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Nozokomikal enfeksiyon etkeni olarak Metisilin Direngli Staphylococcus aureus
(Methicillin Resistant Staphylococcus aureus-MRSA) gorulme sikligindaki artis ve
vankomisine direngliligin olusmasi izolat karakterizasyonunun hizli ve guavenilir bir
sekilde yapilmasini  ve hastanelerde klonal yayillimin  tanimlanmasini

gerektirmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, klinik izolatlardan elde edilen Staphylococcus aureus susglarina
ait RAPD bant modellerindeki varyasyonu ve bunlar arasindaki sistematik iliskiyi
ortaya c¢ikarmaktir. Klinik izolatlara disk difizyon metodu kullanilarak antibiyotik
duyarlliklarina bakildi. Butun izolatlar vankomisine duyarli bulundu. Bu c¢alismada;
MSSA icin 6 (iki baskin tip-%29.4) ve MRSA icin 8 (bir baskin tip-%26.6) farkli
antibiyotip paterni belirlendi. 47 S.aureus ve kontrol olarak S.aures ATCC 29213,
S.epidermidis ve S.saprophyticus 25 farkl primer ile rastgele ¢ogaltilmis polimorfik
DNA (RAPD) PCR teknigi kullanilarak analiz edildi. Tum veriler ile UPGMA metodu
kullanilarak dendogram c¢izildi. Rastgele secilmis 25 primerden 15’ informatif
bulundu. Buna ek olarak; RAPD PCR metodu ile izolatlar MRSA ve MSSA olmak
izere ayrilmistir. izolatlardaki genetik uzaklik 0.1142'den 0.9565'ye degisen
araliktadir. Calismadan elde edilen veriler bize izolatlarin antibiyotip paternleri ile

RAPD paternlerinin birbiri ile benzer oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, RAPD-PCR, UPGMA.

Danigsman: Prof. Dr. Niltifer AKSOZ, Hacettepe Universitesi. Fen Fakiiltesi. Biyoloji
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METHODS

Esra Deniz Uslii

ABSTRACT

The increase in the frequency of Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) as the causal agent of nosocomial infection and the possibility of emergence
of resistance to vancomycin demands a quick and trustworthy characterization of

isolates and identification of clonal spread within hospitals.

The objective of this study is to establish variations of RAPD band patterns in
Staphylococcus aureus strains which are collected from clinical isolates and its
systematic relationship between them. Antimicrobial susceptibility tests of clinical
isolates were performed by the disc diffusion method. All the isolates were
susceptible to vancomycin. In this study different antibiotype patterns were
determined; 6 for MSSA (with two dominant patterns-%29.4) and 8 for MRSA (with
one dominant pattern-%26.6). Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) PCR
method with 25 different primers was analysed on 47 clinical isolates of
Staphylococcus aureus and S.aures ATCC 29213, S.epidermidis and
S.saprophyticus as controls. All the data were employed to construct dendrograms
using the UPGMA. Randomly selected 15 primers were informative out of 25. In
addition, RAPD PCR method differentiated between MRSA and non-MRSA based on
the clustering.The overall genetic distances ranged from 0.1142 to 0.9565 among the
isolates. These data suggested that the antibiotype patterns of the isolates were
identical to RAPD patterns.

Key Words: Staphylococcus aureus, RAPD-PCR, UPGMA.
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1. GIRIS

Staphylococcus turleri 100 yildan uzun bir suredir insanlarda tehlikeli bir patojen
olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Lowy, 1998). Hastane gibi insanlarin toplu halde
bulundugu ortamlarda siklikla rastlanmasi ve fazla direnglilik gostermesinden dolayi
prevelansinin artmasi ile bazi onemli saglik problemlerini de beraberinde
getirmektedir (van Leeuwen et al., 1999; Gunaydin et al., 2002). Staphylococcus
aureus insanlarda deri ve subkutan6z doku enfeksiyonlari, yiksek mortalite orani ile
seyreden bakteriyemi ve endokardit, Urettigi enterotoksin ile besin zehirlenmesi ve
toksik sok sendromu (TSS) gibi klinik olarak onemli ¢cok sayida enfeksiyonlara neden
olmaktadir (Kluytmans et al., 1995; Lowy, 1998; Onasanya et al., 2003). Bu turlere
et, sut, peynir gibi hayvansal Urlnlerde rastlanabildigi gibi, stafilokoklarin toprak, su,
toz ve hava gibi kaynaklardan da izole edilmesi mumkindur (Wieser and Busse,
2000).

Penisilin ile Staphylococcus turlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
onemli bir asama kaydedilmis olmasina ragmen 1942 yilinda penisilinaza dayanikl
Staphylococcus suslarinin saptanmasi antibiyotiklere direnglilik problemini gindeme
getirmigtir (Smith and Jarvis, 1999). Ayrica 1959 yilinda semisentetik bir penisilin
olan metisilinin kullanima girmesi ile birlikte 1961 yilinda metisilin direngli
Staphylococcus aureus (MRSA — Methicillin Resistance Staphylococcus aureus)
suslari Avrupa’da saptanmis olup bu bakterilerin insidansinin dlkeden ulkeye farklilik
gosterdigi gorulmustir (Kluytmans et al., 1995; Smith and Jarvis, 1999). MRSA,
1980’li yillardan sonra tum dinyada hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda ¢ok
onemli bir sorun olarak ortaya cikmistir (van Leeuwen et al.,, 1996; Tambic et al.,
1997).

Staphylococcus aureus’un yayilmasini dnleme, enfeksiyon kaynagini saptama ve
ortadan kaldiriimasina iliskin ¢alismalar, kokenlerinin dogru tanimlanmasini ve
tiplendirmelerini gerektirmektedir (Tenover et al., 1994). Son yillarda bakterilerin
tanimlanmasi fenotipik ve genotipik olarak iki tipte yapilmaktadir. Genetik tiplendirme
patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda tercih edilmekte ve biyolojik ¢esitliligin

tanimlanmasi, hastaliklarin temelinin aydinlatilmasi, mikroorganizma (patojen ve



patojen olmayan) konak (insan, hayvan, bitki) iligskisindeki konakg¢i yatkinhdinin
belirlenmesi, bireyin genotipine gore ila¢ gelistiriimesi ve adli konularin aydinlatiimasi
gibi islemlerde de oldukga 6nemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR - Polymerase Chain Reaction)na dayall yontemler;
mikroorganizmalarda c¢esitliligin saptanmasinda ve teshiste buyuk kolayliklar
saglamaktadir. Dendogram ve filogenetik agaclar seklinde ifade edilen cgesitlilik
haritalari bakteri populasyonunu farkli taksonomik seviyelere ayirarak, dogal bir
populasyonu siniflandirmamizi saglamaktadir. Teshis ise dogrudan dogruya hastalik
tanisi ile iligkilidir, mimkin oldugunca hizli ve oldukga 6zgul olmalidir. Bu 6zgullik
ancak ilgili organizmaya 6zel primerlerin tasarlanmasi ve uygun PCR kosullarinin

olusturulmasi ile saglanabilmektedir (van Belkum et al., 1993).

Bu calismanin amaci, PCR temeline dayanan tiplendirme yontemlerinde biri olan
RAPD PCR (Random Amlified Polymorohic DNA — Rastgele Cogaltiimis Polimorfik
DNA) kullanilarak, genis bir yayilim ve yuksek direnclilik gosteren Staphylococcus

aureus suslarindaki genetik cesitlenmeye molekuler duzeyde agiklik getirmektir.

Bu calismada, kullanilan érnekler Ekim 2003 ve Kasim 2005 tarihlerinde Hacettepe
Universitesi Tip Fakiltesinde yatan hastalardan izole edilmistir. Staphylococcus
aureus izolatlar, laboratuarlarda siklikla kulanilan fenotipik bir tiplendirme yontemi
olan antibiyotik duyarhlik testleri ve genis alanda hizh bir sekilde yayilip kabul goéren,
ekonomik, basit, duyarli ve oldukga hizli genotipik bir tiplendirme yontemi olan

RAPD-PCR analizi yontemleri ile tiplendirilmistir.

Calismada, izolatlarin gesitli antibiyotiklere olan duyarhliklari incelenmis, ¢oklu direng
gOsteren ve tedavi segeneklerinin oldukga kisitli oldugu MRSA suslarinin énemi bir
kez daha bu g¢alisma ile 6n plana c¢ikariimigtir. Bu ¢alismada izolatlarimizin analizi
icin kullanilacak primerlerin tayini amaciyla yurt i¢i ve yurt disi benzer galismalar
taranmis ve anlamli sonuglar verdigi belirlenen primerler RAPD PCR ydntemi
uygulanarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglarin Ulkemizde vyapilacak olan

calismalara buyuk katkisi olacagi dugunulmektedir.



2. GENEL BILGILER

"Staphylococcus” adl Yunanca "uzum salkimi" anlamina gelen "staphylé" teriminden
gelmektedir (Bauer et al., 1974). Staphylococcus, ilk kez 1878 yilinda Robert Koch
tarafindan irinde gérilmiis, 1881 yilinda iskogyali cerrah Alexander Ogston
tarafindan yaralarda saptanmis ve 1884 yilinda ilk kez Rosenbach tarafindan izole
edilmis olup insan sagligi agisindan son derece tehlikeli enfeksiyonlara neden olan

Micrococcaceae ailesi Uyesi sporsuz bakterilerdir (Zinsser, 2005).

2.1.Genel Mikrobiyolojik Ozellikleri

Stafilokoklar Gram pozitif, 0.5-1.5 ym ¢apinda, yuvarlak, ¢ogunlukla dizensiz Gzum
salkimi seklinde kimeler, bazen de dortli ve kisa zincirler seklinde goérulen
hareketsiz, sporsuz, optimal olarak 37°C’de ve pH 7,4’te Ureyen, fakulltatif anaerop
mikroorganizmalardir (Sneath et al., 1986). Yuvarlak, duzgun, opak, 1-3 ym ¢apinda
hafif konveks kolonilere sahiptir. Staphylococcus aureus kolonileri daha buyuktur ve
parlaktir, altin sarisi renginde pigment olustururlar. S.epidermidis kolonileri ise daha

kUguktlr ve pigment olusturmazlar (Bauer et al., 1974; Sneath et al., 1986).

Micrococcaceae ailesinin Uyesi olan stafilokoklarin patojen olmayan diger
Micrococcaceae uyelerinden ayirimi bazi testlerle yapilmaktadir. Bu testler insanda

patojen olan stafilokoklar igin pozitif olmaldir.

» Glukozdan anaerop ortamda asit olusumu
= 200 pg/ml lizostafine duyarli olmalari

» 0.4 ug/ml eritromisin varliginda gliserolden asit olusumu

Stafilokoklarin S.aureus, S.epidermidis ve S.saprophyticus olmak Gzere Ug¢ tlrl insan
patojenidir. Bunlardan S.aureus en 6nemlisidir. S.aureus digerlerinden esas olarak
koagulaz Uretmesi ile ayirt edilmektedir. Koagllaz Uretmeyen diger stafilokoklar
Koagulaz Negatif Stafilokoklar (KNS) olarak adlandiriimaktadir (Foster, 1996).

Klinik dnemi olan bu Ug¢ tariin ayirirminda koagulaz enzimi olusturma 6zelliginin yani

sira; Hemoliz 6zelligi, Mannitol fermentasyonu ile asit olusumu, DNaz varligi,



Novobiosine direnglilik, Anaerobik ortamda Ureme ve Pigment olugsumu gibi bazi

biyokimyasal testler yapilmaktadir (Kaiser, 2005) (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1: Klinik dnemi olan g tartin ayirirminda kullanilan testler (Kaiser, 2005).

Testler S.aureus S. epidermidis S.saprophyticus
Koagulaz + - -
Mannitol fermentasyonu ile asit

olusumu + - +

DNaz + - -
Novobiosine direnglilik ) } +
Anaerobik ortamda Ureme + + }
Hemoliz + - -
Pigment olugumu Altin sarisi Beyaz Limon sarisi

2.1.1. Antijen Yapilari

2.1.1.1. Peptidoglikan

Staphylococcus aureus hucre duvarinin temel bileseni olan peptidoglikan hucre
duvar agirliginin %50’sini olusturur. Organizmaya dayaniklilik ve sekil veren bu yapi

peptid ¢capraz bagl glikan zincirlerinden olusmustur (Kingsbury and Wagner, 1992).

2.1.1.2. Teikoik Asit

Hucre duvar agirhdinin %40’ in1 olusturan ve ribitol fosfat polimeri olan bu antijenik
yap! sitafilokoklarin mukoza hucrelerine yapigsmasina aracilik ederler. Teikoik
asitlerin bazisi peptidoglikana kovalent baglidir ve “hicre duvar teikoik asitleri” adini
alirlar, digerleri bakteriyel hliicre membraninin lipidlerine baghdir ve “membran teikoik
asitleri” adini1 alirlar. Stafilokoklarin tlire 6zgl antijenleri teikoik asitlerdir (Kingsbury
and Wagner, 1992).



2.1.1.3. Protein A

Staphylococcus aures’ta bulunan bu antijenik yapi hucre duvarinin ana proteinidir.
Molekuler agirhgr 42 dalton olan gruba o6zel bir antijendir. Komplemanin
baglanmasini Onlemek Uzere IgG'nin Fc pargasina baglandigindan 6nemli bir
virilans faktordir. Bunun sonucunda C3b olusmaz ve organizmanin opsonizasyonu
ve fagositoza ugramasi buyuk olgude azalir. Protein A IgG’ye baglanmasi ve antijen-
antikor karmalari ile “koaglUtinasyona ugramasi” nedeniyle bazi laboratuvar
testlerinde kullanilir (Foster, 1996; Tunger vd., 2003).

2.1.1.4. Kumelestirici Faktor

Hucre duvarinda bulunan bu madde plazma varliginda sitafilokok hucrelerinin
kimelesmesini saglamaktadir, bagli koagulaz olarak bilinen “clumping faktor”,
Stafilokoklarin hicre yuzeyinde meydana gelir ve serbest kalmaz (Moreillon et al.,
1995).

2.1.2. Patojenik Faktorler

Stafilokoklar hem toksin Uretimi hem de dokularda Ureyip yangiya neden olarak
hastaliga neden olurlar. Stafilokok tarafindan bir ¢ok O6nemli toksin ve enzim

olusturulur. Bunlar sirasiyla asagida 6zetlenmisgtir.

2.1.2.1. Toksinler

Staphylococcus aureus’un sitolitik toksin, 16kosidin, enterotoksin, eksfoliatif toksin,

toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1) gibi ¢esitli toksinleri bulunmaktadir.

2.1.2.1.1. Sitolitik Toksinler

Membrana hasar veren toksinlerdir. Bu toksinler a, B, y ve & olmak Uzere dort gruba
ayrilirlar (Foster, 1996; Ozerol, 2001; Zinsser, 2005).



a toksin (a hemolizin) : Bakteriyel kromozomlarda ve plazmidlerde kodlanir. Etki alani

genis olup guc¢li membran hasar proteinidir. Hicre membranlari Gzerinde litik etkiye

sahiptir.

B toksin : insan eritrositleri tizerinde toksik etki gésterir. Stafilokok sfingomiyelinazi

olarak da adlandirilir.

y toksin : B toksin gibi insan eritrositleri tizerinde toksik etki gésterir. iki komponentli

bir yapiya sahiptir.

O toksin : Yapi olarak deterjana benzemektedir. Termostabil ve litik ve sitotoksik

aktivite spektrumu genistir.

2.1.2.1.2. Lokosidin

S ve F olmak Uzere iki pargadan olusan bu toksin parcgalarin sinerjik etkisiyle
sitoplazmanin degranulasyonuna, hicre sismesine ve erimesine neden olmaktadir
(Vandenesch et al., 2003).

2.1.2.1.3. Enterotoksinler

Istya direngli (kaynamaya 30 dakika dayanikli) olan bu toksin 6zel antijen yapisina
sahiptir. Ozellikle yiksek CO'li, karbonitratli ve proteinli besin maddeleri iceren
ortamlarda Ureyen sitafilokoklar tarafindan meydana getirilir. Bu besinlerin yenilmesi
halinde gastrointestinal bulgularla seyreden besin zehirlenmeleri ortaya c¢ikar
(Bilgehan, 1990).

Toxin A : Besinlerde preforme sekilde olusur, besin zehirlenmesi yapar.
Toksin B : Stafilokoksik pseudomembrandz enterokolit'e neden olur.

Toksin C ve D : Sut trunlerini kontamine eder.

Toxin F : Toksik sok sendromu toksinine benzer etkileri vardir (Ozerol, 2001).



2.1.2.1.4. Eksfoliatif Toksin

A ve B olmak Uzere iki tipi vardir. Kiguk ¢ocuklarda “haslanmig deri sendromu”na

neden olan faj grup |l stafilokoklar tarafindan uretilen bir proteindir (Kapral, 1971).

2.1.2.1.5. Toksik Sok Sendromu Toksini (TSST-1)

Toksik sok sendromuna neden olan ve bir ¢ok Staphylococcus aureus tarafindan
olusturulan toksindir. Genis bir biyolojik aktiviteye sahiptir (Hayes et al., 1984; Foster,
1996).

2.1.2.2. Enzimler

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

2.1.2.2.1. Koagiilaz

Staphylococcus aureus tarafindan olusturulan bir plazma pihtilastirma proteinidir.
Serbest ya da bagh koagulaz (clumping faktor) olmak Uzere iki tipi bulunmaktadir.
Serbest koagulaz, CRF (coagulase-reacting factor) ile reaksiyona girerek trombine
benzer yapida “stafilotrombin”i olugsturur ve stafilotrombin de fibrinojeni fibrine
donusturmeyi katalizler. Bagh koagulaz dogrudan fibrinojeni fibrine dénustirebilir ve
stafilokoklarin kimelesmesine neden olur. Bakteri bu olayin sonucunda etrafi fibrin

ile sarildigindan opsonizasyon ve fagositoza kargi direngli hale gelir (Foster, 1996).
2.1.2.2.2. Katalaz

Tum Stafilokoklarda bulunan bu enzim, etkisini fagositlerin solunum sikluslari igin
gerekli olan HyO'yi inaktive edip bakterisidal etkilerini ortadan kaldirarak gosterir
(Ozerol, 2001).



2.1.2.2.3. Deoksiriboniikleaz

DNA’y1 hidrolize eden bu enzim Stafilokoklarin ¢gogunda bulunmaktadir (Zinsser,
2005).

2.1.2.2.4. Hiyaluronidaz (yayilma faktori)

Bag dokusunun yapisinda bulunan hiyaltronik asitin hidrolizine neden olan bu enzim
Staphylococcus aureus’un dokularda yayillimini kolaylastirarak enfeksiyonun

yayllmasina yardimci olur (Rollof and Normark, 1992; Zinsser, 2005).

2.1.2.2.5. Lipaz

Bu enzim, dokuda bulunan lipid yapiyi pargalayarak kutanéz (deri) ve subkutantz

(deri alt) dokuda organizmanin yayilmasina yardim eder (Zinsser, 2005).

2.1.2.2.6. Fibrinolizin (Sitafilokinaz)

Fibrin pihtisini pargayarak enfeksiyonun komsu dokulara yayillmasina yardim eder
(Foster, 1996).

2.1.2.2.7. B-Laktamazlar

B-Laktamazlar, bakterilerin B-Laktam antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasinda rol
oynar. Stafilokoklar, 1941’de penisilinin kullaniimasindan sonra c¢ok hizla direng
gelistirmis ve B-Laktamaz (penisilinaz) Uretme yetenegi plazmid araciligiyla bakteriler
arasinda hizla yayilmistir (Smith and Jarvis, 1999).

2.2.Yaptig: Hastaliklar

Staphylococcus aureus, hastalandirici Ozellikteki c¢esitli maddeleri salgilayarak,
konagin biyolojik durumuna bagh olarak, bir ¢ok klinik tablonun ortaya g¢ikmasina
neden olur. Staphylococcus aureus’un yaptigi hastaliklari invaziv ve toksijenik olarak

ikiye ayirabiliriz :



2.2.1. invaziv Hastaliklar

Bu tip enfeksiyonlara abse olusumu ile karakterize edilir. Saglikli bireylerde deri
dokusunda c¢ikan abseler bagisiklik sistemi baskilanmis kigilerde herhangi bir organ

sisteminde derin abseler seklinde olabilir.

2.2.1.1. Deri Enfeksiyonlari

Piyoderma : Kasinma, travma, tahris, isirikk yarasi gibi bir nedenle olusan deri
yaralarinin enfekte olmasidir. Genellikle 1k veya nemli iklimlerde yasayan
cocuklarda rastlanir (Wagner, 1990).

Folliikilit : Kil diplerinde olusan deri enfeksiyonudur (Sekil 2.1-a). Tek kil
folikGliintin ve gevre dokunun iltihaplanmasiyla olusur (Ozerol, 2001).

Karbonkiil : Deri ve deri alti dokuda yerlesen birbiri ile baglantili birden fazla fronkdil
gruplarinda olusur (Sekil 2.1-b). Agrilidir ve biriken irinin bosaltiimasi igcin cerrahi

girisim gerekir (Kaiser, 2005).

Fronkil : Baglangicta folllkllite benzer daha sonra deri alti dokuya yayilarak daha
genis bir alani kaplar (Sekil 2.1-c). Genis, agrili, kabarik nodullerin etrafinda 6lu ve
nekrotik doku olusur (Ozerol, 2001; Kaiser, 2005).

impetigo : Genellikle kiiciik gocuklarda goriillen éncelikle yiiz, kol ve bacaklarda

gelisen yuzeysel enfeksiyondur (Ozerol, 2001) (Sekil 2.1-d).

Mastit (Meme inflamasyonu) : Emziren annelerde gorulen meme iltihabidir
(Haznedaroglu, 2007).

Yara Enfeksiyonlari : Travma ve ya cerrahi uygulama sonrasi olugabilir.
Staphylococcus aureus ile kolonize deriden yara icerisine girebilir. Bu sayede deri
enfeksiyonlari hizla yayilarak sistemik enfeksiyonlara donusebilir (Foster, 1996;
Kaiser, 2005).



Supiiratif hidradenit : Apokrin ter bezlerinin enfeksiyonudur (Dindar ve Dindar,
2002).

2.2.1.2. Sistemik Enfeksiyonlar

Pnomoni : Staphylococcus aureus’un solunum yolu ile alinmasi ya da kan yolu ile
akcigerlere yerlesmesi sonucu olugmaktadir. Akcigerlede genis abseler olusturabilir
ya da etken diger organlara yayilir (Sekil 2.1-e). Cocuklarda kan yolu ile primer
nitelikte, yaslhlarda viral pnédmoniler ya da ust solunum yolu hastaliklarindan sonra
sekonder olarak ortaya g¢ikmaktadir. Hastanelerde yeni doganlar arasinda gruplar

halinde salginlar gorlebilir. Mortalitesi yiksektir (Bilgehan, 1990; Ozerol, 2001).

Ampiyem : Vicut bosluklarina 6zellikle gégus bosluguna irin igeren sivi sizmasi
durumudur. Belirtileri; ates yuUksekligi, oksuruk, goégus agrisi ve nefes darligidir
(Kalayct, 2000).

Bakteriyemi ve endokarditler : Staphylococcus aureus’a baglh gelisen
bakteriyemilerde Kklinik tablo oldukga agirdir. Ates ve bircok organda gelisen
metastatik abselere bagli olan semptom ve bulgularla seyreder. Staphylococcus
aureus bakteriyemisinin ana komplikasyonlarindan birisi endokardittir (Bilgehan,
1990).

Osteomiyelit : Staphylococcus aureus’un kemik dokusunda meydana getirdikleri
enfeksiyondur (Sekil 2.1-f). Ylksek ates ve ani baslayan lokalize kemik agrilari
gériilmektedir (Ozerol, 2001).

Parotitis : Parotis bezi ve stenon kanallarinin infeksiyonudur (Ozerol, 2001).

2.2.2. Toksijenik Hastaliklar

Besin Zehirlenmesi : Stafilokoklarin pasta, sut, krema, et ve benzeri besin
maddeleri igerisinde Ureyerek olusturduklari enterotoksinlerin, agiz yolu ile alinmasi
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Hastalik 1-6 saatlik kulugka déneminden sonra bulanti,

kusma ve ishal ile seyreder (Bilgehan, 1990; Kaiser, 2005)
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Haslanmis Deri Sendromu (Scalded Skin Syndrome SSS): Faj Il grubu
Staphylococcus aureus’lar tarafindan olusturulan eksfoliatin toksini nedeniyle gelisen
bir hastaliktir. En ¢ok ¢ocuklarda ve yeni doganlarda gorulur. Vicutta, 6zellikle agiz
cevresinde gunes yanigina benzer parlak kirmizi pul (¢evresi belirgin, blyuk vezikul)
olusumu ve deride genis alanlari kaplayan soyulma ile karakterizedir (Sekil 2.1-g). Bu
sendroma soyulmus derinin gorunumd nedeniyle “haglanmig deri sendromu” denir
(Ozerol, 2001; Kaiser, 2005; Zinsser, 2005).

Toksik Sok Sendromu (Toxic Shock Syndrome TSS) : Menstriasyon esnasinda
tampon kullanan kadinlarda (vakalarin %46-80’i) ve yara enfeksiyonu bulunan
olgularda kolonizasyon TSS’ye neden olmaktadir. Ani baglayan yuksek ates, siddetli
sulu ishal ve kas agrilarini takiben hipotansiyon ve ciddi olgularda sok ile karakterize
olan hastaliktir (Ozerol, 2001).

Yukarida s6z konusu edilen hastaliklarin patojen stafilokok tirleri arasindaki dagilimi

Cizelge 2.2.’de gorulmektedir.

Cizelge 2.2: Klinik olgularda sik rastlanan stafilokok tlrleri ve olusturduklari
enfeksiyonlar (Foster, 1996; Ozerol, 2001; Zinsser, 2005).

Enfeksiyon S.aureus S. epidermidis S.saprophyticus

Septisemi
Endokardit
Pnoémoni
Ampiyem
Artrit

impetigo

+ + + + 4+ o+ o+
1

Uriner sistem enfeksiyonu
Abse

Osteomiyelit

Enterit

Toksik sok sendromu

+ + + + 4+ + + + + + + o+

Haslanmis deri sendromu
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a) Follukalit (Beers, 2003). b) Karbonkdul (Beers, 2003).

c¢) Fronkul (Hughey, 2001). d) impetigo (CDC, 2006).

e) Pnémoni (CDC, 2006). f) Osteomiyelit (Tacher, 2001).

g) Haslanmig Deri Sendromu (Hussein, 2006).

Sekil 2. 1. S.aureus’un neden oldugu bazi hastaliklar.
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2.3. Staphylococcus aureus’ta Antibiyotik Direng Mekanizmasi

Staphylococcus aureus insanda hastalik etkeni olarak sik rastlanan, virulansi yuksek
bir mikroorganizmadir. Penisilinin kullanima girmesi ile birlikte S.aureus suslarinda
B-laktamaza bagli penisilin direnci 5 yil icinde %50’ye ¢ikmistir bugln ise bu direng
%9%’in Uzerindedir (Dundar, 2000). 1959 yilinda semisentetik penisilinin kullanima
girmesi ile birlikte iki yil icinde metisilin direncgli Staphylococcus aureus (MRSA)
suslari saptanmistir (Smith and Jarvis, 1999). Bilindigi gibi MRSA suslari B-laktam
antibiyotiklerine direngli olup B-laktam disi antibiyotiklerin ¢oguna da direng
gOstermektedir. Penisilinazlara (beta laktamaz) direng gdsteren S. aureus suslarini

temel olarak 3 gruba ayirmak muamkundur:

2.3.1. Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA)

Bu suglar mecA geni tarafindan kodlanan yeni ve dusuk afiniteli bir penisilin baglayan
protein (PBP2a) yapan suslardir. Bilindigi gibi penisilin baglayan protein (PBP)
bakteri hicre membraninda bulunan B-laktam antibiyotiklerin baglandigi hedef
proteinlerdir. B-laktam antibiyotikler bu proteinlere baglanarak bakteri hiicre duvarini
inhibe ederler (Chambers and Sachdevo, 1992). Bu tip direng bakteri hucre
duvarinda bulunan farkli bir PBP olan PBP2a ile gergeklesmektedir. Bu proteinin [3-
laktam antibiyotiklere olan affinitesi daha disuktir. Bu nedenle metisiline direncli
bakteri (B-laktam antibiyotiklerle karsilastigi zaman diger tim PBP’ler antibiyotik
tarafindan bloke edileceginden bu protein dusuk affinite sebebiyle B-laktam
antibiyotiklere baglanmaz ve fonksiyonlari Uzerine alarak bakteri duvar sentezini
devam ettirir. PBP2a’nin etkin olabilmesi i¢in ortamda antibiyotik varligi gereklidir. Bu
sebeple bu bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde B-laktam grubu bir

antibiyotigin kullanimi sdz konusu degildir (Unal, 1996).

Molekuler biyolojik calismalar sonucunda PBP2a’nin sentezini saglayan genetik
bilginin bakteri kromozomunda ilave lokalize 2kb’lik bir gen olan “mec A” geninde
tasidigr gosterilmigtir. Bu gen metisilin direngli stafilokoklarda bulunurken duyarli
stafilokoklarda yoktur. Bu genin transpozon araciliiyla B-laktamaz genini tasiyan
plazmide entegre oldugu dusunulmektedir. Boylece bu genetik bilgi direngli

suslardan, duyarl suslara aktarilmaktadir (Smith and Jarvis, 1999; Lowy, 2003).
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Bu tip direng iki sekilde gorulebilir:
2.3.1.1. Homojen Direng

Koloniyi olusturan bakteriler “mec A” genini tagirlar ve hepsinde bu gen eksprese

olmus yani fonksiyoneldir ve yiiksek diizeyde dirence neden olmaktadir (Unal, 1996).
2.3.1.2. Heterojen Direng

Daha sik gorulen ve gevre kosullarindan etkilenmesi nedeniyle tespiti gug olan, esas
problem tegkil eden direng tlradur. Koloniyi olusturan tum bakteriler mec A genini
tasimalarina ragmen, direng ancak 10° ya da 10® bakteriden birinde tespit
edilebilmektedir. Bunun, mec A geninin fonksiyonunu kontrol ettigi sanilan “factor
essential for methicillin resistance — femA” veya “faktér X” gibi kontrol genlerinin
fonksiyonlari ile meydana geldigi sanilmaktadir. Ancak heterojen direncin neden

olustugu tam olarak bilinmemektedir (Unal, 1996).
2.3.2. Modified Resistant S.aureus (MODSA)

“intermediate” metisilin direnci olarak da adlandirilan bu tip dirence sahip suslarda B-
laktamaz negatif olup, mecA geni tasimazlar. Bu bakterilerde bulunan PBP’lerin -
laktam antibiyotiklere dusuk affinite gosterdikleri saptanmistir. Bu mekanizma
sitafilokoklarda modifiye PBP’lere duyarlilik azalmasi seklinde gergeklesmektedir. Bu
tip direncli suslara MODSA (modified resistant S.aureus) adi verilmektedir (Unal,
1996).

2.3.3. Borderline methicilline susceptible [BSSA] veya Borderline oxacilline
resistant S.aureus [BORSA]

Bu suslar asin B-laktamaz salgilamasiyla karakterizedir. Metisilin bu enzime
dayaniklidir. Ancak yapilan g¢alismalarda bazi suglarin agir B-laktamaz (penisilinaz)
salgilayarak metisilini ve oksasilini yavasca fakat anlamli bir dlguide pargaladigi
g6sterilmistir (Unal, 1996). Bu suslar metisiline sinirda direng gdsterdikleri icin

bunlara BORSA (borderline oxacilline resistant S.aureus) denilmistir (Gulay, 2002).
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2.4.Tani

izolatlarin yakin zamana kadar tiplendiriimesinde, genellikle fenotipik karakterleri
esas rolu oynamig ve buna yonelik bazi yararli metotlar da gelistiriimigtir. Buna
karsin; fenotipik metotlar mikroorganizmalarin tum tdrlerini tanimlamada yetersiz
kalabilmektedir. Yapilan bir c¢alismada; Staphylococcus aureus bakteriyofaj
tiplendirmesine gore tanimlandiginda bazi Staphylococcus aureus izolatlarinda
bakteriyofaj reseptdrlerinin olmadigr goérilmustir (Schlichting et al., 1993). Bir
calismada, bakteri tiplendiriimesinde geleneksel bir yontem olarak kabul edilen
biyotiplendirmenin 6zellikle epidemik suslari ayirmada etkisiz oldugu bildirilmistir.
Ayni izolatlar ile yapilan ¢alismada kullanilan 12 tiplendirme ydnteminin higbirinin

bakterilerin tiplendirmesi icin yeterli olmadigi gérulmustur (Tenover, 1994).

Son yillarda gelistirilen molekuler metotlar ile, fenotipik degerlendirmelerde rastlanan
olumsuzluklar ortadan kalktigi gibi, genotipik yontemlerin kullaniimasi da, hem ¢ok
zayIf ve gug¢ Ureyen mikroorganizmalarda ve hem de bu yontemin temeli daha kararli
olan genetik karakterlere dayandigi icin daha guvenilir sonuglar vermektedir (Arda,
2000).

2.4.1. Fenotipik Yontemler

Staphylococcus suslarinin 6n tanisi igin diger Micrococcaceae ailesi Uyelerinden
ayrilmasi gerekmektedir. Basitrasin ve lizostafin disk difiuzyon yéntemleri bu ayrimi
saglayan testler arasinda yer almaktadir (Sneath et al., 1986). Micrococcaceae’den
ayrimi yapilarak Staphylococcus turu olarak tanimlanan izolatlarin Staphylococcus
aureus oldugunu saptamak igin genel olarak Kanli Agar besiyerinde koloni
morfolojisi, ayrica hemoliz 6zelligine ve pigmentasyonuna, Mannitol Tuzlu Agarda
ise Uremesine bakilmakta ve mannitol fermentasyonu incelenmektedir. Ayrica
koagulaz, katalaz ve DNaz testleri kullanilmaktadir (Bauer et al.,, 1974).
Staphylococcus aureus izolatlarinin tanimlanmasinda kullanilan diger fenotipik
yontemler ise, besin gereksinimleri, izoenzim tiplendirme, faj tiplendirme, antibiyotik
duyarlilik testleri, yag asiti analizi, multilokus enzim elektroforezi ve protein

iceriklerinin analizi olarak siralanabilmektedir.
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2.4.2. Genotipik Yontemler

GuUnumuzde kullanilan fenotipik yontemlerin, PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ve PCR
(Polymerase Chain Reaction) gibi nukleik asite dayali yontemlerle birlikte
kullaniimasi tercih edilmektedir (Tenover et al., 1994; Marguet-Van Der Mee et al.,
1995; Wieser et al., 2000; Onasanya et al., 2003 ).

Fenotipik yontemler geligtiriimesine karsin zamanla yerine molekuler DNA'nin temel
alindig1 genotipik yontemlere birakmaya baglamistir (Tenover et al., 1994; van
Belkum et al., 1995).

Yapilan bir c¢ok calismada, bakterilerin tiplendiriimesinde farkli molekuler
uzunluklardaki DNA fragmentlerinin  elektroforetik ayirirmina dayanan yontemler
kullaniimaktadir (Saulnier et al., 1993; Schlichting et al., 1993; Seppala et al., 1994;
Olive and Bean, 1999). Kullanilan molekuler teknikler arasinda nikleik asite dayali
PCR tiplendirme ydntemleri daha fazla Ustinlige sahiptir. Bu tekniklerden RAPD-
PCR (Random Amlified Polymorohic DNA — Rastgele Cogaltiimis Polimorfik DNA),
REP (Repetitive Extragenic Palindromic) PCR ve ERIC (Enterobacterial repeat
intergenic consensus) PCR son vyillarda bakterilerin tiplendiriimesinde siklikla

kullanilan yontemler arasindadir.

2.4.2.1. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

Mikroorganizmalarin genetik tiplendiriimelerinde en ¢ok tercih edilen yontem olan
PCR’da, bakteri genomlarinda c¢esitlilik gosteren Dbelirli DNA  kisimlari
cogaltiimaktadir. Ozellikle patojen mikroorganizmalarin tiplendiriimesinde kullanilan
PCR tekniklerinden olan RAPD ydntemi, tipta adli olaylarin incelenmesinde, kalitsal
hastaliklarla enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda, tarimda tohum safliginin ve
secilmis genotiplerinin belirlenmesinde, populasyon genetiginde tur tanisinda yine
benzer amaclar icin hayvancilikta, evrim ve arkeoloji gibi ¢esitli temel ve uygulamali
calisma alanlarinda her gegen gun artan bir sekilde kullaniimaktadir (Yu and Pauls,
1992; Bardakgi, 2001).
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RAPD-PCR, yaklasik 10 nukleotidlik ve nukleotid dizilimi rastgele secilmis tek cesit
primerlerin kullanimina dayanan bir yontemidir. Bu yontem, ilk olarak Williams ve
arkadaslart ile Welsh ve McClelland tarafindan tanimlanmistir (Welsh and
McClelland, 1990; Williams, 1990).

RAPD tekniginde, duguk baglanma sicakliklarinda kisa rastgele tasarlanmig
primerlerin tek veya c¢ift olarak kullanimi ile genom ¢ogaltilmaktadir. Rastgele olarak
secilen bu primerlerin kullanimiyla DNA tesadufi olarak ¢ogdaltilmaktadir. Bu primerler
tasarlanirken primerlerin GC/AT oranlarinin %50 ya da daha blyuk olmasina dikkat
edilmektedir. Bu primerlerin ¢ogaltilacak DNA'da kendine uygun bolgelerde
baglanabilmelerini kolaylastirmak igin primer baglanma sicakhgini dugurilmesi de bu
teknikte onemli bir noktadir. Farkh bireylerde nukleotid dizilimi de farkh oldugundan,
bireylerden birinde bir primer baglanma yerinin kaybi ya da degdismesi ¢cogalan PCR
artnleri arasinda 6zgln bant ya da bantlarin kaybolmasina yol agmaktadir. PCR ile
elde edilen urunlerin jel elektroforezi ile analizi sonucu meydana gelen bantlarin
profillerinin benzerlik dereceleri belirlenerek polimorfizm hakkinda fikir edinilmektedir
(Yu and Pauls, 1992; Bardakgi, 2001).

Literatirde RAPD-PCR tekniginin; basit olugu, hizli sonu¢ alinmasi, ekonomik olmasi
ve sekans dizisinin bilinmesine gerek olmamasi nedeniyle diger genotipik yontemlere
oranla daha avantajli oldugu kabul edilmektedir (Bauer, 1974; Welsh and McClelland,
1990; Yu and Pauls, 1992; van Leeuwen et al., 1996; Bardakgi, 2001; Onasanya,
2003; Trindade et al., 2003).

2.4.2.2. Diger Yontemler

Bilindigi gibi; bakterilerin tanimlanmasi ve siniflandiriimasi igin tek yontemin
kullanilmasi guvenilir bir sonu¢ vermemektedir. Molekuler tiplendirmede ozellikle
DNA’ya temel alan yontemlerde durum bdyledir. Bir c¢ok arastirici
mikroorganizmalarin siniflandiriimasinda birgok yéntem kullanarak bu ydntemlerin
toplu bir sekilde degerlendirme yoluna gitmistir (Kluytmans et al., 1995; Marquet-Van
Der Mee et al., 1995; Wieser and Busse, 2000). Yukarida bahsettigimiz yontemlerin
yani sira Ozellikle Staphylococcus aureus izolatlarinin tiplendiriimesinde kullanilan

diger yontemler arasinda; plazmid analizii, REP PCR, ERIC PCR, Kromozomal
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DNA’nin Restriksiyon Enzim Analizi (RFLP) ve Pulsed Field Jel Elektroforezi
sayllabilmektedir (Versalovic et al., 1991; Busch, 1999; Olive and Bean, 1999).

2.5.Filogeni

Filogeni molekuler tekniklerin yaygin ve onemli kullanim alanini olugturmaktadir.
Molekuler verilerin  filogenetik amach kullanimi sirasinda, eldeki verilerin
yorumlanabilmesinde filogenetik adaclarin ¢izimi gerekmektedir. Bunun igin de son

yillarda degigik bilgisayar programlari geligtirilmistir.

Filogenetik aga¢ olusturmak amaciyla kullanilan yontemlerden biri olan kimeleme
analizi (cluster analysis), ultrametrik bir aga¢ cizimi icin benzerlik (similarity) ya da
uzaklhk (distance) Uzerine geligtirilen bir grup yontemden olusmaktadir. Yoéntem
incelenen takson ya da molekuler ciftleri arasindaki iliskiyi temel almaktadir.
iigilenilen taksonun biitiin gruplari arasindaki benzerlik ve uzakliklar bir tablo halinde
verilmektedir. Benzerlik degerleri 1’den (tam benzer) 0’a (hi¢ benzemez) kadar
(%100, %0) olan bir skalada gosterilmektedir. Benzerlik katsayisi belirlendikten sonra
bu esitlikten elde edilen matriksler hazirlanarak matriksler Gzerinden kumeler
cizilmektedir. Benzerlik teriminin karsiti benzememezliktir (dissimilarity) ve degerleri
0-1 (%0-%100) olarak gosteriimektedir. Benzememezlik durumu daha ¢ok uzaklik
olarak ifade edilmektedir. Kimeleme analizinde benzerlik ve uzaklik verileri
kullanilarak, filogenetik aga¢c basamakli bir sekilde olusturulmaktadir. UPGMA
(unweighted pair group method using arithmetic averages/ aritmetik ortalamay:i
kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu) filogenetik analizlerde en sik kullanilan

kimeleme metodudur (Roderick and Holmes, 1998).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1.Caligmada Kullanilan Bakteriler

Bu ¢alismada; Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi'nin gesitli servislerinde
yatan hastalara ait kan, derin trakeal aspirasyon, puly, yara, kateter, burun ve idrar
iceren klinik orneklerden izole edilen Staphylococcus aureus suglari toplandi. Buna
ek olarak; su an yurutilmekte olan Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
0302601008 No’lu Arastirma Projesi'nde PCR-RFLP ve Pulsed Field Jel Elektroforezi
ile tiplendirilmesi yapilmis Staphylococcus aureus izolatlari da ¢alisma kapsamina
dahil edildi.

Bazi ornekler pozitif kontrol igin kullanildi. Bunlar; Staphylococcus aureus ATCC
29213, izolatlarin toplandidi hastaneden izole edilen Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus saprophyticus ornekleridir. Buna ek olarak; negatif kontrol ise RAPD-

PCR karigiminda genomik DNA yerine su konularak hazirlanmistir.

3.2.izolatlarin Saklanmasi

Koyun kanli agara tek koloni ekim vyapilarak kontrol edilen izolatlardan
kontaminasyonundan suphelenilenler, koloni  morfolojileri, gram boyasiyla
mikroskobik incelemeleri yapilarak, pigmentasyon, Mannitol Tuzlu Agar (MTA)
Besiyeri'nde gelisim, katalaz, koagulaz, DNAaz Testi yapilarak degerlendirildi (Sekil
3.1.). Bakteriler %10 gliserolli Brain Heart Inflzyon sivi besiyerine g¢ekilerek, 2 ayda

bir pasajlanarak g¢alisilan sure igerisinde -20° C’de saklandi.

Sekil 3.1. Staphylococcus aureus’un koloni morfolojisi.
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3.3.izolatlarin Teshisi

3.3.1. Kanh Agar - Hemoliz

Staphylococcus aureus izolatlari, %5 koyun Kanli Besiyeri'ne inokule edilerek

37°C’de bir gece boyunca inkiibasyona tabi tutuldu. inkiibasyon sonrasi izolatlarin

koloni morfolojilerine, pigmentasyonuna ve hemoliz tipine bakilarak degerlendirildi
(Arda, 2000; Bauer et al., 1974) (Sekil 3.2.).

4

Sekil 3.2. Staphylococcus aureus (a) ve Staphylococcus epidermidis (b) suslarinin
hemoliz tipi.

3.3.2. Gram Boyama

Kolonilerden temiz lam Uzerine bir damla serum fizyolojik kullanilarak preparat
hazirlandi. Preparatin gram boyama teknigine gore boyanmasindan sonra 1gik
mikroskobunun x100’lik objektifinde immersiyon yag: ile incelendi (Bilgehan, 1990)
(Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Staphylococcus aureus’un sk mikroskobunun x100’lUk objektifteki
goéruntusu.
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3.3.3. Mannitol Tuzlu Agar (MSA) Besiyeri’nde Mannitol Fermentasyonu

MSA Besiyeri'nde 37°C’de inkubasyon sonucunda; mannitolin fermente edilmesi

sonucu olusan asit besiyerinde bulunan pH indikatéra fenol kirmizisini kirmizidan

sarl renge donustirmesi halinde test sonucu pozitif olarak kabul edildi (Bauer et al.,
1974; Kaiser, 2005) (Sekil 3.4.).

W@

Sekil 3.4. Staphylococcus aureus (a-pozitif) ve Staphylococcus epidermidis
(b-negatif) izolatlarinin Mannitol Tuzlu Agar Besiyeri’'ndeki geligimi.

3.3.4. DNaz Agar Besiyeri’nde Deoksiriboniikleaz (DNase) Uretimi

DNAaz besiyerinde 37°C’de 18 saat inkubasyon sonucunda petriye 1N Hidroklorik
Asit (HCI) ilave edilmesi sonucu agik renkli bir bolge olusmasi test sonucunun pozitif
oldugunu gdsterdi (Collins et al., 2001) (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Staphylococcus aureus (a-pozitif) ve Staphylococcus epidermidis
(b-negatif) izolatlarinin DNaz Besiyeri’'ndeki geligimi.
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3.3.5. Koagiilaz Varhginin Saptanmasi

Bir gecelik Mannitol Tuzlu Agar kultirinden 2-3 koloni lam Uzerine alinarak Vi
sulandiriimis 0.5 ml plazma igerisine ilave edilmistir. Pihtilagsma olugsmasi halinde test

sonucu pozitif olarak degerlendirilmistir (Collins et al., 2001) (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. Staphylococcus aureus (a-pozitif) ve Staphylococcus epidermidis
(b-negatif) izolatlarinda koagulaz testi.

3.3.6. Katalaz Varliginin Saptanmasi

Nutrient Agar (NA) besiyerinde 24 saat gelistirilen bakteri klltGrinden 6ze yardimiyla
klguk miktarda lam Uzerine alinarak, Uzerine 2-3 ml %30 H,O; ilave edildi. Oksijen
cikisl gosteren hava kabarciklarinin olusmasi halinde test sonucu pozitif olarak
degerlendirildi (Foster, 1996; Collins et al., 2001) (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. Staphylococcus aureus (a-pozitif) ve Staphylococcus epidermidis
(b-negatif) izolatlarinda katalaz testi.

Yukarida s6z konusu edilen sonuglara ait fotograflar (Sekil 3.1. — 3.7. arasi) aksi
tarafimizdan belirtiimedigi takdirde Olympus Camedia C-5050 Zoom kullanilarak

tarafimizca gekilmigtir.
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3.4. Antibiyotipleme

3.4.1. Antibiyotiplerin Belirlenmesi

Antibiyotiplerin belirlenmesinde fenotipik bir 0Ozellik olan bakterilerin antibiyotik
paternleri esas alindi. Bu kapsamda; 6rneklerin 10 antibiyotik (Amoksisilin-Klavulonik
Asit, Gentamisin, Eritromisin, Oksasillin, Penisilin, Rifampin, Streptomisin,

Sulbaktam-ampisillin, Tetrasiklin, Vankomisin) igin duyarhliklari belirlendi.

izolatlarin antibiyotiklere duyarhliklari Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerinde agar
disk difizyon metodu ile Kirby-Bauer standart yontemi kullanilarak saptandi. Bir
gecelik BHI (Beyin Kalp Infiizyon) broth kiltiiri Mc Farland No:0.5 bulanikhigina
ayarlanarak MHA besiyeri yuzeyine ekuvyon ile inokule edildi. Yuzey kuruduktan
sonra degisik antibiyotik diskleri yerlestirilerek 35°C’de, normal atmosfer kogullarinda
16-18 saat (oksasilin ve vankomisin igin 24 saat) inklibasyon sonunda c¢aplari
Olculdu (Bauer et al., 1974; Kiehlbauch, 2000; Cekovska et al., 2005; CLSI, 2005).
Ayni paterni gosteren izolatlar ayni numarayla belirtilen antibiyotip grubuna dahil
edildi. izolatlar Cizelge 3.1.’de gésterilen CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institue) tarafindan dnerilen zon tablosu ile karsilastirilarak hassas ve direngli olarak
degerlendirildi (CLSI, 2005) (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1: CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institue) tarafindan 6nerilen
zon tablosu (CLSI, 2005).

Antibiyotik Adi ‘ Kodu ‘ Disk icerigi Zon gapi (mm)

[ S
Amoksisilin-Klavulonik Asit AMC 20/10 pg <19 12-14 =220
Eritromisin E 15 ug <13 14-22 223
Gentamisin CN 10 ug <12 13-14 215
Oksasilin OX 1 ug <10 11-12 213
Penisilin P 10 Unite <28 12-14 =29
Rifampin RA 5 ug <16 17-19 =20
Streptomisin S 10 ug <11 12-14 215
Sulbaktam-ampisillin SAM 10/10 pg <11 12-14 215
Tetrasiklin TE 30 pg <14 15-18 219
Vankomisin VA 30 pg <9 10-11 212

R; Resistant (direncli); I; Intermediate (orta derece hassas); S; Sensitive (hassas)
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3.4.2. Antibiyotiplerin Oraninin Belirlenmesi

Tiplerin belirlenmesinden sonra elde edilen antibiyotiplerin ¢alismada izole edilen

ornekler icerisindeki oranini saptamak amaciyla asagidaki formal kullanildi:

Antibiyotip gosteren ornek sayisi
Antibiyotip orani = X 100
TUm orneklerin sayisi

3.4.3. MRSA ve MSSA’larin Kullanilan Antibiyotiklere Diren¢ Oranlarinin
Saptanmasi

Calisma kapsamina alinan orneklerin antibiyotik hassasiyet sonuglari incelenerek

kullanilan antibiyotiklere karsi direng oranlari tek tek hesaplandi:

Antibiyotige direncli drnek sayisi
Antibiyotige direng orani = X 100
Toplam oOrnek sayisi

3.5.DNA izolasyonu

Toplanan 6érnekler 1.5ml’lik ependorf tiiplerde hazirlanan Brain Heart inflizyon sivi
besiyerine (pH 7.4+0.2) ekildi. 35°C’'de 24 saatlik inklibasyon sonucunda kulttrler
hazirlandi. Bu kultirlerden DNA izolasyonu; EZ-10 Spin Column Genomic DNA
Minipreps Kit (BioBasic) ile gergeklestirildi.

EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit protokolu :
1. 10°~10" bakteri oda sicakliginda 8.000 rpm 5 dakika santrifiij edildi.
SlUpernatan kismi tamamen uzaklastirildiktan sonra 200ul soguk Tris EDTA
tamponu eklendi (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. Santriflj islemi.

Hazirlanan bakteri kultirunden 200ul’'ye 400ul Digestion Sollisyonu eklendi.
Daha sonra 4ul Proteinaz K solisyonu (2mg/150ul) eklenerek 55°C’de 5

dakika inkiibasyona tabi tutuldu.

3. 260pl %100 etanol eklenerek iyice karistirildi.

Karisim 2ml hacimdeki kolonlara uygulandi (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. Karisimin uygulanacagi spin kolon.

5. 8.000 rpm’de 1 dakika santriflij edildikten sonra tlpteki sivi kisim uzaklastiridi.

9.

6. 500ul Yikama solusyonu eklenerek 8.000rpm’de 1 dakika santrifuj ediildi.

Yikama iglemi 1 kez daha tekrarlandiktan sonra tlpteki sivi kisim

uzaklastirildi.

. Yikama solusyonun kalintilarinin uzaklastirmak icin 1.000rpm’de birka¢ dakika

spin edildi.

EZ-10 kolonu 1.5ml hacimde temiz santrifij tipune yerlestirilerek 50ul Elution
Buffer kolondaki membranin merkezine uygulandi.

50°C’de 2 dakika inklibasyona tabi tutuldu.

10.10.000rpm’de 1 dakika santrifuj edilerek saf DNA elde edilmis oldu.
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3.6.RAPD-PCR

3.6.1. RAPD- PCR Reaksiyonu

RAPD-PCR (Rastgele Cogaltiimis Polimorfik DNA- Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
kosullarinin standardizasyonu igin oncelikle kullanilan genomik DNA, primer, tampon,
MgSO4, Taq Polimeraz'in farkli konsatrasyonlarini iceren kombinasyonlari 6n
deneylerle optimize edildi. RAPD PCR reaksiyon karigimi; 100mM KCI, 100mM
(NH4)2SO4, 200mM Tris HCI, %1 Triton X-100, 1mg/ml BSA, 2.5mM dNTP
(BioBasic), 2.0mM MgSO, (BioBasic), 3U Taq Polimeraz (BioBasic) ve 5uM
primerden (BioBasic) olugmaktadir (Cizelge 3.2.) (Sekil 3.10.).

Sekil 3.10. RAPD PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi.

Bu optimizasyonun ardindan, uygun konsantrasyonlardan olusan reaksiyon karisimi
yine uygun PCR (Eppendorf Thermal Cycler; Hamburg) programina tabii tutuldu
(Cizelge 3.2.). RAPD PCR dongusu; 95°C’de 2 dakika 6n denaturasyon, 94°C’de 1
dakika, 30°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika (45 dongu) ve 72°C’de 5 dakika son
uzama olacak sekilde uygulandi (Eppendorf Thermal Cycler, Hamburg) (Cizelge 3.3.)
(Sekil 3.10. ve 3.11.). Uygun reaksiyon karisimi ve uygun PCR programinin
saptanmasi sonrasi RAPD-PCR analizi i¢in kullanilacak olan primerler saptandi.
RAPD-PCR igin kullanilan bu primerler segiminde ise daha onceki yurt ici ve yurt disi
calismalar temel alinarak secildi. Calismada kullanilan primerlerin dizileri, Tm

dereceleri ve %GC oranlari Cizelge 3.4.‘te gOsterilmigtir.
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Sekil 3.11. PCR cihazi

Cizelge 3.2: RAPD-PCR reaksiyon karisimi.

Genomik DNA : 50 ng
Random primer : 5uM
20 mM MgSO, : 2mM
2.5 mM dNTP : 200 pM

Taq DNA Polimeraz : 3 U
10xPCR Tamponu  : 1x
Reaksiyon hacmi . 50 ul

Cizelge 3.3: RAPD PCR déngiisil.

95°C 2 dakika on denaturasyon

94°C 1 dakika denatlrasyon

28-34* °C 1 dakika anneling (‘;gngu
72°C 2 dakika uzama

72 °C 5 dakika son uzama

* Her bir primere ait baglanma sicakligi Cizelge 3.4’de gdosterilmigtir.



Cizelge 3.4: RAPD PCR reaksiyonunda kullanilan primerlerin dizileri, Tm dereceleri

ve % GC oranlari.

Primer Sekanslari (5°—3’)

B0043-1 1 ~AAGAGCCCGT
B0043-1 2 -~AGCGTCACTG
B0043-1 4 ~AGCAGCCTGC
B0043-1 6 -GTGGATGCGA
B0043-1 7 -GCGATCCCCA
B0043-1 9 -TCACGATGCA
B0043-1 10 -TCACGCTGCG
B0043-1 11 -AAGTCCGCTC
B0043-1 12 -CAATCGCCCT
B0043-1 13 -CGGATCGACA
B0043-1 14 -AATCGGGCAG
B0043-1 16-AATCGGGCGG
S19 —~ACCCCCGAAG

S21 -CAGGCCCTTC

S24 -AATCGGGCTG

S31 -CAATCGCCGT

S33 -CAGCACCCAC

S112 -ACGCGCATGT

S144 -GTGACATGCC

S211 -TTCCCCGCGA
S224 -CCCCTCACGA

S312 -TCGCCAGCCA

S252 -TCACCAGCCA
S1112 -TCTCACCGTC
S1452 - AAGAGGGCGT

Tm (°C)
32
32
34
32
34
30
34
32
32
32
32
34
34
34
32
32
34
32
32
34
34
34
32
32
32

%GC
60
60
70
60
70
50
70
60
60
60
60
70
70
70
60
60
70
60
60
70
70
70
60
60
60
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3.6.2. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Elektroforez tanklarini doldurmak ve agaroz jelin hazirlanmasi igin TBE (Tris-Borat-
EDTA; 10xTBE : 0.9M Tris, 0.9M Borik Asit ve 0.02M EDTA) tamponu kullanildi.
Erlenmayer igerisindeki elektroforez tamponuna, %1.6’lik konsantrasyonda olacak
sekilde toz agaroz eklendi. Tampon igindeki agaroz eriyene kadar mikrodalga firinda
tutuldu. Agaroz taneciklerinin mimkin olan en kisa surede erimesi saglandi (Sekil
3.12).

Sekil 3.12. Agarozun hassas terazide tartimi ve mikrodalga firinda eritilmesi.

Erlenmayer duzenli olarak karigtirilarak c¢epere yapisan taneciklerin ¢ozeltiye
katiimasi saglandi. Sicaklik yaklasik olarak 55°C olunca jele yatay elektroforez

tankina dokulmeden 6nce 5mg/ml’lik etidium bromur (Sigma) eklendi (Sekil 3.13.).

Sekil 3.13. Boyanin agaroz jele eklenmesi.
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Elektroforez dizenegi kurulduktan sonra, agaroz ¢ozeltisi taragin disleri arasinda ya
da altinda hava kabarciklari olmamasina dikkat edilerek kalibin icerisine dokuldu
(Sekil 3.14.).

Sekil 3.14. Agaroz jelin dokulmesi.

Jel, polimerize olduktan sonra igerisinde 1xTBE (pH 8.3) tamponu olan elektroforez
tankina yerlestirildi. 15 yl PCR drintne 5 pl ylUkleme boyasi (6X; Takara) ilave
edilerek ornekler toplam 20 yl hacimde olacak sekilde kuyucuklara yuklendi (Sekil
3.15.).

Sekil 3.15. Orneklerin agaroz jele yiiklenmesi

Ornekler 90 Volt sabit voltaj uygulanarak 5 saat yuritildi (Sekil 3.16.). Boya jelin
sonuna geldiginde elektroforez sonlandirildi. Daha sonra jel Gel Logic 200 Molecular
Imaging System gorintileme sistemi (Kodak, Rochester) tarafindan goérintilendi.
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Sekil 3.16. Yatay agaroz jel elektroforezi dizenegi.

Dendogramin elde edilmesi igin jellerdeki monomorfik (tum g¢esitlerde bulunan bant)
ve polimorfik (bazi cesitler bulunup bazilarinda bulunmayan) bantlar tespit edildi. ilk
asamada NTSYS-PC (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System)
versiyon 2.1 (Ronhlf, 2000) bilgisayar programinda NT-Edit versiyon 1.2f alt programi
kullanilarak, polimorfik olan bantlarin bant buyuklUkleri bilgisayara var (1) ya da yok
(0) seklinde girildi. Boylece daha sonraki asamalarda kullanilacak olan bant
matriksleri olusturuldu. Bir sonraki asamada SIMQUAL (Similarity for Qualitative
Data) alt programi kullanilarak gesitler arasindaki Dice esitligini temel alan benzerlik
matriksleri (similarity index) vyapildi. En son asamada SAHN (sequential,
agglomeritive, hierarchical and nested clustering) kimeleme alt programi ve bu
program iginde benzerlik matrikslerini temel alan UPGMA (unweighted pair group
method using arithmetic averages/ aritmetik ortalamayi kullanan agirliksiz ¢ift grup

metodu) algoritmasi kullanilarak gesitlere ait dendogramlar gizildi.
Yukarida s6z konusu edilen uygulamalara ait fotograflar (Sekil 3.8.-3.16. arasi) aksi

tarafimizdan belirtimedigi takdirde Olympus Camedia C-5050 Zoom kullanilarak

tarafimizca gekilmigtir.
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4. SONUCLAR
4.1.Calismada Kullanilan Bakteriler:

Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi'nin cesitli servislerinde yatan
hastalardan izole edilen Staphylococcus aureus suslari toplandi. Kan, derin trakeal
aspirasyon, puy, yara, kateter, burun ve idrar v.b gesitli klinik érneklerden izole edilen
MSSA ve MRSA suslarinin hastalara ait klinik érneklere gére dagilimlari belirlendi
(Sekil 4.1. ve 4.2.).

Calismamizda izole edilen 17 MSSA susundan 7’si puy, 3’0 idrar, 2’si kan, 1’i kateter,

1’i konjunktiva, 1’i burun, 1’i yara, 1’i derin trakeal aspirasyon kaynaklidir (Sekil 4.1.).

Klinik Ornek (MSSA) O Kateter

B Konjunktiva

6% 5% O Kan

18%
12% O Burun

B Ply
O Yara
mDTA
O idrar

6%

6% 6%

40%

MSSA; Metisilin Hassas Staphylococcus aureus, DTA; Derin Trekeal Aspirasyon.

Sekil 4.1. MSSA suslarinin hastalara ait klinik drneklere gore yuzde dagilimi.

Calismamizda izole edilen 30 MRSA susundan 6’si puy, 5’i kan, 3’U brons alveolar
lavaj, 3'U derin trakeal aspirasyon, 3’0 kateter, 2’si torasentez mayi, 2’si yara, 2’si
idrar, 1’i balgam, 1'i ameliyat materyali, 1’i bogaz salgisi, 1’i bogaz kaynaklidir
(Sekil 4.2.).
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@ Kateter
BT™M
OBAL

O Kan

B Balgam
10% | OPUy

MW Yara

O Ame.Mat.
mDTA

20% 3% B Bogaz Salgisi
O idrar

O Bogaz

Klinik Ornek (MRSA)

7% 3% 10%

3%

10%

3%
7%

MRSA; Metisilin Direncli Staphylococcus aureus, Ame. Mat.; Ameliyat Materyali,
BAL; Bronko Alveolar Lavaj, DTA; Derin Trekeal Aspirasyon, TM; Torasentez Mayi.

Sekil 4.2. MRSA suglarinin hastalara ait klinik 6rneklere gore yuzde dagilimi.

4.2.izolatlarin Teshis Sonuglan

incelenen izolatlardan; koloni morfolojileri ‘liziim salkimi’ seklinde olan gram pozitif,
beta hemoliz tipi gosteren Mannitol fermentasyonu, Katalaz Testi, Koagllaz Testi ve
Deoksiribonukleaz (DNAaz) Testi pozitif olan toplam 47 Staphylococcus aureus susu
saptandi ve kontrol susu olarak Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslari da ¢alisma kapsamina
alindi. Bu izolatlarin sayisi, uygulanan testler ve bu testlerin sonuglari Cizelge 4.1.de

verilmigtir.
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Cizelge 4.1: Stafilokok suslarinin toplu test sonuclari.

S
= X
_ 4 D
7 c|l.=| 0 —
g - 3 NSRS N o 2
g E | 2| B |35|8|3|&|yl2|BE 8
S 3 7 x e €E©o E 8 >S5 3
Z :0 c ] o o ol ®| ® 2
- m — c (%) £ = — O | ¢ c =)
1] (&) = I = E — > = é
[ = | 0|2 7
N B c 7r
= [
© =
=
D1 D.S.85 E Kateter Ant4
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D2 Bolum 72 K ™ Ant2
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D3 B.C.D.B. E Kan Ant2
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D4 K.B.B.S43 | E Balgam Ant1
+ AP |+ |+ |+ ]|+ |+
D5 B.C.D.B. E Puy Ant5
+ AP |+ |+ |+ ]|+ |+
D6 0.S.52 E Pay Ant1
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D7 Y.S.73 E Yara Ant1
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D8 0.S.52 E | Ame.Mat. Ant1
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D9 B.C.S.61 K DTA Ant5
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D10 D.S.85 E Kan Ant4
+ AP |+ |+ |+ ]|+ |+
D11 B.C.D.B E Bogaz Ant5
Salgisi |+ |[A [P |+ |+ |+ |+ |+
D12 B.C.S.51 K BAL Ant1
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D13 Y.S.73 K Pay Ant2
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D14 Y.S.73 E Kan Ant2
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D15 K.B.B.S43 | E BAL Ant3
+ AP |+ |+ |+ |+ ]|+
D16 D.S.85 E Puy Ant2
+ AP |+ |+ |+ ]|+ |+
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Cizelge 4.1 devam ediyor

5
s X
_ 2 1=
- . = > =¥ N =
£ E |8 B |3 B E|lElnlS|BlE s
5 = = = SIE|8|E|lS|B|E|E| 2
Z :0 c ) o o ol %| ® 2
- (01] 3 c o = E| & oO|v¥ | £ -
= o = T 5 8 3 X = g
© O 2 G| 2 B| <
N o c ®
& =
=
D17 Y.S.73 E Puy Ant3
+ AP |+ |+ ]|+ ]|+
D18 B.C.S.61 E Yara Ant3
+ AP+ |+ ]|+ ]|+ ]|+
D19 D.S.85 E BAL Ant1
+ APl + |+ |+ ]|+ ]|+
D20 P.S.32.0. E idrar Ant1
+ AP+ |+ |+ ]|+ | +
D21 B.C.D.B. K ™ Ant7
+ APl + |+ |+ ]|+ ]|+
D22 B.A.S. K DTA Ant2
+ AP+ |+ |+ ]|+ |+
D23 U.S.84 E idrar Ant3
+ AP+ ]|+ | +]|+ ]|+
D24 G.C.D.B. K DTA Ant4
+ | AIP|+ |+ |+ |+ | +
D25 U.s.84 K Kateter Ant6
+ APl + |+ |+ ]|+ ]|+
D26 B.C.S.51 E Kan Anté
+ AP+ |+ |+ ]|+ | +
D27 N.S.74 E Kateter Ant3
+ APl + |+ |+ ]|+ |+
D28 G.C.D.B. K Bogaz Anté6
+ AP+ |+ |+ ]|+ |+
D29 B.C.D.B. K Puy Ant1
+ AP |+ ]|+ | +]|+ ]|+
D30 D.D.B. E Kan Ant3
+ AP+ |+ ]|+ ]|+ ]|+
H1 Nefroloji K Pay Ant1
+ AP+ |+ |+ ]| +] -
H2 P.C.S. E Pay Ant1
+ AP+ |+ |+ |+ ]| -
H3 B.A.P. K | Konjunktiva Ant1
+ APl + |+ |+ ]|+ ] -
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Cizelge 4.1 devam ediyor

=
S £
_ 2 D
(72) C | o (72) —
o . 2l ol 228 |n|. B 2
£ E| & 2|58 ele|n288 8
3 2| g x| e|lE|lo|E| 8| | E|5| 3
Z 0| € [} ) olal ®| ® —
- m| s c| @ = E| R Ol v | € =
© o = | I S| 8|5 ¢ = c
E Ol 2|52 | <
N o c 5
5 =
=
H4 B.A.S. E Pay Ant1
+ AP+ |+ ]+ ]|+ -
HS Dermatoloji | E Burun Ant1
+ AP+ |+ ]+ ]|+ -
H6 D.S.52 K Pay Ant3
+ AP+ |+ ]+ ]|+ -
H7 Onkoloji K Py Ant4
+ AP+ |+ ]+ |+] -
H8 U.S.84 E idrar Ant3
+ AP+ |+ ]+ ]|+] -
H9 B.C.P-D K Pay Ant3
+ AP+ |+ ]+ |+] -
H10 B.C.P E Yara Ant3
+ AP+ | +]+]|+] -
H11 B.A.S. E Kan Ant5
+ |A|P|[+|+]+]|+] -
H12 B.A.S. E Kan Ant2
+ AP+ | +]+]|+] -
H13 B.AS. E idrar Ant2
+ AP+ |+ ]+ ]|+ -
H14 B.A.S. E | Kateter Ant2
+ AP+ | +]+]+] -
H15 Onkoloji K Pay Ant2
+ AP+ +]+]|+] -
H16 U.S.84 E idrar Ant3
+ AP+ |+ ]+ ]| +] -
H17 B.C.D.B. E DTA Ant2
+ AP+ |+ ]+ ]|+ -
*S.aureus
ATCC 29213 + AP+ |+ |+ [+ ]|+
* MRSE
-|IB|IP|-]|-1]-1]-1]H+
* MSSS
-|B|IP|-]-|-|+]-
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D; Metisilin Direngli Staphylococcus aureus, H; Metisilin Hassas Staphylococcus aureus, MRSE;
Metisilin Direngli Staphylococcus epidermidis, MSSS; Metisilin Hassas Staphylococcus saprophyticus.
D.S.; Dahiliye Servis, D.D.B.; Dahiliye Devamli Bakim, B.C.D.B; Beyin Cerrahi Devaml Bakim, Y.S;
Yanik Servisi, K.B.B.S.; Kulak Burun Bogaz Servisi, B.C.S.; Beyin Cerrahi Servisi, O.S.; Ortopedi
Servisi, N.S.; Néroloji Servisi, P.S.32.U; Pediatri Servis 32 Uroloji, G.C.S.; Genel Cerrahi Servisi,
B.A.S.; Biylk Acil Servis, U.S.; Uroloji Servisi, G.C.D.B.; Genel Cerrahi Devamli Bakim, P.C.S;
Plastik Cerrahi Servisi, B.A.P.; Bliyutk Acil Poliklinigi, B.C.P-D; Beyin Cerrahi Plk - D, B.C.P.; Beyin
Cerrahi Poliklinigi. Ame. Mat.; Ameliyat materyali, TM; Torasentez Mayi, BAL; Bronko Alveolar Lavaj,
DTA; Derin Trakeal Asp., A; Altin sarisi, B; Beyaz, P; Gram Ozelligi pozitif, +; Pozitif sonug, -; Negatif
sonug, Ant; MRSA igin antibiyotik duyarlilik patern tipi, Ant; MSSA icin antibiyotik duyarllik patern tipi,
*; Disk Difuzyon metodu ile metisilin direngliligi, **; ilgili suslar toplu degerlendirmeye alinmamigtir.

4.3. Antibiyotiplerin Belirlenmesi

Bakterilerin CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institue) tarafindan Onerilen
antibiyotikler igerisinden secilen 10 antibiyotik (Amoksisilin-Klavulonik Asit,
Eritromisin, Gentamisin, Oksasillin, Penisilin, Rifampin, Streptomisin, Sulbaktam-
ampisillin, Tetrasiklin ve Vankomisin) icin olusturduklari direng paternleri Disk
Difuzyon (Kirby-Bauer) Yontemi ile saptandi ve Cizelge 4.2. ve 4.3.’te 47 izolatin

antibiyotik duyarlilik sonuglari 6zetlendi.

Cizelge 4.2: Metisilin hassas Staphylococcus aureus suslarinin antibiyotik duyarlilik
sonuglari.

SUSNO AMC E GM OX P RA S SAM TE VA Antibiyotipler

H1 D H H H D H H H H H Ant1
H2 D H H H D H H H H H Ant1
H3 D H H H D H H H H H Ant1
H4 D H H H D H H H H H Ant1
H5 H H H H D H H H D H Ant6
H6 H H H H D H H H H H Ant3
HZ H H H H H H H H H H Ant4
H8 H H H H D H H H H H Ant3
H9 H H H H D H H H H H Ant3
HI0O H H H H D H H H H H Ant3
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Cizelge 4.2 devam ediyor
SUSNO AMC E

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

D

D

H

H

GM OX
H H
H H
H H
H H
H H
H H
H H

RA

SAM TE VA Antibiyotipler

H

H

D

D

H

H

Ant5

Ant2

Ant2

Ant2

Ant2

Ant3

Ant2

Cizelge 4. 3 : Metisilin direngli Staphylococcus aureus suslarinin antibiyotik duyarlilik

sonuglari.

SUSNO AMC E GM OX P RA S SAM TE VA Antibiyotipler
D1 D H D D D D D H D H Ant4
D2 D H D D D D D D D H Ant2
D3 D H D D D D D D D H Ant2
D4 D D D D D D D H D H Ant1
D5 D D D D D H D H D H Ant5
D6 D D D D D D D H D H Ant1
D7 D D D D D D D H D H Ant1
D8 D D D D D D D H D H Ant1
D9 D D D D D H D H D H Ant5
D10 D H D D D D D H D H Ant4
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Cizelge 4.3 devam ediyor

SUSNO AMC E GM OX P RA S SAM TE VA Antibiyotipler
D11 D b D D D H D H D H Antd
D12 D b D D D D D H D H Ant1
D13 D H D D D D D D D H Ant2
D14 D H D D D D D D D H Ant2
D15 D b D D D D D D D H Ant3
D16 D H D D D D D D D H Ant2
D17 D b D D D D D D D H Ant3
D18 D b D D D D D D D H Ant3
D19 D b D D D D D H D H Ant1
D20 D b D D D D D H D H Ant1
D21 D b D D D H D D D H Ant7
D22 D H D D D D D D D H Ant2
D23 D b D D D D D D D H Ant3
D24 D H D D D D D D D H Ant4
D25 D b D D D D D I D H Ant6
D26 D b D D D D D I D H Ant6
D27 D b D D D D D D D H Ant3
D28 D D D D D D H I D H Ant8
D29 D b D D D D D H D H Ant1
D30 D b D D D D D D D H Ant3

D; Direngli, H; Hassas, Ant; Metisilin Hassas S.aureus igin antibiyotip tipi, Ant; Metisilin Direngli S.aureus
icin antibiyotip tipi, AMC; Amoksisilin-Klavulonik Asit, GM; Gentamisin, E; Eritromisin, OX; Oksasillin,
P; Penisilin, RA; Rifampin, S; Streptomisin, SAM; Sulbaktam-ampisillin, TE; Tetrasiklin, VA;
Vankomisin.

39



4.3.1. Antibiyotiplerin Oraninin Belirlenmesi

Elde edilen paternlerin karsilastirilarak ayni paterni gosteren izolatlar ayni numara ile
belirtildi. Bunun sonucunda MSSA igin 6, MRSA icin ise 8 ayri antibiyotik direng profili
Bolum 3.4.2°deki formul kullanilarak belirlendi (Cizelge 4.4. ve 4.5.).

Cizelge 4. 4 : MSSA'larin antibiyotik duyarlilik profilleri ve antibiyotip dagilimlari.

ANTIBIYOTIK DIRENGC PROFiILi (MSSA)
Antibiyotip Oran (%)

AMC E CN OX P RA S SAM TE VA n=17
D H H H D H H H H H Ant1 23,5
D H H H D H H H D H Ant2 29,4
H H H H D H H H H H Ant3 29,4
H H H H H H H H H H Ant4 5,9
D H H H D H D H D H Ant5 5,9
H H H H D H H H D H Ant6 5,9

AMC; Amoksisilin-Klavulonik Asit, E; Eritromisin, G; Gentamisin, O; Oksasilin, P; Penisilin,
R; Rifampin, S; Streptomisin, SAM; Sulbaktam-ampisillin, T; Tetrasiklin, V; Vankomisin, D;Direngli,
H;Hassas.

Cizelge 4. 5 : MRSA'larin antibiyotik duyarlilik profilleri ve antibiyotip dagilimlari.

ANTIBIYOTIK DIRENG PROFiILi (MRSA)
Antibiyotip Oran (%)

AMC E CN OX P RA S SAM TE VA n=30
D D D D D D D H D H Ant1 26,6
D H D D D D D D D H Ant2 20,0
D D D D D D D D D H Ant3 20,0
D H D D D D D H D H Ant4 10,0
D D D D D H D H D H Ant5 10,0
D D D D D D D I D H Ant6 6,6
D D D D D H D D D H Ant7 3,3
D D D D D D H I D H Ant8 3,3

AMC; Amoksisilin-Klavulonik Asit, E; Eritromisin, G; Gentamisin, O; Oksasilin, P; Penisilin,
R; Rifampin, S; Streptomisin, SAM; Sulbaktam-ampisillin, T; Tetrasiklin, V; Vankomisin, D;Direncli,
H:Hassas, I; lliml1.
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4.3.2. MRSA ve MSSA’larin Kullanilan Antibiyotiklere Diren¢ Oranlarinin

Saptanmasi

Calisma kapsamina alinan MSSA o6rneklerinin test edilen antibiyotiklere kargi direng
oranlari sirasiyla; Amoksisilin-Klavulonik Asit i¢in %59, Penisilin i¢cin %94, Tetrasiklin
icin %41, Streptomisin ve Sulbaktam-ampisillin igin %6, Eritromisin, Gentamisin,
Rifampin ve Vankomisin i¢in %0 olarak belirlenirken; MRSA &rneklerinin test edilen
antibiyotiklere karsi direng oranlari ise sirasiyla; Amoksisilin-Klavulonik Asit,
Gentamisin, Penisilin ve Tetrasiklin i¢in %100, Streptomisin i¢in %97, Sulbaktam-
ampisillin i¢in %50, Eritromisin i¢in %70, Rifampin igin %86 ve Vankomisin i¢in %0
olarak Bolim 3.4.3.’teki formul kullanilarak belirlendi. Bu oranlar Sekil 4.3’te

Ozetlenmistir.

MSSA ve MRSA'larda direng orani

120
100
80

OMSSA %R

60 m MRSA %R

40

Direng Orani (%)

20

AMC E CN OX P RA S SAM TE VA
Antibiyotikler

AMC; Amoksisilin-Klavulonik Asit, GM; Gentamisin, E; Eritromisin, OX; Oksasillin, P; Penisilin, RA;
Rifampin, S; Streptomisin, SAM; Sulbaktam-ampisillin, TE; Tetrasiklin, VA; Vankomisin.

Sekil 4. 3. MSSA ve MRSA'larda direng orani.
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4.4.RAPD PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Gériintiilenmesi

Calisma kapsaminda Staphylococcus aureus suglari RAPD-PCR analizinde 25 farkl
RAPD primeri ile tarandi. RAPD-PCR analizlerinden elde edilen jel goruntileri Sekil
4.4. — 4.27. arasinda verildi. RAPD-PCR analizleri sonucu rastgele primerlerin

olusturdugu monomorfik ve polimorfik bant sayilari saptandi (Cizelge 4.6.).

SA SE SS H1 H2 H3 H4 H5 HE6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

M Dé D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4. 4. B0O043-1 1 primeri kullanilarak elde edilen PCR urunlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekdiler agirlik markeri (BioBasic).
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SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

L]
[

D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.5. BO043-1 2 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urunlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

L SA SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 HT1 H12 H13 H14 H15 H16 D2 D3 D4 D5 NK

—
—

| |

LU |

D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.6. BO043-1 4 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urunlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekdiiler agirlik markeri.
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M SA SE SS H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 HE8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

M D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.7. BO043-1 6 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urunlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17

D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28
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Sekil 4.8. B0O043-1 7 primeri kullanilarak elde edilen PCR urUnlerinin agaroz jeldeki
gOruntasu.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suglari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekdiiler agirlik markeri.
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SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D! D2 D3 D4 D5 NK

M Dé D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

f— f— —
L e —

Sekil 4.9. B0O043-1 9 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urunlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SE SS H1 HZ H3 H4 H5 HE6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 Dt D2 D3

|
D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

-— [ —
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Sekil 4.10. BO043-1 10 primeri kullanilarak elde edilen PCR UrUnlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekiiler adirlik markeri.
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M SA G S H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D* D2 D3 D4 D5 NK

D7 D8 D9 D10 D11 D12 D413 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.11. B0O043-1 11 primeri kullanilarak elde edilen PCR UrUnlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

M D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

M SA . SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3

Sekil 4.12. B0043-1 12 primeri kullanilarak elde edilen PCR UrUnlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekdiiler agirlik markeri.
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SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D* D2 D3 D4 D5 NK

D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK
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Sekil 4.13. B0043-1 13 primeri kullanilarak elde edilen PCR UrUnlerinin agaroz jeldeki
goruntausu.

M SA SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

——w——‘—ﬂ-—-— ~

D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.14. B0043-1 14 primeri kullanilarak elde edilen PCR urUnlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekiiler adirlik markeri.
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M SA SE S8 H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK
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D7 D& D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22. D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.15. B0043-1 16 primeri kullanilarak elde edilen PCR UrUnlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

SA SE SS H1 H2 H3 H4 HS5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

— =
| —]

| .l -—
E—
-— —

Dé D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.16. S19 primeri kullanilarak elde edilen PCR drunlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekiiler adirlik markeri.
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M SA SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

M D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D28 D30 NK

Sekil 4.17. S21 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urlnlerinin agaroz jeldeki
gOruntasu.

H2 H3 H4 H5 HE H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

—=EEEE==EE=.

Sekil 4.18. S24 primeri kullanilarak elde edilen PCR drunlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekdiiler agirlik markeri.
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M SA SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.19. S31 primeri kullanilarak elde edilen PCR drunlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

M SA SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.20. S33 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urunlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direncli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekdiiler agirlik marker.
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D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

S B Rl 11 e
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ss H1 H2 H3 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

Sekil 4. 21. S112 primeri kullanilarak elde edilen PCR durlnlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

M SA SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 Hs H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.22. S144 primeri kullanilarak elde edilen PCR Urlnlerinin agaroz jeldeki
goruntasu.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direncli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekdiiler adirlik markeri.

51



M SA SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.23. S224 primeri kullanilarak elde edilen PCR urlnlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

SA SE ss H1 H2 H3 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

Dé D7 D& D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.24. S252 primeri kullanilarak elde edilen PCR urlnlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekdiiler agirlik markeri.
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SE Ss H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

B Py — — — —
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D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

— — — — ——— —————— N W——— — — —

Sekil 4.25. S312 primeri kullanilarak elde edilen PCR urlnlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

M SA SE S8S H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK

D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.26. S1112 primeri kullanilarak elde edilen PCR durlnlerinin agaroz jeldeki
goruntusu.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekdiiler adirlik markeri.
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M SA SE SS H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1 D2 D3 D4 D5 NK
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M D6 D7 D8 D9 D10 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30 NK

Sekil 4.27. S1452 primeri kullanilarak elde edilen PCR urunlerinin agaroz jeldeki
goruntusa.

SA; Staphylococcus aureus, SE; Staphylococcus epidermidis, SS; Staphylococcus saprophyticus, H1-
17; Hassas Staphylococcus aureus suslari, D1-30; Direngli Staphylococcus aureus suslari, NK;
Negatif kontrol, M; 100 b¢ DNA molekiiler adirlik markeri.
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Kullanilan 25 primerden 15'i Staphylococcus aureus suslarinin analizinde
tekrarlanabilirlik ve guvenilir polimorfik RAPD-PCR urunleri verirken, primerlerden 9'u
(B0043-1 2, BO043-1 7, B0O043-1 10, B0043-1 14, B0043-1 16, S19, S24, S33, S312)
pozitif kontrol olan Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis
ve Staphylococcus saprophyticus érnekleri dikkate alindiginda cins dizeyinde ayirim
yapamadigl goruldu. Primerlerden sadece S211 ile galisilan 50 adet genotipin
higbirinden PCR Urunu elde edilememisgtir.

Yurt ici ve yurt digi literatlr taramasi yapilarak yapilan ¢alismalarda birgok primerin
taranmasi sonucu secilen primerler calisma kapsamimiza alinmisti. Bunlarin
icerisinden; B0043-1 2 primerinin S.aureus ve S.saprophyticus suslarinda (Sekil
4.5.), B0043-1 10, S19 ve S24 primerlerinin S.aureus ve S.epidermidis suslarinda
(Sekil 4.10., 4.16. ve 4.18.), BO043-1 14 ve B0043-1 16 primerlerinin S.epidermidis
ve S.saprophyticus suslarinda (Sekil 4.14 ve 4.15) ve B0043-1 7, S33 ve S312
primerlerinin S.aureus, S.epidermidis ve S.saprophyticus suglarinda (Sekil 4.8., 4.20.
ve 4.25.) ayni profili gosterdiginden bu primerler elenmistir. Bu sonuglar ile ilgili bant

matriksleri EK-1’de gosterilmigtir.

Kullanilan primerlerin analizi sonucunda en yuksek polimorfizm orani %100 iken en

dusuk polimorfizm orani %72,7 olarak saptandi (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4. 6 :
sayllari.
o

1 B0043-1 1
2 B0043-1 2
3 B0043-1 4
4 B0043-1 6
5 B0043-17
6 B0043-19
7 B0043-1 10
8 B0043-1 11
9 B0043-1 12
10 BO0043-113
11 B0043-1 14
12  B0043-1 16
13  S19
14  S21
15  S24
16 S31
17  S33
18  S112
19 S144
20 S21
21 S224
22  S252
23  S312
24 S1112
25  $S1452

Sekans

AAGAGCCCGT
AGCGTCACTG

AGCAGCCTGC
GTGGATGCGA
GCGATCCCCA
TCACGATGCA

TCACGCTGCG
AAGTCCGCTC

CAATCGCCCT

CGGATCGACA
AATCGGGCAG
AATCGGGCGG
ACCCCCGAAG
CAGGCCCTTC
AATCGGGCTG
CAATCGCCGT

CAGCACCCAC
ACGCGCATGT
GTGACATGCC
TTCCCCGCGA
CCCCTCACGA
TCACCAGCCA
TCGCCAGCCA
TCTCACCGTC

AAGAGGGCGT

Toplam bant
sayisi

13

18
13
18
13
12
19
13
14
12
11
14
12
14
10
13
15
15

13
14
12
11
15

Monomorfik bant

O W N -~ OO OO0 OO0 W  ~0 ~ 0 OO0 O »~ A~ OO0 o o o

sayisi

Polimorfik bant
sayisl

13
10
18
13
18
12
11
19
13
14
12
10
14
11
11
10
13
15
15

13

13

10

15

% Polimorfizm

100
100
100
100
100
92,3
91,6
100
100
100
100
91
100
91,6
78,6
100
100
100
100

100
93
83,3
72,7
100

Rastgele primerlerin olusturdugu monomorfik ve polimorfik bant
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4.5. Kiimeleme Analizi Sonugclar

Polimorfik primerlerden olusan bant indekslerinin var ya da yok seklinde veri bilgisinin
kullaniimasiyla elde edilen ve Dice esitligi ile olusturulan benzerlik matriksine ait
degerler Ek2’'de gosterilmigtir. Cins duzeyinde ayirim yapamayan primerlerin
elenmesine ek olarak NTSYS-pc 2.1 ile her bir primer igin ayri ayri harita gizilerek
primerler tek basina degerlendirildi. Elde edilen dendogram sonuglari ile fenotipik ve
antibiyogram sonuglari paralellik gdsteren primerler analiz i¢in segildi. Bunun
sonucunda; B0043-1 6, B0043-1 11, B0043-1 13, S31 ve S144 primerleri dendogram
ciziminde toplu olarak degerlendirildi. Bu verilere gore tum ornekler igerisinde en
dusuk benzerlik orani 0.1142 degeri ile Staphylococcus saprophyticus ve H9, en
yuksek benzerlik orani ise 0.9565 degeri ile H1 ve H2 drnekleri arasinda bulundu.
Staphylococcus saprophyticus ve H9 birbirine en uzak 6rnekler, H1 ve H2 ise

birbirine en yakin drnekler olarak tespit edildi.

Metisilin hassas Staphylococcus aureus ornekleri dikkate alindiginda en dusuk
benzerlik orani 0.4000 degeri ile H10 ve H14, en yuksek benzerlik orani 0.9565
degeri ile H1 ve H2 drnekleri arasinda bulunurken; metisilin direngli Staphylococcus
aureus ornekleri dikkate alindiginda ise en dusuk benzerlik orani 0.4545 degeri ile
D9 ve D11, en yuksek benzerlik orani 0.8888 degeri ile D23 ve D27 &rnekleri

arasinda bulundu.

Dice esitliginden elde edilen benzerlik degerleri temel alinarak olusturulan
dendogram bilgilerine gore calisilan drneklerin iki ana gruba ayrildigi gérulda (Sekil
4.28). Grup?’i yalnizca S.epidermidis ve diger S.aureus Ornekleri olustururken
GrupZ2'yi yalnizca S.saprophyticus drneginin olusturdugu goruldu. Grup1’in yine kendi
icerisinde 2 alt gruba ayrildig1 ve bu alt gruplardan birini metisilin hassas 6rnekler

olustururken diger grubu ise metisilin direngli suslarin olusturdugu goérulda.
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Coefficient

Sekil 4. 28. UPGMA metoduyla olusturulan ve Staphylococcus aureus Ornekleri arasindaki genetik iligkiyi gosteren dendogram.
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5. TARTISMA

Staphylococcus aureus insanda hastalik etkeni olarak sik rastlanan, virulansi yuksek
bir mikroorganizmadir. 1950’li yillarda birgok antibiyotige diren¢ kazanmis ve 1961
yihinda ise metisiline karsi direngli Staphylococcus aureus susglarinda ¢oklu antibiyotik
direnci problemi ortaya c¢iktigi bilinmektedir. (Tambic et al., 1997; Gunaydin et al.,
2002). Son yillarda vankomisin direngliliginin bildiriimeye baslanmasi MRSA
enfeksiyonlari ile mucadelede ciddi endiselere neden olmaktadir (William et al., 1997,
Onasanya et al., 2003).

Bircok antibiyotige direnclilik gosteren Metisilin direngli Staphylococcus aureus
1980’li yillardan sonra hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda dnemli bir sorun haline
gelmistir. Dinya Saghk Orgiti verilerine goére, hastanede yatarak tedavi géren
yaklasik 10 hastadan birinde hastane enfeksiyonu ortaya ¢ikmaktadir (Mayon-White
et al., 1988; Onasanya et al., 2003). Coklu direnglilige sahip suslarin neden oldugu
bu tip enfeksiyonlari tedavi etmek icin daha genis spektrumlu ve genellikle daha
pahali antibiyotikler kullanmak gerekmektedir (Citak ve Karagocuk, 2004). Hastane
enfeksiyonlari, bilindigi GUzere klasik enfeksiyonlardan daha agir seyreden, tedavisi
oldukca guc¢ ve tedavi maliyeti de bir o kadar yuksek enfeksiyonlar olmaktadir.
Ornegin; Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan bir ¢alismada, hastane
enfeksiyonu nedeniyle hastalarin hastanede yaklasik 20 gin daha fazla kaldigi ve

hasta basina maliyetin 1582 dolar artti§i gésterilmistir (Yalgin et al., 1997).

Gunumuzde MRSA ile enfekte olgularin tedavisi ancak; nadiren etkili olan birka¢
antibiyotik disinda, glikopeptid grubu olarak adlandirilan ve sadece damar i¢i yoldan
uygulanabilen vankomisin ve teikoplanin adli iki antibiyotikle mumkun olabilmektedir.
Diger onemli bir husus ise, uygun dozda kullanilsa bile vankomisinin, hastada mevcut
MRSA kolonizasyonunu ortadan tamamen kaldiramamasidir; yani MRSA
enfeksiyonu oldugu igin etkin olarak tedavi edilen bir hastanin tedavi bitiminden sonra

da bu bakteri ile kolonize olma olasili§i bulunmaktadir (Haznedaroglu, 2007).

Staphylococcus aureus’un yayilmasini dnleme, enfeksiyon kaynagini saptama ve
ortadan kaldirilmasina iliskin c¢alismalar, kdkenlerinin dogru tanimlanmasini ve

tiplendirmeleri gerekmektedir (Tenover et al., 1994). Staphylococcus aureus
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izolatlarinin  tanimlanmasinda kullanilan fenotipik ydntemler arasinda, besin
gereksinimleri, izoenzim tiplendirme, faj tiplendirme, antibiyotik duyarhlik testleri, yag
asiti analizi, multilokus enzim elektroforezi ve protein igeriklerinin analizi olarak
siralanabilmektedir. Gunumuzde bu tekniklerin, PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ve PCR
(Polymerase Chain Reaction) gibi nukleik asite dayali yontemlerle birlikte
kullaniimasi tercih edilmektedir (Tenover et al., 1994; Marguet-Van Der Mee et al.,
1995; Wieser and Busse, 2000; Onasanya et al., 2003). Calismalarda DNA temel
alinarak yapilan genetik tiplendirme metotlari klasik fenotipik yéntemlere gére ¢ok
daha dogru ve hizli cevap vermesi nedeniyle Ozellikle mikrobiyolojide patojen
organizmalarin tanimlanmasinda uygulanmaya baslanmigtir (Tenover et al., 1994;
van Belkum et al., 1995).

Fenotip tiplendirme yontemlerinden biri olan Antibiyogram iyi bir sekilde standardize
edilmig bir yontemdir. Ancak ayirim gucu iyi olmamasi ve antibiyotik direnglilik
genlerini iceren plazmidlerin transformasyonu gibi durumlarla hizlica degdiskenlik
gOsterebilmektedir. Bu baglamda tiplendirme igin tek basina yeterli olamamakta ve
diger calismalar ile birlikte degerlendirildiginde anlamli sonuglar elde edilebilmektedir
(Busch and Nitschko, 1999).

Calismamizda izolatlar; fenotip metot olarak bugln rutin pratikte mikroorganizmalar
arasindaki iligkileri belirlemede en sik kullanilan ydntem olan antibiyotik profilleri ve
genotip metot olarak da RAPD PCR ile tiplendirildi.

RAPD PCR metodunun avantajlari olarak; amplifikasyon igin kullanilan kisa primer
dizilerinin ticari olarak bulunabilirligi ve kolay sentezlenebilirligi, agaroz jel
elektroforezi ile belirgin bir ayirimin yapilabilirligi ve bu teknik igin genel PCR
yontemlerine kiyasla spesifik ekipmanlara ihtiyag olmamasi sayilabilmektedir. RAPD-
PCR’1 biyokimyasal yontemlerle karsilastiracak olursak; bu ydntemin ekonomik,
basit, daha duyarli ve olduk¢a hizli oldugunu séylemek mumkindir (van Leeuwen et
al., 1996; Onasanya et al., 2003).
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Calismamizda test edilen antibiyotiklere karsi direng oranlari metisilin direncine goére
degerlendirildiginde; MSSA orneklerinde diren¢ oranlari diusik MRSA o6rneklerinde
ise bu oranlar yuksek bulunmustur (Sekil 4.3.). Hasbek ve ark. (2002) tarafindan
yapilan c¢alisma da bizim calismamizdan elde ettigimiz sonuglar ile paralellik

gOstermektedir.

Calismada izole edilen MSSA ve MRSA odrneklerinin antibiyotik direng profilleri
incelendiginde ise; MSSA suslarinin %94’Gnin, MRSA suslarinin ise %100’4ndn
penisilin’e direngli olduklari saptanmistir (Sekil 4.3.). Elde edilen bu sonuglar Glkemiz
literatlirinde de bildirilen sonuglarla benzerlik tagimaktadir (Aydin vd., 2001; Sacilik,
1998). S.aureus’larda CLSI oOnerilerine gore penisilin ve oksasilin veya metisilin
direncinin saptanmasi tum B-laktam ajanlari igin yorum yapilabilmesini saglamaktadir
(CLSI, 2005). Dolayisiyla farkh servislerden toplanmis olan MRSA 6rneklerinin de
tum B-laktam antibiyotiklere (penisilin, seflosporinler, karbanepemler) direngli oldugu
sOylenebilmektedir. Calismamizda; MRSA orneklerinde penisilin  ve metisilin
direncinin yani sira taranan diger antibiyotiklere de yUksek oranda diren¢ tespit
edilmistir (Sekil 4.3.). Bu nedenle de olasi enfeksiyonlarda tedavi segenekleri de son
derece kisitli olmaktadir. Elde edilen sonuglar MRSA enfeksiyonlarinin kontrolline ve

onlenmesine yonelik galismalarin Gnemini bir kez daha vurgulamaktadir.

MRSA’larin direng gelistirdigi diger bir grup ise aminoglikozid antibiyotiklerdir.
Aminoglikozidlere karsi direng artisinin yani sira, birden fazla aminoglikozide karsi
diren¢ de gozlenmigtir (Cizelge 4.3 ve 4.5.). 1995 yilinda yapilan bir calismada da
benzer bir sonu¢ bulunmustur (Arslan, 1995). Calismamizda MRSA'larda
aminoglikozid antibiyotiklerden streptomisin ve gentamisin incelenmis ve her iki
antibiyotige de direng gelistiren suslara rastlanmistir (Cizelge 4.3.). Bu durum da
aminoglikozidlerin bu tip enfeksiyonlarda tek ila¢ olarak kullaniimamasi gerektigini

ispatlamaktadir.

MRSA'larda dikkat c¢eken diger bir durum ise aminoglikozid grubuna giren
antibiyotiklere (streptomisin / gentamisin) ve rifampin antibiyotigine karsi gelistirdikleri
diren¢c oraninin onceki yillara gore artig gostermesidir. Arslan (1995) tarafindan
yapilmis olan bir ¢alismaya gore MRSA’larda gentamisine diren¢ %61, rifampine

direngc %26, Mentes (1995) tarafindan bir baska calismada gentamisine direng
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%90.5, rifampine direng %66.7 bulunurken bizim ¢alismamizda bu degerler sirasiyla
%100 ve %86 seklindedir (Sekil 4.3.). Goruldugu gibi galismamizda; bu ki
antibiyotige karsi gorulen direnglilik de@erleri literatir sonuglarina gore daha yuksek
oranda saptanmis olup; bu bulgu da galismamizda kullanilan suslarin aminoglikozid
grubuna giren antibiyotiklere ve rifampin antibiyotigine karsi artan bir direnglilik

gosterdigi belirtilebilmektedir.

Farkli servislerden toplanan izolatlardan elde edilen antibiyogram sonuclari, butin
izolatlarin vankomisine duyarli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.2. ve 4.3.). Elde
edilen bu sonug literattr ile uyumlu bulunmustur (Arslan, 1995; Diler ve Kocabeyoglu,
1998; Sacilik, 1998; Citak ve Karagocuk, 2004). Bugune kadar vankomisine direngli
izolatin bulunamamasi bu antibiyotigin stafilokoklara karsi kullanimini arttirmistir.
Metisilin de onceleri stafilokoklar igin ideal bir antibiyotik olarak nitelendirilmis ancak
kullanima girmesinden ¢ok kisa bir stre sonra metisilin direncli suslar ortaya ¢ikmigtir
(Tanir, 1999). Bu tip suslarin artigsindaki neden bilindigi gibi direncin plazmid kokenli
olmasidir. Plazmid kokenli direngliliklerin bakteriler arasi gegisinin daha kolay olmasi
nedeniyle yine plazmid kokenli vankomisin direngliliginin de enterokoklarda oldugu
gibi ileride Staphylococcus aureus igin de tehlike olusturabilecegi duislncesi akla
gelmektedir (Yuce, 2001).

RAPD PCR analizi sonucunda; ¢alismada kullanilan rastgele segilmis 25 primerden
sadece S211 ile higbir 6rnekte PCR Urunu elde edilemezken primerlerden 9’unun
(B0043-1 2, BO043-1 7, B0O043-1 10, B0043-1 14, B0O043-1 16, S19, S24, S33, S312)
pozitif kontrol ornekleri arasinda cins duzeyinde ayirim yapamadigi goruldu (Sekil
45.,4.8.,410.,4.14.,4.15.,4.16.,4.18., 4.20. ve 4.25.).

Calismamizda; S312 primeri pozitif kontrol olarak kullanilan Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus saprophyticus
orneklerinde ayni profili gosterirken (Sekil 4.25), S312 primerinin kullanildigi
Onasanya ve ark. (2003) tarafindan yapilan insan, bitki ve hayvan kokenli
Staphylococcus aureus oOrneklerinin kullanildigi bir galismada; primerin oOrnekleri
insan ve bitki-hayvan kokenli olmak Uzere iki ana gruba ayirabildigi ileri surtlmastuar.

Fakat insan kokenli orneklerin kendi icerisinde bir anlam ifade edip etmedigi
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calismada belirtiimemistir. Bu da bize S312 primerin S.aureus 6rneklerinin kendi

icerisinde ayrimi yapilmasi igin kullanilmamasi gorusunu desteklemektedir.

Klmeleme analizi sonucu elde edilen dendogram bilgilerine gore érneklerin iki ana
gruba ayrildigi, Grup?’in vyalnizca S.saprophyticus’tan olustugu gortlmustar.
Antibiyogramdan elde edilen sonuglara gore metisilin hassas ve direngli ayrimi
yapilan suslarin dendogram sonucunda da Grup 2’de kendi igerisinde ayni alt grupta
toplandigr gorulmustur (Sekil 4.28). Metisilin hassas ve direncli 6rneklerin 4 farkl
primer ile RAPD analizinin yapildigi benzer bir galismada; analiz sonucu metisilin
hassas ve direncli 6rneklerin bizim ¢aligmamizdaki gibi iki ayri alt grupta toplanmasi

calismamizla paralellik gostermektedir (Neela; 2005).

Calisma kapsamindaki orneklerin antibiyotip paternleri karsilastirildiginda; MSSA
orneklerinde 6, MRSA 6rneklerinde ise 8 farkli patern belirlenmistir (Cizelge 4.4 ve
4.5). Buna gore, incelenen suslardan MSSA icin %29,4 oraniyla iki baskin tip (Ant
tip2 ve tip3), MRSA i¢in ise %26,6 oraniyla bir baskin tip (Ant tip1) elde edilmigtir.
PCR analizinde; B0043-1 6, B0043-1 11, B0043-1 13, S31 ve S144 primerlerinin
bant matriksleri kullanilarak ¢izilen dendogram sonuglarinda orneklerin ayni
antibiyotip paternine sahip olmasinin yani sira ayni klinik izolattan kdken alip
almadigi benzerlik oranini etkilemektedir. Metisilin hassas Orneklerden benzerlik
orani en yuksek olan H1 ve H2 o&rnekleri ayni antiyotip paternini (Ant tip1)
gOstermesinin yaninda ayni klinik ornekten izole edildikleri gorulmustur. Bunun gibi
metisilin direngli 6rneklerden benzerlik orani en yuksek olan D23 ve D27 orneklerinin
de ayni antibiyotip paternine (Ant tip 3) sahip oldugu goérulmuastir. Diger metisilin
hassas farkli antibiyotip paterni gosteren ve farkh klinik érneklerden izole edilen H10
ve H14 érneklerinin 0.4000, metisilin direncli ayni antibiyotip paterni gésteren (Ant tip
5) ve farkli klinik orneklerden izole edilen D9 ve D11 oOrneklerinin de 0.4545 gibi
dusuk benzerlik oranina sahip oldugu saptanmistir. Bu da bize; metisilin direngli ve
hassas S.aureus Orneklerinde antibiyotip paternlerinin ve izole edilen Kklinik
orneklerinin farklihginin benzerlik oranini ciddi bicimde etkiledigini gdstermektedir.
Calismada kullanilan ornekleri topluca degerlendirildigimizde; ayni antibiyotip
paternine sahip ve ayni klinik materyallerden izole edilen 6rneklerin benzerlik

oraninin yuksek, farkli antibiyotip paternine sahip ve ya farkli klinik materyallerden
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izole edilen orneklerin ise benzerlik oraninin dusuk oldugunu sdylemek mumkundur
(Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 ve EK2).

Kimeleme analizi sonucunda; calismada kullanilan orneklerin metisilin direncli ve
duyarl olarak iki alt gruba ayrilabildigi gérilmektedir. Bunun yaninda antibiyotip profili
ve izole edilen klinik 6rneklerin ayni olmasi durumunda benzerlik oranlarinin yuksek
olmasi ¢alismada kullanilan fenotip tipleme yontemlerinden biri olan antibiyotipleme
ile genotip tipleme yontemlerinden RAPD PCR sonuglarinin birbirleri ile uyumlu

oldugunu gdstermisgtir.

S.aureus orneklerinin tiplendiriimesiyle ilgili ¢esitli fenotipik ve genotipik metotlar
tanimlanmistir.  Ancak bu metotlar igerisinde PFGE 0&zellikle MRSA’larin
tiplendiriimesinde altin standart olarak kabul edilmistir (Saulnier , 1993; Schlichting,
1993). Saulnier ve ark. (1993) tarafindan yapilan bir caismada MRSA’larda RAPD
PCR analizinin ayirirm gucunun PFGE yonteminin ayirirm gucunden daha dusuk
oldugu ileri surulmustur. Buna kargin; Hojo ve ark.’nin (1995) yaptigi bir calismada
da RAPD ve PFGE analizi sonuglari birbirleri ile uyumlu bulunmustur. Van Belkum ve
ark.’nin (1993) calismasinda ise S.aureus icin yapilan faj tiplendirme yoéntemi
kullanilarak 48 MRSA 06rnegi 13 tipe ayriimisken bu orneklere RAPD PCR analizi
uygulandiginda 23 farkh tipin saptandigi gorulmektedir. Bu galismalar bize RAPD
PCR yoénteminin sitafilokoklarin tiplendirilmesi igin uygun bir analiz yéntemi oldugunu

vurgulamaktadir.

Calismamizda kullandigimiz RAPD PCR yodnteminin; hizli sonu¢ vermesi, teknik
olarak basit olmasi ve tiplendirilecek mikroorganizma ile ilgili genom bilgisine
gereksinim gostermemesi acisindan epidemiyolojik ¢aligsmalarda kullanilabilecek
basarili bir yontem oldugunu digsunmekteyiz. Bundan ayri olarak, ¢alismamizda 25
ayri primerin kullaniimig olmasi c¢alismanin sonraki arastirmalar agisindan iyi bir

zemin olusturabilecegi de ifade edilebilir.
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EK-1

Fenogram giziminde kullanilan bant matriksleri

D3 D4 D5

D2

H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1

H3 H4 H5 H6 H7 HS8

H2

prm1 SA SE SS H1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
prm1

D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13

D3 D4 D5

D2

H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 D1

H3 H4 H5 H6 H7 HS8

H2

prm2 SA SE SS H1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
prm2 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
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D2 | D3 | D4 D5

D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

prm4 | SA| SE |SS | H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 H10|H11|H12|H13|H14 H15 H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18

prm4 | D6 | D7 | D8 | D9 (D10|D11|/D12|D13|D14|D15/D16 D17|D18 D19|D20|D21|D22|D23|D24|D25|D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18

prm6 | SA | SE | SS |H1 |H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 \H10|H11|H12|H13|H14|H15/H16|H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
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D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

prm6 | D6 | D7 | D8 | D9 (D10|D11|D12|D13|D14|D15/D16 D17 D18 D19|D20|D21|D22|D23|D24|D25|D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13

prm7 | SA | SE |SS | H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 \H10|H11|H12|H13|H14 H15 H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18

prm7 | D6 | D7 | D8 | D9 (D10|D11|D12|D13|D14|D15|D16 /D17 D18 D19|D20|D21|D22|D23|D24|D25|D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
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D2 | D3 | D4 D5

D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

prm9 |[SA| SE |SS |H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10 H11 H12 H13|H14 |H15/H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13

prm9 | D6 | D7 | D8 | D9 D10|D11|/D12/D13|D14|D15|D16|D17|D18 D19|D20|D21|D22|D23 D24 |D25|D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13

prm10|SA | SE | SS |H1 |H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10 H11|H12 H13|H14 | H15/H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
prm10| D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12 D13 |D14|D15/D16|D17|D18|D19|D20|D21|D22 D23 D24 |D25 D26 | D27 |D28|D29|D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11
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B12|1‘0‘0‘0‘0‘0‘0‘0‘1‘0‘0‘0‘0‘0‘0‘0‘1‘0‘0‘0‘0‘0‘0‘0‘0

D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

prm11|SA | SE | SS | H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10|H11|H12|H13|H14 H15 H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19

prm11| D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12 D13 |D14|D15/D16|D17|D18|D19|D20|D21|D22 D23 D24 |D25 D26 | D27 |D28|D29|D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
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D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

prm12|SA SE |SS |H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10|H11|H12|H13|H14|H15|/H16 H17 D1 | D2 | D3 | D4 | D5

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12

prm1 | D6 | D7 | D8 | D9 (D10|D11|D12|D13|D14|D15/D16 D17 D18 D19|D20|D21|D22|D23|D24|D25|D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12

prm1 | SA | SE | SS |H1 |H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 \H10|H11|H12|H13|H14|H15/H16|H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
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D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

prm13 | D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12 D13 |D14|D15/D16|D17|D18|D19|D20|D21|D22 D23 D24 D25 D26 | D27 |D28|D29|D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14

prm14|SA | SE | SS | H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10|H11|H12|H13|H14 H15 H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12

prm14| D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12 D13 |D14|D15/D16/D17|D18|D19|D20|D21|D22 D23 D24 |D25|D26 | D27 |D28|D29|D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
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D2 | D3 | D4 D5

D2 | D3 | D4 D5

SA | SE |SS |H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10|H11|H12|H13|H14 H15 H16 H17| D1

D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12|D13|D14|D15|D16|D17|D18 D19 D20 |D21|D22|D23 D24 |D25|D26|D27|D28 D29 D30

EK-1 devam ediyor

prm1 | SA | SE | SS |H1 |H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 \H10|H11|H12|H13|H14|H15/H16|H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

prm1 | D6 | D7 | D8 | D9 (D10|D11/D12/D13|D14|D15/D16 D17 D18 D19|D20|D21|D22|D23|D24|D25|D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

S31
B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12

S31
B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
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D2 | D3 | D4 D5

D2 | D3 | D4 D5

SA | SE | SS |H1|H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10 H11|H12 H13|H14 H15/H16 H17| D1

EK-1 devam ediyor

S19 |SA|SE|SS | H1 | H2 | H3 |H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10|H11 H12 H13 |H14 H15 H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14

S19 | D6 | D7 | D8 | D9 D10|/D11|D12/D13 D14|D15/D16|D17|D18 D19 D20 D21|D22|D23|D24|D25|D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14

S21
B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
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D2 | D3 | D4 D5

D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12|D13|D14|D15|D16|D17|D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 |D25|D26|D27|D28 D29 D30

EK-1 devam ediyor

S21
B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12

S24 |SA | SE |SS | H1|H2 | H3 |H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10|{H11|H12|H13|H14 H15 H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14

S24 | D6 | D7 | D8 | D9 D10|/D11|D12/D13 D14|D15/D16|D17|D18 D19 D20 D21|D22|D23|D24 | D25|D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
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D2 | D3 | D4 D5

D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

S33 |SA|SE|SS | H1 | H2 | H3 |H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10|H11 H12 H13|H14 H15 H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13

S33 |D6 | D7 | D8 | D9 |D10/D11|D12|D13|D14|D15 D16/ D17 D18|D19|D20|D21|D22 D23 D24 D25 D26 | D27|D28 D29|D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13

S$112 |SA | SE | SS |H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10 H11|H12|H13 H14|H15 H16|H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15
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D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

S$112 | D6 | D7 | D8 | D9 D10 D11|D12|D13|D14|D15/D16|D17|D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15

S144 |SA | SE | SS |H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10 H11|H12|H13 H14|H15 H16|H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15

S144 | D6 | D7 | D8 | D9 D10 D11|D12|D13|D14|D15/D16|D17|D18 D19 D20 D21|D22|D23|D24|D25| D26 |D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15
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D2 | D3 | D4 D5

D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

S$224 | SA | SE |SS |H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10|H11|H12 H13 |H14 |H15/H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13

S$224 | D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12|D13 D14 D15/D16|D17|D18|D19|D20 D21 D22 D23 |D24|D25 D26 /D27 D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13

$252 | SA | SE | SS |H1 |H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10 H11|H12|H13 H14|H15 H16|H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
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D2 | D3 | D4 D5

EK-1 devam ediyor

S$252 | D6 | D7 | D8 | D9 D10 D11|D12|D13|D14|D15/D16|D17|D18 D19 D20 D21 |D22|D23 D24 D25 D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14

S312 |SA | SE | SS |H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10 |H11|H12|H13 H14|H15 H16|H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12

S$312 | D6 | D7 | D8 | D9 D10 D11|D12|D13|D14|D15/D16|D17|D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 D26|D27|D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
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D2 | D3 | D4 D5

D2 |D3 |D4 DS

H2 |H3 |[H4 H5 H6 |[H7 |[H8 |H9 |H10|H11 H12|H13|H14 H15 H16 H17 D1

EK-1 devam ediyor

S1112| SA | SE | SS | H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | H9 |H10|H11|H12|H13|H14 H15 H16 H17| D1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10

B11
S$1112| D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12|D13|D14 D15/D16 D17 D18 D19 D20|D21|D22|D23|D24 D25 D26 D27 D28 D29 D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10

B11
S$1452|SA |SE |SS |H1

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
B15

S$1452 D6 |D7 |D8 |D9 |D10 /D11 D12|D13|D14|D15|D16|D17|D18|D19|D20 D21 D22 D23 D24 |D25|D26 D27 D28 |D29|D30

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11

B12
B13
B14
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