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Staphylococcus aureus tim dinyada en Onemli hastane kdkenli enfeksiyon
etkenlerinden biridir. GUnimuUzde nozokomiyal patojenler arasinda ®&neminin
giderek artmasi, epidemilere yol agabilmesi ve c¢oklu antibiyotik direncine bagli
tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle diinya tip giindeminin baslarinda yer
almaktadir. S.aureus suslarinin antibiyotiklere kargi ¢ok kisa zamanda direng
gelistirmesi, Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus-MRSA) gorilme sikhigindaki artisa ve vankomisin
direngliliginin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu nedenle tanimlamanin en kisa

surede, hizli ve givenilir bir sekilde yapilmasi gerekmektedir.

Bu calismada, cesitli klinik érneklerden izole edilen Staphylococcus aureus suslari
ile koagulaz negatif Staphylococcus suslarinin RAPD-PCR (Random Amplified
Polimorphic DNA-PCR) ve REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic-PCR)
yontemi ile tiplendiriimeleri amaglanmaktadir. Bu amagla fenotipik yéntemlerle
tanimlanan Staphylococcus suslarin antibiyotik duyarliliklari incelenerek antibiyotip
gruplart olusturuldu. 46 Staphylococcus susunda (26 Metisiline Direncli
Staphylococcus aureus, 15 Metisiline Duyarli Staphylococcus aureus ve 5
Koagulaz Negatif Staphylococcus) 8 farkli antibiyotip grubu belirlendi.
Antibiyotiplemenin ardindan, bu suslar RAPD-PCR ve REP-PCR yoéntemi
kullanilarak tiplendirildi ve elde edilen dendogramlar incelendiginde, RAPD-PCR
ile 10 farkli genotip, REP-PCR ile 16 farkl genotip belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, antibiyotipleme, RAPD-PCR, REP-
PCR.

Danisman: Prof. Dr. Niliifer AKSOZ, Hacettepe Universitesi. Fen Fakiiltesi. Biyoloji
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most important nosocomial pathogens all
over the world. Nowadays, the increase in the importance of S.aureus among
nosocomial pathogens, leading to epidemies and limited antimicrobial treatment
makes its place at the top of the world medical agenda. Developing resistance
against various antimicrobial agents contributes to wide range in the prevalance of
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus-MRSA and the emergence of the
vancomycin resistance. Hence, rapid and reliable identification of these

microorganisms in short term is required.

The aim of this study is to identify Staphylococcus aureus and CNS (Coagulase
Negative Staphylococcus) isolates isolated from various clinical specimens by
using RAPD-PCR (Random Amplified Polimorphic DNA-PCR) and REP-PCR
(Repetitive Extragenic Palindromic-PCR). For this purpose, antibiotype groups
were generated by the examination of antibiotic susceptibilities of Staphylococcus
strains which were identified by using phenotypic methods. Eight different
antibiotype groups were assigned in forty-six Staphylococcus strains (twenty-six
Methicillin  Resistant Staphylococcus aureus, fifteen Methicillin  Sensitive
Staphylococcus aureus ve five Coagulase Negative Staphylococcus). After
antibiotyping, these strains were identified by using RAPD-PCR and REP-PCR
methods. When dendograms were analyzed, ten different genotypes were
assigned by RAPD-PCR and sixteen different genotypes were assigned by REP-
PCR.
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Advisor: Prof. Dr. Nilifer AKSOZ, Hacettepe University, Faculty Of Science,
Biology Department, Biotechnology Section



TESEKKUR
Tez calismam sirasinda bilgisi, deneyimi ile yanimda olan, degerli yorum ve
Onerileri ile katkida bulunan sevgili hocam ve tez danigsmanim Prof. Dr. NilGfer

Aksodz'e;

Lisans ve yUksek lisans 6grenimim sirasinda her an yanimda olan, ilgi ve destegini

hicbir zaman esirgemeyen degerli hocam Ogr. Gor. Dr. Isil Seyis Bilkay'a;

Galismamin deneysel asamasinda degerli katkilarindan dolayr Dog¢. Dr. Afife

izbirak’a ve Prof. Dr. Sibel Siimere;

Calismam boyunca yogun temposu icerisinde zaman ayiran ve higbir zaman

destegini esirgemeyen Ars. Gor. Esra Deniz Candan’a;

Calismamin deneysel asamasinda yardimlarini esirgemeyen Ars. Goér. Sinem
Diken’e, ¢ektigi fotograflarla tezimi renklendiren Ars. Gér. Yusuf Doruk Aracagék’e;

Tdm c¢alismalarim boyunca biyuk bir 6zveriyle ¢aligan ve tim ictenligiyle yanimda
olan 6zel calisma 6grencimiz Didem Molla’ya;

Yasamimin her aninda ilgi ve sevkatiyle yanimda olan annem Huriye Sarici’ye,
destegine ihtiyac duydugum her an yani basimda olan babam Adnan Siirlici’ye ve

bugiinlere gelmemde cok bliylik emegi olan biricik blyikbabam Sadik Sirlci’ye;

Calismalarim boyunca sikintilarimi paylasan canim kardeslerim Nagehan Unal ve

Sila SurlcU’ye;

Sonsuz sevgisi, anlayisl, ictenligi ve fedakarligi ile her an yanimda olan ve beni
yureklendiren Oviing idil'e;

Sonsuz tesekkirlerimi sunarim.



ICINDEKILER DiziNi

(@ 740 i
AB ST RACT .ttt et e e e e e e st e e e e e e e e e e e e anrrreeeaeeeeeannnnnaeees i
IGINDEKILER DIZINI ... iv
SEKILLER DIZINI ... vii
CIZELGELER DIZINI....cuveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e viii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ..o, iX
LIRS 1
2. GENEL BILGILER ......oeiueeeeceiee ettt 4
2.1. Genel Mikrobiyolojik OZellIKIEri...........cveveeeeeeeeeeeeee e 4
2.3. StAPAYIOCOCCUS QUICUS ........eeeeiiiiiiieeeeee ettt 6
2.3.1. Morfoloji ve KURUraSYON .....cooiiiiiieieee e 6
2.3.2. Patojenik fakiOrler. . ... ... e 6
P2 T T 1o =N V- o TR 6
2.3.2.2. Huicre digl enzimler ve tOKSINIET .......ccoeveeeeeiieee e 7
2.3.2.2. 1. TOKSINIEI e 7
P B = o 1 ] =Y SR 9
2.3.3. Staphylococcus aureus enfeksiyonlar! ...........cooevvveeeeiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee 11
2.3.3.1. Toksinlere bagli olarak ortaya ¢ikan enfeksiyonlar...........cccccoevvevennnnnnnn. 11
2.3.3.2. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlar ... 11
2.3.3.3. Stafilokoklarin yayilimi ile olusan enfeksiyonlar ... 12
2.3.4. CNS enfeKSiyONnIari..........eeeeiiiiiiiiiiiiiiie e e 12
2.3.5. Stafilokoklarda antibiyotik dir€NCi .........ceeeeeeiiiiiiiiiiiiiieee e 13
2.3.6. Metisiline direncli StafilokokIar. ... 14
2.3.7. Metisiline direng MeKaniZmMas!...........uuieiiiiiiiiiiiiiieeee e 14
2.3.8. Hastane enfeksiyonlari (Nosokomiyal enfeksiyonlar) ..........cccccceeeeeinnnnnes 15
2.3.8. Mikrobiyal tiplendirme yontemleri ... 16
2.3.9. Filogenetik analiz...........cooooiiiiiiiiiiii 21
2.3.10. RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA) ........cccccceeeeeiinnnnns 21
2.3.11. Bakterilerde tekrarlayan gen segmentleri............oeveeiiiiiiiiiiiiiiiies 22
2.3.12. rep-PCR tiplendirme yontemi ..........euiiiiiiiiiieee e 23
2.3.13. Staphylococcus aureus ile yapilan tiplendirme ¢aligsmalari....................... 25
3. GEREG VE YONTEM.....oo ittt en e 27



3.1. Galismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar ............cccceeeiiiiiiiiiiiieeeeee e 27

3.2. izolatlarin Teshis EdiMESi........ccuoveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
3.2.1. Kanli agarda B- NemMOlIZ.........cooiiiiiiieeee e 27
3.2.2. Gram BOYama .....cooeeeieeeeee e a e 28
3.2.3. Mannitol Tuzlu Agar Besiyeri'nde mannitol fermentasyonu........................ 29
3.2.4. Koagulaz varliginin saptanmast ..........cceeoeoioiiiiiiiiiieee e 29
3.2.5. Katalaz varliginin saptanmasl ............eeeeiiiiiiiiiiiiiieieee e 30

3.3. Staphylococcus Suslarinin izole Edildikleri Klinik Materyallere Gére Dagilim
Oranlarnin BeliflenmESi..........uueiiiiiiiiieieeee e e e e e e 31

3.4. Staphylococcus Suslarinin Servislere Gére Dagilim Oranlarinin Hesaplanmasi

............................................................................................................................. 31
3.5. ANtiDIYOLPIEME ..o 31
3.5.1. Antibiyotik Duyarliliklarinin Belirflenmesi...........cooooiiiiiiieee 31
3.5.2. Antibiyotiplerin belirlenmesi ve antibiyotip oranlarinin hesaplanmasi......... 33
3.5.3. MRSA’larin kullanilan antibiyotiklere diren¢ oranlarinin saptanmasi........... 33
3.6. GeNOtIPIK YONIEMIET ... 33
3.6.1. DNA IZOIASYONU ...cciiiiiieeeeeeeeee e 34
3.6.2. PCR (Polimeraz Zincir ReakSIYONU) .....ccceeeiiiiiiiiiiiiieeee e eeeieeeeeee e e e 34
3.1.1. Amplifikasyon Urinlerinin agaroz jel elektroforezi ile analizi....................... 36
3.1.2. KUMeleme analizi.......ccooeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
4. SONUGLAR ..ot e e e e e et e e e e e e e e e s nsaneeeeeeeeeeeaannnes 40
4.1. Galismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar ...........cccceeeeeieieiiiiiiieeeee e 40
4.2. StaphylococCus TESNISI.......eeviiiiiiiiie e 40

4.3. Staphylococcus Suslarinin izole Edildikleri Klinik Materyallere Gére Dagilim
Oranlarnin BeliflenmESi..........uueeiiiiieieeiieieee e e e e 40

4.4. Staphylococcus Suslarinin Servislere Gére Dagihm Oranlarinin Hesaplanmasi

............................................................................................................................. 44
4.5, ANtIDIYOTIPIEME ..o e 44
4.5.1. Antibiyotik duyarlilik profillerinin ve antibiyotiplerin belirlenmesi................. 44
4.5.2. Staphylococcus suslarinda antibiyotik direncCi ..........ccoeovvvveeeeeiieieeeeeeeeeee 46
4.5.3. Antibiyotik diren¢ oranlarinin belirlenmesi ... 47
4.6. GeNOLIPIK ANANZIET ... e 48
4.6.1. PCR UrGnlerinin agaroz jelde gorintllenmesi .........ceeeeeeeeeiciiiiiieeeeeeeeeeens 49
4.6.2. Kimeleme analizi SONUGIAI..........oooiiiiiiiiiiiiieeee e 54



5. TARTISMA ...

6. KAYNAKLAR

OZGECMIS.......

Vi



SEKILLER DiZziNi

Sekil 3.1. Kanli agarda B-hemoliz............oooii e 28
Sekil 3.2. Koloni MOOI0JiSi....cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
Sekil 3.3. Staphylococcus aureus’'un isik mikroskobunun x100’lUk objektifteki
[0 o011 LU ] PSR 28
Sekil 3.4. Mannitol Tuzlu Agar Besiyeri’'nde mannitol fermentasyonu.................. 29
Sekil 3.5. Koagulaz varliginin saptanmasl. ......coooeeeeeeeieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
Sekil 3.6. Katalaz varliginin saptanmasl. ..o 30
Sekil 3.7. PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi ve PCR uygulamasi. ............ 35
Sekil 3.8. Agaroz jelin hazirlanmasl. ........ccoooi i 37
Sekil 3.9. Agaroz jelin dokllimesi ve yuklemeye hazir hale getiriimesi. ................ 37
Sekil 3.10. Orneklerin agaroz jele YUKIENMESi..........ccocveveveeeeieeeeeeeeeeeeeeeene 38
Sekil 3.11. Yatay agaroz jel elektroforezi dizenegi. .......ccccoevvveeviveiiiieiiieeeeeeie, 38

Sekil 4.1. Staphylococcus suslarinin hastalara ait klinik érneklere gére dagihmi. 41

Sekil 4.2. MRSA suslarinin hastalara ait klinik érneklere gére dagihmi................ 41
Sekil 4.3. Staphylococcus suslarinin servislere gére dagihimi. ........ccccooveeiiinneen. 44
Sekil 4.4. MRSA’larda dir€NG OFaNI.......uueiiiieeeeeeeeeiiiiiieee e e e e e e e e e e e 48

Sekil 4.5. A3 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urlnlerinin agaroz jeldeki
[0 o £ U1 ) LU ] PP 49
Sekil 4.6. A4 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urlnlerinin agaroz jeldeki
(o o T U ] 0] (1< PR 50
Sekil 4.7. RW3A primeri kullanilarak elde edilen PCR Urlnlerinin agaroz jeldeki
[0 o £ U1 ) LU ] PP 51
Sekil 4.8. REP2-I primeri kullanilarak elde edilen PCR Urinlerinin agaroz jeldeki
(o o T U ] 0] (1< R 52
Sekil 4.9. REP1R-I primeri kullanilarak elde edilen PCR Grinlerinin agaroz jeldeki
[0 o 1011 LU ] PP 53
Sekil 4.10. A3 ve A4 primerleri ile RAPD-PCR analizi sonucu UPGMA metoduyla
olusturulan ve Staphylococcus Ornekleri arasindaki genetik iligkiyi gOsteren
(o =1 g o (oo = U 4 APPSO PPRUPPPN 56
Sekil 4.11. RW3A, REP1R-lI ve REP2-1 primerleri ile REP-PCR analizi sonucu
UPGMA metoduyla olusturulan ve Staphylococcus 6érnekleri arasindaki genetik
115307 e [o 151 CC1g=1a 1o [=TaTe (ol = o 4 ARSI 57

Vii



CiZELGELER DiziNi

Cizelge 1.1. insanda en sik rastlanan Staphylococcus tirleri. .........c.ccceveuveueen.... 5
Cizelge 2.1. Hastane enfeksiyonlari etkenlerini tiplendirme yéntemleri................. 17
Cizelge 2.2. Hastane enfeksiyonlari etkenlerinin analizinde tercih edilen molekuler

LE=1 200 L LT PP 19
Cizelge 3.1. Calismada kullanilan antibiyotikler, kodlari, disk icerigi ve zon caplari
............................................................................................................................... 32
Gizelge 3.2. PCR reaksiyon karigimi bilegsenleri ve konsantrasyonlarit.................. 35
Gizelge 3.3. PCR dONQUSU. ...eeeiiiiiiiiieiiee et 36
Cizelge 3.4. Primerler, baz dizileri ve %’de GC oranlar. ..........ccccceeeviiveeeiiiiineenn. 36
Gizelge 4.1. Staphylococcus susglarinin test sonuglari...............oooiiin. 42
Cizelge 4.2. Staphylococcus suslarinin antibiyotik duyarhlik sonuglari............... 45
Cizelge 4.3. Staphylococcus suslarinda antibiyotik direnci. ........cccccceeeeeieiiiinnnen. 47
Gizelge 4.4. Staphylococcus susglarinin direngli olduklari antibiyotik sayisi.......... 48
Cizelge 4.5. RAPD ve REP primerlerinin olusturdugu polimorfizm oranlari.......... 53
Cizelge 4.6. RAPD-PCR ve REP-PCR ile belirlenen profiller ve suglarin dagilimi.
............................................................................................................................. 55

Cizelge 5.1. Cesitli calismalarda Staphylococcus aureus’larin tiplendiriimesinde

kullanilan RAPD PrIMEFIEIi.......uuiieiiiiiiiei ettt 65

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

AMC
ATCC
be

BHI
BORSA

CLSI
CRF
DNA
dNTP
EDTA
ERIC
G

kb
CNS

M

mM
uM
MODSA
MRCNS
MSCNS
MSSA
MRSA

Adenin

Amoksisilin-Klavulonik Asit

American Type Culture Collection

Baz cifti

Brain Heart Infusion

Borderline oxacilline resistant S.aureus
Sitozin

Clinical and Laboratory Standards Institue
Coagulase-reacting factor
Deoksiribonikleik asit

Deoksinlkleotid trifosfat

Etilendiamin tetra asetik asit

Enterobacterial repeat intergenic consensus
Guanin

Kilobaz

Koagtilaz Negatif Stafilokoklar

Molar

Milimolar

Mikromolar

Modified resistant S.aureus

Metisilin direncli koagulaz negatif Staphylococcus
Metisilin duyarl koagulaz negatif Staphylococcus
Metisilin Hassas Staphylococcus aureus
Metisilin Direncli Staphylococcus aureus

NTSYS-PC Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System

PBP
PCR
PFGE
RAPD
DNA)
REP
RFLP

Penisilin baglayan protein
Polymerase chain reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)
Pulsed Field Gel Electrophoresis

Random amlified polymorohic DNA (Rastgele ¢ogaltiimis polimorfik

Repetitive Extragenic Palindromic
Restriction Fragment Lenght Polymorphism



SAHN Sequential, agglomeritive, hierarchical and nested clustering
SIMQUAL Similarity for Qualitative Data

T Timin

TBE Tris-Borat-EDTA

TSST-1 Toksik sok sendromu toksini-1

UPGMA  Unweighted pair group method using arithmetic averages/ aritmetik

ortalamayi kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu

ul Mikrolitre
a Alfa

B Beta

Y Gamma
o Delta



1. GiRIS

Stafilokoklar, nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda ilk siralarda yer almakta
ve glinimiizde de dnemini hala korumaktadir (Ozkalp ve Baybek, 2003; Nikbakht
et al., 2008). Sistemik ve lokal bircok enfeksiyonun etkeni olan Staphylococcus
tarleri, toplum ve hastane kaynakl olabilmeleri yaninda son yillarda antimikrobiyal
ajanlarin coguna direncli hale gelmeleri nedeni ile de énemi artan bakterilerdir (van
Leeuwen et al.,, 1999; Onanuga et al., 2005; Kurutepe vd., 2007). S.aureus,
yumusak doku enfeksiyonlari, toksik sok sendromu, solunum sistemi
enfeksiyonlari, endokardit, besin zehirlenmesi, osteomyelit, menenjit, sepsis ve
bakteriyemi gibi birgok enfeksiyonun primer etkenidir (Waldvogel, 2000). Direng
gelisimi ile ortaya ¢ikan metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA) suslari
ise tUm dinyada bir¢cok hastane ve saglik kurulusunda énemle Ustiinde durulmasi
gereken hastane enfeksiyonu kaynaklarindandir (van der Zee et al., 1999; Ozkalp
ve Baybek, 2003; Ross et al.,2005; Sabat et al., 2006).

1940’larin  basinda penisilinin ~ klinik  kullanima  girmesi ile stafilokok
enfeksiyonlarinin  tedavisinde ©&énemli bir basari elde edilmigtir. Ancak
stafilokoklarda penisilin direncinin 1940’ yillarin ortalarindan itibaren giderek
arttigi  gérialmustar. 1960’larda stafilokoklar tarafindan Gretilen ve penisilini
parcalayan penisilinaza dayanikh  metisilinin  gelistiriimesiyle  stafilokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde ikinci kez basari saglanmistir. Ancak kisa bir slre
sonra stafilokoklarda metisilin direnci tanimlanmistir. 1980’li yillarin basindan
itibaren de metisilin direncli S.aureus (MRSA) suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci
ortaya c¢clkmaya baslamistir (Kluytmans et al., 1995; Sampathkumar, 2007).
GUnimuzde direng sorununun giderek yayginlasmasi ile birlikte MRSA tim
dinyada hastane enfeksiyonuna neden olan ¢ok ciddi bir sorun haline gelmistir

(van Leeuwen et al., 1996; Tambic et al., 1997).

Patojen mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarinin  kaynaginin
saptanmasi, bu enfeksiyonlar igin  uygun tedavi yénteminin belirlenmesi,
enfeksiyon kaynagi olan suslarin yayillimlarinin takibi ve baskin suslarin
belirlenmesi igin kdékenlerin dogru tanimlanmalar ve tiplendirmeleri gerekmektedir

(Tenover et al., 1994). Rutin laboratuarlarda mikrobiyal tanimlamada kullanilan



fenotipik 6zelliklerin belirlenmesi igin protein igeridi, bakteriyofaj, kromotografik
profiller, biyotipleme ve duyarhlik testlerinden yararlaniimaktir. Ancak bu 6zellikleri
temel alan fenotipik ybntemler, zamanla gelistiriimesine ragmen ilerleyen
asamalarda vyerini  DNA’nin temel aldigi genotipik ydntemlere birakmaya
baslamistir (Tenover et al., 1994; van Belkum et al., 1995).

Enfeksiyon etkeni olan mikroorganizmanin bulas kaynaginin tespiti ve hastalarin
epidemiyolojik olarak iligkilerinin belilenmesinde kullanilan molekdler tiplendirme
yéntemlerinin sayisi her gecen gun artmaktadir. Yéntemler arasindan hangisinin
kullanilacagina, ydntemin ayrim gucu, tekrarlanabilirligi, kullanim kolayligt,
kurulma maliyeti, testin sUresi ve yorumlama kolayligi gibi bazi kriterler g6z

6ndnde bulundurularak karar verilmektedir (Saragli, 2002).

Molekdler tani yontemlerinin gelismesi ve bu yéntemlerin kullaniimasi enfeksiyon
hastaliklarinin tanisinda ve kontrol altina alinmasinda yeni bir devrim baglatmistir.
Plazmit profili analizi, RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ve PCR
(Polymerase Chain Reaction) gibi molekller ydntemler klinik laboratuarlarda
oldukga popiler olarak kullanilan ydntemlerdir. PCR temelli ydntemler,
kiltirasyona ihtiyag  duyulmaksizin  enfeksiyon nedeni olan patojen
mikroorganizmalarin hizh bir sekilde belirlenmesinde uygulanmaya baslamistir
(Tang et al., 1997).

PCR, patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda oldukca fazla kullanilan,
gelismis bir nikleik asit amplifikasyon ydntemidir (Tang et al., 1997). PCR temelli
yontemler, hastalik etkenlerinin ve hastaliklarla baglantih olan genlerin
belirlenmesinde, genlerdeki gesitli mutasyonlarin tayininde, antimikrobial direncin
kisa slrede Dbelirlenmesinde ve mikroorganizmalarin genotipik olarak
tiplendiriimesinde kullaniimaktadir. Ayrica genotipe goére ilag geligtiriimesi ve adli
tip gibi alanlarda bu yéntemden yararlaniimaktadir. PCR uygulamasinda, ayni tir
icindeki farkli suslarda primer baglanma yerlerinin sayisi ve birbirine olan uzaklilari
farkll olacagindan, agaroz elektroforezinde, amplifiye edilen fragmentlerin sayi ve
blayUklikleri de farkli olacaktir. Amplifikasyon sonucunda, jel elektroforezinde
g6zlenen suslara ait bant profilleri birbirleriyle karsilastirilarak degerlendirme
yapiimaktadir (van Belkum et al., 1994). PCR uygulamasindan sonra dendogram



analizleri ile filogenetik haritalar ¢ikartilarak farkli taksonomik dizeyler

belirlenebilmektedir (van Belkum et al., 1993).

Bu calismanin amaci, PCR temelli molekiler tiplendirme ydéntemlerinden RAPD-
PCR (Random Amplified Polimorphic DNA-PCR) ve REP-PCR (Repetitive
Extragenic Palindromic-PCR) ydéntemi kullanilarak c¢oklu antibiyotik direnci
gosteren MRSA suslarn ile MSSA (Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus) ve
CNS (Koagtulaz Negatif Staphylococcus sp.) suslarinin tiplendiriimesinde RAPD-
PCR ve REP-PCR ybnteminin ayrim gucinin ve kullanilabilirliginin

belirlenmesidir.

Bu calismada, Mart 2006-Aralik 2007 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakulltesi Hastanesi'nin cesitli servislerinde yatan hastalara ait farkh klinik
orneklerden izole edilen Staphylococcus suslarn toplandi. Fenotipik tanimlamasi
yapilan bu suglardan 26 MRSA, 15 MSSA ve 5 CNS susu calisma kapsamina
dahil edilerek fenotipik bir tiplendirme ydntemi olan ve antibiyotik duyarlilik
profillerini esas alan antibiyotipleme ydntemi ile tiplendirildi. Daha sonra genotipik
tiplendirme yéntemlerinden RAPD-PCR ve REP-PCR teknigi ile analiz edildi.

Calismada, Staphylococcus suslarinin cgesitli antibiyotiklere olan duyarliliklari
incelenmis, metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin coklu
antibiyotik  direnci  g0sterdigi  bulunmustur. Bu suslarin  etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavi secgeneklerinin kisith olmasi nedeniyle MRSA suslarinin

6nemi bir kez daha bu ¢aligma ile vurgulanmigtir.

Ulkemizde ve tim diinyada saglik problemlerinin basinda gelen MRSA suslarinin
yayihminin énlenmesi, MRSA suslarindaki antibiyotik diren¢ artisinin énlenmesi
icin stratejiler gelistiriimelidir. Bu stratejilerin  belirlenmesi icin  dncelikle
hastanelerdeki yaygin  suslarin  dogru  tanimlanmalari  gerekmektedir.
Calismamizda literatiirde Staphylococcus suslarinin RAPD-PCR ve REP-PCR ile
tiplendiriimesinde kullanilan primerler arastiriimis ve bu primerler ile analiz
gerceklestiriimigtir. Elde edilen bulgularin Glkemizde yapilacak olan diger

calismalara katki saglayacagi disuntlmektedir.



2. GENEL BILGILER

Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmis ve 1880
yilinda Pasteur tarafindan sivi besiyerinde dretilmistir. 1881 yilinda iskogyali
cerrah Alexander Ogston tarafindan ¢ibanlarda bulundugu, fare ve kobaylar igin
patojen oldugu belirtiimis ve 1884 yilinda Rosenbach tarafindan pigmentli ve
pigmentsiz koloni bicimleri ayirt edilerek Staphylococcus aureus isimlendirilmigstir.
Koagulaz negatif stafilokok tirleri ise ilk kez Baird-Parker tarafindan tanimlanmistir
(Cengiz, 1999; Waldvogel, 2000).

2.1.Genel Mikrobiyolojik Ozellikleri

Stafilokoklar, Gram pozitif kok morfolojisindeki bakterilerin gruplandirildigi
Micrococcaceae familyasi icerisinde yer alirlar. Tekli, ikili, dértli hicreler halinde
bulunabilirler, ¢ veya doért hiicreden olusan kisa zincirler yapabilirler. Stafilokoklar
birden fazla dizlemde bdlinerek, birbirlerinden ayrilmadiklarindan Gzim salkimi
benzeri (Staphylo: Uziim salkimi, Coccus: tanesi) diizensiz, 0.5-1.5 um ¢apinda
kimeler olusturmaktadirlar. Hareketsiz, spor olusturmayan, oksidaz negatif,
kapstilsiiz, optimal olarak 37°C’de ve pH 7,4te Ureyen, faklltatif anaerop
mikroorganizmalardir. Daha ¢ok aerop Uremeyi tercih ederler. Anaerobik ortamda
glukozdan asit olustururlar (Cengiz, 1999; Waldvogel, 2000).

Stafilokoklar, koagulaz etkinliklerine bakilarak baslica iki grupta incelenirler. Birinci
grup Koagulaz pozitif stafilokoklar olup bu grupta énemli tek tir Staphylococcus
aureusdur. ikinci grupta ise koagiilaz negatif stafilokoklar (CNS) yer alir. Bunlar
arasindaki en énemli tir ise S.epidermidis olup, CNS enfeksiyonlarinin ¢ok blyik
béliminden sorumludur. S.saprophyticus kadinlarda Uriner sistem enfeksiyonu
etkeni olmasi, S.haemolyticus da ender rastlanan ama ¢ok direncli bir hastane

enfeksiyonuna yol agmasi nedeni ile 6nemlidir (Waldvogel, 2000).



Stafilokok turleri DNA/DNA iligkileri ve fenotipik 6zelliklerine gbre en az dért grup
altinda toplanabilirler:
% Staphylococcus epidermidis grubunda; S. epidermidis, S. capitis, S.
warneri, S. haemolyticus, S.hominis ve S. saccharolyticus turleri,
% Staphylococcus saprophyticus grubunda; S. saprophyticus, S. cohnii, S.
xylosus turleri,
% Staphylococcus simulans grubunda; S. simulans, S. carnosus turleri,
% Staphylococcus sciure grubunda; S. sciure, S. lentus tirleri yer almaktadir
(Bilgehan, 1994).

Staphylococcus aureus, Staphylococcus auricularis, Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus hyicus ve Staphylococcus caseolyticus herhangi bir gruba dahil

edilmemigtir.

insan saghg! agisindan en énemili tiir S.aureus'dur. Etken oldugu enfeksiyonlarin
klinik belirtilerine yol agan bir dizi hicre disi enzim ve ekzotoksinlere sahiptir.
Koagilaz negatif stafilokoklar ise klasik firsatci patojenlerdendir. Staphylococcus
cinsi icinde 30’dan fazla tir ve alt tir bulunmaktadir. En énemli Staphylococcus

tarleri Cizelge 1.1’de gdrtlmektedir.

Cizelge 1. 1. insanda en sik rastlanan Staphylococcus tiirleri (Kayser, 2002).

Tir Ozellikler

Koagiilaz pozitif; koloniler altin sarisi. invazif,
lokal, irinli enfeksiyonlar: furunkdl, karbunkil,
impetigo, yara enfeksiyonlari, sinuzit, otitis

Staphylococccus aureus media, mastitis puerperalis, ostit, grip sonrasi
pndmoni, sepsis. Toksine bagh hastaliklar:
besin zehirlenmesi, dermatitis exfoliativa, toksik
sok sendromu.

Koagllaz  negatif, = novobiosine  duyarli;
Koagtilaz negatif stafilokoklar icinde en sik

Staphylococccus epidermidis rastlanan etken; firsatgl; konakta predispozan
faktérlerin ~ varligi  6nkosul; diskret Klinik
semptomlarla seyreden, yabanci cisme bagl
enfeksiyonlar.

Koagllaz negatif, novobiosine direngli. Geng
Staphylococccus saprophyticus  kadinlara (%10-20) idrar yolu enfeksiyonu;
erkekte, nadiren, nonspesifik Uretrit etkeni.




2.3. Staphylococcus aureus
2.3.1. Morfoloji ve kiiltlirasyon

S. aureus bakterileri kiicik ve yuvarlak Gram pozitif koklardir. Hiicre bdlinmesi
farkli diizlemlerde gerceklestigi icin hlcreler preperatlarda Gzim salkimi seklinde
bir arada gorilirler. S. aureus bilinen basit besiyerlerinde ve optimum 37°C’de
uretilebilirler. Kanh jeloz besiyerinde 24 saatte porselen gdérinimli, konveks,
dizgln ydzeyli, siklikla sari pigmentli koloniler olusturur. Kolonilerin etrafinda
karakteristik hemoliz zonlari olusur (Kayser, 2002).

Plazmay pihtilastirma yetenegini gbsteren koagllaz deneyi, S. aureusu diger
stafilokoklardan ayirt etmede oldukga énemli, en yaygin olarak kullanilan ve en
cok kabul géren identifikasyon kriteridir (Bilgehan, 1994; Foster, 1996).

2.3.2. Patojenik faktorler

VirGilansi en yiUksek olan stafilokok tirl S.aureus'dur. Stafilokoklarin virtilansinda
rol oynayan faktérler; hiicre duvar yapilari, kapsul, ylizey proteinleri, toksinleri ve

enzimleridir.

2.3.2.1. ince yapi

Hlcre duvari cok tabakali kalin mureinden olusur. Lineer teikoik asitler ve
polisakkaritler mureindeki polisakkarit ile kovalent baglarla bagldirlar. Sitoplazma
zarindaki lipo teikoikasitler tim murein tabakasi boyunca bulunurlar ve murein
tabakanin digina dogru uzanirlar. Teikoikasitler ve lipo teikoikasitler komplemani
alternatif yoldan aktive ederler ve makrofajlardan sitokin salinimini uyarirlar. Hicre
duvarindaki proteinler mureinin peptit kisimlarina peptit baglaryla baglanirlar.
Kimelestirici (Clumping) faktor, fibronektin baglayici protein ve kollagen baglayici
protein spesifik olarak fibrinojen, fibronektin ve kollagene baglanirlar. Doku ve ilgili
matriks proteinleri ile kapli yabanci cisimlere yapismadan sorumludurlar. Protein A
immunoglobulinlerin Fc kisimlarina baglanir. immunoglobulinlerin Protein A ile

‘vanlig’ baglanmasinin opsonize edici antikorlarin  ‘dogru’ baglanmasini



engelleyerek fagositozu zorlastirdigi kabul edilmektedir. Bazi S.aureus suslari
polisakkarit yapisinda olan ve antifagositik etkinlige sahip kapsual olustururlar
(Kayser, 2002; Arda, 2000).

2.3.2.2. Hiicre disi enzimler ve toksinler

S.aureus'un etken oldugu enfeksiyonlarin ¢codunda patogenez coklu faktérler
tarafindan saglanir. S.aureus pek ¢ok hlicre digi madde olusturur ve bu maddeler,
kismen, S.aureus’'un olusturdugu enfeksiyonun klinik tablosunu belirlemektedir
(Kayser, 2002).

2.3.2.2.1. Toksinler

S.aureus, konak hicre morfolojisi ve/veya fonksiyonu Uzerinde etkili olabilen ¢ok
sayida ekstraselller toksin (retebilmektedir. Enzimatik aktiviteleri ya da
stperantijen 6zellikleri ile bu toksinler sitokin saliniminin indikleyerek, yogun
inflamatuar yanit olan bdlgelerde de Uremelerini devam ettirebilmektedirler
(Cengiz, 1999). Staphylococcus aureus’un sitolitik toksin, I6kosidin, enterotoksin,
eksfoliatif toksin, toksik sok sendromu toksin-1 (TSST-1) gibi cesitli toksinleri
bulunmaktadir.

Sitolitik toksinler

Stafilokoklarin salgiladigi, eritrositler ve cesitli hiicreler Gzerinde sitolitik etkileri
olan ekzotoksinlerdir. Bu toksinler a, 3, y ve & olmak Uzere doért gruba ayrilirlar
(Foster, 1996; Ozerol, 2001; Zinsser, 2005).

-Alfa toksin: ilk kez Kraus ve Clairmont tarafindan 1900 yilinda tanimlanan bu
toksin S.aureus insan suslarinin ana hemolizinidir. Hemolitik, dermonekrotik,
lizozom pargalayici ve doku kuiltirlerinde sitolitik etkileri vardir. Dolasim, kas ve
bdbrek korteksi dokulari toksine karsi oldukga duyarlidir ve bu dokularda tahribat

meydana getirmektedir.



-Beta toksin: ilk kez 1935 yilinda Glenny ve Stevens tarafindan tanimlanan bu
toksin Stafilokok Sfingomyelinazi olarak da isimlendirilir. Sfingomyelin Uzerine etki

ederek eritrositleri eritir.

-Gamma toksin: 1938'de Smith ve Price tarafindan tanimlanmig, Méllby
Wadstron tarafindan elde edilmistir. Ozellikle stafilokoklarin etken oldugu kemik
enfeksiyonlarinda yUksek bulunmasi, bu toksinin bu hastaliklarda etkili oldugunu
disUndirmektedir.

-Delta toksin: 1947 yilinda Williams ve Harper tarafindan tanimlanan bu toksinin
biyolojik etkinligi olduk¢ca genistir. Eritrosit, [0kosit, makrofaj, lenfosit ve
trombositleri hasara ugratan bir proteindir.

insanlarda hastalik olusturan S.aureus suslarinda bu sitolitik toksinlerden en ¢ok
bulunan alfa ve delta toksinlerdir. S.aureus suslarinin %95’inde bunlardan biri,
%82’sinde her ikisi birlikte bulunur (Batikutlu, 2006).

Lokosidin

S.aureus tarafindan olusturulan bu toksinin l6kositler ve makrofajlar tzerine litik
etkisi vardir. Toksin birbirinden ayri F (Fast) ve S (Slow) adinda iki protein
komponentinden olugsmustur. Bu komponentlerden her biri iyi antijen yapisinda
olup, herbirinden ayrn toksoid olusturulur. Hicre zarinda potasyum ve diger
katyonlara karsi gecirgenligi artiran gbzeneklerin agiimasini saglarlar (Batikutlu,
2006).

Enterotoksin

Isiya direncli, 100 °C’ye 30 dakika dayanabilen, polipeptit yapisinda maddelerdir.
Ozellikle ylksek CO.li atmosfer ortaminda karbonhidrath ve proteinli
besiyerlerinde Ureyen stafilokoklar tarafindan olusturulurlar. Enterotoksinin A, B,
C1, C2, D, E ve F seklinde yedi immunolojik tipi vardir. S.aureus enterotoksinleri
stperantijendir (Kayser, 2002; Zinsser, 2005; Batikutlu, 2006).



Eksfoliatif toksin

Stafilokok enfeksiyonlarinin vezikller ve eksfoliyatif deri lezyonlarindan sorumlu
olan bu toksin Epidermolitik toksin olarak da bilinir. Antijenik ve biyokimyasal
yapilari bakimindan en az iki farkl eksfoliyatin bulundugu saptanmigtir. A tipi
kromozomal, B tipi plazmide bagl genlerce olusturulur (Batikutlu, 2006). Kigik
cocuklarda siklikla rastlanan ‘haglanmis deri sendromu’ na neden olan faj grup |l
stafilokoklar tarafindan Gretilen bir proteindir (Kapral, 1971).

Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

Toksik Sok Sendromu Toksini (TSST-1) suslarin yaklasik % 1’i tarafindan
olusturulur. Bu toksin de enterotoksin gibi bir sUperantijendir ve ¢ok sayida T-
lenfositin klonal olusumunu indikler, bu olay sonucunda yogun sitokin Gretimi
gerceklesir. Buna bagl olarak toksik sokun klinik semptomlari ortaya ¢ikmaktadir
(Kayser, 2002).

2.3.2.2.2. Enzimler

Staphylococcus aureus’'un koagtilaz, deoksiribonlkleaz, hiyalironidaz, lipaz,
fibrinolizin, B-Laktamaz gibi ¢esitli enzimleri bulunmaktadir (Foster, 1996; Zinsser,
2005).

Koagulaz

Staphylococcus aureus tarafindan olusturulan bir plazma pihtilastirma proteinidir.
Serbest ya da bagl koagilaz (clumping faktér) olmak Gzere iki tipi bulunmaktadir.
Bagli koagulaz, fibrinojeni direkt olarak fibrine doéndstlrir ve stafilokoklarin
kiimelesmesine neden olur. Serbest koagilaz, CRF (coagulase-reacting factor) ile
reaksiyona girerek trombine benzer yapida stafilotrombini olusturur. Stafilotrombin
fibrinojeni fibrine déndstarar (Foster, 1996). S. aureus icin standart belirleyici olan
koagullaz testi ile patojen olan-olmayan stafilokok ayrimi yapilir. Koagllaz pozitif

stafilokoklarin  Uzerinde olusan kalin fibrin tabakasinin, mikroorganizmayi



fagositoza karsi koruyarak, patojenlige katki sagladigr ileri sartlmektedir
(Batikutlu, 2006).

Katalaz

Tam Stafilokoklarda bulunan bu enzim, fagositik hicreler tarafindan stafilokoklar
hiicre igine alindiktan sonra, toksik H>O.'yi inaktive edip, H-O'yi su ve oksijene
doénlgstarar. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin iginde toksik oksijen

radikalleri tarafindan éldirilmeye direng kazanir (Batikutlu, 2006)

Deoksiriboniikleaz

Stafilokoklarin cogunda bulunan bu enzim DNA'yi hidrolize eder. Genellikle
Koagulaz pozitif stafilokoklar tarafindan Gretilmektedir (Zinsser, 2005).

HiyallGironidaz (Yayiima faktori)

Bag dokusunun vyapisinda bulunan bu enzim hiyalironik  asitin
depolimerizasyonuna neden olarak Staphylococcus aureus’'un dokularda

yayihmini kolaylastirir ve enfeksiyonun yayilmasini saglar (Zinsser, 2005).

Lipaz

S.aureus suslarinin tim0O ve koagulaz negatif stafilokoklarin yaklasik 1/3’0
tarafinda Uretiken bu enzim, dokuda bulunan yaglar hidrolize ederek vicudun lipid
iceren boélgelerinde stafilokoklarin yayilmasina yardimci olur. Ayrica, lipaz enzimi,
stafilokoklarin ylzeysel dokulari invaze ederek fronkdl ve karbonkidl gibi

enfeksiyonlarin gelisimine neden olmaktadir (Tanger, 2003).

Fibrinolizin (Sitafilokinaz)

Plazmada bulunan plazminojeni aktive ederek plazmin olusturan bu enzim, fibrini
parcalayarak enfeksiyonun diger dokulara yayillmasina neden olur (Bilgehan,
1994; Foster, 1996).
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B-Laktamazlar

B-laktamazlar, penisilin grubu antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin hidroksil
grubunu parcalayarak etkisiz hale getirir ve bakterilerin B-laktam antibiyotiklere
kars! diren¢ kazanmasina neden olur (Tanger, 2003).

2.3.3. Staphylococcus aureus enfeksiyonlari

S.aureus, insanlarda basit bir deri enfeksiyonundan, ¢ok ciddi ve 6limcil, hayati
tehdit edebilen degisik tablolara neden olabilmektedir. S.aureus’ un iyi bilinen
virllans faktérlerinin yani sira, yaygin olarak kullanilan invaziv girisimler, hastane
enfeksiyonlarinin insidansindaki artig, enfeksiyon kontrol énlemlerine yeterince
uyulmamasi, antibiyotiklere direncli kdkenlerin ortaya ¢ikmasi, intravenéz ilag
bagimligi ve diabetes mellitusun artan prevalansi stafilokok enfeksiyonlarinin

artisinda énemli rol oynamistir.
S.aureus’ un neden oldugu enfeksiyonlar, toksinlere bagl enfeksiyonlar, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlar ve stafilokoklarin yayihmi ile olusan enfeksiyonlar

olmak Uzere t¢ bélimde incelenirler.

2.3.3.1. Toksinlere bagli olarak ortaya cikan enfeksiyonlar

e Stafilokoksik haslanmig deri sendromu
e Toksik sok sendromu

e Besin zehirlenmesi

2.3.3.2. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

e Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari
> Impetigo

> Folikalit

» Furonkl

» Karbonkiil

» Hidradenitis stpUrativa
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> Mastit
» Cerrahi yara enfeksiyonlari

2.3.3.3. Stafilokoklarin yayilimi ile olusan enfeksiyonlar

Bakteremi-sepsis
e Kardiyovaskdiler sistem enfeksiyonlari
» Endokardit
» Perikardit
» Mediyastinit
» Septik vaskailit
e Solunum sistemi enfeksiyonlari
» Pndmoni
» Ampiyem
e Kas, iskelet sistemi enfeksiyonlar
» Osteomiyelit
» Septik artrit
» Septik bursit
e Santral sinir sistemi enfeksiyonlari
» Menenijit
» Spinal epidural apse
e Uriner sistem enfeksiyonlari

(http://infek.med.ege.edu.tr/dersnotlari/stafinf.pdf)

2.3.4. CNS enfeksiyonlari

CNS’lardan biri olan S.epidermidis insanlarda deri florasinin ¢ok 6énemli bir
dyesidir. Bu nedenle uzun yillar kiltGrlerden dretildiginde kontaminan bir bakteri
olarak kabul edilmis ve enfeksiyon etkeni olarak digstinilmemistir. Oysa;
ginimuizde CNS’larin 6zellikle hastane ortaminda son derece ciddi ve tedavisi
glc enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Kalp kapak endokarditleri (6zellikle
prostetik kapak), intravaskller kateter enfeksiyonlari, serebrospinal sant

enfeksiyonlari, prostetik eklem enfeksiyonlari, vaskuiler greft enfeksiyonlari periton
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diyaliz kateterleri ile iligkili peritonitler neden olduklari ¢ok sayida enfeksiyonlarin
en dnemlileridir (Dindar, 2000).

2.3.5. Stafilokoklarda antibiyotik direnci

Stafilokoklar 100 yili askin bir siredir en 6énemli enfeksiyon etkenlerinden biri
olarak tip ddnyasini mesgul etmektedir. 1940 yilina kadar, 6zellikle pnémoni,
sepsis, bakteremi ve endokardit gibi son derece O6limcil olan stafilokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde, penisilinin klinik kullanima girmesi ile blytk &lgtide
basari saglanmistir. Bununla birlikte, penisilinin ¢ok yaygin kullaniimasi ile
zamanla penisilinaz Ureten kokenler ortaya cikmaya baslamistir. Stafilokoklar,
zamanla artan penisilin direncine ek olarak, daha sonraki yillarda penisilinin
yanisira tetrasiklin, eritromisin ve streptomisin gibi o dénemin glncel
antibiyotiklerine de diren¢ gelistirmeye baslamiglardir. 1960 yilinda, penisilin
(PRP: penisilinaza direncli penisilinler) tarevlerininin gelismesi ile stafilokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde ikinci kez basari saglanmistir. Ancak bir yil sonra
PRP'lere de direng gésteren stafilokoklar ortaya ¢ikmis ve stafilokoklarda metisilin
direnci tanimlanmistir. 1970’li yillarin sonu ile 1980’li yillarin basglarindan itibaren
de MRSA suslarinda beta-laktam antibiyotikler disinda kinolonlar, makrolidler,
linkozamidler, aminoglikozidler, kloramfenikol ve kotrimaksazol gibi bircok
antibiyotige karsi ¢oklu antibiyotik direnci ortaya ¢cikmaya baglamigstir. Penisilinaz
ureten, fakat metisilin direnci gdstermeyen kokenlere kargi etkili olabilen ¢ok
sayida antibiyotik bulunmasina karsin metisiline direncli stafilokok enfeksiyonlarina
kargi gunumuzde tek antibiyotik grubu olarak glikopeptitler bulunmaktadir
(Haznedaroglu, 2007). Ancak, Japonya, Amerika, Avrupa ve Kore'de
glikopeptitlere de direncli stafilokok kékenlerinin bildirilmesi direncli kdékenlerin
giderek artmasi ihtimalini dogurmustur (Centers for Disease Control and
Prevention 2000; Kim et al. 2000; Marlowe et al. 2001). GinUimuizde direng
sorununun giderek yayginlasmasi ile birlikte MRSA tim dinyada hastane
enfeksiyonu salginlarina yol agan ¢ok ciddi bir sorun haline gelmistir.
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2.3.6. Metisiline direncli Stafilokoklar

Metisiline direncli stafilokoklar tim beta-laktam antibiyotiklere direngli olmalarinin
yani sira, makrolidler, linkozamidler, kinolonlar, tetrasiklin ve aminoglikozidler gibi
bircok antibiyotige de ylksek oranlarda diren¢ géstermektedirler. Stafilokoklardaki
metisilin diren¢ oranlari &ézellikle hastane kokenlerinde oldukg¢a ylUksektir. Bu
nedenle metisilin direnci 6zellikle hastane enfeksiyonlarinda ¢ok énemli bir sorun
olarak karsimiza cikmaktadir. MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde tim beta
laktam antibiyotikler ve yani sira ¢oklu direng nedeniyle diger grup antibiyotiklerin
de secilememesi sonucunda, ginimizde bu enfeksiyonlarin tedavisinde yukarida
belirtildigi gibi yaygin olarak glikopeptit antibiyotikler kullaniimaktadir. MRSA’lar
beta laktam disindaki gruplardan bazilarina (6rnegin trimetoprim-sulfametoksazol,
makrolit gibi) duyarli olabilmekle beraber ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde bu
duyarlilik sonucuna glvenilmemeli ve yine de glikopeptitler kullaniimalidir. Ancak,
non-komplike ylOzeyel bir deri enfeksiyonu gibi ciddi olmayan enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilirler. Ginimulzde Kklinik kullanimda olan iki glikopeptit
antibiyotik bulunmaktadir. Bunlar vankomisin ve teikoplanindir (Haznedaroglu,
2007).

2.3.7. Metisiline diren¢ mekanizmasi

MRSA suslari, metisiline duyarli S.aureus (MSSA) suslarinda bulunmayan, B-
laktam antibiyotiklere dusuk afinite gésteren penisilin baglayan protein 2a veya 2’
(PBP2a) olarak adlandirilan bir protein Uretmektedir. Bu protein kromozomal bir
gen olan mecA geni tarafindan kodlanir. PBP2a proteini ve mecA genine sahip S.
aureus suslari metisiline intrensek direng gdsterirler ve tim B-laktam antibiyotiklere
direnclidirler (Dtndar, 2000).

Metisiline dislk dizeyde dirence neden olan asir B-laktamaz Greten suslar
(BORSA) ve normal ancak penisiline gbreceli olarak disik afinite gésteren PBP
bulunduran suslar (MODSA) bulunmakla birlikte laboratuarda saptanan bu

Ozelliklerin  klinik bir anlami bulunmamaktadir. Bu suslarla olusan agir
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enfeksiyonlar, PB-laktamaza dayanikli penisilinler ve sefalosporinlerle tedavi
edilebilmektedir (Dindar, 2000).

Metisilin direncinin fenotipik ekspresyonu ancak 10°-10° hiicrede bir olmaktadir.
Bu 6zellik nedeniyle MRSA suslarindaki metisilin direncine heterojen direng denir.
Direncin heterojen ekspresyonundan mecA geni disinda farkli bircok bdlgede
bulunan genetik lokuslar sorumlu tutulmaktadir (Dindar, 2000).

Koagulaz-negatif stafilokok tirlerinin birgogunda da metisilin direnci ayni mecA
geni ve PBP2a proteini ile olmakta ve ayni sekilde heterojen direng gériimektedir.
Ancak metisiline direncli koagllaz-negatif stafilokoklar yaygin olarak bulunmakta
ve tek bir sustan kaynaklanan salginlar nadiren gérilmektedir. Bu nedenle
hastanelerde metisiline direncgli koagllaz-negatif stafilokoklarin tiplendirilmelerine
nadiren gerek duyulmaktadir (Dtndar, 2000).

2.3.8. Hastane enfeksiyonlari (Nosokomiyal enfeksiyonlar)

Hastane enfeksiyonlari hastanede ortaya cikan enfeksiyonlardir. Hasta hastaneye
yattiktan 48-72 saat sonra ve taburcu olduktan sonra 10 glin iginde gelisen
enfeksiyonlar olarak tanimlanir. Hastane enfeksiyonlari siklikla ameliyat yerinin
enfeksiyonu, zatlrree, idrar yolu enfeksiyonu ve kan dolasimi enfeksiyonu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica vicudun her bélgesinde meydana gelebilmektedir.
Hastane enfeksiyonlarinin gelisiminde, enfeksiyonlarin tedavileri sirasinda
hastalara uygulanan solunum cihazlar, ilag ve kan verilmek Uzere damar icine
yerlestirilen aletler ve protezler de oldukca &nemli kaynaklar arasinda
sayilabilmektedir. (Calangu, 2001; Durmaz, 2001).

Hastanelerdeki mortalite ve morbiditenin 6nemli kaynaklarindan olan hastane
enfeksiyonlari ginimizde énemli bir saglik problemi olusturmaktadir. ABD’de her
yil yaklasik iki milyon kisi hastane kaynakli enfeksiyonlara yakalanmakta ve bu
enfeksiyonlar yaklasik olarak seksen sekiz bin kisinin 6limine neden olmaktadir
(Andrei and Zervos, 2006; Singh et al., 2006).
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GUnimuzde hastane enfeksiyonlarinin kaynaklarini tespit etmek ve gerekli
6nlemleri almak icin yogun calismalar yapilmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinin
g6rilme sikhgr 9%3-21 arasinda degismekte olup, ortalama 9%8.4 olarak
bildiriimektedir. A.B.D.'nde yapilan arastirma sonuglarina gére; 6lim sebepleri
siralamasinda hastane enfeksiyonlari, kalp hastaliklari, kanser ve beyin
kanamalarindan sonra ddrdincu sirada yer almaktadir (Calangu, 2001; Durmaz,
2001).

Hastane enfeksiyonlarinin olusmasinda rol oynayan en énemli faktdr, hastanede
kalma suresidir. Bu stre enfeksiyonun tipine gbére genellikle 4-10 gin arasinda
degismektedir. Tarkiye'de ve dinyada hastane enfeksiyonu olusturabilen
mikroorganizmalar arasinda metisiline direncli Staphylococcus aureusun (MRSA)
oldukga onemli bir yeri vardir. Hastane enfeksiyonu etkeni olan S.aureus
suslarinin en énemli kaynagl hastane personeli, aile bireyleri ya da bu suslarla

enfekte veya kolonize olan hastalardir (Calangu, 2001; Durmaz, 2001).

Hastanelerdeki mikroorganizmalar toplum iginde edinilen mikroorganizmalar
kiyasla tedavisi daha glc enfeksiyonlara neden olmaktadir. Hastanelerde yogun
antibiyotik kullanimi nedeni ile birgok antibiyotie direncli hale gelen pek c¢ok
mikroorganizmanin bulunmasi, tedaviyi daha da guglestirmektedir. Gereksiz ve
asir antibiyotik uygulamalari, hem hastalarda yan etkilerin ortaya ¢ikmasina hem
de tedavi maliyetini artirmasina neden olmaktadir. Bu nedenle dogru ve yeterli
dozda antibiyotik kullaniimasi oldukga 6nemlidir (Calangu, 2001; Durmaz, 2001).

2.3.8. Mikrobiyal tiplendirme yéntemleri

Patojen mikroorganizmalarin tiplendirilmesi, epidemiyolojijk olarak iligkili kbkenlerin
genetik olarak da iligkili olup olmadigini belirlemek agisindan olduk¢a dnemlidir.
Mikroorganizmalarin karakterizasyonu igin gerekli olan geleneksel mikrobiyolojik
yontemler cesitli testlere dayanmaktadir. Hastane enfeksiyonlari epidemiyolojisi ve
kontrolinde spesifik patojen turlerinin belirlenmesi igin geleneksel mikrobiyolojik
ybntemlerin yani sira, son yillarda gelisen molekuler tiplendirme ydéntemleri énemli
katkilar saglamaktadir. DNA ve PCR temelli molekiler epidemiyolojik tiplendirme

ybntemleri, enfeksiyon etkenlerinin daha hizli tanimlanmasi, ézellikle Gretimi zor
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olan etkenlerin kaltlrl, kdkenlerin tanimlanmasi, klonal iligkilerin saptanmasi,
antibiyotik direncinin belirlenmesi ve hastane enfeksiyonlari epidemiyolojisi
konusunda akilci patojen kontrol yontemlerinin belirlenmesi ve uygulanmasi igin
yeni bir devrim baslatmigtir. Molekller yéntemler, pek ¢ok nosokomiyal patojenin
epidemiyolojisinin daha acik ve ayrintili olarak anlagiimasina 1sik tutarken,
enfeksiyon etkeninin belirlenmesinde duyarlilik ve 6zgulligin de artmasina imkan
saglamistir (Andrei and Zervos, 2006). Hastane enfeksiyonlan etkenlerini

tiplendirmede kullanilan yéntemler Cizelge 2.1’de verilmisgtir.

Cizelge 2.1. Hastane enfeksiyonlari etkenlerini tiplendirme ydéntemleri (Durmaz,
2007).

Fenotipik Yontemler Genotipik Yontemler
v Biyotipleme v' Plazmid analizi
v’ Serotipleme v" Kromozomal DNA’nin

restriksiyon enzim analizi: RFLP

v’ Bakteriyofaj tiplemesi v Ribotipleme
v Bakteriyosin tiplemesi v' Boélgeye 6zgli PCR-RFLP
v'Antibiyotik duyarlilik paterni v Sekans analizi
v Protein analizi v RAPD

= Multilokus enzim elektroforezi v REP

= immunoblot fingerprinting v ARDRA

» Hicresel proteinlerin v AFLP

poliakrilamit jel elektroforezi

v" Microarray teknolojisi

RFLP: Restriction fragment length polymorphism; REP: Repetitive Extragenic Palindromic;
RAPD: Random Amplification of Polymorphic DNA; ARDRA: Amplified rDNA Restriction
Analysis; AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphisms.

YUksek mortalite ve morbiditeye neden olan nosokomiyal enfeksiyonlar ve giderek
artan coklu antibitotik direncli kdkenlerin genis yayillim géstermesi kiresel bir
sorun haline gelmistir. Hastaneye yatan hastalar diyabet, bdbrek yetmezligi,
badisiklik yetmezligi, cerrahi girisimler, protez uygulamalari gibi farkli nedenlerle
enfeksiyonlara egilimli olmaktadir. Direngli mikroorganizmalar ile gelisen
enfeksiyonlara zemin teskil eden bu enfeksiyonlarin tedavisi oldukca gl¢ ve pahal
olmakla birlikte, mortalitesi de yUksektir. Bu nedenle hayati tehdit eden bu
enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasi ve 6nlenmesi ¢ok 6nemlidir (Bergogne-
Bérézin, 1999).
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Hastane enfeksiyonlarina neden olan ¢oklu diren¢ gésteren patojenler oldukga
6nemli bir problem haline gelmigtir. Antimikrobiyal diren¢ problemi gdsteren en
o6nemli patojenler genellikle Gram (+) nosokomiyal patojenler grubunda yer alan
vankomisin direngli Enterococci, MRSA ve yakin ge¢cmiste ortaya ¢ikan glikopeptit
thmli ve direngli S.aureus’dur. Gram (-) basiller arasinda ise genis spektrumlu beta
laktamaz Ureten Escherichia coli suslari, Klebsiella pneumoniae, fluorokinolon
direcli Pseudomonas aeruginosa ve E. coli suslan yer alir (Andrei and Zervos,
2006; Singh et al., 2006).

Staphylococcus aureus toplum ve hastane kdkenli enfeksiyonlara neden olabilen
mikroorganizmalarin basinda gelmektedir (Centers for Disease Control and
Prevention, 1997). Stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde penisilin kullanimini
izleyen yillarda gelisen direng, 1960’ yillarda beta laktamaza direncli yari sentetik
penisilinleri (metisilin, oksasilin, nafsilin) gindeme getirmistir (Topgu vd., 2002).
1980’li yillarin basindan itibaren S.aureus suslarinda metisilin  direncinin
yayginlasmasi ile birlikte, bu suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
yaygin bir sekilde vankomisin kullaniimaya baslanmigtir (Centers for Disease
Control and Prevention, 1997). Son yillarda metisiline ek olarak vankomisin
direncliliginin de bildirilmesiyle MRSA enfeksiyonlarinin kontrol altinda tutulmasi
oldukga gugclesmistir (Onasanya et al., 2003). Coklu antibiyotik direngliligi gésteren
MRSA suslarinin ortaya c¢ikmasi ve direng sorununun giderek yayginlasmasi ile
birlikte MRSA tim dlnyada hastane enfeksiyonu salginlarina yol acan ¢ok ciddi bir
sorun haline gelmistir (Dindar, 2000). Bu baglamda enfeksiyona neden olan

mikroorganizmanin dogru tanimlanmasi buyidk 6nem tasimaktadir.

Epidemiyolojik caligmalar icin gerekli olan alt-tlir diizeyinde tiplendirmede fenotipik
yontemler 6n bilgi vermektedir. Ancak ¢ogunlukla kesin ayrim icin daha &nce
belirtildigi gibi molekiler ydntemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda uygulanan molekiler mikrobiyolojik yéntemlerin sayisi gun
gectikce artmaktadir. Hastane enfeksiyonlari etkenlerinin analizinde tercih edilen

molekdler teknikler Cizelge 2.2°de verilmigtir.
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Cizelge 2.2. Hastane enfeksiyonlari etkenlerinin analizinde tercih edilen molekuler
teknikler (Durmaz, 2007).

Organizma Temel Metot Alternatif Metotlar
Staphylococcus aureus PFGE RAPD-PCR, PPA, REP-PCR
Koagulaz negatif stafilokoklar PFGE PPA
Enterokoklar PFGE AP-PCR
Streptococcus pneumoniae PFGE Serotipleme
Burkholderia, Stenotrophomonas, PFGE Ribotipleme
Acinetobacter
E.coli, Citrobacter, Proteus, PFGE Ribotipleme,
Providencia AP-PCR,PPA,REP-PCR
Klebsiella, Enterobacter, Serretia PFGE Ribotipleme, PPA
Pseudomonas aureginosa PFGE
Clostridium difficile AP-PCR, PFGE

REP-PCR
Mycobacterium tuberculosis IS6110 RFLP REP-PCR

PFGE: Pulsed-Field Gel Electrophoresis; PPA: Plazmid profil analizi; REP-PCR: Repetitive
Extragenic Palindromic-PCR; AP-PCR: Arbitrarily Primed-PCR; RFLP: Restriction fragment length
polymorphism; RAPD-PCR: Random Amplification of Polymorphic DNA-PCR.

Plazmid profil analizi, bakteriyel tiplendirmede ara¢ olarak kullanilan ilk molekuiler
yontemdir. Bu yéntem klonal iligkilerin belirlenmesinde uygulanabilir olmasa da,
Ozel bir direng geni veya gen kasetinin yayilmasini belirlemek ve takip etmek icin
kullaniimaktadir. Plazmitler hareketli ekstrakromozomal DNA parcaciklari oldugu
icin, bakteriler tasidigi plazmiti kaybedebilir ya da kazanabilir. Bu baglamda
epidemiyolojik olarak iligkili suslar farkh plazmit profilleri g&sterebilmektedir.
Endemik ve epidemik suslar arasindaki farkliliklari belirlemek agisindan uzun
sureli takipte bu ydntemi uygulamak yararl degildir (Andrei and Zervos, 2006;
Singh et al., 2006).

Kromozomal DNA’nin restriksiyon enzim analizi ile olusan RFLP (restriction
fragment length polymorphisms) farkh paternleri ayni tarin farkh kdkenlerini
ayirmada ve birgok mikroorganizmanin tiplendiriimesinde uygulanmaktadir (Andrei
and Zervos, 2006; Singh et al., 2006).

Ribotipleme, Southern blot ydntemi kullanilarak hedeflenen rRNA gen bdlgesi

analiz edilir. Ayrim gucl PFGE ve bazi PCR temelli yéntemlere gbére daha
dlsUktir (Andrei and Zervos, 2006; Singh et al., 2006).
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Molekuler tiplendirme ydntemlerinin altin standardi olarak kabul edilen PFGE
(pulsed-field gel electrophoresis), buyik DNA fragmentlerinin (1000 kbp’den
blydk) analizini gerceklestirmek icin uygulanan bir yéntemdir. PFGE ydntemi;
agaroz icine gémuld durumda bulunan bakteriden yapisal bitinligd bozulmadan
izole edilen kromozomun restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda olugan
profilin incelenmesi esasina dayanir. PFGE ile analiz edilen cesitli enfeksiyon
etkenleri arasinda Enterococcus sp., Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus, Streptococcus sp. (Grup A ve B), Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aureginosa, Salmonella sp., Shigella sp., Vibrio cholerae tirleri
sayilabilir alir (Andrei and Zervos, 2006; Singh et al., 2006).

PCR temelli tiplendirme yodntemleri 1998 yilinda Hoelzel ve Green tarafindan
detayh olarak tanimlanmistir (Hoelzel and Green, 1998). Daha sonraki yillarda
mikroorganizmalarin tanimlanmasi Uzerinde vyapilan genis alanlara yayilan
calismalar blyUk bir etki yaratmistir. Genotipleme ¢alismalarinda kullanilan PCR
temelli tiplendirme yéntemleri arasinda PCR-RFLP, rep-PCR, RAPD-PCR’dir.
PCR temelli tiplendirme ydntemleri ile spesifik DNA pargaciklarinin ¢ogaltiimasi
saglanarak DNA polimorfizmi belirlenebilmektedir. Bu ybntemler spesifik
mikroorganizmalarin tiplendiriimesine olanak saglamaktadir. Ayrica bu yéntemler
ile toksin, virtlans faktérleri ve antibiyotik diren¢ genleri saptanabilmektedir. Etken
mikroorganizmalarin PCR uygulamalari ile direk olarak tanimlanmasi geleneksel
kultir metodlar ile karsilastirildiginda daha kisa zaman almaktadir (Andrei and
Zervos, 2006; Singh et al., 2006).

Yapilan bircok calismada kullanilan molekiler tekniklerin temeli farkli DNA
fragment uzunluklarinin elektroforetik ayrimina dayanmaktadir. Belirli  bir
tiplendirme metodunun kullanilabilirliginin degerlendiriimesinde jelde olusan bant
paternleri Gnem tasimaktadir. Ayni tir igindeki farkli suglarda primerlerin baglanma
yerlerinin sayisi ve birbirine olan uzakliklari farkli olacagindan, agaroz
elektroforezinde, amplifiye edilen pargalarin sayr ve buytklUkleri de farkhlik
gbsterecektir. Bu farkliliklar suglar arasinda bant polimorfizminin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Béylece amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde gdzlenen
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her bir izolata ait bant profilleri birbirleriyle karsilastirilarak filogenetik analizler
yapiimaktadir (Andrei and Zervos, 2006; Singh et al., 2006).

2.3.9. Filogenetik analiz

Filogenetik analiz, yaygin bir ata soyundan gelen tirlerin soylari hakkindaki
hipotezlerin test edilmesi streci anlamina gelmektedir. Bu analiz organizmalarin
yakin iligkilerinin belirlenmesi ve bu organizmalarin evrimsel soylar kapsaminda bir
yere konulmasi icin kullaniimaktadir. Organizmalar arasindaki evrimsel iligkilerin
arastirmasi seklinde tanimlanan filogeni, geleneksel olarak &nerilen fenotip
iligkilere dayali olarak, organizmalarin taksonomik siniflandiriimasinin  bir
bdlimudar. Molekuler filogenetik analiz, hizli DNA dizilenmesinin olugsumu ile daha
yaygin bir kullanim alani bulmustur ve filogenetik analiz i¢in yararli olan molekdler

dizilere ait birgok veritabani olusturulmustur (Rademaker and Savelkoul, 2004).

2.3.10. RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

RAPD-PCR yoéntemi ilk olarak Williams ve arkadaslarn ile Welsh ve McClelland
tarafindan tanimlanmistir (Welsh and McClelland, 1990; Williams, 1990). Rasgele
Cogaltiimis Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RAPD-PCR) teknigdi;
rastgele dizilimdeki kisa oligontkleotid primerleri kullanarak ve genomdaki farkli
bdlgeleri cogaltarak genetik polimorfizmi belirleyen bir PCR teknigidir. Bu
yontemde reaksiyonun gerceklesebilmesi icin arastirilan genomun baz dizilimi
hakkinda herhangi bir 6zel DNA 6n bilgisine ya da 6zel primerlerin sentezine
ihtiyag yoktur. Primerlerin GC/AT oranlarinin %50 ya da daha blylk olmasi
oldukca énemlidir. RAPD tekniginde, distk baglanma sicakliklarinda kisa rasgele
tasarlanmis primerlerin tek veya cift olarak kullanimi ile genom c¢ogaltiimaktadir.
Baglanma sicakhginin disik olmasi primerlerin rasgele birgcok yere baglanarak
DNA sentezini baslatmasini saglar. Rasgele ve ¢ok kisa DNA parcaciklarindan
cogaltilmasi ile farkli fragmentler olusur. Boéylece farkli bir lokusu temsil eden her
bir PCR 0rin0 ile DNA dizeyindeki farklilik tahmin edilebilmektedir (Bardakgl,
2001; Onasanya, 2003)
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RAPD teknigi kullanilarak belilenen DNA polimorfizmi agaroz jelde RAPD
bandinin varhd ya da yoklugu ile kendini gdstermektedir. Ayrica genomda
meydana gelen delesyon, insersiyon veya primerlenme bdélgelerindeki ve bdlgeler
arasindaki nikleotit diziliminin farkini yansitmakadir (Bardakgi, 2001; Onasanya,
2003).

RAPD-PCR ydéntemi kullanilarak; Acinetobacter baumannii, Candida albicans,
Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis, Proteus mirabilis, Streptococcus
sp., Histoplasma capsulatum, Salmonella enteritidis, Haemophilus somnus,
Leptospira, Staphylococcus aureus, Legionella pneumophilia, suslari arasinda

tanimlama yapilmistir (Olive and Bean, 1999).

Rasgele primerlerin genomdaki sayisiz bdlgeyi cogdaltabilme potansiyeli ve
cogalan DNA parcaciklari, RAPD teknigini genetik uzaklik ve filogenik arastirmalar
icin tercih edilir hale getirmistir. Her ne kadar, RAPD profilinin tekrarlanabilirligi
hala tartismanin odak noktasi ise de, RAPD teknidi ucuz, kisa slrede ¢cok sayida
DNA isaretleyicisi gelistirmedeki etkinligi ve cok gelismis aletlere az gereksinim
gbstermesi nedeniyle dnemlidir (Olive and Bean, 1999; Bardake¢i, 2001;
Onasanya, 2003).

2.3.11. Bakterilerde tekrarlayan gen segmentleri

TUm organizmalarin genomlarinda tekrarlayan sekanslar bulunmaktadir. Okaryotik
genomlarda DNA sekans organizasyonu tek-kopya sekanslardan meydana gelen
cok sayida tekrarin aralikl olarak dagiimasiyla gerceklesir. insan genomunda
(3x10° baz cifti=bg) bulunan 300 bg Alu tekrarlayan sekanslari tim genomun %3-
6’sin1 olusturur ve haploid genom basina 300.000 kopya dismektedir. Prokaryotik
genomlarda da cesitli disik kopya sayili tekrar sekanslari bulunmaktadir
(insersiyon sekanslarl, rRNA operonlari, tRNA genleri, vb.). Bu sekanslar
kromozomal delesyonlar, duplikasyonlar, inversiyonlar gibi DNA’nin yeniden
yapillanma sirecinde kromozomal yapiya katkida bulunurlar (Rademaker and
Savelkoul 2004).
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Prokaryotlarda tekrarlayan sekanslar ilk olarak Salmonella typhimurium ve
Escherichia colide tanimlanan REP (repetitive extragenetic palindrome) ve PU
(palindromic unit) sekanslaridir. REP benzeri sekanslar diger prokaryotlarda da
gOsteriimesine  ragmen  konsensus  sekanslari bakteriden  bakteriye
degisebilmektedir. Bu sekanslarin rollerinin ne oldugu tam olarak bilinmemektedir.
Gen regulasyonunda rol aldiklari  transkripsiyon  sonlandirici  olduklari
disUndlmektedir. Gen ifadesinde mutlaka gerekli elementler degillerdir ancak
ifadeyi diizenleyici olabilirler (Rademaker and Savelkoul 2004).

Bir diger tekrarlayan birim ise ERIC (enterobacterial repetitive intergenic repeat
unit) sekanslaridir. Bu sekanslar kromozomlarda kodlanmayan transkriplenmis
bdlgelerde bulunurlar be bulunduklar bdlgeler tirlere gére farklilik géstermektedir.
Baslangicta sadece Enterobacteriaceae ve Vibrinoceae tirlerinde bulunduklari
distnidlen ERIC ve REP sekanslarinin birgok tirde bulundugu belirlenmistir. Bu
sekanslara yonelik primerler kullanilarak bakteri genomlarinin parmak izi paternleri
ilk olarak 1991’de belirlenmistir. Bu bdlgelerin milyonlarca yildir korundugu
disunuldiaginde, bu tekrarlanan elementlerin DNA-protein iligkisinde énemli rolleri
oldugu varsayilabilir (Rademaker and Savelkoul 2004).

Bazi DNA giraz ve polimerazlarin REP sekanslarina baglandiklari gésterilmistir.
Bu sekanslarin RNA’ya transkribe edildikleri ve RNA ara Grinleri olarak
dagildiklari distndlmektedir (Rademaker and Savelkoul 2004).

2.3.12. rep-PCR tiplendirme yontemi

rep-PCR tiplendirme ydnteminde bircok bakteri genomunda karakteristik
bdlgelerde pekcok kopya halinde bulanan, dogal olarak var olan ve ylksek oranda
korunmus, tekrarlayan DNA dizilerine komplementer olan primerler
kullaniimaktadir. rep-PCR karmasik ve yiksek oranda 6zgul genomik parmak izleri
olusturur. Bu yéntem ‘interrepeat spacer length polymorphism’ analizi olarak da
tanimlanabilir (Vaneechoutte 1996). Bu primerlerin ve PCR’in kullanimi REP,
ERIC ve BOX elemanlar arasindaki farkli genomik bdlgelerin selektif
amplifikasyonu ile karakterizedir. Tekrarlayan diziler U¢ baslkta toplanmistir.
Bunlar; REP dizileri, ERIC dizileri ve Streptococcus pneumoniae’nin BOX
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elemanidir. Bu diziler genomda farkli gen i¢i pozisyonlarda bulunurlar.
Oligonukleotit primerler REP ve ERIC bdlgesindeki ters tekrarlardan digariya
dogru, BOX bélgesinin box A altliinitesinden DNA sentezini baslatacak sekilde
tasarlanirlar. REP, ERIC ve BOX elemanlari arasinda kalan farkli genomik
bdlgeler bu primerler kullanilarak selektif olarak PCR ile ¢ogaltilirlar. Bu protokoller
siras! ile REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR ile refere edilirler ve rep-PCR adi

altinda toplanirlar (Rademaker and Savelkoul 2004).

Suslar arasinda tekrar elementlerinin sayisi ve lokalizasyon farki molekiler
tipleme icin gerekli olan tipe 6zgl bant profilini olusturmaktadir. Bakteriyel
izolatlardan elde edilen rep-PCR genomik fingerprintler tdr, alt tir ve sus
seviyesinde ayrim saglamaktadir. REP-PCR ile tiplendirme kolay uygulanabilir
olmasi, ¢ok sayida izolat ile galisilabilmesi ve ayirt ediciliginin yiksek olmasi
nedeniyle bakteriyel popllasyonlarin filogenetik yapilani ve taksonomik

farkhliklarini belirlemede kullanilabilmektedir (Rademaker and Savelkoul 2004).

rep-PCR genomik parmakizi yénteminin bir avantaji da kullanilan primerlerin ¢esitli
Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler icin tani koydurucu parmak izi paternleri
olusturmasidir. Genomik yap! ya da tekrarlayan diziler ile ilgili én bilgiye ihtiyag
duyulmamaktadir. Bu durum RAPD-PCR protokolleri igin denemeyle ya da
tesadifen uygun rastgele primer gereksinimini ortadan kaldirir. Ayrica rep-PCR
konak DNA’sinin (insan, hayvan ya da bitki) bulundugu 6rneklerde de spesifik

parmak izleri olusturur (Rademaker and Savelkoul 2004).

ingiltere’de 20 hastaneden izole edilen 50 Clostridium difficile susu tekrarlayan
bdlgelere ybnelik i¢ PCR yéntemi ile calisildiginda; ERIC-PCR yénteminin ayirt
edici olmadigi, REP-PCR’In BOX-PCR’dan daha ayirt edici oldugu ve suglarin tek
bir klondan kaynaklanmadigi gosterilmistir. REP-PCR’da palindromik kokte
bulunan korunmus 38 bg¢’lik DNA sekanslari, ERIC-PCR’da ise ekstragenik
bélgelerde bulunan 126 bc¢’lik DNA sekanslarina yonelik primerler kullanilirken,
RAPD-PCR’da 10-20 bazlik rastgele secilmis primerler kullaniimaktadir. Her G¢
yontemin Francisella tularensis suslarinin epidemiyolojik karsilastirmasi igin
kullanildigr bir calismada ayrim gicl en yiksek yéntem REP-PCR olarak
bildirilmistir (Rademaker and Savelkoul 2004).
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2.3.13. Staphylococcus aureus ile yapilan tiplendirme caligsmalari

Stafilokoklarda gortilen metisilin direnci, tim dinyada oldugu gibi Ttrkiye'de de
giderek artis gostermektedir. MRSA suslarinin diger antibiyotiklere direnc
kazanmasi ve ¢oklu antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasi énemli bir problem haline
gelmistir. Bu nedenle MRSA suslarinin arastiriimasi, neden oldugu enfeksiyonlar
icin uygun tedavi protokalinin belirlenmesi ve gelistiriimesi hala ilgi odagi olmaya
devam etmektedir.

GCesitli ¢alismalarda, MRSA'larin pek ¢ok antibiyotige olan diren¢ oranlari
incelenmig olup, yillar icinde MRSA'larda coklu antibiyotik direnci ile bir ¢ok
antibiyotige olan direncin arttigi saptanmistir (Kim et al., 2004; Shittu and Lin,
2006).

MRSA suslarina karsi etkin micadelenin gercgeklestirilebilmesi igin 6ncellikle bu
suslari dogru ve kisa suUrede tanimlanmasi ardindan da tiplendiriimesi
gerekmektedir. GUnimuizde bu suslarin fenotipik tiplendiriimesinde antibiyotik
duyarliliklarinin belirlenmesi ile ilgili gesitli calismalar yapiimaktadir. 2007 yilinda
Ankara’da yapilan bir calismada, 115 hastadan izole edilen MRSA susunun 16
antibiyotige olan duyarhlik paternleri incelendiginde 4 farkli antibiyotip profili
bulunmustur (Karabiber ve Mert Ding, 2007). Ayrica 2006 yilinda Gluney Afrika’da
yapilan diger bir calismada ise 61 MRSA susunun 9 antibiyotige olan direnc
durumlari incelenmis ve 12 farkli antibiyotip tespit edilmistir (Shittu and Lin, 2006).

Tiplendirme calismalarinda pek c¢ok farkli yontem kullanilmakta ve Ozellikle
molekiler ybntemler giderek 6nem kazanmaktadir. Geleneksel tiplendirme
yontemlerinin yerine molekidler ydntemlerin kullanildigi mikroorganizmalarin
basinda S.aureus gelmektedir. S.aureus suslarinin molekdler tiplendiriimesinde
kullanilan altin standart olarak kabul edilen PFGE ydntemi zaman alici, titizlik
gerektiren, kompleks bir sistemdir. Ayrica laboratuarlar arasinda standardizasyon
probleminin bulunmasi bu ydntemle elde edilen verilerin kargilastiriimasini
zorlastirmaktadir. Geleneksel PCR temelli teknikler bazi kisitlamalari olmasina
ragmen, PFGE ile karsilastirildiginda daha hizl, kolay ve ucuzdur (Andrei and
Zervos 2006; Singh et al., 2006).
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Literatir incelendiginde, S.aureus suslarinin  PCR temelli tekniklerden
ribotiplendirme, PFGE, REP-PCR, RAPD-PCR, multiplex PCR ve RFLP ile
tiplendirildigi gértlmektedir (Saulner, 1993; Hojo et al.,1995; Cha et al., 2006;
Alarco’n et al., 2006; Rabouam et al., 1999; Fung et al., 2001; Ross et al., 2005).
Epidemiyolojik analizinin yapildigi ayrintili bir calismada, ¢ogu metisiline direncli
59 S.aureus susunun 6 farkli molekdiler tiplendirme ydéntemi ile genotiplendirilmesi
karsilastiriimistir. Bu incelenen ydntemler; 1) multiple-lokus VNTR analizi serine
protease V8 (sspa), protein A (spa), Ser-asp-rich fibrinogen-binding proteins
(sdrCDE), clumping factor A (clfA), clumping factor B (clfB), fibrinogen-binding
proteins (fnbAB), collogen adhesin A (cna) genlerine yonelik; 2) tripleks PCR (coa,
spa ve HVR bdlgelerine ydnelik primerlerle); 3) STAR-RP; 4)RAPD; 5-6) REP (iki
farkl primerle) olarak siralanmaktadir. Calismada kullanilan 6 yontemden sadece
ML-VNTR sonugclari PFGE sonuglari ile tamamen uyumlu bulunmustur (Sabat et
al., 2006).

Yapilan diger bir kapsamli calismada, MRSA izolatlariin tiplendiriimesinde 6 farkili
genotipik tiplendirme ydnteminin ayrim gicu karsilastinimistir.  Bu yéntemler,
PFGE, RAPD, 16S-23S rDNA, protein A geni, HVR, koagulaz genine y6nelik PCR
‘dir. Yapilan ¢calisma sonucunda, PFGE ile 28 tip,16S-23S rDNA ile 10 tip, RAPD
ile 9 tip, protein A-geni PCR ile 5 tip, HVR-PCR ile 5 tip, koaglilaz geni PCR ile 2
farkli tip bulunmustur (Nikbakht et al., 2008).

Ekim-Mart 2003 arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesiden toplanan
MRSA’lanin arastinldidi bir diger calismada, PFGE ve antibiyotipleme ydntemleri
kullanilarak bu suslar karakterize edilmigtir. Buna gbére, incelenen 85 izolatin 53
tanesini (%45) blnyesinde bulunduran bir baskin tip belirlenmistir (Tip A). Bu
baskin tipin diginda daha az érnekle temsil edilen Gg¢ tip (Tip B, C, D) saptanmistir.
izolatlar 9 farkli antibiyotip géstermistir (Elgi, 2005).

Literatirde MRSA suslarinin, yukarida da belirtildigi gibi, cesitli fenotipik ve
genotipik tiplendiriimeleri calismalari bulunmaktadir. Bu calismalarla MRSA'larin
dogru ve hizli bir sekilde tanimlanmasi, bu bakteriler arasindaki iligkilerin ortaya
cikarilmasi hedeflenmigti. Ancak MRSA suslari ile micadelede daha 6nce
belirtildigi gibi tam basari saglanamadigindan dolayr bu suslar tim dinyada

onemini korumaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Calismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar

Galisma kapsaminda, Mart 2006-Aralik 2007 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nin cesitli servislerinde yatan hastalara ait
kan, derin trakeal aspirasyon, puly, yara gibi farkh klinik érneklerden izole edilen
Staphylococcus suslar toplandi. Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu pozitif
kontrol olarak kullanildi. Calismamizda toplanan &rneklerin fenotipik teshisi
gerceklestirildikten sonra, 26 MRSA, 15 MSSA ve 5 CNS susu calisma kapsamina
dahil edildi. Bu suslar, %5 Koyun Kanli Agar Besiyeri’ne inokiile edilerek 37°C’de
inkibe edildi. Bu kiltirlerden 6rnek alinarak, DNA izolasyonu, PCR (Poimeraz
Zincir Reaksiyonu) gibi ¢calismalar i¢in tekrar kullaniimasi amaciyla %10 gliserollt
BHI sivi besiyerine ekildi ve 37°C’de inkibe edildikten sonra -20°C’de saklandi. Bu
kiltirler iki ayda bir pasajlanarak, Hacettepe Universitesi Fen Fakdltesi Biyoloji
BolimU Biyoteknoloji Anabilim Dali Mikrobiyal Taksonomi ve Kultir Koleksiyonlari
Laboratuarr’nda toplandi.

Calismamizda s6z konusu edilen sonuclara ait fotograflar Canon 450D
kullanilarak tarafimizca gekilmigtir.

3.2. izolatlarin Teshis Edilmesi

3.2.1. Kanl agarda p- hemoliz

Staphylococcus suslari, %5 Koyun Kanli Besiyeri’ne inokile edildi ve 37°C’de bir
gece boyunca inkilbe edildi. inkiibasyon sonrasinda suslarin koloni morfolojisi,
pigmentasyonu ve hemoliz tipi degerlendirildi. Etrafinda seffaf bir beta hemoliz
zonu olusturan koloni érnekleri pozitif olarak degerlendirildi (Arda, 2000; Bauer et
al., 1974) (Sekil 3.1.).

Stafilokoklar, yuvarlak, dizgin, opak, 1-3 um capinda hafif konveks kolonilere
sahiptir. Staphylococcus aureus kolonileri daha blylk ve parlaktir (Bauer et al.,
1974; Sneath et al., 1986) ( Sekil 3.2.).
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Sekil 3.1. Kanl agarda pB-hemoliz Sekil 3.2. Koloni morfolojisi

3.2.2. Gram Boyama

incelenecek olan kiiltiirden preparat hazirlandi. Bu asamada temiz bir lam {izerine
bir damla serum fizyolojik damlatilarak, incelenecek kuilttrde Ureyen kolonilerden
06ze yardimiyla 0rnek aktarldi ve ince bir film tabakasi halinde yayildi. Kuruma
islemi tamamlandiktan sonra 3 kez alevden gecirilerek, bakterilerin lam (zerine
fiksasyonu saglandi. Preparat, Gram Boyama Teknigine gbére sirasiyla kristal
viyole, lugol, alkol ve son olarak bazik fuksin ile boyandi. Daha sonra distile su ile
ylkanarak kurumaya birakildi. Preparata immersiyon yagi damlatilarak 1gik
mikroskobunun x100’lUk objektifinde incelendi (Bilgehan, 1990; Collins et al.,
2001).

Staphylococcus tlrleri gram pozitif Gzim salkimi seklinde koklar olarak gértntrler

(Sekil 3.3.).
I e A i
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Sekil 3.3. Staphylococcus aureus’un 1sik mikroskobunun x100’lUk objektifteki
gOrantusa.
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3.2.3. Mannitol Tuzlu Agar Besiyeri’nde mannitol fermentasyonu

Staphylococcus turleri Mannitol Tuzlu Agar Besiyeri’ne inoklle edildi. Besiyeri
bilesimindeki ylksek tuz konsantrasyonu diger bakterilerin gelisimini engellerken,
Staphylococcus aureus buna tolerans gostermektedir ve hizli bir sekilde
ureyebilmektedir. Mannitol fermentasyonu sonucu olusan asit, besiyerinde pH
indikatoéri  olarak bulunan fenol kirmizisinin  rengini  kirmizidan sariya
dénlstirmektedir. Degerlendirme sonucunda besiyerinde sari renk gdzlenmesi ile
test sonucu pozitif olarak degerlendirildi (Bauer et al., 1974; Collins et al., 2001)
(Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Mannitol Tuzlu Agar Besiyeri'nde mannitol fermentasyonu

(a-negatif, b-pozitif)

3.2.4. Koagiilaz varliginin saptanmasi

Plazmayi pihtilastirma yetenedini gdsteren koagilaz deneyi, S.aureus’u diger
stafilokoklardan ayirt etmede en yaygin olarak kullanilan, en cok énem tasiyan ve
genel olarak kabul gdren identifikasyon kriteridir. S.aureus koagiilaz pouzitiftir. iki
farkl yéntemle koagulaz testi yapilabilmektedir. Birincisi stafilokoklarin besiyerine
saldiklari serbest koagiilazin arastirildigi tiip testidir. ikincisi ise kiimelestirme
faktorl olarak da bilinen bagll koagulazin arastirildigl lam testidir. Lam testi hizli
sonu¢ vermekle birlikte, S.aureus suslarinin %10-15’i bu yéntemle negatif sonug

verebili. Bu nedenle lamda yapilan koagtlaz testi negatif gérinen ve diger
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patojenite kriterlerine bakilarak S. aureus olmasindan siphelenilen érneklere tiipte

koagulaz testi yapilmaktadir.

Bir gecelik Mannitol tuzlu agar kdltirinden 2-3 koloni lam Uzerine alinarak "4
sulandiriimis 0.5 ml plazma igerisine ilave edildi. Pihtilasma olusmasi halinde test
sonucu pozitif olarak degerlendirildi (Collins et al., 2001) (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Koagulaz varliginin saptanmasi.

3.2.5. Katalaz varliginin saptanmasi

Nutrient Agar (NA) besiyerine inokile edildikten sonra 24 saat inkibe edilen
bakteri kiltirinden 6ze yardimiyla az miktarda lam Gzerine 6rnek alinarak,
Uzerine 2-3 ml %3 H»0, ilave edildi. H,O, damlatir damlatmaz hizla oksijen tretimi
sonucu hava kabarciginin olusmasi halinde test sonucu pozitif olarak
degerlendirildi (Collins et al., 2001) (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. Katalaz varlidinin saptanmasi.
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3.3. Staphylococcus Suslarinin izole Edildikleri Klinik Materyallere Gore

Dagilim Oranlarinin Belirlenmesi

Calisma icin toplanan 6rneklerin toplandiklari hastaneden elde edildikleri klinik
materyallere (KM) gére dagilim oranlari hesaplandi.

_ KM’den izole edilen 6rnek sayisi
KM’den elde edilen 6rnek orani = x 100

Toplam 6rnek sayisi

3.4. Staphylococcus Suslarinin Servislere Goére Dagilim Oranlarinin
Hesaplanmasi

Galisma icin toplanan Orneklerin toplandiklari hastanedeki servislere gore
dagilimlan tespit edildi. Calisma slrresince izole edilen Staphylococcus suslarinin

gruplandirilarak servislere gére dagihm oranlari hesaplandi.

Servisden izole edilen 6rnek sayisi
Servisdeki 6rnek orani = x 100
Toplam 6rnek sayisi

3.5. Antibiyotipleme

3.5.1. Antibiyotik Duyarliliklarinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal ilaglara kargi duyarlilik bircok yéntem ile saptanabilmektedir. Bu
yontemler; Kati veya sivi besiyerlerinde seyreltme (dilisyon) ydntemleri, Disk
difizyon ydntemi, Gradiyent difizyon (Etest®) yéntemi ve Antimikrobik ajanlari
inaktive eden enzimlerin saptanmasi yodntemidir. Bu c¢alismada, antibiyotik
duyarlliklarini belirlemek amaciyla Disk Difizyon (Kirby-Bauer) Yéntemi kullanildi.

Antibiyotik direncinin saptanmasinda CLSI (Clinical and Laboratory Standards
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Institue) dnerileri dogrultusunda uygulanan disk difizyon ydntemi guvenilir bir
yéntem oldugundan tercih edildi.

Galismamizda, klinik &rneklerden izole edilen Staphylococcus suslarinin
antibiyotiklere duyarhliklarinin disk difflizyon yéntemi ile arastiriimasi igin dncelikle
bu suslara ait kiltlrlerden BHI sivi besiyerine ekim yapildi. Bir gecelik BHI kaltirt
Mc Farland No:0.5 bulanikligina gére ayarlandi. Bulanikhdi ayarlanan kdltirden
ekuvyonla alinan érnek Mueller-Hinton Agar’a inokile edildi ve kurumasi beklendi.
Ylzey kuruduktan sonra, Uzerine test edilecek antibiyotik diskleri yerlestirildi ve
18-24 saat 37°C’de inklUbasyona tabi tutuldu.

cevresinde bakterilerin Gremedigi

inkiibasyon sonrasinda; disk

bdlgede olugsan inhibisyon alani c¢aplari
Olcllerek; Duyarh (S; sensitive), Orta dizey (l; intermediate) ya da Direncli (R;
resistant) olarak degerlendirme yapilmaktadir (Bauer et al., 1974; Arda, 2000;
CLSI, 2005). Bu baglamda, elde edilen sonuglar klinik laboratuar standartlari
ulusal komitesinin verdigi standartlar esas alinarak degerlendirildi. Calismada
duyarhliklari test edilecek olan antibiyotikler rutin olarak hastaneler tarafindan test
edilen antibiyotikler arasindan secildi. Bu kapsamda; érneklerin 11 antibiyotige
(Ampisilin; Amoksisilin-Klavulonik Asit, Siprofloksasin, Gentamisin, Eritromisin,
Oksasillin, Penisilin, Rifampin, Trimetoprim-Sulfametoksazol, Vankomisin,
CLSI

karsilastirilarak duyarli, ihml ve direngli olarak degerlendirildi (Cizelge 3.1.).

Klindamisin) olan duyarlliklari tarafindan 6nerilen zon tablosu ile

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan antibiyotikler, kodlari, disk icerigi ve zon ¢aplari.

Antibiyotik Adi |  Kodu | Diskicerigi Zon cap! (mm)
R [ S

Amoksisilin-Klavulonik Asit AMC 20/10 ug <19 - 220
Eritromisin E 15 ug <13 14-22 | 223
Gentamisin CN 10 ug <12 13-14 | 215
Oksasilin OX 1 ug <10 | 11-12 | =13
Penisilin P 10 Unite <28 - >29
Rifampin RA 5 ug <16 17-19 | 220
Ampisilin AM 10 ug <28 - >29
Trimetoprim-Siilfametoksazol TMP-SXT 1.25 ug <10 11-15 | 216
Siproflaksosin CIP 5 ug <15 16-20 | 221
Vankomisin VA 30 pg <9 10-11 =12
Klindamisin CC 2 ug <14 15-20 | =21

R: Resistant (direncli); I: Intermediate (orta derece duyarl); S: Sensitive (hassas)

32



3.5.2. Antibiyotiplerin belirlenmesi ve antibiyotip oranlarinin hesaplanmasi

Antibiyotiplerin belirlenmesinde fenotipik bir 6zellik olan bakterilerin antibiyotik
paternleri esas alindi. Antibiyotip gruplar, bakterilerin antibiyotik duyarlilik

sonuglari esas alinarak olusturuldu.

Bu calismada kullanilan 11 antibiyotik icin (Ampisilin, Amoksisilin-Klavulonik Asit,
Siprofloksasin, Gentamisin, Eritromisin, Oksasillin, Penisilin, Rifampin,
Trimetoprim-Sulfametoksazol, Vankomisin, Klindamisin) antibiyotik duyarlilik test
sonuglari degerlendirilerek ayni paterni gésteren izolatlar ayni numara ile belirtilen
antibiyotip grubuna dabhil edildi. Her farkli patern gésteren izolat grubu igin farkh bir
antibiyotip grubu olusturuldu.

3.5.3. MRSA’larin kullanilan antibiyotiklere diren¢ oranlarinin saptanmasi

Calisma kapsamina alinan MRSA suslarinin antibiyotik hassasiyet sonuclari
incelenerek kullanilan antibiyotiklere karsi direng oranlari hesaplandi.

Antibiyotige direngli 6rnek sayisi

Antibiyotige direng orani = x 100
Toplam 6rnek sayisi

3.6. Genotipik Yontemler

Calismada DNA izolasyonu, PCR ile DNA amplifikasyonu, elektroforez ile
bantlarin ayristirlmasi, bantlarin jelde goérintilenmesi ve fotograflanmasindan
olusan PCR analiz yénteminin tiim asamalari Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliumi Biyoteknoloji Anabilim Dali Mikrobiyal Taksonomi ve Kultdr
Koleksiyonlari Laboratuar’nda gergeklestiriimistir. Bu asamalar uygulama sirasi

g6z 6nlnde bulundurularak asagida alt basliklar halinde 6zetlenmistir.
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3.6.1. DNA izolasyonu

Calisma kapsamina alinan bakteri 6rnekleri 1.5ml’lik ependorf tliplerde hazirlanan
Brain Heart inflizyon sivi besiyerine (pH 7.4%0.2) ekilerek 37°C’de 72 saat inkiibe
edildi. inkibasyon sonrasi bu kiltirlerden DNA izolasyonu EZ-10 Spin Column
Genomic DNA Minipreps Kit (BioBasic-BioGen) kullanilarak gerceklestirildi.

EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit protokoli :

1. 10°%-10” bakteri oda sicakhiginda 8.000 rpm'de 5 dakika santrifdij edildi.
Slpernatan kismi tamamen uzaklastirildiktan sonra 200ul soguk Tris EDTA
(TE) tamponu eklendi.

2. ilk basamakta hazirlanan 200l 6rnede 400pl ‘Digestion Solution’ eklendi ve
iyice karistirildi. Daha sonra 4pul Proteinaz K solisyonu (2mg/150ul)
eklenerek 55°C’de 5 dakika inkibe edildi.

3. 260ul %100 etanol eklenerek iyice karigtirildi.

4. Karisim 2ml’lik toplama tUp0 iginde bulunan kolonlara uygulandi ve 8.000
rom’de 1 dakika santriflij edildi.

5. Santrif(ij edildikten sonra tlpteki sivi kisim uzaklastindi.

6. 500ul ‘Wash Solution’ eklenerek 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu
islem 1 kez daha tekrarlandiktan sonra tlpteki sivi kisim uzaklastirildi.

7. Yikama sollisyonun kalintilarinin uzaklastirmak igin 1.000 rpm’de 2 dakika
spin edildi.

8. EZ-10 kolonu 1.5ml’lik temiz ependorf tlplne vyerlestirildi. Kolondaki
membranin merkezine 50ul ‘Elution Buffer’ eklendi ve 50°C’de 2 dakika
inklibe edildi.

9. 10.000 rpm’de 1 dakika santrifilj edilerek saf DNA elde edilmis oldu.

3.6.2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR asamasinda, DNA'nin primerlere 6zgu bdlgelerin ¢ogaltiimasinda 0.2 ml'lik
ependorf tlpleri kullanildi. TUplerdeki toplam hacim 50 ul olacak sekilde 10xPCR
buffer, MgCl,, dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), primer, Taq polimeraz enzimi
(Roche Applied Science), genomik DNA ve steril su igceren PCR sollsyonu
olusturuldu. PCR soliisyonunu olusturan bu bilesenlerin farkli konsantrasyonlarini
iceren cesitli reaksiyon kombinasyonlari ile én deneyler yapildi. Bu bilesenlerin en
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uygun miktarlari belirlendikten sonra PCR reaksiyonu standardize edilerek tiim
DNA &rneklerinin secilen primerler ile gogaltiimasi saglandi (Cizelge 3.2.) (Sekil
3.7.).

Cizelge 3.2. PCR reaksiyon karigimi bilesenleri ve konsantrasyonlari.

PCR 1 6rnek Son

Bileseni icin (ul) Konsantrasyon
10xPCR Tamponu 5ul 1x (1.5 mM MgCl,)
Primer (5 pM) 4 pl 0.4 uM
dNTP karisimi (2.5 mM) 4 pl 0.2 mM
Genomik DNA 5l ~50 ng

Taq DNA Polimeraz (5 U/ pl) 0.4 ul 2U

Steril su 31.6 pl -
Reaksiyon hacmi 50 ul -

10xPCR Tamponu (pH: 8.3): 500 mM KClI, 100 mM Tris-HCI, 15 mM MgCl,

Optimizasyonun ardindan, uygun konsantrasyonlardan olusan reaksiyon karigimi
yine uygun PCR programina tabii tutuldu. Primerlere 6zgi DNA bélgelerinin

cogaltilmasinda kullanilan PCR programi Cizelge 3.3’de gésterilmistir.

Uygun reaksiyon karisimi ve uygun PCR programinin saptanmasi sonrasinda,
REP-PCR analizi icin RW3A (5-TCGCTCAAAACAACGACACC-3’), REP1R-I (5-
NICGICGICATCIGGC-3’) ve REP2-I (5’-ICGICTTATCIGGCCTAC-3’), RAPD-PCR
analizi icin A3 (5-AGCAGCCTGC-3) ve A4 (5-AGGCCGCTTA-3’) primerleri
kullanilarak PCR programi uygulandi. RAPD-PCR ve REP-PCR igin kullanilan bu
primerler literatlirdeki ¢alismalar incelenerek secilmistir. Cizelge 3.4’de kullanilan

primerlerin baz dizileri, Tm dereceleri ve GC baz ylzdeleri verilmistir.

Sekil 3.7. PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi ve PCR uygulamasi.
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Cizelge 3.3. PCR doéngusd.

On denatiirasyon 95 °C 2 dakika

Denaturasyon 95 °C 1 dakika

Anneling *eC 1 dakika 42 dongu
Uzama 72 °C 2 dakika

Son Uzama 72 °C 5 dakika

Bekleme 20 °C o0

*RW3A primeri igin 54 °C, REP1R-I primeri i¢cin 38 °C, REP2-I primeri igin 46 °C,
A3 primeri igin 32 °C, A4 primeri igin 30 °C.

Cizelge 3.4. Primerler, baz dizileri ve %’'de GC oranlari.

Primer Sekanslari (5° — 3’ yoniinde) Tm (2C) % GC
RW3A-TCGCTCAAAACAACGACACC 60 °C 50
REP1R-I-IIIICGICGICATCIGGC 40 °C 50
REP2-I-ICGICTTATCIGGCCTAC 48 °C 50
A3-AGCAGCCTGC 34 °C 70
A4-AGGCCGCTTA 32°C 60

PCR analizinde pozitif kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu
kullanildi. Buna ek olarak, negatif kontrol olarak ise PCR reaksiyon karisiminda
genomik DNA yerine steril su konularak hazirlanan érnek kullanildi.

3.1.1. Amplifikasyon urinlerinin agaroz jel elektroforezi ile analizi

PCR asamasindan sonra ¢ogaltilan DNA bdlgelerinin boyutlarina gére ayriimasi
icin agaroz jel elektroforezi yapildi. DNA pargalarinin ayrimi igin %1.8’lik agaroz jel
kullanildi. Bu amagcla 8.1 gr toz agaroz tartilarak erlenmayer igerisine konuldu.
Uzerine pH'si 8.3’'e ayarlanan 500 ml 1xTBE tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA;
10xTBE: 0.9M Tris-Base, 0.9M Borik Asit, 0.02M EDTA) eklenerek tampon
icindeki agaroz eriyene kadar mikrodalga firinda tutuldu (Sekil 3.8.). Jel kaynarken

seffaf bir hal almasi beklendi ve kaynamanin ardindan 50-60 °C arasi sicakliga
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kadar sogutuldu. Sogutulan jele yatay elektroforez tankina ddkilmeden &énce
5mg/ml’lik etidium bromUr eklendi. Jel, &6rneklerin yiklenecedi kuyucuklarin
olusmasini saglayacak taraklarin takili oldugu yatay elektroforez tankina dokuld.
Jel polimerize olduktan sonra taraklar 6zenli bir sekilde ¢ikarildi ve daha sonra

icerisinde 1XTBE ¢dzeltisi bulunan elektroforez tankina yerlestirildi (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. Agaroz jelin dkulmesi ve yuklemeye hazir hale getiriimesi.

18 pl PCR UrGnine 3 pl 6xYUkleme boyasi (%0.05 Bromfenol Mavisi, %0.05
Ksilen Siyanol, %36 Gliserol, 30mM EDTA, Takara) eklenerek amplifikasyon
drtnlerinin boyanmasi saglandi ve toplam hacim 21 pl olacak sekilde kuyucuklara
yUklendi (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. Orneklerin agaroz jele yiiklenmesi.

Jelin ilk ve son kuyucuklarina elektroforez islemi sonunda olusacak bantlarin
dogru sekilde yorumlanmasini saglayacak olan 4 ul 1 kb DNA markéri yine 6x
Loading Buffer ile boyanarak yiklendi.

Yukleme iglemi bittikten sonra elektroforez tanki gi¢ kaynagina baglanarak
Ornekler agaroz jelde 90 volt sabit voltaj uygulanarak 5 saat yuratalda (Sekil 3.11.).
Daha sonra jel Gel Logic 200 Molecular Imaging System gdérintileme sistemi
(Kodak, Rochester) ile géruntllendi.

Sekil 3.11. Yatay agaroz jel elektroforezi dizenegi.

3.1.2. Kiimeleme analizi
Analizin gerceklestiriimesi, genetik benzerlik ve farkhliklarin belilenmesi amaciyla

her bir primer icin ayri ayri elde edilen jel fotograflari incelenerek monomorfik (tim
suslarda bulunan) ve polimorfik (bazi suslarda bulunan) bantlar belirlendi.
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Bu kapsamda analiz icin NTSYS-PC (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System) versiyon 2.1 (Rohlf, 2000) bilgisayar programinda éncelikle NT-
Edit versiyon 1.2 f alt programi kullanildi. Polimorfik yani bilgi saglayan bantlar
temel alinarak, bantlarin varligina (1) yokluguna (0) degeri verilerek bir veri
matriksi olusturuldu. Bu matriksten yola ¢ikarak primerlerin verdikleri polimorfik
bantlarin polimorfizm oranlari hesaplandi. Bant matriksleri olusturulduktan sonra
SIMQUAL (Similarity for Qualitative Data) alt programi kullanilarak cesitler
arasindaki Dice esitligini temel alan benzerlik matriksleri (similarity index) yapildi.
Son asamada SAHN (sequential, agglomeritive, hierarchical and nested
clustering) kiimeleme alt programi ve bu program icinde benzerlik matrislerini
temel alan UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages/
aritmetik ortalamayi kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu) algoritmasi kullanilarak
suslara ait dendogramlar cizildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Calismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar

Galismamizda toplanan érneklerin fenotipik teshisi gerceklestirildikten sonra, 26
MRSA, 15 MSSA, 5 CNS ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu calisma
kapsamina dahil edilerek toplam 47 Staphylococcus susu incelendi.

4.2. Staphylococcus Teshisi

Bu calisma kapsaminda toplanan 6rneklerin gram &6zelligi, koloni morfolojisi, kanli
agarda beta hemoliz, mannitol fermentasyonu, koagilaz ve katalaz aktivitesi
Ozellikleri incelenerek Staphylococcus aureus ve CNS suslari tanimlandi.
incelenen suslarin sayisi, uygulanan testler ve bu testlerin sonuclari Cizelge

4.1’de gOsterilmigtir.

4.3. Staphylococcus Suslarinin izole Edildikleri Klinik Materyallere Gore

Dagilim Oranlarinin Belirlenmesi

Staphylococcus suglarinin hastalara ait klinik érneklere gbére dagihm oranlar
belirlendi. Calismamiz kapsaminda incelenen Staphylococcus suslarinin klinik
6rneklere gére dagilimi incelendiginde, bu suslarin sirasiyla en sik ply, kan ve
derin trakeal aspirattan izole edildigi gbézlendi (Sekil 4.1.). MRSA suslarinin klinik
Orneklere gbére dagilimi incelendiginde, bu suslarin da yine en sik ply ve derin
trakeal aspirattan izole edildigi gézlendi (Sekil 4.2.). MSSA ve CNS suslarinin izole
edildigi klinik 6rneklerin baginda da ply gelmektedir (Cizelge 4.1.).
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Klinik Ornek

@ Ame.Mat.
2% m BAL
O Diger
o DTA
m Kan

1%

43%

O,
13% @ Kateter

m Pros. Sivi

2% 79 15% 2y

Sekil 4.1. Staphylococcus suslarinin hastalara ait klinik érneklere gére dagilimi.

Ame. Mat.: Ameliyat materyali; BAL: Brons alveolar lavaj;

DTA: Derin Trakeal Aspirasyon; Pros. Sivi: Prostatik sivi.

Klinik Ornek-MRSA

@ Ame.Mat.
m BAL
23% 8% 4% o Diger
ODTA
m Kan
4% o Kateter
12%, m Pros. Sm

15% 0Py
Sekil 4.2. MRSA suslarinin hastalara ait klinik érneklere gére dagihmi.

Ame. Mat.: Ameliyat materyali; BAL: Brons alveolar lavaj;
DTA: Derin Trakeal Aspirasyon; Pros. Sivi: Prostatik sivi.
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Cizelge 4.1. Staphylococcus suslarinin test sonuclari.

=

- = =y 6
s8| £ |¢ = |3 0§ %308 xS
RE| B | ¢ |§ |t |85 8 |5 |2

Z o S I © =E |x g

© 2

R1 G.C.S. E Pros. Sivi + + + + + | Antt
R2 G.C.S. E Pay + + + + + | Ant1
R3 B.A.S. K DTA + + + + + | Ant2
R4 P.C.S. E Puy + + + + + | Ant2
R5 U.s. K Diger + + + + + | Ant2
R6 P.C.S. K Pay + + + + + | Ant2
R7 G.C.DB. | E Py + + + + + | Ant2
R8 G.C.S. E Kateter + + + + + | Ant1
R9 D.D.B. K Kan + + + + + | Antt
R10 D.D.B. K DTA + + + + + | Ant2
R11 B.C.D.B K Ame. Mat. + + + + + | Ant3
R12 D.D.B E Diger + + + + + | Ant1
R13 G.C.D.B. | K Kateter + + + + + | Ant1
R14 P.C.S. K Puy + + + + + | Ant2
R15 G.C.S. E Kan + + + + + | Antt
R16 POLK E DTA + + + + + | Ant2
R17 B.C.S. K DTA + + + + + | Antt
R18 D.D.B. K Kateter + + + + + | Antt
R19 0.S. E BAL + + + + + | Antt
R20 B.CDB. | E Ame. Mat. + + + + + | Ant2
R21 N.B. E DTA + + + + + | Ant2
R22 P.C.S. E Diger + + + + + | Ant2
R23 D.B. E Puy + + + + + | Antl
R24 D.B. E Kan + + + + + | Antt
R25 D.B. E Kan + + + + + | Ant2
R26 N.Y.B. K DTA + + + + + | Ant2
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Cizelge 4.1. Staphylococcus suslarinin test sonuglari (devami).

=
= 3 = S
SE | 8 |2 ¢ |5 |t |§5|% 3 2
Z o 5 T S |ZE (¢ |¥ | %
© 2

ST G.B. E Puy + + + + + | Ant4
S2 D.B. E Pay + + + + + | Ant4
S3 POLK K Puy + + + + + | Ant4
S4 D.B. K Kan + + + + + | Ant4
S5 POLK K Puy + + + + + | Ant4
S6 POLK K Puy + + + + + | Ant4
S7 O.S. K Ame. Mat. + + + + + | Ant4
S8 P.C.S. E Puy + + + + + | Ant4
S9 POLK E Puy + + + + + | Ant4
S10 D.B. E Puy + + + + + | Ants
S11 POLK E Kan + + + + + | Ant4
S12 O.S. K Puy + + + + + | Ant4
S13 O.S. K Ame. Mat. + + + + + | Ant4
S14 ON.D.B K Pay + + + + + | Ant4
S15 O.S. E Ame. Mat. + + + + + | Ant6
C1 B.C.S. K Py - + - + + | Ant4
C2 DERM E Pay - + - + + | Ant4
C3 G.C.S. E Py - + - + + | Ant7
C4 K.H.B. K Puy - + + + + | Ant8
C5 Y.U.B. K Kan - + - + + | Ant4

R: Metisilin Direngli Staphylococcus aureus; S: Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus;

C: Koaglilaz Negatif Staphylococcus sp.; B.A.S.: Bliylik Acil Servis; B.C.S.: Beyin Cerrahi Servisi;
B.C.D.B: Beyin Cerrahi Devamli Bakim; D.B.: Dahiliye Béliimi; D.D.B.: Dahiliye Devamli Bakim;
DERM: Dermotoloji Bélimu; G.B.: Géz Bélimu; G.C.S.:Genel Cerrahi Servisi; G.C.D.B.; Genel
Cerrahi Devamii Bakim; K.H.B.: Kadin Hastaliklar1 B6IiimU; N.B.: Néroloji Béliimd; N.Y.B.: Néroloji
Yogun Bakim; ON.B.: Onkoloji Bélimd; O.S.: Ortopedi Servisi; P.C.S.; Plastik Cerrahi Servisi;
POLK.: Poliklinik; U.S.: Uroloji Servisi; Y.U.B.: Yanik Unitesi Bélimi; Ame. Mat.: Ameliyat
materyali; BAL: Brons alveolar lavaj; DTA: Derin Trakeal Aspirasyon; Pros. Sivi: Prostatik sivi.

+: Pozitif sonug, -: Negatif sonug, Ant: Staphylococcus suglari icin antibiyotip patern tipi.

43




4.4. Staphylococcus Suslarinin Servislere Gore Dagilim Oranlarinin

Hesaplanmasi

Arastirma kapsaminda toplanan ve fenotipik tiplendirmesi gergeklestirilen
Staphylococcus suslarinin  servislere gbére dagiim oranlari  belirlendi.
Staphylococcus suslarinin  servislere gbére dagilim bulgular toplu olarak
degerlendirildiginde en fazla 6érnegdin, poliklinik ve dahiliye bélimine ait oldugu
tespit edildi (Sekil 4.3.).

Servislere Gore Dagilim
20 -
15

10 -

Ornek Orani

5,

0,
%- %. %. . %. Q§§ %. %. @. @. Q;- @. @~ %. %. \/\b’ %.” Q
oF o O 039:@ 00099 QP S 076707 078

Servisler

Sekil 4.3. Staphylococcus suslarinin servislere gére dagilimi.

B.A.S.: Biiyiik Acil Servis; B.C.S.; Beyin Cerrahi Servisi; B.C.D.B: Beyin Cerrahi Devamli Bakim;
D.B.: Dahiliye Bélimdi; D.D.B.: Dahiliye Devamli Bakim; DERM: Dermotoloji BéIimdi;
G.B.: G6z Béltimi; G.C.S.:Genel Cerrahi Servisi; G.C.D.B.: Genel Cerrahi Devamli Bakim;
K.H.B.: Kadin Hastaliklari Bélimdi; N.B.: Néroloji Béldmd; N.Y.B.: Néroloji Yogun Bakim; ON.B.:
Onkoloji Béliimi; O.S.: Ortopedi Servisi; P.C.S.: Plastik Cerrahi Servisi; POLK.: Poliklinik;
U.S.: Uroloji Servisi; Y.U.B.: Yanik Unitesi Bélimd.

4.5. Antibiyotipleme

4.5.1. Antibiyotik duyarlilik profillerinin ve antibiyotiplerin belirlenmesi
Staphylococcus suslarinin antibiyotik duyarliliklarini belilemek amaciyla Disk
Difiizyon (Kirby-Bauer) Yéntemi kullanildi. Bakteriler CLSI (Clinical and Laboratory

Standards Institue) tarafindan Onerilen antibiyotikler igerisinden segilen 11
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antibiyotige (Ampisilin, Amoksisilin-Klavulonik Asit, Siprofloksasin, Gentamisin,
Eritromisin,  Oksasillin, Penisilin, Rifampin, Trimetoprim-Sulfametoksazol,
Vankomisin, Klindamisin) olan duyarliliklar zon tablosu ile kargilastirilarak duyarl,
ithmh, direngli olarak degerlendirildi. Antibiyotiplerin belirlenmesinde fenotipik bir
6zellik olan bakterilerin antibiyotik paternleri esas alindi. Ayni paterni gésteren
suslar ayni antibiyotip numarasi ile belirtildi (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Staphylococcus suslarinin antibiyotik duyarlilik sonugclari.

SUSNO AM AMC CC CIP E GM OX P RA SXT VA Ant
R1 D D H D H D D D D H H Ant1
R2 D D H D H D D D D H H Ant1
R3 D D b b b b b D D H H Ant2
R4 D D b b b b b D D H H Ant2
R5 D D b b b b b D D H H Ant2
R6 D D b b b b b D D H H Ant2
R7 D D b b b b b D D H H Ant2
R8 D D H D H D D D D H H Ant1
R9 D D H D H D D D D H H Ant1

R10 D D b b b b b D D H H Ant2
R11

R12 D D H D H D D D D H H Ant1
R13 D D H D H D D D D H H Ant1
R14 D D b b b b b D D H H Ant2
R15 D D H D H D D D D H H Ant1
R16 D D b b b b b D D H H Ant2
R17 D D H D H D D D D H H Ant1
R18 D D H D H D D D D H H Ant1
R19 D D H D H D D D D H H Ant1
R20 D D b b b b b D D H H Ant2
R21 D D b b b b b D D H H Ant2
R22 D D b b b b b D D H H Ant2
R23 D D H D H D D D D H H Ant1
R24 D D H D H D D D D H H Ant1
R25 D D b b b b b D D H H Ant2
R26 D D b b b b b D D H H Ant2
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Cizelge 4.2. Staphylococcus susglarinin antibiyotik duyarllik sonuglar (devami).

SUSNO AM AMC CC CIP E GM OX P RA SXT VA Ant
S1 D H H H H H H D H H H Ant4
S2 D H H H H H H D H H H Ant4
S3 D H H H H H H D H H H Ant4
S4 D H H H H H H D H H H Ant4
S5 D H H H H H H D H H H Ant4
S6 D H H H H H H D H H H Ant4
S7 D H H H H H H D H H H Ant4
S8 D H H H H H H D H H H Ant4
S9 D H H H H H H D H H H Ant4

S10 D H H D H H H D D H H Ant5
S11 D H H H H H H D H H H Ant4
S12 D H H H H H H D H H H Ant4
S13 D H H H H H H D H H H Ant4
S14 D H H H H H H D H H H Ant4
S15 D H H H D H H D H H H Anté
C1 D H H H H H H D H H H Ant4
Cc2 D H H H H H H D H H H Ant4
C3 D D H D H H D D H H H Ant7
C4 D D D D D D D D H H H Ant8
C5 D H H H H H H D H H H Ant4

R: Metisilin Direngli Staphylococcus aureus; S: Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus;
C: Koaglilaz Negatif Staphylococcus sp.; AM: Ampisilin; AMC: Amoksisilin-Klavulonik Asit;
CC: Klindamisin; E:Eritromisin; GM: Gentamisin; OX: Oksasilin; P: Penisilin; RA: Rifampin;

SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol; VA: Vankomisin; D: Direncli; H: Hassas;

Ant: Staphylococcus susglari igin antibiyotip patern tipi.

4.5.2. Staphylococcus suslarinda antibiyotik direnci
Antibiyotiplerin belirlenmesinden sonra olusturulan antibiyotiplerdeki direng

durumlari incelendi. Daha sonra antibiyotiklere direngli sus sayilari belirlendi
(Cizelge 4.3.).
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Antibiyotip dagihmlari incelendiginde, Staphylococcus suslari icin 8 ayri antibiyotip
paterni belirlendi. Bu antibiyotip paternlerinden antibiyotip 1,2 ve 3’'Gn MRSA
suslarinda, antibiyotip 5 ve 6’nin MSSA suslarinda, antibiyotip 7 ve 8in CNS
suslarinda, antibiyotip 4’Gn ise hem MSSA hem de CNS suslarinda goérildigu
tespit edildi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.3. Staphylococcus suslarinda antibiyotik direnci.

Antibiyotikler Direncli Sus Sayisi
MRSA (n:26) | MSSA (n:15) | CNS (n:5)
Ampisilin 26 15 5
Amoksisilin-Klavulonik Asit 25 0 2
Klindamisin 14 0 1
Siproflaksosin 26 1 2
Eritromisin 14 1 1
Gentamisin 26 0 1
Oksasilin 26 0 2
Penisilin 26 15 5
Rifampin 26 1 0
Trimetoprim-Sulfametoksazol 0 0 0
Vankomisin 0 0 0

4.5.3. Antibiyotik diren¢ oranlarinin belirlenmesi

MRSA suslarinda gérllen ¢oklu antibiyotik direnci klinikte énemli sorunlara neden
olmaktadir. Bu nedenle nosokomiyal enfeksiyon etkeni olan bu suslarin antibiyotik
diren¢ oranlarinin bilinmesi oldukga énemlidir. Calismamizda MRSA suslari icin
test edilen antibiyotiklere olan diren¢ oranlari; Ampisilin, Gentamisin, Penisilin,
Rifampin ve Siproflaksosin i¢cin %100, Amoksisilin-Klavulonik Asit icin %96,
Klindamisin ve Eritromisin igin %54 olarak tespit edildi. Trimetoprim-
sulfametoksazole ve Vankomisine direngli MRSA susuna rastlanmamistir (Sekil
4.4)).

Calismada kullanilan 10 antibiyotik incelendiginde MRSA suslarinin 12’sinin altl
antibiyotige, 13’0niln sekiz antibiyotige, 1’inin yedi antibiyotige direncli oldugu
bulundu (Cizelge 4.4.). Bu sonuglar incelenen MRSA’larin birgok antibiyotige
direncli oldugunu ve ¢oklu antibiyotik direnci gésterdigini desteklemektedir. MSSA
ve CNS suslarinin test edilen antibiyotiklere diren¢c durumlari incelendiginde ise,
bu suslarin birgcok antibiyotige duyarli oldugu bulundu (Cizelge 4.4.).
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MRSA'larda Direng¢ Orani
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Sekil 4.4. MRSA’larda direng orani.

AM: Ampisilin; AMC: Amoksisilin-Klavulonik Asit; CC: Klindamisin; CIP: Siproflaksosin;
E:Eritromisin; GM: Gentamisin;P: Penisilin; RA: Rifampin; SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol;
VA: Vankomisin.

Gizelge 4.4. Staphylococcus susglarinin direngli olduklari antibiyotik sayisi.

Bakteriler Ornek Direncli Bulunan
Sayisi Antibiyotik Sayisi

MSSA (n:15)

CNS (n:5)

_L_LQQ_L_La;
o o1 WA~

4.6. Genotipik Analizler
Calismamiz kapsaminda incelenen MRSA, MSSA ve CNS suslari, fenotipik bir

yéntem olan antibiyotipleme ile tiplendirildikten sonra, genotipik ydntemlerden
RAPD-PCR ve REP-PCR yéntemi ile analiz edildi.
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4.6.1. PCR urunlerinin agaroz jelde goriintilenmesi

Calismamizda MRSA, MSSA ve CNS suslari RAPD-PCR analizi icin 2 farkl
primer (A3 ve A4), REP-PCR analizi i¢in 3 farkli primer (RW3A, REP1R-I ve
REP2-I) ile tarandi. RAPD-PCR ve REP-PCR analizi sonucunda, galismada
kullanilan primerlerin olusturdugu polimorfizm oranlari hesaplandi (Cizelge 4.5).
RAPD-PCR ve REP-PCR analizlerinden elde edilen jel géruntlleri Sekil 4.5, Sekil
4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'da gbsterilmistir.

M SA R1 R2Z R3 R4 R5 R6 R7T R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14R15R16 R17 R18 R19 R20 R21 R22 R23 M

- - - —

e

) S —— — ) —————

u-a-__--——“—-l—---—_-
J—

——
e

M R24 R25 R26 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14815 C1 C2 C3 C4 C5 M NK

Nt

- - - - .- - ey - -

— — S — —
-_— - - -— — —

Sekil 4.5. A3 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urinlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA: Staphylococcus aureus; R1-26:Metisilin Direngli Staphylococcus aureus suglari;
S1-15: Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus suslari; C1-5: Kogllaz Negatif Staphylococcus sp.;
NK: Negatif kontrol; M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik marker.
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M SART RZ R3 R4 R5 R6 RT R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14R15R16 R17 R18 R19 R20 R21 R22 R23 M

e — —— —— — — e — — — —— .

— ——— ——— N ——— T ——— N — — N — —

—

M R24 R25 R26 S§1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S$10 S11 S12 S13 14815 C1 €2 C3 C4 C5 M NK

Sekil 4.6. A4 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urinlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA: Staphylococcus aureus; R1-26:Metisilin Direngli Staphylococcus aureus suglari;
S1-15: Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus suslari; C1-5: Kogilaz Negatif Staphylococcus sp.;
NK: Negatif kontrol; M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik markery.
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M SA R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 RO R10 R11 R12R13 R14R15 R16 R17 R18 R19 R20 R21 R22 R23 M

M R24 R25 R26 S1 S2 S3 S4 85 S6 S7 S8 S9 S10 S11 §12 513 $14515 C1 C2 C3 C4 C5 M NK

Sekil 4.7. RW3A primeri kullanilarak elde edilen PCR drUnlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA: Staphylococcus aureus; R1-26:Metisilin Direngli Staphylococcus aureus suglari;
S1-15: Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus suslari; C1-5: Kogilaz Negatif Staphylococcus sp.;
NK: Negatif kontrol; M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik markery.
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M SA R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11R12 R13R14 R15 R16 R17 R18 R19 R20R21 R22 R23 M

M R24 R25 R26 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 513 S14 815 C1 C2 C3 C4 C5 M NK

Sekil 4. 8. REP2-| primeri kullanilarak elde edilen PCR Urinlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA: Staphylococcus aureus; R1-26:Metisilin Direngli Staphylococcus aureus suglari;
S1-15: Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus suslari; C1-5: Kogllaz Negatif Staphylococcus sp.;
NK: Negatif kontrol; M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik marker.
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M SA R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11R12 R13R14R15 R16 R17 R18 R19 R20 R21 R22 R23 M

M R24 R25 R26 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11S12 S13 814 S15C1 C2 C3 C4 C5 M NK

Sekil 4.9. REP1R-1 primeri kullanilarak elde edilen PCR Grinlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA: Staphylococcus aureus; R1-26:Metisilin Direngli Staphylococcus aureus suglari;
S1-15: Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus suslari; C1-5: Kogllaz Negatif Staphylococcus sp.;
NK: Negatif kontrol; M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik marker.

Gizelge 4.5. RAPD ve REP primerlerinin olugturdugu polimorfizm oranlari.

- £ 8| x B E
S _ >l 5 >| € > o
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o F g/ a8 |2 =

0| =S o | % m &

RW3A TCGCTCAAAACAACGACACC 20 2 18 | 90.0
REP1R-I | [ICGICGICATCIGGC 13 2 11 84.6
REP2-l | ICGICTTATCIGGCCTAC 16 0 16 | 100.0
A3 AGCAGCCTGC 16 0 16 | 100.0
A4 AGGCCGCTTA 19 0 19 ]100.0
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4.6.2. Kiimeleme analizi sonuclari

Literatlrde Staphylococcus turlerinin tiplendiriimesinde kullanilan RAPD primerleri
(A3, A4) ve REP primerleri (RW3A, REP1R-I ve REP2-1) taranmasi sonucu segilen
primerler calisma kapsamina alindi. Bu primerlerin analizinde elde edilen
polimorfik bantlar temel alinarak NTSYS-pc 2.1 programi ile dendogram gizildi.

Calismamizda incelenen 26 MRSA, 15 MSSA ve 5 CNS susunun RAPD-PCR
analizinde A3 ve A4 primerleri birlikte degerlendirilerek dendogram cizildi (Sekil
4.10.). Dendogram verileri degerlendirilirken, her bir farkli patern tiplendirme amaci
ile 6zgul tip olarak belirlendi ve farkh bir rakam ile gésterildi. Kimeleme analizi ile
degerlendirme sonucu olusan ve genotipler arasindaki genetik iliskileri gésteren
dendrogramin farkl sayida genotip iceren 2 ana gruptan olustugu saptandi.
Kimeleme analizi sonucunda olusan gruplar incelendiginde, Grup1’i yalnizca
MRSA suslarinin olusturdugu, Grup 2’yi ise MSSA ve CNS suslarinin olusturdugu
gorildi (Sekil 4.10.). Olusan RAPD-PCR paternleri incelendiginde 10 farkli
genotip belirlendi (Genotip 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). MRSA suslarinda 4 farkli
genotip (Genotip 1, 2, 3, 4) tespit edilirken MSSA suslarinda ise 5 farkli genotip
(Genotip 5, 6, 7, 8, 9) saptandi. RAPD-PCR tiplendirmesi sonucunda belirlenen

genotipler ve icerdikleri suslarin dagihmi Cizelge 4.6’da gdsterildi.

Galismamizda incelenen 26 MRSA, 15 MSSA ve 5 CNS susunun REP-PCR
analizinde, RW3A, REP1R-l ve REP2-I primerleri birlikte degerlendirilerek
dendogram cizildi (Sekil 4.11.). Dendogram verileri degerlendirilirken, her bir farkli
patern tiplendirme amaci ile 6zgul tip olarak belirlendi ve farkli bir harf ile gésterildi.
REP-PCR paternleri incelendiginde 16 farkli genotip belirlendi (Genotip A, B, C, D,
E.F,G,H, I,J,K L M N, O, P). Genotip A, B, C, D, E ve F'nin yalnizca MRSA
suslarinda, Genotip G, I, L ve M’ nin ise yalnizca MSSA suslarinda goruldigu
belirlendi. Genotip H, J, K’ nin ise hem MRSA hem de MSSA suslarinda gorildigu
tespit edildi. REP-PCR tiplendirmesi sonucunda belirlenen genotipler ve icerdikleri

suslarin dagilimi Cizelge 4.6’da gdosterildi.
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Sus No RAPD-PCR REP-PCR

Genotipleri Genotipleri
R1 1 A
R3 2 C
R4 1 B
R5 1 A
R7 2 E
R8 2 E
R9 2 E
R11 3 H
R12 2 E
R13 2 E
R16 2 E
R17 2 C
R18 2 F
R19 2 E

R24

R25

R26

S5

C2 10 N
C3 10 P
C4 9 P
66 10 [ o ]
Staphylococcus aureus 1 A
ATCC 29213
Genotip Sayisi 10 16

Cizelge 4.6. RAPD-PCR ve REP-PCR ile belirlenen profiller ve suglarin dagilimi.
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Sekil 4.10. A3 ve A4 primerleri ile RAPD-PCR analizi sonucu UPGMA metoduyla olusturulan ve Staphylococcus 6rnekleri
arasindaki genetik iliskiyi gbsteren dendogram.

SA: Staphylococcus aureus; R1-26:Metisilin Direngli Staphylococcus aureus suglari; S1-15: Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus suslari;
C1-5: Kogllaz Negatif Staphylococcus sp.
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Sekil 4.11. RW3A, REP1R-I ve REP2-1 primerleri ile REP-PCR analizi sonucu UPGMA metoduyla olusturulan ve Staphylococcus
Ornekleri arasindaki genetik iligkiyi gosteren dendogram.

SA: Staphylococcus aureus; R1-26:Metisilin Direngli Staphylococcus aureus suglari; S1-15: Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus suslari;
C1-5: Kogllaz Negatif Staphylococcus sp.
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5. TARTISMA

S.aureus, hastane enfeksiyonlarinin etkeni olarak en sik izole edilen bakterilerin
basinda gelmektedir. Stafilokoklar, 1950’li yillardan itibaren, penisiline daha sonra
metisiline ve devaminda da pek ¢ok antibiyotige direnc gelistirmistir (Tambic et al.,
1997). Hastane enfeksiyonlarina neden olan MRSA’larda goérllen bu antibiyotik
direncindeki artis ve bu direngli patojenlerin Uniteler ve hastaneler arasinda
yayilimi, tedavi basarisizliklarina, hasta morbiditesi ve mortalitesinde artisa, blyUk
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Centers for Diseaese Control, 1992).
CNS'ler ise basta sepsis ve bakteriyemilerde olmak Uzere, son yillarda hastane
enfeksiyonlarinin en énemli etkenleri arasinda yer almaktadir (Glirdogan vd.,
1999). Bu nedenle S.aureus ve CNS’larin etken oldugu enfeksiyonlar ile
mucadelede bu suslarin tiplendiriimeleri ve etkin tedavi y6nteminin belirlenmesi

oldukca énemlidir.

Stafilokok enfeksiyonlarinda dogru tedavinin yapilabilmesi i¢in metisilin direncinin
saptanmasi gereklidir. Metisilin direncinin bilinmesi, hem beta-laktam hem de beta-
laktam olmayan bazi antibiyotiklerin secimi ve Kklinik kullaniminda rehber
olabilmektedir. Bu nedenle, bu suslarin neden oldugu enfeksiyonlar i¢in etkin ve
uygun antimikrobial tedavi protokolinin belirlenmesi, MRSA suslarinin dogru
tanimlanmasi, MRSA yayiliminin énlenmesi gerekmektedir. Bu baglamda MRSA
enfeksiyonlar ile micadelede bu suslarin yayihmlarinin takibi ve tiplendirilmeleri

ile baskin suslarin belirlenmesi gerekmektedir.

Calismamizda Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi’'nin farkli
servislerinden ve farkh klinik érneklerden elde edilen Staphylococcus suslarinin
fenotipik ve genotipik ybntemlerle tanimlanmasi ve baskin sus tiplerinin
belirlenmesi amagclandi. Staphylococcus suslarinin gram boyama, kanli agarda
beta hemoliz, pigmentasyon, mannitol fermentasyonu, katalaz ve koagllaz
aktiviteleri incelenerek fenotipik ydntemlerle 6n tanimlamasi yapildiktan sonra,
literatlrde incelenen bircok antibiyotige olan diren¢ oranlar belirlendi. Daha sonra
antibiyotik duyarhliklarini esas alan ve bir¢gok hastane salgininda temel tiplendirme
araci haline gelen antibiyotipleme gercgeklestirildi.
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Calismamiz kapsaminda incelenen Staphylococcus suslarinin klinik érneklere
gbre dagihmi incelendiginde, bu suslarin sirasiyla en sik piy, kan ve derin trakeal
aspirattan izole edildigi gdzlendi (Sekil 4.1.). MRSA suslarinin da yine en sik ply
ve derin trakeal aspirattan izole edildigi gézlendi (Sekil 4.2.). MSSA ve CNS
suslarinin izole edildigi klinik érneklerin basinda da piy gelmektedir (Cizelge 4.1.).
Bizim calismamiza benzer sekilde Ocak 1998 ile Aralik 2000 tarihleri arasinda
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD
Laboratuarr’nda gesitli klinik érneklerden izole edilerek hastalik etkeni oldugu kabul
edilen 446 stafilokok kdkeni incelendiginde, %52'sinin plyden izole edildigi tespit
edilmistir (Aydin vd., 2001). Ocak 2000-Ocak 2002 yillar1 arasinda Gaziantep
Universitesi Tip Fakiltesi Cerrahi Yogun Bakim Unitesinde yatmakta olan
hastalardan izole edilen 72 MRSA susunun dahil edildigi bir calismada,
MRSA’larin en sik izole edildigi klinik materyal ply ve trakeal aspirat olarak tespit
edilmistir (Namiduru ve Karaoglan, 2003). Saghk Bakanligi Digkapi Yildirim
Beyazit EQitim ve Arastirma Hastanesi’nden Aralik 2005 - Mayis 2006 tarihleri
arasinda izole edilen 214 stafilokok dérneginin arastirildigi bir diger ¢alismada bizim
calismamiz ile benzer olarak MRSA suslarina en fazla trakeal aspiratta
rastlanmigtir (Akiner, 2006).

Staphylococcus suslarinin yayilliminin takibi bu suslarla micadele icin énemli
oldugundan calismamizda incelenen Staphylococcus suslarinin servislere gore
dagihmi degerlendirildiginde, bu suslarin géraldiga servisler sirasiyla en fazla;
Poliklinik ve Dahiliye Bolimi, Ortopedi Servisi/ Genel Cerrahi Servisi/ Plastik
Cerrahi Servisi olarak tespit edildi (Sekil 4.3.).

Biyokimyasal ydntemlerle ¢codunlukla tir dizeyinde tanimlanan suslarin birbirleri
ile olan klonal iligkileri tam olarak anlagilamamaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar
icin gerekli olan alt tir dizeyinde tiplendirmede mikroorganizmalarin antibiyotik
duyarlilik paternlerine dayanan antibiyotipleme gibi pekgok fenotipik ydntem
uygulanmaktadir (Durmaz, 2007).

Calismamizin amaglarindan biri incelenen suslarin fenotipik tiplendiriimesi idi. Bu
nedenle c¢alismamizda fenotipik bir tiplendirme ybéntemi olan antibiyotik
duyarliliklari profilleri incelenerek antibiyotipleme yapildi. Bunun sonucunda
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antibiyotip dagilimlari incelendiginde, Staphylococcus suslari icin 8 ayri antibiyotip
paterni belirlendi. Bu antibiyotip paternlerinden antibiyotip 1,2 ve 3’'Gn MRSA
suslarinda, antibiyotip 5 ve 6’nin MSSA suslarinda, antibiyotip 7 ve 8in CNS
suslarinda, antibiyotip 4’Gn ise hem MSSA hem de CNS suslarinda goérildigu
tespit edildi (Cizelge 4.2.). MRSA suslari icin 10 antibiyotie olan direng profili
incelendiginde, 3 ayri antibiyotip paterni bulundu (Cizelge 4.2.). Benzer ¢alismalar
incelendiginde, 2007 yilinda Ankara’da 115 hastadan izole edilen MRSA susunun
16 antibiyotige olan direng profili incelendiginde 4 farkh antibiyotip profili
(Karabiber ve Mert Ding, 2007), 2006 yillinda Guney Afrika’da yapilan diger bir
calismada ise 61 MRSA susunun 9 antibiyotige olan diren¢ durumlari
incelendiginde 12 farkli antibiyotip profili tespit edilmistir (Shittu and Lin, 20086).
Montesinos ve arkadaslarinin yaptigi calismada 124 MRSA susunun 12
antibiyotige direnc orani incelenmis ve 10 farkh antibiyotip saptanmistir
(Montesinos et al., 2002).

MRSA suslarinda antibiyotik duyarlilik paternlerinin incelenmesi, bir hastanede
aynl zamanda birden fazla hastada ayni susla karsilagiimasi salgin konusunda
uyaricl olabilirken, farkli susla Kkarsilagiimasi yeni bir tehlikenin ortaya
cikabilecegine isaret etmesi bakimindan olduk¢ca &énemlidir. Bu nedenle
antibiyotiklere diren¢ oranlarinin belirlenmesi, hastanelerde MRSA yayiliminin
takibi acisindan dikkate alinmasi gereken bir belirleyicidir. MRSA suslarinin
ayirdedilmesinde farkli calismalarda bir veya birka¢ farkli antibiyotige duyarlihk
belirleyici olmustur. Archer ve Mayhall, var olan sustan farkli olarak, rifampin
direnci sayesinde hastaneye yeni bir susun girdigini fark edebilmislerdir. Amorim
ve arkadaslarinin yapti§i calismada ise, Brezilya ve iberya’da MRSA suslarinin
ayirt edilmesinde trimetoprim-sulfametoksazol duyarlihdi énemli bir fenotipik
belirleyici olmustur (Karabiber ve Mert Ding, 2007).

Antibiyotiklere diren¢ oranlarinin belirlenmesinin éneminden dolay! calismamiz
amagclarindan bir digeri test edilen antibiyotiklere kargi diren¢ oranlari
degerlendiriimesi idi.

Calismamizda test edilen antibiyotiklere karsi direnc durumu incelendiginde,
MSSA suslarinda pek c¢ok antibiyotige karsi diren¢ oranlari distk iken, MRSA
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suslarinda bu oranlar oldukca ylksek bulundu. Calismamizdan elde ettigimiz bu
sonuglar Hasbek ve arkadaslar (2002) tarafindan yapilan ¢calismanin sonugclari ile
paralellik géstermektedir. Calismamizda CNS suslarinda metisilin direncine bagh
olarak antibiyotik direncinin degistigi gortldi. MSCNS (Metisilin duyarh koagtilaz
negatif Staphylococcus) suslari ampisilin ve penisiline direncli iken, MRCNS
(Metisilin direncli koagllaz negatif Staphylococcus) suslarinin bu antibiyotiklere ek
olarak amoksisilin-klavulonik asit, klindamisin, siprofloksasin, gentamisin ve

eritromisin gibi antibiyotiklere karsi da direncli oldugu goéruldi.

Calismamizda MRSA suslarinin  antibiyotik diren¢g oranlari incelendiginde,
ampisilin, siprofilaksosin, gentamisin, penisilin ve rifampine % 100 oraninda direng
gosterdigi saptanmistir. Vankomisine direncli MRSA susuna rastlanmamistir (Sekil
4.4)).

GUnimuzde MRSA ile enfekte olgularin tedavisi ancak; nadiren etkili olan birkag
antibiyotik disinda, glikopeptid grubu olarak adlandirilan ve sadece damar igi
yoldan uygulanabilen vankomisin ve teikoplanin adh iki antibiyotikle mimkin
olabilmektedir. Glikopeptidlerin olumsuz ydnleri arasinda; énemli yan etkilerinin
bulunmasi ve tedavi maliyetinin pahali olmasi belirtilebilir. Son on yil igcinde énce
azalmig vankomisin duyarlihgl sonrasi vankomisine karsi heterojen direncli
stafilokok suslarinin (VRSA) bildiriimesi de glikopeptidlerin olumsuz yénlerindendir
(Hiramatsu et al., 1997). Vankomisine duyarlihd azalmis S.aureus suslari ilk
olarak Japonya’da tanimlanmig, daha sonra da Amerika, Avrupa ve Kore'de
bildirilmistir. Bitlin bu gelismeler metisiline direncli stafilokoklarin ézellikle MRSA
suslarinin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde glikopeptidlere alternatif
olabilecek bir antibiyotik arayisini giindeme getirmistir (Kim et al., 2004; Shittu and
Lin, 2006; Thouverez et al., 2003). Calismamizda farkli servislerden toplanan
MRSA suslarinin  antibiyogram sonuglar incelendiginde, butin izolatlarin
vankomisine duyarl oldugunu saptanmistir (Cizelge 4.2.). Elde edilen bu sonug
literatOr ile uyumlu bulunmustur. Literatirde de nadir olarak bildirilen ¢aligmalar
disinda henliz ¢ogunlukla vankomisine duyarli MRSA suslari bildiriimektedir (Kim
et al., 2004; Shittu and Lin, 2006).
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MRSA’lar B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direnclidir (Cokc¢a vd., 1998; Polyzou
et al.,, 2001). S.aureus suslarinda CLSI o&nerilerine gére oksasilin/metisilin
direncinin saptanmasi tim B-laktam ajanlarn i¢cin yorum yapilabilmesini
saglamaktadir. Calismamizda MRSA suslarinin tamaminin penisilin ve ampisiline
direnc gdsterdigi tespit edildi (Cizelge 4.2.). Bu bulgularimiz séz0 edilen bakteri
enfeksiyonlarinda tedavi segeneklerinin son derece kisith olduguna isaret
etmektedir. Sonuclarimiz ise daha énce yapilan ¢alismalarla uyum géstermektedir
(Kim et al., 2004; Shittu and Lin, 2006).

Galismamizda test edilen diger antibiyotik rifampindir. MRSA suslari i¢in rifampine
direnc orani % 100 olarak belirlendi (Cizelge 4.2.). Literatirde daha &énce
yayimlanmig farkli sonuglarin bildirildigi bu calismalar géz 6nine alindiginda
MRSA’larda rifampine kargi direncin giderek arttigi gézlenmektedir (Shittu and Lin,
2006; Eksi vd., 2007). Bu durum da rifampinin MRSA enfeksiyonlarinda tek
basina kullaniimamasi gerektigini géstermektedir.

Genel olarak MRSA suslarinin aminoglikozid grubu antibiyotiklere direncli oldugu
kabul edilmektedir. Calismamizda MRSA suslarinin gentamisine % 100 direng
gosterdigi bulundu (Cizelge 4.2.). Gentamisin direnci yillar igcinde artmakta olup,
farkh calismalarda % 77.1 (2003), % 95.0 (2004) ve %96.7 (2006) oranlarinda
direng saptanmigtir (Ertek vd., 2003; Kim et al., 2004; Shittu and Lin, 2006).

Calismamizda MRSA suslari icin eritromisin ve klindamisin diren¢c orani % 54
olarak saptandi (Cizelge 4.2.). Daha énce yapilan wulusal calismalar
incelendiginde, MRSA suslarinda eritromisin direnci % 56 ve % 58,6 olarak
bulunmustur. Bulgularimiz bu sonuglar ile paralellik gdstermektedir (Diler ve
Kocabeyoglu, 1998; Ozkalp ve Baybek, 2003).

Calismamizda trimetoprim-sulfametoksazole direncli MRSA susu saptanmamistir
(Cizelge 4.2.). Mamikoglu ve ark. hastanede yatan hastalardan izole ettikleri 225
MRSA susu ile yaptiklari ¢alismada trimetoprim-sulfametoksazol direncini % 4
olarak bulmuslardir (Seng6z vd., 2004). Daha 6nce yapilan ulusal bir calisma ve
Kore’de yapilan diger bir caismada MRSA suslari icin % 6.5 ve % 8.9 gibi
oldukga disuk direng oranlari tespit edilmistir (Sancak vd., 2000; Kim et al., 2004).
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MRSA’lardaki glikopeptidlere karsi gelisen direng g6z ©6nlne alindiginda,
trimetoprim-sulfametoksazoliin MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde etkin oldugu
belirtilebilmektedir. Ayrica vankomisinin toksisitesi ve yiksek maliyeti g6z dnlne
alindiginda, trimetoprim-sulfametoksazol bu mikroorganizmalarla  olugan

enfeksiyonlarda bir tedavi alternatifi olarak digtnulebilir.

Stafilokoklarda metisilin direnci giderek artmakta olan bir problemdir. Metisiline
direncli olan suslar beta-laktam antibiyotiklerin yani sira pek cok antibiyotige
direncgli olabilmektedir. Ayrica direng gelisimi ile nozokomiyal enfeksiyon
sikhigindaki artis arasinda da bir paralellik saptanmistir (Archer and Climo, 1994).
Bu calismada kullanilan 10 antibiyotik incelendiginde MRSA susundan 12’si alti
antibiyotige, 13’U sekiz antibiyotige, 1’i yedi antibiyotige direncli bulundu (Cizelge
3.4). Bu sonugclar incelenen MRSA’larin birgok antibiyotige direngli oldugunu ve
coklu antibiyotik direnci gd6sterdigini desteklemektedir. Bu suslarin antibiyotik
direncinin asiimasi ve neden olduklar enfeksiyonlarin basari ile tedavisi igin
antibiyotik duyarlilik testlerinin 6éneriler dogrultusunda yapilmasi ve en uygun
antibiyotik seciminin saglanmasi olduk¢a énemlidir.

Coklu antibiyotik direnci tasidiklar icin metisilin direncli S. aureus suslarinin yol
actigr enfeksiyonlarda kullanilabilecek antibiyotik sayisi oldukga sinirlidir. Metisilin
ve beta-laktam antibiyotiklere direncgli olan bu suslarin insidansindaki artis ve bu
suglarin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavilerinde kullanilabilecek glikopeptid
grubu antibiyotikler olmasi, bu antibiyotiklerin kullanimi sonucunda direng
gelisiminin olabilecegini disindirmektedir. Bu nedenle MRSA enfeksiyonlarinin
tedavisinde glikopeptit grubu antibiyotikleri kullanilmadan &énce enfeksiyon
etkenlerinin ve antibiyotik duyarlilik paternlerinin incelenmesi, mimkun oldugunca
kdltir ve antibiyogram sonuglarina gbre tedavinin secilmesi, gereken

endikasyonlarda da kombine tedavinin tercih edilmesi gerektigi distntlmektedir.

Bakterilerin tiplendiriimesi, herhangi bir salgin esnasinda kaynagin saptanmasi,
bulas yollarinin belirlenmesi ve etkin koruma 6nlemlerinin alinmasi agisindan
blylk yararlar saglamaktadir. Fransa’da bir Universite hastanesinde cikan bir
MRSA salgininda 27 izolata antibiyotiplendirme, plazmid analizi, ribotyping ve IS
tiplendirilmesi yapilmig, antibiyotiplendirme ile 5 antibiyotip tespit edilmis, epidemik
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susun fenotipinin endemik susun fenotipinden farkli olmasi bakimindan kullanilan
yontemler iginde ayirt ettirici olan ydntemin antibiyotiplendirme oldugu
saptanmistir. Bdylece salginin plastik cerrahi servisinde ciktigi ve buradan tim
hastaneye yayildigi anlasilabilmistir (Karabiber ve Mert Din¢, 2007). Bu nedenle
antibiyotik duyarllik paternleri ve antibiyotip profillerinin belirlenmesi alinacak
kontrol dnlemleri bakimindan oldukca énemlidir. Ancak antibiyotiplemenin ayirim
glicii her zaman yeterli olmayabilir. Ozellikle antibiyotik direnclilik genlerini ieren
plazmidlerin aktarilmasi sonucunda hizlica degiskenlik gésterebilmektedir. Bu
baglamda bu yéntemin glvenilirliligi azalmakta ve tiplendirmede farkli ydontemlere
ihtiyac duyulmaktadir. Ozellikle epidemiyolojik calismalarda suslarda kesin ayrim
yapilabilmesi icin son yillarda gelisen DNA temelli molekller tekniklerin
kullaniimasi énemlidir. Bu baglamda calismamizda S.aureus ve CNS suslari,
antibiyotik duyarliliklarini esas alan ve fenotipik bir ydntem olan antibiyotiplemenin
ardindan genotipik yéntemlerle de tiplendiriimesi amaglandigi i¢cin RAPD-PCR ve
REP-PCR teknikleri uygulanmistir.

Birgok bakterinin molekuler tiplendiriimesinde RAPD-PCR teknidi kullanilarak DNA
parmak izi analizi yapiimistir. Bu teknik ile Acinetobacter baumannii, Candida
albicans, Mpycobacterium tuberculosis, Proteus mirabilis, Streptococcus sp.,
Histoplasma capsulatum, Salmonella enteriditis, Haemophilus somnus, Leptospira
sp., Staphylococcus aureus, Legionella pneumophilia tirleri tiplendirilmistir (Olive
and Bean, 1999). Molekiler tanimlamada kullanilan bu RAPD y&nteminin
basarisini, az miktardaki DNA ile yUksek oranda polimorfizm yakalamasi
olusturmaktadir. Ayrica DNA pargalarini gogaltmada rasgele dizilimler kullanilarak,
PCR analizlerinde baslangi¢c DNA dizilimi bilgisinin gerekliligi ortadan kaldiriimistir
(Williams et al. 1990). Literatirde MRSA suslarinin epidemiyolojisinin arastirildigi
pek ¢ok calismada suslar RAPD-PCR teknigi kullanilarak tiplendirilmigtir (Tambic
et al., 1999; Pereira et al.,, 2002; Onasanya et al., 2003; Reinoso et al., 2004;
Nikbakht et al., 2008). Bu calismalarda kullanilan RAPD primerleri Cizelge 5.1.'de
gbsterilmigtir.
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Cizelge 5.1. Cesitli calismalarda Staphylococcus aureus’larin tiplendiriimesinde

kullanilan RAPD primerleri.

Arastirmacilar RAPD Primerleri
(5°-3’)
AGCGTCACTG
Pereira et al., 2002 TGACCCGCC
GCGATCCCCA
CCGCTACCGA
TCGCCAGCCA
GACACGGACC
CCCAGCTAGA
Onasanya et al., 2003 GGTGGCATCT
CTGGACGTCA
GTGACCGAGT
TCGCATCCCT
CTGATGCGTG
CACAGCGACA
GAGGGAAGAG
Reinoso et al., 2004 ACGATGAGCC
ACCGCCTGCT
Tambic et al., 1999 ACAACTGCTC
AGCAGCCTGC

S.aureus suslarinin molekiler analizinde RAPD-PCR ydntemi ile tiplendirildigi
calismalar incelendiginde bu teknigin uygulanabilir oldugu ileri surlGimektedir.
Yogun bakim initesinden izole edilen 59 S.aureus susunun (32 MRSA ve 27
MSSA) dahil edildigi bir calismada RAPD primerlerinin olusturdugu bant profilleri
incelendiginde, 41 primerin ayrim guctnin olmadigi, 3 primerin ise 59 S.aureus
susunu ayirmada oldukga informatif bant profilleri olusturdugu tespit edilmistir
(Mahadeva et al., 2007). 2005 yilinda Malezya'da yapilan bir ¢alismada farkli
hastanelerden izole edilen 50 S. aureus susu RAPD teknidi ile tanimlanmistir. 4
farkh primer ile yapilan RAPD analizi sonucu, 3 primerle olusan bant profilleri
incelendiginde her bir izolat i¢in sayisi 1-11 arasinda degisen anlamli bant
olusumu gdzlenmigtir (Neela et al., 2005).

Galismamizda S.aureus suslarinin RAPD-PCR ile tiplendiriimesinde farkli sayida
sus iceren genotipler belirlendi. Genotip 1’de yer alan R1 ve R2 suslarinin ayni
servisden (Genel Cerrahi Servisi) génderildigi ve ayni antibiyotip paternine (Ant1)
sahip oldugu géraldi. Ayrica metisilin direngli oldugu bilinen ve referans sus olarak
kullanilan Staphylococcus aureus ATCC 29213 susunun da bu genotipin farkh bir
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alttipinde yer aldigr goértldi. Ayni antibiyotipi gdsteren (Ant 2) R4, R5 ve R6
suslarinin da bu genotipin farkl alttipinde yer aldigi belirlendi. Ayrica R4 ve R6
suslarinin da ayni servisden (Plastik Cerrahi Servisi) gdnderildigi tespit edildi
(Cizelge 4.1.) (Cizelge 4.6.).

Genotip 2'de bulunan R3, R16 ve R17 suslarinin ayni klinik materyalden (derin
trakeal aspirat) izole edildigi ve R3 ile R16 susunun ayni antibiyotipi (Ant 2)
gbsterdigi belirlendi. Bu genotipin farkh alttiplerinde bulunan R17 ile R18 ve R19
suslarinin ayni antibiyotipi (Ant 1) gdsterdigi tespit edildi. Genotip 2 grubunda yer
alan R8 ve R9 susunun da yine ayni antibiyotipi (Ant 1) gbsterdigi tespit edildi. Bu
genotipin farkl bir alttipinde yer alan R12 ve R13 suslarinin da R8 ve R9 suslari ile
ayni antibiyotipi (Ant 1) gésterdigi belirlendi. R9 ve R12 suslarinin ayni servisden
(Dahiliye Devamli Bakim) gdnderildigi tespit edildi (Cizelge 4.1.) (Cizelge 4.6.).

Genotip 3 grubunda yer alan ve ayni klinik materyalden (derin trakeal aspirat) izole
edilen R10 ve R21 suslarinin ayni antibiyotip paternine (Ant 2) sahip oldugu
goruldd. R11 susunun diger suslardan farkh bir alttipte bulundugu géraldi. Genotip
3 grubunun farkl bir alttipinde bulunan R23 ve R24 suslarinin ayni servisden
(Dahiliye Bélimu() gdnderildigi ve ayni antibiyotip paternine (Ant1) sahip oldugu
g6raldi. Ayrica diger suslardan Noéroloji Yogun Bakim’da bulunmasi bakimindan
farklilk gbsteren R26 susunun yine diger suslardan farkli olarak Genotip 4
grubunda oldugu belirlendi (Cizelge 4.1.) (Cizelge 4.6.).

Genotip 5 grubundaki ayni klinik materyalden (ply) izole edilen S1, S8, S2, S3
suslarinin ayni antibiyotip paternine (Ant 4) sahip oldugu géruldi. Ayrica Genotip 7
grubundaki S6, S14, S9 ve S12 suslarinin da plyden izole edildigi ve antibiyotip 4
paternini gdsterdigi belirlendi. Diger tim suslardan farkli bir antibiyotip paterni
gosteren S15’in Genotip 8 grubuna dahil oldugu goéruldi. S10, S11, S9, S7, S4 ve
C4 suslar Genotip 9 grubunda bulunurken C1, C3, C5 ve C2 suslarinin Genotip
10 grubunda bulundugu tespit edildi (Cizelge 4.1.) (Cizelge 4.6.).
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Molekiler tiplendirme ydntemlerinden biri olan REP-PCR, S.aureus suslari dahil
olmak Uzere pekcok bakteri tlrinin ayriminda ve tanimlanmasinda
kullaniimaktadir (Swamimathan et al., 1993). Bu yéntem S.aureus, Acinetobacter
sp., Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis ve Aspergillus gibi
epidemiyolojik acidan &énemli birgok prokaryotik ve &karyotik organizmanin
tiplendiriimesinde kullanilan uygun bir ydntem olarak bilinmektedir (Ross et al.,
2005). Literatirde MRSA suslarinin tiplendiriimesinde sekans olarak RepMP3
bdlgesini hedef alarak REP-PCR stratejisini  uygulayan birgok c¢alisma
bulunmaktadir (van der Zee et al., 1999; Olive and Bean, 1999; Deplano et al.,
1997; Deplano et al., 2000; Oztop vd., 2004).

Bu calismada S.aureus ve CNS suslarinin REP-PCR ile genotiplendiriimesi,
Mycoplasma pneumonianin tekrar elementi homologlarinin  Staphylococcus
tirlerinde arastinimasi olarak tanimlanmistir. Mycoplasma pneumonianin Gram
pozitif bakterilerden kéken almasi nedeniyle S.aureus suslarinin REP-PCR ile
tiplendiriimesinde tekrarlayan bu sekanslardan yararlanilabilecegi disundimustar.
Bu amacla, REP-PCR uygulamasinda M.pneumonia tekrar sekanslarindan
(RepMP3) koken alan RWS3A (5-TCGCTCAAAACAACGACACC-3’) primeri
kullanilmigtir. Bu sekans S.aureus kromozomunda say! ve pozisyon bakimindan
farkhlik gbstererek incelenen suslar arasinda farkli REP-PCR profillerinin meydana
gelmesini saglamaktadir. REP-PCR profillerindeki c¢esitlilik, RW3A primeri icin
hedef olarak gbérev yapan yayillmis rep-benzeri elementler arasinda bulunan
bdlgelerde olusan gesitlenme igin belirleyici olmaktadir. RW3A primerinin uzunlugu
(20-mer) ve S.aureus kromozomal DNA’sinin her iki ipliginde hedef olan sekansa
ylksek derecede homoloji gdstermesi siphesiz ki anlamh bant paternlerinin elde
edilmesini saglamaktadir. Bant bulyUklUklerindeki farkliliklar, farklhh genomlarda
bulunan tekrar elementleri arasindaki polimorfizmi belirlemektedir. Bdylece bu
primer ile olusan PCR amplikonlari agaroz jel elektroforezinde yiksek oranda ayirt
edici paternler meydana getirmektedir

DelVecchio ve arkadaslari tarafindan yapilan, MRSA suslarinin RW3A primeri ile
REP-PCR tiplendiriimesinin gerceklestirildigi bir calismada, farkh merkezlerden
toplanan 170 MRSA susu incelendiginde, 8 farkh REP-PCR bant profili
bulunmustur. Ayrica bu calismada 21 MSSA susu da ayni yontem ile analiz
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edilmis ve elde edilen paternlerin diger 8 paternden farkli oldugu tespit edilmistir
(DelVecchio et al., 1995).

60 Staphylococcus turi (59 S.aureus ve 1 S.intermedius) ile yapilan, REP-PCR
yénteminin cesitli tiplendirme yéntemleri ile karsilastirildidi bir calismada, 14 farkli
REP-PCR bant paterni belirlenmistir. S.intermedius susunun &6zgul bant profili
gosterdigi tespit edilmistir. MRSA ve MSSA suslarinda gézlenen REP-PCR bant
profilleri incelendiginde ise, bizim ¢alismamiz ile uyumlu olarak metisilin duyarli ve
direncli suglarda kesin bir ayrim s6z konusu olmadigi saptanmistir. Ancak 5 farkli
REP-PCR tipinin cogunlukla (%95) MRSA suslarinda goérildigi bulunmustur.
Buna ek olarak, REP-PCR yoéntemi RAPD-PCR ve PFGE yo6ntemleri ile
karsilastiriidiginda REP-PCR’'In RAPD-PCR ve PFGE kadar ayirt edici oldugu,
REP-PCR’In tekrarlanabilirliginin de RAPD-PCR'dan daha ylksek oldugu
bulunmustur (van Der Zee et al., 1999).

Nascimento ve arkadaslarinin 21 bakteriosin Greten S.aureus susunun genotipik
tiplendirmesini yaptidi calismada, 6 farkli REP-PCR paterni bulmuslardir. Bu
calismada ayrica AP-PCR ybéntemi ile tiplendirme yapmiglar ve elde edilen AP-
PCR paternleri ile REP-PCR paternleri karsilastiriidiginda, ayni tip AP-PCR
paterni gdsteren suslarin cogunlukla yine ayni tip REP-PCR paterni gésterdikleri
tespit edilmistir (Nascimento et al., 2005). Bu baglamda birbirleri ile uyumluluk
gosteren RAPD-PCR ve REP-PCR tekniklerinin ayirt edici profiller olusturmalari
nedeni ile S.aureus (6zellikle metisilin direncli  S.aureus) suslarinin

tiplendiriimesinde kullanilabilecegi goésterilmistir.

Wieser ve Busse (2000) tarafindan yapilan, S.aureus susu ile birlikte farkli
Staphylococcus tirlerinin REP-PCR ile analizinin yapildigi bir calismada, S.aureus
susunda hicbir bant gdzlenmezken, diger suslarda 1-2 bant gbzlendi. Bazi
Staphylococcus tlrlerinde birkag bant saptanmasina ragmen, informatif bant
olusumu gérilmemesi sonucunda gbézlenen bant paternlerinin tlre ya da susa
6zgl olmadigi tespit edilmistir. Bu ¢calismada REP1R-I (5’-IlICGICGICATCIGGC-
3’) ve REP2-I (5-ICGICTTATCIGGCCTAC-3’) primerleri kullanilarak yapilan REP-
PCR’in Staphylococcus tirlerinin tanimlanmasinda kullanilabilecek uygun bir

yéntem olmadigi ileri strtlmektedir (Wieser and Busse, 2000). Calismamizda
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REP1R-I ve REP2-| primerleri ile ayri ayri dendogram cizildiginde anlamh sonuglar
elde edilememistir. Bulgularimiz yukarida sézi edilen calismanin sonugclari ile

uyumlu bulunmustur.

REP-PCR yéntemi Versalovic et al. (1991) tarafindan bakteriyel genomda bulunan
tekrarlayan DNA elementlerinin amplifikasyonu ile farkh profillerin elde edilerek
gerceklestirilen molekuller tiplendirme olarak tanimlanmistir. Bu yéntem kolay
uygulanabilir olmasi, az ya da c¢ok sayida izolat ile calisilabilmesi ve ayirt
ediciliginin yUksek olmasi nedeniyle molekuler tiplendirme calismalarinda tercih
edilen yontemler arasindadir. REP-PCR yb6nteminin  S.aureus suslarinin
tiplendirilmesi icin altin standart olarak kabul edilen PFGE ydntemine gére ayrim
glclnin daha disik olmasina ragmen, REP-PCR ve PFGE ybdntemleri ile elde
edilen sonuglarin birbirleri ile uyumlu oldugunu gésteren birgok c¢alisma
bulunmaktadir. Bitlin bu calismalar S.aureus suslarini tiplendirmede REP-PCR
analizinin uygulanabilir bir ydntem oldugunu géstermektedir. Bunun yani sira REP-
PCR’da primer optimizasyonu, sonugclarin degerlendiriimesindeki bazi zorluklar ve
tekrarlanabilirlik gibi sorunlarin Ustesinden gelmek Uzere otomatize bir sistem
gelistirilmigtir  (Diversilab System-Bacterial Barcodes, USA). Bu sistemde
standardize edilmis olarak sunulan malzemelerle PCR uygulanmakta ve web-
destekli bir bilgisayar programi ile sonuclar degerlendiriimektedir. Bdylece 2-3
ginlik PFGE zamanina karsillk 4 saatte sonug alinmaktadir. iki ydntemin
vankomisine direncli enterekok suslari icin kullanildigi bir calismada uyum %83
olarak bulunmustur.

S.aureus suslarinin tiplendiriimesinde RAPD-PCR ve REP-PCR yéntemleri
karsilastirlldiginda RAPD-PCR yénteminin REP-PCR ydntemine gére daha ayirt
edici oldugu gériildi. incelenen 47 Staphylococcus susunun 28’inde RAPD ve

REP genotipleri uyumlu bulunmustur.

Bazi arastirmalar MRSA suslarinin tiplendiriimesinde antibiyotik direng
paternlerinin belirleyici oldugunu destekler niteliktedir. Ancak antibiyotik direng
paternlerinin  RAPD paternleri ile birlikte degerlendiriimesi bu suslarin
tiplendiriimesinde  klonal iligkinin ortaya konulmasi bakimindan kolaylk
saglamaktadir. Calismamizda genotipik tiplendirme ydntemlerinin antibiyotik
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duyarliliklarini esas alan fenotipik tiplendirme yéntemlerinden daha duyarli oldugu
sonucuna varildi. Literatirde S.aureus suslarinin tiplendiriimesinde pek ¢ok farkli
genotipik yéntem tanimlanmistir. Genotipik ydontemler icinde PFGE &zellikle MRSA
suslarinin tiplendiriimesinde altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak,
zaman alici, titizlik gerektiren ve kompleks bir sisteme ihtiya¢ duyulan bu yéntemin
en Onemli dezavantajlarindan biri de laboratuarlar arasinda standardizasyon
probleminin bulunmasidir. Bu nedenle suslarin tiplendiriimesinde farkli yéntemlerin
kullanilabilirliginin belirlenmesi gerekmektedir. S.aureus suslarinin tiplendiriimesi
ve direncgli suslarin yaylliminin énlenmesi icin suslar arasindaki klonal iligkinin
ortaya konulmasi olduk¢ca énemlidir. Calismamizdan elde edilen bulgular RAPD-
PCR ve REP-PCR ydéntemlerinin &6zellikle MRSA suslarinin tiplendiriimesinde
uygun birer molekdiler analiz yéntemi oldugunu géstermektedir. Calismamizdan
elde edilen bulgulara gére suslarin tiplendiriimesinde farkli ydéntemlerin bir arada

kullaniimasinin daha glvenilir sonuglara ulagilmasini sagladig1 distnilmektedir.
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