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KISALTMALAR

ABD : Amerika Birlesik Devletleri
ark . arkadaslari
CDC : “Centers for Disease Control and Prevention” Hastalik Kontrol ve

Onleme Merkezi
DNA : Deoksiriboniikleik asit
DNaz : Deoksiriboniikleaz
HK-MRSA : Hastane kaynaklt MRSA

HIV : “Human Immunodeficiency Virus” Insan Immunyetmezlik Virusu
MHA : Mueller Hinton Agar

MiK : Minimum inhibe edici konsantrasyon

MLST : “Multilocus sequence typing” Multi lokus dizi tiplendirme
MRSA : Metisiline direngli S. aureus

PBP : Penisilin baglayan protein

PFGE : Pulsed field jel elektroforez

PMNL : Polimorfoniikleer 16kosit

PVL : Panton Valentin Lokosidin

PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu

rRNA : Ribozomal RNA

SCCmec : Stafilokok kaset kromozom mec

TE : Tris HCI-EDTA

TK-MRSA : Toplum kaynakli MRSA

TSST-1 : Toksik sok sendromu toksini-1
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OZET

STAPHYLOCOCCUS AUREUS KLINiK iZOLATLARINDA PANTON-
VALENTIN LOKOSIDIN VARLIGININ ARASTIRILMASI

Staphylococcus aureus, en virulan stafilokok tiirii olup yatan hastalardan en sik,
ayaktan hastalardan ikinci siklikta izole edilen patojendir. Metisiline direngli S. aureus
(MRSA) sadece saglik kuruluslarinda degil ayn1 zamanda toplumda da en 6nemli halk
saglig1 sorunu olarak yerini korumaktadir.

Toplum kaynakli MRSA (TK-MRSA) izolatlar1 genellikle stafilokok kaset
kromozom mec (SCCmec) tip IV elemani tasimaktadirlar ve beta laktam dis1 ¢esitli
antibiyotiklere duyarlidirlar. Bununla birlikte toplum kaynakli izolatlarin bir kismi
sitotoksin tretimiyle 16kosit yikimi ve doku nekrozuna yol agan Panton-Valentin
Lokosidin (PVL) lukS ve IUKF genlerini tasimaktadirlar. PVL iireten S. aureus izolatlar
daha ¢ok deri ve yumusak doku infeksiyonlariyla iligkilidir. Buna ilave olarak
nekrotizan pnomoni gibi hayati tehdit eden invaziv hastaliklara da neden olabilmektedir.
Hem metisiline duyarli hem de metisiline direncli PVL iireten S. aureus izolatlarina
bagl infeksiyonlarin son on yil icinde artis gostermesi PVL toksininin tanimlanmasina
olan ilgiyi doruga ¢ikarmistir. Ayrica, S. aureus izolatlarinda PVL varliginin
tanimlanmasi bu izolatlara bagl yayilimi sinirlamada 6nemli katki saglayabilir.

Bu c¢alismada, Subat 2006-Haziran 2008 tarihleri arasinda c¢esitli klinik
orneklerden izole edilen 130 MRSA ve 20 MSSA izolat1 test edildi. Tiim izolatlarin
identifikasyonu VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemiyle yapildi.
VITEK 2 tarafindan tanimlanan S. aureus izolatlar1 ile bu izolatlardaki metisilin
direncinin dogrulanmasi multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile yapildi. PVL
gen varligr hem multipleks PZR hem de single-target PZR ile de test edildi. Calisma
sonucunda, 3 izolatta PVL pozitif bulundu. Bunlardan ikisi MRSA, digeri ise MSSA
izolat1 idi. PVL pozitif MRSA izolatinin biri yara Orneginden digeri kan kiiltiir
orneginden tanimlandi. PVL pozitif MSSA izolat1 ise idrar 6rneginden tanimlandi. PVL
pozitif izolatlarin ii¢cli de tetrasikline direngliydi. Kan kiiltiirtinden izole edilen PVL
pozitif MRSA izolat1 gentamisin ve siprofloksasine de diren¢li bulunurken, diger PVL
pozitif MRSA izolat1 duyarli bulundu.
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Sonug olarak, PVL pozitif izolatlarin hastaliklarla iligkisi, antimikrobiyal direng
profili ve yayilimlarinin izlenmesi amaciyla silirveyans son derece onemlidir. Ayrica,
PVL pozitif izolatlarin prevelansini ve genetik 6zelliklerini belirlemek, bu izolatlarin
hem toplumda hem de hastane ortaminda yayilimlarini onlemek i¢in almacak

onlemlerin belirlenmesi amaciyla ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: Staphylococcus aureus, metisilin, PVL, TK-MRSA
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF PANTON-VALENTINE LEUKOCIDINE
PRESENCE IN THE CLINICAL
STRAINS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus aureus, the most virulent Staphylococcus species, is also the
most prevalent pathogen isolated from hospitalized patients and the second most
common from patients in outpatient settings. Methicillin-resistant S. aureus (MRSA)
remain a major threat to public health, not only in the healthcare setting but also in the
community.

Community-acquired methicillin-resistant S. aureus (CA-MRSA) isolates
commonly harbor the staphyloccocal cassette chromosome mec (SCCmec) type IV
element and are susceptible to multiple non beta lactam antibiotics. However some of
the community associated strains carry the Panton-Valentine leukocidin (PVL) genes
lukS and IukF, which produce cytotoxins that cause leukocyte destruction and tissue
necrosis. S. aureus isolates that produce PVL are mostly associated with skin and soft
tissue infections. In addition, it can also cause life threatening invasive infections, such
as necrotizing pneumonia and necrotizing fasciitis. Infections with PVL producing
isolates of both methicillin-susceptible and resistant S. aureus have increased over the
last decade and peaked interest in the detection of the PVL toxin. Moreover, defining
the presence of PVL in S. aureus isolates can provide a significant contribution to
limiting the dissemination of this isolates.

In this study, 130 MRSA and 20 methicillin-susceptible S. aureus (MSSA)
isolates were tested among various clinical samples between February 2006 and June
2008. Identification of all isolates were made by VITEK-2 Compact (bioMérieux,
France) automated system. Confirmation of S. aureus isolates which were determined
by VITEK-2 and the methicillin resistance of this isolates were made by multiplex PCR.
The presence of PVL was tested by both multiplex PCR and single target PCR. PVL
positivity was determined in 3 isolates. Two of the isolates were from MRSA isolates,
one was from MSSA isolates. One of the PVL positive MRSA isolate was recovered

from wound specimen whereas the other was from blood culture. PVL positive MSSA
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isolate was recovered from urine specimen. All of the three PVL positive isolates were
resistant to tetracycline. One of the PVL positive MRSA isolate which was recovered
from blood culture was resistant to gentamycine and ciprofloxacine while the other PVL
positive isolate was susceptible.

Further studies are needed to learn about the prevalance and genetic
characteristics of PVL positive isolates and to prevent PVL positive isolates both in the

hospital environment and in community.

Keywords: Staphylococcus aureus, methicillin, PVL, CA-MRSA



1-GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus folikiilit ve fronkiil gibi deri infeksiyonlarindan, seliilit,
abse, osteomiyelit, pndmoni, sepsis ve endokardit gibi derin yerlesimli ve hayat1 tehdit
edici durumlara yol agabilen bir¢ok hastaliga neden olabilmektedir (61).

Metisilinin 1960’11 yillarin basinda kullanima girmesinden kisa bir siire sonra
metisiline direngli S. aureus (MRSA)’lar ortaya ¢cikmistir (58). MRSA 1990’11 yillara
kadar sadece hastane infeksiyonlarindan sorumlu iken, daha sonralari hastane veya
hastane personeliyle iligkisi olmayan ve herhangi bir risk faktérii bulunmayan hastane
dis1 kisilerde de tiim diinyada izole edilmeye baslanmistir (46). Son yillarda Toplum
Kaynaklit MRSA (TK-MRSA) infeksiyonlar1 diizenli artis gostererek onemli bir halk
sagligl sorunu olmaya baglamistir (14). Bu mikroorganizmay1 ve sebep oldugu
infeksiyonlar1 tanimlayabilmek i¢in olduk¢a fazla sayida ¢alisma bulunmakla beraber
TK-MRSA’y1 tanimlamada kullanilan terminolojide heniiz tam bir fikir birligine
varitlamamistir. Bu konudaki anlasmazlik, yeni ortaya c¢ikan TK-MRSA’nin
hastanelerde yayilimiyla doruga ulasmistir (60).

TK-MRSA’nin saglik kuruluslarindaki yayilimi yeni ortaya ¢ikan bir problemdir
ve yakin zamandaki salginlarla ilgili raporlar erken taninin ve acil kontrol 6nlemlerinin
Oonemini vurgulamaktadir. Giiniimiizde Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nin bir¢ok
eyaletinde deri ve yumusak doku infeksiyonlarindan izole edilen MRSA orani
%50’lerin iizerine ¢ikmistir. Daha da endise verici olan1t TK-MRSA ’larin ilaglara direng
oranlarinin artmasi, yeni cografi alanlarda ve popiilasyonlarda yayilmasidir. Gogler ve
yabanct iilkelere seyahat muhtemelen Avrupa’daki yayilimimn hizinda anahtar rol
oynamaktadir (66).

Ciddi TK-MRSA infeksiyonlarinda ve buna bagli 6liimlerdeki hizli artis bu
potansiyel virulan patojenin yayiliminin kontroliinde Panton-Valentin Lokosidin (PVL)
geni tasiyan S. aureus izolatlarinin tanimlanmasinin 6nemini isaret etmektedir. MRSA
izolatlarinda PVL  geninin  saptanmast TK-MRSA izolatlarinin  varligim
kanitlayabilmektedir. Bazi toplum kaynakli S. aureus izolatlar1 mecA genini
tasimalarina ragmen metisilin minimum inhibe edici konsantrasyon (MIK) degerleri
cok diisiik olabilmektedir. Yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde bunlar yanliglikla
metisiline duyarli S. aureus (MSSA) olarak tanimlanabilmektedir. Bu nedenle PVL



tireten MSSA izolatlarinda mecA geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi
ile belirlenmesi 6nerilmektedir (34). Bu calismada cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
MRSA ve MSSA izolatlarinda metisilin direncine yol acan mecA geninin ve PVL
S/F’yi kodlayan [ukS/F-PV geninin varliginin arastirilmasi amaglanmistir.



2- GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklar

2.1.1. Tarihge

Stafilokoklar1 ilk kez 1878’de Robert Koch tanimlamis, 1880’de Pasteur sivi
besiyerinde iiretmis ve 1881’de Alexander Ogston fare ve kobaylar igin patojen
oldugunu bildirmistir. Rosenbach 1884°te beyaz renkli kolonileri S. albus, sari-portakal
rengi kolonileri ise S. aureus olarak isimlendirmistir. Bu ayirim yakin zamana kadar
devam etmistir (11).

Antibiyotik caginin baslangicindan beri antibiyotik kullaniminin olusturdugu
secici bask stafilokoklarda ¢ok kisa siirede direng gelismesine yol agmistir. Bu durum
1941°de penisilin G’nin tedaviye girmesi ile beta-laktamaz iiretimine bagli direng
gelismesi ile baglamig, bundan sonra da her kullanima giren antibiyotige kars1 direng
gelisimi ile siirmigtiir. Epidemik klonlar, hentiz 1950’li yillarda birbiri ardina penisilin
G, streptomisin, kloramfenikol, oksitetrasiklin ve daha sonra da makrolidlere direng
kazanmustir (34).

Penisiline direngli S. aureus 'un neden oldugu infeksiyonlarin tedavisi i¢in 1959
yilinda metisilin kullanima girmistir. 1961 yilinda metisiline diren¢ kazanan S. aureus
izolat1 Ingiltere’den bildirilmis, cok gecmeden diger Avrupa iilkelerinden ve daha sonra
Japonya, Avustralya ve ABD’den MRSA izolatlar1 rapor edilmistir. MRSA giliniimiizde
diinya genelinde bir¢ok hastanede 6nemli bir problem olmasinin yanisira bakimevleri ve
toplumda da artan oranda goriilmektedir (24).

2.1.2. Siniflandirma

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin 1986  baskisinda
“Micrococcacae” ailesi 4 cins icermektedir: Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus
ve Staphylococcus. Sonraki genetik caligmalar  (DNA-ribozomal RNA (rRNA)
hibridizasyon, 16S rRNA sekans) ve kemotaksonomik analizler (hiicre duvar
kompozisyonu, hiicresel yag asitleri) bu mikroorganizmalarin farkliligini belgelemis
olup bu dort cinsin tek bir ailede birlestirilemeyecegini tespit etmislerdir (50).
Staphylococcus tiirleri yeni tanimlanmis olan Macrococcus tiirleri ile daha yakin iliskili
olmasina ragmen Bacillus, Brochothrix, Gemella, Listeria ve Planococcus ile de

nispeten yakin iligkili oldugu gosterilmistir (3).



2.1.3. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Stafilokoklar hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz pozitif, Gram pozitif
koklardir (50). Staphylococcus cinsinin {iyeleri diizensiz {izim benzeri kiimeler
olusturan daha az siklikla tek ve cift, tetratlar ve kisa zincirler (3 veya 4 hiicreli)
olusturan koklardir (3). Gram boyama taze kiiltiirlerden uygulanmalidir ¢iinkii ¢ok eski
kiltlirler kristal viyoleyi tutma ozelliklerini kaybederek Gram degisken ya da Gram
negatif gortilebilirler (26). Stafilokoklar siklikla kapsiilsiizdiir ya da siurlt bir kapsiile
sahiptirler (61).

2.1.4. Ureme Ozellikleri

Micrococcaceae %5 koyun kanli ve ¢ikolatams1 agarlarda {trer, fakat
MacConkey agarda iiremez. Sivi kan kiiltiir sistemlerinde ve tiyoglikolat ile beyin-kalp
inflizyon besiyeri gibi genel besleyici sivilarda iirerler.

Klinik materyalden stafilokoklar1 izole etmek icin selektif besiyeri kullanilabilir.
Bu durum i¢in mannitol tuzlu agar siklikla kullanilir. Bu agar yliksek konsantrasyonda
tuz (%10), mannitol sekeri ve pH indikatorii olarak fenol kirmizisini igerir. Bu
besiyerinde tuz varliginda iireyebilen S. aureus gibi organizmalar mannitolii fermente
ederek sar1 hale ile cevrili koloniler olusturur. Gozle goriiliir tireme, 35° C’de %S5
CO>’li ortamda inkiibe edilen %5 koyun kanli ve ¢ikolatamsi agarlarda ¢ogunlukla
inokiilasyonun 24. saati icinde gerceklesir. Mannitol tuzlu agar ve diger selektif
besiyerlerinde lireme tespit edilmeden dnce en az 48-72 saat inkiibasyon gerekli olabilir
(26).

Bu bakterilerin optimal iireme 1silar1 30-37°C ve pH: 7-7.5’tur. Kanl1 agarda 18-
24 saatte yuvarlak, diizgiin, 1-4 mm c¢apinda, hafif konveks koloniler olustururlar.
Gliserol monoasetat gibi yag asitleri ile zenginlestirilmis besiyerinde 37°C’de
tiretildiklerinde, karotenoidlerinden dolay1 pigment olustururlar. Anaerob kosullarda ve
buyyonda pigment olusturmazlar. S. aureus altin sarisi, S. epidermidis tebesir beyazi
renginde koloniler olusturur (11). S. aureus subsp. anaerobius ve S. saccharolyticus
disinda ¢ogu tiir fakiiltatif anaerobtur (50).

2.1.5. Biyokimyasal Ozellikleri

Basta glikoz olmak iizere birgok karbohidrati fermantatif olarak pargalar ve son
iiriin olarak laktik asit sentezler, gaz olusturmazlar. Mannitole etkileri degisken olup

ozellikle S. aureus bu sekere etkilidir. Tim stafilokoklar ve mikrokoklar ozellikle



glikozlu besiyerlerinde katalaz olumludurlar (5). Nadir izolatlar disinda stafilokoklar
katalaz pozitiftir. S. sciuri, S. lentus ve S. vitulus izolatlar1 disinda tiim diger stafilokok
tiirlerinin modifiye oksidaz testi negatiftir. S. aureus, S. lugdunensis ve S. schleiferi
subsp. schleiferi lam koagiilaz testi pozitif olabilirken, S. aureus, S. intermedius, S.
hyicus, S. delphini ve S. schleferi subsp. coagulans tip koagiilaz testi pozitif olabilir
(50).

2.1.6. Viriilans ve Patojenite

S. aureus viriilans1 en yiiksek olan stafilokok tiirtidiir. Ancak infeksiyon olup
olmamasi mikroorganizmanin viriilans: ile konak savunma sisteminin olusturacaklari
dengeye baglidir (22).

S. aureus virulans faktorleri

e Kapsiiler polisakkarit

e Peptidoglikan ve teikoik asit

e Protein A

e Enzimler (katalaz, koagiilaz, fibrinolizin, hiyaliironidaz, lipaz, niikleaz, beta

laktamaz)
e Hemolizinler (a hemolizin, B hemolizin, 6 hemolizin, y hemolizin, 16kosidin)
e Toksinler (eksfolyatif toksin, enterotoksinler (A-E, H-I), toksik sok
sendromu toksini-1 (TSST-1) (50)

2.1.6.1. Kapsiiler Polisakkarit

S. aureus klinik izolatlarinin %90’1mndan fazlasi polisakkarit kapsiil meydana
getirir ve bunlarin i¢inde 11 serotip bildirilmistir. S. aureus’un kapsiil tip 1 ve tip 2
izolatlar1 fazla miktarlarda polisakkarit iiretir ve kiiltiir plaklarinda mukoid goriliir.
Kapsiil tip 5 ve 8 klinik infeksiyonlarin %75’inden fazlasindan sorumludur (61).
Organizmanin polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)’lerce sindirimini engelleyebilen bu
ekzopolisakkarit, konak hiicrelere ve protez cihazlara baglanmada rol oynar (50).

2.1.6.2. Peptidoglikan ve Teikoik asit

Diger gram pozitif bakterilerde oldugu gibi stafilokoklarin da hiicre duvar1 kuru
agirh@inin yaklasik %50’sini peptidoglikan tabaka olusturmaktadir. Peptidoglikan
tabaka N-asetil glikozamin ve N-asetil muramik asit polimerlerinden olusur. N-asetil
muramik asite bagli olan pentapeptid rezidiileri, bir zincirde D-alanin ile diger

zincirdeki L-lizin arasindaki pentaglisin kopriileri ile birbirine baglanir. Sadece Gram-



pozitif bakterilerde bulunan teikoik asit stafilokoklarin hiicre duvarinda yer alir ve
mukozalarda bulunan 06zgiill reseptorleri  (fibronektin, fibrinojen, laminin,
trombospondin, vitronektin, elastin, sialoprotein ve kollajen) ile birleserek
stafilokoklarin konaga adherensini saglar (81). Peptidoglikan ve teikoik asid virulansi
arttiricr bir takim biyolojik 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikler kompleman1 aktive etme
yetenegi, PMNL’lerce kemotaksisin arttirilmasi, insan monositlerince interlokin-1
liretiminin saglanmasi ve opsonik antikor {iretiminin stimiilasyonudur (50).
2.1.6.3. Protein A
IgG3 harig¢ tiim insan IgG alt siiflariin Fc bdlgesine baglanma yetenegindedir.
Protein A immunojeniktir ve ona karsi antikorlar ciddi S. aureus infeksiyonlu
bireylerde bulunur (50).

2.1.6.4. Enzimler

Katalaz: Bu mikroorganizmalarin fagositik hiicrelerce sindiriminden sonra
fagositik hiicrelerin igerisinde mikroorganizma tarafindan iiretilen katalaz enzimi toksik
hidrojen peroksidin ve miyeloperoksidaz sistemi tarafindan olusturulan serbest
radikallerin inaktivasyonuna yol acabilir (50).

Koagiilaz: Iki farkli sekilde olabilir. Bagl koagiilaz (“clumping factor”) adi
verilen yapt S. aureusun hiicre duvarinda bulunur ve fibrinojene baglanarak fibrine
doniistiiriir. Serbest koagiilaz ise bakteriden disariya salgilanir, globulin yapisindaki bir
plazma faktorii ile birleserek trombine benzer yapidaki stafilotrombini olusturur.
Stafilotrombin de fibrinojeni fibrine dontistiirerek plazmay1 pihtilastirir (81).

Fibrinolizin: Fibrin pihtisin1 parcalar ve infeksiyonun bitisik dokuda yayilimin
kolaylastirir (50).

Hiyaliironidaz: Bag dokusunun aseliiler matriksindeki asit
mukopolisakkaritlerden olan hiyaliironik asidi hidrolize eden enzimlerdir (81).

Lipaz: Kronik fronkiile neden olan S. aureus izolatlarimin kutanéz ve
subkutan6z dokularda organizmanin yayilimina yardimei olabilen, potansiyel lipaz
tireticileri olduklart bulunmustur (50).

Niikleaz: Deoksiriboniikleaz (DNaz) enzimleri endo ve ekzoniikleaz aktivitesine
sahip, niikleik asitleri 3’-fosfomononiikleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir (81).

Beta laktamaz: Stafilokoklarda penisilin direncine neden olan mekanizma beta

laktamaz {iretimidir (81). Immunolojik ve substrat spesifik calismalar S. aureus’un en



az l¢ farkhi tip beta laktamaz salgiladigini gostermistir. Bu enzimlerin iiretimi
indiiklenebilir ya da yapisaldir (50).

2.1.6.5. Hemolizinler

Alfa hemolizin: ilk kez 1900°de Kraus ve Clairmont tarafindan tanimlanmustir
(11). insan PMNL’leri de igeren ¢ok cesitli hiicreler iizerinde dldiiriicii etkisi vardir ve
cesitli hayvan tiirlerinin eritrositlerini pargalayabilir. Toksin 33 kDa molekiiler
agirliginda bir protein olup ge¢ logaritmik iireme esnasinda besiyerinin i¢ine salinir.
Monomerler hedef hiicre membrami ile etkileserek santral bir porla silindirik
heptamerler olusturur. Heptamerik alfa hemolizin kiimelerince por agilir ve potasyum
iyonlar ile diger kiiciik molekiillerin hiicre disina, sodyum ve kalsiyum iyonlarinin
hiicre i¢ine girisine izin verir, ozmotik sisme ve hiicrenin parcalanmasina yol agar.
Subkutandz injeksiyonda dermonekrotiktir ve intravendz uygulandiginda hayvanlar i¢in
oldiriiciidiir. Norotoksisite de alfa hemolizinin bir 6zelligidir. Bu toksin koyun kanl
agarda tireyen bazi S. aureus suslarimin kolonileri etrafinda eritrositlerin hemolizi
sonucu gdzlenen zonun olusumundan sorumludur (50, 32)

Beta hemolizin: Glenny ve Stevens tarafindan 1935°de tanimlanmistir (11).
Alfa toksin ile birlikte sfingomyelin {izerine etkili olan beta toksin (sfingomyelinaz C)
invaziv stafilokok infeksiyonlar1 igin tipik olan doku hasar1 ve abse olusumundan
sorumlu en 6nemli toksindir. Beta toksin sicak-soguk hemolizin olarak da bilinir ve
baslangigta belli bir miktar hemoliz olusturan stafilokoklarin hemoliz yapma aktiviteleri
bu toksin nedeniyle soguk 1silarda artar. Beta toksin, ayni zamanda B grubu
streptokoklar ile Listeria monocytogenes tarafindan iiretilen ve S .aureus’un hemolizini
artirict etkiye sahip olan CAMP faktorle etkilesen ve sinerjik hemolize sebep olan
yapidir (81).

Gama hemolizin: Gama hemolizin Smith ve Price tarafindan 1938’de
tanimlanmis, Mollby Wadstron tarafindan elde edilmistir (11). Gama hemolizin her
birinin molekiiler agirligi 32-35 kDa arasinda degisen ii¢ proteine sahiptir. Bu
proteinlerin her biri PVL’nin iki proteininden biriyle etkilesime girerek biyolojik
aktiviteye sahip alti farkli kombinasyon olusturur. Bu bes proteinden higbirisi kendi
basina hemolitik ya da lokotoksik aktiviteye sahip degildir. Bu iki bilesenli alt1 toksin
degisken derecede hemolitik aktivite gosterirken, tiimii etkin sekilde 16kositleri

pargalayabilir. Lokosidal aktivite direkt insan PMNL membranlarina etkiyle



sitoplazmanin degraniilasyonu, hiicre sismesi ve parcalanmaya neden olur. Bu toksinler
por olusumunu saglayarak etki gdosterirler, bu nedenle potasyum ve diger katyonlara
hiicresel gec¢irgenligi degistirirler (50) .

Delta hemolizin: Bu toksini 1947°de Williams ve Harper tanimlamistir (11).
Molekiiler agirligi 3 kDa olan bir proteindir. Delta hemolizin, deterjan benzeri etkiyle
hiicre membraninda hasara yol acar, boyutlar1 zamanla artan kanallar olusturarak
membranla etkilesir ve hiicre igerigi disariya ¢ikar (50).

2.1.6.6. Toksinler

Epidermolitik toksinler (eksfolyatif toksin): Her biri 24 kDa molekiiler
agirh@inda eksfolyatif toksin A ve eksfolyatif toksin B olmak iizere iki proteinden
olusur. Bu iki molekiil, biyokimyasal ve immunolojik olarak farklidir fakat benzer
biyolojik aktivitelere sahiptirler. Eksfolyatif toksin A kromozomal olup 1s1ya dayanikli
bir protein iken eksfolyatif toksin B plazmid orjinli ve 1stya duyarlidir. Bu toksinlerden
birini ya da her ikisini iireten suglar “stafilokokal soyulmus deri sendromundan”
sorumludur. Bu proteinler proteolitik aktiviteye sahiptirler (50). Toksinler epidermisteki
stratum granulosum tabakasini olusturan hiicrelerdeki desoglein 1 reseptorlerine
baglanirlar. Bu baglanma desmozomlar aracilifi ile birbirlerine bagli olan graniiler
hiicrelerin interselliiler baglarinin kopmasina ve stratum granulosumun derinin alt
tabakalarindan ayrilmasina neden olurlar (81).

Enterotoksinler: A-E, H ve I enterotoksinleri tiretirler. Bu toksinler ABD’de
besin zehirlenmelerinin olas1 en sik nedeni olan stafilokokal besin zehirlenmelerinin
klinik 6zelliklerinden sorumlu 1siya dayanikli molekiillerdir (50). En sik besin
zehirlenmesine neden olan tip enterotoksin A’dir. Enterotoksin B ise nadir goriilen
stafilokoksik psddomembrandz enterokolit tablosuna neden olmaktadir (81).

TSST-1: Ozellikle adet gérme sirasinda tampon kullanan kadinlarda veya yara
infeksiyonu bulunan kisilerde toksik soka neden olur (71).

2.1.7. Epidemiyoloji

S. aureus dogumdan itibaren gébek, perine ve deriye kolonize olur (22). Normal
florada kalic1 ya da gegici iiye olarak bulunabilir. Nazal tastyicilik oran1 hem toplumda
hem de hastane calisanlarinda %10-40 arasinda degisir. S. aureus'un nazal tasiyiciligi,
ozellikle MRSA’da hem kalicilik hem de ¢oklu ilag direngli stafilokokun yayilimi

anlamina gelmektedir (61).



2.1.8. S. aureus Infeksiyonlari

Stafilokok infeksiyonlarinda tipik lezyon, fronkiil ya da lokalize deri abseleridir.
Bakteri kil folikiiliine yerlesir ve doku nekrozuna neden olur. Bu odaktan lenfatikler ya
da kan akimiyla yayilarak viicudun diger kisimlarinda infeksiyon olusturur. Besin
zehirlenmeleri, toksik sok sendromu ve stafilokokal haslanmis deri sendromu ise
gercekte infeksiyon olmayip, stafilokoklarin salgiladigi bir ekzotoksin araciligiyla
gelisen hastaliklardir (82).

Toksin aracih hastaliklar: Toksin aracili hastaliklar tipik olarak stafilokokal
haslanmis deri sendromu, stafilokokal toksik sok sendromu ve stafilokokal besin
zehirlenmesini igerir. Siiperantijen Ozelligi tasiyan cesitli toksinlerin aracilik ettigi
hastaliklardir. Hastalik toksin aracili oldugundan semptomlardan sorumlu olan bakteri
hastalikli alanda ya da kan kiiltiirlerinde siklikla bulunmaz (61).

Deri ve yumusak doku infeksiyonlari: S. aureus’un deri ve yumusak doku
infeksiyonlar1 tutulan anatomik bolgeye bagli olarak simniflandirilan birtakim klinik
antiteleri: impetigo diye adlandirilan epidermidis infeksiyonu; folikiilit diye adlandirilan
ylizeyel dermis infeksiyonu; fronkiil, karbonkiil ve hidradenitis siipiirativa gibi
isimlendirilen derin dermis infeksiyonu; erizipel, seliilit ve fasiit olarak isimlendirilen
dokularin subkutan6z infeksiyonlarini igermektedir (61).

Bakteriyemi: Toplumdan kazanilmis stafilokok bakteriyemisi genellikle seliilit,
osteomiyelit, endokardit ve pndmoni gibi bir odaktan kaynaklanirken, hastane kaynakli
stafilokok bakteriyemisi daha ¢ok kataterlerden ve diger invaziv girisimlerden
kaynaklanmaktadir (22).

Endokardit: Dogal kapaktaki infektif endokardit infeksiyonu S. aureus
bakteriyemisinin en ciddi komplikasyonlarindan birisidir (61).

Menenjit: S. aureus’a bagli menenjit, bakteriyemi komplikasyonu, cerrahi ya da
yaralanmaya bagli lokal travmay1 takiben ya da intratekal pompa implant kolonizasyonu
sonucunda gergeklesebilir (50).

Perikardit: Hematojen yolla ya da penetre gdgiis travmasina bagli lokal
infeksiyona sekonder olarak ortaya ¢ikabilir (50).

Akciger infeksiyonlari: S. aureus’un neden oldugu akciger infeksiyonlari
aspirasyondan dolay1 ya da bir baska bdlgeden hematojen yayilimla ortaya c¢ikabilir
(50).



Osteomiyelit: Hematojen veya komsuluk yolu ile yayilabilir (22).

Septik artrit, septik bursit ve piyomiyozit: S. aureus ¢ocuklarda septik artritin
ve eriskinlerde nongonokokal artritin en sik nedenidir. Septik bursit en sik basing alan
bolgelerde lokalizedir (61).

2.1.9. Tanimlama

2.1.9.1. Gram boyama: Stafilokoklarin tiimii gram pozitiftir (5).

2.1.9.2. Katalaz testi: Stafilokoklar ve mikrokoklar; streptokoklar, enterokoklar
ve streptokok benzeri bakterilerden katalaz testi ile ayrilirlar. Bu test sitokrom oksidaz
enziminin varh@ini gosterir. Katalaz testi %3’liikk hidrojen peroksit varliginda lam
tizerinde uygulanir. Hemen ortaya ¢ikan kuvvetli kabarciklar, hidrojen peroksidin
bakteriye ait katalaz enzimiyle su ve oksijen gazina doniisiimiini sagladiginin
gostergesidir (50).

2.1.9.3. Glikoz fermantasyonu: Bu test nonfermentatif gram negatif basiller
icin olan oksidasyon-fermentasyon testlerine benzer bi¢cimde uygulanir (50).
Staphylococcus cinsi fermantatif etki gosterir (5).

2.1.9.4. Lizostafine duyarhhk: Lizostafin, stafilokok hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikanin  glisinden zengin pentapeptit c¢apraz baglarin1  aywran  bir
endopeptidazdir. Bu aktivite hiicreyi ozmotik lizise duyarh hale getirir. S. aureus, S.
simulans, S. cohnii ve S. xylosus gibi birtakim tiirler lizostafine daha duyarlidir (50).

2.1.9.5. Eritromisin varh@inda gliserolden asit iiretimi: Stafilokoklar asit
tiretirken mikrokoklar tiretemezler (50).

2.1.9.6. Furazolidona duyarhhk: Stafilokoklar furazolidon tarafindan inhibe
edilir ve 15 mm ya da daha fazla zon gosterirken, mikrokoklar direnc¢lidir ve 6-9 mm
arasi zon gosterirler (50).

2.1.9.7. Basitrasine duyarhhk: Stafilokoklar direngliyken mikrokoklar
duyarlidir ve 10 mm ya da daha fazla zon acgarlar (50).

2.1.9.8. Koagiilaz testi: S. aureus’un tanimlanmasinda kullanilan en giivenilir
testtir (50).

Lam koagiilaz testi: S. aureus’un birgok susu hiicre duvar ylizeyinde bagh
koagiilaz ya da “clumping faktore” sahiptir. Bu faktor plazmadaki fibrinojenle direkt
reaksiyona girerek hizli hiicre agliitinasyonuna neden olur. Lam koagiilaz testinde

negatif olan herhangi bir sus tiip koagiilaz testi ile dogrulanmalidir, ¢iinkii clumping
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faktorii eksik suslar genellikle serbest koagiilaz salgilarlar. S. lugdunensis ve S.
schleiferi subsp schleiferi gibi bazi1 koagiilaz negatif tlirler de clumping faktor iiretir ve
lam testi pozitif olabilir (50).

Tiip koagiilaz testi: 35°C’de 4 saat inkiibasyondan sonra test negatifse oda
1s1sinda tutulmalidir ve 18-24 saat sonra tekrar degerlendirilmelidir. Nadiren S. aureus
suslar1 koagiilaz negatif olabilir ve baz1 hayvan izolatlar1 (S. intermedius, S. hyicus, S.
delphini ve S. schleiferi subsp. coagulans) tiip koagiilaz pozitif olabilir (50).

2.1.9.9. DNaz testi: S. aureus endoniikleolitik ve ekzoniikleolitik aktivitelere
sahip hem DNaz hem de termostabil niikleaz tiretir (50).

2.1.9.10. Mannitol fermentasyonu: S. aureus, S. epidermidis ve diger koagiilaz

negatif tlirlerin tersine mannitolii fermente edebilir (50).

2.2 METISILIN DIRENCI

1959 wyilinda penisilinazin amid baga ulasimini engellemek amaciyla,
benzilpenisilindeki fenoksi grubunun yerine metoksi grubunun eklenmesiyle metisilin
elde edilmistir. Fakat klinik kullanimdan kisa bir siire sonra, 1961 yilinda ilk MRSA
izolat: bildirilmistir. Oksasilinin minimum inhibe edici konsantrasyon (MIK)’inin
>4ug/ml olmasi halinde metisilin direncinden sz edilir (83).

Metisilin direncinden sorumlu mekanizmalar basta mecA geni varligina bagl
PBP2a yapimi olmak iizere penisilin baglayan protein (PBP)’lerin beta laktam
antibiyotiklere afinitelerinde azalma ve beta laktamazlarin asiri yapimmidir (83,36).
PBP2a proteini PBP2 ve PBP3’iin islevini yiiriitebilmekte, ayrica tiim beta-laktam
antibiyotiklere kars1 diisiik afinite gostermektedir. mecA geninin ifadesi stafilokoklar
arasinda farklilik gostermektedir. Bazilarinda heterojen diren¢ s6z konusu olup,
popiilasyondaki hiicrelerin kii¢iik bir bolimii direngli, ¢ogunlugu ise duyarhdir.
mecA’nin homojen olarak ifade edildigi izolatlarda ise tiimii direnglidir. Diger beta
laktamlar i¢in kullanilan test kosullar1 uygulandiginda heterodirencli izolatlar gézden
kacabilmektedir. Beta laktam antibiyotiklerden hicbiri PBP2a’ya baglanamamaktadir.
Bu nedenle metisiline direngli olan izolatlar tiim beta laktamlara direngli olarak kabul

edilmelidir (35).
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Bircok ticari ve otomatize sistemde genellikle, diisiik inokulum kullanilmasi ve
inkiibasyon stiresinin kisa olmasina bagli olarak stafilokolarda metisilin direncinin
saptanmasi sik olarak sorun olmaktadir (45).

2.2.1. mecA Geni

MRSA genetik olarak MSSA’dan, kromozomunda bulunan mec elemani
olarak tanimlanmis 40-60 kb’lik bir deoksiriboniikleik asit (DNA) parcasi ve 76
kDa’luk PBP2a’y1 (diger adiyla PBP2’) kodlayan mecA geni varligi nedeniyle
ayrilmaktadir. mecA geninin S. sciuri’den koken aldig1 diistiniilmektedir. S. sciuri’deki
mec geni ile MRSA’daki mec geninin irilinleri arasinda %88 aminoasit homolojisi
oldugu belirlenmistir (83).

mecA geni tim MRSA izolatlarinda bulunan bir mobil genetik elemanin
parcasidir. Katayama ve ark. (44) mecA’nin stafilokok kaset kromozom mec (SCCmec)
olarak tanimlanan bir genomik adanin pargacigi oldugunu gostermislerdir (52). SCCmec
yapisi, S. aureus kromozomlarinin replikasyon bolgesindeki attBscc olarak adlandirilan
bolgede, fonsiyonu bilinmeyen orfX geni ile birlesmis olarak bulunmaktadir. Bu yap1
bakteriyofaj, patojenite adalar1 ve konjugatif transpozonlara yapisal olarak
benzemektedir. Fakat bunlar yapisal ve virulanstan sorumlu genler icermemektedirler.
Sadece beta laktam veya beta laktam dis1 antibiyotikler i¢in direng geni tagimaktadirlar.
SCCmec elementleri, faj transdiiksiyonu veya diger genetik transfer sistemleri ile
taginabilmektedir (44,46). Bu adaciklarda mecA geninin yani1 sira diger antimikrobiyal
ajanlara direncten sorumlu genler, insersiyon dizileri ve fonksiyonlar1 heniiz bilinmeyen
genler vardir. SCCmec’te invertaz/rezolvaz ailesinden ccrA ve ccrB olarak tanimlanmis
iki rekombinaz vardir (83). Son zamanlarda ccrC olarak adlandirilan iiglincii bir tip
bildirilmistir. CcrAB, tip I-IV SCCmec gen kaset yapisinda bulunurken, ccrC sadece tip
V SCCmec gen kaset bolgesinde bulunmaktadir (46). ccr gen kompleksi SCCmec’in
hareketinden sorumludur (52). SCCmec gen kaset yapisinda bulunan ikinci olusum
SCCmec komplekstir. Bu yap1 IS431mec, mecA ve diizenleyici genler olan mecR1 ve
mecl’nin biitiinii veya bir parcasini tagimaktadir. SCCmec gen kaset bolgesinin diger
kisimlart J (junkyard) bolgesi J1, J2 ve J3 olarak bilinmektedir. Bu bolge o6zellikle
SCCmec gen kaset tiplerinin alt tiplendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir (46).

Gilintimiize kadar altt SCCmec tipi bildirilmistir (34). SCCmec eleman1 mec gen
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kompleksi ve ccr gen kompleksi olmak iizere iki temel genetik bilesigin karakteristik

kombinasyonlarini igermektedir (4).

Tip I SCCmec, simif B mec gen kompleksi ve tip 1 ccr gen kompleksi;

SCCmec tipi
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Sekil 1: SCCmec tip I (33)

Tip II SCCmec, sitmif A mec gen kompleksi ve tip 2 ccr gen kompleksi;
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Sekil 2: SCCmec tip 11 (33)
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Tip III SCCmec, simif A mec gen kompleksi ve tip 3 ccr gen kompleksi;
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Sekil 3: SCCmec tip 111 (33)
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Tip IV SCCmec, sinif B mec gen kompleksi ve tip 2 ccr gen kompleksi;
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Sekil 4: SCCmec tip IV (33)
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Tip V SCCmec, sinifC2 mec gen kompleksi ve tip 5 ccr gen kompleksi;

il 'mﬁ-"|

V-28 kb Ilm I
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mecA ekspresyonu, baskilayict bir gen olan mecl ile membranda yer alan ve
beta laktam varligin1 saptayan bir sinyal iletici olan mecR1’in kontrolii altindadir.
Antibiyotiksiz ortamda mecl, hem mecA hem de mecR1-mecl’nin transkripsiyonunu
engeller. Beta laktam antibiyotik varliginda ise 6nce mecR1 otokatalitik bir siirecle
kesilir ve sitoplazmik kismindaki bir metalloproteaz boliimii aktif hale gelir.
Metalloproteaz, mecA’nin promoter bolgesine baglanmis olan mecl’y1 keser. Boylelikle
mecA transkripsiyonu ve PBP2a sentezi gerceklesir. SCCmec tip I, IV ve V sadece beta
laktam direncini kodlarken, SCCmec tip II ve III ¢oklu dirence yol agar. Bunun nedeni
tip II ve III elemanlarin kaset i¢ine entegre olmus plazmidler (pUB110, p1258 ve
pT181) ile bir transpozon (Tn 554) araciligiyla ek direng genleri tagimalaridir. Plazmid
pUBI110; kanamisin, tobramisin, bleomisin direncinden sorumlu an#(4’) genini; p1258;
penisilin ve agir metal direncini, pT181; tetrasiklin direncini tasirken, Tn554 ise

indiiklenebilir MLSp tipi dirence yol acan ermA genini tasimaktadir (34).

2.3. PANTON VALENTIN LOKOSIDIN

Lokositleri lizis yeteneginden dolay1 16kosidin maddesi adiyla 1894 yilinda
Van de Velde tarafindan tanimlanmistir. Panton ve Valentine 1932 yilinda ilk kez deri
ve yumusak doku infeksiyonlariyla lokotoksin arasindaki iliskiyi bulmustur (9,72).
Finck-Barbancon ve ark. tarafindan kronik fronkiillii hastadan izole edilen S. aureus sus
V8’den saflastirilmigtir. Prevost ve ark. tarafindan 1995 yilinda toksin geni klonlanip
sekanslanmistir (67). PVL profaja yerlesen ve 16kosit yikimiyla doku nekrozuna neden
olan [ukS-PV ve lukF-PV (lukS/F-PV) denilen, birlikte aktarilan genlerce kodlanan iki
yapilt bir 16kosidindir (57). Katyon degisim kromatografisindeki ayrisma profillerine
gore S (yavas ayrigan-“slow eluted”) ve F (hizli ayrisan-“fast eluted”) olarak
adlandirilmistir (67). PVL geni ¢SLT (stafilokokal 1o6kositolitik toksin), ¢PVL,
¢SA2MW ya da ¢SA2usa fajlari lizerinde tasinmaktadir (19, 55, 58, 64).

PVL ve gama hemolizin toksin ailesi, iki proteinin sinerjik hareketinden ve por
olusturucu 6zelliginden dolay1 sinerjohimenotropik toksinler olarak adlandirilmiglardir
(74). Bu toksinler S ve F olarak belirtilen sekretuvar proteinlerin sinerjistik hareketiyle
konak savunma hiicrelerinin ve eritrositlerin membranlarinda hasara yol agmaktadirlar.
Gama hemolizin S. aureus klinik izolatlarinin %99’undan fazlasinda iiretilmekte ve
aktivitesini ii¢ proteiniyle saglamaktadir. Bu proteinler, S sinifina ait hemolizin y A

(HlgA) ve hemolizin y C (HlgC), F smifina ait hemolizin y B (HIlgB) diye
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adlandirilmaktadirlar. HlgA+HIgB ve HIgC+HIgB seklinde ikili ¢iftler (S+F)
olusturmaktadirlar. Gama hemolizin ile PVL’nin sinif S ve F proteinleri; HigA+ HlgB,
HlgC+HIgB, 1ukS-PV+HIgB, HlgA+lukF-PV, HIgC+IlukF-PV ve lukS-PV+lukF-PV
olmak {izere biyolojik olarak aktif 6 (S+F) cift olusturabilirler. Gama hemolizini
olusturan HlgA+HIgB ve HlgC+HIlgB lokotoksik ozelliklere sahip olmasinin yanisira
tavsan, koyun ve insan eritrositlerini de parcalayabilirken, saflagtirilmis PVL; tavsan ve
insan PMNL ile makrofajlar i¢in por indiiksiyonuyla sadece lokotoksik etki
gostermektedir (32,41,53,73).

Derin deri ve yumusak doku infeksiyonlari, kismen fronkiil, kutandz abse ve
ciddi nekrotizan pnémoniden elde edilen I6kosidal toksinler tireten stafilokoklarin sik
elde edilmesi PVL’nin patojenitede 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir (59).
PVL-pozitif infeksiyonlarin klinik sekeli PVL-negatif S. aureus’dan daha ciddi olma
egilimindedir. PVL-pozitif S. aureus ile iligkili pndmonide sepsis, yliksek ates,
l6kopeni, hemoptizi, plevral efiizyon ve Olim daha sik goriilmektedir. Tersine
asemptomatik nazal kolonizasyonlu TK-MRSA izolatlarinda PVL daha az siklikta
bulunmaktadir (9).

PMNL lizisine yol acan PVL’nin iki yapisal komponenti LukS-PV ve LukF-
PV, PMNL membraninda por olusturucu heptamer i¢in bir araya gelmeden once
salinmaktadirlar. LukS-PV, LukF-PV ile dimerize olacaklar1t PMNL iistiinde bilinmeyen
bir reseptdre baglanmaktadirlar. Heptamer yapisi olusuncaya kadar birbiri ardina LukS-
PV ve LukF-PV’nin seri baglanmasi1 ger¢eklesmektedir. LukS-PV PMNL’ye
baglandiginda konak protein kinaz A ya da C, LukS-PV’yi fosforilize ettiginde
kalsiyum iyon kanallar1 indiiklenmektedir. Transdiiksiyon sinyal indiiksiyonunun
interlokinlerin ve inflamatuar mediatdrlerin liretimini tetikleyebilecegi diigiiniilmektedir
(9). PMNL lerden l6kotrien B4 ve interlokin 8 salinimina yol agabilmektedir (74). PVL,
konsantrasyona bagli olarak PMNL’lerde lizise ya da apoptozise yol agabilmektedir.
Diisiik PVL konsantrasyonlarinda (5 nanomolar) mitokondrial membran {izerindeki
PVL aracili por olusumu, sitokrom C salinimina yol agmaktadir. Bunun sonucunda
kaspaz 9 ve 3 indiiklenmekte ve DNA kirilmalar1 ger¢eklesmektedir. PVL direkt doku
nekrozu yapmamaktadir. Yiiksek PVL konsantrasyonlarinda (200 nanomolar) lizise
ugrayan PMNL’lerden reaktif oksijen liriinleri aciga ¢ikmakta ve bunun sonucunda da

doku nekrozu gerceklesmektedir. PVL’nin PMNL sitolitik aktivitesiyle uyumlu olarak
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PVL pozitif S. aureus nekrotizan pndomonisinde ndétropeni sik goézlenen bir klinik
bulgudur. Bunun nedeninin PVL’nin akciger endotel hiicrelerindeki varligima bagh

olabilecegi diisliniilmektedir (1, 9, 28, 87).
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Sekil 7: PVL nin indiikledigi PMNL apoptozisi (9)
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Saflastirllmis PVL intradermal olarak tavsanlara enjekte edildiginde; kapiller
dilatasyon, kemotaksis, PMNL infiltrasyonu, PMNL karyoreksizi ve deri nekrozuna yol
acarak agir inflamatuvar lezyonlara neden olmaktadir (53). Potent dermonekrotik toksin
etkisi fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda da gozlenmistir (86). Badiou ve ark. (2) S.
aureus ile deri infeksiyonlu hastalarin pily Orneklerinden PVL varligin1 saptamak
amaciyla ELISA yontemi uygulamislardir. Oishi ve ark. (67) toksin iireten izolatlarin
hizli tanimlanmasi amaciyla %100 duyarhilik ve Ozgiilliige sahip olan lateks
agliitinasyon testini gelistirmislerdir. Guinti ve ark. (89) %100 duyarlilik ve 6zgiilliikte
sinyal yiikseltici sandvi¢ hibridizasyon testini gelistirmislerdir. In vitro olarak
intravendz immunglobulin kullaniminin S. aureus’un iirettigi PVL’yi nétralize ettigine

yonelik ¢aligmalar vardir (27).

2.4. TK-MRSA ile HK-MRSA infeksiyonlarlnln Karsilastirilmasi

Gegmiste MRSA’larin sadece hastane infeksiyonlarindan sorumlu oldugu
diisiiniilmekteyken, bu organizmalarin son yillarda ortaya c¢ikan toplum kaynakl
stafilokok infeksiyonlarinin onemli bir nedeni oldugu saptanmistir. Genomik ve
antibiyogram farkliliklarinin yan1 sira TK-MRSA izolatlarinin hemen hemen hepsi PVL
virulans genleri tasimaktadirlar. HK-MRSA’lar yaygin olarak tip I, II, III gibi daha
biiyiik, 34-67 kb uzunlugunda SCCmec kaset gen tipleri tasimaktadirlar. TK-MRSA’lar
ise diger S. aureus izolatlarina daha kolay transfer edilebilen ve mecA genine sahip
yeni, kii¢iik, hareketli bir SCCmec tip IV ya da tip V genetik elemanini tagimaktadirlar
(46, 57). SCCmec tip 11 ve III’lin daha biiyiik boyutta olmasi beta laktam dis1 antibiyotik
direng genlerini de icerdigini gostermektedir. SCCmec tip IV’lin S. aureus’da ilk kez
1980’lerde gosterilmesinden once 1970’lerde komensal S. epidermidis’de bulunmast;
SCCmec tip IV’iin 1980’lerde S. epidermidis’den transfer edildigini isaret etmektedir
9).

1980’lere kadar TK-MRSA infeksiyonlar: daha dnceki hastanede yatis dykiis,
hastanede yatan bir hastayla yakin temas ve benzer durumlarla iligkilendirilmistir. 1980
ve 1981°de Detroit’ten bildirilen TK-MRSA infeksiyon olgular1 direkt saglik hizmetleri
maruziyetinden bagimsiz, toplumda yayilabilen MRSA’nin ilk anlamli kaniti olmustur.
Etkilenen hastalarin ¢ogunun intravendz uyusturucu kullanicilart oldugu ve ignelerin

paylasilmasinin yayilimdaki en 6nemli yol oldugu belirlenmistir (60). Daha &nceki
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antimikrobiyal kullaniminin salgin izolatiyla infeksiyon i¢in onemli bir risk faktori
oldugu ortaya ¢ikmustir. 1981 ve 1995 yillar1 arasinda ABD’den 12 ve diger iilkelerden
5 TK-MRSA tanimlanmustir (29). Bat1 Avustralya’dan da 1993 yilinda daha onceden
saglik hizmetleriyle hi¢ karsilagmamis yerlilerden izole edilen yeni MRSA izolatlar
tanimlanmistir (33). TK-MRSA ilk kez 1997-1999 yillar arasinda Minnesota ve North
Dakota’da daha onceden saglikli dort ¢ocugun oliimiine yol agan organizma olarak
dikkati ¢ektikten sonra virulan patojenler arasina dahil edilmistir (25, 63).

TK-MRSA daha ¢ok geng hasta popiilasyonunu etkiler, poliklonaldir ve baskin
epidemik klon USA300 ya da USA400 olarak siniflandirilmistir (40, 84). Bu iki klonal
soy Ozellikle ABD’de toplum kaynakli izolatlar arasinda ¢ok yaygindir ve STI
(USA400) ve ST8 (USA 300) olarak da adlandiriimaktadir. Oyle ki baz1 bolgelerde deri
ve yumusak doku infeksiyonlarindan en sik bu izolatlar elde edilmektedir (18, 34, 78).
USA 300 izolatlarinin bazilar1 PVL pozitif olmakla birlikte metisiline duyarlidir (30).
Diinya genelinde ST80 (Fransa-Isvigre), ST30 (Southwest Pacific klonu) ve ST93
(Avustralya Queensland klonu) gibi bagka yaygin TK-MRSA izolatlar1 da
bulunmaktadir (30).

TK-MRSA kiigiik ¢ocuklar, Avustralya aborjinleri, Amerikan yerlileri, Alaska
yerli halki (60), Pasifik adalilar (60), mahkumlar ve atletler gibi popiilasyonlari
etkileyerek kiiclik salginlar olusturabilmekte ve infeksiyonlara yol acabilmektedir (29).
HIV pozitif bireyler genel popiilasyona gore 18 kat daha fazla TK-MRSA ile infekte
olabilmektedir (25).
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Tablo I: TK-MRSA risk gruplari (25, 48, 60)

2 yasin altindaki cocuklar

Atletler

Intravendz ya da intranazal ilag kullanicilar:

Erkeklerle seks yapan erkekler

Askeri personel

Mahkumlar ve akil hastanesinde yatan hastalar

Veteriner hekimler, evcil hayvan sahipleri, domuz yetistiricileri

Kolonizasyon dykiisii ya da yakinda gegirilmis TK-MRSA

Daha onceki yillarda antibiyotik kullanima,

(Ozellikle kinolonlar ya da makrolidler)

Es zamanli deri ve yumusak doku infeksiyonlu hastalar

Diisiik sosyoekonomik durum

Evsizler

Siyah 1irk

TK-MRSA’nin neden oldugu hastalik spektrumu toplumdaki MSSA ’larinkine
benzemektedir. Ozellikle fronkiil, karbonkiil ve abse seklinde kendini gdsteren deri ve
yumusak doku infeksiyonlart en sik gozlenen klinik durumlardir. Daha az oranlarda
nekrotizan pndmoni, ampiyem, nekrotizan fasiit, osteomiyelit gibi daha agir ve ciddi
tablolarla da karsimiza c¢ikabilimektedir (17, 31). Buna ek olarak rutin asilama
esnasinda kazanilmis TK-MRSA’nin etken oldugu salgin da bildirilmistir (80).

MRSA infeksiyonlar1 igin risk faktorleri daha dnceki hastaneye yatis, cerrahi
midahale, uzun siire bakim evinde kalma, diyaliz, perkutan tibbi cihaz ve katater
kullanimi olarak siralanabilir. TK-MRSA tanimi i¢in hastaneye kabulden sonra 48 saat
icinde iiremenin olmasi, ayrica kabulden onceki bir yil hastanede yatis ve bakim evi
Oykiisiinlin olmamas1 gerekmektedir (48, 85). Tablo II’de “Centers for Disease Control
and Prevention” (CDC)’nin HK-MRSA ile TK-MRSA ayirim kriterleri goriilmektedir
(60). Tablo II’deki kriterlerin hepsini tastyan MRSA infeksiyonlu kisiler olasi TK-
MRSA infeksiyonuna sahiptirler.
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Tablo II: CDC kriterleri

MRSA tanisinin ayaktan ya da hastaneye kabulden sonraki ilk 48 saat i¢inde konulmasi

MRSA infeksiyon ya da kolonizasyon tibbi dykiisiiniin olmamast

Kabulden 6nceki bir yil hastanede yatig dykiisiiniin olmamast

Kabulden 6nceki bir y1l bakim evine kabul dykiisiiniin olmamasi

Kabulden 6nceki bir y1l diyaliz dykiisiiniin olmamas1

Kabulden onceki bir yil cerrahi dykiisiiniin olmamasi

Kabulden 6nceki bir y1l deriyi gecip viicuda uygulanan kalic1 katater ya da tibbi alet

Oykiisiiniin olmamas1

Metisiline diren¢ oranlarindaki artis onceleri yavas seyrederken, 1990’larin
sonlarina dogru gelindiginde bu oranlarda dramatik bir artig goriilmiistiir. Bu artig TK-
MRSA’larin gériilmeye baslanmasiyla ayni zamana denk gelmistir. Birgok bdlgede TK-
MRSA izolatlart MSSA’dan daha yaygin olmaya baglamistir (9).

TK-MRSA’larin orjinlerini agiklamak icin kabul edilen giincel model; farkl
cografi bolgelerde dolasan bir ¢cok farkli MSSA klonunun genomuna kiigiik metisilin
diren¢ kasedinin (6rnegin SCCmec tip IV) bagimsiz olarak entegre olmasidir. PVL
pozitif TK-MRSA’nin ortaya ¢ikisiyla ilgili modelde ilk olarak, PVL’yi kodlayan lukS-
PV ve lukF-PV tasiyan faj MSSA’y1 infekte ve lizojenize etmektedir. Daha sonra mecA
geni tastyan metisilin direng kasedi (SCCmec IV, V) horizontal olarak PVL-pozitif
MSSA izolatlarina transfer olarak fajin integre oldugu alandan farkl bir lokalizasyonda

genoma integre olmaktadir (8, 9, 76).
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MSSA MSSA'vi infekte PVL geni tasiyan PVL toksini iireten
eden PVL faji profaj kromozomla MRSA
biitiinlesiyor

( =Ty

P . - @
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>
0

ﬂ fr* Metisilin direnc kasedi
PVL ﬁ hiicre icine giriyor ve
toksini kromozomla biitiinlesiyor

kromozom

Sekil 8: PVL tireten TK-MRSA ’larin ortaya ¢ikis modeli (9)

TK-MRSA’larda gozlenen artmig virulansin temeli tam olarak anlagilamamastir.
Bu duruma sebep olarak artmis uyum, konak immun sisteminden kaginma ve benzersiz
toksin liretimi gibi bir takim faktorlerin lizerinde durulmaktadir (30). PVL gen varlig
hastaligin siddetinde artisla 1iligkili olabilmektedir (6). Tavsanlarda PVL’nin
dermonekrozise neden olabilmesi durumu, bakterinin kolaylikla yayilabilecegi ve yakin
temasla acik deri lezyonlu hastalardan saglikli bireylere bulasabilecegi konusunda
PVL’nin, tek basina secici avantaj saglayacagi diisiincesini desteklemektedir (9). PVL
pozitif S. aureus insanlar arasinda yakin temasla yayilarak 6zellikle saglikli ¢cocuklarda
ve erigkinlerde hastaliklara yol agabilmektedir (7). PVL pozitif izolatlar herkeste
infeksiyon etkeni olmayabilir. Infeksiyon gelismesinde birtakim faktdrlerin rolii
bulunmaktadir. Kalabalik ortamda bulunma, direkt temas sporlari, Amerikan futbolu,
giires sirasinda derinin zedelenmis olmasi, ortak kullanilan havlular, tras makineleri,
kotii el hijyeni ve egzama ile iligkili olarak derinin zarar gérmesi infeksiyon riskini
artirmaktadir (37). Asemptomatik saglikli tastyicilarin burunlarindan PVL negatif
MRSA’nin sik izolasyonu solunum yoluyla yayilimda PVL’ye gereksinim olmadigini
gostermektedir. TK-MRSA artisin1 agiklamada tartismali bir hipoteze gore pndmokok
asisinin - kullanimi1  sonucu  Streptococcus pneumoniae’nin nazal kolonizasyonu

azalmaktadir. Bu sonug bir patojenin eliminasyonun diger patojenler i¢in uygun ortam
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saglamasina yol agmaktadir. Bununla birlikte bu hipotez PVL ile TK-MRSA iligkisini
aciklayamamaktadir (9).

PVL ve SCCmec tip IV tastyan MRSA izolatlar1 artan oranlarda hastane
kaynakli infeksiyonlardan rapor edilmektedir. Bu durum PVL pozitif TK-MRSA
izolatlarinin hastanede uygulanan invaziv islemler esnasinda giris yolu bulmasina bagh
olabilmektedir (9). Bakim evlerinde yasayan yasli poplilasyonun sik hastaneye yatis
ithtiyaci, TK-MRSA’nin hastane ortamina girisinde bir rol oynayabilmektedir (79). TK-
MRSA’nin postpartum kadinlarda ve yenidoganlarda hastane kaynakli infeksiyonun
etkeni olarak hastane ortamina geg¢isi durumu daha da karmasik hale getirmektedir (25,
77).

Linde ve ark. (54)’min calismasinda, Giineydogu Almanya’da hastaneleri,
bakim evlerini, diyaliz merkezlerini de kapsayan 10 saglik kurulusunda ve bir
yenidogan bakim {iinitesinde ortaya c¢ikan iki ayr1 salginin incelenmesi sonucu,
potansiyel PVL pozitif MRSA’nin saglik kuruluslarina yayilimda 6énemli rol oynadigi
tespit edilmistir.

HK-MRSA ve TK-MRSA arasindaki sinirlar, hastanelerle toplum arasinda
hastalarin ve infeksiyonlarin hareketine bagli olarak bulaniklagmaya baslamistir.
Kolonize ya da enfekte hastalarin kabuliinii takiben TK-MRSA’nin hastane salginlarina
yol agmasi bu duruma katkida bulunmaktadir (65). TK-MRSA ile HK-MRSA
arasindaki farkliliklar Tablo III’de 6zetlenmistir.
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Tablo III : TK-MRSA ile HK-MRSA arasindaki farkliliklar (60, 65)

Parametre HK-MRSA TK-MRSA
Etkilenen hasta tipi Yasli debilize hastalar Geng saglikl kisiler
Kritik ya da kronik hasta Ogrenciler
Bakim evi hastalar1 Profesyonel atletler
Preterm yenidoganlar Askeri personel
Etnik gruplar
Infeksiyon bolgesi Bakteriyemi Deri ve yumusak doku infeksiyonu
Cerrahi yaralar Nekrotizan pndmoni
Acik tlserler Septik sok
Kateter idrar1 Kemik-eklem infeksiyonlari
Ventilator iligkili pndmoni
Gegis Kisiden kisiye gecis Kisiden kisiye gecis
(hastane personeli, (Aile ya da spor takimlari i¢inde)
ziyaretgiler, hastalar arasinda)
Cevreden hastaya yayilim
(hastane ekipmanlariyla)
Tanidaki klinik durum | Yatan hasta Ayaktan ya da toplum kaynakl
Tibbi oykii MRSA kolonizasyon dykiisii | Onemli tibbi dykii ya da
Gegirilmis infeksiyon saglik hizmetleri alim1 yok
Gegirilmis cerrahi Yakin fiziksel temas
Hastaneye basvuru Agik yaralar
Bakimevine bagvuru Zayi1f toplumsal hijyen
Antibiyotik kullanimi (havlularin paylasilmasi)
Diyaliz, kalic1 katater
Perkiitan tibbi cihazlar
Virulans Toplum yayilimi sinirh Toplumda yayilimi sik
PVL geni genellikle yok Siklikla PVL geni var

Antibiyotik duyarlilig

Siklikla ¢oklu ilag direnci

(Cogu antibiyotige duyarl
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Klinik, epidemiyolojik ve mikrobiyolojik Ozellikler temel alinarak ve
literatiirdeki ortak goriis dogrultusunda Millar ve ark. (60) tarafindan belirtilen TK-

MRSA’larin alt tanimlamalar1 Tablo IV’de sunulmustur.

Tablo IV: TK-MRSA 6zellikleri ve onerilen alt tanimlamalar

(1) izolat 6ncelikle MRSA olarak dogrulanmali (PZR ile pozitif mecA geni ya da lateks
agliitinasyonla PBP2a pozitifligi, koagiilaz pozitif)

(2) Epidemiyolojik ge¢mis
CDC rehberleri dogrultusunda MRSA’li hastalarin toplumdan kaynaklanmasi
MRSA gecisi i¢in risk faktorleri olmamali

(3) Antibiyotik duyarlilig
Izolat siklikla beta laktam ajanlara direncli fakat diger sinif antibiyotiklere

HK-MRSA ile karsilastirildiginda goreceli olarak duyarl

(4) Klinik durum

Olgularin ¢ogu deri ve yumusak doku infeksiyonlu hastalar

(5) SCCmec tipi
Baskintip[VyadaV

PVL" TK-MRSA: yukarida siralanan &zeliklerin hepsinin bulunmasi ve pv/ gen
pozitifligi

PVL" TK-MRSA: yukarida siralanan o6zeliklerin hepsinin bulunmasi ve pv/ gen
negatifligi

Nozokomiyal TK-MRSA: yukarida siralanan 6zelliklerden (1), (3) ve (5) mevcut, PVL
geni pozitif ya da negatif olabilir
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3-GEREC VE YONTEM

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tip Laboratuvarlari
Mikrobiyoloji Boliimii Bakteriyoloji Altdisiplin Laboratuvari’na, Subat 2006-Haziran
2008 tarihleri arasinda gonderilen ¢esitli klinik orneklerden izole edilen MRSA ve
MSSA’lardan belirli periyodlarda segilen 130 MRSA ve 20 MSSA olmak iizere toplam
150 S. aureus izolati calismaya dahil edildi. izolatlarin metisilin direncinin
belirlenmesinde VITEK2 Compact otomatize sistemi kullanildi.

3.1 Stafilokoklarin Tanimlanmasi

Laboratuvara gelen klinik 6rnekler %5 koyun kanli agar ve “Eosine-Methylen
Blue” agara ekilmistir. 35°C’de, 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra kanli agarda iireyen
koloniler koloni morfolojisi, pigment olusumu, Gram boyama, katalaz ve koagiilaz
deneylerinin sonucuna gore S. aureus olarak tanimlanmistir. Geleneksel tanimlamanin
dogrulanmas1 VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sisteminde ID GP
kartlart kullanilarak yapilmistir. Calismanin diger asamalar igin izolatlar saf olarak
%15 gliserol igeren triptik soy buyyon besiyerinde -20°C’de saklandi.

3.2 Metisilin Direncinin Belirlenmesi

Izolatlarin metisilin direnci VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize
sistemiyle belirlenmis ve multipleks PZR’de mecA geni tespit edilerek dogrulanmustir.

3.2.1. VITEK2 Compact Otomatize Sistem

Uretici firmanim onerileri dogrultusunda AST P536 kart1 kullanilarak antibiyotik
duyarlilig1 belirlendi. Klinik izolatlar %5 koyun kanli agara pasajlandiktan sonra 16-18
saat 35 °C’de inkiibe edildi. Steril ekiivyon kullanilarak kanli agardaki tek diismiis
stafilokok kolonileri alinarak McFarland 0.5-0.6 bulanikliga ayarlandi. Kartlar ve
siispansiyonlar cihaza yerlestirildi. Siispansiyonlarin kartlara inokiile edilmesi,
inkiibatore yerlestirme, okuma, degerlendirme ve kartlarin ¢ope atilma islemleri cihaz

tarafindan otomatik olarak yapildi.
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3.3. Genotipik Yontemler
3.3.1. S. aureus Bakteri Hiicrelerinden DNA Ekstraksiyonu
S. aureus bakteri hiicrelerinden DNA eldesi fenol-kloroform yontemine gore
yapildi (21).

e Mueller Hilton Agar (MHA) iizerinde saf kiiltlir halinde iireyen kolonilerden
bir 6ze dolusu alinarak 2 ml steril Tris HCI-EDTA (TE) tamponu bulunan
ependorf tiiplerine konuldu. 30 saniye vortekslenerek siispansiyon homojen
haline getirildi.

e 3000 g’de 15 dakika santrifiij edilip {ist siv1 atildi. Pellet {izerine 0.2 ml TE
tamponu ve 0.2 ml Proteinaz K soliisyonu eklenip dikkatlice karistirildi.

e Karisim 50°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.

e Bu asamada soliisyon vizkoz oldugundan pipetlemenin rahat yapilabilmesi i¢in
sollisyona 2 ml TE tamponu ekleyip iyice karistirildu.

e Karisimm 0.4 ml’si 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 0.4 ml
fenol konularak karisim vortekslendi ve 11.000 g’de 20 dakika santrifiij
edildi.

e Ust faz yeni bir tiipe aktarilarak {izerine 0.4 ml kloroform eklenip vortekslendi
ve 11.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Ust faz yeni bir tiipe aktarilarak iizerine toplanan s1v1 hacminin 1/10’u kadar
3M sodyum asetat ve iki kat1 kadar absolii alkol eklenip karigtirildi

e Karisim -20°C’de 30-60 dakika sogutuldu.

e 14.000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriildii ve tist kisim atildi.

e DNA pelleti lizerine 1 ml soguk %70’lik ethanol eklenerek 14.000 g’de
santrifiij edildi ve list kisim atild1.

DNA pelleti oda 1sisinda kurutulup iizerine 50 pl TE tamponu eklenerek dikkatlice

homojenize edildi ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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3.3.2. Calismada Kullanilan Primer Dizileri

Tablo V: Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, [ukS/F-PV ve mecA primer dizileri
(McClure ve ark., 2006)

Primer ad1 Primer dizisi

Staphylococcus cins spesifik

16S rRNA’ya 6zgii primerler

Staph756F 5’-AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA-3
Staph750R 5°-CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA CC-3’
IukS/F-PV’ye 6zgii primerler
Luk-PV-1 5’- ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACATGA TCCA -3’
Luk-PV-2 5’- GCA TCA AGT GTA TTG GAT AGC AAA AGC-3
mecA’ya 6zgii primerler
mecAl 5’-GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A-3’
mecA2 5’-CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A-3’

3.3.3. PZR Optimizasyonu

PZR calismalarinda kullanilacak uygun DNA, magnezyum miktari ve primer
baglanma 1silarinin tespiti icin PZR optimizasyon denemeleri yapildi.

DNA Optimizasyonu: Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, ukS/F-PV ve
mecA gen bolgelerinin multipleks PZR amplifikasyonu i¢in 2, 5 ve 7ul DNA
kullanilarak DNA optimizasyonu yapildi. Multipleks PZR amplifikasyonu i¢in optimal
kosullar1 saglayabilmek amaciyla yapilan DNA optimizasyonunda amplifikasyon
tiriinlerinin goriintiilenmelerinde en 1yi bant profili 5 ul DNA kullanilarak elde edildi.

Magnezyum Kloriir Optimizasyonu: Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA,
lukS/F-PV ve mecA gen bolgelerinin multipleks PZR amplifikasyonu icin optimal
kosullar saglayabilmek amaciyla farkli konsantrasyonlarda MgCl, kullanilarak yapilan
optimizasyon deneyleri Tablo VI’da Ozetlenmistir. Magnezyum optimizasyonunda
kullanilan reaksiyon karisiminin hazirlanmasinda McClure ve ark. (57)’nin onerdigi

yontem kullanilmistir.
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Tablo VI: MgCl, optimizasyonu

Reaksiyon karisimi Tip | Tip | Tip | Tip | Tip | Tup | Tip | Tip | Tip | Tip
@5ubh 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Saf su (ul) 455 | 405 | 3.55 | 3.05 | 255 | 2.05 | 1.55 | 1.05 | 0.55 | 0.05
KCr'li 10X PZR
2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
tamponu (ul)
25 mM MgCl,
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
(ul) (mM)
2mM dNTP (ul) 2.5 2.5 2.5 25 2.5 2.5 2.5 25 2.5 2.5
2 pmol Primer 1 (ul) | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875
2 pmol Primer 1 (ul) | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875 | 0.875
2 pmol Primer 2 (ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 pmol Primer 2 (ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 pmol Primer 3 (ul) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
2 pmol Primer 3 (ul) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
5U/ul Taqg DNA
) 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 0.25 | 0.25
polimeraz (ul)
Kalip DNA 50 ng (ul) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Toplam 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

Multipleks PZR amplifikasyonu i¢in optimal kosullar1 saglayabilmek amactyla

yapilan MgCl, optimizasyonunda amplifikasyon {iriinlerinin goriintiilenmelerinde en iyi

bant profili 25mM MgCl,’den 3.0 ul kullanilarak elde edildi.

Primer Baglanma Is1 Optimizasyonu: Belirlenen optimal magnezyum miktari

sabit tutularak Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, [ukS/F-PV ve mecA gen

bolgelerinin primer baglanma 1silarinin belirlenebilmesi amaciyla optimizasyon

caligmasi yapildi. Yapilan optimizasyon ¢alismasinda Staphylococcus cins spesifik 16S

rRNA, /ukS/F-PV ve mecA gen bolgeleri i¢in en uygun baglanma 1sis1 50-55°C olarak

belirlendi.
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3.3.4. Multipleks PZR Yontemiyle Staphylococcus Cins Spesifik 16S rRNA,
luKS/F-PV ve mecA Genlerinin Amplifikasyonu ve Gen Bolgelerinin Saptanmasi

Multipleks PZR ayni tiipe farkli hedefler i¢in 6zgiil olan iki veya daha fazla
primerin birlikte konuldugu ve ayni anda ¢ok sayida hedef dizinin amplifiye edildigi bir
amplifikasyon reaksiyonudur. Multipleks reaksiyonda kullanilan primerlerin benzer
baglanma 1silarina sahip olmalar1 ve dimerizasyondan kaginmak ig¢in birbirlerini
tamamlayict 6zellikte olmamalarina mutlaka dikkat edilmelidir (20). S. aureus bakteri
hiicrelerinden elde edilen DNA kalip olarak kullanilarak multipleks PZR yontemiyle
Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, ukS/F-PV ve mecA gen bolgeleri es zamanl
olarak amplifiye edildi.

S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin belirleyicisi olan mecA geninin, iki
yapili protein olan PVL S/F’yi kodlayan /ukS/F-PV geninin ve internal kontrol olarak
kullanilan Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA geninin belirlenebilmesi igin
sirastyla mecAl ve mecA2, Luk-PV-1 ve Luk-PV-2, Staph756F ve Staph750R
primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi gerceklestirildi. Uygulamada kullanilan

PZR karisim reaksiyon igerigi Tablo VII’de gosterilmistir.

Tablo VII: Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, [ukS/F-PV ve mecA gen
bolgelerinin ¢ogaltilmasi icin gerekli 25 pl PZR reaksiyon karigimi

10X PZR tamponu 2.5l
25 mM MgCl, 3ul
dNTP karisimi (2 mM) 2.5l

Taq DNA polimeraz (5U/ul) | 0.2 pl
Staph756F primeri (2 pmol) 0.875 ul
Staph750R primeri (2 pmol) 0.875 ul
Luk-PV-1 primeri (2 pmol) | 1 pl
Luk-PV-2 primeri (2 pmol) I ul

mecA-1 primeri (2 pmol) 3ul
mecA-2 primeri (2 pmol) 3ul
Kalip DNA (50 ng) Sul
Saf su 2.05 ul
Toplam 25 ul
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Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, [ukS/F-PV ve mecA gen bolgeleri igin

amplifikasyon programa:

94°C’de 10 dakika (6n denatiirasyon) » 1 dongii
94°C’de 45 saniye (hedef DNA denatiirasyonu) )
55°C’de 45 saniye (primer baglanmasi) ~— 10 dongii
72°C’de 75 saniye (primer uzamasi) _J

94°C’de 45 saniye (hedef DNA denatiirasyonu) )

50°C’de 45 saniye (primer baglanmasi) > 25 dongii
72°C’de 75 saniye (primer uzamasi) »
72°C’de 10 dakika (son uzama) _ , 1dongi

3.3.5. PZR Yontemiyle (Single-target) luKS/F-PV Geninin Amplifikasyonu
ve Gen Bolgesinin Saptanmasi

S. aureus bakteri hiicrelerinden fenol-kloroform ydntemiyle elde edilen DNA
kalip olarak kullanilarak PZR yontemiyle [ukS/F-PV gen bolgesi amplifiye edildi. S.
aureus izolatlarinda iki yapili protein olan PVL S/F’yi kodlayan [ukS/F-PV geninin
belirlenebilmesi i¢in Lina ve ark. (53) tarafindan tanimlanan 433 bp’lik {iriin olusturan
Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi gerceklestirildi.
Uygulamada kullanilan PZR karisim reaksiyon igerigi Tablo VIII’de gosterilmistir.

Tablo VIII: [ukS/F-PV gen bolgesinin ¢ogaltilmasi igin gerekli 40.3 pl PZR reaksiyon

karigimi
10X PZR tamponu 4 ul
25 mM MgCl, 4 ul
dNTP karigimi (1.25 mM) 3ul

Taq DNA polimeraz (5U/ul) | 0.3
Luk-PV-1 primeri (5 pmol) 2 ul
Luk-PV-1 primeri (5 pmol) 2 ul

Kalip DNA (50 ng) S5ul
Saf su 20 ul
Toplam 40.3 ul
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lukS/F-PV gen bolgesi i¢cin amplifikasyon programi:

94°C’de 5 dakika (6n denatiirasyon) » 1 dongi
94°C’de 30 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)

55°C’de 30 saniye (primer baglanmasi) 30 dongii
72°C’de 60 saniye (primer uzamasi)

72°C’de 7 dakika (son uzama) » 1 dongi

3.3.6 DNA Elektroforezi

PZR iirtinii DNA’larin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi i¢in agaroz
konsantrasyonu %2 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile agaroz jel hazirlandi.
Mikrodalga firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve sogumaya
birakildi. Agaroz jel kuyucuklarima 10 ul amplifikasyon {iriinii ile 2 pl 6X yiikleme
tamponu karistirillarak uygulandi. 2 saat sliresince 120 V elektirik akimi altinda
molekiiler boyutlarina gére DNA bantlar1 ayrigtirildi. 5 pg/ml etidyum bromid iceren
distile suda 20 dakika jel boyandi. Elektroforez islemini takiben orneklere ait DNA
bandlar1 “GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus” belirtecleri ile karsilastirmali olarak

goriintiileme cihazinda incelendi.
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4-BULGULAR

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tip Laboratuvarlari
Mikrobiyoloji Boliimii Bakteriyoloji Altdisiplin Laboratuvari’na, Subat 2006-Haziran
2008 tarihleri arasinda gonderilen ¢esitli klinik orneklerden izole edilen MRSA ve
MSSA’lardan belirli periyodlarda segilen 130 (% 86.7) MRSA ve 20 (% 13.3) MSSA

olmak iizere toplam 150 S. aureus izolat1 galigmaya dahil edildi.

Hastanemizde yatan hastalardan ve poliklinik hastalarindan laboratuvarimiza

gonderilen materyallerden izole ettigimiz S. aureus’larin materyal dagilimi Tablo IX’da

ve Sekil 9°da gosterilmistir.

Tablo IX: S. aureus’larin izole edildigi materyallerin dagilimi

Materyal cinsi Say1 | % | Materyal cinsi Say1 | %
Yara 32 | 21.3 | Abse 2
Trakeal aspirat 31 20.6 | Diyalizat 3 2
Kan 30 20 | Katater 3 2
Balgam 17 11.3 | Ameliyat materyali | 2 1.3
Akint1 9 6 | Burun siiriintiisii 2 1.3
Konjunktiva siirintiisii | 5 3.4 | Eklem s1vis1 1 0.7
BOS 6 4 | Plevral siv1 1 0.7
Idrar 4 2.7 | Mayi 1 0.7

S. aureus’larin en sik izole edildigi materyal % 21.3 ile yara kiiltiirii olup bunu

% 20.6 ile trakeal aspirat kiiltlirii, %18.6 ile kan Kkiiltiir ornekleri izlemektedir.
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M Abse

OKatater
B Burun suruntusu
B Plevral sivi

M Trakeal aspirat
OBalgam =~
O Konjunktiva suruntust
Oldrar

B Diyalizat .

O Ameliyat materyali

B Eklem sivisi

B Mayi

Sekil 9 : Yatan hastalardan ve poliklinik hastalarindan goénderilen materyallerin

dagilim

Laboratuvarimiza gelen materyallerin kliniklere gore dagilimi Tablo X’da

gosterilmistir. Laboratuvarimiza materyallerin en biliyiik boliimii Dahiliye ve Beyin

Cerrahisi Servisleri’nden gonderilmis ve bunu Pediatri Servisi izlemistir. Gonderilen

materyallerin servislere ve polikliniklere gore dagilim grafigi Sekil 10°da sunulmustur.
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Tablo X: Gonderilen materyallerin servislere gore dagilimi

Klinik Say1 | %
Dahiliye Servisi 18 12
Beyin Cerrahisi Servisi 18 12
Pediatri Servisi 12 8
Acil Servis 10 | 6.6
Gogiis Hastaliklar1 Servisi 9 6
Ortopedi Servisi 9 6
Yogun Bakim Unitesi 9 6
Genel Cerrahi Servisi 6 4
Kardiyoloji Servisi 6 4
Infeksiyon Servisi 5 3.4
Infeksiyon Poliklinigi 5 34
Plastik Cerrahi Servisi 5 34
Yeni Dogan Servisi 4 2.7
Gogiis Cerrahisi 4 2.7
Nefroloji Poliklinigi 4 2.7
Kadin Dogum Servisi 3 2
Kulak Burun Bogaz Servisi 3 2
Noroloji Servisi 3 2
Kardiyovaskiiler Cerrahi Servisi | 2 1.3
Goz Hastaliklar Servisi 2 1.3
Ortopedi Poliklinigi 2 1.3
Dermatoloji Servisi 2 1.3
Pediatri Poliklinigi 2 1.3
Diger * 7 4.6

*Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigi, Gogiis Cerrahisi Poliklinigi, Gogiis
Hastaliklar1 Poliklinigi, Kadin Dogum Poliklinigi, Pediatrik Yogun Bakim, Uroloji

Servisi ve Koroner Yogun Bakim
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0 Ortopedi poliklinigi o Dermatoloji senvisi

o Pediatri polikligi o Diger*

Sekil 10: Gonderilen materyallerin servislere gore dagilim grafigi
*Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigi, Gogiis Cerrahisi Poliklinigi, Gogiis
Hastaliklar1 Poliklinigi, Kadin Dogum Poliklinigi, Pediatrik Yogun Bakim, Uroloji

Servisi ve Koroner Yogun Bakim

PZR Optimizasyonu

PZR calismalarinda kullanilacak uygun DNA, magnezyum miktari ve primer
baglanma 1silarmin tespiti i¢in PZR optimizasyon denemeleri yapildi.

DNA Optimizasyonu: Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, [ukS/F-PV ve
mecA gen bolgelerinin multipleks PZR amplifikasyonu i¢in 2 ul DNA kullanilarak elde
edilen bant goriintiileri Sekil 11A’da gosterilmistir.

2 ul DNA kullanildiginda /ukS/F-PV gen bdlgesinin goriintiilenmesinde net bant
profili elde edilemedigi i¢in ukS/F-PV gen bolgesini pozitif buldugumuz 15 ve 16 no’lu
izolattan elde ettigimiz DNA’lardan 5 ve 7 pl kullanilarak DNA optimizasyonu yapildi.
Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, [ukS/F-PV ve mecA gen bolgelerinin DNA

optimizasyon bant goriintiileri Sekil 11B’de gosterilmistir.
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Sekil 11A: Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, ukS/F-PV ve mecA gen bolgeleri
icin 2ul DNA kulanilarak elde edilen 756, 433, 310 bp’lik bant profilleri (M: Marker
NK: Negatif kontrol)

756 bp
433 bp
310 bp

Sekil 11B: Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, [ukS/F-PV ve mecA gen bolgeleri
icin DNA optimizasyonu sonucu elde edilen 756, 433, 310 bp’lik bant profilleri (M:
Marker NK: Negatif kontrol)
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Magnezyum Kloriir Optimizasyonu: Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA,
lukS/F-PV ve mecA gen bolgelerinin multipleks PZR amplifikasyonu i¢in optimal
kosullar1 saglayabilmek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda MgCl, kullanilarak yapilan

optimizasyon deneylerinin bant goriintiileri Sekil 12°te gosterilmistir.

P e & 3

M 0.5ul 1pl 1.5ul 2pd 2.5pl 3ul 3.5ul 4pl 4.5nl Spl NK

1000
900
800
s 756 bp
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400
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310 bp

200
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Sekil 12: Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, [ukS/F-PV ve mecA gen bolgeleri
icin MgCl, optimizasyonu ile olusan 756, 433, 310 bp’lik bant profilleri (M: Marker
NK: Negatif kontrol).

Primer Baglanma Is1 Optimizasyonu: Belirlenen optimal magnezyum miktari
sabit tutularak Staphylococcus cins spesifik 16S rRNA, [ukS/F-PV ve mecA gen
bolgelerinin primer baglanma 1silarinin belirlenebilmesi amaciyla optimizasyon
calismasi yapildi ve en uygun baglanma 1s1s1 50-55°C olarak belirlendi.

Multipleks PZR Yontemiyle Staphylococcus Cins Spesifik 16S rRNA,
luKS/F-PV ve mecA Genlerinin Amplifikasyonu ve Gen Bolgelerinin Saptanmasi

MecA1l ve MecA2, Luk-PV-1 ve Luk-PV-2, Staph756F ve Staph750R primerleri
kullanilarak multipleks PZR yontemiyle S. aureus izolatlarinda mecA geniyle birlikte
lukS/F-PV geninin varligi arastirildi. 150 adet S. aureus izolat1 arasinda mecA geni (310
bp) bulunma oran1 %86.6 olarak tespit edilirken /ukS/F-PV geni (433 bp) bulunma orani
%?2 olarak tespit edildi.
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Sekil 13: PVL (+) ve PVL (-) MRSA-MSSA izolatlarinin 756, 433, 310 bp’lik bant
profilleri

PZR Yontemiyle (single-target) |UKS/F-PV Geninin Amplifikasyonu ve Gen
Bolgesinin Saptanmasi

Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri kullanilarak PZR yontemiyle S. aureus
izolatlarinda /ukS/F-PV geninin varhigi arastirildi. 150 adet S. aureus izolati arasinda
lukS/F-PV geni (433 bp) bulunma oram1 % 2 olarak tespit edildi. PVL geni pozitif S.

aureus izolatlarinin bant goriintiileri Sekil 14’de verilmistir.
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Sekil 14: S. aureus izolatlarinda saptanan 433 bp’lik [ukS/F-PV gen bolgeleri (M: Marker
NK: Negatif kontrol)
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Calismamizda 150 S. aureus izolatinin 3 (%2) tanesinde /ukS/F-PV geni tespit
edilmistir. lukS/F-PV geni pozitif olan izolatlardan 2’sinin MRSA, 1’inin ise MSSA’ya ait
oldugu belirlenmistir. Tablo XI’de MRSA izolatlarinin, Tablo XII’de ise MSSA
izolatlarinin 16S rRNA, [ukS/F-PV ve mecA genlerinin PZR sonuglar1 gosterilmistir.

Tablo XI: MRSA izolatlarinin 16S rRNA, lukS/F-PV ve mecA genlerinin PZR sonuclari

No | Izolat | 16S rRNA | IuKS/F-PV | mecA | No | Izolat | 16S rRNA | IuKS/F-PV | mecA
1 | MRSA + - + 66 | MRSA + - +
2 | MRSA + - + 67 | MRSA + - +
3 | MRSA + - + 68 | MRSA + - n
4 | MRSA + - + 69 | MRSA + - n
5 | MRSA + - + 70 | MRSA + - +
6 | MRSA + - + 71 | MRSA + - +
7 | MRSA + - + 72 | MRSA + - +
8 | MRSA + - + 73 | MRSA + - +
9 | MRSA + - + 74 | MRSA + - +
10 | MRSA + - + | 75 | MRSA + - n
11 | MRSA + - + | 76 | MRSA + - n
12 | MRSA + - + | 77 | MRSA + - n
13 | MRSA + - + | 78 | MRSA + - n
14 | MRSA + - + | 79 | MRSA + - n
15 | MRSA + + + 80 | MRSA + R +
16 | MRSA + + + 81 | MRSA + R +
17 | MRSA + - + 82 | MRSA + - n
18 | MRSA + - + 83 | MRSA + - n
19 | MRSA + - + 84 | MRSA + - +
20 | MRSA + - + 85 | MRSA + - +
21 | MRSA + - + 86 | MRSA + - n
22 | MRSA + - + 87 | MRSA + - n
23 | MRSA + - + 88 | MRSA + - +
24 | MRSA + - + 89 | MRSA + - +
25 | MRSA + - + 90 | MRSA + - +
26 | MRSA + - + 91 | MRSA + - +
27 | MRSA + - + 92 | MRSA + - +
28 | MRSA + - + 93 | MRSA + - +
29 | MRSA + - + 94 | MRSA + - +
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30 | MRSA + + 95 | MRSA + +
31 | MRSA + + 96 | MRSA + +
32 | MRSA + + 97 | MRSA + +
33 | MRSA + + 98 | MRSA + +
34 | MRSA + + 99 | MRSA + +
35 | MRSA + + 100 | MRSA + +
36 | MRSA + + 101 | MRSA + +
37 | MRSA + + 102 | MRSA + +
38 | MRSA + + 103 | MRSA + +
39 | MRSA + + 104 | MRSA + +
40 | MRSA + + 105 | MRSA + +
41 | MRSA + + 106 | MRSA + +
42 | MRSA + + 107 | MRSA + +
43 | MRSA + + 108 | MRSA + +
44 | MRSA + + 109 | MRSA + +
45 | MRSA + + 110 | MRSA + +
46 | MRSA + + 111 | MRSA + +
47 | MRSA + + 112 | MRSA + +
48 | MRSA + + 113 | MRSA + +
49 | MRSA + + 114 | MRSA + +
50 | MRSA + + 115 | MRSA + +
51 | MRSA + + 116 | MRSA + +
52 | MRSA + + 117 | MRSA + +
53 | MRSA + + 118 | MRSA + +
54 | MRSA + + 119 | MRSA + +
55 | MRSA + + 120 | MRSA + +
56 | MRSA + + 121 | MRSA + +
57 | MRSA + + 122 | MRSA + +
58 | MRSA + + 123 | MRSA + +
59 | MRSA + + 124 | MRSA + +
60 | MRSA + + 125 | MRSA + +
61 | MRSA + + 126 | MRSA + +
62 | MRSA + + 127 | MRSA + +
63 | MRSA + + 128 | MRSA + +
64 | MRSA + + 129 | MRSA + +
65 | MRSA + + 130 | MRSA + +
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Tablo XII: MSSA izolatlarinin 16S rRNA, ukS/F-PV ve mecA genlerinin PZR

sonuclari
No | Izolat | 16S rRNA | IUKS/F-PV | mecA | No | izolat | 16S rRNA | IUKS/F-PV | mecA
131 | MSSA + - - 141 | MSSA + - -
132 | MSSA + - - 142 | MSSA + - -
133 | MSSA + - - 143 | MSSA + - -
134 | MSSA + - - 144 | MSSA + - -
135 | MSSA + - - 145 | MSSA + - -
136 | MSSA + - - 146 | MSSA + - -
137 | MSSA + - - 147 | MSSA + - -
138 | MSSA + + - 148 | MSSA + - -
139 | MSSA + - - 149 | MSSA + - -
140 | MSSA + - - 150 | MSSA + - -

MRSA’lar arasinda PVL geni saptanan izolatlarin elde edildigi 6rneklerden 1°1
Dahiliye Servisi’nden gonderilen kan Ornegi, digeri ise Plastik Cerrahi Servisi’nden
gonderilen yara 0rnegidir. MSSA’lar arasinda PVL geni saptanan izolatin elde edildigi
materyal Kardiyoloji Servisi’nden gonderilen idrar 6rnegidir. PVL pozitif izolatlarin 3’1
de tetrasikline direncli bulunmustur. MRSA izolatlar1 arasinda PVL geni saptanan
Dahiliye Servisi’nden gonderilen kan izolati tetrasiklinin yami sira gentamisine ve

siprofloksasine de direg¢li bulunmustur.
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6-TARTISMA

Misir  mumyalarindaki  osteomiyelitik lezyonlar, Ortacag donemindeki
askerlerdeki yara infeksiyonlari ve giiniimiizdeki yenidogan {initelerindeki sepsis
salginlar1 S. aureus’un tip tarihi kadar eski ve hayatin her evresinde invaziv hastalik
yapabilme kapasitesine sahip son derece basarili bir patojen oldugu gercegini
gostermektedir. Sahip oldugu bir dizi adhezinler, ekzotoksinler ve diger virulans
faktorleri hi¢ sliphesiz basarisinin sebebini agiklamaktadir (29).

MRSA’lara bagli endokardit, pndmoni ve bakteriyemi gibi ciddi infeksiyonlar
hastanelerde daha yaygin goriilmektedir. Belki daha da Onemlisi MRSA
infeksiyonlarinin giinlimiizde daha onceden saglikli ve hastaneden gegisin olmadigi
bireyler arasinda da yerini almaya baslamis olmasidir. Boylelikle ¢ocuklar, adélesanlar,
atletler gibi bircok farkli topluluklarda bulunan, siklikla deri ve yumusak doku
infeksiyonlariyla kendini gosteren MRSA infeksiyonlart toplum kaynakli diye
isimlendirilmistir. HK-MRSA izolatlariyla karsilastirildiklarinda TK-MRSA izolatlar1
ay1rt edici genetik profile sahiptir (43).

HK-MRSA oranlar1 bazi Avrupa tlkelerinde azalmaktadir. TK-MRSA’lar ise
prevelanslart ve molekiiler epidemiyolojileri kitadan kitaya olduk¢a degiskenlik
gostermekle beraber diinyanin bir¢ok bolgesinde hizla yayilmaktadir (66).

TK-MRSA izolatlar1 ile HK-MRSA izolatlar1 arasinda bir takim farklar
bulunmaktadir. Toplum kaynakli izolatlarin en nemli 6zelliklerinden birisi PVL adi
verilen toksin icermeleridir. PVL hem MRSA hem de MSSA izolatlarinda
bulunabilmektedir (37).

Yakin zamana kadar PVL kodlayan genlerle sik karsilasiimiyordu ve diinya
capinda S. aureus’larda oran %5’in altindaydi. Bununla birlikte yeni ortaya ¢ikan TK-
MRSA izolatlarinda ¢esitli caligmalarda %77-100 gibi goriilme oranlar1 rapor
edilmektedir (57). Glinlimiizde PVL pozitif TK-MRSA infeksiyonlar1 bir¢ok kentsel
bolgede endemik olarak goriilmekte ve ABD, Avustralya ile Avrupa’nin birgok
iilkesinde TK-MRSA infeksiyonlarinin ¢coguna neden olmaktadir (12).

S. aureus’da PVL varlig1 hastalik siddetinde artisla birlikte cerrahi direnaja
ihtiyag gosteren deri infeksiyonundan, agir kronik osteomiyelite ve dliimciil nekrotizan
pnémoniye kadar degisen olgularla iligkilidir. Belki de ileride PVL virulans faktoriiniin

goriintiilenmesi gelecekte rutin laboratuvar islemleri arasina girecektir (57).
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PVL’nin  saptanmasinda  Onceleri tavsan antikorlar1 ile  yapilan
immiinodifiizyon ya da oligoniikleotid problar ile yapilan DNA hibridizasyon
yontemleri kullanilmistir (53). Giiniimiizde ise konvansiyonel PZR ve real-time PZR
gibi farkli molekiiler yontemler kullanilmaktadir (75).

Ciddi TK-MRSA infeksiyonlarinin prevelansinda ve diinyanin her tarafindan
raporlanan Oliimlerde hizli artis, bu potansiyel virulan patojenin kontroliinde PVL
tastyan S. aureus izolatlarinin tanimlanmasinda basit ve hizli bir metodun 6nemini
isaret etmektedir (57). Calismada kullandigimiz konvansiyonel multipleks PZR yontemi
es zamanl olarak metisilin diren¢ genini ve PVL genini tanimlayabilmekte, bu yontem
uygulanmadan Once izolatlar fenotipik olarak S. aureus olarak tanimlandiysa MRSA ile
MSSA ayrimina izin verebilmektedir. Multipleks PZR yontemi, 2004 yilinda Kanada
Calgary’de TK-MRSA infeksiyon salgmlarinin ortaya ¢ikmasinin tanimlanmasi ve
dogrulanmasinda kullanilmistir (57).

Vandenesch ve ark. (85) ii¢ kitadan 117 TK-MRSA izolatinin incelenmesi
sonucu 4 oOnemli bulgu elde etmislerdir. Tip IV SCCmec kaset gen ve PVL gen
bolgelerinin ii¢ kitadan toplanan TK-MRSA izolatlarinca paylasiliyor olmas ilk elde
edilen bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diger toksin genlerinin dagilimi ise kitalara
spesifik bulunmustur. Bu bulgular TK-MRSA patojenleri i¢in tip IV SCCmec kaset gen
tipinin ve PVL’nin selektif bir avantaj sunabildigini gdstermektedir. ikinci olarak
Avrupa’dan elde edilen TK-MRSA izolatlari, Amerika ve Okyanusya’dan elde edilen
TK-MRSA izolatlarina gore daha direngli (kanamisin, tetrasiklin ve fusidik asid gibi
antibiyotiklere) goziikse de genel olarak TK-MRSA izolatlar1 beta laktam dis1
antibiyotiklere daha duyarli olmaktadir. Uglincii olarak her ii¢ kitadaki TK-MRSA
izolatlarinin genetik ge¢misinin farkliligi, tek bir TK-MRSA klonunun diinyada
yayillimmin s6z konusu olmadigini, es zamanli olarak TK-MRSA’larin farkl
lokalizasyonlarda ortak evrimini gostermektedir. Dordilincii olarak “Multilocus
sequence typing” (MLST) ve Pulsed field jel elektroforez (PFGE) analizleri, TK-MRSA
izolatlarinin  genetik ge¢misinin  aym1 kitadaki HK-MRSA ile uyusmadiginm
gostermektedir. Bu bulgu da TK-MRSA’nin lokal HK-MRSA’dan ortaya ¢ikmadigini
diistindiirmektedir. MLST veri analizleri her kitadaki TK-MRSA’nin diger kitalardaki
HK-MRSA ya da MSSA ile ortak genetik ge¢misi paylastigini ortaya koymaktadir.
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Okuma ve ark. (68) TK-MRSA’larin HK-MRSA’larla karsilastirildiginda
artmis ekolojik uyuma ve daha kisa ikiye bdliinme zamanina sahip oldugunu ileri
stirmektedirler.

PVL ve TK-MRSA arasindaki giicli epidemiyolojik baglanti hastalik
esnasinda ve patogenezde PVL’nin énemli bir rol oynamasiyla ilgili slipheleri ortadan
kaldirmistir. Bununla birlikte PVL’nin patogenezde kesin rolii tam olarak
aciklanamamaktadir. Son kanitlar, PVL nin PMNL’ler ve/veya monositlerdeki yikim ve
inflamasyonu indiiklemesine ek olarak diger virulans faktorlerinin ekspresyonunu
arttirarak dolayli olarak da virulansin artisina katkida bulunabilecegini ortaya
koymaktadir. Molekiiler epidemiyolojinin ve ek olarak izogenik pvl-pozitif ve pvl-
negatif bakteriyel izolatlarin hayvan infeksiyon modellerinde kullanildigi ¢alismalarin
izlenmesiyle patogenez daha net anlasilabilecektir (9, 87).

TK-MRSA’nin yayinlanan prevalans oranlari ¢esitli ¢alismalarda kullanilan
farkli tanimlamalara bagh olarak biiyiik 6l¢iide degisiklik gostermektedir (49).

Lina ve ark. (53) tarafindan 172 S. aureus izolat1 PVL geninin goriintiilenmesi
icin PZR yontemi ile incelenmistir. PVL geni fronkiille iliskili izolatlarin %93 iinde,
hepsi toplum kaynakli agir nekrotizan pnomoniyle iliskili izolatlarin %85’inde
saptanmistir. Calismanin sonucunda, PVL’nin esas olarak deri ya da mukozay1 igeren
nekrotik lezyonlarla ve toplum kaynakli pndmoniyle iliskili oldugu sonucuna
varilmstir.

Holmes ve ark. (39) 2002 yilinda Ingiltere ve Galler’de S. aureus izolatlarinda
PVL gen sikligin1 arastirmak igin yaptiklar1i c¢alismada, segilen 515 izolattan 8
(%1.6)’inde PVL gen varligimi pozitif bulmuslardir. PVL geninin stafilokokal
hastaliklarda dagilimimi saptamak i¢in secilen 470 izolattan 23 (%4.9)’tinde PVL’yi
pozitif bulmuslardir. Pozitif olan 23 izolatin 15 (%65)’ini deri ve yumusak doku
orneklerinden elde edilen izolatlar olusturmustur. Kalan izolatlardan 4’i pnomonili
olgulardan, 2’si yanik infeksiyonlarindan, 1’er tanesi de bakteriyemili ve soyulmus deri
sendromlu hastalardan elde edilmistir.

Ingiltere’de PVL iireten geni tasiyan S. aureus izolatlarin prevelansi %2 nin
altindadir ve bunlarin ¢ogu MSSA’dir. ABD’nin bazi bolgelerindeki Acil Servis’lerde
karsilagilan ciddi S. aureus infeksiyonlarinin ¢gogundan TK-MRSA sorumludur (65).
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Hong Kong Halk Sagligi Laboratuvar’inda TK-MRSA oldugu varsayilan 140
izolat 2006 yili siiresince incelendiginde, 42 (%30) izolatin PVL geni tasidig
saptanmistir. Bunlarin arasinda SCCmec tip IV %71.4 ve SCCmec tip V %28.6
oraninda bulunmustur. PVL pozitif MRSA izolatlarinin %88.1°1 deri ve yumusak doku
ornekleri, %7.1°1 kan kiiltiirti, %2.4°1 eklem aspirat1 ve %2.4’1i goz 6rneklerinden elde
edilmistir(14).

Krziwanek ve ark. (51) 2001-2006 yillar1 arasinda Avusturya’da, 1150 MRSA
izolatinda PVL gen varligini incelemisler ve 94 PVL pozitif izolat tanimlamislardir.
Bunlarin %10.6’s1 steril viicut sivilarindan, %84.1°1 steril olmayan alanlardan elde
edilmistir. Otter ve ark. (69) 2000-2006 yillar1 arasinda toplanan 194 siprofloksasin
duyarli MRSA izolatinda PVL oranint %25.3 olarak saptamiglardir. Jones ve ark. (40)
2005 yilinda komplike olmayan deri ve derinin yapisal infeksiyonlarindan izole edilen
190 S. aureus izolatin incelemislerdir. 101 MRSA izolatindan 77’si TK-MRSA olarak
kabul edilmis ve bu toplum kaynakli izolatlarda PVL pozitiflik orani %95 oraninda
saptanirken 89 MSSA izolatinda ise % 17 oraninda saptanmustir.

Cercenado ve ark. (12) Ispanya’da yaptiklari arastirmada, 3 yillik siiregte Acil
Servis’e bagvuran hastalardan iicden fazla antibiyotik grubuna direngli olarak bulduklari
MRSA’lar ¢alisma kapsamina almislardir. 53 MRSA izolatinin 13’tinde (%24) PVL
toksin varhigin1 saptamiglardir. Tiim PVL pozitif MRSA izolatlarinin toplum kaynakl
oldugunu belirlemislerdir. izolatlarn 5°i tetrasiklin ve doksisikline direngliyken bir
tanesi fusidik aside diregli bulunmustur. izolatlarin 11°i piyojenik deri ve yumusak doku
infeksiyonlariyla iliskili bulunmustur. PVL pozitif 9 hastanin Giliney Amerika’dan
olmas1 PVL pozitif TK-MRSA nin kitalar aras1 yayilimina dikkat ¢cekmektedir.

Denis ve ark. (16) 2002-2004 yillar1 arasinda Belgika’li hastalardan
topladiklar1 41 klinik MRSA izolatinin 16’simnin (%40) PVL toksin geni tasidigini
bulmuslardir. PVL toksin geni pozitif bulunan izolatlarin biri disinda hepsi toplumdan
kazanilmistir. Japonya’da 1979-1985 yillart arasinda izole edilen 97 MRSA izolatinin
44°tinde (%45.3) PVL pozitifligi saptanmistir (55). Kanada Calgary’de 1999-2003
yillar1 arasinda toplanan izolatlardan segilen 287 MRSA ve 280 MSSA izolatinda PVL
pozitiflik oranlar sirasiyla %1.9 ve %2.1 olarak bulunmustur (57).

Ulkemizde TK-MRSA vyaygin degildir. Literatiirde iilkemizde yapilmus
SCCmec tipi, PVL saptanmast ve MLST analizinin birlikte degerlendirildigi bir
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caligmaya rastlanmamaktadir. MRSA izolatlarinin bu yontemlerle incelenmesi toplum
kaynakli izolatlarin varligini kanitlayabilmektedir (34).

Kilig ve ark. (47) 4 yillik donemde 385 MRSA izolatin1 incelemis ve 5 (%1.3)
izolatta PVL pozitifligi bulmuslardir. Ozkul ve ark. (70) 79 MSSA izolatin 6’sinda
PVL’yi pozitif bulmuslar ve 55 MRSA izolatinin higbirinde PVL geni pozitif
bulunamamistir. Karahan ve ark. (42) 261’1 MRSA (230’u hastane kaynakli, 74’
toplum baslangicli), 43t MSSA olmak lizere toplam 304 S. aureus izolatinin 12°sinde
(1°1 hastane kaynakli, 11’1 toplum kaynakli) PVL pozitifligi saptamiglardir. PVL pozitif
izolatlarin 8’1 MRSA, 4’i ise MSSA’dir. PVL pozitif izolatlarin 7’si yara
orneklerinden, 4’ idrar Orneginden, 1’1 ise sinoviyal sividan izole edilmistir.
Yaptigimiz ¢aligmada kullanilan 130 MRSA izolatinin 2’sinde, 20 MSSA izolatinin ise
I’inde PVL gen pozitifligi saptandi. MRSA’lar arasinda PVL geni saptanan izolatlarin
elde edildigi 6rneklerden 1’1 Dahiliye Servisi’nden gonderilen kan 6rnegiydi, digeri ise
Plastik Cerrahi Servisi’nden gonderilen yara 6rnegiydi. MSSA’lar arasinda PVL geni
saptanan izolatin tanimlandig1 6rnek ise Kardiyoloji Servisi’nden gonderilen idrardi.
PVL pozitif izolatlarin 3’ de tetrasikline direncgli bulunmustur. MRSA’lar arasinda
PVL geni saptanan Dabhiliye Servisi’nden gonderilen kan izolati, tetrasiklinin yan1 sira
gentamisine ve siprofloksasine de dire¢li bulunmustur.

Bazi hastane baslangi¢clit MRSA infeksiyonlari toplum kaynakli organizmalardan
kaynaklanabilir ve baz1 toplum baslangiclh MRSA infeksiyonlar1 da hastane kaynakli
organizmalardan kaynaklanabilir (29). Mikrobiyolojik ve molekiiler veriler olmaksizin
sadece epidemiyolojik bilgiye dayali CDC kriterleri tek basina TK-MRSA’y1
tanimlamada yeterli olamamaktadir. Bundan dolay1 klinik, epidemiyolojik ve
mikrobiyolojik bilginin sentezi TK-MRSA’nin tanimlanmasinda kullanilmalidir (60,
69).

Toplum kaynakli ve nozokomiyal infeksiyonlardan PVL pozitif MRSA’nin
tanimlanmasi, diger hastalarin ve personelin korunmasi i¢in siki infeksiyon kontrol
onlemlerinin uygulanmasinin gerekliligi kadar bu hastalarin ve temas ettikleri kisilerin
uygun tedavisine baslanmasi agisindan da Snemlidir (56). Ilaca direngli bakterilerin
kontroliindeki en etkili yontem bu bakterilerin hastaneye girislerinin azaltilmasidir (13).
TK-MRSA izolatlarinin hastanede yayilimi metisiline direngli izolatlarin sikligim

arttirabilecektir. Ayni1 zamanda topluma gegis kapasitesi artmis c¢oklu ilaca direngli
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izolatlarin secimine de yol agabilecektir. Bu sonu¢ da toplum kaynakli stafilokokal
infeksiyonlarin tedavisinde artik ampirik beta laktam kullaniminin daha fazla mantikli
olamayacagini gostermekle beraber kiiltiir ve antimikrobiyal duyarlilik testine
gereksinimi ortaya ¢ikarmaktadir (10). MRSA kontroliinde anahtar parametreler el
hijyeni, temas izolasyonu, dekolonizasyon ve aktif siirveyans olarak siralanabilir (88).
Hollanda’da MRSA’larin kontroliinde “yakala ve yok et” stratejisi izlenmektedir (23).
Dekolonizasyon amactyla nazal mupirosin ve klorheksidinle dus Onerilmektedir (7).
Ancak futbol takimlarinda ortaya ¢ikan TK-MRSA infeksiyonlarina bagli salginlarda
infekte futbolcularin burunlarinda salginla iligkili MRSA klonunun saptanmamasi
patogenezde burun dis1 kolonizasyonun 6nemli olabilecegini isaret etmektedir (15).

Bazi hastanelerde TK-MRSA izolatlar1 klasik hastane kaynaklit MRSA izolatlar
ile yer degistirmektedir (49). Hastanelerdeki TK-MRSA’ya bagli salgmlarin
raporlanmasi ve hastanelerdeki izolat yapisindaki degisikliklerin TK-MRSA lehine
donmesindeki ilk belirtiler bu pek hos olmayan durumun habercisidir. Toplum
izolatlarinin yiiksek patojenitesine bagli olarak MRSA yaygin firsatg1 davranis profilini
degistirmekte, ciddi hastalifi olmayan ve hatta saglik hizmetlerinde ¢alisanlarda da
infeksiyonlara neden olmaktadir (33).

USA300’de beta laktam dis1 gesitli sinif antimikrobiyallere direng MRSA’nin
toplum izolatlarinda beklenmedik bir durumdur. USA300°’deki c¢oklu ilaca direngli
konjugatif plazmid pUSAO3, vankomisin direng transpozonu alicist olarak gorev
yapabilmektedir. Saglik kuruluslarinda hem USA300’iin hem de vankomisin direngli
enterokok tiirlerinin prevalanslarindaki artis diisiindiiriiciidiir (18). Bu durum g6z
Oniinde tutuldugunda vanA genini de kazanabilecek c¢oklu ilaca direngli TK-
MRSA ’lardan korkulmasi gerekmektedir (38).

Tibbi kayitlarda saglik hizmetleri risk faktorleriyle ilgili bilgiler yetersiz
tutulmus olabileceginden TK-MRSA insidansi1 fazla tahmin edilebilecegi gibi tersi de
s6z konusu olabilmektedir (48, 62). Hastaneye kabulden sonraki zaman, yakin
zamandaki saglik hizmet alimiyla ilgili bilgilerin yetersizligi ve diger saglik
hizmetleriyle ilgili risk faktorlerini igeren bilgilerdeki eksikliklere bagli epidemiyolojik

tanimlamalar, TK-MRSA’larin yayiliminin diisiik tahmin edilmesine yol agabilmektedir

(10).
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PVL pozitif MRSA epidemiyolojisini daha iyi anlayabilmek i¢in yeterli risk
faktor analizlerinin yapildigi popiilasyon bazli c¢alismalarin yani sira hasta bazl

calismalara da ihtiyag vardir (51).
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7-SONUCLAR

Multipleks PZR ve single target PZR yontemleri kullanilarak 130 MRSA
izolatinin 2’sinde, 20 MSSA izolatinin 1’inde PVL varligi saptandi.

MRSA’lar arasinda PVL geni saptanan izolatlarin elde edildigi 6rneklerden 1°i
Dahiliye Servisi’nden gonderilen kan Ornegiydi, digeri ise Plastik Cerrahi
Servisi’nden gonderilen yara 6rnegiydi.

MSSA’lar arasinda PVL geni saptanan izolatin elde edildigi ornek ise
Kardiyoloji Servisi’nden gonderilen idrard.

PVL pozitif izolatlarin 3°i de tetrasikline direncli bulunmustur. MRSA’lar
arasinda PVL geni saptanan Dahiliye Servisi’'nden gonderilen kan izolati
tetrasiklinin yani sira gentamisine ve siprofloksasine de direg¢li bulunmustur.
PVL pozitif izolatlarin hastaliklarla iligkisi, antimikrobiyal direng¢ profili ve
yayilimlariin izlenmesi amaciyla siirveyans son derece dnemlidir.

PVL pozitif izolatlarin prevelansini, genetik karakteristiklerini 6grenmek ve bu
izolatlarin hem toplumda hem de hastane ortaminda yayilimlarin1 6nlemek i¢in

daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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