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OZET

Akoglu H., Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi’nde 2004-2005 yillarinda
Hastane Kaynakh Infeksiyonlardan 1Izole Edilen Metisiline Direncli
Staphylococcus Aureus (MRSA) Suslarimin Molekiiler Tiplendirmesi, Hacettepe
Universitesi T1ip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklarl, Uzmanhk Tezi. Ankara, 2007.

Bu c¢alismada Ocak 2004-Aralik 2005 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Eriskin Hastanesi’nde yatan, i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Infeksiyon Hastaliklar:
Unitesi’nce takip edilen hastalardan alinan gesitli klinik 6rneklerden iireyen hastane
kaynakli (HK) metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatlarinin
Panton-Valentine Lokosidin (PVL) gen ve stafilokokal kromozom kaset mec
(SSCmec) tiplendirmesi yapilarak molekiiler 6zelliklerinin ortaya konmasi
amagclanmistir. Molekiiler 6zellikler ile klonalite ve antibiyotik duyarliliginin iliskisi
arastirilmistir.

Calismaya dahil edilen 110 MRSA susu ¢esitli klinik 6rneklerden (35 kan, 37 piiy,
23 derin trakeal aspirasyon, 5 kateter, 10 diger) izole edilmistir. Her hastadan yalniz
bir izolat ¢aligmaya dahil edilmistir. Izolatlarin identifikasyonu Sceptor otomatize
sistemi  (Becton Dickinson, ABD) ile yapilmustir. Izolatlar ¢alisma
gerceklestirilinceye dek -80°C’de saklanmistir. Metisiline diren¢ durumunu saptamak
amaciyla “Clinical Laboratory Standards Institute” (CLSI) 6nerilerine uygun olarak
oksasilin (Ipg, Oxoid, Ingiltere) diskleri kullamlarak disk difiizyon ve mecA
varligint saptamak amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ydntemi
kullanilmistir. Cesitli antibiyotiklere duyarlilik CLSI 6nerilerine uygun olarak disk
difiizyon ve Etest (AB Biodisk, Isve¢) yontemleriyle belitlenmistir. Klonal
farkliliklarin  degerlendirilmesi i¢in pulsed field gel -elektroforezi (PFGE)
uygulanmistir. PVL gen varliginin ve SCCmec tiplerinin saptanmasi i¢in yine PZR
yontemi kullanilmistir. Kontrol suslart olarak S. aureus ATCC 29213, S. aureus 27R
ve S. aureus 8328 kullanilmistir.

Calismaya alinan HK-MRSA suslarinin tiimiinde mecA geni pozitiftir. izolatlarin
68’1 (%61.8) SCCmec tip III, 38’1 (%34.5) SCCmec varyant tip IIIB ve 3’1 (%2.7)
SCCmec tip IV olarak saptanmistir. Bir izolatin SCCmec geni tiplendirmesi
yapilamamistir. PVL geni toplam 14 susta (%12.7) pozitif bulunmustur. PVL pozitif



suslarin 10’u SCCmec III, 4’ SCCmec varyant tip IIIB olarak saptanmistir.
SCCmec tip IV olarak saptanan suglarin higbirinde PVL geni gosterilememistir.

Tim MRSA izolatlariin tigesiklin, linezolid, vankomisin ve teikoplanine duyarl
oldugu, sirasiyla MiKgg (Hg/ml) degerlerinin 0.25, 2, 2 ve 2 oldugu tespit edilmistir.
Izolatlarin gentamisin, siprofloksasin, rifampine yiiksek oranda (>%90) direncli
oldugu, trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX)’e %90, klindamisine %53,
eritromisine %32 oraninda duyarlt oldugu belirlenmistir. Bu izolatlar PFGE
paternlerine gére 8 klona ayirt edilmistir (A, B, C, D, K, L, N, O). izolatlarin tiimii
ele alindiginda %92.7’sinin, PVL pozitif olanlarin ise %78.7’sinin klon A’ya ait
oldugu saptanmistir. SCCmec III tasiyan suslarin %91, SCCmec IIIB tasiyan suslarin
%94.7, SCCmec IV tasiyan suslarin %100 oraninda klon A’ya ait oldugu
belirlenmistir. PVL negatif suslarin siprofloksasin direnci %98, rifampisin direnci
%92.7, gentamisin direnci %88.5, eritromisin direnci %66, klindamisin direnci %37,
TMP-SMX direnci %8 oranindadir. PVL pozitif izolatlarin ise direng oranlar
siprofloksasin, rifampisin, gentamisin, eritromisin, klindamisin, TMP-SMX i¢in
strastyla %92.8, %92.8, %85.7, %78.5, %50, %21.4 olarak belirlenmistir.
Hastanemizde c¢esitli infeksiyonlardan izole edilen HK-MRSA izolatlar1 ¢oklu
dirence sahiptir. Bu izolatlarin biiylik ¢ogunlugunun SCCmec III, veya varyant tip
IIIB tasidigr saptanmistir. Toplum kokenli MRSA’nin bilinen bir virulans faktorii
olan PVL, HK-MRSA izolatlarinda da énemli oranda saptanmistir. Bu durum MRSA

izolatlarinin degisen epidemiyolojisinin yakindan takibinin 6nemli bir géstergesidir.

Anahtar kelimeler: Metisiline direngli Staphylococcus aureus, stafilokokal

kromozom kaset mec, Panton-Valentine Lokosidin
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ABSTRACT

Akoglu H., Molecular Characteristics of Hospital-Acquired Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus Isolated at Hacettepe University Adult Hospital
in 2004-2005, Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Internal
Medicine, Ankara, 2007.

The aim of this study was to determine the molecular characteristics of hospital-
acquired (HA)-methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) isolates by
determination of the presence of Panton-Valentine Leukocidin (PVL) genes and
staphylococcal chromosome cassette mec (SCCmec) typing in association between
clonal diversity and antibiotic susceptibilities.

A total of 110 MRSA isolates from various clinical samples (35 blood, 37 pus, 23
deep tracheal aspiration, 5 catheter, and 10 other samples) of inpatients with
nosocomial infections at Hacettepe University Adult Hospital between January 2004
and December 2005 were included in the study. Only one isolate from each patient
was included. The identification of the isolates was made by Sceptor automated
system (Becton Dickinson, USA). The isolates were retested for methicillin
resistance by oxacillin (1pg, Oxoid, UK) disk diffusion test according to Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) and for the presence of mecA gene by
polymerase chain reaction (PCR). The presence of PVL genes and SCCmec types
were detected also by PCR analysis. The susceptibility testing was performed by
Etest (AB Biodisk, Sweden) and to some other antibiotics by disk diffusion methods
according to the CLSI recommendations. Pulse field gel electrophoresis (PFGE) was
performed to examine the clonal diversity of the isolates. Isolates were stored at -
80°C until studied. S. aureus ATCC 29213, S. aureus 27R and S. aureus 8328 were
included as control strains.

All 110 HA-MRSA isolates were positive for mecA gene. Of the isolates, 68 (61.8%)
were harbouring SCCmec type III, 38 (34.5%) SCCmec variant I1IB, and 3 (2.7 %)
SCCmec type IV. One isolate could not be typed for SCCmec gene. PVL was
positive in 14 (12.7%) of 110 HA-MRSA isolates. Ten of PVL positive strains
carried SCCmec III, whereas 4 of them carried SCCmec type variant I1IB. None of

the strains harboring SCCmec type IV were positive for PVL genes. All MRSA
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strains were susceptible to tigecycline, linezolid, vancomycin and teicoplanin with
MICyy (Pg/ml) values of 0.25, 2, 2 and 2 respectively. The isolates were highly
resistant (>90%) to gentamicin, ciprofloxacin, and rifampin whereas the
susceptibility to trimethoprim/sulfamethaxasole was 90%, clindamycin 53% and
erythromycin 32%. On the basis of PGFE patterns, the MRSA isolates were grouped
into eight clonal types (A, B, C, D, K, L, N, O). Of the total isolates 92.7%, of the
PVL-positive isolates 78.7% belonged to clone A. All strains harboring SCCmec 1V,
91% of strains harboring SCCmec III, and 94.7 of strains harboring SCCmec I1IB
belonged to clone A. PVL-negative MRSA isolates were resistant to ciprofloxacin,
rifampin, gentamicin, erythromycin, clindamycin, and TMP-SMX with the rates
98%, 92.7%, 88.5%, 66%, 37%, and 8% respectively, whereas resistance rates of
PVL-positive strains were 92.8% for ciprofloxacin, 92.8% for rifampin, 85.7% for
gentamicin, 78.5% for erythromycin, 50% for clindamycin, and 21.4% for TMP-
SMX.

All HA-MRSA isolates were multi-resistant. Majority of the HA-MRSA isolates in
our hospital were carrying SCCmec 111, or variant IIIB. Although PVL is known as a
common virulence factor of community-acquired MRSA, HA-MRSA isolates in our
center have a considerable rate of PVL positivity pointing out the changing

epidemiology of MRSA isolates.

Key Words: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Staphylococcal

chromosome cassette mec, Panton-Valentine Leukocidin
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1. GIRIS

Yari-sentetik, B laktamaza dayanikli bir penisilin olan metisiline kars1 direngli
Staphylococcus aureus (S. aureus) infeksiyonlar1 1960’11 yillarin basindan itibaren
Avrupa’da tanimlanmaya basglanmistir (1). Yakin gecmise dek ozellikle hastane
kaynakli infeksiyon etkenleri i¢inde yerini alan metisiline direngli Staphylococcus
aureus (MRSA), giiniimiizde toplum kaynakli infeksiyon etkenleri arasinda da
giderek artan oranda goriilmekte, ciddi morbidite ve mortaliteye neden olmakta,
yiiksek bir ekonomik yiik olusturmaktadir (2). Toplum kokenli MRSA (TK-MRSA)
izolatlar1 genellikle hastane kokenli suslardan farkli molekiiler 6zellikler ve
antimikrobiyal diren¢ paterni géstermektedir (3).

Molekiiler tiplendirme yontemlerindeki gelismeler MRSA epidemiyolojisi ile
ilgili yeni bilgilerin elde edilmesinde, toplum ve hastane kokenli MRSA izolatlar
arasindaki genetik farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli rol oynamistir (4).
Molekiiler tiplendirme yontemleri olarak giinlimiizde ¢ogunlukla DNA’ya dayali
genotipik yontemler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) 6nemli yer tutmaktadir. PZR metisilin direncinin tespitinde, MRSA suslarinin
genotiplendirilmesinde ve  virulans faktorlerinin  belirlenmesinde  siklikla
kullanilmaktadir (5,6,7). Metisilin direncini tasiyan mMeCcA geninin tiimiiyle
sekanslanarak alt tipleri belirlenmistir (6). Ayrica meCA geninin de i¢inde bulundugu
genomik bir ada olan stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec) tiimiiyle
sekanslanarak genetik yapidaki varyasyonlara goére siniflandirilmistir (8). Bu
siiflandirma, MRSA’nin hastane veya toplum kokenli olarak ayiriminda oldukca
onemli rol oynamaktadir. TK-MRSA’nin prototipi olan MW2 susuna bagli cocuk
Olimleri arastirmacilar1 1999 yilinda harekete gecirmistir. Kisa zamanda toplum
kokenli infeksiyona yol acan prototipin tim genleri sekanslanmis, virulans genleri
ortaya ¢ikarilmistir (7). Bunlarin i¢inde Panton-Valentine leukocidin (PVL) genleri
en onemli virulans faktorii olarak sayilmaktadir. PVL, 16kositleri tahrip eden ve doku
nekrozuna yol acan bir toksindir (9). Cocuklarda ve geng eriskinlerde deri ve
yumusak doku infeksiyonlar1 ve ciddi nekrotizan pnomoni ile iliskili bulunmustur.

Yapilan birgok calismada PVL’nin toplum kaynakli suglarin hemen tlimiinde



bulundugu gosterilmis ve giiniimiizde hastane kaynakli suslardan ayirimda énemli bir
ozellik olarak kullanilmaya baglanmistir.

Bu c¢alismada 1 Ocak 2004-31 Aralik 2005 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin Hastanesi’nde yatmis olan hastalarin gesitli klinik
orneklerinden izole edilen MRSA suslarinin SCCmec tipine gore siniflandiriimalari
ve PVL varligmin aragtirilmasi planlanmigtir. Molekiiler tiplendirme, klonalite ile

antibiyotik duyarhiliginin iliskisi aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

S. aureus insanlarda goriilen major infeksiyon nedenlerinden biridir. Hastane
kaynakli infeksiyonlara neden olabildigi gibi oOzellikle deri ve yumusak doku
infeksiyonlarint igeren toplum kaynakli infeksiyonlara da neden olabilir (10,11).
Insanlar S. aureus igin dogal rezervuar konumundadir. Asemptomatik kolonizasyon
infeksiyona nazaran ¢ok daha sik rastlanan bir durumdur. Kolonizasyon dogumdan
hemen sonra goriilebilir ve yasamin ilerleyen donemlerinde tekrarlayabilir (12).
Tasiyict sikhigt %25-50 arasinda degismekle birlikte injeksiyon yoluyla ilag
kullananlarda, insiilin kullanan diyabetik hastalarda, dermatolojik hastalig1 olanlarda,
uzun donem hemodiyaliz kateteri olanlarda ve saglik calisanlarinda siklik artig
gostermektedir (13). Organizma patojenik potansiyeli ve antimikrobiyal ajanlara
kars1 siirekli yeni diren¢ mekanizmalar1 gelistirebilmesi yoniinden oldukca ilgi
cekicidir. Metisilin direnci ayni zamanda tiim 3 laktam antibiyotiklere kars1 direng
gelisimini gostermesi bakimindan tedavi ile iligkili ¢ok ciddi problemleri isaret

etmektedir (14).

2.1. Metisilin Direncinin Molekiiler Mekanizmasi

S.  aureus’un metisilin  direnci  oksasilin  minimum  inhibit6r
konsantrasyonunun (MIK) > 4pg/mL olmas1 seklinde tamimlanmaktadir (15).
Metisilin direnci penisilinaz liretiminden farkli bir mekanizma ile ger¢eklesmektedir.
Buradaki temel mekanizma bakteri tarafindan § laktam antibiyotiklere kars1 diisiik
afiniteye sahip yeni bir penisilin baglayan protein (PBP) olan PBP2a sentezine
dayanmaktadir. PBP’ler peptidoglikan onciillerini yapilmakta olan hiicre duvarina
tasimak ve baglamakla gorevlidirler. Bu proteinlerin bir kismi iki-fonksiyonlu olup
hem transglikozidaz hem de transpeptidaz aktivitesine sahiptir (16). S. aureus sadece
bir adet iki-fonksiyonlu PBP (PBP2) ve {i¢ adet tek-fonksiyonlu PBP’e sahiptir (PBP
1,3 ve 4) (17). Transpeptidasyon prekiirsériin D-ala-D-ala terminalinde gergeklesir
(Sekil 2.1a). Duyarhi stafilokok izolatlarinda [ laktamlar bu transpeptidasyon

basamagini inhibe ederler.
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Sekil 2.1. Vahsi-tip S. aureus ve MRSA’da peptidoglikan yapimi. (a) Hiicre duvari
prekiirsorleri disakkarid pentapeptidler olan N-asetil-glukozamin ve N-asetil-
muramik asit-L-ala-D-glu-L-lys-D-ala-D-ala. Prekiirsérler PBP’ler tarafindan hiicre
duvar1 sentezi i¢in kullanilirlar. Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler hem
transglikozidaz hem de transpeptidaz aktivitesine sahiptir. (b) MRSA [ laktamlara
kars1 oldukca diisiik affinite gosteren PBP2a’ya sahip oldugundan [ laktam
varliginda diger PBP’ler inhibe oldugu halde, hiicre duvar1 sentezine devam eder.
(Kaynak 17°den sadelestirilerek alinmistir.)




Duvar prekiirsorleri ile yarisarak enzimin (PBP) aktif bolgesine baglanirlar. Ancak
dogal prekiirsorden farkli olarak bu baglanma geriye-dontislii degildir (kovalan bag).
Boylece PBP aktivitesi kalic1 olarak bloke edilir ve bakteriyel 6liim gerceklesir.
Bakteri duvarindaki peptidoglikanin ¢apraz baglanmasin1 (transpeptidasyon)
saglayan diger PBP’ler B laktamlar varliginda inaktive olurken, PBP2a 3 laktamlara
kars1 affinitesi diisiik oldugundan inaktive olmus PBP’lerin yerine gecerek hiicre
duvariin sentezini tamamlar (18,19) (sekil 2.1b). Olusan peptidoglikan yapisal
olarak farkli bir muropeptid kompozisyonuna sahip olmakla birlikte hiicresel
fonksiyonlar1 etkilememektedir (20). Ancak PBP2a’nin islev gorebilmesi icin 6zel
hiicre duvart prekiirsorlerine ihtiyag vardir. Bunlar normal peptidoglikan
prekiirsorlerine pentaglisin yan zincir veya amin grubu eklenmesi ile olusmaktadir
(21,22). Tiim bu aksesuar yapilarin peptidoglikan prekiirsorlerine eklenmesinde bir
takim genler rol oynamaktadir. Bunlar arasinda femA, femB, femC ve fmhB en
onemlileridir (21,23,24). Bu genlerin islevlerindeki bir bozukluk PBP2a yapiminin

siirmesine ragmen metisilin direncini azaltmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Metisilin direncinin ekspresyonunu etkileyen peptidoglikan prekiirsorleri.
PBP2a’nin fonksiyonel olabilmesi i¢in peptidoglikan prekiirsorlerinin pentaglisin yan
zinciri ve amin bagl glutamin ihtiva etmesi gereklidir. femA, femB, femC ve fmhB
genlerinin inaktivasyonu prekiirsorlerin dekorasyonunu engelleyerek metisilin
direncinin ekspresyonunu azaltir. (Kaynak 17’den adapte edilmistir.)



PBP2a ve regulator proteinleri, mec geni tarafindan sentez edilmektedir. Mec
geni SSCmec adli 21-67 kb’lik mobil genetik bolge i¢inde bulunmaktadir. SCC
mobil bir genetik eleman olup stafilokok tiirleri arasinda gen aligverisini
saglamaktadir. S. aureus ve bazi koagiilaz-negatif stafilokoklarda tanimlanmistir
(25). SCCmec SCC ailesinin bir iiyesi olup metisilin direncini tagimakla goérevlidir.
Mec geni yapisal bir komponent olan mecA ve genin ekspresyonunu kontrol eden iki
adet regililator komponentten olusmaktadir: mecR1 ve mecl. Bu iki gen mecA
transkripsiyonun regiilasyonunu saglar. Beta-laktamaz genleri olan blal, blaR1I, blaZ,
mecR1-mecl genleri ile sekans benzerligi gosterdiklerinden mecA gen
transkripsiyonunun down-regiilasyonunu kontrol eder (26). SSCmec elementi
metisiline duyarli S. aureus (MSSA) genomuna bolge-6zgiil sekilde integre olarak
bakteriyi MRSA haline doniistiirmektedir (27). Mec geni metisiline duyarli suslarda
bulunmaz, direngli tiim suslarda bulunur (28). MecA geni tarafindan bakterinin
metisiline diren¢ kazanmasi tiim B laktam antibiyotiklere kars1 ¢capraz dirence neden
olmaktadir. B laktam direncine ek olarak transpozon ve plazmidlerin de SSCmec
elementine integre olmasi sonucu diger direng genleri de kazanilmaktadir. Bunlar
arasinda eritromisin, spektinomisin, tetrasiklin, kanamisin gibi direng¢ genleri

sayilabilir.

2.2. Metisilin Direncinin Ekspresyonu

Tim MRSA’larda mec geni bulunmasina ragmen metisilin direncinin
fenotipik ifadesi farklilik gosterebilmektedir. Bir bagka deyisle metisilin direnci
heterojen bir yapiya sahiptir. Bunun nedeni bir MRSA susunun 37°C’lik normal
inkiibasyon sicakliginda ve pH’nin 7.0 oldugu kosullarda bile az bir kisminin (1
colony forming unit (cfu) /10%-107 cfu) direncli bulunabilmesidir (29). inkiibasyon
18181 ve siiresi, inokulasyon miktar1 metisilin direncinin saptanmasinda énemli etkileri
olan faktorlerdir. Ayrica duyarlilik testinde kullanilan besiyeri, besiyerinin pH’s1 ve
tuz igerigi sonucu etkileyebilecek diger faktorlerdir. Inkiibasyon sicaklign 30—
35°C’ye indirilir veya iireme ortamina %2-4’liik sodyum kloriir eklenirse daha
homojen bir direng ekspresyonu gozlenir (30). Ayrica heterojen suslarin bulundugu
ortamda [} laktam varliginda biiylime, homojen fenotipin seleksiyonu ile sonuglanir.

Bu hiicrelerin antibiyotiksiz ortamda seri olarak pasajlanmasi ile yavas olarak



heterojen duruma geri doniis gozlenir. Fem genleri de metisilin direncinin homojen
ekspresyonu icin gereklidir. Bu yardimci genler peptidoglikan sentezinin farkli
basamaklarinda islev goriirler. Fem genlerinin inaktivasyonu homojen olarak direncli
bir susu heterojen direncli hale getirebilmektedir (24).

Bir¢ok laboratuvar metisilin direncini saptamak i¢in metisilin yerine daha
stabil bir molekiil olan oksasilin kullanmay1 tercih etmektedir. Yiiksek derecede
heterojen bakteri gruplarinda otomatik sistemler yanlis negatif sonuglar
verebilmektedir. Giliniimiizde metisilin direncini belirlemede en duyarli yontem DNA
hibridizasyon ya da daha sik olarak kullanilan PZR yontemi ile mecA geninin
varliginin saptanmasidir (5,31,81).

SCCmec S. aureus’ta bulunan bir genomik adadir. SCCmec elementi i¢inde
mec gen kompleksi, ccr gen kompleksi ve “junkyard (J) bolge” denilen ve dnemsiz
genleri igerdigi disiintilen bolge yer alir. Ccr gen kompleksi SCCmec elementinin
mobilizasyonunu saglayan bolge-6zgiil rekombinazlarin kodlanmasinda gorev alir
(32). PZR yontemi ile mec gen kompleksi icerdigi genetik yapinin farkliligina gore
bes sinifa ayrilmistir; siif A, simif B, sinif C, simif D ve siif E (6,32,33). Ccr gen
kompleksi ccrA ve ccrB olmak iizere 2 adet bolge-ozgiil rekombinaz geni
icermektedir (32,34). CcrA ve ccrB’nin dorder adet allotipleri bulunmaktadir: ccrAl,
CCrA2, ccrA3, ccrA4 ve ccrB1, ccrB2, ccrB3, ccrB4. SCCmec, kendisini olusturan
mec gen kompleks siniflar1 ve ccr gen kompleks tiplerinin, c¢esitli kombinasyonlar
seklinde biraraya gelmesi ile farkli tiplere ayrilmaktadir (SCCmec tip I, II, IIL,IV,V)
(Tablo 2.1). Ayrica J bolgesindeki yapisal farkliliga bagl olarak her bir SCCmec
tipinin varyantlar1 tanilanmstir: 1A, ITA; 1IB, IIC, 1ID, IIE, IIIA, IIIB, IVa, IVb, IVc,
IVd, IVA, IVE, IVF (35,36) (Sekil 2.3).



Tablo 2.1. MRSA’da SCCmec Tipleri ve Icerikleri

SCCmec Tipi mec Gen Kompleksi ccr Gen Kompleksi
Tip I SCCmec Smif B Allotip 1
Tip II SCCmec Smif A Allotip 2
Tip III SCCmec Smif A Allotip 3
Tip IV SCCmec Sinif B Allotip 2
Tip V SCCmec Smif C ccrC

PZR yontemi ile yapilan ¢alismalarda bircok MRSA susunun 5 SCCmec
tipinden (SCCmec tip L, I, IILIV,V) birini tasidig1 ve bunlarin birbirlerinden genetik
icerik ve biiyiiklilk bakimindan farkliliklar gosterdigi belirlenmistir (8,37). Hastane
kaynaklt MRSA (HK-MRSA) klonlarinin ¢ogunlugu tip I, II veya III SCCmec
tasirken TK-MRSA suslar1 ¢ogunlukla tip IV SCCmec tasimaktadir (38,39). Tip V
SCCmec ilk kez 2004 yilinda, Avustralya’da izole edilmis TK-MRSA susunda
tanimlanmistir (WIS susu). Yeni elementin sinif C mec gen kompleksi ile daha dnce
tanimlanmamis ccr gen kompleksi tasidigi gosterilmistir. Bu yeni ccr gen kompleksi
ccrC olarak adlandirilmistir (Tablo 2.1). Tip V SCCmec, 28 kb’lik kiiciik bir element
olup mecA disinda diren¢ geni tasimamaktadir (Sekil 2.4). Ancak diger SCCmec
tiplerinden farkli olarak elementin kromozomda stabilizasyonunu sagladigi

diisiiniilen birtakim yabanci genler icermektedir (37).
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Sekil 2.3. SCCmec tip I-V ve varyantlarinin genomik organizasyonunu gosteren
sematik diyagram. (Kaynak 35’den alinmistir.)
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Sekil 2.4. WIS susuna ait tip V SCCmec elementinin genetik yapisi (Kaynak 37’den
basitlestirilerek alinmistir.)

2.3. MRSA Epidemiyolojisi

MRSA ilk kez 1961 yilinda Birlesik Krallik’ta ilk semisentetik anti-
stafilokokal penisilinaz direngli penisilin olan metisilinin bulunusundan kisa bir siire
sonra tanimlanmig, 1960’larda Avrupa’daki bircok iilkede ve ABD’de izole
edilmistir. Bu yillarda izole edilen suslarin ¢cogu tek bir MRSA klonundan kdken
almaktaydi. Fakat o yillarda prevalans diisiik olup sadece sporadik salginlar rapor
edilmekteydi (40). 1980’lerden itibaren MRSA prevalansinda hizli bir artig
saptanmis, bircok epidemik sus ile hastane salginlar1 rapor edilmeye baslanmistir
(41). Giinlimiizde diinyanin birgok bolgesinde bulagma o6zelligi yiliksek klonlarin
sebep oldugu epidemiler neticesinde MRSA goriilme sikligi giderek artis
gostermektedir. MRSA prevalansindaki bu hizli artisin nedeni tam olarak
anlagilamamigsa da bazi faktorlerin rol oynadigi disiiniilebilir. Bunlar arasinda
gereksiz ve/veya uygunsuz antibiyotik kullanimi, infeksiyon kontrol tedbirlerinin
yetersiz olmasi, MRSA suslarinin mutasyon ile ya da diren¢ genleri yoluyla
antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesi sayilabilir. ilging olan, yillar iginde S.
aureus’a bagh infeksiyon toplam prevalansinin degismemesine karsin MRSA’nin
etken oldugu infeksiyon orammmin tiim S. aureus izolatlar1 arasinda artis
gostermesidir. Farkli lilkelerde MRSA prevalanst 6nemli farkliliklar gostermektedir.
Prevalans ABD, Japonya ve Giiney Avrupa’da yiiksek, Iskandinavya’da ise ¢ok
distiktiir (35,42) (Sekil 2.5). Hatta ayn1 {lke ic¢indeki hastanelerde farklh
prevalanslara rastlamak miimkiindiir. Farkli hastanelerde MRSA infeksiyon orani

%350’ye ulasmakta ve bu durum yiiksek bir ekonomik yiike neden olmaktadir (2).
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Sekil 2.5. Diinyada iilkeler bazinda MRSA prevalansi. (Kaynak 35’den alinmistir.)

Ik tanimlandiklar1 1961 yilindan itibaren MRSA suslari nozokomiyal bulag
ile iligkilendirilmislerdir. Hastanelerde ve diger saglik kuruluslarinda birgok
antibiyotigin rutin olarak verilmesi direncli fenotiplerin ortaya c¢ikmasina yol
agmistir. Hastanin MRSA ile kolonize/infekte olmasinda birtakim risk faktorleri rol
oynamaktadir. Bunlar arasinda hastanede yatis siiresinin uzamast (>14 giin), yogun
bakim veya yanik {initesinde bulunma, invaziv veya cerrahi islemler, damar i¢i ilag
kullanim1 ve uzun siire antibiyotige maruz kalma sayilabilir. Hastalar ve saglik
kurumu ¢alisanlar1 MRSA ile kolonize olabilir ve bulas kaynagi haline gelebilirler.
Yatan hastalarda kolonizasyon orani %0.2—7.2 arasinda rapor edilmektedir (43,44).
MRSA’nin en sik kolonize oldugu viicut bolgesi nazal bolgedir. Perine, eller,
umblikus, aksilla, cerrahi yaralar, dekiibit iilserler, bogaz, idrar ve intravaskiiler
kateterler MRSA’nin kolonize olabilecegi diger bolgelerdir. MRSA’nin 6nemli
problem olusturdugu saglik kuruluslarinda ¢alisanlarin nazal tastyicilik orani
ortalama %3-5 civarindadir (45). Bircok tasiyicida kolonizasyon kisa siireli

oldugundan bu kisiler 6nemli bir rezervuar olarak goriilmemelidir. Ancak az sayida
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tagiyict uzun siire kolonize kalmaktadir ki bunlar MRSA i¢in 6nemli rezervuarlar
olarak kabul edilmektedir.

Hastanede yatan hastalardan MRSA ile kolonize olanlarin %30-60’1 MRSA
infeksiyonu gelistirmektedir (46). Kolonizasyondan infeksiyona ilerlemeye katkida
bulunan konak faktorleri arasinda yakin zamanda hastanede yatig Oykiisii, cerrahi
operasyon, yara debridmani ve diger invaziv islemler sayilabilir. MRSA infeksiyonu
viicutta siklikla yara yerleri, cilt, dolasim sistemi, alt solunum yolu ve iiriner sistemi
tutmaktadir.

MRSA’nin bir hastadan digerine bulasi siklikla saglik calisani tarafindan
kontamine eller veya eldivenler yoluyla olmaktadir. Ayrica kronik nazal tastyicilar
tarafindan damlacik yoluyla bulas da sik goriilmektedir. Turnike, stetoskop, tansiyon
Olctim aletleri gibi tibbi gereglerin de bulasa neden olabilecegi one siiriilmiisse de bu
konuda yeterli bilgi yoktur.

MRSA’ya bagl infeksiyonlarin kontrol edilmesinde en 6nemli basamak
MRSA suslarinin tiplendirilmesidir. Bu sekilde epidemiyolojik olarak izolatlar
arasinda genetik iliski varliginin saptanmasi saglanabilmektedir. Ayrica tiplendirme
verileri epidemik, endemik veya sporadik suslarin ayiriminda oldukca onemlidir.
Tiplendirme amaciyla kullanilan fenotipik tiplendirme yontemleri (biyotiplendirme,
bakteriyofaj tiplendirme, serotiplendirme, vb.) giinlimiizde yerini DNA’ya dayali
genotipik yontemlere birakmistir. Genotipik yontemler iginde en Onemlileri ve
siklikla kullanilanlar1 pulsed field gel electrophoresis (PFGE) ve PZR’dir. Ancak
hicbir tiplendirme yontemi tek basina ideal degildir. Bu nedenle MRSA izolatlarinin
iligkilendirilmesinde tiplendirme metodlarinin kombine edilerek kullanilmasi daha
kesin bilgiler vermektedir (47,48,49,50).

Toplumda kazanilmis S. aureus infeksiyonlarinda etken ¢ogunlukla MSSA
suslaridir. MRSA toplumda ¢ok daha nadir goriilmektedir. MRSA’nin toplumda
saptandig1 hastalarda yapilan detayli incelemelerle hemen her zaman MRSA
kazanimi i¢in predispozan risk faktorleri saptanabilmistir (51,52). Ancak son yillarda
MRSA infeksiyonu i¢in geleneksel risk faktorleri tasiyan ya da tasimayan hastalarda
toplum kokenli MRSA infeksiyonlar1 saptanmaya baslamistir. Bu durum MRSA
epidemiyolojisinin yeniden gozden gegirilmesine ve TK-MRSA kavraminin ortaya

¢ikmasina neden olmustur.
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2.4. TK-MRSA

Toplumda kazanilmig ilk MRSA infeksiyonu vakalar1 1980’li yillardan
itibaren bildirilmeye baglanmistir. Bu vakalar1 intravendz ilag¢ kullananlar, uzun
donem bakim merkezlerinde kalmis olanlar, kronik hastaligi olanlar ve saglik
merkezleri ile sik temasta bulunanlar olusturmaktaydi (53). Son 10 yil igerisinde
MRSA infeksiyonu i¢in herhangi bir risk faktorii tasimayan saglikli bireyler arasinda
toplumda ortaya c¢ikmis MRSA infeksiyonlar1 bildirilmeye baslandi. Bu
infeksiyonlarin sikligr ve goriildiigii cografik yerler giderek artis gosterdi. Bu
infeksiyonlar “toplumda kazanilmis MRSA infeksiyonu” seklinde nitelendirildi ve
neden olan susun genetik gegmis, epidemiyoloji, klinik spektrum ve antibakteriyel
direng yoniinden HK-MRSA suslarindan tamamiyla farkli 6zellikler tagidigi ortaya
¢ikarildi (54,55,56,57,58).

TK-MRSA’nin taniminda birtakim belirsizlikler bulunmaktadir. Bu durum
infeksiyonun baglangic ya da goriilme zamani ile MRSA’nin birey tarafindan
kazanim yeri ve zamammin farkli olabilmesinden kaynaklanmaktadir. Bazi
calismalarda; hastaneye yatistan sonraki 48-72 saat icinde MRSA infeksiyonu
saptanmast durumunda mikroorganizmanin hastane ortamina hasta tarafindan
toplumdan kazanilarak getirildigi kabul edilmekte ve toplumda kazanilmig MRSA
seklinde siniflandirilmaktadir (59). MRSA kazanimi dinamik bir siire¢ oldugu i¢in
belirli bir susun nerede kazanildigini kesin olarak saptamak oldukea giictiir. Ornegin
daha once belli bir siire hastanede yatmis bir hasta ile toplum i¢inde temasa ge¢mis
bir bireyde HK-MRSA susu kolaylikla saptanabilmektedir. Aymi1 sekilde toplum
kaynakli bir MRSA susunun hastane ortaminda postpartum kadinlar arasinda salgina
yol actig1 rapor edilmistir (60). Bu nedenle MRSA’y1 HK-MRSA ve TK-MRSA
olarak ikiye ayirmak gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu baglamda HK-MRSA saglik
kurulusu icinde saptanan suslari tanimlamaktadir ve hastaya bulas icin yukarida
sayillan birtakim risk faktorleri predispozan rol oynamaktadir. TK-MRSA
nozokomiyal infeksiyon i¢in predispozan faktorler tasiyan ya da tasimayan hastalar
arasinda toplumda saptanmis suslari ifade etmektedir. Bu durumda TK-MRSA iki
gruba ayrilabilir; risk faktorii tasimayan hastalar1 infekte eden suslar (risk faktorii

olmadan TK-MRSA) ve risk faktorii tasiyan hastalar1 infekte eden suslar (risk
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faktorii ile birlikte TK-MRSA) (60). infeksiyon Hastaliklar1 Kontrol ve Korunma
Merkezleri (Centers for Infectious Disease Control and Prevention, CDC)’nin 2005
yil1 Subat ayinda TK-MRSA infeksiyonu i¢in yaptigi tanimlama sdyledir: “Hastane
disinda ya da hastaneye yatis sonras1 48 saat i¢inde infeksiyon belirti ve bulgular
tagidig1 saptanan; daha once MRSA infeksiyonu ya da kolonizasyonu oykiisii
olmayan, gegen bir yil iginde herhangi bir hastane ya da saglik kurulusuna bagvuru
Oykiisii olmayan, diyaliz, cerrahi, kalici kateter, deriden gegerek viicuda ulasan
herhangi bir medikal cihaz uygulanma 6ykiisii olmayan bir hastada MRSA varliginin

gosterilmesi”.

2.5. TK-MRSA’nin Molekiiler Ozellikleri

TK-MRSA taramasi amaciyla 1998 yilinda Dallas ve Texas’taki iki farkli
giinlik bakim merkezindeki ¢ocuklar incelenmis, ¢ocuklarda sirasiyla %3 ve %24
oraninda MRSA kolonizasyonu saptanmistir (61). Saptanan izolatlar genel olarak
antibiyotiklere duyarli olup c¢oklu antibiyotik direnci gosteren HK-MRSA
suslarindan farkliydilar. Ustelik kolonize olmus c¢ocuklarm %40’ min ge¢mis 2 yil
icinde herhangi bir saglik kurulusu ya da personeli ile temas etmedigi saptanmisti.
Bu; toplum icinde cocuklar arasinda siiregelmekte olan bir MRSA gegisi ve
kolonizasyonunun varligin1 goéstermesi bakimindan 6nemli bir ¢alismadir. Sikago’da
yapilan bir ¢calismada MRSA infeksiyonu ile hastaneye bagvuran ve kolonizasyon
icin herhangi bir risk faktorii tasimayan ¢ocuk hasta sayisinda 25 kat artis oldugu
ortaya konmustur (62). Buradan elde edilen MRSA suslarinin da toplumda
kazanilmig ve bir hastadan digerine bulasmis olup, antibiyotiklere karsi duyarl
oldugu saptanmistir. 1999°da Minnesota ve Kuzey Dakota bolgesinde dort ¢ocugun
MRSA infeksiyonu nedeniyle 6lmesi ulusal ve uluslararasi saglik orgiitlerini alarma
gecirmistir (63). Burada 6len cocuklar da tipki Sikago calismasindaki gibi MRSA
infeksiyonu igin risk tagimayan hastalardi. Infeksiyona sebep olan suslar beta
laktamlar disindaki antibiyotiklere duyarli idi. Olen gocuklardan izole edilen MRSA,
MW?2 susu olarak isimlendirildi ve TK-MRSA’nin prototipi olarak kabul edildi. Bu
prototipin tasidig1 tiim genom 2002 yilinda sekanslanmstir (7). ilk kez 2001 yilinda
Japonya’da yapilan bir calismada 2 adet TK-MRSA susunun tiim niikleotid

sekanslar1 tanimlanmistir. Suslar septik artrit ve osteomyeliti olan bir hastanin eklem
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stvisindan (sus CAO05) ve diger bir hastanin perine bolgesinden (sus 8/6-3P) izole
edilmistir (39). DNA’nin sekanslanmasi sonucu suslarin HK-MRSA suslarindan
farklt bir mecA ve rekombinaz genleri (ccr) tasidigi saptanmistir. Bu farkh
kombinasyonla ilk kez karsilasilmis olup SCCmec IV olarak adlandirilmistir. Her iki
susun genomik yapist ayn1 6zellikleri tasimakla birlikte ccr genlerinin sol ucundaki
bolge (L-C bolgesi) farklilik tagimaktadir. Bu bolgedeki farkliliga dayanarak subtip
IVa (sus CAO0S5) ve subtip IVb (sus 8/6-3P) olarak adlandirilmiglardir (Sekil 2.6).
SCCmec IV, mecA disinda bagka bir direng geni tasimadigindan boyut olarak diger
SCCmec elementlerinden kiicliktliir. Diger SCCmec elementleri hastane kokenli
suslarda bulunmakta olup, olduk¢a biiylik ve fonksiyonel rekombinaz genlerinden
yoksun olduklarindan faj paketleme ve hareket etme 6zelliklerinden yoksundurlar.
Halbuki SCCmec IV kii¢iik oldugu ve fonksiyonel rekombinaz genlerine sahip
oldugu icin fajlar tarafindan paketlenerek yeni konak genomuna bolge-6zgiil olarak
integre olabilmektedir. Bu hareket ve birlesme 6zelligi SCCmec IV’iin bir¢ok farkli
MRSA’nin genetik ge¢misinde saptanmasini agiklamaktadir (38).
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Sekil 2. 6. TK-MRSA suslarindan elde edilen SCCmec elementlerinin diger ii¢ tip SCCmec
elementleri ile karsilagtirilmasi. (A) Tip I SCCmec. (B) Tip IV SCCmec (sus CA05-subtipa). (C)
Tip IV SCCmec (sus 8/6-3P-subtipb). (D) Tip II SCCmec. (E) Tip III SCCmec.

(Kaynak 26’dan basitlestirilerek alinmistir.)
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Birgok merkez tarafindan c¢esitli bolgelerden elde edilmis TK-MRSA
suslarin genotiplendirmesi yapilmaktadir. Genotiplendirme metodlar1 icinde PFGE
ve protein A geninin polimorfik tekrar bolgesinin DNA sekans analizi (spa typing)
en ¢ok kullanilanlardir. PFGE ve spa typing calismalar1 ile TK-MRSA suslar1 iki ana
gruba ayrilabilir: ilk grup mono-beta laktam direncli ya da beta laktam ve eritromisin
direngli olup MRSA kazanimi i¢in herhangi bir predispozan faktdr tagimayan saglikli
bireyleri infekte etmektedir. MW2 susu bu grubun prototipidir. Klindamisin ve
florokinolonlara duyarlilik gostermesi bu grubu HK-MRSA’dan ayirmaktadir (60,
64). ikinci grup MRSA kazanimi igin risk faktorii tasiyan toplumdaki bireylerden
izole edilmis MRSA suslarini icermektedir. Bu grubun duyarlilik profili daha diisiik
olup klindamisin ve florokinolonlara direnclidirler. MW2’den genetik ge¢misleri ile
ayrilan bu grup saglik kuruluslarinda sik¢a izole edilmektedir ve “archaic” ya da

“historic” MRSA klonu seklinde anilmaktadir (65).

2.6. TK-MRSA’nin Virulans Faktorleri

TK-MRSA’nin  virulanst  sadece [ laktam  direnci tarafindan
olusturulmamaktadir. 1999 yilinda prototip MW2 susuna bagli ¢ocuk 6liimleri bu
klonun hiperviriilan oldugunu gdstermistir. Bu prototipin tim genlerinin
sekanslanmasiyla diger S. aureus suslarinda olmayan bazi viriilans faktorlerinin
oldugu goriilmiistiir (7,66). Bu virtilans faktorlerini olusturan 19 adet gen
bulunmaktadir. Bunlar arasinda en dnemlileri PVL ve stafilokokal enterotoksin C ve
H (sec, seh) genleridir (Tablo 2.2). PVL esas olarak IukS-PV ve IukF-PV genleri
tarafindan kodlanmaktadir (67). LUkS-PV ve lukF-PV genleri Avrupa ve ABD’deki
hemen tiim TK-MRSA suslarinda bulunmaktadir. Diger virulans genleri orijin
aldiklar kitaya gore farklilik géstermektedir. Diinyadaki bircok bolgeden elde edilen
toplam 117 TK-MRSA susu iizerinde yapilan bir ¢alismada tiim Avrupa ve Amerika
suglarinda bagka bir 16kosidin kodlayan IUKE-IukD geni ve y-hemolizin varyant (hlg-
V) geni saptanmustir (56,57). Okyanusya kaynakli suslarin ise y-hemolizin geni (hlg)
tagidigr goriilmiistiir. 2003 yilinda New York sehir hastanesinde prototip MW2 susu
postpartum kadinlar arasinda salgina yol agmis ve siddetli mastit vakalarina neden
olmustur (68). Bu salgindaki tim MRSA suslarinda PVL ve seh genleri saptanmis,

sec geni 1iriinli olan stafilokokal enterotoksin C (SEC) proteini {rettikleri
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goriilmiistiir. Eldeki kanitlar gdstermektedir ki her bir susun patojenik potansiyeli
degisik virulans genlerinin degisik suslar arasinda horizontal gecisi ile
belirlenmektedir.

PVL ilk kez 1932 yilinda tanimlanmis, l6kositleri tahrip eden ve doku
nekrozuna yol acan bir toksindir (9). Saglikli cocuk ve genc erigkinlerde deri ve
yumusak doku infeksiyonlar1 ve ciddi nekrotizan pndmoni ile iliskili bulunmustur.
Klinik olarak TK-MRSA suslar1 deri ve yumusak doku infeksiyonlarina yol
acmaktadir. Bu tiir infeksiyonlarda viriilans faktorlerine yonelik yapilan PZR
analizlerinde etken suglarda PVL ve seh genlerine rastlanmis, SEC proteini iirettikleri
saptanmistir. Sonraki ¢aligmalarda ise deri ve yumusak doku infeksiyonlarina yol
acan tiim suslarin seh ya da sec geni tasimadiklar1 fakat hepsinde ortak olarak PVL
geni bulundugu gosterilmistir. Bu bulgu deri ve yumusak doku infeksiyonlarinda
klinik prezentasyonu asil belirleyen faktériin PVL geni oldugunu ortaya

koymaktadir.

2.7. Epidemiyoloji

Saglik kuruluglar1 ile temas olmadigi durumlarda MRSA kolonizasyonu
olduk¢a nadir goriilmektedir (69,70). Yakin zamanda yapilmis bir meta analizde
toplumda MRSA kolonizasyon prevalansi %1.3 bulunmustur. Meta analizi olusturan
caligmalardaki hastalardan saglik kurulusu ile temas edenler cikarildiginda ise
prevalans %0.2’ye diismektedir (53). Fakat ABD’de yapilan ¢alismalarda son 10 yil
icinde TK-MRSA klinik izolatlarinda mutlak bir artig saptanmastir (55,71).

TK-MRSA ve HK-MRSA arasindaki en dnemli epidemiyolojik farklilik TK-
MRSA’nin daha ¢ok pediatrik ve geng erigkin hastalarda; HK-MRSA’nin ise yash
hasta grubunda infeksiyon etkeni olmasidir. TK-MRSA infeksiyonu diisiik gelir
diizeyli ailelerde ve azinliklarda daha sik goriilmektedir (54). Ayrica MSSA ile
karsilagtirildiginda  klinik infeksiyon/kolonizasyon orant TK-MRSA’da daha
yiiksektir. Bunun nedeni olarak TK-MRSA’da virulan PVL genlerinin yiiksek

tasinma orami gosterilmektedir (57,67).



Tablo 2.2. Toplum kokenli S.aureus’un viriilans faktorleri
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Virulans faktorii

Ozellik

Klinik sendrom

Direng Belirleyici Faktor
SCCmec Tip IV
SCCyrs

Aderens

Kollajen-adezin protein (CNA)

Kolonizasyon
Bakteriosin

Bilinmeyen
Siiperantijenler
Enterotoksinler

Stafilokokal enterotoksin A
Stafilokokal enterotoksin B
Stafilokokal enterotoksin C
Stafilokokal enterotoksin G
Stafilokokal enterotoksin H

Stafilokokal enterotoksin K
Stafilokokal enterotoksin L
Stafilokokal enterotoksin O

Ekzotoksinler
Stafilokokal ekzotoksin T

Por olusturucu toksinler
PVL (LUKSPV+LUKFPV)
LukE+LukD

LUkEv+LukDv
A-Hemolizin

Eksfoliyatif toksinler
Eksfoliyatif toksin A
Eksfoliyatif toksin B

Metisilin Direnci
Fusidik asit direnci

Konak dokularina
daha etkin aderens

Tiir ic1 ve tiirler arasi
rekabet
Tuza daha etkin tolerans

T hiicre aktivasyonu

Oldukga giiclii
sliperantijen

Immiiniteye kars1 olasi
defans

Nekroz, 6dem

Barsak mikrovilluslarinda
destriiksiyon

Nekroz

Nekroz, vaskiiler kagis,
sok

EF, NP, artirit,
osteomiyelit

EF
EF

EF, NP, TSS
benzeri hastalik

EF, NP
Antibiyotik sonrasi
diyare

EF

EF, NP, biilloz
impetigo

Aciklamalar: EF: epidemik fronkiilozis, NP: nekrotizan pndmoni, TSS: toksik sok sendromu

(Kaynak 93’den sadelestirilerek alinmustir.)
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TK-MRSA infeksiyonu kisiden kisiye bulasabilmektedir. Aile i¢i bulag
sonrast infeksiyonlar ve salginlar bildirilmektedir. Cocuk bakim merkezleri, ¢cocuklar
arasi yakin temas nedeniyle TK-MRSA’nin toplumda yayilimi i¢in rezervuar gorevi
gorebilmektedir. Bu merkezlerde kolonizasyon prevalanst 9%0.6-23 arasinda
bulunmustur (61,72). Yakin fiziksel temas gerektiren ve kisisel hijyenin kotii oldugu
grup caligmalart ve aktiviteler TK-MRSA’nin toplum iginde yayilmasini
kolaylastirmaktadir. Askerler, mahkumlar, cocuk bakim merkezlerindeki ¢ocuklar ve
homoseksiiel erkekler arasinda TK-MRSA’ya bagli deri ve yumusak doku
infeksiyonlarinin neden oldugu salginlar bildirilmektedir. Besin kaynaklar1 diger bir
bulas yolu olarak oOne siiriilmektedir. Yakin zamanda TK-MRSA’ya bagh
gastroenterit salgini bildirilmis ve salgina neden olan yiyecekten ve hastalardan SEC
iireten sus izole edilmistir (73).

TK-MRSA’nin nozokomiyal transmisyonu ve nozokomiyal salginlara yol
acmas1 TK-MRSA epidemiyolojisini oldukea ilgi ¢ekici bir hale tasimistir. Bildirilen
salginlar yenidogan ya da postpartum kadinlar arasinda meydana gelmistir (68,
74,75). Yenidogan yogun bakim {initelerinde hospitalize edilen yenidoganlar
gelisimsel immiinsupresyon, altta yatan hastaliklar ve viicut bariyerlerinin tibbi
cihazlar ile bozulmus olmasi nedeniyle ciddi infeksiyonlar icin yiiksek risk
altindadirlar. Hastane iginde TK-MRSA yayilimint kolaylastiran faktorler arasinda;
toplum icinden gelen ve daha Once tasiyicihi@i tespit edilmemis TK-MRSA
tagtyicilarinin hastane igine girmesi, uzamis asemptomatik kolonizasyon, yetersiz
laboratuvar tespiti ve bildirim, el hijyenine ve temas kurallarina uyulmamasi énemli

yer tutmaktadir.

2.8. TK-MRSA’ya Bagh infeksiyonlar ve Klinik Ozellikleri

TK-MRSA hafif deri infeksiyonlarindan dliimciil pndmoni ve sepsise uzanan
birgok infeksiyona yol a¢maktadir. Toplum kaynakli caligmalar TK-MRSA
infeksiyonlarinin  ¢ogunlukla deri ve yumusak dokuya lokalize oldugunu
gostermektedir. TK-MRSA ve HK-MRSA infeksiyonlar1 klinik olarak birbirinden
oldukea farkli klinik 6zellikler gostermektedirler. HK-MRSA infeksiyonlar1 digerine

nazaran daha invaziv olma egilimindedir.
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TK-MRSA’ya bagli deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 arasinda fronkiil,
abse, folikiilit, impetigo ve seliilit sayilabilir. Infeksiyon cogunlukla alt ya da iist
ekstremitede lokalizedir, fakat diger bdlgelerde de bulunabilir. Viicudun bir
bolgesinden digerine kendi kendine inokulasyon goriilebilir. Bunlarin digsinda
hastalarda TK-MRSA ile iligkili osteomiyelit, artirit, bursit, siniizit, orbital seliilit,
lenfadenit, konjonktivit, endokardit, idrar yolu infeksiyonu, kolesistit ve akut
gastroenterit saptanabilir. Yakin zamanda PVL genleri tasiyan TK-MRSA suslarina
bagli ciddi nekrotizan pndmoni ve sepsis vakalarinin bildirilmis olmasi énemli bir
sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Pndmoni ile birlikte ampiyem, osteomiyelit,
septik artrit, deri ve kardiyovaskiiler tutulum birlikte olabilmektedir. Uzamis
bakteremi, lokopeni, trombositopeni ve koagiilopati siklikla infeksiyonlara eslik
etmektedir (76,77,78). PVL tireten TK-MRSA’ya bagh invaziv infeksiyonlarda 6liim
orani %35’e ulasmaktadir (77,78,79). Uygun antibiyotik se¢iminde ve verilmesinde
gecikme, es zamanli influenza virus infeksiyonu varligi klinik gidisat lizerinde

olumsuz etkilere neden olmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada 1 Ocak 2004-30 Aralik 2005 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Eriskin Hastanesi’nde yatan, hastaneye yatistan 72 saat sonra infeksiyon
klinik belirti ve bulgular1 gosteren hastalardan alinan ¢esitli klinik 6rneklerden (piiy,
kan, derin trakeal aspirasyon, kateter, beyin-omurilik sivisi, idrar, bronkoalveolar
lavaj s1visi, balgam, eklem sivisi) izole edilen MRSA suslar1 ¢alismaya dahil edildi.
Her hastadan tek bir izolat alindi. MRSA {iremesi olan hastalarin yatis tarihleri,

yattiklar1 klinik, klinik 6rnegin alindig1 yer ve tarih kayitlardan incelendi.

3.1. S. aureus Identifikasyonu

Izolatlarin identifikasyonu Sceptor otomatize sistemi (Becton Dickinson,
ABD) ile yapildi. izolatlar galismaya dek stok besiyerinde (mikrobank) (Prolab
Diagnostics, Kanada) -80°C’de saklandi. Calisma Oncesinde kanli besiyerine
pasajlanan izolatlar Gram boyama ydntemi, katalaz ve plazma koagiilaz testleriyle
incelendi. Gram pozitif boyanan, katalaz testi pozitif bulunan izolatlara tiip koagiilaz
testi uygulandi. Koagiilaz testi i¢in 2-3 bakteri kolonisi 0,5 ml tavsan plazmasi
iceren tiiplere ekilerek, tiipler 35°C’de inkiibe edildi. Sonuglar 2. saatte,
koagiilasyonun saptanmamasit durumunda ise 24. saatte degerlendirildi.. Tavsan

plazmasinda koagiilasyona neden olan suslar S. aureus olarak kabul edildi.

3.2. Antibiyotik Duyarhhg:

Metisiline diren¢ durumunu saptamak amaciyla CLSI Onerilerine uygun
olarak oksasilin (Iug, Oxoid, Ingiltere) diskleri kullamilarak disk difiizyon testi
yapildi. MecA varligit PZR yontemi ile belirlendi. MRSA oldugu belirlenen
izolatlarin CLSI onerilerine uygun olarak Mueller-Hinton agar (Oxoid, Ingiltere)
besiyerinde standart disk diflizyon yontemiyle eritromisin (15 pg), klindamisin (2
ng), trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX) (1.25 pg/23.75 pg), rifampisin,
gentamisin (10 pg), siprofloksasin (5 pg)’e duyarliliklar1 arastirildi. Linezolid,
vankomisin ve teikoplanin i¢in duyarlilik, Etest (AB Biodisk, Isve¢) ydntemiyle
arastirildi. Inhibisyon zonunun antibiyotik seritlerini kestigi noktadaki konsantrasyon

minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK) olarak degerlendirildi (80).
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3.3. PZR icin Bakteri DNA’sinin izolasyonu

Bakteri DNA’sinin izolasyonunda Unal ve arkadaslari tarafindan stafilokoklar
icin tamimlanmis olan hizli lizis protokolii kullanildi (81). 24 saatlik bakteri
kiltiiriinden tek koloni Mueller-Hinton besiyerine ekilip 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edilip {ist s1v1 dokiiliip,
iistine 1 cc TE buffer [10 mM Tris (pH:7.5) 1 mM EDTA (pH:8.0)] ekleyip
vortekslenip pipetajla karistirildiktan sonra 1.5 ml’lik tiiplere aktarildi. Siispansiyon
tekrar 10 dakika 10000 rpm’de santrifiij edilip iist sivi atildi. 100 pg/mL’lik
lizostafinden 50 pl eklenip vortekslendikten sonra 10 dakika 37°C’lik sicak su
banyosunda bekletildi. Vortekslendikten sonra iizerine 100 pg/mL’lik proteinaz
K’dan 50 pl eklendi. Tekrar vortekslenip 10 dakika 37°C’lik sicak su banyosunda
bekletildi. Daha sonra kaynayan suda 10 dakika kaynadiktan sonra 10 dakika
mikrosantrifiijde ¢evrildi, st sivi c¢okelege dokunmadan alinarak yeni bir
mikrosantrifiij tlipline aktarild1 ve ¢okelek atildi. Hazirlanan bu DNA mecA, PVL ve

SCC genlerinin varliginin arastirilmasi i¢in -20°C’de sakland.

3.4. mecA Geninin Varhgimin Arastirilmasi
PZR protokolii i¢in amplifikasyon karigimi eppendorf tiipiinde toplam hacim
50 pl olacak sekilde asagida gosterildigi gibi hazirlandi:

Distile su 29.75 ul
PZR tampon (10 x) Sul

25 mM MgCl, S5ul
dNTP mix 2 mM 4 pl
mecA1 (100pmol/pl ) 0,5 ul
mecA2 (100pmol/pl) 0,5 ul
Taq DNA polimeraz (5U) 0,25 pl
total DNA’dan S5ul

mecA geni i¢cin mecAl ve meCcA2 olmak iizere 2 adet primer kullanildi (81).
Primerlerin dizilimleri:

mecAl: 5SGTT GTA GTT GTC GGG TTT GG 3’

mecA2: 5’CCA CCC AAT TTG TCT GCC AGT TTC TCC 3’
Amplifikasyon programi;

94°C’de 4 dakika lizis ve denatiirasyon,
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94°C’de 30 saniye denatiirasyon,

55°C’de 30 saniye primer baglanmasi: 30 dongii,

72°C’de 2 dakika primer uzamasi seklinde ayarlandi.

30 dongili sonunda, 72°C’de 5 dakika olacak sekilde tiipler thermal cycler’a
(Techne, Ingiltere) yerlestirildi ve 30 dongii sonunda PZR iiriinleri %2’lik agaroz jel
elektroforezi ile analiz edildi. 12 pl amplifikasyon iiriinti yaklasik 2 pl orange G ile
karistirlldt ve %2 lik 1xTAE tampon ile (40 mM Tris-acetate, | mM EDTA)
hazirlanmis ve 5 UM etidyum bromdiir ¢ozeltisi ile boyanmis jelde 100 V’da bir saat
boyunca elektroforez akiminda yiiriitiildii. Elektroforez islemi sonucunda jel bir
transiliiminator lizerine alinarak ultraviyole (UV) 15181 (~304 nm) altinda fotograf
cekildikten sonra amplifiye edilen DNA’nmin molekiil agirhigi, molekiiler agirlik
standard1 (@174 DNA size marker) ile karsilastirilarak yaklasik olarak belirlendi.
1107 bp biiyiikliigiinde bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol
olarak S. aureus 27R kullanild1 (81).

3.5. PVL Genlerinin Varhg@inin Arastirilmasi

PZR protokolii i¢in amplifikasyon karigimi eppendorf tiipiinde toplam hacim
50pul olacak sekilde asagida verildigi gibi hazirlandu:

Distile su 29.75 ul
PZR tampon (10 x) S5ul

25 mM MgCl, 5ul
dNTP mix 2 mM 4 ul
lukPV1 (100pmol/pl ) 0,5 ul
IukPV2 (100pmol/pl) 0,5 ul
Taq DNA polimeraz (5U) 0,25 pl
total DNA’dan Sul

PVL genleri igin lukPV1 ve lukPV2 olmak iizere iki adet primer kullanild:
(82). Primerlerin dizilimleri:

lukPV1: 5’ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCC A%’
lukPV2: 5°GCA TCA A(GC)T GTA TTG GAT AGC AAA AGC 3’
Amplifikasyon programi;

94 °C’de 4 dakika lizis ve denatiirasyon,
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94 °C’de 30 saniye denatiirasyon,

55 °C’de 30 saniye primer baglanmasi,

72 °C’de 1 dakika primer uzamasi seklinde ayarlandi. Bu ii¢ dongti 30 siklus
olarak programlandi. 30 dongii sonunda, 72°C’de 4 dakika olacak sekilde tiipler
thermal cycler’a yerlestirildi ve amplifikasyon sonunda PZR iiriinleri %2’lik agaroz
jel elektroforezi ile analiz edildi (82). 12 pl amplifikasyon iiriinii yaklasik 2 pl
orange G ile karistirildi ve %2 lik 1xTAE tampon ile hazirlanmis ve 5 UM etidyum
bromiir ¢ozeltisi ile boyanmis jelde 100 V’da bir saat boyunca elektroforez akiminda
yiiriitiildii. Elektroforez iglemi sonucunda jel bir transiliiminator iizerine alinarak UV
15181 (~304 nm) altinda fotograf ¢ekildikten sonra amplifiye edilen DNA’nin molekiil
agirligl, molekiiler agirlik standardi (@174 DNA size marker) ile karsilagtirilarak
yaklasik olarak belirlendi. 937 bp biiylikliiglinde bant goriilmesi pozitif olarak
degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 49775 kullanild.

3.6. SCCmec Genlerinin Varhgimin Arastirilmasi

SCCmec geninin varligt multipleks PZR ile calisildi (83). Amplifikasyon
karisimi eppendorf tiiplinde toplam hacim 50ul olacak sekilde asagida gosterildigi

gibi hazirlandi:

Distile su 22.5 ul
PZR tampon (10 x) Sl

25 mM MgCl, S5ul
dNTP mix 2 mM 4 ul
her bir primerden (100pmol/pl ) 0,5 ul
Taq DNA polimeraz (5U) 0,25 pl
total DNA’dan Sul

Multipleks PZR yonteminde kullanilan primer dizilimleri (83):
CIF2 F2: 5 TTC GAG TTG CTG ATG AAG AAGG 3’
CIF2R2: 5 ATT TAC CAC AAG GACTACCAGC 3’
KDP F1: 5 AAT CAT CTG CCA TTG GTG ATGC 3’
KDP R1: 5 CGA ATG AAG TGA AAG AAA GTG G¥’
MECI1P2: 5’ATC AAG ACT TGC ATT CAG GC 3’
MECIP3: 5 GCG GTT TCA ATT CACTTG TC 3’
DCS F2: 5 CAT CCT ATG ATA GCT TGG TC 3’
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DCS R1:5° CTA AAT CAT AGC CAT GACCG 3’
RIF4 F3: 5> GTG ATT GTT CGA GAT ATG TGG 3°
RIF4 R9: 5 CGC TTT ATC TGT ATC TAT CGC 3’
RIF5 F10: 5 TTC TTA AGT ACA CGC TGA ATC G 3’
RIF5R13: 5 GTC ACA GTA ATT CCATCA ATGC 3’
IS431 P4: 5 CAG GTC TCT TCA GAT CTA CG 3’
pUB110 R1: 5> GAG CCA TAA ACA CCA ATA GCC ¥’
pT181 R1: 5 GAA GAA TGG GGA AAG CTT CAC 3’
mecA P4: 5 TCC AGA TTA CAA CTT CACCAGG 3’
mecA P7: 5 CCA CTT CAT ATC TTG TAA CG 3°

Amplifikasyon programi;

94°C’de 4 dakika lizis ve denatiirasyon,

94°C’de 30 saniye denatiirasyon,

53°C’de 30 saniye primer baglanmasi,

72°C’de 1 dakika primer uzamasi seklinde ayarlandi. Bu ii¢ dongii 30 siklus
olarak programlandi. 30 dongii sonunda, 72°C’de 4 dakika olacak sekilde tiipler
thermal cycler’a yerlestirildi ve amplifikasyon sonunda PZR firiinleri %2’lik agaroz
jel elektroforezi ile analiz edildi. 12 pl amplifikasyon iirlinli yaklasik 2 pl orange G
ile karistirildi ve %2 lik IXxTAE tampon ile hazirlanmis ve 5 pM etidyum bromiir
¢ozeltisi ile boyanmis jelde 100 V’da bir saat boyunca elektroforez akiminda
yiiriitiildii. Elektroforez islemi sonucunda jel bir transiliiminatodr iizerine alinarak UV
15181 (~304 nm) altinda fotograf ¢ekildikten sonra amplifiye edilen DNA’nin molekiil
agirhigi, molekiiler agirlik standardi (@174 DNA size marker) ile karsilastirilarak
yaklagik olarak belirlendi.

SCCmecl igin 162, 342, 495 bp,
SCCmeclA i¢in 162, 342, 381, 495 bp,
SCCmecll i¢in 162, 209, 284, 342, 381 bp,
SCCmeclll i¢in 162, 209, 243, 303, 414 bp,
SCCmecllIA i¢in 162, 209, 243, 414 bp,

SCCmeclIIB igin 162, 209,
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SCCmeclV i¢in 162,342 biiyiikliigiinde bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi
(83). Pozitif kontrol olarak SCCmeclI i¢in S. aureus COL, SCCmeclA igin S. aureus
PER34, SCCmec 1II i¢in S. aureus BK2464, SCCmec III i¢in S. aureus ANS46,
SCCmec IIIA igin S.aureus HU25, SCCmec 1V i¢in S. aureus HDE288 kullanildi
(Sekil 3.1).

1353 bp
1078 bp

872 bp

603 bp

=
310 bp — —

199bp M .
118 bp
72 hp

Sekil 3.1. Multipleks PZR yontemi ile MRSA izolatlarinin SCCmec tiplendirmesinde
pozitif kontrol olarak kullanilan standart suslar: SCCmeclI i¢in 162, 342, 495 bp (1),
SCCmeclA igin 162, 342, 381, 495 bp (5), SCCmecll i¢in 162, 209, 284, 342, 381 bp
(4), SCCmeclll igin 162, 209, 243, 303, 414 bp (3), SCCmecllIA i¢in 162, 209, 243,
414 bp (6), SCCmeclV icin 162,342 bp (2) biiyiikliigiinde bant goriilmesi pozitif
olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak SCCmecl igin S. aureus COL,
SCCmeclA i¢in S. aureus PER34, SCCmec II i¢in S. aureus BK2464, SCCmec III
i¢in S. aureus ANS46, SCCmec IIIA i¢in S.aureus HU25, SCCmec IV igin S. aureus
HDE288 kullanildi (7= negatif kontrol).
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3.7. Pulsed-Field Jel Elektroforezi

24 saatlik bakteri kiiltiirtinden tek koloni 5 ml’lik Mueller-Hinton besiyerine
ekilip 37°C’de 20-24 saat inkiibe edildi. Bu siispansiyon 10 dakika 3000 RPM’de
santrifiij edildi. Ust s1v1 atilip ¢okeltiye 1000 pl PIV (0.1 M Tris tamponu pH 8.0, 1
M NaCl) ekleyip 10 dakika 14000 RPM’de santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak ¢okelti
200 pl PIV ile sulandirildi ve UV spektrofotometre ile OD 620°de (40xoptik
dansitex210)-210 Ornekler okutularak eklenecek PIV miktar1 hesaplandi. Bir
mikrosantrifiij tiipline bu slispansiyondan 150 pl konuldu ve buna PIV tamponu ile %
2 oraninda sulandirilmis Seaplaque (“low-melting” agaroz) agarozdan 150 pl eklenip
diskler hazirlandi. Daha sonra diskler 15 ml’lik tiiplere 1 ml EC lizis soliisyonunda
[6 mM Tris pH 8.0, 1 M NaCl, 0.1 M EDTA pH 8.0, %0.2 sodyum deoksikolat,
9%0.5 sodyum loril sarkozin, 50 pg/ml RNAaz (10 mg/ml), 100 pg/ml lizozim (20
mg/ml), 50 pg/ml lizostafin (10 mg/ml)] 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra
EC lizis soliisyonu dokiiliip yeni hazirlanmig ESP tampon soliisyonunda [proteinaz K
(1 mg/ml) ve ES soliisyonu (100 ml 0.5 M EDTA (pH:9.0) ve 1 gr %1°lik sodyum
lauryl-sarkozin)] 50°C’de bir gece bekletildi. Sonra ESP soliisyonu dokiildii ve 12 ml
IXxTE tamponu i¢inde 5 kez oda sicakliginda otuzar dakika araliklarla yikandi. En
son olarak 1 ml’lik 1XxTE tamponda +4°C’de elektroforez islemine kadar saklandi.
DNA diskleri daha sonra Smal restriksiyon enzimi ile kesildi. Bu islem i¢in dnce
Smal restriksiyon tamponuna bir disk konulup 30 dakika oda 1sisinda bekletildi.
Daha sonra tampon atilip Smal enziminden 15 iinite i¢eren restriksiyon tamponundan
45 pl eklendi ve bir gece 37°C’de inkiibe edildi. Restriksiyonun sonlanmasi i¢in 10
Ml yiikleme tamponu (25 mg bromfenol mavisi, 10 ml 1xTE tamponu, 10 ml gliserol
ve 1 N NaOH) eklenip 15 dakika beklendi ve daha sonra 0,5 X TBE ( Tris, 50mM
Borik asit, 0.2mM EDTA) tamponu iceren %]1,1’lik PFGE agarozuna yiiklendi (Sea
Kem LB Agarose FMP Bioproducts). Sogutucunun 1s1 ayar1 11.3°C olarak ayarlandi.
PFGE ig¢in kullanilan elektroforez tankinin (Gene Navigator, Pharmacia, Isveg)
“pulse” parametreleri baslangic zamani 1 sn, bitis zaman1 30 sn, ¢alisma siiresi 22
saat ve voltaj 200 v=6.0 olarak ayarlandi. Jel 30 dakika etidyum bromid ile boyanip
Alpha Imager (Alpha Innotech, Kanada) ile incelendi (84).
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3.8. Etik Kurul Izni
Calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun LUT 06/81-13
karar numarali etik kurul izni ile yapild1 ve Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi I¢

Hastaliklar1 Anabilim Dal1 Enfeksiyon Hastaliklar1 Unitesi tarafindan desteklendi.
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4. BULGULAR

1 Ocak 2004-31 Aralik 2005 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi servislerinde HK-MRSA kriterlerine uyan toplam 110 sus
calismaya dahil edildi. 1 Ocak 2004-31 Aralik 2004 tarihleri arasinda 63 HK-MRSA
susu izole edilirken, 1 Ocak 2005-31 Aralik 2005 tarihleri arasinda HK-MRSA susu
sayist 47 olarak saptandi. MRSA suslarinin servislere gore dagilimlarina
bakildiginda; 39 susun (%35.5) yogun bakim {initelerinden (beyin cerrahi yogun
bakim {initesi, genel cerrahi yogun bakim iinitesi ve i¢ hastaliklar1 yogun bakim
tinitesi), 39 susun (%35.5) cerrahi servislerden (genel cerrahi, beyin cerrahisi, plastik
cerrahi, liroloji, ortopedi, kulak burun bogaz, kalp-damar cerrahisi servisleri), 12
susun (%10.9) i¢ hastaliklar1 servislerinden, 11 susun (%]10) acil servis gozlem
initesinden (yatis siiresi >72 saat olan hastalar), 4 susun (%3.6) yanik {initesinden, 5
susun (%4.5) diger servislerden (dermatoloji, ndroloji, psikiyatri) gelen klinik
orneklerden izole edildigi saptandi. Sekil 4.1, yillara gére MRSA suslarinin

servislerdeki dagilimini1 géstermektedir.

254 22 22
17 17

02004
2005

Hasta Sayisi
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Yogun  Cerrahi Dabhiliye Acil Yanik Diger
bakim servis  servisi servis  Unitesi

Sekil 4.1. MRSA suslarinin yillara gore servislere dagilimi

MRSA’nim izole edildigi o6rnek tiirlerine gore dagilimi incelendiginde; 37
susun ply kiiltiirtinde (%34), 35 susun kan kiiltiiriinde (%32), 23 susun derin trakeal
aspirasyon (DTA) kiiltlirlinde (%21), 5 susun kateter kiiltiiriinde (% 4), 10 susun
(%9) diger ornek kiiltiirlerinde (beyin-omurilik sivisi, idrar, bronkoalveolar lavaj
stvist, balgam, eklem sivisi) iiredigi goriildii (Sekil 4.2). Tablo 4.1’te MRSA

suslarinin izole edildigi servislere ve 6rnek tiirlerine gére dagilimi gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. HK-MRSA suslarinin izole edildigi 6rnek tiirlerine gore dagilimi

Tablo 4.1. MRSA suslarinin izole edildigi servislere ve ornek tiirlerine gore

dagilim

MRSA 1Izole Edilen Ornek Sayisi
Servis Kan | Piiy | DTA | Kateter | BAL | BOS | Balgam | idrar | Eklem | Toplam
BCDBU |5 1 13 2 2 23
Dabhiliye |6 4 1 1 12
BCS 4 3 3 1 11
BAS 3 4 3 1 11
GCDBU |3 6 |1 10
GCS 3 1 2 2 1 9
Uroloji |3 1 1 1 1 7
DDBU |3 |2 1 6
PCS 6 6
YamkU |2 |2 4
Ortopedi | 1 1 1 3
KBBS 2 2
KDCS 1 1
Diger 2 3 5
Toplam |35 |37 |23 5 4 2 2 1 1 110

Aciklamalar: BCDBU=Beyin cerrahi devamli bakim iinitesi, GCDBU=Genel cerrahi devamli bakim
iinitesi, BCS=Beyin cerrahi servisi, GCS=Genel cerrahi servisi, BAS=Biiyiikk acil servisi,
DDBU=Dahiliye devamli bakim iinitesi, PCS=Plastik cerrahi servisi, KDCS=Kalp-damar cerrahi
servisi, DTA=Derin trakeal aspirasyon, BAL=Bronkoalveolar lavaj, BOS=Beyin-omurilik sivisi,
KBBS= Kulak-burun bogaz servisi
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4.1. SCCmec Tiplendirmesi

110 MRSA susuna uygun primerler kullanilarak multipleks PZR metodu
uygulandi. Tiim suglar tasidiklar1 SCCmec genine gore (SCCmec I, SCCmec IA,
SCCmec II, SCCmec III, SCCmec IIIA, SCCmec IIIB, SCCmec IV) tiplendirildi
(Sekil 4.3). 68 susta SCCmec III (%61.8), 38 susta SCCmec varyant tip I1IB (%34.5),
3 susta SCCmec IV (%2.7) saptandi. Bir susta mecA geni pozitif olup, SCCmec geni

2 kez analiz edilmesine ragmen mevcut SCCmec tipleri arasinda siiflandirilamadi.

1353 bp|

1078 bp
872 bp

603 bp

310 bp

194 hp
118 bp
72 bp

Sekil 4.3. Multipleks PZR yontemi ile MRSA izolatlarinin SCCmec tiplendirmesi.

4.2. PVL genlerinin tespiti

110 MRSA susu PZR yontemi ile PVL genlerine yonelik uygun primerler
kullanilarak incelendi. 110 susun 14’iinde PVL pozitifligi saptand1 (% 12.7) (Sekil
4.4). PVL pozitif izolatlarin 10’unu SCCmec III, 4’iinii SCCmec varyant tip IIIB
tagiyan suslar olusturmaktaydi. SCCmec IV tasiyan suslarin higbirinde PVL
pozitifligi saptanmadi. Tablo 4.2, HK-MRSA suslarinin SSCmec tiplendirmesi ve

PVL varligina gore dagilimini géstermektedir.
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1500 hp

937 bp
600 hp

Sekil 4.4. PZR yontemi ile MRSA izolatlarinda PVL gen varliginin gosterilmesi. 937 bp

biiyiikliigiinde bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak S. aureus
ATCC 49775 kullanildi.

Tablo 4.2. HK-MRSA suslarinin SSCmec tiplendirmesi ve PVL varhgina gore

dagilim

SCCmec Tipi PVL (+) PVL (-) Toplam
SCCmec I 0 0 0
SCCmec IA 0 0 0
SCCmec 11 0 0 0
SCCmec III 10 58 68
SCCmec IITIA 0 0 0
SCCmec I1IB 4 34 38
SCCmec IV 0 3 3
Simiflandirilamayan | 0 1 1
Toplam 14 96 110

Aciklamalar: PVL=Panton-valentine 16kosidin



34

2004 yilinda izole edilen HK-MRSA suslar1 arasinda PVL pozitif sus sayis1 9,
2005 yilinda PVL pozitif sus sayist 5 olarak bulundu. Sekil 4.5, yillara gére PVL

pozitif ve PVL negatif suslarin dagilimini gostermektedir.
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Hasta Sayisi
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2004 2005

Sekil 4.5. PVL pozitif ve PVL negatif suslarin yillara goére dagilimu.

PVL pozitif suslarin servislere gore dagilimina bakildiginda yogun bakim
iinitelerinde (GCDBU, BCDBU, DDBU) 5, cerrahi servislerde 4, i¢ hastaliklari
servislerinde 2, biiyiik acil servisinde 2, dermatoloji servisinde 1 PVL pozitif MRSA
susu saptandi. PVL pozitif suslarin izole edildikleri 6rnek gdzoniine alindiginda; 8
susun kan kiiltiiriinde, 5 susun DTA Kkiiltiiriinde, 1 susun ise piiy kiiltiiriinde iiredigi
belirlendi. Tablo 4.3’te PVL pozitif MRSA suglarin servislere ve izole edildikleri

ornek tiiriine gére dagilimlart gosterilmistir.
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Tablo 4.3. PVL pozitif MRSA suslarinin servislere ve izole edildikleri drnek

tiiriine gore dagilimlar

Ornek Tiirii

Servis Kan DTA Piiy Toplam
BCDBU 3 3
Dabhiliye 1 1 2
BAS 2 2
DDBU 1 1
GCDBU 1 1
GCS 1 1
BCS 1 1
Uroloji 1 1
Ortopedi 1 1
Dermatoloji 1 1
Toplam 8 5 1 14

Aciklamalar: BCDBU=Beyin cerrahi devamli bakim iinitesi, GCDBU=Genel cerrahi devamli bakim
ﬁnites_i_, BCS=Beyin cerrahi servisi, GCS=Genel cerrahi servisi, BAS=Biiyiik acil servisi,
DDBU=Dahiliye devamli bakim iinitesi, DTA=Derin trakeal aspirasyon

4.3. Pulsed-Field Jel Elektroforezi

Tiim MRSA suslar1 PFGE paternlerine gore degerlendirildiginde 8 klonal tip
ayirt edildi (klon A, B, C, D, K, L, N, O). Tiim klonlar arasinda klon A’nin major
klon oldugu, MRSA suslarinin % 92.7’sinin (n=102) bu klona ait oldugu saptandi
(Sekil 4.6). PVL pozitif MRSA suslari PGFE paterni agisindan incelendiginde 11
susun (%79) klon A, 1 susun (%7) klon C, 1 susun (%7) klon D, 1 susun (%7) klon
N i¢inde gruplandigi belirlendi. SCCmec IV tasiyan ii¢ susun tamaminin, SCCmec II1
tastyan suslarin %91, SCCmec IIIB tasiyan suslarin %94.7’sinin major klona dahil
oldugu saptandi. Tablo 4.4, MRSA suslarinin klonalite, SCCmec tipi, PVL gen

varlig1, izole edildigi servis ve ornek tiiriine gore dagilimini géstermektedir.
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Sekil 4.6. MRSA izolatlarinin PFGE paternlerinin gosterilmesi.
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Tablo 4.4. MRSA suslarimin klonalite, SCCmec tipi, PVL gen varhgy, izole edildigi servis ve ornek tiiriine gore dagilimi

SCCmec Tipi Servisler Ornek Tiirleri
Klon 1 | 1B v PVL(+) Dahiliye | Cerrahi | CDBU | DDBU | BAS | Diger | Kan | Piiy | DTA | Kateter | BAL | BOS | Diger
A 62 |36 |3 11 10 40 31 5 10 |6 31 |36 |20 |5 4 2 4
B 1 | |
C 1 1
D 1 1
K 1 1
L 1 1 1
N 1 1 1
O 2 1 1
Toplam |68 |38 |3 14 12 42 33 6 I1 |6 35 |37 (23 |5 4 2 4

Aciklamalar: CDBU=Cerrahi devamli bakim iinitesi, BAS=Biiyiik acil servisi, DDBU=Dahiliye devamli bakim iinitesi, PVL=Panton-valentine l&kosidin,

DTA=Derin trakeal aspirasyon, BAL=Bronkoalveolar lavaj, BOS=Beyin-omurilik sivis1

LE
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4.4. Antibiyotik Duyarhihg:

110 HK-MRSA susunun antibakteriyel direng paterni incelendiginde suslarin,
siprofloksasine %97.3, rifampisine %92.7, gentamisine %488, eritromisine %70,
klindamisine %39, TMP-SMX’e %10 oraninda direngli oldugu saptandi. Tim
suslarin tigesiklin, vankomisin, teikoplanin ve linezolide duyarli oldugu tespit edildi.
PVL negatif suslarin antibiyotik diren¢ paternleri incelendiginde siprofloksasin
direnci %98, rifampisin direnci %92.7, gentamisin direnci %88.5, eritromisin direnci
%066, klindamisin direnci %37, TMP-SMX direnci %8 olarak saptandi. PVL pozitif
MRSA suslarinda ise direng oranlari sirasiyla %92.8, %92.8, %85.7, %78.5, %50
ve %21.4 olarak bulundu. SCCmec IV tasiyan ii¢ sustan birinin tiim antibiyotiklere
duyarl oldugu, bir digerinin yalnizca gentamisin ve siprofloksasine diren¢li oldugu,
iclincli susun eritromisin, klindamisin, rifampisin, gentamisin ve siprofloksasine
direncli oldugu saptandi. Tablo 4.5, MRSA suslarinin SCCmec tipleri, PVL gen

varligi, klonalite ve antibiyotik duyarliligina gére dagilimlarin1 gostermektedir.
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Tablo 4.5. MRSA suslarimin SCCmec tipleri, PVL gen varhgi, klonalite ve

dagilim
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Tablo 4.5. “Devam”
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Antibiyotik Duyarhhklan

MRSA Ornek SCCmec | PVL | Klonalite | eritr | klin | TMP- | rif | gen | cipro | line | van | teiko | tigesiklin
No tiirii SMX
88 DTA 111B - A S S S R R R S S S S
89 DTA 111 A R S S R R R S S S S
90 DTA 111 - A R S S R R R S S S N
91 BOS 111 - A R S R R R R S S S S
92 DTA 111 + A R S R R R R S S S S
93 DTA 111B + A R S R R R R S S S S
94 DTA 111 - A R S R R R R N S S S
95 kan 111 - K R S R R R R S S S S
96 kan 11 + A R S S R R R S S S S
97 kan 111 - A R S S R R R S S N N
98 pliy 111 - A R 1 ? R R R S S S S
99 kan 111 - A R R S R R R N S S S
100 piiy 111 - A R R S R R R S S S S
101 pliy 111 - A R R S R R R S S S S
102 kan 111B - A R R N R R R S S S N
103 pliy 111 - A R S S R R R S S S S
104 kateter 111 - A R S N R R R S S S N
105 DTA 11 + A R S S R R R S S S S
106 BAL 111 - A R S S R R R S S S S
107 BAL 1B - A S S S R S R S S S S
108 kan 111 - A R S S R R R S S S S
109 balgam 111 - A R R N R R R N S S S
110 pliy 111B - A R R S R R R S S S S
111 piiy 111 - A R I S S S R N S S S
112 kan 111 - A R R S R R R S S S S
113 Eklemsivist 111 - A R R S R S R S S S S
114 DTA 111 - A R R S R S R S S S S
115 DTA 11 + A R R S R S R S S S S
116 piiy 111 - A R S S R R R S S S N
117 DTA 111 - A R 1 S R S R S S S S
118 kan 11 - A R R S R S R S S S S
119 piiy 111B - A S S S R R R N S S S
120 kan 111 - A R S S R R R S S S S
121 piiy 111 - A R R S R R R N S S S
122 kateter 111 - A R R 1 R R R S S S S
123 kan 111B - A R R R R R R S S S S
124 balgam 111 - A R R N R S R S S S S
125 pliy 111B - A R S S R R R S S S S
126 piiy 111 - A R R S R R R S S S S
127 pliy 111 - A R R S R S R S S S S
128 kan 111 - A R I S R R R S S S S
129 kan 111 - A R 1 S R R R S S S S
130 kan 111 - A R R S R R R S S S S
131 piiy 111 - A R S S R R R S S N S
132 pliy 111 - A R S S R R R S S S S
133 DTA 11 - A R I S R R R S S S S
1690 kan 111 - O R R S R R R S S S S
1693 kan 11 - A R R S R R R S S S S
1710 kan 111B A R I N R R R N S S N
Mys04/19 pliy 111B - A R 1 S R S R S S S S
1714 kan 1B - A R R R R R R S S S S
1719 kan 11 + D R 1 R R R R S S S S
1727 kan 111B + C R R S R R R S S S S
1735 kan v - A R R S R R R S S S S

Aciklamalar: DTA=Derin trakeal aspirasyon, BAL=Bronkoalveolar lavaj, BOS=Beyin-omurilik
PVL=Panton-valentine

SIVISI,
klin=klindamisin,
gen=gentamisin,

SCCmec=Stafilokokal

kaset

cipro=siprofloksasin,
R=direngli, S=duyarli, I=orta duyarh

kromozom mec,
TMP-SMX=trimetoprim-sulfametoksazol,

line=linezolid,

rif=rifampisin,
van=vankomisin,

16kosidin,
eritr=eritromisin,
teiko=teikoplanin,
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5. TARTISMA

Otuz y1l boyunca MRSA hastane kaynakli infeksiyonlarin 6nemli bir etkeni
olmustur. Metisilin direnci iilkelere gore degiskenlik gostermekle birlikte ABD ve
Gliney Avrupa’da prevalanst en yiiksek, Kuzey Avrupa’da ise en diisiik
diizeylerdedir. TK-MRSA’nin ortaya c¢ikmasiyla literatiirde biiyiikk bir kargasa
yasanmaya baglamistir, ¢linkii HK-MRSA kazanimi i¢in risk faktorii tasimakta olup
(daha once hastanede yatis Oykiisii olanlar, bagisiklik sistemi baskilanmis olanlar
gibi) toplum i¢inde hastane kaynakli infeksiyona yakalananlar ile sadece toplumda
bulunan MRSA suslar1 araciligiyla “gercek” toplum kaynakli infeksiyona
yakalananlar arasindaki ayirim olduk¢a giiclesmistir. Bu nedenle birtakim
demografik ve genetik ozellikler toplum ve hastane kaynakli suslarin ayiriminda
kullanilmistir. Hastane kaynakli suslar Ozellikle yash bireyleri infekte ederken
toplum kaynakli suslar daha ¢ok genc¢ bireyleri hedef almaktadir. Diger bir 6nemli
demografik 6zellik, hastane kaynakli suslarin cerrahi yaralar ve damar igi kateterler
ile, toplum kaynakli suglarin ise baslangicta cilt lezyonu olmayan hastalarda deri ve
yumusak doku infeksiyonlari ile iligkili olmasidir. Genetik ozellikler gozoniine
alindiginda, hastane kaynakli suslarin SCCmec I-II-11I, toplum kaynakli suslarin ise
SCCmec 1V ile iligkili olmas1 énemli bir ayirt edici 6zellik olarak kullanilmaktadir.
1999 yilinda TK-MRSA prototipinin genomunun sekanslanmasiyla 6nemli bir
virulans faktorii olarak PVL geni gosterilmistir. Ardindan yapilan birgok ¢alismada
PVL’nin toplum kaynakli suslarin hemen tiimiinde bulundugu gosterilmis ve hastane
kaynakli suglardan ayirimda énemli bir 6zellik olarak kullanilmaya baslanmistir.

Bu calismaya dahil edilen MRSA suslarinin servislere gore dagilimlarina
bakildiginda; suslarin yaklasik %75’inin yogun bakim, cerrahi servisler ve yanik
initesinden izole edildigi goriilmektedir. Bu bolimlerde yatmakta olan hastalarin
daha cok invaziv isleme maruz kalmasi, altta yatan hastaliin diger hastalara gore
daha agir seyretmesi ve immiinsupresyon sikliginin ve derecesinin daha fazla olmasi
HK-MRSA infeksiyonun bu béliimlerde oldukcga yiiksek oranda goriilmesini agiklar
niteliktedir.

MRSA infeksiyonu viicutta en sik yara yerleri, cilt, dolasim sistemini

tutmakta, ardindan siklik sirasina gore alt solunum yolu ve firiner sistem
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tutulmaktadir. Bizim ¢aligmamizda MRSA suslarinin izole edildigi 6rnek tiirlerine
gore dagilimi incelendiginde; sirasiyla pilly, kan ve DTA Ornekleri tiim iiremelerin
%86’s1n1 olusturmaktadir. Bu bulgu literatiir ile uyum gostermektedir. Minnesota’da
yapilan bir ¢calismada Naimi ve arkadaslar1 TK- ve HK-MRSA ile infekte vakalari
incelemis, HK-MRSA infeksiyonlarinin %37’sini deri ve yumusak doku, %22’sini
solunum yolu, %20’sini idrar yolu, %9’unu ise dolasim sistemi infeksiyonlarinin
olusturdugunu rapor etmistir (85). Burada dikkat edilmesi gereken 6nemli bir nokta
MRSA suslarinin %33 niin kan kiiltiiriinde iiretilmis olmasidir. MRSA bakteremisi
invaziv bir infeksiyon olup prognozu olumsuz yonde etkilemektedir (86,87). MRSA
bakteremisi erigskin yas grubunda-ozellikle yashlarda-sik goriilmekle birlikte
cocuklarda da goriilme siklig1 giderek artmaktadir (88). Yatan hastalarda bakteremi
riski servislere gore farklilik gostermektedir. Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada
MRSA bakteremisi genel cerrahi servisinde %58—-60, yogun bakim iinitesinde %9.5,
pediatri servisinde %6.3 olarak bulunmustur (89). Bizim ¢alismamizda Ocak 2004-
Aralik 2005 tarihleri arasinda kan Kkiiltiiriinden izole edilen MRSA suslarinin
servislere gore dagilimma bakildiginda; yogun bakim iiniteleri (DDBU, GCDBU,
BCDBU) %31.4, cerrahi servisler %31.4, dahiliye servisi %17.1 ve yanik iinitesi
%5.7 seklinde siralanmaktadir (Tablo 4.1). Cerrahi servislerde dahiliye servislerine
gore kan kiiltiirii pozitifligi belirgin olarak fazla olmakla birlikte hastalarin ve
hastaliklarin oldukg¢a heterojen 6zellikte olmasi nedeniyle etiyolojiye yonelik kesin
bir yorum yapmak olduk¢a zordur.

SCCmec TK- ve HK-MRSA suslarinin aymriminda olduk¢a onemli bir
ozelliktir. Bir¢ok ¢aligmada TK-MRSA’larin tiimiinde SCCmec tip IV gosterilmistir
(8,37,38,39). Bu nedenle SCCmec tip IV tasiyan suslar kesin olarak TK-MRSA
olarak kabul edilmektedir. PVL pozitifligi de MRSA susunun toplum kd&kenli
oldugunun en 6nemli kanit1 olarak goriilmektedir. Hatta Dufour ve arkadaslart HK-
MRSA suglarinda PVL gen varliginin higbir zaman saptanmadigini belirtmislerdir
(58). Ancak Wannet ve arkadaslar1 2004 yilinda Hollanda’da yaptiklar1 bir ¢galismada
2003 yilina ait MRSA suslarin1 SSCmec tipi ve PVL varlig1 agisindan incelemisler,
PVL pozitif suslarin %65’ inde SCCmec tip IV, %20’sinde SCCmec tip II ve
%]15’inde SCCmec tip I’e rastlamiglardir (90). Bu bulgu oldukca sasirtici olup

degisik yorumlara yol agmistir. Baz1 yazarlar bunu SCCmec tip IV’iin bundan boyle
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TK-MRSA i¢in evrensel bir 6zellik olmayacagi seklinde yorumlamislardir (91).
Caligmay1 yapan arastirmacilar ise SCCmec tip III ve SCCmec tip I'in hastane
kokenli suglart temsil etmeleri nedeniyle HK-MRSA suslarinin da PVL geni
bulundurabilecegini savunmuslardir (90). Ayrica PVL pozitif suslarin sadece
toplumda degil hastane ortaminda da bulunabilecegini 6ne siirmiislerdir. 2005 yilinda
Tunus’ta bir tiniversite hastanesinde 2003-2004 yillar1 arasinda 72 TK-MRSA susu
SCCmec tipi ve PVL varlig1 acisindan incelenmis, 66 susta SCCmec IV ve IVA, 4
susta SCCmec tip 111, 2 susta SCCmec IIIB saptanmustir. Ilging olarak SCCmec IV
yaninda tim SCCmec tip I MRSA suslarinda da PVL pozitifligi saptanmustir.
Aragtirmacilar bu durumu PVL geni tasiyan fajlarin cesitli suslar arasinda kolay
yayilimina baglamislardir (92). 2005 yilinda Isveg’te yapilan bir ¢alismada ise PVL
pozitif olup herhangi bir SCCmec tipine uymayan MRSA suglar1 tespit edilmistir
(93). Bu calismalar gostermektedir ki TK- ve HK-MRSA’larda genotipik ve
epidemiyolojik alanda alisilagelmis Ozelliklerden farkli olarak yeni birtakim
degisimler gézlenmektedir. Bunlardan en 6nemlisi, SCCmec tip IV disinda farkl
SCCmec tipleri tasiyan HK-MRSA suslarinin PVL genlerini bulundurabilmesi ve
infeksiyonlara yol acabilmesidir.

Bizim g¢alismamizda Ocak 2004-Aralik 2005 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde izole edilen HK-MRSA suslarinin
%12.7’sinde PVL pozitifligi saptandi. PVL pozitif izolatlarin 10’unu SCCmec I1I,
4’tinli SCCmec varyant IIIB tasiyan suslar olusturmaktaydi. Bu bulgu HK-MRSA
suslarinin  yeni genotipik Ozellikler kazanmasi agisindan literatlirle uyumlu
goriilmektedir. HK-MRSA vyasli, bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda onemli
infeksiyon nedenidir. TK-MRSA’ya goére daha invaziv bir infeksiyona neden
olmaktadir. PVL ise toplum kdkenli suslarda en 6nemli viriilans faktorii olup PVL
tireten TK-MRSA deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 yaninda ciddi nekrotizan
pndémoni ve sepsis vakalarina da neden olmaktadir. Bu hastalarda 6liim oran1 %35’e
ulasmaktadir (77,78). Invaziv seyreden bir HK-MRSA susunun PVL gen
kazaniminin invaziv infeksiyon derecesini ve mortaliteyi ciddi sekilde artiracagi
aciktir. Calismamizda PVL pozitif suslarin servislere gore dagilimima bakildiginda
PVL pozitif suslarin yaklasik %36’sinin (5/14) yogun bakim iinitelerinde (GCDBU,
BCDBU, DDBU) oldugu gériilmektedir (Tablo 4.3). Bu durum yogun bakim
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tinitelerinde invaziv ve mortal seyreden infeksiyonlarda artig olabilecegi anlamina
gelmektedir. Yogun bakim iinitelerinde izole edilen PVL pozitif MRSA suslarinin,
%80’inin DTA 06rneginde, %20’sinin ise kan kiiltiiriinde tiredigi saptanmistir.

PVL pozitif MRSA ile iliskili diger 6nemli bir epidemiyolojik veri bu
suslarin ciddi oranda hastane infeksiyonlarina yol agmasidir. 2005 yilinda Cezayir
Mustafa Pagsa Hastanesi’nde yapilan bir arastirmada 20 TK-MRSA infeksiyonu ve 41
HK-MRSA infeksiyonu vakasindan izole edilen MRSA suslar1 PVL varligi, SCCmec
tipi ve antibiyotik direnci agisindan incelenmistir. Toplum kokenli infeksiyonlarin
%86’sinda ve hastane kokenli infeksiyonlarin %67.5’inde PVL pozitifligi
saptanmistir. PVL pozitif suslarin hepsinin SCCmec tip IV veya IVA tasidigr tespit
edilmistir. Hastane kokenli infeksiyonlarda SCCmec tip IV-PVL pozitif susun bu
kadar yiiksek oranda saptanmasi belirli bir toplumsal klona bagli hastane salgini
olabilecegi, hastane personelinin bu klonu hastane i¢ine bulastirmis olabilecegi veya
Cezayir halkinda PVL pozitif MRSA tastyiciliginin yiiksek oranlarda olabilecegi
seklinde yorumlanmistir (94). 2005 yilinda Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada
Patras Universite Hastanesi’nde PVL pozitif-SCCmec IV tasiyan HK-MRSA’larin
tim HK-MRSA suslarina oran1 2001°de %24 iken 2003’te %64’¢ yiikseldigi tespit
edilmistir (95). Bu durum Patras Universite Hastanesi’nde PVL pozitif HK-MRSA
infeksiyon insidansinda belirgin bir artis oldugunu gostermektedir.

Bizim calismamizda 2004 yilinda izole edilen HK-MRSA susglar1 arasinda
PVL pozitif sus sayis1 9, 2005 yilinda PVL pozitif sus sayisi1 5 olarak bulundu (Sekil
4.5). Bu veri hastanemizde PVL pozitif HK-MRSA infeksiyon insidansinda bir artis
olmadigin1 gostermekle birlikte kesin yorum yapabilmek icin ardisik yillarin
verilerine ihtiyag vardir.

Hastanemizde iki y1l i¢inde izole edilen 110 MRSA susu tasidiklart SCCmec
genine gore tiplendirildiginde 68 susta SCCmec III, 38 susta SCCmec varyant IIIB, 3
susta SCCmec IV saptandi. Bir susta mecA geni pozitif olup, SCCmec geni mevcut
SCCmec tipleri arasinda siniflandirilamadi. PVL pozitif suslarin hi¢gbiri SCCmec IV
tasimadigindan toplum kokenli bir klonun sebep oldugu bir hastane salgimindan,
toplumdan tastyicilik yoluyla hastane ortamina PVL pozitif suslarin tasindigindan ya
da saglik personeli tarafindan PVL pozitif suslarin hastane ortamina

bulastirildigindan bahsedilemez. O halde PVL geninin hastane kokenli suglara uygun
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bir vericiden belirli bir mekanizmayla “tasindig1” diisiiniilebilir. Burada en uygun
olabilecek aciklama literatlirde belirtildigi gibi PVL geninin fajlar araciligiyla HK-
MRSA suslarina taginmis olma olasiligidir.

Hastanemizde Ocak 2004-Aralik 2005 tarihleri arasinda izole edilen MRSA
suslariin biiyiik bir ¢ogunlugunun tek bir klona ait oldugu saptandi. Bu tarihler
arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde gelisen MRSA’ya baglh
infeksiyonlarin tek bir MRSA klonunun hastane i¢inde yayilimindan kaynaklandigi
diisiiniilebilir. Cerrahi servislerde ve yogun bakim iinitelerinde daha agirlikli olmak
tizere hemen tiim servislerde ayn1 klona bagli MRSA infeksiyonu goriilmesi (Tablo
4.4), infeksiyon kontrol dnlemlerinin uygulanmasindaki asamalarin yeniden gozden
gecirilmesini, saglik personeline hijyenik kurallar ve el yikama aliskanliginin
kazandirilarak dogrudan temasla bulas olasiliginin azaltilmaya c¢alisilmasini zorunlu
kilmaktadir. Hastanemizdeki PVL pozitif MRSA suslarinin klonalitesi PVL negatif
MRSA suslariyla onemli oranda benzerlik gostermektedir. PVL pozitif suslarin
cogunlugunun, PVL negatif suslar ile ayn1 klona ait bulunmasi yukarida bahsedildigi
tizere HK-MRSA suslarina PVL geninin belirli bir mekanizma ile tagindig1 goriisiinii
desteklemektedir. Bu durumda PVL pozitif MRSA suslarinin hastane igindeki tiim
MRSA suslaria oraninin sonraki yillarda artis géstermesi beklenmelidir.

Calismamizda inceledigimiz MRSA suslarinda siprofloksasin, rifampisin,
gentamisin, eritromisin ve klindamisine kars1 yiiksek oranda direng saptanmasi, buna
karsin vankomisin, teikoplanin, linezolid ve tigesikline tiim suslarin duyarli olmasi,
glikopeptid antibiyotikler, linezolid ve tigesiklinin HK-MRSA infeksiyonlarinda
tercih edilmesi gereken tedavi sekli oldugunu desteklemektedir. PVL pozitif suslarin
duyarlilik paterni incelendiginde siprofloksasin, gentamisin ve rifampisine karsi
direng oraninin PVL negatif suslar ile benzer oldugu; eritromisin, klindamisin ve
TMP-SMX’a kars1 diren¢ oraninin PVL negatif suslara kiyasla daha fazla oldugu
goriilmektedir. Ancak her iki grubun da glikopeptid antibiyotiklere duyarli olmalar1
nedeniyle bu farklilik tedavi agisindan bir 6nem tagimamaktadir.

SCCmec IV tasiyan iic MRSA susunun direng¢ paternleri incelendiginde bir
susun tiim antibiyotiklere duyarli oldugu tespit edilmistir. Bu sus diger SCCmec IV
tasiyan suslar gibi PVL negatif olup, PFGE paternine gore A klonuna aittir. Uroloji

servisinde yatmakta olan bir hastanin kan kiiltlirii 6rneginden izole edildigi tespit
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edilmistir. Bu susun neden oldugu infeksiyon, HK-MRSA infeksiyon kriterlerine
uymakla birlikte, izolatin digerlerinden farkli olarak tiim antibiyotiklere duyarl
olmas1 toplum kokenli bir MRSA susu olma olasiligini akla getirmektedir.

MRSA Tiirkiye’de 1980’li yillarda 6nemli bir hastane infeksiyonu etkeni
patojen olarak ortaya ¢ikmistir. HK-ve TK-MRSA prevalans: ve antimikrobiyal
direng paterni ile ilgili ulusal bir ¢aligmasi olmamakla birlikte bdlgesel raporlar
mevcuttur (96). Fakat mevcut veriler problemin boyutu ile ilgili net bir bilgi
vermemektedir (97). 1993 yilinda yapilan bir ¢alismada farkli bolgelerdeki 29
hastaneden toplanan 1826 klinik izolat degerlendirilmis ve metisilin direncinin farkl
merkezlerde %7-55 arasinda degistigi saptanmistir (98). Cesitli merkezlerden gelen
veriler diger tlkelerde oldugu gibi Tirkiye’de de MRSA infeksiyon sikliginin ve
MRSA oraninin giderek arttifim1 gostermektedir. Bu nedenle ulusal nitelikli,
standart, diizenli bir siirveyans sistemi ile tiim biiylik hastanelerde bu O6nemli
patojene yonelik veri toplama ve transfer islemleri gerceklestirilmeli, elde edilen
bilgiler diger iilkeler ile karsilastirilmalidir (99). Yapmis oldugumuz c¢alisma sadece
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ni kapsamakta, Tiirkiye igin bir
genelleme yapmaya imkan vermemektedir. Benzer calismalarin Tiirkiye’deki diger
biiylik hastanelerde de gerceklestirilmesi HK-MRSA’nin genetik o6zelliklerinin ve

viriilans faktorlerinin daha iyi anlasilmasina olanak saglayacaktir.
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6. SONUCLAR

1 Ocak 2004-31 Aralik 2005 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde hastane infeksiyonu etkeni olarak izole edilen mecA
geni (+) 110 MRSA susunun servislere gore dagilimlarina bakildiginda;
yogun bakim, cerrahi servisler ve yanik iinitesinden izole edilen MRSA
izolatlarinin tiim suslarin yaklagik %75’ini olusturdugu saptandi.

MRSA’nin izole edildigi ornek tiirlerine gore dagilimi incelendiginde;
%34’iniin piiy kiiltiiriinde, %32’sinin kan kiiltiirlinde, %?21°’nin DTA
kiiltiirlinde {tredigi saptandi. Bu Orneklerdeki iiremeler tiim iiremelerin
%386’s1n1 olugturmaktadir.

Ocak 2004-Aralik 2005 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde izole edilen HK-MRSA suslariin %12.7’sinde PVL
pozitifligi saptandi.

PVL pozitif suslarin yaklasik %36’sinin yogun bakim iinitelerinde oldugu
saptandi. Yogun bakim {initelerinde izole edilen PVL pozitif suslarin
%80’inin DTA 06rneginde, %20’sinin ise kan kiiltiiriinde liredigi gorildii.
2004 yilinda izole edilen HK-MRSA suslar1 arasinda PVL pozitif sus sayisi
9, 2005 yilinda PVL pozitif sus sayist 5 olarak bulundu. Bu veri
hastanemizde PVL pozitif HK-MRSA infeksiyon insidansinda bir artis
olmadigini géstermekle birlikte kesin yorum yapabilmek i¢in ardisik yillarin
verilerine ihtiyag¢ vardir.

Hastanemizde iki yil i¢inde izole edilen 110 MRSA susu i¢inde, 68 susta
SCCmec III, 38 susta SCCmec varyant IIIB, 3 susta SCCmec IV saptandi. Bir
susta mecA geni pozitif olup, SCCmec tipi mevcut SCCmec tipleri arasinda
siniflandirilamadi.

MRSA suglarinin PFGE paternlerine gore 8 klon ayirt edildi (klon A, B, C, D,
K, L, N, O). Tim MRSA suslarinin %92.7’sinin, PVL pozitif suslarin
%79’unun klon A’ya ait oldugu saptandi.

PVL negatif suslarda siprofloksasin direnci %98, rifampisin direnci %92.7,

gentamisin direnci %388.5, eritromisin direnci %66, klindamisin direnci %37,
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TMP-SMX direnci %8; PVL pozitif MRSA suslarda ise diren¢ oranlari
strastyla 92.8, %92.8, %85.7, %78.5, %50 ve %21.4 olarak belirlendi.
Tim MRSA suslarinin tigesiklin, vankomisin, teikoplanin ve linezolide

duyarli oldugu tespit edildi.
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