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OZET

Veteriner Hekim ve Veteriner Fakiiltesi Ogrencilerinde Metisilin

Direngli Staphylococcus aureus Tasiyicihgimin Belirlenmesi

Bu ¢alisma, veteriner hekim (n: 89) ve veteriner fakiiltesi 6 grencilerinde
(n: 83) metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) nazal tasiyiciliginin
prevalansinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirildi. Ayrica, izolatlarm antimikrobiyal
duyarliliklar1 ve stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec) tipi de arastirildi. Alinan
stvab Orneklerinin  hicbirinden MRSA izole edilemezken, veteriner hekimlerin
%43.8’inden (39/89) (33 S. epidermidis, 3 S. haemolyticus, 2 S. hominis subsp. hominis,
1 S. lentus) ve veteriner fakiiltesi Ogrencilerinin %44.6’sindan (37/83) (26 S.
epidermidis, 5 S. haemolyticus, 2 S. hominis subsp.hominis, 4 S. cohnii) metisilin
diren¢li koagulaz negatif stafilokok (MDKNS) izole edildi. Veteriner Hekimlerden
izole edilen MDKNS suslarinda SCCmec tip 1V 22, SCCmec tip V 14 ve SCCmec tip 1l
2 izolatta belirlenirken; veteriner fakiiltesi 6grencilerinden izole MDKNS suslarinda
SCCmec tip V 18, SCCmec tip IV 13 ve SCCmec tip Il 4 izolatta tespit edildi. Veteriner
hekimlerden izole edilen 1 ve Veteriner Fakiiltesi 6 grencilerinden izole edilen 2 susun
ise SCCmec tipi belirlenemedi. MDKNS izolatlarinin tamami vancomycin ve
quinopristin-dalfopristine duyarli bulunurken, veteriner hekimlerden izole edilen
MDKNS izolatlarmmm %64.1’inde (25/39) ve veteriner fakiiltesi 6grencilerinden izole
edilen MDKNS izolatlarinin %37.8”inde (14/37) ¢ogul direnglilik (5 veya daha fazla
antimikrobiyal) saptand:.

Sonuglar veteriner hekim ve veteriner fakiiltesi 6grencilerinin yiiksek oranda
cogul direngli MDKNS sugslar1 ile kolonize oldugunu gostermektedir. Bu nedenle,
veteriner hekimler ve veteriner fakiiltesi 6 grencileri ortaya ¢ikan bu yeni mesleki saglk
riskine karsi bilgilendirilmeli ve koruyucu Onlemler hakkinda egitilmelidir. Ayrica,
metisilin direngli stafilokoklarin toplumda yayilmmin kontrolii i¢in acilen insan ve
veteriner hekimligi arasinda igbirligine ihtiya¢ bulunmaktadr.

Anahtar kelimeler: Metisilin direnci, Staphylococcus spp., veteriner hekim,
veteriner fakiiltesi 6 grencisi, antimikrobiyal direng



ABSTRACT

Determination of Methicillin Resistant Staphylococcus aureus Carriage

in Veterinarians and Veterinary Faculty Students

The present study was carried out to determine the prevalence of nasal
carriage of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRS A) among veterinarians (n:
89) and veterinary faculty students (n: 83). In addition, antimicrobial susceptibility and
staphylococcal chromosomal cassette mec (SCCmec) type were also investigated.
While no MRSA was isolated from nasal swabs, methicillin-resistant coagulase-
negative staphylococci (MRCNS) was isolated from 43.8% (39/89) of veterinarians (33
S. epidermidis, 3 S. haemolyticus, 2 S. hominis subsp. hominis, 1 S. lentus) and 44.6%
(37/83) of students (26 S. epidermidis, 5 S. haemolyticus, 2 S. hominis subsp.hominis, 4
S. cohnii). Among MRCNS isolated from veterinarians, SCCmec tip IV in 22 isolates,
SCCmec tip V in 14 isolates and SCCmec tip Il in 2 isolates was found. Whereas
among MRCNS isolated from veterinary faculty students, SCCmec tip V in 18 isolates,
SCCmec tip IV in 13 isolates and SCCmec tip Il in 4 isolates. SCCmec type could not
be determined in one isolate from veterinary faculty student and in two isolates from
veterinarians. While all MRCNS isolates were found to be sensitive to vancomycin and
quinopristin-dalfopristine, 64.1% (25/39) of MRCNS isolates from veterinarians and
37.8% (14/37) of MRCNS isolates from veterinary faculty studentsshowed multiple
resistance (5 or more antimicrobials).

The results show that veterinarians and veterinary faculty students are
colonized with high rates of multiple-resistant MRCNS. For that reason, veterinarians
and veterinary faculty students should be informed about this emerging occupational
health risk and educated about preventive measures. Collaboration between human and
veterinary medicine is urgently needed to control methicillin-resistant staphylococci in
the community.

Keywords: Methicillin resistance, Staphylococcus spp., veterinarian,
veterinary faculty students, antimicrobial resistance



1. GIRIS

Staphylococcus aureus suslarinda antibiyotik direnci ilk kez 1930’1u yillarda klinik
kullanioma giren siilfanamid grubu antibiyotiklerle baslamis ve giiniimiizde linezolid,
daptomisin gibi yeni antibiyotiklere kadar uzanmistir. 1941 yilinda kullanilmaya baglayan
penisillin G ile S. aureus infeksiyonlarmda olduk¢a dramatik bir azalma goriilmiistiir.
Ancak, bu yiiz giildiirlicii durum ¢ok uzun siirmemis ve ¢ok kisa siirede penisilinaz (beta-
laktamaz) enzimi sentezleyen izolatlarin ortaya ¢ikmasi sonucu penisilin direnci goriilmeye
baslamistur. Giliniimiizde penisilin direngli izolatlarin orant %90-95’lere ulagmis
durumdadir. Bu sorun 1959 yilinda beta-laktamaz direngli semisentetik bir penisilin olan
metisilinin klinik kullanima girmesiyle ¢oziilmiistiir. Ancak, 1961 yilinda Ingiltere’de ilk
metisilin direngli S. aureus (MRSA) tanimlanmistir. MRSA suslarinda tespit edilen
metisilin  direnci 1960’11 yillarda Avrupa’da, 1970’li yillarda Amerika Birlesik
Devletleri'nde ve 1980°li yillarda ise tiim diinyada onemli bir mortalite ve morbitide
nedeni haline gelmistir.  Giiniimiizde 6nemli nozokomiyal infeksiyon etkeni olmalar
yanisira MRSA suslarinin toplum kokenli infeksiyon etkenleri arasinda da onemi giin
gectikge artmaktadir.

Son yillarda MRSA suslarmnin farkli hayvan tiirlerinden artan oranda izolasyonu
halk sagligi agisindan ciddi endiselere neden olmaktadir. Ciinkii MRSA ile kolonize veya
infekte hayvanlar; bulunduklar1 ortamlarin kontaminasyonu, temasta olduklar1 insanlarmn
kolonizasyonu veya infeksiyonu yoniinden rezevuar olarak rol oynayabilmektedir. Farkl
iilkelerde veteriner klinik ve hastanelerinde yapilan ¢aligmalarda hayvanlardan izole edilen
MRSA suglarinin, hayvan sahipleri, klinik ¢alisanlari, klinik personeli, hayvan bakicilari ve
klinik ortamindan izole edilen MRSA suslar1 ile ayni klonlar oldugunun tespit edilmesi;
hayvan tiirleri ve insanlar arasinda karsilikli bulagmanm miimkiin oldugunu gostermistir.
Hayvanlarda MRS A tastyiciliginin izlenmesi bulasmanin yoniiniin aydinlatilmasi (zoonoz,
humanoz) gerekli kontrol 6nlemlerinin alinmasi agisindan Gnemlidir. Bu nedenle
diinyanin bir¢cok iilkkesinde hayvanlarda, bunlarin bulunduklar1 ortamlardaki (ciftlikler,
veteriner Kklinikleri, veteriner hastaneleri) insanlarda (hayvan sahibleri, veteriner hekim,

veteriner teknisyeni, diger klinik ¢alisanlari, c¢iftlik ¢alisanlarty MRSA prevalansinin



saptanmasina, molekiiler karekterizasyonuna ve izolatlarin antibiyotik direng paternlerinin
belirlenmesine yonelik caligmalar yapilmaktadir.

Yurdumuzda Veteriner Hekim ve Veteriner Fakiiltesi Ogrencilerinde MRSA
tastyicihigni belirlemeye yonelik yapilmis bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma, 1)
Hatay ilinde kamuda ve serbest olarak ¢alisan Veteriner Hekimler ile Veteriner Fakiiltesi
ogrencilerinden alinan nazal sivab Orneklerinde MRSA tasiyiciligmin prevalansinin
belirlenmesi, i1) MRSA suglarmin SCCmec tipinin tespit edilmesi ve iii) MRSA suslarinin

antimikrobiyallere olan duyarliliklarinin saptanmasiamaciyla ger¢eklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Stafilokoklar dogada yaygin olarak bulunan, memelilerin deri ve mukoz
membranlarma kolonize olan, farkhi hastalik tablolarna neden olabilen Gram pozitif
koklardr. Stafilokok genusu i¢inde Staphylococcus aureus major patojen olarak kabul
edilmekle birlikte; S. aureus’un disinda, son yillarda, koagiilaz negatif stafilokoklarm
(KNS) da ozellikle hastanede yatan hastalar i¢in ciddi patojenler haline geldigi
vurgulanmakta (Glinaydmn ve ark. 1995) ve veteriner hekimliginde de (Taponen ve Pyorola
2009) onemleriartmaktadir.

Stafilokoklar genelde bulunduklar1 konakla iyi huylu ve simbiyotik bir iligki
icindedirler. Ancak, invaziv girisimler, cerrahi miidahaleler, deri ve mukoz membran
biitlinligiiniin bozuldugu durumlarda (¢evresel faktorlere bagh olusan yara ve gizikler gibi)

stafilokoklar patojen olabilirler (Peacock 2005).

2.1. Stafilokoklann ve Stafilokoklarda Metisilin Direncinin Tarihcesi

Stafilokoklar1 ilk olarak 1878°de Robert Koch i1sik mikroskobunda tanimlamus,
1880°de Pasteur sivi besiyerinde bakterileri {iretmistir. Iskogyal cerrah Alexander Ogston
1881°de stafilokoklarin fareler ve kobaylar i¢in patojen oldugunu gosterirken bu
mikroorganizmalara; {iremeleri swrasinda birbirlerinden ayrilmayip, iiziim salkimma
benzeyen diizensiz kiimeler olusturmalar1 sonucu “Staphylococcus” (Staphyle: iiziim
salkimi) adinm1 vermistir. Ogston patojen oldugunu vurgulamak i¢cin “mikrokoklar,
aktiviteleri diigiik ve yayilma alanlari smirli oldugunda yiizeysel suppuratif inflamasyona
yol acan, ancak etkinlikleri daha fazla olursa ve yayillma imkani bulurlarsa septisemi ve
piyemi olusturan mikroorganizmalardir” ifadesini kullanmistir. Rosenbach 1884 °de ilk kez
insandan izole etmistir. Ik olarak Staphylococcus albus olarak adlandirilan
mikroorganizmanin birden fazla alt tir igerdigi belirlenmis; 1970’lerden itibaren
Staphylococcus epidermidis disindaki diger KNS tiirleri de taninmaya baslanmistir
(Bannerman 2003, Peacock 2005).

Alexander Fleming tarafindan 1928 yilinda penisilinin bulunmasi; Florey ve Chain
tarafindan ise 1940 yilinda penisilin iiretiminin basarilmasi stafilokoklarm neden oldugu

infeksiyonlar tedavisinde dnemli bir agama olmustur. S. aureus izolatlarinda penisilin



direnci 1944 yilinda (Shopsin ve Kreiswirth 2001), tetrasiklin, eritromisin ve streptomisin
direnci ise 1950°li yillarda gdzlenmistir (Haznedaroglu 2009).

ilk semisentetik penisilinaza direncli antimikrobiyal olan metisilinin 1959 da klinik
kullanrma girmesinden iki yil sonra, ilk MRSA izolasyonu ingiltere’de rapor edilmistir.
MRSA suslarn 1960’1 yillarda Avrupa’da, 1970’11 yillarda Amerika Birlesik Devletleri’ nde
ve 1980°1i yillarda da diinyada 6nemli nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak bildirilmeye
baslanmistir.  Metisilin direnci yan1 sra MRSA suslarinda kinolonlar, makrolidler,
tetrasiklinler, aminoglikozidler, kloramfenikol, trimetoprim-sulfametoksazol, klindamisin
ve rifampisin gibi antibiyotiklere karsi da direng gelisimi g6zlenmistir (Griineberg 1997,
Sardan 2000).

Ik MRSA izolasyonunun bildirildigi tarihten yaklasik 10 yil sonra Belgika’da
mastitisli bir inegin siitinden MRSA izolasyonu yapilmigtir (Devriese ve Homes 1975).
Bu tarihten itibaren ise kopeklerden (Baptiste ve ark. 2005, van Duijkeren ve ark. 2004,
Kadlec ve ark. 2011), kedilerden (Ruscher ve ark. 2009), atlardan (Moodley ve
Guardabass1 2009, van Den Eede ve ark. 2009, Weese ve ark. 2006, Hartmann 1997),
koyunlardan (Qudduomi ve ark. 2006), domuzlardan (Sunde ve ark. 2011, Lozano ve ark.
2011) tavsanlardan (Walther ve ark. 2008), tavuklardan (Persoons ve ark. 2009), yunus
balkklarindan (Schaefer ve ark. 2009), bir foktan (O'Mahony ve ark. 2005) hatta hayvansal
triinlerden (Weese ve ark. 2010, Lim ve ark. 2010, Bhargava ve ark. 2011) metisilin
direngli stafilokok (MDS) tiirleri tespit edilmistir.

MRSA suslarnin giiniimiizde artan oranda insanlardan ve hayvanlardan izole
edilmesi, zoonoz ve humanoz olmalari, ¢ogul direng gostermeleri, tedavi segeneklerinin

sinrlt ve masrafli olmas1 nedeniyle 6nemli bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir.

2.2. Stafilokoklann Genel Ozellikleri

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology’nin 1986 yili baskisinda
Micrococcaceae ailesinde Stomatococcus ve Planococcus ile birlikte yer alan
Staphylococcus ve Micrococcus tirlerinin (Alen ve ark. 2006); DNA dizi analizi, DNA-
rRNA hibridizasyonu, Kkarsilastirmali  16S rRNA oligontikleotid dizi analizi
Staphylococcus ve Micrococcus tiirlerinin yakin iligkili olmadigini géstermistir.  Yeni

yapilan taksonomik smiflandrmada stafilokoklar Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moodley%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guardabassi%20L%22%5BAuthor%5D

tiirleri ile birlikte Bacillaceae familyasinda smiflandirilmistr (Akan, 2006). Stafilokok

suslarinin smiflandirilmasi 6zet olarak Cizelge 1.1°de sunulmustur.

Cizelge 1.1. Stafilokok tiirlerinin smiflandirilmas1(Todar 1994)

Domain Bacteriae

Alem Eubacteria

Boliim Firmicutes

Smmif Bacilli

Takim Bacillales

Aile Staphylococcaceae

Cins Staphylococcus

Tiir S. aureus

(insan ve hayvanlarda hastalik | S. epidermidis

yapan en 6nemli tiirler) S. saprophyticus
S. haemolyticus
S. lugdunensis

Gintimiizde stafilokok genusunda 41 tiir saptanmistir (Triilzsch ve ark. 2007). S.
aureus insanlarda ve hayvanlarda infeksiyonlarma neden olan en Onemli tiirdiir.
S. epidermidis ve S. saprophyticus siklkla infeksiyon olusturan firsatg1 patojenlerdir.
S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. saccharolyticus, S. cohnii ve S. simulans ise
nadiren firsatg1 infeksiyonlara sebep olmaktadirlar (Bilgehan 2002). Bugiine kadar
tanimlanmig olan énemli stafilokok tiirleri Cizelge 1.2.’de gosterilmistir (Peacock 2005,
Alen ve ark. 2006).



Cizelge 1.2. Onemli stafilokok tiir ve alt tiirleri (Peacock 2005, A len ve ark. 2006).

Tiir Alt tiir Referans

S.arlettae® Schleifer ve ark. (1984)
S.aureus anaerobius De la Fuente ve ark. (1985)
S.aureus’ aureus Rosenbach (1884)
S.auricularis® Kloos ve Schleifer 1983
S.capitis’ ureolyticus Bannerman ve Kloos 1991
S.capitis’ capitis Kloos ve Schleifer 1975
S.capra€’ Devriese ve ark. (1983)
S.carnosus® carnosus Schleifer ve Fischer 1982
S.carnosus® utilis Probst ve ark. (1998)
S.chromogenes® Devriese ve ark. (1978), Hajek ve ark.(1986)
S.cohnii® cohnii Schleifer ve Kloos 1975
S.cohnii® urealyticum Kloos ve Wolfshohl 1991
S.condimenti Probst ve ark. (1998)
S.delphini® Varaldo ve ark. (1988)
S.epidermidis’ Winslow ve Winslow 1908, Evans (1916)
S.equorum® equorum Schleifer ve ark. (1984)
S.equorum® linens Place ve ark.(2003)
S.felis® Igimi ve ark. (1989)
S.fleurettii Vernozy-Rozand ve ark. (2000)
S.gallinarum® Devriese ve ark. (1978)
S.haemolyticus® Schleifer ve Kloos (1975)
S.hominis® hominis Kloos ve Schleifer (1975)
S.hominis® novobiosepticus Kloos ve ark. (1998)
S.hyicus® Sompo linski (1953), Devriese ve ark. (1978)
S.hyicus chromogenes Devriese ve ark. (1978)
S.intermedius Hajek (1976)
S.kloosii® Schleifer ve ark. (1984)
S.lentus® Kloos ve ark.(1976), Schleifer ve ark.(1983)
S.lugdunensis’ Freney ve ark. (1988)
S.lutrae Foster ve ark. (1997)
S.muscae® Hajek ve ark. (1992)
S.pasteuri’ Chesneau ve ark. (1993)

S.piscifermentans®

Tanasupawat ve ark. (1992)

S.saccharolyticus’

Kilpper-Balz ve Schleifer (1981)

S.saprophyticus’

saprophyticus

Shaw ve ark. (1951)

S.schleiferi” coagulans Igimi ve ark. (1990)
S.schleiferi schleiferi Freney ve ark. (1988)
S.sciuri carnaticus Kloos ve ark. (1997)
S.sciuri® lentus Kloos ve ark. (1976)
S.sciuri® rodentium Kloos ve ark. (1997)
S.sciuri® sciuri Kloos ve ark. (1976)
S.simulans® Kloos ve Schleifer (1975)
S.succinus casei Place ve ark. (2003)
S.succinus succinus Lambert ve ark. (1998)
S.vitulinus® Webste ret ve ark. (1994)
S.warneri’ Kloos ve Schleifer (1975)
S.xylosus® Schleifer ve Kloos 1975

Diger hayvanlarda bulunanlar
binsanlarda ve primatlarda bulunanlar
“Daha ¢ok doga ve toprakta bulunanlar




2.3. Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri
2.3.1. Goriiniim ve Boyama

Stafilokoklar, 0.5-1.5 pum ¢apinda, Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz kok sekilli
mikroorganizmalardr. Kat1 besiyerinden yapilan preparatlarda ¢ogunlukla diizensiz
kiimeler (iiziim salkimi) olustururlar. Klinik materyallerden veya sivi besiyerlerinden
yapilan preparatlarda morfolojik 6zellikleri U¢lii-dortlii kisa zincir yapan koklar seklinde
degisebilir. Bu gbriiniimleri ile streptokoklara benzeyen stafilokoklar, katalaz testinin

pozitif olmasi ile ayirt edilirler (Akan 2006).

2.3.2. Kiiltiir ve Ureme Ozellikleri

Kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalp inflizyon agar gibi
besiyerlerinde stafilokok tiirlerinin ¢cogunlugu 30-37 °C’de 18-24 saat iginde 1-3 mm
capinda, pigmentli (krem rengi, sarr-portakal rengi), S tipli koloniler olustururlar
(Bannerman 2003, Peacock 2005). S. aureus suslarmin kanh agardaki kolonileri
cogunlukla beta-hemolitiktir. Belirgin kapsiil olusturan suslar parlak ve islak goriiniime
sahip olabilir. S.aureus’un kanli besiyerinde kiigiik, pigmentsiz ve hemoliz olusturmayan
kiigiik koloni varyantlar1 da tanimlanmistir (Bannerman 2003, Peacock 2005, Morgan
2008).

2.3.3. Biyokimyasal Ozellikler

S. aureus’un identifikasyonunda en dnemli test koagiilaz testidir. Koagulaz pozitif
S. aureus disinda koagulaz pozitif olan diger stafilokoklar; S. intermedius, S. hyicus,
S. delphini, S. pseudointermedius, S. schleiferi subsp. schleiferi’dir. Genellikle katalaz
pozitif (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius hari¢) ve oksidaz negatif (S.
sciuri, S. lentus ve S. vitulinus harig) olan stafilokoklar glukozu fermantatif olarak parcalar
ve son iriin olarak laktik asit olustururlar. Ayrica laktoz, sikkroz, mannoz trehaloz ve
maltozu da fermente edebilirler. Mannitolu ise sadece S. aureus fermente eder (Moreillon
ve ark. 2005, Cengiz 1999). Stafilokoklarm ¢ogunlugu %7.5-10 NaCl iceren basit
besiyerlerinde iireyebilirler. Optimal iireme silar1 30-37 °C ve optimal pH degeri ise 7-
7.5 arasindadir. Stafilokoklar isiya ve kuruluga dayanikh, dezenfektan ve antiseptiklere
ise duyarhdir (Bannerman 2003, Alen ve ark. 2006).



2.3.4. Genom Yapisi

Stafilokoklarin genomu yaklagik 2000-3000 kbp’lik bir kromozom ile profajlar,
plazmidler ve transpozonlardan olusur. %G+C oran1 30-39 arasmndadir (Peacock 2005,
Tiinger 2004). S. aureus’un genomu, 2500’¢ yakin geni kodladigi diisiiniilen 2800 kbp
uzunlugunda tek bir kromozomdan olusur, %G+C icerigi 32°dir. S.epidermidis’in genomu
ise, 2500 kbp uzunlugundaki bir kromozom ve ¢esitli saydaki plazmidlerden (S.epiermidis
ATCC 12228 alt1 plazmid ve RP62A susu ise tek plazmid igerir) olusur. Bu tiirlerin
%G+C oran1 32 olup; 2400-2500 kodlanmis sekans igermektedir (Bannerman 2003,
Peacock 2005). Bakterinin virulansindan ve direncinden sorumlu olan genlerin diger
S. aureus kdkenlerine, baska stafilokok tiirlerine ve farkli cins Gram-pozitif bakterilere en

sik aktarilma yolu transdiiksiyondur (Tiinger 2004).

2.3.5. Virulens ve Patojenite

Stafilokoklarm patojenitelerinde sahip olduklar1 hiicresel komponentler (kapsiil,
protein A, peptidoglikan tabakasi, teikoik asit), sentezledikleri enzim ve toksinler 6nemli
rol oynamaktadir (Lowy 1998).

2.3.5.1. Kapsiil

Bakterinin tamamini distan saran polisakkarid yapida bir katmandir. Kapsiil
antifagositik bir 6zellik gosterdiginden ayn1 zamanda bir virulans faktéridiir. S. aureus
suslarmda kapsiiliin 11 serotipi tammlanmistr. Insan infeksiyonlarmndan izole edilen
S. aureus suslarinin % 70-80’inde serotip 5 ve 8’e rastlanmaktadir (Peacock 2005, Alen ve
ark. 2006, Moreillon ve ark. 2005). MRSA suslarinin biiyiik ¢ogunlugunda serotip 5,
toksik sok sendromu toksinini iireten suslarinin ¢ogunda ise serotip 8 goriilmektedir (Alen

ve ark. 2006, Moreillon ve ark. 2005).

2.3.5.2. Hiicre Duvar

2.3.5.2.1. Peptidoglikan Tabaka

Stafilokoklarda peptidoglikan tabaka hiicre duvari kuru agirhiginin yaklasik % 50-
60’11 olusturur. Insan hiicrelerinde bulunmayip bakteri hiicresinde bulundugundan

antibakteriyel ilaglar i¢cin iyi bir hedef olusturmaktadir. Bu tabaka {i¢ bolimden olusur.



Bunlarn ilki B-1-4 glikozid baglar1 ile baglanan N-asetil glukozamin (NAGA) ve N-asetil
muramik asit (NAMA) alt gruplarindan olusan disakkarid yapdir. ikincisi N-asetil
muramik asite bagh D- ve L- aminoasitlerinden olusmus pentapeptid zincirdir.
Pentapeptid zincir L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin, D-alanin ve D-alanin’den olusur.
Ugiinciisii ise NAMA molekiiliine bagh olan pentapeptid yan zincirleri arasinda kurulan
pentaglisin kopriidir. Bu koprii zincirin birinde yer alan D-alanin ile diger zincirde
bulunan L-lizin arasinda kurulur. Pentaglisin kopriiler hiicre duvarinin saglamhgi ile
yakindan iligkilidir ve bu baglarin yapis: tiirler arasinda farklilik gosterir (Peacock 2005,
Alen ve ark. 2006, Unal 2004).

Stafilokoklarin peptidoglikan tabakasi makrofajlardan sitokin salinimini uyarir,
komplemanin aktivasyonuna ve trombosit agregasyonuna neden olur. Ayrica
monositlerden IL-1 salinimini uyararak polimorfonikleer 16kositlerin infeksiyon bolgesine

toplanmalarina ve sonugta apse olusumuna da yol agar (Peacock 2005, Alen ve ark. 2006,
Moreillon ve ark. 2005, Unal 2004).

2.3.5.2.2. Teikoik Asit

Teikoik asit, suda eriyebilen, fosfodiester baglar:1 ile baglanarak uzun zincirler
olusturan seker-alkol-fosfat polimerleridir. Peptidoglikan tabakasindaki NAMA
molekiiline fosfodiester baglariyla kovalent olarak baglanmistir. Hiicre duvari kKuru
agirhginin yaklasik olarak % 30-50’sini olusturur. Antijenik 6zellik gosteren teikoik asit S.
aureus’ta ribitol teikoik asit, S. epidermidis’de gliserol teikoik asit yapisindadir.
Stafilokoklarm tiire 6zgii antijenleri teikoik asitlerdir (Peacock 2005, Alen ve ark. 2006,
Moreillon ve ark. 2005, Tiinger 2004).

2.3.5.2.3. Yiizey proteinleri

Protein A, elastin, kollajen, fibronektin baglayan proteinler ve kiimelesme faktorii
(clumping faktor) kimyasal yapilari ve hiicre duvari yerlesimleri birbirlerine benzeyen
stafilokok yiizey proteinleridir. Bu proteinler stafilokoklarin konak dokularinda kolonize
olmasinda en 6nemli faktorlerdir (Peacock 2005, Alen ve ark. 2006, Tiinger 2004).

Protein A, S. aureus hiicre yilizeyinde peptidoglikan tabakasina kovalent olarak
baglanmistir. Bir kismu ise hiicre dis1 ortama da salinmaktadir (Peacock 2005, Alen ve ark.



2006, Moreillon ve ark. 2005). En 6nemli 6zelligi 1gG3 disindaki tiim IgG ve 1gA2 ile
bazi IgM’lerin Fc kisimlarma baglanabilmesidir. Bu nedenle protein A’nin

antikomplementer ve antifagositer etkinligi vardir (Alen ve ark. 2006).

2.3.5.3. Enzimler
2.3.5.3.1. Katalaz

Tim stafilokoklar (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius harig)
tarafindan iretilen toksik hidrojen peroksidi (H20;), toksik olmayan oksijen ve suya
ayristiran bir enzimdir. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin i¢inde toksik oksijen

radikalleri tarafindan 61diirtilmeye direng kazanir (Alen ve ark. 2006).

2.3.5.3.2. Koagulaz

Stafilokoklar tarafindan iiretilen bir plazma pihtilasma proteindir. iki tip koagiilaz
bulunur; serbest koagulaz ve bagl (clumping factor) koagulaz. Bu enzimlerin farkh
mekanizmalarla plazmayi pihtilastirdiklar: belirlenmistir. Koagiilaz pozitif stafilokoklarin
tizerinde olusan kahn fibrin tabakasinin, mikroorganizmay: fagositoza karsi koruyarak,

patojeniteye katkisagladigi ileri stiriilmektedir (Alen ve ark. 2006).

2.3.5.3.3. Lipaz

S.aureus suslarinin tiimii ve KNS’larm yaklasik % 30’undan fazlasi lipaz enzimi
tretir. Yaglar: hidrolize ederek viicudun lipid igceren bdlgelerinde stafilokoklarin kolonize
olmasmi saglar. Lipaz yiizeysel dokularin invazyonuna neden olarak karbonkiil gibi

infeksiyonlarin gelisimine yolagar (Alen ve ark. 2006).

2.3.5.3.4. Hiyaliironidaz

Konak bag dokusu matriksinde asit mukopolisakkaritlerden olan hiyaliironik asiti
parcalayarak mikroorganizmanin kolayca yayilmasini saglar. Antijenik 6zellige sahip bir

enzimdir. S.aureus suslarinin %90’dan fazlas1 hiyaliironidaz olusturur (Alen ve ark. 2006).
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2.3.5.3.5. Fibrinolizin (Stafilokinaz)

Stafilokoklar tarafindan ortama salinan kinazlar, plazmada bulunan plazminojeni
aktive ederek plazmin olusturur. Fibrinolitik etki ile fibrini pargalayarak organizmanin

yayilmasina yardimciolur (Alen ve ark. 2006).

2.3.5.3.6. Deoksiriboniikleaz (DNaz)

Nikleik asitleri pargalayan bu enzim ekstraseliller olarak sentezlenmektedir.
Termostabil 6zellige sahiptir. S. aureus suslarinin % 90°dan fazlasinda bulunur (Alen ve
ark. 2006).

2.3.5.3.7. Beta-laktamaz (penisilinaz)

Stafilokoklar salgiladiklar: beta- laktamaz enzimi beta- laktam halkasinin hidroksil
grubunu parcgalayarak etkisizlestirir. Biiyiik oranda plazmidler tarafindan kodlanmaktadir
(Peacock 2005, Alen ve ark. 2006).

2.3.5.4. Toksinler

Stafilokoklar, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen ¢ok sayida
ekstraselliiler toksin iretebilir. Bu toksinler sayesinde stafilokoklar yogun inflamatuar
yanit olan bdlgelerde tiremelerini siirdiirebilirler.  Bunlardan en iyi tanimlananlar:

hemolizinler ve 16kosidin’dir (Alen ve ark. 2006).

2.3.5.4.1. Hemolizinler

Hemolizinler, c¢esitli hayvan eritrositleri lizerinde hemolitk etki yapip
yapmamalarma, hemoliz i¢in gerekli 151 derecesi ve zamana, toksisite derecelerine bagh

olarak ayirimlar gosterirler. Bu toksinler dort tiptir.

2.3.5.4.1.1. Alfa-hemolizin (Alfa toksin)

S. aureus suslarinin en giiglii membran hasarma neden olan ana hemolizini olup;
33 kDa agirhgindadir.  Bakteriyel kromozom ve plazmidlerce kodlanir.  Tavsan
eritrositleri i¢in hemolitik aktivitesi yiiksektir. Insan makrofaj ve trombosit hiicre

membranlar: tizerinde litik etkiye sahiptir fakat monositler bu toksinin etkisine direnglidir.
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Hemolitik, dermonekrotik ve sitolitik etkileri vardir. Formol ile toksoid haline getirilebilir
(Peacock 2005, Alen ve ark. 2006, Moreillon ve ark. 2005).

2.3.5.4.1.2. Beta-hemolizin (Beta toksin)

Stafilokokal sfingomyelinaz olup; 35 kDa agrhgindadwr. En iyi koyun
eritrositlerine, daha az olarak da insan ve tavsan eritrositlerine litik etki gosterir. Toksinin
en 6nemli 6zelligi sicak-soguk lizis yapabilme yetenegidir. Eritrositler tizerindeki etkisi
sogukla artar. Fibroblast ve Iokosit hiicrelerine de toksik etki gosterir. Antijeniktir,
antitoksini ile notralize olur ve formol ile toksoid haline getirilebilir (Peacock 2005, Alen

ve ark. 2006, Moreillon ve ark. 2005).

2.3.5.4.1.3. Gama-he molizin (Gama toksin)

Insan eritrositleri iizerine orta derecede etkilidir. Tavsan ve koyun eritrositleri
duyarhdir. Ozellikle stafilokokal kemik infeksiyonlarinda kanda bu toksine kars1 antikor
diizeyinin yiiksek bulunmasi, toksinin bu hastaliklarda etkili oldugunu disiind trmektedir
(Alen ve ark. 2006, Moreillon ve ark. 2005).

2.3.5.4.1.4. Delta-Hemolizin (Delta toksin)

Insan, tavsan ve maymun eritrositleri iizerine etkilidir. Ayrica Iokosit, makrofaj,
lenfosit ve trombositleri de hasara ugratir. Insanlarda hastalik olusturan stafilokok
suslarinin % 90’indan fazlasi alfa ve delta toksini birlikte sentezler (Peacock 2005, Alen ve
ark. 2006).

2.3.5.4.2. Lokosidin (Panton-Valentine Leukocidin)

Birbirlerini sinerjik olarak etkileyen F (fast) ve S (slow) adinda iki protein
komponentinden olan bir ekzotoksindir. Bunlarin molekiiler agirhiklari 32 ve 35 kDa’dur.
Her biri iyi antijen olup her birinden ayr1 toksoid olusturulur. Toksin aktivitesi i¢in bu alt
birimlerin her ikisi de gereklidir. Toksin, hiicre zarinda potasyum ve diger katyonlara kars1
gegirgenligi arttirici gézeneklerin acilmasini saglayarak etkili olur.  Lokositler ve
makrofajlar izerine litik etkisi vardir. Lokositler tarafindan fagosite edilseler de I6kosidin

tireten stafilokoklar hiicre igerisinde {iremeye devam ederler. Bu toksini bulunduran
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tirlerin infeksiyonlarinda hizli ilerleme, kanama wve nekrotizan pnomoni tablosu
goriilmektedir (Peacock 2005, Alen ve ark. 2006, Moreillon ve ark. 2005).

2.3.5.4.3. Enterotoksin

Stafilokokal enterotoksinler (SE) isiya direncli, 100°C’ye 30 dakika dayanabilen,
polipeptid yapisindadir. SE’ler primatlardaki emetik aktivitelerine gore adlandrilmaktadir.
Primatlarda emetik aktiviteye sahip olmayan veya bu etkileri test edilmemis olan SE’ler
staphylococcal enterotoxin-like (SEI) siiperantijenler adlandirilmaktadr (Lina ve ark.
2004). Giliniimiizde klasik 5 SE tipine (SEA, SEB, SEC, SED, ve SEE) ek olarak 15 yeni
SE (SEG, SEH, SEI, SEJ, SER SES ve SET) ve SEI (SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO,
SEIP, SEIQ ve SEIU) bildirilmistir (Wang ve ark. 2009, Ono ve ark. 2008, Zschock ve ark.
2005). SE’ler nonspesifik olarak yardimc: T lenfositlerinden asir1 sitokin sentezine neden
olmas1 nedeniyle superantijenik etkileri bulunmaktadir. SEA ve SED besin zehirlenmesi
olgularinda siklikla karsilagilan enterotoksinlerdir (Alen ve ark. 2006, Moreillon ve ark.
2005).

2.3.5.4.4. Eksfoliyatif toksin

Epidermolitik bir toksindir. Stafilokok infeksiyonlarinda vezikiiler ve eksfoliyatif
deri lezyonlarindan sorumludur. Antijenik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore iki tipe
ayrilir. Eksfoliyatif toksin A 1siya duyarl: ve plazmid orjinli; eksfoliyatif toksin B ise 1S1ya
direngli ve kromozomal orijinlidir. Bu iki protein yapisal olarak farkli olmasina ragmen
benzer biyolojik aktiviteye sahiptir. Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu (SHDS)’ndan
sorumludur (Alen ve ark. 2006, Moreillon ve ark. 2005).

2.3.5.4.5. Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

Toksik sok sendromunun patogenezinde rol oynayan TSST-1 ¢ok genis bir
biyolojik aktiviteye sahiptir.  Ates, deri dokiintiileri, hipotansiyon ve c¢oklu organ
yetmezligi, kusma ve diareye neden olur. Ayrica kalp kasi, iskelet sistemi, karaciger ve
bobrek dokusu iizerine de dogrudan toksik etkisi vardir. Stiiperantijen aktivitesine sahiptir.
T lenfosit proliferasyonu ve monositlerden IL-1 salinimini uyarir. S. aureus suslarinin
% 5-25’ininTSST-1 geni tasidigr ve son yillarda KNS kaynakli toksik sok sendromu
vakalar1 da bildirilmistir (Alen ve ark. 2006, Moreillon ve ark. 2005, Dinges ve ark. 2000).
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2.3.5.5. Biyofilm

Biyofilm bakteri hiicreleri etrafinda olusan ekzopolisakkarit bir matrikstir
(Costerton ve ark. 1999). Biyofilm sentezleme yetenekleri stafilokoklarin konaga
aderansina, Kolonizasyonuna ve konaktaki savunma mekanizmalarina ragmen canli
kalmasma yardimci olur. Bakteriyel kolonilerin etrafinda olusan ekzopolisakkarit matriks
bakteriyi fagositozdan, yiiksek antimikrobiyal konsantrasyondan korur ve infeksiyonun

persiste hale gegmesine yardimciolur (Melchior ve ark. 2006, Fox ve ark. 2005).

2.4. Epidemiyoloji

S. aureus yaygin olarak insanlarm burun mukozalarina gegici olarak yaklasik %60
gibi bir oranda kolonize olur (Hanselman ve ark. 2006). Persiste nazal tasiyicilik oranlari
gecici tagtyicilik oranindan (yaklasik %30) daha disiiktir. MRSA i¢in persiste nazal
tastyicilik orani ise % 1-15’ten azdir (Gorwitz ve ark. 2008, Leonard ve Markey 2008,
Moodley ve ark. 2009).

Tarihsel olarak MRSA infeksiyonlar1 biiyiik oranda nozokomiyal olarak kabul
edilmektedir. Son yillarda herhangi bir saghk kurulusuna gitmeden insanlarda olusan
MRSA infeksiyonlarmm sayisindaki biiyik artis, 6zellikle yakmn fiziksel temasin fazla
oldugu insanlarda (mahkiimlar, askerler, sporcular, kreslerdeki cocuklar vb) rapor
edilmistir (Crum ve ark. 2006, Lu ve ark. 2005, Ellis ve ark. 2004). Bu nedenle, MRSA
infeksiyonlar1 hastane kaynakli MRSA (HK-MRSA) veya toplum kaynaklh MRSA (TK-
MRSA) olarak tanimlanmstir. TK-MRSA’larin  molekiiler mikrobiyolojisi HK-
MRSA’lardan oldukga farklilik gosterir. HK-MRSA izolatlarinda, genellikle tip I, IT veya
1l SCCmec genetik elemani bulunmaktadir. TK-MRSA izolatlarinda ise basta tip IV
olmak tizere tip V veya VI SCCmec eleman1 ve bakterinin virulansinda rol oynayan bir
toksini kodlayan “Panton-Valentine leukocidin (PVL)” geni bulunmaktadir. PVL 6nemli
virulans faktorii olup; invaziv deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 ve nekrotizan pndmoni
ile iligkili bulunmustur. Ayrica, HK-MRSA izolatlarinda metisilin direnci yani1 sira
makrolid, klindamisin, streptogramin B ve tetrasiklin direnci de goriiliitken; TK-MRSA
izolatlar1 sikhkla klindamisin, trimetoprim-sulfametoksazol, tetrasiklin, gentamisin,
florokinolonlar ve kloramfenikole duyarlidir (Popovich ve ark. 2009). Fakat hastanede

yatan hastalarin bazen TK-MRSA ile infekte oldugu, saglik kuruluslar: ile hicbir sekilde
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temas1t olmayan insanlarin da HK-MRSA sugslar1 ile infekte veya kolonize oldugu
bildirilmistir.

Amerika Birlesik Devletler’nde 1992 ve 2003 yillar1 arasmda hastanelerin yogun
bakim iinitelerindeki hastalardan S. aureus izolatlar1 arasmda MRSA’nin prevalansi
%35.9’dan %64.4’¢ yikselmistir (Klevens ve ark. 2006). S. aureus suslari arasinda
metisilin direncinin prevalansi biiyiik oranda cografik bolgelere ve ¢alisilan gruplara gore
farklilik gostermektedir. The European Antimicrobial Resistance Surveillance System
kandan izole edilen S. aureus suslari arasinda MRSA prevalansini Kuzey Avrupa’da <% 1,
Gliney ve Bati Avrupa’da ise >%40 olarak rapor etmistir (Tiemersma ve ark. 2004).
Amerika Birlesik Devletleri gibi bazi ililkelerde MRS A infeksiyonunun prevalansinda artis
bildirilirken (Klevens ve ark. 2006); baz iilkeler uygulanan kontrol programlarina bagh
olarak S. aureus izolatlar1 arasinda MRSA prevalansinda Onemli oranda azalma
kaydetmislerdir. Ornegin, Danimarka ve Hollanda klinik hastalarindan izole edilen
S. aureus suslarmda MRSA prevalansmi uyguladiklar1 yogun test ve eradikasyon
programlar1 sayesinde %]1’in altina distirmiislerdir (Rosdahl ve ark. 1991, Wertheim ve
ark. 2004).

Insanlarda S. aureus ve MRSA kolonizasyonunun prevalansi yapilan ise ve etkene
maruziyet olasiligma gore degisebilmektedir. Cok sayida ¢alismada saglik calisanlarmin
genel populasyon ile karsilastrildiginda MRSA ile yikksek kolonizasyon prevalansma
sahip oldugu bildirilmistir (Saxena ve ark. 2003, Wang ve ark. 2004, Nulens ve ark. 2005,
Popovich ve ark. 2009, Johnson ve ark. 2009). Bu ¢alismalar saglk alaninda ¢alisan farklh
meslek calisanlarmi (diyaliz doktor ve hemsireleri, acil servis doktorlar1 ve hemsireleri,
bakimevi ¢alisanlar1) icermektedir. Veteriner Hekimlerin MRSA ile kolonizasyonu da
arastirilmistir.  Ingiltere’de {iniversite egitim hastanesinde ¢alisan veteriner hekim ve
veteriner teknisyenlerinin %17.9’undan (14/78) MRSA izole edilmistir (Loeffler ve ark.
2005). Danimarka’da Agustos 2006 ve Subat 2007 tarihleri arasinda farkli meslek
(veteriner hekim, ¢iftci, grenci) dernekleri tarafindan diizenlenen 5 konferansa katilan 702
katilmcmin MRSA ile nazal kolonizasyonu arastirilmis; pratisyen veteriner hekimlerin
%?3.9’undan (11/231) MRSA izole edilirken ¢ift¢ilerden ve veteriner hekim olmayanlardan
MRSA izolasyonu yapilamamistr (Moodley ve ark. 2008). Amerika Birlesik
Devletleri’nde diizenlenen uluslar arasi veteriner konferansma katilan katilimeilar i¢inden

alman 417 (345 veteriner hekim, 34 veteriner teknisyeni ve 38 diger veteriner

15



personel) nazal sivab 6rneginin %6.5’inden (27/417) MRSA izolasyonu yapilmistir. Bu
calismada veteriner hekimlerin %7’sinden (23/345), veteriner teknisyenlerinin %12’sinden
(4/34) MRSA 1izole edilirken, ilging olararak hasta ile temasi olmayanlarda MRSA
kolonizasyonuna rastlanmadigi (0/50), biiyiik hayvanlarla temas edenlerin %15.6’sinda
(15/96) ve kiiciik hayvanlarla temas edenlerin %4.4’tinde (12/271) ise MRSA izolasyonu
gergeklestirilmigtir (Hanselman ve ark. 2006). Amerika Birlesik Devletleri’nde
uluslararas1 at veteriner konferansma katilan katilimcilardan ¢alismaya dahil edilen 257 at
klinigi alaninda ¢aligan personelin 26’sindan (%10.1) MRSA izolasyonu yapilmistir
(Anderson ve ark. 2008).  Danimarka’da domuz saglhigi konusunda yapilan uluslararasi
konferansa katilan katilimcilardan ¢alismaya dahil olan 272 kisiden 34’iiniin (%]12.5)
MRSA ile kolonize oldugu ve bu katilimcilarm ¢ogunlugunun ilk defa Hollanda’da
domuzlardan izole edilen MRS A ST398 ile kolonize olduklar1 bildirilmistir (Wulf ve ark.
2008). Hong Kong’da yapilan diger bir ¢alismada saglik alaninda calisanlara ait
kopeklerin (19/45, %42.2) sahipleri saglk alaninda ¢alismayan kopeklere gore (151/606,
%24.9) S. aureus ile daha yiksek oranda kolonize oldugu bildirilmistir (Boost ve ark.
2008).

Saglik alaninda caliymayan bazi populasyonlarin, tarim sektoriinde calisan insanlar
dahil, tahmin edilenden yiliksek MRS A kolonizasyon oranlarina sahip oldugu bulunmustur.
Hollandali domuz yetistiricilerinin Hollanda hastanelerine kabul edilen hastalara goére
>760 kat MRSA tasima olasiligma sahip oldugu bildirilmistir (Voss ve ark. 2005).
Glnlimiizde ise Ozellikle Avrupa’da domuz yetistiriciligi ve MRSA ST398 ile
kolonizasyon arasinda bir korelasyon oldugunu rapor eden ¢ok sayida calisma
bulunmaktadwr (Ruhlmann ve ark. 2008, van Belkum ve ark. 2008, Lewis ve ark. 2008,
Schwarz ve ark. 2008, Denis ve ark. 2009, van Den Broek ve ark. 2009)

Avusturya’da yapilan bir ¢alismada 2006 yilinda insanlarda MRSA ST398’in
2006’da %]1.3 olan prevalansinin 2009°da %2.5’¢ yiikseldigi rapor edilmistir (Krziwanek
ve ark. 2009). Danimarka’da yapilan diger bir ¢calismada domuzlar veya danalarla temas
eden saglik calisanlarinin MRS A ile kolonize olma olasiliklarinin diger saglik ¢alisanlarma
gore 10 kattan fazla oldugu tespit edilmistir (Wulf ve ark. 2008). Hollanda’nin bir
bolgesinde domuz veya danalar ile temasi olan hastalarin %32 ’sinin MRSA tasidgi ve bu

durumun hastanenin yillik MRSA insidensini 3 kat artmaya neden oldugu gosterilmistir
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(van Rijen ve ark. 2008). Bu bulgular, ¢iftlik hayvanlar ile iligkili MRSA suslarmin

ortaya ¢ikan zoonotik patojenler olabilecegini gostermektedir.

2.5. Insanlarda MRSA Infeksiyonlar:

Insanlarda asemptomatik MRSA kolonizasyonu infeksiyondan daha yaygm
olmasmma ragmen; HK-MRSA veya TK-MRSA deri ve yumusak doku lezyonlarma,
osteomyelitis, endokarditits, nekrotizan fasitis, pneumoni veya sepsise neden olabilir
(Chambers 2005, Klevens ve ark. 2007, Kennedy ve ark. 2008). Kolonizasyon mutlak
infeksiyona yol agmazken, MRSA ile kolonizasyon infeksiyon riskini 10 kata kadar
artirmaktadir (Ellis ve ark. 2004, Safdar ve ark. 2008, Johnson ve ark. 2009).

TK-MRSA infeksiyonlarmm c¢ogu dermatopatolojik degisikliklerle sonuglanir.
Infeksiyon bolgesinde gelisen siklikla kirmizi ve kabarik lezyonlar, yanlislikla oriimcek
sriklar ile karstirihr (Diederen ve ark. 2006, Kennedy ve ark. 2008). invaziv
infeksiyonlar siklkla HK-MRSA kaynaklhidir. Bu durum, HK-MRSA suslarinin yapisal
ozelliklerinden ziyade tekrarlayan hastalik/yaralanmalarm varhigi ve invaziv islemler veya
hastanede yatan hastalarla iligkili medikal implantlardan ileri gelmektedir. Mortalite
oranlar1 invaziv kan dolasim infeksiyonlarda %55.6 ve pndmonik infeksiyonlarinda ise
%32.4 gibi yikksek oranlara ulagsmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 2005 yilinda
yaklagik 100 000 insanda invaziv MRSA infeksiyonu gelistigi ve infekte insanlardan
yaklasik 19 000’ nin 61diigii tahmin edilmektedir (Klevens ve ark. 2007).

MRSA infeksiyonlarinin sikhgi iilkeden iilkeye, hastaneden hastaneye ve hatta
hastane i¢inde degisik servisler arasinda bile biiytik farklilik gostermektedir. Bu bakteri ile
goriilen infeksiyonlarin sikhig: Iskandinav iikkelerinde % 1°den az, Yunanistan, Italya,
Ispanya ve Fransa da oldugu gibi % 80’lere kadar ¢ikabilmektedir (Martins ve Cunha
2007). Amerika Birlesik Devletleri’'nde yogun bakim iinitelerinden izole edilen S. aureus
suslarinin %52°sinde, yogun bakim dis1 initelerden izole edilenlerin ise % 42’sinde
metisiline diren¢ saptanmustir (NNIS, 2004). Ispanya’da 143 hastaneyi iceren genis bir
calismada stafilokok suslarinin metisilin direnci S. aureus’ta %31.7, KNS suslarinda % 67
olarak bulunmustur. KNS tiirleri iginde en sik %56 ile S. epidermidis e rastlanmaktadir.
(Martins ve Cunha 2007, Cuevas ve ark. 2004). ABD’de bakteriyemilerden KNS tiirleri
acisindan bakildiginda izole edilen suslarin %65’inin  metisiline direngli oldugu

goriilmistiir (Martins ve Cunha 2007). Avrupa’da Bouza ve ark. (2005) kateterlerden
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izole edilen MRS’lardan; S. aureus suslarinin %40’inin, KNS suslarinin %63.7’sinin
metisilin direngli oldugunu rapor etmislerdir.

Tirkiye’de 1996-1999 vyillar1 arasinda yapilan dokuz ayri1 c¢alismada bildirilen
metisilin direncinin ortalama %47.5 oldugu hesaplanmig, 2000-2003 yillarinda ise sekiz
ayr1 ¢alisma sonucunun ortalamasi da bu orana ¢ok yakin (%46.6) bulunmustur. Ancak
son yillarda hastanede yatan hastalardan izole edilen S.aureus suslarina iliskin verileri
iceren yayinlar, metisilin direncinin %52’ye yiikseldigini gostermektedir (Derbentli 2004).
Tirkiye geneline bakildiginda KNS’larda 2003-2004 yillarinda belirlenen metisiline direng
oraninin (%50), S. aureus suslarindakine benzer oldugu g6 zlenmistir (Derbentli 2005).

Ister metisilin direnli ister metisilin duyarli olsun, S. aureus insandan insana
bulasir. Insanlarm kolonizasyonu ya gecici ve persiste olabilir veya tekrarlayan temaslara
(maruziyetlere) ragmen kolonizasyon gergeklesmez (Kluytmans ve ark. 2005). Kolonize
veya infekte insanlar direkt temas veya fomitler araciligi ile MSSA veya MRSA’y1
bulastirabilir; patojenin yayilimindan sorumlu olan kolonize insanlar bir bagka saglik

kurumunda hasta, bakic1 veya aile iiyesi, takim arkadasi veya pet ile yakin temasta olabilir
(Willemsen ve ark. 2008, Calfee ve ark. 2008, Treakle ve ark. 2009, Marshall ve ark. 2009,
Gilroy ve ark. 2009).

Cok sayida hayvan tirii de MRSA ile infekte veya kolonize olabilir; insanlarmn
infeksiyonu i¢in potansiyel rezervuar olarak rol oynayabilir. MRSA suslarmm insanlara
bulagsmasinda hayvanlarin muhtemel sorumlu oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma rapor
edilmistir (Cefai ve ark. 1994, Manian 2003, Baptiste ve ark. 2005, Huijsdens ve ark. 2006,
Juhasz-Kaszanyitzky ve ark. 2007, Declercq ve ark. 2008). Bununla birlikte, patojenin
hayvandan insana veya insandan hayvana bulasip bulagsmadigmin belirlenmesi miimkiin
olmakla birlikte zordur. Kopek ve kedilerin S. aureus i¢in dogal bir rezervuar olduguna
inanilmamaktadir. MRSA’nm bir petten ziyade bir insandan kaynaklanmis olmasi bu
durumu daha biiyiik olasilik haline getirmektedir (van Duijkeren ve ark. 2004, Boost ve
ark. 2008). Bununla birlikte bir kere kolonize olduktan sonra petler kesinlikle patojeni
insanlara direkt veya indirekt olarak bulastiracaktir (Duquette ve Nuttall 2004). Ciftlik
hayvanlar1 ile ¢alisan insanlar da temas ettikleri hayvanlardaki ayn1t MRSA susu ile
kolonize olmaktadr (Wulf ve ark. 2008, Leonard ve Markey 2008)

Bu vakalarin ¢ogunda etkenin insandan mu hayvandan mu orjjin alpp almadigi

belirsizdir. Domuzlar bir istisna olarak goriilmektedir. Son veriler domuzlarm MRSA
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ST398’in spesifik major rezervuari oldugunu gostermektedir. Ciftlik ¢calisanlar1 ve aileleri
biiyiik oranda MRS A’nin bu susu ile kolonize ve infekte olma riski altindadir (Khanna ve
ark. 2008, Cuny ve ark. 2008, Kehrenberg ve ark. 2009).

2.6. Hayvanlarda MRSA infeksiyonlar

Hayvanlarikolonize ve infekte eden predominant stafilokok tiirleri hayvan tiirlerine
gore degismektedir. MDS’lar kedi, kopek, at, sigir, tavuk, tavsan ve domuz dahil farkh
omurgali konak¢ilardan izole edilmistir. Saghkli hayvanlarim MRSA veya metisilin
direngli S. pseudointermedius (MRSP) ile kolonizasyonu infeksiyonlara gore ¢ok daha
yaygindr. Insanlarda oldugu gibi infeksiyona neden olan MDS tiirleri, metisilin duyarl
olan tiirlerine goére daha virulent degildir, ancak tedavileri daha giictir.  Ayrica,
MDS’lardan ileri gelen hayvan infeksiyonlari potansiyel zoonozlardir (Leonard ve Markey
2008).

2.7. Stafilokoklarda Metisilin Direnci

MSSA’larda bes adet penisilin baglayan protein (PBP) bulunmaktadir. MRSA
izolatlarinda ise bunlara ek olarak “PBP2a” olarak adlandirilan 78 kDa agirhigmda farklh
bir PBP sentezlenmektedir (Hartman ve Tomasz 1986). PBP2a, diger PBP’lerden farkli
olarak beta-laktam antibiyotiklere karsi diisiik afinite gosterir ve beta-laktam grubu
antibiyotiklerin varliginda, yiiksek afiniteli PBP’lerin fonksiyonunu gorerek peptidoglikan
sentezini siirdiiriir. Beta-laktam grubu antibiyotikler, normalde hiicre duvarinda yer alan
PBP’lere baglanarak peptidoglikan sentezini engeller (Mulligan ve ark. 1993, Chambers
1997).

2.7.1. Stafilokokal Kaset Kromozom (SCC)

Metisilin direncinden sorumlu olan mecA geninin iizerinde yer aldigi SCCmec
genetik elementinin biiyiikligi 20 kb - > 60 kb arasindadir. SCCmec metisiline direngten
sorumlu mec ve bakteriyel genom iizerinde yer degistirmeden sorumlu ccr kompleksinden
olusmaktadir. Ayrica, SCCmec tipleri iginde farklilik gdsteren ve J (junkyard) bolgesi
olarak adlandrilan DNA dizileri bulunur. J dizileri arasinda “insertion sequence” denilen
IS elemanlart ve farkh antibiyotiklere direngten sorumlu transpozonlar yer almaktadir

(Martins ve Cunha 2007). Giintimiizde S. aureus suslarinda rapor edilis swrasmna gore
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SCCmec’nin roman rakamlar1 ile ifade edilen 11 tipi (I-XI) identifiye edilmistir
(http:/Awvww.sccmec.org, Martins ve Cunha 2007) (Sekil 1.1). Su ana kadar S. aureus
suslarinda ccrA, ccrB ve ccrC olmak tizere 3 ccr geni belirlenmistir. Ayrica, CCrA ve
ccrB genleri ccrA (1-5) ve ccrB (1-4 ve 6) olmak iizere farkli allotiplere klasifiye
edilmistir (IWG-SCC, 2009). mecA gen kompleksinin ise A, B, C1, C2, D, E olarak
tanimlanan 5 tipi vardir (Katayama ve ark. 2001, http://www.sccmec.org). S. aureus

suslarinda belirlenen SCCmec tipleri Cizelge 1.3’te verilmistir.

Cizelge 1.3. MRSA suslarmda SCCmec tipleri (IWG-SCC 2009).

SCCmec tipi ccr gen kompleksi® mec gen kompleksi
| 1 (A1B1) B
Il 2 (A2B2) A
1T 3 (A3B3) A
W 2 (A2B2) B
Y, 5(C) C2
VI 4 (A4B4) B
Vi 5(C) C1
VI 4 (A4B4)° A

®gen komp leksinde ccr genleri parantez iginde gdsterilmektedir.
becrA4B4 genleri SCCmec tip VIII’de bulunur.

Ik iic SCCmec tipi detayl olarak Ito ve ark. (2001) tarafindan tanimlanmistir. Ayni
arastiricilar 2004 yilinda SCCmec tip V’i rapor etmislerdir. Daha ¢ok TK-MRSA
suslarinda bulunan SCCmec tip IV ise Ma ve ark. (2007) tarafindan tanimlanmstir.

SCCmec I, Il ve Il bashca nozokomiyal infeksiyonlara neden olur ve tip IV ile V’ten daha
biiyiiktiir.

SCCmec tip I; smif B mec ve tip 1 ccr gen komplekslerinden olusmaktadir.
Metisilin veya agr metallerin disinda diger antibiyotiklere dirence neden olan transpozon
veya plazmid tasimamaktadir. Genom biiytkliigii 34 364 bp’dir. SCCmec tip |A olarak

bilinen alt tipi, tip I’den kasete integre pUB110 plazmidinin varlig: ile ayrilir (Martins ve
Cunha 2007).
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SCCmec tip II; smif A mec ve tip 2 ccr gen komplekslerinden olusmaktadir.
Genom biiytkligii 53 017 bp olup; yapisinda metisilin direncine neden olan mecA ve
mecRIl genlerinin diginda J bolgesinde pUB110 plazmidi ve Tn554 transpozonunu
tasimaktadir.  Tn554 makrolid, klindamisin ve streptogramin B’ye, pUBI10 ise
aminoglikozidlere karsidirengten sorumludur. Tip I1A olarak adlandirilan ve tip 1I’den 40
bp daha biiyiik bir alt tipi bulunmaktadir (Martins ve Cunha 2007).

SCCmec tip I11; smif A mec ve tip 3 ccr gen komplekslerinden olugsmaktadir. Bes
SCCmec tipinin en biiyiigiidiir (66 896 bp). Yapisinda mecA ve mecRI genlerini, Tn554 ve
YTn554 transpozoonlarini ve pT181 plazmidini tasir. WYTn554 kadmiyuma ve pT181
plazmidi tetrasiklin ve civaya direngten sorumludur. Bu kaset tipinin IIIA ve I1IB olarak
ifade edilen iki alt tipi vardr. Alt tip IHA pT181 plazmidini veya 1S431elementini
icermezken, alt tip IIIB pT181 ve Tn554'ten yoksundur (Martins ve Cunha 2007).

SCCmec tip 1V; simif B mec ve tip 2 ccr gen komplekslerinden olugsmaktadir ve
genellikle toplumsal kaynakli infeksiyonlardan sorumludur. Bu kaset tipi kiiciiktiir ve
mecA disinda direng geni tagimaz. Ayrica, bu kaset tipinin ¢ok sayida alt tipi (IVa, Vb,
IVc ve 1'Vd) bulunmaktadir (Martins ve Cunha 2007).

SCCmec tip V; smif C2 mec ve tip 5 ccr (ccrC) gen komplekslerinden
olusmaktadir. Ito ve ark. (2004) tarafindan bir Avustralya izolatinda saptanmustir.  Tip
V’in blytkligi 27 624 bp olup, tip [V’ten daha biiyik, fakat diger tiplerden ise daha
kiigiiktir. Sadece metisilin direncini kodlayan genlere sahiptir (Ito ve ark. 2004, Martins
ve Cunha 2007).

SCCmec tip VI; smif B mec ve tip 4 ccr gen komplekslerini igermektedir (IWG-
SCC 2009).

SCCmec tip VII; smif C1 mec ve tip 5 ccr (ccrC) gen komplekslerini igermektedir
(IWG-SCC 2009).

SCCmec tip VIII; smif A mec ve tip 4 ccr (ccrC) gen komplekslerini igermektedir
(IWG-SCC 2009). SCCmec elementlerinin temel yapilar: Sekil 1.1.’de verilmistir.
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Sekil 1.1. SCCmec elementlerinin temel yapilar1

22



2.8. Diren¢ Fenotipini Etkileyen Faktorler
2.8.1. Beta-laktamaz Plazmidi

Beta-laktamaz enzim yapmmi blaZ adli gen tarafindan kodlanir ve antirepresor olan
blaR1 ve represor olan blal olmak tizere iki gen tarafindan kontrol edilir. Transmembran
bir protein olan blaR1, beta-laktam varliginda ona baglanir ve hiicre disindan hiicre igine
sinyal iletimini saglayarak beta-laktamaz enziminin sentezinin baslamasina yol agar
(Maranan ve ark. 1997). blaR1 ve blal genleri, blaZ genini regiile eden plazmid kokenli
genlerdir. Bu genlerin aym1 zamanda metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya
konmasinda rol aldig1 distiniilmektedir. Beta-laktam grubunda yer alan bir antibiyotik ile
indiiksiyon yapildiginda, blaR1-blal sisteminde meydana gelen indiikklenme, mecR1-mecl
sisteminden daha hizli olmaktadir. Yine, mecR1-mecl sistemi ile kiyaslama yapildiginda,
mecA geninin baskilanmasi, blaR1-blal sistemine goére daha zayif olmaktadir (Ryffel ve
ark. 1992, Hackbarth ve Chambers 1993). MRSA’larin ¢ogunda beta-laktamaz genini
tastyan plazmid bulunmasi ve mecR1-mecl sisteminin defektif olmasi nedeniyle mecA
geninin esas olarak “bla sistemi” ile indiiklendigi diisiiniilmektedir. Ancak beta- laktamaz
genlerini tasiyan plazmid, alici hiicreye verildiginde PBP2a sentezi konstitiitif halden
indiiklenebilir hale ge¢gmekle birlikte, PBP2a miktar1 ya da indiiklenebilir olma durumu ile
direng profili arasinda bir iliski kurulamamistir. PBP2a yapimi konstitiitif olabilir, ama sus

heterojen direng gosterebilir (Chambers 1997).

2.8.2. Fem Faktorleri

Metisilin direncinin ortaya ¢ikabilmesi igin mecA geninin eksprese olmasi gerektigi,
ancak ekspresyonun her bakteride ayni sekilde olmadig1 ve bu nedenle mecA geni tasiyan
stafilokoklarm metisiline degisik diizeylerde direngli ve hatta duyarli olabilecekleri
bildirilmistir. Metisilin direnci i¢cin mecA geninin mutlak gerekli, ancak yeterli olmadigi
ve direng olusumunda mecA geninin ekspresyonunu kontrol eden bazi genlerin (faktor X,
femA, femB, mecR, mecl) etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Unal 1996, Chambers 1997).
mecA geninin ekspresyonu lizerine etkili olan bu genler “auxiliary” veya “factors for
essential for the expression of methicillin resistance” ya da kisaca “fem” olarak
tanimlanmistr (Henze ve ark. 1993). Bu genler ile mecA geninin karsilikli etkilesimine

bagli olarak metisilin direnci homojen veya heterojen olmak Tlizere iki sekilde
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gelismektedir (Unal 1996, Chambers 1997). Homojen direngte, kolonide bulunan tiim
stafilokoklarm mecA geni tagidigi, bu genin hepsinde eksprese edildigi ve bu direng
iizerine cevresel faktorlerin (pH, 1s1, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi) etkili
olmadigi; cevresel kosullardan etkilenen heterojen direngte ise koloniyi olusturan
bakterilerin tamammmn mecA genini tasimakla birlikte direncin 10°-10° bakteriden birinde
gelistigi ve bu durumun da kontrol genlerine (femA, femX, mecR, mecl) bagh gelistigi ileri
siiriilmiistiir (Unal 1996, Chambers 1997). Ayrica stafilokoklarda mecA genini tasimadig:
halde metisiline azalmig duyarhlik gosteren ve sinirda direng olarak adlandmrilan diisiik
diizeyli metisilin direng (borderline-resistant S.aureus-BORSA) mekanizmalar1 da
tanimlanmigtr. Bu tiir dirence asir1 miktarda penisilinaz salgilanmasmin veya mevcut
PBP’lerin beta-laktamlara zayif affinite gOstermesinin neden oldugu belirtilmistir

(Derbentli 2004).

2.9. Stafilokoklarda Metisilin Direncinin Belirlenmesi

Stafilokok suslarinda metisilin direncinin kisa siirede dogru olarak saptanmasi
infeksiyonlarm kontrol altina alinmasi ve tedavisinde etkili antibiyotigin segilmesinde
biiylik 6neme sahiptir. Ancak Kklinik izolatlarda daha fazla rastlanan heterojen direncin
varligi ve ¢evresel kosullardan (tuz konsantrasyonu, pH, ozmolarite ve ortam 1s1s1) fazla
etkilenmesi nedeniyle fenotipik olarak bu suslarin belirlenmesini giiglestirmektedir. Diisik
inkubasyon 1sisinm (30-35 °C), yiksek tuz konsantrasyonunun (%6.5) ve inkubasyon
siiresinin 16-18 saat yerine 24 saat olarak uygulanmasinin metisilin direngli suslarin
saptanma oranmni artrdig1 bilinmektedir (Unal 2004, Bachi ve Rohrer 2002). Giiniimiizde
mecA geninin molekiiler yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir.
Ancak, konvansiyonel yontemlerden daha hizli ve gilivenilir olan bu yontemlerin klinik
laboratuvarlarda uygulanmas1 zor ve pahali oldugundan; stafilokok suslarinda metisilin

direncinin saptanmasinda ¢esitli fenotipik yontemler kullanilmaktadir.

2.9.1. Fenotipik Yontemler

2.9.1.1. Disk Difiizyon Yonte mi

Disk diflizyon yontemi, klinik laboratuvarlarda en sik kullanilan yontemdir (Brown

ve ark. 2005). Bu amagla en ¢ok oxacillin ve cefoxitin disk diflizyon ydntemleri
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kullanilmaktadir. Her bir izolatin fizyolojik tuzlu icinde MacFarland No 0.5’e gore
fizyolojik tuzlu i¢cinde siispansiyonlar: yapilarak steril pamuk sivab ile %2 oraninda
sodyum kloriir iceren Mueller-Hinton agar yiizeyine yayilarak ekimleri yapilir, antibiyotik
diskleri yerlestirilerek, plaklar 35 °C’de 18 saat aerobik kosullarda inkiibe edilir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda inhibisyon zon ¢aplarina gdre izolatlar direngli, orta duyarh
ve duyarli olarak degerlendirilir (CLSI 2010). Disk diflizyon ydonteminde kullanilan
antibiyotik disklerinin icerdigi etken miktarlar1 ve inhibisyon zon caplar1 Cizelge 2.4.’te

verilmistir.

Cizelge 2.4. Metisilin direncinin belirlenmesinde kullanilan antibiyotik diskleri ve inhibisyon zon ¢aplart

Antibiyotik S. aureus KNS

R I S R I S
Oxacilin (1 pg) <I0mm | 11-12mm | 213 mm | <I7 mm - >18 mm
Cefoxitin (30 pg) | <19 mm - >22 mm <24 mm - >25 mm

2.9.1.2. Sivi Mikrodiliisyon Yoéntemi

Bu yontemde %2 NaCl iceren Mueller-Hinton sivi besiyeri kullaniimaktadir.
CLSI, testte kullanilacak olan inokiilum miktarmmn 5 x 10° cfu/mL olmasini ve 35°C’de 24
saat inkiibasyonu onermektedir. Antibiyotik olarak oxacillin tercih edilmektedir. Oxacillin
ile yapilan s1ivi mikrodiliisyon ydonteminde S. aureus i¢in minimal inhibitdr konsantrasyon
(MIK) degeri < 2 pg/mL olan izolatlar duyarli, >4 pg/mL olan izolatlar ise direngli; KNS
icin MIK degeri < 0.25 pg/mL olan izolatlar duyarli, > 0.5 pg/mL olan izolatlar ise direngli
olarak kabul edilmektedir (CLSI 2010).

2.9.1.3. Tuz Agar Tarama

Bu yontemde, 6 pg/mL oxacillin ve %4 NaCl igceren MHA’ya 0.5 McFarland
bulaniklifa ayarlanmis olan bakteri slispansiyonundan ekim yapilir. Plaklar 35°C’°de 24

saat inkibe edilir. Herhangi bir koloni iiremesi halinde test edilen sus metisiline direngli

olarak kabul edilir. Testin duyarhlik ve 6zgiilliigii oldukga yiksektir (CLSI 2010).
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2.9.1.4. E-Test Yonte mi

Bakteri stispansiyonu yine McFarland 0.5 standardinda hazirlanr ve MHA’a
ekiivyon ile ekimi yapilir. E-test stribi yerlestirilip, 35°C’de 24 saat inkibe edilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon alaninin stribi kestigi

konsantrasyon MiK olarak belirlenir (Skov ve ark. 2003).

2.9.1.5. Lateks Agliitinasyon

Oldukea kisa bir siirede sonug veren lateks aglutinasyon testi, PBP2a saptanmasini
temel alan bir yontemdir. Koloni siispansiyonlarindan PBP2a ekstraksiyonu yapildiktan
sonra ekstraktin monoklonal antikorlarla kaplanmis lateksle olan aglutinasyon durumu
saptanir.  S. aureus i¢in testin duyarlilik ve 6zgilliigli oldukga yiiksektir (Velasco ve ark.
2005).

2.9.1.6. Kromojenik Yontemler

Son yillarda MRSA’larin saptanmasinda kromojenik enzimatik substratlar1 igeren
kromojenik besiyerleri kullanilmaktadir. Bu amaca yonelik farkh ticari firmalar tarafindan
hazirlanmig MRSA-ID (bioMerieux), BBL CHROM agar MRSA Il (Becton-Dickinson),
Brilliance MRSA AGAR (Oxoid) ve MRSA-Select (Bio-Rad) gibi degisik kromojenik
besiyerleri bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda 6rneklerin direkt inokulasyon yerine 6n
zenginlestirme  isleminden sonra kromojenik besiyerlerine inokulasyonunun bu
besiyerlerinin sensitivite ve spesifitelerini artirdigi bildirilmistir (Nonhoff ve ark. 2009,
Graveland ve ark. 2009).

Ayrica metisilin direngli stafilokoklarin tanisinda oxacillin ve/veya cefoxitinin
kullanildigt BD Phoenix (BD Diagnostics) ve Vitek 2 (BioMerieux) gibi otomatize
sistemlerde bulunmaktadir (Junkins ve ark. 2009).

2.9.2. Molekiiler Yontemler

Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesinde mecA geninin molekiiler
yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, mecA
genine sahip, ancak bu geni eksprese etmeyen suslarin mevcudiyeti unutulmamahdir

(Swenson ve Tenover 2005, Velasco ve ark. 2005).
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MRSA suslarmin  molekiiler karekterizasyonu farkli genotipik yontemler
kullanilarak yapilabilmektedir. Genotiplendirme yontemleri ile MRSA suslarmm orijini,
yayilimi ve suslar arasindaki genetik iliski arastrilabilmektedir. Bu amagla Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE), Multi Locus Sequence Typing (MLST), stafilakokal protein
A (spa) analizi ve SCCmec tipinin belirlenmesi olarak 6zetlenebilir. PFGE, molekiiler
tiplendirme yontemleri i¢inde altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontemde, sivi
ve kat1 besiyerinde lretilen bakteriler, diisiik erime 1sii agaroza (low melting agarose)
karstrilip kiicik kahplar icine dokiilmektedir. Agaroz icine karistirilan bakteriler,
deterjan ve enzim yardimi ile pargalanarak (in situ lysis) DNA izolasyonu yapilmaktadir.
PFGE’de bozulmamis DNA gerekli oldugundan, DNA’da kirilmalara yol acgabilen
geleneksel DNA izolasyonu bu yontem i¢in uygun degildir. Lizis islemini takiben agaroz
kalplar1 iyice yikanarak veya diyalize edilerek protein ve karbonhidrat gibi
kontaminantlarm uzaklastirilmasi saglanr. Biiyiik olan kromozomal DNA agaroz jel
icinde tutulu kalir. Agaroz icindeki bakteriyel DNA, nispeten az sayida ve biiyikk pargalar
olusturan bir restriksiyon enzimi (RE) ile kesim iglemine tabi tutulur (in situ digestion).
Daha sonra kesime ugratilmig DNA pargalar1 bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak
jel icindeki uygun cukurlara yerlestirilerek belirli araliklarla yonii degistirilen elektrik
akimina tabi tutulmaktadir. Uygulanan elektrik akimi, 10-800 kb’lik DNA segmentlerinin
net olarak ayirt edilmesini saglar. Elektroforez sonucunda jel etidyum bromid ile
boyanarak, her bir izolata ait bant profili goriiniir hale getirilir. Bu bant profilleri
bilgisayar programlar1 yardimi ile degerlendirilerek suslarin birbiriyle olan iligskileri ortaya
konulur (Durmaz ve Durmaz 2001).

MLST, bakteri izolatlarin1 hiicresel fonksiyonlarinda gorev alan ve house-keeping
gen olarakta ifade edilen 7 genin yaklasik 450 bp’lik internal fragmentlerinin polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile amplifiye edilmesi ve sekans analizine dayali olarak
karekterize edilmesi esasma dayanan ayirim giicii (discriminatory power) oldukca yiiksek
bir metoddur. Her bir gen fragmenti i¢in, farkh sekanslar ayri alleller olarak belirlenir ve
her izolat yedi house keeping genin her birindeki allellere gére tanimlanir [allellic profile
veya sequence type (ST)]. Herbir lokusta ¢ok sayida allel mevcut oldugundan, izolatlarin
tesadiifi olarak ayni allellik profilleri igermesisi ihtimali oldukca diisiiktiir ve aymi allellik
profile sahip izolatlar ayni klonun iiyeleri olarak belirleni (CC, clonal complex). Sekans

bilgileri kolayca laboratuarlar arasinda karsilagtirilabilir. MLS tiplendirmenin en dnemli
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avantaji ise internet (Www.mlst.net) araciligi ile farkli ¢aligmalarda elde edilen sonuglarin
kolaylikla karsilastirilabilmesidir (Enright ve ark. 2000).

spa tiplendirme, S. aureus izolatlarmin protein A (spa) geninin polimorfik X
bolgesindeki farkli sayida ve yaklasik 24 baz c¢iftlik tekrarlardan olusan kisa dizi
tekrarlarmin ¢ogaltilmasi ve sekans analizi yapilmasi esasma dayanmaktadwr.  Ridom
StaphType veri programi kullanilarak tekrarlarin toplam sayist ve her tekrarm sekansi
profiline gore spa tipi belirlenir spa tiplendirme S. aureus izolatlar1 arasindaki klonal
iligkinin belirlenmesinde ve tekrarlanabilirlik agisindan MLS tiplendirmeye es deger
sonuglar vermektedir (Harmsen ve ark. 2003).

MDS’larda  SCCmec tipinin ve alt tiplerinin belirlenmesine yonelik farkli
arastiricilar tarafinda multipleks PZR (mPZR) yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemlerde
izolatlarm SCCmec tipi veya alt tipinin belirlenmesi mec gen kompleksi, ccr gen
kompleksi ve junkyard bolgelerin kombinasyonuna gore yapilmaktadir (Ito ve ark 2001,
Oliveira ve Lancastre 2002, Zhang ve ark. 2005, Kondo ve ark. 2007).

2.10. MRSA infeksiyonlannin Tedavisi

Sistemik antimikrobiyallerin kullanmm kiiltlir ve antibiyotik duyarhlik sonuglarina
gore sec¢ilmeli, secilen antimikrobiyalin infeksiyonun gelistigi dokuda yeterli terapdtik
konsantrasyonlara ulagip ulasmayacagi ve bireye ait spesifik faktorler (gebelik, primer
infeksiyonun disinda sekonder infeksiyonlar) bilinmelidir. Kiiltiir ve antibiyotik duyarlilik
sonuglarma bakilmaksizn MRSA kaynakl infeksiyonlarin tedavisinde beta-laktam
antibiyotikler (beta-laktamaz inhibitor kombinasyonlar1 dahil), sefalosporinler veya
karbapenemler in vivo dogal olarak direngli oldugundan kullanilmaz. MRSA suslarmm
biiyiik bir kismi in vitro florokinolonlara duyarh goriilmekle birlikte, in vivo hizli direng
gelisebilmektedir. Bu nedenle, fluorokinolonlar MRSA infeksiyonlarmin tedavisinde zayif
bir segenektir (Pan ve ark. 2008).

Glintimiizde MRSA infeksiyonlarmm tedavisinde en sik kullanilan ilaglar
vankomisin ve teikoplanin olmak iizere glikopeptid grubu antibiyotiklerdir.
Glikopeptidlerin yani sira linezolid, daptomisin ve tigesiklin gibi yeni antibiyotiklerde
kullanilmaktadir. Ancak, stafilokoklarda antibiyotiklere kars1 goriilen hizh direng gelisimi
hem glikopeptid grubu ilaglara hem de yeni gelistirilen ilaglara kars1 da ortaya ¢ikmistur.
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Sadece Gram pozitif bakterilere kars1 etkinligi bulunan vankomisin, 1958 yilinda
klinik kullanima girmis ve yillarca bu antibiyotige kars1 direng saptanmamustir. Ancak,
1989 yilinda vankomisine direngli enterokoklar (VRE) goriilmeye baslanmis; bunu 1996
yilinda orta diizeyde duyarli S. aureus (VISA), 1997 yilinda heterojen VISA (hVISA)
olarak adlandirilan yeni bir direng tipi ve 2002 yilinda da vankomisine direngli S. aureus
(VRSA) izolatlar1 izlemistir (Sancak 2011).

Kinupristin-dalfopristin etki spektrumu metisiline direngli stafilokoklar dahil olmak
iizere Gram pozitif bakterilerle sinirhidir. Yapilan calismalarda stafilokoklarda genellikle
diisik oranda kinupristin-dalfopristin direnci saptanmaktadir.  Ulkemizde yapilan
calismalarda ise bu oran %0-5 arasinda belirlenmistir (Sancak 2011).

Daptomisin, MRS A ve VRE gibi ¢oklu ila¢ direnci gésteren bakteriler dahil olmak
tizere Gram pozitif mikroorganizmalar tizerinde hizli ve konsantrasyona bagh bakterisidal
etki gosterir. Kanada ve Amerika’da yapilan bir ¢alismada S. aureus izolatlar1 arasinda
daptomisin direng oram %0.01°den az olarak belirlenmisti. ~ Ulkemizde yapilan
caliymalarda ise MRSA izolatlar1 arasinda daptomisin direnci saptanmamistir (Sancak
2011).

Tigesiklin komplike deri ve yumusak doku infeksiyonlarinda ve komplike
intraabdominal infeksiyonlarda standart tedaviler kadar etkili bulunmustur. Yurt diginda
yapilan ¢ahsmalarda, S. aureus izolatlarinda %0-0.02 oranlarinda; Ingiltere ve Irlanda’da
yapilan bir c¢alismada MRSA izolatlar1 arasinda %0.4 oraninda tigesiklin direnci
saptanmustir. Ulkemizde yapilan gahsmalarda ise S. aureus izolatlarinda tigesiklin direnci
saptanmamustir (Sancak 2011).

Yurdumuzda Veteriner Hekim ve Veteriner Fakiiltesi 6grencilerinde MRSA
tastyicihigini belirlemeye yonelik yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma, 1)
Hatay ilinde kamuda ve serbest olarak ¢alisan Veteriner Hekimler ile Veteriner Fakiiltesi
ogrencilerinden alman nazal sivab Orneklerinde MRSA tasiyiciliginin prevalansinin
belirlenmesi, ii) MRSA suslarmm SCCmec tipinin tespit edilmesi ve iii) MRSA suslarmmn

antimikrobiyallere olan duyarliliklarinin saptanmasiamaciyla ger¢eklestirilmistir.
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3. GEREC VEYONTEM

3.1.Gerec¢
3.1.1. Nazal Sivab Ornekleri

Kasim 2009 - Haziran 2010 yillar1 arasinda Hatay’da kamuda (belediye, fakiilte, il
ve Ilge tarmm teskilat1) ve serbest olarak ¢alisan veteriner hekimlerden alian 89 ve &grenim
siirelerinin son yillarmda olan Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi

ogrencilerinden alinan 83 nazal sivab 6rnegi ¢alismanin materyalini olusturdu (Cizelge

2.1).

Cizelge 3.1. Alman 6meklerin meslek gruplarma gore dagilimtablosu

Cahstig1 Kurum Alnan Ornek Sayisi
Serbest 70
Veteriner Hekim (n: 89) Kamu 10
M.K.U. Veteriner Fakiiltesi 9
Ogrenci (n: 83) M.K.U. Veteriner Fakiiltesi 83
Toplam 172

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Antibiyotik ve Antibiyotik Diskleri

Metisilin direngli stafilokoklarmn izolasyonunda ve identifikasyonunda Stuart
Transport Medium (Merck), Blood Agar (Merck 1. 10886), Mannitol Salt Phenol Red
Agar (MSPRA) (Merck 1.05404), Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (Merck 1.10493),
Trypton Soya Broth (TSB) (Merck 1.05459) ve oxacillin sodium salt (Sigma, 2821)
kullanildi.  Izolatlarm antimikrobiyallere olan duyarlilklarnm belirlenmesi Mueller-
Hinton Agar (MHA) (Merck 1.05437), erythromycin (Oxoid, 15 pg), trimethoprim-
sulfamethoxazole (Oxoid, 1.25 pg/23.75 ng), vancomycin (Oxoid, 30 pg), gentamycin
(Oxoid, 10 pg), quinopristin-dalfopristin (Oxoid, 15 pg), ciprofloxacin (Oxoid, 5 pg),
mupirocin (Oxoid, 5 pg), fusidic acid (Oxoid, 10 pg), rifampycin (Oxoid, 5 pg),
amoxycillin-clavulanic acid (Oxoid, 20 ug/10 pg), clindamycin (Oxoid, 2 ng) ve
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tetracyclin (Oxoid, 30 pg) diskleri kullamilarak gergeklestirildi. izole edilen MDS

suslarmim saklamak amaciyla %20 oraninda (v/v) gliserin iceren BHIB besiyeri kullanild1.

3.1.3. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Besiyeri, Enzim, Solusyon ve Kimyasalllar

DNA ekstraksiyonunda BHIB, lizostafin (Sigma), lizozim (Sigma), TES buffer,
Sodium Dodecyl Sulfate (Vivantis), Proteinaz K (Vivantis), phenol:chloroform:isoamyl

alcohol (Vivantis), sodium acetate (AppliChem), absolut etanol (AppliChem) kullanildi

3.1.4. PZR’da Kullanilan Buffer, Soliisyon, Primer ve Enzimler

Izole edilen metisilin direngli stafilokok suslarinda mecA, femA ve 16S rRNA
genlerinin ve SCCmec tiplerinin PZR ile saptanmasi amaciyla Taq Polimeraz (Fermentas),
10X PZR buffer (Fermentas), 25 mM MgCl, (Fermentas), 10 mM dNTP Miks
(Fermentas), DNA marker (Vivantis), Agaroz (Vivantis), 6X Loading dye (Fermentas),
Ethidium Bromide, Dietilpirokarbonatli su (DPEC) (Fermentas), TBE soliisyonu
(Vivantis), primerler (Cizelge 3.2) kullanild.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerler

Hedef Gene

Sekans (5°—3°)

Amplikon
Biiyiikliigii (bp)

Kaynak

mecA (mA1-mA2) TGCTATCCACCCTCAAACAGG 286
AACGTTGTAACCACCCCAAGA

ccrAl-cerB (al-Be) AACCTATATCATCAATCAGTACGT 695

ccrA2-cerB (02-Bc¢) TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 937

ccrA3-cerB (03-Be) AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 1791
ATTGCCTTGATAATAGCCTTCT

ccrAl-cerB (04.2- 4.2) GTATCAATGCACCAGAAACTT 1287 Kondo ve ark.

p4.2 TTGCGACTCTCTTGGCGTTT (2007)

ccrC(yR- yF) CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT 518
CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT

mecA-mecl (MA7-ml6) CATAACTTCCCATTCTGCAGATG 1963

mecA-1S1272 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG 2827

mecA-15431 TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT 804
ATATACCAAACCCGACAACTACA

16SrRNA CAGCTCGTGTCGTGAGATGT 420 Strommenger ve
AATCATTTGTCCCACCTTCG ark. (2004)

mecA CCTAGTAAAGCTCCGGAA 314 Choi ve ark.
CTAGTCCATTCGGTCCA (2003)

femA AAAAAAGCACATAACAAGCG 132 Mehrotra ve
GATAAAGAAGAAACCAGCAG ark. (2000)

3.1.5. PZR’de Kullamlan Alet ve EKipmanlar

Thermal Cycler (Techne T-312), elektroforez tank: ve giic kaynagi (Thermo), jel

dokiimantasyon sistemi (UVP), sogutmal santrifiij (Hettich), steril kabin (Bioair), vorteks

(Velp Scientifica), hassas terazi (Presica) kullanild1.

3.2. Yontem

3.2.1. Izolasyon ve identifikasyon

Alman nazal sivab 6rnekleri Stuart Transport Medium igerisinde soguk zincirde

laboratuvara getirildi. Sivablar 10 g/L tryptone, 75 g/L NaCl, 10 g/L mannitol, 2.5 g/L

yeast extract ve 2 pg/ml oxacillin igeren 5 ml zenginlestirme sivi besiyerine konularak 35

°C’de 24 saat inkube edildi.

32

Bu siirenin sonunda 2 pg/ml oxacillin iceren MSPRA’a




ekimleri yapilarak 35 °C’de 24 saat inkube edildi. Inkubasyon siiresi sonunda iireme
goriilen petrilerde koloniler Gram boyama yontemi ile boyand: ve katalaz pozitif koloniler
Staphylococus spp. olarak kabul edildi. izole edilen stafilokoklar Kanli Agarda pasajlandi
ve daha sonra kullanihncaya kadar %20 gliserinli BHIB icerisinde — 20 °C’de sakland1.

3.2.2. Metisilin Direncinin Fenotipik Olarak Belirlenmesi

Izole edilen stafilokok suslarmnda fenotipik olarak metisilin direnci oxacillin ve
cefoxitin diskleri kullanilarak CLSI (2010) onerileri dogrultusunda yapildi ve
degerlendirildi.

3.2.3. Metisilin Direncli izolatlarin Antimikrobiyallere Olan Duyarhhiklarimn

Belirlenmesi

Metisilin direngli izolatlarm antimikrobiyallere olan duyarliliklarinin belirlenmesi
CLSI (2010) o6nerileri dogrultusunda disk diflizyon yontemi ile yapildi ve degerlendirildi.
Mupirocin ve fusidic acid i¢cin CLSI (2010) tarafindan bildirilen esik degerleri
olmadigindan; fusidic acid igcin Toma ve Barriault (1995), mupirocin i¢in Fuchs ve ark.
(1990) tarafindan tavsiye edilen degerler kriter kabul edildi.

3.2.4. Metisilin Dire ncli Stafilokoklarin Tiir Diizeyinde identikasyonu

Metisilin direngli stafilokok suslarmmn tir diizeyinde identifikasyonu VITEK ®2
Compact cihazinda yapild1.

3.2.3. Molekiiler Analiz
3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Stafilokok suslarmdan DNA izolasyonu Hesselbarth ve Schwarz (1996) tarafindan
bildirilen yonteme gore yapildi. Bu amagla, izolatlar 10 ml BHIB’da bir gece inkube
edildikten sonra 3500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve supernatant atilarak bakteri pelleti 1
ml TES buffer (10 mM Tris-HCI [pH 8], 1 mM EDTA, 100 mM NaCl) eklenerek siispanse
edildikten sonra tekrar santrifiij edildi. Supernatant atildiktan sonra pellet 2 pl lizostafin
(10 mg/ml) ve lizozim (12.5 pg/ml) igeren 500 pl TES buffer ile siispanse edilerek
37 °C’de 30 dk inkube edildi. Bu siirenin sonunda 20 pl % SDS ve 50 ul Proteinaz K ilave
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edildikten sonra 65 °C’de 20 dakika inkube edildi. DNA eksraksiyonu i¢in karisim
iizerine, esit miktarda phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ilave edilip
vortekslendikten sonra 10 000 rmp°de 10 dk santrifiij edildi. Ust tabaka dikkatlice yeni bir
tipe alinarak iizerine 0.1 hacim 3 M sodium acetate ve 2-3 hacim absolut etanol ilave
edilerek -20 °C’de 2 saat tutuldu. Karisim 13 000 rppm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
supernatant atildi, 6nce pellet %90 sonra %70’lik etanol ile yikand1i Pelet kurutulduktan

sonra 100 ul DPEC su ile siispanse edildi.

3.2.3.2. Stafilokok Suslarinin Genotipik Identifikasyonu

Stafilokok suslarmin genotipik identifikasyonu 16S rRNA, femA ve mecA spesifik
primerler kullanilarak yapildi (Mehrotra ve ark. 2000, Choi ve ark. 2003, Strommenger ve
ark. 2003).

3.2.3.3. SCCmec Tipinin Multipleks PZR ile Belirlenmesi

Metisilin direngli izolatlarin SCCmec tipi Kondo ve ark. (2007) tarafindan bildirilen
ki mPZR yontemi kullanilarak belirlendi. mPZR I bes ccr allotipinin (ccrAB ve ccrC),
MPZR Il mec kompleksinin {i¢ tipinin (A-C) belirlenmesine yonelik uygulandi. mPZR |
karigimi 50 pl total hacimde 5 pl Taq buffer, herbir primerden 0.1 uM, 200 uM dNTP, 2.5
U Tag polimeraz, 3.2 mM MgCl, 2 ul kalp DNA olacak sekilde hazirlandi. PZR
sikluslar1 94 °C’de 5 dk baslangi¢ denaturasyonunu takiben 30 siklus boyunca 94 °C 2 dk
denaturasyon, 57 °C’de 1 dk baglanma, 72 °C’de 2 dk uzama ve 72 °C’de 8 dk son uzama
olarak programlandi. mMPZR II karisimi MgClL Kkonsantrasyonu hari¢ (2 mM) mPZR |
karisim gibi hazirland: ve baglanma 151 60 °C’de 1 dk olacak sekilde ayni amplifikasyon
prosediirii uygulandi. PZR fiiriinleri ethidium bromide (0.5 pg/ml) ilave edilmis %1.5°luk
agaroz jelde yiriitilerek UV transilliminatorde goriintiilendi. SCCmec tiplerinin ccr ve

mec gen komplekslerine gore klasifikasyonu Cizelge 3.3 ’te belirtildigi sekilde yapilda.
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Cizelge 3.3. SCCmec tiplerinin ccr ve mec gen komplekslerine gore klasifikasyonu (Kondo ve ark. 2007)

SCCmec tipi | M-PZR 1ccrgen Amplikon M-PZR 2 mec gen Amplikon
kompleks tipi (bp) | Biiyiikliigii (bp) | kompleks simfi | Biiyiikliigii (bp)
(bp)
I ccrABl 695 B 2827
I CCrAB2 937 A 1797-1963
Il ccrAB3 1791 A 1797-1963
v ccrAB2 937 B 2827
\% ccrC 518 C 804
Vi ccrAB4 1287 B 2827
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgular

Alman Orneklerin higbirinden MRSA izole edilemedi. Veteriner Hekimlerden
alman 89 sivab 6rneginin 39’undan (%43.8), 83 Veteriner Fakiiltesi 6 grencisinin 37°sinden
(%44.6) metisilin direngli koagulaz negatif stafilokok (MDKNS) izole edildi. Veteriner
Hekimlerden izole edilen MDKNS izolatlarinin 33’4 S. epidermidis, 31 S. haemolyticus,
2’si S. hominis subsp.hominis, 1’1 S. lentus; Veteriner Fakiiltesi 6grencilerinden izole
edilen MDKNS izolatlarinin 26’s1 S. epidermidis, 5’1 S. haemolyticus, 4’1 S. cohnii ve 2’si

S. hominis subsp. hominis olarak identifikasyonlar1 yapild1 (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Izole edilen MDKNS suslarmin tiir diizey inde dagihnm

Tiir Veteriner Hekim Veteriner Fakiiltesi Ogrencisi
S. epidermidis 33 26
S. haemolyticus 3 5
S. hominis subsp. hominis 2 2
S. lentus 1 -
S. cohnii - 4
Toplam 39 37

4.2. Antimikrobiyal Duyarhhk Test Sonuclan

MDKNS izolatlarinin tamami vancomycin ve quinopristin-dalfopristine duyarh
bulundu. Veteriner hekimlerden izole edilen MDKNS suslarinin 33’1 tetracycline, 32’si
erythromycine, 26’st gentamycine, 17’si ciprofloxacine, 17’si mupirocine, 15’1
amoxycillin-clavulanic acide,14’i trimethoprim-sulfamethoxazole , 8’i clindamycine, 5°i
fusidic acide ve 3’ii de rifampycine direngli bulundu. Veteriner Fakiiltesi 6 grencilerinden
izole edilen MDKNS suglarmmn 18’si erythromycine, 15’1 trimethoprim-sulfamethoxazole ,
15’s1  gentamycine, 13’1 amoxycillin-clavulanic acide, 10’u tetracycline, 9’u
ciprofloxacine, 8’si mupirocine, 8’1 fusidic acide, 3’1 clindamycine ve 3’1 de rifampycine

direncli bulundu (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Veteriner Hekim ve Veteriner Fakiiltesi dgrencilerinden izole edilen MDKNS suslarmm

antimikrobiyal diren¢ oranlar.

Antimikrobiyal Veteriner Hekim Veteriner Fakiiltesi Ogrencisi
n(%) n (%)
Tetracycline 33 (84.6) 10 (27.0)
Erythromycin 32 (82.1) 18 (48.6)
Gentamycin 26 (66.7) 15 (40.5)
Ciprofloxacin 17 (43.6) 9(24.3)
Mupirocin 17 (43.6) 5(12.8)
Amoxycillin-clavulanic acid 15 (38.5) 13 (35.1)
Trimethoprim-sulfamethoxazole 14 (35.9) 15 (40.5)
Fusidic acid 8(20.5) 8(21.6)
Clindamycin 8(20.5) 4(10.8)
Rifampicin 3(7.7) 3(8.1)

4.3. Stafilokok Suslaninin Genotipik identifikasyonu

Stafilokok izolatlarmmn tamamu 16S rRNA ve mecA genleri yoniinden pozitif
bulunurken, femA geni yoniinden negatif bulundu (Sekil 4.1).

M 1 2 3 4 M

16S rRNA (420 bp)
mecA (314 bp)

femA (132 bp)

Sekil 4.1. 16S rRNA, femA ve mecA genlerinin agaroz jeldeki goriintiisii. Kuyucuk M: 100 bp mo lekiiler
marker; Kuyucuk 1: 16S rRNA, femA ve mecA; Kuyucuk 2: 16S rRNA ve femA 2; Kuyucuk 3: 16S rRNA;
Kuyucuk 4: Negatif Kontrol
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4.4. MDKNS Suslarninda SCCmec Tiplerinin Dagihm

MDKNS suslarnin mPZR ile belirlenen SCCmec tiplerinin dagilimi Tablo 2’de
verilmistir. Veteriner hekimlerden izole edilen MDKNS suslarmm 22’i SCCmec tip 1V,
14’4 SCCmec tip V ve 2’si de SCCmec tip II olarak belirlendi. Veteriner Fakiiltesi
Ogrencilerinden izole edilen suslarm ise 18’1 SCCmec tip V, 13’1 SCCmec tip IV ve 4’1
SCCmec tip II olarak saptandi1 (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Veteriner hekimlerden izole edilen

1 ve Veteriner Fakiiltesi Ogrencilerinden izole edilen 2 susun ise SCCmec tipi

belirlenemedi. Veteriner hekimlerden ve Veteriner Fakiiltesi 6 grencilerinden izole edilen
MDKNS suslarinda SCCmec tipleri ve antimikrobiyallere olan duyarhliklar1 Cizelge 4.3 ve

Cizelge 4.4’te verilmistir.

Sekil 4.2. mPZR | ile ccr gen kompleksinin belirlenmesi. Kuyucuk M: 100 bp molekiiler marker, Kuyucuk 1-
4: ccrAB2 (SCCmec tip I1); Kuyucuk 5-7: ccrAB2 (SCCmec tiplV); Kuyucuk 8-10: ccrC (SCCmec tip V)
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3000 bp

1000 bp

Sekil 4.3. mPZR 1l ile mec gen kompleksinin belirlenmesi. Kuyucuk M: 100 bp molekiiler marker, Kuyucuk
1-3: mec kompleks B (SCCmec tip 1V); Kuyucuk 4-6: mec kompleks A (SCCmec tip I1); Kuyucuk 7-9: mec
kompleks C (SCCmec tip V)
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Cizelge 4.3. Veteriner hekimlerden izole edilen MDKNS suslarinda belirlenen SCCmec tipleri ve direng

fenotipleri
Kod Tiir cergen mec SC(j\’mec Diren¢ Fenoti pi
Kompleks | Kompleks tip

VH 1 S. epidermidis cCrAB2 B v OXA, CN, TE, E, MUP

VH 4 | S.epidermidis ccrAB2 A 1l OXA, CN, TE, E, DA, RA, CIP, SXT
VH5 | S.epidermidis ccrC C \Y/ OXA, CN, E, TE, MUP

VH 8 | S.epidermidis cerC C \Y OXA, CN

VH 20 | S. epidermidis ccrC C \Y/ OXA, AMC, TE, E, CIP, SXT, MUP
VH 22 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, CN, TE, E, DA, SXT

VH 23 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA,CN, TE, E

VH 24 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, AMC, CN, TE, E, CIP

VH 25 | S. epidermidis cCcrAB2 B v OXA, TE, E, FD, MUP

VH 29 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, TE, E,MUP

VH 30 | S.epidermidis ccrC C \Y/ OXA, TE, E, CIP, MUP

VH 31 | S. epidermidis ccrC C \YJ OXA, CN, TE, E, MUP

VH 33 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, AMC, CN, TE, E, DA, CIP
VH 36 | S.epidermidis ccrAB2 B v OXA, TE, E, CIP

VH 37 | S.epidermidis ccrAB2 B v OXA, AMC, CN, TE, E, CIP,FD,
VH 39 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, AMC, CN, TE, E, CIP, MUP
VH 41 | S. epidermidis ccrC C \Y/ OXA, CN, TE, FD

VH 43 | S. epidermidis ccrC C \Y/ OXA, TE,

VH 46 | S.epidermidis ccrAB2 B v OXA, AMC, TE, E, DA, SXT, FD,
VH 48 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, AMC, CN, TE, E, DA, CIP,
VH 49 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, SXT, TE

VH 51 | S.epidermidis cCcrAB2 B v OXA, AMC, E, DA,

VH 53 | S. epidermidis ccrC C \YJ OXA, AMC, CN, TE, E, DA, RA, CIP,
VH 54 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, CN, TE, E, MUP

VH 56 | S.epidermidis ccrC C \Y OXA, CN, TE, E, SXT

VH 64 | S.epidermidis ccrC C \Y/ OXA, CN, E

VH 65 | S. epidermidis ccrC C \Y/ OXA, TE

VH 81 | S.epidermidis ccrC C \Y/ OXA, CN, TE, E, MUP

VH 83 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, TE, E, CIP

VH 85 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, CN, E, SXT

VH 101 S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, AMC, CN, TE, E, DA, CIP
VH 102 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, AMC, TE, E, SXT, MUP

VH 109 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, CN, TE, E, CIP, SXT, MUP
VH 6 | S.haemolyticus ccrC C \% OXA, AMC, CN, TE, E, RA, CIP, SXT
VH 17 | S. haemolyticus mecA - - OXA, AMC, CN, TE, DA, CIP, SXT
VH 34 | S. haemolyticus ccrC C \Y/ OXA, AMC, CN, TE, E, DA, CIP,
VH 80 |[S.lentus ccrAB2 A 1 OXA, AMC, CN, TE, E, DA, MUP
VH 86 | S. hominis subsp. ccrAB2 B v OXA, CIP
VH 88 | S. hominis subsp. ccrAB2 B v OXA, E
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Cizelge 4.4. Veteriner fakiiltesi 6grencilerinden izole edilen MDKNS suslarinda belirlenen SCCmec tipleri

ve direng fenotipleri

.. ccrgen mec SCCmec | ... . .
Kod Tiir Komgleks Kompleks tip Diren¢ Fenotipi
VFO 3 |S.epidermidis ccrAB2 B v OXA, CN, TE, RA, MUP
VFO 4 | S.epidermidis ccrC C \YJ OXA, AMC, CN, DA
VFO 6 |S.epidermidis ccrC C \Y OXA, AMC, CN, TE, E, SXT
VFO 7 | S.epidermidis ccrC C \Y/ OXA, AMC, TE, E, SXT
VFO 8 | S.epiermidis ccrC C \Y/ OXA, AMC, TE
VFO 14 |S. epidermidis mecA - - OXA, AMC, CN, E, RA
VFO 17 |S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, TE, SXT
VFO 33 | S.epidermidis ccrC C \YJ OXA, AMC, E,DA, RA, CIP, SXT, FD
VFO 37 |S.epidermidis ccrAB2 B v OXA, CN, TE, FD
VFO 39 |S.epidermidis ccrAB2 B v OXA, CN, E, SXT, FD
VFO 40 |S.epidermidis ccrC C V OXA, E
VFO 41 | S.epidermidis ccrC C \Y OXA, E, MUP
VFO 43 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, E,MUP
VFO 48 | S. epidermidis ccrC C \Y/ OXA, CN, E, MUP
VFO 55 | S. epidermidis ccrC C \Y OXA, CN, E
VFO 57 | S. epidermidis ccrC C \YJ OXA, TE, MUP
VFO 58 | S. epidermidis ccrC C \Y/ OXA, CN, SXT
VFO 64 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, TE
VFO 66 | S.epidermidis ccrAB2 B v OXA, CN, TE, CIP
VFO 74 | S.epidermidis ccrAB2 B v OXA, CN, MUP
VFO 79 |S.epidermidis cerC C V OXA, CN, E
VFO 80 | S.epidermidis ccrAB2 B v OXA, TE, E,
VFO 82 |S. epidermidis ccrAB2 A 1l OXA, E
VFO 83 | S. epidermidis cCcrAB2 B v OXA, TE, CIP,
VFO 76 |S.epidermidis cCcrAB2 B v OXA, AMC, E, DA, SXT
VFO 70 | S. epidermidis ccrAB2 B v OXA, TE, FD
VFO 25 | S. haemolyticus ccrC C \YJ OXA, AMC, CN, TE
VFO 50 [S.haemolyticus cerC C V OXA, AMC, CIP, SXT
VFO 52 | S. haemolyticus ccrC C \Y OXA, RA, CIP, SXT, MUP
VFO 75 | S.haemolyticus cerC C V OXA, AMC, RA, CIP, SXT, FD
VFO 77 | S. haemolyticus mecA C \Y OXA, AMC, RA, CIP, SXT, FD
VFO 59 | S. hominis subsp. ccrC A \Y OXA, CN, TE, E, RA, CIP, FD, SXT
VFO 62 | S. cohnii subsp cohnii ccrC C \Y OXA, AMC, E, CIP, SXT
VFO 65 | S.hominis mecA - - OXA, CN, TE, SXT, FD
VFO 49 | S. cohnii ccrAB2 A 1 OXA, E, SXT, TE
VFO 78 | S. cohnii ccrAB2 A 1 OXA, AMC, E, SXT, MUP
VFO 15 | S. cohnii ccrAB2 B v OXA, TE, E, DA
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5. TARTISMA

Stafilokoklar insan ve hayvanlarin deri ve mukoz membranlarina kolonize olan
etkenlerdir ve ozellikle yeni antimikrobiyallerin klinik kullanima girmesinden sonra
antimikrobiyal diren¢ determinantlarmi hizli bir sekilde kazanma yetenegine sahiptirler.
Diren¢ determinantlarinin stafilokok tiirleri tarafindan kazanilmasi bu etkenlerden ileri
gelen infeksiyonlarmn tedavisinde ve kontroliinde biiyiik problem teskil etmektedir (IW G-
SCC, 2009).

MRSA ve MDKNS suslarmin degisik hayvan tiirlerinin nazal mukozalarma
kolonize oldugunun bulunmasi (Yasuda ve ark. 2000, Loeffler ve ark. 2005, Strommenger
ve ark. 2006) halk ve hayvan sagligi agisindan 6nemli endiselerin ortaya ¢ikmasma neden
olmustur. Bu nedenle, farkli hayvan tiirleri ile yakin temasta olan basta veteriner hekimler
ve veteriner fakiiltesi 6grencileri olmak tizere diger risk gruplarinda MDS tasiyiciligmmimn
belirlenmesine yonelik degisik iilkelerde yapilan ¢aligmalarda farkl sonuglar bildirilmistir.
Tunus’ta hayvanlarla farkli diizeylerde temasi olan 423 saghkli insandan (111’1
hayvanlarla temas1 fazla olan veteriner hekim, veteriner fakiiltesi 6 grencisi, mezbaha is¢isi,
ciftgi; 57°si kedi ve kopek ile sik temas1 olan, 94’1 hayvanlarla sporadik temasi olan ve
161 higbir temasi olmayan) alinan nazal sivab orneklerinin sadece birinden (veteriner
hekim) (%0.24) MRSA izolasyonu yapilmistir (Ben Slama ve ark. 2011). Hollanda’da
egitimlerinin son donemlerinde olan 80 veteriner fakiiltesi 6 grencisinden 2’sinin (%2.5) ve
ciftlik hayvanlari ile ilgili bir konferansa katilan 99 veteriner hekimden 5’inin (%5.1)
MRSA tasiyicist oldugu bulunmustur. Avustralya’da 2009 yilinda diizenlenen 4 veteriner
konferansina katilan ve veteriner hekimligin farkli alanlarda calisan 771 veteriner
hekimden (kamu, sanayi, serbest veteriner hekim) alman nazal sivab Grneklerinin
%35.84’linde (45/771) MRSA tasiyiciligt bildirilmistir. Veteriner hekimler major ¢alisma
alanlarma gore gruplandirildiginda; at klinigi yapan veteriner hekimlerin %11.88’inden
(24/202) ve kedi-kopek klinigi yapan veteriner hekimlerin %4.88’inden (21/430) MRSA
izolasyonu yapilmistir (Jordan ve ark. 2011). Hollanda’da domuz saghgi konusunda
diizenlenen uluslararasi bir konferansa katilan katilimcilardan (veteriner hekim, ¢iftgi)
272’sinden alinan nazal ve bogaz sivab drneklerinde MRSA tasiyicihigi arastirilmis; 34
(%12.5) katilimcmin MRSA tasiyicist oldugu belirlenmisticr (Wulf ve ark. 2007).
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Danimarka’da farkli meslek (veteriner hekim, c¢iftci, Ogrenci) dernekleri tarafindan
diizenlenen 5 konferansa katilan 702 katilimcinn MRSA ile nazal kolonizasyonu
aragtirilmig; pratisyen veteriner hekimlerin %3.9’undan (11/231) MRSA izole edilirken
ciftgilerden ve veteriner hekim olmayanlardan MRSA izolasyonu yapilamamistir (Moodley
ve ark. 2008). Amerika Birlesik Devletleri’nde diizenlenen uluslararasi veteriner
konferansma katilan katilimcilar i¢inden alinan 417 (345 veteriner hekim, 34 veteriner
teknisyeni ve 38 diger veteriner personel) nazal sivab 6meginin %6.5’inden (27/417)
MRSA izolasyonu yapilmigtir. Bu c¢alismada veteriner hekimlerin %7’sinden (23/345),
veteriner teknisyenlerinin %12’sinden (4/34) MRSA izole edilirken, ilging olarak hasta
hayvanlarla temas1 olmayanlarda MRSA kolonizasyonuna rastlanmadigi (0/50), biiyik
hayvanlarla temas edenlerin %15.6’simnda (15/96) ve kiiciikk hayvanlarla temas edenlerin
%4.4’linden (12/271) MRSA izolasyonu gergeklestirilmistir (Hanselman ve ark. 2006).
Amerika Birlesik Devletleri’nde uluslararast at veteriner konferansma katilan
katilimcilardan ¢aligmaya dahil edilen 257 at klinigi alaninda ¢aligan personelin 26’sindan
(%10.1) MRSA izolasyonu yapilmstr (Anderson ve ark. 2008).  Bu ¢aligmada aliman
orneklerin hicbirinden MRSA izole edilemedi. Ancak, hem veteriner hekimlerde (%43.8,
39/89) hem de veteriner fakiiltesi 6 grencilerinde (%44.6, 37/83) yiiksek oranda MDKNS
tastyicihig1 belirlendi. Huber ve ark. (2011) Isvigre’de domuzlarin kastrasyonu iizerine
diizenlenen bir kursa katilan 133 veteriner hekimin %37.6’sinden (50) ve 148 domuz
yetistiricisinin %33.8’inden (50) MDKNS izole etmislerdir. Veteriner hekimlerden izole
edilen suslarm 33’tni S. haemolyticus, 14’tnd S. epidermidis, 1’ini S. flueretti, 1’ini S.
cohnii ve 1’ini S. warneri; domuz yetistiricilerinden izole edilen suslarin ise 25’ini
S. epidermidis, 23’iinii S. haemolyticus ve 2’sini de S. flueretti olarak identifiye etmislerdir.
Busscher ve ark. (2006) Hollanda’da atlarla yakin temasta olan 42 insandan %35.7’sinin
(15/42) MDS tasiyicist oldugunu; sadece bir veteriner hekimden MRS A izole ettiklerini,
diger izolatlarin 7’sini S. epidermidis, 2’sini S. haemolyticus, 1’ini S. sciuri ve 1’ini de
S. capitis olarak identifiye ettiklerini bildirmislerdir. Inegdl (2010) Aydm ydresinde siit
inegi yetistiriciligi yapan isletmelerinde ¢alisan 29 bakicidan 14’iinde (%48.3) ve bu
isletmelerden sorumlu 5 veteriner hekimden 4’tinde (%80) MDS izole etmislerdir. Bu
calismada bakicilardan izole ettikleri MDS suslarindan 4’tnii S. epidermidis, 4’iinii
S. haemolyticus, 3’inii S. aureus, 1’ini S. succinus, 1’ini S. cohnii ve 1’ini de S. xylosus

olarak identifiye etmislerdir. MDS tasiyicis olan 4 Veteriner Hekimden 2’sinde MRSA ile
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birlikte S. epidermidis; diger iki veteriner hekimden birinde S. aureus digerinde ise sadece
S. epidermidis identifiye edilmistir. Bu ¢aliymada veteriner hekimlerden izole edilen
MDKNS suslarmm 33’4 S. epidermidis, 3t S. haemolyticus, 2’si S. hominis subsp.
hominis, 1’1 S. lentus; veteriner fakiiltesi Ggrencilerinden izole edilen MDKNS
izolatlarmin 26’s1 S. epidermidis, 5’1 S. haemolyticus, 4’ S. cohnii ve 2’si de S. hominis
subsp. hominis olarak identifiye edilmistir.

KNS tiirlerinin antibiyotiklere S. aureus’a gore ¢ok daha direngli oldugu (Diekema
ve ark. 2011), fakat ¢ogunlukla sadece kalici cihaz tasiyan insanlarda ve/veya immun
yetmezligi olan insanlarda infeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (Huebner ve
Goldman 1999). Ayrica KNS tiirlerinin S. aureus suslar1 i¢in direng genleri yoniinden
rezervuar oldugu bildirilmistir (Hanssen ve Ericson Sollid 2006). Higuchi ve ark. (2007)
Japonya’da tip fakiiltesi 6grencilerinin nazal mukozalarindan izole ettikleri S. aureus ve
KNS suglarmin 16 antimikrobiyale olan duyarhliklarmi incelemisler; S. aureus suglarmda
metisilin direnci tespit edemezlerken (0/36), KNS suslarinin %23.5’inde (23/84) metisilin
direnci saptamiglardr. Ayrica, S. aureus suslarinm %47.2’sinin (17/36) ve KNS suslarinin
%A48.8’inin  (41/84) antimikrobiyal direng goOsterdigi; direngli KNS suslarinin da
%26.8’inde (11/41) ¢ogul dirence (5 veya daha fazla antimikrobiyale) rastladiklarini
bildirmislerdir. Bu c¢aligmada, veteriner hekimlerden izole idilen 39 MRS susundan
%12.8°12 (5/39), %5.2s1 3 (2/39), %17.9’u 4 (7/39), %20.5’1 5 (8/39), %7.7’si 6 (3/39),
%17.9°s17 (7/39), %12.8°18 (5/39), %2.6’s19 (1/39) ve %2.6’s1 11 (1/39) antimikrobiyale;
veteriner fakiiltesi 6grencilerinden izole edilen 37 MDKNS susundan %8.1’1 2 (3/37), %
32.4%1 3 (12/37), %21.6°s1%13.5’s14 (8/37), %24.3’1 5 (9/37), %8.1°16 (3/37) ve %5.4’1
de 8 (2/37) antimikrobiyale diren¢li bulundu.  Veteriner hekim ve veteriner fakiiltesi
ogrencilerinin ¢ogul direngli MDKNS yoniinden mesleki bir risk grubu oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle hayvanlarla temasta olan insanlarm hastanelere kabuliinde bu
etken yOniinden gerekli kontrolleri yapimalhdwr. Ayrica, MDS tiirlerinin evcil
hayvanlarda kesin kaynagmm ve olasi risk faktorlerinin (antmikrobiyal kullanimi gibi)
belirlenmesi i¢in daha detayli ¢calismalar planlanmali ve gerekli koruyucu onlemler
almmaldir.

MDS suslarinda SCCmec tipinin belirlenmesi epidemiyolojik ag¢idan Gnem
tasimaktadir. SCCmec Tip I-11l HK-MRSA suslarinda; Tip IV ve V ise TK-MRSA

Suslarinda bulunmaktadir (Zaoutis ve ark. 2006).  Tiirkiye’de insanlarda en ¢ok goriilen
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SCCmec tipinin tip 11l oldugu bildirilmistir. SCCmec tip [II’iin yayginlig1 Kilig ve ark.
(2008) tarafindan %82.1 ve Yildiz ve ark. (2010) tarafindan ise %90.4 gibi yiiksek
oranlarda tespit edilmistir. Tirkyilmaz ve ark. (2010), veteriner sahada yurdumuzda
mastitisli sigir siitlerinden izole edilen 16 S. aureus susunun 14’iiniin SCCmec tip 11l ve
2’sininde SCCmec Tip IV tasidigini saptamislardr. Inegdl (2010) siit inegi
isletmelerinden, bu isletmelerde calisan bakicilardan ve sorumlu veteriner hekimlerden
izole ettikleri 59 MDKNS susunun 38’inde tip III, 18’inde tip IV, 2’sinde tip II, 1’inde
tip V tespit etmislerdir. Bu c¢alismada, veteriner hekimlerden ve veteriner fakiiltesi
ogrencilerinden izole edilen MDKNS suslarmnin yiiksek oranda SCCmec tip IV ve V
tasidig1 bulundu. Fessler ve ark. (2010) belirli KNS tiirlerinde spesifik bir SCCmec tipinin
baskin olarak goriilmesinin ihtiyatla yaklasilmasi gereken bir durum oldugunu ifade
etmiglerdir. Daha fazla materyal kullanilarak yapilan ¢aligmalarda ise ayni KNS tiirlerinde
dominant SCCmec tipleri yani sira diger tiplerinde goriilebilecegi bildirilmistir (Ruppé E
ve ark. 2009, Jamaluddin ve ark. 2008). Zhang ve ark. (2009) hayvan orijinli MDKNS
suslarinda farkli SCCmec tiplerinin oldugunu, hayvanlar arasinda bu etkenlerin klonal
olarak bulastigim1 ve SCCmec elementinin KNS tiirleri arasinda horizantal olarak
yayildigmi bildirmiglerdir. Bu ¢ahismada elde edilen bulgular s1ginda, Hatay yoresinde
evcil hayvanlarm belirli SCCmec tipine sahip MDKNS suslarinin rezervuari oldugunu

sOylenebilir.
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6. SONUC

Hatay yoresinde calisan veteriner hekimlerde ve veteriner fakiiltesi 6 grencilerinde
MDKNS tasiyiciliginin prevalansi 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. Bu durum hem
halk sagligi hem de meslek saghgi yoniinden 6nem tagimaktadir. Pet ve ¢iftlik hayvanlari
yeni MRS A klonlarmin ortaya ¢ikmasinda rezervuar olarak rol oyanayabileceginden etken
yoniinden devamli olarak izlenmeli ve veteriner hekimler konu hakkinda
bilgilendirilmelidir. Ayrica veteriner hekimligi alaninda basta MRSA olmak {izere diger
MDS tiirlerinden kaynaklanacak infeksiyonlarin Onlenmesinde infeksiyon kontrol

programlar1 uygulanmahdir.
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