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OZET

Metisilin direncli stafilokoklar’da sinif 1 integron varhgimin arastirnlmasi ve

antibakteriyel direng ile iligkisinin belirlenmesi

Metisilin direngli stafilokoklar (MRS) hastanelerde izole edilen en yaygin
patojenlerdendir. S. aureus nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak siklikla karsimiza
¢ikan klasik bir patojen iken, koagiilaz negatif stafilokoklarin nozokomiyal enfeksiyonu
etkeni olarak 6nemi giderek artmaktadir. Metisilin direnci ve diger ek antibiyotik
direngleri klinik stafilokok izolatlarinda tedavi segeneklerini kisitlamaktadir.

Integronlar antibiyotik diren¢ yayiliminda rol alan mobil genetik elementlerdir.
Ozellikle sinif 1 integronlarin gram negatif bakterilerde antibiyotik direnci ile olan
iligkisi iredelenmesine ragmen, stafilokolarin da i¢inde bulundugu gram pozitif
bakteriler ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada klinik 6rneklerden izole edilen 100 MRS izolatinda simf 1 integron
varhginin arastirilmasi amaglandi. Izolatlarin identifikasyonu ve metisilin direnci
fenotipik olarak tespit edildikten sonra, izolatlarin identifikasyonu ve metisilin direnci
16S rRNA, nuc ve mecA gen bolgerine 6zgii primerlerin kullanidigi multipleks PZR ile
genotipik olarak dogrulandi.

Calismaya dahil edilen 100 MRS izolatinda simf 1 integron varligy int/ 1 gen
bolgesine 6zgii primerlerin kullanildign PZR yoéntemi ile arastirildi. Pozitif kontrol
susunda intl I gen bolgesini temsil eden 923 bp’lik bant tespit edilmesine ragmen,
higbir klinik izolatta integron 1 varlig1 tespit edilmedi. Yaptifimiz ¢alisma
stafilokoklarda ve gram pozitif bakterilerde integron varliginin arastirildify ilk ¢alisma

olmasi nedeniyle iilkemiz agisindan énemlidir.

Anahtar kelimeler: Metisilin direngli stafilokok, Antibiyotik direnci, Integron



ABSTRACT

Investigation of the presence of class 1 integron in methicilin-resistant

staphylococci and determination of its relationship with antibacterial resistance

Methicillin-resistant staphylococci (MRS) are frequent pathogens isolated in
hospitals. While S. aureus is classical pathogen encountered as a common nosocomial
infection agent, the importance of coagulase negative staphylococci as nosocomial
infection agent has become increasingly important. Methicillin resistance and other
additional resistances restrict the therapeutic options in clinical staphylococci strains.

Integrons are mobile genetic elements that play a role in the spread of antibiotic
resistance. Although the relationship between class 1 integrons and antibiotic resistance
in gram negative bacteria has been well established, there is no sufficient data about
gram positive bacteria.

In this study, it was aimed to investigate the presence of class 1 integron in 100
MRS strains isolated from clinical samples. After phenotypic identification of the
strains and phenotypic detection of methicillin resistance, identification and methicilin
resistance were confirmed by PCR in which spesific primers to 16S rRNA, nuc ve
mecA genes were used.

The presence of class 1 integron was investigated in 100 MRS strains by PCR
method in which spesific primers to intl I were used. Although 923 bp band, the
representative of the intl I gene, was detected in the positive control strain, no class 1
integron was detected in clinical strains. Our study is the first study investigating the

integron existence in staphylococci in our country.

Key Words: Methicillin resistant staphylococci, Antibiotic resistance, Integron
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1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus, hafif deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan, hayati tehdit
eden sepsis, pnomoni ve toksik sok sendromuna kadar genis aralikta hastalik olusturabilen
O6nemli bir patojendir (Waldvogel, 1995). Staphylococcus aureus’un hastane
enfeksiyonlarinda 6nemi her gegen giin biraz daha artmaktadir (Reacher ve ark., 2000).
Koagulaz negatif stafilokoklar ise genelde normal deri kommensali olmalarina ragmen,
immiin sistemi zayiflamig hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedirler
(Oppenheim, 1998).

Son yillarda stafilokoklar da ¢ogul antibiyotik direncinden kaynaklanan tedavi giigliigii
ozellikle hastane ile iligkili enfeksiyonlarda ©nemli bir sorun olarak goriilmektedir
(Livermore, 2000). Bu sorunun ¢dziimlenmesi i¢in antibakteriyel diren¢ mekanizmalarinin
iyi bilinmesi gerekmektedir. Stafilokoklarda, SCCmec elementi ile kazanilan metisilin direnci
en Onemli antibakteriyel direng olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Cattoir ve Leclercq, 2010).
Metisilin direnci, metisilinin kullamma girmesinden kisa bir siire sonra, ilk olarak
Staphylococcus aureus’ da goriilmiis, ardindan koagiilaz negatif stafilokoklara yayilmigtir
(Wu ve ark., 1996). Fakat stafilokoklarda metisilin direncinin nasil kazanildigi ve nasil
yayildigi, hala tam olarak aydinlatilamamistir. Metisilin direnci stafilokoklarda, diger B-
laktamlarinda kullanimini engellemekte ve tedavi sec¢eneklerini kisitlamaktadir. Metisilin
direncine ek olarak, kinolon, aminoglikozid ve makrolid-linkozamid-streptogramin (MLS)
direngleri de stafilokoklarda problem olmaya devam etmektedir (Livermore, 2000).

Bakterilerde diren¢ problemleri tiirlerin seleksiyonu, mutasyon ve DNA transferiyle
ortaya ¢ikmaktadir (Livermore, 2003). DNA transferi 6nceden duyarli olan tiirlerde direng
gelisimine neden olmaktadir. DNA transferi, transdiiksiyon, transmisyon ve konjugasyon gibi
fiziksel yollarla veya plazmidler, transpozonlar, gen kasetleri ve integronlar gibi mobil
genetik elementlerin neden oldugu DNA eklenmesi sayesinde olmaktadir (Partridge, 2011).

Integronlar, integraz (intl) geni, attl bolgesi ve integraz geni ve entegre gen kasetleri i¢in
gliclii promotirlar igeren ve bakterilerde gen kasetlerinin yakalanmasi, mobilizasyonu ve
bolgeye 0zgiil rekombinasyonundan sorumlu gen birimleridir (Stokes ve Hall, 1989).
Giiniimiizde integronlar iki ana gruba ayrilmaktadir; mobil integronlar (MI) ve kromozomal
integronlar (KI) (Mazel, 2006). MI’ler, fiziksel olarak konjugatif plazmidler tarafindan
taginabilen mobil DNA elementleri (transpozon) ile iligkili integronlardir (Cambray ve ark.,
2010). Bugiine kadar 5 farkli Mi simfi tanimlanmigtir. {1k {i¢ integron smmfi ¢ogul direng
fenotiplerinin dagilimi ile daha ¢ok iligkilendirilmistir (Cambray ve ark., 2010). Sif 1



integronlar ise ilk ti¢ sif icerisinde en yaygin olam ve klinik olarak en 6nemli olanidir
(Partridge ve ark., 2009).

Smif 1 integronlarin B-laktamlar, aminoglikozidler, trimetoprim, kloramfenikol,
kuarterner bilesikleri, rifampin ve eritromisin direncine neden olan gen kasetlerini tasidiklar
gosterilmigtir (Fluit ve Schmitz, 1999). Simif 1 integronlarin gram negatif bakterilerde
antibiyotik direng genlerinin yayilimindaki rolii yeteri kadar irdelenmis ve kabul edilmis ise
de (Partridge, 2011), simf 1 integronlarin gram pozitif bakterilerdeki prevalans: hakkinda ¢ok
az bilgi ve ¢aligma bulunmaktadir.

Ilk kez Nandi ve ark. kiimes ortamindan izole edilen klinik olmayan stafilokok suslarinda
siif 1 intregron varligim gostermislerdir (Nandi ve ark., 2004). Fakat stafilokoklarda sinif 1
integron varliiyla ilgili genis kapsamli ilk klinik ¢alisma Shi ve ark tarfindan Cin’de
gergeklestirilmis ve klinikk MRSA izolatlarinda sinif 1 integron varhigi gosterilmistir (Shi,
2006). Ardindan, Xu ve ark. klinik hem MRSA hem de MRKNS izolatlarinda sinif 1 integron
varhigini gostermislerdir (Xu ve ark., 2007a, 2008a). Ulkemizde ise gram negatif bakterilerde
simif 1 integron varlig: ile ilgili birkag ¢aligma bulunmasina ragmen (Erag ve Giilay, 2007;
Ozgiimiis ve ark., 2007; Sandalli ve ark., 2010), stafilokoklar ve gram pozitif bakteriler ile
ilgili veri bulunmamaktadir.

Biz de bu c¢alismada hastanemizde yaygin olarak gorillen metisilin  direngli

stafilokoklarda (MRS) sinif 1 integron varligim aragtirmay1 amagcladik.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Stafilokoklar

Stafilokoklar bir ¢ogu ile insan klinik &rneklerinde karsilagilabilen cesitli tiirlerden
olusmaktadir. Stafilokoklarin birincil dogal habitatlari memeli derisidir. Insan deri
mikroflorasinda kommensal olarak bol miktarda bulunurlar (Willett, 1984). Insanlardaki
stafilokok enfeksiyonlarinda oncelikli patojen olarak S. aureus yer alir. Bundan bagka firsatci
patojenler olarak S. epidermidis ve S. saprophyticus siklikla enfeksiyonlar olustururlar. Daha
nadir olarak S haemolyticus, S. hominis, S.warneri, S. saccharolyticus, S. cohnii ve S.

simulans’1n firsat¢1 enfeksiyonlarina rastlanilmaktadir (Bilgehan, 1993).

2.1.1. Taksonomi

Staphylococcus cinsi bakteriler, mikrokoklar ile birlikte Micrococcaceae ailesi iginde yer
almaktayd: (Schleifer, 1986). Sonraki genetik ¢aligmalarda stafilokoklarin ve mikrokoklarin
yakin bir gekilde iligkili olmadigi tespit edilmistir. Stafilokoklar en yakin olarak yeni
tanimlanan Macrococcus genusu ile iliskilidir, fakat ayrica Bacillus, Brochothrix, Gemella,
Listeria ve Planococcus genuslariyla da nispeten yakin bir iliski i¢indedirler (Bannerman ve

Peacock, 2007).

2.1.2. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Stafilokoklar hareketsiz, spor iiretemeyen, katalaz pozitif gram pozitif koklardir. 1 pm
capinda kiiresel bakterilerdir. Stafilokoklar tekli hiicreler, ¢iftler, tetratlar ve kisa zincirler
seklinde bulunabilir, fakat genelde iiziim salkimi benzeri kiimeler halinde goriilmektedirler
(Winn ve ark.,2006). Gram boyama taze kiiltiirlerden uygulanmalidir ¢iinkii ¢ok eski kiiltiirler
kristal viyoleyi tutma ozelliklerini kaybederek gram degisken ya da gram negatif

goriilebilirler (Forbes ve ark., 2007).
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(http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus).

2.1.3. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikler

Stafilokoklar fakiiltatif anaerob olarak, tiim siradan besiyerlerinde bol miktarda iirerler.
%S5 koyun kanli agarda ve ¢ikolatams: agarda iyi iirerler fakat MacConkey agar ve EMB
agarda tiremezler. Ayrica kan kiiltiirii stv1 besiyerleri ve tiyoglikolatli buyyon gibi zengin sivi
besiyerlerinde de iyi tirerler (Forbes ve ark., 2007). 37°Cde 18-24 saat inkiibasyon sonrasi 2-
4 mm ¢apinda, altin renkli veya beyaz pigmentasyon gosteren diizgiin kenarli konveks
koloniler olustururlar (Gillies, 1984). S. aureus suslarinda sar1 pigment ve B hemoliz goriiliir.
S. epidermidis ve S. saprophyticus’un bazi suslarinda da sar veya turuncu pigment ve
hemoliz goriiliir. Koagiilaz negatif stafilokoklarin ¢ogu susu non-hemolitik olabilmektedir
(Bilgehan, 2004). Klinik materyalden stafilokoklar1 izole etmek igin segici besiyerleri
kullanilabilir. Mannitol tuz agar bu amag i¢in yaygin olarak kullanilan besiyeridir. S.aureus
mannitolu pargalayarak sar1 renk olusturur (Hart ve Shears, 2001).

Nadir izolatlar disinda stafilokoklar katalaz pozitiftir. S. sciuri, S. lentus ve S. vitulus
izolatlar1 diginda tiim diger stafilokok tiirlerinin modifiye oksidaz testi negatiftir. Ayrica
stafilokoklar basitrasin direnci ve flurazolidon ve lizostafin duyarliligi gosterirler. Bu
bahsedilen {i¢ test stafilokoklar ve mikrokoklarin ayriminda kullanilmaktadir. S. aureus, S.
lugdunensis ve S. schleiferi subsp. schleiferi lam koagiilaz testi pozitif olabilirken, S. aureus,
S. intermedius, S. hyicus, S. delphini ve S. schleferi subsp. coagulans tiip koagiilaz testi pozitif
olabilir (Winn ve ark.,2006).

Stafilokoklar basta glikoz olmak iizere birgok karbonhidratlar1 parcalarlar ve son iiriin

olarak laktik asit olustururlar. Fakat gaz olusturmazlar. Nitratlar1 nitritlere indirgerler



(Bilgehan, 1993). S. aureus DNAaz ve termostabil endoniikleaz olusturmaktadir. Bu iki test
koagiilaz test sonuglarini destekleyici olarak S. aureus’un S. epidermidis’den ayriminda
kullanilir (Bilgehan, 2004).

Stafilokoklarin ayirt edilmelerinde bazi antibiyotik duyarlilik deneyleri kullanilmaktadir.
S. aureus, S. epidermidis, S.hyicus ve S. chromogenes polimiksin B direnci gostermektedir. S.

saprophyticus intrensek olarak novobiosin direnci gostermektedir (Forbes ve ark., 2007).

2.1.4. Viriilans ve Patogenez

Stafilokoklar normal olarak, insan derisinde ve miik6z membranlarda bulunurlar. Fakat
baz1 stafilokok tiirleri basit, yiizeyel, kiitandz enfeksiyonlardan, hayati tehdit eden ciddi
sistemik enfeksiyonlara kadar genis spektrumda hastalik olugturabilmektedir (Gokirmak,
1994). Enfeksiyon olusmasi, mikroorganizmanin viriilans: ile konak savunma sisteminin

olusturacaklar1 dengeye baghdir (Diindar ve ark., 2008).

2.1.4.1. Antijenik Yapi

Stafilokoklar hiicre duvar yapisinda 6nemli diger maddeler gibi antijenik polisakkaritler
ve proteinler de igermektedir. Bagli alt Uniteler igeren bir polisakkarit polimeri olan
peptidoglikan hiicre duvarinin sert dig iskeletinden sorumludur. Peptidoglikan gii¢lii asitler
tarafindan ve lizozim etkisiyle par¢alanir. Bu durum enfeksiyon patogenezinde énemlidir. IL-
1 ve opsonik antikorlarin iiretilmesini tetikler. Ayrica, polimorfoniikleer 16kositler igin iyi bir
kemoatraktan olabilmekte, endotoksin benzeri aktivite gésterebilmekte ve komplemani aktive
edebilmektedir (Jawetz ve ark., 1987).

Gliserol ve ribitol fosfat polimeri olan teikoik asitler bir taraftan peptidoglikan
tabakasina, diger taraftan sitoplazmik membrana baglanmaktadir. Zayif immiinojendirler ve
spesifik antikor cevabini stimiile edebilirler (Gokirmak, 1994).

Protein A birgok stafilokok tiirtintin hiicre duvar bilesenidir. [gG3 harig tiim insan IgG alt
siiflarimin Fe bolgesine baglanma yetenegindedir. Protein A immunojeniktir ve ona karsi
antikorlar ciddi S. aureus infeksiyonlu bireylerde bulunur (Winn ve ark.,2006).

Bazi stafilokok suslari kapsiillidiir. S. aureus suslarinda % 90°dan fazla bir oran
bildirilmigtir. Bakteriyi komplemanin, antikorlarin ve fagositik hiicrelerin olumsuz

etkilerinden korur (Moreillon ve ark., 2005; Gékirmak, 1994).



2.1.4.2. Toksinler ve Enzimler

Katalaz: Biitiin stafilokoklar katalaz meydana getirirler. Hidrojen peroksidi su ve
oksijene katalize eder. Katalaz mikroorganizmayi hidrojen peroksitin toksik etkisinden korur
(Gokirmak, 1994).

Koagiilaz: Bazi stafilokoklar insan veya tavsan plazmasimi pihtilagtirirlar. Bu tip
stafilokoklar girdikleri organizmada koagiilazlar1 sayesinde fibrin bir zirh ile kaplanarak
fagositozdan korunurlar. Laboratuvarda iki sekilde tespit edilir. Lam deneyinde baglh
koagiilaz (Clumping factor), tiip deneyinde serbest koagiilaz arastirilir (Bilgehan, 1993).

Diger enzimler: Salgiladiklan fibrinolizin, hiyaliironidaz, lipaz ve niikleaz gibi enzimler
dokularda yayilmay kolaylastirir. B-laktamazlar ise antibiyotik direncini neden olur (Jawetz
ve ark., 1987).

Eksotoksinler: Stafilokoklar eritrositleri ve trombositleri pargalayan, vaskiiler diiz kas
hiicreleri lizerine giiglii bir etkiye sahip, koyun kanli agarda iireyen bazi S. aureus suslarinin
kolonileri etrafinda eritrositlerin hemolizi sonucu gézlenen zonun olusumundan sorumlu alfa
hemolizin ve sfingomiyelini pargalayan B-hemolizin iiretirler. Ayrica, stafilokoklar hiicreler
ve dokular iizerine litik etkiye sahip gama ve delta toksin iiretirler (Winn ve ark., 2006;
Bilgehan, 1993).

Lokosidin: Bu toksinin F ve S bilesenleri vardir. Ikisinin bir arada hiicre membranim
zararlandirmada ve permeabilitesini arttirmada 6nemli rolleri vardir (Gokirmak, 1994).

Eksfolyatif toksin: Stafilokokal haslanmis deri sendromuna neden olan en az iki protein
icermektedir (ETA ve ETB). Spesifik antikorlar toksinin eksfolyatif etkisine karsi koruma
saglarlar (Jawetz ve ark., 1987; Bilgehan, 1993).

Toksik Sok Sendromu Toksini: Bazi S. aureus suslar tarafindan iiretilen enterotoksin-
benzeri bir maddedir. Ozellikle adet gérme sirasinda tampon kullanan kadinlarda veya yara
infeksiyonu bulunan kisilerde toksik soka neden olur (Kingsbury ve ark., 1985; Ozgiinen,
2008).

Enterotoksinler: A-E, H ve 1 enterotoksinleri iiretirler. Bu toksinler besin
zehirlenmelerinin klinik 6zelliklerinden sorumlu tutulan 1siya dayanikli molekiillerdir (Winn
ve ark., 2006). En sik besin zehirlenmesine neden olan tip enterotoksin A’dir. Enterotoksin B
ise daha nadir goriilen stafilokoksik psddomembrandz enterokolit tablosundan sorumlu

tutulmaktadir (Tiinger, 2004).



2.1.5. Stafilokok Kaynaklh Enfeksiyonlar

S. aureus stafilokok tiirleri igerisinde en yaygin olan insan patojenidir. Koagiilaz negatif
stafilokoklar ise daha ¢ok kiiltiirlerde kontaminan olarak bulunduklar1 halde, baz1 durumlarda
patojen olarak degerlendirilmektedirler (Winn ve ark., 2006).

S. aureus iliskili enfeksiyonlar: S.qureus normal olarak deri ve mukozolar iizerinde
bulunabilmektedir. Bunlarin veya dis kaynakli stafilokoklarin deri biitiinliigiiniin
bozulmasiyla igeri girmeleri sonucunda kil folikiillerini, yiizeyel deriyi, ter bezlerini ve meme
dokusunu tutan follikiilit, fronkiil, karbonkiil, impetigo, hidradenit ve mastit gibi
enfeksiyonlar meydana gelmektedir (Winn ve ark., 2006).

Lokalize bir enfeksiyona sekonder olarak bakteriyemiler gelisebilmekte, bunun
sonucunda da hasarli kalp dokular tutularak endokardit tablosuyla karsilasilabilmektedir
(Bilgehan, 1993). Yine bakteriyemi komplikasyonu olarak veya lokal kafa travmalarindan
sonra S. aureus kaynakli menenjitler gelisebilmektedir. Hematojen yolla veya penetran gogiis
travmasi kaynakl lokal infeksiyona sekonder olarak perikardit goriilebilmektedir. S. aureus
kaynakli akciger infeksiyonlar: ise aspirasyondan dolay1 ya da bir bagka bolgeden hematojen
yayilim yoluyla meydana gelebilmektedir (Winn ve ark., 2006). Osteomyelitlerde stafilokok
treme odag1 uzun kemiklerin metafiz terminal damarlarinda bulunur. Kemik nekrozlarina ve
kronik siipiirasyonlara yol agar (Gokirmak, 1994). |

Toksin aracili hastaliklar tipik olarak stafilokokal besin zehirlenmesi, stafilokokal toksik
sok sendromu ve stafilokokal haslanmis deri sendromunu igerir. Bu hastaliklarda siiperantijen
ozelligi tastyan gesitli toksinler aracilik etmektedir. Toksin kaynakli oldugu i¢in ¢ogu zaman
bakteri kiiltiirden izole edilemez (Moreillon ve ark., 2005).

Koagiilaz negatif stafilokoklarla iliskili enfeksiyonlar: S. saprophyticus, 6zellikle geng
kadinlarda triner sistem enfeksiyonlarina neden olabilen onemli bir patojendir. Cesitli
¢alismalarda E.coli’den sonra iiriner sistem enfeksiyonlarinin en sik ikinci patojeni olarak
gosterilmigtir. Diger koagiilaz negatif stafilokoklardan ise S. epidermidis en ¢ok iiriner sistem
enfeksiyonlarina neden olan patojendir. Uriner sistem enfeksiyonlar1 disinda koagiilaz negatif
stafilokoklar nadiren de olsa osteomyelit, prostatik-kapak endokarditi, intraventz katater
enfeksiyonlari, beyin omurilik sivis1 (BOS) sant enfeksiyonlari, vaskiiler greft enfeksiyonlari,

bakteriyemiler ve okiiler enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (Winn ve ark., 2006).



2.1.6. Epidemiyoloji ve Kontrol

Stafilokoklar dogumdan itibaren deride kolonize olmaya baglarlar. Ayrica hastane
personeli ve hastalarin biiyiik bir kisminda burun ve deride antibiyotik-direngli stafilokok
tastyicilifn bulunmaktadir. Bu da direngli bakterilerin hastanede yayilmasinda 6nem arz
etmektedir (Moreillon ve ark., 2005). Temizlik, hijyen ve antiseptik 6nlemler lezyonlardan
stafilokoklarin yayilimini dnlese de, tastyicilardan stafilokok yayiliminin 6nlenmesinde birkag
metot mevcuttur. Aktif stafilokokal lezyonlu ve tasiyicili personel yenidogan servisleri, yogun
bakim {initeleri ve ameliyathaneler gibi yiiksek riskli alanlardan uzaklastirilabilirler (Jawetz
ve ark., 1987). Yine nazal tasiyiciligin giderilmesinde topikal ajanlar denenebilir (Moreillon

ve ark., 2005).

2.1.7. Antibiyotik Direnci

Stafilokoklar, saf anti-gram-negatif etkinlik gosterenler diginda, ¢ogu antibiyotige dogal
olarak duyarlidir. Ancak, hem mutasyon hem de DNA transferiyle, iistiin direng gelistirme
becerileri ile morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedeni olmaya devam etmektedirler

(Livermore, 2000).

2.1.7.1. Beta -Laktam (p-Laktam) Direnci

1940’11 yillarin baginda Penisilin G’nin klinik kullaniminin baglamasimi takiben, ilk
direncli suslar ortaya ¢ikmaya baslamistir. B-laktamaz direngli penisilin-M’in 1959°da klinik
kullanima girmesinden sadece iki y1l sonra, metisilin-direngli S.aureus suslari (MRSA) izole
edilmeye baglanmigtir (Cattoir ve Leclercq, 2010).

p-laktamlarin etki mekanizmasi: B-laktamlar, bakterilere iireme fazinda etki gosteren
zaman-bagimli bakterisidal antibiyotiklerdir. Transpeptidasyonun son basamaklar1 sirasinda
bakteriyel hiicre duvarinin temel bileseni olan peptidoglikanin metabolizmasini bozarlar.
Penisilin baglayic1 proteinler (PBP) olarak bilinen, peptidoglikan biyosentezi ve
modifikasyonunda goérev alan enzimleri inhibe ederek etki gosterirler (Waxman ve
Strominger, 1983).

Diren¢ Mekanizmalari: Stafikoklarda [B-laktamlara direng iki mekanizmayla
gerceklesmektedir: B-laktamaz iretimi ve daha sik olarak eksojen bir PBP edinilmesi ile veya
daha nadir olarak endojen bir PBP’in degisimi ile hedef modifikasyonu (Cattoir ve Leclercq,
2010).

Penisilinaz iiretimi: B-laktamaz enzimleri B-laktam siklusuna kovalan baglanarak

penisilin inaktivasyonunu kataliz ederler. Bu reaksiyonun penisilin ve PBP’ler arasindaki
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reaksiyondan farki reversibl olmasidir (Zapun ve ark., 2008). Stafilokoklar tarafindan iiretilen
B-laktamazlar Ambler klasifikasyonuna gére Sinif A enzimlerdir (Cattoir ve Leclercq, 2010).
Stafilokoklarin ¢ogu B-laktamaz iiretip, penisilin direnci gostermektedir.

Oksasiline diigiik duyarlilik gosteren (MIK=2 pg/mL) bazi suslarda ayrica penisilinaz
agin lretimi gosterilmistir. Bu suglara BORSA (Borderline S. aureus) denilmektedir (Cattoir
ve Leclercq, 2010).

PBP2a kazanilmasi (Hedef modifikasyonu): Bu direng ayrica metisilin direnci olarak
da ifade edilmektedir ve PBP2a (veya PBP2’) olarak bilinen ek indiiklenebilir bir PBP’e
baglidir. Bu protein penisilin M’lere ve diger B-laktamlara zayif afinite gostermektedir
(Chambers, 1997). S. aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklardaki bu ek PBP, “stafilokokal
kaset kromozomu” (SCCmec) olarak adlandirilan mobil genetik elementin pargasi olan 2.1
kb’lik ¢ok korunmus bir gen mecA tarafindan kodlanmaktadir (Cattoir ve Leclercq, 2010).
SCCmec’ler bakteri kromozomu igerisinde entegredir. Bu DNA fragmam tiim MRSA
suslarinda mevcuttur ve 20.9 kb ile 66.9 kb ebatlar1 arasinda olup sekiz tip tanimlanmistir
(Zhang, 2009). SCCmec tip I, IV, V, VI, VII sadece B-laktamlara kars1 diren¢ kodlarken,
SCCmec tip II ve IIl plazmidlerden ve transpozonlardan koken alan ek direng genlerini de
icermektedir (Tablo I).

SCCmec elementleri, kromozom replikasyon orjininin yaninda yer alan (orfX geninin 3’
ucunda) kromozomal attBscc bolgesinde spesifik entegrasyon ve eksizyondan sorumlu
rekombinazlar1 (kaset kromozom rekombinaz anlamina gelen ccr) kodlayan genleri
icermektedirler (Cattoir ve Leclercq, 2010).

Diren¢ nadiren endojen PBP’lerin modifikasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu suslar

MODSA (Modifiye PBP S. aureus) olarak adlandirilmaktadir (Tomasz ve ark, 1989).



Tablo 1. Cesitli SCCmec kaset tipleri (Cattoir ve Leclercq, 2010)

SSCmec tipi | mec kompleksi | ccr genleri | Boyut Metisilin-direnci ile iliskili
(kb) direng (ler)
I B Al/Bl1 343 | —
I A2/B2 53 Kan, Tob (pUB110 iizerinde ant(4’))
Ery (Tn554 tizerinde ermA)
Spc (Tn554 tizerinde aad(9))
11 A A3/B3 66.9 Pen (pI258 iizerinde blaZ)
Ery (Tn554 tizerinde ermA)
Spc (Tn554 iizerinde aad(9))
Tet (pT181 iizerinde fet(K))
v B A2/B2 209- | —
243
\% C C 28 —
VI B A4/B4 209 | —
VII C2 C2/C8 359 | —
VIII A A4/B4 32.2 Ery (Tn554 iizerinde ermA)
Spc (Tn554 iizerinde aad(9))

Not: Ery,Eritromisin; Kan,Kanamisin; Pen,Penisilin; Spc,Spektinomisin; Tet, Tetrasiklin; Tob,Tobramisin

2.1.7.2. Aminoglikozid Direnci

Aminoglikozidler

bir
Aminoglikozidler genis antimikrobiyal spektrumlu ve hizli bakterisidal etkili olduk¢a stabil,

aminosiklitole

bagli c¢esitli halkalardan olusmaktadir.

katyonik, hidrofilik antibiyotiklerdir (Bismuth ve Courvalin, 2010).

Stafikoklarda aminoglikozid direnci enzimatik modifikasyon ile gerg¢eklesmektedir.
Plazmidler veya transpozonlar iizerinde kodlanan aminoglikozid-modifiye edici enzimlerin

sentezi housekeeping genler tarafindan yonetilmektedir (Shaw ve ark., 1993). Stafilokoklarda

3 ¢esit aminoglikozid-modifiye edici enzim bulunmaktadir (Tablo 2).
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Tablo II. Stafilokoklarda aminoglikozid-modifiye edici enzimler (Bismuth ve Courvalin,

2010).

Enzim Gen Direng Fenotipi
APH(3’)-11I aph(3°)Illa Km,Nm (Ak,Is)
ANT(4°)-1 ant(4’)la Km,Tm (Nm,Ak,Is)
AAC(6°)-APH(2"’) aac(6’)le aph(2’’)la Km,Gm,Tm (Ak,Is,Nt)

Km,kanamisin;Nm,netilmisin;Ak,amikasin;Is,isepamisin; Tm,tobramisin;Gm,gentamisin;
Nt,netilmisin; APH,aminoglikozid fosfotranferaz; ANT,aminoglikozid niikleotidiltransferaz;
AAC,aminoglikozid asetiltransferaz

1970’lerin sonunda ve 80’lerin basinda MRSA’da dahil olmak iizere S. aureus’da
gentamisin direnci ortaya ¢ikmaya basladi ve ¢ogunlukla da AAC(6’)-APH(2’’)’1n plazmid-
aracilh iretimi ile iliskiliydi. Bu enzim streptomisin hari¢ tiim aminoglikozidleri inaktive
etmektedir. Gentamisin-direngli MRSA 1980’lerin ortalarinda 6nemli bir problem haline geldi
ve epidemik MRSA 1 (EMRSA 1) olarak tanimlanan bir klon ¢esitli iilkelerde yayildi. Bu sus
genis spektrumlu bir dirence sahipti. Ardindan yillar igerisinde ¢esitli ‘epidemik’ MRSA
suglar1 tanimlandi. Ozellikle EMRSA 16 ve 17 genis yayilim kazand1 ve bu iki epidemik klon
ciddi enfeksiyonlar ile iligkili bulundu (Livermore, 2000).

Tablo III. Birlesik Krallik’da major EMRSA suslarinin antibiyogramlar1 (Livermore,
2000)

EMRSA 1 Pen,Tc,Ery,(Km),(Gm),Sm

EMRSA 3 Pen,Ery,(Gm),(Km),(Neo),Sm,Cip

EMRSA 15 Pen,(Ery),Cip

EMRSA 16 Pen,Ery,Km,Neo,(Gm),Cip

Pen,penisilin; Tc,tetrasiklin;Ery,eritromisin;Km,kanamisin;Gm,gentamisin;Sm,streptomisin;
Neo,neomisin;Cip,siprofloksasin

2.1.7.3. Kinolon Direnci

Kinolonlar topoizomeraz II (GyrA ve GyrB alt iiniteleri) ve topoizomeraz IV (ParC ve
ParE alt {initeleri) enzimlerini hedefleyerek etki gosterirler. Bu sekilde replikasyona olanak
saglayan DNA topolojisi bozulmus olur. Florokinolonlara diren¢ hedef enzimlerdeki nokta
mutasyonlardan veya aktif efliiksten kaynaklanmaktadir. Gram pozitif bakterilerde, direng

kromozomal diizeyde belirlenir (Varon, 2010).
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S. aureus’da, birinci basamakta tek bir hedefin modifikasyonu olur, bu da diisiik diizeyde
bir dirence neden olur ve ¢esitli florokinolonlarin aktivitesini etkiler. Sonraki basamakta,
ikinci hedefin modifikasyonu olur ve yiiksek diizey bir direng ortaya g¢ikar. Mutasyonlar
genelde QRDR (Kinolon Direng-Belirleyici Bolge) olarak adlandirilan sirli bir alanda
bulunmaktadir (Janior ve ark., 1996).

Ayrica, S. aureus’da norA gen promoter’indeki bir mutasyon Cogul-ilag Direng ailesinin
indiiklenebilir bir pompasinin asir1 ekspresyonuna yol agmaktadir. Bu da siprofloksasin ve
norfloksasinin de iginde oldugu ¢esitli bilesenlerin digar1 atilmasina neden olmaktadir

(Truong-Bolduc ve ark., 2003 ).

2.1.7.4. Glikopeptid Direnci

Stafilokoklarda glikopetidlere karsi ilk duyarlilik azalmasi 1980’lerin ortalarinda
teikoplanin ara duyarli veya direngli, vankomisin duyarli bir koagiilaz negatif stafilokokun
tanimlanmasiyla ortaya ¢ikmistir (Arioli ve Pallanza, 1987). Ardindan vankomisin ara duyarl
koagiilaz negatif stafilokok ve teikoplanin ara duyarli S. aureus tanimlanmistir (Kaatz ve ark.,
1990; Schwalbe ve ark., 1987). 1990’larin ortalarinda ise gesitli tilkelerde, diisiik prevalansl
olmasina ragmen, azalmis glikopeptid duyarlilikli S. aureus (GISA) suslari izole edilmistir
(Hiramatsu, 2001; Hiramatsu ve ark., 1997; Mainardi ve ark., 1995). Bu suslarin kesfi,
tamimlanmalar1 ve tespit metotlar1 hakkinda hala devam eden bir tartigmaya yol agmugtir.
Ardindan A.B.D’nde kazanilmis vanAd direng operonuna sahip vankomisin- ve teikoplanin-
diren¢li S. aureus izolatlar1 raporlanmistir (Bozdogan, 2003). Bunu ardindan Hindistan’da,
vankomisin direngli fakat van geni icermeyen S. aureus raporlanmigtir (Twari ve Sen, 2006).
Yine Hindistan’da, hem vanA geni igeren hem de igermeyen vankomisin direngli S. aureus

izolatlar1 raporlanmigtir (Thati, 2011). Fakat bu suslarin da tespit metotlar1 tartismalidir.

2.1.7.5. Lipopeptid Direnci

Daptomisin10-halkali siklik lipopeptid antibiyotikler ailesinin bir iiyesidir ve
Streptomyces roseosporus’un dogal bir {irlinliniin yari-sentetik bir tiirevidir Gram pozitif
bakterilere kars1 genis in vitro bir aktiviteye sahiptir. MSSA, MRSA, VISA ve VRE suslarina
kars: etkilidir. Etki mekanizmasinin sitoplazmik membrana baglanarak zarda depolarizasyona
ve dolayisiyla hiicre 6liimiine neden oldugu diisiiniilmektedir. Giiniimiizde stafilokoklarda
daptomisin direnci sinirli olsa da, diren¢ mekanizmasi olarak su ti¢ gendeki mutasyonlar

sorumlu tutulmaktadir; mprF, yyfG ve rpoB ve rpoC (Fraimow, 2010).
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2.1.7.6. Makrolid, Linkozamid ve Streptogramin direnci

Makrolidler, linkozamidler ve streptograminler (MLS) kimyasal olarak farkli
antibiyotiklerdir fakat ayn1 grup i¢inde siniflandirilirlar (Tablo IV). MLS bakteriyel ribozoma
baglanarak protein sentezini inhibe eder. Stafilokoklarda MLS direncinde 3 temel mekanizma

s6z konusudur (Tablo V).

Tablo IV. Makrolidler, linkozamidler ve streptograminler (Leclercq, 2010)

Antibiyotik simifi Antibiyotik

Makrolid

14-iiyeli halka Klaritromisin, eritromisin
14-tiyeli halka, ketolid alt grubu Telitromisin

15-tiyeli halka Azitromisin

16-iiyeli halka Josamisin, spiramisin
Linkozamid Linkomisin, klindamisin
Streptogramin

Streptogramin A Dalfopristin
Streptogramin B Quinopristin
Streptogramin A+B Dalfopristin-quinopristin
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Tablo V. Stafilokoklarda temel MLS direng fenotipleri (Leclercq, 2010)

Mekanizma Gen simifi Fenotip Direng fenotipi

14-15-U 16-U L S

Ribozomal erm(4),erm(C) Indiiklenebilir R S| S |S
metilasyon M3 R R | R | s
Yapisal MSLp

Efliiks msr(A4) MSg R S S S
Enzimatik Inu(4) L S S |R S
modifikasyon

Efliiks ? vga(A4),vga(Av),Isa(B), LS, S S I S/

bilinmeyen bilesenler

Faktor A ve | Cesitli kombinasyonlarda S veya LS S S S R
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2.2. Mobil genetik elementler

Mobil genetik elementler ilk 1940°l1 yillarda tanimlanmigtir ve prokaryotlar arasinda
genetik bilgi transferinin 6nemli bir yoludurlar. Mobil genetik elementler tipik olarak, kendi
transfer ve yeni konak DNA’sina entegrasyonuna aracilik eden enzimlerin yaninda gesitli
viriilans ve direng bilesenlerini kodlayan DNA fragmanlan olarak tanimlanmaktadirlar. Mobil
genetik elementler hiicre i¢i ve hiicreler arasi hareketlilik gosterirler. Hiicreler arasi mobil
genetik elementlerin transferi lateral veya horizontal gen transferi olarak bilinmektedir
(Malachowa ve De Loe, 2010).

Bakterilerde bulunan antibiyotik diren¢ genlerinin yakalanmasinda ve mobilizasyonunda
gorev aldig: bilinen temel mobil genetik elementler, DNA molekiilleri arasinda gen transferi
saglayabilen insersiyon sekanslar (IS), gen kasetleri/ integronlar ve transpozonlar ve hiicreler
arasinda transferi saglayabilen plazmidlerdir (Partridge, 2011). Ayrica bakteriyofajlar ve
patojenisite adalar1 da stafilokoklarda yer alan mobil genetik elementlerdir (Malachowa ve De

Loe, 2010).
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2.2.1. insersiyon sekanslar1 (IS)

Klasik IS ve kompozit transpozonlar: Klasik IS genellikle kisa, eslenik veya kusurlu
invert tekrarlar (IR) ile bagli kompakt mobil elementlerdir. Transpozaz proteinlerini kodlayan
bir veya iki gen neredeyse bu IR’ler arasindaki tiim alam kaplamaktadir. IR’in transpozaz
proteini tarafindan taninmasi IS’nin yeni bir bolgeye, bir ‘kes ve yapistir’ ve/ veya ‘kopyala
ve yapistir’ iglemi ile hareketine olanak saglar (Chandler ve Mahillon, 2002). Cogu IS nin yer
degistirmesi genellikle karakteristik 2-14 b¢ uzunlugunda direkt tekrarlarin (DR) olusmasina
neden olur. Klasik IS igerisinde direng genleri tasimadiklar1 seklinde tamimlansalar da, bir
genin herhangi bir tarafina sokulan ayni IS’nin (veya iki yakin iligkili IS) iki kopyas1, bu geni,
bir birim olarak hareket edebilen kompozit bir transpozonun pargasi olarak yakalayabilir

(Partridge, 2011).

Sekil II. Klasik IS ve kompozit transpozon (Partridge, 2011)

IR, IRg

Insertion \ ( ;
sequence ‘DR"DR) ‘DR)(DRI ’ Ug invert tekrar (IR)

Composite transposon s Antibiyotik direng genlen

ISEcpl ve iliskili elementler: ISEcpl,14-b¢’lik IR ile sinirlandirilmistir, fakat sagdaki
IR’yi (IRR) tammada basarisiz olarak ve yerine 3’ ucundaki zayif iliskili bir sekansi
kullanarak komgu bolgeleri hareket ettirdigi diisiiniilmektedir (Poirel, 2003; Lartigue, 2006).
Cesitli diger elementlerin de (ISEncal, 1ISSm2, 1S1247), ISEcp1 e benzer sekilde, antibiyotik
direng genlerini de iceren komsu bolgeleri mobilize ettigi diiiiniilmektedir (Van der Ploeg,

1995).

Sekil III. ISEcp! (Partridge, 2011)

DR'RL IRg 'RaE«)aR ’ Ug invert tekrar (IR)
ISEcp1 5 | - (5) | Antibiyotik direng genlent

Transposition unit

ISCR elementleri: ISCR elementleri, yuvarlanan gember replikasyonu ile hareket eden,
[S91, 1S801 ve 1S1294’leri de igeren 6zgiin bir IS ailesine benzemektedir. ISCR’nin de ayn
sekilde hareket ettigi diistiniilmektedir (Toleman, 2006) ve ‘transpozazlar’i igin rcr
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(yuvarlanan ¢ember replikazi) ismi Onerilmistir (Levings, 2008). ISCR elementleri, IR yerine,
genin 3’ ucunda bir orjin (o7iIS) ve 5’ ucunda bir son (terIS) ile baglidir ve DR olusturmazlar.
ISCR elementlerinin ferIS’1 tanimada basarisiz olarak genleri hareket ettirdigi ve komsu

sekansin i¢ine replikasyonun devam ettirildigi diistiniiliir (Toleman, 2006).

Sekil IV. ISCR (Partridge, 2011)

lens oMsS

ISCR — > mmm Antibiyotik direng genlen

2.2.2. Transpozonlar

Transpozonlar, hiicreler icerisinde ve arasinda kendilerine bir replikondan digerine
haraket imkani veren fonksiyonlar1 kodlayan genetik segmentlerdir. Cogu transpozonun
karakteristigi transpozisyona aracilik eden enzimler ve transpozisyon sirasinda transpozazlara
baglanan spesifik uclardir (invert veya direkt tekrarlar). Transpozonlarin replikasyon genleri
yoktur bu ylizden hayatlarini siirdiirmek igin bir replikatif yapiya (genelde bir plazmid veya
kromozom) entegre olmalidirlar. Transpozisyon konservatif veya replikatif olabilir (Rice,
2010).

En kiigiik transpozonlar IS dir. Sadece kendi transpozisyon fonksiyonlarini
kodlayabilirler. IS elementleri direng veya diger genler tarafindan sinirlandirilabilir, bunlar
kompozit transpozon olarak adlandirilmaktadir. Kompozit transpozonlar hareketliliklerini
tandem IS elementlerine bor¢ludurlar. Stafilokoklarda gentamisin direnci ¢gogunlukla aac(6’)-
aph(2’’) aminoglikozid-modifiye edici enzim geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen birgok
susda IS256’nin invert kopyalar ile sinirlandirilmistir. Stafilokoklarda bu transpozon Tn4001
olarak adlandirilmaktadir (Rice, 2010).

Tn3-ailesi: Basit kompozit transpozonlara nazaran daha kompleks bir ailedir. Transpozaz
geninin (fmpA) yaninda bir rezolvaz geni (fmpR) ve bir rezoliisyon bolgesi (res)
icermektedirler (Partridge, 2011). Bu transpozonlar replikatif bir siire¢ ile hareket
etmektedirler. Gram pozitif bakterilerde, Tn9/7, ErmB eritromisin ribozomal metilazin
ekspresyonu vasitasiyla makrolidlere, linkozamidlere ve streptogramin B’ye diren¢ kodlayan
bir Tn3-aile transpozonudur. Tn3-ailesi, Tn21-benzeri transpozonlari da igermektedir.

Integronlar ilk bu transpozonlardan tammlanmistir (Rice, 2010).
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Sekil V. Tn3- ve Tn2/- alt grubu transpozonlar (Partridge, 2011)

iH”‘_‘_ IR
Tn3-subgroup DF*: . T,
transposon i5)F,,, hpA ' TR e | (5) -
Ug inverttekrar (IR)
B res IR mmm) Antibiyotik diren; genleri
X ()
Tn21-subgroup DRks DR
transposon {(5) npA Itn;‘F" . mer or = (5)

2.2.3. Plazmidler

Plamidler kendilerini replike edebilen DNA molekiilleridir. Stafilokoklar tipik olarak
hiicre bagina bir veya daha fazla plazmid tagirlar ve bu plazmidler gen igeriginde varyasyon
gosterirler (Malachowa ve De Loe, 2010). Stafilokokal plazmidler {i¢ grup igerisinde
simiflandirilabilir: (1) kriptik veya tek bir diren¢ bilegenini tagiyan kiigiik ¢ok kopyali
plazmidler; (2) daha biiyiik (15-30bg) diisiik kopyal1 (4-6/hiicre) plazmidler, genellikle gesitli
direng bilesenlerini tasimaktadirlar; ve (3) konjugatif ¢ogul direngli plazmidler (Berg, 1998).
Biiyiik plazmidler teta replikasyonuna (Yunanca teta harfine benzeyen bir DNA replikasyon
mekanizmasi) ugrar, kiigiik plazmidler ise genellikle yuvarlanan-cember mekanizmas: ile
replike olurlar (Khan, 2005; Lindsay, 2010). S. aureus’un, E. coli veya B. subtilis gibi
bakterilere kiyasla gevreden DNA elde etme becerisinin sinirli olmasindan 6tiirii, stafilokokal
plazmidlerin hiicreler arasi transferinin ¢ogu transdiiksiyon veya konjiigasyon ile gerceklesir
(Morikawa, 2003). Bakteriyel konaga girdikten sonra, stafilokokal plazmidler serbest
¢embersel DNA olarak kalir veya agilip kromozoma entegre olurlar (Sekil VI).

Sekil VI. S. aureus tarafindan mobil genetik elementlerin kazanilmasi (Malachowa ve De

Loe, 2010).

1 Genomik DNA i¢ine Bacteriophage

plazmidlerin veya plazmid Bacieriophage
elementlerin 2. :
mkorporasyonu. 2.
Plaznudler serbest
¢embersel DNA olarak
devam edilebilir. 3. Intihar
plaznudi. 4. Plazmid ve
genomik DNA arasmda bur
transpozon veya bir IS 'nmn
transferi. 5. Hicre
igerisindeki plazmidler
arasmnda bir transpozon veya prasrid
bir IS 'nin transferi. 6.
Genomik DNAdan diger bir
plamide bir transpozon veya

bir IS ‘nun transferi

Transcuction/
bacteriophage

-V._N- @ O Plasmid

©)

®
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S. aureus’da B-laktamaz blaZ geni tarafindan kodlanmaktadir ve blal ve blaR diizenleyici
genleri ile yakindan iligkilidir. Plazmid ile kodlanan B-laktamazlarin diginda, bla genleri
transpozonlarda veya kromozal DNA igerisinde lokalize olabilir (Olsen, 2006). Giincel olarak,
enterokoklardan vankomisin direnci kazanan S. aureus suslar1 raporlanmaktadir. Mekanizma
olarak VISA suslarindan farkli olduklan diigiiniilmektedir (Weigel, 2003). Tn1546 konjugatif
bir plazmid igerisinde vankomisin diren¢ gen kiimesini kodlamaktadir. Bu elementin ko-
enfeksiyon esnasinda bir VRE sugsundan MRSA’ya transfer edildigi disiiniilmektedir
(Lindsay, 2010).

2.2.4. Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlarin stafilokokal ¢esitlilik ve evrim iizerine fazlaca etkisi oldugu
distintilmektedir. Fajlar 3 farkli grup igerisinde siniflandirilmaktadir; litik, 1liml1 ve kronik.
Litik fajlar faj terapisinde kullanilmaktadir, ¢iinkii bakteriler projeni fajlarin salinimi
esnasinda tamamen pargalanmaktadirlar. Kronik fajlar bakterileri 6ldiirmeden projeninin
hiicre dis1 ¢evreye salinmasina bu sekilde bakterinin iiremesine ve boliinmesine olanak saglar.
Ilimli fajlar enfeksiyon sonrasi bakterileri parcalama yetenegine sahip olmakla birlikte, tipik
olarak konak hiicresi ile uzun-dénem bir iligki olustururlar, bu sekilde faj DNA’s1 bir profaj
olarak stafilokokal genoma entegre olur (Goerke, 2009). Fajlar pozitif ve negatif lizojeni ile
viriilans artis1 veya kaybina neden olabilmektedirler. Panton-Valentine 16kosidin S. aureus’da
profajlar tarafindan kodlanan viriilans molekiillerindendir (Szmigielski, 1990).

Profajlar ve profajlarin kodladigi molekiiller ayrica stafilokoklarda diger mobil genetik
elementler ile ilgili isler gormektedir. Ornegin, profajlar baz1 stafilokokal patojenisite adalar1
icin hareket olusturmaktadir. Ayrica bazi fajlar, kromozomal DNA’ya 6nceden girmis
plazmidlerin veya plazmid elementlerinin transdiiksiyon ile antibiyotik direnci transfer etme
yetenegine sahiptir. Kloramfenikol direng bileseni igeren pS194 ve eritromisin direnci igeren
pI258 sirasiyla @11 ve @llde fajlar tarafindan transdiikte edilmektedir (Malachowa ve De
Loe, 2010).

2.2.5. Patojenisite adalar:

Stafilokokal patojenisite adalar1 (SaPi) 14-17 kb biiyiikliigiindeki mobil genetik
elementlerdir. Bugiine kadar, en az 16 SaPi sekanslanmistir (Novick ve Subedi, 2007).
SaPi’ler iyi korunan ¢ekirdek genleri ile ahenkli bir aile olusturmaktadirlar. Cekirdek genleri
transkripsiyonel diizenleyici proteinleri kodlayan iki ag¢ik okuma cergeveleri (ORF) ve

integraz, Rep proteini ve terminaz kodlayan bir bolge igermektedir. Cekirdek genlerine ek
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olarak, neredeyse tiim SaPi’ler eneterotoksinler veya toksik sok sendrom toksini
kodlamaktadir (Yarwood, 2002).

Sapi’ler kromozom (atts) tizerindeki alt1 farkli spesifik bélgenin biri igerisinde entegre
haldedir ve her biri daima aym oryantasyondadir. SaPi’ler enfeksiyonu takiben belirli
stafilokokal bakteriyofajlar tarafindan veya endojen profajlarin indiiksiyonu ile
hareketlendirilebilirler. Ornek olarak, SaPi’nin diger stafilokoklara eksizyonu ve transferine
aracilik etmek i¢in yardimci faj 80a’nin becerisi verilebilir (Malachowa ve De Loe, 2010).
SaPi’lerin orjini ve evrimini agiklamak igin g¢esitli hipotezler one siiriilmiistiir. Ornegin,
Yarwood tiim SaPi’ler igin ortak atasal genetik bir elementin (muhtemelen bir profaj)
varligin1 ve sonradan modiiler rekombinasyon olaylari ile adalarin gesitliliginin olustugunu

One siirmiistiir (Yarwood, 2002).

2.2.6. Genomik adalar

S. aureus suglarinda genomlar1 sekanslanan 3 genomik ada ailesi mevcuttur. Bu genomik
adalar vSAa, vSAp ve vSAy olarak isimlendirilmektedir ve 5> ucunda bir transpozaz geni ile
ve 3’ ucunda kismi restriksiyon-modifikasyon (RM) sistemi tip I ile simirlandirilmaktadir
(Malachowa ve De Loe, 2010). Genomik adalarin kompozisyonu goéz Oniine alindiginda,
genomik adalarin  horizontal gen transferi ile kazanilmig mobil elementler oldugu
diigiiniilmektedir (Dobrindt, 2004). Bir lipoprotein gen kiimesi (Ip/) ve stafiokokal
stiperantijen-benzeri genler (ss/) vSAa lizerinde lokalizedir. vSAB bakteriyosin,
enterotoksinler, hiyaluronat liyaz ve bir serin proteaz gen kiimesini kodlamaktadir. vSAy ise
B-tipi fenol-¢6ziinebilir modiilinleri kodlayan genleri ve vSAa’dakine benzer ss/ genlerinin bir

kiimesini igermektedir (Gill, 2005).

2.2.7. Gen kasetleri

Gen kasetleri antibiyotik direnci ile iligkili en kiigiik mobil elementlerdir ve genelde bir
gen (genelde bir ribozom-baglama bolgesinin 6niinde gelir) ve bir arfC rekombinasyon
bolgesinden (veya 59-bazlik element) olugmaktadirlar. Farkli kasetlerin attC bolgeleri
uzunluk ve sekansta varyasyon gosterirler, fakat uglarinda korunmus bolgeler icermektedirler.
Gen kasetleri gegici olarak ¢embersel molekiiller olarak var olabilir fakat kendi hareketleri
i¢in gerekli mekanizmay1 kodlamazlar ve genelde integronlara veya nadiren ikincil bolgelerde

entegre halde bulnurlar (Partridge, 2011).
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Sekil VII. Gen kasetleri (Partridge, 2011)

So G
cassettes attC attC

Stafilokokal kaset kromozomu: Stafilokokal kaset kromozomlar1 (SCC), daima S.
aureus kromozomu lizerineki orfX genine sokulan nispeten biiyiik DNA fragmanlaridir. SCC
antibiyotik direnci ve/ veya viriilans bilegenlerini kodlayabilir. Bir ¢ok SCC’nin metisilin
direng genini (mecA) kodladigim diisiiniirsek, SCC’ler SCCmec veya non-SCCmec seklinde
iki grupta tasnif edilebilir (Malachowa ve De Loe, 2010). MecA genine ek olarak, SCCmec ek
antibiyotik direncini kodlayabilen represor Mecl, transmembran S-laktam sinyal transdiiktorii
MecR1, rekombinazlar CcrAB ve CcrC ve birlestirme bolgeleri J’yi kodlamaktadir (Sekil II).
SCCmec’in rekombinazlar tarafindan entegrasyon ve eksizyonu orfX’in 3’ucundaki S. aureus
kromozomu {izerindeki spesifik bir baglanma bolgesi (attBscc) igerisinde meydana
gelmektedir (Ito, 2003).

SCCmec kompleksi igerisindeki mec ve iligkili genlerin organizasyonuna dayali olarak,
bes farkli (A-E) SCCmec smifi tanimlanmistir, ii¢ii (A-C) S. aureus’da en yaygin olanlardir
(IWG-SCC, 2009). Sadece smif A SCCmec komplet mecA regiilonunu (mecl-mecR1-mecA)
icermektedir, sinif B ve C’de diizenleyici genler IS’ler ile boliinmiistiir; sinif B’de 1S1272-
AmecR1-mecA ve sif C’de 1S431-AmecR1-mecA (Malachowa ve De Loe, 2010). Mevcut
sekiz SCCmec tipinde tammlanmis 3 mec kompleks sinifi ve dort farkli cer allotipi vardir.
Ancak, SCCmec tipleri J bolgelerindeki varyasyonlara dayali olarak daha ileri alt tiplere
ayrilabilir. Ilging olarak, toplum-kokenli MRSA suslar tipik olarak SCCmeclV, V veya VII
elementlerini tagirken, hastane-k6kenli MRSA tipik olarak mecA’ya ek olarak direng
elementlerini kodlayabilen daha biiyiik SCCmec 1, II, III, VI veya VIII’i igermektedir
(Chambers, 2009). Bu ek direng gen bilesenleri genellikle SCCmec’in J bolgelerine sokulmus

plazmidler, transpozonlar veya IS’ler tarafindan kodlanmaktadir (Sekil VIII)
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Sekil VIII. SCCmec tipleri (Malachowa ve De Loe, 2010)
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Non-SCCmec: SCC’ler kompleks olabilir ve bu yiizden metisilin direncini kodlamaya

sinirlandirilamaz. SCCyy fusidik asit direncini kodlamaktadir. SCCercury civa kloride kars

direnci kodlamaktadir. Fagositozdan koruyan kapsiiler polisakkarit 1’in sentezini kodlayan

genler SCCcap! olarak isimlendirilen 6zel bir SCC elementinin iizerine lokalizedir.

2.2.8. integronlar

Integronlar eksojen agik okuma gergevelerini (ORF), bolgeye-spesifik rekombinasyon ile

yapiya dahil eden ve bunlari dogru ekspresyonlarim saglayarak fonksiyonel genler haline

doniistiiren toplanma platformlaridir. Bir integron genelde bir integraz1 kodlayan bir int/ geni,

bir artl rekombinasyon bolgesi ve disa-oryante bir promoterin varlig: ile tanimlanmaktadir

(Mazel, 2006). Artl ve/ veya attC bolgeleri arasindaki intI'min katalizledigi rekombinasyon

kasetlerin sokulmasi veya ¢ikarilmasi ile sonuglanmaktadir (Partidge, 2009).
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Sekil IX. Kaset sokulmasi veya ¢ikarilmasinda integron-aracili model (Cambray ve ark.,

2010)
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Cesitli kasetler ardigik olarak aymi integronda, kasetler daima aymi oryantasyonda
yerlesecek sekilde, bir dizi olusturmak igin sokulabilir. Integronlar ilk defa antibiyotik direng
genleri ve mobil elementler ile olan iligkilerinin bir sonucu olarak tanimlanmislardir (Stokes
ve Hall, 1989). Fakat su anda, integronlarin birgok tiiriin kromozumunda bulundugu ve
genetik elementlerin 6nemli bir simifini teskil ettigi agiktir (Mazel, 2006). Integronlar ilk
tanimlandiginda, integron tanimi integronlarin kendilerinin mobil bir DNA elementi oldugunu
ongérmekteydi (Stokes ve Hall, 1989). Bu ongorii karakterize edilen ilk integronlarin
transpozonlarda lokalize olmasina dayanmaktaydi. Bu &rneklerde integronlarin
transpozisyonu, sadece integron igindeki gen kasetlerini mobilize eden, integronun kodladigi
integrazin aktivitesine dayanmamaktaydi. Ancak hem transpozonlar tarafindan taginan hem de
bakteriyel genomlarin hareketsiz komponentleri olarak mevcut olan diger integron tiplerinin
kesfi ile, tiim integronlar iki alt grup igerisinde siniflandirilabilmektedir: mobil integronlar
(MI), mobil genetik elementlere baglh ve antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinda yer alan

integronlar; siiper (kromozomal) integronlar (Ki) (Mazel, 2006).

22



2.2.8.1. Mobil integronlar (Mi)

MP’lar, konjugatif plazmidler tarafindan tagmabilen, fiziksel olarak mobil DNA
elementleri ile iliskili (transpozonlar) fonksiyonel platformlardir. Bu elementler, ayni veya
farkli tiirlerin bakteriyel bireyleri arasinda etkin genetik bilgi aktarimima olanak saglayan,
dogal genetik aygitlar olarak gorev gormektedirler. MI’ler hetorojen kokenli sadece birkag
kaset igermektedir ve muhtemelen farkli genomik zeminlerde ardigik olarak toplanmiglardir.
Tamimlanan en uzun dizi sekiz kasetten olusmaktadir (Naas, 2001). Kasetlerin heterojenitesi,
kodlanan ORF’lerinin tutarsiz kodon kullammi ve attC bolgelerindeki sekans ve boyut
gesitliligi ile belirlenir. Asikar heterojen orjinleri ile geligserek, bir MI ile iliskili kasetler
carpict bir fonksiyonel homojenite gosterirler. Cogunlukla antibiyotik direncinde gérev
almaktadirlar. Cesitli antibiyotik direng genlerini tagiyan 130°dan fazla farkli kasetlik bir
havuz MI’lerde tanimlanmistir (% 98’lik bir niikleotid 6zdeslik esigine dayal1) (Fluit, 2004).
Birlikte, bu kasetler, B-laktamlari, tiim aminoglikozidleri, kloramfenikolii, trimetoprimi,
streptotrisini, rifampini, eirtormisini, fosfomisini, linkomisini, kinolonlar1 ve Kkuarterner
amonyum-bilesen ailesini igeren ¢ogu antibiyotik sinifina direng saglamaktadir (Cambray ve
ark., 2010). Klinik izolatlardan elde edilen MI’lerde sadece birka¢ kaset bilinmeyen
fonksiyonlu ORF’leri tagimaktadir.

Bugiine kadar, kodlanan integrazlarin sekansina dayali olarak, 5 farkli MI simifi
tanimlanmigtir. Sadece ilk {igii tarihsel olarak ¢ogul direng fenotiplerinin dagiliminda yer alsa
da, tim 5 sinifta antibiyotik diren¢ determinanlar ile iligkilendirilmistir (Mazel, 2006). Sinf 1
integronlar en yaygin olani ve klinik olarak en énemli olamidir. Gram negatif klinik izolatlarin
%22’si ila % 59’unda tespit edilmektedirler (Labbate, 2009). Ayrica nadiren gram pozitif
bakterilerde de tammlanmiglardir (Nandi, 2004; Nesvera, 1998; Shi, 2006). Bu itibarla, sinuf 1
integronlar major deneysel integron modelini olusturmaktadirlar. Simf 1 integronlar
Tn402’den koken alan, sonradan Tn21 gibi daha biiyiik transpozonlarda da gémiilii olabilen,

fonksiyonel ve non-fonksiyonel transpozonlar ile iliskilidirler.
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Sekil X. Sinif 1 integronlar; a) Tn402-benzeri simf 1 integron, b) 3'-CS’li siif 1 integron
Tn402 deriveleri (Partidge, 2009)
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Sinif 2 integronlar, iki istisna ile, gogunlukla Tn7 deriveleri ile iliskilidir ve bir dizi farkl1

kaset dizileri gostermektedirler (Biskri, 2003; Ramirez, 2010).

Sekil XI. Sinif 2 integron (Tn7) (Partidge, 2009)
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B

Siif 3 integronlarin da ayrica bir transpozon iginde lokalize oldugu diisiiniiliir ve siif

2’den daha az yaygindir (Arakawa, 1995; Collis, 2002).

Sekil XII. Sinuf 3 integron (Partidge, 2009)

Pc IRi
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Diger iki MI siufi, Vibrio tiirlerindeki trimetoprim direng gelisimindeki rolleri vasitasiyla
tammlanmiglardir. Simf 4 integron Vibrio cholerae’da bulunan integratif ve konjiigatif
element SXT’nin bir alt kiimesinde gémiiliidiir (Hochhut, 2001). Simf 5 integron Alivibrio
salmonicida’min pRSV1 plazmidi iizerinde taginan bir bilesik transpozonda lokalizedir
(Sorum, 1992).

Direng genleri ile iligkili olmayan simif 1 ve 3 integronlar ¢evresel bakterilerde elde
edilmistir (Xu ve ark., 2007b; Gillings ve ark., 2008). Bu durumlarda, integronlar
fonksiyonlar1 bilinmeyen kasetler tasimaktaydilar. Ek olarak, fonksiyonel bir integraz
kodlayan smif 2 integronlar iki occasion iizerinde izole edilmistir (Barlow, 2006; Marquez,
2008). Birincisinde, integron non-antibiyotik-direng gen kasetleri ile iliskiliydi (Barlow,
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2006) Bu veri MI’larin spesifik olarak antibiyotik direnci igin var olmadigma fakat
muhtemelen bakteriyel adaptasyona aracilik etmede genisge yer aldiklarina isaret etmektedir.
Direng fonksiyonlarinin prevalanst muhtemelen klinik olarak iliskili ¢evre tizerine odaklanan
yanli érneklemeden kaynaklanmaktadir ve bu ortamlardaki integronlarin evrimsel basarisini

yansitmaktadir.

2.2.8.2. Kromozomal integronlar

1990’larin sonlarinda, MI gen kaset dizileri ve V. cholerae genomunda tanimlanan tekrarlanan
DNA sekanslarinin bir kiimesi arasindaki iligkiyi inceleyen ¢alismalar V. cholerae serotip O1
biotip EI Tor sus N16961 genomunun kromozomu iizerinde farkli bir integron tipinin kesfine
yol agt1 (Mazel, 1998). Bu integron, Mi’larin integrazlan ile iliskili spesifik bir integraza
sahipti (VchIntA) ve mobil gibi de goziikmiiyordu. Aslinda, kromozomda lokalizeydi ve
mobil DNA elementleri ile iliskili degildi (Hiedelberg, 2000).

KD’ler gesitli bakteriyel tiirlerde bulunmaktadir (Tablo VI). 2007 yilinda tam olarak veya
kismen sekanslanan mevcut 603 genomun kapsamli bir analizi bunlarin % 9’unun bir integron
integrazi tasgidigim gostermistir (Boucher, 2007). Daha fazla genom ile Mart 2010°da
ylriitilen benzer bir arastirmada, genomlarin yaklagik % 17’sinin bir integron integrazi
tagidig1 gosterilmistir (NCBI’da mevcut 1189 komplet bakteriyel genomdam 207’si). Bu
integrazlarin bir temsilci drneginden ¢ikarilan filogenetik iligki ii¢ major gruba farklilasmaya
olanak saglar: (a) toprak-dogal su protobakteri integron grubu, ¢ogunlukla dogal su ve toprak
cevresinden elde edilen protobakterilerden olusmaktadir; (b) deniz y-proteobakteri grubu; ve
(c) ters integraz grubu, kaset dizisi bakimindan integrazin es dogrusal oryantasyonu tarafindan
karakterize edilir, boylece artl bolgesi integrazin 3’ ucunda bulunur. Ilk ikisi ekolojik olarak
iligkili taksonlardandir, oysa tiglinciisii taksonomonik olarak farkli organizmalar1 yeniden
gruplandirmakta fakat yapisal bir hususiyet ile korele etmektedir (Cambray ve ark., 2010).

Gériinen su ki, KI'lerin dagilim gesitli bakteriyel subelere yol agmustir ve integrazlarin
dallanma paternleri organizmal filogeni ile iyi bir uyum igindedir. Bu acik bir sekilde
integronlarin antik ve genelde stabil genomik yapilar oldugunu gostermektedir (Cambray ve
ark., 2010). Cesitli filogenetik uyumsuzluklar -lateral transfer olayinin az oldugunu séyleyen-
fark edilebiliyor olmasina ragmen, KI’ler konak genomlarinin sedanter sakinleridir (Boucher,

2007).
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Tablo VI. Kromozomal integronlari i¢ceren bazi bakteriyel tiirler ve iliskili kasetlerin

yapisal ozellikleri (Cambray ve ark., 2010).

Bakteriyel grup Bakteriyel sus Gen kasetlerinin Tipik anC
Sayisi Uzunlugu
y-proteobacteria
Vibrionaceae Vibrio vulnificus CMCP6 217 126-129
Vibrio cholerae N16961 179 126-129
Vibrio sp. DAT722 116 126-128
Vibrio parahaemolyticus RIMD2210633 69 125-128
Vibrio alginolyticus 12G1 51 126-129
Vibrio fischeri ES114 38 125-127
Vibrio splendidus LGP32 25 126-129
Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas tunicata D2 7 78-129
Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125 5 98-102
Xanthomonadaceae Xanthomonas campestris pv. campestris 22 60
ATCC 33913
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 3 79-94
Pseudomonadaceae Pseudomonas stutzeri Q >7 7677
Pseudomonas alcaligenes 32 76-90
Shewanellaceae Shewanella sp. MR-7 2 90-92
Shewanella denitrificans OS217 0 NA
Alteromonadaceae Saccharophagus degradans 2—40 73 111-140
B-proteobacteria
Nitrosomonas europaea ATCC19718 0 NA
Nitrosomonas eutropha C71 3 60-120
Azoarcus sp. EbN1 3 59-73
Rubrivivax gelatinosus PM1 2 70-126
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d-proteobacteria

Geobacter metallireducens GS-15 3 59-63
Planctomycetes Rhodopirellula baltica SH1 0NA NA
Spirochaetales Treponema denticola ATCC35405 45 6368

KT1’lerin kaset dizisi ok sayida kaset igerebilir (Vibrio vulnificus’da 217’ye kadar), ger¢i
bazilar sadece ¢ok az hatta hi¢ kaset icermemektedir. KI’ler arasinda, siiperintegronlar olarak
adlandirilan bir alt grup spesifik karakteristikleri tarafindan tanimlanmaktadir. Iliskili attC
bolgelerinin yiiksek dereceli 6zdesligi ile (>80%), biiyiik bir kaset dizisi gosterirler (>20).
Vibrio tiirlerinin  genomunda bulunan ¢ogu KI’ler boyledir (Cambray ve ark., 2010).
Homolog aftC bolgeleri gergekte spesifik tiirlerdir ve genetik olarak ilgili bir topolojiyi
tammlarlar. KI integrazlar ile kargilagtirildiklarinda, MI’lerin integrazlari birlikte
gruplandirilmazlar fakat aksine agagta dagilirlar (Rowe-Magnus, 2001). Intllve IntI3 yakin
olarak iligkilidir ve toprak-dogal su proteobakteri grubuna aittirler. IntIl2 ve Vibrio’da
raporlanan diger iki MI’un integrazlar1 deniz y-proteobakteri grubu igerisinde ¢esitli noktalara
dallanirlar (Mazel, 2006). Dolayisiyla, antibiyotik direng fenotiplerine ortak fonksiyonel
katkilarina ragmen, Mi’ler evrimsel olarak tutarli bir grup olusturmamaktadirlar. Aksine,
muhtemelen diger mobil elementler tarafindan rastlantisal olarak mobilize edilen Ki’lardan,
¢esitli zamanlarda bagimsiz olarak kéken almiglardir (Rowe, 2001). Klinik ortamdaki sinif 1
integronlarin basarili bir sekilde yayilimina yol agan mobilizasyon siiregleri nispeten iyi
anlagilmistir ve varsayimsal olarak siuf 1 integronlarin en yaygin formlarim olusturan
evrimsel gegmisin yapilanmas ile ilgili bir model onerilmektedir (Cambray, 2010). Kisaca,
herhangi bir diren¢ kasetinden mahrum siif 1 integronlar c¢evresel bakteriler Azoarcus
communis MUL2G9 ve Acidovorax sp. MUL2G8A nin kromozomlarinda raporlanmistir. Bu
integronlar mobil elementler ile iliskili degildir ve mobil simif 1 integronlarin atalar1 olarak
kabul edilebilir. Boyle bir Ki, akabinde, iki akraba invert tekrar ile iliskili transpozisyon
genlerinin eklenmesi sayesinde fonksiyonel bir transpozonun i¢ine gémiiliir. Bu yap1 sonra
atasal Tn402’ye onciilik eden bir gacE kaseti edinir (kuarternar amonyum bilesiklerine
direng). Bu transpozon sonra, gacE’nin 5’ucunda delesyon ile sonuglanan alisilmadik bir
mekanizma ve iligkili arrC bolgesi sayesinde su/l genini alir (siilfonamidlere direng). Bu
major direng bileseninin kazanilmasi muhtemelen bu Tn402 derivesinin yayilimini, genis bir
genetik zemin araliginda arttirmaktadir. Sonra bu M, potansiyel direng kasetlerini de igeren

muazzam bir kaset repertuarina erisim saglar. Muhtelif yapisal degisiklikler ve diger IS’ler ile
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iligkiler bu yayilima eslik eder, bu da simif bir integronlarda gériilen giincel gesitlilige yol

a¢cmaktadir (Cambray ve ark., 2010).

Sekil XIII. Integron integraz genlerinin filogentik iliskisi (Mazel, 2006)
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2.3. Stafilokoklarda integron

2.3.1. Stafilokoklarda integron varhginin gisterilmesi

Sinif 1 integron antimikrobiyal diren¢ genlerinin primer bir kaynag: olarak tanimlandif1
ve mikrobiyal popiilasyonlar igerisinde diren¢ genlerinin rezervuari ve degis-tokus
platformlar1 olarak hizmet ettiginden stiphelenildigi i¢in, g¢esitli gram negatif bakterilerde
antibiyotik direng genlerinin dagilim ve yayilimindaki rolu iyi bir sekilde arastirilmis ve gram
negatif organizmalar arasinda dagilimi1 %22-59 olarak kaydedilmistir (Martinez-Freijo ve ark.,
1998). Ancak gram pozitif bakterilerde sinif 1 integron varligi hakkinda bilinenler ¢ok azdir.
Gram pozitiflerde ilk olarak, 1998 yilinda, streptomisin/ spektinomisin direng bileseni ile ilgili
tipik bir sinif 1 integron Corynebacterium glutamicum’dan elde edilen 29-kb’lik bir plazmid
pCG4 tizerinde tespit edildi (Nesvera ve ark., 1998). 2002 yilinda, streptomisin, spektinomisin
ve tetrasiklin direncini kodlayan yeni bir aminoglikozid adenil transfreaz gen kaseti aadA9 ile
birlikte int/l benzeri bir gen C. glutamicum’dan elde edilen 27.8-kb’lik bir R-plazmid pTET3
lizerinde gozlenmistir (Tauch ve ark., 2002). Nandi ve ark. kiimes kumlugundan izole edilen
gram pozitif mikroorganizmalarda smif 1 integron varlifim incelemislerdir ve
Corynebacterium spp. (C. ammoniagenes, C. casei ve C. glutamicum), Aerococcus spp.,
Brevibacterium thiogenitalis ve Staphylococcus spp. (S. lentus, S. nepalensis and S. xylosus)
gibi ¢esitli gram pozitif bakteri tiirlerinde simif 1 integron bulmuslardir (Nandi ve ark., 2007).
Yine iki ¢aligmada enterokoklarda sinif 1 ve simif 2 integron varligi gosterilmistir (Clark ve
ark., 1999; Xu ve ark., 2010). Fakat stafilokoklarda genis ¢apta ilk klinik ¢alisma Shi ve ark.
tarafindan yapilmigtir (Shi ve ark., 2006). Ardindan ayni ekipte yer alan Xu ve ark. tarafindan
2001-2006 yillar1 arasinda Giiney Cin’de bir hastaneden izole edilen metisilin direngli S.
aureus ve koagiilaz stafilokoklarda simif 1 integron varlig1 ¢esitli ¢aligmalarda gosterilmistir

(Xu ve ark, 2007a, 2008a, 2008b).

2.3.2. Sinif 1 integron pozitif MRS izolatlarinin epidemiyolojisi

2001-2006 yillar1 arasinda Giiney Cin’de izole edilen 262 MRS izolat1 sinif 1 integron
varlig1 agisinda ¢esitli ¢alismalarda Xu ve ark. tarafindan aragtinlmistir (Xu ve ark., 2011).
Ayrica SCCmec tiplemesi yapilan bu 262 MRS izolatinda baskin olan tiplerin klasik
nozokomiyal tipler olan SCCmec tip I, II ve III oldugu tespit edilmistir. Test edilen 262 MRS
izolatininin, 122’sinde PZR ile intl 1 tespit edilerek simif 1 integron varlig1 gosterilmistir (Xu
ve ark., 2011). Higbir izolatta simf 2 ve 3 integron varlig1 gosterilememistir. Integraz geninin

tespit edilmesinden sonra suslarin degisken bolgeleri ve 3° korunmus bolgeleri de
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arastirllmistir. Cogu izolatin (%94.3) AqacE ve bir sull geni ve ORF5 igeren klasik 3’
korunmus segmentine sahip oldugu gosterilmistir.

Yapilan degisken bolge analizinde de, suslarin 4 farkli gen kaset dizisine sahip oldugu
gosterilmistir. 61 izolatta trimetoprim ve aminoglikozid direncine neden olan dftA412-orfF-
aadA2 gen kaseti dizisi, 53 izolatta sadece aadA2 gen kaseti, 5 izolatta aminoglikozid ve
kloramfenikol direncine neden olan aacA4-cmIAl gen kaseti dizisi ve 3 izolatta da
trimetoprim ve aminoglikozid direncine neden olan dfrd17-aadA5 gen kaset dizisi varligi
gosterilmistir (Xu ve ark., 2011). Sinif 1 integronun yerinin belirlendigi Southern blot
hibridizasyon ¢alismalardinda tespit edilen sinif 1 integronlarin plazmidik degil kromozomal

oldugu gosterilmigtir (Xu ve ark., 2011).

2.3.3. Smif 1 integron pozitif MRS izolatlarinin antibiyotik duyarhhiklar
Xu ve ark. yapmis oldugu g¢alismaya gére 2001-2006 yillarinda Giiney Cin’den izole
edilen integron pozitif MRS izolatlar1 eritromisin, gentamisin, tetrasiklin ve trimetoprim-

stilfametoksazol direnci ile istatistiksel olarak iligkili bulunmustur (Xu ve ark., 2011).

2.3.4. Stafilokoklarda tespit edilen sinif 1 integronlarin orjinleri ve dagilimi
Stafilokoklarda bugiine kadar tespit edilen sinif 1 integronlarin gram negatif bakterilerde
tespit edilen integronlar ile biiyiik bir homoloji gostermektedir (Xu ve ark., 2011). Bu da
hastane ortaminda gen kasetlerin filogenetik olarak farkli bakteriler arasinda horizontal
transferini akla getirse de, integronlarin gram pozitif ve negatif organizmalar arasinda

horizontal transferi ve yayilim1 hala net degildir ve ileri diizeyde arastirmalara gerek vardir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Stafilokok izolatlarmin Toplanmasi

2010 yili Nisan-Haziran aylar1 arasinda OMU-SUVAM TPL Bakteriyoloji Subdisiplin
Laboratuarina gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 50 metisilin direngli S. aureus
(MRSA) ve 50 koagiilaz negatif stafilokok (MRKNS) olmak iizere toplam 100 stafilokok
izolat1 caligmaya dahil edildi. Pozitif kontrol suslari olarak, S. aureus ATCC 43300 ve E.coli
K8 suslar1 kullanildi.

3.2. Metisilin Direncli Stafilokok izolatlarindan DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu yapilacak klinik ve pozitif kontrol suslari bir giin 6ncesinden
saklama stoklarindan MHA plaklarina pasajlandi. Ureyen saf kolonilerden Invitrogen
PureLink Genomic DNA Kit’i kullanilarak iiretici firmanin Onerileri dorultusunda DNA

ekstraksiyonu yapildi (Invitrogen User Manual, 2007).

3.3. Metisilin Direncli Stafilokoklarin Tanimlanmasi

3.3.1. Fenotipik Yontemler

2010 yili Nisan-Haziran aylar1 arasinda OMU-SUVAM TPL Bakteriyoloji Subdisiplin
Laboratuvarina g¢esitli servis ve polikliniklerden gelen hasta orneklerinden elde edilen
stafilokok stipheli kiiltiirlere asagidaki fenotipik yontemler uygulanmistir.

Koloni morfolojisi: Besiyerinde morfolojik olarak stafilokok ile uyumlu koloniler
degerlendirmeye alindi.

Mikroskobik muayene: Bu amagla gram boyama yapilacak ve gram pozitif, kiimeler
olusturan koloniler degerlendirmeye alindi.

Katalaz test: % 3 hidrojen peroksit kullanilarak yapilacak test sonucunda pozitif
koloniler degerlendirmeye alindi.

Phoenix BD Otomatize Mikrobiyoloji Sistemi: Yukaridaki inceleme ve testler
sonucunda stafilokok siipheli izolatlarin identifikasyonu amaciyla, BD Phoenix gram pozitif
identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik kartugsu (PMIC/ID-33) kullanildi. Cihazdan metisilin
direngli stafilokok (MRS) olarak tanimlanan izolatlar ¢aligma tarihine kadar %25 gliserol
iceren brain heart infusion broth i¢erisinde -80 °C’de saklandi.

Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi:
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S. aureus ve koagulaz negatif stafilokoklarda metisilin direnci ek olarak CLSI M2-A9°da
Onerildigi sekilde disk difiizyon yontemi ile belirlendi (CLSI, 2006). Mueller Hinton Agar
(MHA) ve 30 pg sefoksitin igeren diskler kullanildi.

e Buzdolabinda +4 °C’de saklanan diskler kullanimdan &nce potens kaybini dnlemek
i¢in 10-15 dakika oda 1sisinda bekletildi.

e Inokulum direkt koloni siispansiyonu yontemiyle hazirlandi. %5 koyun kanli agara
pasajlanarak elde edilecek bakteri kolonileri %0.9 NaCl i¢inde siispanse edildi.

e Bakteri yogunlugu spektrofotometrik olarak 0.5 McFarland bulaniklik derecesine
esdeger olacak sekilde ayarlandi.

e Inokulum siispansiyonu hazirlandiktan sonra steril ekiivyon ile MHA plagina inokiile
edildi.

e Ortalama 3-5 dakika beklendikten sonra sefoksitin diski yerlestirildi. Diskler steril bir
pens yardimiyla yerlestirildi ve lizerlerine pensle hafifce bastirilarak besi yeriyle
tamamen temas etmesi saglandi.

Plaklar diskler yerlestirildikten sonra 15 dakika i¢inde etiive yerlestirildi. 35+2°C’de 24
saatlik inkiibasyondan sonra inhibisyon zon ¢aplar1 CLSI M100-S21°e gore degerlendirildi
(CLSI, 2011). Staphylococcus aureus ve Staphylococcus lugdunensis igin zon gap1 > 22 mm,
diger koagulaz negatif stafilokolar i¢gin zon ¢ap1 > 25mm olan izolatlar metisilin direngli kabul

edildi.

3.3.2. Metisilin Direncli Stafilokoklarin Multipleks PZR Yontemiyle Dogrulanmasi

3.3.2.1. 16S rRNA, nuc ve mecA Gen Bolgelerinin Amplifikasyonu

Cesitli klinik drneklerden izole edilen ve geleneksel yontemler ile MRS oldugu belirlenen
izolatlarin genotipik olarak dogrulanmasi i¢in multipleks PZR yontemi ile stafilokok cinsine
Ozgii 16S 1RNA, S. aureus tiirline 6zgli nuc ve metisilin direncine 6zgii mecA genlerinin
amplifikasyonlar1 yapildi. Amplifikasyonlar igin Tablo VII’de belirtilen primer ¢iftleri
kullanildi.
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Tablo VII. Metisilin direngli stafilokok izolatlarinin multipleks PZR yo6ntemiyle

dogrulanmast i¢in kullanilan primer dizileri (Louie, 2002)

Primer ada Primer dizisi (5’——»3’) Baz Cifti
(bp)
MecA-1 5’-AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C-3°
MecA-2 5’-AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C-3° 533
Nuc-1 5°-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3’
Nuc-2 5’-AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC-3 270
Staph756F 5’-AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA-3’
Staph756R 5’-CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA CC-3’ 756

Multipleks PZR’de 16S rRNA, nuc ve mecA gen bélgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli
reaksiyon karisimi (master mix) Tablo VIII’de sunulmustur. Her reaksiyona pozitif kontrol
olarak standart S. aureus ATCC 43300 susu eklendi. Ayrica her reaksiyona, kalip DNA yerine
steril distile suyun kullanildig1, bir negatif kontrol de eklendi.

Tablo VIIIL. 16S rRNA, nuc ve mecA gen bolgelerinin multipleks PZR’de ¢ogaltilmasi

icin kullanilan 25 pL reaksiyon karigimi.

Kalip DNA 1 ul
10X PZR tamponu 2.5l
Staph 756 F (10 pmol/uL) 0.5 pl
Staph 750 R (10 pmol/uL) 0.5 ul
Nuc -1 (10 pmol/pL) 0.5 pul
Nuc -2 (10 pmol/uL) 0.5 pl
MecA-1 (10 pmol/pL) 1.25 pl
MecA-2 (10 pmol/uL) 1.25 pl
25 mM MgCl, 3ul
10mM dNTP karigimi 0.5 ul
taqg DNA polimeraz (5 U) 0,5 ul
distile su 13 pl
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Hazirlanan reaksiyon karisimi SANYO DNA AMPLIFIER MIR-D40 cihazina yiiklendi

ve amplifikasyon i¢in asagidaki program kullamldi.
940C’de 2 dakika (6n denatiirasyon) ——1 dongii
940C’de 15 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)
SSOC’de 30 saniye (primer baglanmasi) 10 dongii
720C’de 30 saniye (primer uzamasi)

o
72 C’de 10 dakika (son uzama) — 1 dongii

PZR {iriinii DNA’larin (amplikonlarin) tespiti igin DNA jel elektroforezi kullanildi.
Agaroz konsantrasyonu %1 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile agaroz jel hazirlandi.
Mikrodalga firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve sogumaya
birakildi. 11k agaroz jel kuyucuguna “Promega 100 bp DNA Ladder Plus” veya “Promega 100
bp DNA Ladder” belirteglerinden 10 pl eklendi. Ikinci kuyucuga pozitif kontrol susu S.
aureus ATCC 43300’tin amplikonu, geri kalan kuyucuklara ise sirasiyla klinik izolatlarin
amplikonlarindan 10 ul, 2 pl 6X yiikleme tamponu ile karigtirilarak uygulandi. 1 saat
stiresince 120 V elektirik akimi altinda molekiiler boyutlarina gére DNA bantlar ayristirildi. 5
ug/ml etidyum bromid igeren distile suda 20 dakika jel boyandi. Jel U.V. 15181 altinda Bio-Rad
Gel Doc XR cihaz1 ile goriintilendi ve Quantity One yazilimi kullanilarak goriintiiler

kaydedildi.
3.4. Metisilin Direncli Stafilokoklarin Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

3.4.1. Disk Difiizyon Yoéntemi
MRS izolatlarinin eritromisin, klindamisin, trimetoprim-siilfametaksazol, teikoplanin,
tetrasiklin, linezolid, gentamisin, siprofloksasin, quinupristin-dalfopristin ve kloramfenikol
antibiyotikleri i¢in duyarlilik testleri CLSI M2-A9’da onerildigi sekilde disk diflizyon
yontemi ile yapildi (CLSI, 2006).
e Buzdolabinda +4 °C’de saklanan diskler kullanimdan once potens kaybini1 onlemek
i¢in 10-15 dakika oda 1si1sinda bekletildi.
e Inokulum direkt koloni siispansiyonu yontemiyle ile hazirlandi. Bir giin 6ncesinden
saklama stogundan %5 koyun kanl agar plagina pasajlanarak elde edilen bakteri

kolonileri %0,9 NaCl iginde siispanse edilerek hazirlandi.
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e Bakteri yogunlugu spektrofotometrik olarak 0.5 McFarland bulaniklik derecesine

esdeger olacak sekilde ayarlandi.

e Inokulum siispansiyonu hazirlandiktan sonra steril ekiivyon ile 150 mm’ lik MHA

plagina inokiile edildi.

e Ortalama 3-5 dakika beklendikten sonra antibiyotik diskleri, merkezleri aralarinda en

az 24 mm olacak sekilde 150 mm’ lik MHA plagina yerlestirildi ve hafifge

bastirilarak besi yeriyle tamamen temas etmesi saglandi.

Plaklar diskler yerlestirildikten sonra 15 dakika iginde etiive yerlestirildi. 35+2°C’de 24

saatlik inkiibasyondan sonra disklerin inhibisyon zon ¢aplar1 CLSI M100-S21°e gore

degerlendirildi (CLSI, 2011).

3.5. Metisilin Direncli Stafilokoklarda Smif 1 Integron Varhigmm Arastirilmasi

3.5.1. Intl 1 Gen Bolgesinin PZR Yontemi ile Arastirilmasi

Fenotipik ve ardindan genotipik olarak MRS oldugu tespit edilen izolatlarda sinif 1

integron varligi PZR yontemi ile aragtirildi. Siif 1 integron varligim tespit etmek igin,

integrazi kodlayan intl 1 gen bogesine 6zgii primerler kullanildi (Tablo IX).

Tablo IX: Simf 1 integronun tespitinde int/ 1 gen bélgesinin amplifikasyonu igin kullanilan

oligoniikleotid primer dizileri (Zhang, 2004)

Primer ad1 Primer dizisi Baz Cifti (Bp)
intl-1U 5-GTTCGGTCAAGGTTCTG-3'
intl-1D 5'-GCCAACTTTCAGCACATG-3' 923

PZR’de intl 1 gen bolgesinin gogaltilmas: i¢in gerekli reaksiyon karigimi (master mix)

Tablo X’da sunulmustur. Her reaksiyona pozitif kontrol olarak E. coli K8 susu eklendi

(Ozgiimiis, 2009). Ayrica her reaksiyona, kalip DNA yerine steril distile suyun kullanildig1 bir

negatif kontrol de eklendi.
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Tablo X. /ntI 1 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullamilan 25 pl. PZR reaksiyon

karigimi.
Kalip DNA 2 ul
10X PZR tamponu 2.5l
Int-1U (10 pmol/uL) 1.25 pl
Int-1D (10 pmol/puL) 1.25 pl
25 mM MgCl, 1.5 ul
10mM dNTP karigimi 0.5 ul
taqg DNA polimeraz (5 U) 0,125 ul
distile su 15.875 pl

Hazirlanan reaksiyon karisimi SANYO DNA AMPLIFIER MIR-D40 cihazina yiiklendi

ve amplifikasyon i¢in agagidaki program kullanildi.

940C’de 5 dakika (6n denatiirasyon) —— 1 dongii

940C’de 30 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)

SSOC’de 30 saniye (primer baglanmasi) 35 dongii
720C’de 1.5 dakika (primer uzamasi)

o
72 C’de 7 dakika (son uzama) — 1 dongii

PZR iriinii DNA’larin (amplikonlarin) tespiti icin DNA jel elektroforezi kullanildi.
Agaroz konsantrasyonu %]1.5 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile agaroz jel hazirland:.
Mikrodalga firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve sogumaya
birakildi. Ilk agaroz jel kuyucuguna “Promega 100 bp DNA Ladder” belirtecinden 10 pl
eklendi. Ikinci kuyucuga pozitif kontrol susu E.coli K8’in amplikonu, geri kalan kuyucuklara
ise sirastyla klinik izolatlarin amplikonlarindan 10 pl, 2 ul 6X yiikleme tamponu karistirilarak
uygulandi. 1.5 saat siiresince 120 V elektirik akimi altinda molekiiler boyutlarina gére DNA
bantlar1 aynistirildi. 5 pg/ml etidyum bromid igeren distile suda 20 dakika jel boyandi. Jel
U.V. 15181 altinda Bio-Rad Gel Doc XR cihazi ile gériintiilendi ve Quantity One yazilimi

kullanilarak goriintiiler kaydedildi.
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4. BULGULAR

OMU-SUVAM TPL Bakteriyoloji Subdisiplin Laboratuvari’na, Nisan-Haziran 2010
tarihleri arasinda gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen ve disk difilizyon y6ntemi
ile metisilin direnci dogrulanan 50 MRSA ve 50 MRKNS olmak iizere toplam 100 MRS
izolat1 caligmaya dahil edildi.

4.1. Metisilin Direngli Stafilokok izolatlarmm Antibiyotik Duyarhihklar:

Calismaya dahil edilen 100 MRS izolatinin disk difiizyon ile ¢aligilan eritromisin,
klindamisin, trimetoprim-siilfametaksazol, teikoplanin, tetrasiklin, linezolid, gentamisin,
siprofloksasin, quinupristin-dalfopristin ve kloramfenikol duyarliliklari Tablo XI’de
sunulmugtur. 100 MRS izolatinin tiimii linezolid, teikoplanin, quinopristin-dalfopristin ve
kloramfenikole duyarli bulunmugtur. MRSA izolatlarinin tiimii trimetoprim-siilfametaksazol’e
duyarli bulunurken, MRKNS izolatlarinda trimetoprim-siilfametaksazol duyarliigi % 36
bulunmustur. MRSA izolatlarinin tiimii siprofloksasin, gentamisin ve tetrasikline direngli
bulunurken, MRKNS izolatlarinda siprofloksasin, gentamisin ve tetrasiklin direng oranlari
sirastyla %96, %70 ve %40 olarak bulunmustur. Eritromisin ve klindamisin duyarliliklari

MRSA i¢in sirasiyla %14 ve %62, MRKNS ig¢in sirastyla %6 ve %40 olarak bulunmustur.

Tablo XI. MRS izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar

NO IZOLAT E DA CIP GN TE C SXT | LNZ | TEC | SYN
1 MRSA S S R R R S S S S S
2 MRSA R S R R R S S S S S
3 MRSA R R R R R S S S S S
4 MRSA R S R R R S S S S S
5 MRSA R R R R R S S S S S
6 MRSA R R R R R S S S S S
7 MRSA S S R R R S S S S S
8 MRSA R R R R R S S S S S
9 MRSA S S R R R S S S S S
10 MRSA R S R R R S S S S S
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11

MRSA

12

MRSA

13

MRSA

14

MRSA

15

MRSA

16

MRSA

17

MRSA

18

MRSA

19

MRSA

20

MRSA

21

MRSA

22

MRSA

23

MRSA

24

MRSA

25

MRSA

26

MRSA

27

MRSA

28

MRSA

29

MRSA

30

MRSA

31

MRSA

32

MRSA

33

MRSA

34

MRSA

35

MRSA
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36

MRSA

37

MRSA

38

MRSA

39

MRSA

40

MRSA

41

MRSA

42

MRSA

43

MRSA

44

MRSA

45

MRSA

46

MRSA

47

MRSA

48

MRSA

49

MRSA

50

MRSA

51

MRKNS

52

MRKNS

53

MRKNS

54

MRKNS

55

MRKNS

56

MRKNS

57

MRKNS

58

MRKNS

59

MRKNS

60

MRKNS
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61

MRKNS

62

MRKNS

63

MRKNS

64

MRKNS

65

MRKNS

66

MRKNS

67

MRKNS

68

MRKNS

69

MRKNS

70

MRKNS

71

MRKNS

72

MRKNS

73

MRKNS

74

MRKNS

3

MRKNS

76

MRKNS

77

MRKNS

78

MRKNS

79

MRKNS

80

MRKNS

81

MRKNS

82

MRKNS

83

MRKNS

84

MRKNS

85

MRKNS

40




86 MRKNS S S R S S S S S S S
87 MRKNS R R R I S S I S S S
88 MRKNS R R R R S S R S S S
89 MRKNS R R R R S S R S S S
90 MRKNS R R R R S S R S S S
91 MRKNS R S R R R S S S S S
92 MRKNS R R R R S S R S S S
93 MRKNS R R R R S S R S S S
94 MRKNS R S R R R S S S S S
95 MRKNS R R R R S S S S S S
9 MRKNS R R R R S S R S S S
97 MRKNS R R R R R S R S S S
98 MRKNS S S R S R S S S S S
99 MRKNS R R R R S S R S S S
100 MRKNS R S R S S S R S S S

E: Eritromisin, DA: Klindamisin, CIP: Siprofloksasin, GN: Gentamisin, TE: Tetarasiklin, C: Kloramfenikol,
SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol, LNZ: Linezolid, TEC: Teikoplanin, SYN: Quinopristin-dalfopristin

4.2. Metisilin Direncli Stafilokok izolatlarmin Multipleks PZR Yontemiyle 16S rRNA,

nuc ve mecA Gen Bolgelerinin Amplifikasyonu

Caligmaya dahil edilen 100 MRS izolatina uygulanan multipleks PZR y&ntemiyle 50
MRSA izolatlarinin tiimiinde stafilokok cinsine 6zgii 16S rRNA, S. aureus tiiriine 6zgl nuc
ve metisilin direncine 6zgii mecA genlerinin 756, 270 ve 533 bp’lik bant profilleri tespit
edilmistir. 50 MRKNS izolatlarmin tiimiinde stafilokok cinsine dzgii 16S rRNA ve metisilin
direncine 6zgii mecA genlerinin 756 ve 533 bp’lik bant profilleri tespit edilirken, higbir
MRKNS izolatlarinin S. aureus tiiriine 6zgii nuc geninin 270 bp’lik bant profili tespit
edilmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 43300 susunda, her reaksiyon
sonrast 756, 270 ve 533 bp’lik bantlar tespit edilebilmistir. Her reaksiyon sonrasi jelin son

kuyucuklarina eklenen negatif kontrollerin higbirinde bant gozlenmemistir. 100 MRS
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izolatinin multipleks PZR’de 16S rRNA, nuc ve mecA gen bdlgelerinin tespit edildigi jel

gorintiileri Sekil IX- XV’de sunulmugtur.

Sekil XIV. 1-17 No’lu MRSA izolatlarinin multipleks PZR sonrasi1 16S rRNA, nuc ve

mecA gen bolgelerinin jel goriintiisii

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 NK

1000 bp

800 bp

700 bp
600 bp
500 bp

300 bp

100 bp

M: Promega 100 bp DNA Ladder Plus, PK: S. aureus ATCC 43300

Sekil XV. 18-34 No’lu MRSA izolatlarinin multipleks PZR sonras1 16S rRNA, nuc ve
mecA jel goriintiisii

M PK 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 NK

1000 bp

800 bp
700 bp
600 bp 533 bp
500 bp

756 bp

300 bp

100 bp

M: Promega 100 bp DNA Ladder Plus, PK: S. aureus ATCC 43300
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Sekil XVI. 35-50 No’lu MRSA izolatlarinin multipleks PZR sonras1 16S rRNA, nuc ve

mecA jel goriintiisii

M PK 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 NK

1000 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp

300 bp

100 bp

M: Promega 100 bp DNA Ladder Plus, PK: S. aureus ATCC 43300

Sekil XVII. 51-59 No’lu MRKNS izolatlarinin multipleks PZR sonras1 16S rRNA ve

mecA jel goriintiisii

1000 bp

800 bp
700 bp
600 bp
500 bp

300 bp

100 bp

M: Promega 100 bp DNA Ladder Plus, PK: S. aureus ATCC 43300
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Sekil XVIII. 60-76 No’lu MRKNS izolatlarinin multipleks PZR sonras1 16S rRNA ve

mecA jel goriintiisii

M PK 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 NK

1000 bp
800 bp
700 bp

600 bp g—0—
500 bp —

300 bp

100 bp

M: Promega 100 bp DNA Ladder, PK: S. aureus ATCC 43300

Sekil XIX. 77-93 No’lu MRKNS izolatlarinin multipleks PZR sonrasi 16S rRNA ve
mecA jel gorlintiisi

M PK 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 8 8 90 91 92 93 NK

1000 bp

800 bp
700 bp

600 bp
500 bp

300 bp

100 bp

M: Promega 100 bp DNA Ladder Plus, PK: S. aureus ATCC 43300
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Sekil XX. 94-100 No’lu MRKNS izolatlarinin multipleks PZR sonras1 16S rRNA ve

mecA jel gériintiisi

M: Promega 100 bp DNA Ladder Plus, PK: S. aureus ATCC 43300

4.3. Metisilin Direncli Stafilokoklarda PZR Yontemi ile intI 1 Gen Bolgesinin
Arastirillmasi
100 MRS izolatinda intl 1 varlign PZR yontemiyle belirlendi. Bu yo6ntemle tiim
reaksiyonlarda pozitif kontrol olarak kullanilan E. coli K8 susunun ekstraktinda 923 bp’lik
bant belirlenmesine ragmen, klinik 100 MRS izolatinin higbirinde int/ 1 gen varhigi tespit

edilmedi (Sekil XVI).

Sekil XXI. Int] 1 varhigr tespit edilemeyen 1-16 No’lu MRSA izolatlarinin PZR jel
gorintiisii

8 9 10 11 12 13 14 15 16

923bp <4+—

1000 bp
900 bp

500bp €—

100 bp

M: Promega 100 bp DNA Ladder Plus, PK: E. coli K8

45



4.4 MRS lizolatlarinin Fenotipik ve Genotipik Ozellikleri
Calismaya dahil edilen 100 MRS izolatinin fenotipik ve genotipik ozellikleri Tablo
XII’de sunulmustur.

Tablo XII. MRS Izolatlarinin Fenotipik ve Genotipik Ozellikleri

No izolat Katalaz | Koagiilaz | Metisilin 16S Nuc | MecA | Intl1
direnci rRNA
(Disk
difiizyon)

1 MRSA + + + + + + B
2 MRSA + e + o + + _

3 MRSA i+ + + + + + _
4 MRSA + + + + + + _

5 MRSA + + + + o+ + _

6 MRSA + + + + + + B

7 MRSA + + + + + + B

8 MRSA + + + + + + B

9 MRSA + + + + + + _
10 MRSA + + + + + + _
11 MRSA + + + + + + B
12 MRSA + + + + + + _
13 MRSA + + + + + + 3
14 MRSA + + + + + + 3
15 MRSA + + + + + + _
16 MRSA + - + + + + B
17 MRSA + + + + + + B
18 MRSA + + + + + + _
19 MRSA + + + + + + _
20 MRSA + - + + + + B
21 MRSA + n + + - - B
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22

MRSA

23

MRSA

24

MRSA

25

MRSA

26

MRSA

27

MRSA

28

MRSA

29

MRSA

30

MRSA

31

MRSA

32

MRSA

33

MRSA

34

MRSA

35

MRSA

36

MRSA

37

MRSA

38

MRSA

39

MRSA

40

MRSA

41

MRSA

42

MRSA

43

MRSA

44

MRSA

45

MRSA

46

MRSA

47

MRSA

48

MRSA

49

MRSA

50

MRSA
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51

MRKNS

52

MRKNS

53

MRKNS

54

MRKNS

55

MRKNS

56

MRKNS

57

MRKNS

58

MRKNS

59

MRKNS

60

MRKNS

61

MRKNS

62

MRKNS

63

MRKNS

64

MRKNS

65

MRKNS

66

MRKNS

67

MRKNS

68

MRKNS

69

MRKNS

70

MRKNS

71

MRKNS

72

MRKNS

73

MRKNS

74

MRKNS

75

MRKNS

76

MRKNS

77

MRKNS

78

MRKNS

79

MRKNS
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80

MRKNS

81

MRKNS

82

MRKNS

83

MRKNS

84

MRKNS

85

MRKNS

86

MRKNS

87

MRKNS

88

MRKNS

89

MRKNS

90

MRKNS

91

MRKNS

92

MRKNS

93

MRKNS

94

MRKNS

95

MRKNS

96

MRKNS

97

MRKNS

98

MRKNS

99

MRKNS

100

MRKNS
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5. TARTISMA

Stafilokoklar tamamen anti-Gram-negatif etkinlik gosterenler disinda ¢ogu antibiyotige
dogal olarak duyarlidir (Livermore, 2000). Ancak, stafilokoklar hem mutasyon hem de DNA
trasnferi ile anbiyotiklere direng gelistirerek morbidite ve mortalitenin sik nedenleri olmaya
devam etmektedirler. S. aureus bir ¢ok viicut bolgesinde enfeksiyonlara neden olabilen klasik
bir patojendir. Neden oldugu enfeksiyonlar arasinda deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
kemik ve eklem enfeksiyonlari, cerrahi alan enfeksiyonlari, prostetik kapak endokarditi,
pndmoni ve besin zehirlenmesi sayilabilir (Waldvogel, 1995). Koagiilaz negatif stafilokoklar,
ozellikle S. saprophyticus, toplumsal idrar yolu enfeksiyonlarina neden olabilmektedir. Ayrica
koagiilaz negatif stafilokoklar, 6zellikle kalici medikal aleti olan hastalarda nozokomiyal
infeksiyon ve bakteriyemilerin énemli bir nedenidir (Ben-Ami, 2003).

1940’larda, S. aureus kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde penisilin kullamima girmisse
de, bu antibiyotige direng ¢abuk gelismistir. 1946 yil1 itibariyle, S. aureus suslarinin %6’sinin
penisilinaz rettigi tespit edilmistir (Barber ve Dowzenlo, 1948). Bu oran 1980’lerin basinda
%90’lara kadar ¢ikmistir (Lacey, 1984). Bu penisilinaz iireten stafiloklarin tedavisi igin
metisilin gibi penisilinaz dayanikli B-laktamlar 1960’11 yillarin baslarinda kullanilmaya
baglanmistir. Fakat daha piyasaya ¢iktigi yillarda bu antibiyotiklere karsi direngli S. aureus
suslari izole edilmeye baslanmistir (Jevons, 1961). Bu metisilin direngli S. aureus suslarinda
(MRSA), duyarli suglarda bulunmayan metisilin direncini eksprese eden mecA geni
bulunmaktadir (Livermore, 2000). Bu gen “stafilokokal kaset kromozomu™ (SCCmec) olarak
adlandirilan mobil genetik elementin bir pargasidir. Giiniimiizde mevcut sekiz SCCmec tipi
vardir ve bunlarin bazilar1 plazmidlerden ve transpozonlardan kéken alan ek direng genlerini
de icermektedir (Cattoir ve Leclercq, 2010). IIk 1960’larin baslarinda goriilmeye baslayan
metisilin direncinin orani 1970’lerin basinda %10 ve %15 olarak raporlanmistir (Ayliffe,
1997; Rosdahl ve Knudsen, 1991). Ardindan, 1970’lerin sonunda ve 80’lerin basinda bu
diren¢ prevalansi neredeyse sifira diigmistiir. Bu diislis sus yer degisimi, gentamisinin
kullanimi, daha iyi enfeksiyon kontrolii ve bu faktorlerin kombinasyonu gibi ¢esitli nedenlere
dayandirilmistir (Rouch ve ark., 1987). Fakat bu diisiis devam ettirilememistir. 80’lerin ilk
yillarindan sonra tekrar ortaya ¢ikmaya baslamigtir. Bu ylikseliste gentamisin-direngli
epidemik MRSA (EMRSA) suslarinin katksi olduk¢a fazladir.1998-1999 itibariyle, metisilin
direng orani bazi iilkelerde %34-37’e yiikselmistir (Livermore, 2000).

2000’11 yillarda metisilin direnci hastane ve toplumda 6nemli bir saglik problemi olmaya
artarak devam etmisttir. EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance System)

raporlarina bakildiginda, tiim Avrupa genelinde 2006 yilinin sonuna dogru metisilin direng
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orani en {ist noktaya gelmis, ardindan ertesi yillarda tedrici bir diisiis gostermistir. 2006 yili
icerisinde Avrupa genelinde S. aureus’da metisilin direng oran1 %41.9 olarak raporlanmustir.
Bu oran 2009 yili itibariyle Avrupa genelinde %27.1°e, 2010 yil1 itibariyle de siirveyansin
baslatildigi 1999 yilindan itibaren en diisiik seviyesi %24.4’e gerilemistir. 2011 yil ilk ti¢
ceyregi sonunda da Avrupa genelinde metisilin direng oran1 %24.5 olarak raporlanmigtir
(EARSS Siirveyans Raporlari, 2011). Direng oranlar ¢esitli Avrupa {ilkeleri arasinda ciddi
farklhiliklar gostermektedir. 2010 yilinda, direng oranm1 Danimarka, Finlandiya, Avusturya,
Polonya, Fransa, Italya ve Yunanistan i¢in sirasiyla %1.3, %2, % 7.4, % 13.1, %21.6, %36.5
ve % 39.2 olarak raporlanmistir (EARSS Siirveyans Raporlari, 2010). Yillar igersindeki bu
disiisiin ve llkeler arasindaki bu diren¢ farkliliklarinin altinda bakteri gegisini azaltacak
onlemlerin alinmasi (kolonize ve enfekte hastalarin izolasyonu, el yikama, kolonizasyon
acisindan hastalarin taranmasi, dekolonizasyon) ve antibiyotik regete etmenin iyilestirilerek
asiri antibiyotik kullanmimu ile iliskili MRSA’nin ortaya ¢ikisi ve devamlilign igin selektif
baskinin azaltilmasi yatiyor olabilir (Charani, 2010). Tirkiye ise EARSS’a 16 merkez ile
2003-2009 yillar1 arasinda katilmigtir. Tirkiye igcin MRSA oranlarn 2004-2008 yillarinda
sirastyla %43, %40.1, %35.4, %36.4, %34.4 olarak raporlanmistir (EARSS Siirveyans
Raporlari, 2004-2008). Bizim hastanemizinde MRSA 6nemli bir problemdir. Hastanemizin
2008-2010 yillarinda metisilin direng oranlar1 sirasiyla %33, %37, %22 olarak tespit
edilmistir.

Son 20 yili agkin bir zamandir, antibakteriyel terapideki ilerlemelere ragmen, MRSA’nin
da i¢inde bulundugu ¢ogul ilag direngli gram pozitif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar
artis gostermektedir (Jones ve Low, 1999; Linden, 1998). Cogul ilag direngli gram negatif
bakteriler uzun siiredir dnemli bir problem olmasina ragmen, son iki dekattir gram pozitif
bakterilerin 6nemi giderek artmaktadir (Shi ve ark, 2006). Klinik izolatlar arasinda
plazmidler, transpozonlar ve integronlarin neden oldugu antibiyotik diren¢ genlerinin
horizontal transferi ¢ogul direngli suslarin genis bir sekilde dagilimi ile sonuglanmistir
(Stokes ve Hall, 1989; Ploy ve ark., 2000).

Integronlar diren¢ genlerinin yakalanmasinda rol oynayan genetik elementlerdir.
Ozellikle gram negatiflerde, antibiyotik direncinin yayilmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadirlar (Partridge, 2011). Integronlar bugiinkii tanimiyla ilk kez Collis ve Hall
tarafindan formdiile edilmislerdir (Collis ve Hall, 1995). Giintimiizde integronlar iki temel simif
icerisinde tasnif edilmektedirler; mobil integronlar (MI) ve kromozomal integronlar (KI).
MI’lerde tanimlanan 5 integron simifi bulunmaktadir. Ik ti¢ simf ¢ogul direng fenotiplerinin

dagiliminda yer almakla birlikte, 6zellikle simif 1 integronlar en yaygin ve klinik olarak en
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onemli olan integron smifidir (Mazel, 2006). Smuf 1 integronlar gram negatif bakterilerde
yaygin olarak gosterilmiglerdir. Bu bakteriler arasinda Acinetobacter (Petersen ve ark., 2000),
Aeromonas (L’Abee-Lund ve Sorum, 2001), Alacaligenes (Nordmann ve Poirel, 2002),
Burkholderia (Crowley ve ark, 2002), Campylobacter (Gibreel ve Skold, 2000), Citrobacter
(Norskov-Lauritsen ve ark., 2001), Enterobacter (Van Belkum ve ark., 2001), Escherichia
(Bass ve ark., 1999), Klebsiella (Girlich ve ark., 2000), Pseudomonas (Severino ve
Magalhaes, 2002), Salmonella (Zhang ve ark., 2004), Serratia (Centron ve Roy, 2002),
Shigella (Navia ve ark.,1999), Stenotrophomonas (Hu ve ark., 2011) and Vibrio (Dalsgaard ve
ark., 1999) sayilabilir.

Ulkemizde de gesitli gram negatif bakterilerde simif 1 integron varligi gésterilmistir. Erag
ve ark. P. aueruginosa’da bla(PER-1) ile iligkili simif 1 integron varligim géstermislerdir (Erag
ve Giilay., 2007). Ozgiimiis ve ark. sebeke ve kaynak sularindan, ve akarsulardan izole
Enterobacteriaceae suslaninda simf 1 integron varhgini gostermislerdir (Ozgiimiis ve ark,
2007, 2009). Sandalli ve ark. toplum-koékenli enfeksiyon etkeni E. coli suslarinda simf 1
integron varligim gostermislerdir (Sandalli ve ark., 2010). Yine Ozgiimiis ve ark. IMP-1
metallo-B-laktamaz geni tasiyan klinik P. aeruginosa suslarinda simf 1 integron varhigim
gostermislerdir (Ozgiimiis ve ark., 2007). Gacar ve ark. VIM-5 iireten klinik bir Enterobacter
cloacae susunda smif 1 integron varhigini gostermislerdir (Gacar ve ark., 2005). Casin ve ark.
ise Salmonella enterica serovar Typhimurium’da aac(6')-Ib(11) ile iliskili simf 1 integron
varligim gostermiglerdir (Casin ve ark., 2003). Bizim hastanemizde Opiis yapmis oldugu
uzmanlik tez c¢alismasinda P. aeruginosa klinik suslarinda siif 1 integron varligini
gostermistir (Opiis, 2009). Smif 1 integronun farkli gram negatif izolatlar arasinda yaygin
olmalar1 ve farkli kasetleri ekleme, g¢ikarma ve yer degistirme kabiliyetleri, hastane
ortamindaki ¢ogul ilag direncinin yayilmasina sebep olmaktadir. Sinif 1 integronlar igerisinde
simdiye kadar 60’dan fazla farkli antibiyotik direng geni gosterilmistir (Késeoglu, 2004).

Sinif 2 integronlar ise Tn7 transpozonu {izerinde yer almaktadirlar (Stokes ve Hall, 1989).
Siuf 2 intgeronlar Acinetobacter, Shigella, Salmonella ve E. coli’de gosterilmistir (Radstrom
ve ark., 1994; Goldstein ve ark., 2001; Roe ve ark., 2003). Ayrica Xu ve ark. E. faecalis’de
sinif 2 integron varliginmi raporlamiglardir (Xu ve ark., 2010). Ulkemizde, Ozgiimiis ve ark.
yaptiklan c¢alismada akarsulardan izole edilen E. coli suslarinda simif 2 integron varligini
gostermislerdir (Ozgiimiis ve ark., 2009). Sinif 3 integronlar ise S marcescens, K. Pneumoniae
ve P. putida’da gosterilmistir (Arakawa ve ark., 1995; Collis ve ark., 2002; Shibata ve ark.,

2003). Ulkemizde sinif 3 integronlar ile ilgili heniiz bir veri bulunmamaktadir.
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Gram negatif bakterilerde antibiyotik direng genlerinin yayiliminda integronlarin roli
etkili bir sekilde irdelenmesine ragmen, gram pozitif bakterﬂerde bilinenler oldukg¢a sinirlidir.
Ik olarak gram pozitif bakterilerde integron varlign Corynebacterium glutamicum’da,
Enterococcus faecalis de ve kiimes kumlugundan izole edilen ¢esitli gram pozitif bakterilerde
gosterilmistir (Nesvera ve ark., 1998; Clark ve ark., 1999; Nandi ve ark., 2004). Fakat klinik
suslar ile genis kapsamli ilk ¢aligma Cin’de yapilmistir. Shi ve ark. Giiney Cin’in Guangzhou
sehrinde yerel bir hastanede gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 46 gram pozitif susu simf 1
integron varlig1 agisindan incelemisglerdir (Shi ve ark., 2006). Suslarin hepsini sinuf 1 integron
varhg acisindan pozitif bulmuglardir. Pozitif bulunan suslar S. aureus, koagiilaz negatif
stafilokoklar ve E. faecalis’den olusmaktaydi. Arastirmacilar ¢alismadaki smif 1
integronlarin, streptomisin ve spektinomisin direncine neden olan aadA2, trimetoprim
direncine neden olan dhfr-XII ve orfFgen kasetlerini i¢erdiklerini tespit etmislerdir. Yine ortak
arastirmacilarin yer aldigi Cin’de yapilan diger bir ¢alismada, Xu ve ark. hastane kaynakli 30
MRSA susunda simf 1 integron varligim arastirmiglardir (Xu ve ark., 2007a). Suslarin
%53’tinii siuf 1 integron varligl agisindan pozitif bulmuglardir. Integronlar aminoglikozid
direncine neden olan aadA2 gen Kkasetini icermekteydi. Pozitif bulunan 16 MRSA susu 2
farkli RAPD (Rastgele Amplifiye edilen Polimorfik DNA) tipi igerisinde yer almaktaydi.
Aym arastirmacilar bagka bir ¢aligmada, bu sefer klinik 53 MRKNS susunda sinif 1 integron
varligim arastirmiglardir (Xu ve ark., 2008a). 30 susta integron varligini tespit etmiglerdir.
Integron varhig: tespit edilen 27 susta aminoglikozid ve trimetoprim direncine neden olan
dfrA12-orfF-aadA2 veya dfrAl7-aadAS5 gen kasetleri tespit edilmistir. Geri kalan 3 susta da
aminoglikozid ve kloramfenikol direncine neden olan aacA4-cmIAl gen Kkaseti tespit
edilmistir. SCCmec tiplemesinde, suslarin biiyiik bir kisminin klasik nozokomiyal SCCmec
tipleri I, II ve III i¢inde yer aldig1 tespit edilmistir. Yapilan southern blot hibridizasyonu
sonucunda da integron pozitif suslarin plazmid aracili degil kromozomal oldugu tespit
edilmistir. Yine aym arastirmacilar bir 6nceki ¢aliymada simif 1 integron yéniinden pozitif
bulduklar1 MRSA izolatlarini baska bir ¢alismada molekiiler olarak dogrulamislardir (Xu ve
ark., 2008b). Eski ¢alismalarda oldugu gibi integron pozitif izolatlarin ek olarak streptomisin
ve spektinomisin direnci igerdiklerini ve integronlarin onceki ¢aligmadaki MRKNS
suslarindaki gibi plazmid kokenli degil kromozomal olduklarini tespit etmislerdir. Yapilan
MRSA karakterizasyon ¢alismalari sonucunda da smif 1 integron pozitif 6 susun ST239-
MRSA-III grubu igerisinde yer aldig1 tespit edilmistir.

Bizde ¢alismamizda, fenotipik ve genotipik olarak MRSA ve MRKNS oldugunu tespit
ettigimiz 100 klinik stafilokok susunda simf 1 integron varhigm arastirdik. Tim PZR

53



sonuglarimizda, pozitif kontrol susu olarak kullandigimiz E. coli K8 susunda 923 bp’lik PZR
irliniinii tespit etmemize ragmen, klinik suslarimizin higbirinde sinif 1 integron vari1gln1
tespit edemedik. Xu ve ark. integron igeren stafilokoklarda SCCmec tip I, II ve III daha sik
bulurken, bu integron negatif suslarla kiyaslandiginda bir farklilk arz etmemistir.
Aragtirmacilar metisilin direnci ve SCCmec tiplerini integron varlig ile iligkilendirememis,
ikisininde tiirler arasinda gen degisiminde rolii olan ayr1 genetik elementler olduklarinm
vurgulamislardir (Xu ve ark, 2008a). Biz ise genotipik olarak mecA genini tespit ettigimiz
ama integron varligim tespit edemedigimiz suslarimiza SCCmec tiplemesi galismadik, ama
Yilmaz’in doktora tezi ¢alismasinda hastanemizden izole edilen klinik MRSA suslarinin tek
sekans tipinde oldugu (ST239) ve secilen temsilci suslarin SCCmec tip III igerdikleri ifade
edilmistir (Yilmaz, 2010).

Cinli aragtirmacilar gelisigiizel antibiyotik kullaniminin selektif antibiyotik baskis1 ve
antibiyotik diren¢ proliferasyonu ile sonuglandigini ve g¢alismalarinda bunun nozokomiyal
SCCmec hakimiyeti ve integron prevalansi seklinde yansidigini ifade etmislerdir (Xu ve ark,
2008a). Fakat yine ¢alismalarinda integron 1 pozitif stafilokoklar ile negatiflerin ek
spektinomisin ve streptomisin direnci diginda aymi antibiyograma sahip olduklarini
vurgulamiglardir (Xu ve ark., 2008b). Klinikte spektinomisin ve streptomisinin bu derece
selektif baski yapacak kadar kullanip kullanilmadigi sorgulanabilecek hususlardandir. Bir
sonraki ¢aligsmalarinda ise integron pozitif MRS izolatlarinin eritromisin, gentamisin,
tetrasiklin ve trimetoprim-siilfametoksazol direnci ile istatistiksel olarak iligkili oldugunu
vurgulamiglardir (Xu ve ark., 2011). Fakat bu iliskiyi MRSA ve MRKNS ig¢in ayr olarak
belirtmemislerdir. Ayrica, eritromisinin ve tetrasiklinin gen kasetleri ile olan baglantisi
gosterilememis ve hem integron pozitif hem de negatif izolatlarda bu antibiyotiklere direng
mekanizmalar1 genotipik olarak irdelenmemis ve bu mekanizmalarin integronlar ile iligkisi
sorgulanmamustir. Dolayisiyla bu antibiyotiklerein kullanilmas: ile ortaya g¢ikacak selektif
baskinin da gergek kaynaginin sorgulanmasi gerekmektedir. Ayrica arastirmacilar Cin’de hem
klinik ortamdaki hem de hayvanlardaki, gram negatif suslarda da integronlarin yaygin
oldugunu ve stafilokoklarda bulunan sinif 1 integronun bazi gram negatif izolatlardakine
eslenik olsa da simif 1 integronlarin gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasinda yayilip
yayilmadigini belirlemek igin ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamislardir (Shi ve ark.,
2006).

Calismamiz stafilokoklarda integron varhiginin arastirildigi ilk ulusal ¢alisma olup, diinya
genelinde de Cinli arastirmacilardan sonra bu sayida klinik susun degerlendirildigi ilk

calismadir. Calismamiz, bu konu ile ilgili ileri ¢alismalara hem bir zemin hem de veri
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saglamistir. Fakat diinya genelinde gram pozitif bakterilerde integron varliginin yerinin ve

O6neminin belirlenmesi igin kapsamli ¢aligmalar ihtiya¢ vardir.
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. SONUCLAR

Klinik 50 metisilin direngli S. aureus izolatinin, identifikasyonu ve metisilin direnci
multipleks PZR yontemi ile 16sRNA, nuc ve mecA genleri amplifiye edilerek
dogrulanda.

Klinik 50 metisilin direngli koagiilaz negatif stafilokok izolatinin, identifikasyonu ve
metisilin direnci multipleks PZR yontemi ile 16sSRNA ve mecA genleri amplifiye
edilerek dogruland:.

Multipleks PZR’de pozitif kontrol susu olarak kullanilan S. aureus ATCC 43300
susunda, 756, 533 ve 270 bp’lik bantlar g6sterildi.

100 MRS izolatimin tiimt linezolid, teikoplanin, quinopristin-dalfopristin ve
kloramfenikole duyarli bulundu.

MRSA izolatlarinin tiimii trimetoprim-siilfametaksazol’e duyarli bulunurken, MRKNS
izolatlarinda trimetoprim-siilfametaksazol duyarliligi % 36 bulundu.

MRSA izolatlarinin tiimii siprofloksasin, gentamisin ve tetrasikline direncli
bulunurken, MRKNS izolatlarinda siprofloksasin, gentamisin ve tetrasiklin direng
oranlari sirastyla %96, %70 ve %40 olarak bulundu.

Eritromisin ve klindamisin duyarliliklar1 MRSA izolatlar1 igin sirasiyla %14 ve %62,
MRKNS izolatlar igin sirasiyla %6 ve %40 olarak bulundu.

PZR yontemiyle Sif 1 integron varliginin aragtinldigi ¢alismamizda; pozitif kontrol
susu olarak kullanilan . Coli K8 susunda, intl 1 gen bolgesini temsil eden 923 bp’lik
bant gosterildi.

Klinik 100 MRS izolatinin higbirinde, int/ I gen bolgesinin arastirildigi PZR yontemi

ile sinif 1 integron varlig: tespit edilemedi.
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