1. GIRIS ve AMAC

Bakteriler zamanla antibiyotiklere karsi direng gelistirmekte, bu durum, hem hasta
hem de hekim agisindan bazi sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Direng, kisilerin
tedavi siiresini, hastanede yatis siliresini uzatip, 6liim oranlarini artirmakta, daha genis

spektrumlu ve daha pahali olan antibiyotik kullanimina yol agmaktadir (1,2).

Son yillarda metisiline direngli stafilokok suslarinin aminoglikozitlere ve kinolonlara
onemli Olgiide direng gelisimi bildirilmektedir (3,4,5). Bu durumda tek secenek
vankomisin,teikoplanin gibi glikopeptitler kalmaktadir. Boylece MRSA ve metisiline
direngli KNS’lerin klinik laboratuarda epidemiyolojik olarak birbiri ile iligkili olan
suslarin saptanmasi ve onlarin iligskisiz suslardan ayirt edilmesi biliyiikk 6nem

kazanmaktadir.

1940’larda nozokomiyal bakteriyemilerin en ©nemli patojeni olan S. aureus,
1960’larda penisilinaza direngli penisilin ve sefalosporinlerin gelistirilmesiyle
onemini yitirmeye baslamis ancak Ingiltere ve diger Avrupa Ulkelerinde metisiline
direngli S. aureus’a bagli hastane salginlar1 gozlenmeye baslamistir.Glinlimiizde
MRSA tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte olup, prevelans: iilkeler arasinda
olduk¢a farkliliklar gostermektedir.Kuzey Avrupa iilkelerinde MRSA prevelansi
%1’den diislik iken Gliney Avrupa lilkelerinde, Amerika’da ve bazi1 Asya iilkelerinde

bu oran % 50’leri agsmis durumdadir (6, 7).

Ulkemizde MRSA oranmin egitim hastanelerimizde %350’nin iizerinde seyrettigini
bildiren ¢alismalar rapor edilmistir (8-11). S. epidermidis ve S. aureus, hastane
kaynakli bakteriyemi nedenlerinin en 6nemlileri arasinda yer almaktadir. Hastane
cevresinden izole edilen S. epidermidis suslarinin yaklasik %70’inin metisiline

direncli oldugu rapor edilmistir (12).

Metisilin ~ direncinin  saptanmasinda birgok yontem kullanilmaktadir. (13-
15).Bunlardan molekiiler tiplendirme yontemleri kdkenler arasindaki klonal iliskiyi
ortaya koyarak, salginlarin kaynak, bulas yollar1 ve bulasin derecesi hakkinda

oldukca yararl bilgiler sunmaktadir.

KNS’ler diger stafilokok tiirlerine antibiyotik diren¢ genlerini transfer eden rezervuar

durumundadirlar bu nedenle de molekiiler tiplendirilmesi ©nem tagimaktadir.



Hastane epidemiyolojisiyle ilgili bir¢cok salgin arastirmasinda, kaynagin endojen mi
yoksa ekzojen mi oldugu, birden fazla klonun mevcut olup olmadig1 gibi sorulara da

yine ancak molekiiler yontemlerle cevap vermek miimkiindiir.

Bu yontemler arasinda ayirim giicii en yiiksek olan PFGE yontemidir.Bu yontem
altin standart olarak kabul edilmektedir. (13. 15-18.) Bu nedenle ¢alismamizda PFGE

yontemi tercih edilmistir.

Bu tez ¢aligmasi1 Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Yogun bakim iinite (YBU) ’lerinden izole edilen MRSA ve metisiline direncli
KNS’lerin molekiiler analizi, hastane i¢in klonal yayilmanin saptanmasina, klinik
tedaviye yardimci olmasina ve hastane infeksiyonlarin1 6nleme ¢alismalarina katki

amactyla planlanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1 STAFILOKOKLARIN MIiKROBiYOLOJIiK OZELLIiKLERI

2.1.1 MORFOLOJI: Tiim stafilokoklar hareketsiz, endospor olusturmayan, Gram
pozitif, koklardir. Boyutlar1 0.5-1.5 pm ¢apinda olup tek tek, ikili veya dortlii gruplar
halinde bulunabilecekleri gibi, iizim salkimma benzer diizensiz kiimeler de

olusturabilirler.

2.1.2 UREME OZELLIKLERIi: Aerobik veya mikroaerobik olarak,rutin
besiyerlerinde ve 37°C’de kolayca trerler. Kati besiyerindeki kolonileri yuvarlak,
diiz, kabarik ve parlaktir. Gri’den koyu altin sarisina degisen renklerde pigment
olustururlar. Pigment olusumu oda 1sisinda (20-25°C) ve uzamus inkiibasyonlarda
daha iyi goriiliir. Kanhi agarda degisik derecelerde hemoliz yapabilirler (15,28).
Kuruluga, 1stya (50°C’ye 30 dk.) ve NaCl (%9’luk) ’e nispeten dayanikhidirlar.
Kimyasal ajanlarla (6r: %3 hekzaklorofen) kolayca inhibe olurlar (3,19).

2.1.3 BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI: Katalaz iiretirler, oksidaz negatiftirler.
Karbohidratlar1 yavas fermente ederler. Laktik asit iiretirler, fakat gaz olusturmazlar.
Proteolitik aktiviteleri sustan susa farkliliklar gosterir. Pek ¢ok ekstraselliiler madde

(hyaliironidaz, stafilokinaz, proteinaz vb.) iiretirler (3,19).

2.1.4 ANTIJENIK YAPI: Stafilokoklarin hiicre duvarlarinda énemli antijenik
polisakkaritler ve proteinler vardir. Polisakkarit polimerlerin birbirine baglanmasiyla
ortaya c¢ikan peptidoglikan, hiicre duvarinin iskeletini olusturur. Peptidoglikana
baglanan teikoik asidler ise gliserol veya ribitol fosfat polimerleridir ve
antijeniktirler. Gliglii asit veya lizozim, peptidoglikani tahrip eder. Hiicre duvari
bileseni olan “proteinA”, IgG3 haricindeki IgG izotiplerinin Fc pargasina baglanir.
ProteinA immiinolojik ve tanisal laboratuvar teknikleri agisindan 6nemli bir ayiragtir.
Bazi suslarin sahip oldugu kapsiil polimorfoniiveli l6kositlerin fagositozunu inhibe

eder. Cogu susun hiicre duvarinda koagiilaz ve kiimelesme faktorii vardir (3,19).

2.1.5 TOKSIN VE ENZIMLER: Stafilokoklar iirettikleri ekstraselliiller maddeler
(enzimler ve toksinler) ve dokular i¢inde yayilabilme ozellikleri ile hastaliklara

neden olurlar. Pek ¢ok toksin genetik olarak plazmid kontrolii altindadir. Bazilar ise



hem kromozomal hem de plazmidlerle kontrol edilirler. Baz1 toksinlerin genetik

kontrol mekanizmalar1 ise heniiz agiklanamamustir (3,19).

Ekzotoksinleri hayvanlara injekte edildiginde oldiiriiciidiirler. Ayrica ciltte nekroza
neden olurlar. Alfa, beta, gama ve delta toksinleri vardir ve antijenik yapilar
farklidir. Alfa toksin (hemolizin), eritrosit lizisi ve platelet hasarindan sorumlu
heterojen bir proteindir. Oldiiriiciidiir ve dermatonekrotik faktdr de denir. Beta toksin
sfingomyelinleri pargalar. Eritrositler dahil pek ¢ok hiicre i¢in toksiktir. Cozlinmiis
hemolizinlerin elektroforezle ayrimi yapilabilir. Ekzotoksinlerin formalin ile
muamele edildiklerinde toksisiteleri kaybolur ve toksoid haline gelirler. Fakat
toksoid antijenik olmasina karsin klinik uygulamalarda kullanilamamaktadir (3,19).
Lokosidin hayvanlarda 16kositleri 6ldiirebilmektedir, ancak patogenezdeki rolii kesin
degildir. Toplum kaynaklit MRSA suslari Panton —Valentin Lokosidin genleri tasirlar
Lokosidine karsi gelisen antikorlar rekiirren stafilokok infeksiyonlarina direngte rol

oynayabilirler (3,19)

Eksfoliyatif toksin, haslanmis deri sendromunda yaygin deskuamasyona neden olur
ve en az iki protein alt birimden olusur. Eksfoliyatif toksine spesifik antikorlar

toksinin eksfoliyatif aktivitesine kars1 koruyucudurlar (3,19).

Toksik Sok Sendrom Toksini (TSST-1), toksik sok sendromlu hastalardan izole
edilen S. aureus izolatlarinin ¢ogunda bulunur. Enterotoksin F veya pirojenik

ekzotoksin C de denir. TSST-1, “siiperantijen”lerin bir prototipidir (3,19)

Stafilokoklar bir ¢ok enzimatik madde iiretirler. Bunlardan “Katalaz” enzimi H,O,
- H;O + O, reaksiyonunu katalize eder. “Koagiilaz” ise oksalat veya sitrath
plazmay1 pihtilagtiran enzim benzeri bir proteindir ve patojenite ile iliskilidir.
Enzimatik olmayan bir yolla fibrinojene baglanir ve bakteri kiimelesmesini saglar.
Salinan diger enzimler ise hyaliironidaz (yayilma faktorii), stafilokinaz, proteinaz,

lipazlar ve B-laktamazdir (3,19)

2.1.6 ANTIBIYOTIK DIRENCI: Stafilokok infeksiyonlarnda hem tedavi
etkinligini arttirmak hem de gereksiz glikopeptid kullanimin1 6nlemek i¢in metisilin
direncinin dogru olarak ortaya konmasi onemlidir. MRSA’lar Metisiline duyarli
stafilokoklardan farkli olarak 30-35°C’de ve %2 NaCl igeren buyyon veya %4 NaCl

iceren kat1 besiyerinde daha iyi iirerler (3). S. aureus’larda metisilin direnci, 30-



35°C’de, 24 saatlik inkiibasyonda ve %2-4 NaCl igeren Mueller Hinton agarda,
metisiline gore daha dayanikli olan oksasilin diskleri kullanilarak yapilan antibiyotik
duyarlilik testiyle belirlenir (20). Metisiline direncli suslarin sefalosporinler de dahil
olmak iizere diger tiim beta laktam antibiyotiklere direncli oldugu
gosterilmistir.Ozellikle 1970°den sonra metisiline direncli S. aureus suslar1 beta
laktam antibiyotikler disinda aminoglikozidler, tetrasiklinler, kloramfenikol,

makrolidler, linkozamidler gibi diger bazi antibiyotiklere de diren¢ gelistirmislerdir

(5,12,20).

Metisilin direnci, metisiline duyarli stafilokoklarda bulunmayan ve direnci fenotipik
olarak etkileyen penisilin baglayan protein 2a (PBP 2a) varligina baglidir. PBP 2a bir
transpeptidazdir ve beta laktam yapisindaki antibiyotiklere diisiik ilgi gostermektedir.
Bu protein kromozomal yerlesim gosteren mecA geni tarafindan kodlanmaktadir (21.

22.23).
3. TiPLENDIiRME YONTEMLERI

MRSA suslart arasinda ayrim yapmak i¢in pek ¢ok tiplendirme yontemi
tanimlanmistir. Tiplendirme yonteminin etkinligi tiplendirebilme &zelligine, ayrim
gliciiniin yiiksekligine, tekrar edilebilirligine, kullanim ve yorum kolayligina baghdir.
Ideal bir tiplendirme yontemi aym zamanda hizli sonug verebilmeli, ucuz, teknik

olarak basit ve yaygin olarak elde edilebilir bir sistem olmalidir (15,24-29).
MRSA’larin tiplendirilmesinde kullanilan yontemler iki gruba ayrilmaktadir.:
1. Geleneksel (fenotipik) yontemler

2. Molekiiler (genotipik) yontemler

3.1. GELENEKSEL (FENOTIPiK) TIPLENDIRME YONTEMLERI

Geleneksel veya konvansiyonel yontemler olarak da bilinen fenotipik yontemler,
genetik bilginin ekspresyonu ile ortaya ¢ikan 6zelliklere gére mikroorganizmalarin
birbirleriyle iliskili olup olmadiklarini ortaya koymaktadirlar. Mikroorganizmalarin
metabolik  aktivitelerini ortaya koyan biyotipik profillerine, antibiyotik
duyarhiliklarina, duyarli olduklar1 faj tiplerine, protein igerikleri gibi bircok

ozelliklerine dayali fenotipik yontemler mevcuttur. Fenotipik farkliliklar1 ortaya



koyan tiplendirme yoOntemlerinin dezavantaji ise mikroorganizmalarin bu
ozelliklerinin degisebilir olmasidir.. Bu degisiklikler 6nceden tahmin edilemez veya
degisen c¢evre kosullarina bir cevap olarak olusabilirler. Buna ilaveten
serotiplendirme ve faj tiplendirme gibi pek cok fenotipik yontem, ¢esitli 6zgiil
reaktanlara gereksinim duyarlar. Ayrica bir tek niikleotidde meydana gelen nokta
mutasyonlart herhangi bir fenotipten sorumlu genin fonksiyonunu veya
regiilasyonunu bozabilir. Bdylece fenotipik olarak farkli, ancak buna karsilik
genotipik olarak ayirt edilemez veya hemen hemen ayni olan izolatlar da ortaya

cikabilirler (24).
3.1.1 BiYOTIPLENDIRME

Biyotiplendirme ile bir izolatin biyokimyasal 6zellikleri, ¢evresel sartlara toleransi
gibi 6zgilil metabolik aktivite paterni ortaya konur. Biyotipik 6zelliklerden klasik
olarak simiflandirmada ve c¢ogu klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin olarak
tiirlerin identifikasyonunda yararlanilmaktadir. identifikasyonda giivenilir, otomatize
veya modiiler paneller kullanilmaktadir. Ancak tiplendirmede biyokimyasal
reaksiyonlarin  kullanimi  yetersizdir  (15,24). Ayrica, MRSA  suslarinin
saptanmasinda kullanilan, oldukca 6zgiil ve duyarli bir yontem olan proteinA veya
hiicre ylizeyindeki kiimelesme faktoriiniin saptanmasina yonelik lateks agglutinasyon
testleri ile de bazi MRSA suslarmin reaksiyon vermemesi nedeniyle stabilite

saglanamamustir. (23,24,30,31).
3.1.2 ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK TESTLERI

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar1 bakteriyel izolatlarin antimikrobiyal ajanlara
duyarliliklarini rutin olarak test etmektedirler.Bu amagla konvansiyonel ve otomatize
antibiyogram sistemlerinin her ikisi de yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu testler

uygulanmalar1 kolay ve goreceli olarak daha ucuz testlerdir (29).

Bununla birlikte antibiyotik direng fenotiplerindeki degiskenlikler nedeniyle
antibiyotiplendirmenin epidemiyolojik olarak degeri sinirlidir. Farkli izolatlar aym
direng paternine sahip olabilecekleri gibi, bir izolat plazmid veya transpozonlar

aracilifiyla coklu antibiyotik direnci gelistirebilir (24).



Kalitatif antibiyotik duyarliliklarina gore (duyarli/direncgli) yapilan smiflandirmalar
iligkisiz suslar1 ayirt etmede yetersizdirler. Bunun yerine, kantitatif antibiyogram
yani antibiyotik duyarlilik zon caplarina gore smiflama yapmak, antibiyogramin
tiplendirebilme giiclinii arttirir. (32,33). Blanc DS ve ark.’larmin bir ¢alismasina

gore, kantitatif antibiyogram ribotiplendirme kadar kullanigli bulunmustur (32).

Sonu¢ olarak, MRSA’larin tiplendirilmesinde antibiyotipleme tek bagsina
kullanilamaz, ancak bazen yeni veya alisilmadik bir antibiyotik diren¢ paterni
tanimlandiginda bir salginin ilk gostergesi olabilir (29,34).Bu durumda endemik veya

epidemik bir klonun tanimlanmasinda faydali bir tarama yontemi olabilir (32).
3.1.3 FAJ TIPLENDIRME

Bakteriyofajlar, bakteri hiicresini infekte ederek cogu kez bakteri hiicresinin
erimesine neden olan virlisler olarak tanimlanmaktadirlar. Epidemiyolojik
calismalarda bakteriler degisik bakteriyofajlara olan duyarlilik ve direnglerine gore
tiplendirilirler. Stafilokoklarla ilgili tiplendirme sistemleri arasinda sadece faj
tiplendirilmesi standardize edilmistir. “International Subcommittee on Phage Typing
of Staphylococci” tarafindan giinlimiizde kullanimi Onerilen 23 adet standart faj
bulunmaktadir (29,35). S. aureus’un epidemiyolojik analizinde bakteriyofaj

tiplendirilmesinin yaygin kullanimi 1940’11 yillarda olmustur (29,36).

Faj tiplendirme yonteminin dezavantajlar1 stok fajlarin ve kontrol suslarinin ancak
referans laboratuvarlarinda bulunmasi ve yontemin tekrarlanmasindaki zorluklardir.

(26,36).
3.1.4 KAPSULER SEROTIPLENDIiRME

Kapsiiler polisakkarit tiplendirmesini S. aureus’lar i¢in ilk kez Karakawa ve Vann
(1987) gelistirmisler, kapsiil 5’e reaksiyon veren antikorlarla 7007 susta 4 serotip
bulmuslardir.(26,29).Yapilan bir ¢alismada 11 kapsiiler tip tanimlanmis olup, S.
aureus klinik izolatlarinin %85-90’1 tip 5 ve 8 olarak bulunmustur (17). Yapilan bazi
calismalara gore diger bakteriyel Ozelliklerle kapsiiler tipler arasinda giiclii bir
korelasyon bulunmustur. Ozellikle bazi faj tipleri aym Kkapsiiler tipi
gostermektedirler. MRSA’lar tipik olarak kapstiler tip 5’tir (38,39,40).Sonug olarak,

kapstiler tiplendirme ile ayrim giicii zayiftir ve epidemiyolojik c¢alismalar igin



kullanigli bulunmamustir. Bir diger dezavantaji ise tiplendirmede kullanilan

reaktiflerin ticari olarak elde edilememesidir (38,39,40)
3.1.5 TUM HUCRE PROTEIN ELEKTROFOREZI

Tiim hiicre protein elektroforezinde lizostafin aracilifiyla serbestlestirilmis olan
stafilokok proteinleri poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yontemi kullanilarak
ayrigtirtlirlar.  Bu  yontemle yaklasitk 50 protein bandi goriintiilenebilir  ve
tekrarlanabilir paternler olusur. Cok sayida band olusmasina ragmen iliskisiz MRSA
izolatlar1 arasindaki patern farklar1 azdir. Bu da zayif bir ayrim giiciine yol acar.
Ancak, bilgisayar yardimiyla band yogunlugu da dikkate alindiginda daha iyi bir
ayrim yapilabilir. Elektroforez kosullarinda meydana gelen kiiciik degisikliklerden

etkilenmesi tiim hiicre protein elektroforezinin bir diger dezavantajidir (29).
3.1.6 IMMUNOBLOT YONTEMI (IMMUNOBLOTTING)

Immunoblot ydnteminde elektroforez islemi sonrasi bakteriyel proteinler
nitroselliilloz bir membran {izerine aktarilir. Bu isleme “blotting” adi verilir.
Membran daha sonra spesifik antikorlar igeren tavsan veya insan serumuyla
karsilagtirilir. Membran iizerindeki proteine baglanmis spesifik antikorlarin varligi
enzimle isaretli anti-immiinglobulinler yardimiyla saptamir (24). Immunoblot
yontemi, elektroforez kosullarindan diger protein elektroforezine dayali tiplendirme
yontemlerine gore daha az etkilenir. Ayrica olusan band sayisinin daha az olmasi da
yorum kolaylig1 saglar (29). Bu yontem MRSA’larin epidemiyolojisi ile ilgili
calismalarda etkili bir sekilde kullanilabilmektedir (24). Tiim MRSA izolatlarin1 bu
yontemle tiplendirmek miimkiindiir. Ancak salgin incelemelerinde iliskisiz izolatlar1
yeterince ayirt edemeyebilir. (29). Tenover’in ¢alismasina gore fenotipik yontemlerin
en iyilerinden biri olan immunoblotting, baz1 genotipik yontemlerle kiyaslanabilecek
kadar iyi sonuclar vermektedir (15). Bununla birlikte bu yontem ¢ok az sayida
arastirmaci tarafindan kullanilmistir. Yaygin olarak kullanilmamasinin birkag¢ nedeni
vardir; Oncelikle bu yontem teknik olarak yogun bir ¢aba gerektirmektedir,
ekstraksiyon isleminde kullanilan yontem ve spesifik antikorun elde edildigi kaynak
gibi teknik faktorlerin etkileri tam olarak tanimlanmamistir; ayrica saptanan band

paternleri komplekstir, kiiclik farkliliklarin ortaya konmasi ve yorumlanmasi zordur

7).



3.1.7 MULTILOKUS ENZIM ELEKTROFOREZi (MEE)

Multilokus enzim  elektroforezi, metabolik  enzimlerin  elektroforetik
hareketliliklerindeki farkliligin analizine dayanir (24.26). Enzim hareketinin hizi
enzimin aminoasit kompozisyonuna baghdir ve tek bir aminoasid degisikligi bile
elektroforetik 6zelliklerdeki degisiklige bakilarak saptanabilir (29). Enzimlerin
“elektromorf” denilen elektroforetik hareketlilik degisiklikleri, tipik olarak enzimleri
kodlayan kromozomal genlerdeki allelik degisikliklerden kaynaklanirlar. Boylece
farkli elektromorflarin olusturdugu “elektroforetik tipler” ortaya ¢ikar (24.26).

Multilokus enzim elektroforezi, S. aureus dahil pek cok bakteriyel tiir icin
kullanilabilir. MRSA izolatlar1 i¢in kullanildiginda tiplendirebilme yetenegi ve
tekrarlanabilirligi iyidir. Ayrim giicii yontemde kullanilan enzimlere baghdir. Bazi
enzimler MRSA’larin ¢ogunda monomorfiktir;12 ila 20 degisik enzim kullanilabilir,
ancak bunlarin goreceli olarak ayrim giigleri heniiz tam olarak degerlendirilmemistir

(29).

Salgin izolatlarinda kullanildiginda, MEE epidemiyolojik iliskili bakterileri dogru
olarak siniflayabilmektedir. Ancak bazi iliskisiz izolatlar1 da hatali olarak iligkili
gruba dahil edebilmektedir (15,29). MEE paternleri goreceli olarak kolay elde edilse
de okunmasi, yorumlanmasi, kiyaslanmasi zordur. En iyi ¢oziim, elde edilen
elektroforetik paternlerin bir bilgisayar programi yardimiyla degerlendirilmesidir

(15,29).
3.1.8 ZIMOTIPLENDIRME (ZYMOTYPING)

Zimotiplendirme, MEE’nin bir varyasyonu olup, bakteriyel elastaz enziminin
elektroforetik o6zelliklerinin farkliligina dayanir. S. aureus, anoda olan afinitelerine
gore A, B ve C olmak iizere ii¢ elastaza sahiptir. MEE’de oldugu gibi bu yontemde
de enzimlerin elektroforezdeki hareketliliklerinde meydana gelen farkliliklara
bakilarak izolatlarin ayrimi yapilir. Bu metodun MRSA ve metisiline duyarli S.
aureus (MSSA) ’lar i¢in kullanimiyla ilgili deneyimlerin ¢ogu Branger ve ark.’na
aittir (41,42). Bu yontemle tiim izolatlar tiplendirilebilmektedir ve paternler stabil ve
tekrarlanabilirdir. Ayrim giicli kapsiiler tiplendirmeden iyiyse de faj tiplendirmesi
veya “pulsed field gel electrophoresis” (PFGE) ’den belirgin olarak daha zayiftir.
(43,44,18). Ayn1 zimotip i¢inde birka¢ genotip olabilecegi saptanmistir, ancak aksi



gosterilememistir. Ayrica bu yontemin sonuglariyla antibiyotik duyarlilik paternleri
arasinda uyum yoktur. Kisacas1 zimotipleme MRSA’larin tiplendirilmesinde yeterli
ayrim giicline sahip degildir ve tarama testi olarak kullanilamayacak kadar uzun bir

prosediire sahiptir (29).
3.2 MOLEKULER (GENOTIPIiK) TIPLENDIRME YONTEMLERI

Molekiiler tiplendirme yontemleri epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar arasindaki
genetik farkliliklar1 ortaya koyarlar. Bu yontemlerin temeli, mikroorganizmalarin
kromozomal ve ekstrakromozomal genetik elementleri arasindaki fakliliga dayanir.
Pek ¢ok yontemde DNA nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim iglemi ya

da niikleik asit amplifikasyon islemi vardir (27,18).
3.2.1 PLAZMID ANALIZi

Bakteriyel plazmidler kendini esletme yeteneginde olan ekstrakromozomal genetik
elementlerdir. Plazmidler degisik mekanizmalarla kazanilirlar ve genellikle prolifere
olan konak suslar arasinda kalitimsal olarak aktarilirlar. Bununla birlikte
kendiliginden plazmid kayiplar1 da olabilir. Plazmidler genel olarak konak hiicre i¢in
hayati degillerdir. Siklikla yapilarinda mobil genetik elementler (transpozonlar)
bulunan antibiyotik diren¢ determinanlari tagirlar. Yogun bir antibiyotik kullanimi
oldugunda, plazmidler farkli suslar arasinda kolayca yayilirlar ve bir saglik
initesinde uzun siire kaliciliklar1 devam eder. Plazmid DNA’simnin kompozisyonu
transpozonlarin kolayca kaybedilip kazanilmasi nedeniyle degisir (24,35,45).
Plazmidler siiperkoil, acik halka, lineer veya oligometrik gibi degisik molekiiler
formlarda olabilirler ve bu formlarin elektroforetik hareketleri, sayilar1 ve

yogunluklari farkliliklar gosterir (24,29).

Plazmid profil analizi teknik olarak basittir ve S. aureus’larda uygulanan ilk DNA’ya
dayal1 tiplendirme yontemidir. Bu yontemde Oncelikle plazmid DNA’s1 ekstrakte
edilir ve daha sonra rutin agaroz jel elektroforeziyle bakterinin tasidig1 plazmidlerin
say1 ve biytkliikleri belirlenir (15,24,29). MRSA suslarinin %90’ 1indan fazlasinda
plazmid bulunmaktadir. (15,24,29,46). Yontemin ayrim giicii ve tekrar edilebilirligi
ile ilgili problemler hemen hemen tiim caligmalarda gosterilmistir. Problemlerden
birisi plazmid tiplendirilmesine ait bilgilerin yorumunun karisik olmasidir (9,35,45).

Zuccarelli ve ark. bu problemin ¢6ziimii i¢cin S1 niikleaz kullanimini énermislerdir
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(47). Plazmid analizinin ayrim giicli ve tekrar edilebilirligi, plazmidlerin restriksiyon
enzimiyle kesilmesi ve olusan restriksiyon pargalarinin say1 ve biiyiikliiklerinin
analiz edilmesiyle de arttirilabilir. Bu isleme “restriction enzyme analysis of
plazmids” (REAP) denir. Teknik olarak basittir, az sayida 6zel arag, gere¢ gerektirir
ve goreceli olarak hizli uygulanir (24,25,34).

Plazmid analizine gore tiplendirmedeki problemler, teknik konulardan ¢ok plazmidin
biyolojisindeki ozelliklerden kaynaklanmaktadir. Plazmidlerin biiytikliikleri dogru
olarak oOlciilse bile, ayni biiytikliikteki plazmidler biyolojik farkliliga sahip
olabileceklerinden suslar arasinda bu yontemle ayrim yapilamayabilir. Ayrica ¢ogu
S. aureus izolatinda sadece bir veya iki plazmid bulunur ve bu da sus ayriminda
yetersiz kalmaktadir (21,48). Ayn1 kromozomal genotipe sahip ve epidemiyolojik
olarak iligkili izolatlar, tiim plazmidini kaybetmesi, yeni plazmid kazanmasi veya
plazmid yapisinda yeni bir diizenleme nedeniyle ¢ok farkli plazmid profili
gosterebilirler. Buna karsin farkli suslar da ayni plazmid profiline sahip olabilirler.
Biitiin bunlara ragmen plazmid ¢alismalari, sinirlt bir zamanda ve belli bir yerdeki
salgina (0rnegin tek bir hastane veya servisteki salgin) ait izolatlarin kisa siirede

degerlendirilmesinde oldukca etkilidir (24).
3.2.2 KROMOZOMAL DNA’NIN RESTRIKSIYON ENZIiM ANALIiZi

Kromozomal DNA bir biitiin olarak analiz etmek i¢in ¢ok biiyiiktiir. Bu nedenle pek
cok genotipik yontemin temelinde kromozomal DNA’nin restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle kiicliik parcalara kesim islemi vardir. Restriksiyon endoniikleazlar ¢ift
ipcikli DNA’y1 6zgiil tanima bolgelerinden keserler. Restriksiyon pargalarinin say1
ve bilyiiklikleri enzim tanima bolgesi ve DNA kompozisyonuna bagli olarak
degisiklik gosterir. Restriksiyon parcalar1 degisik tip jel elektroforez yontemlerinin
kullanimiyla birbirlerinden ayrilabilirler. Ayni enzimle isleme alinmis farkli suslara
ait DNA parcalan kiyaslandiginda, elektroforetik hareket ve olusan parcgalardaki
farkliliklar ortaya ¢ikar. Farkli say1 ve biiytikliiklerdeki parcalarin olusturdugu profil

2

farkliliklarina “Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) denir
(24).Konvansiyonel restriksiyon enzim analizi (REA) ’nde, bakteriyel genomdan
endoniikleaz enzimi kesisiyle yaklasik 0,5- 50 kb uzunlugunda ylizlerce parca

olugmaktadir. Farkli suslarin REA profilleri de farklidir. Ciinkii suslarin DNA
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dizileri, dolayisiyla da restriksiyon bdlgeleri ve olusan DNA parcgalarinin

biiytikliikleri farkliliklar gosterir (29).

Tiim izolatlar REA ile tiplendirilebilir, ancak yiizlerce banttan olusan profili,
ayrilmayan veya iist liste gelen bandlar nedeniyle yorumlamak zordur. Ayrica, band
paterni i¢inde plazmid veya kontamine DNA pargalarini restriksiyon pargalarindan
ayirmak zordur. Bu problemi ortadan kaldirmak icin bilgisayar destekli bir sistem
kullanilabilir, ancak bunu yapmak bir¢ok laboratuvar i¢in zordur. Genelde REA

diger genotipik tiplendirme yontemleriyle birlikte kullanilmaktadir (24).
3.2.3 SOUTHERN BLOT ANALIZi

Southern blot analizinde agaroz jel elektroforeziyle ayristirilan restriksiyon pargalari
bir nitroseliilloz membran iizerine aktarilir. Daha sonra prob adi verilen isaretli bir
veya daha fazla sayidaki oligoniikleotide homolog diziyi tasiyan restriksiyon
pargalarinin varlig arastirilir (24,27,29). Eger 6zgiil DNA dizilimleri varsa, bunlarin
yeri igaretli DNA problar1 sayesinde gosterilmis olur. Tiim suslar bu sekilde
tiplendirilebilir ve sonuglar biiylik oranda tekrar edilebilir. Yontemin ayrim giicii
bandlarin say1 ve biiyiikliikleriyle dogrudan iliskilidir. Bu yontemde 6nemli olan

uygun probun se¢imidir (18,24).

Yine RFLP’ye dayali bir Southern blot yontemi olan ribotiplendirmede ise suslarin
ribozomal operonlaria spesifik problar kullanilir. Ribozomal operonlar 16S rRNA,
23S rRNA ve ek olarak bir veya daha fazla tRNA’y1 kodlayan niikleotid dizilerinden
olusurlar. Biitiin stafilokoklar ¢ok sayida (bes-sekiz) ribozomal operon tasirlar ve bu
nedenle de ribotiplendirme ile tiplendirilebilirler (24,29). Ribotipler biyolojik olarak
cok stabildirler ve tekrar edilebilir paternler olustururlar. Ribotiplendirme ve diger
Southern blot analizlerinin performans 6zellikleri hibridizasyon kosullarinin sertligi
(stringency), restriksiyon enzimi ve prob se¢iminden dogrudan etkilenir. Zaman alici
ve teknik olarak komplike olan ribotiplendirmede mindr band farkliliklarimin ne
sekilde yorumlanacagi konusundaki kriterler de heniiz standardize edilmemistir (29).
Bir salginda izole edilen tiim izolatlar genellikle ayn1 ribotipe sahiptirler. Bununla
birlikte iligskisiz suslarin siklikla bir veya iki band farkliligiyla ayni paterni
gosterebilmeleri ve epidemiyolojik olarak iligkili izolatlarin da benzer minimal

degisiklikler gosterebilmeleri nedeniyle bu yontemin ayrim giicii ve teknik kullanimi
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sinirlidir. Bir ¢alismaya gore, ribotiplendirme ile alt1 ribotipe ayrilan izolatlar PFGE
ile 26 pulsotipe ayrilmistir (49). Ribotiplendirmenin ayrim giicii MEE’den de
belirgin bir sekilde daha azdir (15,24).

“Insertion Sequences (IS) ”ler ve transpozonlar da stafilokok izolatlarinin
tiplendirilmesinde prob olarak kullanilmaktadirlar (24,29). MRSA’larda 1S431,
IS256, 1S1181 gibi birkag IS elementi bulunmusgsa da tiim suslarin tiplendirilmesinde
yaygin olarak kullanilacak yeterli ayrim giicline sahip tek bir element
bulunamamistir (15,24,29). PFGE ile IS tiplendirmenin birlikte kullaniminin yararh
oldugu yoniinde yayinlar da vardir (46). Tn554, spektinomisin direncini tagiyan
transpozondur ve MRSA’larin %90’indan fazlasinda bulunur (50). Tn554 ‘lin Clal
enzimiyle kesilmesinden sonra olusan bandlar kiyaslanarak da tiplendirme yapilabilir
(29). Ancak bu hareketli genetik elementlere dayali tiplendirme yonteminin
potansiyel komplikasyonu, bu hareketli genetik elementlerin bakteriyel kromozom

disinda plazmid {izerinde de bulunabilmeleridir (24).

Bunlar disinda metabolik fonksiyonlar1 veya virulans faktorlerini kodlayan genlere

ait kromozomal lokuslar da tiplendirmede kullanilabilirler (15.24).

Ozetle, ribozomal operonlara ilave olarak pek ¢ok farkli genetik lokusun Southern
blot analizi uygulamasi S. aureus’larin tiplendirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak o6zellikle herhangi bir yontem digerlerinden daha etkili
bulunmamuistir. Southern blot analizi teknik aksesuarlar1 ve ticari olarak elde edilen
materyal ve ekipmanlarla kolaylagtirllmigsa da, uzmanlik ve ozel arag, gereg

gerektirdiginden yaygin kullanim alan1 bulamamustir (24).

324 “PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS” YONTEMIYLE
TIPLENDIRME

Schwartz ve Cantor tarafindan 1984°’te gelistirilmis olan “Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) » yontemi agaroz jel elektroforezinin bir varyasyonudur.
Elektriksel alanin periyodik olarak (“pulsed”) yer degistirdigi bu elektroforez
yontemiyle, normal agaroz jel -elektroforezi ile ayrilamayan mega baz
biiyiikliigiindeki (10 kb’dan 1,5 Mb’a kadar) DNA parcalarinin ayrimin1 yapmak
miimkiindiir (24,44,51). Bu yontemde, mikroorganizma once “plug” adi verilen

agaroz bloklar i¢ine gomiiliir, daha sonra enzimatik lizis ile bakteri duvar pargalanir
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ve hiicresel proteinler sindirilir. Boylece DNA’nin fiziksel ve kimyasal etkiler
nedeniyle kirilmasi dnlenmis olur. Daha sonra izole edilen bu genom yine bloklar
icerisinde restriksiyon enzimleriyle kesilir (24,52). Yaklasik 2800 kilo baz (kb)
biiyiikliikte olan stafilokok kromozomu Smal kesim (restriksiyon) enzimiyle
(CCCGGQG tanima dizisi) kesildiginde, biiyiikliigii 10 ile 800 kb arasinda 15-20 DNA
par¢asindan olusan bir restriksiyon profili ortaya ¢ikar (24,29).

PFGE’nin iki énemli kisitlilig1 vardir; ilki, agaroz bloklar igine tiim tampon ve
enzimlerin yeterince difiize olabilmesi i¢in uzun siiren birkag inkiibasyon periyoduna
gereksinim vardir. Glinlimiizde S. aureus igin bu islemler kisaltilmig olsa bile, 2 ile 4
giinliik bir calisma siiresi gerektirir (24,52,53). Ancak blok i¢inde elde edilen DNA
+4°C’de yillarca stabil kalir ve diger prosediirler igin bu DNA kolayca elde edilebilir
(52). Yontemin ikinci kisithiligl, pahali ara¢ ve gere¢ gerektirmesidir (24). Bununla
birlikte tekrarlanabilirlik, yiiksek ayrim giicli gibi faktorler nedeniyle c¢ogu
laboratuvarlarda stafilokoklarin tiplendirilmesinde PFGE tercih edilen bir sistem
haline gelmistir ve gilinlimiizde molekiiler tiplendirme yontemleri i¢cinde “altin
standart” olarak kabul edilmektedir (16,24,27). Tiim stafilokok izolatlar1 PFGE ile
tiplendirilebilir. Diger restriksiyon endoniikleaz enzimine dayali yontemlerde oldugu
gibi, elde edilen band paternlerinin tekrar edilebilirligi oldukca yiiksektir. Southern
blot analizinin her asamasinda belli artefaktlar olusabilirken PFGE ile elde edilen
paternler etidyum bromidle boyanarak basit bir sekilde gosterilebilir. Restriksiyon
profilleri goreceli olarak daha basittir ve farkli suslar arasindaki degisiklikler siklikla

belirgin sekilde gosterilebilir (24).

Bir salgindan elde edilen epidemiyolojik olarak iligkili izolatlarin tanimlanmasinda
PFGE’nin yiiksek etkinlik ve yiiksek ayrim giiciine sahip oldugu bilinmektedir (15-
18,24). Epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlarin ayriminda kullanilan bir
tiplendirme yonteminin ayrim giicii, ancak tekrar edilebilirligin sinirlarin1 en uygun
sekilde gdsteren yorum kriterlerinin kullanimiyla ortaya konabilir (54). Onceleri iki
sus, aralarinda tek bir restriksiyon parcasinin bile farkli olmasi durumunda ayri
genotipler olarak kabul edilmekteydi (55-57). Ancak son yillarda Tenover ve

arkadaglarinin 6nerdigi yorum kriterleri kullanilmaktadir (58). Bu kriterlere gore ;

a) Ayni say1 ve biiylikliikte bandlara sahip izolatlar “ayirtedilemez” olarak,
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b) Ug parcaya kadar farklilik gdsteren izolatlar “yakin iliskili” olarak,
c¢) Dort-alt1 band farki gosteren izolatlar “muhtemelen iliskili” olarak,
d) Yedi ve iizeri band farkliliginda izolatlar “iligkisiz” olarak kabul edilirler (58).

Tek bir susa ait izolatlarda minor farkliliklar birkag farkli genetik olaya bagli olarak
ortaya ¢ikabilir (58). Nokta mutasyonu sonucu bir restriksiyon bolgesinde kayip s6z
konusu olabilir. Bu durumda iki ayr1 parga birleserek daha biiyiik tek bir parga olarak
goriilebilir. Kazanilmis yeni bir restriksiyon bolgesi varsa, bu durumun tam tersi
ortaya cikar. Bu nedenle, iki izolat arasinda eger li¢ pargaya kadar farklilik varsa
yakin iligkili kabul edilir (24). Dort-alt1 parga farkliliginda ise iki bagimsiz genetik
olay s6z konusudur. Bu durumda iki izolat birbiriyle muhtemel iliskili kabul edilir.
Yedi veya tlizerindeki parca farkliliginda ise ii¢ veya daha fazla genetik olay soz

konusudur ve izolatlar birbiriyle “iliskisiz” olarak degerlendirilirler (58).

MRSA’larin tiplendirilmesinde PFGE diger yontemlerden daha etkili bulunmustur
(49.50.59.60). Ancak, yapilan bazi1 caligmalara gore ise farkli merkezlerin PFGE
sonuglar1 birbirleriyle yeterince uyum gostermemistir (47.61). Buna ragmen, PFGE
bugiin i¢in MRSA’larin tiplendirilmesinde yaygin olarak ve etkin bir sekilde
kullanilan en 1yi yontemdir (15-18,24)

3.2.5 POLIMERAZ ZiNCiR TEPKIMESINE DAYALI TiPLENDIRME
YONTEMLERI

Stafilokoklarin tiplendirilmesinde standart kabul edilen PFGE’nin uzun zaman ve
teknik imkanlar gerektiren bir yontem olmasi nedeniyle, bu yonteme karsi alternatif
yontemler aranmistir. Bunlarin en 6nemlisi “Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR) “ne
dayali yontemlerdir. PCR yonteminin temel 6zelligi, belirli bir DNA dizisinin hizl
bir sekilde cogaltilmasi (ampifikasyonu) dir. Bu yontemle, 48 saat igerisinde 50
kadar izolat1 kolayca tiplendirmek miimkiin olmaktadir (24,29,62).

PCR temeline dayanan yontemlerde oncelikle mikroorganizmanin niikleik asidi elde
edilir. Daha sonra niikleik asidin belirli bir bolgesine uygun olarak se¢ilmis ve primer
ad1 verilen oligoniikleotidler (primerler tipik olarak 18-20 bp biiyiikliiglindedirler ve
amplifiye edilecek DNA dizisine komplementer diziler igerirler) kullanilarak hedef

DNA pargasi ¢ogaltilir. Amplikon adi verilen bu PCR firiinleri genellikle 0,5-2 kb

15



blyiikliigiindedirler. Daha biiyik DNA dizilerinin ¢ogaltilmas1  zordur.
Amplifikasyon i¢in teorik olarak tek bir hedef DNA molekiiliiniin bulunmasi bile
yeterlidir. Amplifikasyon “thermal cycler” adi verilen programlanabilir 1s1 cihazi
yardimiyla kiigiik plastik tlipler i¢inde gerceklestirilir. Cihaz igindeki tiipler her
dongiide {i¢ degisik 1s1tya maruz kalirlar. ilk basamak denatiirasyondur ve 94°C’a dek
1sitilan DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilir. ikinci basamak birlesme (annealing)
dir. Bu basamakta, ¢ogaltilmak istenen DNA dizisine 6zgiil iki primer, sicakliin
(55-70°C’ye) disiiriilmesiyle, denatiirasyon basamaginda birbirinden ayrilmig olan
kalip DNA tek ipliklerine baglanirlar. Ugiincii basamak primerlerin uzamasidir.
Ortama konmus ve optimum ¢alisma sicaklifi 72°C olan Thermus aquaticus (Taq)
DNA polimerazi (veya 1siya dayanikli bagka bir DNA polimeraz) bu 1sida
primerlerden baslayarak 5°-3° yoniinde DNA sentezi yapar. U¢ basamaktan olusan
bu dongiiniin her tekrarlaniginda iki primer arasinda kalan 6zgiil DNA pargasi iki
katina ¢ikarilmis olur. Yani sentezlenen DNA bir sonraki dongilide kalip olarak
kullanilir ve DNA parcalar1 geometrik olarak artarlar. Yaklasik birkac¢ saat icinde
gerceklestirilen 30-40 dongii sonrasinda hedef DNA pargacigr yaklasik 10° kat
cogaltilmig olur. Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforeziyle ayristirilirlar ve
bir niikleik asit boyasi (6rnegin en sik kullanilan etidyum bromid) ile boyanarak UV

15181 altinda goriintiilenirler (24,63).

PCR yontemi, infeksiyon hastaliklarinin tanisinda yaygin olarak kullanilan ve
olduk¢a kullanmighh bir yontemdir. Ancak tek bir lokusiin analiz edilmesi
epidemiyolojik ayrim icgin yeterli bilgi saglamaz. Ornegin mecA geninin saptanmasi
metisilin direnci hakkinda bir fikir verebilirse de suslar arasindaki iliskinin ortaya
konmasinda yeterli olmaz. Suglarin tiplendirilmesinde hedef dizilerin varlig1 veya
yoklugunun otesinde bilgiye ihtiya¢ vardir. Bunun i¢in birka¢ farkli PCR
modifikasyonuna basvurulur (24,64,65). MRSA tiplendirilmesinde en ¢ok kullanilan
PCR modifikasyonlar1 sunlardir:

3.2.5.1 Koagiilaz Geninin PCR-RFLP Ile incelenmesi

Koagiilaz tiretimi S. aureus’un 6nemli bir virulans faktoriidiir. Koagiilaz tiplendirme,
bu virulans faktoriinii kodlayan gene ait spesifik bir bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi ve
cogaltilan iirlinlin bir RE enzimiyle kesilmesi temeline dayanir (39). Olusan PCR

tiriinii genellikle tek parcadir, ancak bazen iki parca da olabilir (64). Bu yontemde en
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sik kullanilan RE A/ul’dir ve genellikle dort veya daha az sayida restriksiyon parcasi
olusur. MRSA izolatlarinin biiyiik bir kismi1 koagiilaz gen PCR ile tiplendirilebilirse
de ¢ok az sayida izolatta orijinal primer seti kullanilmasina ragmen RE ile kesimi
yapilacak PCR f{iriinii elde edilememektedir (66,67). Bu problem daha sonra
gerceklestirilmis  caligmalarda tekrar gozlenemediginden, bu yoOntemin S.
aureus’larin tiplendirilmesinde {iiniversal olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.
Sonuglar oldukca stabildir (68,69,64) ve epidemiyolojik olarak iligkili izolatlar bu
yontemle gruplanabilirler (15,64,66). Koagiilaz geninin PCR-RFLP ile incelenmesi
PFGE yontemiyle karsilastirildiginda daha diigiik bir ayrim giliciine sahip
bulunmustur (15,64,68). Ancak bu dezavantajina karsilik daha hizli ve daha diisiik
maliyettedir (70). Ayrica band sayisinin az olmasi farkli laboratuvarlarin elde
ettikleri sonuglar1 karsilastirmay1  kolaylagtirmaktadir (68). Ayrim giiciiniin
arttirtlmasi i¢in farkli bir RE enzimi kullanimi veya birden fazla enzimin kombine

kullanim1 gibi denemeler basariya ulasmamustir (69).

Koagiilaz gen tiplendirme, epidemik ve sporadik MRSA’lar arasinda ayrim yapmak
icin de kullanilabilmektedir.  Epidemik suslara 6zel farkli  paternler
gosterilebileceginden bu yontem bilinen bir sus i¢in tarama testi olabilir (69).
Bununla birlikte, tek basina kullanildiginda ve dogrudan klinik 6rneklerde duyarliligi
cok distktiir (71).

3.2.5.2 Protin A Geninin PCR-RFLP incelemesi

PCR’a dayali diger bir tiplendirme yoOntemi olan bu yontemin hedefi X gen
bolgesidir. Bu bolge protein A’y1 kodlayan spa genine ait ve yiiksek degiskenlik
ozelligi gosteren bir bolgedir (65). PCR iiriinleri Rsal enzimiyle kesildiginde ii¢
parca olusur. Bunlardan ikisi degismez, ancak en bilyiikk par¢anin uzunlugu
degiskenlik gosterir (65). Bu yontemin iki ana problemi vardir. Bunlardan ilki ayrim
gliciinlin zayif olmasi, digeri ise sonuclarin diger yontemlerin sonuglariyla uyum

gostermemesidir (29).
3.2.5.3 Random Amplification of Polymorphic DNA Yontemi

“Random Amplification of Polymorhic DNA (RAPD) ” ile tiplendirme “Arbitrarily
Primed PCR (AP-PCR) ” olarak da bilinir. Bu yontemde genomik DNA’ya rastgele
baglanan primerlerin kullanimiyla PCR islemi gergeklestirilir. Ortaya ¢ikan PCR
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triinleri elektroforez islemiyle birbirlerinden ayrilirlar ve goriintiilenirler. Olusan

band paternleri, say1 ve biiyiikliiklerine gore birbiriyle karsilastirilirlar (29).

RAPD ile hemen tiim MRSA’lar tiplendirilebilmekte ve ayni laboratuvar i¢inde elde
edilen sonugclar tekrarlanabilmektedir (72). RAPD, bir salgin bolgesinde kullanildigi
zaman epidemiyolojik olarak iligkili mikroorganizmalar1 siniflandirabilir ve iliskisiz
olan izolatlar1 ayirabilir (72,73). Bu yontemin en belirgin avantaji diger yontemlere
gbre oldukca hizli sonu¢ vermesi ve teknik olarak basit olmasi ve tiplendirilecek
mikroorganizma ile ilgili genom bilgisine gereksinim gostermemesidir. (73). Ayrim
giicti kullanilan primerlerin baz dizilimine ve sayisina baghdir. Ancak ii¢ veya daha
fazla primer kullanilmasi hem zaman alicidir, hem de bu sekilde bile ayrim giicii
PFGE’den daha diisiiktiir (60,62). Farkli merkezlerde yapilan yar1 standardize
yontemlerden alinan sonuglar karsilastirildiginda, MRSA’lar icin RAPD yodnteminin
tekrarlanabilirliginin ¢ok zayif oldugu goriilmiistiir (72). Bunun nedeni zayif bantlari
yorumlamadaki giicliik veya band ayrimini ve farklihgimi etkileyen elektroforez
kosullarindaki degisiklikler olabilir. Aymi laboratuvarda bile farkli zamanlarda
yapilan RAPD tiplendirme sonuglari arasinda degisiklikler olabilmektedir (62).
Tekrarlanabilirligin diisiik olmasi ve laboratuvarlar arasi standardizasyonun zor
olmasi nedeniyle RAPD bir referans yontem olmak i¢in uygun goriilmemektedir.
(72). Ancak bolgesel olarak endemik oldugu bilinen bir sus i¢in spesifik primerlerin

kullanimiyla hizli bir tarama testi olarak kullanilabilir.
3.2.5.4 rep-PCR Yontemi

Bu yontem kromozom iizerindeki farkli say1 ve pozisyondaki tekrarlayan dizilere
uyan primerlerin kullanildigr bir PCR yontemidir. PCR islemi belirli bolgelere
spesifik primerlerle yiiksek sertlikte (high stregency) gerceklestirilir (74).Bu
yontemin tekrarlanabilirligi RAPD’den daha iyidir. MRSA’larin tiplendirilmesinde
hangi primer kullanildiginda bu yontemin daha yararli olabilecegi konusu heniiz tam

aciklik kazanmamuistir (67).
3.3TIPLENDIRME YONTEMLERININ DEGERLENDIRILMESI

Bakteriyel infeksiyona bagli oldugu diigiiniilen bir salginin arastirilmasinda, salginla
iliskili suglar1 tanimlamak ve epidemik olanlarla endemik veya sporadik olan

izolatlarin ayrimini yapmak i¢in tiplendirme yontemlerine gereksinim bulunmaktadir
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(25). Kullanilan pek ¢ok tiplendirme yonteminden hangisinin daha iyi performansa
sahip oldugunu degerlendirecek objektif kriterler bulunmamaktadir. Yapilan
calismalarda 6zel kosullar altinda, se¢ilmis bir grup izolat kullanilarak bir yontemin
digerine gore daha iyi veya daha kotii oldugu ortaya konmaktadir. Ancak bir
tiplendirme yontemini degerlendirecek veya pozitif ve negatif sonuglarmi
dogrulayacak “altin standart” bir tiplendirme yontemi heniiz tanimlanmamistir. Bu
nedenle “duyarlilik” ve “6zgiillik” gibi 6zelliklerin bu amagla kullanilmasi ¢ok
uygun degildir. Tiplendirme yontemlerinin degerlendirilmesinde kullanilan bazi

kriterler sunlardir: (18,25,27).

1) Tiplendirebilirlik: Tiplendirebilirlik, kullanilan yontemin bir tiir igindeki tiim

mikroorganizmalar1 tiplendirebilme yetenegidir. Bir yontemin ayrim gilicii ve
tekrarlanabilirligi yliksek olsa bile tiir icindeki izolatlarin yanlizca %50-60’1n1

tiplendirebiliyorsa epidemiyolojik arastirmalarda kullanimi kisitlidir (43).

2) Tekrarlanabilirlik: Tekrarlanabilirlik, belirli bir sus ile yapilan tekrarlarda ayni

sonucun alinabilmesidir. Tekrarlanabilirlik 6zellikle karsilastirmaya imkan tantyan
giivenilir veri tabanlar1 olusturmak icin 6nemlidir. Ancak tiplendirme yontemlerinde
ayni kosullar uygulansa bile farkli giinlerde yapilan caligmalardan elde edilen
sonuglar arasinda uyumsuzluklar olabilmekte, sonu¢larin giivenilirligi azalmaktadir.
Ozellikle hiicre duvari sentezini etkileyen antibiyotiklerle yapilan tedaviler
tiplendirme yoOntemlerinin tekrarlanabilirligini etkileyebilmektedirler (43). Bir
yontemin tekrarlanabilirlik ve stabilite diizeyini degerlendirmek icin herhangi bir
standart bulunmamaktadir. Bu nedenle de bu 6zellik acgisindan yontemler arasinda

kiyaslama yapmak zordur (29).

3) Ayrum giicii: Ayrim giicii, tiplendirme yonteminin bir tiliriin farkli suslar1 arasinda

etkin ayrim yapabilme 6zelligidir. Kullanilacak yontemin ayrim giicii yiiksek olmali,
ortak bir kaynaktan infekte olan kisilere ait izolatlar arasindaki baglantiy1
gosterebilmelidir. Ayn1 zamanda salgin kaynagindan tamamen farkli bir cografi
bolgeden izole edilen, epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar1 acgik olarak ayirt
edebilmelidir. Ayni tiir igindeki suglar arasindaki maksimum ayrim ¢ogunlukla
hiyerarsik bir diizen igerisinde ve en az iki tiplendirme yonteminin kullanilmasiyla
basarilabilmektedir. Birinci yontemle temel grup belirlenirken ikinci yontemle bu

grup i¢indeki farkli tiplerin birbirinden ayrimi saglanir. Ayrim - giicii
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tekrarlanabilirlikle iligkilidir ve tekrarlanabilirlik azaldiginda ayrim giicii kaybolur
(25,43). Ayrim giiclinlin degerlendirilmesi icin standart dl¢li olarak “Simpson’un
Farklilik Indeksi” (Simpson’s Index of Diversity) kullanilmaktadir (48,75). Bu
Olcliniin  kullanilmas1 i¢in ¢ok sayida iligkisiz organizmanin test edilmesi

gerekmektedir. Bu nedenle de nadir olarak kullanilmaktadir (29).

4) Uygulama kolayligi: Uygulama kolayligi, bir yoOntemin arag, gere¢ ve

cozeltilerinin maliyeti, teknik ayrintilar1 ve yontemin 6grenilip laboratuvara adapte
edilebilmesiyle ilgili bir kriterdir. Tiplendirme ydntemi ayni zamanda basit ve
ekonomik de olmalidir. Ciinkii kolay uygulanabilirlikle yaygin kullanim arasinda

pozitif bir iliski vardir (18.43).

5) Yorum kolayligi: Bir yonteme ait sonuglar elde edildikten sonra en 6nemli is elde

edilen verilerin dogru olarak yorumlanmasidir. Bunun i¢in ortaya konmus standart
kriterler olmalidir. Ornegin, PFGE gériintiilerinin degerlendirilmesine yonelik genel
kabul gérmiis kriterler yayinlanmisken, RAPD paternlerinin yorumlanmasinda heniiz

standart bir yaklasim yoktur (18).

Yukarida bahsedilen tiplendirme yontemlerinden sadece faj tiplendirme ydntemi
uluslararas1 kullanim i¢in standardize edilmistir. Ancak tiplendirilemeyen izolatlarin
oraninin fazla olmasi ve zayif tekrarlanabilirlik bu yontemin temel dezavantajlaridir.
Diger fenotipik yontemlerin giivenilirligi ise ¢ok azdir. Buna karsin genotipik
yontemler fenotipik yOntemlerden daha yiiksek ayrim giicli ve tekrarlanabilirlige
sahiptirler. Ancak hicbir yontem ideal yontem olmak icin gerekli kriterlere tam
olarak uymamaktadir. Ozellikle gelistirilen bir ydntemin laboratuvarlar arasi
karsilagtirmalar i¢in standardize edilmesi oldukca zordur (29). Genotipleme
yontemlerinin heniiz ticari olarak bulunmayisi ve in house protokollerin kullanimi,

caligsmalar arasinda standardizasyonu giiglestirmektedir.

20



Tablo-1 Tiplendirme Yontemlerinin Karsilastirilmasi (36)

Degerlendirme Kriterleri

Tekrarlanab Yorum Uygulama
Tiplendirme Yontemi Tiplendirebilme Ayrim Giicii
ilme Kolayhg Kolayhg
Biyotiplendirme Tiim izolatlar Zayif Zay1if Orta Kolay
Antibiyotipleme Tiim izolatlar Iyi Zayif Kolay Kolay
Serotiplendirme Cogu izolatlar Iyi Vasat Orta Orta
Plazmid analizi Cogu izolatlar Iyi Iyi Orta Orta
Kromozomal DNA’nin REA | Tiim izolatlar Iyi Tyi Zor Orta
Orta=>
RFLP ve DNA Prob Analizi Tiim izolatlar Miikemmel Orta Zor
Miikemmel
PFGE Tiim izolatlar Miikemmel Miikemmel Orta Orta
AP-PCR (RAPD) Cogu izolatlar Iyi Tyi Orta Orta

Bununla birlikte son zamanlarda PFGE yontemi MRSA’lar i¢in “altin standart”

olarak kabul edilmeye baslanmistir. PFGE ile tiplendirmenin o&zellikle bolgesel

salginlarda yiiksek ayrim giicii ve performans gosterdigi ifade edilmektedir (20).

PFGE, c¢ok zaman alic1 ve laboratuvarlar arasi standardizasyonunun zayif olmasina

ragmen diger metodlarla karsilastirildiginda yararli bir referans yontemi olmustur

(76).

Sonug olarak, hizli yontemlerden bir grubunu kombine sekilde kullanarak benzer

suslar1 ayirdetmek yararli olacaktir. Ancak unutulmamasi gereken en énemli nokta,

biitiin tiplendirme yontemlerinin, epidemiyolojik bir arastirmada epidemiyolojik

veriler 15181 altinda degerlendirilmesi gereken yardimer araglar oldugudur.
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5. MATERYAL VE METOT
51 iZOLATLAR:

Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi YBU’lerinde
yatan hastalardan Ekim-Aralik 2004 tarihleri arasinda 3 ay siire ile kan kiiltiirii
siselerinde laboratuvara gonderilen kan ornekleri ¢alismaya alindi BacT Alert 3D
otomotize kan kiiltilir sisteminde (BioMerieux,Fransa) 7 giin siireyle inkiibe edilerek
tireme sinyali veren siselerden steril enjektorle 2-3 ml 6rnek alinip steril tiipte 3000
devir/dakika’da 5 dakika sanrtrifiij edildi, tiiplin dip kismindan bir 6ze ile alinarak %
5 koyun kanli agara ekimleri yapildi. 37 °C de bir gece inkiibe edildi, inkiibasyon
sonunda morfolojik olarak stafilokok oldugu diisiiniilen koloniler Gram boyasi,
katalaz ve plazma koagulaz testleri yapilarak ayrildi. KNS tiplendirmeleri ise Vitek2
(BioMerieux, Fransa) Gram pozitif identifikasyon paneline alinarak prosediiriine

uygun olarak yapildu.

Izole edilen S. aureus ve diger tiim KNS’lerin disk difiizyon yontemi ile oksasiline

ve sefoksitine duyarliliklar1 ¢aligildi
5.2 Oksasilin disk difiizyon yontemi

Bu yontemde metisilin direngli S. aureus izolatlarinin saptanmasi amaciyla 1 pg
oksasilin diski kullanildi. 0,5 Mc Farland bulanikliga ayarlanmis olan bakteri
siispansiyonundan Mueller Hinton agara (MHA) 1 ml ekim yapilip steril ekiivyonla
besiyerinin yiizeyine yayildi. Plaklar 35 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Standart sus
olarak ATCC 25923 kullanildi. Oksasilin disk diflizyon yontemi i¢in CLSI tarafindan

belirlenen direng sinir degerlerine gore inhibisyon zon ¢aplari degerlendirildi.(77,78).

Tablo 2: Oksasilin disk difiizyon yonteminde kullanilan zon cap degerleri
(CLS))

Direncli | Orta duyarh | Duyarh | Mikroorganizma

Ipg Oksasilin (< 10 mm| 11-12mm |> 13 mm| S. aureus

Ipg Oksasilin [< 17 mm > 18 mm | KNS

22



5.3 Sefoksitin disk difiizyon yontemi

Bu yontemde 30 pg sefoksitin diski kullanmildi. 0,5 Mc Farland bulanikliga
ayarlanmis olan bakteri slispansiyonundan MHA’a ekim yapildiktan sonra, plaklar
35 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Sefoksitin disk difiizyon yontemi igin CLSI
tarafindan belirlenen direng sinir degerlerine gére inhibisyon zon ¢ap1 < 21 mm olan

izolatlar direngli, > 22 mm olan izolatlar ise duyarli olarak kabul edildi (77,78).

Tablo 3: Sefoksitin disk difiizyon yonteminde kullanilan zon c¢ap degerleri
(CLS))

Direncli Duyarh Mikroorganizma
30 ug Sefoksitin [< 21mm > 22mm S. aureus
30 ng Sefoksitin [< 24 mm > 25 mm KNS

5.4 PCR ile mec geni arastirilmasi
Bakteri DNA izolasyonu

1- 24 saatlik bakteri kiiltiiriinden tek koloni MHB’a siispanse edilip, 37 °C’de inkiibe
edildi.

2- Inkiibasyondan sonra 15 dak. 3000 rpm ‘de santrifiij edilir. Ust sivi dokiiliir,

tizerine 1ml TE buffer eklenir ve vortekslenir, 1.5 ml’lik ependorf tiipe aktarilir.
3- Siispansiyon tekrar 10 dak. 10000 rpm’de santrifiij edilip, stipernatant atilir.

4- 100pg/ml “lik lizostafinden 50pl eklenip, vortekslendikten sonra 10 dak. 37°C’lik

sicak su banyosunda bekletilir.

5- Vortekslendikten sonra iizerine 100ug/ml Proteinaz K’dan 50ul eklenip,
vortekslendikten sonra 10 dak. 37°C’lik sicak su banyosunda bekletilir.

6- Daha sonra kaynayan suda 15 dakika kaynatilir.

7- Kaynadiktan sonra 10 dak. mikrosantrifiijde c¢evirip, siipernatant pelete

dokunmadan alinir, hazirlanan DNA kullanilincaya kadar -20 °C’de bekletilir
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PCR Primerleri

2 Oligoniikleotid primeri S. aureus TK784’lin mecA geninin DNA sekansina gore
sentezi yaptirilmistir. Primer 1 (5'-GTTGTAGTTGTCGGGTTTGG-3") sekansina
sahip olan mecA geni 37-57 arast nikleotidlerdir. Primer 2 (5'-
CCACCCAATTTGTCTGCCAGTTTCTCC-3')  sekansiyla  1827-1854  arasi
niikleotidlerin ters komplemeteridir (79,80).

PCR protokolii

Amplifikasyon karisiminin hazirlanmasi

Ependorf tliplinde toplam hacim 50ul olacak sekilde asagida gosteridigi gibi

hazirlanmistir.

Distile su 22 ul
PCR tampon (10 x) Sul
dNTP mix 2 mM 5ul
25 mM MgClI, 3ul
Primer Sens (5 uM) Sul
Primer Antisens (5 uM) Sul

taq DNA polimeraz (5U) 0,5 ul

total DNA’dan Sul

Tablo 4:Amplifikasyon Programi

1 Dongii Denatiirasyon 94° C 4 dakika
denatiirasyon 94° C’ 30 saniye

30 Dongt primer baglanma  55° C 30 saniye
primer uzama 72°C 2 dakika

1 Déngii Son uzama 72°C 5 dakika

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir.
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Amplifikasyon sonucunun gozlenmesi

12 ul amplifikasyon triinii yaklasik 2 pl loading dye ile karistirilip ve % 2 lik agaroz
gel [ 2 gr agaroz lizerine 100 ml IXTAE (ImM Tris-acetate + 1 mM EDTA 100
ml’ye kadar distile su ilave edilerek hazirlanir)] ve toplam hacim igerisindeki
konsantrasyonu 5 uM etidyum bromiir olacak sekilde hazirlandi. Elektroforez islemi
(100 Volt’da 1 saat) sonucunda jel bir transiliiminatdr iizerine alinarak UV 15181
(~304 nm) altinda fotograf ¢ekildikten sonra amplifiye edilen DNA’nin molekiil
agirhg, molekiiler agirhk standardi (Hae®X174 DNA size marker) ile
karsilagtirilarak yaklasik olarak belirlenmistir. 1107 bp biiyiikliiglinde bant goriilmesi

pozitif olarak degerlendirilmistir.
5.5 PFGE YONTEMI iLE MOLEKULER ANALIZ

PFGE yontemi ile MRSA,MRSE ve metisiline direncli KNS olmak iizere toplam
57 susun molekiiler analizi yapilmistir.

5.5.1 Geregler:

Bakteri saklama tiipleri (Mast Cryobank/Almanya)

Blok hazirlama kaliplar (BKMM/GATA/Tiirkiye)

Elektroforez tanki ve giic kaynagi  (Mini Sub Cell GT System/BioRad/ABD)
Gorlintii analizi i¢in yazilim (Quantity One/BioRad/ABD)

Hassas terazi (Precisa 125 A SCS/Isveg)

Jel goriintiileme sistemi (GelDoc/BioRad/ABD)

Mubhtelif Mikropipetler (Biohit Proline Pipette/Finlandiya)
PFGE Cihaz1 CHEF-DR 11 (BioRad/ABD)

pHmetre (EMAF/Tiirkiye)

Santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5417R/Almanya)
Spektrofotometre (Jenway/Ingiltere)

Yatay calkalayici (OXOID/Almanya)

5.5.2 Realktifler:

Etidyum Bromid (Boehringer Mainheim GmbH/Almanya) : 10 mg/ml (steril distile
su icinde, w/v)

Lizostafin (Sigma/Almanya) : 10 mg/ml (steril distile su i¢inde)

Lizozim (Serva/Almanya) : 10 mg/ml (steril distile su iginde)

“Low Melting” Agaroz (Sigma/Almanya) : % 1,5 (steril distile su iginde,w/v)
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Mueller Hinton Agar (DIOMED/Tiirkiye)

Proteinaz K (Sigma/Almanya) : 20 mg/ml (steril distile su i¢inde)
PFGE 6l¢ii birimi (Lambda fajina ait) (Fluka/isvicre) : 50-1000 kb aras1
“Pulsed Field Certified” Agaroz (BioRad/ABD)

Riboniikleaz A (Ambresco/ABD) : 10 mg/ml (steril distile su iginde)
Smal Restriksiyon Enzimi (Sigma/ABD) : 10 1U/ul

Tryptic Soy Sivi besiyeri (TSB) (DIFCO/ABD)

10X TBE:  Tris (Sigma/Almanya) 108 gr/It

Borik asid (Sigma/Almanya) 55 gr/lt
EDTA (Sigma/Almanya) 20 ml/1t [0,5 M (pH: 8,0) ]
EC soliisyonu: Tris (Sigma/Almanya) 6 mM (pH: 8,0)
NaCl (MERK/ABD) 1M

EDTA (Sigma/Almanya) 0,1 M (pH: §,0)
Na deoksikolat (Ambresco/ABD) % 0,2 (w/v)
Na lauril sarkozin (Sigma/Almanya) % 0,5 (w/v)
0,2 um’lik filtreden gecirilerek sterilize edildi.
EC-lizis soliisyonu: EC soliisyonuna kullanim giiniinde 50 pg/ml riboniikleaz A,
100pg/ml lizozim, 100 pg/ml lizostafin eklenerek elde edildi.
ES soliisyonu: EDTA (Sigma/Almanya) 0,5 M (pH: 9,0)
Na lauril sarkozin (Sigma/Almanya) % 1 (w/v)
0,2 um’lik filtreden gecirilerek sterilize edildi.
ESP soliisyonu: ES soliisyonuna  kullanim giinlinde 2 mg/ml

konsantrasyonunda proteinaz K eklenerek elde edildi.

PIV soliisyonu: Tris (Sigma/Almanya) 0,01 M (pH: 8,0)
NaCl (MERK/ABD) 1M
0,2 um’lik filtreden gecirilerek sterilize edildi.

Smal Enzim Tamponu: Tris (Sigma/Almanya) 6 mM (pH: 8,0)
KCI (Sigma/Almanya) 20 mM
MgCl; (Sigma/Almanya) 6 mM

TE: Tris (Sigma/Almanya) 10 mM (pH: 7,5)
EDTA (Sigma/Almanya) I mM (pH: 8,0)
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5.5.3 PFGE islemi icin Kromozomal DNA izolasyonu:

DNA izolasyonu, Goering RV. ve ark.’nin ve de Lencastre H. ve ark.’nin
tanimladiklar1 yontemlerden modifiye edilerek gerceklestirildi (24.38)

1. Bakteri saklama tiiplerinde —20°C’de saklanan MRSA suslar1 Mueller Hinton
agara ekilerek canlandirildi. Ekimler 24 saat siireyle 37°C’de normal atmosfer
kosullarinda inkiibe edildi.

2. Inkiibasyondan sonra saf kiiltiir halinde iireyen suslardan birkac koloni 3 ml TSB
besiyerine ekildi. Inkiibasyon dakikada 200 kez calkalanacak sekilde 37°C’de bir
gece strdiiriildi.

3. TSB’deki bakteri siispansiyonundan 1000 ul’si santrifiij tiiplerine alind1 ve 7000
rpm’de 2 dk. siireyle santrifiij edildi.

4. Ust siv1 atildi ve elde edilen bakteri pelleti, iizerine 1000 ul PIV soliisyonu
eklenerek yikandi. Tekrar 7000 rpm’de 2 dk. siireyle santrifiij edildi.

5. Ust sivi atild1 ve pellet 400 ul PIV soliisyonu ile siispanse edildi.

6. Siispansiyonun 10 pl’si optik dansite degeri 6l¢iimii i¢in i¢inde 2 ml PIV bulunan
tek kullammlik spektrofotometre kiivetine konarak homojenize edildi. Olgiimler 620
nm dalga boyunda gerceklestirildi. izolatlardan standart miktarda hiicre igeren
siispansiyonlar1 hazirlayabilmek i¢in her bir 400 pl PIV soliisyonu igerisindeki
bakteri siispansiyonu iizerine eklenecek PIV miktari su formiile gore belirlendi:
Eklenecek miktar (ul) = (Olgiilen OD degeri x 50 x 210) — 210

7. Hesaplanan miktarda PIV soliisyonu eklendikten sonra elde edilen standart
bakteri siispansiyonunun 300 pl’si, 50°C’de tutularak dengelenen % 1,5’luk “low
melting point” agaroz ile esit hacimde karistirilarak siispanse edildi.

8. Elde edilen siispansiyon “plug” adi verilen bloklar1 olusturmak i¢in tasarlanmis
kaliplara dokiildi. Kaliplar 5 dk.siireyle +4°C’de, 5 dk. siireyle de —20°C’de
bekletildi.

9. Katilasan bloklar 1 ml EC-lizis soliisyonu igeren 1,5 ml’lik konik santrifiij
tiiplerine konarak 37°C’de 5 saatlik inkiibasyona birakildi.

10. Inkiibasyon sonunda tiiplerdeki EC-lizis soliisyonlar: aspire edildi ve bloklar
tizerine 1 ml ESP soliisyonu eklendi. 50°C’de bir gecelik inkiibasyona birakildi (en

az 18 saat).
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11. Inkiibasyonun tamamlanmasindan sonra bloklar 1X TE tamponuyla 4 kez vidal
kapakli, 50 ml’lik steril plastik tiipler icinde yikandi. Yikamalar arasinda bloklarin
bulundugu tiipler +4°C’de tutuldu.

12. Yikama islemi tamamlandiktan sonra bloklar 1 ml 1X TE tamponu igerisine
alinarak enzimle kesim islemine kadar +4° C’de saklanda.

5.5.4 Restriksiyon Enzim Kesisi:

1. DNA bloklar1 400 pl Smal enzim tamponu igeren 1,5 ml’lik konik plastik
santrifijj tiiplerine konarak yarim saat oda 1sisinda (25° C) bekletildi.

2. Daha sonra olan bu tampon pipetle bosaltildi ve yerine 30 IU Smal enzimi ve 300
ul 1X ticari enzim tamponu konuldu. Bloklar 37°C’de bir gecelik (en az 18 saat)
inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyon bitiminde DNA bloklar1 20 ml 1X TE tamponu ile bir kez yikandi.
5.5.5 PFGE Islemi:

PFGE islemi de Lencastre H. ve ark.’nin tanimladiklar1 sekilde gergeklestirildi (38).
1. RE kesimi tamamlanan DNA bloklari, 0,5X TBE tamponuyla hazirlanmis %1°lik
“pulsed field certified” agaroz jeldeki kuyucuklara dikkatlice yerlestirildi.

2. 1Ilk ve son kuyucuklara lambda ladder iceren PFGE &l¢ii birimi kondu.

3. Elektroforez islemi, CHEF-DR II PFGE cihaziyla 0,5X TBE tamponu
kullanilarak 14°C’de, 6 V/cm, 20 saat siireyle, baslangi¢ degisim zamani 5,3 sn. ve
bitis degisim zamani 34,9 sn. olacak sekilde gerceklestirildi (25).

4. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel 6nce 0,5 pg/ml etidyum bromid
igeren 250 ml 0,5X TBE tamponu i¢inde 30 dk. siireyle boyandi, daha sonra distile
su ile yine 30 dk. siireyle yikandi.

5. Band goriintiileri UV 151k altinda GelDoc goriintiileme sistemi yardimiyla
bilgisayar ortamina aktarildu.

6. Quantity One isimli yazilim ile goriintli analizi yapildi.

7. Tiplendirme islemi Tenover kriterlerine gore gerceklestirildi. (58).
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Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE)

00000 [0

Sekil 1: Pulse Field Jel Elektroforez yontemimin sematik goriiniimii (48).
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6.BULGULAR

Calismamizda YBU’lerde yatan hastalardan alinan kan érneklerinden izole edilen 25
S. aureus, 32 KNS izolat1 olmak iizere toplam 57 stafilok izolatinda oksasilin disk
difiizyon testi, sefoksitin disk difiizyon testi ve PCR ile mec A geni aranmasi

yontemleriyle metisilin direnci belirlenmeye calisilmistir.

Stafilokok izolatlarinin se¢iminde Oncelikle oksasiline direng¢li olan izolatlar temel
olarak alinmistir. oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon testleri es zamanl olarak
calisilmigtir. 57 S. aureus ve KNS izoltalarinin tamami oksasiline direngli iken 3’1 S.
aureus, 3’ KNS olmak {izere toplma 6 izolat Sefoksitine duyarli oldugu

saptanmustir.

Tablo 5: S. aureus suslarinda oksasilin ve sefoksitin duyarhlik sonuclari

Sus | Protokol no 0OX [(FOX

1 17 S. aureus |R R

2 127 S. aureus |R R

3 (38 S. aureus |R R

4 |65 S. aureus |R R

5 154 S. aureus |R R

6 |648 S. aureus |R R

7 678 S. aureus |R R

8 703 S. aureus |R R

9 1008 S. aureus |R R

10 [8638 S. aureus |R 25mm S
11 |8676 S. aureus |R 25mm S
12 | 8830 S. aureus |R R

13 | 8847 S. aureus |R R

14 | 8848 S. aureus |R R

15 | 8850 S. aureus |R R

16 | 8873 S. aureus |R R

17 | 8882 S. aureus |R R

18 8890 S. aureus |R R

19 19105 S. aureus |R 22mm S
20 (9161 S. aureus |R R

21 19950 S. aureus |R R

22 110267 S. aureus |R R

23 11536 S. aureus |R R

24 157484 S. aureus |R R

25 1100206 S. aureus |R R

OX:OKksasilin
FOX:Sefoksitin
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Tablo 6: Koagiilaz negatif stafilokoklarin duyarhlik Sonug¢lar:

Sus | Protokol no 0X |FOX
1 |56 S. haemolyticus |R R

2 |69 S. epidermidis  |R R

3 |85 S. haemolyticus | R R

4 | 857 S. epidermidis | R R

5 8324 S. hominis R R

6 8371 S. epidermidis | R R

7 18392 S. haemolyticus |R R

8 8418 S. epidermidis | R R

9 18652 S. haemolyticus |R R

10 8679 S. epidermidis | R R

11 8698 S. hominis R R
1218907 S. epidermidis | R R

13 8977 S. haemolyticus |R R

14 19265 S. epidermidis  |R R

15 19344 S. epidermidis | R R

16 19622 S. auricularis R R

17 9822 S. cohnii R R

18 19939 S. epidermidis | R R

19 19974 S. epidermidis  |R 26 mm S
20 10021 S. auricularis R R

21 10469 S. epidermidis | R 30mm S
22 10511 S. epidermidis | R 26 mm S
23 | 11067 S. epidermidis | R R

24 111082 S. auricularis R R

25 11301 S. warneri R R

26 | 11372 S. epidermidis  |R R

27 11497 S. epidermidis | R R

28 | 11640 S. epidermidis  |R R

29 88741 S. epidermidis | R R

30 19625 S. epidermidis | R R

31 [8767 S. auricularis R R

32 | 11501 S. cohnii R R

KNS izolatlarindan Sefoksitine duyarli olan 3 izolat ta S.epidermis’tir. Diger

KNS’lerde ise Sefoksitine duyarli herhangi bir izolat saptanmamustir.
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Tablo 7: izolatlarin Yogun Bakim Unitelerine gore dagihmi

YBU MRSA | KNS | Toplam izolat (%)
DahiliYogun Bakim Unitesi 16 13 29 (50.8)

Cerrahi DahiliYogun Bakim Unitesi | 6 11 17 (29.8)

Pediatrik Yogun Bakim Unitesi 3 7 10 (17.6)
Yenidogan Bakim Unitesi - 1 1 (1.8)

Toplam 25 32 57

YBU’lerde izole edilen 57 S. aureus ve KNS’lerin 29’u (%50.8) DYBU’den izole
edilirken 17°si (%29.8) CYBU’den,10’u (%17.6) PYBU’den 1 tanesi ise YYBU’den
izole edilmistir. 25 S. aureus’un 16’s1t DYBU’den izole edilirken 6’s1 CYBU’den
izole edilmis olup 3 izolat ise PYBU’den izole edilmistir. Yine KNS’lerin 13’ii
DYBU’den,11’i CYBU’den,7’si PYBU’den ve 1’i ise YYBU’den izole edilmistir.

Tablo 8: KNS lerin tiir dagilim

KNS n (%)
S. epidermidis 18 (56.1)
S. haemolyticus 5(15.1)
S. auricularis 4

S. hominis 2

S. cohnii 2
S.warneri 1

YBU’lerden izole edilen 32 KNS izolatinin 18’ (%56.1) S. epidermidis, 51 (15.1) S.
haemolyticus, 4’0 S. auricularis, 2°si1 S. hominis, 2’si S. cohnii ve 1’1 S.warneri

oldugu saptanmistir.

Tablo 9: YBU kan érneklerinden izole edilen 57 Stafilokok izolatlarinin
Oksasilin Sefoksitin Disk difiizyon testi ve PCR yontemi ile metisilin direncinin

saptama sonuc¢larimin kiyaslanmasi

Mikroorganizma Yontem Diskdifiizyonla mec A + (%) mec A- (%)
duyarhlik
S. aureus Oksasilin R 25 19 (76) 6 (24)
n=25 S | e | e— | -
Sefoksitin R 22 18 (81.8) 4(18.2)
S 3 1 2
KNS Oksasilin R 32 19 (59.3) 13 (40.7)
n=32 S | e | e— | -
Sefoksitin R 29 16 (55.2) 13 (44.8)
S 3 3 0

32




Oksasiline direngli olan 25 S. aureus izolatinin 3’iiniin Sefoksitine duyarh

oldugu,6’sinda ise mec A genin olmadig1 saptanmistir.Sefoksitne duyarli 3 S. aureus

izolatinin 1’inde mec A geni tespit edilmistir.Oksasiline direngli 32 KNS izolatinin

3’lniin Sefoksitine duyarli oldugu,13’lin de ise mec A geninin olmadigi saptanmustir.

Sefoksitne duyarli 3 KNS izolatinin tamaminda mecA geni oldugu saptanmistir.

Tablo-10: PFGE ve PCR sonuc¢larina S. aureus tipleri

No | Protokol no OX | FOX mec A PFGE tipleri | Alt tipler
1 |17 S. aureus |R _|R Negatif TipA Al
2 27 S.aureus |R |R Pozitif TipA

3 |38 S. aureus |R |R Pozitif TipA

4 |65 S.aureus |R _|R Negatif TipA Al
5 |154 S. aureus |R |R Pozitif TipA

6 |648 S. aureus |R _|R Negatif Tip B Bl
7 |678 S. aureus |R |R Pozitif Tip B

8 |703 S. aureus |R |R Pozitif TipA

9 |1008 S. aureus |R |R Pozitif TipA

10 | 8638 S. aureus |R |25mm S Pozitif Tip B

11 |8676 S. aureus |R |[25mm S Negatif TipA Al
12 | 8830 S.aureus |R |R Pozitif TipB

13 | 8847 S. aureus |R |R Pozitif TipA

14 | 8848 S. aureus |R |R Pozitif TipA

15 |8850 S aureus |R |R Pozitif Tip B

16 |8873 S. aureus |R |R Pozitif Tip B

17 |8882 S. aureus |R |R Pozitif TipA

18 | 8890 S. aureus |R |R Pozitif TipA

19 19105 S. aureus |R_|22mm S Negatif Tip B Bl
20 | 9161 S. aureus |R _|R Negatif TipA Al
21 9950 S.aureus |R |R Pozitif Tip B

22 110267 S. aureus |R |R Pozitif TipA

23 | 11536 S. aureus |R |R Pozitif TipA

24 | 57484 S. aureus |R |R Pozitif TipA

25 1100206 S.aureus |R_|R Pozitif TipA

17 S. aureus izolatinin PFGE sonuglaria gore Tip A oldugu, 8 izolatin ise Tip B
oldugu saptanmustir.

Tablo 11: S. aures

tiplerininin Yogun Bakim iinitelerine gore dagilim

CYBU | DYBU | PYBU
Tip A 6 10 1
Tip Al 1 2 1
Tip B 1 6 1
Tip Bl 1 1
Toplam 7 16 2

Tip A olarak saptanan 17 izolatin 4’{inde mec A geni saptanmamis olup bunlar Tip

Al olarak adlandirlmistir. Tip B olarak saptanan 2 izolatta mec A geni saptanmamis

olup Tip B1 olarak adlandirilmustir.
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Tablo 12: Oksasilin, sefoksitin ve mec A geni sonu¢larinin karsilastirilmasi

mec APozitif (%) | OX direncli (%) | FOX direncli (%)
S. aureus 19 (76) 25 (100) 22 (88)
KNS 19 (59.4) 32 (100) 29 (90.6)

25 S. aureus’un 19’u nda (%76) mec A geni,32 KNS izolatinin 19°unda (%59.4) mec
A geni saptanmustir.

Tablo 13: S. epidermidis ‘lerin PCR mec A geni sonu¢lari

Protokol no OX |[FOX mec A
1 |69 S. epidermidis |[R  |R Negatif
2 |857 S. epidermidis |[R |R Pozitif
3 |8371 S. epidermidis |[R  |R Pozitif
4 | 8418 S. epidermidis |[R  |R Pozitif
5 [8679 S. epidermidis |[R  |R Negatif
6 8907 S. epidermidis |[R  |R Pozitif
7 19265 S. epidermidis |[R  |R Negatif
8 19344 S. epidermidis |[R  |R Pozitif
9 19939 S. epidermidis |[R  |R Pozitif
10 [9974 S. epidermidis |R |26 mm S | Pozitif
11 19994 S. epidermidis |[R  |R Pozitif
12 110469 S. epidermidis |[R  |R Negatif
13 |10511 S. epidermidis |[R |26 mm S | Pozitif
14 | 11067 S. epidermidis |[R  |R Negatif
15 | 11372 S. epidermidis |[R  |R Pozitif
16 | 11469 S. epidermidis |[R  |30mm S | Pozitif
17 |11497 S. epidermidis |[R | R Negatif
18 | 11640 S. epidermidis |[R  |R Pozitif
18 S. epidermidis izolatinin 3’ii Sefoksitine duyarli iken 6 izolatta mec a geni
saptanamamistir.
Tablo 14: S. epidermidis disindaki diger KNS’lerin PCR mec A geni sonuclar:
Protokol no 0X FOX mec A
1 |56 S. haemolyticus |R R Negatif
2 |85 S. haemolyticus |R R Pozitif
3 8392 S. haemolyticus |R R Pozitif
4 18652 S. haemolyticus |R R Pozitif
5 8977 S. haemolyticus |R R Pozitif
1 19622 S. auricularis  |R R Pozitif
2 110021 S. auricularis  |R R Negatif
3 11082 S. auricularis  |R R Negatif
4 18767 S. auricularis  |R R Pozitif
1 8324 S. hominis R R Negatif
2 18698 S. hominis R R Pozitif
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1 [9822 S. cohnii R R Negatif
11501 S. cohnii R R Negatif
1 |11301 S.warneri R Negatif

Bes S. haemolyticus izolatinin tamami hem oksasiline hem de Sefoksitine direncli
iken 1 izolatta mec A geni saptanamamuistir. 4 S. auricularis izolatinin tamami hem

oksasiline hem de Sefoksitine direngli iken, 2 izolatta mec A geni saptanamamustir.

Tablo 15: KNS’lerin mec geni pozitiflik oranlar

mec A pozitif (%) | mec A negatif (%) | Toplam
S. epidermidis | 12 (66,6) 6 (34,4) 18
S. haemolyticus | 4 (80) 1(20) 5
S. auricularis 2 (50) 2 (50) 4
S. hominis 1 (50) 1 (50) 2
S. cohni 0 (0) 2 (100) 2
S.warneri 0(0) 1 (100) 1
Toplam 19 (59,4) 13 (40,6) 32

Resim1: Disk diffiizyon testi
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Resim 2: PCR mec A gen sonuglari
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Resim3: PFGE S. aureus jel goriintiisii

Tenover kriterlerine gore 2,3,5,6,7,9,16,17,18,19,20,21,22 nolu izolatlarin aym
(Tip A), 1,4,10,11,13,14,15 nolu izolatlarin ise birbirleri ile aym suslar (Tip B)

olarak belirlenmistir.
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Resim 4: PFGE KNS jel goriintiisii
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Resim5: PFGE S.aureus ve KNS jel goriintiileri

3,4,5,6 nolu izolatlar Tip A ile ayni olarak belirlenmistir.

37



KNS izolatlarindan 5,6,7 nolu izolatlar tenover kriterlerine gore aymi sus oldugu

digerlerinin ise tamamen birbirlerinden farkli oldugu belirlenmistir.

1 2 3 4 & & 7 @& ¥ 10 11 12 13 14 15

Resim: 6 S.aureus’a ait tekrarlanan PFGE jel goriintiisii
1,7,9,10,11,12,13,14,15 nolu izolatlar Tip A, 4 ve 5 izolatlar Tip B olarak

belirlenmistir.
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7.TARTISMA VE SONUC

Yogun bakim enfeksiyonlar1 antibiyotik tedavisindeki gelismeler, destek ve
koruyucu Onlemlerin yaygin olarak kullanilmasima ragmen mortalitenin en 6nemli
nedenlerindendir (81). Yogun Bakim Uniteleri (YBU) hastane kaynakl
enfeksiyonlar icin yiiksek riskli alanlar olup, hastane kaynakli enfeksiyon (HKI)
‘larin %20-25"1 YBU’de gelismektedir. Yine YBU’de hastane kaynakli enfeksiyon
gelisme riski diger kisimlardan 5-7 kat daha fazladir (33,82). Yogun Bakim
Unitelerinde gelisen hastane enfeksiyonlar: sikligi hastaneden hastaneye degisiklik
gostermektedir. Avrupadaki 1747 YBU’ni kapsayan bir c¢alismada hastane
enfeksiyon hizi %20.6 olarak saptanmistir (9,83). Tiirkiye’de bazi merkezlerde
yapilan ¢aligmalara gore, YBU hastane enfeksiyon oranlarinin %5.3-56.1 arasinda
degistigi bildirilmektedir (84). Tiirkiye’de hastaneler arasinda bu derece farkliliklarin
goriilmesi slirveyans standartlarinin zaman zaman yenilenmesi ve her merkezin bu
standartlara yeteri kadar uyup uymamas: ile iliskili olabilir. Nerkaju ve
arkadaslarinin Tiirkiye’de yaptiklar1 bir ¢alismada en yiiksek hastane enfeksiyon
hizinin Plastik Cerrahisi ve Yanik Yogun Bakim Unitesinde (%53), en az enfeksiyon
hizinin ise Kalp Damar Cerrahisi ve Kardiyoloji YBU’nde (%3.7) oldugu
saptanmustir (10). Calismamizda en fazla Dahili Yogun Bakim Unitesinde (%49.2),
en az ise Yenidogan YBU’de (%1.6) oraninda MRSA ve metsiline direncli KNS

saptanmuigtir.

YBU’lerinde mekanik ventilasyon, trakeostomi, kateter uygulamasi benzeri invaziv
girisimler ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi gibi direngli patojenlerin ortaya
¢ikmasina neden olabilecek kosullarinhemen hepsi vardir (70,85). ABD’nde yillik
olarak 2 milyonun iizerinde hastada, hastane enfeksiyonu gelismekte ve bunun %5-
35'i YBU’nde olusmaktadir. Washington Tip Enstitiisiine gore hastane enfeksiyonlari
yillik 44.000-98.000 o6liime ve 17-29 milyar dolarlik maliyete neden olmaktadir
(86).Antibiyotik tedavisinde ulusal ve uluslararasi kilavuzlar, lokal veriler, mikrobik
etken ve direng profili ve antibiyotik kullanim prensipleri 6nemli etkenlerdir (87).
Uygun ve yeterli antibiyotik kullanimi i¢in lokal antibiyotik direng profilinin
bilinmesi hem ampirik antimikrobiyal tedavinin se¢imi hem de diren¢ oranlarini

azaltmak icin gereklidir (88,89).Gram pozitif bakterilerden KNS diisiik virulansa
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sahip bir patojen olmasina ragmen son 20 yilda hastane kaynakli enfeksiyonlarin

yaygin sebebi olarak artis gdstermektedir (85.90).

ABD YBU’lerinde yapilan NNIS (National Nosocomial Infections Surveillence) ve
SCOPE c¢aligsmalarinda KNS’lerin hastane kaynakli bakteriyemilerin en sik neden
oldugunu belirtilmistir (91.92). Yine EPIC (Europe Prevalance Infection Committe)
calismasinda KNS’nin HKi’nun en sik dordiincii sebebi oldugunu bildirilmistir (33).
KNS’nin oksasilin (metisilin) diren¢li suslar1 tiim diinyada endemik olarak
goriilmektedir (90). Oksasilin direngli KNS’ler diger antibiyotiklerin ¢oguna da
direnclidir (73). Cok diisiik oranlarda da olsa glikopeptid direnci de rapor edilmistir.
SENTRY c¢alismasinin Avrupa merkezlerinden toplanan 2068 KNS susunun sadece
dokuz tanesinde (%0.4) teikoplanin direnci saptanirken suslarin hicbirinde
vankomisin direnci saptanmamistir (93).Uzun ve ark. Tiirkiye’de yapmis olduklari
aragtirmada KNS’lerin en duyarli oldugu antibiyotiklerin vankomisin ve teikoplanin

iken en direngli ajanlarin oksasilin ve amoksisilin /klavulanat oldugu saptanmistir

(81).

S. aureus insan bakteriyemileri arasinda en dnde gelen patojenlerden biridir (94). S.
aureus’ta metisilin direnci tiim diinyada major problemdir. EPIC c¢aligmasinda
metisilin direnci % 60 bulunmustur. Avrupa’daki bircok YBU’de metisilin direngli
S. aureus (MRSA) oran1 %50 nin lizerinde rapor edilmekle beraber en yiiksek direng
oranlar1 Giiney Avrupa iilkelerinde goriilmektedir (33,95). Ulkemizde yapilan iki
calismada tiretilen Staphylococcus suslarinda MRSA %72,1 ve %82 rapor edilmistir
(9.81). MRSA’larin ¢ogu ¢oklu antibiyotik direncine sahiptir ve ¢ok ilaca direng
ozellikleri bolgeden bolgeye degisiklik gosterir. MRSA’da glikopeptid direnci
goriilmemekte veya ¢ok nadir goriilmektedir. 15000°den fazla S. aureus susunun
toplandig1 diinya capinda ¢ok merkezli SENTRY calismasinda suslarin higbirinde
vankomisin direnci yok iken teikoplanin direnci sadece %0.03 olarak saptanmistir

(93).

Ulkemizde Istanbul’da Koksal ve arkadaslarminin yapmis olduklari ¢alismada
metisiline direngli KNS oranint %67.5 olarak bulmuslardir. (96) Konya Selguk
Universitesi Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 YBU’sinde Uzun ve arkdaslarinin yapmis

olduklar1 calismada oksasilin (metisilin) direnci KNS’de %80 S. aureus’ta %66.7
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olarak belirlenirken hem KNS hem de S. aureus’un vankomisin ve teikoplanine

%100 duyarl1 oldugu ortaya konmustur (81).

Gaziantep Universitesi Hastanesi YBU’lerinde Zer ve ark.min 2001°de yapmis
olduklar1 arastirmada MRSA oraninin %88 oldugu ve 2003’te ayni hastanede
Namiduru ve ark. larinin yapmis oldugu diger bir aragtirmada MRSA oran1 %82
olarak rapor edilmistir (9.11). Nerkaju ve ark.larinin 2004 yilinda Ankara’da yapmis
olduklar1 ¢alismada MRSA oranin1 %89.3 olarak saptanirken KNS’de metisilin
direnci % 72.7 olarak bildirilmistir (10).

Metisilin  direncinin  heterojen olarak ortaya c¢ikmasi, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda bu suslarin tayinini zorlastirmaktadir. Uygunsuz saklanmis beta-
laktam antibiyotiklerin kullanimi, inkiibasyon siiresinin kisa tutulmasi (24 saat yerine
18 saat), inkiibasyon derecesinin 37°C olmasi veya inokulum miktarinin az olmasi

yanlig sonuglarin elde edilmesine yol agabilmektedir (97,98).

Giliniimiizde metisilin direncinin saptanmasinda mecA geninin molekiiler yontemlerle
saptanmast altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu yontemlerin klinik
laboratuvarlarda uygulanmasi olduk¢a zordur. Bu nedenden dolayr klinik
laboratuvarlarda S. aureus’un metisilin direncinin saptanmasinda c¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Disk difiizyon yontemi, klinik laboratuvarlarda en sik kullanilan

yontemdir (99).Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon yontemleridir (97,100).

Oksasilin PSPs (penisilinaz stabil penisilinler) ’ye direngliligin belirlenmesinde
fenotipik test olarak CLSI tarafindan onerilmistir. Oksasilin’in stabilitesinin ve
duyarliligimin diger PSPs’ye duyarlilik i¢in kullanilan yontemlerin iistiinde oldugu
belirten calismalar bulunmaktadir (22,23). Bununla beraber Oksasilin testlerinde
duyarhilik ve direnglilik arasindaki ayrim icin tekniklerin gelismesine ragmen
degerlendirme zorlugu oldukc¢a sik rapor edilen bir gercek olarak karsimizda
durmaktadir (22,23) Oksasilin bulunan hem MIC panelleri hem de disk diflizyon
plaklar1 herhangi bir direncin saptanabilmesi i¢in ¢ok dikkatlice incelenerek test
edilmelidir (22,23). CLSI diliisyon yada disk diflizyon testinin kullanilmasinin
yaninda oksasilin agar screen testini ek olarak onermektedir (22). Bununla beraber
oksasilin agar screen testi sadece S. aureus i¢in Onerilmis olup ancak heterorezistan

olan suglarin okunmasinda giigliikler oldugu rapor edilmistir (22).
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Bilindigi gibi mec A geni PCR ile S. aureus izolatlarinin belirlenmesinde altin
standarttir. Bununla birlikte, mecA geni bulunan ancak bunu eksprese etmeyen

duyarli suglarin bulunabilecegi unutulmamalidir (101-103).

Calismamizda oksasiline direngli izolatlar se¢ilmistir. Ancak bunlardan 3 S. aureus
izolat, 3’ii KNS olmak iizere toplam 6 stafilokok izolati Sefoksitin disk testinde
duyarli bulunmustur. Tim izolatlarda yapilan PCR’la mecA gen varligi
aragtirtlmistir. 38 Stafilokok izolatinda mec A geni varlig1 bulunurken 19 Stafilokok
izolatinda mec A geni saptanamamugstir. Oksasilin direngli 25 S. aureus izolatinin 3’1
Sefoksitin disk testinde duyarli olarak belirlenirken, 6’sinda da mec A
bulunamamistir. 25 S. aureus izolatinin 19’unda mec A geni saptanmustir. S. aureus
izolatlarindan Sefoksitine duyarli olan 3 izolatin sadece 1’inde mec A geni

saptanirken diger 2’sinde mecA geni saptanmamustir.

Toplam 32 KNS izolatinin tamami Oksasiline direncli iken 3 izolat Sefoksitine
duyarli oldugu ortaya konmustur. KNS izolatlarinin 19°unda mec A geninin varligi
saptanmistir. 13 KNS izolatinda ise mec A geninin olmadigi belirlenmstir. KNS
izolatlarindan Sefoksitin’e duyarli olan 3 izolatin tamaminda PCR ile mec A geninin
varligr bulunmustur.Gerek Sefoksitin disk difiizyon testi ile mec A aracilikli direng
saptanmasinda gerekse Oksasilin disk difiizyon testi ile mec A aracilikli direng
saptanmasinda kesin mec A varligin1 gostermedeki yanlis sonuglarin olabilecegine
yonelik bircok calisma bulunmaktadir (102,104). Bizim c¢alismamizda da yine
Oksasilin direngli izolatlarda mec A geni olmayan suslar bulunmustur. Sefoksitin
direngli saptanan izolatlarda da mec A geni olmayan suslarin bulunmasi ile beraber
Sefoksitin’e duyarli izolatlarda mec A genin saptanmis olmasi diger ¢aligmalarla

uyumlu bulunmustur (102,104).

Bu arastirma sonuglarina gore hem sefoksitin disk difiizyon testinin hem de Oksasilin
disk diflizyon testinin gerek S. aureus’larda gerekse KNS izolatlarinda mec A
aracilikli direncin saptanmasindaki alinan sonuglarin kesinlik vermeyebilecegi, hatali
sonuglar olabilecegi goriilmiistiir. PCR temelli mecA saptama testleri yaygindir
ancak her mikrobiyoloji laboratuarinda gerekli donanim ve tecriibeli teknik eleman
bulunamadigindan rutin olarak yapilma olanaklar1 olduk¢a azdir. Sefoksitin disk

diflizyon testi Oksasilin disk diflizyon testine gore daha kolay okunabilirligi ve
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okumada transmisyon 1s18a ihtiyag duyulmamasi uygulanabilme kolaylig1 nedeniyle

tercih edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Yukarida gerek iilkemizde gerekse yurt diginda yapilan ¢alismalarda da gorildigii
gibi MRSA ve metisilin dire¢cli KNS oranlarinin olduk¢a yiiksek olmasi bu
infeksiyonlarin 6nemli bir saglik problemi olarak devam etmesinin yani sira hastane

ici yayilmanin anlagilmasi agisindan molekiiler analiz olduk¢a 6nemlidir.

PFGE yontemi, molekiiler yontemler arasinda bakterilerin tiplendirmesinde yiiksek
tekrarlanabilirlik ve yliksek ayrim giiciine sahip olan ve bakteriyofaj tiplendirmesinin
yerine altin standart olmasi c¢alisgmamizda bu yoOntemi se¢me nedenimizi
olusturmustur. PFGE yonteminin tiplendirebilirligi literatiir de ulasabildigimiz

caligmalarin tiimiinde %100 olarak bulunmustur (15-18).

Bizim ¢alismamizda da 25 metisilin direncli S. aureus ve 32 metisilin direncli KNS
izolatinin tamamu tiplendirilmistir. Bu tiplendirme sonuglar1 diger ¢alismalara tam
olarak uymaktadir (15-18). Standart DNA izolasyon teknigi ve elektroforez
parametreleri uygulandiginda PFGE’nin tekrarlanabilir olusu bir ¢ok arastirici
tarafindan bildirilmistir (15-18). Ancak PFGE yoOnteminin uygulanmasi oldukca
biiyiik bir emek ve tecriibe, yiiksek kurulum ve calisma maliyeti gerektirmektedir.
Calismamizda Ekim-Kasim 2004 tarihleri arasinda toplanan oksasiline direngli
oldugu saptanan 25 S. aureus izolat1 ve oksasiline direncli 32 KNS susu PFGE ile
yeniden tanimlanmigtir. Bunlardan PCR’la mec A varligi 19 S. aureus izolatinda 19
KNS izolatinda saptanmistir. Bu sonuglara gore toplam 57 Stafifolokok izolatlarinda
38’inin ger¢ek anlamda metisilin direncgli oldugu PCR sonuglarina gore sdylenebilir.
PFGE ile MRSA’larin 17’sinin (%68) birbiri ile ayni klon oldugu (TipA)
belirlenirken, diger 8’inin (%42) de birbiri ile ayn1 oldugu (Tip B) ortaya konmustur.
Ancak PCR sonuglar1 dikkate alinarak metisilin direngli izolatlardan 13 S. aureus
izolatinin Tip A oldugu 6 izolatin da Tip B oldugu goriilmiistiir. Yine PCR
sonuglarina gore metisiline duyarli 6 S. aureus izolatinin 4’lintin PFGE ‘ye gore Tip
A’ya benzerlik gosterdigi ve 2’sinin ise Tip B’ye benzerlik gosterdigi saptanmustir.
Bu sonuglara gére hastanemiz YBU’lerinde saptanan S. aureus izolatlarinin PCR
sonuglart ile birlikte degerlendirildiginde 2 farkli klonun oldugu ancak her iki klonun
birer alt tipi oldugu kanitlanmistir. Klon 1 TipA i¢inde mec A pozitif olan izolatlar

ve yine bu tip igerisinde mec A negatif izolatlar olusturmaktadir. Klon 2 ise Tip B
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mec A pozitif olan izolatlar olusturmakta olup bunun alt tipini ise Tip B1 mec A
negatif izolatlardan meydana geldigi belirlenmistir.. DYBU’den izole edilen toplam
16 S. aureus izolatinin 10’u Tip A bunlarinda 2’sinin Tip A1l oldugu, 6 izolatin Tip B
bunlarm ise birinin Tip Bl oldugu saptanmistir. CYBU’den izole edilen toplam 7
izolatin 6’siin Tip A bunlardan birinin Tip A1 oldugu, bir tanesinin ise Tip B olugu
saptanmigtir. PYBU’den izole edilen 2 S. aureus izolatlarinin birinin Tip A1 oldugu
digerinin ise Tip Bl oldugu saptanmistir. Bu sonuglara gére Tip A ve onun alt tipi
olan Tip A1’in hastanemiz de bulunan tiim YBU’lerden izole edilmis olup en fazla
izolatin DYBU’de goriildiigii, en az izolatin ise PYBU’den izole edildigi
goriilmektedir. Yine Tip B izolatlar1 da en fazla DYBU’den izole edilmis olup ve
yine en az izolat ise PYBU’den izole edilmistir. Hem Tip A’ nin hem de Tip B’nin en
fazla DYBU’den izole edilmis olmasi bu YBU iinitesinde S. aureus izolatlarmin
cansiz ortamlarda kolonize olmus olabilecegini, iinitede ¢alisan saglik personellerinin
tastyict olmus olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla tespit edilen diger biitiin
Tip’lerin hastanemiz tiim yogun bakim {initelerinde tespit edilmis olmas1 6zellikle

saglik personelinin kolonize olmus olma hipotezini desteklemektedir

Bu sonuglar dogrultusunda saglik personelinin 6zellikle YBU’nde gorev yapan tiim
calisanlarin tasiyict olup olmadiklarinin taranmasi gerektigi bununla beraber cansiz
ortam ve bu tinitelerde kullanilan invaziv girisim aletlerinin taranmasinin yararh

olacagi kanaatindeyiz.
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