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DiS CUORUKLERINDEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS
IZOLASYONU VE iDENTIFIKASYONU

OZET

Staphylococcus aureus diinyadaki bircok iilkede en yaygin insan patojenlerinden
birisidir. Bu calismada, Sinop ilindeki bazi dis polikliniklerine gelen hastalardan izole
edilen 54 yerel ve 3 adet referans olmak iizere toplam 57 adet S. aureus susu fenotipik
ozellikleri ve sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
kullanilarak elde edilen toplam hiicre ve hiicre dis1 protein profillerinin niimerik
analiziyle karakterize edildi.

Morfolojik ve fizyolojik Ozelliklerine gore, biitiin yerel izolatlarin hareketsiz,
spor olusturmayan, Gram-pozitif, katalaz ve koagulaz pozitif, oksidaz negatif ve
S. aureus tiirtine ait olduklar1 belirlendi. Biitiin suslarin 14 farkli antibiyotige karsi
duyarhlikan disk difiizyon yontemi kullanilarak test edildi. Antibiyogram sonuglarina
gore, suslarda en yiikksek diren¢ ampisilin (%83.6) ve polimiksin B (%43.6)
antibiyotiklerine  kars1 belirlendi. Diger  taraftan, suslarin hepsinin
siilffametoksazol/trimetoprim, sefoperazon/siilbaktam, vankomisin ve imipenem
antibiyotiklerine duyarl olduklar1 bulundu.

Toplam hiicre protein profilleri esas alinarak yapilan niimerik analiz S. aureus
suslarinin benzerlik diizeyi %66.29 ve iizerinde iki major gruba ayrildigini ortaya
koydu. Ayrica, suslarin hiicre disi1 protein profilleri esas alinarak yapilan niimerik
analizde ise benzerlik diizeyi %60.53 ve iizerinde iki major grup olusturdu. Sonug
olarak, bu caligma dis c¢iiriiklerinden izole edilen S. aureus suslarinin daha giivenilir
identifikasyonu i¢in morfolojik ve fiyolojik Ozellikleri esas alan konvansiyonel
yontemler ile toplam ve hiicre dig1 protein profillerinin niimerik analizinin birlikte

kullanilmasinin faydali olacagini1 gosterdi.

Anahtar Kelimeler: S. aureus, Dis Ciiriigii, Izolasyon, Identifikasyon, Antibiyogram,

SDS-PAGE, Protein Profili, Niimerik Analiz



IDENTIFICATION AND ISOLATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS
FROM TOOTH DECAY

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the most prevalent human pathogenic agent in many
countries around the world. In the study, a total of 57 strains of S. aureus including 54
clinical isolates collected from some dental clinical sources in Sinop province and 3
reference strains were characterized by the phenotypic properties and the numerical
analysis of whole-cell and extra-cellular protein profiles obtained by using sodium
dodcyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).

According to the morphological and the physiological characteristics, all native
isolates were non-motility, non-endospore forming, Gram-positive, catalase positive,
coagulase positive and oxidase negative and they were consisted of S. aureus species.
The susceptiblity of all strains were tested against 14 standard antibiotics by using disc
diffusion procedure. In accordance with the antibiogram results, it was determined that
whole strains had the highest resistance against ampicillin (83.6%) and polimixin B
(43.6%). Hovewer, they were found susceptible to sulfamethoxazole/trimethoprim,
sefoperazone/sulbactam, vancomycin and imipenem.

The numerical analysis of whole-cell protein profiles of S. aureus strains
revealed 2 major clusters at similarity levels of 66.29% or above. Furthermore, the
numerical analysis of extra-cellular protein profiles of the strains yielded 2 major
clusters at similarity levels of 60.53% or above. In conclusion, the sudy indicated that
together use of conventional methods based on the morphological and the physiological
properties and the numerical analysis of whole-cell and extra-cellular protein profiles
might be usefull for the more reliable identification of S. aureus strains isolated from

tooth decay.

Key words: S. aureus, Tooth Decay, Isolation, Identification, Antibiogram, SDS-

PAGE, Protein Profiles, Numerical Analysis
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1. GIRIS

Dis ve diseti enfeksiyonlar1 genellikle bakteriler tarafindan olusturulan
enfeksiyonlardir. Periodontal flora olduk¢a karmasiktir ve hala tam olarak
aydmlatilmamistir. Bir¢ok arastirmaci periodontal hastaliklarin  ana etiyolojik
faktoriiniin bakteriyel plak oldugunu ifade etmektedir (Serindag, 2007).

Antony Van Leeuwenhoek 1683 yilinda el yapimi mikroskobuyla dental plaktaki
bakterilerin ¢izimini yapmustir (Theilade, 2003; Caliskan, 2006). 200 yil sonra
Willoughby D. Miller hastalikli pulpada bakteriyi belirleyen ilk arastirmaci olmasi ve
dental mikrobiyolojinin temeli olan, ‘insan agzinin mikroorganizmalar1’ isimli eseri
nedeniyle oral mikrobiyolojinin babasi olarak tanimlanmistir (Miller, 1973; Caliskan,
2006). Agzin yerel bakterileri; ciiriik, travma ve yetersiz koroner restorasyonlarda
olusan mikrosizinti yoluyla ulastigi pulpada iltihaplanma veya nekroza neden olur.

Nekrotik pulpadaki bakteriler akut veya kronik periapikal enflamasyona yol acarlar.

Dis ciiriigii ve diseti enfeksiyonlari, en yaygin kronik hastaliklardandir. Dig
cliriigiiniin olusumu karyojenik bakteriler, yatkin dis ylizeyi ve bakteri gelisimini
saglayacak besin kaynagi faktorlerine baghdir (Cakir ve ark., 2010). Dis c¢iiriigii;
kalsifiye dokularin yikimi ve dis minesinin bdlgesel c¢oziinmesiyle sonuglanan bir
enfeksiyondur. Ciiriik; dis minerali ve plak arasindaki fizyolojik dengenin bozulmasiyla
olusur. Dis ¢iirigii etkeni bakteriler, enfeksiyona bagli olarak hastaligin ilerlemesine
neden olurlar. Ciiriik lezyonlari, asidik ortam iiretebilme yetenegi olan cok sayida
bakterinin dis yapisin1 demineralize etmesiyle olusur. Dis plagi, dis ylizeyine yapisan
cok sayida bakteriden meydana gelir. Bu bakteriler, enerji saglamak ic¢in cesitli
karbonhidratlar1 parcalar ve yan iirlin olarak organik asit iiretirler. Bu asitler, disin
kristal yapisinin ¢oziinmesi ile ciiriik lezyonu olusmasina sebep olur. Ciiriik
aktivitesindeki artig, bakteri aktivitesinin yiiksek ve dis ylizeyindeki plak pH 1nin diisiik
oldugunu gosterir. Ciiriigiin baslamasinda bakterilerin rolii ¢ok biiyiiktiir. Insan ve
hayvan modelleri kullanilarak yapilan calismalar; bakteri enfeksiyonu olmayan dislerde
ciiriikk olugsmadigi, ciiriiglin azalmasinda antibiyotiklerin etkili oldugu, agiz bakterileri in
vitro olarak mineyi demineralize ederek dogal ciiriige benzer lezyonlar olusturabildigi
ve farkl dis ciiriiklerinden spesifik bakteriler izole edilebilecegini gostermistir (Cakir ve

ark., 2010).



Dis yiizeyine yerlesen mikroorganizmalar periodontal hastaliklarin etiyolojisinde
etkin role sahiptirler. Bu mikroorganizmalar ya dis ylizeyinde ya da yumusak doku ile
dis arasinda serbest halde bulunan subgingival plaga yerlesik bulunurlar. Plakta bulunan
bakteri tipleri kisiye, agizda bulundugu bolgeye ve plagin yapisina gore degisiklik

gosterir.

Ag1z bakterileri, bircok tiirii iceren kompleks topluluklardan olusan yapiskan bir
matriks halinde sikica paketlenmis hiicre kitlesi yapisindadir. Yaklasik 200-300 bakteri
tiirli, maya ve protozoon insan agiz boslugunda dogustan yer alir. Plagi olusturan
karmasik bakteri toplulugunun metabolik aktivitesi, sert ve yumusak dokulardaki
hastaligin varhigimi ya da yoklugunu belirler. Ciirlige neden olan organizmalar
karyojeniktir. Bir disin ¢iiriime egiliminin derecesi, onun karyojenik potansiyeli olarak
tanimlanir (Cakir ve ark., 2010).

Yumusak, mineralize olmamis, yar1 saydam, yapiskan materyalin dis ylizeyinde
birikmesi plak olarak adlandirilir. Bu tanimi bakteri plagi olarak yapmak daha dogru
olur ¢ilinkii tamamen bakteriler ve onlarin iirlinlerinden olusur. 1 mg bakteri plaginda
200 milyondan fazla bakteri bulunur. Plak, sadece yiyecek artiklarinin yapismasindan
veya firsat¢i mikroorganizmalarin gelisigiizel birikmesinden olusmaz. Plagin dis
tizerinde birikimi, oldukca organize ve diizenli olaylar zinciridir (Cakir ve ark., 2010).

Epidemiyolojik caligmalar periodontitis gibi oral enfeksiyonlarin solunum yolu
hastaliklari, kardiovaskiiler ve inme gibi sistemik hastaliklar i¢in biiyiik bir risk
olabilecegini gostermistir (Li ve ark., 2000; Souto ve ark., 2006). Periodontal hastaliklar
dental biyofilmdeki karmasik bir mikrobiyota ile iliskili bakteriyel enfeksiyonlardir. Dis
viicuttaki  dokiilmeyen (non-shedding) tek yiizeydir ve 0Ozellikle periodontitis
bulundugunda bakteriyel yilizeyler dental biyofilmdeki her mg basina 10'""den fazla
mikroorganizmaya sahip olabilir (Souto ve ark., 2006).

Biyofilmler dogada bakteriyel biiylimenin en yaygin seklidir ve toplumdaki
klinik ve dental enfeksiyonlar acisindan Onemlidir (Ansari ve ark.,, 2011).
Staphylococcus aureus oldukca yaygin enfeksiyonlarin nedeni olan Onemli insan
patojenidir. Son 25 yilda, toplum ve hastane kaynakli S. aureus enfeksiyonlarinda
onemli bir artisin oldugu bildirilmektedir (Steinberg ve ark., 1996; Ansari ve ark.,
2011). S. aureus, biyofilmlerde firsat¢i bir patojendir ve pek ¢cok enfeksiyonun nedenidir

(Gotz ve ark., 2006; Ansari ve ark., 2011).



Candida spp. ve Staphylococcus spp. genellikle insan agiz boslugunda bulunur.
Ancak bazi durumlarda, 6rnegin, penisilin ve eritromisin sistemik uygulamasi altindaki
periodontitisli hastalarda, bu mikroorganizmalar firsat¢1 patojen olarak bulunabilir ve
stiperenfeksiyon iiretirler (Helovuo ve ark.,1993; Martins ve ark., 2002).

Stafilokoklar agiz boslugundan izole edilebilmektedir (Sanchez-Cordero ve
ark.,1979; Rams ve ark.,1990b; Slots ve ark., 1990; Jackson, 1998; Jackson ve ark.,
1999; Murdoch ve ark., 2004). Yine de onlar yerel oral bakteriler olarak nitelendirilmez
ve genellikle gecis organizmalar olarak kabul edilirler (Dahlen ve ark.,1992; Dahlen ve
Wikstrom, 1995; Murdoch ve ark., 2004). Stafilokoklar ve kronik periodontitis hastaligi
(Dahlen ve Wikstrom, 1995; Murdoch ve ark., 2004) arasinda nedensel bir iliskinin
varlig1 net olmamasina karsin, bu cinse ait tiirler periodontitis hastalarin subgingival
alanlarindan izole edilmektedir (Rams ve ark.,1990a,b; Slots ve ark.,1990; Dahlen ve
Wikstrom, 1995; Murdoch ve ark., 2004).

Stafilokoklar genelde agiz boslugundan izole edilmez ve gecici mikrobiatanin
bir parcasi kabul edilirler. Yine de agiz mikroflorasindaki degisimle, bagisiklik sistemi
baskilanmis bireylerde, bu mikroorganizmalar yiiksek miktarda bulunur. Periodontal
hastalikl1 kisilerin agiz boslugunda firsat¢1 bakterilerin olasi rezervlerini temsil ederler
(Loberto ve ark., 2004). S. aureus cok sayida virulans faktorlerine sahiptir ve farkl
anatomik bolgelerde enfeksiyonlara neden olan patojenik bir tiirdiir. S. aureus, agiz
boslugunda gecici mikroorganizmalar i¢inde goriildiigiinden genellikle dis ve cevre
dokularindan nadiren izole edilmistir.

Son yillarda yapilan ¢calismalar; S. aureus suslarinin ¢ogunun, tedavi amaciyla
kullanilan antibiyotiklere karsi hizla diren¢ kazandiklarin1 ve bu bakterilerin neden
olduklar1 hastaliklarin tedavisinin giderek zorlastigin1 gostermektedir. Bu nedenle
S. aureus tiiriine ait insan patojeni suslarin tanist ve epidemiyolojisi gerek diinyada
gerekse iilkemizde ¢cok énemli bir konuma gelmistir (Alan, 2007).

Staphylococcus aureus tiirline ait suslarin ayirt edilmesinde morfolojik ve
fizyolojik oOzelliklerin esas alindigr biyotiplendirme, serotiplendirme, kapsiiler
tiplendirme, antibiyogram testleri, faj tiplendirme gibi geleneksel metod kullanilmakla
birlikte bu metodlar bazen hatali sonuclarin ortaya ¢ikmasina yol agcabilmektedir (Ieven
ve ark., 1995; NNIS, 2003; Berber ve ark., 2003; Berber ve ark., 2010). Bu nedenle, S.
aureus tiiriine ait suglarin ayirim ve karakterizasyonunda biyokimyasal ve fizyolojik
ozellikleri esas alan klasik yontemlere ilaveten c¢esitli molekiiler teknikler de

kullanilmaktadir. Bu teknikler arasinda, Pulsed Field Gel Elektroforez (PFGE), Nested



(yuvalanmis) PCR, Multipleks PCR analizleri, ribotiplendirme, Random Amplification
of Polymorphic DNA (RAPD-PCR) analizi, ribozomal DNA polimorfizm analizi, klinik
orneklerden ve diger kaynaklardan izole edilen patojenik S. aureus suslarinin
karakterizasyonu ve identifikasyonunda kullanilmaktadir. Ote yandan, bu metodlarin
bircogu, olduk¢ca zahmetli ve DNA restriksiyon profillerinin yorumlanmasi zor
olabilmektedir. Ayrica, laboratuarlararasi standardizasyon hala problemdir (Belkum ve
ark., 1997; Alli ve ark., 2007; Berber ve ark., 2010).

Protein elektroforezi bakterilerin siniflandirilmasinda ve teshisinde onemli yere
sahiptir. Bircok arastirmaci, cesitli mikroorganizmalarin tiir ve tiir altt diizeyde
karakterizasyonunda hiicresel proteinlerin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) basari bir sekilde kullanmislardir.

Bu calismada, Sinop merkez ve ilgelerindeki dis kliniklerine gelen hastalarin dis
ciirtikleri ve disetinden S. aureus izolasyonu, fenotipik karakterizasyonu, antibiyotik

duyarliliklari, toplam hiicre ve hiicre dis1 protein profillerine gore ayrimi amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

Staphylococcus cinsi Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ye gore
Micrococaceae ailesi igerisinde Stomatococcus, Planococcus ve Micrococcus cinsleri
ile birlikte gruplandirilmaktadir. Bu cinse mensup 41 farkli tiir bulunmaktadir
(Bannerman 2003, Unal 2007).

"Staphylococcus" adi Yunanca "iiziim salkimi" anlamina gelen "staphylé"
teriminden gelmektedir (Bauer ve ark., 1974; Uslii, 2007). Staphylococcus, ilk kez 1878
yilinda Robert Koch tarafindan irinde goriilmiis, 1881 yilinda Iskogyali cerrah
Alexander Ogston tarafindan yaralarda saptanmis ve 1884 yilinda ilk kez Rosenbach
tarafindan izole edilmis son derece tehlikeli enfeksiyonlara neden olan sporsuz
bakterilerdir (Zinsser, 2005; Uslii, 2007).

Kargilastirilmali 16S rRNA calismalar1 esas alindiginda Staphylococcus cinsi
Firmicutes filumuna aittir. Staphylococus cinsi monofletiktir ve diger yakin cinslerden
%93.4-95.3 16S rRNA dizi benzerlikleri ile ¢ok iyi ayrilir. Genus icerisinde benzerlik
seviyesi (< %96.5) onemli derecede yliksektir. DNA-DNA hibridizasyon caligmalarina
gore Staphylococcus tiirleri 3 gruba ayrilir (Schleifer ve Bell, 2009). Birinci grup,
koagulaz negatif-novobiosin duyarh tiirler: S. epidermidis (S. capitis, S. caprae,
S. epidermidis, S. haeonolyticus, S. huminis, S. saccharolyticus, S. warneri), S. simulan
(S. carnasus, S. simulans); ikinci grup, koagulaz negatif-novobiosin direncli tiirler:
S. saprophyticus (S. cohnii, S. saprophyticus, S. xylosus), S. sciuiri (S. lentus, S. sciuri,
S. vitulinus); tclingii grup, koagulaz pozitif-novobiosin duyarh tiirler: S. intermedius
(S. intermedius, S. delphini), S. aureus (S. aureus, S. aureus subsp. anaerobius)’dur.

Stafilokoklar 0.5-1.5 pm capinda, yuvarlak, diizgiin veya diizgiin olmayan
kiimeler olusturan Gram-pozitif hareketsiz bakterilerdir. Koklarin seklinin tam yuvarlak
olmast ve bakterilerin birbirine benzer goriiniimde olmasi stafilokoklar igin
karakteristiktir (Bilgehan, 1992; Akiner, 2006). Genellikle kapsiilsiiz ya da kapsiil
formlart smurhdir. Hiicre duvan icerikleri peptidoglikan ve teikoik asittir.
Peptidoglikanda bulunan diamino asit, (peplidoglikan grup A3) L-lizindir (G6tz ve ark.,
2006; Schleifer ve Bell, 2009).



Stafilokoklar, bazen 3-4 bakteriden ibaret tetrat ya da kisa zincirler seklinde
bulunabilir. Bu goriintimleri ile streptokoklara cok benzeyen stafilokoklar katalaz
testinin pozitif olmasiyla ayirt edilir (Bilgehan, 1992; Akiner, 2006).

Staphylococcus aureus subsp. anaerobius ve S. saccharolyticus haricinde
aerobik kosullar altinda daha hizli gelisim gosterir. Genellikle katalaz pozitif, oksidaz
negatiftir ve 18-40°C’de %10 NaCl bulunan ortamlarda gelisim g0sterebilirler.
Kemoorganotroflardir. Anaerobik kosullar altinda glukozdan L-ve/veya D-laktik asit
iretebilirler. Karbonhidrat ya da aminoasitleri karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanirlar (Schleifer ve Bell, 2009).

Stafilokoklar ve mikrokoklar birka¢ agidan farklilik gosterir (i) glikozdan
anaerobik asit iiretimi (stafilokok tiirlerinde pozitif, mikrokoklarda negatif), (ii) mililitre
basina 0.4 pg eritromisin bulunanan ortamda gliserolden aerobik olarak asit iiretimi
(stafilokoklarda pozitif, mikrokoklarda negatif) (iii) selektif ortamda gelisme (6rnegin;
Schleifer ve Kramer’in besiyeri, stafilokoklar i¢in) (iv) sinirlama olmayan besiyerinde
gelisim orani ve koloni morfolojisi (v) sitokrom-c’nin varligini belirlemede oksidaz testi
(stafilokok tiirleri negatif; mikrokok tiirleri pozitif) (Kloos ve Jorgensen, 1985).

Basit besi yeri dahil bir¢ok besi yerinde iireseler de kanli besi yerinde iiremeleri
daha iyidir (Kloos ve Bannerman, 1995). Koloni morfolojisi tiir ve suslarin teshisinde
kullanigli bir karakter olabilir. Hiicre zarinda bulunan ve karotenoid yapisinda olan
pigmentleri sayesinde, altin sarisi renkten, porselen beyazi rengine kadar farklilikta
koloniler olusturabilirler (Baron ve ark., 1994; Akiner, 2006).

Beslenme ihtiyaclar cesitlidir. Bir¢ok tiir, aminoasitler ve B grubu vitaminleri
gibi organik azot kaynaklarina ihtiya¢ duyar (Schleifer ve Bell, 2009). Lizostafin ile
lizize duyarhidir ancak lizozim ile lizize direnclidir. Lizostafin bir glisin glisin
endopeptidazdir ve stafilokokkal peplidogliganda bulunan pentaglisin karsilikli
kopriilerini yikar. Bazi tiirler novobiyosine direnclidir. Genellikle furazolidone ve
nitrofurana duyarli, eritromisin ve basitrasine direnclidir. Siklikla fenoller ve tiirevleri
gibi antibakteriyallere duyarlidir (Schleifer ve Bell, 2009).

Dogal populasyonlar1 sicakkanli hayvanlarin deri, deri bezleri ve miikoz
memranlaridir. Baz tiirler insan ve hayvanlarda firsat¢i patojendir (Schleifer ve Bell,
2009). Stafilokok tiirleri; koloni morfolojisi, koagulaz tiretimi, oksijen ihtiyaci, hemoliz,
novobiyosin direnci, aseton {iiretimi, karbonhidratlardan aerobik asit iiretimi, enzim

aktiviteleri esas alinarak teshis edilebilir (Kloos ve Jorgensen, 1985).



Stafilokoklar antijenik Ozelliklere sahip 30’dan fazla maddeye sahiptirler.
Stafilokoklarin antijenik 0©zelliklerinden birisi hiicre duvarinda bulunan ve asiri
duyarlilik reaksiyonlarinda rol oynayan teikoik asittir. Stafilokoklarin kiiltiir
stizlintiilerinden, eritrosit ve cesitli hiicreleri parcalayan ve deney hayvanlari iizerinde
oldiiriicii etkisi olan ekzotoksin niteliginde maddeler izole edilmistir (Bilgehan, 1992;
Akiner, 20006).

Stafilokoklarin her yerde bulunabilmelerinden dolayi, tip ve gruplar icinde
suglart ayirt etmek istenir. Hastane enfeksiyonlar1 veya stafilokokkal besin
zehirlenmelerin  kaynaginin kesfini smiflandirma belirler. Serolojik tiplendirme,
biokimyasal reaksiyonlar, antibiyotik duyarliliklari, bakteriyofaj tiplendirme, plazmid
profillerini ic¢ine alan bir cesit teknoloji kullanilmaktadir. Serolojik tiplendirme 6zel
antiserumlarin  hazirlanmasindaki zorluklardan dolay1 giiniimiizde birkag¢ Avrupa
laboratuart haricinde nadiren kullanilir. Biyotiplendirme oncelikle koagulaz negatif
tirlerde kullanilir. Ciinkii S. aureus suslar1 biyokimyasal olarak nispeten homojendir.
Antibiyogramlar, laboratuarlarda kesinligi yiiksek prosediirler oldugunun kabuliinden
beri kullanilmaktadir. Epidemiyolojik acidan ©Onemli kabul edilen bakteriofaj
tiplendirme, 1952°den beri yayginlagsmistir. Agaroz jel elektroforez ile plazmid
profillerinin  belirlenmesi stafilokoklarin  klonal populasyonlar1 veya suslarin

identifikasyonunda gelecek vaadeden metot olmustur (Kloos ve Jorgensen, 1985).

2.2. Staphylococcus aureus ve Tiir Ozellikleri

Hareketsiz, spor olusturmayan, Gram-pozitif koklardir. Diizgiin ciftler ve
kiimeler olusturur. Fakiiltatif anaerobtur. %10’luk NaCl iceren ortamda iyi gelisirken
%15 NaCl iceren ortamda zayif gelisim gosterirler. Alkalen fosfataz, katalaz, koagulaz,
1s1ya dayanikli niikleaz, hemoliz ve hiyaliironidaz reaksiyonlar1 pozitiftir. Oksidaz, beta-
galaktosidaz, beta-glukuronidaz reaksiyonlari negatiftir. Aerobik kosullarda fruktoz,
maltoz ve siikrozdan asit iiretirler. Ancak, arabinoz, sellobiyoz, melezitoz, rafinoz,
salisin, ksilozdan asit iiretemezler. Novobiyosine duyarhidirlar. Peptidoglikan tipi L-
Lys-Glys.¢’dir. Teikoik asit icerikleri ribitol ve N-asetilglukozamindir (Gotz ve ark.,
2006; Schleifer ve Bell, 2009).

Koagulaz pozitif tek stafilokoktur. S. aureus basit besi yerinde iirese de kanl
besi yerinde daha iyi ¢ogalir ve koloniler etrafinda tam hemoliz meydana getirir.

37°C’de pH 7.4°de 1yi iirer. Jeloz besi yerinde iirer ve yuvarlak kenarli mat, kabarik,



parlak yiizeyli, S tipinde ve 1-2 mm c¢apinda koloniler yapar (Sekil 2.1). S. aureus altin

sarist pigment olusturur. Kolonilere altin saris1 rengini karotenoid pigmentleri

vermektedir (Bilgehan, 1990; Elci, 2004; Akiner, 2006).

Sekil 2.1. Staphylococcus aureus’un koloni morfolojisi (Uslii, 2007)

Staphylococcus aureus’u diger stafilokoklardan ayirmak icin koagulaz, mannitol
fermantasyonu ve deoksiriboniikleaz testleri kullanilir. Bu testlerin pozitif sonug

vermesi bakterinin S. aureus oldugunu gosterir (Kloos ve Schleifer, 1975; Giines 2008).

2.2.1. Virulans ve Patojenite

Staphylococcus aureus virillanst en yliksek olan stafilokok tiirtidiir. Ancak
enfeksiyon, mikroorganizmanin viriilansi ile konak savunma sisteminin olusturacaklari
dengeye baghdir. Stafilokoklarin virulansinda rol oynayan faktorler (Sekil 2.2) hiicre

duvar yapilari, kapsiil, yiizey proteinleri, toksinleri ve enzimleridir (Kutlu, 2006).
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Sekil 2.2. Staphylococcus aureus’un virulans faktorleri (Todar, 2006)



2.2.1.1. Hiicre Duvarn

Stafilokoklarin hiicre duvar1 kimyasal bilesimi ve yapisi diger Gram-pozitif
bakterilere benzer. Peptidoglikan, teikoik asit ve proteinden olusur. Biitiin
stafilokoklardaki peptidoglikanin karakteristik 0zelligi, peptid alt birimlerinin 3
pozisyonunda diamino asit gibi L-lizin ile grup 3A peptidoglikanin bulunusu ve glisince
zengin interpeptid kopriileridir (Schleifer ve Bell, 2009). Kuru agirlhiginin yaklasik
%50’sini peptidoglikan tabaka olusturmaktadir. Stafilokoklar i¢in viicudun 6nemli
savunma mekanizmalarindan biri lizozim enziminin hedefi olan hiicre duvarindaki
peptidoglikan tabakasidir. Makrofajlardan sitokin salintmini uyarir, komplemanin
aktivasyonuna yol acar ve trombosit kiimelesmesine neden olur. Ayrica, monositlerden
interlokin-1 salintmin uyararak polimorfoniiklear lokositlerin infeksiyon bdolgesine
toplanmalarina ve sonugta apse olusumuna da yol acar. Stafilokoklarda peptidoglikana
ek olarak teikoik asit de bulunur. Bunlar peptidoglikana kovalent olarak baglanmis
fosfodiester grup tekrarlarini iceren suda coziinen polimerlerdir (Schleifer ve Bell,
2009). Miikozalarda bulunan ozgiil reseptorleri (fibronektin, fibrinojen, iaminin,
trombospondin, elastin, kollajen, vitronektin, siyaloprotein) ile birleserek stafilokoklarin
konaga aderansimi saglar (Tiinger, 2004; Kutlu, 2006; Giines, 2008). Teikoik asitler
bulunduklar1 yere goére 2 kisma ayrilir. Bunlar; hiicre duvari ve membran teikoik
asitleridir. Duvar teikoik asitlerinden N-asetil glukozamin (GIcNAc) rezidiileri igeren ve
polisakkarit A olarak da adlandirilan ribitol teikoik asit S. aureus’ta bulunur (Giines,

2008).

2.3.1.2. Kapsiil

Baz1 bakterilerde hiicre duvarmin etrafinda polisakkarit yapida Kkapsiil
bulunmaktadir. Stafilokoklarda diger bakterilerdekine benzer 151k mikroskobu ile
goriilebilen bir kapsiil yoktur. Ancak antikorlarla isaretlendikten sonra elektron
mikroskobu ile goriilebilen mikrokapsiil vardir. Mikrokapsiiliin fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir. Hiicre dis1 ortamda ve kompleman yoklugunda fagositozu
engelleyebildigi gosterilmistir (Foster, 2003; Unal, 2007). Bugiine kadar tanimlanan 11
kapsiiler serotip i¢cinde insan infeksiyonlarinin %75’ inden sorumlu olanlar tip 8 ve 5’tir

(Giines, 2008).



Stafilokoklarda kapsiil gibi hiicreye sikica baglanmayan ve hiicre etrafinda
gevsek yapida bulunan bir salgi tabakasi vardir. Salgi tabakasi, monosakkarit ve kiiciik
peptidlerden meydana gelmekte ve stafilokoklarin ¢ogunlugunda genetik ve cevre
faktorlerine baglh olarak olusturulmaktadir. Bu tabaka dokulara veya viicuda yabanci
katater, graft, eklem protezleri ve kalp kapakcigi protezlerine baglanmayi

kolaylastirmaktadir (Unal, 2007).

2.3.1.3. Yiizey Proteinleri

Protein A, elastin, kollajen, fibronektin baglayan proteinler ve “clumping”
(kiimelesme) faktor, kimyasal yapilar1 ve hiicre duvart yerlesimleri birbirlerine
benzeyen stafilotoksik yiizey proteinleridir. Bu proteinler stafilokoklarin konak
dokularda kolonize olmasinda en 6nemli faktorlerdendir. Bu proteinlerin prototipi olan
protein A’nin en onemli 6zelligi, IgGs disindaki tiim IgG ve IgA; ile bazi IgM’lerin Fc
reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu nedenle protein A’nin antikompleman ve

antifagositer etkinligi vardir (Cengiz, 1999; Tiinger, 2004; Giines, 2008).

2.3.1.4. Toksinler

Staphylococcus aureus, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu
etkileyen ¢ok sayida ekstraseliiler toksin iiretebilir. Bunlardan bir kismi toksik etkilerini
enzimatik aktivite ile gosterirken, digerleri siiperantijen Ozellikleri nedeniyle sitokin
salintmin1 uyarir (Kutlu, 2006).

Stafilokoklar, ¢cok farkli tipte protein yapida toksinler iiretirler. Bu toksinlerden
bazilari in vitro kosullarda eritrosit membranlarina zarar vererek hemolize neden olurlar
(Foster, 2003; Unal, 2007). S. aureus, antijenik oOzelliklerine, hayvan eritrositleri
tizerinde hemolitik etki yapip yapmamalarina, hemoliz i¢in gerekli 1s1 derecesine ve
toksisite dercesine gore dort tip hemolizin iiretir (Bilgehan, 1990).

Alfa toksin, S. aureus’larin membrana zarar veren en etkili toksinidir. Ilk kez
1900’de Kraus ve Clairmont tarafindan tanimlanmustir (Unal, 2007). Hemolitik,
dermonekrotik, lizozom parcalayici ve doku Kkiiltiirlerinde sitolitik etkileri vardir.
Tavsan eritrositleri icin hemolitik aktivitesi en fazladir, insan eritrositlerine fazla bir

etkisi yoktur. Beta toksin, ilk kez 1935’te Glenny ve Stevens tarafindan tanimlanmistir.
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Stafilokok sfingomyelinazidir. En iyi koyun, daha az olarak insan ve tavsan
eritrositlerini eritir (Kutlu, 2006).

Gama toksin, insan eritrositleri iizerinde orta derecede etkili olan iki
komponentli bir hemolizindir. Ozellikle stafilokoklara bagli kemik enfeksiyonlarinda
kanda bu toksine kars1 antikor diizeyinin yiiksek bulunmasi, bu toksinin bu hastalikta
etkili oldugunu diisiindiirmektedir (Waldvogel, 1999; Akiner, 2006). Delta toksin, 1947
yilinda Williams ve Harper tarafindan tanimlanan cok kiiciik peptidlerdir. Biyolojik
etkinligi genis olup, eritrosit, 16kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositleri hasara ugratan
bir proteindir. Bu sitolitik toksinlerden alfa ve delta toksin, insanlarda hastalik olusturan
S. aureus suslarinda en ¢ok bulunanlardir. S. aureus suslarinin %95’inde bunlardan biri,
%82’ sinde her ikisi birlikte bulunur (Kutlu, 2006).

Lokosidin toksini, birbirinden ayr1 S (Slow) ve F (Fast) adindaki iki protein
komponentinden olusur. Fagositozdan bakteriyi korur. Lokosit membraninin
permeabilitesini arttirarak lizise ugratir, bunun i¢in F ve S komponentlerinin ikisinin
birlikte etki etmesi gerekir (Cosgun ve Ulas, 1999).

Enterotoksinler, S. aureus ve S. epidermidis’de bulunur. Mide ve doedonum
enzimlerine dayaniklidir. 100°C’de 30 dakika yasayabilir. Enterotoksin A, C ve D siit
triinleri ile gecerek zehirlenmelere yol acarken, enterotoksin B, stafilotoksin
pseudomembrandz enterokolite yol agar (Cosgun ve Ulas, 1999). Eksfoliyatif toksin,
epidermolitik toksin ya da eksfoliyatif toksin olarak da bilinir. Yeni doganlarda
haslanmis deri sendromuna yol acar. S. aureus tarafindan ve 6zellikle de bakteriofaj II
tarafindan olusturulur.

Toksik sok sendromu toksini ilk defa 1978’de Todd ve arkadaslarin tanimladig
birden fazla sistemi etkileyen bir hastaliktir. S. aureus’un iirettigi toksik sok sendromu
toksini-1 (TSST-1) neden olmaktadir. Ates, kusma, hipotansiyon, ishal ve letal soka yol
acar (Schlievert ve ark., 2004).

2.3.1.5. Enzimler

Stafilokoklar tarafindan {iretilen enzimler komsu dokulara yayilmay:
kolaylastirarak enfeksiyon patojenitesinin artmasinda rol oynarlar.

Katalaz enzimi, bakteri fagositleri tarafindan hiicre icine alindiktan sonra
olusturulan toksik hidrojen peroksidi yikarak su ve oksijene doniisiimiinii katalizleyen

enzimdir. Stafilokoklarin streptokoklardan ayriminda kullanmilir. Bakteriler bu enzim
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sayesinde fagositlerin i¢cinde oldiiriilmeye kars1 diren¢ kazanir (Kutlu, 2006; Akiner,
2006; Giines, 2008).

Koagulaz enzimi, bakteri tarafindan dis ortama salinan (serbest koagulaz) ve bir
miktar1 da bakteri hiicre duvarina bagl halde bulunan (bagh koagulaz/clumping faktor)
bir enzimdir. Fibrinojeni fibrine doniistiirerek plazmay1 koagule eder. Bakteri serbest
koagulaz enzimi sayesinde ¢evresini fibrin tabakasi ile sararak savunma elemanlarindan
korunur. Bagh koagulaz ile de kiimeler halinde bir arada dururlar (Selgukbiricik, 2005).
Filtreden gecebilen 1siya dayanikli bir enzimdir. S. aureus’un diger stafilokoklardan
ayirimini saglar.

Lipaz enzimi viicudun yaghh bolgelerindeki lipitleri hidrolize ederek
mikroorganizmanin kutan6z ve subkutan6z dokulara girmesini saglar. S. aureus
suslarinin hemen hepsi, koagulaz negatif stafilokoklarin ise %30’dan fazlas1 cesitli
lipazlar olusturur. Fronkiil, karbonkiil ve biil olusumundan sorumlu enzimdir (Coskun
ve Ulas, 1999).

Hiyaliironidaz enzimi yayilma faktorii olarak da bilinir. S. aureus suslarinin
%90’n1 tarafindan salgilanir. Bag dokusunun yapisindaki hiyaliironik asitin
depolimerizasyonunu saglayarak stafilokoklarin doku igerisinde yayilmasini
kolaylastirirlar  (Bilgehan, 1994; Cosgun ve Ulas, 1999; Akiner, 2006).
Deoksiriboniikleaz DNA’y1 hidrolize eden bir enzimdir. S. aureus tiirline ait suslarin
%90-96’inde bulunan 1stya dayanikl bir fosfodiesterazdir.

Beta-laktamazlar (Penisilinaz) penisilin grubu antibiyotiklerdeki beta-laktam
halkasinin hidroksil grubunu parcalayarak etkisiz hale getirir. Bunun sonucunda
bakteriler hiicre duvari sentezini durduran beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi
direngli hale geliriler. Bu enzimin salgilanmasin1 saglayan genler, plazmid ve
transpozonlarla aktarilir (Bilgehan, 1994; Giines, 2008). Stafilokinazlar, stafilokok
tirleri tarafindan olusturulan fibrinolizinlerdir, fibrini parcalayarak enfeksiyonun

dokulara yayilmasina neden olurlar (Foster, 2003; Unal, 2007).
2.2.2. Epidemiyoloji
Staphylococcus aureus’un dogal kaynagi insandir. Yenidogan déneminde S.

aureus kokenleri; gobek cevresi, perianal bolge, deri ve bazen de gastrointestinal

sistemde kolonize olurlar. Sonraki donemlerde daha ¢ok burunda kolonize olurlar.
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Saglikli erigkinlerde kolonizasyon orani, %10-20 kalict olmak iizere %30-50 arasinda
degismektedir (Waldvogel, 2000).

Hastane enfeksiyonu etkeni olan S. aureus suslarinin en onemli kaynagi hastane
personeli, hastaya refakat eden aile bireyleri ya da suslarla enfekte veya kolonize olmusg
hastalardir. Bulagsmada eller en 6nemli gecis yolunu olusturmaktadir. Kolonizasyon en
stk burunda saptanmakla beraber nazofarinkte, vaginada, nadir olarak rektum ve
perinede de goriilmektedir (Craven ve ark., 1981; Giil ve ark., 2004). Burunda S. aureus
tasiyiciligi oldukca karmasik ve halen bir¢ok degiskeni ¢oziilememis bir durumdur.
Ancak S. aureus tagiyanlarin bu bakteriye bagl enfeksiyonlara ¢ok daha acik oldugu
gosterilmistir (Kluytmans ve ark., 1997; Talay ve ark., 2007). Stafilokoklar fibrinojen,
fibronektin, trombositler gibi maddeleri reseptor olarak kullanarak burunda kolonize
olurlar. Cok yakinda aspirin kullanimiyla burunda S. aureus tasiyiciliginin
azalabilecegi, clinkil aspirinin reseptdor madde salinimini azaltabilecegi gosterilmistir
(Karatay ve ark., 2006; Talay ve ark., 2007).

Staphylococcus aureus cesitli enfeksiyonlardan sorumludur (Casey ve ark.,
2007; Schleifer ve Bell, 2009). 1950-1960 yillarinda diinya genelinde yatan hastalarda
nozokomiyal bir patojen olarak oldukg¢a yiiksek morbitide ve mortaliteye neden
olmustur. S. aureus’un neden oldugu insan enfeksiyonlar1 arasinda; fronkiil, karbonkiil,
impetigo, toksik deri sendromu, pnomoni, osteomyelitis, akut endokarditis, myokarditis,
perikarditis, bakteriyemi, toksik sok sendromu, kas, deri, iirogenital hat, merkezi sinir
sistemi ve cesitli i¢ organlarda abseler yer alir (Livermore, 2000; Casey ve ark, 2007;
Schleifer ve Bell, 2009). S. aureus kaynakli beyin abseleri cok nadirdir ancak agik ya
da kapali travma veya operasyon sonrasinda gelisebilmektedir (Jensen ve ark, 1993;
Casey ve ark., 2007). Ayrica stafilokokkal enterotoksinler besin zehirlenmelerine de
neden olur. Metisilin-direncli S. aureus (MRSA) suslari, 1980’lerde hastanelerde klinik
ve epidemiyolojik bir problem olmus ve bu suslar hastane disinda toplumda da
yayilmistir (Schleifer ve Bell, 2009).

Stafilokoklar insanlarda miikozal membranlar, salgi bezleri ve deride mevcut
olan onemli bir bakteri grubudur. Deri {izerinde gecici ya da yerli mikroorganizmalar
olarak yer alir. S. aureus Ozellikle yetiskinlerde burun deliklerinde bulunur. Nazal
bosluklarda bulunma oranit hastane dis1 yetiskin insan populasyonunda %10-40
arasindadir (Schleifer ve Bell, 2009).

1986-1997 wyillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ndeki
hastanelerin Yogun Bakim Unitelerinde (YBU) bakteriyemi etkenleri arasinda ilk iic

13



siray1 koagulaz-negatif stafilokoklar (KNS) (%33.5), S. aureus (%13.4) ve enterokoklar
(%12.8) almaktadir. Nozokomiyal pndmonilerde en sik etkenler siralamasinda S. aureus
(%17.4) ve Pseudomonas aeruginosa (%17.4) ilk siray1r paylasirlarken, cerrahi alan
infeksiyonlarinda da ilk ii¢ sirada enterokoklar, KNS’ler ve S. aureus’un yer aldigi
bildirilmektedir (NNIS, 1999; Anonim, 2002).

Ingiltere’de 1997-2005 yillar1 arasinda cerrahi alan enfeksiyonlarinin %53’ iiniin
sebebi stafilokoklaridir (Health Protection Agency, 2006; Casey ve ark., 2007).
Ingiltere’de 1997-2000 yillar1 arasinda hastane kaynakli bakteriyemilerin %26’sinin
sebebi S. aureus tiiriine ait suslar oldugu bildirilmistir (NINSS, 2002).

Staphylococcus aureus, son yillarda yaygin morbidite, komplikasyon ve
mortalite ile onemli bir bakteriyemi sebebi olarak goriilmiistiir. 2002-2004 yillar
arasinda Birlesmis Milletler hastanelerinde pnomonia kiiltiirii pozitif 4543 hasta ile
yapilan bir calismada %8.9 toplum-kaynakli pnomonia, %26.5 saglik-kaynakl
pnomonia, %22.9 hastane-kaynakli pnomonia ve %14.6 ventilator-iliskili pnomonia
vakasinda MRSA tespit edilmistir (Kollef ve ark., 2005; Rubinstein, 2008).

Akdeniz ve Atatiirk Universiteleri’'nde yogun bakim infeksiyonu etkenleri
arasinda S. aureus ilk sirada yer almaktadir (Tekeli, 2002). S. aureus angular dudak
iltthabt (MacFarlane ve Helnarska, 1976) parotis bezi iltihabt (Goldberg, 1981),
stafilokokkal miikoza iltihab1 (Bagg ve ark., 1995) gibi baz1 oral enfeksiyonlarin kismen
nedenidir. Dahasi stafilokoklar 6zellikle cocuk (Miyake ve ark., 1991) ve yash (Bagg ve
ark., 1995) hasta gruplarinda, eklem romatizmasi (Jacobson ve ark., 1997) gibi sistemik

hasta gruplarinda siklikla agiz boslugundan izole edilebilir (Smith ve ark., 2003).

Staphylococcus aureus enzimlerinin 0zelligi nedeniyle apse, flegmon gibi lokal
siipiiratif lezyonlarla seyreden piyojen enfeksiyonlara ve ekzotoksinlerin neden oldugu

toksik tablolara yol agar (Selgukbiricik, 2005).

2.2.3. Antibiyotik Direng¢ Ozellikleri

Antibiyotiklerin bulunmasindan 6nce S. aureus iligkili bakteriyemilerin %82’si
oliim ile sonuglanmistir (Cui ve Hiramatsu, 2003; Bhalakia, 2006). 1941°de penisilinin
kullanima bagslanmasi ile biitiin suslar bu antibiyotige duyarl iken daha sonralar beta-
laktamaz enziminin varligim1 bozan direng gelisimine neden olmustur (Neu, 1992).

Daha sonra beta-laktamazlardan etkilenmeyen penisilinler (metisilin  gibi),
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sefalosporinler ve vankomisini iceren yeni etkili antibiyotikler gelistirilmistir. 1960-
1970’11 yillarda, MRS A suslarindaki artist MRS A kaynakli enfeksiyonlarda beta-laktam
iceren antibiyotiklerin etkisinin azalmasina neden olmustur. S. aureus’un cesitli
antibiyotiklere kars1  gelistirdigi diren¢ mekanizmasindan dolayr vankomisin
enfeksiyonlarda kullanilan tek antibiyotik olmustur (Bhalakia, 2006; Cui ve Hiramatsu,
2003).

MRSA’larin  neden oldugu enfeksiyonlar hastane ve toplum kaynakh
olabilmektedir (Boyce, 1998; Alli ve ark., 2007). MSRA’lar stafilokokkal
enfeksiyonlarin  tedavisinde kullamilan bir c¢ok antibiyotige karsi direng
gelistirmektedirler (Alli ve ark., 2007).

MRSA’larin Ingiltere’de ilk kez 1961 yilinda rapor edilmesinden sonra 1980
oncelerinde hastanelerde onemli klinik ve epidemiyolojik problem haline gelmistir
(Jevons, 1961). Avrupa’nin merkez ve giineyindeki 15 iilke arasinda dagilan 15
tiniversite hastanesinden izole edilen 3015 S. aureus susunu igeren bir caligmada, biitiin
izolatlarin %25’inin MRSA oldugu, en yiiksek yayilim %54 ile Portekiz ve %43-58
aras1 Italya’da, en diisiik oran Isvicre ve Hollanda’daki hastanelerde goriilmiistiir (Fluit

ve ark., 2001).

Tiirkiye’de klinik orneklerden izole edilen S. aureus suslarinda metisilin
direncinin %23-71 arasinda degistigi ancak yogun bakim iinitelerinde bu oranin %68-90
arasinda oldugu belirtilmektedir. Berber ve ark., tarafindan yapilan calismada MRSA
suslarinda bir¢ok antibiyotige karsi yiiksek oranda diren¢ saptanmasina karsi, suslarin
hicbirinde  vankomisin direncgliligi  tespit edilmemistirr Bu durum MRSA
infeksiyonlarinda tedavide tek secenegin glikopeptid antibiyotikleri oldugunu
gostermektedir (Berber ve ark., 2008). Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve
Reanimasyon, Kalp Damar Cerrahisi ve Norosiriirji kliniklerinin YBU’lerinde metisilin

direnci %80’in iizerinde bulunmustur (Anonim, 2000).

Antibiyotiklerin coguna direngli S. aureus izolatlarinin ortaya cikisi ve tiim
diinyada hizli yayilis1 stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde ©Onemli bir sorun
olusturmustur (Hiramatsu ve ark., 2001; Ergon ve ark., 2010). Tedavide problem
yaratan diren¢ Ozellikleri icerisinde kuskusuz en onemlisi metisilin direncidir. Son 10
yil i¢inde, metisilin direncinin, metisiline duyarli S. aureus (MSSA) suslarinin
“Staphylococcal Cassette Chromosome” mec (SCCmec) adli genetik eleman1 edinmeleri

ile gelistigi ortaya ¢ikarilmistir. Gergekte SCC’ler, stafilokok tiirleri arasinda bir genetik
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aktarim araci olan genomik bir adadir. SCCmec ise, metisilin direnci tasiyan 6zel bir
SCC tipidir (Katayama ve ark., 2000; Oliveira, 2002; Hiramatsu, 2001; Alli ve ark.,
2007; Ergon ve ark., 2010).

Berber ve ark., (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, S. aureus olarak tanimlanan
81 sustan 46’smin (%56.7) metisiline duyarli ve 35’inin (%43.3) metisiline direncli
oldugunu bildirilmistir. Yine bu calismada MRSA suslarinin antibiyotiklere direng
oranlari; vankomisin %0, siprofloksasin % 54, siilbaktam-ampisilin %60, penisilin G
%85, amoksasilin/klavulanik asit %60, ampisilin %88.6, kloromfenikol %14.3,
trimetoprim/siilfametoksazol %60, amikazin %45, gentamisin %60 ve eritromisine %20
seklinde belirlenmistir.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'nde (DEU) 2003-2009
yillarinda yatan hastalarin kiiltiirlerinden iireyen S. aureus izolatlarinin %350’ sinin
metisilene direngli oldugu saptanmistir (Ergon ve ark., 2010).

2003-2004 yillarinda DEU’de yatan hastalardan alian kan kiiltiirlerinden izole
edilen S. aureus izolatlar1 arasinda en sik goriillen antibiyogram profilini tasiyan 9
MRSA susu secilmistir. Izolatlarin tiimii vankomisin, trimetoprim/siilfametoksazol
duyarli ve oksasilin, eritromisin, gentamisin ve siprofloksasin diren¢li bulunmustur
(Ergon ve ark., 2010).

Aridogan ve ark., (2004) Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Mikrobiyoloji
Laboratuarina 2002 yilinda gelen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 114 S. aureus
susunu incelenmisler %41°’ini MRSA ve %59’unu MSSA olarak tanimlamislardir.
MRSA suslarinin 20’sinde (%34) gentamisin, ofloksasin, klindamisin ve eritromisin
antibiyotiklerinin tiimiine direng belirlenmistir; MSSA suslarinda ise bu oran %?2 olarak
saptanmustir. Trimetroprim/siilfametoksazol direnci MRSA ve MSSA suslarinda
stirastyla %7 ve %11, gentamisin direnci %76 ve %7, eritromisin direnci %64 ve %19
olarak bulunmustur.

Uslii (2007) yaptig1 calismada MSSA suslarinin amoksisilin-klavulanik asit’e
%59, penisiline %94, tetrasikline %41, streptomisin ve siilbaktam/ampisiline %6
eritromisin, gentamisin, rifampisin ve vankomisine %0 diren¢c; MRSA suslarinin ise
amoksisilin/klavulanik asit, gentamisin, penisilin ve tetrasikline %100, streptomisine
%97, sulbaktam/ampisiline %50, eritromisine %70, rifampisine %86, vankomisine %0
direng gosterdiklerini belirlemislerdir.

Saghik Bakanligi Ankara Diskapit Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma

Hastanesi’nden izole edilen 214 stafilokok Orneginin %38’si koagulaz pozitif
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bulunmustur. Bunlardan %42’si  MRSA ve %59°u MSSA’dir. MRSA’larin
siilffametaksazol/trimetoprim, teikoplanin ve vankomisin haricindeki antibiyotiklere
diren¢ oranlan yiiksek bulunurken, MSSA’larin %90 oraniyla penisiline ve ¢ok diisiik
oranlarda siprofloksasin ve gentamisine direncli olduklar1 belirlenmistir. Saglik
Bakanlig1 Ankara Digkapr Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesinden izole
edilen 218 stafilokok Orneginden %13’ii koagulaz pozitif, bunlarin %30’u MRSA ve
%70’1 MSSA olarak bulunmustur (Akiner, 2006).

Metisiline direngli stafilokok suslarinin tiim beta-laktam antibiyotiklere ve beta
laktam/beta laktamaz inhibitor kombinasyonlarina direng gosterdigi bilinmektedir. Ayni
zamanda bu bakterilerin genellikle makrolidlere, aminoglikozidlere, kinolonlara,
trimetoprim/siilfametoksazole de direncli oldugu belirtilmektedir (Verhoef ve Schmit,
1999; Arnidogan, 2004).

Celen ve ark., (2005) tarafindan yapilan ¢alismada hastanede yatan hastalarin
cesitli klinik Orneklerinden izole edilen toplam 125 S. aureus susunun %44.8’1

metisiline duyarli iken %55.2’si metisiline direncli bulunmustur.

Metisiline direncli stafilokoklarin neden oldugu ciddi infeksiyonlarin tedavisinde
vankomisin yillardir ilk ve tek secenek olarak kalmistir. 1997 yilinda 6nce Hiramatsu
tarafindan Japonya’da, daha sonra Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
tarafindan ABD’de vankomisine duyarhili§i azalmis (MIK = 8 mg/L) ilk S. aureus
kokenleri bildirilmistir (Hiramatsu ve ark., 1997; CDC, 1997). Bu kokenler vankomisin-
intermediate S. aureus (VISA) veya glikopeptid-intermediate S. aureus (GISA) olarak
adlandirilmislardir. Ne yazik ki, 2002 yilinin ikinci yarisinda ABD’de arka arkaya iki
vankomisin direncli S. aureus (MIiK > 32 mg/L) kokeni bildirilmis ve boylece bu tiir
bakterilerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde elimizdeki son silah da etkisiz hale

gelmigstir (CDC, 2002).

Vankomisininin sik kullanimina paralel olarak S. aureus’ta gozlenen azalmig
glikopeptid duyarliliginin Avrupa’da, Japonya’dakine benzer sekilde, %1.3-20’ye
ulasabilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle MRSA’larda vankomisin kullanimina
alternatif olarak tedavide fusidik asit-rifampisin veya fusidik asit-trimetoprim gibi ilag

kombinasyonlar1 onerilmistir (Geisel ve ark., 2001; Celen ve ark., 2005).
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2.2.4. identifikasyon ve Karakterizasyon

Mikroorganizmalarin biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerinden yararlanilarak
cins ve tiir diizeyinde tanimlama yapilabilmektedir. Patojenik bakterilerin tiir diizeyinde
taninmast hastaligin epidemiyolojisini aydinlatmak ac¢isindan mutlaka gereklidir. Ancak
morfolojik Ozellikler ve klasik metotlar bazen tiir, genellikle tiir alti diizeyde tan1 i¢in
yetersiz kalmaktadir. Bunun i¢in molekiiler yontemler kullanilmaktadir (Alan, 2007).

Staphylococcus aureus suslarinin tiplendirilmesinde kullanilan yontemler
geleneksel ve molekiiler yontemler olmak tizere ikiye ayrilir. Konvansiyonel yontemler,
genetik bilginin ekspresyonu ile ortaya c¢ikan oOzelliklere gore mikroorganizmalarin
birbirleri ile iliskili olup olmadigini ortaya koymaktadir. Bu yontemler arasinda
biyotiplendirme, antimikrobiyal duyarlilik testleri, faj tiplendirme, kapsiiler
serotiplendirme gibi klasik yontemler yer alir. Biyotipik Ozelliklerden klasik olarak
siniflandirilmada ve ¢ogu klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda rutin olarak tiirlerin
identifikasyonunda yararlanilmaktadir. Antibiyotik direnc fenotiplerindeki degisiklikler
nedeniyle antibiyotik tiplendirmesinin epidemiyolojik olarak degeri sinmirhidir.
Epidemiyolojik c¢alismalarda bakteriler degisik bakteriyofajlara olan duyarlilik ve
direnglerine gore tiplendirilmektedir. Stafilokoklarla ilgili tiplendirme sistemleri
arasinda sadece faj tiplendirilmesi standardize edilmistir. ‘International Subcommittee
on Phage Typing of Staphylococci’ tarafindan giiniimiizde kullanimi 6nerilen 23 adet
standart faj vardir. S. aureus’un epidemiyolojik analizinde bakteriyofaj tiplendirmenin
yaygin kullanimi 1940’1 yillarda olmustur. Faj tiplendirmenin dezavantaji stok fajlarin
ve kontrol suslarinin ancak referans laboratuarlarinda bulunmasi, zayif tekrarlanabilirlik
ve ayirim giiciidiir (Schlichting ve ark., 1993; Demirpek, 2006). Fenotipik farkliklalar:
ortaya koyan tiplendirme yoOntemlerin dezavantaji mikroorganizmalarin fenotipik
ozelliklerinin degigmesidir.

Molekiiler tiplendirme yontemleri epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar
arasindaki genetik farkliliklar1 ortaya koyarlar. Molekiiler yontemler arasinda; plazmid
tiplendirme, PFGE (Ichiyama ve ark., 1991; Linhardt ve ark., 1992; Prevost ve ark.,
1992; Tenover ve ark., 1994; Zshock ve ark., 2000; Buzzola ve ark., 2001), PCR analizi
(Maslow ve ark., 1993), Randomly Fragmented Leght Polymorphism (RFLP) (Tenover
ve ark., 1994), toplam hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteinlerin SDS-PAGE ve Native-PAGE
ile analizi (Costas ve ark., 1989; Berber ve ark., 2003; Berber ve ark., 2010) ve 16S
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rRNA dizi analizi (Ash ve ark., 1991; Berber ve Cokmus; 2001; Berber, 2004) gibi
yontemler yer alir.

Plazmid profil analizi teknik olarak basittir ve S. aureus’larda kullanilan
DNA’ya dayal ilk tiplendirme yontemidir. Bu yontemde Oncelikle plazmid DNA’s1
eksrakte edilir ve daha sonra rutin agaroz jel elektroforezi ile bakterilerin tasidigi
plazmidlerin sayis1 ve biiyiikliikleri belirlenir (Demirpek, 2006).

DNA molekiillerinin analizinde cok degisik yontemler kullanilmakla birlikte
tim laboratuarlarda rutin olarak yararlanilan en basit yontemlerden biri jel
elektroforezidir. Yontemin avantajlar1 basit ve hizli olmasi, ayrica diger yontemlerle
yeterli diizeyde ayrilamayan DNA fragmentlerinin ayrilabilmesini saglamaktir.
Gelistirilmis elektroforetik teknikler i¢inde niikleik asitler i¢in en ¢ok kullanilan1 agoroz
jel elektroforezi olmakla birlikte Pulsed-Field Gel elektrofororezi (PFGE) son yillarda
genis kullanim alani bulmaktadir. PFGE agaroz jel elektroforezi ile ayrilamayan
megabaz biyiikligiindeki DNA parcalarim1  ayirimint  yapmak miimkiindiir. Bir
salgindan elde edilen epidemiyolojik olarak iliskili izolatlarin taninmasinda PFGE’nin
yiiksek etkinlik ve ayirim giiciine sahip oldugu bilinmektedir. MRSA’larin
tiplendirilmesinde PFGE diger yontemlerden daha etkili bulunmustur (Temizkan ve
Arda, 2008).

Stafilokoklarin tiplendirilmesinde standart kabul edilen PFGE uzun zaman ve
teknik ekipman gerektiren bir yontem olmasindan dolayir yeni tekniklerin arayisina
neden olmustur. Bunlarin en yenisi polimeraz zincir reaksiyonlarina dayal tekniklerdir
(Demirpek, 2006). Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA parcasinin
kopyalarinin primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi
seklinde tanimlanan in vitro bir yontemdir. 1980’li yillarin ortasinda Cetus firmasi
arastirmacilart  tarafindan gelistirilmesinin ardindan temel molekiiler biyolojik
arastirmalarda ve bircok hastaligin DNA temeline dayali tanis: icin de klinik tipta hizla
kullanilmaya baslanmistir (Temizkan ve Arda, 2008). Rutin klinik muayeneler hastalik
ajanlarinin izolasyonu ve idendifikasyonunda olduk¢a zaman almakta ve bazen yanlis
pozitif ve negatif sonuglar vermektedir. PCR analizi bu gibi olgularda biiyiik kolaylik
saglamaktadir. Klonlama, genetik tiplendirme ve dizileme gibi amaclarla cesitli PCR
cesitleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda; Nested-PCR, Anchored-PCR, Revers-PCR,
Asimetrik PCR, Inverse-PCR, Multipleks-PCR, RAPD-PCR yer alir. MRSA

tiplendirilmesinde kullanilan modifikasyonlar; koagulaz geninin PCR-RFLP ile

19



incelenmesi, Protein A geninin PCR-RFLP ile incelenmesi, arbitrarily Primed PCR ve
rep-PCR yontemidir (Demirpek, 2006).

Bakteriyel siniflandirma ve karakterizasyonda protein elektroforezleri genis yer
tutar. Bakteri genomundaki biitiin niikleotid dizilerden sonra bir hiicre hakkinda ikinci
diizey bilgi hiicresel proteinlerce saglanir ve farkli tipteki elektroforez tipleri bu
diizeydeki yakinligi kesfetmek icin kullanilir. SDS-PAGE ile toplam hiicre protein
profilleri analizleri son zamanlarda bakterilerin identifikasyonunda kullanigh bir metot
olarak kabul edilmektedir (Berber ve ark., 2003).

Berber ve ark., (2003) tarafindan yapilan ¢alismada farkl: tiirlere ait toplam 50
stafilokok suslarinin karakterizasyonu sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezinin (SDS-PAGE) kullanildigi toplam hiicre ve hiicre dis1 protein bantlar
ile saglanmistir. Sonuglar stafilokok suglarinin izolasyonunda ve epidemiyolojik
bilgilendirmede elektroforetik metodun faydali oldugu gostermistir.

Ergon ve ark., (2010) tarafindan yapilan calismada, 2003-2004 yillarinda Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde hakim olan metisilin direncli MRSA
klon/klonlarinin diinyada iyi bilinen klonlarin bazilar1 ile iligkisinin DNA Sma 1
makrorestriksiyon analizi, ribozomal-spacer RS-PCR, multipleks PCR ile SCCmec tipi
belirlenmesi, multilokiis sekans tiplendirme ve spa tiplendirme yoOntemleri ile
arastirtlmasi amaglanmistir. Calismada, MRSA izolatlar1 arasinda PFGE ile dort farkl
patern saptanmasina ragmen esas olarak bir klonal tip ve bunun bir alt tipinin hakim
oldugu goriilmiistiir. Biri disinda tiim MRSA izolatlari, RS-PCR ile PR 109 paternine
benzer bir ribozomal ara bolge paterne sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica multipleks
PCR kullanilarak SCCmec tipleri incelendiginde mecA band1 tiim izolatlar ve
kontrollerde saptanmuistir.

Nema ve ark., (2007) tarafindan yapilan calismada, S. aureus izolatlar1 toplam
hiicre protein profilleri, 16S rDNA RFLP, RAPD ve 16S rDNA gen dizi analizleri
kullanilarak karakterize edilmistir. Izolatlarm toplam hiicre protein oziitlerinin SDS-
PAGE profilleri %78.9’dan fazla benzerlik gostermistir. Bu teknoloji tek basina
izolatlar arasindaki benzerlikleri kesin olarak kabul etmek i¢in kullaniligh degildir.
Bunun icin diger metotlarla birlikte kullanilmasinin daha yararli oldugu rapor edilmistir
(Malik ve ark., 2003; Sazakli ve ark., 2005). 16S rDNA analizinde izolatlarin hepsinde
benzer diziler  goriilmiistir. =ZRAPD-PCR sus diizeyinde organizmalarin

siniflandirilmasinda kullanilan yararli bir teknolojidir ve o©nceleri birka¢ calismaci
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tarafindan sadece S. aureus (Grundmann ve ark., 2002; Olorunfemi ve ark., 2005)
suslart i¢in degil, diger tiirler i¢in de kullanilmugtir.

Poyart ve ark., (2001) sodA genine dahil bir fragmenti cogaltmak i¢in bir ¢ift
dejenere primer belirlemis ve bu metodla stafilokok tiirlerinin bir cogu ayirt edilmistir.
Kwok ve Chow (2003) stafilokok tiirlerinin taksonomik ve filogenik ¢alismalar Asp60
geninin ve Drancourt ve Raoult (2002) rpoB geninin kullanisini belirlemistir. Bu genler
stafilokok tiirleri arasindaki farkliliklari da 16S rDNA geninden daha ayrintili
hedeflerdir ancak bu metotlar PCR f{iriinii dizilere ihtiya¢ duymaktadir.

Martineau ve ark., (1998) S. aureus ve S. epidermidis tiirlerinin
identifikasyonunda multipleks PCR gelistirmistir. Mason ve ark., (2001) oksasilin-
direncli stafilokoklarin belirlenmesinde ve koagulaz negatif stafilokoklardan S. aureus
tiirlerinin ayriminda ve diger cinslerden stafilokoklarin ayriminda multipleks-PCR
kullanilabilecegini rapor etmislerdir (Morot-Bizot ve ark., 2004).

Staphylococcus aureus hem toplum hem de hastane kaynakli enfeksiyonlara
neden olan Onemli bir patojendir. Antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri direnc
mekanizmalar1 sayesinde neden olduklar1 hastaliklarin tedavisi her gecen giin daha da
zorlagmaktadir. Suslarin dogru teshisi, tedavi siiresini kisaltmakta ve maliyetini
diisiirmektedir. S. aureus izolatlarin tanisinda fenotipik yontemlerin yaninda molekiiler

yontemlerinde kullanilmasi daha kisa siirede kesin sonug¢ almay1 saglamaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. izolatlarin Toplanmasi

Bu calismanin materyallerini; Sinop Agiz Dis Sagligi Merkezi ve Gerze Devlet
Hastanesine gelen hastalarin periodontal doku ve dis ciiriiklerinden izole edilen 54 adet
S. aureus izolat1 ve 3 adet referans sus (ATCC 25923, ATCC 6538, RSHM) olusturdu.
Hastalarin tibb1 gecmisine bakilmaksizin periodontal doku ve dis ciiriiklerinden steril
ekiivyonlar (GBL, EN ISO 9001/2000) ile alinan orneklerden aymi giin icerisinde
Mannitol Salt Agar besi yerine ekimler yapildiktan sonra 37°C’de 24 saat gelistirildi.
Gelisen kolonilerden Gram boyama yapildi ve Gram-pozitif kok olarak goriilen
koloniler Miiller Hilton Agar ve yatik Miiller Hilton Agar besi yerinde bir gece
gelistirilerek saf stok Kkiiltiirleri hazirlandi. Stok kiiltiirler 2 ayda bir pasaj yapilmak

suretiyle kiiltiirlerin devamlilig1 saglandi.

3.1.2. izolatlarin Teshisi ve Analizi

Izolatlarin teshisinde kullanilan besi yerleri EK-1’de, Poliakrilamid Jel
Elektroforezinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler EK-2’de, kullanilan boya ve ¢ozeltiler

EK-3’de, antibiyogram testinde kullanilan standart degerler EK-4’te verildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Suslarin Teshisi

Belirlenen hastanelere gelen hastalardan alinan; dis doku ve dis ciirigi
kiiltiirlerinden steril ekiivyon kullanilarak alinan siiriintiilerden Mannitol Salt Agar besi
yerine ekimler yapildi. incelenen suslara, Gram boyama, katalaz, oksidaz, basitrasin
hassasiyeti, hemoliz, koagulaz, glisin ve eritromisin iceren agarda gelisme, %10 NaCl
iceren Nutrient Broth’da gelisme, polimiksin B direngliligi, Nutrient Agar’da

pigmentasyon, DNaz, iireaz, jelatinaz, 8 laktamaz, Voges-Proskauer ve Metil-Red testi,
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lesitinaz, nitrat rediiktaz, glikoz, maltoz, siikroz, mannoz, laktoz, ksiloz, trehaloz,
fruktoz, galaktoz, sorbitol, glikozun anaerobik fermantasyonu ve mannitoliin anaerobik

fermantasyonu testleri uygulandi (Gotz ve ark., 2006; Schleifer ve Bell, 2009).

3.2.1.1. Gram Boyama

Temel olarak morfolojik inceleme i¢in yapildi. Bir gecelik Miiller Hinton Agar
besi yerinde gelisen Kkiiltiirlerden steril bir 6ze ile 6rnek alinarak bir damla serum
fizyolojik bulunan lam iizerinde homojen bir sekilde yayildi, havada kurutuldu ve
alevden gecirilerek fikse edildi. Preparat {iizerine sirasiyla kristal viyole boyasi
damlatilarak 1 dakika, iyot soliisyonu damlatilarak 1-2 dakika muamele edildi. Lam
steril su ile yikand1 ve yaklasik 30 saniye kadar alkol ile deklorize edildi ve tekrar saf su
ile yikandi. Son olarak safranin ¢ozeltisi damlatilip 1 dakika beklendi. Lam saf su ile
yikandiktan sonra havada kurutuldu. Lam iizerine bir damla immersiyon yagi damlatilip
100x biiyiitme giiclii objektifte incelendi (Leica DM 500, Germany). Mor renkte

goriinenler Gram-pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 3.1. Staphylococcus aureus’un mikroskop goriintiisii (100x)

3.2.1.2. Karbonhidrat Testleri

Bu test, mikroorganizmalarin cesitli spesifik karbonhidratlar1 ayristirma
yeteneklerini  belirlemek amaciyla yapildi. Mikroorganizmalar karbonhidratlari,
kendileri tarafindan sentezlenen hidrolaz enzimleri yardimi ile ayristirirlar. Ancak bu
yetenek mikroplar arasinda oldukca fazla degisiklik goOsterdigi gibi, bir tiire ait
mikroorganizmalar arasinda da ayr1 fermantasyon Ozelligi gosteren variant suslar da

meydana ¢ikmaktadir. Bu nedenle bakterilerin identifikasyonunda siklikla kullanilir.
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Herhangi bir besi yerinde bulunan sekerin bakterilerce fermantasyonu sonucunda asit
olusup olusmadig besi yerinde bulunan pH indikat6riiniin asidite ile birlikte renklerinin
degismesiyle anlagilir.

Bu testler i¢in; bilesiminde pepton, test edilecek karbonhidrat ve pH indikatorii
olan besi yeri kullanildi. Bu amacla en yaygin kullanilan Fenol Red Broth Base besi
yeridir. Besi yeri distile su i¢inde eritilip tiiplere 5 ml dagitilip 121°C* de 20 dk steril
edildi (Tuttnauer, 3850 MLV, Israel). Tiiplere test edilecek bakteri ilavesinden sonra
37°C’de 24 saat inkiibasyona (Niive EN 500, Tiirkiye) birakildi. Karbonhidratlar
karbon kaynagi olarak kullanan izolatlar asitik iiriinler aciga c¢ikacagindan pH
indikatorii olan Fenol Red kirmizi renginden saritya donecektir. Sari renge donen
tiiplerde sonug pozitif olarak degerlendirildi.

Bu calismada; glikoz, laktoz, maltoz, mannoz, ksiloz, trehaloz, fruktoz, galaktoz,

sitkroz ve sorbitol kullanildi.

3.2.1.3. Glikozun Anaerobik Fermantasyonu

Glikozon anaerobik fermantasyonu icin; glikoz iceren broth besi yeri 5 ml olarak
sekilde tiiplere taksim edildi ve 121°C’de 15 dk steril edildi. BHA’da bir gece
gelistirilen kiiltiirlerden bir koloni alinarak glikoz iceren sivi besi yerine pasaj yapildi.
Uzerine steril parafin ya da 1 ml gliserol ilave edildi. Boylelikle anaerobik ortam
olusturuldu. Ekim yapilan tiipler 37°C’de 24-72 saat gelistirildi. Sar1 renk olusturan
tiplerdeki  izolatlar  pozitif —olarak degerlendirildi.  Sonuglarin  daha iyi

degerlendirilebilmesi icin bir tiipe herhangi bir ekim yapilmadi.

3.2.1.4. Gliserin ve Eritromisin Iceren Besi Yerinde Gelisme

Gliserol (%1), 0.4 pg/ml eritromisin ve indikator olarak bromkresol mavisi
iceren agar bazli besi yerine BHA besi yerinde bir gece gelistirilen kiiltiirlerden birkac

koloni ¢izgi ekim yapildi. 3 giinliik inkiibasyondan sonra ekim ¢izgisi boyunca gozlenen

sar1 renk olusumu pozitif sonug¢ olarak degerlendirildi.
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3.2.1.5. Katalaz Testi

Bu test, pek cok fakiiltatif ve aerobik mikroorganizmalarca iiretilen katalaz
enzimini belirlemek amaciyla yapildi. Bu enzim toksik olan hidrojen peroksidi su ve
oksijene ayristirir. BHA’da bir gece gelistirilen kiiltiirlerden bir koloni lam iizerine
yayildr ve iizerine %3’liik Hidrojen Peroksit damlatildi. Gaz kabarciklari gozlendi.
Hizla baslayan ve kisa siirede kaybolmayan kabarciklar pozitif reaksiyon olarak
degerlendirildi. 20-30 saniye sonra olusan birkag kii¢iik kabarcik seklinde gozlenen ve

hemen kaybolanlar negatif sonu¢ kabul edildi.

3.2.1.6. Oksidaz Testi

Bu test, sitokrom-c oksidaz enziminin varlig1 belirlemek amaciyla yapildi. Bu
enzim demir iceren bir hemoproteindir ve aerobik solunuma katilir. Bu amag icin
%1’lik tetrametil-p-fenildiamin dihidrokloriir ¢6zeltisi hazirlandi. Bir parga filtre kagidi
bu soliisyona emdirildi. BHA’da bir gece gelistirilmis 6rnekler bir 6ze yardimiyla kagit
tizerine yaydirild1 ve 10 sn i¢inde bakteri kolonisinin temas ettigi yiizeyin koyu mavi
renk almasi pozitif sonug olarak degerlendirildi. 60 sn sonucundaki renk degisimlerinde
test tekrarlandi. Nikel, krom, platin 6ze metal yiizeyinde olusan oksitler testin
sonucunun yanlis degerlendirilmesine neden olacagindan yerine agactan yapilmis

kiirdanlar kullanildi.

3.2.1.7. Voges-Proskauer Testi

Bu test butilen glikol iiretimine aracilik eden aseton veya asetil metil karbonil
varligint tespit etmek icin yapildi. MR-VP broth besi yeri tiiplere 5’er ml taksim
edildikten sonra steril edildi. Bir gecelik bakteri kiiltiirleri tiiplere pasaj yapilarak 1-7
giin inkiibasyona birakildi. Daha sonra tiiplere 3 ml %5’lik alfa-naftol soliisyonundan ve
1 ml %40’lik potasyum hidroksit (KOH) soliisyonundan damlatildi. 10-15 dakika

igerisinde kirmizi renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. VP test sonucu (soldaki pozitif sonug)

3.2.1.8. Metil Red Testi

Bu test karbonhidratlardan ileri seviyede (pH < 4.4) asit olusumunu tespit etmek
icin kullanildi. MR-VP broth besi yeri 5’er ml tiiplere taksim edildikten sonra steril
edildi. Bir gece gelistirilen Kkiiltiirlerden pasaj yapildi ve en az 48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplere 5’er damla metil red ayiraci damlatildi. Kirmizi

renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.1.9. Beta-Laktamaz Testi

Fosfat tamponundan hazirlanan penisilin G (6 mg/ml) ¢ozeltisinden 100 pl steril
ependorf tiiplerine taksim edildi. Bir gece BHI agarda gelistirilen kolonilerden ependorf
tiiplerine pasaj yapildi ve 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra iizerine iki
damla %1’lik nisasta soliisyonundan ve bir damla iyot c¢ozeltisinden damlatildi. 10 dk

icerisinde mavi rengin kaybolmasi pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.1.10. Lesitinaz Testi

Yumurta saris1 igeren kanli agar bazi besi yerine bir gecelik BHA Kkiiltiirlerinden
ekim yapildi ve 5 giin inkiibasyona birakildi. Koloni etrafinda bulanik zon olusmasi
pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.1.11. Hemoliz Testi

Baz1 bakteriler sahip olduklar cesitli tipteki hemolizin enzimleri ile kandaki

hemoglobini farkli derecelerde hemoliz etme yani parcalama yetenegine sahiptirler.
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Bakterilerin bu 6zelligi kanli agar besi yerinde test edilmektedir. Aksi belirtilmemisse
koyun kani kullanimi esastir. TSA besi yerine %5’lik olacak sekilde koyun kani ilave
edilerek kanli agar besi yeri hazirlandi. BHA’da gelisen koloniler bu besi yerine cizgi
ekim ile inokiile edildi. Bir giinliik inkiibasyon sonunda koloni etrafinda diizgiin bir

hatla ¢evrilmis temiz ve berrak zon olusumu pozitif sonug olarak degerlendirildi.
3.2.1.12. Nutrient Agar’da Pigmentasyon

Nutrient Agar besi yerine bir gecelik BHA’da gelisen orneklerden ¢izgi ekim
yapildi. Bir giinliikk inkiibasyon sonrasi besiyerinde pigmentasyon gosteren Ornekler

pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.1.13. Ureaz Testi

Bazi bakteriler sentezledikleri iireaz enzimi ile iireyi hidrolize ederek amonyak
olustururlar ve pH’da yiikselme meydana gelir. Bu test i¢in iireaz besi yeri kullanildi.
Besi yeri distile su icgerisinde eritildikten sonra membran filtre (Sartorius) ile streril
edilip steril tiiplere alindi. Bir gecelik kiiltiirlerden ekim yapilarak 48 saat inkiibasyona
birakild1. Ureyi kullanan izolatlarin gelisimi sonucu amonyak olusumu ortamin alkali
olmasina neden oldu ve besi yerinin rengi degisti. Renk degisiminin oldugu 6rnekler

pozitif degerlendirildi (Sekil 3.3).

P ———
E 3. K

Sekil 3.3. Ureaz test sonuglar
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3.2.1.14. Jelatinaz Testi

Mikroorganizmalarin ~ proteolitik  aktivitesinin  veya  proteinaz  iiretip
tiretmediklerini anlamak i¢in yapildi. Bu test icin Nutrient Jelatin Besi yeri kullanildi.
Bu besi yeri Nutrient Broth’a jelatin karistirllmasiyla hazirlandi. Besi yeri tiiplere 5 ml
taksim edilerek 121°C’de 15 dk steril edildi. Sterilizasyondan sonra tiipler dik vaziyette
bekletilerek besi yerinin katilagmasi saglandi. Besi yerine ucu dogrultulmus 6zelerle dik
ekim yapildi. 37°C’de 7-15 giin inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda tiipler
buzdolabina kaldirildi. 3-5 saat beklendikten sonra besi yerinde sivilasma gozlene tiipler

pozitif olarak kabul edildi.

3.2.1.15. Koagulaz Testi

Bu test, insan ya da tavsan plazmasi kullanilarak yapilir. Plazma steril tiiplere 1
ml taksim edildi. Bir gecelik BHI agar besi yerinde kiiltiirlerden tek koloni tiiplere
asilandi. 1 saatlik araliklarla koagulasyon goézlendi. Tiip incelenirken calkalanmadan

hafifce egildi, plazmada koagulasyon gozlenmesi pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.1.16. Basitrasin Hassasiyet Testi

Bir gece Nutrient Broth besi yerinde gelistirilen kiiltiirler steril ekiivyonlar ile
Triptik Soy Agar besi yerine ekim yapildi. Besi yerinin yiizeyi kuruyunca 0.04 pg/ml
basitrasin diskleri yerlestirildi. Bir gece inkiibasyondan sonra zon caplar1 6l¢iildii. Zon
caplar1 12 mm ve daha fazla olan 6rnekler basitrasine hassas kabul edildi (Hebert ve

ark., 1988).

3.2.1.17. Metisilin Hassasiyet Testi

Bir gece Nutrient Broth besiyerinde gelistiren 6rnekler %4 NaCl iceren MHA
besiyerine steril ekiivyon ile inokiile edildi. Besi yeri yiizeyi kuruyunca 5 pg/ml

oksasilin diskleri yerlestirildi. 37°C’de 2 saat inkiibasyondan sonra zon c¢aplari dl¢iildii.

Zon ¢apt 9 mm ve daha kiiciik olan suslar direncli olarak kabul edildi.
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3.2.1.18. Polimiksin B (300 U) Hassasiyeti

Bir gece Triptik Soy Broth besi yerinde gelistirilen kiiltiirler steril ekiivyon ile
MHA besi yerine inokiile edildi. Besi yerinin yiizeyi kuruyunca polimiksin B diskleri
yerlestirildi ve 37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra zonlar 6l¢iildii. Zon ¢ap1 10 mm

ve daha kiiciik olan 6rnekler direngli kabul edildi (Hebert ve ark., 1988).

3.2.1.19. Antibiyotik Duyarhlik Testi

Bu calismada izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklari, National Committee for
Clinical Laboratory Standarts (NCCLS) M2-A6 onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer
disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlendi (Anonim, 1996; Berber ve ark., 2008).
Nutrient Broth besi yerinde gelistirilen orneklerden MHA besi yerine steril ekiivyonla
ekim yapildi. Oda sicakliginda kurumasi icin 10-15 dk bekletildikten sonra antibiyotik
diskleri agar yiizeyine belirli araliklarla yerlestirildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyondan
sonra diskler etrafinda olusan zonlarin ¢aplar1 milimetrik bir cetvel yardimiyla ol¢iilerek
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) tarafindan Onerilen degerler esas
alinarak degerlendirildi (Sekil 3.4). Arastirmada; ampisilin,
stilfametoksazol/trimetoprim, siprofloksasin, amoksisilin/klavulanik asit, imipenem,

vankomisin, seftazidim, klindamisin, tetrasiklin, streptomisin, siilbaktam/sefoperazon

standard antibiyotik diskleri kullanildi.

Sekil 3.4. Antibiyogram (disk difiizyon yontemi) sonuglari
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3.2.1.20. DNaz Testi

Incelenecek bakteri kiiltiirlerinden DNaz agar iizerine nokta seklinde ekim
yapildi. 37°C’de 2-3 giin gelistirildikten sonra besi yeri iizerine 1N HCL damlatildi.
Birkac¢ dk calkalandiktan sonra bakteri kolonisinin ¢evresinde seffaf bir zonun olusmasi

pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.1.21. Elektroforez icin Protein Orneklerinin Hazirlamisi

Toplam hiicre proteinlerin ekstraksiyonu icin Laemmli (1970)’nin modifiye
yontemi olan ve Berber ve ark. (2003) tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. Izole
edilen S. aureus suslar arasindan secilen 15 tanesi 24 saat BHA’da gelistirilerek
aktiflestirildi. Gelisen Orneklerden 5’er ml BHI broth besi yeri igeren tiiplere bir 6ze
dolusu asilama yapilarak 37°C’de 24 saat gelistirildi. Bu siire sonunda gelisen
orneklerden 1.5 ml temiz bir ependorf tiipiine alindi. 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij
(Hanil Science Industrial, HM-150 IV, Japan) edildi. Siipernatant fazi atilarak pellet
tizerine 100 pl serum fizyolojik ilave edilerek 3 kez yikandi. Yikama islemi sonrasi
kalan pellet iizerine 20 ul ornek tamponu (sample buffer) ilave edildi. Daha sonra
80°C’de 5 dk kaynatilarak ¢oziiniir proteinler ekstrakte edildi. Ornekler elektroforez
yapilincaya kadar -20°C’de sakland.

Hiicre dis1 proteinlerin ekstraksiyonu i¢cin Wessel ve Flugge (1984)’nin yontemi
kullanildi. Gelisen bakteri kiiltiirlerinden uygun miktarda 6rnek aliip 12.000 rpm’de
santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant kismindan 500 ul aliip 0.45 um ¢apli membran
filtreden (Sartorious) gecirilerek steril ependorf tiiplerine transfer edildi. Elektroforez
islemine kadar -70°C’de saklandi. Hiicre dis1 proteinlerin ekstraksiyonu icin siipernatant
steril ependorf tiiplerine aktarilarak iizerine 400 ul metanol, 200 ul kloroform ve 300 ul
distile su ilave edilip 5 dk 10.700 rpm’de santrifiij edildi. Daha sonra iist faz atilip 300
ul metanol eklenerek 10.700 rpm’de tekrar santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak
¢okelmis proteinler oda sicakliginda kurutuldu. Orneklerin iizerine 25 pl 6rnek tamponu
ilave edilerek 80°C’de 5 dk kaynamis suda bekletilerek hiicre dist proteinler ekstrakte
edildi.
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3.2.1.22. SDS-PAGE’1n Yapihsi

Ekstrakte edilen toplam hiicre ve hiicre dis1 proteinleri 1mm kalinliginda
(%4’liik y1gma ve %10’luk ayirici) jelde yiiriitiildii. Yiiriitme islemi dikey elektroforez
tankinda (Thermo Scientific, OWL P8DS, USA) yigma jel boyunca 10 mA ve ayirma
jel boyunca 15 mA sabit akim uygulanarak bromfenol blue c¢izgisi jelin altina
ulasincaya kadar gerceklestirildi (Laemmli, 1970). Jel tanktan cikarilip boyanmasi i¢in
6 saat boyama ¢ozeltisinde birakildi. Bu siire sonunda protein bantlarinin goriiniir hale
gelmesi icin 20 dk boya cikarma c¢ozeltisinde bekletilip jel saklama c¢ozeltisine alinarak
saklandi. Belirlenen protein bantlarinin molekiil agirliklari, molekiil agirligi bilinen
(PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Fermantas SM0661) standart protein bantlari
ile elde edilen standart egrilere gore belirlendi (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).

5,4 -
1+ y = -1,0196x + 5,262
5,2 R? = 0,9757
5
4,8
4,6
4,4
4,2
4 —
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Rf

Sekil 3.5. Toplam hiicre protein bantlarinin molekiil agirliklarinin tespitinde kullanilan
standart egri; her bir standart proteinin molekiil agirliginin (MA) log;( degeri ile, relatif
hareketinin (Rf) karsilastirilmasi ile elde edildi.
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Sekil 3.6. Hiicre dis1 protein bantlarinin molekiil agirliklarinin tespitinde kullanilan
standart egri; her bir standart proteinin molekiil agirliginin (MA) log;( degeri ile, relatif
hareketinin (Rf) karsilastirilmasi ile elde edildi.

3.2.1.23. Protein Profillerinin Istatistiksel Analizi

Jeller, yiiksek ¢oziiniirliikte bir tarayic1 (HP Scanjet, G2410) kullanilarak taranip
bilgisayar ortamina aktarildi. Her bir bandin molekiil agirligi Total Lab 1D Manual
R11.1, UK programi kullanilarak hesaplandi. Kiimeleme analizi i¢in veriler 1 (var) O
(yok) seklinde kodlandi. Bilgisayar ortamina aktarilan veriler MINITAB versiyon 14.20
(Minitab Inc. Pennsylvania, USA) programinda degerlendirildi. Hiicre i¢i ve hiicre dis1
protein profilleri esas alinarak suslar arasindaki benzerlikler unweighted pair-group
metod using aritmetic averages (UPGMA) metoduyla hesaplanarak dendrogramlar

olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Staphylococcus aureus izolasyonu ve identifikasyon Bulgular

Bu calismada, 02.06.2011 ve 02.06.2012 tarihleri arasinda Sinop ilindeki
hastanelerin dis kliniklerine bagvuran 132 hastanin dis ciiriikleri ve disetinden steril
ekiivyon ile almman Ornekler incelendi (Cizelge 4.1). Hastalarin 62’si erkek ve 69’u
bayan olup yas gruplarina gore dagilimi Sekil 4.1°de verilmektedir. Sekil 4.1°e gore,
arastirmada 0-25 yas aras1t 64 hasta, 25-35 yas aras1 16 hasta, 35-55 yas aras1 33 hasta

ve 55 istii 19 hasta bulundugu ve hastalarin yas ortalamasinin 30 olugu belirlendi.

KisSi SAYISI

o 0-25
| 25-35
0 35-55
0 55-

Sekil 4.1. Hastalarin yas gruplarina gore dagilimi

Steril ekiivyonlar kullanilarak 132 hastadan alinan 6rneklerden MSA besi yerine
ekimler yapildi. Gelismenin goriildiigii 92 numuneye Gram boyama ve biyokimyasal
testler yapildi. Yapilan biyokimyasal test sonuglarina gore 54 sus S. aureus olarak
tanimlanda.

Test sonuclar Cizelge 4.2’de verildi. Suslarin tamami1 Gram-pozitif, katalaz
pozitif, oksidaz negatif olup MSA’da sar1 pigmentasyon gosterdi. Ayrica suslarin
%87.6’1 mannitolii parcalama ve %90.9 NA’da pigmentasyon, %94.5’i %10 NaCl
iceren NB’da gelisme, %94.3’ii gliserin ve eritromisin iceren agarda gelisme, %96.3’1
glikoz anaerobik gelisme gosterdi. Suslarin %78.1°1 hemoliz, %72.7’si DNaz, %30.9’u
jelatinaz, %36.3’1 koagulaz, %65.4’1 lesitinaz, %41.8’1 beta-laktamaz, %56.3’ii VP ve
MR, %92.7’i nitrat testlerinde pozitif sonu¢ gosterdi. Suslarin %5.4’ii metisiline

direncli, %94.5’1 basitrasine direncli olarak belirlendi.
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Cizelge 4.1. Incelenen 6rneklerin alindig1 bolgeler, yas ve cinsiyet bilgileri

Suslar Cinsiyet Yas Alindig1 bolge Hastane
5 By 6 Ciiriik ADSM
12 By 7 Ciruk GDH
13 Byn 7 Abse GDH
16 Byn 8 Ciruk GDH
18A By 7 Ciruk GDH
18B By 7 Ciiriik GDH
20 By 7 Abse ADSM
23 By 9 Ciruk GDH
25 Byn 9 Ciruk GDH
27 By 10 Ciruk GDH
28 By 10 Ciiriik GDH
31 By 13 Ciiriik GDH
32 By 13 Ciruk GDH
33 By 13 Ciiriik GDH
40 Byn 11 Ciruk GDH
45 Byn 9 Ciruk GDH
46A Byn 50 Diseti ADSM
47A By 67 Diseti GDH
49 Byn 41 Diseti GDH
50 Byn 26 Diseti ADSM
51 By 48 Diseti GDH
52 Byn 50 Diseti ADSM
53 Byn 40 Diseti GDH
57 Byn 49 Diseti GDH
63 Byn 38 Diseti ADSM
64 Byn 55 Diseti GDH
66 Byn 46 Ciruk GDH
70 Byn 56 Diseti GDH
73 By 55 Diseti GDH
74 By 67 Diseti GDH
76 By 62 Diseti ADSM
78 By 57 Diseti GDH
92 By 76 Diseti GDH
93A Byn 15 Ciiriik GDH
98B By 38 Ciiriik GDH
100 Byn 37 Diseti GDH
103 By 33 Diseti ADSM
106 Byn 9 Diseti GDH
108 By 26 Diseti GDH
109 By 19 Diseti ADSM
110 By 35 Diseti ADSM
111A Byn 47 Diseti GDH
112A Byn 41 Diseti GDH
115A Byn 78 Diseti ADSM
120 By 12 Diseti GDH
121A By 11 Diseti GDH
121B By 11 Ciiriik GDH
122A By 12 Diseti GDH
124 Byn 11 Diseti GDH
127 Byn 12 Diseti GDH
128 Byn 13 Diseti ADSM
129 By 13 Diseti GDH
130A By 13 Diseti GDH
130B By 13 Diseti GDH

By: bay; Byn: bayan, GDH: Gerze Devlet Hastanesi; ADSM: Agiz Dis Sagligi Merkezi
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Cizelge 4.2. Staphylococcus aureus suslarinin biyokimyasal test sonuglari

*$1198 Y1qo1oruR ZOYI[D
11s9) ZepIsyO

0sal 1BDIN

owiS1[o3 Iy IO
s YN

s dA

nokisessey urseniseq
nokIsessey UI[ISHojA
Zewepe[-eeyg
ZRUTISI|

ze[n3eoy]

7ea1()

Zeurje[of

wisIRs [DBN 0T %
ZeNd

ZI[owoH

ze[ejey|
uoAseyuowdid YN
eweedred njojruue

uoAsejuowdid VSN

eweAoq wein

Ie$ng

12
13
16

+

18A
18B
20
23

25

27
28

31

32
33
40
45

+
+
+

46A

47A
49
50
51

52
53
57
63

64
66
70
73

74
76

78

92

93

+

98B

100

103

106

108

109

+
+
+

110
111A
112A
115A
120

+
+
+
+
+

121A
121B
122A
124
127
128
129

+
+
+
+
+
+

130A
130B

+

25923
6538

+

RSHM

(-); olumsuz, (+); olumlu, (S); duyarli, (R); direngli

35



Cizelge 4.3. Staphylococcus aureus izolatlarin karbonhidrat fermentasyon sonuclari
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Yapilan karbonhidrat testlerine ait sonuglar Cizelge 4.3’te verildi. Test
sonuglarina gore suslarin %41.8’inin fruktoz, %36.3’liniin galaktoz, %352.7’sinin
mannoz, %29’unun laktoz, %25.4’iiniin arabinoz, %47.2’inin maltoz, %67.2’inin
siikroz, %32.7’sinin trehaloz, %74.5’inin glikoz ve %30.9’unun sorbitolil kullanabildigi

goriildi.

4.2. Antibiyogram Bulgular

Bu calismada, 54 yerel ve 3 adet referans olmak iizere toplam 57 adet S. aureus
susunun 14 farkli antibiyotige karsi duyarliliklart National Committee for Clinical
Laboratory Standarts (NCCLS) M2-A6 onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi kullanilarak belirlendi. Her susa karsi belirlenen zon caplar1 CLSI
tarafindan onerilen degerler (EK-4) esas alinarak degerlendirildi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.5’de goriildiigii gibi, biitiin suslarda en yiiksek diren¢ ampisilin
(%83.6) ve polimiksin B (%43.6)’ye kars1 tespit edilirken, siprofloksasin,
siilffametoksazol/trimetoprim, sefoperazon/siilbaktam, amoksisilin/klavulanik asit,

vankomisin ve klindamisin antibiyotiklerine diren¢ kaydedilmedi.

Cizelge 4.4. Antibiyotik duyarlilik test sonuglart (%)

Kullanilan antibiyotikler R I S

Siprofloksasin - 1.8 98.1
Siilfametoksazol/trimetoprim - - 100
Sefoperazon/siilbaktam - - 100
Amoksisilin/klavulanik asit 3.6 - 96.3
Eritromisin 12.7 16.3 70.9
Vankomisin - - 100
Klindamisin 7.2 1.8 90.9
Streptomisin 3.6 10.9 854
Tetrasiklin 10 1.8 87.2
Imipenem - - 100
Ampisilin 83.6 - 16.3
Novobiyosin 12.7 1.8 854
Seftazidin 10.9 12.7 70.3
Polimiksin B 43.6 - 56.3

R: direngli, I: orta direngli, S: duyarl
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Cizelge 4.5. Staphylococcus aureus suslarinin antibiyotik duyarliliklar
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Cizelge 4.5’in Devami
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4.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) Bulgulari

Arastirmamizda, 54 adet S. aureus susu icerisinden secilen 14 izolat ve 1

referans susun SDS-PAGE teknigi kullanilarak elde edilen toplam hiicre protein

profilleri ve hiicre dis1 protein profilleri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de verildi.
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Sekil 4.2. 15 adet S. aureus susunun SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre protein profilleri

Her bir susun yiiksek (200-70 kDa) ve diisiik (60-15 kDa) molekiil agirligindaki
toplam hiicre protein profilleri arasinda benzerlik seviyesinin yiiksek oldugu belirlendi.
Ozellikle 4 (111 kDa), 5 (110 kDa), 7 (84 kDa), 8 (kDa), 9 (kDa), 10 (66 kDa), 13 (41
kDa), 16 (kDa) ve 19 (20 kDa) ile isaretlenen bantlarin biitiin suslarda ortak olduklar1
saptand1. Ayrica, suslar arasinda bazi minor bant farkliliklar1 da goriildii. Ornegin, 200
kDa’dan daha yiiksek molekiil agirligina sahip ve 1 ile gosterilen protein bandi ATCC
25923, 45 ve 78 numarali suslarda; 2 (160 kDa) ile gosterilen protein band1i ATCC
25923, 45 ve 64 numarali suslarda goriildii. 11 (57 kDa) ile gosterilen protein bandr 12
ve ATCC 25923; 17 (23 kDa) ile gosterilen protein band ise 33, 46A ve 57 ile numarali
suslar hari¢ diger biitiin suslarda tespit edildi. Ayrica, 15 (29 kDa) ile isaretlenen protein
band1 47A, 115A ve 122A’da goriildii.
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Sekil 4.3. 15 adet S. aureus susunun SDS-PAGE ile elde edilen hiicre dis1 protein profilleri

28
49
63
78

100

Staphylococcus aureus suslart icin hiicre dis1 protein profilleri (Sekil 4.2)
arasinda da bazi farkliliklar tespit edildi. Ornegin, 20 ile gosterilen 200 kDa molekiil
agirligindaki protein bandi 115A ve 122A suslarinda goriildii. Diger taraftan, 21 (158
kDa) numarali protein bandi 23, 47A, 57, 64, 111A ve 122A; 22 (83 kDa) ile isaretlenen
protein bandi ise 45, 47A 64, 78, 111A ve 115A numarali suslarda saptandi. 24 (45
kDa) ve 25 (26 kDa) ile kodlanan protein bandlar1 ise 28 ve 48 suslar haricinde diger

biitiin suglarda goriildii.

4.4. Staphylococcus aureus Suslar1 Arasindaki Kiimeleme Analiz Bulgular:

Arastirmada, 14 yerel ve 1 referans sus olmak iizere toplam 15 adet S. aureus
susunun SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre ve hiicre dis1 protein profilleri jel
tizerinde ¢iplak gozle incendi. Toplam hiicre profilleri i¢cin 27 ve hiicre dis1 profilleri
icin 20 farkli dominant protein bandi ikili veri seklinde (1, var; O, yok) bilgisayar
ortamina aktarildi ve MINITAB versiyon 14.20 programinda degerlendirildi.

Toplam hiicre ve hiicre dis1 protein profilleri esas alinarak suslar arasindaki
benzerlikler unweighted pair-group method using aritmetic averages (UPGMA)

metoduyla hesaplanarak dendrogramlar olusturuldu (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Staphylococcus aureus suglarinin toplam hiicre protein profilleri benzerlik
diizeyi %66.29 ve lizerinde 2 major gruba ayrildi (Sekil 4.5). Birinci grup toplam 6 sus
(33, ATCC 25923, 45, 46A, 57ve 64) icermekte olup kendi icerisinde benzerlik diizeyi
%70,78 ve iizerinde iki alt gruba ayrildi. Ikinci grup ise toplam 9 sus (12, 28, 47A, 49,
63, 78, 111A, 115A ve 122A) icermekte olup yine kendi icerisinde benzerlik diizeyi
%73.30 ve lizeri iki alt gruba ayrildi.

GRUPLAR

45

464

15923

n

78

63

111A

49

I8

47A

115A

1224

L] L] |
66,29 77,52 88,76 100,00

BENZERLIK (%)

Sekil 4.4. 15 adet S. aureus susunun toplam hiicre protein profillerini esas alan ve
unweighted pair-group method using aritmetic averages (UPGMA) metodu
kullanmilarak olusturulan dendrogram

Staphylococcus aureus suslarinin hiicre dis1 protein profilleri esas alinarak
yapilan niimerik analiz ise benzerlik diizeyi %60.53 ve iizerinde olan iki major grubu
ortaya koydu (Sekil 4.5). Birinci grup toplam 6 sus (48A, 49, 57, 111A, 115A ve 122A)

icermekte olup kendi igerisinde benzerlik seviyesi %66.69 ve iizerinde iki alt gruba
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ayrildi. Ikinci grup ise 9 sus (12, 28, 33, 45, 47A, 63, 64, 78 ve ATCC 25923) icermekte

olup benzerlik seviyesi %64.23 ve iizerinde iki alt gruba ayrildi.
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Sekii 4.5. 15 adet S. aureus susunun hiicre dis1 protein profillerini esas alan ve
unweighted pair-group metod using aritmetic averages (UPGMA) metodu kullanilarak
olugturulan dendrogram
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S. TARTISMA VE SONUC

Dental ciiriikler ve periodontal hastaliklar; diinyada en yaygin kronik oral
hastaliklardir. Periodontal hastalik konak ve bakteri plagi arasindaki karmagik etkilesimin
klinik bir sonucudur. Subgingival plakta yiizlerce cesit bakteri bulunmakla birlikte sinirlt
saylda bakterinin major patojenik rolii vardir (Dahlén, 2006; Serindag, 2007). Dental
hastaliklarin bir¢cogunun nedeni, biyofilm iireten ve antibiyotik direncinden dolay1 farkli
oral mikroorganizmalardir. S. aureus firsat¢1 bir patojendir ve saglikli cocuk ve
yetigkinlerin yaklasik olarak %30-50’1 S. aureus tasiyicisidir.

Bu ¢alismada, Sinop ilindeki dis polikliniklerine gelen 132 hastanin dis ciiriikleri ve
dis etinden izole edilen 54 adet (%41) S. aureus susunun; biyotiplendirmesi, antibiyotik
duyarliliklari, SDS-PAGE yo6ntemi ile toplam hiicre ve hiicre dis1 protein profillerine gore
ayrimi yapildi. Yapilan testlerin sonuclarina gore izolatlarin %5.4’ii MRSA, %94.5’i
MSSA; %36.3 koagulaz pozitif ve %63.6’1 koagulaz negatif olarak belirlendi.

Stafilokoklar, agiz boslugunda gecici mikroorganizmalar olarak
degerlendirilmektedir. Dil haricinde, miikozal yiizeylerden izolasyonuna uygun minimal
litaratiir mevcuttur. Murdoch ve ark., (2004) agiz boslugundan izole edilen stafilokok
tiirlerinin biiyiik kisminin koagulaz negatif oldugunu, periodontal hastalardan %7.1 ve
kontrol gruplarindan %3.6 Staphylococcus aureus izole ettigini rapor etmektedirler.
Calismamizda izole edilen S. aureus suslarinin %63.6 koagulaz negatif olarak tespit
edilmis olup bu sonu¢ Murdoch ve ark. bulgulariyla uyumludur.

Subgingival alanda stafilokok tiirlerin varligi dikkate alindiginda literatiirde
farkliliklar mevcuttur. Rams ve ark., (1990b) yetiskin periodontitis hastalarin
%50.4’tinden baz1 stafilokok tiirlerini ve Dahlen ve Wikstrom (1995) ise hastalarin
%54.4’iinden S. epidermidis izole etmislerdir.

Loberto ve ark., (2004) 88 kronik periodontitisli hastanin 33 tanesinin (%37.50)
subgingival plagindan, 54’iiniin (%61.36) agiz boslugundan ve 24 tanesinin de
(%27.27) her iki alanindan stafilokok izole etmisler. Ayrica, subgingival plaktan %4.55
ve oral kaviteden %22.7 oraninda S. aureus tanimlamislardir.

Ingiltere’de yapilan bir calismada 1998-2000 yillar1 arasinda toplanan 5.005
ornekten 1.017 tanesi S. aureus olarak tanimlanmis ve suslarin %95°i MSSA ve %5’i
MRSA olarak bulunmustur. Bu oran bizim calismamizda belirledigimiz %5.4 MRSA ve
%94.5 MSSA degerine olduk¢a yakindir. MSSA o6rnekleri genellikle dis hastanelerinin
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oral ila¢ kliniklerindeki hastalardan izole edilirken, MRSA oOrnekleri, bakimevleri,
huzur evleri ve genel dis uygulamalarindan izole edilmistir. Ayrica yas ile S. aureus
arasinda artan bir oranin oldugu (6zellikle 70’in iistiindeki yas gruplarinda) bulunmustur
(Smith ve ark., 2003). Bu ¢alisma simdiye kadar savunulan genel durumun aksine agiz
boslugundan da S. aureus izolasyonu yapilabildigini desteklemektedir.

Nemoto ve ark., (2008) saglikli yetiskin bireylerin agiz boslugundan stafilokok
varligin1 ve bu bakterilerin nazal-oral trafikteki rollerini arastirmiglar ve tiikriikte
%83.9, dental plakta %73.2 stafilokok izolasyonu yapmislardir. Toplam 99 S. aureus
susunun %46.4’1 tiikiiriikkten, %33.9 dental plaktan izole edilmistir. Ayrica oral
stafilokok pozitif kisilerden alinan nazal siiriintii 6rneklerinin %44.4’tinde S. aureus
izole edilmistir. Stafilokoklar nazal floranin yaygin iiyelerindendir (Giiglii ve ark.,
2007), boylece agiza gecebilir ayrica deri florasindan da kontaminasyon miimkiin
olmaktadir.

Brezilya’daki dental kliniklerde 25-50 yas arasi 68 kisi ile calisilmis ve 65
kisiden Staphylococcus spp. izole edilmistir. Ayrica, 24 koagulaz pozitif 6rnekten 9
tanesi S. aureus olarak bulunmustur (Martins ve ark., 2002).

Calismamizdaki sonuglar Onceki calismalarla kiyaslandiginda oldukg¢a yakin
sonuglar gézlenmistir. Percival ve ark., (1991)” 20-39 yas aras1 saglikli kisilerin dental
plaklarindan %17, tiikiiriikten %60; Murdoch ve ark., (2004) saglikli kisilerden %43;
Rams ve ark., (1990a) gingivitis ve periodontitisli kisilerden %50 oraninda stafilokok
izole etmistir. Calismamizda %41 oraninda S. aureus izolasyonu yapilmistir.

Bazi calismalarda burun deliklerinin stafilokok tiirlerinin bulunabildigi yerler
oldugu bildirilmektedir (Parras ve ark., 1995). Suzuki ve ark., 1997’ de agiz boslugunun
S. aureus’un kaynagi olabilecegini belirtmektedir. Knighton (1965), dis hekimligi
ogrencilerinin burun ve agiz bosluklarindan koagulaz pozitif stafilokoklarin bulunusunu
calismis ve kisilerin %47.50’in tiikiiriiglinden, %41.7’inin burun bosluklarindan bu
mikroorganizmalari izole etmis ve oral kavitede bulunan patojenik stafilokoklarin burun
boslugundakiler kadar 6nemli oldugu sonucuna varilmistir. Piochi ve Zelante (1973),
tiikkriikk orneklerinde %35 ve agiz boslugunda %13.9 S. aureus belirlemistir.

Souto ve ark., (2006) saglikli periodontal alanlar ve kronik periodonditis
lezyonlarindaki subgingival plakta bulunan patojenik bakterilerin bulunusu ve
miktarlar1 belirlemek icin yaptiklar1 ¢calismada subgingival plaklarda olduk¢a yaygin 11

patojenik bakteri tiirii belirlemistir. Toplam 600 subgingival plak 6rneginden en cok
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bulunan tiirlerin Corynebacterium diphtheriae, Enterococcus faecalis, S. aureus,
Acinetobacter baumannii ve Escherichia coli oldugunu tespit etmislerdir.

Bu calismada test edilen suslarin biyokimyasal test sonuglar1 Cizelge 4.2°de
verilmigtir. Suslarin tamami Gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz negatif olarak
belirlendi ve MSA’da sar1 pigmentasyon gosterdi. Ayrica, suslarin %87.6’s1 mannitolii
parcalama ve %90.9 NA’da pigmentasyon, %94.5°’1 %10 NaCl iceren NB’da gelisme,
%94.3’1 gliserin ve eritromisin iceren agarda gelisme, %96.3’ii glikoz iceren besi
yerinde anaerobik gelisme gostermistir. Suslarin %78.1°1 hemoliz, %72.7’si DNaz,
%30.9’u jelatinaz, %36.3’ii koagulaz, %65.4’ii lesitinaz, %41.8’1 beta-laktamaz,
%56.3’1i VP-MR ve %92.7°1 nitrat testlerinde pozitif sonu¢ gostermistir. Alan (2007)
tarafindan yapilan calismada S. aureus suslarinin tamami; Gram boyama, katalaz,
oksidaz, basitrasine direncgliligi, %10 NaCl iceren ortamda gelisme, NA’da
pigmentasyon testlerinde ayrica suslarin %93’ gliserin ve eritromisin igeren agarda
gelisme, %?24.4 jelatinaz, %781 beta-laktamaz testlerinde pozitif sonu¢ belirlenmistir.
Arslan (2003) yaptig1 calismada S. aureus suslarinin tamaminin katalaz, oksidaz,
koagulaz, MSA’da pigmentasyon, mannitolii parcalama testlerinde pozitif sonug
gosterdigini belirlemistir. Uslii (2007) tarafindan yapilan calismada suslarin tamami
Gram boyama, beta-hemoliz, mannitol fermentasyonu, katalaz, koagulaz, DNaz
testlerinde pozitif sonuc¢ vermistir. Bu ¢alismada incelenen suslara ait sonuglar yapilan
diger calismalarla paralellik gostermektedir.

Arastirmamizda yapilan karbonhidrat fermantasyon test sonuglarina iliskin
bulgular Cizelge 4.3’de verilmigstir. Test sonuclarina gore, S. aureus suslarin %41.8’in
fruktoz, %36.3’ii galaktoz, %52.7°mannoz, %29’u laktoz, %?25.4’1 arabinoz, %47.2’i
maltoz, %67.2’i siikkroz, %32.7°1 trehaloz, %74.5’i glikoz ve %30.9’u sorbitolii
kullanabildigi belirlendi. Sacilik (1998) yaptig1i calismada stafilokoklarin glikoz,
mannitol, mannoz karbonhidratlarimi %100; laktozu %91.7 oraninda kullandiklarini
ancak ksiloz, rafinoz ve arabinoz karbonhidratlarin1 kullanamadiklarimi tespit etmistir.
Kloos ve Jorgensen (1985) S. aureus suslarinin maltoz, trehaloz, mannitol, siikroz,
mannoz, laktoz ve fruktozu kullanabildikleri ancak rafinoz, sellobiyoz ve ksilozu
kullanamadiklarini; Schleifer ve Bell (2009) S. aureus suslarinin fruktoz, maltoz,
siikrozu kullanabildiklerini, galaktoz, laktoz, mannoz ve riboza degisken olduklarini,
sellobiyoz, ksiloz ve arabinozu kullanamadiklarini belirtmisleridir. Bu calismadaki
suglarin  karbonhidrat test sonuglar1 Onceki calisma sonuglariyla paralellik

gostermektedir

46



Yapilan antibiyogram test sonuclarina iligkin bulgularimiz Cizelge 4.1°de
verilmistir. Test sonuglarmma gore S. aureus izolatlarin en direncli olduklari
antibiyotiklerin %94.5 basitrasin, %83.6 ampisilin ve %43.6 polimiksin B oldugu; en
duyarh olduklar1 antibiyotiklerin %100 trimetoprim/siilfametoksazol, vankomisin ve
sefoperazon/siilbaktam, %98.1 siproflokasin, %85.4 novobiyosin ve %90.9 klindamisin
oldugu bulundu.

Bayar ve ark., (2008) bogaz kiiltiiriinden izole ettikleri 27 S. aureus susunun
siprofloksasine %100 duyarli olduklar1 ve basitrasine %100 direngli oldugunu tespit etti.
Ayrica novobiyosine %100, metisiline %10, ampisiline %70, eritromisine %350,
tetrasikline %100, amoksisiline %20 direnc¢li oldugu bulundu. Bizim caligmamizdaki
sonuglar bu oranlarla benzerlik gostermektedir.

Ansari ve ark., (2011) calismalarinda biyofilm iiretimi pozitif olan S. aureus
izotlarinin  antibiyotik duyarliliklarini;; %98 ampisilin, %79 klindamisin, %77
vankomisin, %77 tetrasiklin, %71 sefalektin, %47 sefokzidim olarak bulunmustur.
Murdoch ve ark., (2004) oral stafilokok izolatlarin %70’1 penisiline, %18’1 fusidik asite,
%3’1 metisiline, %?2.5’den az1 tetrasiklin, teikoplanin ve agumentine direncli oldugu
ancak klindamisin. gentamisinin ve vankomisine karsi hassas olduklarini
bildirmislerdir.

Berber ve ark., (2008) yaptiklar1 ¢alismada S. aureus olarak tanimlanan 81
sustan 46’sinin (%56.7) metisiline duyarli ve 35’inin (%43.3) metisiline direngli
oldugunu bildirilmistir. Yine bu calismada MRSA suslarinin antibiyotiklere direng
oranlari; vankomisine %0, siprofloksasine % 54, sulbaktam-ampisilin %60, penisilin G
%85, amoksisilin/klavulanik asit %60, ampisilin %88.6, kloromfenikol %14.3,
trimetoprim/siilfametoksazol %60, amikazin %45, gentamisin %60 ve eritromisine %20
seklinde belirlenmistir.

Alan (2007) calismasinda hastanelere gelen hastalardan alinan 6rneklerden 41
S. aureus izolatinin en duyarli olduklari antibiyotiklerin vankomisin (%100) ve
kloromfenikol (%92.6) oldugu; en direngli olduklar1 antibiyotiklerin ise %100
basitrasin, %95.12 seftazidin, %87.8 penisilin, %58.5 gentamisin ve %19.5 eritromisin
oldugunu bildirmektedir. Ulkemizde yapilan bagka bir calismada metisiline %20.6,
eritromisine %87.2, penisiline %85.8, ampisiline %73.8, kloromfenikole %?28.4,
ampisilin/siilbaktam %9.9 ve siprofloksasin %9.2 direnclilik tespit edilmistir (Ozkalp ve
Baybek, 2003).
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Gil ve ark., (2004) 217 hastane personelinin el ve burundan izole edilen S.
aureus suslarinda  penisiline %95, eritromisine %24, klindamisine %14,
trimetoprim/siilfametoksazole %24 ve vankomisine %0 diren¢ saptanmustir.

Yetkin ve ark., (2006) yogun bakimda yatan hasta ve hastane personelinden 16
MRSA ve 70 MSSA izole etmislerdir. Izole edilen MRSA’larda eritromisine %356,
klindamisine %62, siprofloksasine %?25, tetrasikline %0, trimetoprim/siilfametoksazole
%94 duyarlilik; MSSA’larda ise eritromisin %87, klindamsin %94, siprofloksasin %97
tetrasiklin %4, trimetoprim/siilfametoksazole %100 kars1 duyarlilik tespit etmislerdir.

Calismamizda izole edilen suslarin bir¢cok antibiyotige karsi duyarli oldugu,
buna karsin MRSA oraminin beklenenden daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu
durumun hastalardan 6rnek alinirken tibb1 ge¢misine bakilmamasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Insan ve hayvanlardan izole edilen bakterilerin molekiiler tekniklerle
incelenmesi bir¢ok enfeksiyonun molekiiler epidemiyolojisine katkida bulunmaktadir.
Bu teknikler arasinda en ¢ok kullanilan yontemlerden birisi, proteinlerin elektroforetik
bant profillerinin SDS-PAGE yontemi ile analizidir (Arslan, 2003).

Calismamizda secilen 15 S. aureus susunun SDS-PAGE yontemi kullanilarak
elde edilen toplam hiicre ve hiicre dis1 protein profillerine gore karsilastirilmasi
yapilmistir. SDS-PAGE analizine gore suslarin hepsinin yiiksek diizeyde benzer protein
profillerine sahip olmalarina ragmen bazi bant farkliliklarinin oldugu tespit edilmistir.
Toplam hiicre protein profilinde, 23, 29, 57, 160 kDa molekiil agirligina sahip bantlarin
suslar arasinda farkliik gosterdigi gozlemlenmistir. Ote yandan, hiicre dis1 protein
profillerinde de baz1 minor farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Ozellikle 26, 45, 83, 158
ve 200 kDa molekiill agirligindaki protein bantlarinin suslar arasinda farkliliklar
gosterdigi tespit edilmistir.

Berber ve ark., (2010) S. aureus suslarinin her birinin toplam hiicre protein
profillerinde 10 major protein bandi belirlemistir. Toplam hiicre proteinlerinin SDS-
PAGE analizi, arastirmadaki biitiin S. aureus suslar1 arasinda yiiksek molekiil
agirhiginda (> 60 kDa) major benzerlikleri ve bununla beraber hem yiiksek (70-100
kDa) molekiil agirlikta hem de diisiik molekiil agirlikta (< 60 kDa) farkli proteinleri
gostermistir. Kumar ve ark., (2005) yaptiklar1 ¢alismada S. aureus tiirii olarak tespit
edilen suglarin SDS-PAGE ile elde ettikleri protein profillerinde, 110 ve 98 kDa
molekiil agirligina sahip belirgin bantlar bulundugunu tespit etmislerdir. Giilbandilar,

(2006) SDS-PAGE ile farkli kaynaklardan izole ettikleri S. aureus suslarinin protein
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profillerini belirlemis ve bant olusumlarinin standart sus ve marker ait bantlarla uyumlu
oldugunu gozlemlemistir. Ayrica bazi kisimlarda molekiil agirligi ayn1 ya da yakin olan
bantlar arasinda ayrim yapamamustir.

Arslan ve ark., (2009) 77 adet S. aureus ve 37 S. intermedius’un SDS-PAGE ile
toplam hiicre protein profillerinin analizinde suslar arasindaki genetik uzakligi %0-96
arasinda degistigini belirlenmistir. Molekiil agirliklar1 14.4-116 kDa arasinda 17-47
farki bant elde edilmistir. Aslantag ve ark., (2006) Hatay bolgesindeki subklinik inek
mastitislerinden izole edilen toplam 50 S. aureus suslarinin SDS-PAGE ile analizinde
molekiiler agirligi 14.4-116 kDa arasinda degisen 17-49 bant elde etmisler ve 3 sus
disinda protein profillerinde cok biiyiik farkliklara rastlamamiglardir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, onceki caligmalar ile kiyaslandiginda
benzerlik gostermektedir. S. aureus suslari arasinda benzerlikler bulunmakla birlikte
protein bantlar arasinda farkliklar az miktardadir. Ayrica jel iizerindeki bazi bolgelerde
yakin molekiill agirhigina sahip bantlarin olmasi suslar arasinda ayrim yapmayi
zorlagtirmaktadir.

Calismamizda, SDS-PAGE teknigi ile elde edilen toplam hiicre ve hiicre disi
protein profilleri esas almarak UPGMA gore dendogramlar olusturuldu. S. aureus
izolatlarinin toplam hiicre protein profilleri benzerlik diizeyi %66.29 ve tizerinde (Sekil
4.5) iki gruba ayrildi. Birinci grup 6 susu icermekte olup kendi igerisinde benzerlik
diizeyi %70,78 ve iizeri iki alt gruba ayrildi. ikinci grup 9 susu icermekte olup kendi
icerisinde benzerlik diizeyi %73.30 ve lizeri iki alt gruba ayrildi. Hiicre dis1 protein
profilleri esas alinarak yapilan niimerik analizde, benzerlik diizeyi % 60.53 ve iizerinde
olan iki alt gruba ayrildi. Birinci grup kendi icerisinde %66.69 ve iizeri ikinci grup
64.23 ve tizeri benzerlik gosterdi.

SDS-PAGE giderek artan siklikta hem tiir hem de cins hatta tip diizeyinde
bakteriyel sistematikte ilgi gormektedir (Osmanagaoglu ve ark., 2000). Bu teknik S.
aureus identifikasyonunda basar1 bir sekilde kullanilmaktadir. SDS-PAGE yonteminin
nimerik analizle desteklenmesi S. aureus suslarinin evrim ve epidemiyolojik
caligmalarina ilave katki saglamaktadir (Costas ve ark., 1989). Aslantas ve ark., (2006)
S. aureus’un toplam hiicre protein profilleri arasindaki benzerligi gésteren dendogramda
iki ana grup bulunmus ve S. aureus suslari arasinda ortalama benzerlik %6-69
gostermistir. Kiigiik farkliklar bulunmasina ragmen suslarin ¢ogu benzer oldugu
sonucuna varilmistir. Aslan ve ark., (2009) yapilan calismada S. aureus suslarinin

protein analizi sonucu olusan dendogramda izolatlar aras1 ortalama uzaklik %0-73
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gostermistir. Berber ve ark., (2003) yaptiklari ¢alismada 15 farkli stafilokok susunun
toplam hiicre ve hiicre dis1 protein profilleri SDS-PAGE’de yiiriitiilerek elde edilen bant
profillerinin dendogramina gore stafilokok tiirlerini karakterize etmisler ve farkl tiirler
arasinda farkli bolgelerde protein bantlar tespit etmislerdir. Ancak SDS-PAGE metodu
ile elde edilen bu farkli protein bantlarinin stafilokok tiirlerinin ayiriminda yeterli bir rol
oynamadigl belirlemiglerdir. Ciinkii tiim hiicre dis1 ve toplam hiicre protein profilleri
analizinde stafilokok tiirleri arasinda %90 oraninda benzer bant profillerinin oldugunu
tespit etmiglerdir.

Biz bu calismada, dis ciiriikleri ve dis etinden S. aureus izolasyonu
yapilabilecegi, S. aureus tiirlerinin kendilerine yakin olan tiirlerden fenotipik,
biyokimyasal ve antibiyotik direnclilik testleriyle ayrilabilecegi ancak tiir alt1 seviyede
ayirim igin yeterince bilgi vermedigi belirledik. Antibiyogram test sonuclarina gore S.
aureus suslarinin bir¢cok antibiyotige kars1i direncli oldugu, duyarli goriindiigi
antibiyotiklere bile direng gelistirmeye basladigi gozlenmistir. Biyokimyasal testlere ek
olarak suslar arasinda daha iyi ayrim yapabilmek adina protein profillerini belirlemek
icin SDS-PAGE kullanilmigtir ve protein bantlar1 arasinda benzerlik diizeyi yiiksek
bulunurken bazi minor farkliklar da tespit edilmistir. S. aureus suslarinin
identifikasyonunda SDS-PAGE yontemi yararli bir yontem olmakla birlikte molekiil
agirhig yakin bantlarin varligi suslarin ayriminda yeterli olmakla birlikte bilgi
saglamamaktadir.

Staphylococcus aureus hem hastane kaynakli hem de toplum kaynakl
enfeksiyonlarda bas siralarda yer almaktadir. Bu nedenle suslarin hizli ve dogru tanisi
salginlarin kontrol altina alinmasinda ve tedavi masraflarinin azalmasinda onemlidir.
Rutin klinik muayenelerde hastalik ajanlarinin izolasyonu ve identifikasyonu zaman
almakta, yanlis sonuglar elde edilebilmekte ve bazen de herhangi bir etken
ayrilamamaktadir. Bu durumlarda bir ya da birden fazla molekiiler teknigin es zamanl
kullanim1 kesin tanida faydali olacag: diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma, Sinop ilindeki dis
polikliniklerine gelen hastalarin dis ciiriikleri ve dis etinden S. aureus izolasyonu
konusunda yapilan ilk ¢alismadir. Sonuclarimiz, S. aureus’un insan viicudunun bircok
farkli bolgesinden oldugu gibi dis eti ve dis ciiriikklerinden de izole edilebilecegini
dogrulamaktadir. Arastirmamizda, hastalarin tibb1 ge¢misine bakilmadan oOrnekleme
yapildigr icin MRSA oran1 beklenenden diisiik cikmustir. Ayrica, bu c¢alismanin
sonuglar1 ozellikle ilk6gretim cagindaki cocuklarda dis fircalama aliskanlig1 ve yeterli

agiz hijyeninin olmadigin1 gostermektedir.
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EK-1. Suslarin Tamisinda Kullanilan Besi Yerleri

1. Brain Heart Infiizyon (BHI) Broth

Brain Heart Infiizyon (BHI) Broth (Difco) 37 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 7.4

Besi yeri damitik suda ¢oziindiikten sonra eritilir ve tiiplere dagitilarak otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilir. 50°C’ye kadar sogutulan besi yeri steril petri kaplarina

dokiliir, +4°C’de saklanir.

2. Brain Heart Agar (BHA)

Nutrient Substrat 27.5 gr
D (+) Glikoz 2gr
Sodyum Kloriir 5gr
Sodyum Hidrojen Fosfat 2.5 gr
Agar 15 gr

Besi yerinde 15 gr tartilarak 1 1t damitik suda ¢oziiliir, tiiplere 10’ar ml
dagitilarak otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir. 50°C’ye sogutulan besi yeri steril

petri kaplarina dokiiliir, +4°C’de saklanir.

3. Nutrient Agar (NA)

Nutrient Agar (Difco) 23 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 6.8

63



Besi yerinden 23 gr Nutrient Agar 1 It damitik suda siispanse edilir, eritilir ve
otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir. 50°C’ye sogutulan besi yeri steril petri

kaplarina dokiiliir, +4°C’de saklanir.

4. Yatik Nutrient Agar (YNA)

Nutrient Agar (Difco) 23 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 6.8

Besi yerinden 23 gr Nutrient Agar 1 It damitik suda siispanse edilir, agar
eriyinceye kadar kaynatilir. Agzi kapal tiiplere 2 ml dagitildiktan sonra otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra tiipler bir pipet {izerine yatik

vaziyette konur ve besi yeri katilagtiktan sonra +4°C’de saklanir.

5. Nutrient Broth (NB)
Nutrient Broth (Difco) 8 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 6.8

Besi yerinde 8 gr tartilarak 1 1t damitik suda coziiliir, tiipler dagitilarak otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilir. +4°C’de saklanir.

6. Triptik Soy Broth (TSB)

Triptik Soy Broth (Difco) 30 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 7.3
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Besi yerinde 30 gr tartilarak 1 1t damitik suda ¢oziiliir, tiiplere dagitilarak
otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir. +4°C’de saklanir.

7. Deoksiriboniikleaz ( DNaz) Agar

DNaz Agar (Oxoid) 39 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 7.3

Besi yerinde 39 gr tartilarak 1 It damitik suda ¢oziiliir, otoklavda 121°C’de 15 dk

sterilize edilir. 50°C’ye sogutulan besi yeri steril petri kaplarina dokiiliir, +4°C’de

saklanir.
8. Ureaz Broth
Yeast Ekstrakt 0.1 gr
Potasyum di Hidrojen Fosfat 9.1 gr
Sodyum Hidrojen Fostfat 9.5 gr
Ure 20 gr
Fenol Kirmizisi 0.01 gr

Besi yerinden 38.5 gr tartilarak 1 It damitik suda eritilir. Membran filtre ile

sterilize edilir. Steril tiiplere 3’er ml dagitilir.
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10. Glikozun Anaerobik Fermantasyon Besi Yeri (GAFB)

Tripton (Difco) 10 gr
Yeast Ekstrakt (Oxoid) 1gr
Glukoz 10 gr
Brom Timol Mavisi 0.04 gr
Agar (Difco) 2.2 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 7.0

Gerekli miktarlar tartilip 1 It suda siispanse edilir ve eritilir, tiiplere dagitilir ve
otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra steril parafin ile besi

yerinin {izeri kapatilir.

11. Mannitoliin Anaerobik Fermantasyon Besi Yeri (MAFB)

Tripton (Difco) 10 gr
Yeast Ekstrakt (Oxoid) 1 gr
Mannitol (Oxoid) 10 gr
Brom Timol Mavisi 0.04 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 7.0

Gerekli miktarlar tartilip 1 1t suda siispanse edilir ve eritilir, tiiplere dagitilir ve
otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra steril parafin ile besi

yerinin {izeri kapatilir.

66



12. Gliserin Eritromisin Agar (GEA)

Yeast Ekstrakt (Oxoid) 2 gr
Gliserin 10 ml
NH/H,PO4 1gr
KCl 0.2 gr
MgSO, x 7TH,0 0.2 gr
Brom Fenol Mavisi 0.04 gr
Agar (Difco) 9 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 7.0

Gerekli miktarlar tartilip 1 1t suda siispanse edilir ve eritilir, tiiplere dagitilir ve
otoklovda 121°C’de 15 dk sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra filtrasyonla sterilize
edilen eritromisin antibiyotiginden 0.4 pug/ml olacak sekilde 50°C’ye sogutulan besi

yerine eklenir ve petri kaplarina dokiiliir, +4°C’de saklanir.

13. Kanh Agar Baz (Blood Agar Base: BAB)

Kanli Agar Bazi (BBL) 40 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 7.3

40 gr BAB damitik suda ¢oziiliir ve hacim 1 1t tamamlanarak eritilir. Otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilir. 50°C’ye sogutulduktan sonra %5-10 olacak sekilde steril

kan ilave edilerek karistirilir ve petri kaplarina dokiildiikten sonra +4°C’de saklanir.
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14. Nutrient Jelatin Besi Yeri (NJB)

Nutrient Jelatin (Difco) 128 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 6.8

Besi yeri damitik suda siispanse edilir ve eritilir, tiiplere dagitilir ve otoklavda

121°C’de 15 dk sterilize edilir. +4°C’de saklanir.

15. Miiller Hinton Agar (MHA)

Miiller Hinton Agar 38 gr
Damitik Su 1000 ml
pH 7.3

Besi yeri damitik suda siispanse edilir ve eritilir, otoklavda 121°C’de 15 dk

sterilize edilir. 50°C’ye kadar sogutulup steril petri kaplarina dokiiliir.

16. Mannitol Salt Agar (MSA)

Beef Extract 1 gr
Pepton 10 gr
D-Mannitol 10 gr
NaCl 75 gr
Fenol Red 0.025 gr
Agar 15 gr
Damitik Su 1000 ml
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Besi yeri damitik suda siispanse edilir ve eritilir, otoklavda 121°C’de 15 dk

sterilize edilir. 50°C’ye kadar sogutulup steril petri kaplarina dokiiliir.
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EK-2. Poliakrilamid Jel Elekroforezinde Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

1. Akrilamid + N, N’-Metilen Bis-akrilamid Monomer Stogu
Akrilamid (Oxoid) 28.8 gr

Bis-akrilamid (Oxoid) 1.2 gr

Maddeler gerekli miktarda tartilip 75 ml damitik su igersinde ¢oziilerek son
hacim 100 ml’ye tamamlanir. Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilerek renkli cam

sisede +4°C’de saklanir.

2. Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCL, pH 8.6)

Gerekli miktar trizma bazi tartilarak bir miktar damitik suda coziildiikten sonra
IN HCl ile pH 8.6’ya ayarlanir. Son hacim tamamlandiktan sonra Whatman No:1 filtre
kagidindan siiziilir ve +4°C’de saklanir. SDS-PAGE i¢in %0.4 oraninda SDS ilave

edilir.

3. Yigma Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8)

Gerekli miktar trizma bazi tartilarak bir miktar damitik suda coziildiikten sonra
IN HCI ile pH 6.8’e ayarlanir. Son hacim tamamlandiktan sonra Whatman No:1 filtre

kagidindan siiziilir ve +4°C’de saklanir. SDS-PAGE i¢in %0.4 oraninda SDS ilave

edilir.
4. Tank Buffer
Trizma Baz1 (Sigma) 1.21 gr
Glisin (Merck) 5.76 gr
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Maddeler 1000 ml damitik suda ¢oziiliir. SDS- PAGE i¢in %0.1 oraninda SDS

ilave edilir.

5. Laemmli Buffer (X4)

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 5.12 gr
Gliserin (Merck) 8.00 gr
Damitik Su 3.00 ml
SDS (Merck) 2.00 ml
2-B-Merkaptoetanol (Merck) 4.00 ml
Bromo Fenol Mavisi (Merck) 0.025 ml

Gerekli miktarlar tartilip temiz bir deney tiipii igerisinde homojen hale getirilir

ve giin 15181na maruz birakilmadan saklanir.

6. Laemmli Modifiye Buffer

Laemmli Buffer 2.5 ml
%10’1luk TCA 0.5 ml
9 M Ure 1 ml
1 mM EDTA 1 ml

Gerekli miktarlar tartilip temiz bir deney tiipii icerisinde homojen hale getirilir

ve giin 15181na maruz birakilmadan saklanir.
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7. Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue (Sigma) 1.5 gr
Izopropil Alkol (Merck) 250 ml
Asetik Asit (Merck) 100 ml
Damitik Su 650 ml

Boya ¢oziindiikten sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziiliir ve renkli cam

sisede oda sicakliginda saklanir.

8. Boya Cikarma Cozeltisi

Izopropil Alkol (Merck) 250 ml
Asetik Asit (Merck) 100 ml
Damitik Su 650 ml

Gerekli miktarlar tartilarak 650 ml damitik suda ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan ¢ozelti

oda sicakliginda renkli cam sisede saklanir.

9. Jel Saklama Cozeltisi

Jel saklamak amaciyla %7’lik Glasial Asetik Asit ¢ozeltisi kullanilir.

10. %10’luk Amonyum Per Siilfat (APS)

APS (Sigma) 1gr
Damitik Su 10 ml
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Gerekli miktarlar tartilarak damitik suda ¢oziiliir ve +4°C’de saklanir. Bir

haftadan sonra taze hazirlanarak kullanilir.

11. %10’luk SDS-PAGE Ayirma Jel icerigi

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 8.78 ml
Damitik Su 10.84 ml
1.5 M Tris-HCL pH 8.6 6.58 ml
APS (Sigma) 125.00 pl
SDS 250 ul
TEMED (Oxoid) 10.00 pl

Gerekli miktarlar tartilarak kisa siirede siispansiyon hazirlanir. Polimerlesme

baslamadan dikey elektroforezin alt kisma aktarilir.

12. %4’liik SDS-PAGE Y1gma Jel icerigi

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 0.81 ml
Damitik Su 2.95 ml
0.5 M Tris-HCL pH 6.8 1.235 ml
APS (Sigma) 50.00 pl
SDS 125 ul
TEMED (Oxoid) 6.00 pul

%10’luk SDS-PAGE polimerlestikten sonra, yukaridaki maddelerden gerekli
miktarlar tartilarak kisa siirede siispansiyon hazirlanir. Polimerlesme baslamadan dikey
elektroforezde %10’luk SDS-PAGE kismin iizerine aktarilir. Polimerlesme baslamadan

en kisa zamanda hava boslugu birakilmadan tarak yerlestirilir.
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EK-3. Arastirmada Kullanmilan Boya ve Diger Cozeltiler

1. Kristal Viyole

Kristal Viyole (Merck) 10 gr

Etil Alkol (%95°1ik) 100 ml
2. Liigol

Iyot (Merck) 1gr

Potasyum Iyodiir (Merck) 2 gr

Damaitik su 300 ml

3. Bazik Fuksin
Bazik Fuksin (Merck) 3gr

Etil Alkol (%95’lik) 100 ml

4. Serum Fizyolojik
Sodyum Kiloriir (Merck) 8.5 gr

Damutik su 1000 ml
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5. Tyot Cozeltisi

Iyot (Merck) 1 gr
KI (Merck) 2 gr
Damitik Su 100 ml

KI suda ¢oziindiikten sonra iyot ilave edilir ve ¢c6zmeye devam edilir. Membran

filtreden gecirilip renkli sisede 2-3 hafta bekletilebilir.

6. Alfa-naftol Cozeltisi

Alfa-naftol (Merck) 5gr

Etil Alkol (Merck) 100 ml
7. KOH c¢ozeltisi

Potasyum Hidroksit (Merck) 10 gr

Damitik Su 100 ml

8. Metil-Red Ayiraci

Metil Red (Merck) 0.050 gr
Etil Alkol (%95) 150 ml
Saf Su 100 ml

Metil Red, alkolde eritildikten sonra damitik su eklenerek ¢oziiliir. Oda

sicakliginda saklanabilir.
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EK-4. Antibiyotik Duyarhilik Testinde Kullanilan Standart Zon Caplari

Antibiyotik Sembol R I S

Siproflaksasin CIP <15 16-20 >21
Trimetoprim/Siilfametaksazol SXT <10 11-15 > 16
Sefaperozon /siilbaktam CES <16 32 > 64
Amoksisilin/klavulanik asit AMC <19 - > 20
Erirtomisin E <13 14-22 >23
Vankomisin VA - - > 15
Klindamsin DA <14 15-20 >21
Streptomisin S <1l 12-14 >15
Tetrasiklin TE <14 15-18 >19
Imipenem IPM <13 14-15 > 16
Ampisillin AM <28 - >29
Novobiyosin NV <14 15-16 > 17
Seftazidim CAZ > 14 15-17 > 18
Polimiksin B PB > 10 - -

Klinik Laboratuar Standartlari1 Ulusal Komitesi (Clinical and Laboratory Standarts
Institute) tarafindan 6nerilen antibiyotik zon ¢aplari
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