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OZET
Staphylococcus aureus Suslarinda Panton Valentin Lokosidinin (PVL) varhgimin

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Arastirilmasi

Staphylococcus  aureus, virulans faktorlerine bagli olarak insanda deri
infeksiyonlarindan septisemiye kadar degisen pek c¢ok infeksiyona yol agabililen bir
patojendir. S. aureus’un virulans faktorlerinden Panton-Valentin 16kosidin (PVL), doku
nekrozuna yol agan bir sitotoksindir. PVL ayn1 zamanda son yillarda gesitli iilkelerde ortaya
cikan toplum kokenli MRSA (metisiline direngli S. aureus) suslarinin 6nemli bir virulans
faktortidiir. Bu suslar, saglikli cocuklar ve geng eriskinlerde nekroz ile seyreden yumusak
doku ve akciger infeksiyonlari olusturma oOzelligindedir. Bu tip infeksiyonlardaki doku
nekrozunun PVL salinimimin bir sonucu oldugu bildirilmektedir. Bu calismada amacimiz
farkl1 sehirlerde (Izmir, Ankara, Istanbul) iiretilmis klinik izolatlarda, pvl genine ait 433 bp
uzunluktaki, bir bolgeye 6zgii primerler kullanilarak ilgili genin varligini aragtirmak ve PVL-
pozitif bulunan suslarin klonal iligkilerini “pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE) teknigi
ile degerlendirmektir.

Calismamizda, [uk-PV-1 ve luk-PV-2 primerleri ile S. aureus’a 6zglii DNAaz genine
ait nuc-1 ve nuc-2 primerleri kullanilarak nuc ve pvl genlerini e zamanli olarak saptayan bir
multipleks PZT ydntemi uygulanmustir. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanest,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi ve Istanbul Universitesi Capa Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nden 2005-2007 yillarinda klinik 6rneklerden izole edilen toplam 299
Staphylococcus aureus susu (99 MRSA 200 MSSA) bu yontemle incelenmistir. Ayrica PVL
iireten izolatlarin genellikle kisa siireli klonal iligkilerin ortaya konmasinda “altin standart”
olarak kabul edilen PFGE yontemi ile klonal iliskileri arastirilmistir.

Calismaya alinan 299 izolatin 11’1 (1 MRSA, 10 MSSA) (% 3.67) PVL-pozitif olarak
saptanmigtir. Metisiline heterorezistan izolatlarin rutin duyarlilik testlerinde saptanmalarinda
glicliik olabildigi i¢in PVL-pozitif izolatlarin tiimiine ayn1 zamanda 16S/mec/nuc multipleks
PZT uygulanmis ve metisilin direnci degerlendirilmistir. Bunun sonucunda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi’nden MSSA olarak gonderilmis bir izolatin mec
geni tasidigi yani MRSA oldugu saptanmistir. MRSA izolatlar1 arasindaki oran % 1 (1/99),
MSSA izolatlar1 arasindaki oran % 5 (10/200)°tir. PVL-pozitif tek MRSA izolat1 Hacettepe
Universitesi Cocuk Hastanesi’nden gelen bir kan drneginden iiretilmistir. PVL-pozitif MSSA
izolatlarinin merkezlere gére dagilimi; Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesi’nden

6 izolat, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi’nden 3 izolat, Istanbul
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Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden 1 izolat seklindedir. Gonderilen MSSA sus
sayisina gore oranlar; Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi’nde % 10 (6/59), Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi’'nde MSSA icin % 4.8 (3/62) ve MRSA icin % 2.6
(1/38), Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde % 1.25 (1/79) olarak
belirtilmistir.

PVL-pozitif izolatlarin % 18’1 (2/11) kandan (1 MSSA, 1IMRSA), % 82’si (9/11) yara
kiiltiirlerinden izole edilmistir. Dokuz Eyliil Universitesi PVL-pozitif izolatlarmin kliniklere
gore dagilimi % 50 (3/6)’si Kadin Hastaliklar1 ve Dogum, % 16.6 (1/6)’s1 Kulak Burun
Bogaz, % 16.6 (1/6)’s1 Beyin Cerrahisi ve % 16.6 (1/6)’s1 Plastik Cerrahi servislerindendir.

PVL-pozitif izolatlarin PFGE ile klonal iligkileri incelenmistir. Dokuz Eyliil
Universitesi izolatlarmin  dérdii  birbiri  ile ilskili bulunmustur. Bu izolatlarin
makrorestriksiyon paternleri ikili gruplar halinde birbirleri ile identiktir. Her iki grup arasinda
da bir bant fark bulunmaktadir. Identik izolatlardan ikisi iki aylik bir siire icerisinde farkli
servislerden izole edilmistir. Hacettepe Universitesi izolatlarmdan birinin makrorestriksiyon
paterni de bu gruplar ile benzerdir. Diger izolatlar tamamen farkli suslar olarak
degerlendirilmistir.

Sonug olarak; 6zellikle toplum kdkenli metisiline direncli Staphylococcus aureus (CA-
MRSA) suslarinin  bir gostergesi olan Panton-Valentin 16kosidin (PVL)’in, farkli
merkezlerden toplanan MSSA ve MRSA izolatlarindaki oranlari sirastyla % 1.3-10 ve % 0-2
olarak bulunmustur. Bu oranlar yiiksek olmamakla birlikte; klonal olarak birbirleriyle iligkili
izolatlarin saptanmasi1 PVL-pozitif suslarin yayilma potansiyelinin bir gostergesi olabilir.
Metisilin direncinin rutin yontemlerle gosterilmesi zor olabilecegi i¢in PVL-pozitif izolatlarda
mecA genine yonelik molekiiler yontemlerin uygulanmasi toplum kdkenli MRSA suslarinin

tanimlanmasinda yardimci olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Panton-Valentin Lokosidin (PVL), metisiline direngli Staphylococcus
aureus (MRSA), metisiline duyarli S. aureus (MSSA), pulsed field gel electrophoresis
(PFGE)



SUMMARY
Investigation of the presence of panton-valentin leucocidin (PVL) with PCR in

Staphylococcus aureus isolates

Staphylococcus aureus, is a pathogen causing many infections varying from skin
infections depending on virulence factors to septicaemia. Panton-Valentine Leukocidin
(PVL), one of the virulence factors of S. aureus, is a cytotoxin which causes tissue necrosis.
Also, PVL is one of the important virulence factors of community acquired MRSA
(methicillin resistant S. aureus) strains which appeared recently in several countries. These
strains have the feature of forming soft tissue and lung infections accompanying with necrosis
in healthy children and young adults. The tissue necrosis in these types of infections is
reported as a consequence of PVL release. Our consumption/aim in this study is to investigate
the presence of the related gene by using 433 bp long, pv/ belonging primers which were
obtained in clinical isolates in different countries (Ankara, Istanbul, izmir) and to evaluate the
clonal correlation/relation between the obtained PVL-positive strains with “pulsed-field gel
electrophoresis” (PFGE) technique.

In our study, a multiplex PCR method was applied, which simultaneously determines
nuc and plv genes by using /uk-PV-1 and luk-PV-2 primers and S. aureus specific DNAase
originated nuc-1 and nuc-2 primers. In total, 299 clinical samples which were collected from
Dokuz Eyliil University Medical Faculty Hospital, Hacettepe University Medical Faculty
Child Hospital and Istanbul University Capa Medical University Medical Faculty in 2005-
2007 was examined with this method. Also to reveal the short term clonal correlation of PVL
producing isolates, the clonal correlation were investigated with PFGE which is accepted as
“‘the gold standard’’.

The 11 of the 299 isolates (1 MRSA, 10 MSSA) (3.67 %) included in the study were
determined as PVL-positive. As there was a difficulty in detecting of the routine sensibility of
methisiline heteroresistant isolates, 16S/mec/nuc multipleks PCR was applied totally to the
PVL-positive isolates at the same time with methisiline resistance investigation.

Consequently, it was detected that the isolate suppossed to be MSSA from Hacettepe
University Medical Faculty Child Hospital was in fact a MRSA isolate which is carrying mec
gene.The rate between the MRSA isolates were detected as 1 % (1/99) and the rate between
MSSA isolates were determined as 5 % (10/200). The only PVL-positive MRSA isolate was
isolated from a blood sample obtained from Hacettepe University Medical Faculty Child
Hospital. According to the centers, the distribution of PVL-positive MSSA isolates were as

VI



follows; 6 isolates from Dokuz Eyliil University Medical Faculty Hospital, 3 isolates from
Hacettepe University Medical Faculty Child Hospital and 1 isolate from Istanbul University
Capa Medical University Medical Faculty. The rates according to the number of obtained
MSSA strains were determined as 10 % (6/59) in Dokuz Eyliil University Medical Faculty
Hospital, 4.83 % (3/62) for MSSA and 2.6 % (1/38) for MRSA in Hacettepe University
Medical Faculty Child Hospital and 1.25 % (1/79) in Istanbul University Capa Medical
University Medical Faculty.

18 % (2/11) of PVL-positive MSSA isolates were isolated from blood (1 MSSA,
IMRSA) and 82 9% (9/11) were isolated from wound cultures. The distribution of the rates of
PVL-positive isolates/clinics for Dokuz Eyliil University were; 50 % (3/6) in Gynaecologics
and Obstetrics, 16.6 % (1/6) in Otorhinolaryngology, 16.6 % (1/6) in Brain Surgery and 16.6
% (1/6) Plastic Surgery services.

The clonal relation between PVL-positive isolates was investigated with PFGE. It was
reported that there was corralation between the four isolates obtained from Dokuz Eyliil
University. The macrorestriction patterns of these isolates were identical with each other in
double groups. Between these two groups a single band pattern difference was found. The two
of identic isolates were isolated from different services in two months period. One of the
isolates obtained from Hacettepe University have similar macrorestriction pattern with these
two groups. Other isolates were evaluated as completely different strains.

As a result; the Panton-Valentine Leukocidin’s (PVL) was an indicator of especially
community acquired methisiline resistant Staphylococcus aureus (CA-MRSA) strains and
MSSA and MRSA isolate rates collected from different centers were found respectively 1.25-
10 % and 1.25 % Besides these rates were not high; the detection of clonal correlation
between isolates may indicate the potential of PVL-positive strains extension. As detecting
the the methisiline resistance with routine methods might be difficult, applying molecular
methods specific to mecA gene in PVL-positive isolates would be helpful for the

characterization of the community acquired MRSA strains.

Key words: Panton-Valentin Leucocidin (PVL), methicillin resistant Staphylococcus aureus
(MRSA), methicillin sensitive S. aureus (MSSA), multiplex PCR, pulsed field gel
electrophoresis (PFGE)
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1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus insanda ciddi infeksiyonlara neden olan bir bakteri tiirtidiir. Bircok
farkli virulans faktoriine bagli olarak veya dogrudan invazif etki ile, yumusak doku
infeksiyonlarindan pndmoni, bakteriyemi ve toksik sok sendromuna kadar degisen klinik
tablolara yol agabilmektedir. Bu patojenin tedavide kullanilan antibiyotiklere hizla direng
kazanmasi, infeksiyonlardaki mortalite ve morbiditeyi arttirmaktadir. S. aureus izolatlarindaki en
onemli direng Ozelligi metisilin direncidir. Metisiline direngli suslar duyarli suslardaki penisilin
baglayan proteinler (PBP) yerine yeni ve diisiik afiniteli bir (PBP 2a) {irettikleri i¢in tiim beta-
laktam ajanlara direnclidir (1). Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) infeksiyonlari
1961°de Ingiltere’deki ilk tanimlanmasindan bu yana, tiim diinyada, 6zellikle hastanelerde 6nemli

bir problem haline gelmistir (2).

S. aureus’un virulans faktorlerinden biri olan PVL, l6kositlerin yikimina ve doku
nekrozuna yol agan bir sitotoksindir. PVL, [ukS-PV ve [ukF-PV diye isimlendirilmis iki adet
beraber transkribe edilen gen tarafindan kodlanmaktadir (3). Bu genler S. aureus kromozomuna
integre olmus bir profaj kromozomu (@Sa2) ile tasinir (4). pv/ geni igeren izolatlar, PVL’ye 6zgi
smif S (slow:yavas) ve smif F (fast:hizli) proteinlerini tretirler (3). PVL ile birlikte diger

stafilokok siiperantijenlerinin de bulunmasi ciddi doku nekrozlari ile sonuglanabilmektedir (2).

PVL, aym1 zamanda son yillarda c¢esitli iilkelerde ortaya ¢ikan toplum kdkenli metisiline
direngli S. aureus (CA-MRSA) suslarinin 6nemli bir virulans faktoriidiir. Bu suslar, daha 6nce
bilinen risk faktorleri ve hastanede yatis Oykiisii bulunmayan saglikli ¢ocuklar ve geng
eriskinlerde nekroz ile seyreden yumusak doku ve akciger infeksiyonlar1 olusturma
ozelligindedir. Bu tip infeksiyonlardaki doku nekrozunun PVL saliniminin bir sonucu oldugu
bildirilmektedir (2). CA-MRSA infeksiyonlar1 saglikli bireylerde meydana gelmesine karsin
morbidite ve mortalitesi agirdir. PVL-pozitif CA-MRSA salginlar1 hapisaneler, ordu ve
homoseksiiel topluluklar gibi kapali yasayan topluluklarda ve ayni zamanda sporcular, saglik

personeli ve ailelerinde bildirilmistir (3).

PVL, S. aureus suslarinin % 5’inden daha azi tarafindan iiretilmektedir. Lina ve
arkadaslarinin 171 S. aureus susu ile yaptigi bir ¢aligmaya gore; fronkiil ile ilgili suslarin

%93’tinde, hemorajik pndmoniden iiretilenlerin %85’inde, selulit suslarinin %55’inde, kutandz



apselerin % 50’sinde, osteomiyelit suslarinin % 23’linde, tirnak yatagi infeksiyonlarinin %
13’iinde pvl geni saptamistir (5). Ulkemizde bu konuda yapilan ¢alismalar kisithdir. Bu konudaki
ilk ¢aligma, 2005-2006 yillarinda Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Bakteriyoloji
Laboratuvari’nda izole edilmis 55 MRSA ve 79 MSSA susunun yer aldigi ¢aligmadir. Bu
calismada PVL pozitifligi oram1 % 10.3 olarak saptanmistir ve PVL-pozitif olarak saptanan
izolatlarm tiimii MSSA suslaridir (6). Istanbul’da yapilan yakin tarihli baska bir calismada ise,
2007-2008 yillar1 arasinda tretilmis, secilme kriterleri belirtilmemis MRSA izolatlarinda PVL
pozitiflik orant %41, MSSA izolatlarinda ise %24 olarak belirtilmistir (7). Sonug olarak
iilkemizde yapilan ¢alismalarin sayisi kisithidir ve sadece belirli tiniversite hastanelerine bagvuran
hastalarin izolatlarin1 igermektedir. Diinya literatiiriine bakildiginda da, sadece MSSA
izolatlarinda veya tam tersine MRSA izolatlarmin daha yiiksek oranda toksin tirettigini bildiren
farkli caligmalar bulunmaktadir (8,6,9). Dolayisiyla sonuglar cografi bolgeye ve o bolgede hakim

olan S. aureus klonuna gore degismektedir (6,10,11).

Staphylococcus aureus ve 6zellikle MRSA izolatlarinin molekiiler tiplendirmesinde farkli
teknikler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda makrorestriksiyon analizi ve “pulsed-field gel
electrophoresis” (PFGE), “arbitrarily-primed PCR” (AP-PCR) ve dizi analizi tabanl teknikler
ornegin; [“multilocus sequence typing” (MLST); spa ve coa, “Variable Number Tandem
Repeats” (VNTR)] sayilabilir. Bu tekniklerden PFGE bir ¢ok caligmada izolatlar arasindaki

klonal iliskinin incelenmesinde “altin standart” yontem olarak kullanilmistir (12,13).
Bu bilgiler 15181nda, bu tez ¢alismasinda;

1) Ulkemizde farkli sehirlerde (Izmir, Istanbul,Ankara) izole edilen MRSA ve MSSA

izolatlarinda pv/ varliginin arastirilmasi,

2) PVL-pozitif izolatlarin klonal iliskilerinin PFGE teknigi ile saptanmas1 amaglanmustir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Tarihge ve simiflandirma

Stafilokoklar ilk kez 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlamis, 1880°de Pasteur sivi
besiyerinde iiretmis ve 1881°de Iskogyali cerrah Alexander Ogston stafilokoklarm fare ve
kobaylar i¢in patojen oldugunu saptamustir. Staphylococcus terimi Grekge staphyle (ilizim
salkimi) tabirinden tiiretilmistir ve karakteristik kiimelenmeler yaptiklarindan dolayr Alexander
Ogston tarafindan segilmistir (14). Rosenbach 1884’te beyaz renkli kolonileri Staphylococcus
albus, sar1-portakal rengi kolonileri ise Staphylococcus aureus olarak isimlendirmistir. Bu ayirim

yakin zamana kadar devam etmistir (15).

Gilinlimiize degin Micrococcaceae ailesi ig¢inde yer alan Staphylococcus genusuna ait 35
tiir saptanmistir. Bu tiirlerin 17°si insan klinik 6rneklerinden {tiretilmistir. Laboratuvarda diger
stafilokok tiirlerinden koagiilaz iiretme 6zelligi ile ayrilan Staphylococcus aureus, en patojen
stafilokok tiirtidiir. Staphylococcus genusu icinde yer alan ve firsat¢i infeksiyon etmeni olarak
karsimiza c¢ikabilen diger tiirler; Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus warneri, Staphylococcus
saccharolyticus, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus simulans, Staphylococcus capitis,
Staphylococcus sciuri, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus caprae’dir (14,16). Sekil
1’de stafilokok tiirlerinin 16S rRNA dizilerine gore elde edilmis filogenetik agac1 goriilmektedir

(17)
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Sekil 1: Stafilokoklarin 16S rRNA tabanli filogenetik agaci (kaynak no17)



2.2. Staphylococcus aureus’un Ureme Ozellikleri, Hiicre Duvar Yapisi ve Biyokimyasal

Ozellikleri
2.2.1.Ureme ve Tiir Ozellikleri

S. aureus, mikroskobik olarak 0.5-1.7 um c¢apinda, Gram pozitif kok seklinde goriilen bir
bakteri tiiridiir. Koklar tek tek, ¢iftler veya tetratlar veya kisa zincirler halinde bulunabilir (17).
Birden fazla diizlemde boliindiigii ve birbirinden ayrilmadigindan tipik {iziim salkimi gériintimlii

diizensiz kiimeler olusturur (15).

Hareketsiz olan S. aureus, fakiiltatif anaeroptur. 18-45 °C’de iireyebilen bu bakterinin

optimal tireme 1s1s1 37 °C ve optimal {ireme pH’s1 7.4’tiir (16,18,19).

Makroskobik olarak S. aureus, hem kanli hem de secici olmayan diger kat1 besiyerlerinde
hizli iremesiyle karakterizedir (14). S. aureus izolatlar1 %7.5-10 NaCl igeren besiyerlerinde
ireyebilir (11). Katalaz pozitiftir (16,18). Olusturdugu koloniler diizgiin, opak, konveks ve 24
saatlik inkiibasyonda 1-3 mm ¢apindadir. S. aureus izolatlarinin ¢ogu hiicre zarindaki karotenoid
yapili pigmentleri nedeni ile altin saris1 renginde koloni olustrurlar. Anaerobik sartlarda ve sivi
besiyerinde lireme, pigment olusumunu azaltan faktorlerdir (16,18). Bir¢ok izolat at, koyun ya da

insan kanli besiyerlerinde beta hemoliz yapar (14).

S. aureus, glukoz ve mannitol basta olmak {izere bir¢ok karbonhidrattan asit olusturur

(16,19).
2.2.2. Mikrokapsiil Yapis1

Klinik S. aureus izolatlar1 polisakkarit yapisinda bir mikrokapsiil olusturmaktadir.
Immunotiplendirme sonucunda 11 farkli kapsiil tipi tanimlanmistir. Onemli klinik izolatlarm %
70-80’1 kapsiiler serotip 5 ve 8 icermektedir. Bu iki kapsiil tipi, ozellikle de tip 8, S. aureus’un
diger virulans faktorleri ile de baglantilidir. Ornegin, Toksik Sok Sendrom Toksini iireten S.
aureus’larin kapsilii tip 8°dir (16,20,21). Tip 5 ve tip 8 kapsiiler serotipin tekrarlayan trisakkarit
kisimlar1 benzerdir ve ayni seker kompozisyonuna sahiptirler. Sadece O-asetilasyon pozisyonu ve
amino sekerlerinin arasindaki baglar farklidir. Tip 1, 2, 5 ve 8 serotiplerinin tekrarlayan {initeleri

Tablo 1°de gosterilmistir (22).



Tablo 1: Stafilokoklar’da dort serotipin kapsiiler polisakkaritlerinin tekrarlayan tiniteleri

Serotip | Tekrarlayan Uniteler

Tip 1 —4)-a-D-GalNAcAp(1—4)-a-D-GalNAcAp(1—3)- o —D-FucNAcp(1—

Tip 2 —4)-B-D-GlcNAcAp(1—4)- B-D-GIcN(N-asetialanil)AcAp-(1—

Tip 5 —4)-3-0-Ac —-D-ManNAcAp(1—4)- a-L-FucNAcp(1—3)- B-D-FucNAcp(1—

Tip8 | —3)-4-O-Ac- p-D-ManNAcAp(] —3)- o -L-FucNAcp(1—3)- p-D-FucNAcp(1-

2.2.3. Hiicre Duvari

Stafilokok hiicre duvar kuru agirliginin %50’sini, birbiriyle baglantili yaklasik 40
katmandan olusan peptidoglikan yapist olusturur (15,23). Peptidoglikanda B(1,4) baglart ile
birbirine bagli N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit (NAM) {initeleri glikan
omurgay1 olusturur. L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin ve D-alanil D-alanin aminoasitleri NAM’a
bagli peptid zincirini meydana getirir. Stafilokok hiicre duvarinda bir penta (tetra) peptit zincirde
dordiincii pozisyonda bulunan D-alaninin karboksi terminali ile, bir diger pentapeptiddeki L-
lizinin amin grubu pentaglisin kopriileri aracilig1 ile ¢apraz baglanir. Capraz baglarin sayist,
susun ozelliklerine gore degisebilir. Ornegin, MRSA izolatlarindaki gapraz bag sayisi, MSSA
izolatlarina kiyasla azdir (15,23).

Peptidoglikan tabakanin disinda teikoik asit ve ylizey proteinleri yer almaktadir. Teikoik
asit, fosfodiester baglar1 ile baglanarak uzun zincirler olusturan seker- alkol- fosfat polimerleridir.
Hiicre yilizeyinde bulunan teikoik asit bakteriye antijenik 0zellik kazandirmaktadir.
Stafilokoklarda ribitol teikoik asit bulunmaktadir. Ribitol teikoik asit, peptidoglikandaki NAM’a
baghdir. Teikoik asitin fibronektine baglanma 6zelligi nedeniyle stafilokoklar mukozal yiizeylere

tutunabilme yetenegindedirler (15,24).

Virulans agisindan 6nemli bir yap1 olan protein A, S. aureus hiicre duvar peptidoglikanina
kovalan olarak baghdir. Bu, IgG molekiillerinin Fc bolgesine baglanabilen 6zel bir proteindir

(16). Molekiil agirlig 13.000 Daltondur. Stafilokoklarda; ortama salinan serbest, hiicreye bagl ve



hiicre dis1 olmak iizere ii¢ tip protein A bulunmaktadir. Protein A, kompleman1 aktive eder,

antifagositik, kemotaktik ve mitojenik etkileri de bulunmaktadir (15).
2.3. 8. aureus’un Virulans Faktorleri

S. aureus suglarinin gesitli virulans faktorleri bulunmaktadir. Bu virulans faktorlerini; hiicre

duvar elemanlari, enzimler ve ekzotoksinler olarak ii¢ grupta incelemek miimkiindiir.
2.3.1. Hiicre Duvar Elemanlar:

S. aureus’un bazi virulans faktorleri protein yapidadir ve hiicre duvarinda peptidoglikana
bagli olarak bulunurlar. Bu proteinler bakterinin, IgG ve fibrinojen gibi kan proteinlerine veya
fibronektin ve kollajen gibi ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanmasina aracilik eder. Bu tip
hiicre dis1 matriks protenilerine baglanan ylizey adezinlerine, Adezif Matriks Molekiillerini
Taniyan Mikrobiyal Yiizey Elemanlar1 (‘“Microbial Surface Component Recognizing Adhesive
Matrix Molecules’’; MSCRAMM) denmektedir. S. aureus’un yapiskan ylizey proteinleri igin iki
olas1 rol diislinlilmiistiir. Bunlardan ilki bakterinin kan veya doku komponentleri ile kaplanarak
bagisiklik sisteminden korunmasini saglamak, ikincisi ise dokuya baglanmasini kolaylagtirmaktir
(25). Ylzey adezinleri S. aureus’un plastik yiizeylere tutunmasindan da sorumludur. Viicutta
bulunan plastik cihazlar ve kateterler, fibronektin, kollajen ve fibrinojen gibi doku proteinleri ve
kan tabakasi ile hizla kaplanip S. aureus biyofilmi i¢in ilk tabakay1 olusturur. MSCRAMM hiicre
icinde sentezlendikten sonra, sitoplazmik membran dismna salgilanir. Bu molekiillerin bir¢ogu
sortaz olarak adlandirilan bir enzim tarafindan peptidoglikandaki pentaglisin kopriilerine kovalent
olarak baglanir. MSCRAMM ve sortaz S. aureus’a 6zgii degildir. Gram pozitif bakterilerin
birgogunda bulunmaktadir. Adezin 0Ozelligindeki proteinin salgilanmasi ve peptidoglikana
baglanmasi sirasinda sortaz, salgilanmis proteindeki Leu- Pro- X- Thr- Gly (LPXTG) motifini
tanir. Adezin proteininin N-terminal ucundaki sinyal dizisi proteini salinim siirecine yonlendirir.
Salinim sirasinda sinyal dizisi, sinyal peptidaz tarafindan uzaklastirilir. Bu sirada salgilanmis
protein, C-terminal ucu ile halen hiicreye bagli durumdadir. Sortaz enzimi ile islem goren
proteinler yukarida da belirtildigi gibi LPXTG amino asit motifi tasirlar. Bu dizi, proteinin
hiicreye baglandigt membrandan gecen bdliimii ile peptidoglikan boyunca uzanan bolgesi
arasinda yer alir. Sortaz, LPXTG segmentini threonin ve glisinin arasindan keser. Kesilen

proteinin N-terminal ucunu heniiz ¢apraz baglant1 olusturmamais bir pentaglisin kdpriisiine baglar.



Boylelikle sortaz ile islenen proteinler peptidoglikana baglanarak hiicre yiizeyinde yer alirlar

(25).

S. aureus yiizey adezinlerinin tamami protein degildir. Ornegin, poli-N-siiksinil-B-1,6
glukozamin (PNSG) polisakkarit yapida bir yiizey adezinidir. S. aureus’un yabanci ylizeylerde
biyofilm olusturmasi ile ilgili olan bu polisakkariti sentezleyen enzimleri kodlayan genler ica
olarak adlandirilir. PNSG, S.epidermidis suslar1 tarafindan da yapilmaktadir. S. aureus’un

adezinleri ve hedefleri Tablo 2°‘de gdsterilmistir (25).

Tablo 2: S. aureus’un adezinleri ve hedefleri

Adezinler Hedef

Fibronektin baglayan protein (FnBP) Fibronektin
Protein A IgG’nin Fc bolgesi
PNSG Plastik

Kollajen baglayan protein Kollajen

Koagiilaz Protrombin
‘Clumping’ faktor (Bagli Koagiilaz) Fibrinojen

Yiizey adezinlerinin hem bakteri yiizeyinde bulunmalar1 hem de virulanstaki rolleri
nedeniyle bagisiklik sistemi i¢in iyi birer hedef olusturduklar1 diisiiniilebilir. Ancak fibronektin
baglayan proteinlere karsi olusturulan antikorlarin 6zelligi nedeniyle insan ve hayvanlar S. aureus
ylizey proteinlerine karsi antikor olustursalar bile infeksiyonlarina karsi bagisiklik gostermezler.
Bu antikorlar stafilokokkal protein FnBP’nin fibronektine baglanmasini engellemez. Bunun
nedeninin antikorlarin fibronektine baglanmis FnBP’ye 6zgiil olmast oldugu gosterilmistir (25).
Bir bagka yiizeyle iligkili virulans faktorii olan Protein A ise, IgG yapisindaki antikorlarin Fc
kismina baglanir. Bu yiizden antikor baglanmasi bakteriyi opsonize etmez ve bakterinin bagisik

yanittan kagisini saglar (25).



Kemotaksis ve fagositozu Onleyip, yabanci cisimlere adheransi saglayan kapsiil yapisi;
organizmanin seklini verip dayanikliligini saglayan, konakta endojen pirojenlerin yapimini
stimiile edip, lokosit kemotaksisine ve abse olusumuna neden olan peptidoglikan;
immunkomplekslerin olusumuna ve komplemanin aktivasyonuna neden olan protein A;
fibronektine baglanma 6zelligi nedeniyle mukozal yiizeylere tutunmaya aracilik eden teikoik asit;
kolonizasyonu saglayan yiizey proteinleri, S. aureus’un virulansini arttiran yapisal ozelliklerdir

(16,20).
2.3.2. Enzimleri

S. aureus, virulansina katkida bulunan ¢esitli enzimler tiretmektedir.
2.3.2.1. Katalaz

Katalaz enzimi tiim stafilokok suslar1 tarafindan iretilmektedir. Bu enzim,
mikroorganizmanin fagositozunun ardindan fagositik hiicreler i¢inde, miyoloperoksidaz sistemi
tarafindan olusturulan hidrojen peroksiti inaktive etmekte rol alir. Hidrojen peroksit, katalazin

etkisiyle oksijen ve suya parcalanir (14,16)
2.3.2.2. Koagiilaz

S. aureus’ta bagli ve serbest koagiilaz olmak iizere iki ayr1 koagiiaz bulunmaktadir.
Serbest koagiilaz protein yapidadir. Plazmadaki ‘coagulase reacting factor’ (CRF) yi aktive
etmekte, bu faktdr de fibrinojenin fibrine doniisiimiinii saglamaktadir. Bagli koagiilaz ise,
‘clumping factor’ olarak da adlandirilmaktadir. Bagh koagiilaz plazmadaki fibrinojene direkt
olarak baglanir. Bunun sonucunda, bu faktériin arastirilmasi amaciyla yapilan lam koagiilaz

testinde, stafilokoklar serum ile karistirildiginda kiimelesme goriilmektedir (16).

Hem serbest hem de bagli koagiilaz proteinleri, bakterinin fibrin ile kaplanmasini ve bu

sekilde opsonizasyondan ve fagositozdan korunmasini saglar (16).
2.3.2.3. Fibrinolizin

Stafilokinaz olarak da adlandirilan fibrinolizin, fibrin pihtilarin1 bozup, infeksiyonun komsu
dokulara yayilmasina olanak saglamaktadir (15). S. aureus izolatlarinin hemen hemen hepsi

tarafindan yapilmaktadir. Normalde pihtinin erimesi sirasinda endotelial hiicreler, doku



plazminojen aktivator (tPA) adli bir protein salgilarlar. tPA plazminojenle etkilesime girer, fibrin
agmi pargalayan plazmin adli yap1 olusur ve pihti bozulur. Bu islem siirekli kontrol altindadir.
Serbest plazmin kanda hizla pargalanir. Fibrinolizin de plazminojeni aktive eder fakat bu yol
kontrol edilmez. Fibrinolizin aktivitesi sadece pihtiy1r tahrip etmez, ayni zamanda hiicrelerle
birlikte yapilan fibrin iplik¢iklerini ve ekstraselliiler matriksi de tahrip eder boylece bakteri doku
boyunca hareket eder.

Ekstraselliiler matriks, protein ve polisakkaritlerden olusmustur. S. aureus, fibrinolizin ile
birlikte proteazlart ve hiyaluronidazin etkisiyle ekstraselliiler matriksin bolgesel bozulmasina

neden olabilir (16).
2.3.2.4. Hiyaluronidaz

S. aureus suslarinin % 90’1ndan fazlasi hiyaluronidaz olusturur. Hiyaluronidaz hiyaliironik
asitleri hidrolize eder. Bu enzim dokuda mukopolisakkaritlerce olusturulan hiicreler aras1 matriksi
parcalayarak, organizmanin doku icinde yayilimini dolayisiyla infeksiyonun yayilmasini

kolaylastirir (14,15,16).
2.3.2.5. Lipaz

Biitiin S. aureus izolatlar1 lipaz olusturur. Lipaz, lipidleri hidrolize eder ve bu sekilde
stafilokoklarin deri ve deri alti bolgelere yayilimimi saglar. Ayrica yiizeyel doku

infeksiyonlarindan da sorumludur (15).
2.3.2.6. Niikleaz

Niikleaz tiim S. aureus suslari tarafindan salgilanmaktadir. Niikleik asitleri parcalayarak S.

aureus’un invazyon yetenegini arttirir (16).
2.3.3. Ekzotoksinler

S. aureus, konak hiicrenin fonksiyonunu veya morfolojisini etkilemesi nedeniyle

“toksinler’” olarak tanimlanan ¢esitli hiicre disi1 tirlinler tiretmektedir (14).
2.3.3.1. Hemolizinler

S. aureus’un dort degisik hemolizini tanimlanmistir.



2.3.3.1.1. Alfa hemolizin (Alfa toksin)

Ilk kez 1900 yilinda Kraus ve Clairmant tarafindan tamimlanmistir. Alfa toksin, S.
aureus’un temel hemolizini olup, S. aureus kiiltiirlerinde olusan beta hemolizin nedenidir. insan
trombosit ve makrofajlari ile doku kiiltiirleri hiicrelerinde sitolitik etkiye sahiptir. Monositler ise
bu toksine direnclidir (11). Alfa toksin deride nekroza neden olur. Antijeniktir (16,26). Alfa
toksin, bakterilerin notrofillerden kagisinda rol oynar. Ayrica sitokin iiretimini baglatan hiicresel

zarara neden olarak soka katki saglar (27).
2.3.3.1.2. Beta hemolizin (Beta toksin)

1935 yilinda Glenny ve Stevens tarafindan tanimlanmistir.  Stafilokokkal
sfingomiyelinazdir. Sfingomiyelin iizerine etki ederek eritrositleri hemolizine neden olmaktadir.

Antijeniktir (15,16,26).
2.3.3.1.3. Gama hemolizin (Gama toksin)

1938 yilinda Smith ve Price tarafindan tanimlanmis, Molby Wadstron tarafindan elde
edilmistir. Insan, koyun, tavsan eritrositlerin bu toksine duyarl, at ve kus eritrositleri ise

direnglidir (16,28).
2.3.3.1.4. Delta hemolizin (Delta toksin)

1947 yilinda Williams ve Harper tarafindan bildirilmistir. Antijenik degildir. Eritrosit,

16kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositler tizerinde litik etkisi bulunan bir proteindir (16,28).
S. aureus suslarinda alfa ve delta toksin predominant olarak bulunmaktadir.
2.3.3.2. Panton Valentin Lokosidinin (PVL)

Panton Valentin Lokosidin (PVL), 16kositlerin yikimina ve doku nekrozuna neden olan S.
aureus’a ait bir sitotoksindir (3). PVL ilk defa 1894’te Van deVelde tarafindan ‘substance
leukocidine’ (lokositleri Oldiiren madde) olarak tanimlanmistir. Panton ve Valentine adh
arastirmacilar ise bu l6kotoksinin deri ve yumusak doku infeksiyonlar: ile iliskili oldugunu
1932°de agiklamiglardir (8). Sonrasinda pv/ geninin tanimlanmasiyla beraber toplum kokenli

MRSA (community acquired MRSA; CA-MRSA) izolatlarinin siddetli deri ve yumusak doku
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infeksiyonlar1 ve nekrotizan pnomoninin PVL ile iliskili oldugu goriisii iyice kuvvetlenmistir (8).
Klinik bulgular da PVL-pozitif S. aureus infeksiyonlarinin PVL-negatif S. aureus
infeksiyonlarindan daha siddetli oldugunu gostermektedir. Ornegin PVL-pozitif S .aureus ile
iliskili pndmoni daha siklikla sepsis, yliksek ates, 16kopeni, hemoptizis, plevral efiizyon ve 6lim
ile seyreder (8). PVL-pozitif S. aureus 'un neden oldugu nekrotizan pnemonilerin 6zellikle geng
ve saglikli bireylerde siddetli seyrettigi ¢cogunlukla da 6liimle sonuglandigi bildirilmektedir (29).
Toplum kokenli pndmoni ile PVL iireten S .aureus suslari arasindaki iligkiyi ilk olarak 1999
yilinda Lina ve arkadaglar1 ortaya koymuslardir (5). Gillet ve arkadaslarinin 2002 yilindaki
calismalarina gore PVL-pozitif S. aureus 'un neden oldugu nekrotizan pnoémonilerdeki 6liim orani
yogun tedaviye ragmen %75 olarak bildirilmistir (30).

PVL, IukS-PV ve lukF-PV diye isimlendirilen, beraber transkribe edilen ve ®Sa2 faj1 ile
tasinan iki gen tarafindan kodlanmaktadir (3,31). Birbirleriyle sinerjik olarak calisarak
monositler, makrofajlar ve polimorfoniikleer notrofilleri yikima ugratan PVL komponentlerinden
S, 38 kDa; F, 32 kDa molekiiler agirligindadir (29,32,33). Bu toksin komponentleri bir araya
gelerek a-toksinlerin yapisina benzer por olusumu saglarlar. Ancak, a-toksinlerin aksine PVL
notrofilleri de lizise ugratir. PVL komponentleri tek baslarina toksik degillerdir fakat bir arada
intravendz olarak verildiklerinde graniilositoza sebep olmalarina ragmen letal etki yapmazlar.
Saflagtirllmis PVL komponentleri inhalasyon yoluyla fareye verildiginde letal nekrotik akciger
infeksiyonuna yol agarlar (34). PVL, LukS-PV ve LukS-PV komponenetlerinin bir araya gelerek
olusturduklari por olusturan bir heptamerdir ve polimorfoniikleer lokositlerin (PMN)

membranlarina hasar verir (Sekil-2).
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Sekil 2: PVL aracilikli doku nekrozu (8 numarali kaynaktan)

S .aureus’un diger por olusturan lokosidinlerinden farkli olarak, PVL hemolitik degidir.
LukS-PV PMN’lerin yiizeyindeki heniiz tam tanimlanmamis reseptoriine tutunur ardindan LukF-
PV ile dimer olusturur. LukS-PV ve LukF-PV’nin birbirine baglanmalar1 heptamer olusturana
kadar siirer. LukS-PV nin polimorfoniikleer 16kositlere baglanmasiyla LukS-PV protein kinaz (A
veya C) tarafindan fosforillenir ve Ca' kanallarmin aktivasyonu gerceklesir. Transdiiksiyon
sinyalinin indiiklenmesi olasilikla interlokin ve inflamatuar mediatorlerin {iretimini
tetiklenmektedir (8).

PVL konsantrasyonuna bagli olarak PMN’ler lizis ile pargalanabilir veya
hiicre apoptoza gider. Yiiksek PVL konsantrasyonu PMN’leri lizis ederken diisiik
PVL konsantrasyonunda PVL dogrudan mitokondri membranina baglanarak PMN’ler
apoptoza yoneltir (Sekil-3).
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Sekil 3: PVL’nin neden oldugu , PMN hiicrelerindeki apoptoz ve doku nekrozu (8

numarali kaynaktan)

Saflagtinlmis PVL ile yapilan c¢alismalarda, PVL’nin dogrudan doku
nekrozuna yol agmadigir gorilmiistiir. PVL’nin, doku nekrozu ve sepsis sonrasi
PMN’lerden salinan sitolitik hiicre icerigi ile birlikte epitel hiicreleri nekroza ugrattigi
diisiiniilmektedir. PVL aracilikli lizisin reaktif groniilositlerden oksijen ara tiriinleri
ve c¢esitli inflamatuar mediatorlerinin - salinimin1  indiiklemesi bu diistinceyi

desteklemektedir (8).

PVL-pozitif CA-MRSA salginlari, kapali yasayan topluluklarda (hapisaneler,
spor takimlari, ordu ve homosekstieller gibi) ve ayni zamanda saglik personeli ve
ailelerinde rapor edilmistir (3). PVL-pozitif CA-MRSA suslarinin risk faktorlerinden
bagimsiz olarak gen¢ insanlarda goriilmesi kaygi uyandirmaktadir (3,35). Son

zamanlarda PVL iireten MRSA suslar1 hayvanlarda da rapor edilmistir (3).

CA-MRSA suglarmin ilk baglarda hastane kokenli oldugu, hastenelerden
topluma yayildigi disiinilmistir (8). CA-MRSA’larin hastane kdkenli MRSA
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(“Hopital-acquired” MRSA; HA-MRSA) izolatlarindan genetik farkliliklar
aciklandikca CA-MRSA’larin farkli ve toplumda yaygin olan MSSA’lardan kdken
aldig1 anlasilmistir (8).

Tiim diinyada S. aureus susalrinda pvl geninin goriilme siklig1 <% 5 iken yeni
ortaya ¢ikan CA-MRSA susalrinda bu genin goriilme siklig1 farkli calismalarda % 77
ila % 100 arasinda bildirilmistir (36,37,38).

2.3.3.3. 8. aureus’un epidemiyolojik 6zellikleri

CA-MRSA suslarim1 HA-MRSA suslarindan ayiran ii¢ temel genotipik fark
bulunmaktadir. Bunlar; genetik kdkenlerinin farkli olmasi, metisilin direnci tasiyan
genetik elementlerinin yapisal farkliliklart ve CA-MRSA suslarinin pvl geni

bulundurmalaridir (8).

HA-MRSA, genellikle biiyiik ve farkli direng genlerini igeren Staphylococcal
Cassette Chromosome mec (SCCmec) tipleri LII veya III (34-67 kb) tasirken, CA-
MRSA izolatlar1 yeni tanimlanan kiigiik SCCmec varyantlarini (SCCmec tip IV (24
kb) veya daha nadir goriilen SCCmec V veya onun bir varyanti olan VT) igerir. En
biliyiik SCCmec elemanlar olan, tip II ve III B-laktam dis1 antibiyotik diren¢ genlerini
de icerir. Bu genler genellikle SCCmec IV ve V’te yoktur (8). SCCmec tip LILIII
iceren hastane kokenli metisiline direngli Staphylococcus aureus (HA-MRSA)
suslara gore, (SCCmec) tip IV ve V igeren CA-MRSA suslarinin metisilin direng
genini diger S. aureus suslarina aktarmalari SCCmec tip IV ve V’in daha kiigiik

olmasi nedeniyle daha kolaydir (31).

CA-MRSA’lar ile HA-MRSA’lar arasindaki bir diger farklilik CA-
MRSA’larda pvl genlerini tagiyan bakteriyofaj ®Sa2’nin CA-MRSA kromozomuna
integre olmus sekilde bulunmasidir. pv/ siklikla SCCmec tip IV tasiyan izolatlarda
daha nadir olarak da SCCmec tip VT tasiyan izolatlarda bulunmaktadir (8).

1970’lerde SCCmec tip IV toplum kokenli Staphylococcus epidermidis
susalarinda da gosterilmistir (8). S. aureus’ta SCCmec IV’iin tanimlamasi ancak
1980°1i yillarda yapilmistir. Bundan yola ¢ikarak SCCmec tip IV’ilin Staphylococcus

epidermidis’den Staphylococcus aureus’a aktarildig diisiiniilmektedir (8).
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Multilokus dizi analizi tiplendirme (“multilocus sequence typing; MLST) ve
“pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE) yontemleriyle CA-MRSA izolatlarinin,
diinyada farkli cografi bolgelerde yaygin bulunan predominanant HA-MRSA
klonlarindan farkliliklart tanimlanmistir (8,39,40,41). Farkli cografi bolgelerde CA-
MRSA izolatlarinin birbirinden farkli olduklar1 goriilmiis ve bununla beraber ayni

cografi bolgede de pek c¢ok farkli genetik ozellikteki CA-MRSA bulundugu

saptanmustir (8).
PYL toksini Greten
MSSA Pl faj MEZAY Profajin & auveds kromozomuna MESA
infekte eder integrasyonu
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Sekil 4: Bugiin gecerli olan CA-MRSA orijini (8 numarali kaynaktan)

Genetik 6zellikleri ve antibiyogram sonuglar1 birbirinden farkli olsa da hemen
hemen tiim toplum kdkenli metisiline direngli Staphylococcus aureus (CA-MRSA)
suslarinda Panton-Valentin lokosidin (PVL) kodlayan virulans geni (pv/)

bulunmaktadir.

CA-MRSA suslarinin PVL virulans faktorii ile saglikli bireylerde acik deri
lezyonlar1 yapmasi bu suslarin bireyden bireye temas yoluyla yayilimi i¢in bir avantaj

saglamaktadir (8).

SCCmec v veya Y hilcre igine
Girer ve kromozoma integre alur
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2.3.3.4. Eksfoliatif Toksin

1971 yilinda bulunmustur. Epidermolitik toksin ya da eksfoliyatin olarak da adlandirilir.
‘Haglanmig Deri Sendromu’ na neden olmaktadir. Eksfoliatif toksinin A (ETA) ve B (ETB)
olmak iizere iki tipi bulunmaktadir. Eksfoliatin A, 100°C’ye 20 dakika dayanabilmektedir.
Eksfoliatin B ise 60°C’de 30 dakika 1sitilinca harap olur. Eksfoliatif toksin A geni kromozomal,
eksfoliatif toksin B geni plazmid kokenlidir. Eksfoliatif toksinler, bakteri proteazlari
grubundandir (27). ETA, hiicre adezyon molekiillerinin katedrin ailesinin bir {iiyesi olan

desmosomal protein olan desmoglein-1’i pargalayarak etki gosterir (15, 16, 26).
2.3.3.5. Enterotoksinler

S. aureus’un immiinolojik olarak birbirinden farkli A, B, C (C1- C3), D, E ve F olarak
adlandirilmis sekiz enterotoksini bulunmaktadir. Enterotoksin F gliniimiizde Toksik Sok Sendrom
Toksini-1 olarak adlandirilmaktadir. Enterotoksinler, 1siya direngli olup 100°C’de 30 dakika
dayanabilmektedir. Tek zincirli ve polipeptit yapidadir. Enterotoksin A ve D iireten suslar, besin
zehirlenmelerine neden olurken, enterotoksin B iiretenler genellikle hastane infeksiyonlarindan

sorumludur. Tiim enterotoksinler siiperantijen niteligindedir (16,26).
2.3.3.6. Toksik Sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)

Bakteriyofaj kaynakli olan bu toksin, faj-1 grubundaki 29 ve 52 faj tipleri tarafindan
olusturulmaktadir (16).

S. aureus 1iki smf siiperantijen {iretmektedir. Bunlar TSST ve stafilokokal
enterotoksinlerdir (SE). TSST, tst geni tarafindan kodlanir, toksik sok sendromundan sorumludur.
Siiperantijenik uyarim sonucu salinan sitokinlerin giiglii etkisi nedeniyle TSST, sok ve 6liime
neden olmaktadir (Sekil 5). SE’ler ise gida zehirlenmelerine neden olurlar. Gida zehirlenmeleri
TSS gibi 6liimciil degildir ancak daha yaygin olarak goriiliir. SE, ent genleri tarafindan kodlanir.
Gida tzerinde bakteriler tarafindan tretilmis olan enterotoksin; gidanin yenmesi ile birlikte
viicuda alinir ve midede kusma refleksini kontrol eden vagus sinir uclarini uyarir. Siipheli gidanin
alinmasindan ii¢-alt1 saat sonra baslayan projektil kusma ve karin agrisi S. aureus enterotoksinleri
nedeni ile gelisen gida zehirlenmesinin klasik belirtileridir. tst ve ent genleri bakteriyofaj

kokenlidir (27).
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2.4. Virulans Genlerinin Diizenlenmesi

S. aureus virulans genlerinin ¢ogu, Ozellikle yiizey adezinlerini ve ekzoproteinleri
kodlayanlar, bir gevresel algilama (‘quorum sensing’) sistemi tarafindan diizenlenirler. Adezin
genleri, tiremenin erken sathalarinda eksprese edilir. Bakteri logaritmik tireme fazina girip bakteri
sayist ¢ok arttifinda adezin iiretimi azalir ve ekzoprotein iiretimi artar. Diizenleyici sistemin
merkezi, agr genleridir. agr genleri, Agr A-D proteinlerini kodlarlar. Diger bir diizenleyici gen de
sarA’dir (27). sarA geni, gen promotorlarinin hemen istiindeki dizilere baglanan SarA proteinini
kodlar. SarA, Agr yapimini uyarir. agr genlerinin ekspresyonu iireme fazina baglidir. Logaritmik
ireme fazinda bakteri Agr proteinlerini diisiik diizeyde {iretir. AgrD sitoplazmik membran
proteini olan AgrB tarafindan salgilanir ve tiyolakton adli siklik peptidi meydana getirecek
sekilde kesilir. Bu peptit bir ‘oto indiikleyici’ olarak gorev yapar. Bu oto indiikleyicinin yapisi
Gram negatif bakteriler tarafindan iiretilenlerden ¢ok farklidir ve hiicre zarindan kolayca difiize
olmaz. Zardan gecebilmek icin sitoplazmik zarda bulunan reseptoriine baglanmak zorundadir.
Tiyolaktonun etki gosterebilmesi icin hiicre zarinda bulunan bir sensdr protein olan AgrC’ye
baglanmasi1 gereklidir. Konsantrasyonu yeterince arttiginda, tiyolakton AgrC’nin fosforile
olmasina neden olur. Fosforillenmis AgrC ise, AgrA’yi fosforiller. Fosforillenmis AgrA da RNA
I adi verilen bir RNA molekiiliiniin yapimin1 uyarir. RNA 1II, hiicre yiizey adezinlerini
kodlayan genlerin ekspresyonunu azaltirken, TSST, hemolizinler ve SEB gibi ekzotoksinleri

kodlayan genlerin ekspresyonunu arttirir (27).
2.5. Patogenez ve Yaptig1 Hastaliklar

S. aureus, dogada sik rastlanan bir bakteridir. insanda, burun delikleri, koltuk alt1, vagina,
farinks, hasarl deri yiizeyi gibi viicudun degisik béliimlerine kolonize olabilmektedir. Infeksiyon,
deri ve mukoza biitlinliiglinlin bozulmasinin ardindan bakterinin dokuya ya da kana ge¢mesiyle
baslar (14,42). S. aureus, deri infeksiyonlarinda yag ve ter bezleri ile kil koklerini giris icin
kullanabilir. Genel olarak infeksiyon olusumunu etkileyen faktorler; insan savunma

mekanizmalari, bakterinin sayisi ve virulansi, deri ve mukoza biitlinliigiidiir (42).

Yasami tehdit edici boyutta olan stafilokok infeksiyonlar1 i¢inde, stafilokoksik bakteriyemi,
endokardit ve sepsis bulunmaktadir. Bu tablolar infeksiyon i¢in ¢esitli risk faktorleri bulunan

kisilerde daha sik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. S. aureus infeksiyonu gelisme riskini arttiran ve
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konaga bagli olan faktorler sunlardir:
1 Konjenital ya da kazanilmis 16kosit kemotaksis defektleri
2 Hiicre i¢i 6ldiirme mekanizmalarindaki sorunlar
3 Opsonizasyon defektleri
4 Deri yaralanmalari
5 Yabanci cisim varligi
6 Viriis infeksiyonlari
7 Kronik hastaliklar
8 Tedavi/ profilaktik amagli antibiyotik kullanimi

Stafilokok bakteriyemisi endokardit, metastatik infeksiyon veya sepsis sendromuna yol

acabilmektedir (15,42). Stafilokok infeksiyonlarinda tipik patolojik bulgu, abse olusumudur.

Yalnizca potansiyel bir hedef olmasi nedeniyle degil ayni zamanda aktivasyonu ile
endovaskiiler hastaligin ilerlemesine katkida bulunmasi nedeni ile patojenik siiregte en dnemli
yap1, endotel hiicreleridir. Stafilokoklar endotel hiicresine kolaylikla tutunarak adezyon-reseptor
etkilesimi ile baglanir, ardindan endotel hiicreleri tarafindan hiicre ig¢ine alinirlar (20). Bunun
ardindan, bakteri komsu dokulara yayilmay1 ve kan dolasimina girmeyi kolaylastiran proteolitik
enzimler salar. Enfekte endotel hiicresinin eksprese ettigi doku faktorii, fibrin birikimi ve
vejetasyon olusumunu kolaylastirir. Bakteri derin dokulara ulastiginda, abse olusumuna yol agan
inflamatuvar yanita neden olur. Olaylar zinciri kardiyak endotelin etkilendigi endokardit
patogenezinde oldugu gibi metastatik infeksiyon odaklarinin olugsmasina da katkida bulunur. S.
aureus’un hiicre igine girmesiyle, endotel hiicreleri, Fc reseptorleriyle beraber gesitli adezyon
molekiillerini (vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri ‘VCAM’ ve interselliiler adezyon molekiilii
‘ICAM’) eksprese ederler ve interlokin (IL)-1, IL-6 ve IL-8 salinimini saglarlar. Fc
reseptorlerinin ekspresyonu immiinoglobulin (Ig) veya immiin kompleksler i¢in bir baglanma
bolgesi olusturup bakteriyemi sirasinda bazen goriilen vaskiilit gelisimine katkida

bulunabilmektedir. Bakteri kokenli kemotaktik faktorlerin ve IL-8’in etkisiyle, ndtrofil 16kositler

19



infeksiyon bolgesinde diapedez ile gelip yukarida belirtilen adezyon molekiillerini eksprese eden
endotel hiicrelerine tutunurlar. Endotel hiicrelerinin yapisindaki degisiklikler plazma
proteinlerinin transiidasyonuyla birlikte damar gecirgenliginin artisina neden olur. Stafilokoklar
ile temastan sonra hem doku makrofajlari hem de dolasimdaki monositler IL-1, IL-6, IL-8 ve
timor nekroz faktorii o (TNF-a) salgilarlar. T hiicrelerinden interferon-y (IFN-y) salinimindan
sonra makrofajlar aktive olurlar. Endotel hiicreleri gibi monosit veya makrofajlardan kan
dolagimina salinan sitokinler de sepsis sendromunun belirtilerine ve stafilokok hastaligi ile iliskili
vaskiilite katkida bulunurlar (43,44).

S. aureus siiperantijenleri yliksek ates, sok, kapiller kagak ve ¢ogul organ yetersizligiyle

karakterize olabilen yasami tehdit eden tablolara da yol agabilmektedir (25).
2.6. Stafilokoklarin Laboratuar Tamsi
2.6.1. Gram Boyama ve mikroskobik inceleme

Klinik 6rneklerden hazirlanan Gram boyali preparatlarda, stafilokoklar 0.5-1.0 um ¢aplh
Gram pozitif koklar olarak goriilir. Tek tek, giftler, kisa zincirler yada kiimeler halinde
goriilebilir. Gram reaksiyonundaki degisimler inflamatuar hiicreler ve onlarin hidrolitik

enzimlerinin etkisi nedeniyledir (45).
2.6.2. Koloni Morfolojisi

Cogu stafilokok tiirleri 24 saatlik inkiibasyonda 1-2 mm g¢apli koloniler olustururlar. S.
aureus kolonileri sari-turuncu pigmentli, diizgiin yiizeyli, hafif konveksdir. Diger suslar ise beyaz
gri koloniler olustururlar. S. aureus ve diger KNS’ lerde pigment iiretimi inkiibasyon sonrasinda
oda sicakliginda bekletildiginde daha belirgin hale gelmektedir. Baz1 S. aureus ve bazi KNS
suslarinda opak koloniler ve seffaf koloniler veya farkli beta-hemoliz zonlar1 bulunur. Beta-

hemoliz inkiibasyon uzatilirsa belirginlesir (45).
2.6.3. Katalaz Testi

Bu test Micrococcaceae ailesindeki katalaz enzimlerinin varligini saptar. Lam {izerine %3
hidrojen peroksit damlatilarak yapilir. Hemen olusan kabarciklar hidrojen peroksitin su ve

oksijen gazina doniisiimiiniin gostergesidir (45).
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2.6.4. S. aureus’u diger stafilokoklardan ayiran yontemler
2.6.4.1. Lam Koagiilaz Testi

Bu test icin kanli agar, CNA agar veya diger selektif olmayan besiyerlerinde {iremis
koloniler kullanilir. Lam tiizerine bir damla distile su damlatilir. Stafilokok kolonileri su ile
karistirilarak homojen siispansiyon elde edilir. Uzerine bir damla plazma damlatilir ve elde
cevrilerek karistirilir. On saniye i¢inde S. aureus’un birbirine yapismasindan kaynaklanan gozle
goriilen kiimelesmenin oldugu gozlenirse test pozitiftir. Lam koagiilaz testi S. aureus duvarindaki
‘clumping factor’lin varligin1 gosterir. Otoagliitinasyona neden oldugu i¢in yiiksek tuz igeren
besiyerlerinde iiremis koloniler kullanilmaz. Eger lam koagiilaz negatif ise tiip koagiilaz testi
yapilmalhdir. S. aureus diginda, Staphylococcus lugdunensis ve Staphylococcus schleiferi’nin de

lam koagiilaz testinde pozitif sonug verebilmektedir (16).
2.6.4.2. Tiip Koagiilaz Testi

Hiicre disina salinan koagiilaz1 gosterir. Serum fizyolojik ile 1/5 oraninda sulandirilmig
plazma iginde stafilokok kolonisi ezilip karistirilir. Saat basi kontrol edilmek suretiyle 35°C’de
dort saat pithtinin olusmasi igin bekletilir. Pihtinin olugmasi pozitif sonug olarak degerlendirilir.
Negatif olan testler oda sicakliginda 18-24 saat bekletilir. Staphylococcus aureus subsp.
anaerobius, Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, Staphylococcus lutrae, Staphylococcus
intermedius, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus delphini tiirlerinin de tiip koagiilaz testi

pozitiftir (16).
2.6.4.3. Mannitol Hidrolizi

Bu test i¢in mannitollu tuzlu agar kullanilir. Bu besiyerinde {iiretilen S. aureus kolonilerinin
etrafinda 48 saatte sar1 zon, S.epidermidis kolonilerinin etrafinda kirmizi zon olustugu goézlenir.
S. aureus, mannitoli fermente ederek, besiyerinin icerdigi fenol kirmizisi ayiracinin rengini

sartya cevirir (16).
2.6.4.4. Protein A Saptanmasi

Protein A saptama yontemi, lam koagiilaz testine bir alternatiftir. Protein A, IgG’nin Fc

kolu icin spesifik afiniteye sahiptir. Protein A’y1 saptamak i¢in ticari olarak bulunan insan
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fibrinojen ve IgG’si ile kapli polistren lateks partikiilleri iceren ayiragtan reaksiyon kartina bir
damla damlatilir. Stafilokok kolonisi tahta uygulama ¢ubugu ile karistirilir ve kart 20 saniye
cevrilir, agliitinasyon go6zlemlenir. Agliitinasyonun meydana gelmesi pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilir. Negatif olan testlerde herhangi bir degisim olmaz. S. aureus, protein A testi

pozitif, Staphylococcus epidermidis ise negatif sonug verir (16).
2.6.4.5. Hizl1 Termoniikleaz Testi:

Bir mililitre Beyin Kalp Infiizyon (BKI) sivi besiyeri igerisine birkag stafilokok kolonisi
aktarilir. 35°C’de iki saat inkiibe edilir. Su banyosunda 15 dakika siispansiyon kaynatilir, oda
sicakligima sogutulur. DNase test agari lizerinde pipet yardimiyla agilan oyuklara iki damla
sogutulan organizma siispansiyonu eklenir. Bir-iki saat 35°C’de inkiibe edilir. Kuyucuklar
etrafinda pembe yada kirmizi hale goriilmesi (pozitif reaksiyon) izlenir. S. aureus, termoniikleaz

testi pozitiftir (16).
2.7. Stafilokok Infeksiyonlarinin Tedavisinde Kullanilabilen Antibiyotikler

Stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde secilecek uygun antibiyotik, bakteriyi Oldiirerek

yayilimini engellemelidir (14). Bu amagla kullanilabilecek antibiyotikler;
1 Hiicre duvar sentez inhibitdrleri
2 Protein sentez inhibitdrleri
3 Niikleik asit sentezi inhibitorleri olmak {izere ii¢ grupta incelenebilir.

Bu grup antibiyotiklerden en uygun olani, antibiyotik duyarlilik testleri ile belirlenmeli
ardindan antibiyoterapiye baslanmalidir. Genellikle kiiltiir ve antibiyogram sonucu beklenmeden,
kiiltiir i¢in O6rnek alinir alinmaz empirik tedaviye baslanir. Empirik tedavide uygulanan

antibiyotik, kiiltiir ve antibiyogram sonucuna gore degistirilir.
2.7.1. Hiicre Duvar Sentez Inhibitorleri
2.7.1.1. Beta-laktam Antibiyotikler

Kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkasi tasiyan genis bir antibiyotik grubudur.

Bu antibiyotikler, hiicre duvar1 sentezinin transpeptidasyon asamasinda gorev alan transpeptidaz
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ve karboksipeptidaz enzimlerine baglanip peptidoglikan sentezini inhibe ederler. Bu nedenle bu

enzimlere penisilin baglayan proteinler (PBP) de denilmektedir.

Beta laktam antibiyotikler beta-laktam halkasina bagli yan zincirler ve diger halkalara gore;
penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve beta laktamaz inhibitorleri olmak

iizere bes temel sinifa ayrilirlar (46,47).
2.7.1.1.1. Penisilinler

Tiazolidin halkasina bir beta-laktam halkasinin eklenmesiyle olugsan 6-aminopenisilanik asit
cekirdegi tagiyan antibakteriyel ajanlardir. Bakterisidal etkilidirler. Bu grup antibiyotikler, dogal
penisilinler,  penisilinaza  dayanikli semisentetik  penisilinler, aminopenisilinler,
karboksipenisilinler, tireidopenisilinler olarak siniflandirilirlar. Penisilin G (benzil penisilin)
bilinen en 6nemli dogal penisilindir. Benzil yan zincirinin 6-aminopenisilanik asit ¢ekirdegine
eklenmesiyle olugsmustur. Penisilin G, beta-laktamazlar ile inaktive olur. Penisilin G’nin beta-
laktamazlara inaktivasyonu yan zincirlere metil veya etil gruplart iceren biiyiik aromatik
halkalarin eklenmesi (metisilin, nafsilin, oksasilin) ile Onlenmistir. Bu antibiyotikler,

penisilinazlara direngli penisilinler olarak adlandirilirlar (46,47).
2.7.1.1.2. Sefalosporinler

Bir beta-laktam halkas1 ile dihidrotiozin halkasinin birlesmesinden olusmus 7-
aminosefalosporanik asit ¢ekirdegi igerir. Sefalosporinler, etki spektrumlarindaki genislemeye
paralel olarak 1.- 4.kusak sefalosporinler seklinde adlandirilmaktadir. Bu antibiyotikler
bakterisidal etkilidirler. Ancak tiim beta-laktamlar gibi metisiline direncli S. aureus ve
S.epidermidis 1izolatlarma kars1 etkisizdirler. Birinci kusak sefalosporinler, Gram pozitif
bakterilere kars1 iyi, Gram negatif bakterilere kars1 orta derecede etkilidirler. Ikinci, iigiincii ve
dordiincii kusak sefalosporinlere dogru gidildik¢e ilacin Gram negatif bakterilere olan etkinligi
artmakta, Gram pozitif bakterilere karsi olan etkinligi azalmaktadir (46). Son yillarda gelistirilmis
ve Faz 3 asamasinda olan seftobiprol ise, PBP 2a’ya ve pnomokoklardaki PBP 2x’e

baglanabilmesi nedeniyle MRSA izolatlarina ve penisilin direngli pnomokoklara etkilidir.
2.7.1.1.3. Karbapenemler

Yapilart penisilin ve sefalosporinlerden farkli olan karbapenem grubu antibiyotiklerin halkasinda
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stilfiir veya oksijen atomlar1 yerine hidroksietil yan zincirleri bulunmaktadir. Genellikle beta-
laktamazlara direnglidirler. Ancak metisiline direncli stafilokoklar, diisiik afiniteli PBP yapimi

nedeniyle karbapenemlere de direnclidirler (46).
2.7.1.2. Glikopeptit Antibiyotikler

Bakteri hiicre duvarinda peptidoglikan sentezi sirasinda pentapeptit yan zincirlerinde
bulunan D-alanil-D-alanin dipeptidi ile birleserek peptidoglikan sentezini inhibe ederler.
Glikopeptitler (vankomisin ve teikoplanin) metisiline direngli S. aureus ve KNS’lerin yol agtigi

infeksiyonlarin tedavisinde ilk secenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir (46).
2.7.2. Protein Sentez Inhibitérleri

Pek c¢ok antibiyotik, insanlarda bulunmayan bakteriyel 30S ve 50S ribozom alt birimlerine
etki ederek insan hiicrelerindeki protein sentezine zarar vermeden bakteriyel protein sentezini

inhibe edebilmektedir.
2.7.2.1. Aminoglikozidler

Bir aminosiklitol halkasina aminosekerlerin glikozidik baglarla baglanmasi ile olusurlar.
Streptomisin, neomisin, kanamisin, tobramisin ve gentamisin dogal olarak elde edilen
aminoglikozidlerdir. Aminoglikozidler, bakterinin 30S ribozomal alt iinitesine geri doniigiimsiiz
olarak baglanir. Stafilokoklara etkili olduklar1 halde beta-laktamlar veya glikopeptitlerle kombine

edilerek kullanilmalar1 6nerilmektedir (47).
2.7.2.2. Makrolidler

Makrolidler, 50S ribozom alt {initesine baglanarak peptit zincirinin uzamasini &nler.

Bakteriyostatik etkileri vardir. Grubun prototipi eritromisindir (47).
2.7.2.3. Oksazolidinonlar (Linezoid)

Bu antibiyotik, N-formylmethionyl tRNA- mRNA- 30S tiglii kompleksini etkileyerek,
protein sentezini bozar. Bakteriyostatik etkilidir. Linezoid, 6zellikle metisiline direngli S. aureus
yani sira penisiline direngli Streptococcus pneumoniae ve vankomisine direncli Enterococcus

faecium i¢in de kullanilabilir (48).
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2.7.2.4. Streptograminler

Bu antibiyotikler, 50S ribozomal alt iiniteye baglanarak etkisini gosterir. Ozellikle direngli
Gram pozitif bakteri infeksiyonlarinda etkilidir. Kimyasal olarak streptogramin A ve B olmak

tizere iki gruba ayrilir. Bu iki grup birbirleriyle sinerjik etkilidir (22).
2.7.2.5. Linkozamidler

Bakteriyel 50S ribozom alt {initesine baglanir, peptit zincirinin uzamasini engeller. Bu grup
antibiyotiklerden 06zellikle klindamisin, metisiline duyarli stafilokok infeksiyonlarinda etkili

olmaktadir (47,48).
2.7.2.6. Kloramfenikol

50S ribozomal alt {initeye baglanir. Yeni peptit baglarmin sentezini Onler. SCCmec
icerisindeki ek diren¢ genlerine bagli olarak metisiline direngli S. aureus suslarina etkili degildir
(43). Kloramfenikol insan hiicrelerinde bulunan 60S ribozomal alt iiniteyi etkilememesine
ragmen insan hiicrelerindeki mitokondrilerde 50S alt iinite bulundugu i¢in, mitokondrilerdeki
protein sentezini inhibe ederek kemik iliginde doza bagimli toksik etkiler ortaya ¢ikabileceginden

klinik kullanimi1 kisithdir (46,47).
2.7.3. Niikleik Asit Sentezi Inhibitédrleri
2.7.3.1. Siilfonamidler ve Trimetoprim

Sulfonamidler, yapisal olarak benzedikleri paraaminobenzoik asit (PABA) ile yarisarak
dihidrofolat sentezini inhibe ederler. Trimetoprim ise dihidrofolat rediiktazi inhibe ederek
dihidrofolattan tetrahidrofolat sentezini engeller. Sonucta bakteriyel DNA sentezi engellenir.
Trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) kombinasyonu MRSA suslar1 da dahil olmak {izere pek ¢ok
Gram pozitif kok ve Gram negatif basile etkilidir ancak bakteriyostatik olmasi nedeniyle yasami

tehdit eden infeksiyonlarin tedavisinde uygulanmaz (49,50).
2.7.3.2. Kinolonlar

Cift halkal kinolon ¢ekirdegi igeren antibiyotiklerdir. Kinolon ¢ekirdegine flor atomunun

eklenmesiyle florokinolonlar tliretilmistir. Bakterisidal etkilidirler. Bakterilerde DNA’nin siiper
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sarmalinin olugmasi ve replikasyon sirasinda DNA iplik¢iklerinin agilmasi i¢in gerekli olan DNA
giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederler. S. aureus ve KNS’lerde iyi derecede

etkilidirler (49).
2.7.3.3. Rifampin

Bakterisidal etkili bir antibiyotik olan rifampin bakteriyel DNA’ya bagimli RNA polimeraz
enzimi ile stabil bir kompleks olusturup bakteriyel RNA sentezini Onler. Stafilokok
infeksiyonlarinda tek basma kullanildiginda hizla direng gelisimi gozlenir. Metisilin ve
glikopeptid direngli stafilokok infeksiyonlarinda diger antibiyotiklerle kombine olarak
kullanilabilmektedir (49).

2.8. Stafilokoklarda metisilin direnci ve epidemiyolojisi

Direng, bir mikroorganizmanin antimikrobiyal ajanin dldiiriicii veya tiremeyi engelleyici

etkisinden korunabilme kapasitesidir (51).

Antibiyotik ¢aginin baslangicindan beri antibiyotik kullaniminin olusturdugu secici baski
stafilokoklarda ¢ok kisa siirede direng gelismesine yol agmustir (52). Bu durum 1941°de penisilin
G’nin tedaviye girmesi ile beta-laktamaz tliretimine baglh direng gelismesi ile baglamis, bundan
sonra da her kullanima giren antibiyotige karsi direng gelisimi ile stirmiistiir. Epidemik klonlar,
heniiz 1950°li yillarda biribiri ardina penisilin G, streptomisin, kloramfenikol, oksitetrasiklin ve

daha sonra da makrolidlere diren¢ kazanmustir (53).

Coklu direncli S. aureus suslariin o yillardaki en 6nemli temsilcisi 80/81 (faj tipi) olarak
adlandirilan izolatlardir. Bu izolatlar glinimiizde kullanilan MLST (“multilocus sequence
typing”) teknigi ile ST30 klonunda yer almaktadir. Bu izolatlarin bir kisminin Panton-Valentin
Lokosidini (PVL) trettigi de gosterilmistir. 80/81 klonu hastaneler ve toplumda yayilmis ve
ozellikle deri ve derin yumusak doku infeksiyonlarina yol agmuistir. S. aureus 80/81 1950’1lerde
tim diinyaya yayilmistir. 1959 yilinda metisilinin tedaviye girmesi ile bu klonun izolasyon
sikliginda diisme olmustur fakat, son yillarda 80/81 klonu &zellikle Avrupa iilkelerinde toplum
kokenli MRSA olarak tekrar karsimiza ¢ikmustir (54).

Ik MRSA olgular1 metisilinin kullanima girmesinden iki y1l sonra 1961 yilinda ingiltere’de

bildirilmistir. O zamandan giiniimiize MRSA klonlar1 tim diinyada bu arada tilkemizde de
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yayllmigtir. Ulkemizden 11 laboratuvarin katildigi ve Akdeniz iilkelerinde antibiyotik direncini
izlemeyi hedefleyen ARMed calismasina gore kan kiiltiirlerinden izole edilen S .aureus izolatlar
arasinda MRSA oran1 2003, 2004 ve 2005 yillar1 igin sirasi ile %43, %40 ve %35°dir (55). Farkli
laboratuvarlara gore oranlar %21 ile %70 arasinda degismektedir (Armed raporu
www.earss.rivm.nl) Izolatlarin %35’i ¢oklu direnclidir (>3 antibiyotige direngli) ve bu oran
ARMed’e katilan iilkeler arasinda en yiiksegidir. SENTRY c¢alismasinda da iilkemiz i¢in MRSA
oran1 %30.9 olarak bildirilmistir (56). MRSA izolatlarinin prevalansi 6zellikle yogun bakim
tinitelerinde % 80°ni gegmistir (%84) (34). Diinyadaki oranlar da farkli degilidir. SENTRY
siirveyans programinda 1997-1999 yillar1 arasindaki MRSA prevalansinin Avustralya i¢in %22.4,
Japonya i¢in %66,8, Latin Amerika iilkeleri i¢cin %34.9, ABD i¢in %32.4 ve Avrupa iilkeleri i¢in
%26.5 oldugu goriilmiistiir (57,58).

Avrupa’da MRSA prevalans: iilkeler arasinda degismektedir. Kuzey Avrupa iilkeleri ve

Hollanda’da prevalans %1-2 iken, dogu ve glineye inildikce prevalans artmaktadir (EARSS 13)

2.9. Staphylococcus casette chromosome mec (SCC mec)

Staphylococcus casette chromosome mec (SCC mec), stafilokok tiirleri arasinda genetik
madde aligverisine aracilik eden hareketli elemanlardir. SCC elemanlari, degisik KNS tiirlerinde
ve metisiline duyarli S. aureus izolatlarinda da bulunmaktadir. S. aureus’da metisilin direncinden
sorumlu olan mecA geni de SCCmec ad1 verilen ve SCC ailesinin metisilin direnci agisindan
ozellesmis bir iiyesinde bulunmaktadir. SCCmec, bakteriyofajlar, transpozonlar, konjugatif
transpozonlar veya integre olabilen plazmidler gibi bilinen diger hareketli genetik elemanlardan
farklidir. Genomik bir ada olarak goriilebilse de S. aureus “un virulansi ile iliskili higbir gen

icermedigi i¢in patojenite adalarindan farklidir (59,60).

S. aureus’ taki metisilin direnci mecA geni tarafindan kodlanir. mec A varligi “Diisiik
afiniteli penisilin baglayan protein-2a” iiretimi anlamina gelir. Yukarida da belirtildigi gibi, mecA
geni SCCmec i¢inde yer almaktadir. Simdiye kadar MRSA’larda alti farklt SCCmec tipi
tanimlanmustir (2,61). SCCmec tiplendirmesi, hastane kokenli MRSA’larla (HA-MRSA) toplum
kokenli MRSA’larin (CA-MRSA) birbirlerinden farkli olduklarini kanitlar. Tiim diinyada izole
edilen SCCmec tip I, II ve III en ¢ok HA-MRSA suslarinda, tip IV ve V ¢ogunlukla CA-MRSA
suslarinda bulunmaktadir (2). SCCmec tip IV izolatlar1 genellikle, deri ve yumusak doku

infeksiyonlari, abseler ve ameliyat sonrasi infeksiyonlardan izole edilirken SCCmec tip 11 suslari
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daha siklikla ¢ocuk ve yetigkinlerin solunum yolu infeksiyonlarindan izole edilmistir (2). Farkli
tiplerdeki SCCmec elemanlarinin buyikligi 20.9 kb.den-66.9 kb.ye kadar degismektedir.
SCCmec Tip 1 (34.3 kb), IV (20.9-24.3 kb) ve V (28 kb), sadece beta-laktam direnci kodlarken,
SCCmec tip II (53.0 kb) ve III (66.9 kb) coklu dirence yol agar. Bunun nedeni, Tip II ve III
elemanlarin kaset i¢ine entegre olmus plazmidler (pUB110, pI258 ve pT181) ile bir transpozon
(Tn 554) araciligiyla ek diren¢ genleri tagimalaridir. Plazmid pUB110, kanamisin, tobramisin,
bleomisin direncinden sorumlu ant(4’) genini; pI258 penisilin ve agir metal direncini, pT181
tetrasiklin direncini tasirken, Tn 554 ise indiiklenebilir MLSDb tipi dirence yol agan ermA genini
tagimaktadir. S. aureus SCCmec disinda kromozomun degisik boliimlerinde ya da plazmidler

iizerinde de direng elemanlar1 igermektedir.

SCCmec i¢inde ayrica insersiyon dizileri (6r. IS 431) ve mecA transkripsiyonun
diizenleyen genler (6r; mec R1 (SCCmec tip I, IV ve V) veya mec R1 ve mec 1 (tip 11 ve 1II)) de
bulunmaktadir. Bu genler mec gen kompleksi iginde yer alir. Giiniimiize kadar mec gen

kompleksleri ile ilgili 5 temel sinif (A-E) tanimlanmustir (1).

SCC mec elemaninda ayrica kromozomdaki spesifik bir bolgeye integrasyon ve bu
bolgeden ayrilma igin kaset kromozom rekombinazlarini kodlayan genler de (ccr) bulunmaktadir.
SCCmec S. aureus kromozomunda spesifik bir bolge olan attBscc bolgesine integre olur. Bu
bolge orfX olarak adlandirilan ve islevi bilinmeyen bir a¢ik okuma gergevesinin 3’ ucundadir. ccr
genleri SCCmec tip I’de ccr Al ve ccrB1; SCCmec tip 11 ve tip IV’de ccr A2 ve ccr B2; SCCmec
tip IIl’de ccr A3 ve ccr B3; SCCmec tip VI tasiyan HDE 288 MRSA susunda ccr A4 ve ccr B4;
SCCmec tip V’de ccr C olarak adlandirilir.

SCCmec’de yer alan mec ve ccr komplekslerinin etrafindaki dizilere ise J (“junkyard”)
bolgeleri adi verilmektedir. Tiim SCCmec elemanlar1 ii¢ bolgeye ayrilir: J1 bolgesi kromozomun
sag yanindan ccr genlerine kadar, J2 bolgesi ccr geninden mec kompleksine kadar uzanir. J 3
bolgesi ise mec kompleksi ile SCCmec’in sol ucu arasinda yer alir (3). Temel SCCmec tipleri
yan1 sira birgok varyant da tarif edilmistir. Ornegin, I A , II (A- G), III ( A ve B), IV (a/b, c,d,E,
F, g).

SCCmec-11 ve SCCmec-1V tasiyan izolatlarin {retildikleri klinik Ornekler, onemli

derecede farklilik gosterir. Genel olarak SCCmec-II izolatlar1 solunum yolu 6rneklerinden izole
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edilirken SCCmec-1V izolatlar1 deri, yumusak doku, apseler ve ameliyat sonrasi yaralarindan

izole edilmektedir.

pvl geni SCCmec-1V tasiyan suslarda %90’1in iizerinde pozitif bulunurken, bu oran
SCCmec-I1 tasiyan izolatlarda % 0,3’ {in altindadir. Ayrica SCCmec-IV suslan iginde PVL

geninin insidansi ¢cocuklarda yetiskinlere gore 6nemli derecede fazladir (2).
2.10. Staphylococcus aureus’un Molekiiler Epidemiyolojisi ve Tiplendirme Yontemleri

Bakteriyel suslarin tiplendirilmesi salginlarin ve nozokomiyal yayilimin arastirilmasinda
ve suslar arast evrimsel iligkilerin incelenmesinde 6nem tasimaktadir. MRSA izolatlarini

birbirinden ayirtetmede kullanilan bir ¢ok tiplendirme yontemi gelistirilmistir (62).

Tiplendirme yontemleri temel olarak Fenotipik (geleneksel) ve genotipik (molekiiler) tiplendirme

olmak tizere iki kategoriye ayrilir (19).
2.10.1.Fenotipik yontemler

Geleneksel veya konvansiyonel yontemler olarak da bilinen fenotipik yontemler, genetik
bilginin ekspresyonu ile ortaya ¢ikan ozelliklere gore mikroorganizmalarin birbirleriyle iligkili
olup olmadiklarin1 ortaya koymaktadir. Mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini ortaya
koyan biyotipik profillerine, antibiyotik duyarliliklarina, duyarli olduklar: faj tiplerine, protein
icerikleri gibi bircok Ozelliklerine dayali fenotipik yontemler mevcuttur. Fenotipik farkliliklar
ortaya koyan tiplendirme yontemlerinin temel dezavantaji mikroorganizmalarin fenotipik
ozelliklerini degistirme egilimleridir. Bu degisiklikler 6nceden tahmin edilemez ve degisen cevre
kosullarina bir yanit olarak ortaya cikmis olabilirler. Buna ilaveten serotiplendirme ve faj
tiplendirme gibi pek ¢ok fenotipik yontem, ¢esitli 6zgiil reaktanlara gereksinim duyarlar. Ayrica
bir tek niikleotitte meydana gelen nokta mutasyonlar1 herhangi bir fenotipten sorumlu genin
fonksiyonu veya regiilasyonu bozabilir. Bdylece fenotipik olarak farkli, ancak genotipik olarak
ayirtedilemez veya hemen hemen ayni olan izolatlar da ortaya ¢ikabilmektedir (63). Tam tersi
olarak genetik olarak birbirleriyle iliskisiz izolatlarin antibiyogramlar1 birbiriyle ayni
olabilmektedir. Bir bagka fenotipik tiplendirme yontemi olan faj tiplendirmesiyle ise bir ¢ok S.

aureus izolati tiplendirilememektedir (62).
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S. aureus tiplendirmesinde kullanilan 4 fenotipik yontem bulunmaktadir;
1 Antimikrobial Duyarlilik Testleri
2 Biyotiplendirme
3 Faj tipi
4 MLEE (Multilokus Enzim Elektroforezi)
2.10.1.1.Antimikrobial Duyarlilik Testleri

Yeni veya alisilmadik bir antibiyotik diren¢ paterninin tanimlanmasi siklikla bir salgimin ilk
gostergesi olabilir (64,65). Klinik mikrobiyoloji laboratuarlar1 ¢ogu bakteriyel izolatlarin
antimikrobiyal ajanlara duyarliliklarin1 rutin olarak test etmektedirler. Konvensiyonel ve
otomatize antibiyogram sistemlerinin her ikisi de yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu test
yontemlerinin kalite kontrolleri zor, ancak uygulamalar1 kolay ve goreceli olarak daha ucuzdur
(65). Bununla birlikte antibiyotik direng fenotiplerindeki degiskenlikler nedeniyle
antibiyotiplendirmenin epidemiyolojik olarak degeri sinirhidir. Farkli izolatlar ayni direng
paternine sahip olabilecekleri gibi, bir izolat plazmit veya transpozonlar araciligiyla g¢oklu

antibiyotik direnci gelistirebilir (63).

Kalitatif antibiyotik duyarliliklarina gore (duyarli-direncgli) yapilan siniflandirmalar iligkisiz
suslar1 ayirt etmede yetersizdir. Bunun yerine, kantitatif antibiyogram yani antibiyotik duyarlilik
zon ¢aplarma gore siniflandirma yapmak, antibiyogramin tiplendirme giiciinii arttirir (62,65).
Antibiyotiplendirme tek basina kullanilamaz, ancak bazen endemik veya epidemik bir klonun

tanimlanmasinda yararl bir tarama yontemi olabilir (66).
2.10.1.2.Biyotiplendirme

Biyotiplendirme ile bir izolatin biyokimyasal 6zellikleri, koloni morfolojisi ve cevresel
sartlara toleransi (bazi besiyerlerinde ve ekstrem pH ve sicakliklarda lireme v.b.) gibi 6zgiil
metabolik aktivite paterni ortaya konur. Biyotipik Ozelliklerden klasik olarak siniflandirmada
(taksonomi) ve ¢ogu klinik mikrobiyoloji laboratuarinda rutin olarak tiirlerin identifikasyonunda
yararlanilmaktadir. Ancak bazi mikroorganizmalarin ayriminda biyokimyasal reaksiyonlarin

kullanim1 yetersizdir (62,63).
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2.10.1.3.Faj tiplendirme

Bakteriyofajlar, bakteri hiicresini infekte ederek cogu kez bakteri hiicresinin erimesine
neden olan viruslar olarak tanimlanmaktadirlar. Epidemiyolojik ¢alismalarda bakteriler degisik
bakteriyofajlara olan duyarlilik ve direnclerine gore tiplendirilmektedirler. Faj tiplendirme
yonteminin dezavantajlar1 stok fajlarin ve kontrol suslarinin ancak referans laboratuarlarinda

bulunmasi, yontemin zayif tekrarlanabilirligi ve ayirim giiciidiir (67,68).
2.10.1.4.Multilokus Enzim Elektroforezi (MLEE)

MLEE, enzimler iyi se¢ildigi zaman bir¢ok lokus i¢in farkli allellere sahip gen iirtinleri
arasinda ayirici olabilmektedir. Bu 6zellik, sik tercih edilen bazt DNA parmakizi yontemlerinde
bulunmayan ve evrimsel gelisimi inceleyen arastirmacilar tarafindan gereksinim duyulan bir

Ozelliktir.

MLEE yontemi direkt uygulanan bir yontemdir. Hiicre ekstreleri, jel elektrofrorezi,
poliakrilamid jel elektrofrorezi veya normal kosullarda izoelektrik fokuslama ile ayrilir ve
enzimler spesifik boyama prosediirleri ile jellerde goriiniir hale getirilmektedir. 1iki izolat
arasinda bilgisayarli degerlendirme icin benzerlik katsayisinin elde edilmesinde kullanilmasi
gereken veritabani icin birkag¢ farkli (genellikle 6-7) metabolik enzimin (aynen MLST gibidir)
degerlendirilmesi gerekmektedir (69).

2.10.2.Genotipik yontemler
210.2.1. Salgin analizleri i¢in kullanilan yontemler

2.10.2.1.1. Kromozomal DNA’nin Makrorestriksiyon Analizi ve [(“Pulsed-Field Gel
Electrophoresis” (PFGE)]

Tekraralanabilirliginin yiiksek olmasi nedeniyle, bu yontem bir ¢ok arastirmaci tarafindan
molekiiler yontemler igerisinde “altin standart” olarak kabul edilmistir. Bu yontem, farkli
yonlerden belli siirelerde verilen elektriksel akim yani “pulse” ile megabaz biiyiikliiklerindeki
molekiiller de dahil olmak {izere DNA molekiiliiniin ¢éziimlenmesi, temel prensibine dayanir
(70). DNA’nin pargalanmasinin engellenmesi i¢in bakteri hiicresi agaroz igerisindeyken DNA

elde edilir ve ardindan uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile muamele edilir (16,71).
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Suslarin ¢esidine gore farkli olan restriksiyon bolgelerine bagl olarak, restriksiyon endoniikleaz
DNA’y1 pargalara ayirir (16). Biiyiikliikkleri 10-800 kb arasinda degisen 5-20 DNA parcasi
bakterinin kromozomal restriksiyon profilini verir (16,71). Makrorestriksiyon analizinde
kullanilan enzimler DNA’y1 seyrek olarak keserler. Bu nedenle ortaya g¢ikan pargalar, klasik
elektroforetik sartlarda yiiriitiilmek i¢in ¢ok biiyliktiir. Bu DNA parcalarinin go¢iinii saglamak
icin elektrik akiminin yoniiniin sik olarak degistigi bir elektriksel alan saglanir. Boylelikle DNA
jel icinde ilerleyebilir (71). Belli biyiiklikteki DNA molekiiliiniin reoryantasyonunun
baslamadig1 bir minimum “switching time” aralig1 vardir, yani kiiglikten biiyiige molekiillerin
ayrigabilmesi igin, ilk PFGE zamanlari, elektroforez sirasinda ardisik olarak daha yiiksek bir
degere cikartilir. Bu prensip ile kisa ve/veya daha uzun “switch” zamanlar1 kullanilarak kii¢iik
ve/veya biiylik molekiillerin ayrimi saglanmaktadir (70). PFGE 06zel ve pahali bir cihaz
gerektirmesi haricinde basit ve standart bir tekniktir (71). PFGE degerlendirmesi Tenover ve
arkadaslarinin kriterlerine gore yapilmaktadir (62). Bu yontemle PFGE protokolleri arsinda bir
uyum yaratmig ve bu standart bir terminoloji haline getirilmistir. Standart uygulama ve

degerlendirme kriterlerinin bulunmasi, PFGE ile elde edilen sonuglarin degisik laboratuarlar

arasinda paylasilmasini saglamaktadir (71).

2.10.2.1.2. Ribotiplendirme

Genotiplendirme teknikleri epidemiyolojik calismalar i¢in ¢ok kiymetli veriler elde
edilmesini saglamaktadir. Genotiplendirme amaciyla kullanilan PFGE yoOntemi altin standart
olmasma karsin pahali ekipman ihtiyac1 ve tecriibeli laboratuar c¢alisanlarinin olmasini
gerektirdiginden, aynt amaca hizmet eden daha ucuz ekipman ve tecriibeli laboratuar
calisanlariin olmasma ihtiyag duymayan ve de otomatize sistemlerle entegre edilebilen bir
molekiiler yontem arayislar1 bulunmaktadir. Ribotiplendirme yontemi ribozomal gen bdlgeleri
icerisindeki DNA dizilerinin degiskenliklerinin saptanmasi prensibine dayali bir yontemdir bu
amacla PZT tabanli ribotiplendirme yontemlerinde elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin
sekansinin incelenmesi ya da restriksiyon enzimler ile islemlenmeleri sonrasi elde edilen bant
farkliliklarinin saptanmasina dayali olabilmektedir (72).

Farkli ribotipleme yontemlerinde ribozomal RNA’larin proplar yardimiyla saptnadigi
hibridizasyon teknikleri de kullanilabilmektedir. Bakterilerde bircok gen tek kopya halinde
bulunmaktadir, ribozomal gen bolgeleri bircok kopya halinde bulundugundan incelenecek

suslarin  DNA’sinin izole edilmesi ve restriksiyon enzimleri ile kesilmesinin ardindan
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elektroforez ile DNA pargalarin1 ayrimlanmasi saglanarak segilmis prob (rRNA’a 06zgiil) ile
hibridize edilebilmektedir. Ribozomal genlerin bir tiir igerisinde genellikle korunmus olmasi,
yontemin ayirim giiclinii azaltsa da, bu yontemin bazi bakterilerin alt tiplerinin belirlenmesinde

basarili oldugu gosterilmistir (73).

2.10.2.1.3. “Randomly Amplified Polymorphic DNA” (RAPD) (Arbitrarily Primed (AP PCR)

DNA parmak izi analizleri i¢in ¢esitli PZT bazli yontemler tanimlanmistir (69). Bu
yontemlerden biri RAPD PZT’dir. Bu yontemde yaklagik 10 bazlik primerler kullanilarak
bunlarin tutunacagi genom boyunca yerlesmis rastgele diziler hedef alinmakta ve amplifiye
edilmektedir. Cogaltilan {iriinler agaroz jelde ayrilmakta ve etidyum bromiir ile boyanmaktadir.
Tepkimede tek bir rasgele oligoniikleotid primeri kullanildiginda, genomdaki homolog sekanslar
ile hibridize olmaktadir. Eger primer alternatif DNA ipilik¢ikleri iizerindeki dizilerle hibridize

olursa, iki hibridizasyon bolgesi arasindaki DNA alani1 amplifiye edilmektedir.

Belirli bir tiir i¢cin RAPD analizi yapilmasi i¢in en iyi sonuglarin alindigi bir¢ok
oligoniikleotid primerlerinin denenmesi gerekmektedir (74). Ayirim giicliniin arttirilmasi igin
birden fazla primerin kullanilmas: gerekmektedir. Ancak yontemin degerlendirme kriterlerinin
standart olmayis1 ve tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi farkli laboratuvarlar arasinda degil ayni
zamanda ayni laboratuvar igerisinde bile sorun olusturmaktadir. Bu nedenlerle ortak bir veri
tabaniin olusturulmasi giigtiir (71). RAPD, PFGE’den daha kolay uygulanmasi nedeniyle sik¢a
basvurulan bir yontemdir (66). Avantaj ve dezavantajlari degerlendirildiginde RAPD, salgin
aragtirmasinda ¢abuk bir 6n degerlendirme yapilmak istendiginde, daha sonra kullanilacak PFGE

gibi referans yontemler i¢in yararli bir 6n ¢alisma olarak kullanilabilir (75).

2.10.2.2. Evrimsel iliskilerin incelenmesi ve arsivleme I¢in Kullanilan Yéntemler
2.10.2.2.1. coa (Koagiilaz) Tiplendirme Yontemi
coa tiplendirme yontemi S. aureus suslarinda koagiilaz enzimine ait coa gen bolgesinin PZT
ile amplifiye edilmesinin ardindan, A/ul gibi restriksiyon enzimleri ile elde edilen kesim
driinlerinin jel elektroforezi ile aardinyrimlanmasi ve ortaya ¢ikan restriksiyon parcalarimin
biiyiikliik polimorfizmindeki farklarinin degerlendirilmesi prensibine dayanmaktadir (76). Ancak

bu yontemde, restriksiyon enzimleri ile PZT {irlinlerinin kesimi i¢in uygun inkiibasyon siireleri ve
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sicaklik kosullarmnin optimizasyonu, ayrica elektroforez sirasinda kullanilacak akim ve

stirelerinin optimizasyonu gibi on ¢alismalar gereklidir (77).

2.10.2.2.2 “Multi Locus Sequence Typing” (MLST)

MLST, son yillarda bakterilerin tiplendirilmesinde kullanilan yeni bir yontemdir. Yontem,
yedi yapisal (house-keeping) gene ait kisa internal fragmanlarin dizi analizine dayanmaktadir
(78). MLST analizi, hastalik etkeni ve antibiyotiklere direngli bakterilerin karakterize edilmesi ve
izlenmesinde kullanigh bir yontemdir. Verilerin merkezi bir veri tabaninda toplanmasi ve
birbirleri ile bir programla karsilastirilabildikleri i¢in diger yontemlere gore daha standarttir.
Verilerin web iizerinde degerlendirilebilmesi i¢in bazi bilgisayar programlari gelistirilmistir.
Bunlardan biri olan “mlstdb” programi Chan ve ark. tarafindan gelistirilmistir (78). Bu programa

(http://www.mlst.net) internet adresinden ulasilabilmektedir.

MLST, dizi analizi bazli bir yontem olup epidemiyolojik ¢aligmalara kiiresel bir yaklasim
getirmektedir. Bu yontemde, yapisal (house-keeping) genlerden elde edilen yaklasik 500 baz
ciftlik yedi tane internal gen pargasinin dizi analizi yapilmaktadir. Bu amagla
arcc,aroe,glpf,gmk,pta,tpi ve yqil genlerine ait dizi analizleri yapilmaktadir. Bakteriye her bir
gen dizisi i¢in o diziye Ozgi bir allel numarasi verilmekte ve yedi lokuste bulunan allel
numaralarinin birlestirilmesi ile bir “allelik profil” olusturulmaktadir. Benzer sekilde, bu allelik
profiller de ortaya ¢ikarildik¢a numaralandirilmaktadir. Bu numaralar “dizi tipi (sequence type)”
olarak adlandirilmaktadir. Tek bir niikleotid farklilig bile susun yeni bir allel numarasi almasini
gerektirir. Elde edilen ST (sequence type) bilgileri niimerik karekterlerden veriler olduklarindan
matematiksel olarak bu sekans tiplerini farkli yaklasim yontemleri ile yine www.mlst.net web
adresinden ulasilabilen, BURST (Based Upon Related Sequence Types), NRDB (NON-
REDUNDANT DATABASES - allele assignment), LINKAGE DISEQUILIBRIUM ve SPLITS-
TREE gibi on-line olarak analiz yapabilen alt filo-genetik analiz modiilleri yer almaktadir (1).

MLST, infeksiyoz hastaliklarin izlenmesinde uluslararasi paylasgimimmin ve iletisimin
saglanmasi i¢in Umit verici bir yontemdir. Web sitesinde arastirmacilar bulgularini
karsilagtirabilmekte ve ortak bir veri tabani gelistirebilmektedirler. Ancak bu yontemin yaygin
olarak kullanilabilmesi, laboratuvarlain dizi analizlerini ekonomik olarak uygulayabilecek teknik

ekipmana sahip olmasina baghdir (1,35).
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2.10.2.2.3. spa Tiplendirme

Frénay ve arakadaglart (79). S. aureus’un protein A (spa) geninin polimorfik X
bolgesindeki bir tek-lokus dizi analzi yontemi gelistirmiglerdir. spa tiplendirmesinin MLST’ye
gore baslica iistiinliigli daha kolay uygulanabilir olusu ve sadece tek bir bolgenin dizi analizini
gerektirmesidir.  spa tiplendirmesinin ayirtedici giici PFGE ve MLST’nin arasinda bir
degerdedir. MLST den farkli olarak, spa tiplendirmesi MRSA’larin hem molekiiler evriminin
hem de hastane salginlarinin arastirilmasi i¢in uygundur. spa tiplendirmesinin avantaji
arastiricilarin -~ “in-house”  sekanslama  platformlarii  kullanarak  hazirlannmis  yazilim

programlartyla sonuglarin1 degerlendirilebilmesidir.

Koreen ve arkadagslar1 (80) ve Harmsen ve arkadaslar1 (81) tarafindan spa tiplendirme i¢in
tim diinyada kullanilan iki farkli terminoloji sistemi tanimlanmistir. Maalesef her iki
calismacinin terminoloji sistemindeki farkliliklar yayinlanan spa tiplendirmesi verilerinin
karsilagtirmasini giiclestirmektedir. Bugiine kadar Ridom StaphType software (Ridom GmbH,
Wurzburg, Germany) Avrupa’da spa sekanslarinin analizinde genis Olgiide kullanilmaktadir.
Laboratuardaki tiplendirme sonuglar1 internet yolu ile merkezi spa serveri ile senkronize bir
sekilde karsilastirilmaktadir  (http://www.spaserver.ridom.de). Bu web sitesi European
SeqNet.org tarafindan baglatilan evrensel bir terminolojiye sahip olmak {izere gelistirilmis bir
veritabanidir. Bu veritaban1 Avrupa’nin 36 farkl iilkesinde izole edilmis 13000°den fazla izolata
ait 100 farkli spa tekrarinin kombinasyonundan olugan 1200’den fazla spa tipi icermektedir. Bu
yiizden S. aureus’la ilgili en genis sekans bazli veritabanidir. spa tiplerine ait bilgilerin bir arada
toplanmasinin enfeksiyon kontroliiniin devamliligini saglamak ve elektronik ortamda erken uyar1
sistemi olusturarak MRSA suslarinin hastane diizeyinde yayginligini belirlemek gibi avantajlari

vardir (1).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.izolatlar

Calismamizda 2005-2007 yillarinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari, Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvar1 ve Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji laboratuvarlarina, yatan hastalarin ve poliklinik hastalarinin, kan kiiltiirii, yara yeri

ve solunum yolu 6rneklerinden iiretilen, toplam 299 adet S. aureus susu alindi.
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Tablo 3: S. aureus izolatlarinin kliniklere gore dagilinm

Klinik Say1
Reanimasyon Unitesi 32
Ortopedi 12
Dahiliye 17
Infeksiyon Hastaliklar 5
Dermatoloji 11
Genel Cerrahi 12
Plastik Cerrahi Servis 5
Kalp Damar Cerrahisi 2
Kulak Burun Bogaz

Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari 128
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 8
Kardiyoloji 3
Norosirurji 2
Noroloji 3
Acil 34
Yeni Dogan 4
Transplantasyon Unitesi 5
Onkoloji 6
Gogiis Hastaliklari 5
Hematoloji 1
Ozel Hasta Kat1 2
Toplam 299

[zolatlarin belirlenen hastanelerde CLSI 6nerilerine gére uygulanan duyarlilik testlerine

gore 99 tanesi MRSA, 200 tanesi MSSA idi (82).
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[zolatlarin {iretildikleri 6rneklere gére dagilimi Tablo 3’te, iiretildikleri kliniklere gore

dagilimlari ise Tablo 4’te goriilmektedir.

Tablo 4: Yatan hastalardan ve poliklinik hastalardan goénderilen klinik 6rneklerin dagilimi

Materyal cinsi Say1
Yara-abse 106
Kan ve dolagim yolu 6rnekleri 141
Solunum yolu 6rnekleri 29
Steril vucut sivilari 8
Burun siirtintiisti 5
Idrar 10
Toplam 299

Izolatlarin kliniklere gére dagilimi Tablo 4°de goriildiigii gibidir.

Gonderilen ve klinik laboratuvarda stoklanan izolatlar kanli agar besiyerine cekilerek
canlandirildi. Kontamine kiiltiirlerden tekrar pasaj yapildi. izolatlar canlandirildiktan sonra S.

aureus liremesinin dogrulanmasi1 amaciyla Gram boyama, katalaz ve koagiilaz testleri uygulandi.
3.2. Multipleks Polimeraz zincir tepkimesi (PZT) ile PVL Varhginin Arastirilmasi
3.2.1 Staphylococcus aureus Kolonilerinden DNA eldesi

Kanli agarda {iretilen tiim klinik suglardan akromopeptidaz yontemi kullanilarak bakteri

DNA’s1 elde edildi ve multipleks PZT i¢in kullanildi (5,16,17)
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3.2.1.1.Akromopeptidaz Y dntemi

Kullanilan Cozeltiler

Akromopeptidaz (Sigma A 3547): 10 U/ul olacak sekilde sulandirildi. Cozelti -20°C’de

saklandi.
NET tamponu: 10 mM NaCl + 1 mM EDTA +10 mM Tris. Oda sicakliginda saklandi.
Yontem

100 pl net tamponu, 10 pl akromopeptidaz ¢ozeltisi (10 U/ul) ile mikrosantrifiij tiiptinde
kanstirildi. Steril plastik 6ze ile iki-li¢ stafilokok kolonisi alinip tiipteki ¢ozelti igine siispanse
edildi. Tipler 50°C’ye ayarlanmis su banyosunda 30 dakika bekletildi. Oda sicakligina gelen
karisim PZT igin kullanildi.

3.2.2. pvl/nuc Multipleks PZT Uygulamasi

Lina ve ark. (5) ve Kobayashi ve ark. (65) tarafindan Onerilen yontem uygulandi. Bu

yontemle S. aureus’ a 6zgii nucA ve pvl geni (luk-PV) varlig1 saptandi.

3.2.2.1. Multipleks PZT i¢in kullanilan Malzemeler

Tamponlar:

0.5 M Na;EDTA (pH 8.0): 186.12 g disodyum etilen di amin tetra asetat (-2H,O) 800 ml
su i¢inde karistirilarak eritildi. NaOH pelletleri kullanilarak pH 8.0’e ayarlandi. Hacim bir litreye

su ile tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

10X TBE: 108 g Tris (Applichem A 2264), 55g borik asit (Sigma B 6768), 900 ml su
icinde ¢oziindi. 40 ml 0.5 M Na,EDTA (Sigma E 5135) (pH 8.0) eklendi ve hacim bir litreye su

ile tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

TE Buffer (pH 8.0):10mM Tris (Applichem A 2264), ImM EDTA (Sigma E 5134) (pH
8.0), 2.5ml Tris, 0.25 ml EDTA, 247.25 ml su ile karistirilldi. pH 8.0’¢ ayarlandi. Oda

sicakliginda saklandi.
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Jel Yiikleme Tamponu(6X):

% 0.25 bromfenol mavisi (Sigma B 5525 - %10’luk stok) 0.75 ml
% 0.25 xylene cyanol FF (Sigma X 4126 - % 5’lik stok) 1.5 ml
%30 gliserol (su i¢indeki karigim) 9 ml
Distile su 18.75 ml

Diger Malzemeler:

Etidyum Bromid (1000X, Smg/ml):
Etidyum Bromid (Sigma E 8751) 05¢g
Distile su 100ml

dNTP Karigimi (Fermantas 100mM): 10 ul dATP, 10 ul dGTP, 10 pul dTTP, 10 pul dCTP, 160 pl
steril deiyonize su igine karistirildi. ANTP karisim son diliisyon her birinden 200 mM olacak

sekilde hazirlandi.
3.2.2.2. pvl/nuc Multipleks PZT i¢in kullanilan dnciiller

Calismada kullamlan 6nciil dizileri ve stok konsantrasyonlar1 Tablo 5’te gdsterilmistir. Onciil
konsantrasyonlar1 nuc ve pvl igin 50 pmol/ul olacak sekilde hazirlandi. Onciil ¢ozeltileri steril

mikrosantrifiij tiiplerine aktarilip, -20°C’de saklandi.
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Tablo 5: pvi/nuc Multipleks PZT i¢in kullanilan onciiller (5,65)

Onciiller Onciil dizgileri( 5°- 3°) Onciil Konsantrasyonu
(stok)

nuc-1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 50 pmol/ul

nuc-2 AGC CAA GCCTTG ACG AAC TAA AGC 50 pmol/ul

luk-PV-1 | ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 50 pmol/ul

luk-PV-2 | GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC (S=G,C) 50 pmol/ul

3.2.2.3. pvl/nuc Multipleks PZT Karigiminin Hazirlanmasi

Reaksiyon i¢in 25 mM MgCl,’den 5ul, 100 uM dNTP’den 5pl, 2.5 iinite Tag polimeraz

enziminden 0.55ul, 50 pmol nucl 6nciiliinden 1 pl, 50 pmol nuc2 onciiliinden 1 pl, 50 pmol luk-

PV-1 onciilinden 1 pl, 50 pmol luk-PV-26nciilinden 1 pl, 10X Taq buffer (konsantrasyonu
1X’e diisecek sekilde), kalip DNA (test edilecek DNA 6rneklerinden bes pl) toplam hacim 50 pl

olacak sekilde karigim 0.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde buz iizerinde hazirlandi (5,65).

3.2.2.4. pvl/nuc Multipleks PZT Thermal Cycler Programi

95°C

94°C

55°C

72 °C

70°C

+4°C

? dakika
30 saniye
30 saniye
1 dakika

? dakika

ondenatiirasyon

denatiirasyon

birlesme 30 siklus
uzama

Son uzama
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3.2.2.5. Sonuglarin degerlendirilmesi

TBE tamponuna (1X) (50ml Tris-borik asit-EDTA; pH: 8) 0.75 gram agaroz eklenerek %
1.5 luk 50 ml agaroz jel hazirlandi. I¢ine 5 mg/ml konsantrasyondaki etidyum bromid
cozeltisinden 3 ul eklendi. Karisim taraklar1 hazirlanmis jel kalibina dokiildii. Jel katilastiktan
sonra taraklar c¢ikarilarak jel tankina yerlestirildi. iki pl 6x jel yiikkleme tamponu ( %0.25 brom
fenol mavisi’nden 0.75 ml, %0.25 xylen cyanol FF’den 1.5 ml, %30 gliserol’iin su i¢indeki
karistmindan 9 ml, distile su’dan 18.75 ml igerir) ve 10 ul PZT iirlinii karistirilarak her bir
kuyucuga 11,8 ul yiiklendi. Jel, IXTBE buffer tamponu igerisinde 120 V uygulanarak 45 dakika
yiiriitiildii ve sonuglar ultraviyole aydinlaticida incelendi. Ardindan goriintiilendi.

luk-PV igin, 433 baz ciftlik (bp), nuc i¢in 280 bp lirliin varlig1 pozitif olarak degerlendirildi
(5,65).

3.3. 16S/mec/nuc Multipleks Polimeraz zincir tepkimesi (PZT)

Bu amagla Louie ve ark. tarafindan dnerilen yontem uygulandi (83). Bu yontemle S.

aureus’a 0zgl nucA, metisilin direng geni mecA ve DNA eldesi i¢in internal kontrol

olarak 16S rRNA saptanmaktadir.

3.2.1.’de anlatildig1 gibi DNA elde edildikten sonra metisilin direncinin saptanmasi

icin 16S/mec/nuc Multipleks PZT uygulandi.

3.3.1. 16S/mec/nuc Multipleks PZT i¢in Kullanilan Onciiller

Calismada kullanilan 6nciil dizileri ve stok konsantrasyonlar1 Tablo 6’da gosterilmistir.
Onciil konsantrasyonlar1 16 S TRNA ve nuc igin 50 pmol/ul mecAl &nciilii igin 32 pmol/ul,
mecA2 onciilii igin 27.4 pmol/pl olacak sekilde hazirlandi. Onciil ¢ozeltileri steril mikrosantrifiij

tiiplerine aktarilip, -20°C’de saklandi.
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Tablo 6: Multipleks PZT de kullanilan onciiller (83).

Onciiller Onciil dizgileri( 5°- 3°) Onciil
Konsantrasyonu
(stok)
16S-rRNA (F) | AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG 130 pmol/pl
16S-TRNA (R) | GGA CTA CCA GGG TAT CTA AT 144 pmol/pl
mecA-1 AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 137 pmol/pl
mecA-2 AGT TCT GCA GTA CCG GATTTG C 160 pmol/pl
nuc-1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 146 pmol/pl
nuc-2 AGC CAA GCCTTG ACG AAC TAA AGC 131 pmol/pl

3.3.2. 16S/mec/nuc Multipleks PZT Karisiminin Hazirlanmasi

Reaksiyon i¢in 3 mM MgCl,, 200 mM dNTP, 2.5 iinite 7aq polimeraz enzimi, 25 pmol

nucl onciill, 25 pmol nuc2 onciili, 25 pmol 16 S rRNA forward onciilii, 25 pmol 16S rRNA

reverse onciilli, 54.8 pmol mecAl onciilli, 64 pmol mecA2 onciilii, 10X buffer (konsantrasyonu

1X’e diisecek sekilde), kalip DNA (test edilecek DNA 6rneklerinden iki pl) toplam hacim 25 pl

olacak sekilde karigim 0.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde buz tizerinde hazirland1 (83).

3.3.3. 16S/mec/nuc Multipleks PZT Thermal Cycler Programi1

94°C

94°C

52°C

72 °C

72°C

+4°C

2 dakika
30 saniye
30 saniye
1 dakika

5 dakika

Ondenatiirasyon

denatiirasyon

birlesme 25 siklus
uzama

SOon uzama
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3.3.4 Sonuglarin Degerlendirilmesi

TBE tamponu (1X) iginde % 2 lik 50 ml agaroz jel hazirlandi. igine 5 mg/ml
konsantrasyondaki etidyum bromid ¢ozeltisinden 2.5 pl eklendi. Karisim jel kalibina dokiildii.
Iki pl yiikleme tamponu ile 10 ul PZT iiriinii mikrosantrifiij tiiplerinde karistirildi. DNA ladder
(100 bp) ve iiriinler jel kuyucuklarina aktarildi.

Elektroforez tanki 1X TBE tamponu ile dolduruldu. Jel bu tank i¢inde 120 V da 30 dakika

elektroforeze tabi tutuldu. Ardindan sonuglar ultraviyole aydinlaticida incelendi.

16S rRNA icin, 798 baz ciftlik (bp), nuc i¢in 270 bp ve mecA igin 533 bp iiriin varlig
pozitif olarak degerlendirildi (83).

3.4. Pulsed Field Jel Elektroforezi Uygulamasi

Bannerman ve ark. (84) ve Leonard ve ark. (85) tarafindan énerildigi sekilde Iskoc MRSA
Referans Laboratuvari tarafindan hazirlanmis PFGE protokolii uygulandi. Bu protokol kisaca

asagidaki basamaklardan olugmaktadir.
Yontem:

NET Tamponu: 10 mM NaCl + 1 mM EDTA +10 mM Tris. Oda sicakliginda saklandi.

Lizis Tamponu: 6mM Tris-HCI, M NaCl, 100mM EDTA, % 0.5 Brij 58, % 0.2 de oksikolat, %
0.5 N-Lauroyl sarcosine pH 7.6 olacak sekilde hazirlandi steril edildikten sonra +4 °C’de

saklandi.

Restriksiyon Enzimi Karigimi: Her bir izolat i¢in 87 pl de iyonize su, 10 pl 10X reaksiyon
tamponu, 3 pl (10 U/ pl) Smal makrorestriksiyon enzimi ilave edilerek reaksiyon karigimi taze

olarak hazirlandi.
1. PFGE c¢alisma cetvelindeki suslara gore 1.5ml’lik steril mikrosantrifiij tiipleri numaralandirildi.

2. Her tiipe 250ul NET tamponu (akromopeptidaz ile DNA eldesinde formiilii verilmistir)

konuldu.
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3. Steril plastik bir 6ze ile, bir 6ze dolusu bakteri kolonisi uygun mikrosantrifiij tiipline aktarildi

ve NET tamponu igerisinde siispanse edildi.
4. Blok kaliplar1 yapiskan bantlarla kapatildi, boylece kullanima hazir hale getirildi.

5. Mikrosantrifijj tiiplerine 20 pl akromopeptidaz ve 250 pl SeaPlaque agaroz eklendi, ¢cok yavas
olarak igerik karistirildi.

6. Her sustan 2 adet olacak sekilde agaroz kaliplarinda bloklar hazirlandi.
7. Agaroz katilasmaya birakildi.

8. Plastik test tliplerine 0.5 ml 6nceden 1sitilmis lizis tamponu karistirildi ve her sus igin bir tiip ve

2 blok olacak sekilde bloklar lizis tamponu igerisine aktarildi.
9. Tiipler su banyosunda 1 saat tutuldu.
10. Lizis tamponu plastik pastor pipetleri ile uzaklastirildi.

11. Her seferinde 2ml TE tamponu ekleyerek ve tampon eklendikten sonra 10 dakika bekleyerek
bloklar 3 kez yikandi.

12. Yeni 0.5 mI’lik mikrosantrifiij tlipleri sus basina bir tiip olacak sekilde numaralandirildi.

13. Restriksiyon enzimi ile kesim igin steril konik tabanli bir tiip i¢inde restrikiyon enzim
karistm1 hazirland1 [1305ul su (deiyonize); 150ul 10x enzim tamponu, 45ul Smal enzimi
(100U/ul’lik stoktan) seklinde hazirlanan karisim 15 susun ¢aligilmasi igin gereken miktardir. ]

Bu agsamada steril malzeme ve filtreli pipet uglar1 kullanildu.
14. Yukaridaki karigimdan her mikrosantrifiij tiipiine 100ul eklendi.

Yikama isleminden gegcirilmis bloklardan uygun biiyiikliikte kesilen pargalar karisim igerisine

aktarildi
15. Tiipler 30°C’de 3 saat su banyosunda tutuldu.
16. Bloklarin aktarilacag: jel yiiklenmeden 1 saat dnce hazirlandi.

Bu arada, CHEF DRIII cihazina tampon konuldu ve motor galistirilarak tamponun sogumasi
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saglandi.

17. Smal ile kesilmis blok pargalar1 jele yiikklendi ve bu kuyucuklarin agzi bloklarin

kuyucuklardan ¢ikmasini engellemek amaciyla %1°lik agaroz ile kapatildi.

Yiiriitme sartlari:

Is1: 14°C

Yiiriitme zamani: 23 saat

[lk sinyal (initial switch time): 6.8 sn

Son sinyal (final switch time): 63.8 sn

Volt/cm- 6.0

18. Yiirlitme isleminden sonra jel etidyum bromiir ile boyanarak goriintiilendi.
3.5. Jelin boyanmasi ve goriintiilenmesi

Etidyum bromiir stok soliisyonundan (10mg/ml) 40 pl alinarak 400 ml distile su igine
eklenerek son hacim 1 pl/ml olacak sekilde boyama soliisyonu hazirlandi. Elektroforez islemi
bittikten sonra jel boyama soliisyonu igine dikkatlice konularak 1/2 saat boyamaya birakildi.
Boyama islemi tamamlandiktan sonra jel soliisyondan c¢ikarilarak distile su ile yikandi ve
goriintiilendi. Boyama ve yikama islemini takiben jel goriintiilendi. Bunun i¢in goriintiileme
cihazinin bagli bulundugu bilgisayar ve kamera agildi. Jel transliiminatdriin iistiine yerlestirilerek
beyaz 1sikla goriintii ayarlandi. Sonra beyaz i1sikla goriintii ayarlandi beyaz 151k kapatilarak
transliimintor agildi ve etkin 1s1k siiresi (exposure time) 0,08 saniyeye, kamera objektifi ise
kamera acgiklig1 1,5, makro ac¢iklik 30 olacak sekilde ayarlanip goriintii elde edildi. Goriintiileme

islemi Infinity capt yazilim programi kullanilarak uygulandi.

3.6. PFGE paternlerinin degerlendirilmesi

Calismamiz sonucunda elde edilen makrorestriksiyon analizi sonuglar1 Tenover

kriterlerine gore degerlendirildi (62).

1) Bantlar arasinda fark yoksa (hepsi ayni ise) yakin iligkili izolatlar identik (ayn1 sus)
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2) 1-3 bantin fark gosteriyorsa ¢ok yakin iliskili izolatlar
3) 4-6 bant fark olmasi olasilikla iliskili izolatlar
4) Bant farkliliklarinin 7'den fazla olmasi farkli suslar olarak degerlendirildi(62).

Buna ek olarak her izolat i¢in bant sayr ve biiyiikliikleri belirlendikten sonra Jacards
katsayis1 (Sj: nAB/nAB+a+b (nAB: Hem A hem B sirasinda ortak olan bantlarin sayisi; a: A
sirasinda olup B’de bulunmayan bant sayisi; b: B sirasinda olup A’da bulunmayan bant
sayisi).hesaplandi. Jacards katsayisi 1 olan suslar birbirinin ayni, 0.8-1.0 olan suslar birbiriyle
iligkili, <0.8’en kiiclik olan suglar birbirinen farkli olarak degerlenirildi. Bu sonuglar Mega
Veriyon 3.1 bilgisayar programi kullanilarak UPGMA yo6ntemiyle analiz edildi. Analizin sonucu

dendogram formatinda ¢izildi.
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4. BULGULAR:
4.1. Klinik Izolatlarin Multipleks PZT (nucA/ pvl) Sonuclari

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Hastanesi ve Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde izole edilen 299 S.
aureus susunun tamaminda nucA ve pvl genlerinin varligi multipleks PZT yontemi ile
aragtirilnugtir. izolatlarin 106°s1 (29 MRSA, 77 MSSA) yara ve abse; 141’ (42 MRSA, 94
MSSA) kan ve dolagim yolu; 29’u (17 MRSA, 12 MSSA) solunum yolu, 8’1 (3 MRSA, 5
MSSA) burun ve bogaz siiriintiisii ve 10’u (2 MRSA, 8 MSSA) idrar 6rneklerinden tiretilmistir
(Tablo 7).

Akromopeptidaz yontemi kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilan izolatlarin multipleks
PZT sonuglarinda, 11 izolat (10 MSSA, 1 MRSA) PVL-pozitif olarak saptanmistir (Sekil 6).

Calismamiza alinan 299 S. aureus susundan 106’s1 (29 MRSA,77 MSSA) yara ve abse
orneklerinden, 141°1 (47 MRSA, 94 MSSA) kan ve dolasim yolu, 29’u (17 MRSA, 12 MSSA)
solunum yolu, 8’i (3 MRSA, 5 MSSA) steril vucut sivilarindan, 5’i (1 MRSA, 4 MSSA) burun
ve bogaz siirlintiilerinden ve 10’u (2 MRSA, 8 MSSA) idrar 6rneklerinden soyutlanmustir.

Calismamiza alinan S. aureus suslarinin izole edildigi 6rnek tipleri ve MRSA ve MSSA

olmalarina gore nuc/pvl multipleks PZT sonuglar1 Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7: izolatlarin 6rnek tipleri ile MRSA ve MSSA olanlarinin PVL pozitiflik dagilimlart

Ornek tipi MRSA MSSA
PVL+ |PVL - PVL+ |PVL -
Yara-abse - 29 9 68
Kan ve dolagim yolu 1 46 1 93
Solunum yolu - 17 - 12
Steril vucut sivilar - 3 - 5
Burun ve bogaz siiriintiisii - 1 - 4
idrar - 2 - 8
Toplam 1 98 10 190

Ornek olarak PVL-pozitif ve PVL-negatif bulunan izolatlardan dérdiine ait multipleks

PZT jel gortntiileri Sekil 6’da gosterilmistir.
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Fozitif kontrol

Sekil 6: Calismamizdaki bazi izolatlara ait multipleks PZT sonuglar1 6rnekler

1.DNA ladder, 2. Pozitif kontrol (ATCC 49775),3. Bos 4. Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922), 5. PVL-
negatif S .aureus, 6. PVL-negatif S. aureus, 7. PVL-pozitif S. aureus (H825) 8 PVL-negatif S. aureus, 9. Bos,
10. Negatif kontrol

Calismamizda, PVL pozitiflik orant % 3.67 (11/299) olarak saptanmistir. MRSA izolatlar1
arasindaki PVL pozitiflik oran1 %1 (1/99), MSSA izolatlar1 arasindaki PVL pozitiflik oran1 ise
%5 (10/200)‘tir. PVL-pozitif tek MRSA izolat:1 Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi’nden
gelen bir kan 6rneginden iiretilmis ve 16STRNA/mec/nuc PZT ile saptanmustir.

PVL-pozitif MSSA izolatlarinin merkezlere gore dagilimi; Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi hastanesi’'nden 6 izolat, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi’nden 3
izolat, istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden 1 izolat seklindedir.

Farkli merkezlerin MSSA sus sayisina gore PVL pozitifligi oranlari; Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi’'nde %10 (6/59), Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Hastanesi’nde MSSA i¢in % 4.8 (3/62), istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde
%1.26 (1/79) olarak belirtilmistir. Hacettepe Universitesi MRSA izolatlar1 igin oran % 2.5
(1/40)’dir. Buna gore calismamizda arastirdigimiz Panton-Valentin 16kosidin (PVL)’in, farkli
merkezlerden toplanan MSSA ve MRSA izolatlarindaki oranlari sirastyla % 1.25-10 ve % 0-2
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olarak bulunmustur.

PVL-pozitif izolatlarin % 18’1 (2/11) kandan (1 MSSA, 1MRSA), % 82’si (9/11) yara
kiiltiirlerinden izole edilmistir. Dokuz Eyliil Universitesi PVL-pozitif izolatlarmnin kliniklere gore
dagilimi1 % 50’si (3/6) Kadin Hastaliklar1 ve Dogum, % 16.6’s1 (1/6) Kulak Burun Bogaz, %
16.6’s1 (1/6) Beyin Cerrahisi ve % 16.6’s1 (1/6) Plastik Cerrahi servislerindendir.

4.2. PVL-pozitif izolatlarin 16SrRNA/mec/nuc PZT sonuclari

Calismamizda secilen 299 S. aureus izolat1 nucA ve pvl genlerinin varligr multipleks PZT
yontemi ile incelenendiginde PVL-pozitif olarak saptanan 11 izolatin rutin duyarlilik yontemleri
ile elde edilen verilere géore MSSA oldugu sonucu elde edilmis fakat rutin duyarlilik testlerinde
metisiline heterorezistan direng gosteren izolatlar olup olmadigini belirlemek i¢in PVL-pozitif
izolatlarin  tiimiine 16S/mec/nuc  multipleks PZT uygulanmis ve metisilin direnci
degerlendirilmistir. Bunun sonucunda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Hastanesi’nden MSSA olarak gonderilmis bir izolatin mec geni tasidigi yani MRSA oldugu

saptanmustir (Sekil 7).
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Sekil 7: PVL-pozitif izolatlarin mec-nuc PZT sonuglari

1.DNA ladder, 2. Pozitif kotrol (EMRSA-2), 3. Pozitif kontrol (EMRSA-6), 4. Metisiline duyarli Staphylococcus
aureus izolatt (H012), 5. Metisiline duyarli Staphylococcus aureus izolati (H030), 6. Metisiline direngli
Staphylococcus aureus izolat1 (H825), 7. Metisiline duyarli Staphylococcus aureus izolat1 (H576), 8. Metisiline
duyarl Staphylococcus aureus izolat1 (D.E.672), 9. Metisiline duyarli Staphylococcus aureus izolat1 (D.E.709), 10.
Metisiline duyarli Staphylococcus aureus izolat1 (D.E.763), 11. Metisiline duyarli Staphylococcus aureus izolati

(D.E.813), 12. Bos, 13. Negatif kotrol (E. coli ATCC 25922)

4.3. PVL-pozitif izolatlara uygulanan PFGE’nin Sonuclar:

PVL-pozitif saptanan 11 izolat epidemiyolojik olarak “altin standart” metod olarak kabul
edilen pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) ile degerlendirilmistir. Buna gore; Dokuz Eyliil
Universitesi izolatlarmin dérdii birbiri ile ilskili bulunmustur. Bu izolatlarin makrorestriksiyon
paternleri ikili gruplar halinde birbirleri ile identiktir. Her iki grup arasinda da bir bant fark
bulunmaktadir. Identik izolatlardan ikisi iki aylik bir siire igerisinde farkli servislerden izole
edilmistir. Hacettepe Universitesi izolatlarindan birinin makrorestriksiyon paterni de bu gruplar
ile benzerdir. Diger izolatlar tamamen farkli suslar olarak degerlendirilmistir. PVL pozitifligi

saptanan 11 izolata uygulanan PFGE ile elde edilen jel goriintiileri Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8: Calismamizdaki PVL-pozitif saptanan tiim izolatlarin PFGE goriintiileri

1.E-MRSA-2 (kontrol), 2.Metisiline duyarli S. aureus (yara izolati/D.E. 672), 3. Metisiline duyarli S. aureus
(yara izolati/D.E. 709.), 4. Metisiline duyarli S. aureus (yara izolati/D.E. 813.), 5.Metisiline duyarlt S. aureus (doku
izolati/D.E.1054.), 6. Metisiline duyarli S. aureus (doku izolat/D.E. 1175.), 7.Metisiline duyarlt S. aureus (yara
izolati/D.E. 1238.), 8.E-MRSA-6 (kontrol), 9.Metisiline duyarli S. aureus (yara izolati/H. 576.), 10.Metisiline duyarh
S. aureus (goz izolat/H. 012.), 11.NCTC 8325 (kontrol), 12.Metisiline direngli S. aureus (kan izolati/H. 825.),
13.Metisiline duyarli S. awreus (yara izolat/H. 030.), 14.Metisiline duyarli S. aureus (kan izolat/C. 32),

15.Saccharomyces cerevisiae (marker)

Makrorestriksiyon analizine gore; Dokuz Eyliil Universitesi suslarindan DE 709 ve DE
1238 numaral1 suslar birbiri ile identik olup yine Dokuz Eyliil Universitesi suslarindan birbiriyle
identik olarak bulunan DE 1054 ve DE 1175 numarali suslar ile yakin iligkili olarak saptanmistir.
Ayrica Hacettepe Universitesi izolatlarindan H 576 numarali sus bu birbiriyle identik Dokuz
Eyliil Universitesi suslar1 ile benzer bulunmustur. UPGMA yéntemiyle cizilen dendogram Sekil

9’da gosterilmistir.

53



CE7OS
_{ DE1238

CE1024
_’ CE117S
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Sekil 9: PVL-pozitif Staphylococcus aureus suslari ile Kontrol (EMRSA-2, EMRSA-6,
NCTC8325) suslarinin makrorestriksiyon analizi sonucu elde edilen Jakards katsayilari
kullanilarak ve Mega Version 3.1 bilgisayar programinda UPGMA yo6ntemi kullanilarak

olusturulan dendrogram
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5. TARTISMA

Deri infeksiyonlarindan septisemiye kadar pek cok infeksiyona yol agabilen bir patojen
olan S. aureus patogenezinde Onemli bir¢ok virulans faktorii icermektedir (86). Bu virulans
faktorlerinden biri doku harabiyetini arttiran bir sitotoksin olan Panton-Valentin Lokosidin’dir
(87). Bu 6nemli virulans faktoriine genellikle toplum kdkenli MRSA suslarinda rastlanmaktadir
(39). Pek ¢ok calismada pv/ genine sahip olan. S. aureus suslarinin genel sikliginin % 5’in altinda
oldugu belirtilmektedir (4,5). Ancak PVL pozitifliginin S. aureus infeksiyonunun izole edildigi
odakla iligkisi incelendiginde, bu oranin 6zellikle nekrotizan deri ve yumusak doku infeksiyonlari

ve fronkiillerinden izole edilen suslarda arttig1 saptanmistir (88,89).

Dokuz Eyliil Univeritesi Tip Fakiiltesi’nde Ocak 2005- Mayis 2006 tarihleri arasinda kan,
yara, solunum yolu orneklerinden rasgele secilerek iiretilmis 55 MRSA ve 79 MSSA susunda
PVL varlig1 aragtinnlmistir. Hem pv/ (luk) hem de S. aureus i¢in 6zgiil nuc genlerinin saptandigi
multipleks PZT yontemi ile degerlendirilen izolatlardan 2005 yilina ait 40 MSSA susunun
ikisinde (% 5) ve 2006 yilina ait 39 MSSA susunun dordiinde (% 10.3) PVL varlig1 saptanmustir.
Bu calismada MRSA izolatlarinda PVL saptanmamustir. Bu sitotoksin MSSA izolatlarinda da
yaygin olmamakla birlikte, 2006 yilindaki prevalansin 2005 izolatlara kiyasla iki kat fazla
olmast ve PVL-pozitif izolatlarin dordiiniin Genel Cerrahi servis veya poliklinigindeki
hastalardan izole edilmis olmas1 dikkat ¢ekicidir (6).

Chini ve arkadaslarinin (90) Yunanistan’da S. aureus izolatlarinda pv/ geninin dagiliminm
aragtirdiklar1 ¢ok merkezli (Yunanistan’da 3 hastanede) ¢alismada, 1058 S. aureus izolatinin %
27’sinin (n=287) PVL-pozitif oldugunu; bunlardan % 45’inin (n=222) MRSA ve % 12’sinin
(n=65) de MSSA oldugunu bildirilmistir. PVL-pozitif MRSA izolatlarinin ¢gogunun (n=157) CA-
MRSA oldugunu rapor etmislerdir.

Wannet ve arkadaglart (91) Hollanda’da 1987-1995 yillar1 arasinda izole ettikleri 216
MRSA izolatinda % 1 (2/216), 2000 yili MRSA izolatlarinda % 5 (5/99), 2002 yili MRSA
izolatlarinda ise %15 (15/98) oranlarinda PVL pozitiflik saptamislardir. Bu ¢aligmada izolatlarin
infeksiyon odaklart bildirilmemekle birlikte 2000-2002 yillar1 MRSA izolatlarinin SCCmec
tipleri incelenmis ve % 80’inin (16/20) SCCmec tip-IV tasidiklar1 saptanmistir. Ayrica bu
calismada PVL pozitiflik oranlarinin her gegen yil arttig1 da goriilmektedir.
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Diep ve arkadaslarinin (4) yaptiklar1 ¢alismaya gore; 1999-2000 yillart arasinda izole
edilen MRSA suglarinin % 36’s1 (37/101) PVL-pozitif olarak saptanmig, 2002 yili MRSA
izolatlarinin % 35°1 (29/82) ve 1997-2002 yillar arasinda izole edilen MRSA izolatlarinin % 70’1
(106/151) PVL-pozitif MRSA susu olalarak bildirilmistir. Ancak bu calismaya alinan MSSA
izolatlarinin % 6.7’sinde (6/89) PVL pozitifligi saptanmistir (4).

Denis ve arkadaslarinin (92). 2002-2004 yillar1 arasinda Belgika’da izole ettikleri 41
metisiline direngli S. aureus izolatin1 PVL pozitifligi agisindan PZT ile inceledikleri calismada %
40’1n1n (16/41) PVL-pozitif oldugu saptanmustir.

Oksiiz ve arkadaslarmm MSSA ve MRSA suslarinda PVL varligimmi arastiriklart 6n
calismada; PVL pozitifligi MRSA suslarinda %41, MSSA suslarinda ise %24 olarak saptanmustir.
Bu calismada PVL-pozitif olarak saptanan toplam 18 izolatin (9 adet MRSA, 9 adet MSSA) 17
tanesi deri ve yumusak doku infeksiyonlarindan izole edilmis, MSSA olarak saptanmis bir adet

PVL-pozitif sus ise idrardan izole edilmistir (7)

Oksiiz ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bu 6én calismada PVL pozitiflik oranlarmin
yiiksek olmasi toplum kdkenli infeksiyonlardan izole edilen suslarin sayica daha yiiksek oranda
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. PVL pozitiflik oranlarinin yiiksek olmasinin bir diger sebebi
de suslarin izole edildigi infeksiyon odaklar igerisinde deri ve yumusak doku infeksiyonlarinin
sayica fazla olmasi olabilir. Ayrica PVL pozitiflik oranlarinin ytliksek olmasinin {igiincii bir
sebebi de iki yillik zaman zarfinda Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi'nde degisen hasta

profili olabilir.

Ulkemizde 2008 yilinda S. aureus suslarinda PVL varligim arastiran diger bir calismada
ise; calismaya alinan MRSA izolatlarinin % 3’1 (8/261) ve MSSA izolatlarinin % 9.3’1 (4/43)
PVL-pozitif olarak saptanmig, bu PVL-pozitif bulunan izolatlardan 7°si yara yeri
infeksiyonundan, 4’ii idrar yolu infeksiyonundan ve 1°’i de eklem sivisindan soyutlanmistir. Bu
calismada ayrica PVL-pozitif izolatlarin SCCmec tipleri incelenmis 1 izolatin HA-MRSA, diger
11 izolatin ise CA-MRSA oldugu saptanmistir (93).

Yapmis oldugumuz c¢alismada toplam 299 S. aureus izolatinin % 3.6’sinda (n=11) PVL
pozitifligi saptanirken, benzer olarak yalnizca yara ve apse ornekleri (n=97) dikkate alindiginda

izolatlarin % 9.2’si (n=9) PVL-pozitif olarak saptanmustir.

Yillar igerisinde antibiyotik kullanimina bagli olarak basta hastane infeksiyonlarinda ve
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de toplum kokenli S. aureus infeksiyonlarinda metisiline direngli olan S. aureus suslarinin orani
artmaktadir (94). S. aureus‘a bagl infeksiyon hastaliklarinin prognozunu onemli diizeyde
etkileyen metisiline direng ozelligi ile virulans faktorlerinin birlikteligi pek c¢ok arastirmaci
tarafindan ortaya konulmaya calisilmigtir. Ancak farkli cografi bolgelerde PVL pozitifligi
birlikteliginin MRSA ya da MSSA suslar1 lehinde artabildigi saptanmustir (6,10,11). Ayrica farkl
calismalarda infeksyon etkeni S. aureus suslarinin sahip oldugu SCCmec tipinin saptanmasi ile
izolatlarin toplum kokenli mi yoksa hastane kdkenli mi olduklarina gore ayrimlandigi korelasyon

iligkileri incelenmistir (2,11).

Toplum kokenli olmast ve doku nekrozuna yol acan bir S. aureus infeksiyonu bulunmasi
on kosulu ile olusturulan hasta gruplar ile sinirlanacak bir calismada pv/ geni varliginin yiiksek
oranda saptanmasi beklenebilir. Yeterince genis Olcekli ve yeterli sayida 6rnege ulasilmadikea,
infeksiyon odaklarindan yaklasik <%S5 gibi diislik oranlarda karsilagilan bir virulans 6zelliginin
ayni zamanda rutin fenotipik yontemlerle saptanan metisiline direng o6zelligi ile iliskisinin
oOlgtilebilmesi zordur. Bunun bir sebebi rutin duyarlilik yontemleri ile saptanan metisilin direng
paternlerinin molekiiler yontemler ile elde edilen bulgularla gelisebilmesi (95), diger bir sebebi de
toplum kokenli bir S. aureus susu ile karst karsiya olup olmadigimizi ortaya koyan SCCmec
tipinin belirlenmemis olmasidir. Zira hastaneye yatis Oykiisii ve infeksiyon odagindan izole
edilme zamani gibi Ozelliklere dayanan “Hastane kokenli infeksiyon” ile “Toplum koékenli
infeksiyon” ayirimini saglayan kriterler ile yapilan ongoriiler molekiiler yontemler ile zaman

zaman Ortligmektedir (96).

Bazi calismalarda tek bir infeksiyon odagindan izole edilen suslarin metisilin direnci ve
PVL pozitifligi oranlar1 arastirilirken bazilarinda ise tek bir metisilin direng paternine ait
izolatlarin PVL pozitiflik oranlar1 arastirilmis ancak tiim bu ¢aligmalarda toplum kokenli ya da
hastane kokenli olusu dikkate almmistir. Ornegin; Issartel ve arkadaslarmm (97) Fransa’da 2005
yilinda yaptig1 bir ¢aligmaya gore; sadece cerrahi olarak drene edilen, etkeni toplum kokenli S.
aureus oldugu disiiniilen 95 abse Orneginden % 72 olarak soyutlanan S. aureus izolatinin %
89’unda PVL pozitifligine raslanmistir (97). PVL, S. aureus’ta nadir rastlanan (<%>5) bir toksin
olmasi, bizim ¢alismamizda oldugu gibi ¢alismaya dahil edilen suslarin rastgele secilmesinden,
farkli infeksiyon odaklarindan alinan 6rneklerin ¢alisilmasindan ve her bir farkli ¢aligmanin farkl

kitalardan ve farkli tilkelerden izole edilen 6rnekleri icermesinden kaynaklanmaktadir (97).
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CA-MRSA’nin 1982 yilinda ilk kez rapor edilmesinden sonra 1990’larin basinda hastane
risk faktorlerinden bagimsiz olarak dort kiigiik ¢ocugun nekrotizan pnomoni sebebiyle 6lmesi ile
PVL-pozitif CA-MRSA izolatlar ile yapilan ¢aligmalar artmistir (96). Giiniimiize degin yapilan
pek cok calisma insan polimorfoniikleer hiicrelerini apoptoza veya nekroza gotiiren PVL
sitotoksininin gen¢ ve saglikli insanlarda deri ve yumusak doku infeksiyonlarindan ve nekrotizan
pnomoniden izole edilen CA-MRSA suslarinda bulunmasi dikkat ¢ekicidir (2,9,51). Ancak bazi
calismalarda PVL’nin S. aureus patogenezinde rol oynadigina iliskin biiyilik ¢eliskiler oldugu da
belirtilmektedir (98). PVL’nin abse olusturmasimna dogrudan etkisini arastiran fare modeli ile
yapilan calisgmada, CA-MRSA’nin deri ve yumusak doku infeksiyonu olusturmada dogrudan
etkisinin bulunmadig1 saptanmistir. Ozellikle USA300 susunun delesyon ile PVL iiretemez
duruma gelmis mutant halinin de tipki yabani tipinde oldugu gibi dermonekroza yol agabildigi
gosterilmistir Ayrica PVL iiretemeyen mutant susun yabanil tipte ayirtedilemez 6lgiide fagositoz
sonrast PMN’leri ,parcaladigi gdsterilmistir (99). Ozellikle USA300 genomu por olusturan
l6kotoksinlerden en az iiciinii daha kodlamaktadir. Bunlar; [y-hemolizin (hlgA, higB ve higC),
LukE/D (lukD ve lukE) ve LukS/F homologu (SAUSA300 1975 ve SAUSA300 1974) PVL alt
initeleri ile % 82’nin dstiinde benzerlik gostermektedirler. Bu molekiillerin CA-MRSA

patogenezindeki rolii heniiz tespit edilememistir (98).

Bu calismanin sonuglar tiim klinik 6rnekler igerisindeki PVL pozitifligi ve de farkl
odaklardan izole edilen suslar ile elde edilen PVL pozitifligi sonuglarinin diger calismalarla
karsilastirilmasina imkan tanisa da SCCmec tiplerinin belirlenmemis olmasi ile tiimiiyle ayrintili

bir karsilastirma yapilabilmesini engellemektedir.

Farkli cografi bolgelerde S. aureus infeksiyonlarinin toplum kokenli ya da hastane kokenli
oluslari, metisilin diren¢ paternleri ve de PVL pozitiflik 6zelliklerine gore ayrintili klonal iligki
diizeylerinin degisebilen dagilimlarin ortaya konulabilmesi igin, halihazirda yapilmis olan
derlemeler yerine kanit degeri daha yiiksek olan sistematik derlemeler ve meta-analizlere ihtiyac

vardir. [8,100].

Klonal iligkilerin arastirilmasinda, makrorestriksiyon paternlerinin incelenmesini saglayan
pulsed-field jel elektroforezi yontemi altin standart olarak kabul gérmektedir (12). Yapilan pek
cok calismada infeksyon hastaliklarindan sorumlu olan bakterilerin plazmit, transpozon ve

bakteriofalar ile taginan antibiyotik diren¢ genlerini kazandik¢a kromozomal virulans
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ozelliklerinin azaldigr saptanmistir (101). Ancak Metisilin direncinden sorumlu bulunan mecA
geninin kromozomal olarak tasiniyor olmasi ayrica pvl geninin S. aureus igin yapisal degil de
bakteriyofaj ile sonradan kazandigi bir virulans Ozelligi olmasi, genetik baskinin yoniini

ongoriilebilmesini giiclestirmektedir.

Ozet olarak Stafilokok infeksiyonlarinda artan énemi olan PVL’nin metisiline duyarli ve
direngli gruplardaki sikligir ve klonal iliskilerini ortaya koymak amaciyla PZT ile pv/ varligi
arastirtlmis ve 299 izolat icerisinde yalnizca 1 MRSA susunda ve 10 adet MSSA susunda pv/ geni
varligi saptanmistir. Rutin izolasyon yontemlerinde koagiilaz testi ile belirlenen bu suslarin
identifikasyonlarint dogrulamak amaciyla nuc geninin varligi ayr1 bir molekiiler yontem olarak
degil, daha ekonomik olan ve ayn1 zamanda pv/ geni varligini da arastiran tek bir multipleks PZT
reaksiyonu ile saptanmaya calisilmistir.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde izole edilen 6 adet PVL-pozitif
MSSA’nin 4 tanesinin klonal olarak birbirleriyle yakin iliskili olmas1 ve bu 4 izolatin 2’serli
olarak birbirleriyle identik olmalari PVL-pozitif suslarin yayilma potansiyelinin bir gdstergesi
olabilir. Farkli cografi bolgelerde hakim olan S. aureus klonunun 6zelligine gore bazen toplum
kokenli MRSA suslarinda bazen de MSSA suslarinda PVL pozitiflik oranlart yiiksek
saptanmaktadir. Bu ¢alismada PVL pozitiflik orant MRSA’larda % 1, MSSA’larda ise % 5 olarak

saptanmistir.
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6.SONUC VE ONERILER

PVL, 16kosit ve makrofajlar iizerindeki litik etkisi ve fagositozu engellemesi nedeniyle S.
aureus’un virulansinda 6nem tasimaktadir S. aureus’un toplum kdkenli pndmonilerin yaklasik %
2’sinden ve hastane kaynakli pndmonilerin en az % 10’undan sorumlu olmasi, S. aureus
suslarmin saglikli ¢cocuklarda ve geng eriskinlerde hizli gelisen, siddetli hemorajik, nekrotizan
pndmoniye yol agmasi ve yiiksek oranda oldiiriicii etkiye sahip olasi (yaklasik % 75) ayrica S.
aureus pndmonisinin kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, kronik pulmoner hastaliklar ve diabetes
mellitus (tip2 diabet) gibi bir¢ok ciddi hastaliga sahip olan yagh kisilerde % 30-80 oranlarinda
olime yol agmasi, son yillarda dikkat ¢ekici hale gelmistir. Bu calismada PZT yontemi,
iilkemizde farkli bolgelerden izole edilen S aureus izolatlarinda pvl geni varlig arastirildi ve

PVL-pozitif suslarin klonal iliskileri incelendi.

PVL iireten MRSA suslar1 ve ¢ocuklardaki nekrotizan pnomoni tablosu arasinda iliski
bulunmasi nedeniyle PVL varlig1 veya yoklugu 6nem tasimaktadir. Gelecekte hastalik etkeni olan
suslarin PVL bulundurup bulundurmamalarina gore klinik tedavi yontemleri (kemoterapotiklerin
kullanilmas1 ya da immiinoterapi yoOntemlerinin uygulanmasi gibi) gelistirilmesi mimkiin

olabilir.
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