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Bu calismada, ¢esitli klinik 6rnekler (150), ¢ig siit (49) ve dondurma (6) gibi gidalardan izole ve
identifiye edilen toplam 205 Staphylococcus aureus susu, genetik gesitlilik, metisiline direngli S. aureus
(MRSA) orani, Panton Valentin Toksin (PVL) iiretimi ve bazi antibiyotiklere duyarlilik yoniinden
arastirildi. S. aureus suslarinin genetik iliskilerini ve ¢esitliliklerini belirlemek igin Pulsed field jel
elektroforezi (PFGE) yontemi kullanildi. PFGE sonuglari % 80 benzerlik oranina gore
degerlendirildiginde; S. aureus suslari, 21 alt tiple temsil edilen 180 farkli pulsotipe ayrildi. Analiz edilen
55 gida susu arasinda 43 farkli pulsotip ve 9 alt tip goriiliirken; 150 klinik sus 137 farkli pulsotipe ve 12
alt tipe ayrildi. MRSA suglari ise kendi arasinda 15 pulsotip ve 2 alt tipe ayrildi. Restriksiyon profilleri
degerlendirildiginde, calisilan tiim suslar arasinda yiiksek oranda genetik cesitliligin oldugu goriildii.
Genotipik analizler, farkli gruplarda bulunan suslarin kéken olarak aym olmadiklarini ve iliskisiz izolat
olarak belirlendiklerini gosterdi. MRSA oraninin tespitinde molekiiler yontem referans alinarak agar
tarama ve disk diflizyon yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii karsilastirildi. Agar tarama yontemi referans
yontemle % 100 uyumlu bulunurken, disk difiizyon yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii sirasi ile % 83.3
ve % 99.4 olarak belirlendi. Klinik kaynakli 17 (% 11.3) sus ve gida kaynakli 1 (% 1.8) sus olmak iizere
toplamda 18 (% 8.8) sus MRSA olarak tespit edildi. Gida kaynakli hi¢bir sus PVL pozitif bulunmazken,
klinik kaynakli 7 (% 4.6) sus PVL pozitif olarak saptandi. Antibiyotik duyarlilik testi, 14 farkl
antibiyotige kars1 disk diflizyon metodu ile yapildi. Gida izolatlarinin en fazla direng gosterdigi
antibiyotigin penisilin (% 69.1) oldugu; bunu % 4.6 ile tetrasiklin, % 2 ile gentamisin, seftazidim ve
sefuroksimin’in takip ettigi goriildii. Klinik kaynakli izolatlarda ise en yiiksek direng oranlari penisilin (%
94), eritromisin (% 12.7) ve seftazidime (%12) kars1 belirlendi. MRSA suslarindaki diren¢ oranlarinin
MSSA ( metisilin duyarli S. aureus) suslarina goére oldukga yiiksek oldugu goériildi. MRSA ve MSSA
suslarinda sirasiyla; penisilin’e, % 100, % 86.1, sefuroksim’e % 55.6, % 0, ofloksasin’e % 38.9, % 1.1,
amoksisilin/klavulanik asit’e % 38.9, % 0 ve gentamisin’e % 33.3, % 0.5 oranlarinda direng saptandi.
Calisilan suglarin hicbirinde vankomisin ve linezolid’e direng tespit edilmedi. MRSA enfeksiyonlarinin
tedavisinde linezolid’in vankomisine alternatif olabilecegi diigiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik duyarhlik testi, multiplex PCR, pulsed-field jel
elektroforezi, Staphylococcus aureus.
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In this study, a total of 205 Staphylococcus aureus strains isolated and identified from various clinical
specimens (150), foods such as raw milk (49) and ice cream (6) were investigated in terms of their genetic
diversity, rate of methicillin resistant S. aureus (MRSA), production of Panton Valentine Toxin ( PVL ) and
susceptibility against some antibiotics. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) was used to determine the
genetic relationships and diversity of S. aureus isolates. When the PFGE results were evaluated according to
the 80% similarity rate; S. aureus strains were divided into 180 different pulsotypes representing 21 subtypes.
Among the 55 food isolates analyzed, 43 different pulsotypes and 9 subtypes were observed; 150 clinical
strains were divided into 137 different pulsotypes and 12 subtypes. MRSA strains were divided into 15
pulsotypes and 2 subtypes among them. When the restriction profiles were evaluated, it was seen that there was
high genetic diversity among all strains studied. Genotypic analyzes showed that the strains found in the
different groups were not identical in origin and were identified as unrelated isolates. Sensitivity and specificity
of agar screening and disc diffusion method were compared with reference to molecular method for the
determination of MRSA ratio. While the agar screening method was 100 % compatible with the reference
method, sensitivity and specificity of disc diffusion method were 83.3 % and 99.4 % respectively. A total of 18
(8.8 %) strains were identified as MRSA strains, 17 of which were clinical (11.3 %) and 1 (1.8 %) of the strains
originated from food. Seven (4.6 %) clinically-originated strains were found to be PVL-positive while none of
the foodborne strains had PVL-positive strains. The antibiotic susceptibility test was performed by disc
diffusion method against 14 different antibiotics.Penicillin was the most common antibiotic that food isolates
resistant to (69.1 %), followed by tetracycline (4.6 %), gentamicin, ceftazidime and cefuroxime (2 %). The
highest resistance rates in clinical isolates were determined against penicillin (94%), erythromycin (12.7 %)
and ceftazidime (12 %). Resistance rates in MRSA strains were found to be significantly higher than MSSA
(methicillin susceptible S. aureus) strains. The rasistance rates of MRSA and MSSA strains were found as
follows, respectively; penicillin, 100 %, 86.1 %, cefuroxime 55.6 %, 0%, ofloxacin 38.9 %, 1.1 %, amoxycillin
/ clavulanic acid 38.9 %, 0 % and gentamicin 33.3 %, 0.5 %. Resistance to vancomycin and linezolid was not
detected in any of the strains studied. It was concluded that linezolid may be an alternative to vancomycin in
the treatment of MRSA infections.

KeyWOI‘dS: Antibiotic susceptibility test, multiplex PCR, pulsed field gel electrophoresis,
Staphylococcus aureus
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1. GIRIS

Stafilokoklar, ¢ok sayida tiir igeren, deri ve mukozalarda kolonize olabilen farkli
tiirleri ile c¢esitli hastaliklara neden olabilen viriilans1 yiiksek bakterilerdendir.
Staphylococcus aureus ise, ¢ok sayidaki patojenik faktorii ile gesitli doku ve organlarda
ciddi enfeksiyonlara sebep olabilen en 6nemli tiriidiir (Sevgican ve ark., 2009). S.
aureus suslarinin en 6nemli habitati insanlarda burun mukozasi ve hayvanlarda ise
deridir. Insanlarda hastane enfeksiyonlar;, gida zehirlenmeleri, osteomyelitis,
poliartritis, endokarditis, toksik sok sendromu, folikiititis, konjunktivitis, idrar yollar1
enfeksiyonlari, pndmoni, haslanmis deri sendromu gibi ¢ok sayida ciddi enfeksiyonlara
sebep olmaktadir (Unal ve istanbulluoglu, 2009).

Stafilokok enfeksiyonlarmin tedavisinde stafilokok tiirleri arasindaki direng
yayginligi énemli bir sorun teskil etmektedir. Antibiyotiklerin kullanima girmesinden
kisa bir siire sonra mikroorganizmalarin diren¢ kazandig1 bilinmektedir (Unal ve
Istanbulluoglu, 2009). S. aureus son yarim yiizyil i¢cinde, spektrumunda yer alan hemen
hemen tiim antimikrobiyal ajanlara kars1 diren¢ gelistirmistir. Penisilinin yaygin olarak
kullaniminin ardindan ¢ok kisa bir siirede penisilin direnci, metisilin kullanimindan bir
yil sonra da metisiline karsi direng tanimlanmistir (Sevgican ve ark., 2009). Metisiline
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizde de
hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Hastane enfeksiyonlar1 genellikle c¢oklu ilag direnci olan mikroorganizmalarla
gelismesi, pahali ve toksik antibiyotiklerin uzun siire kullanimini gerektirmesi,
hastanede yatis siiresini uzatmasi, morbidite ve mortaliteyi artirmasi gibi sebeplerden
dolayi tizerinde titizlikle durulmasi gereken bir sorundur. Bu nedenle enfeksiyona yol
acan patojenin antibiyotik direncinin tespit edilmesinin yanisira, kaynaginin,
rezervuarinin, bulasma ve yayilma yollarinin, konak ve gevre faktorlerinin incelenmesi,
epidemiyolojik ve genotipik iligkilerinin belirlenmesi hastane enfeksiyonlarinin
onlenmesi veya azaltilmasinda 6nemli faydalar saglayacaktir (Ak¢imen ve ark., 2010).

Mikroorganizmalarin biyokimyasal ve morfolojik karakterlerine gore cins ve tiir
diizeyinde tanimlamalar1 yapilabilmektedir. Tiir diizeyinde yapilan bir tanimlama
enfeksiyon hastaliginin etiyolojisini saptamak acgisindan yeterli olabilmekte ancak,
salginlar esnasinda izole edilen ayni tiir i¢indeki birden fazla susun birbiriyle klonal
iligkisinin olup olmadigim1 saptamak amaciyla tir iginde farklilik gosterebilen

varyantlarin belirlenmesi gerekmektedir. Alt tipleme veya sus klasifikasyonu olarak



ifade edilen bu tiplemede bazi fenotipik ve genotipik 6zelliklerden yararlanilmaktadir
(Durmaz, 2001).

Tanisal mikrobiyolojinin temel hedefi, patojen mikroorganizmanin miimkiin
olan en kisa siirede saptanmasi ve tanimlanmasi ile hasta tedavisine katki saglamaktir.
Mikrobiyolojik tanimlama, temel olarak ya gen ekspresyon iirlinlerinin ortaya kondugu
fenotipik yontemlerle ya da mikroorganizmalarin kromozomal ve ekstrakromozomal
genetik elementlerinin analizine dayanarak tiir ve suslar arasindaki farkliliklarin
incelendigi genotipik yontemler kullanilarak gerceklestirilmektedir (Unal ve
Istanbulluoglu, 2009).

Tiplendirmede kullanilan fenotipik metotlardan baslicalari; biyotiplendirme,
serotiplendirme, bakteriyofaj tiplendirmesi, bakteriyosin tiplendirmesi ve antibiyotik
diren¢ profili analizi (antibiyogram)’dir. Antibiyogram, laboratuvarlarda en ¢ok
kullanilan, ucuz, uygulanmasi kolay, hizli ve ekonomik bir metottur. Fakat ayirim giicii
yeterli degildir. Fenotipik metotlarin, is yiiklerinin fazla olmasi, uzun zaman almalari,
genellikle degisken sonuglar vermeleri gibi dezavantajlarindan dolayi arastirmacilar,
ayrim giicli daha yiiksek olan genotipleme metotlarini kullanmaya yonelmislerdir.

Genotipik tiplendirme metotlar1 ise; plazmit profil analizi, PFGE (pulsed-field
jel elektroforezi), RFLP-PCR (restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi- polimeraz
zincir reaksiyon), REP-PCR (tekrarlanan ekstrajenik palindromik element-polimeraz
zincir reaksiyonu), RAPD-PCR (rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA- polimeraz zincir
reaksiyon), AFLP (¢ogaltilmis fragment uzunluk polimorfizmi) ve MLST (Multilokus
dizi tiplendirme) olarak siralanabilir. Bu tekniklerin her birinin ayirim giici,
tekrarlanabilirlik ve tiplendirilebilirliklerine gore avantajlart ve dezavantajlar1 vardir.
Pulsed field jel elektroforezi teknigi tekrarlanabilirlik, yorumlanabilirlik ve ayrim giicii
acisindan en iyi olan yontemdir. Bu nedenle giiniimiizde molekiiler tiplendirme
yontemleri iginde “altin standart” olarak kabul edilmektedir (Unal ve Istanbulluoglu,
2009; Akgimen ve ark., 2010).

Bu caligmada, farkli kaynaklardan izole edilen S. aureus suslarinin, ileri bir
molekiiler tiplendirme yontemi olan Pulsed Field Gel Elektroforezi ile tiplendirilmesi ve
hastane enfeksiyonlarindan izole edilenler ile gidalardan izole edilen suslar arasinda
genetik akrabalik olup olmadiginin belirlenmesi, Multiplex PCR yontemiyle metisilin
direnci ve bazi genlerin tespiti ayrica antibiyotiklere kars1 duyarliliklari belirlemeyi

amagclamaktay1z.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Insanlarda ve hayvanlarda cesitli hastaliklara yol agabilen Staphylococcus cinsi
bakterileri ilk olarak, Robert Koch (1878)’ de 1s1k mikroskobunda tanimlamis, 1880°de
ise Pasteur tarafindan siv1 besiyerinde tiretilmistir.

Staphylococcus (Staphyle: {iziim salkimi) ismi 1881°de Alexander Ogston
tarafindan iiremeleri esnasinda birbirinden ayrilmayarak iiziim salkimina benzeyen
diizensiz kimeler olusturmasia bakilarak verilmistir. Ardindan, 1884°te ilk kez
Rosenbach tarafindan hasta Orneklerinden saf kiiltiirde izole edilen bu
mikroorganizmaya tiir epiteti olarak aureus (altin) eklenmis ve “Staphylcoccus aureus”
olarak isimlendirilmistir (Fluit ve Schmitz, 2003).

Staphylococcus cinsi Bergey’in 1986 yilinda yaptigi sistematik bakteriyoloji
simiflandirmasina goére, Micrococcaceae familyasi igerisinde yer almaktadir. Genel
karakterleri olarak stafilokoklar yuvarlak 0,5-1,5 pum c¢apinda diizensiz kiimeler
olusturan kok seklinde gram olumlu bakterilerdir. Hareketsizdirler, fakiiltatif anaerop
olup genellikle aerop iiremeyi tercih ederler. Sporsuz, kapsiilsiiz, oksidaz negatif ve
katalaz olumlu olup g¢ogunlugu % 10 NaCT’lii ortamda ve 18-40 °C’ler arasinda
tireyebilmektedirler. Birg¢ok tiiriinde karotenoid pigment bulunabilmektedir. Optimal
olarak 30-37 °C de ve pH 7,4’de iirerler. Jeloz besiyerinde bolca iireyip yuvarlak
kenarli, kabarik, parlak yiizeyli S tipinde koloniler olustururlar. Stafilokoklarin ¢ogu
sicakkanli hayvanlarin derilerinde, deri ile iligkili bezlerin kanallarinda ve
mukozalarinda dogal olarak bulunurlar. Bir kism1 da inSan ve hayvanlar i¢in patojen ve
cogu firsat¢1 patojendirler (Murray ve ark.; Bilgehan, 2000; Cengiz ve ark., 2004a;
2004b).

Staphylococcus cinsi bugiine kadar tanimlanmis 35°den fazla tiir ve alt tiir
icermekte ve bu tiirlerden 16 kadar1 insana ait klinik materyallerden izole edilmistir.
Stafilokok tiirleri arasinda insanda cesitli hastaliklara sebep oldugu bilinen en yaygin ve
en viriilan tiirii Staphylococcus aureus’tur. S. aureus sahip oldugu karotenoit pigment
sayesinde altin sarist koloniler olusturmaktadir ve ismini de bu o6zelligi sayesinde
almistir (Barcia-Macay, 2007).

S. aureus hemoliz yapan, katalaz ve koagiilaz olumlu, mannitolu aerop ve
anaerop kosullarda asit olusturarak pargalayan, insan ve diger sicakkanli hayvanlarda
cesitli enfeksiyonlara sebep olabilen patojen bir tiirdiir. Katalaz pozitif olma 6zelligi ile

ayni familya igerisinde bulunan streptokoklardan ayirt edilebilmektedir. Koagiilaz testi



mikrobiyoloji laboratuvarlarinda S. aureus’un diger koagiilaz negatif stafilokok
tiirlerinden ayrilmasinda kullanilan bir testtir. S. aureus basta glikoz olmak iizere birden
fazla karbonhidratlar1 parcalamakta ve son iirlin olarak laktik asit olusturmaktadir.
Yalniz herhangi bir gaz meydana getirmezler. Sekerlerden mannitol iizerine olan etkileri
ayricalik gostermekte olup, bu sekeri yalniz koagiilaz pozitif (patojen) stafilokoklar
pargaladigi halde koagiilaz negatif olanlar parcalamazlar. Bu sebepten dolayr mannitole
etki deneyi S. aureus’u diger tiirlerden ayirt edebilmek i¢in koagiilaz testinden sonraki
en 6nemli ve faydali testtir. Yine at, insan ve koyun kanli agar plaklarinda iiretilen S.
aureus suslarmin kolonilerinin etrafinda beta hemoliz zonlar1 olugmaktadir (Bilgehan,
2000; Cengiz ve ark., 2004a; Makgotlho, 2010). S. aureus’un biyokimyasal ve diger

bazi 6zellikleri tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. S. aureus’un biyokimyasal ve diger temel ozellikleri (Bilgehan, 2000; Cengiz ve ark.,
20044a)

Ozellikler S. aureus Ozellikler S. aureus

Pigment Glikoz

Aerop lireme Asetoin olusumu

Anaerop Ureme Ureaz

Hemoliz yapma Alfa toksin

Koagiilaz varligi Ksiloz

DNAse varligi Sellobioz
Mannitolden asit olusturma Hiicre duvari

Trehaloz -Ribitol

Maltoz -Gliserol

Laktoz -Protein A

Siikroz Novobiosin duyarlilig

Hiyaliironidaz Basitrasin duyarlilig1

Birgok S. aureus kokeninde polisakkarit yapida bir mikrokapsiil bulunmakta ve
bu ekzopolisakkarit bakteriyi fagositoza karsi korumak suretiyle viriilans faktori
etkinligini gosterir. Bu giine dek tanimlanan 11 kapsiiler serotipin i¢inde 6zellikle tip 5

ve 8’in insandaki enfeksiyonlarin % 75’inden sorumlu oldugu bildirilmistir.



Diger Gram pozitif bakterilerde oldugu gibi S. aureus’un hiicre duvar1 kuru
agirliginin - yarisint - peptidoglikan tabaka (miirein) olusturmakta ve bu tabaka
mikroorganizmaya seklini vermekte, dayaniklilik saglamaktadir. Glikan zincirlerin
katmanlarindan olusan peptidoglikan iskelet N-asetil glikozamin ve N-asetil miiramik
asitin 10 ila 12 arasinda degisen alt tinitelerinden meydana gelir. N-asetil muramik asit
alt initelerine baglanan oligopeptit yan zincirler pentaglisin kopriileriyle c¢apraz
baglanirlar. Peptidoglikan tabaka makrofajlardan sitokin salinimini uyarmakta,
komplemann aktivastonuna yol agmakta ve trombosit agregasyonuna sebep olmaktadir.
Monositlerden interldkin-1 salinimini uyararak polimorf niiveli 16kositlerin enfeksiyon
bolgesine toplanmasina ve sonu¢ olarak abse olusumuna neden olmaktadir.
Peptidoglikan tabakada bulunan teikoik asit tiire 6zgiidiir ve S. aureus’ta ribitol teikoik
asit yapisindadir. Yiizey proteinleri olarak protein A (SpA), elastin, kollagen,
fibronektin baglayan proteinler ve “clumping faktér” bulunmaktadir. Bu proteinler
konak dokulara kolonize olmay1 saglayan en énemli faktorlerdir. Protein A (SpA), 19Gs
disindaki tiim IgG ve IgA: ile baz1 IgM’nin FC reseptorlerine baglanarak immiin
kompleks olusmasimma ve komplemen aktivasyonuna yol acarak antifagositik etki
gosterir. S. aureus’un dis yiizeyinde bulunan “clumping faktdr” (bagli koagiilaz da
denilmektedir) fibronojene baglanarak onu fibrine doniistiiren olduk¢a Onemli bir
viriilans faktordiir. Bu proteinin saptanmasi S.aureus’un identifikasyonunda biiyiik bir
rol oynamaktadir (Cengiz ve ark., 2004b; Tiinger ve ark., 2005; Murray ve ark., 2015).

S. aureus, kolonize olma ve hastalik yapabilme yetenegini saglayan ¢ok cesitli
toksinler tiretmektedir. Bunlardan besi sitolitik veya membran hasarlayici toksin olarak
bilinen alfa, beta, delta, gama ve Panton-Valentin (P-V) lokosidin toksinleri, ikisi
eksfolyatif toksin A ve B, sekiz tanesi A, B, C, D, E, G, H ve | gibi serolojik olarak
gruplanan enterotoksinler, toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1)’dir. TSST-1
Eksfolyatif toksin A, ve enterotoksinler gibi pirojenik ekzotoksinler siiper antijenler
olarak bilinirler (Tinger ve ark., 2005; Murray ve ark., 2015).

Alfa toksin: Bu toksin eritrosit, 16kosit ve trombosit gibi hiicrelerde por
olusumuna neden olarak inflamatuar yaniti indiiklemektedir. Kanli agarda iireyen S.
aureus kolonilerinin ¢evresindeki beta hemolizden sorumludur. Hemolitik, letal ve
dermanekrotiktir. Dolagim, kas ve bobrek korteksi dokulari iizerinde tahribata sebep
olmaktadir (Bilgehan, 2000; Tiinger ve ark., 2005).

Beta toksin: Sfingomiyelin ve lizofosfotidilkolin i¢in 6zgiilliik gostermektedir

ve eritrosit, fibroblast, 16kosit ve makrofajlar i¢in toksiktir. Alfa toksin ile birlikte



invaziv stafilokok enfeksiyonlart icin tipik olan doku hasar1 ve abse olusumundan
sorumlu toksinlerdir (Murray ve ark., 2015).

Gama toksin: Hemen hemen tiim S. aureus suslari tarafindan tretilmektedir.
Sitolitik etki, membranlarda por olusumunun arkasindan hiicre katyon gradiyetindeki
degisikliklerden kaynakli osmotik farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Stafilokok
kaynakli kemik enfeksiyonlarinda kanda bu toksine karsi antikor seviyesi artmaktadir
(Bilgehan, 2000; Murray ve ark., 2015).

Delta toksin: Toksin, eritrositler, makrofajlar, lenfositler, notrofiller ve
trombositler gibi bircok memeli hiicresini ve hiicre i¢i zar yapilarini etkileyen genis bir
sitolitik aktiviteye sahiptir. Termolabil yiizeysel etkin bir toksin olup deterjanlarin
gosterdigi etkiye benzer sekilde hiicre membranini bozar. Ayrica ileumda su
absorpsiyonunu inhibe etmekte, kobaylarin ileumunda iyon gegirgenligini degistirmekte
ve adenozin monofosfat birikimini stimiile etmektedir (Bilgehan, 2000).

Panton-Valentin (P-V) Lokosidin: Lokositleri hiicre zarlarinda por olusturarak
yikima ugratan ve pvl genleri olarak bilinen lukS PV ve lukF PV tarafindan kodlanan
iki komponentli hemolitik aktivitesi olamayan bir sitotoksindir. Ik kez 1894 yilinda
Van de Velde tarafindan tanimlanmis (Van de Velde, 1894), Panton ve Valentin
tarafindan 1932 yilinda deri ve yumusak doku enfeksiyonlar ile iliskili oldugu tespit
edilmistir (Panton ve Valentine, 1932).

Yapilan bir calismada Panton—Valentin Lokosidini tavsanlara deri i¢i olarak
enjekte edilmis ve sonrasinda tavsanlarda kapiller dilatasyon, kemotaksis,
polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu, polimorfoniikleer karyorekzis ile deri ve doku
nekrozunu da igeren ciddi inflamatuar lezyonlar gézlenmistir (Prevost ve ark., 1995).
En son yapilan caligmalarda, PVL’nin ayrica mitokondrileri de inaktive ettigi ve
apoptozisi artirdigr gézlenmistir (Genestier ve ark., 2005).

Enterotoksinler: Stafilokoksik besin zehirlenmelerine sebep olan toksinler
enterotoksinlerdir ve A, B, C, D, E, G, H ve | gibi serolojik olarak gruplara
ayrilmislardir. Bu toksinler midenin asitligine, enzimlerine ve yiiksek 1siya ( 100 °C’de
30 dk isitmaya) direnglidir. Bundan dolay1 besinler {izerinde bulunan toksinler, gida
maddeleri 1sitilip bu toksini iireten S. aureus oldiiriilse bile etkinliklerini kaybetmezler
(Tinger ve ark., 2005; Murray ve ark., 2015). Enterotoksin A siklikla gida
zehirlenmesiyle iligkilendirilmistir. Enterotoksin C ve D kontamine siit iirlinlerinde
bulunmakta ve enterotoksin B, stafilokoksik psddomembrandz enterokolite neden

olmaktadir (Murray ve ark., 2015). Izole edilen S. aureus suslarindan % 35-% 50’sinin



bu toksinleri iiretebildigi saptanmustir. Izole edilen susun bu toksinlerden yalnizca birini
tiretebildigi gibi birden fazlasini da tiretebildigi gozlenmistir (Bilgehan, 2000).

Eksfoliatif (Epidermolitik) toksin: S. aureus tarafindan olusturulan ve
haslanmis deri sendromuna neden olan toksindir. Antijenik ve biyokimyasal yapilari
bakimindan bu toksin eksfoliatif toksin A (ETA) ve eksfoliatif toksin B (ETB) olarak
ikiye ayrilmistir. ETA’nin 1siya direngli ve kromozomal oldugu, ETB’nin ise istya
duyarli ve plazmid kaynakli oldugu bildirilmistir (Bilgehan, 2000; Murray ve ark.,
2015).

Toksik sok sendromu toksini-1(TSST-1): TSST-1 o6nceden pirojenik
ekzotoksin C ve enterotoksin F olarak adlandirilmaktadir ve bu toksin tiim T hiicrelerine
baglanabilmekte ve T hiicrelerinde patlamaya yol a¢gmaktadir. Bu olay sonucunda T
hiicreleri ve makrofajlardan bol miktarda sitokinler salgilanir ve endotoksik soka
benzeyen toksik sok sendromu ortaya cikar (Tiinger ve ark., 2005). Menstruasyon géren
kadinlarin kullandig1 tamponlarin S. aureus’un vajinal kolonizasyonunu kolaylastirdig
belirtilmektedir. Menstruasyonla iliskili toksik sok sendromundan sorumlu S. aureus
suslarinin % 90'min ve diger TSS formlarindan sorumlu suglarin yarisinin TSST-1
tirettigi tahmin edilmektedir (Murray ve ark., 2015). Bu toksin yiiksek oranda aminoosit
igerir ve suda ¢oziinmektedir, sistein rezidiileri icermez, 1s1ya ve proteolize direnglidir
(Cengiz ve ark., 2004b).

S, aureus basta koagiilaz olmak {iizere, katalaz, hyaliironidaz, stafilokinaz
(fibrinolizin), lipaz, niikleaz ve DNaz gibi komsu dokulara yayilimi kolaylastirip
enfeksiyon patogenezinde rol oynayan bir ¢ok enzime sahiptir. Koagiilaz enzimi bagl
koagiilaz (clumping faktor) ve serbest koagiilaz olmak tizere iki tiptedir. Bagl koagiilaz
bakterinin hiicre duvarinda yer alir ve fibrinojenin fibrine dontismesini saglar. Serbest
koagiilaz ise disariya salgilanarak globiilin yapisindaki plazma faktorii ile reaksiyona
girerek trombin benzeri stafilotrombini meydana getirir. Bu da fibrinojenin fibrine
doniismesini saglayarak plazmayi pihtilastirir (Tiinger ve ark., 2005; Murray ve ark.,
2015). Koagiilaz testi S. aureus’un identifikasyonunda kullanilan en giivenilir testtir.
Lipaz yaglar1 hidroliz eder ve bakterinin yag bakimindan zengin dokularda yasamasina
olanak saglayarak fronkiil ve karbonkiil gibi enfeksiyonlarin olusumuna neden olur.
Hyaliironidaz; bag dokudaki hyaliironik asiti hidrolize ederek bakterinin bu dokuya
yayilmasina ortam hazirlar. Stafilokinaz ise 1siya direnglidir, dokudaki fibrin zirhinin

¢oziiliip bakterinin yayillmasint saglar. Yine DNaz enzimi de DNA’y1 hidroliz ederek



bakterinin yayilmasinda dnemli bir rol oynamaktadir (Cengiz ve ark., 2004b; Tiinger ve
ark., 2005; Murray ve ark., 2015).

S. aureus ile gegici kolonizasyon, insan nemli derisinde ¢ok sik goriliir.
Yenidoganlarin gobek bagi, deri ve perineal alanlarmin S. aureus ile kolonize edilmesi
yaygin bir durumdur. Ayrica S. aureus; orofarinks, gastrointestinal sistem ve lirogenital
sistemde de bulunur. Cocuklarda ve yetiskinlerde kisa siireli veya kalici S. aureus
tasinmasi anterior nazofarenkste, orofarinkste oldugundan daha siktir. Normal saglikli
yetiskin insanlarin yaklasik % 15'i S. aureus'un kalici nazofaringeal tasiyicilari olup,
hastaneye yatan hastalar, tibbi personel, deri hastaliklar1 olan kisiler ve yasadis1 yollarla
(uyusturucu kullananlar) veya tibbi nedenlerden dolayr (diyabetli hastalar, alerji
enjeksiyonu alan hastalar veya hemodiyalize giren hastalar) diizenli olarak igne
kullananlar i¢in bildirilen insidansi daha yiiksektir. S. aureus’un ciltte ve nazofarinkste
bulunmasi bakterinin kontaminasyonunu kolaylastiracagi i¢in mikroorganizma bir¢ok
hastane kaynakli enfeksiyondan sorumludur (Murray ve ark., 2015).

S. aureus, insanlarda ozellikle hastane enfeksiyonlar1 basta olma iizere hem
hastane hem de toplum kokenli ¢ok ciddi enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Cogunlukla
yara ve yumusak doku olmak iizere (fronkiil, seliilit, impetigo vb) derin doku
enfeksiyonlart (osteomyelit, septik artrit, endokardit, karaciger dalak apsesi gibi)
solunum ve {iriner sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi, pnomoni, konjunktivitis, gida
zehirlenmeleri, toksik sok sendromu ve haglanmis deri sendromu ve gibi ¢ok sayida
enfeksiyona neden olmaktadir (Duman ve ark., 2009; Unal ve Istanbulluoglu, 2009).

S. aureus’un neden oldugu enfeksiyonlarda en dnemli sorun antibiyotiklere ¢ok
hizli direng gelistirmesidir. Uygunsuz antibiyotik kullanimi sonucunda klinik
kullanimina yeni baglanan bir antibiyotige kars1 bile, bir siire sonra direng
kazanilmaktadir. Bunun sonucunda morbidite ve mortalitesi yliksek, hastanede kalma
sliresi uzun, yiiksek maliyetli tedavi gerektiren enfeksiyonlar meydana gelmektedir
(Duman ve ark., 2009).

S. aureus Kkaynakli o&liimciil enfeksiyonlar, 1941 yilinda penisilinin
kullanilmastyla birlikte biiylik oranda azalma gostermistir. Fakat kisa bir siire sonra
penisiline direng¢ kazanan S. aureus suslar1 ortaya ¢ikmis ve sonraki 20 y1l boyunca hem
hastane kaynakli hem de toplum kaynakli S. aureus’larin neredeyse % 80’i bu
antibiyotige diren¢ kazanmiglardir. Beta laktamaz olan penisilinaza bagl ger¢eklesen bu
direng sorununa 1959 yilinda bu enzime direngli semisentetik bir penisilin olan metisilin

antibiyotiginin kullanilmasiyla care bulunmustur. Fakat bu ¢6ziim uzun siirmemis



enfeksiyonlarin tedavisinde metisilinin kullanilmaya baslanmasindan sadece 2 yil sonra
(1961 yilinda) Ingiltere’de ilk metisiline direncli Staphylococcus aureus susu (MRSA)
izole edilmistir (Jevons ve ark., 1963; Appelbaum, 2007; Sancak, 2007). Beta
laktamazlar araciligi ile inhibe olmayan metisilin, oksasilin, nafsilin, kloksasilin ve
dikloksasilin gibi beta laktam antibiyotiklere karsi olan dirence metisilin direnci adi
verilmektedir (Johnson, 1999; Serhat, 2009). Giiniimiizde sadece hastane kokenli
MRSA (hospital Acquired MRSA) enfeksiyonlar1 degil toplum kokenli MRSA
(Community Acquired MRSA) enfeksiyonlarnin goriilme sikligr iilkemizde ve
diinyanin pek ¢ok bolgesinde artis gostermektedir. MRSA bir kez hastaneye girdikten
sonra yok edilmesi oldukga giictiir (Sancak, 2007). Bundan dolay1 hastanelerde MRSA
izolatlarinin saptanmasi, bu izolatlarin yayilmasinin engellenmesi, yiiksek oranda risk
tastyan hastalarda MRSA kolonizasyonunun ortadan kaldirilmasi olduk¢a onemlidir
(Thompson ve ark., 1982).

S.aureus’un hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan denilen tabakanin
yapiminda Penisilin Baglayan Protein (PBP) adi verilen birbirinden farkli bes tane
enzim rol almaktadir. Penisilin ve diger beta laktam antibiyotiklerin hedefi bu PBP’lere
baglanip onlart inaktive ederek hiicre duvari sentezini engellemektir. S. aureus’lardaki
metisilin direnci incelendiginde, metisiline direngli S. aureus’ta bu bes tane PBP’ye ek
olarak 78 kDa agirlikta olan ve PBP2a veya PBP2’ olarak adlandirilan farkli bir PBP
sentezlenmektedir. Bu PBP2a metisiline ve diger beta laktam antibiyotiklerin ¢oguna
diisiik afinite gostermekte ve bu sayede beta laktam antibiyotiklere yiiksek afinitesi olan
diger PBP’ler inhibe olsalar bile peptidoglikan sentezi devam etmektedir (Deurenberg
ve ark., 2007; Sancak, 2007).

PBP2a, 2.1 kb biiyiikliigiinde olan ve mecA geni adi verilen bir gen tarafindan
kodlanmaktadir. MSSA suslarinin hi¢birinde bu gen bulunmazken, MRSA suslarinin
hepsinde bulunmaktadir. mecA geni bakteri kromozomunda stafilokokal kaset
kromozomu mec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec; SSCmec) olarak
adlandirilan ve 21-67 kb kadar olan genis hareketli bir genetik eleman {izerinde
tasinmaktadir (Hartman ve Tomasz, 1986; Deurenberg ve ark., 2007).

mecA geni, mecl ve mecR1 denilen iki diizenleyici gen ile birlikte SCCmec
tizerinde mec kompleksini olusturur. mec kompleksi S. aureus’daki metisilin direncinin
belirlenmesinden sorumludur. mecR1 geni sinyal doniistiiriicii bir protein olan MecR11,
mecl geni ise baskilayici bir protein olan Mecl’y1 (mecA’yr baskilayan protein)

kodlamaktadir. Ortamda beta laktam grubu antibiyotik olmadiginda Mecl proteini, hem
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mecA hemde mecR1 genlerinin traskripsiyonunu baskilar. Beta-laktam antibiyotiklerin
varliginda ise transmembran yerlesim gosteren MeCR1’in hiicre dis1 yerlesim gosteren
penisilin baglayan domaini sayesinde antibiyotikler algilanir ve otokatalitik olarak
ayrilir, sonrasinda ise MecR 1’in sitoplazmik parcasinda yer alan metalloproteaz bolgesi
aktive olur. Metalloproteaz mecA’nin operatér bolgesinde bagli bulunan Mecl’y1
pargalar ve bdylece mecA’nin traskripsiyonu baslamis olur ve sonugta PBP2a’nin
tretimi saglanir (Deurenberg ve Stobberingh, 2008; Elements, 2009a; Elements,
2009b).

S. aureus suslarinda SSCmec kaseti kromozomda replikasyon baslangicinin
(oriC) yakinindaki orfX (open reading frame X)’in 3’ ucunda attBscc (Bacterial
chromosomal attachment site) bolgesinde yer alir. SCC mec’in replikasyon merkezine
yakin bir bolgede yerlesmesinin avantaji antibiyotik diren¢ genlerinin hizli bir sekilde
alinmasidir (Hiramatsu ve ark., 2001; Ito ve ark., 2001). Stafilokokal kaset kromozom
mec, mec gen kompleksi (mecA ve regiile edici genler), ccr (casette chrosome
recombinases; kaset kromozom rekombinaz) gen kompleksi ve junkyard ya da joining
regions olarak adlandirilan “J” bolgesi olmak iizere {i¢ bolgeden meydana gelmektedir.
mec gen kompleksi mecA ve onun diizenleyici genleri ile ve insertion sequence denilen
IS elemanlarindan olusur. Beta—laktam diren¢ fenotipidir ve metisilin direncinden
sorumludur. Igerdikleri yapilara gére mec gen kompleksi A, B, C, D ve E olmak iizere
bes sinifta incelenir. ccr gen kompleksi ise S. aureus genomuna SSCmec kasetinin
integrasyonu ve eksizyonundan yani mobilitesinden sorumludur. ccrA, ccrB ve ccrC
olmak iizere ti¢ farkli rekombinaz kodlayan ccr geni bulunmaktadir.

ccr ve mecA gen komplekslerinin yapisina gére bu giine kadar 11(Tip I — XI)
farkli SCCmec tipi belirlenmistir. Bu 11 tip igerisinden sadece tip II ve tip III’de ¢oklu
antibiyotik direncine neden olan plazmitler ve transpozonlar bulunur.(Elements, 2009a;
Elements, 2009b; Turlej ve ark., 2011).

Genellikle SCCmec tip I, 1l veya Ill hastane kaynakli MRSA izolatlarinda
bulunurken, tip IV ve V ise yiiksek oranda toplum kaynaklt MRSA izolatlarinda
bulunur. Cok diisiik oranlarda tip I, II veya III SCCmec tastyan toplum kaynaklt MRSA
izolatlar1 saptandigi gibi, nadir de olsa tip IV tasiyan hastane kaynakli MRSA izolat1 da
tespit edilmistir. Toplum kaynaklt MRSA’larda bakterinin viriilansinda rol oynayan bir
toksini kodlayan Panton -Valantine leucosidin (PVL) geni bulunmaktadir. Yapilan

calismalar toplum kaynaklt MRSA izolatlarinin % 40 — 90’ 1inda PVL geni bulundugunu
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ortaya koymustur (Deurenberg ve Stobberingh, 2008; David ve Daum, 2010; Sancak,
2012).

ccr ve mecA gen komplekslerinin yani sira, {iglinci bir bolge olan ve J (
Junkyard ya da joining regions) bolgesi olarak isimlendirilen, SCCmec tipleri arasinda
farklilik gosteren diziler igerir. SCCmec islevleri acisindan daha az énemli sayilmasina
ragmen bu bdolgeler, antibiyotik ve agir metal direnci determinantlar1 tagiyan plazmidler
veya transpozonlar i¢in hedef gorevi yaptiklar1 i¢in epidemiyolojik ag¢idan onemlidir
(Deurenberg ve ark., 2007; Turlej ve ark., 2011).

Gilinimiizde SCCmec'in orijini hala bilinmemektedir, ancak S. sciuri'den S.
aureus tarafindan edinildigini ve Ozellikle de mecA-pozitif koagiilaz negatif
stafilokoklarin (CoNS), SCCmec i¢in potansiyel bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir
(Mongkolrattanothai ve ark., 2004; Turlej ve ark., 2011). Fakli bir goriis ise kaynaginin
S. aureus’un kendisinin oldugudur (De Sousa ve Lencastre de, 2004). Ayni zamanda
hayvanlarda komensal bir bakteri olan S. fleurettii‘'den de kazanilmis olabilecegine dair
gortsler de bildirilmistir (Tsubakishita ve ark., 2010).

mecA genine bagli olarak gelisen metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya
cikmasi bakteriler arasinda degiskenlik gostermekte ve bu diren¢ homojen veya
heterojen direng olarak ortaya ¢ikmaktadir. Homojen direngte, popiilasyonu olusturan
hiicrelerin tamami metisilinin yiiksek konsantrasyonlarinda (> 128 pg/ml) {ireyebilme
yetenegine sahiptirler. Daha sik goriilen ve tespiti zor olan heterojen direngte ise bakteri
toplulugundaki tiim hiicrelerde mecA geni bulunmasina ragmen hiicre toplulugunun
sadece belli bir kisminda, yiiksek diizeyde metisilin direnci goriiliir ve bu direng ancak
standart deney kosullarinda saptanabilir. Heterojen suslara ait hiicrelerin ¢ogunlugu (%
99,9 veya daha fazla) diigiik konsantrasyonlarda (6rn. 1 ila 5 pg/ml) duyarh iken,
yalnizca kiiciik bir kismi (6rn., 10%da 1’i) 50 pg/ml veya daha yiiksek metisilin
konsantrasyonlarina direng gostermektedirler. Heterojen direng gosteren suslar, NaCl
veya sukroz eklenmis hipertonik kiiltiir besiyerinin kullanilmasi veya 30 °C’de
inkiibasyon gibi bazi 6zel kiiltiir kosullarinda homojen direng gosterebilir. Ayrica
EDTA eklenmesi veya 1sisinin 37-43 °C’ye ¢ikarilmasi, heterojen dirence neden olabilir
veya direnci biitiiniiyle baskilayabilir. Degisik ortam kosullarindan kaynaklanan direng
ifadesindeki bu degisiklikler gecici ve tamamen fenotipiktir (Chambers, 1997).

Son yillarda mecA geni tasimamalarina ragmen diisiik seviyede metisiline
direncli suslar tespit edilmistir. Bu suslarin metisilin MiK ( Minimun Inhibisyon

Konsantrasyon) degerlerinin, duyarlilik degerinin bir miktar {izerinde (8-16 pg/ml)



12

oldugundan  dolayi,  fenotipik  yontemlerle  metisiline  direngli ~ olarak
tanimlanmaktadirlar. Bunlardan asir1  betalaktamaz iiretiminden kaynaklandigi
diistiniilen suslara borderline-resistant S. aureus (BORSA), PBP’lerdeki (6zellikle PBP2
ve PBP4) nokta mutasyonlarindan ve diisiik molekiil agirlikli PBP olan PBP4’{in yiiksek
oranda yapimindan kaynaklananlara ise Moderately resistant S. aureus (MODSA)] adi
verilmektedir (Chambers, 1997; Derbentli, 2005).

Metisilin direncinin diizenlenmesinde mec gen kompleksi disinda ““auxilary”
veya “factor essential for the expression of methicillin resistance” ya da kisaca “fem”
genleri olarak tanimlanan genler de saptanmistir. fem faktorlerinin hem metisiline
duyarli hem de direngli suslarda bulundugu belirtilmistir. Su ana kadar femX ( fmhB),
femA, femB, femC, femD, femE ve femF gibi ¢esitli fem genleri tanimlanmistir. femE
hari¢ digerlerinin gorevleri belirlenmis olup bu genlerin hiicre duvari sentezinin farkl
basamaklarinda gorev yaptiklart saptanmistir. femA, femB ve femX genleri glikan
zincirlerini birbirine baglayan pentaglisin ¢apraz kopriilerinin olusumunda gorev alirlar.
femX ilk glisini, femA ikinci ve tgiincii glisinleri ve femB’de dordiincii ve besinci
glisinleri kopriiye ekler. femA ve femB genlerinin birinde meydana gelen mutasyon
hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakanin sentezlenmesini engellemektedir. Bu durum
da bakteri i¢in 6ldiirticii oldugundan dolayi, ila¢ ¢alismalarmin yeni hedefleri femA ve
femB genleridir (Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002).

MRSA izolatlarinin tiim beta laktam antibiyotiklere ve ayrica betalaktam dist
antibiyotiklerin ¢oguna da diren¢li olmalar1 bu bakteri sebebi ile meydana gelen
enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiik sorunlar teskil etmektedir. S. aureus’lardaki metisilin
direncinin dogru ve hizli olarak belirlenmesi, en kisa siirede ve uygun tedaviye
baslanmasini, gereksiz yere antibiyotik kullaniminin engellenmesini ve hastanede yatis
stiresini kisaltmasit bakimindan olduk¢a biiyiik 6nem teskil etmektedir (Sevgican ve
ark., 2009). Giliniimiizde metisilin direncinin saptanmasinda direncin fenotipinin
belirlendigi yontemler olarak; disk difiizyon yontemi, diliisyon yontemleri, epsilometrik
yontem (E test), agar tarama yontem gibi ¢esitli konvansiyonel yontemler kullanilirken
genotipik yontem olarak PCR (Polimeraz Chain Reaction) temelli ydntemler
kullanilmaktadir. Klinik izolatlarin ¢ogu rutin kiltiir kosullarinda heterojen direng
gosterir ve bu nedenle PCR ve DNA hibridizasyon teknikleri ile mecA geninin
varligiin saptanmasi "altin standart" olarak kabul edilir (Chambers, 1997).

Gectigimiz on yilda MRSA suslarinin tanimlanmasi i¢in ¢ok sayida cihaz ve

yontem gelistirilmistir. Tek bir primer kullanilarak yapilan bu PCR yontemlerinin
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uygulamasi kolay fakat inhibisyona dayaniksizdir. Bu sorunu ¢ézmek amaciyla tiim
izolatlarda bulunan baska bir geni ¢ogaltmak icin ikinci bir primer seti kullanilmigtir
(Predari ve ark., 1991). Ayni reaksiyon tiipiine farkli gen bolgeleri i¢in 6zgiil olan iki ya
da daha fazla primerin konuldugu ve ayni zamanda ¢ok sayida hedef dizinin ¢ogaltildig1
reaksiyona Multiplex PCR ( Coklu PCR) ad1 verilmektedir (Durmaz ve Durmaz, 2001).

S. aureus’da Multiplex PCR yontemi kullanilarak farkli gen bdlgerinin
calisildigr ¢ok sayida calisma mevcuttur. Towner ve ark. (1998) Multipleks PCR
yontemi ile mecA ve femB genlerini belirleyerek S. aureus’n hizli bir sekilde
tanimlamaya  c¢alismiglardir.  Konvansiyonel  yontemlerle  Multiplex PCR’1
karsilastirdiklar1 bu galisma sonucunda, Multiplek PCR tekniginin, MRSA tespitinde
konvansiyonel yontemlere gore daha dogru ve duyarli oldugunu belirtmislerdir.

Unal ve ark. (1992), yaptiklar bir calismada 98 stafilokok susunda PCR y&ntemi
ile mecA ve femA genlerini tespit etmeye c¢alismislardir. Bunlardan 51 tanesini (17
S.aureus 34 koagiilaz negatif stafilokok) mecA pozitif olarak saptamiglardir. 17 S.
aureus susunun hepsi femA geni tasirken, koagiilaz negatif stafilokoklarin hig birinde bu
genin saptanmadigini belirtmislerdir.

S. aureus’u koagiilaz negatif stafilokoklardan ayirmak, metisilin direncini ve
mupirosin direncini belirlemek i¢in 16S rRNA (Staphylococcus cinsine spesifik), nuc
(S. aureus'a spesifik), mecA (metisilin direncinin bir belirleyicisi) ve mupA (Mupirosin
direnci belirleyicisi) genlerini tespit etmek igin yeni bir quadriplex PCR testi
gelistirilmistir. Bu genlere 6zgii primerler tasarlanarak daha onceden konvansiyonel
yontemlerle metisilin ve mupirosin’e duyarli ve direngli oldugu belirlenen S. aureus ve
CoNS izolatlar1 ve diger bakterileri iceren 96 ATCC kontrol susu ve 323 sus calisma
kapsamina alinmistir. Sonugta yapilan testin % 100 duyarlilik, 6zgiillik ve dogruluk
gosterdigini, bu testin metisilin ve mupirosine direngli stafilokoklarin saptanmasi igin
basit, hizli, dogru ve giivenilir olugunu vurgulamislardir (Zhang ve ark., 2004).

Multiplex PCR kullanilarak yapilan baska bir calismada ise mecA ve nuc
genlerini belirlemek igin primerler tasarlanmistir. Calisma sonucunda ise arastirmacilar
yine bu yontemin klinik tan1 laboratuvarlarinda metisiline direngli stafilokoklarin
saptanmasi i¢in rutin bir test olabilecegi goriisiine varmislardir (Barski ve ark., 1996).

Ciftei ve ark. (2009), klinik orneklerden izole ettikleri stafilokok suslarinda
metisilin direncini oksasilin disk difiizyon testi ve PCR yontemi ile belirlemeye
calismislardir. Calisma kapsamina 193 stafilokok susu alinmig, Oksasilin disk difiizyon

yontemiyle 141 izolat metisiline direngli bulunurken, PCR metoduyla 144 izolatta mecA
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gen varhig saptanmistir. iki metod arasinda anlamli istatistiksel fark goriilmemistir.
PCR calismalartyla ortaya konan mecA gen varligi temel alinarak yapilan
karsilastirmada disk diflizyon yonteminin MRSA tespiti i¢cin duyarliliginin % 96.5,
Ozgiilliigiiniin % 96.0 oldugu gozlenmistir.

Yapilan bir caligmada gergek zamanli PCR yontemiyle ¢esitli klinik 6rneklerden
elde edilen toplum ve hastane kaynakli 147 S. aureus susuna ait viriilans faktorler;
stafilokokal enterotoksin A-D, toksik sok sendromu toksin-1, Panton-Valentin 16kosidin
(PVL) toksinleri ile SCCmec fenotiplerinin tespit edilmesi, hastane ve toplum kaynakl
izolatlar arasindaki genotipik iligkinin gosterilmesi amaglanmistir. Arastirma
sonucunda, hastane kaynakli MRSA izolatlarinda yiiksek oranda enterotoksin A’nin
tespit edilmesi, bu toksin ile antibiyotik diren¢ gelisimi arasinda bir iliski olabilecegini
diistindiirmistiir (Y1lmaz ve ark., 2012a).

Klinik 6rneklerden izole edilen 50 MSSA ve 50 MRSA olmak iizere toplam 100
S.aureus susunun antiseptik direng genleri olan gqacA/B ve smr genleri multipleks PCR
yontemiyle arastirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda 50 MRSA susunun 18’inde smr,
50 MSSA susunun 2’sinde qacA/B genleri belirlenmistir. sSmr geninin sadece MRSA
suslarinda bulunmasi, MSSA suslarinda ise hi¢ saptanmamasi istatistiksel olarak
anlamli bulundugu belirtilmistir (Nakipoglu ve ark., 2012).

Inegdl ve Tiirkyilmaz, (2012) sigirlardan ve sektdr calisanlarindan izole edilen
metisilin direngli stafilokoklarda SCCmec tipleri mec ve ccr, IS elementi ve plazmidleri
multipleks PCR yontemi ile incelemislerdir. Calismada 181 stafilokok susu izole
edilmis, bu suglarin 59’unu MRSA olarak belirlemislerdir. Sigir ve insan stafilokok
izolatlarinin  tagidigt SCCmec tiplerindeki benzerligin bulagsmanin hayvanlardan
insanlara ya da insanlardan hayvanlara olabilecegini soylemislerdir.

Mastitisli inek siitlerinden izole edilen 60 S. aureus izolatinda bazi toksin
genleri ve metisilin direng geninin arastirildig1 bir ¢alismada mecA geni ve PVL toksin
geni normal PCR ile belirlenmis, enterotoksin genleri ise multipleks-PCR ile
belirlenmistir. Calisma sonucunda 4 susda PVL geni ve iki susda metisilin diren¢ geni
saptanmistir. Mastitisli siitlerde bulunan S. aureus’larin enterotoksin iiretebilecegi,
mecA geni tasiyabilecekleri ve bunun saglik agisindan onemli bir risk olabilecegi
vurgulanmistir (Unal, 2013).

Vannuffel ve ark. (1995) 165 stafilokok susunun multipleks PCR yontemini
kullanarak mecA ve femA genlerini saptamaya c¢alismislardir. Metisiline direngli 72

susun tamaminda mecA saptanirken, metisiline duyarli oldugu bilinen 93 susun 92 sinde
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bu gen bulunmamig sadece bir tanesinde bulunmustur. femA geni S. aureus'un benzersiz
bir 6zelligi oldugu test edilen suslarinin % 100'{inde bulunmasina karsilik, test edilen
tiim koagiilaz negatif stafilokoklarda saptanamadigini belirtmislerdir.

Insanlardan izole edilen 50 S. aureus susu ve kontrol suslari kullanilarak
metisilin direng geni olan mecA, mupirosin direncini sifreleyen ileS-2 ve metisilin
direnci i¢in gerekli bir faktdr olan femB genlerinin belirlenmesi i¢in spesifik primerler
kullanilarak multipleks PCR yapilmistir. femB geni, S. aureus'u spesifik olarak
tamimlamaya izin verir. Bu testin, mupirosin direngli MRSA klinik izolatlarinin hizl,
basit, uygulanabilir, spesifik, hassas ve dogru tanimlanmasimi sagladigi, Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sistematik olarak uygulanabilecegi ve antibiyotik
tedavisinin belirlenmesini ve kullanimini kolaylastirdigi belirtilmistir (Perez-Roth ve
ark., 2001).

Louie ve ark. (2002) multiplex PCR yontemini kullanarak, kan kiiltiiri
siselerinden hizli bir sekilde metisiline direngli stafilokoklar1 belirlemeye ¢aligsmislardir.
mecA ve bakteriyel 16S rRNA genlerini saptamak {izere tasarlanmis primerler
kullanarak ¢alisma gerceklestirilmistir. Stafilokoklu pozitif kan kiiltiirlerinde multipleks
PCR testinin sirasiyla % 99.2 ve % 100 duyarlilik ve ozgilligii sahip oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara goére, metisiline direncgli stafilokoklarin hizli ve
dogrudan tespitinin miimkiin oldugu ve Klinisyenlerin stafilokoksik bakteriyemi
hastalarinin tedavisine yonelik hizli ve etkili kararlar almalarint miimkiin kildigini
vurgulamiglardir.

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisi; etkenin biyokimyasal, molekiiler seviyede
tanimlanmasi ve tiplendirilmesi, patogeneze sebep olan genlerin belirlenmesi, konak ve
patojen iliskisi, konagin enfeksiyonlara yatkinligindan sorumlu etkenlerin incelenmesi,
toplumlarda ve ailelerde hastaligin dagilimi, kontrolii ve etiyolojilerinde, molekiiler
diizeyde tanimlanmis cevresel risk faktorleri ve potansiyel genetik faktorlerin katkilari
gibi konular molekiiler epidemiyolojinin ilizerinde durdugu konulardir (Andrei ve
Zervos, 2006; Durmaz, 2007).

Son yillarda molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalarin gelistirilmesiyle infeksiyon
hastaliklarinin epidemiyolojisinde olduk¢a fazla ilerlemeler goriilmiistiir. Molekiiler
epidemiyolojik ¢alismalarin amaci, tiir iginde degisen ancak suslarda sabit olan belirli
bir genetik gosterge kullanilarak, salgin esnasinda toplanan epidemiyolojik olarak
iligkili ayni tiir i¢indeki izolatlarin aym1 zamanda genetik olarak da iliskili olup

olmadiklarin1 yani izolatlarin birbirinin aynis1 mi1 yoksa farkli izolatlar oldugunu
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gosteren bulgulara ulagsmaktir. Bu bilgi, hem hastanelerde hem de topluluklarda
hastaligin yayilmasinin anlasilmasi ve kontrol edilmesi i¢in yararlidir (Tenover ve ark.,
1995; Durmaz, 2007).

Cogunlukla salgin izolatlar1 klonal olarak da iliskili olup ortak bir kaynaktan
koken alirlar. Bu izolatlarda sinirli veya hi¢ kromozomal rekombinasyon olmadigi kabul
edilmekte ve kromozom atasal hiicreden yeni soylara biitiin olarak ge¢mektedir.
Bunlarda goriilen degisimin sebebi nokta mutasyon veya DNA segmentlerinin
delesyonu ve insersiyonu seklinde gerceklesen mutasyonlardir. Meydana gelen bu
mutasyonlar uygun markerlarla belirlenebilir ve suslar arasindaki genetik iligki
saptanabilir. Bu sayede hastaligin yayilimi anlasilabilir ve kontrol altina alinabilir
(Durmaz, 2007).

Tiplendirmede kullanilacak yontemler, test edilen suslardan kesin sonuglar
cikartabilmeli, yer ve zaman bagimliligt olmaksizin her c¢alismada ayni sonuglari
tiretmeli ve epidemiyolojik olarak ilgisiz suslari belirleyebilmelidir. Epidemiyolojik
tiplendirmede kullanilan yontemler fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemleri olarak
ikiye ayrilmaktadir. Fenotipik yontemlerden en ¢ok kullanilanlari; biyotiplendirme,
serotiplendirme, bakteriyofaj tiplendirmesi, bakteriyosin tiplendirmesi, antibiyotiklere
duyarhilik profili (antibiyogram) ve protein bazli yontemlerdir (Koksal, 1993; Durmaz,
2007).

Bir¢ok arastirmaci tarafindan kullanilan bu fenotipik testler yeteri kadar ayrim
yetenegine ve kullanilabilirlik 6zelliklerine sahip degildir. Bu testlerin yetersiz kaldig
yonler; genotipik ekspresyon veya varyasyonlarla degisebilecek stabil olmayan
karakterleri kullanmalari, sinirl sayida 6zelligi ortaya koyabilmeleri, farkli 6zelliklerin
ortaya cikarilmasi i¢in metotlarin 6nemli Ol¢iide modifikasyonlar gerektirmeleri ve
yavas, ¢ok fazla emek isteyen, maliyetli ve yorumlamasi zor olan sonuglar tiretmeleridir
(Koksal, 1993). DNA teknolojisindeki gelismelerden sonra fenotipik sonuglarin, tek
basina bakterilerin karakterizasyonunda yeteri kadar tatmin edici olmadigi bunlarin
genotipik testlerle eslestirilmesi gerektigi belirtilmistir.

Genotipik yontemler, fenotipik yontemlerin alternatifi veya tamamlayicist olarak
ortaya ¢cikmistir. Bu yontemler DNA bazli kromozomal ve ekstra kromozomal genetik
materyal analizini icerir (Busch ve Nitschko, 1999). Genotipik yontemlerde temel
prensip, DNA’nin uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonucu ortaya
¢ikan polimorfik DNA pargaciklarimin biyiikliiklerine gore elektrikli bir ortamda agaroz

jel veya akrilamid jelde yiritilerek ayrilmalari ve ayrilan pargalarin jelde
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olusturduklart bantlarin ethidium bromide ile boyanarak veya isaretli problar
kullanilarak goriintiilenmesi esasina dayanir. Genotipik yontemler olarak; Plazmid DNA
analizi, kromozomal DNA restriksiyon endoniikleaz analizi (REE), southern
hibridizasyon yontemi, ribotipleme (rDNA-RFLP), pulsed field gel electrophoresis
(PFGE), RFLP-PCR, PCR-ribotipleme, amplifiye fragment length polimorfizmi
(AFLP), tekrarlayan ekstragenik elementlerin PCR ile amplifikasyonu (REP-PCR) ve
multiple arbitrary amplicon profiling (MAAP - AP-PCR, RAPD ve DAF) yontemleri
tanimlanmistir. Fenotipik yontemlere gore daha gilivenilir sonuglarin elde edildigi
genotipik yontemlerin en Onemli avantajlari: a) Standardize edildikleri zaman
stabildirler, b) Cok gii¢lii ayirim giicline sahip olduklari i¢in biitiin farklt polimorfik
ozellikleri ortaya koyabilirler, c) Benzer kimyasallar, aletler ve prosediirler kullanilarak
farkli mikroorganizma tiirleri i¢in kullanilabilirler, d) Ucuz, hizl, basit ve duyarl
yontemlerdir (Kdksal, 1993).

Biitiin tiplendirme sistemlerinin kullanilabilmesi i¢in bazi &zelliklere sahip
olmasi gerekir:

Tiplendirebilirlik: Uygulanan yontemin bir tiir i¢indeki tiim mikroorganizmalari
tiplendirebilme yetenegini ifade eder. Tiplendirilemeyen izolatlar fenotipik yontemlerde
genotipik yontemlere gore kiyasla daha fazla goriilmektedir.

Tekrarlanabilirlik: Bir yontemin tekrarlanabilirligi, bakteriyel bir susun tekrar
test edilmesiyle ayni sonucun elde edilmesini ifade eder. Zayif tekrarlanabilirlik, test
edilecek organizmalarin in vivo ya da in vitro gegisi sirasinda yontemdeki veya
biyolojik varyasyondaki degisiklikleri yansitabilir (Andrei ve Zervos, 2006).

Ayrim giicii: Bir teknigin ayrimci giicli, epidemiyolojik agidan ilgisiz izolatlar
birbirinden ayirt etme, ideal olarak her birini farkli bir tiire dahil etme yetenegi
anlamina gelmektedir. Ayrim giicii, yontemin tekrarlanabilirligi ile yakindan iligkilidir
ve tekrarlanabilirlik azalirsa, ayrim giicii kalmaz. Fenotipik yOdntemlerin molekiiler
yontemlerle karsilastirildiginda daha diisiik ayrim giicti vardir (Durmaz, 2001; Andrei
ve Zervos, 2006).

Stabilite: Aymi klondan gelen izolatlarin siirekli ayni tipi gosterebilme
olasiligidir. Yontemin stabilitesi kiiltiir sartlar1 ve teknigin belirleyecegi hedef bolge,
yani markirin yapisal biitiinliigii gibi faktorlerden etkilenmektedir (Durmaz, 2001).

Kullanilan tiplendirme yontemi 6grenilmesi ve yorumlamasi kolay olmali ve
yiiksek maliyetli malzeme ve ekipman gerektirmemelidir. Kolay uygulanan bir yontem

klinik laboratuvarlarda yaygin sekilde kullanilabilir. Kompleks olan metotlar, rutin
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laboratuvarlardan ¢ok referans laboratuvarlarinda kullanilmaktadirlar. Ayrica kullanilan
yontem farkli mikroorganizma grubu ya da ¢ok sayida Ornegin analizine uygun
olmalidir. (Tenover ve ark., 1997; Andrei ve Zervos, 2006).

Molekiiler tiplendirme caligmalarina baslamadan Once aragtirmacilar tarafindan
beklentileri karsilayacak uygun yontem veya yontemlerin segilmesi gerekmektedir.
Kullanilacak yontemi secerken su 6zellikler goz ontinde bulundurulmalidir: a) Yontem
farkli mikroorganizma grubuna uygulanabilmeli b) Tiplendirebilirligi, ayrim giicii
yiiksek olmali ve tekrarlanabilmelidir ¢) Yontemin kurulmasi, uygulanmasi ve
sonuglarin yorumlanmasi kolay olmalidir d) Sosyal ve etik agidan kabul edilebilir, hizli
ve ekonomik olmalidir (Durmaz, 2007).

Cesitli arastiricilar tarafindan belirtilen bu 6zelliklerin tamamin karsilayacak tek
bir yontem olmadigi icin birden fazla yontemin birlikte kullanilmasi gerektigi
bildirilmistir (Shimizu ve ark., 2000; Goering, 2004). Tek bir bélgede goriilen ve kisa
stireli bir salgindan izole edilen suslar tiplendirilecek ise, bir tipleme yontemi yeterli
olmaktadir. Fakat, iilke genelinde goriilen bir salginda kapsamli bir epidemiyolojik
calisgma yapilmasi i¢in birkac¢ tipleme yoOnteminin beraber kullanilmasina ihtiyag
duyulmaktadir (Tenover ve ark., 1995).

Giintimiizde PFGE yontemi birgok gram-pozitif ve gram-negatif bakteri ve
mayalarin tiplendirilmesinde “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Diger
yontemlerle kiyaslandiginda ayrim giicii onlara esit veya daha yiiksektir. Fazla emek
isteyen, kullanilmasi biraz maliyetli bir yontem olmasimna ragmen, iistiin adaptasyon
kolayligi, tekrarlanabilirligi ve ayrim giicliniin yiiksek olmasi gibi avantajlar1 sayesinde
nozokomiyal patojenlerin ve bazi toplum kaynakli patojenlerin tiplendirilmesinde ¢ok
kullanilan bir yontemdir (Durmaz ve Durmaz, 2001).

Giintimiizde molekiiler biyolojideki hizli ilerlemenin biyiik kismi, DNA
molekiillerinin ayrilmasi ve goriintiilenmesine baglidir. Bu amacla kullanilan en yaygin
teknik, standart agaroz jel elektroforezidir. Jel elektroforezi modern biyoloji
laboratuvarinda en yaygin kullanilan ayirma ydntemlerinden biridir. DNA molekiilleri
konvansiyonel jel elektroforezinde kati bir matrise (diger bir deyisle agaroz veya
poliakrilamid jelde) yiiklenerek, statik bir elektrik alani altinda jelden gegmeye tesvik
edilirler. Bu yontemle 50 kilobaza (kb) kadar olan DNA fragmanlart rutin olarak
ayrilabilmektedir. 50 kb'in Gstiindeki fragmanlar ise ayni hizla hareket ederler ve jelde

biiyiik tek bir bant olarak goriiliirler. Bu sorunu ¢ézmek i¢in diisiik yogunluklu jeller
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kullanilmis fakat fazla kirilgan olduklarindan sonug¢ alinamamistir (Basim ve Basim,
2001).

Bakteriyel ~ kromozomlar  genellikle  2000-5000 kb  uzunlugundadir.
Kromozomlarin rekstriksiyon enzimleri ile sindiriminin sonunda diger 10-800 kb
uzunlugunda 10-30 fragman meydana gelmektedir. Bu biiyiikliikteki DNA fragmanlari
klasik elektroforezle ayrilamamaktadir (Weller, 2000). Schwartz ve Cantor (1984)
tarafindan 50 kb'den biiylik DNA molekiillerinin periyodik araliklarla yonii degisen
elektrik alani1 (yani PFGE) kullanilarak ayrilabilecegi fikrini ortaya atilmis ve okaryotik
organizmalardan gelen biiyiik DNA pargalarini ayirmak igin kullanilmistir. Bu yeni
teknikle 10 Mb’a (10.000 kb) kadar olan DNA fragmentleri ayrilabilmistir. PFGE’de
jelde ilerleyen DNA molekiilleri farkli yonlerden gelen elektrik akimlari ile farkli
yonlere itilerek hareket ettirilirlerse bantlar birbirinden ayrilabilir. Uygulanan elektrik
akiminin her yon degistirmesi ile DNA fragmentleri yeniden yonlenirler ve bu
yonlenme daha kiigiik fragmentlerde hizli oldugu i¢in daha hizli hareket ederler ve
sonugta DNA fragmentleri jel boyunca biiyiikliiklerine gore birbirinden ayrilmis olurlar
(Durmaz, 2007).

Izolatlarin PFGE paternleri restriksiyon kesim bolgelerinin degisimine neden
olan, yani yeni bir restriksiyon kesim bolgesinin kazanilmasi veya kaybedilmesi ile
ortaya ¢ikan genetik olaylar sonucunda goriilmektedir. Ornegin; bir nokta mutasyonu
veya DNA'nin insersiyonu ya da delesyonu gibi restriksiyon kesim bdlgesinin
kaybedilmesi veya kazanilmasina neden olan tek bir genetik olay, bir ile ii¢ restriksiyon
fragmaninda farkliliga sebep olabilirken, iki genetik olay, iki ile bes restriksiyon
fragmaninda farkliliga sebep olabilmektedir. Bu nedenle, PFGE, izolatlarin kisa siireli
calismalarda (6rnegin hastane i¢i salginda) izolatlarin iliskisini gdstermek agisindan son
derece ayirticidir, fakat uzun siireli kiiresel epidemiyolojik ¢aligmalar i¢in uygun
degildir (Enright ve ark., 2002).

Teorik olarak, tiim bakteri tiirleri, DNA'smin ekstraksiyonundaki zorluklara
ragmen PFGE ile tiplendirilebilir (Tenover ve ark., 1997). Kromozomal DNA'nin
ekstraksiyonu sirasinda ekstra iglemler uygulanarak, kromozom DNA'sinin biiyiik
Olclide bozulmadan kalmasi saglanir. Bakteri hiicreleri; DNA ’nin kirilma riskini ortadan
kaldirmak i¢in, DNA ekstraksiyon asamalar1 sirasinda diisiik erime noktali agaroz icine
gomiiliir (Trindade ve ark., 2003). Agaroz igerisine gomiilen bakteri hiicrelerinin gesitli
enzimlerle hiicre duvari, proteinleri ve karbohidratlar parcalanarak uzaklastirilir. Daha

sonra agaroz kaliplar1 yikanarak DNA iyice saflastirilir. Saflastirilan saglam DNA,
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restriksiyon enzimi ile kesime tabi tutularak daha kiigiik pargalara ayrilir. Kesime
ugramis agaroz parcalart jeldeki kuyucuklara yerlestirilir ve belli araliklarla yonii
degisen elektrik akimina tabi tutularak elektroforez islemi gerceklestirilir. Elektroforez
isleminden sonra jel, etidyum bromiirle boyanarak izolatlara ait bant profilleri goriiniir
hale getirilir. Bu bant profillerinin fotograflar1 ¢ekilir, ¢esitli bilgisayar programlari
yardimi ile analiz edilerek suslarin birbirleriyle olan iliskileri ortaya konulmaktadir.
(Durmaz ve Durmaz, 2001).

Tenover ve ark. (1995)’nin gelistirmis oldugu kriterlere gore izolatlar ayni,
yakin iligkili, muhtemel iligkili ve iliskisiz olarak analiz edilir.

Aym Izolat: Bant sayilar1 ve boyutlar1 birbirinin ayni olan izolatlardir ve genetik
olarak ayirt edilemezler. Epidemiyolojik olarak iligkilidirler ve salgin susunu temsil
ederler.

Yakin iliskili izolat: Salgin susuyla yakin iliskili olarak degerlendirilen
epidemiyolojik olarak, salginin bir parcast olma olasilig1 yliksek olan ve salgin susu ile
aralarinda 2-3 bant farki bulunan izolatlardur.

Muhtemel iliskili izolat: Salgin suslari ile aralarinda 4-6 bant farki olan bu
izolatlar, epidemiyolojik olarak salgin susuyla muhtemel iliskili olarak degerlendirilir.
Bu izolatlar salgin susu ile ayn1 genetik soylara sahip olabilirler, fakat genetik olarak
yakindan iligkili degildirler ve dolayisiyla epidemiyolojik olarak iligkili olma ihtimalleri
daha diistktiir.

Qliskisiz izolatlar: Salgin susundan yedi veya daha fazla bant farki olan
izolatlardir ve epidemiyolojik olarak salgin susuyla ilgileri yoktur (Tenover ve ark.,
1995; Tenover ve ark., 1997).

Cizelge 2.1. PFGE profilleri i¢in yorumlama kriterleri (Tenover ve ark., 1995)

Salgin susundan
farkh olarak Epidemiyolojik
ortaya c¢ikan bant yorum
sayisl

Salgin susu profiline
Kategori gore ortaya cikan
genetik fakhilik sayisi

Izolat, salgmin bir
pargasi
Izolat, salginla yakin
iliskili
Muhtemel iliskili Izolat, salginla

izolat muhtemel iliskili
Izolat, salginla
iliskisiz

Aynt izolat

Yakin iligkili izolat

iliskisiz izolat
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PFGE tekniginin kullanim alanlari:

1) Endoniikleaz kullanilarak elde edilen DNA fragmanlarinin PFGE'si,
kromozomun parmak izi ve fiziksel haritalamasi i¢in kullanilabilir.

2) PFGE tekniginden ayni tiirdeki farkli suslarin arasindaki iliskinin derecesini
belirlemek i¢in faydalanilir.

3) PFGE’nin, genom boyutu tahmininde etkili bir yontem oldugu
kanitlanmistir, kromozomal haritalarin olusturulmasi ve bakteriyel tiirlerin
karakterizasyonu i¢in yararlidir.

4) PFGE tekniginin, mantarlarin kromozomal DNA’s1, parazitik protozoa,
bakteri ve memelilerin spesifik genom fragmentleri dahil olmak tizere cesitli
kaynaklardan elde edilen biiyiik DNA molekiillerinin analizinde son derece
giiclii oldugu kanitlanmustir.

5) Maya Yapay Kromozom (YAC) kiitiiphaneleri PFGE tarafindan
olusturulmustur.

6) PFGE tekniginden, transgenik farelerin yapiminda faydalanilmstir.

7) PFGE, radyasyona bagli DNA hasart ve onariminda, memeli
sentromerlerindeki varyasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

8) PFGE yontemi ile meydana gelen mutasyonlar izlenebilir.

9) PFGE ile restriksiyon fragmentleri kolayca belirlenebildiginden dolay:
restriksiyon ve gen haritalar1 olusturmak icin kullanilabilir (Basim ve Basim,

2001).

Prevost ve ark., (1992), 65 hastadan alinan toplam 81 MRSA izolatini PFGE
yontemi ve Clal, EcoRI ve HindlIll restriksiyon enzimlerini kullanarak, ribotiplendirme
yontemi ile tiplendirmeye ¢aligmislardir. Ribotiplerdirme yonteminin PFGE'den daha az
ayirdedici  oldugu ve PFGE’nin metisiline direngli S. aureus suslarinin
tiplendirilmesinde ribotiplendirmeden daha etkili bir epidemiyolojik ara¢ olabilecegini
belirtmislerdir.

Bannerman ve ark., (1995), 300 S. aureus izolatini tiplendirmek i¢in bakteriyofa;
tiplendirme (BT) ve PFGE metodunu kullanmislardir. Yaptiklar1 calismada bakteriyofaj
tiplendirme metoduna gére 96 izolat BT gurup I, 19 izolat gurup 11, 82 izolat gurup I11,
7 izolat gurup V olarak tiplendirilirken 96 izolat ise tiplendirilememistir. PFGE metodu
ile her bir faj grubundaki tiim alt tipleri ve tiplendirilemeyen 96 izolati

tiplendirebilmistir. Arastirmacilar elde ettikleri bu bulgular sonucunda, PFGE
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yonteminin Bakteriyofaj tiplendirme yontemine gore daha ayirt edici oldugunu ve
PFGE yontemiyle tiim laboratuvarlarda 3-4 giin gibi siirede hizli bir sekilde sonug
alinabilecegini belirtmisglerdir.

PFGE yonteminin metisiline direngli Staphylococcus aureus'un molekiiler
tiplemesi igin "altin standart" olarak diistinildigi soylenmistir. Bununla birlikte,
yontemin zaman alict ve pahali oldugu da vurgulanmaktadir. Yaymlanmig primerler ile
hizli multipleks PCR tabanli bir yontem kullanildigi ve sonug¢larinin PFGE ile
karsilastirildigi bir calismada 75 klinik izolat tiplendirilmeye ¢alisilmistir. Bu suslardan
59’u epidemiyolojik agidan iliskisiz izolatlardan olusurken 16’s1 epidemiyolojik agidan
zaman ve mekan olarak tanimlanan bir salgindan toplanan suslardan olusmaktadir.
Multipleks PCR igin spa geni, coa geni ve mecA geni primer karigimi kullanilmstir.
Hem PFGE hem de PCR, 75 susu 41 farkli genotipe kiimelendirdigi, salgindan
kaynaklanan suglar i¢in sonug¢larin uyumunun % 100 oldugu belirtilmistir. Bu PCR
yonteminin ucuz ve hizli oldugu fakat PFGE yontemine gore ayrim gilicli ve
tekrarlanabilirliginin yetersiz oldugu vurgulanmistir (Stranden ve ark., 2003).

Vautor ve ark., (2003), On farkl ¢iftlikteki ¢ig siitten peynir iretilen gesitli
yerlerden topladiklart 179 S. aureus izolatin1 genotipik olarak PFGE yontemi ile
degerlendirmislerdir. Izolatlar, peynirler, siit tanklari, memelerden, varsa meme deri
apseleri, ciftgilerin elleri ve burunlarindan ve sagim alaninin havasindan toplanmistir.
Elde ettikleri sonuglar, dokuz ciftligin, ayn1 bant diizenine sahip veya genetik olarak
ilgili S. aureus izolatlari ile kontamine oldugunu gostermistir. Bu sonuglara gore, S.
aureus'un tek bir klonunun hem enfekte olmus meme bezlerinde hem de ¢ig siitten
tiretilen peynirlerde yaygin sekilde dagilim gosterdigi belirtilmistir. Enfeksiyona maruz
kalmis meme bezlerinin, koyunlarda siit iiriinlerinin kontaminasyonunun ana kaynagi
oldugunu sdylemislerdir.

Ispanya'nin gesitli bolgelerinde yer alan ciftliklerinde mastitisli koyun ve
tavsanlardan izole edilen 50 S.aureus susunun incelendigi bir calismada, suslarin direng
durumu ve plazmid profilinin, PFGE ile elde edilen pulsotiplerle iliskili oldugu
belirtilmistir. Koyunlardan izole edilen stafilokoklarda, hem pulsotip hem de plazmid
profilinin, tavsanlardan elde edilenlere gore daha yiiksek heterojenlik gosterdigi
sOylenmistir (Goni ve ark., 2004).

Vautor ve ark., (2005) mastitisli koyunlardan izole ettikleri 26 S. aureus izolatini
PFGE, RAPD-PCR, RFLP ve MLST gibi genotipik ydntemlerle tiplendirmeye
calismiglardir. Ayrim giicii en yliksek olan PFGE ve MLST yontemleri belirlenmis ve
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bu yontemlerin enfeksiyonlu popiilasyonlarda, endemik klonlarin prevalansinin ve
yaygmhiginin tespit edilerek, mastitis kontrol programlarinin degerlendirilmesine ve
epidemiyolojik siirveyansina katkida bulunabilecegini belirtmislerdir.

Yapilan bir ¢alismada 50 S.aureus susunun antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmis
ve PFGE yontemi ile tiplendirilmiglerdir. Caligmada 20 farkli pulsotip belirlenmistir. S.
aureus suslarini ayirt etmek icin PFGE'nin 16S rRNA sekansi analizinden daha yiiksek
aymrim giiciine sahip oldugu belirtilmistir. 50 susun 22’si metisiline direngli ve mecA
pozitif bulunmus olup, 5 susun metisiline duyarli olmasina ragmen mecA genine sahip
oldugu tespit edilmistir. Suslarin hicbirinde vankomisine dirence rastlanmamigtir
(Revazishvili ve ark., 2006).

Ellington ve ark., (2007) 244 S. aureus izolattmin PVL ve mecA genlerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda PVL pozitif olan suslarin PFGE profilleri, spa tipleme,
toksin gen profilleri ve ¢esitli antibiyotiklere olan direncini belirlemislerdir. Bu
izolatlardan sadece 4’i PVL pozitif MSSA olarak saptanmistir ve bu 4 PVL pozitif
izolattan bir tanesi penisilin ve fusidik aside direngli, geriye kalanlar ise test edilen tiim
antibiyotiklere duyarli olarak goriilmiistiir.

Thong ve ark., (2009) klinik kaynakli 66 MRSA suslarmin antibiyotik
duyarhiliklarini, SCCmec alt tiplerini, PVL tasiyiciligimi ve genetik cesitliligini
belirlemeyi amaglamislardir. Calismalarinda PVL geni, mecA geni ve SCCmec tiplerini
belirlemek i¢in PCR kullanilmigtir. Antibiyogramlar standart bir disk difiizyon yontemi
kullanilarak ve izolatlarin genetik cesitliligi PFGE yontemi ile belirlenmistir. Tiim
izolatlarin vankomisine duyarli oldugu ve en diisiik diren¢ oranlarinin fusidik asit (%
11), rifampisin (% 11) ve klindamisin (% 19)’e kars1 oldugu goriilmiistiir. Test edilen
izolatlardan sadece 2 tanesinin PVL pozitif oldugu ve SCCmec tip IV’e sahip oldugu
ayrica izolatlarin biiylik ¢ogunlugunun SCCmec tip III’ii tagidig tespit edilmistir. PFGE
yontemi ile bu 66 izolat 55 pulsotipe ayrilmistir.

Brezilya’da 37 giftlikte {iretilen siitlerde S. aureus goriilmesinin degerlendirildigi
bir ¢alismada, mastitis goriilen 208 inekten ve 37 siit tankindan alinan 6rnekler analiz
edilmis ve 14’1 ineklerden alinan siitte 4’ii de tanklardan alinan siitte olmak iizere 18
izolat tespit edilmistir. Ineklerden alinan 2 siit izolati ve tanklardan alinan 2 siit
izolatinin, enterotoksijenik S. aureus oldugu tespit edilmistir. PFGE yontemi ile bu ¢ig
stitlerden izole edilen Ornekler 13 pulsotipe ayrilmistir. Elde edilen sonuglara gore
stafilokokal gida zehirlenmesinin potansiyel olarak mastitisli ineklerden alinan ¢ig siit

vasitasiyla tiiketicilere iletildigi belirtilmistir (Fagundes ve ark., 2010).
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Aklilu ve ark., (2012) MRSA’nin sadece nazokomiyal bir patojen olmadigini
veteriner tibbinda da bilylik sorunlara sebep oldugunu belirtmislerdir. Veterinerlik
personeli, kedi ve kopekler ile {iniversite veteriner hekimligi ¢evresinde MRSA'nin
dagilimim1  inceledikleri  ¢alismalarinda izole ettikleri  suslarin  molekiiler
tiplendirmelerini MLST, PFGE ve spa tiplendirme metotlariyla yapmislardir. PFGE ile
elde edilen sonuglar, iki veteriner personelinden izole edilen iki MRSA izolatinin
birinin kopeklerden digerinin ise ¢evreden izole edilen izolatla yakindan iliskili
oldugunu ortaya koymustur.

Jackson ve ark., (2013) Giircistan'daki perakende domuz eti ve perakende sigir
etlerinden S. aureus izole etmisler ve elde edilen MRSA suslarinin, broth
mikrodillisyon yontemi ile antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmis, ayrica MLST, SCCmec
tiplemesi ve PFGE yontemi ile tiplendirilerek ayni bolgedeki insanlardan izole edilen
MRSA suslar ile karsilastirmiglardir. Domuz etlerinden izole edilen 45 S. aureus
susundan 3’lnil, sigir etlerinden izole edilen 63 S. aureus susundan 4’lini ve
insanlardan izole edilen 100 S. aureus susundan 50’sini MRSA olarak saptamislardir.
37 MRSA susu PVL pozitif olarak tespit edilmistir. Sigir etlerinden izole edilen bir
MRSA susunun, insanlardan izole edilen bir MRSA susu ile benzer PFGE paternine
sahip oldugu goriiliirken domuz etlerinden izole edilen MRSA suslar1 ile insanlardan
izole edilen MRSA suslar1 arasinda herhangi bir benzerlik saptanmamustir. Elde edilen
bu veriler dogrultusunda, perakende sigir eti orneklerinin muhtemelen etin iglenmesi
sirasinda bir insan kaynagi tarafindan kontamine oldugunu soylemislerdir.

Nazal S. aureus tasiyiciligimnin arastirildigi bir ¢alismada 686 kisiden burun
siirintiisiit 6rnekleri alinmustir. Izole edilen S. aureus suslarmin metisilin direnci
fenotipik yontemlerle, mecA geni ve SCCmec tipi ise molekiiler yontemlerle tespit
edilmistir. MRSA izolatlarinin karakterizasyonu ise PFGE, MLST ve spa tiplendirilmesi
ile belirlenmistir. PVL toksin geninin tanimlanmasi i¢in ise PCR yontemi kullanilmastir.
Toplam S. aureus tasiyiciligt % 32.7 bulunurken, MRSA tasiyiciligt orani ise % 0.9
olarak bulunmustur. Tiim MRSA izolatlarinin SCCmec IV tipini gosterdigi, ancak
bunlarin higbirinin PLV toksinini kodlayan genlerini tasimadigi goriilmiistir (Pires ve
ark., 2014).

Liu ve ark., (2016) Toplum kaynakli metisiline direngli S. aureus (CA-MRSA)
ve metisiline duyarli S. aureus'un (MSSA) epidemiyolojik ve molekiiler 6zelliklerini
arastirmiglardir. Antibiyotiklere duyalilik agar diliisyon yontemi ile belirlenmis olup,

genetik karakterler SCCmec, spa tipleme ve MLST yontemleri ile saptanmistir. PVL
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genleri ise PCR yontemi ile belirlenmistir. MSSA suslarinin % 97.3' eritromisine,%
96.6's1 penisiling,% 89.1'i de klindamisine direngliyken S. aureus suslarinin higbiri
vankomisine direng gostermedigi tespit edilmistir. Sadece bes CA-MRSA susunda PVL
genleri saptanmustir. Fusidik asit ve mupirosin, topikal tedavide etkili olmaya devam
etmekte oldugunu sdylemislerdir.

Yapilan baska bir c¢alismada bes hindi ¢iftliginden (n = 18) ve 2 tavuk
ciftliginden (n = 9) almman 6rneklerden izole edilen 27 S. aureus susunun antibiyotik
duyarhiliklar1 disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Tavuk ve hindilerden izole edilen
tim suslarin ampisiline, sefoksitine, oksasiline, doksisikline ve tetrasikline direngli
oldugu, ayrica tavuklardan izole edilen tim S. aureus suslarinin ise eritromisin ve
azitromisine direngli oldugu saptanmistir. Tim izolatlarin ise gentamisin,
kloramfenikol, siilfonamidler ve fusidik asite duyarli oldugu goriilmistiir.
Siprofloksasine karsi direng orani tavuk izolatlarinda % 55.6 hindi izolatlarinda %
42.1'dir olarak hesaplanmistir. Sonu¢ olarak, saglikli hindilerde ve tavuklarda
MRSA'nin saptanmasi, halk sagligi acisindan endise verici olarak degerlendirilmistir
(ElI-Adawy ve ark., 2016).

Subklinik sigir mastitisli olgulardan elde edilen toplam 112 Staphylococcus
aureus izolati, antibiyotik duyarliligi ve biyofilm olusum yeteneklerinin yani sira
antibiyotik direncinden ve biyofilm olusum yeteneginden sorumlu genler PCR ile
aragtirilmugtir. izolatlarm antimikrobiyal duyarliliklar: ise disk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. Bes izolat antibiyotik duyarlilik testi ve PCR ile mecA geninin
saptanmasi MRSA olarak degerlendirilmistir. Penisilin, ampisilin, tetrasiklin,
eritromisin, trimetoprim-sulfametoksazol, enrofloksasin ve amoksisilin-klavulanik
asitteki direng oranlar1 sirastyla % 45.5, % 39.3, % 33, % 26.8, % 5.4, % 0.9 ve % 0.9
olarak belirlenmis olup, tiim izolatlar vankomisin ve gentamisine karsi duyarh
bulunmustur. Sonug olarak, sigir mastitis vakalarinda S.aureus’un esas olarak [3-
laktamlara ve daha az oranda da tetrasiklin ve eritromisine direngli oldugu belirtilmistir
(Aslantas ve Demir, 2016).

Dekker ve ark. (2016) kan kiiltiirlerinden izole edilen 56 S. aureus orneginin
antibiyotik duyarliliklarin1 VITEK 2 sistemi ile belirledikleri calismalarinda, multipleks
PCR yontemiyle de nuc, mecA, mecC ve PVL genlerini saptamiglardir. Biri MRSA olan
S. aureus suslarinin % 35.7'sinde ¢oklu ilag direnci goriilmiistiir. En yiiksek direng
oranlari, penisilin (% 98.2), tetrasiklin (% 57.1) ve trimetoprim / siilfametoksazol (%

46.4)’ e kars1 belirlenmistir. S. aureus suslarinin 42’sinde PVL geni saptanmistir. Lokal
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olarak kullanilan antibiyotiklere kars1 endise verici derecede yiiksek antibiyotik direnci
goriildiiglini sdylemislerdir.

Mendem ve ark., (2016) klinik 6rneklerden izole edilen 212 S. aureus arasinda
antibiyotik direncinin prevalansini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, antibiyotik duyarliligi
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile ve minimum inhibisyon konsantrasyonlari ise
vankomisin ve metisilin i¢in belirlenmistir. Bu izolatlarda en diisiik direng orani (%
10.13) fenikollere kars1 (Chloramphenicol) en yiiksek direng orani ise (% 97) penisiline
kars1t saptanmis olup, izolatlarin % 44.8’1 MRSA olarak tespit edilmistir. % 10.84
oraninda vankomisine karsi belirlenen direncin ¢ok ciddi bir sorun oldugunu
sOylemiglerdir. MRSA ve VRSA insidansinin artmasmin sonucu olarak stafilokkal
enfeksiyonlarla miicadelede alternatif ilaglarin arastirilmasi ve tedavide yeni
yaklagimlarin gerektigini 6nermislerdir.

Metisiline duyarli ve metisiline direngli ciddi Staphylococcus aureus
enfeksiyonlarmin tedavisinde vankomisinin rolii, bu antibiyotige kars1 artmakta olan
MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) nedeniyle giderek etkisiz hale
gelmektedir. S. aureus'un glikopeptidlere karsi azalmis vankomisin duyarliliginin
artmasi, klinisyenlerin tedavide glikopeptid olmayan antibiyotiklerin rollerini gézden
gecirme ihtiyacint dogurmaktadir. Bu alternatif glikopeptid olmayan antibiyotiklerin
kullanimu arttik¢a, diren¢ oranlarimin izlenmesi de uygun olacaktir. Biiyiik siirveyans
programlar1 glikopeptid olmayan (daptomisin, seftaroline, tigesiklin, linezolid ve
tedizolid) antibiyotiklere kars1 S. aureus’daki diren¢ gelisimi igin veriler saglamistir.
Mevcut yaymlanmig literatiirler, ciddi MRSA enfeksiyonlarinda, bu non-
glikopeptidlere karsi diinya ¢apinda direng oranlarmin hala disiik oldugunu
gostermektedir (Molina ve Huang, 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri suslari

Bu ¢alismada; Nisan 2014-Eyliil 2015 tarihleri arasinda Konya II merkezinde
hastane klinik materyallerinden 150 adet, Konya merkez ve il¢elerinden toplanan ¢ig siit
orneklerinden 49 adet ve Konya merkezden toplanan dondurma orneklerinden 6 adet
olmak tizere toplam 205 adet Staphylococcus aureus susu izole edilmis ve
kullanilmistir. Kontrol suslart olarak S.U Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvar1 Bakteri Sus Koleksiyonundaki S. aureus ATCC 25923 (MSSA),
S. aureus ATCC 43300 (MRSA) ve S. epidermidis NRLL B-4268 suslar1 kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan besiyerleri, soliisyonlar, cesitli kimyasal maddeler ve antibiyotik
diskleri

Deney suslarinin izolasyonlari ve kiiltiirlerinin hazirlanmasinda kullanilan; Brain
Heart Infiizyon Broth (BHIB), Trypticase Soy Agar (TSA), besiyerleri ticari olarak
Difco (Becton Dickinson, NJ USA) firmasindan, Mannitol Salt Phenol Red Agar
(MSA), Baird Parker Agar, (BPA) ve i¢ine ilave edilen Egg Yolk Tellurit Soliisyonu,
antibiyogram ¢alismalarinda kullanilan Mueller Hinton Agar (MHA) ticari olarak
Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan temin edilmistir.

EDTA,Tris-HCI, Trisma base, potasyum asetat, amonyum asetat, etil alkol,
glasiyal asetik asit, etidyum bromiir, borik asit, gibi kimyasal maddeler Merck
(Darmstadt, Germany)'ten, low melting point (LMP) agaroz, pulsed certified agaroz, N-
Lauroylsarcosnie sodium salt, sodyum deoksikolat Sigma-Aldrich (Chemie GmBH,
Germany)'ten, Smal Restriksiyon enzimi, lizostaphin, proteinaz K, Tag polimeraz,
RNAse A ve DNA izolasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) firmasindan temin
edilmistir.

Ticari antibiyotik diskleri olarak, Tetrasiklin (TE), Penisilin (P), Vankomisin
(V), Rifampin (R), Gentamisin (GM), Ofloksasin (OFX), Oksasilin (O), Eritromisin (E),
Meropenem (MEM), Linezolid (LZD), Seftazidim (CAZ), Sefuroksim (CXM),

Tirmetoprim- siilfometaksozol (SXT), Sefalotin (KF) ve Amoksasilin klavulanik asit
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(AMC) antibiyotikleri Bioanalyse (Tibbi Malzeme San. Tic. Ltd. Sti, Tiirkiye)

firmasindan alinmistir.

3.1.3. PFGE ¢alismasinda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

3.1.3.1.05 M EDTA

186.1 g Disodium EDTA-2 H0 tartilarak 800 ml distile suya konulup manyetik
karistiricida eritilerek NaOH ilavesiyle pH 8.0’¢ ayarlanarak hacim 1000 ml’ye
tamamland: ve 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edildi.

3.1.3.2. TBE (Tris, Borik asit, EDTA,)

10X TBE stok solusyonu

108 g tris ve 55 g borik asit 800 ml distile suya konularak karistirildi. Daha
sonra 40 ml 0.5 M EDTA (pH 8) ilave edilerek hacim 1000 ml’ye tamamlandi ve 121
°C’de 15 dk otoklavda steril edildi.

0.5X TBE kullanma soliisyonu

50 ml 10X TBE, 950 ml distile su ile karistirilarak hazirlandi.

3.1.3.3. 1M Tris-HCI (pH 8)

121.1 g tris 800 ml distile suda eritilerek HCI ilavesiyle pH 8’e ayarland: ve son
hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edildi.
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3.1.3.4. 5M NaCl

292.2g NaCl 800 ml distile suda c¢oziildiikten sonra hacim 1000 ml’ye

tamamlanda.

3.1.3.5. TE tamponu (10 mM Tris+ 1 mM EDTA)

1 M Tris ¢ozeltisinden 10 ml alinarak 0.5 M 2ml EDTA c¢ozeltisi ile

karigtirilarak distile suyla hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.6. Hiicre siispansiyonu tamponu (HST) (10 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 20
mM NaCl pH 7.2) 250 ml i¢in

1M Tris-HCI 2.5ml
0.5M EDTA 25 ml
5M NaCl 1ml

1 M Tris-HCI, 0.5 M EDTA ve 5 M NaCl ¢ozeltilerinden belirtilen miktarlarda
alinip karigtirtlarak distile suyla hacim 250 ml’ye tamamlandi. Kati besiyerinde iireyen

bakterileri slispansiyon etmek amactyla kullanildi.

3.1.3.7. Lizis soliisyonu 1 (10 ml i¢in) (10 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 50 mM
NaCl)

1M Tris-HCI 0.1 ml
0.5M EDTA 1mil
5M NaCl 0.1 ml

Sodyum deoksikolat 20 mg
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Sarkozin 50 mg
Distile su 8.8 ml

Yukarida belirtilen miktarlarda maddeler karistirilarak elde edildi ve bakterilerin

hiicre duvarinin pargalanmasi i¢in kullanildi.

3.1.3.8. Lizis soliisyonu 2 (10 ml icin)

0.5M EDTA 5ml
Sarkozin 01g
Proteinaz K 0.5mg
Distile su 5ml

3.1.4. Multipleks PCR ic¢in kullanilan malzeme ve ekipmanlar

Multipleks PCR, 96 ornek kapasiteli Thermo Master Cycler Gradient PCR
cihazinda gerceklestirildi. MgCl, (25mM), Tag DNA polimeraz (5U/ ul), 10X Taq
Buffer, 10mM deoksiniikleotid trifosfat (dANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Fermentas) ve 100X BSA (Bovin serum albtimin) kullanilmigtir.

PCR isleminde kullanilan primerler ( 16S rRNA, mecA, femA ve IukS) ¢izelge
3.1.4.1°de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1.4.1. Multipleks PCR’da kullanilan primer dizileri, hedef gen bolgesi ve amplikon
biiytikliikleri (Al-Talib ve ark., 2009).

) Amplikon
Primerler Primer Dizisi 5°- 3’ Hedef Gen
Biiytikliigii (bp)
16S rRNA-F GCAAGCGTTATCCGGATTT
16S rRNA 597 bp

16S rRNA-R CTTAATGATGGCAACTAAGC
femA-F CGATCCATATTTACCATATCA

femA 450 bp
femA-R ATCACGCTCTTCGTTTAGTT
mecA-F ACGAGTAGATGCTCAATATAA

mecA 293 bp
mecA-R CTTAGTTCTTTAGCGATTGC
lukS-F CAGGAGGTAATGGTTCATTT

lukS 151 bp
lukS-R ATGTCCAGACATTTTACCTAA

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Thermo) kullamilmistir. Elektroforez
islemi Thermo marka, 68 kuyucuklu elektroforez tankinda, goriintiileme islemi ise Bio-

Rad marka goriintiileme cihazinda gergeklestirilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Bakteri suslariin toplanmasi

Konya’daki gesitli hastanelerde, S. aureus olarak izole ve identifiye edilen suslar
toplanilarak laboratuvara getirildi. Bu suslar; koloni morfolojisi, Gram boyama
Ozellikleri, hemoliz durumu, katalaz, koagiilaz ve lesitinaz aktivitesi, mannitol
fermantasyonu gibi dzellikleri test edilerek dogrulandi. Suslar Brain - Hearth Infiizyon
s1v1 besiyerine pasajlanarak calisilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

Konya il merkezinde bulunan cesitli market ve pastanelerden agikta satilan
dondurmalardan bir miktar numune steril plastik kutulara alinarak hizli bir sekilde
laboratuvara getirildi. Ornekler oda 1sisinda eridikten sonra 100 ul almarak segici
besiyeri olan Mannitol Salt Phenol-Red ve Baird Parker Agara yayma ekimi yapilarak
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda Mannitol Salt Phenol-Red
Agarda etrafinda sar1 hale olan tek diismiis koloniden ve Baird Parker Agarda etrafinda
berrak bir zon olan tek diismiis siyah-gri renkli koloniden alinarak Brain Hearth
Infiizyon siv1 besiyerine ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. En son olarak

kiltlire koagiilaz testi yapilarak S. aureus’un izolasyonu tamamlandi.
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Konya merkez ve ilgelerdeki iireticilerden, steril plastik kutulara alinan siit
ornekleri hizlica laboratuvara getirilerek, 100 pl’lik numune Mannitol Salt Phenol-Red
ve Baird Parker Agara yayma ekimi yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Bu besiyerlerindeki sar1 (MSA) ve siyah-gri (BPA) kolonilerden alinan 6rnekler sivi

besiyerinde (BHI) iiretilerek koagiilaz testi yapildi ve izolasyon tamamlandi.

3.2.2. S. aureus suslarimin fenotipik identifikasyonu

Izole edilen biitiis suslar, koloni morfolojisi, Gram boyama, hemoliz &zelligi,
katalaz, koagiilaz ve lesitinaz aktivitesi ve mannitol fermantasyonu bakimindan
incelenmistir.

Katalaz testi: Stafilokoklari streptokoklardan ayirt etmede kullanilan bu test
icin kanl1 besiyerinde iireyen kolonilerden steril 6ze ile alinarak temiz bir lam tizerinde
alindiktan sonra listline birka¢ damla % 3’liikk H202 damlatildi. Gaz olusumu gézlenen
suslar katalaz pozitif olarak degerlendirildi.

Koagiilaz testi: Koagiilaz testi i¢in tiip koagiilaz yontemi kullanildi. Bunun i¢in
24 saatlik bakteri kiiltiirinden 0.1 ml alinarak steril bir tiipte bulunan 0.5 ml insan
plazmasinin iizerine ilave edildi. Daha sonra bu tiipler etiivde 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Tipler 1, 2, 3, 4, 6 ve 24. saatlerde ¢alkalamadan piht1 olusumu gézlemlendi.
Bu siireler sonunda deney tiipiinde pihtilasma meydana gelmisse, test sonucu pozitif,
pihtilagsma meydana gelmemisse negatif olarak degerlendirildi.

Mannitol fermantasyon testi: Mannitol Salt Phenol-red agara ekim yapildiktan
18- 24 saat sonra {ireyen bakterilerin besiyerinin normalde parlak kirmizi olan rengini
sartya dontistiirmesi durumunda bakterinin mannitolii fermente ettigi kabul edildi.

Lesitinaz testi: Egg yolk telliirit ilaveli Baird Parker agar besiyerine 18-24
saatlik stafilokok kiiltlirlinden ekim yapild1 ve lesitini hidrolize edip etmedigi belirlendi.
Besiyerinde meydana gelen siyah-gri renkli kolonilerin etrafinda berrak bir zon

bulunmasi pozitif sonug olarak yorumlandi.
3.2.3. S. aureus suslarmin genotipik identifikasyonu
S. aureus izolatlarindan DNA ekstraksiyonu ticari DNA ekstraksiyon Kiti

(Thermo Scientific Genejet Genomic DNA Purification Kit) kullanilarak iiretici

firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirilmistir.
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3.2.3.1. Multipleks PCR

izolatlarin genotipik identifikasyonu, Staphylococcus cinsine 6zgii 16S rRNA
gen bolgesi ve S. aureus’a 6zgii femA gen bolgesi i¢in spesifik primerler kullanilarak
belirlenmistir. Ayrica S. aureus izolatlariin metisilin direncini belirlemek i¢in mecA
gen bolgesi, Panton Valentine Toksin genini belirlemek i¢in lukS gen bolgesi bu
bolgelere 6zgii primerler kullanilarak Al- Talib ve ark., (2009)’nin belirttikleri
multipleks PCR yontemine gore baz1 modifikasyonlarla ile belirlenmistir.

Master miksin hazirlanmasi: Bir 6rnek i¢in PCR amplifikasyonu 50 ul toplam
hacimde olacak sekilde DNA polimeraz buffer (10x) 5 ul, MgCl, (25 mM) 4 pl, forward

primer (20mM) her biri igin 1’er ul, reverse primer (20mM) ) her biri i¢in 1’er pl, ANTP
(10mM) 1.5 pl, Taq polimeraz (5U/ul) 1.5 pl, BSA (100x) 4 ul, DNA (200ng/ ul) 3 ul
ve son olarak istenilen hacme ultra saf suyla tamamlanarak hazirlanir. Kullanilan

malzemeler ve miktarlar Cizelge 3.2.3.1.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.2.3.1.1. Master miks’in hazirlanma oranlari

Maddeler Kullanim oranlari (50 pl)

DNA polimeraz buffer (10x)
Forward primer (20mM)
Revers primer (20mM)

BSA (100x)

dNTP (10mM)

MgCl2 (25mM)

Taq polimeraz (5U/ul)
DNA (200ng/ pul) 3

Ultra saf su Istenen hacme tamamlanir

Master miksler hazirlandiktan sonra PCR tiipleri, ornek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 3’er pl eklendi ve daha sonra
stiine 47’ser pl hazirlanilan master miksden ilave edilip agizlart sikica kapatildi.
Hazirlanan tlipler daha sonra termal dongiileme (termal cycler) cihazina yiiklenip,
istenen programa ayarlandi. Multipleks PCR islemine ait 1s11 dongii ve siire diyagrami

Cizelge 3.2.3.1.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2.3.1.2. Multipleks PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii sayist Sicaklik (°C)

Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94

Denatiirasyon 30 94

Baglanma 30 50

Uzama 72
I Ekstra baglanma 60

Son Uzama 72

PCR isleminden sonra Ornekler ve marker Etidium Bromiir ilave edilmis %
1.5°1ik agaroz jele yiiklendi, elektroforez tankinin kapagi kapatilip elektrotlar uygun
pozisyonda baglandiktan sonra, elektroforez cihazinda 90V’da 120 dakika yiirtitiildii.
Elektroforez isleminin ardindan ardindan jel, dikkatli bir sekilde alinarak bilgisayara
bagli durumdaki goriintiileme cihazina yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan
sonra, goriilen bantlar markere bakilarak degerlendirildi. 16S rRNA primerleri i¢in 597
bp, femA primerleri i¢in 450 bp, mecA primerleri i¢in 293 bp ve lukS primerleri i¢in 151
bp uzunlugundaki bantlar belirlenmeye c¢aligildi.

3.2.4. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)

Tanimlanan S.aureus suslarinin genetik akrabaliklarini belirlemek amaciyla, bazi
modifikasyonlar uygulanarak, Durmaz (2007) tarafindan bildirilen PFGE protokoli
kullanildi.

3.2.4.1. izolatlarin hazirlanmasi

Triptikaz soy agar besiyerine tek koloni pasaji yapilan 6rneklerin, bir gecelik
inkiibasyondan sonra saflig1 kontrol edildi. Saf kiiltiir halindeki tireyen bu kolonilerden
tekrar alinarak triptikaz soy agar besiyerine, tek koloni ekimi yapilarak inkiibasyona
birakildi. Saf halde liremis olan kolonilerden plastik 6ze yardimiyla alinarak, 1 ml hiicre
stispansiyon tamponu (HST) i¢inde siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu, 13,000 X g
devirde 4 °C'de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atilip, pelletin

tizerine tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa siireyle vortekslendi. Bakteri yogunlugu,
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spektrofotometre yardimiyla 590 nm'de 1 absorbans (yaklasik McFarland 4) olacak
sekilde ayarlandi ve kirik buz i¢inde bekletildi.

3.2.4.2. Izolatlarim agaroza gomiilmesi

HST igerisinde % 2'lik diisiik erime 1s1l1 agaroz (Low melting agaroz) hazirlandu.
Bir erlen igerisinde 0.2 g agaroz, 10 ml HST ile karigtirildi ve mikro dalga firinda
eritildi. Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, erlen 45-50 °C'lik su banyosuna konuldu ve
ependorf tiiplerine 100’er ul dagitilarak 45-50 °C'deki kuru 1s1 blogunda bekletildi. Her
sus icin bir agaroz kalib1 isaretlenip buz kabina yerlestirildi. HST iginde hazirlanmis
bakteri siispansiyonundan 100 ul alinarak, 50 °C'de tutulan ve igerisinde 100 pl diistik
erime 1s1l1 agaroz bulunan tiipe eklendi. Uzerine 3 ul lizostafin (1mg/ml) eklenerek
karisimin homojen hale gelebilmesi igin birkag defa pipetaj islemi yapildi. Hemen
hiicre-agaroz karigimimndan 100 pl hava kabarcigi olmayacak sekilde agaroz kalip

aparatina dagitildi. Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4 °C'de 15 dakika bekletildi.

3.2.4.3. Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi

Her agaroz Kkalip i¢in, 1.5 ml’ lik steril ependorflara, 0,5 ml lizis | solusyonu
konuldu. Igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan gikarilarak lizis | soliisyonuna
yerlestirildi. Lizis I solusyonuna alinan kaliplar 37 °C’ de 1 saat calkalamali su
banyosunda bekletildi. Daha sonra lizis soliisyonu I alinarak ve yerine 0.5 ml hiicre liziz

II soliisyonu konularak 50 °C'de 30 dk daha ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

3.2.4.4. Hiicre lizizinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

Lizis asamasindan sonra yumusayan agaroz kaliplarinin katilagmasi igin tiipler
buz igerisinde en az 15 dakika bekletildi ve dikkatlice hiicre lizis II soliisyonu aspire
edildi. Daha sonra agaroz kaliplar1 her yikama 30 dakika olmak iizere 50 °C’de 5 ml TE

tamponuyla calkalamali su banyosunda 3 kez yikandi. Boylece i¢inde saflastiriimis
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DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir hale gelmis oldu. Son

olarak ornekler TE igerisine konularak +4 °C’de saklandi.

3.2.4.5. Agaroz Kaliplarindaki DNA’ nin Smal ile Kesimi

DNA igeren agaroz kalib1 bir lam iizerine alinarak bir bistiirii yardimiyla 1/3
oraninda kesildi. Pargalardan biri, 100 pl 1x Smal tamponu igine aktarildi ve
calkalamali su banyosunda 30 °C'de 10 dakika bekletildi ve daha sonra bu tampon
bosaltildi. Her agaroz kalibi1 i¢in asagidaki enzim karisimi hazirlandi.

10 ul 10 x Smal tamponu

3 ul Smal enzimi (10 U/ul) (Fermentas)

87 ul steril ultra saf su

Bu karisimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalibi kondu ve
calkalamali su banyosunda 30 °C'de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipler
buzdolabinda 15 dakika bekletildi. Kaliplar elektroforez i¢in hazirlandi.

3.2.4.6. Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

2 litre 0,5X TBE soliisyonu hazirlandi ve igerisinden 200 ml ayrilarak kalan
tampon elektroforez tankina dokiildii. Ayrilan 0.5X TBE ile % 1'lik 200 ml agaroz
(pulsed-field certified agarose, Bio-Rad Laboratories) hazirlandi ve mikrodalgada
eritildi. Agaroz dokiilecek kaset hazirlandi, Smal enzimi ile kesilmis olan agaroz
kaliplarin her biri tarak dislerinin u¢ kismina gelecek sekilde yerlestirildi. Taragin kenar
dislerine marker yiiklendi ve kurutma kagidi ile agaroz kaliplarinin kenarindaki sivinin
fazlas1 alindi. Ornegin bulundugu kissm DNA'nin vyiiriiyecegi yone gelecek sekilde,
tarak agaroz dokiilecek kaset igine yerlestirildi. Sicakligi yaklagik 45-50 °C'de olan
agaroz hava kabarcigi kalmayacak sekilde kaset icine dokiildi. Oda 1sisinda 20-30
dakika katilasmaya birakildi. Katilastiktan sonra tarak ¢ok dikkatli bir sekilde ¢ekildi,
agaroz Kkasetinin gergeveleri ¢ikarildi ve tabla tizerindeki agaroz, igerisinde 1800 ml

0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.
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3.2.4.7. Elektroforez islemi

CHEF Mapper XA sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium), S.
aurues icin elektoforez sartlari: Baslangi¢ vurus siiresi 5.3 sn, bitis vurus siiresi 34.9 sn,
vurus acist 120°, akim 6 V/em?, sicaklik 14 °C, elektroforez siiresi 20 saat (TBE
tamponu pH=8.0) seklinde uygulandi.

3.2.4.8. Sonuclarin gozlenmesi ve analizi

Elektroforez isleminden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir iceren 500 ml ultra
saf su igine alindi ve 30 dakika ¢alkalanarak boyandi. Jel, UV 1s1ga altinda goriintiilendi
ve Gel logic imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak fotograflandi.
Fotograflar TIFF formatinda kaydedildi. GelCompar Il (version 6.6) yazilim sistemi
kullanilarak bant profilleri analiz edildi. "Unweighted pair group method with
mathematical averaging (UPGMA)" kullanilarak PFGE profillerinin dendogrami
cikarildi ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli "Dice" benzerlik katsayisina gore
suslar arasindaki iligki belirlendi. Tenover ve ark. (1995) tarafindan belirtilen kriterler
kullanilarak izolatlar ayni, yakin iligkili, muhtemel iliskili ve iliskisiz olarak

degerlendirildi.

3.2.5. S. aureus suslarinda metisilin direncinin belirlenmesi

3.2.5.1 Disk difiizyon yontemi

S. aureus izolatlarinin metisilin direnci, ve diger antibiyotiklere duyarliliklar
Kirby Bauer disk difiizyon yontemiyle Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI,
2008), onerileri dogrultusunda belirlendi. Bakterilerin kanli agar besiyerindeki 18-24
saatlik kiiltiirlerinden, steril serum fizyolojik icerisine bir miktar aktarildi ve 0.5
McFarland (1X108 Koloni olusturan birim (kob) /ml) bulanikliginda olacak sekilde
stispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyondan steril pamuklu swap ile alinarak (kiiltiiriin

fazlas1 tiiplin kenarlarina bastirilarak atildi) 4 mm kalinligindaki Mueller-Hinton agar
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besiyeri yiizeyine yayildi. Besiyeri ylizeyi kuruduktan sonra steril pens yardimiyla
diskler besiyerine yerlestirildi. 37 °C'lik etiivde 18-24 saat inkiibe edildi. Petri kutular
inkiibasyondan sonra aydinlik bir ortamda incelendi. Inhibisyon zon ¢ap1 bir cetvel ile
mm olarak olgiildii. Zon c¢aplar1 degerlendirilmesinde CLSI (2008) Kriterleri esas
aliarak suglar duyarli, orta duyarli ve direngli olarak belirlendi. Kontrol suslar1 olarak
S. aureus ATCC 25923 (MSSA) ve S. aureus ATCC 43300 (MRSA) suslar1 kullanildi.
Duyarlilik deneyinde kullanilan antibiyotik diskleri ve inhibisyon zon ¢aplarina gore

duyarlilik durumlar Cizelge 3.2.5.1'de verildi.

Cizelge 3.2.5.1. Kullanilan antibiyotik diskleri, ve inhibisyon zon ¢aplarinin degerlendirilmesi (CLSI,

2008).
Duyarhlik durumu (Zon ¢ap1 mm)

Antibiyotikler Duyarh Orta duyarh Direncli
Vankomisin (VA) 30 pg >15
Oksasilin (O) 1 pg >13
Penisilin (P) 10 ug >29
Gentamisin (GM) 10 pg >15
Eritromisin (E) 15 pg >23
Tetrasiklin (TE) 30 ug >19
Ofloksasin (OFX) 5 pg >18

Rifampin 5 pg >20

Linezolid (LZD) 30 pg >21
Meropenem (MEM) 10 pg >16
Sefuroksim (CXM) 30 ug >18
Seftazidim (CAZ) 30 pg >18
Sefalotin (KF) 30 ug

Amoxicillin/Clavulanic Acid (AMC) 30 ug
Trimetoprim/Siilfametoksazol (SXT) 25 pug
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3.2.5.2 Oksasilin agar tarama yontemi

Mueller-Hinton agar (Merck) besiyerine % 4 NaCl ve 6 pg/ml oksasilin ilave
edildi. Kanli agar besiyerinde iiretilen 4-5 adet S. aureus susu kolonisi, steril swapla
aliarak serum fizyolojik i¢inde 0.5 McFarland bulaniklig1 olacak sekilde ayarlandi. Bu
siispansiyondan swapla alman kiiltiiriin fazlasi, tliplin kenarina bastirilarak g¢evrilip
atildi. Steril swapla plagin yiizeyine ¢izgi ekimi yapildi. Kontrol suslar1 olarak S. aureus
ATCC 25923 (MSSA) ve ATCC 43300 ( MRSA) suslar1 kullanildi. 35 °C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra tireme durumlar1 incelendi. Besiyerinde bir veya birden fazla

koloninin goriilmesi, oksasilin’e direng olarak degerlendirildi.

3.2.6. Agar tarama ve disk difiizyon yontemlerinin duyarhlik ve ézgiilliiklerinin

belirlenmesi

Cizelge 3.2.6.1. Testlerin duyarlilik ve 6zgiilliikklerinin hesaplanmasi i¢in kullanilan ¢izelge

Ger¢ek durum (referans)

Gergek pozitif | Yalanc pozitif
(Gp=2) Yp=b

Yalanci negatif | Gerg¢ek negatif

(Yn=c) (Gn=d)

a+c b+d

Duyarlilik, uygulanan testin gergek pozitifleri hangi oranda yakalayabildigini
saptayan bir olasiliktir. Testin gercek pozitifleri ortaya ¢ikarmakta ne kadar duyarh
oldugunu belirtir. Su sekilde hesaplanir:

Duyarhlik=(D)= Gerg¢ek pozitif / Gergek pozitift+ Yalanci negatif X100 = a/a+c
x 100.

Ozgiilliik ise uygulanan testin gercek negatifleri ayirabilme yetenegini belirten
olasiliktir. Su sekilde hesaplanir:

Ozgiilliik=(0) = Gergek negatif / Yalanci pozitif+ Gergek Negatif x 100 = d /
b+d x 100.



Cizelge: 3.2.6.2: Referans teste gore disk difiizyon yonteminin duyarhilik ve 6zgiilliigiiniin
belirlenmesi i¢in olusturulan gizelge

Gercek durum (referans) Toplam

Test Sonucu 15 (MRSA) 1 (referans teste gore 16
fazladan 1 sus MRSA

olarak belirlenmistir)

3 (referans teste gire 3 sus 186 (MSSA) 189
MSSA olarak
belirlenmistir)
Toplam 18 187 205

Disk difiizyon yontemi igin: Duyarlilik= 15/18 x 100= % 83.3, Ozgiilliik= 186/187 x
100= % 99.4 olarak hesaplandi. Agar tarama yontemi referans testle duyarlilik ve

ozgulliik bakimindan % 100 uyumlu bulundu.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. S. aureus suslarinda metisiline diren¢ orani ve kullanilan yontemlerin

duyarhlik ve ozgiilliikleri

Calismamizda 150 adet klinik ve 55 gida kaynakli toplam 205 adet S. aureus
susu kullanildi (Cizelge 4.1.1). Tim suslar metisilin direnci yoniinden, mecA geni

varlig1 (referans test), oksasilin agar tarama testi ve disk difiizyon testi ile arastirildi.

Cizelge 4.1.1. Incelenen S. aureus suslarinin kaynag1 ve sayilari

Calisilan  klinik J| izolat say1s1 J| Calisilan gida Ornek sayis1 | Izolat sayis
ornek ¢esidi Srnegi gesidi

SUT 260 49

DONDURMA 150 6
>

Multipleks PCR ile mecA genini arayarak yaptigimiz ¢alismada; 205 S. aureus

susu arasindan 18’ (% 8.8) mecA pozitif bulunurken 187’si (% 91.2) negatif bulundu.
Oksasilin agar tarama yontemiyle de ayni sonuglar gozlendi. Disk diflizyon yonteminde
ise referans teste gore bir sus fazladan MRSA (yalanci pozitif) olarak saptanirken 3 sus
da MSSA (yalanci negatif) olarak belirlendi.

Her ii¢ yontemle elde edilen bulgular karsilastirildiginda; PCR ile mecA geni
varligimmi belirleme ve oksasilin agar tarama ile elde edilen sonuglar, duyarlilik ve
Ozgiillik yoniinden birbiri ile % 100 uyumlu bulundu. Disk difiizyon yonteminde ise
referans teste gére mecA negatif bir sus MRSA olarak ve mecA pozitif 3 sus da MSSA
olarak saptandi. Referans teste gore disk diflizyon yonteminin duyarlilign % 83.3,
ozgiilligi ise % 99.4 olarak hesapland:.
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Klinik 6rneklerden izole edilen 150 S. aureus susunun 17’si (% 11.3) metisiline
direngli bulunurken, 55 gida 6rnegiden izole edilen bir sus (% 1.8) metisiline direngli S.
aureus olarak belirlendi. Incelenen toplam 205 S. aureus susunun 18’inin (% 8.8)

metisiline direngli oldugu tespit edildi (Cizelge 4.1.2).

Cizelge 4.1.2. incelenen 6rneklerden izole edilen S. aureus suslari, metisiline direngli olanlarin say1 ve
yiizde oranlari

54 7 :

Yara 12.9

Bogaz 20

Kan -

Mayi

Balgam

Siit 6rnegi

Dondurma 6rnegi

Toplam

4.2. S. aureus suslarmin kullanilan antibiyotiklere duyarhlik durumlari

Bu calismada identifikasyonlar1 yapilmis 205 S. aureus susunun 14 farkli
antibiyotige kars1 duyarlilik durumlari arastirildi.
Klinik materyallerden izole edilen 150 adet S. aureus susunun antibiyogram

sonuclar1 Cizelge 4.2.1'de verilmistir.
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Cizelge 4.2.1. Klinik materyallerden izole edilen S. aureus larin Kullanilan antibiyotiklere karg direngli
(R), orta duyarli (I) ve duyarli (S) sus sayilart ve % oranlart (n= 150)

pr
4.7 1.3 94
6
100
94
95.3
93.3
84.7
97.3
100
76.7
92
96
97.3
95.3

~

7
141
0
8
6
9
19
4
0
18
9
5
3
7

orPrwhoobrrrroonmnN

R: Resistant (direngli), I: Intermediate (orta duyarli), S: Sensitive (duyarli)

Elde edilen bulgulara gore; beta laktam grubu antibiyotiklerden penisiline (P)
kars1 141 (% 94) sus direngli bulunurken 9 sus ( % 6) ise duyarl olarak belirlendi. Yine
ayni gruptan olan amoksasilin/klavulanik asite (AMC) kars1 143 sus (% 95.3) duyarli
olarak saptanirken, 7 sus (% 4.7) ise direngli bulundu. Deney suslarinindan 4’{intin (%
2.7), beta laktam grubu karbapenem olan meropeneme (MEM) direng gosterdigi, 146
susun (% 97.3) ise duyarli oldugu saptandi.

Beta laktam grubu sefalosporinlere karsi duyarlilik durumu: Birinci kusak
sefalosporin olan sefalotine (KF) karst 5 sus (% 3.3) direngli, bir sus (% 0.7) orta
duyarh ve 144 sus (% 96) ise duyarli olarak belirlendi. Ikinci kusak sefalosporin olan
sefuroksime (CXM) kars1 9 sus (% 6) direngli, 3 sus (% 2) orta duyarl, geriye kalan
138 susun ise (% 92) duyarli oldugu saptandi. Ugiincii kusak sefalosporinlerden biri
olan seftazidime (CAZ) 18 sus (% 12) direngli, 17 sus (% 11.3) orta duyarli ve geri
kalan 115 sus (% 76.7) ise duyarli olarak belirlendi (Cizelge 4.2.1).

Aminoglikozid grubu antibiyotiklerden gentamisine (GM) karsi, 6 sus (% 4)
direngli, 1 sus ( %0.7) orta duyarli, geriye kalan 143 sus (% 95.3) ise duyarl olarak
belirlendi. Tetrasikline (TE) kars1 7 susun (% 4.7) direngli, 2 susun (% 1.3) orta duyarl
ve 141 susun (%94) duyarli oldugu saptandi. Rifampine (R) kars1 8 sus (% 5.3) direngli,
1 sus (% 0.7) orta duyarhi ve 141 sus ( % 94) ise duyarli bulundu.

Makrolid grubu antibiyotiklerden olan eritromisine (E) kars1 19 sus (%12.7)
direng gosterirken, 4 sus (% 2.67) orta direncli, geriye kalan 127 sus (%84.7) ise duyarh
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olarak belirlendi. Kinolon grubundan olan ofloksasine (OFX) karsi ise 9 sus (% 6)
direngli, 1 sus (% 0.7) orta duyarli ve 140 sus (% 93.3) ise duyarh olarak saptandi.
Trimetoprim/sulfametoksazole (SXT) karst 3 sus (% 2) direngli, 1 sus (% 0.7) orta
duyarli ve 146 sus (%97.3) duyarl olarak belirlendi. Klinik 6rneklerden izole edilen S.
aureus suslarinin higbirinde vankomisin (VA) ve linezolid (LZD) antibiyotiklerine kars1
direng tespit edilmedi (Cizelge 4.2.1). Klinik suslarin direngli, orta duyarli ve duyarli

sayilarinin % oranlar1 Sekil 4.2.1'de verilmistir.

o
<
—
z
<
o
o
=

GM OFX E MEM LZD CAZ CXM KF SXT AMC
ANTIBiYOTIiKLER

Sekil 4.2.1. Klinik materyallerden izole edilen S. aureus suslarimin direngli, orta duyarh ve duyarli %
oranlari

Siit ve dondurma oOrneklerinden izole edilen 55 adet S. aureus susunun

antibiyogram sonuglart Cizelge 4.2.2'de verilmistir.
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Cizelge 4.2.2. Gida 6rneklerinden izole edilen S. aureus larin kullanilan antibiyotiklere kars1 direngli (R),
orta duyarli (I) ve duyarl (S) sus sayilar1 ve % oranlar1 (n=55)

4.6 53

69.1

2
38
0
0
1
0
0
0
0
1
1
0
0
0

OOONMNNOOOONOO
OO0 O0OORROOOOO
OO0 O0OO0OO0OONNOOOOO

Elde edilen bulgulara gore siit ve dondurma 6rneklerinden izole edilen S. aureus
suslarinin 38’1 (% 69.1) penisilinde karsi direngli bulunurken 17’si (% 30.9) duyarli
olarak belirlendi. Gentamisin, seftazidim ve seforoksime karsi 1 sus (% 2), tetrasikline
karst 2 (% 4.6) sus direngli olarak tespit edilmistir. Vankomisin, rifampin ofloksasin,
eritromisin, meropenem, linezolid, sefalotin, trimetoprim/sulfametoksazol ve
amoksisilin/klavulonik asite kars1 herhangi bir direng saptanmadi (Cizelge 4.2.2).

MRSA ve MSSA suglarinin kullanilan ¢esitli antibiyotiklere direng dagilimi
Cizelge 4.2.3°de 6zetlenmistir.



46

Cizelge 4.2.3. MRSA ve MSSA suglarinin kullanilan antibiyotiklere kars1 direngli sus sayilar1 ve %
oranlart

MRSA (n=18 MSSA (n=187
Antibiyotik I_ Antibiyotiki
it it
TE 2.1
P

[EE
()]
[N

86.1
0
2.7
0.5
1.1
7.5
0
0

0.5
0
0

0.5
0

5
18
0
3
6
7
5
4
0
18
10
5
2
7

orocorooldvruoO

MRSA: Methicillin resistance S. aureus, MSSA: Methicillin sensitive S. aureus

Elde edilen sonuglara gore MRSA suslariin tamami (%100) penisiline direngli
bulunurken MSSA suslarinda en yiiksek direng 161 susla (% 86.1) penisiline karsi
belirlendi. Yine MRSA suslarinin tamaminin (%2100) seftazidime kars1 direngli oldugu
belirlenirken MSSA suslarinin sadece biri (% 0.5) bu antibiyotige direng gostermistir.
MRSA suslarinin penisilin ve seftazidimden sonra en yiiksek diren¢ oraninin
belirlendigi antibiyotik ise 10 susla (% 55.6) sefuroksim olmustur. MSSA suslarinda ise
bu antibiyotige karsi herhangi bir diren¢ goriilmedi. MRSA suslarinda ofloksasin ve
amoksasilin/klavulanik asit’e kars1 7 susun (% 38.9) direngli oldugu tespit edilirken
MSSA  suslarinda  ofloksasin’e  kars1 2 susun  (1.1) direngli  oldugu,
amoksasilin/klavulanik asite kars hi¢bir susun direng gostermedigi tespit edildi.

MRSA ve MSSA suslarindaki gentamisin direnci sirasiyla % 33. 3, % 0.5,
eritromisin direnci % 27.8, % 7.5, tetrasiklin direnci % 27.8, % 2.1, sefalotin direnci %
27.8, % 0, meropenem direnci % 22.2, % 0, rifampin direnci % 16.7, % 2.7 ve
trimetoprim/sulfametoksazol direnci % 11.1, % 0.5 olarak tespit edildi. MRSA ve

MSSA suslarinda vankomisine ve linezolide direng saptanmadi (Cizelge 4.2.3).
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ANTIBiYOTIKLER

Sekil 4.2.2. MRSA ve MSSA suslarinin kullanilan antibiyotiklere karsi belirlenen direng % oranlari

Klinik, siit ve dondurma 6rneklerden izole edilen toplam 205 S. aureus susunun
tamaminin, kullanilan 14 farkli antibiyotige karsi gosterdigi durumlar genel olarak
degerlendirildi. Sonuclar Sekil 4.2.3’de gosterilmistir. Buna gbre 205 susun, 179’u (%
87.3) penisiline kars1 direngli bulundu. Direng bakimindan bu antibiyotik ilk siray1 aldi.
Toplam suslarin 19°u (% 9.3) eritromisine ve yine 19 sus (% 9.3) seftazidime direngli
bulundu ve bu antibiyotiklere kars1 direng penisilinin ardindan ikinci siray1 aldi. Direng
bakimindan tiglincii siray1 10 sus (% 4.9) ile sefuroksim, dordiincii siray1 ise 9’ar sus (%
4.4) ile tetrasiklin ve ofloksasin’in aldig1 goriildii.

Antibiyotikler icerisinde, test edilen suslar iizerinde en etkili antibiyotiklerin
vankomisin ve linezolid oldugu tespit edildi. Suslarin tamamimin (% 100) bu
antibiyotiklere duyarli oldugu goriildi. Bunlart ikinci sirada meropenem ve
trimetoprim/sulfametoksazoliin takip ettigi ve 201 sus (% 98) tizerinde etkili olduklart
belirlendi. Sefalotinin, 199 sus (% 97.1) ile ig¢iincii; Amoksasilin/klavulanik asitin ise
198 sus (% 96.6) ile dordiincii sirada yer aldigi saptandi (Sekil 4.2.3).
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Sekil 4.2.3. Antibiyotiklere duyarlilik sonuglarinin genel degerlendirilmesi, a: Toplam duyarli (S), orta
duyarli (I) ve direngli (R) sus sayilari, b: % R oranlari

4.3. S. aureus suslarmin multipleks PCR analizi

Calismada, izole edilen 205 S. aureus susunda multipleks PCR’la 16S rRNA,
femA, mecA ve lukS genlerinin varligi belirlendi. Calismadan elde edilen jel goriintiileri
Sekil 4.3.1 - 4.3.8” de verilmistir.
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atcc arcc KS KS KS KS KS KS KS

KS KS KS KS KS KS KS
43300 25923 1 2

3 4 5 b 7 8 9 10 11 12 13 14

165 rRNA
1000 bp femA

- <-—~———_——_—————_—-—-~-
500 bp

- . — G—— - - - ——

-—— - -
300 bp e

100 bp

IukS (PVL)

M ATCC  ATCC KS KS KS KS KS KS KS KS KS

KS KS KS KS KS
43300 25923 458 95 17 18 19' 20 21 22. 23

24 25 26 27 28
1000 bp

500 bp
300 bp

100 bp

Sekil 4.3.1. S. aureus suslarinin multipleks PCR jel goriintiisii (Sirasiyla M: Marker, S. aureus
ATCC 43300 (MRSA), S. aureus 25923 (MSSA), KS: Klinik sug 1-28)

M Arcc arcc KS KS KS KS

KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS
43300 2592329 30 31 32

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

165 rRNA femA

e — — — — — - —— — — — .\ ——
- — - — - — - - -
-

luks (PVL)

M Arcc arcc KS KS  KS KS KS
43300 23923 43 44 45 46 47

KS KS KS KS KS KS KS KS KS
48 49 50 51 52 53 54 55 56

. e e ) -0—-~

- -

Sekil 4.3.2. S. aureus suglarinin multipleks PCR jel goriintiisii (Sirastyla M: Marker, S. aureus
ATCC 43300 (MRSA), S. aureus 25923 (MSSA), KS: Klinik sug 29-56)
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M atcc atcc KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS
43300 25923 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

16STRNA  fema
1000 bp

500 bp — . —— — — — — — — — — — — — — .

- - o - - . e o - . — - - -

300 bp

100 bp

lukS (PVL)

M Atcc atcc KS  KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS “KS
2300200238 ) 7D e A 77 78 79 80 81 82 83 84

Sekil 4.3.3. S. aureus suslarinin multipleks PCR jel goriintiisii (Sirasiyla M: Marker, S. aureus
ATCC 43300 (MRSA), S. aureus 25923 (MSSA), KS: Klinik sus 57-84)

M Atcc arcc KS  KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS
43300 25923 g5 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98

16S rRNA
femA

e — — — — — — — — — — — — — —
. D QE—) D C—  C— A, - — - - -

lukS (PVL)

mcc acc KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS

43300 25923 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112

Sekil 4.3.4. S. aureus suslariin multipleks PCR jel goriintiisii (Sirasiyla M: Marker, S. aureus
ATCC 43300 (MRSA), S. aureus 25923 (MSSA), KS: Klinik sug 85-112)



o1

acc acc KS KS  KS KS TKST KS KS KS KS KS KS KS KS
43300 25923 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125

165 rRNA
femA

e — — — — — — — — . — — —— —

- . - — — - —— - o e S

JukS (PVL)

aicc  arcc KS  KS KS KS KS KS KS KS KS KS KS = "KS KS KS
43300 25923 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139

e — - G v v e — G— S— C— —— W—
- o - - - . - - - - - - - -

- - - e -

Sekil 4.3.5. S. aureus suglarinin multipleks PCR jel goriintiisii (Sirastyla M: Marker, NK:
Negatif kontrol S. epidermidis NRRL B-4268, S. aureus ATCC 43300 (MRSA), S. aureus 25923
(MSSA), KS: Klinik sus 113-139)

acc arcc KS© KS KS KS KS “K5° KS KS “KS— “KS KS
43300 25923 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150

16STRNA  fema

B i e i I I i —
> — - - e e C— GE— Ge— - R S— —

- - C— - - -
-
mecA

)

Sekil 4.3.6. S. aureus suglarinin multipleks PCR jel goriintiisii (Sirasiyla M: Marker, NK:
Negatif kontrol S. epidemidis NRRL B-4268, S. aureus ATCC 43300 (MRSA), S. aureus 25923
(MSSA), KS: Klinik sug 140-150)
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M NK Acc GS GS GS GS GS GS G5 GS GS GS GS GS GS GS
345 6 7 8 910 11 12 13 14

43300 1 2

165 rRNA
1000 bp

500 bp
300 bp

100 bp

M GSGSGS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

- . e ——. e— — G G— — — G— G— Q— - -
PR e S —4 —— . - >-—o G P OO0 -0 o+ _

Sekil 4.3.7. S. aureus suslarmin multipleks PCR jel goriintiisii (Sirasiyla M: Marker, NK:
Negatif kontrol S. epidemidis NRRL B-4268, S. aureus ATCC 43300, GS: Gida susu 1-30)

M atcc acc GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS
29213 43300 37 37 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

16S rRNA

- ———————— — — — — —

femA

M GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS
44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55

- ey - o WD S O et DD ey — 165 rRNA (597 bp)

femA (450 bp)
mecA (293 bp)

Sekil 4.3.8. S. aureus suslariin multipleks PCR jel goriintiisii (Sirasiyla M: Marker, S. aureus
29213 (MSSA), S. aureus ATCC 43300 (MRSA), GS: Gida susu 31-55)
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Elde edilen bulgulara gore g¢alisilan 205 S. aureus suslarinin tamaminda 16s
rRNA ve femA gen bolgesi belirlenmistir. mecA geni ise KS9, KS20, KS26, KS34,
KS39, KS57, KS60, KS76, KS100, KS103, KS128, KS130, KS131, KS139, KS142,
KS147 ve KS149 no’lu suslar olmak iizere toplam 17 klinik kaynakli susda tespit edildi.
Gida kaynakli suslarin ise sadece birinde (% 1.8) (GS55: dondurma izolat1) mecA geni
saptandi. Boylelikle caligilan 205 S. aureus susunun 18’1 metisiline direngli S. aureus
(MRSA) olarak belirlendi. Panton Valentin Toksin geni ise (lukS) klinik kaynakli KS26,
KS35, KS39, KS64, KS67, KS138 ve KS139 no’lu suslarda (7 sus, % 4.6) tespit edildi.
Gida kaynakli suslarin hi¢ birinde PVL geni belirlenmedi (Sekil 4.3.1 - 4.3.8).

4.4, S. aureus suslarinin PFGE analiz sonuglar:

Calismada, Durmaz (2007) tarafindan oOnerilen PFGE metodu, bazi
modifikasyonlar yapilarak kullanildi. PFGE analizinde, DNA fragmanlar1 olusturmak
amaciyla; Serratia marcescens bakterisinden elde edilen Smal restriksiyon enzimi
kullanildi. Elektroforez sartlari: Baslangic vurus siiresi 5.3 sn, bitis vurus siiresi 34.9 sn,
vurus acist 120°, akim 6 V/em?, sicaklik 14 °C, elektroforez siiresi 20 saat (TBE
tamponu pH=8.0) seklinde uygulandi. Belirtilen sartlar elektrotlar arasinda sirali olarak
20 saat boyunca devam etti. Elektroforez islemi sonrasinda boyanarak elde edilen jel
goriintlileri Sekil 4.4.1-4.4.8'de gosterilmistir. Suslar arasindaki muhtemel klonal iliskiyi
belirlemek amaciyla, elde edilen bant profilleri GelCompar II (version 6.6) yazilimi
kullanarak degerlendirildi. Degerlendirmede tolerans % 0.5 olarak uygulandi. UPGMA
metodu ile dendogram olusturuldu ve kiimelesme analizi yapildi. Dice benzerlik
katsayis1 (Dice similarity coefficient) kullanilarak suslar arasindaki iligski belirlendi.
Esik deger (cut-off) olarak % 80 alinarak genotipler (PFGE tipleri) ve bunlara bagl alt
tipler belirlendi (Carrico ve ark., 2005).



54
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Sekil 4.4.1. M (Marker), KS (Klinik sus) 1-8, 10-12, 14-19, 21-23, 25,27 ve 29-31 no'lu suslarin, Smal ile
elde edilen PFGE bant profilleri

M 32 333536 37 38404142 43 45 4647 484950 51 525354 5556 5859 6162 64
b2 v ° e ==

Sekil 4.4.2. Marker, KS (Klinik sus) 32,33, 35-38, 40-41, 45-56, 58, 59, 61, 62 ve 64 no'lu suslarin, Smal
ile elde edilen PFGE bant profilleri
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M 65 6667 68 69 7071 72 73 7475 77 78 79 8081 82 83 84 85 86 87 89 90 91 92 93 94
*-l—: L 4 I C LD - - “ ¢ - -

Sekil 4.4.3. Marker, KS (Klinik sus) 65-75, 77-87, 89-94 no'lu suslarin, Smal ile elde edilen PFGE bant
profilleri

M 95 96 98 99 101 102 104 105 106 108 109 110 111 112 113 114 116 118 119 120 121 123 124
[==]
.

Sekil 4.4.4. Marker, KS (Klinik sus) 95, 96, 98, 99, 101, 102, 104-106, 108-114, 116, 118-121, 123, ve
124 no'lu suslarin, Smal ile elde edilen PFGE bant profilleri



M 13 24 28 44 63 88 107 117 122 125 126 129 132 133 134 135 136 137 138 140 141 143 144 145 146 147 148
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Sekil 4.4.5. Marker, KS (Klinik sus) 13, 24, 28, 44, 63, 88, 107, 117, 122, 125, 126, 129, 132-138, 140,

141, 143-146, 147 (MRSA) ve 148 no'lu suslarin, Smal ile elde edilen PFGE bant profilleri

M 9 20 26 34 389 57 60 76 100 103 128 130 131 139 142 127 G37 150
L1 Y Y ¥ erew Y 1 ¥ =y

Sekil 4.4.6. Marker, KS (Klinik sus) 9, 20, 26, 34, 39, 57, 60, 76, 100, 103, 128, 130, 131, 142 ve 149
(MRSA Suslarr) 127, 150 ve GS (Gida susu) 37 no'lu suslarin, Smal ile elde edilen PFGE bant profilleri
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Sekil 4.4.7. Marker, GS (Gida susu) 1-29 no'lu suslarin, Smal ile elde edilen PFGE bant profilleri

M 30 313233 34 35 36 38 39 40 41 42 43 44 4546 4748 4950 51 5253 54 5;97115
- .- [ H vy - . et L

Sekil 4.4.8. Marker, GS (Gida susu) 30-36, 38-54, 55 (MRSA) ve KS (Klinik sus) 97 ve 115 no'lu
suslarin, Smal ile elde edilen PFGE bant profilleri.
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Gidalardan izole edilen S. aureus suslarinin, Smal enzimiyle olusturulan bant
profilleri Sekil 4.4.7 ve 4.4 8'de gosterilmistir. Bu suslardan elde edilen bant profillerine
gore yapilan analiz sonucu olusturulan dendogram Sekil 4.4.9'da verilmistir.

Gida suslan igerisinde, birbirinden farkli 43 pulso tip belirlendi (A-AP). Bu
tiplerin de kendi igerisinde dokuz alt tipe ayrildig1 saptandi (Sekil 4.4.9). Bu gruplar
icinde en fazla alt tipe sahip olan grubun, ii¢ alt tiple AO grubu (AO1-AO3) oldugu
belirlendi. GS 26 (AO1) ve GS 27 (AO2) no’lu suslar arasindaki genetik benzerligin %
88.9 oldugu ve bu iki susun muhtemel iliskili oldugu saptandi. GS 25 (AO3) no’lu
susun ise GS 26 ve GS 27 no’lu suslar ile % 80.7 oraninda benzer oldugu, yani bu iki
sus ile muhtemel iliskili oldugu tespit edildi. AO pulsotipine ait bu suslarm ayni
bolgeden toplanan siitlerden kdken aldigi belirlenmistir.

Alt tip olusturan farklir bir pulsotip iki alt tipe sahip olan H grubudur (Sekil
4.4.9). H1 alt tipini gosteren GS 10 no’lu sus ve H2 alt tipini gdosteren GS 11 no’lu
suglarin % 93.8 benzerlik oranina sahip oldugu yani bu iki susun yakin iliskili oldugu
tespit edildi. Benzer sekilde yakin iligkili sus durumu J pulsotipinde yer alan J1 (GS 6)
ve J2 (GS 7) alt tipleri arasinda da saptandi. Bu iki sus arasindaki klonal benzerligin
%92.9 oldugu belirlendi.

Yine iki alt tipe sahip olan K grubuna bakacak olursak, K1 alt tipini gésteren GS
15 ve K2 alt tipini gosteren GS 20 no’lu suslarin % 81.5 ile muhtemel iligkili izolat
olduklar1 soylenebilir. Bu iki sus farkli bolgelerden toplanan siit drneklerinden izole
edilmistir.

GS 22 (L1) ve GS 23 (L1) no’lu suslar arasinda % 100 benzerlik orani
belirlendiginden dolay bu iki susun ayni1 izolat oldugu saptandi. Benzer sekilde GS 18
(N1) ve GS 19 (N1) no’lu suslarda % 100 benzerlik orani ile ayni izolat olduklar
belirlendi (sekil 4.4.9).

Muhtemel iliskili izolat durumu % 84.6 benzerlik orani ile GS 31 (U1) ve GS 32
(U2) no’lu izolatlar arasinda da belirlenmistir. Bu izolatlar da ayn1 bolgeden alinan siit
orneklerinden izole edilen suslardir. GS 35 (V1) ve GS 36 (V2) no’lu suslar ise % 86.7
benzerlik orani ile muhtemel ilisgkili izolat olarak saptandi. GS 34 (AAl) ve GS 38
(AA2) no’lu suslar arasindaki benzerlik oraninin 89.7 oldugu yani bu suslarin da
muhtemel iliskili izolat olduklar1 tespit edildi.

GS 30 ( AB1) ve GS 33 (AB2) no’lu suglarin aym1 kaynaktan geldigi, klonal
olarak % 96.6 benzerlik oranina sahip ve yakin iliskili olduklar1 tespit edildi. GS 4
(AL1) ve GS 5 (AL2) no’lu suslarda ise % 92.9 oraninda benzerlik goriildii ( Sekil4.4.9)
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Sekil 4.4.9. Gidalardan izole edilen S. aurues suslarinin klonal iligkisini gosteren dendogram (UPGMA,

Dice, % 0.5 tolerans)
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Yukarida bahsedilen dokuz grup i¢inde yer alan alt tiplerin diginda kalan suglar
ise iligkisiz izolatlar olarak tespit edildi. Bu suslar arasindaki benzerlik oraninin % 20.4-
77.8 oranlar1 arasinda degistigi belirlendi. Gida izolatlarinin biitiinline bakildiginda
birbirleri ile genetik ¢esitliligin fazla oldugu; buna bagl olarak da klonal iligkilerinin az
oldugu goriildii. Daha ¢ok ayni bolgeden toplanan siitlerden izole edilen izolatlarin
birbirleri ile muhtemel ve yakin iliskili oldugu belirlendi. Dondurma ornekleri ile siit
ornekleri arasinda herhangi bir muhtemel veya yakin iliski durumu saptanmadi.

Cesitli klinik kaynaklardan izole edilen S. aureus suslarmnin, Smal enzimiyle
olusturulan bant profilleri Sekil 4.4,1- 4.4.6’da gosterilmistir. Bu suslardan elde edilen
bant profillerine gore yapilan analiz sonucu, olusturulan dendogram Sekil 4.4.10'da
gosterilmistir.

Toplam 150 Klinik S. aureus susu 137 frakli pulsotip gostermistir. Bu 137 grup
icerisinde ise 12 grup kendi igerisinde alt gruplara ayrilmistir (Sekil 4.4.10). En fazla alt
tip bulunduran grup, ti¢ alt tipe sahip olan PT 132 grubudur. Alt tiplerde KS 76 (PT
132a) ve KS 142 (PT 132b) suslar1 arasinda % 87 oraninda Klonal benzerlik belirlendi.
MRSA olarak saptanan bu iki sus yara orneginden izole edilmis olup bu suslarin
muhtemel iligkili olabilecegi diisiiniildii. KS 9 (PT 132¢) no’lu MRSA susunun da bu
suslara olan akrabalik orani % 80.9 olarak belirlenmis olup mayi 6rneginden izole
edilen bu susun da belirtilen suslarla muhtemel iliskili olabilecegi diisiiniildii.

Iki alt tipe sahip olan PT 81 pulsotipini gdsteren KS 60 (PT 81a) ve KS 100 (PT
81b) suslar1 % 88.9 benzerlik orani ile muhtemel iliskili olarak belirlenmislerdir. Idrar
kiiltiiriinden 1zole edilen bu suslar metisiline direngli suslar olarak saptanmiglardir.

Kan 6rneginden izole edilen KS 45 (PT 3a) no’lu sus ile yara 6éreneginden izole
edilen KS 47 (PT 3b) no’lu suslar arasindaki benzerlik oram1 % 96 olarak belirlenmis
olup bu iki susun yakin iliskili suslar oldugu sonucuna varilmistir. Benzer sekilde yara
kiiltiriinden izole edilen KS 1 (PT 5a) no’lu sus ile kulak kiiltiiriinden izole edilen KS 3
(PT 5b) no’lu susun akrabalik oran1 % 94.7 olarak belirlenmis olup bu suslarinda yakin
iliskili suslar oldugu tespit edildi.

Baska bir alt tip olusturan (PT 14a ve PT14b) gruba baktigimizda kan
kiiltiirtinden izole edilen KS 29 (PT 14a) no’lu sus ile KS 30 (PT 14b) no’lu susun
aralarindaki benzerlik orani ise % 83.3 olarak bulunmus olup bu iki susun muhtemel
iligkili olabilecegi diisiiniildii. Balgam 6renginden izole edilen KS 22 (PT18a) no’lu sus
ve yara 6rneginden izole edilen KS 27 (PT 18b) no’lu suslarin benzelik oran1 ise % 81.3

olarak bulunmus olup bu iki susunda muhtemel iliskili olabilecegi kanisina varildi.
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Burun kiiltiiriinden izole edilen KS 15 (PT 17a) no’lu sus ve idrar kiiltiirlinden izole
edilen KS 23 (PT 17b) no’lu suslar da % 91. 7 akrabalik orani ile yakin iliskili suslar
olarak belirlendi.

KS 73 ve KS 74 no’lu suglarin bulundugu PT 35 pulsotipide iki alt tipe
ayrilmistir (PT 35a ve PT 35b). Kan orneklerinden izole edilen bu suslar arasindaki
benzerlik oran1 % 89.5 olarak belirlendi ve bu suslarin muhtemel iliskili oldugu
saptandi. Yine iki alt tipe ayrilan PT 37°de bulunan KS 69 (PT 37a) ve KS 72 (PT 37b)
suslar1 idrar kiiltiiriinden izole edilmis olup aralarindaki % 88.9’luk akrabalik oraniyla
muhtemel iliskili suslar olarak belirlendi. Idrar kiiltiiriinden izole edilen KS 109 (PT
50a) ve kan kiiltiirtinden izole edilen KS 110 (PT 50b) no’lu suslar % 83.9 benzerlik
orani ile farkli materyallerden izole edilmesine ragmen muhtemel iliskili olarak
saptandi.

Mayi kiiltiiriinden izole edilen KS 33 (PT 59a) ve KS 54 (PT 59b) no’lu suslar %
83.3 benzerlik orani ile muhtemel iliskili olarak belirlendi. Kulak kiiltiiriinden izole
edilen KS 121 (PT 70a) ve yara kiiltiirtinden izole edilen KS 123 (PT 70b) no’lu suslar
% 84.6 akrabalik orani ile muhtemel iliskili olarak tespit edildi.

Belirtilen suslarin disindakiler ise iligkisiz izolatlar olarak saptandi. Suslarin
cogunun benzer klinik materyallerden izole edilmesine ragmen, klinik suslar arasinda
muhtemel iligkili, yakin iliskili, veya ayn1 sus tespit edilmedi. Klinik kaynakli suglarin
genetik cesitliliginin olduke¢a yiiksek, klonal iligkilerinin ise zayif oldugu sonucuna

varildi (Sekil 4.4.10).
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S. aureus Smal PFGE Klinik grup analizi Sus no Tir Merkez Kaynak Pulsotip
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* K559  Saureus Konya Kinik PT91
* K592 Saureus Konya Klinik PT92
* K517 S.aureus Konya Klink PT93
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PT 114
PT115
PT 116
PT117
PT118
PT119
PT120
PT121
PTIR
PT123
PT 124
PT125
PT126
PT 127
PT128
PT129
PT130
PT131
PT132a
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PT 132
PT133
PT 134
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PT 136
PT 137

Sekil 4.4.10. Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen S. aureus suslarinin klonal iligkisini gésteren
dendogram (UPGMA; Dice, % 0.5 tolerans)
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Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslarina ait dendrogram ise sekil
4.4.11’da gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore 18 MRSA susu 15 pulsotip
gostermis olup bu tipler de kendi aralarinda iki alt tip gOstermistir. En fazla alt tipe
sahip olan ti¢ alt tiple G pulsotipidir (G1, G2, G3). KS 76 (G1) ve KS 142 (G2) MRSA
suslar1 % 87 benzerlik orani ile muhtemel iligkili olarak belirlendi. KS 9 (G3) Susu ise
bu suslara olan % 80.9 akrabalik orani ile muhtemel iliskili olaral saptandi. Diger alt tip
gosteren E pulsotipine (E1, E2) bakildiginda KS 60 (E1) ve KS 100 (E2) MRSA suslar1
arasinda belirlenen % 88.9 benzerlik orani ile muhtemel iliskili suslar olarak belirlendi.
Diger MRSA suslar1 arasinda muhtemel veye yakin iligkili ya da ayni izolat tespit
edilmedi (Sekil 4.4.11).

Metisiiin DirencliS. aureus (MRSA) SuslarininSmal PFGE analizi
Susno  Tir Merkez  Kaynak Pulsotip
' n ' I | H| || O KS20 Sauweus Konya  Kink A
. '. .| "l l.l O KS130 Saweus Konya  Kink B
'.l II' || || | O KS39 Sauweus Konya  Kink ¢
FL0 T TN OKSD8 Saweus Koya  Kink O
“‘ ‘ ” M| O KSB0 Saureus Konya  Kink E1
|" ' “ HH | 0 KS100 Sauweus Konya  Kink E2
‘. ' “ l.' | O KS¥ Sauweus Konya  Kink F
. ‘ l . || | | I O KS76  Sauweus Konya  Kink 61
{* + +H | | | O KS142 Sauweus Konya  Kink @2
‘ ’ H ||| | H | O KS9  Sauweus Konya  Kink @3
PN OKS19 Saweus Konya  Kink H
' . ’ "“ “ | O KS131 Sauweus Konya  Klink 1
l. . . l. | H | || O KS57 Sauweus Konya  Kink !
ll I ||| || || ‘ | O KS103 Saureus Konya  Kink «
'H | | || || || | O K326 Saueus Konya  Kink L
| | | | | || ' O KS147 Sauweus Konya  Klink ™
*“ * H‘I‘ H»‘I 0 KS149 Sauweus Konya  Kink N
| | | | | | | * Marker
| | I | l | | * Marker
| ”t l '|' | ¢ G355 Saureus Konya Gida ©

Sekil 4.4.11. Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslarinin klonal iliskisini gésteren dendogram
(UPGMA,; Dice, % 0.5 tolerans)
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Calismada kullanilan tiim Gida ve klinik suslara ait klonal analizler, UPGMA
yontemine gore tek bir analizle degerlendirilerek, biitiin suslarin birbirlerine gore olan
genetik akrabaliklar1 yeniden degerlendirildi. Degerlendirme sonucu elde edilen birlesik

analiz dendogrami ve olusan pulso tipler Sekil 4.4.12'de g6sterilmistir.
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S. aureus Smal PFGE gida, klinik birlesik analz
Sus no Tar Merkez Kaynak Pulsotip

¢ K571 S aureus Konya Kinik PT1

# K330 S.aureus Konya Kinik PT2

# KS51 S aureus Konya Klinik PT3

# K331 S.aureus Konya Kinik PT4

¢ K358 S aureus Konya Klinik PT5

¢ KS73 S aureus Konya Kinik PT6a
4 KS74 S.aureus Konya Klinik PT6b
¢ K579 S aureus Konya Kinik PT7

¢ KS89 S aureus Konya Klinik PT8a
¢ K572 S aureus Konya Kinik PT8b
4 KS75 S.aureus Konya Klinik PT9

¢ K332 S aureus Konya Kinik PT10
* 351 S.aureus Konya Gida PT11
* 3515 S.aureus Konya Gida PT123
* G520 S aureus Konya Gida PT12b
* 3522 S. aureus Konya Gida PT13
* G523 S aureus Konya Gida PT13
¢ KS384 S aureus Konya Klinik PT14
¢ KS57 S aureus Konya Klinik PT15
4 K5103 S.aureus Konya Kiinik PT16
* 3512 S aureus Konya Gida PT17
¢ K335 S.aureus Konya Kinik PT18
¢ KS85 S aureus Konya Klinik PT19
4 KS86 S.aureus Konya Klinik PT20
¢ KS87 S.aureus Konya Klinik PT21
4 K343 S aureus Konya Klinik PT22
4 KS125 S_ aureus Konya Kinik PT23
* 3555 S aureus Konya Gida PT24
* G518 S.aureus Konya Gida PT25
* 3519 S.aureus Konya Gida PT25
* G554 S aureus Konya Gida PT26
¢ K541 S aureus Konya Klinik PT27
¢ KS1 S aureus Konya Klinik PT28a
4 KS3 S aureus Konya Klinik PT28b
¢ KS7 S aureus Konya Klinik PT29
¢ K516 S aureus Konya Kinik PT30
¢ KS18 S.aureus Konya Klinik PT31

4 KS14 S aureus Konya Klinik PT32
4 KS11 S.aureus Konya Klinik PT33
¢ KS19 S aureus Konya Klinik PT34

* GS17 S.aureus Konya Gida PT35
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# K5127 S.aureus Konya Kinik PT36
4 KS38 S.aureus Konya Klinik PT37
¢ K556 S aureus Konya Kinik PT38
# KS46 S.aureus Konya Kinik PT39
4 K548 S aureus Konya Klinik PT40
¢ KS50 S aureus Konya Klinik PT41
¢ KS33 S aureus Konya Klinik PT42
4 K549 S aureus Konya Klinik PT43
¢ K570 S. aureus Konya Kinik PT44
# KS78 S.aureus Konya Kinik PT45
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¢ K578
¢ K577
¢ KS37
¢ K581

* (G5S21
¢ K532
¢ K595
¢ K396
* (5528
¢ K368
* G54

* GS5

* GS3

* (5524
¢ K566
¢ KS65
¢ K34

¢ K525
* (5526
* GS27
* (GS25
* (G529
* GS6

* GS7

¢ K361

* GS8

* G514
* G510
* GS11
* GS9

¢ KS111
¢ KS113
¢ K5109
¢ K5110
¢ KS108
¢ K3105
¢ K5106
¢ KS102
¢ KS114
¢ K512
¢ KS116
¢ K518
¢ K533
¢ K554
¢ K355
* K542
¢ K597
¢ KS36
¢ K383
¢ K5101
¢ K5104
¢ K598
¢ K340
¢ KS62

A iemama

. aureus
S aureus
S. aureus
S aureus
S. aureus
S aureus
S aureus
S aureus
S aureus
S aureus
S. aureus
S aureus
S. aureus
S aureus
S aureus
S. aureus
S. aureus
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S aureus
S. aureus
S. aureus
S aureus
S. aureus
S aureus
S aureus
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S aureus
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S aureus
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Konya
Konya
Konya
Konya
Konya
Konya
Konya
Konya

AINIK
Klinik
Klinik
Klinik
Klinik
Gida
Klinik
Klinik
Klinik
Gida
Klinik
Gida
Gida
Gida
Gida
Klinik
Klinik
Klinik
Klinik
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Gida
Gida
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Gida
Klinik
Gida
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Klinik
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Klinik
Klinik
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Klinik

PT45
PT 46
PT47
PT 48
PT49
PT 50
PT51
PT52
PT53
PT54
PT 55a
PT 55b
PT 56
PT57
PT 58
PT59
PT 60
PT61
PT 62a
PT 62b
PT 62¢
PT63
PT 64a
PT 64b
PT65
PT 66
PT67
PT 68a
PT 68b
PT69
PT70
PT71
PT72a
PT72b
PT73
PT74
PT75
PT76
PT77
PT78

PT79
PT 80
PT 81a
PT 81b

PT 82
PT83

PT84
PT 85
PT 86
PT 87
PT 88
PT 89
PT90
PTO1
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¢ KS62 S.aureus Konya Klinik PT91
4 KS121 S.aureus Konya Klinik PT92a
4 KS123 S.aureus Konya Klinik PT92b
¢ KS120 S. aureus Konya Kiinik PT93
4 KS119 S.aureus Konya Klinik PT94
4 KS99 S aureus Konya Klinik PT95
4 KSB4 S aureus Konya Klinik PT96
¢ KS67 S aureus Konya Klinik PT97
¢ KS89 S aureus Konya Klinik PT98
¢ KS124 S. aureus Konya Klinik PT99
* (S50 S.aureus Konya Gida PT100
4 KS94 S aureus Konya Klinik PT101
4 KS91 S.aureus Konya Klinik PT102
4 KS90 S aureus Konya Klinik PT103
* (G543 S aureus Konya Gida PT104
* G530 S. aureus Konya Gida PT105a
* (G533 S aureus Konya Gida PT105b
* GS39 S aureus Konya Gida PT106
* (GS51 S. aureus Konya Gida PT107
4 KS93 S aureus Konya Klinik PT 108
4 KSS52 S aureus Konya Klinik PT109
* (GS41 S. aureus Konya Gida PT110
* (3542 S aureus Konya Gida PT111
* GS2 S aureus Konya Gida PT112
* GS44 S aureus Konya Gida PT113
* G546 S. aureus Konya Gida PT114
* (3547 S aureus Konya Gida PT115
* GS31 S.aureus Konya Gida PT116a
* (3532 S aureus Konya Gida PT116b
* GS35 S aureus Konya Gida PT117a
* GS36 S aureus Konya Gida PT117b
* GS40 S aureus Konya Gida PT118
* (3549 S aureus Konya Gida PT119
4 KS59 S aureus Konya Klinik PT120
4 KS92 S aureus Konya Klinik PT121
4 KS17 S. aureus Konya Klinik PT122
4 K521 S aureus Konya Klinik PT123
4 KS26 S aureus Konya Klinik PT124
4 KS63. S.auresus Konya Klinik PT125
4 KS147 S aureus Konya Klinik PT126
4 K524, S aureus Konya Klinik PT127
4 KS136 S. aureus Konya Klinik PT128
4 KS5140 S. aureus Konya Klinik PT129
4 K5141 S. aureus Konya Klinik PT130
4 KS143 S. aureus Konya Klinik PT131
4 KS144 S aureus Konya Klinik PT132
¢ KS44. S aureus Konya Klinik PT133
4 KS88. S. aureus Konya Klinik PT134
4 KS5 S aureus Konya Klinik PT135
* (537 S aureus Konya Gida PT136
4 K520 S.aureus Konya Klinik PT137
* GS34 S aureus Konya Gida PT138a
* (G538 S.aureus Konya Gida PT138b
4 KS115 S.aureus Konya Klinik PT139
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¢ KS126 S
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¢ K834 S
¢ KS2

¢ KS6

4 KS29
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¢ KS8

¢ KS12
* GS16
¢ K815
4 KS23
¢ K822
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* GS45
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* GS48 S.
4 KS135 S
¢ K5134 S
4 KS138 S
¢ KS5145 5
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Klinik
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Klinik
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Klinik
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Klinik
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PT 140
PT 141
PT 142
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PT 144a
PT 144b
PT 144c
PT 145
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PT 147
PT 148
PT 149
PT 150
PT 151
PT152
PT 153
PT 154
PT 155
PT 156
PT 157
PT 158a
PT 158b
PT 159
PT 160
PT 161
PT 162
PT 1633
PT 163b
PT 164
PT 165
PT 166
PT 167a
PT 167b
PT 168
PT 169
PT 170
PT 171a
PT171b
PT 1723
PT 172b
PT173
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PT175
PT 176
PT177
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PT179
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Sekil 4.4.12. Calismada kullanilan tiim S. aureus suslarinin klonal iligkisini gosteren birlesik dendogram

ve olusturulan pulso tipler (UPGMA; Dice, % 0.5 tolerans)
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Olusturan dendogramdan elde ettigimiz veriler dogrultusunda; izole edilen 205
S. aurus suslar1 arasinda toplam 180 pulso tip belirlendi (Sekil 4.4.12). Bu pulso tiplere
ait olan 21 alt tip saptandi. 180 farkli pulso tipin ortaya c¢ikmasi, klonal iliski
bakimindan incelenen suslar arasindaki genetik benzerligin olduk¢a diisiik oldugunu
gosterdi. Bu nedenle PFGE yonteminin ¢alisilan suslari ayirabilme giiciiniin oldukca
yiiksek oldugu ve bu suslarin genetik ¢esitliligini belirlemede 6nemli bir yontem oldugu
belirlendi.

Tiim suslarin oldugu birlesik dendogram, klinik ve gida orneklerinin bireysel
analizlerinin ortalamasina dayandigindan; bu suslar i¢in ayri ayr1 degerlendirilen
analizlere olduk¢a yakin klonal iliskiler birlesik olarak yapilan dendogramda da
goriildii. Birlesik analizde dikkat ceken durum ise; gida izolatlar ile klinik izolatlar
arasinda degisen oranlarda benzerliklerin olmasina ragmen, bu oranlarin diisiik oldugu
goriildii. Degerlendirme kriterlerinde gore, genetik benzerligin; suslarun ayni, yakin ve
muhtemel iliskili olarak belirlenebilmesi i¢in en az % 80 olmasi gerekmektedir.
(Akg¢imen ve ark., 2010). Buna dayanarak; gida ve klinik izolatlar arasindaki genetik
benzerlik oraninin % 80' den az oldugundan , yakin veya muhtemel iligkili higbir susa
rastlanilmadi ve bu suslarin iliskisiz suslar olduklar1 saptandi. Yine dondurma
orneginden izole edilen MRSA susu ile klinik kaynaklit MRSA suslari arasinda yakin ve
muhtemel iligki goriilmemistir. Hem gida hem de klinik suslarin, kendi gruplarn
icerisinde yakin ve muhtemel iligkili izolatlarla alt tipler olusturdugu belirlendi.

S. aureus insanlarda nozokomiyal ve toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olan
oldukga 6nemli patojen bir bakteridir. Metisilinin kullanima girmesinden kisa siire sonra
ortaya ¢ikan metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatlari, {ilkemizde ve
tim diinyada giderek artan bir sorun haline gelmistir. MRSA enfeksiyonlari, hastalar
tizerinde mortalite ve morbiditeyi artirmaktadir. Bu nedenle enfeksiyon kaynaginin ve
yayilma yollarinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Epidemiyolojik ¢alismalar i¢in farkl
fenotipik ve genotipik yontemler kullanilmaktadir (Ichiyama ve ark., 1991). Bu
yontemler i¢inde altin standart olarak kabul edilen PFGE ydntemi mikroorganizmalarin
genotipik karakterizasyonlari i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek aymrim giicii
ve tekrarlanabilirlik gibi avantajlarindan dolay1, bir¢ok patojen bakterinin analizinde
olduke¢a sik kullanilan bir metotdur. Salginla ilgili calismalarda ¢ok 6nemli bir yontem
olmasmma ragmen sadece bu c¢aligmalarda degil; ayni zamanda c¢evre kaynakli
mikroorganizmalardaki klonal iligskiyi ve genetik ¢esitliligi tespit etmede de 6nemli bir

yontemdir (Goering, 2010). Calismamizda; gida ve klinik kaynakli S. aureus suslarinin
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PFGE yontemi ile benzerlik ve farkliliklarinin belirlenmesi ve bu amagla klon
kaynaklart konusunda daha detayli bilgilere ulasmak hedeflenmistir. Elde ettigimiz
sonuglara gore, izole edilen S. aureus suslar1 arasinda yiiksek oranda genetik ¢esitlilik
saptanmistir.

Bilinen patojenlerin neden oldugu gida kaynakli hastaliklar; saglik agisindan
onemli etkileriyle, biiyiiyen bir halk sagligi problemi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu
mikroorganizmalar1 alt tiplere ayirmak i¢in molekiiler metotlar, ¢ogu laboratuvarda
geleneksel tekniklere ilave metotlar haline gelmistir. Gida patojenlerini belirlemek ve
teshis etmek icin kullanilan molekiiler tekniklerden biri Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE)’tir. PFGE genellikle Staphylococcus, Salmonella, Shigella, E.
coli (O157 igeren), Campylobacter ve Listeria gibi gida zincirinde kargilagilan
patojenleri izlemek icin uygulanmaktadir. Bu organizmalarin epidemiyolojik
caligmalarinda altin standart yontem olarak belirtilmistir (Peters, 2009). Calismamizda
da tiim gida izolatlar1 PFGE yontemi ile tiplendirilebilmis, aralarindaki muhtemel ve
yakin iligkiler ortaya konulabilmistir.

Yaptigimiz calismada siit ve dondurma oOrneklerinden elde ettigimiz 55 S.
aurueus’un 43 farkl pulsotip ve bunlara baglh 9 alt tip gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
4.4.9). Macaristan’da yapilan bir ¢alismada Peles ve ark., (2007), sigir siitlerinden izole
ettikleri 59 S. aureus susunun PFGE yontemi ile genetik iligkisini inceledikleri
caligmalarinda 22 farkli pulsotip tespit etmisler, bunlarin 14 tanesinin ana tip, 8
tanesinin ise alt tip oldugunu belirtmislerdir. Benzer bir ¢alismada Aires de sosa ve
ark.,(2007) mastitisli gesitli hayvan siitlerinden izole edilen 30 S. aureus susunda, PFGE
yontemi ile genetik g¢esitlilik oranimin, 5 farkli pulsotip ile diisiik oldugunu; gida ve
insan kaynakli suslar arasinda ise benzerlik bulunmadigini ortaya koymuslardir. Gida
kaynakli suslar ile yapilan farkli arastirmalarda, Li ve ark., (2009), 75 S. aureus susunun
16 farkli pulsotip; Shin ve ark., (2016) 36 MRSA susunda 18 pulsotip; Chiou ve ark.,
(2000) 71 S. aureus susunda 22 pulsotip; McMillan ve ark., (2016) 30 S. aureus
susunda 11 farkli pulsotip; Souza ve ark., (2012) 103 S. aureus susunda 32 pulsotip;
Lange ve ark., (1999) 66 S. aureus oOrneginin 33 pulsotip olusturdugunu ortaya
koymuslardir. Yine Andre ve ark., (2008) 73 S. aureus susu arasinda genetik ¢esitliligin
fazla oldugunu belirtmislerdir. Yapilan g¢alismalar ile kiyaslandiginda, ¢alismamizda
test edilen gida kokenli S. aureus suslarinin da genetik olarak oldukga heterojenite
gosterdigi yani genetik cesitliligin fazla oldugu goriilmiistiir. Bu durum yukarida bahsi

gecen arastirmacilarin sonuglart ile uyumlu bulunmustur. Bu noktada PFGE yontemi
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gida kaynakli suglarin ayriminda oldukga basarili bir sonu¢ ortaya koymustur. PFGE
degerlendirme kriterlerinden de bilindigi tizere, ¢alisilan suslarda meydana gelebilecek
genetik degisiklikler olasi bant farkliliklarina; dolayisi ile suslarin genetik olarak
birbirinden uzaklasmasina neden olmaktadir. Bunun da genetik heterojeniteyi artirdigi
sOylenebilir.

Calismamizda analiz edilen klinik kaynakli toplam 150 S. aureus susunun 137
pulsotip meydana getirdigi goriilmistiir. Sus sayisina bakildiginda farkli pulsotip
oraninin oldukga fazla oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde Bazzoun ve ark., (2014)
klinik kokenli 60 S. aureus susunun PFGE yontemi ile 46 pulsotip; ichiyama ve ark.,
(1991)111 MRSA susunun 31 pulsotip ortaya koydugunu belirtmislerdir. Bu durum
calismamizdaki genetik cesitliligin fazla olmasi ile uyumludur. Bu yiiksek genetik
cesitliligin  Orneklerin farkli ¢evrelerden, farkli hastanelerden ve farkli hastalik
materyallerinden toplanmasindan kaynakli olabilecegi  distinlilmiistiir.  Farkl
caligmalarda Seidl ve ark., (2015) 146 MRSA susunda 22 pulsotip; Xie ve ark., (2011)
108 S. aureus susunun 25 pulsotip olusturdugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar, cografi
dagilimlar dikkate alinmadan da suslarin yiiksek genetik cesitlilik gosterebilecegini
sOyleyerek bulgularimizi desteklemistir. Hem gida hem de klinik kokenli toplam 205 S.
aureus susunun birlikte degerlendirildigi ¢alismamizda, 180 farkli pulsotip ve bunlara
bagli 21 alt tip ortaya konmustur. Klinik ve gida suslar1 arasinda yakin ve muhtemel bir
iliski goriilmemistir. Calismamiza benzer nitelikte yapilan bir arastirmada Unal ve
Istanbulluoglu, (2009) insan ve sigir kdkenli 96 S. aureus izolatinin 42 farkli PFGE tipi
ortaya koydugunu belirlemigler ve izolatlarin ¢ogunun 13 biiyiik pulsotip grubunda
olduklarin1 saptamislardir. Sonuglar1 kiyaslandiginda iki ¢aligmanin bulgulart birbirini
destekler niteliktedir.

Genomik DNA'nin enzimlerle kesimine dayanan PFGE yontemi; ilk gelistirildigi
ve kullanildig1 giinden bu yana, klinik suslarin epidemiyolojik iliskilerinin
belirlenmesinde en ¢ok tercih edilen ve bu iliskiyi en giivenilir sekilde ortaya koyan
ayrim giicii ve tekrarlanabilirligi yiiksek bir metod oldugundan dolayr molekiiler
yontemler iginde altin standart bir metot haline gelmistir. Ancak, sistemin
laboratuvardan laboratuvara degiskenlik gostermesi, optimizasyon problemlerinin
olmasi, pahali ekipmanlara gerek olmasi, zaman alicit ve zahmetli olmasi, sonuglarinin
yorumlanmasinin zor olmasi gibi dezavantajlart da bulunmaktadir. Baz1 durumlarda ise
tiplendirilemeyen suslarin olmasi da sistemin kullanimini sinirlandirmaktadir. Sonug

olarak bu gibi durumlarin iistesinden gelmek ve genis ¢apta mikroorganizma grubunu
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tiplendirebilmek i¢in PFGE'nin, PCR tabanl1 baz1 molekiiler tekniklerle kombine olarak
kullaniminin faydali olacag belirtilmistir (Wu ve Della-Latta, 2006).

Calismamizda, gida ve klinik 6rneklerden izole ettigimiz 205 S. aureus susunun
multipleks PCR yontemi ile Staphylococcus cinsine 6zgii 16S rRNA geni, S. aureus’a
Ozgii femA geni, metisilin direncini belirlemek i¢in mecA geni ve Panton Valentine
Toksini varligimi tespit etmek igin lUKS geni belirlenmeye c¢alisilmigtir. Elde ettigimiz
bulgulara gore suslarin tamaminda 16S rRNA ve femA geni, 18 susda mecA geni ve yedi
klinik susda PVL (lukS) toksin geni tespit edilmistir (Sekil 4.3.1 - 4.3.8). Calismamizda
Al-Talib ve ark., (2009)’nin metodu bazi1 modifikasyonlarla uygulanmis, tasarladiklari
primerler kusursuzca calismis ve hedeflenen gen bolgeleri elektroforez sonrasi
goriintliilenmistir. Metisiline direncli suslar ve PVL geni tasiyan suslar hizli bir sekilde
tespit edilebilmistir. Vannuffel ve ark. (1998), endotrakeal sivilardan metisiline direngli
S. aureus’larin erken ve hizli identifikasyonu i¢in femA ve mecA genlerini multipleks
PCR’la belirlemislerdir. 60 oOrnegin 57°sinde mecA ve femA amplifikasyonunun
konvansiyonel testlerle uyumlu oldugunu tespit etmislerdir. Elde ettikleri sonuglar
yogun bakim unitelerinde siirveyansin kontroliinde ve MRSA enfeksiyonlarinin
molekiiler teshisinde yaptiklar1 ¢oklu PCR yonteminin ¢ok hizli sonuglar verdiginin
altin1 ¢izmislerdir. MRSA enfeksiyonlarinin hizli bir sekilde belirlenmesinin sadece
salginlarin teshisinde degil, izolasyon ve tedavinin maliyetini azaltmada da onemli
oldugunu vurgulamiglardir. Yaptigimiz calismada arastiricilarin bulgularma benzer
sekilde multipleks PCR yontemi ile metisiline direngli S. aureus suslar1 hizli bir sekilde
tespit edilmis, zamandan ve kullanilan malzemelerden tasarruf edilmistir. Multipleks
PCR metoduyla yapilan baska bir calismada S. aureus’ta 16S rRNA, coa, mecA ve bazi
enterotoksin genleri tespit edilmeye calisilmis ve sonugta 71 S. aureus susunun 28’inde
mecA genininin varlig1 ortaya konulmustur (Fan ve ark., 2008). Yapilan bu ¢alismada
ise 18 susda mecA geni tespit edilmis olup metisiline direngli olarak belirlenmistir. S.
aureus bakterisinin enterotoksin, exfolliatif toksin, toksik sok sendromu toksini ve
metisilin diren¢ genini multipleks PCR yontemiyle belirlenmeye ¢alisildig:r bagka bir
calismada ise 176 klinik izolat c¢alisilmig ve g¢alisma sonucunda bu yontemin klinik
laboratuvarlarda  stafilokokkal toksin  genlerinin  belirlenmesinde  kullanilan
konvensiyonel PCR yontemine gore daha spesifik, cabuk, giivenilir ve ucuz oldugunu
belirtmislerdir (Mehrotra ve ark., 2000).

Xu ve ark., (2014), 360 gida kaynakli stafilokok izolatin1 16S rRNA, femA, mecA

genlerini multipleks PCR yontemiyle analiz ederek metisiline direngli S. aureus
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suslarin1 ve koagiilaz negatif stafilokoklar1 S. aureus suslarindan es zamanli olarak ayirt
etmeye c¢alismislardir. Calisma sonucunda 254 MSSA, 25 MRSA, 81( 22 metisiline
direngli koagiilaz negatif stafilokok) koagiilaz negatif stafilokok susu tespit etmislerdir.
Tim suslarda 16S rRNA genini, 279 S.aureus susunun tamaminda femA genini
belirlemislerdir. Koagiilaz negatif stafilokoklarda femA geni varligin1 tespit
etmemislerdir. Bu testin, yayilan MRSA suglarinin belirlenmesinde ve siirveyansinin
tespit edilmesinde etkili bir sekilde kullanilabilecegini bildirmislerdir. Aragtirmacilarin
bulgularina paralel olarak fenotipik testlerle S. aureus olarak belirledigimiz tim
suglarda 16S rRNA geni ve femA geni varligr gosterilmistir (Sekil 4.3.1 - 4.3.8).
Fenotipik olarak tanimlanan izolatlar molekiiler olarak da tanimlanmistir. Ayrica
calismamizda gida kaynakli 6rneklerden sadece bir tanesi MRSA olarak tespit edilmis;
bu oran arastiricilarin buldugu orana goére daha diisiiktiir. Italya’da yapilan bir
calismada, hayvan kaynakli iiriinlerden izole edilen 160 S. aureus susunun 6’sinda ( %
3.75) mecA geni pozitif bulunmustur (Normanno ve ark., 2007). Sonuglarimiza gore 55
gida kaynakli izolattan sadece bir tanesi (dondurma izolat1) MRSA olarak bulunmus
olup gida orneklerindeki MRSA orani (% 1.8), arastiricinin bulgulariyla benzer olarak
diisiik oranda saptanmustir.

Yapilan farkli ¢alismalarda; Vorobieva ve ark., (2008) 91 klinik S. aureus
izolatinin 16’s1t MRSA, 75’1 MSSA olarak tespit edilmis olup, MSSA suslarinin 40
tanesinin PVL pozitif oldugunu; Yao ve ark., (2010) ise 111 S. aureus izolatinin 60’ mnin
mecA geni tasidigi ve 26 susun ayni zamanda PVL pozitif oldugunu saptamislardir.
Mevcut calismamizda klinik kaynakli izolatlardan 17 MRSA susu tespit edilmis PVL (7
sus) orani arastiricin bulgulariyla kiyaslandiginda daha diisiik bulunmustur.

S.aureus suglar tarafindan salgilanan Panton-Valentine 16kosidin (PVL) 6nemli
bir virlilans faktoriidiir. PVL; konak savunmasinda 6nemli polimorfniikleer (PMNL),
bazofil l16kosit, monosit ve makrofajlar iizerine sitolitik etkisi ile porlar olusturarak
lizise neden olmaktadir. Bu sayede PVL, S.aureus’un immiin sistemden kagisi igin
kritik role sahiptir. PVL pozitif S.aureus suslarina bagh enfeksiyonlarin klinik seyri
daha siddetli olma egilimindedir (Duman ve ark., 2013). Bu nedenle toplum ve hastane
kokenli S.aureus suslarinda PVL varligi ve sikligi arastirilarak, klonal iligkinin
belirlenmesi oldukca 6nem tagimaktadir.

PVL ile ilgili iilkemizde yapilan ¢alismalara bakildiginda; Ozkul ve ark., (2007)
multipleks PCR ile belirledikleri % 5 olan PVL pozitifligi oraninin sadece bir yil sonra

%10’a ciktigin belirtmislerdir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan izole edilen
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285 S. aureus izolat1 analiz edildigi ¢alismada ise Giilmez ve ark., (2012) PVL oranini
% 2 olarak saptarken; Yilmaz ve ark., (2012b) bu oran1 % 4 olarak saptamislardir. Buna
ragmen Tekeli ve ark., (2009) ve Kirdar ve ark., (2009) calismalarinda S. aureus
suslarinin higbirinde PVL pozitifligini saptamamislardir. Calismamizda 150 klinik
kaynakli S. aureus susunun 7 (% 4.6 )’sinde PVL geni pozitif olarak bulunmus olup
gida izolatlarmin higbirinde PVL geni saptanmamistir. Buldugumuz % 4.6’lik diisiik
PVL pozitifligi oran1 iilkemizdeki arastiricilarin  bulduklar1 sonuglarla uyum
gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda bulunan diisiik PVL pozitifligi orani sevindiricidir
ama her gecen giin PVL pozitif suslarin hastane ortamlarinda yayilimi artmaktadir.

Uluslararast PVL toksin arastirmalarina baktigimizda ise; ingiltere’de PVL
pozitifliginin istikrarli bir artis kaydettigi, 2005 yilinda TK-S.aureus izolatlarinda % 39
olan PVL gen varliginin, 2010 yilinda % 62’ye ¢iktigi bildirilmektedir. Afrika’da ise
PVL pozitif S.aureus suslar1 olduk¢a yaygin olarak tespit edilmekte; ornegin PVL
pozitifligi Cezayir’de % 72’lere varirken Bati Afrika'da % 30 olarak bildirilmistir
(Duman ve ark., 2013). Uganda’da yapilan bir ¢aligmada bu oran % 49.3 (Asiimwe ve
ark., (2017), Yunanistan’daki bir arastirmada ise c¢alisilan 88 S. aureus susunun
tamaminda (%100) PVL pozitif oldugu tespit edilmistir (Vourli ve ark., 2007).
Belirlenen bu yiiksek oranalara ragmen, Cui ve ark., (2009) ve Bardiau ve ark., (2013)
caligmalarinda ise S. aureus suslarinda PVL geni tespit edememislerdir. PVL pozitif
S.aureus suslarina karst hizli ve etkin bir sekilde, enfeksiyon kontrol onlemlerinin
zamaninda uygulanmasi saglanarak hastane ortaminda yayilmalar1 ve bu suslarin
seleksiyonunun o6nlenmesi gerektigi, toplum ve hastane kokenli S.aureus izolati
kaynakli enfeksiyonlarda, tedavinin diizenlenmesi ve komplikasyon gelisiminin
onlenmesi i¢cin PVL pozitif MRSA ve MSSA izolatlarinin dikKatlice izlenmesinin
gerektigi belirtilmistir (Duman ve ark., 2013)..

Yaptigimiz calismada hem fenotipik hem de genotipik yontemlerle izole
ettigimiz tim S. aureus suslarinda MRSA orani1 belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara
gore klinik kaynakli suslarin 17’sinin (% 11.3), gida kaynakli suslarin ise sadece bir
(%1.8) tanesinin MRSA oldugu tespit edilmistir. Ulkemizdeki MRSA orani ile ilgili
yapilan ¢alismalara bakacak olursak; Aydin ve ark., (2001) cesitli klinik kaynaklardan
izole ettikleri S. aureus izolatlarinda MRSA oranin1 % 10.9; Altoparlak ve ark., (2002)
% 58; Ozkalp ve Baybek (2003) % 20.6, Aridogan ve ark., (2004) ise % 41 olarak
belirlemislerdir. Ulkemizde yapilan bagka bir calismada ise 2005-2007 yillarinda klinik

orneklerden izole edilen 936 S. aureus susunun 721’1 (% 77) metisiline duyarli, 215’1
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(% 23) metisiline direngli bulunmustur. Metisiline direngli sus oranlari 2005, 2006 ve
2007 yillarinda sirasiyla % 34, % 14 ve % 21 olarak belirlenmistir (Diindar ve Tamer,
2009). Duman ve ark., (2009) klinik suslardaki MRSA oranm1 % 36. 4 olarak
belirlerken, Gunes ve Durak, (2013) % 15 olarak saptamislardir. Cetinkol ve ark.,
(2013) 2008-2012 yillar1 arasinda kan kiiltiirlerinden izole edilen S.aureus suslarinin
metisiline direng oranini sirasiyla % 35.1, % 29.3, % 24.4, % 20.4 ve % 18.5 olarak
belirlemislerdir. Belirtilen ¢alismalardan anlasildigi {izere metisiline direng oran1 % 10.9
ile % 58 arasinda degismektedir. En diisik MRSA oran1 Aydin ve ark., (2001) yaptigi
calismada goriilmektedir. Yaptigimiz c¢alismada, c¢esitli klinik orneklerden izole
ettigimiz 150 S. aureus susunun metisiline direng orani ise 11.3 olarak saptanmuistir.
Buldugumuz bu direng orani arastiricilarin ¢alismasiyla benzerlik géstermektedir.

1997-1999 yillar1 arasinda yapilan calismalarda ¢esitli iilkelerdeki MRSA
oranlari; Isvigre, Hollanda, Almanya, Kanada, Avusturya, ispanya, Fransa, Belcika,
Ingiltere, Italya, Portekiz, Taiwan, Japonya ve Hong Kong’da sirasiyla, % 1.8, % 2, %
4.9,% 5.7, % 9.4, % 19.3, % 21.4, % 25.6, % 27.5, % 50.5, % 54.4, % 61.1, % 71.6 ve
% 73.8 olarak bildirilmistir (Diekema ve ark., 2001). Ulkemizde ise 1996- 1999 yillari
arasindaki yapilmis calismalarda saptanan MRSA oranlarinin ortalamas1 % 47.5 olarak
bildirilmis, 2000-2003 yillarn arasinda gerceklestirilen ¢alismalarda bulunan
ortalamanin belirtilen bu orana olduk¢a yakin oldugu ( % 46.6) belirtilmistir. 2003-2004
yillarinda yapilan yayinlardan elde edilen veriler MRSA oraninin % 52’ye yiikseldigini
gostermistir (Derbentli, 2005). Tiirkiye hari¢ 26 Avrupa Ulkesinde MRSA oraninin
arastinldigi baska bir calismada en diisik MRSA oranlar; Izlanda, Danimarka,
Hollanda, isve¢ ve Estonya’da sirasi ile % 0.5, % 0.6, % 0.6,% 0.8 ve % 0.9 olarak
saptanmigtir. En Yiiksek MRSA oranlari ise Italya, Irlanda, Ingiltere, Malta ve
Yunanistan’da siras1 ile % 40.9, % 41.2, % 41.5, % 43.8 ve % 44.4 olarak bildirilmistir
(Tiemersma ve ark., 2004). Ulkemizde 2007-2017 yillar1 arasinda yapilan bazi
calismalarda bulunan MRSA oranlarinin ortalamasina baktigimizda bu oranmnin % 34.3
oldugunu goérmekteyiz (Kurutepe ve ark., 2007; Eksi ve ark., 2008; Duman ve ark.,
2009; Gunes ve Durak, 2013; Ozansoy ve ark., 2015; Dokutan ve ark., 2017).
Calismamizda klinik Orneklerden izole ettigimiz suslardaki MRSA orami belirtilen
caligmalardaki ortalamaya gore daha diisiik bulunmustur.

Gida kaynakli S. aureus suslarindaki MRSA oranina bakildiginda Normanno ve
ark., (2007)% 3.75, Kumar ve ark., (2010)% 10.2, Tirkyilmaz ve ark., (2010) % 17.2
olarak belirlemisler; Unal ve Yildirim, (2010); Spanu ve ark., (2010); Ozdemir ve
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Keyvan, (2016) ve Gunes ve Durak, (2013) ise ¢aligmalarinda gida suslarinda MRSA
tespit edememislerdir. Calismamizda ise siit ve dondurma 6rneklerinden izole edilen S.
aureus suslarinda MRSA oran1 (% 1.8), MRSA varlig1 gosteren calismalara kiyasla
oldukea diisiik olarak belirlenmistir.

Metisiline direngli S. aureus suslarinin ¢oklu antibiyotik direngleri sebebiyle,
tedavi asamasinda meydana getirdikleri sorunlar her gegen giin artmaktadir. MRSA
suglarinin  giinlimiizde tek tedavi secenegi glikopeptid gurubu antibiyotiklerdir.
Glikopeptid antibiyotiklerin ¢ok yaygin bir sekilde kullanimi sonucunda, duyarliligi
azalmis suslar ve direncli suslar giindeme gelmeye baslamistir. Hem glikopeptid grubu
antibiyotiklerin gereksiz kullanimindan kaginmak hem de hastaya en uygun tedaviyi
verebilmek i¢in metisilin/oksasilin direncinin hizli ve dogru bir sekilde belirlenmesi
gerekmektedir. Metisilin direncinin belirlenmesinde, agar tarama, disk diflizyon ve
diliisyon testleri gibi fenotipik yOntemler yaygin olarak kullanilmaktadirlar. MRSA
suslar1 fenotipik yontemlerle her zaman dogru bir sekilde tanimlanamamaktadir. Bu
nedenle stafilokoklardaki, metisilin direncini belirlemek icin PCR ydntemi ile mecA
geninin saptanmasi altin standart olarak kabul edilmistir (Sevgican ve ark., 2009).

Calismamizda PCR yontemi ile mecA geni belirlenmesi referans test olarak
alinarak, agar tarama ve oksasilin disk difiizyon yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri
belirlenmeye c¢alisilmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore agar tarama referans testle
birebir uyumlu sonuglar vermis olup duyarlilik ve 6zgiilliigii % 100 olarak saptanmaistir.
Disk diflizyon yonteminin referans teste gore duyarlilign % 83.3, 6zgiilligil ise % 99.4
olarak belirlenmistir.

PCR ile mecA geni tespiti referans alinarak yapilan bazi ¢aligmalara
bakildiginda; Swenson ve ark., (2001) metisilin direncini sekiz farkli yontemle
belirlemeye ¢alistiklar1 ¢alismalarinda agar tarama yonteminin duyarlilifint % 90 ve
ozgulligiini % 92 olarak bulurlarken, disk diflizyon yonteminin duyarliligint % 100,
ozgilliginii ise % 89 olarak tespit etmislerdir. Arastiricilarin  sonuglar1 ile
karsilastirildiginda; calismamizda agar tarama yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii daha
yiikksek bulunmugtur. Farkli yontemlerin karsilastirildigr bir baska calismada ise disk
difiizyon yonteminin duyarlilik ve ozgiilligii sirasiyla % 96.4 ve %97.1 olarak
belirlenmistir (Felten ve ark., 2002). Telli ve ark., (2006) yaptiklari ¢aligmalarinda disk
diflizyon yonteminin duyarlilik ve 6zgilligiinii % 98.8 ve % 99.1 olarak belirlerken,
agar tarama yonteminin duyarlilik ve ozgiilliigiini ise % 98.8 ve % 98.3 olarak

belirlemislerdir. Calismamizda disk difiizyon yonteminin duyarlilig1 arastiricilara gore
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daha diisiik bulunmasina ragmen Ozgillik benzer oranlarda tespit edilmistir.
Yontemlerin karsilagtirildigi baska bir c¢alismada ise disk diflizyon yonteminin
duyarhilik ve 6zgulligi % 100 ve % 89 bulunurken,agar tarama yonteminin duyarlilik
ve Ozgilligii sirasiyla % 99.50 ve % 100 olarak bulunmustur (Adaleti ve ark., 2008).
Cauwelier ve ark., (2004), yaptiklar1 ¢alismalarinda disk diflizyon testinin duyarlilik ve
ozgilligini % 83.5 ve % 100 olarak belirlemislerdir. Calismamizda disk diflizyon
yonteminin duyarlilii arastiricilarin bulgular1 ile benzerlik gostermektedir. Yapilan
caligmalara bakildiginda disk diflizyon ve agar tarama yontemlerinin duyarlilik ve
ozgilliikleri farklilik gostermektedir. Disk diflizyon yontemindeki dnemli bir problem
Ozgulligliniin duyarliligindan daha yiiksek ¢ikabilmesi yani, yanlig pozitif sonu¢ verme
olasiliginin, yanlis negatif sonug verme olasiligindan daha yiiksek ¢ikmasidir (Telli ve
ark., 2006). Yaptigimiz ¢alismada agar tarama testi referans testle yiizde yiiz uyumlu
bulunmustur. Sonuglarimiza gore bu testin daha giivenilir oldugu sdylenebilir. Ayrica
kullanim kolayligi ve zaman agisindan disk difiizyon yontemine gore daha kolay ve
daha az zaman alic1 bir yontem oldugu belirlenmistir.

Calismamizda yaptigimiz antibiyotik duyarhilik testi sonuglarina bakildiginda
ise; gida izolatlariin % 69.1°inin pensiline (38 sus), % 4.6’s1 tetrasikline (2 sus) direng
gosterirken, Gentamisin, seftazidim ve sefuroksime kars1 birer sus (% 2) direngli olarak
tespit edilmistir. Vankomisin, rifampin ofloksasin, eritromisin, meropenem, linezolid,
sefalotin, trimetoprim/sulfametoksazol ve amoksisilin/klavulonik asit’e karst herhangi
bir direng saptanmamustir (Cizelge 4.2.2). Gida ve klinik izolatlar kiyaslandiginda, gida
izolatlarinin klinik izolatlara gore kullanilan antibiyotiklere daha duyarli oldugu
sonucuna varilmistir.

Mashouf ve ark., (2015), toplam 1050 farkli gida 6rneginden izole ettikleri 98 S.
aureus izolatinin antibiyotik duyarliliklarini inceledikleri calismalarinda, eritromisine %
30.6, tetrasikline % 29.6, gentamisine % 27.6, rifampine % 24.5 ve trimetoprim-
sulfametoksazole % 14.3 oraninda direng tespit etmislerdir. Martins ve ark., (2015),
koyun siitlerinden izole ettikleri 20 S. aureus susunun penisilin, rifampin, eritromisin,
gentamisin, linezolid ve vankomisin antibiyotiklerine karst herhangi bir direng
gostermedigini sadece bir susun tetrasikline direngli oldugunu belirlemislerdir. Xu ve
ark., (2014) 78 S. aureus susunun pensilin, eritromisin, tetrasiklin,
trimetoprim/sulfametoksazol, amoksisilin/klavulonik asit ve gentamisine sirasiyla; %
74.4, % 59, % 24.4 ,% 10.3, % 7.7 ve % 1.3 oraninda direngli oldugunu, tiim izolatlarin

ise vankomisine duyarli oldugunu belirlemistir. Zhang ve ark., (2012) S. aureus



80

suslarinin % 90’1nin penisline, % 85.6’sinin eritromisine ve % 45.6’siin ofloksasine
kars1 direng gosterdigini; vankomisin ve trimetoprim/sulfametoksazole tiim suslarin
duyarli oldugunu saptamistir. Rahimi ,(2013) yaptig1 ¢alismada tiim suslarin % 40’min
tetrasikline, % 30’unun penisiline, % 25’inin trimetoprim/sulfametoksazole ve
eritromisine ve % 15’inin gentamisine diren¢li oldugunu belirlerken, vankomisine
direcli herhangi bir sus tespit etmemistir. Hamid ve ark., (2017) penisiln direncini %
94.4, MRSA oranimn1 ise % 27.7 olarak belirlenirken; Mohsenzadeh ve ark, (2015)
penisilin direncini % 90.3, MRSA oranin1 % 29 olarak bulmustur. Ayrica % 19.4
oraninda tetrasikline direng¢ tespit edilmis, gentamisin ve vankomisine direng
belirlenmemistir. Calismamizda ise penisilin direnci % 69.1 olarak belirlenirken
tetrasikline % 4.6 ve gentamisine % 2 oraninda direng gozlenmistir. Kendi
sonuc¢larimizla mukayese ettigimizde arastiricilarin belirledigi direng¢ oranlarinin yiiksek
oldugu goriilmektedir. Aragtirmacilarin bulgularina dayanarak gida kaynakli S. aureus
suslarinin vankomisine karsi direng gostermedigi, bizim sonuglarimiz tarafindan da
desteklenmistir.

Klinik kaynakli 6rneklere baktigimizda; ¢alismamizda, penisilin, eritromisin,
seftazidim, ofloksasin, sefuroksim, rifampin, tetrasiklin, amoksisilin/klavulonik,
gentamisin, sefalotin, meropenem ve trimetoprim/sulfametaksozole karsi belirlenen
diren¢ oranlar1 sirasiyla: % 94, % 12.7, % 12, % 6, % 6, % 5.3, % 4.7, % 4.7, % 4, %
3.3, % 2.7 ve % 2 olarak tespit edilmistir. Vankomisin ve linezolide direngli sus
belirlenmemistir (Cizelge 4.2.1).

Belbase ve ark., (2017) klinik 6rneklerden izole ettikleri 76 S. aureus susunun
pensisiline % 97.4, gentamisine % 31.6, eritromisine % 55.3, tetrasikline % 1.3
oraninda direng belirlerken, vankomisin ve linezolide direng tespit etmemislerdir.
Dekker ve ark., (2016) penisiline % 98.2, tetrasikline % 57.1,
trimetoprim/sulfametoksazole % 46.4, eritromisine % 3.6 oraninda direng belirlemis,
gentamisin, rifampin, vankomisin ve linezolide direng¢ tespit etmemistir. Klinik
orneklerden izole edilen S. aureus suslarinin antibiyotik duyarliliklar ile ilgili baska bir
calismada penisiline % 62.8, eritromisine % 41.1, gentamisine % 20.1, tetrasikline %
18.2, trimetoprim/sulfametaksozole % 16.8, rifampine % 7.3 ve linezolide % 3.4
oraninda direng belirlenirken vankomisine direng tespit edilmemistir (Al-Zoubi ve ark.,
2015). Ayepola ve ark., (2015) S. aureus suslarinin penisiline % 97.2,
trimetoprim/sulfametoksazole % 84.3, terasikline % 13.4, gentamisine % 4.6 oraninda

direng belirlerken vankomisin, linezolid, rifampin ve eritromisine karsi direng
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saptamamuslardir. Brown ve Ngeno, (2007)S. aurues izolatlar1 arasinda pensiline % 60,
trimetoprim/sulfametoksazole % 22.5, gentamisin ve tetrasikline % 13.8 eritromisine %
8.8 direng belirlerken vankomisine direngli sus saptamamislardir. Tekin ve ark., (2014)
metisilin, vakomisin ve linezolid direncini arastirdiklar1 ¢alismalarinda S. aureus
suslarin hi¢ birinde vankomisin duyarliligi belirlenmezken metisiline direncli suslarin
% 1.7’sinde linezolide direng tespit etmistir. Caligmamizla kiyasladigimizda benzer
sekilde penisilin direnci yiiksek bulunmustur. Arastiricilara benzer olarak ¢alismamizda
vankomisin ve linezolid direnci goriilmemis, bazi ¢alismalar disinda rifampin,
trimetoprim/sulfametaksozol ve gentamisin direncide ¢ok diisik degerlerde
bulunmustur.

MRSA suslariin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde glikopeptid grubu
antibiyotik olan vankomisin yillardir kullanilmaktadir. 1997 yilinda vankomsine orta
diizey direng gosteren ilk S. aureus (VISA) susu Hiromatsu ve ark., (1997), tarafindan
bildirilmig, vankomisine direngli ilk S .aureus susu (VRSA) ise 2002 yilinda
bildirilmistir (CDC, 2002). Sonraki yillarda farkli merkezlerden VRSA izolatlar
bildirilmeye baslamistir.

Ulkemizde vankomisine karsi azalmis direng ilk kez Giilay ve ark., (1998)
tarafindan bildirilmis olup, yapilan ¢alismada, vankomisine % 5.3 oraninda orta diizey
duyarlilik saptamiglardir. Torun ve ark., (2005) yaptiklar1 ¢aligmada iki vankomisine
orta duyarli S. aureus izolati bildirmislerdir. Sancak ve ark.,(2005) vankomisine
heterojen direng gosteren MRSA izolatin1 saptamislardir. Ulkemizde hala vankomisine
tam bir direng gosteren VRSA susu tespit edilmemistir (Tekin ve ark., 2014). Kurutepe
ve ark., (2007), Eksi ve ark., (2008) ile Duman ve ark., (2009), yaptiklari ¢alismalarinda
vakomisine direncli sus bildirmemislerdir. Fakat yurt disinda yapilan bazi ¢alismalarda
vanomisine degisik oranlarda direngler rapor edilmektedir (Kahsay ve ark., 2014;
Pournajaf ve ark., 2014) Yaptigimiz ¢aligmada da vankomisine direngli S. aureus
susuna rastlanmamasi iilkemizde yapilan ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

MRSA ve MSSA suslarmin antibiyotiklere duyarlilik oranlarinin  da
karsilastirildigi ¢alismamizda bu oranlara bakacak olursak; MRSA ve MSSA suslarinda
sirasi ile penisline; % 100, % 86, seftazidime; % 100, % 0.5, sefuroksime; % 55.6, % 0,
ofloksasine; % 38.9, % 1.1, amoksisilin/klavulanik asite; % 38.9, % 0, gentamisine; %
33.3, % 0.5, eritromisine; % 27.8, % 7.5, tetrasikline; % 27.8, % 2.1, sefalotine; %
27.8, % 0, meropeneme; % 22.2, % 0, rifampine; % 16.7, % 2.7,

trimetoprim/sulfametoksazole; % 11.1, % 0.5 oraninda diren¢ saptanirken hem MRSA
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hem de MSSA suslarinin hi¢ birinde linezolid ve vankomisine karst direng
belirlenmemistir (Cizelge 4.2.3). MRSA suslarinda kullanilan antibiyotiklere direng
oraninin MSSA suslarina gore daha yiiksek oldugu ayrica MRSA suslarindaki ¢oklu
antibiyotik direncinin olduke¢a fazla oldugu tespit edilmistir.

Perwaiz ve ark., (2007) klinik kaynaklardan izole ettikleri MRSA ve MSSA
suslarindaki antibiyotik duyarliliklarini belirledikleri ¢aligmalarinda MRSA ve MSSA
suslarindaki diren¢ oranlarini sirasi ile pensiline; % 100, % 81, eritromisine % 95, % 12,
gentamisne; % 93 % 5, ofloksasine; % 92 % 5 olarak bulurlarken vankomisine karsi
direng tespit etmemislerdir. Yine klinik 6rneklerden izole edilen MRSA ve MSSA
suslar1 ile yapilan bir ¢alismada penisiline; % 87.5, % 68.6, eritromisine; % 81.1, %
57.1, gentamisine; % 62.5, % 45.7, tetrasikline; % 87.5, % 34.3 oraninda direng
bulunurken vankomisin direnci saptanmamistir (Olowe ve ark., 2007). Hafaez ve
ark.,(2004)’nin yaptiklart ¢alismada ise eritromisine % 85.5 , % 50.9, gentamisine %
%83.2, % 70.1, ofloksasine % 52.6, % 33.1, trimetoprim/sulfametaksozole % 81, %
72.2 direng oranlari tespit edilirken vankomisine diren¢ saptanmamistir. Yiiksekkaya ve
ark., (2017) bes yillik dénem siiresinde izole edilen 409 S.aureus susunun % 33’0
metisilin direngli olarak bulunmuslar, MRSA suslarinin trimetoprim-sulfametoksazol,
gentamisin, eritromisin, tetrasiklin ve rifampin direng yiizdeleri sirastyla % 25.7, % 64,
% 83.4 , % 39, % 51.4 olarak belirlemislerdir. MSSA suslarinin ise trimetoprim-
sulfametoksazol, gentamisin, eritromisin, tetrasiklin ve rifampin direng oranlar1 sirasiyla
% 11, % 26.2, % 40.3, % 26 ve % 23.4 olarak tespit etmislerdir. MRSA ve MSSA
suslarinda vankomisin ve linezolid direnci saptamamiglardir. Arastiricilarin
calismalarinda bulmus olduklar1 penisilin direng oranlar1 calismamizdaki oranla
ortigmektedir. Yapilan caligmalarda MRSA suslarindaki eritromisin, gentamisin
trimetoprim/sulfametoksazol ve ofloksasin diren¢ oranlarmin, c¢alismamizda
buldugumuz diren¢ oranlarindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica belirtilen
caligmalarda hem MRSA hem de MSSA suslarinda vankomisin direncinin gériilmemesi
sonuclarimizi destekler niteliktedir.

Calismamizda, MRSA suslarinin gosterdigi ¢oklu antibiyotik direnci, MSSA
suslarina gore olduk¢a yiiksek oranda tespit edilmistir.Yaptigimiz ¢alismada
vankomisin ve linezolid direnci goriilmemesi Onem arz etmektedir. MRSA
enfeksiyonlarmin tedavisinde glikopeptidler hala altin standart tedavi yontemidir, fakat
glikopeptidlere direncli MRSA suslart rapor edilmeye baslanmistir. Linezolid MRSA

enfeksiyonu tedavilerinde uygun bir alternatif olarak goriilmekte ve diren¢ durumunun
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takip edilmesi gerekmektedir. Direncin gelisiminin en biiyiik sebebi bilingsiz antibiyotik
kullanimidir. Mikroorganizmalarin kullanilan antibiyotiklere karsi ¢ok hizli bir sekilde
diren¢ kazandigr gbéz Oniine alinirsa, ilerleyen zamanda enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde antibiyotiklerin yetersiz kalacagi agiktir. Her gegen giin artan direng oranlari
sebebiyle hastalara antibiyogram testi yapilmadan tedaviye baslanmasi, tedavinin
basarisiz olmasina ve direng gelisiminin artmasina neden olmaktadir. Belirli periyotlarla
hem klinik hem de ¢evresel suslarda, artan antibiyotik direng takibi yapilmasinin faydali

ve gerekli oldugu goriisiindeyiz.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu calismada, cig siitlerden, agikta satilan dondurmalardan ve ¢esitli klinik
kaynaklardan izole edilen toplam 205 S. aureus susunun PFGE yontemi ile genetik
iliskileri, multipleks PCR yo6ntemi ile metisilin direncinin belirlenmesi ve PVL toksin
tireten suslarin tespiti ayrica antibiyotik duyarlilik profilleri arastirilmistir. Genetik
iligkileri degerlendirildiginde, gida ve Klinik izolatlarinin birbirinden farkli olduklari
belirlenmistir. Gida ve klinik kaynakli izolatlarin sadece kendi gruplart icinde alt tip
olusturduklar1 saptanmistir. Bulgular gére gida suslar1 icerisinde birbirinden farkli 43
pulso tip belirlendi, bu tiplerin de kendi igerisinde 9 alt tipe ayrildig: tespit edildi. Klinik
suslar degerlendirildiginde ise; toplam 150 klinik S. aureus susunun 137 farkli pulsotip
gosterdigi, bu 137 tipinde kendi icerisinde ise muhtemel veya yakin iliskili olarak 12 alt
tipe ayrildigr goriilmiistiir. Gida ve klinik kaynakli izolatlar kiyaslandiginda, genetik
olarak belirli oranda benzerlikler goriilmesine ragmen, bu oranlar yakin veya muhtemel
iligkili izolat olarak degerlendirebilmek i¢in yeterli olmamis ve bu nedenle iliskisiz
olarak degerlendirilmistir. Tiim izolatlar degerlendirildiginde, toplam 205 S. aureus
suslariin 180 pulsotip gosterdigi, bu pulsotiplere ait de 21 alt tipin oldugu belirlendi.
180 farkli pulso tipin ortaya ¢ikmasi, klonal iliski bakimindan incelenen suslar
arasindaki genetik c¢esitliligin oldukga fazla oldugunu gosterdi. PFGE yonteminin gida
ve klinik kaynakli suslar arasindaki genetik iliski ve cesitliligin belirlenmesi
bakimindan basarili bir yontem oldugu goriisiine varildi. Multipleks PCR yontemi
bulgularina bakildiginda; tiim suslarin 16s rRNA ve femA genlerini tasidigi, klinik
suslarin 17’sinin (% 11.3), gida suslarinin sadece ise sadece 1’inin mecA geni tasidigi,
toplamda 18 ( % 8.8) izolatin MRSA oldugu saptanmistir. Klinik izolatlardan 7’si PVL
toksin genini tasirken, gida izolatlarinin higbirinde PVL toksin geni tespit edilmemistir.
Antibiyotiklere kars1 duyarlilik sonuglarina bakildiginda, klinik izolatlar arasinda en
yiiksek direng¢ oran1 % 94 ile penisiline karst belirlenirken, ikinci sirayr % 12.7 ile
eritromsin almistir. Gida izolatlarinda da en yliksek diren¢ oran1 % 69.1 ile penisiline
kars1 belirlenmis olup kullanilan diger antibiyotiklerin ¢coguna ya tamamen duyarli ya da
cok diisiik oranlarda direng gosterdikleri tespit edilmistir. Gida ve klinik kaynakli suslar
birlikte degerlendirildiginde ise en yiiksek diren¢ oraninin yine % 87.3’le penisiline

kars1t oldugu, klinik ve gida kaynakli hi¢bir susun vankomisin ve linezolide direng
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gostermedigi tespit edilmisti. MRSA ve MSSA suslan karsilastirildiginda; MRSA
suslarindaki c¢oklu antibiyotik direncinin MSSA suslarina gore daha yiliksek oldugu
saptanmistir. Tiim MRSA suslar1 penisilin ve seftazidime direngli bulunurken, direng
oran1 bakimindan ikinci siray1 sefuroksim (% 55.6), liclincii siray1 ise ofloksasin ve
amoksasilin/klavulanik asit (% 38.9) almistir. MSSA suslarmin  kullanilan
antibiyotiklere kars1t MRSA suslarina gore daha duyarli olduklart belirkenirken, hem
MRSA hemde MSSA susalarinin higbirinde vankomisin ve linezolid direnci

saptanmamuistir.

5.2 Oneriler

Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) hastane ve toplum kaynakl
enfeksiyona sebep olan ajanlarin basinda yer almaktadir. Bu nedenle MRSA suslarinin
dogru bir sekilde tanimlanmasi olduk¢a 6nem tagimaktadir. Calismamizda PCR’la mecA
geninin tespiti referans alinarak yapilan calisma sonucunda agar tarama testinin yiizde
yiiz uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bu sonuca dayanarak rutin olarak yapilan deneylerde
ve laboratuvarinda molekiiler yontemi uygulamak i¢in gerekli malzeme ve ekipmanlari
bulunmayan hastanelerde agar tarama yoOnteminin kullanilabilmesi onerilebilir.
Calismamizda PVL orani da arastirilmis olup, bu oran diisiik bulunmustur. Toplum ve
hastane kokenli S.aureus izolatlari sebebiyle ortaya ¢ikan enfeksiyonlarda, tedavinin
diizenlenmesi ve ¢esitli komplikasyonun ortaya ¢ikmasinin 6nlenmesi amaciyla PVL
pozitif MRSA ve MSSA izolatlarinin dikkatlice takip edilmesi gerekmektedir.

Cig siit ornekleri ve dondurma orneklerinde S. aureus kontaminasyonunun
goriilmesi sik rastlanan bir durumdur. Bunun Oniine gegilmesi i¢in hijyen sartlarina
uyulmasinin ve dnlemlerin daha da artirilmasinin uygun olacagi goriisiindeyiz. Ozellikle
stitiin sagimindan itibaren son tiiketiciye kadar gecen asamalarda hem hijyene hem de
soguk zincire oldukca dikkat edilmesi gerekmektedir. Inceledigimiz gida 6rneklerinden
elde ettigimiz suslarla klinik drneklerden elde ettigimiz suslar arasinda PFGE yontemi
ile yakin bir iligkinin saptanmamas1 sevindiricidir. Bu farkli kaynaklardan izole edilen
suslarin bir ortamdan diger bir ortama tasinmadigini gostermektedir. Giiniimiizde
molekiiler tiplendirme yontemleri arasinda PFGE altin standart olarak kabul edilmekte
ve c¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Calismamizdan elde ettigimiz bulgular
degerlendirildiginde, PFGE yonteminin tiplendirebilme ve yiiksek ayrim giicii dikkat
¢ekmektedir.
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MRSA suslarindaki antibiyotik direnci literatiirlerden de elde ettigimiz verilere
gore her gegen giin artmaktadir. Bu durumun 6niine gegilebilmesi i¢in antibiyotiklerin
¢ok yogun bir sekilde ve bilingsizce kullanilmasinin 6nlenmesi ve 6zellikle klinik ve
laboratuvar is birligi artirilarak antibiyotik tedavisi gerekli goriilen hastalarda
antibiyogram testi yapilmadan tedaviye baslanmamalidir. Ozellikle genis spektrumlu
antibiyotikler konusunda oldukc¢a dikkatli olunmalidir. Es, dost ve arkadas tavsiyesi ile
rastgele antibiyotik kullanilmamali, ve her enfeksiyon antibiyotikle tedavi
edilmemelidir. Ozellikle viriis, fungus ve parazitlerin neden oldugu enfeksiyonlarda
antibiyotik kullaniminin hicbir yarar1 yoktur. Antibiyotik kullanimi konusunda saglik,
veteriner, ziraat ve temel bilimlerde uzman kisilerle toplumda bilinglenmeye yonelik
faaliyetlere hiz verilmelidir. Calismamizda vankomisin ve linezolide direngli izolatin
goriilmemesi sevindiricidir. Linezolidin MRSA susalarinin glikopeptid antibiyotiklere
direng  gelistirme  potansiyelleri géz Oniinde bulunduruldugunda, MRSA
enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu antibiyotige

diren¢ durumunun takip edilmesi onerilmektedir.
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