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KISALTMALAR

: Koagiilaz negatif stafilokoklar

: Panton-Valentine lokosidin
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: Hastane kokenli Staphyloccoccus aureus
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1. GIRIS

Insan ve hayvanlarda gesitli hastaliklara yol agabilen Staphyloccoccus genusu
bakterileri ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmistir. 1880 yilinda
Pasteur abseden izole ettigi stafilokoklar1 sivi besiyerinde liretmis ve yine ayni yil
Ogston fare ve kobaylar icin patojen oldugunu vurgulamigtir. 1884 yilinda ise
Rosenbach beyaz renkli kolonileri S. albus, sari-portakal rengi kolonileri ise S. aureus
olarak isimlendirmistir. Bu ayrim yakin zamana kadar devam etmistir. Son 25 yilda
koagiilaz negatif stafilokoklarin da ¢ok Onemli nozokomiyal infeksiyonlarin etkeni
oldugu ve sepsis, endokardit, osteomyelit gibi degisik klinik tablolar yapabildigi
aciklanmistir. Baird-Parker spesifik KNS tiirlerini ilk kez tanimlamistir (Cengiz A.T.,
1999).

Stafilokoklarin ¢ogu sicakkanli hayvanlarin derisinde, deri ile ilskili bezlerin
kanallarinda ve mukozalarinda dogal olarak barinirlar. Bir kismi da insan ve hayvanlar
icin patojen ve ¢ogu firsatc1 patojendirler. Uremeleri esnasinda birbirlerinden
ayrilmayarak iiziim salkimina benzeyen, diizensiz kiimeler olusturmalarina bakilarak bu

bakterilere bu isim verilmistir (Cengiz A.T., 1999; Waldvogel ve ark., 2000 ).

Insan sagligi agisindan en onemli tiir S. aureustur. En fazla dogal olarak
nazofarenkste bulunur ve buradan yayilir. Deride en ¢ok ellerde, kollarda ve yiizde
bulunur. Saglikli insanlarin %30’unun bogaz ve burun kiiltlirlerinde ortamin baskin
floras1 arasinda S. aureus bulunur. Bunun disinda insan ve hayvan digkilarinda, ciltte
apseli yaralarda ve sivilcelerde yogun olarak bulunurlar. S. aureus goz, deri, kil kokii
folikiilii v.b. enfeksiyonlara, bogaz burun enfeksiyonlarina septisemi, menenjit,
gastrointestinal sistemde ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Ayrica osteomyelite de
neden olmaktadir. Gida sektoriinde ¢alisanlarda ve hastane personelinde yaygin olarak
bulunur. S. aureus ile infekte gidalarda, gida zehirlenmesine S. aureus'un bazi suslarinin
iirettigi enterotoksinlerin sebep oldugu bilinmektedir. Stafilokoklarin cesitli tlirleri insan
viicudunun ¢esitli yerlerinde kolonize olurlar. S. aureus normal insanlarin %10-40’1nin,
hastanelerde calisanlarin ve hospitalize hastalarin %70’inin burun deligi mukozasinda

kolonize olmuslardir. S. epidermidis, S. aureus un bulunmamasi1 durumunda burun



deligi mukozalarindan soyutlanan stafilokoklarin %90-100tinii olusturur (Bilgehan H.,
2002).

Gida sektoriinde calisan ve S. aureus tasiyicisi olan portorler stafilokok besin
zehirlenmesinin kaynagidirlar. Gidalarda, gida isletmelerinde, kurumlara ait biiyiik
mutfaklarda S. aureus'a rastlanmasi hijyen eksikliginin gostergesi kabul edilir. Infekte

gidalardan, hasta veya tastyici (portor) kisiler araciligiyla yeni konaklara bulagmaktadir.

S. aureus 'un enfeksiyon olusturma potansiyeli, epidemi yapma riski ve enfekte
gidalarla gida zehirlenmesine sebebiyet vermesi nedeniyle tasiyicilik ve halk sagligi

yoniinden énemlidir.

Ciddi enfeksiyonlara neden olan stafilokoklar antibiyotiklerin ¢oguna karsi
kolayca direng kazandig1 i¢in tasiyiciligi insan sagligi i¢in biiyiik risk olusturur. Hasta
veya tastyici (portor) kisilerden, enfekte gidalardan bulasan antibiyotiklere karsi direng
kazanmig S. aureus tedavi yoniinden ¢oziilmesi giic sorunlar yaratir (Forbes ve ark.,
2002). S. aureus bakterilerinin kemoterapotik maddelerin birgoguna hizla dayaniklilik

kazanmalar1 nedeniyle eskiye oranla enfeksiyonlarina daha sik rastlanmaktadir.

Stafilokoklar genis capta antimikrobiyal ajanlara duyarlilik gosterebilir ve
genellikle bir ilag paneli i¢inde test edilir. Bununla beraber modern laboratuvarlar i¢in
en onemli nokta MRSA’nin izolasyonu ve tanimlanmasidir. Metisiline direncli suslarin
ortaya ¢ikisi metisilinin klinik uygulamalarda kullanilmasindan kisa bir siire sonra
baslamistir. Bunu 1970’lerin ortasinda bir¢ok iilkede tek bir epidemik susun neden
oldugu ve hastaneler arasinda yayilan MRSA enfeksiyon salgini izlemistir. MRSA

nozokomiyal patojen olmasinin yani sira toplum patojeni haline gelmistir.

Stafilokok tiirlerinde metisilin direng artisi ile birlikte diger antibiyotikler bu tiir
bakterilerce olusmus ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bir glikopeptid
olan vankomisin, metisilin direngli stafilokoklara bagli enfeksiyonlarin tedavisinde

tercih edilen ilagtir (Tammy ve ark., 2007 ).

MRSA 1990’1 yillara kadar sadece hastane infeksiyonlarindan sorumlu iken,
daha sonralar1 hastane ortamiyla iliskisi olmayan ve herhangi bir risk faktori

bulunmayan toplumdaki kisilerde izole edilmeye baslanmistir (Cagatay ve ark., 2005).



Son yillarda toplum kaynakli MRSA (TK-MRSA) infeksiyonlar1 diizenli artis
gostererek 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya baslamistir (Hiramatsu ve ark., 1997).
Bu mikroorganizmay1 ve sebep oldugu infeksiyonlar1 tanimlayabilmek i¢in oldukca
fazla sayida caligma bulunmakla beraber TK-MRSA’y1 tanimlamada terminolojide
heniiz tam bir fikir birligine varilamamistir. Bu konudaki anlagsmazlik, yeni ortaya ¢ikan
TK-MRSA’nmm hastanelerde yayilimiyla doruga ulagsmistir (Smith ve ark., 1999). TK-
MRSA’nin saglik kuruluslarindaki yayilimi yeni ortaya ¢ikan bir problemdir ve yakin
zamandaki salginlarla ilgili raporlar erken taninin ve acil kontrol énlemlerinin 6nemini
vurgulamaktadir. Giiniimiizde Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nin bir¢ok eyaletinde
deri ve yumusak doku infeksiyonlarindan izole edilen MRSA oran1 %50’lerin {izerine
cikmistir. Daha da endise verici olani TK-MRSA’larin ilaglara diren¢ oranlarinin

artmasi, yeni cografi alanlarda ve popiilasyonlarda yayilmasidir.

Ciddi TK-MRSA infeksiyonlarinda ve buna bagli oliimlerdeki hizli artis bu
potansiyel virulan patojenin yayiliminin kontroliinde Panton-Valentin 16kosidin (PVL)
geni tagiyan S. aureus izolatlariin tanimlanmasinin 6nemini isaret etmektedir. MRSA
izolatlarinda PVL geninin saptanmasi, bu izolatlarin TK-MRSA olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bazi toplum kaynakli S. aureus izolatlar1 Mec-A genini tagimalarina
ragmen metisilin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri cok diisiik
olabilmektedir. Yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde bunlar yanlislikla metisiline
duyarli S. aureus (MSSA) olarak tanimlanabilmektedir. Bu nedenle PVL iireten MSSA
izolatlarinda Mec-A geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ile

belirlenmesi onerilmektedir (Chang ve ark., 2003).

Baz1 hastane baglangicli MRSA infeksiyonlar1 toplum kaynakli organizmalardan
kaynaklanabilir ve bazi toplum baslangighh MRSA infeksiyonlar:1 da hastane kaynakli
organizmalardan kaynaklanabilir (Centers for Disease Control and Prevention, 1999).
Mikrobiyolojik ve molekiiler veriler olmaksizin sadece epidemiyolojik bilgiye dayali
CDC kriterleri tek basina TK-MRSA’y1 tanimlamada yeterli olamamaktadir. Bundan
dolayr klinik, epidemiyolojik ve mikrobiyolojik bilginin sentezi TK-MRSA’nin

tanimlanmasinda kullanilmalidir (Smith ve ark., 1999).

S. aureus’un virilans faktorlerinden olan Panton-Valentin 16kosidin (PVL),

insan polimorfoniikleer hiicreleri ve l6kositler iizerindeki 6zgiil litik aktivitesiyle por



olusturarak 16kositlerin yikimina ve doku nekrozuna yol acan bir sitotoksindir (Salliot
ve ark., 2006; McClure ve ark., 2006).

PVL’yi kodlayan genler, Prevost ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada klonlanip,
sekanslanarak LukS-PV ve LukF-PV olarak adlandirilmistir. LukS-PV geni 28
aminoasitlik bir sinyal dizisi iceren 312 aminoasitten olusan bir polipeptid, LukF-PV
geni ise 24 aminoasitlik bir sinyal dizisi iceren 325 aminoasitten olusan bir polipeptid

kodlamaktadir. PVL genleri SLT faj1 iizerinde tasinmaktadir (Prevost ve ark., 1995).

Cografi bolgeye ve calisilan suslarin Ozelliklerine gore degismekle birlikte,
klinik 6rneklerden izole edilen S. aureus suslarinin %5’inden daha az1 PVL tagimaktadir
(Lina ve ark., 1999; Diep ve ark., 2004).

Bunlarin ¢ogu metisiline duyarli S. aureus (MSSA) suslaridir. Ancak son
yillarda, PVL iireten metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslarinin agir nekrotik deri
lezyonlar1 ve nekrotizan pnomoni ile seyreden toplum kokenli enfeksiyonlarla iligkili

oldugu saptanmistir (McDonald ve ark., 2005).

Caligmamizda, Van Halk Sagligi Laboratuvari’na 2009-2012 yillar1 arasinda
gelen gida isiyle ugrasan portorlerden alinan burun siiriintiilerinde S. aureus pozitiflik
oraninin arastirilmasi, S. aureus pozitif olan portorlerde antibiyotik direnci, Mec-A ve

PVL aragtirilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL OZELLIKLER

Stafilokoklar 0.5-1.5 mikron c¢apinda, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz, kati
besiyerinde birbirine bakan iki dik yiizeyde boliinerek iireyen ve yavru hiicrelerin
birbirinden ayrilmasi sonucu iiziim salkimina benzeyen, sivi besiyerinde diplokoklar
veya kisa zincirler halinde goriilen mikroorganizmalardir. Normalde kapsiilsiiz
olmalarmma ragmen baz1 kokenlerinde belirgin bir kapsiil ya da bir mukus katmani
bulunur. Basit besiyerleri dahil birgok besiyerinde iireyebilseler de kanli besiyerinde
daha iyi ¢ogalirlar (Bilgehan H., 2002). Bazik boyalarla kolay boyanirlar ve gram
pozitiftirler.

Sekil 1. Stafilokoklarin gram boyamadaki goriintiisii
2.1. Staphyloccoccus aureus’un Kiiltiir ve Boyanma Ozellikleri

Stafilokoklar genis bir 1s1 araliginda (6.5-45 °C) iireyebilen aerob ve fakiiltatif
anaerop bakterilerdir. Bu bakterilerin optimal iireme 1silar1 30-37 °C ve pH:7-7.5tir.
Kanli agarda 18-24 saatte yuvarlak, diizgiin, 1-4 mm ¢apinda, hafif konveks koloniler
yapar. Gliserol monoasetat gibi yag asitleri ile zenginlestirilmis besiyerinde 37 °C’de
tiretildiklerinde, karotenoidlerden dolayr pigment olustururlar. Anaerop kosullarda ve

buyyonda pigment yapmazlar.

S. aureus kanli agarda beta hemoliz yapar. Sekerlerin ¢ogunu gaz

olusturmaksizin, asit meydana getirerek fermente eder.



Tablo 1. Stafilokok tiirlerinin belirlenmesinde kullanilan testler

Koloni morfolojisi

Pigment olusturma

Hemolitik aktivite

Koagiilaz ve diger enzimatik aktivite

Aerobik kosullarda siikroz, trehaloz ve mannitoldan asit olusturma

Asetil metil karbinol (Asetoin) olusturma

Fosfataz duyarliligi

Novobiocin duyarlilig

Yiiksek tuz konsantrasyonuna direnglidirler ve %10 tuz icerikli ortamlarda
gelisebilirler. %20’lik tuz igeren ortamlarda direng gosteren suslart da bulunmaktadir.
Tuz diginda tellurit, civa kloriir, sodyum azid gibi kimyasal maddelere ve neomisin,
polimiksin gibi bazi antibiyotiklere de direnglidirler (Gida mikrobiyolojisi ve

Uygulamalari, 2000).
2.2. Viriilans ve Patojeniteleri

S. aureus konakta infeksiyon olustururken yapisinda bulunan bir¢ok yapisal
elemanlardan, enzimlerinden ve toksinlerinden yararlanir. Bu patojenite faktorleri
sayesinde fagositozdan kagcabilir, deri ve deri altina kolayca yayilabilir ve tipik apse
formunu olusturabilirler. Ayrica toksinleri araciligi ile farkli infeksiyonlara da neden

olurlar. S. aureus 'un virulans faktorlerinden en 6nemlileri asagida siralanmigtir;
2.2.1. Kapsiiler polisakkarit

S. aureus klinik izolatlarmin %90’indan fazlasinda polisakkarid yapida
mikrokapsiil bulunmaktadir. Bu kapsiil bakteriyi fagositozdan korur ve konak
hiicrelerine ve oOzellikle kateter gibi yabanci cisimlere aderensini saglayan bir tiir

ekzopolisakkarittir. 11 tip polisakkarit olmasina ragmen %70-80’inin tip 5 ve 8 oldugu



tespit edilmistir. Polisakkarit tiretimi kiiltlir kosullar1 ve besiyerinin i¢erigine baglidir ve
bakteriyi notrofil fagositozundan korur. Polisakkarit tip 8’in TSST iiretimi ile baglantili
oldugu ve MRSA’larda ise daha ¢ok tip 5’in bulundugu saptanmistir (Cetinkaya Y.,
2002; CDC, 2002).

2.2.2. Hiicre duvar

Hiicre duvar1t ¢ok tabakali kalin mureinden olusur. Lineer teikoik asitler ve
polisakkaritler mureindeki polisakkarit ile kovalent baglarla baghdirlar. Stoplazma
zarindaki lipoteikoikasitler tiim murein tabakasi boyunca bulunurlar ve murein
tabakanin disina dogru uzanirlar. Teikoik asitler ve lipoteikoik asitler komplemani
alternatif yoldan aktive ederler ve makrofajlardan sitokin salinimini uyarirlar. Hiicre
duvarindaki proteinler mureinin peptit kisimlarma peptit baglariyla baghdirlar.
Kiimelestirici (clumping) faktor, fibronektin baglayici protein ve kollagen baglayici
protein spesifik olarak fibrinojen, fibronektin ve kollagene baglanir ve doku ve ilgili

matriks proteinleri ile kapli yabanci cisimlere yapismadan sorumludurlar.
2.2.3. Protein A

S. aureus hiicre duvarinda bulunan gruba 6zel bir antijen olan protein A,Wervwy
tarafindan 1940°ta tanimlanmistir. Birgok memeli serumundaki IgG3 disindaki tim IgG
ve IgA2 ile baz1 IgM’nin Fc parcasi ile reaksiyon vermektedir. Mol agirligi 13.000
dalton olan kiiciik bir proteindir. Stafilokoklarda; ortama salinan serbest, hiicreye bagli

ve hiicre dig1 olmak {izere 3 tip SpA bulunur (Cengiz A.T., 1999).

S.  aureus immunglobulinlerin  (IgG) Fc  kisimlarina  baglanir.
Immunglobulinlerin protein A ile yanlis baglanmasinin opsonize edici antikorlarmn
dogru baglanmasini engelleyerek fagositozu zorlastirdigi kabul edilmektedir. Bazi S.
aureus suslar1 polisakkarit yapisinda olan ve antifagositik etkinlige sahip kapsiil

olustururlar (Fritz ve ark., 2002).



2.3. Staphyloccoccus aureus’un Enzimleri

S. aureus ¢esitli patojenik faktorlerden sorumlu birgok enzim ve toksini {iretir ve
salgilar. Ozellikle S. aureus toksinlerinin saflastirilmalar1 zor oldugu igin patojeniteleri

tam olarak anlagilmamustir.
2.3.1. Katalaz

Tiim stafilokoklar hidrojen peroksidi suya ve oksijene ¢eviren katalaz enzimini
icerir. Hidrojen peroksit hem bir konak savunmasi olarak nétrofillerden salgilanabilir,
hem de oksijenli ortamda ortaya ¢ikan toksik oksijen radikallerinden biridir. Katalaz
enziminin varlig1 stafilokoklarin patojeniteleri ile iliskili bulunmustur. Nadiren bazi S.

aureus tiirleri katalaz negatif olabilir.
2.3.2. Koagiilaz

Ekstraseliiler bir proenzimdir. Coagulase-Reacting factor (CRF) ile birleserek
aktif duruma geger ve plazmayr pihtilastirir. S. aureus ig¢in standart belirleyici olan
koagiilazla, patojen olan, olmayan stafilokok ayrimi yapilir. Koagiilaz pozitif
stafilokoklarin iizerinde olusan kalin fibrin tabakasinin, mikroorganizmay1 fagositoza
kars1 koruyarak, patojenlige katki yaptigi ileri siiriilmektedir. Patojen stafilokoklar

genelde; bagh (kiimelestirici faktor) ve serbest (stafilokinaz) koagiilazlarina sahiptir.

Serbest koagiilaz ve clumping faktér immiinolojik olarak birbirinden farkl
oldugu gibi, etki mekanizmalar1 da birbirinden farklidir. Bu antijenlerin farkli enzimatik
mekanizma ile plazmay1 pihtilastirdiklar1 belirlenmistir. Tavsan plazmasi kullanilarak,

lam ve tlip yontemi ile koagiilaz aktivitesi aragtirirlir.
2.3.3. Serbest koagiilaz

Protein yapisindadir ve proteolitik enzimlerle, kolaylikla inaktive edilir.
Antijenik olarak 4 farkli tipi vardir. Filtrelerden gecebilir ve 1s1ya direngli bir enzimdir.
Bu enzim fibrinojenin fibrine doniismesi ile plazmanin pihtilasmasina neden olan ve

normal olarak plazmada bulunan koagiilazi etkileyen faktorii (CRF) aktive etmektedir.



2.3.4. Bagh koagiilaz (Clumping Factor)

Stafilokoklarin hiicre yilizeyinde meydana gelir ve serbest birakilmaz. Hiicre
duvarina bagh halde fibrinojeni fibrine ¢evirerek hiicre yilizeyinde fibrin presipitasyonu
meydana getirir. Bunun sonucu olarak stafilokoklar agliitinasyon ve kiimelesmeye
ugrar. Bu enzimin patojenitedeki rolii, fagositozu onlemek {izere, bakterinin {izerine
fibrin 6rtmesinden ileri gelmektedir. Her iki koagiilaz da insan serumunu pihtilastirabilir

(Cengiz A.T., 1999; Waldvogel ve ark., 2000).
2.3.5. Hyaluronidaz (yayilma faktorii)

Patojen stafilokoklarda bulunan bir enzimatik aktivitedir. Bagdokusunun
yapisinda bulunan hyaliironik asidin depolimerizasyonunu ve bunun sonucu
stafilokoklarin bag dokuya invazyonundan sorumludur. Stafilokoklarin %90’inda
bulunur (Bilgehan H., 2002; Peacock ve ark., 2005).

2.3.6. Lipaz

Lipidleri hidrolize eder. Stafilokoklarin yagli deride yerlesmesini saglar

(Livermore D.M., 1995; Cengiz A.T., 1999).
2.3.7. Stafilokinaz

Stafilokokal fibrinolizin, 1siya direnglidir. Plazminojeni plazmine aktive eder.

S. aureus 'un dokuya yayilimini kolaylagtirir.
2.3.8. Penisilinaz

S. aureus’un diger onemli enzimlerinden biridir. Penisilindeki beta-laktam
halkasin1 hidrolize ederek antimikrobiyallere diren¢ gelismesine neden olur. Penisilinaz
plazmidler tarafindan kodlanir ve bu nedenle suslar arasinda direncin hizla yayilmasina
neden olur. Ulkemizde ve diinyada penisilinaz sentezleyen stafilokoklar son derece
yaygin olup oranlart % 80-90 civarinda degigsmektedir (Livermore D.M., 1995; Cengiz
AT, 1999).



2.3.9. DNase

Endo ve ekzoniikleaz aktivitesi ile niikleik asitleri 3’fosfomononiikleotidlere
pargalar (Cengiz A.T., 1999; Waldvogel ve ark., 1999; Winn ve ark., 2006). Koagiilaz
pozitif S. aureus’larin %90-96’sinda bulunan niikleaz, fosfodiesterazdir (Peacock ve

ark., 2005).

Bunlardan bagka stafilokokal serin proteaz (SspA), sistein proteaz (SspP),
metalloproteaz (aurcolysin; Aur) ve staphopain (Scp) gibi ekstraselliiler proteazlar da
sentezlerler (Peacock ve ark., 2005).

2.3.10. Slime factor

Tryptic soy broth’a inokiile edilen KNS’lerin bazilari, ekildigi kabin ylizeyine
tutunarak, adeziv bir tabaka olusturur ki buna slime factor denir. ilk kez Christensen ve
ark. tarafindan gosterilmistir. Slime maddesi amorf kapsiil yapisinda, glikokaliks
materyali olup %40 karbonhidrat ve %27 proteinden olusur. Cok kuvvetli antijenik
yapida oldugundan, izole edilerek tavsanlara siringa edildiginde, ¢ok yiiksek titrelerde
antikor cevabi elde edilir. Slime o0zelliginden dolayr stafilokoklar tibbi aletlere
tutunabilir. Slime faktor pozitif KNS suslarmin daha viriilan ve antibiyotiklere daha
direncli olduklar1 bildirilmektedir. Bu polisakkarit bakterinin plastik ve metal yiizeylere
aderansimi artirmakta, antibiyotik diflizyonunu inhibe ederek mikroorganizmaya

ulagmalarini ve fagositozu 6nlemektedir

2.4. 8. aureus’un Toksin ve Hemolizinleri

Toksin admi almalarmin nedeni konak hiicre yapisi ve fonksiyonlarini
etkilemeleridir. Eksfoliatif toksin A, enterotoksinler ve TSST-1 siiperantijen olarak
adlandirilan bir polipeptid sinifina dahildirler. S. aureus, bes sitolitik ya da membran
eritici toksin (alfa, beta, delta, gama ve Panton-Valentine 16kosidin), iki eksfoliatif
toksin (A ve B), 8 enterotoksin ve toksik sok sendromu toksinini (TSST-1)
iiretebilmektedir. Sitolitik toksinler hemolizin olarak da adlandirilmaktadir. Ik dort
toksinin etkileri sadece eritrositlerle sinirli olmadigindan ve Panton-Valentine 16kosidin
(PVL) eritrositleri etkilemediginden tiim bu toksinlerin hemolizin olarak

adlandirilmasinin yanlis oldugu diistintilmektedir.
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Sitotoksinler noétrofilleri eriterek, lizozomal enzimlerinin agiga ¢ikmasina ve
etraflarindaki dokular1 haraplamalarina neden olur. Siiperantijenler makrofajlardaki
MHC-2 (major histocompatibility complex 2) molekiillerine baglanir. MHC-2
molekiilleri spesifik olarak T-hiicre reseptorlerinin beta alt birimine baglanarak T-
hiicrelerinin proliferasyonuna ve doku hasarini baglatacak sitokinlerin salinimina neden

olurlar (Murray ve ark., 2005).
S. aureus’lardan en sik izole edilen toksinler asagidadir;

2.4.1. Alfa toksin

Ik kez 1900°de Kraus ve Clairmont tarafindan tanimlanmistir. S. aureus insan
suslarinin ana hemolizinidir. Bir¢ok hiicre membranina etkisi varsa da (lokosit,
hepatosit, trombosit, fibroblast v.b.) en ¢ok eritrositleri etkiler. Tavsan alyuvarlar i¢in
hemolitik aktivitesi en fazla olmasina karsin, insan alyuvarlarina fazla bir etkisi yoktur.
Insan trombosit ve makrofajlar1 ile doku kiiltiirleri iizerine hemolitik etkinligi vardur.
Monositler ise bu toksine direnclidir. Alfa toksin antijeniktir, damarlardaki diiz kas
hiicrelerini harap eder, deride nekroz olusturur ve S. aureus suslarinin kanli agarda

yaptig1 beta hemolizden sorumludur. Formol ile toksoid haline getirilebilir.
2.4.2. Beta toksin (sfingomyelinaz C)

Glenny ve Stevens tarafindan 1935°te tanimlanmistir. Stafilokokal
sfingomyelinazdir, antijeniktir, 1stya direnglidir. Diger bir adi stafilotoksindir. En iyi
koyun, daha az olarak da insan eritrositleri, 16kosit ve fibroblastlar etkiler. Eritrositlerin
tizerindeki hemolitik aktiviteleri eritrosit membraninin sfingomyelin icerigine baghdir.
Aktivasyonu i¢in magnezyum ve kobalt iyonlarina gereksinimi vardir. Alfa toksin ile
beraber stafilokokal infeksiyonlardaki doku hasar1 ve apse formasyonunun
olusmasindan sorumludurlar. Antitoksini ile noétralize olur ve formol toksoid haline

doniigebilir.
2.4.3. Gama hemolizin

Smith ve Price tarafindan 1938’de tanimlanmig ve Mollby Wadstron tarafindan

elde edilmigtir. Gama hemolizin 5R susunun major sitolizinidir. Eritrositler iizerine
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toksik etkilidir. Insan, tavsan ve koyun alyuvarlar1 duyarli iken, at ve kus alyuvarlari

direnclidir.
2.4.4. Delta hemolizin

Williams ve Harper tarafindan 1947’de tamimlanmistir. Delta hemolizin antijenik
degildir. Litik spektrumu oldukca genistir. Insan, tavsan, koyun ve maymun
alyuvarlarimi eritir. Mol agirligi 103.000 dalton olup, eritrosit, 16kosit, makrofaj, lenfosit
ve trombositleri hasara ugratan bir enzimdir. Giiglii bir ylizey aktif molekiil olup
biyolojik membranlar1 deterjan benzeri bir etkiyle pargalar. Bazi memelilerde cAMP
tiretimini ve baglantili olarak su absorbsiyonunu arttirdig1 ve akut diareye neden oldugu

gosterilmistir (Cengiz A.T., 1999; Waldvogel ve ark., 1999; Winn ve ark., 2006).

Insandan infeksiyon etkeni olarak izole edilmis S. aureus suslarinin %92’sinde
alfa ve delta toksinlerden en az biri, %82’sinde her ikisi birden bulunur (Waldvogel ve
ark., 1999).

2.4.5. Enterotoksinler

Koagiilaz olumlu stafilokok kokenleri tarafindan yapilan suda erir, termostabil
(kaynatmaya 30 dakika dayanikli) ve 6zel antijen yapisinda bir maddedir. Polipeptid
yapidadirlar. Ozellikle yiiksek karbondioksit atmosfer kosullari, karbonhidrath ve
proteinli besin maddeleri igeren ortamlarda iireyen stafilokoklar tarafindan meydana
gelir ve bu besinlerin yenilmesiyle gastrointestinal bulgularla seyreden zehirlenme
tablosu ortaya cikar. A,B,C1,C2,C3,D,E ve F olarak adlandirilan 8 cesit stafilokok
enterotoksini saptanmig olup patojen stafilokoklarin  %50’sinin  bu toksinleri
yapabildikleri goriilmiistiir. En ¢ok A enterotoksini olusturulur. Enterotoksin A ve D
tipleri besin zehirlenmelerinde, B tipi ise hastane infeksiyonlarinda en sik karsilasilan
tiplerdir. Timi T-lenfositlerin bir kismini uyararak etkilerini gdsterdiklerinden

sliperantijen grubuna dahildirler.

Enterotoksin F TSST-1 olarak adlandirilir ve tiim toksik sok sendromlarinin
%350’sinden, menstiirasyon ile iligkili toksik sok sendromlarinin ise % 90’indan

sorumludur. Bir S. aureus kokeni bu enterotoksinlerden sadece birini yapabildigi gibi
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birkagin1 birarada da olusturabilir (Cengiz A.T., 1999; Waldvogel ve ark., 1999;
Bilgehan H., 2002; Topgu ve ark., 2002).

2.4.6. Eksfoliatif (epidermolitik) toksin

Stafilokoklarin yaptigi, insanda vesikiiler ve eksfoliatif deri lezyonlarindan
sorumlu toksindir. Molekiil agirligi 24.000 daltondur ve ekzotoksin niteliginde bir
proteindir. Stafilokok infeksiyonlarinin dermatolojik belirtilerinden sorumlu eksfoliatin
S. aureus buyyon Kiiltiirlerinden izole edilebilir. Epidermisin stratum granulosum
tabakasindaki hiicrelerin desmoglein reseptorlerine baglanarak, desmosom baglarinin
kopmasina neden olur. Haslanmis deri sendromuna neden olan eksfoliatin, epidermal
nekroz ve dermatit olusturan 2. faj grubuna aittir. Toksin yeni dogmus farelere siringa
edilirse, jeneralize eksfoliasyona neden olur. Kavlamis deri sendromuna neden olan
eksfoliatin, 1971°de bulunmustur. Antijenik ve biyolojik 6zellikleri bakimindan 2 ¢esit
eksfoliatin bulundugu bildirilmistir. Bu toksine karsi notralizan ve presipitan antikorlar
meydana gelir. Formaldehidle toksoide doniisiir. Eksfoliatin A,bakteri kromozomundaki
bir gen tarafindan olusturulan, termostabil ve EDTA ile inaktive olan bir enzimdir ve
100 °C’de 20 dakika, Eksfoliatin B ise plazmid kaynakli olup, 60°C’de 30 dakika
isittlmaya  direnglidir ve EDTA‘ya dayanikli bir toksindir. Eksfoliatin olusturan
stafilokoklarin ¢ogunlugu toksin sitoliz ya da inflamasyon yapmadigindan epidermis
tabakalarinin gram boyamasinda stafilokoklara ya da l6kositlere rastlaniimaz. Bu da tam
koydurucu bir ozelliktir (Cengiz A.T., 1999; Waldvogel ve ark., 1999; Bilgehan H.,
2002;Winn ve ark., 2

24.7. TSST

TSST-1 ilk kez 1978 yilinda tanimlanmis olan ates, diyare, eritrodermi, mental
konfiizyon ve refrakter hipotansiyon ile karakterize olan toksik sok sendromundan

(TSS) sorumlu tutulan siiperantijendir (Prevost ve ark., 1995).

Bu 06zgiil toksini salgilayan S. aureus’larin hastane kaynakli olabilecegi
bildirilmektedir. TSS mensturasyonla iligkili olan ve olmayan olmak iizere iki tiptir.
Menstruel TSS’da %90 TSST-1 sorumludur. Menstruel olmayan TSS’da ise %50

TSST-1, kalan olgularda enterotoksin B ve C salgilayan S. aureus sorumludur.
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Mensturasyon goren kadinlarin biiylik bir yilizdesinin kullandigi tamponlarm, S.
aureus 'un vajinal kolonizasyonunu kolaylastirdigi belirtilmektedir. Faj 1 grubundan 29
ve 52 tipleri TSST-1 olusturmaktadir (Hiramatsu ve ark., 1997; Bilgehan H., 2002).

2.4.8. Panton-Valentine lokosidin (non hemolitik 16kosidin)

Diger por olusturan 16kosidinlerin aksine Panton-Valentine l6kosidin (PVL)
eritrositleri haraplamaz, 10kositler ve makrofajlar etkiler. Lokosidin 16kositleri harap
ettiginden ve fagositozu engellediginden, viriilansta rolii olan bir elemandir. PVL geni
bakteriye bir bakteriyofaj araciligiyla geger. Toksin elektroforetik olarak LukF (hizli) ve
LukS (yavas) iki komponente ayrilir ve her iki komponent de antijeniktir. PVL LukS-
PV ve LukF-PV tarafindan kodlanir. LukS komponenti 6ncelikle polimorfoniikleer
notrofillerdeki spesifik reseptoriine baglanir. Daha sonra LukF pargasi da bu
komponente baglanir. Bu sira ile baglanan alt birimler heptamer (7°1i) bir yapi
olusturarak 16kosit tizerinde bir por olugsmasina neden olurlar. Por olusumu, konak hiicre
protein kinazinin LukS komponentini fosforile etmesiyle baslar. Bu da kalsiyum iyon
kanallarin1 indiikleyerek hiicre i¢i haberlesme mekanizmasini aktive ederek interlokin
ve inflamatuar medyatorlerin salgilanmasini arttirir. PVL bu mekanizmalarla ortamdaki
yogunluguna gore hedef hiicrede apoptozise ya da hiicre lizisine yol agar. Intradermal
olarak tavsana enjekte edildiginde ciltte eritem ve nekroza neden olur. Ozellikle
pulmoner ve deri infeksiyonlariyla iliskili oldugu bulunmustur (Cengiz A.T., 1999;
Boyle-Vavra ve ark., 2007).

Tiim diinyada ciddi bir sorun olarak ortaya ¢ikan PVL, MRSA ve MSSA
suslarinin her ikisinde de bulunabilir. PVL genine sahip toplum koékenli metisiline
direngli S. aureus suglari, tiim diinyada S. aureus enfeksiyonlarinda biiyiik bir 6neme
kavusmustur. Bu enfeksiyonlara sadece MRSA degil, S. aureus suslari da neden

olmaktadir.
2.5. Staphyloccoccus aureus’larda Metisilin Direnci

S. aureus 'ta metisilin direnci DNA segmentinde lokalize 2kb’lik Mec-A geni
tarafindan kodlanan penisilin baglayan protein-2a yapimina baglhidir. Mec-A; S. aureus

kromozomu igine entegre genetik eleman stafilokok kromozomal kaset mec iginde
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bulunmaktadir. PBP’ler peptidoglikan sentezinde yer alan enzimlerdir. Molekiil
agirliklarina gore 1-4 arasi sayilar ile isimlendirilir. PBP’ler biri stoplazmik membrana
gomiilli, biri periplazmik aralikta bulunan iki kisimdan olusur. Bunlar arasinda
transpeptidazlar “’yiiksek molekiil agirlikli PBP’’;D-D karboksipeptidazlar ise “’diistik
molekiil agirlikli PBP”’ olarak adlandirilirlar. PBP degisimine bagli direng, Gram
pozitif bakterilerde daha fazla goriilmektedir ve giinimiizde 6zellikle S. pneumoniae ve
S. aureus gibi tiirlerin beta-laktam ajanlarla tedavisinde sorun yaratmaktadir. Bu tip
dirence yol acan genetik 6zellikler arasinda en iyi incelenmis olan1 metisiline direngli S.
aureus suslarinda bulunan Mec-A genidir. Bu gen beta-laktam ajanlara baglanmayan
veya diisiik oranda baglanan ve PBP2a olarak adlandirilan yeni bir penisilin baglayan

protein yapimina neden olur.

PBP2a ampisiline olduk¢a 1iyi baglanmasina karsin tim beta-laktam
antibiyotiklere diren¢ olusturmaktadir. Hemen tiim MRSA suslarinin beta-laktamaz
tiretmesi ampisilinin kullanimin1 kisitlamaktadir, ancak invitro ve hayvan caligsmalari
ampisilinin bir beta-laktamaz inhibitorii ile kombinasyonunun etkili olabilecegini
diigiindiirmektedir. Bugiine kadar insanlarda MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde bu

kombinasyonlarin kullanimini destekleyen klinik veri yoktur.

Mec-A geninin kaynagi bilinmemektedir. Kemirgen ve memelilerde bulunan bir
stafilokok tiirii olan S. sciuri ‘de bir Mec-A homologu tanimlanmustir. Iki iiriin enzimin
incelenen aminoasit dizileri tiim proteinlerde %88 benzerlik, transpeptidaz bolgesinde
%91 ozdeslik gostermektedir. S. sciuri metisiline direngli degildir, bu da genlerinde

etkin bir promotor olmamasina bagli olabilir.

S. aureus’ta metisilin direncinin ekspresyonu genin iist bolgesindeki mecl
geninin veya beta-laktamazin ekpresyonunun diizenleyen homolog blal geninin tiriinii
ile trans olarak (Mec-A ve beta-laktamaz genlerinin promotor bdolgeleri benzerlik
gostermektedir) kontrol edilmektedir, ancak bu etkilesimin kesin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Indiiksiyonun etkinligi mekanizmaya gore degisiklik
gostermektedir, bu da metisiline diren¢ fenotipinin saptanmasinda giicliiklere neden
olmaktadir. Laboratuvarda direncin  goOsterilebilmesi icin  ¢esitli  teknikler
kullanilmaktadir ve son zamanlarda fenotipik ifade atlanarak dogrudan Mec-A geninin

tanimlanmasi ya da PBP2a proteinin saptanmasina yonelik teknikler gelistirilmistir.
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MecA geni kromozomun stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec) bolgesi
olarak bilinen daha biiyiik bir bolgesinde yer almaktadir. Artik SCCmec’in hareketli bir
element oldugu, hareketin ccrA ve ccrB genleri tarafindan olusturuldugu bilinmektedir.
SCCmec’in temel 6geleri mecRI-mecl-pbp2a bolgesi ve ccrA’dir. Yeni toplum kaynakl
S. aureus izolatlarinda SCCmec kompleksine ¢ok az ekleme olmustur. Bu nedenle, bu
izolatlardaki SCCmec bolgeleri oldukea kiigiiktiir ve izolatlar1 sadece beta-laktamlara
direnglidir. Hastane izolatlarinda zaman ic¢inde ¢oklu dirence yol agan plazmid ve
transpozonlarin birikimi nedeniyle SCCmec bolgeleri daha biiyiiktiir. invitro olarak
SCCmec elementinin gegcirilebildigi gosterilmisse de klinik izolatlar ile yapilan
calismalarda tip 4 SCCmec elementinin yeni kazanilmis oldugunu gosteren giiclii
bulgular vardir. Tipik olarak 40kb’lik stafilokok bakteriyofajindan kiigiik olmalar1 tip 4
SCCmec‘in transdiiksiyon ile gegtigini disiindiirmektedir. SCCmec’in tip I-III’lerin
yapilariin biliylik olmasi bu tip transferi olanaksiz kilmakta, sustan susa direng
determinantinin gegmesi yerine MRSA’nin hastanede insandan insana bulasinin yaygin
olmasi igin bir agiklama getirmektedir. Mec bolgesinin stafilokok suslari arasinda gegisi
hi¢bir zaman tam olarak saptanamamustir. Bu nedenle MRSA’larin kurumlarda yayilimi
daha cok direngli bakterilerin biiyiik olasilikla gegici olarak kolonize olan saglik
calisanlarinin ellerinde hastadan hastaya gegisine baglidir. Tek bir sug bir hastaneye ve
tim sehre yayillmistir. Yeni bulgular degisik S. aureus klonlar1 arasinda Mec-A’nin
dayanikliligimin  farkli oldugunu gostermektedir, bu da diren¢ determinantinin
bulundugu soylarin kisitliligina bir agiklama getirebilir (Cengiz A.T., 1999; Bilgehan
H., 2002; Boyle-Vavra ve ark., 2007; Cunnington ve ark., 2009).

2.5.1. Toplum kokenli metisilin direngli S. aureus ile hastane kokenli

metisilin direngli S. aureus’un epidemiyolojisi

1990’Ih yillardan 6nce MRSA suslarinin sadece hastane kaynakli oldugu
diistiniilmekteydi. Toplum kaynakli MRSA’larin da hastaneden topluma gectigi
diisiiniilmekteydi. Hastane kaynakli MRSA ile Toplum kaynakli MRSA arasindaki
genotipik farkliligin kesfinden sonra, toplum kaynaklit MRSA’larin toplumda bulunan
MSSA suslarindan evrimlestigini kabul gérmiistiir. HK-MRSA ile TK-MRSA susarini
birbirinden ayiran 3 6nemli genotipik belirteg; genetik soy, metisilin direncini tagiyan

genetik yap1 ve PVL dir.
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Hastane kokenli MRSA genellikle stafilokokal kaset kromozom mec 1,2 ve 3
tasimaktadir. TK-MRSA ise SCC mec 4 ve 5 kaset kromozomu tagimaktadir. Biiyiik
boyutlu olan SCC mec 1,2 ve 3, SCC mec 4 ve 5’te olmayan betalaktam antibiyotiklere
kars1 direng genleri bulundurmaktadir. TK ve HK-MRSA arasindaki diger 6nemli fark
ise TK-MRSA suslarinda PVL genlerini tasiyan, entegre bir bakteriyofaj varligidir.
Epidemiyolojik veriler TK-MRSA suslarinin yiiksek viriilans potansiyelinin PVL
kodlayan gen varligi ile ilgkili oldugunu goéstermektedir. PVL, S. aureuslarda %5

oraninda bulunmasina karsin toplum kaynaklilarda %90 oranina kadar ¢ikmaktadir.

1970’11 yillarda S. epidermidis’te bulunan SCC mec 4 geni S.aureus’a transfer
olmustur. Caligmalarda TK-MRSA suslarinda daha ¢ok SCC mec 4 geninin varligi

gosterilmis, son yollarda ise tip 5’in de varlig1 saptanmastir.

SCC mec tip 4 kaset genleri kisa ve kiiciik yapisiyla hareketli olup, plazmid veya
bakteriyofaj ile diger klonlara transfer olabilmesi nedeniyle stafilokoklar arasinda
kolaylikla yayilabilir. TK-MRSA altta yatan bir hastalig1 ve hastanede uzun siire yatis
Oykiisti bulunmayan hastalardan izole edilebilmektedir. HK-MRSA genellikle pndmoni,
sepsis, Uriner sistem enfeksiyonu seklinde goriiliirken, TK-MRSA pnémoni, cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlarina neden olur. TK-MRSA ile HK-MRSA’nin enfeksiyon
ayrimi TK-MRSA hastaneye yattiktan en ge¢ 48 saat iginde iireme olmasiyla yapilir
(Frazee ve ark., 2005; Moran ve ark., 2006; Boyle-Vavra ve ark., 2007; Cunnington ve
ark., 2009).

2.6. Staphyloccoccus aureus’un Neden Oldugu Hastaliklar

S. aureus 'un yaptig1 infeksiyonlar1 dort grup i¢inde incelemek miimkiindiir;
1. Deri infeksiyonlari

2. Septisemi-endokardit

3. Organ infeksiyonlari

4. Toksinle olan hastaliklar
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2.6.1. Deri enfeksiyonlari

Insanlarda en sik goriilen enfeksiyon tipidir. Piistiiler ve bebeklerde kavlamis
deri sendromu da goriiliir. Lokal lezyonu deri kavlamasi izler. Yeni doganda eksfoliatif

dermatit(Ritter’s hastalig1) yapar. Lohusalarda stafilokokal mastitler gelisebilir.
2.6.1.1. impetigo

Impetigo seklindeki lezyonlar, yeni doganlarda ve ¢ocuklarda daha ¢ok goriiliir.
Impetigo derinin yiizeysel tabakalarinda kabuklu piistiillerin olusumu ile karakterizedir.
Cok bulasicidir (Hiramatsu ve ark., 1997; Cengiz A.T., 1999). Kirmizi bir makul
seklinde baglayan lezyon iizerinde ortaya ¢ikan vezikiiller hizla riipture olur ve sari

kurutlu hal alir. Sistemik semptomlar goriilmez.
2.6.1.2. Follikulit

Kil follikiilii ve apokrin bolgeyi i¢ine alan piyodermidir. Lezyonlar1 siklikla
ortasindan kil ¢ikan, kiigiik eritemli, kasintili pustiildiir. Cocuklarda sacli deride,
eriskinlerde sakal bolgesinde, koltuk altinda, uzuvlarda ve kalcalarda goriiliir. Koti
hijyen, nemli sicak havalar predispozan faktérlerdir. Sistemik semptom bulunmaz ve

lokal antiseptik tedavi yeterlidir (Hiramatsu ve ark., 1997).
2.6.1.3. Fronkiil ve karbonkiil

Fronkiil genellikle follikilitin ilerleyerek derin inflamatuvar bir nodiil
olusturmasi ile gelisir. Halk arasinda daha ¢ok ‘’ciban, kan ¢ibani’’ olarak bilinir. Kil
dokusundan zengin olan yiiz, boyun, koltukalti ve kalca bolgesinde olusur. Fronkiil
kabarcik seklinde, lokal bir lezyon goriiniimiindedir. Infeksiyon derialt1 dokuya penetre
olduktan birkag saat sonra 6dem, kirmizilik ve agr1 olusur. Odemli bdlgenin iizerindeki
deri parlak ve incedir. Kisa bir siire sonra delinir. Irin krem renginde veya sarimsidir.
Spontan ruptur veya cerrahi insizyon ile drene olur. Otoinokiilasyona bagl olarak
siklikla satellit lezyonlar gelisir. Sistemik semptom genelde yoktur, ancak hafif ates ve

halsizlik olabilir. Ozgiil tedavisi yoktur.

Karbonkiil (aslanpencgesi), birden fazla fronkiiliin apseleserek yayilmasi ile

olusur. Yara olgunlagtiginda spontan olarak drene olabilir. Boyun, sirt ve kalgalara
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yerlesir (Cengiz A.T., 1999). Hipertrofik skar dokusu seklinde iyilesen santral nekrotik
tilser olusumu mevcuttur. Ates ve halsizlik genelde mevcuttur. Bakteriyemi kaynagi

olabilir ve sistemik antibiyotik tedavisi gerektirir (McDougal ve ark., 2003).
2.6.1.4. Seliilit

Alt dermis ve subkutan yag dokusunun tutuldugu akut bir enfeksiyondur. Basit
olgularin biiyiik ¢cogunlugundan grup A streptokoklar veya S. aureus sorumludur. Tipik
olarak uzuvlarda hassasiyet, agr1 ve eritem ile baslar. Lezyonun deri iizerindeki sinirlari,
erizipelin tersine, belirgin degildir. Bolgesel lenfadenopati (LAP) ve lenfanjit siktir.
Lokal apseler ve nekroz olabilir. Seliilit; enfeksiyonun lenfatikler ile yayilim riski
oldugundan, ciddi bir enfeksiyondur. Travma (s1yrik, kesi), postoperatif yara yeri veya
deri lezyonlar1 zemininde gelisebilecegi gibi, intakt deride hematojen yolla da
gelisebilir. Nadiren de altta yatan enfeksiyon odagindan (osteomiyelit, apse) komsuluk
yoluyla gelisir. Predispozan faktorler; obezite, kiitandz yaralar, vendz yetmezlik ve
lenfatik obstriikksiyondur. Ciddi olgularda bakteriyemi ile birlikte ates, tasikardi,
konviizyon ve hipotansiyon gelisebilir. Polimorfoniikleer 16kositoz goriiliir. Petesi ve
ekimoz beklense de, yaygin olmasi ve sistemik toksisite bulgulari ile birlikte olmasi
durumunda nekrotizan fasiit ekarte edilmelidir. Ayirict tanida; akut dermatit, trtiker,
kiitandz inflamasyon ile seyreden gut ve herpes zoster enfeksiyonlart diisiintilmelidir.
Tan1 erken konulmali ve tedavi siiratle baglanmalidir. Hidradenitis supurativa aksiler,
perineal, genital bolgelerde apokrin ter bezlerinin piyojenik infeksiyonudur. Cok sayida
sinus agzi vardir. Spontan drenaji takiben skar dokusu ile iyilesir. Genital bolge
tutulumu lenfogranuloma venerum ile karisir. Oral antibiyotik tedavisi sadece sistemik

semptomlar oldugunda gereklidir.
2.6.1.5. Mastit

Emziren annelerde %1-3 oraninda stafilokokal meme infeksiyonlar: geligir
(Diep ve ark., 2004). Agrili, eritemli nodiilden kanalikiiler abseye kadar degisen Klinikle
karsimiza gelebilir. Genelde dogumdan sonra 2-3. haftada gelisir. Yiiksek ates ve
sistemik semptomlar eslik eder. Topikal tedaviye ek olarak sistemik antibiyotik tedavisi

ve absenin cerrahi drenaji faydali olur.
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2.6.1.6. Yara enfeksiyonlari

Derinin normal flora eleman1 oldugundan cerrahi alan infeksiyonlarinin major
etkenlerindendir (Osiyemi ve ark., 2000). Cerrahi girisim sonrasi ikinci ya da daha
sonraki gilinlerde yara etrafinda 6dem, eritem ve agr1 gelisir. Derin dokulara yayilim
yoksa dikislerin alinmasi, tekrarlayan pansuman ve 7-10 giinliik antibiyotik tedavisi
yeterlidir. Sistemik semptomlar yoksa sistemik antibiyotik tedavisi tartismalidir. Protez
gibi yabanci cisim olmasi veya derin dokularin (kemik gibi) tutulmasi halinde 4-6 hafta
gibi uzamis antibiyotik tedavisine ek olarak yabanci cismin ¢ikarilmasi gerekebilir.
Yara infeksiyonlarinda iyilesme hastanin eslik eden hastaliklarina bagimlidir.
Diabetiklerde ve wvaskiiler yetmezlikli hastalarda yara iyilesmesi olduk¢a uzar
(Hiramatsu ve ark., 1997).

2.6.2. Bakteriyemi ve endokarditler
2.6.2.1. Toplum baslangich bakteriyemi

Toplum baglangicht S. aureus bakteriyemisi ile karsilasildiginda hasta biitiin
olarak degerlendirilmeli, eger altta yatan bir faktoriin olmadigi, dncesinde saglikli bir
hasta ise genelde hassas bakterilerle olan ve bir infeksiyon odaginin veya endokarditin
eslik ettigi enfeksiyonlar oldugu akilda tutulmalidir. Eslik eden medikal faktor
oldugunda ise hastane suslar1 ile benzerlik gostererek MDR olabilecegi goz oniine

alinip ona gore ampirik antibiyotik tedavisi diizenlenmelidir.
2.6.2.2. Nozokomiyal bakteriyemi

Genelde intravaskiiler veya triner kateter varligi gibi invazif medikal girisimler
ile iligkilidir. Komplikasyon olarak metastatik periferal infeksiyonlar gelisebilir.
Nozokomiyal S. aureus bakteriyemisi hastanede gelisen biitiin febrilseptik epizodun

ayirict tanisinda distintilmelidir (Hiramatsu ve ark., 1997).
2.6.2.3. Endokardit

Dogal kapakta gelisen infektif endokardit S. aureus bakteriyemisinin en ciddi
komplikasyonlarindan biridir. Ates ve metastatik abselerle seyreder. Valv replasmani

yapilsa da uygun antibiyoterapiye ragmen letal seyredebilir. Tipik olarak akut multiple,
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periferal septik emboli, kapakdestriiksiyonu, miyokardit ve mikst kardiyojenik ve septik
sokla gider (Cengiz A.T., 1999; Topgu ve ark., 2002).

2.6.3. Organ enfeksiyonlari
2.6.3.1. Pnémoni

S. aureus toplumdan kazanilmis pnomonilerin %10’undan sorumlu iken
hastanede kazanilmis pnomonilerde %20-30 oraninda izole edilmistir (Osiyemi ve ark.,
2000). TK-MSSA pnémonisi daha ¢ok viral alt solunum yolu infeksiyonlarindan sonra,
bakimevlerinde kalan 75 yasindan biiyiik yash hastalarda, diyabet ve alkolizm gibi
predispozan faktorlere sahip hastalarda goriilir (Hiramatsu ve ark., 1997). Hastane
kokenli S. aureus pnomonisi entiibasyon veya aspirasyon ile iliskili meydana gelir.
Stafilokokal pndmonide, abse olusumuna egilim vardir. Akciger parankim harabiyeti ile
bronkopndmoni, fulminan hemorajik pnémoni tablolar1 gelisebilir. Hastalarda ytiksek
ates, sar1 kanli balgam ¢ikarma ve Oksiiriik mevcuttur. Bakteri ampiyem sivisi, balgam
ve akciger igne biyopsisi materyalinden ve kan kiiltlirinden izole edilebilir. S. aureus
pnomonisi tipik olarak hizla doku destriiksiyonu ve kavitasyona ilerleyen nekrotizan
infeksiyondur. Komplike olmayan vakalar 10-14 giinliik siire ile tedavi edilirken
endokardit eslik ediyorsa en az 4 haftaya uzatilmalidir (Hiramatsu ve ark., 1997; Cengiz
AT, 1999).

2.6.3.2. Osteomyelit

Yara ve fronkiil gibi primer bir odaktan hematojen yayilim sonucu, S. aureus
tarafindan daha ¢ok c¢ocuklarda meydana getirilen osteomyelit, ¢ocuklarda uzun
kemiklerin diafizinde goriiliir. Yaslilarda ise vertebral osteomyelit siktir. Hematojen
yayilim veya kirli kontaminasyon sonucu kemigi infekte eder. Klinik olarak akut ve

kronik formda karsimiza ¢ikabilir.

Akut form genelde ¢ocuk ve yaslilarda hematojen yayilimla olusur. %50 vakada
kan kiiltiirleri, %65 vakada doku kiiltiirleri pozitif bulunur (Hiramatsu ve ark., 1997).
Ates ylikselmesi, subperiostal abseler, kemik iizerinde agr1 ve tligiime- titreme vardir.

Kemik sintigrafisi ve manyetik rezonans tanida yardimcidir (Cengiz A.T., 1999).
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2.6.3.3. Septik artrit

Cocuklarda ve erigkin artritlerinde S. aureus en sik sorumlu olan etkendir
(Hiramatsu ve ark., 1997; Turnridge ve ark., 2000). Lokal travma sonucu, hematojen

veya iyatrojenik olarak gelisebilir. Erigskinlerde romatoid artrite bagli olarak gelisebilir.
2.6.3.4. Septik bursit

En sik diz ve dirsek eklemleri tutulur. Septik artritte goriilen eklem
hareketlerindeki kisithilik burada yoktur. Antistafilokokal antibiyotikler 2-3 hafta
siireyle verilmelidir. Tekrarlama durumunda cerrahi eksizyon diisiiniilebilir (Hiramatsu

ve ark., 1997).
2.6.4. S. aureus’un toksinleriyle yaptig1 hastahiklar
2.6.4.1. Stafilokokal haslanms deri sendromu

Eksfoliatin A ve B salgilayan suslar tarafindan olusturulur. Genis bir klinik
spektruma sahiptir. Bulloz impetigo en sik goriilen formudur. Ciddi sepsis, sivi-
elektrolit kayb1 sonucunda hipovolemi, sepsis sendromu ve %1-10 oraninda o6lim
goriiliir. Tam diizelme genelde 10 giinde olur (Jevons M., 1961). Tutulan deri

bolgesinde S. aureus gosterilemez.

Ayiricr tanida toksik epidermal nekrolizis, diger bulloz hastaliklar ve toksik sok
sendromu diisiiniilmelidir. Tedavide B-laktamazlara direcli B-laktamlar parenteral olarak
kullanilmalidir. Destekleyici tedavi olarak deri bakimi ve sivi-elektrolit kaybinin yerine

konmasi sayilabilir.
2.6.4.2. Toksik sok sendromu

Bu sendrom 1978’de Told ve ark. tarafindan, yeni bir hastalik olarak
tanimlanmistir. Bu hastalik S.aureus 'un toksik sok sendromu toksini-1 ile meydana
gelmektedir. TSS, primer olarak TSST-1 iireten S. aureus 'un lokal infeksiyonu sonucu
olusan, septik soka benzer bir klinik tablodur. Bu sendrom ates, bulanti, kusma, diyare,
yaygin dokiintiiler, el ve ayak tabaninda eksfoliasyon kizilin yiizeyel formlarina

benzemektedir.
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TSS, 20-40 yasindaki kadinlarda daha sik goriilmekte ve mensturasyon sirasinda
kullanilan tamponlarin, vajinada S. aureus kolonizasyonuna yol ag¢masiyla ortaya
cikmaktadir. TSST-1 ekzotoksini, aerobik kosullarda en fazla iiretilmektedir. Vajinal
yol nispeten anaerobik olmasina karsin, hava cepleri bulunan tamponlar oksijenli ortam
yaratarak, toksin lretimini kolaylagtirmaktadir. Tamponla birlikte gelisen TSST-1, kan
dolagimina girerek, belirtilerin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Ayrica yara
enfeksiyonlari, postpartum infeksiyonlar ve burun i¢i tampon kullanimlarinda da, S.
aureus’a bagli TSS gelisebilir. Ancak olgularin %80 kadar1 menstiirel tamponlarla

ilgili bulunmustur. Vajinal veya yara kokenli olgularin tiimiinde S. aureus gézlenmistir.

TSST-1’in sok ve ¢ok sayida organ-sistem yetmezligi olusturmasinda, ¢esitli

mekanizmalar etkin olmaktadir.

1-Interlokin-1 ve tiimdr nekrozis faktor- alfa (TNF-alfa) gibi sitokinlerin
saliimint tetikler. Gram negatif bakterilerin lipopolisakkaritleri gibi (LPS) ayni yoldan

etki ederek, sok nedeni olur.

2-TSST-1, LPS ile sinerjik etki gosterir ve organizmanmn LPS duyarliligini

artirir.

3-TSST-1 dogrudan endotel hiicrelerini etkileyebilir. Bu yolla dolasim sistemi
fonksiyonlarinda bozulma, kapillerden sivi sizmast ve hipotansiyon gelisir (Cengiz

A.T., 1999).

Tedavide sok ve sistemlere yonelik komplikasyonlara oncelik verilmelidir.
Tampon varsa uzaklastirilmali, uygun antibiyotik tedavisine hizla baslanmalidir.
Bakteriyemi olmadiginda 10-15 giin tedavi verilmelidir. B-laktam antibiyotiklerin
TSST-1 yapimmi artirdigi ileri siiriildiigiinden alternatif olarak makrolidler tedavide

secilebilir. Agir vakalarda intraven6z immunglobulin (IVIG) tedaviye eklenebilir.
2.6.4.3. Besin zehirlenmeleri

En fazla goriilen bakteriyel zehirlenme seklidir. Hastalik enterotoksin B ve diger
enterotoksinlere bagli olarak gelisir. Toksin 1s1ya direncli olup kaynatma veya pisirme

ile inaktive olmaz. Bu toksini tasiyan besinlerin yenilmesinden birkag saat sonra (2-6)
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meydana gelir. Uygun olmayan ortamlarda saklanmis siitlii tatlilar, konserveler, siizme
peynir, etli yiyecekler, patates salatalart ve dondurma gibi yiyecekler besin
zehirlenmelerine yol agar. 2-6 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra bulanti, kusmayla
baslayip ishalle devam eder. Ates ve ndrolojik bulgu yoktur. Prognoz iyi olup tiim
semptomlar sekiz saatte diizelir. Tedavide sivi-elektrolit kaybinin yerine konmasi
esastir. Antibiyoterapi gerekmez (Cengiz A.T., 1999; Waldvogel ve ark., 1999; Topgu
ve ark., 2002).

2.7. Tam
2.7.1. Koloni morfolojik goriiniimii

Secici olmayan kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyn kalp
infiizyon agarda izole edilen stafilokok tiirlerinin ¢cogunlugu 24 saat i¢cinde 1-3 mm
capinda ve tiire bagl olarak 34-37 °C ‘de havada 3 giinliik inkiibasyon sonrasi 3-8 mm

capinda koloni olustururlar.

Tipik S. aureus kolonileri 24 saatte sari-portakal rengi, diizgiin, biitiin, hafif
kabarik ve rutin kanli agarda hemoliz olusturur. Belirgin kapsiil olusturan nadir suslar

parlak ve 1slak goriiniime sahip olabilir.

Tipik KNS kolonisi pigmentsiz, diizgiin, biitiin, parlak, hafif konveks kabarik ve
opaktir. Kuvvetli slime tabakasi olusturan nadir tiirler mukoid koloni morfolojisi

gosterirler.
2.7.2. Gram boyama

Besiyerinde tiremis olan S. aureus kolonisinden 6ze yardimiyla alinarak temiz
bir lam iizerine serum fizyolojik ile birlikte yayilir. Lam tizerinde havada kuruduktan
sonra alevden 3 kez gegirilmek suretiyle tespit edilir. Tespit isleminin ardindan kristal
viyole ile 1 dakika bekletildikten sonra musluk suyundan gecirilerek liigolde de 1
dakika bekletilir. Bir dakikanin sonunda musluk suyundan gegirilerek %96’lik etil alkol
ile yikanir. Son olarak da sulu fuksinde 30 saniye bekletilir ve musluk suyundan

gecirilerek gram boyama tamamlanmis olur. Isik mikroskobunda 100’liik objektifle

24



incelenir ve mor renkli tiziim salkimina benzer sekilde kiimelesmis koklar stafilokok

olarak tanimlanir (Arda M., 2000; Cengiz A.T., 2004).
2.7.3. Koagiilaz

Plazmadaki fibrinojenin fibrine doniistimiinii katalizleyerek bakteriyi konagin
savunma sisteminden korur. Koagiilaz tayininde EDTA’l1 tavsan plazmasi kullanilir.
Baz1 enterokoklar sitratli plazmalar1 kullanip yalanci pozitiflik olusturabilir. Bagli ve

serbest koagiilaz olmak tiizere iki tipi vardir.
2.7.3.1. Lam koagiilaz-bagh koagiilaz(Clumping faktor)

Temiz bir lamin uca yakin kisimlarina birer damla saf su damlatilir. Kuskulu
stafilokok kolonilerinden 6ze ile alimarak bu iki damlayla karistirilip homojen
siispansiyonlar elde edilir. Bu siispansiyonlardan birinin {izerine plazma, digerinin
tizerine negatif kontrol olarak fizyolojik tuzlu su damlatilir ve elde ¢evirme hareketleri
yaparak karistirilir. Olumlu sonuglarda 10-30 saniye sonra plazma eklenen damlada
stafilokoklarin birbirine yapismasi nedeniyle gozle goriliir bir kiimelesme olusur.
Bunun nedeni hiicre duvarinin yiizeyinde bulunan clumping faktordiir. Bu faktor
plazmadaki fibrinojenle reaksiyona girer ve hizli hiicre agliitinasyonuna yol agar.
Yiiksek tuz orani otoagliitinasyona yol agabileceginden mannitol salt agar gibi
besiyerlerindeki kolonilerden ¢alisiilmamalidir. Lam koagiilaz negatif olan suslar tiip
koagiilazla dogrulanmalidir. S. lugdunensis ve S. schleiferi sp. schleiferi lam koagiilaz
pozitif olabilir (Freney ve ark., 1988).

2.7.3.2. Tiip koagiilaz-serbest koagiilaz

Test calisilirken bir koloniden 6ze ile alinan 6rnek plazma iginde ezilerek
emiilsiyon haline getirilir. 37°C’lik su banyosunda bekletilip 1. ve 4. saatlerde pihti
olusumuna bakilir. Eger piht1 olusmazsa 1 gece oda 1sisinda bekletilir. Fakat bazi suslar
fibrinolizin olusturabileceginden fazla beklemesi yalanci negatif sonug¢ verebilir.
Pihtilasmanin nedeni ekstraselliiler sekrete edilip, plazmadaki CRF (coagulase reacting
factor) ile birleserek fibrinojeni fibrine ¢eviren koagiilaz enzimidir. Baz1 koagiilaz
negatif stafilokoklar (S. intermedius, S. hyicus, S. delphini, S. schleiferi sp. schleiferi) da

pozitif reaksiyon verebilir. Koagiilaz tayini S. aureus ile diger koagiilaz negatif
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stafilokoklarin aymriminda kullanilan temel testlerdedir. S. aureus hem lam koagiilaz,

hem de tiip koagiilaz pozitiftir (Winn ve ark., 2006).
2.7.4. Katalaz testi

Katalaz testi stafilokoklar1 streptokoklardan ayriminda kullanilan temel
testlerden biridir. Katalaz, bakteriyi toksik oksijen radikallerinden koruyan bir sitokrom
oksidaz enzimidir. Test %3’liik hidrojen peroksit lama 6ze yardimiyla alinan kolonilerin
lizerine damlatilarak bakilmasi prensibine dayanir. Stafilokoklardaki katalaz enzimi
hidrojen peroksiti, su ve oksijene ayristirir. Aciga ¢ikan oksijenden Otilirii hizli bir gaz
cikisi (kabarcik) gozlenir ve bu pozitif olarak degerlendirilir. Tercihen kanli olmayan
bir besiyerinden yapilmalidir. Ciinkii kanli besiyerlerinde mevcut olan eritrositlerde de
bir miktar katalaz olabilir ve yanlis pozitif sonuglara neden olabilir. Tim stafilokoklar
katalaz pozitiftir (Winn ve ark., 2006).

2.7.5. Lizostafin

Stafilokoklarin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakadaki glisinden zengin
pentapeptid kopriilerini yikan bir tiir endopeptidazdir. Test ¢aligilirken, i¢cinde yeterince
glisin bulunan Mueller-Hinton agara 0.5 Mc Farland bulanikliginda inokiile edilmis
bakteri iizerine 10pg lizostafin iceren disk konulup, 24 saat 35°C’deki inkiibasyondan
sonra degerlendirilir. 10-16 mm zon c¢ap1 duyarli kabul edilir. Tiipte yapilacaksa
200pg/ml lizostafin bakteri siispansiyonuna eklenir ve 35°C’de 2 saat sonra bulanikligin
kaybolmasi pozitif olarak degerlendirilir. Lizostafin testi stafilokoklarin mikrokoklardan
ayriminda kullanilir. Stafilokoklar lizostafine duyarlhidir, mikrokoklar ise direnglidir

(Hiramatsu ve ark., 1997).
2.7.6. Furozolidon

Mikrokoklarla stafilokoklar1 ayirt etmede kullanilan bir test olup bakteri 0.5 Mc
Farland bulanikliginda koyun kanli agara inokiile edilir. Besiyerine 100pug furozolidon
iceren disk yerlestirilir ve 35°C’de 18-24 saat inkiibe edilir. 15 mm’den genis zon
duyarli kabul edilir. Stafilokoklar furozolidona duyarli sonug verir. Mikrokoklar ise 6 —

9 mm aras1 zon verir ve direngli kabul edilir (Hiramatsu ve ark., 1997).
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2.7.7. Basitrasine duyarhhk testi

Stafilokoklari mikrokoklardan ayirmak igin kullanilan bir testtir. Stafilokoklar

basitrasine direngli iken, mikrokoklar duyarli olup 10mm’nin iizerinde zon olustururlar

(Murray ve ark., 2005).
2.7.8. Thermostable endoniikleaz testi

S. aureus’un 1siya dayanikli deoksiriboniikleaz olusturmasi temeline dayanir.
TNase metakromatik agar difiizyon ve DNA-toluidin blue agar ile saptanabilir. Toluidin

blue agarli ticari TNase testi mevcuttur ve sonuglar 4 saat i¢inde yorumlanabilir.

Testin uygulaniginda standart bir mikroskop lami iizerine 3 ml toluidin-blue
DNA agar ilave edilir. Agar katilastiktan sonra 2 mm ¢apinda kuyucuklar agilir. Agilan
10-12 kuyucuga su banyosunda 15 dakika tutulmus orneklerden 0.01 ml ilave edilip
nemli ortamda 4 saat 35°C’de inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda toluidin mavisi iceren
agarda DNA’nin pargalanmasiyla agiga ¢ikan oligoniikleotidler nedeniyle parlak
pembe-kirmizi ya da mor renkli, 1 mm kalinliginda hale olusmasi pozitif olarak
degerlendirilir (Bilgehan H., 2002; Winn ve ark., 2006).

2.7.9. DNase

Bazi S. aureus suslarinin tiip koagiilaz ve katalaz testleri zayif ya da belirsiz
sonuglanabilir. Boyle durumlarda S. aureus 'u 6zellikle katalaz pozitif, koagiilaz negatif
olan stafilokoklardan ayirmak i¢in DNase testi kullanilir. DNA igeren DNase agara S.
aureus oldugu diisiiniilen koloni ekilir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda DNase
enzimini iceren S. aureus besiyerindeki DNA’y1 parcalayacaktir. Besiyerine olusan
kolonilerin tizeri 1 N HCI ile kaplandiginda asit DNA’y1 c¢okelteceginden S. aureus
kolonisinin etrafindaki bolge seffaf kalirken, diger bolgelerde halen DNA mevcut
oldugundan buralar bulanik goriiliir. DNase testinde pozitifligi daha iyi gérmek icin
besiyerine toluidin mavisi eklendiginde DNase pozitif kolonilerin etrafinda pembe bir
hale goriiliir (Winn ve ark., 2006).
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2.7.10. Mannitol fermentasyonu

Identifikasyonda %1 mannitol, %7,5 NaCl, fenol kirmizis1 ve peptonlar igeren
mannitol-salt agar segici besiyeri olarak kullanilmaktadir. S. aureus suslari mannitolii
fermente eder. Besiyerinde bulunan yiiksek tuz konsantrasyonu diger bakterilerin
tiremesini engeller. S. aureus kolonilerinin etrafi, mannitoliin fermentasyonu sonucu,
asit olusumuna bagli sar1 halka olusmasi ile ayirt edilir (Murray ve ark., 2005; Seybold
ve ark., 2006).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hastalar ve Staphyloccoccus aureus izolatlari

Van 11 Halk Sagligi Laboratuvari’nda 2009-2012 tarihleri arasinda izole edilen
65 toplum kokenli S. aureus susu caligmaya alindi. S. aureus suslarinin izole edildgi
hastalara ait bilgiler ve laboratuvar sonuclar1 defter kayitlarindan retrospektif olarak

incelendi. Calisma i¢in kullanilacak S. aureus suslar1 besiyerinde -80 °C’ de stoklandu.
3.2. Kiiltiir, Antibiyogram ve Identifikasyon

Boncuk besiyerinde stoklanmis olan S. aureus suslar1 %5 koyun kanli agara
ekilerek 35°C’de 18-24 saat etiivde inkiibe edilerek saf kiiltiir elde edildi. Ureyen
kolonilerin; koloni morfolojisi, pigment olusumu, kanli agarda B hemoliz olusturmasi,
Gram boyamada gram pozitif koklarin goriilmesi, katalaz ve koagiilaz deneylerinin

sonucuna bakilarak S. aureus olarak dogrulandi.

Clinical and Laboratory Standards Institue (CLSI) onerileri dogrultusunda,
izole edilen S. aureus suslarinda metisilin direncinin belirlenmesi i¢in sefoksitin ve
oksasilin diskleri kullanilarak Mueller Hinton agar besiyerinde Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi galisildi (CLSI, 2007). Calismanin diger asamalar1 igin saf olarak

koyun kanl agarda iiretilen S. aureus suslar1 boncuk besiyerinde -80 °C’de saklandi.
3.2.1. Kullanilan Besiyerleri
Koyun Kanh Agar

S. aureus suglarmin saf olarak elde edilmesi amaci ile koyun kanli agara ekim

yapilmistir.

o Pepton (DIFCO 63928JB)5 gr

. Et ektresi (MERCK 1.03979)5 gr
. NaCI(MERCK 1.06400)5 gr

. Agar (LAB M MC2) 12 gr

. pH: 7.3 + 0.2
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37 gr toz besiyeri 1000ml distile suda ¢oziilerek 121 °C’de 15 dakika otoklavda
(Trans, Ankara, Tiirkiye) steril edildi. Daha sonra 50 °C’ye kadar sogutulup icerisine
%5-10 oraninda defibrine koyun kani eklenerek elde edildi.

Miiller Hinton Agar
Metisilin direncini belirlemek amaciyla kullanilmistir.

o Casein acid hydrolysate 17.5 gr
. Beef heart infusion 2 gr

o Storch, soluble 1.5 gr

. Agar 17 gr

. pH: 7.3+ 0.2

38 gram toz besiyeri 1000 ml distile suda ¢dziilerek 121 °C’de 15 dakika siireyle
otoklavda steril edildi. Besiyerleri hazirlandiktan sonra buzdolabinda muhafaza edildi.
3.2.2. Suslarn identifikasyonu
a) Katalaz testi

Stafilokoklar1 katalaz enzimine sahip olmayan streptokoklardan ayirt etmek
amaci ile bu test kullanildi. Kanli agar besiyerinde iiretilen S. aureus kolonilerinden lam
lizerine ekiivyon yardimiyla dikkatlice alindi. Kolonilerin iizerine bir damla %3’liik
hidrojen peroksit damlatildi. Stafilokoklarin katalaz enzimi ile hidrojen peroksitten su

ve oksijen olusturmasi sonucu gaz kabarciklar1 gozlendi (Bilgehan H., 2002; Winn ve

ark., 2006).
2H202+H20 2H20+02
b) Koagiilaz testi

S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede kullanilan koagiilaz deney

yontemlerinden lam koagiilaz deneyi kullanildi. Bu yontem asagidaki sekilde yapildi:

1-Koagiilaz antijeninden bir damla lam tizerine damlatildi.
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2-Kanl1 agar besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda iiremis olan
stafilokok kolonilerinden bir koloni 6ze yardimiyla alinarak lamdaki koagiilaz

antijeniyle birbirlerine karigimi saglandi.

3-Birka¢g dakika goOzlem yapilarak agliitinasyon olusumuna bakildi.
Agliitinasyon olusturmayan suslar koagiilaz negatif olarak kabul edildi (Bilgehan H.,
2002; Winn ve ark., 2006).

3.2.3. Antibiyogram
3.2.3.1. Metisilin direncinin belirlenmesi

Staphyloccoccus aureus olarak tanimlanmis 65 susun metisilin direnci; Clinical
and Laboratory Standards Institue (CLSI)’iin belirledigi kriterler dogrultusunda Miiller
Hinton agar (MHA) besiyerinde, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile sefoksitin ve
oksasilin diskleri kullanilarak belirlendi (CLSI, 2007). 65 sus da duyarli olarak saptandi
ve bu suslardan dogrulama testi olarak PCR ile 448 bp’lik Mec-A gen bolgesinin varligi

arastirildi.
3.2.3.2. Disk difiizyon testi

Bu yontemin temeli, Miiller Hinton agar besiyeri yiizeyine bakterilerin yayilarak
yapilan ekimi sonrasinda, besiyeri yiizeyine antibiyotik emdirilmis disklerin
yerlestirilmesi ve 37 °C’de bir gecelik inkiibasyonun ardindan disklerin etrafinda olusan
inhibisyon zonlarmi 0lgerek, mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarliliginin

incelenmesine dayanmaktadir (Bilgehan H., 2002; CLSI, 2007).

1-Identifikasyonu yapilan S. aureus suslar1 éncelikle serum fizyolojikle siispanse

edildi ve bulanikligi Mcfarland 0.5’e gore ayarlandi.

2-Bulaniklig1 ayarlanan bakteri siispansiyonu ekiivyon araciligi ile Miiller

Hinton besiyerine ekildi.

3-Besiyeri lizerine Oksasilin ve Sefoksitin diskleri steril pens ile yerlestirilerek

37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
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4-Inkiibasyondan sonra zon caplari odlgiilerek CLSI kriterleri uygulanarak

metisilin direng profilleri belirlendi. Standart sus olarak ATCC 25923 kulanildu.

Tablo 2. Oksasilin ve Sefoksitin disk diflizyon yonteminde kullanilan zon ¢ap degerleri

Direncli Orta Duyarh Duyarh
1 pg Oksasilin <10 mm 11-12 mm > 13 mm
30 png Sefoksitin <21 mm >22 mm

3.3. LUKS/F-PV ve MecA Gen Bolgelerinin Arastirilmasi

Calismamizda, portdr numunelerinden izole edilen S. aureus suslarinda 448

bp’lik Mec-A ve 433 bp’lik LukS/F-PV gen bélgelerinin arastirilmasi amaciyla DNA

kalip olarak kullanilarak elde edilen PCR {iriinlerine, agaroz jel elektroforezi uygulandi.

3.3.1. Suslarin DNA eksraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in otomatize (biyorobot EZI system, QIAGEN, Hilden,

Germany) sistem kullanildi.
Kit icerigi;
-RCV (Reagent Cartridges, Virus)
-DHT (Disposable Fitler- Tips)
-DFT (Disposable Fitler- Tips)
-ST Sample Tubes (2 ml)
-ET Elution Tubes (1.5 ml)

-Carrier RNA
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-AVE Elution Buffer

Ekstraksiyona alinacak ornek miktari, 200 pl olarak belirlendi. Son voliim 60

ul olarak sulandirildi ve ¢alismalara alinim siiresine kadar -20 °C ‘de saklandi.
3.3.2. PCR ile hedef gen bolgelerinin ¢cogaltilmasi
A) LUKS/F-PV gen bolgelerinin amplifikasyonu

Toplum kokenli 65 S. aureus susundan elde edilen ekstraksiyon firiinlerine
Lina ve ark. tarafindan tanimlanan 433 bp’lik iriin olusturan Luk-PV-1 ve Luk-PV-2
primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi gerceklestirildi (Lina ve ark., 1999).
Amplifikasyon sonrasi PVL’yi kodlayan LukS/F-PV gen bdlgesinin varliginin

belirlenmesi amaciyla agaroz jel elektroforezi uygulandi.

Tablo 3. PVL varligini belirlemek i¢in kullanilan primer dizileri

PVL i¢in kullanilan primerler

Luk-PV-1F (Forward Primer) 5’-ATC ATT AGG TAA AAT
GTC TGG ACATGATCC A-3’

Luk-PV-2R (Reverse Primer) 5’-GCA TCA AGT GTA TTG
GAT AGC AAA AGC-3’

Tablo 4. 2X amplifikasyon tamponunun hazirlanmasi

2X Amplifikasyon Tamponunun Hazirlanmasi
10X Buffer 200 pl
25 Mm MgCl 120 pl
1.5 Mm Dntp 25 ul
H20 655 ul
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Tablo 5. PVL varligmmi belirlemek i¢in kullanilan PCR Amplifikasyon Mastermiks

Protokolil

PCR Amplifikasyon Matermiks Protokolii

2X PCR Buffer

12.5 pl x 6rnek sayisi

1F Primer

1 pl x 6rnek sayisi

1R Primer

1 ul x 6rnek sayisi

Taq DNA Polimeraz

0.3 pl x ornek sayist

Distile Su

7.7 ul x 6rnek sayisi

Amplifikasyon karisimi hazirlandiktan sonra 0.2 ml tiiplere 22.5 pl dagitildi.
Toplam hacim 25 pl olacak sekilde bakteri DNA ekstraksiyon liriinlerinden tiiplere 2.5
ul dagitpilip termal dongii cihazina ( Palm-Cycler Corbett Research, Australia )
yerlestirildi.

Tablo 6. LUkS/F-PV igin amplifikasyon sartlari

Evre Sicakhk Siire Siklus sayis1
On Denatiirasyon 94 °C 5 dk. 1
Hedef DNA 94 °C 30 sn.
Denatiirasyon
Primer Baglanmasi 55°C 30sn. 30
Primer Uzamasi 72 °C 60 sn.
Final Uzama 72 °C 5 dk. 1

Amplifikasyon igslemi sonrasti iirlinler, %2 lik agaroz jele yiiklendi.
B) Mec A gen bolgesinin amplifikasyonu

Sefoksitin ve Oksasilin diskleri kullanilarak disk diflizyon yontemi ile
Metisiline direng gostermeyen S. aureus suslarinda PCR ile MecA gen varhigi

arastirildi.

34




Tablo 7. Mec-A varligini belirlemek i¢in kullanilan primer dizileri

MecA Primerleri

Primer 1R 5’-AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C-3°

Primer 2R 5’-AGT TCT GCA GTACCG GATTTG C-3°

Amplifikasyon karisimi hazirlandiktan sonra 0.2 ml tiiplere 22.5 5 ul dagitildu.
Toplam hacim 25 pl olacak sekilde bakteri DNA ekstraksiyon iiriinlerinden tiiplere 2.5
ul dagitilip termal dongii cihazina ( Palm-Cycler Corbett Research, Australia )

yerlestirildi.

Tablo 8. Mec-A igin amplifikasyon programi

Evre Sicakhk Siire Siklus Sayisi
On Denatiirasyon 94 °C 4 dk. 1
Hedef DNA Denatiirasyon 94 °C 45 sn.
30
Primer Baglanmasi 50 °C 45 sn.
Primer Uzamasi 72 °C 1 dk.
Final Uzama 72 °C 2 dk. 1

3.3.3. Hedef gen bélgelerinin goriintiilenmesi
A) Agaroz jel elektroforezi

Deniz yosunlarindan elde edilen agaroz, 42-45 °C’ye sogutuldugunda karsilikli
hidrojen baglarinin olusumu ile katilasarak jel yapisi olusur. Olusan bu jele yiiklenen
DNA molekiilleri, elektroforez cihazi yardimiyla molekiil agirliklarina, yapilarina,

elektron yiiklerine gore farkli hizda hareket ederler. Bu harekete gore kiiciik molekiil
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agirhigina sahip DNA bantlar1 daha biiyiik olanlara gore daha hizli bir sekilde hareket
ederek farklilasir.

Agaroz jelin hazirlanmasi icin gereken malzemeler;
-Agar ( SeaKem Le Agarose)

- Trizma Base (SIGMA)

- EDTA ( AppliChem)

- Borik Asit ( AppliChem)

- Distile Su

- Etidyum Bromid (0,5 pg/ml)

1X TBE Buffer (Tris-Borik Asit- EDTA) hazirlanmasi
1000 ml igin;

-Trisma Base = 10.78 gr

-Borik Asit =5.5 gr

-EDTA=0.75gr

Karisim hazirlandiktan sonra distile su ile hacim 1000 ml ye tamamlanir.
Agaroz jelin hazirlanmasi

Hassas terazide 3 gr agar, % 2’lik 150 ml agaroz jel i¢in tartild1 ve balon joje ye
brakildi.150 ml 1X TBE tamponu ile agaroz jel hazirlandi. Mikrodalga firinda agar
tamamen ¢oziiniinceye kadar eritildi. Oda sartlarinda 50-60 °C*ye kadar soguyan agaroz
jel tizerine 10 pl/ml konsantrasyonda Etidyum Bromiir’den 20 pl/ml eklendi.(Etidyum
Bromiir ¢ift iplik¢ikli DNA arasindaki H baglari ile kompleks olusturarak UV altinda
floresan 1s1ma saglamaktadir.) Etidyum Bromiir ile agaroz jel karistirildiktan sonra

elektroforez jel kaliba dokiilerek sogumaya birakildi. Oda 1sisinda katilagan jelden tarak
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dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve igerisinde 1X TBE (Tris-Borik Asit- EDTA) tamponu

olan tank igerisine yerlestirildi.
B) Elektroforez

Agaroz jel katilastiktan sonra, amplifikasyon {iriini DNA’larin incelenmesi ve
boyutlarinin belirlenmesi ic¢in; 10 pl amplifikasyon iiriini ile 3 pl Blue dye boya
karistirilarak agaroz jel kuyucuklarma yiikleme yapildi. Ornekleri dogru bir sekilde
degerlendirebilmek i¢in molekiil biiyiikliikleri bilinen marker DNA’lar jelde yer alan bir
kuyucuga yiiklendi. Marker ve orneklerin yiiklenmesinden sonra tank giic kaynagina
(Biorad) baglandi. Elektroforez cihazinda (STRATAGENE) 100 volt elektrik akimina
tabi tutularak molekiiler boyutlarina gére DNA bantlar1 ayrigtirildi.

C) Jel elektroforez sonuglarinin degerlendirilmesi

Elektroforez sonunda goriintiileme i¢in ( Gel Logic 2200 imaging system, ayrim
giicli 1708x1280 pixel. Kodak Company, NY, USA) sistemi kullanilarak DNA bantlar1
incelendi. Elde edlen 433 bp’lik DNA fragmentleri LukS/F-PV gen bdlgesi pozitif
olarak degerlendirildi.448 bp’lik DNA fragmenti goriilmediginden Mec-A geni negatif

olarak degerlendirildi.
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M 33 34 NK 3536 373839 40 NK 41424344 45 NKPK M

- 1353 bp
-- 1078 bp
- 872 bp

- 603 bp
- 433 bp

-- 310 bp
-- 281/271 bp
- 234 bp

- 194 bp

Sekil 2. Jel elektroforezde LukS/F-PV gen boélgesi sonuglarmin gorinimii.
34.,35.,37.,38.,40.,43.,44.,45. 6rnekler LukS/F-PV negatif, 33.,36.,39.,41.,42. ornekler;
LukS/F-PV pozitif, NK; negatif kontrol, PK; lukS/F-PV pozitif kontrol (433 bp), M; 1
kb DNA Ladder (Promega)

M1 2 3 45 6 7 8NKPKM

= 448 bp

Sekil 3. Jel elektroforezde Mec-A sonuglarinin gériiniimii. 1-8 6rnekler Mec-A negatif,
NK negatif kontrol, PK; Mec-A pozitif kontrol (448 bp), M: 1 kb DNA Ladder
(Promega
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4. BULGULAR

Calismamizda Center for Diseases Control and Prevention (CDC) kriterleri
dikkate alinarak; toplum kokenli toplam 65 S. aureus susu izole edildi. Disk Diflizyon
yontemi ve Mec-A gen varhigi arastirilan suslarin tamaminda sefoksitin ve oksasilin
direncinin olmadig1 belirlenmis olup;65 susun tamami CLSI’nin belirledigi kriterlere

gore MSSA olarak degerlendiridi.

2009-2012 yillar1 arasinda Van Il Halk Saglig1 Laboratuvari’na basvuran 6353
hastaya 9103 kez bakilms olup bunlardan 273’linde S. aureus pozitif bulunmustur.

Saklanmis olan S. aureus pozitif suslarin 65’1 ¢galismaya alindi.

S. aureus suglarmin en fazla izole edildigi meslek gruplart sirasiyla asgi

(%32),garson (%25) ve firinc1 (%14) dir.

65 susun izole edildigi hastalardan en kii¢iigii 16, en biiyligli 55 yasinda olup

toplam yas ortalamasi 30 olarak bulunmustur. Hastalardan 7°si kadin, 58’1 erkekir.

Toplum kokenli S. aureus suslarinin mesleklere ve cinsiyete gore dagilim cetveli

asagida gosterilmistir.
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6% 3%

0,
9% W Kantinci

H Firinci

m Garson

B Ascl

B Caycl

H Bulasikgl

H Hizmetli

W Kasap
Bakici

Sekil 4. Toplum kdkenli S.aureus suslarinin mesleklere gére dagilimi

11%

H Erkek hasta orani

B Kadin hasta orani

89%

Sekil 5. Toplum kdkenli S.aureus suslarinin cinsiyete gore dagilimi
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4.1. Panton-Valentin Lokosidin Pozitif S. aureus Suslarinin Degerlendirilmesi

Calismamizda Luk-PV1F ve Luk-PV2R primerleri kullanilarak gergeklestirilen
PCR analizi sonucunda izole edilen toplum kdkenli 65 S. aureus susunun 23’iinde
(%35) Panton -Valentin Iokosidin 433 bp’lik gen bolgeleri pozitif saptandi. Bunlardan
2’s1 ( %9) kadin, 21°1 (%91) erkek suslardi. Kadin hastalarin %28’inde, erkek hastalarin
ise %36’sinda PVL pozitif saptanmistir. Ornek olarak PVL gen bélgeleri pozitif ve

negatif bulunan izolatlara ait PCR jel goriintiileri asagida gosterilmistir.

M 49 50 51 52 53 NK 54 55 56 57 58 59 NK 60 61 62 NK PK M

1353 bp
1078 bp
872 bp

603 bp

433 bp

310 bp

281/271 bp
234 bp
194 bp

118 bp

Sekil 6. PVL gen bolgeleri pozitif ve negatif bulunan izolatlara ait PCR jel

goruntiisu

PVL pozitif saptanan toplum kokenli S. aureus suglarinin tamami MSSA idi ve

tamam1 burun kiiltiirtinden izole edildi.
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5. SONUC VE TARTISMA

Staphylococcus aureus, toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda etken
olan 6nemli mikroorganizmalardan biridir. Virulans faktorleri ve antibiyotiklere karsi
hizla direng gelistirmesi ile yiiksek morbidite ve mortalite oranlarina sahiptir. Toksin ve
enzimleri ile deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, osteomyelit, endokardit,
bakteriyemi, pnomoni ve toksik sok sendromu gibi bir¢ok klinik tabloya neden olur

(DeRyke ve ark., 2005).

Staphylococcus aureus enfeksiyonu sonrasi mortalite orani penisilinin 1940
yilinda kullanima girmeden oncesinde % 80 olarak bildirilmistir (Skinner ve ark.,
1941). 2 yil gibi kisa siirede penisiline direng gosteren S. aureus’lar ortaya ¢ikmustir.
Beta-laktamaz enziminin neden oldugu direng sorununa karsi, yar1 sentetik penisilinler
(metisilin vb.) iiretilmistir. Metisilin kullanilmaya bagladiktan 2 sene sonra 1961
yilinda, Ingiltere’de penisiline direncli olan S. aureus susunun Mec-A geni
kazanmasiyla ilk metisilin direngli S. aureus (MRSA) susu tanimlanmistir (Salgado ve
ark., 2003; Deresinki S., 2005; Chambers ve ark., 2009).

Metisilin  direncinin tespitinde genellikle disk diffiizyon yOntemi
kullanilmakla beraber altin standart Mec-A geninin PCR yontemiyle gosterilmesidir
(Brown ve ark., 2005). Calismamizda metisilin direnci; Kirby —Bauer disk difiizyon
yontemi ile sefoksitin ve oksasilin diskleri kullanilarak belirlendi. 65 sustan higbirinde
MRSA izlenmedi ve aymi suslarda PCR yontemiyle Mec-A gen varligr arastirildi.
Tamami toplum kokenli olan suslarda Mec-A gen varlig1 da izlenmemis olup tamami

MSSA olarak degerlendirilmistir.

Ozellikle deri ve yumusak doku enfeksiyonlari ile toplumdan kazanilmis
pnomonilerden izole edilen S. aureus suslarinda tespit edilen PVL; nekroz ve apoptozis
ile polimorfoniikleer hiicrelerde harabiyete neden oldugundan, S. aureus suslarinin
virulansini 6nemli 6l¢iide artirir ve neden oldugu hastaliklarin klinik seyrini agirlastirir
(Genestier ve ark., 2005). PVL pozitif S. aureus kokenlerinin hastane ortaminda
yayllmasi ve daha direngli kokenler haline gelmesi ¢ok tehlikelidir. PVL pozitif

MRSA ’lar acil miidahale gerektiren mikroorganizmalardir (Vandenesch ve ark., 2003).
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S. aureus’ta PVL varligi hastalik siddetinde artisla birlikte cerrahi drenaja
ihtiya¢ gosteren deri infeksiyonundan, agir kronik osteomyelite ve Sliimciil nekrotizan
pnomoniye kadar degisen olgularla iligkilidir. Belki de ileride PVL virulans faktoriiniin
gorlintiillenmesi gelecekte rutin laboratuvar islemleri arasma girecektir (McClure ve
ark., 2006). PVL negatif S. aureus ile enfekte pndmoni hastalarinin 6liim orani %6 iken,
PVL pozitif S. aureus’lar ile enfekte pnomoni hastalarinin 6liim oran1 %32 olarak
bildirilmistir (Kollef ve ark., 2005).

PVL ozellikle toplum kokenli S. aureus suslarinda siklikla goriilmekle birlikte
bu sitotoksinin hastane kokenli S. aureus suslarinda da hizla yayilmaya basladigin
gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Chini ve ark., 2006; Boyle-Vavra ve ark., 2007;
Diep ve ark., 2008). Yakin zamana kadar PVL kodlayan genlerle sik karsilagilmiyordu
ve diinya ¢apinda S. aureus’larda oran %5’in altindaydi. Bununla birlikte yeni ortaya
¢ikan TK-MRSA izolatlarinda ¢esitli ¢alismalarda %77-100 gibi gériilme oranlari rapor
edilmektedir (McClure ve ark., 2006). Cesitli iilkelerde yapilmis ¢alismalarda MRSA
kokenlerinde PVL pozitiflik orani; Yunanistan’da toplum kaynakli MRSA’larda %72,
hastane kaynakli MRSA’larda %23, poliklinik hastalarinda %20, yatan hastada %5;
Amerika’da poliklinik hastalarinda %37, servis hastalarinda %35,4; Hollanda’da 2000
yilinda %35 ve 2002 yilinda ise %15 ve Kanada’da %350 olarak saptanmustir (Ozkul ve
ark., 2007).

Ulkemizde yapilan ¢alismalar incelendiginde Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi’nde klinik orneklerden elde edilen MRSA kokenlerinde PVL pozitifligi
saptanmamig, 2005 yilina ait 40 MSSA kdkeninin 2’sinde (%35), 2006 yilina ait 39
MSSA kokeninin 4’{inde (%10,3) PVL pozitifligi saptanmistir (Ozkul ve ark., 2007).
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 22 MRSA kékeninin 9’unda (%41), 38 MSSA
kokeninin 9’unda (%24 ) PVL pozitifligi saptanmuis; cilt, yumusak doku ve solunum
yolu o6rneklerinde PVL varliginin aragtirilmasinin ciddi enfeksiyonlarin énlenmesinde

onemli olacag1 vurgulanmistir (Oksiiz ve ark., 2008).

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 130 MRSA kokeninin 2’sinde
(%1,5), 20 MSSA kokeninin 1’inde (%5), PVL pozitifligi saptanmis ve PVL varliginin
tespitinin PVL pozitif S. aureus’un yayillmasini 6nlemek agisindan 6nemli oldugu

vurgulanmistir (Cirit ve ark., 2009).
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Holmes ve arkadaslari 2002 yilinda Ingiltere ve Galler’de S. aureus
izolatlarinda PVL gen sikligin1 arastirmak i¢in yaptiklari g¢alismada, secilen 515
izolattan 8 (%1,6)’inde PVL gen varligim1 pozitif bulmuslardir. PVL geninin
stafilokokal hastaliklarda dagilimini saptamak igin segilen 470 izolattan 23 (%4,9)’iinde
PVL’yi pozitif bulmuslardir. Pozitif olan 23 izolatin 15 (%65)’ini deri ve yumusak doku
orneklerinden elde edilen izolatlar olusturmustur. Kalan izolatlardan 4’4 pnomonili
olgulardan, 2’si yanik infeksiyonlarindan, 1’er tanesi de bakteriyemili ve soyulmus deri
sendromlu hastalardan elde edilmistir (Holmes ve ark., 2005). Ingiltere’de PVL iireten
geni tagiyan S. aureus izolatlariin prevelanst %?2’nin altindadir ve bunlarin ¢ogu
MSSA’dir. ABD’nin bazi bolgelerindeki acil servislerde karsilasilan ciddi S. aureus
infeksiyonlarinin ¢ogundan TK-MRSA sorumludur (Nathwani ve ark., 2008).

Hong Kong Halk Sagligi Laboratuvar’mmda TK-MRSA oldugu varsayilan
140 izolat 2006 yili siiresince incelendiginde, 42 (%30) izolatin PVL geni tasidig:
saptanmistir (Cheung ve ark., 2008).

Krziwanek ve arkadaslari 2001-2006 yillar1 arasinda Avusturya’da, 1150
MRSA izolatinda PVL gen varligmi incelemigsler ve 94 PVL pozitif izolat
tanimlamiglardir (Krziwanek ve ark., 2007). Otter ve arkadaslari 2000-2006 yillart
arasinda toplanan 194 siprofloksasin duyarli MRSA izolatinda PVL oranin1 %25.3
olarak saptamiglardir (Otter ve ark., 2008). Jones ve arkadaslar1 2005 yilinda komplike
olmayan deri ve derinin yapisal infeksiyonlarindan izole edilen 190 S. aureus izolatini
incelemislerdir. 101 MRSA izolatindan 77°si TK-MRSA olarak kabul edilmis ve bu
toplum kaynakli izolatlarda PVL pozitiflik oran1 %95 oraninda saptanirken 89 MSSA

izolatinda ise % 17 oraninda saptanmistir (Jones ve ark., 2007).

Denis ve arkadaslari 2002-2004 yillar1 arasinda Belgikali hastalardan
topladiklar1 41 klintk MRSA izolatinin 16’smin (%40) PVL toksin geni tasidigin
bulmuslardir. PVL toksin geni pozitif bulunan izolatlarin biri disinda hepsi toplumdan
kazanilmistir (Denis ve ark., 2005). Japonya’da 1979-1985 yillar1 arasinda izole edilen
97 MRSA izolatinin 44’{inde (%45,3) PVL pozitifligi saptanmistir (Ma ve ark., 20006).
Kanada Calgary’de 1999-2003 yillar1 arasinda toplanan izolatlardan secilen 287 MRSA
ve 280 MSSA izolatinda PVL pozitiflik oranlar sirasiyla %1,9 ve %2,1 olarak
bulunmustur (McClure ve ark., 2006).
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Yeni Zellanda’da yapilan bir c¢alismada MSSA’nin  klinik ve nazal
tastyiciliklarindaki LuksPV genlerinin prevalanslari benzer bulunmustur (Vorobieva ve
ark., 2008). MSSA’nin klinik izolatlarindaki PVL pozitif MSSA prevalansi %37 olarak
gosterilmistir. Benzer metodoloji kullanilarak yapilan diger ¢alismalarda %7 ile %12
arasinda degisen daha diisiik prevalans oranlar1 bildirilmistir ( Jevons M., 1961; Prevost
ve ark., 1995; Peacock ve ark., 2005).

Aynmi ¢alismada PVL pozitif MSSA’nin deri ve yumusak doku enfeksiyonu
tanisiyla giiglii olarak iligkisi gosterilmistir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonu ile
iligkili olan tiim MSSA izolatlarinin %48’1 LuksPV pozitif bulunmustur. Bu ¢alismada
PVL pozitif ve negatif enfeksiyonlarin agirliklarindaki farkliliklar karsilagtirilmis olup
PVL pozitif MSSA ile enfekte olan hastalarda 3,9 kat daha fazla cerrahi girisime
gereksinim oldugu gosterilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada MSSA enfeksiyonlarinin
1/3’iinden daha fazlasinda PVL pozitif suslarin etken oldugu gosterilmistir. Ayrica PVL
pozitif MSSA enfeksiyonlarinin bazi etnik gruplarda, daha geng yastaki hastalarda, deri
ve yumusak doku enfeksiyonu tanisi konulanlarda, toplum kokenli enfeksiyonlarda ve

cerrahiye ihtiya¢ duyulan hastalar arasinda anlaml iligkili oldugu goriilmiistiir.

Yunanistan’da 2001-2003 yillar1 arasinda S. aureus 'un PVL pozitif izolatlarinin
belirgin olarak artti§i gozlenmistir. Bunlarin ¢ogunlugu da MRSA’dir.(%/77). TK-
MRSA izolatlart %72 oraninda PVL geni tasirken HK- MRSA’larin %23’i PVL geni
tasir. Buna karsilik sadece TK-MSSA izolatlarinin %20’si ve HK-MSSA izolatlarinin
%S5’inde PVL geni bulunmustur (Chini ve ark., 2006).

PVL pozitif MSSA epidemiyolojisi iyi bilinmemektedir ve patojenik
potansiyeli muhtemelen gézardi edilmektedir. PVL geni igeren MSSA suslarinin orani
%12 ile %81 arasinda bildirilmistir (Chiristensen ve ark., 1994; Cheung ve ark., 1995).
Bazi hayvan c¢alismalart PVL’nin major bir virlilans belirleyicisi oldugunu
diistindiirmektedir (Deurenberg ve ark., 2008). Buna ek olarak PVL geninin MRSA
izolatlarindan daha yaygin oldugu bildirilmistir. Tayvan’da Yaw-Kwan Chiu ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada test edilen 3305 ¢ocuktan 495’inde(%15) MSSA nazal
kolonizasyonu bulundu. Ayni ¢aligmada klinikteki PVL geninin bulundugu MSSA
izolatlar1 sadece %19,7 olarak bulunmustur ve sadece kolonize olmus izolatlarin

%1’inde PVL pozitifligi gosterilmistir. Hemen hemen tiim klinikteki TK-MRSA
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izolatlarinin PVL pozitif oldugu gosterilmig, buna karsin kolonize suslarin sadece
%16,9’unun PVL geni icerdigi bulunmustur. PVL geninin prevalansi TK-MRSA
izolatlarinda MSSA izolatlarindan daha yiiksek gosterilmistir (Chiu ve ark., 2012).

Kili¢ ve arkadaslar1 4 yillik donemde 385 MRSA izolatin1 incelemis ve 5 (%1,3)
izolatta PVL pozitifligi bulmuslardir (Kilig ve ark., 2008). Ozkul ve arkadaslar1 79
MSSA izolatinin 6’sinda PVL’yi pozitif bulmuslar ve 55 MRSA izolatinin hi¢birinde
PVL geni pozitif bulunamamistir (Ozkul ve ark., 2007). Karahan ve arkadaslar1 261’1
MRSA (230’u hastane kaynakli, 74’1 toplum baslangicli), 43°ii MSSA olmak iizere
toplam 304 S. aureus izolatinin 12’sinde (1’1 hastane kaynakli, 11’1 toplum kaynakli)
PVL pozitifligi saptamislardir. PVL pozitif izolatlarin 8’i MRSA, 4’1 ise MSSA’dir
(Karahan ve ark., 2008).

Bazi hastane baslangicli MRSA infeksiyonlar1 toplum kaynakli organizmalardan
kaynaklanabilir ve bazi toplum baslangich MRSA infeksiyonlar1 da hastane kaynakli
organizmalardan kaynaklanabilir (Gerberding ve ark., 2001). TK-MRSA izolatlarinin
hastanede yayilimi metisiline direngli izolatlarin sikligin1 arttirabilecektir. Aym
zamanda topluma geg¢is kapasitesi artmis ¢oklu ilaca direngli izolatlarin se¢imine de yol
acabilecektir. Bu sonu¢ da toplum kaynakli stafilokokal infeksiyonlarin tedavisinde
artik ampirik beta laktam kullaniminin daha fazla mantikli olamayacagin1 gostermekle
beraber kiiltiir ve antimikrobiyal duyarlilik testine gereksinimi ortaya g¢ikarmaktadir
(Carleton ve ark., 2004). MRSA kontroliinde anahtar parametreler el hijyeni, temas
izolasyonu, dekolonizasyon ve aktif siirveyans olarak siralanabilir (WHO, 2004).
Hollanda’da MRSA’larin kontroliinde “yakala ve yok et” stratejisi izlenmektedir
(Editorial, 2005). Dekolonizasyon amaciyla nazal mupirosin ve klorheksidinle dus
onerilmektedir (Boubaker ve ark., 2004). Ancak futbol takimlarinda ortaya ¢ikan TK-
MRSA infeksiyonlarina baglh salginlarda infekte futbolcularin burunlarinda salginla
iligkili MRSA klonunun saptanmamasi patogenezde burun dis1 kolonizasyonun énemli

olabilecegini isaret etmektedir (Decker CF, 2008).

Calismamizda Luk-PV1F ve Luk-PV2R primerleri kullanilarak gerceklestirilen
PCR analizi sonucunda izole edilen toplum kokenli 65 S. aureus susunun 23’iinde

(%35) PVL pozitif saptanmustir.
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Sonug olarak; Portorlerden elde edilen S. aureus suslarinda virulansin belirleyici
faktorlerinden Mec-A ve PVL pozitifliginin olduk¢a ciddi bir toplum sagligi sorunu
yaratabilecegi elde edilen veriler 15181inda 6ngoriilebilir. Bu noktada rutin taramalarda S.
aureus tasiyiciligr saptanan portorlerde Mec-A geni ve Ozelliklede PVL pozitifliginin

belirlenmesinin rutin labaratuvar ¢alismalar1 arasina katilmasi gerektigini 6nermekteyiz.
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OZET

Tuna D.K. Van il Halk Saghg Laboratuvari’ma 2009-2012 yillar1 arasinda gelen portorlerde
burunda Staphylococcus aureus tasiyicih@i, Mec-a ve Panton- Valentine lokosidin varhginin
arastirillmasi. Y.v.0. Saghk Bilimleri Enstitiisii, Yuksek Lisans Tezi, Van, 2015. Bu c¢alismanin amaci S.
aureus 'un enfeksiyon olusturma potansiyeli, epidemi yapma riski ve enfekte gidalarla gida
zehirlenmesine sebebiyet vermesi nedeniyle halk sagligi yoniinden oldukga nemlidir. S. aureus virulans
faktorleri ve direng gelistirme potansiyeli nedeniyle giiniimiizde daha da 6nem kazanmustir. S. aureus un
virlilans faktorlerinden olan Panton-Valentin lokosidin (PVL), 16kositlerin yikimma ve doku nekrozuna
yol acan bir sitotoksindir. Bu 0zellikleriyle PVL, enfeksiyonlarin klinik seyrini agirlagtirarak,
komplikasyon gelismesine neden olabilmektedir. Ciddi TK-MRSA infeksiyonlarinda ve buna bagli
Olimlerdeki hizli artig; bu potansiyel virulan patojenin yayiliminin kontroliinde PVL geni tagiyan S.
aureus izolatlarmin tanimlanmasinin dnemine isaret etmektedir. Calismamizda, portorlerden elde edilen
S. aureus suslarinda MecA ve PVL pozitifliginin saptanmasmin ciddi bir toplum sagligi tehlikesi
yaratabilecegi Ongoriilerek, bunun icin gereken Onlemlerin alinmasi icin istatistiki verilerin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada Van il Halk Saghg Laboratuvari’nda 2009-2012 tarihleri
arasinda izole edilen 65 toplum kdkenli S. aureus susu ¢alismaya alindi. S. aureus suslarinin izole edildgi
hastalara ait bilgiler ve laboratuvar sonuglari defter kayitlarindan retrospektif olarak incelendi. Caligma
icin kullanilacak S. aureus suslart besiyerinde -80°C’ de stoklandi. Kiiltiir, antibiyogram ve
identifikasyon agamalarindan gegirilen suslarda LukS/F-PV ve MecA gen bdlgelerinin arastirilmast
yapilarak elde edilen sonuglar kaydedildi. Dagilim ve frekans analizi yontemiyle bu sonuglar istatistiki
olarak degerlendirildi. Calismamizda Center for Diseases Control and Prevention (CDC) kriterleri dikkate
almarak; toplum kokenli toplam 65 S. aureus susu izole edildi. Disk Difiizyon yontemi ile MecA gen
varlig1 arastirilan suglarin tamaminda Sefoksitin ve Oksasilin direncinin olmadig1 belirlenmis olup;65
susun tamami CLSI kriterlerine gore MSSA olarak degerlendiridi. S. aureus suslarinin en fazla izole
edildigi meslek gruplar sirastyla as¢1(%32),garson (%25) ve firinci(%14) olarak bulundu. Calismamizda
yapilan PCR analizi sonucunda izole edilen toplum kokenli 65 S. aureus susunun 23’tinde (%35) PVL
pozitif saptandi. Bunlardan 2’si( %9) kadin, 21’1 (%91) erkek suslardi. Kadin hastalarin %28’inde, erkek
hastalarin ise %36’sinda PVL pozitif saptanmustir. Sonu¢ olarak portorlerden elde edilen S. aureus
suslarinda virulansin belirleyici faktorlerinden MecA ve PVL pozitifliginin olduk¢a ciddi bir toplum
saglig1 sorunu yaratabilecegi elde edilen veriler 1s1g1inda 6ngoériilebilir. Bu noktada; S. aureus tastyiciligi
saptanan portorlerde MecA geni ve Ozelliklede PVL pozitifliginin belirlenmesinin rutin labaratuvar
caligmalar1 arasina katilmasi gerektigini 6nermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: S. aureus, Panton-Valentine lokosidin, Mec-A, MSSA
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SUMMARY

Tuna D.K. The carriage of Staphylococcus aureus at nasal region in carrier admitted to Van
Provincial Public Health Laboratory between the years 2009-2012 and to investigate the existence
of Mec-a Panton- Valentine leukocydine. Yuzuncu Yil University, Institute of Health Sciences, M.
Sc. Thesis, 2015. The aim of this study was to create the potential for S. aureus infections, due to the risk
of causing epidemic and food poisoning with infected food , in terms of public health is very important.
Because of virulence factors and resistance development potential S. aureus has become even more
important today. One of the virulence factors of S. aureus Panton-Valentine leukocidin (PVL) is a
cytotoxin that led to the destruction of leukocytes and tissue necrosis. With these features, PVL,
exacerbating the clinical course of the infection can lead to complications. The severe CA-MRSA
infections and rapid increase in related deaths; under the control of spreading this potentially virulent
pathogen indicates the importance of the identification of S. aureus isolates that carrying PVVL genes. In
our study, foreseeing the detection of mecA and PVL-positive on S. aureus strains derived from carrier
can create a serious public health hazard, it is intended to evaluate statistical data for precautionary
measures. In Van Provincial Public Health Laboratory, 65 community-acquired S. aureus strains isolated
the dates between 2009-2012 were included in the study. Informations and laboratory results of the
patients isolated of S. aureus strains were analyzed retrospectively from the registry. S. aureus strains to
be used for working have stocks -80 °C in the medium. 1n the strains that is passed from steps of culture,
antibiotic susceptibility and identification; the results obtained by the investigation of the LuxS/ F-PV and
MecA gene regions were recorded. With the method of distribution and frequency analysis, these results
were analyzed statistically. In our study, the Center for Diseases Control and Prevention (CDC) criteria
for consideration; A total of 65 community-acquired S. aureus strains were isolated. all the strains that
were investigated the presence of the MecA gene by Disk Diffusion method were determined to absence
resistance of cefoxitin and oxacillin, all 65 strains were defined as MSSA to the criteria of CLSI. The
most isolated occupational groups of S. aureus strains were found cooks (32%), waiter (25%) and baker
(14%) respectively. In our study; community-acquired 65 S. aureus strains that isolated from the result of
PCR analysis 23 (35%) were PVL-positive. 2 (9%) Of these were female strains and 21 (91%) were male
strains. 28% of female patients and 36% of men patients were found in PVL-positive. As a result, it can
be quite a serious public health problem of MecA and PVL positivity that virulence determinant factors in
S. aureus strains derived from porters, in the light of the data obtained can foreseeable. At this point, we
suggest that determinations of MecA gene and especially PVL positivity in porters detected S. aureus
carriage should participate the list of routine laboratory studies.

Keywords: S. aureus, Panton-Valentine leukocidin, Mec-A, MSSA
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