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OZET

IZMIR VE CEVRESINDEKI GIDA URETIMINDE CALISAN
TASIYICILARDAN iZOLE EDIiLEN Staphylococcus aureus SUSLARININ
IDENTIFIKASYONU; EPIDEMIYOLOJIK VE FILOGENETIK OLARAK

GRUPLANDIRILMASI

MEMO, Emre

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Fiisun B. UCAR
Mayis 2015, 131 sayfa

Staphylococcus aureus saglikli insanlarin deri ve nazal bosluklarinda yaygin
bulunabilen bir bakteridir. Gida kaynakl rahatsizliklarin gida ¢alisanlar1 araciligi
ile dagilmasi diinya genelinde yaygin bir problemdir. Bu ¢alismanin amaci da
Izmir ili ve cevresinde gida endiistrisi ¢alisanlarindaki S. aureus tasiyiciligim

analiz etmek, fenotipik olarak tanilanip molekiiler tiplendirmesinin yapilmasidir.

Tim S. aureus suslar1 gida endiistrisi c¢alisanlarinin burun deliklerinden
izole edilmistir. Suslarin karakterizasyonu ve tiplendirmesi fenotipik testler,
antibiyotik duyarhilik testi, multilokus sekans tiplendirmesi (MLST) ve pulsed-
field jel elektroforezi (PFGE) ile yapilmistir.

Calismada 1358 kisiden numune alinmistir. Bunlarin arasindan 64 kisi (%
4,71) S. aureus bakimindan pozitif nazal tasiyici olarak saptanmistir. % 14,06 sida
Metisiline direngli S. aureus (MRSA) olarak tanimlanmistir. Tiim izolatlara
uygulanan PFGE analizi sonucunda tiim S. aureus suslar1 arasinda % 80 iizerinde
benzerlik gosterenler 13 pulsotipe ayrilmiglardir. MLST analizi sonucunda da 9
toplumsal kaynaklit MRSA (TK-MRSA) suslar1 7 farkli sekans tip (ST6, ST12,
ST15, ST97, ST188, ST737 ve ST837) gostermislerdir.

Tirkiye’ de gida endiistrisi ¢alisanlarindaki MRSA tasiyiciligr ile ilgili
sinirlt sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alisma suslarin cografik dagilimlarn ile

ilgili bilgi vermesinden dolay1 olduk¢a Onemlidir. Bu c¢alismada oldugu gibi



viil

Tirkiye’ den yeni kayitlarin gosterilmesi ile bu organizmanin dagilim tablosuna

aciklik getirilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, Toplumsal Kaynakli- MRSA,
PFGE, MLST, Gida endiistrisi.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF Staphylococcus aureus STRAINS ISOLATED
FROM TRANSPORTERS WHO ARE WORK IN FOOD INDUSTRY IN
IZMIR AND THE SURROUNDING AREA; GROUPING AS
EPIDEMIOLOGICALLY AND PHYLOGENETICALLY

MEMO, Emre

MSc. in Biology.
Supervisor: Prof. Dr. Fusun B. UCAR
May 2015, 131 pages

Staphylococcus aureus is a common bacterium found on the skin and nasal
passages of healthy people. The spread of food borne diseases via food handlers is
a common and persistent problem all over the world. The purpose of this study
was to determine the prevalence of Staphylococcus aureus carriage among the
food industry workers in Izmir, and to investigate phenotypic and molecular

typing of these isolates.

All of §. aureus strains isolated from food industry workers’ nostril.
Characterization and molecular typing of the strains was performed by phenotypic
tests, antibiotic sensitivity test, multilocus sequence typing (MLST), and pulsed-

field gel electrophoresis (PFGE).

Among the 1358 people investigated, 64 (4.71%) nasal carriage were found
to be positive for S. aureus. Methicillin resistant S. aureus (MRSA) represented
14.06% of the isolates. PFGE analysis of all S. aureus strains revealed 13
pulsotypes with 80% cutoff similarity. MLST typing of 9 Community associated
MRSA (CA-MRSA) strains showed 7 different sequence types (ST6, ST12, ST15,
ST97, ST188, ST737, and ST837).

In Turkey, there are limited data on the molecular typing of MRSA obtained

from food industry workers. This study is extremely important because it provides



information to the geographic distribution of strains. As new records are released

in Turkey, the distribution table of these organisms will be clearer.

Keywords: Staphylococcus aureus, CA-MRSA, PFGE, MLST, food
industry.
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1. GIRIS

Staphylococcus aureus 1880 yilinda Alexander Ogston tarafindan
bulunmasindan buyana basit deri enfeksiyonlarindan, 6liimciil enfeksiyonlara
kadar genis bir patojenite gdsteren gram pozitif bakteridir (Deurenberg and
Stobberingh, 2008). Staphylococcus cinsi liyeleri ise genis yayilim gostermeleri
ve farkli kosullara adaptasyon saglayabilmelerinden dolay1 olduk¢a onemli bir
yere sahiptir. Yasam alanlar1 olarak insan ve diger memeli canlilarin deri altlarini,
mukozal tabakalarmi kullanan bu tiirler, major patojen olarak bilinmektedirler

(Go6tz and Bannerman, 2006).

Bakterilere karsi giinlimiizde en 6nemli silah olan antibiyotikler S. aureus
tiirliniin evriminde de O6nemli bir yere sahiptir. Penisilinin kesfinden sonra S.
aureus enfeksiyonlariin tedavisi kolaylasmis ancak ¢ok fazla ve yaygin penisilin
antibiyotigi kullanimi sonucunda penisiline direng gelismesi ile tedavi zorlugu
tekrar ortaya ¢ikmaya baslamistir. Metisilin, oksasilin, nafsilin gibi penisilinaza
direngli penisilin grubu antibiyotiklerin 1950 yillarinda kesfi ile bu sorun kisa
siirede ¢oziilmiis ise de 1961 yilinda metisiline direngli suslarin tespit edildigi
bildirilmis (Chambers, 1988), metisiline direncli S. aureus (Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus, MRSA) olarak tanimlanmiglardir (Bozkurt vd., 2007).
Giliniimiizde metisilin ve diger antibiyotiklere direncin giderek artmasi ile MRSA
ve baz1 duyarli suslar diinyada 6zellikle hastane enfeksiyonu salginlarina yol agan

¢ok ciddi bir sorun haline gelmistir (Haznedaroglu, 2009; Erdem, 2011).

MRSA kaynagi olarak hastane kokenlilerden c¢ok sonra ortaya ¢ikan
toplumsal kaynaklt MRSA suslarin1 konu alan ¢alismalar, 6zellikle asemptomatik
olarak tasinan bu suslarin dagilimi ve populasyon dinamiginin anlagilmasi
acisindan 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Keza bu suslarin viriilens faktorleri
ve antibiyotiklere olan direncliliklerinin de ortaya ¢ikmasi gerekmektedir (Fan et

al., 2009).

Calismalarin artmas1 ve tiplendirme metodlarinin gelismesi ile paralel
olarak ticlincii bir koken olarak besi hayvanlarindan kaynaklandig1 gériilen MRSA
suslar1 da ortaya cikmustir. Ozellikle besi hayvanlarmdan kaynakli suslarda



protototip olarak kullanilan ST398 suslarinin insanlarda ortaya g¢ikmasi, besi
hayvanlan ile iligkili veteriner, ¢ift¢i gibi kisilerle baglamasi tiplendirme analizleri
ile ortaya ¢ikan sonuclara 6rnek olarak verilebilmektedir (Bardiau et al., 2013).
Son yillarda c¢oklu antibiyotik direnci gosteren MRSA suglarmma bagh
enfeksiyonlarin artmasi nedeniyle hastane kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde
vankomisin kullanilmayada baslamistir. Arka arkaya diinyanin bir¢ok yerinden
bildirilen vankomisin yar1 diren¢li suslar antibiyotiklere direncin giderek daha

bliyiik sorunlar ortaya ¢ikarabilecegini gostermektedir (Erdem, 2011).

MLST c¢alismalar1 bakterilerde baz1 dikkat c¢ekici sonuglar ortaya
cikarmaktadir. S. aureus gibi bakterilerde MLST islemi genomdaki ¢ok kiigiik
degisiklikleri bile gostermektedir. Bu degisiklikler susun ekolojisindeki
farkliliklar1 kesin olarak ortaya koymaktadir. Bu tiir bilgiler bir patojenin genetik
kararliigina veya bu durumdaki kararsiz tutumuna dayanan ilag ve asi
gelistirmedeki diisiiniilebilecek farkli stratejilere faydali olabilir (Madigan et al.,
2012). Molekiiler tiplendirme ile gruplara ayrilan S. aureus tiplerini analiz
edebilmek organizmanin yayilmast ve tedavisi i¢in gelistirilen yOntemlere

katkisindan dolay1 olduk¢a 6nemlidir.

Giliniimiizde oncelikli ve uluslararasi olarak kullanilan 4 temel tiplendirme
metodu kullanilmaktadir: “Multi locus sequence typing (MLST), Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), spa tiplendirmesi ve SCCmec tiplendirmesi” (Mediavilla
et al.,, 2012). “Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology” kitabinda altin
standart olarak gdosterilen iki yontem olan PFGE ve MLST en detayh tiplendirme
saglayan yontemlerdir. Toplumsal kaynakli MRSA suslarinda MLST, hastane
kokenli MRSA, suslarinda ise tiplendirmenin PFGE ile yapilmasi ayrica
onerilmektedir. PFGE nin jel tabanli bir tiplendirme metodu olmasi, kisith 6rnekle
calisilabilmesi, kiyaslamalar agisindan olduk¢a zor olmasi, veri tabani
olusturamama gibi birtakim dezavantajlar1 bulunmaktadir. S.aureus’un klonal
yayilimini gosteren en iyi yontem MLST olarak kabul edilmektedir. Bu yontemde,
yedi housekeeping genin (arcC, aroE, gipF, gmk, pta, tpi, yqiL) DNA dizi analizi
yapilir. Yedi hayati (housekeeping) genden besinde benzerlik saptanirsa izolatlar
ayn1 klonal komplekste (CC) yer alir. MLST analizi sonucunda incelenen bu yedi

gende nokta mutasyonlar1 sonucunda goriilen farkliliklara gore sekans tipleri (ST)



tanimlanmaktadir. identik allel profiline ve SCCmec kasetine sahip olan izolatlar
aynt MRSA klonu olarak kabul edilmektedir. Ayni genetik soyda yer alan
izolatlar ST tipi, direng fenotipi ve SCCmec tipine goére smiflandirilmaktadir
(Sancak, 2012). MLST sekans tabanl tiplendirme yontemi olmasi herhangi bir
laboratuvardan ¢ikan sonucun tiim diinyadaki sonuclarla karsilastirilabilmesine
imkan saglamaktadir. Toplumsal kaynakli suslarda MLST uygulamasi bu
karsilastirmalarin yapilmasindan, saklanabilir ve tekrar analiz edilebilir veriler

vermesinden dolay1 uygulanmaktadir.

S. aureus tirlerinin sahip oldugu kalin ve farkli hiicre ¢eperi bu viriilens
Ozelliklere ayrica katki saglamaktadir. Hiicresel yapilari, toksinler enzimler
enfekte edilen hiicrelerde ciddi hasara yol agmaktadir. S. aureus tasidigi toksin
genlerinin arasinda oldukga biiyiik bir risk grubunu olusturan enterotoksinler gida
zehirlenmelerinde ciddi pay sahibi olan faktorlerdir. Et iirlinleri, siit, gilinliik gida
triinleri, hazir gidalar unlu mamiiller en ¢ok S. aureus ile iligkili gida
zehirlenmelerine sebep olan gida gruplart oldugu onceki ¢alismalarda

goriilmektedir (Aydin et al., 2011).

1997 yilinda vankomisin tedavisine cevap vermeyen bir MRSA enfeksiyonu
alternatif tedavi calismalarim1 hizlandirmistir. Alternatif tedavilerin baslicalar;
dogal antibakteriyel bilesiklerin kullanimi, eski dogal tedavi yontemleri, katyonik
antimikrobiyal peptitler, kateter gibi enfeksiyon sebebi bakterilerin bulunabilecegi
yerlerin biyofilm olusumunu engelleyen materyal kullanimi, bakteriyofajlar,

fotodinamik terapi ve staphylococcal asilardir (Kurlenda and Grinholc, 2012).

As1 gelistirmenin hala daha devam ettigi ve ortaya ¢ikan iirlinlerin heniiz
daha tam koruma ve tedavi saglayamadiginin goriinmesi S. aureus gesitliligi ve
degisen virlilens yapilarindan kaynaklanmaktadir. Organizmay1 iyi tanimak,
gruplara ayirmak ve kokeninin bilinmesi bu tip yeni gelistirilen tedavi {iriinlerine

yardime1 olacag diisiiniilmektedir.

Yukarida belirtilen nedenlerle bu arastirmamizda siirli bir cografyada
toplumsal kaynakli S. aureus suslarinin yayilmasinin ¢ok kolay oldugu diisiiniilen

bir risk grubu olan gida endiistrisinde calisan kisilerin burunlarindan elde edilen



izolatlarin, altin standart olarak kabul edilen tiplendirme yontemleri olan PFGE ile
hem metisiline duyarli suslar incelenmis, hemde ¢ok daha oOnemli oldugu
diisiiniilen MRSA suslar1 MLST ile tiplendirilerek i1ki metodun ve MRSA
suslarmin uluslararas1 veritabanlar1 ile kiyaslanmasi amaclanmistir. Ulkemizde
konu ile ilgili ¢alismalar heniiz yeni baglamistir. Bu caligmanin, gelecekte
yapilacak olan filogenetik caligmalara Onciililk edecek, hem de devam eden asi

caligmalarina yardime1 olacag diisiiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Tarihge

Staphylococcus aureus insanlar ve hayvanlarda enfeksiyon ve gida
zehirlenmelerine sebep oldugu i¢in giiclii bir patojendir. S. aureus’ un oncelikli
habitat1 insanlarda burun mukozasi ve deri, sicak kanli hayvanlarin da kiirkleridir

(Salasia, 2011).

Staphylococcus, ilk defa 1880 yilinda Birlesik Krallik® ta Aberdeen
Universitesi’ nde Cerrah Alexander Ogston tarafindan hastas1 James Davidson’ mn
osteomiyelitinden aldig1 apse 6rneginde tanilanmistir. Ogston, evinin arkasina
kurdugu laboratuvarinda daha 6nce Robert Heinrich Herman Koch tarafindan
kullanilan metil-anilin boyas1 ve aldig1 Zeiss marka mikroskobu ile ¢alismalarina
baslamis ve  gozlemledigi  mikroorganizmay1r  Staphylococcus  olarak

isimlendirmistir (Newsom, 2008).

1884 yilinda Alman mikrobiyolog Friedrich Julius Rosenbach iki farkli
pigmente sahip Staphylococci kolonilerini tanilamis ve sar1 pigment olusturanlari
Staphylococcus aureus, beyaz pigment olusturanlar1 Staphylococcus albus olarak

isimlendirmistir (Todar, 2008).

Staphylococcus Yunanca ‘“iliziim salkimi” anlamima gelen “staphyle” ve

“coccus” kelimelerinden tiiretilmistir (Schleifer and Bell, 2009).

Boylece Staphyloccus terimi 100 yildan uzun bir siliredir en Onemli
enfeksiyon etkenlerinden biri olarak tip diinyasin1i mesgul etmektedir

(Haznedaroglu, 2015).

2.2. Siniflandirilmasi

“Bergey’s Manual Of Systematic Bacteriology Volume: 3, Firmicutes”

kitabindaki siniflandirmaya gore, Firmicutes subesinin, Bacilli smifi, Bacillales



ordosunda  bulunan  Staphylococcaceae  familyasimi;  Staphylococcus,

Jeotgalicoccus, Macrococcus ve Salinicoccus olmak tlizere 4 cins olusturmaktadir

(Sekil 2.1).

Staphylococcus

Macrococcus

Salinicoccus

Listeriaceae

Jeotgalicoccus

Sekil 2.1 Staphylococcaceae ailesine dahil cinslerin filogenetik yakinliklar: (Schleifer
and Bell, 2009).

Staphylocuccus cinsi igerisinde de 37 tiir bulunmaktadir (Sekil 2.2).
Staphylococcus aureus’ ta  Staphylococcus aureus subsp. aureus ve

Staphylococcus aureus subsp. anaerobius olmak tizere iki alt tiir ile yerini almistir

(Schleifer and Bell, 2009).



S. equorum
— S. succinus
S. saprophyticus
— S. xylosus
— S. gallinarum
— S. arlettae
— S. cohnii
S. nepalensis
S. kloosii
— S. delphini
— S. intermedius
— S. schieiferi
— S. hyicus
S. chromogenes
— S. felis
S. lutrae
S. muscae
S. condimenti
|; S. piscifermentans

S. carnosus

S. simulans
S. auricularis
— S. capitis
— S. caprae
— S. epidermidis
— S. saccharolyticus
S. aureus
S. pasteuri
S. warneri
. S. haemolyticus
— S. hominis
— S. lugdunensis
[ S. pulvereri
S. vitulinus
— S. lentus
— S. sciuri

2%

Sekil 2.2 Staphylococcus cinsine dahil tiirlerin yakinliklarii gosteren dendrogram (Schleifer and

Bell, 2009).



Staphylococcus gegmiste morfolojik olarak ¢ok benzeyen Micrococcus ile
birlikte Micrococcaceae familyasinda yer almistir. Staphylococcus ve
Micrococcus tipik solunum metabolizmasina sahip aerobik bakterilerdir. Her
ikiside katalaz pozitiftir. Bu 6zellik bu iki grubun Streptococcus ve diger bazi
gram pozitif koklardan ayirt edilmesine olanak verir. Micrococcus ve
Staphylococcus cinsi basit olarak oksidasyon-fermentasyon testi ile ayirt
edilebilirler. Micrococcus zorunlu aerobtur ve yalnizca oksijenli ortamda
glukozdan asit olusturur. Buna karsilik Staphylococcus fakiiltatif aerobdur, hem
oksijenli hemde oksijensiz ortamda glukozdan asit olusturabilirler. Ayrica
Staphylococcus lyeleri kiime olustururken Micrococcus tiyeleri olusturmaz

(Schleifer and Bell, 2009).

Bu fizyolojik 6zellik sonrasinda iki tiir arasindaki farklar belirginlesmeye
baslamistir. En biiyilik fark 1965 yilinda DNA tabanli karsilastirma yapildiginda
Micrococcus’ un  G+C oranmnin % 63 - 73, Staphylococcus’ un ise % 30 - 39
oldugu goriilmiis ve birbirlerinden olduk¢a uzak iki cins olduklar1 ortaya
cikmigtir. Sonrasinda yapilan filogeni caligmalarinda hiicre ¢eperi bilesenleri,
sitokromlar ve menaquinonlar, hiicresel yag asitleri ve polar lipidler, DNA-rRNA
hibridizasyonu ve 16S rRNA karsilastirmalar1 da aradaki farklar1 gostermis ve
Staphylococcus, Micrococcus tan farkli olarak Bacillales ordosunda “Diisiik G+C
oranina sahip Gram-pozitif Bakteriler” olarak smiflandirilmistir (Gillespie and

Hawkey, 2006).

2.3. Staphylococcus aureus’ un Genel ve Karakteristik

Ozellikleri

2.3.1. Morfolojik ozellikleri

S. aureus ¢ap1 0.5 — 1.5 um olan tek, ¢ift, dortlii ve kisa (3-4 hiicre) zincirler
halinde ve tiirlin karakteristigi olan birden c¢ok hiicrenin olusturdugu diizensiz
tizim salkimi benzeri halde bulunan gram pozitif bakterilerdir (Schleifer and Bell,

2009).



2.3.2. Hiicre c¢eperi yapisi

Staphylococcal hiicre ¢eperinin ana komponentleri peptidoglikan ve teikoik
asittir. Hiicre duvarinin kuru agirhginin = %50-60° 1 peptidoglikan, %30-50" si
teikoik asittir ve peptidoglikana kovalent olarak baglanmistir (Peacock, 2007).

S. aureus, peptidoglikan biyosentezinin bakteriyel tiirlerde ilk kez caligilan
ve konu i¢in referans olacak sonuglarin ortaya ¢ikmasini saglayan organizmadir

(Izaki et al., 1967).

Hiicre duvarindaki peptidoglikan hiicrenin seklini korumasini saglayan ana
yapidir. Kisa peptidlere ¢apraz bagh glikanlardan olusan heteropolimer yapilidir.
Glikan birimleri N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asidin B(1-4) glikozidik
baglar1 ile baglanmasi1 sonucu olusur. Bu baglar ¢ok gii¢lii olmalarina ragmen
peptidoglikanin gercek saglamligi birbirlerine ¢apraz bagli peptit zincirlerinden

olusmaktadir (Madigan et al., 2012)

S.aureus’ un peptidoglikan yapisi II. tip peptidoglikan modifikasyonuna
ornektir. Yapisinda bulunan N-asetilmuramik asit sekerlerinde O-asetil gruplari
ortaya ¢ikmaktadir. S. aureus’ un peptidoglikanindaki N-asetilmuramik asitlerin
% 50° si 4-N,6-O diasetil tiirevleri olarak bulunmaktadir ve bakterilerde
peptidoglikan yapisinin B(1-4) glikozidik baglarini parcalayan lizozim enzimine

kars1 direngli oldugu diisiiniilmektedir (Gotz et al., 2006).

S. aureus’ ta lizozime olan direncin mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir. Ancak tartisilan ve gercege yakin birgok olasilik vardir.
Ornegin yukarida da anlatildig: gibi 11 farkli gram pozitif ve gram negatif tiiriinde
N-asetilmuramik asitin  O-asetilasyonuna rastlanmustir. Ikinci bir &rnek
Staphylococcus’ larda farkli polimer ve polisakkaritlerin hiicre duvarina
tutunmasi, Uglinclisii S. aureus’ un sahip oldugu ve sayisi ¢cok fazla olan ¢apraz
peptit baglaridir. Son olarak peptidoglikan yapisinda bulunan N-asetil glikozamin
yerine Bacillus cereus ve Streptococcus pneumoniae tiirlerinde oldugu gibi

glukozamin bulunmaktadir. (Bera et al., 2005).
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S. aureus’ un peptidoglikaninda bir diger fark yaratan 0&zellik ise
peptidlerdeki capraz baglarin pentaglisin kopriileri ile olusmasidir. Metisilin
direncinde rol alan FemX, FemA, ve FemB proteinlerinden FemX ilk glisin
aminoasidini peptid O6nceki kompleksin 3. aminoasiti olan L-Lizin’e baglar
arkasindan FemA 2 ve 3. glisini baglar. FemB ise 4 ve 5. glisini bir sonraki
kompleksin peptid yapisinin ucunda bulunan D-Alanin aminoasidine baglayarak

pentaglisin yapisini tamamlar (G6tz et al., 2006).

Lizozime direncinin bir sebebi de bu capraz kopriiler oldugu halde
pentaglisin kopriileri oldukga etkili bir ajan olan “glisilglisin endopeptidaz” yani
“Lysostaphin” tarafindan pargalanabilmektedir. “Lysostaphin” son yillarda
antibiyotige direncli suslar i¢in klinik tedavi uygulamalarinda da kullanilmaktadir

(Bastos et al., 2010).

2.3.3. Metabolik ve biyokimyasal ozellikleri

Staphylococcus cinsinin tanilanmasinda en onemli biyokimyasal O6zellik
koagiilaz aktivitesinin saptanmasidir. Plazmay1 koagiile eden bu enzimin liretimi
ile bilinen Staphylococcus tirleri ve alt tiirleri rahathikla iki gruba
ayrilabilmektedir. Bir diger 6nemli biyokimyasal ozelligide katalaz enzimi
tretimidir. Bu enzim ile de Staphylococcus’ lar Streptococcus’ lardan
ayrilmaktadirlar. S. aureus’ a daha yakindan bakacak olursak koagiilaz ve katalaz
tiretimlerinin disinda alkalen fosfataz, termostabil niikleaz, hemoliz enzimleri ve
hyaluronidaz enzimlerini lretebilmektedirler. Ancak oksidaz, f-galaktozidaz, -

glukurunidaz gibi enzimleri tiretemezler (Schleifer and Bell, 2009).

Cizelge 2.1’ de detayl olarak da verildigi gibi S. aureus alt iki tiirii bazi
karbonhidrat kaynaklarin1 aerobik ortamda fermente edebilmekte ve asit
olusturmaktadir. Bu sirada da gaz olusumu gozlenmemektedir. Ancak bazi

karbonhidratlar1 pargalarken asit iiretmezler (Schleifer and Bell, 2009).
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Cizelge 2.1 Schleifer ve Bell’e (2009) gore S. aureus alt tiirlerinde seker fermentasyonu ve bu
fermentasyonda asit liretiminin karsilagtiriimasi.

Not: (+) Fermentasyon sonucu asit liretimi mevcut, (-) Asit tiretimi mevcut degil, +(-) Degisken

No 8. aureus S. aureus subs. - aureus S. aureus subs.
Karbonhidrat subs. No Karbonhidrat subs.
anaerobius anaerobius
aureus aureus
1 Adonitol - 19 Ksiloz - -
2 Amigdalin - 20 Laktoz +() -
3 Arabinoz - - 21 Liksoz -
4 Arabitol - 22 Maltoz + +
5 Dekstrin - 23 Mannitol +(-) -
6 Dulsitol - 24 Mannoz + -
7 Eritritol - 25 Melezitoz - -
8 Eritroz - 26 Melibioz - -
9 Fruktoz + + 27 Raffinoz - -
10 Fukoz - 28 Ramnoz - -
11 Galaktitol - 29 Riboz + -
12 Galaktoz +() - 30 Salisin - -
13 Gentiobioz - - 31 Sellobioz - -
14 Gliserol + - 32 Sorbitol - -
15 Glukoz + + 33 Sorboz .
16 Inositol - - 34 Siikroz + +
17 Inulin - 35 Trehaloz + -
18 Ksilitol - - 36 Turanoz +(-)

2.3.4. Ureme ve Kiiltiirel 6zellikleri

Staphylococcus’ lar aerob ve fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Yiiksek tuz
konsantrasyonunda (% 10 NaCl) ve 18-40°C arasinda klasik besiyerinde
tireyebilme 6zelliklerine sahiptir. Optimal tireme 1s1s1 30-37°C ve pH 7-7.5 dir.
Kanli agarda 18-24 saatte yuvarlak diizgiin kenarli hafif konveks opak 1-4 mm
capinda koloniler olustururlar. (Bilgehan, 2004)
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S. aureus, 18-24 saatte pigmentli (sari-portakal rengi, krem rengi), S tipli,
yuvarlak, hafif kabarik ve c¢ogunlugu kanli agarda B-hemoliz yapan koloniler
olusturur. Belirgin kapsiil olusturan suslar parlak ve nemli bir goriiniime sahiptir.
S. aureus’ un kanl besiyerinde kiiclik, pigmentsiz ve B-hemoliz olusturmayan

varyantlar1 tanimlanmastir.

Staphylococcus aureus bir¢ok ticari sivi besiyerinde, sivi triptikaz soy,
Brain-Heart infilizyon ve triptoz fosfat gibi sivi besiyerlerinde kan katkili ya da
kan katkis1 olmaksizin ¢ok iyi {ireyebilirler. Bunlarin disinda ayirt edici besiyeri
olarak mannitol salt agar, lipaz salt mannitol agar, Columbia-colistin-nalidixic asit
(CNA) agar ve Braid-Parker agar kullanilmaktadir. Bu besiyerleri gram negatif
bakterilerin iiremesini baskilarken Staphylococcus’ lar ve benzeri gram pozitif

bakterilerin tiremesini saglarlar (Gillespie and Hawkey, 2006).

S. aureus’ ta ayni suslarma dahil koloniler genelde ayn1 morfolojik 6zellik
gosterirken (boyut, yogunluk, kenar 6zellikleri, pigmentasyon vb.) farkli suslar 2

veya daha fazla koloni morfolojisi gosterebilirler (Gillespie and Hawkey, 2006).

Staphylococcus’ lar degisil selektif ya da non selektif ortamlarda ayirt edici
koloni morfolojisi gosterirler. Klinik testlerde 6zellikle Staphylococcus aureus’ un

diger Staphylococcus’ lardan ayrilmasi onemlidir (Gillespie and Hawkey, 2006).

2.3.5. Ekolojisi

Staphylococcus cinsinin liyeleri dogada oldukea yaygin bulunurlar ve gesitli
nisleri isgal ederler. Staphylococcus’ larm ayni anda farkli ortamlarda
yasayabilme ve adaptasyon yeteneklerinin bir sonucu olarak bakteriler arasinda;
insan ve diger memeliler keza kuslarin deri, deri alt1 tabakalar1 ve mukozal
tabakalarinda yasayan major tiir olarak gosterilmektedir (Gotz and Bannerman,

2006).

S. aureus insanlarda 6zellikle eriskinlerde burun deliklerinde bulunmaktadir.
S. aureus’ un nasal mukozaya segici olarak baglandig1 goriilmiistiir. S. aureus

nazal tasiyiciligl; hastane disindaki toplam insan popiilasyonunun % 10’ undan
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daha az iken, hastane ortaminda % 40 1n {izerinde oldugu belirtilmektedir (Gotz et

al., 2006).

1985 yilinda De la Fuente ve arkadaslari tarafindan da Staphylococcus
aureus subsp. anaerobius’ un koyunlarda yasadigi saptanmistir (Gotz et al.,

2006).

2.3.6. S. aureus’ un genomu ve diger genetik elementleri

2.3.6.1. Bakteriyal genomu

S. aureus’ un genomu tek parca halinde yaklasik 2.7-2.8 mbp uzunlugunda
dairesel bir kromozomdur. Bu uzunluga ek olarakta ekstra kromozomal aksesuar
genetik elementler eklenmektedir (Hiramatsu et al., 2013). Broad Enstitiisii’ niin
hazirladigi genom istatistiklerine bakildiginda Staphylococcus aureus’ un
verilerinde % G+C orani ortalama % 32,73 kodladig1 gen sayis1 ortalama 2662
oldugu goriilmektedir (Broad Institute).

2.3.6.2. Plazmidler

Staphylococcus’ larin sahip oldugu tiim plazmidlerin boyutlar1 1.2 kb ile
100 kb arasinda degismektedir. Tiim plazmidler dairesel c¢ift iplikli DNA dan
olusmaktadir. Ayrica “theta” ve “Rolling circle (RC)” replikasyon modellerinin

her ikisinide kullandiklar1 bilinmektedir (Hensel and Shimdt, 2008).

2.3.6.3. Transpozonlar

DNA transpozonlar bakterilerde insersiyon sekanslar1 (IS) olarak
tanimlanmistir. Ancak sonrasinda bir ¢ok organizmada bulunduklar1 saptanmstir.
Bu elementler genel olarak bir genomik bdlgeden bir baskasina “kopyala-yapistir”

mekanizmasi ile tasinmaktadirlar (Kazazian, 2004).

S. aureus genomu insersiyon sekanslari, transpozonlar ve transpozon

benzeri elementler gibi heterojen mobil genetik elementler barindirmaktadir. Bu
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genetik elementler bakterinin evriminde 6nemli bir rol oynarlar ve kromozom

yada diger mobil genetik elementler ile birlikte is goriirler (Alibayov et al., 2014).

Staphylococcal transpozonlar oldukca kii¢iik elementler olmalarina ragmen
direng genleri kodlayabilirler. Ornek olarak Tn552 bla geni ile penisiline direng
kazandirmakta, Tn554, eritromisin, spektinomisin ve makrolid-linkosamid-
streptogramin B antibiyotiklerine diren¢ genleri kodlamaktadir. Bu elementlerin
coklu kopyalar1 staphylococcal kaset kromozomlara, plazmidlere ve
kromozomlara entegre olabilirler. Biiyiik boyutlu transpozonlarin (18 kbp) tekli
kopyalar1 olduk¢a nadir goriinmekte fakat tetrasiklin, trimethoprim, vankomisin
ya da aminoglikosid direng genleri kodlayabilirler. Metisiline direng geni ise
spesifik bir transpozon olan Tn4291 ile penisilinaz plazmidi (pI524) tarafindan

tagiabilmektedir (Alibayov et al., 2014).

2.3.6.4. Bakterivofajlar

Bakteriyofajlar, 13 familya ve 30 cins ile yeryiiziindeki en verimli yasam
formu olarak bilinmekte ve 1x10% tiir ile tim biyosfere yayildigi tahmin

edilmektedir (Derenski, 2009).

2.3.6.5. Patojenite adalar

Patojenite adalar1 birgok organizmada viriilens genleri barindirmalari ile

taninirlar.

Patojenite adalar1 genel olarak horizontal gen transferi ile edinilmektedir.
Ancak zayif patojen ve patojen olmayan enterik organizmalar1 gili¢lii patojenlere
doniistiirmeden bu patojenite adalarinin edinilmesinin sorumlu oldugu bilinmekte
ve buradaki mobiliteleri ¢ok yakin zamana kadar tam olarak ayirt edilemedigi i¢in
diger edinme yollariin arizali bolgelerin defekti, mutasyon veya bagka genotipik

diizenlemelerin olabilecegi de akla gelmektedir (Hensel and Schmidt, 2008).

Klinik olarak 6nemi olan tim bakteriyel toksinlerin bu mobil genetik

elementler ile iligkili oldugu gosterilmistir.
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Bu toksinler arasinda difteri, antraks, tetanoz, botulism, kolera, toksik sok,
eksfolyatif dermatit, gida zehirlenmesi, diyare, Shigella’ ya bagh dizanteri,
nekrotik pndmoni ye sebep olan toksinler ve diger bir¢ok toksin bulunmaktadir.
Staphylococcal patojenite adalar1 da kodladiklar1 siiper antijenler ile bu mobil

genetik elementlere dahil olmaktadirlar (Hensel and Schmidt, 2008).

Bu adalar 15 -20 kb uzunlugunda elementler olup toksijenik suslar n
kromozomlarina yerlesmis ve fajlar ile iliskileri kapsaminda karakterize
edilmislerdir. Iliskili olduklar1 &zel fajlar sebebi ile yiiksek mobiliteye sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Ancak olduk¢a fazla dejenere olmus olan 3.14 kb
boyutundaki birisine sekanslanan 5 S. aureus genomunda da rastlanmistir (Hensel

and Schmidt, 2008).

Prototip olarak ilk sekanslanan patojenite adasi SaPl 1 (Staphylococcus
aureus Patojenicity Island 1) TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin-1) ve ek
olarak 2 siiper antijen olan SEK ve SEL yi icermektedirler (Novick, 2003).

Bu SaPI ailesinin diger iiyelerinden SaPI 3 enterotoksin B ve SaPl 4

enterotoksin C ek olarak diger 2 siiper antijeni kodlamaktadirlar (Novick, 2003).

SaPI 1 ve SaPI 2 TSST-1 in genini igerirler ve kesip c¢ikarilmasi,
indiiklenmesi, replikasyonu staphylococcal fajlar tarafindan yapilmakta ve yliksek
verimlilikte kapsiil haline getirilerek normal ve yardimci fajlarin boyutunun 1/3
boyutunda olan faj benzeri enfeksiyon partikiilleri haline getirilir ve bu sekilde

transfer edilir (Spilman et al., 2012).

Ayrica SaPIbov2 hari¢ tiim staphylococcal patojenite adalar1 ayni
kromozomal bolgeye (attc) entegre olup her zaman ayni diizenlemeye sahiptirler

(Spilman et al., 2012).

Sekanslanarak tanimlanmasi yapilmis 15 farkli SaPI’ nin varlig1 bilinmekte
ve bunlarin 2 tanesi non- aureus Staphylococcus’ lara entegre olabilmektedir

(Spilman et al., 2012).
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Staphylococcus aureus Patojenite Adalart (SaPlI)

Toksik sok sendromuna neden olan S. aureus geni 15.2 kb uzunlugundaki
patojenite adas1 olan SaPIl ile taginmaktadir. Bu patojenite adasinin ilimli bir
staphylococcal faj olan 80a ile ¢ok iyi bir iliskisi bulunmaktadir (Spilman et al.,
2012).

Fajin gelisme asamasinda SaPI lar 6zel kromozomal bolgesi olan attc den
cikar ve otonom olarak replike olur. Fajin gelisimine katilir ve boyutu ile orantili
olan faj partikiillerine doniistiiriiliir. Transfer edildigi alic1 organizmada SaPI
kendi biinyesinde kodladigi integraz proteini ile ATTC bdlgesine homolog

rekombinasyon ile entegre olur (Spilman et al., 2012).

Ancak SaPI larin ¢ikarilip otonom olarak replikasyonunda, enkapstilasyonu
ve transferinde birden ¢ok faj fonksiyonu gerekmektedir. Ornegin SaPIl ile 80a
arasindaki iligki bu asamalar1 kapsamaktadir. Bir benzeri de kolifaj P4 ve P2

arasinda goriilmektedir (Spilman et al., 2012).

Bu iligki diger staphylococcal fajlarda da denenmis ancak sadece ®13 faji
ile SaPIl arasinda kismi bir iliski gozlenmistir. Bu iliskide sadece eksizyon
asamasindadir replikasyon ve genetik elementin transferinde @®13 fajinin

fonksiyonuna rastlanmamustir (Spilman et al., 2012).

SaPI larin Mobilitesinin Analizi

Eksizyon: SaPIl in kromozomdan eksizyonunu Kkatalizleyen proteini
kodlayan xis geni SaPI genomunda bulunmaktadir. Bu gen diger staphylococcal
ilimh fajlarda bulunan xis ile oldukca benzerdir. Bu sebep ile 80a disinda ®13
eksizyon asamasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir. xis™ SaPI mutantlar1 ile
yapilan ¢alismalarda eksizyon isleminin ortamdaki yardimci fajlardan kaynakli xis
fonksiyonu ile sorunsuz yapildigr goriilmiistiir. Ancak ortamda yardimci faj
yoklugunda eksizyon isleminin yapilmadigi saptanmistir. Bu durum eksizyon
isleminde yardimci faj bagimli birden ¢ok elementin is gordiigiinti kanitlamaktadir

(Mir-Sanchis et al., 2012; Novick et al., 2010) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Staphylococcus aureus’ ta profaj yardimi ile patojenite adasinin eksizyonu ve

taginmasinin mekanizmasi (Novick et al., 2010).

Sirkiilerizasyon: SaPI hiicre enfekte edildikten sonra kromozoma
entegrasyon asamasina kadar uclarindaki att; ve attz bolgelerinin birbirlerine
homolojisi ile kisa bir zaman sirkiile halde bulunmaktadir. Bu durum hem
homolog rekombinasyon ic¢in, hem de hiicre icine girdiginde stabilitesi icin

gereklidir (Mir-Sanchis et al., 2012, Ubeda et al., 2003) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 SaPI sirkiilerizasyonunun sematik gosterimi (Mir-Sanchis et al., 2012).

Replikasyon: Eksizyon sonrasinda SaPI lar yaygin olarak replikasyona
baslarlar ve bu replikasyon lineer yada sirkiiler formlardan her hangi birinde
baslayabilmektedir. SaPI 1 ile ilgili yapilan ¢alismalarda 80a ile enfekte edilmis
hiicrelerde hiicrenin lizisine kadar bir hiicrede ortalama 120 SaPI 1 materyalinin

bulunabildigi gosterilmistir (Ruzin et al., 2001).

Replikasyon ile hiicrede konkatamerik DNA dedigimiz ucuca eklenmis tam
SaPI parcalar1 bulunur. SaPI tarafindan kendine 6zgii kodlanan terminaz enzimi
ile bu pargalar belirli yerlerden keserek paketlenmeye hazir hale getirmektedir

(Novick et al., 2010) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 SaPI mobilizasyonunun replikasyon basamaginin sematik gosterimi (Novick et al.,

2010).

Enkapsiilasyon: SaPI gen pargalar1 ortamdaki yardimer faj genomlarinin
tasidig1r genetik bilgi ile sentezlenen yapisal proteinler ile enkapsiile edilerek faj
benzeri transdiiksiyon partikiilleri igerisine paketlenirler. Bu paketler SaPI
boyutuna bagli olarak normal 80a kapsidlerinden daha kii¢iik olurlar. Ayrica
yapilan aragtirmalarda da gosterilmistir ki SaPI in kodladigi CpmA (gp7) ve
CpmB (gp6) kiiciik boyutlu kapsidlerin olusmasinda rol alan proteinlerdir. Ayrica
CpmB dimerleri SaPI tasiyacak prokapsidlerde faj partikiiliiniin yapisal proteini
olan gp47 ye baglanarak normal 80o kapsidinden daha kiigiik kapsidlerin
olusumunu saglamaktadir (Christie and Dokland, 2012; Tormo et al., 2008) (Sekil
2.6).
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Sekil 2.6 80a fajinda SaPI enkapsiilasyonunda kapsiil yapist (Cristie and Dokland, 2012).

Transfer: SaPl patojenite adalarinin faj partikiilleri ile tasmmasinda
yardimer fajlarin tasinmasindan higbir farki yoktur. Tek fark aktarilan genetik
bilgi sadece SaPI yada faj ile kombine bir patojenite adas1 genomunu icermektedir

(Ruzin et al., 2001).

integrasyon: SaPI in a#R bolgesine yakin kisminda normal hiicredeki
integraz benzeri kendine 6zgii bir protein barindirmaktadir. Bu protein sayesinde
recA defektli alicilara yiiksek frekans ile transfer edilebilmektedir. SaPI in alici
kromozomuna her zaman ayni bdlgeden entegre olmasindan dolayr SaPI 1 in

oldukca 06zel bir fonksiyonel integrasyon mekanizmasina sahip oldugu
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diistiniilmektedir. Faj bagimsiz integrasyonunu test etmek amaci ile piirifiye
edilmis SaPI 1 DNA s1 recA” alicilara uygulanmis ve hepsinde basarili sonuglar
alinmistir. Bunun disinda SaPl in Staphylococcus aureus kromozomuna bilinen
site-spesifik rekombinasyon tiirlerinden biri olan tirozin rekombinaz seklinde

entegre oldugu bilinmektedir (Lindsay et al., 1998).

SaPI mobilitesinin basamaklar1t Cizelge 2.2° de dongl seklinde
Ozetlenmistir.
Cizelge 2.2 Ozet olarak SaPI mobilitesinin basamaklar.

c.
‘ Replikasyon
No—

‘ b. d.
. Sirkiilerizasyon | | Enkapsiilasyon
Nor— No——

! 2

N 7

e.
Transfer
| —

\

N\«
‘ f.
. Entegrasyon |
\ —

a. Eksizyon

SaPI Transferinin Regiilasyonu

SaPI regiilasyonu yardimc1 faj DNA’ sinin SOS tepkisi ile baslamaktadir.
Bu tepki ile staphylococcal fajlarda farkli SaPI lar1 regiile eden genlerde
mevcuttur. Ornegin SaPIl in regiilasyonunda sri gorev almaktadir. Ayrica
SaPIbov2 de orfl5 kodladig1 fonksiyonu bilinmeyen kiiciik bir protein ile regiile
edilmektedir. SaPIbovl de ise olduk¢ca korunmus olan dUTPaz enziminin
transkripsiyonu ve eksizyon isleminde gerekli elementler sentezlenmeye baslar ve

dUTPaz enzimi SaPIbovl in eksizyonunu regiile eder.

SaPI genomunda int ve xis genlerini st/ ve str promotorlari kontrol

etmektedir. Bunlardan st/ majér promotordur ve st de onun tarafindan kontrol
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edilir. Yardimc1 faj tarafindan sentezlenen dUTPaz enzimi s#/ promotoruna
baglanarak aktivasyonunu, dolayisiyla st akstivasyonunu saglar ve boylece xis ve

int transkripsiyonu baslar (Novick et al., 2010) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 SaPI transferirin regiilasyonunda gorevli genler (Christie and Dokland, 2012).

SaPI nin bir diger regiilasyonu da enkapsiilasyon agsamasinda olmaktadir ve
kontrolii DNA hasarinin onariminda is goéren LexA proteini tarafindan
yapilmaktadir. LexA SaPI operon I inin transkripsiyonunu engellemekte ve bu
operon yardimci fajin iirettigi faj yapilariin SaPI icin tretilecek kiigiik boyutlu
partikiillerin yapilarina katilan proteinleri ve paketleme asamasinda gerekli olan
TerS gibi proteinleri kodlamaktadir. Yardime1r faj genomunun SOS tepkisi ile
LexA operon I baglanma bdlgelerinden uzaklagarak transkripsiyonun baslamasina
yol acar ve bdylece faj partikiilii yapisal proteinleri SaPI i¢in sentezlenmeye

baslamis olur (Ubeda et al., 2007).

2.3.6.6. Kaset kromozomlar

“Staphylococcal Cassette Chromosome” yani SCC olarak bilinen
kromozomlar Staphylococcus tiirleri arasinda genetik madde transferinde rol
oynayan hareketli bir genetik elemandir. MRSA suslarinda 6zellikle metisiline
direnci saglayan mec geni bu kaset yolu ile hiicre tarafindan kullanilmaktadir ve
SCCmec olarak adlandirilmaktadir. SCCmec kasetinin kokeni heniiz
aydinlatilamamasina ragmen S. sciuri’ nin PBP (Penisilin baglayici protein) © si
ile PBP2a (Metisilin baglayici protein)’ s1 arasinda % 90’ a yakin bir homoloji
ortaya ¢ikmasi kokenin bu bakteri tiirii olabilecegi diistiniilmektedir (Said-Salim

et al., 2003, Erdem, 2011).
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SCCmec ¢ok 6zel bir mobil genetik element sinifidir. Ciinkii hareketliligini
saglayacak faj ile iliskili genler, spesifik transpozazlar ve fra genleri
icermemektedirler. SCCmec’ in mobilite i¢in iki adet kaset kromozom
rekombinazin1 (ccrA ve ccrB) yada sadece ccrC kodlamasi yeterlidir. Bunlar
SCCmec’ in kromozoma entegrasyonunu, dogru bir sekilde oryantasyonunu ve
kromozomdan eksizyonunu saglamaktadir . Biiyiik boyutlu oluslar1 SCCmec in bir
patojenite adasi oldugunu c¢agiristirmaktadir. Ancak bu yanlis bir yaklagimdir.
Ciinkii SCCmec elementleri viriilens gen tasimamaktadir. bu nedenle antibiyotik

direng adas1 daha dogru bir ifade olacaktir (Noto and Archer, 2006).

SCCmec gen kompleksi sadece [-laktam antibiyotiklerine direnci
kodlamaktadirlar. Baz1 transpozonlar yada entegre olmus plazmit kopyalar1 -
laktam olmayan diger pek ¢ok antibiyotige diren¢ kazandirmaktadirlar (Noto and

Archer, 2006).

Ilging olarak mec geni tasimayan kaset kromozomlarda tanimlanmustir.
Bunlar kapsiil gen 6bekleri, fusidik asit direnci yada civa direng operonlar1 gibi
karakteristik genler igermektedirler. Ancak bu kaset kromozomlar ccr genleri ve
entegre olduklar1 bolge agisindan SCCmec elementleri ile ortak birtakim 6zellikler
paylasirlar. Adlandirmalar1 da kodladiklar1 karakteristik gene gore olmaktadir.

SCCcapl, SCCfur, SCCHg gibi (Int. Work. Goup., 2009).

SCCmec Tipleri

(2001) yi1linda Hiramatsu ve ekibi mec4 geninin her zaman bir mobil kaset
element igerisinde oldugunu gosterdikleri zaman metisilin direncinin biyolojisini
ve MRSA suslarinin evrimsel iliskisini anlayabilmemiz i¢in olduk¢a 6nemli bir

bilgiyi bize sunmuslardir.

Su ana kadar tanimli 8 SCCmec elementi ve bunlarin alt tipleri
bulunmaktadir. Benzer elementler sadece S. aureus’ ta degil koagiilaz negatif

Staphylococcus’ larda da goriilmistiir (Hiramatsu et al., 2013).
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SCCmec elementi her zaman S. aureus’ ta replikasyon orjinin yaninda orfX
adli fonksiyonu bilinmeyen bir ORF igerisindeki attBscc adli 15bp’lik bir bolgeye
entegre olmaktadir. Yapisindaki mec ve ccr genleri SCCmec elementlerinin

siniflandirilmasinda kullanilmaktadir (Hiramatsu et al., 2001).

SCCmec Tiplerinin Genetik Analizi

Staphylococcal kaset kromozomlar ile tasinan mecA geni 4 tip kompleks
seklindedir (Sekil 2.8). A tip mec gen kompleksi prototip kompleks olup
SCCmecll, SCCmeclll ve SCCmeclV tiplerinde bulunmustur. Bu tip kompleks
mecA geninin 6n bolgesinde mecRI ve mecl regiilator genleri barindirir. Ayrica
mecA geninin arka bolgesinde HVR (Hiper Variable Region) ve 431 nolu
insersiyon sekansit bulunmaktadir. B tipi mec gen komplekside SCCmecl,
SCCmeclV ve SCCmecVI’ da bulunmaktadir. mecA geninin 6nilinde ucu kesilmis
bir mecRIl ve IS1272 bulunmaktadir. Arka bolgesinde yine HVR ve 1S431
icermektedir. 2 alt tipe sahip C tip mec gen kompleksi mevcuttur. Aralarinda
mecA geninin 6n bolgesinde bulunan /S431 sekanslarinin oryantasyonu agisindan
fark vardir. C1 ve C2 farkli bir ¢ok mec elementi igcermektedirler. Bu durumda
onlarin bagimsiz bir evrim gecirdiklerini gostermektedir. Ancak tiim tiplerde
mecA, mecl ve mecRI sekanslar1 %99 un {izerinde identiktir. Bunlarin disinda da
sadece Staphylococcus hominis’ te tanimlanmis D tipi mec elementi vardir

(Hiramatsu et al., 2001).
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Sekil 2.8 Staphylococcus tiirlerinde bulunan mec gen kompleksinin 4 sinifi (Hiramatsu et al.,

2001).

SCCmec elementlerinin simiflandirilmasinda gorev alan ve hepsinde oldukca
korunmus olarak bulunan bir diger gen komplekside ccr gen kompleksidir. ccrA
ve ccrB olmak tizere iki alt birimden olusan yapilart SCCmecl, SCCmeclV,
SCCmecVIl ve SCCmecVIIl bulundurmakta tek olan ccrC ise SCCmecV ve
SCCmecVII tarafindan barindirilmaktadir (Hiramatsu et al., 2001).

SCCmec’ in Mobilitesi ve Regiilasyonu

SCCmec’ in horizontal mobilitesi tiim elementlerde bulunan ccr4B
genlerinin ikisi yada ccrC site-spesifik rekombinaz proteinlerini kodlayan genler
ile olmaktadir. Bunlar serin rekombinaz tip proteinler olup invertaz/resolvaz
ailesine dahildirler ve biliyiikk faj integrazlarina benzemektedirler (Noto and

Archer, 2006).

ccrA ve ccrB genleri S. aureus’ ta analiz edildiklerinde sonuglar su sekilde
olmustur. ccrB tek basina iiretildiginde eksizyon gerceklesmekte ancak bu
eksizyon alternatif bir attR2 bolgesinden olmaktadir. Yani kromozomdaki attB

bolgesinden eksizyon i¢in her ikisininde ekspresyonu gerekmektedir. Ayni
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zamanda SCCmec elementinin attS bolgesine insersiyonu ig¢in her ikisinede
ihtiya¢ vardir. Ancak CcrA nin fazla ekspresyonu bu insersiyonun frekansini
distirmektedir. Yapilan c¢alismalarda da CcrB proteininin  DNA ile
interaksiyonunun bulundugu ve CcrA proteininin CcrB yada CcrB-DNA
kompleksi ile interaksiyonda bulundugu hipotezini desteklemektedir (Shore et al.,

2011).

1960 11 yillardan bu zaman yapilan calismalarda antibiyotik bulunmayan
ortamlarda stoklanan ya da bu ortamlarda ¢ok uzun kiiltiirleri olan MRSA
suglarinin spontane bir sekilde mecA genlerini yani metisilin direnglerini
kaybettikleri goriilmiistiir. (Katayama et al., 2000) Ayrica dokunulmamis ccr
genleri olan bazi suslarda da eksizyon isleminin ¢ok diisiik frekanslarda oldugu
goriilmiistiir. Bu da ccr gen ekspresyonundan elde edilen Ccr proteini
konsantrasyonu eksizyon isleminin baslamasi i¢in yeterli olamayacak diizeyde
oldugu diisiiniilmekte ve bu konuyu aydinlatmak amaci ile de ¢alismalar devam

etmektedir.

S. aureus organizmada olusturduklari kolonizasyonlarda ekstraselliiler
cesitli maddeler sentezleyerek dokularda bolgesel hasara, kan ve diger viicut
sivilart ile yayilarak organizmada ciddi enfeksiyonlara sebep olabilmektedirler

(Netsvyetayeva et al., 2014).
24. S. aureus’ ta Patojeniteye Sebep Olan Virulens Ozellikler
2.4.1. Kapsiil olusturma

Kapsiil olusturma fagositoza karsi bakteri hiicresini koruyan viriilens bir
ozelliktir. S. aureus’ ta kapsiil sentezleme ilk olarak 1931 yilinda Gilbert
tarafindan tanimlanmis ve bir c¢ok S. aureus susunun kapsiil sentezledigi
belirtilmistir (von Eiff et al., 2007). Daha sonra 1982 yilinda yapilmis olan bir
calismada S. aureus igin kapsiil polisakkaritleri tiplendirilmis ve bunun semasi
yayinlanmistir. Bu ¢alismada da S. aureus kapsiilleri 8 serotipe ayrilmstir.
(O’Riordan et al.,, 2004). 1985 yilinda da Sampolinsky ve arkadaglari
(Sampolinsky et al., 1985) farkli kaynaklardan elde ettikleri biiyiik bir S. aureus
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koleksiyonunda yaptiklar1 kapsiil tiplendirme sonucunda 3 yeni serotip kesfederek

kapstiller serotip sayisini 11° e ¢ikartmislardir.

Daha sonra yapilan ¢aligmalarda da bu 11 kapsiil serotipinin sadece ikisinin
(tip 5 ve tip 8) klinik olarak 6dnemli enfeksiyonlara sebep olan suslarin % 85 inde
bulundugu saptanmistir (Verdier et al., 2006). S. aureus enfeksiyonlarindan
korunmak amaci ile iizerinde ¢alisilan kapsiil polisakkaritleri tabanli as1 gelistirme
projelerinde faz 3 e kadar gelen c¢alismalarda diyaliz hastalarinda S. aureus
kaynakli enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda % 60 a varan azalmalar oldugu

goriilmiistiir (Roghman et al., 2005).

2.4.2. Biyofilm

S. aureus ¢ok katmanl, glikokaliks ve farkli proteinlerden olusan bir
biyofilm sentezlemektedir. ilk ¢alismalarda glikokaliksin ¢ogunu teikoik asitlerin
olusturdugu bildirilmistir. Ancak son donemde yapilan ¢alismalarda spesifik bir
polisakkaritin bulundugu goriilmiistiir. Biyofilm olusumunda en ¢ok is goéren bu
hiicreleraras1 polisakkarit antijenin (Polysaccharide Intercellular Antigen, PIA) %
80 — 85’ 1 B-1,6 bagli N-Asetilglukozamin, % 15 - 20 fosfat ve ester bagh siiksinat
tastyan N-Asetilat D- Glukozaminil’den olusmaktadir (Archer et al., 2011).

Biyofilm olusturma genel olarak implante edilen medikal malzemelerde

enfeksiyona sebep olan suslar icin olduk¢a 6nemlidir (McCarthy et al., 2015).

2.4.3. Hiicre ceperi

S. aureus’ un hiicre ceperi teikoik asitler, yiizey proteinleri ve kalin bir
peptidoglikan tabakasindan olusmaktadir. Ceperin gorevleri arasinda hiicreyi
kimyasal ajanlara kars1 korumakta vardir. S. aureus’ ta ise farkli baglanmalar ile
olusturulan peptidoglikan S. aureus bakterisini bir ¢ok antimikrobiyal maddeye

kars1 korumaktadir (Szweda et al., 2012).

Teikoik asitler ve lipoteikoik asitler gram pozitif hiicre ¢eperinin bir diger

onemli yapilaridir. Teikoik asitler ve lipoteikoik asitler kolonizasyonda ve in vivo
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enfeksiyonlarda rol oynamaktadirlar. Hiicreyi zararli kimyasallara karsi koruma,
enzim aktivitelerini kontrol etme ve hiicre ¢eperindeki katyonik dengeyi saglama,

ylizeylere ve reseptorlere tutunma teikoik asitlerin gorevleridir (Xia et al., 2010).

2.4.4. Yiizey proteinleri

2.4.4.1. Staphvlococcal protein A (SpA)

Yiizey proteinleri ¢ok ¢esitli ve virlilenste ¢cok dnemli olmalarindan dolay1

ayr1 baglik olarak incelenmektedir.

SpA 47 kDa boyutunda hiicre duvari ile iliskili bir¢ok klinik S. aureus
izolatt ve bazi S. epidermidis izolatlar1 tarafindan sentezlenen bir proteindir

(Silverman et al., 2005).

SpA iiretimi hiicrenin biiylimesinin logaritmik fazinda sentezlenir ve agr
geni ile kontrol edilmektedir. Oksijen diizeyinin diisiik oldugu yumusak dokularda
SpA iiretimi indiiklenerek enfeksiyon olusumu kolaylagmaktadir (Silverman et al.,

2005).

Fareler ile yapilan deneylerde SpA’ nin etkileme mekanizmasi B
hiicrelerinin spesifik immiinoglobulinleri ile etkileserek hiicre trafigini karigtirir.

Boylece immiin sistemi zayiflatmaktadir (Silverman et al., 2005).

2.4.4.2. Kollajen baglayan protein (Cna)

S. aureus’ un kollajen madde ve kollajen dokulara baglanabildigi 1989

yilinda Switalski ve arkadaglari tarafindan gosterilmistir (Switalski et al., 1989).

S. aureus’ un kollajen dokulara tutunmasi ve enfekte etmesi sonucunda
osteomiyelit meydana gelmektedir. cna geni ile kodlanan bu Cna proteini S.
aureus’ larin kollajene tutunmasini saglayan tek faktordiir (Smeltzer and Gillaspy,

2000).
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2.4.4.3. Elastin baglayan protein (EbpS)

EbpS hiicre duvarina baglh elastine baglanma 06zelligi gosteren bir
staphylococcal yiizey proteinidir. Bu adesin 6zelligi ile bag doku gibi elastin
fibrillerinden zengin olan dokularda fazla S. aureus enfeksiyonlarinin en énemli
nedenidir (Nakakido et al., 2014). Elastin bakimindan en zengin dokular olan
akciger, deri ve damarlarda S. aureus enfeksiyonlarina oldukca fazla

rastlanmaktadir (Nakakido et al., 2007).

Ayrica EbpS lerin immobilize ¢6ziilebilen elastin ve elastin sentezinde oncii
olan tropoelastine baglanmadigi onun yerine fibronektin baglayici proteinlerin

etkili oldugu ¢alismalarda gosterilmistir (Nakakido et al., 2007).

2.4.4.4. Fibrinojen baglavan protein (CIfA-CIfB)

Fibrinojen insan kaninda litrede 2-4 gr civarinda bulunan, 340 kDa
boyutlarinda ve fibrine doniistii§ii zaman kabuk ve piht1 olusumu gerceklestiren

bir proteindir (Rivera et al., 2007).

Kiimelesme faktorii adi verilen (Clumbing factor A, CIfA) bir ylizey
proteini S. aureus ylizeyinde bulunmaktadir ve fibrinojen ile bakteri hiicrelerinin
baglanmasini saglamaktadir. Bu proteinin afinitesi diisiik konsantrasyonlarda bile

oldukca yiiksektir (Foster, 2009).

CIfA molekiiler olarak tamamen bilinen 933 aminoasitten olusan bir
proteindir. Daha sonra bu proteine benzeyen diger kiimelesme faktorii olan CIfB
bulunmustur. Molekiiler yapilar1 birbirlerine ¢ok benzeyen bu iki ylizey
proteininin aralarinda bir takim farklar vardir. CIfB fibrinojene ve zincirlerine
baglanirken CIfA ise zincirine afinite gostermektedir. Bir diger fark, CIfA {iretimi
hiicrenin yagsam dongiisiiniin tiim basamaklarinda bulunurken, CIfB sadece erken
boliinme basamaginda hiicre yiizeyinde goriinmektedir (Eidhin et al., 1998),

(Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 CIfA ve CIfB aminoasit dizisinin karsilastirilmasi (Eidhin et al., 1998).

Bu proteinler S. aureus’ a fibrinojen kaph yiizeylere tutunma ve fibrinojenin

oldugu ortamlarda kiimelesme 6zelligi kazandirmaktadir (Eidhin et al., 1998).

2.4.4.5. Fibronektin baglavan proteinler (FnBPA, FnBPB)

Fibronektin baglayan proteinler hiicre yiizeyine tutunarak viicut igerisinde,
bakteri hiicrelerinin viicut hiicrelerine yapismasini saglayan yiizey proteinleridir.
Iki farkli gesit olarak kodlandigi bilinmektedir. Baz1 suslar FnBPA ve FnBPB
olarak her ikisini kodlayan geni tasidiklar1 gibi bazilar1 sadece FnBPA kodlayan
geni tagimaktadir. Fibronektin baglayan proteinlerin yapilarinin bir béliimii diger

ylizey proteinleri ile benzer aminoasit dizilisi gosterdigi bilinmektedir (Wann et
al., 2000) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 FnBPA nin yapisinin diger ylizey proteinleri ile karsilagtirilmasi (Foster and H66k,
1998).

2.4.5. Salgiladig1 enzimler

2.4.5.1. Koagiilaz

Koagiilasyon mikrobiyal patojenlere karsi en ilkel savunma 6zelliklerinden
birisidir. Staphylococcus’ larin patojen olup olmadiklarimi koagiilaz testi ile
belirleme ilk olarak 1903 yilinda yapilmis ve 100 yildan fazla bir siiredir
kullanilan en 6nemli tanilama testlerinden bir olarak kabul edilmektedir (Loeb,

1903).

Ekstraselliiler sivilar veya kanin pihtilagsmasi serin proteazlar tarafindan
gerceklestirilen bir olaydir. S. aureus’ ta koagiilasyonu baslatmak i¢in iki farkli
protein sentezler; koagiilaz (Coa) ve von Willebrand faktorii baglayici protein
(vWbp). Bu iki protein protrombini aktive ederek is goriirler (Friedrich et al.,
2003).
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Coa yaklasik 670 aminoasitten olusan bir proteindir. N-terminal yoniindeki
282 aminoasit oa-helikal DI1-D2 domainini olusturmaktadir. Bu bolgede
protrombinin (-zinciririn C terminaline baglanan kisimdir. D1-D2 terminalinden
sonraki 153 aminoasitin koprii gorevi gordiigli diisliniilmekte ancak goérevi tam
anlami ile bilinmemektedir. C terminaline dogru geri kalan kisim ise tekrar
dizilerinden olusan ve fibrinojene afinitesi olan kisimdir. cWbp de DI1-D2
domainleri ile homoloji gosteren ve von Willebrand faktoriine baglanabilecek 6zel

bir dizi i¢eren boliimden olusur (McAdow et al., 2012) (Sekil 2.11 a,b).

4+—SC(1-325)—4

VWF
f o [ bR ol oo [T

i ]
—261 150 282 435 656 670 =271 131 261333359 482

Sekil 2.11  a) Staphylococcal koagiilaz b) vWbp (Friedrich et al.,2003).

2.4.5.2. Katalaz

Staphylococcus’ larim hemen hepsinin sahip olduklar1 enzimdir. Bu enzim
ile fagosite edilmis hiicrenin pargalanmasi i¢in ortama salinan hidrojenperoksit’ 1
(H20,) su ve oksijene pargalayarak parcalanmasini engellemektedir (Schleifer and

Bell, 2009).

2.4.5.3. Lipazlar

S. aureus’ un potansiyel lipaz iiretici bir tiir oldugu bilinmektedir. Ayrica
lipaz tiretimi S. aureus i¢in viriilens bir Ozellik oldugu da gosterilmektedir
(Rodrigues et al., 2014). Lipaz enziminin S. aureus igin en Onemli gorevi
bakteriyosidal lipidlere karsi savunmadir. Bunun disinda yagli dokularda da

kolonizasyonda i gordiikleri gosterilmistir (Hu et al., 2012).
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2.4.5.4. Beta-laktamaz

Penisilin G klinikte ilk kullanilan beta laktam antibiyotigidir. Tiim beta
laktam antibiyotikler hiicre duvar1 biyosentezini inibe ederek etki gosterirler

(Bush, 1988).

Beta-laktamaz enzimi penisilin ve benzeri beta-laktam antibiyotiklerindeki
halkasal yapiy1 hidrolize ederek bu tiir antibiyotiklere karsi diren¢ olustururlar

(Livermore, 2000) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Benzilpenisilinin B-laktamaz ile hidrolizi (Bush, 1988).

530 ¢esit gibi oldukca biiyiik bir grup olan beta-laktamazlar A, B , C, D
olmak iizere 4 simifta toplanmaktadir. A, C, D smifinda olan enzimler aktif
bolgelerindeki serin esterler araciligi ile B smifinda olan enzimler ise ¢inko

metalini kofaktor olarak kullanarak is gérmektedirler (Babic et al., 2006).

B-laktamazlar bakteriyal kromozom, plazmid yada transpozon {izerinde

kodlanmaktadir (Babic et al., 2006).

2.4.5.5. Hvaluronidaz

Hyaluronik asiti hidrolize etmek amaci ile sentezlenir. S. aureus bakterisinin
in vivo sartlarda hyaliironik asitin bulundugu dokularda yayilmasini kolaylastirir.

S. aureus suslariin tiimiine yakini1 bu enzimi sentezledigi bilinmektedir (Winn et

al., 2006).
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2.4.5.6. Stafilokinaz

S. aureus tarafindan salgilanan bir plazminojen aktivatoriidiir. Fibrinolitik
aktivitesi vardir. Stafilokinaz ve plazminojen birleserek fibrinlerin olusturdugu
pihtilarin yikilmasini saglayan mekanizmayi tetikler. Bu 6zelligin kardiyovaskiiler
tipta kullanilabilecegini gosteren calismalarda bulunmaktadir (Peetermans et al.,

2014).

2.4.5.77. Fosfatid-spesifik fosfolipaz inositol C

Bir ¢cok gram pozitif bakteri tiirli tarafindan salgilanan bir enzimdir. Glikan-

fosfotidilinositol proteinlerinin pargalanmasini katalizler (Goldstein et al., 2012).

2.4.5.8. Termostabil niikleaz ve deoksiriboniikleaz

S. aureus endontikleotik ve ekzoniikleotik aktiviteye sahip olan DNaz ve
termostabil niikleaz iiretirler. Bu enzimler niikleik asitlerin hidrolizinde is goriirler

(Waller et al., 1985).
2.4.6. Toksinler

S. aureus 5 hiicre yikici yani hiicre yiizeyinde porlar olusturan, 3 eksfolyatif
toksin, 8 enterotoksin ve toksik sok sendrom toksini basliklar1 altinda ¢ok fazla

toksin uretirler.
Alfa toksinler

S. aureus o—hemolizin, a-toksin yada Hla olarak bilinen toksini konak
hiicrelerin membranlarindaki hidrofobik bolgelerde heptamerik yapilar ile 1-3 nm
boyutunda por olusturan yapilardir. Bu porlardan dolay1 hiicredeki K ‘un hizla
disar1 ¢ikmasi ve Ca>* ve bir ¢ok kii¢iik molekiiliin hiicre icine girmesi ile ozmotik
denge bozulur ve hiicre lizise ugramis olur (Berube and Wardenburg, 2013) (Sekil

2.13).
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Sekil 2.13 Alfa toksin yapisi (Berube and Wardenburg, 2013).

Alfa toksinler S. aureus’ un patojenitesinde 6nemli rol oynayan toksinlerdir.
Koyun kanli besiyerinde eritrositlerin hemolizine sebep olan molekiillerin alfa

toksinler oldugu bilinmektedir (Berube and Wardenburg, 2013).

Beta toksinler

Sfingomiyelinaz C olarak bilinen yaklasik 30000 Da boyutunda 1siya
duyarl diisiik 1silarda bile denatiire olabilen ancak liyofilize oldugunda 1sidan
etkilenmeyen proteindir. Hemoliz aktivasyonu i¢in magnezyum iyonlarina ihtiyag
duyar. Etki ettigi bolgeler sfingomiyelin ve lizofosfatidilkolinlerdir. Eritrositler,
16kositler ve fibroblastlar gibi bir ¢ok hiicreye etki ederler. Hiicrelerde membran

fosfolipidlerinin hidrolizine sebep olurlar (Rogolsky, 1979; Murray et al., 2002).

Delta toksinler

S. aureus ve S. epidermidis tarafindan iiretilen kii¢iik boyutlu toksinlerdir.
Fenol ¢Oziiniir modulinlere dahil edilen viriilens faktorleridir. Deterjan benzeri

ozellik gosterirler ve sitolitik etkileri oldukca yiiksektir (Otto, 2014a).
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Panton-Valentin l6kosidin (PVL) toksini

PVL toksini iki komponentten olusan bir 16kosidindir. LukS ve LukP alt
birimlerinden olusan bu toksinin gorevini yerine getirebilmesi i¢in her iki
parcaninda sentezlenmesi gerekmektedir. PVL diger alfa ve delta toksinler gibi
hiicre membraninda 3 tipi porlar olusturmaktadir. pvl geni ¢ekirdek {iizerinde
bulunmayan profajlar tarafindan hiicreye kazandirilan bir viriilens 6zelliktir (Otto,
2013).

1932 yilinda Panton ve Valentin (Panton ve Valentin, 1932; Otto, 2013)
tarafindan bulunmus ancak sadece abse olusturmasindan bahsedilmistir.
Epidemiyolojik olarak 6nemli bir viriilens faktor oldugu ise 2003 yilinda
Vandenesch ve arkadaglarinin toplumsal kaynakli metisilin diren¢li S. aureus’
larda PVL toksininin varligini gostermeleri ile olmustur (Vandenesch et al., 2003;

Otto, 2013).

PVL toksini direkt olarak nétrofilleri hedef alan bir toksindir. Hemolitik
degildir. 2005 yilinda Genestier ve arkadaglar1 (Genestier et al. 2005) 0,3-2 ug/ml
lik bir konsantrasyonun nétrofillerin lizisini sagladigini gostermislerdir. Ayrica
PVL toksininin TLR2 reseptorlerine baglanarak fare karacigerinde oOliimciil
enfeksiyona sebep olmasinin gosterilmesi PVL’ nin S. aureus patojenitesinde

Onemini daha da arttirmistir (Sonnon and Henneke, 2013).

Fenol ¢oziiniir modulinler (PSM)

Fenol ¢6ziiniir modulinler (Phenol Soluble Modulins, PSM) S. aureus ve S.
epidermidis gibi cilt enfeksiyonuna sebep olan Staphylococcus’ larda bulunan
amfipatik, o- helikal peptit ailesidir. Yiksek virtilense sahip S. aureus larda
patojeniteye onemli katki saglasa da bazi suslarda oldukga giiclii bir agresiflige
sebep olmaktadir. Farkli sekilde de diisiik patojeniteye sahip bazi suslarda da
fizyolojik olarak bazi gorevlerde bulunurlar. (Otto, 2014b)

1999 yilinda Klebanoff ve arkadaslar1 tarafindan S. epidermidis’ te
tanimladiklar1 3 farkli peptidin viriilenste 6nemli rol oynadiklarini gostermislerdir

(Mehlin et al., 1999).
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Iki grup olarak incelenen PSM’ lerin kisa olup yaklasik 20-25 aminoasitten
olusan grubuna o- tip, daha uzun olup yaklasik 44 aminoasitten olusanina ise —
tip ad1 verilmektedir. Oldukca kisa bir gen bolgesine sahip olan PSM’ lerin
normal bir genomik tanida rastlanmasi oldukga zordur. Ancak su anda S. aureus’
ta bilinen 7 cesit PSM bulunmaktadir. PSM al- a4, PSM p1, PSM 2 ve
staphylococcal delta toksindir (Otto, 2014b)

PSM’ ler genel olarak genomik DNA {izerinde kodlanmaktadir. Ancak 6zel
bazi kaset kromozomlarin PSM kodlayarak Metisilin direnci kazandirdiklari

gosterilmistir (Queck et al., 2009) (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14 PSM-mec Semas1 (Queck et al., 2009).

PSM’ lerin viriilens rolleri ise asagidaki Cizelge 2.3° te gosterildigi gibi in
vivo ve in vitro olarak iki farkli sekilde olmaktadir. Onemli olan sitolizisteki
gorevi eritrosit ve notrofillerin lizisinde bulunmaktadir. Bunun disinda amfipatik
yapida olan bu peptidler, cilt ve kil kokleri gibi yagl bolgelerde kolonizasyonda
gorev alarak S. aureus i¢in zor olan bir ortamda canli kalmasini saglamaktadir

(Otto, 2014b)
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Cizelge 2.3 PSM lerin viriilens etkileri (Otto, 2014b).

PSM In vivo In vitro
a-Tip Epitelyal kolonizasyon Yiizey aktif bilegen benzeri 6zellik
ve gbsterme ve yiizeysel yayilma
p-Tip Fenol Biyofilm kaynakli enfeksiyonlar Biyofilm olusturma
¢Oziiniir In vivo da bakteriyal etkilesim Anti mikrobiyal aktivite
modulinler Cilt enfeksiyonlar1 ve abseler Sitolitik aktivite

Eksfolyatif toksinler

Staphylococcal haslanmis deri sendromu Ritter’ in hastaligi olarakta bilinen
eksfolyatif dermatit ile tanimlanmis bir hastaliktir. Bu hastalifa eksfolyatif
toksinler sebep olmaktadir (Bukowski, 2010).

S. aureus’ ta farkli genetik elementler ile kodlanan ETA, ETB ve ETD
olmak iizere ti¢ farkli eksfolyatif toksin bulunmaktadir. eta faj, etb plazmid, etd

ise kromozom iizerinde bulunmaktadir (Grumann, 2014).

Staphylococcal eksfolyatif toksinler enzim tiirlii olarak glutamat spesifik

serin proteazlardir. Yapilan molekiiler analizlerde eksfolyatif toksinler
epidermiste granulosum tabakasindaki dezmozomlarda kaderin tekrarlarinda 3 ve
4 numaral1 kaderinleri ayirarak epidermisin biitiinliigiinii bozmaktadir (Nishifuji,

2008) (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15 Staphylococcal eksfolyatif toksinin etki bolgesinin sematik gosterimi (Gemmell, 1995).

Toksik sok sendromu toksini (TSST)

TSST ilk olarak 1927 yilinda Franklin Stevens tarafindan tanimlanmis ve
1978 yilinda Todd ve Ogrencileri tarafindan toksik sok sendrom toksini olarak
isimlendirilmistir. Daha Once farkli isimler ile bilinen bu toksin bir tir

Staphylococcal siiper antijen olarak tanimlanmaktadir (Xu ve McCormick, 2013).

Stiperantijenler 23-29000 aminoasitten olusabilen patojen organizmanin
immiin sisteminden ka¢masini saglamak amaci ile salgilanan ve farkli tiirlerde
bile oldukga yliksek homolojiler gosteren polipeptit parcalaridir. Siiperantijenlerin
ozellikle hedef aldig1 iki bolge HLA-DR ve T-Lenfositlerin antijen reseptdrleridir
(Ulrich, 1999).

Toksin, yumusak mukozal doku veya yara gibi bolgelerden viicuda
girdiginde ates ile baslayan ve coklu organ yetmezliginden kaynakli oliimlere
sebep olabilecek kadar ciddi sonuglar ortaya c¢ikarabilmektedir (Xu ve

McCormick, 2013).
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Enterotoksinler

Staphylococcal gida zehirlenmeleri basta S. aureus olmak iizere
enterotoksijenik  Staphylococcus’ lar  tarafindan  gidalarda  olusturulan
enterotoksinlerin alinmasi sonucu sekillenen ve tiim diinyada yaygin olarak

goriilen en dnemli intoksikasyonlardan biridir (Erol ve Iseri, 2004).

Enterotoksijenik Staphylococcus’ lar en fazla kirmizi et, kanatl eti, balik eti
ve tirtinleri ile siit ve {riinleri gibi proteince zengin hayvansal gidalarda bulunur.
Enterotoksijenik Staphylococcus’ lar genotipik ve fenotipik o6zellikleri temel
alinarak karakterize edilmislerdir. Staphylococcal enterotoksinler (SE) yaklasik
26-31 kDa’luk tekli polipeptidlerdir. SE’ler antijenik 6zellikleri temel alinarak 5
bliyiik serolojik tipe (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) ayrilmistir. Son yillarda
SE’lerin yeni tiplerinin de var oldugu (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM,
SEN ve SEO) bildirilmis ancak bu enterotoksinlerin gida zehirlenmeleri ile

iliskileri heniiz tam olarak agikliga kavusturulamamistir. (Erol ve Iseri, 2004).

SE’lerin spesifik olmayan T hiicre proliferasyonunu uyaran siiperantijen
fonksiyonlarinin yani sira giiclii gastrointestinal toksin olma 6zellikleri de vardir.
SE’lerin 1s1ya ve tripsin, pepsin gibi gastrointestinal enzimlere direnc¢li olmalar1 en
onemli Ozelliklerinden biridir. SEA staphylococcal gida zehirlenmelerinde en sik
rastlanan  enterotoksindir ve bunu SED izlemektedir. Intoksikasyonun

olusabilmesi i¢in 94-184 ng enterotoksinin alinmasi yeterlidir. SEA hiicrenin

logaritmik fazinda tretilmekte ve 6’9 benzeri bir faktdrden etkilenmekte bunun
yanisira SEB, SEC ve SED c¢ogunlukla eksponensiyal fazdan durgunluk fazina
gecis asamasinda lretilip accessory gene regulator (agr) tarafindan regiile
edilmektedir. SE’lerin enterotoksijenik ve siiperantijenik aktivitelerinin acikliga

kavusturulmas i¢in daha ¢ok calismaya gereksinim duyulmaktadir. (Erol ve iseri,

2004).
2.5.  Epidemiyolojik Ozellikleri

Bir gram pozitif kok bakteri tiirii olan S. aureus saglikli bireylerin burun

mukozasinda oldukca yaygin bir sekilde kolonize olabilmelerinin yaninda patojen
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olduklar1 durumlar da s6z konusudur. Patojen olarak baslica deri abseleri, gida
zehirlenmeleri, akciger pndmonisi, sepsis ve toksik sok sendromu gibi toplumsal
ve hastane kokenli olan ciddi rahatsizliklara sebep olmaktadirlar. Bu bakteri
ayrica adhesin iceren viriilens faktorler, toksik proteinler, eksfolyatif toksinler ve

enterotoksinler de iiretmektedirler (Indrawattana et al., 2013).

S. aureus’ un burun deliklerindeki kolonizasyonu bir¢ok 6nemli ¢alismaya
konu olmus yaygin bir nistir. Ancak yapilan ¢alismalar ve goriilen enfeksiyonlara
bakildigi zaman diger viicut bdlgelerinde de olduk¢a fazla miktarda
kolonizasyonu goriilmektedir. Tiim bu bolgeler degerlendirildiginde insanlarda S.
aureus tastyiciligl ic grup altinda incelenmektedir. Tiim populasyonun % 20’ si
her zaman bir susun tasiyiciligini yapmaktadir ve bu grup kronik tastyicilar olarak
adlandirilmaktadir. Yaklasik % 60’ Iik bir grup ise degisik zamanlarda farkli
suslarin kisa zamanl tasiyiciliginm1 yapmaktadirlar. % 20’ lik bir diger kisim ise
hi¢bir zaman S. aureus kolonizasyonu bulundurmamaktadirlar (Kluytmans et al.,
1997). Kolonizasyon ve tastyiciliga bakildiginda; nazofarinks, pelviks duvari yada
derideki enfeksiyonlar genellikle cilt biitiinliigiiniin bozulmas1 ve hasar almasi
sonucu olugmaktadir. Bazi durumlarda dogumdan sonra kisa dénemli ilerleyen
zamanlarda da tekrar sekilde goriilebilmektedir. Ailede bulunan bir tasiyici da
yayilmada rol oynayabilir (Chambers, 2001). Toplumdaki tastyicilarin biiyiik
cogunlugu enjeksiyon ilact kullananlar, diyabet hastalari, dermatolojik
rahatsizliklar1 olan hastalar, uzun siireli intravaskiiler kateter tagiyicilar ve hastane

calisanlaridir (Que and Moreillon, 2010; Chambers, 2001).

Hastane kaynakli S. aureus tasiyiciligina bakildiginda ise 2009 yilinda
Naber’ in yayinladig1 kapsamli bir ¢alismada 1988 ve 2005 yillar1 arasinda ABD’
de toplanan 3.209.413 klinik izolatta hastalardan elde edilenlerde S. aureus
tanilama oran1 % 18,8 ile en sik karsilagilan bakteriler siralamasinda ilk siradadir.
Yine ayni ¢calismada hastanede hasta olmayan bireylerden alinan izolatlarda ise bu

oran % 14.9 ile ikinci siradadir.
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2.5.1. S. aureus’ un antibiyotik direnci asamalar

Staphylococcus aureus dogal olarak kendi genomundan kaynakli higbir
antibiyotige karsi diren¢ gostermemesi gerektigi bilinmektedir. Ancak bulundugu
kosullar ve maruz kaldigi dis etkiler ile hem hastanelerde hem de toplumsal
kaynakl1 biiylik enfeksiyonlara sebep olan bir tiir haline gelmistir. Yapisina
katilan transpozonlar ve plazmidler gibi yaygin mobil genetik elementler ile bir
cok antibiyotige diren¢ kazanmislardir. Ancak bunlar arasinda digerlerinden ¢ok
farkli ve c¢ok 0Ozel olan penisilin ile diger B-laktam antibiyotiklerine karsi

kazandig1 direng ve bunlarin tagindig1 kaset kromozomlardir (Schmidt H., 2004).

S. aureus’ un antibiyotik direncinde 4 6nemli asama vardir (Sekil 2.16).
Birincisi 1940 11 yillarda bugiin hala devam eden penisilinin tibbi olarak
kullanilmasindan ¢ok kisa bir siire sonra ortaya ¢ikmistir (Chambers and DeLeo,

2009).

MRSA-II &-lIl

Increasing burden of S. aureus resistance

Penicillin
resistance
1940 1960 1980 2000

Year

Sekil 2.16 Antibiyotik ¢aginda Stahpylococcus aureus' un yasadigi 4 asama (Chambers and
DeLeo, 2009).
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Ilk antibiyotik direncinin kazanilmasi 80/81 tip fajlardan koken aldigi
anlagilmis ve ayn1 zamanda pv/ genininde bu fajlar ile tasindig1 ortaya ¢ikmistir.
Ikinci diren¢ asamasi ise metisilinin kullanimi ile baslamistir. Hemen ardindan
antik bir MRSA susu tanimlanmis ve bu direnci staphylococcal kaset kromozom
mecl (SCCmecl) oldugu saptanmis ve bu asama 1970 1i yillarin ortalarina kadar
yayilmistir. Bu tarihlerde tigiincii direng agamasi yeni SCCmec elemanlari tagiyan
farkli suglar ile devam etmistir. SCCmecll ve SCCmeclll (MRSA-II,MRSA-III).
Bu tiirler tiim diinyaya nozokomiyal olarak yayilabildigi goriilmiistiir. Bu hastane
enfeksiyonlarindaki MRSA tedavilerinde etkin ¢6ziim olan vankomisin kullanimi
yar1 duyarli (VISA) suslarin ortaya ¢ikmasia sebep olmustur. 1990’ 11 yillarin
sonrasinda dordiincii direng asamast MRSA nin hastanelerden ¢ikip topluluk
kaynakl1 enfeksiyonlara sebep olmalaridir (CA-MRSA).Bu CA-MRSA suglar1 -
laktam antibiyotiklerinin digindaki bir ¢ok antibiyotige duyarlidirlar. Ancak bu
suglarin hastane suslarindan farki kii¢iik, daha mobilize olan pek ¢cok SCCmec
allotipini barindiriyor olabilmeleridir (SCCmeclV ve birgok viriilens faktor
igeren). 2002 yilinda da su anda 10 civarinda olan vankomisin direngli suslardan

ilki identifiye edilmistir (DeLeo et al., 2010).

2.5.2. Staphylococcal as1 calismalar

Enfeksiyon sebebi Staphylococcus’ larin tedavisi ve kontroliiniin sadece
antibiyotiklerle yapilamayacagi ilk direng ile birlikte ortaya ¢ikmis bir gercektir.
Ozellikle ¢oklu direng gosteren MRSA suslar1 ve toplumsal kaynakli direngli
suglar yardime1 tedavi yontemlerinin gerekliligini agikca gostermektedir (Schaffer

and Lee, 2008).

1997 yilinda vankomisin tedavisine cevap vermeyen bir MRSA enfeksiyonu
alternatif tedavi calismalarim1 hizlandirmistir. Alternatif tedavilerin baslicalar;
dogal antibakteriyel bilesiklerin kullanimi, eski dogal tedavi yontemleri, katyonik
antimikrobiyal peptitler, kateter gibi enfeksiyon sebebi bakterilerin bulunabilecegi
yerlerin biyofilm olusumunu engelleyen materyal kullanimi, bakteriyofajlar,

fotodinamik terapi ve staphylococcal asilardir (Kurlenda and Grinholc, 2012).
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Staphylococcal agilar literatiirde oldukc¢a kapsamli anlatilmasina ragmen
heniiz ¢6zlilmemis baz1 problemler mevcuttur. En 6nemlisi insan ile en ¢ok iligkisi
olan bakteri tlirii olmas1 ve hemen hemen her bireyin mukus bulunan nasal, oral
dokularda kalic1 yada gegici S. aureus tasiyicisi olmalar as1 gelistirmeye baslama

calismalarinm1 zorlastirmistir (Kurlenda and Grinholc, 2012).

Uzun yillardir as1 ¢alismalarinda staphylococcal kapsiiller proteinler iizerine
yogunlasilmistir. Asi ¢alismalarinda insan bireyler iizerinde bellli bir 6lgliye kadar
basarili olan tek as1 olan StaphVAX'™" ta 5 ve 8 tip kapsiiller polisakkaritlerin
pseudomonal ekzotoksinler ile komponent olusturulmasi ile islev géormektedir. Bu
iki kapsiiller protein tipinin secilmesinin sebebi ise enfekte bireylerde en ¢ok
karsilagilan tip olmasidir. Ozellikle hemodiyaliz hastalarinda yapilan faz III
caligmalarinda enfeksiyon oraninin uzun vadede diistiigli goriilmiistiir. Ancak
cerrahi miidahalede bulunan ve kisa zamanda yiiksek risk altinda bulunacak olan
hastalarda istenilen basariya ulagilamamistir (Spellberg and Daum, 2012). Ancak
2004 yilindan bu yana faz III ¢alismasi yapildig: bilinen StaphVAX™ asisinda da
istenilen sonuglar almamamis ve mevcutta lisanslanmis bir staphylococcal asi

bulunmamaktadir (Fattom et al, 2004).

En son 2012 yilinda yayinlanan bir derlemede 2011 kasim ayina kadar elde
edilen bilgilere gore as1 iizerine yogunlagmis biiyiik ilag sirketlerinin ¢alismalari

Cizelge 2.4’ te belirtilmistir.

Cizelge 2.4 S. aureus asilarimin 2011 Kasim ayma kadar olan gelismeleri (Spellberg and Daum,

2012)

Enrolling or about to enroll

Manufacturer Vaccine Type of Study Composition of Vaccine
Novartis 4 component Phase |-Adult Not publicly disclosed. Components are all proteins
Pfizer 4 component Phase--Adult Conjugated capsular polysacharides, types 5 and 8,
Clumping factor A, Manganese transporter C
Novadigm recombinant protein Phase--Adult rA13p-N
GSK 4 component Phase--Adult Not publicly disclosed
Enrollment Complete
Merck 1 component Phase /Il eficacy isdB’
Biosynexus Passive monoclonal Phase IIb/Ill eficacy anti-lipoteichoic acid antibody?
antibody

' Enroliment halted 2011 by recommendation of the Independent Data Monitoring Committee.
2 No significant decrease in ‘staphyloccal sepisis’ among very low birth weight neonates.
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2.6. Staphylococcus aureus’ un Tanllanmasi

2.6.1. Konvansiyonel (fenotipik) tanilama teknikleri

2.6.1.1. Katalaz testi

Lam {izerine damlatilan H,O, nin iizerine ilave edilen kiiltiiriin kdplirmesi
ile oksijen acgiga c¢iktigi gozle goriilmektedir. Bu sekilde kolayca

saptanabilmektedir (Schleifer and Bell, 2009).

2.6.1.2. Koagiilaz testi

Koagiilaz testi S. aureus tanilamasinda en Onemli test olarak
nitelendirilmektedir. Serbest koagiilaz i¢in “tiip koagiilaz”, bagh koagiilaz i¢in ise

“lam koagiilaz” yontemleri ile degerlendirilmektedir.

(13

Lam koagiilaz testinde hiicre duvarina bagh koagiilaz veya *“ clumbing
factor” fibrinojen ile etkilesime girerek is gormekte ve hizli bir hiicre
agliitinasyonuna sebep olmaktadir. Ancak bazi durumlarda bu testin yapilmasi
yanlis pozitif sonuclar verebilmektedir. Koagiilaz negatif bazi suslarin clumbing
faktor iiretmeleri sonucu ortaya ¢ikan agliitinasyon yada yiiksek tuz
konsantrasyonunda hiicrelerin gergeklestirdigi otoagliitinasyon bu durumlara

ornek olarak gosterilebilir (Winn et al., 2006).

Tip koagiilaz testi, S. aureus i¢in referans olarak gosterilen yontemdir. Bu
yontemde koagiilaz ekstraselliiler olarak ortama salgilanir. Koagiilaz burada
“Koagiilaz reaksiyon faktorii ile birleserek stafilotrombin olusturur. Lam
koagiilazda negatif ¢ikan sonuglarin tiip koagiilaz ile dogrulanmasi gerektigi lam
koagiilazin yanlis pozitifleri sebebi ile onerilmektedir. Her iki yontem i¢in uygun

materyal EDTA’ I1 tavsan pazmasidir (Winn et al., 2006).
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2.6.1.3. Lateks agliitinasyon testi

Plazma kaplanmis lateks partikiilleri ile “Clumbing factor” saptamak amaci
ile kullanilir. Ayrica bu kaplama plazmada bulunan immunoglobulinler protein A

varhiginida gosterebilmektedir (Wang et al., 1983).

2.6.1.4. Hemoliz testi

Staphylococcus’ larda kanin hemolizini gergeklestiren 3 farkli hemolizin
bulunmaktadir. Alfa, beta ve gama hemolizinler. S. aureus’ un tanilanmasinda
onemli yere sahip olan beta hemolizin bir ekzotoksin olarak ortama salinmaktadir

ve molekiiler agirlig1 yaklasik 35000 kDa olan bir proteindir.

Tanilamada genel olarak % 5 kanli agar plaklar1 kullanilir. 35 °C sicaklikta
inkiibasyon sonrasinda olusan kolonilerin etrafindaki agilma zonlar1 ile B-

hemolizin varlig1 saptanir (Dinges, 2000) (Sekil 2.17).

Sekil 2.17 S. aureus' un koloni morfolojisinin % 5 Koyun kanli agardaki goriintiisii (Newman,

2011).
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2.6.1.5. DNaz ve Termostabil Endoniikleaz Testi

DNaz aktivitesinin varligit DNaz agar olarak adlandirilan ve DNA igeren
besiyerinde iiretilmis S. aureus kolonilerinin toluidin blue-O boyasi ile boyanmasi

sonucu acilma zonu olugsmasi ile degerlendirilir (Waller et al., 1985).

Termostabil endoniiklaz testi ise 15 dakika su banyosunda kaynatilmis sivi
kiiltiirdeki S. aureus’ larin inokiilasyonu ve inkiibasyonu sonrasinda ayni yontem

ile degerlendirilmesidir (Waller et al., 1985).

2.6.1.6. Mannitol Fermentasyon Testi

Mannitol sekerinin fermentasyonu ve bu yolla laktik asit tiretimi S. aureus’

u diger Staphylococcus’ lardan ayiran 6nemli bir 6zelliktir (Kenny et al., 2012).

Mannitoliin S. aureus tarafindan kullanilmasinda 3 gen bolgesi igeren
MtIABFD operonu mannitol fosfotransferaz sistemini kodlamaktadir. MtIAB gen
bolgesi iirlinii olan enzim bu sistemde tasiyict gorevi gormekte ve ortamda
bulunan mannitolii hiicre i¢ine mannitol-1-P olarak sokmaktadir. mt/F bolgesi ise
bu tasiyici proteinin transkripsiyonunu regiile etmektedir. Hiicre i¢ine alinan bu
mannitol-1-P nin fruktoz-6-P ye doniisiimiinii katalizleyen ti¢lincii proteinin gen
bolgesi ise mt/D’ dir. Sonrasinda fruktoz-6-P’ in Embden-Meyerhoff yada pentoz
fosfat yol izleri ile glikolizise girmesi ile enerji ve laktik asit liretimi tamamlanmis

olur (Kenny et al., 2012) (Sekil 2.18).

Mannitol

out MtIAB
in

Mannitol-1-P

| B2

Fructose-6-P

Sekil 2.18 Mannitol’ iin fruktoz-6-P’ a doniisiimii (Kenny et al., 2012).
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S. aureus tanilamasinda mannitol kullanimini test etmek icin “fenol red
mannitol salt agar” kullanilmaktadir. Bu besiyeri % 1 mannitol, % 7,5 NaCl,
pepton ve indikator olmasi amaci ile fenol kirmizisi i¢cermektedir. Ortamda
kullanilacak tek karbon kaynagi mannitol olmasi sebebi ile S. aureus kolonileri
mannitolii laktik asit liretmekte ve ortam pH’ sin1 diisiirerek kirmizi besiyerinin
koloni etrafinda sariya doniismesine sebep olmaktadir. Bu goriintii ile mannitol

kullanim1 degerlendirilmektedir (Winn et al., 2006).
2.6.2. Hizh (Kit ile) tamilama teknikleri

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda S. aureus’ un hizli bir sekilde
tanilanmas1 Onemlidir. Son yillarda hizli ve kolay fenotipik tanilama kitleri

calisma prensiplerine gore farkli gruplar halinde kullanima sunulmustur.

Bu gruplardan ilki clumbing faktor yada protein A y1 hedefleyen plazma
kapli lateks agliitinasyon kitleridir. Mevcutta en ¢ok kullanilanlar ise Pastorex'™,
StaphTEX™ (Hardy Diagnostics), Staphaurex' ™ (Thermo Scientific) ,PROLEX™
Staph latex kit (PRO-LAB Diagnostics), BactiStaph'™ (Thermo Scientific),
Dryspot Staphytect Plus Kit (Oxoid), BBL™ Staphyloslide™ Latex Test (BD
Diagnostics, Heidelberg, Germany) adli ticari tirtinlerdir (Sekil 2.19).

Copyright Oxoid Ltd. All rights reserved

Sekil 2.19 Lateks agliitinasyon kit 6rnegi (Oxoid, 2014).
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Diger grup hizli tanilama kitleri ise kromojenik besiyerleri olarak bilinen ve
spesifik enzimlere substrat saglayarak kolaylikla ve ayirt edilebilen standart
renklerde kolonilerin olusumunu saglayan besi ortamlaridir (Perry et al., 2003).
Kromojenik agarlara da drnek olarak S. aureus ID (bioM ‘erieux, La Balme Les
Grottes, France) ve CHROMagar (BD Diagnostics, Heidelberg, Germany)
verilebilir (Sekil 2.20).

Sekil 2.20 S. aureus kolonilerinin kromojenik agardaki goriintiisii (BD Diagnostics, 2014).

Bir diger tanilama grubu olarak da 6zel cihazlar yada g6z ile saptanabilen
tek kit iizerinde birgok kimyasal testin yapildig ticari {iriinlerde mevcuttur. Ornek
olarak RAPIDEC StaphTM, API STAPH™ (bioM'erieuX, La Balme Les Grottes,
France) verilebilmektedir (Sekil 2.21).

@QQQO(W\@@ ‘*ﬂﬂm
0l l7T ‘@5 8 BF ¥ D E
'()Cmc«\f\/\.qm

~|URE ADH ODGC|ESC GLU FRU|MNE MAL LAC|TRE MAN RAF| me ce }
O'NIT VP BGALIAGA PAL PyiAINOVO SAC NAGITUR ARA BGURI

(i !EE STAPH

Sekil 2.21 API ID 32 Staph hizli tanilama kiti 6rnek goriintiisii (Biomerieux Industry, 2014).
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2.6.3. Molekiiler tiplendirme teknikleri

2.6.3.1. Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE)

PFGE giintimiizde de MRSA izolatlar1 i¢in referans bir tiplendirme metodu,
aynm1 zamanda da hastaneden hastaneye tasinan izolatlarin birbirleri ile olan
iliskileri detayli olarak inceleyebilme imkani sunan Onemli bir metottur

(Deurenberg et al., 2006).

PFGE ilk olarak 1984 yilinda Schwartz ve Cantor adli iki bilim adami
tarafindan maya kromozomunun ayirilmasi ¢alismasinda elektriksel alanin
periyodik olarak yon degistirdigi farkli bir jel elektroforezi tasarlayarak
kullanilmiglar ve o giinden sonra epidemiyolojik calismalarda kullanilmaya

devam etmistir.

PFGE sisteminin calisma prensibine bakildiginda; ilk elektrik akimi jele
uygulandiginda DNA molekiiliiniin akim yo6niinde uzayarak jel {izerinde hareket
ettigi goriilmektedir. Bu akim durdurulup jele diger yodnde ikinci akim
verildiginde DNA molekiilii konformasyonunu degistirmekte ve ikinci akimin
yoniinde hareketini diizenlenleyerek ikinci akim yoniinde ilerlemektedir. Tiim bu
tekrar diizenleme islemi molekiiliin biiyiikliigiine gére zaman gerektiren hassas bir
asamadir. Boylece boyutuna gore kii¢iik olan DNA parcas1 agarozun bosluklari
sebebi ilede konformasyonunu biiylik olanlardan daha hizli tamamlayacak ve
hareketine baglayacaktir. Takip eden bu hareketler ile jel {izerinde DNA ayirimi
saglanmaktadir (Birren and Lai, 1993)

PFGE teknigi kendi igerisinde de farkli metotlara ayrilmaktadir. FIGE,
OFAGE, TAFE, ST/RIDE, ROFE, CHEF olarak adlandirilan bu sistemler elektrik

akiminin uygulanma sekillerine gore degismektedirler (Otlu, 2014).

“Field Inversion Gel Electrophoresis (FIGE)” ilk kullanilan PFGE teknigidir

ve tek yonlii ve sabit akimli en basit sistemdir. Bu sistemde elektroforezin
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yuriitme siiresi uzundur. Elektrik akiminin jel {izerinde 3 ileri: 1 geri yonde

diizenlenmesi 6nerilir. Ozelikle 50-60 kb aralikta iyi ayirim giiciine sahiptir (Otlu,

2014).

“Orthogonal Field Alternation Gel Electrophoresis (OFAGE)” bu metotda
elektriksel alan jelde homojen bir dagilim gostermemektedir. DNA fragmentleri,
jelin farkli bolgelerinde farkli hizda hareket eder. Tekrarlanabilrligi diisiik olan bu
sistemde laboratuvarlar ve cihazlar arasi1 standardizasyon olduk¢a zordur

(Burmeister and Ulanovsky, 1992).

“Transverse Alternating Field Electrophoresis (TAFE)” Bu sistemde jel
elektriksel alana dikey bir bigimde yerlestirilmistir. Basit bir elektrot yapisina
sahiptir ve elektrik akimi jel boyunca homojen olarak dagilmaktadir. Elektriksel
aci, ist bolgeler 15°, alt kisimlarda 165° olmak {izere jel boyunca farklilik
gosterir. Bundan dolayi jelin alt kisimlarinda DNA’nin gogii yavaslar ve bantlarda

yigilma goriilebilir (Shortridge et al., 1991).

“Simultaneous Tangential/Rectangular Inversion Decusate Electrophoresis
(ST/RIDE)” TAFE diizenegine ek olarak bir ¢ift elektrot daha vardir. Elektriksel
alan jelin eni boyunca homojendir ve 90° ile 180° arasinda degistirilebilir. Bu
sayede TAFE sisteminde olusan jelin alt kisimdaki bant yigilmalarinin 6niine
gecilmis ve sistem daha verimli hale getirilmistir (Burmeister and Ulanovsky,

1992).

“Rotating gel electrophoresis (ROFE)” Bu sistemde digerlerinin aksine
elektriksel alan sabit tutulur ve jelin kendisi ya da elektrotlar dondiiriiliir. Bu
islemin yapilacagi mekanik diizenek gerektirmektedir. Mekanik olarak degisiklik
hizi, elektriksel alan degisikliklerine gore daha yavastir. Toplam elektroforez

stiresi daha uzundur (Burmeister and Ulanovsky, 1992)..

“Contour- Clamped Homogenous Electric Field (CHEF)” Hekzagonal
yerlesime sahip toplam 24 (6 x 4) elektrottan olusan bir platformda
gergeklestirilir. Homojen bir elektriksel alan elde edilmesini saglamaktadir. Islem

siiresinde yapilacak olan calismaya gore elektriksel alanin agis1 sabit veya
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degisken olabilmektedir. DRII sisteminde sabit 120°’dir. DRIII sisteminde 90-
120° arasinda degismektedir. Ayrica “CHEF Maper” adli sistemde ise 1° - 360°
arasinda degistirilebilmektedir (Birren and Lai, 1993).

2.6.3.2. spa tiplendirmesi

S. aureus igin bu tek lokuslu sekans tabanli tiplendirme sistemi ge¢mis
yillarda olduk¢a fazla kullanilan yontem olmustur. Frenay ve arkadaglari
tarafindan 1996 yilinda kesfedilen bu teknikte S. aureus’ un sahip oldugu viriilens
bir faktor olan “Staphylococcal Protein A (spa)” nin kodlandig1 24 bp lik dizi
tekrarlarindan olusan spa lokusundaki polimorfik X bolgesindeki varyasyonlara

gore ayirim saglamaktadir (Deurenberg et al., 2008).

spa tiplendirmesi MLST ve PFGE ile kiyaslanabilecek derecede gii¢lii bir
aymrmm  saglayabilmektedir. Ozellikle hastane kdkenli MRSA’ larin
tiplendirilmesinde ve molekiiler evrim ile ilgili caligmalarda oldukg¢a basarili

olmustur (Koreen et al., 2004).

Sekans tabanli tiplendirme yontemleri olan MLST ve spa tiplendirme
karsilastirildigi zaman MLST ye gore oldukga fazla kolayliklar1 oldugu
goriilmektedir. Tek lokus tiplendirmesi olmasindan dolayr MLST den daha ucuz
ve daha az laboratuvar islemi gerektirmektedir. Bir bagka avantaji da Ridom
sirketi (Almanya) tarafindan hazirlanmis olan StaphType® program paketi ile
rahatlikla analiz edilebilmektedir. spa tiplendirmesinde Koreen ve arkadaglari
(2004) ve Harmsen ve arkadaglari (2003) tarafindan tanimlanan iki farkli
isimlendirme sistemi olmasina ragmen program ile her iki sistemde de analiz ve
isimlendirme yapmak miimkiin olmaktadir. Ayrica SeqNet.org internet adresinden
her iki isimlendirme sistemininde veri tabanina ulasilabilmektedir. Spa veritabani
S. aureus i¢in hazirlanmis en biiyiik tiplendirme veri bankasidir. Ekim 2014 itibari
ile 14210 spa tipi, 656 spa tekrar1 ve 53 iilkeden 311971 izolat kaydi
bulunmaktadir (SeqNet, 2014).
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spa tiplendirmede klonal koken analizide yapilmaktadir ancak bazi
ayrimlarda yetersiz kalmaktadir. Bu durumda MLST ve PFGE yontemlerinden

eksik taraflarinin oldugu goriilmektedir (Strommenger et al., 2008).

2.6.3.3. Multilokus sekans tiplendirmesi (MLST)

1998 yilinda Maiden ve arkadaslar1 patojenik mikroorganizmalarda
tiplendirme ve karakterizasyonunun diger laboratuvarlar ile karsilagtirilmasinin
zor olmasindan dolay1 Neisseria meningitidis tiiriinli kullanarak ortaya ¢ikardiklari
“Multi  Locus Sequence Typing (MLST)” metodu bugiin  birgok
mikroorganizmanin tiplendirilmesinde kullanilmakta ve bu organizmalar ile ilgili

veri bankalar1 giin gectikge biiylimektedir (Maiden et al., 1998).

Farkl1 sayida hiicrenin “yasamsal islevlerini kodlayan (housekeeping) genin
belirli bélgelerinin dizi analizi yapilarak ve elde edilen her farkli diziye bir kod
verilerek (sequence type, ST), sonrasida tiim analizi yapilan genlerden saglanan
kodlar ile elde edilen profiller saklanir veya diger laboratuvarlardan elde edilen
sonuglarla karsilastirilarak tiplendirme ¢alismalar1 i¢cin 6nemli bir veri bankasi ve
kolaylik saglamaktadir (Maiden et al., 2013). MLST bir fenotipik tiplendirme
teknigi olan ve secilerek boyanmis proteinlerin elektroforezi sonuglarinin
degerlendirildigi “Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE)” tekniginin sekans
verilerine uygulanarak gelistirilmis halidir (Trindade et al., 2003).

MLEE ilk olarak 1973 yilinda Roger Milkman tarafindan dogal Escherichia
coli suslarina uygulanmis ve sonrasinda 1980 li yillarda Legionella pneumophila,
Haemophilus influenzae, Listeria monocytogenes ve Bordetella bronchiseptica

gibi farkl patojenlerde ¢alisilmistir (Feil and Enright, 2004).

MLEE yonteminde, organizmadan ekstrakte edilen proteinlerin,
elektroforezde ayrilma sonrasinda olusturduklar1 herbir bandin pozisyonu,
proteinin kodlandig1 bolge ile ilgili bilgiler vermektedir. Proteinin kodlandigi
bolgedeki tek niikleotid farkinin, proteinin mobilitesini ve konformasyonunu

etkiledigi, ayni proteinlerin de elektroforezde farkli bolgede bant verdigini, bu
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durum da ayni protein i¢in iki farklr allelin bulundugunu gosterir (Trindade et al.,

2003).

MLST aymi zamanda epidemiyolojik calismalarda da oldukga yararlidir.
Ornegin MLST bir bakteriyal patojenin popiilasyondan uzaklasan viriilens bir
susunu takip edebilir ve popiilasyonda yakindan akraba pek ¢ok organizma olsa
bile, susu kesin bir sekilde saptayabilir. Bunun disinda MLST nin PCR temelli bir
teknik olmasindan dolayr numuneleri kiiltiire etmeden de test edebilme imkani

saglar (Madigan et al., 2012).

Enright ve arkadaglart 2000 yilinda yaptiklar1 bir calisma ile MLST
yontemini S. aureus’ un molekiiler tiplendirilmesinde ilk defa kullanarak S.
aureus’ ta basarili bir sekilde tiplendirme gergeklestirmislerdir. Bu g¢alismada
Cizelge 2.5 te verilmis olan 7 farkli genin belirli bolgelerindeki yaklasik 45 baz
ciftinin karsilastirilarak elde edilen sonuglar ile ilk S. aureus MLST veribankasi

kurulmustur (Enright et al., 2000).

Imperial Collage London in kontroliindeki “www.mlst.net” internet
adresinde su anda 29 farkli mikroorganizmaya ait veri bankasi bulunmaktadir.
Ayrica bunlarin i¢inde sadece S. aureus’ a ait veriler bulunan “saureus.mlst.net”
adresinde organizmaya ait spesifik allelik profillere, islemlerde kullanilacak
soliisyon ve analiz edilecek genlerin primerlerine ayrica farkli iilke ve
laboratuvarlardan veritabanina yiiklenmis olan izolatlarin cografi olarak
yayllimlarina ulasma imkani saglamaktadir (Imperial Collage London, 2014)

(Sekil 2.22).
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Cizelge 2.5 S. aureus’ un MLST' de dizilenen genlerin protein adlari, kisaltmalar1 ve baz ¢ifti

uzunluklart (Enright et al., 2000).

No Genin Kodladig1 Proteinin Ad1 Genin Kisa Adi Karsilastirihlan uzunluk
1 Carbamate kinase arcC 456

2 Shikimate dehydrogenase aroE 456

3 Glycerol kinase glp 465

4 Guanylate kinase gmk 429

5 Phosphate acetyltransferase pta 474

6 Triosephosphate isomerase tpi 402

7 Acetyl coenzyme A cetyltransferase yqil 516

XCOCOCOCOCC

l PCR

SOOCOCOCOOC

l Sequencing

l Sequence analysis

Rk

l Designation of STs and CCs

Chromosomal genes and allelic designation ST CC
arcC aroE glpF gmk pta tpiA ygqil

1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 4 1 4 12 1 10 5 5
3 3 1 1 4 4 3 8 8
3] 3 1 1 4 4 16 250 8
B 3 1 12 4 4 16 247 8

Sekil 2.22 MLST Analizi basamaklarinin 6rnek ile gdsterimi (Chambers and DeLeo, 2009).
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MLST nin sekans temelli ve epidemiyolojik c¢alismalardaki o6nemli bir
basaris1 da MRSA suslarinda koken arastirma konusunda olmustur. 1960 yili
oncesinde izole edilen ilk MRSA suslarinin MLST ve SCCmec tiplerine
bakildiginda ¢ogunun ST250 ve SCCmec tip 1 oldugu saptanmistir. Sonrasinda,
farkli cografyadan izole edilen ilk MRSA susu olan Iberya MRSA susunun ST247
ve SCCmec tip I oldugu, bununda ST250 sekans tipinden sadece tek lokusunun
farkli oldugu goriilmiistiir. Devam eden biiylik c¢apli koken aragtirma
calismalarinda ve eBURST analizlerinde ilkel MRSA suslarinin hepsinin CC8
klonal kompleksine ait olduklar1 gériilmiistiir (Feil Enright, 2004).

2.7. Tiirkiye’ de Yapilan Molekiiler Tanilama ve Tiplendirme

Calismalan

Ozkan ve arkadaslarinin (1999) yaptigi bir calismada gida sektdriinde
calisanlarin ve esnaflarin burun bogazlarindan aldiklar1 siiriintiilerde S. aureus

enfeksiyonlarina da bakmislar ve sadece tasiyicilik oranini vermislerdir.

Bundan ¢ok sonra 2009 yilinda da Kiitahya bolgesinde yine ayni sekilde
gida personellerinden alinan orneklerde tasiyicilik ve antibiyotik direncliligi
aragtirilmistir ve inceleme sonucu tasiyici olarak tesbit edilen toplam 217 burun
tastyicist izolatlarmin  sadece 12’ sinde metisilin direnci belirlenmistir

(Giilbandilar, 2009).

Yine 2009 yilinda Sanlurfa’ da gida sektoriinde calisan bireylerden 6rnek
toplanmis ve antibiyotik direngliligine bakilmistir (Simsek vd., 2009).

Ayni yil hastane kokenli suslarin arastirilmasi i¢in 8 farkli hastaneden
aldiklar1 suslari PFGE, MLST ve spa tiplendirme gibi yontemler ile
tiplendirmesini yapmislardir (Alp et al., 2009).
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Sudagidan ve Aydin (2010) yaptiklar1 ¢calismada, gida orneklerinden izole
ettikleri suglar ile MLST c¢alismas1 yapmislar ve sonuglarini uluslararasi

veritabanina girmislerdir.

Bursa, Niliifer’ de gida calisanlarindan aliman numunelerde de
asemptomatik S. aureus tasiyiciligi ¢alisilmis ve metisiline direngli S. aureus
burun tastyiciligr saglik karnesi olmayan, tibbi muayene ve bakteriyolojik olarak

tasiyicilik taramasi yapilmayan iscilerde daha sik bulunmustur (Pala et al. 2010).

Ergon ve arkadaslarida (2010) Dokuz Eyliil Universitesi hastanesinde
MRSA suslarinin molekiiler tiplendirmesini yapmiglar, PFGE ile bu MRSA
izolatlarinin ayn1 veya ¢ok benzer klonal 6zellikler tasidig1 gozlenmistir. SCCmec
analizi ve MLST ile de bu klonun, iilkemizde daha once de bildirilmis olan
ST239-MRSA-III klonal kompleksinin (Brezilya klonu) bir iiyesi oldugu

saptanmistir.

Otel personelinin burun ve bogaz siiriintiilerinden S. aureus izolasyonu ile
yapilan ¢alisma sonucunda da Otel personelinde metisiline duyarh ve direncli S.
aureus tasiyicilik oranlart diger toplum kaynakli c¢alismalara gore yliksek
bulunmamistir. Ayrica arastirilan risk faktorleri arasinda sadece sigara igiciligi
veya sigara i¢ilen ortamda bulunma ile S. aureus kolonizasyonu arasinda negatif

bir iligki saptanmistir (Erdogan ve Arslan, 2011).

Son olarak Yilmaz ve arkadaglar1 (2014), Orta Karadeniz bolgesinde
metisiline direncgli S. aureus kdkenlerinin filogenetigi i¢in yaptiklar1 ¢alismanin
sonucunda baskin olan MRSA klonal kompleks, bes biiylik pandemik MRSA
klonundan biri olan, epidemik ST239 oldugu ve nozokomiyal MSSA izolatlarinin

uzun donemli klonal ¢esitlilik sergiledigi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada kullanilan 6rnekler toplanmasi ve stoklanmasi

Calismada kullanilan materyallerin denemeye alinmasi i¢in Ege Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu ‘ndan 28.01.2013 tarihli 13-1/3 karar numarasi

ile etik kurul onay1 alinmustir.

Calismada kullanilan drnekler Izmir il smirlar icerisinde bulunan 10 farkli
hazir gida isleme, et ve et iriinleri, tabldot yemek fiiretimi yapilan 10 farkh
fabrikada iiretimde calisan ve gida ile direk temasi bulunan kisilerin burun

deliklerinden izole edilmistir.

3.1.2. Kullanilan besiyerleri ve hazirlanmasi

3.1.2.1. % 5 Kanh Columbia agar

Pancreatic Digest of Casein 12¢g

Peptic Digest of Animal Tissue 5 g

Yeast Extract 3g
Beef Extract 3g
Corn Starch lg
Sodium Chloride 5¢g
Agar 135¢g
Distilled Water 1000 ml

Ticari olarak satin alinan besiyerinin (BBL Columbia Agar Base, Sparks,
Maryland, USA) 42,5 g’ 1 1000 ml distile suda hazirlanip otoklavda 121°C, 1 atm
basing altinda 15 dakika sterilize edilmistir. Sonrasinda 50°C’ ye kadar sogutulur
ve hacmen %35 olacak sekilde steril kan eklenerek iyice karistirilir. Sonrasinda her

steril petri kabina yaklasik 10 ml olacak sekilde dokiiliir.
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Bu besiyeri burundan alinan siiriintiilerde bulunan bakterilerin izolasyonu
i¢cin kullanilmistir. Gram pozitif ve negatif bir ¢ok bakterinin iiremesi i¢in zengin
bir besiyeridir. S. aureus kolonizasyonu ve hemoliz acilma zonlar1 % 5 koyun

kanl agarda ayirt edilebilmektedir (Ellner et al., 1966).

3.1.2.2. Fenol red mannitol salt agar

Beef Extract lg
Pancreatic Digest of Casein 5¢g
Peptic Digest of Animal Tissue 5 g
Sodium Chloride 75 g
D-Mannitol 10g
Phenol Red 0,025 ¢
Agar I5¢
Distilled Water 1000 ml

Ticari olarak satin alman besiyerinin (BBL Mannitol Salt Agar Base,
Sparks, Maryland, USA) 111,025 g’ 1 1000 ml distile suda hazirlanip otoklavda
121°C, 1 atm basing altinda 15 dakika sterilize edilmistir. Yeterli sicakliga kadar

sogutulduktan sonra her steril petri kabina yaklasik 10 ml olacak sekilde dokiiliir.

Besiyerinde bulunan % 7.5 oranindaki NaCl, Staphylococcus disindaki
bakterilerin liremesini inhibe eder. Mannitol fermentasyonu fenol kirmizisi sebebi

ile ortamdaki renk degisiminden anlagilmaktadir (York, 2004).

3.1.2.3. Mueller-Hinton Il agar

Beef Extract 2g
Acid Hydrolysate of Casein 17,5¢g
Starch 1,5¢g
Agar 17¢
Distilled Water 1000 ml
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Ticari olarak satin alinan besiyerinin (BBL Mueller-Hinton II Agar Base,
Sparks, Maryland, USA) 38 g’ 1 1000 ml distile suda hazirlanip otoklavda 121°C,
1 atm basing altinda 15 dakika sterilize edilmistir. Yeterli sicakliga kadar

sogutulduktan sonra her steril petri kabina yaklagsik 10 ml olacak sekilde dokiiliir.

Besiyeri Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterlerine gore
antibiyotik disk diflizyon yonteminde kullanilan standart besiyeridir. (York,
2004).

3.1.2.4. Brain hearth infusion broth (%20 Gliserollii)

Brain Heart, Infusion from (solids) 6 g

Peptic Digest of Animal Tissue 6g

Pancreatic Digest of Casein 145¢g
Dextrose 3g
Sodium Chloride 5¢g
Disodium Phosphate 25¢g
Distilled Water 1000 ml

Ticari olarak satin aliman besiyerinin (BBL Brain Heart Infusion Base,
Sparks, Maryland, USA) 37 g’ 1 1000 ml distile suda hazirlanip otoklavda 121°C,

1 atm basing altinda 15 dakika sterilize edilmistir.

3.1.2.5. Tryptic soy broth

Bacto™ Tryptone (Pancreatic Digest of Casein) 17¢g
Bacto Soytone (Pptic Digest of Soybean Meal) 3g

Glucose (=Dextrose) 25¢g
Sodium Chloride 5¢g
Dipotassium Hydrogen Phosphate 25¢g

Distilled Water 1000 ml
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Ticari olarak satin alinan besiyerinin (BD Tryptic Soy Broth, Heidelberg,
Germany) 30 g’ 1 1000 ml distile suda hazirlanip, kapakli tiiplere 5 ‘er ml
paylastirilmis ve agizlari kapatilmistir. Sonrasinda otoklavda 121°C, 1 atm basing

altinda 15 dakika sterilize edilmistir.

3.1.2.6. Tryptic soy agar (Difco)

Pancreatic Digest of Casein I5¢g
Papaic Digest of Soybean 5¢g
Sodium Chloride 5¢g
Agar I5¢
Distilled Water 1000 ml

Ticari olarak satin alinan besiyerinin (BBL Difco Tryptic Soy Agar, Sparks,
Maryland, USA) 40 g’ 1 1000 ml distile suda hazirlanip, kapakli tiiplere 5  er ml
paylastirilmis ve agizlart kapatilmistir. Sonrasinda otoklavda 121°C, 1 atm basing

altinda 15 dakika sterilize edilmistir. Sonrasinda yatik besiyeri elde edilmistir.

3.1.3. Fenotipik ve biyokimyasal testlerde kullamilan ¢ozeltiler

ve hazirlanmasi

3.1.3.1. Katalaz test cozeltisi

Katalaz testi yapilirken ticari olarak satilan % 3 H,0, c¢ozeltisi

kullanilmustir.

3.1.3.2. Koagiilaz test cozeltisi

Koagiilaz testi icin ticari olarak satilan EDTA’ I liyofilize tavsan plazmasi

(Bactident Coagulase, Merck) kutu icerigine uygun olarak hazirlanir.
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Antibiyotik direnci icin kullanilan diskler

Antibiyotik direng testleri yapilirken “Clinical and Laboratory Standards
Institute” yayinladigr “CLSI, M 100 S 22 Vol. 32 No: 3” kilavuzu dikkate

almmarak S. aureus’ un klinik olarak ilk test edilmesi gereken antibiyotikler

kullanilmistir. Bu antibiyotikler ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1 Test icin kullanilan antibiyotiklerin doz miktarlar1 ve referans zon ¢aplart (CLSI,

2012).
Doz Disk Zon Caplar1 (mm)
Antibiyotik Kisaltma
Miktari Cap1 R I S

Erythromycin ERY 15 ug 6 mm =23 14 -22 <13
Clindamycin CLI 2ug 6 mm =21 15-20 <14
Oxacillin (0),¢ 1 ug 6 mm =13 11-12 <10
Penicillin P 10U 6 mm =29 =28
Trimethoprim - 1,25/

SXT mm =16 11-15 <10
Sulfamethoxazole 23,75 ug

Not: R: Direngli I: Yar1 Duyarli S: Duyarl

3.1.5.

Hizh tanilama icin kullanilan Kit

Hizli tanilama i¢in BBL™ Staphyloslide™ Latex test kiti kullanilmistir.

3.1.6. Molekiiler

hazirlanmasi

tiplendirmede

kullanilan

cozeltiler ve

3.1.6.1. DNA izolasyonunda kullanilan cozelti ve tamponlar

Lizis tamponu

Tris HCI (pH: 8,0)

EDTA (pH: 8,0)

NaCl
SDS

400mM
60 mM
150 mM
% 1
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Potasyum asetat tamponu

Potasyum Asetat 5M

Glascial Asetik Asit 11,5 ml

Distile Su 28,5 ml

SDS % 1
Etanol (% 70)

Etanol (% 96) 146 ml

Distile Su 54 ml

3.1.6.2. PCR’ da kullanilan cozelti ve tamponlar

dNTP karisim (Geneaid, tiim deoksiniikleotidtrifosfatlardan 10 mM)

Taq DNA polimeraz (Geneaid, 500U)

MgCl; soliisyonu (Geneaid, 500U)

PCR tamponu (Geneaid, 500U)

Marker (Fermentas)

Kullanilan cihaz Amplifikasyon Corbett marka bir termal cycler ile

gerceklesmistir.
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Calismada kullanilan S. aureus suslariin MLST analizleri i¢in Cizelge 3.2’

de gosterilen primerler kullanilmistir.

Cizelge 3.2 MLST i¢in kullanilan primer dizileri ( Enright et al., 2000).

Gen Bolgesinin Adi ve Kodu Primer Dizisi

Carbamate kinase (arcC)

arcC-Up 5’-TTG ATT CAC CAG CGC GTA TTG TC-3’

arcC-Dn 5’-AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG-3’

Shikimate dehydrogenase

aroE-Up 5’-ATC GGA AAT CCT ATT TCA CAT TC-3’

(aroE) aroE-Dn 5°-GGT GTT GTA TTA ATA ACG ATA TC-3’

Glycerol kinase (glpF)

glpF-Up 5°-CTA GGA ACT GCA ATC TTA ATC C-3°

glpF-Dn 5°-TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC-3’

Guanylate kinase (gmk)

gmk-Up 5°-ATC GTT TTA TCG GGA CCA TC-3’

gmk-Dn 5°-TCA TTA ACT ACA ACG TAA TCG TA-3’

Phosphate acetyltransferase

pta-Up 5°-GTT AAA ATC GTA TTA CCT GAA GG-3°

(pta) pta-Dn 5°-GAC CCT TTT GTT GAA AAG CTT AA-3°

Triosephosphate isomerase

tpi-Up 5°-TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA-3’

(tpi) tpi-Dn 5°-TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC-3’

Acetyl coenzyme A
acetyltransferase (yqil)

yqiL-Up 5’-CAG CAT ACA GGA CAC CTA TTG GC-3’
yqiL-Dn 5’-CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC-3’

3.1.6.4. Pulsed-Field jel elektroforezinde kullanilan cozelti

Ve

tamponlar

Tris-Cl

Tris-Base
HCI pH 7,2
Distile Su

EDTA (0,5 M pH 8,0)

EDTA
NaOH
Distile Su

121,1 g

1000 ml

186,1 g

pH 8,0
800 ml



TBE (5X)

TBE (0,5X)

5 M NaCl

HST tampon

Lizis tampon
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Tris-Base

Borik Asit

0,5 M pH 8,0 EDTA
Distile Su

5X TBE
Distile Su

NaCl
Distile Su

1 M Tris-Cl

0,5 M EDTA pH 8,0
5 M NaCl

Steril Distile Su

1 M Tris-Cl pH 7,2
5 M NaCl

0,5 M EDTA pH 8,0
Sodyum Deoksikolat
Sarkosyl

Steril Distile Su

54 ¢
275¢
20 ml
1000 ml

200 ml
1800 ml

146,1 g
500 ml

2,5ml
25 ml
1 ml

221,5 ml

0,1 ml
0,1 ml
1 ml

20 mg
50 mg
8,8 ml
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Proteinaz K tampon

0,5MEDTApH80 5ml

Sarcosyl 0,1g

Proteinaz K 0,5 mg

Steril Distile Su 5ml
TE tampon

1 M Tris-Cl 5ml

0,5M EDTA pH 8,0 0,1 ml

Steril Distile Su 494,9 ml

Smal reaksiyon tamponu

Smal 3ul

10X Tango Tamponu 10 pl

Steril Distile Su 87 ul
Etidyum Bromiir boyast

Et-Br (10 mg/ml) 300 ul

Steril Distile Su 600 ul

Low-melt agaroz kaliplar

HST tamponu 10 ml
Low melt Agaroz 02¢g

% 1 PFGE i¢in agaroz jel

PFGE Grade Agaroz lg
0,5 X TBE 100 ml
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3.1.6.5. Agaroz jel elektroforezinde kullanillan cozelti

ve

tamponlar

Tris borik asit EDTA (TBE) tamponu

Stok ¢ozelti (5X / 1000 ml)

Tris base 54 ¢
Borik asit 275¢g
0,5M EDTA 20 ml (pH 8,0)

1X calisma ¢oOzeltisi
Tris base 89 mM
Borik asit 89 mM
0,5M EDTA 20 ml (pH 8,0)

Jel yiikleme tamponu
% 0,25 Bromfenol Mavisi
% 0,25 Ksilen Siyanol FF
% 15 Ficoll Suda (Tip 400; Pharmacia)

Jel goriintiileme boyas1

10000X gelRed SafeView

3.1.6.6. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan cihaz

PCR urunlerinin elektroforezinde Consart HU 13 marka 13x15 cm

boyutlarinda bir kiivet kullanilmistir.

3.1.6.7. Agaroz jelin hazirlanisi

Ayni ya da farkli agaroz jellerdeki bant izlerinin karsilastirilabilmesi igin

elektroforez kosullar1 standardize edilmistir ve biitiin elektroforez islemleri ayni

kosullarda gergeklestirilmistir. Elektroforez, 90 V’ ta 1 saat 20 dakika boyunca

stirdliriilmiistiir. Tampon olarak TBE kullanilmis ve elektroforez % 1 agaroz jelde
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gergeklestirilmistir. Ayrica jel hazirlanirken igerisine 5 ml/ 100 ml olacak sekilde

10000XgelRed (SafeView Nucleic Acid Stain) niikleik asit boyasi ilave edilmistir.

Elektroforez i¢in 5 ul PCR firiinii ve 2 ul jel yiikleme tamponu karistirilarak
kuyucuklara yiiklenmis, her elektroforez isleminde orneklerle birlikte DNA

marker1 da jelde yiiriitilmiistiir.

3.1.7. Kaullanilan standart suslar

Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC® 43300™)

Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC® 6538P™)

Staphylococcus epidermidis (ATCC® 12228™)

3.1.8. Arastirmada kullanilan cihazlarin listesi

Otoklav (Hirayama)

Inkiibator

Mikroskop

-20 °C derin dondurucu

Mikro santrifiij

Sekans cihazi

SeqScape software

Terazi

pH metre
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Vorteks

Elektroforez

Gii¢ kaynag1

Jel goriintiileme cihazi
Coklu 1s1 blogu

3.2. Metod

3.2.1. Orneklerin toplanmasi

Calismadaki numuneler Izmir ili igerisinde hazir gida iiretimi yapan
fabrikalarda tliretimde aktif olarak gorev yapan 1358 kisinin burunlarindan izole
edilmis ayrica numune toplama sirasinda kimlik bilgileri disinda Adesida ve
arkadaglarinin (2007) de yaptig1 calismada yonelttigi sorular modifiye edilerek
asagidaki sekli ile kisilere yoneltilmistir.

* Yakin zamanda hastanede yatt1 mi1?

* Burun deliklerini diizenli olarak temizler mi?

* Ellerini diizenli olarak yikar mi?

* Sik antibiyotik kullanir m1?

* Antibiyotik kullaniyor ise receteli mi?

* Kendini tedavi ederken antibiyotik kullandi mi1?

* Gegctigimiz iki hafta igerisinde antibiyotik kulland1 m1?

Calismaya uygun olarak bu sorulara verilen cevaplar kayit altina alinmis ve
calismada kullanilan izolatlara sahip olan kisilerin cevaplar1 oransal olarak
degerlendirilmistir. Alinan izolatlar stuart transport besiyerli ekiivyon ¢ubuklar ile

soguk zincir sartlarinda laboratuvara ulastirilmistir.
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3.2.2. S. aureus tiirlerinin izolasyonu ve diger kiiltiirel islemler

3.2.2.1. % 5 Kanh Columbia agar

Stuart besiyeri ile transport edilen 6rneklerin ilk olarak % 5 Kanli Columbia
agara ekilmis ve 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. S. aureus’ un karekteristik
koloni morfolojisi olan sari, yuvarlak, 1 — 4 mm, belirgin kenarli, parlak
goriiniimlii ve P-hemoliz gosteren kolonilerden 1-2 tanesi 6ze ile dikkatlice

alinarak fenol red mannitol salt agar’ a ekim yapilmistir.

3.2.2.2. Fenol red mannitol salt agar

S. aureus identifikasyonunda kullanilan bu besiyeri yiiksek tuz
konsantrasyonun da ve sadece mannitoliin seker kaynagi olarak bulundugu bir
ortamda iireyebilmeye izin vermektedir. Identifikasyonun ilk basamaklarindan
olan bu besiyerine 6ze ile kanli agardan alman sar1 renkli kolonilerden ekim
yapilmistir. 37 °C’ de 24 saat inkiibasyon sonucu iiremenin oldugu yerlerde
kirmiz1 renkli besiyerinin sar1 oldugu goriilmekte ise mannitol fermentasyonu
pozitif olarak degerlendirilir. Ayrica iireyebilen bakteri % 7,5 lik NaCl

konsantrasyonunda da ¢ogalabilmektedir.

3.2.3. Fenotipik ve biyokimyasal tanilama testleri

3.2.3.1. Katalaz testi

Mannitol salt agar besiyerinde pozitif sonug veren kolonilerden steril 6ze ile
temiz bir lam tlizerine 1-2 damla damlatilmis % 3’ liik H,O, ¢ozeltisi ile slispanse
edilmistir. Katalaz aktivitesi gosteren hiicreler H,O,” yi su ve oksijene
parcalayacagi i¢in oksijen ¢ikisindan dolay1r ortamda kabarcik olusumu
gozlemlenmektedir. Bu aktiviteyi gosteren izolatlar katalaz pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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3.2.3.2. Koagiilaz testi

Koagiilaz aktivitesi steril eppendorf tiiplerde gerceklestirilmistir. 0,8 ml
serum fizyolojik c¢ozelti ile 0,2 ml EDTA’ 11 tavsan plazmasi karistirilarak
igerisine bakteri inokiile edilmis, 37°C sicakliktaki su banyosuna tutularak ve 1.,
2., 4., 8. ve 24. Saatlerde koagiilasyon izlenmistir. Koagiilasyon i¢in tiip i¢erisinde
jelimsi goriinen piht1 olup olmadigia bakilmis ve piht1 var ise koagiilaz pozitif

olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.3. Seker fermentasyon testleri

Seker fermentasyonu testi i¢in “Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology” kitabinda listesi bulunan ayirt edici olan arabinoz, cellobioz,
frilkktoz, galaktoz, laktoz, maltoz, mannitol, mannoz, raffinoz, riboz, siikroz,
trehaloz, ksilitol ve ksiloz sekerleri se¢ilerek modifiye edilmis fenol red mannitol
salt s1v1 besiyerinde test edilecek olan seker mannitoliin yerine tek karbon kaynagi
olacak sekilde hazirlanmistir. Ayrica sadece S. aureus iireyebilmesi i¢in % 7,5 lik

NaCl oran1 korunmustur (Schleifer and Bell, 2009).

3.2.4. Hizh tamilama kitinin kullanimi

BBL™ Staphyloslide™ Latex test kiti kullanimi igin agar besiyerinde
tiretilen S. aureus izolatlarindan steril 6ze ile alinan bir miktar hiicre test kartinda
soliisyon ile karistirilmistir. Pozitif ve negatif kontroller ile birlikte aggliitinasyon
varlig1 gozlemlenmistir. Agliitinasyon faktoriine gore se¢im yapan bu kit ile hizli

bir sekilde tanilama gerceklestirilmistir.

3.2.5. 8. aureus’ un antibiyotiklere olan direnglerinin

saptanmasi

Bir gece Onceden tryptic soy agarda inkiibasyona birakilan S. aureus
izolatlarindan her 6rnek i¢in ayr steril tiipte serum fizyolojik ¢ozeltisinde 0,5

McFarland olacak sekilde steril 6ze ile hiicreler homojenize edilmistir. CLSI
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kriterlerine gore yapilmis olan antibiyogram testinde ticari olarak satilan ve

belirtilen sartlara gore hazirlanan Miiller-Hinton II agar besiyeri kullanilmistir.

Her bir ornekten steril ekiivyon g¢ubuk ile alinan ornekler petrilerin
ylizeylerine bosluk kalmayacak sekilde ve kontamine olmayacak sekilde inokiile
edilmistir. Sonrasinda kisa bir siire kurumaya birakilan petrilerin yiizeyine CLSI
2012 de belirtildigi gibi bir petride en cok 5 disk olacak sekilde ve bu disklerin
birbirleri ile aralarindaki uzaklik en az 24 mm olmasina dikkat edilmistir.
Sonrasinda 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilan petrilerdeki zon c¢aplari
kilavuzda belirtildigi gibi Olgiilerek antibiyogramlara olan direnclilikleri direngli,
yar1 duyarli ve duyarli olmak {izere {i¢ kriterde degerlendirilmistir. Kullanilan
antibiyotik diskleri CLSI kriterlerine gore klinik laboratuvara gelen S. aureus

suslarinin ilk olarak test edilmesi gereken antibiyotikleridir (CLSI, 2012) .

3.2.6. S. aureus’ un molekiiler tiplendirilmesi

3.2.6.1. DNA izolasvonu

Fenotipik tanilamalar1 yapilan S. aureus izolatlarinin MLST iglemi igin
yapilacak olan PCR isleminde kullanilmak tlizere genomik DNA izolasyonu Liu
ve arkadaglar1 (2000) tarafindan tanimlanan metot temel alinip modifiye edilerek

gergeklestirilmistir.

Tiipte tryptic soy siv1 besiyerlerine inokiile edilen izolatlar 24 saat 37 °C’ de
inkiibe edilmistir. 1,5 ml’ lik eppendorf tiiplerine 1000 pl olacak sekilde konulan
inokiile edilmis s1v1 besiyeri 12000 rpm de 5 dakika santrifiij edilir ve siipernatant
dokdiliir. Pelletin tizerine 500 pl lizis tamponu ilave edilir ve vorteks ile homojen
hale getirilir. 65 °C’ de 15 dakika bekletilerek lizis islemi tamamlanir. Tekrar
12000 rpm de 5 dakika santrifiij edilerek pellet olusturulur. Siipernatant dokiiliir.
Her bir tiipiin icerisine 150 pl potasyum asetat ilave edilir ve vorteks ile homojen
hale getirilir. Oda sicakliinda 10 dakika bekletildikten sonra 12000 rpm de 5
dakika boyunca santrifiij edilir. Siipernatant yeni bir eppendorf tiip igerisine alinir
ve tizerine 500 pl izopropil alkol ilave edilir. Pipet ile yavas bir sekilde homojen

hale getirilir. Karistm 12000 rpm de 4 C’ de 3 dakika boyunca ¢oktiiriilmiis ve
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siipernatant atilmistir. DNA pelleti iizerine 300 pl %70’lik soguk etanol ilave
edilir, 12000 rpm de 2 dakika santrifiij edilir ve siipernatant yavasca dokiiliir. 65
°C etiiv yada 1sitic1 blokta etanol ucurulur ve pelletin {izerine 50 pl ultra saf su
eklenerek siispanse edilir. Sonrasinda genomik DNA -20 °C’ de muhafaza edilir

(Liu et al., 2000).

3.2.6.2. DNA’ larin saflik kontrolii

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’ lar agaroz jel elektroforezinde
kontrol edildikten sonra nanodrop spektrofotometre cihazi ile miktar tayinleri

yapilmistir (Sik vd., 2008).

Agaroz jel elektroforezi, SafeView 10000X GelRed iceren % 1,5 lik agaroz
igeren jelde gerceklestirilmistir. Jel hazirlanirken ve elektroforezde TBE tamponu
kullanilmig ve 1 pl yiikleme tamponu, 5 ul DNA karistirilarak 90 V’ da 1 saat 20
dakika yiiriitiilmiistiir. Elektroforez sonucunda, baslangi¢ noktasina yakin, yiiksek
molekiil agirhiginda tek bir bant gozlenmesi, izole edilmis DNA’ larin

biitlinliigiiniin tam oldugunu gostermistir (Sambrook et al, 1989).

DNA larin NanoDrop spektrofotometrede miktar tayini yapildiktan sonra -

20 °C kapali sekilde tutulmuslardir.

3.2.6.3. Polimeraz zincir reaksivonu (PCR)

DNA amplifikasyonu optimize edilmis 25 ul’ lik reaksiyon karisiminda
gergeklestirilmistir. Toplam reaksiyon hacmi 25 ul olacak sekilde, asagidaki

bilesenler sira ile 0,2 ml’ lik PCR tiiplerine konulmustur.

Ultra saf su 10,65 ul
PCR reaksiyon tamponu 2,5 ul
MgCl, 3,6 ul
dNTP karisimi 1,0 ul
Primer (Up) 1,0 ul
Primer (Down) 1,0 ul
Taq polimeraz 0,25 ul

Kalip DNA S5ul
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Multi lokus sekans tiplemesinde dizi analizi yapilacak tiim gen bolgelerinin
primer ciftlerinde aynmi sartlarda hazirlanan sistemde reaksiyon karisimlari
buharlagmay1 engellemek icin ince bir tabaka steril mineral yag ile kaplanmis ve
amplifikasyonlar programlanabilir bir termal cycler da asagidaki kosullarda

gergeklestirilmistir.

Ik denatiirasyon 95 °C’ de 5 dakika

30 dongii, her dongiide

L. Denatiirasyon 95 °C 1 Dakika
I1. Baglanma 59°C 1 Dakika
II. Uzama 72 °C 1 Dakika

PCR tiipleri son dongiiden sonra 72 °C’ de 5 dakika inkiibe edilir.

Tiipler reaksiyon bittikten sonra -20 °C’ de tutulur (Enright et al., 2000).

3.2.6.4. Agaroz jel elektroforezi

PCR iiriinlerinin elektroforezinde Consort marka 13x15 cm boyutlarinda bir
cihaz kullanilmigtir. Aynm1 ya da farkli agaroz jellerdeki bant izlerinin
karsilastirilabilmesi i¢in elektroforez kosullar1 standardize edilmis ve biitiin
elektroforez ¢alismalar1 ayni1 cihaz ve aym kosullarda gerceklestirilmistir.
Elektroforez islemi, 90 V, 300 mA ve 50 W elektrik akiminda 1 saat 20 dakika
stirdliriilmiistiir. Tampon olarak TBE tampon kullanilmis ve elektroforez % 1’ lik
agaroz jelde gerceklestirilmistir. Ayrica jel hazirlanirken igerisine, 5 pl / 100 ml
olacak sekilde 10000X GelRed niikleik asit boyasi katilmistir (Ausubel et al.,
1997).
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Elektroforez i¢in 5 pl PCR firiinii ve 2 pl jel yiikleme tamponu karistirilarak
kuyucuklara yiiklenmis, her elektroforez isleminde orneklerle beraber DNA

marker1 da jelde yiiriitiilmiistiir.

3.2.6.5. Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE)

“Bergey’s Manual Of Systematic Bacteriology” kitabinda S. aureus’ un
tiplendirmesinde altin standart olarak kabul edilen iki yontemden biri olan PFGE
bakteri hiicrelerinin biitiin halinde yumusak agaroz jele gomiilmesini, hiicre duvari
lizisini ve kromozomun kesilmesi islemlerini barindiran ve bir ¢ok bakteri tiiriiniin

tiplendirmesinde kullanilan bir yontemdir (Schleifer and Bell, 2009).

Tim genom Smal restriksiyon endoniikleazi ile kesilerek agaroz jelde

ayrilarak olusan fragmentler izlenir.

S. aureus bakterisine 0zgii olarak kullanilan Smal restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile asagidaki protokol izlenerek ve en uygun sekline goére modifiye
edilerek uygulanmistir, bakteriyel kromozomun kesilmesinden sonra 18-24 saat
arasinda ylriitme gerceklestirilmektedir (Mulvey et al.,, 2001). Tiim PFGE

calismas1 asagidaki basamaklarda gerceklesmistir:

e TSA’ da 24 saat inkiibe edilmis taze kolonilerden 6ze ile alinan
ornekler steril tiip i¢erisinde 5 ml serum fizyolojik ile ¢oziiliir.

* Vorteks ile iyice karnistirllmis ¢ézeltiden 300 pl alinarak eppendorf
tiiplere konulur.

* 13000g’ de 4 °C’ de hiicrelerin ¢oktiiriilmesi i¢in santrifiij edilir.

* Santrifiij sonrast ¢dken hiicrelerin iizerinde kalan silipernatant atilir.
Kalan pellet 500 ul HST ile siispanse edilir.

* Vorteksle tekrar yapilan karistirma sonrasinda 13000g’ de 4 °C’ de
tekrar santrifiij edilir.

* Siipernatant tekrar atilir ve pellet 1 ml soguk HST ile siispanse edilir.

* Herbir 6rnekten 100 pl alinarak ayr tiiplerde buz iizerinde bekletilir.

* 9% 2’lik low melt agaroz hazirlanir.
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* Homojen hale gelen sicak low melt agaroz 100’ er ul ependorflara

konularak 50 °C’ de kuru bloklarda bekletilir.

* Uygun boyutta 6rnek kalib1 alabilmek amaci ile 6zel PFGE kaliplari
hazirlanir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Hazirlanan hiicre agaroz karisiminin kaliplara doldurulmasi.

. 3 ul lysostaphin (1 mg / ml) ve 100 ul bakteri soliisyonu
homojen olarak karistirilir. 100 ul low melt agaroz ile de karistirilarak
kaliplarin herbir kuyucugu farkli 6rnek ile doldurulur.

. Kaliplar sonrasinda +4 °C’ de en az 15 dakika tutularak
katilagsmas1 saglanir.

. Kaliptan ¢ikarilan her bir agaroz parcasi farkli ependorflara

konulur tizerine her bir tiipe 500 pl lizis tamponu ilave edilir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Hazirlanan kaliplarin ependorf tliplerine konulmasi.

. Tipler 1 saat boyunca 37 °C’ de su banyosunda inkiibe
edilir.

. Inkiibasyondan ¢ikarilan tiiplerdeki lizis tamponu dokiiliir
ve yerine her tiipe 500 pl olacak sekilde Proteinaz K tamponu eklenir.

. Bu sekilde 50 °C’ de 30 dakika inkiibe edilir. Sonrasinda
bu igerisinde 15 dakika bekletilir.

. Kaliplar 3 kez 50 °C’ de 30 dakika TE tampon ile yikanir
ve proteinaz K ortamdan tamamen uzaklagtirilir.

. Genomik DNA nin kesimi i¢in kaliplar 30 °C* de 100 pul 1x
Smal tamponu ile inkiibe edilir. Sonrasinda her tiibe 30 U olacak sekilde
enzim eklenerek 30 °C’ de bir gece inkiibasyona birakilir.

. Tipler +4 °C’ de 15 dakika bekletilerek sogutulur.

i 0,5x TBE tamponu ile % 1 lik 100 ml PFGE kalitesinde jel
hazirlanir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 PFGE i¢in uygun agarozun dokiilmesi.

. Bekletilen kaliplar her bir kuyucuga bir 6rnek olacak
sekilde kaliplar yerlestirilir ve kalan agaroz jel ile deliklerin iizerleri
kapatilir.

. Elektroforez cihazinin haznesi 2 L 0,5x TBE tampon ile

doldurulur (Sekil 3.4) ve Cizelge 3.3’ te verilen sartlarla 20 saat

elektroforez islemi gerceklestirilir.
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Sekil 3.4 PFGE isleminde kullanilan jel yiiriitme sistemi.

. Jel 600 ml deiyonize su ve 300 pl Etidyum Bromir (10
mg/ml) ile 30 dakika ¢alkalanarak boyanir. Sonrasinda 5 — 6 deiyonize su

ile yikanir ve goriintiileme cihazinda goriintiilenir.

Cizelge 3.3 Hazirlanan PFGE sisteminde akim ve dogrultu ayarlart.

Vurus Zamanlari 5,3 - 34,9 Saniye
Siire 20 Saat

Tampon Sicaklig1 14 °C

Vurus Agisi 120°

Gerilim 6 V/em®

3.2.6.6. Multi Lokus Sekans Tiplendirmesi (MLST)

MLST igin gerekli olan; arcC, aroE, gIlpF, gmk, pta, tpi, yqil gen
bolgelerinin PCR lar1 gergeklestirilmis, jel elektroforezi ile PCR sonuglari
degerlendirilmis ve her bolgenin sekansi ayr1 olacak sekilde dizi analizi i¢in soguk
ortamda hizmet alimi yapan bir laboratuvara gonderilmistir. Dizi analizi Applied
Biosystems” 3130XL Genetic Analyzers marka ve modele sahip cihazda

gergeklestirilmistir.
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3.2.6.7. Verilerin Analizi

Veri analizleri i¢in tiplendirme yontemlerinde farkli program ve

uygulamalar kullanilmistir.

PFGE verilerinin analizi i¢in VersaDoc 4000MP image analyzer system
(Bio-Rad) ile goriintii alinmistir ve aliman goriintiler BIO-PROFIL Bio-1D++
programi ile analiz edilmistir. Dendrogram ¢izimi yine ayni program ile UPGMA

metodu kullanilarak yapilmistir.

MLST analizi i¢in http://www.mlst.net web sitesinde entegre olarak ¢alisan
program kullanilmis ve sekans tipleri ile karsilagtirma her bir gen igin ayr1 ayri
yapilmistir. Sonrasinda yine ayni sitede bulunan program ile UPGMA metodu

kullanilarak dendrogram ¢izilmistir.

Dizi analizi sonucu elde edilen sonuglar “Sequin” programi ile uygun

sekilde NCBI GenBank veribankasina kayit edilmiglerdir.
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4. BULGULAR
4.1. S. aureus Izolasyonu

Izolasyon burun deliklerinin &n bolgelerinden steril ekiivyon cubuk ile
siriintii seklinde alinmistir. Stuart besiyerli transport tiiplerinde soguk zincir
sartlarinda laboratuvara ulastirilmis ve zenginlestirmek amaci ile % 5 Kanl

Columbia agar besiyerine yayma ekimi yapilmistir.
4.2. Kiiltiirel Tanilama

4.2.1. % S5 Kanh Columbia agar

Bolim 3.2.2.1° de anlatildig1 sekilde g¢alisilan burun siiriintii 6rnekleri 24
saat 37 °C’ de inkiibe edilmelerinin ardindan degerlendirmeye alinmistir. % 5
Kanli Columbia agarda S. aureus i¢in karakteristik sar1 renkte koloniler olusturan
ve B—hemoliz gerceklestiren 64 farkli izolata ait koloni S. aureus stiphesi ile ayri

petriye alinmustir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 % 5 Kanli Columbia agarda B-hemoliz gosteren S. aureus kolonileri.
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4.2.2. Fenol red mannitol salt agar

% 5 Kanli Columbia agarda saf halde elde edilen koloniler bir sonraki
kiltiirel test olan ve Bolim 3.2.2.2° de belirtilen fenol red mannitol salt agar
petrilerine seyreltme plaka ekimi teknigi ile ekilmis ve mannitol fermentasyonu ve
ylksek tuz konsantrasyonunda iireyebilme yoniinden degerlendirilmistir. Steril
halde kirmizi renkte olan besi ortami laktik asit olusumu sebebi ile Sekil 4.2° de
goriildiigli gibi sartya donmekte ve ilireme gozlenmektedir. 64 izolatin tamami
mannitol  fermente  edebilmekte ve yiikksek tuz  konsantrasyonunda

iireyebilmektedir.

Sekil 4.2 FRMSA da S. aureus iiremesi sonucu olusan renk degisikligi.

4.3. Biyokimyasal Tanilama

3.2.3.1. ve 3.2.3.2 boliimlerinde anlatildig1 gibi yapilan katalaz ve koagiilaz
testlerinde 64 izolatin tamami katalaz ve koagiilaz testlerinde pozitif sonug
vermigstir. Pozitif katalaz Sekil 4.3, pozitif koagiilaz testi de Sekil 4.4 ‘de

gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Katalaz testinin pozitif sonucunda ortaya ¢ikan O, sebebi ile olugan hava kabarciklari.

Sekil 4.4 Tiip koagiilasyon testi sonucu olugan jelimsi goriinti.

Tim S. aureus’ larda karakteristik sonug veren bu sekerlerin fermentasyon
sonuglar1 tiim izolatlarda ayn1 sonucu vermistir. Sonuglar Cizelge 4.1, Ornek test

goriintiileri Sekil 4.5 te gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 Fermentasyon testinde kullanilan sekerler ve S. aureus' un kullanim sonuglari. (+)

kullanabiliyor, (-) kullanamiyor
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Sekil 4.5 Seker fermentasyonu sonucu besi yerinde olusan renk degisikligi ve gaz ¢ikist

olmadigin1 gdsteren tiipler.

4.4. Kit ile Hizhh Tanilama

Kiimelenme faktoriine gore tanilama yapan BBL™ Staphyloslide™ Latex

test kiti ile fenotipik olarak tanilanan 64 izolat pozitif olarak sonu¢ vermistir.
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4.5. Sorulara Verilen Cevaplar ve Istatistiksel Bulgular

Izmir ili ve gevre ilgelerinde 10 gida fabrikasinda iiretimde aktif olarak

calisan 1358 kisinin burunlarindan izole edilen siiriintii 6rneklerinden % 5 Kanli

Columbia agarda B-hemoliz, fenol red mannitol salt agar da iireme gergeklestiren

S. aureus oldugu diisiiniilen 64 tanesi secilmis ve ¢alismaya dahil edilmistir. Bu

64 kisinin sorulara verdigi cevaplar kayitlardan degerlendirilmistir. ydneltilen

sorular ve kisilerin istatistiksel dagilimi Cizelge 4.2° de verilmistir. Fabrika

isimleri ve kisi bilgileri gizli tutulmustur.

Cizelge 4.2 Calisanlara yoneltilen sorular ve kisilerin istatistiksel dagilimi (Sonuglar 64 kisi

iizerinden degerlendirilmistir).

Ozellikler Calisan Oran (%)
Sayisi (n)
Yas (Yil)
<20 9 14,06
21-25 16 25
>26 39 60,94
Cinsiyet
Erkek 41 64,06
Kadin 23 35,94
Fabrika
Fabrika 1 4 6,25
Fabrika 2 3 4,69
Fabrika 3 3 4,69
Fabrika 4 1 1,56
Fabrika 5 3 4,69
Fabrika 6 2 3,13
Fabrika 7 10 15,63
Fabrika 8 8 12,50
Fabrika 9 1 1,56
Fabrika 10 29 45,31
Hastanin T1bbi Gegmisi
Yakin zamanda hastanede yattt m1? 4 6.25
Burun deliklerini diizenli olarak temizler mi? 45 70.31
Ellerini diizenli olarak yikar m1? 60 93.75
Sik antibiyotik kullanir m1? 23 35.94
Antibiyotik kullantyor ise regeteli mi? 14 21.88
Kendini tedavi ederken antibiyotik kullandi mi1? 20 31.25
Gegtigimiz iki hafta igerisinde antibiyotik kulland1 m1? 17 26.56
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4.6. Stoklama

Kiiltiirel ve biyokimyasal yontemler ile S. aureus olarak tanilanan izolatlar
kodlanarak % 20 gliserol ilave edilmis 5 ml’ lik tliplerde brain hearth infusion

broth icerisinde -80 °C sicaklikta stoklanmistir.

Ayrica testlerde kullanilmak i¢in tiiplerde yatik tryptic soy agar hazirlanmig
ve her bir izolat steril olarak ekilmis 3 ayda bir degistirilmek tizere +4 - +8 °C’ de

bekletilmistir.

4.7. Antibiyotik Direnci

S. aureus izolatlarinin antibiyotik direng testleri Bolim 3.2.5° te anlatildigi
gibi c¢alisilmistir. Antibiyogram petri goriintiisii  6rnekleri  Sekil 4.6° da
goriilmektedir. Ayrica 64 izolatin herbirine ait CLSI verilerine gore

degerlendirilmis profilleri Cizelge 4.3’ de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore 64 S. aureus izolatinin % 92,18 1 (59/64) en az
bir antibiyotige kars1 direng gostermektedir. Test edilen izolatlarin % 79,68’ i
(51/64) Penicillin’ e, % 6,25 1 (4/64) Erythromycin’ e, % 4,68 1 (3/64)
Clindamycin’ e, % 1,56’ s1 (1/64) Trimethoprim-Sulfamethoxazole’ ye, % 14,06’
s1 (9/64) Oxacillin’ e kars1 direng gosterdigi goriilmiistiir. Oxacillin’ e direngli 9
izolat metisilin direngli olarak degerlendirilmis ve EM21, EM22, EM33, EM59,
EM64, EM66, EM79, EM81, EM82, MRSA olarak isaretlenmistir.
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Sekil 4.6 EM69(a) ve EM59(b) kodlu izolatlarin antibiyotik direng testi goriintiisii.



Cizelge 4.3 Tiim S. aureus izolatlarinin antibiyotik direng profilleri
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No 1zolat ERY CLI OX P SXT | No Tzolat ERY CLI OX P SXT
Kodu Kodu

1 EMO1 I I S R S 35 EMS3 S S S R S
2 EMO02 1 S S R S 36 EMS4 S S S R S
3 EMO0O3 S I S R S 37 EMS5 S I S R S
4 EMO04 1 I S S S 38 EMS6 S I S R S
5 EMO07 S I S R S 39 EMS7 S I S R S
6 EMO09 S S I R S 40 EMS8 S S S R S
7 EMI10 S I S R S 41 EMS59 S S R R R
8 EMI11 S S I R S 42  EM60 R R S R S
9 EMI12 1 S S R S 43  EM61 R R S R S
10 EMI13 S I S R S 44 EM62 S S I R S
11 EM14 1 I S R S 45 EM63 S I S R S
12 EMI15 S I S R S 46 EM64 S S R R S
13 EMl16 1 I S R S 47 EM66 S S R S S
14 EM18 S I S R S 48 EM67 R R I R S
15 EM19 S S S S S 49 EM68 R I S R S
16 EM20 S I S R S 50 EM69 S I S R S
17 EM21 S S R R S 51 EM70 S I S R S
18 EM22 S S R R S 52 EM71 S S S S S
19 EM23 S I I R S 53 EM72 1 I S S S
20 EM24 S S S R S 54 EM73 S S S S S
21 EM25 S S S R S 55 EM74 S S S S S
22 EM26 S S S R S 56 EM75 S I S R S
23 EM27 S I S R S 57 EM76 S S S R S
24 EM28 S S S R S 58 EM77 S I S R S
25 EM29 S S I R S 59 EM78 S S I S S
26 EM30 S I S S S 60 EM79 S S R R S
27 EM31 S S S R S 61 EMSO S S S S S
28 EM33 S S R R S 62 EMS81 S S R R S
29 EM34 1 S S R S 63 EMS82 S I R S S
30 EM35 S S S S S 64 EMS83 S S I R S
31 EM36 S I S R S 65 6538P R I S S S
32 EM37 S I S R S 66 43300 R S R R S
33 EM39 S S S S S 67 12228 S S S R S
34 EM40 S S I S S

Not: S: Duyarlt; I: Yar1 Duyarli; R: Direngli; ERY: Erythromycin; CLI: Clindamycin; OX: Oxacillin; P:
Penicillin; SXT: Trimethoprim- Sulfamethoxazole, (Tip tiirler; 6538P MSSA, 43300 MRSA, 12228 S.

epidermidis
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4.8. Molekiiler Tiplendirme
4.8.1. PFGE

Yapilan pulsed-field jel elektroforezi analizinde S. aureus izolatlarinin
DNA’ s1 Smal ile fragmentlere ayrilmig ve 11 ile 21 arasinda degisen farkli
sayilarda fragmentlere sahip profiller elde edilmistir. Bantlar BIO-PROFIL Bio-
1D++ programi ile karsilastirilmistir. PFGE sonuglarinda 64 S. aureus izolati %
80 tizerinde benzerlik gostermelerine gore 13 farkli pulsotipe ayrilmistir. EM18,
EMS57 ve EM58 kodlu izolatlar ayni bant profiline sahip olup E pulsotipine sahip
izolatlar arasinda bulunmuslardir. Ayrica C ve M kodlu pulsotipler birer izolat ile
temsil edilmektedir. PFGE sonucu elde edilen jel goriintiisii programda o6zel
olarak olgeklendirilmis ve birlestirilmis olup Sekil 4.7° de gosterilmistir. Ayrica
verilerin analizi sonucu elde edilen tip tiir profili, pulsotip ve dendrogramlarin

bulundugu Sekil 4.8 asagida gosterilmistir.

| [ “-_" R OGS G W @ ey oy o 0 e o b e u.;--.,_,m_‘

- - - ~.. ® ‘ - ---—.- -Pea
- .- ” - Y .

-
- R 1
- -

. o= - 5 0900 60

L
; fa - ce®=
SR .‘-.:.' Y b eeaB'Squa- e eBilnaNngl-y
i e

A i .S e . ‘ . .
nnoges 0 EoCE, Heeig fpe o
-'L- E ;

el
|

Sekil 4.7 Calismada uygulanan elektroforezlerin BIO-PROFIL 1D++ programu ile 6zel olarak

Olceklendirilmis ve birlestirilmis goriintiileri.
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No Pulsotype Strain ID  PFGE Fragment Patterns % Similarity
Dendrogram with Homology Cocflicient %5.0 (UPGMA).
50% 40% 30% 2% 10%
01 A EM 01 =T I
02 A EM 36 [ o teene |
03 A EM 03 IR
04 B EM 02 | I L
05 B EM 09 LI T
06 B EM 15 T T ny |
07 B EM 55 NI TN
08 B YRV | | |
09 B M2 R HNIEN
10 B EM 20 [T
11 B EM 70 I T |
12 B EM 78 [TV |
13 c EM 12 LN T
14 D EM 37
15 D EM 56
16 D eMso |
17 D EM 61 | 1w
18 D EM 60 | (i |
19 E EM 11 INIDWT D T
20 E EM 77 | NI T | T
21 E EM 71
2 E EM 28 [ T |
23 E EM 79 L (1" W |
24 E EM 16 L |
25 E EMeo [T
26 E SYSCHEN | 1 |
27 E EM 68 | TV
28 E EM 72 N T
29 E EM 31 | TTHRIN |
30 E EM 18 (NN
31 E EM 57 [ 1o e |
32 E EM 58 (T
33 E EM 21 [ Tne |
34 E EM 25 N T
35 E eM26 (NI
36 E EMss (NI
37 E EM 23 (NN
38 E eMes  [IEAMELLLEEN
39 E EM 63 (N
40 F EM 13 I T T |
41 F arcc 43300 [l IRLUUE
42 F EM 75 | 1 iy |
43 G EM 22 W
44 G EM 83 | = DI
45 G EM 82 | | THTT |
46 G EM 76 | T T |
47 G eM30 LR
48 G EM 35 1 A |
49 G EM 73 | e |
50 H EM 04 [T .
51 H EM 80 TN B
52 I EM 53 | IR TR T
53 I EM 66 LT T T |
54 I EM 62 L 17 parmn | '
55 J M40 NI '
56 J eMe7 (RN
57 J eM74  (EEIIEEEEE '
58 K EM 27 T |
59 K EM 29 | .
60 K EM 81 | T |
61 K EM 34 [T Www | '
62 K EM 33 [t T | !
63 L EM 07 M.
64 L EM 39 NN o
65 M EM 10 TR T .
|

Sekil 4.8 PFGE sonucu elde edilen pulsotipler ve dendrogram.
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4.8.2. MLST

Bu ¢alismada 9 toplumsal kaynakli metisilin direncli S. aureus (CA-MRSA)
susu 7 farkli sekans tipinde tanilanmistir. Tanilama isleminde izole edilen DNA
MLST analizinde kullanilan gen bdlgelerinin primerleri ile ¢ogaltilmis ve jel
elektroforezi ile bolgelerin varligi pozitif kontrol olarak 2 (ATCC 6538P, Patojen
S. aureus; ATCC 43300, MRSA) ve negatif kontrol olarak 1 (ATCC 12228,
Staphylococcus epidermidis) sus ile kontrol edilmistir. Bu kontrol isleminin jel

goriintiileri Sekil 4.9 - Sekil 4.15 arasinda verilmistir.

M EM21 EM22 EM33 EM59 EM64 EM66 EM79 EM81 EM82 43300 N.K. 6538P

Sekil 4.9 9 MRSA susu ve 3 kontroliin 456 bp boyutundaki arcC gen bdlgesinin goriintiisii.
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EM22 EM33 EM59 EM64 EM66 EM79 EM81 EM82 43300 N.K  6538P

Sekil 4.10 9 MRSA susu ve 3 kontroliin 456 bp boyutundaki aroE gen bolgesinin goriintiisii.

EM22 EM33 EM59 EM64 EM66 EM81 EM82 43300 N.K 6538P

Sekil 4.11 9 MRSA susu ve 3 kontroliin 465 bp boyutundaki glpF gen bolgesinin goriintiisii.
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EM22 EM33 EM59 EM64 EM66 EM79 EM81 EM82 43300 N.K  6538P

Sekil 4.12 9 MRSA susu ve 3 kontroliin 429 bp boyutundaki gmk gen bdlgesinin goriintiisii.

M EM21 EM22 EM33 EM59 EM64 EM66 EM79 EMS1 EM82 43300 N.K.  6538P

Sekil 4.13 9 MRSA susu ve 3 kontroliin 474 bp boyutundaki pta gen bolgesinin goriintiisii.
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EM21 EM22 EM33 EM59 EM64 EM66 EM79 EM81 EM82 43300 N.K  6538P

Sekil 4.14 9 MRSA susu ve 3 kontroliin 402 bp boyutundaki #pi gen bdlgesinin goriintiisii.

EM21 EM22 EM33 EM59 EM64 EM66 EM79 EM81 EM82 43300 N.K.  6538P

Sekil 4.15 9 MRSA susu ve 3 kontroliin 516 bp boyutundaki ygiL gen bdlgesinin goriintiisii.

Tanilanan bu sekans tiplerinden ST97 ve ST737 en sik karsilasilan CA-
MRSA sekans tipi olmus ve tim CA-MRSA suslarinin % 44,4° ini
kapsamaktadir. Multi lokus sekans tiplemesi sonucundan 9 izolat CC12, CC15,
CC30, CC97, CCI121 ve CCI188 klonal kompleksleri arasinda dagilim
gostermistir. Dagilimin detayli analizi Cizelge 4.5 de verilmistir. Ayrica MLST
sonucunda 9 izolatin birbirleri ile olan filogenetik iliskisi Sekil 4.16 de

gosterilmistir.

MLST analizinde kullanilan 9 farkli izolata ait gen bolgeleri uygun etiketler
ile GenBank niikleotid sekans veribankasina Cizelge 4.4’te verilen kabul

numaralar1 ile kayit edilmistir.
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Cizelge 4.4 MLST i¢in elde edilen gen bolgesi dizilerinin veribankasina kayitli kabul numaralar.

izolat
No Gen Boyutu (bp) GenBank No
Kodu
1 EM21 arcC 456 KM362444
2 EM21 aroE 456 KM362445
3 EM21 glpF 465 KM362446
4 EM21 gmk 429 KM362447
5 EM21 pta 474 KM362448
6 EM21 tpi 402 KM362449
7 EM21 yqiL 516 KM362450
8 EM22 arcC 456 KM362451
9 EM22 aroE 456 KM362452
10 EM22 glpF 465 KM362453
11 EM22 gmk 429 KM362454
12 EM22 pta 474 KM362455
13 EM22 tpi 402 KM362456
14 EM22 yqiL 516 KM362457
15 EM33 arcC 456 KM362458
16 EM33 aroE 456 KM362459
17 EM33 glpF 465 KM362460
18 EM33 gmk 429 KM362461
19 EM33 pta 474 KM362462
20 EM33 tpi 402 KM362463
21 EM33 yqiL 516 KM362464
22 EM59 arcC 456 KM362465
23 EM59 aroE 456 KM362466
24 EM59 glpF 465 KM362467
25 EM59 gmk 429 KM362468
26 EM59 pta 474 KM362469
27 EM59 tpi 402 KM362470
28 EM59 yqiL 516 KM362471
29 EM64 arcC 456 KM362472
30 EM64 aroE 456 KM362473
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Cizelge 4.4. (Devam)

izolat
No Gen Boyutu (bp) GenBank No
Kodu
31 EM64 glpF 465 KM362474
32 EM64 gmk 429 KM362475
33 EM64 pta 474 KM362476
34 EM64 tpi 402 KM362477
35 EM64 yqiL 516 KM362478
36 EM66 arcC 456 KM362479
37 EM66 aroE 456 KM362480
38 EM66 glpF 465 KM362481
39 EM66 gmk 429 KM362482
40 EM66 pta 474 KM362483
41 EM66 tpi 402 KM362484
42 EM66 yqiL 516 KM362485
43 EM79 arcC 456 KM362486
44 EM79 aroE 456 KM362487
45 EM79 glpF 465 KM362488
46 EM79 gmk 429 KM362489
47 EM79 pta 474 KM362490
48 EM79 tpi 402 KM362491
49 EM79 yqiL 516 KM362492
50 EM&I1 arcC 456 KM362493
51 EM&I1 aroE 456 KM362494
52 EM&I1 glpF 465 KM362495
53 EM&I1 gmk 429 KM362496
54 EM&I1 pta 474 KM362497
55 EM&I1 tpi 402 KM362498
56 EM&I1 yqiL 516 KM362499
57 EM&2 arcC 456 KM362500
58 EM&2 aroE 456 KM362501
59 EM&2 glpF 465 KM362502

60 EM&2 gmk 429 KM362503



Cizelge 4.4. (Devam)
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izolat
No Gen Boyutu (bp) GenBank No
Kodu
61 EM&2 pta 474 KM362504
62 EM&2 tpi 402 KM362505
63 EM&2 yqiL 516 KM362506

Cizelge 4.5 9 MRSA susunun allelik profilleri ve MLST verileri

Allelik Profil (allel no.)

\o lzorar e
Kopy arcC  aroE  glpF gmk pta tpi yqil

1 EM21 ST737 CC30 7 6 149 70 8 8 6
2 EM22 ST188 CC188 3 1 1 8 1 1 1
3 EM33 ST6 Single 12 4 1 4 12 1 3
4 EM59 ST97 CcC97 3 1 1 1 1 5 3
5 EMo64 ST737 CC30 7 6 172 70 8 8 6
6 EM66 ST15 CC15 13 13 1 1 12 11 13
7 EM79 ST837 CC121 6 5 6 2 7 14 3
8 EMBS&1 ST12 CC12 1 3 1 8 11 5 11
9 EMS&2 ST97 CcC97 3 1 1 1 1 5 3

ST: Sekans Tipi
CC: Klonal Kompleks
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Sekil 4.16 9 MRSA susunun filogenetik iligkisini gdsteren dendrogram.
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5. TARTISMA

S. aureus saglikli nazal mukozada, normal flora bakterisi ya da patojen
olarak kolonize olabilen, abse, aciger pndmonisi, sepsis, toksik sok sendromu ve
gida zehirlenmesi gibi rahatsizliklara sebep olup, hastane ve toplumsal kokenli

olarak yayilabilen ciddi bir patojendir (Indrawattana et al. 2013).

Diinya’ da S. aureus gida zehirlenmelerine sebep olan 6nemli patojenlerin
arasindadir. Gida zehirlenmelerine sebep olan hazir gidalar, paketlenmeden 6nce
personeller tarafindan islem gérmesinden dolayi, gida calisanlarinin toplumdaki
diger kisileri enfekte edebilme riskide yilikselmektedir. Gegmiste yapilan bazi
calismalarda kisilerin burunlarinda bulunabilen bazi 6zel S. aureus suslarinin
gidalarda tastyicilar ile ayni zamanda bulunmasi, milyonlarca insanin yedigi
yemeklerin iiretimini yapan gida ¢alisanlarin1 6nemli bir kontaminasyon kaynagi

yapmaktadir (Acco et al., 2003).

Gida zehirlenmesine sebep enterotoksijenik S. aureus suslariin
antibiyotiklere diren¢ kazanmis olan suslarin tedavisinde de zoluk g¢ekilmektedir
(Loeto et al.,, 2007). Son zamanlarda hayvansal gidalar ile olduk¢a fazla
iliskilendirilen metisilin direngli S. aureus suslarinin Ozellikle gidalar, gida
ortamlar1 ve calisanlarindna izole edilmesindeki artis hastaneden bagimsiz,
toplumsal kaynakli suslarin yayilmasi konusunda dikkat ¢ekici olmustur (Paludi et

al., 2011).

Hastane ve hasta iligkisi bulunmayan bireylerden izole edilen toplumsal
kaynakl1 metisilin direngli S. aureus suslarinin tanilanmasi ile gectigimiz 30 yilda
S. aureus enfeksiyonunun epidemiyolojisinde ciddi degisiklikler olmustur

(Chuang and Huang, 2013).

Staphylococcus enfeksiyonlarindaki artis ve degismeler yayilim ve
antibiyotiklere olan direncin kontrol altina alinabilmesi i¢in, organizma iyi bir
sekilde takip edilmeli ve populasyon genetigi lizerine daha cok calismanin

yapilmasi gerekmektedir (Schinasi et al., 2014).
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Bir kisminda S. aureus enfeksiyonunun ve antibiyotik direngliliginin analiz
edildigi bu calismada 1358 gida fabrikasi ¢alisanindan izole edilen 64 S. aureus
izolatinin verdigi oran % 4,71 olarak hesaplanmis olup bu sonucun diger iilkelerde
yapilmis olan gida calisanlardaki nazal tasiyicilik ve enfeksiyon oranlarina
(Lamers et al., 2011) gore ¢ok diisiik oldugu ortaya cikmustir. Ulkemizde farkli
bolgelerde yapilan benzer g¢alismalar irdelendiginde enfeksiyon ve tasiyicilik
oraninin bolgelere gore farklilik gosterdigi goriilmektedir. Ornegin; Simsek ve
arkadaglarinin (2009) Sanlwurfa’ da gida c¢alisanlar1 ile yapmis olduklar1 bir
calismada S. aureus tasiyiciligi oram % 23,1 olarak saptanmistir. Bu ¢alismada
MRSA tasiyiciligr ile ilgili veri bildirilmemistir. Pala ve arkadaslari (2010)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bursa ili Niliifer ilgesinde gida fabrikalarinda
calisan kisilerin burunlarindan izole ettikleri S. aureus oram % 15,2 olarak
verilmistir. Izole edilen S. aureus suslar1 arasindaki metisilin antibiyotigine direng
oranina bakildiginda Pala ve arkadaslar1 169 izolat icerisinde 29 MRSA ile %
17,15 lik bir oran bulmuslardir. Yapilan bu ¢alismaya bakildiginda ise izole edilen
64 S. aureus izolat1 arasinda bulunan 9 MRSA susu %14,06” lik bir oran ortaya
cikmaktadir. Tirkiye’ de yapilmis olan bu smirli ¢alismalardan sonra diger

iilkelerde yapilan ¢alismalar arasinda farklar ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.

Acco ve arkadaglarimin (2003) gida calisanlarindan aldiklar1 nazal
stiriintiilerin tanilanmasi sonucunda S. aureus enfeksiyonu orani yaklasik % 30
bulunmustur. Ancak 47 kisiden aldiklar1 bu siiriintiilerde MRSA suslarina
rastlanmamistir. Loeto ve arkadaslar1 (2007) Botswana’ da yaptiklar1 calismada da
nazal siiriintiilerde S. aureus tasiyiciligr oranim % 44,6 MRSA oranini da % 53
olarak bildirmislerdir. 2011 yilinda yapilan genis ¢apli bir caligmada (Paludi et al.,
2011) gida ve gida c¢alisanlarindan alinan 1007 Ornekten 165 S. aureus izole
edilmis ve MRSA sus sayis1 8 olarak verilmistir. 2012 yilinda Arjantin’ de gida
calisanlarinda ise S. aureus tasiyiciligi % 37,5 MRSA susu sayisi ise 2 ornek ile
siirlt kalmistir (Jorda et al., 2012). Ayn1 yilda Etiyopya’ da gida ¢alisanlarinda
ise S. aureus tasiyiciligt % 20,5 MRSA orani ise % 9,75 bulunmustur (Dagnew et
al., 2012). Son olarak Ho ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 ¢alismada S. aureus
enfeksiyonu oranin1 % 22,8 MRSA oranini da % 5,05 olarak bildirmislerdir.
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Bu verilen sonuglar ile kiyaslandiginda, gergeklestirilen ¢alismada elde
edilen sonuglarda S. aureus tasiyiciligi oraninda ciddi bir diisiis MRSA oraninin

ise ortalamanin iizerinde bir durumda oldugu goriilmiistiir.

Calismada elde edilen verilerin daha saglikli analizi i¢in 6rnek toplama
sirasinda ¢alisanlara yoneltilen sorulara bakildiginda sadece 4 kisinin hastanede
tedavi oldugu, 14 kisinin muayenesiz doktor veya eczaci gibi konun uzmani ancak
o hastanin tedavisinde yetkili olmayan kisilerin tavsiyesi ile antibiyotik kullandig,
20 kisininde kendi diislinceleri ve g¢evreden duyduklar1 ile alabildikleri
antibiyotikleri kullandiklar1 goriilmiistiir. Yapilan goriismeler sonucunda iicretsiz
izin ile cezalandirilan daha once tasiyici oldugu tespit edilmis, duyduklar1 yanlis
bilgiler ile burunlarinda kasinti, yara, bogazlarinda batma ve aci hisseden tasiyici
olma riski olduklarini diisiinen kisilerin zorunlu muayene periyodunu takip ederek
oncesinde bilingsiz antibiyotik aldiklar1 ve muayeneden saglikli olarak gegtikleri
saptanmistir. Yapilan bu periyodik kontroller T.C. Saglik Bakanligi’ nin 1593
numarali “Umumi Hifzissthha Kanunu” 126. Maddesi geregince gida ile
ugrasanlar icin yilda bir periyodik muayene yapilmasi zorunlu olarak belirtilmis
(T.C. Saghk Bakanligi, 1930) , ancak 11/10/2011 tarihinde yayinlanan kanun
hiikmiinde kararname ile bu periyodik muayenelerin zorunlulugu isverenin hijyen
egitim verdirmesi zorunlulugu ile degistirilmistir. Bu degisiklik ile birlikte
tasiyicilik, enfeksiyon ve bulagsma riski tiim hastaliklar gibi S. aureus icin de

artmigtir.

Staphylococcal enfeksiyonlarin kontrolii i¢in yapilan molekiiler diizeyde
tanilama ¢alismalar1 son yillarda oldukca hiz kazanmistir. Antibiyotik direncinin
giderek artmasi ve yeni virlilens faktorler organizmanin iyi bir sekilde tanimanin
onemini bir kez daha vurgulamaktadir. Ozellikle S. aureus’ un molekiiler evrimi
i¢in tiplendirme 6nemli bir yere sahiptir. Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) S.
aureus epidemiyolojisinin lokal veya kisa zamanli caligmalarinda en sik
kullanilan yontemdir. Bu yontemin 0&zellikle hastane kaynakli salginlarin
incelenmesinde paha bicilmez imkanlar saglamasina ragmen, genellikle kiigiik
caligmalara uygulanabilmesi ve laboratuvarlar arast gilivenilirligi ve
tekrarlanabilirliginin smirli olmasi bu yontemin dezavantajidir. Teknolojinin

ilerlemesi ile gelistirilen analiz programlar1 ve elektroforez sartlarinin
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standardizasyonunun saglanabilmesi ile uluslararasi laboratuvar sonuglarinin
karsilastirilmas1 miimkiin hale gelmistir (Cookson et al., 2007). Ancak, yontemle
ilgili pulsotip veritabani ¢cok sinirli olup sadece Amerika Birlesik Devletleri’ ndeki
sonuglart barmdirmaktadir (CDC, 2014). Multi lokus sekans tiplendirmesi
(MLST) bakteri tiplendirmesinde sik olarak kullanilan diger bir yontemdir. Birgok
calismada, S. aureus’ un evrimsel ve epidemiyolojik cesitliligi bu yontem ile
analiz edilmistir. PFGE yontemine gére MLST yonteminin temel avantaji DNA
sekans analizine dayanmasindan dolay1 herbir izolata karsilik gelen klinik bilgiler
ile zenginlestirilmis sekans verileri internet bagli veri bankalar1 ile kolayca

karsilastirilabilmesidir (Cookson et al., 2007).

Referans olarak gosterilen ¢alismalarin ¢ogunda altin standart olarak
gosterilen iki yontem olan PFGE ve MLST bu ¢alismada birlikte uygulanmis ve
elde edilen sistematik iliskiler antibiyotik direnci ile birlikte yorumlanmistir.
Ozellikle MRSA suslarinda uygulanmis olan MLST yéntemi ile PFGE nin
dezavantajlar1 ortadan kaldirilmis ve sinirli cografyadan ve spesifik bireylerden
elde edilen sistematik veriler uluslararasi veritabanlari ile karsilastirilmistir. Jel
tabanl tiplendirme metodu olan PFGE’ de birbirleri ile kiyaslanan 64 S. aureus
izolat1 13 farkli pulsotip ile kendi aralarinda oldukcga yiiksek bir ¢esitlilige sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica % 100 identik olan suslarin izole edildigi bireylere
bakildiginda; EM11 ve EM77 nin, EM68 ve EM72 nin, EM 57 ve EM58 in,
EM21 ve EM25 in aynmi fabrika, EM68 ve EM72 nin farkli fabrika ancak ayni
mahalle de oturuyor oluslart calisanlarin  birbirlerine de enfeksiyon
bulastirabildiklerini  gostermektedir. Diinyada yapilan benzer c¢aligmalara
bakildiginda da PFGE nin kisith ancak tiplendirmede tatmin edici sonuglar verdigi

bildirilmistir (Wei and Chiou, 2002; Borges et al., 2010).

9 MRSA izolat1 ile ¢alisilan MLST islemi sonucunda elde edilen sonuglar
hem PFGE hemde sekans tabanli olmasindan dolay1 veritabanlari ile birlikte
degerlendirilmistir. Bulgularda belirtilen klonal komplekslerden CC15 insanlarda
goriilen ve enfeksiyona sebep olan S. aureus suslarinin en c¢ok dahil olarak
goriildiikleri klonal kompleks oldugu daha onceki g¢alismalarda gosterilmistir
(Aklilu et al., 2013). 9 MRSA susundan ikisinin dahil oldugu CC30 klonal
kompleksinin de ortadogudan orjinlenerek yayildigi bilinmektedir (Chuang and
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Huang, 2013). Bir diger iki susun dahil oldugu CC97 klonal kompleksine ise uzak
dogudan bati avrupaya kadar olduk¢ca genis bir alanda rastlanabildigi
goriilmektedir. Bunlarin disinda, klonal komplekslere dahil edilemeyen sekans
tiplerine baktigimizda calismamizda saptanan ST837 sekans tipi veri tabaninda
sadece Fransa’ da izole edilmistir. ST12 Ingiltere, Hollanda, Isvigre, Japonya ve
Brezilya, bir baska sekans tip olan ST6 ise Asya iilkeleri, Ingiltere, Avustralya ve
Gambiya olmak tizere 4 farkli cografyadan izole edilmistir (Imperial Collage

London, 2014).

Bir bagka derlemeye gore de, yapilan ¢alismalarda diinyadaki major MRSA
suglari, CC5, CC8, CC22, CC30 ve CC45 klonal kompleksleri ile iligkili
bulunmustur. Giiney Avrupa, ABD ve Giiney Amerika’dan olmak iizere 3000
izolatin analizi sonucunda, izolatlarin yaklasik % 70’i Iberian (CC8 [ST247-
MRSA-IA]), Brezilya (CC8 [ST 239-MRSA-IIIA]), Macaristan (CC8 [ST239-
MRSA-III]), New York-Japonya (CC5 [ST5-MRSA-II]) ve pediatrik (CC5 [ST5-
MRSA-IV]) klonal kompleksleri olmak iizere 5 major pandemik komplekse ait
oldugu goriilmiistiir. Tiim diinyada en sik saptananlar ise CC5 ve CC8’dir. Bu
klonal kompleksler bircok ST igerirler. Diinyanin farkli bolgelerinde ve farkli
iilkelerde birbirinden farkli ST’ler goriilmektedir. CC30-ST36 ABD’de ve
Ingiltere’de yaygin olarak saptanmaktadir. CC45 ise ABD ve Avrupa iilkelerinde,
CC8, CC5 ve CC22 Asya’da en sik goriilen MRSA’ lardir. Latin Amerika’da CC5
(STS5), CC8 (ST239) ve CC30 MRSA klonlar1 bulunmaktadir. Tiirkiye’den
yapilan caligmalarda ise iilkemizde ST239 klonunun hakim oldufu gosterilmis
olsa da zaman i¢inde iilkelerde ve hastanelerde goriilen kompleksler degismistir.
Ornegin Macaristan’da goriilen ST239-MRSA-III yerini ST5-MRSA-II ve ST228
MRSA-I almistir. Yine Japonya’da 1990’11 yillarin baginda goriilen STS-MRSA-II
klonu yerine ST-30-MRSA-IV klonu goriilmeye baslanmistir (Sancak, 2012).

Toplumsal kaynakli MRSA lar hastane kokenli MRSA’lardan farklilik
gosterir. Ornegin ABD’de yapilan calismalarda, toplumsal kaynakli MRSA
enfeksiyonlarinin genellikle USA300 (ST8-1V, PVL(+)) ve USA400 (ST1-1V,
PVL(+)) olmak iizere 2 pulsotip ile meydana geldigi, hastane kaynakli MRSA
enfeksiyonlarmin ise baslica USA100 (STS5-II) ve USA200 (ST36-1V)

pulsotipleriyle  olustugu  saptanmistir.  Dolayisiyla  toplumsal  kaynakli
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MRSA’larin hastane kaynakli MRSA’lardan bagimsiz olarak toplumsal kaynakli
MSSA’lardan gelistigi du’su nu’lmektedir. Genetik farkliliklarin yani sira
toplumsal kaynakli MRSA’lar, hastane kaynakli MRSA’lardan olusturduklari
enfeksiyonlar acisindan da farklilik gosterir. Toplumsal kaynakli MRSA’lar
genellikle cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (apse, follikiilit vb) ile pnomoniye
yol agarken, hastane kaynakli MRSA’lar solunum yolu enfeksiyonlari, kan akimi
enfeksiyonlar1 ve cerrahi yara enfeksiyonlar1 gibi klinik tablolara yol acarlar

(Sancak, 2012).

MLST veribankasinda goriildiigii gibi Tiirkiye’ de MLST c¢alismasi sonucu
elde edilen ve veri bankasma yiiklenen 8 sus ve 4 sekans tipi bulunmaktadir.
Bunlardan ii¢li gida kaynakli, dordii hastane ve biri de evcil hayvan kaynakli olup
aralarinda gida calisanlarina yada hastane disi bir insan topluluguna ait sus
bulunmamaktadir (Sudagidan ve Aydin, 2010). Ayrica kayit tarihlerine
bakildiginda en son kaydin 2010 yilinda oldugu goriinmektedir. Calismada
degerlendirilen verilere bakildiginda ise veribankasina Tiirkiye’ den farkli bir
kaynaktan ST6, ST12, ST15, ST188, ST737 ve ST837 olmak iizere 6 farkl sekans

tipe rastlandig1 goriilmiistiir

Ayrica PFGE de oldugu gibi MLST analizinde de % 100 identik ¢ikan
suglarin ayni fabrika calisan1 oldugu goriilmiis ve yine enfeksiyonlar1 bireylerin

birbirlerine bulastirdiklar1 goriilmistiir.

Giin gectikce antibiyotiklere karsi olan direnglerin gliclenmesinden dolay1
as1 ¢alismalarinin 6nemi daha da artmistir. Hastanelerde karsilasilan suslar ile
ilgili tiplendirme bilgileri literatiire oldukca hizli girilmesine ragmen hem yapilan
calisma sayisinin az olmast hem de yayilmasinin daha kolay olmasindan dolay1
toplumsal kaynakli suslar ile ¢alismanin literatiire daha biiyiik katki saglayacagi
diistiniilmiistiir. As1 ¢alismalarinin temelinde organizmayi iyi tanimak olmasindan
dolay1 kiiciik bir cografyada toplumsal kaynakli suslarda, global tiplendirme
odakli yapilan bu calisma gelecekte Tiirkiye’ de yapilabilecek olan filogenetik
gruplandirma ve as1 gelistirme calismalarina yardimci olabilecegi, herkesin
sagligimi tehdit edebilecek bu konumdaki bir tasiyicidan kaynaklanabilecek

enfeksiyon riskine dikkat ¢ekecegi diisiiniilmektedir.
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Sonug olarak, bu ¢alismada, S. aureus suslarimin antibiyotik direncliligi ve
MRSA suglarinin iki farkli yontemle tiplendirilmesi gergeklestirilmistir. MLST
yontemi ile 7 farkli sekans tip (ST) saptanmistir, iilkemizde bu konu ile ilgili
calismalar ¢ok sinirli olmasi sebebi ile bu 7 sekans tipinden 6 tanesi Tiirkiye’ de
daha onceden saptanmamis sekans tiplerdir. Dolayisiyla bu ¢alisma hem bu konu
ile ilgili gelecekte yapilacak olan filogenetik caligmalara onciililk edecek hem de

devam edecek as1 ¢calismalarina yardimci olacagi diisiiniilmektedir.
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