I.GIRiS VE AMAC

Giiniimiizdeki en onemli saglik sorunlarindan biri toplum ve hastanelerde
giderek artan antibiyotik direncidir. S. aureus ile olusan infeksiyonlar hastane dis1
ve hastanede kisa siirede antibiyotik direnci gelistirdigi icin dnemlidir.

S. aureus insanlarin deri ve mukozalarinda bulunabilen ve c¢esitli
organlarda infeksiyonlar yapabilen piyojen bakterilerdir. Bu mikroorganizma
seliilit, impetigo, yara infeksiyonlar1 gibi cilt infeksiyonlar1 yaninda bakteriyemi,
endokardit, toksik sok sendromu gibi sistemik infeksiyonlar olusturabilir'.

Nozokomiyal infeksiyonlara yol agabilmesi ve ¢oklu antibiyotik direnci
gelisimi nedeni ile bugiin metisilin direngli S. aureus (MRSA) c¢ok ciddi bir
problem haline gelmistir. Metisilin direnci kromozomal (intrensik) ve plazmid’e
(kazanilmig) bagh olarak ortaya c¢ikabilir. PBP 2a olarak adlandirilan bir proteinin
sentezlenmesi ile olusan kromozomal direng, mecA geninin ekspresyonuna bagl
olarak homojen ve heterojen sekillerde olabilmektedir. Homojen direng tipine
nadiren rastlanir. Heterojen direng tipinde pH, inkiibasyon 1s1s1, siiresi ve besiyeri
icerigi gibi cevresel faktorler rol oynarz. Ozellikle heterojen direng gosteren
MRSA’larin saptanmasi klinik laboratuvarlarda bir problem olusturmaktadir. Bu
direncin belirlenmesinde siklikla disk difiizyon, mikrodiliisyon ve agar diliisyon
yontemleri kullanilirken, son yillarda DNA prob ve PZR gibi molekiiler

yontemler de kullamlmaktadur’.



Agar diliisyon, disk difiizyon ve mikrodiliisyon gibi standart
mikrobiyolojik metodlarla MRSA suslarinin hassasiyet testlerinin yapilmasi ¢esitli
problemlere neden olmaktadir. Bu standart testler, genellikle 72 saat gibi uzun bir
siire gerektirmekte ve metisilin direncini hizli ve dogru bir sekilde ortaya
koyamamaktadir. Yapilan calismalar metisilin direnci ile mecA geninin varligi
arasinda bir korelasyon oldugunu gostermektedir. Bu nedenle hedef DNA
bolgesini ¢cogaltarak, bakterilerin antimikrobiyal direncini hizli ve basit bir sekilde
tespit edebilen PZR metodu direng tespiti i¢in tercih edilen bir metod haline
gelmistir4.

Bu ¢alismada; Diskap1 Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Gazi Hastanesi infeksiyon
kontrol komitesinden saglanan stafilokok suslarinda metisilin direnci PZR
yontemi kullanilarak arastirilmistir. PZR yontemi ile MRSA’larin hizli ve dogru
tespiti; hastanede kalig siiresini, 6liim oranini1 ve tedavi maliyetini azaltacaktir.
Antibiyotik direncine neden olan MRSA’larin olusturdugu infeksiyonlarin

onlenmesi i¢in gerekli tedbirlerin alinmasinda faydali olacaktir.



II. GENEL BILGILER
I1.1.Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

Dogada yaygin olarak bulunan stafilokok’lar, ilk kez 1878 yilinda Robert Koch
tarafindan tanimlanmig ve 1881 yilinda Alexander Ongston tarafindan fare ve
kobaylarda hastalik yaptigi gbsterilmistir5’6. Staphylococcus Yunanca “liziim

salkim1” anlamina gelen “staphyle” teriminden gelmektedir7.

Onemli bir infeksiyon etkeni olan Staphylococcus cinsi bakteriler Micrococcaceae
ailesine aittir. Micrococcaceae ailesi 4 genus igerir; Planococcus, Micrococcus,
Stomatococcus ve Staphylococcus. Staphylococcus, Micrococcaceae ailesinin

klinik acidan en 6nemli gmbudur6’7.

Patojen stafilokoklarin patojen olmayan diger Micrococcaceae
genusundan ayrimi bazi testlerle yapilmaktadir. Asagida 6zetlenen ii¢ test insanda

patojen olan staphylococlarda pozitiftirlz

* glukozdan anaerop ortamda asit olusumu

* 200 pug /mL lizostafine duyarli olmalar1

* 0.4 pg /mL eritromisin varliginda gliserolden asit olusumu.

Stafilokoklar mikroskopik olarak Gram pozitif, 0.5-1.5 um
capinda, yuvarlak, cogu zaman diizensiz kiimeler, bazen de dortlii ve kisa zincirler
seklinde goriilen, hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif anaerop mikroorganizmalardlrg.
Stafilokoklar bazen 3-4 bakteriden ibaret tetrat ve kisa zincirler seklinde de
bulunabilirler. Bu goriiniimleri ile streptekoklara son derece benzeyen

stafilokoklar, katalaz testinin pozitif olmasi ile ayirt edilirler.



Makroskopik olarak hem aerop hem anaerop ortamda kanli agarda
ve diger selektif olmayan besiyerlerinde hizla iirerler. Cogu kanli agarda hemoliz
yapar. 24 saat icinde yuvarlak, diizgiin, 1-3 um capinda, hafif konveks koloniler
yaparlar. Stafilokoklarin yirmiden fazla tiirii olmasina ragmen bunlarin sadece ii¢
tanesi  klinik ac¢idan Onemlidir. Bunlar S.aureus, S.epidermidis, S.

saprophyticus’tur 910

Stafilokoklardan sadece S.aureus koagiilaz enzimi salgilar ve bu
ozellik tiir ayriminda o6nemli rol oynar. Klinik 6nemi olan ii¢ ana tiiriin
siiflandirilmasinda  koagiilaz enzimi olusturma 6zelliginin yaninda bazi

biyokimyasal testler de yapilmaktadir. Bu testler Tablo 1°de ozetlenmistir.

Tablo 1. Stafilokoklarin Ayrimi I¢in Kullanilan Major Testler

Testler S. aureus  S. epidermidis  S.

saprophyticus

Koagiilaz +

Mannitol fermentasyonu ile asit olusumu + - +
DNase +

Novobiosine direclilik - - +
Anaerop ortamda iireme + +

Hemoliz +

S. aureus disindaki diger stafilokoklar koagiilaz tiretmedikleri i¢in
koagiilaz negatif stafilokok (KNS)’lar olarak adlandirilir. Koagiilaz enzimi

plazmada bulunan protrombini aktive ederek trombin ve fibrin olugsmasina yol



acar. Bu ozellikten faydalanilarak insan veya tavsan plazmasi ile tiipte veya lam
tizerinde yapilan koagiilaz testleri gelistirilmistir. Tiipte uygulanan test halen S.

aureus’un belirlenmesi icin en giivenli testdir' .
S. epidermidis

KNS’lar normal deri florasinda yaygin olarak bulunurlar. S.
epidermidis deri ve mukozalarda kolonize olan suglarin %65-90’1n1 olusturur ve

daha cok burun kanatlari, deri ve parmak aralarinda saptanlrs’g.

S. epidermidis normal cilt biitiinliigli bozuldugu zaman konaga
girmekte ve viriilans siddetlerine gore konakta cesitli hastaliklar meydana
getirmektedir. Bu hastaliklar arasinda damar i¢i katater infeksiyonlari, diyaliz

katateri infeksiyonlari, osteomiyelit ve idrar yolu infeksiyonlar sayllabilir“.

S. epidermidis gibi KNS’lar ozellikle kalp kapag gibi prostetik
gerecler bulunan hastalarda infeksiyona neden olan Onemli bir nozokomiyal
patojendirler 2

Makroskopik olarak S. epidermidis kolonileri S. aureus

kolonilerinden daha kiiciiktiir ve genellikle pigment olusturmazlar™'°.

S. saprophyticus

S.saprophyticus normal cilt florasinda, periiiretral bolgede ve
iretral bolgede bulunur. Ayrica seksiiel olarak aktif olan bayanlarda iiriner sistem
infeksiyonlarinin en yaygin sebebidir. Bu mikroorganizmanin sebep oldugu iiriner

sistem infeksiyonlarina, erkeklerde bayanlara gore daha az rastlanmaktadir’.



S. saprophyticus iiriner sistem infeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasini
kolaylastiran pek ¢ok protein iiretir. Bunlar hemagliitinin, yiizeyel fibriler protein
ve lireazdir. Hemagliitinin mikroorganizmanin iiroepitelyal hiicrelere baglanmasini
kolaylagtirir. Yiizeyel fibriler proteinin de baglanmada rolii vardir, iireaz ise

mesaneye tutunmay1 ve invazyonu saglamaktadlrl.
I1.2. S. aureus
Yapisal Ozellikleri

S. aureus, pigmentli, fakiiltatif anaerop ¢ogunlukla aerop iireyen,
koagiilaz ve beta hemoliz pozitif, mannitol, siikroz, maltoz ve trehaloz’dan asit
yapabilen, %10 NaCl’de iireyebilen, alfa toksin yapan, novobiosin’e duyarli,
sporsuz ve hareketsizdir. Lizozim etkisiyle erimez. Dogada her yerde yaygin
olarak bulunur. S. aureus basit besiyerinde iirese de kanli besiyerinde daha iyi
cogalir ve koloniler etrafinda tam hemoliz meydana getirir. 37 °C’de ve pH 7.4’de
iyi iirer. Jeloz besiyerinde yuvarlak kenarli mat, kabarik, parlak yiizeyli, S tipinde
koloniler yapar. S. aureus altin saris1 renginde pigment olusturur. Kolonilere altin

. S . . 13
sarisi rengini karotenoid pigmentleri vermektedir ”.

S. aureus 1stya ve kuruluga dayaniklidir. Antibiyotik maddelere
kars1 diger bakterilere gore daha dayanikli olduklar gibi hizla kemoterapotiklere

kars1 direng kazanarak onlardan etkilenmeyen kokenler haline doniisiirler’’.

S. aureus antibiyotiklere kars1 c¢ogul direng gosterse de,
dezenfektan ve antiseptiklere duyarlidir. Ornegin MRSA ile enfekte hastalarin

yattigi odalar “diisiik seviyeli dezinfeksiyon” amaciyla kullanilan kuarterner



amonyum kloriir bilesikleri ile etkin bir sekilde dezenfekte edilebilir. Ayrica

MRSA susglari alkol ve iyot bilesikleri gibi antiseptiklere de oldukga duyarhdlr13 .
Hiicre Duvan Yapisi

Stafilokoklarin hiicre duvari peptidoglikan, teikoik asit ve protein A
olmak iizere iic ana komponentten olusur. S. aureus’un hiicre duvarinin esas
komponenti, hiicre duvart agirhgmin % 50’sini olusturan peptidoglikan

polisakkarit tabakadir' "',

Peptidoglikan hiicre duvarinin esas yapisini olusturan, hem Gram +
hem de Gram — bakterilerde bulunan karmagsik bir makro molekiildiir. Yapisinin
temel tasi, glikan zincirleridir. Glikan zincirleri, N-asetil glukozamin ve N-asetil
miiramik asit birimlerinin doniisiimlii bir sekilde siralanmalar ile olusan disakkarit
zincirlerden olusur. Glikan zincir iizerinde, miiramik asidin laktil grubuna bagl
tetrapeptid yapist  bulunmaktadir. Tetrapeptidin iiclincli  pozisyonundaki
diaminoasit ile diger tetrapeptidin dordiincii pozisyonundaki D-Alanin arasinda

capraz baglar olusur'.

Peptidoglikan tabakadaki ¢ok sayidaki capraz bag, bu bakterilerin
hiicre duvarlarmin ¢ok saglam bir yapiya sahip olmasini saglayarak konak

dokularinda bu bakterilerin canliliklarim siirdiirebilmelerini saglarg.

S. aureus’ da capraz baglanti orami yiiksektir ve bu o6zellik

bakterilerin lizozim enzimine kars1 direncli olmasini saglarls.

Hiicre duvarinin diger bir 6nemli komponenti ise hiicre duvar

agirhiginin % 40’11 olusturan teikoik asittir'.



Teikoik asit fosfodiester baglar1 ile bagli ribitol birimlerinden
olusan suda c¢oziilebilen bir polimerdir. Sadece Gram + bakterilerin hiicre
duvarinda bulunan bu yapr hiicre yiizeyine negatif yiik vererek cesitli metal
iyonlarinin, katyonlarin lokalizasyonunda ve otolitik enzimlerin aktivasyonunda
rol oynar 13 Stafilokoklarmn tiire Ozgii antijenleri teikoik asitlerdir. Ribitol teikoik

asit S. aureus icin dzgiildiir.

Teikoik asit viriilans faktorii olarak bircok 6zellige daha sahiptir.
Bunlar arasinda inflamasyon hiicrelerinin kemotaksisini inhibe etmesi ve antikor

iiretimini sitimiile etmesi sayilabilir.

Pepidoglikan yapinin en disindaki hiicre duvar komponenti protein
A dir ve bu yap1 sadece S. aureus’da bulunur . Protein A duvarin yaklasik % 7’sini
olusturur, organizmayi fagositoza karst korur ve kompleman aktivasyonunu

saglarg’”’”.

S. aureus hiicre duvarlan protein A aracilifiyla IgG molekiiliiniin

Fc bolgesine baglanabilmektedir“.

Protein A immiinoglobulinlerin Fc reseptorlerine baglanarak
bakteriyi antikora bagl fagositozdan korur. Ayrica hiicre disina salgilanan protein
A aym reseptorlere baglanarak komplemanin tiiketimine neden olur ve
komplemana bagh viicut savunmasindan bakteri korunur. Protein A, S. aureus
infeksiyonlarinin patogenezinde onemli bu fonksiyonu disinda, bazi infeksiyon
hastaliklarinin tanis1 amaciyla in vitro deneylerde kullanilmaktadir. Antikorlarin
Fc kisimlar ile bakteriyel protein A birlestiginden 6zgiil baglanma bolgeleri olan

Fab boliimleri serbest kalir. incelenen rnekte aranan antijen varsa stafilokoksik



protein A antijen-antikor kompleksi olugsmakta ve agliitinasyon gozle goriiliir hale

gelmektedir. Buna koagliitinasyon deneyleri ad1 verilir 18,

Protein A viriilans faktorii olarak rol oynar. Aym zamanda
immiinoglobulinlerle nonspesifik olarak etkilesime girdikleri ve antifagositik
ozellik  gosterdikleri i¢in konakta asi1 duyarlilik tepkimelerine yol

agabilmektedirg’1 L

Enzim ve Toksinler

Insanlardaki stafilokok infeksiyonlarinda 6zellikle patojen olarak S.
aureus yer almaktadir. S. aureus’un patojenitesi yapisal Ozelliklerine ve
ekstraseliiler iirlinlerine baghdir. S. aureus’un {irettigi enzim ve toksinler

patojenitede onemli rol oynamaktadlrw’lg.

Stafilokoklar c¢esitli hastalandirici etkinlikleri olan bir¢ok toksin ve enzim

uretirler.
Stafilokoksik Toksinler
1. Sitolitik Toksinler:

Stafilokoklarin cogu ekstraselliiller protein yapisinda, bir takim

sitolitik toksinler {iretirler. Bunlardan en iyi tamimlananlari hemolizinler ve

lokosidindir’™!!
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A. Hemolizinler:

Antijen ayrimlar1 disinda hemolizinler c¢esitli hayvan eritrositleri iizerinde
hemolitik etki yapip yapmamalarina, hemoliz icin gerekli 1s1 derecesi ve zamana,

toksitite derecelerine bagli olarak ayrimlar gdsterirlerﬁ.

Alfa toksin (o-hemolizin):

En giicli membran hasar proteini budur. Duyarli hiicre

membranlarina baglanir. Hiicre membranlan tizerinde litik etkiye sahiptir.

Insan makrofajlar1 ve plateletleri bu toksinden zarar goriirken
monositler zarar gormezler. Bu toksin stafilokoklarda tek viriilans faktorii
olmamasina ragmen, infeksiyon bolgesinde doku hasarini arttirdig1 i¢in patojenite

acisindan onemlidir’.

Eritrosit, lokosit, hepatosit, platelet ve fibroblast gibi bir c¢ok
hiicreye karsi sitotoksiktir. Hemolitik, dermonekrotik ve oldiiriicii etkileri

1,9,20
vardir'>?°,

Beta toksin (B-hemolizin):

S. aureus klinik izolatlarinin % 20’sinden daha azi bu hemolizi

yapar®'.

Bu toksinin en Onemli oOzelligi sicak-soguk lizis yapabilme

yetenegine sahip olmasidir. Ornegin, bu hemolizinin eritrositler iizerindeki etkisi



sogukla artar. Isiya dayaniksiz bir toksin olup eritrosit, fibroblast ve 16kosit gibi

cesitli hiicrelere toksik etki gdsterirl’g.

Gama toksin (y-hemolizin):

Insan eritrositleri iizerinde orta derecede etkili olan iki komponentli
bir hemolizindir*. Yani; birbirini sinerjistik olarak etkileyen iki protein
komponentinden olusur.

Belirgin hemolitik aktivitesi vardir, ancak etki mekanizmasi tam

olarak bilinmemektedir %,

Insanlarda stafilokoklarin sebep oldugu kemik hastaliklarinda, bu
toksinin muhtemel etkisi sonucu spesifik antikor seviyesinin artti1 tespit
edilmistirg.

Delta toksin (6-hemolizin):

Nispeten 1s1ya dayanikli yiizey aktif bir toksin olup bazi S. aureus
suslarinda bulunur. Hiicre membraninin biitiinliigiinii bozar ve ayni zamanda
adenilat siklaz1 aktive ederek cAMP salinimina neden olur. Bu enzimatik aktivite
Stafilokoksik  Toksik Sok Sendromu(TSS)’'nda ve stafilokokal besin

zehirlenmasinde goriilen diyarenin patogenezinde rol oynaru.
B. Lokosidin:

Bir ekzotoksindir. Bu toksin birbirlerini sinerjik olarak etkileyen iki
bilesene (S ve F) sahiptir. Toksin aktivitesi icin bu alt birimlerin her ikisi de

gereklidir1 L



Fagositik  hiicreler {iizerinde litik etki gosterir. Tek doz
enjeksiyonuyla geri doniisiimlii 16kopeni olusur ve 60 dakika i¢inde membranlara

hasar verici etkisi mikroskopik olarak goriilebilir hale gelir21.
2. Eksfolyatif Toksin:

Antijenik ve biyokimyasal olarak eksfolyatif toksin A ve B olarak

ikiye ayr111r1’9.

Bu iki protein molekiilii biyokimyasal ve immiinolojik olarak farkli
olmasina ragmen benzer biyolojik aktiviteye sahiptir. ET-B 1s1ya dayaniklidir ve
yapisal geni kromozomaldir. ET-A ise 1siya duyarlh ve plazmid orijinlidir“.
Eksfoliatin epidermisin stratum granulosum katmanim ayirir ve Stafilokokal
Haslanmis Deri Sendromu(SSSS)’ndan sorumludur®. Bu hastalik genellikle yeni
doganlarda ve cocuklarda gérulﬁr9. Derinin epidermidis tabakasinin graniiler
katindaki hiicreleri pargalayici etkisi vardir, fakat primer olarak hiicre Gliimiine

11
neden olmaz .

3. Toksik Sok Sendromu Toksini (TSST-1):

Onceleri pirojenik ekzotoksin C ve enterotosin F olarak bilinen
toksin simdi “TSST-1" olarak bilinmektedir. TSST-1 sistemik olarak salinir ve
toksik sok sendromuna neden olur. Toksik sok sendromu; ates, eritroderma,
kusma, diyare, bobrek yetmezligi ve hipertansiyon gibi klinik belirtileriyle bir
multisistem rahatsizlik olup adet kanamalarinda tampon kullanan ve vajinal S.

aureus tastyicisi olan kadinlarda sik rastlanmaktadir' .
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T lenfosit poliferasyonunu ve monositlerden IL-1 salinimini uyarir.
Bu toksin S. aureus suglarmin pek cogu tarafindan salgilanir. Son zamanlarda

KNS’lara bagh TSS bildirilmistir.
4. Enterotoksin:

S. aureus suglarinin yaklasik {igte biri enterotoksin iiretir. Serolojik
olarak A, B, C, C2, D ve E olmak iizere alt1 gruba ayrilir. Bu toksinlerin besinlerle
aliimi, gastrointestinal bulgularla seyreden besin zehirlenmesi tablosuna sebep

olur™.
Stafilokoksik Enzimler
Katalaz:

Tim stafilokoklar katalaz enzimi salgilar. Bu enzim fagositik
hiicreler tarafindan stafilokoklarin yutulmasindan sonra olusturulan toksik
hidrojen peroksiti su ve oksijene doniisiimiinii katalizler. Boylece bakteri

fagositoz sonrasi da yasamim siirdiiriir"'".
Koagiilaz:

S. aureus tarafindan {iiretilen bir plazma pihtilasma proteinidir. S.
aureus suglarinda iki tip koagiilaz bulunur. Bunlar serbest koagiilaz ve bagh
koagiilaz (clumping factor)’dir. Serbest koagiilaz plazmada “coagulase-reaction
factor (CRF)” ile birleserek trombine benzer yapidaki stafilotrombini olusturur.
Stafilotrombin de fibrinojeni fibrine doniistiirmeyi katalizler. Bagli koagiilaz ise
hiicre duvarinda bulunur ve dogrudan fibrinojene baglanarak fibrine

doniistiirebilir. Ayrica stafilokoklarin kiimelesmesine neden olur. Boylece bakteri
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hiicresinin etraf1 fibrinle sarilir. Fibrinden olusan bu zirh bakteriyi fagositoza karsi

direncli hale getirir7’18’22.

Koagiilaz iiretimi ile patojenite arasinda bir korelasyon varsa da,

koagiilazin direk olarak patojen oldugunun kesin kaniti yokturl’g.
Hiyaluronidaz:

S. aureus suslarimin % 90’1 hiyaluronidaz salgilar. Hiyaluronidaz
antijenik o6zellige sahip bir enzimdir. Bu enzim konak bag dokusu matriksinde
bulunan hiyaluronik asiti parcalayarak mikroorganizmanin kolayca yayilmasini

saglarl’g’”.

Lipaz:

S. aureus suslarin cogu, KNS’larin % 30’dan fazlasi lipaz iiretir. Bu
enzimler lipitleri hidrolize ederler. Stafilokoklarin deri ve derialti dokulara

. . 9,11
girmesine yol acarlar™ .

Stafilokinaz (Fibrinolizin):

Fibrin aginin eritilmesine ve infeksiyonun dokulara yayilmasina
sebep olur. Stafilokoklar tarafindan ortama salinan kinazlar, plazmada bulunan
plazminojeni aktive ederek plazmin olusturur. Fibrinolitik etki bu madde araciligi
ile olusur ve fibrini parcalayarak organizmanin yayilmasina yardimeci olur. Bu

enzimin yapimi bir faj genomunun ybnetimindedir9’“.
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Deoksiriboniikleaz (DNase):

DNase, DNA’y1 hidrolize eder. Cogu koagiilaz pozitif stafilokoklar
tarafindan olusturulur. Bu enzimin varligimi test i¢cin % 0.2 DNA igeren
besiyerlerine ekilen stafilokoklarin iiredikleri bolgelerde DNA’y1 lize etmeleri ve

sonucta bu bolgeye HCI damlatilarak prespitasyonun gozlenmesiyle test edilir®.
Beta laktamaz (penisilinaz):

Stafilokoklar salgiladiklart bu madde ile penisilin grubu
antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin hidroksil grubunu pargalayarak
etkisizlestirir. Bu sayede penisilin ve sefalosiporinler gibi antibiyotiklere direncli

hale gelirler. Genetik tasinma plazmid ve transpozonlarla saglan1r7’15.
Slime:

Bazi KNS’lar tarafindan salgilanan ve % 40’1 karbonhidrat, % 27’si
protein yapisinda olan bir maddedir™**. Bu madde stafilokoklarin katater ve diger
sentetik maddelere kolayca yapismasim ve orada kolonize olmalarim saglar. Bu
madde hiicresel immiin yanit1 baskilar, opsonizasyonu, nétrofil kemotaksisini ve

notrofil fagositozunu inhibe eder' .

S. aureus’un Patogenezi

Klinik oOrneklerden izole edilen infeksiyon etkeni stafilokoklar

. 1
arasinda birinci siray1 S. aureus almaktadir %,

S. aureus gerek toksinleri araciligi ile gerekse invazyon ve sistemik yayilim ile

cesitli infeksiyonlara yol agar. Tablo 2’de S. aureus’un neden oldugu infeksiyonlar

.. - . 1926
Ozetlenmistir .
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Tablo 2. S. aureus’un Neden Oldugu infeksiyonlar

Toksinlere baglh ortaya cikan infeksiyonlar:

Toksik sok sendromu

Haglanmuis deri sendromu

Besin zehirlenmesi

Invazyon ve sistemik yayilim sonucu ortaya ¢ikan infeksiyonlar

Deri ve yumusak doku infeksiyonlari
Follifiilit, impedigo
Fronkiil, karbonkiil
Stipiiratif hidrodenit
Mastit
Yara infeksiyonlari
Selliilit, lenfanjit

Bakteriyemi

Endokardit, perikardit

Santral sinir sistemi infeksiyonlar1
Menenyjit, subdural ampiyem
Beyin apsesi, epidural apse
Siipiiratif intrakraniyal flebit

Akciger ve plevra infeksiyonlari
Pnémoni
Akciger apsesi
Plevral ampiyem

Kas ve iskelet sistemi infeksiyonlar1
Septik artrit, septikbursit
Protez eklem infeksiyonlari
Osteomiyelit
Piyomiyozit

Uriner sistem infeksiyonlari

Yabanci cisim infeksiyonlari




I1.2.1. S. aureus’un Identifikasyonu
Koloni Tiplendirimi:

S. aureus kolonileri, kanli agarda 24 saat inkiibasyon sonunda
genellikle sari-turuncu, diizgiin kenarli, yuvarlak, kremsi ve hafif konveks
koloniler olustururlar. Baz1 S. aureus kolonileri kanli agarda beta-hemoliz zonu
olusturabiliru. Olusan bu koloniler stafilokok 6n tanisi ile diger tani islemlerine

tutulurlar.
Gram Boyama:

Temiz bir lam {iizerinde bir damla serum fizyolojik ile ©Oze
yardimiyla alinan stafilokok kolonileri siispanse edilir. hava da kurutulan preparat
atesten iic kez gecirilerek tespit edilir. Daha sonra kristal viyole (2 dakika), liigol
eriyigi (2 dakika)’nde tutulur, % 96’lik etil alkol ile yikanir ve son olarak sulu
fuksin’de 30 saniye bekletilerek boyama tamamlanir. Boyali preparatlarin izerine
immersiyon yagi damlatilarak 1s1k mikroskobunun x100’liik objektifinde incelenir.
Gram pozitif iiziim salkimina benzer goriintiide kiimelenmis koklar stafilokok

olarak tanimlanir®!!,
Katalaz Testi:

Hidrojen peroksiti, su ve oksijene ayristirmaya yarayan katalaz
enziminin varliginin tespiti i¢in yapilir. Bir lama 6ze yardimiyla alinan koloniler
tizerine % 30’luk hidrojen peroksit damlatilir. Kabarciklarin gozlenmesi pozitif

sonug olarak degerlendirilir.
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Bu test, gram pozitif koklar olan Streptokoklar ile Stafilokok
suslarinin birbirinden ayrimimi saglar. S. aureus suslarinin da katalaz {iirettigi

bilinmektedir. Bu test uygulanarak S. aureus suslarinin tespiti yap111r27.
Mannitol Fermantasyonu:

S. aureus’ lar yiiksek tuz konsantrasyonlarinda iireyebildiklerinden
ve mannitolii fermente edebildiklerinden identifikasyonunda mannitol-salt agar

secici besiyeri olarak kullamImaktadar'".

%1 mannitol, % 7.5 NaCl, fenol kirmizis1 ve peptonlar iceren
mannitol-salt agar’a ekimi yapildiktan 18-24 saat sonra lireyen bakterilerin yiiksek
tuz konsantrasyonuna toleransli oldugu, besiyerinin normalde parlak kirmizi olan
renginin sartya donmesi durumunda ise mannitoliin bakteri tarafindan fermente
edildigi kabul edilir®.

Izole kolonilerin etrafindaki sar1 bolge, mannitoliin fermantasyonu
sonucunda asit liretiminin oldugunu gosterir. Bu ozellik S. aureus suslarinin

tespitini saglar.
Koagiilaz Testi:

S. aureus suglarim diger stafilokoklardan ayirmada kullanilan bir

testtir. iki farkli sekilde uygulanmaktadir.
A. Bagh Koagiilaz Testi (Lam Deneyi):

Bagli koagiilaz (clumping) enzimi bir yiizey proteinidir ve hiicre
duvarina bagli bulunur. Bagl koagiilazin tespiti i¢in yapilan bu testte lam iizerine

bir damla serum fizyolojik icinde kat1 besiyerinden alinarak siit goriiniimiinde bir
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stispansiyon olusturulur. Bu stafilokok siispansiyonu iizerine sulandirilmis plazma
damlatilir. 5-10 saniye icinde pihtilardan ibaret kiimelerin olugmasi bu testin

pozitif oldugunu gosterir.

Negatif sonuglarin alinmasi durumunda ilave olarak tiip yontemi de
mutlaka uygulanmalidir. Ozellikle metisiline direncli suslarda, lam deneyi ile

koagiilazin negatif olarak bulunabilecegi ifade edilmektedir'®.

B. Serbest Koagiilaz Testi (Tiip Deneyi):

Serbest koagiilaz, sentezlenip hiicre disina salinan bir proteindir.
Plazma icindeki CRF ile etkileserek fibrinojenin fibrine doniismesini saglar. Bir
tip icerisine sulandirilmis 1ml EDTA’lh tavsan veya insan plazmasina, 1ml
stafilokoklarin taze buyyon Kkiiltiirii ilave edilir. 37°C’de inkiibasyona birakilir.
Belirli araliklarla kontrol edilerek (3. 6. ve 24. saatlerde) pihtilasma olup
olmadigina bakilir. Pihtilasma olmasi sonucun pozitif oldugunu gosterir.

Tiipte uygulanan test halen S. aureus’un belirlenmesi i¢in en giivenli testtir”'®*2,

Polymxin Duyarhhg: Deneyi:

Koagiilaz ~ pozitif ~ Stafilokoklarin ~ polymixin’in  belirli
konsantrasyonlarina kars1 direncli buna karsin stafilokoklarin diger tiirlerinin
duyarli olmasi temeline dayanir. Denenecek bakterinin 10° hiicre iceren
siispansiyon veya buyyon kiiltiirlerinden polymxinli stafilokok (P-8) plak besiyeri
yiizeyine ¢izgi ekimi yapilir. 35°C ‘de inkiibe edilir. S. aureus 24 saatte iireme
gosterdigi halde diger stafilokoklar, mikrokoklar ve gram negatif bakterilerin

o .. ... . 6
cogunun uremesi onlenir .
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Mobolekiiler Metotlar:

Epidemiyolojik arastirmalar i¢in MRSA suslart arasinda
antibiyotip, bakteriyofaj tiplendirilmesi, kapsiil tiplendirilmesi gibi fenotipik ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), “pulsed field” jel elektroforezi (PFGE),
kromozomal DNA restriksiyon analizi gibi genotipik farklar esas alan testler

yapllmaktadlr%’zg.

Flogenic — Cromogenic Metot:

RapiDEC Stph isimli bir kit, S. aureus, S. saprophyticus, S.
epidermidis’t 2 saat gibi kisa bir siirede tespit edebilmektedir. Bu kit

mikroorganizmalardaki, floresan koagiilaz substratinin tespitine dayamru.
I1.2.2. S. aureus’larda Mikrobiyal Diren¢

Stafilokoklardaki metisilin direnci ciddi bir problemdir ve bu

direnc 3 sekilde olmaktadir:

intrinsik (kromozomal) Metisilin Direnci = yeni bir penisilin baglayici

protein (PBP 2a) sentezi nedeni ile olusan direnc:

Bakteriyel hiicre duvarinin sentezi sirasinda peptidoglikan agin
birlesmesinde terminal capraz baglanma reaksiyonunu katalizleyen membrana
bagl enzimlerdir. Gorevleri bakteri i¢in yasamsaldir. Beta-laktam antibiyotikler

bu proteinlere baglanarak bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederler™.

En sik rastlanilan direng, stafilokoklarin yeni bir PBP kazanmalar

ile olusan direnctir. MRSA suslarinda MSSA’lardan farkli olarak ek bir PBP

vardir ve “PBP 2a” olarak adlandirilmaktadir’ 2,



PBP 2a’nin beta-laktam antibiyotiklere afinitesi diger PBP’lerden
daha disiiktiir. PBP 2a, 2kb’lik DNA segmentine lokalize bir gen olan “mec A”
geni tarafindan kodlanmaktadir. Bazen bu gen indiiklenebilir ve transdiiksiyon ile

direncli suslardan duyarl suslara aktarilabilir™.

Bakteride metisilin direncinin ortaya c¢ikabilmesi icin mec A
geninin eksprese olmasi gerekir. Ancak bu ekspresyon her bakteride ayni sekilde
olmamaktadir. Bu nedenle mec A geni tasidigi halde metisiline degisik diizeylerde
direncli ve hatta duyarl stafilokoklar olabilmektedir’*. Bu nedenle mec A geninin
ortaya ¢ikmasini kontrol eden baska bazi genlerde (fem A, fem B, mec R) direng

gelisiminde etkili olabilmektedir™.

Kromozomal olarak mec A geni tarafindan kodlanan ve PBP 2a
olarak isimlendirilen bu penisilin baglayan proteinin sagladigi bu direnc¢ sadece
metisiline degil, tiim beta-laktam antibiyotiklere kars1 direnci ifade etmektedir. Bu

tiir diren¢ homojen ya da heterojen (heterorezistans) olmaktadir™.
A. Homojen Direnc:

Bakteri kolonisini olusturan tiim bakteriler mec A geni tasirlar ve
hepsinde mec A geni fonksiyoneldir. Yiiksek diizeyde dirence sebep olurlar.
Diren¢ ortam pH’si, 1s1, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi cevresel

faktorlerle iliskili degildir™®.

Ancak klinik izolatlarin ¢ok az bir kisminda metisiline bu tiir direng

saptanir. Homojen direncin standart test kosullarinda gosterilmesi kolayd1r36.



B. Heterojen Direnc:

Belirli bir MRSA susuna ait bir bakteri popiilasyonunda, hem
duyarli hem de direncli bakterilerin bir arada bulunmasi olarak tanimlanmaktadir.
Heterojen direng gosteren bakteri popiilasyonunda direncli bakteri oran1 degisken
olup, genellikle ¢ok az sayida bakteri (10*-107 “colony forming unit”’(cfu)’de 1

cfu) metisiline direngli fenotip gdstermektedir3 7,

mec A geni tasimasimna ragmen bakterilerde homojen direng
goriilmemesi, mec A geninin fonksiyonunu kontrol ettigine inanilan fem A, fem X
veya mec R, mec I gibi kontrol genlerinden birinin ya da birkacinin mec A geninin

ekspresyonunu inhibe etmesinden dolayidir.

Borderline Metisilin Direnci = asir1 beta-laktamaz iiretimi nedeni ile

meydana gelen direnc:

S. aureus’ lardaki borderline metisilin direnci bakterinin agir1 beta-
laktamaz salgilamasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Beta-laktamaz enzimi salgilanmasi
esas olarak penisilin direncine neden olur, metisilin bu enzime dayaniklidir, ancak
1984’de Tornsberry ve arkadaslart S. aureus’larda metisiline direng gelisiminde
bir diger mekanizma olarak asir1 beta-laktamaz {iretimini gbstermislerdir38.
Antistafilokokkal penisilinler aslinda stafilokoklarin salgiladiklar1 penisilazin
hidrolitik etkisine direnglidir, fakat bazi suslarin asir1 penisilinaz salgilayarak
metisilin ve oksasilini yavasca fakat anlamli 6l¢iide parcaladig g(isterilmistir3 438
Bu suslar metisiline sinirda direng gosterdikleri icin bunlara BORSA (borderline

. . . 3439
resistant S. aureus) denmistir’ .
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Intermediate Metisilin Direnci = beta-laktamaz antibiyotiklere ilgisi azalmus

olan modifiye PBP ‘lerin iiretimi nedeni ile meydana gelen direng:

Bu tip direngli suslara MODSA (modified resistant S. aureus)
denmektedir. Son yillarda beta-laktamaz negatif olup, mec A geni tasimadiklar
halde metisiline direngli stafilokoklar tespit edilmistir. Cok az sayidaki bu tiir
izolatlar incelendiginde, bu bakterilerin mevcut PBP’lerinin beta-laktam

antibiyotiklere diisiik afinite gosterdikleri saptanm1st1r34.

Tiim bu mekanizmalar arasinda PBP 2a sentezi, en sik gozlenen
metisiline diren¢ mekanizmasidir. Diger iki mekanizma diisiik diizeyde bir
metisilin direncine yol acar ve tedavi bakimindan bir sorun olusturmaz. Ciinkii
beta-laktam antibiyotiklerle tedavisi miimkiindiir. Oysa intrinsik MRSA
infeksiyonlarinin ~ tedavisi i¢in  hali hazirda secilecek antibiyotikler
glikopeptitler’dir. Bu nedenle metisilin direncinin dogru olarak tanimlanmasi ve
diisiik diizeyde direngli olan suslarin intrinsik olarak diren¢li suslardan ayirt

edilmesi son derece 6nemlidir*.
IL.2.3. MRSA Infeksiyonlarinda Antimikrobiyal Tedavi

1940’11 yillarin baglarinda penisilin G stafilokok infeksiyonlarinda
basan ile kullanilmis, ancak bu yillarin sonunda penisilin G direngli suslar,
ozellikle hastane infeksiyonlarindan izole edilmeye baslanmistir. Penisilin G
giiniimiizde, S. aureus suslarinin cogunun beta-laktamaz yapmalar1 nedeni ile
stafilokokal infeksiyonlarin tedavisinde kullanilamaz duruma gelmistir. S. aureus
suslarinin tiimii  1951°de eritromisine duyarli iken, 6 ay kadar sonra bu

antibiyotiklere karsida diren¢ gelismistir. MRSA suslarinin ¢ogu, basta diger beta-
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laktam antibiyotikler olmak iizere, aminoglikozidlere ve tetrasikline de

direnglidirzg.

MRSA infeksiyonlarinda suslarin bir¢ok antibiyotige direncli
olmasi nedeni ile 1958 yilinda kullanima sunulan fakat yan etkileri nedeni ile uzun
siire pek ragbet gormemis ilk glikopeptit antibiyotik olan vankomisin ve daha
sonra gelistirilen bir diger glikopeptit antibiyotik teikoplanin, giiniimiizde ¢ok sik
kullanilmaktadir. Birkag¢ y1l oncesine kadar S. aureus suslarinda vankomisine ve
teikoplanine direngli sus saptanmamistir. Ancak 1996’da Japonya’dan, bunu
takiben A.B.D.’nden glikopeptitlere duyarliligt azalmig suslar bildirilmeye
baslanmistir. Heniiz iilkemizde glikopeptitlere duyarliligi azalmis S. aureus susu
bildirilmemistir*'.

[k olarak 1996 yilinda Hiramatsu ve ark Japonya’da vankomisine
orta diizeyde direncli (MIK:8ug/mL) bir S. aureus susuna bagli sternal
postoperatif yara infeksiyonu bildirmislerdir**. Takiben 1997 yilinda A.B.D.’nden
MRSA suslarinda vankomisine duyarlilik azalmasi ve MIK degerlerinde yiikselme
bildirilmistir*.

MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde vankomisinin, rifampisin,
novobiosin, aminoglikozidler veya fusidik asit gibi antibiyotikler ile
kombinasyonu kullanilabilir. Tek basina vankomisin kullanilarak yeterli sonucun
alnmadigi hastalarda rifampisinle kombine tedavisi basarili bulunmus.
Vankomisin ve aminoglikozid kombinasyonlarinin ise bircok MRSA susuna karsi

sinerjistik etkisinin oldugu gésterilmistir%.
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Giiniimiizde =~ MRSA  infeksiyonlarinda  kullamilan  baslica

antibiyotikler ve genel 6zellikleri soyledir:
Vankomisin:

Vankomisin molekiiler agirligi yaklasik 1450 dalton olan
kompleks, coziinebilir, trisiklik bir glikopeptiddir. Klinikte en sik kullanilan
glikopeptid antibiyotiktir. Vankomisin ilk kez 1956 yilinda Borneo adasinda
bulunan Streptomyces orientalis’ten izole edilen dar spektrumlu bakterisidal bir
antibiyotiktir. Izolasyonundan c¢ok kisa bir siire sonra 1956 yilinda piirifiye
edilerek klinik kullanima girmistir. Ik yillarda kullanilan preparatlarin saf
olmamasi ve yan etkilerin siklig1 nedeniyle metisilin kullanima girdikten sonra
Onemini yitirmis, ancak ilk kez 1961°de metisiline direngli bir S. aureus izolatinin
bildirilmesi ve 1982 yilindan beri giderek artan MRSA infeksiyonlarinin ortaya

cikmasiyla birlikte yeniden nem kazanmistir™,
Etki Mekanizmasi

Vankomisin, gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 sentezini,
peptidoglikan polimerlerinin D-alanil-D-alanin prekiirsorlerine baglanarak ve
dolayistyla transglikozilaz ve transpeptidaz enzimlerinin hedeflerini bozarak
inhibe eder. Ayrica RNA sentezini bozabilir ve stoplazmik membran
permeabilitelerini degistirerek protoplastlara zarar verebilir. Hedef organizmalara
hizlica ve sikica baglanarak ¢ogalmakta olan bakteriler iizerinde bakterisidal etki

a4
gosterir™ .
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Vankomisin MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde altin standarttir.
Hizli verilirse hipotansiyon, makiilopapiiler dokiintii ile karakterize *“ red man”

sendromu olarak adlandirilan tablo ortaya glkar45.
Teikoplanin:

Teikoplanin  Actinoplanes  teichomyceticus’un  fermentasyon
iriiniinden elde edilen glikopeptit bir antibiyotiktir. Vankomisine benzer sekilde,
bakteri hiicre duvarinda peptidoglikan sentezi sirasinda pentapeptid yan
zincirlerinde bulunan D-alanil-D-alanin dipeptidi ile birleserek peptidoglikan

sentezini inhibe eder.

Yar1 omrii uzundur, giinde tek doz verilmesi bir avantajdir. En sik
goriilen yan etkisi enjeksiyon yerinde agri ve makiilopapiiler dokiintiidiir.

Nefrotoksik ve ototoksik etkileri nadir gbrulﬁr31’45.

Rifampisin:

Streptomyces mediterranei’ den elde edilen rifamisinin semisentetik

bir tiirevidir.

RNA polimerazin inhibisyonuyla protein sentezini engelleyerek

etki gosterir. Oral biyoyararlanimu iyidir ve hiicre ici penetrasyonu yiiksektir.

Rifampisin tedavi amaci ile tek antibiyotik olarak kullanildiginda, RNA
polimerazin f alt iinitesindeki nokta mutasyon sebebi ile mikroorganizmalarda
yiiksek seviyede diren¢ ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle klinik
deneyimler rifampisinin diger bir antistafilokokal ajan ile kombine kullanilmasi

yoniindedir. Ciddi MRSA infeksiyonlarinda tedaviye rifampisin eklenmesi



lokositlere, ser6z bosluklara ve diger kapali bosluklara gecisinin iyi olmasi

nedeniyle etkili bulunmustur*®.
Fusidik Asit:

Protein sentezini inhibe ederek islev gosteren bir ajandir. Ilk olarak
Danimarka’da gelistirilen fusidik asit, 1962 yilinda Avrupa’da, 1998 yilinda ise
Tiirkiye’de kullanima girmistir. Penisilin ve metisiline direngli stafilokok
infeksiyonlarinda glikopeptid antibiyotiklere oral kullanim kolaylig1 ve maliyet

acisindan alternatif olusturabilecek bir antibiyotiktir47.

Oral biyoyararlanimi ve doku penetrasyonu yiiksektir. Tedavi
esnasinda direng gelisebileceginden beta-laktam bir ajan ile kombine

kullamlmalidir*®,
Novobiosin ve Coumermisin:

Bu antibiyotikler DNA girazin B alt {initesini inhibe ederek etki
gosterirler. Oral olarak kullanilan formlar1 mevcuttur. Tedavi amagh olarak tek

baslarina kullanilmaktadirlar™.
Mupirosin:

Mupirosin Pseudomonas fluorescens’in fermentasyonu ile elde
edilen dogal bir antibiyotiktir. Izolosil-tRNA sentetazi inhibe ederek stafilokoklart
inhibe eder. Sadece topikal uygulama i¢in formlar1 mevcuttur. Aym1 zamanda

mupirosin nazal MRSA tastyiciliginin eradikasyonu i¢in onemlidir®.



28

Fosmomisin:

Beta-laktamlarla kombine olarak ya da tek basina MRS A’lara kars1

kullanilabilen antibiyotiklerden biridir*”.
Linezolid ve Eperozolidin:

Linezolid ve eperozolidin iiyeleri olduklar oksazolidinon grubunun
antimikrobiyal o©zellikleri, antidepresan ilaglar olan monoamin oksidaz
inhibitorlerinin arastirmalart esnasinda fark edilmis ve daha sonra antibiyotik

olarak gelistirilmislerdir49.

Protein sentezini baglangic kompleksinin olugmasindan Onceki
basamakta inhibe ederler. Bu nedenle de bu antibiyotiklerin etki mekanizmasi
diger sentez inhibitorlerinden farklidir. Oral ve IV olarak uygulamada

kullanilabilecek formlar gelistirilmektedir”.
Metisilin Diren¢ Mekanizmasi

Bakterilerde onlara seklini veren, uzamasini saglayan ve sonunda
boliinmeyi gerceklestiren enzim yapisindaki proteinlere penisilin binding protein
(PBP) denir. Bunlar sitoplazmik membran iizerinde bulunurlar ve beta-laktam

antibitotiklerin baglanip etki gosterdikleri yerlerdirso.

Bu proteinlerin  transpeptidasyon ve  karboksipeptidasyon

fonksiyonlari, beta-laktam tiirevi antibiyotiklerce inhibe edilir’’.

Metisiline direngli S. aureus suslarinin cogu basta diger beta-
laktam antibiyotikler olmak {iizere, aminoglikozitlere ve tetrasikline de direngli

olmaktadir. Beta-laktam antibiyotikler bakteri hiicre duvarinda yer alan PBP’leri
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inhibe ederek etkilerini gostermektedir. Metisiline duyarli ve direncli stafilokoklar
arasindaki temel fark PBP’lerdedir. Metisilin direnci PBP 2a denen proteinin
varligina baghdir. Bu protein duyarli suslarda bulunmamaktadir. Direncin nedeni
kromozomal DNA iizerinde “mec” olarak adlandirilan PBP 2a’y1 kodlayan gen

bélgesinin bulunmasidir™.

mecA geni stafilokoklarda Staphylococcal Chromosome Cassette
mec (SCCmec) olarak adlandirlan kromozomal DNA bolgesinde bulunur.
SCCmec bolgesinin biyiikliigii 21-67 kb civarindadir. Yani tim S. aureus
genomunun %1-2’sini olusturur. Stafilokok tiirleri arasinda iyi muhafaza edilen
mecA geni, S. aureus suslarinda metisiline direnci saglayan yaklasik 76 kDa’luk

PBP 2a proteinini kodlar™’.

Metisiline  direngli  hiicrelerde  bulunan ve  beta-laktam
antibiyotiklere = diisiik  afinite  gosteren PBP 2a, hiicre duvarimin
transpeptidasyonunu devam ettirerek bakteri hiicrelerinin antibiyotiklerden zarar

gérmesini engeller32.

Stafilokokal kromozom {iizerine bitisik 2 gen bulunur. Bunlar mecl
ve mecRI’dir. mecl ve mecRI’in mecA promotorlarinin hemen iist kisminda
lokalize olmus regiilator genler tarafindan ayr1 olarak transkripsiyonu yapilir.
Bunlar stafilokoklarin beta-laktamaz regiilator elementleri olan blal ve blaRI ile
molekiiler organizasyon, yapi, fonksiyon ve regiilasyon mekanizmasi agisindan
benzerdir. blal beta-laktamaz gen taranskripsiyonunu represse eden ve DNA’ya

baglanan bir proteindir. blaRI ise beta-laktam antibiyotikler varlifinda beta-



laktamaz geninin transkripsiyonuna yol agan signal-transducing PBP’dir. mecl ve

mecRI mecA i¢in analog regiilator gérevini yerine getirirler3 2,

mecRI geni membran bagli sinyal transdiiksiyon proteinini
kodlarken, mecl ise transkripsiyonel regiilatorii kodlar. mecl, mecA nin
transkripsiyonunu iyi bir sekilde regiile eder. Beta-laktamlarin pek cogu mecRI’1
yeterli sekilde aktive edemez. Ancak mecl ve mecA’nin promotor ve operator
bolgelerindeki mutasyon ve delesyonlar represorii inaktive eder ve PBP2a

ekspresyonu siirekli olarak meydana gelirSl.
11.2.4. Metisilin Direncinin Saptanmasi

Ozellikle MRSA suslar1, infekte hastalar ya da bu suslarla kolonize
olan hastane personeli araciligi ile kolaylikla yayilarak tedavisi gii¢ infeksiyonlara
neden olmaktadir. Bu nedenle klinik 6rneklerde MRSA suglarinin saptanmasi

onem taslmaktadlr3 7.

MRSA ve metisiline direncli KNS’larin tanisinda ideal yontem,
mecA geninin veya PBP 2a proteinin dogrudan saptanmasidir. Ancak bu yontemler
her klinik laboratuvarinda uygulanabilir yontemler degildir. Oksasilinin metisiline
gore daha stabil bir antibiyotik olmasi nedeni ile klinik laboratuvarlarda oksasilin
kullanilarak CLSI 6nerilerine gore uygulanan disk difiizyon, agar tarama ve agar

diliisyon yontemleri ile bu suslarin saptanmasina ga11§111r53.

MRSA’nin laboratuvarlarda belirlenmesi icin en sik kullanilan

metotlar asagida verilmistir:



Disk Difiizyon Metodu (Kirby-Bauer Metodu):

Disk difiizyon yonteminde, 0.5 Mc Farland standardina gore 1x10°
cfu/ml konsantrasyonda hazirlanan bakteri siispansiyonu %4 NaCl iceren ve pH
7.2 olan Mueller Hinton agara yayilir. 1 pug oksasilin iceren diskler yerlestirilerek
35°C’de 24 saat inkiibe edilir. Inhibisyon zon c¢ap1 10 mm ve altinda olanlar
direncli, 11-12 mm olanlar orta duyarli, 13 mm ve iistii olanlar duyarli olarak
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yorumlanir™.

Kirby-Bauer testi CLSI tarafindan modifiye edilerek, disk difiizyon

hassasiyeti testi adiyla standart bir test olarak kabul edilmistir™.

CLSI onerilerine gore, stafilokok suslarinin penisilin ve oksasilin duyarliliklarinin
saptanmasi ile tiim beta-laktam ajanlar icin yorum yapilabilmesi saglanmaktadir.
Bu nedenle bunlar disindaki beta-laktam ajanlarin duyarlilik testlerinde yer

almasina gerek yoktur:

1. Eger izolat penisiline duyarli ise, tiim penisilin tiirevlerine, sefemlere,

karbapenemlere duyarlidir.

2. Izolat penisiline direngli, oksasiline duyarli ise, beta-laktamaz varlig
digiiniiliir. Bu tip suslar, penisilin-G, ampisilin, amoksisilin, azlosilin,
karbenisilin, mezlosilin, piparasilin, tikarsiline direncli, penisilinaza direncli
penisilinler, beta-laktam inhibitorlii beta-laktam kombinasyonlari, sefemler ve
karbapenemlere duyarlidir. Nitrosefin hidrolizi gibi direk beta-laktamaz test
uygulamasi ile de beta-laktamaz iiretimi ve yukarida sayilan ajanlara direng

saptanabilir.



3. Izolat oksasiline direncli ise tiim beta-laktamlara direnclidir. Bu tip suslar in
vitro olarak sefemlere, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitor
kombinasyonlarina, imipeneme duyarli olarak goriilebilir. Ancak bu ajanlarla
klinik tedavi sonuglaribasarisiz oldugu i¢in tiim beta-laktam ajanlara direncli

olarak rapor edilmelidir.

e Disk difiizyonda diren¢ degerlendirilirken disk etrafindaki silik

veya tek koloni seklindeki tiremeler de dikkate alinir.

e Test sonucu orta diizeyde ise sadece S. aureus suslart icin
oksasilin-tuz agar tarama testi uygulanir. Bu test KNS icin

onerilmemektedir.

e Metisiline direngli suslarin  bir¢ogu diger beta-laktamlar,
aminoglikozidler, makrolidler, klindamisin, tetrasiklin gibi ajanlara da
direnclidir. Bu nedenle, stafilokoklarda ¢ogul direnclilik saptanmasi

metisilin direncini diistindiirmektedir.

® mecA geni icermeyen, ancak oksasilin MiK degerei 2-8 mg/L olan
suslar BORSA olarak degerlendirilmektedir. BORSA suslarinin daha
cok laboratuvar sartlarina bagl olarak gézlenen bir fenotip olduguna
iliskin bulgular mevcuttur ve bu fenotipin klinik tedavi agisindan

onemi de kesin degildirSS.
Agar Tarama Metodu (Screen Testi):

Agar tarama yonteminde %4 NaCl ve 6 ug/ml oksasilin iceren

Muller Hinton agar besiyerine 0.5 McFarland standartlarina gore 1x10% cfu/ml



konsantrasyonda hazirlanan bakteri siispansiyonundan spot inokiilasyon yapilir.
35°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra, bir tek koloni tiremesi metisilin direncinin

gostergesi olarak kabul edilir’*,

Bu testin hassasiyeti MRSA’larin tespiti icin %100, KNS’lar i¢in

yaklasik %95 dir™.
Diliisyon Testleri:

Broth mikrodiliisyon testinde, %2 NaCl eklenmis Mueller Hinton
broth igine 5x10° cfu/ml konsantrasyonda inokiilasyon yapilir. Mikropleytin tim
cukurlarma 50 pl Mueller Hinton broth dagitilarak belirli konsantrasyonda
hazirlanmis oksasilin stok c¢ozeltisinden 50 pl eklenir ve ikiser kat azalan
diliisyonlar1 yapilir. Her cukura 50 pl 5x10° cfu/ml olacak sekilde ayarlanmis
bakteri siispasiyonundan konularak iistleri kapatilir ve 35°C’de 24 saat inkiibe
edilir. Ayrica her pleytte antibiyotik icermeyen bakteri kontrolii ve besiyeri
kontrolii hazirlanir. Oksasilin MIK degeri 2 pg/ml ve alt1 olarak bulunan suslar

duyarli, 4 pg/ml ve istii olarak bulunan suslar direngli olarak yorumlan1r54.

Uygun sartlar altinda yapildigi takdirde direcli suslar broth
mikrodiliisyon metoduyla %95 oraninda tespit edilebilir. Yine bu metot CLSI

tarafindan tavsiye edilen ve en yaygin kullanilan metotdur>.
Epsilometre Testi (E-test):

Yayilim temeline dayanan ancak diskler yerine plastik stripler
iizerinde bulunan antimikrobiyal ajanin MIK degerinin saptanabildigi bir

duyarlilik yontemidir. Stripin bir tarafinda ilag, belirli ve siirekli bir konsantrasyon



degisimi olacak sekilde ve kurutulmus olarak bulunur. Diger yiiziinde de
antimikrobiyal ajanin  stripin ucundan olan uzakhiga karsihik gelen
konsantrasyonlar1 bir cetvel gibi siralanmistir. Standart bakteri inokulumu, kat1 ve
test icin uygun besiyeri ylizeyine yayildiktan sonra stripler yerlestirilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda elips seklindeki inhibisyon alanmin stripi kestigi
konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenir. E-test stripleri -20°C’de saklanur.

Kullanimdan 30 dakika once ¢ikarilip oda sicakligina ulagsmasi saglamrg.
Otomatize Sistemler:

Antimikrobiyal hassasiyet testleri gerceklestirebilen yar1 otomatize
pek c¢ok ticari sistem mevcuttur. Bu alanda en biiyiik pazar Vitek (Bio Merieux
Hazelwood, MO) ve MicroScan (Dade International, Sacramento, CA)’a aittir.
Vitek cihazlari, bilgisayar kontrollii olarak plastik kartlarda biiytime analizi
yaparak MIK seviyesini hesaplar. MicroScan iiriinleri ise geleneksel MIK

metodlarini kullanarak MIK seviyesini hesaplar“.
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu):

Eskiden metisiline direncli suslarin sadece hastane orjinli oldugu ve
MRSA’nin tiplendirilmesinin ¢ok kullanigh olmadigi dusiiniilmekteydi.
Bakteriyofajlarin tiplendirilmesi ¢ok uzun yillar temel tiplendirme yontemi olarak
kullanildi ve tiim MRSA’larn faj ile tiplendirilemedigi anlasildi. Giiniimiizde ise
DNA tiplendirme metotlar tiim suslar tiplendirebilmesi ve nispeten daha kolay
uygulanabilirlikleri nedeni ile daha c¢ok tercih edilmektedir. DNA analizi,

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ya da DNA fragmanlarinin elektroforetik



olarak ayrimi ile yapilabilir. Bu temele dayal: testler birbiri ile ilgisiz olan suslar

ayirt edebilir™®.

Kary Mullis’in bulusu olan ve kendisine Nobel 6diilii kazandiran ,

niikleik asitlerin in vitro olarak cogaltilmasini saglayan bir y6ntemdir57.

PZR bir ¢esit in vitro klonlamadir. PZR, DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmasim1 (denatiirasyon), daha sonra sentetik oligoniikleotitlerin
hedef DNA’ya baglanmasin1 (hibridizasyon), sonra zincirin uzamasini
(polimerizasyon) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Bu

teknikle, bir DNA hedefini 10°-10'? arasinda cogaltmak miimkiindiir™®.

Son yillarda 6zellikle kiiltiirli yapilamayan veya zor olan ve uzun
siiren organizmalarin teshisinde PZR yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.
Hastalardan alinan hemen her tiirlii klinik materyalde, kiiltiirii ve serolojisi

yapilamayanlar dahil, kullanilabilmektedir®’.

PZR, MRSA’larin tespitinde biiyiikk Oonem tagimaktadir. Ciinkii
borderline direncine sahip suslarda diren¢ fenotipinin saptanmasinda fenotipik

metotlar yetersiz kalmaktadir'".

Metisilin direncinin en yaygin mekanizmasi mecA geninin
bulunmasidir. mecA geni yeni bir penisilin baglayan protein olan PBP 2a veya
PBP2’yi iretmekte ve beta-laktam antibiyotiklerin bu proteine baglanma
affinitesinin diigsiik olmas1 dirence neden olmaktadir. MRSA susglarinda goézlenen
heterorezistan direnglikte tek bir izolattan olusan bakteri popiilasyonu icinde

metisiline diren¢ seviyesinde biiyiikk farkliliklar vardir. Bakterilerin biiyiik



cogunlugu diisiik seviyede diren¢ gosterirken, az bir kismi (1/100.000) yiiksek
derecede dirence sahip olmakta ve bunlar tedavide basarisizliga yol acmaktadir.
Heterorezistan suglarin klasik laboratuvar yontemleriyle gosterilmesi miimkiin
olmamaktadir. Direncten sorumlu olan mecA geni PZR yontemi ile gosterilerek,
MRSA suslari, klasik yontemlere gore daha duyarlh ve kisa siirede

saptanabilmektedir60.

IL. 3. Hastane infeksiyonlar:

Herhangi bir nedenle hastaneye basvuran hastalarda, burada yattig
zaman siireci i¢inde, hastanedeyken meydana gelen (bulasan veya gelisen) veya
hastanede gelismesine ragmen taburcu olduktan sonra ortaya c¢ikabilen
infeksiyonlara hastane infeksiyonu denir.

Bu infeksiyonlar “Nozokomiyal Infeksiyonlar” olarak da
bilinmektedir. Hastane infeksiyonlarina sebep olan mikroorganizmalarin biiyiik bir
kismi1 hastane ortaminda yogun antibiyotik kullanimina baghh olarak
antibiyotiklerin ¢oguna direnclidir.

Hastane infeksiyonlar genellikle hasta hastaneye yattiktan 4872
saat sonra veya taburcu olduktan sonraki 10 giin icinde gelisir. Bu infeksiyonlar,
hastanelerde bu amaca yonelik olarak alinan o©nlemlerin etkinligine, hasta
servislerinin niteligine, hastalarin durumuna ve ortamda bulunan mikroplarin
nitelik ve viriilanslarina gore tek tek olgular halinde veya kiigiik-biiyiik salginlar
seklinde meydana gelebilirler.

Hastane infeksiyonlari;

Tedavideki giicliik sebebi ile hastanedeki kalig siiresinin uzamasina,



Tedavi giderlerinin artmasina,

Is giicii kayb1 ile ekonomik problemlere,

Yiiksek 6liim oranina ve sekonder sebeplerle dliimlere,

Mikroorganizmalarin hastalar aracilifi ile hastane disina tasinmalarina ve daha
ciddi genel saglik problemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olurlar

Bu infeksiyonlar siklik sirasina gore soyle siralanabilir® %%,

1. Hastane kokenli iiriner sistem infeksiyonlar

2. Hastane kokenli pnomoni

3. Cerrahi alan infeksiyonu

4. Damar i¢i kateterin yol agtig1 infeksiyonlar.

Bu dort infeksiyon tiim hastane infeksiyonlarinin %80'ini olusturur.

Uriner Sistem Hastane infeksiyonlar

Nozokomiyal infeksiyonlar arasinda birinci siradadir (%40).
Infeksiyonun baslica nedeni iirolojik ara¢ (sonda, Kateter, sistoskop v.b.)
kullanimidar.

En sik goriilen etken E. coli'dir. Sonda veya kateterin tipi, konulma
sekli, kullanim siiresi, aletin bakimi infeksiyon gelisimini etkiler. Ozellikle
kullanim siiresinin uzun olmas1 yiiksek bir infeksiyon riski yaratir. idrar yolu
infeksiyonlarini azaltmak icin aletler steril olmali ve uygulamada aseptik teknige
O0zen gosterilmeli, alet bakimi iyi yapilmali ve kullamim siiresi en aza
indirilmelidir. Hastaneye yatan hastalarin %10'una sonda takildigi goz Oniine

almirsa infeksiyon sikliginin nedeni anlasilmis olur®.



Hastane Kokenli Pnomoni

Hastane kokenli pnomoni, pnémoni etkeni bir mikroorganizma i¢in
inkiibasyon déneminde olmayan bir hastada, hastaneye yatirildiktan 48 saat sonra
gelisen pnomoni olarak tanimlanir.

Nozokomiyal iiriner sistem infeksiyonlarindan sonra ikinci siklikta,
yogun bakim iinitelerin’de ise birinci sirada goriiliir.

S. aureus en sik rastlanan Gram pozitif etkendir. Nozokomiyal
pnomoni gelisiminde rol oynayan risk faktorleri; yashlik, altta yatan kronik
akciger hastaligi, entiibasyon- trakeostomi-mekanik ventilasyon, bilin¢ bulanikligi,
gogiis cerrahisi, hastanede uzun siire yatma, yogun bakimda yatma, genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi ve immonosupresyondur“.

Onlemek icin steril solunum arag-gere¢ ve soliisyonlar1, bakimlari,
el temizligi ve hasta bakiminda eldiven kullanimi, havanin temizlenmesi 6nem
tagir.

Cerrahi Alan Infeksiyonlari

Tiim nozokomiyal infeksiyonlar icinde iicilincii sirayr alir. En
onemli kaynak saglik personelinin elleridir. En sik rastlanan etken S. aureus ‘dur.
Cerrahide infeksiyonu 6nlemek i¢in ¢ok tedbir alinmasi1 gerekir. Hatta cerrahi igin
yapilan tiim hazirliklar bu amaca yoneliktir (sterilizasyon, paketleme, depolama,
Ozel giyim, havalandirma, cerrahi trafik ve yillarca siiren egitim gibi). Cerrahi
yaralarin temiz, temiz-kontamine, kontamine ve Kkirli-infekte olmasi yara

infeksiyonu gelismesinde onemli kriterlerdir.



Cerrahi alan infeksiyonlari; cilt ve cilt altim tutan yiizeyel
infeksiyonlar, fasya ve kaslar1 tutan derin infeksiyonlar ve organ boslugu
infeksiyonlar1 olmak iizere ii¢ grupta toplanmaktadir.

Bakteriyemiler

Bakteriyemi, bakterinin kana ge¢mesi ve yayilmasi demektir. En
Oonemli etken %60 oraninda stafilokoklardir.

Damara takilan her tiirlii alet yerinde kaldig siirece bakteriyemi
riskini arttirir. Korumak icin kullanilan aletler steril olmali (miimkiinse disposibl),
aseptik teknikle uygulanmali, uygun alet ve yer secimi yapilmali, kullanim siiresi
zorunlu olmadikca 48-78 saati gegmemelidir.

Yogun bakim iinitelerinde bu infeksiyon riski yapilan girisimlere
bagh olarak diger birimlerden daha fazladir. Kateterin, tipi, takildig1 yer, takilis

sekli ve bakimi infeksiyon da etkili olan unsurlardir®.
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III. MATERYAL VE YONTEM
II1.1. Materyal

Aracg ve Gerecler:

1. Degisik ebatlarda cam deney tiipleri
2. Ependorf tiipler

3. Balon joje

4. Platin 6ze ( yuvarlak uglu- igne uglu)
5. Otomatik pipet

6. Otoklav (Niive OT 4060)

7. Pastor firimi ( Heraeus)

8. Su banyosu (Schwabach)

9. Derin dondurucu (Ugur)

10. Etiiv (Niive)

11. Hassas terazi (Denver)

12. DNA Thermal Cycler (Prismus Peqlab- Almanya)
13. Elektroforez tanki (CSL-Ingiltere)
14. Agaroz jel goriintiileme cihaz1

15. Laminar flow (Biolab)

Besi Yerleri:

1. Brain Heart Infusion (OXOID)

2. Mueller- Hinton Agar (OXOID)

3. Blood Agar (OXOID)



Soliisyonlar ve Kimyasal Maddeler:
DNA izolasyonu
0.1 mM Tris- HCI (PH 7) (Merck)
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Reaksiyon Tamponu (10X) (Hotstart Bioran- Almanya)
%50 Gliserol (v/v)
100 mM KCI
20 mM Tris- HCI (PH 8)
0.1 mM DTT
%0.5 Tween 20
9%0.5 Nonidet p 40
100 mM Tris- HCI (Ph 8.3)
500 mM KCI
15 mM MgCl,
9%0.01 (w/v) Jelatin
Taq DNA Polimeraz (5 iinite/ml) (Hotstart Bioran- Almanya)
10 mM dNTP Karisimi (10X )(Larova- Almanya)
Her bir deoksiriboniikleotid’den ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Primerler (Metis Biyoteknoloji)
25 mM MgCL
Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz ( Serva- Almanya)

%1’lik = 1 g Agaroz (¢ogaltilan {iriinlerin ve DNA varliginin tespiti ¢in)



100 ml 0.5 x TBE
TBE Tamponu
90 mM Tris-base
90 mM Borik asit
2 mM Na-EDTA
Yiikleme Tamponu
9%0.25 Brom fenol blue
%40 (w/v) Sukroz
10. Etidyum bromiir
10 mg Etidyum bromiir
1 ml Distile su

Klinik Ornekler

Saghk Bakanligi Digkapt Cocuk Hastaliklart Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Diskap1 Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarindan saglanan 6rnekler ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi hastane

infeksiyon kontrol komitesi tarafindan hastane infeksiyonu etkeni olarak

belirlenen 6rnekler calisilmistir.

1. grupta; Saglik Bakanligi Diskapi Cocuk Hastaliklart Egitim ve
Arastirma Hastanesinden Temmuz 2005- Aralik 2006 tarihleri arasinda cesitli
klinik 6rneklerden izole edilen 1117 stafilokok susu igerisinden, koagiilaz pozitif

olanlar arasindan disk difiizyon yontemi ile metisiline direngli olduklan tespit

edilen 20 MRSA susu alindi.



43

2. grupta; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi hastane infeksiyonu kontrol komitesi
tarafindan hastane infeksiyonu etkeni olarak belirlenen 12 MRSA susu incelendi.

3. grupta; Saglik Bakanligt Digkapi Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma
Hastanesi’'nden Eyliil 2005-Aralik 2006 tarihleri arasinda ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen 542 stafilokok susu ic¢inden disk difiizyon yontemi ile

metisiline direncgli olan 60 MRSA susu incelemeye alindi.
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111 2. YONTEM
Klinik Orneklerden S. aureus Suslarin izolasyonu
S. aureus Suslarmin Toplanmasi

Saghk Bakanligi Digkapt Cocuk Hastaliklart Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nden 20 MRSA susu calismada kullanildi. 20 sustan 17’sinin hastane
infeksiyon kontrol komitesi tarafindan hastane kaynakli oldugu tespit edildi.

Saghk Bakanligi Digskapr Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nden bu ¢alismada kullanilmak iizere 60 MRSA susu toplandi.

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesinden alinan 14 sustan 12
tanesi bu calismada kullanildi. 3 ayr hastaneden toplam 92 MRSA susu calismada
kullanildi.

S. aureus Suslarmnin Uretim ve Depolanmasi

Aragtirma kapsaminda toplanan stafilokok bakterileri Blood agar
besiyeri kullanilarak iiretildi. 35°C‘de 24 saat iiremeleri saglandi. Inkiibasyon
stiresi sonunda Blood agar besi yerinde lireyen S .aureus kolonileri i¢in koagiilaz

deneyi yapildi.
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Sekil 1-. Kanli agar besiyerinde iiremis S. aureus kolonileri

Koagiilaz deneyi igin; steril cam tiiplere 2ml insan plazmasi
konuldu. igne 6ze yardimi ile alinan koloniler plazma icinde ezilerek homojenize
edildi. 37°C‘de inkiibasyona birakildi. 4., 6., ve 18. saatler de kontrol edildi ve

sonugta plazmayi koagiile eden suslar ayrildi.

INegatif test !

Pozitif test

Sekil 2- Tiipte koagiilaz deneyi sonuglari

Ayrilan suslarin  disk difiizyon yontemi ile oksasilin (OX)

hassasiyetleri tespit edildi. Oksasilin direng¢li suslar MRSA olarak adlandirilda..
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Besiyerleri ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Uzun siireli saklamak icin Brain Heart Infiizyon besiyeri kullanildi.
Hazirlanan besiyerine ~ %5 gliserol ilave edildi ve 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi. Steril edilen besiyerinden 100’er ul steril
ependorflara aktarildi. Daha sonra +4°C’de giinliik kullanim amaciyla saklandi.

Hassasiyet testleri icin Mueller Hinton besiyeri kullanildi.
Talimatina uygun olarak hazirlanan ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilen besiyeri steril petrilere 4 mm kalinliginda dokiildii. Katilagsmasi igin
bir siire oda sicakhiginda bekletildi. Gerektiginde kullamlmak iizere +4°C’de
muhafaza edildi.

Bakteri iiretimi ve -40°C’de bekleyen stoklarin canlandirilmasi i¢in
Blood Agar besiyeri kullanildi. Talimatina uygun olarak hazirlanan ve 121°C’de
15 dakika otoklavlanarak sterilize edilen besiyeri bir siire oda sicakliginda
bekletilerek %5-10 insan kam ilave edildi. Steril petrilere dokiiliirken alevden
gecirilerek kontaminasyon riski azaltildi. Oda sicakliginda katilagsmas1 igin
bekletildi. Daha sonra kullanilmak iizere +4°C’de muhafaza edildi.
Caligsma siiresince kullanilan tiim besi yerleri saf su kullanilarak hazirlandi.

Tablo.3: Calismada Kullanilan Besiyerleri

Besi yeri Gram/litre
Brain Heart Infiizyon 37¢g
Mueller Hinton Agar 38¢g
Blood Agar 40 ¢




S. aureus Suslar1 icin Hassasiyet Testi (Disk Difiizyon Metodu)

Disk difiizyon testi CLSI standartlarina gore uygulanm1$t1r59. Mc
Farland 0.5 bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonu, ekiivyonla Mueller
Hinton Agar plaklarinin yiizeyine yayildi.

Her biri 1 pg antibiyotik iceren okzasilin antibiyotik diskleri
(Oxoid), steril pens ile besiyeri yiizeyine yerlestirildi. Petriler ters cevrildi ve

35°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Okzasilin diski etrafinda <10 mm ¢apinda

inhibisyon zonu olugturan suglar MRSA olarak degerlendirildi.

Sekil 3- S. aureus’un oksasilin direncini gosteren disk difiizyon testi.
DNA izolasyonu

MRSA izolatlarinin Blood Agar besi yerine ekimleri yapildi. 37°C’
de 24 saat etiivde inkiibe edildi. Bakteri kiiltiirlerinden DNA izolasyonu kaynatma
yontemiyle yap11d164. Bakteri kiiltiirlinden 3-5 koloni almarak iizerine 100 pl 0,1
mM Tris pH 7.0 ¢ozeltisi eklendi. Su banyosunda 100 'C’ de 10 dakika

bekletilerek DNA izolasyonu yapildi.
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Izole edilen DNA’ larin varh@ % 1°lik agaroz jel elektroforezi
kullanilarak gosterildi.
izole Edilen DNA’larin Agaroz Jel Elektroforezinde Gosterilmesi

[zole edilen DNA’larin varligi %]1°lik agaroz jel elektroforezi
kullanilarak gosterildi.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
mecA Geninin Cogaltilmasinda Kullanilan Primerler:

mecA geninin tespiti i¢in kullamlan primerlerle 310-bg
uzunlugundaki tiriin elde edildi®.
mec A geni primerlerinin dizisi:
mecAl 5’-GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A

mecA?2 5’-CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A
DNA Cogaltilmasi:

MRSA DNA’smnin 4 pl’si PZR i¢in kalip olarak kullanildi. PZR
tepkimesi toplam 25 pl’lik hacimlerde yapildi. 25 pl’ lik reaksiyon karigimi; 2.5 pl
tampon, 1.25 ul MgCl,, 0.2 ul dNTP, her bir primerden 1.5 pl, tag DNA polimeraz
enziminden 0.5 pl ve 13.55 pl distile su olacak sekilde hazirlandi.

Amplifikasyon, DNA Is1 Dongii (Thermal Cycler) cihazinda gergeklestirildi.
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Amplifikasyon :

Baslangic denatiirasyonu 94°C 4 dakika

Denatiirasyon agamasi 94 °C 45 saniye

Primerlerin yapismasi(anneling) asamast 55 'C 45 saniye 30 Déngii
Sentez (Uzama) asamasi 72°C 60 saniye

72°C 2 dakika
PZR calismalarinda; duyarli S. aureus, negatif kontrol ve pozitif kontrol olarak S.
aureus ATCC 95047 kullanilmuastir.
Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi
Amplifiye {iriinlerin degerlendirilmesi; etidyum bromiir iceren
%]1°lik agaroz jel elektroforezi ile yapildi. Agaroz jel elektroforezi igcin 10 pl’ lik
PZR irtinti 5 pl yiikleme soliisyonu kullanildi. Cogaltilan {iriinlerin

degerlendirilmesi, u.v. 1s181inda (tranluminatdr) yapildi ve fotograflar ¢ekildi.



IV. BULGULAR
Cahismada Kullamilan Bakteriler:

Saghk Bakanligi Digkapt Cocuk Hastaliklart Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Diskap1 Yildinnm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarindan saglanan 6rnekler ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi hastane
infeksiyonu kontrol komitesi tarafindan hastane infeksiyonu etkeni olarak
belirlenen Orneklerde disk difiizyon yontemi ile MRSA olduklar tespit edilen
toplam 92 sus calismaya alinmistir. Bu suslardan 29’unun hastane infeksiyon
kontrol komitesi tarafindan hastane kaynakli oldugu tespit edilmistir. Toplanan 92

susun izole edildigi materyallere gore dagilimi Tablo 4°‘de verilmistir.

Tablo 4- Poliklinik Hastalari, Yatan Hastalar ve Hastane Infeksiyonlarindaki

MRSA Suslarimnin izole Edildigi Materyallerin Dagilimu.

Materyal cinsi Say1 Yiizde (%)
Yara-abse 34 % 37
Trakeal aspirat 29 % 32
Kan 13 % 14
Idrar 9 % 10
Katater 2 % 2
Gobek siirtintiisii 1 % 1
Burun siiriintiisii 1 % 1
Balgam 1 % 1
Operasyonda alinan sivi (intreop mayi) 1 % 1
Bronkoalveoler lavaj (BAL) 1 % 1
TOPLAM 92 100




MRSA izole edilen materyallerin ¢cogunu yara-abse ve trakeal
aspirat olusturmaktadir. Bunu takip eden siklikta MRSA’ya kan, idrar, katater,
gobek ve burun siiriintiisii, balgam, operasyon sivisi(intreop mayi) ve BAL gibi

materyallerde rastlanmistir.

1. ve 2. gruba ait toplanan orneklerin ¢cogunlugu trakeal aspirat ve

kan olusturmaktadir.

Tablo 5- Hastane Infeksiyonlarindaki MRSA Suslarimin Izole Edildigi

Materyallerin Dagilim.

1. Grup 2. Grup %
Trakeal aspirat 8 6 48.3
Kan 5 3 27.5
Yara 2 1 10.3
Idrar 2 - 6.9
Katater - 1 3.5
BAL - 1 3.5
TOPLAM 17 12 100




Klinik 6rneklerden elde edilen 92 MRSA susunun 21’1 poliklinik

hastalarindan, 71’1 yatan hastalardan izole edilmistir. Poliklinik ve yatan hastalarin

servislere gore dagilimi asagida verilmistir.

Tablo 6- Saghk Bakanligi Diskapt Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma

Hastanesi’nden Toplanan Orneklerin Servislere Gore Dagilimi.

Klinik ad1 Hasta sayist
Yeni dogan servisi 6
Intaniye servisi 4
Biiyiik ¢ocuk servisi 4
Siit cocugu servisi 4
Poliklinik 2
TOPLAM 20




Tablo 7- Saghk Bakanhigi Diskapt Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma

Hastanesi’nden Toplanan Orneklerin Servislere Gore Dagilimi.

Klinik ad1 Hasta sayist
Poliklinik 19
Norosiriirji 12
Ortopedi 8
Cerrahi 6
Acil yogun bakim 3
Reanimasyon 3
Dahiliye 3
Acil dahiliye 2
Fizik tedavi ve rehabilitasyon 2
Koroner 1
Dermatoloji 1
TOPLAM 60




Tablo 8- Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Infeksiyon Kontrol Komitesinden Alinan

Orneklerin Servislere Gore Dagilimi.

Klinik ad1 Hasta sayist
Gogiis yogun bakim 5
Genel cerrahi yogun bakim 2
Noroloji yogun bakim 2
Infeksiyon 1
Anestezi yogun bakim 1
Dahiliye yogun bakim 1
TOPLAM 12
PZR Sonuclar:

Klinik drneklerden izole edilen MRSA’larda bulunan mecA direng
geninin olup olmadig1 PZR yontemiyle belirlendi. mecA genini tasiyan S. aureus
suslart MRSA olarak degerlendirildi. Cogaltilan {iriinlerin degerlendirilmesi

9%1’lik agaroz jel elektroforezinde yapildi.

Agaroz jel elektroforezinde; S. aureus suslarinda; 310 baz ciftlik
bolgede bir bantin gozlenmesi mecA(+), 310 baz ciftlik bolgede bir bantin

gozlenmemesi mecA(-) olarak belirlendi.
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Sekil 3- PZR Uriinlerinin Agaroz Jeldeki Goriintiisii. 1- 100 b¢ marker
2- 8. aureus ATCC (95047) susu 3- 4-5-6- mecA(+) suslar 7- mecA(-) sus

92 MRSA susunun 71’inde mecA geni saptanmistir. mecA (+) saptanan suslarin

dagilimi asagida belirtilmistir.

Tablo 9- 1., 2. ve 3. Gruplarda Izole Edilen MRSA Suslarinin PZR Sonuglari

mecA pozitif PZR
1. grup 15
2. grup 9
3. grup 47
TOPLAM 71




mecA(+) oldugu saptanan yatan hasta ve poliklinik hastalarinin PZR sonuglari

tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10- Servis ve Poliklinik Hastalarinin PZR Sonuglari.

1. grup 2.grup 3.grup | TOPLAM
Poliklinik _ _ 15 15
(%21.1)
mecA(+) Servis 15 9 32 56
(%78.9)
TOPLAM 15 9 47 71

Tablo 11- mecA Pozitif Suslarin Servislere Gore Dagilimi

Servis Adi Yiizde (%)
Norosiriirji 12 (%21.4)
Yogun bakim 11 (%19.6)
Ortopedi 8 (%14.2)
Cerrahi 6 (%10.7)
Diger 19 (%33.9)
TOPLAM 56




V. TARTISMA

Hem toplum kaynakli hem de nozokomiyal infeksiyonlarda MRSA
ile sik karsilasilmaktadir. Antibakteriyel ajanlara karsi direng gelismesi
infeksiyonlarin tedavisini giin gectikce zorlastirmaktadir.

Metisiline direncgli S. aureus suslari tedavisi zor olan cesitli
infeksiyonlara neden olmaktadir. Ayrica kolay yayilmalari, hastane personeli ve
hastalarda kolonize olmalarindan dolay1 kontrol edilmesi giiclesmektedir.

Ozellikle S. aureus cesitli organlarda infeksiyonlar yapmasi ve
hastane infeksiyonu olusturmasi nedeniyle Onemli patojenler arasinda yer
almaktadir®®®’. S. aureus metisilin, nafsilin ve oksasilin gibi penisilinaza direngli
penisilinlere karsi direng olusturmaktadir. Bunlarin icinde en 6nemlisi metisiline
kars1 olusan direngtirﬁg. MRSA kromozomal mecA geninin kodladigi penisilin
baglayan proteini (PBP 2a) olusturur. PBP 2a beta-laktam antibiyotik icin diisiik
baglanma affinitesi olan bir proteindir. MRSA suslar1 beta-laktam halkasi
tasimayan antibiyotiklere kars1 da ¢oklu direng olusturabilir’.

Penisilinlere duyarliligt azalmis S. aureus suslart 3 grubta

toplan1r69’70

. S. aureus suslarinda metisilin direncinden baska diren¢ olusumu
PBP’lerde olusacak nokta mutasyonu, PBP’lerin veya beta-laktamaz enziminin
fazla miktarda iiretilmesi de antibakteriyel ajanlara kars1 direng olusturan etmenler
arasindadir.

Ayrica direncgli S. aureus suslarinda metisilin direncini olusturan
genin ekspirasyonu diizenleyici genlerin varligi, inkiibasyon 1sis1 ve siiresi gibi

33,71

cevresel faktorlerin etkisiyle degismektedir™™" . Bu nedenlerle metisilin direncinin



degisken (heterojen) ozelligi, disk diffiizyon gibi duyarhilik testlerinin
giivenilirligini kisitlamaktadir.

Bu calismada mecA genini hizli ve giivenilir olarak belirleyebilen
PZR yontemi kullamilmistir. Saglik Bakanligi Diskapt Cocuk Hastaliklar1 Egitim
ve Arastirma Hastanesi, Digkap1 Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarlarindan saglanan ornekler ve Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi hastane infeksiyonu kontrol komitesi tarafindan hastane infeksiyonu
etkeni olarak belirlenen toplam 92 klinik 6rnegin izolatlar1 kullamlmistir. 92
ornekten 71’inde mecA geni saptanmistir (Tablo. 9).

PZR yontemiyle mecA geni saptanamayan Orneklerdeki direncin
PBP veya beta laktamaz enziminin asin iiretimi sonucu (borderline oxacilline
resistant S. aureus) veya PBP’lerde olusacak nokta mutasyonu nedeniyle oldugunu
diistinmekteyiz. Ciinkii BORSA suslar1 genetik olarak MRSA suslarindan farklidir
ve klinik Onemleri heniiz anlagilamamistir. Yapilan bir calismada mecA geni
olmayan 6rneklerde oksasilin MIiK degeri 2-8 mg/L olan suslarin BORSA oldugu
bildirilmistir’. Diger bir ¢alisma ise PZR yontemi ile disk diffiizyon ve oksasilin
agar diliisyon testlerini karsilagtirmiglardir. Oksasilin agar diliisyon testi ile
metisiline direngli olduklarn saptanan Orneklerin PZR’la mecA geni
icermediklerini gostermisler ve bu izolatlarin yiiksek miktarda beta-laktamaz
olusturarak diren¢ gelistirdiklerini belirtmislerdir’>. mecA geni tasimayan
metisiline direncli olan stafilokoklarda PBP’lerde olusan bir yapisal degisiklik

sonucu direng gelisebilecegi aglklanmlstlr73 .



S. aureus insanlarin deri ve mukozalarinda bulunabilen piyojen
bakterilerdendir. Seliilit, impetigo, yara infeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit,
toksik sok sendromu gibi infeksiyonlar olusturmaktadlrl. Hastane infeksiyonu
etkeni olarak siklikla saptanan patoj enlerdendir’*.

Calismamizda S. aureus’un hastane infeksiyonu etkeni olarak
belirlenen orneklerin ¢ogunlugu trakeal aspirat (%48.3) materyalidir. %27.5
oraninda olan kan ornekleri ise ikinci siklikta incelenen Ornekler arasindadir

(Tablo 5)

Calismadaki toplam MRSA suslarinin izole edildigi materyallerin
cogunlugunu yara (%37) ve % 32 oraninda olan trakeal aspirat olusturmaktadir

(Tablo 4)

PZR ile mecA geninin belirlendigi poliklinik hastalarinin %21’inde
ve servis hastalarinin %79’unda mecA geni tespit edilmistir. (Tablo 10).

Yaptigimiz calismada, yogun bakimda yatan hastalarda % 19.6,
cerrahi servisinde yatan hastalarda %10.7 gibi yiiksek bir oranda mecA pozitifligi
saptand1 (Tablo 11). Avrupa’da tiim hastane infeksiyonlarina yonelik bir prevalans
caligmasinda MRSA etkenlerinin ¢ogunun yogun bakim iiniteleri ve cerrahi
iinitelerden geldigi gdsterilmistir75.

Punar ve arkadaslarn yaptiklar1 ¢alismada ortopedi ve travmatoloji
kliniginde hastane infeksiyonu etkenlerini aragtirmislar ve etkenler arasinda %33
oraninda MRSA belirlemislerdir76. Calismamizda mecA pozitif suslar arasinda
ortopedi ve travmatoloji servislerinden gelen Orneklerin oram1 %14.2 olarak

belirlendi (Tablo 11).
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1994 yilinda S. aureus izolatlarindaki metisilin direnci Iskandinav
iilkelerinde %0.1°den az iken, Ispanya ve Italya’da %30’dan fazladir”. Son
yillarda yapilan calismalara gére Yunanistan’da metisiline direngli S. aureus’larin

%62.5-67, 1talya’da 9%34.4, Fransa’da %33.6 oraninda oldugu bildirilmistir“.

Ulkemizde direncle ilgili yapilan calismalar, E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, acinetobacter tiirleri, stafilokoklar ve enterokoklarda
antimikrobiyal diren¢ sikliginin arttigim1 ve dirence neden olan ¢esitli enzimlerin
ortaya ciktigini géstermektedir77. Cesitli calismalarda S. aureus suslarinda
saptanan metisilin direnci; Ankara’da %21, %29, Istanbul’da %33 ve Konya’da

%26 olarak bulunmustur78’79’80’81.

Metisiline direngli  S. aureus suslarmin ¢abuk ve dogru
tanimlanmasi, infeksiyonlarin tedavisinin kisa siirede yapabilmesi igin diger
duyarlilik testlerine gore duyarli ve 6zgiin olan PZR tekniginin kullanilmasi
Oonemlidir. Bu teknigin kullanilmasi sayesinde stafilokoklarda metisilin direnci
hizl1 ve dogru belirlenecek ve gereksiz antibiyotik kullanimi ortadan kalkacaktir.
Klinik materyallerin toplandig: ii¢ farkli hastane disinda diger hastanelerden de
MRSA o6rneklerinin PCR yontemi ile incelenmesi diren¢ gelisiminin 6nlenmesine

yardimc1 olacaktir.



VI. SONUC

Metisilin direngli S. aureus (MRSA) nozokomiyal infeksiyonlara yol
acabilmesi ve c¢oklu antibiyotik direnci gelisimi nedeniyle giiniimiizde Snemli
problemler yaratmaktadir. Metisiline diren¢ kromozomal ve plazmidlere bagh
olarak ortaya cikabilmektedir. Metisiline karsi diren¢ olusumunda etkili olan mecA
geni S. aureus suslarinda cok yaygin olarak bulunmaktadir. Klinik 6rneklerden
izole edilen metisiline duyarliliklar1 oksasilin disk diffiizyon ile belirlenen toplam
92 MRSA susunda mecA genini belirlemek i¢in PZR yontemi kullanilmistir. 92
ornekten 71’inde mecA geni tespit edilmistir.

Stafilokoklarda metisilin direncinin PZR yontemiyle erken ve dogru
tanimlanmasi, infeksiyonlarin kisa siirede tedavi edilmesi, pahali ve zararli
ilaglarin gereksiz kullamimi ve infeksiyon kontrol Onlemlerinin zamaninda

alinmasi i¢in Onemlidir.



VIL. OZET

S. aureus gerek toplum gerekse hastane kokenli infeksiyonlarda sik
rastlanan etkenlerden biridir. Giiniimiizde MRSA goriillme sikligi ¢ok artmistir.
Ulkelere, bolgelere, hastanelere ve aym hastanedeki farkli servislere gore iik
farkliliklar goriilmektedir. S. aureus’larda metisilin direncinden sorumlu birden
cok mekanizma bulunmaktadir. Metisilin direncinin tespitinde geleneksel
yontemler ve molekiiler yontemlerin birarada kullanilmas1 daha uygundur.

Bu calismada, S. aureus’larda metisilin direncini belirlemek i¢in
disk diffiizyon ve PZR yontemleri kullanildi.

Saglik Bakanligi Diskapt Cocuk Hastaliklart Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Digkap1 Yildirnm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarindan saglanan 6rnekler ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi hastane
infeksiyonu kontrol komitesi tarafindan hastane infeksiyonu etkeni olarak
belirlenen toplam 92 6rnek c¢alisildi.

Toplanan klinik Orneklerin disk diffiizyon yontemi ile metisiline
duyarliliklar1 belirlendi. Kaynatma yontemi kullanilarak S. aureus suslarindan
DNA elde edildi. mecA geni PZR yontemi kullanilarak cogaltildi.

Calismada kullanilan 92 MRSA susunun 71’inde PZR yontemiyle
mecA geni saptandi.

PZR yontemini kullanarak diger hastanelerdeki direng dagiliminin

incelenmesi infeksiyonlarin 6nlenmesinde faydali olacaktir.
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VIII. SUMMARY

S. aureus is one of the most encountered agent in which the
infections originated in hospitals and also in society. Nowadays, frequency of
MRSA is increased and it shows diversity, according to countries, districts,
hospitals and also departments in the hospitals. There are several mechanisms in S.
aureus that is responsible of methicillin-resistance. It is convenient using
traditional and moleculer methods in determination of methicilline-resistance.

In this study, disk diffusion and PCR methods are used in detection
of methicilline-resistant S. aureus.

The samples provided from microbiology laboratory of the Ministry
of Health, Diskap1 Education and Research Hospital of Children Diseases, Diskap1
Yildinm Beyazit Education and Research Hospital, and totally 92 samples are
studied which are determined by hospital infections control comittee Faculty of
Medicine, Gazi University.

The sensitivity of methicilline of the collected clinical samples, is
detected by disc diffusion method. The DNA is provided from S. aureus strains by
boiling method. The gene mecA is amplify by using PCR method.

The gene mecA is detected by PCR method in 71 of 92 MRSA
strains which is used in the study.

Using PCR method, determination of distribution of methicilline-

resistance at the other hospitals can be beneficial for prevention of infections.
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