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1- GIRIS ve AMAC

Stafilokoklar, énemli infeksiyon etkenleri olarak 100 wytdan uzun bir
sliredir tip diinyasint mesgul etmektedir. Halen en sik karsilasilan cilt ve
yvumusak doku infeksiyonu, septik artrit, osteomuyelit, infektif endokardit,
bakteriyemi ve prostetik cihaz infeksiyonu etkenleri arasinda yer alan
stafilokoklar son yillarda hastane infeksiyonlar: etkenlen arasinda da ilk siralarda
yer almaya baslamuslardir (1).

Alexander Fleming’in penisilini kesfi (1928) ve 1940 yilinda Forey ve
Chain tarafindan penisilinin biiyiik miktarlarda (retiminin basarilmas: ile
stafilokokal infeksiyonlarinin tedavisinde Onemli bir asama kaydedilmistir.
Metisilinin 1960 yihinda ve daha sonra da diger penisilinaz direngli penisilinlerin
kullanima girmesi stafilokokal infeksiyonlarin tedavisinde ikinci 6nemli agsama
olmustur. Ancak ¢ok kisa bir siire igerisinde (1961) stafilokoklarda metisilin
direnci tamimlanmustir (2). 1970’li yillarin sonuna dogru metisilin direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslari yaygin olarak kullantlan birgok
antibiyotige (klindamisin, kloramfenikol, tetrasiklinler, makrolid grubu
antibiyotikler, rifampisin, aminoglikozidler, trimetoprim-sulfametoksazol,
1980’li yillarin sonunda kinolonlar) kars: direncli hale gelmeye baslamistir.
Coklu antibiyotik direncinin beraberinde getirdifi tedavi giicliigii ve
nozokomiyal epidemilere yol agabilen bir patojen olmas: nedeniyle, metisilin
direncli Staphylococcus aureus (MRSA) tiim diinyada ciddi bir saglik sorunu
haline gelmistir (1-3). o

Metisilin duyarlt Staphylococcus ‘aureus (MSSA) suslart hastalarda

degisik infeksiyonlara kolaylikla neden olabilirken, metisilin direngli suslar
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genellikle firsatct bir patojen gibi hareket etmekte ve cok sayida hasta infekte ya
da kolonize olana kadar MRSA problemi g&zden kagabilmektedir (2).

MRSA infeksiyonlari ile MSSA infeksiyonlan arasinda mortalite
yoniinden anlamlh bir fark bulunmadifi, ancak MRSA infeksiyonlarinin
hastanede yatis siiresinin uzamasina ve tedavi maliyetinde artisa neden oldugu
bilinmektedir (4-7).

Ilk nozokomiyal MRSA epidemisinin 1963 yilinda tanimlanmasim
takiben, her yil giderek artan sayida MRSA epidemisi bildirilmis ve giiniimiizde
bu mikroorganizma birgok hastanede endemik hale gelmistir (6).

Heniiz MRSA igin kesin bir tiplendirme sistemi fammlanmarms,
nozokomiyal epidemilerin analizinde kullanilabilecek standart bir y&ntem
belirlenmemistir. Nozokomiyal epidemilerin analizinde kullanilan ydntemler
MRSA suslan arasindaki fenotipik veya genotipik farkliliklari esas almaktadir
(7). Bu amacla kullanilacak bir yontemin giivenilir olmasinin yam sira kolay
uygulanabilmesi ve hizli sonug vermesi de 6nemlidir.

Bu calismada hastane infeksiyonlarinda etken olan MRSA suslannin
antibiyotik hassasiyet testlerinin yanisira, molekiiler tiplendirme y&ntemleri
(plazmid profil analizleri, plazmid DNA’larin restriksiyon enzimlerle kesim
analizleri ve arbitrarly primed polimeraz zincir reaksiyonu) kullanilarak

tiplendirilmesi ve hastanemizdek: epidemik suslarin belirlenmesi amaclanmstir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

2.1.1. Tarihgesi

Stafilokoklar, Micrococcaceae ailesi liyesi mikroorganizmalardir.
Staphylococcus terimi, mikroskop altindaki karakteristik gortiniimleri nedeniyle
eski Yunanca'da iiztim salkumi anlamina gelen  “staphyle”™ sézciigiinden
tiiretilmis ve ilk olarak Iskogyali cerrah Alexander Ogston tarafindan
kullanilmugtir (1,4). 1880 yilinda Ogston hastadan aldig1 cerehati boyayarak,
Uzim salkimma benzeyen koklar gormiis, bunlara goriinimlerinden dolay:
stafilokok (stapyle=iiziim ) ismini vermistir. Rosenbach ise 1884 yilinda,

hastalardan alinan 6érneklerden, besiyerlerinde stafilokoklan izole etmistir (8).

2.1.2. Morfolojik Ozellikleri

Stafilokoklar 0.7-1.2 pm ¢apinda, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, Gram
pozitif koklardir. Cogu fakiiltatif anaeroptur. Birden fazla diizlemde béliinerek
¢ofalan mikroorganizmalarin birbirinden tam olarak ayrilmamasina bagl olarak,
ozellikle kati besiyerlerinde iiretildiklerinde kiime yapan gruplar halinde
goriiliirler (8,9).

Bazi kokenlerinde polisakkarit yapida belirgin bir kapsiil ya da ince bir

mukus tabakasi bulunup, bu yapilar polimorfoniikleer 16kositlerin kemotaksis ve
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fagositozunu engelleyerek bakteriyi bu etkilerden korur. Aynica bakterilerin

katater ve diger sentetik materyallere adezyonunu kolaylastirir (10).
2.1.3. Hiicre Duvar1 Komponentleri

Peptidoglikan tabaka stafilokoklarin hiicre duvarimin temel yapisal
komponentidir. Glikan zincirlerinin peptid baglan ile baglanmastyla olusur.
Peptidoglikan tabaka polimorfoniikleer 10kosit kemotaksisine yol agar,
endotoksin benzeri aktivitesi vardir ve opsonik antikorlann tiretimini uyartr (11).

Protein A, Staphylococcus aureus’larda peptidoglikan tabakasimin dig
ylizeyinde yer alan bir proteindir. Bu protein peptidoglikan tabakaya ve IgG
molekiillerinin (IgG; hari¢) Fc kisimlarina kovalent baglarla baglamr (10, 11).

Teikoik asit hem peptidoglikan tabakaya hem de stoplazmik membrana
baglanan fosfat iceren kompleks bir polisakkarittir. Zayif bir immunojendir.
Peptidoglikana baglandiginda spesifik antikor cevabim stimiile ederek, TNF-a
(tumor necrosis factor), IL-1 (interldkin) ve IL-6 salinimuni indtikler (10, 11).

Sitoplazmik membran protein, lipid ve karbonhidrattan olugan kompleks
bir yapiya sahiptir. Hiicre i¢in ozmotik bir bariyerdir. Hiicresel biyosentetik ve

respiratuvar enzimlerin tutunma yeridir (11).

2.1.4. Enzimleri

Stafilokoklarin patogenezde 6nemli rol oynayan, doku yikimina neden
olan ve infeksiyonun yayilimun: kolaylastiran ¢ok sayida enzim (hiyaluronidaz,
lipazlar, niikleazlar, proteinazlar vb.) trettigi bilinmektedir. Polimorfoniikieer
l1okositler (PMN) tarafindan fagosite edilen stafilokoklarin 6ldiiriilmesi toksik
oksijen radikalleri aracilifiyla olur. Katalaz, bakteri tarafindan tiretilen hidrojen
peroksitin su ve oksijene donlismesini saglayan, dolayisiyla hiicre savunma

mekanizmalarinin  aleyhine calisan bir enzimdir. Tiim stafilokoklar &zellikle
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glikozlu  besiyerlerinde  katalaz  olumludurlar. Bu  Ozelllk  onlan

Streptococcaceae’lerden ayiran 6zellikleridir (9-11).
2.1.5. Toksinleri

Enzimlere ek olarak stafilokoklarin sistemik etkilerinin 6nemli bir
boliimiinden sorumlu olan bircok toksin salgilanmaktadir. Eritrosit membranim
zedeleyen hemolitik toksinler (o, B, v, 8), lokosidin, stafilokokal soyulmus deri
sendromundan sorumlu olan eksfoliatinler (A, B), enterotoksinler (A-E) ve toksik

sok sendromu toksini (TSST-1) en 6nemlileridir (8, 9, 11).
2.1.6. Biyokimyasal Ozellikleri ve Simflandirilmasi

Staphylococcus  genusu icinde birgok farkhi tiir bulunmaktadir:
Staphylococcus aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus, S. haemilyticus, S.
lugdunensis, S. schleiferi, S. saccaharolyticus, S. hominis, S. auricularis, S.
xylosus, S. simulans, 8. capitis, S. cohnii vb. Bunlar arasinda insanlar i¢in en
onemli patojenler S. aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus’tur (12).

S. aureus, koagiillaz enzimi sayesinde plazmada bulunan protrombini
aktive eder. Sonug olarak 6nce trombin, ardindan da pihtilasma sisteminin son
basamaklarinin arka arkaya devreye girmesiyle fibrin pihtist olusur (13).
Koagiilaz testi, S. aureus’un diger stafilokoklardan ayirdedilmesinde kullanilan
en onemli testtir. Insan veya tavsan plazmasi kullamilarak tiipte ya da lam
tizerinde yapilabilir. Tiip koaglilaz testi S. aureus’un belirlenmesi icin en
glivenilir test olup %97 oraninda dogru sonug verir (12, 13).

Stafilokoklar basta glikoz olmak tizere bir ¢ok karbonhidrati fermantatif
olarak parcalarlar ve son tiriin olarak laktik asit yaparlar, gaz olusturmazlar.
Mannitole etkileri degisken olup 6zellikle S.aureus bu sekere etkilidir. Mannitol

fermentasyonu ve deoksiriboniikleaz testi S. epidermidis, novobiosin direnci ise
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S. saprophyticus igin tammlayicidir. Klinik olarak Onemli stafilokok tiirlerinin

ayirdedilmesinde kullanilan testler Tablo 1’de Ozetlenmistir (14).

Tablo 1: Klinik olarak onemli stafilokok tiirlerinin ayimmminda

kullanilan testler

Test S. aureus S. epidermidis 8. saprophyticus
Koagiilaz + - -
Mannitol fermentasyonu + - +
Deoksiriboniikleaz + - -
Novobiosin direnci - - +

2.1.7. Ureme Ozellikleri

Stafilokoklar bir¢ok besiyerinde ireyebilirler. Kanlt agarda tireyen bakteri
kolonileri yuvarlak, diizgiin, kabarik, mat, S tipinde olup, S.aureus’un kolonileri
sart pigmentli olup, etrafinda beta hemoliz goriiliir.  S.epidermidis ve
S.saprophyticus’un baz1 kokenlerinde de sar veya turuncu pigment iiretir ve

hemoliz yapar. Stafilokoklar %10 ve daha az NaCl iceren ortamlarda
treyebilirler (10-13).

2.2. Stafilokoklarin Patogenezi

2.2.1. Kolonizasyonu

Stafilokoklar normal flora elemani olarak, viicudun degisik yerlerinde
kolonize olabilirler (8). Basta nazal mukoza, nazofarinks, deri ve daha az olmak
lizere bagirsak ve diger mukozalari normal floralarinda bulunan bakterilerdir,

S.aureus saglikli insanlann %10-40’inin ve hastanc calisanlarinin ya da
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hospitalize hastalarin ¢ogunun burun delifi mukozalarinda kolonize olabilitler.
Insanlarda endojen ve eksojen kaynakli ¢ok cesitli hastaliklar olusturabilirler (9).

Yerlesim bakimindan S.epidermidis yaygin  bir ozellik gosterir.
S.aureus’un bulunmamasi halinde burun deligi mukozasindan soyutlanan
stafilokoklarin %90-100’iinii S.epidermidis olusturur. Ayrica aksiller, inguinal,
perineal bolgeler, ayak parmaklarinda ve daha az olarak derinin diger
kisimlarinda kolonize olurlar. S.hominis ve S.haemolyticus aksiler, inguinal,
perineal deride, S.capitis bas derisinde, S.auricularis dis kulak yolu derisinde
yerlesme Ozelligindedirler. S.saprophyticus deriden c¢ok irogenital mukoza
epiteline yapisma ozelligi gosterdiginden daha cok bu bélgelere kolonize
olmaktadir (10, 12).

Insanlardaki stafilokok infeksiyonlarinda S.aureus éncelikli patojen olarak
yer alir. Bundan baska firsatg1 patojenler olarak S.epidermidis, S.saprophyticus
siklikla infeksiyon yapar. Daha nadir olarak S.haemolyticus, S.hominis,

S.warneri, S.saccharolyticus, S.cohnii ve S.simulans’in firsatg1 infeksiyonlarina

rastlanmigtir (8-12).
2.2.2. Adhezyonu

S. aureus hem konakgiya ait biyolojik yiizeylerde hem de implante edilmis
cihazlar iizerinde kolaylikla kolonize olabilecek, kolonizasyonun ardindan doku
invazyonuna ve hastalifa yol agabilecek karmasik bir donanima sahiptir. Tiim
infeksiyonlarda oldugu gibi konak¢i savunma mekanizmasi ve bakteriyel
virulans arasindaki denge Onemlidir. S. aureus infeksiyonlarinda ilk basamak
adhezyon ve kolonizasyondur. S. aureus’un travmatize insan dokularinda,
endotelde, zedelenmis kalp kapaklarinda ve prostetik cihazlar iizerinde
tutunabilmesini saglayan ¢ok sayida konakg¢i proteini (fibrinojen, fibronektin,
kollajen, vitronektin, kemik sialo protein, trombospondin vb.) saptanmustir.
Fibronektin (ekstraselliiler matriks proteini), vitronektin (subendotelyal dokuda

yer alan bir protein), kemik sialo protein ve trombospondin (aktive olmus
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plateletlerden salinan bir protein) ile S. aureus arasinda spesifik bir etkilesim

oldugu gosterilmistir (14-17).
2.3. Antibiyotik Direnci

Penisilinin klinik kullanima girdigi 1940 yilindan ¢ok kisa bir siire sonra,
1942 wyilinda, penisilinaz denilen bir B-laktamaz aracihifiyla stafilokoklarda
penisilin direnci rapor edilmistir. Direng oram 1950’lerin sonlarina kadar
%50’ ye, 1992’ye kadarsa %95’e ylikselmistir. Penisiline direncli stafilokoklarin
tedavisinde 1960 yilinda penisilinaza dayamkli semisentetik penisilin olan
metisilin ve tiirevleri (oksasilin, nafsilin, dikloksasilin gibi) gelistirilmistir (15,
16). Stafilokoklarda metisilin direnci ise metisilinin klinik uygulamaya
girmesinden kisa bir siire sonra tespit edilmistir. Metisilin direngli S.aureus
(MRSA) ve metisilin direncli koagiilaz negatif stafilokok (MRKNS) suslar
1970’1li yudlarin sonuna dogru, yaygin olarak kullanilan birgok antibiyotige
(klindamisin, makrolid grubu antibiyotikler, kloramfenikol, tetrasiklinler,
rifampisin, aminoglikozidler, trimetoprim-sulfametoksazol), 1980°li wllarin
sonunda ise kinolonlara kars1 direngli hale gelmeye baslamislardir (17, 18).
Aslinda bu yillardan da once, 1958°de kesfedilmis olan vankomisin tek tedavi

secenegi haline gelmistir (18).
2.3.1. Metisilin Diren¢ Mekanizmalan
2.3.1.1. intrensek Direnc

Metisiline hassas ve direncli S.aureus suslar1 dort tip penisilin baglayan
protein (PBP) tiretmektedirler. Bunlar 85kDa PBP1, 81kDa PBP2, 75kDa PBP3,
45kDa PBP4 proteinlerdir. PBP’ler membrana bagh DD-peptidazlardir ve serin
proteazlarinkine  benzer kimyasal aktiviteleri vardir. Bu  enzimler

transpeptidasyon reaksiyonunu katalizler. Beta-laktam antibiyotikler bu enzimin
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substratidir ve PBP’nin aktif bélgesindeki serine kovalent baglanwrlar. PBP1, 2, 3
beta laktam antibiyotiklere yiiksek afiniteye sahiptirler (19).

Stafilokoklarda metisilin direnci degisik mekanizmalarla meydana
gelebilir. Bunlar icerisinde en sik karsilastlani intrinsek direnctir. Intrinsek
direncin stafilokoklarda yeni bir PBP sentezlenmesi (PBP2a ya da PBP2')
sonucunda ortaya ¢iktifn bilinmektedir. Bu proteinin varligi metisiline intrensek
olarak direncli koagiilaz pozitif veya negatif tiim stafilokoklarda gosterilmistir.
PBP2a 78 kDa agirhifinda bir protein olup beta-laktam antibiyotiklere afinites:
diger PBP’lere oranla daha diisiiktiir (20). Metisilin direncli suslarda beta laktam
antibiyotiklere diisiik afinitesi olan PBP2a, yiiksek afiniteli PBP’lerin roliinii
iistlenerek bakteriyi bu ilaglarin oldiiriicti etkisinden korur. Bu nedenle PBP2a
tastyan stafilokoklar beta-laktam antibiyotiklerle karsilastiklarinda diger PBP’ler
antibiyotik tarafindan bloke edilir ve PBP2a tiim fonksiyonlan iizerine alarak
duvar sentezini devam ettirir. Molekiiler biyolojik calismalar sonucunda PBP2a
sentezinden bakteri kromozomunda yer alan 2 kb’lik bir gen olan “mecA” nin
sorumlu oldugu gosterilmistir. mecA geni yalmzca metisiline direngli
stafilokoklarda mevcuttur ve stafilokokkal tiirler arasinda ¢ok iyi korunmustur.
mecA gen liriinii olan PBP2a metisilin direncini belirleyen, indiiklenebilir bir
proteindir. Metisilin duyarh stafiloklarda PBP2a proteini ve mecA homologu
bulunmamaktadir (18-20).

Metisiline diren¢ diizeyi ile sentezlenen PBP2a miktan arasinda iliski
yoktur. Intrensek metisilin direnci tasiyan stafilokok suslart beta-laktam
antibiyotiklerin yanisira diger bir ¢ok antibiyotige de direnclidir. Metisilin
direncinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in mecA geninin eksprese olmasi gerekir. mecA
geninin ekspresyonunun kontroliinde rol oynadig: diisiinlilen ¢ok sayida gen
tanimlanmistir. Bu genlerin birbirleri ve mecA geni ile etkilesimleri sonucunda

iki farkh sekilde intrensek metisilin direnci ortaya ¢ikar (homojen ve heterojen
direng) (20,21).
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2.3.1.1.1.Homojen Direng

Homojen direng gosteren bir stafilokok kolonisinde bulunan tiim
bakteriler mecA genini tasirlar ve hepsinde bu gen eksprese olmustur. Direncin
tespiti gevresel faktorlerden etkilenmez. Metisilin direnci yiiksek diizeydedir.
Ancak klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen stafilokoklarin az

kisminda metisilin direnci bu sekildedir (21).
2.3.1.1.2.Heterojen Diren¢

Infeksiyon etkeni bakterilerde daha sik goriilen bir direng tiiriidiir.
Koloniyt olusturan tiim bakterilerin mecA geni tasimalarina ragmen diren¢ ancak
10°-10® bakteriden birinde ekspres edilir. Osmolarite, 1s1, inkiibasyon sliresi gibi
cesitli faktorlerden etkilenmesi nedeniyle saptanmasi daha giigtiir. Heterojen
direnc inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu, duyarlilik testlerinin %4 NaCl igeren
ortamlarda ve diigiik 1sida yapildig1 durumlarda daha iyi tespit edilebilmektedir
(20). Heterojen direncin mecA geninin fonksiyonunu kontrol ettigi diisiiniilen

mecl, mecRIl, blal, blaRl gibi genlere bagli olarak meydana gelebilecegi
diigiiniilmektedir (21).

2.3.1.1.3.Mevcut PBP’lerin Beta-Laktam Antibiyotiklere Afinitesinde
Azalma

Beta-laktamaz salgilamayan ve mecA geni tasimayan ancak mevcut
PBP’lerin beta laktam antibiyotiklere afinitesindeki azalma nedeniyle metisiline

direngli olan ¢ok az sayida stafilokok izolat: tespit edilmistir (19-21).
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2.3.1.2. Kazamlmus Direng (Plazmid Direnci)

Bakteri tarafindan asirt miktarda beta laktamaz salgilanmas: sonucunda
metisilinin kismen parcalanabildifi ve metisilin direncinin ortaya c¢iktigi
gosterilmistir. Bu tiir direng tedavide beta laktam antibiyotik ve beta laktamaz
inhibitorii kombinasyonlanyla asilabilir (1, 22). Cogul direng¢, konjugatif
plazmidlerin diren¢ genleri tasiyan cesitli transpozonlarla integrasyonu sonucu

meydana gelmektedir. Bu plazmidler nonkonjugatif olanlari da mobilize
edebilirler (17).

2.4. Hastane Infeksiyonlarda MRSA

Hastane infeksiyonlan hastaneye bagvuru aminda inkiibasyon déneminde
olmayan , hastalarin hastaneye basvurularindan 48-72 saat sonra gelisen ya da
hastanede gelismesine karsin, bazen hasta taburcu olduktan sonra 10 giin
icerisinde ortaya ¢ikabilen infeksiyonlar olarak tanimlanir. Degisik ¢alismalarda
nozokomiyal infeksiyonlanin goriilme siklifinin %3.1-14.1 arasinda degistigi
tespit edilmistir (23).

Bir grup arastinc1 MRSA susglarinin hastane infeksiyonlarina neden olan
metisilin hassas S. aureus (MSSA) suslarina oranla daha az virulan olduklar,
ancak biyolojik yiizeylere daha kolay yapismalart nedeniyle sik kolonizasyona ve
infeksiyona yol actiklari goriisiini savunmaktadir (24). MRSA tarafindan
olusturulan ilk salgmlarin Avrupa hastanelerinde 1960’larin baslarinda ortaya
ciktifn  bilinmektedir. Amerika’daki hastanelerde nozokomiyal S.aureus
1zolatlarimin %251 metisilin direnglidir. Ayrica ¢ok sayida arastinci MRSA
infeksiyonlarinin genellikle uzun sitiredir hastanede yatan, daha Onceden
antibiyotik tedavisi almus hastalarda hastaligin seyri, komplikasyonlar, morbidite
ve mortalite yoniinden dnemli oldugunu vurgulamusiardir (20, 21, 25).

MRSA prevalans1 hem cografi bolgeler arasinda hem de ayni bolgede yer

alan saghk kuruluglari arasinda degiskenlik gosterir. Amerika Birlesik
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Devletleri’'nde (ABD) stafilokoklarda metisilin direnci yillar i¢inde yavas bir
artis gostermistir, S. aureus suslarinda 1970’1 yularin ortalarinda %3-5 olan
metisilin direnci oram 1990’11 yillarda %18’e ¢ikimstir (1). Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) tarafindan koordine edilen National Nosocomial
Infection Surveillance (NNIS) calismasinda 1970’li yillarm basindan 1tibaren
ABD’deki tiim hastanelerden epidemiyolojik veriler toplanmis ve nozokomiyal
infeksiyon etkenlerinin dagilim arastirilmigtir. Bu calismanin sonuglarina gore
1986-89 yillan arasindaki donemde en sik karsilasilan nozokomiyal infeksiyon
etkeni Escherichia coli (%16) olmustur (1, 4). E. coli’yi sirasiyla enterokoklar, P.
aeruginosa ve S. aureus izlemektedir (%9-12). S. aureus nozokomiyal yara
infeksiyonlarinda en sik saptanan etkendir. Bunu enterokoklar ve koagiilaz
negatif stafilokoklar izlemektedir. Ayrica S. aureus nozokomiyal pnémoni ve
bakteriyemi etkenleri arasinda 2. sirada yer almaktadir. Nozokomiyal infeksiyon
etkenleri arasinda koagiilaz negatif stafilokoklar, enterokoklar ve kandida
tirlerinin dnemi her gecen yil giderek artmaktadir. NNIS verilerine gére 1975-
1991 arasinda test edilen S. aureus suslarimn %11°i metisiline direnclidir ve bu
siire i¢inde metisilin direncinde 10 kattan fazla artis olmustur (1974’ de %2.4 iken
1991°de %29) (1, 17). MRSA oramindaki en belirgin artis biiyiikk hastanelerde
(>500 yatak) gbzlenmistir. 1991 verilerine gore kiigtik hastanelerde (<200 yatak)
S. aureus suslarinda metisilin  direnci oran1 %14.9, orta biiyiikliikteki
hastanelerde (200-499 vatak) %?20.3, biiyiikk hastanelerde ise %38.3 diir.
Ingiltere, Belgika ve diger Avrupa iilkelerinden bildirilen sonuglar da benzer
niteliktedir (1, 4, 17).

European Prevalence of Infection in Intensive Care (EPIC), Avrupa’da
yogun bakim iinitelerinde izlenen hastalardaki infeksiyon prevalansim saptamak
amaciyla planlanm§ olan bir galigmadir. Bu ¢alismada 30 Nisan 1992°de cok
saylda Avrupa iilkesinde yogun bakim iinitelerinde (toplam 1472 yofun bakim
linitesi) yatmakta olan 10.000’den fazla hasta infeksiyon yoniinden arastirilmistir
(1). Belirlenen giinde taranan hastalarda infeksiyon olup olmad:gim ve saptanan

infeksiyonlarin ne kadarinin yogun bakimda kazanildiim aragtirmayr amaclayan
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bu calismada tiim yogun bakim hastalarinin %45’inde infeksiyon oldugu ve
bunlarin %21°ini yogun bakim iinitesinde kazanilmis infeksiyonlarin olusturdugu
saptanmustir. Ayrica tiim infeksiyonlarin 1/3’tinde etkenin S. aureus oldugu
bulunmustur  (Enterobactericae %40, Pseudomonas aeruginosa %29,
Enterococci %12, koagiilaz negatif stafilokoklar %19). Dikkati ceken diger bir
nokta ise Avrupa genelinde tiim §. gureus infeksiyonlarinin %60’1nin MRSA
suslarina bagli olmasi, ancak iilkeler arasinda bu oran yoniinden Onemli

farkliliklar gbzlenmesidir (Tablo2) (1).

Tablo 2: Avrupa’nn degisik lilkelerinde nozokomiyal infeksiyon etkeni olan

S. aureus suslarmda metisilin direnc¢ oranlam (1).

Ulke MRSA (%)
italya 344
Fransa 33,6
ispanya 30,3
Beicika 25,1
Avusturya 21,6
Almanya 55
Isvigre 1,8
Hollanda 1,5
Isveg 0,3
Danimarka 0.1

Avrupa’da tiim hastane infeksiyonlarina yonelik bir baska prevalans
calismasinda (Tablo 3), 10 farkls tilkeden (toplam 43 laboratuvardan) génderilen
birbirini izleyen ilk 200 S. aureus izolati incelenmis ve toplam 7333 izolatin
%12.8’inin metisilin direncli oldugu, MRSA suslarimn 1/3’iiniin cerrahi
servislerden, 1/3’iiniin ise yogun bakim iinitelerinden izole edildigi bildirilmistir

(1). Bu calismada Italya, Fransa, Ispanya, Belgika ve Avusturya’da MRSA
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oraninin yiiksek, Almanya’da orta diizeyde, Danimarka, Isveg, Hollanda ve

Isvigre’de ¢ok diisiik oldugu saptanmistir.

Tablo 3: Avrupa’min degisik iilkelerindeki hastanelerin yogun bakmm

iinitelerinde MRSA dagihmu (1).

Ulke S. aureus sayisi MRSA (%)

Avusturya 102 52.9
Hollanda 34 52.9
Fransa 229 46.3
Ispanya 181 39.2
Belgika 80 215
Almanya 98 235
Isvigre 88 23
Hollanda 101 0

Yogun bakim iinitelerinde gelisen infeksiyonlar tek basima incelendiginde
MRSA oranlarmin daha da arttif1 ve Avrupa genelinde MRSA suslan arasinda
diger antibiyotiklere (siprofloksasin, klindamisin, eritromisin, trimetoprim-
sulfametoksazol, rifampisin) diren¢ oranimin da yiiksek oldugu gozlenmistir (1, 4,
15, 18).

MRSA ile kolonizasyon ve infeksiyon i¢in en onemli risk faktorler: yas,
altta yatan hastaliklar, nazal kolonizasyon ve yabanci cisimlerdir (kateter,
trakeostomi, nazogastrik tiip) . MRSA ile infekte olan hastalarin ¢cofunda yatis
stireleri uzun, antibiyotik kullamimu fazladir (3, 4, 17, 26). Nozokomiyal MRSA
infeksiyonlarinin ve  MRSA epidemilerinin yaklasik 2/3°ti yogun bakim
tinitelerinde goériilmektedir (27).

MRSA’nin bir hastaneye girigini takiben eradikasyonu olduk¢a giictiir.

Hastanelerde ve bakimevlerinde baslica MRSA rezervuarimi bu mikroorganizma
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ile kolonize ya da infekte olan hastalar olusturur (25-28). Bilinen en &nemli
yayilim mekanizmas: hastane personelinin ellerinde gegici siireyle MRSA
tasinmasidir (28). Cevresel MRS A kontaminasyonunun yogun oldugu servislerde
(vanik tiniteleri, MRSA ile kolonize veya infekte eksfoliatif dermatitli hastalarin
bulundugu servisler gibi) yatan hastalarda MRSA infeksiyonu ya da
kolonizasyonu riski daha fazladir (29). MRSA ile kolonize veya infekte olan ve
sekresyonlarim kontrol edemeyen trakeostomili hastalarin bulundugu ortamlarda
hava yoluyla yayiim miimkiindiir (26-29). Ayrica MRSA ile kolonize saghk
personelinden kaynaklanan epidemiler de bildiﬂlnﬂstﬁ (27). Ancak belirtilen
bulagsma yolarindan higbirisi {gevresel kontaminasyon, hava yoluyla yayilim,
kolonize saglik personeli) saglik personelinin ellerinde gecici olarak MRSA
tagsinmasi kadar énemli degildir (30, 31).

Nazal S. aureus tastyiciigimn prevalanst c¢alisilan popiilasyona gore
degiskenlik gosterir; yas, wk, antibiyotik kullanimi, hospitalizasyon gibt bir¢cok
faktor tarafindan etkilenir (29, 30). Yenidoganda %90’a varan nazal tasiyicilik
oran ilk 2 yil iginde %20’ye iner, 4-6 yasindan itibaren de erigkin oranina ulasir.
Enskinlerde nazal S. aureus tasiyicilifi icin %10-50 arasinda degisen rakamlar
bildirilmektedir (1, 30, 31). Ug tip nazal tasiyic1 bulunmaktadur:

- Devamli nazal S. aureus tasiyicilan (%10-20)

- Aralikli nazal S. qureus tasiyicilan (%10-20)

- Hi¢ tagimayanlar (bakteriyel interferans ya da konak¢inin genetik
Ozellikleri nedeniyle)

Hastaneye yatis1 takiben 5-10 giin icinde hastalarin %20-30’u o hastanede
baskin olan susu burunlarinda tasimaya baslarlar. Antibiyotik kullanim,
hemodiyalize girme, diabates mellitus, immiin yetmezlik gibi durumlarda bu oran
daha da artar (27),

Burunda S. aureus kolonizasyonu olusumunda ilk agsama bakterinin
adherensidir. In vitro kosullarda nazal S. aureus tasiyicilarinda
mikroorganizmamn nazal epitel hiicrelerine afinitesinin tasiyici olmayanlara

oranla daha fazla oldugu gosterilmistir (15). Fibronektine ve lektinlere baglanma,
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HLA tipleri, bakteri inokiilumunun bityiiklii§i, teikoik asit ve burunun kalici
florasindaki bakterilerle interferans nazal tasiyiclifin belirlenmesinde rol

oynadigi ileri siiriilen diger faktorlerdir (15).
2.5. Epidemik MRSA Infeksiyonlar: ve Epidemiyolojik Calismalar

Epidemik nozokomiyal infeksiyonlar, bir hastanede ya da bir serviste
belirli bir donemde, olagan kabul edilen oranin iizerinde infeksiyon goriilmesini
ifade eder. Ilk nozokomiyal MRSA epidemisinin 1963 yilinda tanimlanmasim
takiben Avrupa ve Amerika’dan ¢ok sayida MRSA epidemisi bildirilmistir (1,
27). Ingiltere’de 1980°li yillarin basinda tek bir MRSA susunun ¢ok sayida
hastanede epidemilere neden oldufu saptanmis ve bu susa epidemik MRSA-1
(EMRSA-1) adi verilmistir (32). O tarihten bu yana epidemilere neden oldugu
bildirilen ¢ok sayida MRSA susu taumlanmustir (1, 15, 26, 32, 33, 34).

MRSA suslarina epidemik Ozellik kazandiran belirleyiciler heniiz tam
olarak bilinmemektedir. EMRSA suslarinin kuru ortamlarda sporadik MRSA
(SMRSA) suslarina oranla daha uzun siire canli kaldigi gosterilmistir (35).
Kollajene ve fibronektine baglanma konak dokulara kolonizasyon ve invazyonu
Onem tastyan virulans faktorleridir. Ancak EMRSA ve SMRSA suglar arasinda
bu faktSrler yoniinden anlamli bir fark saptanmamustir (35). §. aureus suglarnin
yaklastk %90’inda polisakkarit yapisinda bir kapsiil bulunur (10). Kapsiil
yapisina gore 11 farkli serotip tamimlanmustir (36). Bu 11 serotipin dagilimi
yoniinden EMRSA ve SMRSA suslan arasinda onemli bir fark gézlenmemistir.
Ancak EMRSA suslant arasinda daha fazla sayida Kkapsiiler serotipi
belirlenemeyen sus bulunmas: dikkat ¢ekicidir. Bunun epidemik davrams paterni
yoniinden 6nem tasiyip tasimadig: bilinmemektedir. Yirmidort EMRSA ve 16
SMRSA susunun kargilastinildign bir calismada daha fazla sayida EMRSA
susunun (EMRSA’da %79, SMRSA’da %44) o-toksin iirettigi ve aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamh oldugu gosterilmistir. Bu farkliiklarin suslarin

epidemik davrams paternini ne Slctide etkiledigi heniiz agiklik kazanmamustir.
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Ayrica epidemik oldugu bilinen suslarin (6rnegin EMRSA-1) her zaman yayilim
gbstermedigini bildiren yaywnlar vardir (1, 35). Bu nedenle EMRSA suslarinin
davranis paterninin mikroorganizma, hasta ve cevresel faktdrler arasindaki
iliskiye bagl oldugu sanilmaktadir.

Epidemik nozokomiyal bir patojen haline geldikten sonra MRSA’min
eradikasyonunun c¢ok giic olmasi ve epidemilerin getirdigi mali yiilk nedeniyle
son yillarda MRSA infeksiyonlarinin epidemiyolojik incelemesi iizerinde 6nemle
durulmaktadir (18).

MRSA infeksiyonlarinin epidemiyolojik incelemesinin yapilabilmesi igin
suslar birbirinden ayirdedebilecek ya da aralarindaki benzerligi kamtlayabilecek
yontemler kullamilmas: gereklidir. Ancak MRSA suslar arasindaki yakin genetik
benzerlik nedeniyle bu tiir bir degerlendirmenin rutin bakteriyolojik ydntemlerle
yapilabilmesi miimkiin degildir (37,38). Heniiz MRSA suslan igin kesin bir
tiplendirme sistemi tammlanmamustir. Giinlimiizde nozokomiyal epidemilerin
analizinde kullanilan tiplendirme yontemleri MRSA suslar1 arasindaki fenotipik
(antibiyotik duyarlilifi, bakteriyofaj tiplendirmesi, kapsiil tiplendirmesi,
multilokus enzim eclektroforez, protein elektroforez/immunoblotting vb.) veya
genotipik (plazmid fingerprinting, Southern-blotting, arbitrarily primed-
polymerase chain reaction, pulsed field gel electrophoresis vb.) farkliliklar esas
almaktadir (7).

MRSA suglarimin epidemiyolojik incelemesinde altin standart olarak kabul
edilen test faj tiplendirmesidir (7). Ayrnica  PFGE (pulsed field gel
electrophoresis) bu konuda hizla 6nem kazanmaktadir. Uluslararast Faj
Tiplendirme Semast (International Phage Typing Scheme) kullanilarak tim
MRSA suslanmin ancak %60’1 tiplendirilebilir (39). Farkli bakteriyofajlar
eklenerek bu oran arttinlabilir. (7, 39). Ote yandan faj tiplendirmesiyle aym
oldugu saptanan bazi suglarin molekiiler yontemlerle farkli genotiplere sahip
olduklari gosterilmistir. Ozellikle birbirine benzer faj paternine sahip olan ancak

tam korrelasyon gostermeyen suslarla karsilasildiginda sonuglarin yorumlanmast
gii¢c olmaktadir (7).
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MRSA suslarinda genellikle ¢oklu antiyotik direnci gozlenmesi nedeniyle
epidemiyolojik bir incelemenin yalmizca antibiyotik duyarlilik testlerine
bakilarak yapilmasi da mimkiin degildir (18, 40). Ancak bir hastanede (veya
serviste) birkag¢ hafta ya da ay icinde belirli bir direng paternine sahip MRSA
izolatlarinin sayisinda artis saptanmasi bir epideminin habercisi olabilir. Bu
nedenle her hastanede nozokomiyal infeksiyon etkenlerinin ve antibiyotik direng
paternlerinin dikkatle izlenmesi gerekmektedir (40).

Direng belirleyici genetik tzellikler genellikle mutasyonlar yoluyla veya
plazmidler aracihifiyla kazanilir., Plazmidlerin kaybedilmesi ya da yeniden
diizenlenmesi (rearrangement) sonucunda birbiriyle ¢ok yakindan iligkili olan
suslarin bile antibiyotik duyarlilik paternleri farkli olabilir (41). Genotipik
yontemler nozokomiyal patojenlerin suslari arasindaki farkl:hiklar gostermede
fenotipik yontemlerden daha iistiindiir. Ornegin plazmid DNA’sinin restriksiyon
enzimlerle kesimler (restriction endonuclease analysis of plasmid DNA) (REAP)
hastane epidemilerinde mikroorganizmalarin klonal dagiliminmn incelenmesine
yararlh oldugu gosterilmis bir yOntemdir (37). Plazmidlerin sik genetik
“rearrangement” gecirmeleri nedeniyle DNA bant paternlerinin analizi de gii¢
olabilir (37). Baz1 nozokomiyal patojenlerin az sayida plazmid tasimas: ya da hig
plazmid tasimamasi bu tir mikroorganizmalarin REAP  yOntemiyle
tiplendirilmesinde giicliik yaratmaktadir (37, 41). Plazmid analizindeki sorunlar
nedeniyle tiplendirme igin kromozomal DNA analizine dayali yontemlerin
gelistirilmesine  afultk  verilmisti. PFGE  kromozomal  DNA’min
endoniikleazlarla belirli noktalardan kesilmesiyle elde edilen farkh
butyiikliiklerdeki pargalarin (makrorestriksiyon fragmanlari) goriintiilenmesi igin
kullanilan yontemlerden olup son yillarda MRSA suslanimin epidemiyolojik
incelemesinde en fazla tercih edilen yontemlerden biri haline gelmistir (7). Diger
bir genotipik yontem olan Arbitrarily primed-polymerase chain reaction (AP-
PCR) ile kompleks genomik DNA’dan elde edilen karakteristik bant
paternlerinin analizi yapilabilir (7, 38). AP-PCR’da, rutin PCR’dan farkl olarak

rastgele secilmis primerlerin, amplifikasyonun baglangi¢c dongiilerinde hedef
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DNA’ya diisiik sicaklikta, 6zgiil olmayan bir sekilde baglanmalannin saglanmasi
amaglanmaktadir. Daha sonraki déngiilerde ise primerlerin baglanma derecesi
yitksek tutularak &zgiil baglanma gerceklesmekte ve ilk dongilerde olusan
{irinler amplifiye edilmektedir. AP-PCR ile elde edilen DNA bant paternleri her
sus icin dzgilldir (38). Her sus icin elde edilen bantlarin sayisini, yogunlugunu
ve bant paternlerinin tekrarlanilabilirligini etkileyen faktérler sunlardir: primer
dizisi ve uzunlugu, deney kosullan (6zellikle birlesme derecesi), DNA (kalip ve
primer) ve tuz konsantrasyonu, DNA ekstraksiyon ve aritma yoSntemleri, her
amplifikasyonda kullanilan “thermal cycler”in aym: olmasi. Bu faktorlerin sabit
tutulmasit sonuglarin saghiklt ve tekrarlanilabilir olmasi agisindan biiyiik Snem
tastr. Suslar arasindaki genetik iliski azaldikga bant paternlerinin polimorfizmi de
artmaktadir. AP-PCR’in PFGE veya faj tiplendirmesi ile aymt rezoliisyona
ulagabilmesi icin en az 3 farkli primer kullanilmasi onerilmektedir (7). Basit ve
hizli bir yontem olmas: nedeniyle, uygun kosullar altinda uygulanmasi sartiyla
AP-PCR’1in MRSA suslanmin epidemiyolojik incelemesinde ilk tercih edilecek
yontem olabilecegi ileri stiriilmektedir (41, 42, 43).

2.6. Siirveyans Cahgmalan

MRSA tasiyan hastalar: saptamaya yonelik siirveyans metodlan ile ilgili
en Onemli calismalardan biri 1982’de Thompson ve arkadasglari tarafindan
yapilmstir (1). Bu ¢alismada MRSA infeksiyonlarin saptamak ve kontrol altina
almak amaciyla 3 degisik siirveyans yontemi uygulanmustir:

1 Klinik laboratuvar siirveyansi

2.Yiiksek riskli hastalarin aylik prospektif mikrobiyolojik siirveyansi

3.Daha onceye ait MRSA infeksiyonu ya da kolonizasyonu olan hastalarin
saptanmas1 ve bu hastalar yeniden hastaneye yattgmda kiiltiir sonuglan belli
olana kadar izolasyonlan

Bu ii¢ yaklasimin her biriyle MRSA olgularinm yaklasik 1/3%iinii

saptamak muimkiin olmustur. Siirveyans calismalart ve kontrol Snlemlerinin
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kombine edilmesivle MRSA infeksiyonlarimin insidans ve prevalansinda belirgin
bir azalma saglanabilecegi saptanmistir (28).

MRSA epidemisi belirli bir iinitede MRSA kolonizasyonu ve/veya
infeksiyonu oraninda belirgin bir artis olmasi seklinde tamimlanir. MRSA
infeksiyonlarinin epidemiyolojik incelemesinin yapilabilmesi igin ilk iiremenin
saptandig: tarih, kiiltiiriin alindif1 yer, hastanin o swrada hangi serviste (oda
numaras1 dahil) yattigi, hangi servisler ya da hastaneler arasinda ne zaman
transfer yapildigi, diger infekte veya kolonize hastalarla iligkisi olup olmadigi,
mikroorganizmanin diger antibiyotiklere duyarlilifi, hastayla ilgilenen doktor ve

hemsire ekibi ile iIgilli ayrintth bilgiye ihtiya¢ vardir (1, 28).
2.7. MRSA Infeksiyonlariin Kontrolii

Nozokomiyal patojenler arasindaki Sneminin giderek artmasi, epidemilere
neden olabilmesi ve tedavi seceneklerinin kisithh olmas: nedeniyle MRSA
infeksiyonlarinin epidemiyolojisi ayrintih olarak incelenmis, risk faktorleri
arastirtlmis ve epidemilerin kontrol altina alinabilmesi ya da énlenebilmesi i¢in
cesitli stratejiler belirlenmistir (26).

MRSA infeksiyonlarin1 kontrol altinda tutmak amaciyla alinacak énlemler
her saglik kurulusunun kaynaklarina, hasta popiilasyonuna ve o kurulustaki
MRSA prevalansma gore belirlenmelidir (1, 26, 44). Asil hedef olan MRSA’nin
eradikasyonunu saglamak miimkiin olmadig: icin asagida 6zetlenen Snlemlerle
hastane ici ve hastaneler aras1 MRSA yayillinunin minimuma indirilmesi ve
epidemilerin ortaya ¢ikisinin 6nlenmesi amaglanmaktadir. MRSA’nin endemik
nozokomiyal bir patojen oldugu yerlerde fazla is yiikii getirmeyen, rutin hastane
prosediirlerini aksatmayan ve c¢ok pahali olmayan kontrol sistemlerinin
gelistirilmesi gerekir. ilk izolasyon sirasinda herhangi bir MRSA susunun
epidemik olup olmadifim sdylemek miimkiin degildir. Ingiltere’de epidemik

MRSA suslarin: belirlemek amaciyla kurulmus stafilokok referans laboratuvar
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vardir. Saptanan her susun bu laboratuvara génderilmesiyle daha ileri tiplendirme
yapilabilmekte ve epidemik 6zellikleri haklanda bilgt alinabilmektedir (1).

EMRSA suglarina karsi dnlem alinmamasinin getirecegi ekonomik yiikiin,
infeksiyon kontrol Onlemlerinin getirdigi yiikten daha fazla oldugu konusunda
goriis birlig: vardir.

MRSA’nin endemik nozokomiyal bir patojen haline geldigi hastanelerde
asagida aciklanan yontemlere basvurarak sorunu kontrol altina almak miimkiin
degildir. Bu tiir hastanelerde mikrobiyoloji laboratuvarindan bildirilen sonuglarin
degerlendirilmesi sirasinda herhangi bir serviste MRSA oraninda belirgin bir
artis (o zamana kadar bilinen oranlarn iizerinde) saptanmasi halinde o servise
yonelik tarama calismalan yapilarak epideminin kaynaginin arastiriimast yoluna

gidilmeli ve kaynagn ortadan kaldirilmasma calistimalidir (1,44).

2.7.1. MRSA Ile Infekte Veya Kolonize Bir Hasta Saptandiginda
Yapilmasi Gerekenler (1):

¢ Bir serviste 2 hafta icinde 2 ya da daha fazla hastadan MRSA iiremesi
saptanmasi halinde bu hastalarin klinik durumlari uygunsa hemen taburcu
edilmeli.

o MRSA ile infekte ya da kolonize olan ve taburcu edilemeyen hastalarin
izole edilmesi, bu hastalardan ve aym serviste yatan diger hastalardan, servis
personelinden tarama kiiltiirleri altnmal: (burun, bogaz, perine, yara, cilt
lezyonlar, balgam, sondali ise idrar Srnegi).

e Cerrahi servisler ve yogun bakim iiniteleri gibi kritik noktalarda her
MRSA iiremesini takiben tiim hastalarin ve personelin taranmasi 6nerilir, servise
yeni hasta girisi durdurulmali, gerekirse servis kapatilmalz.

¢ Epideminin oldugu serviste hijyenik Onlemler arturilmali (tiim
personelin el dezenfeksiyonunda antiseptik deterjan ya da % 70’lik alkol

kullanmasi, odalarin fenolik deterjanlarla temizlenmesi) ve egitime 6zel onem

verilmelidir.
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¢ Hasta veya hastanin yakin ¢evresi ile temas oncesinde ve sonrasinda
eller antiseptik bir deterjanla yikanmali ya da alkol uygulanmali, kontamine
giysiler ve camasirlar ile temas sirasinda eldiven, hasta veya yakin cevresi ile
temas sirasinda ise Onlilk giyilmelidir. Bazi 6zel durumlar (balgam aspirasyonu,

gogiis fizyoterapisi, eksfoliyatif cilt hastaliklan gibi) disinda maske takilmasina

gerek yoktur.
2.7.2. Nazal MRSA Tasiyicthgimin Tedavisi

Nazal MRSA tasiyiciligl icin tedavi segenekleri Tablo 4'de Gzetlenmistir.
Burun disinda kalan dier bolgelerde eradikasyon saglamak giictiir.

Mikroorganizma topikal antibiyotiklere direncli olabilir ve antiseptikier her
zaman etkili degildir (45).

Tablo 4: Nazal MRSA Tasiyrcithgmmn Tedavisi
Topikal tedavi

-Mupirosin (ilk secenek)
-Basitrasin

Oral tedavi

-Trimetoprim-sulfametoksazol
-Siprofioksasin

-Minosiklin

-Novobiosin

-Rifampisin

Topikal + oral tedavi

MRSA tasiyicillanina tedavi verilmesinin baslica iki amaci vardir:
Herhangi bir saglik kurulusunda gelisen MRSA epidemisini kontrol altina almak,
tckrarlayan MRSA infeksiyonu gelisen tasiyicilarda infeksiyon gelisimini

onlemek. Tedavi segeneklerinin kisith olmasi ve direng gelisimi nedeniyle tedavi
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edilmesi gereken MRSA tasiyrcilarimin belirlenmesi biiytik dnem tasir. MRSA
kolonizasyonunun endemik oldugu bir hastanede tasiyicilart tedavi endikasyonu
yoktur (40).

2.7.3. Ciddi MRSA infeksiyonlarimin tedavisi

Ciddi MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde ilk secenek vankomisindir.
Teikoplanin aktivitesi vankomisine benzeyen yeni bir glikopeptiddir.
Vankomisine oranla daha az toksiktir ve kullammi daha kolaydir (giinde tek doz,
intramuskiiler). Ciddi MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde vankomisinin yerini

alip alamayacagi henliz agiklik kazanmamustir (40, 45)
2.7.4. Infeksiyon Kontroliinde Diger Yaklagimlar

Avrupa iilkelerinde EMRSA infeksiyonlarmin kontrolii amaciyla
genellikle yukanda Ozetlenen standart yontemler kullaniir. Her lilkede MRSA
prevalansina gore bu yéntemlerde bazi degisiklikler yapilabilir (1).

ABD’nde EMRSA infeksiyonlarinin kontrolii icin Onerilen standart bir
sistem yoktur. MRSA ile infekte ya da kolonize hastalar icin infeksiyon veya
kolonizasyon bolgesine ve nozokomiyal yayilim ihtimaline gore mutlak
izolasyon veya temas izolasyonu uygulanir. Temas izolasyonunda temel
prensipler MRSA ile kolonize veya infekte olan hastalarin ayn odalarda
izlenmesi, infekte materyalle temas sirasinda eldiven giyilmesi, hastayla yakin
temas gerektiren ya da sekresyonlarin sicramasi ihtimali bulunan durumlarda
(bronkoskopi, yara irrigasyonu, trakeotomi bakimi gibi) maske takilmasidir.
Mutlak izolasyonda ise infekte veya kolonize hastalarin ayn odalarda
izlenmesine ek olarak bu odalara giren herkesin eldiven, maske ve onliik
kullanmasi gerekir. Yapilan calismalar temas izolasyonu yonteminin MRSA

infeksiyonlarinin  kontroliinde mutlak izolasyon kadar etkili oldugunu
gostermistir (1, 7, 30, 40).
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Deneysel olarak saglik personelinin ellerine inokiile edilen MRSA’nin 3
saatten uzun bir siire yasayabildigi, ellerin su ve sabunla yikanmasiyla tamamen
temizlenebildigi gosterilmistir (3, 31, 45). Bu nedenle el yitkama ve yara bakimu
ile ilgili difer genel 6nlemlere uyulmasi, personele bu konuda egitim verilmesi
MRSA infeksiyonlarinin yaytliminin 6nlenmesinde biiyiik 6nem tasir. Her tiirlii
yara (infekte ya da kolonize olup olmadigina bakilmaksizin) ile ilgilenirken
alinmasi gereken onlemler sunlardis:

e Yara bakimu sirasinda tek kullanumlik eldiven giytlmeli ve bir hastadan
dierine gecerken eldiven degistirilmelidir. Aksi takdirde eldiven yalmzca
mikroorganizmalarin saglik personeline gegisini Onler. Ancak hastadan hastaya
kolaylikla tasmabilir. Yara bakima tamamlamp eldiven ¢ikanldiktan sonra eller
yikanmalidr,

e Akintili yaralarla temas strasinda veya giysilere yaradan sivi sigramasi
ihtimali olan durumlarda ¢nlitk giyiimelidir.

Pansuman i¢in kullamilan malzemeler hastadan hastaya transfer
edilmemeli, tek kullammlik malzeme tercih edilmeli, bu miimkiin degilse her

hasta i¢in ayn bir malzeme seti kullamilmali ve kullanim sonrasinda sterilize
edilmelidir (31, 40, 45).




3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsma Grubu

Bu calisma Mayis 2000 ile Subat 2001 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi (KTU), Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

Tiim izolatlar K.T.U. Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi’nde yatan hastalarin
Mayis  2000-Subat 2001 tarihleri arasinda, Merkez Mikrobiyoloji

J.aboratuvar’na génderilen hasta materyallerinden izole edildi.
3.1.2. Klinik Bakteri Suslan

MRSA susu izole edilen hastalar, hazirlanan MRSA sorgulama formuna
(EK-1) ayrmtili olarak kaydedildi. Hastalarin hastaneye yatis tarihi, materyalin
gonderildii tarih, hastaya uygulanan invaziv girisimler, kullanilan antibiyotikler
ve kullanim siireleri forma kaydedildi.

Hastane infeksiyonuna sebep oldugu diistiniilen MRSA izolatlarinin izole
edildigi tarih, izole edildigi materyal, materyalin gonderildigi hastane birimi,
hastaneye yatis tarihi ve izolat kodu Tablo 5°de gosterilmistir. Izole edilen suslar,

Trabzon Staphylococcus aures [zolasyon sirasi (TSA XX) seklinde kodlandi.



Tablo 5: izole Edilen MRSA Suslarmn izole Edildigi Materyal, izolasyon Tarihi ve Servislere Gore Dagihm

Sira Izolat Kodu Laboratuvar Materyal Hastaneye Izolasyon Izole Edilen
No Protokolii Gonderen Birim  Yatis Tarihi Tarihi Materyal

1 TSAO051a 116137 CYBU 17.05.00 26.6.00 Trakeal Aspirat
2 TSAO051c 115934 CYBU 17.05.00 26.6.00 Kan kiiltiiriz

3 TSA052a 107836 CYBU 09.06.00 19.6.00 Yara kiiltiirii

4 TSAO052b 115943 CYBU 09.06.00 26.06.00 Yara kiiltiirti

5 TSAO053 116139 Dahiliye 18.05.00 26.6.00 Kan kiiltiri

6 TSA054 116207 Ortopedi 10.06.00 26.6.00 Yara kiiltiirti

7  TSAO055 115921 Dahiliye 10.06.00 26.06.00 Perikardial mayi
8 TSA056 119222 Noroloji 18.05.00 03.07.00 Trakeotomi

9  TSAQ057 119082 Dabhiliye 26.06.00 03.07.00 Yara kiiltiirii

10 TSAO058 115965 Dahiliye 14.06.00 27.06.00 Idrar kiiltiirii

11 TSA059 118502 Beyin cerrahisi 18.06.00 05.07.00 BOS

12 TSA060 118524 Beyin cerrahisi 04.04.00 29.06.00 Piiy kiilttrti

13 TSA061 118527 CYBU 22.06.00 29.06.00 Ameliyat materyali
14 TSA062 118713 CYBU 22.06.00 03.07.00 Dren stvisi

15 TSA063 118633 CYBU 05.05.00 29.06.00 Trakeal aspirat
16 TSA064 116053 Cocuk Cerrahisi  16.06.00 27.06.00 Ameliyat materyali
17 TSA065 118479 Gogiis Hastaliklar1  19.06.00 28.06.00 Kan kiiltlirti

18 TSA066 115934 CYBU 17.05.00 26.06.00 Kan kiiltiirii

19 TSA070 148633 CYBU 13.08.00 17.08.00 Trakeal aspirat
20 TSAO071 124394 Kadin-dogum 14.07.00 25.07.00 Yara kiiltiirii

21 TSA072 134095 CYBU 21.07.00 28.07.00 Kan kiiltiirii

22 TSA073 148622 CYBU 11.08.00 17.08.00 Trakeal aspirat

9¢



Tablo 5’in Devamm:

23  TSA074 131142 Dahiliye 27.03.00 19.07.00 Yara kiiltiirii
24 TSA075 142037 CYBU 27.06.00 31.07.00 Kan kiiltiirii
25 TSAO076 141804 CYBU 14.07.00 02.08.00 Trakeal aspirat
26 TSAO078 149134 CYBU 30.07.00 18.08.00 Piiy kiilttirii
27 TSA079 164896 Ortopedi 19.08.00 08.09.00 Dren s1vist
28 TSA08! 148564 CYBU 04.08.00 09.08.00 Trakeal aspirat
29 TSA082 149082 Dahiliye 31.07.00 17.08.00 Kan kiiltiirii
30 TSA083a 168436 Dahiliye 11.08.00 08.09.00 Yara kiiltiirii
31 TSA083b 164950 Dahiliye 11.08.00 08.09.00 Kan kiiltiirii
32 TSAO085 149285 Dahiliye 14.07.00 02.08.00 Yara kiiltiirii
33 TSA086 155725 Cocuk Cerrahisi ~ 07.08.00 10.09.00 Idrar kiiltiirii
34 TSA087 148273 CYBU 18.07.00 02.08.00 Kan kiiltiirii
35 TSA088a 217263 Dahiliye 08.11.00 14.11.00 Piiy kiiltiirii
36 TSA088b 217122 Dabhiliye 08.11.00 17.11.00 Dren kiiltiirii
37 TSA089a 221847 CYBU 08.11.00 17.11.00 Kan kiiltiirii
38 TSAO08% 217066 CYBU 08.11.00 20.11.00 Trakeal aspirat
39 TSA089c 221788 CYBU 08.11.00 22.11.00 Dren kiiltiirii
40 TSA089d 221896 CYBU 08.11.00 24.11.00 Trakeotomi
41 TSA089¢ 221972 CYBU 08.11.00 18.11.00 Kan kiiltiirii
42 TSAO089f 217052 CYBU 08.11.00 15.12.00 Kan kiiltiirii
43 TSA089g 221630 CYBU 08.11.00 21.11.00 Kan kiiltiirii
44 TSAO08%h 221916 CYBU 08.11.00 20.11.00 Kan kiiltiirii
45 TSA08%i 250804 CYBU 08.11.00 16.12.00 Kan kiiltiirii
46 TSA090a 222454 CYBU 06.11.00 16.11.00 Trakeotomi

LT



Tablo 5’in Devamu:

47 TSA090b 221789 CYBU 06.11.00 20.11.00 Trakeal aspirat
48 TSA091 221758 CYBU 10.11.00 20.11.00 Yara kiiltiirii
49 TSA092 221800 Cocuk Cerrahisi 10.11.00 20.11.00 Yara kiiltiirii
50 TSA093 221904 CYBU 13.11.00 20.11.00 Kaniil kiltiri
51 TSAQ%4a 223882 CYBU 15.11.00 05.12.00 Trakeal aspirat
52 TSA094b 223812 CYBU 15.11.00 05.12.00 Trakeal aspirat
53 TSAO095 223223 CYBU 24.11.00 11.12.00 Kan kditiirt

54 TSA(096a 223132 CYBU 27.11.00 13.12.00 Kan kiiltiirii

55 TSA096b 223108 CYBU 27.11.00 12.12.00 Idrar kiiltiiri
56 TSA096¢ 223106 CYBU 27.11.00 12.12.00 Trakeal aspirat
57 TSA096d 223217 CYBU 27.11.00 11.12.00 Trakeal aspirat
58 TSAQ096¢e 222727 CYBU 27.11.00 14.12.00 Kan kiiltiirti

59 TSAQ096f 222665 CYBU 27.11.00 14.12.00 Trakeal aspirat
60 TSAQ097a 223224 CYBU 09.11.00 11.12.00 Kan kiiltlirii

61 TSAQ097b 221238 CYBU 09.11.00 27.11.00 Kan kiiltiirii

62 TSA097c 222724 CYBU 09.11.00 14,12.00 Kan kiiltiirii

63 TSA097d 222651 CYBU 09.11.00 14.12.00 Trakeal aspirat
64 TSA097e 258395 CYBU 09.11.00 05.02.01 Kan kiiltiirti

65 TSAQ97f 254013 CYBU 09.11.00 07.02.01 Ameliyat materyali
66 TSA098a 222753 CYBU 29.11.00 14.12.00 Dren kiiltiirii
67 TSA098b 250862 CYBU 29.11.00 18.12.00 Kan kiiltiirii

68 TSAQ99 222798 Dahiliye 23.11.00 13.12.00 Kan kiilttirii

69 TSA100 222793 CYBRU 21.11.00 13.12.00 Pity kiiltiirii

70 TSA10la 249565 Ortopedi 01.12.00 15.12.00 Yara kiiltiirii




Tablo 5°in Devamu:

71 TSAI101b 250830 Ortopedi 01.12.00 18.12.00 Yara kiiltiirii
72 TSA103 118642 Dahiliye 18.05.00 29.06.00 Yara kiiltiirii
73 TSA131 254195 GKDC 01.02.01 05.02.01 Ameliyat materyali
74 TSA134 253458 Noroloji 01.02.01 08.02.01 Yara kiiltiirii
75 TSA137 253049 Dahiliye 22.01.01 09.02.01 Piiy kiiltiirii
76 TSA140 253948 CYBU 29.01.01 06.02.01 Balgam kiiltiirii
77 TSA132 254280 Beyin cerrahisi 26.01.01 06.02.01 Kan kiiltiirii
78 TSA133 253875 Ortopedi 26.01.01 06.02.01 Yara kiiltiirii
79 TSAI36 253553 Ortopedi 02.01.01 09.02.01 Kan kiiltiirii
80 TSA138 254089 CYBU 29.01.01 08.02.01 Dren kiiltiirii
81 TSA139 253435 Dahiliye 26.01.01 08.02.01 Dren kiiltiirii
82 TSA143 258666 CYBU 26.01.01 01.02.01 Kan kiiltiirii
83 TSAl44 253079 CYBU 26.01.01 09.02.01 Kaniil kiiltiirii

TSA: Trabzon Staphylococcus aures

CYBU: Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
GKDC: Gogtis-Kalp-Damar Cerrahisi

6¢
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3.1.3. Kullamlan Ara¢ ve Gerecler

Calismada kullamilan geregler farkh firmalardan temin edildi.
Mikrosantrifiij Heraeus, calkalayrcii benmari GFL, benmari, inkiibator
Memmert, -35°C derin dondurucu Bosch, vorteks Janke&Kunkel, hassas terazi
Sartorius (Almanya), otomatik pipetler Rainin, mini-column plasmid purification
filters Promega, deiyonize su saglayicisi Barhstead, Eppendorf tiipleri, polaroid
kamera filmleri Sigma, elektroforez tanki, jel kiiveti ve taraklar1 Owl, dogru akim
tireteci E-C Apparatus Corporation (ABD), ultraviyole transilliiminatorii Vilber
Lourmat (Fransa), polaroid kamera, manyetik kanstiric1 Stuart, buz makinesi
Scotman, thermocycler Techne Genius (Ingiltere), pH metre Hanna (Portekiz),
mikrodalga firin Beko , distile su cihaz1 Simsek Laborteknik, Pastor finm Niive
(Tiirkiye), otoklav Medexport (Rusya).

3.1.4. Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerleri

3.1.4.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler de8isik firmalardan sagland.
Agar-agar, sodium chloride (NaCl), sodium hydroxide (NaOH), sodium dodecyl
sulfate (SDS), methyl red, a-naphtol, glacial acetic acid, hydrochloric acid (HCl),
potassium hydroxide (KOH), glycerol, bromphenol blue, magnessium chloride
(MgCly), di-potassium hydrogene phosphate (K,HPO,), sodium citrate, di-
potassium mono hydrogene phosphate (K;HPO,), p-
dimethylaminobenzaldehyde, di-sodium hydrogene phosphate (Na,HPQ,),
guanidine aminomethanomidine thiocyanate, trizma® hydrochloride (Tris-HCI),
trizma® base (Tris base), isoamyl alcohol, potassium acetate, xylene cyanole,
agarose, etidium bromide, isopropanol, RNase, diatomaceous earth, ethylene-
diaminetetra-acetic acid (EDTA), deoxynucleotide three phosphates (ANTP) set
Sigma, molecular size marker (A phage DNA digested with HindIIl),
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GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Tag DNA polymerase MBI Fermentas
(ABD), Hi-Lo™ DNA Marker Minessota Molecular, Mueller Hinton broth,
antibiotic disks Oxoid, Bacto® peptone, oligonucleotide primers IDT (Ingiltere),
potassium dihydrogene phosphate (KH,PO,) firmalarindan saglandi.

3.1.4.2. Besiyerleri ve Aymraclar

Kanh Besiyeri:

Uretici firmanmin onerileri dogrultusunda Blood Agar. Base (Oxoid,
England) distile su kullanilarak hazirlandi. Otoklavda 121°C’de 1 atm basingta
steril edildi. Kirkbes-elli dereceye sogutulduktan sonra %7 steril fibrinsiz insan

kam eklendi ve steril petri plaklarina dokiildii.

Brain-Heart Infusion Broth:
Uretici firmanin onerileri dogrultusunda Brain-Heart Infusion Broth

(Oxoid, England) distile su kullanilarak hazirland1 ve otoklavlandi.

Mueller-Hinton Besiyeri:

Uretici firmamn tarifine gére hazirlamp %4 NaCl eklenerek, steril cam

petri plaklartna 4 mm kalinhginda dokiildii (pH 7.2-7.4).

Hidrojen Peroksid Cozeltisi:
H,0,’nin steril saf sudaki %3’likk ¢Ozeltisi hazirlandt ve koyu renkli
siselerde +4°C’de sakland1.

Lizostafin Soliisyonu:

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 10 gr lysostaphin ( Sigma ) 40 pl
fosfat tamponu igerisinde ¢oziildii. Vidah kapakli tiiplere veya kiiciik siselere
birer ml bdliinerek -20°C’de saklandi. Kullanma eriyigi 25 pg/ml olacak sekilde
fosfat tampon (pH: 7.4) ile hazirlanip kullanildi.
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TE Tamponu: _
10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA ve (pH 8.0) deiyonize su kullamlarak

hazirlandi.

RNase Stok Soliisyonu

10 mg/ml RNase, 0.15 M NaCl, 10 mM Tris HCI (pH 7.5) icinde ¢oziiliip
filtreyle steril edildi. DNase’1 inaktive etmek igin 100°C’de kaynatiidi, 4°C’de
sakland:.

3.1.5. Plazmid Izolasyonunda Kullamlan Soliisyonlar

Soliisyon I:

50 mM glukoz, 25 mM Tris-HC] (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0), olacak
sekilde deiyonize su ile hazirlandi ve 121°C’ de 1 atm basingta 10 dk
otoklavlandi. Daha sonra icerisine 0.4 mg/ml RNase eklenerek 4°C’ de saklandi.

Soliisyon II:
0.2 N NaOH, % 1 SDS steril deiyonize su ile taze olarak hazirlandi.

Soliisyon III:
60 ml 5 M potassium acetate, 11.5 ml glacial acetic acid, 28.8 ml steril
deiyonize su kullamlarak hazirlandi. Son hacimde potasyum iyonu 3 M, asetat

iyonu 5 M oldu. Soliisyon oda sicaklifinda saklandi.

DNA Baglama Matriksi ve Guanidin Soliisyonu:

250 mg/ml olacak sekilde steril deiyonize su ile 3 saat yikanmus
diatomaceous earth kullantlarak DNA baglama matriksi hazirlandi. Bu matriksin
1.5 ml’si 4 M guanidine aminomethanomidine, 50 mM Tris-HCL (pH 7.0), 20

mM EDTA (pH 8.0) olacak sekilde hazirlanmis guanidin soliisyonuna karistirild:
ve 4°C’ de saklandi.
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Proteinaz K Soliisyonu:
Proteinaz K 10 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde TE (pH 8.0) icinde
¢oziilerek hazirlandi. Eppendorf tiiplere boliinerek -20°C’ de saklandi.

3.1.6. DNA Izolasyonunda Kullamlan Soliisyonlar

Tris-HCI Soliisyonu
0.5 M Tris-HCI (pH 7.5) deiyonize su kullamlarak hazirlandu.

Proteinaz K Soliisyonu

Proteinaz K 100 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde TE (pH 7.5) iginde

coziilerek hazirlandi.

3.1.7. Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullanilan Soliisyonktar

TAE Elektroforez Tamponu _

50 X konsantre olarak hazirlandi. % 24.2 Tris base, % 5.71 glacial acetic
acid, % 3.72 EDTA (pH 8.5) olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlandi.
pH ayar1 icin NaOH peletleri kullamuldu.

Cahsma soliisyonu olarak konsantre olarak hazirlanan tampon, distile
veya deiyonize su ile sulandinlarak 1 X soliisyon kullanildi. Calisma

soliisyonunda 40 mM Tris-acetate, 2 mM EDTA iyonlart saglanmus oldu.

Etidium Bromide Soliisyonu
1000X stok soliisyon (0.5 mg/ml), SOmg' etidium bromide, 100ml
deiyonize su igine ilave edilerek hazirlandi. Isiktan muhafazali olarak saklandi

(¢aligma soliisyonu 0.5pg/ml ).
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Yiikleme tamponu (Loading tamponu)
% 20 glycerol, 1 mg/ml (w/v) bromphenol blue, 1 mg/ml (w/v) xylene

cyanole deiyonize su ile hazirlandi.

Agaroz Jel

Molekiiler ¢alismalar igin uygun safbikta (Low EEO) agaroz
konsantrasyonu %2 (w/v) olacak miktarda tartildi. 1XTAE icinde mikrodalga
firinda eritildi. 50°C’ye sogudugunda 0.5 pg/ml (w/v) olacak sekilde ethidium
bromide eklendi. Tarak yerlestirilmis elektroforez kalibina dokiildii. Katilaginca

6rnekler kuyucuklara uygun sekilde yiiklenerek 60 volt dogru akimda yiiriitiildii.

3.2, Metot
3.2.1. Cahsma Plam

Hastanemizin ¢esitli kliniklerinden Iaboratuvara gonderilen kiiltiir
Orneklerinden izole edilen MRSA suslann calismaya alindi. Her &rnek igin
uygulanan deferlendirme formu EK-1'de verilmistir. Hastanin genel bilgileri,
hastaneye yatis tarihi, yatis sebebi, kiiltiir tarihi, kullanilan antibiyotikler ve
uygulanan invaziv girisimler sorgulanarak forma islendi. Nozokomiyal

infeksiyon etkeni olmayan suslar calismadan cikarildi.
3.2.2. Klinik Orneklerin Mikrobiyolojik Yénden Incelenmesi
3.2.2.1. Kiiltiir ve Izolasyon

Laboratuvara ulagtirilan ornekler %S5 insan kan: eklenmis kanli agar
besiyerine ekim yapilarak, 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Izole edilen bakteriler
gram boyas:, katalaz ve tlipte koagiilaz testleri yapildi. Gram pozitif, kogiilaz

pozitif, katalaz pozitif suslar Staphylococcus aureus olarak tanimlandi.
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3.22.2. Koagiilaz Testi

Test edilecek mikroorganizmanin kanh agarda 24 saatte olusturdugu bir
koloni 6ze ile alindi. Fizyolojik tuzlu su ile 1:5 oraninda sulandinimg plazma
icerisinde ezilerek siispanse edildi. Su banyosunda 37°C’de birakilarak 1.2.4.8.
ve 24. saatlerde pihtinin olusmast izlendi. Piht1 olusturan suslar Staphylococcus
aureus olarak tammmlandi. Deneyde pozitif kontrol olarak ATCC 25923

(Staphylococcus aureus) kullanildi.
3.2.2.3. Katalaz Testi

Oze ile temiz bir lam iizerine birka¢ koloni alindi tizerine %3’liik hidrojen
peroksit (H,O,) damlatildi. Koplirme seklinde gaz ¢ikistmin gézlenmesi katalaz

pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.2.4. Antibiyotiklere invitro Duyarhhk Testi

Antimikrobiyal hassasiyet testleri NCCLS (46) kriterlerine uygun olarak
standart disk difiizyon yomtemi ile yapildi. Oksasilin (OX, 1pg), Vankomisin
(VA, 30pg), gentamisin (CN, 10ug), amikasin (AK, 30pg), netilmisin (NET, 30
ug); tetrasiklin (T, 30ng); trimetoprim/sulfametoksazol (SXT, 1.25 /23.75 ug);
kloramfenikol (C, 30 pg), penisilin (P, 10pg), ampisilin (AM, 10pg), eritromisin
(E, 15ug), klindamisin (DA, 2ug), rifampisin (RF, 30ug), siprofloksasin (CIP,
Sug) diskleri (Oxoid) kullanild,

Logaritmik iireme fazina kadar BHIB’ da iiretilen stafilokoklar steril distile
su veya steril serum fizyolojik kullanilarak 0.5 McFarland bulamkligina (%
1.175 BaClL.2H,0 ¢ozeltisinden 0.5 ml ile %1 H,SO, cozeltisinden 99.5 ml
kanistirilarak hazirlandi) uyacak sekilde sulandirildi. Bu bulaniklik diizeyinde
yaklasik olarak 1.5x10° bakteri/ml oldugu varsayildi. Mueller Hinton agar ucu
pamukiu steril bir ekiivyon ile yaygin ekim yapildi. Plaklar her defasinda 60°
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dondiiriilerek agar yiizeyinde ekim yapilmamug yer kalmayacak sekilde islem iki
kez daha yinelendi. Son basamakta ekiivyon, plagin kenarlarinda cepecevre
gezdirilerek inokiilasyon islemi tamamlandi. Ekim yapildiktan sonra agar yiizeyi
kurutuldu. Dért derece sicaklikta saklanmakta olan antibiyotik diskleri alinarak
agar yiizeyine temas edecek sekilde ve disk aralarinda en az 24 mm olacak
sekilde yerlestirildi. Cap1 150 mun’lik plaklara en fazla 12 disk, 100 mm’lik
plaklara en fazla 5 disk yerlestirildi. Disklerin yerlestirilmesinden 15 dak sonra
plaklar kapaklar1 alta gelecek sekilde 35°C’ ye ayarlanmus etiive koyuldu.
Kiiltiirler 16-18 saat atmosferik ortamda inkiibe edildikten sonra degerlendirildi.

Ciplak goz ile degerlendirilerek tam inhibisyonun gozlendigi alanin ¢api
(disk capt dahil) bir cetvel yardimiyla &lgiildii. Inhibisyon simn giplak gozle
goriilebilir iremenin bittigi ¢izgi olarak kabul edildi.

NCCLS kriterlerine uyularak kullanilan Mueiler Hinton agar, antibiyotik
diskleri ve yapilan deneyin gecerlilifini gostermek icin kontrol bakteri susu
olarak S.aureus ATTC 25923 susu kullanildi.

3.2.3. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid piirifikasyon islemlerinde alkali lizis miniprep yontemi (47) bazi
modifikasyonlarla kullanild:.

Bes ml taze BHIB siv1 besiyerine tek koloni bakteri ekildi ve 37°C’ ye
ayarlanmg calkalayici inkiibatorde 250 rpm’de bir gece enkiibe edildi. Kiiltiiriin
3 ml’si steril Eppendorf tiiplere transfer edilerek mikrosantrifiijde 13.000 rpm’de
3 dak ¢oktiiriildii. Stipernatan kismunin tamam pelete zarar verilmeden atildi.
Pelet 200 pl soliisyon I iginde vorteks yardimiyla yeniden ¢ozildii ve 15 ul
lizostafin eklenerek 5-10 dk oda sicakliinda bekletildi. Yanm saat 37°C’de -
inkiibe edildi. Kansimn viskoz hale doniismesinin gézlenmesiyle lizisin
gerceklestigi sonucuna varldi. Taze hazirlanmis soliisyon II'den 200 pl eklendi
ve tlip dikkatli bir sekilde alt-iist edilerek bakterilerin lizis olmasi saglandi. Lizis

karisimm buz Uzerinde 5-10 dk bekletildi. Lizis karisimu iizerinde buzda
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sogutulmus denatiirasyon soliisyonu soliisyon III’ ten 200 pl ekiendi.
Denatiirasyonun olugsmasim hizlandirmak igin tiip dikkatlice alt-list ed:ldi.
Karnisim * mikrosantrifiijde 13.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Plazmidlerin
bulundugu stipernatan temiz bir Eppendorf tiipe otomatik mikro pipet yardimyla
transfer edildi. Uzerine siipernatanin iki kat hacminde 37°C’ye 1sttilmig guanidin
soliisyonu eklendi. Guantdin soliisyonu i¢inde bulunan diatomaceous earth
(diatom topragi) kolayhkla ¢dkelebildigi icin soliisyon kullamimadan dnce sert
bir sekilde calkalandi. Pozitif yiiklii diatom topraginin negatif yiiklii olan plazmid
DNA’larim baglamasi icin alt-iist edilerek oda sicakhifinda 15-20 dk bekletildi.
Bir mini-column alinarak pistonu ¢ikarilmis ucu vidah bir enjektore vidalandi ve
karisim daha sonra enjektoriin haznesine otomatik mikro pipet yardimiyla
transfer edildi. Enjektoriin pistonu takilarak diatom topragi/DNA kompleksini
igeren guanidin karisimu mini-columndan dikkatlice ve yavasca siiziildii. Enjektdr
mini-columndan aynild: ve pistonu ¢ikarilarak tekrar mini-columna vidalandi.
Uzerinden iki kere 3 ml % 80 isopropanol gegirilerek filtre iizerindeki diatom
toprag/DNA kompleksi yikandi. Tekrar enjektér columndan ayrildi ve temiz bir
Eppendorf tiip tizerine koyuldu. Column tasiyan tiip mikrosantrifiije yerlestirilip
13.000 rpm’de 30-45 sn cevrilerek columnda kalan isopropanol atildi. Mini-
column temiz bir Eppendorf tiipiinlin iizerine yerlestirildi ve DNA’ya 65°C’ye
1sitilmis deiyonize sudan 30-70 pl eklenerek 1 dakika santrifiij sonucu plasmid

DNA Eppendorf tiiplerine topland:. Plazmid DNA agaroz jel elektroforezi ile

analiz edildi.

3.2.4. Plazmid DNA’larimin HindIII Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi

Izole edilen plazmid DNA’larinin restriksiyon enzim analizi protokollerde
tarif edilen yontemler kullanilarak yapildi (48).

HindIll endoniikleaz enzimi (MBI Fermentas) restriksiyon analizlerinde
liretici firmantn tariflerine gore kullanildi. Toplam 30 pl hacimde 1-5 U/ug DNA

olacak sekilde enzim kuilanilarak kesim iglemi yapildi. Reaksiyon karisimina 10
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X restriksiyon endoniikleaz tamponundan 1 X olacak sekilde (3 ul) eklendi.
Artan voliim DNase icermeyen steril deiyonize su ile tamamlandi. Reaksiyon
kansimi 37°C’ ye ayarlanmug etiivde 1-2 saat inkibasyona birakild.
Inkiibasyonun baslangicindan 45 dk sonra kesimin gergeklesip gercekiesmedigini
kontrol etmek icin karisimun bir miktar: (6rnegin; 10 pl’ si) temiz bir Eppendorf
tiipe nakledildi ve reaksiyonu durdurmak igin toplam hacmin % 20’si (2 pl)
kadar yiikleme (loading) tamponu ilave edilerek 65°C’ ye ayarlanmus benmaride
10 dk enzim inaktive edildi. Inaktivasyondan hemen sonra kanisim % 0.6-0.8’lik
agaroz jele yliklenerek elektroforez edildi. Reaksiyon karisimnin artan kismu ise
bu islemler boyunca 37°C’ de inkiibasyona devam etti. Agaroz jeldeki
seperasyona bakilarak kesim isleminin gerceklesip gerceklesmedifine karar
verildi. Kesim gerceklesmigse etiivdeki diger karisima yukaridaki inaktivasyon
islemi uygulandi ve kanisim -20°C’ de stoklandi. Kullanilacagi zaman tekrar
65°C’ de 10 dk 1s1 inaktivasyonu yapildi.

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi protokollerde tarif edilen yontemler kullanilarak
yapildi (49).

Yontemde kullamlan soliisyonlar 3.1.5°te gosterilmistir. Plazmid DNA
icin TAE tamponu iginde % 0.6-0.8 yogunlugunda, PCR tiriinleri icin % 2-3
yogunlugunda agaroz jel kullanildi. Plazmid DNA &rneklerinden 5-10 pul alinarak
yiikkleme tamponu (loading buffer) ile karistirildiktan sonra 40-120 Volt dogru
akimda elektroforez edildi. Jel 0.5 pg/ml etidium bromiir ile boyandiktan sonra

ultraviyole transilliminatoriinde plazmid DNA paternleri gozlendi ve polaroid

kamera ile goriintiilendi.
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3.2.6. Plazmid DNA’Iarinin Molekiiler Biiyiikliiklerinin Hesaplanmasi

Plazmidlerin molekiiler biiyiikliiklerinin hesaplanmas: igin HindIII
restriksiyon enzimi ile elde edilmis fragmanlan gosteren fotograf kullamidi.
Fotograf fotokopi ile 1:1 oranda biiyiitiildii. Jelin ilk kuyucugunda yiiriitiilen
HindIII ile kesilmis, Lambda faj DNA fragmanlani (23.1 kb, 9.4 kb, 6.6 kb, 4.5
kb, 2.3 kb ve 2.0 kb) semi-logaritmik kagida aktarilarak elde edilen referans egri
kullanildi. Bunun i¢in semi-logaritmik kagidin aksis (x) ekseni bantlanin
kuyucuktan uzakh@ (cm), ordinat (y) ekseni ise molekiiler biiyiiklik (baz
cifti=bp) olarak belirlendikten sonra plazmid DNA fragmanlann kuyucuktan
itibaren uzakhiklan dlgiildii ve semi-logaritmik kagitta molekiiler agirliina karsi
gelen yer nokta olarak isaretlendi. Biitlin fragman aym sekilde semi-logaritmik
kagitta isaretlendikten sonra bulunan noktalar birlestirilerek referans egri elde
edildi. Bu asamadan sonra molekiiler biiyiikliigii hesaplanacak plazmidierin
restriksiyon fragmanian cetvel ile olciildit ve referans egri ile kesistigi noktanin
ordinat eksenindeki degeri o bandin molekiiler agirhigi olarak belirlendi.
Plazmidin biitiin fragmanlarr bu sekilde hesaplanarak kaydedildi. Biitiin

fragmanlarin  biiyiiklilklenn toplanarak plazmidin  molekiiler biiyiikltigi
hesaplandi.

3.2.7. Epidemik ve Nonepidemik Plazmidlerin Belirlenmesi ve

Gruplandirnnimas:

Sekil 2‘de 35 klinik susun plazmidleri gosterildi. Elde edilen plazmid
DNA’lan HindllI enzimu ile kesildi. Buna gore plazmidlerin (Resim 4) molekiiler
btiyiikliikleri 0.8 kb ile 40 kb arasinda bulundu. TSA 062, TSA 073, TSA 079,
TSA 081, TSA 090a, TSA 093 ve TSA 144 suglarinda plazmid izole edilemedi.
pTSA 062, pTSA 073pTSA 079, pTSA 081, pTSA 090a, pTSA 093 ve pTSA
144 plazmidlert HindlIlI enzimi ile kesilemedi ve galisma dis1 birakildi.
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Molekiil biiyiikliikleri hesaplanan 35 plazmid A, B, C, D, E olarak
gruplandirildi (Tablo ). Restriksiyon enzim paternleri degerlendirilerek A, B, C,

D ve E gruplan kendi aralannda epidemik ve nonepidemik plazmidler olarak

gruplandiriidi.
3.2.8. Arbitrarly Primed PCR
3.2.8.1. S.aureus Kromozomal DNA Izolasyonu

S.aureus kromozomal DNA izolasyonu esas olarak, Unal tarafindan
tammlanan (43) protokole uygun olarak yapildi. Bakteri kiiltlirlerinden alinan tek
koloni 10 mi BHIB icerisinde, calkalayici Benmari’de 37°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda 100 ul kiiltiir, 12500 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilerek ¢oktiirtildii ve iyice vortekslenerek ii¢ kez TE tamponu ile yikandi. Pelet
40 ul Tris HCI (0.1 M, pH 7.5) ve 10 pl lizostafin eklenerek ¢oziildii. Yirmi
dakika 37°C’de inkitbe edildi. Uzerine 100 pl Tris HCl ve 50ul Proteinaz K (100
ug/ml) eklenerek 20 dakika 37°C’de bekletildi. Ornekler 100°C’de 15 dakika
kaynatiidi. Santrifiijde 13000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriilerek stipernatan ayri bir
tiipe alindi. Kullanilana kadar -80°C’de saklandi.

3.2.8.2. PCR Reaksiyonlari

PCR reaksiyonu toplam 250ul voliimdeki tiiplerde gerceklestirildi.
Reaksiyon karigimu 1X reaksiyon buffer (500 mM KCl, 100 mM Trizma HCI, pH
9.0, %1 triton X-100), 0.2mM deoksiniikleotid tri fosfat (INTP: dATP, dGTP,
dTTP, dCTP ), 2.5uM MgCl,, 20 pikomol primer (ERIC 2), 1U Taqg DNA
polimeraz ve steril sudan olusan buz iizerinde hazirlandi. Metisiline direncli

Staphylococcus aureus suslarinin arbitrarly primed PCR reaksiyonlarinda ERIC2

primeri kullanildu.
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Buz tizerinde 250 kapasiteli tliplere 90’ar pl béliistiiriildii ve 10 ul

template eklendi.

3.2.8.3. AP-PCR Sonuclarinin Yorumlanmasi

Amplifikasyon sonucunda olusan bant paternleri arasinda bir fark yoksa
ya da sadece bant yogunlugu acgisindan fark varsa bu izolatlar ‘epidemiyolojik
olarak iligkili’ seklinde yorumlandi. Birbirine benzer gibi gériinen izolatlar,
reaksiyon kosullart degistirilerek veya farkhi primerlerle amplifikasyon

denenerek birbirinden aynstirildi (38).



4. BULGULAR

Bu calisma KTU Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda Haziran 2000-Subat 2001 tarihleri arasinda gerceklestirildi.

4.1. MRSA Izole Edilen Hastalarin Servislere Gore Dagihm
Hastanemizde c¢esitli servislerde nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak
MRSA tespit edilen hastalar caltymaya alindi. Toplam 57 hastadan 83 MRSA

susu izole edildi. Hastalarin servislere gore dagilimi belirlendi (Tablo 6).

Tablo 6: Hastalarm Servislere Gore Dagilim

Servis Hasta Sayist
CYBU | 28
Dabhiliye 12
Ortopedi 5
Beyin Cerrahisi 3
Cocuk Cerrahisi 3
Gogiis Hastaliklarn 1
Kadin-Dogum 1
Néroloji 2
Kardiyoloji 1
Gogiis Kalp Damar Cerrahisi 1

Toplam

n
~}
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4.2. MRSA Suslarmmn izole Edildikleri Orneklere Gére Daglmm

Nozokomiyal infeksiyon etkeni suglann izole edildikleri érmeklere gore
dagilimm belirlendi. Nozokomiyal MRSA suslarimin en fazla kan, yara ve trakeal

aspirat drneklerinden izole edildigi izlendi (Tablo 7).

Tablo 7: Suslarin izole Edildikleri Orneklere Gore Dagihm

Izole edilen érnek Sus sayisi
Kan 27
Yara 15
Trakeal Aspirat 14
Dren-Kaniil 8
Trakeotomi 5
Piy 5
Ameliyat Materyali 3
Idrar 3
Balgam 1
BOS 1
Perikardiyal Mayii 1
Toplam 83

4.3. Antibiyotik Hassasiyet Testlerinin Degerlendiriimesi

Suslarin antibiyotik hassasiyet testleri yapildi. Suslarin hepsi penisiline
direngli bulunurken, eritromisine %69, klindamisine %76, rifampisine %380,
siprofloksasine %66, kotrimaksazole %16 ve amikasine %46 oraninda direng
saptandi.  Biitiin suglar oksasiline direngli bulunurken, vankomisin ve

teikoplanine direncli susa rastlanmadi (Tablo 8).



Tablo 8: MRSA Suslarimin Antibiyotiklere Diren¢ Durumlar

Antibiyotik Direncli sus sayisi Yo
Penisilin 83 100
Eritromisin 58 69
Rifampisin 67 80
Siprofloksasin 55 66
TMP-SMX* 14 16
Amikasin 39 46
Gentamisin 61 73.4
Klindamisin 60 72
Oksasilin 83 100
Vankomisin 0 0
Teicoplanin 0 0

* Trimetoprim-sulfometaksazol

Calismarmzin  hedefi  genotipik  ySntemlerle epidemik  suslan
belirleyebilmekti. Saptanan nozokomiyal MRSA infeksiyonlarimn yaklagik
yarisimn (%49) CYBU’den izole edildigi goriildi. Bu nedenle, genotipik
calismalar ekonomik sartlar da g&zOniine alinarak MRSA’min dabha infektif
" oldugu Cerrahi Yogun Bakim Unitesi izolatlari iizerinde gerceklestirildi.

CYBU’de 28 hastadan izole edilen 35 MRSA susu ile calismalara devam edildi.

4.4. Cerrahi Yogun Bakim Unitesi Suslarimin Antibiyotik Hassasiyet

Testleri

CYBU’den izole edilen 35 MRSA susunun antibiyotik hassasiyet testleri
ampisilin, gentamisin ve netilmisin antibiyotik diskleri eklenerek tekrarlandi.
Tiim suglar oksasiline diren¢li bulundu. Diger antibiyotiklere direng oranlari:
penisilin %100, ampisilin %77, eritromisin %74, klindamisin ve rifampisin %82,
gentamisin %97, amikasin %80, netilmisin %31, siprofloksasin %68 ve

kotrimaksazol %31 olarak saptandi. Vankomisin ve teikoplanine direngli susa
rastlanmadi (Tablo 9).




Tablo 9: CYBU’den Izole Edilen MRSA’larin Antibiyotik Hassasiyet Testleri

TIP

TEI

VA

19).4

RF TMP-

NET E PE

CN

CIP AMK

SUSNO AMP DA

SXT

R
R
R
R
R
R
R
R
R

R

R
R

TSAO51a

TSAO51c

TSA052

TSA061

TSA063

TSA062

TSAQ66

TSAQ72

TSAQ75

10

TSAQ70

TSA073

45

TSAQ76




R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

TSA079

TSA081

TSAO0R7
TSA089%a

TSA089d

TSAO089f

TSA090a

TSA091

TSA093

TSAQ09%4a

TSA095

TSA09%a

TSA096c

TSAQ96e

TSA097a

TSAQ097d
TSAQ97f

46

TSAQ98a




TSAI00 R R R R R R R R R R R S S 1
TSA138 R R R R R S R R R S R S S 3
TSA140 R S S S R S S R R S R S S 11
TSA143 R S S R R S S R S S R S S 7
TSAl44 R S S S R s R R S S R S S 11

R: Direncli, S: Hassas
AMP: Ampisilin, DA: Klindamisin, CIP: Siprofioksasin, CN: Gentamisin, NET: Netilmisin, E: Eritromisin, PE: Penisilin, RF:

Rifampisin, TMP-SXT: Trimetoprim-sulfometaksazol, OX: Oksasilin, TEL: Teikoplanin, VA: Vankomisin.

Ly
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4.5. CYBU’den lIzole KEdilen Suslarin Antibiyotik Hassasiyet

Testlerine Gore Simflandirilmasi

Antibiyotik hassasiyet testlerine gore antibiyotiklere aym direng profilini
gosteren suslar aynu tip adi altinda simflandinldi (Tablo 10).

Tablo 10: Suslarin Antibiyotik Hassasiyetlerine Gore Tiplendirilmesi

Tip Adh Sus Sayisi
Tip 1
Tip 2
Tip 3
Tip 4

- Tip 5
Tip 6
Tip 7
Tip 8
Tip 9

Tip 10
Tip 11

PO = B k= ) s = W0 R

Tablo 11: CYBU ve Diger Servislerden Izole Edilen MRSA Suslarimn
Antibiyotik Hassasiyet Testlerinin Karsilastirmasi

CYBU MRSA Diger Servislerden izole Edilen MRSA

(n=35) (n=48)
Antibiyotik Direng %o Direng %
Penisilin 35 100 48 100
Ampisilin 27 77 - -
Eritromisin 26 74 26 54
Klindamisin 26 74 34 70.8
Rifampisin 29 82 38 79
Siprofloksasin 24 68 31 64.5
Gentamisin 34 97 27 56.2
Netilmisin 11 31 - -
Amikasin 28 80 11 229
TMP-SMX i1 31 3 0.6
Oksasilin 35 100 48 100
Teikoplanin 0 0 0 0

Vankomisin 0 0 0 0
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4.6. Suslarm Plazmid DNA Profilleri

Caligmaya alinan 35 MRSA susunun plazmid DNA analizleri yapildi.
Agaroz jelde goriilen sayis1 ve biiyiikliiklerine gore (Resim 1) 35 MRSA
susunun 21’inde kromozomal DNA’dan kiiciik 2 adet plazmid DNA bandi
(vaklasik 1 kb ve 2.5 kb) gozlendi (Grup A). Farkl bityiikliiklerde 7 adet plazmid
DNA’s1 igeren TSA 070 izolat1 ise Grup B olarak isimlendirildi. ki izolat (TSA
063, TSA 076) molekiiler biiyiikliikler: yaklasik 0.9 kb, 1 kb ve 26 kb olan 3 adet
plazmid DNA’s1 icermekteydi (Grup D). Kromozomal DNA’dan biiyiik tek bant
(yaklasik 30 kb) iceren TSA 075, TSA 087, TSA 143 izolatlar1 ise Grup E
icerisinde simflandirildi. Toplam 7 izolatta ( TSA 062, TSA 079, TSA 081, TSA
093, TSA 090a, TSA 140 ve TSA 144 ) plazmid DNA’s1 gézlenmedi (Grup C).
Benzer plazmid DNA’s: gisteren izolatlarin Grup A, Grup B, Grup C, Grup D ve

Grup E olarak stniflandirilmasi Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12: Izolatlann Plazmid Profil Analizlerine (PPA) Gére

Smiflandirilmasi

PPA’ya gore Izolat sayis1 PPA’daki bant sayilan

Gruplar
A 21 2 bant (1 ve 2.5 kb)
B 1 7 bant (0.8, 0.9, 2.4, 18, 20, 30 ve 40 kb)
C 8 Plazmid izole edilemedi
D 2 3 bant ( 0.9, 1 ve 26 kb)
E 3 1 bant (30 kb)




23kb
6.5kb

2.3kb

500bp

Resim 1. MRSA Suslarindan izole Edilen Epidemik
Plazmid DNA 'lar1. M, Molekiiter marker
(Lambda DNA HindIiI}; 1, A grubu (18
sustan izole edilen ortak plazmidler); 2; B
grubu (TSA70 susundan izole edilen
plazmid); 3, Bos; 4, C grubu (TSA63
susundan izole edilen plazmid); 5, D grubu
(3 sustan izole edilen ortak plazmidler).

23kb

6.5kb

2.3kb

500bp

Resim 2. Epidemik Plazmid Gruplarimun HindIlI Restriksiyon Enzim
Kesim Analizi. M, Molekiiler Marker (Lambda DNA
HindIII); 1, A Grubu Ortak Plazmid DNA's1 HindIl]; 2, B
Grubu Plazmid DNA's1 HindIIl; 3, D Grubu Ortak Plazmid
DNA'st HindIIl; 4, C Grubu Plazmid DNA'sy HindIII.
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Tablo 13: Izolatlann Antibiyotik Hassasiyet Testleri ve PPA ile

Smiflandirilmasi

Izolat Kodu Plazmid Profillerine Gore Grubu  Antibiyogram Tipi
TSA 051a
TSA 051c
TSA 052a
TSA 061
TSA 066
TSA 072
TSA 089a
TSA 089d
TSA 089f
TSA 091
TSA (094a
TSA 095
TSA 096a
TSA 096¢
TSA 096e
TSA 097a
TSA 097d
TSA 097f
TSA 098a
TSA 100
TSA 138
TSA 063
TSA 076
TSA 075
TSA 087
TSA 143
TSA 070
TSA 062
TSA 073
TSA 079
TSA 081
TSA 090a
TSA 093
TSA 140
TSA 144
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4.7. Plazmid DNA’larin Restriksiyon Enzimi Ile Kesimleri

Sekil 1°de 35 klinik susun plazmidleri izlenmektedir. Elde edilen plazmid
DNA’lan1 HindIll enzimi ile kesildi. Buna gore plazmid DNA’lann molekiiler
bityiikltikleri hesaplandi. TSA 062, TSA 073, TSA 079, TSA 081, TSA 090a,
TSA 093, TSA 140 ve TSA 144 suslarinda plazmid izole edilemedigi igin
restriksiyon enzimi ile kesim uygulanmadi. PPA ile belirlenen 4 farkli grup
plazmid DNA’s1 HindIIl enzimi ile kesildi (Sekil 2). Aym grup icerisindeki

plazmidlerin aym profili gésterdikleri goriildii.

4.8. Epidemik ve Nonepidemik Plazmidlerin Belirlenmesi ve

Gruplandirilmasi

Molekiil biiyiiklikleri hesaplanan 29 plazmid A, B, D, E olarak
gruplandiritdi (Tablo 12). Restriksiyon enzim paternleri degerlendirilerek A, B, C,

D ve E gruplan kendi aralarinda epidemik ve nonepidemik plazmidler olarak

gruplandiridi.
4.9. AP-PCR Paternleri

fzolatlanin tiimiine arbitrarily primed PCR uygulandi. Uriinlerin agaroz
jeldeki goriintiilerine gore olusan bant paternleri degerlendinldi ( Sekil 3, 4).

Izolatlar arasinda 7 farkii bant paterni saptandi. TSA 063 ve TSA 076
izolatlarimin aymi paterni gosterdikleri izlendi. AP-PCR bant dizilimlerine gore
Patern A olarak simflandirildilar.

AP-PCR DNA'’larina gore Patern B olarak adlandinian TSA 143, TSA
062, TSA 051c, TSA 095, TSA 066 izolatlar1 aymi say1 ve biiyiikliikte dizilim
gosterdiler.

TSA 051a ve TSA 097d izolatlar1 PCR sonucu agaroz jelde aym biiyiikliik

ve dizilimde bant paterni gosterdiler.Patern C olarak smiftandirildilar,
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Patern A, Patern B ve Patern C izolatlarinin hangi tam ile kag giinliik
hastane yatis1 sonrasi izole edildigi, antibiyotik kullammi ve invaziv girisimleri,
elde edildikleri materyal, antibiyogram tipi ve plazmid profillerine gore gruplar
Tablo 14, Tablo 15 ve Tablo 16’da verilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 3. M; A faj DNA Hind 111, 1; TSA096a, 2; TSA096c¢, 3; TSA096e,
4;TSA087, 5; TSA086, 6; TSA063, 7; TSA(76, 8; TSA075,
9; TSA089f, 10; TSA091, 11; TSA093.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1

Sekil 4. M; A faj DNA Hind III, 1; TSA073, 2; TSA143, 3; TSA062,
4;TSA051c, 5; TSA095, 6; TSA066, 7; TSA051a,
8; TSA081, 9; TSA097d, 10; TSA097f, 11; TSA072.

23kb

2.3kb

Sekil 5. M; A faj DNA Hind I1L, 1; TSA052, 2; TSA061,
3;TSA075, 4;TSA090a, 5; TSA070, 6; TSA100,
.7; TSA144.



Tablo 14: AP-PCRile A Paterni Gosteren Izolatlarm Ozellikleri, Antibiyogram Tipi ve Plazmid Profilleri ile

Karsilastirilmas
Izolat Yatis Hastaneye Kiiltiir Tzole Antibiyotik Invaziv Antibiyogram Plazmid
No Sebebi Yatis Alman Edilen Kullanimm Girisim Tipi Grubu
Tarihi Tarih Materyal
TSA 063 Beyin 09.05.00  29.06.00 Trakeal 22 giin + Tip 5 D
Absest Aspirat 2 Antibiyotik
TSA 076 Hemotoraks 14.07.00  02.08.00 Trakeal 15 giin + Tip 1 D

Aspirat 2 Antibiyotik
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Tablo 15:  AP-PCR ile B Paterni Gosteren izolatlarin Ozellikleri, Antibiyogram Tipi ve Plazmid Profilleri fle
Karsilastiriimasi

Izolat No  Yatis Hastaneye Kiiltiir Izole Antibiyotik Invaziv Antibiyogram Plazmid

Sebebi Yatis Alinan Edilen Kullamamz Girisim Tipi Grubu
Tarihi Tarih Materyal

TSA 051c  Subdural 17.05.00  26.06.00 Kan 11 giin + Tip 9 A
Hematom 2 Antibiyotik

TSA 062 Opere K¢ 22.06.00  03.07.00 Dren 4 giin + Tip 6 C
Laserasyonu 4 Antibiyotik

TSA066 Subdural 17.05.00  26.06.00 Kan 23 giin + Tip 9 A
Hematom 5 Antibiyotik

TSA 095 Arag Igi 24.11.00  11.12.00 Kan 17 giin + Tip 3 A
Trafik 3 Antibiyotik
Kazasi _

TSA 143 Mandibula  26.01.01  01.02.01 Kan 4 giin + Tip 2 E
Kingi 2 Antibiyotik

9¢



Tablo 16:  AP-PCR ile C Paterni Gosteren izolatlarin Ozellikleri, Antibiyogram Tipi ve Plazmid Profilleri ile

Karsilagtirilmasi
Izolat  Yatis Hastaneye Kiiltiir Izole Antibiyotik Kullammu  Invaziv Antibiyogra Plazmid
No Sebebi Yatis Alman Edilen Girisim m Tipi Grubu
Tarihi Tarih Materyal
TSA 051a Subdural 17.5.00 26.6.00 Trakeal 11 giin + Tip 4 A
Hematom Aspirat 2 Antibiyotik
TSA 097d Hidrosefali 09.11.00 14.12.00 Trakeal 9 giin + Tip 3 A

Aspirat 3 Antibiyotik




5. TARTISMA

Stafilokoklar son yillarda hastane infeksiyonlart etkenleri arasinda ilk
siralarda yer almaktadir (49).

Stafilokoklara bagli infeksiyonlarda uygun tedavinin yapilabilmesi icin
metisilin direncinin belirlenmesi gereklidir. Metisilin direnci &zellikle hastane
izolatlart sz konusu oldugunda fiim diinyada yaygin olarak goriilen bir olaydir.
Bu direng hem cografi bolgeler arasinda hem de aym bolgedeki salik kuruluslan
arasinda degiskenlik gosterir. 1991 wyilinda Panlilio ve ark. (50) kiiciik
hastanelerde (<200 yatak) Staphylococcus aureus suslarinda metisilin direncini
%14.9, orta biiyliklikteki hastanelerde (200-499 yatak) % 20.3, biiyik
hastanelerde (>500 yatak) ise % 38.3 olarak saptamuglardir. Ayrica bu
mikroorganizmalarin biiylikk cogunlugu diger bir cok antibiyotife de direng
gostermesi bakimindan Onemlidir (51). Antimikrobiyal direncin hastaneden
hastaneye onemli farkliliklar gosterdigi de ayrica bilinmektedir (51).

Hastalik etkeni S. aureus’larin tedavisinde in vitro metisilin direncinir
saptanmas! uygun antibiyotik secimi i¢in biiylik Snem tasimaktadir (52). S.aureu.
infeksiyonlanimn tedavisinde antibiyotiklerin sagladifi basari her gecen giis
azalmaktadir. Metisilin direnci saptandifinda tedavide beta laktam halkas
tasiyan antibiyotikler kullamilmamaktadir. Metisiline direngli S.  aureu
kokenlerinin neden oldufu infeksiyonlarin tedavisinde vankomisin en giivenili
ajandir. Alternatif tedavi ajanlarinin giivenle kullanilabilmesi icin bu ajanlar
karst direng durumlarinin bilinmesi gerekir (53).

Bu ¢alisgmada Farabi Hastanesi’nde hastane infeksiyonuna sebep ola

MRSA suslari toplanmus, genotipik caligmalara sadece CYBU suslari dah
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edilmistir. Tirkiye’de 1995-1996 yillarinda 15 merkezden alinan sonuglara gére
cerrahi  alan  infeksiyon oramimin  diger hastane infeksiyonlant  ile
karsilastirildiginda %10-60 ile ilk sirayr aldifi gozlenmistir (54). Bir ¢ok
caligmada Tiirkiye’de hastane infeksiyonlatimn %20-25’inin yogun bakim
iinitesinde olustugu ve bu siklifin nedeninin bu boliimde agir seyirli hastalarin
izlenmesi, hastalara invaziv islemler uygulanmasi oldugu belirtilmistir (55).
Hastanemizde klinik o6rneklerin  gonderildigi  servise gore dagihimu
degerlendirildiginde MRSA kokenli hastane infeksiyonlarinin %49’unun CYBU
hastalarindan izole edildigi belirlendi. Pamukkale Universitesi’nde yaptlan bir
caligmada hastane infeksiyonlarinin %28.6’simn  yogun bakim (iinitesinde
saptandif bildirilmistir(56). Caylan ve ark. (57) 1999 yilinda hastanemizde
MRSA kaynakhi nozokomiyal infeksiyonlarin %34’iinin CYBU’den izole
edildigini bildirmislerdir. Yogun bakim iinitelerinde, yati siiresinin uzun olusu,
fazla antibiyotik kullamimi, nazal kolonizasyon ve uygulanan invaziv girisimler
(kateter, trakeostomi, nazogastrik tiip) gbzOniine alindifinda MRSA oramnin
diger servislerden izole edilenlere oranla daha yiiksek olusu beklenen bir
sonugctur.

Yapilan bazi calismalarda MRSA’ya bagli infeksiyonlar icinde operasyon
sonrast yara ve deri infeksiyonu birinci sirada yer almaktadir (58, 59). Bu
calismada metisiline direncli suslarin en c¢ok kan, yara ve trakeal aspirat
orneklerinden 1zole edildigini saptadik. Hastanemizde 1999 yilinda izole edilen
suslarin da benzer drneklerden izole edildigi rapor edilmistir (57). Taysi ve ark.
(60) metisilin ve siprofloksasin direngli suslan saysal olarak en fazla yara yeri,
yumusak doku lezyonlann ve enstriimentasyon sonucu olusan infeksiyonlardan
izole etmislerdir.

Calismamizda yogun bakim kaynakl: MRSA’larin antibiyotiklere direng
oranlan, diger yatakls servislerden goénderilen &rneklerden izole edilen
MRSA’]ardan yiiksek bulunmustur, Suslarin hepsi penisiline direncli bulunurken,
eritromisin ve klindamisin direngleri sirastyla, CYBU kaynakli suslarda %74 ve

%74, diger servislerden izole edilen suslarda %54 ve %70.8 olarak saptanmustir,
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CYBU kaynakli suslarin siprofoksasin, gentamisin, amikasin ve rifampisin
direncleri sirasiyla %68, %97, %80 ve %82 bulunurken, diger servislerden izole
edilen MRSA’larda bu direng oranlarmin daha diisiik oldugu (%64.5, %56.2,
%229 ve %79) dikkat cekicidir Toplam 83 MRSA susunda trimetoprim-
sulfometaksazol direncli 14 izolatin yanlizca {i¢iinlin yogun bakum disindaki
servislerden izole edildigi goriildii. Bu ¢alismada trimetoprim-sulfometaksazol
direncinin yogun bakim kaynakl: suslarda belirgin olarak artis1 dikkat ¢ekicidir.
Yapilan birgok calismada teikoplaninin vankomisine esdeger etkinlikte
oldugu, yan etkiler ve uygulama kolayli§1 yOniinden ise vankomisine alternatif
olabilecegi gosterilmigtir. Ancak teikoplanin tedavisi alan hastalarda direncli
S.aureus suglarinmin gelistigi de bildirilmistir (49). NCCLS standartlarina gore
S.aureus igin vankomisin duyarlilik sinir degerleri; MIK < 4ug/mi ise duyarh,
MIK 8-16 pg/ml ise orta diizey direncli ve MIK > 32um/ml ise direngli olarak
kabul edilmektedir (51). Vankomisine azalms duyarhilik gosteren ilk klinik
MRSA izolati Japonya’da 1996 yilinda Hiramatsu ve ark. tarafindan
taumlanmistir. Bu izolatn MIK degeri, mikrodiliisyon yontemi ile Spg/ml
olarak tespit edilmistir. Bu olguyu takiben, Agustos 1997°de Amerika’da
vankomisine orta duyarli MRSA susu bildirilmistir (61). Daha sonra Fransa’dan
bir olgu MIK degeri 8 ug/ml tespit edilmisti. NCCLS kriterlerine goére orta
direncli kabul edilen bu suslar vankomisin veya glikopeptid orta direngli §.
aureus (VISA veya GISA) olarak adlandinlmastir (53). Bu calismada 83 MRSA
izolainda vankomisine diren¢ gézlenmemistir. Bu sonuglar glikopeptid
antibiyotiklerin metisilin direngli stafilokok infeksiyonlarinda hala standart ilag
oldugunu gostermektedir. Ancak bu antibiyotiklere direng gelisme olasilifina
kars1 yaygin kullanimlarindan kaginilmasi, antibiyotik direng paternlerinin
izlenmest ve surveyans calismalarinin yaygmlasmasi gereklidir. Tirkive'de
vapilan bir ¢ok calismada heniiz vankomisin ve teikoplanine direngli susa

rastlanmamustir (62).

Stafilokoklardaki metisilin direnci, bilindigi gibi sadece metisiline degil

i

in  vitro antibiyogram sonuglarina bakilmaksizin® tim  beta-laktam
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antibiyotiklere karsi da direnci simgeler (57). Cahismamizda tiim suglarin
penisiline direngli oldufunu saptadik. Kaleli ve ark. (62) MRSA suslan ile
yaptiklar: ¢alismada tiim suslann penisilin G ve ampisiline direncli oldugunu
tespit etmiglerdir. Caylan ve ark. (57) 19.97, Yorgancigil ve ark. (52) 1999 yilinda
yaptiklari ¢calismalarda penisilin direncini % 100 olarak rapor etmislerdir. Ankan
ve ark. (63) %94 penisilin G direnci saptarken, Birengel ve ark. (64) bu direnci
%93.3 bulmuslardir.

MRSA suslann genellikle beta laktamaz/ beta laktamaz inhibitdrleri
kombinasyonlarina da direng gosterirler (62). Ancak bazi MRSA suslannin in
vitro ampisilin-sulbaktam kombinasyonuna duyarh olduklart gésterilmistir (65).
Bu c¢alismada ampisilin direnci %77 olarak saptandi. MRSA suslan ile yapilan
caligmalarda Artkan ve ark. (63) %94, Birengel ve ark. (64) ise %88.9 ampisilin
direnci bulmuslardir.

Bu ¢alismada eritromisin direnci %69, klindamisin direnci ise %72 olarak
bulundu. Arkan ve ark. (63) 1994 yihi calismalarinda MRSA’larda eritromisin
direncini %56, klindamisin direncini ise %58 tespit etmislerdir. Arman ve Tural
(66) yaptiklan calismada direng oranim eritromisin icin %80, klindamisin icin
%82 olarak bildirmislerdir. Ulusoy ve ark. (67) 1995 yilinda MRSA suglarinda
%62 klindamisin direnci saptamuslardir. Degerli ve ark. (49) 1996-1998 yillarim
igeren calismalarinda MRSA suslarinda klindamisin direncini %27 bulmuslardir.
1998 yilinda Kaleli ve ark. (68) yaptiklari calismalarda klindamisin direncini
%22.6, Saltoglu ve ark. (69) %38.4 bulmuslardir. Yorgancigil ve ark. (66) 1999
yilinda gerceklestirdikleri calismada MRSA suslarinda eritromisin direncini
%63.3, klindamisin direncini ise %57.1 bulmuslardir. Bu sonuglar Tiirkiye’de
MRSA suglarinin  makrolid grubu antibiyotiklere benzer oranlarda direng
gelistirdigini dogrulamaktadir.

Avrupa’daki degisik iilkelerde yapilan calismalarda ise eritromisine
%38.4-96.8, klindamisine %32.2-96.8 direnc bildirilmektedir. Klindamisin
direnci iilkeler arasi farkliliklar gostermis, Avusturya’da %30 bulunurken

Ispanya’da %96.8 direng saptanmustir. Avrupa iilkelerinde eritromisin direnci
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Almanya’da %38.4, Italya’da %44.6, Hollanda’da %S55.5, Isvigre’de %58.8,
Avusturya’da %65, Fransa’da %83.3, Belcika'da %87.5, Ispanya’da %96.8
bulunmustur (1).

Bu c¢alismada MRSA suslarinin trimetoprim-sulfametoksazole direng
oram %31 bulundu. Sultan ve ark. (70) 1991 yilinda MRSA suglatinda
trimetoprim-sulfametoksazol direncini %41.5, Ulusoy ve ark. (67) 1995 yili
calismalannda %38.5 rapor etmislerdir. Degerli ve ark. (49) 1996-1998 yillarinda
Celal Bayar Universitesi Hastanesi’nde %6, Yorgancigil ve ark. (66) 1999
yilinda yaptiklan calismada %38.1 trimetoprim-sulfametoksazol direnci
bildirmislerdir. Cavusoglu ve ark. (71) 1999 wyilinda hastanelerinde MRSA
suslarinda sulfametoksazol direncini %11.4 bulmuslar. Kaleli ve ark. (68)
Pamukkale Universitesi’nde yaptiklari ¢alismada bu oram %44 saptamslardir.
Inan ve ark. (72) SXT direncini metisiline direncli suslarda %30.4 bulmuslardir.
TMP-SXT’ye diren¢ Avrupa’da yapian deisik c¢alismalarda %47.1-75.9
arasinda bildirilmistir (1, 28). Avrupa lilkelerinde trimetoprim-sulfametoksazol
direnci incelendi8inde iilkeler arasinda biiyik farklar olmadigi goriilmiistiir.
[svicre’de %47.1, Almanya’da %52.3, Italya’da %53.7, Avusturya ve Ispanya’da
%67.5, Belgika’da %75.9 saptanmustir. Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda ise %10-
38.5 aras1 degerler saptanmustir. Bu oranlar vankomisine alternatif bir ajan olarak
TMP-SXT’nin kullanilabilirligi acisindan timit vericidir.

MRSA’ larda rifampisin direnci kinolon direnci gibi siktir ve seleksiyonu
izleyen kromozomal mutasyonlara bagh olarak gelisir (73). Bu calismada
rifampisin direnci %80 bulundu. Ulusoy ve ark. (67) 1995 yihinda MRSA
suglarinin %77’sini rifampisine direngli bulmuslardir. Degerli ve ark.. (49)
MRSA suslarinda sirasiyla %7 ve %11 direng oranlart ile rifampisin ve
ofloksasin duyarlilifi yiiksek bulmuslardir. Avrupa’nin degisik iilkelerinde
MRSA suslarinin diger antibiyotiklere direng oranlar incelendiginde; rifampisin
direnci Almanya’da %14, Avusturya’da %17.1, Belgika’da %18.6, Ispanya’da
%39.9, Hollanda’da %44.4, Fransa’da %544, Italya’da %57.9 bulunurken,
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MRSA insidansinin %1.8 oldugu Isvigre’de rifampisin direnci %0 olarak
bildirilmistir (74).

Tripodi ve ark. (75) MRSA suslarinin hepsinin kinolonlara, gentamisin ve
rifampine direncli oldugunu, bu coklu direncin tedaviyi zorlastirdifim
belirtmislerdir.

MRSA’larin  yiksek diizeyde gentamisin direnci  godsterdikleri
bilinmektedir (79). MRSA’larda aminoglikozid direnci olduk¢a yaygin olup, tiim
aminoglikozidlere karst olmast en sik rasflanan seklidir (68). Bu caligmada
gentamisin direncini %73.4 olarak saptadik. MRSA suslan ile yapilan diger
calismalarda gentamisin direncini Yorgancigil ve ark. (66) 1999 yilinda %71.4,
Ulusoy ve ark. (67) 1995 yilinda %85.9 gibi yiksek diizeylerde rapor
etmiglerdir. Tiirkiye’de yapilan calismalarda MRSA’larda gentamisin direnci
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi’nde (1988) %72.6 (77), Hacettepe Tip
Fakiiltesi’'nde (1994) %83 olarak bulunmmstur (78). Degerli ve ark. (49)
inceledikleri MRSA suslarinda gentamisin direncini %9 bulmuslardir. Kocag6z
ve ark. (79) MRSA suslarinda gentamisin direncini %13.4 bildirmislerdir. Bizim
calisma sonuclanmz da gozoniine alindifinda Tiirkiye’de gentamisine direngli
Staphylococcus aureus’lann yillar icerisinde artis gosterdigi ve tedavi se¢iminde
onemli sorun olusturabilecegi diisiiniilebilir.

Bu c¢alismada amikasin direnci %46 bulundu. Sultan ve ark. (70) 1991
yilinda MRSA suslan ile yaptiklart calismada amikasine %25, netilmisine %26
ve gentamisine %34 diren¢ bildirmisierdir, MRSA’larda gentamisin direnci
siklikla kinolon direnci ile birlikte goriilmektedir (49).

Siprofloksasin son yillarda MRSA tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
antibiyotiktir. Genis spektrumlu aktivitesinin yaminda oral yoldan da
kullanilmasi, kullanim kolaylig1 ve diisitk maliyeti ¢ok yaygm kullammina neden
olmustur (60). Ancak bu denli yogun kullanirmu 6zellikle MRSA’larda kinolon
direncini ortaya gikarmustir (60-66). Ozellikle metisilin direncli suslarda kinolon
direncinin de yitksek oldufu bilinmektedir ve agir S.aureus infeksiyonlarinda

kinolon monoterapisi strasinda direng gelisimi siktir (76). MRSA’larda kinolon
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direnci DNA giraz enzimindeki degisiklikler veya enerjiye bagimhli efluks
sisteminin artmastyla iligkilidir (76). Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan
karsilagtirmali bir calismada MRSA’larda kinolon direnci 1987 yilinda %2-4
bulunurken, 1989 yilinda %52 saptanmustir (60). Tiirkiyede 1987-90 wyillarinda
yapilan calismalarda S.aureus suslanmun kinolon direnci %0-11 oranlannda
bildirilirken son yillarda %80’e¢ varan direng gelisiminden s6z edilmektedir
(130). Sultan ve ark. (70) 1991 yilinda MRSA’larda siprofloksasin direncini
%8.2, Inan ve ark. (72) 1992 yilinda %356.5, Erkmen ve Giingdr (80) 1996
yilinda %8.3, Leblebiciogiu ve ark. (81) 1998’de %86.9 olarak bildirmislerdir.
Taysi ve ark. (60) 1998 yiinda Gazi Universitesi'nde bu direnci %83
bulmuslardir. 1999 yilinda yapilan ¢alismalarda Tiilek ve ark. (75) siprofloksasin
direncini %95.5, Yorgancigil ve ark. (66) %44.4 bulmuslardir. Yaprlan diger
calismalarda MRSA’larda siprofloksasin direncini Zarakolu ve Giivener (82)
%82, Ulusoy ve ark. (67) %50, Giirler ve ark. (83) %43, Cavusoglu ve ark. (71)
%88.8 saptamiglardir.

Hastanemizde tiim servislerden izole edilen MRSA suslaninda
siprofloksasin direnci %66, CYBU kaynakh suglarda ise % 68 bulundu. Caylan
ve ark. (57) 1999 yilinda hastanemizde gerceklestirdikleri calismada MRSA
suslarinda siprofloksasin direncini %80 olarak bildirilmiglerdir.

Sonuglar kinolon direncinin yillar icerisinde artis gosterdigini ve cerraht
kaynakli suslarda kinolonlara daha yiiksek oranlarda direng gelistigini
gostermektedir.

Avrupa iilkelerinde yapilan genis kapsamli calismalarda MRSA’larda
siprofloksasin direncinin bir cok iilkede %80in iizerinde oldugu bildirilmistir
(84). Kinolon direnci irdelendiginde; Isvicre’de %352.9, Hollanda’da %55.5,
Avusturya’da %82.9, Italya’da %83.8, Ispanya’da %84.7, Belcika’da %91.7,
Almanya’da %93, Fransa’da %96 saptanmustir. Kinolonlar stafilokok
infeksiyonlarinin tedavi segenekleri arasinda olmakla birlikte mikroorganizmay
tam eradike edememest ve kinolonlara karsi direng gelismesinden dolayt

tedavide tek baslanna kullaninlar uygun bulunmamaktadir (28).
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Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’'nde yogun bakim iinitesi hastalart
klinik 6roeklerinde yapilan galismalarda (85) 1997 yilinda MRSA izolatlarinda
%100 gentamisin direnci, %96.8 siprofloksasin direnci, %56.5 klindamisin
direnci, %6.5 TMP-SXT direnci saptanmustr. Cahsmamizda CYBU kokenli
suslarda gentamisin, siprofloksasin ve klindamisin direnci sirastyla % 97, % 68
ve % 74 bulundu,

Calismamuzda plazmid analizi ve antibiyotik hassasiyet testleri
kargilastirildiginda aymi gruba giren ve girmeyen suslarin varlhign goriildii.
Plazmid profil analizinde elde edilen DNA bant paternierinin sayr ve
bityiikliiklerine goére 4 grup olarak belirlendi (Grup A, B, D, E). Plazmid izole
edilemeyen suslar ayn bir grupta topland:i (Grup C). Aym suslar antibiyotik
hassasiyet testlerine gore 11 tip altinda toplandi. Antibiyogram Tip 1 igerisinde 7
izolat, Antibiyogram Tip3 icerisinde ise 8 izolat yer almaktaydi.

Yirmibir MRSA izolati aym plazmid DNA paternini gosterdi ve Grup A
olarak belirlendi. Bu grup icerisindeki suslar antibiyotik hassasiyetlerine gore
siniflandifinda ise 7 susun Antibiyogram Tip 3, 4 susun Antibiyogram Tip 1, 4
susun Antibiyogram Tip 9 profilini gosterdikleri belirlendi. Grup B’ nin tek iiyesi
olan TSA 070 izolatinda 7 farkli plazmid bant profili ve Tip 10 antibiyogram
hassasiyeti saptandi. TSA 063 ve TSA 076 izolatlarinin Grup D plazmid profiline
sahip oldukiari izlendi, ancak auntibiyotik hassasiyet testleri arasinda benzerlik
bulunamadi. PPA’ya gore Grup E olarak simflandirtlan 3 MRSA susunun (TSA
075, TSA 087, TSA 143) antibiyotik hassasiyet testleri de aym bulundu.
Antibiyogram sonucuna gore Tip 7 olarak simflandinilan bu 3 izolatta metisilin
direnciyle birlikte penisilin, ampisilin ve amikasin direnci de belirlendi. Bu 3
1zolat da kan Kkiiltiirlerinden izole edilmisti. Hem plazmid profil analizlerinin hem
de antibiyotik hassasiyet testlerinin ayni olmasi bu 3 izolatin aym kékenden
geldigini dusiindiirdii. Bu sonuglar  plazmid profil analizi ile antibiyotik
hassasiyet testlerinin birarada kuliamlmasi ile S.aureus epidemiyolojisi hakkinda
bilgi edinilebilecegini gostermektedir. Ancak plazmidlerin suslar arasinda kaybi

ve kazanilmasina baglt olarak profillerin degisiklik gosterebilecegi, test edilen
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bazi antibtyotik direnglerinin kromozomal kaynakl: olabilecegi unutulmamahdir.
Her iki yontemin de hizli ve kolay uygulanabilirligi, MRSA izolatlarinin kontrol
ve takibinde birlikte kulianilabilecegini gostermektedir.

Bu calismada 29 plazmidin HindIIl restriksiyon analizi ile belirlenen
plazmidler arasindaki benzerliklere gore A, B, D ve E olmak iizere 4 tip olarak
gruplandinld:. A grubundan 21, D grubundan 2, E grubundan 3 izolat kendi
gruplarinda aymt restriksiyon enzim kesim paterni gosterdiginden dolayi
epidemik plazmidler olarak, tek plazmid 6rnegi iceren Grup B ise kendine 6zgii
patern gosterdigi i¢in nonepidemik plazmid olarak degerlendirildi.

Bu calismada hastane infeksiyonlarina neden olan MRSA’lanin kaynaginin
ve gecis yollanmmin bulunabilmesi i¢in molekiiler epidemiyolojik tiplendirme
yontemlerinden biri olan AP-PCR kullamldi. Amag¢ epidemiyolojik olarak tek
atadan (klonal) cogalan suslar, diger suslardan yani epidemi ile iligkisi olmayan
suslardan ayirdetmekti. CYBU’den izole edilen MRSA izolatlar1 ERIC primeri
kullannlarak PCR’a tabi tutuldu. 35 MRSA susu 7 farkh DNA bant paterni
gosterdi (Patern A, B, C, D, E, F veG).

Patern A igerisindeki TSA 063 ve TSA 076 1izolatlannda farkh
biiyiiklitklerde 4 DNA band1 belirlendi. Bu 2 izolat Grup D plazmid profiline
sahipti. Bu izolatlarn ikisi de trakeal aspirattan izole edilmisti. TSA 063 susunun
izole edildigi hasta beyin absesi tanusi ile hastaneye yatinlmis, 50 giin CYBU’de
yatarak 22 giin amikozid ve sulperazon tedavisi verilmis, trakeostomi, santral
vendz kateter ve idrar sondasi gibi invaziv girisimler uygulanmusti. TSA076
sugunun izole edildigi hasta hemotoraks sebebiyle hastaneye yatinnlmis, 15 giin
siprofloksasin ve amikasin tedavisi verilmis, gogiis tiipii, santral venoz kateter ve
trakeostomi uygulanmisti. TSA063 izolat1 haziran 2000’de, TSA076 izolat: ise
temmuz 2000°de izole edilmisti. pTSA063 ve pTSA076 plazmidleri restriksiyon
enzimi ile kesildiginde de aym bant profilini gostermistir. Her {i¢ molekiiler
tiplendirme ybntemi ile aym profili gosteren, antibiyotik hassasiyetleri ayni olan

TSA063 ve TSAQ76 izolatlart epidemik olarak nitelendirildi.



67

AP-PCR ile yapilan gruplamada en fazla izolaf1 iceren Patern B oldu. Bu
paternde yer alan 6 MRSA izolati, PPA yoniinden irdelendiginde 4 izolat Grup
A, birer izolat ise Grup C ve E igerisinde yer almaktaydi. Bu izolatlarin
antibiyotik hassasiyet testleri kendi aralarinda benzerlik gostermiyordu.
Molekiiler biyolojik tiplendirme yontemlerinden biri olan AP-PCR’1n caltsmada
kullanilan diger yontemlere tistiinliigti g6zoniine alindiginda (43) Patern B’de yer
alan 6 izolatin tek atadan cogalan suslar oldugu soylenebilir. Epidemiyolojik
olarak nitelenen bu suslartn hepsinin CYBU’de yatis siirelerinin 29 giinden fazla
olusu dikkat cekicidir ve bu hastalarin hepsinde en az 11 giin, ortalama 3
antibiyotik ile tedavi uygulanmusgtir.

Kisa ve ark. (86) cerrahi kliniklerde yatan hastalardan izole ettikleri 30
MRSA susunu AP-PCR yontemi ile 7 gruba aymrmislardir. PPA y&ntemi ile ise 3
farkh grup belirlemislerdir.

Cetinkaya ve ark. (47) 1995-1996 wyllarim iceren siirede Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde epidemi olusturan MRSA suslarim AP-PCR ile
tiplendirmisler ve tiim izolatlar benzer antibiyotik hassasiyeti gosterirken, PCR
ile farkl 2 major patern gostermislerdir.

Fang ve ark. (87) plazmitlerin restriksiyon analizini ve suslarin AP-
PCR’larim karsilastirdiklar1 calismada bu iki yontemin birbirini tamamladi@ini
bildirmislerdir.

MRSA kaynakli nozokomiyal infeksiyonlarin kontrolii ve erken sagaltimi
icin elde edilen diren¢ oranlarimin klinisyenlere bildirilerek uygun antibiyotik
kullammmunin saglanmasi gereklidir. Hastane infeksiyonlarinin kontroliiniin
saglanabilmesi icin hastane infeksiyonlari siirveyans ¢alismalarimn siirdiiriilerek
her merkezin kendi hastane florasini olusturan mikroorganizmalan, direng
paternlerini, her boliimdeki infeksiyon sikliini ve dagilimini belirlemesi gerekir.

S. aureus suslarinda metisilin direnci varliinda diger antibiyotik
duyarhiliklannin  azaldigi saptanmustir. Laboratuvarlar tarafindan MRSA

suslarmin saptanmas: ve hastane infeksiyonlannin yayilimimin uygun Snlemlerle
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kontrol altina almmas1 hasta ve toplum saglig: agisindan énemlidir. Infeksiyonun
kontrolii i¢in direng profillerinin ¢ikarilip 1zlenmesi gereklidir.

Bizim hastanemizde, ¢zellikle yogun bakim iinitesinde yatan hastalardan
izole edilen MRSA suslarinda beta laktamlar diginda bir ¢ok antibiyotife de
coklu diren¢ goriilmiistiir. Bu nedenle, bu bakterilerin neden oldugu ciddi
infeksiyonlarin tedavisinde, duyarlilik testleri sonuglanana kadar secilebilecek en
glivenilir antibiyotik vankomisindir. Ancak duyarlilik testleri belirlendiginde
daha ekonomik seceneklerin de bulunabilecegi bir gercektir.

Hastanemizdeki antibiyotik kullaniminin degerlendirildigi bir calismada,
dahili birimlerde %49.6, cerrahi birimlerde %78.7 oraninda uygunsuz antibiyotik
kullanildi1 ve dahili birimlerde iiciincit kusak sefalosporin kullaniminin %48.3
oranina ulastifi saptanmustir. Bu bulgular, MRSA infeksiyonlarindaki sikhigin
nedenim izah etmektedir (84).

Metisilin direngli stafilokok infeksiyonlar, tedavi ve alinmasi gereken
onlemler acisindan hastane infeksiyonlarn arasinda ©Onemli bir yer
olusturmaktadir. Bu nedenle, belirli donemlerde epidemiyolojik calismalarin
yapilmasi, bu infeksiyonlarin servislerdeki siklifimin belirlenmesi, hastane
personelinin taranmasi ve personelin hastane infeksiyonlan konusunda egitimesi
biiyiik 6nem tagimaktadir.

Yapilacak  epidemiyolojik  calismalar etkili infeksiyon kontrol

programlanmn ve ampirik tedavi rejimlerinin se¢ilmesinde esas olusturacaktir.



6- SONUC ve ONERILER

SONUCLAR:

1. Hastanemizde klinik orneklerin gonderildigi servise gore daZilum:
degerlendirildifinde MRSA  kokenli hastane infeksiyonlarinin
%49 unun CYBU hastalarindan izole edildigi belirlendi.

2. Yogun bakim kaynakli MRSA’larin antibiyotiklere diren¢ oranlan,

diger yatakli servislerden gonderilen G&rneklerden izole edilen
MRSA ’lardan yiiksek bulundu.

3. 1zole edilen 83 MRSA susunda vankomisine direng gozlenmedi

4. Suslarin hepsi penisiline direngli bulundu.

5. CYBU kaynakh suslarda eritromisin ve klindamisine %74
siprofoksasine %68, gentamisine %97, amikasine %80 ve rifampisine

%82 direng saptandi.

6. Toplam 83 MRSA susunda trimetoprim-sulfometaksazol diren¢li 14

izolatin yanlizca iigiiniin yogun bakim disindaki servislerden izole

edildig goriildii.

7. Plazmid profil analizinde elde edilen DNA bant paternlerinin say1 ve

biiytikliiklerine gore 4 grup belirlendi (Grup A, B, D, E). Plazmid izole
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edilemeyen suglar ayn bir grupta toplandi (Grup C). Yirmibir MRSA
izolat1 ayn1 plazmid DNA paternini gosterdi (Grup A)

8. Antibiyotik hassasiyet testlerine gore izolatlar 11 farkl: tipe aynldi.
Bunlar igerisinde en fazla Tip 1 igerisinde 7 izolat, Tip 3 icerisinde ise

8 izolat bulunmaktaydi.

9. PPA’ya gbre Grup A ‘da 21, Grup D’de 2, Grup E’de 3 izolat kendi
aralarinda aym restriksiyon enzim kesim paterni gosterdiginden dolay
epidemik plazmidler olarak belirlendi. Grup B ise kendine 6zgii patern

gosterdigi icin nonepidemik plazmid olarak degerlendirildi.

10. AP-PCR ile yapilan gruplamada epidemik suslart iceren 3 patern
saptandi (Patern A, B ve C).

11.Hem PPA, hem de AP- PCR ile aym profili gtsteren TSA063 ve
TSAQ076 izolatlann (PPA ile Grup D, PCR ile Patern A) epidemik
MRSA suslan olarak nitelendirildi.

12. AP-PCR ile 6zdes olduklan belirlenen TSA 051c, TSA 062, TSA 066,
TSA 095, TSA 143 izolatlar epidemik MRSA suslan olarak belirlendi.

13. AP-PCR’da C Paterni gosteren TSA 05la ve TSA 097 d izolatlan

epidemik suslar olarak nitelendirildi.

14. Epidemik suglar olarak nitelenen bu suslarin hepsinin CYBU’de yats
siirelerinin 29 giinden fazla olan hastalardan izole edildigi goriildii. Bu

hastalarin hepsinde en az 11 giin, ortalama 3 antibiyotik ile tedavi

uygulanmis oldugu belirlendi.



71

ONERILER

1. Hastane infeksiyonlarinin kontroliinlin saglanabilmesi i¢in hastane
infeksiyonlan siirveyans ¢alismalarinin stirdiiriilerek hastane florasim
olusturan mikroorganizmalari, diren¢ paternlerini, her bdliimdeki

infeksiyon sikhigim ve dagihinu belirlenmesine devam ettirilmeli.

2. MRSA kaynakli nozokomiyal infeksiyonlarin kontrolii ve erken

sagaltim igin direng oranlann klinisyenlere bildirilerek uygun

antibiyotik kullanimu saglanmali.

3. Hastane infeksiyonlari ile miicadelede oOzellikle hastane personeli

hastane infeksiyonlart konusunda egitilmelidir.

4, Ogzellikle yogun bakim iinitesinde nozokomiyal MRSA’lann
kaynagimin saptanmasi, yaythminin kontrol altna alinmasi, izolatlarin
tammlanmast ve tiplendirilmesi i¢in epidemiyolojik c¢alismalar

siirdiiriilmelidir.

5. Antibiyotik hassasiyet testleri ve plaznud profil analizinin hizh ve
kolay uygulanabilen yontemlier oldugu, MRSA izolatlarinin kontrol ve

takibinde birlikte kullanilabilecegini gosterilmistir.

6. Molekiiler biyolojik genotipik yontemlerden biri olan AP-PCR, farkhi
polimorfik o¢zellikleri ortaya koyabilecek, giiclii ayimmm yetenegine

sahip, basit ve duyarlt bir yontem olarak epidemiyolojik ¢alismalarda

yararhdir.
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7. Epidemik suslarin, klonal farklhiliklan tam olarak belirleyebilen pulsed
field gel electrophoresis (PFGE) yontemini ilerideki ¢alismalarda

kullanabilme olasiliklan arastiriimalidar.



7. OZET

Bu calismada KTU Farabi Hastanesinde nozokomiyal infeksiyon
etkeni olan Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin
antimikrobiyal duyarlilik testleri, plazmid profil analizleri ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak epidemiyolojisi arastirildi.

Cesitli servislerde yatan hastalann klinik orneklerinden 6 aylik
periyotta izole edilen 83 MRSA susu toplandi. Bunlardan Cerrahi Yogun
Bakim Unitesi (CYBU) kaynakl1 33 izolat ¢alismaya dahil edildi.

MRSA suslart antibiyotik hassasiyet testlerine gore 11 tip, plazmid
profil analizlerine gore 5 grup ve PCR tiplendirmesine gére 3 epidemik grup
icinde toplandilar.

Genomik tiplendirme yontemlerinden biri olan arbitrarily primed-
PCR’in (AP-PCR) c¢alismada kullamilan diger yontemlere uwstiinliigii goz
onitne alindiginda, CYBU’de 6 aylik priyotta en az 3 kez MRSA’nin

epidemisi tespit edildi.



8. SUMMARY

Determination of Epidemic MRSA Strains Causing Nosocomial Infections

and typing by Antimicrobial Susceptibility Tests, Plasmid Profile Analysis
and PCR

In this study, methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains
causing nosocomial infections in Farabi Hospital of Karadeniz Technical
University were epidemiologically investigated by antimicrobial susceptibility
test, plasmid profile analysis and polymerase chain reaction (PCR).

Eighty-three MRSA 1isolates from various clinical specimens were
collected in the period of six months. Of the 83 MRSA isolates, 33 from surgical
intensive care unite (ICU) were included in the study.

Eleven, five and three groups were determined to be epidemic based on
antimicrobial susceptibility test, plasmid profile analysis and PCR typing,
respectively.

Since arbitrarily primed-PCR (AP-PCR), one of the genomic typing
methods, was superior to the other methods used, at least three groups of MRSA

strains were concluded to be epidemic in the surgical ICU in the period of six

months.
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EK-1:
LABORATUARDA IZOLE EDILMI§ OLAN
METISILIN RESISTAN STAPHYLOCOCCUS AUREUS
SUSLARI ILE ILGILI BILGI FORMU

KULTUR NO:

Hastanin adi soyadi

Dosya No

Yasi ve Cinsiyeti

Yattigy Servis

Yatis Tarihi

Primer Hastahk

Yapilan Invaziv Girisimler

Kiiltiir ahnmadan once Antibiyotik
Kullanim

Kagc Giindiir Antibiyotik Kullaniyor?
Kiiltiir aliman Tarih

Kiiltiiriin alindi yer

KULTUR SONUCU :
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ANTIBIYOGRAM SONUCLARI:

Beta laktamaz: Eritromisin:
Amoksisilin/Klavulonat: imipenem:
Ampisilin: Penisilin:
Ampisilin/Sulbaktam: Trimetoprim/Sulfometaksazol:
Sefazolin: Rifampisin:
Sefalotin: Tetrasiklin:
Seftriakson: Vankomisin:
Sefuroksim: Oksasilin:
Kloramfenikol: Metisilin:
Siprofloksasin: Netilmisin:
Norfloksasin: Sefepim:

Klindamisin Gentamisin:




