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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Staphylococcus aureus izolatlarinda SCCmec

Tiplendirilmesi ve integron Varhginin Arastirilmasi

Amag: Staphylococcus aureus, en onemli insan patojenlerinden biridir. Metisilin
direncli S. aureus suslari tiim beta-laktam antibiyotiklere direngli olmakla birlikte diger
antibiyotik siniflaria karsi da hizla direng gelistirme potansiyeline sahiptir. Dolayisi ile
bu dirence neden olan mec genlerinin tiplendirilmesi ve antibiyotik diren¢ genlerinin
aktarildig1 integronlarin saptanmasi tedavide yol gosterici olacaktir. Bu caligmada,
hastalarin klinik orneklerinden izole edilen S. aureus suslarinda mecA ve mecC genleri
arastirilarak SCCmec tiplerinin belirlenmesi ve smif 1-3 integron varliginin saptanmasi

amagclanmustir.

Gerec ve Yontem: Bu calismaya, Mart 2016-Mart 2017 tarihleri arasinda Turgut Ozal
Tip Merkezi, Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen klinik numunelerden izole
edilen 138 S. aureus susu dahil edildi. Tanimlanan izolatlarin metilisin direnci fenotipik
olarak disk diflizyon yontemi ile ¢alisildi. Suglarin tasidigi mecA ve mecC genleri,
SCCmec tipleri ve integronlarin tespiti i¢in Polimerize Zincir Reaksiyonu (PZR)
yontemi kullanildi. izolatlar arasindaki klonlanal iliski Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) ile arastirildi.

Bulgular: Toplam 138 S. aureus izolatinin 38’i metisiline direngli, 84’ii metisiline
duyarli bulundu. Fenotipik olarak metisilin-direngli bulunan suslarin timiinde PZR ile
mecA geni saptanirken hi¢ birinde mecC geni tespit edilmedi. Izolatlarm SCCmec
tiplendirmesinde MRSA olarak tespit edilen 38 izolatin 5’inde (%13) SCCmecl, 5’inde
SCCmecll (%13), 10’unda (%26) SCCmec Il olarak bulundu ve geriye kalan 18 (%47)
izolatin SCCmec tipi belirlenemedi ve bunlar gruplandirilamayan olarak siniflandirildi.
Izolatlarm PFGE tiplendirilmesi sonucunda 116 farkli genotip tespit edilerek
kiimelesme oran1 %13 olarak bulundu. Bu 116 S. aureus genotipinin 19’unda (%16)

sadece Smif-1 integron tespit edildi ve bunlarin 4’ii mecA geni tagimaktaydi.

Sonug¢: Bu calismanin sonuglarina gore, hastanemizde saptanan ve ¢cogunlugunu farkl
genotiplerin olusturdugu S. aureus’larin yaklasik %4’ii metisilin direngli olup bu
direncten de mecA geni sorumlu bulunmustur. Bu caligma, S. aureus’larda farkl

integron tiirlerinin arastirtlmasi yoniinden ve iilkemizde izole edilen S. aureus
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suslarinda ilk kez sinif 1 integron varligi gosterilmis olmasi nedenleriyle 6nemlidir.
Molekiiler caligmalar, antimikrobiyal direncin yayilim dinamiklerinin anlagilmasi bu

direnglerin 6nlenmesi agisindan 6nemli veriler saglayacaktir.



ABSTRACT

SCCmec Typing and Integron Investigation of Staphylococcus aureus Strains

Isolated from Clinical Samples

Aim: Staphylococcus aureus is one of the leading human pathogens. Methicillin-
resistant S. aureus strains are resistant to all beta-lactam antibiotics, and also they have
potency to rapid development of resistance to other classes of antimicrobials. Therefore,
typing of the mec genes which are responsible for methicillin resistance and
determination of the integrons that carry the antibiotic resistance genes will be valuable
for a successful treatment against this bacterium. In this study, typing of SCCmec by
studying the mecA and mecC genes, and determination of the class 1-3 integrons in the
S. aureus strains which were isolated from the patients’ samples were aimed to be

investigated.

Material and Method: a total 138 S. aureus strains which were isolated from clinical
samples of the patients between March 2016 and March 2017, in the central
microbiology laboratory of Turgut Ozal Medical Center were included. Methicillin
resistance of the identified strains was phenotypically studied with disk diffusion
method. Polymerized Chain Reaction (PCR) was used for determination of mecA and
mecC genes, SCCmec types, and for integrons. The clonal relationship of the isolates
was studied with Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE).

Results: total 38 out of 138 included strains were found as methicillin-resistant, and
remaining 100 were found as methicillin-susceptible. mecA gene was found in all
methicillin-resistant strains, and no mecC gene was determined. Regarding the SCCmec
typing of these 38 isolates, 5 (13%) were typed as SCCmecl, 5 (13%) were typed as
SCCmecll, and 10 (26%) were typed as SCCmec IlI; however, the remaining 18 (47%)
strains couldn’t be typed, and classified as “ungrupped”. A total 116 different genotypes
were determined in PFGE, and the clusture rate was found as 13%. Among these 116
different groups, class-1 integron was determined in only 19 (16%) genotypes of which

4 were positive for mecA gene.

Conclusion: according to the results of this study, almost % of the S. aurues strains that
were isolated from our hospital were methicillin-resistant, all which were due to mecA
gene. This study is important since the fact that different integron types were

investaigated in S. aureus strains, and first detection of class-1 integron in S. aureus

VI



strains in our country. Molecular studies will provide useful data for better
understanding the dynamics of the antimicrobial resistance spread, and to prevent this

transmission
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1. GIRIS

Staphylococcus aureus, insanlarda hem kommensal yasayabilen hem de patojen
olabilen bir bakteridir. Deri lezyonlari, derin doku enfeksiyonlari, pluropulmoner
enfeksiyonlar, osteoartikiiler enfeksiyonlar, katater ile iliskili enfeksiyonlar, iiriner
sistem enfeksiyonlar: gibi c¢ok ¢esitli hastaliklara sebep olabilir (1-3). Insan
popiilasyonunun takriben %30’u bu bakteri ile kolonizedir (4). Koagiilaz negatif
Staphylococcus 'lar ise deri ve miikoz membranlardaki floranin dogal iiyesidir (5). Fakat
yabanci cisimle iligkili kan dolagimi enfeksiyonlarina, endokardit ve prostetik kapak

enfeksiyonlarina, cerrahi yara yeri enfeksiyonlarina sebep olabilirler.

Staphylococcus aureus, stafilokoklar arasindaki en 6nemli insan patojenidir.
Normal insan florasinda bulunmasina ragmen immiin sistem hastaliklari, yabanci cisim
invazyonu, losemi gibi kanserlerde, deri biitlinliigiiniin bozulmasi, baska bir ajan
(influenza gibi) ile enfeksiyon gibi altta yatan sebeplerin varliginda firsatci
enfeksiyonlara sebep olur (6). Kolonizasyon, S. aureus enfeksiyon riskini arttirir (7,8).
Genellikle, S. aureus enfeksiyonu, kolonize olan suslar tarafindan olusturulur (9).

Kolonizasyon ayn1 zamanda bakterinin baska hastalara tasinmasina da sebep olur.

Staphylococcus aureus, hastane kaynakli ve toplum kokenli enfeksiyonlarda
ciddi bir etkendir (10,11). Antibiyotiklere hizli direng kazanan bir bakteri olmasinin
yaninda metisiline direngli hale gelmesi ciddi bir problem teskil eder. Cilinkii metisilin
direnci, mecA ve daha az siklikla mecC kontroliinde yeni bir protein baglayan protein
(PBP2A) sentezlenmesiyle gergeklesir ve bu protein beta laktam halkasi tasiyan
antibiyotiklerin hedef bolgesidir. Dolayisiyla metisilin direnci, bazi sefalosporinler
haricinde biitiin beta laktam antibiyotiklerine dirence sebep olur (12). S. aureus’ta
metisiline direng ilk defa 1961°de goriilmiistiir ve giiniimiize kadar da ciddi bir saglik

sorunu olarak devam etmistir (13,14).

Metisiline direngli S. aureus ile enfeksiyona yakalanan hasta sayisi ve buna bagl
olarak mortalite ve morbidite, ayrica saglik harcamalar1 artmaktadir. Diinyada S. aureus
ile bakteriyemi gegiren insan sayist 100000’de 10-30 kisi/yildir (15). Danimarka’da,
insan saghigini korumak i¢in yapilan miidahaleler degismesine ragmen, 1957°de S.
aureus bakteriyemisi sayist 100000°de 3 kisi/yildan 1990’1lara gelindiginde 100000°de
20 kisi/yila ¢ikmistir (16). 1990’lardan bugiinlere gelindiginde oranin yaklasik
100000°de 21.8 kisi/yil oldugu tahmin ediliyor (17). S. aureus bakteriyemisine
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yakalanan insan sayisindaki bu artan seyir Kanada, Amerika, Birlesik Krallik, Fransa,
Avustralya’da da goriilmektedir (17-22). Ayrica Avrupa’da test edilen invaziv S. aureus
izolatlarinda metisiline diren¢ orani, her iilkede yillara gore farklilik gostermekle

birlikte, ortalama %16.8’dir (23).

Bakteriler arasinda direncin yayilmasi, glinlimiizde en Onemli halk saglig
problemlerinden biridir.  Staphylococcus aureus'ta metisilin  direncinin  tespit
edilebilmesi i¢in fenotipik yontemlerin yanin da, dirence neden olan mecA geninin
varliginin gosterilmesi de altin standart kabul edilmektedir. Bununla birlikte molekiiler
yontemler ile toplumdan kazanilmis ve nozokomiyal suslarin arasinda farkli olan
SCCmec gen kasetinin ayirt edilebilmesini de saglayabilir. Bu sekilde direngli
bakterilerin tespit edilmesinin yaninda bulas yollarinin ve kaynaklarinin saptamasini

saglanarak, etkenin molekiiler epidemiyolojik verilerine katkida bulunabilir.

Direncin bu denli hizli yayilmasinin en 6nemli nedenlerinden biri de, mobil
genetik elemanlar sayesinde direng genlerinin horizantal olarak aktarilmasidir. Ozellikle
gram negatif bakteriler arasinda sikg¢a goriilen bu mekanizmalardan birisi de
integronlardir. Dolayisiyla integron ile ila¢ direnglerinin bakteriler arasinda hizla
yayillmasi ve tedavi segeneklerinin kisitlanmasi hastaligin morbidite ve mortalite, ayrica

saglik harcamalar1 a¢isindan biliyilk 6nem arz etmektedir. integronlarm gram negatif

bakteriler arasindaki prevalansi ve dagilimi iyi ¢alisgilmis bir konu iken gram pozitif
bakterilerdeki integron varligi ilk defa 1988 yilinda tespit edilmistir. Bununla birlikte bu

konuyla ilgili aragtirma oldukca sinirli sayidadir.

Calismamizda, Turgut Ozal Tip Merkezi’de yatan ve poliklinige basvuran
hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen ve enfeksiyon etkeni olan S. aureus’larda
mecA, mecC genlerinin varligi arastirilarak SCCmec tipleri belirlenecektir. Bununla
birlikte izolatlarda direncin yayiliminda sorumla olan smif-1, smif-2, sinif-3

integronlarin varlig1 da arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Stafilokoklar ilk defa 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmistir.
Pasteur 1880°de stafilokoklar1 sivi besiyerinde iiretmistir. Aym yilda Iskogyali cerrah
Alexander Ogston, ilk defa bir enfeksiyon etkeni olarak bir abse materyalinde
tanimlamis ve ‘liziim salkimina benzedigini’ sdylemistir. Stafilokok kelimesi, yunanca
liziim salkimi demek olan ‘staphle’ ve yaban mersini demek olan ‘kokkos’
kelimelerinden tiiretilmistir. Daha sonra 1884’te alman doktor Friedrich Julius
Rosenbach, koloni morfolojilerine bakarak stafilokoklar1 birbirinden ayirmaya
baslamigtir. Altin anlamina gelen ‘aurum’ kelimesiyle S. aureus’u, beyaz anlamina
gelen ‘albus’ ile S. albus’u isimlendirmistir. S. albus, daha sonra S. epidermidis olarak

yeniden isimlendirilmistir (24).

Antibiyotik Oncesi devirlerde S. aureus bakteriyemisi geciren hastalarda
mortalite oran1 %80’ler civarindayd: (25). Bin dokuz yiiz kirk yilindan itibaren
penisilinin  S. aureus enfeksiyonu geciren hastalarin tedavisinde kullanilmaya
baslanmasiyla prognozda ciddi bir diizelme goriildii. Fakat 1942°de, ilk defa penisiline
direngli S. aureus’lar bildirilmeye basland1 (26). Kirby ilk defa S. aureus’un penisilini
inaktive ettigini gosterdi (27). Penisilinin tedavide ilk kez kullanilmasindan yaklasik 20
yil sonra S. aureus izolatlarinin %80°den fazlasinin penisiline direngli hale geldigi tespit
edildi. Bu direng paterni Onceleri hastanelerde, daha sonra toplum i¢inde yayilmaya

basladi. Simdi ise bu seyir, her antibiyotik direncinin izledigi bir yol olmustur (28).

1960 yillarinda klinik kullanima giren, ilk semisentetik penisilinaza direncli
penisilin olan metisiline direng, tedavide kullanilmasini izleyen birka¢ yil i¢inde rapor
edilmeye basland1 (29). Bunu takip eden yillarda klinik olarak kullanilan birgok
antibiyotige direng gelismesi izlemistir (30). Penisilinaza direngli izolatlarda oldugu
gibi metisiline direngli izolatlarda da diger birgok antimikrobiyal ajana direng genlerinin
birlikte tasindigi gosterilmistir (31). Coklu antibiyotik direncine sahip olan MRSA
izolatlar1 1990’11 yillardan itibaren biitiin diinyaya yayilmis ve siklikla saglik bakimu ile

iliskili enfeksiyonlara sebep olan patojenler arasindaki yerini almistir (32).

2.1. Simflandirma
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin eski baskisinda Planococcus,
Micrococcus, Stomatococcus, Staphylococcus cinsleri “Micrococcacae”  ailesinin

dyeleridir (33). Molekiiler ve kemotaksonomik tekniklerdeki gelismeler ve
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modifikasyonlar ile Staphylococcus, Micrococcus, Macrococcus ve Rothia cinslerinin
aralarindaki ~ farkliliklar ~ tespit  edildi. = Planokoklar = ve  stafilokoklarin
Bacillus/Lactobacillus/Streptococcus grubu tiyeleri ile mikrokok ve stomatokoklarin ise
Amycelial aktinomycetes’ler ile yakin filogenetik iliski i¢inde olduklari saptandigi icin
siniflama yeniden diizenlendi. Yeni smiflandirmada Staphylococcus, Firmicutes
subesinde, Bacilli smifinda, Bacillales takimindaki Staphylococcaceae ailesi i¢inde

Genus | olarak siiflandirilmistir (34).

Tablo 1. Staphylococcaceae ailesinin siniflandiriimasi.

Class Order Suborder Family Genera

“Bacilli” Bacillales Staphylococcaceae  Gemella, Jeotgalicoccus, Macrococcus, Nosocomi-
icoccus, Salinicoccus, Staphylococcus

Actinobacteria  Actinomycetales ~ Micrococcineae  Dermacoccaceae Demetria, Dermacoccus, Kytococcus, Yamilla

Micerococcaceae Arthrobacter, Kocuria, Micrococcus, Nesterenkonia,
Renibacterium, Rothia (includes former
Stomatococcus species)

Staphylococcus cinsi i¢inde 35 tiir, 17 alt tiir bulunmaktadir (35). Bu cins iginde
yaptig1 enfeksiyonlarin ¢esitliligi ve sikligi sebebiyle en onemli insan patojeni S.
aureus’tur (36). S. aureus’tan sonra, enfeksiyon yapma agisindan, insan deri florasinda
bulunmasina ragmen firsat¢1 enfeksiyonlara sebep olabilen iki 6nemli stafilokok vardir.
Bunlar; S. apidermidis ve S. haemolyticu’tur. Diger bir¢ok Stafilokok tiirii ise esas
olarak hayvan patojenidir. Ancak bu tiirler de, hayvanlarla yakin temasta bulunan

insanlarda enfeksiyona neden olabilmektedirler (37).

2.2. Morfoloji ve Tiir Ozellikleri

Staphylococcus aureus birden ¢ok diizlemde bdliiniip birbirinden ayrilamadigi
icin iiziim salkimi seklinde goriilen, daha az siklikla tek, cift, tetratlar ve kisa zincirler
olusturan, 0,5-1,5 um c¢apinda koklardir (38,39). Secici olmayan kanli agar, nutrient
agar, triptik soya agar veya beyin-kalp inflizyon agar gibi besiyerlerinde 24 saat i¢inde
34-37 C sicaklikta 3-8 mm c¢apinda koloniler olustururlar (40). Tipik S. aureus
kolonileri 24 saatte, {irettigi karotenoid sebebiyle sar1 renkte veya krem renginde,
diizgiin kenarli, hafif kabarik olarak goriiniir ve rutin kanli agarda beta hemoliz yapar
(40,41).

Uzun siire antibiyotik tedavisi goren veya kistik fibrozis gibi altta yatan kalici

bir sebep olan hastalardan izole edilen S. aureus’lar igerisinde kanli besiyeri gibi rutin
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besiyerlerinde kiigiik, pigmentsiz, hemoliz yapmayan ve CO? varliginda daha iyi lireyen
atipik varyantlar vardir (42). Bu kolonilerin goriilebilmesi i¢in inkiibasyon siiresinin
uzun olmast gereklidir. Kiigiik koloni varyantlar1 (KKV) siklikla menadion ve hemin
icin oksotrofiktir ve azalmig karbonhidrat kullanim1 ve gentamisin direncine sahiptir
(43).

Staphylococcus aureus glikoz basta olmak tizere fruktoz, maltoz, mannoz,
trehaloz gibi birgok karbonhidrati laktik asit olusturmak tizere fermente eder. Ayrica
koagiilaz negatif stafilokoklarin aksine mannitolii de fermente eder ve bu, S. aureus i¢in
onemli ve ayirt edici bir dzelliktir. Ayrica nitritleri nitratlara indirger. %7.5- 10 NaCl

varliginda tireyebilir (44).

Staphylococcus aureus hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif anaerob olup katalaz
pozitiftir. Furazolidona ve lizostafine duyarlidir fakat basitrasine ve lizozime
direnglidirler. Modifiye oksidaz testi negatiftir (45). Staphylococcus aureus’un ayirt
edici bir ozelligi de koagiilaz pozitif olmasidir. Hem lam koagiilaz testi hem de tiip
koagiilaz testi pozitiftir. S. intermedius, S. hyicus ve S. schleferi subsps coagulans’ta
sadece tiip koagiilaz testi, S. lugdunensis ve S. schleferi subsp schleferi’nde ise sadece
lam koagiilaz testi pozitiftir, geri kalan stafilokok tiirleri koagiilaz negatiftirler (47).
Staphylococcus aureus’un DNAaz ve termostabil endoniikleaz {iretiyor olmasi S.

epidermidis ile ayriminda koagiilaz testine yardimci olarak kullanilabilir (48).

2.3.Virulans ve Patojenite

Staphylococcus aureus enfeksiyon olusturmak ve yayilmak igin bir¢cok yapisal
elemanindan, enzimlerinden ve toksinlerinden faydalanir. Ancak bu sekilde konagin
savunma sisteminden kacabilir, konak i¢inde yayilabilir ve farkli klinik tablolara sebep

olabilir.

2.3.1. Kapsiiler Polisakkarit ve Biyofilm Formasyonu

Staphylococcus aureus’larin %90’dan fazlasi, bakterinin konak hiicrelerine ve
prostetik aletlere tutunmasimi saglayan ve bakteriyi polimorfoniikleer hiicrelerin
fagositozundan koruyan bir ekzopolisakkarit sentez ederler. Kapsiiler polisakkarit ayni
zamanda bakterinin tutunma ve fonksiyonel elemanlarini degistirebilir. S. aureus ile
enfekte yabanci cisimlerde elektron mikroskobu ile goriilen kapsiiler polisakkarit,
serolojik olarak 13 tipten olusur. Klinikten izole edilen suslarin %70-80’inde serotip 5

ve serotip 8 goriilmiistiir. Diger tipler klinik izolatlarda ¢ok nadirdir (49).



Kapsiiler polisakkarit, konaga tutunmus bakterilerin eksatraseliiler protein
matriks ile tizerlerini Orten biyofilmin en 6nemli elemanidir. Biyofilm vasitasi ile
matrikse gomiilmiis bakteriler antimikrobiyal ajanlarin penetrasyonuna ve dolsayisiyla

aktivitelerine kars1 direngli hale gelirler (49).

2.3.2. Peptidoglikan Tabaka

Hiicre duvar1 bakteriye seklini veren, yapisal sertlik saglayan ve bakterinin ¢cevre
sartlarina kars1 direngli olmasina sebep olan bir yapidir. Bakteri agirliginin biiyiik kismi1
peptidoglikan tabakasina aittir. Bu tabaka beta 1-4 glukan baglar ile N-asetilglikozamin
ve N-asetilmiiramikasit’in  birbirlerine baglanmast  suretiyle olusur. N-asetil
muramikasit’e ait rezidiilerin C3 karbonuna bagli, L-alanin, D-glutamin, L-lizin ve D-
alanin aminoasitlerinden olusan bir zincir bulunur. Bu zincirdeki D-alanin, diger
zincirdeki N-asetil muramik asit’e bagl kisa zincirin L-lizin’ine pentaglisin kopriileri
ile baglanir. Peptidoglikan tabaka, teikoik asitle beraber kopleman aktivasyonuna,
polimorfoniikleer hiicrelerin kemotaksisinin arttiritlmasina, monositler tarafindan
interlokin-1 tretilmesine ve opsonik antikorlarin sentezinin uyarilmasina sebep olur.

Ayrica sitokinlerin salgilanmasini arttirir ve trombositlerin kiimelenmesine yol acar

(50,51).

2.3.3. Teikoik Asit

Teikoik asitler, ya bes karbonlu ribitollerin ya da ti¢ karbonlu gliserollerin
fosfodiester baglariyla birlesmis bir polimerdir. Ribitol teikoik asit bakteri hiicre
duvariyla, gliserol teikoik asit ise hiicre membraniyla iliskilidir. Ribitol teikoik asit, N
asetil muramik asit’in C6 hidroksil grubu sayesinde peptidoglikana kovalent olarak
baglanir. Gliserol teikoik asit, hiicre membranin disa bakan yiizeyindeki glikolipidlere
baglanir ve buna lipoteikoik asit denir. Bu yap1 hiicre duvari i¢inde ilerleyerek hiicrenin

disina kadar uzanir (52).

Teikoik asit bakteri igin birden ¢ok vazife gorlir. Hiicre duvariin
stabilizasyonunu saglar, hiicre duvari ile hiicre membraninin baglantisini saglar, hiicre
duvarinin saglamligi ve fonksiyonlari i¢in gerekli kiigiik iyonlarla selat olusturur,
bakteriler arasi etkilesimde ve bakterinin konak hiicrelerde bulunan yiizeylere
tutunmasinda rol alir. Ayrica bakterinin ¢ogalma ve biiyiime zamanlarinda
peptidoglikan sentezi ve septum olusumunda rol oynayabilir. Teikoik asitler antijenik

oldugu i¢in bakteri gruplari bu antijenik yap1 esas alinarak tanimlanir (52).



2.3.4. Protein A

Adezif matriks molekiillerini taniyan mikrobiyal yiizey elemanlar1 (‘‘Microbial
Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules’’, MSCRAMM), S.
aureus’un hiicre duvarina baglanan ve sayis1 20’yi gecen kii¢iik proteinlerden olugmus
bir ailedir. Bakteri bu proteinler ile fibronektin, fibrinojen, elastin, diger lipidler gibi
bircok konak matriks proteinlerine baglanabilir. Ayrica bazi adezinler stafilokoklarin
tabiatinda ve bazi hastaliklardaki spesifik virulansinda rol oynar. Ornegin; S. aureus’un
nazal tasiyiciliginda clumbing factor B, yabanci cisimle iliskili ventikiiler enfeksiyonda
fibronektin baglayan protein A ve B, osteomiyelitte kollojen baglayan protein gibi
(53,54).

Protein A, 42000 kDa agirhiginda ve MSCRAMM’ e ailesine ait bir adezindir.
Hiicre duvarmin dis yiizeyinde bulunur. 1gG3 haricindeki biitiin insan IgG’lerin Fc
bolgelerine baglanir. Bu sayede antikomplementer ve antifagositer etki gosterir (4955).
Protein A ayrica opsonizasyona ve bakterinin polimorfoniikleer hiicreler tarafindan
fagositozuna, kompleman aktivasyonuna ve asir1 duyarlilik reaksiyonlarina sebep olur.
Ayn1 zamanda B hiicre siiperantijenidir. Ciinkii B hiicre reseptdriine dogrudan baglanip
spesifik antikor sentezlemesini engeller. Ayrica organizmanin tiplendirilmesinde ve
viicut sivilarinda antijen taranmasinda kullanilan koagliitinasyon test metodu Protein

A’nin varligina ve 6zelligine dayanir (56).
2.4. Enzimler

2.4.1. Katalaz

Bakteriyi fagosite eden hiicrelerdeki myeloperoksidaz enzim sistemi tarafindan
olusturulan hidrojen peroksiti (H202), suya (H20) ve oksijene (O2) pargalayan
enzimdir. S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius haricindeki biitiin
stafilokoklar tarafindan iretildigi icin katalaz negatif olan streptokoklardan ayriminda
kullanilir (58).

2.4.2. Koagiilaz

Staphylococcus aureus’un pihtilasmaya sebep olan koagiilaz aktivitesi iki tiptir.
Bagh koagiilaz hiicre duvarina (Clumping faktor) bagli olarak bulunur ve fibrinojene
dogrudan baglanarak fibrin olugmasina sebep olur. Ayrica S. aureus’larin
kiimelenmesini saglar. Serbest koagiilaz ise hiicreden disar1 salinir ve plazmada bulunan

koagiilaz reakting faktor (CRF) ile birleserek fibrinojeni fibrine doniistiiren
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stafilotrombini meydana getirir. Bakterinin fibrinle kaplanmasi onu fagosite ve

antimikrobiyal ajanlara direngli hale getirir (56,59).

2.4.3. Fibrinolizin
Bu enzim plazminojeni plazmine doniistiiriir ve olusan plazmin fibrin pihtilarini

yikarak bakterinin dokularda yayilmasina sebep olur (60).

2.4.4. Hyaliironidaz
Fibrinolizine benzer sekilde, hiicreler arasindaki matriksi hidrolize ederek

bakterinin yayilmasini sebep olur (56).

2.4.5. Lipaz

Yaglar1 hidrolize ederek bakterinin kutandz ve subkutandz dokulara yayilmasina
yol agar. Bu enzim fronkiil ve karbonkiil olusmasinda rol oynar. Fosfotidilinozitol-
spesifik fosfolipaz C enziminin, yetiskin respiratuar distres sendrom ve dissemine
intravaskiiler koaglilasyon geciren hastalardan izole edilen suslarla iligkisi

tanimlanmustir (56).

2.4.6. Niikleaz
DNA ve RNA’y1 3’-fosfomononiikleotidlere parcalayan, ekzo ve endoniikleaz

aktivitesi bulunan 1stya direncli fosfodiesterazdir (61).

2.4.7. Penisilinaz (Beta laktamaz)

Immunolojik ve substrata spesifik ¢aligmalar S. aureus’un birden ¢ok tipte B
laktamaz enzimi {irettigini gostermistir. Bu enzimler indiiklenebilir yahut devamli bir
sekilde sentezlenebilir. Beta laktamazi kodlayan genler, eritromisin ve tetrasiklin gibi
birgok antibiyotige direng genleri tasiyabilen plazmidler {iizerinde bulunur ve

trasformasyon, transdiiksiyon ile baska bakterilere nakledilebilir (56).

2.5. Toksinler

Staphylococcus aureus enfekte ettigi konagin hiicre yapisini ve fonksiyonunu
bozacak birden ¢ok toksin iiretir. Bunlar; bes tane sitotoksin (alfa, beta, delta, gama ve
Panton-Valentine 16kosidin), iki tane eksfolyatif toksin (A ve B), sekiz tane enterotoksin
ve toksik sok sendromu toksini (TSST-1)’dir (62,63).



2.5.1. Alfa Hemolizin

Birgok farkl1 hiicrede litik etkiler gdsterir. insan eritrositlerinin, mokrofajlarinin,
monositlerinin ve lenfositlerinin yikilmasina sebep olur. 33000 dalton agirliginda olan
bu protein, ge¢ logaritmik iireme periyodunda besiyerine salgilanir. Bu proteinin
monomerleri hedef hiicrenin duvarinda birlesip kiimelesirken merkezde bir por
meydana gelir. Pordan potasyum iyonlar1 ve kiiclik molekiiller disar1 ¢ikar, sodyum ve
kalsiyum iyonlar1 hiicre i¢ine girer. Bu durum hiicrenin osmotik dengesini bozarak
hiicrenin parcalanmasina yol acar. Alfa hemolizin subkutandz dokular igin
dermonekrotiktir. S. aureus’un kanli agarda yaprigi beta hemolizden bu toksin

sorumludur (56).

2.5.2. Beta Hemolizin

Cesitli tipteki hiicrelere etki eden bir nétral sfingomyelinidaz olup 35000 dalton
agirhigindadir ve logaritmik {ireme fazinin sonunda ortama salinir. Hemolitik
aktivitesinin gerceklesebilmesi i¢cin magnezyum gerekir. Sfingomyelini seramid ve
fosforil koline hidrolize eder. Monositlere karsi toksik olmasina ragmen lenfositlere,
graniilositlere ve fibroblastlara etkisizdir. Diisiik sicaklikta eritrositlere olan hemolitik
etkisi arttig1 icin ‘sicak-soguk’ hemolizin olarak da bilinir. Bu hemolizin S. aureus
haricinde B grubu streptokoklar ve L. monocytogenes tarafindan da iiretilir ve CAMP

faktorle etkilestiginde bakterinin hemolitik etkisinin artmasini saglar(56).

2.5.3. Gama Hemolizin ve Panton-Valentine Lokosidin

Iki hemolizin de konak hiicrelerinde porlar acan polipeptitlerden olusmustur. Bu
polipeptitler jel elektroforezindeki hareketlerine gore yavas (S) ve hizli (F) olarak ikiye
ayrilirlar. Gama hemolizin HIgA ve HIgC’den (yavas kisim) biri ve HIgB’nin (hizli

kisim) birlesmesinden meydana gelir (56).

Panton-Valentine Lokosidin, stafilokok suslar1 arasinda lizojenik fajlar ile
nakledilir ve LukF ve LukS pargalarindan olusur. 4 tane S ve 4 tane F monomeri
birlestikten sonra hedef hiicrenin membranina baglanir ve hiicrede porlar meydana gelir.
Etkilenen hiicre siser ve patlar. PVL insan noétrofili, fare alveolar makrofaji, tavsan
notrofili gibi ¢ok c¢esitli hiicre tiplerine toksik etkide bulunur. Fakat insanlarin

yakalandig1 enfeksiyonlardaki rolii hala aydinlatilamamistir (56).



2.5.4. Delta Hemolizin

Bu hemolizin S. aureus’larin %97’sinde, koagiilaz negatif stafilokoklarin ise
%50-%70’inde bulunur. 3000 da agirhiginda kiigiik ve eksponansiyal biiyiime fazinin
sonunda salgilanan amfipatik bir peptittir. Yiizeye etkin deterjan 6zelligi sayesinde

hiicre membraninda porlar acarak hiicre igeriginin yavas yavas disar1 sizmasina sebep

olur (56).

2.5.5. Eksfolyatif Toksinler

Staphylococcus aureus suslarinin %1-2° si tarafindan salgilanan ve 24000
daltonluk ET-A ve ET-B proteinlerinden olusan bir toksindir ve siiperantijendir.
Bunlardan ET-A 1siya duyarlidir ve kromozoma entegre olmus bir bakteriyofaj tizerinde
kodlanmistir. Diger protein ET-B ise 1s1ya direnclidir ve plazmidler ile taginir. Bu iki
peptid biyokimyasal ve immunolojik olarak farkli olsalar da biyolojik ve siliperantijen
aktiviteleri birbirlerine benzerdir. Serin proteaz aktivitesi gostererek epidermise ait
desmozomlardaki adezyon glikoproteinlerini hedef alir. Boylece stratum granulozum
tabakasini olusturan hiicreler arasindaki baglar kopmaya baslar ve stratum granulozum

tabakasi ayrilir. Stafilokokkal haglanmis deri sendromuna sebep olur (56,64).

2.5.6. Enterotoksinler

Istya direngli ve gastrik, jejunal enzimlere dayanikli toksinlerdir. A-E, G, H, |
isimleriyle serolojik olarak sekiz tipe ayrilir. Bu toksinler 1siya direncgli olduklart i¢in
isitilip bakteriler oldiiriilse dahi etkilerini kaybetmezler. S. aureus’larin %30-50’si bu
toksini tiretmektedir(65). Tiim enterotoksinler siiperantijendir. Besin zehirlenmesine en
stk sebep olan enterotoksin A’dir. Enterotoksin B ise genellikle hastane kaynakli

enfeksiyonlarda goriiliir ve psddomembrandz enterokolite sebep olur(66).

2.5.7. TSST-1

Toksik sok sendrom toksin-1 22000 dalton agirliginda kiiciik bir proteindir.
Bakteriden salindiktan sonra mukozal membranlar1 gecerek dolagim sistemine katilir.
Siiperantijen 0zelligi oldugu i¢in T hiicrelerinin degisken bdlgelerine dogrudan
baglanarak kontrolsiiz miktarlarda IL-1, TNF ve interferon-y iiretilmesine sebep olur ve
ciddi, multisistemik bir hastalik tablosuna yol acar. Hastalarda ates, hipotansiyon,
eritrodermi, mental konfiizyon, ¢oklu organ yetmezligi goriiliir. Bu tabloya Toksik Sok

Sendromu adi verilir. (67)
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2.6. Yaptig1 Enfeksiyonlar

Staphylococcus aureus, stafilokoklar i¢indeki en Onemli insan patojenidir.
Yetigkinlerin burnunda %20-40 oraninda ve c¢evrede bulunur. Hatta aksilla, cilt,
perineum, vajinada da bulunabilir. insanlarin normal mikrofloralarinda bulunmasia
ragmen firsat¢1 enfeksiyonlar yapabilir. Enfeksiyona zemin hazirlayan konaga ait

predispozan faktorler sunlardir:

—  Lokosit kemotaksisinde defekt

— Antikorlar tarafindan opsonizasyonda defekt

— Bakterinin intraseliiler alanda 6ldiiriilmesinde defekt
— Deri yaralanmalari

— Yabanci cisim

— Bagka ajanlarla enfeksiyon

— Malinite, diyabet gibi kronik hastaliklar

—  Terapotik veya proflaktik antibiyotik kullanimi

Staphylococcus aureus, basit deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan hayati
tehdit eden sepsislere, menenjitlere kadar genis bir hastalik yapma yelpazesine sahiptir.
Ayni zamanda toplum kaynakli sepsislerin en Onemli nedenidir ve en Onemli

nozokomial patojendir (68-70).

2.6.1. Folikiilit
Yiizeyel dermisin iyi seyirli enfeksiyonudur. Kil folikiillerini tutar ve kiictik,

kirmizi, agrili lezyonlar olusturur. Sistemik semptomlar gériilmez (71).

2.6.2. impetigo

Genellikle ¢ocuklarda, bilhassa yiiz gibi viicudun agik bdlgelerinde goriilen
dermisin tutuldugu bir stafilokokkal enfeksiyondur. Biilloz ve nonbiill6z olmak {izere
iki formu vardir. Nonbiilloz formda kirmizi tek bir makiil yahut papiil hizlica vezikiile
doner. Daha sonra lezyon riiptiire olur ve eritamat6z kenarli, karakteristik altin renginde
kabuga sahip bir yara halini alir. Otoinokiilasyonla viicudun baska bolgelerine
yayilabilir. Biilloz impetigo, biiyiik ¢cocuklarda ve yetiskinlerde goriilse de en ¢ok yeni
doganlarda goriilen stafilokokkal haslanmis deri sendromunun bir pargasi olan formdur.
Yiizeyel vezikiil, etrafinda eriteme olmayan, keskin simirli biile kadar ilerler ve daha
sonra biil riiptiire olur. Genellikle viicudun nemli bélgelerini tutam impetigoda ates ve

gastroenterit gibi sistemik semptomlar da goriilebilir. Birgok vaka skar birakmadan
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kendi kendini siirlar. Impretigo vakalarmin %80-90’inmn etkeni S. aureus’tur. Geri

kalan vakalara ise A grubu beta hemolitik streptokoklar sebep olur (71).

2.6.3. Fronkiil ve Karbonkiil

Fronkiil’de mikroorganizma derin yerlesimli kil folikillerine tutulur.
Siipiirasyon subkutan6z dokuda, dermise dogru uzanir. Lezyonlar deriden kabarik, agrilt
ve i¢i piiriilan materyalle doludur. Sistemik semptom genellikle yoktur. Karbonkiil de
subkutan6z dokuya, kil folikiillerinin yakinina dogru uzanir. Birgok lezyon birleserek
subkutandz bolgede sinusler meydana getirir. Genellikle sistemik semptomlar vardir.

Tedavisi cerrahi drenaj ve parenteral antibiyoterapidir (71).

2.6.4. Mastit
Yeni dogum yapmis veya laktasyondaki kadinlarin meme dokusunu tutar. Meme
dokusunda sertlik, 6dem, kizariklik yapar. Yiizeyel abseler aspirasyonla tedavi edilirken

derin abseler insizyon ile drene edilir (71).

2.6.5. Yara Yeri Enfeksiyonu

Ekseri stafilokokkal yara yeri enfeksiyonu cerrahi miidahale sonrasinda gelisir.
Yara bolgesi kirmizi, kabarik, agrilidir ve serdéanjinoz akinti gelir. Tedavi yaklagimini
enfeksiyonun derinligi, hastanin durumu, sistemik semptomlarin varligi/yoklugu,
yabanci cisim varligi/yoklugu belirler. Bu enfeksiyon siklikla hastanin burnunda

kolonize olan S. aureus’lar tarafindan meydana gelir (71).

2.6.6. Seliilit ve Yumusak Doku Enfeksiyonu

Seliilit, enfeksiyonun yumusak dokudan siiperfisyal fasyaya dogru hizlica
yayilmasidir. En sik sebebi A grubu beta hemolitik streptokok olsa da kutandz ilser
veya abse varliginda ara sira S. aureus da etken olabilir. S. aureus gibi, diger gram
pozitif ve gram negatif bakteriler de seliilit yapabilir. Seliilit olan bdlgeden numune
alinmali, kan kiltiirleri toplanmali ve genis spektrumlu antibiyotikler ampirik
baslanmalidir. Erizipel, A grubu beta hemolitik streptokoklarin ve daha az siklikla S.
aureus’un sebep oldugu bir seliilit tipidir ve agrihidir. Nekrotizan fasit, lokalize
stafilokokkal enfeksiyonun hizlica yayilmasiyla meydana gelebilir. Bu enfeksiyon

tipinde erken ve hizli teshisle birlikte iyi cerrahi debridman yapilmalidir (71).
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2.6.7. Kan Dolasimi1 Enfeksiyonu

Staphylococcus aureus’un yaptigi kan dolasimi enfeksiyonu yilda 10.0000’de
20-30 kisidir ve mortalite oran1 %20-%30 civarindadir. Hastaneye yatist ilk iki gliniinde
gecirilen enfeksiyon toplum kaynakli, iiglincii giinden itibaren gegirilen enfeksiyon
hastane kaynaklidir. Toplum kaynaklanan enfeksiyonun kaynagi genelde seliilit,
endokardit, pneumoni kaynakli, hastane kaynakli enfeksiyonlarin kaynag: ise genelde
kataterler, invaziv girisimler olmaktadir. Hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep olan S.
aureus suslar1 daha direnclidir. S. aureus bakteriyemisi gegiren hastalarin %10 unda,
bakteriyemiyi takiben endokardit goriiliir. Bakteriyemi durdurulamazsa trombositopeni,
yaygin damar i¢i pihtilasma, coklu organ yetmezligi gibi ciddi, mortal hastaliklar
goriilebilir. Bakteriyeminin sebebi yabanci cisim ise hemen viicuttan uzaklastirilmalidir.

8-10 giine kadar hastaya parenteral tedavi verilmesi tavsiye edilir (71).

2.6.8. Endokardit

Staphylococcus aureus hem dogal kapak hem de prostetik kapak endokarditine
yol agabilir. Atesin goriildiigli akut septik sendrom ve artralji, miyalji, gogiis agrisi gibi
nonspesifik semptomlar ve yeni kalp iifiiriimleri ile karakterizedir. Petesiyal deri
lezyonlar1 ve Janeway lezyonlari septik embolinin viicutta dagildigini gosterir.
Kapakgiklarin tizerindeki vejetasyonlar koparsa kiiciik arterlerden beyin, kalp, bobrek
gibi 6nemli organlara kadar bir ¢ok dokuya emboli atabilir ve ciddi hastaliklara sebep
olabilir. intravendz ila¢ kullananlarda primer olarak sag kapak endokarditi goriiliir.
Dogal kapaklari tutan metisiline duyarli S. aureus endokarditinde tedavisinde 4-6 hafta
stire ile penisilinaza direngli bir penisilin ya da birinci kusak sefolosporin kullanilir.
Beta laktam grubuna alerji goriiliirse veya etken metisiline direngli ise tedavi
vankomisin ile yapilir. Metisiline duyarli S. aureus prostetik kapagi tutarsa tedaviye

aminoglikozit eklenir (71).

2.6.9. Menenjit

Staphylococcus aureus’un etken oldugu menenjit bakteriyeminin, travmanin,
cerrahi girisimin, sant tedavisinin bir komplikasyonu olarak goriilebilir. Menenjite
sebep olan bakteriyeminin kaynagi siklikla abse, pnomoni gibi herhangi baska bir
yerdeki enfeksiyondur. Staphylococcus aureus’un etken oldugu menenjitler tim
menenjitlerin iginde %?2-8 gibi nadir bir oranda olmasina ragmen enfeksiyonlarin

mortalitesi yiiksektir.(72)
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2.6.10. Pulmoner Enfeksiyon

Staphylococcus aureus pnomonileri, aspirasyonla veya baska bolgedeki
enfeksiyonun hematojen yolla yayilmasi ile meydana gelir. Toplumdan kazanilmis
aspirasyon pnomonileri siklikla yasli insanlarda influenza pnomonilerinin bir
komplikasyonu olarak goriiliir. Hastaneden kazanilan pndmoni ise genellikle
entlibasyon veya ventilasyon destegine sekonder olarak goriiliir. Yarisindan fazlasinin
metisiline diren¢ gosterdigi S. aureus pndomonileri, nozokomiyal pndmonilerin en sik
goriilen etkenidir. Enfeksiyon akcigerlere hizlica yayilir, nekroz, kavitasyon, abse ve
ampiyem birakarak viicuda yayilir. Staphylococcus aureus pndomonilerinin

komplikasyonlar1 ampiyem ve bronkoplevral fistiildiir (72).

2.6.11. Eklem ve Kemik Enfeksiyonlari

Staphylococcus aureus osteomyelitleri siklikla lokal enfeksiyonun ilerlemesi
veya hematojen yolla enfeksiyonun yerlesmesi ile olusur. Hematojen yolla
enfeksiyonun yayilimi genellikle ¢ocuklarda goriiliir ve karakteristik olarak uzun
kemikler tutulur. Abse ve litik kemik lezyonundan numune alinip ekimi yapilmalidir.
Hastalar siklikla ates, kilo kayb1 ve kemik agrist gibi nonspesifik semptomlara sahiptir.
S. aureus’un sebep oldugu osteomyelit’in radyolojik bulgulari osteosarkom gibi
maligniteleri taklit edebilir, birbirlerinden ayirmak i¢in biyopsi alinmalidir.
Staphylococcus aureus’a bagli septik artrit genellikle prepubertal ¢ocuklarda goriiliir ve

yetiskinlerde de bakteriyeminin bir komplikasyonu olarak goriiliir (72).

2.6.12. Pyomiyozit

Siklikla travmaya sekonder gelisen, daha az siklikla fronkiil gibi yakin
enfeksiyon odagindan yayilan bir kas enfeksiyonudur. Hastalarda ates ve kas agrisi
vardir. Tedavisi insizyon ve drenaja ek olarak destekleyici antibiyotik kullanilmasidir

(72).

2.6.13. Stafilokokkal Besin Zehirlenmesi
Bakteri ile kontamine olan besinlerin iginde bulunan ve S. aureus’un irettigi
1siya dayanikli toksinin sebep oldugu hastalik tablosudur. Hastalarda mide bulantisi,

kusma, karin agrist ve diyare goriiliir. Semptomlar besin alimindan 2-6 saat sonra
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baslar, 8-10 saat sonra hafifler. Karakteristik olarak ates ve norolojik bulgu yoktur.

Semptomlara yonelik destek tedavisi yeterlidir (72).

2.6.14. Stafilokokkal Haslanmis Deri Sendromu

Eksfolyatif toksin iireten S. aureus suslari tarafindan olusturulan bu hastalik
genellikle yenidoganlarda ve bes yasin altindaki cocuklarda goriiliir. Enfeksiyon
konjuktivada, burunda, umblikusta ve perineumda gelisebilir. Ayn1 zamanda pnémoni,
iiriner sistem enfeksiyonu, endokardit, septik artrit gibi enfeksiyonlarin bir sonucu
olarak goriilebilir. Lokalize enfeksiyon biilloz lezyon olarak goriilebilir fakat toksin
dolagim sistemine girip viicuda dagilirsa biiylik eritemler ve daha biiylik bolgelere
yerlesen biiyiik biilloz lezyonlara ve ylizeyel derinin soyulmasina sebep olur. Bir¢ok
vakada deri pul pul soyulur ve semptomlar 5-7 giin sonra azalir. Toksinler antijenik
oldugu icin antijene karsi olusan antikorlar koruyucudur. Salginlar yenidogan yogun
bakimlarinda ve hemsirelerde goriiliir. Lezyondan alinan numunenin kiiltiirii enfeksiyon

odag1 burun, pndmoni gibi bagka bir bolge olabilecegi igin tan1 degeri sinirhdir. (72)

2.6.15. Stafilokokkal Toksik Sok Sendromu

Toksik sok sendromu ates, hipotansiyon, eritroderma, bulani, kusma, diyare,
renal disfonksiyon, bas ve bogaz agrisi, konjuktivit ile karakterize bir hastaliktir.
Siklikla menstriiasyon goren ve yliksek absorbansa sahip tampon kullanan kadinlarda
goriiliir. Tamponlarda kullanan fiber toksin {iretimi i¢in ideal ¢evre olusturur. Yiiksek
oksijen seviyesi, absorbant malzemedeki protein, yiiksek pH ve kan ile ¢evrelenmis
notral c¢evre bakterinin TSST-1 toksini iiretmesini stimule eder. Menstruasyonla
alakasiz TSS ise hem kadinlarda hem de erkeklerde stafilokokkal absenin,
osteomyelitin,influenza sonrasi pndomoninin, cerrahi yara yeri enfeksiyonunun bir
komplikasyonu olarak goriilebilir. Tasiyicilarda ve klinik olarak enfeksiyon etkeni olan
S. aureus’larin %?20’si bu toksini iiretir. Bu toksin ile vaskiiler kapiller gecirgenlikte
artisa bagl olarak intravaskiiler sivi intersitisyal alana kacar ve hipotansiyon, doku
hipoksisi goriiliir. Intravaskiiler sivi kaybm diyare siddetlendirir. Akut respiratuvar
distress sendromu ve yaygin damar i¢i pithtilasmasi TSS’nin hayati tehdit eden ciddi
komplikasyonlaridir. Ayrica TSST-1 direkt olarak myokardium, iskelet kasi, bobrek ve
karacigere toksik etkileri vardir. TSS iireten bakteri ile enfekte veya TSST-1’e karsi

diisiik antikor seviyesine sahip hastalar TSS gecirmelerine ragmen hastalarin yarisindan
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fazlasinda TSST-1’e kars1 antikor iiretimi olmaz. Antibiyotik tedavisi ve semptonlara

yonelik destekleyici tedavi verilir. Stafilokokkal TSS’na bagli 6liim %3 tiir (72).

2.6.16. Bakteriiiri ve Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Uriner sistemden izole edilen S. aureus’lar, bakteriyemi veya iiriner sisteme
yonelik invaziv girisim sonrasi goriilebilir. Bagka bir odaktan bobrege yayilan bakteriler
tiriner sisteme yerlesebilir. Staphylococcus aureus iiriner sisteme yerlesse de hastalarin
ekserisi asemptomatiktir. Ileri yas, kataterizasyon, iiriner sisteme cerrahi miidahale,

obstruksiyon, malignite S. aureus bakteriiirisi i¢in risk faktorleridir (72).

2.7. Koagiilaz Negatif Stafilokok Enfeksiyonlar:

KNS’lere bagli dogal kapak endokarditleri nadir olsa da protez kapaklari tutan
endokarditlerde en sik etkendir. Cerrahi sonrasi 2-12 ay icerisinde goriilen protez kapak
endokarditlerinin %60-%80 etkeni S. epidermis’tir. Diger KNS’ler de endokardit etkeni
olabilir (73).

KNS’ler katater ve sant enfeksiyonlarinin en sik sebebidir, en sik etkeni ise S.
epidermidis’tir. Bilhassa katater, sant gibi yabanci cisimlerin etrafina bakteri tarafindan
fibrinojen, fibrin y1ginlar olusturulur ve bakteri buraya yerleserek bir biyofilm tabaka
meydana getirir. Glikokalik yapisindaki bu biyofilm tabakasi i¢indeyken bakteri
antimikrobiyallere ve konak savunma sistemine direngli hale gelir (74). Ayrica S.
saprophyticus saglikli kadinlarda nonkomplike {iriner sistem enfeksiyonlarina siklikla

sebep olur.
2.8. Mikrobiyal Tanimlama

2.8.1. Gram Boyama

Staphylococcus aureus birden ¢ok diizlemde bdliinlip birbirinden ayrilamadigi
i¢cin mikroskop altinda iiztim salkimi seklinde goriilen, daha az siklikla tek, ¢ift, tetratlar
ve kisa zincirler olusturan, 0,5-1,5 um ¢apinda Gr(+) koklardir(38,39). Ancak eski
kiiltiirlerin boya tutmasi zorlasti1 i¢in gram negatif goriilebilecegi akilda tutulmalidir

(75).
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2.8.2. Katalaz Testi

Bu test ile Staphylococcus ve Micrococcus cinsleri, streptococci, enterococci ve
streptococcus-benzeri bakterilerden ayirt edilir. Katalaz testi aslinda sitokrom oksidaz
enziminin varligini tespit eder. Bir cam iizerinde %3’liikk hydrogen peroxide (H0,) ile
calisilir. Bakteri cam tiizerindeki soliisyona birakildiginda hemen belirgin kabarciklar
goriilityorsa, H,O,, suya ve oksijene parcalanmis ve testi pozitif hale getirmis demektir.
Kirmizi kan hiicreleri katalaz enzimi icerdiklerinden testi zayif pozitif hale
getirebilecegi igin ideal olani katalaz testinin eritrosit icermeyen besiyerinde iireyen
bakterilere uygulanmasidir. Bu tehlike sebebiyle testi c¢alisan kisinin eritrosit igeren
besiyerinden miimkiin mertebe sadece bakteriyi almaya dikkat etmesi gerekir. Cok nadir
stafilokok suslar1 katalaz negatif olabilir. Baz1 enterokoklar ‘pseudocatalase’ iireterek

testi zayif pozitif hale getirebilir (76).

2.8.3. Koagiilaz Testi

Bu test yardimiyla S. aureus diger stafilokok tiirlerinden ayirt edilir.
Enterococcus, P. aeruginosa, S. marcescens gibi bakteriler sitrati parcalayip
pthtilasmaya sebep olabildikleri icin EDTA’l1 plazmalar kullanilmalidir. insan plazmas:
farklt miktarlarda CRF ve bakteriye karsit olusmus antikor bulundurabileceginden bu

test insan plazmasi ile ¢calisilmamalidir. Koagiilaz testi iki sekilde yapilir.

2.8.3.1. Tiip Koagiilasyon

Tip koagiilaz testi bagli ve serbest koagiilaz1 tespit eder. Koagiilaz enizimi
ekstraseliiler alana salgilanir ve fibrinojeni fibrine doniistiiren koagiilaz-reakting-faktor
(CREF) ile etkilesime girer. Steril tiipe 0.5 ml tavsan plazmasi dagitilir ve bir 6ze dolusu
bakteri tlipe aktarilir ve 35 C°’de 4 saat sonra pihtilagsma kontrol edilir. Eger pihtilagma
yoksa oda sicakliginda inkiibe edilerek 18-24 saat sonra tekrar kontrol edilir. Pihtilagsma
varsa test pozitiftir. Eger inkiibasyon 18-24 saate kadar 35 C°’de gerceklesirse bakteri
fibrinolizin {ireterek pihtiyr ¢ozebilir. Cok nadir S. aureus suslari koagiilaz negatif
olabilir baz1 hayvanlardan izole edilen Staphylococcus (S. intermedius, S. hyicus, S.
delphini, ve S. schleiferi subsp. coagulans) ise tiip koagiilaz pozitif olabilir. S. schleiferi
subsp. schleiferi hem lamda koagiilaz hem de tiipte koagiilaz testi pozitif oldugundan ve
1stya direngli endoniikleaz iiretebildikleri i¢in klinikte yanlislikla S. aureus olarak
isimlendirilebilir (77,78).
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2.8.3.2. Lamda Koagiilasyon

Bu test bagli koagiilazi tespit eder. Bagli koagiilaz kiimelesme faktorii (clumping
factor) olarak bilinir ve bakterinin hiicre duvarinda bulunur. Fibrin lifleri bakterilerin
hiicre duvarlar arasinda olusur ve gozle goriilebilir bir kiimelesmeye yol agar. Kiigiik
bir damla su bulunan bir lam iizerinde yogun bir bakteri siispansiyonu hazirlanir ve
lizerine bir damla tavsan plazmasi damlatilir. Devamli dairesel hareketlerle karistirilir.
Beyaz kiimelenme goriilmesi testin pozitif oldugunu gosterir. Otoagliitinasyona dikkat
edilmelidir. Test negatif c¢ikarsa yahut ge¢ pozitiflik goriiliirse (20-60) tiipte koagiilaz
testi ile dogrulanmalidir (77,78).

2.8.4. Mannitol Hidrolizi

Staphylococcus aureus, S. epidermidis ve diger stafilokok tiirlerinin aksine
mannitolden asit iiretir. Bu 0Ozellik sayesinde S. aureus toprakta, feceste ve nazal
tagiyicilikta taranabilir. Mannitol agarin i¢inde enterokoklarin {iremesini inhibe eden
yiiksek tuz konsantrasyonu (%7.5), %1 mannitol, fenil kirmizis1 ve pepton bulunur. S.
aureus’larin etrafinda sar1 bir zon olusur. Nadiren bagka stafilokok tiirleri de bu
goriintliyli verebilir, bu nedenle S. aureus tiplendirmesine baska testler de eklenmelidir

(79).

2.8.5. Deoksiriiboniikleaz Testi

Baz1 S. aureus suglari tiipte koagiilasyon testinde zayif veya belirsiz sonug
verebilir, hatta bazilar1 koagiilaz negatif olabilir. Neyse ki diger testler koagiilaz tiretimi
ile yiiksek korealasyon gdosterir. Staphylococcus aureus, deoksiriboniikleaz (DNAaz),
endo ve ekzoniikleaz aktiviteye sahip termostabil niikleaz iiretir. Metakromatik bir boya
olan toludin mavisi igeren besiyerine bakteri inokule edilerek DN Aaz tespit edilebilir.35
C°’de 24 saat inkiibasyondan sonra bakteri kolonisinin ¢evresi ve alti DNA hidrolizine
bagli olarak maviden pembeye doner. Toludin mavisi DNAaz aktivitesini
maskelememesi i¢in konsantrasyonu %0.005’1 gecmemelidir. Bu test S. aureus

tiplendirilmesinde destekleyici bir rol alir (77).

2.8.6. Termostabil Endoniikleaz

Bu test icin DNAaz besiyeri kullanilir. Besiyerinde kuyucuklar acilir ve igine 24
saat s1v1 besiyerinde inkiibe edildikten sonra 15 dakika sicak su banyosunda bekletilen
bakteriler konulur. 35 C°de bir gece inkiibe edilir. Staphylococcus. aureus

kuyucuklarin etrafinda pembe bir zon olusturur. Baz1 hayvan izolatlar1 (S. caprae, S.
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schleiferi, S. intermedius, S. hyicus) isiya dayanikli termoniikleaz iiretebilir, bazi
koagiilaz negatif stafilokoklar (S. epidermidis, S. simulans, S. capitis, S. carnosus) da
zay1f pozitif reaksiyon verebilir. Testi spesifiklestirmek ve dogrulamak icin S. aureus
termoniikleaz enzimine karsi olusturulmus poliklonal veya monoklonal antikorlar ile

sero-inhibisyon yapilabilir (80).

2.8.7. Glikoz Fermentasyonu

Bu test nonfermentatif gram negatif basiller igin kullanilan oksidasyon-
fermantasyon (OF) testine benzer. OF besiyerine stafilokoklarin {iremesini arttirmak
icin maya ekstraktr gibi biiyiimeyi arttiran maddeler eklenir. Staphylococcus cinsini
Micrococcaceae cinsinden ayiran giivenilir ve referans testtir. Yontemin dezavantaji,

uzun inkiibasyonlara ihtiya¢ olmasi ve laboratuvarlarin rutinine uyumlu olmamasidir

(76).

2.8.8. Lizostafin Duyarhh@

Lizostafin, stafilokokkal hiicre duvarinin peptidoglikan tabakasindaki glisinden
zengin ¢apraz kopriileri birbirinden ayiran bir endopeptidazdir ve etki ettigi bakteriler
osmatik par¢alanmaya duyarli hale gelir. Baz1 stafilokoklar (S. aureus, S. simulans,
S.cohnii, S. xylosus gibi) diger baz1 stafilokoklara (S. hominis, S. saprophyticus, S.
haemolyticus gibi) gore lizostafine daha duyarli olduklari igin testin yorumlanmasi ve
standardizasyonu giiclesmektedir. Bir tiipe 0.2 ml salin ile yogun bir bakteri
stispansiyonu hazirlanir ve iizerine 0.2 ml Remel lizostafin soliisyonu eklenir. 35 C’de 2
saat inkiibe edilir. Bu silirenin sonunda siispansiyondaki bulaniklik kaybolursa test
pozitiftir. Ayn1 test Bakteri inokiile edilmis Mueller Hinton Agar plagina lizostafin
emdirilmis disk ile de yapilabilir. Stafilokoklarda 10-16 mm inhibisyon zonu olusurken

mikrokoklarda inhibisyon zonu olusmaz. Mikrokoklarlar lizostafine direnglidir (76).

2.8.9. Eritromisin Varhginda Gliserolden Asit Uretimi

Bu test icin bromkrezol moru ile zenginlestirilmis ve %1 gliserol ve
erythromycin (0.4 pg/mL) igeren besiyeri hazirlanir. Birka¢ koloni besiyerine bir ¢izgi
seklinde strilir ve 35C’de 3 giin inkiibe edilir. Stafilokoklar besiyerinde asit

olustururken mikrokoklar olusturmaz (76).
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2.8.10. Furazolidon Duyarhhg:

Testin ¢alisilabilmesi i¢in hazirlanmus ticari diskler mevcuttur. Stafilokoklarin
biiylimesi furazolidon tarafindan inhibe edilir ve 15 mm veya daha fazla inhibisyon
zonu olusur. Mikrokok ve iliskili bakterilerde inhibisyon zonu 9 mm’ye kadar
goriilebilir yahut hi¢ goriilmez. Fakat KNS sik olmasa da furazolidona direngli
gortilebilir (76).

2.8.11. Modifiye Oksidaz Testi

Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (oxidase ayiraci) ve dimethyl
sulfoxide (DMSO) emdirilmis filtre kagitlar1 ile ¢alisilan ve ticari olarak hazir satilan
bir testtir. DMSO bakteri hiicre duvarmin aywraca gegirgen olmasini saglar.
Besiyerinden alinan koloniler filtre kagidina inokiile edilir ve 30 saniye i¢inde mavi-
mor renk goriiliirse testin pozitif oldugu kabul edilir. Bu siire zarfinda renk degisikligi
olmazsa test negatiftir. Mikrokoklarda modifiye oksidaz testi negatifken, S. sciuri, S.

lentus, ve S. vitulinus haricindeki biitiin stafilokoklar pozitiftir (76).

2.8.12. Basitrasin Duyarhhg

Bu testte group A B-hemolytic streptokoklarin tiplendirilmesinde de kullanilan
basitrasin diski kullanilir. Bakteri siispansiyonu Mueller Hinton agara veya kanli agara
inokiile edilir ve 0.04 U basitrasin igeren disk besiyerine yerlestirilir. Bir gece
inkiibasyondan sonra zon g¢apina bakilir. Stafilokoklar basitrasine direngli olduklar1 igin
diskin kenarindan itibaren ireyebilirken, mikrokoklarda 10 mm yahut daha fazla

inhibisyon zonu goriiliir (76).

2.8.13. Protein A Tespiti

Bu testte iizerinde fibrinojen ve immunglobulin bulunan lateks partikiilleri
kullanilir. Protein A, 1gG’nin Fc bolgesine baglanir, kiimelesme faktorii (clumping
factor) de fibrinojene baglanir. Besiyerinden alinan koloniler test materyali ile

karistirildiginda siispansiyon iginde agliitinasyon gozlenirse test pozitif demektir (81).

2.9. Staphylococcus Tedavisinde Kullanilan Antibiyotikler
Staphylococcus enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilacak antibiyotikler diger

patojenlerde oldugu gibi antibiyotik duyarlilik testlerine gore segilmeli ve tedaviye
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baslanmalidir. Ampirik olarak baslanan tedavilerde ise duyarlilik testlerine gore

antibiyoterapi modifiye edilerek tedaviye devam edilmelidir.

Staphylococcus enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotikleri 3 grupta incelemek

mimkindiir.

1- Hiicre duvari sentez inhibitorleri
2- Protein sentez inhibitorleri

3- Niikleik asit sentez inhibitorleri

Tablo 2. Stafilokoklarin tedavisinde Kullanilan antibiyotik smiflari ve etki

mekanizmalari.

Hiicre Duvarinin Niikleik Asit Sentezini Protein Sentezini
Sentezini Bozanlar Bozanlar Bozanlar
Beta-laktam Grubu Aminoglikozidler

-Penisilinler Kinolonlar Makrolidler
-Sefalosporinler Rifampin Linezolid
-Karbapenemler Trimetoprim Streptograminler
-Monobaktamlar Siilfonamidler Linkozamidler
Glikopeptidler Kloramfenikol

2.10. Staphylococcuslarda Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

2.10.1. Beta-Laktam Direnci

Yapisinda biri azot li¢li karbon olan 4 iiyeli heterosiklik beta laktam halkasi
iceren antibiyotiklere beta laktam grubu antibiyotikler veya kisaca beta laktamlar denir
(82). Beta laktam grubu antibiyotikler bakteri hiicre duvarindaki penisilin baglayan
proteinlere (PBP) baglanarak etki gosterirler. Penisilin baglayan proteinler,
peptidoglikan sentezindeki capraz baglarin olugmasini saglayan transpeptidazlardir.
Beta laktamlar, PBP’nin baglandigi D-alanil-D-alanin yapisina benzedikleri i¢in bu
transpeptidazlar beta laktamlara kovalent baglanip inhibe olurlar ve neticede hiicre
duvar sentezini bozarlar. Hiicre duvar sentezinin inhibe olmasi tek basina hiicreleri
6ldiirmeyip hiicre liremesini inhibe eder. Ancak ayni zamanda beta laktamlarin PBP’ler
ile etkilesimi otolizin olarak bilinen, hiicre duvarin1 pargalayan molekiillerin aktivitesini

tetiklemekte ve hiicreyi pargalayarak hiicrenin 6liimiine yol agmaktadir (83,84).

Beta laktamazlar, beta laktam halkasinin siklik amid bagini1 kopararak halkay:

acar ve antibiyotik aktivitesini inhibe eder (85). Ilk bulunan beta laktamaz,
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stafilokoklarin irettigi ve bakterinin penisiline direngli olmalarin1 saglayan
penisilinazdir (86). Su ana kadar 350’den fazla degisik tiirde beta laktamaz enzimi

tanimlanmis olup say1 her gegen giin artmaktadir (85).

Beta laktamazlar, aktif bolgelerinde serin aminoasiti veya ¢inko atomu
tagimalarina gére (Ambler Siniflamasi) yahut substrat profili veya inhibitor profili gibi

fonksiyonlarina gore (Bush-Medeiros-Jacoby siniflamasi) siniflandirilirlar (85).

Ambler siniflamasina gore grup A, C, D serin beta laktamazlardir, grup B ise
aktivitesi i¢in ¢inkoya ihtiya¢ duydugu i¢in metallo beta laktamazlardir. S. aures’un
salgiladig1 penisilinaz Ambler siniflamasina gére grup A’da, Bush-jacoby siiflamasina

gore 2a’dadir (87).

Stafilokoklarin beta laktamaz {iretmesini saglayan blal geni genellikle bir
plazmid vasitasiyla taginir. Penisilin varliginda blal geni iizerindeki represor etki
ortadan kalkarak gen indiiklenir ve beta laktamaz sentezlenmeye baslanir. Penisiline
direngli metisiline duyarl1 olan suglar penisilinaz iiretiyor demektir. Bu suslar
dolayisiyla ampisilin, amoksisilin, karbenisilin, piperasilin gibi penisilin tiirevlerine
direnclidir fakat penisilinaza direncli penisilinlere, beta laktam/beta laktamaz inhibitorii
kombinasyonlarina, karbapenemlere ve sefalosporinlere duyarlidir. Penisiline duyarli

suslar ise biitlin beta laktam grubu antibiyotiklere duyarlidir (88).

2.10.1.1. Metisilin Direnci

Staphylococcus aureus’un peptidoglikan tabakasinda bulunan ve beta laktam
antibiyotiklerin baglanma bolgesi olan PBP yerine PBP2a (veya PBP2’) sentezlenir.
PBP2a’nin beta laktam antibiyotiklere affinitesi diisliktiir. Metisiline direngli S. aureus
(MRSA) suslar1 metisilinle birlikte biitiin beta laktam antibiyotiklere direnglidir (89,90).

PBP2a’y1 kodlayan mecA geninin kaynagi bilinmemektedir. Staphylococcus
sciuri’de mecA geninin homologu tanimlanmis olsa da S. sciuri’nin metisiline duyarli

olmasi genin ¢aligma sisteminde etkili promotorlar oldugunu diisiindiirmektedir (89,90).

Daha sonra mecA’nin kromozomda veya replikasyon orijinine yakin entegre
olmus, Staphylococcal casette chromosome mec (SCCmec) olarak isimlendirilen bir
bolgede tasindigi gosterildi (91). S. aureus SCCmec’i koagiilaz negatif stafilokok
tirlerinden horizontal olarak kazanir. Bugiine kadar 11 farkli SCCmec tipi
tanimlanmustir (91). Biyiikligi 21-67 kb olan SCCmec’ler farkli antibiyotik siniflarina

direng genleri tasimaktadir (92).
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Avrupa’da tanimlanmis bazi MRSA suslarinda mecA genine homolog olan ve
mecALGA251 olarak isimlendirilen bir gen bulunmustur. ismi daha sonra mecC olarak
degistirilmistir (93). Bu direng genlerinde mecC geni mecA geni ile %69 benzerlik
gosterse de sentezinde rol oynadigi PBP, mecA tarafindan kodlanan PBP2a’dan ¢ok
farkl1 bir homolojiye sahiptir (94).

Stafilokoklarda metisiline nadir de olsa dirence sebep olan bir yol da PBP4’iin
asir1 sentezlenmesidir. Bu da duyarlilik veya direncin hedef sayisina nispetle beta

laktam molekiillerinin sayisina bagli oldugunu hatirlatir(95).

Staphylococcus aureus’ta metisilin  direncinin  ekspresyonu genin st
bolgesindeki mecl veya beta laktamaz ekspresyonunu diizenleyen homolog blal geninin
tirtinii ile kontrol edilir. mecl ve blal represorleri de mecR1 ve blaR1 ‘sensor-transducer’
tarafindan kontrol edilir. mecl ve mecR1proteinleri beta laktamaz sentezinde regulator

olarak gorev yapan Blal ve BlaR1 proteinleri ile biiyiik oranda benzerdir (90,96).

blal geni tarafindan kodlanan Blal proteini beta laktamazlarin sentezini saglayan
blaZ genininin transkripsiyonunu inhibe eder. blaR1 geni tarafindan kodlanan BlaR1 ise
beta laktamaz genlerinin transkripsiyonuna sebep olur. mecRI ve mecl da mecA geni
i¢in buna benzer bir gorev alir. mecl, mecA’nin ekspresyonunu inhibe eder, mecRI ise
mecA’nin ekspresyonunda sinyal uyarict bir proteindir. mecA ve blaZ beta laktamaz
genlerinin promotor bolgeleri benzerlik gosterdigi i¢in blaZz geni PBP2a sentezini
indiikleyebilir. Beta laktamaz genleri indiiklenebilir 6zellikteyken normal diizenleyici
genler varliginda PBP2a sentezi indiiklenebilir degildir. Fakat baz1 suslarda ortamdaki
metilisilin konstrasyonunun yiiksekligi sebebiyle PBP2a sentezi bir miktar artabilir.
Bunun sebebi Mecl proteininin mecA geni iizerine baskilayici etkisinin, Blal proteininin

blaZ geni tizerindeki baskilayicisi etkisinin aksine ¢ok yiiksek olmasidir (96,97).

Staphylococcus aureus’ta beta laktamlara PBP2a ile olusan direng ayrica fem
(factors essential for methicillin resistance) veya aux (auxiliary) genler olarak
isimlendirilen baska genetik bolgelerin etkisindedir. Simdi birgok fem ve aux faktorleri
tanmimlanistir ve timi stafilokoklarin hiicre duvarinin sentezinde rol oynamaktadir. Fem
faktorleri metisilin direncine dogrudan sebep olmasalar da hiicre duvarinin sentezindeki

degisiklikler sebebiyle ikincil olarak metisilin direncine sebep olabilirler (90).
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2.10.2. Aminoglikozitlere Direng

Aminoglikozitler Actinomycetes, Streptomyces ve Micromonospora tarafindan
sentez edilen antibiyotiklerdir. Bakteriyel ribozomun 30S subunitine baglanir ve
translasyonu bozarak protein sentezini inhibe eder. Aminoglikozitlere direng
gelismesinin sebebi bakterinin intraseliiler modifiye edici enzimleridir. Bu enzimler
asetiltranferazlar, fosfotransferazlar ve niikleotidil transferazlardir. Asetil transferaz
aminoglikozidin amino grubunu asetiller, fosfotransferazlar hidroksil grubunu
fosforiller, niikleotidiltransferaz ise hidroksil grubunu adenile eder. Enzimler tarafindan
modifiye edilen aminoglikozitler etkinligini kaybederler. Bu enzimleri kodlayan genler

genellikle integronlarla taginir ve bu sayede bir bakteriden digerine yayilabilir (98,99).

2.10.3. Kloramfenikol direnci

Kloramfenikol bakteriyel ribozomun 50S subunitine baglanarak protein
sentezinin bozulmasina sebep olur. Kloramfenikol direnci, aminogkliozitleri modifiye
eden enzimlere benzer sekilde aktivite gosteren kloramfenikol asetil transferaz (CAT)
enziminin antibiyotigi etkisiz hale getirmesiyle ortaya c¢ikar. Kloramfenikol asetil

transferaz kodlayan genler plazmid veya transpozon ile taginabilir (100).

2.10.4. Kinolon Direnci

Kinolonlar DNA sentezinde rol oynayan DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimlerine baglanarak DNA sentezini bozar ve hiicreyi 6liime gotiiriirler. DNA giraz
ve topoizomeraz IV’i kodlayan genlerde (sirasiyla gyrA ve gyrB, grlA ve griB)
meydana gelen nokta mutasyon bakteriyi kinolonlara direngli hale getirir. Ayrica effluks

pompeasi ile antibiyotigin hiicrede birikmesi engellenir (101).

2.10.5. Makrolid, Linkozamid, Streptogramin (MLS) Direnci
Makrolid, linkozamid ve streptogramin kimyasal olarak farkli yapida antibiyotik
olmalarina ragmen etki mekanizmalar1 birbirine benzemektedir. Makrolidler bakteriyel
ribozomun 50S subunitindeki peptidil-tRNA’nin baglanma bélgesine geri doniistimli
bir sekilde baglanarak yeni sentezlenen peptidil-tRNA molekiiliiniin ribozomdaki
akseptor bolgeden peptidil bolgeye translokasyonunu engelleyip protein sentezini inhibe
eder. MLS direnci bakteriyel ribozomunun metillenmesine sebep olan erm genleri
tarafindan meydana gelir. Metillenen ribozomlar makrolidlere, linkozamidlere ve
streptograminlere direngli hale gelir. Birgok erm geni tanimlanmistir. MRSA’larda
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kromozomal bir gen olan ermA, MSSA’larda daha ¢ok plazmidler ile taginan ermC daha
cok gorulir. Makrolid, linkozamid, streptogramin direnci makrolidler tarafindan
indiiklenir fakat klindamisin tarafindan inditklenmez (100-102).

2.10.6. Rifampin Direnci

Rifampin bakterinin DNA’ya bagimli RNA polimerazini1 inhibe ederek etki
gosterir. Bu enzimi kodlayan rpoB genindeki nokta mutasyonlar rifampin direncine
sebep olur (103).

2.10.7. Trimetoprim-Sulfametoksazol Direnci

Trimetoprim-Sulfametoksazol, amino asit ve pirinlerin biyosentezinde gerekli
olan tetrahidrofalatin sentezinde rol olan iki enzimi (dihidropteroik asit sentetaz [DHPS
], dihidrofolat rediiktaz [DHFR]) inhibe ederek etki gosterir. Dihidrofolat rediiktazi
kodlayan dhfr genindeki nokta mutasyon veya DHPS’yi kodlayan dhps genindeki nokta
mutasyon bakteriyi tirmetoprim-sulfametaksazole direngli hale getirir (104).

2.10.8. Linezolid Direnci

Oksazolidinon grubuna ait olan linezolid bakteriyel ribozomun 23S alt birimine
baglanarak protein sentezinin baslamasini engellemektedir. Neticede protein sentezinin
baslama kompleksi ‘N-formilmetionil-tRNA-ribozom-mRNA’ y1 durdururlar. Linezolid
metisiline direngli stafilokok ve c¢oklu ilaca direngli enterokoklar da dahil olmak tizere
bir¢ok gram pozitif patojene iyi bakteriyostatik bir etki gosterir.23S rRNA’daki nokta

mutasyonun linezolid direncine sebep oldugu diistiniilmektedir (105).

2.10.9. Glikopeptid Direnci

Stafilokoklarda vankomisin duyarliliginin azalmasi vankomisinin klinik
kullanimindaki artigin bir neticesidir. Her ne kadar vankomisin duyarliliginin azalmasi
daha ¢ok S. aureus haricindeki Staphylococcus spp’de goriiliiyor olsa da suslar arasinda
direncin nakledilmesi biiyiikk bir risk olusturmaktadir. Vankomisin bakterinin
peptidoglikan tabakasindaki pentapeptidin ucundaki D-alanin-D-alanin’e baglanir. S.
aureus’ta glikopeptidlere karst mutasyonel diren¢ tam bir direngten ¢ok azalmis
duyarlilik seklindedir. Vankomisine orta duyarli S. aureus (GISA olarak da
isimlendirilir) suslar1 i¢in vankomisin mik degeri 4-8 mg/ml arasindadir. GISA

suslarindaki glikopeptid diren¢ mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir fakat bulgular
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peptidoglikan prekiirsorlerinin  sayisinda artis oldugunu ve anormal septalarin

olusturdugu hiicre duvari kalinlasmasi oldugunu gostermektedir (106).

2.11. Epidemiyoloji

Stafilokoklar dogumla beraber insan derisinde kolonize olmaya baslayarak deri
florasim1  olustururlar. Hastalarda ve hastane personelinde direngli stafilokok
kolonizasyonu stafilokoklarin sebep oldugu enfeksiyonun yayilmasina ve antibiyotik
direng kontroliiniin giiglesmesine sebep olur. El yikama gibi temizlik ve hijyen
tedbirlerinin alinmasi, nazal tasiyiciligin ortadan kaldirilmasi i¢in topikal ajanlarin
kullanilmas: gibi metotlarla ameliyathane, yogun bakim iiniteleri gibi riskli hasta

gruplarinin bulundugu boliimlerde stafilokoklarin yayilmasi engellenebilir (107).

2.12. Mobil Genetik Elementler

Mobil genetik elementler (MGEs), hiicre i¢i veya bakteri hiicreleri arasinda
DNA aktarilmasina aracilik eden enzim ve proteinleri kodlayan DNA segmentleridir.
Aktarilan DNA, antibiyotik diren¢ genlerini, virulans faktdrlerini kodlayabilir, direncin
veya bakteriye avantaj saglayan oOzelliklerin baska bakterilere yayilmasina sebep
olabilir. Prokaryotlarda transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon olmak tizere ii¢
yol ile hiicreler gen aligverisi meydana gelir Mobil genetik elementlerin enfeksiyon
hastaliklarinda, antibiyotik direncinde, bakteriyal simbiyozda aldiklari rollerin 6nemi

calismalar ilerledikge daha iyi anlasildi (108,109).

Bakterilerde antibiyotik direncini kodlayan genlerin hareketlerine aracilik eden
MGEs, plazmidler, transpozonlar, insersiyon sekanslari, gen kasetleri, patojenite adalari

ve integronlardir (109).

2.12.1. integronlar

Birden ¢ok antibiyotige direncgli bakteri 1950’lerde ilk defa izole edilmesinden
ancak 20 yil sonra antibiyotik direncinin nakledilebilir bir yapida oldugu kesfedildi
(110). 1980’lere gelindiginde cesitli antibiyotik direng¢ genlerini kodlayan ve birgok

bolgede lokalize olabilen yeni bir DNA elementi olan integronlar tanimland: (111).

Integronlar ekzojen genlerin yakalanmasini ve ifade edilmesini saglayan genetik
elementlerdir. Son yilarda, antibiyotik direncinin yayilmasindaki rolleri ile iyice 6n
plana ¢ikmislardir. Klinik orneklerle olan miinasebeti ilk kesfedildiginden bu yana

integronlarin bakteriyel genomun ana unsurlarindan oldugu tespit edilmistir. Integronlar
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biitin ¢evrede bulunabilirler, tiirler arasinda veya vertikal olarak nakledilebilir ve
fonksiyonlar1 tam olarak anlasilamamis genis bir gen havuzundaki genleri tasiyabilir
(113).

Biitiin integronlar, ¢alisma mekanizmasini saglayan fonksiyonel bir kisimdan ve
cesitli gen kaset dizileri eklenebilen ve bu sayede sekonder etkilere sebep olan ikinci bir
kisimdan olusur.
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Sekil 1. integron aracili gen kaseti yakalanmasi ve ¢ikarilmasi modeli (113).
Integronlarin fonksiyonlarindaki esas kisim site-spesifik tirozin rekombinaz
kodlayan intl genidir. Bu enzim gen kasetleri olarak bilinen farkli genetik elementlerin
kesilmesi ve integrona yerlestirilmesini saglar (111). Gen kaseti perimer rekombinasyon
bolgesi olarak bilinen ve intl geninin bitisiginde bulunan attl spesifik bolgesine
yerlestirilir (114). Kasetlerin biiylik ¢ogunlugu promotordan mahrumdur. Tasman
genlerin ekspresyonunu saglayan Pc promotorlart intl genine, attl bdlgesine veya
integrasyon noktasi dogrultusunda yerlesmistir. Fonksiyonel kisim sabit ve hareketsizdir

(115,116).

attl bolgesine basarili bir integrasyonda gen kasetleri bir ¢izgi dogrultusunda yan
yana dizilir (117). Kaset dizisi integronun degisken kismini teskil eder. Gen kasetleri
integrazlar sayesinde hareketli bir hal alan, integronun minimal fonksiyon gdsteren
kismidir. Genellikle tek bir agik okuma cergevesinden (ORF) ve onu takip eden bolgeye
yerlesmis ve Intl’in spesifik olarak tanidigi attC olarak isimlendirilen rekombinasyon
bolgesinden olusur. Gen kasetleri de ¢ok yiiksek oranlarda promotordan mahrumdur ve

ekspresyonlar1 ise eksternal promotora olan yakinlhigina baglidir. Bu nedenle gen
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kasetlerindeki ORF’ler siklikla attC bolgesi dogrultusunda yerlesmistir. Intl tarafindan
kesilen gen kaseti kovalent olarak baglanmis gembersel bir sekil aldigr i¢in replikasyon
ozelligi yoktur (118).

2.12.2. integronlarin Farkh Tipleri
Mobil integronlar (MI) ve kromozomal integronlar (KI) yap: itibariyle
birbirlerine benzeseler de farkli karakteristik ozellikler sergilerler. Genomik bilginin

artmasiyla bu iki grup arasinda bu iki gurubun disinda ara formlar oldugu anlasilmistir.

2.12.3. Mobil integronlar (MIs)

Mobil integronlar, konjugatif plazmidlerle tasinabilen hareketli DNA
elementleriyle fiziksel olarak iligkili olan fonksiyonel platformlardir. Bu elementler ayn1
veya farkli bakteri tiirleri arasinda genetik bilginin nakledilmesini saglayan dogal
genetik araglardir. Mobil integronlar, muhtemelen farkli kaynaklardan toplanmis
bulunan yalniz birkag kaset icerir. En uzun dizi 8 kasetten olumaktadir (119).
Kasetlerdeki heterojenite, kodlanan ORF’lerdeki tutarsiz kodon kullanimi ve attC
bolgelerinin dizi ve dizi biiylikliigii ile saglanir. Heterojen kaynaklardan ¢ikmasina
ragmen MI ile iligkili kasetler fonksiyonel olarak dikkat ¢ekici homojenite gosterirler,
biiyiik oranda antibiyotik direncinde rol oynarlar. Mobil integronlarda ¢esitli antibiyotik
diren¢ genleri iceren birbirinden farkli 130°dan fazla gen kaseti tiplendirilmistir
(kasetlerde %98 niikleotid benzerligi bulunur)(120). Bu gen kasetleri beta laktamlar,
kinolonlar biitiin aminoglikozitler, rifampin, eritromisin, kolaramfenikol, antiseptikler

gibi birgok fakli ajana kars1 dirence sebep olurlar (121).

Kodlanan integrazlarin sekansina dayanilarak bugiine kadar bes sinif integron
tarif edilmistir. 11k iicii tarihi olarak ¢oklu ila¢ direncinin yayilmasinda rol oynamistir
fakat bes simif da antibiyotik direnci ile iligkilidir (121). Sinif 1 klinikte en sik rastlanan
ve klinik olarak 6nemli siiftir. Gram negatif ve gram pozitif bakterilerde bulunur
(122). Bu sebeple deneysel integron modelini olustururlar. Mobil integronlar Tn402’den
koken alan veya Tn2l gibi daha biiylik transpozonlarda gdmiilii olarak bulunabilen
fonksiyonel ve nonfonksiyonel transpozonlarla iligkilidir. Simif 2 o6zellikle Tn7
deriveleriyle iliskilidir ve bir diizine farkli kaset i¢erebilir (123). Simif 3 integronlar da
bir transpozonda lokalize oldugu diisiiniiliir ve prevalansi sinif 2’den daha azdir (124).
Diger iki smif ise Vibrio tiirlerinde trimetoprim direncinin gelimesindeki rolleri ile

tiplendirildiler. Simf 4 integron, integratif ve konjugatif SXT elementinin alt birimine
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gomiilii olarak V. cholera’da bulunmustur (125). Siif 5 integron ise Alivibrio
salmonicida’nin pRSV1 plazmidi {izerinde tasinan birlesik bir transpozonda lokalizedir
(126). Antibiyotik direnciyle iliskili olmayan sinif 1 ve sinif 3 integronlar ise gevresel
bakterilerden izole edilmistir (127,128). Fakat integronlarin tasidigi kasetlerin
fonksiyonlar1 anlagilamamigstir. Fonksiyonel bir integraz kodlayan smif 2 integron iki
ornekte izole edilmistir (129). Birincisinde dort adet nonantibiyotik direng gen
kasetleriyle iligkili bulunmustur (130). Bu veri, mobil integronlarin antibiyotik direncine
spesifik olmadigini, daha Onemli olarak bakterinin adaptasyonuna aracilik ettigini
gostermektedir. Direng fonksiyonlarinin prevalanst muhtemelen klinikle iligkili ¢evreye

odaklandig1 i¢in yanli yapilan 6rneklemelerin bir neticesidir.

: i fe IRt
(a) Tn402-like i ¢y A e |
class 1 integron 1-e+—— A A AR A A L |
9 intl1 iR tniQ tniB tiA
. IRi Pc ISCR1 1S1353 IRt
(b) Class 1 integron '5"Csr{]r res 3CS_| 151326 e
1
s intl1 acE sulf ors miBAl  tiA
derivatives o 3‘70 SULLS I o
ith the 3'-
Wi 2GS R CSPF — IRt IRt
: . [IC -
f—— —
intl1 orfé
- - -
(c) Tn7
| 2 ——— > = — 1
class 2 | {le P TTL e e |
3 P R— |
integron intl2 ybeA tnsE tnsD  tnsC tnsB  tnsA
(d) Class 3 F gy
ass
integron DCassettesEI
iR intl3

Sekil 2. Sinif 1, sinif 2 ve sinif 3 integronlarin yapisi (131).

2.12.4. Kromozomal Integronlar (Cls)

Bindokuzyiizdoksanlarin sonlarinda, mobil integronlarin gen kaset dizileri ile
Vibrio cholerae genomunda tekrarlayan DNA sekans kiimeleri arasindaki iliski
incelenirken V. cholerae serotype O1 biotype ElI Tor N16961 genomunda, ikinci
kromozom iizerinde farkli tiirde bir integron kesfedildi (121). Bu integron, mobil
integronlarla iligkili olan ve spesifik integraz aktivitesi bulunan bir integraza sahipti ve
hareketli goriinmiiyordu. Aslinda kromozomda lokalize idi ve mobil elementlerle iliskili

degildi (132).
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Kromozomal integronlar bakteri tiirlerinde genis bir dagilim gosterir. Yapilan bir
calismada kismen veya tamamen sekanslanmis 603 genomun karsilastirmali analizi
genomlarin %9’unun bir integron integrazi tasidigimi gosterimistir. Bu filogenetik
iligkili integrazlardan yola ¢ikarak ii¢ farkli major grup olusturulur: a-toprak ve su
protobakteri grubu integronlari, b-deniz y-proteobackteri grubu, c-ters integraz grubu,
attC bolgesinin integrazin 3’ bitis noktasinda bulunmasi. ilk iki grup ekolojik olarak
iliskilidir. Fakat iigiinciisii garip bir sekilde yap1 olarak ilk ikisine korelasyon gosterse

de farkli organizmalari yeniden gruplandirmaktadir (133).

Kromozomal integronlarin dagilimi birka¢ subenin olusmasina sebep olmustur
ve integrazlarin dallanma paternleri organizma ile filogenetik olarak yakindan iligkilidir.
Bu da integronlarin ¢ok eski ve stabil bir yapiya sahip oldugunu gosterir (121,134).
Kromozomal integronlar birkag¢ filogenetik uyumsuzluga ragmen konak genomunun
yerlesik sakinleridir (121). Kromozomal integronlarin kaset dizileri ¢ok fazla sayida
kaset igerebilir (V. vulnificus’un 217 kaset tasimasi gibi). Bunun aksine bazilar1 hig
kaset tagimazlar, bazilar1 birkag tane tasirlar. Kromozomal integronlar arasinda spesifik
ozelliklerine dayanilarak superintegronlar olarak tarif edilen bir alt grup vardir. Biiyiik
kaset dizilerine (>20) sahiptirler ve attC bolgeleri yiiksek benzerlik gosterir (>%380).
Vibrio tiirlerinde bulunan birgok integron, superintegrondur. Homolog attC bolgeleri

esasen tiirlere spesifiktir ve genetik olarak uyumlu bir tipoloji tarif ederler( 135).

Kromozomal integronlar ile kiyaslandiginda mobil integronlarin integrazlar
birlikte gruplandirilmazlar, dallanan bir sema olarak gosterilebilirler(135). Intl ve Int3
birbiriyle yakindan iliskilidirler ve toprak-su protobakteriler grubuna aittirler. Int2 ve
Vibrio tiirlerinde raporlanan iki mobil integronun integrazlart deniz protobakteriler

grubunda birgok noktaya dallanirlar (121).

Sinif 1 integronlarin hareketleri ve yayilma siiregleri iyice anlasiimistir (136).
Aslinda diren¢ kasetlerinden mahrum siif 1 integronlar ¢evresel bakteriler olan
Azoarcus communis MUL2G9 ve Acidovorax sp. MUL2G8A kromozomlarinda
raporlanmist1 (136). Bu integronlar mobil elementlerle iliskisizdi ve hareketli sinif 1
integronlarin atasi olarak kabul edildi. iki akraba ters tekrarlarla iliskili tranpozisyon
genlerinin eklenmesi vasitasiyla kromozomal integronlar fonksiyonel transpozonun
icine gomiiliir. Bu yap1 daha sonra atasal Tn402’ye kaynaklik eden gacE (kuarterner
amonyum bilesiklerine direng) kasetini yakalar. Ardindan gacE’nin 5’ ucundaki

delesyon ve iligkili attC bolgesi sayesinde alisilmadik bir mekanizmanin neticesinde
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sull (siilfonamid direng geni) kazanir. Bu major direng genlerinin kazanilmasi
muhtemelen Tn402 derivelerinin yayilmasini arttirmaktadir. Bu mobil integron

potansiyel direng genlerini igeren genis bir kaset repertuvarina erisim saglar (137,138).

2.12.5. Stafilokokkal Kaset Kromozomu (SCCmec)

Stafilokokkal kaset kromozomu metisilin direncine yol agan mec genini tagiyan
benzersiz bir mobil genetik elementtir. mecA geninin yaninda iki tane bolgeye spesifik
rekombinaz genlerini tasir: rekombinaz A ve B ( ccrA and ccrB ) ve bu iki rekombinaz
geninin sonlart ayni niikletotid sekansiyla sonlanir (147). Stafilokokkal kaset
kromozomu ccrA ve ccrB genlerinin fonksiyonlar: neticesinde hiicreden kesilir ve

kromozomun spesifik bolgesine yerlestirilir (148).

Tablo 3. Kromozomal integron tasiyan bazi bakteriyel tiirlerden 6rnekler ve alakali gen

kasetlerin yapisal 6zellikleri (149)

Number of gene
Bacterial group Bacterial strain cassettes Typical length of attC
y-proteobacteria
Vibrionaceae Vil io valnsiaus CMCP6 217 126-129
Vilyio cholerae N169%1 179 126-129
Vibvio sp. DATT722 116 126-128
Vibrio parabaemolyticus RIMD22 1063 3 69 125-128
Vibvio algimalytics 12G 1 51 126-129
Vil o fischeri ES114 38 125-127
Viiwio splendidus 1.GP3 2 25 126-129
Pseudoalteromonas Pseudaalteromonas tunicata D2 7 78-129
Peeudoalteromionas baloplanktis TAC125 5 98-102
Xanthomonadaceae Xanthomonas aaws pe stris pv. cawi pestris N\TCC 22 60
33913
Xanthowmo nss aam pe stris pv. vescatoria 3 79-9%
Pseudomonadaceae Pseudomonas stutzers Q >7 76-77
Peeudomronas alaaligenes 32 76K
Shewanellaceae Shewanella sp. MR-7 2 €N-92
Shewandla denitreficans OS217 0 NA
Alteromonadhceae Saccharopbagus degr adany 240 73 111-140
[-proteobacteria
N i asomamas ewropaca NTCC197 18 0 NA
Nitrosmmanas eatropba C71 3 60-120
Azoarais sp. EhNI 3 §9-73
Rubrwvax gelatinosus PM 1 2 70-126
S-proteobacteria
Ceobact er smetalliveduce s GS-15 3 59-63
Planctomyceres Rhbodopirelula baltics SH 1 0 NA
Spirodhactales Treponerna denticola NTCCI5405 45 6368

[k tespit edildiginden bu yana, yapisal olarak farkli cok sayida SCCmec
elementi bulundu. Stafilokokkal kaset kromozomu S. aureus’ta iki temel yapinin
kombinasyonlarina gore, mec gen kompleksi ve ccr gen kompleksi olarak siniflanirilar

Bugiine kadar 11 sinif SCCmec tespit edilmistir (150).
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Stafilokokkal kaset kromozomu mec gen kompleksi, mecA’nin asagisinda
yerlesmis bulunan IS431mec ve mec geni ile baglantilidir. Yapisinda mec geninin
diizenlenmesini saglayan proteinleri kodlayan mecR ve mecl olmak iizere iki gen
bulunur. 40 bp’dan olusan ve ¢ok degisken bolge olarak isimlendirilen direkt tekrar
tiniteleri haricinde 1S431 ve mecA arasi bolge yiiksek derecede homoloji gosterir (151).
IS 431mec-mecA-mecR1-mecl genleri arasindaki baglant1 ilk olarak Isvicre’de rapor
edildi ve A sinifi mec kompleksi ismiyle bir prototip olarak kabul edildi (152). mecR1
geni baska bir insersiyo sekansi tarafindan kesildiginde farkli bir mec kopleksi meydana
geldigi gorildii: Smif B, IS 431mec - mecA -4 mecR1 -IS 1272; Simf C1, 1S 431mec -
mecA -4 mecR1 -1S 431 (iki tane IS 431, ayn1 yonde diizenleme); ve sinif C2, 1S 431mec
-mecA -4 mecR1 -1S 431 (iki tane IS zit yonde diizenleme)(152).

Yakin zamanda mecA’nin homologu olan mecC tespit edildi. mecR1 ve mecl
homologlart mecC geninin yukarisinda yerlesmisti ve bla-mecC-mecR1 homologu-
mecl homologu arasindaki baglant1 E sinifi mec kompleksi olarak isimlendirildi (153).
ccr gen kompleksi, ortasinda ccr genleri bulunan ve 2 ila 8 ORF’den olusmus bir
platformdur. Bugiine kadar {i¢ ¢esit ccr gen bulunmustur: ccrA , ccrB ve ccrC.
Stafilokok tiirleri arasindaki yaygin mec genlerinin yiiksek benzerliginin aksine ccr

genleri ¢ok farklilik gosterir (154).

Tim bunlara ek olarak mec ve ccr bolgeleri disinda J-bolgeleri olarak
isimlendirilen ve J1, J2, J3 olarak siiflandirilan bir bolge vardir. Her bir SCCmec’e
spesifik ¢ok farkli yapida J bolgeleri rapor edildi. J bolgesindeki yapisal farkliliga gore
SCCmec elementi alt tiplere ayrilmistir (155).

Hastane kaynaklt MRSA enfeksiyonlarinda genellikle SCCmec 1-2 ve 3
bulunurken, toplum kokenli MRSA enfeksiyonlarinda genellikle SCCmec 4 veya
SCCmec 5 bulunmustur (156).
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Sekil 3. Farkli tipteki SCCmec tiplerini genetik olarak gosteren sekil (157)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta grubu

Mart 2016- art 2017 yillar1 arasinda Turgut Ozal Tip Merkezi, Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gesitli servis ve polikliniklerden gelen numunelerden
izole edilen enfeksiyon etkeni 138 tane S. aureus izolati ¢alismaya dahil edildi. Suslarin

54 tanesi metisiline direngli, 84 tanesi metisiline duyarliydi.

3.2. Staphylococcus aureus Suslarinin Tanimlanmasi

Laboratuvarimiza gelen hasta numunelerinden besiyerinde lireyen kolonilerden
stafilokok morfolojisi ile uyumlu olanlara gram boyama yapilmistir. Gram boyamasinda
Gram (+) kiimeler olusturan koklardan, katalaz testinde pozitif olan izolatlar ileri

tanimla islemlerine alinmistir.

3.2.1 Otomatize Bakteriyel Tammmlama Sistemi

Yukarida belirtilen islemler neticesinde stafilokok siiphesi bulunan koloniler igin
Microscan Walkaway PC42 gram pozitif bakteri identifikasyon ve antibiyogram Kiti
kullanild1. Staphylococcus aureus olarak tiplendirilen koloniler %25 gliserol bulunan
milk brothta -80 C° derecede stoklandi.

3.2.3. Staphylococcus aures Izolatlarinda Antibiyotik Direnclerinin Tespiti
Degerlendirmeye alinan izolatlara MicroScan Walkaway 96 PC42 kitiyle

ampisilin, amikasin, oksasilin, penisilin, gentamisin, tetrasiklin, ciprofloksasin,

trimetoprim-sulfametaksazol, vankomisin ve teikoplanin antibiyotiklerine direng

arastirildi. Yonrem kisaca asagidaki basamaklarda gerceklestirildi.

- Bir giin once stoklandigi besiyerinden %5’lik koyun kanli agara pasajlanan

izolatlardan besiyerinde saf iireyen kolonileri alindu.

- Firmanin talimatlar1 dogrultusunda inokulum hazirlandi ve kit i¢indeki kuyucuklara
eklendi ve bir giin inkiibasyondan sonra kitteki sonuclar EUCAST’e gore

degerlendirildi.

3.3. Staphylococcus aureus’ta Metisilin Direnci Tespitinde Disk Difiizyon Yontemi

Staphylococcus aureus 'ta metisilin direnci CLSI M2-A9 talimatlar ¢ergevesinde
arastirildi. Calisma yapilirken Mueller Hinton Agar (MHA) ve 30 pg sefoksitin diski
kullanildi.
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- +4 C° de buzdolabinda saklanan disklerin oda sicakligina ulagmasi beklendi.

- %5’lik koyun kanli agarda iireyen koloniler %0.9 NaCl ile 0.5 McFarland bulaniklik
derecesinde olacak sekilde siispanse edildi.

- Siispansiyon MHAa steril ekiivyon ¢ubugu ile inokiile edildi.

- Birka¢ dakika sonra bir pens yardimiyla sefoksitin diski ylizeye tamamen temas
edecek sekilde yerlestirildi.

- 10 dakika i¢inde plaklar etiivlere konuldu. 35+-2 derecede 24 saat inkiibasyondan
sonra zon ¢aplart CLSI M100-S21°e gore degerlendirildi. Staphylococcus aureus igin

zon ¢ap1l =22 mm duyarli, 22> mm ise direngli olarak kabul edildi.
3.4. Metisilin Diren¢ Genlerinin Tespit Edilmesi

3.4.1. Staphylococcus aureus izolatlarindan DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu yapilacak izolatlar bir giin Oncesinden stoklandigi
besiyerinden alinip kanli agar besiyerine pasajlandi. Saf iireyen S. aureus kolonilerinden
Qiagen QIAsymphony Pathogen Midi Kit (Izolasyon kiti) kullamlarak {iretici firmanin
talimatlar ¢ercevesinde DNA ekstraksiyonu yapildi.

3.4.2. MecA gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

Metisiline direngli bulunan S. aureus izolatlarinda, bakteri cinsine 6zgii 16S
rRNA, metisilin direncine sebep olan mecA ve bakteri tiiriine 6zgii nuc gen bolgeleri
PCR ile ¢ogaltildi (158). Kullanilan primerler ve ¢oglatilan amplikonlarin biiytkligi

tabloda verilmistir.

Tablo 4. MecA gen bogesini gogaltan primerler ve gogaltilan amplikonun biiytikligi.

Amplikonun Bityiiliigii

. . . ..o ,
Primer Ad1 Primer Dizisi 5°—3 Baz Cifti (bp)

MecA-1 AAA ATC GAT GGT AAAGGT TGG C 533

MecA-2 AGT TCT GCAGTACCG GATTTGC

PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan master mix tablo .... tadir. Pozitif kontrol olarak
standart S. aureus ATCC 43300 susu, negatif kontrol olarak kalip DNA yerine steril su
kullanildi.
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Tablo 5. MecA tespiti i¢in kullanilan PCR karigima.

Komponent Miktar (ul)
10X PCR Tamponu 2.5
25mM MgCI2 3
10 mM dNTP Karigimi 0.5
Tag DNA polimeraz (5U) 0.5
Distile su 13
Kalip DNA 1
Primerler

MecA 1 (10 pmol/ pl) 1.25
MecA 2(10pmol/ pl) 1.25
Toplam Hacim 25 ul

Hazirlanan karisgim Qiagen Rotor Gene cihazina yiiklendi ve amplifikasyon i¢in
su sema takip edildi :

94 °C 4 dk (On denatiirasyon)

94 °C 30 sn (DNA denatiirasyonu)

55°C 30 sn (primerlerin baglanmasi) 35 siklus
72 °C 1 dk (primer uzamast)

72 °C 10 dk (son uzama)

Reaksiyon neticesinde g¢ogalan DNA’larin goriintiilenebilmesi i¢in %1,5’lik
agaroz igeren 1x TBE ile agaroz jel hazirlandi. Mikro dalga firin ile agarin erimesi
saglandi, belli bir miktar soguduktan sonra i¢ine 5 pg/ml etidyum bromiir ¢cozeltisinden
20 pl eklendi ve jel kalibina dokiilerek tamamen sogumaya birakildi. Ik kuyucuga
Promega 100 bp DNA ladder koyuldu. Geri kalan kuyucuklara 10 ml PCR amplikonu+2
ml 6x jel yiikleme tamponu sirayla konuldu. 120 V altinda 75 dakika uygulanan elektrik
akimi ile amplikonlar yiiriitiildii ve bantlar birbirinden ayistirildi. Bio Rad Gel Doc XR
cihazinda UV 1sik altinda bantlar goriintiilendi ve Gel logic 2200 imaging system
(Kodak Company, NY, USA) cihazi ile jel goriintiileri alindi.

3.4.3. Stapylococcus aures’ta mecC Geninin Cogaltilmasi
Metisilin direncine nadiren sebep olabilen mecC geninin gogaltilmasinda mecC

genine 6zgl primerler kullanildi ve PCR hazirligi igin asagidaki sema kullanildi (159).
Reaksiyonda pozitif kontrol olarak .... Susu, negatif kontrol olarak kalip DNA yerine

steril su kullanilmistir.
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Tablo 6. MecC gen bdgesini gogaltan primerler ve ¢ogaltilan amplikonun biyiikligi.

. . ey s Amplikonun Biiyiiliigii

Primer Ad1 Primer Dizisi 5°—3 Baz Cifti (bp)
mecC F GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC 138
mecC R GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC
Tablo 7. MecC tespiti igin kullanilan PCR karigimu.
Komponent Miktar (ul)

5x Master mix 125

Coral Load 2.5

Primer 1(10 pmol/ pul) 0.5

Primer 2 (10 pmol/ pl) 0.5

DNA 2

H20 7
Toplam Hacim 25 ul

Hazirlanan karisgim Qiagen Rotor Gene cihazina yiiklendi ve amplifikasyon i¢in

su sema takip edildi :

94 °C 4 dk (On denatiirasyon)

94 °C 30 sn (DNA denatiirasyonu)

55°C 30 sn (primerlerin baglanmasi) 35 siklus
72 °C 1 dk (primer uzamast)

72 °C 10 dk (son uzama)

Reaksiyon neticesinde ¢ogalan DNA’larin goriintiilenebilmesi igin %1,5’lik
agaroz igeren 1x TBE ile agaroz jel hazirlandi. Mikro dalga firin ile agarin erimesi
saglandi, belli bir miktar soguduktan sonra i¢ine 5 pg/ml etidyum bromiir ¢cozeltisinden
20 pl eklendi ve jel kalibina dokiilerek tamamen sogumaya birakildi. ilk kuyucuga
Promega 100 bp DNA ladder koyuldu. Geri kalan kuyucuklara 10 ml PCR amplikonu+2
ml 6x jel yiikleme tamponu sirayla konuldu. 120 V altinda 75 dakika uygulanan elektrik
akimi ile amplikonlar yiiriitiildii ve bantlar birbirinden ayistirildi. Bio Rad Gel Doc XR
cihazinda UV g1k altinda bantlar goriintiilendi ve Gel logic 2200 imaging system
(Kodak Company, NY, USA) cihazi ile jel goriintiileri alindi.
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3.5. Staphylococcus aureus’ta Simif 1, Simif 2 ve Simif 3 integron Tespiti

Staphylococcus aureus’ta smifl, smif 2 ve smf 3 integron varliginin

arastirilmasinda arastirilan integron sinifina 6zgli primerler kullanildi ve monopleks

PCR yontemiyle her integron sinifi teker teker arastirildi (160).

Tablo 8. Sinil,2,3 integronlar1 ¢ogaltan primerler ve c¢ogaltilan amplikonlarin

blyikligu.
Primer Ad1 Primer Dizisi 5°—3’ Ampgl;;)lg?tﬁi;)[;;ilﬁgﬁ
intl-1F CCT CCCGCACGATGATC
intl-1R TCC ACG CAT CGT CAG GC 260
intl-2 F GTA GCA AAC GAG TGA CGA AAT G
intl-2 R CAC GGA TAT GCG ACAAAAAGG T 168
intl-3 F GCC TCC GGC AGC GAC TTT CAG 979
intl-3 R ACG GAT CTG CCA AAC CTG ACT

PCR ile integron varliginin arastirilmasinda hazirlanan master mix tablosu

asagidadir. Reaksiyonda pozitif kontrol olarak .... Susu, negatif kontrol olarak kalip

DNA yerine steril su kullanilmistir.

Tablo 9. Herbir integronun tespiti i¢in kullanilan PCR karigimi.

Komponent Miktar (ul)
5x Master mix 12.5
Coral Load 2.5
Primer 1(10 pmol/ pul) 0.5
Primer 2 (10 pmol/ pl) 0.5
DNA 2
H20

Toplam Hacim 25 ul

Hazirlanan karisim Qiagen Rotor Gene cihazina yiiklendi ve amplifikasyon i¢in

suasagidaki sema takip edildi :

94 °C

94 °C

55°C

72 °C

72 °C

4 dk (6n denatiirasyon)

30 sn (DNA denatiirasyonu)

30 sn (primerlerin baglanmasi) 35 siklus

1 dk (primer uzamasi)

10 dk (son uzama)
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Reaksiyon neticesinde ¢ogalan DNA’larin goriintiilenebilmesi i¢in %1,5’lik
agaroz igeren 1x TBE ile agaroz jel hazirlandi. Mikro dalga firin ile agarin erimesi
saglandi, belli bir miktar soguduktan sonra i¢ine 5 pg/ml etidyum bromiir ¢ozeltisinden
20 pl eklendi ve jel kalibina dokiilerek tamamen sogumaya birakildi. ilk kuyucuga
Promega 100 bp DNA ladder koyuldu. Geri kalan kuyucuklara 10 ml PCR amplikonu+2
ml 6x jel yiikleme tamponu sirayla konuldu. 120 V altinda 75 dakika uygulanan elektrik
akimi ile amplikonlar yiiriitiildii ve bantlar birbirinden ayistirildi. Bio Rad Gel Doc XR
cihazinda UV 1sik altinda bantlar goriintiilendi ve Gel logic 2200 imaging system
(Kodak Company, NY, USA) cihaz ile jel goriintiileri alindi.

3.6. Tespit Edilen integronlarin Dizi Analizi ile Dogrulanmasi

3.6.1. Jelden DNA Ekstraksiyonu

Jelden DNA ekstraksiyonu i¢in Qiaquick Jel Au-kut kiti kullanildi. Islemler
firmanin talimatlar1 ¢argcevesinde yapildi.
1-Integron pozitif bulunan drnekler jelde yiiriitiildii ve UV 1s1k altinda bantlar dikkatlice
kesilip ¢ikarildi, 1.5 ml’lik ependorf tiiplere yerlestirildi.
2- Tiiplere kesilen jel hacminin 3 kat1 kadar (300 mikrolitre) QG buffer eklendi.
3-Arada vortekslenmek sarti ile 50 ° C’lik 1s1 blogunda 10 dakika bekletildi.

4-Jel tamamen eridiginde tiipe 1 jel hacmi (100 mikrolitre) kadar isopropanol eklendi ve
karistirildi.

5-2 ml’lik toplama tiipiine spin column yerlestirilerek icine eriyen jel karigimi ilave
edildi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

6-Column tizerine 500 mikrolitre QG buffer eklendi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Toplama tiipiine gecen s1v1 bosaltildi.

7-Yikama i¢in column iizerine 750 mikrolitre PE buffer eklendi ve 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiine gecen sivi bosaltildi.

8-Tekrar 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

9-Column tepiz bir tiipe yerlestirildikten sonra i¢ine 50 mikrolitre EB ilave edildi ve

13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

3.6.2. Dizi Analizi Tepkimesi

Dizi analizi tepkimesi i¢in agsagidaki tablo takip edilmistir.
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Tablo 10. Sekans analizi i¢in PCR karigimi.

Komponent Miktar (ul)
5x Cycle Sequencing Buffer (AB) 3
BigDye 2
Primer (10 pmol/ pl) 0.32
H20 12.68
DNA 2

Toplam Hacim 20 pl

Bu sekilde hazirlanan karisim Qiagen Rotor Gene cihazina yiiklendi ve

amplifikasyon i¢in su sema takip edildi :

95 °C 5 sn (denatiirasyon)
50 °C 20 sn (baglanma) 60 siklus
60 °C 4 dk (primer uzamasi)

BigDye Prespitasyon
BigDye prepisitasyon yapmak icin tablodaki stok soliisyonlart uygun

miktarlarda kullanilda.

Sodyum asetat pH 4.6 3000 mM
A Na-EDTA
-EL 100 mM
Glikojen 20 mg/ml
Su ’
Sekans karigimi
C Etanol (-20 °C) %99

1-B, buz tizerinde 1.5 ml’lik mikrosantrifijj tiiptine alindu.

2-B’nin tizerine 12.39 ul A’dan ilave edildi.

3-Daha sonra mikrosantrifiij tiipline soguk etanol eklenir eklenmez >18 k x g ivmesi ile
45 dakika santriflij edildi, ardindan siipernatan uzaklastildi.

4-Iki defa 200 ul %70 etanol (-20 °C) ile yikama yapilds, siipernatan uzaklagtirildi.
5-Pellet kurutuldu.

6-Pellet 40 ul deiyonize formamid ile ¢oziiliir.
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7-Coktiirilen ve kapiller jel elektroforezine hazir hale getirilen DNA, dizi analizi i¢in

cihaza yiiklenmeden hemen 6nce 95 °C’de 5 dakika bekletilerek denatiirasyon saglandi.

3.7. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus’ta SCCmec Tiplendirilmesi

MRSA’larda SCCmec tiplendirilmesi i¢in SCCmec tipine 0zgii primerler
kullanildi. S. aureus’larda siklikla bulunan ilk dort tip arastirildi. Her tip tayini igin
monopleks PCR yontemi kullanildi. Kullanilan primerler ve hazirlanan reaksiyon
karisimi asagidadir (161).

Tablo 11. SCCmec tiplendirilmesi i¢in kullanilan primerler ve ¢ogaltilan amplikonlarin

bilyikligi.
Primer Ad1 Primer Dizisi 5°—3’ Amplli;:;nélil;tli; (iibylgliigﬁ

SCCmec TiplF | GCT TTA AAG AGT GTC GTT ACA GG

SCCmec Tipl R | GTT CTC TCA TAG TAT GACGTCC

SCCmec Tip2F | CGT TGA AGA TGA TGA AGC G

SCCmec Tip2 R | CGA AAT CAATGG TTAATG GACC

SCCmec Tip3F | CCATATTGT GTACGATGCG

SCCmec Tip3R | CCTTAG TTG TCG TAACAG ATC G

SCCmec Tip4 F | CTC AAAATA CGG ACC CCAATACA

SCCmec Tip4 R | TGC TCC AGT AAT TGC TAA AG

“Tablo 12. SCCmec tiplendirilmesi i¢in kullanilan PCR karigimi.

Komponent Miktar (ul)
5x Master mix 12.5
Coral Load 2.5
Primer 1(10 pmol/ pl) 1
Primer 2 (10 pmol/ pl) 1
DNA 2
H,0 6

Toplam Hacim 25 nl

Hazirlanan karisim Qiagen Rotor Gene cihazina yiiklendi ve amplifikasyon igin

su sema takip edildi :

94 °C 4 dk (On denatiirasyon)

94 °C 30 sn (DNA denatiirasyonu)

55°C 30 sn (primerlerin baglanmasi) 35 siklus
72 °C 1 dk (primer uzamast)

72 °C 10 dk (son uzama)
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Reaksiyon neticesinde ¢ogalan DNA’larin goriintiilenebilmesi i¢in %1,5’lik
agaroz igeren 1x TBE ile agaroz jel hazirlandi. Mikro dalga firin ile agarin erimesi
saglandi, belli bir miktar soguduktan sonra igine 5 pg/ml etidyum bromiir ¢ozeltisinden
20 pl eklendi ve jel kalibina dokiilerek tamamen sogumaya birakildi. ilk kuyucuga
Promega 100 bp DNA ladder koyuldu. Geri kalan kuyucuklara 10 ml PCR amplikonu+2
ml 6x jel yiikkleme tamponu sirayla konuldu. 120 V altinda 75 dakika uygulanan elektrik
akimi ile amplikonlar yiiriitiildii ve bantlar birbirinden ayistirildi. Bio Rad Gel Doc XR
cihazinda UV 1s1k altinda bantlar goriintiilendi, Gel logic 2200 imaging system (Kodak
Company, NY, USA) cihaz ile jel goriintiileri alindu.

3.8. Pulse Field Gel Elektroforez (PFGE) Ile Izolatlar arasi Klonal Iliskinin
Arastirillmasi

PFGE, Bannerman ve ark.” nin 6nerdigi protokol takip edilerek yapildi.
Kullanilan karisimlar ve tamponlar:

Lizis Tamponu: 3 ml 6mM Tris-HCI, 100 ml 1M NaCl, 100 ml 100mM EDTA, 2.5 ¢
% 0.5 Brij 58, 1 gr % 0.2 deoksikolat, 2.5g % 0.5 N-Lauroyl sarcosine pH 7.6 olacak
sekilde hazirlandi. Hacim, su ile 500 ml’ye tamamlandi. Steril edildikten sonra +4 °C’de

saklanda.

TE Buffer (pH 8.0): 2.5ml hacimde 10mM Tris, 0.25 ml hacimde 1mM EDTA (pH
8.0),

NET Tamponu: 10 mM NaCl + 1 mM EDTA +10 mM Tris. Oda sicakliginda saklandi.
247.25 ml su ile karistirilarak pH 8.0°e ayarlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Restriksiyon Enzimi Karisimi: Kullanmadan hemen Once her izolat i¢in 87 pl
deiyonize su, 10 pl 10X reaksiyon tamponu, 3 pl (10 U/ pul) Smal restriksiyon enzimi

eklenerek restriksiyon enzim karisimi hazirlandi.

3.8.1. izolatlarin Hazirlanmasi
Mikrobiyal tanimlamasi yapilan bakteriler KKA besiyerine tek koloni ekim
yapildi. Saf olarak iireyen kolonilerden bir 6ze dolusu alinip i¢ine 250ul NET tamponu

eklenmis 1.5 ml’lik tiiplerde siispanse edildi.
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3.8.2. izolatlarin Agaroza Gomiilmesi

0.1 g diisiik erime 1s1l1 agaroz i¢inde 5 ml TE tamponu bulunan 20ml cam balona
konuldu. Agarozun dagilmasi i¢in yavasca karistirildi. Balonun agzi aliiminyum folyo
ile kapatilarak agaroz tamamen ¢oziiniinceye kadar mikrodalga firinda bekletildi. Daha
sonra kullanilincaya kadar 50 °C’lik su banyosunda bekletildi. Bakteri slispansiyonu
bulunan tiiplere 20 pl akromopeptidaz ve 250 pl diisiik erime 1sili agaroz eklendi ve
yavasca karistirildi. Her sus i¢in iki kalip olacak sekilde son karisim kaliplara dokiildii.
Agaroz katilagincaya kadar 10-15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

3.8.3. Agaroz I¢indeki Hiicrelerin Par¢calanmasi ve Yikanmasi

Her izolat i¢in hazirlanmis iki kalip i¢ine 6nceden 50° C’ye 1sitilmis 2 ml lizis
tamponu bulunan steril cam tiipe aktarildi. 50° C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra lizis
tamponu bir pipet vasitasiyla uzaklastirildi. Cam tiiplere her defasinda 2 ml TE tamponu
konuldu ve 10 dakika beklendikten sonra tampon uzaklastirildi. Bu islem 3 defa

tekrarlanarak yikama iglemi tamamlandi.

3.8.4.Agaroz Bloktaki DNA’nin Kesilmesi
Hazirlanmis DNA kaliplart uygun biyiikliikte kesilerek icinde restriksiyon
karisimi olan tiipe konuldu. Restriksiyon karigimi her tiip i¢in sdyledir:
10x tampon—10 pl
smal —3 ul (100U/ pl’lik stoktan hazirlandr)
Su —87 ul

Icinde agaroz blok bulunan tiipler 30°C’de 3 saat boyunca su banyosunda
bekletildi. Geri kalan agaroz kaliplar 1 ml TE tampon i¢ine konuldu ve 4°C’de sakland.

3.8.5. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi ve Kaliplarin Jele Yiiklenmesi

0.5x TBE (44,5 mM Trisma base, 44,5 mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH 8,0)
icinde 100 ml olacak sekilde %]1' lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad
Laboratories) 200 mI’lik cam balon i¢inde hazirlandi ve balonun agzi aliiminyum folyo
ile kapatildiktan sonra agarozun mikrodalga firin iginde iyice ¢Oziinmesi saglandi.
Balon mikrodalga firinindan ¢ikarilarak 45-50 °C’lik su banyosuna konuldu. Agarozun
dokiilecegi kaset hazirlandi ve enzim ile kesilmis agaroz kalibi taragin u¢ kismina

(uglara paralel olacak sekilde) yerlestirildi. Su banyosundan ¢ikarilan agaroz dikkatli bir
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sekilde kaset i¢ine dokiildii. Oda 1sisinda katilastiktan sonra taraklar dikkatli bir sekilde
cikarildi ve jel igine 1900-2000 ml TBE tamponu konulan PFGE tankina yerlestirildi.

3.8.6. Elektroforez
Hazirlanan jel cihaza yerlestirildikten sonra asagidaki protokole gore

elektroforeze tabi tutuldu:
CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) yiiriitme sartlari:

Isi: 14°C

Yiirtitme zamani: 23 saat

Ik sinyal (initial switch time): 6.8sn

Son sinyal (final switch time): 63.8sn

Alam: 6.0 volt/cm?

3.8.7. Jelin Gériintiilenmesi

Elektroforez bittikten sonra jel 5ug/ml etidyum bromiir igeren 400 ml ultra saf
suda 20 dakika bekletildi. Ardindan UV 11k altinda goriintiilendi. Gel logic 2200
imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin
fotografi ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda kaydedildi. Gel Compar II yazilim sistemi
(version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri
analiz edildi. Elde edilen neticeler Tenover kriterlerine gore degerlendirildi.(147)

Elektroforez neticesinde goriilen bant analizleri i¢in benzerlik hesaplarinin
yapilmasinda Pearson korelasyon katsayisi ve kiimelesme analizi i¢in de UPGMA
("Unweighthed Pairvise Grouping Matematical Avenaging" matematiksel ortalamayla
agirliksiz ciftlerin gruplandirilmasi) yontemi kullanildi. izolatlar benzerlik katsayilarina
gore ayirt edilemez (benzerlik >%95), benzer (benzerlik >%90-95) ve farkli (benzerlik
<%90) olarak siiflandirildi. Birbirleriyle %95’in iizerinde benzerlik gdsteren suglar ana
klon, ana klonlar icerisinde de %90’nin iizerinde benzer klonlar alt tip olarak kabul
edildi. Benzerlik oranlart %90’in altinda olan suslar ise digerlerinden farkli olarak

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta grubu

Mart 2016-Mart 2017 arasinda Turgut Ozal Tip Merkezi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina servis ve polikliniklerden gonderilen hasta numunelerinde enfeksiyon
etkeni olarak tanimlanmig 54 MRSA, 84 MSSA olmak iizere toplam 138 izolat

caligmaya alinmistir. Metisilin direnci disk difiizyon yontemi ile dogrulanmistir.

4.2. Staphylococcus aureus Suslarinin Tanimlanmasi
Calismaya dahil edilen izolatlarin mikrobiyal tanimlanmasi otomatize akteriyel
tanimlama sistemi Microscan Walkaway PC42 ile ve Maldi-Toff MS sistemi ile

gerceklestirildi.

4.3. Staphylococcus aureus Izolatlarimin Antibiyotik Duyarhhiklar:

Calismaya alman S. aureus izolatlarinda Microscan Walkaway PC42 kiti ile
calisilan klindamisin, eritromisin, penisilin, teikoplanin, trimetoprim-sulfametaksazol,
ampisilin, ciprofloksasin, linezolid, gentamisin, oksasilin, tetrasiklin, vankomisin

sonuglar1 tablo 12°de verilmistir.

Tablo 13. Staphylococcus aureus izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar

No DA E P TEC SXT AM CiP LNZ GN OX TET VA
R R R S S R R S S R S S
2 S S R S S R S S S R S S
3 R R R S R R R S R R R S
6 S S R S S R S S S R S S
7 I S R S S R R S R R S S
8 | S R S S R S S S R S S
10 | S R S S R S S S R S S
11 | S R S S R S S S R S S
14 | S R S S R S S S R R S
15 R R R S S R S S R R R S
19 | S R S S R S S S R S S
20 R R R S S R R S R R R S
21 R R R S S R S S S R S S
28 S S R S S R S S S R S S
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TEC SXT AM CIP LNZ GN OX TET VA

P

E

DA

No

31

33
36

37

38
44
45

46

47

48

49

50
51

52

53

54
55
57

58

60
61

62
63

64
65
66
67
69

70
71

72
73
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TEC SXT AM CIP LNZ GN OX TET VA

P

E

DA

No

74
75
76
77
78
79
80
81

82

83
84
85
86

88
89

90
91

92

94
95
96

97

98
99

100
104
105
107
109
110
111
112
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TEC SXT AM CIP LNZ GN OX TET VA

P

E

DA

No

116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
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TEC SXT AM CIP LNZ GN OX TET VA

P

E

DA

No

148
149
150
151
152
153
154
155
156

157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173

DA: Klindamisin, E:Eritromisin, P:Penisilin, TEC:Teikoplanin, SXT-Trimetoprim-

Sulfametaksozol, AM: Ampisilin, CiP: Siprofloksasin, LNZ: Linezolid, GN:

Gentamisin, OX: Oksasilin, TET: Tetrasiklin, VA: Vankomisin
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4.4. Metisilin direng¢ genlerinin tespiti

4.4.1. Stapylococcus aures’ta mecA Geninin Cogaltilmasi
Toplam 138 S. aureus izolatinin 48’inde (%38) mecA geni pozitif olarak

bulunurken, metisilin direnci tespit edilmeyen tiim izolatlarda meA geni negatifti.

M 910 11 12 13 14 1516 17 1819 20 21 22 23 24 2526 M

M 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Sekil. 5: Stapylococcus aures’ta mecA geninin ¢ogaltilmasi
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Sekil. 6: Stapylococcus aures’ta mecA geninin ¢ogaltilmasi

4.4.2 Stapylococcus aures’ta mecC Geninin Cogaltilmasi
Calismaya dahil edile toplam 138 izolatin hi¢birinde mecC geni tespit edilemedi.

M 166 167168 169170 171 172173 PK PK NK

Sekil. 7: Stapylococcus aures’ta mecC geninin gogaltilmasi
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4.5. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus’ta SCCmec Tiplendirilmesi
Genotipik olarak mecA geni tespit edilen toplam 38 izolatin 5’inde (%13)
SCCmecl, 5’inde SCCmecll (%13), 10’unda (%26) SCCmec Il olarak bulundu. Geri

18 izolatin SCCmec tipi belirlenemedi.

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28

S =

1517
1200

1000
900

it

300

300
200

100

Sekil. 8: Metisiline direngli Staphylococcus aureus’ta SCCmec tiplendirilmesi

23 45 67 891011 12 131415 16 17 18 19

a@o - 8@ &

200
100

Sekil. 9: Metisiline direngli Staphylococcus aureus’ta SCCmec tiplendirilmesi
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Sekil. 12: Metisiline direngli Staphylococcus aureus’ta SCCmec tiplendirilmesi
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M 56 5961 626475 77788087 8890 9193

Sekil. 15: Metisiline direngli Staphylococcus aureus’ta SCCmec tiplendirilmesi
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4.6. Staphylococcus aureus’ta Stmf 1, Sinif 2 ve Sinif 3 integron Tespiti

Calismaya dahil edilen toplam 138 S. auresu izolatinin 19’unda (%14) Simfl
integron tespit edilirken, izolatlarin higbirinde diger tipte integronlar tespit
edilemedi.Smif I integron tespit edilen izolatlarin 4’i mecA geni tagimaktaydi.

97 98 99 100 101 102 103104105 106107 108109110111112 113 114 115

Sekil. 18: Staphylococcus aureus’ta sinif 1 integron tespiti
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M 173 NK PK PKPK

Sekil. 19: Staphylococcus aureus’ta sinif 1 integron tespiti

4.7. Tespit edilen integronlarin dizi analizi ile dogrulanmasi
Yapilan PCR analizleri sonucu Sinifl integron siipheli 84 oOrnegin 19’unda

integron varlig dizi analizi iledogrulanmustir.

B3 FinchTV - 78AR-19-17-4-57 AM.ab1 = a X
File Edit View Finch Help
I = [52 f A | (@ R TR | b 8
2@ @ @ wd B @ & G &l ceospra
Go to Base No. Find Sequence || A GG T
Vertical
Scale 1.,..1‘: ] } P Y . 11 | ls-lisaisl it i, :
"GCG MCM CG'_GC GC CCA—-ACA-CA-—-C- CGMCCCMCGGCG_-AHCGCGC"GC"‘C"GGA— uCE
60 80 90 100 110 120
T Wt WA hﬂm I Wt hﬂ“ l m
‘ X 4_ - “ &) 1 “’ 1‘
\
Reset Scales Horizontal Scale _|
Save File

Sekil. 20: 78 numaral1 6rnegin electroferogram sonucu.
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4.8. Pulse Field Gel Elektroforez (PFGE) ile izolatlar arasi Klonal iliskinin
Arastirillmasi

Toplam 138 izolatin PFGE ile tiplendirilmesi sonucunda, 18 izolat 9 farkli kiime
ierisinde yer alirken, 116 izolat ise herhangi kiime icerisinde yer almadi. Izolatlarin
kiimelesme oran1 %13 olarak bulurken toplam 116 farkli genotip elde edildi.

8;0,11\‘;4151‘92021.1\41

—— O

Sekil. 21: Pulse Field Gel Elektroforez (PFGE) ile izolatlar aras1 klonal iliskinin tespiti
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Sekil. 22: Pulse Field Gel Elektroforez (PFGE) ile izolatlar aras1 klonal iliskinin tespiti
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Sekil. 23: Pulse Field Gel Elektroforez (PFGE) ile izolatlar aras1 klonal iliskinin tespiti

Sekil. 24: Pulse Field Gel Elektroforez (PFGE) ile izolatlar arasi klonal iliskinin tespiti
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Sekil. 25: Pulse Field Gel Elektroforez (PFGE) ile izolatlar arasi klonal iligkinin tespiti
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Sekil. 26: Pulse Field Gel Elektroforez (PFGE) ile izolatlar aras1 klonal iliskinin tespiti
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Stapyhlococcus aureus PFGE Stapyhlococcus aureus PFGE
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Sekil. 27: Toplam 138 izolatin PFGE ile tiplendirilmesi.
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5. TARTISMA

Staphylococcus aureus, insanlarda hem kommensal hem de patojen olarak
yasayabilen bir bakteridir. Gram pozitif bakterilerin sebep oldugu bakteriyemilerin en
sik sebebi olmasi ile beraber deri lezyonlari, derin doku enfeksiyonlari, pluropulmoner
enfeksiyonlar, osteoartikiiler enfeksiyonlar, katater ile iliskili enfeksiyonlar, {riner
sistem enfeksiyonlart gibi ¢ok ¢esitli hastaliklara sebep olabilir (1-3). Koagiilaz negatif
Staphylococcus’lar ise deri ve miikoz membranlardaki floranin dogal iiyeleri olmalarina
ragmen yabanci cisimle iligkili kan dolagimi enfeksiyonlarina, endokardit ve prostetik

kapak enfeksiyonlarina, cerrahi yara yeri enfeksiyonlarina sebep olabilirler (5).

Antibiyotik Oncesi zamanlarda S. aureus bakteriyemisine bagli mortalite
%80’lerdeydi(20). 1940°ta penisilinin S. aureus enfeksiyonun tedavisinde kullanilmaya
baslanmasiyla hasta prognozunda ciddi bir iyilesme goriildii, ancak birka¢ yil sonra
penisilinaz iireten S. aureus’lar tespit edilmeye baslandi1 (27). 1946°da S. aureus’larin
%6’s1 penisilinaz liretirken 1980’lerde bu oran %90’lara ¢ikti(28). Penisilinaza direngli
beta laktam antibiyotiklerden metisilin 1960’larda tedaviye girmesinden kisa bir zaman
sonra diren¢ goriilmeye baslandi(29). Diger antibiyotiklerin direng seyri metisilinden
farkli olmamistir(30).

Staphylococcus aureus’larda metisiline direng gelismesine sebep olan mecA geni
metisiline duyarli izolatlarda bulunmamaktadir. mecA geni Staphylococcal casette
chromosome mec (SCCmec) olarak isimlendirilen bir mobil genetik element ile
taginmaktadir(84) Su ana kadar tespit edilen 11 tip SCCmec tipinin bazilar1 transpozon
ve plazmidlerden de diren¢ genleri kazanabilmektedir(148). Hastane kaynakli MRSA
enfeksiyonlarinda genellikle SCCmec 1-2 ve 3 bulunurken, toplum koékenli MRSA
enfeksiyonlarinda genellikle SCCmec 4 veya SCCmec 5 bulunmustur(156).

Avrupa’da tanimlanmis bazi MRSA suslarinda mecA genine homolog olan ve
mecALGA251 olarak isimlendirilen bir gen bulunmustur. ismi daha sonra mecC olarak
degistirilmistir(86). mecC geni mecA genine %69 benzerlik gosterse de sentezinde rol
oynadigit PBP, mecA tarafindan kodlanan PBP2a’dan ¢ok farkli bir homolojiye
sahiptir(94). Daha 6nce 10 Bati Avrupa iilkesinde MRSA izolatlarinda mecC tespit
edildi, ancak Bati Avrupa haricinde heniiz rapor edilmedi(149). Danimarka’da MRSA
izolatlarindaki mecC prevalanst 2010°da %1.9 iken 2011°de %2.8 olarak tespit edildi
(165). Almanya’da yapilan genis bir ¢alismada bu oran %0.06 olarak raporlandi ve 5
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yillik bir siiregte oranda degisiklik gozlenmedi(151)ingiltere’de 2011-2012 yillart
arasinda yapilan bir calismada 335 MRSA izolatin 9’unda (%0.45) mecC rapor
edildi(167) Isvigre’de ise 2005-2011 yillar1 arasinda toplanan 565 MRSA izolatinin
hi¢birinde mecC geni bulunmadi(168). Bizim c¢alismamizda da ... MRSA izolatinin
hi¢birinde mecC geni tespit edilmedi.

Metisilin direnci ilk defa 1960’larin basinda goriilmesinden bu yana MRSA’nin
etken oldugu hastaneden kazanilmis ve toplumdan kazanilmis enfeksiyonlar her gecen
giin daha ciddi bir problem halini almistir(169). Cilinkii bakterinin metisilinle beraber
biitlin beta laktam antibiyotiklere diren¢ kazanmasi hem tedavi segeneklerini
kisitlamakta hem de morbitide ve mortaliteyi arttirarak tedavi maliyetlerini
yiikseltmektedir. EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance System)
verilerine gore 1999°dan itibaren baslanan siirveyans raporlarinda metisilin direncinde
2006 yilina kadar artan bir seyir goriilmiistiir. 2006 yilindaki raporda Avrupa genelinde
S. aureus izolatlarinda metisilin direng oram1 %41.9 olarak raporlandi. Devam eden
yillarda bu oranlarda diisen bir seyir gozlendi. 2009 yilinda %27.1, 2010 yilinda %24 .4,
2011°de %18.6, 2012°de 17,80, 2013°te %18.1, 2014°te ise %17,5 olarak tespit edildi.
2015 yilinda gelindiginde ise S. aureus’larin metisiline direng oran1 %16.8 olarak tespit
edildi ve bu oran Avrupa’da silirveyans raporlarinin hazirlanmaya baslandigr 1999
yilindan bu giine kadar tespit edilen en diisiik orand1 (170). Fakat zikredilen oranlar
biitlin Avrupa’nin ortalama degerleri olsa da S. aureus’larin metisilin direng oranlari
iilkeden iilkeye ¢ok ciddi farkliliklar gdsterir. 2015 yilinda Izlanda’da S. aureus’larda
metisilin direng oran1 %0 iken bu oran Romanya’da %57.2 idi. EARSS verilerine gore
tilkemizdeki S. aureus’lardaki metisilin diren¢ orani 2003 yilinda %43, 2004’te %40,
2005’te %35, 2006°da %36, 2007°de %34 ve 2008°de %38’dir. Tiirkiye Halk Sagligi
Kurumu UAMDSS (Ulusal Antimikrobiyal Diren¢ Surveyans Sistemi) verilerine gore
2011°de tilkemiz i¢in bu oran %32, 2012°de %25.10, 2013’te ise %26.9’dur. Goriinen o
ki metisilin direng¢ oranlarindaki seyir iilkemizde de diisiise gegmesine ragmen yine de
Avrupa ortalamasmin iizerindedir. Metisilin diren¢ oranlarindaki bu diisiisiin ve
metisilin direncinin iilkeden lilkeye biiylik farkliliklar géstermesinin sebebi enfeksiyon
kontrol tedbirlerinin degigsmesine (el yikama, kolonizasyonun Onlenmesi vs) ve
kontrolsiiz antibiyotik kullaniminin diizeltilmesine bagli olabilir(171). Yillar iginde
Avrupa ve ililkemizde metisilin diren¢ oranlar1 diisiise geg¢mis oldugu agikca

goriilmesine ragmen hala ciddi bir saglik problemi olarak karsimizda durmaktadir.
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Metisiline direngli S. aureus ile enfeksiyona yakalanan hasta sayis1 ve buna bagl
olarak mortalite ve morbidite, ayrica saglik harcamalar1 artmaktadir. Diinyada, S.
aureus bakteriyemisine yakalanan insan sayist 100000°de 10-30 kisi/y1ldir(15).
Staphylococcus aureus normal insan mikroflorasinda bulunmasina ragmen immun
sistem hastaliklari, yabanci cisim invazyonu,  16semi gibi kanserlerde, deri
biitiinltiglinlin bozulmasi, bagka bir ajan (influenza gibi.) ile enfeksiyon gibi altta yatan
sebeplerin varhiginda firsat¢1 enfeksiyonlara sebep olur. (6) S. aureus bakteriyemisi
komplike ve komplike olmayan seklinde iki gruba ayrilabilir. Bu siniflama hastanin
teshisinin degerlendirmesinde, antibiyotik kullaniminda ve biitiin progrnoz hakkinda
onemli bilgiler verir. Tek merkezli 724 S. aureus ataginin gézlendigi bir ¢alismada
komplikasyonlarin, altta yatan hastaliga, enfeksiyonun santral sinir sistemiyle olan
iliskisine, embolik olaya, metastatik enfeksiyona ve 12 hafta iginde gelisen
reenfeksiyona dayandirilabildigi gosterilmistir(172). S. aureus bakteriyemisinde altta
yatan infektif endokardit, pulmoner enfeksiyon gibi bir zeminin varliginda hastaligin

mortalitesinin arttig1 tespit edilmistir (173).

Metisiline direngli S. aureus diinyada oldugu gibi iilkemizde de hastane
enfeksiyonlar1 etkenleri arasinda iist siralarda yer almaktadir ve her gecen giin siklig1
artmaktadir. Metisilin diren¢g geni mecA’y1 tasiyan SCCmec bolgesinin ayn1 zamanda
diger antibiyotik diren¢ genlerini de tasiyor olmasi ve transpozon, plazmid ve integron
gibi mobil elementlerle de antibiyotik diren¢ genlerinin horizontal yayilimi MRSA

enfeksiyonlarinin tedavisini zora sokmustur.

Birden ¢ok antibiyotige direncli bakteri 1950’lerde ilk defa izole edilmesinden
ancak 20 yil sonra antibiyotik direncinin nakledilebilir bir yapida oldugu kesfedildi
(110). 1980’lere gelindiginde ¢esitli antibiyotik direng genlerini kodlayan ve birgok
bolgede lokalize olan yeni bir DNA elementi tarif edildi: integronlar (111).

Integronlar ekzojen genlerin yakalanmasim ve ifade edilmesini saglayan genetik
elementlerdir. Antibiyotik direncinin yayilmasindaki rolleri ile iyice 6ne ¢ikmislardir.
Klinik 6rneklerle olan miinasebeti ilk kesfedildiginden bu yana integronlarin bakteriyel
genomun ana unsurlarindan oldugu ortaya cikmustir. Integronlar biitiin g¢evrede
bulunabilirler, tiirler arasinda veya vertikal olarak nakledilebilir ve fonksiyonlar1 tam
olarak anlagilamamis genis bir gen havuzundaki genleri tasiyabilir(112). Gram negatif

bakteriler arasinda integronlarin antibiyotik diren¢ genlerinin taginmasindaki onemi
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yeterince anlasilmis olsa da gram pozitif bakterilerdeki rolii hala aydinlatilmaya

calisilmaktadir.

Integronlar bugiinkii tanimi ile ilk defa 1995 yilinda Collins ve Hall tarafindan
tarif edilmistir (174). Mobil integronlar (MIs) ve kromozomal integronlar (Cls) olmak
tizere ikiye ayrilirlar. Mobil integronlar, kodlanan integrazlarin sekansina dayanilarak
bugiine kadar 5 smifa ayrilmuslardir. Ilk iigii tarihi olarak coklu ila¢ direncinin
yayillmasinda rol oynamistir fakat 5 sinif da antibiyotik direnci ile iliskilidir.(121) Simif
1 klinikte en sik rastlanan ve klinik olarak 6nemli siniftir. Gram negatif ve gram pozitif
bakterilerde bulunur.(122) Bu sebeple deneysel integron modelini olustururlar. Simif 2
ozellikle Tn7 deriveleriyle iligkilidir ve bir diizine farkli kaset icerebilir.(123) Sinif 3
integronlar da bir transpozonda lokalize oldugu diisiiniiliir ve prevalansi sinif 2’den
azdir.(124) Diger iki sif ise Vibrio tiirlerinde trimetoprim direncinin gelimesindeki
rolleri ile tiplendirildiler. Simif 4 integron, integratif ve konjugatif SXT elementinin alt
birimine gomiilii olarak V. cholera’da bulunmustur (125). Sinif 5 integron ise Alivibrio
salmonicida’nin pRSV1 plazmidi iizerinde tasinan birlesik bir transpozonda lokalizedir
(126). Smif 1 integronlar Acinetobacter, Aeromonas, Burkholderia, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella ve Vibrio gibi
bir ¢ok gram negatif bakteride siklikla bulunmustur (175-182).

Sinif 1 integronlarin varliiyla alakali lilkemizde de bir¢ok arastirma yapilmis ve
gram negatif bakterilerde simf 1 integronlar tespit edilmistir. Ulkemizde yapilan bir
calismada 9 iniversite hastanesinden toplanan 281 A. baumanni klinik izolatlarinin
%6.4 (18/281)’nilin smif 1 integron pozitif oldugu, sinif 2 ve sif 3 integronun higbir
izolatta bulunmadigr tespit edilmistir(183). Yine klinik &rneklerden izole edilen 169
gram negatif bakterilerle yapilan bir ¢calismada bakterilerin %52.7’sinde sinif 1 integron
tespit edildi. Sinif bir integron pozitif bulunan 16 E. coli izolatinin 11’i, 10 K.
pneumonia izolatinin 5’i ayn1 zamanda sinif 2 integron tasidigi gorilmistiir (184).
Ulkemizde yapilmis cok merkezli bir calismada iiriner sistem numunelerinden izole
edilen 626 E. coli izolatinin %25.8 (162/626)’i sinif 1 integron, %16.6 (104/626)’s1 sinif
2 integron pozitif bulunmustur. Bu ¢alismada integronlarin tasidigi en sik genin dfrAl
geni oldugu goriilmiistir (185). 2007°de yapilmis olan baska bir ¢alismada 100 P.
aeruginosa izolatinda 9 izolatta IMP-1 MBL geninin simif 1 integronda tagindigi
gosterilmigtir (186). 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada ise akarsulardan izole edilen

183 Enterobactericaea izolatinda sinif 1 ve sinif 2 integron taranmis, 14 izolatta sinif 1,
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5 izolatta sinif 2 integron bulunmustur. Sekans analizinde integronlarin dfrAl, dfr2d,
dfrA7, dfrAl6, dfrAl7, aadAl, aadA5, bla(oxA-30), ve satlgenlerinin tasindigi
gosterilmistir(187). Ulkemizde yakin zamanda yapilan bir baska calismada da tavuk
etlerinden izole edilen Salmonella izolatlarinda integron varligi gosterilmistir (188). Bir
baska ¢alismada da birbirinden farkli kliniklerden gelen numunelerden izole edilen 100
S. maltophilia izolatinda sinif 1, sinif 2 ve sinif 3 integron taranmustir. 5 izolatta siif 1
integron varlig tespit edilmisse de sinif 2 ve sinif 3 integrona rastlanilamamistir (189).
Sinif 1 integron basta olmak iizere integronlarin gram negatif bakterilerde siklikla
bulunuyor olmalar1 gen kasetlerinin bakteriler arasinda tasinmasina ve coklu ilag

direncinin yayilmasina sebep olmaktadir.

Gram negatiflerde bakterilerde integron varligina ve taginan gen kasetlerine dair
diinyada ve iilkemizde birgok ¢aligma yapilmasina ragmen gram pozitif bakteriler i¢in
yapilan ¢alismalar hala az sayidadir. 1998’de C. glutamicum’da 29 kb bir plazmidin
icinde, streptomycin ve spectinomycin direnciyle iligkili bir integron bulunmasi,
integronlarin gram pozitif bakterilerde ilk defa tespit edilmesi anlamina geliyordu.(141)
2004’te ise smf 1 integron arastirma programi dahilinde bir kiimes ¢opliigiinden
toplanan gram pozitif bakterilerde de (Corynebacterium spp.,Corynebacterium
ammoniagenes, Corynebacterium casei ve C. glutamicum, Aerococcus spp,
Staphylococcus spp.) integronlar tespit edilmisti (142). Daha sonra Cin’de yapilan bir
calismada enterokoklarda sinif 1 integronlarin haricinde, ilk defa sinif 2 integron tespit
edildi. Bu calismada sinif 1 integron tasiyan 15 Enterococcus izolatinin 13’tinde 3 farkli
gen kasetinin (dfrAl12-orfF-aadA2, dfrA17- aadA5 ve aadA2) tasindigr tespit edilmistir.
13 izolatin 2’sinde integronlarin gen kaseti tasimadigi belirlenmistir. Kalan 2
Enterococcus izolatinda ise smif bir integronun yan1 sira dfrAl-satl-aadAlgen kasetini
tasiyan smif 2 integron tespit edilmistir. Ve bu gen kaseti E. coli’den elde edilen gen
kasetiyle 9%99.8, P. aeruginosa’dan elde edilen gen kasetiyle %99.7 benzerlik
gostermektedir(143). Siif 1 integronlar klinik S. aureus izolatlarinda ilk defa Cin’de
yapilan bir ¢alismada gosterilmistir. 209 MRSA izolatinin 122°sinde (%58.3) smif 1
integron pozitif bulunmustur, simif 2 ve simif 3 integron tespit edilememistir. 122
izolatin 115’inde (%94.3) DgacE, sull geni ve ORF5 bulunmustur. Uzunluklart 975 ile
2360 bp arasinda degisen 4 farkli gen kasetinin tagindig1 belirlenmistir. Gen kasetlerinin
dizi analizi yapildiginda bunlarin aadA2 (975-bp, 53 izolatta), dfrAl2-orfF-aadA2
(1913-b, 61 izolatta), dfrAl17-aadA5 (1664-bp, 3 izolatta) ve aacA4-cmlAl (2360-b, 5
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izolatta) oldugu goriilmiistir. Yaygin gorillen dfrAl12-orfF-aadA2 ve aadA2 gen
kasetleri aminoglikozid, kloramfenikol ve trimetoprim direncine sebep olurlar. Integron
tastyan 58 izolatta Southern blot hibridizasyon metodu ile integronlarin kromozomda
lokalize oldugu gosterilmistir(143). Cinde yapilan bir baska ¢alismada cevresel ve
cerrahi numunelerden izole edilen 30 S. aureus izolatinda simif 1 integron varligi
arastirilmistir. 30 izolatin 16’sinda (%53) siif 1 integron bulundugu ve bu integronlarin
aadA2 geni kasetini tasidigi gosterilmistir. RAPD-PCR yapildiginda 30 izolatin 6 farkli
genotipe ayrildigi belirlenmis, yapilan MLST’de ise biitiin izolatlarin ayn1 sekans tipine
sahip oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar gosteriyor ki ¢cevresel ve klinik izolatlar arasinda
integron transferi olmaktadir (190). Yine Cin’de yapilan bir baska arastirmada 2001-
2006 yillar1 arasinda klinikten toplanan 179 MRSA izolatinda sinif 1 integron varligi
arastirtlmistir. PCR yontemiyle yapilan taramada 76 izolatta (76/179, %42.5) sif 1
integron tespit edilmistir. Sinif 1 integron tasiyan biitiin suslarin birbirinden farkli gen
kasetlerinden 1 ile 4 adet, 73 izolatin da gqacE41-sulltasidifi gdsterilmistir. Integron
tasiyan ve tasimayan MRSA izolatlar1 arasinda amikasin, eritromisin, gentamisin,
trimethoprim-sulfametoksazol ve tetrasiklin antibiyotiklerine direng yoniinden belirgin
farklilik oldugu gozlenmistir. Yapilan SCCmec tiplendirmesinde 3 izolat SCCmec tip 2,
168 izolat SCCmec tip 3 olarak klasik nozokomiyal SCCmec tipleri arasinda
bulunurken, 8 izolat tiplendirilemedi. Integron ve SCCmec elementlerinin tiirler
arasinda fonksiyonel genlerin ve antimikrobiyal diren¢ genlerinin yayilmasina aracilik
etmesi bu elementlerin bakterilerin zorlu ¢evresel sartlara uyumunu arttirdigini
diistindiirmektedir. Bu ¢alismada sinif 1 integronda en sik rastlanan gen kasetleri aadA
(%97.4) ve dfrA ailesidir(%50) .Test edilen izolatlarda dfrA12-orfF-aadA2 ve aadA2 en
baskin dizi olarak gozlenmistir. dfrA12-orfF-aadA2 dizisi 2001-2004 arasinda siklikla
goriilmesine ragmen 2005 yilinda tespit edilememistir. aadA2 dizisi 2004’te goriilmeye
baslanmis ve 2005-2006 arasinda baskin hale gelmistir(191).

Simif 1 integronun 2001-2006 yillar1 arasindaki insidansinda bir diisiis
goriilmektedir. Insidans, 2001 yilinda 65.0% (13/20) , 2002°de 55.0% (11/20) , 2003’te
46.7% (7/15), 2004°te 44.0% (15/34), 2005°te 36.0% (18/50), 2006°da 30.0% (12/40)
olarak tespit edilmistir (190).

2013 yilinda Iran’da yapilan bir calismada hasta numunelerinden izole edilen 90
S. aureus susunda PCR yoOntemiyle smif 1 integron taranmistir. 90 izolatin 37

(%41.1)’sinde sinif 1 integron pozitif bulunmustur. Ancak arastirmada integronlarin gen
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kaseti tasiylp tasimadiklari, tasiyorlarsa hangi gen dizisi oldugu ve izolatlarin

antibiyotik direngleriyle integronlar arasinda bir bag olup olmadigi bakilmamistir(192).

2015 yilinda Hindistan’da yapilan bir ¢alismada ise 2 farkli sehirden toplanan
143 klinik MRSA izolatinin %71 inin (101/143) smif 1 integron tasidigi gosterilmistir.
sull/qacEAI (siif 1 integronun 3’ bolgesi) prevelans: siif 1 integron tasiyan suslarin
%39’unda pozitif bulundu. sullgeni siilfonamid direncine, gacEA1lise etidyum bromid
ve kuarterner amonyum bilesiklerine dirence sebep olmaktadir(193). Calismalar
gostermistir ki integronlarin 3’ bolgesinde sull/qacEAI eksikligi baska gen kasetlerinin
taginabilmesine yardim etmektedir (194). Daha 6nce Cin’de yapilan ¢alismalarda klinik
S. aureus izolatlarinda sinif integron tagima sikligi farkli yillarda %30 ile %56 arasinda
degismekteydi(195).

Ulkemizde ise stafilokoklarda integron varligina dair bizim ¢alismamiza kadar
yalniz bir yayin yapilmistir. 2014’te yayinlanan bu makalede 50 MRSA, 50 MRCNS
olmak tiizere 100 klinik stafilokok izolatinda sinif bir integron varligi PCR yontemiyle
taranmistir. Higbir izolatta sinif bir integron tespit edilememistir. Calismada Sinif 2 ve
siif 3 integron arastirilmamistir (196). Bizim ¢alismamizda ise 138 S. aures izolatinin
21’inde (%15) Smif 1 integron tespit edilmis ve dizi analizi ile dogrulanmistir. Bununlar
birlikte ¢aligmamiz kapsaminda arastirdigi smif 2 ve sinif 3 integronlar higbir 6rnekte

pozitif olarak saptanmamustir.
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