MRSA ile kolonize bir hastanin yogun bakim tinitesine alindiktan sonra
gereken enfeksiyon kontrol 6nlemleri alinmadiginda, bir salgin gelismesine sebep
oldugu bildirilmistir (Li, ve ark., 2011).

Yiiksekkaya ve ark.’larina (2017) gore S. aureus’lar gbz, deri, burun, vajina,
iiretra ve gastrointestinal sistemde sinirli infeksiyonlara sebep olurken, ayrica yasami
tehdit edebilecek infeksiyonlara da neden olabilecegini ifade etmistir ve S. aureus’la
infekte ya da kolonize kisilerden, 6zellikle de onlar ile yakindan ilgilenen kisilerden
elleri araciligi ile diger kisilere bulasabilecegini vurgulamistir. Bu sebeple, Yiiksekkaya
ve ark.’lar1 hastanelerde MRSA’larin yayillmasini Onlemek i¢in alinmasi gereken
tedbirleri su sekilde siralamistir (Yiiksekkaya, ve ark., 2017):

» Hastane infeksiyon komitelerinin periyodik olarak canli ve cansiz ¢evreden
kiltiir i¢in 6rneklerin alinmasinin saglanmasi,

» Tastyict ve enfekte hastalar ile endemik hastanelerden nakledilen hastalarin
izolasyonun yapilmasi,

» Bazi servislerdeki (yogun bakim iiniteleri, dializ iiniteleri, mutfak) tasiyici
personelin daha az riskli servislere naklinin yapilmasi,

» Yara bakimina 6zen gosterilmesi,

» Ellerin diizenli ve sik sik yikanmasina yonelik egitimlerin verilmesi ve gerekli

oldugu durumlarda maske kullanilmasi,
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» MRSA ile kolonize tiim personelin ve hastalarin hizli bir sekilde tedavisi
amaglanarak mupirosin kullanilmasi gibi Onlemlerin alinmasi olarak ifade

etmistir.

2.14. Tam1 Yontemleri

2.14.1. Kiiltiir ve biyokimyasal testler

Stafilokoklar genellikle koyun kanli agar, Mannitol Salt Agar (MSA), Columbia
kolistin nalidiksik asit besiyeri (CNA), Mueller Hinton Agar (MHA) gibi farkli
besiyerinde ekimi yapilabilmektedir. Kiiltiirii tamamlandiktan sonra sonra gram
boyama, katalaz, koagiilaz, hemoliz, oksidaz, iireaz ve antibiyotiklere duyarlilik testleri

ile dogrulama islemi yapilir (Atmaca, 2013; Yiiksekkaya, ve ark., 2017).

2.14.2. Ticari tammlama yontemleri

Stafilokoklarin tanimlanmasi i¢in giiniimiizde piyasalarda bir¢ok farkli kit ve
otomatize sistemleri mevcuttur. Bu sistemlerden bazilar1 su sekilde siralanabilir: API-
STAPH, VITEK 1, VITEK 2, Minitek Gram Pozitif panel, ID 32 STAPH, RAPIDEC
STAPH, BD Phoenix, GP Microplate test paneli, MIDI Sherlock. Bu yontemler %70-90
oraninda dogruluk payma sahiptir. Bazi sistemler de kogiilaz, clumbing factor,
novobiosin direnci gibi ek testler ile kesinlik arttirilabildigi ifade edilmistir (Kosum,
2012).

2.14.3. Molekiiler yontemler

Stafilokoklarin tanimlanmasi i¢in kiiltiir ve biyokimyasal testlere ek olarak daha
kesin sonuglar veren baska alternatif metotlar da mevcuttur. S. aureus i¢in 6zel niikleaz,
koagiilaz, protein A, femA, femB, Sa442, 16s rRNA ve yiizey protein genlerinin
tanimlanmasinda ozellikle PCR temelli olan metotlar vardir (Brown ve ark., 2005).
Molekiiler yontemlerin maliyeti yiiksek oldugu i¢in sadece siipheli sonuclar ortaya
ciktiginda dogrulama amacli molekiiler yontemlere bagvurulmaktadir. Ek olarak,

fenotipik tekniklerde yag asidi analizi (FAME) Stafilokoklarin tanimlanmasinda
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kullanilan baska bir yontemdir ancak bu yontemin uygulanmasi ¢ok zaman aldigindan

dolayi ¢ok tercih edilen bir yontem degildir (Atmaca, 2013).

PCR YoOntemi:

MRSA’nim tanisinda mecA geni saptamaya yonelik gelistirilmis PCR teknikleri
altin standart olarak tanimlanmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi
Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda tamamlanmistir. PCR yontemi tamamlandiktan
sonra niikleik asit amplifikasyon yontemleri hizli bir sekilde tani laboratuvarlarinda
yerini almistir. PCR y6nteminin hizli bir sekilde sonug verme, konvansiyonel yontemler
ile Dbelirlenmesi zor ve imkansiz mikroorganizmalar1 saptanabilmesi ve yiiksek
duyarliligi sebebiyle klinik mikrobiyolojide kayda deger bir tanisal yontem olmustur
(Becker ve ark., 2013).

Rutin mikrobiyolojik tanilarda PCR yontemini kullanmadaki amag, hastalardan
alinan oOrnekler ig¢inde, hastalik etkeni mikroorganizmanin niikleik asitlerin var olup
olmadigini saptamaktir. PCR yontemi, niikleik asitlerin in vitro olarak ¢ogalmasini ve
bu sayede yiiksek duyarlilik ile belirlenmesine imkan saglayan bir yontem oldugu ifade
edilmektedir. Baska bir soyleyisle, canli olan bir hiicrede gerceklesen DNA
replikasyonu, PCR yontemi kullanildiginda, bir tiip icinde taklit edilir. Bu amagla,
bakteri hiicrelerinde DNA replikasyonu i¢in kullanilan enzimlerin islevleri, farkli
sicakliklar kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bakteri replikasyonunun baslamasi i¢in
ilk basamak, DNA ¢ift zincirlerinin birbirinden ayrilmasidir. Bakterilerde bu islem
helikaz enzimi ile yapilirken, PCR yonteminde ise 94°C gibi yiiksek bir 1siya maruz
birakilarak zincirlerin birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir. PCR yonteminde yiiksek
sicakliklar ile ¢aligan Taq polimeraz enzimi kullanilmaktadir (Becker, ve ark., 2013).

PCR yontemi ii¢ farkli sicaklik ile galisan basamaklarin bir dongti halinde
yinelenmesi seklinde gerceklestirilmektedir. Bu basamaklarin ilki “denatiirasyon”dur.
Ikinci basamak “birlesme”dir (annealing). Ugiincii basamak ise “polimerizasyon” veya

“sentez” asamasidir (Becker, ve ark., 2013).
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2.14.4. Metisilin direnci belirleme yontemleri

Disk DifiizyonY 6ntemi:

Rutin laboratuvarlarda antibiyotik duyarliliinin belirlenmesinde siklikla
kullanilan bu yontem, maliyetinin az olmasi ve uygulamasi bakimindan basit oldugu
icin tercih edilen bir yontemdir. Bu yontem Kirby Bauer tarafindan gelistirilmis ve bu
isimler ile anilmaktadir. Bakteri siispansiyonunu 0,5 Macfarland bulanikliga
ayarlandiktan sonra Mueller- Hinton agar’a (MHA) ekim yapilarak, iizerine 1 pg’lik
oksasilin diski veya 30ug’lik sefoksitin diskleri eklenerek 35 °C’de 24 saat inkiibe
edilir. CLSI tarafindan belirlenen degerlere gore;

» oksasilin i¢in inhibisyon zon g¢apt >13 mm ise duyarl, 11-12 mm ise orta
duyarli, <10 mm ise direncli
» sefoksitin i¢in inhibisyon zon ¢apt >22 mm ise duyarli, <21 mm ise direngli

olarak kabul edilmektedir (Biger, 2009).

S1v1 Mikrodiliisyon Yontemi:

%?2 NaCl iceren katyon katkilt Mueller- Hinton s1v1 besiyerine inokulum miktari
5x105 cfu/ml oksasilin antibiyotigi ile beraber 35 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra

MIK degeri < 2ug/ml ise duyarli, > 4ug/ml ise direngli olarak kabul edilmistir (Biger,
2009).

Agar Tarama Yontemi:

6 pg/ml oksasilin ile %4 NaCl iceren MHA’ya 0.5 Mc Farlanda ayarlanmis
bakteri slispansiyonundan ekim yapilir. 35 °C’ de 24 saat inkiibasyondan sonra {ireme
var ise bu sus metisiline direncli oldugu ifade edilmektedir (Atmaca, 2013).

Diger Yontemler:

Plastik test stripleri, PBP2a’ ya reaksiyon gosteren lateks agliitinasyon testleri,

secici ve ayirt edici besiyeri olan ve o6zgiilligii yiiksek sefoksitin gibi antibiyotikleri
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iceren ve inkiibasyondan sonra renkli koloniler olusturabilen kromojenik besiyerleri
kullanimina basvurularak metisilin direncinin belirlenebilecegi ifade edilmistir (Li, ve
ark., 2011).

Bu yontemlere ek olarak PNA-FISH (floresan in situ hibridizasyon), Evigene
MRSA yontemleri de molekiiler tabanli direng belirlenirken bagvurulan yontemlerden
bazilaridir. Bu testlerin 6zgiilliigii yliksek olmamasina ragmen ve ayrica kisa siirede
sonug alinabilmesine ragmen maliyetiyiiksek oldugundan dolay: her laboratuvar i¢in
uygun olmayabilir (Cetin ve ark., 2014).

26



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Klinik Orneklerden Bakteri izolasyonu ve Orneklerin Toplanmasi

2010-2016 yillar1 arasinda Yiiziincii Y11 Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuvarina gelen ¢esitli 6rneklerden (yara, kan, balgam, solunum, balgam, apse,
osteomiyelit vs.) izole edilmis 50 adet MRSA suslar1 belirlenerek c¢alismaya dahil
edilmistir. Her hastadan tek bir izolat alinmistir. Laboratuvara gonderilen klinik
orneklerden Kan kiiltiirii 6rnekleri ise Bactec 9642 (Becton- Dickinson) ve BACT/
ALERT 3D (Bio- Mericux) otomatize kan kiiltiirii cihazlarinda inkiibe edildi cihaz
pozitif uyar1 verene kadar en fazla yedi giin inkiibe edildi. Pozitif uyarist veren
siselerden %5 kanli agar, EMB agar besiyerlerine ekim yapildi. Ekimi yapilan kiiltiirler
18-24 saat siire ile 37 °C’ de inkiibe edildi ve daha sonra degerlendirildi. Bronko-
alveolar lavaj, trakeal aspirat 6rnekleri, beyin omurilik sivisi (BOS), asit mayi, plevral
mayi Ornekleri, yara, apse, idrar 6rnekleri ve diger klinik 6rnekler % 5 koyun kanli agar
(COS; bioMerieux) ve EMB besiyerine (COS; bioMerieux) ekildi ve 35-37 °C’de, 18-
24 saat inkiibe edildi. Bakteri liremesi saptanan kolonilerden Gram boyas1 yapilarak
Gram pozitif kok olanlara katalaz ve plazma koagiilaz testi uygulandi.

Standart mikrobiyolojik  yOntemlerle tanimlanan gram pozitif kok
goriinlimiindeki bakteriler tiir diizeyi tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliliklar1 BD
Phoenix otomatize mikrobiyoloji sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile belirlenmistir.
Suslar laboratuvarimizda %20 gliserollii buyyonda -80 °C’de ¢alismaya kadar muhafaza
edilmistir. Caligmada gradient test yontemi kullanilarak fenotipik olarak metisilin
direnci, oxasilin ve sefoksitin stripleri kullanilarak arastirilmistir. Vitek 2 Biomerioux,
otomatize sistemi ile suslarin oxasilin ve sefoksitin diren¢ diizeyleri arastirildi. Daha

sonra laboratuvarimizda real time PCR yontemi ile mecA gen varlig1 arastirilmistir.

3.2. Stafilokok Identifikasyonu

Inkiibasyonu yapilan kiiltiirlerde kanli agar ve Eozin Metilen mavisi (EMB)
besiyerlerinde ayni anda saf kiiltiir halinde {iremis koloniler Gram negatif bakteri olarak
degerlendirildi. Sadece kanli agar besiyerinde iiremis kolonilerden Gram boyasi yapildi.

Gram pozitif kok goriinlimiindeki bakterilere stafilokok kolonisi olup olmadiklarini
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anlamak i¢in katalaz testi ve sonrasinda stafilokok tiplendirmesi igin koagiilaz testi

yapild.

3.2.1. Gram boyama

Besiyerinde iiremis olan S. aureus kolonisinden 6ze yardimiyla alinarak temiz
bir lam {izerine serum fizyolojik ile birlikte yayilir. Lam tizerinde havada kuruduktan
sonra alevden 3 kez gecirilmek suretiyle tespit edilir. Tespit isleminin ardindan kristal
viyole ile 1 dakika bekletildikten sonra musluk suyundan gegirilerek liigolde de 1
dakika bekletilir. Bir dakikanin sonunda musluk suyundan gecirilerek %96’lik etil alkol
ile yikanir. Son olarak da sulu fuksinde 30 saniye bekletilir ve musluk suyundan
gecirilerek gram boyama tamamlanmis olur. Isik mikroskobunda 100’lik objektifle
incelenir ve mor renkli tiziim salkimina benzer sekilde kiimelesmis koklar stafilokok

olarak tanimlanir.

3.2.2. Katalaz Testi

Stipheli kolonilerden lam iizerinde silispansiyon yapildiktan sonra {izerine
%3’liik hidrojen peroksit (H202) damlatildi ve hava kabarciginin olusup olusmamasina
bakildi. Hava kabarcigi olusumu gozlemlenen bakteriler katalaz pozitif olarak

degerlendirildi ve stafilokok susu olarak tanimlandi.

3.2.3. Lam Koagiilaz Testi

Temiz bir lam {izerine bir damla sitrath tavsan plazmasi (Difco) ve sitrath taze
insan plazmasi damlatilarak birkag stafilokok kolonisi ile siispanse edildi. On saniye
icinde kiimelesme olusup olugsmadigi gozlendi. Her sus icin steril serum fizyolojik

kullanilarak testin kontrolu yapildi.

3.3. Suslarin Vitek 2 Otomatize Sistemde Arastirilmasi

Gram boyama ile Gram pozitif kok goriiniimiinde oldugu anlasilan bakterilerin
Vitek 2 (BioMérieux, Fransa) otomatize sistem cihazinda antibiyotik duyarliligi i¢in

cthaz calisma prosediiriine uygun bir sekilde tiipte bakteri slispansiyonu hazirlandi.
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Cihaza ise antibiyotik duyarliligi icin AST- P640 kart1 yerlestirildi. Hasta bilgilerinin
kaydi ve tiiplerin yerlestirildigi kasetin cihaza yerlestirilmesi cihaz kullanim talimatina

uygun bir sekilde yapildi.
Antibiyogram kart islemleri:

1. 3.0 ml steril tuzlu su plastik tiipe alinir,

2. 24 saatlik taze plaktan benzer kolonilerden 3-4 koloni ekiivyon ¢ubugu ile segilir,
steril tuzlu su bulunan plastik tiipe alinir.

Organizma siispansiyonu vortekste homojen hale getirilir,

Gram + /- : 0.50-0.63 McFarland’a ayarlanur,

Stispansiyon tiipii ve ID kart1 kasete yerlestirilir,

ID tiiptinden AST tiipiine 280 pl pipetlenir,

N o g M~ w

Gram-pozitif Antibiyogram 3 ml tuzlu su + 280 pl of 0.5 - 0.63 McFarland
siispansiyonundan olusur.

8. Cihaza kayit yapilir.

3.4. Gradient Test (Oksasilin ve Sefoksitin) Yontemi

E- test yontemi (AB Biodisk, Solna, Isve¢) mikrodulisyon ve disk difiizyon
sistemlerine benzer. Antimikrobiyal duyarligini tespit amaciyla ince plastik test stripleri
kullanilmaktadir. Striplerin alt yiizeyinde antimikrobiyal konsantrasyonlar kademeli
olarak bulunur. Ust yiizeyi ise kontrastasyon indeksi veya 6lgek ile isaretlenmistir. Disk
difiizyon testine benzer sekilde agara bakteri inokiile edilir ve stripler yerlesirilir. Bir
gece inkiibe edilir ve strip etrafindaki elips seklindeki Inhibisyon zonu incelenir. Elipsin
E-test stribini kestigi nokta MIK olarak belirlenir. MIK herhangi bir mikroorganizmanin

iiremesini onleyen en diisiik ilag konsantrasyonu olarak tanimlanabilir.

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda bakterilerin 0,5 Mc Farland eseline
uygun olarak serum fizyolojik iginde bakteri siispansiyonlari hazirlanarak ve Mueller
Hinton agar yiizeyine yayilmistir. Oksasilin ve sefoksitin E-test seritleri yerlestirildikten
sonra 35°C° de 24 saat inkiibe edilerek, oksasilin ve sefoksitin MIK degerleri
belirlenmis ve CLSI’nin 6nerdigi MIC degerleriyle karsilastirilmistir. Oksasilin ve
sefoksitin icin 2 MIK degerleri duyarli, 4 MIK degerleri direngli olarak kabul edilmistir.
Kontrol susu olarak S. aureus ATCC 29213 kullanilmistir.
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3.5. Metisilin Direncinin Molekiiler Yontemle Arastirilmasi

3.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Kanli agar besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilen stafilokoklardan 6ze ile bir
koloni alindiktan sonra 1.5 ml’lik steril tiip igerisine almir. Uzerine 500 ul distile su
eklenip vortekslenir. Vortekslenen karigimdan 300 mikron alinip baska bir tiipe
aktarilir. Uzerine 100 pl lizozim aktarilir. Bu karisim 30°dakika 37°C’de inkiibe edilir.
Daha sonra Fluorion i12 Niikleik Asit Izolasyon cihazina birakilarak izolasyon islemi

baslatilir. (Izolasyon islemini cihaz otomatik olarak yapar.) Izolasyon sonrasi elimizde

100 pl bakteri DNA’s1 elde edilmis olur.

3.5.2 PCR islemi

Ornekten niikleik asit izole edilir ve mecA geninin 310 bazlik boliimii ile nuc
geninin 279 bazlik bolimii ayni reaksiyonda real-time PCR cihazinda gogaltilir. mecA
geni FAM, nuc geni ise Cy5 isaretli diziye 6zgili problar yardimi ile saptanir. PCR’nin
sentez asamasinda problar Taq Polimeraz’in 5>3 eksoniikleaz aktivitesi nedeniyle
pargalanirlar ve floresan boya molekiilii ile sogurucu molekiil birbirinden ayrilir. Probun
par¢alanmas1 floresan miktarinda artisa sebep olur. Floresan miktarindaki bu artis,
olusan PCR {iriin miktar1 ile dogru orantilidir ve real-rime PCR cihazi tarafindan gergek
zamanl olarak Ol¢iiliir. CyS kanalindan alinan pozitif sinyal 6rnegin S. aureus pozitif
oldugunu, FAM kanalindan alinan pozitif sinyal ise metisilin direngli oldugunu gosterir.

Stafilokoklarda metisilin direncinden sorumlu gen varligi mecA genine spesiifik

primerler kullanilarak PCR iglemi gerceklestirildi.
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Reaksiyonun Hazirlanmasi

Kit Icerigi
Kitte kullanilan materyallerden her biri, niikleik asit kontaminasyonu olasiligina

kars1 test edilmistir. Kit bilesenleri 3 kereden daha fazla dondurulup ¢ozdiiriilmeleri

saglandi. Optimal performans saglamak igin uygun hacimlerde bolerek saklandi.

Tablo 2. Kit Icerigi

100 50 25
1.dH20 1000 pl 1000 pl 1000 pl
2a. PCR Mix 1400 pl 700 pl 350 ul
4a. Deteksiyon Mix1 440 wl 220 ul 100 pl
4b. Deteksiyon Mix2 220 wl 110 l 55 ul
6a. Pozitif Kontrol 1 22 ul 11l 6 ul

Uygulama

Asagida Tablo 3’te verilen miktarlar 1 reaksiyon i¢in gegerlidir.

Tablo 3. Ana Karisim

PCR Mix (HotStar Taq DNA polimeraz,QuantiTect SYBR 12.5pul
PCRTamponu Dutp igeren Dntp karigimi 8Mm MgCI2),

Deteksiyon Mix 1 2.0 pl
Deteksiyon Mix 2 4.0 pl
dH20 1.5l
Her Kuyucuga 20.00 pl
Ornek DNA (Pozitif Kontrol) 5.00 pl
TOPLAM 25.00 pl

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 25.00 pl’lik reaksiyon hazirlandi. Bu amacla
12.5 ul’lik PCR Mix (HotStar Tag DNA polimeraz, QuantiTect SYBR PCRTamponu,
Dutp iceren Dntp karisimi 8Mm MgCI2), Deteksiyon Mix 1 i¢in 2.0 pl, Deteksiyon Mix
2 i¢in 4.0 pl ve dH20 i¢in 1.5 pl’lik reaksiyon hazirlandi. Daha sonra her kuyucuga
20.00 pl ve 5.00 ul 6rnek DNA / Pozitif Kontrol 1 eklendi. Sivi hacmin tamaminin

cukurcuklarin dibine ulasincaya kadar santrifiiz yapildi. Daha sonra iCycler
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programinda  “Protocol  Library”/“Protocol  Files”/MRSAQLP.tmo  segildi.
MRSAQLP.tmo asagida belirtilen PCR parametrelerini icermektedir:
95 °C > 13.30 dk
94 °C > 00.30 dk
50 Dongii
57 °C>01.00 dk
27°C>

Orneklerin tamamlanmasi i¢in “Protocol Library” / “View Plate Setup” / Edit

basamaklar1 izlenerek pozitif ve negatif standartlar1 ve 6rnekleri tanimlandi.
Kit Bilesenlerin Ozellikleri

PCR Mix: HotStar taq DNA Polimerazi Thermus aquaticus 'tan izole edilmis, E.
Coli’ye klonlanmis 94 kDa’luk recombinant DNA polimerazin modifiye edilmis bir
formudur. Enzim inaktif bir formda verilir. Bu 6zelligi sayesinde hatali baglanan
primerlerin ya da primer-dimerlerin oniine gegilir ve daha yiiksek PCR spesifitesi ve
kontinasyon hassasiyeti saglanir. QuantiTech Probe PCR Tamponu: Tris-Cl, KCI,
(NH4)2S04, 8Mm MgCI2 igerir. 20°C’de pH 8.7’dir. ANTP Karisimi ise Ultrasaf
dATP, dGTP, dCTP, dTTP/dUTP igerir.

Deteksiyon Mix 1: Deteksiyon Mix 1, mecA genine 6zgii forward ve reverse
primerler (0.6 uM) ve FAM- isaretli prob igerir.

Deteksiyon Mix 2: Deteksiyon Mix 2, nuc genine 6zgii forward ve reverse
primerler (0.6 uM) ve CyS5-isaretli prob igerir.

Pozitif Kontrol: Pozitif kontrol MRSA DNA’s1 igerir. Testi kontrol etmek
amaciyla her ¢caligmaya dahil edilmelidir.

Sonu¢ Degerlendirme: MRSAQLP. tmo programi sona erdiginde yazilimin
otomatik olarak ¢izdigi esik ¢izgisini kesen 6rnekler pozitif, bu ¢izginin altinda kalanlar
ise negatiftir. FAM filtresinden elde edilen artislar mecA geninin, CY-5 filtresinden

elde edilenler ise nuc geninin varligini belirtir.
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3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen veriler bilgisayar ortaminda SPSS 15.0 istatistik paket programinda
degerlendirilmis, Genotype MRSA yontemi altin standart kabul edilerek fenotipik

yontemlerin 6zgiilliik ve duyarliliklar ilgili formiiller kullanilarak hesaplanmistir
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4. BULGULAR

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi 9 farkli kliniginden
gonderilen hasta 6rneklerinden 50 MRSA susu izole edilmistir. MRSA suslari, en fazla
Anestezi Yogun Bakim (%34) ve Yeni Dogan Yogun Bakim (%20) kliniklerinden
gonderilen 6rneklerde izole edilmistir. MRSA suslarinin gonderildikleri kliniklere gore

dagilimi ve yas araligi dagilimi Sekil 3’te sunulmustur.
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Sekil 4. MRSA Suslarinin Gonderilen Kliniklere Gére Dagilimi
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Sekil 5. MRSA Susu izole edilen hastalarin yas dagilimi
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Incelenen MRSA orneklerin %341 kan (17 adet) , %24’ii yara (12 adet), %18’i
solunum ve apse ( her biri 9 adet), %2’si balgam, osteomiyelit ve BOS ( her biri 2 adet)

kiiltiirlerinden izole edilmistir. Bakterilerin klinik orneklere gore yiizdelik dagilimi
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Sekil 4°te sunulmustur.
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Sekil 6. MRSA Suslarmin Klinik Orneklere Gore Dagilimi

Hasta orneklerinden izole edilen 50 MRSA susunda mecA geni varliginmn
konvansiyonel, otomotize ve PCR yontemleri kullanilarak yapilan MRSA tarama

sonuglar: Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Suslarin mecA Geni Varligina Gore Dagilimi ve Kullanilan Yoéntemlerin
MRSA Olarak Belirledikleri Sus Sayilari

- MRSA MSSA
YONTEMLER [mecA (+)]  [mecA ()]
PCR 50 0
Gradient Oksasilin (OX) 49 1
Test Sefoksitin (FOX) 50 0
Vitek 2 Oksasilin (OX) 50 0
Otomatize Sefoksitin (FOX) 50 0
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Incelenen 50 adet S. aureus susunun Oksasilin E-test ydntemi ile incelenmesi
sonucu 49’u direngli saptanirken (MIK>2) bir tanesi duyarli (MIK < 2 ) saptannustir.
Sefoksitin E-test ydntemi ile incelenen &rneklerin tamami direncli (MIK>4) olarak
saptanmigtir. Vitek 2 otomotize sistem sonuglar1 incelendiginde ise incelenen 6rneklerin
tamami oksasilin ve sefoksitine direngli olarak (MIK>4) belirlenmistir PCR yontemi ile
tim Orneklerde mecA geni varligi gosterilmistir. Bu sonuglara gére PCR yoOntemi
referans alinarak oksasilin E-test yonteminin duyarlifi %98, sefoksitin ve Vitek 2
otomotize sisteminin duyarliliklar ise %100 olarak tespit edilmistir. MRSA tanisinda

kullanilan yontemlerin duyarliliklart ve 6zgiilliikleri Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. MRSA Tanisinda Kullanilan Yéntemlerin Duyarlilik ve Ozgiilliiklerinin
Karsilagtirilmasi

) Duyarhlik  Ozgiilliik
YONTEMLER

(%) (%)
Gradient Oksasilin (OX) 98 100
Test Sefoksitin (FOX) 100 100
Vitek 2 Oksasilin (OX) 100 100
Otomatize Sefoksitin (FOX) 100 100

Sekil 6: E-test yontemi ile Incelenen Ornekler
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Tablo 6. incelenen MRSA Suslarmin Oksasilin ve Sefoksitin MIK Degerleri

Oksasilin Sefoksitin
MIK degerleri Sus sayisi Sus sayisi
(n) ()
2 1(S) -
3 - -
4 1(R) -
6 - 1(R)
8 - -
12 2 (R) 2 (R)
16 2 (R) 2 (R)
24 1(R) 2 (R)
32 3(R) 1(R)
48 2 (R) 5(R)
64 1(R) 7(R)
96 5(R) 1(R)
128 1(R) 1(R)
192 - -
256 31 (R) 28 (R)
Toplam 50 50

S: duyarl, R: direngli

Tablo 6° da incelenen MRSA suslarmin MIK degerleri verilmistir. Tablo 6° da
goriildiigii gibi Oksasilin E- test yontemi ile incelenen suslarin 49’u direngli iken
(MIK>4), 1 6rnegin duyarli oldugu tespit edilmistir (MIK< 2). Sefoksitin yéntemi ile

incelenen suslarin tamamu direngli olarak tespit edilmistir (MIK>4).

37



5. TARTISMA VE SONUC

S. aureus toplum ve hastane kaynakli infeksiyonlarin onemli etkenlerden
birisidir. S. aureus lokal ve sistemik birtakim hastaliklara neden olabilmektedir. Tedavi
edilmezse, bu mikroorganizma kan yoluyla farkli organlara yayilip osteomyelit ve
septik artrit gibi ciddi Kklinik tablolara yol acabilmektedir (Tanriverdi, ve ark., 2017).
Ozellikle MRSA son yillarda pandemilere sebep olurken ciddi stafilokok
infeksiyonlarinda artisin da onemli sebeplerinden birisidir (Gould, ve ark., 2010).
Giinimiizde, MRSA suslart tedavi segeneklerinin kisithihgi, tedavide kullanilan
antibiyotikler ve infeksiyon kontrol 6nlemlerinin maliyeti nedeniyle giiniimiizde 6nemli
saglik sorunu olmustur (Akogretmen, 2016).

Basta MRSA olmak iizere, c¢ogul antimikrobiyal direngli stafilokok
infeksiyonlarinin morbidite ve mortalitesinin yiiksek olmasi ve tedavi maliyetinin
yiiksek olmasindan dolay1 bu infeksiyonlarin gériilme sikligi hemen hemen her iilkede
izlenmesine neden olmustur. Basta sanayilesmis tlkeler olmak tizere birgok iilke
konuya iliskin ¢ok merkezli calisma programlari diizenlemis ve MRSA yayilmasini
engellemek amaciyla kendi ulusal rehberlerini olusturmuslardir (Tanriverdi, 2017).

Ozkaya ve ark.’lar1 hastanede yatan hastalarda MRSA’ya rastlanma sikliginin
toplumdaki hastalara gére daha yiiksek oldugunu ifade etmistir. Ayrica, basta invaziv
islemler olmak tizere, uzun siireli hospitalizasyon, ileri yas ve daha onceden
antimikrobiyal ajan kullanimi, bu mikroorganizmalarin sonucunda olusan infeksiyonlar
acisindan en 6nemli risk faktorleri oldugunu bildirmiglerdir. Bu risk faktorleri iginde
yogun bakim {initeleri, cerrahi birimler, diyaliz tniteleri ve AIDS hastalarinin tedavi
edildigi {initelerin yer aldig1 ifade edilmistir (Ozkaya ve ark., 2015).

National Nosocomial Infections Surveillance System Amerika Birlesik
Devletleri’nde, MRSA epidemiyolojisinde meydana gelen degisiklikleri devamli bir
sekilde takip etmektedir. Amerika’daki hastanelerin yogun bakim iinitelerinde 1992-
2003 vyillart arasinda infeksiyonlarin tarandigi bir ¢alismada, S. aureus izolatlarinin
%64°’tinde MRSA tespit edilmis ve yillik atris oraninin %3,1 oldugu saptanmistir
(Klevens, ve ark., 2006). Yapilan bagka bir ¢alismada ise 2006-2007 yillar1 arasinda
ABD’de MRSA oranm1 %79 olarak tespit edilmistir (Kallen, ve ark., 2009). Orrett ve
Land’mn 1999 ve 2004 yillar1 arasinda Trinidad bolgesinde yaptigi ¢alismada 2430 S.
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aureus izolati arasinda MRSA oranint diinya capinda daha once yapilan birgcok
survelans ¢alismasina benzer olarak %18.6 olarak saptamiglardir. Halbuki ayni bolgede
daha once yapilan ¢alismalarda bu oran %9.8 olarak tespit edilmistir (Orrett ve Land,
2006).

MRSA’nin  goriilme sikligi  iilkeden {llkeye ve bolgeden bolgeye
degisebilmektedir. Ulkeler ve bélgeler arasinda ciddi farkliliklar bulunabilmektedir. Son
yillarda Ingiltere, Fransa, Irlanda, Avusturya ve Yunanistan gibi bazi Avrupa
iilkelerinde hastane kaynakli MRSA goriilme orami diiserken diger ¢ogu Avrupa
tilkelerinde belirlenen direng neredeyse degismemistir (Cetinkol, ve ark., 2013). Altin6z
ve ark.’lart  S. aureus’larda MRSA oraninin en yiiksek oldugu bdélgenin bati Pasifik
bolgesi oldugunu bildirmislerdir. (Altindz, ve ark., 2013). Bin ve ark.’larinin Kore’de
yaptiklar1 ¢aligmada S. aureus’larda MRSA orani1 %64 olarak bulunmustur (Bin ve ark.,
2014). Hsueh ve ark.’larimin Tayvan’daki bir hastanede yaptiklar1 ¢alismada ise direng
orant yaklasik olarak %77 olarak saptanmistir (Hsueh, ve ark., 2014). Kuzey
Amerika’da yapilan bir ¢alismada bu oran %38-50 (Kuehnert, ve ark., 2011), Orta
Dogu’da bu oran %33-40 ve Hindistan’da bu oranin %18-43 oldugu saptanmistir
(Kampf ve ark., 2011). Jamaika ve Kiiba’da bu oran %10 altinda iken, Giiney
Amerika’da %10-66, Avrupa’da %25-58 oldugu ifade edilmistir (Fluit, 2009).
Tiirkiye’de ise direng orami % 39 olarak saptanmustir (Ozkaya, ve ark., 2015).
Iskandinav iilkeleri, Hollanda ve bat1 Avustralya gibi iilke ve bolgeler diinyada MRSA
enfeksiyonlarmin en az oldugu bolgelerdir (Yiiksekkaya, ve ark., 2017). Ulkemizdeki
MRSA oraninmn ise yillara gére %50 ile %25 arasinda oldugu ifade edilmistir (Ozkaya
ve ark., 2015). Ulkeler ve bolgeler arasinda MRSA oramindaki farkliliklar hasta
popiilasyonuna, S. aureus suslarinin biyolojik ozelliklerine ve infeksiyon kontrol
onlemlerindeki cesitlilige bagh oldugu diisiiniilmektedir.

Tiirkiye’de son yillarda MRSA goriilme orani iizerine yapilan birgok ¢alismada
oranlarin birbirinden oldukga farkli oldugu gézlenmistir. Bozca ve ark.’larinin 2007 de
yaptiklar1 bir ¢alismada 2005-2006 yillari arasinda cesitli hasta o6rneklerinden izole
edilen 720 S. aureus susunun %34’iinde MRSA tespit etmislerdir (Bozca, ve ark.,
2007). Giiner ve Giirler 2007°de yapmis olduklar1 bir ¢alismada 2001-2006 yillar:
arasinda cerahat ve yara orneklerinden elde edilen toplamda 1373 S. aureus susunun
%29’ unda MRSA tespit etmislerdir. Ayni1 ¢alismada ayrica MRSA sikligin1 2001 ile
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2006 yillar1 arasinda sirasiyla %35, %39, %34, %18, %23 ve %20 oldugunu
saptamiglardir (Gliner ve Giirler, 2007). Orak’in 2015’te Mardin Devlet Hastanesi’nde
2011-2013 willar1 arasinda metisiline direngli stafilokoklarda diren¢ profillerini
belirlemek i¢in yaptigi c¢alismada 73 S. aureus susunun 22 (%30,1)’sinde MRSA
saptanmustir (Orak, 2015).

Karlibas’in  2012° de Yogun Bakim Unitesindeki hastalarin  nazal
Staphylococcus aureus tasiyicilik orani, tasiyicilik igin risk faktorlerin, S. aureus
suslarinda Panton- Valentine 16kosidin (PVL) ve Metisiline direngli S. aureus (MRSA)
suslarinda Stafilokok kaset kromozom mec (SCCmec) tiplerinin bulunma orani
belirlemek i¢in multiplex polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile PVL igin lukS-
PV ve lukF-PV, SCCmec varhginin arastirildign calismada, Izole edilen 42 S. aureus
susunun hi¢birinde PVL geni bulunmads. izole edilen 1 MRSA susunun SCCmec tip Il
bulundugunu tespit etmistir (Karlibag, 2012)

Cirit ve ark.’lar1 2009’da PCR yontemi ile MecAl ve MecA2, Luk-PV-1 ve
Luk-PV-2, Staph756F ve Staph750R primerleri kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada, S.
aureus izolatlarinda mecA geni ve IukS/F-PVL geninin varligini arastirmiglardir.
Calismada 150 S. aureus susu i¢inde mecA geninin bulunma oranin1 %86.6 olarak tespit
etmistirler. Calismada ayrica VITEK 2 ile elde edilen metisilin direngli ve duyarli
izolatlarin PCR ile elde edilen sonuglarini birbirleri ile tamamen uyumlu oldugunu
saptamuglardir (Cirit ve ark., 2009).

Cigek ve ark’larmin yaptiklar1 bir calismada VITEK 2 sistemiyle S. aureus
olarak tanimlanan 100 sus calismaya alinmistir. Suslarin MRSA direng varligit VITEK 2
sistemi ve D-test olarak tanimlanan disk difiizyon testi ile aragtirilmistir. Calismada
VITEK 2 yontemi ile belirlenen suslarin duyarlilik ve 6zgiilliigi, % 93.3 ve % 100
olarak tespit edilmistir (Cicek ve ark., 2016).

MRSA ile kolonizasyon, enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir risk
faktorii olarak goriiliir. Yapilan bir calismada Yogun Bakim Unite’ye kabul edilen
hastalarin %11,4’t MRSA ile kolonize oldugu ve kolonize hastalarinin %29’unda
enfeksiyon gelistigi (Huang ve Platt, 2003). Ulutiirk ve ark’nin yaptig1 bir caligmada ise
kolonize olan 14 hastanin 2’sinde enfeksiyonun gelistigi saptanmistir (Ulutiirk ve ark.,
2010). Sahin ve ark’lar1, toplumsal kdkenli MRSA kolonizasyonu ile ilgili olarak 0-15
yas arasinda degisen 1000 ¢ocuk iizerinde yapmis olduklar1 bbir arastirmada 173 S.
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aureus izole etmislerdir. Bu izolatlardan bir tanesi MRSA olarak saptanmistir (Sahin,
2003).

Ertas ve Goniilalan’nin yaptig1 bir ¢alismada, MRSA olarak tanimlanan 86 sus
izerine MecA geninin olup olmadig: ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada mecA geninin
olup olmadigimni saptamak amaciyla farkli yontemler kullanmigtir. PCR ¢aligmasinda
MRSA olarak tanimlanan 86 sustan 8 tanesinde mecA geni bulunamamistir. Kontrol
amagl kullanilan 30 MSSA susunun higbirisinde ise mecA geni tespit edilmemistir.
Sefoksitin sonuglarina bakildiginda ise mecA geni tespit edilmeyen 8 MRSA susundan
1 tanesi sefoksitine duyarli ve 7 tanesi direngli olarak saptanmistir. Ayrica sefoksitine
duyarli oldugu halde oksasiline direngli oldugu tespit edilen bir diger susun da mecA
geni icerdigi gorilmiistiir. Ayrica, Oksasilin duyarliligt ve mecA geni varlig
karsilastirildiginda, mecA geni icermeyen 8 susda dahil olmak lizere 86 MRSA susunun
timiiniin oksasiline direngli oldugu tespit edilmistir. (Ertag ve Goniilalan, 2010). Bizim
calismamamizda ise PCR yoOntemi ile incelenen suslarin tamaminda mecA geni tespit
edilmis, ancak Sefoksitin yontemi ile incelenen 6rneklerin 1’inde mecA geni varligina
rastlanmamuistir.

Azarkan’nin yaptifi bir calismada 90 hastadan alinan oOrnekler Genexpert,
Phoenix, Vitek2 ve ChromID MRSA agar yontemleri ile arastirilmistir. MecA gen
varligi real-time PCR yontemi ile arastirilmistir. Calismada, 90 ornegin 14’unde
GeneXpert ile mecA gen varlif1 tespit edilmistir. Vitek2 ve Phoenix sonuclari birbiriyle
uyumlu olup GeneXpert ile MRSA olarak tespit edilen 14 sonugtan 3’u Vitek2 ve
Phoenix ile MRSA olarak tespit edilmistir. Vitek 2 ile incelenen 6rneklerin duyarlilik
orant %21 ve ozgiillik oranm ise %98.68 olarak tespit edilmistir. Ayrica, 1 Ornekte
mecA negatif oldugu halde otomatize sistemle MRSA sonucu bulunmustur (Azarkan,
2011).

Yaptigimiz calismada MRSA suglar1 Konvansiyonel, Otomatize ve PCR
yontemleri ile analiz edildi. Sonugta duyarliligin en fazla oldugu yontemler PCR, Vitek
2 Otomatize ve Sefosksitin E-test olarak tespit edilmistir. Bulgularimiz bu yoniiyle
diger calismalar ile da uyumlu bulunmustur.

MRSA tespitinde mecA geninin PCR yontemi ile belirlenmesi altin standart
olarak goriiliirken, bu yontemin rutin bir sekilde laboratuvarlarda uygulanmasi zordur.

mecA geni tespiti i¢in laboratuvar ortaminin uygun olmasmin gerekliligi, personel
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deneyimi gerektirmesi ve testin maliyetinin yiliksek olmasi gibi sebeplerden dolay1
sadece gelismis laboratuvarlarda yapilabilme imkani vardir. Dlaysiyla, mecA geninin
tespitinde PCR yontemine alternatif olarak diger yontemler de kullanilabilir.
Calismamizda, PCR yonteminin yani sira Vitek 2 Otomotize yontemi ve E-test yontemi
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar ise hemen hemen birbirine yakin oldugu tespit
edilmistir.

Sonug olarak, metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslarmin dogru olarak
tespit edilmesi, bu direncin heterojen olmasindan dolayr her zaman miimkiin
olmayabilir. Caligmamizda, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 50 S. aureus susunda
mecA geninin tespit edilmesinde konvansiyonel, Otomotize ve PCR ydntemi
kullanilmigtir. Altin standart yontem olan PCR ile birlikte degerlendirildiginde,

kullanilan tiim yontemlerin duyarliliklar1 hemen hemen %100 olarak saptanmustir.
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